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4, Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789).

4.1  Tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

Osiggni¢ciem naukowym w rozumieniu art.16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku jest
jednotematyczny cykl 11 publikacji z bazy Journal Citation Reports (JCR) zatytutowany:

wSynteza aktywnych biologicznie pochodnych azotowych zwigzkow heterocyklicznych”.

Wybrane artykuty [H1]-[H11] opublikowano w latach 2012-2019. Ich tgczny wspotczynnik
oddziatywania (Impact Factor) wedtug listy Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem
opublikowania (z wyjatkiem prac opublikowanych w 2018 i 2019 roku, dla ktérych podano
IF z roku 2017) wynosi 27,735, a sumaryczna liczba punktow MNiSzW wynosi 290.

W 9 artykutach jestem autorem korespondencyjnym.

4.2  Wykaz opublikowanych prac naukowych wchodzacych w sklad osiagniecia
naukowego

Objasnienia.

>4 - autor korespondencyjny

[H1]-[H11] - oznaczenie publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

IF - impact factor

Clwos - il0$¢ cytowan wg bazy Web of Science (bez autocytowan)
Clscopus - 1108¢ cytowan wg bazy Scopus (bez autocytowan)

[H1]. E. Lukowska-Chojnacka,” U. Berna$, J. Plenkiewicz, 2012, Lipase-catalyzed
enantioseparation of alcohols containing a tetrazole ring. Tetrahedron: Asymmetry 23, 136-
143.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wspoftworzeniu koncepcji badan, syntezie
pochodnych tetrazolowych zawierajgcych podstawnik fenylowy, 4-chlorofenylowy oraz
2-chlorofenylowy, opracowaniu warunkow enzymatycznego rozdzielania mieszanin
racemicznych alkoholi, okresleniu konfiguracji absolutnej otrzymanych optycznie czynnych
zwigzkow, opracowaniu i interpretacji wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz
korespondencji z edytorem.

Moj udzial procentowy szacuje na 70%.

IF2012= 2,115; Clwos= 1; Clscopus= 2; MNiSzW= 30
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[H2]. E. Lukowska-Chojnacka,” J. Mierzejewska, 2014, Enzymatic hydrolysis of esters
containing a tetrazole ring. Chirality 26, 811-816.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan, syntezie
[ oczyszczeniu zwigzkéw, opracowaniu warunkow  enzymatycznego  Kinetycznego
rozdzielania mieszanin racemicznych estrow z ugrupowaniem tetrazolowym, opracowaniu
I interpretacji wynikéw, przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz korespondencji z edytorem.

Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

IF2014= 1,886; Clwos= 0; Clscopus= 1; MNiSzW= 25

[H3]. M. Bondaryk, E. Lukowska-Chojnacka, M. Staniszewska,™ 2015, Tetrazole activity
against Candida albicans. The role of KEX2 mutations in the sensitivity to (%)-1-[5-(2-
chlorophenyl)-2H-tetrazol-2-yl]propan-2-yl acetate. Bioorg. Med. Chem. Lett. 25, 2657-
2663.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wspottworzeniu koncepcji badan, syntezie
zwigzkow, uczestniczeniu w interpretacji wynikow oraz uczestniczeniu w przygotowywaniu
ostatecznej wersji manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 30%.
IF2015= 2,486; Clwos= 9; Clscopus= 9; MNiSzW= 25

[H4]. E. Lukowska-Chojnacka,” M. Bretner, 2015, Synthesis of 4,5,6,7-tetrabromo-1H-

benzimidazole derivatives. J. Heterocycl. Chem. 52, 841-845.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan, syntezie,
oczyszczeniu oraz scharakteryzowaniu badanych zwigzkow, opracowaniu wynikéw,
przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz korespondencji z edytorem.

Moj udzial procentowy szacuje na 90%.
IF2015= 0,685; Clwos= 0; Clscopus= 0; MNiSzW= 20

[H5]. E. Lukowska-Chojnacka,” M. Staniszewska, M. Bondaryk, J.K Maurin, M. Bretner,
2016, Lipase-catalyzed kinetic resolution of novel antifungal N-substituted benzimidazole
derivatives. Chirality 28, 347-354.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan, syntezie oraz
oczyszczeniu badanych zwigzkéw, zoptymalizowaniu  warunkéw  enzymatycznego

kinetycznego rozdzielania mieszanin racemicznych alkoholi, opracowaniu wynikow,
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przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz korespondencji z edytorem.
MOoj udziat procentowy szacuje na 715%.

IF2016= 1,956; Clwos=2; Clscopus=4; MNiSzW= 20

[H6]. E. Lukowska-Chojnacka,™ P. Winska, M. Wielechowska, M. Bretner, 2016, Synthesis
of polybrominated benzimidazole and benzotriazole derivatives containing a tetrazole ring
and their cytotoxic activity. Monatsh. Chem. 147, 1789-1796.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan, syntezie,
oczyszczeniu oraz scharakteryzowaniu badanych zwigzkow, interpretacji wynikow,
przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz korespondencji z edytorem.

Moj udzial procentowy szacuje na 70%.
IF2016= 1,282; Clwos=2; Clscopus=3; MNiSzW= 20

[H7]. E. Lukowska-Chojnacka,” P. Wifiska, M. Wielechowska, M. Poprzeczko, M. Bretner,
2016, Synthesis of novel polybrominated benzimidazole derivatives - potential CK2

inhibitors with anticancer and proapoptotic activity. Bioorg. Med. Chem. 24, 735-741.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan, syntezie,
oczyszczeniu oraz scharakteryzowaniu badanych zwigzkow, przygotowaniu wstepnej wersji
tekstu manuskryptu oraz korespondencji z edytorem

MOoj udziat procentowy szacuje na 55%.

|F2016: 2,930, CIWoSZg; CIScopus:].l; MN'SZW: 25

[H8]. E. Lukowska-Chojnacka,”™ J. Mierzejewska, M. Milner-Krawczyk, M. Bondaryk,
M. Staniszewska, 2016, Synthesis of novel tetrazole derivatives and evaluation of their
antifungal activity. Bioorg. Med. Chem. 24, 6058-6065.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan, syntezie,
oczyszczeniu oraz scharakteryzowaniu badanych zwigzkéw, przygotowaniu wstepnej wersji
tekstu manuskryptu oraz korespondencji z edytorem.

Moj udzial procentowy szacuje na 60%.
IF2016= 2,930; Clwos=9; Clscopus=12; MNiSzW= 25

[H9]. M. Staniszewska,” M. Gizinska, E. Mikulak, K. Adamus, M. Koronkiewicz,
E. Lukowska-Chojnacka, 2018, New 1,5 and 2,5-disubstituted tetrazoles - dependent activity
towards surface barrier of Candida albicans. Eur. J. Med. Chem. 145, 124-1309.
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan chemicznych
I wspottworzeniu koncepcji badan biologicznych, przygotowaniu planu eksperymentow
w czesci chemicznej, Syntezie i oczyszczeniu wigkszoSci zwigzkow, wspotuczestniczeniu
W przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz wspétudziale w przygotowywaniu odpowiedzi na
pytania recenzentow.

MOoj udziat procentowy szacuje na 45%.

IF2017= 4,816; Clwos=3; Clscopus=2; MNiSzW= 40

[H10]. E. Lukowska-Chojnacka,” A. Kowalkowska, A. Napiorkowska, 2018, Lipase-
catalyzed kinetic resolution of novel antitubercular benzoxazole derivatives. Chirality 30,
457-468.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy, przygotowaniu
planu  eksperymentow, syntezie ketonow, alkoholi oraz estrow z ugrupowaniem
benzoksazolu, opracowaniu warunkow kinetycznego rozdzielania otrzymanych mieszanin
racemicznych alkoholi i estrow, opracowaniu wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu
oraz korespondencji z edytorem.

Moj udzial procentowy szacuje na 70%.

|F2017: 1,833, CIWoS:O; CIScopUSZO; MNiSzW= 20

[H11]. E. Lukowska-Chojnacka,” A. Kowalkowska, M. Gizinska, M. Koronkiewicz,
M. Staniszewska, 2019, Synthesis of tetrazole derivatives bearing pyrrolidine scaffold and
evaluation of their antifungal activity against Candida albicans. Eur. J. Med. Chem. 164,
106-120.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan chemicznych
i wspottworzeniu koncepcji badan biologicznych, syntezie i oczyszczeniu wigkszosci
zwigzkow, przygotowaniu czesci manuskryptu, redagowaniu ostatecznej wersji manuskryptu
oraz korespondencji z edytorem.

Moj udzial procentowy szacuje na 50%.
IF2017= 4,816; Clwos=0; Clscopus=1; MNiSzW= 40
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Tabelaryczne zestawienie prac wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego

Udzial )
Punktacja
Symbol i dane bibliometryczne artykulu wlasny IF* . Clwos | Clscopus
MNiSzwW
(%)
[H1]. E. Lukowska-Chojnacka,”™ U. Berna$,
J. Plenkiewicz, 2012, Lipase-catalyzed enantio-
70 2,115 30 1 2

separation of alcohols containing a tetrazole ring.
Tetrahedron: Asymmetry 23, 136-143.
[H2]. E. Lukowska-Chojnacka,” J. Mierzejewska,
2014, Enzymatic hydrolysis of esters containing 80 1,886 25 0 1
a tetrazole ring. Chirality 26, 811-816.
[H3]. M. Bondaryk, E. Lukowska-Chojnacka,

M. Staniszewska,™ 2015, Tetrazole activity against
Candida albicans. The role of KEX2 mutations in the
sensitivity to (+)-1-[5-(2-chlorophenyl)-2H-tetrazol- %0 2,480 2 ? ?
2-yl]propan-2-yl acetate. Bioorg. Med. Chem. Lett.
25, 2657-2663.

[H4]. E. Lukowska-Chojnacka,” M. Bretner, 2015,
Synthesis of 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazole 90 0,685 20 0 0
derivatives. J. Heterocycl. Chem. 52, 841-845.

[H5]. E. Lukowska-Chojnacka,”™ M. Staniszewska,
M. Bondaryk, J.K Maurin, M. Bretner, 2016, Lipase-

catalyzed Kkinetic resolution of novel antifungal 75 1,956 20 2 4

N-substituted benzimidazole derivatives. Chirality 28,
347-354.

[H6]. E. Lukowska-Chojnacka,”™ P. Wifiska,
M. Wielechowska, M. Bretner, 2016, Synthesis of

polybrominated benzimidazole and benzotriazole 70 1,282 20 2 3

derivatives containing a tetrazole ring and their
cytotoxic activity. Monatsh. Chem. 147, 1789-1796.

[H7]. E. FLukowska-Chojnacka,”™ P. Winska,
M. Wielechowska, M. Poprzeczko, M. Bretner, 2016,

Synthesis of novel polybrominated benzimidazole
oo . L . . 55 2,930 25 9 11
derivatives - potential CK2 inhibitors with anticancer
and proapoptotic activity. Bioorg. Med. Chem. 24,

735-741.
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Tabelaryczne zestawienie prac wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego cd.

Symbol i dane bibliometryczne artykulu

Udzial
wlasny
(%)

IF*

Punktacja
MNiSzW

C|Wos

ClScopus

[H8]. E. Lukowska-Chojnacka,”™ J. Mierzejewska,
M. Milner-Krawczyk, M. Bondaryk,
M. Staniszewska, 2016, Synthesis of novel tetrazole
derivatives and evaluation of their antifungal activity.
Bioorg. Med. Chem. 24, 6058-6065.

60

2,930

25

12

[H9]. M. Staniszewska,™ M. Gizinska, E. Mikulak,
K. Adamus, M. Koronkiewicz, E. Lukowska-
Chojnacka, 2018, New 1,5 and 2,5-disubstituted
tetrazoles - dependent activity towards surface barrier
of Candida albicans. Eur. J. Med. Chem. 145, 124-
139.

45

4,816

40

[H10]. E. Lukowska-Chojnacka,* A. Kowalkowska,
A. Napiérkowska, 2018, Lipase-catalyzed Kkinetic
resolution of novel antitubercular benzoxazole
derivatives. Chirality 30, 457-468.

70

1,833

20

[H11]. E. Lukowska-Chojnacka,* A. Kowalkowska,
M. Gizinska, M. Koronkiewicz, M. Staniszewska,
2019, Synthesis of tetrazole derivatives bearing
pyrrolidine scaffold and evaluation of their antifungal
activity against Candida albicans. Eur. J. Med. Chem.
164, 106-120.

50

4,816

40

SUMA

27,735

290

35

45

*Impact Factor (IF) podano zgodnie z rokiem opublikowania wedtug listy Journal Citation Reports
z wyjatkiem prac opublikowanych w 2018 1 2019 roku, dla ktérych podano IF z roku 2017 (ostatni dostgpny).

Wszystkie szczegoly dotyczqce sposobu prowadzenia badan oraz otrzymanych wynikow zawarte sg

w zalgczonych artykutach. Przedstawiona kompilacja stanowi ich zwiezle omowienie. Kolejnos¢ omawiania

otrzymanych wynikéw nie jest zgodna z kolejnosciq ich opublikowania.
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4.3  Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiagnietych wynikow

wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Zwiazki zawierajgce pierscien heterocykliczny z atomem (atomami) azotu
odgrywaja wazng role zarowno pod wzgledem chemicznym jak i biologicznym. Znajduja
one zastosowanie w roznych galgziach przemyshu oraz sg szeroko wykorzystywane
W syntezie organicznej. Szczegdlna uwage zwraca ich potencjat farmakologiczny, przez co
stosowane sa jako substancje czynne lekow. Wérdd farmaceutykow zatwierdzonych przez
Agencje Zywnoséci i Lekow (ang. U.S. FDA) az 59% preparatdw leczniczych zawiera
w swojej strukturze przynajmniej jeden pierScien heterocykliczny z atomem (atomami)
azotu.! Dominuja pierécienie nasycone typu piperydyna, piperazyna, azetydyn-2-on
i pirolidyna oraz aromatyczne takie jak pirydyna, tiazol, imidazol, indol czy tetrazol.
Uktady te wystepuja pojedynczo lub grupowo (Rysunek 1) m.in. w lekach o dziataniu
przeciwhistaminowym  (np. astemizol), antyhipertensyjnym (np. kandesartan),
przeciwpasozytniczym (np. nitazoksanid), przeciwwirusowym (np. delawirdyna),
przeciwgrzybiczym (np. ketokonazol), przeciwbakteryjnym (np. cefazolina, izoniazyd),
przeciwpsychotycznym (np. asenapina) oraz przeciwnowotworowym (np. dasatynib).
Potwierdzone dzialanie terapeutyczne struktur zawierajacych pierScien heterocykliczny
z jednym lub kilkoma atomami azotu sprawia, ze w tej grupie zwigzkow poszukuje si¢
nowych substancji czynnych lekéw. Przedstawiony przeze mnie cykl prac wpisuje si¢ w ten
trend. W zwiazku ze wzrastajaca na $wiecie liczba infekcji grzybiczych oraz bakteryjnych
podjetam badania nad synteza nowych zwiazkéw wykazujacych dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe.>® Czynnikiem determinujacym potrzebe syntezy tego typu
preparatow jest wzrost opornoéci mikroorganizméw na stosowane leki.*® Przyktadem moga
by¢ oporne na azole szczepy Candida spp.,* oporne na cefalosporyny Il generacji szczepy
Klebsiella pneumoniae,® oporne na metycyline szczepy Staphylococcus aureus® oraz oporne

na izoniazyd i rifampicyne szczepy Mycobacterium tuberculosis.?

1 E. Vitaku, D.T. Smith, J.T. Njardarson, 2014, Analysis of the structural diversity, substitution patterns, and
frequency of nitrogen heterocycles among U.S. FDA approved pharmaceuticals. J. Med. Chem. 57, 10257-
10274.

2 F. Bongomin, S. Gago, R.O. Oladele, D.W. Denning, 2017, Global and multi-national prevalence of fungal
diseases-estimate precision. J. Fungi 3, 57.

3 N. Woodford, D.M. Livermore, 2009, Infections caused by Gram-positive bacteria: a review of the global
challenge. J. Infect. 59, S4-S16.

4D. Sanglard, 2002, Resistance of human fungal pathogens to antifungal drugs. Curr. Opin. Microbiol. 5, 379-
385.

S F. Prestinaci, P. Pezzotti, A. Pantosti, 2015, Antimicrobial resistance: a global multifaceted phenomenon.
Pathog. Glob. Health 109, 309-318.
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Rysunek 1. Przyktady farmaceutykow z azotowym ugrupowaniem heterocyklicznym.

Prowadzone przeze mnie badania ukierunkowane byty takze na syntez¢ nowych zwiazkoéw
wykazujacych dzialanie przeciwnowotworowe. Nowotwory ztosliwe podobnie jak
zakazenia mikrobiologiczne stanowia globalny problem.® Wedlug danych Swiatowe;j
Organizacji Zdrowia (WHO) w 2018 roku z powodu chordéb nowotworowych zmarto 9,6

miliona os6b,” w tym 25% stanowili Europejczycy.® Do najczestszych nowotworow

6 L.T. Torre, R.L. Siegel, E.M. Ward, A. Jemal, 2016, Global cancer incidence and mortality rates and trends-
an update. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 25, 16-27.

7 https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer

8. Ferlaya, M. Colombet, I. Soerjomataram, T. Dyba, G. Randi, M. Bettio, A. Gavin, O. Visser, F. Bray, 2018,
Cancer incidence and mortality patterns in Europe: estimates for 40 countries and 25 major cancers in 2018.
Eur. J. Cancer. 103, 356-387.
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zto$liwych nalezg rak pluc, jelita grubego, zotadka, piersi u kobiet oraz gruczotu krokowego
u me¢zczyzn. Pomimo stosowania innowacyjnych terapii $miertelno$¢ z powodu choréb
nowotworowych nie spada, a prognozy wskazuja, ze bedzie systematycznie wzrastac.
W zwiazku z tym konieczne jest prowadzenie badan nad synteza nowych, skutecznych
farmaceutykow onkologicznych.

Celem moich badan, ktérych wyniki zaprezentowalam w cyklu prac wchodzacych
w skfad osiggnigcia naukowego pt. ,,Synteza aktywnych biologicznie pochodnych
azotowych zwigzkow heterocyklicznych”, byto otrzymanie nowych pochodnych tetrazolu
wykazujacych  aktywno$¢  przeciwgrzybicza, benzimidazolu 1  benzotriazolu
charakteryzujacych  si¢  dziataniem  przeciwnowotworowym oraz  benzoksazolu
o potencjalnej aktywnosci antymykobakteryjnej. Celem moich badan byto takze okreslenie
zalezno$ci miedzy strukturg zwigzku a jego aktywnoscig biologiczng oraz
wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych zwiazkéw do dalszych badan biologicznych.
Majac na uwadze wspotzalezno$¢ migdzy konfiguracja absolutng zwigzku a jego
aktywnoscig biologiczng, za cel badawczy postawitam sobie takze opracowanie warunkow
enzymatycznego Kkinetycznego rozdzielania otrzymanych w postaci mieszanin
racemicznych nowych pochodnych tetrazolu, benzimidazolu oraz benzoksazolu. Swoja
uwage skoncentrowatam takze na syntezie zwiazkéw zawierajacych dwa pierScienie
heterocykliczne. Naleza do nich nowe, nieopisane wczesniej pochodne tetrazolu
z ugrupowaniem morfoliny, pirolidyny, benzoksazolu, benzotiazolu, benzimidazolu lub
benzotriazolu oraz nowe pochodne benzimidazolu z ugrupowaniem morfoliny, piperazyny
lub pirolidyny. Funkcjonalizacja wymienionych azoli kolejnymi podstawnikami
heterocyklicznymi w zamierzeniu miata doprowadzi¢ do otrzymania nowych, bardziej

aktywnych zwigzkow.

Synteza i ocena aktywnosci przeciwgrzybiczej pochodnych tetrazolu

Pierwsza grupa syntetyzowanych przeze mnie zwigzkow byly pochodne tetrazolu.
Spostrzezenie, ze 5-podstawiony pier§cien tetrazolowy jest bioizosterem grupy
karboksylowej, a otrzymane analogi tetrazolowe wykazuja wyzsza trwalos¢ metaboliczng
oraz latwiej przenikaja przez blony komorkowe, skutkowato wprowadzeniem na rynek

farmaceutyczny antagonistow receptora ATi angiotensyny Il takich jak losartan,

10
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kandesartan, irbesartan, walsartan czy olmesartan.®!° Pierécien tetrazolowy wystepuje takze
w kardiazolu,'! antybiotykach,'**2 preparatach przeciwalergicznych,® przeciwboélowych*
oraz zwigzkach 0 dziataniu przeciwzapalnym,®® przeciwbakteryjnym®
i przeciwgrzybiczym.® To wiasnie potencjat przeciwgrzybiczy pochodnych tetrazolowych
zwrocit moja uwage oraz sklonit do badan nad synteza nowych, potencjalnych
antymikotykow. Interesujacy wydat mi si¢ rowniez fakt, ze w literaturze nie byto informacji
na temat syntezy optycznie czynnych pochodnych tetrazolu z wykorzystaniem Kkatalizy
enzymatycznej. Wiadomo natomiast bylo, ze pier§cien tetrazolowy moze wptywac¢ dodatnio
na aktywno$¢ enzymow, czego przyktadem sg tetrazolowe analogi aminokwasow
zwickszajace aktywno$¢ karboksylopeptydazy A®® lub hamujaco, co potwierdzaja badania
nad tetrazolowymi inhibitorami takich enzyméw jak glikozydaza watrobowa,’
a-mannozydaza watrobowa,’® czy cyklooksygenaza-2.'° Kierujac si¢ ta wiedza
zaprojektowatam chemoenzymatyczng synteze¢ optycznie czynnych alkoholi oraz estréw
z podstawnikiem tetrazolowym. Badania te opisatam w publikacjach [H1] i [H2].

Etap chemiczny obejmowat syntez¢ 5-arylotetrazoli, 5-arylotetrazolowych pochodnych
butanonu i propanonu oraz odpowiadajacych im mieszanin racemicznych alkoholi i estrow.

Przeprowadzone reakcje ilustruje Schemat 1. 5-Arylotetrazole 1la-d otrzymatam zgodnie

® R.J. Herr, 2002, 5-Substituted-1H-tetrazoles as carboxylic acid isosteres: medicinal chemistry and synthetic
methods. Bioorg. Med. Chem. 10, 3379-3393.

10V .B. Vangala, R.M. Hindupur, H.N. Pati, 2014, A review on synthesis of antihypertensive sartan drugs.
IJPRR 3, 46-56.

V. A. Ostrovskii, R.E. Trifonov, E.A. Popova, 2012, Medicinal chemistry of tetrazoles. Russ. Chem. Bull.,
Int. Ed. 61, 768-780.

12 K. Tsuchiya, M. Kondo, M. Kida, M. Nakao, T. Iwahi, T. Nishi, Y. Noji, M. Takeuchi, Y. Nozaki, 1981,
Cefmenoxime (SCE-1365), a novel broad-spectrum cephalosporin: in vitro and in vivo antibacterial activities.
Antimicrob. Agents Chemother. 19, 56-65.

13Y. Yanagihara, H. Kasai, T. Kawashima, K. Ninomiya, 1989, Immunopharmacological studies on TBX,
a new antiallergic drug (4) effects on Type Il to IV allergic reactions and immunological functions in animal
models. Japan J. Pharmacol. 15, 93-100.

14 F. Janssens, J. Torremans, P.A.J. Janssen, 1986, Synthetic 1,4-disubstituted-1,4-dihydro-5H-tetrazol-5-one
derivatives of fentanyl: Alfentanil (R 39209), a potent, extremely short-acting narcotic analgesic. J. Med.
Chem. 29, 2290-2297.

15 N. Kaushik, N. Kumar, A. Kumar, U.K. Singh, 2018, Tetrazoles: synthesis and biological activity. Immun.
Endoc. Metab. Agents Med. Chem. 18, 3-21.

18 E. Kojro, 1. Willhardt, A. Rombach, Z. Grzonka, P. Hermann, 1987, Tetrazole analogs of amino acids as
constituents of modifiers of carboxypeptidase A catalysis. FEBS Lett. 212, 83-86.

17 T.W. Brandstetter, B. Davis, D. Hyett, C. Smith, L. Hackett, B.G. Winchester, G.W.J. Fleet, 1995, Tetrazoles
of manno- and rhamno-pyranoses: inhibition of glycosidases by tetrazoles and other mannose mimics.
Tetrahedron Lett. 36, 7511-7514.

18 B.G. Davis, T.W. Brandstetter, L. Hackett, B.G. Winchester, R.J. Nash, A.A. Watson, R.C. Griffiths,
C. Smith, G.W.J. Fleet, 1999, Tetrazoles of manno- and rhamno-pyranoses: contrasting inhibition of
mannosidases by [4.3.0] but of rhamnosidase by [3.3.0] bicyclic tetrazoles. Tetrahedron 55, 4489-4500.

19 B.J. Al-Hourani, S.K. Sharma, J.Y. Mane, J. Tuszynski, V. Baracos, T. Kniess, M. Suresh, J. Pietzsch,
F. Wouest, 2011, Synthesis and evaluation of 1,5-diaryl-substituted tetrazoles as novel selective
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors. Bioorg. Med. Chem. Lett. 21, 1823-1826.
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z procedurami literaturowymi.?® Nieopisane wowczas w literaturze 4-(5-arylo-2H-tetrazol-
2-ilo)butan-2-ony 2a-d syntetyzowalam wykorzystujgc reakcje addycji Michaela, za$
1-(5-arylo-2H-tetrazol-2-ilo)propan-2-ony ~ 5a-d  otrzymatam w  wyniku reakcji
N-alkilowania. Produktami byly wylacznie 2,5-dwupodstawione tetrazole, co $wiadczy

0 regiospecyficznosci obu typow reakcji.

)OJ\/\ 4
N -N
HN"\I\ @Y CH3COCH=CH, . l\‘l @Y NaBH )\A’\II/N\ v
°N ¥ Et;N, 2-propanol, T, N=N ¥ MeOH N=N N
la-d 2a-d (x)-3a-d
CICH,COCHg, bezw. octowy,
CH3COCHg3 pirydyna
KZCOB, Twrz.
OAc
N/N\ v )\A _N
\ N N Y
O N:N |‘\]:N
X
X
5a-d
(+)-4a-d
NaBH,,
MeOH
X Y
_N _N a H H
\Cg)HANll\l\ @Y bezw. octowy \(%AAI\IIN\ @Y b H CHs
°N N pirydyna ¢ N ¥ g gl |C_:|I
(+)-6a-d (+)-7a-d

Schemat 1. Synteza mieszanin racemicznych alkoholi i estrow z ugrupowaniem

tetrazolowym.

W zaleznosci od charakteru i pozycji podstawnika w pierScieniu benzenowym
5-arylotetrazoli la-d reakcje osiagaly 100% konwersje po roznym czasie. W przypadku
syntezy 4-(5-arylo-2H-tetrazol-2-ilo)-butan-2-oné6w 2a-d wprowadzenie w pozycj¢ para
podstawnika elektronodonorowego (CHz) lub elektronoakceptorowego (Cl) skutkowato
wydtuzeniem czasu reakcji z 3 (brak podstawnika) do 4 (CH3) i 6 godzin (Cl). Obecnos¢
natomiast atomu chloru w pozycji orto nie miata wptywu na czas reakcji. W przypadku
syntezy 1-(5-arylo-2H-tetrazol-2-ilo)propan-2-onéw 5a-d wydluzenie czasu reakcji

nastepowato tylko podczas N-alkilowania 5-(4-metylofenylo)tetrazolu (1b), za$ reakcje

20 W.G. Finnegan, R.A. Henry, R. Lofquist, 1958, An improved synthesis of 5-substituted tetrazoles. J. Am.
Chem. Soc. 80, 3908-3911.
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z analogami podstawionymi atomem chloru zachodzity w takim samym czasie (Cl w pozycji
para) lub krotszym (Cl w pozycji orto). Wszystkie ketony w wydajny i szybki sposob,
w wyniku redukcji borowodorkiem sodu przeksztatcitam w mieszaniny racemiczne alkoholi
(£)-3a-d oraz (+)-6a-d, a te z kolei w wyniku acetylowania bezwodnikiem octowym
w octany (+)-4a-d i (x)-7a-d. Efektem przeprowadzonych eksperymentow byla synteza
i identyfikacja 24 nowych zwigzkow.

Przedmiotem moich dalszych badan byto sprawdzenie mozliwosci wykorzystania
katalizy enzymatycznej do rozdzielenia mieszanin racemicznych alkoholi (+)-3a-d
I (+)-6a-d oraz estrow (£)-4a-d i (+)-7a-d. W badaniach tych wykorzystatam dwa typy
katalizowanych lipazami biotransformacji: transestryfikacje octanu winylu alkoholami
(+)-3a-d i (+)-6a-d [H1] oraz hydrolize estrow (£)-4a-d i (+)-7a-d [H2]. Warto wspomnie¢,
ze reakcje biotransformacji ciesza si¢ zainteresowaniem chemikow od wielu lat. Stosowanie
enzymow jako katalizatorOw pozwala bowiem na uproszczenie wielu syntez poprzez
zmniejszenie ilosci ich etapow, prowadzenie reakcji w lagodnych warunkach oraz
ograniczenie ilosci produktow ubocznych. Najwicksza zaleta enzymdéw jest jednak ich
specyficznos¢  substratowa, regio- oraz enancjoselektywnos¢. Dzigki ostatniej
z wymienionych cech mozna rozdzieli¢ mieszaniny racemiczne zwigzkow na enancjomery,
co jest niezwykle istotne w przypadku syntezy potencjalnych substancji czynnych lekow.
W pracy [H1] opisatam badania nad optymalizacja warunkéw enzymatycznego
kinetycznego rozdzielania mieszanin racemicznych alkoholi (+)-3a-d oraz (+)-6a-d.
Modelowa reakcja byta katalizowana przez lipazy transestryfikacja octanu winylu
wymienionymi alkoholami (Schemat 2). W badaniach tych wykorzystatam trzy komercyjnie
dostepne lipazy: dwie natywne pochodzenia bakteryjnego (Amano AK z Pseudomonas
fluorescens oraz Amano PS z Pseudomonas cepacia - aktualnie z Burkholderia cepacia)
oraz immobilizowany Novozym SP 435 izolowany z grzybow (Candida antarctica frakcja-
B).

X
N= N OH octan wmylu
Y \N/N‘H}\ TBME, enzym Y ’N\H/k /N~H/\
n =2 (+)-3a-d (S)-(+)-3a-d (R)-()-4a-d
n=1  (+)-6ad (S)-(+)-6a-d (R)-(+)-7a-d

Schemat 2. Transestryfikacja enzymatyczna octanu winylu alkoholami z ugrupowaniem

tetrazolowym.
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Za pierwszy cel badawczy postawitam sobie sprawdzenie wptywu budowy substratow
(5-arylotetrazolowych pochodnych butan-2-olu (+£)-3a-d) na selektywno$¢ wymienionych
biokatalizatorow. Parametrami pozwalajagcymi okresli¢ efektywnos$¢ przeprowadzonych
eksperymentéw byly wyznaczone metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) czystosci optyczne (nadmiary enancjomeryczne e.e.) otrzymanych chiralnych
estrow 1 pozostajgcych w mieszaninie nieprzereagowanych alkoholi oraz wyliczona na tej
podstawie enancjoselektywno$¢ reakcji (E). Aby okreslic czysto$¢ optyczng estrow
(R)-(-)-4a-d konieczne bylo przeprowadzenie dodatkowej reakcji, a mianowicie ich
hydrolizy do alkoholi, gdyz stosowana kolumna z chiralnym wypelnieniem nie réoznicowata
enancjomeréw  tych  estrow.  Sposrod  testowanych  enzyméw  najwyzsza
enancjoselektywnos$cig charakteryzowata si¢ lipaza Amano AK z Pseudomonas fluorescens.
Nadmiary enancjomeryczne (e.e.) otrzymanych estrow  wynosity  80-96%,
a alkoholi 59-98%. Obecno$¢ podstawnika w pierscieniu benzenowym substratow wptywata
na enancjoselektywnos¢ reakcji (E), powodujac jej spadek z wartosci 102 (brak
podstawnika) do 59 (p-CHs), 40 (0-Cl) i 38 (p-Cl). Dodatkowo wprowadzenie atomu chloru
w pozycje orto skutkowato czterokrotnym wydtuzeniem czasu, po ktorym reakcja osiagneta
konwersje 55%. Pozostate enzymy okazaty si¢ mato selektywnymi badz nieselektywnymi
katalizatorami (E = 0-7), w zwigzku z tym nie stosowalam ich w dalszych badaniach
obejmujgcych reakcje mieszanin racemicznych pochodnych propan-2-olu (+)-6a-d
z octanem winylu. Wymienione reakcje pozwolity sprawdzi¢ czy odleglos¢ miedzy grupa
hydroksylowa a pierScieniem tetrazolowym wptywa na wilasciwos$ci katalityczne lipazy
Amano AK oraz enancjoselektywnos$¢ reakcji. Na podstawie uzyskanych wynikow
wykazatam, ze dtugos¢ tancucha alkilowego miedzy grupa hydroksylowa a pier$cieniem
tetrazolowym znaczaco wplywa na szybko$¢ reakcji. W przypadku alkoholu
niepodstawionego (£)-6a oraz pochodnych para-postawionych (+)-6b-c, w poréwnaniu do
ich analogéw (£)-3a-C, nastgpito prawie dwukrotne wydluzenie czasu reakcji, za$
w przypadku pochodnej z atomem chloru w pozycji orto reakcja osiggneta konwersje 56%
po duzo krétszym czasie. Skrocenie tancucha alkilowego o jedng grupg metylenowa nie
miato natomiast znaczacego wptywu na enancjoselektywnosc¢ reakcji (E w zakresie 36-41).
Otrzymane optycznie czynne estry oraz alkohole z ugrupowaniem tetrazolowym byty
odpowiednio (R) i (S) enancjomerami. Konfiguracj¢ absolutng alkoholi okreslitam metoda

spektroskopii  NMR z zastosowaniem chiralnego odczynnika derywatyzujacego-
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enancjomeru (R) oraz (S) kwasu o-metoksyfenylooctowego (MPA).2* Do syntezy
diastereoizomerow wytypowatam dwa reprezentatywne chiralne alkohole: (-)-4-(5-fenylo-
2H-tetrazol-2-ilo)butan-2-ol ((-)-3a, e.e.=96%) oraz (+)-1-(5-(2-chlorofenylo)-2H-tetrazol-
2-ilo)-propan-2-ol ((+)-6d, e.e.=99%). Konfiguracja absolutna pozostatych alkoholi
okreslona zostala na podstawie porownania kierunku skrgcania plaszczyzny polaryzacii
monochromatycznego $§wiatla spolaryzowanego przez te zwigzki z alkoholami (-)-3a oraz
(+)-6d.

Z praktycznego punktu widzenia opisane reakcje transestryfikacji zachodzity
z zadawalajacymi enancjoselektywno$ciami (E>35). Jednakze z mojego punktu widzenia
jeszcze wigkszym sukcesem byloby zaprojektowanie reakcji, ktéra niezaleznie od
podstawnika w ugrupowaniu 5-arylotetrazolowym zachodzitaby z enancjoselektywnoscia
powyzej 100, w konsekwencji czego przerywajac reakcje przy konwersji 50%
otrzymaliby$my par¢ enancjomerow. W zwiazku z powyzszym obiektem moich dalszych
badan byly reakcje hydrolizy enzymatyczne;.

Badania nad opracowaniem warunkéw hydrolitycznego kinetycznego rozdzielenia
mieszanin racemicznych estrow z ugrupowaniem tetrazolowym opisatam w pracy [H2].
W badaniach tych wykorzystatam te same lipazy: Amano AK, Amano PS oraz Novozym SP
435. Uwzgledniajac fakt, ze enzymy te wykazuja najwyzsza aktywnos$¢ w uktadach
dwufazowych reakcje hydrolizy prowadzitam w uktadzie eter tert-butylowo-metylowy
(TBME)/bufor fosforanowy pH=7,2 (Schemat 3.). Dodatkowg zaleta stosowania jako
drugiej fazy rozpuszczalnika organicznego bylo wyeliminowanie problemu

rozpuszczalnosci substratow w medium reakcyjnym.

X X X
N=N OAc enzym, TBME N=N OH N=N OAc
LI =y N NG N N
Y N~ >\ bufor pH=7,2 N~ ~Hﬁ\ Y N~ +’lﬁk
n =2 (+)-4a-d (R)-(-)-3a-d (S)-(+)-4a-d
n=1 (+)-7a-d (R)-()-6a-d (S)-(-)-7a-d

Schemat 3. Hydroliza enzymatyczna estrow z ugrupowaniem tetrazolowym.

21 J. M. Seco, E. Quifiod, R. Riguera, 2001, A practical guide for the assignment of the absolute configuration
of alcohols, amines and carboxylic acids by NMR. Tetrahedron: Asymmetry 12, 2915-2925.
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Najbardziej selektywnym biokatalizatorem okazal si¢ Novozym SP 435, ktory w opisanych
wczesniej reakcjach transestryfikacji w zasadzie nie wykazywat selektywnosci. Wysoka
enancjoselektywnoscia (E) w zakresie 41-100 charakteryzowaly si¢ takze reakcje
katalizowane przez lipazg Amano AK, ale w porownaniu do transestryfikacji zachodzity one
okoto 13-14 razy wolniej. Generalnie, porownujac czasy reakcji oraz czystosci optyczne
otrzymanych produktéow, hydroliza enzymatyczna estrow z ugrupowaniem tetrazolowym
okazala si¢ szybsza i bardziej selektywng metodg otrzymywania optycznie czynnych
pochodnych tetrazolowych (e.e. 95-99%). Dodatkowym atutem tej drugiej opracowanej
przeze mnie metody jest jej wigksza uniwersalno$¢. Niezaleznie od budowy substratu,
obecnosci lub braku podstawnika w pier§cieniu benzenowym oraz dhlugosci tancucha
alkilowego przy atomie azotu N2 pierscienia tetrazolowego, enancjoselektywnos¢ reakcji
katalizowanych przez Novozym SP 435 byta bardzo wysoka (E>100).
Mieszaniny racemiczne estrow (+)-4a-d i (+)-7a-d, alkoholi (+)-3a-d i (+)-6a-d oraz
enancjomery (R) i (S) tychze alkoholi zbadano pod katem aktywnosci przeciwgrzybiczej
wobec trzech patogendow ro$linnych: Colletotrichum coccodes (MC 1), Fusarium
sambucinum (MF 1) i Fusarium oxysporum (MF5) oraz patogenu ludzkiego — Aspergillus
niger (ATCC 16404) [H2]. Wszystkie zwigzki posiadaty wiasciwosci grzybobojcze. Analiza
relacji pomiedzy struktura zwiazku a jego aktywnos$cia wykazata, ze wprowadzenie
podstawnika w pozycj¢ para pierScienia benzenowego powoduje wzrost aktywnosci
przeciwgrzybiczej zwigzku, w poroéwnaniu do jego niepodstawionego analogu. Efekt ten
widoczny byt zaréwno po wprowadzeniu podstawnika elektronodonorowego (CHs) jak
i elektronoakceptorowego (CI). Obecnos¢ natomiast atomu chloru w pozycji orto pierscienia
benzenowego w wigkszosci przypadkoéw nie miata istotnego wptywu na aktywnos¢ zwiazku
lub nieznacznie j3 obnizala. Najbardziej aktywnymi zwigzkami byty pochodne z atomem
chloru w pozycji para pier§cienia benzenowego (w stezeniu 128 pg/mL hamowaty wzrost
grzybow W zakresie 49-85%). Najwyzszy potencjal grzybobodjczy posiadat
(£)-4-[5-(4-chlorofenylo)-2H-tetrazol-2-ilo]butan-2-ol ((£)-3c), ktory ograniczat wzrost
grzybow A. niger o 50% juz w stezeniu 64 pg/mL. Na podstawie uzyskanych wynikow
mozna takze stwierdzi¢, ze konfiguracja absolutna zwigzku w tym przypadku nie miata
znaczacego wplywu na jego wiasciwosci przeciwgrzybicze. W wigkszosci przypadkow
procent zahamowania wzrostu patogenow traktowanych enancjomerem (R) lub (S) alkoholi
(£)-3a-d i (+)-6a-d byt zblizony.

Alkohole (+)-3a,b,d i (+)-6a,b,d oraz octany (+)-4a,b,d i (+)-7b,d zbadano takze pod
katem aktywno$ci przeciwgrzybiczej wobec szczepu Candida albicans (ATCC 90028), co
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zostalo opisane w pracy [H3] (zwiagzki (£)-3c, (+)-6¢, (+)-4C i (+)-7a,C nie byly badane, gdyz
wytragcaly si¢ z medium hodowlanego). Drozdze C. albicans wchodza w sktad naturalnej
mikroflory czlowieka, ale u 0s6b z ostabionym uktadem immunologicznym, a wigc nosicieli
wirusa HIV, chorych na nowotwory, neutropeni¢, 0sob po chemioterapii, przyjmujacych leki
immunosupresyjne, sterydy oraz po dlugotrwalej antybiotykoterapii, z niegroznego
komensala mogg sta¢ si¢ groznym patogenem i przyczyni¢ si¢ do rozwoju tzw.
kandydozy.?>?® O ile infekcje powierzchniowe nie stanowig zagrozenia dla Zycia to juz
ogoblnoustrojowe charakteryzuja sic wysokim wskaznikiem $miertelnosci.?? Leczenie jest
bardzo trudne ze wzgledu na duzg zjadliwos¢ gatunku oraz wyksztalcone mechanizmy
opornosci na stosowane leki.???* Przeprowadzone testy biologiczne wykazaty, ze
zsyntetyzowane przeze mnie 2,5-dwupodstawione tetrazole w zakresie stezen
0,0313-16 pug/mL redukowaty liczbe¢ zywych komorek C. albicans o ponad 98%. Na
wlasciwos$ci przeciwgrzybicze zwigzkow przede wszystkim wplywata dlugo$¢ tancucha
alkilowego migdzy pierScieniem tetrazolowym a grupa OH Ilub OAc. Czynnikami
decydujacymi o aktywnosci zwigzkow (+)-3a,b,d, (+)-6a,b,d oraz (+)-7b,d byly takze
rodzaj i pozycja podstawnika w pierScieniu benzenowym. Poréwnujac wartosci MIC
alkoholi mozna stwierdzi¢, ze pochodne butan-2-olu (+)-3a,b wykazywaly wyzsza
aktywnos¢ niz pochodne propan-2-olu (+)-6a,b. Wyjatek stanowit alkohol (+)-6d z atomem
chloru w pozycji orto pier§cienia benzenowego, ktory okazat si¢ znacznie bardziej aktywny
(MIC=0,125 pg/mL) niz pochodna (+)-3d (MIC=8 pug/mL). W przypadku estrow bylo
odwrotnie, wyzszy potencjat przeciwgrzybiczy wykazywaty octany propan-2-olu (+)-7b,d
niz octany butan-2-olu (£)-4a,b,d. Spos$réd wszystkich zsyntetyzowanych zwigzkow
Najwyzsza aktywnoS$cig przeciwgrzybicza charakteryzowat si¢ octan
(£)-1-[5-(2-chlorofenylo)-2H-tetrazol-2-ilo]propan-2-olu  ((£)-7d, MFC=0,0313 pg/mL)
I co istotne, w niskich stezeniach rzedu 0,125-2 pg/mL nie wywotywal efektu
cytotoksycznego w stosunku do komoérek nabtonkowych Vero, za§ w stezeniach wyzszych
64-256 ug/mL obnizat zywotno$¢ komorek tylko o 13-14%. Wykazano takze, ze
w warunkach in vitro zwigzek ten w stezeniu 16 pg/mL ograniczat 0 86% adhezje komorek
C. albicans do monowarstwy nabtonka ludzkiego (Caco-2), a tym samym zaburzat wczesng

faz¢ formowania biofilmu C. albicans. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze tworzenie

22 p, Eggimann, J. Garbino, D. Pittet, 2003, Epidemiology of Candida species infections in critically ill non-
immunosuppressed patients. Lancet. Infect. Dis. 3, 685-702.

23 C.-Y. Low, C. Rotstein, 2011, Emerging fungal infections in immunocompromised patients. F1000 Med.
Rep. 3, 14.

24 3, Perea, T.F. Patterson, 2002, Antifungal resistance in pathogenic fungi. Clin. Infect. Dis. 35, 1073-1080.
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biofilmu to jeden z czynnikow wirulencji C. albicans, dzigki ktoremu gatunek ten zyskuje
wysokg oporno$¢ na mechanizmy obronne organizmu gospodarza oraz stosowane leKi
przeciwgrzybicze np. flukonazol.?®

Oprécz aspektu praktycznego polegajacego na wydajnej enancjoselektywnej syntezie
pochodnych tetrazolowych opracowane przeze mnie i opisane w pracach [H1] i [H2] metody
maja takze duzg wartos¢ poznawczg. Nalezy podkresli¢, ze w momencie opublikowania obu
prac w literaturze nie bylo informacji na temat otrzymywania optycznie czynnych
pochodnych tetrazolu z wykorzystaniem katalizy enzymatycznej i zgodnie z moja wiedza
do dnia dzisiejszego sg to jedyne prace na ten temat. Dodatkowym atutem prezentowanych
prac jest fakt, ze otrzymane zwiazki zgodnie z zalozeniem wykazuja wilasciwosci
przeciwgrzybicze.

Potencjat przeciwgrzybiczy opisanych powyzej zwigzkéw, w szczegdlnosci wobec
drozdzy C. albicans, zainspirowal mnie do syntezy podstawionych ugrupowaniem
5-arylotetrazolowym propionianow etylu oraz pochodnych morfoliny [H9]. Za syntezg
kolejnej grupy estréw przemawiata wysoka aktywno$¢ i niska cytotoksycznos$¢ otrzymanego
wczesniej octanu (+)-1-[5-(2-chlorofenylo)-2H-tetrazol-2-ilo]propan-2-olu ((£)-7d), za$
koncepcja otrzymania pochodnych tetrazolowych z podstawnikiem morfolinowym
podyktowana byla potencjatem farmakologicznym pierScienia morfolinowego.
Ugrupowanie to wystepuje migdzy innymi w antybiotykach, lekach przeciwwymiotnych,
przeciwbolowych, przeciwzapalnych, antydepresyjnych oraz w zwigzkach o dziataniu
przeciwnowotworowym, przeciwpasozytniczym i przeciwgrzybiczym.?® W  zwigzku
z powyzszym interesujace wydato mi si¢ sprawdzenie jak pierscien morfolinowy wptynie
na aktywnos¢ przeciwgrzybicza pochodnych tetrazolu.

Pierwszg grupe zwigzkoéw, pochodne propionianu etylu 8a-d i 9a-d, otrzymatam w wyniku
addycji Michaela 5-arylotetrazoli 1a-d do akrylanu etylu (Schemat 4). Reakcje zachodzity
z utworzeniem w przewadze 2,5-dwupodstawionych tetrazoli 9a-d. Nie byta to zatem 100%
regioselektywnos$¢, jak w przypadku wczesniej opisanych reakceji, gdy akceptorem Michaela
byt keton metylowo-winylowy. Stosunek wagowy wydzielonych izomerow 2,5- do
1,5-dwupodstawionych uzalezniony byt od charakteru podstawnika w pier$cieniu

benzenowym.

% K.A. Marr, T.C. White, van J.A. Burik, R.A Bowden, 1997, Development of fluconazole resistance in
Candida albicans causing disseminated infection in a patient undergoing marrow transplantation. Clin. Infect.
Dis. 25, 908-910.

26 M.J. Naim, O. Alam, Md J. Alam, P. Alam, N. Shrivastava, 2015, A review on pharmacological profile on
morpholine derivatives. Int. J. Pharmacol. Pharm. Sci. 3, 40-51.
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Schemat 4. Synteza 1,5- i 2,5-dwupodstawionych tetrazoli.

Najwiecej 1,5-dwupodstawionego izomeru powstato w reakcji 5-(2-chlorofenylo)tetrazolu
(1d) z akrylanem etylu, za$ najmniej (sladowe ilosci) w przypadku pochodnej z atomem
chloru w pozycji para. Izomery 8a i 9a zostaty wczesniej opisane w literaturze, w kontekscie
syntezy antycholinergicznych tetrazolowych pochodnych kwasu propionowego.?” Zwiazki
te otrzymano z sumaryczng wydajnoscig 40-41% w wyniku alkilowania 5-fenylotetrazolu
3-bromopropionianem etylu w warunkach zasadowych. Autorzy cytowanej publikacji niska
wydajno$¢ reakcji thumaczyli rozkladem zwigzkéw podczas destylacji. Zaproponowana
przeze mnie procedura syntezy, rozdzielania i oczyszczania izomerow 8a i 9a okazata si¢
ponad dwukrotnie bardziej wydajnym rozwigzaniem (W=95%). Skutecznos¢
1 uniwersalno$¢ metody potwierdzity takze wysokie wydajnosci (75-90%) pozostatych
reakcji.

Pochodne tetrazolu z podstawnikiem morfolinowym 12a-d otrzymatam w wyniku
dwuetapowej syntezy przedstawionej takze na Schemacie 4. Etap pierwszy obejmowat
synteze czynnikoéw alkilujacych, 2-(3-chloropropylo)-5-arylo-2H-tetrazoli 11a-d. Zwigzki
te otrzymatam w wyniku N-alkilowania 5-arylotetrazoli 1a-d 1-bromo-3-chloropropanem.

Reakcje prowadzitam w warunkach, ktore wczeéniej opracowatam dla reakcji N-alkilowania

27 AK. Sorensen, N.A. Klitgaard, 1972, Synthesis of some new tetrazolylacetic acids and the corresponding
3-substituted propionic acids. Acta Chem. Scand. 26, 541-548.
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4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu 1-bromo-3-chloropropanem (praca ta zostanie
omowiona w dalszej czgSci niniejszego opracowania). Funkcjonalizacja pierscienia
tetrazolowego zachodzila z wysoka regioselektywnoscia (w przewadze powstawaty
2,5-dwupodstawione tetrazole 1la-d). Podobnie jak wczesniej stosunek wagowy
wydzielonych izomeréw 2,5- do 1,5-dwupodstawionych uzalezniony byt od typu i pozycji
podstawnika w pierécieniu benzenowym 5-arylotetrazoli la-d. Wprowadzenie grupy
metylowej lub atomu chloru w pozycje para pierscienia benzenowego powodowato wzrost
regioselektywnosci reakcji, za$§ obecno$¢ fluorowca w pozycji orto spadek. Sposrod
zsyntetyzowanych przeze mnie pochodnych tetrazolu 10a-d i 1la-d izomery 10a i 1la
zostaly wczesniej opisane w literaturze.?® Opublikowana metoda syntezy polega na
alkilowaniu 5-fenylotetrazolu (1a) 1-bromo-3-chloropropanem w obecnosci wodorku sodu,
w dimetyloformamidzie. Z praktycznego punktu widzenia zaproponowana przeze mnie
procedura jest bezpieczniejsza. Dobrg alternatywa dla opracowanej przeze mnie metody jest
prowadzenie reakcji w acetonie, w obecnoéci weglanu potasu.?® Pragne jednak zaznaczyé,
ze cytowana praca zostata zgloszona do publikacji w tym samym roku (r6znica 2,5 miesiecy)
co praca, ktorej jestem wspotautorem [H9]. Pochodne 12a-d otrzymatam z wydajnosciami
75-87% w wyniku N-alkilowania morfoliny izomerami 11a-d.

Zsyntetyzowane pochodne tetrazolowe, oprocz 8c, 10b oraz 10c, przebadano pod katem
wlasciwosci przeciwgrzybiczych wobec szczepu C. albicans (ATCC 90028). Wszystkie
zwigzki niezaleznie od budowy wykazywaly dziatanie grzybostatyczne. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze rodzaj podstawnika przy atomie azotu N1 lub
N2 pierscienia tetrazolowego nie okazywat istotnego wptywu na procent zahamowania
wzrostu jtk (jednostek tworzacych kolonie) C. albicans (>90% redukcji wzrostu jkt
C. albicans traktowanych przez 48 godzin badanymi zwigzkami w zakresie stezen 0,0313-
16 ng/mL). Budowa zwiazku miata jednak wptyw na jego cytotoksycznosc, co potwierdzity
testy aktywnos$ci metabolicznej XTT przeprowadzone W warunkach in vitro dla trzech
reprezentatywnych pochodnych tetrazolowych (9a, 10d i 12b) wzgledem komorek
nowotworowych linii Caco-2. W stezeniu 0,0313 pg/mL dwa pierwsze zwiazki byty

nietoksyczne, za§ pochodna z podstawnikiem morfolinowym 12b wykazywata stabe

28 T, Kimura, Y. Takase, K. Hayashi, H. Tanaka, I. Ohtsuka, T. Seeki, M. Kogushi, T. Yamada, T. Fujimori,
I. Saitou, K. Akasaka, 1993, Structure-activity relationship of N-[2-(dimethylamino)-6-[3-(5-methyl-4-phenyl-
1H-imidazol-1-yl)propoxy]phenyl]-N’-pentylurea and analogues. Novel potent inhibitors of acyl-CoA:
cholesterol O-acyltransferase with antiatherosclerotic activity. J. Med. Chem. 36, 1630-1640.

2 S, Pudel, X. Min, S. Acharya, D.B. Khadka, G. Yoon, K.-M. Kim, S.H. Cheon, 2017, Triple reuptake
inhibitors: design, synthesis and structure-activity relationship of benzylpiperidine-tetrazoles. Bioorg. Med.
Chem. 25, 5278-5289.
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dziatanie cytotoksyczne (przezywalno$¢ komoérek na poziome 81%). W zwigzku
z powyzszym sprawdzono takze cytotoksyczno$¢ zwigzkoéw 9a i 10d w warunkach in vivo
na organizmie modelowym bezkrggowca Galleria mellonella. Oba zwigzki w najwyzszym
badanym stezeniu 256 upg/mL byly nietoksyczne. Wykazano takze, ze sposrod
wytypowanych struktur 3-(5-fenylo-2H-tetrazol-2-ilo)propionian etylu (9a) najskuteczniej
hamowat kluczowy atrybut wirulencji, bedacy pierwszym etapem formowania biofilmu tj.
adhezj¢ komorek C. albicans do monowarstry Caco-2. Zwiazek ten w stezeniu 256 pg/mL
wplywal takze na dojrzalg struktur¢ biofilmu. Badania in vivo dostarczyly rowniez
informacji na temat aktywnosci 3-(5-fenylo-2H-tetrazol-2-ilo)propionianu etylu (9a)
w hamowaniu infekcji o etiologii Candida spp. u owadow. Zaaplikowanie zwigzku 9a
w stezeniu 16 ug/mL larwom (przed infekcja zawiesing komoérek C. albicans) prowadzito
do wzrostu przezywalnosci larw w stosunku do organizméw nie traktowanych badanym
zwigzkiem. Bioragc pod uwage duze podobienstwo strukturalne i funkcjonalne uktadu
immunologicznego larw G. mellonella do uktadu odpornosciowego krggowcow wyniki
uzyskane dla zwigzku 9a mogg mie¢ znaczenie kliniczne.

Ciekawe wyniki badan biologicznych zachecity mnie do opracowania warunkow
syntezy kolejnych pochodnych tetrazolowych zawierajacych ugrupowanie benzotiazolu,
benzoksazolu lub benzenosulfonylowe [H8]. Przeprowadzone reakcje przedstawia Schemat
5.

N Ar
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Schemat 5. Synteza pochodnych tetrazolowych 2z ugrupowaniem benzotiazolu,

benzoksazolu oraz benzenosulfonylowym.
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5-Arylotetrazole 1a-d i sulfon fenylowo-winylowy (17) otrzymatam zgodnie z procedurami
opisanymi w literaturze.?%%® Badania obejmowatly synteze czynnikéw alkilujacych:
2-[(3-chloropropylo)sulfanylo]-1,3-benzotiazolu (13) i 2-[(3-chloropropylo)sulfanylo]-1,3-
benzoksazolu (14). Do ich otrzymania zaproponowatam reakcj¢ S-alkilowania
odpowiednich 2-sulfanylobenzoazoli 1-bromo-3-chloropropanem w warunkach katalizy
przeniesienia miedzyfazowego (PTC). Oba zwigzki otrzymatam z wysokimi wydajnos$ciami,
odpowiednio 76% i 82%. Pochodne tetrazolowe z ugrupowaniem benzoazolu otrzymatam
w wyniku N-alkilowania 5-arylotetrazoli 1a-d zsyntetyzowanymi czynnikami alkilujgcymi
13 i 14. Na przyktadzie N-alkilowania 5-fenylotetrazolu (1a) 2-[(3-chloropropylo)-
sulfanylo]-1,3-benzotiazolem (13) wykazatam, Ze reakcja zachodzi najwydajniej
w obecnosci weglanu potasu, W acetonitrylu, w temperaturze wrzenia mieszaniny reakcyjnej
I te warunki zastosowatam do syntezy pozostalych benzotiazolowych i benzoksazolowych
pochodnych tetrazolu. Reakcje zachodzity z wydajno$ciami od 31% do 52%. Czynnikiem
determinujagcym te warto$ci bez watpienia byl etap izolacji i oczyszczania produktow.
Zwiazki oczyszczane byly najpierw metoda chromatografii kolumnowej, a nastgpnie na
ptytach preparatywnych. Wszystkie wyizolowane pochodne byly 2,5-dwupodstawionymi
tetrazolami, co sugeruje regioselektywny przebieg reakcji. Niemniej jednak biorgc pod
uwage ilo$¢ produktéw ubocznych, ktorych wydzielenie i1 identyfikacja okazaty sig
niemozliwe, nie mozna calkowicie wykluczy¢ tworzenia si¢ S$ladowych ilosci
1,5-dwupodstawionych tetrazoli. Analizujac czas reakcji mozna stwierdzié, ze jej przebieg
byt uzalezniony od budowy 5-arylotetrazoli 1a-d. Obecnos$¢ podstawnika w pozycji para
lub orto pierscienia benzenowego zmniejszata szybko$¢ reakcji, a tym samym wydtuzata jej
czas. Efekt ten widoczny byt zarowno w przypadku podstawnika elektronodonorowego
(CHy) jak i elektronoakceptorowego (Cl). Zaleznosci tej nie obserwowatam w przypadku
syntezy pochodnych tetrazolowych z grupa benzenosulfonylowa 18a-d. Zwiazki te
otrzymatam z wydajno$ciami 59-76% w wyniku addycji Michaela 5-arylotetrazoli 1a-d do
sulfonu fenylowo-winylowego (17). Wykazatam, ze parametrem wplywajacym na szybko$¢
reakcji jest temperatura. Prowadzac reakcje w temperaturze wrzenia mieszaniny reakcyjnej
mozna w krétkim czasie (2,5-3 godziny) otrzymac seri¢ howych 2,5-dwupodstawionych

tetrazoli 18a-d.

%0'N.O. Brace, 1993, An economical and convenient synthesis of phenyl vinyl sulfone from benzenethiol and
1,2-dichloroethane. J. Org. Chem. 58, 4506-4508.
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Otrzymane zwigzki, podobnie jak te wczesniej opisane, w zakresie stezen 0,0313-16 ug/mL
dziataty grzybostatycznie wobec drozdzy C. albicans. Niezaleznie od ich budowy poziom
redukcji wzrostu jkt C. albicans byt bardzo wysoki (97-99%). Niemniej jednak niewielkie
réznice w otrzymanych wynikach wskazujg na zalezno$¢ miedzy strukturg zwigzku a jego
aktywnos$cig biologiczng. Na wlasciwosci przeciwgrzybicze zwigzkéw wplywal rodzaj
podstawnika przy atomie azotu N2 pierScienia tetrazolowego oraz charakter i pozycja
podstawnika w pierScieniu benzenowym ugrupowania 5-arylotetrazolowego. Najwyzsza
aktywnos¢ przeciwgrzybiczg wykazywaty pochodne z podstawnikiem 3-(2-sulfanylo-1,3-
benzoksazolo)propylowym przy atomie azotu N2 pierScienia tetrazolowego, posiadajgce
w ugrupowaniu 5-arylotetrazolowym atom chloru w pozycji para (16c) lub w pozycji orto
(16d). Na przyktadzie tetrazolowych pochodnych benzoksazolu 16¢ i 16d wykazano, ze
mechanizm dziatania otrzymanych zwigzkéw zwigzany jest z zaburzaniem integralnosci
$ciany komorkowej/biosyntezy sktadnikow Sciany komoérkowej C. albicans (zmiana
wartosci MIC w obecnosci regulatora osmotycznoséci — sorbitolu). Wykazano takze, ze
wlasciwos$ci przeciwgrzybicze pochodnych 16¢ i 16d wzrastaja w obecnosci flukonazolu
(zmiana MIC z >16 pug/mL na 1,25 pug/mL). Dodatkowo pochodne te byly nietoksyczne
wobec organizmu modelowego G. mellonella (badania w warunkach in vivo), co czyni je
interesujgcymi strukturami wiodagcymi w poszukiwaniu nowych antymikotykow.

Budowa zwiazkow wptywala takze na ich aktywno$¢ wobec grzybow strzepkowych
C. coccodes. Najwyzszy potencjal przeciwgrzybiczy wykazywaty pochodne tetrazolu
z ugrupowaniem  benzoksazolu 16a-c oraz pochodne z  podstawnikiem
benzenosulfonylowym 18a i 18d (w stezeniu 64 pg/mL ograniczaty wzrost C. coccodes
0 ponad 40%). Aktywnos$¢ tych zwigzkow zalezata takze od rodzaju podstawnika
w pierscieniu  benzenowym fragmentu 5-arylotetrazolowego. Wzrost aktywnos$ci
przeciwgrzybiczej  pochodnych  benzoksazolu  nastgpowat po  wprowadzeniu
elektroujemnego atomu chloru w pozycje para (pochodna 16c). W przypadku zwigzkow
z ugrupowaniem benzenosulfonylowym najwyzszg aktywno$¢ wykazywata pochodna
z atomem chloru w pozycji orto (18d).

Kolejnymi obiektami moich badan byly pochodne tetrazolowe z ugrupowaniem
2-arylopirolidyny [H11]. Do ich syntezy wykorzystatam uprzednio otrzymane i wykazujace
wlasciwosci grzybostatyczne wzgledem C. albicans 2-(3-chloropropylo)-5-arylo-2H-
tetrazole 1la-d. Na 6wczesnym etapie badan interesowalo mnie czy rozbudowanie ich
struktury o fragment 2-arylopirolidynowy doprowadzi do otrzymania nhowych

aktywniejszych zwiazkow, tym bardziej ze w literaturze opisanych jest wiele pochodnych
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pirolidyny wykazujgcych wlasciwosci przeciwgrzybicze (szczegdtowy przeglad literatury
przedstawiony zostal we wstepie pracy [H11]). Zastosowana metoda syntezy polegata na
N-alkilowaniu 2-arylopirolidyn 19A-E wyzej wymienionymi czynnikami alkilujgcymi
(Schemat 6). 2-Arylopirolidyny otrzymatam zgodnie z procedurami literaturowymi
(szczegoty w pracy [H11]).

cl .
<~ N N _ KeCOg KI__
N + y ————
n-BuOH, T=90°C
Y

11a-d 19A-E 20aA-20dE
X Y XY
a-H H A-H H
b- H CHs B- H CHjg
c-H Cl C- CHzH
d-Cl H D-H F
E-H Cl

Schemat 6. Synteza pochodnych tetrazolowych z ugrupowaniem 2-arylopirolidyny.

Efektem  przeprowadzonych przeze mnie eksperymentow byto  otrzymanie
i scharakteryzowanie 20 nowych zwigzkow. Wszystkie pirolidynowe pochodne tetrazolu
w zakresie stezen 0,08-47,9 uM wykazywaly dziatanie grzybostatyczne wobec drozdzy
C. albicans (> 90% redukcji wzrostu jtk C. albicans). Wytypowane do dalszych badan
najbardziej aktywne zwigzki: 20aA, 20aC, 20cD i 20cE nie wywotywaty w tym zakresie
stezen ubocznego efektu toksycznego wobec komorek nabtonkowych Vero (ATCC
CCL-81). Zwigzki 20aA, 20aC i 20cD byty takze nietoksyczne wobec larw G. mellonella
w warunkach in vivo, a w stezeniu odpowiednio 47,90 uM, 46,05 uM oraz 41,47 uM
ograniczaty o ponad 95% adhezj¢ komorek C. albicans do monowarstwy komorek TR-146
(linia komorek adherentnych ludzkiego nowotworu btony §luzowej policzka), a wigc
wplywaty na wczesng fazg formowania biofilmu. Pochodne 20aA i 20cD skutecznie
ograniczaly takze tworzenie dojrzatej struktury biofilmu C. albicans oraz hamowaty rozwoj
kandydozy u larw G. mellonella. Warto zwrdci¢ uwage, ze wsrod najbardziej aktywnych
zwigzkow po raz kolejny pojawila si¢ pochodna z atomem chloru w pozycji orto pierscienia
benzenowego ugrupowania 5-arylotetrazolowego (20cD), co pozwala mi stwierdzi¢, ze

podstawnik ten istotnie wptywa na wlasciwosci przeciwgrzybicze pochodnych tetrazolu.
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Z praktycznego punktu widzenia uwazam, ze przeprowadzone przeze mnie
modyfikacje struktury 5-arylotetrazoli 1a-d, a tym samym zsyntetyzowana grupa nowych
aktywnych biologiczne pochodnych tetrazolowych, maja duzg warto$§¢ poznawcza.
Uzyskana dzieki wspotpracy z innymi zespotami badawczymi wiedza na temat aktywnosci
przeciwgrzybiczej tych zwigzkow, cytotoksycznosci W warunkach in vitro i in vivo, wptywu
na czynniki wirulencji C. albicans oraz przeprowadzona przeze mnie analiza zaleznosci
struktura — aktywno$¢ biologiczna beda pomocne w projektowaniu i syntezie nowych

antymikotykow skutecznych w zwalczaniu infekcji o etiologii Candida spp.

Synteza i aktywnos¢ biologiczna pochodnych benzimidazolu i benzotriazolu

Poza pochodnymi tetrazolu obiektem moich zainteresowan badawczych byly
zwigzki z ugrupowaniem benzimidazolu i benzotriazolu. Skupienie uwagi na kolejnych
grupach azoli podyktowane byto potencjatem farmakologicznym wymienionych benzoazoli.
Pierécien benzimidazolowy uwaza sie za tzw. strukture uprzywilejowana.! Ugrupowanie to
wystepuje m.in. w substancjach czynnych lekow o dziataniu przeciwpasozytniczym
(np. albendazol, mebendazol, tiabendazol), przeciwzakrzepowym (np. dabigatran),
antyhipotensyjnym (np. kandesartan, telmisartan), antyalergicznym (np. astemizol,
emedastyna) oraz przeciwwrzodowym (np. omeprazol, lanzoprazol).>?> Poza tym
w literaturze opisano szereg pochodnych benzimidazolu wykazujacych aktywno$é
przeciwzapalng, przeciwnowotworowa, przeciwwirusows, przeciwbakteryjng oraz
przeciwgrzybicza.33® Szerokim spektrum aktywnosci biologicznej charakteryzujg si¢ takze
pochodne benzotriazolu.®* Zwiazki te wykazuja m.in. dzialanie przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwwirusowe, przeciwpierwotniakowe oraz przeciwnowotworowe.

W wyniku przeprowadzonych badan otrzymatam seri¢ nowych optycznie czynnych
N-podstawionych pochodnych benzimidazolu. Zwiazki te uzyskalam faczac tradycyjna
syntez¢ chemiczng z enancjordznicujacymi biotrasformacjami. Przeprowadzone reakcje

opisatam w pracy [H5], a ilustruje je Schemat 7.

310.0. Ajani, D.V. Aderohunmu, C.O. lkpo, A.E. Adedapo, 1.0. Olanrewaju, 2016, Functionalized
benzimidazole scaffolds: privileged heterocycle for drug design in therapeutic medicine. Arch. Pharm. Chem.
Life Sci. 349, 475-506.

32 B. Soni, 2014, A short review on potential activities of benzimidazole derivatives. PharmaTutor 2, 110-118.
3 P.M.K. Prasad, A.S. Kanvinde, S. Raja, 2016, Potent biological agent benzimidazole - a review. Int.
J. Pharm. Pharm. Sci. 8, 22-33.

341. Briguglio, S. Piras, P. Corona, E. Gavini, M. Nieddu, G. Boatto, A. Carta, 2015, Benzotriazole: an overview
on its versatile biological behaviour. Eur. J. Med. Chem. 97, 612-648.
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Schemat 7. Synteza optycznie czynnych pochodnych benzimidazolu. Metoda A (zw.
24a,b): CICH2COCHs3, EtsN, CH3COCHS3s, Twrz; Metoda B (zw. 24c,d): CH;COCH=CHy,
EtsN, 2-propanol, Twr..; Metoda C (zw. 24e): CH3COCH=CHz, 2-propanol, Tw.

Do syntezy ketonow 24a-e wykorzystatam dwa typy reakcji: N-alkilowanie oraz addycje
Michaela. 2-Oksopropylowe pochodne benzimidazolu 24a-b otrzymatam z wydajnos$ciami
52% i 54% po 24 godzinach prowadzenia reakcji. W przypadku syntezy 3-oksobutylowych
pochodnych benzimidazolu 24c-e czas reakcji uzalezniony byt od zatloczenia sterycznego
wokot pier§cienia benzimidazolu. Obecno$¢ grupy metylowej w pozycji C2 benzimidazolu
powodowata wydluzenie czasu reakcji z 2 godzin do 24 godzin, za$ obecno$¢ czterech
atomow bromu w pozycjach C4, C5, C6 i C7 benzimidazolu wydtuzata czas reakcji do 120
godzin. Wszystkie zsyntetyzowane ketony, w wyniku redukcji borowodorkiem sodu,
przeksztatcitam w mieszaniny racemiczne alkoholi (+)-25a-e, a te z kolei w octany
(£)-26a-e. Wykazatam, ze reakcja acylowania najwydajniej (76-95%) zachodzi pod
wplywem lodowatego kwasu octowego jako czynnika acylujacego w obecnosci
N,N'-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) oraz 4-(dimetyloamino)pirydyny (DMAP),
w bezwodnym dichlorometanie. Efektem przeprowadzonych badan byto takze opracowanie
warunkoéw kinetycznego enzymatycznego rozdzielania mieszanin racemicznych alkoholi
(£)-25a,c-e. Wykazatam, ze optycznie czynne (R)-estry i (S)-alkohole z ugrupowaniem
benzimidazolu mozna otrzyma¢ w wyniku katalizowanej przez lipazy transestryfikacji
octanu winylu alkoholami (£)-25a,c-e. Z punktu widzenia efektywnosci procesu, nadmiaru
enancjomerycznego produktow (e.e.) oraz enancjoselektywnosci reakcji (E), optymalnymi

biokatalizatorami byly lipaza Amano AK oraz Novozym SP 435. Istotnym czynnikiem
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wplywajagcym na wilasciwosci katalityczne tych enzymoéow byla budowa substratu,
a mianowicie pozycja i rodzaj podstawnika w pierscieniu benzimidazolowym oraz odleglo$¢
pierScienia benzimidazolowego od stanowigcej centrum reakcji grupy hydroksylowe;j.
Badania wykazaty, ze podstawnik metylowy w pozycji C2 pierscienia bezimidazolowego
w pochodnej propan-2-olu (+)-25b stanowi zawade przestrzenng przez co reakcja nie
zachodzi. Efektu tego nie obserwuje si¢ po zwigkszeniu odlegtosci migdzy ugrupowaniem
heterocyklicznym a grupg hydroksylowa o jedna grup¢ metylenowa. Wykazatam takze, ze
na enancjoselektywnos$¢ enzymow wplywa srodowisko reakcji. Sposrod testowanych
rozpuszczalnikow (eter tert-butylowo-metylowy, toluen, eter dietylowy, dichlorometan,
tetrahydrofuran) w wiekszo$ci przypadkow optymalnym rozwigzaniem okazato si¢ uzycie
tetrahydrofuranu lub chlorku metylenu (E>100). Pod wzglgdem stereochemicznym reakcje
zachodzity zgodnie z regula Kazlauskasa.®® Produktami reakcji byly (R)-estry, co zostalo
potwierdzone analiza rentgenograficzng monokrysztatu octanu (-)-4-(4,5,6,7-tetrabromo-
1H-benzimidazol-1-ilo)butan-2-olu  ((-)-26e) oraz pozostawaly w  mieszaninie
nieprzereagowane (S)-alkohole.

Zsyntetyzowane przeze mnie ketony 24a-d, alkohole (x)-25a-d oraz estry (+)-26a-d
wykazywaly wlasciwosci przeciwgrzybicze wzgledem szczepu C. albicans. Wszystkie
wymienione zwigzki w zakresie stezen 0,25-16 pg/mL redukowaty liczbe jtk C. albicans
0 ponad 97%. Najwyzszg aktywnoscig charakteryzowaty si¢ alkohole (+)-25a-d oraz estry
(£)-26a-d, ktore w stezeniu 16 pg/mL ograniczaly wzrost patogenu o ponad 99%. Zaden
z otrzymanych zwigzkow nie spowodowat 100% inhibicji wzrostu C. albicans, co $wiadczy
0 ich grzybostatycznym dziataniu. Do testow aktywnosci przeciwgrzybiczej nie zostaty
zakwalifikowane pochodne 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu 24-26e ze wzgledu na
staba rozpuszczalnos¢.

Halogenowe pochodne benzimidazolu bylty glownym tematem moich dalszych prac
badawczych poswigconych poszukiwaniu nowych inhibitorow kinazy biatkowej CK2
(poprzednia nazwa kinaza kazeinowa 2). Enzym ten nalezy do grupy kinaz serynowo —
treoninowych, ktére zaangazowane sg w regulacje wielu procesow metabolicznych

w komorce, w szczegdlnosci w regulacje wzrostu i proliferacji komorek.%%" Wykazano, ze

% Q. Jing, R.J. Kazlauskas, 2008, Determination of absolute configuration of secondary alcohols using lipase-
catalyzed kinetic resolutions. Chirality, 20, 724-735.

3% D.W. Litchfield, 2003, Protein kinase CK2: structure, regulation and role in cellular decisions of life and
death. Biochem. J. 369, 1-15.

37 K. Ahmed, D.A. Gerber, C. Cochet, 2002, Joining the cell survival squad: an emerging role for protein kinase
CK2. Trends Cell Biol. 12, 226-229.
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podwyzszony poziom kinazy biatkowej CK2 wystepuje w wielu rodzajach nowotworow,
np. biataczce, raku ptuc, sutka, prostaty czy jelita grubego.®3® Enzym ten uczestniczy
w regulacji aktywnos$ci biatek dziatajacych jako wielofunkcyjne supresory nowotworowe
(np. AKT, PTEN, p53), przez co prowadzi do zahamowania apoptozy w komorkach
nowotworowych.*%4 W zwiazku z powyzszym Obnizanie aktywnosci CK2 poprzez
zastosowanie odpowiednich inhibitoréw indukuje apoptoze w komodrkach, co zachgca do

42 Wséréd opisanych

zastosowania tego podejScia w terapii przeciwnowotworowe;.
w literaturze wielu klas inhibitorow CK2 wazng pozycj¢ zajmuja halogenowe pochodne
benzimidazolu oraz benzotriazolu, stad tez moje zainteresowanie modyfikacja struktury
4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu (TBBIi) oraz 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazolu
(TBBY).

W pracy [H4] opisalam seri¢ aminowych pochodnych 4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzimidazolu (TBBi). Zwiazki te otrzymatam w wyniku trzyetapowej syntezy
przedstawionej na Schemacie 8. W badaniach zastosowatam aminy rdznigce si¢ mi¢dzy sobg
charakterem, rzgdowos$cig oraz zasadowoscig dzigki czemu otrzymalam zréznicowane
strukturalnie produkty oraz mogtam przeprowadzi¢ analiz¢ zalezno$ci struktura
chemiczna — aktywno$¢ biologiczna. TBBi (23) otrzymatam zgodnie z procedura opisang
w literaturze.*® Zasadniczym etapem przedstawionej syntezy byta optymalizacja warunkow
otrzymywania czynnika alkilujacego - 4,5,6,7-tetrabromo-1-(3-chloropropylo)-1H-
benzimidazolu (27). W wyniku przeprowadzonych eksperymentow wykazatam, ze zwigzek
ten mozna otrzymac z wysoka wydajnoscig (92%) przez alkilowanie 4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzimidazolu (23) 1-bromo-3-chloropropanem w obecnosci wodorotlenku potasu,
w mieszaninie rozpuszczalnikow metanol/acetonitryl. Pozostate sprawdzone warianty,

polegajace na uzyciu jako zasady wodorku sodu (NaH) lub 1,8-diazabicyklo[5,4,0Jundec-7-

3 8. Tawfic, S. Yu, H. Wang, R. Faust, A. Davis, K. Ahmed, 2001, Protein kinase CK2 signal in neoplasia.
Histol. Histopathol. 16, 573-582.

% U. Miinstermann, G. Fritz, G. Seitz, L. Yiping, H.R. Schneider, O.-G. Issinger, 1990, Casein kinase Il is
elevated in solid human tumours and rapidly proliferating non-neoplastic tissue. Eur. J. Biochem. 189, 251-
257.

401, M. Hanif, .M. Hanif, M.A. Shazib, K.A. Ahmed, S. Pervaiz, 2010, Casein kinase Il: an attractive target
for anti-cancer drug design. Int. J. Bochem. Cell Biol. 42, 1602-1605.

4 L. McKendrick, D. Milne, D. Meek, 1999, Protein kinase CK2-dependent regulation of p53 function:
evidence that the phosphorylation status of the serine 386 (CK2) site of p53 is constitutive and stable. Mol.
Cell. Biochem. 191, 187-99.

42 M.M.J. Chua, C.E. Ortega, A. Sheikh, M. Lee, H. Abdul-Rassoul, K.L. Hartshorn, I. Dominguez, 2017, CK2
in cancer: cellular and biochemical mechanisms and potential therapeutic target. Pharmaceuticals, 10, 18.

4 P. Zien, M. Bretner, K. Zastgpito, R Szyszka, D. Shugar, 2003, Selectivity of
4,5,6,7-tetrabromobenzimidazole as an ATP-competitive potent inhibitor of protein kinase CK2 from various
sources. Biochem. Biophys. Res. Commun. 306, 129-133.
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enu (DBU) prowadzity do otrzymania produktu ze znacznie nizszg wydajnoscig (W= 44%
i W= 64%).

Br Br Br
@N\> Br, HNO; Br N\> Br(CH,)sCl °' N\> Metoda A lub B B" N\>
Zasada, - _i >
N T N d N A-H28ad 5 N
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Schemat 8. Synteza pochodnych 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu (Metoda A (zw.
29a): KoCO3, CH3CN, Twrz; Metoda B (zw. 29b-i): Kl, K2COs, n-BuOH, 90°C).

Opracowatam takze optymalne warunki N-alkilowania amin 28a-i zsyntetyzowanym
4,5,6,7-tetrabromo-1-(3-chloropropylo)-1H-benzimidazolem (27). Wykazatam, ze reakcja
N-alkilowania morfoliny zachodzi efektywnie w obecno$ci weglanu potasu, w acetonitrylu,
w temperaturze wrzenia mieszaniny reakcyjnej, zas w przypadku pozostatych amin wysokie
wydajnosci reakcji mozna uzyska¢ zwigkszajac reaktywnos¢ czynnika alkilujagcego, €O
uzyskatam dodajac do $rodowiska reakcji jodek potasu i zmieniajac rozpuszczalnik na
n-butanol. Zachodzace z wydajnosciami rzedu 58-91% reakcje N-alkilowania amin 28b-i
$wiadczg 0 szerokim zakresie stosowalnosci opracowanej przeze mnie metody.

Kolejng grupa zsyntetyzowanych przeze mnie zwigzkéw byly pochodne
4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu oraz 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazolu
zawierajgce ugrupowanie S-arylotetrazolu [H6]. Koncepcja tej pracy zakladata, ze
dodatkowe ugrupowanie azolowe w czasteczce inhibitora zwigkszy jego potencjal
biologiczny. Zaprojektowane struktury wydawatly si¢ interesujace, tym bardziej ze

w literaturze opisano przyktady aktywnych biologicznie pochodnych indolu, benzimidazolu
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oraz benzotriazolu zawierajacych ugrupowanie tetrazolu (przeglad literatury w pracy [H6]).
Struktury otrzymanych zwigzkow przedstawione zostaty na Rysunku 2. Ich synteza polegata
na N-alkilowaniu otrzymanych zgodnie z procedurami literaturowymi 5-arylotetrazoli
1a-d? 4,5,6,7-tetrabromo-1-(3-chloropropylo)-1H-benzimidazolem lub 4,5,6,7-tetrabromo-
2-(3-chloropropylo)-2H-benzotriazolem. Synteze 1-(3-chloropropylo)-1H-benzimidazolu
opisatam powyzej | przedstawitam w pracy [H4]. Opracowana metoda sprawdzita si¢ takze

w przypadku syntezy 4,5,6,7-tetrabromo-2-(3-chloropropylo)-2H-benzotriazolu.

Ar = a) C6H5

* Br Br
N“°N Br N Br N b) 4-HzC-CgH,4
i a ) b e
Br /N‘N,/J Br N Br N N 64
~. - Br Br

B N \\\\ N AT \\\\ I
' N T NN

Br ‘N=N N=N

30a-d 3la-d 32a-d
Rysunek 2. Tetrazolowe pochodne 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu oraz

4.5,6,7-tetrabromo-2H-benzotriazolu.

W zalezno$ci od uzytego czynnika alkilujacego reakcje N-alkilowania 5-arylotetrazoli
zachodzity regioselektywnie lub z wysoka regioselektywnoscig. W przypadku pochodnej
benzotriazolu wydzielonymi i oczyszczonymi produktami reakcji byty 2,5-dwupodstawione
tetrazole 30a-d, zas§ w przypadku pochodnej benzimidazolu  mieszanina
2,5- i 1,5-dwupodstawionych tetrazoli 31a-d i 32a-d. Ich stosunek wagowy zalezal od
pozycji i charakteru podstawnika w pier$cieniu benzenowym, w czasteczce 5-arylotetrazolu.
Najwigkszy wplyw na stosunek izomerdéw miatl atom chloru, ktéry w pozycji para zwigkszat
regioselektywnos$¢ reakcji (Stosunek wagowy izomeru 31c:32c wynosit 13,5:1), zas$
W pozycji orto obnizat jg (stosunek wagowy izomeru 31d:32d wynosit 2,8:1).

Whbrew moim oczekiwaniom otrzymane zwigzki byty stabszymi inhibitorami kinazy
biatkowej CK2 niz TBBi (ICso 1,3 uM) oraz TBBt (ICso 0,46 uM).** Badania wplywu
zsyntetyzowanych zwigzkow na aktywno$¢ podjednostki katalitycznej o kinazy CK2
wykazaly, ze wraz ze wzrostem wielkos$ci czasteczki inhibitora maleje jego zdolno$¢ do
hamowania aktywnos$ci enzymu.** Sposrod otrzymanych przeze mnie pochodnych TBBI

najsilniejsze dziatanie wykazywat 4,5,6,7-tetrabromo-1-(3-chloropropylo)-1H-

4 M. Makowska, E. Lukowska-Chojnacka, P. Wifiska, A. Ku$, A. Bilinska-Chomik, M. Bretner, 2011, Design
and synthesis of CK2 inhibitors. Mol. Cell. Biochem. 356, 91-96.
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benzimidazol (27, ICso 3 uM).** Modyfikacja jego struktury polegajaca na podstawieniu
atomu chloru pierscieniem morfolinowym, podstawnikiem benzyloaminowym lub
fenyloaminowym powodowata spadek wtasciwosci hamujacych (ICso 6,5 uM, 1Cso 12 uM
i 1ICso 14 uM) wobec CK2a. Jeszcze stabszymi inhibitorami okazaly si¢ pochodne
z podstawnikiem 2-arylopirolidynowym, w obecnosci ktorych enzym zachowywat 74-80%
swojej aktywnosci.* Pochodne TBBi oraz TBBt z ugrupowaniem 5-arylotetrazolowym nie
byty inhibitorami kinazy biatkowej CK2 [H6]. Niemniej jednak, zwigzki te wykazywaty
cytotoksycznos¢ wobec komoérek nowotworowych MCF-7 (gruczolak sutka) i CCRF-CEM
(ostra biataczka limfoblastyczna), co wskazuje, ze inne biatko jest ich celem molekularnym.
Do oceny wlasciwosci cytotoksycznych tetrazolowych pochodnych TBBi i TBBt
wykorzystano test aktywnos$ci metabolicznej MTT. Na podstawie uzyskanych wynikow
mozna stwierdzi¢, ze pochodne TBBi wykazywaly wyzsza cytotoksycznos¢ wzgledem linii
komoérkowej CCRF-CEM niz MCF-7, za$ pochodne TBBt wykazywaly silniejsze dziatanie
przeciwnowotworowe wobec linii MCF-7. W obu przypadkach istotnymi czynnikami
wplywajacymi na przezywalno$¢ komorek byly struktura zwigzku, jego st¢zenie oraz czas
ekspozycji komoérek na dziatanie badanego zwigzku. Sposrod tetrazolowych pochodnych
benzimidazolu  najwyzsza  aktywno$¢  cytotoksyczna — wykazywaly  izomery
1,5-dwupodstawione 32a-d. W zaleznosci od podstawnika w pier§cieniu benzenowym
ugrupowania 5-arylotetrazolowego zwiazki te w stezeniu 25 uM (48 godzin inkubacji
z komorkami) ograniczaty przezywalnos¢ komorek linii CCRF-CEM do 0-12%, za$
komorek linit MCF-7 do 22-45%. Na wartosci te najwigkszy wptyw miat atom chloru, ktory
W pozycji para pierscienia benzenowego ugrupowania S5-arylotetrazolowego obnizat
aktywnos¢ cytotoksyczng zwigzku 32¢ wobec linii komorkowej CCRF-CEM, a w pozycji
orto obnizal cytotoksycznos¢ zwiazku 32d wobec linii komoérkowej MCF-7. Efekt
cytotoksyczny zwigzkow wzrastal wraz ze wzrostem ich stg¢zenia. Przy stezeniu 50 uM
przezywalnos¢ komorek linii CCRF-CEM byta zerowa, za$ komorek linii MCF-7 na
poziomie 16-29%. Analogiczng zalezno§¢ mozna bylo zaobserwowaé w przypadku
tetrazolowych pochodnych TBBt z tym, ze zwiazki te wykazywaly znacznie nizsza
cytotoksyczno$é (przy stezeniu zwigzku 50 uM przezywalnos¢ komorek linii CCRF-CEM
byla na poziomie 39-76%, a komorek linii MCF-7 na poziomie 3-58%). Kluczowym
czynnikiem wptywajacym na dzialanie cytotoksyczne pochodnych TBBt byla takze
obecno$¢ atomu chloru w pier§cieniu benzenowym fragmentu S5-arylotetrazolowego.

W zaleznosci od pozycji w pierscieniu podstawnik ten obnizat aktywno$¢ cytotoksyczna
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zwigzku (pozycja orto) lub podwyzszat (pozycja para). W zwigzku z powyzszym w tej
grupie pochodnych najwyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem obu badanych linii
komorkowych wykazywal zwigzek 30c (z podstawnikiem 5-(4-chlorofenylo)-2H-tetrazol-
2-ilowym). Zgodnie z zatozeniem wigkszo$¢ otrzymanych zwigzkow wykazywata wyzszg
aktywno$¢ cytotoksyczng niz TBBi, TBBt oraz ich halogenoalkilowe pochodne
(4,5,6,7-tetrabromo-1-(3-chloropropylo)-1H-benzimidazol i  4,5,6,7-tetrabromo-2-(3-
chloropropylo)-2H-benzotriazol).

W zwigzku z tym, ze zsyntetyzowane przeze mnie rozbudowane przestrzennie
pochodne TBBI (29a-i, 31a-d, 32a-d) oraz TBBt (30a-d) w niewielkim stopniu wpltywaty
na aktywno$¢ podjednostki katalitycznej o kinazy biatkowej CK2 w dalszych badaniach
skoncentrowatam si¢ na syntezie mniej rozbudowanych strukturalnie czasteczek, t.j.
4,5,6,7-tetrabromo-2-metylo-1H-benzimidazolu (2-Me-TBBi) oraz cyjanoalkilowych
pochodnych TBBI i 2-Me-TBBi [H7]. Na podstawie opisanej w literaturze zasady ,,2-0”,
zgodnie z ktorg skutecznymi inhibitorami kinaz sa zwiazki spetniajace przynajmniej jeden
z  warunkow:  X(Nao)+Z(NHao)>2 lub  Z(Ar-NH)+X(R-CN)>0% zalozytam, ze
wprowadzenie = ugrupowania  cyjanoalkilowego w  pozycje¢ N1  pierScienia
benzimidazolowego TBBi i 2-Me-TBBi doprowadzi do otrzymania nowych bardziej
skutecznych i selektywnych inhibitorow CK2 niz TBBi. Za celowoscia syntezy 2-Me-TBBI
oraz jego pochodnych dodatkowo przemawiat fakt, ze grupa metylowa w pozycji
C2 pierscienia benzimidazolowego zwickszy lipofilowos¢ zwigzkow, dzigki czemu bedg
tatwiej przenika¢ przez btony komoérkowe, co moze mie¢ wpltyw na ich wilasciwosci

cytotoksyczne. Struktury otrzymanych zwigzkow przedstawione zostaty na Rysunku 3.

Br Br
Br N Br N n=1 33a-b R=H
\>—CH N—R n=2 34a-b a h=
Br NH B N>_ n=3 35a-b b R=CHs
/é n=4 36a-b
Br Br )n
2-Me-TBBi NC

Rysunek 3. 2-Me-TBBI oraz cyjanoalkilowe pochodne TBBi i 2-Me-TBBI.

Synteze 2-Me-TBBi prowadzitam w takich samych warunkach jak TBBi.** Pozostate

zwiazki w zaleznos$ci od dlugosci fancucha alkilowego otrzymatam w wyniku N-alkilowania

4% A.M. Aronov, B. McClain, C. S. Moody, M.A. Murcko, 2008, Kinase-likeness and kinase-privileged
fragments: toward virtual polypharmacology. J. Med. Chem. 51, 1214-1222.
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TBBI oraz 2-Me-TBBI chloroacetonitrylem, 4-chlorobutyronitrylem lub
5-bromopentanonitrylem (n=1, 3, 4), badz w wyniku addycji Michaela TBBi lub 2-MeTBBI
do akrylonitrylu (n=2).

Badania biologiczne wykazaty, ze Sposrod zsyntetyzowanych zwigzkoéw najsilniejsze
wlasciwosci inhibitorowe wobec podjednostki o kinazy CK2 wykazywat 2-Me-TBBI
(Ki 1,11£0,30 uM). Zwiazek ten okazat si¢ bardziej selektywnym inhibitorem niz TBBi, co
potwierdzity badania przeprowadzone na panelu 8 innych kinaz. W przypadku
cyjanoalkilowych pochodnych TBBi oraz 2-Me-TBBi istotnym czynnikiem wptywajacym
na skuteczno$¢ inhibitora byta dtugo$¢ tancucha alkilowego. Najstabszymi inhibitorami byty
cyjanoetylowe pochodne TBBI i 2-Me-TBBI, za$ najwigkszy wptyw na aktywnos¢ CK2a
mial 4,5,6,7-tetrabromo-1-cyjanometylo-1H-benzimidazol 33a (Ki 1,27+0,07 uM).
Wszystkie zwigzki wykazywaty silne dziatanie cytotoksyczne wobec komorek
nowotworowych linii CCRF-CEM oraz umiarkowane wobec komorek linii MCF-7.
Wiekszo$¢ otrzymanych pochodnych charakteryzowata si¢ wyzsza cytotoksyczno$cig niz
macierzysty TBBI. Najwyzszg aktywno$¢ wykazywaty 4,5,6,7-tetrabromo-1-cyjanometylo-
1H-benzimidazol (33a), 2-Me-TBBI oraz 4,5,6,7-tetrabromo-1-cyjanometylo-2-metylo-1H-
benzimidazol (33b) (w stezeniu 20 uM ograniczaly przezywalno$¢ komorek linii
CCRF-CEM do 14-28%, za$ linii MCF-7 do 36-65%). W zwiazku z wyraznym efektem
cytotoksycznym zsyntetyzowanych zwigzkow wobec linii komorkowej CCRF-CEM metoda
cytometrii przeptywowej sprawdzono czy $mier¢ komoérek nowotworowych nastgpuje na
drodze apoptozy czy nekrozy. Z przeprowadzonych badan wynika, ze zsyntetyzowane
zwigzki w stezeniu 10 uM wykazujg zalezne od struktury dziatanie proapoptotyczne.
Obecnos¢ grupy metylowej w pozycji C2 pierscienia benzimidazolowego zwigkszata
dziatanie proapoptotyczne zwigzkéw, za$ obecnos¢ podstawnika cyjanoalkilowego
w pozycji N1 benzimidazolu wraz ze wzrostem dlugos$ci tancucha alkilowego zmniejszata
to dzialanie. Wyzsza aktywno$¢ proapoptotyczna 2-Me-TBBi oraz jego pochodnych
cyjanoalkilowych moze wskazywac na tatwiejsze przenikanie tych zwigzkow przez btone
komorkowa. Najwyzsza aktywnos$cig proapoptotyczng charakteryzowaty si¢ 2-Me-TBBI
oraz 4,5,6,7-tetrabromo-1-cyjanometylo-2-metylo-1H-benzimidazol (33b). Zwiazki te
w stezeniu 10 uM powodowaly wejscie na szlak apoptozy okoto 62% i 47% komorek,
podczas gdy TBBi tylko 5,1% komorek. Wykazano takze, ze przeciwnowotworowe
dziatanie najbardziej aktywnych zwiazkow, 2-Me-TBBi oraz pochodnych 33a-b, zwigzane

jest z wewnatrzkomorkowa inhibicjg CK2.
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Opisane badania oprdcz aspektu praktycznego, polegajacego na wydajnej syntezie Nowej
grupy zwigzkow, majg duzg warto$¢ poznawczg. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedze na
temat inhibitorow kinazy biatkowej CK2 oraz dostarczaja nowych informacji na temat

aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych benzimidazolu.

Chemoenzymatyczna synteza pochodnych benzoksazolu i ocena ich aktywnosci

antymykobakteryjnej

Kolejng grupg syntetyzowanych przeze mnie zwigzkéw byty chiralne pochodne
benzoksazolu [H10]. Ugrupowanie benzoksazolowe podobnie jak pierscien tetrazolowy,
benzimidazolowy oraz benzotriazolowy wystepuje w antybiotykach oraz zwigzkach
o  dziataniu  przeciwzapalnym, przeciwnowotworowym, przeciwwirusowym,
przeciwbolowym, przeciwdepresyjnym, przeciwgrzybiczym oraz przeciwdrgawkowym
(szczegdtowy przeglad literatury zamieszczony zostat w publikacji [H10]). W ostatnich
latach pochodnymi benzoksazolu zainteresowano si¢ takze w kontekscie poszukiwania
nowych lekow tuberkulostatycznych. Wywotywana przez Mycobacterium tuberculosis
gruzlica (TB) podobnie jak kandydoza stanowi powazny problem. Zgodnie z raportem Word
Health Organization (WHO) opublikowanym w 2018 choroba ta jest jedng z 10 glownych
przyczyn $mierci. W roku 2017 dotkneta 10 mln ludzi, z czego 1,3 mln zmarto. Szacuje sig,
ze okoto 23% populacji (1,7 miliarda ludzi) znajduje si¢ w tzw. grupie ryzyka z powodu
utajonej postaci infekcji, ktéra w sprzyjajacych warunkach moze przeksztalci¢ sig
w aktywng postaé choroby.*® Przyczyna tak duzej zapadalno$ci i $miertelnosci jest wzrost
liczby szczepow wielolekoopornych MDR-TB (ang. multidrug-resistant tuberculosis),
niewrazliwych na dziatanie cO najmniej dwoch chemoterapeutykéw pierwszego rzutu
np. rifampicyny i izoniazydu. Skala problemu oraz zagrozenie epidemiologiczne,
szczegblnie w krajach stabo rozwinigtych, stanowi wyzwanie dla wspodtczesnej medycyny
oraz wskazuje potrzeb¢ poszukiwania nowych $rodkow antymykobakteryjnych.
Kontynuujac swoje zainteresowanie aktywnymi biologicznie zwigzkami z ugrupowaniem
azolowym opracowatam chemoenzymatyczng metod¢ otrzymywania optycznie czynnych
alkoholi oraz estréw z ugrupowaniem benzoksazolu. Synteze ketonéw 38a-C oraz mieszanin

racemicznych alkoholi (+)-39a-c i estrow (+)-40a-c ilustruje Schemat 9. Substraty 37a-c

4 Global tuberculosis report 2018, https://www.who.int/tb/publications/global_report/en/
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otrzymane byly zgodnie z procedurami literaturowymi, co szczegoétowo opisatam w pracy
[H10].

/J: OH
X X
\>_ opy CHaCOCH=CH, NaBH4
K,COs3, CH3CN, “MeOH
Y Y

H,O
(i) -39a-c
37a-c 38a-c
a) X=H, Y=H Ac,0
b) X=Br, Y=H pirydyna
c) X=Br, Y=Br

Schemat 9. Synteza pochodnych benzoksazolu.

W wyniku przeprowadzonych badan po raz pierwszy wykazalam, zZe istnieje mozliwo$é
rozdzielenia mieszanin racemicznych alkoholi oraz estréw z ugrupowaniem benzoksazolu
w wyniku katalizowanych lipazami biotransformacji. Opracowatam dwie alternatywne
metody otrzymywania optycznie czynnych pochodnych benzoksazolu. Pierwsza to
katalizowana przez enzymy reakcja transestryfikacji octanu winylu alkoholami (+)-39a-c
(Schemat 10).

Novozym SP 435, T=25°C
Y Y Y
(#)-39a-c (R)-(+)-40a-c (S)-(+)-39a-c

OH OAC ~1OH
X N X N X N
; \)
\>—S octan winylu, rozpuszcz. >—S . \>—S
o 3 o o

Schemat 10. Transestryfikacja enzymatyczna octanu winylu alkoholami z ugrupowaniem

benzoksazolu.

Sposrod testowanych lipaz: Amano AK, Amano PS, Amano PS-IM (lipaza immobilizowana
na ziemi okrzemkowej), Novozym SP 435 oraz Lipozym IM z Mucor miehei najbardziej
enancjoselektywnym biokatalizatorem okazal si¢ Novozym SP 435. Wykazatam, ze na

wlasciwosci katalityczne Novozymu SP 435 wptywaja rozpuszczalnik oraz budowa
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substratu. W zaleznos$ci od uzytego medium reakcyjnego (eter tert-butylowo-metylowy,
toluen, eter dietylowy, eter diizopropylowy) enancjoselektywnos¢ reakcji (E) wynosita od
4 do >100. Na podstawie analizy czystosci optycznej produktow (e.e.) wykazatam, ze
optymalnymi rozpuszczalnikami byty eter tert-butylowo-metylowy oraz toluen
(e.e. =71-99%). Ponadto enancjoselektywnos$¢ reakcji znaczaco wzrastata po wprowadzeniu
do pierscienia benzoksazolu jednego lub dwoch atoméw bromu (E>100), co $§wiadczy
0 lepszym dopasowaniu substratu do centrum aktywnego enzymu. Produktami reakcji byty
(R)-estry oraz pozostawaly w mieszaninie nieprzereagowane (S)-alkohole. Metoda
spektroskopii  NMR z zastosowaniem chiralnego odczynnika derywatyzujacego
(enancjomeru (R) oraz (S) kwasu a-metoksyfenylooctowego (MPA)?Y) okreslitam
konfiguracje absolutng alkoholu (+)-39c (e.e.=99%). Konfiguracje absolutng pozostatych
alkoholi okreslitam na podstawie poréwnania ich skrecalnosci wiasciwej z alkoholem
(S)-(+)-39c. W zwiagzku z powyzszym estry byty (R)-enancjomerami.

Druga opracowang przeze mnie metoda otrzymywania optycznie czynnych pochodnych
benzoksazolu byta hydroliza enzymatyczna mieszanin racemicznych estrow (+)-40a-c

prowadzona w uktadzie dwufazowym, w obecnosci Novozymu SP 435 (Schemat 11).

OAc OH 10AC
X N X N
X N \
S—s TBME, bufor pH=7.2 O>—s . S—s
) Novozym SP 435, T=25°C O
Y

Y Y
(+)-40a-c (R)-(-)-39a-c (S)-(-)-40a-c

Schemat 11. Hydroliza enzymatyczna estrow z ugrupowaniem benzoksazolu.

Reakcje te charakteryzowaty si¢ wysoka enancjoselektywnos$cig (E>100), dzigki czemu
otrzymatam alkohole oraz estry o czystosci optycznej 88-99%. Czynnikiem determinujgcym
warto$¢ stosunku enancjomerycznego, podobnie jak w przypadku reakcji transestryfikacji,
byta budowa substratu. Wprowadzenie jednego atomu bromu do piericienia
benzoksazolowego powodowato wzrost enancjoselektywnosci reakcji z E=192 do E=525,
za$ wprowadzenie dwoch atomow bromu zwigkszalo enancjoselektywnosé reakcji do
E=922.

Zsyntetyzowane ketony 38a-c, mieszaniny racemiczne alkoholi (+)-39a-c oraz estrow
(£)-40a-c zbadano pod katem aktywnosci tuberkulostatycznej wobec szczepu
standardowego M. tuberculosis Hs7Rv (ATCC 25618) i dwoch szczepow ,,dzikich”
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izolowanych od pacjentow chorych na gruzlice: szczepu Spec. 210 opornego na kwas
p-aminosalicylowy, izoniazyd, rifampicyn¢ oraz etambutol oraz szczepu Spec. 192 w pehni
wrazliwego na wymienione farmaceutyki. Wyznaczone minimalne st¢zenia zwigzkow
hamujace wzrost wyzej wymienionych szczepoéw (MIC) wynosity 50 ug/mL lub 100 pg/mL,
€O w pordéwnaniu z izoniazydem (MIC<3,1 pug/mL lub MIC<6,25 pg/mL) $wiadczy o ich
stabej aktywnosci tuberkulostatycznej. Oceniono takze aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg
alkoholi (+£)-39a-c wobec pratkoéw niegruzliczych: Mycobacterium kansasii (ATCC 12478),
Mycobacterium scrofulaceum (ATCC 19981), Mycobacterium avium (ATCC 15769),
Mycobacterium intracellulare (ATCC 23434) oraz Mycobacterium fortuitum (ATCC
13756). Wzgledem wigkszosci szczepow zwigzki wykazywaly takg samag aktywnos¢ jak
izoniazyd (MIC 50 pg/mL lub 100 pg/mL), za§ w przypadku szczepu M. avium okazaly si¢
cztery razy bardziej aktywne (MIC 12,5 pg/mL) niz izoniazyd (MIC 50 pg/mL). W celu
sprawdzenia ewentualnego wptywu konfiguracji absolutnej zwigzku na jego wlasciwosci
biologiczne oceniono rowniez wrazliwos¢ wszystkich wymienionych powyzej szczepéw na
enancjomery (R) i (S) alkoholu 39c. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzic,
ze budowa przestrzenna zwigzku nie miata wplywu na jego wlasciwosci
antymykobakteryjne, gdyz uzyskane wartosci MIC wobec wszystkich szczepow dla obu

enancjomerdw byly takie same jak dla racematu.

Podsumowanie

Przedtozony cykl publikacji obejmuje badania nad synteza nowych pochodnych
azotowych zwiagzkow heterocyklicznych wykazujacych aktywno$¢ przeciwgrzybicza,
przeciwnowotworowg lub antymykobakteryjng. Uzyskane przeze mnie wyniki sg istotne
gdyz, rozszerzaja aktualny stan wiedzy na temat syntezy i aktywnosci biologicznej
pochodnych tetrazolu, benzimidazolu, benzotriazolu oraz benzoksazolu. Przeprowadzone
badania dostarczajg takze informacji na temat zaleznos$ci struktura chemiczna — aktywno$¢
biologiczna oraz mozliwosci wykorzystania katalizy enzymatycznej do otrzymywania
optycznie czynnych pochodnych tetrazolu, benzimidazolu oraz benzoksazolu. Wiedza ta
moze by¢ uzyteczna przy projektowaniu i syntezie nowych substancji czynnych lekow
przeciwdrobnoustrojowych oraz przeciwnowotworowych. Opracowane przeze mnie
procedury bazuja na tanich i tatwo dostepnych odczynnikach oraz charakteryzujg si¢
szerokim zakresem stosowalno$ci. W wyniku przeprowadzonych badan otrzymatam 128
nowych zwigzkéw, z czego 86 zwigzkow wykazuje wysoka aktywno$¢ biologiczng:
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przeciwgrzybiczg (63  zwigzki), przeciwnowotworowg (18 zwigzkow) oraz

antymykobakteryjng (3 zwiazki). Dla kazdej grupy syntetyzowanych zwigzkoéw wskazatam

optymalne warunki syntezy. Moim znaczacym wkladem w rozwdj dyscypliny naukowej -
chemia byto:

e opracowanie, po raz pierwszy, warunkow enzymatycznego kinetycznego rozdzielania
mieszanin racemicznych alkoholi oraz estrow z ugrupowaniem tetrazolu,

e opracowanie, po raz pierwszy, dwoch enancjordznicujacych metod otrzymywania
optycznie czynnych alkoholi oraz estréw z podstawnikiem benzoksazolowym,

e wykazanie, ze katalizowane przez lipazy reakcje transestryfikacji sa skutecznym
narzedziem do otrzymania optycznie czynnych N-podstawionych pochodnych
benzimidazolu,

e zoptymalizowanie warunkéw N-alkilowania 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu
1-bromo-3-chloropropanem (zaproponowana procedura ma charakter ogdlny i moze
by¢ stosowana na szersza skale do wprowadzania fragmentu chloropropylowego do
innych azotowych zwigzkow heterocyklicznych, czego dowodem sg przeprowadzone
w tych warunkach reakcje N-alkilowania 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazolu oraz
5-arylotetrazoli),

e wykazanie, ze wydajnym sposobem na S-alkilowanie 2-sulfanylobenzoksazolu oraz
2-sulfanylobenzotiazolu  1-bromo-3-chloropropanem jest prowadzenie reakcji
w warunkach katalizy przeniesienia migdzyfazowego (PTC),

e wykazanie, ze pochodne tetrazolu wykazujag wysokg aktywnos$¢ przeciwgrzybicza
wobec drozdzy C. albicans oraz wskazanie struktur, ktore w perspektywie moga znalez¢
zastosowanie jako antymikotyki (octan (+)-1-[5-(2-chlorofenylo)-2H-tetrazol-2-
ilo]propan-2-olu ((+)-7d), 3-(5-fenylo-2H-tetrazol-2-ilo)propionian etylu (9a), dwie
pochodne tetrazolu z ugrupowaniem benzoksazolu 16c i 16d oraz trzy pochodne
tetrazolu z ugrupowaniem pirolidyny 20aA, 20aC, 20cD),

e wykazanie, ze pochodne tetrazolu 9a, 20aA oraz 20cD skutecznie hamuja infekcje
o etiologii Candida spp. u owadow G. mellonella, co moze mie¢ znaczenie kliniczne
1 przyczyni¢ si¢ do postgpu w zakresie poszukiwania nowych lekow
przeciwgrzybiczych,

e otrzymanie nowych alkoholi z ugrupowaniem benzoksazolu, ktore wykazuja cztery razy

wyzszg aktywnos$¢ antymykobakteryjng wzgledem szczepu M. avium niz stosowany
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lek-izoniazyd oraz sg tak samo aktywne jak izoniazyd wobec pratkow M. kansasii,
M. scrofulaceum, M. intracellulare oraz M. fortuitum,

e otrzymanie nowych inhibitoréw kinazy biatkowej CK2 (4,5,6,7-tetrabromo-2-metylo-
1H-benzimidazolu oraz 4,5,6,7-tetrabromo-1-cyjanometylo-2-metylo-1H-
benzimidazolu), ktore wykazuja dziatanie proapoptotyczne, co czyni je interesujagcymi
strukturami wiodgcymi w poszukiwaniu nowych chemoterapeutykow onkologicznych,

e wykazanie, ze waznym fragmentem strukturalnym wptywajacym na aktywnosc¢
przeciwgrzybicza pochodnych 5-arylotetrazolu jest podstawnik 2-chlorofenylowy oraz
4-chlorofenylowy (wiedza ta moze by¢ przydatna w racjonalnym projektowaniu
nowych, potencjalnych lekéw przeciwgrzybiczych),

e wykazanie, ze ugrupowanie 5-arylotetrazolowe zwigksza aktywno$¢ cytotoksyczng
pochodnych  4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu oraz 4,5,6,7-tetrabromo-2H-
benzotriazolu wzgledem komorek nowotworowych liniit CCRF-CEM oraz MCF-7.

Uzyskane wyniki badan opublikowalam w 11 artykutach w czasopismach z listy
filadelfijskiej. Badania realizowatam w ramach:

e prac statutowych Katedry Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykow
Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej,

e projektu badawczego nr POIG.01.03.01-00-158/09 ,,Biotransformacje uzyteczne
w przemysle farmaceutycznym 1 kosmetycznym”, okres realizacji 01.01.2010-
30.06.2015 (koordynator projektu Politechnika Wroctawska),

e projektu badawczego NCN nr 2011/01/B/ST5/00849 ,,Badanie mechanizméw inhibicji
kinazy kazeinowej” okres realizacji 01.12.2011-30.09.2014 (kierownik projektu prof.

Maria Bretner).

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)

5.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk chemicznych

W roku 2003 w ramach programu edukacyjnego Socrates odbytam 3-miesi¢czny staz
w placowce Paris-Sud XI University (Orsay Institute of Molecular Chemistry and
Materials), gdzie pod kierunkiem prof. Jean-Pierre Mahy badatam wtasciwosci katalityczne
przeciwcial monoklonalnych w reakcjach utleniania. Uzyskane przeze mnie oraz zespot,

Z ktorym pracowatam wyniki zostaty opublikowane w pracy P1.
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W tym samym roku (2003) podjetam studia doktoranckie na Wydziale Chemicznym
Politechniki Warszawskiej, w Zaktadzie Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
i Kosmetykoéw. Prace badawcze prowadzitam pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Jana
Plenkiewicza. Dotyczyly one syntezy optycznie czynnych p-hydroksytiocyjanianow
z zastosowaniem Kkatalizy enzymatycznej i ich przeksztalcania w tiirany. W wyniku
przeprowadzonych badan opracowatam metod¢ syntezy octanéw tiocyjanianohydryn oraz
a-tiocyjanianoketonéw, opracowatam dwie metody otrzymywania optycznie czynnych
B-hydroksytiocyjanianéow (enzymatyczny rozdziat mieszanin racemiczych wymienionych
estrow oraz mikrobiologiczna redukcja prochiralnych a-tiocyjanianoketonéw) oraz metode
otrzymywania optycznie czynnych tiiranéw. Efektem tych prac byla rozprawa doktorska,
ktora decyzja Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej zostala wyr6ézniona
oraz cztery publikacje (P2, P3, P4, P5), z czego jedna (P5) zostata opublikowana po

uzyskaniu stopnia naukowego doktora.

5.1. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych

Prace badawcze, ktore prowadze po uzyskaniu stopnia naukowego doktora zwigzane sg
z opracowywaniem metod syntezy nowych zwigzkow, ktore wykazujg aktywno$é
biologiczng lub moga by¢ wykorzystywane w syntezie zwigzkow biologicznie aktywnych.
Jednoczesnie prowadze badania nad mozliwoscia wykorzystania biotransformacji do
syntezy zwigzkow optycznie czynnych. Obiektem moich zainteresowan sg zwigzki
heterocykliczne o potencjalnej aktywnosci przeciwgrzybiczej, przeciwbakteryjnej oraz
przeciwnowotworowej. Tematyka ta przede wszystkim zwigzana jest z jednotematycznym
cyklem publikacji, ktory przedstawitam jako swoje osiggni¢cie naukowe. Moj dorobek
naukowy po uzyskaniu stopnia doktora stanowi 16 publikacji w czasopismach z listy
filadelfijskiej. Jedenascie prac ([H1]-[H11]) stanowi jednotematyczny cykl publikacji, jedna
praca zwigzana jest z tematyka, ktorg realizowatam w ramach studiow doktoranckich (P5),
za$ pozostale prace dotycza syntezy inhibitorow kinaz serynowo — treoninowych (P6, P7),
synergistycznego oddziatywania inhibitorow kinazy biatkowej CK2 z 5-fluorouracylem —
prekursorem inhibitora syntazy tymidylanowej (P8) oraz syntezy halogenowych
pochodnych benzimidazolu/benzotriazolu i oceny ich wiasciwosci fizykochemicznych (P9).
Prowadzg takze badania nad synteza zwigzkoéw z ugrupowaniem benzodiazepiny. Struktury,

ktore dotychczas otrzymatam wykazuja wysoka aktywnos$¢ grzybobodjcza oraz hamuja
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rozwoj infekcji o etiologii Candida spp. u bezkregowcow (aktualnie przygotowuje
manuskrypt).

Zajmuje si¢ rowniez syntezg sulfondw z ugrupowaniem benzimidazolu. Zwigzki te beda
badane pod katem aktywnosci przeciwbakteryjne;j.

Interdyscyplinarny charakter badan, ktére prowadze wymagal nawigzania wspotpracy
z innymi osrodkami badawczymi takimi jak: Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego —
Panstwowy Zaktad Higieny, Instytut Gruzlicy i Chorob Ptuc, Narodowy Instytut Lekow,
Zaktad Chemii Fizycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej.

Badania te realizowatam i realizuje w ramach prac statutowych Katedry Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych i Kosmetykéw Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej
oraz projektow badawczych. Poza dwoma projektami wymienionymi w punkcie 4 jestem
takze jednym z wykonawcéw projektu kierowanego przez prof. M. Bretner pt. ,,Badanie
synergistycznego hamowania proliferacji komérek nowotworowych przez inhibitory kinazy
kazeinowej CK2 oraz inhibitory szlaku syntezy tymidylanu” (grant NCN
nr 2014/13/B/NZ7/02273).

6. Przyszle cele badawcze

W ramach dalszej pracy naukowej zamierzam zajg¢ si¢ synteza nowych zwigzkow
wykazujacych aktywnos$¢ przeciwnowotworowg. Obiektem moich badan beda zwigzki
hamujace jednoczesnie aktywnos¢ kinazy biatkowej CK2 oraz kinazy PIM-1 tzw. dualne
inhibitory. Zwiazki te hamowalyby jednoczesnie kilka szlakéw metabolicznych, efektem
czego byloby silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe. Przy projektowaniu nowych
dualnych inhibitorow zamierzam wykorzysta¢ metody modelowania molekularnego. Aby
zrealizowa¢ ten cel planuje¢ aplikowac o projekt badawczy. Zamierzam takze kontynuowac
badania dotyczgce zwigzkéw z ugrupowaniem tetrazolu oraz benzodiazepiny w celu
otrzymania nowych, bardziej aktywnych srodkoéw przeciwgrzybiczych. Celem moich
dalszych badan bedzie takze poszukiwanie nowych zwigzkéw wykazujacych aktywnosé
przeciwgruzliczg. Ponadto zamierzam kontynuowaé badania nad mozliwoscig stosowania

biotransformacji w syntezie organiczne;.
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