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1. Imie i nazwisko
Daniel Szulczyk

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2008r. — dyplom magistra chemii, Uniwersytet Warszawski, Wydziat Chemii, Pracownia
Chemii Zwiazkéw Naturalnych, tytut pracy magisterskiej: ,,Zastosowanie modyfikowanych
borowodorkow w stereoselektywnej redukcji 1-metylo-2-aryloetylideno-1-fenyloetyloamin”,

promotor: Prof. dr hab. Zbigniew Czarnocki.

2013r. - stopien doktora nauk farmaceutycznych, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
Wydzial Farmaceutyczny, tytul rozprawy doktorskiej: ,,Zastosowanie wybranych uktadow
heterocyklicznych do syntezy aktywnych biologicznie pochodnych tiomocznikowych”,

promotor: Prof. dr hab. Marta Struga
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od 06.2018 — adiunkt (1/2 etatu), Katedra i Zaktad Biochemii, Wydziat Lekarski, Warszawski
Uniwersytet Medyczny

W 2013 roku nie przedtuzono ze mng umowy, poniewaz Katedra i Zaktad Chemii Medycznej
WUM zostaly rozwigzane. W zwigzku z zaistniala sytuacja, podjalem prace w firmie
SciencePharma/HealthMed, nastgpnie w Boehringer Ingelheim. W latach 2014 — 2017
kontynuowatem jednocze$nie prace naukowa (wolontariat) na Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym. Obecnie pracuje¢ jednoczesnie w firmie farmaceutycznej MSD Polska na
stanowisku Market Access Manager (etat) oraz w Katedrze i Zaktadzie Biochemii, Wydziatu
Lekarskiego WUM na stanowisku adiunkt (1/2 etatu).

10.2008 — 08.2013 — asystent (etat), Katedra i Zaktad Chemii Medycznej, I Wydziat Lekarski,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

4. Oméwienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z p6Zn.

zm.).

a) tytul osiagniecia naukowego
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Reakcje desulfuryzacji i cyklizacji pochodnych tiosemikarbazydu oraz tiomocznika —

wplyw zmian strukturalnych na aktywnos$¢ biologiczna.

b) autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

H1. Szulczyk D*, Tomaszewski P, Jozwiak M, Koziot AE, Lis T, Collu D, luliano F, Struga
M. Synthesis and Biological Activities of Ethyl 2-(2-pyridylacetate) Derivatives Containing
Thiourea, 1,2,4-triazole, Thiadiazole and Oxadiazole Moieties. Molecules. 2017 Mar
6;22(3):400.

IF = 3.098. Punkty MNiSW = 30.

H2. Szulczyk D*, Dobrowolski MA, Roszkowski P, Biclenica A, Stefanska J, Kolinski M,
Kmiecik S, J6zwiak M, Wrzosek M, Olejarz W, Struga M. Design and synthesis of novel 1H-
tetrazol-5-amine based potent antimicrobial agents: DNA topoisomerase 1V and gyrase affinity
evaluation supported by molecular docking studies. European Journal of Medicinal Chemistry.
2018 Aug 5; 156:631-640.

IF = 4.833. Punkty MNiSW = 40.

H3. Szulczyk D*, Bielenica A, Roszkowski P, Dobrowolski MA, Olejarz W, Napiorkowska
M, Struga M. Cytotoxicity Evaluation of Novel bis(2-aminoethyl)amine Derivatives.
Molecules. 2020 Jun 18;25(12):2816.

IF = 3.267. Punkty MNiSW = 100.

H4. Szulczyk D, Biclenica A, Glogowska A, Augustynowicz-Kope¢ E, Dobrowolski M,
Roszkowski P, Stepien K, Chrzanowska A, Struga M. Development of (4-methoxyphenyl)-1H-
tetrazol-5-amine regioisomers as a new class of selective antitubercular agents. European
Journal of Medicinal Chemistry. 2020 Jan 15; 186:111882.

IF = 5.573. Punkty MNiSW = 140.

H5. Szulczyk D*, Bielenica A, Roszkowski P, Dobrowolski MA, Olejarz W, Kmiecik S,
Podsiad M, Struga M. Synthetic Transition from Thiourea-Based Compounds to Tetrazole
Derivatives: Structure and Biological Evaluation of Synthesized New N-(Furan-2-ylmethyl)-
1H-tetrazol-5-amine Derivatives. Molecules. 2021; 26(2):323.

IF = 3.267. Punkty MNiSW = 100.

* — prace, w ktorych wystepowatem w roli autora korespondencyjnego
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Sumaryczny IF cyklu wynosi 20.038. Suma punktow MNiSW cyklu wynosi 410.

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie i cel naukowy prowadzonych badan

Obecnie jednymi z najwickszych obaw, zwigzanych ze zdrowiem budzi wzrost
oporno$ci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe na §wiecie, ktory moze zaprzepasci¢ ogromne
korzy$ci, jakie przyniostlo odkrycie penicyliny i innych antybiotykow. Nadciagajace
nieuchronnie przejécie do konca ,,ery antybiotykoterapii”, w ktorej pospolite zakazenia stang
si¢ ponownie $miertelne moze okazaé si¢ katastrofalne. Szacuje sie, ze 25.000 os6b w UE
umiera rocznie z powodu infekcji wywotanych drobnoustrojami. Wraz ze wzrostem AMR
(antimicrobial resistance) grozba powszechnych infekcji staje si¢ powazna. Brak dziatan w
sprawie tego powaznego zagrozenia, moze spowodowaé zgon miliona 0sob roczniel. Nalezy
nadmieni¢, ze obecnie szczegdlnie duzym zagrozeniem stata si¢ metycylino-opornos¢ wobec
szczepow gronkowca skornego i ztocistego (MRSE oraz MRSA). Zmagamy si¢ roéwniez z
opornoscig Mycobacterium tuberculosis na leki przeciwpratkowe, podobnie jak innych
gatunkoéw drobnoustrojow, w wyniku selekcji mutantéw naturalnie opornych, stale obecnych
w kazdej populacji bakterii?. Do zakazen drobnoustrojami czesto dochodzi w szpitalach. Czas
leczenia takich zakazen jest o wiele dtuzszy i wymaga w wielu wypadkach terapii wigcej niz
jedng substancja czynng. Oprocz aspektow klinicznych, nalezy zwrdci¢ na te ekonomiczne.
Brak skutecznego leku to wydluzony czas leczenia, zwigkszony koszt uzywania wielu
substancji czynnych oraz koszty posrednie osrodka, w ktorym przebiega leczenie.

Struktury tiosemikarbazydu oraz tiomocznika sg czgsto wykorzystywanymi motywami
budulcowymi w chemii medycznej. Ze wzgledu na swoje whasciwosci, ich liniowe pochodne
moga stanowi¢ docelowe zwigzki o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej. Jednak
optymalnie zaplanowana synteza takich zwigzkéw zwykle nie konczy si¢ na tym etapie. Istnieje
szereg reakcji, ktore wykorzystuja pochodne tiosemikarbazydu oraz tiomocznika jako
substraty. Sposrod nich mozna wyodrebnié reakcje desulfuryzacji i/lub cyklizacji prowadzace
do utworzenia heterocyklicznych pierscieni takich jak oksadiazol, triazol czy tiadiazol. Duza

ilo§¢ dostepnych transformacji syntetycznych jest niewatpliwa zaleta pochodnych

1 Antimicrobial resistance (AMR) - Publications Office of the EU, ISBN 978-92-9200-811-6.
2 Klatt M, Zwolska Z, Napiorkowska A, Augustynowicz-Kope¢ E. Wiarygodno$¢ testow lekoopornosci

Mycobacterium tuberculosis jako istotny element nadzorowanego leczenia gruzlicy. Postepy Nauk Medycznych,
2011;XXI1V(10):811-818.
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tiosemikarbazydu oraz tiomocznika, jak rowniez szeroki zakres ich bioaktywnosci®*. Mozna
przyja¢ podczas projektowania syntezy, ze cykliczna pochodna bedzie reprezentowac
przynajmniej podobny poziom okreslonej aktywno$ci biologicznej jak jej liniowy
odpowiednik. Cze$ciowym wytlumaczeniem tego zjawiska jest usztywnienie czasteczki w
wyniku powstawania pierscienia heterocyklicznego oraz zmiany w rozmieszczeniu gestosci
elektronowych w jego obrgbie. Biorgc powyzsze pod uwage oraz liczne doniesienia z
pisSmiennictwa opisujace aktywno$¢ mikrobiologiczng pochodnych tiosemikarbazydu oraz
tiomocznika, zasadnym jest poszukiwanie w tej grupie nowych zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych o potencjale farmakologicznym.

Glownym celem mojej pracy badawczej bylo zaprojektowanie, synteza oraz
koordynacja wicloosrodkowych badan nad pochodnymi tiosemikarbazolu i tiomocznika.
Nalezy podkresli¢, ze koncentrowatem si¢ gldwnie na otrzymaniu cyklicznych pochodnych.
Synteze zaprojektowatem jednak tak, aby modc porownaé cykliczne pochodne
tiosemikarbazydu i tiomocznika wzglgdem ich liniowych prekursoréw pod katem wilasciwosci
fizykochemicznych oraz aktywnos$ci biologicznej. W toku prac, udatlo mi si¢ wylonic¢
najbardziej obiecujaca grupe zwiazkéw zawierajaca w swojej strukturze pierscien tetrazolu.
Koncentrujac uwage na tej grupie, wybralem najbardziej aktywne zwiazki, dla ktorych
wykonano poszerzone eksperymenty biologiczne w celu ustalenia ich mechanizmu dziatania.
Wyniki mojej pracy s zawarte w przekazanym do oceny osiggni¢ciu naukowym sktadajagcym

si¢ z cyklu 5 artykutow naukowych opublikowanych w latach 2017 — 2021.

Omoéwienie wynikow badahn

Moj pierwszy projekt badawczy byt zwigzany z okresleniem aktywnos$ci biologicznej
cyklicznych pochodnych tiosemikarbazydu. Na tym etapie zaprojektowatem oraz wykonatem
synteze 36 zwigzkow. Otrzymane zwigzki bazujg na szkielecie 2-(2-pirydylooctanu) etylu. W
celu otrzymania substratu dla docelowych zwigzkow, bazowy szkielet zostat przeksztalcony w
tiosemikarbazydowa pochodng. W wyniku przeprowadzonych reakcji cyklizacji 1/lub
desulfuryzacji otrzymatem finalne zwigzki zawierajace trzy pigcioczionowe pierScienie

heterocykliczne: 1,2,4-triazolu, 1,3,4-tiadiazolu oraz 1,3,4-oksadiazolu (H1l). Za

3 Beraldo H, Gambino D. The wide pharmacological versatility of semicarbazones, thiosemicarbazones and their
metal complexes. Mini Rev Med Chem. 2004 Jan;4(1):31-9.

4 Bogatskii AV, Luk'yanenko NG, Kirichenko, TI. Cyclic thioureas (review). Chem Heterocycl Compd.
1983;19:577-589.
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prawidtowoscig planu syntetycznego przemawialy wczesniejsze rezultaty zespotu badawczego,
jak i prezentowane wyniki innych autor6w>®. Z uwagi na wysoki poziom zrdznicowania
otrzymanych zwiazkéw (Rys 1.) spodziewatem si¢ wytoni¢ struktury wiodace do dalszych
syntez i badan. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie zwigzki cykliczne zawierajg te same fragmenty
fluorowcofenylowe (R). Stwarza to mozliwo$¢ wyciggni¢cia wnioskow dotyczacych wplywu
wprowadzonego pierscienia heterocyklicznego na aktywno$¢ danego zwigzku. Zastosowane
reakcje cyklizacji s w wigkszos$ci bardzo dobrze znane i szeroko stosowane. Na uwage

zastuguje otrzymanie tozsamych uktadow heterocyklicznych 1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionu

(cyklizacja) i 1,3,4-oksadiazolu (cyklizacja i desulfuryzacja).

R; 1) 3-Cl, 4-Cl, 2) 3-Cl, 4-CHs, 3) 3-CFs, 4) 3-Br, 5) 3-Cl, 6) 3-Cl, 4-F, 7) 2-Cl, 3-CHs.

Rys. 1. Synteza cyklicznych pochodnych N-(fenylopodstawionych)-2-(pirydyn-2-
yloacetylo)hydrazynokarbotioamidéw. Warunki reakcji: @) NH2NH2 80%, EtOH, 2 h, b)

5 EI-Emam AA, Al-Deeb OA, Al-Omar M, Lehmann J. Synthesis, antimicrobial, and anti-HIV/-1 activity of certain
5-(1-adamantyl)-2-substituted thio-1,3,4-oxadiazoles and 5-(1-adamantyl)-3-substituted aminomethyl-1,3,4-
oxadiazoline-2-thiones. Bioorg Med Chem. 2004 Oct 1;12(19):5107-13.

6 Salgin-Goksen U, Gokhan-Kelek¢i N, Goktas O, Koysal Y, Kili¢ E, Isik S, Aktay G, Ozalp M. 1-
Acylthiosemicarbazides, 1,2,4-triazole-5(4H)-thiones, 1,3,4-thiadiazoles and hydrazones containing 5-methyl-2-
benzoxazolinones: synthesis, analgesic-anti-inflammatory and antimicrobial activities. Bioorg Med Chem. 2007
Sep 1;15(17):5738-51.
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odpowiedni izotiocyjanian, acetonitryl, ogrzewanie, 6 h, c) H2SOa4(st.), d) 2% NaOH,
ogrzewanie, 1 h, e) KOH, EtOH, CS> f) NH2NH, 80%, ogrzewanie, g) EtsN, HgCl,, DMF.

Monohalogeno- i dihalogeno- pochodne fenylowe stanowily zwartg grupe podstawnikow
reprezentujacg podobne wiasciwosci fizykochemiczne. Elektronoakceptorowe podstawniki
maja charakter dezaktywujacy. Wprowadzenie do pierscienia atomu chlorowca powoduje tez
zwigkszenie kwasowosci zwigzku, co ma swoje przetozenie na takie parametry, jak na przyktad
rozpuszczalno$¢é zwigzku. Ma to istotne znaczenie w kontekscie prawidlowego oznaczenia
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.

Struktury otrzymanych zwigzkow zostaty potwierdzone za pomocg widm spektralnych.
Dodatkowo, zostaty wykonane eksperymenty dla monokrysztatoéw wybranych zwigzkow dzigki
wspotpracy z Prof. dr hab. Anng E. Koziot z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie oraz Prof. dr hab. Tomaszem Lisem z Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego. W rezultacie otrzymano dane krystalograficzne dla czterech przedstawicieli
zsyntetyzowanych struktur pochodnych: tiosemikarbazydu, 1,2,4-triazolu, 1,3,4-tiadiazolu oraz
1,3,4-oksadiazolu. W przypadku uzyskania par substrat-produkt (Rys. 2.) istnieje mozliwo$¢
porownania ich wilasciwosci w ciele stalym oraz dokonania proby powigzania zmian

strukturalnych ze zmiang aktywnosci biologiczne;j.

Rys. 2. Rzuty perspektywiczne struktur molekularnych 2-(pirydyno-2-yloacetylo)-N-[3-
(trifluorometylo)fenylo]hydrazynokarbotioamidu i 5-((pirydyno-2-ylometylo)-N-[3-
(trifluorometylo)fenylo]-1,3,4-tiadiazol-2-aminy.

Badania aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej zostatlo przeprowadzone w ramach
wspélpracy z dr hab. Joanng Stefanskg z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM.
Wszystkie zsyntetyzowane zwiazki zostaty przekazane na badania in vitro przeciwko wielu
standardowym  szczepom bakterii gram-dodatnich, gram-ujemnych i grzybow.

Mikroorganizmy zastosowane w tym badaniu uzywa si¢ powszechnie w testach
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przeciwdrobnoustrojowych dla wielu substancii, takich jak antybiotyki czy leki antyseptyczne’.
Procedura badawcza rozpoczeta si¢ od wstepnego badania przesiewowego metoda krazkowo-
dyfuzyjna. Pomimo rdéznorodno$ci strukturalnej badanych zwigzkéw oraz wspomnianych
wczesniej doniesien literaturowych dla podobnych zwigzkow, wszystkie zsyntetyzowane
pochodne okazaty sie by¢ nieaktywne w przeprowadzonym badaniu. Na podstawie dost¢pnego
pismiennictwa®®1% zdecydowano sie na dokonanie szerszej oceny aktywnosci biologicznej 21
syntetyzowanych zwiazkéw. Przy wspotpracy z Prof. Paollo La Colla z Wydziatu Nauk o Zyciu
i Srodowisku, Sekcji Mikrobiologii i Wirusologii Uniwersytetu Cagliari w Monserrato we
Wrtoszech wykonano badanie w kierunku aktywnosci przeciwko ludzkiemu wirusowi
niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1), stosujac efavirenz jako inhibitor referencyjny.
Roéwnolegle oceniano cytotoksycznosé wobec komérek MT-4. Zaden z badanych zwigzkow
nie wykazat selektywnej aktywnosci anty-HIV-1. Zwiazki biorgce udzial w badaniu byly
niecytotoksyczne wobec komoérek MT-4 (CCsp >100 uM).

Biorac pod uwage rezultaty przedstawione powyzej, zdecydowatem si¢ na
zrezygnowanie z tiosemikarbazydowych pochodnych jako substratow w dalszych pracach
syntetycznych. Jednoczes$nie kontynuowatem tematyke badawcza w kierunku uzyskiwania
zwigzkéw o wysokim potencjale przeciwdrobnoustrojowym. W 2018 roku opublikowatem
prace w European Journal of Medicinal Chemistry (H2) stanowiaca efekt zmiany strategii
syntetycznej. Dokonalem zmiany centralnego fragmentu czasteczki na mniej zbadany
pieciocztonowy pierscien tetrazolowy. Z uwagi na ograniczong ilo$¢ publikacji dotyczacych
zwigzkow o dziataniu przeciwko szczepom bakterii, ktorych centralnym szkieletem
strukturalnym jest pierscien tetrazolowy, postanowitem zaprojektowac otrzymanie zwigzkow
na bazie prekursora o potwierdzonej w literaturze kierunkowej aktywnosci. Naturalnym okazat
si¢ wybor do badan 1,3-dipodstawionych tiomocznikowych pochodnych ze wzgledu na

wieloletnie do$wiadczenie pracy zespotu oraz ilos¢ doniesien naukowych. Stanowily one

material wyj$ciowy do wprowadzenia pierScienia tetrazolu i zbadania efektu takiej modyfikacji

7 National Committee for Clinical Laboratory Standards. Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility
Testing of Yeasts, 2004; Approved Guideline. NCCLS document M44-A; National Committee for Clinical
Laboratory Standards: Wayne, PA, USA, 2009.

8 Li Z, Cao Y, Zhan P, Pannecouque C, Balzarini J, De Clercq E, Liu X. Synthesis and anti-HIV evaluation of
novel 1,2 4-triazole derivatives as potential non-nucleoside HIV-1 reverse transcriptase inhibitors. Lett Drug Des
Discov. 2016;10:27-34.

9 Hajimahdi Z, Zarghi A, Zabihollahi R, Aghasadeghi MR. Synthesis, biological evaluation, and molecular
modeling studies of new 1,3,4-oxadiazole- and 1,3,4-thiadiazole-substituted 4-oxo-4Hpyrido[1,2-a]pyrimidines as
anti-HIV-1 agents. Med Chem Res. 2013;22:2467-2475.

10 El-Sayed WA, El-Essawy FA, Ali OM, Nasr BS, Abdalla MM, Abdel-Rahman AA. Anti-HIV activity of new
substituted 1,3,4-oxadiazole derivatives and their acyclic nucleoside analogues. Z Naturforsch C J Biosci. 2009
Nov-Dec;64(11-12):773-8.
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strukturalnej. Schemat reakcji oraz r6znorodnos¢ strukturalna otrzymanych pochodnych zastata

zobrazowana w Tabeli 1.

N

S N/
-,
Sy N Ri~ N
H H N

Et;N, DMF

T
_—

Zwiazek
nr

) i@

S

Zwiazek

R1
nr

2 N
)\\S N—N

R2 R2
::CI :F
Cl Cl
jou
Cl
F
F F Cl
N7 N
1
F
20 /(:[
N cl
Cl (@]
Br
/N\
o~ ~O

N

N
4
L
H

z

11 //:
12 S Etyl

@]
H
N
/
H
N
/
H
N
/

\/O
13
i OH
7 Ill \/O 14
T
N—N OH
F

Tabela 1. Schemat reakcji i struktury zsyntetyzowanych 1,5-dipodstawionych tetrazoli.
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Pierwsze pochodne tetrazolu zostaly zsyntetyzowane w 1885 roku, jednak do 1950 roku ten
rodzaj zwigzkow nie cieszyl si¢ duzym zainteresowaniem. W ostatnich latach opracowano
szeroka game technik syntetycznych, a cz¢$¢ z nich zwigzanych jest z chemia pierScienia
tetrazolowego i jego zastosowaniem?'. Kilka bardzo skutecznych lekow, ktorych substancje
czynne zawieraja pierscien tetrazolu sg dostepne na rynku. Przyktadami sg Losartan, Valsartan,
Irbesartan, Flomoxef i Cefonicid. Pierwsze trzy leki sa stosowane gltownie w leczeniu
wysokiego cisnienia krwi (nadcis$nienia), kolejne dwa to potsyntetyczne antybiotyki
cefalosporyny. PierScien tetrazolowy jest powtarzajagcym si¢ motywem we wszystkich
wymienionych lekach, ale bardziej jako modyfikacja centralnego rdzenia czasteczki. W pozycji
1 i/lub 5 pierscienia tetrazolowego sa dotgczone podstawniki, ktore zwigkszaja rozpuszczalnosé
zwigzku (np. -sulfometylo w Cefonicid). Z drugiej strony pozycje 1 i/lub 5 tetrazolu moga by¢
zajete przez fenylowe, benzoilowe pierscienie z grupami -NOg, -Cl, -Br, -F w celu poprawy
wlasciwos$ci  przeciwdrobnoustrojowych.  Stwierdzono, ze przylaczenie pierscienia
tetrazolowego do szkieletu centralnego czasteczki stosunkowo czesto prowadzi, nie tylko do
zwigkszenia aktywno$ci biologicznej, ale takze do wydluzenia czasu dziatania leku. Z reguly
nie towarzyszy temu wzrost toksycznoscil2. Wedlug ograniczonych danych z pi$miennictwa,
niektore pochodne tetrazolu posiadaja wiasciwosci przeciwbakteryjne® 141,

Projektujac synteze zauwazylem, ze mate czasteczki oparte na tetrazolu nie byty badane,
zwlaszcza jako substancje przeciwdrobnoustrojowe. Nalezy podkresli¢, ze wigkszos¢
opublikowanych struktur byta ztozona, a pier§cien tetrazolu nie byt elementem centralnym
czasteczki. Przeprowadzone przez nasz Zespot badania koncentrowaly sie na matych
czasteczkach na bazie tetrazolu, a naszym gtéwnym celem byta ocena ich potencjalu w walce
z lekoopornymi szczepami bakteryjnymi. Wszystkie 1,5-dipodstawione tetrazole (Rys. 1.)
otrzymalem za posrednictwem reakcji desulfuryzacji potaczonej z cyklizacja 1,3-
dipodstawionych tiomocznikow. Azydek sodu jako zewnetrzny nukleofil umozliwiajacy
cyklizacje oraz chlorek rteci (II) jako odczynnik ,,odsiarczajacy”, zostaly uzyte do otrzymania
kazdej z pochodnych tetrazolowych. Reakcje przeprowadzalem w temperaturze pokojowej w
dimetyloformamidzie (DMF) oraz w obecnosci katalitycznych ilosci trietyloaminy. Wszystkie

zwigzki uzyskano w dobrych lub bardzo dobrych ilo$ciach (wydajnos¢ reakcji 48 — 86 %).

11 Myznikov LV, Hrabalek, A, Koldobskii, GI. Drugs in the tetrazole series. (Review). Chem Heterocycl Compd.
2007;43:1-9.

12 Ostrovskii VA, Koldobskii GI, Trifonov RE. Comp Heterocycl Chem. 2008;6:257-423.

13 Moustafa MA, El-Sherbeny MA, El-Sherbiny DT, El-Sayed SM. J Am Sci. 2012;8:973-986.

14 Morjan RY, Al-Atter NH, Abu-Teim OS, Ulrich M, Awadallah AM, Mkadmh AM, Elmanama AA, Raftery J,
Abu-Awwad FM, Yaseen ZJ, Elgidrea AF, Gardiner JM. Bioorg Med Chem. 2015;25:4024-4028.

15 Jo YW, Im WB, Rhee JK, Shim MJ, Kim WB, Choi EC. Bioorg Med Chem. 2004;12:5909-5915.
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Struktury zwigzkow zostaly scharakteryzowane przy uzyciu r6znych metod spektroskopowych
(*H NMR, C NMR i MS). Dodatkowo struktura zwiazku 1-(4-nitrofenylo)-N-(4H-1,2,4-
triazol-4-ylo)-1H-tetrazol-5-aminy zostata zbadana technikg krystalografii rentgenowskiej.
Bylo to mozliwe dzieki zawigzanej wspotpracy z dr Michatem Dobrowolskim z Pracowni

Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

Podobnie jak w wypadku poprzedniej pracy badawczej, badanie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zostato przeprowadzone w ramach wspotpracy z dr hab. Joanng
Stefanskg z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM. Wszystkie zsyntetyzowane
zwigzki zostaty przebadane in vitro w kierunku aktywno$ci wobec szczepom bakterii Gram-
dodatnich oraz Gram-ujemnych. Dla wszystkich zwigzkow zostaty wyznaczone ich minimalne
stezenia hamujace (MIC). Wyniki wykazaty, ze 13 z 14 badanych zwigzkéw wykazywato
wysoka 1 szerokg aktywno$¢ przeciwbakteryjna, szczegdlnie w przypadku standardowych
szczepow Staphylococcus, Bacillus, Enterococcus, Micrococcus. W tej grupie obserwowane
wartosci MIC miescity si¢ w zakresie od 1 do 208 uM (0,25 — 64 pg/ml). Dwa zwigzki 101 11
byty aktywne przeciwko wszystkim badanych szczepom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym w
zakresie od 1 do 208 uM (0,25 — 64 pg/ml). Pochodna 11 dziatata silniej anizeli
cyprofloksacyna (zwiazek referencyjny) na standardowe szczepy bakterii E. faecalis, M. luteus,
E. coli, P. vulgaris. Minimalne stezenia hamujgce zawieraty si¢ w przedziale 1 - 7 uM (0,25 — 64
ug/ml). Nastepnie zbadano aktywnos¢ dla trzech zwigzkow 7, 10 i 11 przeciwko Szczepom
szpitalnym S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa i E. coli. Ich aktywno$¢ przeciwko
szczepom Gram-dodatnim byta podobna i wynosita od 7 do 56 uM (2 — 16 pg/ml). Tylko
zwigzki 10 i 11 byly aktywne przeciwko bakteriom Gram-ujemnym w zakresie 7 - 111 uM (2 —
32 pg/ml). Warto doda¢, ze z trzech zwigzkoéw wybranych do oceny aktywno$ci wobec
szczepOw szpitalnych tylko pochodna 7 wykazata nieznacznie zmniejszong aktywnos$¢ w
poroéwnaniu do tozsamych szczepow standardowych. Zwykle poziom wynikéw w stosunku do
standardowych szczepow jest bardzo czgsto trudny do osiggnigcia w stosunku do szczepow
szpitalnych. Dlatego nalezy podkresli¢, ze dla zwigzkéw 10 i 11 poziom aktywnosci pozostat
praktycznie niezmieniony. Minimalne stezenia hamujace zawieraly si¢ W przedziale od 1 do
208 uM (0,25 — 64 pg/ml) dla szczepdéw standardowych dla obu pochodnych, nastepnie 7 - 111
uM (2 —32 pg/ml) dla zwigzku 10 oraz 7 - 54 uM (2 — 16 pg/ml) dla zwigzku 11 w przypadku
szczepdw szpitalnych. Obie pochodne wykazaty lepsze wyniki w stosunku do pigciu z osSmiu
uzywanych szczepoéw szpitalnych S. aureus i pigciu z o$miu uzywanych szczepow szpitalnych

S. epidermidis niz referencyjna cyprofloksacyna. W przypadku jednego z o$miu uzywanych
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szczepow szpitalnych Gram-ujemnych E. coli ML 16 oba zwigzki byly bardziej aktywne niz
zwigzek referencyjny.

Glowna idea zaprojektowanej przeze mnie syntezy i1 koordynowanych badan
biologicznych byto potwierdzenie tezy, ze pochodne tetrazolowe bedg bardziej skutecznymi
zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi niz wyjsciowe tiomocznikowe substraty. Oczywiscie
kluczowa role ma doboér odpowiednich fragmentow terminalnych, w przypadku tej syntezy -
ugrupowania heterocyklicznego 1 pierScienia fenylowego (bez lub z odpowiednimi
podstawnikami). Powszechnie wiadomo, ze N-arylotiomoczniki wykazujg lepsze wlasciwosci
przeciwbakteryjne niz N-alkilotiomoczniki. Rezultaty naszych poprzednich badan wykazaty,
ze preferowanymi N-arylotiomocznikami sa ugrupowania: 3-chloro-4-fluorofenylo > 3-
bromofenylo > 3,4-dichlorofenylo > 3-fluorofenylo > fenyloetylo > benzylo > 4-chlorofenylo,
szeregujac je wedlug ich malejacego wptywu. Ponadto podstawniki w obrebie pierscienia
fenylowego powodowaly zmiany w zakresie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej. W
wiekszosci przypadkow jako najbardziej aktywne okazaly si¢ pochodne posiadajace stabo
dezaktywujace podstawniki halogenowe w pozycji meta- i/lub para- pier$cienia. W przypadku
wickszosci bakterii Gram-dodatnich, dwupodstawione zwiazki halogenowe byly bardziej
aktywne niz monopodstawione, ze wzgledu na indukowanie silniejszego efektu
elektroujemnego. Tendencj¢ t¢ zauwazono rowniez dla pochodnych 3-bromo- i 3-fluorofenylu.
Obecnos¢ atomow halogenowych w pozycji orto-, a takze wprowadzenie podstawnikow
elektrodonorowych w piericieniu aromatycznym zmniejsza aktywno$¢ antybakteryjng®.
Aktywno$¢ uzyskanych 1,5-dipodstawionych tetrazoli porownano z korespondujacymi
tiomocznikami, ktore byty stosowane do syntezy. Tylko jedna pochodna tiomocznikowa, ktora
byta uzyta do syntezy zwigzku 2 posiadata podobng aktywnos$¢ wzgledem tozsamej pochodnej
tetrazolowej, ale tylko przeciwko szczepom Gram-dodatnim. Pozostate 1,5-dwupodstawione
tetrazole byty bardziej aktywne wobec Gram-dodatnich i Gram-ujemnych szczepow bakterii w
poréwnaniu do stosowanych swoich tiomocznikowych substratow. Jedynie zwigzek 12 i jego
substrat byt nieaktywny. Przyczyng mogt by¢ niepolarny podstawnik w pozycji 1 pierScienia
tetrazolu. Z kolei wprowadzenie w tej pozycji pierscienia benzenowego z podstawnikami
elektronodonorowymi ~ powodowato  wzrost  aktywnos$ci  przeciwdrobnoustrojowe;.
Jednoczesnie stwierdzitem, ze wprowadzenie ugrupowania furan-2-ylometanaminowego w
pozycji 5 w pierscienia tetrazolowego intensyfikuje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe

przeciwko szczepom bakterii Gram-ujemnym (zwigzki 10 i 11).

16 Bielenica A, Stefanska J, Stepien K, Napiorkowska A, Augustynowicz-Kopec E, Sanna G, Madeddu S, Boi S,
Giliberti G, Wrzosek M, Struga M, Eur J Med Chem. 2015;101:111-125.
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Reasumujgc, reakcja desulfuryzacji/cyklizacji 1,3-dipodstawionych tiomocznikéw
prowadzaca do otrzymania 1,5-dipodstawionych tetrazoli wigzata si¢ ze wzrostem aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej. Chcac poznaé geneze bardzo dobrej aktywnos$ci zsyntetyzowanych przeze
mnie zwigzkoéw, zaplanowalem szereg kolejnych badan.

Dalsze prace badawcze zostaly przeprowadzone w kierunku poznania mechanizmu
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Dzieki nawigzanej wspotpracy z dr hab. Sebastianem
Kmiecikiem z Laboratorium Bioinformatyki, Centrum Badan Medycznych Mossakowski oraz
dr Michatem Kolinskim z Centrum Badan Biologiczno-Chemicznych, Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego przeprowadzono badanie dokowania molekularnego dla
zsyntetyzowanych zwiazkoéw. Zbadano tryb wigzania dla 14 pochodnych oraz cyprofloksacyny
do gyrazy DNA i topoizomerazy 1V. Wszystkie badane zwiazki preferowaly wigzanie si¢ W
miejscach wigzania ATP gyrazy i topoizomerazy. Szacowane wolne energie wigzania dla
powstatych konformerow wahaty si¢ od -3,25 do -7,02 kcal/mol. Zwigzki 7 i 10 tworzyty
wigzania wodorowe z katalitycznym Asp81 gyrazy DNA. Ta kluczowa interakcja z resztag Asp
byta réwniez obserwowana w naszych ostatnich pracach w kompleksach pochodnych
tiomocznikowych'” i byta réwniez zglaszana przez inng grupe badawcza dla serii analogow
azaindolowych mocznika8. Cyprofloksacyna i pochodna 11 wykazaly rozne sposoby interakcji
w miejscu wigzania ATP gyrazy. Zadna z obu czasteczek nie wchodzita w interakcje z
pozostatoscig Asp81, ale tworzyly dwa wigzania wodorowe z biatkiem: cyprofloksacyna z
pozostato$ciami Ile51 oraz Argl44, a pochodna 11 z resztami Gly85 i Thr173 (Rys. 3.).

17 Bielenica A, Drzewiecka-Antonik A, Rejmak P, Stefanska J, Kolinski M, Kmiecik S, Lesyng B, Wiodarczyk
M, Pietrzyk P, Struga M. J Inorg Biochem. 2018;182:61-70.

18 Zhang J, Yang Q, Cross JB, Romero JAC, Poutsiaka KM, Epie F, Bevan D, Wang B, Zhang Y, Chavan A,
Zhang X, Moy T, Daniel A, Nguyen K, Chamberlain B, Carter N, Shotwell J, Silverman J, Metcalf 111 CA, Ryan
D, Lippa B, Dolle RE. J Med Chem. 2015;58:8503-8512.
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Rys. 3. Pozycja liganda (zwigzek 11) w miejscu wigzania ATP gyrazy DNA.

Kolejnym przeprowadzonym badaniem, ktore dostarczylo informacji na temat
mechanizmu dziatania zwiazkoéw byly testy inhibicji topoizomerazy IV oraz gyrazy. Badanie
zostato przeprowadzone w Zaktadzie Biochemii i Farmakogenomiki, Wydziat Farmacji WUM.
Wyniki testow wykazaty, ze 1,5-dipodstawione pochodne tetrazolu byly w stanie zahamowac
aktywnos$¢ enzymow gyrazy i topoizomerazy IV bakterii S. aureus. Dla badanych zwigzkoéw
10, 11 istnieje wyrazna korelacja migedzy minimalnym stezeniem hamujagcym (MIC) a
powinowactwem do bakteryjnej topoizomerazy typu Il. Zwigzek 11 byt okolo dwa razy
bardziej aktywny wobec badanych szczepoéw w poréwnaniu z pochodng 10. Znalazto to
odzwierciedlenie w hamowaniu obu enzyméw. Zwiazek 11 okazat si¢ by¢ inhibitorem gyrazy
o wyzszym potencjale (ICso 0,9 = 0,1 pg/ml) niz referencyjna cyprofloksacyna (1Cso 3,5 + 0,3
ug/ml) w tescie hamowania superskrgcania (supercoiling assay). Zwiazek 10 wykazywat
stabsze dziatanie w tym tescie. Inhibitory gyrazy, zwtaszcza fluorochinolony majg kluczowe
znaczenie w terapii przeciwbakteryjnej. Nasze badanie zidentyfikowato zwigzek 11 jako bardzo
silnego inhibitora gyrazy, ktory moze posiada¢ odpowiedni potencjat do bycia substancja
czynna leku.

Ostatnie badanie zostalo przeprowadzone w celu okreslenia cytotoksycznosci
wybranych pochodnych (2, 3, 5, 6, 8, 9, 10 i 11), ktoérg mierzono poprzez ocene zywotnosci
komorek ludzkich nie§miertelnych keratynocytow z dorostej ludzkiej skory (HaCaT) 1 ludzkiej
linii komodrek nabtonkowego raka pluca (A549). Eksperyment przeprowadzono w
Laboratorium Badan Przedklinicznych WUM. Wybrane do badania zwiazki stosowane w
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wysokich stezeniach nieznacznie wptywaty na zywotno$¢ komorek. Nasze wyniki pokazuja, ze
wszystkie nowe badane tetrazolowe pochodne byly mniej toksyczne dla ludzkiej
uniesmiertelnionej linii komoérkowej keratynocytow i bardziej toksyczne dla ludzkiej linii
komorkowe] nablonkowego raka ptuc. Zwigzek miedzy cytotoksycznoscig a aktywnos$cia
przeciwbakteryjng zostal rowniez ustalony za pomoca wskaznika selektywnosci (SI).
Najwyzszg warto$¢ SI zaobserwowano dla zwigzku 11 (M. luteus i P. vulgaris — 84), nastepnie
dla zwigzku 10 z wynikami w zakresie 2.85 — 11.42.

Bioragc pod uwage rezultaty prac naszego zespotu mozna stwierdzi¢, ze 1,5-
dwupodstawione tetrazole nalezy uzna¢ za obiecujace substancje przeciwdrobnoustrojowe.
Nasze badania wykazaly, ze zwigzki 10 i 11 posiadaja znaczng aktywnos¢ przeciwbakteryjng.
Dlatego w kolejnych badaniach postanowilem wro6ci¢ do zaprojektowania nowej serii
pochodnych bazujacych na szkielecie N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazol-5-aminy (H5).

Wyniki badah nad przeksztalcaniem pochodnych tiomocznikowych do tetrazolowych
staly si¢ fundamentem do moich dalszych prac w poszukiwaniu nowych bioaktywnych
zwigzkow. Kolejny projekt badawczy zostatl przeze mnie ukierunkowany na poszukiwaniu
aktywno$ci zwigzkow tetrazolowych przeciw pratkom gruzlicy (H3). Udato mi si¢ potwierdzié¢
wezesniej ich aktywno$¢ przeciw wielu szczepom bakterii, ale zabrakto w panelu badawczym
pratkow Mycobacterium tuberculosis.

Gruzlica pozostaje jedng z glownych Swiatowych zagrozen zdrowotnych pomimo
ogolnego spadku czestosci zachorowan, ostatnich postepow w zakresie diagnostyki i
farmakoterapii. Na skuteczng terapi¢ sktada si¢ kilka lekow bakteriobdjczych podawanych w
kombinacji przez kilkanascie miesigcy®®. Leczenie gruzlicy wrazliwej na leki opiera si¢ na
zastosowaniu przez co najmniej sze$¢ miesiecy czterech lekoéw: izoniazydu, ryfampicyny,
etambutolu i pirazynamidu. Jest to leczenie skuteczne w okoto 90% przypadkow?, choé terapia
nie zawsze jest dobrze tolerowana lub prawidtowo dawkowana, co moze powodowac szereg
dziatan niepozadanych. Jednocze$nie rosnie czesto§¢ wystepowania wielolekoopornych
przypadkow gruzlicy (multidrug-resistant tuberculosis, MDR-TB) oraz z rozszerzong
opornosciag (extensively drug-resistant tuberculosis, XDR-TB). Terapia obu wymaga dtuzszego
czasu leczenia (do 24 miesigcy) i1 drozszych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych o wyzszym
ryzyku toksycznosci, w poréwnaniu z choroba podatng na leki. Dlatego tak wazne jest

poszukiwanie nowych czasteczek o wysokiej aktywnos$ci przeciwgruzliczej. Pismiennictwo

19 Tiberia S, Mufioz-Torrico M, Duarte R, Dalcolmo M, D’ Ambrosio L, Migliori GB. Pulmonol. 2018;24:86-98.
20 Guidelines for treatment of drug-susceptible tuberculosis and patient care, 2017, update World Health
Organization, Geneva. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 IGO.
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naukowe odnotowuje sukcesy w poszukiwaniu tego typu substancji opartych na strukturze
pierScienia  tetrazolowego.  Nowe  pochodne  piperazynylo-tetrazolu  zawierajace
metaloorganiczne podstawniki pokazaty silniejsze dziatanie wzglgdem standardowego szczepu
M. tuberculosis Hs7Rv, niz stosowane przeciwgruzlicze leki?l. Potwierdzono réwniez, ze
kombinacje N-fenylotetrazolu ze zwigzkami o dziataniu przeciwbakteryjnym (chloromycyna,
norfloksacyna) lub przeciwgrzybiczym (flukonazol) daja efekty synergistyczne przy
stosowaniu nizszych dawek i posiadaja szersze spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego,
niz ich odrgbna administracja®.

Projektujac czasteczki, ktére chcialem otrzymaé miatem na uwadze to, ze obecnie
stosowane leki nie posiadajg rozbudowanej struktury (izoniazyd, etambutol, pirazynamid) za
wyjatkiem antybiotyku ryfampicyny. Fragment tiomocznikowy potaczony z gigtkim
podstawnikiem alkiloarylowym jest elementem strukturalnym obecnie stosowanych lekow
tuberkulostatycznych, jak izoksyl i jego analogi?®. Ponownie uzasadnialo to wybor
tiomocznikowych pochodnych jako prekursora do otrzymania docelowych zwigzkow.
Dos$wiadczenie wskazuje na brak wplywu na aktywnos¢ podstawnika 4-metoksyfenylowego,
natomiast fragment (orto-, meta- lub para-) halogenofenylowy byt odpowiedzialny za
zwigkszenie aktywnosci antybakteryjnej. W zaleznosci od szkieletu centralnego czasteczki oraz
pozycji i rodzaju halogenowca. Bioragc pod uwage powyzsze oraz doswiadczenie zespotu
badawczego, otrzymatem seri¢ dziewigciu pochodnych 1-(4-metoksyfenylo)tiomocznikow.
Zwiazki te, stuzyly mi do ich transformacji do odpowiednich pochodnych 1H-tetrazolo-5-
aminy. Zsyntetyzowane pochodne tiomocznika tworzyty grupe analogéw zwarta strukturalnie,
zawierajacg terminalny pier$cien fenylowy z podstawiony atomem halogenowca w pozycji
orto-, meta- lub para-. Utworzenie tozsamych par tiomocznik-tetrazol (substrat-produkt),
pozwolito zbada¢ wplyw réznych podstawnikéw halogenowych pierscienia fenylowego na ich
wlasciwosci przeciwbakteryjne i cytotoksycznoscé.

Pierwsze probne reakcje otrzymywania pochodnych tetrazolowych pokazaty, ze tworza
si¢ jednoczesnie dwa izomeryczne produkty reakcji (Rys. 4). Podczas monitorowania reakcji
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (plytek TLC), a nastgpnie w procesie
oczyszczania zwigzkéw za pomoca chromatografii kolumnowej, udalo mi sie wyodrgbnic¢

produkty tworzace si¢ w przewadze oraz drugi w mniejszej ilosci.

21 Chauhan K, Sharma M, Trivedi P, Chaturvedi V, Chauhan PM. Bioorg Med Chem Lett. 2014;24:4166-4170.
22 Dai LL, Zhang HZ, Nagarajan S, Rasheeda S, Zhou ChH. Med Chem Commun. 2015;6:147-154.

23 Phetsuksiri B, Baulard AR, Cooper AM, Minnikin DE, Douglas JD, Besra GS, Brennan PJ. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy. 1999;43(5):1042-1051.
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Rys. 4. Synteza regioizomerycznych pochodnych 1,5-tetrazolu.
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W 6wcezesnym czasie nie odnalaztem piSmiennictwa wskazujgcego na jednoczesne otrzymanie

izomerycznych zwigzkoéw opartych na szkielecie tetrazolu, stosujagc wymienione warunki

reakcji. Ilos¢ otrzymanej formy produktu wigzata si¢ bezposrednio z zawada przestrzenng

powodowang przez podstawniki. Wraz ze zespotem zaproponowali$my teze, ze wlasciwosci

fizykochemiczne podstawnikow majg drugorzedne znaczenie 1 ich wplyw wymaga

indywidualnej oceny. W tym przypadku podstawniki przytaczone do grup NH- tiomocznika

byty podobne, dlatego desulfuryzacja wraz z cyklizacja mogta przebiec dwukierunkowo z

wykorzystaniem jednej z grup iminowych tiomocznikowego substratu. Proponowany

mechanizm reakcji to pokazano ponizej (Rys. 5).
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Rys. 5. Proponowany mechanizm otrzymywania N-(halogenofenylo)-1-(4-metoksyfenylo)-

1H-tetrazolo-5-amin oraz 1-(halogenofenylo)-N-(4-metoksyfenylo)-1H-tetrazolo-5-amin.

Reakcja desulfuryzacji wraz z cyklizacja jest dobrze poznana. Jednak nalezy podkresli¢, ze
zaprojektowana synteza w kierunku tworzenia si¢ izomerow potozenia podstawnikow
wzgledem piersScienia tetrazolowego jest bardzo rzadko opisywana. Zatozylismy, ze tworzenie

si¢ przewazajacej formy A jest zwigzane z wystepowaniem halogenkow przyltaczonych do
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jednego z pierscieni fenylowych. Atom azotu (NH) tiomocznikowej pochodnej przytgczony do
4-metoksyfenylowego podstawnika nalezy wskaza¢ jako uprzywilejowany podczas tworzenia
si¢ pier§cienia tetrazolowego.

Monokrysztaly 3 zwigzkoéw zostaty zbadane technikg krystalografii rentgenowskiej.
Bylo to mozliwe dzigki stalej wspoOlpracy z dr Michatem Dobrowolskim z Pracowni
Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Udato mi si¢ otrzymac
krysztaty pary regioizomerow (1a i 1b, Rys. 4.) i przekaza¢ do badan. Byto to bardzo istotne,
poniewaz ostatecznie potwierdzilo tworzenie si¢ regioizomeréw podczas syntezy zwigzkow.
Stanowito dla mnie réwniez cenne uzupelnienie podczas interpretacji wynikoéw
przeprowadzonych badan spektroskopowych. Warto podkresli¢, ze oprocz tradycyjnego opisu
struktur geometrie molekularne dla pochodnych 1a i 1b zostaly zoptymalizowane (poziom
teorii HF/3-21G*) z wykorzystaniem programu Gaussian 03. Obliczenia na poziomie
teoretycznym wykazaly, ze geometria zwigzku 1a ma mniejsza energi¢ niz 1b o 14,4 kcal/mol.
Wynik ten wskazuje, ze formy A syntetyzowanych zwigzkéw z wyzszymi wydajnoSciami
nalezy uzna¢ za bardziej stabilne.

Glowne badania przeprowadzono w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i
Chorob Pluc w Warszawie oraz w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Wszystkie zsyntetyzowane zwigzki przebadano in vitro pod katem
sity dziatania przeciwgruzliczego przeciwko szczepom M. tuberculosis Hs7Rv i trzem ,,typu
dzikiego” wyizolowanym od pacjentow z gruzlica: lekoopornemu szczepowi Spec. 210 (z
opornos$cig na kwas p-aminosalicylowy PAS, izoniazyd INH, etambutol EMB i ryfampicyna
RMP), szczepowi Spec. 192, w petni podatnemu na tuberkulostatyki i monoopornemu na
izoniazyd szczepowi Spec. 800. Badania obj¢ty rowniez grupg szczepdéw niegruzliczych
(M. scrofulaceum, M. fortuitum, M. avium, M. kansasii, M. xenopi, M. intracellulare).
Aktywnosci przeciwko mykobakteriom wyrazono jako minimalne stezenia hamujace (MIC), z
lekami pierwszego rzutu jako substancjami referencyjnymi (izoniazyd INH, ryfampicyna RMP,
streptomycyna SM i etambutol EMB. Wstepne badania aktywnosci przeciwbakteryjnej
pochodnych  1-(halogenofenylo)-3-(4-metoksyfenylo)tiomocznikow pokazaty, ze ich
aktywno$¢ tuberkulostatyczna jest na poziomie od umiarkowanej do stabej. Cho¢ zadna
pochodna tiomocznikowa nie zblizyta si¢ do poziomu aktywnosci referentéw, to pochodne 2-
chloro- (4) i 4-bromo- (9) fenylotiomocznikowe najbardziej hamowaly wzrost Szczepu
M. tuberculosis 192, z warto$ciami MIC rownymi 25 pg/ml. Zwiagzki 4, 6-8 wykazywaty ten
sam poziom aktywnos$ci wobec izolatu 210 jak wzorce: RMP i EMB. Zauwazono, ze obecnos¢

bromu w dowolnej pozycji pier§cienia fenylowego (pochodne 7-9) lub zastgpienie pozycji orto-
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i para- chlorem (4, 6), promowatly przeciwgruzlicze dziatanie badanej fenylotiomocznikowej
pochodnej.

Racjonalnie zaprojektowane struktury zwigzkéw tetrazolowych l1a-9a 1 1b-9b
pozwolily zbada¢ jak rodzaj izomerii podstawnikowej wptynat na wlasciwosci biologiczne,
zwlaszcza przeciwbakteryjne. Okazalo si¢, ze wielolekooporny szczep M. tuberculosis 210 byt

najbardziej podatny na dziatanie zsyntetyzowanych regioizomeroéw tetrazolu.

M. M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis
Zwigzek LogP** R tuberculosis Spec. 192 Spec 210 Spec. 800*
Ha7Rv wrazliwyna  wielolekooporny
tuberkulostatyKki

la 2.75 2-F-Ph 16 16 16 ND

2a 2.71 3-F-Ph 8 8 8 256

3a 2.71 4-F-Ph 32 32 32 512

4a 2.97 2-CI-Ph 8 8 8 256

5a 2.93 3-CI-Ph 32 32 32 256

6a 2.95 4-Cl-Ph 16 16 16 256

7a 3.05 2-Br-Ph 64 64 64 512

8a 3.02 3-Br-Ph 2 2 2 128

%9a 3.04 4-Br-Ph 2 2 2 128

1b 2.69 2-F-Ph 16 16 16 ND

2b 2.86 3-F-Ph 16 16 16 256

3b 2.71 4-F-Ph 8 8 8 128

4b 2.94 2-CI-Ph 8 8 8 128

5b 2.97 3-CI-Ph 8 8 8 128

6b 2.96 4-Cl-Ph 8 8 8 128

7b 3.01 2-Br-Ph 16 16 16 256

8b 3.07 3-Br-Ph 16 16 16 256

9b 3.05 4-Br-Ph 16 16 16 256
Izoniazid 0.125 0.125 16 2
Ryfampicyna 1 1 32 1
Streptomycyna 1 1 16 1
Etambutol 2 2 32 2

* INH-monolekooporny w wyniku mutacji w regionie promotorowym InhA, ND — nie 0znaczono

**|ogP warto$ci oznaczone za pomocg oprogramowania: http://www.swissadme.ch

Tabela 2. Aktywnos$¢ otrzymanych regioizomerow wobec wybranych szczepow

Mycobacterium tuberculosis wyrazona w minimalnych stezeniach hamujacych (MIC, pg/ml).

Wszystkie zwiazki za wyjatkiem pochodnej 7a, byty rownie lub bardziej skuteczne wobec
szczepu niz referencyjne farmaceutyki (Tabela 2). N-(bromofenylo)-tetrazolo-5-aminy (8a,
9a), o warto$ciach MIC 2 pg/ml, byly do 16-krotnie silniejsze w dziataniu niz referencyjne
RMP i EMB oraz 8 razy bardziej aktywne w porownaniu do INH i SM. Nalezy podkresli¢, ze
wyniki badan przeprowadzonych przez nasz zespo6l pokazuja wysoki potencjal pochodnych
tetrazolowych. Aktywno$¢ przeciwgruzlicza otrzymanych regioizomerow byta wigcej niz
obiecujaca. Biorgc pod uwagg zaleznos¢ struktura-aktywnos$¢, zauwazono, ze sita dziatania na

szczepy standardowe i ,,typu-dzikiego” zalezy od:
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1) rodzaju badanego izomeru potozenia (pochodne N-halogenofenylu bardziej skuteczne niz
1-halogenofenylowe)

2) charakteru halogenku w pierscieniu fenylowym (bioaktywno$¢ spada odpowiednio:
bromo» chloro» fluoro)

3) miejsca podstawnika (meta- i para- izomery byly bardziej skuteczne niz orto-).

Podobng tendencje zaobserwowalismy dla szczepow nie gruzliczych. Szczep M. Scrofulaceum
byt najbardziej wrazliwy na ekspozycj¢ na badane tetrazole. Pochodna 1- (3-chlorofenylo)-1H-
tetrazolo-5-aminy (5b) odznaczyta si¢ najwyzsza skutecznoscig (MIC = 2 ug / ml) i byta 32-
krotnie bardziej aktywna niz referencyjny INH. Podsumowujac, 1-halogenofenylopodstawione
izomery byly najbardziej efektywne w stosunku do szczepdéw bakterii nie gruzliczych.
Ustalono, ze preferowanym podstawieniem pierscienia fenylowego byto fluoro lub chloro w
pozycji meta- i para-, mniej orto-. Wprowadzenie do struktury badanych zwigzkéw bromu i
podstawienie pierwszorzgdowej grupy aminowej fragmentem halogenofenylowym (N-
halogenofenylopodstawione pochodne) spowodowalo zmniejszenie bioaktywnosci wobec
badanych bakterii.

Dodatkowo zbadano efekt synergistyczno-antagonistyczny dziatania kombinacji dwoch
najbardziej aktywnych zwiazkow z poszczegdlnymi substancjami referencyjnymi. Wykazano
synergistyczny efekt kombinacji 9a/SM na trzy szczepy M. tuberculosis, a takze addytywnos¢
dziatania zarowno dla zwiazku 8a, jak i 9a w parze z: INH, RMP lub EMB. Wykazano
antagonizm kombinacji tetrazol-INH w stosunku do obu lekowrazliwych izolatow
(M. tuberculosis Hsa7Rv i Spec. 192) oraz wysoka oporno$¢ dla Spec. 800 wobec potaczen
zwiazkow.

Selektywnos$¢ wobec pratkéw gruzlicy potwierdzilo oznaczenie aktywnosci przeciw
pieciu szczepom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym (lacznie 10 szczepéw). Zaden z 4-
metoksyfenylotiomocznikow (1-9) nie wykazywatl dziatania przeciwbakteryjnego. Jedynie
niektore regioizomery tetrazolu (2a-4a, 6a, 1b, 3b, 4b) posiadaty niewielkg site¢ hamowania
wzrostu bakterii S. epidermidis i S. aureus, z warto$ciami MIC w zakresie od 32 do 64 uM.
Kolejne rezultaty przeprowadzonych przez zespot badan in vitro wykluczyly mozliwos¢
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej opartej o cytotoksycznosé. Wykazano bowiem, iz
zsyntetyzowane tetrazole maja znikomy wptyw na dwie prawidlowe i trzy linie komorek
nowotworowych przy stezeniu 100 uM, nie hamujac zauwazalnie wzrostu bakterii Gram-

dodatnich oraz Gram-ujemnych.
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Podsumowujac, otrzymana przeze mnie grupa regioizomerdéw tetrazolu odznacza si¢
znamienng bioaktywnoscig. Wysoki poziom aktywnosci przeciwgruzliczej zostat oznaczony
dla obu grup tetrazoli (regioizomerdéw). Zwiazki nie sg cytotoksyczne. Nalezy zauwazy¢, ze w
badaniach braly udziat rowniez tiomocznikowe substraty, dla ktorych wykazano stabg
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Transformacja substratow tiomocznikowych za pomocg
reakcji desulfuryzacji potaczonej z cyklizacja pozwolito otrzymac wysoce bioaktywne zwigzki
oparte na centralnym pierScieniu tetrazolowym. Co wigcej, wystepujaca dla tej grupy
pochodnych izomeria potozenia podstawnikdéw stanowi ciekawy obiekt do badan zaleznosci
struktura-aktywnos¢. Badania SAR (structure-activity relationship) wymagaja poszerzenia
grupy badanych zwigzkow w celu wyciggnigcia jednoznacznych wnioskow.

Podczas prac badawczych nad pochodnymi tetrazolowymi optymalnym byto
stosowanie 1,3-dipodstawionych tiomocznikéw jako substratow, ze wzgledu na wieloletnie
doswiadczenie wilasne oraz Zespotu w pracy nad tymi zwigzkami. Postanowilem wiegc
sprawdzi¢ mozliwo$¢ stosowania metody syntetycznej otrzymywania 1.5-dipodstawionych
tetrazoli dla pochodnych tiomocznikowych o bardziej rozbudowanej strukturze (H4). Réwnie
istotne bylo sprawdzenie wlasciwosci  biologicznych  otrzymanych  pochodnych
tiomocznikowych, a przede wszystkim ich cytotoksycznosci.

Doboér wilasciwej aminy, bedacej substratem do otrzymania pochodnych
tiomocznikowych byt kluczowy. Zdecydowatem si¢ na bis(2-aminoetylo)aming ze wzglgdu na
mozliwo$¢ otrzymania relatywnie duzych pochodnych o masach molowych od 508.73 do
745.41g/mol. Jednoczes$nie, amina ta rzadko jest stosowana pod katem uzytecznosci w
badaniach nad nowymi farmaceutykami. Pod wzgledem syntetycznym, posiada dwie grupy
aminowe oraz jedng iminowa, stad zaprojektowane przeze mnie pochodne zawierajg trzy
fragmenty tiomocznika (Rys. 6.). W zwiagzku z brakiem informacji o wlasciwos$ciach
biologicznych tego typu pochodnych, zdecydowatem si¢ otrzymac grupe szesciu pochodnych
tiomocznikowych. Nastepnie, W wyniku przeprowadzonej reakcji desulfuryzacji oraz
cyklizacji, otrzymatem zwiazek tetrazolowy 7, potwierdzajac mozliwo$¢ zastosowania
wybranej przeze mnie metodyki syntetycznej. Nalezy podkresli¢, ze wydajnosci wszystkich

reakcji byty bardzo dobre. Reakcjom nie towarzyszyly produkty uboczne.
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Rys. 6. Szlak syntetyczny dla otrzymanych szesciu pochodnych tiomocznikowych oraz jedne;j
tetrazolowe;j.
Konsekwencja wyboru aminy byto pogwalcenie ,,reguly pieciu” Lipinskiego®* przez wszystkie
otrzymane zwigzki. Wyznaczony przeze mnie wspotczynnik podziatu oktanol-woda (LogP)
zawieral si¢ w przedziale 2.17 - 5.64. Nalezy uznal je za posiadajgce zroznicowang
lipofilowos¢. Cztery pochodne 3, 4, 5, 7 naruszyly dwie zasady Lipinskiego. Pochodng 7
zsyntetyzowano stosujac 1 jako materiat wyjsciowy z dwoch gtdéwnych powodow. Po pierwsze,
przejscie z uktadu tiomocznika do tetrazolu praktycznie nie zmieniato masy molowej, ale miato
wplyw na lipofilowoé¢. Po drugie, nasze poprzednie badania pokazaly, ze ta zmiana
strukturalna jest korzystna pod wzgledem dziatania farmakologicznego (H2, H3).
Postanowitem zsyntetyzowac¢ tylko jedna pochodna tetrazolowa w pierwszym etapie badan, w
celu porownania wynikow cytotoksycznosci otrzymanych pochodnych tiomocznika i tetrazolu.
Wybor tiomocznikowej pochodnej 1 jako substratu nie byl przypadkowy. Z poprzednich badan
wiedzialem, ze podstawnik 4-metoksyfenylowy zwykle nie odpowiada za aktywnos¢
biologiczng, zaréwno tiomocznikowych oraz tetrazolowych pochodnych. Aczkolwiek, sa
niezwykle przydatne do badan strukturalnych, poniewaz tatwiej niz w przypadku pozostatych

pochodnych mozna otrzymac krysztaty dobrej jakosci. Udato mi si¢ dzieki temu po raz kolejny

24 Lipinski CA, Lombardo F, Dominy BW, Feeney PJ. Adv Drug Deliv Rev. 1997;23:3-25.
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otrzyma¢ monokrysztaly pary substrat (tiomocznik)-produkt (tetrazol). Zostaty zbadane w
Pracowni Krystalografii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. W rezultacie udato
si¢ okresli¢ roznice strukturalne, sposob upakowania w krysztale oraz wybrane oddziatywania.
Cytotoksyczno$¢ jest jednym z najwazniejszych wskaznikow oceny biologicznej badan in vitro.
Substancje chemiczne, takie jak leki, majg rozne mechanizmy cytotoksycznosci, takie jak
niszczenie blon komorkowych, zapobieganie syntezie bialek, nieodwracalne wigzanie z
receptorami itp. Aby okresli¢c sposob smierci komorki spowodowang tymi uszkodzeniami,
istnieje potrzeba wiarygodnych i powtarzalnych szybkich testow cytotoksycznosci i zywotnosci
komorek. Oba testy s3a oparte na réznych funkcjach komorek. Obecnie w toksykologii 1
farmakologii stosuje si¢ szerokie spektrum testow cytotoksycznosci®. Testy te s powszechnie
stosowane jako testy przesiewowe dla zwigzkow ukierunkowanych na komorki nowotworowe.
Podstawowa idea jest obserwacja wzrostu, rozmnazania i efektéw morfologicznych
normalnych i zmutowanych komorek. Cytotoksycznosc¢ jest preferowana jako test pierwszego
wyboru i wazny wskaznik oceny toksycznosci. Dlatego zdecydowalem si¢ zaprojektowac
odpowiednie badania dla nowej grupy zwiazkéw, ktore zostaly wykonane w Zakladzie
Biochemii i Farmakogenomiki Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Wszystkie
pochodne bis(2-aminoetylo)aminy zostaly przebadane pod katem ich cytotoksycznego
dziatania in vitro na zestaw ludzkich linii komorkowych raka, mianowicie gruczolakoraka jelita
grubego (CaCo-2), gruczolakoraka ptuc (A549) i czerniaka (HTB-140) oraz wobec
prawidlowych keratynocytow (HaCaT), stosujac metode MTT. Testowane zwiazki
wykazywaly umiarkowang sit¢ przeciwproliferacyjng. Najwyzsza aktywno$¢ hamujaca wzrost
na wszystkich liniach komoérek nowotworowych stwierdzono dla pochodnej fenetylowej 6.
Wykonano kolejne eksperymenty: test dehydrogenazy mleczanowej (LDH), badanie apoptozy,
oraz badanie wptywu zwiazkow na uwalnianie i poziom Interleukiny-6 (IL-6). W wyniku
przeprowadzonych badan biologicznych stwierdzono, ze wydzielanie LDH z komoérek HTB-
140 wahato si¢ od 25,5% do 30,8%, a zwigzek 6 wykazal najwyzszg odpowiedz. Ogoélnie rzecz
biorgc, pochodna fenetylowa 6 byta najbardziej aktywna, wplywajac na apoptoz¢ komorek
A549, ale takze w znacznym stopniu (w 55,7%) indukujac wczesng apoptoze w liniach
komorkowych CaCo-2. Jednak, najsilniejszy wptyw w komorkach A549 oznaczono dla
zwigzku 4-bromofenylowego 4, ktéry hamowal uwalnianie interleukiny prawie
dziesigciokrotnie bardziej w porownaniu z wzorcem. Najbardziej cytotoksyczne

pochodne tiomocznikowe (3-6) charakteryzujg si¢ najwyzszg warto$cig wspoOtczynnika

25 Aslantiirk OS. IntechOpen: London, UK, 2017; pp. 1-18.
24



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Daniela Szulczyka

podzialu oktanol-woda (3,51-4,83). Jednak w przeciwienstwie do innych aktywnych
pochodnych, najbardziej obiecujacy zwiazek 6, z logP 3,51, byt zgodny z reguta Lipinskiego.
Pochodne 1, 2 i 7 posiadajace wspotczynniki podziatu od 2,17 do 3,47, mozna okresli¢ jako
nieaktywne biologicznie. Silna zalezno$¢ miedzy aktywnoS$cig cytotoksyczng, a obecnoscia
podstawnikow elektroujemnych na pierscieniu fenylowym pochodnych tiomocznikowych
zostala wcze$niej udowodniona przez nasz Zespét. Tak jak przewidywano, otrzymana
pochodna tetrazolowa byta nieaktywna wobec komorek nowotworowych i prawidtowych. Pod
katem dalszych badan jest to dobry rezultat, poniewaz cytotoksycznos$¢ wobec prawidtowych
komorek dyskwalifikowata by dalsze badania nad ta grupa zwigzkow.

Podsumowujac, pochodne bis(2-aminoetylo)aminy nalezy uznaé za obiecujace.
Rezultaty badan pochodnych tiomocznikowych oraz charakterystyka pochodnej tetrazolowej
pokazuja, zZe istnieje potrzeba poglebienia badan. Przyszte prace beda prowadzone na szerszej
grupie pochodnych, w szczegolnos$ci tetrazolowych, aby moc w sposob rzetelny przeprowadzi¢
badania zaleznosci struktura-aktywno$¢ (SAR) dla tej mato poznanej grupy zwigzkow.

Pierwsza kontynuacja badan, dotyczaca wczesniej otrzymanych i scharakteryzowanych
zwigzkow tetrazolowych (H2), zostata przedstawiona w publikacji opisujacej whasciwosci
biologiczne pochodnych N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-aminy (H5). W o6wczesnej
pracy (H2) najlepsze wyniki znaleziono dla dwoch zwigzkow posiadajacych jako jeden z
fragmentow terminalnych pierScien furanowy. Zdecydowatem si¢ przygotowaé nowa seri¢
zwigzkOw  zawierajacych to ugrupowanie i oceni¢ je pod katem aktywnoS$ci
przeciwdrobnoustrojowej. Zaprojektowatem 12 nowych pochodnych N-(furan-2-ylometylo)-
1H-tetrazolo-5-aminy (Rys. 7.). Zwiazki te posiadaly rozne podstawniki halogenofenylowe.
Obecnos¢ halogenkéw miato za zadanie powodowaé wycigganie z pierscienia fenylowego

elektronow, zmieniajac ich gesto$¢ w obrebie fragmentu terminalnego.
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1 - 4-fluoro, 2 - 5-chloro-2-metylo, 3 - 4-jodo, 4 - 3-chloro, 5 - 3,4-dichloro, 6 - 2-fluoro,
R:
7- 3-bromo, 8 - 4-chloro, 9 - 3-fluoro, 10 - 4-bromo, 11 - 2-chloro, 12 - 2-bromo

Rys. 7. Otrzymywanie pochodnych N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-aminy.
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Po zaprojektowaniu zwigzkéw, przeprowadzitem badania in silico potencjalnej
aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz predykcje¢ parametréw toksykologicznych. Korzystajac z
oprogramowania ,,AntiBac-Pred”?® okreslitem wysokie prawdopodobiefistwo aktywnosci
wobec szczepu Mycobacterium tuberculosis dla calej zaprojektowanej serii zwigzkow. Dla
pochodnych 7, 10 oraz 12 otrzymatem wysoki wynik potencjalnej aktywnosci wobec szczepu
lekoopornego Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2. Parametry toksykologiczne
wyznaczylem za pomoca oprogramowania PKCSM?’. Zaden ze zwigzkoéw nie posiadat
pozytywnego wyniku w tescie AMES’a, co wskazuje na brak efektu karcynogennego. Wyniki
wyznaczonych parametrow byly jednolite dla catej serii zwigzkow.

Zaprojektowane zwiagzki tetrazolowe otrzymatem podobnie jak w poprzednich
projektach dzigki zastosowaniu reakcji desulfuryzacji potaczonej z cyklizacja. Uzylem
odpowiednich pochodnych tiomocznikowych jako substratoéw. Otrzymatem produkty z bardzo
dobrymi wydajnosciami. Struktury zostaly potwierdzone przeze mnie za pomocg widm
spektroskopowych. Dodatkowo, dzigki stalej wspolpracy z dr Michalem Dobrowolskim z
Pracowni Krystalografii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego otrzymano
wizualizacje¢ struktur molekularnych pochodne;j tetrazolowej 8 i jego substratu 8a. W rezultacie
udato si¢ okresli¢ roznice strukturalne, sposob upakowania w krysztale oraz wybrane
oddziatywania pomigdzy przedstawicielem grupy produktéw oraz substratow.

Badanie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej zostato przeprowadzone w ramach
wspotpracy z dr hab. Joanng Stefanska z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM.
Wszystkie zsyntetyzowane zwigzki zostaty przebadane in vitro w kierunku aktywnos$ci wobec
szczepow bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. W zwiazku z tym, ze prowadzony
przeze mnie projekt badawczy stanowil kontynuacj¢ wczesniejszych badan, zastosowano
metodyka badawcza analogiczng do badanych wczesniej pochodnych tetrazolowych (H2).
Nalezy w tym miejscu przypomnie¢, ze najaktywniejszymi w 6wczesnej pracy badawczej byty
1-(3-chloro-4-metylofenylo)-N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-amina oraz 1-(3-chloro-4-
fluorofenylo)-N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-amina. Prawie cata grupa otrzymanych
pochodnych charakteryzowata si¢ umiarkowang lub stabg aktywno$cig przeciwbakteryjng.
Sposrod otrzymanych dwunastu pochodnych N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-aminy

zwigzek 6 wykazywal najwigksza aktywnos¢ wobec panelu standardowych i klinicznych

26 Pogodin PV, Lagunin AA, Rudik AV, Druzhilovskiy DS, Filimonov DA, Poroikov VV. AntiBac-Pred: A Web
Application for Predicting Antibacterial Activity of Chemical Compounds. J Chem Inf Model. 2019 Nov
25;59(11):4513-4518.

27 Pires DE, Blundell TL, Ascher DB. pkCSM: Predicting Small-Molecule Pharmacokinetic and Toxicity
Properties Using Graph-Based Signatures. J Med Chem. 2015 May 14;58(9):4066-72.
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szczepow bakterii. W przypadku wybranych izolatéw klinicznych rezultaty byty lepsze niz dla
referencyjnej cyprofloksacyny. Warto zaznaczyc¢, ze ta pochodna dziatata hamujaco od 8 do 16
razy silniej na dwa kliniczne szczepy S. epidermidis niz wzorzec. Ponadto, byt w potowie tak
silny jak cyprofloksacyna przeciwko izolatowi gronkowca KR 4047 825/19.

Wyniki kolejnych badan potwierdzity, ze zadna z badanych pochodnych nie byta
cytotoksyczna wobec prawidtowych komérek HaCaT. Zaden z syntetyzowanych zwigzkow nie
zostal rozpoznany jako kandydat do dodatkowych testow w Kkierunku aktywnos$ci

przeciwgruzliczej.

Rys 8. Najbardziej aktywne przeciw drobnoustrojom zsyntetyzowane pochodne tetrazolowe
oraz zaproponowany model farmakoforowy oddzialywania z bakteryjng gyraza DNA.

Model farmakoforowy zostat zaproponowany dzigki wspotpracy z dr hab. Sebastianem
Kmiecikiem z Centrum Badan Biologiczno-Chemicznych, Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego (Rys. 8.). Zidentyfikowano osiem jednostek farmakoforowych - trzy
aromatyczne, trzy akceptory w pierscieniu tetrazolowym oraz dwa donory, tlen w pierscieniu
furanowym i azot grupy aminowej. Podstawnikow fenylowych nie uznano za jednostki

farmakoforowe.
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Podsumowujac, nowe pochodne N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-amin moga by¢

brane pod uwage jako potencjalne substancje aktywne o dziataniu przeciwbakteryjnym. Dzigki

kontynuacji rozpoczgtego wczesniej projektu badawczego, zostal wyloniony zwigzek 6 0

podstawniku 2-fluorofenylo, ktory posiadat podobny poziom bioaktywnos$ci, co wcze$niejsze

dwie najaktywniejsze pochodne N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-aminy.

Najwazniejsze osiagniecia prowadzonych przeze mnie prac (wnioski):

Zaprojektowanie i otrzymanie serii pochodnych tiosemikarbazydu opartej o trzy
pierscienie heterocykliczne (1,2,4-triazolu, 1,3,4-tiadiazolu i 1,3,4-oksadiazolu) wraz z
okresleniem aktywnosci biologicznej.

Zaplanowanie i synteza zwigzkéw tiomocznikowych oraz przeksztatcenie ich do
pochodnych tetrazolowych za pomocg reakcji desulfuryzacji polaczonej z cyklizacja.
Zbadanie mozliwosci  zastosowania metody syntetycznej dla  substratow
charakteryzujaca si¢ strukturalng r6znorodnoscia.

Ustalenie mechanizmu dziatania przeciwbakteryjnego heterocyklicznych pochodnych
1,5-tetrazolu (inhibitowanie topoizomerazy IV oraz gyrazy DNA), a takze
zaproponowanie modelu wigzania tych zwiazkow do obu topoizomeraz. Dwie
najbardziej aktywne pochodne N-(furan-2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-aminy wykazaty
lepsze wyniki w stosunku do pigciu z osmiu uzytych szczepow szpitalnych S. aureus i
pieciu z o$miu uzytych szczepow szpitalnych S. epidermidis niz referencyjna
cyprofloksacyna.

Przeprowadzenie kontynuacji prac syntetycznych oraz badan dla pochodnych N-(furan-
2-ylometylo)-1H-tetrazolo-5-aminy, wylonienie kolejnej pochodnej o wysokiej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Zaproponowanie modelu farmakoforowego
oddziatywania z bakteryjng gyrazg DNA na podstawie struktur molekularnych
zwigzkow o najwigkszej bioaktywnosci.

Otrzymanie regioizomerow  1H-tetrazolo-5-aminy o  wysokiej aktywnosci
przeciwgruzliczej. Wszystkie zwigzki (za wyjatkiem jednej pochodnej) byty rownie lub
bardziej skuteczne wobec wielolekoopornego szczepu M. tuberculosis 210 niz
referencyjne farmaceutyki. N-(bromofenylo)-tetrazolo-5-aminy o wartosciach MIC
2 ug/ml, bylty do 16-krotnie silniejsze w dziataniu niz referencyjne ryfampicyna i
etambutol oraz 8 razy bardziej aktywne w poréwnaniu do izoniazydu i streptomycyny.

Dodatkowo okreslono efekt synergistyczno-antagonistyczny dziatania kombinacji
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dwoéch najbardziej aktywnych zwigzkow z  poszczegdlnymi — substancjami
referencyjnymi, potwierdzajac dziatanie synergistyczne oraz addytywne.

e Synteza serii tiomocznikowych pochodnych bis(2-aminoetylo)aminy oraz okreslenie
ich cytotoksycznosci do dalszych badan. Potwierdzenie mozliwo$ci zastosowania
reakcji cyklizacji potaczonej z cyklizacjg dla otrzymanej nowej grupy substratow.

e Koordynacja badan krystalograficznych majgcych na celu wskazanie roznic
strukturalnych miedzy pochodnymi tiomocznikowymi (substrat) a tetrazolowymi
(produkt) oraz pomiedzy otrzymanymi formami izomerycznymi (regioizomerami)

zwigzkow tetrazolowych.

Prowadzone przeze mnie badania sa wielotorowe, poniewaz angazuja kompetencje zespolow
badawczych wielu dziedzin pokrewnych. Wspolnym mianownikiem prac jest przeprowadzenie
analizy zmian struktura-aktywnos$¢ dla cyklicznych zwigzkow (gtownie tetrazoli), otrzymanych
z pochodnych tiomocznikowych w wyniku zastosowania reakcji desulfuryzacji potaczonej z
cyklizacjg. Bycie koordynatorem badan pozwolito mi na odnalezienie zwigzkoéw o podobnym
poziomie bioaktywnosci do substancji referencyjnych. Spektrum aktywnos$ci biologicznych
pochodnych tetrazolu pokazuje konieczno$¢ poszukiwan substancji leczniczych w obrebie tej

grupy zwiazkow.

Wyniki prowadzonych przeze mnie badan sa przedmiotem ponizszych zgloszeh patentowych:

e Zgloszenie wynalazku w Urzedzie Patentowym RP ,,Nowe pochodne 5-aminotetrazolu
o dziataniu przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczym”, Numer zgloszenia: P. 422741

e Zgloszenie migdzynarodowe PCT wynalazku ,,New 5-aminotetrazole derivatives with
antibacterial and antifungal activity” Numer zgloszenia: PCT/PL2018/050047

5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo — badawczych

a) Dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Poczatek mojej pracy naukowe] mial miejsce na IV roku studiow na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. W Pracowni Chemii Zwigzkéw Naturalnych pod
kierownictwem Prof. dr hab. Zbigniewa Czarnockiego prowadzitem badania wchodzace w
sklad mojej pracy magisterskiej. Zastosowanie modyfikowanych borowodorkow w
stereoselektywnej redukcji 1-metylo-2-aryloetylideno-1-fenyloetyloamin byto przedmiotem

moich prac.
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Zatozone cele pracy zostaty przeze mnie zrealizowane. Udato mi si¢ przeprowadzi¢
synteze [2-(3,4-dimetoksyfenylo)-1-metyloetylo]-(1-fenyloetylo)aminy [ [2-(2-
metoksyfenylo)-1-metyloetylo]-(1-fenyloetylo)aminy w celu wyltonienia najlepszego
stereoselektywnego odczynnika redukujgcego, ktorym okazal si¢ by¢ borowodorek sodu
modyfikowany kwasem piwalinowym. Nastepnie wykonatem dwanascie syntez
potwierdzajacych skuteczno$¢ stereoselektywnego odczynnika redukujacego dla dimerycznych
amin, bedacych zwigzkami modelowymi dla syntezy amfetaminy, metamfetaminy oraz ich
pochodnych. Okreslitem stosunek diastereoizomeréw dla kazdej z zsyntetyzowanej przeze
mnie aminy za pomocg analizy GC-MS. Okreélitem, iz powstajacym w przewadze jest
diastereoizomer trans. Ze wzgledu na charakter pracy, cze$¢ rezultatdw moze by¢é pomocna
przy profilowaniu zanieczyszczen narkotykow.

W pazdzierniku 2008 roku podjatem prace na stanowisku asystenta w Katedrze i
Zaktadzie Chemii Medycznej WUM, kierowanej przez Prof. dr hab. Jerzego Kossakowskiego.
Wiodgcym kierunkiem badawczym w Katedrze bylo poszukiwanie nowych substancji o
potencjalnym oddzialtywaniu na osrodkowy uktad nerwowy w grupie N-podstawionych
pochodnych imidéw cyklicznych. Cze$¢ pracy badawczej skupita si¢ na grupie
arylopiperazynylowych pochodnych imidow, ktérych modyfikacja strukturalna pozwolitaby na
otrzymanie zwigzkow o dzialaniu ukierunkowanym na uktad nerwowy. Zdobywajac
doswiadczenie, prowadzitem zaréwno projekty autorskie tematycznie oraz angazowalem si¢ w
projekty wspoipracownikow. Zaangazowatem si¢ w modyfikacje syntetyczne zwigzkow
heterocyklicznych, szczegolnie policyklicznych imidéw (O4), ale rowniez benzofuranow (O1)
i benzotiazoli (O3). Rozpoczatem pierwsze badania wstepne zwigzane z tematyka pracy
doktorskiej (O2).

Glowne prace syntetyczne koncentrowaly sie wokol otrzymywania pochodnych
tiomocznikowych o wielokierunkowej aktywnosci biologicznej. Promotorem pracy doktorskiej
byta Prof. dr hab. Marta Struga. Uzyskatem wsparcie finansowe badan do pracy doktorskiej,
otrzymujac grant ,Mtody Naukowiec” nr. 1M8/PM11/11 Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. W efekcie prac otrzymatem 78 pochodnych tiomocznikowych 2-aminotiazolu, 3-
amino-1H-1,2,4-triazol oraz tryptaminy, z czego 55 nie zostalo wcze$niej opisanych w
piSmiennictwie. Przekazalem 58 zwiazkéw do badan w kierunku aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Jednoczesnie, koordynowatem analiz¢ strukturalng otrzymanych
produktow, ocene cytotoksycznos$ci, badania w kierunku aktywnoS$ci przeciwwirusowej 0raz
ocenge wptywu pochodnych tiomocznikowych na osrodkowy uklad nerwowy. Najwyzsza

aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa charakteryzowaty si¢ pochodne z ukladem
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heterocyklicznym tiazolu, najmniej aktywne za$ byty pochodne tryptaminy. Badane pochodne,
oproécz jednej, wykazywaly cytotoksyczno$¢ pordwnywalng do wzorca (Efavirenz). Stezenie
jednego ze zwiazkéw wymagane do redukcji zywotnosci komorek MT-4 (ludzkich komorek
CD4+ zawierajacych onkogenny genom HTLV-1) o 50 % wynosito 2.4 uM, co kwalifikowato
ten zwigzek do badan w kierunku aktywnosci przeciwnowotworowej. Sposrod wszystkich
badanych zwigzkéw jedna pochodna wykazata aktywnos$¢é w stosunku do wirusa HIV-1, taka
samg jak lek referencyjny. Dla wytypowanych zwiazkéw badano wpltyw na: ruchliwosé
spontaniczng i wywotang podaniem amfetaminy, koordynacje ruchowa myszy (test
obracajacego si¢ preta i test komina), cieplote ciala myszy, reakcje ,,potrzasania gtowa” po
podaniu 5-hydroksytryptofanu, drgawki pentetrazolowe oraz oceniano wlasciwosci
antynocyceptywne w tescie ,,przeciggania”. Wsrdd szeSciu badanych zwigzkow najwigksza
aktywno$¢  wykazata  pochodna 1-(2-(1H-indol-3-ilo)etylo)-3-benzylotiomocznika.
Zwienczeniem pracy badawczej bylo opublikowanie wynikow w wysoko punktowanym
czasopismie naukowym (O5) oraz przedstawienie ich na kilku konferencjach krajowych (K1,
K2, K3, K4, K5, K6, K7).

Moj dorobek przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 5 publikacji oryginalnych, 7
komunikatéw prezentowanych na krajowych konferencjach naukowych. Calkowity IF
artykulow opublikowanych przez obrong pracy doktorskiej wynosi 4.193, a ich wartos¢

odpowiada 74 punktom MNiSW.

b) Dziatalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

W 2013 roku odebratem Nagrode Naukowa JM Rektora Il stopnia za dziatalno$¢ naukowa,
jednoczesnie nie przedtuzono ze mng umowy. Katedra i Zaktad Chemii Medycznej WUM
zostata rozwigzana. Zaistniata sytuacja zmusita mnie do rozwijania swoich kompetencji poza
strukturg uczelni. W dalszym ciggu wspotpracowatem z promotor pracy doktorskiej Prof. dr
hab. Martg Struga w ramach Centrum Badan Przedklinicznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Przez blisko 3 lata na zasadach wolontariatu prowadzitem dalsza dziatalnos¢
naukowa. W tym okresie udato mi si¢ dokonczy¢ projekty badawcze dotyczace poszukiwania
aktywnych biologicznie policyklicznych imidow oraz wzbogaci¢ o nowe dane otrzymane
tiomocznikowe pochodne. W dalszym ciggu utrzymywatem podjete wspotprace m. in. z dr hab.
Joanng Stefanska (Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM) oraz grupa badawcza Prof.
Anny E. Koziot z Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. W efekcie opublikowane
zostaly wyniki kontynuowanych prac badawczych dla otrzymanych przeze mnie zwigzkoéw:

analiza strukturalna otrzymanych pochodnych butyloarylopiperazynowych, tiosemikarbazydu
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oraz indanocyklonu (06, O7, O11l). W wyniku duzej skuteczno$ci wobec biofilmu
bakteryjnego pochodne tiazolowe oraz triazolowe doczekaly si¢ upublicznienia rezultatow
badan (O8, 0O9), rowniez na krajowych i migdzynarodowych konferencjach (K8, KO9).
Pochodne tiomocznikowe tryptaminy okazaty sie interesujgcym obiektem do badan w zakresie
okreslenia aktywnosci cytotoksycznej 1 przeciwwirusowej otrzymanych zwigzkow,
molekularnych mechanizmow aktywnosci przeciwwirusowej, a takze w zakresie badania
powinowactwa do receptorow serotoninowych (zespoty badawcze Prof. Paolo La Colla i Prof.
Ferdinando Fiorino). Rezultaty multidyscyplinarnych badan zostaty przedstawione w pracach
012 i O13. Prowadzone przeze mnie badania nad wykorzystaniem reakcji desulfuryzacji i
cyklizacji pochodnych tiomocznikowych wzbogacily prace badawcza wewnatrz Zespolu
Katedry i Zaktadu Biochemii, a w efekcie ciaglej wspotpracy z dr hab. Anng Bielenicg powstata
jedna z pierwszych publikacji wykorzystujaca rezultaty moich prac (O10).

Moj dorobek po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 13 publikacji oryginalnych, 2
komunikaty prezentowane na krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych. Catkowity
IF artykulow opublikowanych po obronie pracy doktorskiej wynosi 38.470, a ich warto$¢
odpowiada 635 punktom MNiSW.

6. Pozostale publikacje oryginalne
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03010.
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O5. Stefanska J, Szulczyk D, Koziol AE, Miroslaw B, Kedzierska E, Fidecka S, Busonera B,
Sanna G, Giliberti G, La Colla P, Struga M. Disubstituted thiourea derivatives and their activity
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Krystalograficzne, 30 czerwca — 1 lipca 2011, Wroctaw

K2. Barbara Mirostaw, Daniel Szulczyk, Anna E. Koziol, Marta Struga. Structural study of
tryptamine derivatives. 54 Zjazd Naukowy PTChem i SITPChem, 18-22 wrzeénia 2011, Lublin.

K3. Aleksandra Sawczenko, Barbara Mirostaw, Anna E. Koziot, Daniel Szulczyk, Marta
Struga. Konformacje fragmentu tryptaminy w pochodnych zawierajacych grupe
tiomocznikowsg. 55 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego oraz Stowarzyszenia

Inzynieréw i Technikow Przemystu Chemicznego, 16-20 wrze$nia 2012, Bialystok

K4. Aleksandra Sawczenko, Barbara Mirostaw, Anna E. Koziot, Daniel Szulczyk, Marta
Struga.Modyfikacja oddzialywan mig¢dzyczasteczkowych w krysztatach dipodstawionego
tiomocznika. 54 Konwersatorium Krystalograficzne, Wroctaw 5 - 6 lipca 2012 r.

K5. Daniel Szulczyk, Marta Struga, Aleksandra Sawczenko, Barbara Mirostaw, Anna E.
Koziot, Ewa Ke¢dzierska, Sylwia Fidecka Synthesis, structure and pharmacological evaluation
of selected tryptamine thiourea derivatives. V Konwersatorium Chemii Medycznej, 13-
15.09.2012 Lublin.

K6. Aleksandra Sawczenko, Barbara Mirostaw, Anna E. Koziot, Daniel Szulczyk, Marta
Struga. Wptyw podstawnika na konformacje uktadu pochodnych tryptaminowych tiomocznika.

X Warszawskie Seminarium Doktorantéw Chemikow - ChemSession'13, 17 maja 2013

K7. Anna E. Koziot, Barbara Mirostaw, Aleksandra Sawczenko, Daniel Szulczyk, Anna
Bielenica, Marta Struga, Hanna Matuszynska. Pochodne N,N’-dipodstawionego tiomocznika
jako syntony supramolekularne. 56 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego i
Stowarzyszenia Inzynierow i Technikow Przemystu Chemicznego, 16-20.09.2013, Siedlce —
wyktad.

K8. Barbara Miroslaw, Anna E. Koziol, Joanna Stefanska, Daniel Szulczyk, Marta Struga
Copper Coordination Compounds As Antimicrobial Agents. Trends in Drug Research; The
32nd Cyprus Noordwjikerhout Camaerino Symposium 18-22.05.2014, Limassol, Cyprus —
wyktad.

K9. Barbara Mirostaw, Pawet Rejmak, Ewa Broctawik, Aleksandra Drzewiecka-Antonik,

Hanna Matuszynska, Anna Bielenica, Daniel Szulczyk, Marta Struga, Anna E. Koziot. Badania
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nad selektywnoscig reakcji 3- i 4-amino-1,2,4-triazoli z izotiocyjanianami. 57 Zjazd Polskiego

Towarzystwa Chemicznego 1 Stowarzyszenia Inzynieréw 1 Technikow Przemyshu

Chemicznego, 14-18.09.2014, Czgstochowa — wyktad.

8. Wspolpraca naukowa

Krajowe osrodki naukowe

Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM; dr hab. Joanna Stefanska — w zakresie
badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zsyntetyzowanych zwigzkow

Pracownia Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego; dr Michat Adam
Dobrowolski - w zakresie badan strukturalnych zsyntetyzowanych zwigzkow

Pracownia Chemii Zwigzkéw Naturalnych Wydzialu Chemii  Uniwersytetu
Warszawskiego; dr hab. Piotr Roszkowski — w zakresie syntezy organicznej oraz badan
spektroskopowych

Zaktad Krystalografii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Marii Curie — Sktodowskiej w
Lublinie; Prof. dr hab. Anna E. Koziol — w zakresie badan strukturalnych zsyntetyzowanych
zwigzkow

Katedra i Zaktad Farmakologii z Farmakogenomikg Uniwersytetu Medycznego w Lublinie;
dr Ewa Ke¢dzierska — w zakresie badan behawioralnych pochodnych tiomocznika/tetrazolu
na osrodkowy uktad nerwowy zwierzat

Pracownia Teorii Biopolimerow Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego; dr hab.
Sebastian Kmiecik oraz Instytut Medycyny Doswiadczalne; 1 Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PAN; dr Michat Kolinski - w zakresie modelowania molekularnego
pochodnych tetrazolu do biatek receptorowych

Zaktad Biochemii 1 Farmakogenomiki, Wydzial Farmaceutyczny WUM; dr Malgorzata
Wrzosek - w  zakresie badan molekularnych  mechanizmow  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéow oraz dr Wioletta Olejarz — w zakresie badan
cytotoksycznosci pochodnych tiomocznika/tetrazolu

Zaktad Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie; Prof. dr hab. Ewa
Augustynowicz-Kope¢, dr Agnieszka Napiorkowska — w zakresie okreslenia aktywnoS$ci
przeciwgruzliczej otrzymanych zwigzkow

Instytut Fizyki PAN w Warszawie; dr Aleksandra Drzewiecka-Antonik— w zakresie badan
spektroskopowych i obliczen kwantowo-mechanicznych kompleksowych pochodnych

tiomocznika/tetrazolu
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b) Zagraniczne osrodki naukowe

Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione di Microbiologia e Virologia, Universita
degli Studi di Cagliari, Monserrato, Wtochy; Prof. Paolo La Colla, dr Gabriele Giliberti, dr
Giuseppina Sanna — w  zakresie okreSlenia  aktywno$ci  cytotoksycznej,
przeciwproliferacyjnej i przeciwwirusowej otrzymanych zwiazkow, a takze molekularnych
mechanizmow aktywnosci przeciwwirusowej

Dipartimento di Farmacia Universita di Napoli “Federico II”, Neapol, Wtochy; Prof.
Ferdinando Fiorino — w zakresie badania powinowactwa otrzymanych zwigzkow do

receptoréw serotoninowych

9. Udzial w projektach badawczych

2011 - 2013, grant ,,Mtody Naukowiec” nr. IM8/PM11/11 Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego (O5).

10. Staze naukowe

08.2019 Katedra i Zaktad Chemii Organicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie,
»Syntetyczne modyfikacje pochodnych tiosemikarbazydowych oraz tiomocznowych”.

11. Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukowa

Jestem laureatem Nagrod Naukowych JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
w latach: 2013, 2019 i 2020 roku.

12. Dzialalno$¢ organizacyjna

W 2013 roku bytem cztonkiem Komisji Rekrutacyjnej WUM.

13. Recenzje prac naukowych

Od stycznia 2019 wystgpowatem w roli recenzenta 21 razy dla 13 prac oryginalnych ztozonych

do publikacji w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym: European Journal of Medicinal
Chemistry (3), Pharmaceuticals (3), Crystals (1), Antibiotics (2), Molecules (4).

14. Podsumowanie osiagnieé naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy obejmuje:

18 prac naukowych oryginalnych (13 po uzyskaniu stopnia doktora), przy czym w 10
pracach bylem autorem pierwszym lub korespondencyjnym.

9 streszczen z doniesien zaprezentowanych na konferencjach naukowych
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sumaryczny wspdtezynnik Impact Factor wedlug listy JCR zgodnie z rokiem
opublikowania: 42.663; taczna punktacja MNiSW: 709 pkt

liczba wszystkich cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science™ Core Collection: 153
(157 wg bazy Scopus)

liczba cytowan (bez autocytowan) wedtug bazy Web of Science™ Core Collection: 126
(130 wg bazy Scopus)

index Hirscha (h-index) wedtug Web of Science™ Core Collection: 8 (8 wg bazy Scopus)
15. Dzialalno$¢ dydaktyczna i popularyzujgca nauke

od 2018 prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych z przedmiotu ,.Biochemia z elementami chemii”
dla studentéw 11 roku I Wydziatu Lekarskiego i Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego

w latach 2008 - 2013 prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych, seminaryjnych i wykladowych z
przedmiotu ,,Chemia medyczna” dla studentow I roku I Wydziatu Lekarskiego, Il Wydziatu
Lekarskiego oraz Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego

w latach 2008 - 2013 prowadzenie zajg¢ éwiczeniowych, seminaryjnych i wykladowych z
przedmiotu ,,Chemia medyczna” w jezyku angielskim dla studentow I roku Oddziatu

English Division
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