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1. Dane personalne
Imie i nazwisko: Joanna Zofia Stefanska
Miejsce zatrudnienia: Zaktad Mikrobiologii Farmaceutyczne;j
Warszawski Uniwersytet Medyczny
Stanowisko: adiunkt

2. Wyksztatcenie i stopnie naukowe
2001 uzyskanie stopnia doktora nauk farmaceutycznych, tytut rozprawy
doktorskiej: Wystepowanie i rozprzestrzenianie sie u Staphylococcus aureus
determinant opornosci na antybiotyki oraz inne zwigzki o aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Promotor pracy: Dr hab. Grazyna Miynarczyk, recenzenci:
Prof. dr hab. Danuta Dzierzanowska, Prof. dr hab. Stefan Tyski.

1996 specjalizacja I° z mikrobiologii

1987-1992 studia magisterskie na Wydziale Farmaceutycznym Akademii
Medycznej w Warszawie (obecnie Warszawski Uniwersytet Medyczny),
uzyskanie tytutu magistra farmacji. Praca magisterska pt. Badanie aktywnosci
mutagennej wybranych flawonoidédw i kwasow organicznych wobec
S. typhimurium wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej pod
kierunkiem dr Bohdana Staro$ciaka. Praca otrzymata | nagrode w grupie
tematycznej Biotechnologia w Konkursie Prac Magisterskich na Wydziale
Farmaceutycznym w roku akademickim 1992/93.

1982-1986 | Liceum Ogodlnoksztatcgce im. Juliusza Stowackiego
w Skarzysku Kamiennej

3. Dotychczasowe zatrudnienie
od 2001 r. adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Akademii
Medycznej w Warszawie (obecnie Warszawski Uniwersytet Medyczny)

od 1992 r. asystent w Zakfadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Akademii
Medycznej w Warszawie
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4. Wskazanie osiaggniecia 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. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a. Tytut osiggniecia:

Podstawy molekularne [ charakterystyka aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wybranych nowych pochodnych tiomocznika
oraz naturalnego jonoforu karboksylowego - salinomycyny.

b. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego

HJS1 Stefanska J.*, Szulczyk D., Koziol A.E., Miroslaw B., Kedzierska E.,
Fidecka S., Busonera B., Sanna G., Giliberti G., La Colla P., Struga M.:
Disubstituted thiourea derivatives and their activity on CNS: synthesis and
biological evaluation. European Journal of Medicinal Chemistry 2012,
55: 205-213.

IF=3,499 MNISW/KBN =35

HJS2 Stefanska J., Stepien K., Bielenica A., Szulczyk D., Miroslaw B., Koziol
A.E., Sanna G., luliano F., Madeddu S., Joézwiak M., Struga M.:
Antimicrobial and anti-biofilm activity of thiourea derivatives incorporating
3-amino-1H-1,2,4—triazole scaffold. Medicinal Chemistry 2016; [ahead of print]
DOI: 10.2174/1573406412666151204003146

IF=1,363 MNiISW/KBN =20

HJS3 Stefanska J., Nowicka G., Struga M., Szulczyk D., Koziol A.E.,
Augustynowicz-Kope¢ E., Napiorkowska A., Bielenica A., Filipowski W.
Filipowska A., Drzewiecka A. Giliberti G., Madeddu S., Boi S., La Colla P.
Sanna G.: Antimicrobial and anti-biofilm activity of thiourea derivatives
incorporating a 2-aminothiazole scaffold. Chemical and Pharmaceutical
Bulletin 2015, 63(3): 225-236.

IF=1,164 MNiSW/KBN =20
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HJS4 Antoszczak M., Popiel K., Stefanska J.*, Wietrzyk J., Maj E., Janczak
J., Michalska G., Brzezinski B., Huczynski A.: Synthesis, cytotoxicity and
antibacterial activity of new esters of polyether antibiotic — salinomycin.
European Journal of Medicinal Chemistry 2014, 76: 435-444.

IF=3,447 MNiISW =40

HJS5 Antoszczak M., Maj E., Stefanska J., Wietrzyk J., Janczak J.,
Brzezinski B., Huczyniski A.: Synthesis, antiproliferative and antibacterial
activity of new amides of salinomycin. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters 2014, 24(7): 1724-1729.

IF=2,420 MNiISW/KBN =30

HJS6 Antoszczak M., Maj E., Napidérkowska A., Stefanska J.,
Augustynowicz-Kope¢ E., Wietrzyk J., Janczak J., Brzezinski B., Huczyniski A.:
Synthesis, anticancer and antibacterial activity of salinomycin N-benzyl
amides. Molecules 2014, 19(12): 19435-19459.

IF=2,416 MNiISW/KBN =30

HJS7 Stefanska J., Antoszczak M., Stepien K., Bartoszcze M., Mirski T.,
Huczynski A.: Tertiary amides of Salinomycin: A new group of antibacterial
agents against Bacillus anthracis and methicillin-resistant Staphylococcus
epidermidis. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2015, 25(10):
2082-2088. IF=2,420 MNiISW/KBN =25

HJS8 Stefanska J.*, Stepien K., Huczynski A. Tyski S.: Activity of natural

polyether ionophores: monensin and salinomycin against clinical

S. epidermidis strains. Polish Journal of Microbiology 2015, 64(3): 273-278.
IF=0,697 MNISW/KBN =15

HJS9 Stefanska J.*: Przeciwdrobnoustrojowe witasciwosci naturalnych
jonoforéw karboksylowych i ich pochodnych. Postepy Mikrobiologii 2015,
54(2): 175-183. IF=0,286 MNiISW/KBN =15

* - jako autor korespondencyjny

Sumaryczny Impact Factor wg. roku opublikowania — 17,712
Liczba punktéw MNiSW/KBN — 230

Liczba cytowanh — 39
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c. Omoéwienie celu naukowego w/w prac, uzyskanych wynikéw i ich
ewentualnego wykorzystania

Od poczatku zatrudnienia w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
moje zainteresowania naukowe koncentrowaty sie na poszukiwaniu
nowych zwigzkdw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (zwlaszcza
przeciwgronkowcowej), zarowno ws$rod nowo syntetyzowanych zwigzkdéw
chemicznych, jak i wsrdd réoznego rodzaju substanciji pochodzenia naturalnego
i ich pochodnych. Tematyka ta doskonale wpisywata sie w gtéwny nurt badan
prowadzonych w Zakfadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej. Prowadzgc
badania do rozprawy doktorskiej rozpoczetam kolekcjonowanie szczepow
bakteryjnych, zwlaszcza z rodzaju Staphylococcus o zrdéznicowanej
lekowrazliwosci, w tym izolowanych z réznych materiatow, zaréwno ze
srodowiska, od nosicieli, jak i od oséb hospitalizowanych. W tym czasie
podjetam réwniez owocng wspotprace z kilkoma jednostkami naukowymi na
uczelni.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych w 2001 roku
moja dziatalnos¢ naukowa skupita sie na badaniach aktywnosci
przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej roznych pochodnych tiosemikarbazydu,
triazolu, tiomocznika i naturalnych jonoforéw karboksylowych: kwasu
lasalowego, monenzyny i salinomycyny.

Problem lekoopornosci drobnoustrojow

Penicylina — pierwszy antybiotyk, zostata odkryta w 1928 roku przez
szkockiego lekarza i bakteriologa Aleksandra Fleminga, a rozwoj szeroko
pojetej antybiotykoterapii rozpoczat sie w latach 40-tych XX wieku. Jednak
w dos¢ krétkim czasie od wprowadzenia do lecznictwa preparatow
przeciwdrobnoustrojowych zaobserwowano zjawisko lekoopornosci, ktore
obecnie stanowi bardzo powazny problem i ogromne wyzwanie wspoétczesnej
medycyny. Trudno sobie wyobrazi¢ odlegte skutki tego zjawiska, gdyz moze
sie zdarzy¢ powrdt do sytuacji sprzed odkrycia antybiotykdéw, gdy utrudnione
bedzie zwalczanie réznego rodzaju zakazeh  bakteryjnych  czy
przeprowadzanie zabiegow chirurgicznych wymagajgcych prewencyjnego
zastosowania antybiotykoterapii a nawet btaha infekcja bedzie stanowi¢ dla
chorego smiertelne zagrozenie.
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Opornos¢ na antybiotyki powstaje na skutek zmian ewolucyjnych
zachodzgcych w komorkach bakteryjnych w wyniku ekspozycji na substancje
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Efektem tego sg réznego rodzaju
mechanizmy umozliwiajgce bakteriom przezywanie w niekorzystnych
warunkach, np. blokowanie dostepu leku do komorki (zmiany receptorow)
czynne jego usuwanie (tzw. efflux) czy rozktad enzymatyczny (np.
B-laktamazy). Przyczyn lekoopornosci upatruje sie gtdwnie w niewtasciwym
stosowaniu oraz naduzywaniu substancji przeciwdrobnoustrojowych, nie tylko
w lecznictwie (zaréwno szpitalnym jak i pozaszpitalnym), ale takze np.
w weterynarii, kosmetologii czy dodawaniu ich do Srodkow higienicznych.

Pomimo wielu dziatan zaréwno organizacji Swiatowych, takich jak WHO
(ang. World Health Organisation), CDC (ang. Centers for Disease Control and
Prevention), ECDC (ang. European Centre for Disease Prevention and
Control), jak i inicjatyw krajowych (Narodowy Program Ochrony Antybiotykéow),
majgcych na celu edukacje i ograniczenie zjawiska lekoopornosci, wcigz
rosnie liczba szczepow wielolekoopornych, czyli opornych na co najmniej trzy
klasy antybiotykdéw [55]. Najwieksze zagrozenie stanowig wielolekooporne
szczepy gronkowcow (zaréwno S. aureus jak i gronkowce koagulazo-ujemne),
wankomycynooporne enterokoki czy pateczki Gram-ujemne 2z rodziny
Enterobacteriaceae oraz pateczki niefermentujgce (np. Pseudomonas
aeruginosa) wytwarzajgce karbapenemazy. Szczegodlnie niebezpieczne sag
zakazenia szpitalne, ktére dotyczg 5-20% osob hospitalizowanych, wsrod
ktorych jest az 45-60% pacjentéw oddziatéw intensywnej terapii [16].

W ciggu ostatnich 15 lat na swiecie do lecznictwa (gtéwnie zamknietego
i zwykle w ograniczonym zakresie terapeutycznym) wprowadzono Kkilka
catkiem nowych lekéw przeciwbakteryjnych z grupy oksazolidynonéw
(linezolid, tedizolid), lipopeptydow (daptomycyna) i pleuromutylin
(retapamulina). Znaczna liczba antybiotykdéw dopuszczonych do stosowania
terapeutycznego po roku 2000 to nowe pochodne znanych juz klas lekéw:
cefalosporyn (V generacji - ceftobipirol medokarilu, ceftarolina fosamilu),
karbapeneméw (biapenem, ertapenem, doripenem) oraz fluorochinolonéw
(gemifloksacyna, bezyfloksacyna) [30,31]. Kilka fluorowanych pochodnych
chinolonéw oraz pochodnych karbapeneméw i cefalosporyn znajduje sie tez
obecnie w fazie badan klinicznych [32]. Wysitki majgce na celu opracowanie
nowych lekéw przeciwbakteryjnych wcigz sg jednak niewystarczajgce, aby
poradzi¢ sobie z pojawianiem sie kolejnych mechanizméw opornosci [45].

5
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Poszukiwanie nowych skutecznych klas antybiotykéw/chemioterapeutykow,
a takze opracowywanie nowych, niekonwencjonalnych strategii walki z tym
zjawiskiem stanowi priorytet w dziedzinie zdrowia publicznego. Metody
poszukiwania substancji o potencjalnym dziataniu terapeutycznym w ciggu
ostatnich dziesiecioleci ulegty znacznym zmianom. Niebagatelng role obecnie
odgrywa wykorzystanie technik komputerowych do projektowania i oceny
wiasciwosci fizyko-chemicznych potencjalnie aktywnych czgstek, ktére mogg
by¢ w zasadzie stosowane na kazdym etapie badan nad nowym lekiem.
Pojecie QSAR/SAR (ang. Quantitative structure-activity relationship) obejmuje
rozne techniki wykorzystywane do poszukiwania korelacji miedzy strukturg
chemiczng czagsteczki a zdefiniowanym procesem zachodzacym z jej
udziatem. Jednak prowadzone in vitro klasyczne metody badania aktywnosci
biologicznej, stosowane np. do sprawdzenia dziatania przeciwbakteryjnego,
przeciwnowotworowego czy mutagennego, pozwalajg potwierdzi¢, czy
przyjete na wstepie zatozenia byty stuszne i czy (i jakie) majg przetozenie na
rzeczywistos¢é. Ten etap jest niezbedny zanim rozpocznie sie kolejny etap
pracy nad nowym lekiem — badania kliniczne kilku faz. Zwykle efekt syntezy
nowych zwigzkow jest wypadkowg wielokierunkowych badan nad aktywnoscig
biologiczng okreslonych substanciji.

Wybrane do badan grupy zwigzkéw i ich  aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa

Tematyka zwigzana z poszukiwaniami nowych zwigzkéw aktywnych
biologicznie od poczgtku mojej kariery naukowej byta mi bardzo bliska, a jako
farmaceuta-mikrobiolog postanowitam skupi¢ sie na substancjach, ktore
bytyby skuteczne w walce z wielolekoopornymi szczepami bakteryjnymi.

Dzieki nawigzanej wspotpracy z Katedrg Chemii WUM oraz Wydziatem
Chemii UAM w Poznaniu w obszarze moich zainteresowan naukowych
znalazty sie miedzy innymi dwie duze grupy zwigzkow: pochodne
tiomocznika oraz naturalne jonofory karboksylowe, w tym salinomycyna i jej
nowe pochodne.

Gtownymi zatozeniami mojej pracy badawczej byto scharakteryzowanie
w jak najszerszym stopniu  aktywnosci  przeciwbakteryjnej i/lub
przeciwgrzybiczej nowych zwigzkow. Wstepne badania prowadzitam na grupie
szczepow wzorcowych bakterii i grzybow drozdzopodobnych, pochodzgcych

6
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z miedzynarodowych kolekcji drobnoustrojow ATCC (American Type Culture
Collection) i NCTC (National Collection of Type Cultures, Londyn, Wielka
Brytania).

Poniewaz w sferze moich gtdéwnych zainteresowan od dawna znajdujg
sie bakterie Gram-dodatnie, dla zwigzkéw aktywnych przeprowadzitam
rowniez badania dziatania przeciwgronkowcowego, z wykorzystaniem
szczepow  Staphylococcus. aureus i Staphylococcus  epidermidis
o zréznicowanej lekowrazliwosci (w tym wielolekoopornych), izolowanych
z roznych materiatbw od o0s6b hospitalizowanych. W badaniach
mikrobiologicznych nowych zwigzkow wykorzystatam metody rekomendowane
przez Clinical and Laboratory Standards Institute [10,11,12].

Ciezkie  uogolnione  zakazenia  wielolekoopornymi  szczepami
gronkowcéw, zwilaszcza S. epidermidis, czesto zwigzane sg z kolonizacjg
przez ten drobnoustréj wyrobéw medycznych (implantow, cewnikow, protez)
czy przyrzadow diagnostycznych i tworzeniem na ich powierzchni ztozonej
struktury biofilmu [14,15,36,37]. Komorki bakteryjne zyjgce w biofilmie sg,
w poréwnaniu z formami planktonowymi, bardziej oporne na antybiotyki
i chemioterapeutyki [2,20] oraz srodki antyseptyczne czy dezynfekcyjne
powszechnie stosowane w lecznictwie [7]. Stwarza to dodatkowe problemy
terapeutyczne, niekiedy nawet konieczne jest usuniecie implantu
i dtuga antybiotykoterapia. Biofilm moze by¢ wytwarzany przez wiele gatunkow
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, i wcigz brak jest skutecznych
metod walki z nim. Dlatego tak wazne jest poszukiwanie nowych zwigzkéw,
ktore bytyby skuteczne w zwalczaniu biofilmu. Mogtyby one by¢ wykorzystane
np. do pokrywania powierzchni biomateriatbw czy np. odziezy ochronnej,
w celu zapobiegania osadzania sie na nich drobnoustrojéw, a tym samym
uniemozliwienia tworzenia na ich powierzchni trudnego do eradykacji biofilmu
[33]. Najbardziej pozadane bytyby zwigzki wykazujgce jednoczesnie dziatanie
antyadhezyjne i przeciwdrobnoustrojowe.

Biofilm tworzony przez szczepy gronkowcow, zaréwno koagulazo-
dodatnich jak i koagulazo-ujemnych oraz metody jego zwalczania od kilku lat
znajdujg sie w obszarze moich zainteresowan i prac naukowych. W przypadku
najbardziej aktywnych zwigzkéw, zaréwno z grupy pochodnych tiomocznika,
jak i salinomycyny, przeprowadzitam badania ich zdolnosci do hamowania
tworzenia biofilmu przez kliniczne szczepy gronkowcow. W badaniach tych
korzystatam ze spektrofotometrycznego oznaczenia ilosci  biofilmu
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z zastosowaniem barwienia solg tetrazoliowg (MTT) zywych komorek
bakteryjnych.

W réznych osrodkach na catym Swiecie prowadzone sg badania nad
potencjalnymi mechanizmami dziatania roéznych zwigzkoéw chemicznych,
w tym uktadéw heterocyklicznych (pochodnych tiosemikarbazydu, imidazolu
czy tiomocznika) a w piSmiennictwie sg dostepne dane o ich wptywie
na topoizomerazy bakteryjne [5,17,44,49,53]. Dlatego, na podstawie
wynikdbw  przeprowadzonych badan aktywnosci przeciwgronkowcowej
wyselekcjonowatam kilka pochodnych tiomocznika, dla ktérych we wspotpracy
z dr Matgorzatg Wrzosek z Zaktadu Farmakogenomiki WUM przeprowadzitam
badania potencjalnego dziatania hamujgcego aktywnos¢ bakteryjnych
topoizomeraz z zastosowaniem testu Decatenation assay firmy Inspiralis.

Tiomocznik (tiokarbamid) to znany zwigzek organiczny, strukturalny
analog mocznika, w zasadzie nie spotykany w przyrodzie, w ktérym atom tlenu
jest zastgpiony siarkg. Jak wynika z wielu badan niepodstawiony tiomocznik
jest toksyczny, LDso po podaniu doustnym dla szczuréw wynosi ok. 125 mg/kg
m.c. [39], jednak jego niektore pochodne sg obecne w wielu gateziach
przemystu, np. przy produkcji tkanin, tworzyw sztucznych czy sSrodkéw
ochrony roslin [56].

Ugrupowanie tiomocznikowe w formie cyklicznej spotykane jest
w produktach leczniczych, takich jak np. Tyrosan stosowany w leczeniu
nadczynnosci tarczycy, Tiopental — lek uzywany do znieczulenia ogdlnego czy
Faringosept — stosowany przy zapaleniach gardia, zawierajacy zwigzek
bakteriostatyczny, ambazon [42].

Z badan prowadzonych od wielu lat na caltym Swiecie wynika, ze
pochodne tiomocznika (takze kompleksy z metalami) wykazujg potencjalnie
korzystne szerokie dziatanie biologiczne, w tym przeciwbakteryjne [4,13,29,33,
47,48,51], przeciwwirusowe [28,35], przeciwnowotworowe [34].

Uktad tiomocznika zajmuje wazng pozycje wsrod zwigzkéw
chemicznych poddawanych modyfikacjom w celu uzyskania pochodnych
o] jak najbardziej korzystnych wiasciwosciach biologicznych.
W wielu osrodkach badawczych syntetyzowane sg np. arylowe i alkilowe
pochodne, ukfad tiomocznika zostat rowniez wykorzystany do modyfikaciji
oksazolidynonow,  stosunkowo  nowych  zwigzkdw o  aktywnosci
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przeciwbakteryjnej, do ktorych nalezy stosowany w lecznictwie zamknietym
Linezolid [3].

Z prowadzonych w wielu osrodkach badan nad zaleznoscig aktywnosci
biologicznej substancji od jej struktury chemicznej wynika, ze istotne
znaczenie ma obecnos¢ i orientacja przestrzenna réznych grup funkcyjnych,
ktore decydujg o wlasciwosciach zwigzku. Czgsteczka 1,3-difenylotiomocznika
w postaci niepodstawione;j nie wykazuje np. aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej [13], natomiast jej zmiany strukturalne moga
zdecydowanie poprawi¢ aktywnos¢ biologiczng zwigzku.
Z danych przeanalizowanego przeze mnie piSmiennictwa wynika,
ze wprowadzenie do czgsteczki atomu/atoméw chlorowca jest jedng
z najbardziej skutecznych metod poprawy lipofilnosci zwigzku, a co za tym
idzie jego biodostepnosci i aktywnosci [13,40]. Pochodne arylotiomocznika
podstawione fluorem wykazujg zdecydowanie wiekszg aktywnosc
w poréwnaniu z innym analogami, a wprowadzenie podstawnikow metylo-,
fluoro-metylo- lub metoksy- do pierscienia benzenowego réwniez moze
wptyngé np. na zwiekszenie dziatania przeciwbakteryjnego [47,52]. Z prac
innych autoréw wynika, ze skutecznosc¢ przeciwbakteryjna
i przeciwgrzybicza pochodnych tiomocznika ulega réwniez zwiekszeniu po
wprowadzeniu do czasteczki podstawnikow zmniejszajgcych gestosci
elektronowg, np. grupy nitrowej przy atomach wegla C-2 i C-4 pierscienia
fenylowego [18,48].

W zespole dr hab. Marty Strugi z Zaktadu Farmakogenomiki Wydziatu
Farmaceutycznego WUM we wspotpracy z dr Anng Bielenicg z Katedry
i Zaktadu Biochemii | Wydziatu Lekarskiego podjeto szerokie prace majgce na
celu projektowanie i synteze pochodnych tiomocznikowych o jak najszerszej
aktywnosci biologicznej. W ramach tego programu badawczego powstato
kilkadziesigt pochodnych tiomocznika o réznych strukturach chemicznych,
ktére poddano szerokim badaniom aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej,
w tym niektére takze przeciwwirusowej i przeciwgruzliczej oraz ich wptyw na
tworzenie bakteryjnego biofilmu.

Poniewaz triazole stanowig duzg, interesujgca grupe zwigzkéw
o zréznicowanej aktywnosci biologicznej, jednym z kierunkéw modyfikacji
tiomocznika byta synteza kilkunastu nowych 1,2,4-triazolowych pochodnych
tiomocznika. Synteza i badania biologiczne tych zwigzkéw zostaly
przedstawione w pracy opublikowanej w European Journal of Medicinal
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Chemistry [HJS1]. Badania mikrobiologiczne przeprowadzitam wstepnie na
szczepach wzorcowych bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i grzybow
drozdzopodobnych, kolejnym krokiem byto sprawdzenie ich aktywnosci wobec
szczepow klinicznych. Wstepne badania wykazaty, ze 8 sposrod 10 badanych
nowych zwigzkéw byto aktywnych wobec szczepow wzorcowych bakterii
Gram-dodatnich z rodzajéw: Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus,
Enterococcus. Wartosci MIC tych pochodnych byly zréznicowane i wynosity
od 6,25 pg/ml do 400 pg/ml, najbardziej wrazliwe okazaty sie szczepy
Bacillus subtilis [ B. cereus oraz Micrococcus luteus,
a najbardziej oporny byt Enterococcus hirae. Zaden spo$rod badanych
zwigzkow nie wykazat aktywnosci wobec bakterii Gram-ujemnych i grzybow
drozdzopodobnych z rodzaju Candida. Poniewaz dziatanie zwigzkéw byto
skierowane na bakterie Gram-dodatnie, aktywne pochodne w dalszym etapie
poddatam badaniom na grupie klinicznych szczepdw z rodzaju Stapylococcus.
W grupie tej znalazly sie szczepy metycylinowrazliwe i metycylinooporne
z gatunkow S. aureus oraz S. epidermidis. Byly to izolaty pochodzace
z roznych materiatow klinicznych od pacjentéw hospitalizowanych w jednym
z warszawskich szpitali. W przypadku szczepow MSSA uzyskane wartosci
MIC siedmiu Zwigzkow wynosity od 12,5 pg/mli do
50 pg/ml, w przypadku szczepow metycylinoopornych uzyskane wartosci MIC
byly wyzsze i miescity sie w granicach: 12,5 ug/ml-100 pg/ml dla szczepow
MRSA oraz 12,5 pg/ml-200 pg/ml dla izolatbw MRSE. Jedna pochodna
okazata sie praktycznie nieaktywna (MIC > 400 pg/ml).

Badania mikrobiologiczne 1,2,4-triazolowych pochodnych tiomocznika
objety rowniez sprawdzenie ich potencjalnej aktywnosci przeciwwirusowej
wobec wirusa HIV-1 oraz cytotoksycznosci na komérkach MT-4. Badania te
zostaly przeprowadzone na Wydziale Nauk Biomedycznych i Technologii
Uniwersytetu Cagliari w Monserrato we Witoszech pod kierunkiem Prof. Paulo
LaColla, jednak zaden z badanych zwigzkéw nie wykazat wybiérczego
dziatania przeciwwirusowego.

Analiza uzyskanych wynikéw badan mikrobiologicznych pozwolita na
wyciggniecie wniosku, ze aktywnos¢ tych zwigzkow jest w znacznym stopniu
determinowana obecnoscig i potozeniem okreslonych podstawnikow. Tylko
pochodne zawierajgce uktad heterocykliczny podstawiony atomem fluoru,
jodu, bromu lub grupg metoksylowg wykazywaty  aktywnosc
przeciwbakteryjng. Najsilniejsze dziatanie przeciwbakteryjne zaobserwowano
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dla pochodnych zawierajgcych podstawniki w pozycji meta i para: 1-(4-
chlorofenylo)-3-(1H-1,2,4-triazol-3-ilo)tiomocznika oraz 1-(3-fluorofenylo)-3-
(1H-1,2,4-triazol-3-ilo)tiomocznika.

Kontynuacjg tematyki przedstawionej powyzej jest artykut
zaakceptowany w 2015 roku do publikacji w czasopismie Medicinal Chemistry
[HIS2] traktujgcy o aktywnosci mikrobiologicznej 21 nowych pochodnych
tiomocznika zawierajacych uktad aminotriazolu. Sposréd poddanych
wstepnym badaniom zwigzkow zroznicowang aktywnosS¢ przeciwbakteryjng
i/lub przeciwgrzybiczg uzyskatam w przypadku 13 pochodnych. Siedem
zwigzkow wykazato silne i umiarkowane dziatanie przeciwbakteryjne wobec
szczepow Gram-dodatnich, nie byly one aktywne wobec pateczek Gram-
ujemnych i drozdzakéw z rodzaju Candida. Dla tych zwigzkéw wartosci MIC
wobec szczepdw wzorcowych z rodzaju Staphylococcus wynosity od 4 do
32 pg/ml. Szes¢ sposrdéd badanych zwigzkéw wykazato umiarkowane
dziatanie przeciwgrzybicze na wzorcowe szczepy Candida albicans i Candida
parapsilosis, a otrzymane wartosci MIC wynosity od 64 do 128 pg/ml.
Pochodne te w badanym zakresie stezen nie wykazaly aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec uzytych szczepow.

Kolejnym krokiem byta ocena aktywnosci badanych zwigzkéw wobec
metycylinoopornych szczepow Kklinicznych Staphylococcus aureus (MRSA)
i Staphylococcus epidermidis (MRSE). W wigkszosci przypadkéw uzyskane
wartosci MIC wahaty sie od 4 do 64 ug/ml, tylko 2 pochodne byly bardziej
aktywne (MIC 4-16 ug/ml).

Badania mikrobiologiczne wykazaty wyrazng aktywnosc¢ halogenowych
pochodnych arylotiomocznika wobec form planktonwych gronkowcéw, dlatego
tez dla wybranych, najsilniej dziatajagcych 2 pochodnych: 1-(3-chloro-4-
metylofenylo)-3-(1H-1,2,4-triazol-3-ilo)tiomocznika oraz 1-(4-fluoro-3-
chlorofenylo)-3-(1H-1,2,4-triazol-3-ilo)tiomocznika przeprowadzitam badanie
ich wptywu na tworzenie biofilmu przez kliniczne szczepy MRSE. Niezaleznie
od ilosci tworzonego przez badane szczepy biofilmu obydwa zwigzki wykazaty
wyrazny hamujgcy wptyw na to zjawisko. Pochodna zawierajgca
w pierscieniu fenylowym podstawnika 2 atomy - chloru i fluoru, w najwyzszym
zastosowanym stezeniu (32 pg/ml) hamowata tworzenie biofilmu przez
szczepy S. epidermidis od 40 do 60% w poréwnaniu z kontrolg. Dla
poréwnania, zwigzek referencyjny — cyprofloksacyna, w takim samym stezeniu
powodowata spadek tworzenia biofilmu gronkowcowego od 10 do 50%, tylko
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w przypadku jednego szczepu byto to 90%. Obliczone wartosci stezenia
hamujgcego w 50% tworzenie biofilmu (ICsp) dla tej pochodnej, zaleznie od
szczepu, wahaty sie od 2 do 6 ug/ml, podczas gdy ICsy cyprofloksacyny byto
kilkakrotnie wyzsze.

W przeprowadzonych na Uniwersytecie Cagliari w Monserrato we
Wioszech badaniach pochodne tiomocznika z uktadem 2-aminotriazolu nie
wykazaty aktywnosci wobec wirusa HIV-1.

Analiza zaleznosci budowy chemicznej zwigzkéw i ich aktywnosci
mikrobiologicznej pozwolita wyciggng¢  wniosek, ze pochodne
N-arylotiomocznika odznaczajg sie aktywnoscig przeciwbakteryjng, natomiast
te z podstawnikami alkilowymi nie majg takiego dziatania. Pochodne
posiadajgce w pozycji para i/lub meta pierscienia benzenowego stabo
dezaktywujgce atomy chloru lub fluoru okazaty sie najbardziej aktywne
w stosunku do bakterii. Najsilniejsze dziatanie uzyskano w przypadku dwdch
zwigzkow: 1-(3-chloro-4-metylofenylo)-3-(1H-1,2,4-triazol-3-ilo)tiomocznika
oraz 1-(4-fluoro-3-chlorofenylo)-3-(1H-1,2,4-triazol-3-ilo)tiomocznika. Ponadto
zaobserwowano, ze zwigzek dwupodstawiony atomem halogenowca byt
bardziej aktywny od pochodnych jednopodstawionych, ze wzgledu na
silniejszy efekt elektroujemny. Oznacza to, ze istotne znaczenie oprécz
obecnosci okreslonych podstawnikdw, w aktywnosci biologicznej zwigzku
odgrywa tez rozktad potencjatu elektrostatycznego wokdt czgsteczki.
Umiarkowane dziatanie przeciwgrzybicze uzyskano jedynie
w przypadku N-alkilo pochodnych tiomocznika zawierajgcych uktad 1,2,4-
triazolu.

Kolejng interesujgcg grupe zwigzkbw o szerokiej aktywnosci
biologicznej stanowig 1,3-tiazole. Z uwagi na fakt, ze szereg zwigzkéw
o aktywnosci przeciwbakteryjnej (np. sulfatiazol, aztreonam czy ceftriaxon)
zawiera ukfad amino-1,3-tiazolu  [1,27,54], zostat on wykorzystany do
zaprojektowania i syntezy szeregu nowych pochodnych tiomocznika
z uktadem 2-aminotiazolu o} potencjalnegj aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. W pracy opublikowanej w 2015 w czasopismie
Chemical and Pharmaceutical Bulletin [HJS3] przedstawiono synteze
kilkunastu nowych pochodnych oraz wyniki badania ich aktywnosci
biologicznej, w tym przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej, przeciwgruzliczej
I przeciwwirusowe;.
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Wstepne badania aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej
metodg krgzkowo-dyfuzyjng wykazaty aktywnosé 11 zwigzkéw wobec grupy
szczepow wzorcowych, w tym 5 w niewielkim stopniu hamowato wzrost
szczepow Candida albicans i Candida parapsilosis. Zaden zwigzek nie
hamowat wzrostu bakterii Gram-ujemnych. W dalszym etapie badan
wyznaczytam wartosci najmniejszego stezenia tych zwigzkéw hamujgcego
wzrost wzorcowych szczepéw bakterii i grzybéw (MIC). Najsilniejsze dziatanie
przeciwbakteryjne uzyskano w przypadku 3 pochodnych, ich wartosci MIC
wynosity od 2 do 16 pg/ml, dla 7 zwigzkdéw w przypadku wiekszosci szczepdw
wzorcowych uzyskano srednie wartosci MIC w granicach 16-32 ug/ml, jeden
zwigzek dziatat sladowo (MIC128-512 ug/ml). Najbardziej opornymi szczepami
okazaty sie Enterococcus hirae i Enterococcus faecalis, wartosci
najmniejszego stezenia trzech najaktywniejszych zwigzkéw hamujgcego
wzrost tych bakterii wynosity od 16 do 32 pg/ml, natomiast pozostatych — od
64 do > 512 pg/ml. Uzyskane wartosci MIC pieciu zwigzkéw dziatajgcych na
grzyby (w tym tylko jednego o silnym dziataniu przeciwbakteryjnym) wynosity
od 64 do 512 pg/ml.

Poniewaz dziatanie badanych pochodnych byto skierowane na bakterie
Gram-dodatnie, nastepnym etapem badan in vitro bylo sprawdzenie ich
dziatania wobec metycylinoopornych klinicznych szczepoéw Staphylococcus
epidermidis izolowanych z krwi o0sob hospitalizowanych. Badania
te potwierdzity silne dziatanie 3 pochodnych, dla ktérych uzyskano wartosci
MIC od 2 do 16 pg/ml (dla wiekszosci szczepow od 4 do 8 pg/ml).
W przypadku wiekszosci szczepdw klinicznych dziatanie to byto lepsze lub
porownywalne z aktywnoscig zastosowanego zwigzku referencyjnego —
cyprofloksacyny. Dla siedmiu pochodnych uzyskano wartosci MIC od 16 do
128 upg/ml (Srednio 32 ug/ml). Podobnie jak w przypadku szczepdéw
wzorcowych jeden zwigzek wykazat bardzo stabe dziatanie (MIC 128-256
pug/ml) wobec szczepdw klinicznych S. epidermidis.

w badaniach na komdérkach planktonowych aktywnosé
przeciwgronkowcowa przebadanych kilku pochodnych tiomocznika z uktadem
2-aminotiazolu byta wyrazna, wiec kolejnym etapem moich badan byto
sprawdzenie ich zdolnosci do hamowania tworzenia biofilmu przez kliniczne
metycylinooporne szczepy S. epidermidis. Do badan wytypowatam
2 pochodne o najlepszej aktywnosci przeciwbakteryjnej: 1-(3,4-
dichlorofenylo)-3-(1,3-tiazol-2-ilo)tiomocznik oraz 1-(3-chloro-4-fluorofenylo)-3-
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(1,3-tiazol-2-ilo)tiomocznik, dla ktorych wartosci MIC wynosity od 4 do 8 ug/ml.
Obydwie pochodne wyraznie hamowaty proces tworzenia biofilmu,
zarowno w przypadku szczepow tworzgcych go na wysokim, jak i na
niskim poziomie. Wartosci ICso wynosity od 0,35 do
7,32 p/ml, podczas gdy dla cyprofloksacyny byto to od 1,95 do 18,55 ug/ml.
Obydwie pochodne zastosowane w stezeniu 8 pg/ml hamowaty tworzenie
bioflmu przez wigkszo$§¢ badanych szczepow w ponad 70%,
a cyprofloksacyna w najwyzszym zastosowanym stezeniu (16 pg/ml)
hamowata go jedynie w okoto 40%.

W  zespole Prof. dr  hab. Ewa  Augustynowicz-Kopec¢
w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie
przeprowadzono badania aktywnosci zwigzkow opisanych w tej pracy wobec
szczepow Mycobacterium tuberculosis o réznej wrazliwosci na leki
przeciwgruzlicze. Najlepszg aktywno$¢ wykazaty 2 pochodne zawierajgce
podstawnik fenylowy i 4-jodofenylowy, a uzyskane wartosci MIC wynosity
12,5 pyg/ml. Aktywnosc przeciwpratkowa pozostatych zwigzkéw byta stabsza,
wartosci MIC wahaty sie od 25 do 100 ug/ml (Srednio 25 pg/ml).

Pochodne tiomocznika z uktadem aminotiazolu w czgsteczce zostaty
takze przebadane pod kagtem ich potencjalnej aktywnosci przeciwwirusowej na
Wydziale Nauk Biomedycznych i Technologii Uniwersytetu Cagliari
w Monserrato we Wioszech. Badania objety szereg wirusow, zarobwno RNA
jaki i DNA, nalezgcych do roznych rodzin. Tylko jedna pochodna,
1-cyklohexyl-3-(1,3-tiazol-2-ilo)tiomocznik wykazata aktywnos¢ wobec wirusa
HIV-1 i wirusa Coxackie B-5 (CVB-5).

Analiza wynikdw badan mikrobiologicznych potwierdzita zaleznos¢
aktywnosci od obecnosci podstawnika/podstawnikéw w pierscieniu fenylowym.
Whniosek, ze podstawienie go atomem chloru, fluoru, bromu lub grupg
metoksylowg czy trifluorometylowg zwieksza aktywnos¢é mikrobiologiczng
w poréwnaniu z podstawnikami alifatycznymi, jest zgodny z wynikami badan
wiasnych oraz innych autoréw [18,40,52]. Najbardziej aktywna okazata sie
pochodna zawierajgcg podstawnik 3-chloro-4-fluorofenylowy. Jak wynika
z analizy wynikow najsilniejsze dziatanie wykazaty pochodne tiomocznika
posiadajgce podstawniki elektronodonorowe (,wciskajgce” elektron do
pierscienia aromatycznego), takie jak atom chloru czy chloru i fluoru
jednoczesnie Byly to 3 zwigzki: 1-(3,4-dichlorofenylo)-3-(1,3-tiazol-2-

14



Dr n. farm. Joanna Z. Stefariska — autoreferat do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

ilo)tiomocznik, 1-(3-fluorofenylo)-3-(1,3-tiazol-2-ilo)tiomocznik oraz 1-(3-chloro-
4-fluorofenylo)-3-(1,3-tiazol-2-ilo)tiomocznik.

Szczegolowa analiza potencjalnych korelacji struktury badanych
pochodnych z ich aktywnoscig biologiczng (SAR) zostata przeprowadzona
w Instytucie Elektroniki Wydziatu Automatyki, Elektroniki i Informatyki Katedrze
Biosensorow i Przetwarzania Sygnatow Wydziatu Inzynierii Biomedyczne;j
Politechniki Slaskiej. W ramach tej analizy przeanalizowano niektére
fizykochemiczne parametry zwigzkow, takie jak np. ciezar czgsteczkowy (M),
powierzchnia (SA), lagarytm wspotczynnika podziatu (logP), roznica miedzy
najwyzszym zajetym orbitalem molekularnym (HOMO) i najnizszym
niezajetym orbitalem molekularny (LUMO), energia catkowita (Et), energia
wigzania (Eg), energia izolowanych atomoéw (E;a), energia elektronowa (Eg),
oddziatywanie rdzen-rdzen (Ic.c), ciepto tworzenia (Hg), czy polaryzowalnos$é
(o). Na podstawie dokonanych obliczen nie udato sie jednak zaobserwowac
istotnych korelacji miedzy najwazniejszymi parametrami, takimi jak logP,
HOMO, LUMO, jednak zauwazono zalezno$¢ pomiedzy obliczong energig
catkowitg (Et) i energig izolowanych atoméw (E;s). Pochodne tiomocznika dla
ktérych uzyskatam najnizsze wartosci MIC i najsilniejszy efekt hamujgcy
tworzenie biofilmu, posiadaty najnizsze wartosci tych parametrow
w poréwnaniu z pozostatymi zwigzkami.

Efektem pracy nad kolejnymi pochodnymi tiomocznika, w tym
wypadku dipodstawionymi, zawierajacymi ugrupowanie
3-(trifluorometylo)fenylowe, jest wspodtautorstwo pracy opublikowanej
w European Journal of Medicinal Chemistry [6]. W publikacji tej, obok
wykonanych  przeze mnie badan  aktywnosci  przeciwbakteryjnej
i przeciwbiofimowej, znalazty sie tez wyniki badan aktywnosci
przeciwpragtkowej, cytotoksycznos$ci i wiasciwosci  przeciwwirusowych,
wykonane w Kkilku osrodkach naukowych. W pracy tej przebadatam 31
pochodnych tiomocznika (w tym 25 zupetnie nowych struktur), wsréd ktérych
znalazto sie 20 zwigzkéw z podstawnikami aromatycznymi i 11 z alifatycznymi.
Az 19 spos$rod badanych zwigzkow wykazato w badaniach wstepnych
wyrazng aktywno$¢ przeciwbakteryjng (gtdwnie wobec bakterii Gram-
dodatnich) i dla nich wyznaczytam wartosci MIC. W przypadku 11 zwigzkdéw
wartosci najmniejszego stezenia hamujgcego wzrost wzorcowych szczepdw
gronkowcéw miescity sie w granicach 4-32 ug/ml. W przypadku trzech
zwigzkow uzyskatam wyniki Swiadczgce o dziataniu poréwnywalnym
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do cyprofloksacyny, ktora zostata uzyta jako wzorcowy chemioterapeutyk
przeciwbakteryjny. Dla 7 najbardziej aktywnych pochodnych wykonatam
oznaczenia  wartosci najmniejszego  stezenia  hamujgcego  (MIC)
wzrost Kklinicznych szczepow S. aureus i S. epidermidis. Wyniki
tych oznaczen potwierdzity silne dziatanie przeciwgronkowcowe badanych
zwigzkéow, a wartosci MIC miescity sie w granicach 0,25-16 pg/ml.
Najbardziej aktywne okazaly sie trzy pochodne halogenowe:
1-(3-chloro-4-fluorofenylo)-3-[3-(trifluorometylo)fenylo]tiomocznik, 1-(3,4-
dichlorofenylo)-3-[3-(trifluoro-metylo)fenylo]tiomocznik oraz 1-(3-
bromofenylo)-3-[3-(trifluoro-metylo)fenylo]tiomocznik, ktorych wartosci
MIC dla szczepédw wynosity od 0,25 do 2 ug/ml i byty poréwnywalne do
aktywnosci cyprofloksacyny wobec wzorcowych szczepow gronkowcow.
W przypadku niektérych szczepow klinicznych dziatanie tych zwigzkow byto
128-256 razy wyzsze niz leku referencyjnego. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna
dipodstawionych pochodnych tiomocznika z ugrupowaniem
3-(trifluorometylo)fenylowym okazata sie zdecydowanie wyzsza niz
badanych wczesniej zwigzkdéw zawierajgcych strukture 1,2,4-triazolu [HIS1].
Do badan nad wptywem zwigzkéw na hamowanie tworzenia biofilmu przez
kliniczne szczepy MRSA wybratam 2 pochodne, ktére byly najbardziej
aktywne wobec komorek planktonowych gronkowcéw klinicznych. Obydwa
zwigzki w stezeniach 4-8 ug/ml hamowaty tworzenie biofilmu w ponad 70%,
podczas gdy cyprofloksacyna w takim samym stezeniu hamowata to zjawisko
od 5 do 45%. Wartosci ICso w przypadku pochodnej 1-(3-chloro-4-
fluorofenylo)-3-[3-trifluorometylo)fenyloJtiomocznika wynosity od 0,97 do
2,85 ug/ml, dla 1-(3-bromofenylo)-3-[3-trifluorometylo)fenylojtiomocznika byto
to 1,98 do 50 pg/ml, a dla cyprofloksacyny ICsy byto zdecydowanie
wyzsze i wynosito od 4,81do 42,76 ug/mi.

Roéwniez dla tych 2 pochodnych zbadatam potencjalny mechanizm
dziatania poprzez hamowanie gronkowcowej topoizomerazy IV. Okazato sie,
ze obydwa zwigzki w tescie Decatenation assay wykazujg inhibicyjne dziatanie
poréownywalne do cyprofloksacyny. Geometria czgsteczki, obecnos¢ atomow
halogenowcéow w pierscieniu fenylowym i ich miejsce podstawienia
przypuszczalnie w pewnym stopniu moze determinowa¢ hamujgcy wptyw na
aktywnos¢ topoizomerazy |V, a co za tym idzie dziatanie przeciwgronkowcowe
tych pochodnych tiomocznika.
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W badaniach przeprowadzonych w Instytucie Gruzlicy i Choréb Ptuc
aktywnosé badanych dipodstawionych pochodnych tiomocznika
z ugrupowaniem 3-(trifluorometylo)fenylowym wobec szczepow
M. tuberculosis okazata sie staba.

Analizujgc wyniki badan mikrobiologicznych mozna wysung¢ kilka
wnioskbw na temat  zaleznosci  aktywnosc-struktura.  Pochodne
N-arylotiomocznika wykazaty lepszg aktywnoS¢ przeciwbakteryjng niz zwigzki
zawierajgce podstawniki alkilowe, a pochodne dipodstawione byty bardziej
aktywne niz jednopodstawione. O dziataniu przeciwbakteryjnym decydowata
obecno$¢ atoméw halogenowca (chloru, fluoru, bromu) w  pierscieniu
fenylowym, przy czym aktywnosc¢ byta najsilniejsza jesli znajdowat sie on
w pozycji meta i/lub para. Na podstawie uzyskanych wynikbw mozna
przedstawi¢c wptyw podstawnikbw na aktywnosS¢ w kolejnosci malejgce;j:
3-chloro-4-fluorofenylo > 3-bromofenylo > 3,4-dichlorofenylo > 3-fluorofenylo >
fenyloetylo > benzylo > 4-chlorofenylo. Zwigzki zawierajgce podstawniki
niearomatyczne cechowata niska lipofilno$¢ i byty one pozbawione aktywnosci
przeciwbakteryjnej.

Przedmiotem kolejnych badan zgtoszonych w 2015 roku do publikacji
w czasopismie Polish Journal of Microbiology byto poréwnanie aktywnosci
przeciwgronkowcowej kliku pochodnych tiomocznika réznigcych sie struktura.
Praca jest kontynuacjg badan aktywnosci opisanych powyzej pochodnych
tiomocznika zawierajgcych uktad 1,3-tiazolu, 1,2,4-triazolu oraz pochodnych
dipodstawionych z ugrupowaniem 3-(trifluorometylo)fenylowym. Poniewaz
wyniki poprzednich prac dowiodty, ze zwigzki te dziatajg gtdwnie na bakterie
Gram-dodatnie, kolejne badania przeprowadzitam na szczepach gronkowcow
S. aureus i S. epidermidis, zaréwno wzorcowych jak i izolowanych
z materiatdw Kklinicznych. Jedna pochodna, 1-(3,4-dichlorofenylo)-3-[3-
trifluorometylo)fenylo]tiomocznik, byta juz opisana wczesniej i w badaniach
wykazata bardzo silne dziatanie przeciwbakteryjne (wartos¢ MIC wobec
szczepow klinicznych S. epidermidis wynosita 1-2 ug/ml) [6]. Pozostate
4 struktury byty nowe: 1-(1-fenyloetylo)-3-[3-trifluorometylo)fenylo]tiomocznik;
1,3-bis(4-chloro-3-nitrofenylo)tiomocznik;  1-(2,3-dichlorofenylo)-3-(1,3-tiazol-
2-ilo)tiomocznik oraz 1-(4-chloro-3-nitrofenylo)-3-(1H-1,2,4-triazol
-3-ilo)tiomocznik.

Pierwszym etapem badan bylo oznaczenie warto$ci najmniejszego
stezenia hamujgcego (MIC) wzrost wzorcowych i klinicznych szczepow
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S. aureus (MRSA) i S. epidermidis (MRSE). Najsilniejsze dziatanie
wykazata pochodna dipodstawiona z ugrupowaniem
3-(trifluorometylo)fenylowym, wartosci MIC, zarowno dla szczepow
wzorcowych jak i izolatow klinicznych, wynosity od 0,5 do 1 ug/ml. Takze
wyrazne dziatanie przeciwbakteryjne uzyskano w przypadku 3-bis(4-chloro-3-
nitrofenylo)tiomocznika, a wartosci MIC wynosity od 2 do 8 ug/ml. Pochodna
dipodstawiona z ukfadem 3-(trifluorometylo)fenylowym, ale nie zawierajgca
zadnego atomu chlorowca w pierscieniu wykazata stabsze dziatanie
przeciwbakteryjne (MIC 16-32 pg/ml). Zwigzek z uktadem 1,3-tiazolu dziatat
rowniez stabo, wartosci MIC wahaty sie od 32 do 64 pg/ml,
a pochodna 1,2,4-trazolu wykazata najstabsze dziatanie (MIC 64-256 pg/ml).
Dla tych zwigzkéw wyznaczytam rowniez wartosci najmniejszego stezenia
bakteriobodjczego (MBC) i okazato sie, ze jedynie najbardziej aktywny zwigzek
dziatat bakteriobdjczo w niskim stezeniu (MBC 4-8 pg/ml). W przypadku
pozostatych zwigzkéw wartosci MBC wynosity 256 ug/ml i powyze;j.

Poniewaz aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa zwigzku moze byc¢
zwigzana z jego genotoksycznoscig, dla wszystkich 5 pochodnych
tiomocznika wykonatam test (rec-assay) na genetycznie modyfikowanych
szczepach Bacillus subtilis (H17 - rec” i M45 - rec) [26]. Zaden z badanych
zwigzkow nie okazat sie genotoksyczny w poroéwnaniu z kontrolg, ktorg byt
NOQ — N-tlenek nitrochinoliny.

Badania wptywu na tworzenie biofilmu przez kliniczne metycylinooporne
szczepy S. aureus i S. epidermidis izolowane z krwi przeprowadzitam dla
3 pochodnych tiomocznika, roznigcych sie strukturg. Dwa zwigzki o silnym
dziataniu na komorki  planktonowe gronkowcow bardzo  wyraznie
hamowaty tworzenie  biofilmu. Pochodna 1-(3,4-dichlorofenylo)-3-[3-
trifluorometylo)fenylojtiomocznika w stezeniu 1 ug/ml hamowata formowanie
biofilmu przez wiekszos$¢ szczepow w zakresie od 40 do 90%, drugi zwigzek -
1,3-bis(4-chloro-3-nitrofenylo)tiomocznik, hamowat ten proces od 30 do 50%.
Dziatanie trzeciego badanego zwigzku (pochodnej z uktadem 1,2,4-triazolu)
oraz cyprofloksacyny w najwyzszym zastosowanym stezeniu (16 pg/ml)
w wiekszoéci przypadkdédw nie przekroczyto 40%. W trakcie badan
zaobserwowano, ze biofilm powstajgcy w obecnosci zwigzkoéw aktywnych byt
rébwniez duzo bardziej wrazliwy na mechaniczne uszkodzenia w trakcie
procesu barwienia.
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Ostatnim etapem moich badan mikrobiologicznych byta préba
sprawdzenia mechanizmu dziatania najsilniej dziatajgcych zwigzkow poprzez
wykonanie testu hamowania aktywnosci bakteryjnej topoizomerazy (ang.
Decatenation assay). W przeprowadzonych testach pochodna dipodstawiona
o stwierdzonej najsilniejszej aktywnosci przeciwgronkowcowej hamowata
aktywnos¢ topoizomerazy IV S. aureus w stezeniu 32 pg/ml podobnie jak
zwigzek wzorcowy — cyprofloksacyna.

Analizujgc uzyskane wyniki badan mikrobiologicznych zauwazono po
raz kolejny, ze na site dziatania zwigzku ma wptyw rodzaj podstawnika przy
azocie N1 czagsteczki tiomocznika. Najsilniej dziatat zwigzek z ugrupowaniem
3-trifluorometylofenylowym, stabiej ten posiadajgcy 4-chloro-3-nitrofenyl,
a jeszcze stabiej pochodne 1,3-tiazolu i 1,2,4-triazolu. Interesujgca byta
réznica w aktywnosci dwoéch diopodstawionych pochodnych tiomocznika
z ugrupowaniem 3-trifluorometylowym réznigcych sie podstawnikiem przy
azocie N2 tiomocznika. Wprowadzenie grupy alkilowej miedzy tiomocznik
i podstawnik aromatyczny zdecydowanie = zmniejszyto  aktywno$c¢
przeciwbakteryjng zwigzku. Potwierdzity sie rowniez wyniki poprzednich
badan, zaréwno wiasnych jak i innych autoréw, Zze pochodne tiomocznika
zawierajgce atom chlorowca w podstawniku aromatycznym wykazujg
zdecydowanie lepszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng niz inne pochodne [HJS3,
6, 48,52].

Uzyskane wyniki badania hamujgcego wptywu dipodstawionych
pochodnych tiomocznika z ugrupowaniem 3-(trifluorometylo)fenylowym na
gronkowcowg topoizomeraze IV sugerujg, ze moze to by¢ jeden
z prawdopodobnych mechanizméw przeciwbakteryjnego dziatania tych
zwigzkow [6]. Jest to wiec dobry kierunek modyfikacji tiomocznika
w celu poszukiwania nowych, skutecznych  chemioterapeutykéw
przeciwgronkowcowych.

Salinomycyna i jej pochodne

Dzieki nawigzaniu w 2007 roku wspotpracy z Wydziatem Chemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w grupie badanych przeze
mnie zwigzkdw znalazlty sie jonofory karboksylowe (nazywane takze
antybiotykami jonoforowymi), ktére stanowig wiodacy temat prac badawczych
zespotu dr hab. Adama Huczynskiego.
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Jednym z przedstawicieli tej interesujgcej grupy naturalnych substancji
0 szerokim i zrdéznicowanym spektrum aktywnosci biologicznej, w tym
przeciwdrobnoustrojowej [24] i przeciwpierwotniakowe] [46] a takze
przeciwnowotworowej [25,49] jest salinomycyna. Wytwarzana jest przez
promieniowce z gatunku Streptomyces albus i zostata po raz pierwszy
wyizolowana w 1974 [43]. Charakterystyczng cechg antybiotykdéw
jonoforowych jest zdolnos¢ do kompleksowania kationéw metali jedno- lub
dwuwartosciowych i transportowania ich przez Dbiony biologiczne.
Salinomycyna, podobnie jak kwas lasalowy czy monenzyna nalezy do
jonoforow typu przenosnikowego, nazywanych takze antybiotykami
polieterowymi. Czgsteczka takiego zwigzku dzieki obecnosci na jednym koncu
grupy karboksylowej a na drugim grup hydroksylowych moze tworzyc¢ strukture
pseudocykliczng, stabilizowang przez wigzania wodorowe. Powstaje
hydrofilowa wneka, we wnetrzu ktorej kompleksowany jest kation metalu
i w takiej postaci moze by¢ transportowany przez btony lipidowe z jednego
Srodowiska hydrofilowego do drugiego. Prowadzi to do zaburzenia pH, zmiany
ci$nienia osmotycznego, zaburzenia gradientu stezen Na'/K™ i w efekcie
deregulacji i zahamowania kluczowych czynnosci zyciowych komorki. Jest to
podstawa aktywnosci biologicznej, w tym takze przeciwdrobnoustrojowej czy
przeciwnowotworowej zwigzku [19,24]. Ze wzgledu na silne dziatanie
kokcydiostatyczne wobec pasozytow z rodzaju Eimeria niektére jonofory juz
w latach 70-tych ubiegtego wieku znalazty zastosowanie w rolnictwie,
zwtaszcza w hodowli drobiu. Obecnie na rynku dostepnych jest kilka
komercyjnych preparatdow kokcydiostatykdw, np. Rumensin firmy Elanco
zawierajgcy monenzyne czy Kokcisan firmy Krka z salinomycyng [8].

W dostepnym pismiennictwie zdecydowanie brakuje doniesien
dotyczgcych aktywnosci przeciwbakteryjnej salinomycyny i jej nowych
pochodnych. Gtéwnym przedmiotem badan prowadzonych w réznych
osrodkach naukowych byta aktywnos¢ przeciwpierwotniakowa salinomycyny,
a w ostatnich latach badacze skupiajg sie na jej dziataniu
przeciwnowotworowym. Dlatego tez prowadzone przeze mnie badania majg
charakter pionierski i zdecydowanie poszerzajg wiedze o biologicznych
wiasciwosciach tego ciekawego antybiotyku jonoforowego i jego nowych
pochodnych.

Wstepne badania mikrobiologiczne prowadzone wobec szczepdw
wzorcowych  bakterii  Gram-dodatnich ~ Gram-ujemnych i  grzybdéw
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drozdzopodobnych z rodzaju Candida pokazaty, ze podobnie jak inne zwigzki
z tej grupy (np. kwas lasalowy i monenzyna), salinomycyna wykazuje
aktywnos¢ jedynie wobec bakterii Gram-dodatnich. Wynika to z rdznicy
w budowie $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich.
Btona zewnetrzna i lipopolisacharyd stanowig w przypadku tych pierwszych
bariere dla wielu zwigzkéw o duzych rozmiarach czgsteczki, takich jak
antybiotyki jonoforowe. W badaniach przedstawionych w dwdch publikacjach
z 2012 roku [22,25] wykazatam silne dziatanie przeciwgronkowcowe
salinomycyny. Uzyskane wartosci MIC wobec szczepdw wzorcowych
S. aureus i S. epidermidis wynosity od 1 do 2 ug/ml. W badaniach tych
podobne wartosci MIC uzyskatam dla metycylinowrazliwych
i metycylinoopornych izolatéw klinicznych S. aureus.

Od dawna wiadomo, ze jedng z najprostszych metod uzyskania
aktywnych biologicznie zwigzkéw jest modyfikacja chemiczna substancii
o znanej aktywnosci. Interesujgce wyniki badan chemicznych i biologicznych
nowych pochodnych monenzyny skfonity zespdt dr Adama Huczynskiego do
podjecia prac majgcych na celu uzyskanie nowych pochodnych innego
antybiotyku jonoforowego - salinomycyny. Efektem tego byta synteza réznych
estréow, ktoére zostaty przebadane pod kagtem dziatania biologicznego, w tym
przeciwbakteryjnego i cytotoksycznosci wobec komoérek nowotworowych.
Bardzo interesujgcym obiektem badan zaréwno spektroskopowych jak
i mikrobiologicznych, przedstawionych w pracy opublikowanej w 2012 roku
w Journal of Molecular Structure, okazat sie zsyntetyzowany po raz pierwszy
ester benzotriazolowy salinomycyny [22]. Przeprowadzone przeze mnie
wstepne badania wobec szczepéw wzorcowych bakterii Gram-dodatnich,
Gram-ujemnych i drozdzakéw z rodzaju Candida, wykazaty jedynie jego
dziatanie przeciwgronkowcowe. Podobnie jak sama salinomycyna, zwigzek
ten nie dziatat na grzyby [ bakterie Gram-ujemne
(P. wvulgaris, B. bronchiseptica i rézne szczepy Eschericha coli oraz
Pseudomonas aeruginosa). W dalszym etapie zbadatam jego aktywnosc¢
wobec klinicznych szczepédw S. aureus, zaréwno metycylinowrazliwych
i metycylinoopornych, izolowanych z réznych materiatbw od pacjentow
szpitalnych. Dziatanie estru benzotriazolowego okazato sie podobnie do
niemodyfikowanej salinomycyny, a uzyskane wartosci MIC wahaty sie od 1 do
4 pg/ml. Z danych pismiennictwa wynikato, ze estry hydroksybenzotriazolu
w zaleznosci od warunkow (polarnosci rozpuszczalnika czy stanu skupienia)
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mogg wystepowa¢ w trzech formach tautomerycznych, natomiast ester
benzotriazolowy salinomycyny wystepuje tylko w jednej formie O-acylowej.
Potwierdzity to badania krystalograficzne i spektroskopowe. Obliczenia
semiempiryczne pozwolity na wyciggniecie wniosku, ze struktura ta, zaréwno
w postaci krystalicznej jak i po rozpuszczeniu, jest najbardziej korzystna
energetycznie (najnizsza wartoS¢ energii) w poréwnaniu z pozostatymi
dwoma N-tlenkowo-N-acylowymi izomerami. Wszystkie trzy grupy OH
w czgsteczce estru benzotriazolowego sg zaangazowane w tworzenie
wewnetrzczgsteczkowych wigzan wodorowych (niezaleznie od formy
tautomerycznej), dlatego tez jego struktura molekularna jest podobna do
niemodyfikowanej salinomycyny. Ma to przypuszczalnie istotny wptyw na
aktywnos¢ przeciwbakteryjng tego zwigzku.

Kolejne modyfikacje czgsteczki salinomycyny zaowocowaty syntezg 12
nowych estréw, ktore zostaty poddane badaniom na aktywnosc
przeciwdrobnoustrojowg i antyproliferacyjng wobec ludzkich linii komédrek
nowotworowych. Wyniki tych badan opublikowano w 2012 roku w European
Journal of Medicinal Chemistry [HIS4]. Wsréd nowych pochodnych byty
zwigzki zdecydowanie roznigce sie podstawnikami estrowymi, co pozwolito na
lepszg ocene zaleznosci dziatania od struktury zwigzku. Byly to pochodne
estrowe zawierajgce: nasycony tancuch alkilowy (butylowy, metylowy),
tancuch alkilowy z grupa 2-hydroksyetylowa, nienasycony tancuch
alkilowy, tancuch alkilowy z atomami chlorowca (2,2,2-trifluoroetylowy
i 6-bromoheksylowy), pierscien aromatyczny (benzylowy, a-naftylometylowy,
B-naftylometylowy), polarng grupe benzylowa (p-nitrobenzylowy i di-o-
nitrobenzylowy) oraz eter koronowy. Sposréd wszystkich dwunastu
przebadanych przeze mnie estréw jedynie trzy pochodne wykazaty wyrazne
dziatanie wobec wzorcowych szczepow gronkowcéw S. aureus
i S. epidermidis (warto$ci MIC od 1 do 64 pg/ml). Pozostate byly w zasadzie
nieaktywne (MIC > 256 ug/ml). Tylko jedna pochodna (2,2,2-trifluoroetylowa)
wykazata Sladowg aktywnos¢ wobec wzorcowych szczepow grzybow
drozdzopodobnych z rodzaju Candida (C. albicans i C. parapsilosis). Zaréwno
salinomycyna jak i zaden ester nie dziataty na bakterie Gram-ujemne, ktérych
Sciana komérkowa uniemozliwia przenikanie do wnetrza komorki duzych
hydrofobowych czgsteczek, co byto zgodne z wynikami wczesniejszych badan
[21,22,23,24]. Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie, czy salinomycyna
i jej trzy aktywne estrowe pochodne wykazujg dziatanie wobec klinicznych
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szczepow gronkowcow. W grupie badanej znalazly sie szczepy
metycylinooporne S. aureus i S. epidermidis (MRSA i MRSE), izolowane
z réznych materiatow od pacjentéw hospitalizowanych w jednym z klinicznych
szpitali w Warszawie. lzolaty te okazaty sie bardziej oporne na salinomycyne
w poréwnaniu z badaniami prowadzonymi wczesniej (w tym dla szczepow
metycylinowrazliwych), a uzyskane wartosci MIC wynosity od 8 do 16 pg/ml.
Dla estru zawierajgcego nienasycony fancuch alifatyczny w przypadku siedmiu
szczepow MRSA uzyskano wartos¢ MIC réwng 32 pg/ml, dla dwoch szczepow
— 64 ug/ml a dla jednego — 128 ug/ml. lzolaty MRSE byly nieco bardziej
oporne na ten zwigzek, MIC miescito sie granicach 64-256 pg/ml. Pochodna
zawierajgca grupe di-o-nitrobenzylowg wykazata silniejsze dziatanie, wartosci
najmniejszego stezenia hamujgcego wzrost szczepdéw MRSA wahaty sie od 8
do 16 pg/ml a szczepéw MRSE — od 4 do 8 ug/ml. Najbardziej aktywny okazat
sie ester z tancuchem alkilowym zawierajgcym atomy fluoru - pochodna 2,2,2-
trifuoroetylowa, dla ktérej uzyskane wartosci MIC wynosity: 1-0,5 pg/mi
w przypadku szczepow MRSA i 2-4 ug/ml dla szczepow MRSE. Pochodna ta
byta bardziej aktywna od niemodyfikowanej salinomycyny
a takze zastosowanego leku referencyjnego — cyprofloksacyny (MIC 32-64
Mg/ml).Roéwnolegle w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu przeprowadzone zostaty badania aktywnosci antyproliferacyjnej
salinomycyny i jej nowych estrow, zaréwno na Kkilku liniach komdrek
nowotworowych (w tym wielolekoopornych), jaki i na komodrkach
prawidlowych. Okazato sie, ze zaréwno salinomycyna, jak i jej niektore
pochodne (butylowa, o-naftylometylowa i 2,2,2-trifluoroetylowa) wykazujg
wyrazne dziatanie przeciwnowotworowe.

Analiza zaleznosSci dziatania badanych estrowych pochodnych
salinomycyny od ich budowy pozwolita zaobserwowac¢ pewne prawidtowoSci.
Wyrazna zmiana aktywnosci zwigzku nastepowata przy modyfikacji
podstawnika w grupie estrowej. Najsilniejsze dziatanie, zaréwno
przeciwbakteryjne jak i antyproliferacyjne wykazat ester trifuoroetylowy, byt on
bardziej aktywny od niezmodyfikowanej salinomycyny, co prawdopodobnie
jest zwigzane z obecnoscig atoméw chlorowca (w tym przypadku fluoru)
w czgsteczce, ktérego wprowadzenie wptywa na poprawe jej lipofilnosci. Jest
to zgodne z wynikami wczesniejszych badan réznych zwigzkéow chemicznych,
takze prowadzonych przeze mnie nad pochodnymi tiomocznika [HJS2, HIS3,
HJS4, 6]
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Kolejne modyfikacje salinomycyny polegaty na otrzymaniu jej nowych
amidow. W czasopismie Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters w 2012
roku opublikowana zostata praca opisujgca synteze i badania wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych  nowych  o$miu  amidowych  pochodnych
salinomycyny [24]. Zwigzki posiadaty rézne podstawniki: nienasycony
fancuch alkilowy (amid allilowy), pierscien aromatyczny (fenylamid), eter
koronowy (amid bezo-15-korona-5), tancuch alkilowy (butyloamid), tancuch
alkilowy zawierajacy pierscien heterocykliczny (3-morfolinopropylamid),
grupe alkilowo-arylowag (benzylamid), amine biogennag (amid tryptaminy)
oraz tancuch alkilowy zawierajagcy eteryczne atomy tlenu (3,6,9-
trioksadecyloamid). Wszystkie te zwigzki poddatam badaniom aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec ziarenkowcow Gram-dodatnich i pateczek Gram-
ujemnych oraz przeciwgrzybiczg wobec szczepow Candida albicans
i C. parapsilosis. Tylko 2 spos$rod badanych amidéw wykazaly wyrazng
aktywnos¢ przeciwgronkowcowa, zaden nie dziatat na pateczki Gram-ujemne
z rodzajéow Escherichia, Pseudomonas, Proteus i Bordetella a takze na
drozdzaki. Najsilniejsze dziatanie uzyskatam w przypadku fenyloamidu
salinomycyny, a wartosci MIC dla szczepow wzorcowych S. aureus
i S. epidermidis oraz klinicznych (w tym metycylinowrazliwych - MSSA
i metycylinoopornych — MRSA) wynosity od 2 do 4 pg/ml. Aktywnos¢ tego
zwigzku byta tylko nieco mniejsza niz salinomycyny (MIC 1- 2 ug/ml)
i porownywalna do dziatania monenzyny zastosowanej jako wzorcowy
antybiotyk polieterowy. Inna pochodna - 3-morfolinopropyloamid byt mniej
aktywny, w tym przypadku wartosci MIC wobec wszystkich uzytych szczepow
gronkowcoéw wynosity 32-64 ug/ml. Dla pozostatych badanych amidow
salinomycyny wartosci MIC wynosity 256 ug/ml i powyze;j.

Badania chemiczne potwierdzity, ze amidy salinomycyny majg
pseudocykliczng strukture, ktéra jest stabilizowana przez wewnagtrz
czgsteczkowe  wigzania  wodorowe, jednak najlepszg  aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowg wykazat amid zawierajgcy w czgsteczce pierscien
aromatyczny. Podstawnik benzylowy obecny w czasteczce zwigzku
determinuje jego aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg poniewaz wszystkie
amidy alifatyczne byty nieaktywne.

W celu poszerzenia wiedzy o wplywie modyfikacji czgsteczki
salinomycyny na jej aktywnos¢ i znaczeniu podstawnikow zostata
zsyntetyzowana kolejna grupa pochodnych amidowych. Przedmiotem badan
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chemicznych oraz aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i antyproliferacyjnej
opublikowanych w Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters [HJS5] byto
osiem nowych amidow oraz trzy dimery salinomycyny. Badane zwiazki byty
zréznicowane, tak by byla mozliwa analiza zaleznosci aktywnosci
biologicznej od struktury. W grupie badanej znalazly sie pochodne
zawierajgce w czgsteczce rozne podstawniki: nienasycony taincuch alkilowy
(propargyloaminowy), tancuch alkilowy z atomami tlenu (2-(2-
aminoetoksy)etanolowy), aminy biogenne (cysteamina, putrescyna,
histamina, = dopamina), fluorowany pierscien aromatyczny (4-
fluorobenzyloamina) i eter koronowy (2-aminoetylo-15-korona-5). Aby
sprawdzi¢, czy dimer czgsteczki biologicznie aktywnej bedzie wykazywat
zwiekszong aktywnosc¢ biologiczng, zsyntetyzowane zostaty rowniez trzy
dimery salinomycyny. Sg to symetryczne czgsteczki salinomycyny
potagczone ze sobg tgcznikami o réznej dtugosci tancucha: 1,4-butylodiaming;
4,4’-diaminobifenylem i p-fenylenodiaming. Wszystkie zwigzki przebadatam
wstepnie na aktywnosc¢ przeciwbakteryjng wobec wzorcowych szczepdéw
gronkowcéw, pateczek Gram-ujemnych oraz drozdzakéw z rodzaju Candida.
W badaniach tych okazato sie, ze jedynie trzy amidowe pochodne
salinomycyny z tancuchem alkilowym zawierajgcym atomy siarki, tlenu i azotu
a takze jeden z dimerow z tancuchem 4,4’-diaminobifenylowym wykazaty
dziatanie przeciwgronkowcowe. Byto ono zdecydowanie mniejsze niz
niemodyfikowanej salinomycyny, a wartosci MIC wynosity od 16 do 64 ug/ml.
W przypadku pozostatych zwigzkdéw najmniejsze stezenie hamujgce byto
rowne lub wieksze od 256 pg/ml. Zaden sposrod badanych zwigzkéw nie byt
aktywny wobec bakterii Gram-ujemnych i grzybéw drozdzopodobnych.
Aktywne amidy i dimer przebadatam réwniez wobec klinicznych
metycylinoopornych szczepdw S. epidermidis, i w tym przypadku wartosci MIC
byty podobne — od 32 do 64 pg/ml. Ich aktywnos¢ byta nizsza niz
salinomycyny (MIC 8-16 ug/ml) i leku referencyjnego — cyprofloksacyny (MIC
0,125 do 16 pg/ml). W badaniach przeprowadzonych w Instytucie Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu wyrazng aktywnosé
antyproliferacyjng wobec komodrek nowotworowych (w tym lekoopornych)
wykazaty dwa amidy: zawierajgcy dopamine oraz  podstawnik
4-fluorobenzylowy, cechowata je réwniez niska cytotoksycznos¢ wobec
prawidtowych fibroblastow mysich. Szczegétowa analiza strukturalna
zwigzkéw potwierdzita pseudocykliczng strukture amidéw, ktéra
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w duzym stopniu decyduje o wlasciwosciach antybiotykéw
jonoforowych. Badania spektroskopowe potwierdzity, ze modyfikacja grupy
karboksylowe] salinomycyny pozwolita na otrzymanie zwigzkdéw, ktore
w przeciwienstwie do niemodyfikowanej salinomycyny, wykazaty tez zdolnos¢
kompleksowania jonéw metali dwuwarto$ciowych takich jak: Mg**, Ca*" czy
Ba®* w réznych stosunkach stechiometrycznych. Badane dimery salinomycyny
kompleksowaly jedynie kationy jednowartosciowe [HJS5].

Kolejng grupg badanych pochodnych salinomycyny byly jej
jednopodstawione amidy N-benzylowe. Szerokie badania chemiczne oraz
biologiczne, w tym dziatania przeciwbakteryjnego, przeciwpragtkowego
i antyproliferacyjnego, zostaty opublikowane w 2014 roku w czasopismie
Molecules [HJS6]. Dwanascie nowych zwigzkow zawierato w pierscieniu
atomy fluoru, bromu, chloru a takze grupe nitrowag w réznych potozeniach
— orto, meta i para (izomeryczne pochodne). Wyniki przeprowadzonych
badan mikrobiologicznych potwierdzity wyrazng aktywnosé
przeciwgronkowcowg salinomycyny, chociaz metycylinooporne izolaty
kliniczne S. aureus i S. epidermidis okazaty sie bardziej oporne w poréwnaniu
ze szczepami wzorcowymi (MIC od 8 do 16 ug/ml). Sposréd dwunastu
przebadanych amidow jedynie dwa wykazaty aktywnos¢ wobec badanych
szczepoOw gronkowcow, ale byla ona mniejsza niz zwigzku macierzystego.
Byly to amidy z podstawionym fluorem i grupg nitrowg w pozycji para.
Zdecydowanie silniejsze dziatanie wykazata fluoropochodna, dla ktérej
wartosci MIC wobec badanych szczepow wahaty sie od 16 do 64 ug/ml i byty
one poréwnywalne z dziataniem cyprofloksacyny. Amid z grupg nitrowg dziatat
bardzo stabo (MIC 128-256 ug/ml). W przypadku pozostatych dziewieciu
zwigzkow wartosci MIC byty rowne lub powyzej 256 ug/ml. Salinomycyna oraz
jej nowe N-benzylowe amidy poddane zostaty réwniez badaniom aktywnosci
wobec pratkbw gruzlicy w Instytucie Gruzlicy i Chorob Ptuc
w Warszawie. Okazato sie, ze podobnie jak w badaniach dziatania
przeciwgronkowcowego najbardziej aktywne byly pochodne zawierajgce
w podstawniku fluor i grupe nitrowg w pozycji para pierscienia benzylowego
Dziatania to byto nizsze niz niemodyfikowanego zwigzku wyjsciowego.
Wartosci najmniejszego stezenia salinomycyny hamujgcego wzrost szczepow
M. tuberculosis: wzorcowego i wrazliwego na izoniazyd wynosity 25 ug/ml,
a dla szczepu opornego na izoniazyd — 50 ug/ml. W przypadku najsilniej
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dziatajgcych amidéw wartosci MIC dla badanych szczepdéw M. tuberculosis
wynosity 50 pg/ml.

W badaniach przeprowadzonych w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne na
lekooporne komorki raka jelita grubego wykazata salinomycyna oraz jej
pochodne zawierajgce fluor i grupe nitrowg w potozeniu orto i byto ono
silniejsze w poréwnaniu z zastosowanymi lekami — doksorubicyng i cisplatyna.
Amidy te byty rowniez mniej toksyczne w stosunku do zdrowych fibroblastow
mysich niz wzorcowe cytostatyki. Najmniej aktywne byly pochodne
z podstawnikami w pozycji para.

Przeprowadzona szeroka analiza chemiczna i badania spektroskopowe
wszystkich opisanych pochodnych salinomycyny pozwolity na okreslenie ich
witasciwosci kompleksujgcych. Roéwniez w tym przypadku otrzymane
jednopodstawione amidy N-benzylowe wykazaty zdolnos¢ kompleksowania
kationéw, zarowno metali jedno- jak i dwuwartosciowych, w przeciwienstwie
do niemodyfikowanej salinomycyny, ktora kompleksuje tylko kationy
jednowartosciowe. Moze to mie¢ réwniez wptyw na aktywnos¢ biologiczng
nowych zwigzkéw. Uzyskane wyniki badan biologicznych pozwolity na analize
zaleznosci  struktura-aktywnosé¢ (SAR). Najsilniejsze przeciwbakteryjne
(przeciwgronkowcowe i przeciwprgtkowe) dziatanie wykazaty amidy
zawierajgc atom fluoru i grupe nitrowg w pozycji para, ktére miaty najstabszg
aktywnos$¢ przeciwnowotworowg. Roznice aktywnosci biologicznej wobec
komorek bakteryjnych w poréwnaniu z aktywnoscig wobec komorek
nowotworowych mogg by¢ z jednej strony powigzane z efektem Warburga,
czyli uposledzeniem czynnosci mitochondridw w komaorkach nowotworowych,
z drugiej zas strony z odmiennym mechanizmem transportu jondw przez btony
komoérek eukariotycznych i prokariotycznych przez antybiotyki jonoforowe,
w tym salinomycyne i jej pochodne. W piSmiennictwie opisane sg trzy rozne
mechanizmy tego transportu: elektroobojetny (z utrzymaniem niezmienionego
potencjatu btonowego), transport elektrogenny (ze zmiang potencjatu) oraz
biomimetyczny, ktéry ma miejsce w przypadku jonoforow ze zmodyfikowang
chemicznie grupg hydroksylowg (takich jak np. amidy N-benzylowe) [23,25].
W kwasnym srodowisku komorek nowotworowych nie moze zachodzi¢
transport o charakterze elektroobojetnym, preferowany jest mechanizm
biomimetyczny. Natomiast w komdrkach bakteryjnych transport jonow przez
jonofory zachodzi z wykorzystaniem mechanizmu elektroobojetnego Iub
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elektrogennego. Potwierdzajg to roznice w wynikach badan aktywnosSci
przeciwnowotworowej i przeciwbakteryjnej amidow, zaréwno wobec
metycylinoopornych gronkowcow jak i pratkow gruzlicy [HIS6].

Wyniki dotychczasowych badan nad salinomycyng sktonity zespdt dr
hab. A. Huczyhnskiego do zaprojektowania i syntezy zupetnie nowych
dziewieciu pochodnych — amidéw trzeciorzedowych. Zostaty one
przebadane w kierunku aktywnosci przeciwgronkowcowej a takze wobec
laseczki waglika Bacillus anthracis, a wyniki opublikowano w Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters w 2015 roku [HJS7]. W przeanalizowanym
przeze mnie pismiennictwie nie byto dotgd zadnych danych na temat wptywu
antybiotykéow jonoforowych na tworzenie biofilmu gronkowcowego. W swojej
pracy Charlebois i wsp. [9] przedstawit wyniki badan swiadczgce o hamujgcym
wptywie  niektorych  kokcydiostatykébw  (np. narazyny, salinomycyny
i monenzyny) na tworzenie biofilmu przez beztlenowe laseczki Clostridium
perfringens. Dlatego tez badania mikrobiologicze poszerzytam o sprawdzenie
inhibicyjnych wiasciwosci salinomycyny i jej amidow na tworzenie biofilmu
przez szczepy S. epidermidis izolowane z krwi pacjentow szpitalnych. Takze
w tym przypadku struktura badanych zwigzkéw roznita sie podstawnikami,
byty to: krotkie tancuchy alifatyczne (dietyloamid, dipropyloamid,
dibutyloamid), dtugi tancuch alifatyczny (dioktyloamid), tancuchy
alifatyczne zawierajace heteroatomy (bis(2-metoksyetylo)amid,
dietanoloamid), pierscien heterocykliczny (amid morfoliny, amid piperazyny)
i aromatyczny (dibenzylamid). Pie¢ sposrdéd przebadanych przeze mnie
amidow wykazato wyrazng aktywnos¢ przeciwbakteryjng, ale zgodnie
z przewidywaniami byta ona skierowana jedynie na bakterie Gram-dodatnie.
Najsilniejsze  dziatanie = zaobserwowatam dla amidéw dietylowego
i dipropylowego, wartosci MIC wobec szczepdédw wzorcowych S. aureus
i S. epidermidis wynosity od 1do 4 ug/ml. Zwigzki te dziataty poréwnywalnie do
salinomycyny (1-2 pg/ml), jednak bylo to dziatanie bakteriostatyczne,
poniewaz wartosci najmniejszego stezenia bakteriobdjczego (MBC) byly
bardzo wysokie - od 128 do 256 ug/ml. Amidy dietanolowy i dibutylowy
dziataty nieco stabiej (MIC = 4 ug/ml, MBC = 128-256 oraz MIC = 8 ug/ml,
MBC > 256 pg/ml, odpowiednio). Tylko jedna aromatyczna pochodna -
dibenzylamid, wykazata dziatanie przeciwbakteryjne, uzyskane wartosci MIC
wobec wzorcowych szczepdw gronkowcow wynosity 8-16 pyg/ml, a MBC - 128-
256 pg/ml. W badaniu na klinicznych metycylinoopornych szczepach
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S. epidermidis najsilniejszym dziataniem odznaczat sie dietanoloamid (MIC od
2 do 4 ug/ml). Nieco stabiej dziataty amidy dietylowy i dipropylowy (MIC
4-8 pg/ml) oraz dibutyloamid (MIC 4-16 pg/ml) i dibanzylamid (MIC 8-32
Mg/ml). W wiekszosci przypadkow byto to dziatanie silniejsze niz leku
referencyjnego — cyprofloksacyny (2-64 pg/ml). Dla wszystkich zwigzkow
wykonatam rowniez badania genotoksycznosci w tesScie rec-assay
z zastosowaniem genetycznie modyfikowanych szczepow Bacillus subtilis
(H17 - rec” i M45 - rec). Zaden z badanych zwigzkow nie okazat sie
genotoksyczny, co pozwala wykluczy¢ ten mechanizm dziatania
przeciwbakteryjnego salinomycyny i jej pochodnych.

Poniewaz salinomycyna i jej niektére trzeciorzedowe amidy wykazaty
silne dziatanie na komorki planktonowe gronkowcow, kolejnym etapem moich
badan byto sprawdzenie ich wptywu na tworzenie biofilmu przez te bakterie.
Zwigzki w stezeniach 1 i 4 pg/ml wyraznie hamowaty tworzenie biofilmu
zaréwno przez szczepy kliniczne jak i wzorcowe S. epidermidis, a ilos¢
biofilmu wytworzonego w warunkach doswiadczenia byta od 50 do ponad 80%
mniejsza w poroéwnaniu z kontrolg. W wiekszosci przypadkdéw dziatanie to byto
silniejsze niz referencyjnej cyprofloksacyny. Ponadto zaobserwowatam, ze
w obecnosci salinomycyny jak i jej pochodnych amidowych nie tylko ilos¢
biofilmu powstajgcego na powierzchni ptytek titracyjnych jest mniejsza, ale jest
on zdecydowanie bardziej wrazliwy na mechaniczne uszkodzenia i odrywanie
w trakcie procesu barwienia w poréwnaniu z kontrolg [HIS7].

Salinomycyna i jej nowe amidy trzeciorzedowe, ktére wykazaty wyrazne
dziatanie przeciwbakteryjne zostaty takze przebadane w Wojskowy Instytucie
Higieny i Epidemiologii w Putawach na aktywno$¢ wobec szczepu Bacillus
anthracis, ktéry jest czynnikiem etiologicznym waglika. Rownolegle
przebadane zostaty jako zwigzki referencyjne inne jonofory karboksylowe —
monenzyna i kwas lasalowy. Podobnie jak w przypadku badan na
gronkowcach, najsilniejsze dziatanie przeciwwaglikowe wykazaty amidy
dietylowy, dipropylowy i dietanolowy (MIC 1-4 ug/ml), nieco mniej aktywne
byty amidy dibenzylowy (MIC = 32 ug/ml) i dibutylowy (MIC = 64 pg/ml).

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow badarn mikrobiologicznych
mozna wyciggng¢ kilka wnioskéw o zaleznosci aktywnosci biologicznej od
struktury zwigzku. Najsilniejsze dziatanie przeciwgronkowcowe
i przeciwwagglikowe zaobserwowano dla amidéw salinomycyny zawierajgcych
krotkie tancuchy alifatyczne. Aktywnos$¢ ta zdecydowanie zmniejszata sie wraz
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ze zwiekszaniem dtugosci tancucha weglowego. Takze amid zawierajgcy
krotki tancuch etylenowy 2z dodatkowymi grupami hydroksylowymi
(dietanoloamid) wykazat wyrazne dziatanie na bakterie Gram-dodatnie. Tylko
jeden amid z pierscieniem aromatycznym dziatat umiarkowanie, natomiast
pochodne heterocykliczne byty praktycznie nieaktywne.

Kontynuacje badan nad przeciwgronkowcowymi wiasciwosciami
salinomycyny stanowi artykut opublikowany w 2015 w Polish Journal of
Microbiology [HJS8]. Przedstawione wyniki dotyczg aktywnos$ci jonoforéw
karboksylowych — salinomycyny i monenzyny wobec Kklinicznych
metycylinoopornych szczepéw S. epidermidis, izolowanych z krwi o0so6b
hospitalizowanych w jednym z warszawskich szpitali. Przeprowadzitam tez
badania zdolnosci tych zwigzkbw do hamowania tworzenia biofilmu
gronkowcowego. Zgodnie z oczekiwaniami salinomycyna wykazata silne
dziatanie przeciwgronkowcowe. Wartosci jej najmniejszego stezenia
hamujgcego (MIC) wzrost komorek planktonowych badanych bakterii wahaty
sie od 0,5 do 2 pyg/ml, a wartosci stezenia bakteriob6jczego (MBC) wynosity
od 4 do 32 pg/ml. Monenzyna dziatata nieco silniej (MIC w granicach
0,5-2 pg/ml, MBC - 2-16 pg/ml). Aktywnos¢ badanych jonoforow byta
w wiekszosci przypadkéw zdecydowanie wyzsza niz zastosowanego
chemioterapeutyku referencyjnego — cyprofloksacyny, dla ktérego uzyskane
wartosci MIC wahaty sie od 0,5 do 64 pg/ml, a MBC od 4 do ponad 256 ug/ml.
W przeprowadzonych przeze mnie badaniach zaréwno monenzyna jak
i salinomycyna wykazaly wyrazng zdolno$¢ hamowania tworzenia biofilmu
przez badane szczepy S. epidermidis. Przy zastosowanym stezeniu 4 ug/ml
(czyli 2xMIC) w przypadku monenzyny dla dziewieciu spos$rod dwunastu
szczepow redukcja ilosci powstatego biofilmu wynosita od 70 do 90%, a dla
salinomycyny — od 60 do ponad 90% Takie samo stezenie cyprofloksacyny
spowodowato spadek tworzenia biofilmu o ok. 60% tylko dla pieciu izolatéw
klinicznych.

Poniewaz od kilku lat prowadze badania nad pochodnymi antybiotykdw
jonoforowych, a salinomycyna jest zwigzkiem o wyraznej aktywnosci
biologicznej, w monoautorskiej pracy opublikowanej w Postepach Mikrobiologii
w 2015 roku [HJS9] dokonatam przegladu dostepnego pismiennictwa na
temat  wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowych  wybranych  jonoforéw
karboksylowych. Wszystkie omdwione powyzej wyniki badan pokazujg
jednoznacznie, ze celowe jest dalsze prowadzenie prac nad modyfikacjg
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salinomycyny i kontynuowanie badan strukturalnych, spektroskopowych
i szerokich badan biologicznych nowych jej pochodnych.

Podsumowanie

Problematyka poruszana w omawianym cyklu publikacji, a takze
w innych pracach, ktorych jestem wspotautorem, obejmuje szeroko zakrojone
badania aktywnosci biologicznej réznych pochodnych tiomocznika
oraz naturalnego antybiotyku jonoforowego - salinomycyny. Jedng ze
sktadowych tych badan stanowig prowadzone przeze mnie oznaczenia
aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej omawianych zwigzkow, ze
szczegoblnym uwzglednieniem aktywnosci przeciwgronkowcowej. Prace te
majg charakter interdyscyplinarny, obejmujg sprawdzenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej, przeciwpratkowej, przeciwwirusowej
i przeciwnowotworowej i tgczg kompetencje wielu zespotow badawczych
z réznych jednostek naukowych.

W kilku przypadkach przebadane przeze mnie zwigzki wykazaty
aktywnosc¢ przeciwgronkowcowg porownywalng do dziatania
chemioterapeutykow stosowanych w lecznictwie. Na podstawie wynikow
badan wspdlnie z kilkoma zespotami Chemikéw z réznych osrodkow
badawczych, miedzy innymi: z Zakikadu Farmakogenomiki Wydziatu
Farmaceutycznego i Katedry i Zaktadu Biochemii | Wydzialu Lekarskiego
WUM, Woydziatu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu oraz
Politechniki Slaskiej podjetam prébe analizy zaleznosci aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej badanych zwigzkéw od ich struktury chemicznej.
W wiekszosci przypadkéw zréznicowana struktura chemiczna zwigzkow
pozwolita na okreslenie, ktére cechy chemiczne ligandéw, (np. obecnos$é
i potozenie okreslonych podstawnikéw i ich hydrofobowosé/hydrofilowosé)
mogg mie¢ wptyw na aktywnos$¢ i w jaki sposodb zmieni sie ona poprzez
kolejne modyfikacje czgsteczki. Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie
badan mikrobiologicznych, w tym wptywu na tworzenie biofilmu, jak rowniez
testow na hamowanie aktywnosci bakteryjnych topoizomeraz mozna
przypuszczac¢, ze modyfikacje tiomocznika to dobry kierunek poszukiwan
skutecznych substancji przeciwgronkowcowych. Takze wyniki prac nad
aktywnoscig przeciwbakteryjng salinomycyny i jej nowych pochodnych
zachecajg do kontynuowania badan nad zwigzkami z grupy jonoforéow
karboksylowych. Zespét Chemikéw z Uniwersytetu Adama Mickiewicza
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w Poznaniu w ramach grantu MNiSW, ktérego jestem wspdtwykonawca,
prowadzi aktualnie badania nad opracowaniem biokoniugatéw antybiotykdw
jonoforowych o szerokiej aktywnosci biologiczne;j.

Przeprowadzone badania zdolnosci hamowania tworzenia biofilmu
gronkowcowego przez wybrane, najbardziej ,obiecujgce” zwigzki z obydwu
grup stanowig dopiero poczatek moich badan nad efektywnymi metodami
walki z tym zjawiskiem. Planuje rowniez poszerzenie warsztatu badawczego
o0 metody mikroskopowe do oceny biofilmu bakteryjnego. Wyniki badan
aktywnosci wybranych pochodnych tiomocznika wobec gronkowcowej
topoizomerazy IV sg obiecujgce i z pewnoscig bedg réwniez przeze mnie
kontynuowane.

Tylko wielokierunkowe badania nowych zwigzkéw, w tym réwniez
pochodnych substancji naturalnych, pozwalajg na petng ich charakterystyke,
a takze dajg chemikom mozliwos¢ skuteczniejszej pracy nad projektowaniem
i syntezg nowych pochodnych. Wspotautorstwo publikacji badaczy z réznych
osrodkdbw naukowych jest wynikiem konstruktywnego podejscia do
prowadzonych badan i pozwala na szersze spojrzenie na prace nad nowymi
potencjalnymi lekami.

Przeprowadzone przeze mnie oznaczenia aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej bardzo duzej grupy zwigzkéw chemicznych,
obejmujgcej kilkadziesigt nowych pochodnych tiomocznika oraz kilkadziesigt
nowych pochodnych salinomycyny, stanowig cenny wktad w poszerzenie
i uaktualnienie wiedzy o molekularnych podstawach ich aktywnosci. Dowodzg
rowniez, ze droga prowadzgca do otrzymania nowego zwigzku o aktywnosci
biologicznej jest bardzo dluga, wymaga przebadania ogromnej liczby
substancji i zaangazowania wielu specjalistéw z réznych dziedzin naukowych.
W pracy przeglgdowej dotyczgcej jonoforow karboksylowych zebratam
dostepne dane dotyczgce aktywnosci mikrobiologicznej tej interesujgcej grupy
zwigzkow pochodzenia naturalnego. Obecnie, na podstawie wynikow badan
wiasnych oraz zebranego w trakcie przygotowywania tej dysertacji
piSmiennictwa, przygotowuje réwniez prace przeglagdowg dotyczaca
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej pochodnych tiomocznika.

Wyniki zarowno moich badan, jak i badan prowadzonych przez inne
zespoty, opublikowane w oméwionych pracach naukowych sg duzg bazg
przydatnych informacji o wifasciwosciach biologicznych testowanych
pochodnych, ktére z pewnoscig zostang wykorzystane do dalszych
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poszukiwan skutecznych zwigzkow o aktywnosci biologicznej, w tym rowniez
przeciwdrobnoustrojowej.

Badania nad pochodnymi antybiotykow jonoforowych, ktorych wyniki
zamieszczone zostaly w omowionych pracach byly czesciowo finansowane
z grantow ,luventus Plus” MNiSW (0179/IP3/2011/71 i 1P2012 013272),
w ktorych bytam wykonawcg. Prowadzgc badania korzystatam rowniez
z aparatury Centrum Badan Przedklinicznych i Technologii (CePT) zakupionej
z dotacji Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu
Operacyjnego ,Innowacyjna Gospodarka” na lata 2007-2013.

Dalsze plany mojej dziatalno$ci naukowej obejmujg kontynuacje
poszukiwan, we wspotpracy z kilkoma grupami badawczymi, nowych
zwigzkow przeciwbakteryjnych i przeciwbiofiimowych zaréwno wsrod
substancji pochodzenia naturalnego, jak i zwigzkdw syntetycznych, oraz

badania mechanizméw ich dziatania.
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5.

Inne osiagniecia w dzialalnosci naukowo-badawczej

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych gtowny
kierunek prowadzonych przeze mnie badan naukowych dotyczyt aktywnosci
przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej roéznych zwigzkéw, zaréwno
pochodzenia naturalnego izolowanych z materiatu roslinnego, jak
i syntetycznych. Zajmowatam sie takze badaniem srodkéw dezynfekcyjnych,
ich aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg oraz mechanizmami ich dziatania,
zwigzanymi z aktywnym usuwanie zwigzkéw z komoérki bakteryjnej (pompy
efflux). Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badan byty réwniez
mechanizmy opornosci gronkowcoéw na rézne srodki przeciwbakteryjne
oraz mozliwos¢ przenoszenia gendw opornosci miedzy szczepami na drodze
transdukcji. W roku 1996 uzyskatam tytut specjalisty pierwszego stopnia
z mikrobiologii.

Po uzyskaniu w 2001 roku stopnia doktora nauk farmaceutycznych
kontynuowatam prace nad badaniem mechanizméw lekoopornosSci
gronkowcoéw oraz badaniem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej roznych
zwigzkéw chemicznych. W ramach wspotpracy z zespotem dr hab. Adama
Huczynskiego z Wydzialu Chemii UAM w Poznaniu podjetam szerokie
badania nad antybiotykami jonoforowymi, poczatkowo byta to monenzyna A
i kwas lasalowy, pozniej takze salinomycyna oraz ich nowe pochodne. Wyniki
wielokierunkowych badan, zaréwno chemicznych jak i biologicznych,
prowadzonych w kilku osrodkach naukowych, zostaty opublikowane
dotychczas w 21 oryginalnych pracach w czasopismach znajdujgcych sie na
liscie Journal Citation Reports (JCR) [prace HJS4-HJS8; zatgcznik 5, pozycje
2,4,16,18,22,25,27,28,31,32,42,43,48,52,53,54] byly réwniez prezentowane
na kilku krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych
[zatgcznik 5, pozycje 1K,3K,4K,5K,6K,16K,24K]. Za prace dotyczgce
przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci antybiotykow jonoforowych zostatam
czterokrotnie nagrodzona Nagrodami Naukowymi JM Rektora Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. W ramach wspotpracy z Wydziatem Chemii UAM
zajmowatam sie takze badaniem nad ryfampicyng i josamycyng oraz ich
nowymi pochodnymi a takze pochodnymi gossypolu — naturalnej substanciji
izolowanej z bawetny. Réwniez wyniki tych badan znalazty sie w trzech
pracach oryginalnych w miedzynarodowych czasopismach naukowych
[zatgcznik 5, pozycje 21,23,45].
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W ramach trwajgcej od 2006 roku wspotpracy z naukowcami z Katedry
Chemii Medycznej WUM (dr hab. Marta Struga — obecnie Zaktad
Farmakogenomiki Wydziatu Framaceutycznego i dr Anna Bielenica — obecnie
Katedra i Zaktad Biochemii | Wydziatu Lekarskiego WUM) prowadze badania
roznych nowych zwigzkdéw organicznych, w tym heterocyklicznych
pochodnych dionéw oraz pochodnych tiomocznika. Wspotpraca ta do tej pory
zaowocowata 14 wspdélnymi pracami oryginalnymi, opublikowanymi
w miedzynarodowych czasopismach naukowych [prace HIJS1-HJS3, zatgcznik
5, pozycje 1,5,17,35,37,44,46,50,55,56] oraz kilkoma doniesieniami na
konferencje naukowe [zatgcznik 5, pozycje 13K,14K,15K,22K,
26K,29K,30K,31K].

Od wielu lat w zespole prof. dr hab. Moniki Wujec z Katedry i Zaktadu
Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie prowadzone sg
badania miedzy innymi nad syntezg nowych pochodnych tiazolu
i tiosemikarbazydu o aktywnosci biologicznej. W ramach nawigzanej przeze
mnie w 2007 roku wspétpracy z tym zespotem powstato 15 oryginalnych
prac opublikowanych w czasopismach z listy JCR [zatgcznik 5, poz.
6,8,10,11,13,14,15,24,26,29,30,38,40,41,47]. Cykl publikacji dotyczgcych
molekularnych podstaw aktywnosci przeciwbakteryjnej grupy pochodnych
hydrazydow kwaséw (hetero)karboksylowych zostat wyrézniony w 2012 roku
zespotowg Nagrodg Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej. Synteza, wyniki
badan enzymatycznych i mikrobiologicznych pochodnej  1-[(indol-2-
ylo)karbonylo]-4-(4-nitrofenylo)tiosemikarbazydu stanowig przedmiot polskiego
patentu autorstwa zespotu w skitadzie: Siwek A, Stgczek P., Paneth P.,
Stefanska J. (zgtoszenie nr P 390774, nr prawa wylgcznego 212639). Wyniki
badan tej grupy zwigzkow byty rowniez prezentowane na kilku konferencjach
o zasiegu krajowym i miedzynarodowym [zalgcznik 5, poz.
2K,8K,9K,10K,12K,19K,20K,23K].

Od 2009 roku w ramach wspoipracy z Instytutem Katalizy
i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie w obszarze prowadzonych
przeze mnie badan znalazty sie rowniez nanoczgstki metali — srebra i miedzi,
ktorych wyniki badan mikrobiologicznych byty prezentowane na dwdch
konferencjach naukowych [zatgcznik 5, poz. 17K,21K] i zostaty opublikowane
[zatgcznik 5, poz. 3,34].

Moja trwajgca od poczatku kariery naukowej wspotpraca z naukowcami
z Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Wydziatu
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Farmaceutycznego WUM nad réznego rodzaju zwigzkami izolowanymi z roslin
leczniczych zaowocowata rowniez kilkoma wspolnymi publikacjami [zat. poz.
7,19,60]. W biezacym roku wspolna praca dotyczgca badan metabolitow
elagotanoidéw zostata nagrodzona Nagrodg Naukowg Il stopnia JM Rektora
WUM. W dorobku naukowym oprécz 65 prac oryginalnych posiadam réwniez
7 prac przeglgdowych, opublikowanych zaréwno w czasopismach naukowych
[praca HJS9, zatgcznik 5, poz. 58,62,66] jak i w Biuletynie Wydziatu
Farmaceutycznego WUM [zatgcznik 5, poz. 59,60,61]. Wykaz wszystkich
jednostek naukowych z ktérymi obecnie wspotpracuje zamiescitam na str. 45.

a. Podsumowanie dorobku naukowego

Moj caty dorobek naukowy obejmuje:

e 68 prac oryginalnych (65 po uzyskaniu stopnia doktora), w tym 63 w
czasopismach znajdujgcych sie na liscie Journal Citation Reports (JCR)

e 7 prac przegladowych (6 po uzyskaniu stopnia doktora), w tym
1 w czasopismie z listy Journal Citation Reports (JCR)

o 41 komunikatow prezentowanych na krajowych (36)
i miedzynarodowych (5) Konferencjach Naukowych (w tym 32 po
uzyskaniu stopnia doktora)

e Sumaryczny Impact Factor wg listy Journal Citation Reports (JCR),
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 119,046; liczba punktéw
MNiSW - 1560

e Liczba wszystkich cytowan publikacji wg bazy Web of Science™ Core
Collection z dn. 20.01.2016 r. wynosi 490 (wg bazy Scopus — 569)

e Liczba cytowan publikacji bez autocytowan wg bazy Web of Science™
Core Collection z dn. 20.01.2016 wynosi 367 (wg bazy Scopus — 448)

e Indeks Hirsha (h) wg Web of Science™ Core Collection wynosi 12 (wg
bazy Scopus — 13)

Analiza bibliometryczna dorobku naukowego przygotowana przez
Biblioteke Gtéwng Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego znajduje sie
w zatgczniku nr 7.
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b. Wykaz pozostatlych publikacji naukowych (nie wchodzacych w skiad
cyklu) z opisem indywidualnego wkladu w ich autorstwo oraz
komunikatow 2z krajowych i miedzynarodowych konferenciji
naukowych zamiescitam w zalaczniku nr 5.

c. nagrody otrzymane za dziatalnosé¢ naukowa

2001 r. - Zespotowa Nagroda Naukowa JM Rektora AM w Warszawie II°
2008 r. - Zespotowa Nagroda Naukowa JM Rektora WUM llI°

2009 r. - Zespotowa Nagroda Naukowa JM Rektora WUM II°

2010 r. - Zespotowa Nagroda Naukowa JM Rektora WUM 11°

2011 r. - Indywidualna Nagroda Naukowa JM Rektora WUM I11°

2012 r. - Zespotowa Nagroda Naukowa Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej
2013 r. - Indywidualna Nagroda Naukowa JM Rektora WUM l11°

2014 r. - Nagroda JM Rektora WUM za catoksztatt dorobku

d. udzial w projektach badawczych
lata 2008-2009 Grant badawczy WUM realizowany w Zaktadzie Mikrobiologii
Farmaceutycznej: Badanie biofilmu — struktury istotnej w rozwoju zakazen
bakteryjnych.

Nr projektu: FW15/W3/08

Rola: wykonawca projektu

lata 2012-2013 Grant ,luventus Plus” finansowany przez MNiSW: Badania
strukturalne i  spektroskopowe drogg do wyjasnienia  dziatania
antybakteryjnego antybiotykow jonoforowych i ich pochodnych.

Nr projektu: 0179/IP3/2011/71

Rola: wykonawca projektu

lata 2013-2015 Grant ,luventus Plus” finansowany przez MNiSW: Synteza,
badania strukturalne, aktywnos¢ przeciwbakteryjna oraz przeciwnowotworowa
biokoniugatéw antybiotykéw jonoforowych.

Nr projektu: IP2012 013272

Rola: wykonawca projektu
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6. Dziatalnosé dydaktyczna i w zakresie popularyzacji nauki

a. prowadzone zajecia dydaktyczne

W catym okresie zatrudnienia w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
(od 1993 r.) prowadze zajecia dydaktyczne z mikrobiologii dla studentow IlI
roku Wydziatu Farmaceutycznego. Od 2008 roku jestem koordynatorem tych
zajec¢. W latach 1993-1998 prowadzitam zajecia dydaktyczne dla studentéw V
roku Wydziatu Farmaceutycznego, kierunku Analityka Kliniczna, a w roku
akademickim 2006/2007 zajecia dla studiéow licencjackich Oddziatu Analityki
Medycznej przy Wydziale Farmaceutycznym. Od 2004 do 2008 roku
w ramach umowy miedzyuczelnianej prowadzitam rowniez zajecia
z mikrobiologii dla studentow Wydziatu Ekologii Wyzszej Szkoty Ekologii
i Zarzgdzania w Warszawie. W biezgcym roku akademickim prowadze zajecia
z mikrobiologii dla studentéw IlIl roku kierunku Analityka Medyczna oraz
kierunku Farmacja Wydziatu Farmaceutycznego WUM.

b. opieka naukowa nad studentami
W latach 1995-2015 sprawowatam bezposrednig opieke nad 26 zakonczonymi
pracami magisterskimi (w tym nagradzanymi w Wydziatowym Konkursie Prac
Magisterskich) i 1 pracg licencjackg, wykonywanymi w Zaktadzie Mikrobiologii
Farmaceutycznej WUM. W tym czasie réwniez opiekowatam sie bezposrednio
cztonkami Studenckiego Kofa Naukowego przy Zaktadzie Mikrobiologii
Farmaceutycznej WUM (1-3 osoby rocznie). W 2015 roku recenzowatam
1 prace magisterskg. W biezgcym roku akademickim jestem bezposrednim
opiekunem 1 pracy magisterskiej oraz 2 cztonkéw Kota Naukowego przy ZMF.

c. osiggniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki
wspotautorstwo i wspotredakcja skryptu: Wybrane zagadnienia z mikrobiologii
farmaceutycznej. Zeszyt 1: Metody mikrobiologiczne w badaniach lekow
i srodkow dezynfekcyjnych, red. B.J. Starosciak, J. Stefanska. Oficyna
Wydawnicza AM Warszawa 1998

wspotredakcja skryptu: Wybrane zagadnienia z mikrobiologii farmaceutycznej.

Zeszyt 2: Promieniowce, red. B.J. Starosciak, J. Stefanska. Oficyna
Wydawnicza AM Warszawa 1998
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wspofautorstwo skryptu: Mikrobiologia praktyczna. Materiaty do ¢wiczenh dla
studentow Wydziatu Farmaceutycznego i Oddziatu Analityki Medycznej, red.
|.E. Maciag, B.J. Starosciak. Oficyna Wydawnicza AM Warszawa 2006 (oraz
wczesniejsze wydania)

wspotautorstwo i wspotredakcja skryptu: Materiaty do ¢éwiczen i seminariéw
z mikrobiologii lekarskiej dla studentow Il roku Wydziatu Farmaceutycznego
oraz Oddziatu Analityki Medycznej (cz. 1 i 2), red. J. Stefanska, B.J.
Starosciak. Oficyna Wydawnicza AM Warszawa 2006 (oraz wczesniejsze
wydania)

wspotautorstwo recenzji ksigzki: Ernest Baumler ,Wielkie leki”, recenzje
opublikowano w czasopismie Farmacja Polska, 52(24): 1198-1199 (1996)

wspotautorstwo haset i zdje¢ z mikrobiologii do encyklopedii opublikowanej
przez Wydawnictwa Szkolne i Pedagogiczne: Encyklopedia Szkolna -
Biologia, Warszawa 1999 - wyd. I, 2005 - wyd. II.

wygtoszenie wyktadu pt. Poszukiwanie nowych zwigzkéw o aktywnosSci
przeciwdrobnoustrojowej na Il Konferencji  Naukowej  Wydziatu
Farmaceutycznego WUM, 18.12.2009

W 2009 roku przygotowywatam materiaty i prezentacje oraz wspolnie z dr
Bohdanem Starosciakiem wykfad pt. Nowe leki przeciwbakteryjne i nowe zycie
starych lekéw, w ramach dyskusji panelowych Spotkan Klubowych
Farmaceutow w czasie XIII Festiwalu Nauki, 21.09.2009

Moj dorobek obejmuje réwniez wspétautorstwo patentu: Nowa pochodna 1,4-
dipodstawionego tiosemikarbazydu oraz sposob jej wytwarzania. Autorzy:
Siwek A., Staczek P., Paneth P., Stefanska J. Zgtoszenie Patentowe P-
390774. Biuletyn Urzedu Patentowego 2011, Nr 20(985), s. 16; nr prawa
wytgcznego: Patent RP Nr PL212639(B1) — 2012-11-30; zakres terytorialny
ochrony patentowej: Polska
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udziat w zespotach eksperckich i konkursowych

Od 2007 r. jestem czionkiem Rady Pedagogicznej Il roku kierunku
Farmacja Wydziatu Farmaceutycznego WUM.
Od 2013 r. biore udziat w Radzie Programowej - Biomedyczne

i Humanistyczne Podstawy Farmaciji, na Wydziale Farmaceutycznym WUM.

nagrody za dzialalnos¢ dydaktyczng

Za wspotautorstwo skryptow otrzymatam dwie nagrody dydaktyczne:
1998 r. - Zespotowa Nagroda Dydaktyczna Il stopnia JM Rektora AM
2007 r. - Zespotowa Nagroda Dydaktyczna Il stopnia JM Rektora AM

recenzowanie  publikacji w  miedzynarodowych i  krajowych
czasopismach naukowych

Petnitam role recenzenta prac zgtoszonych do publikacji w nastepujgcych
czasopismach: Journal of Pharmacognosy and Phytotherapy (1), European
Journal of Medicinal Chemistry (1), Chinese Chemical Letters (3), Postepy
Mikrobiologii (3), Forum Zakazen (1), Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej (1).

8. Staze w zagranicznych lub krajowych osrodkach akademickich lub
naukowych
W okresie 06-31.10.2015 odbytam staz naukowy w Miedzynarodowym
Instytucie Biologii Molekularnej i Komodrkowej w Warszawie w zakresie
badania specyficznosci gronkowcowych biatek bakteriolitycznych.

9. Szkoleniaiinne

W latach 1995-1998 odbytam kilkanascie kurséw i szkolen specjalizacyjnych
w zakresie mikrobiologii klinicznej realizowanych w réznych krajowych
szpitalach i osrodkach klinicznych.

W 2015 r. odbytam szkolenie z zakresu doskonalenia dydaktycznego
w ramach projektu Q: Kultura Jakosci Uczelni. Rozwdj Systemu Zarzgdzania
Jakoscig  Ksztatcenia i Warszawskim  Uniwersytecie = Medycznym,
wspotfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach europejskiego
Funduszu Spotfecznego.
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O 2012 roku opracowuje réwniez sylabusy z przedmiotu Mikrobiologia dla 11l
roku kierunku Farmacja Wydziatu Farmaceutycznego WUM.

W roku 2009 otrzymatam Medal za Zastugi dla Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego.

10.Udziat w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism
Brak

11.Czlonkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach
i towarzystwach naukowych
Cztonek Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
Czionek Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych
Cztonek Sekcji Chemioterapii Polskiego Towarzystwa Lekarskiego

12.Jednostki naukowe, z ktérymi wspétpracuje w ramach prowadzonych
badan
Zaktad Farmakogenomiki, Katedra Biochemii i Chemii Klinicznej Wydziatu
Farmaceutycznego WUM
Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Wydziatu
Farmaceutycznego WUM
Katedra i Zaktad Biochemii | Wydziatu Lekarskiego WUM
Instytut Farmaceutyczny w Warszawie
Wydziat Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu
Katedra i Zaktad Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie
Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie
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