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1. Dane personalne:

Imi¢ i nazwisko

Mariola Barbara Napiorkowska (nazwisko panienskie: Krawiecka)
ORCID: 0000-0002-1174-2208

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

oraz tytulu rozprawy doktorskiej

1999 r. — dyplom magistra nauk chemicznych, Uniwersytet Warszawski, Wydziat Chemii,
Pracownia Peptydow, tytut pracy magisterskiej: ,,Proby otrzymania pochodnych agmatyny”,

promotor: Prof. dr hab. Jan Izdebski

2005 r. — stopien doktora nauk farmaceutycznych, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
Wydzial Farmaceutyczny, tytul rozprawy doktorskiej:” Synteza -N-podstawionych pochodnych
wybranych izoindoli o spodziewanym dziataniu farmakologicznym”,

promotor: Prof. dr hab. Jerzy Kossakowski

2011 r. — dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych w zakresie prowadzenia i

monitorowania badan klinicznych, Akademia Leona KoZzminskiego w Warszawie
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od 10.2013 - adiunkt, Katedra i Zaktad Biochemii, I Wydzial Lekarski, Warszawski
Uniwersytet Medyczny

09.2013 - 03.2011 — adiunkt, Katedra 1 Zaktad Chemii Medycznej, I Wydzial Lekarski,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

09.2011 — 10.2006 — starszy wyktadowca, Katedra 1 Zaklad Chemii Medycznej, I Wydziat
Lekarski, Akademia Medyczna w Warszawie (obecnie Warszawski Uniwersytet Medyczny)
09.2006 — 10.2003 — wyktadowca, Katedra 1 Zaktad Chemii Medycznej, I Wydzial Lekarski,
Akademia Medyczna w Warszawie

09.2003 — 10.2001 — specjalista chemik, Katedra 1 Zaktad Chemii Medycznej, I Wydziat
Lekarski, Akademia Medyczna w Warszawie

09.2001 — 10.1999 — asystent, Katedra 1 Zaklad Chemii Medycznej, 1 Wydziat Lekarski,

Akademia Medyczna w Warszawie
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Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji wg listy Journal Citation Reports JCR zgodnie z
rokiem opublikowania: 103.287

Sumaryczna punktacja MEiN (dawniej MNiSW) wszystkich publikacji: 2421 pkt

Liczba cytowan (wg bazy Web of Science) z dnia 02.09.2025: 272, bez autocytowan: 196

Indeks Hirscha (wg bazy Web of Science) z dnia 02.09.2025: 9

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U.
22016 r. poz. 1311.)

4.1. Tytul osiagniecia naukowego

»dynteza i aktywnos¢ biologiczna wybranych pochodnych benzofuranow”

4.2. Wykaz publikaciji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

H1. Kossakowski J., Krawiecka M.*, Kuran B., Stefanska J.Z., Wolska I. Synthesis and
preliminary evaluation of the antimicrobial activity of selected 3-benzofurancarboxylic acid
derivatives. Molecules. 2010; 15(7): 4737-4749.

IF = 1.988, Punkty MNSiW = 20, Q2

H2. Krawiecka M.*, Kuran B. J., Kossakowski J., Wolska I., Kierzkowska M., Mtynarczyk G.
A. Synthesis and characterization of selected methyl 5-methoxy-2-methyl-1-benzofuran-3-
carboxylate derivatives with potential antimicrobial activity. Acta Poloniae Pharmacutica -
Drug Research. 2012; 69(6): 1055-1065.

IF = 0.665, Punkty MNSIiW =15, Q4

H3. Krawiecka M. *, Kuran B., Kossakowski J., Cieslak M., Kazmierczak-Baranska J.,
Krolewska K., Nawrot B. Synthesis and cytotoxic properties of halogen and aryl-
/heteroarylpiperazinyl derivatives of benzofurans. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry
2015, 15(1), 115-121.

IF = 2.722, Punkty MNSiW = 30, Q2
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H4. Napiorkowska M.*, CieSlak M., Kazmierczak-Baranska J., Krolewska-Golinska K.,
Nawrot B. Synthesis of new derivatives of benzofuran as potential anticancer agents. Molecules
2019, 24(8), 1-16.

IF = 3.267, Punkty MNSiW= 140, Q2

HS. Napiorkowska M.* Kumaravel P., Amboo Mahentheran M., Kiernozek-Kalinska E.
Grosicka-Maciag E. New derivatives of 1-(3-methyl-1-benzofuran-2-yl)ethan-1-one: synthesis
and preliminary studies of biological activity. International Journal of Molecular Sciences,
2024, 7, 25(4), 1999.

IF = 4.9, Punkty MNSiW = 140, Q1

H6. Napiorkowska M.*, Otto — Slusarczyk D., Kurpios-Piec D., Stukan I., Gryzik M., Wojda
U. BM7, a derivative of benzofuran, effectively fights cancer by promoting cancer cell
apoptosis and impacting IL-6 levels. European Journal of Pharmacology,2024, 978, 1-11.
IF=4.7, Punkty MNSiW =100, Q1

H7. Napiérkowska M.", Grosicka-Maciagg E., Podsadni P., Otto—Slusarczyk D. Anticancer
potential of halogen derivatives of methyl 6-acetyl-5-hydroxy-2-methyl-1-benzofuran-3-
carboxylate. International Journal of Molecular Sciences, 2025, 26 (12), 1-20.

IF = 4.9, Punkty MNSiW = 140, Q1

Obecny sumaryczny wspotczynnik oddzialywania (IF) artykulow naukowych (H1-H7)
wchodzacych w sktad cyklu w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 23.142, co odpowiada 585
punktom MNiSW.

* — prace, w ktorych wystepowatam w roli autora korespondencyjnego

Wrvyniki badan skladajacych sie na osiagniecie naukowe sa przedmiotem ponizszych patentow:

P1. Patent przyznany przez Europejski Urzad Patentowy- zgoda wydana 12.11.2014 roku,
numer wynalazku: C07D307/80; C07D307/85; A61K31/343; A61P35/00

“ Halogen derivatives of benzo[b]furans useful as anti-neoplastic or anti-proliferative drugs”

Krawiecka M., Kuran B., Kossakowski J., Cieslak M., Kazmierczak-Baranska J., Krolewska

K., Nawrot B.
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P2. Patent przyznany przez UPRP- zgoda wydana 27.10.2016 roku, numer wynalazku: 223225
“ Halogen derivatives of benzo[b]furans useful as anti-neoplastic or anti-proliferative drugs”

Krawiecka M., Kuran B., Kossakowski J., CieSlak M., Kazmierczak-Baranska J., Krolewska

K., Nawrot B.

4.3. Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikéw wraz z omdéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie i cel naukowy prowadzonych badan

Zwiazki heterocykliczne zajmuja centralng pozycje w chemii organicznej, odgrywajac wazng
role w projektowaniu i odkrywaniu nowych aktywnych farmakologicznie czasteczek [1-3].
Wiele lekéw dostepnych na rynku, pochodzenia zardwno naturalnego, jak i syntetycznego,
zawiera w swojej budowie rdzen heterocykliczny [4, 5]. Substancje te wykazuja czgsto dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz zdolno$¢ do tworzenia soli, co znaczaco wplywa na ich
biodostepnos¢ oraz mozliwo$¢ podania droga doustng [6]. Obszerng grupe biologicznie
waznych czasteczek stanowia zwigzki zawierajace w swej strukturze szkielet benzofuranu [7-
9]. Do najbardziej rozpoznawalnych benzofurandéw zaliczane sg ailanthoidol, amiodaron,
bufuralol, citalopram czy tez benzbromaron. Ailanthoidol, neolignan z 2-
arylobenzofuranowym szkieletem, wykazuje szereg wtasciwosci biologicznych, takich jak:
przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe, Immunosupresyjne, przeciwutleniajace,
przeciwgrzybicze 1 przeciwpasozytnicze [10]. Amiodaron jest lekiem przeciwarytmicznym
stosowanym w profilaktyce 1 leczeniu zaburzen rytmu serca [11]. Bufuralol jest
nieselektywnym antagonistg receptorow B-adrenergicznych. Jest on substratem cytochromu
P450 (CYP) oraz ulega enancjoselektywnemu 1 regioselektywnemu utlenianiu w watrobie [12].
Citalopram to lek przeciwdepresyjny z grupy selektywnych inhibitoréw wychwytu
zwrotnego serotoniny (SSRI), stosowany w leczeniu depresji — zwlaszcza w fazie poczatkowej
1 w leczeniu podtrzymujacym. Jest jednym z najbardziej selektywnych lekoéw z tej grupy [13].
Benzbromaron natomiast to lek urykozuryczny i niekompetycyjny inhibitor oksydazy
ksantynowej stosowany w leczeniu dny moczanowe;j [14, 15].

Benzofurany przyciggnety znaczng uwage naukowcow z catego $§wiata ze wzgledu na ich
roznorodne  wilasciwosci  biologiczne, obejmujace  dziatanie  przeciwbakteryjne,

przeciwgrzybicze, przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwdrgawkowe 1 przeciwwirusowe
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[7, 8, 16]. Udokumentowano, ze wiele pochodnych benzofuranu, zar6wno matych czasteczek,
jak i duzych koniugatow, wykazuje dzialanie cytotoksyczne [17-21]. Godng uwagi podgrupa
benzofuranow o potencjale przeciwnowotworowym sg zwigzki zawierajgce w swojej strukturze
atom chlorowca. Badania wykazaty, ze wprowadzenie halogenu do macierzystego pierscienia
powoduje znaczny wzrost aktywno$ci przeciwnowotworowej [19, 22-24]. Jest to
prawdopodobnie wynik tworzenia ukierunkowanych, bliskich oddzialywan typu R-X----Y-R’,
gdzie halogen dziala jak kwas Lewisa, a Y moze by¢ dowolnym ugrupowaniem donorowym
elektronow. Interakcja ta od 1978 roku jest nazywana ,,wigzaniem halogenowym”, 1 jak
wskazujg liczne doniesienia oraz badania, odgrywa ona wazng rol¢ w stabilizacji interakcji
ligand-biatko [25-28].

Nalezy tutaj wspomnie¢ o matych czasteczkach zawierajacych atom halogenu podstawiony do
grupy alkilowej, bezposrednio przytaczonej do szkieletu benzofuranu. Przyktadem jest ester
etylowy kwasu 3-bromometylo-benzofuran-2-karboksylowego (MCC1019), ktoéry zostal
opisany jako selektywny inhibitor kinazy PLK1 (Polo-like kinase 1), ukierunkowany na
domeng PBD (Polo box domain) [22]. Zwiazek ten wykazal dziatanie przeciwnowotworowe
zarbwno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Analiza mechanizmu dziatania w komorkach
gruczolakoraka ptuc A549 wykazata, ze MCC1019 hamowat proliferacje poprzez inaktywacje
szlaku sygnatlowego AKT (serynowo-treoninowa kinaza biatkowa), a takze powodowat
przedtuzone zatrzymanie mitozy — tzw. katastrof¢ mitotyczng — po ktoérej nastepowata szybka
sSmier¢ komorek na drodze apoptozy lub nekroptozy. W badaniach in vivo MCC1019 znaczaco
hamowatl wzrost guza w mysim modelu raka pluca, nie wptywajac ani na mase ciata, ani na
wielkos$¢ istotnych narzadow wewnetrznych, a takze ograniczat rozwoj przerzutow w plucach.
Co wigcej, obiecujaca aktywnos$¢ cytotoksyczng wykazaly zwigzki zawierajace atom
chlorowca bezposrednio podstawiony do pierscienia benzofuranu, do podstawnika fenylowego,
czy do uktadu arylopierazynowego potaczonego ze szkieletem benzofuranu. Przyktadowo, Li i
wspolpracownicy wyselekcjonowali w swych badaniach pochodng, N-(2-(4-fluorobenzoyl)-
benzofuran-3-yl)-3,4,5-trimetoksybenzamid, o wysokiej cytotoksycznosci, ktora istotnie
hamowata wzrost komorek MDA-MB-231 (rak piersi), HCT-116 i HT-29 (rak jelita grubego),
HeLa (rak szyjki macicy), a jednoczes$nie pozostawata nietoksyczna wobec prawidtowych linii
komorkowych HEK-293 [29]. Co ciekawe, badania nad mechanizmem toksycznego dziatania
wykazaty, ze zwigzek ten zwigkszat odsetek komoérek HelLa w fazie G2/M  w sposob zalezny
od stezenia, jak rowniez hamowat polimeryzacj¢ tubulin. Warto rowniez wspomnie¢ o grupie
arylopiperazynowych pochodnych z obiecujacym potencjatem przeciwnowotworowym [30].
W  wyniku przeprowadzonych badan Schumacher 1 wspdlpracownicy wytypowali
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dichloropochodng benzofuran-2-yl(4-(piperazyn-1-ylo)fenylo)metanonu, wykazujaca wysoka
cytotoksycznos¢ wobec wszystkich badanych linii komérkowych, w tym raka piersi (MDA-
MB-231, MCF7, 4T1, 67NR), raka trzustki (MIAPaCa-2), jak rowniez raka jelita grubego
(WiDr). Analiza badan in vitro, obejmujaca apoptoz¢ oraz cykl komorkowy, wykazala, ze
zwigzek ten wywotuje nekroze. Co wigcej, jego potencjal przeciwnowotworowy zostat
potwierdzony takze w badaniach in vivo na myszach z ksenoprzeszczepem MDA-MB-231.
Reasumujac, halogenopochodne benzofuranow stanowig ciekawg 1 obiecujagcg grupe
pochodnych jako potencjalnych zwigzkéw o aktywnosci biologicznej, w szczegdlnosci
przeciwnowotworowej.
Mechanizmy, za pomoca ktorych zwigzki przeciwnowotworowe indukuja $mier¢ komorek
nowotworowych, s3 roézne, a apoptoza odgrywa istotng role w dziataniu lekow
przeciwnowotworowych [31]. Jest ona niezbgdna do utrzymania homeostazy zdrowych tkanek,
a jej indukcja moze przebiega¢ poprzez rozne Sciezki [32]. Zaburzenie réwnowagi
mechanizmow regulujacych przezycie komorek nowotworowych moze prowadzi¢ do progresji
nowotworu oraz rozwoju opornosci na leczenie [33]. Przywrdcenie apoptozy w komoérkach
nowotworowych  stanowi  kluczowg  strategie¢ =~ farmakologiczng. Do  celdéw
przeciwnowotworowych zalicza si¢ hamowanie angiogenezy, syntezy DNA, aktywnosci
enzymoéw 1 tworzenia mikrotubul, interkalacje do struktury DNA, regulacj¢ biatek pro- i
antyapoptotycznych, modyfikacje cyklu komoérkowego, kontrolg poziomu reaktywnych form
tlenu (ROS) oraz stezenia interleukiny-6 (IL-6) [34-39].
Opublikowane w literaturze badania aktywnos$ci benzofuranéw wykazaty, ze pochodne tej
grupy mogg indukowac¢ apoptoze w réznych liniach komorek nowotworowych [7, 9, 18]. Ich
aktywnos$¢ cytotoksyczna zalezy od rodzaju podstawnika 1 moze zachodzi¢ poprzez rozne
mechanizmy, takie jak indukcja stresu oksydacyjnego i1 zmniejszenie potencjatu btony
mitochondrialnej [40, 41], regulacja ekspresji biatek apoptotycznych [20, 24, 42], aktywacja
katastrofy mitotycznej [43], hamowanie kinaz fosfatydyloinozytolu-3 (PI3K) [44] i receptora
czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego-2 (VEGFR-2) [45], hamowanie polimeryzacji
tubuliny [29], blokowanie sygnalizacji STAT3 [46], hamowanie szlaku sygnalizacyjnego NF-
kB [47] oraz regulacja ekspresji genu p21Cip/WAF1 [42].
Biorgc pod uwage to szerokie spektrum wlasciwosci farmakologicznych benzofuranéw oraz
mozliwos¢ wielokierunkowej modyfikacji ich struktury, rozpoczgtam w tej grupie
poszukiwania struktur chemicznych, ktére moga wykazywac¢ aktywno$¢ biologiczng i znalez¢
zastosowanie w farmakologii. W tym celu zaplanowalam i przeprowadzitam synteze
wybranych pochodnych kwasu 2-metylo-1-benzofurano-3-karboksylowego i 1-(3-metylo-1-
9
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benzofuran-2-ylo)etan-1-onu. Nastepnie, zmodyfikowatam strukture¢ najbardziej aktywnych
pochodnych, tworzac w efekcie biblioteke ponad 50 zwigzkdéw, w tym 33 halogenopochodnych
benzofuranu. Réwnolegle koordynowatam wieloosrodkowe badania aktywnos$ci otrzymanych
zwiagzkow. Dla najbardziej obiecujacych wykonano poszerzone analizy, ktore mialy na celu
ustalenie mechanizmu ich dziatania. Uzyskane wyniki pozwolily na wstgpna ocene wptywu
zmian strukturalnych pochodnych na ich aktywnos¢ in vitro. Skuteczno$¢ jednego z najbardziej
aktywnych zwiazkow jako potencjalnego leku przeciwnowotworowego zostala potwierdzona
zarowno w mysim modelu przewleklej biataczki szpikowej in vivo, jak 1 w badaniach in vitro
na kilku ludzkich liniach nowotworowych. Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe

obejmuje cykl 7 prac opublikowanych w latach 2010-2025.

4.3.2. Omodwienie wynikoOw badan

Moje pierwsze prace eksperymentalne, dotyczace poszukiwania biologicznie aktywnych
pochodnych benzofuranéw, rozpoczgtam od zaprojektowania i syntezy pochodnych kwasu 6-
acetylo-5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-karboksylowego [H1]. Zainspirowana
doniesieniami literaturowymi na temat aktywnosci halogenowych pochodnych benzofuranow
[14, 48-52] oraz wynikami badan prowadzonych przez nasz zespdt [53-55], podjetam sie¢
syntezy bromo- i chloropochodnych tego kwasu (Rys. 1). W pierwszym etapie syntezy
uzyskatam estry wyjSciowego kwasu (1, 2), stosujac siarczan dimetylu, ktore nastepnie
poddatam halogenowaniu przy uzyciu czasteczkowego bromu lub chloru. W przypadku estru
zawierajacego grup¢ hydroksylowa w pier§cieniu benzofuranowym, uzyskatam produkty, w
ktorych halogen podstawiony zostal zaréwno do pier§cienia aromatycznego, jak i do grupy
acetylowej (la-1c¢). Dla metoksylowej pochodnej wyizolowatam produkty, w ktorych
podstawienie dotyczyto tylko grupy acetylowej (2a-2b). Ostatecznie otrzymalam siedem
pochodnych, w tym pie¢ halogenopochodnych, ktoérych struktury zostaly potwierdzone za
pomoca widm spektralnych oraz analizy elementarnej. Dodatkowo, dla jednej z
chloropochodnych: 4-chloro-6-(dichloroacetylo)-5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-
karboksylanu metylu (1¢), wykonano badania krystalograficzne, dzigki wspolpracy z prof. dr
hab. Ireng Wolska z Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, ktére

ostatecznie potwierdzily strukture tego zwigzku.

Celem niniejszej pracy byta synteza i zbadanie aktywnos$ci mikrobiologicznej otrzymanych
zwiagzkow. Badania aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej przeprowadzono we wspotpracy z dr

hab. Joanng Stefanska z Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM. Wszystkie
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zsyntetyzowane zwigzki poddano badaniom in vitro na standardowych szczepach bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybow. Uzyskane wyniki wskazywaly na ich
umiarkowang 1 stabg aktywno$¢ mikrobiologiczng w porownaniu do cyprofloksacyny,
zastosowane] jako lek referencyjny. Analizujac budowe zwigzkow, mozna zauwazy¢
interesujaca tendencje zmian aktywnos$ci wynikajaca z modyfikacji ich struktury. Po pierwsze,
pochodne kwasu, ktore nie zawieraly w swojej budowie halogenu, nie wykazywaly aktywnosci
mikrobiologicznej. Wprowadzenie fluorowca powodowato wzrost aktywnosci, a najbardziej
widoczna zmiana wystgpita w przypadku dihalogenoacetylopochodnych. Pochodne te
wykazywaly najsilniejszy wplyw hamujacy wzgledem standardowych szczepow bakterii
Gram-dodatnich. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze analogi zawierajace dodatkowo halogen w

pierscieniu benzenowym uktadu benzofuranowego wykazywaty aktywnos¢ przeciwgrzybicza.

COOH
HO
N
H3C 0
(CH;0),S0,
(CH,0),50, o
€XcCess
COOCH3 COOCH3
HO H3CO
\ CH, \ CH,
H3C o H3C 0
1 2
(6] (@)
l l BrZ/C]2
B1‘2/Cl2
I COOCH
R COOCH, H.Co 3
HO 3 \
\ CH CH3
2 3 R
(6]
R (0]
o (6]
la-1c 2a-2b
2a: R= CHBr
la: R' = Br; R*= CHBr, 2
2b: R=CH,CI

1b: R' = CI; R*= CH,CI

le: R' = CI; R*= CHCI,

Rys. 1. Synteza halogenopochodnych kwasu 6-acetylo-5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-
karboksylowego.
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Uzyskane wyniki sugerowaly, Zze halogenowe pochodne stanowig interesujaca grupg do
poszukiwania zwigzkéw o potencjalnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Majac to na
uwadze, postanowitam kontynuowa¢ badania w tej grupie pochodnych benzofurandw,
wykorzystujac jako zwigzek wyjsciowy kwas 5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-
karboksylowy [H2]. Dodatkowo, analizujac strukture biologicznie aktywnych benzofuranow,
takich jak Bufuralol i jego aminoalkilowe pochodne [12, 56-59], zdecydowatam si¢ na

wprowadzenie do struktury nowych pochodnych fragmentéw aminoalkilowych (Rys. 2).
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CH, AN cH,
0 0
B
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COOCH, COOCH;
H,CO H,CO \
N\ CH, R
0
Br 0 cl 5
NBS Br
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CooCH, COOCH,
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CHZBr
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0 Br . R'=Br;R°=-CH
Br 6 7a_7b 7a. T, 3
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\ CH2R3 CH} CH3 CH3
0 6a 6b 6¢c
Br
C.H
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6d 6e 6f

Rys. 2.  Synteza halogenopochodnych kwasu 5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-
karboksylowego.

W pierwszym etapie syntezy, stosujac nadmiar siarczanu dimetylu, uzyskatam ester (3), ktory

nastgpnie poddatlam bromowaniu oraz chlorowaniu. W reakcji z czasteczkowym chlorem

12



Autoreferat — postegpowanie habilitacyjne dr n. farm. Marioli Barbary Napiorkowskiej

doszto do podstawienia atomoéw wodoru przez atomy chloru w pozycjach 4 1 6 pierScienia
benzenowego oraz w grupie metylowej. W efekcie otrzymatam i1 wyizolowalam dwie
chloropochodne (5a,5b).

Synteze bromopochodnych przeprowadzitam w dwoéch etapach. W pierwszym etapie, stosujac
rownomolowa ilo§¢ bromu czasteczkowego, uzyskatam pochodng z podstawionym atomem
bromu w pozycji 6 pierScienia benzenowego (4). Nastgpnie, w celu wprowadzenia
podstawienia w grupie metylowej, przeprowadzitam reakcje z N-bromosukcynoimidem (NBS),
uzyskujac z wysoka wydajnoscig pozadany produkt: 6-bromo-2-(bromometylo)-5-metoksy-1-
benzofuran-3-karboksylan metylu (6). Otrzymany zwiazek nast¢pnie sprzegalam z wybranymi
aminami alifatycznymi.

Aby uzyska¢ podstawienie w pozycji 4 pierscienia benzenowego, zastosowalam nadmiar
bromu czasteczkowego, co doprowadzilo do powstania mieszaniny dwoch zwigzkow:
oczekiwanego 4,6-dibromo-2-metylo-5-metoksy-1-benzofuran-3-karboksylanu metylu (7a)
oraz produktu ubocznego — 6-bromo-2-(dibromometylo)-5-metoksy-1-benzofuran-3-

karboksylanu metylu (7b).

W wyniku przeprowadzonej syntezy otrzymalam grupe 12 pochodnych, ktoérych struktury
zostaty potwierdzone za pomocg widm spektralnych i analizy elementarnej. Dodatkowo, dzigki
wspotpracy z prof. dr hab. Irena Wolska z Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, wykonano badania krystalograficzne dla dwoch pochodnych: 5-
metoksy-2-metylo-1-benzofurano-3-karboksylanu metylu (3) oraz 6-bromo-5-metoksy-2-

metylo-1-benzofurano-3-karboksylanu metylu (4), co ostatecznie potwierdzito ich struktury.

Kolejnym etapem prac byly badania mikrobiologiczne otrzymanych pochodnych,
przeprowadzone we wspotpracy z grupa badawcza Prof. Grazyny A. Mlynarczyk z Zakladu
Mikrobiologii Lekarskiej WUM. Wszystkie halogenopochodne zostaly przetestowane in vitro
na czterech szczepach bakterii: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Stenotrophomonas
maltophilia oraz Candida albicans. Wybrane szczepy stanowig dobry model do przesiewowych
badan nowo zsyntezowanych zwigzkow pod katem ich aktywnos$ci mikrobiologicznej. Pomimo
ze badane zwiazki zawieraty atom halogenu, ktérego obecno$¢ — zgodnie z wezesniejszymi
doniesieniami — miata istotne znaczenie dla aktywno$ci mikrobiologicznej pochodnych
benzofuranu, zaden z nich nie wykazat dziatania antybakteryjnego w przeprowadzonych
testach. Rowniez wprowadzenie fragmentu aminoalkilowego nie wptyneto korzystnie na

aktywno$¢ mikrobiologiczng wobec analizowanych szczepow.
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Bioragc pod uwage powyzsze wyniki, wskazujace na staba aktywno$¢ mikrobiologiczng
halogenopochodnych benzofurandéw, postanowitam poszerzy¢ obszar badan dla nowo
zsyntezowanych zwigzkow. Z uwagi na liczne doniesienia literaturowe, wskazujace na wysoka
aktywnos$¢ przeciwnowotworowg pochodnych zawierajacych szkielet benzofuranu [43, 60-78],

zdecydowatam si¢ kontynuowaé badania w tym kierunku.

Pierwsze wyniki badan cytotoksycznosci przedstawitam w pracy opublikowanej w 2015 roku
na tamach Anticancer Agents in Medicinal Chemistry (H3). W pracy tej opisatam synteze i
badania arylo-/heteroarylopiperazynowych pochodnych 1,1'-(5,6-dimetoksy-3-metylo-1-
benzofuran-2,7-diylo)dietanonu. Decyzje¢ o wprowadzeniu fragmentu piperazynowego
podjetam w  S$wietle licznych doniesien o aktywno$ci przeciwnowotworowej
arylopiperazynowych pochodnych [79-84]. Laczac te dwa strategiczne fragmenty strukturalne,

miatam nadziej¢ uzyskac zwigzki o wysokiej aktywnosci biologicznej.

Zwiazkiem wyjSciowym w opisanych badaniach byt 1,1'-(5,6-dimetoksy-3-metylo-1-
benzofuran-2,7-diylo)dietanon. Syntez¢ zaplanowanych pochodnych przeprowadzitam
dwuetapowo (Rys. 3). W pierwszym etapie otrzymalam bromometylowa pochodna (8) w
reakcji bromowania przy uzyciu N-bromosukcynoimidu (NBS). Nastepnie, otrzymany produkt
poddalam reakcji sprzggania z wybranymi arylo/heteroarylopiperazynami. W wyniku
przeprowadzonej syntezy uzyskalam siedem nowych pochodnych 1,1'-(5,6-dimetoksy-3-
metylo-1-benzofuran-2,7-diylo)dietanonu (8a-8f) (Rys. 3). Struktury otrzymanych pochodnych

potwierdzono za pomocg widm spektralnych 1 analizy elementarne;.

//\ N—R

Aol

8a-8f

1S RCRCReReR e

Rys. 3. Synteza pochodnych 1,1'-(5,6-dimetoksy-3-metylo-1-benzofuran-2,7-diyl)dietanonu.
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W kolejnym etapie badan oceniono ich potencjat cytotoksyczny. Badania te przeprowadzono
we wspoélpracy z grupg badawcza Prof. Barbary Nawrot z Zaktadu Chemii Bioorganiczne;,
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi. Do badan wiaczytam
takze trzy halogenopochodne 6-acetylo-5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-karboksylanu
metylu (1a, 2a, 1¢; Rys. 1), ktorych synteze i wstepne badania mikrobiologiczne opisatam w
pierwszej pracy z cyklu habilitacyjnego (H1).

Wstepny przesiewowy test cytotoksycznosci przeprowadzono metodg MTT, opartg na ocenie
aktywno$ci oksydacyjnej mitochondriéw poprzez pomiar aktywno$ci dehydrogenazy
bursztynianowej. Aktywnos¢ cytotoksyczna badanych zwigzkow jest wyrazana w tym tescie
jako warto$¢ ICso, czyli stezenie badanego zwiazku, przy ktorym zywotnos¢ komorek spada do
50% w porownaniu do kontroli.

Badania przesiewowe wykonano na liniach komoérkowych raka szyjki macicy (HeLa),
przewlektej biataczki szpikowej (K562) i prawidtowych komorkach $rodblonka (HUVEC).
Sposrod dziesigeiu testowanych zwigzkow, cztery halogenopochodne - 1a, 2a, 1ci 8 (Rys. 11
Rys. 3)- wykazywaly najsilniejsze dzialanie cytotoksyczne wobec komorek K562 i/lub Hela z
warto$ciami ICso ponizej 10 uM. Nastepnie zwiazki te poddano dalszym badaniom pod katem
ich cytotoksyczno$ci wobec komorek ostrej biataczki szpikowej (HL60). Otrzymane wyniki
wskazaty, ze bromopochodna wyjsciowego benzofuranu (8) charakteryzuje si¢ wysoka
toksyczno$cig wobec komoérek K562 1 HL60 (ICso odpowiednio 5 uM 10,1 pM), nie wykazujac
jednoczesnie cytotoksycznosci wzgledem komorek HeLa i HUVEC. Wyniki te sugeruja, ze
zwigzek ten jest selektywnie cytotoksyczny wobec obu typdéw komorek biataczkowych,
jednoczesnie bezpieczny dla komorek prawidlowych oraz HeLa.

Tymczasem bromopochodne 6-acetylo-5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-karboksylanu
metylu (la 1 2a) wykazywaly toksyczno$¢ wzgledem wszystkich badanych linii
nowotworowych (HeLa, K562, HL60), natomiast nie wykazywaty aktywnosci wobec komorek
prawidtowych HUVEC. Z kolei chloropochodna 1¢ wykazywala selektywny potencjat
przeciwnowotworwy wobec komorek HeLa (ICso 10 uM) 1 HL60 (ICso 3 uM), z jednoczesnym

brakiem dziatania wobec komorek K562 1 prawidtowych.

W kolejnym kroku skupilam si¢ na badaniach mechanizméw cytotoksycznego dziatania
najbardziej obiecujacych pochodnych. Jednym z mozliwych wyjasnien zaobserwowanej
cytotoksycznosci testowanych zwigzkow moze by¢ ich interakcja z dwuniciowym DNA.

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze zwiazki interkalujace do DNA majg potencjal do
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indukowania apoptozy komoérek nowotworowych poprzez bezposrednie uszkodzenie struktury
DNA, stres oksydacyjny oraz modyfikacje¢ $ciezek sygnatowych, co w konsekwencji prowadzi
do $mierci komorki [85-87]. Aby zweryfikowac t¢ hipoteze, przeprowadzono badanie wptywu
najaktywniejszych benzofuranow (1a, 2a, 1¢ 1 8) na trawienie plazmidowego DNA (pcDNA3.1
HisC) przez endonukleaz¢ BamH1. Plazmidowe DNA zawiera unikalne miejsce restrykcyjne
BamHI1, umozliwiajace jego linearyzacje. Podczas eksperymentu plazmidowe DNA
inkubowano z badanym zwigzkiem, a nastepnie poddawano trawieniu enzymem BamH].
Niestrawione plazmidowe DNA wystepowalo w formach liniowych, nadspiralnych oraz
kotowych, natomiast po pelnym trawieniu przez BamH1 plazmid przeksztatcat si¢ catkowicie
do formy liniowej. Jako kontrol¢ zastosowano daunorubicyng, silny interkalator DNA, ktora
znaczaco hamuje tworzenie liniowego plazmidowego DNA. Wyniki wykazaly, ze trawienie
DNA zostalo zahamowane jedynie w obecnosci zwiazku 8. Sugeruje to, ze pochodna ta moze
wchodzi¢ w interakcj¢ z DNA poprzez interkalacje¢ lub alkilacjg, co prowadzi do zahamowania

dziatania endonukleazy BamH1.

W dalszym etapie badan pochodng 8 przetestowano pod katem zdolnosci do indukowania
apoptozy w ludzkich komérkach biataczki K562. Wykorzystano do tego test aktywacji kaspaz
3/7, ktore sa markerami zaprogramowanej $Smierci komorki. W tym teécie aktywnos¢ kaspaz
byla mierzona za pomocg znakowanego fluorescencyjnie substratu peptydowego. Zwickszona
aktywno$¢ kaspaz jest charakterystyczna dla apoptozy, co oznacza, ze komodrki o wyzszej
fluorescencji wykazuja wigksza aktywnos$¢ kaspaz, a tym samym indukcje apoptozy. Jako
kontrolg pozytywna zastosowano komorki traktowane staurosporyng, silnym induktorem
programowanej $mierci. Uzyskane wyniki wykazaty, ze inkubacja komorek K562 ze
zwigzkiem 8 prowadzita do zwigkszenia aktywno$¢ kaspazy 3 i kaspazy 7. Jest to silny dowod
na to, ze pochodna ta indukuje apoptoz¢ w komorkach rakowych. Selektywno§¢ wobec
komorek przewlekte; 1 ostrej bialaczki szpikowej oraz dzialanie proapoptyczne przy
jednoczesnym braku toksycznosci wobec komorek prawidtowych wskazujg na to, ze zwigzek
8 jest dobrym kandydatem dla rozwoju nowych terapii przeciwnowotworowych.

Analiza zaleznosci struktura-aktywno$¢ (SAR) dla badanej grupy zwiazkow, pozwala
przypuszczaé, ze obecnos¢ atomu halogenu w budowie badanych pochodnych benzofuranu jest
kluczowym czynnikiem warunkujagcym ich toksyczno$¢. Zalozenie to potwierdzity wyniki
uzyskane dla serii pochodnych 1,1'-(5,6-dimetoksy-3-metylo-1-benzofuran-2,7-diylo)-
dietanonu. Sposrdd tej grupy jedynie zwigzek 8, zawierajacy atom bromu w podstawniku

metylowym w pozycji C3, wykazywal znaczng toksyczno$¢ wobec testowanych linii
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komorkowych. Brak halogenu lub jego zastapienie podstawnikiem piperazynowym catkowicie
eliminowato aktywno$¢ przeciwnowotworowa.

Obecnos¢ halogenow w strukturach pochodnych 1a, 2a i 1¢ rowniez zdaje si¢ decydowac o ich
wiasciwosciach cytotoksycznych. Widoczny wptyw ma takze miejsce potozenia atomu
chlorowca. Podstawienie halogenu do pier$cienia aromatycznego w pozycji C4, jak w zwiazku
la, powoduje zmniejszenie toksyczno$ci w stosunku do komoérek HeLa, w poréwnaniu do
pochodnej 2a, nieposiadajacej halogenu w pier$cieniu aromatycznym, podczas gdy poziom
toksycznosci w stosunku do komorek K562 1 HL60 pozostaje taki sam.

Analiza SAR bromopochodnej 1a i jej analogu 1e¢, zawierajacego atom chloru wskazuje, ze
rodzaj atomu halogenu nie ma istotnego wptywu na wlasciwosci cytotoksyczne wobec komorek
HeLa i HL60, co potwierdzajg zblizone wartosci ICso dla obu tych zwigzkow, natomiast ma

istotny wplyw na toksyczno$¢ wobec komorek K562 (obecno$¢ chloru znosi cytotoksycznos$e).

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonej syntezy i1 wstepnych badan wyselekcjonowatam
aktywne halogenopochodne benzofurandéw, wykazujace cytotoksyczne wiasciwosci wobec
komorek nowotworowych. Co istotne, zwiazki te byly bezpieczne wobec prawidlowych
komorek. Wstepne badania mechanizmu dzialania wykazaty, ze halogenopochodne
benzofuranéw moga indukowac apoptoze, a niektére z nich wchodzg w interakcje z DNA.
Uzyskane dane wykazaly, ze zar6wno charakter atomu halogenu, jak i jego potozenie w
strukturze pochodnych benzofuranu wptywaja na aktywno$¢ i1 selektywnos$¢ badanych

zwigzkow w wybranych modelach komodrkowych.

Rezultaty opisane w pracy H3, ktére wskazaly na wysoki potencjat terapeutyczny
halogenopochodnych wybranych benzofuranéw, stanowity bodziec do dalszych poszukiwan
aktywnych zwigzkow w tej grupie pochodnych. Wyniki tych poszukiwan zaprezentowatam w
2019 roku na tamach czasopisma Molecules w publikacji H4 z cyklu. W ramach tych badan,
wyselekcjonowane w poprzednich pracach aktywne bromopochodne 8, 1a, 2a (Rys. 4), zostaty
wskazane jako zwiazki wiodace 1 stanowily punkt wyjscia do dalszych poszukiwan. Na
podstawie ich struktury zaprojektowatam synteze¢ nowej grupy pochodnych, ktorej celem byto
uzyskanie serii zwigzkow o lepszej rozpuszczalnosci 1 biodostepnosci, co mialo na celu
zwigkszenie ich potencjatu terapeutycznego. Nastepnie, dla otrzymanych pochodnych
zastosowatam podobny model badawczy jak dla zwigzkéw wiodacych, ktory obejmowat
miedzy innymi testy cytotoksycznosci wobec wybranych linii komorkowych, takich jak K562
1 MOLT-4 (komorki ostrej biataczki limfoblastycznej), HeLa oraz prawidlowych komorek
HUVEC, badania zdolnos$ci do indukcji apoptozy oraz interakcji z DNA. Synteza i badania
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biologiczne byly realizowane w ramach projektu naukowego NCN (UMO-
2014/15/B/NZ7/00966, ,Nowe leki przeciwbiataczkowe - zaawansowane badania
przedkliniczne™) we wspolpracy z Prof. Urszulg Wojda z Instytutu Biologii Doswiadczalne]
im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie 1 Prof. Barbarg Nawrot z Centrum

Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w Lodzi.
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H,CO CH HO H,CO
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Rys. 4. Struktury zwiazkéw wiodacych 8, 1a i 2a

W celu zwigkszenie hydrofilowosci pochodnych benzofuranu, przeprowadzitam wieloetapowa
1 wielokierunkowa synteze obejmujaca wprowadzenie grup funkcyjnych takich jak: amidowa,
karboksylowa 1 hydroksylowa do struktury zwiazkéw macierzystych 8, 1a i 2a. Otrzymane
zwigzki poddawatam nastepnie reakcjom bromowania, prowadzonymi dwiema metodami, z
uzyciem bromu czasteczkowego oraz NBS, przy czym warunki reakcji (rozpuszczalnik,
temperatura, czas) byly kazdorazowo optymalizowane w zalezno$ci od substratu. Warto
podkresli¢, ze reakcje bromowania otrzymanych benzofurandw okazaty si¢ procesami dosy¢
trudnymi, pracochlonnymi 1 zlozonymi, co wynikalo w duze;] mierze z -charakteru
podstawnikéw przylaczonych do uktadu benzofuranu.

Modyfikacj¢ struktury zwiazku 8 rozpoczetam od syntezy kwasu 7-acetylo-5,6-dimetoksy-3-
metylo-1-benzofurano-2-karboksylowego (9), ktory nastgpnie przeprowadzitam w amid (9a),
w reakcji z chlorkiem oksalilu 1 amoniakiem oraz w ester (9b) w reakcji z siarczanem dimetylu
(Rys. 4). W dalszej kolejnosci zarowno kwas 9, jak i jego pochodng estrowg 9b, poddatam
reakcjom bromowania. W przypadku estru 9b, bromowanie z uzyciem bromu czasteczkowego
prowadzone w chloroformie umozliwito otrzymanie planowanej pochodnej bromometylowej
(9c¢), rdznigcej sie od zwigzku wiodacego 8 wylacznie podstawnikiem w pozycji C2.
Bromowanie kwasu 9, prowadzone w chloroformie z bromem czasteczkowym oraz w CCla z
wykorzystaniem NBS, dawalo mieszaniny poreakcyjne trudne do rozdzielenia. Wobec

powyzszego przeprowadzitam modyfikacje warunkéw reakceji, wprowadzajac rozpuszczalniki
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polarne protonowe — etanol w przypadku reakcji z NBS oraz kwas octowy dla bromu
czasteczkowego. W wyniku tych modyfikacji udato si¢ wyizolowa¢ z satysfakcjonujaca
wydajnoscig pochodne 9d i 9e (Rys. 5). Analizy widm magnetycznego rezonansu jadrowego
("HNMR i *CNMR), widm masowych oraz analizy elementarnej wykazaly, ze struktury
otrzymanych zwiazkéw réznity si¢ od zaktadanych. Celem wstepnym przeprowadzonej
syntezy bylo bowiem bromowanie grupy metylowej w pozycji C3 wyjsciowego kwasu.
Zamiast tego wyizolowatam pochodne, w ktorych grupa karboksylowa zostala podstawiona
atomem bromu w pozycji C2 uktadu furanowego (zwiagzek 9d 1 9e). Tego typu transformacja
moze by¢ thumaczona wptywem warunkéw reakcji, w szczegdlnosci obecnoscig polarnych,
proteolitycznych rozpuszczalnikow, ktore mogly sprzyja¢ reakcji dekarboksylacji uzytego
kwasu. Proby analogicznego bromowania amidowej pochodnej 9a, pomimo wielokrotnych
modyfikacji warunkéw, nie doprowadzity do otrzymania oczekiwanej bromopochodne;.

Analiza teoretycznie obliczonych wartosci logP wykazata, iz otrzymany kwas i amid
(odpowiednio 9 1 9a) wykazuja nizszg lipofilowo$¢ w porownaniu do zwigzku wiodacego 8. Z
kolei pochodne estrowe (9b, 9c¢) charakteryzuja si¢ wartosciami logP zblizonymi do
pierwowzoru, natomiast obecno$¢ atomu bromu w pozycji C2 prowadzi do istotnego wzrostu

hydrofobowosci catego uktadu.

CHg
H,CO H3CO o]
H,;CO Hs O \
(CH30),S0, 2=
NHsag) O NH2
HaCO OCH, H3CO
HsC o 9a
BS/CHacHQOH
i Bra/CHCl, Brz/Cchoow
CHg CHs
H;CO 0 H5CO H;CO
\ Br

HaCO OCHj3 HaCO o

BrH,c~ o 9e

Rys. 5 Synteza analogéw zwigzku wiodacego 8

W przypadku syntezy analogéw zwigzkow 1a i 2a, substratem wyjsciowym byl kwas 6-acetylo-
5-hydroksy-2-metylobenzofurano-3-karboksylowy (10) (Rys. 6). Zwiazek ten, w warunkach
analogicznych do opisanych powyzej, zostat przeksztatcony w pochodng amidowg (10a) oraz

estrowag (10b). Nastepnie, wyjsciowy kwas oraz jego amid poddatam reakcji z bromem
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czasteczkowym w kwasie octowym, otrzymujac dla obu zwigzkéw podstawienie elektrofilowe
w pierscieniu benzenowym w pozycji C4 (10c, 10e), ukierunkowane przez obecno$¢
elektronodonorowej grupy -OH obecnej w pozycji C5. Ester 10b poddatam natomiast reakcji

bromowania przy uzyciu NBS w CCls, otrzymujac zatozong bromometylowa pochodng 10d.

(e}
NH,
HO HO
Brg/CH3COOH o ¢l \ CH
NHsaq) H3C (o)
© 10a

(CH30),50, BrleHCI3

P
o3 ﬂ =%

Rys. 6 Synteza analogéw zwigzku wiodacego 1a

W celu otrzymania analogow zwiazku 2a, wyjsciowy kwas 10 poddatam metylacji z
wykorzystaniem nadmiaru siarczanu dimetylu, otrzymujac pochodng 11. Nastepnie pochodng
t¢ poddatam trzem réznym modyfikacjom strukturalnym (Rys. 7). W pierwszej, brom
podstawitam do grupy metylowej w reakcji z NBS w CCly, otrzymujac zwigzek 11a. W drugie;,
w reakcji zwigzku 11 z bromem w kwasie octowym otrzymatam zwigzek macierzysty 2a, ktory
nastepnie zredukowalam do pochodnej hydroksylowej 11b. Trzeci wariant modyfikacji
obejmowat zasadowa hydroliz¢ estru 11 do kwasu 11¢, a nastepnie jego amidacje do zwigzku
11d.

Analiza obliczonych wartosci logP wskazata, ze wszystkie uzyskane pochodne kwasu wykazuja
nizszg hydrofobowos¢ w poréwnaniu ze zwigzkami wiodacymi 1a i 2a, co koreluje z ich

wyzsza rozpuszczalno$cia w wodzie.
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Rys. 7 Synteza analogéw zwigzku wiodacego 2a

W kolejnym etapie badan postanowitam odpowiedzie¢ na pytanie, w jaki sposéb dokonane
modyfikacje wptywaja na aktywnos¢ cytotoksyczng i selektywno$¢ otrzymanych pochodnych.
W tym celu czternascie nowych pochodnych benzofuranu przebadano pod katem ich
wlasciwosci cytotoksycznych wobec linii komorkowych K562, MOLT-4, HeLa 1 prawidtowej
linii komorek §rodbtonka (HUVEC), z zastosowaniem metody MTT. Nastepnie dla najbardziej

aktywnych zwiazkéw sprawdzono ich zdolno$¢ do interkalacji z DNA 1 indukcji apoptozy.

Wstepne badania zywotnosci komorek nowotworowych, po 48-godzinnej inkubacji z danym
zwigzkiem w stezeniu 100 uM, pozwolity wyselekcjonowaé pie¢ najaktywniejszych
halogenopochodnych: 9¢, 9e, 10d, 11a 1 11b. Zwigzki podane w tym st¢zeniu obnizyly
zywotnos¢ wszystkich badanych linii komérkowych o ponad 50%. Dalsze analizy oraz
obliczone wartosci ICso wykazaty, ze wybrane pochodne bytly podobnie toksyczne zar6wno dla
komorek nowotworowych, jak 1 dla komorek prawidtowych, z wartosciami ICso w zakresie 20—
85 uM. Wyjatek stanowily zwigzki 9¢ 1 11a, dla ktérych wartosci ICso znajdowaty sie poza tym
zakresem (odpowiednio 180 uM dla MOLT-4 1 6 uM dla HUVEC).

Podsumowujac, wybrane zwigzki cechowaly si¢ slabsza bioaktywnoscia niz zwigzki
wyjsciowe, jednoczesnie nie wykazywaly selektywnosci wobec komorek biataczkowych, a

ponadto cechowaly si¢ znaczng toksycznoscig wobec prawidlowych komorek srodbtonka.

W kontekscie wczesniejszych obserwacji dotyczacych mechanizmu dziatania zwigzkow
wiodacych, przeprowadzono dalsze badania w celu ustalenia, czy cytotoksyczno$¢ wybranych

pochodnych moze by¢ zwigzana z ich interakcja z DNA. W tym celu przeanalizowano wplyw
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testowanych benzofuranéw na trawienie plazmidowego DNA (pcDNA3.1 HisC) przez
endonukleaz¢ BamHI. Wyniki wykazaty, Zze inkubacja badanych zwigzkow z plazmidowym
DNA hamowata jego rozszczepienie przez wybrang endonukleazg, co sugeruje, ze benzofurany
te mogg interkalowa¢ z DNA lub wigza¢ si¢ z nim w inny sposob. Efekt ten byt jednak znacznie
stabszy w poréwnaniu z dziataniem daunorubicyny, co wskazuje na ograniczong zdolnos¢

badanych zwigzkow do interkalacji.

W kolejnych eksperymentach zbadano zdolnos$¢ testowanych benzofuranéow do indukcji
apoptozy. W tym celu dla bromopochodnych 9¢, 9e, 10d i 11a, wykazujacych najwyzsza
toksyczno$¢ wobec komorek biataczkowych K562 (ICso ponizej 50 pM), oznaczono aktywnos¢
wykonawczych kaspaz 3 1 7. Uzyskane wyniki wykazaty, ze inkubacja komorek ze zwigzkiem
9e skutkowatla blisko pigeciokrotnym wzrostem aktywnos$ci kaspaz 3/7, podczas gdy zwiazki 9¢
i1 10d powodowatly okoto dwukrotny wzrost aktywnosci. W przypadku zwigzku 11a aktywacja
kaspaz byta minimalna. Wyniki te sugeruja, ze cytotoksycznos¢ wybranych benzofuranow 9c,

9e¢ 1 10d w komodrkach K562 moze by¢ zwigzana z indukcja apoptozy.

Analiza zalezno$ci struktura—aktywnos$¢ (SAR) ujawnita, ze obecno$¢ atomu bromu jest
waznym, lecz niewystarczajacym czynnikiem determinujagcym aktywnos$¢ cytotoksyczng oraz
selektywno$¢ pochodnych benzofuranu. Kluczowe znaczenie ma nie tylko sam obecny
halogen, ale rowniez jego lokalizacja w czasteczce. Dla pochodnych 9¢, 10d i 11a obecnos¢
grupy bromometylowej przy pierscieniu furanowym wydaje si¢ warunkowac ich aktywnos¢,
natomiast w przypadku zwigzku 9e decydujaca jest obecnos¢ podstawnika bromoacetylowego
w pierScieniu  benzenowym. Brak wyraznej aktywno$ci widoczny jest w przypadku
pochodnych, w ktérych atom bromu byt obecny wytacznie w jednym z pierscieni — furanowym

(10¢) lub benzenowym (9d, 10e).

Zwiazki nieposiadajgce atomu bromu, takie jak amidy (9a, 10a, 11d), estry (9b, 11) oraz wolne
kwasy karboksylowe (9, 10, 11b), nie wykazywaty istotnej aktywnosci cytotoksycznej wobec

badanych linii komoérkowych.

Poréwnanie aktywnych pochodnych 10d i 11a ze zwigzkami bazowymi 1a i 2a wykazato, ze
obecno$¢ grupy bromoacetylowej zwigksza toksyczno$¢ i1 selektywno$¢ wzgledem analogow
zawierajacych grupe bromometylowg. Natomiast w przypadku pochodnej 9¢ stwierdzono
istotny spadek aktywnosci oraz selektywno$ci wzgledem zwigzku wiodacego 8, co moze

wynika¢ z zastgpienia grupy acetylowej w pozycji C2 pier§cienia furanowego grupg estrowa.
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Redukcja grupy ketonowej w zwigzku 2a do hydroksylowej pochodnej (11b), rowniez
skutkowata obnizeniem selektywno$ci, prawdopodobnie na skutek zwickszenia hydrofilowosci
oraz mozliwosci tworzenia dodatkowych wigzan wodorowych, co moglo wptynaé na sposob

oddziatywania czgsteczki z docelowymi strukturami komorkowymi.

Podsumowujac, przeprowadzona synteza oraz analiza nowych pochodnych benzofuranu
umozliwita identyfikacj¢ zwiazkow o umiarkowanej aktywnosci biologicznej. Wstepne
badania wskazujg, ze obecno$¢ halogenu w grupie alkilowej lub acylowej determinuje
cytotoksycznos¢ badanych pochodnych, natomiast ich selektywno$¢ zalezna jest od
rozmieszczenia i typu pozostatych podstawnikéw w czasteczce. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
mechanizm dzialania moze obejmowa¢ indukcje apoptozy, a potencjalnym elementem

mechanizmu molekularnego moze by¢ interakcja z DNA.

Wyniki badan dotyczace pochodnej 1,1'-[3-(bromometylo)-5,6-dimetoksy-1-benzofuran-2,7-
diylo]dietanonu (zwigzek 8) oraz analiza wpltywu modyfikacji strukturalnych na
cytotoksyczno$¢ 1 selektywno$¢ jego pochodnych wskazuja, ze obecno$¢ grupy
bromometylowej i grupy acetylowej w pozycjach C2 i C3 uktadu benzofuranowego, moga
odgrywac kluczowa rolg w determinowaniu aktywnos$ci biologicznej oraz selektywnosci tych
zwigzkow. W zwiazku z tym zaprojektowalam kolejng seri¢ pochodnych, ktére zachowuja
wskazane rozmieszczenie podstawnikow w pierscieniu furanowym, lecz r6znig si¢ rodzajem
oraz pozycja grup obecnych w pierScieniu benzenowym. Celem tych modyfikacji byto
okreslenie wplywu zmian strukturalnych na aktywno$¢ 1 selektywnos$¢ uzyskanych
pochodnych, w porownaniu do zwigzku wiodacego oraz sprawdzenie czy zachowanie
pierwotnego ukladu grup bromometylowej i acetylowej jest czynnikiem kluczowym dla
cytotoksycznosci tych zwigzkoéw. Wyniki tych badan zostaty zaprezentowane w pracy HS cyklu

habilitacyjnego.

W pierwszym etapie badan, przeprowadzajac reakcje chloroacetonu z wybrang pochodng o-
hydroksyacetofenonu, otrzymatam wyjsciowe benzofurany zawierajace grupy alkoksylowe (-
OCHs 1 -OCH2CHs) w $cisle okreslonych pozycjach pierscienia benzenowego. Rodzaj oraz
rozmieszczenie podstawnikow wptywaty istotnie na wtasciwosci fizykochemiczne czasteczek,
w tym na ich objetos¢, lipofilowos¢ oraz potencjalng aktywnos¢ biologiczna, dostarczajac tym
samym cennych danych dotyczacych zaleznos$ci typu struktura—aktywnos$¢ (SAR).

W kolejnym etapie wyjsciowe zwigzki poddatam reakcjom bromowania z zastosowaniem NBS

w czterochlorku wegla, w celu selektywnego wprowadzenia atomu bromu do grupy metylowe;.
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Dla wszystkich badanych zwigzkoéw udalo si¢ otrzymac planowane pochodne bromometylowe.
Co istotne, w przypadku 1-(4,6-dimetoksy-3-metylo-1-benzofuran-2-ylo)etanonu dodatkowo
wyizolowatam produkt zawierajacy dwa atomy bromu: jeden podstawiony do grupy metylowe;,
a drugi zlokalizowany bezposrednio w pierscieniu benzenowym (Rys. 8). Rezultat ten jest
zapewne zwigzany z obecnoscia elektronodonorowych grup -OCHs w pozycjach 4 1 6 uktadu
benzofuranu, ktére utatwiaja elektrofilowe podstawienie w pier§cieniu aromatycznym,
szczegblnie w zastosowanych warunkach reakcji.

Strukture otrzymanych zwigzkéw potwierdzono za pomoca spektroskopii magnetycznego

rezonansu jadrowego (‘H NMR, *C NMR) oraz spektrometrii mas (MS).

R2
R1 \ \CH3
) O
Nr zwigzku R! R?
12 a 5 -OCHj3 -CH3
12b 4 -OCHs; 6 -OCH3 -CH3
12 ¢ 4 -OCH,CH3 -CH3
12d 6 -OCH2CH3 -CH3
12 e 5 -OCHs3 -CH2Br
12 f 4 -OCHs; 6 -OCH3 -CH2Br
12 ¢ 4 -OCHs; 5 -Br; 6 -OCH3 -CH,Br
12 h 4 -OCH,CH3 -CH:Br
12 6 -OCH>CH3 -CH2Br

Rys. 8 Struktura nowych pochodnych 1-[3-(bromometylo)-1-benzofuran-2-ylo]etan-1-onu

Dla otrzymanych pochodnych zostata przeprowadzona wstegpna ocena ich cytotoksycznosci.
Dla najbardziej obiecujacych zwigzkéw zaplanowatam rowniez rozszerzong analize ich
aktywnosci biologicznej, obejmujaca: test zywotnosci komorek metoda wybarwiania trypan
blue (TB), ocen¢ zdolnosci do generowania reaktywnych form tlenu (ROS), analizg

wydzielania interleukiny 6 (IL-6) oraz badanie aktywno$ci proapoptotycznej. Ponadto

24



Autoreferat — postegpowanie habilitacyjne dr n. farm. Marioli Barbary Napiorkowskiej

postanowitam sprawdzi¢ potencjalng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych zwigzkow,

wykorzystujac szczepy bakteryjne zaréwno standardowe, jak i kliniczne.

Badania cytotoksyczno$ci otrzymanych zwigzkow (12a-12i) przeprowadzono na czterech
liniach komoérek nowotworowych. Ze wzgledu na wczesniejsze wyniki wskazujace na wysoka
wrazliwo$¢ komorek przewlektej biataczki szpikowej (K562) na halogenopochodne, badania
obejmowaty te lini¢ oraz dodatkowo ludzkie komorki raka prostaty (PC3), raka jelita grubego
(SW620) 1 raka nerkowokomodrkowego (Caki-1). Jako kontrole wykorzystano prawidtowe
ludzkie keratynocyty (HaCaT). Oceng cytotoksyczno$ci przeprowadzono metoda przesiewowa
MTT dla wszystkich otrzymanych pochodnych, zar6wno wyjsciowych benzofurandw, jak i ich
bromopochodnych. W celu okreslenia profilu bezpieczenstwa badanych zwigzkéw obliczono
ich indeks selektywnosci (SI), bedacy stosunkiem wartosci ICso uzyskanych dla komorek
HaCaT do wartosci ICso dla komodrek nowotworowych K562. Jako leki referencyjne
wykorzystano doksorubicyne oraz bortezomib, ktére sg szeroko stosowane w terapiach

przeciwnowotworowych, m.in. w leczeniu ostrej biataczki szpikowej [88-90].

Poréwnanie warto$ci ICso dla wyjsciowych benzofuranéw i ich halogenopochodnych
jednoznacznie wykazato, ze wprowadzenie atomu bromu do podstawnika metylowego
zwigkszylo cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkéw zaréwno wobec komorek nowotworowych,
jak 1 zdrowych. Wyjatek stanowily komorki linii Caki-1, ktore okazaty si¢ niewrazliwe na
wszystkie badane pochodne (ICso > 100 uM). Wyjsciowe benzofurany (12a-12d) wykazywaly
nizsza toksycznos¢ wobec komorek HaCaT (ICso w zakresie 50—100 uM) w poroéwnaniu do ich
bromopochodnych (12e-12i) (ICso w zakresie 5-24 uM). Niemniej jednak, nie stwierdzono dla
nich znaczacej aktywnosci cytotoksycznej wobec komoérek nowotworowych.

Analiza warto$ci 1Cso dla halogenopochodnych wykazata istotny wplyw rodzaju i potozenia
podstawnikow w pierscieniu benzenowym na selektywnos¢ badanych zwigzkow. Zwigzek 12e,
zawierajacy grupe -OCHs; w pozycji C5 pierScienia benzenowego, wykazywal wysoka
toksyczno$¢ zarowno wobec komorek nowotworowych, jak 1 zdrowych (ICso w zakresie 10-18
uM). Natomiast zwigzek 12f, posiadajacy dwie grupy -OCHs w pozycjach 4 1 6, wykazywat
wigkszg selektywnos¢ wobec komorek nowotworowych, charakteryzujac si¢ silnym dziataniem
toksycznym wobec K562 (ICso = 3,83 + 0,6 uM) oraz umiarkowang toksycznos$ciag wzgledem
HaCaT (ICso = 12,44 + 1,27 uM), co przetozyto si¢ na korzystny indeks selektywnosci SI =
3,248.

Zwiazek 12g, zawierajacy dodatkowy atom bromu w pozycji 5 pierscienia aromatycznego w

poréwnaniu do zwigzku 12f, wykazal istotnie mniejszg cytotoksycznos¢ wobec komorek
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nowotworowych (ICso w zakresie 40-50 uM), i jednocze$nie wigkszg toksycznos¢ wobec
komoérek HaCaT (5.69 £+ 5.67 uM). Zwiazek 12h natomiast, z podstawnikiem -OCH>CH3; w
pozycji 4 pierscienia benzenowego, podobnie jak zwigzek 12f, wykazywal wysoka
selektywno$¢ wobec komoérek K562 (ICso = 2,59 + 0,88 uM), przy umiarkowanej toksycznosci
wzgledem HaCaT (ICso = 23,57 £+ 10,7 uM), co skutkowato najwyzsza wartoscig indeksu
selektywnos$ci SI = 9,100. Zmiana potozenia grupy etoksylowej do pozycji C6 w strukturze
zwigzku 12i skutkowala obnizeniem jego aktywnosci cytotoksycznej wobec komorek
nowotworowych, przy jednoczesnym zwigkszeniu cytotoksycznosci wzgledem komorek
prawidlowych w poréwnaniu z analogiem 12h. Analiza aktywno$ci wszystkich otrzymanych
pochodnych wykazata, ze charakteryzowaty si¢ one nizsza cytotoksyczno$cia wobec linii
komorkowej K562, niz zwigzki referencyjne zastosowane w badaniu.

Podsumowujac, halogenopochodne benzofuranéw wykazywaly wysoka cytotoksycznosé
zarbwno wobec komorek nowotworowych, jak i zdrowych. Jednak analiza uzyskanych
wynikow pozwolita na wyselekcjonowanie dwoch najbardziej obiecujacych zwiazkéw —
metoksylowej pochodnej 12f i pochodnej etoksylowej 12h — do dalszych badan nad
mechanizmami ich cytotoksycznosci. Pochodne te charakteryzowaly si¢ najwyzsza
cytotoksycznoscia wzgledem komorek K562 oraz korzystnymi warto$ciami indeksu
selektywnosci, co sugeruje ich potencjalne zastosowanie w terapii przeciwnowotworowe;j.
Test MTT ocenia aktywno$¢ enzymow mitochondrialnych, ale nie pozwala na okreslenie
calkowitej liczby komorek. Dlatego w kolejnym etapie przeprowadzono test trypan blue (TB)
na komorkach K562 1 HaCaT, analizujac zaréwno ich liczbg, jak i Zzywotnos$¢ po ekspozycji na
zwigzki 12f 1 12h w stezeniach 1Cso. Wyniki wykazaty, ze zaden z badanych zwigzkoéw nie
wplywal istotnie na zywotno$¢ komorek K562. Zwigzek 12h nie wykazywal dziatania
przeciwproliferacyjnego, podczas gdy 12f zmniejszat liczb¢ komodrek nowotworowych o 13%,
co moze wynikac z jego wigkszej lipofilowosci 1 lepszego transportu przez blony komorkowe.
W komorkach HaCaT oba zwigzki wykazywaty niska cytotoksycznos$¢, jednak zmiany nie bytly
istotne statystycznie (zywotnos¢ >80%). Wigksza wrazliwo$¢ komorek HaCaT moze wynikac
z ich mniejszej zdolnosci adaptacyjnej w porownaniu z nowotworowymi K562, ktore posiadaja
rozwinigte mechanizmy obronne.

Weczesniejsze badania wykazaty, ze zwigzek wiodacy 1,1'-[3-(bromometylo)-5,6-dimetoksy-1-
benzofuran-2,7-diylo]dietanon moze indukowa¢ apoptoze w komorkach biataczkowych. W
zwigzku z tym postanowiono oceni¢ potencjat proapoptotyczny wyselekcjonowanych
zwigzkéw 12f i 12h. W tym celu przeanalizowano dystrybucj¢ fosfatydyloseryny (PS) na
powierzchni komoérek K562, wykorzystujac test Annexin V-FITC oraz cytometri¢
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przeplywowa. Wyniki wykazaly, ze zwigzki 12f i 12h indukowaly wczesng, jak i p6zng
apoptozg, odpowiednio w 22% i 60% komorek K562. Wyrazniejszy sygnat aneksyny po
traktowaniu zwigzkiem 12h sugeruje, ze indukcja apoptozy w tych komorkach jest silniejsza,
niz w przypadku 12f. Etoksylowa pochodna 12h wykazywata rowniez wyzszg cytotoksycznos$¢
w tescie MTT, co wskazuje na potencjalnie silniejszy wpltyw jej na metabolizm
mitochondrialny lub potencjalne uszkodzenie funkcji mitochondriow. Jednak analiza
aktywnosci kaspaz 3/7 wykazata, ze pochodna metoksylowa 12f byla silniejszym aktywatorem
tych enzymow — powodowata ponad dwukrotny wzrost aktywnosci kaspaz, podczas gdy 12h
zwigkszat ich aktywnos¢ tylko o 13%. Moze to sugerowac, ze obie pochodne inicjujg apoptoze
réznymi szlakami — etoksylowa 12h poprzez intensywniejsze zmiany w strukturze btony
komoérkowej, a metoksylowa 12f przez silniejsza aktywacje kaspaz.

Jak wcze$niej wspominatam, aktywnos$¢ przeciwnowotworowa benzofuranéw moze zachodzié¢
na drodze réznych mechanizméw, w tym poprzez indukcje¢ stresu oksydacyjnego oraz
zmniejszenie potencjatu blony mitochondrialnej [40, 41]. Wyniki licznych badan sugeruja, ze
reaktywne formy tlenu (ROS) pelnia w komodrkach nowotworowych role "miecza
obosiecznego". W niskich lub umiarkowanych stezeniach dziatajg jako przekazniki sygnatowe,
stymulujac proliferacje komorek rakowych, ich migracje, inwazj¢, angiogenezg oraz opornos¢
na leki. Natomiast wysoki poziom ROS moze zaburza¢ homeostaze, strukture i funkcje
komoérek nowotworowych, prowadzac ostatecznie do ich $mierci [91-94]. Przypuszcza si¢
zatem, ze komorki rakowe wymagaja precyzyjnej rownowagi w metabolizmie ROS, co
sprawia, ze terapie indukujace stres oksydacyjny stanowig obiecujacy kierunek w poszukiwaniu
skutecznych metod leczenia nowotworow [95].

Dane literaturowe wskazuja, na to ze pochodne benzofurandw moga indukowal stres
oksydacyjny w réznych rodzajach linii komérkowych, takich jak chrzgstniakomigsak JJO12 i
SW1353 [96], komorki raka zotadka AGS 1 SNU-1 [34] oraz komorki ptuc A549 1 PC9 [97].
Majac na uwadze te doniesienia, postanowitam zbadaé, czy wybrane pochodne wykazuja
aktywnos$¢ prooksydacyjng w najbardziej wrazliwej na te zwigzki linii komorkowej K562. W
celu oceny poziomu ROS zastosowano metode oparta na zaleznym od st¢zenia ROS
powstawaniu  fluorescencyjnych  znacznikdw: rodaminy 123  (GHR123) oraz
dichlorofluoresceiny (DCF-DA), po traktowaniu badanymi zwigzkami w stezeniach rownych
ICso.

Dla obu badanych pochodnych zaobserwowano podwyzszony poziom ROS, przy czym
wykazywaty one r6znice w potencjale oksydacyjnym. Metoksylowa pochodna 12f wykazywata

silniejsze dziatanie prooksydacyjne w komorkach K562 w porownaniu do etoksylowej
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pochodnej 12h, indukujac dwukrotny wzrost intensywnosci fluorescencji w stosunku do
komorek kontrolnych.

Innym potencjalnym celem molekularnym dla srodkow przeciwnowotworowych jest obnizenie
poziomu interleukiny-6 (IL-6), cytokiny o plejotropowym dziataniu, bioracej udziat w regulacji
stanu zapalnego, odpowiedzi immunologicznej i hematopoezy [98, 99]. IL-6 jest
syntetyzowana we wczesnych fazach odpowiedzi zapalnej; co istotne, jej wysoki poziom
wykazano w tkankach nowotworowych, takich jak rak okreznicy, rak piersi, rak jajnika oraz
rak prostaty. Ponadto, ostatnie badania potwierdzity obecnos¢ IL-6 w osoczu oraz
mikrosrodowisku nowotworowym pacjentéw z przewlekla i ostrg biataczka limfatyczng [100-
103]. Wysoki poziom IL-6 we krwi 0oséb chorych na raka wiaze si¢ z gorszym rokowaniem
rozwoju choroby i szansami na przezycie chorego. Im nizsze st¢zenie tej interleukiny u
pacjentow leczonych cytostatykami, tym lepsza odpowiedZ na =zastosowang terapie

przeciwnowotworowa.

Biorac powyzsze pod uwage, przeprowadzono analiz¢ wptywu badanych pochodnych na
wydzielanie IL-6 przez komorki K562. Uzyskane wyniki wykazaly, ze oba zwigzki znaczaco
obnizyly poziom IL-6 w badanym medium hodowlanym. Silniejszy efekt zaobserwowano po
traktowaniu zwiazkiem 12f, ktory zmniejszyl poziom IL-6 o 50%, podczas gdy zwigzek 12h
obnizyt go o 40%. Otrzymane wyniki potwierdzaja wczesniejsze obserwacje dotyczace
wlasciwosci biologicznych testowanych pochodnych. Wykazalismy, ze zwigzek 12f wykazuje
silniejsze dzialanie prooksydacyjne w komorkach K562, co moze przyczynia¢ si¢ do redukcji

poziomu IL-6.

Ostatnim etapem prac byto okreslenie wstegpnego profilu aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
otrzymanych zwigzkéw. Wszystkie uzyskane pochodne zostaty przetestowane in vitro na
wybranych szczepach bakterii, w tym na reprezentatywnych, standardowych pateczkach
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Sposrdd przetestowanych pochodnych, tylko
zwigzek 12g wykazal umiarkowang aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w stosunku do
szczepoOw Gram-dodatnich, z warto§ciami MIC w zakresie od 16 do 64 pg/ml. Nalezy
podkresli¢, ze aktywno$¢ tej pochodnej wydaje si¢ by¢ determinowana obecno$cig atomu
bromu w pierscieniu benzenowym. Jednakze w badaniach przeprowadzonych na szczepach

klinicznych, testowana pochodna nie wykazata aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.

Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolilty mi na wylonienie dwoch aktywnych

zwigzkdw o wysokiej cytotoksycznosci wobec komodrek K562. Co istotne, oba zwigzki
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wykazywaty nizsza toksyczno$§¢ w stosunku do komoérek prawidlowych (HaCaT), co
przetozyto si¢ na korzystny indeks selektywnosci. Wstepne badania mechanizmu ich dzialania
wykazaly, ze zwigzki te indukuja apoptoze komorek nowotworowych poprzez aktywacje
kaspaz 3/7. Ponadto, wyniki badan sugeruja, ze ich potencjal przeciwnowotworowy moze by¢
powiazany ze zwigkszong produkcja ROS (nadtlenku wodoru) oraz hamowaniem wydzielania
interleukiny-6 (IL-6). Z kolei badania mikrobiologiczne wykazaly brak lub jedynie stabg
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg testowanych pochodnych. Zaobserwowane réznice w
aktywnos$ci benzofuranéw 1 ich bromopochodnych potwierdzity moje wczesniejsze
przypuszczenia, ze obecno$¢ okreslonych podstawnikow, takich jak grupy bromometylowe i
acetylowe, moze determinowaé cytotoksyczno$¢ uzyskanych zwigzkow. Jednocze$nie nawet
niewielkie zmiany w strukturze chemicznej, zwlaszcza w obrebie pier§cienia benzenowego,

moga wpltywac na selektywno$¢ dziatania tych pochodnych.

Kontynuujac prace nad halogenopochodnymi benzofuranéw, postanowitam poszerzy¢ badania
dla bromopochodnej: 4-bromo-6-(dibromoacetylo)-5-hydroksy-2-metyl-1-benzofurano-3-
karboksylanu metylu (zwiazek wiodacy 1a, Rys. 4). Impulsem do tych dziatan byly wyniki
badan przedstawione w wymienionych powyzej dwoch pracach z cyklu habilitacyjnego H3 i
H4, a takze rezultaty badan prowadzonych we wspotpracy z Profesor Barbarg Nawrot i jej
zespolem [104]. Wyniki wspomnianych badan pokazaty, ze zwigzek ten wykazuje wysoka
cytotoksyczno$¢ wobec komodrek nowotworowych biataczki (K562, HL-60) oraz raka szyjki
macicy (HeLa) (ICso 1-5 uM), przy jednoczesnej marginalnej toksycznosci wobec komorek
MOLT-4 (ostra biataczka limfoblastyczna) oraz ludzkich komorek raka trzustki (CFPAC). Co
istotne, wczesniejsze badania wykazaly brak cytotoksycznosci tej pochodnej wobec
prawidlowych komoérek HUVEC. Badania mechanizmu cytotoksycznos$ci ujawnity, ze
pochodna ta indukuje apoptoz¢ w komorkach biataczkowych poprzez aktywacje zardwno
receptorow, jak 1 szlakow mitochondrialnych. Wykorzystujac biotynylowang pochodna,

zidentyfikowano tubuling jako cel molekularny badanego zwigzku.

Bazujac na obiecujacych wynikach badan in vitro dla tego zwigzku w komorkach przewlektej
biataczki szpikowej (CML), we wspoipracy z Profesor Urszulag Wojda z Instytutu Nenckiego w
Warszawie, zaplanowali$my ocen¢ potencjatu przeciwnowotworowego tego zwiazku in vivo,
wykorzystujac myszy z ksenoprzeszczepem CML. Dodatkowo zaplanowatam wielomodelowe
badanie obejmujace analize wptywu tej pochodnej na zywotnos¢ komorek, cykl komdrkowy,
indukcje apoptozy, poziom IL-6 oraz produkcj¢ ROS, w panelu siedmiu ludzkich linii komorek

nowotworowych, w tym komorek raka okreznicy (pierwotne HCT116, SW480 i przerzutowe
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SW620), prostaty (PC3), watroby (HEPG2), pluc (A549) oraz raka piersi (MDA-MB-231).
Badania te zostaly przeprowadzone w naszym zespole w Katedrze i Zaktadzie Biochemii

WUM.

Aby zweryfikowaé, czy obserwowana cytotoksycznos$¢ in vitro przetozy si¢ na warunki in vivo,
w pierwszej kolejnosci oceniono skuteczno$¢ zwigzku 1a przeciwko komérkom K562 (CML)
w mysim modelu ksenogenicznym. Ustalono, ze pochodna ta jest stabilna w nietoksycznych
uktadach rozpuszczalnikowych, takich jak 10% Solutol HS, 15% lub 10% etanol w wodzie oraz
0,9% NaCl. Optymalng droga podania okazato si¢ wstrzyknigcie dootrzewnowe w dawce 5
mg/kg, gdyz wyzsze dawki (10 1 20 mg/kg) oraz podanie dozylne, powodowaty stan zapalny i
objawy toksycznosci. W celu oceny skuteczno$ci przeciwnowotworowej, zywotne komorki
K562 wprowadzono do myszy NSG. Jako kontrole pozytywne zastosowano imatynib oraz

hydroksymocznik — standardowe leki stosowane w leczeniu CML.

Analiza wynikow wykazata, Ze myszy poddane terapii zwigzkiem 1la oraz lekami
referencyjnymi nie wykazywaly zmian w morfologii ani masie narzagdow wewnetrznych, takich
jak watroba, $ledziona, nerki, ptuca czy serce. Parametry hematologiczne pozostaty w zakresie
normy, z wyjatkiem niewielkiego wzrostu liczby monocytow i limfocytow, co mogto wynikaé
z inokulacji komorkami K562 — efekt ten zaobserwowano takze w grupie kontrolnej z guzem.
We wszystkich grupach leczenie prowadzilo do istotnego zmniejszenia masy guza,
porownywalnego do dzialania imatynibu i1 hydroksymocznika. Istotnym aspektem byta
stabilno$¢ masy ciata zwierzat, co sugerowato niskg toksycznos$¢ badanej pochodnej. Wyniki te
sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami in vitro, ktore wskazuja, ze zwiazek 1a wykazuje
wysoka cytotoksyczno$¢ wobec komorek biataczkowych, jednoczesnie oszczedzajac zdrowe

tkanki [104, 105].

W dalszych badaniach, aktywnos$¢ cytotoksyczng badanego zwigzku oceniono analogicznie do
weczesniejszych eksperymentdw, wykorzystujac test MTT 1 wyrazajac wyniki jako warto$¢ ICso.
Jako leki wzorcowe zastosowano doksorubicyne (DOX) 1 cisplatyn¢ (CP). Wyniki analiz
wykazaty, ze zwigzek 1a wykazuje wysoki potencjat przeciwnowotworowy wobec wigkszosci
badanych linii komérkowych, w niskim zakresie stgzen mikromolowych (ICso= 1,0-4,5 uM),
z wyjatkiem komorek A549 1 PC3. Szczegolng wrazliwo$¢ na jego dzialanie zaobserwowano
w liniach HepG2 1 MDA-MB-231, dla ktorych wartosci ICso wynosity odpowiednio 1,0 £ 0,1
uM oraz 1,1 = 0,1 uM. Wérod badanych ludzkich linii raka jelita grubego, linia przerzutowa
SW620 wykazywata wigkszg wrazliwo$¢ na dziatanie tej pochodnej (ICso = 1,2 + 0,1 uM), niz
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linie pierwotne SW480 i HCT-116 (IC50 = 4,5 uM). Poréwnujac dzialanie badanego zwigzku
z lekami referencyjnymi, stwierdzono, ze byt on mniej cytotoksyczny niz doksorubicyna, ale
wykazywal wyzszg aktywnos$¢ niz cisplatyna wobec komorek SW480, SW620, HepG2 oraz
MDA-MB-231. Warto réwniez podkresli¢, ze w swietle wczesniejszych badan, ktore wykazaty
brak cytotoksycznosci zwigzku 1a wobec prawidtowych komérek HUVEC, jego selektywno$¢
wobec wigkszosci testowanych linii komérkowych (z wyjatkiem PC3 i A549) byla wyzsza niz
w przypadku doksorubicyny i cisplatyny. Uzyskane wyniki cytotoksyczno$ci potwierdzono za
pomocg testu zywotnosci z uzyciem bigkitu trypanu (TB). Analiza wykazala, ze zwigzek 1a
znaczaco hamowat proliferacje¢ 1 zmniejszal zywotnos¢ wszystkich badanych linii

komoérkowych, przy czym najsilniejszy efekt zaobserwowano w komorkach HepG2 i HCT-116.

Na podstawie uzyskanych wynikow, do dalszych badan nad mechanizmami dziatania
cytotoksycznego wytypowano najbardziej wrazliwe na dziatanie zwigzkéw linie komorkowe
SW480, SW620, HCT-116, HepG2 oraz MDA-MB-231, dla ktérych wartosci ICso byty nizsze
niz 5 uM.

Indukcje apoptozy i/lub nekrozy w wybranych liniach komérkowych oceniono przy uzyciu
analizy cytometrii przeptywowej. Wyniki wykazaly, ze odsetek komodrek we wczesnej i/lub
poznej fazie apoptozy badz nekrozy byt istotnie wyzszy we wszystkich liniach nowotworowych
traktowanych zwiazkiem 1a, w poroOwnaniu z grupg kontrolng. Najwyzszy odsetek

apoptotycznych komorek stwierdzono w liniach SW480 1 MDA-MB-231.

W kolejnym etapie zbadano udzial kaspaz wykonawczych 3/7 w procesie apoptozy, stosujac
test Caspase-Glo 3/7. Analiza wykazala, ze badana pochodna benzofuranu istotnie zwigkszata
aktywnos$¢ kaspaz 3/7 w komoérkach SW620, HepG2 1 MDA-MB-231, co wskazuje na
mechanizm apoptozy zaleznej od kaspaz. Odkrycie to jest zgodne z wczesniejszymi badaniami,
ktore wykazaly, ze zwigzek 1a indukuje zar6wno wczesna, jak 1 p6zna apoptoz¢ w komodrkach
K562 [104]. Proces ten zostat poprzednio potwierdzony przez zwigkszong aktywno$¢ kaspaz
efektorowych 3 1 7 wraz z kaspazami inicjujacymi 8 19, co sugerowato, ze pochodna ta indukuje
apoptoze poprzez aktywacje zarOwno zewnatrzpochodnego szlaku zaleznego od ,,receptorow

Smierci”, jak 1 wewnatrzpochodnego szlaku mitochondrialnego.

Co istotne, chociaz komorki apoptotyczne wykryto réwniez w liniach SW480 1 HCT-116
traktowanych badanym zwigzkiem, aktywno$¢ kaspaz 3/7 nie ulegta w nich istotnej zmianie w
poréwnaniu z kontrolg. Uzyskane wyniki moga wskazywaé na rdznice w czasie aktywacji

kaspaz 3/7, zaleznych od typu komorki i rodzaju bodzca. Alternatywnie, badana pochodna
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benzofuranu moze indukowac apoptoz¢ w komoérkach SW480 i HCT-116 w sposob niezalezny

od kaspaz.

Poniewaz aktywacja apoptozy cze¢sto koreluje ze zmianami w dystrybucji cyklu komorkowego,
oceniono wplyw zwiazku la na progresje¢ cyklu komoérkowego w stezeniu rownym ICso.
Regulacja progresji cyklu komorkowego jest kluczowa dla utrzymania homeostazy w
prawidtowych komorkach [33, 106], dlatego zatrzymanie cyklu komoérkowego w komoérkach
nowotworowych stanowi obiecujaca strategi¢ W opracowywaniu lekow
przeciwnowotworowych [37, 107]. Analiza wynikow dla komoérek SW480, HCT-116 i MDA-
MB-231 wykazata, ze zwigzek 1a znaczaco zwigkszyl populacje komoérek w fazie sub-G1. W
przypadku komorek SW620, inkubacja z badanym zwiazkiem spowodowata znaczny wzrost
populacji komorek w fazach sub-G1 oraz G2/M. Natomiast ekspozycja komoérek HepG2 na
badany zwigzek doprowadzita do najwyzszego procentowego wzrostu komorek w fazie G2/M.
Zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M mozna wytlumaczy¢ zdolnoscig zwigzku 1a
do silnego hamowania polimeryzacji tubulin. Ten mechanizm dziatania zostal zaobserwowany
w badaniu przeprowadzonym przez Krdolewska i wspotpracownikéw [104], ktore wykazato, ze
zwigzek ten, podobnie jak winblastyna, jest silnym inhibitorem polimeryzacji tubuliny w
komorkach K562. Ponadto, badania dokowania opisane w tej pracy wykazaty, ze zwigzek 1a
prawidtowo miesci si¢ w kieszeni wiazacej kolchicyne w [B-tubulinie. Mikrotubule (MT)
odgrywaja kluczowa rolg w ksztattowaniu i utrzymaniu struktury komoérki, w podziale komorki,
transporcie oraz transdukcji sygnatéw. Z tego wzgledu stanowig wazny cel dla lekow
przeciwnowotworowych. W normalnych warunkach istnieje rownowaga miedzy polimeryzacja
a depolimeryzacja mikrotubul [47]. Zaklocenie tej réwnowagi uposledza formowanie
wrzeciona mitotycznego, co jest uwazane za kluczowe dla prawidlowego przebiegu mitozy.
Komorki pozostaja wtedy zablokowane w fazie mitotycznej, co prowadzi do zahamowania
proliferacji, a nawet zaprogramowanej $mierci komorki [48]. W zwigzku z tym, mozna
wnioskowa¢, ze testowana pochodna hamuje polimeryzacje tubuliny w badanych liniach
komorkowych, co prowadzi do zaktocenia tworzenia wrzeciona mitotycznego, zatrzymania
cyklu komorkowego w fazie G2/M oraz apoptozy, objawiajacej si¢ zwigkszong populacja

komorek w fazie sub-G1.

Aby wyjasni¢ potencjalny mechanizm cytotoksycznosci zwigzku 1a, oceniono jego wptyw na
produkcje¢ wolnych rodnikow tlenowych. Analiza wykazata, ze indukcja ROS byta zalezna od

linii komorkowej — najwigkszy wzrost ich produkcji odnotowano w komorkach HepG2 1 HCT-
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116, podczas gdy w komoérkach MDA-MB-231 obserwowano umiarkowane zwigkszenie
syntezy. W liniach SW480 i SW620 poziom ROS nie rdznit si¢ istotnie od kontroli.

Jedng z konsekwencji uszkodzenia komorek wynikajacego ze zwickszonego poziomu ROS jest
peroksydacja lipidow wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA). Proces ten generuje
wysoce reaktywne aldehydy, ktore dzieki swojej polarnosci moga swobodnie przemieszczac
si¢ w obrebie komodrki, a nawet miedzykomoérkowo, tworzac kowalencyjne modyfikacje
odlegtych biomolekut [108-110]. Udowodniono, ze te produkty peroksydacji lipidow majg
dziatanie = przeciwnowotworowe, a takze nasilajga  cytotoksyczno$¢  lekow
przeciwnowotworowych i radioterapii [110]. Zgodnie z tymi danymi zbadano, czy poziom
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances, substancji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym) bedzie podwyzszony w liniach komorkowych ze zwigkszonym poziomem
ROS. Produkty peroksydacji lipidow mierzono za pomoca testu kwasu tiobarbiturowego
(TBA). Wyniki wykazaly, ze zwigkszona produkcja reaktywnych form tlenu wigzala si¢ ze
wzrostem poziomu TBARS, przy czym najwyzszy poziom produktéw utleniania lipidow
zaobserwowano w komorkach HepG2. Tymczasem linie HCT-116 i MDA-MB-231 byty
bardziej odporne na dziatanie ROS. Wydaje si¢, ze wytwarzanie ROS przez pochodng 1a moze
by¢ jednym z mechanizmow cytotoksycznosci w komorkach HepG2, HCT-116 1 MDA-MB-
231, prowadzacym do apoptozy lub nekrozy tych komorek.

Wyniki analizy wplywu pochodnej 1a na produkcje IL-6 wykazaty jej hamujace dziatanie w
komorkach HepG2 1 MDA-MB-231, podczas gdy w liniach SW480 1 SW620 poziom IL-6
pozostawat niezmieniony. Wydaje si¢, ze wpltyw pochodnej benzofuranu na poziom IL-6 jest
specyficzny dla danej linii komoérkowej. Ponadto mechanizm cytotoksyczno$ci moze by¢ rdzny

w pierwotnym i przerzutowym raku jelita grubego.

Podsumowujac, wyniki te podkreslaja potencjal pochodnej 1a jako obiecujacego srodka
przeciwnowotworowego, ktorego skuteczno$¢ zostata potwierdzona zarowno w mysim modelu
przewlektej biataczki szpikowej in vivo, jak 1 w badaniach in vitro na liniach komoérkowych
nowotworow. W badaniach in vifro na panelu siedmiu ludzkich linii komodrkowych
nowotworow, zwigzek wykazal dziatanie cytotoksyczne wobec pigciu z nich: SW480, SW620,
HCT-116, MDA-MB-231 i HepG2. Szczegdlnie warto podkresli¢ jego skuteczno$¢ w stosunku
do komérek MDA-MB-231, reprezentujacych agresywna, inwazyjng forme potrdjnie ujemnego
raka piersi. Badany zwigzek podnosil poziom ROS, hamowatl uwalnianie IL-6 1 indukowat

apoptoze, co czyni go interesujacym obiektem dalszych badan w onkologii eksperymentalne;.
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Zainspirowana powyzszymi wynikami, postanowilam przeprowadzi¢ multimodelowe badania
réwniez dla dwoch kolejnych halogenopochodnych 6-acetylo-5-hydroksy-2-metylo-1-
benzofurano-3-karboksylanu metylu: 2a (bromopochodnej) i 1c¢ (chloropochodnej) (Rys. 1).
Zwiazki te, zidentyfikowane we wczesniejszych badaniach, wykazywaty wysoka toksycznos$¢
wobec ludzkich komorek biataczkowych (K562 i HL60) oraz raka szyjki macicy (HeLa), przy
jednoczesnym braku toksycznosci w stosunku do pierwotnych komorek $rodbtonka [105].
Zastosowalam podobny model badan jak dla pochodnej 1a, obejmujacy analize
cytotoksycznosci w siedmiu liniach komoérek nowotworowych: SW480, SW620, HCT-116,
HepG2, PC3, A549 i MDA. Nastepnie, aby wyjasni¢ mechanizm bioaktywnosci, oceniono
wptyw tych zwiazkéw na zywotno$¢ komorek, progresje cyklu komoérkowego, apoptoze,
poziomy IL-6, produkcje ROS oraz polimeryzacje tubulin. Wszystkie badania zostaly
przeprowadzone przez nasz zespot w Katedrze i Zakladzie Biochemii, a ich wyniki

przedstawilam w ostatniej pracy z cyklu habilitacyjnego H7.

Badane pochodne zsyntezowatam zgodnie z metodami opracowanymi i opisanymi przeze mnie
w pracy H1 [111]. Otrzymane widma spektralne 'H, '*C NMR i HRMS potwierdzily strukture

otrzymanych zwigzkow.

Analiza wynikéw testu MTT wykazala, ze linie komorkowe HepG2 1 A549 byly najbardzie;
wrazliwe na dzialanie zwigzku 2a, z warto$ciami ICso wynoszacymi odpowiednio 3,8 + 0,5 uM
oraz 3,5 + 0,6 uM. Zwiagzek 1¢ natomiast wykazal najwyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng wobec
komorek A549 (ICso = 6,3 = 2,5 uM). W pordéwnaniu z wynikami uzyskanymi dla
bromopochodnej 1a, opisywanej wczesniej, dane te wyraznie wskazuja, ze na aktywnos$¢
zwigzku wpltywa rodzaj halogenu wprowadzonego do struktury benzofuranu. Podstawienie
atomu chloru zamiast bromu w tych samych pozycjach uktadu benzofuranu znaczaco obnizyto
cytotoksycznos$¢ zwigzku 1¢ wobec wigkszosci badanych linii komérek nowotworowych, z
wyjatkiem linii PC3, w poroéwnaniu do zwiazku 1la. Jednak chloropochodna 1c¢ wykazata
wyzszg selektywnos$¢ 1 cytotoksycznos¢ wobec A549 w pordéwnaniu z bromowanym
odpowiednikiem. Moze to wynika¢ z rdéznic w elektroujemnos$ci, rozmiarach promieni
atomowych oraz polarnosci badanych czgsteczek. Porownanie cytotoksycznosci badanych
zwigzkow z lekami referencyjnymi, doksorubicyng i cisplatyng, wykazalo, ze byly one mniej
toksyczne niz doksorubicyna we wszystkich testowanych liniach komérkowych. Jednak wobec
AS549 oba zwigzki przewyzszaly cytotoksycznoscig cisplatyng, a 2a wykazywat takze wigksza
aktywno$¢ wobec komorek HepG2. Co istotne, wskaznik selektywnosci dla badanych
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pochodnych byt wyzszy niz dla lekow referencyjnych. Na podstawie uzyskanych wynikow, do
dalszych badan nad mechanizmem dziatania tych pochodnych, wybralam dwie linie

komorkowe — A549 oraz HepG2, ktore okazaty si¢ najbardziej wrazliwe na testowane zwigzki.

W pierwszym etapie badan, uzyskane wyniki cytotoksycznos$ci potwierdzono za pomoca testu
zywotnosci TB. Analiza otrzymanych danych wskazuje na cytotoksyczne dziatanie zwigzku
2a, poniewaz, znaczgco zmniejszal on zywotnos¢, jak i liczbe komoérek. Zwiagzek 1¢ natomiast
silnie redukowat liczb¢ komorek, majac jednoczesnie minimalny wptyw na ich zywotnos$¢, co
sugeruje jego cytostatyczne wlasciwosci.

W drugim etapie badan oceniono zdolno$¢ zwiazkow do indukcji apoptozy i nekrozy za
pomoca analizy cytometrii przeptywowej, a wyniki skorelowano z wplywem zwiazkéw na
aktywnos$¢ kaspaz 3/7. Uzyskane dane wykazaty, ze bromopochodna 2a znaczaco indukowata
p6zna apoptoze i nekroze w komorkach HepG2 1 A549, ale bez istotnego wzrostu aktywnosci
kaspaz 3/7, co sugeruje dzialanie poprzez szlak niezalezny od kaspaz. Z kolei chloropochodna
le wykazywata podobne efekty proapoptotyczne, ale z wyraznym wzrostem aktywnosSci
kaspaz, co wskazuje na ich kluczowg role w tym procesie. W kolejnej fazie okreslono wplyw
zwigzkow 2a 1 1c¢, w stezeniach ICso, na cykl komérkowy w testowanych liniach komorek
nowotworowych. Analiza cyklu w komodrkach HepG2 wykazata, ze analizowane zwigzki
znacznie zwigkszyly odsetek komoérek w fazie G2/M. Natomiast ekspozycja komorek A549 na
badane pochodne data najwyzszy procentowy wzrost komorek w fazie S/G2/M. Wyniki te,
facznie z opisywanymi wczesnie] rezultatami, sugeruja potencjalng rolg terapeutyczng
pochodnych benzofuranu w modulowaniu dynamiki cyklu komorkowego w okreslonych
typach nowotworow.

Analiza stresu oksydacyjnego wykazala, ze obie badane pochodne zwigkszaly poziom
reaktywnych form tlenu. Produkcja ROS zalezata zarowno od rodzaju linii komérkowej, co
potwierdzajg réwniez wyniki uzyskane dla pochodnej 1a, jak i od rodzaju halogenu obecnego
w strukturze zwigzku. Wydaje si¢, ze komorki HepG2 wykazuja najwieksza wrazliwo$¢ na
uszkodzenia indukowane przez ROS, przy czym bromopochodna 2a charakteryzowata sig¢
silniejszym dziataniem prooksydacyjnym niz chloropochodna 1e¢. Co wigcej, wzrost
wytwarzania ROS indukowat odpowiedni wzrost tworzenia TBARS w obu badanych liniach
komorek nowotworowych. Jednak stezenie TBARS byto istotnie wyzsze w komoérkach HepG2
w poréwnaniu z komoérkami A549, osiggajac dziewieciokrotny wzrost dla zwigzku 2a i
czterokrotny dla zwigzku 1c. W komorkach A549 poziom TBARS wzrést odpowiednio

dwukrotnie dla zwigzku 2a 1 1,5-krotnie dla zwigzku 1c¢. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
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generowanie ROS przez badane zwigzki w komoérkach HepG2 moze stanowi¢ jeden z
mechanizmow ich cytotoksycznego dziatania, potencjalnie prowadzac do indukcji apoptozy lub
nekrozy.

W kolejnym kroku zbadano zdolno$¢ opisywanych pochodnych do hamowania wytwarzania
IL-6. Wyniki pokazaty, ze najwickszy hamujacy wplyw badanych zwiazkéw na produkcje IL-
6 zaobserwowano w komorkach HepG2. Zwigzek 2a zmniejszyt produkcje IL-6 o 87%,
podczas gdy zwigzek 1¢ 0 67% w poréwnaniu z kontrola. Co ciekawe, zwiagzek 2a nie wptywat
na poziom IL-6 w liniach komorkowych A549, a wptyw zwiazku 1¢ byl mniejszy niz w HepG2,
przy 50% obnizeniu poziomu IL-6. Wyniki te sugeruja, ze wptyw badanych zwigzkéw na

produkcje IL-6 jest specyficzny w zaleznosci od rodzaju komorek.

Na koniec oceniono wptyw zwigzkéw na polimeryzacje tubulin. Obie pochodne hamowaty ten
proces, lecz w mniejszym stopniu niz kolchicyna, co sugeruje, ze ich aktywno$¢

proapoptotyczna wynika z innych mechanizméw.

Podsumowujac, wyniki opisanych badan wskazuja na potencjal cytotoksyczny opisanych
halogenopochodnych wobec komoérek HepG2 i1 A549. Ocena wilasciwosci biologicznych
wykazata, ze bromopochodna wydaje si¢ by¢ bardziej bioaktywna niz chloropochodna.
Zwigkszona efektywno$¢ dziatania tej pochodnej moze takze wynikaé¢ z obecnosci grupy
metoksylowej w jej strukturze, ktora wplywa na polarnos¢ i jej biodostepnos¢. Mechanizm
aktywnosci biologicznej badanych zwiazkow opiera si¢ na generowaniu ROS 1 indukc;ji stresu
oksydacyjnego wyrazanego jako peroksydacja lipidow. W konsekwencji zaburzenia
komorkowego uktadu antyoksydacyjnego, obserwowalismy $mier¢ komorek na szlaku pdznej
apoptozy i/lub nekrozy. Ponadto zwigzki zmniejszaly wydzielanie IL6 w komorkach 1

modulowaty cykl komorkowy.

4.3.3. Najwazniejsze osiagniecia prowadzonych przeze mnie prac (wnioski)

1. Zaplanowanie 1 synteza serii pochodnych kwasu 2-metylo-1-benzofurano-3-
karboksylowego, kwasu 5-hydroksy-2-metylo-1-benzofurano-3-karboksylowego 1 1,1'-(5,6-
dimetoksy-3-metylo-1-benzofuran-2,7-diylo)dietanonu =~ o  zrdznicowanej  aktywnosci

biologicznej, w zalezno$ci od charakteru podstawnikow w uktadzie benzofuranowym.

2. Wyselekcjonowanie, na podstawie analizy cytotoksyczno$ci, zwigzkéw wiodacych o

wysokim potencjale przeciwnowotworowym, szczegolnie wzgledem komorek biataczki,
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jednoczesnie wykazujacych brak toksycznosci wzgledem komoérek zdrowych. Czes¢ z tych

zwigzkow zostata wytypowana do dalszych badan.

3. Zaplanowanie i synteza analogdw zwigzkéw wiodacych o zwigkszonej rozpuszczalnosci w
wodzie oraz biodostepnos$ci, a takze zroznicowanej aktywnosci cytotoksycznej, zaleznej od

wprowadzonych modyfikacji strukturalnych.

4. Wykazanie, ze podstawowym elementem strukturalnym, decydujgcym o aktywnosci
biologicznej badanych benzofuranéw, jest wprowadzenie atomu halogenu do podstawnika

alkilowego i/lub acetylowego.

5. Udowodnienie, ze komodrki nowotworowe biataczki K562 wykazuja najwigksza wrazliwos¢
na dziatanie halogenopochodnych benzofuranéw, co sugeruje ich potencjalne zastosowanie w

leczeniu tego typu nowotworu.

6. Identyfikacja potencjalu cytotoksycznego wybranych halogenopochodnych benzofuranow
wobec szerokiego panelu komorek nowotworowych. Najlepsze wyniki uzyskano w liniach

komorkowych raka piersi oraz watroby, co potwierdza ich szerokie spektrum dziatania.

7. Wykazanie, ze cytotoksycznos¢ zwigzkdéw aktywnych zwigzana jest z indukcja apoptozy w

komorkach nowotworowych, zar6wno na szlaku receptorowym, jak i mitochondrialnym.

8. Potwierdzenie, ze wlasciwosci proapoptyczne halogenopochodnych moga by¢ zwigzane z
ich zdolnoscig do zwigkszania produkcji reaktywnych form tlenu 1 TBARS, hamowaniem
uwalniania IL-6 1 zdolnos$cig do interakcji z DNA, przy czym efekty te zalezne sg od rodzaju

linii komorkowe;.

9. Udowodnienie skutecznosci pochodnej 1a jako srodka przeciwnowotworowego zarowno w
mysim modelu przewleklej biataczki szpikowej in vivo, jak 1 w badaniach in vitro na ludzkich
liniach komorek nowotworowych. Zwiazek ten, podawany dootrzewnowo w badaniu in vivo,
nie wykazywatl znaczacej cytotoksycznosci wzgledem prawidtowych komorek, a jednoczesnie
znaczgco zmniejszat rozmiar guza, do poziomu poréwnywalnego z powszechnie stosowanymi

lekami, takimi jak imatynib czy hydroksymocznik.

10. Wykazanie, ze aktywno$¢ przeciwnowotworowa pochodnej la jest zwigzana z
generowaniem wolnych rodnikéw, obnizaniem poziomu IL-6, zatrzymaniem cyklu
komorkowego oraz hamowaniem polimeryzacji tubulin. Efekty te prowadza do apoptozy lub

nekrozy, a ich nasilenie zalezne jest od typu komorki.
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Przedstawiona tematyka ma charakter interdyscyplinarny i faczy kompetencje wielu zespotow
badawczych. Przeprowadzone badania pozwolity wyloni¢ halogenopochodne benzofuranow,
ktore dzieki wieloaspektowemu dziataniu sg obiecujgcymi kandydatami do dalszych badan nad
ich potencjalnym zastosowaniem w terapii nowotworowej. Uzyskane wyniki majg istotny
wplyw na rozwoj chemii i biologii medycznej oraz farmakologii, szczegélnie w kontekscie
poszukiwania  biologicznie = aktywnych  zwigzkéw o  selektywnym  dziataniu
przeciwnowotworowym. Przedstawione osiggni¢cie wnosi znaczacy wktad w rozwdj nowych
lekéw przeciwnowotworowych, dostarczajgc cennych informacji na temat ich syntezy,

wiasciwosci fizykochemicznych oraz mechanizméw dziatania
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

5.1. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Dziatalno$§¢ naukowa rozpoczetam na czwartym roku studiow na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. W Pracowni Peptyddw, pod kierunkiem prof. dr hab. Jana
Izdebskiego, prowadzilam badania nad synteza pochodnych agmatyny, stanowigcych temat
mojej pracy magisterskiej. Realizacja projektu zakonczyla si¢ sukcesem — otrzymatam dwie
nowe pochodne agmatyny, ktore mogty by¢ wykorzystane jako substraty do syntezy peptydow.
Prac¢ magisterska obronitam w czerwcu 1999 roku, uzyskujac tytul magistra nauk
chemicznych. W pazdzierniku 1999 roku podjetam pracg na stanowisku asystenta w Katedrze
1 Zaktadzie Chemii Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, kierowanej przez
Prof. dr hab. Jerzego Kossakowskiego. Badania, ktore rozpoczg¢tam, dotyczyly syntezy
aminoalkilowych pochodnych wybranych dikarboksyimidéw o dzialaniu ukierunkowanym na
uktad nerwowy. Planowatam 1 przeprowadzatam syntez¢ nowych zwiazkéw o potencjalnej
aktywnosci  biologicznej, inspirowanych  strukturg wiodacych wowczas  lekow
przeciwdepresyjnych i przeciwlekowych (m.in. buspiron, tandospiron) oraz -adrenolitycznych
(np. pindolol). Wyjsciowe dikarboksyimidy otrzymywatam w reakcji kondensacji Dielsa—
Aldera, a poprzez dobdr odpowiednich dienow modyfikowatam ich objetos¢ oraz polarnos¢.
Nastepnie, zwigzki te poddawalam alkilowaniu 1 sprzeganiu z wybranymi aminami,
modyfikujac zarowno dlugos¢ i1 gietko$¢ tancucha weglowego, jak i podstawnik aminowy.

Wprowadzatam m.in. arylo- i heteroarylopiperazyny oraz krotkie aminy alifatyczne.
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Przeprowadzone syntezy pozwolily mi stworzy¢ duza baz¢ zwiazkéw o potencjalnej
aktywnosci farmakologiczne;.

Synteza oraz analiza strukturalna 80 zwigzkow, sposrod otrzymanych przeze mnie pochodnych,
stala si¢ podstawa mojej rozprawy doktorskiej. Elementy strukturalne opisanych w rozprawie
pochodnych pozwalaty przypuszcza¢, w oparciu o budowe stosowanych lekow, ze zwiazki te
moga wykazywac¢ aktywno$¢ przeciwdepresyjna lub/i przeciwlgkowa. W zwigzku z
powyzszym, trzy pochodne, zawierajagce w swej strukturze metoksyfenylopiperazyne, zostaly
poddane wstepnym badaniom farmakologicznym w kierunku dzialania sedatywnego,
anksjolitycznego 1 przeciwdepresyjnego. Przeprowadzone testy pozwolity wyloni¢ jedng z
pochodnych jako potencjalny zwigzek o aktywnos$ci przeciwdepresyjne;.

Ponadto, pi¢¢ pochodnych z fragmentem metoksyfenylopiperazynowym, polgczonym z
r6znymi uktadami imidowymi poprzez tancuch butylowy lub propoksylowy, przekazatam do
Zaktadu Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie w celu okreslenia
powinowactwa do receptoréw serotoninowych 5-HTia oraz zbadania wplywu terminalnego
imidu na warto$¢ powinowactwa.

Wsréod uktadéw imidowych poszukiwatam takze takich, ktore mogltyby wykazywac dziatanie
przeciwwirusowe. W zwiazku z tym, 40 wybranych pochodnych zostato przekazanych do
Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu Cagliari we Wtloszech na badania
przeciwwirusowe, w tym przeciw wirusowi HIV. Uzyskane wyniki wskazaty na brak lub niska
aktywno$¢ przeciwwirusowa.

Efektem wspomnianych prac badawczych byty trzy publikacje oryginalne (O1-03) i szesnascie
komunikatéw konferencyjnych (K1-K16).

Moj dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje lacznie trzy publikacje
oryginalne oraz 16 komunikatow prezentowanych na krajowych i1 mig¢dzynarodowych

konferencjach naukowych.

5.2. Dziatalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych kontynuowatam badania nad N-
podstawionymi pochodnymi dikarboksyimidow o potencjalnej aktywnosci biologiczne;j.
Jednoczes$nie rozpoczetam poszukiwania aktywnych pochodnych w grupie benzofuranow.
Prace naukowa prowadzitam zatem rownolegle w dwoch grupach zwigzkow
heterocyklicznych, planujac i przeprowadzajac ich synteze oraz przygotowujac zakres i

koordynujac badaniami biologicznymi wybranych pochodnych.

45



Autoreferat — postegpowanie habilitacyjne dr n. farm. Marioli Barbary Napiorkowskiej

W grupie dikarboksyimidow poczatkowo koncentrowalam si¢ na dwdch kierunkach badan.
Otrzymane N-arylo- i heteroarylopiperazynowe pochodne oceniano jako ligandy receptorow
serotoninowych 5-HT, we wspotpracy z Prof. Jackiem Bojarskim (Instytut Farmakologii PAN,
Krakéw), natomiast N-alkiloaminowe pochodne badano pod katem aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej we wspolpracy z Prof. Grazyng Miynarczyk (Zaklad Mikrobiologii
Lekarskiej, WUM). Wyniki tych prac zaowocowaty publikacjami 04-07, 010—-014, 020 oraz
komunikatami konferencyjnymi K17-K21 i K26.

W swietle doniesien literaturowych wskazujgcych na potencjat przeciwnowotworowy uktadow
imidowych, rozszerzytam badania o poszukiwanie pochodnych o dziataniu cytotoksycznym.
We wspolpracy z Prof. Barbarg Nawrot (Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN, L06dz) przeprowadzono badania przesiewowe, ktore pozwolity
wyselekcjonowaé aminoalkilowe pochodne 1,7-dietylo-8,9-difenylo-4-
azatricyklo[5.2.1.0%,¢]dek-8-en-3,5,10-trionu oraz pochodnag 1,7,8,9-tetrafenylo-4-
azatricyklo[5.2.1.0%,°]dek-8-en-3,5-dionu 0 interesujacych wlasciwos$ciach
przeciwnowotworowych. Zwiazki te wykazywaly selektywna toksycznos¢ wobec komorek
biataczek CML (K562), ALL (MOLT-4) i AML (HL-60), przy jednoczesnym braku
toksyczno$ci wobec prawidlowych komorek $rodblonka (HUVEC) i niektorych komorek
nowotworowych (HeLa, CFPAC). Wykazano rowniez ich ukierunkowanie na biatko ABC50,
aktywno$¢ immunomodulacyjng oraz zdolno$¢ indukowania apoptozy w komodrkach
biataczkowych. Odkrycie to objeto ochrong patentowa (P3).

Rownolegle prowadzitam réwniez badania w obszarze pochodnych benzofuranow.
Planowatam 1 przeprowadzalam syntez¢ nowych pochodnych, w tym halogenopochodnych,
wybranych uktadéw benzofuranu. Nastgpnie otrzymane pochodne bytly badane pod katem
aktywnos$ci mikrobiologicznej we wspotpracy z dr hab. Joanng Stefanska z Katedry 1 Zaktadu
Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM oraz Prof. Grazyng Mlynarczyk z Katedry i Zakladu
Mikrobiologii Lekarskiey WUM. Otrzymane wyniki wchodzg w sktad przedstawionego do
oceny osiggniecia naukowego (H1, H2) oraz staly si¢ tematem komunikatow zjazdowych
(K22-K25, K27) i prac oryginalnych (O8-09). Niska aktywno$¢ mikrobiologiczna tych
pochodnych oraz doniesienia literaturowe wskazujace na potencjat przeciwnowotworowy tej
klasy zwigzkow, sktonity mnie do podjecia badan przesiewowych w kierunku ich aktywnosci
cytotoksycznej. Badania te zostaly wykonane we wspotpracy z Prof. Paolo La Colla z
Uniwersytetu w Caligari oraz z Prof. Barbarg Nawrot z Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi. Otrzymane wyniki pozwolity wytoni¢ aktywne

halogenopochodne benzofuranéw o wysokiej cytotoksycznosci wzgledem wybranych komoérek
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nowotworowych. Cze$¢ tych badan stanowi przedstawione do oceny osiggnig¢cie naukowe (H3
1 H4), a ich wynikiem sg takze doniesienia zjazdowe K28-K29 i artykuty naukowe O15-016.
Uzyskane wyniki wskazywaly na wysoki potencjat farmakologiczny wybranych pochodnych
dikarboksyimidow jak i benzofuranow, co stanowito bodziec do kontynuowania 1 poszerzenia
badan w tych grupach zwigzkow. W latach 2015-2021 realizowatam projekt NCN OPUS 8 pt.
,2Nowe leki przeciwbialaczkowe — zaawansowane badania przedkliniczne” (UMO-
2014/15/B/NZ7/00966) we wspotpracy z Prof. Barbarg Nawrot (CBMiM PAN, L06dZ) i1 Prof.
Urszulg Wojda (Instytut Nenckiego PAN, Warszawa). W ramach tego projektu zaplanowatam 1
przeprowadzitam wielokierunkowa synteze, dzigki ktoérej stworzylam baz¢ 41 nowych
zwigzkoéw (14 pochodnych benzofuranéw i 27 pochodnych dikarboksyimidow) o aktywnos$ci
cytotoksycznej wobec roznych typéw komorek biataczkowych. Analiza zalezno$ci struktura-
aktywno$¢ pozwolita mi zrozumie¢ wplyw modyfikacji strukturalnych na aktywnos$¢ i
mechanizm dzialania badanych grup zwigzkoéw.

W wyniku przeprowadzonych badan cytotoksycznosci, wyselekcjonowano najbardziej
aktywne zwigzki jako potencjalne nowe leki przeciwbiataczkowe. W kolejnym etapie badan
przeprowadzono analiz¢ mechanizmu ich dziatania przeciwnowotworowego na poziomie
molekularnym.

Zrealizowane badania przedkliniczne z wykorzystaniem modeli zwierzecych pozwolity
opracowa¢ formulacje dla dwoch najbardziej aktywnych zwigzkéw, umozliwiajac ich
podawanie do organizmu. Ustalono rowniez droge podania i parametry okna terapeutycznego,
w tym terapeutyczne dawki hamujace wzrost komorek biataczkowych przy braku objawow
toksycznosci. Wyniki tych badan dostarczyty cennych informacji na temat systemowego
dzialania badanych zwigzkow oraz umozliwily dalsze badania tych substancji jako nowych
lekow przeciwbiataczkowych.

Dla jednego z najbardziej efektywnych dikarboksyimidow, wykazano wysoka aktywno$¢
wobec hematopoetycznych komorek macierzystych krwi (komorki inicjujagce nowotworzenie),
uzyskiwanych bezposrednio od pacjentow z bialaczka. Dodatkowo wykazano dla niego takze
wysoka aktywno$¢ wobec komorek biataczkowych z opornoscia wielolekowa.

Wyniki uzyskane w ramach projektu staly si¢ podstawa do zgloszenia patentowego do UPRP
(P4) oraz zostaly zaprezentowane, w przypadku dikarboksyimidéw, w postaci komunikatow
zjazdowych K29, K31, K33-K36 i opisane w pracach oryginalnych O11, 014, 017-018, 021,
026, 029, 032. Z kolei rezultaty eksperymentow w grupie benzofurandw zostaly
zaprezentowane w postaci komunikatéw zjazdowych K30, K32, jak réwniez opisane w pracy

oryginalnej O25. Uzyskane wyniki staty si¢ podstawg do rozszerzenia badan nad wybranymi
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aktywnymi benzofuranami i ich pochodnymi, czego rezultatem sg prace skladajace si¢ na
przedstawione do oceny osiagniecie naukowe (H4, H5, H6 1 H7).

W trakcie realizacji projektu nawigzatam takze wspotprace z dr hab. Btazejem Grodnerem z
Katedry i Zaktadu Biochemii i Farmakogenomiki, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
w zakresie metod separacji stereoizomerdw otrzymanych aktywnych pochodnych
dikarboksyimidéw. Rezultatem tej wspotpracy sg prace oryginalne 022, 023, 028, 030, O31,
033, 034.

Nawigzalam rowniez wspotprace z dr Jamie Cabrera-Pardo z Uniwersytetu w Chile w zakresie
badan nad benzofuranami jako zwigzkami neuroprotekcyjnymi, czego efektem sg artykuty

naukowe PP1 1 O35.

Obecnie kontynuuje poszukiwania bioaktywnych pochodnych dikarboksyimidow i
benzofuranow. Nawigzaniem do tej tematyki jest rozpoczeta w ostatnich latach wspotpraca z dr
Anna Les$niak z Katedry Farmakodynamiki Wydziatu Farmaceutycznego, w ramach ktorej
zostaly wykonane badania powinowactwa do receptoréw 5-HTia, 5-HT2a, Hi 1 M nowych
pochodnych 8,9-difenylo-4-azatricyklo[5.2.1.02,6]dek-8-en-3,5,10-trionu. Czg$¢ wynikow,
wraz z badaniami cytotoksycznosci zostata przedstawiona w pracy 036, opublikowanej w 2023
r. W ramach wspomnianej wspolpracy planowane s3 dalsze badania nad kolejng serig

pochodnych dikarboksyimidow.
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5-carboxy-1-ethoxybicyclo[2.2.2]oct-2.3-dicarboximide possessing an expected anxiolytic
activity. The Second Multidisciplinary Conference on Drug Research, Jelenia Gora-Cieplice 5-
7.04.2000.

K2. Kossakowski J., Krawiecka M. Synthesis of some N-substituted derivatives of 1-
methoxybicyclo[2.2.2]oct-5-ene-2.3-dicarboximide possessing an expected anxiolytic activity.
The Second Multidisciplinary Conference on Drug Research, Jelenia Gora-Cieplice 5-
7.04.2000.

K3. Kossakowski J., Krawiecka M., Perlinski M. Synthesis of new compounds with an
expected B-adrenolytic activity. 1. Derivatives of 1,9-ibromodibenzo[e.h]bicyclo[2.2.2]octane
-2,3-dicarboximide. The 1st International Medical Congress, Warsaw 6-7.04.2001.

K4. Kossakowski J., Jarocka M., Krawiecka M. Synthesis of new compounds with an expected
B-adrenolytic activity. 3. Derivatives of 1-hydroxymethyl-dibenzo[e.h] bicyclo[2.2.2] octane-
2,3-dicarboximide. The 1st International Medical Congress, Warsaw 6-7.04.2001.

KS. Kossakowski J., Jarocka M.,. Krawiecka M. Synthesis of new compounds with an
expected P-adrenolytic activity. 4. Derivatives of 1-methoxybicyclo[2.2.2]oct-5-ene-2,3-
dicarboximide. The 1st International Medical Congress, Warsaw 6-7.04.2001.
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K6. Kossakowski J., Perlinski M., Krawiecka M. Synthesis of new N-substituted cyclic
imides with potential anxiolytic activity. Derivatives of 1- bromo-dibenzo[e.h]bicyclo[2.2.2]
octane-2.3-dicarboximide. The 1st International Medical Congress, Warsaw 6-7.04.2001.

K7. Kossakowski J., Krawiecka M., Perlinski M. Synthesis of new N-{4-((4-aryl)-1-
piperazinyl)alkyl}derivatives of dibenzo [e.h] bicyclo [2.2.2] octane-2,3-dicarboximide

with an expected activity on Central Nervous System. Hungarian-German-Italian Polish Joint
Meeting on Medicinal Chemistry, Budapest, Hungary 2-6.09.2001.

K8. Kossakowski J., Jarocka-Wierzba M., Krawiecka M., Sawicka E. Evaluation of biological
acivity of dibenzo[e.h]bicyclo[2.2.2]octane-2,3-dicarboximide derivatives. XVII th
International Symposium on Medicinal Chemistry, Barcelona, Spain 1-5.09.2002.

K9. Kossakowski J., Perlinski M., Krawiecka M. Synthesis of new N-substituted cyclic imides
with potential anxiolytic activity. Derivatives of 1- chlorodibenzo [e.h.]bicyclo [2.2.2]octane-
2,3-dicarboximide. XLIV Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego I
Stowarzyszenia Inzynierow I Technikow Przemystu Chemicznego, Katowice, 9-13.09.2001.
K10. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B. Synthesis of new N-substituted cyclic imides
with an expected anxiolytic activity. Derivatives of N-Hydroxy-1-methoxybicyclo[2.2.2]oct-
5-en-2,3-dicarboximide. Multidscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, MKNOL, Pita 13-
16.05.2002.

K11. Kossakowski J., Krawiecka M., Struga M. Synthesis of new N-substituted derivatives of
1-Formyl-4-methyldibenzo [e.h] bicyclo[2.2.2] octane-2,3-dicarboximide with an expected
anxiolytic activity. XIV Zjazd PTChem Krakow 9-13.09.2002.

K12. Kossakowski J., Struga M., Krawiecka M. Synthesis of series N-substituted derivatives
of exo-7-oxabicyclo[2.2.2]-hept-5-ene-2,3-dicarboximide and 7-isopropyl-6-
methylbicyclo[2.2.2]-oct-5-ene-2,3-dicarboximide with potential activity on CNS. XIV Zjazd
PTChem Krakow 9-13.09. 2002.

K13. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B. Synthesis of new N-substituted derivatives of
8,9-dihydroxy-4,7-ethano-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-isoindole-1,3(2H)dione. XLVI Zjazd PTCh
i SITPCh Lublin , 15-18.09.2003.

K14. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B. Synthesis of new N-substituted derivatives of
Sa-methyl-4,9a-ethane-octahydro-1H-benzo[e]isoindole-1,3,6,11(2H,7H)-tetrones with an
expected activity on central nervous system. Polish-Austrian-German-Hungarian-Italian , Joint
Meeting on Medicinal Chemistry, Krakéw, 15-18.10. 2003.

K15. Galazka A., Koziol A.E., Kossakowski J., Struga M., Krawiecka M. Influence of

substituents and crystal structures of cyclic imides.XVI International School on Physics and
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Chemistry of Condensed Matter Structural Aspects of Solids , Biatowieza , Poland 1-10.07.
2004.

K16. Kossakowski J., Kuran B., Krawiecka M., Nedza K. Synteza nowych arylo- i heteroarylo
piperazynyloalkilowych  pochodnych  wybranych uktadéw azatricykloundekanu o
spodziewanym dziataniu na OUN. XLVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego i

Stowarzyszenia Inzynierow i Technikéw Przemystu Chemicznego Poznan 18-22.09.2005.

K17. Kuran B., Kossakowski J., Krawiecka M. Synthesis of conformationally constrained
aryl- or heteroarylpiperazinyl derivatives of selection imides as 5 HT receptor ligands. The Fifth
Multidiscyplinary Conference on Drug Research, Darldowko Wschodnie, 15-17.06.2006.

K18. Kossakowski J., Struga M., Krawiecka M., Grudniewicz A., Stefanska J.
Przeciwdrobnoustrojowe wlasciwosci bezwodnikdéw, imidéow 1 pochodnych imidow
tricyklodekanow. XLIX Zjazd Polskiego Towarzystwa  Chemicznego 1 Stowarzyszenia
InZynierow 1 Technikéw Przemystu Chemicznego, Gdansk, 18-22.09.2006.

K19. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B., Pakosinska-Parys M., Wojciechowska A.
Synteza arylo- i heteroarylopiperazynowych pochodnych uktadéw azatricykloundekanu jako
potencjalnych ligandow receptorow SHT.XLIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego
1 Stowarzyszenia Inzynieré6w 1 Technikdw Przemystu Chemicznego , Gdansk, 18-22.09.2006
K20. Mirostaw B., Pakosinska-Parys M., Krawiecka M., Kossakowski J., Koziot A. E. Wptyw
konformacji podstawnikow hydroksyalkilowych na sposéb asocjacji w pochodnych 10-oksa-4-
azatricyklo[5.2.1.0%%]dek-8-en-3,5-dionu. 48 Konwersatorium Krystalograficzne Wroctaw 29-
30.06.2006.

K21. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B., Pakosinska-Parys M. Synteza arylo-lub
heteroarylopiperazynowych pochodnych wybranego azatricykloundekanu jako ligandow
receptora 5-HT. 50 Jubileuszowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego oraz
Stowarzyszenia Inzynierow i Technikéw Przemystu Chemicznego, Torun 9-12.09.2007.

K22. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B., Stefanska J., Wolska 1. Synthesis and
preliminary evaluation of antimicrobial activity of selected derivatives of 3-
benzofuranocarboxylic acid. 51 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego oraz
Stowarzyszenia Inzynierow i Technikéw Przemystu Chemicznego, Opole 7-11.09.2008.

K23. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B. Synthesis of halogen derivatives of 2,7-
dimethylfurobenzofuran-4-one with potencial antimicrobial activity. 51 Zjazd Polskiego
Towarzystwa Chemicznego oraz Stowarzyszenia Inzynierow 1 Technikow Przemyshu

Chemicznego, Opole 7-11.09.2008.
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K24. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B. Synthesis of halogen derivatives of selected
furobenzopiran-4-one and benzo[b]furan-2-carboxylic acid with an expected biological
activity. I Konwersatorium Chemii Medycznej Lublin 19-20.09.2008.

K25. Kossakowski J., Krawiecka M., Kuran B. Wolska I. Synthesis of new derivatives of 5-
methoxy-2-methyl-benzo[b]furan-3-carboxylic acid with an expected biological activity. I
Konwersatorium Chemii Medycznej Lublin 19-20.09.2008

K26. Kossakowski J., Kuran B., Krawiecka M. Synthesis of new N-substituted derivatives of
2-hydroxy-4,9-diphenyl-4,9-epoxy-3a-tetrahydro-1H-benzo[ f]isoindole-1,3(2H)-dione aaand
2-hydroxy-5,8-dimethyl-3b,9-epoxy-3a,4,5,6,7,8,9,9a-octahydro-1H-benzo[ e]isoindole-
1,3(2H) -dione with an expected anxiolytic activity. I Konwersatorium Chemii Medyczne;j
Lublin 19-20.09.2008.

K27. Kossakowski J., Krawiecka M., Szulczyk D, Szymanek K. Synthesis and preliminary
evaluation of antimicrobial activity of selected derivatives of 2-benzofuran carboxylic acid. 11
Konwersatorium Chemii Medycznej Lublin 08-10.09.2009.

K28. Krawiecka M., Kuran B., Kossakowski J., Cie$§lak M., Kazmierczak-Baranska J.,
Kroélewska K., Nawrot B. Halogen Derivatives of benzofurans, possibly in the form of
pharmaceutically acceptable salts, and use of halogen derivatives of benzo[b]furans.
International Innovation and Technology Exhibition, Kuala Lumpur, Malezja, 9-11.05.2013.
K29. Krélewska K., Cieslak M., Kuran B., Krawiecka M., Kossakowski J., Wybranska 1.,
Nawrot B. New benzo[b]furane and dicarboximide derivatives with anticancer activity - studies
on the mechanism of action in human cells. FEBS EMBO Conference, Paris, France 30.08-
04.09.2014.

K30. Cieslak M.J., Krolewska K., Kazmierczak-Baranska J., Sobczak M., Kuran B.,
Napiorkowska M., Kossakowski J., Wybranska 1., Nawrot B. Novel benzo[b]furan derivatives
— biological activity and protein target identification in leukemic cells. — prezentacja ustna. 10-
th Joint Meeting on Medicinal Chemsitry, Dubrownik, Chorwacja, 25-28.06. 2017.

K31. Kazmierczak-Baranska J., Krolewska K., Cieslak M.J., Sobczak M., Kuran B.,
Napiorkowska M., Kossakowski J., Nawrot B. New dicarboximide derivatives — anticancer
activity and mechanism of action. 10-th Joint Meeting on Medicinal Chemsitry, Dubrownik,
Chorwacja, 25-28.06. 2017.

K32. Napiorkowska M., Cieslak M., Krolewska K., Kazmierczak-Baranska J., Nawrot B.
Synthesis and cytotoxic properties of new derivatives of benzofurans. 10-th Joint Meeting on

Medicinal Chemsitry, Dubrownik, Chorwacja, 25-28.06. 2017.
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K33. Napiorkowska M., Cieslak M., Krolewska K., Kazmierczak-Baranska J., Nawrot B.
Synthesis and cytotoxic properties of new derivatives of dicarboximides.60 Zjazd Naukowy
Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Wroctaw, 17-21.09.2017.

K34. Krolewska-Golinska K., Kazmierczak-Baranska J., Cieslak M., Stukan 1., Wojda U.,
Napiorkowska M., Nawrot B. Thalidomide-resembling new dicarboximides show anticancer
and immunomodulatory activity via targeting abcfl protein. VIII EFMC International
Symposium on Advances in Synthetic and Medicinal Chemistry, Ateny, Grecja, 1-5.09.2019.
K35. Stukan I., Krolewska-Golinska K., Kazmierczak-Baranska J., Cieslak M., Napiorkowska
M., Nawrot B., Wojda U. Proapoptotic activity of novel dicarboximides in leukemia cells. 11th
International Conference of Contemporary Oncology, Poznan, 13—15 March 2019.

K36. Krolewska-Golinska K., Kazmierczak-Baranska J., Cieslak M., Stukan 1., Wojda U.,
Napiorkowska M., Nawrot B. New dicarboximides targeting abcfl protein show potent
anticancer and immunomodulatory activities. Joint Meeting on Medicinal Chemistry, Praga,
27-30.06.2019.

K37. Ziaja K., Napiérkowska M., Struga M. New furanochromone derivatives — synthesis and
preliminary studies. X Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin 3-5.09.2021.

K38. Mahentheran M.A., Otto-Slusarczyk D., Napiérkowska M. Cytotoxic activity of halogen
derivatives of methyl 6-acetyl-5-hydroxy-2- methyl-1-benzofuran-3-carboxylate. 9th Lublin
International Medical Congress For Students And Young Doctors Lublin, 17-19.11.2022.

K39. Kumaravel P., Napiorkowska M., Lim G.Y., Kaddura S.M., Grosicka-Maciag E. The
synthesis and anticancer activity of the novel benzofurans derivatives — Preliminary study. 9th
Lublin International Medical Congress For Students And Young Doctors Lublin, 17-
19.11.2022.

10. Wspolpraca naukowa

10.1. Krajowe osrodki naukowe

e Zaklad Krystalografii, Wydziat Chemii, Uniwersytet Adama Mickiewicza w Poznaniu;
Prof. Irena Wolska — w zakresie badan strukturalnych zsyntetyzowanych pochodnych
benzofuranow

e Zaklad Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie — Sktodowskiej w
Lublinie; Prof. Anna E. Koziot — w zakresie badan strukturalnych zsyntetyzowanych

pochodnych dikarboksyimidéw
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Pracownia Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego; dr Michat A.
Dobrowolski - w zakresie badan strukturalnych zsyntetyzowanych dikarboksyimidow
Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM; dr hab. Joanna Stefanska — w zakresie
badania aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej zsyntetyzowanych pochodnych
benzofuranow

Zaktad Mikrobiologii Lekarskie Wydziatu Lekarskiego WUM; Prof. Grazyna A.
Mtynarczyk — w  zakresie badania aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowe;j
zsyntetyzowanych pochodnych benzofuranow

Instytut Farmakologii PAN, Zaktad Chemii Lekow w Krakowie; Prof. Jacek Bojarski —
w zakresie badan receptorowych S5HTia, 5-HT2a zsyntezowanych zwigzkow,
pochodnych dikarboksyimidow

Katedra 1 Zaktad Biochemii i Farmakogenomiki, Warszawski Uniwersytet Medyczny;
dr hab. Btazej Grodner — w zakresie metod separacji stereoizomerdw otrzymanych
pochodnych dikarboksimidow

Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi, Zaktad Chemii
Bioorganicznej; Prof. Barbara Nawrot — w zakresie badan cytotoksycznosci
zsyntezowanych zwigzkow

Instytut Biologii Do§wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie; Prof.
Urszula Wojda — w zakresie badan aktywnos$ci przeciwnowotworowej zsyntezowanych

pochodnych benzofuranéw in vivo na myszach

10.2. Zagraniczne o$rodki 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 1 przeciwwirusowej pochodnych benzofuranow.

National Cancer Instytute, Bethesda, Maryland USA - w zakresie badan aktywnosci
przeciwrakowej dikarboksyimidow

Laboratorio de Quimica Aplicada y Sustentable (LabQAS), Departamento de Quimica,
Universidad del Bio-Bio, Concepcion, Chile; Jaime R. Cabrera-Pardo — w zakresie

badan benzofuranow jako zwigzkow o dzialaniu neuroprotekcyjnym.

11. Udzial w projektach badawczych
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2008-2009, praca wlasna WUM pt. ,,Synteza halogenopochodnych podstawionych
benzo[b]furandéw o potencjalnej aktywnosci biologiczne;j”

Nr projektu: 1M8/W1/08

Rola: kierownik merytoryczny, wykonawca

2015-2021, projekt NCN przyznany w ramach OPUS 8. Umowa numer UMO-
2014/15/B/NZ7/00966, Nowe leki przeciwbiataczkowe - zaawansowane badania
przedkliniczne”, badania w ramach konsorcjum naukowego

Rola: kierownik i wykonawca z ramienia WUM

12. Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukows i dydaktyczng

Jestem laureatka Nagrod Naukowych JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
w latach:

2001 - nagroda zespolowa naukowa II-ego stopnia za wspodtautorstwo cyklu prac
dotyczacych syntezy N-podstawionych cyklicznych imidow o spodziewanym dziataniu
anksjolitycznym,

2003 - nagroda zespolowa naukowa Ill-ego stopnia za wspotautorstwo cyklu prac
dotyczacych syntezy pochodnych benzofuranow 1 cyklicznych imidéw o
spodziewanym dzialaniu anksjolitycznym;

2004 - nagroda zespolowa naukowa Ill-ego stopnia za wspotautorstwo cyklu prac
dotyczacych syntezy cyklicznych imidow o spodziewanym dziataniu na OUN,

2007 - nagroda zespotowa naukowa IlI-ego stopnia za wspotautorstwo cyklu prac
dotyczacych syntezy 1 badania lipofilowosci aminoalkilowych pochodnych
azatricykloundekanu oraz triazoli;

2013 - nagroda zespolowa naukowa I-ego stopnia za wspoétautorstwo cyklu prac
dotyczacych syntezy zwigzkoéw biologicznie czynnych;

2015 - nagroda naukowa Il-ego stopnia za wspotautorstwo pracy pt:” Synthesis and
cytotoxic properties of halogen and aryl-/heteroarylpiperazinyl derivatives of
benzofurans”

2018 - nagroda zespolowa naukowa III-ego stopnia za osiagni¢cia naukowe

2020 - nagroda zespolowa naukowa III-ego stopnia za osiagni¢cia naukowe

2022 - dwie nagrody:
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- nagroda zespotowa za osiggni¢cia naukowe III-ego stopnia za wspodtautorstwo cyklu
prac dotyczacych syntezy nowych pochodnych dikarboksyimidow o aktywnosci
cytotoksycznej;

- nagroda zespotowa za osiggni¢cia naukowe III-ego stopnia za wspotautorstwo cyklu
prac dotyczacych badan kinetycznych pochodnych aminoalkanoli jako nowych inhibitorow
kwasnej fosfatazy sterczowej;

e 2023 rok nagroda zespotowa naukowa III-ego stopnia za osiggnigcia naukowe

Dodatkowo w 2010 roku zostatam odznaczona przez Prezydenta Rzeczypospolitej Polskiej
Brazowym Krzyzem Zastugi oraz w 2012 roku otrzymatam nagrod¢ indywidualng dydaktyczna

drugiego stopnia.

13. Kursy i szkolenia

e czerwiec 2004 - ukonczenie kursu pedagogicznego dla nauczycieli akademickich

Akademii Medycznej w Warszawie (obecnie WUM)

14. Dzialalno$¢ organizacyjna
e czerwiec 2016 - petnienie funkcji Kierownika Komisji Egzaminacyjnej Uczelnianego
Egzaminu Wstepnego
e od 1 pazdziernika 2019 roku do grudnia 2024 roku - cztonek Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z grupy niesamodzielnych

pracownikow naukowych.

15. Recenzje prac naukowych
Od marca 2022 wystepowalam w roli recenzenta prac oryginalnych i pogladowych ztozonych
do publikacji w czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym: Life, International Journal of

Molecular Science, Molecules, Membranes, Cancers

16. Podsumowanie osiggnie¢ naukowo-badawczych
Moj dorobek naukowy obejmuje:
e 43 prace oryginalne i 1 praca pogladowa (41 po uzyskaniu stopnia doktora) w tym 35
w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie Journal Citation Reports (JCR). W 15
pracach bytam autorem pierwszym i/lub korespondencyjnym
e 39 doniesien/komunikatow prezentowanych na zjazdach miedzynarodowych lub
krajowych)
e 3 patenty (2 przyznane przez UPRP i 1 przyznany przez EUP)
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1 zgloszenie patentowe do UPRP

udziat w 2 projektach badawczych finansowanych przez WUM/NCN

sumaryczny wspotczynnik Impact Factor wedhug listy JCR zgodnie z rokiem
opublikowania: 103,287; taczna punktacja MNiSW: 2421 pkt

liczba wszystkich cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science™ Core Collection:
272; Scopus:295

Liczba cytowan (bez autocytowan) wedlug bazy Web of Science™ Core Collection:
196; Scopus:222

index Hirscha (h-index) wedlug Web of Science™ Core Collection: 9

17. Dzialalno$¢ dydaktyczna i popularyzujaca nauke

17.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna

w roku akademickim 2022/2023 wuczestnictwo w tygodniowym wyjezdzie
dydaktycznym w ramach programu ERASMUS+ do Universita degli Studi di Napoli
Frederico 11 we Wtoszech

od 2014 prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych 1 seminaryjnych z przedmiotu ,,Biochemia
z elementami chemii” dla studentéw II roku I Wydziatu Lekarskiego i Wydziatu
Lekarsko-Dentystycznego

w latach 1999 - 2013 prowadzenie zajg¢ c¢wiczeniowych, seminaryjnych i
wyktadowych z przedmiotu ,,Chemia medyczna” dla studentow I roku I Wydzialu
Lekarskiego, II Wydzialu Lekarskiego oraz Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego

w latach 2010 - 2012 funkcja przedstawiciela Katedry 1 Zaktadu Chemii Medycznej na
posiedzeniach Rady Pedagogicznej Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego

w latach 2015-2023 pelnienie roli recenzenta 6 prac magisterskich, w tym 5
wykonanych w Zaktadzie Chemii Organicznej Wydzialu Farmaceutycznego WUM 1 1
wykonanej w Zaktadzie Biochemii 1 Chemii Kliniczney WUM z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjne;j.

17.2. Dziatalno$¢ popularyzujaca nauke

od roku 2001 prowadzenie wykladow z chemii na kursach przygotowawczych do

egzaminu maturalnego.
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