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DANE OSOBOWE

1. Imie i nazwisko: Katarzyna B’(aszczak-Swiqtkiewicz
Miejsce pracy: Katedra Chemii Farmaceutycznej, Zaklad Chemii
Farmaceutycznej. Analizy Lekow i Radiofarmacji. Uniwersytet
Medyczny w Lodzi. Wydzial Farmaceutyczny
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzy-
skania oraz tytul rozprawy doktorskiej
1997r -  mgr farmacji - Wydzial Farmaceutyczny Akademii Medycznej w Lodzi
2000r - specjalista I stopnia z zakresu farmacji aptecznej — Akademia Medyczna
w Lodzi
2005r - doktor nauk farmaceutycznych - Wydzial Farmaceutyczny Akademii
Medycznej w Lodzi, rozprawa doktorska pt: .Nowe pochodne china-
zoliny o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej” — praca wWyro-

zniona przez Rade Wydzialu Farmaceutycznego

3.Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych zwigzane z etapami rozwoju naukowego
1997-2006 Asystent w Zakladzie Chemii Farmaceutycznej i Analizy Lekow
Katedry Chemii Farmaceutycznej i Biochemii Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi
0d 2006 Adiunkt w Zakladzie Chemii Farmaceutycznej. Analizy Lekow i Radio-
farmacji Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi
4.0siggniecia wynikajgce z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65 poz. 595 ze zm.)

Podejmowane przeze mnie problemy badawcze skupiaja si¢ wokol zlozonej
tematyki walki z chorobg nowotworowa. Wybrany aspekt poznawczy moich badan
dotyczy wykorzystania bioredukcyjnych czynnikow w  selektywnej strategii
przeciwnowotworowej, znoszacej lekoopornosé. Realizacja oceny molekularnych
mechanizméw dzialania potencjalnych prolekdw poprzedzona zostala badaniami
syntetyczno-analitycznymi nowych heterocyklicznych zwigzkéw  wzbogaconych

o charakterystyczne polaczenia chemiczne o bioredukeyjnych wiasciwosciach.
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M6j rozwdj naukowy dokumentuj¢ publikacjami w  migedzynarodowych

i krajowych czasopismach z dziedziny farmacji medycznej. Opublikowalam

siedemnascie prac o lacznym wspoiczynniku wptywu IF 15714 i punktacji

wg MNISW wynoszacej 244 pkt. Swoje doswiadczenie i zdobyta wiedzg

prezentowalam na miedzynarodowych konferencjach w kraju i za granica.

4.1 Tytul osiggnigcia naukowego

Poszukiwanie nowych strategii terapii przeciwnowotworowej w aspekcie

znoszenia lekoopornosci

4.2 Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

Cykl interdyscyplinarnych badan dokumentujagcych moj wklad pracy

naukowej na rzecz poszukiwan nowych strategii przeciwnowotworowych,

zawarfam w nast¢pujacych publikacjach:

1.

K. Blaszczak-Swiatkiewicz, E.Mikiciuk-Olasik: Application of HPLC
method for investigation of stability of new benzimidazole derivatives.
Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies. 34, 1901-1912
(2011).

K. Blaszczak-Swiatkiewicz, M. Mirowski. K. Kaplinska, R. Kruszynski,
A. Trzesowska-Kruszyniska. E. Mikiciuk-Olasik: New  benzimidazole
derivatives with potential cytotoxic activity — study of their stability by RP-
HPLC. Acta Biochemica Polonica, 59, 2. 279-288 (2012).

K. Blaszczak-Swiatkiewicz, E.Mikiciuk-Olasik: New benzimidazole
derivatives as topoisomerase | inhibitors — synthesis and fluorometric
analysis. Acta Poloniae Pharmaceutica in Drug Research, 70, 3. 451-458

(2013).

K. Blaszczak-Swiatkiewicz, P. Olszewska and E. Mikiciuk-Olasik:
Antiproliferative activity of new benzimidazole derivatives. Acta

Biochemica Polonica, 427, 60 (2013).
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5. K. Blaszczak-Swigtkiewicz. P. Olszewska, E. Mikiciuk-Olasik: Biological
approach of anticancer activity of new benzimidazole derivatives.
Pharmacological Reports, 66, 100-106 (2014).

6. K. Blaszczak- Swiatkiewicz. DC. Almeida. MJ. Perry, E. Mikiciuk-Olasik:
Synthesis, anticancer activity and UPLC analysis of the stability of new
benzimidazole-4.7-dione derivatives. Molecules, 19, 400-413 (2014).

7. K. Blaszczak-Swiatkiewicz, E. Mikiciuk-Olasik: Bilogical evaluation
of the activity of some benzimidazole-4.7-dione derivatives. Molecules,
special issue 19, 15361-15373 (2014)

8. P. Olszewska, E. Mikiciuk-Olasika, K. Blaszczak-Swiatkiewicz.
J. Szymanski, P. Szymanski: Novel tetrahydroacridine derivatives inhibit
human lung adenocarcinoma cell growth by inducing GI phase cell cycle
arrest and apoptosis. Biomedicine & Pharmacotherapy. 68, 8. 959-967
(2014)

9. K. Blaszczak-Swiatkiewicz, E. Mikiciuk-Olasik: Some Characteristics
of Activity of Potential Chemotherapeutics - Benzimidazole Derivatives.

Advances in Medical Sciences. 60, 125-132 (2015)
Laczny Impact Factor dla tych prac wynosi :13,4. Punktacja MNiSW: 190 pkt.

4.3 Uzasadnienie badan
Omowienie  zagadnien teoretycznych prezentowanego projektu naukowego
przygotowatam w oparciu o przeglad literatury wykorzystany w powyzszych

publikacjach oraz w trzech pracach przegladowych, ktorych jestem wspdtautorem:

1. K. Blaszczak Swiatkiewicz, E. Mikiciuk-Olasik: Rola hipoksji w postgpach
w diagnostyce i terapii chorob nowotworowych. Wiadomosci Chemiczne
62, 11-12: 1065-1089 (2008)

2. K. Blaszczak-Swiatkiewicz, P. Olszewska, E. Mikiciuk-Olasik: Wplyw
hipoksji na zmiany metabolizmu komoérek nowotworowych. Nowotwory

Journal of Oncology. 62, 4, 188-195 (2012)

3. K. Blaszczak-Swiatkiewicz, P. Olszewska, E. Mikiciuk-Olasik:
Zastosowanie nanoczgsteczek w leczeniu i diagnostyce nowotworow.

NOWOTWORY Journal of Oncology, 63. 4, 320-330 (2013).
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Koncepcja prezentowanych badan dotyczyta aspektu przeciwnowotworowego
z wykorzystanicm cytotoksycznej aktywnosci czynnikow bioredukcyjnych. Specyfika
tych czynnikéw polega na ich wysokiej selektywnosci do komorek nowotworowych
w stanie glebokiego niedotlenienia. Wspomniana hipoksja to obiecujacy punkt uchwytu
terapii przeciwnowotworowej . Podazajac za $wiatowym nurtem naukowym
laczacym idee wykorzystania bioredukcyjnych prolekow i strategii znoszace]
lekoopornos¢ postanowitam zaprojektowaé i otrzymaé nowe zwiazki heterocykliczne
z grupy bioredukcyjnych prolekow. Projektujagc nowe polgczenia chemiczne
o wilasciwosciach bioredukcyjnych zawartam w ich strukturze whasciwosci dwoch
niezbednych komponentow: wyzwalacza i efektora aktywnodci biologicznej.
Wyzwalacz  charakteryzuje si¢  zdolnoscia do  szybkiej  reakgji redukcji
w niedotlenionych komorkach guza przez co ogranicza aktywacj¢ proleku do miejsc
chorobowo zmienionych. Efektor zas. po aktywacji, z uwagi na mozliwos¢ wystapienia
w srodowisku biologicznym istotnych ograniczen jego cytotoksycznosci, odznacza si¢
wysokim potencjalem aktywnosci biologicznej. Dodatkowo posiada zdolnos¢ zabijania
proliferujacych komérek na réznym etapie ich rozwoju oraz w skrajnych wartosciach

pH otoczenia. Ponizej przedstawitam schemat powstawania cytotoksycznych substancji

Schemat 1: Szlak bioredukcyjnych przemian proleku do cytotoksycznych

metabolitow
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Mechanizm cytotoksycznego dziatania bioredukcyjnych prolekow opiera si¢ na
posredniej (reakcjia 1 i 3, schemat 1) lub bezposredniej (reakcja 6. schemat 1) reakcji
redukcji z udziatem dwu lub jednoelektronowej reduktazy. Posrednia jedno-
elektronowa redukcja prowadzi do wytworzenia reaktywnego rodnika proleku.

Specyfika tej reakcji polega na reoksydacji rodnika do proleku w warunkach
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normotlenowych lub dalszej jego redukeji w warunkach hipoksji z wyzwoleniem
toksycznych metabolitow (produkt X, Y, Z, schemat 1). W normoksji toksyczne
metabolity posiadaja zdolno$¢ powtdrnego przejscia do form nietoksycznych. Szlak
opisanych przemian zaprezentowatam z uzyciem proleku - tirapazaminy (TPZ) —

schemat 2

Schemat 2: Metabolizm tirapazaminy w warunkach normoksji i hipoksji
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Powaznym problemem terapii przeciwnowotworowej jest jej chemioopornosc.
Mimo. iz rozpoznano wiele przyczyn lekoopornosci nowotworowej to wcigz poszukuje
sic nowych zwiazkéw i nowych strategii terapeutycznych wykorzystujacych
alternatywne punkty uchwytu przemian biochemicznych guzéw celem zwigkszenia
wrazliwosci tkanek patologicznych na aktywno$¢ chemioterapeutykow.

Znane i bedace w trzeciej fazie badaf klinicznych bioredukcyjne czynniki.
pod wzgledem budowy strukturalnej, nalezg do czterech grup polaczen chemicznych.
a mianowicic sa to: N-tlenki benzotriazyny, N-tlenki 5.8-dihydroksyantraceno-9.10-
dionu. pochodne nitrobenzamidu oraz pochodne 1-H-indolo-4.7-dionu. Charakteryzuja
sie one trzema zasadniczymi mechanizmami dzialania cytotoksycznego (j.. tworzg
kompleksy z nicig DNA, hamuja aktywno$¢ topoizomerazy oraz posiadajg zdolnosc
do tworzenia wewnatrzsieciowych polaczen z helisa DNA - potencjalne interkalatory

. Zestawienie wiasciwosci wiodacych bioredukeyjnych czynnikow prezentuje

tabela 1.
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Tabela 1: Wilasciwosci strukturalne i biologiczne bioredukcyjnych prolekow

Prolek Struktura chemiczna Grupa Mechanizm Mechanizm
chemiczna dzialania’ cytotoksyczno$ci
TPZ aromatyczne 1,3{R] kompleks uszkadzajacy
o
4 N-tlenki DNA

SN30000 aromatyczne 1.3 [R] kompleks uszkadzajacy
N-tlenki DNA

Yy

\7 Ve
T -z \\_ Z//

(

§

AQ4N 9 alifatyczne 2,5([Y] inhibitor
P M N-tlenki topoizomerazy Il
OH o] NH(CH2)oN(CH3)2
O
CB1954 N/ nitrowe 1/2,4,5,6 Y. Interkalator
N
s pochodne 7]
HoN
EO9 pochodne 14X, Y] Interkalator
chinonu

* czynne cytotoksyny (R, X, Y, Z )

Wymienione powyzej struktury, ich budowa oraz aktywnos¢ biologiczna
zwigzana bezwarunkowo z obecnoscig specyficznych podstawnikow i grup
chemicznych postuzyly mi jako matryca do zaprojektowania nowych pofgczen
heterocyklicznych o potencjalnych, selektywnych wlasciwosciach cytotoksycznych.

Prezentowany projekt badawczy porusza problem wykorzystania nowych,
potencjalnych bioredukcyjnych czynnikow jako substratow enzymatycznej terapii
prolekowej. Zaleta proponowanej strategii przeciwnowotworowej jest jej wplyw na

wezesng faze rozwoju choroby co zwigksza potencjalne szanse lecznicze pacjentow.
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4.4 Cel i zalozenia projektu
ZaloZeniem projektu, ktory jest kontynuacja mojej specjalizacji w najnowszcj
chemioterapii bylo otrzymanie zwiazkéw o selektywnej cytotoksycznosci w warunkach
bioredukcyjnych z mozliwoscia oceny i poréwnania ich molekularnych mechanizmow
biologicznego dzialania ze szczegdlnym uwzglednieniem badaf w  srodowisku
ubogotlenowym.
Zalozenia prezentowanej pracy badawczej realizowatam poprzez poszczegdlne
etapy doswiadczalne wedlug nastgpujacego planu:
1. optymalizacja warunkéw otrzymywania czterech nowych grup zwigzkow
chemicznych:
e pochodnych benzimidazolu celem wykazania ich aktywnosci cyto-
toksycznej
e pochodnych benzimidazol-4.7-dionu celem potwierdzenia ich akty-
wnosci cytotoksycznej
e pochodnych N-tlenku benzimidazolu celem wskazania ich biore-
dukcyjnych wlasciwosci
e pochodnych N-tlenku benzimidazolo-4,7-dionu celem wykazania ich
selektywnej aktywnosci cytotoksycznej uwarunkowanej hipoksja guza
2. ustalenie zakladanej struktury produktu posredniego (zasady Schiffa)
w syntezie pochodnych benzimidazolu
3. ustalenie struktury chemicznej produktow cyklokondensacji tj.: pochodnych
benzimidazolu na drodze badan krystalograficznych
4. okreslenie trwalosci wyizolowanych pochodnych benzimidazolu metodg
HPLC:
e walidacja i optymalizacja uktadu chromatograficznego
e analiza trwalosci wybranych pochodnych celem ustalenia optymalnego
czasu niezbednego do przeprowadzenia testow in vifro z udzialem
pochodnych benzimidazolu oraz N-tlenku benzimidazolu
5. analiza trwalosci wybranych pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu
w $rodowisku badan biochemicznych metodg UPLC:

e walidacja i optymalizacja ukfadu chromatograficznego
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wyznaczenie  kinetycznych — parametrow  degradacji wybranych
pochodnych celem ustalenia optymalnego  czasu niezb¢dnego
do przeprowadzenia testow in virro z udzialem pochodnych

benzimidazolo-4,7-dionu i N-tlenku benzimidazolo-4,7-dionu

1. ocena aktywnosci otrzymanych pochodnych benzimidazolu jako potencjalnych

interkalatorow z grupy inhibitorow topoizomerazy I

walidacja i optymalizacja metody fluorymetryczne;j
analiza aktywnosci wybranych pochodnych celem ustalenia ich wplywu

na stopieni rozplatania helisy DNA

2. ocena in vitro molekularnych mechanizmow dzialania wyizolowanych

pochodnych benzimidazolu i benzimidazolo-4.7-dionu na wybranych liniach

komorkowych:

e test antyproliferacyjny celem okreslenia aktywnosci cytotoksyczne]

wszystkich czterech grup zwigzkow

test z uzyciem enzymu kaspazy 3/7 celem  okredlenia rodzaju
cytotoksycznego  dziatania  wszystkich  czterech  grup  struktur
chemicznych w aspekcie apoptozy wzglednie nekrozy

test na uszkodzenie struktury DNA celem zaproponowania potencjalnego
przeciwnowotworowego — mechanizmu dziatania wszystkich czterech

grup zwigzkoéw heterocyklicznych

3. pordbwnawcza analiza aktywnosci biologicznej testowanych pochodnych

benzimidazolu i benzimidazolo-4,7-dionu.

Realizacje zaplanowanych do$wiadczen analityczno-biologicznych opisatam w tabeli 2.
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Tabela 2: Zestawienie badan i zalozen poszczegolnych etapow realizacji projektu

naukowego.
Pochodne Pochodne
bezimidazolu benzimidazolo-
4,7-dionu
Cel badania Typ badania
o
f .9;}_‘#;: E l \—R
W T
0
Okreslenie trwatosci
testowanych pochodnych Analiza + N
w roznych srodowiskach chromatograficzna
badawczych
Okreslenie aktywnosci
badanych zwiazkdw jako Analiza + +
inhibitorow fluorymetryczna
topoizomerazy |
Okreslenie
molekularnych
mechanizmoéw
dziatania zwiazkow:
< Test
] cytotoksycznosci antyproliferacyjny + +
‘35)0
=
2
Eal
2 sposobu zabijania
Q
£ komoarek
= nowotworowych Test na apoptoze + +
%  (apoptoza, nekroza)
uszkodzenia struktur Test na uszkodzenie
komorki struktury DNA + +

nNOWOtworowej

+ badania wykonane
4.5 Osiggniecia projektu
4.5.1 Badania syntetyczne
Realizacje wyznaczonych celow projektu rozpoczglam od  otrzymania
pochodnych (N-metylideno)-o-fenylenodiaminy. pochodnych benzimidazolu
oraz N-tlenku benzimidazolu, a nastgpnie pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu

i ich analogow o strukturze N-tlenku. Wszystkie zaplanowane zwigzki otrzymalam
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na drodze reakcji chemicznych opisywanych w literaturze. wprowadzajac wiasne
modytikacje

Jednorodno$é chemiczng otrzymanych pochodnych potwierdzilam  metody
chromatografii HPTLC Fass. W identyfikacji zwigzkow analizowanych postuzylam si¢
wartosciami Rf produktow i substratow reakcji.

Strukture  otrzymanych zwiazkow  potwierdzilam analizg clementarng
i spektroskopowa: 'H NMR. BC NMR, IR oraz MS. Opisywane widma 'H NMR,
YC NMR wykazuja istotne réznice w strukturze poszczegdlnych grup chemicznych
oraz potwicrdzaja zachodzace zmiany chemiczne. Ostateczny ukfad strukturalny
produktéw cyklokondensacji potwierdzila analiza krystalograficzna przeprowadzona
przez zespol dr hab. Rafala Kruszynskiego w Zakladzie Rentgenografii Strukturalnej
i Krystalochemii Instytutu Chemii Ogolnej i Ekologicznej Politechniki Lodzkie
[zatacznik 4.poz.2.6].

Szcezegolowy przebieg syntez wszystkich otrzymanych zwigzkow opisalam

w publikacjach [zatacznik 4. poz. 3.6].

4.5.1.1 Synteza pochodnych benzimidazolu

W wyniku przeprowadzonych syntez ustalilam i zoptymalizowalam sposob
otrzymywania pochodnych benzimidazolu. Dowiodlam. ze pochodne benzimidazolu
mozna otrzymywaé w dwojaki sposob. a mianowicie poprzez bezposrednia i posrednia
kondensacje pochodnej diaminy z aldehydem. Poprzez bezposrednig cyklokondensacje
(etap A, schemat 3) pochodnej 2-fenylenodiaminy (zwigzek 1 lub 2, schemat 3)
7 aldehydem (piperonalem, aldehydem naftoecsowym. 2-nitrobenzaldehydem,
4-chlorobenzaldehydem oraz 2-karboksybenzaldehydem) (zwigzek 3-7. schemat 3)
uzyskatam pochodne benzimidazolu (zwigzek 9-15. schemat 3). Te same pochodne
benzimidazolu syntezowalam takze poprzez cyklizacje produkiu posrednicgo
o charakterze zasady Schiffa — pochodnej (N-metylideno)-2-fenylenodiaminy (zwigzck
8, etap B. schemar 3). Opracowalam rowniez sposob syntezy  pochodnych
(N-metylideno)-2-fenylenodiaminy (owigzek 8, etap D. schemat 3). Dowiodtam sposobu
otrzymywania pochodnych N-tlenku benzimidazolu (zwigzek 16-22, etap C. schemat 3)
na drodze bezposredniej reakcji utleniania pochodnych benzimidazolu roztworem
perhydrolu w srodowisku bezwodnego kwasu octowego.

Ciag syntetycznych przemian A-D przedstawia schemat 3.

10



Zatacznik 2- autoreferat

K. Btaszczak-Swiatkiewicz

Schemat 3: Synteza pochodnych benzimidazolu.
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Struktury otrzymanych pochodnych benzimidazolu przedstawia rysunek 1.

Rysuneck 1: Struktury otrzymanych pochodnych benzimidazolu:  podsiawnik:
NAPH-2-nafiylowy. PIP-piperonylowy. NO>B-2-nitrofenylowy, CIB-4-chlorofenylowy.
COOIB-2-karboksyfenylowy

SO0 [ R
16 R, =NT, R,=0IB S R.=NG; R=(1B
17 R.=MI, B,=MHE.B 10 R, =MD, F,=NC.B
18 R, =N, R.=PIF 11R.=MT, R, =FIF
15 R, =HC, R,=NAFH 12R.=HT. R =NSFH
208, =01 R,=FIF 13 R, =Cl, R =FIF
21 F.=C1, R =NAFH 14§ R, =01, R =MAFH
22 B, =NT, R,=I0CHE 15 R, =MD, R =COUHE
NAPH PP NO:B CIB COOHB
R ‘ /:\\ ; - \ ) /f_.::;‘}
2 & 4 4 g cl ‘ ]
Al i W ."'.’
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4.5.1.2 Synteza pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu

W wyniku przeprowadzonych reakcji chemicznych w drugiej grupie nowych
polaczen heterocyklicznych ustalitam optymalne warunki dla syntezy pochodnych
benzimidazolo-4.7-dionu oraz ich analogow wzbogaconych o grupe N-tlenku.
Zaprojektowane struktury postanowilam uzyska¢ na drodze cyklokondensacji
odpowiedniej diaminy aromatycznej z zaplanowanym aldehydem. Aby zrealizowac to
zalozenie przystapitam do ustalenia sposobu pozyskania 3.6-dimetoksybenzeno-1.2-
diaminy (zwigzek 3, etap B. schemar 4) — zwiazku wyjsciowego dla dalszych
przegrupowan chemicznych. Ustalifam, ze substratem wyjsciowym w  syntczie
pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu bedzie 1,4-dimetoksybenzen (zwigzek I, schemat
4). Zwiazek ten poddalam standardowej reakcji nitrowania pierscienia benzenu
dymigcym kwasem azotowym w celu otrzymania [.4-dimetoksy-2.3-dinitrobenzenu
zwigzek 2, etap A, schemat 4). Poprzez etap redukcji cyna w srodowisku kwasnym
I.4-dimetoksy-2.3-dinitrobenzenu do 3,6-dimetoksybenzeno-1.2-diaminy (zwigzek 3,
etap B, schemat 4) i cyklokondensacji diaminy (zwigzek 3. etap (. schemat )
z aldehydem (piperonalem, aldehydem naftoesowym, 2-nitrobenzaldehydem. +4-chloro-
benzaldehydem oraz 2-karboksybenzaldehydem) (etap C. schemat 4). izolowalam
pochodne 4,7-dimetoksybenzimidazolu (zwigzek 4. schemat 4). Dzialajac utleniajacy
mieszaning dymigcego kwasu solnego i azotowego przeksztatcitam  uklad
benzimidazolu do struktury benzimidazolo-4,7-dionu (zwigzek 5. etap D. schemart 4).
Ostatni  etap wykonywanych przeze mnie przemian chemicznych polegal
na przeprowadzeniu reakcji utleniania pierscienia benzimidazolo-4.7-dionu do N-tlenku
w srodowisku mieszaniny perhydrolu i bezwodnego kwasu octowego (zwigzek 3, elap
E, schemat 4).

Ciag syntetycznych przemian A-E przedstawia schemat 4.
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Schemat 4: Synteza pochodnych benzimidazolo-4.7-dionu.
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Struktury otrzymanych pochodnych benzimidazolo-4.7-dionu

rysunek 2.

Rysunek  2:  Struktury

4. T-dimsthoxy senzoimicazole
darpative

4

przedstawia

wyizolowanych  pochodnych  benzimidazolo-4.7-dionu:

podstawnik: a-4-chlorofenylowy. b:2-nitrofenvlowy. ¢: piperonylowy, d:2- nafiviowy.

L
e
.B, “
G
]
8a 5b ¢ 8d 6a
R H

6b 6¢ 6d

13



Zatacznik 2- autoreferat

K. Btaszczak-Swiatkiewicz

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych syntez:

l.

otrzymalam 14 nowych pochodnych benzimidazolu oraz 8 nowych
pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu

ustalitam  warunki reakcji utleniania pochodnych benzimidazolu
i benzimidazolo-4,7-dionu do N-tlenku benzimidazolu wzglednie
N-tlenku benzimidazolo-4,7-dionu

wyizolowatam produkt posredni towarzyszacy syntezie benzimidazoli
celem potwicrdzenia mozliwosci otrzymania produktow finalnych
poprzez cyklizacje wezesniej izolowanej zasady Schifta

potwierdzitam budowe wszystkich otrzymanych heterocyklicznych
ukladow kompleksowa analizg strukturalna

badania krystalograficzne dostarczyly informacji na temat przestrzennej
budowy pierscienia benzimidazolu ze szczegdlnym zwroceniem uwagi
na fakt wystepowania wigzania NH w pierscieniu  imidazolu
w konformacji trans i cis w stosunku do grupy nitrowej — podstawnika
w pierscieniu benzimidazolu. Mozna zatem uznaé, Ze czasteczka
benzimidazolu posiadajaca podstawnik nitrowy w pozycji 6 posiada
konformacje cis, a czasteczka z podstawnikiem nitrowym w pozycji

5 znajduje si¢ w konformacji trans.

Przestrzenny uklad sieci krystalicznej struktury benzimidazolu przedstawia rysunek 3.
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Rysunek 3: Analiza X-ray struktury benzimidazolu na przykladzie zwiazku 9.

4.5.2 Badania analityczne

7 uwagi na zaplanowane badania biologiczne. ktére zamierzatam prowadzi¢
w standardowych warunkach hodowli komorkowej z zastosowaniem rozpuszczalnikow
organicznych nicodzownym bylo przeprowadzenie analizy trwalosci nowych potaczen
chemicznych w korelacji czasu ekspozycji zwigzku do zastosowanego Srodowiska
badan biochemicznych. Dlatego w kolejnym etapie projektu dokonalam analizy
trwalogci otrzymanych polaczen chemicznych metodg HPLC lub UPLC poprzedzonej
optymalizacja i walidacja wybranej metody chromatograficznej.

Trwalo$¢ pochodnych benzimidazolu w 0,2% roztworze DMSO okreslitam
technika HPLC. natomiast parametry kinetycznej degradacji  pochodnych
benzimidazlolo-4,7-dionu w réznych rozpuszczalnikach okreslitam metoda UPLC.

Szczegolowy opis analiz  chromatograficznych  wybranych — zwigzkow

zamiescitam w publikacjach [zalacznik 4, poz.1-2.,6].
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4.52.1 Analiza trwalosci pochodnych benzimidazolu i N-tlenku
benzimidazolu

Problem naukowy dotyczy! ustalenia trwalosci wymienionych pochodnych
w roztworze 0.2% DMSO — érodowisku badan in virro. W wyniku dokonanej
optymalizacji i walidacji ukfadu chromatograficznego ustalilam, ze zwigzki nalezy
analizowaé w ukladzie faz odwroconych RP-18 z zastosowaniem izokratycznej
mieszaniny bufor/acetonitryl 1:1 (pH=4.5) jako fazy ruchomej. przy przeplywie
1.0 mL/min i wykorzystaniu detektora UV monitorujacego przebiegu analizy.
Doswiadczalnie ustalitam czas to oraz czasy retencji analizowanych zwigzkow.
Ustalifam linjowo$¢ metody w zakresie stezen od 0,lpg/mL do 0.lmg/mL
i wspolczynniku korelacji nie mniejszym niz 17=0,9995. Precyzja i doktadnos¢ metody
pozwolily mi wyznaczy¢ trwalos¢ pochodnych benzimidazolu i N-tlenku
benzimidazolu. ze szczegdlnym uwzglednieniem uwolnienia polgczenia N-tlenku
w srodowisku wodnym. Odzysk zwiazkow analizowanych zawieral si¢ na poziomie
99.24-100%. w <ci$le zaplanowanym czasie prowadzonych analizy. co dalo
mi podstawy do wysuniecia stwierdzenia, ze 0,2% roztwory DMSO zwiazkow
badanych wykazuja jednorodnosé w czasie do 96h. Z punktu budowy strukturalnej
spostrzeglam, ze w czasie do 96h pochodne N-tlenku benzimidazolu nie wykazuja
rozpadu do ich analogicznych struktur pozbawionych ugrupowania N-tlenku.

Parametry selektywnosci i specyficznodci metody prezentuj¢ w tabeli 1 oraz

na rysunku 4.

Tabela |: Parametry analizy HPLC wybranych pochodnych

benzimidazolu i N-tlenku benzimidazolu.

Stezenie Ritjminj k n
16 [maeml |
zw. 11 7.475 3.7759¢+00 5332
zw. 12 7.794 3.7202¢+00 5636
zw. 18 4.611 1.9690e+00 3683
zw. 19 5.064 2.2607e+00 3208
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Rysunek 4: Chromatogramy pochodnych benzimidazolu
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4.5.2.2 Analiza trwalo$ci pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu i N-tlenku
benzimidazolo-4,7-dionu

W celu wykonania analizy trwalos¢ pochodnych benzimidazolo-4.7-dionu
i N-tlenku benzimidazolo-4,7-dionu dokonatam optymalizacji i walidacji metody
RP-UPLC. W toku przeprowadzonych rozwazan ustalitam, ze ze wzgledu na polarnosc.
zwigzki bede analizowaé¢ w ukladzie HSS-T3 (faza stacjonarna) oraz izokratycznej
mieszaniny bufor/acetonitryl 70:30 (pH=2.4) (faza ruchoma). Uzyskatam specyficzne
czasy retencji dla badanych zwigzkow wykorzystujac do chromatograficznego rozdziatu
mechanizm tworzenia form protonowych struktury pochodnej benzimidazolo-4.7-dionu.
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Dla najlepszego rozdzialu zwiazkow ustalitam optymalny przeplyw fazy ruchome;j
na poziomiec 0.5mL/min. Wyznaczylam liniowod¢ metody w zakresic stezen od
0.1pg/mL do 0.1mg/mL, wspotezynnik korelacji wynidst nie mniej niz r°=0.9998.

Zalozeniem analizy bylo okreélenie jednorodnosci otrzymanych przeze mnie
nowych polaczen chemicznych. Wobec powyzszego stabilno$¢ struktur wyznaczylam
czasem poéltrwania t,, oraz stopniem odzysku w konkretnych roztworach:  wodzie:
0,9% NaCl; 0,2% DMSO i metanolu.

Wysoki stopien odzysku oraz diugi okres poltrwania pochodnej benzimidazolo-
4.7-dionu (zwiazek 5b) w zastosowanych rozpuszczalnikach dowiodly trwalosci
tej struktury. Wart odnotowania pozostaje fakt, iz pochodna ta w roztworze wodnym
i roztworze czystego metanolu nie ulegta rozpadowi. Wlasciwos¢ ta pozwala
sklasyfikowaé pochodne benzimidazolo-4.7-dionu przed pochodnymi  N-tlenku
benzimidazolo-4,7-dion, choé¢ te ostatnie charakteryzuja si¢ roéwnie dobrymi
parametrami stabilnoéci. Uzyskane wyniki pozwolity wyznaczy¢ optymalny czas
(do 215h). w ktorym nalezy prowadzaé testy in vitro z zastosowaniem $rodowiska
0.2% roztworu DMSO dla badanych pochodnych benzimidazolo-4.7-dionu i N-tlenku
benzimidazolo-4,7-dionu.

Kinetyczne parametry degradacji pochodnej benzimidazolo-4,7-dionu i N-tlenku

benzimidazolo-4,7-dionu prezentuje tabela 2.

Tabela 2: Kinetyczne parametry degradacji pochodnej benzimidazolo-4.7-dionu

(5b) i N-tlenku benzimidazolo-4.7-dionu w wybranych roztworach

(6b).

Solvent

0.9% NaCl
H,0
0.2% DMSOC
MeOH
Zwigzek 6b
Solvent k (h?) ty, (h) R2
0.9% Nacl 0,0003 130 0,92
H,0 0,0004 146 0,96
0.2% DMSO 0,00009 413 0,99
MeOH 0,0602 161 0,99

*brak rozktadu
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4.5.3 Badania in vitro
4.5.3.1 Ocena wplywu pochodnych benzimidazolu i benzimidazolo-4,7-

dionu na aktywnos¢ topoizomerazy |

Enzymy z grupy topoizomeraz. w trakcie procesow komoérkowych takich jak:
translacja. transkrypcja i replikacja, odgrywaja bardzo wazng role dla zachowania
stabilnosci struktury DNA. Naprezenia helisy DNA. ktore destabilizujg strukture sg
likwidowane przez topoizomerazy na zasadzie nacig¢ jednej (topoizomeraza 1) lub obu
nici DNA (topoizomeraza II). Aktywnosci topoizomeraz sprzyjaja superhelikaine
skrety lub zagiccia helisy zas stopniefi skrecenia podwdjnej nici DNA wplywa na
szybkos¢ reakcji cigcia. Topoizomeraza | laczac si¢ kowalencyjnie z koncem 3°
i nickowalencyjnie z koncem 5° rozcietej helisy DNA tworzy tak zwany kompleks
rozcinalny (cleavable complex). Tworzone wiagzanie kowalencyjne z tymidyng.
sasiadujaca z guaning, wynika z powinowactwa enzymu do tego nukleozydu.
W nastepstwie tego rozciecia, nieprzecigta ni¢ przechodzi przez wytworzone peknigcie
likwidujac tym samym jedno oplecenic DNA. Ostatni etap procesu naprawczego
lo ponowne polaczenie przecietej nici DNA oraz odiaczenie si¢ topoizomerazy.
Zaburzenie powyzszego mechanizmu dzialania enzymu skutkuje $miercig komorki na
drodze nieprawidlowej replikacji, mutacji lub aberracji chromosomalnej. Diatego
wykorzystuje sie  topoizomeraze jako punk uchwytu dzialania zwigzkow
przeciwnowotworowych.

Istotna aktywno$¢é w tym kierunku wykazuja pochodne benzimidazolu |~
Wobec powyzszego zaprojektowalam doswiadczenie oceny aktywnosci otrzymywanych
przeze mnic pochodnych benzimidazolu i benzimidazolo-4.7-dionu jako potencjalnych
inhibitorow topoizomerazy 1 [zaltgcznik 4, poz. 3]. Przeprowadzitam test z uzyciem
bromku etydyny jako markera stopnia relaksacji DNA. Stopien inhibicji topoizomerazy
I badatam metoda fluorymetryczng. Podstawg oznaczen byta intensywnos$¢ fluorescencji
bromku etydyny, ktora wzrasta po polaczeniu si¢ z fancuchem DNA. Zwigzek ten jako
interkalator wnika w helise DNA. przy czym w wigkszym stopniu wiaze si¢c on z DNA
superhelikalnym niz zrelaksowanym. Z powyzszego wynika. ze im wigksza
intensywno$¢ badanej proby tym wigkszy procentowy udzial superhelikalnego DNA.

Wzrost superhelikalnego DNA  $wiadczy o zahamowaniu aktywnosci enzymu.
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Odwrotnie, spadek intensywnosdci badanej proby $wiadczy o wigkszym procentowym
udziale zrelaksowanego DNA czyli o braku inhibicji topoizomerazy [ | 2+ .

Dokonalam optymalizacji i walidacji metody. Ustalitam dokladnos¢ analizy
z odzyskiem na poziomie 99.61-100,51% i liniowoscia W zakresie
od 0.1pg/m = 2pg/mL bromku etydyny, przy wspolezynniku korelacji nie mniejszym
niz  °=0,9994. Przeprowadzone oznaczanie intensywnosci bromku etydyny
poprzedzilam godzinng inkubacja mieszaniny badanego zwiazku. roztworu DNA
i jednej jednostki topoizomerazy I w temperaturze 37°C. Procentowy stopien
zahamowania aktywnosci enzymu pod wplywem badanego zwigzku porownalam
z procentowym stopniem zahamowania aktywnosci enzymu pod wplywem aktywnosci
kamptotecyny. substancji wzorcowej posiadajacej udowodniong aktywnos¢ jako
inhibitor ludzkiej topoizomerazy 1.

Przeprowadzona analiza wykazata. ze pochodnych benzimidazolu w stgzeniu
0.1pg/mL oraz 0.5ug/mL hamuja aktywnosci topoizomerazy 1. Przy czym aktywnosc
zwiazkéw w  stezeniu 0,Ipg/mL  byla zdecydowanie wyzsza niz aktywnosc
kamptotecyny w tym samym stezeniu. Najwyzszy stopiefi aktywnosci wykazaty
pochodne N-tlenku 5-nitrobenzimidazolu zawierajace w swojej strukturze dodatkowo
pierscien 2-nitrofenylowy wzglednie 4-chlorofenylowy (stopien inhibicji przy stgzeniu
0.5pg/mL wyniost odpowiednio 79% i 81%). Dodatkowo na uwage zastuguje fakt,
iz pochodne o charakterze N-tlenku wykazaly przewage aktywnosci nad swoimi
analogami strukturalnymi bez ugrupowania N-tlenku.

W zestawieniu aktywnosci pochodnych  benzimidazolu w  stosunku
do aktywnosci pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu w obu zastosowanych stgzeniach
(0.1pg/mL  oraz 0,5pg/mL) wyzszy stopiefi inhibicji wykazaly pochodne
benzimidazolo-4.7-dionu. W stezeniu 0.1pug/mL zwiazki te przewyzszyly aktywnosc
kamptotecyny. natomiast w stezeniu 0,5pg/mL wykazaly aktywnos¢ na poziomie
zblizonym do kamptotecyny. Zaleznos¢ aktywnosci od struktury w tej Kklasie
pochodnych ksztaltuje si¢ identycznie jak w grypie pochodnych benzimidazolu. Wynika
7z tego. ze N-tlenek 2-(2-nitrofenyleno)benzimidazolo-4.7-dionu posiada najwicksza
zdolnos¢ do inhibicji topoizomerazy [ (zw. 6b 80%). W nastgpnej kolejnosci klasytikuje
sig: N-tlenek 2-(4-chlorofenyleno)benzimidazolo-4.7-dionu (zw. 6a 65%) przed 2-(2-ni-
trofenyleno)benzimidazolo-4,7-dionem (zw. 5b 60%) i 2-(4-chlorofenyleno)benzimida-

zolo-4,7-dionem (zw. 5a 59%,).
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Wyniki przeprowadzonej analizy prezentuje¢ w postaci rysunku 5.
Rysunek 5: (A) Stopien zahamowania aktywnosci topoizomerazy | pod wplywem
aktywnosci  pochodnych benzimidazolu i benzimidazolo-4.7-dionu:
(B) Zaleznos¢ aktywnosci badanych zwiazkow od rodzaju podstawnika

w pozycji 2 uktadu benzimidazolu i benzimidazolo-4,7-dionu.
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4.5.3.2 Ocena molekularnych mechanizméw aktywnoSci biologiczne;j

badanych zwigzkow

W ostatnim etapie badan podjetam si¢ oceny aktywnodci biologicznej in vitro
badanych zwiazkow na wybranych liniach komorek nowotworowych: ludzKiego
czerniaka zlosliwego WMI15 oraz ludzkiego gruczolaka plic AS549. Analiza
pochodnych benzimidazolu i benzimidazolo-4,7-dionu dotyczyta kwestii ich dzialania
antyproliferacyjnego z uzyciem testu WST w warunkach normoksji i hipoksji

ze szezeghlnym zwroceniem uwagi na aktywnosé pochodnych N-tlenku benzimidazolu
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i N-tlenku benzimidazolo-4.7-dionu w warunkach niedotlenienia. Test z uzyciem
cnzymu kaspazy 3/7 zastosowalam do okreslenia $mierci komorek na drodze apoptozy.
Natomiast jako czulego markera uszkodzen struktury DNA uzylam test na fosforylacje
histonow H2AX seryny 139 - jednego z pierwszych dowoddéw modyfikacji chromatyny
w odpowiedzi na uszkodzenie helisy DNA. Zwiazkami referencyjnymi byla
tirapazamina i etopozyd.

Hodowle prowadzilam w warunkach normaksji (5% CO. 37°C) i hipoksji
(1%02, 5% COz , 37°C). wedlug standardowych procedur hodowlanych. Szczegotowy
opis prowadzonych hodowli oraz testow in vitro wybranych zwigzkéw zamieScitam

w publikacjach [zalgcznik 4, poz. 4-5.7-9).

4.5.3.2.1 Ocena wybranych parametrow aktywnosci biologicznej

pochodnych benzimidazolu

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie testow dostarczyly interesujgcych

i obiecujacych spostrzezen, a mianowicie cztery pochodne benzimidazolu
(zw. 9. 11, 16, 18) wykazaly aktywno$¢ cytotoksyczng w warunkach normotlenowych,
a trzy z nich ( zw. 10, 12, 17) posiadaja wyzsza aktywno$¢ cytotoksyczna w warunkach
hipoksji.

Skriningowy test pdznej apoptozy zaleznej od kaspazy 3/7 dowiodl. iz pochodne
benzimidazolu w testowanych stezeniach w  warunkach normoksji  powodujg
zahamowanie wzrostu komorek linii  A549, raczej na drodze zahamowania
ich proliferacji bez wpltywu na proces apoptozy. Probe wyjasnienia tego zjawiska
podjetam przeprowadzajac test na fosforylacje histonu H2AX. Zauwazytam, ze zwigzki
te wywoluja szybka i silng cytotoksycznos$¢ przebiegajaca jednak bez uszkodzen DNA
na drodze fosforylacji histonu H2AX, co w polaczeniu z ich zdolnoscia do hamowania
aktywnosci topoizomerazy | moze sugerowa¢ ich interkalacyjne wiasciwosci zwlaszcza
jesli bede rozwazac zwigzek 11 i 12 jako potencjalne interkalatory.

Zaobserwowalam, 7e odmiennie do normoksji, aktywnos¢ testowanych
zwiazkdéw w hipoksji sprzyja przezywalnosci komorek ludzkiego gruczolaka ptuc A549
na drodze przewagi apoptozy w stosunku do nekrozy komorek. Badane pochodne
w hipoksji wykazaty wyzszy poziom uszkodzenia fancucha DNA niz w normoksji.

Zwigzek 17 spowodowal 2,5 krotny wzrost uszkodzei DNA w odniesieniu do proby
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kontrolnej. Zblizony poziom uszkodzen DNA (wzrost prawie dwukrotny w stosunku
do proby kontrolnej) wykazat zwiazek 16 1 10.

Reasumujac. uzyskane wyniki pozwalaja wysuna¢ tezg, iz pochodne
S-nitrobenzimidazolu wzbogacone o podstawnik 2-nitrofenylowy oraz 4-chloro-
fenylowy to potencjalne bioredukcyjne zwiazki. o selektywnej, cytotoksycznej
aktywnosci w warunkach niedotlenienia.

Dodatkowo zauwazylam, ze wartos¢ ICso dla zwigzku 9 (1C50=22.42+0,75uM)
i cisplatyny (ICso=18.2+4.3uM) wzglgdem komorek WM 115 sg zblizone co moze
swiadezyé o potencjalnych silnych wlasciwosciach cytotoksycznych zwiazku

Dlatego kwestia toksycznosci tej grupy zwiazkow stanowita moje kolejne
zainteresowanie. Uznang metoda, ktora pozwala wstepnie okreslic  toksycznosc
zwigzku chemicznego dla struktur komorkowych jest test in vitro na erytrotoksycznos¢
metoda Duncana. Ocena biozgodnosci, przeprowadzona przez dr. Joanng Sikore
z Zakladu Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, polegala na zbadaniu substancji lub materialu pod katem
bezpicczenstwa jego stosowania w zywych organizmach. Za produkt o duzej
biozgodnosci mozna uznaé zwigzek charakteryzujacy si¢ brakiem toksycznosci.
brakiem wplywu na ukfad odpornosciowy organizmu oraz nie wywotujacy hemolizy.
W pierwszym ctapie badan oceniona zostala biozgodnos¢ nowo zsyntetyzowanych
zwiazkow. W tym celu odpowiednio przygotowane ludzkie erytrocyty inkubowano
w temperaturze 37°C przez | godzing z nowymi pochodnymi benzimidazolu w pigciu
stezeniach: 2pg/mL, 10pg/mL, 50pg/mL, 100pg/mL. 150pg/mL. W takich samych
warunkach wykonano badania z substancjami wzorcowymi: kamptotecynai tirapazming.
Jako 100% hemolizy czerwonych krwinek przyjeto absorbancje proby zawicrajace]
0.2 % roztwor tritonu X. Poniewaz badania byly prowadzone na ludzkich erytrocytach.
uwzgledniono wystepowanie znacznych roznic osobniczych i dla kazdego zwigzku
przeprowadzono badania pieciokrotnie na roznych probach  krwi,  dokonujgc
dwukrotnego pomiaru absorbancji dla kazdej z nich. Zgodnie z danymi literaturowymi

substancje uznaje sie za potencjalnie bezpieczna jezeli % hemolizy, kiorg
wywoluje nie przekracza 10%. Dlatego zwiazki: 10, 17 i 16 w zakresic stgzenia
od 2 do 100pug/mL mozna uzna¢ za biozgodne. Natomiast przy stezeniu 150pg/ml.
zwiazki te powodowaly hemolize wigksza niz 10%. Zwiazek 9 okazal si¢ biozgodny

w calym badanym zakresie stezen (% hemolizy nie przekroczyl wartosci 10%).
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Porownujac  wplyw badanych zwigzkow i tirapazaminy (substancji wzorcowej)
na integralnos¢ blony erytrocytarnej. mozna stwierdzi¢. ze nowo zsyntetyzowanc
zwigzki wykazuja slabe dziafanie niepozadane na blong komorek erytrocytarnych.
Tirapazamina juz w najnizszym badanym stezeniu 2pg/mL spowodowata hemolize
wieksza niz 10%. Druga substancja wzorcowa - kamptotecyna w badanym zakresie
stezen nie wykazala nickorzystnego wplywu na integralnoé¢ blony erytrocytarnej.
Wyznaczony % hemolizy erytrocytow nie roznit sie istotnie od proby inkubowanej
z samym rozpuszczalnikiem (DMSO).

Wyniki testu erytrotoksycznosci wskazuja, ze badane nowo zsyntetyzowane
zwiazki mozna uzna¢ za potencjalnie biozgodne, co moze mie¢ korzystne znaczenie w
przypadku dalszych badan tych zwigzkéw na zwierzgtach.

4.5.3.2.2 Ocena wybranych parametrow aktywnosci biologicznej

pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu

Kontynuujac badania biologiczne wykorzystujace hipoksje jako punkt uchwytu
dzialania nowych zwigzkéw z grupy pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu, poddalam
te substancje analizie cytotoksycznej testem WST. Proby ustalenia molekularnych
mechanizméw  zaburzen proliferacji komorek nowotworowych przeprowadzilam
z uzyciem testu na uszkodzenie helisy DNA. Sposob rozpadu komérki nowotworowej
okreslitam testem na apoptoze. Powyzsze testy przeprowadzone byly wzglgdem dwoch
linii komdrek nowotworowych (WM 115 oraz A549) celem poszerzenia spektrum
badan biologicznych.

Wyniki do$wiadczen potwierdzily aktywnos¢ cytotoksyczng pochodnych
benzimidazolo-4,7-dionu wzgledem obu linii komdrkowych zaréwno w warunkach
normoksji  jak i hipoksji. Najlepsze wiasciwosci antyproliferacyjne w korelacji
normoksja/hipoksja wykazal zwiazek 6b, ktorego wspélezynnik cytotoksycznosci O/H
wyniost 4.31. Parametr ten klasyfikuje zwigzek 6b na poziomie aktywnosci zblizone]
do tirapazaminy, dla ktorej  wspolezynnik cytotoksycznosci O/H, wyznaczony
doswiadczalnie, wyniost 4.61. Zwiazki 6a, 6d, 5b, 3d scharakteryzowalam jako
potencjalne cytotoksyczne  czynniki z7e szczegdlnym uwzglednieniem
ich powinowactwa do komorek w stanie niedoltenienia.

Zastosowany test na apoptoze wykazal, ze badane pochodne benzimidazolo-
4,7-dionu sprzyjaja apoptozie komorek zarowno w warunkach normotlenowych jak

i niedotlenienia. Wynika z tego. Ze cytotoksyczno$¢ tych zwigzkéw nic zaburza
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zaprogramowanej.  naturalnej  apoptotycznej  drogi  umieralnosci  komorki
nowotworowej. Wiasciwosé ta moze mie¢ wplyw na sile cytotoksycznego dzialania
w pierwszej, wczesnej fazie rozwoju guza, w ktorej to molekularne przemiany
biochemiczne, ktore prowadza do proliferacji unaczynienia guza sg jeszcze bardzo
stabe.

Test dotyczacy uszkodzenia materiatu genetycznego komarki nowotworowej
pod wplywem wybranych pochodnych benzimidazolo-4,7-dionu dowiodl. ze najlepsza
aktywnos¢ w tym kierunku posiada zwigzek 6b oraz 6a. a to prawdopodobnie za sprawg
podstawnika 2-nitrofenylowego wzglednie 4-chlorofenylowego oraz ugrupowania
N-tlenku.

Apoptotyczna umieralnoscia badanych komorek. polaczona ze zniszczeniem
struktury DNA potwierdzitam klasyfikacje pochodnych N-tlenku benzimidazolo-
4.7-dionu jako wiodace struktury z racjonalnym, dalszym ich wykorzystaniem jako
potencjalne  inhibitory  czynnika  HIF-1  odpowiedzialnego za  zdolnosci
przystosowawcze komorki patologicznej do stanu glebokiej hipoksji.

Poréwnanie aktywnosci obu badanych grup zwiazkow to ostatni etap mojej pracy.
Wyniki przeprowadzonych przeze mnie dos$wiadczen wskazaly jednoznacznie,
7e zdecydowanie najlepsze wihasciwosci cytotoksyczne posiadaja pochodne N-tlenku
benzimidazolo-4.7-dionu oraz N-tlenku benzimidazolu. Te dwie grupy pochodnych
o strukturze N-tlenku charakteryzuja sie¢ wysoka selektywnoscia do komorek
nowotworowych w stanie niedotlenienia co potwierdzit wysoki poziom uszkodzenia
struktury DNA w warunkach hipoksji (2,75 raza wigcej uszkodzonych komorek
niz w probie kontrolej) w stosunku do poziomu uszkodzenia struktury DNA
w warunkach normoksji (1.6 raza wiecej uszkodzonych komoérek niz w probie
kontrolej) oraz zdecydowanie wigkszy odsetek umieralnosci komorek nowotworowych
na drodze zaprogramowanej apoptozy w warunkach hipoksji niz normoksji. Sa to cechy
odrozniajaca te zwigzki od ich analogow strukturalnych nie posiadajacych wigzania
N-tlenku. Zwigzki 9, 16 i 5a wykazaly silng cytotoksycznos¢ zaréwno w warunkach

normoksji jak i hipoksji co dowodzi ich niskiej selektywnosci.
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4.5.3.2.3 Ocena aktywnosci biologicznej pochodnych tetrahydroakrydyny

Inna testowang przeze mnie grupg pochodnych obdarzonych potencjalna
zdolnodcia do inhibicji aktywnosci topoizomerazy byly pochodne tetrahydroakrydyny.
Zwiazki te to analogi strukturalne pochodnych akrydyny, ktére posiadaja udowodniong
aktywnos¢ interkalacyjna struktury DNA.

7 szeregu szesnastu nowych pochodnych, otrzymanych przez dr hab. Pawla
Szymanskiego z Zaktadu Chemii Farmaceutycznej. Analizy Lekow i Radiofarmacji
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, do badan in vitro wybrano zwigzki z grupy
pochodnych tetrahydroakrydyny wyrdznione podstawnikiem hydrazynonikotynowym
lub fluorobenzoesowym. Przeprowadzone badania mialy na celu okreSlenie
cytotoksycznego wplywu wymienionych pochodnych na wzrost i procesy zyciowe
komorek ludzkiego gruczolaka pluc A549 oraz poréwnanie aktywnosci obu
wymienionych grup nowych substancji chemicznych. Przeprowadzony test
antyproliferacyjny WST-1 potwierdzit wyzsza aktywnos¢ cytotoksyczng pochodnych
kwasu fluorobenzoesowego w stosunku do pochodnych kwasu hydrazyno-
nikotynowego. Ponadto  zaobserwowano  korelacje  wzrostu  sity  dzialania
cytotoksycznego do  dlugosci tancucha alifatycznego w  strukturze pochodnych
tetrahydroakrydyny z podstawnikiem fluorobenzoesowym. Przeprowadzony skrining
sity cytotoksycznego dziatania obu wymienionych grup pochodnych pozwolit
wyselekcjonowaé zwiazki najbardziej skuteczne celem okreslenia ich wptywu na proces
podziatu komorkowego w fazie G0/1 oraz apoptozg komorki nowotworowej. Byly to:

zwigzek 5 - 6-hydrazyno-N-[7-(1.2,3.4-tetrahydroakrydyno-9-ylamino)heptylo|-

nikotynamid — 1Cs= 28.743.5:

zwiazek 15 - 4-fluoro-N-[2-(1,2.3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)oktano|be-

nzamid— 1Cso=13,4+3.6;

zwigzek 16 - 4-fluoro-N-[2-(1,2,3.4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)nonano|-

benzamid — 1Cs,=8,5+2,2)

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze zatrzymanie
wzrostu komorek ludzkiego gruczolaka ptuc A549. pod wplywem zwigzku 15 i 16,
nastepuje na skutek zahamowania cyklu komérkowego w fazie GO/1 oraz indukcji
apoptozy zaleznej od kaspazy 3/7. Uzyskane wyniki sugeruja obiecujace wlasciwosci
przeciwnowotworowe w grupie pochodnych 4-fluoro-N-{w-(1.2.3.4-tetrahydroakry-

dyno-9-yloamino)alkilo]benzamidu.
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Struktury testowanych pochodnych tetrahydroakrydyny przedstawia rysunek 6.

Rysunek 6: Budowa strukturalna pochodnych tetrahydroakrydyny:

zwiazek 5: n=6, zwigzek 15: n=8. zwigzek 16: n=9

6-hydrazinonicotinic acid 4-fluorobenzoic acid
N T T O

Compounds 1-8 Compounds 9-16

4.6 Podsumowanie wynikow badan stanowiacych podstawe habilitacji
Glowny cel realizowanego projektu skupial si¢ na okresleniu zaleznosci
pomigdzy aktywnos$cig biologiczna, a strukturg otrzymanych nowych zwigzkow
heterocyklicznych celem wyselekcjonowania zwigzku o najlepszych wlasciwosciach
bioredukcyjnych. Przeprowadzonymi eksperymentami dowiodtam. iz:
1. podstawnik 4-chlorofenylowy w pozycji 2 uktadu benzimidazolu oraz benzimi-
dazolo-4.7-dionu warunkuje najsilniejsza aktywnos¢ cytotoksyczna
2. klasyfikacja pozostatych podstawnikéw w szeregu malejacej aktywnosci
cytotoksycznej przedstawia si¢ nastepujaco: podstawnik:
2-nitrofenylowy >piperonylowy> naftylowy
3. wszystkic zwigzki posiadajace jako podstawnik grupe nitrowa w pozycji
5 ukfadu benzimidazolu obdarzone sg najwyzszym potencjatem aktywnosci

biologicznej w aspekcie selektywnego dziatania przeciwnowotworowego
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4. dwie grupy chemiczne: N-tlenek oraz grupa nitrofenylowa wystgpujace w jednej
strukturze warunkuja najsilniejsza aktywnos¢ cytotoksyczna w  warunkach
hipoksji

5. najlepsze  parametry  bioredukcyjne  wykazaly  pochodne  N-tlenku
benzimidazolo-4.7-dionu przed pochodnymi N-tlenku benzimidazolu

6. 7z szeregu testowanych zwiazkow na uwage zastuguje zwigzek 17 i Sb.
cytotoksycznosé tych dwoch substancji w korelacji normoksja /hipoksja (O/H)
jest zblizona do analogicznego wspdlczynnika O/H dla tirapazaminy i tym
samym klasyfikujg si¢ te zwiazki jako obiecujace czynniki bioredukcyjne

7. pochodne benzimidazolo-4,7-dionu powoduja apoptotyczng smier¢ komorek

8. prawdopodobny  mechanizm  cytotoksycznego  dzialania  pochodnych
benzimidazolo-4,7-dionu to uszkodzenie struktury DNA

9. pochodne benzimidazolu zostaly okreslone jako potencjalne interkalatory
zaburzajace strukturg DNA komoérek guza na drodze hamowania aktywnosci
topoizomerazy .

Graficzny opis zaleznosci aktywno$ci biologicznej od budowy strukturalnej

zwigzku przedstawia rysunek 7.

Rysunek 7: Szereg aktywnosci pochodnych benzimidazolu i benzimidazolo-4,7-

dionu w korelacji aktywnos¢-struktura.
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* sekwencja aktywnosci testowanych zwigzkow zalezna od rodzaju podstawnika
** sekwencja aktywnosci testowanych pochodnych benzimidazolu i benzimidazolo-4,7-dionu
*** sekwencja aktywnoséci testowanych pochodnych N-tlenku i ich analogow pozbawionych wigzania N-tlenku
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Podsumowujgc  swoje dotychczasowe osiaggniccia naukowe, pochodne
benzimidazolu, a w szczegdlnosci pochodne benizmidazolo-4.7-dionu zasluguja na
uwage jako potencjalne substancje przeciwnowotworowe. Wykazane wiasciwosci
cytotoksyczne w stosunku do komorek A549 i WMI1IS potwierdzily i powigkszyly
dotychczasowg wiedze na temat aktywnosci tych zwiazkow i mozliwosci ich
wykorzystania jako czynnikow istotnych w pokonaniu bariery lekoopornosci guzow
litych. Nowym spojrzeniem w tej materii jest fakt zastosowania pochodnych
benzimidazolo-4.7-dionu, a zwlaszcza pochodnych N-tlenku benzimidazolo-4.7-dionu
jako potencjalne bioredukeyjne proleki. Dlatego tez pochodne benzimidazolo-4.7-dionu
sa nowa, interesujaca klasg zwigzkow, a ich wlasciwodci stanowia moje dalsze
wyzwanie naukowe w aspekcie ich zastosowania w terapii genowej z wykorzystaniem
wektora adenowirusa kodujacego nitroreduktazg niezbedna do aktywacji cytoto-

ksycznych metabolitow.

5. Omowienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych

5.1 Tematyka badan przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Chemioterapia jest dziedzing nauk farmaceutycznych, ktéra od lat ogromnic
mnie pasjonuje. Bedgc studentka wydzialu farmacji Akademii Medycznej w Lodzi
doswiadczylam zetknigcia z przeciwnowotworowa tematyka badawcza bowiem
uczestniczytam w pracach kota naukowego zajmujgcego si¢ wspomniang tematyka.
Wspolpraca ta zaowocowala moja dysertacja magisterska i dala mi mozliwos¢
kontynuowania rozpoczetych wowczas badan jako asystent Zaktadu Chemii
Farmaceutycznej i Analizy Lekdéw. Mysl przewodnia moich badan naukowych
to poszukiwanie selektywnej, wysoce specyficznej strategii przeciwnowotworowe],
ktorej punktem wyjscia sg nowe substancje chemiczne o potencjalnych wlasciwosciach
cytotoksycznych. Postanowilam wykorzysta¢ fakt niedotlenienia srodowiska guza
nowotworowego jako punkt uchwytu dzialania moich nowych zwigzkow z grupy
potencjalnych bioredukcyjnych czynnikoéw. Efektem zrealizowanych zamierzen
sa pochodne chinazoliny z okreslong aktywnoscia cytotoksyczna klasyfikowang
pomigdzy mitomycyng C a misonidazolem, ktérych budowe i sposob dziatania

zastrzeglam patentem. Badaniom syntetycznym towarzyszyla specjalizacja analityczna
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w dziedzinie technik chromatograficznych. Ustalitam jednorodnos¢ nowych
pochodnych chinazoliny optymalnym ukladem chromatografii cienkowarstowej TLC.
Okreslitam trwalosé tych zwiazkow w srodowisku badan biologicznych metoda HPLC,
uprzednio poddang optymalizacji i walidacji.

W centrum moich zainteresowan naukowych znalazly si¢ rowniez
radiofarmaceutyki. Dlatego tez drugim nurtem rozwijanych badan bylo poszukiwanie
potencjalnych ligandéw przeznaczonych do kompleksowania technetu. cclem
pozyskania nowych radiofarmaceutykéw przeznaczonych do obrazowania czynnosci
narzadow, a zwlaszcza mozgu. Efektem tych badan sg zwiazki o charakterze zasad
Schifta, ktére z uwagi na swoje wlasciwosei kompleksotworeze i lipofilowe postuzyty
jako ligandy dla radiofarmaceutykow w pracach badawczych prowadzonych w Osrodku

Badan Jadrowych POLATOM Otwock-Swierk.

Opisany powyzej dorobek naukowy zamiescitam w cyklu prac przeprowadzonych
przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych. sa to: 4 publikacje
oryginalne, | publikacja przegladowa oraz patent (zgloszenie patentowe nr 331670,

2000), a takze 9 wystapien zjazdowych. (IF 2.314; 54 pkt. MNiSW).

5.2 Tematyka badan po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych. modj rozwd)
i specjalizacje naukowa dokumentuje 9 pracami doswiadczalnymi. 3 pracami
przegladowymi, licznymi wystgpieniami na migdzynarodowych zjazdach krajowych
i zagranicznych oraz zgloszeniem patentowym nr 395184 dokonanym w roku 2012.

Laczny wspolczynnik wptywu IF i punktacja wg MNIiSW wynoszg odpowie-
dnio: 13.4; 190 pkt.

Czas po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych to dalsza moja
specjalizacja w tematyce poznawania i wykorzystywania molekularnych mechanizmow
nowotworzenia, bowiem nowotworzenie na skutek swojej zlozonej specyfiki nalezy
do wiodacych patologii chorobotwoérczych. W drodze kontynuacji interdyscyplinarnych
badan  podjelam  si¢  prowadzenia  doswiadczen  dotyczacych  wplywu

chemioterapeutykow na poszczegolne szlaki przemian biochemicznych, ktore zachodza
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w komorkach nowotworowych. Poszukuje sposobow ograniczenia lekoopornosci jaka
towarzyszy terapii przeciwnowotworowej oraz zwigkszenia sily  dzialania
cytotoksycznego poprzez wplyw na poszczegélne, specyficzne szlaki biochemiczne
w wybranej strategii przeciwnowotworowej. Hipoksja jest cecha charakterystyczng
wielu populacji nowotworow. Mimo, iz ogranicza ona skuteczng radio i chemiotcrapie
to przez wielu naukowcdw, w tym rowniez przeze mnie, wykorzystywana jest jako
punkt uchwytu dzialania lekdéw o bioredukcyjnym mechanizmie dziafania.

Bardzo ciekawym aspektem podjetym przeze mnie, podazajacym w kierunku
przezwycigzenia lekoopornosci jest wykorzystanie antyapoptotycznych szlakow jako
kolejnego punktu uchwytu dzialania chemioterapeutykow. Wiadomym jest, ze anty-
apoptotyczne przemiany warunkuja komérkom nowotworowym niesmiertelnosé
poprzez zahamowanie apoptozy, a to z kolei przyczynia si¢ do wzrostu lekoopornosci
tkanek patologicznych. Zgodnie z rozwojem wiedzy w tej materii, prowadzac wiasne
badania naukowe w omawianej klasie zwigzkéw (pochodnych benzimidazolu
oraz benizimidazolo-4,7-dionu) moge z powodzeniem zaprezentowa¢ Kolejny etap
badan, ktorego glownym celem jest wykorzystanie strategii cytotoksycznej disulfiramu
na wplyw aktywnosci chemioterapeutykow z grupy bioredukeyjnych prolekoéw
czyli pochodnych benzimidazolu i benzimidaolo-4,7-dionu. Zasadniczy problem
dotyczy poszukiwan strategii zmniejszajacej lub znoszacej lekoopornos¢ guzow litych.

Hipoksja wplywa nie tylko na etapy reakcji aktywacji proleku ale przede
wszystkim zmienia biologi¢ komorek poprzez wyzwolenie proceséw adaptacyjnych
takich jak stymulacja angiogeneza, erytropoezg czy alternatywnym metabolizmem
komorek. Komarki nowotworowe charakteryzujg sie zdolnoscia do przeprogramowania
swojego metabolizmu na glikolityczny. zahamowania fosforylacji oksydacyjnej
i zwigkszenia syntezy kwasow tluszczowych de novo. Niedotlenienie powoduje
aktywacje czynnika transkrypcyjnego HIF-1. ktory odgrywa kluczowa role
w przeprogramowaniu metabolizmu komorek nowotworowych poprzez aktywacje
transkrypcji  gendéw  kodujacych transportery glukozy i enzymy glikolityczne.
co umozliwia zwiekszenie glikolizy. Ponadto HIF-1 aktywuje kinaz¢ dehydrogenazy
pirogronianowej | (PDKI), ktora  powoduje  zmniejszenie  oddychania
mitochondrialnego. Przesuniecie oksydacyjnego metabolizmu w strone glikolizy
beztlenowej pozwala na utrzymanie homeostazy redoks i umozliwia przezycie oraz

proliferacje komdrek nowotworowych w warunkach niedotlenienia. Aktywacja
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HIF-1 powoduje réwniez zmnigjszenie oddychania mitochondrialnego poprzez
zwickszenie ekspresji PDKI oraz indukcje¢ autofagii mitochondriow zaleznej od bialtka
BNIP3. HIF-1 reguluje takze rownowaga migdzy zuzyciem tlenu. a produkcjg ATP
i toksycznych reaktywnych form tlenu (ROS) w odpowiedzi na hipoksje W tkankach
zdrowych wysoki poziom ROS aktywuje procesy uszkodzenia DNA. bialek i thuszczow
czego nastepstwem jest zaprogramowana apoptoza komorek. W odréznieniu od tkanek
normalnych, komdrki guza toleruja wysoki poziom ROS co prowadzi do ekspresji anty-
apoptotycznych bialek, ktére chronig nowotwor przed chemioterapia. NFkB (nuclear
factor-kappa B) jest kluczowym czynnikiem antyapoptotycznym i istotnym faktorem
chemioterapii. Wiele nowotwordw posiada podwyzszong aktywnos¢ tego czynnika
biatkowego. Aktywacja NFkB wyzwala seri¢ molekularnych przemian w obrebie guza
czego nastepstwem jest deregulacja gendéw kodujacych antyapoptotyczne biatka
wyzwalajaca lekoopornos¢. Zastosowanie strategii wnikajacej w zalezno$¢ pomigdzy
NFKB i ROS daje szanse na indukcje apoptozy komorek guza. Disulfiram. znany lek
stosowany w leczeniu alkoholizmu. posiada wlasciwosci cytotoksyczne 1 odwraca
oporno$¢ lekowa na drodze modyfikacji przemian ROS-NFkB. Wlasciwosci te probuje
wykorzystywac jako alternatywe terapii tradycyjnej. U podstaw strategii z disulfiramem
lezy mechanizm  zwigkszenia wrazliwosci tkanek patologicznych na aktywnosc
chemioterapeutykow. Zgodnie z tymi oczekiwaniami, wykorzystanie bioredukcyjnych
czynnikow w polaczeniu z disulfiramem jest moim nowym spojrzeniem na problem
chemioopornoéci.  Dodatkowo,  zaleta prezentowanej przeze mnie  strategi
jest jej aktywnos$¢ w pierwszych, wezesnych etapach rozwoju choroby i w ten sposob

wzrasta szansa na lepsze potencjalne rokowania lecznicze pacjentow |
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