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1. Imie i nazwisko: Danuta Drozdowska (do 18.02.2006 Bartulewicz)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

a) magister chemii, Uniwersytet Warszawski, Filia w Biatymstoku, 1989.

b) doktor nauk farmaceutycznych, Akademia Medyczna, Lublin, 1999.

3. Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych:

a) 1.09.1989 — 31.08.1990 — asystent stazysta, Zaklad Chemii Organicznej Akademii

Medycznej w Biatymstoku;

b) 1.09.1990 — 30.06.1999 — asystent, Zaktad Chemii Organicznej Akademii Medycznej w

Biatymstoku;;

c) 1.07.1999 — 22.03.2008 — adiunkt, Zaktad Chemii Organicznej Akademii Medycznej w

Biatymstoku;

d) od 22.03.2008 - adiunkt, Zaktad Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego w

Biatymstoku.



4. Znaczace osiggniecia naukowe

Materiatem Zzrodtowym opisu moich znaczgcych osiggnie¢ naukowych,
bedacych podstawg ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego, sg nastepujgce

prace:

I. Drozdowska Danuta, Rusak Matgorzata, Bielawski Tomasz, Midura-Nowaczek
Krystyna, Analogues of distamycin — synthesis and biological evaluation of new
aromatic oligopeptides, potential anticancer agents, Acta Poloniae Pharmaceutica —

Drug Research, 66 (2009) 633-638 (IF = 0.347; pkt MNISW = 13).

Wkiad pracy kandydata: 50 %, opracowanie koncepcji pracy, synteza, opracowanie

wynikow | przygotowanie pracy do druku.

II. Drozdowska Danuta, Rusak Matgorzata, Miltyk Wojciech, Midura-Nowaczek
Krystyna, Synthesis and Biological Evaluation of Distamycin Analogues — New
Potential Anticancer Agents, Archiv der Pharmazie — Chemistry in Life Sciences, 342

(2009) 87-93 (IF = 1.785; pkt MNiSW = 27).

Wktad pracy kandydata: 50 %, opracowanie koncepcji pracy, synteza, opracowanie

wynikow | przygotowanie pracy do druku.

[ll. Bartulewicz Danuta., Anchim Tomasz, Dabrowska Milena, Midura-Nowaczek
Krystyna, Synthesis and cytotoxic effect of carbocyclic potential minor groove

binders, Il Frmaco 59 (2004) 211-214 (pkt MNiSW = 6).

Wkitad pracy kandydata: 60 %, opracowanie koncepcji pracy, synteza, opracowanie

wynikéw | przygotowanie pracy do druku.



IV. Drozdowska Danuta, Rusak Matgorzata, Bielawski Tomasz, Midura-Nowaczek
Krystyna, Carbocyclic potential DNA minor groove binders and their biological
evaluation, Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry 25 (2010) 629-634

(IF = 1.574; pkt MNiSW = 27).

Wktad pracy kandydata: 50 %, opracowanie koncepcji pracy, synteza, opracowanie

wynikow | przygotowanie pracy do druku.

V. Pu¢kowska Anna, Drozdowska Danuta, Midura-Nowaczek Krystyna, Carbocyclic
analogues of lexitropsin - DNA affinity and endonuclease inhibition. Acta Poloniae

Pharmaceutica - Drug Research., 64 (2007) 115-119 (pkt MNiSW = 9).

Wkiad pracy kandydata: 30 %, czeSciowe opracowanie koncepcji pracy, wykonanie i

opracowanie czesci wynikdéw, wspotudziat w przygotowaniu pracy do druku.

VI. Bartulewicz Danuta, Aromatic oligopeptides with chlorambucil moiety -
synthesis and biological evaluation, Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research.,

62 (2005) 451-455 (pkt MNiSW = 6).

Wkiad pracy kandydata: 100 %, przygotowanie koncepcji pracy, wykonanie i

opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku.

VII. Drozdowska Danuta, New solid phase synthesis of distamycin analogues,

Molecules, 16 (2011) 3066-76 (IF = 1.988 za 2010 rok; pkt MNiSW = 20).

Wkiad pracy kandydata: 100 %, przygotowanie koncepcji pracy, wykonanie i

opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku.



VIIl. Drozdowska Danuta, Szerszenowicz Jakub, Semi-Automatic Synthesis of
Distamycin Analogues and Their DNA-Binding Properties, Letters in Drug Design &

Discovery, 9 (2012) 12-16 (IF = 0.668 za 2010 rok; pkt MNiSW = 13).

Wkiad pracy kandydata: 80 %, przygotowanie koncepcji pracy, wspotwykonanie i

opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku.

Prace badawczg zawartg w wyzej wymienionych publikacjach wykonano w
latach 2004-2011 w Zakfadzie Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku. Badania byly finansowane z grantéw MNiSW — ukonczony 2P05F 017

27 itrwajgcy N N405 355537 oraz prac wtasnych i statutowych UMB.



Wprowadzenie

Leczenie choréb nowotworowych jest jednym 2z gtownych problemdw
wspotczesnej medycyny. Przyczyng wcigz zbyt duzej umieralnosci chorych
cierpigcych na nowotwory jest brak specyficznych i bezpiecznych lekéw. Poznanie
molekularnych mechanizméw procesow nowotworowych umozliwia poszukiwanie
substancji dziatajgcych skutecznie na wybrane cele molekularne. Syntezy nowych
zwigzkoéw chemicznych, potencjalnych Srodkéw przeciwnowotworowych to wcigz

aktualny i bardzo wazny kierunek badawczy.

Za wiodgcy temat mojej pracy naukowej uwazam synteze i badanie zaleznosci
struktura-aktywnos¢ zwigzkéw dziatajgcych na procesy nowotworowe. Giéwny nurt
prowadzonych przeze mnie badan dotyczy syntezy analogdéw nowoczesnej grupy
zwigzkdw o wilasciwosciach przeciwnowotworowych, dziatajgcych poprzez
selektywne wigzanie sie z wezszg bruzdg B-DNA, w tym netropsyny i distamycyny

oraz badania ich aktywnosci biologicznej.

Distamycyna (Stallimycyna) i netropsyna sg naturalnymi antybiotykami o
silnym dziataniu przeciwnowotworowym, wyizolowanymi z Streptomyces netropsis i
Streptomyces distallicus. Pod wzgledem chemicznym zwigzki te sg oligopeptydami
zbudowanymi z pierscieni metylopirolowych potgczonych wigzaniami amidowymi.
Fragmentem C-terminalnym kazdego z antybiotykdw jest grupa 2-
amidynoetyloaminowa, a N-terminalnym — formylowa w przypadku distamycyny i
guanidynoacetylowa w przypadku netropsyny. W warunkach fizjologicznych

distamycyna jest kationem jedno-, a netropsyna dwudodatnim.



Czasteczki tych naturalnych antybiotykdéw, zbudowane z reszt kwasu 4-amino-
1-metylopirolo-2-karboksylowego, majg sierpowato wygiety ksztatt, izohelikalny z
ksztattem mniejszej bruzdy B-DNA. Oba zwigzki charakteryzujg sie wysokag
selektywnoscig wigzania do regionow DNA bogatych w pary A-T oraz aktywnoscig
zaréwno przeciwnowotworowg, jak i przeciwwirusowg. Distamycyna i netropsyna,
wigzgc sie silnie z B-DNA, wnikajg gteboko do wnetrza mniejszej bruzdy, dzieki
czemu hamujg dziatanie polimeraz, wptywajgc na proces replikacji i transkrypcji.
Zwigzki te powodujg zatrzymanie fazy G2 i poliploidyzacje w ludzkich diploidalnych
fibroblastach, hamujg réwniez aktywnos¢ topoizomerazy | oraz réznego rodzaju
enzymow restrykcyjnych. Netropsyna hamuje wzrost bakterii G(+) i G(-), pratkéw
kwasoodpornych pierwotniakdbw oraz namnazanie sie wiruséw zwierzecych.
Distamycyna hamuje synteze wirusowego DNA Herpes simplex, a takze wigze sie z
fragmentami retrowirusa HIV-1. Obydwa antybiotyki wykazujg wtasciwosci

cytotoksyczne in vitro i in vivo w stosunku do nowotworéw Ehrlicha i Walkera.

Zwigzki te z powodu zbyt duzej toksycznosci nie znalazly zastosowania w
praktyce klinicznej, stuzg jednak jako modele, wzorce i nosniki grup czynnych w
poszukiwaniu nowych srodkéw przeciwnowotworowych. Wraz z innymi zwigzkami
wigzacymi sie z mniejszg bruzdg DNA stosuje sig je jako sondy DNA lub stabilizatory
hybrydyzacji DNA. Analogi netropsyny i distamycyny znalazlty tez zastosowanie jako
nosniki zwigzkédw o znanym dziataniu przeciwnowotworowym do $cisle okreslonych
rejonow DNA. Model oddziatywania netropsyny i distamycyny z B-DNA stat sie
inspiracjg do poszukiwan zwigzkow posiadajgcych podobny sposdb wigzania do
DNA. Klasa syntetycznych heteroaromatycznych oligopeptyddéw, projektowanych na

ich wzér, otrzymata nazwe leksitropsyny. Pomimo ogromnego postepu w



projektowaniu leksitropsyn o wysoce selektywnym sposobie dziatania nie uzyskano
dotychczas zwigzkow, ktorych witasciwosci pozwolityby na ich zastosowanie

lecznicze.

Zatozenia i cel naukowy

Podstawowym elementem struktury netropsyny i distamycyny sg pierscienie
heteroaromatyczne potgczone ze sobg wigzaniami amidowymi. Przedmiotem moich
badan byto opracowanie nowych metod syntezy analogdéw, w ktorych pierscienie N-
metylopirolowe, obecne w strukturze czgsteczek distamycyny i netropsyny, zamieni
sie na benzenowe. W nastepnym etapie konieczne byto okreslenie, jak zamiana ta

wptywa na aktywnosc¢ biologiczng nowych leksitropsyn.

Wykorzystujgc komputerowe modelowanie czgsteczkowe w programie
Hyperchem pracujgcym w srodowisku Windows, przy uzyciu semiempirycznych
metod mechaniki kwantowej, potwierdzitam strukturalne podobienstwo zwigzkow
bedacych benzenowymi analogami netropsyny i distamycyny z krystalograficznymi
wzorcami z bazy danych Brookhaven National Laboraory Protein Data Bank USA, a
w konsekwencji teoretyczng mozliwosC wigzania sie z wezszg bruzdg B-DNA.
Molekularne modelowanie kompleksdw zwigzkow z dodekamerem B-DNA
d[CGCGAATTCGCG], potwierdzito tez, ze benzenowe analogi mogg utozy¢ sie w
wezszej bruzdzie, specyficznie wobec regiondéw AT. Analiza energetyczna wykazata,
ze w tworzeniu kompleksu karbocykliczna leksitropsyna-DNA wiekszg role odgrywajg
sity van der Waalsa i oddziatywania elektrostatyczne niz wigzania wodorowe. ZwigzKki
zawierajgce w swej strukturze dwa pierScienie benzenowe miaty ksztait bardziej

izohelikalny do wezszej bruzdy niz te zawierajgce trzy podjednostki karbocykliczne.



Modelowanie = czgsteczkowe  zwigzkéw  potwierdzito, ze  zaréwno
karbocykliczne leksitropsyny z wolng grupg aminowg, jak tez podstawione
chlorambucylem, mogg tworzy¢ kompleksy z fragmentami DNA bogatymi w
sekwencje par zasad AT, cho¢ specyficznos¢ ta jest mniejsza w poréwnaniu z

netropsyng i distamycyna.

Projektujgc benzenowe pochodne N-metylopirolowych substancji wzorcowych
zaktadatam wiekszg trwatosC substratow i produktéw, oczekiwatam tez mniejsze]
cytotoksycznosci zwigzkéw  karbocyklicznych  w  odniesieniu  do  substancii
modelowych. Nieliczne doniesienia literaturowe dotyczgce otrzymywania
benzenowych pochodnych netropsyny i distamycyny nie przedstawiaty uniwersalne;j

metody, ktdrg mozna bytoby wykorzysta¢ do syntezy bibliotek wielu zwigzkow.

W ramach przygotowania rozprawy doktorskiej, w toku kolejnych doswiadczen
opracowatam dwie metody syntezy wigzan amidowych pozwalajgce na

dobudowywanie dowolnej liczby pierscieni aromatycznych.

W pierwszej z opracowanych metod wykorzystatam grupe azowg do ochrony
aromatycznej grupy aminowej. tatwo dostepnym substratem wyjsciowym do
dalszych syntez byt kwas 4-hydroksyazobenzeno-3-karboksylowy. Zwigzek ten, po
uprzedniej estryfikacji grupy karboksylowej, poddatam aminolizie przy pomocy N,N-
dimetylo-1,3-propanodiaminy. Nastepnie przeprowadzitam redukcje grupy azowej
wodorem w obecnosci platyny. Otrzymang w wyniku redukcji amine aromatyczng
poddatam reakcji acylowania za pomocg chlorku wyjsciowego kwasu. W celu
otrzymania kolejnych wigzan amidowych powtarzatam opisane procesy. Koncowym

produktem byt benzenowy analog netropsyny (2 podjednostki benzenowe) lub



distamycyny (3 podjednostki). Oba zwigzki zawieraty grupe metoksylowg w pozyciji

orto do wigzan amidowych.

W drugiej z opracowanych metod, synteze rozpoczetam od kondensaciji tatwo
dostepnego chlorku 3-nitrobenzoilu z N,N-dimetylo-1,3-propanodiaming. Nastepnie
przeprowadzitam reakcje redukcji grupy nitrowej. Sposréd wielu wyprébowanych
metod redukowania azowej i nitrowej grupy aromatycznej najskuteczniejsza okazata
sie redukcja wodorem w obecnosci platyny. Otrzymang w wyniku redukcji amine
aromatyczng poddatam reakcji acylowania za pomocg chlorku 3-nitrobenzoilu. W
celu syntezy kolejnych wigzan amidowych powtarzatam opisane procesy redukc;ji

grupy nitrowej i acylowania.

Modelowanie molekularne potwierdzito, ze karbocykliczne analogi netropsyny i
distamycyny mogg stuzy¢ jako nosniki grup aktywnych w okreslone rejony DNA.
Wybratam chlorambucyl, alkilujgcy zZwigzek o] Znanym dziataniu
przeciwnowotworowym, jako grupe aktywng i otrzymane wczesniej aminy
aromatyczne poddatam acylowaniu chlorkiem chlorambucylu, otrzymujgc

dwufunkcyjne karbocykliczne leksitropsyny z dotaczonym fragmentem alkilujgcym.

Zsyntezowane zwigzki, zarébwno z wolng grupg aminowa, jak tez podstawione
fragmentem chlorambucylu, badatam w celu okreslenia ich aktywnosci
antyproliferacyjnej wobec komérek raka sutka MCF-7. Wszystkie analogi
karbocykliczne wywotywaty in vitro $mieré komorek raka sutka MCF-7 w zakresie
stezen 24.42 -105.35 yM. Analogi z grupami metoksylowymi w pozycji orto do grupy

amidowej byty mniej aktywne wobec badanych komoérek raka sutka MCF-7.
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Obie opracowane przez mnie metody umozliwiajg synteze zwigzkow
zawierajgcych kilka wigzan amidowych i dobudowywanie dowolnej liczby pierscieni
benzenowych. Otrzymane zwigzki byly trwalsze w poréwnaniu do analogow
heterocyklicznych, z tego wzgledu tatwiejsze byto ich oczyszczenie i otrzymanie w
wiekszej ilosci. W obu opisanych metodach syntezy ustalitam optymalne warunki
reakcji redukcji grup ochronnych oraz reakcji acylowania, stosowanych w celu
dobudowania nastepnego fragmentu czgsteczki. Obie opracowane metody mogg byé
zastosowane do otrzymywania leksitropsyn z roznymi N-terminalnie przytgczonymi
fragmentami zwigzkdw o znanym dziataniu. Jako najbardziej optymalng pod
wzgledem czasu i kosztow uznatam jednak metode wykorzystujgcg grupe nitrowg. W
oparciu o te metodyke opracowatam syntezy innych zwigzkéw wigzgcych sie w

wezszej bruzdzie.

Zaprojektowatam i wykonatam syntezy rownolegte w roztworze, otrzymujgc
dwie biblioteki symetrycznych analogow distamycyny (1 i 2 - Tabela) zawierajgcych

rézne pierscienie aromatyczne potgczone wigzaniami amidowymi.

Zsyntezowatam i zbadatam 14 nowych zwigzkéw zawierajgcych dwie
terminalne aromatyczne grupy aminowe oraz pierscienie benzenowe potgczone
wigzaniami amidowymi z wybranymi uktadami heterocyklicznymi. Pochodne
zawierajgce w swej strukturze pierscien heterocykliczny wbudowany miedzy
pierscienie benzenowe [l], okazaty sie mniej aktywne w poréwnaniu do leksitropsyn

zawierajgcych uktady heterocykliczne, jako fragmenty zewnetrzne [l1].

Wszystkie karbocykliczne analogi distamycyny miaty antyproliferacyjne

wiasciwosci wobec linii komorkowych raka sutka.
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Tabela. 1. Analogi distamycyny — biblioteki 1 i 2.

Biblioteka 1 — zwigzki RXR Biblioteka 2 — zwigzki DCD
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Nowe zwigzki wywotywaty smier¢ komorek gtéwnie na drodze apoptozy,
ocenianej zarowno metodg mikroskopii fluorescencyjnej, jak i cytometrii
przeptywowej. Wartosci ICso wobec standardowej linii raka sutka MCF-7 wyznaczone
dla zwigzkéw z biblioteki 1 miescito sie w zakresie 183.53 — 232.50 uM, zas dla
zwigzkoéw biblioteki 2 w zakresie 4.35 — 12.66 uM. Zwigzki z grupy 2 zbadano takze
na aktywnos$¢ wobec estrogeno-niezaleznej linii komdrkowej raka sutka MDA-MB-

231 otrzymujgc ICso w zakresie 3.47 — 12.53 uM.
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Topoizomerazy stanowig wazny molekularny punkt uchwytu w terapii choréb
nowotworowych, tym bardziej, ze zwiekszong ekspresje tych enzymoéow wykazuje
szereg komérek nowotworowych, w tym komorki raka piersi. Otrzymane analogi
distamycyny poddatam badaniom majgcym na celu potwierdzenie czy hamujg one
dziatanie topoizomeraz DNA. Badania prowadzone uprzednio, na zwigzkach
opisanych w pracy doktorskiej, wykazaly, ze leksitropsyny zawierajgce dwie
podjednostki benzenowe byty nieaktywne wobec topoizomeraz, zas wszystkie
analogi zawierajgce trzy grupy benzenokarboksyamidowe byly wobec tych enzymow
aktywne. Takze analogi distamycyny z bibliotek 1 i 2 hamowaty tworzenie form

topologicznych DNA przez topoizomerazy | i Il.

W ramach kontynuacji badan potwierdzajgcych uniwersalno$¢ opracowane;j
metody zaprojektowatam syntezy kolejnych zwigzkow potencjalnie wigzgcych sie z

wezszg bruzda.

Wezsza bruzda B-DNA jest bardzo interesujgcym celem w projektowaniu
nowych lekéw z powodu niekowalencyjnych, wysoce specyficznych oddziatywan,
ktére zachodzg w jej wnetrzu z wieloma matymi czgsteczkami. Do grupy zwigzkow
wigzgcych sie z wezszg bruzdg podwojnej helisy DNA nalezg poza netropsyng i
distamycyng Hoechst, berenil DAPI oraz grupa bisamidyn. Kontynuujgc badania w
temacie syntezy i zaleznosci struktura-aktywnosé réznych karbocyklicznych
leksitropsyn, zsyntezowatam grupe zwigzkdéw potencjalnie wigzgcych sie w wezszej
bruzdzie, wychodzgc z chlorku 3-nitrobenzoilu i a,w-diamin alifatycznych. Trzy z
nowo otrzymanych struktur byly podobne do bis-amidyn, trzy kolejne do bis-

netropsyny [l11].
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Otrzymane bis-leksitropsyny zostaty zbadane w celu okres$lenia ich aktywnosci
biologicznej. Interesujgce okazaty sie wyniki ich dziatania na linie komorkowe raka
sutka MCF-7 i MDA-MB-231. IC5p wobec komorek MCF-7 wynosito od 209.80 do
nawet 483.12 uM, podczas gdy w przypadku linii komorkowej MDA-MB-231 byty to
wartosci od 8.10 do 17.52 yM. Wyniki te wskazujg, ze mechanizm dziatania tych
zwigzkow jest zalezny nie tylko od wigzania sie z DNA ale moze tez by¢ czesciowo
zwigzany z faktem, ze w komoérkach MDA-Mb-231 obserwuje sie wyzszg ekspresje

UPA/UPAR (urokinase plasminogen activator system) niz w komoérkach MCF-7.

Wobec tego, oprécz oceny wptywu bis-leksitropsyn na przezywalnosc
komorek nowotworowych i aktywnos¢ topoizomeraz oraz potwierdzenia, iz wigzg sie
z DNA, podjetam badania w celu stwierdzenia ich wpltywu na aktywnos¢
amidolityczng enzymow proteolitycznych odgrywajgcych wazng role w procesach

nowotworowych — plazminy i urokinazy [IV].

Leksitropsyny nie sg typowymi peptydami, jakkolwiek zbudowane sg z
fragmentéw potgczonych wigzaniami amidowymi, brak tez byto danych literaturowych
sugerujgcych, ze mogg byc¢ inhibitorami trypsynopodobnych proteaz, jak plazmina
lub urokinaza. Jednak ugrupowania takie wykazujg pewne podobienstwo do
tancucha bocznego lizyny. Dodatkowg przestankg byt fakt, ze zwigzki te posiadajg w
swej strukturze wolne grupy aminowe zwigzane z pierscieniami benzenowymi.
Badane zwigzki wykazaty wieksze powinowactwo do plazminy i niektore sg jej
specyficznymi inhibitorami. Natomiast otrzymane dotychczas inhibitory urokinazy o
tego typu strukturze sg takze inhibitorami plazminy, a czasem rowniez i trypsyny.

Problem ten wymaga jednak dalszych badan.
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Metodami biologii molekularnej potwierdzitam, ze czgsteczki bis-leksitropsyn,
zawierajgce wolng grupe aminowg, mogg hamowac¢ katalityczng aktywnosc¢
enzymow restrykcyjnych rozpoznajgcych sekwencje AT [V]. Te syntetyczne
oligopeptydy mogg stuzy¢ takze jako nosniki grup aktywnych, co zilustrowatam,

otrzymujgc ich pochodne chlorambucylowe [VI].

Nowoczesng, coraz powszechniej stosowana metodg otrzymywania nowych
zwigzkow jest obecnie synteza na fazie statej (SPOS) (Solid Phase Organic
Synthesis). Ten sposdb prowadzenia syntezy na unieruchomionym na nos$niku
polimerycznym zwigzku organicznym pozwala na przeprowadzenie szeregu reakcji

chemicznych bez wyodrebniania produktow posrednich.

Bazujgc na metodzie chemii kombinatorycznej ,split and mix’,
zaprojektowatam synteze na fazie statej analogéw distamycyny i netropsyny. Celem
planowanej pracy byta synteza biblioteki kombinatorycznej zawierajgcej 900
analogéw distamycyny oraz zbadanie aktywnosci biologicznej podbibliotek i wybor

zwigzkow o najwiekszej aktywnosci biologiczne;j.

W celu osadzenia nitroamin na podtozu, do dziewieciu porcji zywicy Wanga z
grupg p-nitrofenylowg zostatlo dodane kolejno 9 nitroamin (A:-Ag). Nastepnie
ztgczytam wszystkie porcje zywicy w jednym naczyniu. W Kkolejnym etapie
podzielitam zywice na pie¢ porcji. Grupy nitrowe nowo powstatych zwigzkow
redukowatam za pomocg chlorku tytanu(lll), otrzymujgc wolne grupy aminowe, ktore
nastepnie poddatam reakcji acylowania chlorkami acylowymi (Bi-Bs). Po kolejnej
redukcji otrzymanych grup zwigzkéw zakohczonych grupg nitrowg, oddzielitam je od

zywicy za pomocg kwasu trifluorooctowego.
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Uzyskane w ten sposob podbiblioteki analogéw netropsyny okazaty sie trudne
w analizie, a wydajnos¢ procesu nie pozwolita na otrzymanie odpowiedniej ilosci
kazdego zwigzku w mieszaninach, tak, by zbadaé ich aktywnos$é. Stwierdzitam, ze
podejscie ,dziel i mieszaj’ nie znajduje zastosowania do tego rodzaju zwigzkdéw.
Zoptymalizowatam warunki reakcji na podtozu statym i opracowatam metode
syntezy, ktora moze by¢ zastosowana do otrzymywania analogow zaréwno

netropsyny, jak i distamycyny w metodzie rownolegte;.

Schemat 1. Synteza na podtozu statym analogéw distamycyny.
p No2 p NH,
o—< _Q_Noza O—\ NS —»O HNQ

»Qjﬁr@O—\HNUr@
e Ur@w

_>
7 NH,
O
N
=z N
., L7 :
O_\ _‘(HN \N 0o
O
8 HN O
CHZ)SN(CH3)2
e J\/j/ \'(©\
—
O
(CH2)3N(CH3)2

(a) 2 -amino-5-nitropirydyna A1, 12h, DCM, rt; (b) 1IMSnCl,, 4h, DMF, rt;
(c) chlorek 3-nitrobenzoilu B, 4-DMAP, DCM, 24h, rt;

(d) "ester aktywny" C, DMF, 2h, 0° C i noc w temp. pok.;

(e) TFA/DCM (95:5)
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Opracowang metode syntezy zastosowatam do otrzymania 6 nowych

analogow distamycyny wedtug Schematu 1 przedstawionego powyzej [VII].

Opracowana przez mnie strategia syntezy wigzan amidowych rézni sie od
stosowanych wczesniej metod opartych na tradycyjnych, wtasciwych dla chemii
peptydéw grupach ochronnych i Srodkach kondensujgcych. Metoda ta zakfada
stosowanie aromatycznych zwigzkow nitrowych — amin i chlorkow acylowych, jako
substratow w syntezie karbocyklicznych oligoamidow, do ktorych nalezg analogi

netropsyny i distamycyny.

Przy uzyciu reaktora Syncore (Buchi), wedtug procedur przedstawionych na
Schemacie 1, zsyntezowatam trzy szescioelementowe biblioteki analogéw
distamycyny, w ktorych pierwszy, heterocykliczny pierscien byt potgczony z dwoma
pierscieniami benzenowymi [VIIl]. Kazda z opisywanych grup zwigzkéw rdéznita sie
potozeniem podstawnikéw w pierscieniu benzenowym — odpowiednio para-para,
meta-para i meta-meta. W wyniku badania zdolnosci wigzania sie otrzymanych
zwigzkéw z DNA, metodg wypierania bromku etydyny stwierdzitam, Zze wszystkie
zwigzki wigzg sie z DNA, z czego 12 silniej niz distamycyna. Analogi z konfiguracjg
pierécieni benzenowych meta-meta najsilniej wygaszaty fluorescencje. Obecnosé
fragmentu 6-aminofenylowego w czgsteczce wzmacnia oddziatywanie zwigzku z
DNA w poréwnaniu do fragmentow heterocyklicznych. Zwigzki zawierajgce fragment
6-amino-5-metylopirydynylowy najstabiej wigzaty sie z DNA, bez wzgledu na
konfiguracje dotgczonych podjednostek benzenowych. Wyznaczenie statych
asocjacji pozwoli stwierdzi¢, czy i jak jest specyficzne oddziatywanie omawianych

zwigzkow z okreslonymi sekwencjami dwuniciowego DNA.
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Otrzymane zwigzki zostang poddane dalszym badaniom w celu oznaczenia
ich aktywnosci biologicznej — wtasciwosci cytotoksycznych wobec komorek

nowotworowych oraz zdolno$ci hamowania aktywnos$ci topoizomeraz.

Opracowana przez mnie metoda syntezy na fazie statej moze by¢ stosowana
takze do otrzymania analogéw netropsyny oraz innych zwigzkéw potencjalnie
wigzgcych sie w waskim rowku B-DNA. Obecnie prowadzone sg syntezy kolejnych
bibliotek zwigzkow w celu wyselekcjonowania zwigzkow o najwiekszej sile wigzania z

DNA.

Kontynuacja badan bedzie polegata ponadto na wprowadzaniu fragmentow
leksitropsynowych do pochodnych iperytowych, zawierajgcych w strukturze oprocz
fragmentu o wtasciwosciach alkilujgcych, takze fragment melaminowy. Jak wskazujg
doniesienia literaturowe z ostatnich kilku lat, zwigzki zawierajgce w swej strukturze
ugrupowanie melaminy sg inhibitorami catego szeregu enzymoéw zaangazowanych w
proces transkrypciji i translacji. Dalsze badania majg na celu stwierdzi¢, czy obecnosc¢
fragmentu leksitropsynowego bedzie sprzyja¢c poprawie selektywnosci dziatania
nowych prolekéw sulfonianowych. Synteza i badanie wtasciwosci tego typu zwigzkow

stanowi drugi, wazny nurt w mojej pracy naukowe;j.

Whnioski

Karbocykliczne leksitropsyny, czyli karbocykliczne analogi distamycyny,
netropsyny oraz innych zwigzkéw wigzgcych sie z wezszg bruzdg DNA stanowig
grupe potencjalnych $rodkdéw przeciwnowotworowych o wielokierunkowym dziataniu.
Zwigzki z tej grupy wywotujg apoptoze komorek nowotworowych raka sutka, hamujg

dziatanie topoizomeraz, a poprzez selektywne wigzanie z DNA mogg tez hamowaé
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dziatanie enzymow restrykcyjnych. Nowe bis-leksitropsyny hamujg amidolityczng
aktywnos¢ enzymdéw z grupy trypsynopodobnych proteaz, jak plazmina Iub

urokinaza.

Opracowana metoda syntezy na podtozu statym jest szybka, ekonomiczna i
umozliwia otrzymywanie wielu nowych pochodnych o zréznicowanych strukturach.
Moze by¢ stosowana do syntezy bibliotek wielu analogéow distamycyny, netropsyny i
innych zwigzkow wigzacych sie w wezszej bruzdzie. Metode te mozna tez
wykorzysta¢ do dotgczania réznorodnych grup aktywnych w celu otrzymania
zwigzkow  hybrydowych, o  wielokierunkowej aktywnosci. Mozliwe jest
zautomatyzowanie procesu, co jest bardzo istotne w przypadku zwiekszenia skali

syntezy i produkcji zwigzkow jako lekow.
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3. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Od poczatku swojej pracy zawodowej jestem aktywnie zaangazowana w
badania naukowe. Wyniki moich badan zostalty opublikowane w czasopismach
naukowych oraz byly prezentowane (w formie plakatow i wystgpien ustnych) na
krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych. Moj dotychczasowy dorobek
naukowy obejmuje 72 doniesien naukowych — 27 prac oryginalnych (w tym 3 prace
przyjete do druku), 1 praca pogladowa, 3 referaty zjazdowe oraz 40 streszczen z
prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych w kraju i zagranicg. W
moim dorobku naukowym jest ponadto 1 zgtoszenie patentowe oraz autorstwo
rozdziatu w ksigzce. W 25 pracach i 30 komunikatach zjazdowych jestem pierwszym
lub drugim autorem.

Sumaryczny impact factor moich publikacji naukowych wynosi 13.73 Za
wszystkie osiggniecia naukowe otrzymatam 277 punktéw MNiSW.

Poczgwszy od 1993 roku, prezentowatam wyniki swoich badan na
konferencjach naukowych dotyczacych kierunkéw badahn nad lekiem w Polsce
(Kierunki badan nad lekiem w Polsce, Multidyscyplinarne Konferencje Nauki o Leku,
Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego), syntezy organicznej (Doroczny
Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, VII Ogdlnopolskie
Sympozjum Chemii Organicznej, VII Konferencja Chromatograficzna, Polskie
Sympozja Peptydowe) oraz chemii medycznej (Konwersatoria Chemii Medycznej).
Ponadto rezultaty mojej pracy naukowej byly przedstawiane na konferencjach
miedzynarodowych — 6™ (1997), 7"(1999) i 8"(2001) International Symposium on
"Molecular aspects of Chemotherapy w Gdansku”, 16™ (2000) i 21" (2010)
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International Symposium on Medicinal Chemistry, 2"¢ European Conference on
Chemistry for Life Sciences (2007), a takze Joint Meetings on Medicinal Chemistry
(2005 i 2007).

Uczestniczytam réwniez w konferencjach naukowych, takich jak Il Krakowska
Konferencja Chemii Lekow 1995 (Modelowanie czgsteczkowe w chemii lekow),
Modyfikowane Kwasy Nukleinowe (Lddz 1998), 2" International Conference on
,Crystalography and Drug Design” (CDD’ 99), oraz w praktycznym kursie ,Techniki
analizy i detekcji kwaséw nukleinowych i biatek” (Poznan 2004).

W roku 1999 decyzjg Rady Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej
w Lublinie uzyskatam stopien doktora nauk farmaceutycznych, ze specjalnoscig
synteza leku, na podstawie obronionej rozprawy doktorskiej pt. ,Modelowanie i
synteza karbocyklicznych leksitropsyn”, wykonanej pod kierunkiem dr hab. Andrzeja
Rézanskiego.

Po obronie pracy doktorskiej, w trakcie pracy naukowej, zaprojektowatam i
zrealizowatam w Zaktadzie Chemii Organicznej UMB 9 uczelnianych projektow
badawczych. W latach 2004-2007 kierowatam wykonaniem grantu MNiSW nr 2P05F
017 27, pt. ,Analogi distamycyny i netropsyny — syntezy bibliotek kombinatorycznych,
badanie in vitro wiasciwos$ci przeciwnowotworowych, wigzania z DNA oraz wptywu
na dziatanie topoizomeraz DNA”, wykonywanego we wspétpracy z pracownikami
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu i Uniwersytetu w Biatymstoku.
Obecnie realizuje temat statutowy UMB oraz kieruje wykonaniem projektu
badawczego MNISW nr N N405 355537 (2009-2012), pt. ,Synteza i badanie
aktywnosci biologicznej hybrydowych prolekéw alkilujgcych”, realizowanego we

wspotpracy z Instytutem Chemii Organicznej Politechniki todzkie;.
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W badaniach prowadzonych wraz z zespotem z Politechniki tédzkiej nad
nowymi triazynami zawierajgcymi podstawnik 2-chloroetylominowy (triazynowe
iperyty azotowe) otrzymalismy triazynowe pochodne zawierajgce jedng, dwie lub trzy
grupy 2-chloroetyloaminowe obdarzone wtasciwosciami alkilujgcymi. Wstepny
skrining wykazat, ze iperytowe pochodne triazyny wykazujg aktywnos$¢ cytostatyczng
przewyzszajgcag w sprzyjajgcych przypadkach chlorambucyl, uzyty w badaniach, jako

zwigzek modelowy.

Przedmiotem wspdlnego wynalazku jest nowy sposoéb otrzymywania
triazynowych pochodnych iperytéw azotowych, w ktorym jako prekursorow uzywa sie
soli  N-triazynylo-1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktaniowych  (alternatywnie tylko: N-
triazynyloamoniowych). Reakcja chloro-1,3,5-triazyn oraz 1,4-diaza-
bicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO) prowadzi do otrzymywania 2-[4-(2-chloroetyl)-
piperazyn-1-ylo]-4,6-dipodstawionych-[1,3,5]triazyn bez mozliwosci wyizolowania
przejsciowo tworzgcych sie czwartorzedowych chlorkéw N-triazynyloamoniowych
wywodzgcych sie z DABCO, co zwigzane jest z nietrwatoscig chlorkow N-
triazynyloamoniowych. Synteza stabilnych czwartorzedowych tetrafluoroboranéw N-
trazynyloamoniowych lub sulfoniandw N-triazynyloamoniowych polega na reakcji
wymiany anionu chlorkowego na mniej nukleofilowy anion tetrafluoroboranowy lub
reszte kwasow sulfonowych. Z uwagi na fakt odwracalnosci reakcji wymiany anionéw
w obrebie soli N-triazynyloamoniowej mozliwa jest réwniez reakcja otrzymania
odpowiedniego chlorku N-triazynyloamoniowego ze stabilnej soli N-triazynylo-
amoniowej. Nowy sposéb otrzymywania triazynowych iperytéw azotowych polega na

przeksztatceniu stabilnych, rozpuszczalnych w wodzie prolekéw triazynowych
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iperytow azotowych, bedacych solami N-triazynyloamoniowymi wywodzgcymi sie z

DABCO, pod wptywem surowicy.

Nowy sposob opracowany w wynalazku jest dogodny preparatywnie,
wykorzystuje tatwo dostepne i tanie odczynniki oraz wykazuje swojg skutecznosc¢ dla
zroznicowanej gamy pochodnych triazynowych. Zastosowanie rozpuszczalnych w
wodzie, stabilnych prolekéw triazynowych iperytdw azotowych umozliwia

otrzymywanie leku przeciwnowotworowego w warunkach in vivo w surowicy.

W obecnie realizowanym projekcie badawczym MNiSW przedstawiona jest
catkowicie nowa préba zaprojektowania i zsyntezowania koniugatéw, jako
potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych, ktére tgczg w sobie udokumentowane
elementy odpowiedzialne za aktywnos¢ biologiczng. Zaproponowana metoda
posiada charakter metody ogdlnej i przy tym jest w petnym zakresie rozwigzaniem
oryginalnym. Wynikiem zamierzonych badan, prowadzonych wspdlnie z
pracownikami Instytutu Chemii Organicznej Politechniki toédzkiej, powinno by¢
stworzenie nowej generacji puli potencjalnych lekdéw przeciwnowotworowych
zawierajgcych w swojej strukturze rdzen melaminowy, czynnik alkilujgcy oraz
czynniki poprawiajgce specyficznos¢ dziatania, co powinno odzwierciedla¢ sie w
obnizeniu toksycznosci. Jako czynnik poprawiajgcy specyficznosé, moze byc¢

zastosowany fragment leksitropsynowy, rozpoznajgcy sekwencje DNA.

W ramach realizacji tematéw badawczych aktywnie wspétpracuje naukowo
takze z wieloma jednostkami Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, takimi jak
Zaktad Chemii Medycznej, Diagnostyki Hematologicznej, Endokrynologii

Ginekologicznej, Farmakognozji czy Samodzielna Pracownia Analizy Lekdw.
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W roku 2003 odbytam pieciomiesieczny staz naukowy w Pracowni Chemii
Biokoniugatéw Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu,
pod kierownictwem prof. dr hab. Wojciecha T. Markiewicza. We wspotpracy z tym
zespotem opracowatam metodyke badan aktywnosci biologiczne] zwigzkow i
wprowadzitam elementy biologii molekularnej do prowadzonych w naszym Zakfadzie
badan dotyczacych oceny aktywnosci nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw, w tym
karbocyklicznych leksitropsyn, wobec DNA, topoizomeraz i enzymow restrykeyjnych.

Recenzowatam publikacje w nastepujacych czasopismach: International
Journal of Peptide Research and Therapeutics, Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, Archiv der Pharmazie — Chemistry in Life Sciences i Letters in
Drug Design & Discovery.

W trakcie pracy na Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku wielokrotnie

otrzymywatam za dziatalno$¢ naukowa nagrody Rektora UMB.
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