UNIWERSYTET
® MIKOLAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Wydziat Farmaceutyczny
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Zatacznik nr 2A do wniosku o wszczecie
postgpowania habilitacyjnego z dnia 24.04.2019 roku

KATEDRA 1 ZAKEAD CHEMII ORGANICZNEJ
ul. Jurasza 2, 85-089 Bydgoszcz
Tel. (052) 585-39-36
e-mail: kizchemorg@cm.umk.pl

AUTOREFERAT

Renata Studzinska



Spis tresci

I T T Lo o ToT €T - L= RS 3
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz

tytuha rOZPrawy dOKEOTSKIE] ....eeiuviiiiieiiie e 3
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych................ 3

4. Wskazanie osiagnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 poz. 882 ze

ZM. W DZ. U. 2016 POZ. L13LL)..iiiiiiiieiieeiie ettt ettt sttt sbe e te e ta e sbeebeenbeeeeereeneens 4
4.1. Tytul 0S13ZNIECIA NAUKOWEZO ....ec.veervientieiieitiete ettt sttt sbe e b e b e nneennes 4
4.2. Publikacje wchodzace w sktad 0siggnigcia NAUKOWEZO ......vvvvvirviiviiiiiie e 4

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikow wraz z omowieniem ich

EWENTUAINEYO WYKOIZYSTANIA .....veiviiiec ettt sttt te e te e be e sbe e beesbeeaeesreenee s 5
4.3, 1, WPTOWAAZENIE........eeivee ettt sttt ettt ettt et e et e sae e s ae e s taesbeesteesneesteesreesteentaeneas 5
4.3.2. Cel NAUKOWY OSTAZNIGCIA ... .c.vviuriieiiireetiesieesteesteestee st te ettt ettt sn e sr e s e nne e nneenreenre e 10
4.3.3. Omoéwienie wynikow przedstawionych w publikacjach wchodzacych w sktad osiggniecia

LA 0101 T TSRS 11
4.3.4. Perspektywy badawcze zwigzane z 0Siggnieciem NAUKOWYIM ....ccvvvevvvesiveeriesnnesieeeninesnineens 33
5. Oméwienie pozostatych osiggnigé naukowo-badawCzyCh ..........cccvviiiiiiiinie i 34
5.1. Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem stopnia

0 [0] A (0] - T T T PSP U PP PSP 34
5.2. Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu stopnia doktora
........................................................................................................................................................ 37
6. LITEratura CYTOWENA. .......eviiieiieieti ettt bttt b bbbttt 41



1. Dane personalne
Imi¢ 1 nazwisko: Renata Studzinska
Miejsce pracy: Katedra i Zaklad Chemii Organicznej, Collegium Medicum im.

Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w
Toruniu, ul. Jurasza 2, 85-089 Bydgoszcz

Dane kontaktowe: rstud@cm.umk.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

e doktor nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna, Uniwersytet Mikotaja

Kopernika, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Wydziat
Lekarski, Katedra i Zaktad Chemii Ogoélnej, 8.02.2005.
Tytut rozprawy doktorskiej: Otrzymywanie nowych pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-

5-onu, promotor: prof. dr hab. Marcin Draminski

e magister inzynier, specjalno$¢: technologia chemiczna, Akademia Techniczno-

Rolnicza w Bydgoszczy, Wydzial Technologii 1 Inzynierii Chemicznej, 23.07.1997.

Tytut pracy magisterskiej: Badanie whasciwosci fizyko-mechanicznych mieszanin réznych

typow polietylendw, promotor: dr Kazimierz Piszczek

3. Informacje 0 dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych/artystycznych

1.10.2014 — do chwili obecnej
Pracownik naukowo-dydaktyczny, Asystent w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Organicznej, Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika

Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

od 1.06.2006 do 30.09.2014
Pracownik naukowo-dydaktyczny, Adiunkt w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Ogolnej, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

1.11.1997 — 31.05.2006
Pracownik naukowo-dydaktyczny, Asystent w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Ogolnej, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.



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

4.1. Tytul osiagniecia naukowego

Badania nad syntezqg nowych pochodnych tiazolonu i tiazolopirymidynonu
oraz mozliwosciq ich wykorzystania jako selektywnych inhibitorow

dehydrogenazy 11-hydroksysteroidowej typu 1

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

Osiagniecie naukowe przedtozone do oceny obejmuje 6 oryginalnych prac tworczych
o acznej punktacji: IF — 13.79 i MNiISW - 145. W kazdej z prac jestem pierwszym i

korespondencyjnym autorem.

P1. Studzinska R., Wroblewski M., Karczmarska-Wodzka A., Kotodziejska R.: A facile
synthesis of the novel thiazolo[3,2-a]pyrimidine derivatives. Tetrahedron Lett. 2014, 55,
1384-1386. DOI: 10.1016/j.tetlet.2014.01.033

IF: 2.379, MNiSW: 25.000

P2. Studzinska R., Kotodziejska R., Kosmalski T., Modzelewska-Banachiewicz B.:
Regioselective bromination of 2-idomethyl-2,3-dihydrothiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-one.
Heterocycles, 2016, 92(12), 2271-22717. DOI: 10.3987/COM-16-13592
IF: 0.805, MNiSW: 20.000

P3. Studzinska R., Karczmarska-Wodzka A., Kozakiewicz A., Kotodziejska R., Paprocka
R., Wroblewski M., Augustynska B., Modzelewska-Banachiewicz B.: 2-Allylaminothiazole
and 2-allylaminodihydrothiazole derivatives: synthesis, characterization, and evaluation of
bioactivity. Monatsh. Chem., 2015, 146, 1673-1679. DOI: 10.1007/s00706-015-1539-z
IF: 1.131, MNiSW: 25.000
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P4. Studzinska R., Kotodziejska R., Kupczyk D., Plazinski W., Kosmalski T.: A novel
derivatives of thiazol-4(5H)-one and their activity in the inhibition of 11B-hydroxysteroid
dehydrogenase  type 1. Bioorg. Chem., 2018, 79, 115-121. DOI:
10.1016/j.bioorg.2018.04.014

IF: 3.929, MNiSW: 25.000

P5. Studzinska R., Kotodziejska R., Plazinski W., Kupczyk D., Kosmalski T., Jasieniecka
K., Modzelewska-Banachiewicz B.: Synthesis of the N-methyl derivatives of 2-
aminothiazol-4(5H)—one and their interactions with 11BHSD1 - molecular modeling and in
vitro studies. Chem. Biodivers., 2019, DOI: 10.1002/cbdv.201900065

IF: 1.617, MNiSW: 25.000

P6. Studzinska R., Kupczyk D., Plazinska A., Kotodziejska R., Kosmalski T.,
Modzelewska-Banachiewicz B.: Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-one derivatives as a novel
class of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase inhibitors. Bioorg. Chem., 2018, 81, 21-26.
DOI: 10.1016/j.bioorg.2018.07.033

IF: 3.929, MNiSW: 25.000

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Zwiazki, ktorych fragmentem strukturalnym jest pierscien tiazolu odgrywaja istotng
role ze wzgledu na ich aktywno$¢ biologiczng. Znanych jest wiele lekéw zawierajacych
pierscien tiazolowy, m.in. sulfatiazol (dzialanie bakteriostatyczne), abafungina (dziatanie
przeciwgrzybicze), tiabendazol (dzialanie przeciwrobacze), tiamina (witamina Bi), czy

stosowana w leczeniu nowotworow tiazofuryna (Schemat 1).
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Schemat 1. Wybrane leki zawierajace pier§cien tiazolowy.

Pochodne tiazolonu wykazuja m.in. dziatanie przeciwnowotworowe (Chen i
wsp.,2007), przeciwbakteryjne (Dabholkar i wsp., 2015) i przeciwwirusowe (Al.-Ansary i
wsp., 2013). Badane byly rowniez w kierunku selektywnej inhibicji dehydrogenazy 11f-
hydroksysteroidowej (Scott i wsp., 2014; Jean i wsp., 2007; Johansson i wsp. 2008; Yuan i
wsp., 2007).

Na uwage zasluguja rowniez zwigzki, w ktorych pierScien tiazolowy jest
skondensowany z innym pier§cieniem aromatycznym, zwlaszcza zawierajacym
heteroatomy. Jednym z takich ukladow sa tiazolopirymidyny, w ktérych pierScienie
tiazolowy 1 pirymidynowy moga by¢ potaczone w rozny sposob. Uklady zawierajace
skondensowane pierscienie tiazolowy i pirymidynowy, m.in. tiazolo[3,2-a]pirymidyny
odgrywaja istotng role¢ w organizmach ze wzglgdu na ich aktywnos$¢ biologiczna.
Najbardziej znanymi przedstawicielami tej grupy zwiazkow sa: setoperon - antagonista
receptorow SHT> serotoniny oraz receptorow D> dopaminy, stosowany w leczeniu
pacjentéw z chroniczng schizofrenig (Den Boyer i wsp., 2000) oraz ritanserin - antagonista
receptorow SHT> serotoniny — Schemat 2 (Kennis i wsp., 1985). Inne tiazolo[3,2-
aJpirymidyny badane byly pod katem aktywnosci przeciwbakteryjnej (Pecorari i wsp.,
1991), przeciwwirusowej (Danel i wsp., 1998; Ram i wsp., 1987), przeciwbolowej (Seperic

i wsp., 1972), a takze przeciwnadcisnieniowej (Russo i wsp., 1993).
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Schemat 2. Ritanserin i setoperon jako przyktady biologicznie aktywnych zwiazkow
zawierajacych uktad tiazolopirymidynowy.

Dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa typu 1 (113-HSD1, reduktaza kortyzonu)
jest enzymem mikrosomalnym. To NADPH-zalezna oksydoreduktaza o wysokiej ekspresji
w watrobie, tkance ttuszczowej i mozgu. Katalizuje ona przemiang nieaktywnego kortyzonu
w aktywny fizjologicznie kortyzol oraz w mniejszym stopniu reakcj¢ odwrotng. Razem z
izoformg 2 - dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa typu 2 (11B-HSD2), znajdujaca si¢
gléwnie w nerkach 1 okreznicy, tworzy uktad regulujacy poziom kortyzolu w organizmie

(Schemat 3).

HO

\\\\\\O H

11B8-HSD2

Kortyzon Kortyzol
(nieaktywny) (aktywny)

Schemat 3. Fizjologiczna rola dwdch izoform dehydrogenazy 11p-hydroksysteroidowej.

Kortyzol jest hormonem nalezagcym do glukokortykoidow, ktore reguluja szlaki
zwigzane ze stresem 1 sygnalizacja metaboliczng. Przewlekly nadmiar kortyzolu we krwi
prowadzi do charakterystycznego przemieszczenia si¢ depozytow tkanki thuszczowej
(bawoli kark, twarz ksigzyc w pelni, otylos¢ brzuszna), $cienczenia skory, powstania
rozstepow o charakterystycznej rozowej barwie, tragdziku oraz insulinoopornosci, Co stanowi
obraz zespotu Cushinga (Sharma i wsp., 2015). Zespot Cushinga, inaczej hiperkortyzolizm

lub pierwotna nadczynnos¢ kory nadnerczy, to choroba, w przebiegu ktorej kora nadnerczy
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w nadmiernych ilo$ciach wydziela hormony sterydowe, czyli glikokortykosteroidy. W
konsekwencji dochodzi do pojawienia si¢ ztozonych objawdéw zwigzanych z wieloma
uktadami w organizmie.

Nadmiar kortyzolu powoduje rowniez pojawienie si¢ objawow charakterystycznych
dla zespolu metabolicznego tj. otylo§¢ trzewna, opornos¢ na insuling, cukrzyca,
dyslipidemia, nadcis$nienie i hiperurykemia (Navarrete-Vizquez i wsp., 2014). Zespodt
metaboliczny (MetS) jest zlozonym zaburzeniem definiowanym przez grup¢ polaczonych
czynnikow, ktore zwigkszajg ryzyko chorob miazdzycowych uktadu sercowo-naczyniowego
i cukrzycy typu 2.

Zwigkszona ekspresja 11B-HSDI wigze si¢ z patogeneza zaburzen gospodarki
lipidowej, jak rowniez insulinoopornosci. Hamowanie aktywno$ci dehydrogenazy 11p-
hydroksysteroidowej typu 1 powoduje zmniejszenie poziomu Kkortyzolu, a tym samym
zmniejszenie masy tkanki tluszczowej. Sugeruje si¢ rowniez, ze zwigzki specyficznie
hamujace 11B-HSD1 u pacjentéw z cukrzyca typu 2 moga obniza¢ stezenie glukozy we krwi,
a przez to wptywac¢ na zmniejszenie insulinoopornosci i otyto$ci centralnej (Béhme i wsp.,
2013). Badania wykazaty, iz zwiazki hamujace 113-HSD1 prowadza do zredukowania
glikogenolizy oraz obnizenia poziom cholesterolu catkowitego (Andrews i wsp., 2003). W
ostatnich latach podejmuje si¢ proby zastosowania inhibitorow 11B-HSD1 w celach
terapeutycznych, ktore docelowo mogag by¢ wykorzystane w leczeniu cukrzycy typu 2
(Anderson i wsp., 2013).

Znanym inhibitorem 11B-HSD1 jest karbenoksolon (Schemat 4). Jest to pochodna
kwasu glicyryzynowego, naturalnego produktu znajdujacego si¢ w korzeniu lukrecji.
Karbenoksolon nie dziata wybidrczo tylko na 113-HSD1, jest réwniez (cho¢ w mniejszym
stopniu) inhibitorem dehydrogenazy 11p-hydroksysteroidowej typu 2 (Diederich i wsp.,
2000). Izoforma 2 (11B-HSD2), w przeciwienstwie do 11B-HSD1 jest NAD™- zalezna,
umozliwia utlenianie kortyzolu do nieaktywnego kortyzonu, a tym samym chroni tkanki z
receptorami mineralokortykosteroidowymi przed dziataniem kortyzolu. Hamowanie 11f-
HSD2 moze prowadzi¢ do nadci$nienia, poprzez aktywacj¢  receptora
mineralokortykoidowego w nerkach, jak rowniez w wyniku zmniejszenia ekspresji genu
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku pacjentow z
cukrzycg typu 2 i innymi elementami zespotu metabolicznego (Kotelevtsev i wsp., 1999).
Ponadto, nadmiar mineralokortykosteroidéw oraz rzekomy hiperaldosteronizm wywotany

przyjmowaniem karbenoksolonu moze powodowaé obrzgki obwodowe, hipokaliemi¢ oraz



zasadowicg metaboliczng. Nieselektywne dziatanie karbenoksolonu wptywa na ograniczony
zakres jego zastosowania klinicznego, co sktania do poszukiwania nowych zwigzkow -

selektywnych inhibitoréw 11p-HSDL1.

Schemat 4. Karbenoksolon - znany inhibitor 113-HSD1.

Prowadzone wcze$niej badania nad poszukiwaniem selektywnych inhibitoréw 11p-
HSDI1, skierowane byly miedzy innymi na grupe zwigzkdéw zawierajacych pierscien
tiazolowy. 4-Podstawione pochodne 2-aminotiazolu: Biovitrum BVT-2733, Biovitrum
BVT-14225 i Biovitrum BVT-3498 (Schemat 5) to substancje wykazujace aktywnos¢ w
kierunku inhibicji dehydrogenazy 11p-hydroksysteroidowej typu 1 (Scott i wsp., 2014; Barf
I wsp., 2002; Fotsch i wsp., 2008; Hale i wsp., 2008). Podobnie jednak jak karbenoksolon,
zwiazki te dziataja rowniez hamujaco na 11B-HSD?2.

Wysoce selektywnymi inhibitorami 11B-HSD1 okazaty si¢ za to pochodne 2-
aminotiazol-4(5H)-onu, m.in. Amgen 2922 oraz AMG-221 (BVT-83370) (Schemat 5) (Scott
I wsp., 2014; Jean i wsp., 2007; Johansson i wsp. 2008; Yuan i wsp., 2007). AMG-221
(BVT-83370) pomyslnie przeszedt fazg I badan klinicznych. Zwiazek ten badano na grupie
0so0b otylych i pomimo dobrych rokowan (ICso = 0.975 ng/mL i maksymalnym stopniu
hamowania enzymu w tkankach tluszczowych wynoszacym Imax = 1,19 ng/mL) w 2011 roku

badania nad wdrozeniem tego zwigzku jako leku zostaty przerwane.
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Schemat 5. Inhibitory 11B-HSD1 zawierajace pierscien tiazolu i dihydrotiazolu.

4.3.2. Cel naukowy osiggniecia

Glownym celem badan bylo zsyntetyzowanie nowych, nicopisanych dotad w
literaturze zwigzkow heterocyklicznych, pochodnych tiazolonu i tiazolopirymidynonu o
potencjalnej aktywnosci biologicznej oraz ocena przydatnos$ci ich zastosowania jako
selektywnych inhibitoréw dehydrogenazy 11p-hydroksysteroidowej typu 1. Podjecie badan
nad synteza nowych pochodnych oraz ich aktywnos$cia daje szanse na wykrycie
selektywnego inhibitora tego enzymu, a tym samym na odnalezienie w przysztosci
skutecznego leku, ktory moglby byé stosowany w leczeniu zespotu Cushinga, zespotu

metabolicznego oraz cukrzycy typu 2.
Badania byly ukierunkowane na:

e Synteze¢ nowych pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu 0 potencjalnej

aktywnosci biologicznej oraz ich identyfikacj¢ metodami spektroskopowymi.

e Synteze nowych N-podstawionych pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-onu oraz ich

identyfikacj¢ metodami spektroskopowymi.
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e Zbadanie aktywno$ci otrzymanych pochodnych w kierunku inhibicji dehydrogenazy

11B-hydroskysteroidowej typu 1 i typu 2 w celu oceny selektywnosci potencjalnych

inhibitorow.

4.3.3. Oméwienie wynikow przedstawionych w publikacjach wchodzacych w sklad

osiagniecia naukowego

Synteza pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu

Ze wzgledu na to, ze pochodne tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu stanowia przedmiot 3

publikacji, ponizej zamieszczono zestawienie wszystkich otrzymanych pochodnych z

przypisang im numeracjg, ktora konsekwentnie bedzie stosowana w niniejszym opisie

(Tabela 1).

Tabela 1. Pochodne tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu.

Pochodne 2-jodometylo-2,3-
dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-
onu

Pochodne 2-bromometylo-2,3-
dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-
onu

Pochodne 2-metylotiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu

(0]
' STSNTOR,

0
X
Br SJ\\N Ry

-(CHy2)s-
-(CH2)s
~(CHo)s-

H CHs
NO, CHs
H H
CHs CHzs

CH;3 H

Br CHs
CoHs

Br H
CHyc-CeH11

© 00 N o oA WO N P

Il
N B O
T I

13 H CHs
14 NO; CHs
15 CHs CHs
16 CHs H
17 Br CHs
18 Br H

o
R1
(L
SJ\\N R,

19 -(CHa)s-

20 -(CHa)e-

21 -(CH2)s-

22 H CHs
23 NO; CHs
24 H H
25 CHs CHs
26 CHs H
27 Br CHs
28 H C2Hs
29 H CHac-CeHuy

Juz podczas przygotowywania rozprawy doktorskiej przedmiotem moich badan byta

synteza pochodnych

tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu,

zawierajacych

skondensowane

pierscienie pirymidynowy i tiazolowy [Zalgcznik numer 3, Il.A.a.l]. Zwiazki te

otrzymywatam w kilku etapach. Pierwszy z nich, to reakcja kondensacji N-allilotiomocznika
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z odpowiednimi B-oksoestrami, prowadzaca do otrzymania pochodnych 3N-allilo-2-
tiouracylu. W kolejnym etapie prowadzilam zamykanie pierScienia tiazolowego w tych
pochodnych w reakcji z chlorkiem jodu w metanolu, w wyniku ktérego otrzymatam szereg
pochodnych 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirmidyn-5-onu. Ostatni etap to
eliminacja jodowodoru, prowadzaca do otrzymania pochodnych 2-metylotiazolo[3,2-

a]pirymidyn-5-onu (Schemat 6).

n2 C,HsO |Cc|) Re H.C & i R
C C - 2 1
He A AN 2e N/ AVZAN
5 NH CH ﬁ N
A e N G
c o
7\
S/ \NH2 O/ Rz s N Rz

IH,C

(o] (6]
R, Ry
N N
Icl | NaOH | |
CH4OH J: )\ J: )\
S N R, H3C S N R,

1-4, 6-8, 10, 12 19-22, 24-26, 28, 29

Schemat 6. Synteza pochodnych 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu i
2-metylotiazolo[3,2-a]pirmidyn-5-onu.

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatlam prace badawcze nad syntezag nowych
pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu. Skupitam si¢ jednak na syntezie pochodnych,
zawierajacych grup¢ metylowa w polozeniu 7. Badania te podzieli¢ mozna na dwa obszary.
Z jednej strony postanowitam przeprowadzi¢ reakcje zamykania pierscienia tiazolowego w
pochodnych 3N-allilo-2-tiouracylu, przy uzyciu bromu, drugi obszar obejmowat badania
nad modyfikacjg pierScienia pirymidynowego, zarowno w 2-jodometylo-, jak i 2-
bromometylopochodnych. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w [Publikacja P1].

Przeprowadzenie reakcji cyklizacji 3N-allilo-5,6-dimetylo-2-tiouracylu (a) i 3N-
allilo-6-metylo-2-tiouracylu (b) pozwolilo uzyska¢ 3 nowe pochodne 2-bromometylo-
2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu (13, 15, 17), zawierajace podstawniki
metylowe w polozeniu 6 i (lub) 7 (Schemat 7). Reakcje te prowadzone byty w metanolu w
temperaturze wrzenia. W przypadku zastosowania zwiazku b jako substratu otrzymano 2-
bromometylo-6,7-dimetylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-on (15) z izolowang
wydajnoscig 32%.
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b: R=CH,4 17: R=Br, 28%

Schemat 7. Zamykanie pierécienia tiazolowego w reakcji pochodnych 3N-allilo-2-
tiouracylu z bromem.

Analogiczng reakcj¢ przeprowadzono, stosujac jako substrat 3N-allilo-6-metylo-2-
tiouracyl (a). Jednak w tym przypadku, zachodzity rownolegle dwie reakcje: cyklizacja
pierscienia tiazolowego oraz elektrofilowe podstawienie bromu w polozeniu 6 uktadu
tiazolopirymidynowego. W konsekwencji, gtdbwnym produktem reakcji byt 2-bromometylo-
6-bromo-7-metylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-on @an, natomiast 2-
bromometylo-7-metylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-on  (13), wyizolowano z
niewielka wydajnoscia (5%) (Schemat 8).

o] fo) (6]

\/\ H H Br
N Br, N Br, N
| > BrH,C | — > BH,C J\ |
CH3OH CHOH
° X 3 X
S T CHg N CHg N CHs
H a

13, 5% 17, 28%
Schemat 8. Dwuetapowa reakcja otrzymywania 2-bromometylo-6-bromo-7-metylo-2,3-
dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu (17).

Ze wzgledu na niska wydajno$¢ reakcji cyklizacji, wynikajaca z konkurencyjnego
podstawienia elektrofilowego, zwigzek 13 zsyntetyzowano rowniez W dwuetapowej
syntezie, zgodnie z procedurg opisang wczesniej (Shiau i wsp., 1990). Pierwszy etap to
addycja bromu do podwojnego wigzania grupy allilowej. W etapie drugim prowadzono
zamknigcie pierScienia tiazolowego w obecnosci weglanu potasu (K2.COz) w N,N-
dimetyloformamidzie (DMF) (Schemat 9). Zmiana warunkow prowadzenia reakcji
spowodowata znaczny wzrost wydajnosci koncowego produktu reakcji (do 45%), pomimo

zastosowania dwoch etapow syntezy 1 izolowania produktu posredniego C.
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Schemat 9. Dwuetapowa synteza 2-bromometylo-7-metylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]
pirymidyn-5-onu (13).

Mozliwo$¢ bezposredniego wprowadzenia dodatkowej grupy funkcyjnej do
pierscienia heterocyklicznego jest istotna z punktu widzenia modyfikacji istniejgcego juz
zwigzku, a tym samym zmiany jego wilasciwosci, réwniez w zakresie aktywnosci
biologicznej. Ze wzgledu na  czesciowo  aromatyczny  charakter  uktadu
tiazolopirymidynowego, postanowilam sprawdzi¢ w jaki sposob uktad ten zachowuje si¢ W
reakcji substytucji elektrofilowej. W tym celu przeprowadzitam reakcje nitrowania 2-
jodometylo- i 2-bromometylo-7-metylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu (4, 13)
oraz reakcj¢ bromowania pochodnej 4 (Schemat 10). Wyniki tych eksperymentow stanowig
cze$¢ publikacji [Publikacja P1]. Reakcje nitrowania prowadzono za pomocg Cu(NOz)2 W
bezwodniku octowym w temperaturze pokojowej, wg procedury, ktéra wczesniej stosowana
byta dla pochodnych uracylu (Giziewicz i wsp., 1999), natomiast reakcje bromowania
prowadziliSmy z bromem w DMF w temperaturze 100 °C (wg Shiau i wsp., 1990).
Prowadzone reakcje wykazaly, ze substytucja elektrofilowa w ukladach 2-
halogenometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu zachodzi w polozeniu 6, w
zwigzku z tym, w reakcji nitrowania otrzymano pochodne 5 i 14, natomiast w wyniku

bromowania powstat zwigzek 9.

o o)
H Y
N Alub B N
XH,C J\ | ——————  XH.C |
N N
S N CH, s N CH,
X=I

4:
3:

X
13: X - X

5
Br A - Br,, DMF o

B - Cu(NOg),, (CH3CO),0 4: X=Br, Y=NOg, 30%

Schemat 10. Reakcje podstawienia elektrofilowego w pochodnych tiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu.

Kolejne pochodne 2-metylotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu 23 i 27 otrzymano w
reakcji eliminacji jodowodoru z jodometylopochodnych 5 i 9 oraz eliminacji bromowodoru

z bromometylopochodnych 14 i 17 (Schemat 11).
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Schemat 11. Synteza 6-nitro- (23) i 6-bromo-2,7-dimetylotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu
(27).

Podsumowujac, w wyniku prowadzenia badan nad synteza nowych pochodnych
tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu, ktorych efektem jest publikacja [Publikacja P1],
otrzymano 8 nowych pochodnych: 3 poprzez zamykanie pierscienia tiazolowego w
pochodnych 3N-allilo-2-tiouracylu, 3 w wyniku badan nad substytucja elektrofilowa w
ukladzie 2,3-dihydrotiazolopirymidynowym oraz 2 w wyniku reakcji eliminacji
jodowodoru lub bromowodoru z 6-bromo/nitro-2-halogenometylo-7-metylo-2,3-
dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu. Wszystkie otrzymane zwigzki przebadano
nastepnie w kierunku inhibicji dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidoweyj.

W dalszym etapie badan nad substytucja elektrofilowa w uktadach tiazolo[3,2-
a]pirymidynowych, zbadalam zachowanie si¢ 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu nie zawierajgcego podstawnikow w potozeniu 6 i 7 wobec dwoch
czynnikow bromujacych: Brz 1 NBS. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w
[Publikacja P2]. W reakcjach substytucji opisanych wczesniej w [Publikacja P1], jako
zwigzki wyjSciowe zastosowano pochodne z podstawnikiem metylowym w potozeniu 7,
ktoéry uniemozliwial podstawienie atomu bromu w tym miejscu. Prowadzac badania z
wykorzystaniem niepodstawionej pochodnej, spodziewatam si¢ otrzymaé dwa izomery w
reakcji bromowania, réznigce si¢ polozeniem atomu bromu (w pozycji 6 lub 7).
Nieoczekiwanie w wyniku przeprowadzonych reakcji nie udalo si¢ otrzymaé 7-
bromopochodnej. W zaleznosci od zastosowanych warunkow uzyskano 2 produkty: 6-
bromo-2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-on  (11) i  6-bromo-2-
bromometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-on (18) z roéznymi wydajno$ciami
(Schemat 12).
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Schemat 12. Bromowanie 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu (6).

W przypadku zastosowania NBS, jako czynnika bromujacego, w klasycznych
rozpuszczalnikach (acetonitryl, THF), reakcja podstawienia elektrofilowego zachodzita
selektywnie, a gtownym produktem reakcji byta pochodna 11. Zastosowanie cieczy jonowej
[BMIM]PFe (heksafluorofosforanu 1-butylo-3-metyloimidazoliowego) jako
rozpuszczalnika powodowato spadek regioselektywnosci reakcji 1 wzrost udziatu produktu
18 w mieszaninie reakcyjnej (Tabela 2). Zwigzek 18, powstaly w wyniku zachodzenia
réwnoczesnie dwoch reakcji: substytucji elektrofilowej w polozeniu 6 i substytucji
nukleofilowej w grupie 2-jodometylowe;j jest glownym produktem reakcji bromowania
za pomoca NBS prowadzonej w [BMIM]|Br (bromku 1-butylo-3-
metyloimidazoliowym) oraz w reakcjach bromowania z zastosowaniem bromu,

niezaleznie od uzytego rozpuszczalnika.

Tabela 2. Udziat produktow bromowania 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu w zaleznosci od uzytego czynnika bromujacego i rozpuszczalnika.

Czynnik Czas Konwersja? Udzial produktu® [%]
. Rozpuszczalnik

bromujacy (h] [%0] 11 18
AcCN 2,5 97,6 92,2 7,8
THF 5 77,5 86,8 13,2

NBS
[BMIM]PFg 1 70,3 57,3 41,7
[BMIM]Br® 1 85,1 19 98,1
DMF 1 55,4 2,7 97,3
AcCN 1 92,6 4,0 96,0

Br; THF 15 51,5 17,9 82,1
[BMIM]PFs 1 100,0 3,9 96,1
[BMIM]Br 1 100,0 0,0 100,0

a Konwersja oraz udziat produktéw wyznaczone zostaty za pomoca HPLC, ® 70 °C
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Do badan nad inhibicjag dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowej opisanych w
publikacji [Publikacja P5] wykorzystano rowniez 3 nowe pochodne zawierajagce uktad
tiazolopirymidynowy, ktorych synteza nie zostala opublikowana wczes$niej. Sg to: 2-
jodometylopochodna 10 i 2-metylopochodna 28, otrzymane wg procedur opisanych w
[Zatgcznik numer 3, IL.A.a.1] a takze 2-bromometylopochodna 16, otrzymana analogicznie
do pochodnej 15 [Publikacja P1].

Synteza pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-onu

Jednym ze sposoboOw tworzenia pierscienia dihydrotiazolowego jest reakcja
tiomocznika lub jego pochodnych z chlorowcokwasami. Reakcje tego typu opisywane
wczesniej (Levshin i wsp., 1985), prowadzono w réznych rozpuszczalnikach: wodzie,
pirydynie, benzenie i acetonitrylu, a produkty uzyskiwane byly najczgsciej w postaci
halogenowodorkow. W celu otrzymania dihydrotiazoli, halogenowodorki poddawano
nastepnie dziataniu zasady: weglanu sodu lub wodnego roztworu amoniaku.

Ze wzgledu na prowadzone przeze mnie wczesniej reakcje kondensacji N-
allilotiomocznika z oksoestrami w $rodowisku zasadowym prowadzace do otrzymania
pochodnych N-allilotiouracylu [Zafgcznik numer 3, I1L.A.a.1], zainteresowatam si¢
mozliwo$cig prowadzenia reakcji chlorowcoestrow z N-allilotiomocznikiem w
analogicznych warunkach. Pierwsze wyniki tych eksperymentéw opublikowane zostaty w
[Publikacja P3].

Kondensacj¢ w $rodowisku zasadowym przeprowadzono dla 3 roéznych
chlorowcoestréow 2a — 2¢ (Schemat 13). Reakcja N-allilotiomocznika z chlorowcoestrami
prowadzona byla w metanolu z uzyciem 10% nadmiaru estru i dwukrotnego nadmiaru
metanolanu sodu. Reakcje prowadzono do catkowitego przereagowania N-allilotiomocznika
(kontrola chromatograficzna TLC: octan etylu). Pochodne 2-(alliloamino)tiazol-4(5H)-
onu 3a — 3¢, ktore w dalszym etapie poddane byly badaniom w kierunku inhibicji 11p-
HSD, otrzymano z izolowang wydajno$cig 50-68%. Dla poréwnania przeprowadzono
analogiczne reakcje w Srodowisku obojetnym, w ktorych otrzymano produkty 3b i 3c
z nizsza wydajnoscia, 40-47%. Natomiast w przypadku zastosowania estru 2a jako
substratu, otrzymano jedynie $ladowe ilosci produktu 3a. W celu potwierdzenia, Ze
reakcja pomigdzy N-allilotiomocznikiem i 2-halogenoestrami prowadzi do otrzymania

odpowiednich  pochodnych  2-alliloaminotiazol-4(5H)-onu a nie ich izomerow
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konstytucyjnych (pochodnych N-allilo-2-tioimidazol-4(5H)-onu), oprocz standardowych
analiz spektroskopowych wykonano rowniez analize dyfrakcji rentgenowskiej, ktora

potwierdzita strukture otrzymanych produktow (Rysunek 1).

A- MeOH, MeONa, temp. wrzenia
NH EtO o B - EtOH, temp. wrzenia
2
N
/& + Alub B | R
S \/\

y\u X R;

1 2a-2c 3a-3c
2a: X=Cl, Ry=H A B
2b: X=Br, R;=CH3 3a:. 8h/50z/o 24h/0zA)
2c: X=Br, R;=C,H5 3b: 1h/68% 1h/47%

3c: 3h/65% 2h/40%

Schemat 13. Reakcja kondensacji N-allilotiomocznika z 2-halogenoestrami.

&
Yow
’

B r
?’\ ;‘u”sy“él %’\z
/\g@’/\/ "N/

Rysunek 1. Struktury krystalograficzne produktow 3a i 3c.

Korzystajac z metody opisanej powyzej, przeprowadzono reakcje N-allilotiomocznika
z innymi dostepnymi w handlu 2-halogenoestrami. Uzyskane wyniki stanowig fragment
pracy [Publikacja P4]. Okazalo si¢, ze kondensacja w S$rodowisku zasadowym jest
skuteczna i wydajna jedynie w przypadku zastosowania do syntezy liniowych i
rozgat¢zionych 2-halogenoestrow alifatycznych oraz 2-arylohalogenoestrow. W zwigzku z
tym, metoda postuzyta do otrzymania 5 nowych pochodnych 2-(alliloamino)tiazol-4(5H)-
onu, zawierajacych liniowe i rozgatezione podstawniki alifatyczne w potozeniu 5 (3d — 3f)
oraz pochodnych zawierajacych podstawniki fenylowe przy C-5 (3g — 3h) (Tabela 3), ktore
w kolejnym etapie poddano badaniom w kierunku inhibicji 11p-HSD. Generalnie,
wydajno$¢ uzyskanych pochodnych 2-(alliloamino)tiazol-4(5H)-onu byta umiarkowanie
wysoka i wynosita powyzej 35%, jedynie w przypadku uzycia trzeciorzgdowego estru

zaobserwowano znaczny spadek wydajnosci reakcji (wydajno$¢ produktu 3f — 15%).
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Tabela 3. Pochodne 2-(alliloamino)tiazol-4(5H)-onu 3d — 3h otrzymane w wyniku
kondensacji N-allilotiomocznika z 2-halogenoestrami w §rodowisku zasadowym.

L.p. R1 R2 Wydajnos¢ (%) Temp. topn. (°C)
3d / H n-C3H7 40 73-74
3e H CH(CHs): 53 84-85
HN

3f >i“ CH3 CHs 15 75-76

S

[e]

39 H CeHs 35 120-122

Ry Ry
3h H CeHap-Br 45 225-226

Préba zastosowania powyzszej metody w celu otrzymania pochodnych tiazolonu
zawierajacych uklad spiro pierscieni tiazolowego i1 cylkoalkanowego, w ktorych atomem
tacznikowym jest atom C-5 pierScienia tiazolowego, zakonczyla si¢ niepowodzeniem.
Okazato sig, ze estry z podstawnikiem cyklobutylowym i cykloheksylowym w potozeniu 2
nie reagujg z N-allilotiomocznikiem w tych warunkach. Syntezy pochodnych tiomocznika z
analogicznym estrem zawierajacym pierscien cyklopentanowy prowadzone byly wcze$niej
(Johansson i wsp., 2008) w obecnosci N,N-diizopropyloetyloaminy i promieniowania
mikrofalowego. Produkty uzyskiwano z wydajnoscig 20 - 35%. Ze wzgledu na brak
mozliwos$ci prowadzenia reakcji z zastosowaniem mikrofal, postanowitam przeprowadzic¢
analogiczng reakcj¢ z estrami zawierajacymi pier§cien cyklobutanowy i cykloheksanowy w
temperaturze wrzenia i bez promieniowania mikrofalowego, co znacznie wydtuzyto czas
reakcji. Reakcje prowadzone byly odpowiednio przez 7 (synteza zwiazku 3j) i 14 dni (3i)
(kontrola chromatograficzna TLC: octan etylu). Ze wzgledu na dhugi czas prowadzenia
reakcji i tworzenie si¢ produktow ubocznych, ktore utrudniaty wyodrgbnienie interesujacych
nas produktow, zwiazki 3i i 3] wyizolowano z niewielka wydajnosciag (Schemat 14).

(o]

NH, EtO (0]
/K EtOH, DIPEA, T. wrzenia N|
N
N s NE© )\ Sy
\/\ A S

N X “n N
H

2i - 2] 3i: n=3, 2.5%

3j: n=5, 1.1%

Schemat 14. Synteza pochodnych 2-(alliloamino)tiazol-4(5H)-onu zawierajacych uktady
spiro.
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W podobny sposob otrzymano seri¢ pochodnych 2-(metyloamino)tiazol-4(5H)-onu,
ktorych synteza i aktywnos$¢ w kierunku inhibicji 113-HSD1 opisana zostata w [Publikacja
P5] (Tabela 4). Pochodne 2-(metyloamino)tiazol-4(5H)-onu zawierajgce proste i
rozgalezione podstawniki alkilowe w potozeniu 5 pierScienia tiazolowego (4b — 4f)
otrzymano analogicznie jak ich allilowe analogi. W przypadku 2-bromo-2-aryloestrow,
ze wzgledu na to, Ze reakcja w Srodowisku zasadowym prowadzila do tworzenia
produktow ubocznych, co utrudnialo wyodrebnienie zwiazku z mieszaniny
poreakcyjnej, zmienilam warunki jej prowadzenia. Pochodne 4g i 4h otrzymalam w
reakcji N-metylotiomocznika z odpowiednimi 2-bromo-2-aryloestrami w chloroformie,
w temperaturze pokojowej. Zmiana warunkow prowadzenia reakcji pozwolila na
uzyskanie pochodnych 4g i 4h z nieco wyzszymi wydajnoSciami izolowanymi, w
poréwnaniu z ich allilowymi analogami. W celu otrzymania zwiazkow spiro 4i i 4j

zastosowano procedure opisang w [Publikacja P4].

Tabela 4. Synteza pochodnych 2-(metyloamino)tiazol-4(5H)-onu.

NH, EtO (] Ry
N
/K )\? procedura A, B lub C /“\
s + Ry —_—
R
\N \N S 2

H Br R, N
1 2b - 2j 4b - 4j

A - MeOH, MeONa, temp. wrzenia, B - CHCI3, temp. pokojowa, C - EtOH, DIPEA, temp. wrzenia

Lp Ry R, Wydajnos¢ izolowana Temp. Topn.
A (%) °C)
4b H CHs 45 117-118
4c H CaHs 89~ 96-97
4d H n-CsH; 63 83-84
4e H CH(CHa)2 86" 93-95
af CHs CHs 337 149-151
49 H CeHs 39° 183-184
4h H p-BrCsHs 488 209-210

4i c-CsH1p 6C oil
4j C-CsHecycl 15¢ 167-168

Aprocedura A, BProcedura B, °Procedura C
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Aktywnosé pochodnych 2-aminotiazolo-4(5H)-onu w kierunku inhibicji dehydrogenazy 11f-

hydroksysteroidowej

Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne otrzymanych pochodnych 2-aminotiazol-
4(5H)-onu (3a - 3j, 4b—4j) do zwiazkow, ktore okazaty si¢ selektywnymi inhibitorami 11f-
HSDI1, postanowilam sprawdzi¢, czy wykazuja one rowniez aktywno$¢ w tym kierunku.
Wiyniki tych badan opublikowane zostaty w [Publikacja P4, Publikacja P5].

W celu sprawdzenia, czy badane zwiazki hamuja aktywno$¢ 11B-HSD1,
przeprowadzono reakcje¢ redukcji kortyzonu do kortyzolu w 96-dotkowych ptytkach w
obecnosci frakcji mikrosomalnych z watroby ludzkiej, ktore byty zrédlem enzymu, NADPH
oraz potencjalnych inhibitorow (zwigzkow 3a — 3j, 4b — 4]J), ktérych stgzenie wynosito 10
uM. W celu zbadania inhibicji 11B-HSD2 przeprowadzono reakcj¢ odwrotna, stosujac
frakcje mikrosomalne z nerki ludzkiej jako zrodto izoformy 2 enzymu i NAD jako kofaktor.
Mieszaniny reakcyjne inkubowano w temperaturze 37 °C przez 150 minut. [lo$¢ kortyzolu
powstatego w reakcji 1 oraz nieprzereagowanego kortyzolu, pozostalego po reakcji 2
zmierzono wykorzystujac zestaw do ilosciowego oznaczenia kortyzolu Cortisol ELISA Kkit.
Hamowanie dziatania dehydrogenazy oznaczano jako % inhibicji przy st¢zeniu
potencjalnego inhibitora 10 umol/l.

Jako pierwsza zsyntetyzowano i poddano badaniom seri¢ pochodnych 2-
(alliloamino)tiazol-4(5H)-onu (3a — 3j) [Publikacja P4]. Przed przystapieniem do oznaczen
in vitro oszacowano prawdopodobienstwo aktywnosci analizowanych zwigzkow w kierunku
inhibicji 11B-HSD1 za pomocg programu PASS on line. PASS (Prediction of Activity
Spectra for Substances) to oprogramowanie zaprojektowane jako narzedzie do oceny
ogblnego potencjatu biologicznego organicznej czasteczki podobnej do leku. Program
zapewnia rownoczesne przewidywania wielu rodzajow aktywnos$ci biologicznej w oparciu
o strukture zwigzkow organicznych. W ten sposdéb mozna go wykorzysta¢ do oceny profili
aktywnosci biologicznej czasteczek wirtualnych przed ich synteza chemiczng 1 testami
biologicznymi (PASS on line). Prawdopodobienstwo aktywno$ci w kierunku inhibicji 113-
HSD1 oszacowane przez program PASS on line (Pa) wahato si¢ w zakresie od 0%, w
przypadku pochodnej 3a nie zawierajgcej podstawnika w potozeniu 5, do 80% dla
pochodnych 3i i 3] zawierajacych uktady spiro w ktorych atomem centralnym (atomem

tacznikowym) jest wegiel C-5 pierScienia tiazolowego (Tabela 5). W przypadku pochodnych
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3b — 3d zawierajacych nierozgat¢zione, alifatyczne podstawniki o 1 — 3 atomach wegla,
prawdopodobienstwo Pa jest stosunkowo niewielkie (w granicach 26 - 30%). Badania in
vitro potwierdzity, ze zwigzki o takiej strukturze nie wykazujg aktywnosci w kierunku
inhibicji 11B-HSD1. Nieco wyzsza wartoscia Pa (46%) charakteryzuje si¢ pochodna 39 z
podstawnikiem fenylowym w potozeniu 5. Bardziej obiecujace wydawaty si¢ by¢: pochodna
3e, zawierajaca w potozeniu 5 podstawnik izopropylowy (Pa = 77%), zwigzek 3f z dwiema
grupami metylowymi w potozeniu 5 (Pa= 73%) oraz zwigzek 3h zawierajacy podstawnik p-
bromofenylowy w potozeniu 5 (Pa = 68%). Niestety, pomimo wysokich wartosci P, zwigzki
3e i 3f nie wykazuja aktywnosci w kierunku inhibicji 11B-HSD1. Natomiast zwigzek 3h w
stezeniu 10 uM w niewielkim stopniu hamuje aktywno$¢ dehydrogenazy (13,46%). Zwiazki
3i i 3] wykazujg najwyzszg i jednakowa wartos¢ Pa (80%). Pomimo bardzo podobnej
struktury, w badaniach in vitro obserwuje si¢ znaczng roéznice w aktywnosci tych
pochodnych (71,27% inhibicji przy stezeniu 10 uM dla zwiazku 3i i tylko 38,03% dla
zwigzku 3j). Przyczyng moze by¢ réznica w oddziatywaniach hydrofobowych pierscienia
cyklobutylowego i cykloheksylowego z NADP?,

Zwiazki 3h, 3i i 3], ktore hamujg aktywnos¢ 11B-HSD1, zostaty poddane dodatkowym
testom w celu okre$lenia, czy s3 one selektywnymi inhibitorami tego enzymu. Jedynie
zwiazki, ktore hamuja aktywnos$¢ 11B8-HSD1 1 nie hamujg aktywnosci 113-HSD2, moga
mie¢ rzeczywisty wplyw na poziom kortyzolu w organizmie i w konsekwencji mogg by¢
poddawane dalszym badaniom pod katem ich stosowania jako lekow. Badania wykazaty, ze
dla wszystkich trzech analizowanych zwiazkow % inhibicji 118-HSD2 byl nizszy niz %
inhibicji 11B8-HSD1 przy stezeniu inhibitora 10 uM i wynosit odpowiednio: 1,34% dla
zwigzku 3h, 23,97% dla zwiazku 3i i 22,60% dla zwigzku 3j. Dla pordéwnania,
karbenoksolon - znany inhibitor 11B-HSD1 - wykazuje nieco wyzszg aktywnos$¢ w stgzeniu
10 uM (89,7%), ale ma ograniczone zastosowanie w leczeniu chorob metabolicznych,
poniewaz nie jest selektywny dla tego enzymu (Diederich i wsp., 2000). Wydaje si¢ wigc,
ze zwiazek 3i o wysokim stopniu hamowania 118-HSD1 i wzglednie duzej roznicy w
hamowaniu aktywnosci 113-HSD1 i 113-HSD2 jest obiecujacy i powinien by¢ poddany
dalszym badaniom.
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Tabela 5. Aktywno$¢ pochodnych 2-(alliloamino)tiazolo-4(5H)-onu w kierunku inhibicji
11B-HSD. o
N R,
\/\ /4
N R,
H S
o % Inhibicj ICss % Inhibicji v'f:;i;i‘i V'fl’;igi
a

L.p. R1 R2 (%) 111[3(;H18w[)1 11[(3-I—1\|/[S)D1 111[3(;H§/E)2 11p-HSD1  11p-HSD1

H H m kJ/mol @ kJ/mol ©
3a H H - 0 n.ozn. n.ozn. -18,9 £ 0,7 -20,5+0,8
3b H CHs 28 0 n.ozn. n.ozn. -20,4£0,7¢ -22,4+0,5°
3c H CoHs 30 0 n.ozn. n.ozn. 21,6 £0,5°  -23,4+0,7°
3d H n-CsH- 26 0 n.ozn. n.ozn. -22,5+0,6° -24,1+0,8°
3e H CH(CHs), 77 0 n.ozn. n.ozn. -23,6+0,7¢  -23,9+0,9°
3f CHs CHs 73 0 n.ozn. n.ozn. 21,705  -239+0,5
3g H CeHs 46 0 n.ozn. n.ozn. -28,0+£0,6°  -29,7+0,8°
3h H  p-BrCsHs 68 13,46 >50¢ 1,34 -278+1,1° -29,6+0,8°
3i c-CsHio 80 71,27 2,5+0,3¢ 23,97 27,009  -294+11
3j c-CsHs 80 38,03 36+1,2¢ 22,60 -238+09  -24,1+0,7

abez czasteczki NADP*, P z czasteczka NADP*, Cusrednione dla dwoch stereoizomerow, Swartosci wyznaczone
przy 5 stezeniach inhibitora w 3 niezaleznych oznaczeniach, n.ozn. — nie oznaczono

W celu lepszego zrozumienia oddziatywan pomigdzy analizowanymi czasteczkami a
11B-HSD1 przeprowadzono modelowanie molekularne, ktére wykazalo, ze czasteczki
inhibitora oddzialywujg zarébwno z NADP®, jak i fafcuchami bocznymi reszt
aminokwasowych enzymu. Korzystne usytuowanie dwoch najsilniejszych inhibitorow (3i i
3j) oraz zwigzane z nimi oddziatywania ligand-biatko i ligand-NADP* pokazano na
Rysunku 2. Wiekszo$¢ z nich jest wspolna dla wszystkich badanych zwiazkow.
Najistotniejsze z nich to: (1) oddzialywania n-m pomig¢dzy grupa allilowa inhibitora a
aromatycznym pierscieniem Tyr177; (2) oddzialywanie pierscienia tiazolowego z Tyr183;
(3) wigzanie wodorowe pomiedzy atomem tlenu grupy karbonylowej inhibitora i Thr124;
(4) oddziatywania niepolarnych grup inhibitora z Ile121; (5) kontakt polarnej czgsci
czasteczki inhibitora z pierScieniem pirydynowym lub grupg amidowa NADP™.

Dla wszystkich analizowanych zwigzkéw obserwuje si¢ oddziatywania ligand-

NADP". Jednak jak pokazuje wynik dokowania przeprowadzonego bez udziatu NADP™, ten
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typ interakcji ma niewielki wplyw na calkowita trwato§¢ wiazan ligand-biatko. Wynika to
prawdopodobnie ze sposobu oddzialywania ligand-NADP*, obejmujacego tylko te czesé
struktury ligandu, ktora jest wspolna dla wszystkich inhibitorow (tzn. pierScienia
tiazolowego i grupy aminowej). W zwigzku z tym rdéznice w obliczonych wartosciach
energii wigzania sg spowodowane gltownie réznicami w strukturze podstawnikow w
potozeniu 5 pierScienia tiazolu. Ligandy z niewielkimi podstawnikami (3a - 3f) wykazuja
zauwazalnie nizsze energie wigzania niz pozostate (39 - 3j).

Analizujac dane uzyskane przez modelowanie molekularne w porownaniu z danymi
eksperymentalnymi zauwazy¢ mozna, ze trzy z czterech najwyzszych energii wigzacych (-
24,1 — -29,7 kJ/mol) wykazuja zwigzki 3h - 3j, dla ktorych zostata udowodniona
eksperymentalnie aktywno$¢ w kierunki inhibicji 113-HSD1. Zwiazek 39, zawierajacy
réwniez duzy, niepolarny podstawnik charakteryzuje si¢ wysokg energia wigzania ale nie
wykazuje aktywnosci w kierunku inhibicji 11B-HSD1. Dla pozostatych szesSciu zwigzkow
warto$ci energii wigzania sg znacznie nizsze. Pokazuje to, ze wyniki obliczen sg zgodne z

danymi eksperymentalnymi, z wyjatkiem zwigzku 3g.

Rysunek 2. Struktura komplekséw utworzonych przez 11B-HSD1 i zwiazki 3i (A) oraz 3j
(B). Najwazniejsze oddzialywania ligand-bialko oraz ligand-NADP* zaznaczono kolorem
z0ttym. Czasteczke NADP* zaznaczono kolorem pomaranczowym.

Interesujace jest, ze dla najbardziej aktywnego zwigzku (3i), wspolny wzorzec
oddzialywan ulega nieznacznej zmianie: ze wzgledu na odwrodcenie pierscienia
tiazolowego nie obserwuje si¢ wiazania wodorowego z Thr124, natomiast pojawiajq si¢

silne oddzialywania obejmujace niepolarny pierscien cykloheksanowy i Tyr183, lle121
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oraz Leul26. Ogolny wzoér oddziatywan migdzy najbardziej aktywnym zwiazkiem (3i) a
kompleksem NADP*/biatko przedstawiono na Rysunku 3.

Tyr183

lle121

E C,////N\\\\\I/,//E
CHy |
" Ammmaeeo

NADP*

Leu126

SN
NH,

Rysunek 3. Ogolny schemat oddziatywan migdzy zwigzkiem 3i a kompleksem
NADP*/biatko.

Ze wzgledu na to, ze program PASS on line szacowat wyzsze prawdopodobienstwo
aktywno$ci dla pochodnych 2-(metyloamino)tiazol-4(5H)-onu w poréwnaniu z ich
allilowymi analogami, w kolejnym etapie badaniom poddano seri¢ tych pochodnych
[Publikacja P5]. Okazato si¢ jednak, ze pomimo lepszych rokowan, pochodne metylowe
charakteryzuja si¢ stabszg aktywnosciag w kierunku inhibicji 118-HSD1 (Rysunek 4).
Konsekwentnie najbardziej aktywny okazat si¢ zwigzek zawierajacy uktad spiro pierscieni
dihydrotiazolowego i cykloheksanowego (4i), jednak jego aktywnos¢ jest znacznie nizsza
niz jego allilowego analogu (zaledwie 48 % vs. 71 %). Rowniez pochodna 4j, zawierajaca
w swojej strukturze uktad spiro odznacza si¢ nizszg aktywnos$cig (23 % vs. 38 %). Odwrotng
sytuacj¢ obserwuje si¢ w przypadku 5-bromofenylopochodnych, gdzie metylowa pochodna
4h wykazuje nieco wyzszg aktywnos¢ w poréwnaniu z jej allilowym analogiem (3h).
Interesujace jest to, ze w przypadku metylowych pochodnych zaobserwowano rowniez
wystepowanie aktywno$ci inhibicyjnej (ponad 20% przy stezeniu 10 uM) dla dwodch
zwigzkéw z grupami alkilowymi w potozeniu 5: pochodnej 4e, zawierajacej podstawnik

izopropylowy oraz pochodnej 4f z dwiema grupami metylowymi.
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Rysunek 4. Poréwnanie aktywnos¢ pochodnych 2-(metyloamino)- i 2-(alliloamino)tiazol-
4(5H)-onu w kierunku inhibicji 11B3-HSD1 oraz wartosci prawdopodobienstwa aktywnosci
oszacowane przez program PASS on line.

Otrzymane pochodne metylowe zbadano réwniez w kierunku inhibicji 11B3-HSD2
(Rysunek 5). Okazuje si¢, ze wszystkie zwigzki z wyjatkiem 4e wykazuja niewielka
aktywno$¢. Najsilniejszym inhibitorem tego enzymu (19.52% przy stg¢zeniu 10 uM) jest
zwigzek 4f. Na uwage zasluguje zwigzek 4e, wykazujacy sie brakiem inhibicji 11p-
HSD2. Jest to pierwszy z badanych przez nas zwigzkow, ktéry odznacza si¢ brakiem
aktywnosci w tym kierunku. Mimo stosunkowo niskiego stopnia inhibicji izoformy 1
enzymu, moglby by¢ brany pod uwage jako zwiazek wyjsciowy do dalszego
poszukiwania selektywnych inhibitorow 11p-HSD1, ktore charakteryzuja sie

calkowitym brakiem inhibicji izoformy 2.
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Rysunek 5. Aktywno$¢ pochodnych 2-(metyloamino)tiazol-4(5H)-onu w kierunku inhibicji
11B-HSDI1 oraz 11B-HSD2.

Roéznice w wynikach badan in vitro dla allilowych i metylowych pochodnych sktonity
mnie do podjecia proby ich wyjasnienia, za pomocg modelowania molekularnego. Analiza
pokazata, ze w przypadku metylowych pochodnych najczestsze oddziatywania obejmuja
nastgpujace reszty aminokwasowe: Ilel121, Thr124, Leul26, Ser170, Tyrl177, Tyrl83,
Leu217 1 Thr222. Dla kazdej z tych reszt zaobserwowano co najmniej jeden bezposredni
kontakt ligand-biatko. Jednak szczegdtowe oddziatywania zalezg od typu ligandu.
Najczes$ciej powtarzajacymi si¢ resztami sg Leu217, Tyr177, Tyr183 i Ser170. Oprocz nich
czasteczki ligandu czesto utrzymujg bezposredni kontakt z czgsteczkg NADP*. Zatem
wyniki te sg jako§ciowo zgodne z tymi dotyczacymi pochodnych allilowych.

Jednak zastgpienie ugrupowania allilowego grupa metylowa moze prowadzi¢ do kilku
istotnych przegrupowan. Najbardziej znaczace zmiany sg widoczne w przypadku zwigzkow
4e, 4i i 4j. W tych przypadkach obserwuje si¢ obrot catej czasteczki w taki sposob, ze
regiony alifatyczne czasteczki ligandu pozostaja w kontakcie zaréwno z Tyrl77, jak i
Ser170. W tym samym czasie zard6wno pierScien tiazolowy, jak 1 ugrupowanie
metyloaminowe oddziatujg z Leu217. Co ciekawe, pozostate metylowe pochodne (tj. 4f i
4h) nie wykazuja zadnych znaczacych zmian we wzorach interakcji biatko-ligand w
porownaniu z pochodnymi allilowymi, z wyjatkiem translacji catosci struktury w kierunku
Tyr177. Zréznicowane zachowanie obserwowane dla zwigzkow 4e, 4i i 4 mozna wyjasnic¢
brakiem stabilizujagcych oddziatywan miedzy ugrupowaniem allilowym ligandow 1 Tyr177,
ktore obserwowano w przypadku pochodnych allilowych. Oddziatywania te s3 nasladowane

przez kontakt najwigkszego niepolarnego wugrupowania analizowanych zwigzkow
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(pierscieni alifatycznych w przypadku zwigzkow 4i i 4j lub ugrupowania izopropylowego
zwigzku 4e) z tymi samymi resztami aminokwasowymi. Mniejsza czgsteczka zwigzku 4f
wykazuje zachowanie podobne do jej allilowego analogu strukturalnego, co
prawdopodobnie wynika z braku reszt niepolarnych wystarczajaco duzych, aby utworzy¢
stabilne interakcje z wyzej wymienionymi resztami. Natomiast zwigzek 4h wykazuje silne
oddziatywania jego pierscienia fenylowego z Thr124 i Ile121, ktore zapobiegaja obrotowi
catej struktury w jamie wigzacej.

Podsumowujac wyniki obserwowane dla allilowych i metylowych pochodnych,
wydaje si¢, ze kluczowymi oddzialywaniami, ktore okreslaja orientacj¢ zwiazku w
jamie wigzacej, sa interakcje m-m miedzy ugrupowaniem allilowym liganda i
pierscieniem aromatycznym Tyr177. Gdy sa one nieobecne lub ligand nie jest zdolny
do tworzenia innych oddzialywan stabilizujacych (np. obejmujacych dodatkowy
pierscien aromatyczny, jak to ma miejsce w przypadku zwiazku 4h), brak
ugrupowania allilowego jest kompensowany przez blizszy kontakt niepolarnych
regionow czasteczki liganda z Tyr177 i reorientacje calej czasteczki w jamie wiazacej.
Zauwazy¢ jednak nalezy, ze oddziatywania mi¢dzy grupg allilowa liganda i pierscieniem
aromatycznym Tyr177 nie gwarantujg aktywnosci czasteczki. Aby czasteczka wykazywata
aktywno$¢ inhibicyjng konieczna jest obecnos¢ dodatkowych oddziatywan, ktore stabilizuja
czasteczke w centrum aktywnym.

Chociaz nie wszystkie analizowane dotad pochodne 2-aminotiazol-4(5H)-onu
wykazywaty aktywno$¢ w kierunku inhibicji 11B-HSD1, to obiecujace wyniki dla zwigzku
3i sa podstawa do kontynuacji badan nad tg grupa zwiazkow. Wnioski wynikajace z
porownania wynikow in vitro dla dwoch serii pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-onu
rozniacych si¢ podstawnikami w grupie aminowej z danymi dokowania molekularnego
pozwalaja na bardziej precyzyjne zaplanowanie struktury kolejnych serii pochodnych
tak, aby zwiekszy¢ prawdopodobienstwo ich aktywnosci w kierunku inhibicji 11p-
HSD1.
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Aktywnos¢é pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu w kierunku inhibicji dehydrogenazy
11p-hydroksysteroidowej

Weczedniej nie prowadzono badan i nie opisywano w literaturze mozliwos$ci
zastosowania pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu jako inhibitorow 11B-HSDL.
Jednak ze wzgledu na obecno$¢ w ich strukturze atomow i ugrupowan, ktore w przypadku
pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-onu oddziatywaty z 11p-HSD1 oraz NADP®, poddano
badaniu 29 pochodnych zawierajacych skondensowane pierScienie pirymidynowy i
tiazolowy. Wyniki zostaty opublikowane w [Publikacja P6]. Byto to 12 pochodnych 2-
jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu (1 - 12), 6 pochodnych 2-
bromometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu (13 — 18) oraz 11 pochodnych
tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu (19 — 29). Zwiazki te rdéznily si¢ podstawnikami w
pier§cieniu pirymidynowym.

W celu sprawdzenia, czy hamuja one aktywnos$¢ dehydrogenazy, oznaczono %
inhibicji 11B-HSD1 zawartej we frakcjach mikrosomalnych z watroby ludzkiej, za pomoca
wszystkich analizowanych zwigzkow przy stezeniu inhibitora 10 uM (Tabela 6). Zwiazki 1,
4-7,9,16, 17, 19 nie wykazuja jakiejkolwiek aktywnos$ci w kierunku inhibicji 11B-HSD1.
Pozostate pochodne w stezeniu 10 uM hamujg dziatanie 113-HSD1 w zakresie od 2,94 do
59,15%. Najwyzszq aktywnoscig (59,15%) wykazal si¢ 7-cykloheksylometylo-2-
jodometylo-2,3-dihydrothiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-on (12), ktéry jako jedyny z 2-
jodometylopochodnych zawiera duze ugrupowanie alkilowe (grupe
cykloheksylometylowg). Sposréd 2-bromometylopochodnych najwyzsza aktywnos¢
wykazuje zwigzek 15, zawierajacy grupy metylowe w potozeniu 6 i 7. Dla poréwnania
analogiczna 2-jodometylopochodna (7) nie wykazuje dziatania hamujacego w stosunku do
11B-HSD1. Przyczyna moze by¢ tworzenie stabszych wigzan wodorowych migdzy atomem
jodu a fragmentami seryny i tyrozyny w 11B-HSD1. Atom bromu ma wyzsza warto$¢
elektroujemnosci, przez co w przypadku 2-bromometylopochodnej 15 tworzg si¢ silniejsze
wigzania wodorowe. W przypadku pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu najbardziej
aktywny okazat si¢ zwigzek 25, zawierajacy grupy metylowe w potozeniu 6 i 7 (30,59%)
oraz niepodstawiony 2-metylotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-on 24 (29,41%).
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Tabela 6. Struktura, prawdopodobienstwo aktywnos$ci, % inhibicji 113-HSD1 oraz wartosci
Docking Score pochodnych 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu 1 - 12,
2-bromometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu 13 - 18 i 2-metylotiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu 19 - 29.

. %Inhibicji  pocking
L.p. Wiér R2 PA 11B-HSD1 Score
[%0] 10 uM [ka/mol]?
1 ~(CH2)s- 8,83 0 312,3
2 -(CH2)a 8,83 27,94 4116
3 -(CH2)s- 8,83 23,53 4251
4 H CHs ; 0 1351,9
5 5 NO; CHs - 0 -334,7
6 N Jj[Rl H H - 0 -328,2
[N . CHs CHs - 0 -329,6
8 CHs H - 13,24 -361,7
9 Br CHs - 0 -340,3
10 H CoHs - 20,59 -399,1
11 Br H . 32,35 4714
12 H CH2c-CsH11 - 59,15 -518,5
13 H CHs - 2,94 3517
14 NO; CHs . 32,35 4116
15 e )OtRl CHs CHs - 33,82 -460,4
16 5 gk, . CHa H - 0 -323,4
17 Br CHs - -333,0
18 Br H : 25,00 -368,7
19 ~(CH2)s- 11,8° 0 3134
20 (CH2)s- 11,83 13,24 1326
21 -(CH2)s- 11,8° 14,71 315,7
22 H CHs 7,28 17,65 3624
23 ] NO; CHs - 20,59 -399,9
24 jﬁwk/[Rl H H 382 29,41 4323
SN . 14,75 | ’
25 CHs CHs - 30,88 4468
26 CHs H 8,43 20,59 -387,9
27 Br CHs - 2,94 347,4
28 H CoHs - 23,53 438,9
29 H CHzc-CsHu 7,78 27,94 -501,6
30 karbenoksolon 89,70 -566,3

1P — prawdopodobiefistwo aktywnosci farmakologicznej oszacowane przez program PASS on line, 2leczenie
zespohu Cushinga, *Leczenie zespotu metabolicznego, *Inhibitor dehydrogenazy hydroksysteroidowej
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W celu wykazania molekularnego mechanizmu oddzialywan pomigdzy testowanymi
zwigzkami a 11B-HSD1 przeprowadzono symulacje dokowania. Modelowanie molekularne
wykazato, ze najwazniejsze oddziatywania pomi¢dzy pochodnymi tiazolo[3,2-a]pirymidyn-
5-onu a 11B-HSD1 obejmuja wigzania wodorowe utworzone pomig¢dzy atomem tlenu grupy
karbonylowej ligandu 1 Alal72, Leul71 i Leu215. Ponadto testowane ligandy wykazuja
hydrofobowe kontakty z NADP* oraz oddziatywania n-m z Tyr177. Atomy jodu i bromu
obecne w czgsteczce moga rowniez tworzy¢é wigzania wodorowe z Tyrl77. Ponadto,
ugrupowanie tiazolowe liganda moze tworzy¢ oddzialywania n-m z pierScieniem
aromatycznym Tyrl77. W przypadku zwigzkow zawierajacych grupe nitrowg (14, 23)
obserwuje si¢ blizszy kontakt grupy karbonylowej z Tyrl183 i Ser170 i1 jednoczesne
tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy atomami tlenu grupy nitrowej 1 Alal72, Leul71
oraz Leu215. Podstawienie pozycji R1 i R2 przez ugrupowania alkilowe lub cykloalkanowe
(2, 3, 12) prowadzi do powstania hydrofobowych kontaktéw z NADP™.

Najbardziej aktywny zwigzek 12 wigze si¢ z wneka wytworzong przez Alal72,
Leul71, Leu2l5, Gly216, Ser170, Tyr183 1 Tyrl77, podobnie jak czasteczka inhibitora
wspotkrystalizowanego  z 11B-HSD1 (pochodna  cis-1,1-diokso-5,6-dihydro-
[4,1,2]oksatiazyny). Ponadto, ugrupowanie cykloalkanowe w pozycji R> moze tworzy¢
hydrofobowe kontakty z NADP* (Rysunek 6).

Rysunek 6. Oddziatywanie 11B-HSD1-zwigzek 12. W zwigzku 12 pierwiastki oznaczone
sa kolorami (wegiel — niebieski, tlen — czerwony, siarka — zielony, azot — granatowy, jod —
z0tty). Ligand tworzy wigzania wodorowe (zielone strzatki) z Alal72, Leul71, Leu2l5 1
Tyr177. Kolorem fioletowym zaznaczona jest czgsteczka NADP*, pomaranczowym
czasteczka inhibitora, ktora byta wspotkrystalizowana z 113-HSD1 (PDB: 4K1L).
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Jakos¢ dokowania oceniona zostata na podstawie wartosci funkcji oceniajacej
dokowanie, tj. Docking Score [kJ/mol]. Najnizsza (tj. najkorzystniejsza) warto$é
Docking Score uzyskano dla najbardziej aktywnego zwigzku 12 (-518,5 kJ / mol). Jest
to wartos¢ zblizona do wartosci uzyskanej dla karbenoksolonu, znanego inhibitora
11-HSD1. Dla pozostalych testowanych zwiazkéw wartosci te byly mniej korzystne
(Tabela 6), co jest zgodne z eksperymentalnie okreslonym procentem inhibicji.

Dla najbardziej aktywnego zwigzku 12 okreslono ICso, (stezenie zwigzku 12
powodujace inhibicje aktywnosci 11p-HSD1 w 50% - 6,90 uM) oraz procent hamowania
drugiej izoformy enzymu - 113-HSD2 przy stezeniu 10 uM (4,74%) — Tabela 7. Wartosci te
pokazuja, ze W warunkach analizy in vitro zwigzek 12 hamuje aktywnos¢ 11p-HSD1 w
duzym stopniu i jedynie w niewielkim stopniu aktywnos¢ 11p-HSD2. Mozna zatem
powiedzieé, ze jest to selektywny inhibitor dehydrogenazy 11p-hydroksysteroidowej
typu 1i w konsekwencji moze mie¢ rzeczywisty wplyw na regulacje¢ poziomu kortyzolu

w organizmie.

Tabela 7. Zestawienie wartosci wptywajacych na selektywnos$¢ inhibicji zwiazku 12.

| % inhibicji 11p-HSD1 015
SE} 10 uM '
N
N_ =0 ICs0 [uM] 6,941,2
% inhibicji 11B-HSD2 474

10 uM

Przedstawione wyniki pokazuja, ze wiele z badanych pochodnych tiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu wykazuje aktywnos¢ w kierunku inhibicji 11p-HSD1. Pomimo, iz nie
jest ona tak wysoka jak w przypadku karbenoksolonu (89,7%), to poszukujac skutecznych
inhibitoréw warto zwroci¢ uwage na grupg pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu.
Zwlaszcza, ze modyfikujac podstawniki zardéwno w pierscieniu tiazolowym jak i
pirymidynowym mozliwe jest zwigkszenie aktywnoSci zwigzkéw. Na przyktad
wprowadzenie podstawnikow jodometylowych lub bromometylowych do grupy tiazolowej
prowadzi do utworzenia wigzania wodorowego z Tyr177. Co wigcej, podstawienie pozycji

R1 1 Rz resztami alkilowymi lub cykloalkanowymi (zwiazki 2, 3, 12) umozliwia tworzenie
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hydrofobowych kontaktéw z NADP®, co réwniez wplywa na zwickszenie aktywnosci

ZWigzkow.

Whioski koncowe

Nieselektywne dziatanie karbenoksolonu, znanego inhibitora 113-HSD1 wplywa na
ograniczony zakres jego zastosowania Kklinicznego, co sktania do poszukiwania nowych
selektywnych inhibitorow 11B-HSDI, ktore moglyby by¢ stosowane w leczeniu zespotu
Cushinga, zespotu metabolicznego oraz cukrzycy typu 2.

Poszukiwanie selektywnych inibitorow w grupie pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-
onu oraz pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu, przedstawione w niniejszym
osiagni¢ciu naukowym pokazuje, ze zaré6wno jedna jak i druga grupa zwiazkoéw daja pole
do kontynuowania badan w tym zakresie. Najbardziej aktywna pochodna zawierajgca uktad
tiazolopirymidynowy, chociaz nie wykazuje tak duzej aktywnosci jak karbenoksolon, jest
bardziej selektywnym inhibitorem 113-HSD1. Dlatego warto kontynuowa¢ badania nad ta
grupa zwigzkow, poniewaz poprzez modyfikacje podstawnikow mozliwe jest osiggniecie
jeszcze lepszych wynikéw. W przypadku pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-onu rowniez
modyfikacja podstawnikow, zar6wno w grupie aminowej w potozeniu 2, jak i w potozeniu
5 pier§cienia tiazolowego, moze powodowa¢ wzrost odziatywan hydrofobowych z 118-
HSD1 oraz NADP?, a tym samym wzrost aktywno$ci zwigzkow.

Przedstawiony cykl publikacji dostarcza rowniez istotnej wiedzy na temat syntezy
nowych pochodnych heterocyklicznych:

- zawierajacych skondensowane pierscienie: pirymidynowy i tiazolowy, zaréwno
poprzez zamykanie pierscienia tiazolowego w pochodnych pirymidyny, jak i
modyfikacji pier$cienia pirymidynowego w reakcjach substytucji elektrofilowej,

- N-podstawionych pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-onu w reakcji kondensacji N-
allilotiomocznika z 2-halogenoestrami zawierajacymi rozne podstawniki alifatyczne

I aromatyczne.

4.3.4. Perspektywy badawcze zwiazane z osiggni¢ciem naukowym

Planowane jest kontynuowanie tematyki badawczej przedstawionej w publikacjach
sktadajacych si¢ na osiggnig¢cie naukowe. Aktualnie trwajg badania nad synteza nowych serii

pochodnych 2-aminotiazol-4(5H)-onu podstawionych réoznymi podstawnikami alkilowymi
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w grupie aminowej. Zwigzki te beda badane w kierunku inhibicji dehydrogenazy 11P-
hydroksysteroidowej, w celu dalszych poszukiwan selektywnego inhibitora izoformy 1
enzymu. W kolejnym etapie planuje zaja¢ si¢ synteza nowych, zmodyfikowanych
pochodnych tiazolopirymidyn, ktore wykazywatyby jeszcze wyzsza aktywnos$¢ w kierunku
inhibicji 11B8-HSD1 i byly jeszcze bardziej selektywne niz zwigzek 12.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Oproécz przedstawionego powyzej cyklu 6 publikacji, wybranych, jako podstawa do
ubiegania si¢ o tytut doktora habilitowanego, w sktad mojego dotychczasowego dorobku
naukowego wchodzi takze 28 innych publikacji naukowych, w tym: 13 prac oryginalnych,
15 artykutdow popularnonaukowych, wspotautorstwo rozdziatu w podreczniku oraz 1
skryptu dla studentow. Sumaryczny Impact Factor tych publikacji wynosi 25.483 (397
punktow MNiSW), w tym IF 3.622 jako pierwszy autor prac i autor korespondencyjny.

5.1. Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania przed
uzyskaniem stopnia doktora

Jestem absolwentka Wydzialu Technologii 1 InZynierii Chemicznej Akademii
Techniczno-Rolniczej w Bydgoszczy na kierunku Technologia Chemiczna. Studia
ukonczytam w 1997 roku uzyskujac tytul magistra inzyniera w zakresie specjalnosci
Technologia Chemiczna. Prace magisterska pt. ,,Badanie wtasciwosci fizykomechanicznych
mieszanin réznych typoéw polietylenu” wykonatam w Katedrze Chemii i Technologii
Polimeréw pod kierunkiem dr Kazimierza Piszczka (obecnie prof. dr hab. Kazimierz
Piszczek).

W pracy magisterskiej prowadzitam badania majace na celu oceng wspdimieszalnosci
dwoch typow polietylenu: niskocisnieniowego GC 7260 i wysokocisnieniowego PFS 4020
przy r6znych sktadach mieszanin. W tym celu probki przygotowanych wczesniej mieszanin
w postaci cienkich btonek poddalam obserwacjom mikroskopowym stosujgc mikroskop
polaryzacyjny i interferencyjny. Ze wzgledu na to, ze oba typy polietylenu tworza w wyniku
krystalizacji rozne struktury (r6zne typy sferolitdw) mozliwa byta ocena ich mieszalnosci.
Zaobserwowano efekt wzajemnego zaktocania krystalizacji jednego ze sktadnikow przez
drugi, natomiast nie stwierdzono obecnosci struktur, ktére mozna by przypisa¢ jednorodnej

mieszaninie. Zbadano réwniez wilasciwosci fizykomechaniczne analizowanych mieszanin
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tj. wytrzymato$¢ podczas zrywania, wydtuzenie wzgledne przy zerwaniu, twardo$¢ oraz
odpornos$¢ cieplng metoda Vicata. Badania te wykazaty, ze najkorzystniejsze wlasciwosci
fizykomechaniczne wykazuje mieszanina o sktadzie 10% GC 7260 i 90% PFS 4020.

Po ukonczeniu studidow podjetam prace w Katedrze 1 Zakladzie Chemii Ogdlnej
Akademii Medycznej im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy (obecnie Collegium Medicum
w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu) na etacie asystenta.

Prace doktorska wykonatam pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Draminskiego.
Tematyka badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej dotyczyta syntezy nowych
pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu. Gtéwnym jej celem byto otrzymanie nowych
pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu, ktére mogltyby stanowi¢ material wyjsciowy do
badan biologicznych. Reakcje prowadzitam w 3 etapach.

Etap 1 polegal na otrzymaniu serii pochodnych 3N-allilo-2-tiouracylu podstawionych
w potozeniu 5, i (lub) 6 réznymi grupami alkilowymi, w reakcji kondensacji odpowiednich
B-oksoestrow z N-allilotiomocznikiem. W zalezno$ci od uzytego oksoestru, reakcje byty
prowadzone w $rodowisku alkalicznym w obecnosci etanolanu sodu (synteza 6-
podstawionych pochodnych 3N-allilo-2-tiouracylu) lub kwasnym (synteza 5-podstawionych
oraz 5,6-dipodstawionych pochodnych). W przypadku prowadzenia reakcji w srodowisku
kwasnym odpowiedni -oksoester przeprowadzatam wczesniej w acetal.

Drugi etap to otrzymywanie serii pochodnych 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu w reakcji zamykania pierécienia tiazolowego w pochodnych 3N-allilo-
2-tiouracylu. Poczatkowo reakcje tworzenia pierscienia tiazolowego prowadzitam z
metanolowym roztworem jodu. Pierwsze proby pokazaty jednak, ze czas w ktorym nastgpuje
odbarwienie mieszaniny reakcyjnej jest dos¢ dtugi (ok. 7 godzin). Analizujagc mechanizm
zamykania pierScienia tiazolowego uznatam, ze poniewaz do utworzenia jonu 2°,3°-
jodoniowego potrzebny jest jon 1" uzasadnione jest uzycie do reakcji zwigzku, z ktdrego
tatwiej ten jon uzyskaé. Dlatego postanowilam jako czynnika powodujacego zamknigcie
pierscienia tiazolowego uzy¢ chlorku jodu, ze wzgledu na wigksza polaryzacje tej
czasteczki, a tym samym latwiejsze tworzenie stanu przejsciowego. Reakcje prowadzitam
w bezwodnym metanolu, poniewaz w tych warunkach (rozpuszczalnik protonowy) bardziej
prawdopodobny byt atak nukleofilowego atomu siarki czasteczki N-allilotiouracylu (w
poréwnaniu z atakiem jonu CI) na powstaly w pierwszym etapie reakcji karbokation.
Przypuszczenia dotyczace przebiegu reakcji potwierdzily si¢. Reakcja z chlorkiem jodu w

bezwodnym metanolu w temperaturze wrzenia zachodzita bezposrednio po zmieszaniu
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substratow (po dodaniu kolejnych porcji ICl nastgpowato natychmiast odbarwienie
mieszaniny reakcyjnej, co potwierdzatoby, ze kation jodoniowy tworzy si¢ bardzo szybko).
Reakcje zamykania pierScienia tiazolowego ta metoda prowadzitam dla 9 réznych
pochodnych  3N-allilo-2-tiouracylu,  otrzymujac ~ pochodne  2-jodometylo-2,3-
dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu z wydajnoscig 6 — 41,5%.

Etap III polegal na otrzymywaniu pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu w
reakcji eliminacji HI z odpowiednich pochodnych 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-
a]pirymidyn-5-onu. Opisana wczesniej w literaturze reakcja tego typu prowadzona byta w
srodowisku zasadowym w obecnosci 1-(N-benzylo)piperazyny i KoCOz w temperaturze
wrzenia, jednak jej produktem byt zwigzek z egzocyklicznym wigzaniem podwojnym, ktory
nastepnie, w celu otrzymania pochodnej tiazolo[3,2-a]pirymidyny poddawano izomeryzacji
w obecnosci stgzonego kwasu siarkowego. Poszukujac wygodniejszego sposobu eliminacji
HI z otrzymanych pochodnych 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu,
podjetam proby przeprowadzenia reakcji w obecnosci NaOH. Pierwsze doswiadczenia,
polegajace na obserwacji zmiany widma UV w czasie przebiegu reakcji przy uzyciu
spektrofotometru pokazaty, ze eliminacja nie zachodzi w obecnosci stechiometrycznej ilosci
NaOH. Reakcja eliminacji mozliwa byta dopiero po dodaniu 10-krotnego nadmiaru NaOH,
natomiast dalszy wzrost stezenia zasady nie wptywat na przebieg reakcji. Reakcje eliminacji
jodowodoru w obecnosci 10-krotnego nadmiaru NaOH przeprowadzitam dla 9 réznych
pochodnych 2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu, otrzymujac
pochodne 2-metylotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu z wydajnoscig 27-51%.

W kolejnym etapie pracy zbadatam postgp reakcji eliminacji HI, poprzez pomiary
zmian absorbancji w czasie przebiegu reakcji. Na podstawie tych danych wyznaczytam rzad
reakcji, co umozliwilo postawienie hipotezy dotyczacej mechanizmu reakcji eliminacji.
Rzad reakcji wyznaczytam metoda graficzng. Dla wszystkich badanych reakcji eliminacji
zaobserwowalam liniowg zaleznos¢ f(t) = log cs, co oznacza, ze badana reakcja jest reakcja
I rzedu. Doswiadczalne wyznaczenie rzgedowo$ci reakcji potwierdzilo wstepne
przypuszczenia wysuni¢te na podstawie faktu, ze jeden z substratow wystepuje w duzym
nadmiarze (wigkszos$¢ tego typu reakcji jest I rzedu). Na podstawie pomiaréw kinetycznych
podjetam probe ustalenia mechanizmu reakcji. Do$wiadczalne wyznaczenie rzgdu reakcji
oraz ustalenie, ze jedynym jej produktem jest zwigzek z endocyklicznym wigzaniem
podwodjnym pozwala przypuszczaé, ze przebiega ona wedlug mechanizmu E1 (tego typu

reakcje biegng wedlug kinetyki I rzedu). W takim przypadku w pierwszym etapie reakcji
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nastepuje jonizacja czasteczki i utworzenie |-rzedowego karbokationu. Karbokation ten
ulega przegrupowaniu do bardziej trwatego produktu posredniego (tfadunek dodatni na Ill-
rzedowym atomie wegla C-2). Drugi etap reakcji polega na oderwaniu protonu przez zasade
i utworzeniu endocyklicznego wigzania podwojnego.

Wszystkie otrzymane w czasie badan produkty zostaly zidentyfikowane metodami
spektroskopowymi (*H NMR, MS), ktorych wyniki zostaty szczegdtowo przedyskutowane
W pracy.

Wyniki uzyskane w ramach prowadzenia badan zwigzanych z moja praca doktorska
zostaly opublikowane w [Zalgcznik numer 3, I1.A.a.1] oraz prezentowane na konferencjach
naukowych [Zatgcznik numer 3, II1.B.2, 4, 6, 9, 16].

Prace doktorskg pt. ,,Otrzymywanie nowych pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-

onu” obronitam w styczniu 2005 roku.

5.2. Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu
stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowalam prace badawcze nad syntezag nowych
uktadow heterocyklicznych, gtéwnie pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-onu oraz 2-
aminotiazol-4(5H)-onu, ktore wchodza w sklad osiaggnigcia naukowegO opisanego w
poprzednim rozdziale.

Prowadzitam rowniez badania nad synteza pochodnych IN-
alliloksymetylopirymidyny, ktore w dalszym etapie wykorzystywane byly w projekcie dr
Elzbiety Miszczak-Zaborskiej z Uniwersytetu Medycznego w Lodzi do badan w kierunku
inhibicji fosforylazy urydynowej i tymidynowej w nowotworach ludzkich. Synteza tych
zwigzkow prowadzona byla poprzez sililowanie 2,4-dihydroksypirymidyn, a nastgpnie
wprowadzenie grupy alliloksymetylowej w potozenie N-1 za pomoca eteru
allilochlorometyloweqo [Zafgcznik numer 3, I1.C.a.2.; I11.B.10; II1.B.11.].

Rownolegle do prowadzonych badan eksperymentalnych wchodzacych w zakres
moich glownych tematow naukowych, od kilku lat uczestnicz¢ rowniez innych projektach
badawczych. Moje =zainteresowania badawcze, oprocz tematyki ujetej w pracach
sktadajacych si¢ na osiaggniecie naukowe, skupiajg si¢ glownie na nastepujacych

zagadnieniach:
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1) Enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja zwigzkow prochiralnych

Enancjoselektywne reakcje desymetryzacji sg istotne z punktu widzenia syntezy
zwiazkow optycznie czynnych, z ktérych wiele wykazuje aktywnos¢ biologiczng. Jeden z
enancjomeréw moze by¢ biologicznie czynny, podczas gdy drugi jest nieaktywny lub
wykazuje niepozadang aktywnos$¢ farmakologiczng. Znanym przyktadem jest Talidomid,
ktory w latach 60. stosowany byl w postaci racemicznej 1 podawany kobietom ci¢zarnym.
Stereoizomer R posiada dziatanie uspokajajace, natomiast enancjomer o konfiguracji S ma
dzialanie teratogenne 1 wywotywal deformacje pltodu. Z tego wzgledu synteza
enancjomerycznie czystych zwiazkdéw chiralnych jest jednym z wazniejszych wyzwan
chemii organicznej. Jedng z metod umozliwiajacych otrzymanie chiralnych zwiazkow o
wysokiej czystosci optycznej jest enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja (EED).
Polega ona na generowaniu asymetrii poprzez przeksztatcenie czasteczki achiralnej w
zwigzek czynny optycznie w obecnosci katalizatora enzymatycznego. Przyktadem
katalizatorow enzymatycznych stosowanych w tego typu syntezach sg lipazy.

W tym projekcie badan gtownym celem byto uzyskanie czystych optycznie chiralnych
acyklonukloezydow  pirymidynowych w  enzymatycznej reakcji  desymetryzacji
katalizowanej lipazami 1 dehydrogenazami. W celu przeprowadzenia skutecznej
desymetryzacji prochiralnych 1,3-dioli przetestowano kilka handlowo dostepnych lipaz:
lipaze¢ B z Candida antarctica (CALB), lipaze¢ Amano PS z Burkholderia cepacia (BCL),
lipazg¢ z Pesudomanas cepacia (PCL), lipaz¢ z Candida rugosa (OF). Reakcji
transestryfikacji poddane =zostaty diole: 1-{[(1,3-dihydroksypropano-2-yl)oksy]metylo}-5-
metylopirymidyno-2,4(1H,3H)-dion, 1-{[(1,3-dihydroksypropan-2-yl)oksy]metylo}-5,6,7,8-
tetrahydrochinazolino-2,4(1H,3H)-dion oraz jego alkilowe pochodne. Jako czynnik acylujacy
zastosowano octan winylu, powszechnie stosowany donor acylu. W wyniku przeprowadzonych
reakcji otrzymano monoestry dioli o wysokiej czystosci enancjomerycznej (do 99% ee). Sposrod
przetestowanych lipaz najlepsza enancjoselektywnos¢ uzyskano dla bakteryjnej lipazy Amano
Ps z Burkholderia cepacia. W obecnosci BCL, zarowno wydajno$¢ monoacetylowych
pochodnych, jak réwniez czysto$¢ enancjomeryczna byla najwyzsza [Zalgcznik numer 3,
I1.A.a.5]

Poza standardowo stosowanymi w tego typu reakcjach rozpuszczalnikami badano
rowniez wptyw obecnosci cieczy jonowych jako medium reakcji na selektywnos¢ reakcji
acylowania. Najwyzszy nadmiar enancjomeryczny (93% ee), wyzszy niz w samym

rozpuszczalniku organicznym — eterze tert-butylowo-metylowym (TBME), uzyskano w
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uktadzie = dwufazowym  heksafluorofosforanie 1-butylo-3-metyloimidazoliowym
([BMIM]PF¢) i TBME zmieszanym w stosunku 1:1 (v/v) [Zatgcznik numer 3, 11.4.a.11].

Prowadzone byly rowniez reakcje deacylowania diestréw dioli zawierajacych
asymetryczny atom wegla w pierscieniu tetrahydrochinazoliny w obecnosci lipazy BCL. W
przypadku tych substratow stereopreferencja BCL byla calkowicie zalezna od konfiguracji
atomu wegla. Hydroliza racemicznej mieszaniny diacylowych pochodnych przebiegata,
niezaleznie od medium reakcji, z umiarkowang selektywnoscig. BCL hydrolizowata
prochiralne grupy acylowe diestru enancjoselektywnie tylko wtedy, gdy wyj$ciowy substrat
mial konfiguracje R. W przypadku (S)-izomeru lipaza nie wykazywala jednoznacznej
preferencji w stosunku do okreslonej prochiralnej grupy estrowej [Zafgcznik numer 3,
I1.A.a.3].

W ramach projektu prowadzono réwniez reakcje mikrobiologicznej bioredukcji
prochiralnych zwigzkéw karbonylowych. Prowadzone byly biotransformacje 3N-
fenancylowych 1N-podstawionych pochodnych tyminy w reakcji redukcji katalizowanej
Aureobasidium pullulans w postaci preparatu przeciwgrzybiczego Boni Protect [Zalgcznik
numer 3, Il.A.a.9]. Niezaleznie od zastosowanego medium reakcji, mikrobiologiczna
bioredukcja katalizowana A. pullulans przebiegata catkowicie selektywnie. Prochiralne
ketony byly redukowane z 94-99% nadmiarem enancjomerycznym. Zastosowanie Boni
Protect pozwolito réwniez na otrzymanie enancjomerycznie czystego kwasu 2-(antraceno-
9-ylo)-2-metoksyoctowego (9-AMA), ktory jest stosowany, jako czynnik derywatyzujacy w
okreslaniu konfiguracji absolutnej chiralnych zwigzkoéw organicznych za pomoca
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) [Zalgcznik numer 3, 11.4.a.2]. Preparat ten
zostat rowniez szczegdtowo przebadany w reakcji bioredukcji wybranych ketonéw oraz a-
i B-ketoestrow [Zalgcznik numer 3, 11.A.a.6].

Efektem wspotpracy z dr Renata Kotodziejska z Katedry Biologii i Biochemii
Medycznej Collegium Medicum w ramach tego projektu jest 6 oryginalnych prac
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)
[Zalgcznik numer 3, 11LA@.2, 3, 5, 6, 9, 11], szereg prac, gtdéwnie pogladowych w
czasopismach innych niz znajdujace si¢ w bazie JCR [Zalgcznik numer 3, I1.C.a.1; I1.C.b.5,
6,9, 10, 11, 12, 13, 14] oraz doniesien zjazdowych.
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2) Nowe etery oksymow o potencjalnej aktywnosci przeciwgrzybiczej i przeciwbakteryjnej

W ramach tego projektu otrzymano seri¢ O-benzylowych eteréw oksymu 2-
tiofenyloetanonu oraz przebadano je w kierunku aktywnos$ci przeciwbakteryjnej [ Zalgcznik
numer 3, IlLA.a.7]. Izomer E oksymu otrzymano w reakcji 2-tiofenyloetanonu z
chlorowodorkiem hydroksyloaminy, a nastepnie poddano go reakcji z odpowiednimi
podstawionymi halogenkami benzylu. W wyniku tych reakcji otrzymano 8 nowych eterow
oksymow, ktore zostaty poddane badaniom biologicznym. Najbardziej aktywny przeciwko
C. albicans okazat si¢ oksym (MIC = 32 pg/mL). Najsilniejsze dziatanie przeciwko S.
aureus wykazat eter zawierajacy grupe CF3 w potozeniu 4 pier§cienia fenylowego, natomiast
przeciwko E. coli eter zawierajacy atom Br w tym samym potozeniu.

Dla otrzymanych wczesniej O-benzylowych eterow oksymu 1-(benzofuran-2-
ylo)etan-1-onu zawierajacych rézne podstawniki w pier§cieniu fenylowym wyznaczono
réwniez parametry lipofilowosci, korzystajac z wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w odwroconym uktadzie faz (RP HPLC). Badania prowadzono z udzialem trzech réznych
modyfikatorow organicznych: metanolu, izopropanolu i acetonitrylu. Poréwnanie
otrzymanych warto$ci z danymi obliczeniowymi wykazato, ze zardowno parametry okreslone
doswiadczalnie jak i obliczone sa silnie dodatnio skorelowane. Analizy wykazaty, ze
wszystkie uzyskane wyniki sg podobne, jednak najstabsza korelacje ze wszystkimi danymi
wykazuje logkw w metanolu. [Zalgcznik numer 3, 11.A.a.8].

Opracowana zostala réwniez nowa nietermiczna metoda otrzymywania eterow
oksymow z tatwodostepnych i tanich chlorkow alkilowych i funkcjonalizowanych. Reakcja
prowadzona byta z KOH z katalityczng iloscia KI w DMSO. Stosujac nowa metode
otrzymano 24 nowe etery oksymow z wydajno$ciami 85-96% [Zalgcznik numer 3,
11.A.a.10].

Efektem wspotpracy z dr Tomaszem Kosmalskim z Katedry i Zaktadu Chemii
Organicznej Collegium Medicum w ramach tego projektu sa 3 oryginalne prace
opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

[Zatgcznik numer 3, 11.A.a.7, 8, 10] oraz szereg doniesien zjazdowych.
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