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4.C. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

W 2016 roku zachorowalo na gruzlic¢ ponad 10 milionéw ludzi, co odnotowuje
organizacja WHO [1]. W skutek niej zmarto 1,7 miliona oséb, co plasuje gruzlice w dziesiatce
najczestszych przyczyn $mierci na calym $wiecie. Zachorowalnos¢ na t¢ chorobe dotyczy
ludzi nie tylko krajéw tak zwanego trzeciego $wiata, ale réwniez wysoko rozwinigtych
(rys.1). Badania nad mozliwos$ciami wyleczenia gruzlicy maja istotne znaczenie rowniez dla
nosicieli wirusa HIV, poniewaz choroba ta wséréd tych oséb jest wiodacym ich zabdjca.
Gruzlica jest chorobg wywotywang przez bakterie Mycobacterium tuberculosis [2]. Na skutek

uodparnia si¢ pratkéw gruzlicy na stosowane leki obserwowane sg jej odmiany m.in. gruzlicy
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Rys.1. Zachorowalnos¢ na gruzlice wedtug WHO z 2016

(analize zachorowalnosci wykonatam wykorzystujqc oprogramowanie GIS firmy ESRI [3])

Nadmierne 1 czgsto niepotrzebne wykorzystywanie antybiotykéw przyczynilo si¢ do
powstawania szczepow bakterii lekoopornych. Szybkie rozprzestrzenianie si¢ tej zabdjcze]
choroby wynika ze spotecznos$ci ukierunkowanej na migracje 1 przeswiadczenia
»Ze antybiotyki zwalcza dowolng chorobg”. Tak wigc, poszukiwanie substancji czynnych
biologicznie przy ciaglym uodparnianiu si¢ bakterii na dostepne leki oraz projektowanie
1 syntezowanie nowych lepszych zwigzkéw jest w ostatnich latach naglaca potrzebg 1 walka

z czasem, farmaceutéw i chemikéw z catego Swiata.
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Jedng z metod poszukiwania nowych lekéw jest analiza zalezno$ci struktura-aktywnosc.
W trakcie tych badan modeluje si¢ farmakofor lub wykonuje analiz¢ zaleznosci miedzy
strukturg, a aktywno$cia QSAR (ang. Quantitative Structure-Activity Relationship). Celem
takiego postgpowania jest co najmniej zaproponowanie aktywniejszego zwigzku do syntez lub

okreslenie nowego kierunku kolejnych badan. Pierwszym krokiem sg tu badania strukturalne.

Interesujacg grupa zwiazkoéw w badaniach nad poszukiwaniem zwigzkéw przeciwgruzliczych
sg pochodne hydrazyny, a wsréd nich hydrazydy oraz amidrazony (rys.2). Sg to szeroko

badane grupy zwigzkéw pod wzgledem ich aktywnosci biologicznej [4,5].

NH, 0]
NH
H
Amidrazon Hydrazyd

Rys.2. Rdzen pochodnych amidrazonu i hydrazydu

Wykorzystanie substancji do leczenia innych chor6b moze powodowa¢ uodpornianie si¢
Mycobacterium tuberculosis na dane zwiagzki, co w efekcie niweczy jego przydatno$¢ w
leczeniu gruzlicy. Istotne jest wiec, by dana substancja nie byla stosowana wcze$niej przy
leczeniu innych schorzen, podczas ktérego moglyby mie¢ z nig kontakt pratka gruzlicy
1 mogtoby si¢ na nig uodporni¢. W zwigzku z tym wykonatam oprécz oznaczenia aktywnos$ci
tuberkulostatycznej, badania na selektywno$¢ pod katem dziatan na inne wybrane bakterie
oraz grzyby. Podstawowym celem wykonania moich badan byto wskazanie kierunku zmian w

strukturze oraz poszukiwanie nowego aktywnego zwigzku przeciw pratkom gruzlicy.

Do realizacji projektu poszukiwania zaleznosci struktura - aktywno$¢ wybralam seri¢
pochodnych hydrazynowych ze wzgledu na znang ich aktywnos$¢ przeciwgruzlicza.
Wyréznitam dwa nurty badan, pierwszym byto okreslenie struktury i analiza konformacyjna
ponad 50 nowych pochodnych hydrazydowych i amidrazonowych (rys.3), drugim bylo
sprawdzenie aktywnos$ci przeciwbakteryjnych i1 przeciwgrzybiczych nowo zsyntezowanych

zwigzkow.

Glowna metodg okreslenia struktury potencjalnych lekéw przeciwgruzliczych byla
rentgenografia strukturalna, do czego potrzene byly krysztaly nowo zsyntezowanych

zwigzkow. Oprécz metod krystalograficznych wykorzystatam takze metody NMR oraz
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obliczenia kwantowo-chemiczne na poziomie ab initio.

Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 przeciwgrzybiczej powyzszych zwigzkéw wobec
trzech szczepéw M. tuberculosis, w tym dwéch wyizolowanych od pacjentéw, oraz badania
przesiewowe na kilka rodzajow bakterii i grzybow. Zostalo wyznaczone minimalne st¢zenie
hamujace (MIC). Dzigki zebraniu wszystkich powyzszych informacji, przy zatozeniu takiego
samego mechanizmu dzialania badanych zwigzkéw, moglam zaproponowa¢ model
farmakofora. Dodatkowo, ze wzgledu na wspdtistnienie wraz z gruzlica innych choréb
wynikajacych z oslabienia organizmu, istotne bylo przeprowadzenie badan "skrinigowych"

przeciw innym bakteriom oraz grzybom.

Badania strukturalne podzielitam na kilka etapéw. W ramach pierwszego okreslitam struktury
krystaliczne otrzymanych monokrysztaléw. Nastepnie, w celu sprawdzenie ewentualnych
zmian konformacyjnych zwigzkéw w roztworze wykonatam pomiary NMR. Przeprowadzitam
roOwniez obliczenia ab-initio w celu wyznaczenia konformeru o najnizszej energii,
wykorzystujac program GAMESS [6]. Na podstawie wynikow powyzszych eksperymentow
wykonatam poréwnawcza analize konformacyjng badanych struktur, ktérg rozszerzytam o
struktury homologicznych zwigzkéw zdeponowanych w bazie CSD (ang. The Cambridge

Structural Database) [7].

Wykonatam réwniez statystyczng analize¢ zachorowalnosci na Swiecie i w Polsce

wykorzystujac oprogramowanie GIS firmy ESRI [3].

Badania mikrobiologiczne potwierdzajace aktywno$¢ badanych zwigzkéw przeprowadzitam
w dwoch etapach. Pierwszy etap, wykonany w Instytucie Gruzlicy i Choréb Pluc w
Warszawie, dotyczyt okreslenia aktywnosci przeciwgruzliczej, drugi natomiast, wykonatam w
ramach stazu na Uniwersytecie Medycznym w Lublinie, dotyczyl okreslenia aktywnosci

przeciwbakteryjnej 1 przeciwgrzybiczej.

Po wymodelowaniu farmakoforu i przeprowadzeniu dokowania do celu makromolekularnego,
ktéorym ludzka katalaza, wykonalam analiz¢ ADME (ang. Absorption, Distribution,

Metabolism, Excretion) in silico oraz okreslitam lekopodobienstwo badanych zwigzkow.

Zglebienie strukturalnych podstaw aktywno$ci wybranych pochodnych hydrazyny

prowadzitam zgodnie z przedstawionym ponizej algorytmem (rys. 3)
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Badania pochodnych amidrazonowych [H1, H2, H8]

Aktywno$¢ przeciwgruzlicza heterocyklicznych amidrazonéw stwierdzono juz w
latach 50-tych ubieglego wieku [8-14]. Synteza badanych strukturalnie przeze mnie
zwigzkéw, wykonana zostala przez dr hab. Katarzyne Gobis oraz prof. Henryka Foksa z

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (rys.4).

Dane krystalograficzne
Nr| Q1 | Q2 | R1 R2 Grupa R1[%]
przestrzenna
1 N N | Me -S-Me
NH R1 2| N | N | Me -S-Bz
2
'
Q1 N \H/ R2 || v |~ |H NQ
S N
[ — S 4| N | N | H| —N N-Ph
Q
2 P2(1)/n 3,57
5 N C H — N@
6 N c H S-Me P2(1)/n 3,10
7 C | Me -S-Me P-1 3,50

Rys.4. Badane amidrazony

Badania strukturalne

W bazie CSD [7] znajduja si¢ 24 struktury zawierajace fragment amidrazonowy (rys.
5), 1 wszystkie sg pochodnymi pirydyny lub pirazyny, zawierajagcymi w pozycji N' atom
wodoru (struktury oznaczone na r6zowo) lub grupe metylowa (struktury ,,jasnozielone”) (rys.

6).

&

Rys.5. Fragment czqsteczki przeszukiwany w bazie CSD
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Rys.6. Natozenie 24 struktur amidrazoniowych znajdujgcych sie w bazie CSD
(w tym szes$¢ okreslonych przeze mnie)
Podstawnik w pozycji N’ determinuje konformacj¢ czasteczki. W przypadku podstawienia
grupg metylowa nastepuje skrecenie na wigzaniu N’-C skutkujace brakiem planarnos$ci calej
czasteczki. Tylko kat torsyjny CH3-N-C-S dla obu struktur podstawionych grupa metylowa
(1- AKEQEN, 2 - AKEQIR [H1]), jest bliski 0°.

W przypadku amidrazonéw waznym elementem strukturalnym jest mozliwo$¢ tautomerii
(rys.7). Zmiana pozycji atomu wodoru w réznych odmianach tautomerycznych powoduje
tworzenie si¢ innych wigzan wodorowych, a w rezultacie powstanie innego upakowania
przestrzennego. W przypadku formy "zwitter-ion" wystepuja wewnatrzczasteczkowe wigzania
wodorowe. Nastepuje obrét pierscienia aromatycznego, czego skutkiem jest ustawienie si¢
atomu azotu (N12) po stronie grupy NH oraz obrét wzdtuz wigzania N-C o 180°,

umozliwiajacy tworzenie kontaktu wodorowego pomig¢dzy atomem siarki, a grupg NH.

Rys.7. Tautomeria amidrazonow (zwigzki wystepujgce w krysztale w formie jonu obojnaczego —

,pomaranczowe”, wystepujgce w formie niezjonizowanej - ,,rézowe’”)
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Badania mikrobiologiczne — aktywnos¢ przeciw drobnoustrojom

Ocena dziatania przeciwdrobnoustrojowego pochodnych hydrazynowych jest istotnym
zagadnieniem z punktu widzenia poznawczego oraz mozliwego zastosowania w medycynie.
Wysoki stopien lekoopornosci i ograniczona skuteczno$¢ uzywanych lekéw jest powodem
cigglego zainteresowania nowymi zwigzkami oraz tworzenia nowych pochodnych juz

istniejacych mniej skutecznych substancji.

Aktywnos¢ tuberkulostatyczna

Sprawdzenie  aktywno$ci  przeciw  szczepom  Mycobcterium  tuberculosis:
standardowym H3z;Rv oraz wyizolowanym od pacjentéw 192 (wrazliwy) i 210 (oporny)

wykonane zostaty w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc w Warszawie.

Zbadane przeze mnie pochodne amidrazonéw nie wykazywaly bardzo duzej aktywnosci.
Warto$¢ minimalnego stezenia hamujacego MIC nigdy nie byl nizszy niz 50 pg/ml.
Aktywnos$¢ tuberkulostatyczna obu zwigzkéw podstawionych grupa metylowa (1, 2 - rys.8) w
poréwnaniu do trzech wybranych szczepdéw Mycobacterium tuberculosis jest podobna do

innych wczesniej badanych, niepodstawionych amidrazonéw [15].

NH,  CH,8
Ho _N ~ _N_ _S
N N
:[ Y R-MeB:
— S
H™ °N” TH "R
Rys.8. Wzory zwigzkoéw podstawionych grupg metylowg w pozycji N’

Zwiazki te nie przyjmuja plaskiej formy. Wydaje si¢ wiec, ze utrzymanie planarnosci catej
czasteczki nie jest istotne dla zwigzkéw o niskiej aktywnosci biologicznej. Jednakze
zaangazowanie hydrofilowego atomu wodoru w wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe,
obserwowane w tych zwigzkach, moze utatwia¢ przejscie badanych czasteczek przez
hydrofobowe btony komoérkowe, co moze mie¢ z kolei wptyw na ich aktywnos¢

tuberkulostatyczng.

Jedyne zwigzki wykazujace znaczaca aktywnos¢ przeciwgruzlicza (przy stezeniu hamujacym

ok. 16 pg/ml) to te, ktére mogly wystepowaé w postaci jonu obojnaczego i w takiej formie
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byly przeze mnie badane (3,4 - rys. 9).

NH

|
5 N
& N R R= ||
A NT E/j Q
g Y

N S@

Rys.9. Aktywne pochodne amidrazonowe

Aktywnos¢é przeciwbakteryjna

Do badania aktywnosci przeciwbakteryjnej wybranych pochodnych amidrazonowych
wykorzystatam  szczepy ~ wzorcowe z  kolekcji  mikrobiologicznych  ATCC
(ang. American Type Culture Collection). Badania te przeprowadzitam w czasie stazu w
Katedrze 1 Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownig Diagnostyki
Mikrobiologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. W badaniach wykorzystano 15

szczepOw bakterii testowych:

- 10 szczepéw bakterii Gram-dodatnich:

U 7 szczepow ziarenkowcow ( S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 6538, S. aureus
ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 12228, S. pyogenes ATCC 19615, S. pneumoniae
ATCC 49619)

U 2 szczepy laseczek (B. subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC 10876)
U 1 szczep paciorkowcow (S. mutans ATCC 25175 Streptococcus mutans)

- 5 szczepow bakterii Gram-ujemnych:

U 4 zrodziny Enterobacteriaceae (S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, P.
mirabilis ATCC 12453, K. pneumoniae ATCC 13883

[l inne (P. aeruginosa ATCC 9027)

Badania aktywnosci zwigzkoéw przeciw bakteriom Gram-dodatnim wykazatly, ze zwigzki 31 4
oprocz wysokiej aktywnosci przeciwgruzliczej wykazuja takze duza aktywno$¢ (ponizej 1

pug/ml - tab. 1). Dodatkowo duzg aktywnoscig charakteryzowal si¢ takze zwigzek 5 (nie
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badany na pratki Mycobacterium tuberculosis). Zwiazki nieaktywne posiadajg grupe
metylowa w pozycji R1. Natomiast w pozycji R2 dla aktywnych zwiazkéw znajduje si¢ atom
azotu bedacy czescig pierScienia niearomatycznego i zwiazki te przyjmowaly forme¢ jonu
obojnaczego. Zwiazki 3 i 4 w odniesieniu do stosowanych antybiotykéw wankomycyny

i ciprofloxacyny wykazuja poréwnywalng aktywnos¢ na bakterie Gram-dodatnie.

Tabela 1. Wartosci MIC (MBC) dla badanych zwigzkéw

NH2 ﬁ“ Bakterie Gram-dodatnie
NS
01\ N~ N R2 ) S. M. B. o S. s. S.
| S'/:f;ggw S'/:f;ggw S'A‘flidcrg“ epidermidis | luteus subtilis B'Afrecrg“ pyogenes | pneumoniae | mutans
— S 25923 6538 43300 ATCC ATCC ATCC 10876 ATCC ATCC ATCC
02 : 12228 10240 6633 19615 49619 25175
Nr (12 (22 R1 R2 MIC (MBC) [pg/ml]
1 | N| N |Me -S-Me >1000 | >1000 >1000 1000 >1000 >1000
1000 500 500 >1000 >1000 1000 >1000 250 >1000 (>2150(2)0
2 | N| N |Me -S-Bz (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) )
0,49 39 0,49 0,49 0,98 0,49 0.98 15,6 125 7,8
3| N|N|H NQ (7,9) (31,25) | (0,49) (15,6) (7,8) (0,49) 3,9) (62,5) (250) (62,5)
I\ 0,98 1,95 0,98 0,98 1,95 1,95 0,98 31,25 15,6 7,8
4 | N|N|H]| —N N—Ph || (1,95) (15,6) (15,6) (15,6) (1,95) (1,95) (0,98) (62,5) (62,5) (31,25)
1,95 7.8 7.8 7,8 1,95 7,8 7,8 15,6 125 125
S|N|C|H *N@ (125) (250) (250) (62,5) (3,9) (250) (250) (500) (250) (125)
125 500 500 250 125 250 250 250 500 250
6 |N|C|H -S-Me (500) (500) (500) (500) (250) | (1000) | (>1000) | (500) (500) (250)
> > > > > > > > > >
7 Inlclu S-Me 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
.. 0,98 0,49 - 0,98 0,12 0,24 0,98 0,24 0,24 0,98
Vancomicin
. . 0,49 0,24 - 0,49 0,98 0,03 0,12 - - -
Ciprofloxacin

W przypadku bakterii Gram-ujemnych (S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922,
P. mirabilis ATCC 12453, K. pneumoniae ATCC 13883, P. aeruginosa ATCC 9027) zwigzki

1-7 nie wykazujg znaczacej aktywnosci.
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Aktywnos¢é przeciw drozdzom

Wybrane serie zwigzkéw poddatam takze badaniom na aktywnos$¢ przeciw drozdzom.
Do testéw zostaly wybrane trzy szczepy drozdzy: Candida albicans ATCC 2091, Candida
albicans ATCC 102231 i Candida parapsilosis ATCC 22019.

Zwiazki 3, 4 1 5 wykazaly si¢ znaczng aktywno$cig wobec wybranych szczepéw drozdzy,
natomiast podstawienie grupa metylowa przy atomie N’ spowodowalo niemalze catkowitg
utrat¢ aktywnosci, podczas gdy brak podstawnika wydaje si¢ by¢ warunkiem koniecznym acz

niewystarczajacym do wystgpienia takiej aktywnosci (tab.2).

Tabela 2. Wartosci MIC (MBC) dla badanych zwigzkéw

NH2 R1 Drozdze
|
x> _N R2
Q1\ N/ . C. albicans [
| C. albicans ATCC C. parapsilosis
_ S ATCC 2091 102231 ATCC 22019
Q2
MIC(MBC)
N 1 2 | R1 R2
rpe e [pg/mi]
1 N N | Me -S-Me 500 1000 1000
1000 1000 1000
2 N N | Me -S-Bz (>1000) (>1000) (>1000)
39 7.8 7.8
3 N N | H — Q (3.9 (7.3 (7.8)
7.8 7.8 7.8
4 N N H —N N—Ph 15,6 7,8 7,8
(15,6) (7.3 (7.8)
39 39 7.8
5 N C H *N@ (250) (250) (250)
125 125 250
6 C|N|H S-Me (125) (125) (1000)
500 500 500
7 ¢c | N|H -S-Me (1000) (1000) (>1000)
Fluconazole 0,25 0,98 1,95
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Badania pochodnych hydrazydowych
Obiecujgcg grupg zwigzkéw aktywnych przeciw drobnoustrojom (bakteriom) sa
pochodne hydrazydowe. Najbardziej znanymi zwigzkami nalezacymi do tej grupy sa

pyrazynamid i izoniazyd, bedace sktadnikiem lekow przeciwgruzliczych (rys.10) [16,17].

O O
N
Oy O
N/ N =~ NH,

pyrazynamid izoniazyd

Rys.10. Wzory strukturalne pyrazynamidu oraz izoniazydu

Badane przeze mnie pochodne hydrazydowe ze wzgledu na ich wlasciwosci strukturalne oraz

przeciwbakteryjne podzielitam na S-estry oraz S,S-diestry.

Pochodne hydrazydowe S,S-diestrow [H3, H5-H7, H9]

Kolejng serig zwigzkéw, ktére poddatam badaniom strukturalnym oraz analizie
przeciwbakteryjnej byto 31 ditioestréw, pochodnych hydrazydowych (rys.11) [18-27, H3, H5-
H7, HI].

R1 =H, 2-NO;, 2-OMe, 2-OH,

Q S—R3 4-OH, 5-OH, 3-Cl, 4-CI, 5-CI
N/N:< R2 = H, Me
| S—R4 R3, R4 = Me, Et, Bz, iPr
R2 -CHz-CHz-, -CHz-CHz-CHr,

R1

Rys.11. Schemat analizowanych ditioestrow
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Badania strukturalne

Badane pochodne hydrazydéw zawierajg trzy podstawowe plaskie fragmenty, ktérych
modyfikacja ma wplyw na konformacje¢ i aktywno$¢ (rys.12). Ich planarno$¢ wynika z
obecnosci wigzan podwojnych i uktadéw sprzezonych oraz z mozliwosci tworzenia

wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych.

R3
R4 Dane krystalograficzne
Nr R1 R2 R3 R4 Grupa R1[%]
przestrzenna

8 2-NO, H Me Me

9 2-OH H Me CH(CH3), Pna2(1) 3.73
10 2-OH H Me Me

11 2-OH H Me Bz P2(1)/c 4.4
12 2-OH H Bz Bz P-1 3.19
13 2,5-OH H Me Me P2(1)2(1)2(1) 2.61
14 2-OH,5-Cl H Me Me Cc 2.82
15 2-OH,5-Cl H Bz Bz P2/n 2.98
16 3,4-Cl, H Me Me P2(1) 2.9
17 3,4-Cl, H iPr iPr Pbca 43
18 3,4-C12 H n—C10H21 n—C10H21

19 3,4-Cl, H Bz Bz C2/c 3.0
20 3,4-Cl, H Me Bz P2(1)/c 5.68
21 4-NO, H Me Me P2(1)/c 4.11
22 4-NO, H Me Bu P2(1)/c 7.93
23 4-NO, H Me Bz P2(1)/n 4.3
24 4-N02 H Me H-C]()Hz]

25 4-NO, H -CH,- CH,- P2(1)/c 2,8
26 2-OH H -CH,- CH,-

27 2-OH H -CH,- CH,- CH,- P2(1)/c 5,3
28 3,4-Cl,-Ph H -CH,- CH,- CH»- P2(1)/c 7,08
29 3,4-Cl, Me Me Me P-1 343
30 3,4-Cl, Me Bz Bz P2(1)/c 7.6
31 4-NO, Me Me Me P2(1)/n 2.63
32 4-NO, Me Bz Bz P2(1)/c 3.4
33 3,4-Cl, Me -CH,- CH»- P2(1)/c 3,7
34 4-NO, Me -CH,- CH,- P2(1)2(1)2(1) 2,3
35 4-NO, Me -CH,- CH,- CH»-

Rys.12. Schemat ditioestrow

Pierwszy ptlaski fragment zwiazku to pierScien aromatyczny (przedstawiony na niebieskiej

plaszczyznie - rys. 12)

Wptyw na orientacje pierscienia wzgledem reszty czasteczki ma zaréwno rodzaj,
jak i miejsce podstawnika R1 w piers§cieniu oraz podstawienie atomem azotu (w pochodnych
"-aza"). Podstawnik R1 ma istotny wplyw na skrecenie pierScienia w stosunku do ptaszczyzny

grupy amidowej. Na skrecenie pierscienia wzglgdem pozostatej czgsci czasteczki ma wpltyw
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rowniez podstawnik przy N. W zwigzkach niepodstawionych (R2=H), zawierajacych grupe
hydroksylowa lub grupe metoksylowa w pozycji orto pierScienia aromatycznego, tworzg si¢
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe z grupa NH. Wigzanie to wymusza zachowanie
ptaskiej formy tego fragmentu czgsteczki (rys.13). W pozostatych zwigzkach, zawierajacych
wodoér w pozycji orto pierScienia aromatycznego, wobec braku wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych, nastepuje skrecenie pierscienia wzgledem grupy amidowe;.

6-
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Rys.13. Histogram kqta pomiedzy pierscieniem a ptaszczyzng zawierajqgcq fragment O=C-N

40

30
ANG1

(27 struktur z CSD w tym 14 zbadanych przeze mnie)

Tylko jeden zwigzek (8 - QUDMUZ [19] - rys.14) wykazuje duzy kat migdzy ptaszczyzng
pierscienia, a ptaszczyzng grupy amidowej (58°) oraz konformacj¢ syn na wigzania (O=)C-
N(-R2). W tym przypadku duze skrecenie jest spowodowane obecnoscig grupy nitrowej w
pozycji orto pierscienia aromatycznego, ktéra wymusza skrecenie ze wzgledu na przestrzenne
zatloczenie (rys.14). Zwigzek ten ze wzgledu na konformacje syn tworzy dimery

stabilizowane wigzaniami wodorowymi typu NH...O.

Rys.14. Struktura zwigzku 8 - QUDMUZ (wykonana w programie Mercury [28])
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Decydujacy wpltyw na konformacj¢ tego fragmentu czasteczki ma podstawnik metylowy w

pozycji R2, a nie podstawniki w pierscieniu.

Drugi ptaski fragment (amidowy) wyznaczajacy ,,czerwona plaszczyzne” - rys. 12

Jednym z czynnikéw wptywajacych na ogdlng budowe badanych czasteczek to
podstawienie grupg metylowg (R2) przy atomie azotu. To podstawienie okresla konformacje
wokoét wigzania N-C (syn/anti). Zwiazki zawierajace w pozycji R2 podstawnik metylowy w
stanie krystalicznym przyjmuja konformacj¢ syn na wigzaniu O=C-N-R2, co oznacza
preferencje dla konformacji ,,zgietej” (rys. 15, 16). W przypadku grupy metylowej (R2)
skrecenie pierscienia jest powyzej 45° (zakres 47,4 — 66,8°).

Rys.15. Natozenie struktur zawierajqcq grupe metylowg w pozycji R2

Zwiazki niepostawione przy azocie amidowym (R2=H) przyjmuja konformacje¢ anti, oprécz

zwigzku QUDMUZ opisanego wczesniej (rys.14).

20

0o S
N—
N i
H(Me) S

o.

Rys.16. Histogram kqta torsyjnego O=C-N-R2

Sb 160 1%0
abs(O=C-N-R2)

(27 struktur z CSD w tym 14 zbadanych przeze mnie)
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Konformacja najbardziej aktywnego zwigzku 21 (R1=4-NO,, R2=H, R3,4=Me,) byla
zoptymalizowana za pomocg metod opartych na teorii funkcjonatu gestosci (DFT). Koncowa
geometria (dla konformacji anti) byla bardzo podobna do tej znalezionej w stanie
krystalicznym.  Dodatkowo  czgsteczke  zmodyfikowatam do  konformacji  syn
i zoptymalizowalam za pomocg tej samej metody. Minimalna energia dla tej konformacji
(O=C-N-H kat torsyjny po optymalizacji wynosi 4.7°) jest prawie taka sama (tylko 1 kcal
mol-1 nizsza), co sugeruje, ze wsrdod dwoch energetycznie rownowaznych konformacji syn /
anti, ta ostatnia jest korzystniejsza w stanie krystalicznym ze wzgledu na oddzialywania

miedzyczasteczkowe.

Trzeci plaski fragment to ukiad tiokarbonylowy (przedstawiony na ,.zielonej plaszczyznie” -

rys. 12)

Skrecenie tego fragmentu zalezy jak poprzednio od rodzaju podstawnika R2 (rys.12).

Dla zwigzkéw zawierajacych grupe metylowa kat skrecenia jest powyzej 65° (rys.17).

0 S

34
27 J
1_ l I
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T T T T T T T
20 60 80

4‘0
P(0=C-N)/P(S-C-S)

Rys.17. Histogram kqta pomiedzy ptaszczyznami uktadow amidowego i tiokarbonylowego

(27 struktur z CSD w tym 14 zbadanych przeze mnie)
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Wigzania wodorowe

Schemat wigzan wodorowych w analizowanej serii zwigzkoéw zalezy przede
wszystkim od rodzaju podstawnika w pozycji orto pierscienia aromatycznego.
W zwigzkach zawierajacych grupe hydroksylowg (rys.18) wigzania wodorowe tworzg tancuch
(za pomoca wigzan typu O-H...O(=C)) oraz wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe typu

N-H...O(H) [22-24,26, H6].

Rys.18. Schemat wigzan wodorowych dla zwigzkoéw z podstawnikiem hydroksylowym

W dwoéch zwigzkach z grupa hydroksylowa w polozeniu orto, w strukture wbudowal si¢
rozpuszczalnik. W przypadku zwigzku o podstawieniu R1=2-OH, R2=H oraz R3,R4=Me (10)
jest to izopropanol. Zwigzek ma ten sam schemat wigzan wodorowych, co wyzej opisane, a
ponadto pojawia si¢ wigzanie wodorowe z rozpuszczalnikiem. W przypadku zwiazku o
podstawieniu R1=2-OH, R2=H oraz R3,R4=Bz (12) wystepuje zupetnie inny schemat wigzan
wodorowych. Cztery czasteczki (dwie czasteczki zwigzku i1 dwie rozpuszczalnika —
izopropanolu) tworzg pierscien za pomocg wigzan wodorowych.

Wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe (N-H --- O) pozostawia wolng zaréwno grupe
karbonylowg (jako akceptor), jak i grupe hydroksylowa (jako donor). Te dwie grupy znajduja
si¢ w przeciwleglych miejscach czasteczek, co umozliwia utworzenie mi¢dzyczasteczkowego
wigzania wodorowego prowadzacego do powstania w krysztale tancuchéw czasteczek.
Obliczenia kwantowe wskazuja, ze dla wyizolowanej czasteczki konformacja z
wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym OH --- O jest bardziej stabilna niz w
przypadku wigzania wodorowego NH -- O (rys.19). Réznica w energii tych dwdch
konformacji jest stosunkowo wysoka i wynosi, w zaleznosci od wybranych funkcji bazowych,

4,8 kcal / mol (6-311G (d, p)) lub 5,7 kcal / mol (cc-pVTZ).
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Rys.19. Schemat wewngtrzczgsteczkowych wigzan wodorowych dla zwigzkéw z podstawnikiem hydroksylowym

Siedem zwigzkéw niepodstawionych w pozycji orto, tworzy ten sam schemat wigzan
wodorowych typu N-H....O (rys.20), dajacych tancuchy o grafie wodorowym C(4) (wedtug
Etter i Berstaina [29]).

Rys.20. Schemat wigzan wodorowych

Dwa kolejne zwiazki, 19 - WAWTOF (R1=3,4-Cl, R2=H oraz R3,R4=Bz) [H3] oraz
DUVHUY (R1=4-OMe, R2=H oraz R3,R4=Bz) [30], posiadajace wicksze grupy (benzylowe)
w pozycji R3 i R4 nie tworzg silnych wigzan wodorowych, podobnie jak zwigzki podstawione

grupa metylowa w pozycji R2.
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Badania mikrobiologiczne — aktywnos¢ przeciw drobnoustrojom

Badania pochodnych hydrazydowych na aktywno$¢ przeciwmikroorganizmom

wykonatam na tych samych szczepach.

Aktywnos¢ tuberkulostatyczna

Istotnym elementem do =zaistnienia aktywnoS$ci tuberkulostatycznej pochodnych
hydrazydowych wydawata si¢ mozliwos¢ przyjecia ptaskiej konformacji przez dany zwiazek.
Wyzsza aktywno$¢ wykazujg zwigzki z matymi podstawnikami (np. grupa metylowg) w
pozycji R3 1 R4. Wigksze grupy tj. benzylowa czy propylowa powoduja gwattowny spadek
aktywnosci (tab. 3). Natomiast podstawienie grupg metylowa pozycji R2 powoduje catkowity

zanik aktywnosci.

Tabela 3. Wartosci MIC dla badanych zwigzkéw

(0] S—R3 Mpycobacterium tuberculosis
N
Lo S—R4 HayRv 192 210
é

Nr R1 R2 R3 R4 MIC [pg/ml]

8 2-NO, H Me Me 25 50 50
9 2-OH H Me CH(CHa;), 25 25 25
10 2-OH H Me Me - - -
11 2-OH H Me Bz 25 25 25
12 2-OH H Bz Bz 25 25 25
13 2,5-OH H Me Me 25 50 50
14 2-OH,5-Cl H Me Me 25 25 25
15 2-OH,5-Cl1 H Bz Bz 25 25 25
16 3,4-Cl, H Me Me 6.2 3,1 12,5
17 3,4-Cl, H iPr iPr 50 25 50
18 3,4-C12 H n—C10H21 n—C10H21 50 50 50
19 3,4-Cl, H Bz Bz 50 50 50
20 3,4-Cl, H Me Bz 12,5 12,5 25
21 4-NO, H Me Me 3,1 3,1 25
22 4-NO, H Me Bu 25 6,2 50
23 4-NO, H Me Bz 50 12,5 25
24 4-N02 H Me Il-Cu)Hz] 50 12,5 25
25 4-NO, H -CH,- CH,- 50 25 50
26 2-OH H -CH,- CH,- 25 25 12,5
27 2-OH H -CH,- CH,- CH,- - - -
28 3,4-Cl,-Ph H -CH,- CH,- CH,-

29 3,4-Cl, Me Me Me 50 50 50
30 34-Cl, Me Bn Bn 50 50 50
31 4-NO, Me Me Me 50 50 50
32 4-NO, Me Bn Bn - - -
33 3,4-Cl, Me -CH,- CH,- 100 50 50
34 4-NO, Me -CH,- CH,- 100 50 50
35 4-NO, Me -CH,- CH,- CH,- 50 50 50
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Aktywnos¢ przeciw bakteriom Gram-dodatnim

Zwiazki przebadalam rowniez na aktywno$¢ przeciw bakteriom Gram-dodatnim
(wyniki w tabeli 4). Pierwsze badania wykazaly, ze najwickszy wplyw na aktywnos$¢
badanych szczepéw ma podstawienie pierscienia w pozycji orto grupa hydroksylowa.
Mogloby to oznacza¢, ze tak jak w przypadku tuberkulostatykow wazng role pelni ptaska
forma czasteczki lub mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych. Jednak jeden ze zwigzkéw
(OP26) znaczaco odbiegal wartosciami aktywnosci od pozostatych zwigzkéw. Zmotywowato
to mnie do powigkszenia tej serii zwigzkdw w celu okreslenia cech strukturalnych badanych
substancji wptywajacych na ich aktywno$¢. Wykonanie analizy dla wigkszej serii uwidocznito
drugi niezbedny element wptywajacy na aktywnos$¢ tych zwigzkéw. Oprécz grupy
hydroksylowej wazny jest tez podstawnik przy atomie siarki. Im wigkszy jest ten podstawnik
tym aktywniejszy zwigzek. Mate grupy powoduja spadek aktywnosci, natomiast dla
wiekszych grup, takich jak benzylowa czy izopropylowa, obserwowany jest wzrost
aktywnosci. Podstawienie grupg metylowa atomu azotu (w pozycji R2) powoduje spadek

aktywnosci.
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Tabela 4. Wartosci MIC (MBC) dla badanych zwigzkéw

S-R Bakterie Gram-dodatnie
3
N < S. S. S. M
X N aureu | aureu | aureu S. y B. B. S. S. S.
| S-R . ... | luteus brili .
Bo 4 s s s epidermidi ATC | Subtilis | cereus | pyogenes | pneumoniae | mutans
=X ATC | ATC | ATC s ATCC C ATCC | ATCC | ATCC ATCC ATCC
R3 C C C 12228 10240 6633 10876 19615 49619 25175
25923 | 6538 | 43300
Nr R1 R2 R3 R4 MIC (MBC) [ug/ml]
1000 | >1000 | >1000 >1000 1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000
8 2-NO, H Me Me ©1000) | ¢1000) | 1000) (>1000) 1000) | ¢1000) | 1000y | s1000) | 1000 CG1000) | 5600y
1000 | >1000 | >1000 >1000 1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000
9 2-0H H Me Me ©1000) | 1000) | (1000) (>1000) 1000) | 10000 | 1000) | s1000) | 21000 C1000) {5600y
156 156 15.6 125 156 156 156 250 250 125
10 2-OH H Me CHCH): ([ (51000) | (>1000) | (>1000) (>1000) >1000) | (1000) | (>1000) | (>1000) (1000) (1000)
39 78 78 78 78 78 78 62.5 62.5 62.5
11 2-OH H Me Bz 1000) | (500) | (1000) (500) (500) | (156) | (31.25) | (1000) (1000) (1000)
0.49 0.98 0.98 0.98 0,98 0.98 0,98 >1000 62.5 1000
12 2-OH H Bz Bz 1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) 1000) | (31,25) | (>1000) | (>1000) (1000) (1000)
1000 1000 1000 500 500 250 500 >1000 >1000 >1000
13 2,5-OH H Me Me 1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) (>1000) | (>1000) | (>1000) (ND) (ND) (ND)
125 125 500 250 500 125 250 125 125 125
14 | 220H5-Cl | H Me Me (>1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) (>1000)
0.49 0.49 0.49 1.95 0,49 0.98 0.98 156 78 156
15 2-OH5-Cl | H Bz Bz .8 .8 a8 7.8 (7.8) (1.8) (1.8) (500) (250) (125)
16 3,4-Cl, H Me Me >1000 >1000 - >1000 1000 >1000 >1000 - -
. . >1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000 >1000 250 >1000
17 34-Cl, H iPr iPr (>1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) (250) (>1000)
18 3,4-Cl, H n-C;oHy, n-C;oHy, - - - - - - - - -
>1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000 >1000 125 >1000
19 34-Cl H Bz Bz (>1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) >1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) (125) (>1000)
>1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000 >1000 1000 >1000
20 34-Cl H Me Bz (>1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) 1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) (1000) (>1000)
>1000 | >1000 | >1000 >1000 1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
21 4-NO, H Me Me (ND) (ND) (ND) (ND) (>1000) | (ND) (ND) (ND) (ND) (ND)
22 4-NO, H Me Bu - - - - - - - - -
23 4-NO, H Me Bz >1000 | >1000 | >1000 >1000 1000 500 >1000 >1000 >1000 >1000
>1000 | >1000 | >1000 >1000 250 S1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
24 4-NO, H Me 0-Ciotar || \p) (ND) (ND) (ND) (ND) (ND) (ND) (ND) (ND) (ND)
1000 | >1000 | >1000 1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000
25 4-NO, H -CH,- CH,- 1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) (>1000) | (>1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) (>1000)
26 2-OH H -CH,- CH,- - - - - - - - - -
125 250 125 125 250 125 250 250 1000 1000
27 2-OH H -CH,- CH,- CH,- 1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) 1000) | (250) | (>1000) (250) (1000) (1000)
28 | 34CLPh | H -CH,- CHy- CHy- >1000 | >1000 | >1000 >1000 1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
29 3,4-Cl, Me Me Me 1000 >1000 - >1000 500 >1000 >1000 - -
1000 | >1000 | >1000 >1000 1000 125 >1000 >1000 >1000 >1000
30 3,4-Cl, Me Bn Bn (ND) (ND) (ND) (ND) (ND) (500) (ND) (ND) (ND) (ND)
31 4-NO, Me Me Me 500 >1000 - 500 500 500 >1000 - -
32 4-NO, Me Bn Bn - - - - - - - - -
1000 1000 1000 >1000 250 500 1000 500 500 500
33 34-Cl, Me -CH,- CHy- (>1000) | (>1000) | (>1000) (>1000) 1000) | (>1000) | >1000) |  (500) (500) (1000
34 4-NO, Me CH,- CHy- >1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
>1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
35 4NO, | Me | CH-CH-CHx- || ‘xp) | ) | ovp) (ND) ~p) | apy | ap) | o) (ND) (ND)
Vancomicin 0.98 0.49 . 0.98 0.12 0.24 0.98 0.24 0.24 0.98
Ciprofloxacin 0,49 0,24 - 0,49 0,98 0,03 0,12 - -

Aktywnos¢ przeciw bakteriom Gram-ujemnym

Badane zwiazki (8-35) nie wykazywaly aktywnosci przeciw bakteriom Gram-
ujemnym (S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, P. mirabilis ATCC 12453, K.
pneumoniae ATCC 13883, P. aeruginosa ATCC 9027).
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Aktywnos¢ — wzgledem drozdzy

Badane zwiazki wykazuja niewielkg aktywno$¢ przeciw drozdzom i nie zalezy ona od
podstawnika przy pierScieniu, natomiast zalezy od wielkosci podstawnikéw przy atomach

siarki, przy czym im wigksza grupa tym lepsza aktywnos$¢ (tab.5).

Tabela 5. Wartosci MIC (MBC) dla badanych zwigzkéw

o) S-R, Drozdze
N < C. albicans C. albi c Tosi
s IN— . atoicans . parapsilosis
o N S-R ATCC parap
4 ATCC 10231 | ATCC 22019
=X R2 2091
R1
Nr R1 R2| R3 R4 MIC (MBC) [pg/ml]
1000 1000 1000
8 | 2NO. | H Me Me (>1000) (>1000) (>1000)
1000 1000 1000
9 | 20H | H Me Me (>1000) (>1000) (>1000)
1000 1000 1000
10 20H | H Me | CHCHs): | (11090 (>1000) (1000)
125 125 78
1} 20H | H | Me Bz (1000) (1000) (1000)
1000 250 250
12 2-OH H Bz Bz (1000) (500) (1000)
1000 1000 1000
13| 250H | H Me Me (>1000) (>1000) (>1000)
1000 1000 1000
14 | 2-OH5-CL | H | Me Me (1000) (>1000) (>1000)
125 1000 1000
15 | 2-OH5-Cl | H Bz Bz (1000) (>1000) (>1000)
16 | 34ChL | H Me Me 1000 1000 500
) 250 125 250
17 3,4-Cl, H iPr iPr (>1000) (>1000) (>1000)
18 3,4-C12 H n—C10H21 n—C10H21 - - -
250 125 125
19| 34C, | H Bz Bz (>1000) (1000) (>1000)
250 125 62,5
20 | 34CL | H Me Bz (>1000) (>1000) (1000)
1000 1000 1000
21| 4NO, | H Me Me (>1000) (>1000) (>1000)
22 4-NO, H Me Bu - - -
23| 4NO, | H Me Bz : - :
250 1000 1000
24| 4NO, | H | Me | n-Cyly (1000) (>1000) (>1000)
1000 1000 500
25| 4NO, | H ~CH,- CH,- (>1000) (>1000) (>1000)
26| 20H | H CH,- CH.- - - -
250 500 15.6
27| 20H | H | -CH»-CH:-CH,- (1000) (1000) 500
28 | 34-ClLPh | H | -CH» CH» CHx- >1000 >1000 >1000
29 | 34-CL | Me | Me Me 1000 1000
250 1000 250
30 | 34-Ch | Me Bn Bn (1000) (>1000) (>1000)
31| 4NO, | Me| Me Me 125 125 125
32| 4NO, | Me| Bn Bn : - :
500 500 15.6
33| 34CL | Me -CH,- CH,- (1000) (1000) 500
1000 1000 500
34| 4NO, | Me -CHo- CHo- (1000) (1000) (1000)
125 1000 1000
35 4-NO, Me -CHy- CH;- CH,- (1000) (>1000) (>1000)
Fluconazole 0,25 0,98 1,95
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Pochodne hydrazydowe S-estrow [H4, H9]

Do badan korelacji struktura-aktywno$¢ w kolejnej serii pochodnych hydrazydowch

S-estréw wykorzystatam 9 posiadanych zwigzkéw (rys. 21).

Nr R1 R2 | R3 R4 Dane
O RS krystalograficzme
| Grupa R1
N _ N przestrzenna [%]
| S 36 4-NO,-Ph H H Me P2(1)/c 5,38
R 2 37 2-OH H H Me P2(1)/c 6,96
38 2-OH,5-Cl H H Me
39 3,4-Cl,-Ph H Me Me P2(1)/c 3,36
R 1 40 3,4-Cl,-Ph H Me Bu P2(1)/n 2,39
41 3,4-Cl,-Ph H Me n-CoHy
42 3,4-CL,-Ph H | Me Bz P2(1)/c 7.9
43 0-OH H | Me Bz P2(1) 2,44
44 2-OH,5-C1 H Me | CH(CHj), P2/n 3,46

Rys.21. Schemat analizowanych tioestrow

Badania strukturalne

W bazie CSD znajduje si¢ 10 zwiazkéw (w tym zbadanych przeze mnie 3 zwiazki

[H4]) pochodnych hydrazydowych S-estrow (rys.22) [7].

R1

Rys.22. Schemat S-estrow

Konformacja tych zwigzkéw zalezy przede wszystkim od rodzaju podstawnika R3.
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Zwiazki niepodstawione w pozycjach R2, R3

7 9 zwiazkéw podstawionych wodorem w pozycji R2 i R3 w bazie CSD znajduje si¢ 8
(rys.23).

Rys.23. Natozenie struktur podstawionych wodorem w pozycji R3

(zwigzki ,,czerwone” fenylopochodne, , rozowe” heterocykliczne)

W odréznieniu od serii S,S-diestréw, pochodne S-estrowe wykazuja wigksza swobode obrotu
wok6t wigzania N-N, za$ kat torsyjny C-N-N-C zawiera si¢ pomigdzy 87 a 180° Takze
kolejny kat torsyjny N-N-C=S jest bardzo wazny dla upakowania czasteczek tej serii
zwigzkow. Istotnym elementem wptywajacym na aktywnos$¢ zwigzku wydaje si¢ polozenia

atomu siarki (rys. 24).
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Rys.24. Wykres zaleznosci kqtow torsyjnych N-N-C=S od C-N-N-C
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Atom wodoru przy azocie ustawia si¢ po tej samej stronie co atom siarki (kat torsyjny H-N-
C=S jest bliski 0°) tylko w przypadku, gdy nast¢puje skrecenie na wigzaniu N-N. Czasteczki,
w ktérych jest skrecenie na wigzaniu N-N, mogg przyjmowac kat torsyjny H-N-C=S zaréwno

bliski 0° jak 1 180°.

W analizowanych zwigzkach najcze$ciej wystepuja wigzania wodorowe typu

(C=)O"H-N, tworzace tancuch czasteczek.

Zwiazki podstawione w pozycji R2 lub R3

Dla serii zwiazkow zawierajagcych grupe metylowa w potozeniu R3 mamy do

czynienia z mniejszg roznorodnoscig konformacyjng (rys. 25).

Rys.25. Natozenie struktur podstawionych grupg metylowg w pozycji R3 (,,ciemnozielony”

zwiqgzki fenylopochodne, ,,jasnozielony” heterocykliczne)

Wszystkie zbadane zwigzki (6 struktur) sg ,,skrecone” na wigzaniu N-N, a grupa metylowa

znajduje si¢ po tej samej stronie co siarka z uktadu C=S.

Wiazania wodorowe

Réwnolegle ustawione czgsteczki tworzg tancuch za pomoca wigzan wodorowych
typu (C=)O...H-N, (graf - C(4)). W przypadku zwigzkéw 43 i 44 dodatkowo tworzg si¢

wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe z grupa hydroksylowa w pozycji orto pierScienia.
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Co ciekawe, to dla struktury 43 tworzy si¢ wigzanie wodorowe z grupg karbonylowa,

natomiast dla 44 z grupg aminowa.

Badania mikrobiologiczne — aktywnos¢ przeciw drobnoustrojom

Aktywnos¢ tuberkulostatyczna

Zaden =ze zwigzkéw tej serii nie wykazywal zadawalajacej aktywnosci
tuberkulostatycznej. Wartosci MIC dla wszystkich zwigzkéw i szczepéw wynosity 50 lub 100
pg/ml.

Aktywnos¢ przeciw bakteriom Gram-dodatnim.

W przeciwienstwie do braku aktywnosci na Mycobacterium tuberculosis, wszystkie te
zwiazki wykazywaly aktywno$¢ przeciw pozostatam przebadanym bakteriom Gram-dodatnim
(tab.6). W odréznieniu od poprzednich serii duzg aktywnos$¢ wykazuja zwigzki posiadajace
grupe metylowa przy atomie N°. Wptyw na aktywno$¢ ma takze podstawnik przy atomie

siarki, przy czym jak zwykle im jest on wigkszy tym wyzsza jest aktywno$¢ zwigzku.

Tabela 6. Wartosci MIC (MBC) dla badanych zwigzkéw

O R3 S-R Bakterie Gram-dodatnie
| 4
N ) ) 3 3
N S. S. S. S. M B. B. s. s.
| S aureus aureus aureus epidermidi luteus subtilis cereus pyogenes pneumoniae S.  mutans
R2 ATCC | ATCC | ATCC | sATCC | ATCC | ATCC | ATCC | ATCC ATCC ATCC 25175
25923 | 6538 | 43300 12228 10240 | 6633 | 10876 19615 49619
R1
Nr kryst R1 R2 | R3 R4 MIC (MBC) [pg/ml]
36 4NO,Ph | H | H Me 250 125 125 250 125 250 250 500
¢1000) | 10000 | 1000) | 10000 | 1000y | 1000y | 1000y | 300 1000 (500) 1000 (1000)
37 i 625 15.6 625 62.5 125 625 250 1000 500
>OH H H Me 1000) | (1000) | (1000) (1000) 00 | 250) | 1000) | (1000) (500) 1000 (1000)
38 P 313 313 313 313 313 125 62.5 500 125
2-0H,5-Cl H H Me 125) | ©25 | 625 (125) 125 | @50 | (5000 | (1000) (250) 300 (>1000)
39 o 15.6 3125 | 31.25 31.25 31.25 78 31,25 125 125 125
3.4-Cl-Ph H | Me Me 1000) | >1000) | 1000) | (1000) | 1000) | (125 | 1000) | (125) (125) (125)
40 o 1.95 1.95 1.95 39 1.95 0,98 1.95 15.6 15.6 15.6
34Ch-Ph | H | Me Bu 56 | (56 | 19 1.9) a9 | 195 | @9 (250) (62.5) (62,5
41 o § 3.9 78 39 >1000 31,25 39 39 3125 3125
3,4-ClyPh H Me n-Ciobly (250) (500) (62.5) (>1000) (1000) (125) (62.5) (125) (125) 1000 (1000)
42 o 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 313 15.6
34-Cl-Ph H | Me Bz 125 | 125 | 625 1.8 625 | a8 | 25 | 1000 (1.3) 31,3 (>1000)
43 - 39 39 39 7.8 78 7.8 78 313 313
o-OH H | Me Bz G613 | 625 | 6L (15.6) 62.5 | (156 | (500 (500) (62.5) 62,5 (>1000)
44 e 1.95 1.95 39 39 3.9 39 1.95 15.6 15.6 5.6
20H5-Cl | H | Me | CHCHy), | (h5) | 313) | 313 (1,3) G613 | 69 | @50 (500) (125) (500)
Vancomicin 0.98 0.49 0,98 0.12 024 0.98 0.24 024 0.98
Ciprofloxacin 0.49 0.24 0,49 0.98 0.03 0.2
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Aktywnos¢ przeciw bakteriom Gram-ujemnym

Zwiazki tej serii nie wykazujg aktywnosci na analizowane bakterie Gram-ujemne.

Wartosci MIC wynosity od 250 do >1000 pg/ml.

Aktywnos¢ przeciw drozdzom

Wszystkie zwigzki tej serii wykazuja $rednig lub mata aktywno$¢ przeciw badanym

grzybom (tab.7).

Tabela 7. Wartosci MIC (MBC) dla badanych zwigzkéw

O R3 S-R Drozdze
II\J 4 C. C. C.
N S albicans albicans parapsilosis
g{ 2 ATCC ATCC ATCC
R1 2091 10231 22019
Nr R1 R2 R3 R4 MIC (MBC) [pg/ml]

36 4-NO,-Ph H H Me 500 1000 15,6
(>1000) (>1000) (1000)

37 2-OH H H Me 500 500 15,6
(500) (500) (500)

38 2-OH,5-Cl1 H H Me 250 250 62,5
(250) (500) (125)

39 3,4-Cl,-Ph H Me Me 62,5 62,5 62,5
(1000) (1000) (1000)

40 3,4-Cl,-Ph H Me Bu 250 125 (1000) 500
(1000) (1000)

41 3,4-Cl,-Ph H Me n-CyoHay 250 500 31,25
(>1000) (>1000) (1000)

42 3,4-Cl,-Ph H Me Bz 125 500 >1000
(>1000) (>1000) (>1000)

43 0-OH H Me Bz 250 500 >1000
(>1000) |  (>1000) (>1000)

44 2-OH,5-Cl1 H Me CH(CHs), 31,3 31,3 62,5
(62,5) (62.,5) (125)

Fluconazole 0,25 0,98 1,95
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Analiza ADME

Analiza farmakokinetyczna zostata przeprowadzona dla 43 najbardziej obiecujacych
zwigzkéw. Wykonany zostat profil ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion)
wykorzystujac program SwissADME [30]. Poza wykresem wchtaniania jest 11 zwiazkow,
pozostate zwiazki ze wzgledu na budowe moga by¢ wchtaniane z jelita, zaden ze zwigzkéw

nie przekracza bariery krew- mézg (rys.26).
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Rys 26. Wykres wchitaniania leku typu BOILED-Egg [31] dla badanych zwigzkow

Analizowane zwigzki sklasyfikowatam (poza 24) jako podobne do leku, zgodnie z regutami
Lipinskiego [32]. Zwigzek o najgorszych parametrach pod wzgledem wykorzystania jako
substancji aktywnej zostal przedstawiony na rys. 27 wraz z tarczg trafnosci okreslajaca

podobienstwo do leku (szary obszar).
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Rys.27. Struktura i tarcza trafnosci zwigzku nr24

Analiza ADME, w tym tarcza trafnosci, wykonana dla badanych zwigzkéw potwierdzita, ze

moga by¢ one dalej badane jako potencjalnie interesujace substancje czynne.
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Okreslenie modelu farmakoforu

Jednym z elementéw badan bylo okreslenie modelu farmakoforu. Oznaczenie roztozenia w
przestrzeni charakterystycznych grup (m.in. donoréw i akceptoréw wigzania wodorowego,
grup hydrofilowych, elektrofilowych itp.) umozliwia zaproponowanie kolejnych zwigzkow

do badan.

Model farmakoforu okreslitam za pomocg programéw DiscoveryStudio oraz LigandScout na
znanych aktywnych, analogicznych zwigzkach (rys. 28). Umozliwilo to wstepna analize

substancji pod katem potencjalnych wiasciwosci przeciwbakteryjnych.

# W ocmioc
M

Rys.28 Analiza kontaktow dla zwigzku 16

Analiza farmakoforu pozwolita mi okresli¢ charakterystyczne elementy budowy zwigzkéw, w
tym donor i akceptor wigzania wodorowego, wielko$¢ i rodzaj podstawnikow przy atomach

siarki [H6-H9].
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Dokowanie zwigzkow

Mutacje w genie katG kodujacym biatko katalazy/peroksydazy s3 najprawdopodobniej
przyczyng powstawania opornosci pratkéw gruzlicy [33]. Wykonalam dokowania
wykorzystujac program Gold [34] badanych zwigzkéw do struktury katalazy ze zmutowang
seryng w pozycji 315 na treoning (PDB: 2CCD) [35]. Umozliwito to analiz¢ kontaktéw
badanych zwiazkéw z aminokwasami w centrum aktywnym enzymu (rys. 24), szczegdlnie z

aminokwasem w pozycji 315, ktéry wplywa na opornos¢ pratkéw gruzlicy na izoniazyd [33].

_l THRI15A

PROZI2A

Rys.24 Struktura katalazy 2CCD [35] (a); zwigzek 16 w centrum katalitycznym enzymu (b);

analiza kontaktow w miejscu aktywnym enzymu (program PLIP [36])



Strukturalne podstawy aktywnosci wybranych pochodnych hydrazyny

Zmutowana treonina (S315T) zmniejsza przestrzen kanalu przez ktéry dostaje si¢ lek w
miejsce aktywne enzymu. Przeprowadzone przeze mnie dokowania zaprojektowanych
pochodnych hydrazyny do centrum aktywnego zmutowanej katalazy (315T) pokazaty, ze
wielkos¢ tego miejsca aktywnego determinuje konformacj¢ potencjalnych lekéw
przeciwgruzliczych. W zwigzku z tym planarnos$¢ i wielko$¢ podstawnikéw w pochodnych
hydrazyny ma kluczowa rol¢ na aktywnos¢ tych zwigzkéw. Oddziatywania zwigzkéw w
miejscu aktywna sg dwojakiego rodzaju. Wystepuja oddziatywania hydrofobowe z treoning
315 i1 proling 232 oraz wigzania wodorowe z argining 104, histydyng 108 oraz wigzanie

rozwidlone z kwasem asparginowg 137 (rys.24c).
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Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa oparta jest na 9 publikacjach, ktére obejmuja zaréwno badania
strukturalne jak 1 analiz¢ struktura-aktywnos¢ dwoéch serii pochodnych: amidrazonowych

i hydrazydowych.

Pochodne amidrazonowe charakteryzuja si¢ duzg ré6znorodnoscig konformacyjng. Jednym z
powodow tak duzej réznorodnosci jest mozliwo$¢ tworzenia tautomerii. Wsrdd tej grupy
znajduja si¢ zwigzki aktywne biologicznie. Jednak grupa ta nie jest specyficzna gdyz zwigzek
wykazujacy dziatanie przeciwbakteryjne, wykazuje takze dziatanie przeciwgrzybiczne.
Aktywny zwigzek posiada uklad niearomatyczny heterocykliczny. Podstawienie grupg

metylowg pozycji R2 powoduje brak aktywnosci.

Pochodne hydrazydowe nie wykazujg aktywnos$ci przeciw szczepom bakterii Gram-ujemnym
(S. typhimurium, E. coli, P. mirabilis, K. pneumonia, P. aeruginosa). Wykazuja natomiast
niewielkg aktywno$¢ przeciw przebadanym grzybom (C. albicans, C. parapsilosis).
Najbardziej interesujace sa wyniki przeciw bakteriom Gram-dodatnim (S. aureus, S.
epidermidis, S. pyogenes, S. pneumoniae, B. subtilis, B. cereus, S. mutans). Zwiazki te nie
tworzg jednej specyficznej grupy i dlatego zostaly podzielone na dwie serie: S-estry i S,S-
diestry. W przypadku ditioestrow mate podstawniki przy atomach siarki oraz brak
podstawnika przy N’ determinujg aktywnos$¢ tuberkulostatyczng. Zwigzki te nie sg jednak
aktywne na pozostate bakterie Gram-dodatnie. Dla tych zwigzkéw musza by¢ spetnione trzy
warunki powodujace aktywnos$¢ przeciwgruzlicza: brak podstawnika przy atomie N’, grupa
hydroksylowa w pozycji orto oraz duze grupy przy atomach siarki. Seria S-estrow wykazuje
aktywnos$¢ dla zbadanych bakterii Gram-dodatnich, poza Mycobacterium Tuberculosis. W
tym przypadku zwigzki aktywne zawierajg grup¢ metylowag w pozycji N oraz duze

podstawniki przy atomach siarki.

Przeprowadzone przeze mnie badania pozwalajg na odpowiedni dobdr serii zwigzkéw pod
wzgledem stosowania substancji, bedacych sktadnikiem lekéw przeciwgruzliczych. Brak
innej aktywnoS$ci niz przeciwgruzlicza moze skutkowa¢ malym wykorzystaniem zwigzku
i poprzez rzadkie stosowanie powoduje mate uodpornienie si¢ na niego pratkow gruzlicy.
Natomiast badania nad zwigzkami o szerokim spektrum dzialania moze wspomdc leczenie
chor6b wspotistniejacych z gruzlica, wynikajacych z ostabienia organizmu i kontaktem z

innym bakteriami w trakcie pobytu szpitalnego.



Strukturalne podstawy aktywnosci wybranych pochodnych hydrazyny

Literatura

[1] http://www.who.int/tb/en/

[2] L.M. Fu, C.S. Fu-Liu, Tuberculosis 82, 85, (2002)

[3] ArcGIS ver. 9.2 (ESRI)

[4] S.L. Dax, Antibacterial Chemotherapeutic Agents, Chapman and Hall, London, (1997)
[5] J. Bertrand, C. Dobritz, H. Beerens, Bull. Soc. Pharm. 39, 1168, (1956)

[6] M.W. Schmidt, K.K. Baldridge, J.A. Boatz, S.T. Elbert, M.S. Gordon, J.H. Jensen, S.
Koseki, N. Matsunaga, K.A. Nguyen, S. Su, T.L. Windus, M. Dupuis, J.A. Montgomery, J.
Comput. Chem. 14, 1347, (1993)

[7] C.R. Groom, L.J. Bruno, M.P. Lightfoot, S.C. Ward, Acta Cryst. B72, 171, (2016)
[8] J. Bertrand, C. Dobritz, H. Beerens, Bull. Soc. Pharm. 39, 1168, (1956)

[9] H. Foks, M. Buraczewska, W. Manowska, J. Sawlewicz, Diss. Pharm. Pharmacol. 23, 49,
(1971)

[10] D. Pancechowska-Ksepko, H. Foks, M. Janowiec, Z. Zwolska-Kwiek, Acta Polon.
Pharm. 45, 193, (1988)

[11] H. Foks, C. Orlewska, M. Janowiec, Acta Polon. Pharm.-Drug Res.49, 47, (1992)

[12] M.G. Mamolo, L. Vio, E. Banfi, M. Cinco, Eur. J. Med. Chem. Chim. Ther. 21, 467,
(1986)

[13] L. Vio, M.G. Mamolo, G. Ronsisvall, Farmaco 44, 819, (1989)

[14] M.L. Gléwka, D. Martynowski, A. Olczak, C. Orlewskam H. Foks, J. Bojarks, M.
Szczesio, J. Gotka, Journal of Chemical Crystallography, 35, 477, (2005)

[15] Zwolska, komunikat prywatny, (2009)
[16] Y. Zhang, D. Mitchison, Int J Tuberc Lung Dis 7 (1) 6-21, (2003).
[17] L. H. Jensen, J. Am. Chem. Soc., 76 (18), 4663-4667, (1954).

[18] N. Bouslimani, N. Clement, G. Rogez, P. Turek, S. Choua, S. Dagorne, R. Welter,
Inorg.Chim.Acta , 363, 213, (2010)

[19] K. Gobis, H. Foks, Z. Zwolska, E. Augustynowicz-Kopec, M.L. Gtéwka, A. Olczak, M.
Sabisz Monatsh.Chem., 142, 1137, (2011)

[20] N.K. Singh, M. Singh, R.J. Butcher, Acta Crystallogr.,Sect.E:Struct.Rep.Online , 63,
04405, (2007)

[21] C. Beghidja, N. Bouslimani, R. Welter, Comptes Rendus Chimie , 10, 590, (2007)

[22] M.K. Bharty, R.K. Dani, S.K. Kushawaha, Om Prakash, R.K.Singh, V.K.Sharma, R.N.
Kharwar, N.K. Singh, Spectrochim.Acta,Part A , 145, 98, (2015)



Strukturalne podstawy aktywnosci wybranych pochodnych hydrazyny

[23] C. Beghidja, M. Wesolek, R. Welter, Inorg.Chim.Acta ,358,3881, (2005)
[24] C. Toussaint, C. Beghidja, R. Welter, Comptes Rendus Chimie ,13,343, (2010)

[25] P. Nath, M.K.Bharty, R. Chaurasia, S. Kumari, S.K. Gupta, Acta Crystallogr.,
Sect.E:Cryst.Commun. , 71, 0967, (2015)

[26] K. Gobis, H. Foks, Z. Zwolska, E. Augustynowicz-Kopec, M.L. Gtéwka, A. Olczak, M.
Sabisz, Monatsh.Chem. ,142,1137, (2011)

[27] J.P. Jasinski, R.J. Butcher, S.K. Kushawaha, M.K. Bharty, N.K. Singh, Acta
Crystallogr.,Sect.E:Struct.Rep.Online ,66,01899, (2010)

[28] C. F. Macrae, P. R. Edgington, P. McCabe, E. Pidcock, G. P. Shields, R. Taylor, M.
Towler, & J. van de Streek, J. Appl. Cryst. 39, 453—457, (2006)

[29] M.C. Etter, J.C. MacDonald, J. Bernstein, Acta Cryst. B46, 256-262, (1990)

[30] A. Daina, O. Michielin, V. Zoete, Sci. Rep. 7, 42717-42732, (2017)
[31] A. Daina, V. Zoete, Chem. Med. Chem. 11,1117-1121, (2016)

[32] C.A. Lipinski, F. Lombardo, B.W. Dominy, P.J. Feeney Adv. Drug Deliv. Rev., 23 (1-3),
pp- 3-25, (1997)

[33] T. Jagielski, M. Grzeszczuk, M. Kaminski, K. Roeska, A. Napiorkowska, R. Stachowiak,
E. Augustynowicz-Kope¢, Z. Zwolska, J. Bielecki; Pneumonol. Alegol. Pol. 81, 298-307,
(2013)

[34] G. Jones, P. Willett, R.C. Glen, A.R. Leach, R. Taylor, J. Mol. Biol., 267, 727-748,
(1997)

[35] X. Zhao, H. Yu, S. Yu, F. Wang, J.C. Sacchettini, R.S. Magliozzo, Biochemistry 45,
4131-4140, (2006)

[36] S. Salentin, S. Schreiber, V.J. Haupt, M.F. Adasme, M. Schroeder, Nucleic. Acids Res.
43, 443-447, (2015)



Strukturalne podstawy aktywnosci wybranych pochodnych hydrazyny

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIEGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

5.A Poszukiwania zaleznosci struktura-aktywno$¢ pochodnych arylopiperazynowych

wykazujacych powinowactwo do receptoréw serotoninowych.

Od kilku lat jestem zangazowana w okreslenie struktur krystalicznych zwiazkow
bedacych pochodnymi arylopiperazyny ze wzgledu na ich wtasciwosci farmakologicnze.

Pochodne uktadu arylopiperazynowego sa dobrze znane ze wzgledu na ich
interesujace wilasciwosci farmakologiczne, a dlugotancuchowe arylopiperazyny (LCAP) sa

szeroko badane jako ligandy receptora serotoninowego, dzialajagce na osrodkowy uktad

OO
Grupa

Nerwowy.

terminalna

Serotonina jest waznym zwigzkiem, ktéry reguluje w organizmie funkcje
odpowiedzialne m.in. stany emocjonalne, sen, bdl. Zie funkcjonowanie neuroprzekaznika
objawia si¢ takimi chorobami psychicznymi, jak: depresja, schizofrenia, czy stany lekowe
[1,2]. Poszukiwanie nowych aktywnych zwigzkéw, m.in. na podstawie analizy QSAR oraz
okre$lanie farmakoforu pozwala pozna¢ dziatanie ligandow receptorowych, jak i budowe
samego receptora.

W wyniku zbadania struktury krystalicznej kilkudziesi¢ciu takich zwigzkéw, zaréwno
wolnych zasad, jak i ich chlorowodorkéw, o réznych dlugosciach tancucha (n=2, 3 lub 4)
stwierdzitam, ze:

-protonowanie arylopiperazyny zwi¢ksza tendencje do rozciagnigtej formy,

-piperazyna przyjmuje konformacje¢ krzesetkowa i preferuje podstawniki w pozycji
ekwatorialnej,

-powinowactwo do receptora serotoninowego zalezy od dtugosci tacznika (parzystosé
grup metylenowych) [3.4].

Interesujagcym elementem badan nad pochodnymi LCAP jest podstawienie grupy
aromatycznej. Kilkanascie struktur na kilkaset znajdujacych si¢ w bazie CSD posiada

podstawnik aromatyczny w pozycji aksjalnej. Wybranie odpowiedniej grupy moze
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powodowa¢ preferencje takiego podstawienia. Badania nad nowo zaprojektowanymi przeze
mnie arylopiperazynami potwierdzajg juz ta tez¢. Odpowiedni wybdr grup aromatycznej

1 terminalnej moze by¢ istotny do dopasowania si¢ do receptora.
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5.B Monitoring $rodowiska — wykorzystanie geograficznych systeméw informacji do

opracowan statystycznych, analizy i tworzenia map

Prowadzitam takze badania nad wykorzystaniem sytemu informacji geograficznej
(GIS) dla potrzeb badan naukowych w zakresie biologii, chemii i ochrony §rodowiska [1].
System informacji geograficznej jest to system, ktéory umozliwia gromadzenie,
usystematyzowanie, analiz¢ i wizualizacje danych, ktére sg powigzane ze wspoétrzednymi
geograficznymi [2-4]. Dzigki wykorzystaniu GIS w ochronie srodowiska, biologii, chemii czy
monitoringu mozna utatwi¢, usystematyzowacé i opracowac¢ projekty badawcze w szybszy,
czesto tatwiejszy sposob. Praca chemika, analityka, biologa czy ekologa czegsto wigze si¢ z

pobieraniem probek w terenie a nast¢pnie ich analizg i opisem.

W  ramach projektu 201/BN/D/2005 wykonywana byla analiza gleb rolniczych
w wojewddztwie 16dzkim. Badania jakosci gleb wojewddztwa t6dzkiego wykonywane byly w
Instytucie Chemii Ogélnej 1 Ekologicznej Politechniki £.6dzkiej. Badano zanieczyszczenia w
pierwiastki ci¢zkie (kadm, otéw, nikiel) [5]. W kolejnych latach dokonywano poréwnawczych
analiz dla prébek pobranych z tych samych miejsc kilka lat p6zniej z mysla o zbadanie
wplywu zmiany otoczenia na te zanieczyszczenia (przede wszystkim w zwiazku z budowa

autostrady). Wykonatam analize GIS zmian zanieczyszczenia gleby w wojewddztwie 16dzkim
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wykorzystujac powyzsze dane [6]. W ramach kolejnego projektu 804/BN/D/2016
analizowany jest takze sklad gleby w okolicach rzek i kanatéw [7]. Istotnym badanym

parametrem jest migracja zanieczyszczen z wod powierzchniowych do gleb rolniczych.
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