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2. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WYNIKAJACEGO Z ART.
16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH
NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH 1
TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.)

2.1 Tytul osiagniecia naukowego

Wplyw struktury pochodnych chalkonu, chromonu i chromanonu
na aktywnos¢ cytotoksyczng in vitro i wlasciwosci fluorescencyjne

Osiggniecie zostato udokumentowane cyklem powigzanych tematycznie prac oryginalnych
opublikowanych w recenzowanych czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation
Reports (JCR) w latach 2011-2016. Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania IF wynosi
16.166 a faczna liczba punktéw wg punktacji MNiSW to 180.

2.2 Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

H1. B. Kupcewicz (<), A. A. Jarzecki, M. Matecka, U. Krajewska, M. Rozalski. Cytotoxic
activity of substituted chalcones in terms of molecular electronic properties.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014, 24, 4260-4265.

IF(2014) = 2.420, Punktacja MNiSW: 30

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i koordynowaniu badan, wykonaniu obliczeri chemometrycznych i analizie wynikéw, napisaniu
manuskryptu i jego korekcie zgodnie z uwagami recenzentéw, korespondencji z edytorem. Mdj
udziat procentowy szacuje na 70%.

H2. B. Kupcewicz (<), G. Balcerowska-Czerniak, M. Matecka, P. Paneth, U. Krajewska, M.
Rozalski, Structure-cytotoxic activity relationship of 3-arylideneflavanone and
chromanone (E,Z isomers) and 3-arylflavones.

Bioorg. Med. Chem. Lett. 2013, 23, 4102-4106.

IF(2013) = 2.331, Punktacja MNiSW: 25
Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i
koordynowaniu badan, udziale w analizie wynikéw, napisaniu manuskryptu i jego korekcie
zgodnie z uwagami recenzentow, korespondencji z edytorem. Méj udziat procentowy szacuje na
50%.

H3. B. Kupcewicz (<), M. Zapadka, M. Matecka, U. Krajewska, M. Rozalski, E. Budzisz;
Quantitative relationships between structure and cytotoxic activity of flavonoid
derivatives. An application of Hirshfeld surface derived descriptors.

Bioorg. Med. Chem. Lett. 2016, 26, 3336-3341.

IF(2016) = 2.420, Punktacja MNiSW: 25

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i koordynowaniu badan, analizie wynikéw, wykonaniu obliczeri QSAR, napisaniu manuskryptu
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i jego korekcie zgodnie z uwagami recenzentéw, korespondencji z edytorem. Méj udziat
procentowy szacuje na 65%.

H4. B. Kupcewicz, M. Grazul, |.-P. Lorenz, P. Mayer, E. Budzisz. The synthesis, spectroscopic
properties and X-ray structure of Zn(ll) complexes with amino derivatives of chromone.
Polyhedron 2011, 30, 1177-1184.

IF(2011) = 2.057; Punktacja MNiSW: 30

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu pomiaréw potencjometrycznych i
spektrofotometrycznych, wyznaczeniu statych protonowania i ich opisie, wykonaniu pomiaréw
fluorescencji i ich opisie, korekcie manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentéw Moj wktad
szacuje procentowy na 40%.

H5. B. Kupcewicz (<), A. Kaczmarek-Kedziera, K. Lux, P. Mayer, E. Budzisz, Novel bright-
blue luminescent complex of Zn(ll) with 7-amino-methylchromen-4-one: Synthesis,
photophysical properties and DFT calculations.

Polyhedron 2013, 55,259-269.

IF(2013) = 2.047; Punktacja MNiSW: 30

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
pomiardéw fluorescencji, analizie otrzymanych wynikéw, napisaniu manuskryptu i jego korekcie
po recenzji, korespondencji z edytorem. Mdj udziat procentowy szacuje na 65%.

He6. B. Kupcewicz, M. Matecka, Role of crystal packing and weak intermolecular interactions
in the solid state fluorescence of N-methylpyrazoline derivatives.
Cryst. Growth Des. 2015, 15, 3893-3904.

IF(2015) = 4.891; Punktacja MNiSW: 40

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu badan
fluorescencji, analizie otrzymanych wynikéw, wykonaniu czesci analizy powierzchni Hirshfelda,
napisaniu manuskryptu (oprdcz opisu struktur krystalicznych) i jego korekcie zgodnie

z uwagami recenzentéw. Mdj udziat procentowy szacuje na 60%.

(D<) — publikacje, w ktorych bytam autorem korespondencyjnym.
Oswiadczenia wspoétautorow o udziale w publikacjach witgczonych do powyziszego cyklu
umieszczono w Zatgczniku 5.

2.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz
z wnioskami naukowymi

2.3.1 Wprowadzenie

Od wielu lat, produkty i substancje wystepujgce w naturze odgrywajg znaczacg role
w poszukiwaniu i projektowaniu nowych zwigzkdw o pozadanych witasciwosciach
fizykochemicznych i farmakologicznych. Doskonatym dowodem na to mogg by¢ prace
Newmana i Cragga, zawierajgce przeglad (ostatni z 2016 roku) nowych lekéw, ktdrych
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zrédtem lub inspiracja byty produkty naturalne.’ Wséréd 1211 nowych matoczasteczkowych
lekéw, zarejestrowanych w latach 1981-2014, tylko 40% to zwigzki w petni syntetyczne,
natomiast 33% zwigzkdw zostato sklasyfikowanych jako produkty naturalne lub ich
pochodne, a kolejne 27% jako nasladujgce zwigzki naturalne (ang. mimic of natural
product). Do najczesciej poszukiwanych i projektowanych lekéw nalezg zwigzki o dziataniu
przeciwnowotworowym, co jest spowodowane rosngcg liczbg przypadkéw wykrywania
nowotwordw, a tym samym farmakologicznym wyzwaniem jakim jest ich skuteczne
leczenie. We wspomnianym zestawieniu leki przeciwnowotworowe stanowig najliczniejsza
grupe (174), a wsrdéd nich 56% nalezy do lekéw pochodzenia naturalnego.

Wspdiczesnie, jedng z intensywnie badanych grup zwigzkdéw naturalnych sg
flawonoidy, strukturalnie zréznicowane i licznie wystepujace w wielu roslinach zwigzki
polifenolowe. Dwa podstawowe szkielety wystepujgce w strukturze flawonoidéw, rdznigce
sie obecnosciag wigzania podwdjnego pomiedzy atomami wegla C2i C3, to uktad chromonu
(1-benzopiran-4-onu) oraz chromanonu (2,3-dihydro-1-benzopiran-4-onu) (Ryc.1). Chromon
i chromanon z pierscieniem fenylowym przytagczonym do atomu wegla C2 stanowia
podstawowg strukture, odpowiednio flawonu i flawanonu. Do grupy flawonoiddéw zalicza
sie takze chalkony (Ryc. 1a), traktowane jako ich prekursory.

OH 0] @)

X 3

a o) b o) C

Ryc. 1 Szkielet chalkonu (a), chromonu (b) i chromanonu (c). Podstawienie pierscienia fenylowego w
pozycji C2 chromonu i chromanonu daje odpowiednio strukture flawonu i flawanonu.

Ze wzgledu na wielokierunkowa aktywnos¢ biologiczng naturalnych flawonoidéw, zwigzki
nalezgce do tej grupy, a takze ich substruktury (chromon i chromanon) stanowig przedmiot
szeregu modyfikacji strukturalnych oraz badan pod katem ich zastosowania jako
potencjalnych lekéw. O szerokim zainteresowaniu zwigzkami z grupy pochodnych chalkonu,
chromonu, chromanonu oraz naturalnych flawonoidédw mogg swiadczy¢ liczne w ostatnich
latach prace dotyczace kierunkéw syntezy, wtasciwosci farmakologicznych oraz patenty.>*
Wiele zwigzkdw byto badanych pod katem  wtasciwosci cytotoksycznych5
i przeciwnowotworowych,®’ a takze potencjalnego zastosowania w obrazowaniu choroby

1 Newman D. J.; Cragg G. M. ] Nat Prod 2012, 75, 311-335

2Newman D. J.; Cragg G. M./ Nat Prod 2016, 79, 629-661

3 Jodo Matos M., Vazquez-Rodriguez S., Uriarte E., Santana L., Exp. Opin. Ther. Patents, 2015, 25,351-366

4Jodo Matos M., Vazquez-Rodriguez S., Uriarte E., Santana L, Borges F., Exp. Opin. Ther. Patents, 2015, 25, 1285-1304
5 Orlikova B.; Menezes J. C.]. M. D. S.; Ji S.; Kamat S. P.; Cavaleiro ]. A. S.; Diederich M. Eur. J. Med. Chem. 2014, 84, 173-
180

6 Batra P.; Sharma A.K. 3 Biotech. 2013, 3, 439-459

7 Mahapatra D.K; Bharti S.K.; Asati V. Eur. J. Med. Chem. 2015, 98, 69-114



Zatacznik 2a

O, chromanonéw!'! i flawonow'?

Alzheimera.® Opisano szereg pochodnych chromonéw’!
o réznej aktywnosci biologicznej, wsrdod ktdrych mozna wymieni¢ liczng grupe zwigzkow
o wiasciwosciach cytotoksycznych. Pochodne chromonu badane byly takze jako zwigzki
o selektywnej cytotoksycznosci wobec wielolekoopornych komérek biataczki HL60/MX2."
Jednym ze wstepnych badan niezbednych do okreslenia prawidtowego dziatania oraz
bezpieczenstwa potencjalnego leku sg badania cytotoksycznosci z wykorzystaniem hodowli
komédrkowych in vitro. Mimo, iz w porédwnaniu z modelami zwierzecymi, konwencjonalne
metody in vitro stosowane do oznaczenia cytotoksycznosci majg mniejszg specyficznos¢ czy
zdolnos¢ oceny mechanizmu dziatania, jest to powszechnie stosowane i bardzo uzyteczne
narzedzie do badan przesiewowych nowych zwigzkédw. Niewatpliwg zaletg stosowania
modeli komérkowych jest mozliwos¢ pracy na komdédrkach ludzkich, prawidtowych
i nowotworowych, ale takie szybkos¢ i tatwos$¢ badania proceséw komérkowych
i molekularnych. Testowanie in vitro nowych zwigzkéw pozwala na:
i selekcje substancji do dalszych badan na modelach zwierzecych (in vivo),
ii. wykorzystanie puli zwigzkéw (zazwyczaj o zréznicowanej sile dziatania) do
analizy zaleznosci struktura-aktywnos$¢ (ang. structure-activity relationships,
SAR),
iii. ilosSciowe modelowanie wptywu struktury na aktywnos$¢ biologiczng (ang.
quantitative structure-activity relationships, QSAR).

Gtéwnym celem analizy SAR jest okreslenie jakie, i w jaki sposéb, zmiany w strukturze
wptywajg na  okresSlong aktywno$¢ biologiczng  zwigzku (ang. endpoint),
a uzyskane informacje mogg nastepnie zosta¢ wykorzystane przy projektowaniu lekow
metoda opartg o strukture farmakoforu lub wykorzystujgcej model miejsca wigzgcego.
Coraz czesciej w procesie optymalizacji tzw. struktury wiodgcej wykorzystuje sie
modelowanie ilosciowych zaleznosci struktura-aktywnos$¢ (QSAR), pozwalajgcych na
ustalenie zwigzku miedzy budowg i witasciwosciami z niej wynikajagcymi a dziataniem
biologicznym zwigzkéw oraz prognozowanie ich aktywnosci (w tym toksycznosci).
Metodyka QSAR ma juz ugruntowang pozycje w chemii medycznej jako narzedzie
wspomagajgce projektowanie nowych lekéw, a ponadto znalazta szerokie zastosowanie do
oceny wptywu substancji chemicznych, materiatéw i nanomateriatéw na ludzkie zdrowie
i srodowisko.™

Szczegblnie istotnym elementem w modelowaniu zaleznosci struktura-aktywnosc jest
wybér deskryptoréw — cech strukturalnych lub fizykochemicznych opisujgcych badane
zwigzki. Zdecydowana wiekszos¢ z bardzo szerokiego spektrum deskryptoréow

8 Fosso M.Y.; McCarty K.; Head E.; Garneau-Tsodikova S.; LeVine Il H. ACS Chem. Neurosci. 2016, 7,171-176

9 Keri R.S.; Budagumpi S.; Pai R. K.; Balajrishna R. G. Eur. J. Med. Chem. 2014, 78, 340-374

10 Gaspar A.; Jodo Matos M.; Garrido J.; Uriarte E.; Borges F. Chem. Rev. 2014, 114, 4960-4992

11 Emami S.; Ghanbarimasir Z. Eur. J. Med. Chem. 2015, 93, 539-563

12 Singh M.; Kaur M,; Silakari O. Eur. . Med. Chem. 2014, 84, 206-239

13 Puppala M.; Zhao X.; Casemore D.; Zhou B.; Aridoss G.; Narayanapillai S.; Xing C. Bioorg. Med. Chem. 2016, 24,
1292-1297

14 Cherkasov A. et al.,, J. Med. Chem. 2014, 57,4977-5010.
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molekularnych®® to deskryptory obliczone z uzyciem narzedzi chemoinformatycznych, jak
np. deskryptory topologiczne, elektronowe czy geometryczne. Role deskryptoréw moga
petni¢ takze wyznaczone eksperymentalnie parametry, jak chociazby logP bedacy miarg
lipofilowosci zwigzku.

Do eksperymentalnych Zrdodet informacji o strukturze zwigzku oraz rodzaju
oddziatywan miedzyczasteczkowych nalezg badania krystalograficzne. Kluczowg role
w wielu procesach chemicznych i biologicznych, jak tworzenie struktur krystalicznych czy
komplekséw pomiedzy biatkowym receptorem i ligandem odgrywajg oddziatywania
niekowalencyjne (ang. non-covalent interactions), ktére, jakosciowo i ilosciowo, mozna
opisa¢ wykorzystujac m.in. analize powierzchni Hirshfelda.'® Dobrym przyktadem
literaturowym moze by¢ analiza oddziatywan pomiedzy lekiem (sunitynib) i celem
terapeutycznym przeprowadzona z wykorzystaniem analizy powierzchni Hirshfelda, ktéra
wykazata podobny schemat oddziatywan wystepujacych pomiedzy czgsteczkami sunitynibu
w krysztale jabtczanu jak i czasteczka leku w kieszeni aktywnej enzymu.'’ Jednak
stosunkowo nieliczne s prace gdzie rodzaj i udziat stabych oddziatywan
miedzyczasteczkowych wynikajacy z analizy powierzchni Hirshfelda odnosi sie do
aktywnosci biologicznej zwigzku. W prezentowanych badaniach podjetam prébe
zastosowania wynikdw dekompozycji powierzchni Hirshfelda czyli procentowych udziatéw
roznych stabych oddziatywan miedzyczasteczkowych jako deskryptoréw w modelowaniu
zaleznosci struktura-aktywnosé cytotoksyczna (H3) oraz okreslenia ich wptywu na
lipofilowos¢ zwigzkow (H6).

Analize powierzchni Hirshfelda wykorzystatam réwniez w opisie zaleznosci struktura-
fluorescencja w stanie statym (H6). Pochodne chalkonu czy chromonu stanowig
interesujgcg grupe zwigzkéw zardwno ze wzgledu na szerokie spektrum aktywnosci
biologicznych, jak i mozliwosé¢ emisji fluorescencji w roztworze i stanie statym. Z powodu
szerokiego wykorzystania zjawiska fluorescencji w wielu dziedzinach (diagnostyce
medycznej, biologii molekularnej, analityce $rodowiskowej czy optoelektronice)
poszukiwanie nowych organicznych zwigzkéw o odpowiednich wtasciwosciach jest ciggle
aktualne. Wiele zwigzkéw organicznych wykazuje intensywng fluorescencje w roztworze
rozcieiczonym, natomiast w roztworze stezonym czy w ciele statym nastepuje ostabienie
lub catkowite wygaszenie fluorescencji, gtéwnie ze wzgledu na tendencje organicznych
luminoforédw do agregacji czgsteczek wraz ze wzrostem stezenia. Stad tez wartosciowe jest
zsyntezowanie i przebadanie zwigzkéw wykazujacych intensywng i wydajng fluorescencje
zaréwno w ciele statym jak i w roztworze.

Innym obszarem wykorzystania zwigzkéw organicznych, szczegdlnie tych
wykazujacych fluorescencje, jest projektowanie selektywnych sensoréw jonéw metali.'®
Fluorescencyjne sensory powinny posiadaé dwie zasadnicze funkcje: zdolno$é wigzania

15 Todeschini, R.; Consoni V., Handbook of Molecular Descriptors, 2009, Viley-VCH, Weinheim
16 McKinnon J. ]., Spackman M. A., Mitchel A. S. Acta Cryst. 2004, B60, 627-668

17 Malinska, M. et al., Acta Cryst., 2014, D70, 1257-1270

18 Carter K.P., Young A. M., Palmer A.E. Chem. Rev. 2014, 114, 4564-4601
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jonédw metalu oraz co najmniej jeden fluorofor zdolny do absorpcji i emisji promieniowania.
Wigzanie jondw metalu musi zmienia¢ strukture elektronowg lub molekularng sensora co
prowadzi do zmiany intensywnosci i/lub dtugosci fali absorbowanego czy emitowanego
promieniowania albo wptywa na odlegtos¢ lub orientacje pomiedzy donorem i akceptorem.
Priorytetowg cechg jaka musi wykazywaé potencjalny sensor jest wysoka selektywnosé
wigzania jondw do oznaczania, ktérych jest dedykowany.™

Ze wzgledu na opisane wyzej cechy zwigzkéw z grupy flawonoidéow réwnolegle
realizowatam dwa watki badawcze czyli badania aktywnosci cytotoksycznej in vitro oraz
analize wtasciwosci fluorescencyjnych otrzymanych pochodnych. Wyniki badan zostaty
zawarte w szesciu publikacjach (H1 — H6) stanowigcych prezentowane osiggniecie naukowe.

W omawianych badaniach pochodnych chalkonu, chromonu i chromanonu mozna wyrdznié
dwa gltowne cele:

1. jakosciowag i ilosSciowg analize wptywu struktury badanych zwigzkéw na ich
aktywnos¢ cytotoksyczng in vitro wzgledem linii komodrkowych biataczki
promielocytowej (HL-60) i limfoblastycznej (NALM-6) oraz czerniaka (WM115) (H1,
H2, H3),

2. analize wtasciwosci fluorescencyjnych wybranych zwigzkéw, w tym:

i. okreslenie zalezno$ci wiasciwosci fluorescencyjnych w stanie statym od struktury
krystalicznej zwigzkéw (H5, H6),

ii. wykorzystanie wybranych aminowych pochodnych chromonu i 2-fenylo-
chromonu do poszukiwania potencjalnych fluorescencyjnych sensoréw jondw
Zn(l1) (H4, H5).

2.3.2 Okreslenie wplywu struktury badanych zwigzkow na aktywnos¢
cytotoksycznag in vitro

Realizacja pierwszego celu gtdwnego obejmowata szereg szczegétowych zadan:

i analize zaleznosci struktura-aktywnos¢ cytotoksyczna in vitro (SAR) pochodnych
chalkonu, chromonu i chromanonu;

ii. okreslenie cytotoksycznosci wyselekcjonowanych zwigzkéw w stosunku do
komorek prawidtowych;

iii. zbudowanie modeli regresyjnych QSAR, opisujgcych iloSciowe zaleznosci
aktywnosci cytotoksycznej in vitro od struktury i opartych o zestaw
interpretowalnych deskryptorow,

iv. wykorzystanie analizy powierzchni Hirshfelda (w oparciu o strukture
krystaliczng) jako narzedzia wspomagajgcego wyjasnienie aktywnosci
cytotoksycznej zwigzkéw w sSwietle stabych niekowalencyjnych oddziatywan
miedzyczasteczkowych;

19 Li]J. Yin C., Huo F. Dyes and Pigments, 2016, 131, 100-133
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Wyniki przeprowadzonych badan, bedacych realizacja pierwszego celu, zostaty

opublikowane w pracach H1 — H3:

H1. B. Kupcewicz, A. A. Jarzecki, M. Matecka, U. Krajewska, M. Rozalski. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014, 24, 4260-65.
H2. B. Kupcewicz, G. Balcerowska-Czerniak, M. Matecka, P. Paneth, U. Krajewska, M. Rozalski, Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2013, 23, 4102-06.

H3. B. Kupcewicz, M. Zapadka, M. Matecka, U. Krajewska, M. Rozalski, E. Budzisz; Bioorg. Med. Chem. Lett. 2016, 26,
3336-41.

ZaleznosSci struktura-aktywnos¢ cytotoksyczna in vitro (SAR)

Badania obejmowaty trzy grupy zwigzkéw (Ryc. 2), pochodne chalkonu (grupa 1), pochodne
chromanonu z podstawnikiem arylidenowym w pozycji C3 (grupa IlI) oraz zwigzki
zawierajgce trdjcykliczny uktad: 2-fenylochroman skondensowany z pierScieniem
2-pyrazoliny (grupa lll). W sumie przebadano 53 zwigzki. Na Ryc. 2 zostaty wyréznione
fragmenty struktur bazowych o szczegdlnym znaczeniu dla cytotoksycznosci badanych
zwigzkdéw, co wykazaty omdéwione dalej badania. Dla zwigzkéw w grupie | charakterystyczny
jest uktad wigzania C,=Cg sprzezonego z grupa karbonylowa. Zamknigcie pierscienia
i utworzenie 2-fenylochromanonu oraz wprowadzenie podstawnika arylidenowego
w pozycje C3 w grupie drugiej (Il) pozwolito na zachowanie podobnego a,B-nienasyconego
uktadu. Z kolei w trzeciej grupie zwigzkow w miejsce wigzania C,~Cp i grupy karbonylowej
wprowadzono pierscien 2-pirazoliny skondensowany z uktadem 2-fenylo-chromanu (lll).

o} R
OH e OO
O« ) QL L) \
X X N—N
B \
| O ] o m R1

R =H; CsHs R = C¢Hs, R1 = H, CH3, CH30

Ryc. 2. Charakterystyczne fragmenty struktur bazowych badanych grup zwiazkéw: chalkonéw
(1), 3-arylidenoflawanonéw (II) oraz pochodnych flawanonu ze skondensowanym pierscieniem
2-pirazoliny (III).

W badaniach aktywnosci cytotoksycznej in vitro wykorzystano trzy linie komodrkowe:
ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej (HL-60) i limfoblastycznej (NALM-6) oraz czerniaka
(WM115). W pierwszej grupie zwigzkéw (I, Ryc. 2), wyjsciowy 2’-hydroksychalkon zostat
zmodyfikowany dodatkowa grupa hydroksylowg w pierscieniu A lub elektronodonorowymi
(OH i OCHj3) oraz elektronoakceptorowymi grupami (Cl, Br, NO;) w pierscieniu B (publikacja
H1). Wczesdniejsze badania wskazujg, ze w przypadku a,B-nienasyconych zwigzkow
karbonylowych istotnym czynnikiem determinujgcym ich toksycznos$é/cytotoksycznosé
moze by¢ elektrofilowy charakter fragmentu C=C—C=0 a mechanizm dziatania opiera sie
na kowalencyjnym tworzeniu adduktéw z grupami sulfhydrylowymi reszt cysteinowych.*

20 LoPachin R. M.; Gavin T.; DeCaprio A.; Barber D.S. Chem.Res Toxicol. 2012, 25, 239-251.
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Wobec tego analize zaleznosci aktywnosci cytotoksycznej grupy podstawionych
2’-hydroksychalkonéw od struktury przeprowadzono w oparciu o teorie miekkich
i twardych kwaséw i zasad (ang. Hard and Soft Acid and Base, HSAB) wykorzystujac
deskryptory reaktywnosci catej czasteczki (globalne), reprezentowane przez witasciwosci
elektronowe czgsteczki. Do opisu wiasciwosci zwigzkdw wykorzystano chemiczny potencjat
elektronowy (W), twardo$é chemiczng (n) oraz definiowane w ich funkcji miekkos¢
chemiczna (o = 1-n) oraz elektrofilowosé¢ (w = p?/2 n). Wartosci tych parametréw zostaty
obliczone na podstawie energii orbitali molekularnych HOMO i LUMO (€homo i €Lumo)-
Wzgledne rdznice elektrofilowosci badanych chalkonéw sg determinowane rodzajem
i potozeniem podstawnikéw. Najstabszy charakter elektrofilowy posiada niepodstawiony
2’-hydroksychalkon, natomiast najwyzszg elektrofilowos¢ wykazuje zwigzek 9 z silnie
elektronoakceptorowg grupg NO, w pozycji 4 pierscienia B.

Z punktu widzenia aktywnosci cytotoksycznej, istotny jest wptyw podstawnikdéw na
gestos¢ elektronowg w a,B-nienasyconym karbonylowym fragmencie czgsteczki.
Wizualizacja redystrybucji gestosci elektronowej zwigzanej z przeniesieniem elektronéw
z orbitalu HOMO na LUMO pokazuje, ze badane zwigzki mozna podzieli¢ na dwie grupy
z wyraznie réznigcym sie uktadem obszaréw o elektrofilowym i nukleofilowym charakterze
(Ryc. 3). Uktad 1, zaobserwowany dla siedmiu badanych chalkonéw, charakteryzuje
zmniejszenie gestosci elektronowej w pierscieniu A i jej zwiekszenie w centralnej czesci
czgsteczki, co wskazuje na elektrofilowy charakter ugrupowania C=C—C=0. Dla
pozostatych chalkonéw (uktad 1) obserwuje sie przeniesienie elektronéw z pierscienia B
oraz niejednorodny rozkfad gestosci elektronowej w a,B-nienasyconym karbonylowym
fragmencie. Widoczny jest wzrost gestosci elektronowej tylko w obrebie grupy
karbonylowej i atomu Cg oraz wyrazny deficyt elektronéw na atomie C, (Ryc. 3b).

a) uktad I (zwigzki 2, 3, 4,6, 7, 8, 9) b) uktad Il (zwigzki 1, 5, 10, 11)
ICs0 < 10 M (HL-60, NALM-6) IC50 = 18 — 70 uM (HL-60, NALM-6)

Ryc.3. Dwa charakterystyczne uktady redystrybucji gestosci elektronowej orbitali
molekularnych LUMO i HOMO (|‘PLUMO|2—|‘PHOMO|2) pochodnych chalkonu. Czerwonym kolorem
zaznaczono obszar czasteczki o deficycie elektronéw zwigzanym z przeniesieniem elektronu,
natomiast niebieski kolor oznacza obszar o zwiekszonej gestoSci elektronowej (fragment
Tabeli 5 z pracy H1.).

Badania potwierdzity dostepng wiedze, ze rézny rozktad gestosci elektronowej w czgsteczce
zwigzany jest z potozeniem i charakterem podstawnikdw. Determinuje to podziat
chalkondw na dwie grupy i koreluje z ich cytotoksycznoscig wzgledem linii komdrkowych

11
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biataczki (Ryc. 3). Zwigzki, w ktérych najbardziej bogatym w elektrony obszarem jest
pierscien A, a caly a,B-nienasycony karbonylowy fragment ma charakter elektrofilowy,
wykazujg wyzszg aktywnos$¢ cytotoksyczng (nizsze wartosci ICsg). Taki uktad mozna osiggnac
przez umieszczenie elektronodonorowego podstawnika OH w pierscieniu A lub grup
elektronoakceptorowych, jak Cl, Br, NO,, w pierscieniu B. Stwierdzone zaleznosci wskazujg,
ze wykorzystanie parametréw globalnej reaktywnosci do opisu/przewidywania
cytotoksycznosci pochodnych chalkonu wydaje sie uzasadnione.

Wykonana w kolejnym etapie badan analiza ilosciowych zaleznosci struktura-aktywnosé
(QSAR) z wykorzystaniem regresji wielokrotnej (ang. multilinear regression, MLR)
potwierdzita to przypuszczenie (szczegdtowy opis umieszczono w rozdziale llosciowe

zaleznosci struktura-cytotoksycznosc in vitro (QSAR)).

W dalszych badaniach zaleznosci aktywnosci cytotoksycznej in vitro od struktury
wykorzystano grupe pochodnych 2-fenylochromanonu (seria 1), chromanonu (seria 2) oraz
2-fenylochromonu (seria 3), ktérych cechg wspdlng jest podstawnik arylidenowy w pozycji
C3 (publikacja H2). Zwiazki te charakteryzujg sie wiekszg masg molowa oraz lipofilowoscig
(wyzsze log P) w poréwnaniu do chalkonéw. Seria 3 to 3-arylopochodne flawonu
z podwdjnym wigzaniem C2=C3 (Ryc. 4a). Z kolei wprowadzenie do czgsteczki (seria 1i 2)
nienasyconego fragmentu arylidenowego moze mie¢ pewne konsekwencje, przede
wszystkim moze powodowaé wystepowanie izomerii E,Z (Ryc. 4b), ale takze prowadzi¢ do
wzrostu toksycznosci, wywotaé zmiane gestosci elektronowej czy umozliwié aktywacje
w wyniku koniugacji.?!

: o} R o) R |

o_ _R \( Y
X o LD UL
: }L — !

0

____________________________________________________________

Ryc. 4. Wz6r og6lny 3-arylo-2- fenylochromonu (R= C¢Hs) - a oraz izomeria E, Z pochodnych 3-
arylideno-chromanonu i 3-arylideno-2-fenylochromanonu (R= H, CsHs)- b.

Znaczacy wptyw rodzaju izomeru na cytotoksycznosé zwigzkéw wzgledem linii komérkowej
HL-60 stwierdzono tylko w przypadku chloro- i bromo-pochodnych (1e i 1f, Ryc. 5), dla
ktorych izomery Z wykazujg brak aktywnosci cytotoksycznej (1C5o>1000 M) podczas gdy dla
izomerow E wartos¢ ICso wynosi ok. 6 uM. Dla drugiej linii komérkowej biataczki (NALM-6)
izomery Z wiekszosci zwigzkow stracity aktywnos¢ lub ulegta ona znacznemu obnizeniu.
Z kolei wobec komoérek czerniaka (WM115) to izomer Z w kilku przypadkach wykazuje
korzystniejszg cytotoksycznosé. Nalezy zwréci¢ uwage, ze (i) zwigzek 1la (pochodna

21 Wermuth, C. G. (Ed.) The practice of medicinal Chemistry, 2008, Elsevier Inc
12
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flawanonu z podstawnikiem pirydylowym) wykazuje wysokg (ICso = 1 uM) i niezalezng od
izomerii aktywno$¢ wobec obu linii komérek biataczkowych, (ii) zwigzki 3a i 3b wykazujg
wysoka i porédwnywalng cytotoksycznosé wzgledem wszystkich trzech linii komadrkowych.
Zaréwno w przypadku 3-arylidenopochodnych flawanonu jak i 3-arylopochodnych flawonu
korzystny wptyw na cytotoksycznos¢ zwigzku majg elektronoakceptorowe podstawniki Cl,
Br, NO, i CN (zwiazki 1e, 1f, 3a i 3b).

Trzecia grupa zwigzkéw to pochodne flawanu zawierajgce skondensowany pierscien
2-pirazoliny, ktére otrzymano w reakcji 3-arylidenoflawanondéw z metylohydrazyng (H3).
Badania wykonane na linii komorkowej biataczki (HL-60) wykazaty, ze wiekszos¢ zwigzkow
charakteryzuje przecietna aktywno$¢ cytotoksyczna (wartos¢ 1Cso ok. 20-100 uM)
i w poréwnaniu do odpowiednich 3-arylidenoflawanondéw lub 3-aryloflawondéw jest ona

(0] R Br

cl
1f o

stabsza.

o R o R
ZY!
AN \! A
1a o le o
‘;WO X x Cr
3a o 3b e}

Ryc. 5. Wybrane pochodne 3-arylidenoflawanonu oraz 3-aryloflawonu (publikacja H2)

R= Cg¢Hs

Jedynie zwigzki z podstawnikiem halogenowym, Cl lub Br, wykazujg cytotoksycznosc
na poréwnywalnym, niskim poziomie jak ich  odpowiedniki w  grupie
3-arylidenoflawanondw. Ten fakt jak réwniez wyniki badania na komodrkach prawidtowych
mogg wskazywa¢ na dominujgcg role atomu chloru i bromu oraz oddziatywan z ich
udziatem w aktywnosci cytotoksycznej, co zostato przedyskutowane w kolejnym rozdziale.

Cytotoksycznos¢ in vitro wzgledem komorek prawidtowych (HUVEC)

W celu oceny selektywnosci dziatania cytotoksycznego zwigzkdw niezbedne jest
wykonanie testéw na komdrkach prawidtiowych. W opisywanych badaniach zostaty
wykorzystane ludzkie komérki srédbtonka zyty pepowinowej (ang. human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC). Badania przeprowadzono dla wybranych pochodnych.
Wyselekcjonowano zwigzki z podstawnikiem Cl i Br (7, 1e, 1f oraz 1k, 1l), a takze najbardziej
aktywne zwigzki z grupy 3-arylidenoflawanonéw (la, izomery Z i E) i z grupy
3-aryloflawonéw (3a). Zwigzek 1f z grupy 3-arylidenoflawanondéw oprdcz tego, ze posiada
atom halogenu (Br) jako podstawnik, reprezentuje przypadek gdzie aktywny jest tylko
izomer E. Badania z udziatem komérek HUVEC przyniosty nastepujgce rezultaty:

i. zwigzek l1a wykazuje ok. 5-krotnie nizszg cytotoksyczno$¢ wobec komodrek
zdrowych niz komérek nowotworowych, ale jest to nadal aktywnos¢ zbyt
wysoka (ICso = 5 uM),

ii. zwigzek 3a ma ok. 2-krotnie nizszg cytotoksyczno$¢ wzgledem komodrek
zdrowych niz wobec HL-60. Natomiast aktywnos¢ cytotoksyczna 3a wzgledem

13
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komérek HUVEC oraz linii nowotworowych NALM-6 i WM115 jest
poréwnywalna,

iii. zaskakujgco, izomer Z zwigzku 1f jest bardziej cytotoksyczny w stosunku do
komodrek zdrowych niz biataczki (HL-60).

Na szczegdlng uwage zastugujg zwigzki posiadajgce jako podstawnik atom Cl lub Br.
Badania przeprowadzone na komérkach prawidtowych, ktérych wyniki podsumowano na
Ryc. 6, wykazaty brak selektywnego dziatania cytotoksycznego w przypadku chalkonu
i 3-arylidenoflawanonu z podstawnikiem Cl. Cytotoksycznos¢ tych zwigzkéw wobec
komérek zdrowych jest niestety na podobnym poziomie jak wobec komdrek
nowotworowych (HL-60). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze pochodne 2-pyrazoliny (1k i 1l)
okazaty sie mato lub praktycznie nietoksyczne dla komodrek prawidtowych.

Toksyczne dla komérek prawidtowych Niska lub brak aktywnosci w stosunku do
komorek prawidtowych

OH Cl
. CC g
\
ICso (HL-60) = 8 uM 1k N‘N ICso (HL-60) = 7 uM
7 o ICso (HUVEC) = = 8 uM ICso (HUVEC) * 71 uM
o R cl O
1Cso (HL-60) = 6 uM ICso (HL-60) = = 7 uM
le o) ICso (HUVEC) = 7 uM

ICso (HUVEC) > 100 pM

Ryc. 6. Pordwnanie cytotoksycznosci pochodnych halogenowych chalkonu, 3-arylideno-
flawanonu oraz zwigzkéw z pier§cieniem 2-pyrazoliny wzgledem linii komdrkowej
biataczki HL-60 i komérek prawidtowych HUVEC (R=CsHs).

Analiza SAR grupy pochodnych chalkonéw oraz dane literaturowe sugerujg udziat
elektrofilowego uktadu: wigzania C,~Cg sprzezonego z grupa karbonylowg w aktywnosci
cytotoksycznej. Podobny uktad mozina wskazaé w czgsteczce 3-arylidenopochodnych
(zaznaczony zéttym kolorem na Ryc. 6), natomiast w trzeciej grupie zwigzkéw zostat on
,zablokowany” przez pierscien 2-pirazoliny (zwigzki 1k i 1l). Pozbawienie zwigzku wolnej
grupy karbonylowej oraz wigzania podwdjnego (C,~Cg) przy jednoczesnym zachowaniu
podstawnika halogenowego wydaje sie by¢ przyczyng selektywnej cytotoksycznosci
pochodnych pirazoliny a jednoczesnie wskazuje na atom halogenu jako odpowiedzialnego
za aktywnos¢ wobec komoérek nowotworowych.

Atomy Cl i Br mogg tworzy¢ wigzania halogenowe a oddziatywania tego typu mozna
wyjasni¢ na gruncie koncepcji tzw. dziury o (ang. o-hole) wprowadzonej przez Politzera.?**
Powstanie dziury o ttumaczy sie anizotropia rozktadu gestosci elektronowej wokét atomu

22 P. Politzer, P. Lane, M.C. Concha, Y. Ma, ].S. Murray, J. Mol. Mod., 2007, 13, 305
23 P. Politzer, ].S. Murray, T. Clark, Phys. Chem. Chem. Phys., 2010, 12, 7748
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chlorowca, ktéra skutkuje nadmiarem tadunku ujemnego w kierunku prostopadtym do
wigzania C-X, natomiast niedoborem elektronédw (czyli nadmiarem tadunku dodatniego)
wzdtuz wigzania C-X. Dlatego tez zwigzki posiadajgce wigzanie C-X majg unikalne
wiasciwosci, mianowicie zgodnie z kierunkiem wigzania mogg oddziatywaé jako kwasy
Lewisa, a w kierunku prostopadtym jako zasady Lewisa. Z analizy map potencjatu
elektrostatycznego dla pochodnych halogenowych, ktérych struktury pokazano na Ryc. 6
wynika, ze wzdtuz wigzania C-X (X = Cl, Br) potencjat wykazuje bardziej dodatni charakter,
tzw. dziure o, ktoéry zdecydowanie wzrasta w szeregu 7 < 1e < 1k < 1l (Ryc. 8S, w publikacji
H3). Obecnos¢ w strukturze zwigzku wigzan halogenowych potwierdza takze analiza danych
krystalograficznych. W strukturze krystalicznej zwigzku 1k wystepujg wigzania
dihalogenowe C-Cl--Cl, o dtugosci 3,232 A. Potaczenia typu X---X to szczegdlny przypadek
wigzan halogenowych. Tego typu wigzania mozliwe sg poniewaz atom chlorowca moze
petni¢ zaréwno role centrum kwasu jak i zasady Lewisa. Z kolei dla zwigzku 1l
charakterystyczne sg wigzania C-H---Br.

llo$ciowe zaleznosci struktura-cytotoksycznosc in vitro (QSAR)

Wedtug zalecen OECD (ang. Organization for Economic Cooperation and
Development),® dobry model QSAR powinien spetnia¢ pie¢ kryteridw: (i) mieé
jednoznacznie zdefiniowang modelowang wtasnosé (aktywnos¢ biologiczng lub wtasciwosé
fizykochemiczng), (ii) by¢ wyrazony w postaci jednoznacznego algorytmu/réwnania, (iii)
mie¢ zdefiniowang dziedzine zastosowania, (iv) by¢ odpowiednio zwalidowany oraz (v) jesli
to mozliwe, by¢ zwigzany z mechanistyczng interpretacjg. Spetnienie tych wymagan jest
obligatoryjne w przypadku modeli przedstawianych do oceny organom regulacyjnym, np.
w systemie REACH (ang. Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals).
W omawianych badaniach modele konstruowano, w miare mozliwosci, wedtug powyzszych
zalecen traktujac je jako dobrg praktyke modelowania QSAR.

W Tabeli 1 umieszczono zestawienie istotnych deskryptoréw wchodzacych do rownan
QSAR wyznaczonych dla badanych grup zwigzkéw metody regresji wielokrotnej (ang.
Multilinear Regression, MLR). W konstruowanych modelach, przy wyborze istotnych
zmiennych zastosowano metode krokowa postepujacg w przypadku chalkonéw oraz
zwigzkdw z pierScieniem 2-pirazoliny, natomiast dla 3-arylidenochromanonéw
i 3-arylochromondéw wykorzystano algorytm genetyczny. Dla pochodnych chalkonu do
réwnania reprezentujagcego Model 1 (dla linii komérkowej HL-60) weszty dwa istotne
deskryptory: potencjat chemiczny u i fadunek czastkowy na atomie C,. Pozostate dwa
modele zostaty zbudowane w oparciu o pojedyncze parametry tj. indeks elektrofilowosci w
(Model 2) i potencjat chemiczny pu (Model 3), odpowiednio dla linii komérkowych biataczki
NALM-6 i czerniaka WM115. Jednocze$nie warto zaznaczyé, ze dla grupy chalkondw
stwierdzono brak istotnej korelacji pomiedzy cytotoksycznoscig a lipofilowoscig zwigzkéw

24 OECD Guidance document on the validation of (Quantitative)Structure-Activity Relationships [Q(SAR)] models,
ENV/JM/MONO(2007)2
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wyrazong jako wartos$¢ log P (wyznaczong eksperymentalnie dla uktadu oktanol-woda). Jest
to zgodne z modelami QSAR opisanymi dla pochodnych chalkonu z prostymi
podstawnikami, jak atomy halogenu, grupa CHs lub OCHs, przez Katsori i Hadjipavlou-
Litina®. Jednak juz w przypadku analogéw chalkonéw o bardziej ztozonej strukturze,
z dodatkowym pierscieniem czy z rozgatezionymi podstawnikami lipofilowo$é nabiera

znaczenia i w réwnaniach modeli QSAR jako deskryptor wystepuje warto$é clogpP™® °.

Tabela 1. Podsumowanie istotnych deskryptoréw wchodzacych do réwnan QSAR wyznaczonych
metodg regresji wielokrotnej (MLR)

Grupa zwigzkéw Deskryptory w modelu MLR dla linii komérkowych
HL-60 NALM-6 WM115
on U - potencjat chemiczny  w — elektrofilowos¢ M - potencjat
O 5 O 6C, — czastkowy chemiczny
o tadunek na atomie
wegla a
HL-60 NALM-6 WM115
108 Pexp 108 Pexp 108 Pexp
ELUMO ELUMO ELUMO
602 602
(|0g Pexp)z: (ELUMO)Z: |Og Pexp 602 (|0g Pexp)z:
108 Pexp *ELumo™ |0g Peyp - 602
o R R’ HL-60
O O‘. R’ 86C35— czastkowy tadunek na atomie wegla przy
,\LN podstawniku R3
X' R = -CeHs Mor04v — wagowany objetoscig van der Vaalsa

* — na niebiesko zaznaczono dodatkowe efekty uwzglednione w réwnaniach,
0 — zaznaczono atomy, na ktérych tadunki czgstkowe stanowia deskryptory w modelach

W przypadku badanych chalkondw modele regresyjne zawieraty wytgcznie parametry
zwigzane z wifasciwosciami elektronowymi zwigzkéw. Natomiast dla pochodnych
3-arylidenochromanonu i 3-arylidenochromonu wykazano, ze ich cytotoksycznos¢ zalezy
zaréwno od wilasciwosci elektronowych, jak i lipofilowosci czasteczki. Zwigzki te
charakteryzujg sie wiekszg masg molowg oraz wyzszymi wartosciami logP (wiekszg
lipofilowoscig) w poréwnaniu do chalkonéw. W réwnaniach reprezentujgcych wszystkie
trzy modele (dla trzech linii komérkowych: HL-60, NALM-6 i WM115) jako deskryptory
wystepujg energia orbitalu LUMO (Eumo) oraz wartos¢ logP (wyznaczona
eksperymentalnie), natomiast w modelach dla linii komdérkowych NALM-6 oraz WM115
dodatkowg zmienng jest tadunek czgstkowy na atomie tlenu grupy karbonylowej (602)
(Tabela 1). Nalezy zaznaczy¢, ze model dla cytotoksycznosci wzgledem linii komdrkowej
NALM-6 jest modelem regresji czynnikowej, ktéra uwzglednia interakcje deskryptoréw

25 A.-M. Katsori, D. Hadjipavlou-Litina, Curr. Med. Chem., 2009,16, 1062-1081
26 A. Repanas, A.-M. Katsori, D. Hadjipavlou-Litina, Mini Rev Med Chem., 2013, 13, 952-70
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(log Pexp'ELumo). Dwa kolejne modele (dla HL-60 i WM115) reprezentowane s3 przez
rownania wielomianowe z efektem interakcji, a doktadniej s3 modelami kwadratowej
regresji powierzchni odpowiedzi. Pierwszy z modeli jest kompletny, zawiera kwadraty obu
deskryptoréow oraz wyrazenie iloczynowe |0gPeyp Elumo, natomiast drugi ma charakter
frakcyjny, tylko dla log P zostat uwzgledniony wyraz kwadratowy oraz tylko jedna interakcja
|08 Pexpr502.

Energia orbitalu LUMO oraz lipofilowos¢ nalezg do parametréw czesto wykorzystywanych
w analizie QSAR do modelowania toksycznosci zwigzkdw o potencjalnie kowalencyjnym jak
rowniez niekowalencyjnym mechanizmie dziatania. Uznaje sie, ze kowalencyjny mechanizm
dziatania toksycznego wymaga wtasciwosci elektrofilowych aktywnego zwigzku. Zgodnie
z teorig miekkich i twardych kwaséw i zasad (HSAB) zwigzek o charakterze miekkiego
elektrofila posiada niskie wartosci Eiymo i moze fatwo oddziatywac z energetycznie
zblizonym  orbitalem HOMO miekkiego nukleofila.’’ W grupie pochodnych
3-arylidenochromanonu i 3-arylidenochromonu wysokie wartosci indeksu elektrofilowosci
(obliczone na podstawie energii orbitali HOMO i LUMO) koreluja z wysoka
cytotoksycznoscia. Z drugiej strony efektywne cytotoksyczne dziatanie zwigzkéw wymaga
odpowiedniej lipofilowosci i tutaj wraz ze wzrostem logP obserwuje sie redukcje
aktywnosci. Najbardziej aktywny zwigzek 1a (struktura zwigzku na Ryc. 5) charakteryzuje sie
wzglednie niskim logP (ok. 2,9) oraz stosunkowo wysokga elektrofilowoscig.

Trzecia badana grupa zwigzkdw to pochodne 3-arylidenoflawanondéw ze

skondensowanym pierscieniem 2-pirazoliny. Proby modelowania ilosciowych zaleznosci
struktura — aktywnos¢, w oparciu o globalne i lokalne deskryptory reaktywnosci oraz logP,
dla tej serii zwigzkdw okazaty sie nieudane. Fakt ten sktonit do poszukiwania innych
istotnych, ale jednoczesnie mozliwie dobrze zdefiniowanych i interpretowalnych
deskryptoréw. Doprowadzito do uzyskania modelu z udziatem dwdch deskryptoréw:
Mor04v oraz 6C35. Pierwszy z nich, Mor04v, nalezy do grupy deskryptoréw 3D-MoRSE (ang.
Molecular Representation of Structures based on Electron dyfraction) obliczanych na
podstawie tréjwymiarowej struktury czasteczki a drugi to czgstkowy tadunek na atomie
wegla przy podstawniku R3 (Tabela 1).
Zastosowanie deskryptora z grupy 3D-MoRSE umozliwia jednoznaczne powigzanie jego
wartosci z okresSlonymi elementami struktury (odlegtosciami pomiedzy atomami)
i wyrdznienia fragmentdow czasteczki majgcych najwiekszy wkitad w aktywnosc
cytotoksyczng. Wizualizacja przebiegu radialnej funkcji bazowej od odlegtosci
miedzyatomowe] wskazuje, ze najwiekszy wptyw na wartos¢ (dodatnig) deskryptora majg
odlegtosci rzedu 2,5 A pomiedzy atomami Cl i C oraz dwoma atomami wegla. W strukturze
zwigzku w takiej odlegtosci znaleziono trzy pary atoméw wegla, ze wspdlnym atomem C3
(odpowiednie odlegtosci zaznaczono na Ryc. 7).

27S. ]. Enoch w Recent Advances in QSAR Studies. Methods and Applications. (Ed. T. Puzyn, ]. Leszczynski,
M. T. D. Cronin), 2010, Springer, str. 15, 20
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Przyczyng krétkich odlegtosci miedzy atomami C3 i C21 oraz C3 i C32 jest odchylenie od
planarnosci trdjcyklicznego fragmentu czasteczki, determinowane brakiem wigzania
podwdjnego pomiedzy atomami C2 i C3, oraz odpowiednie ufozenie fenylowych
podstawnikdw. Struktura molekularna zwigzku 1k potwierdza odlegtosci miedzy atomami
wegla zidentyfikowane na podstawie wartosci Mor04v (Ryc. 7b). Graficzna interpretacja
deskryptora Mor0O4v wskazuje, ze na cytotoksyczno$é badanych zwigzkéw, oprécz
deformacji uktadu chromanu skondensowanego z 2-pirazoling, wptywa takze obecno$é
atomu chloru. Optymalna odlegtoé¢ miedzyatomowa (rzedu 2,5 A) wystepuje réwniez
pomiedzy atomami Cl i C34 oraz Cl i C36. W zwigzku z tym, obecnos¢ w réwnaniu modelu
czgstkowego fadunku na atomie C przy podstawniku R3, jako drugiego deskryptora, wydaje
sie uzasadniona.

Oglegtosci
2.55=259A

Ryc. 7. Struktura zwigzku 1k z zaznaczonymi odlegto$ciami 2,5 -2,6 A: C3-C10, C3-C21 i C3-
C32 oraz Cl-C34 i Cl-C36 (a) i struktura molekularna z numeracjg atoméw (b).

Walidacja uzyskanych modeli QSAR

QSAR to model matematyczny odnoszacy parametry wyprowadzone ze struktury
chemicznej zwigzkdéw do ilosciowej miary danej ich wtasciwosci lub aktywnosci.
Wykorzystanie modelu QSAR w celach prognostycznych wymaga oceny jego waznosci oraz
sprawdzenia, czy substancja miesci sie w dziedzinie zastosowania danego modelu.”® To
dopiero pozwala przewidywane wyniki uzna¢ za wiarygodne. Stad ogromng wage
przywigzuje sie do walidacji budowanych modeli. Specyfika modeli QSAR powoduje, ze ich
walidacja wymaga stosowania réznych parametrow (ang. validation metrics), z czego ocena
dopasowania za pomoca wspdtczynnika determinacji R? (kwadratu wspétczynnika korelacji
liniowej r) lub pierwiastka sredniego btedu kwadratowego RMSE (ang. root mean square
error) stanowi niezbedne minimum. W ostatnich dwdch latach ukazato sie szereg publikacji
zawierajgcych  zaréwno  krytyczng dyskusje  przydatnosci rdéinych  parametrow

statystycznych stosowanych do walidacji modeli jak i propozycje ich modyfikacji.?®**°

28 K. Roy, S. Kar, P. Ambure, Chemom. Intell. Lab. Syst. 2015, 145, 22-29
29 D. L. Alexander, A. Tropsha, D. A. Winkler, J. Chem. Inf. Model. 2015, 55, 1316-1322
30 P. Gramatica, A. Sangion, J. Chem. Inf. Model. 2016, DOI: 10.1021/acs.jcim.6b00088
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Wszystkie zbudowane modele zostaty poddane walidacji wewnetrznej,
przeprowadzanej na zbiorze uczgcym/kalibracyjnym, ktérej celem jest ocena dopasowania
modelu oraz unikniecie modelu bedacego wynikiem przypadkowej korelacji. W tym celu
zastosowano walidacje krzyzowg metoda ,wyrzué¢ jeden” (LOO, leave-one-out). Natomiast
walidacje zewnetrzng realizuje sie przez wykorzystanie zbioru testowego, zawierajgcego
nowe zwigzki, co wykonano dla zwigzkéw opublikowanych w pracach H2 i H3. Dla grupy
chalkonéw, ze wzgledu na stosunkowo niewielky liczbe zwigzkdw, nie wytgczono zbioru
testowego i wykonano tylko walidacje krzyzowg. Natomiast w celu wykluczenia modeli
przeuczonych zastosowano randomizacje zmiennej zaleznej Y (ang. Y-randomization),
wykonujgc 10-krotng losowg permutacje wartosci zmiennej zaleinej (log 1/1Cso) przy
zachowaniu statego uktadu zmiennych niezaleznych (H1, H3). Poréwnanie parametréw
modelu oryginalnego i modeli utworzonych dla kazdej permutacji wskazato znaczaco
wiekszg wiarygodno$¢ tego pierwszego ( Tabele 5i 3, odpowiednio w H1 i H3).

Wiarygodno$é prognozowania aktywnosci na podstawie modelu QSAR, zalezy przede
wszystkim od tego czy zwigzek nalezy do dziedziny zastosowania danego modelu (ang.
applicability = domain, AD). Koncepcja dziedziny modelu pozwala ocenic¢
prawdopodobiedstwo przynaleznosci zwigzku do zbioru uczacego (kalibracyjnego) oraz
wskazac wyniki nietypowe (ang. outliers), ktére posiadajg niepasujgce do modelu wartosci
zmiennej zaleznej lub nietypowe wartosci deskryptoréw. W omawianych pracach, do
okre$lenia dziedziny modelu, wykorzystano wykresy Williamsa czyli zalezno$é
studentyzowanych reszt modelu od tzw. dZwigni (ang. leverage) kazdego wyniku wyrazone;j
jako wartos¢ h; (ang. hat-value). Graficzna forma, jaka jest wykres Williamsa, pozwala na
szybkg diagnostyke przypadkéw odstajgcych ze wzgledu na nietypowg wartosc 1Csq i/lub
nietypowa wartos¢ dzwigni. W modelu 2 dla grupy chalkonéw (publ. H1) wykluczono
zwigzek 9 (z podstawnikiem NO,) z powodu nietypowej (zbyt wysokiej) elektrofilowosci,
a tym samym wysokiej wartosci diwigni. Z kolei zwigzek 7 wykazywat
10-krotnie wyzszg aktywnos$é wzgledem linii komdrkowe]j czerniaka niz pozostate zwigzki
i zostat zidentyfikowany jako tzw. activity outlier. Opisane w publikacji H2 zwigzki, mimo
strukturalnego zrdéznicowania, wszystkie nalezaty do dziedziny modelu. Podobnie
w przypadku modelu 2 w publikacji H3 opartego o deskryptory pochodzgce z analizy
powierzchni Hirshfelda (model szczegétowo omdwiono w kolejnym rozdziale). Natomiast

w modelu 1 z tej samej pracy nie uwzgledniono zwigzkéw 1g i 1h zidentyfikowanych jako
odstajace w zakresie zmiennej zaleznej (dla obu zwigzkéw 1Csp > 100 uM) oraz zwigzek 1r,
za wykluczenie ktérego najprawdopodobniej odpowiada obecnos¢ podstawnika COCHjs przy
atomie azotu w pierscieniu 2-pirazoliny.

Wykorzystanie analizy powierzchni Hirshfelda w modelowaniu QSAR

W pracy H3 podjeto prébe wykorzystania ilosciowej informacji o rdznych
miedzyczasteczkowych oddziatywaniach, jakg daje analiza powierzchni Hirshfelda,
w modelowaniu aktywnosci cytotoksycznej. Do réwnania modelu weszty dwa istotne
statystycznie deskryptory: udzialy oddziatywan typu H--H (fy..n) oraz interakcji
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angazujacych atom halogenu, Cl lub Br (fxa). Model zostat skonstruowany dla 14 zwigzkéw
0 rozwigzanej strukturze krystalicznej. Warto zwréci¢ uwage, ze zbidr stanowity zwigzki
z roéinych grup: trzy chalkony, jeden 3-arylidenoflawanon, siedem pochodnych
z pierscieniem 2-pirazoliny oraz trzy zwigzki z pierscieniem 1-pirazoliny. Pomimo
réoznorodnosci strukturalnej, zaden nie zostat wykluczony z dziedziny modelu, co swiadczy
o0 pewnej uniwersalnosci tego modelu. Przynalezno$é do dziedziny zastosowania modelu
oceniono na podstawie wykresu Williamsa oraz nowego podejscia zaproponowanego przez
Roya i in.*! wykorzystujacego standaryzacje deskryptoréw (ang. standardization approach).
Opisany algorytm definiuje kryteria wykluczenia zwigzku z dziedziny modelu w oparciu
o zakres rozrzutu wartosci deskryptoréw dla zwigzkdw w zbiorze uczgcym
(Srednia = 3-odch. stand), stagd warto$¢ deskryptora po standaryzacji nie powinna
przekraczac 3).

Zaproponowany model zostat poddany takie rygorystycznej walidacji. Oprocz
walidacji wewnetrznej metodg LOO, randomizacji zmiennej zaleznej, wykonano walidacje
zewnetrzng z wykorzystaniem 4-elementowego zbioru testowego (pozostate 10 zwigzkéw
wiaczono do zbioru uczacego). Weryfikacja zdolnosci predykcyjnych modelu zostata oparta
o dwie miary bazujgce na resztach prognozy: pierwiastek btedu kwadratowego predykcji
(ang. Root Mean Square Error of Prediction, RSMEP) oraz sredni btad bezwzgledny (ang.
Mean Absolute Error, MAE). RMSEP uwzglednia kwadraty rdéznic miedzy wartoSciami
rzeczywistymi ICsp a prognozowanymi, natomiast MAE réznice bezwzgledne. Ze wzgledu na
arbitralne podejécie do oceny wartoéci MAE, niedawno Roy i in.*? zaproponowali dwa
kryteria akceptacji oparte o zakres wartosci modelowanej wtasnosci w zbiorze uczacym
(wyrazonej w skali logarytmicznej). Takie podejscie wymaga jednak wtaczenia do zbioru
testowego co najmniej 10 zwigzkéw (mimo tego ograniczenia zostato ono zastosowane
w publikacji H3, zgodnie z sugestiq recenzenta). Omawiany model spetnia jedno z dwéch
nowych kryteriéw akceptacji (drugie przekracza tylko nieznacznie) co oznacza, ze model
posiada co najmniej przecietng zdolnos$¢ prognostyczng. Z kolei wartos¢ RMSEP = 0,135 jest
tego samego rzedu co btagd walidacji krzyzowej (RMSECV = 0,135) i niespetna dwukrotnie
wyzszy niz btad kalibracji (RMSEC =0,084). Zastosowanie obu tych miar wpisuje sie
pozytywnie w aktualng dyskusje na temat przydatnosci statystycznych parametréw
walidacji. Gramatica i Sangion,® sugeruja, ze nie mozna RMSE i MAE traktowa¢
rownowaznie, a najlepszym rozwigzaniem jest zastosowanie zaréwno jednego jak
i drugiego parametru.

Wyniki walidacji zewnetrznej moga wskazywac na przydatnos¢ tego modelu do celéw
predykcyjnych, jednak nalezy wyraznie zaznaczy¢, ze w perspektywicznych badaniach
potwierdzenie tego faktu oraz sugerowanej wczesniej uniwersalnosci modelu bedzie
wymagato znacznie liczniejszego zbioru zwigzkdow.

31 K. Roy, S. Kar, P. Ambure, Chemom. Intell. Lab. Syst. 2015, 145, 22-29
32 K. Roy, R. N. Das, P. Ambure, R. B. Aher, Chemom. Intell. Lab. Syst., 2016, 152, 18-33
33 P. Gramatica, A. Sangion, J. Chem. Inf. Model. 2016, DOI: 10.1021/acs.jcim.6b00088
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2.3.3 Analiza wlasciwosci fluorescencyjnych badanych zwigzkow

Réwnolegle z badaniami biologicznymi prowadzona byta analiza wtasciwosci
fluorescencyjnych pochodnych chromonu i chromanonu zaréwno w stanie statym jak
i w roztworze. W tych badaniach wykorzystano pochodne 3-arylideno-2-fenylochromanonu
skondensowane z pierscieniem 2-pirazoliny oraz pochodne aminowe chromonu i ich zwigzki
kompleksowe z jonami Zn(ll).

Realizacja drugiego gtéwnego celu badan obejmowata:

i. analize zaleznosci wtasciwosci fluorescencyjnych zwigzkow w stanie stalym od
struktury krystalicznej z wykorzystaniem analizy powierzchni Hirshfelda,

ii. wskazania rodzaju stabych oddziatywan miedzyczasteczkowych odpowiedzialnych za
lipofilowos¢ (logP) pochodnych 3-arylideno-2-fenylochromanonu skondensowanych
z pierscieniem 2-pirazoliny,

iii. znalezienia korelacji pomiedzy procentowymi udziatami poszczegdélnych
oddziatywann miedzyczasteczkowych w powierzchni Hirshfelda a parametrami
charakteryzujgcymi wiasciwosci fluorescencyjne tych zwigzkdw: czasem zaniku
fluorescencji i statymi szybkosci proceséw promienistych i bezpromienistych,

iv. okreslenie wtasciwosci fluorescencyjnych w roztworze oraz charakterystyke
analityczng 7-amino-2-metylo-chromonu jako potencjalnego fluorescencyjnego
sensora jonow Zn(ll).

Wyniki przeprowadzonych badan, bedacych realizacjg drugiego celu gtéwnego, zostaty
opublikowane w pracach H4 — H6:

H4. B. Kupcewicz, M. Grazul, I.-P. Lorenz, P. Mayer, E. Budzisz. Polyhedron 2011, 30, 1177-1184.
H5. B. Kupcewicz, A. Kaczmarek-Kedziera, K. Lux, P. Mayer, E. Budzisz, Polyhedron 2013, 55, 259-269.
H6. B. Kupcewicz, M. Matecka, Cryst. Growth Des. 2015, 15, 3893-3904.

Badania wtasciwosci fluorescencyjnych zwigzkdéw pochodnych chromonu rozpoczetam
podczas realizacji projektu majacego na celu otrzymanie zwigzkdw kompleksowych
w reakcji aminowych pochodnych chromonu z jonami Zn(ll) (zwigzki A, B i C na Ryc. 8,
publikacja H4).

CHs
HoN o._R o__R © | HN O _CHs
A o B o C N O p 0

Ryc. 8. Aminowe pochodne 2-fenylochromonu (A i B) oraz chromonu (Ci D); R = C¢Hs

Na podstawie analizy wifasciwosci fluorescencyjnych ligandéw A, B i C
przedstawionych na Ryc. 8 oraz ich zwigzkéw koordynacyjnych z jonami cynku stwierdzono,
ze (i) 7-amino- oraz 6-amino-2-fenylochromon (zwigzki A i B) oraz ich kompleksy z Zn(ll)
charakteryzuja sie intensywna fluorescencja w metanolu i 10% wodnym roztworze DMSO,
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(ii) 5-amino-8-metylochromon (C) i jego kompleks z jonami Zn(ll) nie wykazujg fluorescencji
w zadnym rozpuszczalniku oraz (iii) wszystkie trzy ligandy nie posiadaty wtasciwosci
fluorescencyjnych w stanie statym. Stwierdzono takze, ze potozenie grupy aminowej
wptywa na charakterystyke spektroskopowg zwigzkéw A i B. Maksimum dtugosci fali
wzbudzenia (w roztworze DMSO-H,0) dla zwigzku z grupg aminowa w pozycji7 (A) to 418
nm, a dla zwigzku z grupg aminowg w pozycji 6 (B) wynosi 445 nm. Z kolei maksimum emisji
wystepuje, odpowiednio, przy dtugosci fali 505 nm i 555 nm. Przesuniecie Stokes’a wynosi
dla 87 nm dla 7-amino pochodnej oraz 110 nm dla 6-amino-2-fenylochromonu.
Koordynacja jondw cynku powoduje nieznaczne przesuniecie dtugosci fali wzbudzenia i nie
wptywa na potozenie pasma emisji wzgledem tych parametréw dla wolnych liganddw,
natomiast skutkuje znacznym wzmocnieniem fluorescencji w roztworze. Takie zachowanie
sie zwigzkéw A i B mogto sugerowac ich potencjalne zastosowanie jako fluorescencyjnych
sensorow dla jonéw cynku; niestety nie wykazywaty one wystarczajgcej selektywnosci
jonowej. Jednak badania opisane w publikacji H4 stanowity inspiracje do kontynuacji tego
watku. Przedmiotem dalszych badan, opublikowanych w H5, byly wifasciwosci
fluorescencyjne oraz kompleksujgce 7-amino-2-metylochromonu (D na Ryc. 8), co
przedstawiono w kolejnym rozdziale.

Zwigzek C nie wykazuje fluorescencji, ale chetnie tworzy zwigzki kompleksowe
z innymi jonami metali jak Cu(l1)** oraz Pd(11) i Co(I1).* Z kolei w innych pracach®®*” opisano
zwigzki kompleksowe ligandéw A-D z jonami Ru(lll) oraz ich wtasciwosci cytotoksyczne.

7-amino-2-metylochromon jako potencjalny sensor jonéow Znz*

Zwigzek D, 7-amino-2-metylochromon, jest dwufunkcyjng czasteczky posiadajaca
silng elektronodonorowg grupe aminowa oraz elektronoakceptorowg grupe karbonylows.
Obecnos¢ obu tych grup i ich wzajemne pofozenie umozliwia proces wewnetrznego
przeniesienia tadunku (ang. internal charge transfer, ICT) w stanie wzbudzonym.
Fluorescencja zwigzku D w roztworze jest silnie uzalezniona od zastosowanego
rozpuszczalnika (solwatochromizm). W rozpuszczalnikach protycznych (metanol, woda)
zwigzek D wykazuje intensywng fluorescencje, natomiast w aprotycznym acetonitrylu jego
fluorescencja jest bardzo staba (Awz =342 nm, Aem = 391 nm). Koordynacja jondw metalu
przez grupe karbonylowg powinna skutkowac wzrostem wiasciwosci
elektronoakceptorowych tej grupy oraz batochromowym przesunieciem pasm absorpcji
i emisji. Dodanie jonéw Zn(ll) do roztworu liganda w acetonitrylu skutkuje silnym wzrostem
intensywnosci fluorescencji oraz przesunieciem pasma emisji z 391 nm dla wolnego liganda
do 440 nm dla kompleksu. Liniowg zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji od stezenia jonow

34 Grazul M., Kufelnicki A., Wozniczka M., Lorenz I-P., Mayer P., J6Zwiak A., Czyz M., Budzisz E., Polyhedron 2012, 31,
150-158

35 Grazul M,, Sigel R., Maake C., Besic-Gyenge E., Lorenz I-P., Mayer P., Czyz M., Budzisz E. Polyhedron, 2014, 67, 136-
144

36 Pastuszko A., Niewinna K., Czyz M., J6Zwiak A., Matecka M., Budzisz E., J. Organomet. Chem. 2013, 745-746, 64-70
37 Pastuszko A., Majchrzak K., Czyz M., Kupcewicz B., Budzisz E., J. Inorg. Biochem. 2016, 159, 133-141
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cynku uzyskano w zakresie 0—1,7 uM. W celu oceny przydatnosci 7-amino-2-
metylochromonu jako potencjalnego sensora jonédw Zn(ll) sprawdzono jego selektywnos¢
jonowg wzgledem Mg(ll), Ca(ll) oraz Cu(ll) — jondw o znaczeniu biologicznym, moggcych
dziata¢ konkurencyjnie w wigzaniu liganda. Obecnos$¢ jondéw wapnia i magnezu
w stezeniach 0,5—-3 puM nie powoduje istotnych zmian w intensywnosci fluorescencji,
z kolei obecnos¢ jondw miedzi(ll) w podobnych stezeniach w niewielkim stopniu obniza
intensywnosc fluorescencji.

Wyznaczono wydajno$¢ kwantowa fluorescencji liganda i kompleksu w wodzie oraz
w acetonitrylu. Zwigzek kompleksowy wykazuje wartosci ®=0,21 oraz ®=0,32
odpowiednio w roztworze wodnym i acetonitrylu, natomiast ligand D ® réwne 0,18 w
wodzie i 0,005 w roztworze acetonitrylu. Wynika z tego, ze kwantowa wydajnosé
fluorescencji zwigzku kompleksowego w acetonitrylu jest ok. 63 razy wyzsza niz 7-amino-2-
metylochromonu.

Wiasciwosci fluorescencyjne w ciele statym a struktura krystaliczna zwigzkow

Dla liganda D oraz zwigzkéw kompleksowych Zn(ll) z ligandami C (5-amino-8-
metylochromon) i D (7-amino-2-metylochromon) wykonano badania rentgenostrukturalne
i rozwigzano ich struktury krystaliczne, co daje mozliwos¢ analizy wptywu budowy
krystalicznej zwigzkéw na ich witasciwosci fluorescencyjne. Dodatkowo, celem pordwnania,
w opisie wykorzystano dane z bazy CCDC (795611) dotyczace budowy krystalicznej
5-amino-8-metylochromonu (liganda €).*® Ligand C i jego kompleks z jonami cynku nie
wykazujg fluorescencji w stanie statym. Natomiast ligand D charakteryzuje sie znikomg
fluorescencjg. W widmie konturowym 3D zwigzku D mozna wyrdzni¢ dwa pasma emisji
o poréwnywalnej intensywnosci, odpowiednio przy dtugosci fali promieniowania 380 nm
i 500 nm. Z kolei zwigzek kompleksowy D z jonami cynku wzbudzany promieniowaniem
o dfugosci fali 365 nm emituje intensywna niebieska fluorescencjg z maksimum przy 420
nm.

Na Ryc. 9 przedstawione jest upakowanie czgsteczek w krysztale dla obu ligandéw
(C i D) oraz kompleksu C z jonami Zn(ll). W sieci krystalicznej zwigzku C mozna wyréznic¢
zygzakowate fancuchy rozciggajace sie wzdituz osi b, w ktérych czasteczki potaczone sg
przez wigzania wodorowe typu N-H---O angazujgce atom tlenu grupy karbonylowej jako
akceptora wigzania wodorowego. Ponadto atom tlenu grupy C=0 bierze udziat
w wewnatrzczgsteczkowym wigzaniu wodorowym z grupg aminowg w pozycji 5.
Jednoczesnie widoczne s3 motywy pierscieniowe typu R5(8) réwniez z udziatem grupy
karbonylowej. W sieci krystalicznej zwigzku D, czasteczki zorganizowane s3 w dwa
prostopadte wzgledem siebie szeregi, ktére tworzg rowniez zygzakowaty tarcuch (utozony
wzdtuz osi c), a tréjwymiarowa siec stabilizujg gtdwnie wigzania wodorowe C-H---O, N-H:--O
oraz N-H---N.

38 Grazul M., Kufelnicki A., Wozniczka M., Lorenz I-P., Mayer P., J6Zwiak A., Czyz M., Budzisz E., Polyhedron 2012, 31,
150-158
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Planarnosc czasteczek obu liganddw sugeruje mozliwos¢ wystepowania silnych oddziatywan
typu T, co moze byé przyczyna gaszenia fluorescencji.** Oddziatywania tego typu,
pomiedzy réwnoleglymi (w odlegtosci ok. 3,43 A) przesunietymi wzgledem siebie
pierscieniami (ang. offset face-to-face), obecne sg w sieci krystalicznej niefluoryzujgcego 5-
amino-8-metylochromonu (C) a takze jego kompleksu z jonami Zn(ll). Z kolei w strukturze
krystalicznej 7-amino-2metylochromonu (D), ktéry wykazuje bardzo stabg fluorescencje
stwierdzono obecnos¢ oddziatywan typu C-H---m.

Ligand C Zwiazek kompleksowy C Ligand D
z jonami Zn(II)

Ryc. 9. Upakowanie czasteczek w krysztatach liganda C i jego zwigzku kompleksowego z
jonami Zn(II) (widok wzdtuz osi a) oraz liganda D (widok wzdtuz osi b). Strzatkami zaznaczono
motywy pierécieniowe R3(8). (upakowanie dla zwigzku C wygenerowano na podstawie CCDC
795611)

Na Ryc. 10 pokazano znormalizowang powierzchnie Hirshfelda (dnorm) zwigzku D.
Wielkos¢ i ksztatt powierzchni Hirshfelda sg scisle zwigzane z chemicznym otoczeniem
czgsteczki, co czyni jg idealnym narzedziem dla porédwnania réznych struktur krystalicznych.
Jedng z wiasnosci wykorzystywanych do mapowania powierzchni Hirshfelda jest odlegtos¢
kontaktu — odlegtos¢ dowolnego punktu powierzchni do najblizszego atomu wewnatrz oraz
na zewnatrz powierzchni oznaczane odpowiednio jako d; raz de. t3gczac obie wartosci d; i de
oraz normalizujgc je w stosunku do promieni van der Waalsa odpowiednich atomoéw
uzyskuje sie znormalizowang powierzchnie Hirshfelda (dnorm). Czerwonym kolorem na
powierzchni wyrdznione sg obszary gdzie odlegtos¢ kontaktu jest krétsza niz suma promieni
van der Waalsa, a odlegtosci kontaktu rowne sumie promieni van der Waalsa lub diuzsze,
odpowiednio kolorem biatym i niebieskim. Wyrazne czerwone punkty na Ryc. 10
reprezentujg miejsca najsilniejszych oddziatywan. W kazdej czasteczce grupa NH, jest
donorem trzech wigzan wodorowych N-H---N, a atom tlenu akceptorem dwéch rodzajow

39Y. Ooyama, K. Yoshida, Eur. J. Org. Chem. 2008, 2564-2570.
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wigzan wodorowych: N-H:--O (atom O w grupie karbonylowej) oraz C-H:--O (atom O w
pierscieniu).

0--H-N

Ryc. 10. Wizualizacja powierzchni Hirshfelda (dnorm) dla 7-amino-2-metylochromonu (D)
wzdtuz trzech osi a, b oraz c. Strzatkami oznaczono najsilniejsze oddziatywania, trzy typy
wigzan wodorowych, a koétkami miejsca oddzialywan miedzyczasteczkowych typu
C-H---1t (powierzchnie Hirshfelda wygenerowano na podstawie danych z publikacji H5).

W zwigzku kompleksowym jon cynku skoordynowany jest z dwiema czgsteczkami
liganda (D) poprzez grupe karbonylowg oraz dwoma jonami chlorkowymi. W upakowaniu
czasteczek kompleksu wyrdzni¢ mozna dwie warstwy obrécone wzgledem siebie o 180°.
Sie¢ krystaliczna kompleksu stabilizowana jest gtéwnie dzieki trzem wigzaniom wodorowym
z udziatem grup aminowych i atoméw chloru N-H-:-Cl. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze oba atomy
chloru sg w rézny sposdb angazowane, co jest dobrze zwizualizowane na powierzchni
Hirshfelda na ryc. 11.

Ryc. 11. Wizualizacja powierzchni Hirshfelda (dnorm) zwiazku kompleksowego 7-amino-2-
metylochromonu z jonami Zn(Il) oraz upakowanie czasteczek w krysztale z wyr6znionymi
wigzaniami wodorowymi z udziatem atoméw Cl (powierzchnie Hirshfelda wygenerowano na
podstawie danych z publikacji H5).

Atom oznaczony w strukturze krystalicznej jako Cl1 tworzy jedno wigzanie wodorowe
— miedzy czgsteczkami w dwdch warstwach (a), natomiast drugi atom chloru CI2 bierze
udziat w dwoch wigzaniach wodorowych, jedno faczy sagsiadujgce czgsteczki w jednej
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warstwie a drugie podobnie jak atom Cl1 (b). Analogicznie, jedna z grup aminowych jest
angazowana w dwa wigzania wodorowe (d), a druga tylko w jedno (c). Taki uktad wigzan
stabilizuje dwuniciowy farcuch wzdtuz przekatnej komérki elementarnej z warstwowo
utozonymi czgsteczkami.

Do czynnikdw sprzyjajgcych intensywnej fluorescencji zwigzku kompleksowego
mozna zaliczy¢: (i) sie¢ stabszych wigzan wodorowych niz wystepujgce w strukturze
krystalicznej liganda, (ii) znieksztatcony uktad tetraedryczny jonu cynku i ukfad ligandow
zapobiegajacy tworzeniu silnych oddziatywan typu m-stacking. Sposréd pozostatych
zwigzkow kompleksowych tylko potgczenie Zn(ll) z ligandem A emituje fluorescencje w
stanie statym, nie udato sie jednak uzyska¢ odpowiedniego krysztatu do badan
rentgenograficznych.

Subtelne zmiany w czasteczce, jak wprowadzenie prostego podstawnika, mogg
powodowac istothg zmiane w strukturze krystalicznej i elektronowej zwigzku,
a w konsekwencji modyfikowac¢ jego witasciwosci fotofizyczne. Zatem badania zaleznosci
struktura-fluorescencja mogg dostarczy¢ cennych informacji przydatnych przy
projektowanie zwigzkédw o pozadanych wtasciwosciach fluorescencyjnych. W publikacji H6
opisano serie zwigzkéw z grupy pochodnych 3-arylidenoflawanonu zawierajgcych
skondensowany pierscien 2-pyrazoliny (Ryc. 12). Zwigzek | nie wykazuje fluorescencji,
natomiast pozostate pie¢ emitujg fluorescencje w stanie statym (Il — VI) w niebieskim
obszarze widma widzialnego, w zakresie od 400 do 460 nm. Emisja fluorescencji jest
wynikiem absorpcji promieniowania UV w zakresie 280-380 nm.

O Oznaczenie | 1l 1} v Vv Vi
O - .
O R2 Podstawnik (Im)  (1a) (11) (1k) (1) (1b)
R1 | O R1 OH H H H H H

N—n R2 H H B C  OH H
“oHs R3 H H H  H H  CN

Ryc. 12. Wz6ér ogdlny i oznaczenia zwigzkéw krystalicznych opisanych w H4; w nawiasach
podano oznaczenia tych zwigzkéw stosowane w publikacji H3

Na podstawie analizy mozliwych oddziatywan miedzyczgsteczkowych mozna przedstawié
charakterystyczne typy interakcji odpowiedzialnych za upakowanie czgsteczek w
krysztatach badanych zwigzkow:

i. miedzyczasteczkowe motywy: niepodstawione czgsteczki zwigzku Il stabilizowane

4041 7 kolei w

sg wigzaniami wodorowymi C-H---O i tworzg motyw tancuchowy C(7).
upakowaniu czasteczek zwigzku V mozna wyrézni¢ motyw tfancuchowy C(11),

dzieki wigzaniom wodorowym z udziatem czasteczki wody O-H---N.

40 ], Bernstein, R. E. Davis, L. Shimoni, N.-L. Chang, Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1995, 34, 1555-1573.
41 M. C. Etter, Acc. Chem. Res., 1990, 23,120-125.
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W strukturach pieciu zwigzkéw (oprécz 1) tworzg sie motywy pierscieniowe,
z dwoma atomami donorowymi i dwoma akceptorami RZ.Liczba atoméw w
powtarzajacej sie jednostce dla zwigzku 1 i V wynosi 8, dla lll i IV — 14 oraz dla
zwigzku VI-11i12.

ii. typy oddziatywan: dla zadnego zwigzku nie obserwuje sie wyraznych oddziatywan

typu m--t. Dominujgce wigzania wodorowe dla zwigzkoéw 1i Il to C-H---O. Wigzania
wodorowe z udziatem atomu N odpowiedzialne sg natomiast za motywy
pierscieniowe w krysztatach zwigzkow lll, IV i VI i motyw tancuchowy w krysztale
zwigzku V.
W zwigzkach posiadajgcych atom Br lub CI (Il i IV) mozna sie spodziewac réznego
rodzaju oddziatywan angazujgcych atom halogenu (X), jak X:--H, X:--X czy X:-TL.
Stwierdzono obecno$é oddziatywan typu Cl---Cl w zwigzku IV oraz C-Br---H w
zwigzku Ill, ktére przytrzymujg czasteczki w warstwie.

iii. struktura warstwowa: zwigzki z grupg OH (I i V) nie majg struktury warstwowej,
jednak w przypadku zwigzku V czasteczki uktadajg sie w tancuch typu
zygzakowatego (ang. zig-zag) i tworzg wstege. Natomiast warstwy mozna wyrdznic
w sieci krystalicznej zwigzkow I, 111, IV i VI.

Za jedng z przyczyn gaszenia fluorescencji w stanie statym uznaje sie obecno$¢ silnych
oddziatywan typu m---1.*> Zwiazek | nie wykazuje fluorescencji, jednak w jego strukturze
krystalicznej nie wystepujg takie oddziatywania, a za brak wtasciwosci fluorescencyjnych
najprawdopodobniej odpowiedzialny jest brak odpowiedniego dla tego zjawiska
warstwowego ufozenia czgsteczek.

Obecnos¢ opisanych wyzej oddziatywan miedzyczgsteczkowych potwierdza takze analiza
powierzchni Hirshfelda (Ryc. 13 — 15, publikacja H6). Intensywnie czerwone punkty
reprezentujg silne oddziatywania typu O---H w zwigzkach I, Il i V oraz kontakty typu N---H we
wszystkich zwigzkach z wyjatkiem II.

Powierzchnie Hirshfelda mozna przedstawié takze w postaci jej dwuwymiarowego
obrazu tzw. fingerprintu, na ktérym czestos¢ wystepowania poszczegdlnych oddziatywan
miedzyczasteczkowych zaznaczona jest kolorem od niebieskiego przez zielony do
czerwonego (zgodnie ze wzrostem czestosci). Jednocze$nie dekompozycja ,fingerprintu”
pozwala zwizualizowac fragmenty powierzchni Hirshfelda odpowiadajgce pojedynczemu
rodzajowi oddziatywan (ryc. 14 i 15 w H6). Na ich podstawie stwierdzono, ze w strukturze
krystalicznej badanych zwigzkéw dominujg oddziatywania typu H--H oraz C-H,
sumarycznie od 77,4% dla zwigzku Il do 88,5% dla zwigzku Il. Z kolei udziat oddziatywan
typu N---H oraz O---H waha sie w stosunkowo szerokich granicach 4,7 —19,0% oraz 3,4 —
11.4%, a takie zrdznicowanie jest zwigzane z obecnoscia podstawnikow zawierajgcych
atomy N i O (OH dla zwigzkéw 1i V oraz CN dla zwigzku VI).

42Y. Ooyama, K. Yoshida, Eur. J. Org. Chem. 2008, 2564-2570.
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Zaleznosci pomiedzy procentowymi udziatami oddziatywan miedzyczasteczkowych
w powierzchni Hirshfelda a logP i parametrami charakteryzujgcymi fluorofory

Biorgc pod uwage wyniki analizy ,fingerprintdw” powierzchni Hirshfelda,
w kolejnym etapie badan podjetam prébe:

i. wskazania rodzaju stabych oddziatywan miedzyczgsteczkowych wptywajacych na
lipofilowos¢ (logP) zwigzkéw I — VI,

ii. znalezienia korelacji pomiedzy procentowymi udziatami poszczegdlnych
oddziatywan miedzyczasteczkowych a parametrami charakteryzujgcymi wtasciwosci
fluorescencyjne tych zwigzkéw: wydajnoscia kwantowg (®pr), czasem zaniku
fluorescencji (1) i statymi szybkosci proceséw towarzyszgcych temu zjawisku.

Lipofilowos¢ zwigzkdw jest bezsprzecznie uznawana za jedng z najwazniejszych cech
w kontekscie ich dziatania farmakologicznego i toksycznosci. Warto$é logP zwigzkow I, I, V
i VI miesci sie w granicach 4,4—-4,6. Natomiast, zgodnie z oczekiwaniami obecnos¢
w czasteczce atomu chloru (zwigzek IV) lub bromu (zwigzek Ill) powoduje wzrost
lipofilowosci (logP ok. 5,2 — 5,3). Fakt ten sugeruje, ze na wzrost logP zwigzkdéw Il i IV moga
mie¢ wplyw stabe odziatywania miedzyczasteczkowe angazujgce atom halogenu.
Potwierdzono to wyrazng liniowg korelacjg pomiedzy logP a sumg procentowego udziatu w
powierzchni Hirshfelda oddziatywan typu C::-H oraz tych z udziatem atomoéw Cl i Br (Ryc. 17
i 18 w publikacji H6). Pomimo tego, ze informacja o rodzaju oddziatywan
miedzyczasteczkowych uzyskana na podstawie analizy powierzchni Hirshfelda dotyczy
otoczenia czgsteczki w strukturze krystalicznej zwigzku, moze wskazywaé na preferencje
okreslonych interakcji takze w roztworze.

Wydajnos¢ kwantowa (®pr) oraz czas zaniku fluorescencji (t) nalezg do najwazniejszych
parametréw charakteryzujacych fluorofory. Badane zwigzki wykazujg zréznicowana
wydajnos¢ kwantowg fluorescencji w stanie statym. Dla niepodstawionego zwigzku Il ®p
wynosi 0,24. Wprowadzenie do czgsteczki atomu Cl powoduje zwiekszenie wydajnosci
kwantowej do 0,37, natomiast obecnos$¢ takich podstawnikdw jak OH, Br i CN powoduje
obnizenie wydajnosci kwantowej do 0,13-0,15. Spadek ®p; dla pochodnej z podstawnikiem
Br spowodowany jest prawdopodobnie tzw. efektem ciezkiego atomu (ang. heavy atom
effect).”***

Proces zaniku fluorescencji dla niepodstawionego zwigzku Il mozna opisaé funkcja
jednowyktadniczg, natomiast dla zwigzkédw posiadajacych dodatkowy podstawnik zanik
fluorescencji nie jest jednowykfadniczy, co wskazuje na ztozony charakter proceséow
zachodzgcych w stanie wzbudzonym. W przypadku zwigzkéow Il -VI krzywe zaniku
fluorescencji dopasowano funkcjg dwueksponencjalng i wyrdzniono dwie sktadowe
o réznych czasach zaniku. Poréwnujac srednie czasy, wyraznie widac¢, ze w stosunku do
zwigzku niepodstawionego, obecnos$é atomu halogenu w czgsteczce powoduje ok. 2-krotne

43 ]. R. Lakowicz, Pronciples of Fluorescence Spectroscopy, 314 ed.; Springer, New York, 2009
44 T. N. Kirillova, M. A. Gerasimova, E. V. Nemtseva, N. S. Kudryasheva, Anal. Bioanal. Chem. 2011, 400, 343-351

28



Zatacznik 2a

wydtuzenie czasu zaniku fluorescencji, natomiast obecnosé¢ grupy OH lub CN wptywa na
jego skrécenie (réwniez ok. 2-krotne).
Do petniejszej charakterystyki fluoroforow, oprdcz wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz
czasu jej zaniku wykorzystano takze, obliczone na ich podstawie, state szybkosci procesow
promienistych (k) i bezpromienistych (k,). Analiza potencjalnego wptywu
miedzyczasteczkowych oddziatywan w strukturze krystalicznej na fluorescencje zwigzkdw
Il - VI wykazata paraboliczng korelacje pomiedzy odwrotnoscig $redniego czasu zaniku
fluorescencji a sumg procentowego udziatu w powierzchni Hirshfelda oddziatywan typu
H---O i H--N. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla statej szybkosci procesdw
bezpromienistych (Ryc. 20, w H6). Wynika z tego, ze im wiecej odziatywan typu H---O i H--:N
w krysztale tym wyisza stata szybkosci proceséw bezpromienistych a w konsekwencji
krétszy czas zaniku fluorescencji. Najkrotsze czasy zaniku fluorescencji stwierdzono dla
zwigzku V (z podstawnikiem OH) i zwigzku VI (z grupg CN). Wiekszy udziat interakcji
angazujgcych atomy tlenu i azotu (H:--O i H---N)

Opisane zwigzki wykazujg takze intensywng fluorescencje w roztworze (w réznych
rozpuszczalnikach), a dodatkowo dwa z nich zjawisko wzmocnienia fluorescencji
indukowane agregacjg w uktadzie woda:metanol = 80:20 (dane niepublikowane).

2.3.4 Podsumowanie wynikow badan

Przedstawione do oceny publikacje (H1—-H6) obejmowaty badania pochodnych
chalkonu, chromonu i chromanonu, ktérych celem byto przede wszystkim wskazanie cech
strukturalnych odpowiedzialnych za ich dziatanie cytotoksyczne in vitro oraz wtasciwosci
fluorescencyjne, a takze ilosciowe ujecie zaleznosci struktura—aktywnos¢.

Podsumowanie wynikéw realizacji obu watkéw badawczych mozna ujgé w kilku punktach
dotyczacych:

e ANALIZY ZALEZNOSCI STRUKTURA-AKTYWNOSC CYTOTOKSYCZNA IN VITRO (SAR)

Stwierdzono, ze badane pochodne chalkonéw i chromanondw wykazujg silniejsze
dziatanie cytotoksyczne wzgledem linii komdrkowych biataczki (HL-60 i NALM-6) niz wobec
linii komérkowej czerniaka WM115.

W przypadku pochodnych chalkondw wykazano, ze rozktad gestosci elektronowej
w czgsteczce, determinowany potozeniem i charakterem podstawnikéw, koreluje z ich
cytotoksycznoscig wzgledem linii komérkowych biataczki (HL-60 i NALM-6). Kluczowy w
uzyskaniu wysokiej cytotoksycznosci wydaje sie elektrofilowy charakter fragmentu
czgsteczki obejmujacego wigzanie C,=Cg sprzezone z grupy karbonylowa. Zwiekszeniu
aktywnosci cytotoksycznej in vitro sprzyja umieszczenie elektronodonorowej grupy OH w
pierscieniu A lub grup elektronoakceptorowych, Cl, Bri NO,, w pierscieniu B.

Dla 3-arylidenopochodnych flawanonu jak i 3-arylopochodnych flawonu korzystny wptyw
na cytotoksycznos¢ majg réwniez elektronoakceptorowe podstawniki Cl, Br, NO, i CN
(w pierscieniu D, Ryc. 2).
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Analiza SAR grupy chalkonéw oraz 3-arylidenopochodnych chromonu i chromanonu
sugeruje udziat elektrofilowego a, B — nienasyconego uktadu karbonylowego w aktywnosci
cytotoksycznej. Natomiast w trzeciej grupie badanych zwigzkéw ukfad ten zostat
»,zablokowany” przez pierscien 2-pirazoliny. Pozbawienie pochodnych
3-arylidenoflawanonu zawierajgcych skondensowany pierscien 2-pirazoliny wolnej grupy
karbonylowej oraz wigzania podwdjnego (C4=Cg) a jednoczesnie obecnosé¢ atomu halogenu
wydaje sie byé przyczyng selektywnej cytotoksycznosci tych zwigzkéw wobec komodrek
nowotworowych. Zwigzki z podstawnikiem Cl lub Br wykazujg wysoka cytotoksycznos¢
wzgledem komdrek biataczki HL-60 a jednoczesnie niewielka lub brak aktywnosci
wzgledem komoérek prawidtowych (HUVEC).

e ILOSCIOWYCH ZALEZNOSCI STRUKTURA-AKTYWNOSC CYTOTOKSYCZNA IN VITRO (QSAR)

Modele QSAR opisujgce ilosciowe zaleznosci struktura—aktywnosé cytotoksyczna
in vitro zbudowano w oparciu o interpretowalne deskryptory nalezgce do kategorii:
i. deskryptoréw kwantowo-chemicznych: energia orbitalu LUMO, potencjat chemiczny
U, indeks elektrofilowosci w i tadunki czgstkowe;
ii. wilasciwosci fizykochemicznych: parametr hydrofobowosci czgsteczki - log P;
iii. deskryptoréw geometrycznych 3D-MoRSE: MorO4v.

Wszystkie modele zawierajg deskryptory pozwalajgce na mechanistyczng interpretacje
otrzymanych réownan.

W analizie QSAR opartej o udziaty stabych oddzialywan miedzyczgsteczkowych
w powierzchni Hirshfelda uzyskano model o dobrym dopasowaniu oraz mocy
predykcyjnej dla aktywnosci cytotoksycznej pochodnych  3-arylidenoflawanonu
skondensowanego z pierscieniem 2-pirazoliny wobec linii komérkowej biataczki
limfoblastycznej (HL-60). Model zawiera dwa istotne statystycznie deskryptory: udziaty
oddziatywan typu H---H (fy..4) oraz interakcji angazujgcych atom halogenu, Cl lub Br (fha).
Dlatego tez, analiza powierzchni Hirshfelda pozwalajgca uzyskaé ilosciowg informacje o
stabych miedzyczgsteczkowych oddziatywaniach wydaje sie by¢ obiecujgcym narzedziem w
badaniach zaleznosci struktura-aktywnos¢ (biologiczna).

e ZALEZNOSCI WEASCIWOSCI FLUORESCENCYJNYCH OD STRUKTURY KRYSTALICZNE]J
ZWIAZKOW

Whikliwa analiza struktur krystalicznych (pochodnych chromonu i 3-arylideno-
flawanonu, a takze zwigzkéw kompleksowych z joanmi Zn (I1)) w potgczeniu z wynikami
analizy powierzchni Hirshfeld potwierdzajg, ze oddziatywania typu m--m lub C-H-m
odgrywajg znaczacg role wygaszaniu fluorescencji w ciele statym. Z kolei warstwowe
utozenie molekut w strukturze krystalicznej i brak miedzyczasteczkowych oddziatywan typu
ni-stacking nalezg do czynnikdw sprzyjajacych emisji fluorescenciji.

W analizie wtasciwosci fluorescencyjnych pochodnych 3-arylidenoflawanonu zawierajgcych
skondensowany pierscien 2-pirazoliny stwierdzono, ze:
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i. obecno$é atomu chloru w czasteczce sprzyja intensywnej i wydajnej fluorescenc;ji
(jak rowniez selektywnej cytotoksycznosci). Zwigzek z podstawnikiem Cl
charakteryzuje sie najwyzszg kwantowg wydajnoscig fluorescencji (0,37) w stanie
statym,

ii. duzy udziat oddziatywan typu H--O i H--N w krysztatach zwigzkéw, bedacy
konsekwencjg obecnosci podstawnikédw OH i CN, ma niekorzystny wptyw zaréwno
na wydajnos$é kwantowg jak i czas zaniku fluorescenciji,

iii. istnieje paraboliczna korelacja pomiedzy odwrotnoscig $redniego czasu zaniku
fluorescencji a sumg procentowego udziatu w powierzchni Hirshfelda oddziatywan
typu H---O i H---N.

Warto takze podkredli¢, ze podobnie jak w badaniu zaleznosci struktura-aktywnosé
wyniki analizy powierzchni Hirshfelda okazaty sie przydatne rédwniez w opisie zaleznosci
struktura-fluorescencja (w stanie statym).

Ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter badania byly przeprowadzone we
wspolpracy:

e z prof. ElZzbietq Budzisz z Uniwersytetu Medycznego w todzi i prof. Ingo-Peter
Lorenzem z Ludwig-Maximilians-Universtitdit w Monachium w zakresie syntezy
czesci zwigzkow,

e z prof. Piotrem Panethem z Politechniki tédzkiej, prof. Andrzejem A. Jarzeckim z City
University of New York oraz dr Anng Kaczmarek-Kedzierg z Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu, ktdra dotyczyta obliczen teoretycznych,

e z dr hab. Magdaleng Mateckq z Uniwersytetu tédzkiego, dr Karin Lux i dr Peterem
Mayerem z Ludwig-Maximilians-Universtitat w Monachium w zakresie badan
krystalograficznych,

e z dr Markiem Rézalskim oraz mgr Urszulg Krajewskq z Uniwersytetu Medycznego w
todzi, ktérzy wykonali badania cytotoksycznosci in vitro.
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3. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

W nawiasach podano odnosniki do prac umieszczonych w wykazie w Zat. 3a
(oznaczenia: P — publikacja oryginalna, R — referat konferencyjny, K — konferencja - poster,
S — ksigzka, skrypt, monografia)

3.1 Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Po ukonczeniu studidw rozpoczetam prace w Zaktadzie Analityki Farmaceutycznej
Studium Farmaceutycznego — bydgoskiej czesci Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego (CMKP w Warszawie). Moje zainteresowania naukowe dotyczyty gtéwnie
badan flawonoidéw, szczegdlnie kwercetyny i jej rozpuszczalnej w wodzie pochodnej —
kwasu kwercetyno-5’-sulfonowego (QSA) w kontekscie ich wtasciwosci chelatujacych jony
metali. Systematyczne badania komplekséw kwercetyny i QSA z jonami toru(lV)
obejmowaty m.in. ustalenie sktadu w stanie statym i roztworze, a nastepnie ich analityczne
wykorzystanie do oznaczania jondow fluorkowych. Efekty tych badan zostaty opublikowane
[P1, P2] i staty sie podstawg mojej rozprawy doktorskiej.

Pod kierunkiem prof. Zenona Kokota, ktéry byt kierownikiem Zaktadu od 1993 r.
uczestniczytam takze w badaniach oddziatywan fluorochinolondéw z lekami alkalizujgcymi
[R1] oraz wykorzystaniu metod chromatograficznych w analizie; chromatografii cieczowej
(HPLC-UV) do oznaczania bupiwakainy w surowicy krwi, a takze chromatografii gazowej
(GC-FID) do oznaczania lotnych rozpuszczalnikéw w powietrzu na stanowiskach pracy [P3].

3.2 Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
W roku 2000, po likwidacji bydgoskiej czesci CMKP, podjetam prace na Wydziale
Zootechnicznym (obecnie Hodowli i Biologii Zwierzat) Akademii Techniczno-Rolniczej
w  Bydgoszczy (obecnie Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy, UTP), ktdrg
kontynuowatam do wrzesnia 2011 roku. W latach 2004-2008 w ramach wspotpracy z prof.
Ryszardem Siudg i dr Grazyng Czerniak z Instytutu Matematyki i Fizyki UTP oraz prof.
Czestawem Sadowskim z Wydziatu Rolniczego UTP uczestniczytam, jako wykonawca,
w dwéch grantach KBN (Zat. 3a pkt. 6), celem ktérych byto opracowanie metody oznaczania
stezen mykotoksyn fuzaryjnych w ziarnie pszenicy za pomoca spektroskopii optycznej oraz
zbadanie zaleznosci pomiedzy wybranymi cechami fizycznymi i jakosciowymi ziarna
pszenicy a nasileniem objawéw fuzariozy. Moim zadaniem byto opracowanie i walidacja,
referencyjnych w stosunku do spektroskopii, metod chromatograficznych (GC-MS oraz
HPLC-DAD) oznaczania mykotoksyn z grupy trichotecenéw B (deoxynivalenolu i jego
pochodnych, nivalenolu oraz zearalenonu) w ziarnie pszenicy. Jednym z kluczowych
elementéw metody byto opracowanie i zoptymalizowanie procedury przygotowania probek
do analizy chromatograficznej, obejmujacej ekstrakcje do fazy statej oraz proces
derywatyzacji (w przypadku metody GC-MS) (P6, K1, K2). W trakcie wizyty naukowe;j
w Institute of Plant Analysis w Quedlinburgu (obecnie Institute for Ecological Chemistry,
Plant Analysis and Stored Product Protection), zapoznatam sie z technikg pomiaréw metoda
FTIR-ATR i wykonatam pomiary dla préobek pszenicy. Dzieki wspdtpracy z prof. Siuda
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zainteresowatam sie blizej chemometrig oraz metodami spektroskopowymi, a wspodtprace
z dr Grazyng Czerniak nadal kontynuuje (H2, P18, P22, K9).
W roku 2002 podjetam prace w nowo powstatej Katedrze Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Bydgoszczy (obecnie
Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu) kierowane;j
wowczas przez prof. Jana Pawlaczyka, gdzie pracuje do chwili obecnej. W 2006 r. Katedra
zostata przeniesiona do nowego budynku i uzyskata znaczace dofinansowanie na zakup
aparatury. Stad tez moja aktywno$¢ poczgtkowo skupiata sie na dydaktyce (w tym czasie
powstaty dwa skrypty dla studentéw kierunku Farmacja - S2, S4) a dziatalnos¢ naukowa
zintensyfikowatam w nastepnych latach. Oprdcz zasadniczego kierunku badan, ktére
stanowig podstawe przedstawionego osiggniecia, moje zainteresowania naukowe obejmuja
wykorzystanie technik instrumentalnych (przede wszystkim chromatograficznych
i spektroskopowych) w potgczeniu z metodami chemometrycznymi:
i. w analizie zanieczyszczen lekéw zawierajgcych simwastatyne (P18) oraz lekow
p/bdélowych z kwasem acetylosalicylowym (P20 );
ii. w ocenie wiasciwosci przeciwutleniajgcych wybranych lekdw i suplementéw diety
zawierajgcych ekstrakty roslinne: z zielonej herbaty Camelia sinensis (P21, P23,
K22, K25, K26), z nasion soi (K27) oraz mitorzebu japonskiego (P19);
Kolejny watek w mojej pracy naukowej to udziat w badaniach zwigzkéw kompleksowych:
i jonéw Cu(ll) z pochodnymi pirazolu pod katem ich wtasciwosci cytotoksycznych
(P16) i antyoksydacyjnych (P17)
i.  jonow Ru(ll) z ligandami z grupy pochodnych chromonu (P26).

Ponadto, bratam udziat w projektach, w ktérych bytam wspétodpowiedzialna za planowanie
badan od strony statystycznej oraz wykonatam analize statystyczng lub chemometryczna
wynikéw. Byty to badania z zakresu hodowli zwierzat (P8), ochrony srodowiska (P4), oceny
wptywu gatunku, pitci i zbiornika wodnego na zawartos¢ kwasdw ttuszczowych w miesie ryb
(P13, P15) i rakow (P11) oraz z zakresu diagnostyki medycznej (P9, P10). Bratam udziat
takze w trzech projektach realizowanych we wspotpracy z przedsiebiorstwami (Zat. 3a, p.
6), a do moich zadan (w dwdch projektach wspdlnie z dr Joanng Ronowicz) nalezato
zoptymalizowanie i walidacja metod oznaczania substancji czynnych w opracowywanych
produktach leczniczych. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracach P24 i P25.

Aktualnie kontynuuje badania zwigzkéw o podobnej budowie jak przedstawione
w publikacji H6 jak réwniez wspdtprace z dr hab. Magdaleng Mateckg z Uniwersytetu
tdédzkiego. Modyfikacje uktadu pirazolino-chromanu daty w efekcie zwigzki o bardzo
obiecujgcych wtasciwosciach. Niektére pochodne wykazujg fluorescencje w stanie statym
oraz podwdjng fluorescencje w roztworze, ktérej koicowa barwa moze byé modulowana
sktadem roztworu czyli rodzajem i proporcjami zastosowanych rozpuszczalnikdw. Stad tez
synteza i badania zwigzkéw o podobnej budowie stanowig jeden z elementéw wniosku
ztozonego w konkursie OPUS (czerwiec 2016, kierownik dr hab. M. Matecka).
RozpoczetySmy takie wspdlne badania kolejnych nowych pochodnych chalkonéw
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obejmujgce synteze, analize krystalograficzna, obliczenia teoretyczne i charakterystyke
spektroskopowg ze szczegdlnym uwzglednieniem fluorescencji. W zakresie obliczen
teoretycznych kontynuuje wspétprace z prof. Andrzejem Jarzeckim z City University of New
York. W czes¢ badan wigczony jest takze mgr Mariusz Zapadka.

Obok wymienionych projektdow przygotowuje rdwniez zadania badawcze dla
studentéw — cztonkéw kota naukowego, ktorych czesto naturaing konsekwencjg sa
realizowane pod moim kierunkiem prace magisterskie, a w przypadku mgr Mariusza
Zapadki takze dalsza wspotpraca naukowa {wspétautor pracy H3). Gtdwnym tematem jest
analiza szerokiej gamy suplementow diety, w szczegdlnosci tych pochodzenia roslinnego
(np. z ekstraktem z zielonej herbaty, yerba mate, zielonej kawy i Gingko biloba) oraz
produktéw naturalnych (takich jak herbata lub midd) w kontekscie ich jakosci {zawartosci
sktadnikow czynnych czy problemu zafatszowan). Wykorzystywane sg rozne techniki: FTIR-
ATR, fluorescencja i chromatografia (z naciskiem na wykorzystanie spektroskopowych i
chromatograficznych fingerprintéw) w potaczeniu z metodami chemometrycznych.

Z kolei we wspoétpracy z dr Grazyng Czerniak zostata przygotowana publikacja pt.
"Score-based Quantitative Principal Component Analysis with application to study of active
pharmaceutical ingredients based on attenuated total reflection Fourier-transform-infrared
spectra” (aktualnie poprawiony manuksrypt zostaf przestany do edytora Journal of
Chemometrics). Jest to wynik proby zastosowania nowego podejicia obliczeniowego
majgcego na celu wykorzystanie metody PCA do analizy ilosciowej sktadnikow preparatéw
farmaceutycznych w oparciu o widma FTIR-ATR.

Petny wykaz opublikowanych prac znajduje sie w Zatgczniku 3a.
Okresienie mojego udziatu we wszystkich opublikowanych pracach wraz ze wskaznikami

bibliometrycznymi zawarte sq w Zatgczniku 6 (bibliometria przygotowana przez Biblioteke
Medyczng UMK].

e
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