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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW | SYMBOLI

'HNMR — protonowy magnetyczny rezonans jadrowy

AcMPAG - acylowany glukuronid kwasu mykofenolowego

ADO — adenozyna

AMP — adenozyno-5’-monofosforan

ATG — przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie

ATP - adenozyno-5 -trifosforan

BTEA-NO, - bromek benzylotrimetyloamoniowy

CD39 — enzym 1-hydrolazytrifosforanonukleotydu

CD73 — enzym ekto-5"-nukleotydazy

CDiI — karbonylodiimidazol

CPM - liczba zliczen na minutg (ang. counts per minute)

CsA — cyklosporyna

DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

dGTP — deoksyguanozynotrifosforan

DIBAL - wodorek diizobutyloglinowy

DIC — 1,3-diizopropylokarbodiimid

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina (zasada Hiiniga)

DIPT — diizopropylotryptamina

DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

DMF - N,N-dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy

DPPA - azydek difenylofosforylu

ECso - stezenie 50 % dawki skutecznej

EC-MPS — sol sodowa kwasu mykofenolowego w postaci tabletek dojelitowych

EDCI — chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu

F — test Fishera

FBS - ptodowa surowica wotowa (ang. fetal bovine serum)

Fmoc — grupa fluorenylo-9-metoksykarbonylowa

GMP - guanozynomonofosforan

GTP — guanozynotrifosforan

HLA - ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leukocyte antigens)
6
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HOBt
HPLC

HPLC-MS
ICs0

IMPDH
INOS
MMF
MPA
MPAG
MPS
MS
MTT
NAD
NBS
NCS
NMM
NMR

PBMC

PBS

Ph

Py
PyBOP
RNA
RPMI
SAM
SI

SPE

N-hydroksybenzotriazol

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performace liquid
chromatography)

chromatografia cieczowa ze spektrometrem masowym

stezenie hamujace proliferacj¢ komoérek w 50 % w stosunku do
komorek kontrolnych

funkcje biologiczne i biochemiczne organizméw)

inni

dehydrogenaza inozyno-5’- monofosforanu

syntaza tlenku azotu

mykofenolan mofetylu

kwas mykofenolowy

glukuronid kwasu mykofenolowego

mykofenolan sodu

spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

N-bromosukcynoimid

N-chlorosukcynoimid

N-metylomorfolina

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear
magnetic resonance)

komorki jednojgdrowe krwi obwodowej (ang. peripheral blood
mononuclear cells)

buforowany fosforanem roztwor soli fizjologicznej (0,9 % NaCl, pH
7,2)

fenyl

pirydyna

heksafluorofosforan (benzotriazol-1-iloksy)butylofosfoniowy
kwas rybonukleinowy

podtoze hodowlane (ang. roswell park memorial institute medium)
(S)-adenozylometionina

wspotczynnik selektywnosci

ckstrakcja do fazy statej (ang. solid phase extraction)

7
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T3P - bezwodnik propylofosforanowy (ang. propylphosphonic anhydride)

TBTU - O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetrametylouronian tetrafluoroboranu
TdR-3H - metyl-[®H]-tymidyny
TEA — trietyloamina
temp. pok. - temperatura pokojowa
temp. top. - temperatura topnienia
TFA — kwas trifluorooctowy
THF — tetrahydrofuran
TK — takrolimus
TLC - chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)
TMSCI - chlorek trimetylosililu
TNF — czynnik martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor)
wyd. - wydajnosé¢
8
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STRESZCZENIE

Co roku przeprowadza si¢ na catym §wiecie ponad 100 000 przeszczepoéw narzadow.
Leczenie immunosupresyjne zapobiega odrzutom poprzez zahamowanie lub zmniejszenie
odpowiedzi immunologicznej biorcy na antygeny przeszczepu [1]. Podawane na tym etapie
leki muszg by¢ nie tylko efektywne, ale takze jak najmniej toksyczne, zwlaszcza, iz leczenie
trwa do konca zycia. Jednymi z najwazniejszych substancji aktywnych sa pochodne kwasu
mykofenolowego (MPA): mykofenolan mofetylu (MMF) oraz mykofenolan sodu (EC-MPS)
[2]. Istotnym ograniczeniem terapeutycznym w leczeniu immunosupresyjnym przy uzyciu
MPA jest jego metabolizm do nieaktywnego biologicznie 7-O-glukuronidu. Celem
ograniczenia efektow ubocznych wystepujacych podczas terapii poszukuje si¢ zwigzkow
mniej toksycznych, bardziej selektywnych oraz mniej podatnych na glukoronidyzacje.

Wiasnie w ta tematyke badawcza wpisuje si¢ moja praca doktorska.

Zakres niniejszej pracy obejmowal synteze koniugatow MPA z pochodnymi
adenozyny oraz wykonanie testow aktywnosci biologicznej nowych analogéw jako

potencjalnych zwigzkéw immunosupresyjnych.

Czg¢s¢ chemiczna pracy obejmowata otrzymywanie zaprojektowanych pochodnych
adenozyny opartych o proste struktury tancuchowe diamin alifatycznych i aminokwasow oraz
utworzenie przy ich pomocy nowych koniugatow z MPA. W tym celu pochodne adenozyny
zsyntezowatem wykorzystujgc odpowiednio metode opisang przez Bressi i in. [3] opartg o
substytucj¢ nukleofilowa diamin (oraz N-Boc-diaminami) do 6-chloropuryny. Po deprotekc;ji
przy pomocy TFA poszczegélnych produktow wykorzystatem okreslone odczynniki
kondensujace w odpowiednich warunkach reakcji (EDCI/DMAP, CDI, T3P, DPPA/TEA,
DCC/NMM, TBTU/HOBt) w celu utworzenia wigzania amidowego z MPA. W ten sposob
uzyskalem pochodne adenozyny oraz odpowiadajace im koniugaty MPA.

Drugg grupg zwigzkoéw byly pochodne adenozyny zawierajace reszty aminokwasowe,
ktore otrzymatem za pomocg reakcji Fmoc chronionych aminokwaséw z 2°,3’-O-
izopropylidenoadenozyna wykorzystujac reakcje estryfikacji Yamaguchi oraz metode DCC.
Nastepnie poddatem je deprotekcji w roztworze dietyloaminy w chlorku metylenu (1:1 v/v),
po czym uzylem do kondensacji z MPA postugujac si¢ metodg mieszanych bezwodnikow
oraz roznymi odczynnikami kondensujagcymi (EDCI/HOBt, T3P, EEDQ/Py, PyBOP). W ten
sposob otrzymatem nowe koniugaty MPA, z ktorych usunatem grupe izopropylidenowa przy
pomocy TFA, otrzymujac koncowe analogi MPA. Wszystkie zwigzki otrzymatem z dobra
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wydajnoscia i scharakteryzowalem za pomoca technik spektroskopowych (*H NMR, *C
NMR) jak rowniez analitycznych (TLC, HPLC-MS).

Cze$¢ biologiczna pracy obejmowata zbadanie wszystkich otrzymanych zwigzkow in
vitro wykorzystujgc limfoidalng lini¢ komorkowa Jurkat oraz mononuklearne komorki krwi
obwodowej (PBMC) pochodzace od zdrowych dawcow. W celu wyznaczenia parametru
cytotoksycznosci ICso okreslitem na podstawie testu zywotnosci MTT, z kolei aktywnos¢
antyproliferacyjng ECso ustalitem metoda inkorporacji TdR-3H. Otrzymane wyniki dla obu
grup zwigzkow zestawilem odpowiednio z adenozyng i kwasem mykofenolowym, zarowno w
postaci pochodnej 2’°,3’-O-izopropylidenowej, jak i wolnej. Nastgpnie wyznaczylem

wspotezynniki selektywnosci, zdefiniowane jako SI=ICso/ECso.

Aminowe pochodne adenozyny wykazywaty wigksza aktywno$¢ w porownaniu do
adenozyny w badaniach z udziatem obydwu lini komoérkowych. Analogi MPA z pochodnymi
aminoalkilowymi adenozyny byly aktywne w poréwnaniu do MPA wobec linii komérkowe;j
Jurkat. Natomiast wyniki biologiczne dla koniugatow MPA zawierajacych aminokwasowe
pochodne adenozyny wykazaty aktywno$¢ podobng do MPA oraz estrowych koniugatow
kwasu mykofenolowego i adenozyny (69) i (69a) opisanych w literaturze [85]. Zauwazalna
byta korelacja pomigdzy dlugosciag tancucha aminokwasowego a aktywnoscig biologiczng w

koniugatach MPA posiadajacych aminokwasowe pochodne adenozyny.

Praca zostata sfinansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki (NCN)

Nr 2013/11/B/NZ7/04838.
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WSTEP

Jedynym skutecznym sposobem leczenia niewydolno$ci narzadoéw jest przeszczep
allogeniczny wraz z terapia immunosupresyjng zapobiegajaca odrzuceniu. Celem
immunosupresji klinicznej jest calkowite zahamowanie lub czgSciowe zmniejszenie
odpowiedzi immunologicznej biorcy na antygeny przeszczepu. W tym celu stosuje si¢
leczenie skojarzone oparte na aplikacji zestawu lekow o ré6znym mechanizmie dziatania,
ktorych podstawowg aktywnoscig jest zahamowanie odpowiedzi immunologicznej,
zapobieganie ostremu odrzuceniu przeszczepu i tym samym wydtuzeniu przezywalnosci po
operacji. Jednym =z powszechnie uzywanych immunosupresantow w leczeniu

transplantologicznym jest kwas mykofenolowy w potaczeniu np: z cyklosporyna.

Kwas mykofenolowy odgrywa wazng role w leczeniu immunosupresyjnym jak
rowniez w chorobach autoimmunologicznych jako niekompetycyjny inhibitor IMPDH,
niezbednego enzymu posredniczacego w syntezie puryny w komorkach T i B. Powoduje
réwniez obnizenie poziomu czynnikéw przeciwapoptotycznych takich jak: biatka z rodziny
Bcl-2, Bcl-xL w chioniakach B-komoérkowych oraz akumulacje pro-apoptycznych
mediatorow (kaspazy 3) poprzez aktywacje szlaku apoptotycznego, powodujacego zaburzenia
wysepek trzustkowych [4]. W celu polepszenia efektywnosci oraz biodostepnosci MPA, bada
si¢ jego polaczenia ze zwigzkami aktywnymi biologicznie, ktore sa dla organizmu

rozpoznawalne, przez co tatwiej przyswajalne. Do tej grupy zwiazkow nalezy adenozyna.

Adenozyna jest nukleozydem zbudowanym z adeniny potaczonej z ryboza poprzez
tacznik B-N°-glikozydowy. W organizmie ludzkim jest waznym endogenicznym hormonem
(ochronnym tkanek) wystgpujacym w prawie wszystkich komoérkach w obszarach
zwigkszonego metabolizmu tkanki, jak rowniez zwalcza dysfunkcj¢ narzadow w szeregu
stanach patologicznych. Adenozyna indukuje apoptoze wielu typow komoérek rakowych w
dwoch odrebynch $ciezkach. Pierwsza, zewnatrzna, polega na wigzaniu si¢ z czterema
receptorami sprz¢zonymi z biatkiem G o nazwie A1, Aza, Azg, Az. Druga droga, wewnatrzna,
charakteryzuje si¢ wnikaniem adenozyny do komorek poprzez transportery i przeksztatcenie
w AMP [5, 6]. Do tej pory otrzymano i opisano wiele analogbw adenozyny wykazujacych
dziatanie przeciwarytmiczne, przeciwzapalne czy przeciwnowotworowe. W rezultacie na
rynku pojawity si¢ leki takie jak: Adenocard czy Adenoscan, ktdére pomagaja w leczeniu

chorob migsnia sercowego.
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1. CZESC LITERATUROWA

1.1. Immunologia transplantacyjna

Transplantologia jako dziedzina nauki zajmujaca si¢ przeszczepianiem tkanek oraz
narzadéw zaistniata juz w XIX wieku. Pierwszg potwierdzong przez Departament Zdrowia i
Opieki Spoltecznej Standéw Zjednoczonych transplantacje skory wykonano w 1869 roku. Od
tamtego czasu transplantolodzy starali si¢ rozwigzaé dwa problemy. Pierwszym byto
ukrwienie przeszczepianego organu, co wymagato opracowania metody wykonywania
zespolenia chirurgicznego naczyh krwionosnych. Drugim za$, trudniejszym bylo
kontrolowanie odpowiedzi immunologicznej pacjenta w celu zapobiegnigcia odrzutu
przeszczepu od innego dawcy. Juz na poczatku 1900 roku Alexis Carrel przezwyciezyt
pierwszy problem, wykazujac wykonalno$¢ zszycia naczyn krwiono$nych, co pozwolito na
pozniejszy rozwo6j metod transplantacji narzagdow unaczynionych takich jak nerka i serce, za
co w 1912 roku otrzymat Nagrod¢ Nobla. Druga przeszkoda ujawniajaca si¢ jedynie w czasie
przeszczepu pomig¢dzy czlonkami danej populacji, zostala zbadana dopiero w 1940 roku w
pracach Petera Madewara. Kilkanascie lat pozniej, w 1954 roku Josepf E. Murray
przeprowadzit pierwsza udang transplantacje nerki. Jednak sukces byt potowiczny, gdyz
przeszczep wykonano pomiedzy bliznigtami jednojajowymi co spowodowato brak
odpowiedzi immunologicznej z powodu identycznosci genetycznej. Pig¢ lat pézniej Murray
dokonuje udanej transplantacji pomigdzy braémi nieidentycznymi genetycznie. Te badania
przyczynity si¢ do zaproponowania przez Roberta Schwartza i Williama Samasheka leku
immunosupresyjnego  jakim  jest  6-merkaptopuryna (1) (Rys. 1), ktorego
metylonitroimidazolowa pochodng (2) Murray uzyt w 1962 roku podczas przeszczepu nerki
odnotowujac sukces dtuzszego przezycia pacjenta. To odkrycie doprowadzito do przyznania
jemu i E. Donnall Thomasowi w 1990 roku Nagrody Nobla [7, 8]. W roku 1950 wykonano
pierwszy udany przeszczep calego organu i od tego czasu takie operacje sg wykonywane
niemal rutynowo. Jednak ta ratujgca i poprawiajaca jakos¢ zycia metoda leczenia wigze si¢ z

koniecznoscig stosowania do konca zycia lekow immunosupresyjnych.

12


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

1

Rys. 1. Jeden z pierwszych prekursorow dzisiejszych lekow immunosupresyjnych

6-merkaptopuryna (1).

Immunosupresja jest terminem okreslajagcym hamowanie procesu wytwarzania
przeciwcial 1 komoérek odpornosciowych (czyli reaktywnosci uktadu immunologicznego)
przez rézne czynniki zwane immunosupresorami. Obecnie wykorzystuje si¢ wiele zwiazkow
immunosupresyjnych o réznej budowie 1 mechanizmie dzialania. Sa one stosowane przy
przeszczepach narzadéw (np. watroby, nerek, serca, ptuc itd.) 1 maja na celu ograniczy¢ lub
zahamowac¢ odpowiedz immunologiczng. W tej grupie mozna wyr6zni¢ kilka typow lekow
immunosupresyjnych stosowanych w praktyce medycznej:

e leki cytostatyczne,

leki dziatajace na immunofiliny (ewerolimus, cyklosporyna itp.),

leki antyproliferacyjne (np. MMF, MPA),

przeciwciata monoklonalne,

glikokortykosteroidy,

leki nieklasyfikowane (biatko wigzace TNF, interferony).

Podczas stosowania lekow immunosupresyjnych, trzeba rowniez pamigta¢ o skutkach
ubocznych obnizonej odpornosci, ktore moga stanowié przyczyng nowotworow ztosliwych,
infekcji bakteryjnych, wirusowych, uszkodzenia watroby, serca czy ptuc. Dlatego poszukuje
si¢ coraz to lepszych lekéw immunosupresyjnych lub udoskonala si¢ juz istniejace poprzez
ich modyfikacje w celu eliminacji lub czg¢éciowego ograniczenia odrzucania przeszczepu
(Schemat 1) [9].
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Odrzut

przeszczepu

Przeciwciata przeciw . Rézne czynniki jak:
; Limfocyty T . iy
antygenom HLA i subst. ) i
ryg ABO ko (dni-tygodnie) kompleksy |mmynolqg|c;ng,
grupowym rwi zarastanie naczyn, wtdknienie

(godziny-dni) (miesigce-lata)

Schemat 1. Podziat odrzutow przeszczepow [9].

Terapi¢ immunosupresyjng u pacjentdw zaczyna si¢ juz przed przeszczepem i
kontynuuje do konca zycia biorcy. Mechanizm dziatania lekow immunosupresyjnych zalezy
od grupy do ktorej one przynaleza, jednak ich priorytetowym celem jest zapobieganie
aktywacji limfocytow, ich proliferacji lub zmniejszeniu ich mechanizmoéw efektorowych
(komorkowej odpowiedzi immunologicznej). Podczas terapii zazwyczaj podaje si¢
mieszaning trzech lekoéw. Pierwszy hamuje produkcje cytokin (glikokortykosteroidy), drugi
jest inhibitorem kalcyneuryny, za$§ trzeci inhibitorem proliferacji limfocytow [10]. Poza
terapig ustng lekami immunosupresyjnymi, stosuje si¢ terapi¢ dozylng przeciwciatami (np.
ATG, bazyliksymab). Stopien immunosupresji zalezy od rodzaju przeszczepionego narzadu,
klinicznego  znaczenia  niewydolno$ci  przeszczepu,  indywidualnego  ryzyka

immunologicznego biorcy, wieku pacjenta oraz konsekwencji nadmiernej immunosupresji.

Jednym z pierwszych zastosowanych lekow immunosupresyjnych byla pochodna
6-merkaptopuryny (Rys. 2) czyli azatiopryna (2). Nalezy ona do lekéw antyproliferacyjnych,

hamuje proliferacje¢ limfocytow T, jak 1 w mniejszym stopniu limfocytow B. Po
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biotransformacji w watrobie do 6-merkaptopuryny powoduje zaburzenia w syntezie DNA w
limfocytach stymulowanych antygenem. Jednak produktem ubocznym biotransormacji jest
metylonitroimidazol, ktory wykazuje dziatanie szkodliwe, objawiajace si¢ zwigkszeniem
ryzyka raka skory. Kolejng czesto stosowang substancja jest cyklosporyna (3). Przeciwdziata
ona transkrypcji interleukiny 2 i aktywuje limfocyty T. Jednak wykazuje ona kilka efektow
niepozadanych: nefrotoksycznos$¢, nadcisnienie tetnicze, cukrzyce, hiper-cholesterolemie oraz
hirsutyzm (wyst¢powanie nadmiernego owtlosienia). Bazyliksymab oraz alemtuzumab naleza
do antylimfocytarnych przeciwcial monoklonalnych. Pierwszy zapobiega aktywacji
limfocytow T, za$ drugi powoduje rozpad zaré6wno limfocytéw T i1 B. Obydwa preparaty
wykazujg tagodne efekty uboczne. Do grupy lekow glikokortykosteroidow naleza prednizolon
(4) oraz metyloprednizolon (5). Ich dziatanie jest tylko objawowe, jednak wywieraja wiele
efektow np. hamowanie syntezy cytokin i adhezje komodrek do $rodblonka, blokuja
wydzielanie histaminy i leukotrienéw oraz wiele innych. Powoduja migdzy innymi:

nadci$nienie tetnicze, cukrzyce osteoporoze, krwawienie z przewodu pokarmowego i zmiany

nastroju [11].

N NO,
X S e
N
ch/ i ° N\/U\N Nf\
i |
N

Rys. 2. Struktury stosowanych lekow immunosupresyjnych (2)-(5).
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1.2. Adenozyna

1.2.1. Budowa chemiczna, funkcja, metabolizm i transport

Rys. 3. Struktura chemiczna adenozyny (6).

Adenozyna (6) (Rys. 3) zbudowana jest z adeniny i rybozy potgczonej wigzaniem
N-glikozydowym. Jest fragmentem wielu r6znych biologicznie czynnych zwigzkow. Jednym
z nich s3 kwasy nukleinowe (DNA i RNA) stanowigce material genetyczny. Niektore
koenzymy zawierajace adenozyn¢ odgrywaja wiele istotnych funkcji w biologii komorki.
Najwazniejszym z nich jest ATP (7) (Rys. 4) biorgcy udzial w transporcie energii
wewnatrzkomorkowej oraz begdgcy donorem reszty fosforanowej w reakcji fosforylacji
katalizowanej przez kinazy. Natomiast (S)-adenozylometionina (8) (Rys. 4) jest koenzymem
zawierajacym adenozyn¢ substratem (donorem grupy metylowej) w procesach metylacji.
Znanych jest prawie 20 réznych zewnatrzkomorkowych receptoréw blonowych oraz duza
aktywnos$¢ ektoenzymow, ktore oddziatujg ze zwigzkami zawierajagcymi adenozyne w swojej

strukturze [12].
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Rys. 4. Naturalne koenzymy zawierajace adenozyne ATP (7) i SAM (8) [12].
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Adenozyna (6) odgrywa réwniez rol¢ w uktadzie nerwowym. Wywiera bezposredni
wplyw na wiele procesow synaptycznych, szlakow sygnatowych oraz reguluje wydzielanie
kilku neuroprzekaznikow w oS$rodkowym ukladzie nerwowym (hamuje wydzielanie
acetylocholiny, dopaminy, noradrenaliny, serotoniny). W przeciwienstwie do klasycznego
neuroprzekaznika, nie wystgpuje ona w pecherzykach synaptycznych oraz nie dziala
wylacznie na synapsy. Jej uwolnienie i absorpcja jest posrednio regulowana przez
dwukierunkowe transportery nukleozydowe gdzie kierunek zalezy od gradientu stgzenia
pomigdzy cytoplazma i przestrzenig pozakomodrkowa. Dlatego tez, adenozyna jest uwazana za
neuromodulator majacy wpltyw na aktywno$¢ neuronalng, poprzez wiele mechanizmow

uwalniania neuroprzekaznika [12].

W warunkach stresu komorkowego, ktorego przyczyna moze by¢ niedotlenienie,
niedokrwienie lub tez stan zapalny (bodzce zewngtrzne), Stgzenie wewnatrzkomorkowe
adenozyny znacznie wzrasta. Nastepuje transport adenozyny do przestrzeni pozakomoérkowej,

w celu ochrony narzadow przed uszkodzeniem tkanek i wspomaganiu ich naprawy.

1.2.2. Receptory adenozyny

Burnstock i in. [13] opisali receptory purynergiczne. To wiasnie przez nie puryny
(adenozyna, ADP, ATP) oraz pirymidyny (UDP, UTP) wywieraja posrednio efekt
biologiczny. Zaproponowano podzial purynoreceptorow na dwa podtypy: P1 i P2. Podtyp P1
jest odpowiedzialny za receptory selektywne w stosunku do adenozyny oraz AMP, a podtyp
P2 za receptory ATP i ADP. Dalsze podzialy purynoreceptora P1 doprowadzity w koncu do
indentyfikacji czterech receptorow aktywowanych przez adenozyne: Ai, Aza, Azn, Az. W
ostatnich latach receptory adenozynowe zostaly scharakteryzowane, co pozwolitlo na
okreslenie dokladnej sekwencji gléwnych bialek receptora. Jest to podstawa do badania

struktury, funkcji i regulacji receptora na poziomie molekularnym.
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Rys. 5. Chemiczne wlasciwosci adenozyny (6) [12].

Wiasciwosci chemiczne adenozyny (Rys. 5) s3 bardzo wazne, bioragc pod uwage
projektowanie jej analogéw. Najbardziej nukleofilowa grupa w czasteczce adenozyny jest
grupa OH na weglu C5'. Moze ona by¢ acylowana selektywnie lub ze wszystkimi
pozostatymi grupami OH w jednym etapie. Jezeli chcemy acylowaé grupg aminowg na weglu
C6 musimy uzy¢ silnego nukleofilowego katalizatora np. DMAP. Dzieje si¢ tak za sprawa
silnego rezonansu pier§cienia aromatycznego oraz efektu dezaktywacji przez atomy azotu w
purynie. Atom wegla C8 w pierscieniu podatny jest na reakcje substytucji elektrofilowej,
najczesciej np: bromowanie. W celu wprowadzenia reszty alkilowej do grupy aminowej na
weglu C6 adeniny nalezy uzy¢ rybozydu 6-chloropuryny oraz odpowiedniej aminy. Istnieje
réwniez mozliwos¢ utlenienia grupy hydroksylowej na weglu C5°, nalezy jednak pamigta¢ o
zabezpieczeniu grup hydroksylowych na weglach C2' oraz C3'. Najbardziej powszechnym
sposobem jest utworzenie acetalu i wprowadzenie grupy izopropylidenowej, ktéorg mozna

usung¢ w srodowisku kwasnym.

Wilasciwosci terapeutyczne adenozyny byly znane juz w latach trzydziestych XX
wieku. Opisane do tej pory zwigzki wykazujg dziatanie nie tylko przeciwarytmiczne,
przeciwbolowe, przeciwcukrzycowe, przeciwzapalne czy przeciwnowotworowe, ale rOwniez
wplywaja na przebieg wielu chordb o podtozu immunologicznym, np. zapalenie stawow,
zapalenie nerek, zapalenie blony naczyniowej oka czy szoku wywotlanego endotoksynami.
Niektore z nich jak Adenocard ® oraz Adenoscan® zostaly zatwierdzone do Kklinicznego
stosowania. Opracowuje si¢ kolejne zwigzki bedace selektywnymi agonistami, antagonistami
receprotow adenozyny. Tabela 1 przedstawia ich potencjalne zastosowanie terapeutyczne w
medycynie [14].
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Tabela 1. Receptory adenozyny i ich mozliwe zastosowanie terapeutyczne [14].

Efekt Receptory Zastosowanie terapeutyczne
adenozyny
Agonisci Aq blok wezeta przedsionkowo-komorowgo i czestoskurcz
nadkomorowy,

Aoa zaburzenia  ukladu  oddechowego, posocznica, zespot
poreperfuzyjny, zakrzepica, nadci$nienie tetnicze, choroby
zapalne

Acs reakcje alergiczne,

Az niedokrwienie serca, zaburzenia rytmu serca

Antagonisci | Ay bradykardia zwigzana z zawalem mig$nia sercowego, nagle
zatrzymanie krazenia, odrzucenie przeszczepu serca

Aca choroba Parkinsona, neurodegeneracja

Acg astma, zapalenie ptuc

As jaskra, astma

1.2.3. Charakterystyka biologiczna adenozyny

Organizm ludzki reaguje na ciato obce (np. przeszczep) stanem zapalnym, w wyniku
czego namnazajg si¢ populacje limfocytow T i B [15]. W reakcji na zaistniale warunki
patologiczne stezenie adenozyny ro$nie. Dzieje si¢ to poprzez dwa mozliwe mechanizmy: (i)
wewnatrzkomoérkowe tworzenie 1 eksport poprzez transportery nukleotydowe; (ii)
pozakomorkowa degradacje nukleotydow adeniny (ATP i/lub ADP) uwalniang z kilku
komorek. Wewnatrzkomorkowe generowanie adenozyny jest regulowane poprzez enzym
cytoplazmy hydrolazy (S)-adenozynohomocysteing, ktora konwertuje (S)-adenozyno-
homocysteing do adenozyny. Tak otrzymana adenozyna moze by¢ dostarczana do srodowiska
zewnatrzkomoérkowego przy pomocy transporterow nukleozydowych. Alternatywna droga
jest deaminacja wewnatrzkomorkowej adenozyny poprzez deaminaze adenozyny lub wejscie
do puli nukleotydéw purynowych przez aktywno$¢ kinazy adenozyny. Z drugiej strony
podczas warunkoéw patofizjologicznych zwieksza si¢ uwalnianie ATP z komorki przez
transport i drogi wydzielnicze (np. kanaly jonowe, koneksyny), uszkodzenie komorek oraz
lize. Uwolnione ATP przeksztatca si¢ w adenozyne poprzez skoordynowang aktywnos¢
enzymow CD39 1 CD73. CD39 katalizuje degradacj¢ ATP do AMP, zas§ CD73 hydrolizuje
AMP do adenozyny. Tak uwolniona adenozyna wywiera swoje dziatanie, w zalezno$ci od
stezenia osiggnigtego w Dbiofazie poprzez stymulowanie specyficznych receptorow
G-proteinowych (A1, Aca, A, As) [16]. Tak zbudowany system adenozyny odgrywa
kluczowg role w regulacji homeostazy odpornosciowej. Komorki odporno$ciowe wyposazone
sg w czule receptory adenozyny, ktorych gtownym zadaniem jest nadzor immunologiczny i
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obrona organizmu cztowieka. Z drugiej strony w zaleznosci od ekspresji receptorow,
adenozyna moze mie¢ dziatanie stymulujace (poprzez receptory A1) oraz hamujgce (Aca i
Az). | tak podczas ochrony komorki przed nadmiernym uszkodzeniem oraz inicjowaniu
naprawy komorki po uszkodzeniu, adenozyna posredniczy w regresji odpornosciowej przez
co zapobiega rozwojowi nowotwordéw oraz promuje odpowiedz immunologiczng wobec

komorek rakowych [16].
1.2.4. Adenozyna a uklad immunologiczny

Od dawna wiadomo, ze adenozyna jest zewnatrzkomorkowa czasteczka sygnatowa,
ktora moze regulowaé prawie wszystkie aspekty funkcjonowania tkanek. Ostatnie badania
dowiodly, ze spelnia ona kluczowa role w dostarczaniu informacji na temat regulacji réznych
aspektow wewnatrz 1 zewnatrzkomérkowych procesu rozwoju nowotworu. Stezenie
nukleozydu jest obecne fizjologicznie w matych ilosciach w komorkach zdrowych, jednak
moze wzrosng¢ w odpowiedzi na patofizjologiczny ich stan podczas np. niedotlenienia,
niedokrwienia, stanu zapalnego itp. Po wyjsciu z przestrzeni wewnatrzkomoérkowej do
pozakomorkowej adenozyna zachowuje si¢ jak substancja sygnalowa. Proces ten aktywuje
receptory adenozyny skierowane w stron¢ komorki, co generuje rozmaite odpowiedzi
komoérkowe, ktore daza do przywrocenia homeostazy tkanek. Akumulacja zewnatrz-
komoérkowej adenozyny, ktora objawia si¢ podczas ostrego urazu, pokazuje ochronne
dziatanie, ktore chroni komorki i tkanki przed nadmiernym zapaleniem i immunologicznym
uszkodzeniem, a takze wspiera samoograniczajaca odpowiedz immunologiczng, ktéra ma na
celu promowanie procesu uzdrowienia. Jednak badania ukazaly, Ze narastajace st¢zenie
adenozyny moze powodowaé¢ immunosupresj¢ oraz promowac bezustanny proces gojenia si¢
ran co prowadzi¢ moze do zwtoknienia remodelujacego. Przewlekly proces gromadzenia si¢
adenozyny w $rodowisku nowotworu jest zwigzany z wytworzeniem immunosupresji cO
sprzyja powstawaniu nowotworu. W tym wypadku adenozyna uczestniczy w tworzeniu
immunologicznej odpowiedzi tolerujgcej mikrosrodowisko nowotworu poprzez regulowanie
funkcji immunologicznej i zapaleniu komorek takich jak makrofagi, komorki dendrytyczne,
supresorowe komorki z szpiku kostnego, komorki T i komoérek NK. Z drugiej strony
adenozyna reguluje rowniez wzrost i rozprzestrzenianie si¢ komoérek rakowych przez
zaklocanie ich proliferacji, apoptozy 1 angiogenezy dzialajac poprzez receptory adenozyny,
ktore ulegaja ekspresji w komdrkach nowotworowych i komorkach $rédblonka. Na przyktad
w przypadku guzéw litych, ktore charakteryzuja si¢ wysokim poziomem enzyméw CD39 i

CD73, powodujac regulacje proliferacji komorek rakowych poprzez generowanie adenozyny
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wewnatrz nowotworu. W dodatku deaminaza ekto-adenozyny i jego kofaktora CD26 sa
obnizane co prowadzi do redukcji adenozyny i nastepuje wzrost sygnalizacji adenozyny w
srodowisku nowotworowym. Zatem adenozyna reguluje zaréwno apoptoz¢ komorek
nowotworowych jak réwniez ich proliferacj¢. Stad daje si¢ zauwazy¢, iz lezace u podstaw
mechanizmy, ktére wykazujg pozornie sprzeczne efekty, nie s3 w petni zrozumiate. Jednak
jest prawdopodobne, ze moga one by¢ wywolane przez dziatanie réznych receptorow

adenozyny w poszczegolnych typach nowotworow [17-20].

1.2.5. Wybrane analogi adenozyny i ich aktywno$¢ biologiczna

Cappellacci 1 in. [21] otrzymali nowe przeciwnowotworowe analogi adenozyny
wykorzystujac jako substrat rybozyd 2,6-dichloropuryny (9) (Schemat 3). Badania byty oparte
na modyfikacji pierscienia adeniny w pozycji C8, grupy aminowej na weglu C6 oraz na
weglu C3’ pier$cienia rybozy. W reakcji aromatycznej substytucji nukleofilowej rybozydu

2,6-dichloropuryny (9) z hydrazyna otrzymano docelowe pochodne (10).

NH-
Cl HN 2
N
SN N Ny
] an
HO. HO /k
) N7 NGl NHNH, EOHE,0 N N g,
© temp. pok lub 40'3{,} 0
R,=Cl
R,=NHNH,
H OH 9 e o ) )

Schemat 3. Synteza N8-podstawionych analogoéw adenozyny (10) [21].

W kolejnym etapie prac deprotekcja grup hydroksylowych zwigzku (11) przy uzyciu NHs
oraz reakcja substytucji nukleofilowej w uktadzie aromatycznym (12) z odpowiednimi

aminami pozwolity otrzyma¢ analogi rybonukleozydowe (13) (Schemat 4) [21].
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Schemat 4. Synteza N8-podstawionych analogdéw adenozyny (13) [21].

Wszystkie otrzymane zwigzki zostaty zbadane pod katem aktywnosci antyproliferacyjnej na
linii komorek ludzkiej biataczki szpikowej (K562), linii ludzkich komoérek nowotworu szyjki
macicy (HeLa), linii komoérek okrgznicy (Caco-2, HT-29) oraz linii komorkowej raka piersi
(MCF-7). Najbardziej aktywnym okazat si¢ zwigzek (14) pokazany na Rys. 6. Wedtug
naukowcoéw mechanizm oddzialywania zwigzku jest czgsciowo oparty o efekt inhibicji
zarowno na ludzkim rekombinacie M2-M1 oraz podjednostce p53R2-M1 reduktazy
rybonukleotydowej. Dzigki swojej charakterystyce o szerokim spektrum funkcjonowania

posiada zdolno$¢ do hamowania wzrostu komoérek rowniez poprzez dziatania mutagenne.

NH.
HN
N
] >
k\
N N
HO
o
OH OH
14

Rys. 6. Né-podstawiony analog adenozyny 14 [21].

El-Tayeb i in. [22] w 2013 roku opisali pochodne 2-hydrazynoadenozyny. Ich celem
bylo uzyskanie zwigzkow, ktore wykazywalyby powinowactwo do receptoréw adenozyny i

byly selektywnymi agonistami. Przedstawiono réwniez zalezno$¢ pomiedzy strukturg a
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aktywnos$cig otrzymanych zwigzkow. W toku syntez przedstawionych na Schematach 5 i 6
autorzy otrzymali zwigzki, ktore nastepnie poddali analizom radioizotopowym. W pierwszym
etapie guanozyng (15) poddano acylowaniu do zwigzku (16), nastepnie w reakcji chlorowania
otrzymano 6-chloro-2’,3’,5’-acetyloguanozyne (17). Pochodng (17) przeksztalcono w
procesie deaminacji w pochodng dichlorowa (18). W nastgpnych dwoch etapach
wprowadzono grupe aminowg W reakcji podstawienia nukleofilowego w uktadzie
aromatycznym. Tak otrzymane zwiazki (19) i (20) poddano addycji nukleofilowej w celu

otrzymania zwigzkow (21a-k) oraz  (23g-k).
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Schemat 5. Synteza nukleozydow (21a-k) i (23g-Kk). Reagenty i warunki prowadzenia reakcji:
() bezwodnik octowy, 4-dimetyloaminopirydyna, N,N-dimetyloetyloamina, acetonitryl, 1h,
temp. pok.; (I1) POCIs, chlorek tetraetyloamonu, N,N-dimetyloanilina 15-30 min, 100°C; (111)
BTEA-NO3, chlorek acetylu, dichlorometan, 1h, 0°C; (IV) amoniakalny roztwor etanolu, 3
dni, temp. pok.; (V) hydrat hydrazyny, temp. pok. 10h; (VI) metylohydrazyna, temp. pok. 7h;
(VI1) R-CHO (19) lub R-HC=0 (24), metanol, deflegmator, 3-12h [22].

NH? NHZ NHZ
N e N N N o
v N v N 7 N
HO. l H H HO. ’ H
N /L N N p MO <N J /L NH; a <N )\ _N H
N™ N - N N7 e N N
o} | o | o |
HaC S H4C H5C (o]
OH OH ,, OH OH 5, OH OH 55

Schemat 6. Synteza nukleozydow (24), (25). Reagenty i warunki prowadzenia reakcji: (a)
fenyloizocyjanian, metanol, 2h, temp. pok.; (b) fenyloizotiocyjanian, metanol, 2h, temp. pok.
[22].

Zwiazek (22), poddano addycji nukleofilowej z fenyloizotiocyjanianem do tiomocznika (24)
oraz z fenyloizocyjanianem do mocznika (25). Tak otrzymane modyfikacje 2-hydrazynylo-
adenozyny (22) zbadano wzgledem wigzania receptora AtAR, A2aAR 1 A3AR przy uzyciu
radioligandow (odpowiednio: [*H]JCCPA, na membranie kory mozgowej szczurdw,
[PH]CGS21680) na prazkowiu moézgu szczuréw oraz [PHINECA na przygotowanej
membranie ludzkiego rekombinatu wprowadzonego do komorek jajnikow chomika
chinskiego. Najbardziej aktywnymi pochodnymi wzgledem receptora A2aAR okazaty si¢
analogi (21b), (21c) i (21d).

Jiao i in. [23] opisali synteze analogu 8-chloroadenozyny (29), ktéra wykazuje
obiecujace dziatanie na nowotwory lite 1 hematologiczne, a obecnie znajduje si¢ w I fazie
badan klinicznych (Schemat 7). Kolejne etapy syntezy obejmuja protekcje grup
hydroksylowych w pozycji 2’,3 w adenozynie (6) otrzymujgc acetal (26). Nastepnie
zastosowano acylowanie pierwszorzedowej grupy hydroksylowej do estru 27, a w wyniku
hydrolizy acetalu otrzymano ester (28). Koncowy produkt (29) uzyskano poprzez

chlorowanie zwigzku (28).
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Schemat 7. Synteza 8-chloroadenozyno-5"-stearynianu (29) [23].

Otrzymany zwigzek 8-chloroadenozyno-5'-stearynian (29) umieszczono w liposomach
zbudowanych z fosfolipidow. Przygotowane w ten sposob trzy zwigzki: 8-chloroadenozyne,
8-chloroadenozyno-5"-stearynian oraz 8-chloroadenozyno-5 -stearynian badano wobec linii
komorek raka piersi (MCF-7) na myszach. Wyniki badan udowodnity, ze dzigki
przeprowadzonym modyfikacjom nastgpito wydluzenie biologicznego okresu poéltrwania

zwigzkow w organizmie.

Samsel i in. [24] zaprezentowali koniugaty adenozyny z muramylodipeptydami
zawierajagcymi D-aminokwasy. Synteza nowej serii zwigzkéw polegata na otrzymaniu
pochodnych muramylodipeptydow (MDP) i nor-muramylodipeptydow (nor-MDP) i
potaczeniu ich poprzez tacznik 2-aminoetylowy lub kwas 6-aminoheksanowy z adenozyna
przy uzyciu EDCI/HOBt lub DPPA, TEA zgodnie z Schematem 8 i 9. Wychodzac z rybozydu
6-chloropuryny (30) w reakcji substytucji nukleofilowej w uktadzie aromatycznym
otrzymano N®-(2-aminoetylo)adenozyne (31), ktéra taczono z chronionymi MDP (32a-g,k)
oraz nor-MDP (32f-J). Po hydrolizie acetalu TFA, otrzymano produkty (33a-k), ktore
nastepnie za pomocg odczynnika kondensujacego EDCI przeksztatcono w analogi (35a-k).
Tak otrzymane nowe substancje zostaty zbadane pod katem aktywnosci antyproliferacyjnej na

komorkach L1210, Jurkat oraz PBMC wywodzacych sie od zdrowych dawcow.
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Schemat 8. Synteza N°-(2-aminoetylo)adenozyny i jej koniugatow [24].

Pierwszy etap syntezy koniugatow (38a,b) polegal na acylowaniu adenozyny do amidu N°-
(N-Boc-6-aminoheksanoilo)adenozyny (36), ktory w wyniku katalicznego uwodornienia
ulega deprotekcji do aminy (37). Nastepnie w wyniku kondensacji aminy (37) z (33a) i (33f)

przy pomocy DPPA uzyskano amidowe koniugaty (38a,b).

26


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

NH, o}

H
N J\/\/\/ N ©
/ Y HN Y
< | 1) TMSC], pirydyna, 0°C, Smin
N =
N

HO potem temp. pok., 2h N XN
‘ > ]
2) N-Cbz-6-aminoheksan bezwodny, HO N P
temp. pok., 17h, potem 0°C, Hy0, stez. N
roztwor amoniaku
HO OH 36
6 HO  OH

0]

JJ\/\/\/NH7
HN

o 0B
HO o
N N
HyPA-C, metanol V4 DPPA, TEA,DMF
e "y <
o . / + HOY . “NHAC
N

temp. pok., 24h

0 CO-X-D-is0Gln

37 33a, 331 Y
R

HO OH
o} 0 NH, N '___’:‘\ \\\\ . \\
H N, : OH
HQ X Y y S
2 \ NV\/\/\(
N l
: N OH
M, R o N / Hd
/ o \/
HO NHAC
o]
38a: R=H, X=D-Ala
o8n 38h: R=CHs, X=D-Ala

Schemat 9. Synteza koniugatow adenozyny (38a,b) [24].

Badania biologiczne pokazaty, ze zwigzki (32a-K) oraz (33e,f,j) byly aktywne wzgledem
komorek L[1210. Zwigzki desmuramylopeptydowe wykazaty lepsze wlasciwosci anty-
proliferacyjne, za$ koniugaty (35b,f,g) wyzsze wspotczynniki selektywnosci. Komorki

L1210/Jurkat oraz PBMC byty odporne na struktury (38a,b) (Schemat 9) [24].

Swami i in. [25] badali chemioterapeutyki wykorzystujgc nosniki jakimi byty lipidowe
nanoczastki. Niestety leki te posiadaly dwa powazne ograniczenia: niespecyficzne
ukierunkowanie i nieefektywna penetracj¢ komorek nowotworowych. Stad zbadano
podatno$¢ danego typu guza na koniugaty adenozyny z lipidowymi nanoczasteczkami.
Badanie zostaly wykonane na raku piersi oraz prostaty. Powierzchnia nanoczastek zostata
zmodyfikowana o adenozyn¢ w reakcji sprzegania przy pomocy karbodiimidu. Wyniki
pokazaty, ze ta modyfikacja zwigkszyla koncentracj¢ leku w guzie oraz zwigkszenie
cytotoksycznosci. Wedlug autorow adenozyna moze by¢ uzyta w takiej formie jako

potencjalny lek do zwalczania guza piersi i prostaty.
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Vistoli i in. [26] zbadali naturalnie wystepujace pochodne adenozyny (39a-d) (Rys. 7).
jako inhibitory agregacji ptytek krwi. Na podstawie modelowania molekularnego przy uzyciu
oprogramowania PLANTS autorzy stwierdzili, iz prawdopodobny mechanizm obserwowanej

aktywnos$ci otrzymanych zwigzkow oparty jest na ich oddziatywaniu z receptorem P2Y1,
ADP.

W R/\///L R\/O

Rys. 7. Pochodne adenozyny izolowane ze zrodet naturalnych (39a-d) [26].

HO OH
39

1.3. Kwas mykofenolowy (MPA)

Kwas mykofenolowy (MPA) (Rys. 8) zostal wyizolowany w 1896 roku przez Gosio
[27]. W 1940 roku zostaty odkryte jego whasciwosci przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne,
jednak dopiero w 1957 okreslono jego strukturg [28], a dwanascie lat pdzniej Jones i in. [29]
opisali jego pierwsza synteze. Obiecujgca aktywno$¢ biologiczna przyczynila si¢ do
zainteresowania MPA, co doprowadzito do odkrycia jego kolejnych potencjalnych
zastosowan terapeutycznych: przeciwwirusowych i immunosupresyjnych [30]. Obecnie
zwigzek ten jest wpisany na liste lekow immunosupresyjnych stosowanych w zapobieganiu

réznego rodzaju (przewlektemu 1 ostremu) odrzucaniu przeszczepu.
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Rys. 8. Struktura kwasu mykofenolowego (40).

MPA (40) zbudowany jest z uktadu ftalidowego, ktory zawiera grupy -OH, -OCHBa,
-CHs oraz tancucha bocznego szescioweglowego przytaczonego w pozycje 6, zawierajacego
wigzanie podwojne 0 konfiguracji trans i grupe karboksylows. Okazato sie, ze tylko izomeria

trans dla podwojnego wigzania warunkuje aktywnos¢ biologiczng [31].

1.3.1. Mechanizm dzialania

Kwas mykofenolowy (MPA) jest odwracalnym i niekompetycyjnym inhibitorem
IMPDH, powodujac posrednio zahamowanie proliferacji komoérek i ich réznicowanie [31].
Indukuje on réwniez apoptoze limfocytoéw T stymulowanych antygenem, zmniejsza liczbe

limfocytow oraz monocytow w ognisku zapalnym (hamuje migracj¢ do przeszczepu) [32, 33].

MPA hamuje aktywno$¢ obu izoform IMPDH, jednak wykazuje 5-cio krotnie wigksza
w stosunku do izoformy Il, ktéra wystepuje gtownie w aktywowanych limfocytach i
komorkach nowotworowych. Literatura podaje, ze MPA wczesniej taczy si¢ z kompleksem
enzym-IMP-NAD poprzez subdomene N oraz cz¢s¢ subdomeny P, co zostato udowodnione w
oparciu o struktury krystalograficzne [34, 35]. PierScien aromatyczny kwasu wigze si¢ w
miejscu przenaczonym dla nikotynamidu, za$ cze$¢ laktonowa na osobng cze¢s¢ enzymu tzw.
regionu PDB1JR1. Poprzez tancuch boczny MPA oddzialywuje z Ser 276 tworzac wigzanie z
subdomeng P, z drugiej strony subdomena A pozostaje pusta. Zaobserwowaé réwniez mozna
oddziatywania van der Waalsa pomiedzy strukturami MPA takimi jak: podstawnik metylowy,
metoksylowy i tancuch boczny, a fragmentami aminokwaséw miejsca aktywnego IMPDH
(Asp 274, Asn 303, Arg 322, GIn 441, Ser 276). Kolejnymi sg wigzania wodorowe atomow
tlenu pierscienia laktonowego w MPA a wodorem amidowym Gly 326 i fancuchem bocznym
Thr 333. Rowniez wystepujaca grupa fenolowa pier§cienia aromatycznego generuje wigzanie

wodorowe z Thr 333 jak réwniez Gln 441. Dalsze badania ukazaty, Ze wigzanie podwojne o
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konfiguracji trans w fancuchu bocznym MPA, pozwala na utworzenie wigzan wodorowych
miedzy atomami tlenu znajdujagcymi si¢ w grupie karboksylowej a Ser 276 1 jej wodorem

amidowym oraz grupa hydroksylows.

1.3.2. Charakterystyka biologiczna MPA na przykladzie MMF i MPS

MPA w leczeniu immunosupresyjnym jest podawany w postaci MMF czyli (E)-6-
(1,3-dihydro-4-hydroksy-6-metoksy-7-metylo-3-0kso-5-izobenzofuranylo)-4-metylo-4-
heksenonian-2-morfolinoetylu (Rys. 9).

Rys. 9. Wzoér strukturalny MMF (41) [36].

Po aplikacji MMF (41) u pacjenta, lek uzyskuje swa aktywno$¢ terapeutyczng w wyniku
hydrolizy do MPA (40) (Schemat 10). Lek stabo wchiania si¢ przez przewdd pokarmowy,
jednak jego estryfikacja poprawia biodostgpnos$é. Metabolizm MPA (40) nastgpuje gtdéwnie w
watrobie, jednak rowniez w mniejszym stopniu w nerkach i jelitach [36]. Produktami
metabolizy MPA przy wspotudziale glukuronylotransferazy sa fenolowy glukuronid (MPAG)
(42), acylowy glukuronid (AcMPAG) (43), fenolowy 7-O-glukozyd (M-1) (44) jak i produkt
utleniania przez cytochrom P-450 (CYP-450), ktorego struktura jest nieznana.
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Schemat 10. Metabolizm MMF (41) [37].

MPA jest odwracalnym i niekompetycyjnym inhibitorem IMPDH, co przektada si¢ na
zdolnos¢ hamowania syntezy nukleozydow guaninowych bez koniecznosci wbudowywania
si¢ w strukture DNA. Zastosowanie MMF powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego w
fazie G1, zahamowuje proliferacj¢ limfocytow T i migracje ich do przeszczepionych tkanek,
hamuje dojrzewanie komorek dendrytycznych, rozrost komorek miegséni gladkich, indukuje
apoptoze aktywowanych limfocytow T oraz hamuje produkcj¢ przeciwcial stymulowanych

mitogenami i antygenami.

Lek ten wykorzystywany jest w leczeniu podtrzymujacym oraz w terapii ostrego

nawracajacego i przewlektego odrzucania przeszczepow allogenicznych.

Poprzez zdolno§¢ hamowania IMPDH, MPA wiaze si¢ z jej kofaktorem, ktérym jest NAD
przeksztatcajacy inozynomonofosforan (IMP) w GMP. Jest to niezmiernie istotne podczas
syntezy GMP w aktywowanych limfocytach, poniewaz jest on zrodlem nukleotydow (GTP,
dGTP), niezbednych w syntezie DNA oraz glikoprotein.
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Dawki kliniczne MPA powodujg zahamowanie proliferacji limfocytow T, deplecje
wewnatrzkomoérkowej puli GTP. Poprzez zmniejszenie puli nukleotydow guanylowych MPA
przyczynia si¢ rowniez do redukcji ilosci tetrahydrobiopteryny, ktora jest kofaktorem w
syntezie tlenku azotu (iNOS). Wynikiem zahamowania syntezy NO przy wspotudziale iNOS

jest zmniejszenie uszkodzenia tkanek [38].

Dzigki efektowi supresji IMPDH, MPA powoduje hamowanie syntezy puryn de novo
skutkujac zatrzymaniem podziatow limfocytow, co w rezultacie przyczynia si¢ do supresji

odpowiedzi immunologicznej w przeszczepie.

MMF obecnie stosuje si¢ wraz z innymi lekami (np. CsA, kortykosteroidy, TK) w
profilaktyce ostrego odrzucaniu nerek, serca, watroby. Jego zastosowanie rozszerza si¢
rowniez w terapii po transplantacji szpiku kostnego. Odkryto réwniez, ze moze znalez¢

zastosowanie w leczeniu tzw. opornego odrzucania przeszczepu.

Zaletami MMF podczas aplikacji jest niewykazywanie dziatania neuro- i
nefrotoksycznego. Nie powoduje rowniez wzrostu stezenia lipidow, rozwoju cukrzycy ani

osteoporozy oraz nie wywiera wplywu na cisnienie tgtnicze.

Posrod najistotniejszych dziatan niepozadanych podczas leczenia s3: biegunka,
leukopenia, posocznica, wymioty, zwigkszona podatnos¢ na zakazenia (szczegolnie
oportunistyczne). W czasie przyjmowania MMF wzrasta ryzyko wystgpienia chioniakdéw i

innych nowotwordow [39-43].

1.3.3. Synteza MPA

W literaturze mozna znalez¢ kilka metod otrzymywania MPA. Pierwszg historyczng i
przedstawiong przez Gosio bylo wyizolowanie naturalnego metabolitu ple$ni z rodzaju
Penicilium brevicompactym. Proces fermentacji, ktorym si¢ postugiwal, charakteryzowat si¢
malym zapotrzebowaniem na wodg, nizszg represjg kataboliczng, umozliwiatl uzyskanie
wickszej wydajno$ci i nie wymagatl sterylnych warunkow [27]. Nastepnie ukazata si¢
pierwsza synteza chemiczna przedstawiona przez Birch’a 1 Wright’a [44], a kolejne skupiaty
si¢ gtdéwnie na poprawieniu wydajnosci i redukcji liczby etapow samej syntezy [5,44-57].
Jedng z nich jest metoda opisana przez Pattersona (Schemat 11) [58]. Poddajac 2-hydroksy-
metoksybenzoesan metylu (44) O-alkilowaniu 3-bromoprop-1-enu i kolejno EtNAIMe;
uzyskano N,N-dietylo-4-metoksy-2-(prop-2-enylo)benzamid (45), reakcja przegrupowania
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Claisena daje odpowiedni fenol (46) kolejny etap to bromowanie, wprowadzenie grupy
ochronnej na grupe hydroksylowa i metylowanie w pozycji 6. Tak otrzymany N,N-dietylo-2-
[(tert-butylodimetylosililo)oksy]-4-metoksy-5-metylo-3-(prop-3-enylo)benzamid 47)
redukowano hydroboranem sodu, uzyskujac alkohol po czym poddano procesowi laktonizacji
do (48) w obecnosci kwasu octowego. Uzyskany 1,3-dihydro-4-[(tert-butylodimetylosililo)
oksy]-6-metoksy-7-metylo-3-okso-5-(prop-2-enylo)izobenzofuran ~ (48)  utleniono  do
aldehydu, ktory przeksztalcono w alkohol allilowy (49) w reakcji z bromkiem 2-propyleno-
magnezu. Alkohol (49 zostat przeksztatlcony w pochodng (50), ktéora na drodze
przegrupowania Johansona-Claisena poprzez (51) ulega eliminacji do alkenu (52) o
konfiguracji trans. Koncowym etapem byla deprotekcja grupy fenolowej oraz hydroliza

mykofenolanu etylu do MPA (Schemat 11).

o) OH U/\,/ 0 OH
1. /\V/
Br e ]
przegrupowanie 1B/ t.BuNH:
Meo KaCO; / DMF ol = = 2/ t-BuNH)
2. EnNAIMe: Clatsena 2 t+-BuMezSiCl
3 MeLi/Ef0
OMe Ohle
4 6 M
OTBOMS o OTBOMS o CTBDMS CH;
1. tBuLi/ TMEDA .
o 7 1o iness CHs
—
\aBH4 Q 2. 2-bromoprop-2-en C oH
3HOAc OMe Me oMe
CHa CHs
48 49
OTBDMS
MeC (OEt); przegrupowanie
S 41-" S
kowas propionowy [3.3]-sigmatropowe
o OH
OH
11 BuiNF s

e Y
2. hydroliza c,

CHs

40

52

Schemat 11. Synteza MPA (40) przedstawiona przez Pattersona [58].

Od czasu opracowania przez Birch’a pierwszej syntezy MPA w 1969 roku, opracowywano
nowe metody otrzymywania MPA. Charakteryzowaly si¢ one znaczng iloScig etapow,
pracochtonnoscia i niska wydajnosciag produktu koncowego. Ostatnimi czasy Brookes i in.
[59] stworzyli nowa metode, opartg na katalizowanej palladem dekarboksylacji allilowej oraz

biomimetycznej sekwencji aromatyzacji przedstawiong na Schemacie 12. Pierwszym etapem
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tej drogi syntezy byto acylowanie alkoholu (53) przy pomocy kwasu Meldruma (54), aby w
kolejnym uzyska¢ przy pomocy chlorku oksalilu chlorek kwasowy (55). Nast¢pnie poprzez
substytucj¢ nukleofilowa przy uzyciu dioksynonu otrzymano ketoester dioksynonu (56), ktory
acylowano do (57). W kluczowym etapie dekarboksylacji katalizowanej palladem wraz z
allilowaniem uzyskano zwigzek (58). W nastepnym etapie droga cyklizacji aromatycznej
utworzono pochodng (59). Dalszy etap ciggu reakcji to O-metylowanie do fenolu (60),
transestryfikacja potgczona z laktonizacja do estru (61). Bezposrednie jodowanie w obecnos$ci
tert-butyloaminy dato jodo-eter (62) (oraz produkt uboczny dijodek). Dalsze etapy
obejmowaly elektrofilowe halogenowanie przy uzyciu NBS do (63), a nastgpnie eliminacjg¢ i
metylowanie przy uzyciu kompleksu DABCO-(AIMe3)2 i obecnosci katalizatora palladowego
do mykofenolanu metylu (64). Zasadowa hydroliza estru (64) data MPA (40).

0
cl 0 7

OMe
1) toluen 100°C. 6h OMe

2) (COCI), kat. DMF

>< CH,Cly/amylen 55

0 0° do 20°C. 3h

o}
~ .
03\2\ LiN(SiMez), o P o P 0 MgCl,. pirydyna Ci’u\fzc
» CH,Cl,. 0°C, 1h
THF. -78°C, 1.5h <6 OMe
0 o} )

0 Pd(PPhy), ©

THF. 20°C. 24h
OMe (o]

OMe

OAc

58

57
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62

OH

P 0 LiOH
H,O/THF,
OMe 20°C, 24h
OMe

64

Schemat 12. Synteza MPA (40) opisana przez Brookes i in. [59].

Dzi¢ki tej metodzie autorzy zdotali otrzymac¢ kwas mykofenolowy (40) w dwunastu etapach z

wydajno$cig koncowa rowna 6%.
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1.3.4. Klinicznie stosowane analogi MPA

Obecnie stosowanymi klinicznie pochodnymi MPA sa mykofenolan mofetylu (41)
(MMF) oraz mykofenolan sodu (65) (EC-MPS). Pierwszy z nich MMF przedstawiony na
Rys. 10 produkowany jest pod nazwg CellCept ® (Roche). Stosowany jest w transplantologii
organOwW 1 komorek oraz charakteryzuje si¢ duza efektywnoscia w chorobach
autoimmunologicznych [60]. Jednym ze sposoboéw otrzymywania MMF jest reakcja
estryfikacji MPA z 2-morfolinoetanolem w obecnosci odpowiedniego odczynnika
kondensujacego (np. DCC) [61]. Natomiast mykofenolan sodu (MPS) skuteczno$cia
dorownuje MMF jest jednak lepiej tolerowany przez pacjentow (Rys. 11) [62, 63]. Nie ulega
on hydrolizie w warunkach kwasowych (zoladek pH<5) oraz dobrze rozpuszcza si¢ W
roztworze wodnym 0 oboje¢tnym pH. Niestety obydwa zwigzki wykazuja skutki niepozadane,

takie jak: odrzut przeszczepu, wymioty, biegunka, bole brzucha, nudnosci [64].

Rys. 10. Mykofenolan mofetylu (MMF) (41).

Rys. 11. Mykofenolan sodu (EC_MPS) (65).
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1.3.5. Wybrane analogii MPA i ich aktywno$¢ biologiczna

Liczne efekty niepozadane towarzyszace zapobieganiu odrzucaniu przeszczepoéw za
pomocg MPA i jego prolekow (41) i (65) sktonity do poszukiwania nowych pochodnych
MPA o poprawionych wlasciwosciach terapeutycznych [65-84]. Felczak i in. [85]
zsyntezowali trzy klasy inhibitoréw IMPDH opartych o kwas mykofenolowy i zbadali ich
wlasciwosci antyproliferacyjne na kilku liniach komérkowych. Pierwszg klasg zwigzkow byty
mykofenolowe analogi dinukleotydowe adeniny zawierajace podstawnik w pozycji C2
adeniny otrzymane z kondensacji reagentow (66) i (67a-f) przy pomocy odczynnika
sprzegajacego DIC (Schemat 13). Wykazaty one inhibicj¢ IMPDH i hamowanie proliferacji
komorek linii biataczki (K562).

(o} o] OH

U 0
H
HO—L—CQ— —0
H JJH 0 + HO
HaCO
H3
66 67af
OH OH ><
DIC
— @ a oH o a: R=C>Hs
X N 0 U H U - R=CF
= N o—P_—c'—P_o b: R=CF3
f > | | ¢: R=4-pirydyna
N / OH OH 0 d: R=2-furyl
N N e: R=2-tionyl
H3CO f: R=CH>OBn

68a-f

Schemat 13. Mykofenolowe analogi dinukleotydowe adeniny (68a-f) [85].

Drugg grupa przedstawiong przez autorow byly mykofenolowe estry adenozyny pokazane na
Rys. 12. Wykazaly one inhibicj¢ wobec IMPDH2 oraz linii komorek ludzkiej biataczki
szpikowej (K562).
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Rys. 12. Ester adenozyny MPA (69) oraz jego forma enancjomeryczna (70) [85].

Kolejng opisang [85] grupg sg diamidowe pochodne kwasu mykofenolowego i
adenozyny, gdzie tacznikiem sg aminokwasy biatkowe (72) migdzy innymi walina (Schemat
14), ktére wykazaty wzrost aktywno$ci hamujacej wzgledem IMPDH typu 1 i II po
przytaczeniu adenozyny, lecz bez inhibicji proliferacji komoérek rakowych. Zostaty one
otrzymane z aminokwasowych pochodnych MPA (71) przy pomocy odczynnika
kondensujacego EDCI z HOBt.

CHy OH o

RO—C—

H,CO

71
Ha

IIMPA-aa-OMe._ R=CHj3 (MPA-(L)-Val-OMe, MPA-(D)-Val-OMe, X=iPr)

MPA-aa-OH, R=H (MPA-(L)-Val-OH, MPA-(D)-Val-OH, X=1Pr)

HO OH

CH, OH

0
/N N HN—C — G —N x
() I :
N N X H,CO
72
NH, Hs

MPA-aa-N-Ade (MPA-(L)-Val-N-Ade, MPA-(D)-Val-N-Ade, X=1Pr)

Schemat 14. Synteza mykofenolowych i walinowych pochodnych diamidéw adenozyny (72)
[85].
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Sunohara i in. [86] zsyntetyzowali dziesie¢ pochodnych MPA, modyfikowanych w
pozycje C6’ i zbadali zalezno$¢ struktura-aktywno$¢. Droga syntezy polegata w pierwszej
kolejnosci na reakcji kondensacji z heterocykliczng aming, po ktorej nastepowala deprotekcja
(Schemat 15). Pulg otrzymanych zwigzkéw stanowitly pochodne amidowe, a takze
epoksydowe (Schemat 16) i tiolowe (Schemat 17). W celu otrzymania pochodnych
epoksydowych autorzy wychodzac z zwigzku (73) zastosowali estryfikacje, a podzniej
redukcje przy uzyciu DIBAL do aldehydu (76), ktory nastepnie zostal przeksztalcony poprzez
addycje nukleofilowa do racemicznego alkoholu (77)/(78). Zwiazki (74g) oraz (74h) zostaty
utworzone przez epoksydacj¢ stereoselektywng, oksydacje Dess-Martina i deprotekcje z
uzyciem TBAF. Z kolei synteza tiolu wykorzystuje redukcje (76) za pomoca borowodorku
sodu do alkoholu (77), ktory w warunkach reakcji Mitsunobu ulega kondensacji do tioeteru
(78). Traktowanie tego zwigzku TBAF pozwolito odtworzy¢ wolng grupe fenolowa (75a), a
roztwor metanolanu sodu postuzyt do uzyskania tiolu (75b). Badania biologiczne wykazaty,
ze zwiazki posiadaty wysoka aktywno$¢ inhibicji IMPDH zaréwno pierwszego i drugiego

typu.

o OTBS Me 0 OH Me
/ OH [13};;{’;;2@1 prowadzema / R
o 2)TBAF. THF o
Q o]
OMe OMe
Me 73 Me Tdaf
Warunki prowadzenia reakcji Produkt | Wydajnos¢
(%)

EDC, HOBt, 2-aminopirydyna, CH2Cl> 74a 31
CICOOEt, EtsN, CHxClz, 0°C, potem 3-amino-1,2,4-triazol w 74b 93
DMSO, temp. pok.
(COCI)2, kat. DMF, CH2Cl,, 0°C do temp. pok., potem 4-amino- 74c 92
1,2,4-triazol w DMF, 0°C
CICOOEt, EtsN, CH2Cl», 0°C, potem 2-aminotiazol w DMSO, 74d 85
temp. pok.
CICOOEt, EtzN, CH2Cl2 0°C, potem 2-amino-1,3,4-tiadizol T4e 88
CDI, DMF, temp,. pok., potem 5-aminotetrazol w DMSO, 40°C 74f 87

Schemat 15. Synteza heterocyklicznych pochodnych amidowych (74a-f) oraz sulfidowych

(75a,b) [86].
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Rys. 11. Struktury pochodnych MPA przedstawione przez Sunohara i in. (74a-h), (75a,b)
[86].

1)TMS-diazometan OTBS Me
73 CH,Cl; MeOH

2)DIBAL. CH,Cl,. -78°C

— .

0TBS

1)Ti(OPr)y. D-(-)-DIPT.
'BuQOH. CH,Cl,. -20°C,

2)DMP. CH,Cly
3)TBAF. THF

DTi(OPr),. D-(-)-DIPT.
'BuQOH. CH,Cl,, -20°C, o
2)DMP, CH,Cl,
3 TBAF. THF

Schemat 16. Synteza pochodnych epoksyketonowych (74g,h) [86].
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o]
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Schemat 17. Synteza mykofenolowego tiooctanu (75a) i tiolu (75b) [86].

Wang i in. [87] zaprojektowali nowe koniugaty kwasu mykofenolowego oparte o
2-glukozaming celem zastosowania w zapobieganiu odrzucania przeszczepu nerki. W
zatozeniu modyfikacja miata stuzy¢ zwigkszeniu selektywnosci w dziataniu leku jak réwniez
skuteczno$ci przy jednoczesnej mniejszej dawce. 2-Glukozamina wedlug wczesniejszych
badan autoréw ze wzgledu na malg toksycznos$¢ idealnie nadaje si¢ jako no$nik
terapeutyczny. Synteza polegata na otrzymaniu zmodyfikowanej 2-glukozaminy o tancuch
aminowy, przy odpowiednio zabezpieczonych poszczegolnych grupach funkcyjnych
glukozaminy. W pierwszym etapie glukozaming (79) wykorzystano jako substrat w reakcji
addycji nukleofilowej, po czym tak uzyskany addukt (80) poddano acylowaniu do (81).
Nastepnie imin¢ (81) przeprowadzono w amid kwasu trichlorooctowego (82), z ktoérego
otrzymano glikozyd (83). Bromek (83) traktowano azydkiem sodu, a produkt podstawienia
nukleofilowego (84) poddano alkoholizie do (85) oraz hydrolizie do pochodnej (86).
Nastepnie wprowadzono ostone Boc na grupe aminowg azydku (87) za pomocg piroweglanu
di-tert-butylu, ktéry poddano redukcji do aminy (88). Kondensacja MPA (40) z aming (88) w
obecnosci DCC pozwolita otrzyma¢ amid (89), ktoérego deprotekcja prowadzita do produktu
(90) zgodnie ze Schematem 18.
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Schemat 18. Synteza koniugatu MPA z glukozaming (90) [87]. Warunki prowadzenia reakcji:
(@) benzaldenyd w NaOH/H20; (b) Ac20, pirydyna; (c) HCI i CIsCCOCI, EtsN; (d)
2-bromoetanol, BFzEt,0 w bezwodnym CH2Cl»; (e) NaNs, DMF; (f) CH3ONa; (g) 0.3 mol/L
NaOH; (h) Boc.O; (i) Pd/C (10%), H> w MeOH; (j) DCC, DMAP, bezwodny DMF; (k)

CH,Cl,/ CFsCOOH (5:1) pH 9.
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Otrzymany koniugat (90) okazat si¢ mniej cytotoksyczny w poréwnaniu do MPA (40), a tym
samym obiecujacym zwigzkiem w poszukiwaniu skuteczniejszych lekéw zapobiegajacym

odrzucaniu przeszczepow.

OH CH,

OCH,

CHj

Rys. 12. Koniugat MPA z kwasem chinowym (91) [88].

Innym  przyktadem  koniugatu MPA o interesujacych  wihasciwosciach
immunosupresyjnych stanowi potaczenie tego zwiazku z pochodng kwasu chinowego (91)
(Rys. 12) [88]. Autorzy obserwowali znaczne obnizenie toksycznosci pochodnej (91) w
porownaniu do MPA i wytypowali otrzymany zwigzek do badan in vivo jako potencjalny

immunosupresant.

Chen i in. [89] wyizolowali trzy nowe pochodne MPA (Rys. 13) i zbadali ich
aktywno$¢ immunosupresyjng. Naukowcy odkryli w morzu Potudniowochinskim naturalne
bioaktywne produkty pochodzace z grzybow Penicillium (gat. SOFQ07) przedstawione na Rys.
13. Dalsze badania oparte na inhibicji IMPDH i proliferacji na komérkach mysich pokazaty,
ze nowo odkryte pochodne nie sg mniej aktywne wobec MPA, jednak badania nad strukturg
dostarczyly interesujagcych wnioskow. Mianowicie, hydroksylowanie w pozycji C-4°,
metylacja na C-7-OH, podwojne hydroksylowanie w wigzaniu podwojnym C-2°/ C-3’
zmniejszata bioaktywno§¢. Z drugiej strony hydroksylacja glukozylu w pozycji C-4’

korelowata z bioaktywnoS$cig porownywalnag do obserwowanej w MPA.
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Rys. 13. Trzy nowe pochodne MPA (92)-(94) wyizolowane z Penicillium [89].

Iwaszkiewicz-Grzes$ i in. [2] otrzymali nowe aminokwasowe pochodne MPA w reakcji
MPA z estrami metylowymi aminokwaséw w obecnosci EDCI i DMAP (Schemat 19). Celem
syntezy bylo otrzymanie nowych immunosupresantdw o wyraznie lepszym dziataniu
terapeutycznym niz MPA. Pochodne estrowe (95a-k) poddano hydrolizie zasadowej do
analogow z wolng grupg hydroksylowa (96a-k). Obydwie grupy zwigzkow zostaty zbadane
pod katem aktywno$ci antyproliferacyjnej wobec linii komorkowych Jurkat oraz

mononuklearnych komérkach krwi obwodowej pochodzacych od zdrowych pacjentow.

H N COOCH, 0 OH CH,

y COOCH;

T

R; <

k-
-

DMAP / EDCI
DMEF. 0°C potem temp. pok

96a-k
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95, 96 R1 R2
a D-CHs HCI x D-Ala
b L-CHs HCI x Ala
c H HCI x Gly
d L-CH,CH,COOH HCI x Glu
D-CH,CH,COOH | HCI x D-Glu
f L-CH(CHs), HCI xVal
g D-CH(CHz3)2 HCI x D-Val
h L-CH2CH(CHs); | HCIx Leu
i D-CH,CH(CHa), | HCI x D-Leu
j L-CH,Ph HCI x Phe
k D-CHs HCI x D-Phe

Schemat 19. Aminokwasowe pochodne MPA (95a-k) i (96a-k) [2].

Badania biologiczne pokazaty, ze zwiazki (95)), (96e) i (96h) wykazuja wickszg aktywnos¢
in vitro w stosunku do MPA. Wszystkie otrzymane pochodne s3 inhibitorami IMPDH, a

ponadto na zaobserwowang aktywno$¢ wplywata konfiguracja na chiralnym atomiec wegla

A\ MOST

oraz podstawnik w cze$ci aminokwasowej.
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2. CEL | ZAKRES PRACY

Celem mojej rozprawy doktorskiej jest synteza chemiczna oraz badania i analiza
aktywnosci biologicznej aminoalkilowych i aminokwasowych pochodnych adenozyny oraz
ich koniugatow z MPA jako potencjalnych zwigzkéw o wihasciwosciach immuno-

supresyjnych.

Zsyntezowane zwigzki zostaly poddane badaniom in vitro w Zaktadzie Immunologii
Klinicznej i Transplantologii w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym we wspotpracy z prof.

Piotrem Trzonkowskim.

Synteza chemiczna obejmowata:

. Syntez¢ pochodnych aminoalkilowych adenozyny (Rys. 13);

W celu otrzymania tego typu pochodnych adenozyny przeprowadzitem synteze
opisang przez Bressi i in. [3] polegajaca na substytucji nukleofilowej pierscienia adeniny w
adenozynie przy uzyciu odpowiednich diaminoalkanow. W tym celu postuzylem sig¢
rybozydem 6-chloropuryny na ktory podziatalem odpowiednig diaming w obecnosci

trietyloaminy w etanolu.

. Syntez¢ aminoalkilowych pochodnych adenozyny z kwasem mykofenolowym;

W celu utworzenia wigzania amidowego pomi¢dzy pochodnymi adenozyny a MPA,
przetestowalem r6ézne odczynniki kondensujace. Koniugaty MPA otrzymatem
wykorzystujac  jako odczynnik kondensujacy EDCI w obecnosci DMAP w
bezwodnym DMF.

. Syntez¢ aminokwasowych pochodnych adenozyny;

Aby zsyntezowa¢ pochodne aminokwasowe adenozyny uzytem dwoch metod: DCC

oraz estryfikacji Yamaguchi [90, 91] opartej o chlorek 2,4,6-trichlorobenzoilu.

. Syntezg¢ koniugatéw MPA z aminokwasowymi pochodnymi adenozyny;

W reakcji utworzenia wigzania amidowego przetestowatem rozne odczynniki
kondensujace. Koniugaty otrzymatem wykorzystujac EDCI w obecnosci HOBt, TEA w

bezwodnym DMF jako rozpuszczalniku.
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Badania biologiczne obejmowaty:

1. Testy zywotnosci MTT w celu okreslenia toksycznos$ci zwigzkéw wobec linii
komorkowej Jurkat oraz PBMC mial na celu okreslenie wartosci ICso;

2. Testy aktywnosci proliferacyjneh zwigzkow wykorzystujac metodg inkorporacji
TdR-3H wzglgdem linii komérkowej Jurkat oraz PBMC mial na celu okreslenie
wartosci ECso;

3. Zestawienie oraz porownanie aktywnosci biologicznej otrzymanych pochodnych
adenozyny w korelacji do adenozyny jak rowniez koniugatow MPA w odniesieniu
do MPA jako wzorca;

4. Okreslenie wspotczynnika selektywnosci (SI) dla wszystkich otrzymanych
zwigzkow;

5. Zbadanie stabilnos$ci oddziatywania otrzymanych koniugatow wobec badanych
komorek wykorzystujac pomiar st¢zenia za pomocg HPLC-MS;

6. Analiza wynikow oraz wybor zwigzkow do badan in vivo.

f\ j 5%

" -y
HO o N

H 98a-h

OH OH OH OH

n=2,3,4,5,6,8,10, 12

n=2,5,6,7,10

zwiazek | 97/98: |a |[b|c|d|e|f|g |h |99/100:|a|b|c|d]e

n= 213/4|5|6|8|10|12|n= 256|710
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Rys. 13. Struktury otrzymanych i badanych nowych analogéw adenozyny (97a-h) i
koniugatow MPA (98a-h), (99a-e), (100a-e).

Wszystkie prace syntetyczne i charakterystyke zwigzkéw wykonatem w Katedrze Chemii
Organicznej Politechniki Gdanskiej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Krystyny Dzierzbickiej

oraz dr inz. Grzegorza Cholewinskiego.

Badania aktywnosci biologicznej zwigzkéw wykonatem samodzielnie w Zakladzie
Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod

kierunkiem prof. dr hab. n. med. Piotra Trzonkowskiego.
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3. OMOWIENIE WYNIKOW PRACY

3.1. Prace syntetyczne

Cze$¢ syntetyczna pracy obejmowata otrzymanie aminowych pochodnych adenozyny
(97a-h) i ich koniugatow z MPA (98a-h) oraz potaczen MPA z aminokwasowymi
pochodnymi adenozyny zawierajacymi ostong izopropylidenowa w pozycji 2°,3” czesci
rybozy (99a-e), jak i z wolnymi grupami hydroksylowymi (100a-€) (Rys. 13).

3.1.1. Synteza aminoalkilowych pochodnych adenozyny

Aby otrzymaé aminowe pochodne adenozyny uzytem rybozydu 6-chloropuryny oraz
diamin: 1,2-diaminoetan, 1,3-diaminopropan, 1,4-diaminobutan, 1,5-diaminopentan, 1,6-

diaminoheksan, 1,8-diaminooktan, 1,10-diaminodekan, 1,12-diaminododekan.

W celu utworzenia wigzania pomigdzy tancuchami alkiloaminowymi a adenozyng w
pozycji N® adeniny postuzylem sic reakcja podstawienia nukleofilowego w uktadzie
aromatycznym opisang przez Bressi [3] (Schemat 20), ktora zaktada uzycie rybozydu 6-
chloropuryny rozpuszczonego w etanolu. Kolejno dodalem odpowiednig diaming¢ w postaci
wolnej lub chlorowodorku oraz trietyloaming. Reakcj¢ prowadzitem w temp. 60 °C przez 18
h.

HN—(CH2)rn—NH2

. 1/* .y
) WL@H%MLH&;HO ‘% rNJ

EtOH 60°C 18h O

n=2 3456 8,10 12
OH OH OH OH

101 97a-h

Schemat 20. Synteza aminoalkilowych pochodnych adenozyny (97a-h).

Postep reakeji kontrolowalem za pomoca TLC. Po zakonczeniu reakcji ochtodzitem
roztwér do temperatury pokojowej, a nastgpnie otrzymany produkt po oddestylowaniu
rozpuszczalnika na wyparce obrotowej oczyszczalem przy uzyciu chromatografii

kolumnowej. Wydajnos¢ otrzymanych produktow miescita si¢ w zakresie 51-92% (Tabela 2).
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Tabela 2. Wydajno$ci aminoalkilowych pochodnych adenozyny (97a-h).

Zwiazek | Wyd. [%0]
97a 51
97b 68
97c 50
97d 62
97e 63
97f 68
979 92
97h 64

Wszystkie zsyntezowane zwiazki charakteryzowatem za pomoca widm *H NMR (500 MHz),
13C NMR, MS oraz okreslitem temp. top., a ich czysto$¢ za pomocag HPLC-MS (warunki

analizy zostaly podane w czgéci eksperymentalne;j).

3.1.2. Synteza aminoalkilowych pochodnych adenozyny z MPA

Weczesniej otrzymane amidowe pochodne adenozyny (97a-h) postuzyly do utworzenia
koniugatow z MPA (98a-h).

Do otrzymania wigzania amidowego pomi¢dzy amidowymi pochodnymi adenozyny a
MPA przetestowatem nastepujace odczynniki kondensujace: TBTU/HOBt, DPPA/TEA,
DCC/NMM, EEDQ/Py, metoda mieszanych bezwodnikéw z chloromréwczanem izobutylu i
NMM, T3P/Py, EDCI/DMAP. EDCI/HOBt, CDI, PyBOP/DIPEA. Najkorzystniejsza
procedurg otrzymywania produktu okazata si¢ metoda EDCI/DMAP.

W syntezie wykorzystalem MPA, odpowiedniag amidowa pochodng adenozyny oraz
DMAP w bezwodnym DMF w $rodowisku gazu obojetnego. Nastgpnie ochtodzitem
mieszaning reakcyjna do temperatury 0 °C, po czym dodawatem EDCI w réwnych porcjach w
czasie 30 minut. Cato$¢ mieszatem przez 2-3 h w temp 0 °C, a pdzniej w temp. pok. przez

nastepne 48 h (Schemat 21). Postep reakcji kontrolowatem za pomocag TLC w uktadzie D.
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Schemat 21. Synteza koniugatow MPA z aminoalkilowymi pochodnymi adenozyny (98a-h).

Po zakonczeniu reakcji, oddestylowalem DMF lub ekstrahowalem przy pomocy
octanu etylu i chloroformu w zaleznosci od produktu. Nastepnie po oddestylowaniu
rozpuszczalnika na wyparce obrotowej produkt oczyscitem na kolumnie chromatograficznej
wypetnionej zelem krzemionkowym przy pomocy eluentu CH2Clz: MeOH (50:1 — 10:1 v/v).
Surowy produkt oczyszczatem przy pomocy plytek TLC w uktadzie A, B. Druga metoda
oczyszczania byla ekstrakcja do fazy statej (SPE). Wydajno$¢ otrzymanych produktéw
miescita sie w zakresie 18-49% (Tabela 3). Strukturg otrzymanych zwigzkow potwierdzitem

za pomocg widm *H NMR (500 MHz) i MS oraz okreslitem temperatury topnienia.

Tabela 3. Wydajnosci otrzymanych koniugatow MPA z pochodnymi adenozyny (98a-h).

Zwiazek | n | Wyd. [%0]
98a 2 49
98b 3 18
98c 4 19
98d 5 21
98e 6 19
98f 8 28
989 10 22
98h 12 20
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3.1.3. Synteza aminokwasowych analogéw adenozyny

Do syntezy pochodnych adenozyny wykorzystalem nastepujagce Fmoc chronione
aminokwasy: kwas N-(fluorenylometoksykarbonylo)-s-alaniny (Fmoc-f-Ala-OH) 102a, kwas
N-(fluorenylometoksykarbonylo)-6-aminoheksanowy (Fmoc-6-Ahx-OH) 102b, kwas
N-(fluorenylometoksykarbonylo)-7-aminoheptanowy (Fmoc-7-Ahp-OH) 102c, kwas
N-(fluorenylometoksykarbonylo)-8-aminooktanowy (Fmoc-8-Aoc-OH) 102d, kwas
N-(fluorenylometoksykarbonylo)-11-aminoundekanowy (Fmoc-11-Aun-OH) 102e.

W celu utworzenia wigzania estrowego postuzylem si¢ dwiema metodami:
m estryfikacja Yamaguchi [90, 91];
m metoda DCC.

Najkorzystniejszym sposobem syntezy okazata si¢ zmodyfikowana reakcja estryfikacji
Yamaguchi [90, 91].

W reakcji stosowatem odpowiedni aminokwas z ochroniong grupa aminowa za
pomoca Fmoc, chroniong pochodng 2’,3’-izopropylidenowa adenozyny, DMAP, chlorek
2,4,6-trichlorobenzoilu oraz trietyloaming w bezwodnym chloroformie zgodnie ze
Schematem 22. Mieszaning pozostawialem na nastepny dzien w ktorym dodawatem kolejng
porcje chlorku kwasowego (nadmiar powodowal zwigkszenie wydajnosci). Postep reakcji
kontrolowatem przy pomocy TLC w ukladzie D. Po zakonczeniu reakcji oddestylowatem
chloroform, a surowy produkt oczyscitem przy pomocy TLC w ukladzie A, B. Wydajno$¢
produktow miescita sie¢ w zakresie 77-96 % (Tabela 4). Struktury otrzymanych zwigzkow

potwierdzitem za pomocg widm MS.
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Zwiazek | n | Wyd. [%]
104a 2 85
104b 5 83
104c 6 91
104d 7 77
104e | 10 96
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Schemat 22. Synteza aminokwasowych analogéw adenozyny (104a-e).

Tabela 4. Wydajnos$ci otrzymanych aminokwasowych analogow adenozyny (104a-e).
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3.1.4. Deprotekcja ostony Fmoc z aminokwasowych pochodnych adenozyny

Do deprotekcji ostony Fmoc wykorzystalem mieszaning chlorku metylenu z

dietyloaming w proporcjach 1:1 (v/v) zgodnie ze Schematem 23 [92].

o
o 7< /ﬁi
(CHy)y
\ o
NH(E)/'CHCly (1:1 viv) 0]
0 > % ° 7<
(CHo)r
\

0

1052a-¢

Schemat 23. Usuwanie ostony Fmoc z aminokwasowych pochodnych adenozyny (105a-e).

Postep reakceji kontrolowatem przy pomocy TLC w uktadzie D. Czas reakcji w zalezno$ci od
zwigzku miescit si¢ w zakresie od 8-24 h. Po zakonczeniu reakcji oddestylowatem mieszaning

rozpuszczalnikdéw na wyparce obrotowej a surowy produkt oczyscitem na TLC w ukladzie A
lub B.

Tabela 5. Wydajnosci otrzymanych aminokwasowych pochodnych (105a-e).

Zwiazek | n | Wyd. [%]

105a 2 53

105b 5 61

105c 6 46

105d 7 50

105e | 10 56
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3.1.5. Synteza aminokwasowych pochodnych adenozyny z MPA

Do syntezy aminokwasowych pochodnych adenozyny z MPA (99a-e) wykorzystalem

wczesniej otrzymane aminokwasowe pochodne adenozyny (105a-€) (Schemat 24).

W celu utworzenia wigzania amidowego postuzylem si¢ nastepujacymi odczynnikami
kondensujagcymi: T3P/Py, EEDQ/Py, PyBOP/DIPEA, EDCI/HOBt, chloromréwczan
izobutylu/NMM (metoda mieszanych bezwodnikow).

Najskuteczniejsza okazata si¢ metoda wykorzystujaca polaczenie odczynnika
kondensujacego EDCI w obecnos$ci HOBt zwigkszajacego aktywacje grupy karboksylowej na
reakcje substytucji nukleofilowej. Metoda charakteryzowala si¢ najwigksza wydajnoscia,

czystoscia i tatwiejszg izolacja zadanego produktu.

W reakcji stosowatem odpowiednia aminokwasowa pochodng adenozyny, kwas
mykofenolowy, EDCI, HOBt, TEA oraz DMF jako rozpuszczalnik zgodnie z Schematem 24.
Mieszanine chtodzitem do temperatury w zakresie -10 °C do 0 °C i prowadzitem reakcje
przez 48 h. Postep reakeji kontrolowatem przy pomocy TLC w uktadzie D lub E. Nastepnie
oddestylowatem DMF przy uzyciu pompy prézniowej i po oczyszczeniu na ptytkach TLC w
uktadzie A lub B uzyskatem koniugaty (99a-€) z wydajno$cia podang w Tabeli 6.

105a-¢

NH;
n=2,5,6,7,10
N:—/J\
NlJuu..
HsN AN
EDCI. HOBt, TEA \
- N
48h N\/

99a-¢

n=2,5,6,7,10

Schemat 24. Synteza koniugatoéw MPA z aminokwasowymi pochodnymi adenozyny (99a-e).
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Tabela 6. Wydajnosci otrzymanych koniugatow MPA z aminokwasowymi pochodnymi

adenozyny (99a-e).

Zwiazek | n | Wyd. [%]

99a 2 50
99%b 5 62
99c 6 47
99d 7 64

9% 10 72

3.1.6. Deprotekcja ostony izopropylidenowej z koniugatow MPA zawierajacych
aminokwasowe pochodne adenozyny

W celu deprotekcji ostony izopropylidenowej ze zwiazkow 99a-e wykorzystatem kilka
uktadow rozpuszczalnikow: TFA:MeOH; CH3;COOH:H,0; H.O:MeOH:TFA; piperydyna:
CH3CN; EtsN:pirydyna.

Skuteczng metoda deprotekcji ostony izopropylidenowej okazat si¢ uktad TFA:MeOH (1:1,

v/v) zgodnie ze Schematem 25.

N:f-—-"\ 0 S
- o]
Nt
el %
3 % 0 (CHaly OH
N S 0 |

S
| E
\/ 67< HN
o
99%a-e
n=2,5,6,7.10
N=— 0
/\N M. ’
H,N =
N
TFA/MeOH (1:1 v/v) N F HO

Y

100a-e

n=2,5,6,7,10

Schemat 25. Synteza koniugatéw MPA (100a-e).
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Postep reakcji kontrolowatem za pomocg TLC w ukladzie D w odpowiednim uktadzie
rozpuszczalnikow. Czas reakcji w zalezno$ci od zwigzku miescit si¢ w zakresie od 6-10 h. Po
zakonczeniu reakcji oddestylowatem mieszaning rozpuszczalnikow przy uzyciu wyparki
obrotowej, a surowy produkt oczy$citem rowniez wykorzystujac TLC w uktadzie A lub B na
ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym. Zsyntezowane zwigzki Scharakteryzowatem za
pomoca widm *H NMR, BC NMR, MS oraz HPLC-MS. Dodatkowo okreslitem temperatury

topnienia dla zwigzkow krystalicznych.

Tabela 7. Wydajnosci otrzymanych koniugatow MPA z aminokwasowymi pochodnymi
adenozyny po deprotekcji oslony izopropylidenowej (100a-e).

Zwiazek | n | Wyd. [%]

100a 2 61
100b 5 73
100c 6 56
100d 7 61

100e | 10 69

3.2. Omoéwienie wynikéw badan biologicznych

Nowe zwiazki rozpatrywane jako potencjalne substancje aktywne lekéw, zanim beda
produkowane na skale masowa w celu sprzedazy, musza przej$¢ wieloetapowa droge badan
biologicznych. Pierwszym etapem, zaraz po zsyntezowaniu jest okreslenie ich aktywnosci
biologicznej oraz toksycznosci in vitro wobec komoérek charakterystycznych dla

przeznaczenia docelowego potencjalnych terapeutykow.

Testy zywotno$ci (cytotoksycznosci) oparte sg na badaniu integralnosci blony
komorkowej czyli okresleniu jej stanu. Moga dziala¢ na kilka sposobow. Pierwszy z nich
polega na wybarwieniu jedynie komoérek martwych. W tym celu stosuje m.in. barwniki: zielen
lizaminowa, enzymu Y oraz biekit trypanu. Drugim sposobem, jest wybarwienie komorek
zywych. W tym wypadku stosuje si¢ np. dioctan fluoresceiny. Istniejg rowniez techniki
podwdjnego barwienia, w ktorych stosuje si¢ oznaczanie zaréwno zywych jak 1 martwych
komorek. Inny rodzaj technik, w ktorych pomiary oparte sa o badanie aktywnosci enzymow.
Do nich zaliczamy np: N-acetylo-5-D-glukozaminidaza (NAG), dehydrogenaza mleczanowa

(LDH) oraz dehydrogenaza bursztynianowa (MTT). Ta ostatnia polega na zmierzeniu
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aktywnosci przemian energetycznych wystepujacych w mitochondriach. Test opera si¢ o
redukcje barwnika zottego MTT do ciemnoniebieskiego formazanu. Aktywnos¢ oksydacyjng

mitochondriow okresla ilo§¢ farmazanu zmierzonego spektrofotometrycznie [93-99].

W celu okreslenia aktywnosci proliferacyjnej komorek (zdolnosci do replikacji DNA)
wobec badanych substancji stosuje si¢ znakowane izotopowo prekursory takie jak: metyl-
[*H]-tymidyne, !4C-adenine, C-urydyne oraz 32P fosfor. Izotopy promieniotworcze
wbudowuja si¢ w DNA podczas fazy S podzialy komorkowego i bada wykorzystujac pomiar
scyntylacyjny promienowania g [100, 101].

W celu zbadania wlasciwosci immunosupresyjnych otrzymanych zwigzkow
wykorzystatem test MTT w celu okreslenia zZywotno$ci komorek, za$ do okreslenia stopnia
zahamowania proliferacji komoérek potsuzytem sie testem inkorporacji metyl-[*H]-tymidyny.
Zwigzki zbadatlem wykorzystujac limfoidalng lini¢ komoérkowg Jurkat (model ostrej, ludzkiej
biataczki komorek T). Wybor komodrek ludzkich zaliczanych do nowotworow
hematologicznych stanowig korzystny model do wstepnych badan immunosupresyjnych. Z
kolei jako odniesieniami do badan postuzyty mi mononuklearne komoérki krwi obwodowe;j
(PBMC) pobrane i wyizolowane od zdrowych dawcow, aktywowane monoklonalnymi

przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28.

Wszystkie testy wykonatem w trzykrotnych powtdérzeniach w okreslonych stgzeniach.
Zwigzki rozpuszczatem w DMSO lub etanolu. Roztwory do badan przygotowywatem metoda
seryjnych rozcienczen. Dla pordwnania przygotowalem rozcienczenia roztworéw adenozyny,
MPA, MPAAdelPr, MPAAdeOH oraz samych rozpuszczalnikéw w celu zbadania ich

wptywu na komorki.

3.2.1. Analiza przezywalno$ci komoérek testem MTT

Test MTT jest powszechnie stosowany i rekomendowany przez organizacje
normotworcze. Stosowany jest do okreslenia stopnia toksycznosci zwigzkow w stosunku do
badanych komoérek. Na podstawie wynikéw testu oblicza si¢ wartos$¢ ICsp (stezenie zwigzku,
przy ktorym proliferacja komorek zostaje zahamowana w 50 % wzgledem komorek
kontrolnych), wskazujaca informacje o potencjalnej dawce, ktora mogta by by¢ zastosowana

w przypadku leczenia terapeutycznego [102].
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Metoda ta opiera si¢ na redukcji bromku tetrazoliowego (MTT) do farmazanu przez
dehydrogenaz¢ bursztynianowag (Schemat 26), ktora wystepuje wylacznie w zywych
komoérkach. W wyniku redukcji powstaja szarofioletowe krysztatki farmazanu, ktore
rozpuszcza si¢ W izopropanolu. Zmiang¢ zabarwienia i jej intensywnos$¢ jest mierzona

spektrofotometrycznie i odpowiada ona mierze zywotnosci komorek.

. N
/ - . / — N
/ reduktaza "
+ —P-
N=— N mitochondrialna ="
Br

106 Hs 107 Hj

Schemat 26. Redukcja bromku tetrazoliowego (MTT) przez dehydrogenazg bursztynianowa.

3.2.2. Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej metoda MTT aminoalkilowych
pochodnych adenozyny oraz ich koniugatéw z MPA wobec linii komérkowej Jurkat i

aktywowanych limfocytéw PBMC

Test MTT pozwala oceni¢ cytotoksyczno$¢ okreslonego czynnika, ktorego wynik
stuzy okresleniu parametru wartosci ICso (stezenie zwigzku, pzy ktorym proliferacja komorek
jest zahamowana w 50% w stosunku do komoérek kontrolnych). Warto$¢ ta pomaga ocenié
potencjalng dawke, jaka mozna zastosowa¢ w przypadku jesli substancja zostataby
dopuszczona do uzytku terapeutycznego.

Komorki inkubowatem w cieplarce w pozywce wraz z badanymi zwigzkami (amidowe
pochodne adenozyny oraz ich koniugaty MPA wraz z zwigzkami referencyjnymi) w
dziewigciu réznych stezeniach przez okres 48 h. Nastgpnie dodalem MTT i inkubowatem
kolejne 3 h. Powstaty wytracony formazan rozpuscitem w izopropanolu (dodatek 0,4 N HCI) i

wytrzasatem przez 15 min., a nastepnie mierzytem absorbancje przy dtugosci fali 570 nm.
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Aminoalkilowe pochodne adenozyny

Wyniki zaprezentowane w Tabeli 8 wskazujg, ze pochodne adenozyny (97a-h) (Rys.

14) wykazuja wigksza cytotoksycznos¢ w porownaniu z adenozyng. Jednak mozna zauwazycé,

ze dhugos$¢ tancucha diaminowego wpltywa na cytotoksycznos¢. Im dluzszy tancuch, tym

wigksza cytotoksycznos¢ zwigzku.
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Rys. 14. Aminoalkilowe pochodne adenozyny (97a-h).

Tabela 8. Wartosci ICso [uM] aktywnosSci cytotoksycznej pochodnych adenozyny (97a-h)

obliczone na podstawie testu kolorymetrycznego MTT dla linii komérkowej Jurkat oraz

PBMC (mediana+sd).
Zwiazek Jurkat PBMC
ICso + p F ICso + p F

97a 2273,21 305,50 0,06 221,83 179,18 127,61 0,04 305,36
97b 1796,57 92,50 0,37 3,13 718,38 36,35 0,02 910,90
97c 15,07 7,09 0,01 2602,72 21,28 6,80 0,00 165513,90
97d 9,93 4,37 0,14 23,57 10,78 1,56 0,10 46,31
97e 26,75 2,40 0,11 38,39 18,01 5,19 0,11 38,70
97f 13,94 3,80 0,04 252,79 12,93 7,28 0,00 44051,96
97¢g 35,26 15,15 0,35 3,56 118,10 11,12 0,10 49,22
97h 29,07 8,66 0,07 115,26 25,52 6,88 0,01  4895,72
6 ADO 2912,36 548,57 ---- ---- 3010,40 911,54 --- ----

p - istotnos¢ statystyczna, F - test Fishera dla poréwnania: (6) (adenozyna).
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Koniugaty MPA oparte o aminoalkilowe pochodne adenozyny

W przypadku koniugatow MPA (98a-h) (Rys. 15, Tabela 9) tendencja jest podobna, tylko w

przypadku komorek Jurkat, gdzie wszystkie koniugaty sa bardziej cytotoksyczne od MPA. Z

odwrotng sytuacja mamy do czynienia obserwujac komoérki PBMC, gdzie tylko dwa

koniugaty (98c) i (98d) wykazuja wigksza cytotoksyczno$¢ w poréwnaniu do MPA.

Wszystkie pozostate s3 od 4 do nawet 48 razy mniej cytotoksyczne. W tym przypadku trudno

zauwazy¢ korelacje migdzy dtugoscia tacznika diaminowego a cytotoksycznos$cia.

H
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n=23456.81012

Rys. 15. Koniugaty MPA (98a-h) zawierajace aminoalkilowe pochodne adenozyny.

98a-h

Tabela 9. Wartosci ICso [uM] aktywnosci cytotoksycznej koniugatow MPA (98a-h) obliczone

na podstawie testu kolorymetrycznego MTT dla linii komoérkowej Jurkat oraz PBMC

(medianatsd).
Zwigzek Jurkat PBMC
1Cs0 =t p F ICs0 == p F

98a 476,96 106,43 0,05 168,89 125,52 29,54 0,39 2,87
98b 1109,53 47,07 0,07 108,78 80,91 11,63 0,36 3,35
98c 589,25 43,72 0,05 206,32 5,15 1,17 0,12 34,73
98d 68,27 3,16 0,00 270746,10 5,19 1,30 0,05 179,36
98e 73,12 6,58 0,01 9351,71 69,53 1,50 0,09 56,93
o8f 73,77 37,03 0,02 153856 232,21 19,95 0,05 186,04
98¢g 92,30 36,84 0,01 17047,80 721,95 38,49 0,14 24,59
98h 13,15 3,56 0,12 33,96 319,83 1,99 0,11 37,87
40 MPA 1553,35 204,16 - === 15,92 8,05 e -

p - istotnos$¢ statystyczna, F- test Fishera dla porownania: MPA (40).
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Koniugaty MPA zawierajace aminokwasowe pochodne adenozyny z ostong
izopropylidenowg

99a-e

Rys. 16. Koniugaty MPA (99a-e) oparte o aminokwasowe pochodne adenozyny z ostong

izopropylidenow3.

W literaturze chemicznej opisano estrowe koniugaty kwasu mykofenolowego i
adenozyny (69), (69a) (Rys. 17), ktore nie zawieraja tacznika aminokwasowego [85].
Postanowilem otrzymac¢ obydwa zwigzki celem wilaczenia ich do swoich badan i poréwnania

wlasciwosci cytotoksycznych.

Wyniki przedstawione w Tabeli 10 wskazuja, ze koniugaty MPA oparte 0 aminokwasowe
pochodne adenozyny z ostong izopropylidenowa w czesci rybozy wykazuja poréwnywalng
cytotoksycznos¢ zarowno w poréwnaniu do MPA jak i pochodnych (69) oraz (69a). Zauwaza
si¢ rowniez korelacj¢ pomiedzy dlugoscig tacznika aminokwasowego a toksycznoS$cig

zwigzku. Odstepstwem od tej reguly jest zwigzek (99e).

]
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69a
Rys. 17. Estrowe koniugaty kwasu mykofenolowego i adenozyny (69) i (69a) [85].
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Tabela 10. Wartosci ICso [uM] aktywnosci cytotoksycznej analogow MPA (99a-e) opartych o
aminokwasowe pochodne adenozyny z ostong izopropylidenowa obliczone na podstawie testu

kolorymetrycznego MTT dla linii komorkowej Jurkat oraz PBMC (mediana+sd).

Zwiazek Jurkat PBMC
ICso + p F ICso + p F

69a 0,164 0,06187 <0,0001 48,182 0,328 10,0328 10,1603 5,396
99%a 1,47 0,1866 <0,0001 28,358 0,881 0,0587 0,0009 16,586
99%b 0,83 0,0553 <0,0001 16,943 0,553 0,415 0,001 15,915
99c 0,407 0,0271 <0,0001 26,805 0,136 0,0502 0,0052 9,4702
99d 0,533 0,0266 <0,0001 25,694 0,133 0,0266 0,0005 19,277
9% 1,328 0,332 0,0076 52767 0,378 NAN 0,0001 29,178
40 MPA 30,592 12.306 ----0,0299 0,00403 -—- --=-

p - istotnos¢ statystyczna, F - test Fishera dla porownania: MPA (40), (69a) [85] .

Koniugaty MPA zawierajace aminokwasowe pochodne adenozyny z wolnymi grupami

hydroksylowymi

n=2,5,6,7,10

Rys. 18. Koniugaty MPA (100a-e) oparte 0 aminokwasowe pochodne adenozyny z wolnymi

grupami hydroksylowymi.
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Wyniki dla analogbw MPA zawierajgcych aminokwasowe pochodne adenozyny z
wolnymi grupami hydroksylowymi przedstawione w Tabeli 11 wskazujg na mniejsza
cytotoksycznos¢ w poréwnaniu do MPA (40) oraz (69)/(69a). Jedyne odstepstwo mozna
zauwazy¢ w przypadku zwigzku 100d. Warto zauwazy¢, iz analogi MPA z wolnymi grupami
hydroksylowymi wykazujg zauwazalnie mniejszg cytotoksycznos$¢ anizeli analogi MPA z
ostonietymi grupami hydroksylowymi. Najlepsze wyniki zostaly otrzymane dla zwigzku
(100a). Byt on okoto 100 razy mniej toksyczny nizeli MPA w przypadku komorek Jurkat oraz
10 razy mniej toksyczny dla komoérek PBMC. Jednakowo jak w przypadku analogow z
chronionymi grupami hydroksylowymi mozna dostrzec korelacje, w ktorej Iagcznik
aminokwasowy jest dluzszy tym wicksza jest toksyczno$¢ zwigzku. Odstepstwem od tej

reguly jest zwigzek (100e).

Tabela 11. Wartosci ICso [uM] aktywnosci cytotoksycznej analogéw MPA (100a-e) opartych
0 aminokwasowe pochodne adenozyny obliczone na podstawie testu kolorymetrycznego
MTT dla linii komérkowej Jurkat oraz PBMC (mediana+sd).

Zwiazek Jurkat PBMC
ICso + p F ICso + p F

69 0,878 NAN 0,0238 39123 0,172 0,00351 0,0005 19,435
100a 35,745 6,447 <0,0001 40,264 15,453 1,897 10,0055 19,2732
100b 41,891 NAN 0,1109 2,2758 0,440 0,146 <0,0001 58,923
100c 1,292 0,175 <0,0001 19,707 0,574 0,316 10,0002 23,778
100d 0,2814 0,0844 0,0002 11,195 0,281 0,141 <0,0001 50,5559
100e 1,461 0,217 0,0127 4,6441 13,150 2,966 0,0052 9,4624
40 MPA 0,624 0,0937 ---- --- 2,185 1,561 S ----

p - istotnos¢ statystyczna, F-test Fishera dla porownania: MPA (40), (69) [85] .

3.2.3. Analiza aktywnosci proliferacyjnej metoda inkorporacji TdR-3H

Metoda ta stluzy ocenie skuteczno$ci dziatania zwigzku jako leku
immunosupresyjnego. Warto$¢ ECso czyli stezenie efektywne, jest wartoscig obliczong w
tescie zahamowania proliferacji. Im jego wartos$¢ jest nizsza, tym nizsze stezenie zwigzku,
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ktore mozna zastosowa¢ w leczeniu. Test ten z powszechnie jest stosowany jako wskaznik
monitorowania syntezy DNA oraz proliferacji komorek [67]. Test zostal przeprowadzony w

oparciu o lini¢ komérkowa Jurkat oraz PBMC.

Fundamentem tego testu jest wbudowanie znakowanej trytem tymidyny w strukture
DNA przez zywe komorki. Test przeprowadzatem na ptytkach 96-dotkowych. Na plytkach
inkubowatem komorki odpowiedniej linii komodrkowej wraz z odpowiednimi stezeniami
badanych zwigzkéw w pozywce. Po okresie 72 h inkubacji dodatem TdR-3H 1 pozostawilem
na kolejne 18h. Po tym czasie przeniostem komodrki na specjalne filtry celulozowe i
pozostawitem do wyschnigcia. Nastepnie umiescitem filtry z komorkami w naczynia i
dodatem ptynu scyntylacyjnego. Pomiar radioaktywnosci jest mierzony w CPM. Dzigki
zalezno$ci pomiedzy otrzymanymi wartosciami CPM a stg¢zeniami zwiazkoéw badanych

wyznaczylem warto$¢ ECsp zaktadajgc warto$¢ komorek kontrolnych na poziomie 100 %.

Aminoalkilowe pochodne adenozyny

Whyniki testu proliferacyjnego przedstawione w Tabeli 12 dla pochodnych adenozyny
wykazujg nizsza warto§¢ ECso zard6wno wobec komorek Jurkat jak i PBMC. Jedynym
wyjatkiem jak zwigzek (97b) (ECs0=141,52 uM) wobec komérek PBMC. Wykazuje on okoto

4,5 krotnie wyzszg wartos¢ w porownaniu do adenozyny.

Tabela 12. Wartosci ECso [uM] aktywnosci cytotoksycznej pochodnych adenozyny (97a-h)
obliczone na podstawie testu TdR-3H dla linii komoérkowej Jurkat oraz PBMC (mediana+sd).

Zwiazek Jurkat PBMC

ECso + p F ECso + p F
97a 24,49 7,93 0,00 20144,03 0,97 0,25 0,01 6,59
97b 90,03 53,96 0,02 884,49 427,02 14152 0,04 11,78
97c 1,48 0,68 0,10 47,23 0,59 0,34 0,01 6,67
97d 28,09 6,38 0,05 16,08 1,42 0,43 0,06 4,12
97e 279,46 81,87 0,03 50,80 0,82 0,55 0,04 10,19
o7f 69,71 543 0,02 100,42 25,86 7,71 0,01 7,01
979 0,71 0,71 0,02 75,43 44,49 596 0,02 6,50
97h 15,54 515 0,04 268,71 8,43 3,33 0,08 3,28
6 ADO 195293 7259  ---- ---- 129,47 3154  ---- ----

p - istotnos¢ statystyczna, F -test Fishera dla porownania: (6) (adenozyna)
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Analogi MPA zawierajace aminoalkilowe pochodne adenozyny

W przypadku koniugatow MPA opartych o amidowe pochodne adenozyny (Tabela 13)
zalezno$¢ ta jest niemalze odwrotna. Aktywnos$¢ proliferacyjna badana na komorkach Jurkat
jest wyzsza lub prawie rowna w porownaniu z MPA. Godnymi uwagi sa zwigzki (98Q)
(EC50=0,41 uM) oraz (98h) (ECs0=0,26 uM), ktore okazaly si¢ najbardziej aktywnymi
koniugatami MPA. Obserwujac wyniki dla linii PBMC zauwazymy, ze wszystkie zwigzki

majg wartos$ci znaczaco wieksze niz MPA.

Tabela 13. Wartosci ECso [uM] aktywnosci cytotoksycznej koniugatow MPA (98a-h)
obliczone na podstawie testu TdR-3H dla linii komorkowej Jurkat oraz PBMC (mediana+sd).

Zwiazek Jurkat PBMC
ECso + p F ECso + p F

98a 10,28 1,35 0,03 39,65 8,49 7,15 2,00E-06 90,18
98b 1,28 0,14 0,09 1,75 17,71 10,98 0,00 590,80
98c 10,77 0,47 0,05 1,52 11,87 3,81 0,00 177,97
98d 11,00 0,46 0,02 130,25 9,93 4,67 0,00 1899,88
98e 111,55 38,58 0,03 47,24 61,16 15,10 0,00 596,55
o8f 16,36 2,15 0,05 1244 13,63 5,07 0,00 704,60
98¢g 041 024 0,01 300,30 46,49 0,76  7,00E-06 62,86
98h 0,27 011 0,02 77,10 114,09 1,79 0,00 1962,40
40 MPA 12,17 334 - ----  9,89E-04 1,94E-04 ---- ----

p - istotnos¢ statystyczna, F - test Fishera dla porownania: MPA (40)

Wartosci ECso dla analogdow MPA opartych o aminokwasowe pochodne adenozyny z
ostong izopropylidenowa (Tabela 14) charakteryzuja si¢ nizsza warto$cig niz MPA w
przypadku komorek Jurkat. W przypadku komoérek PBMC sytuacja jest odwrotna, wszystkie
warto$ci ECso sg wyzsze od MPA.

66



http://mostwiedzy.pl

Tabela 14. Wartosci ECso [uM] aktywnosci cytotoksycznej analogow MPA (99a-e) opartych
o aminokwasowe pochodne adenozyny z ostong izopropylidenowa obliczone na podstawie
testu TdR-3H dla linii komorkowej Jurkat oraz PBMC (mediana+sd).

Zwiagzek Jurkat PBMC
ECso + p F ECso + p F

69a 1,640 0,932 0,0019 13,025 0,984 0,492  <0,0001 82,8
99%a 1,322 0,108 0,0053 9,3904 0,147 0,0805 0,0081 122,14
99b 1,384 0,393 0,0039 10,432 1,107 0,415 0,0001 28,164
99c 0,814 0,543 10,0012 14,821 0,407 0,271  <0,0001 43,36
99d 0,133 0,0266 0,0021 12,646 0,400 0,0354 <0,0001 57,475
99% 1,2612 1,735 <0,0001 39,737 0,252 0,0631 <0,0001 338,71
40 MPA 30,592 12.306 ---- ---- 0,0299  0,00403 ---- ----

p - istotnos¢ statystyczna, F- test Fishera dla porownania: MPA (40), (69a) [85] .

Analogi MPA zawierajace aminokwasowe pochodne adenozyny z wolnymi grupami

hydroksylowymi

Jak mozna zauwazy¢ w Tabeli 15 wszystkie analogi MPA ukazuja nizsza warto$¢
ECso niz MPA wobec lini komorkowej Jurkat. Odwrotng sytuacje mozna zaobserwowaé w
przypadku linii PBMC. Dodatkowo mozna dostrzec korelacj¢ migdzy dlugoscig taczacego
aminokwasu a wartoscig otrzymang podczas testu, chociaz nie jest juz ona tak oczywista.

Jedynym zwigzkiem odbiegajacym od tej zaleznosci jest (100e) wobec lini Jurkat.
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Tabela 15. Wartosci ECso [uM] aktywnosci cytotoksycznej analogow MPA (100a-e) opartych
0 aminokwasowe pochodne adenozyny z wolnymi grupami hydroksylowymi obliczone na
podstawie testu TdR-3H dla linii komérkowej Jurkat oraz PBMC (mediana+sd).

Zwiazek Jurkat PBMC
ECso =+ p F ECso + p F

69 1,229 0,158 0,0014 14,165 0,351 0,0281 <0,0001 628,43
100a 4,995 0,562 0,0004 20,846 12,019 6,712 0,1113 48,47
100b 4,980 2,197 <0,0001 42,125 1,318 0,314 0,0001 160,11
100c 1,435 0,431 <0,0001 43,393 1,292 0,0363 <0,0001 67,535
100d 1,407 0,240 <0,0001 36,048 0,422 0,0374  <0,0001 1319,9
100e 3,065 1,594 <0,0001 162,86 0,266 0,0664 0,0047  9,8017
40 MPA 30,592 12.306 ---- ---- 0,0299  0,00403 - ----

p - istotnos¢ statystyczna, F- test Fishera dla porownania: MPA (40), (69) [85] .

3.2.4. Wybor analogow MPA o najkorzystniejszych parametrach biologicznych

Aby okresli¢, ktory zwigzek posiada najkorzystniejsze parametry jako potencjalny lek,
wykorzystalem wspotczynnik selektywnosci (SI), ktéry charakteryzuje sie zaleznos$cia

pomigdzy wyliczonymi parametrami ICsg oraz ECso wedtug wzoru:

IC
g = =50
ECs,

gdzie:
ICso - stezenie hamujace otrzymane w tescie MTT

ECso - stezenie efektywne otrzymane w tescie aktywnosci proliferacyjne;j

W przypadku gdy warto$¢ wspotczynnika selektywnosci jest wigksza, oznacza to mniejsza
toksyczno$¢ zwigzku w poréwnaniu z zastosowang dawka badanego leku. Wynika z tego, ze
zwigzki im posiadaja wiekszag wartosci SI beda najkorzystniejsze w wykorzystaniu

farmakologicznym.
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oraz opartych o nie analogow MPA (98a-h).

Tabela 16. Wartosci indeksu selektywnos$ci dla amidowych pochodnych adenozyny (97a-h)

Zwigzek |Jurkat PBMC
ICs0/ECso | ICs0/ECso

97a 92,82 185,33
97b 19,96 1,68
97c 10,20 36,00
97d 0,35 7,60
97e 0,10 22,00
o7f 0,20 0,50
97¢ 49,67 2,65
97h 1,87 3,03

6 ADO 1,49 23,25
98a 46,38 14,79
98b 869,13 457
98c 54,70 0,43
98d 6,21 0,52
98e 0,66 1,14
o8f 451 17,03
98g 22300 | 1553
98h 49,50 2,80
40 MPA 127,59 | 16103,57

Zgodnie z danymi w Tabeli 16 najbardziej obiecujacymi pochodnymi adenozyny sa
(97a,b,c,g) w przypadku komorek Jurkat, a (97a,c,d,e) w przypadku komérek PBMC. Wsrod
koniugatow z MPA jedynie (98b) oraz (989) wykazaly wyzsza wartos¢ wspotczynnika
selektywnos$ci. Z kolei MPA posiadatl wyzsza warto$¢ wspdtczynnika SI wobec komorek

PBMC anizeli badane koniugaty.
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Tabela 17. Wartosci IS dla analogow MPA opartych o aminokwasowe pochodne adenozyny z

ostong izopropylidenowg (99a-€) oraz analogbw MPA bez ostony (100a-¢e).

zwiazek Jurkat PBMC
ICs0/ECs0 | ICs0/ECso

69a 0,100 0,333
99a 1,111 6,000
99b 0,600 0,750
99c 0,500 1,000
99d 4,000 1,333
99e 1,000 5,000
69 0,714 0,489
100a 7,156 1,286
100b 8,412 0,333
100c 0,900 0,444
100d 0,200 0,667
100e 0,478 49,500
40 MPA 0,020 73,069

Wartosci wspotczynnika SI wskazuje, ze zwigzek (99e) jest obiecujacy - mimo mniejszej
wartosci wspotczynnika ECso i jest mniej toksyczny niz MPA. Pozostale zwiazki nie
wykazujg podobnej charakterystyki. W przypadku lini Jurkat wszystkie zwigzki wykazuja
wiekszg warto$¢ wspotczynnika S, zas w przypadku lini PBMC sytuacja jest odwrotna.
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3.2.5. Oznaczenie stabilnosci wybranych analogéw przez komoérki Jurkat
z wykorzystaniem chromatografii HPLC-MS

W celu zdefiniowania stabilnosci (czasu pottrwania) zwigzkéw przez komorki podczas
hodowli zdecydowalem wykona¢ test HPLC-MS. Lini¢ komorkowa Jurkat inkubowatem
przez 5 dni razem z badanymi zwigzkami o stezeniu ECso wczesniej okreslonym zgodnie z
wczesniejszymi testami. Z kolei kazdego nastgpnego dnia pobieratem probke do testu MS
HPLC. Do badanego dotka dodawatem wody 1 delikatnie mieszatem. Nastgpnie tak
przygotowany roztwdr pobieralem do probowki Eppendorfa i odwirowywalem. Potem
zbieratem delikatnie nadsgcz. Tak przygotowane probki przechowywatem w zamrazalniku do

catkowitego ukonczenia testu.

Wyniki HPLC-MS otrzymatem w postaci pol powierzchni badanego piku. Wynik dla

pierwszej probki pobranej w dniu rozpoczecia testu przyjatem jako 100 % zwiazku.

97b

120

100

N B D [o]
o o o o

o

Pole powierzchni piku w stosunku do
kontroli [%]

dzien
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Wykres 1. Zawartos¢ zwigzkéw amidowych pochodnych adenozyny (97b) oraz sktadajacych

si¢ z nich koniugatow z MPA (98b), (98e) w czasie 5-cio dniowej inkubacji.

Z powyzszych wykresow mozna wywnioskowa¢, ze juz po trzech dniach w dotku
znajduje si¢ tylko 50 % zwiagzku. Co za tym 1dzie, w czasie przeprowadzania testu powyzej 5

dni, nalezy doda¢ ponownie zwigzku podczas pasazowania hodowli.
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Wykres 2. Zawarto$¢ koniugatow MPA (99c), (100c) zawierajgcych aminokwasowe

pochodne adenozyny w czasie 5-cio dniowej inkubacji.

Analizujgc wykresy stabilnosci zwigzkow analogow MPA zawierajagcych aminokwasowe
pochodne adenozyny wobec komorek Jurkat mozemy zauwazyé, ze badane pochodne
szybciej s3 ,trawione” przez komorki anizeli samo MPA. W zwiazku z powyzszym, juz od 4-
5-tego dnia nalezatloby uzupelni¢ badanym zwigzkiem podczas dluzszych testow

inkubacyjnych.
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4. CZESC EKSPERYMENTALNA

Otrzymane zwigzki oczyszczalem przy pomocy chromatografii cienkowartwowej na ptytkach
TLC pokrytych zelem krzemionkowym [silica gel 60 (0,040-0,063mm); 1.05554.0001 Merck]
wykorzystujac nastepujace uktady rozwijajace:

Eluent A - chloroform : metanol (25:1, v/v)

Eluent B - chloroform : metanol (20:1, v/v)

Eluent C - chloroform : metanol (15:1, v/v)

Eluent D - chloroform : metanol (10:1, v/v)

Eluent E - chloroform : metanol (12:1, v/v)

oraz na kolumnie z wypelieniem jakim byt zel krzemionkowy (gel Merck, Kieselgel 60
(70-230 mesh)) w uktadzie: chloroform : metanol : amoniak aq (25 %).

Jako odczynnik wywotujacy zastosowatem:

- wywolywacz ninhydrynowy o sktadzie: 200 mg ninhydryny, 100 ml etanolu, 2 ml kwasu

octowego.

Temperatury topnienia zostaly zmierzone przy pomocy kapilary w aparacie Kohler (bez

korygowania wartosci).

Widma *H NMR oraz *C NMR zostaty wykonane na aparacie Varian Unity 500 MHz oraz
Gemieni 200 MHz w Gdanskim Migdzyuczelnianym Labolatorium NMR.

Widma masowe wykonano na aparacie BIFLEX 11l Bruker w Katedrze Chemii Analitycznej

Politechniki Gdanskiej, z zastosowaniem CCA lub DHB jako matrycy.

Oznaczenia HPLC-MS/MS wykonywane zostaty na aparacie Agilent 1290 Infinity LC with
an Agilent 6540 Accurate Mass Q-TOF LC/MS system w Katedrze Chemii Analitycznej
Politechniki Gdanskie;j.

Parametry chromatograficznej detekcji zwigzkow:

Kolumna: Poroshell EC-18-C18 (3,0x150 mm) / 2,7 um, Agilent Technologies

75


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Temperatura kolumny: 40 °C

Objetos¢ iniekcji: 2 pl

Przeptyw: 0,4 ml/min

Eluenty: 0,1 % HCOOH w H>O /0,1 % HCOOH w ACN/MeOH (1:1, v/v)
Detekcja UV-Vis: UV:254 nm; Vis:580 nm

Pomiary spektrofotometryczne wykonane zostaty za pomoca spektrofotometru PerkinElmer
2030Multilabel Reader Victor™X4 w Zaktadzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Pomiary scyntylacyjne zostaly wykonane za pomoca czytnika scyntylacyjnego fazy ptynnej
LSC-Beckman w Katedrze 1 Zakladzie Biochemii Gdanskiego Uniwesytetu Medycznego w

czasie 2 min/probka oraz 5 min/probka.

Wartosci ICsp oraz ECsg wyznaczane byly za pomoca programu SigmaPlot 11.
Roéwnanie: ,,Four Parameter Logistic” (cztery parametry logistyczne) o wzorze:
Y=min+(max-min)/(1+(x/(1Cso lub ECs0)"(-Hillslope)) wykreslony z opcja ,,Log X axis”

Wartos$ci p i F wyznaczane byly z wykorzystaniem programu STATYSTYKA 10.0.

4.1. Materialy/odczynniki zastosowane podczas prac syntetycznych pochodnych

aminoalkilowych oraz ich koniugatéow z MPA

Nazwa Firma

rybozyd 6-chloropuryny |  Alfa Aesar

diaminy Sigma-Aldrich
MPA Sigma-Aldrich
adenozyna Sigma-Aldrich

chronione aminokwasy | Sigma-Aldrich

DMAP Sigma-Aldrich

76


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

DMF Sigma-Aldrich

EDCI Sigma-Aldrich
CH.ClI, POCH
CHCI; POCH
ptytki TLC Merck
MeOH POCH
octan etylu POCH
aceton POCH

4.2. Synteza aminoalkilowych pochodnych adenozyny
Pochodne adenozyny otrzymatem zgodnie z procedurg opisang w literaturze [3].
4.2.1. Synteza N8-(2-aminoetylo)adenozyny 97a

97,5 mg (0,34 mmoli) rybozydu 6-chloropuryny, 60,1 mg (1 mmol) 1,2-diaminoetanu, 0,14
ml (1 mmol) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i mieszaning ogrzewatem przez 18 h
w temp 60 °C. Nastepnie po oddestylowaniu rozpuszczalnika surowy produkt oczyscitem na
kolumnie chromatograficznej w ukladzie CHCI3:CH3OH:25%NHsaq. (5:3:0,3 Vv/v).
Otrzymatem 54 mg (wyd. 51 %) pochodnej 97a w postaci oleju.

IH NMR (200 MHz, DMSO, & (ppm) ): 2,75 (t, 2H, C2""-H), 3,31 (br s, 2H, C1"-H), 3,51 i
3,65 (2x m, 2H, C5'-H), 3,98 (m, 1H, C4'-H), 4,15 (dd, 1H, C3'-H), 4,61 (dd, 1H, C2'-H),
5,89 (d, 1H, C1’-H), 7,80 (br s, 1H, N6-H), 8,20 (s, 1H, C2-H), 8,35 (s, 1H, C8-H).

4.2.2. Synteza Né-(3-aminopropylo)adenozyny 97b

97,5 mg (0,34 mmol) rybozydu 6-chloropuryny, 74,12 mg (1 mmol) 1,3-diaminopropanu,
0,14 ml (2 mmol) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i mieszaning ogrzewatem przez
18 h w temp 60 °C. Nastepnie po oddestylowaniu rozpuszczalnika pozostato$é oczyscitem na
kolumnie chromatograficznej w uktadzie CHCI3:CH30OH:25%NHsaq. (5:2:0,2 Vv/v).
Otrzymatem 75,5 mg (wyd. 68 %) produktu 97b w postaci oleju.
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IH NMR (200 MHz, DMSO, § (ppm) ): 1,50 (t, 4H, C1""-H, , C2""-H), 1,70 (br s, 2H, C3""-H),
3,55 i 3,59 (2x m, 2H, C5'-H), 3,97 (m, 1H, C4'-H), 4,15 (dd, 1H, C3'-H), 4,61 (dd, 1H, C2'-
H), 5,90 (d, 1H, C1'-H), 7,96 (br s, 1H, N6-H), 8,21 (s, 1H, C2-H), 8,35 (s, 1H, C8-H).

4.2.3. Synteza N°-(4-aminobutylo)adenozyny 97¢

97,5 mg (0,34 mmoli) rybozydu 6-chloropuryny, 80 mg (1 mmol) dichlorowodorku 1,4-
diaminobutanu, 0,28 ml (2 mmol) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i mieszaning
ogrzewatem przez 18 h w temperaturze 60 °C. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika
pozostatosé oczyscitem na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:CH30H:25%NHsaq. (5:2:0,3 v/v). Otrzymatem 28,5 mg (wyd. 50 %) produktu w

postaci oleju.

IH NMR (200 MHz, DMSO, & (ppm)): 1,63 (m, 2H, C3"-H), 1,64 (m, 2H, C2"-H), 2,79 (t,
2H, C4"-H), 3,37 (br s, 2H, C1"-H), 3,51 i 3,55 (2 x m, 2H, C5'-H), 4,15 (m, 1H, C4'-H),
4,60 (dd, 1H, C3'-H), 5,26 (dd, 1H, C2'-H), 5,87 (m, 1H, C1'-H), 7,98 (br s, 1H, N6-H), 8,22
(s, 1H, C2-H), 8,38 (s, 1H, C8-H).

4.2.4. Synteza N8-(5-aminopentylo)adenozyny 97d

97,5 mg (0,34 mmol) rybozydu 6-chloropuryny, 175 mg (1 mmol) 1,5-dichlorowodorku
diaminopentanu, 0,56 ml (4 mmol) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i mieszaning
ogrzewatem przez 18 h w temperaturze 60 °C. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika
pozostatos¢ oczyscitem na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:CH30H:25%NHzaq. (5:2:0,4 v/v). Otrzymatem 75 mg (wyd. 62 %) produktu w

postaci oleju.

IH NMR (200 MHz, DMSO, & (ppm) ): 1,39 ( 2H, C3"-H), 1,58-1,60 (br s, 4H, C2""- H i
C4""-H), 2,76 (t, 2H, C5"'-H), 3,47 (br s, 2H, C1"-H), 3,57 i 3,65 (2 x m, 2H, C5'-H), 4,15 (m,
1H, C4'-H), 4,61 (dd, 1H, C3'"- H), 5,24 (dd, 1H, C2'-H), 5,87 (m, 2H, C1'-H) 7,91 (br s, 1H,
N6-H), 8,20 (s, 1H, C2-H), 8,36 (s, 1H, C8-H).

4.2.5. Synteza N8-(6-aminoheksylo)adenozyny 97e

97,5 mg (0,34 mmoli) rybozydu 6-chloropuryny, 189,2 mg (1 mmol) dichlorowodorku 1,6-
diaminoheksanu, 0,56 ml (4 mmol) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i mieszaning

ogrzewatem przez 18 h w temp 60 ©°C. Mieszaning oczy$citem na kolumnie
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chromatograficznej w uktadzie CHCIl3:CH3OH:25%NHzaq. (5:2:0,2 v/v). Otrzymatem 79,5
mg (wyd. 63 %) produktu 97e w postaci oleju.

IH NMR (200 MHz, DMSO, & (ppm)): 1,30-1,40 (br s, 4H, C3"-H i C4""-H), 1,56 (m, 2H,
C2"- H), 1,59 (m, 2H, C5"-H), 2,74 (t, 2H, C6"-H), 3,36 (br s, 2H, C1"-H), 3,58 i 3,64 (2 X
m, 2H, C5'-H), 4,15 (m, 1H, C4'-H), 4,61 (dd, 1H, C3'- H), 5,24 (dd, 1H, C2'-H), 5,88 (m,
2H, C1'-H), 7,92 (br s, 1H, N6-H), 8,20 (s, 1H, C2-H), 8,35 (s, 1H, C8-H).

4.2.6. Synteza N®-(8-aminooktylo)adenozyny 97f

97,5 mg (0,34 mmoli) rybozydu 6-chloropuryny, 144 mg (1 mmol) 1,8-diaminooktanu, 0,14
ml (1 mmoli) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i mieszaning ogrzewalem przez 18 h
w temperaturze 60 °C. Nastepnie po oddestylowaniu rozpuszczalnika oczy$citem na
kolumnie chromatograficznej w uktadzie CHCI3:CH3OH:25% NHsz ag. (5:2:0,3 v/v).
Otrzymatem 91,5 mg (wyd. 68 %) produktu 97f. R+=0,4, temp. top. 174-176 °C.

IH NMR (500 MHz, DMSO, & (ppm)): 1,22-1,35 (m, 4H, C3"-H i C4"-H), 1,56 (m, 4H,
C2"- H, C7"-H), 2,48-2,51 (t, 2H, C8"-H), 3,54-3,46 (m, 2H, C1"'-H), 3,94 (m, 2H, C5'-H),
4,12 (m, 1H, C4'-H), 4,59 (m, 1H, C3'- H), 5,85-5,86 (t, 1H, C2'-H, C1'-H), 7,88 (s, 1H, N6-
H), 8,18 (s, 1H, C2-H), 8,32 (s, 1H, C8-H).

MS (DHB) m/z obliczone dla C1gH3oNsO4 394,47; znalezione 395,1 (M").

4.2.7. Synteza N8-(10-aminodecylo)adenozyny 97g

97,5 mg (0,34 mmol) rybozydu 6-chloropuryny, 172,31 mg (1 mmol) 1,10-diaminodekanu,
0,14 ml (1 mmol) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i roztwor ogrzewatem przez 18 h
w temperaturze 60 °C. Mieszaning oczys$citem na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:MeOH:NHzaqg. (5:2:0,2 v/v). Otrzymatem 133 mg (wyd. 92 %) produktu w postaci
oleju.

IH NMR (200 MHz, DMSO, & (ppm)): 1,26 (br s, 12H, C3"'-C8"-H), 1,53 (m, 2H, C2""- H),
1,56 (m, 2H, C9"- H), 2,75 (t, 2H, C10"-H), 3,34 (br s, 2H, C1"'-H), 3,58 i 3,65 (2 x m, 2H,
C5'-H), 4,14 (m, 1H, C4'-H), 4,61 (dd, 1H, C3'- H), 5,20 (dd, 1H, C2'-H), 5,90 (m, 2H, C1'-
H), 7,87 (br s, 1H, N6-H), 8,19 (s, 1H, C2-H), 8,34 (s, 1H, C8-H).
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4.2.8. Synteza N°-(12-aminododecylo)adenozyny 97h

97,5 mg (0,34 mmoli) rybozydu 6-chloropuryny, 200 mg (1 mmola) 1,12-diaminododekanu,
0,14 ml (1 mmoli) trietyloaminy rozpuscitem w 5 ml etanolu i mieszaning ogrzewatem przez
18 h w temperaturze 60 °C. Mieszanin¢ oczyscitem na kolumnie chromatograficznej w
uktadzie CHCl3:MeOH:NHsag. (5:2:0,3 v/v). Otrzymatem 97,5 mg (wyd. 64 %) pochodng
97h, R+=0,61, temp. top. 168-172 °C.

IH NMR (500 MHz, DMSO, § (ppm) ): 1,21-1,36 (m, 16H, C3"-C10""-H), 1,26 (m, 2H, C2"'-
H), 1,56 (m, 2H, C11"- H), 2,48-2,53 (t, 2H, C12""-H), 3,31 (s, 2H, C1"-H), 3,54 i 3,64 (2 X
dd, 2H, C5'-H), 3,94 (d, 1H, C4"-H), 4,12 (t, 1H, C3'- H), 4,59 (t, 1H, C2'-H), 5,86 i 5,85 (m,
2H, C1'-H), 7,87 (s, 1H, N6-H), 8,18 (s, 1H, C2-H), 8,31 (s, 1H, C8-H).

MS (DHB) m/z obliczone dla C22H3sNsO4 450,57; znalezione 451,4 (M").

4.3. Synteza koniugatow MPA z pochodnymi adenozyny

Pochodne MPA z pochodnymi adenozyny otrzymatem zgodnie z procedurg opisang w

literaturze [2].

4.3.1. Synteza N-mykofenoilo-N5-(2-aminoetylo)adenozyny 98a

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(2-
aminoetylo)adenozyny rozpuscitem w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning ochtodzitem do
temp. 0 °C i dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcj¢ prowadzitem 2 h, nastepnie 48 h
w temperaturze pokojowej. Mieszaning oczyscitem na kolumnie chromatograficznej w
uktadzie CHCI3:MeOH:NHasaqg (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 60 mg (wyd. 49%) krystalicznego
produktu. R=0,09, temp. top. (zweglenia) 181 °C.

'H NMR: (500 MHz, DMSO, & (ppm)): 1,69 (s, 3H, M3a-H); 2,00 (s, 3H, M5a-H); 2,08 (s,
4H, M4’ M5°-H); 3,25 (s, 2H, L2-H); 3,43 (d, 2H, M1°-H); 3,54 (s, 2H, L1-H); 3,491 3,54 (2
x s, 2H, A5’-H); 3,64 (s, 3H, M6a-H); 3,94 (d, 1H, A4’-H); 4,12 (d, 1H, A3’-H); 4,58 (s, 1H,
A2’-H); 5,09 (s, 1H, M2’-H); 5,14 (s, 2H, M3-H); 5,86 (d, 1H, A1’-H); 5,87 (s, 1H, A6a-H);
7,24 (dd, 1H, A5’-OH); 8,18 (s, 1H, A8-H); 8,33 (s, 1H, A 2-H).

MS (DHB) m/z obliczone dla C29H3sNsOg 612,63; znalezione 613,1 (M").
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4.3.2. Synteza N-mykofenoilo-N6-(3-aminopropylo)adenozyny 98b

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(2-
aminoetylo)adenozyny rozpuscitem w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning ochtodzitem do
temp. 0 °C i dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcje prowadzitem 2 h, nast¢pnic 48 h
w temperaturze pokojowej. Mieszaning oczyscitem na kolumnie chromatograficznej w
uktadzie CHCIl3:MeOH:NHsaq (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 22 mg (wyd. 18%) pochodnej 98b.
R#=0,11, temp. top. (zweglenia) 180 °C.

IHNMR: (500 MHz, DMSO, & (ppm)): 1,63 (s, 3H, L2-H): 1,71 (s, 3H, M3a-H); 2,03 (s, 3H,
M5a-H) 2,11 (s, 4H, M4,M5-H); 3,01 (d, 2H, L3-H); 3,27 (d, 2H, M1°-H); 3,54 (d, 2H, L1-
H); 3,65 (s, 3H, M6a-H); 3,94 (m, 1H, A4’-H): 4,12 (d, 1H, A3’-H); 4,58 (t, 1H, A2’-H); 5,10
(t, 1H, M2’-H); 5,20 (s, 2H, M3-H); 5,86 (d, 2H, A1’>-H); 6,04 (s, 1H, N6-H); 6,96 (s, 1H,
Al’-H ); 7,100 7,18 (dd, 1H, A5’-OH); 8,17 (s, 1H, C8-H); 8,18 (s, 1H, A 2-H); 8,33 (s, 1H,
M8-OH).

MS (DHB) m/z obliczone dla C3oHssNsOg 626,66; znalezione 627,2 (M+).

4.3.3. Synteza N-mykofenoilo-N°-(4-aminobutylo)adenozyny 98c

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(3-
aminoetylo)adenozyny rozpuscitem w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning ochtodzitem do
temp. 0 °C i dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcj¢ prowadzitem 2 h, nastepnie 48 h
w temperaturze pokojowej. Mieszaning oczyscitem na kolumnie chromatograficznej w
uktadzie CHCI3:MeOH:NHzaq (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 23 mg (wyd. 19%) produktu 98c.
R=0,12, temp. top. (zweglenia) 120 °C.

IH NMR: (500 MHz, DMSO, § (ppm)): 1,10 (s, 3H, L3-H); 1,52 (t, 3H, L2-H); 1,70 (s, 3H,
M3a-H); 2,05 (s, 3H, M5a-H); 2,07 (s, 2H, M5-H); 2,08 (s, 2H, M4-H); 2,97 (t, 2H, L4-H);
3,27 (d, 2H, M1°-H); 3,53 (d, 2H, L1-H); 3,33 (2 x m, 2H, A5’-H); 3,66 (s, 3H, M6a-H); 3,94
(d, TH, A4’-H); 4,12 (s, 1H, A3’-H); 4,12 (d, 1H, A3’-OH); 4,35 (d, 1H, A2’-OH): 4,68 (dd,
1H, A2’-H): 5,25 (t, 1H, M2’-H); 5,36 (s, 2H, M3-H): 5,96 (m, 2H, A1’-H): 6,07 (s , 1H, N6-
H); 6,93 (s, 1H, Al’-H ); 7,03 (dd, 1H, A5’-OH); 8,18 (s, 1H, C8-H); 8,21 (s, 1H, A 2-H):
8,22 (s, 1H, M8-OH).

MS (DHB) m/z obliczone dla C31H4oNsOg 640,68; znalezione 641,0 (M+).
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4.3.4. Synteza N-mykofenoilo-N°-(5-aminopentylo)adenozyny 98d

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(4-
aminoetylo)adenozyny w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszanin¢ ochtodzitem do temp. 0 °C i
dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcje prowadzitem 2 h, nastepnie 48 h w
temperaturze pokojowej. Mieszaning oczyScitem na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:MeOH:NHzaq (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 27 mg (wyd. 21%) produktu. R+=0,13, temp.
top. (zweglenia) 12 °C.

'HNMR: (500 MHz, aceton, & (ppm)): 1,68 (s, 3H, M3a-H); 2,10 (s, 3H, M5a-H); 2,08 (s, 4H,
M4,M5-H); 3,25 (t, 2H, L2-H); 3,33 (d, 2H, M1°-H); 3,43 (br. s, 2H, L1-H); 3,54 (2 x m, 2H,
A5°-H); 3,66 (s, 3H, M6a-H); 3,94 (m, 1H, A4’-H); 4,12 (d, 1H, A3’-H); 4,14 (d, 1H, A3’-
OH); 4,32 (d, 1H, A2’-OH); 4,56 (dd, 1H, A2’-H); 5,25 (t, 1H, M2’-H); 5,32 (s, 2H, M3-H);
5,92 (m, 2H, A1’-H); 6,02 (br.s, 1H, N6-H); 6,96 (s, 1H, A1’-H ); 7,09 (dd, 1H, A5’-OH);
8,17 (s, 1H, C8-H); 8,21 (s, 1H, A 2-H): 8,22 (s, 1H, M8-OH).

MS (DHB) m/z obliczone dla C32H42NsOg 654,71; znalezione 654,9 (M+)

4.3.5. Synteza N-mykofenoilo-N®-(6-aminoheksylo)adenozyny 98e

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(6-
aminoetylo)adenozyny w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning ochtodzitem do temp 0°C i
dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcj¢ prowadzitem 2 h, nastgpnie 48 h w
temperaturze pokojowej. Mieszaning oczyScitem na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:MeOH:NHzaq (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 23 mg (wyd. 19%) krystalicznego produktu.
R#=0,16, temp. top. (zweglenia) 89 °C.

IHNMR: (500 MHz, DMSO, § (ppm)): 1,67 (s, 3H, M3a-H); 2,01 (s, 3H, M5a-H); 2,08 (s,
4H, M4, M5-H): 3,25 (t, 2H, L2-H): 3,32 (d, 2H, M1’-H); 3,53 (br. s, 2H, L1-H); 3,33 (2 x m,
2H, A5’-H); 3,66 (s, 3H, M6a-H); 3,94 (m, 1H, A4’-H); 4,12 (d, 1H, A3>-H); 4,12 (d, 1H,
A3’-OH); 4,35 (d, 1H, A2’-OH); 4,68 (dd, 1H, A2’-H); 5,25 (t, 1H, M2’-H); 5,32 (s, 2H, M3-
H); 5,92 (m, 2H, A1’>-H); 6,04 (s, 1H, N6-H); 6,96 (s, 1H, A1>-H ); 7,07 (dd, 1H, A5’-OH);
8,17 (s, 1H, C8-H); 8,21 (s, 1H, A 2-H); 8,22 (s, 1H, M8-OH).

MS (DHB) m/z obliczone dla C33sHsNsOg 668,74; znalezione 669,0 (M+).

82


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

4.3.6. Synteza N-mykofenoilo-N®-(8-aminooktylo)adenozyny 98f

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(8-
aminoetylo)adenozyny w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning ochtodzitem do temp 0 °C i
dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcje prowadzitem 2 h, nastepnie 48 h w
temperaturze pokojowej. Po oddestylowaniu rozpuszczinika mieszaning oczyscitem na
kolumnie chromatograficznej w uktadzie CHCl3:MeOH:NHsaqg (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 39
mg (wyd. 28 %) produktu. R+=0,27, temp. top (zweglenia) 110 °C.

IHNMR: (500 MHz, DMSO, & (ppm)): 1,21-1,28 (s,12H, L3-L9-H); 1,68 (m, 2H, L2-H): 1,81
(s, 3H, M3a’-H); 2,18 (s, 3H, M5a-H); 2,21 (s, 2H, M5°-H); 2,23 (s, 2H, M4’-H); 3,15 (t, 2H,
L10-H); 3,38 (d, 2H, M1°-H); 3,64 (br. s, 2H, L1-H); 3,68 i 3,75 (2 x m, 2H, A5’-H); 3,79 (s,
3H, M6a-H); 4,18 (m, 1H, A4’-H); 4,37 (dd, 1H, A3’-H); 4,39 (d, 1H, A3’-OH); 4,75 (d, 1H,
A2’-OH); 4,95 (dd, 1H, A2’-H); 5,25 (t, 1H, M2’-H); 5,32 (s, 2H, M3-H); 5,92 (m, 2H, Al’-
H); 6,02 (s, 1H, A6a-H); 6,96 (s, 1H, M6a’-H ); 7,07 (dd, 1H, A5>-OH); 8,17 (s, 1H, C8-H);
8,21 (s, 1H, A 2-H): 8,22 (s, 1H, M8-OH).

13C NMR: (500 MHz, DMSO, & (ppm)): 172, 09; 170,85; 163,24; 155,32; 153,51; 153,08;
146,43; 140,32; 134,73; 123,13; 116,54; 107,61; 88,63; 86,61; 74,12; 71,38; 69, 28; 62,39;
61,29; 40,68; 40,51; 40,36; 40,18; 40,01; 39,85; 39,68; 39,03; 35,78; 34,91; 29,75; 29,48,
29,41; 27,05; 23,09; 16,73; 11,72.

MS (DHB) m/z obliczone dla C3sHgNsOg 696,79; znalezione 697,1 (M+).

4.3.7. Synteza N-mykofenoilo-N®-(10-aminodecylo)adenozyny 98g

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(10-
aminoetylo)adenozyny w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning ochtodzitem do temp 0 °C i
dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcj¢ prowadzitem 2 h, nastepnic 48 h w
temperaturze pokojowej. Mieszaning oczyScitem na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:MeOH:NHzaq (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 32 mg (wyd. 22 %) pochodnej 98g. R+=0,25,
temp. top. 145 °C.

'HNMR: (500 MzHz, aceton, & (ppm)): 1,22-1,28 (s ,12H, L3-L9-H); 1,69 (m, 2H, L2-H);
1,81 (s, 3H, M3a’-H); 2,18 (s, 3H, M5a-H); 2,21 (s, 2H, M5°-H); 2,23 (s, 2H, M4’-H); 3,15 (t,
2H, L10-H); 3,39 (d, 2H, M1°-H); 3,64 (br. s, 2H, L1-H); 3,68 i 3,75 (2 x m, 2H, A5’-H);
3,79 (s, 3H, M6a-H); 4,18 (m, 1H, A4’-H); 4,37 (dd, 1H, A3’-H); 4,39 (d, 1H, A3’-OH); 4,75
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(d, 1H, A2>-OH); 4,95 (dd, 1H, A2>-H); 525 (t, 1H, M2’-H); 5,32 (s, 2H, M3-H); 5,92 (m,
2H, A1’-H); 6,02 (s, 1H, A6a-H); 6,96 (s, 1H, M6a’-H ); 7,07 (dd, 1H, A5’-OH); 8,17 (s, 1H,
C8-H); 8,21 (s, 1H, A 2-H): 8,22 (s, 1H, M8-OH).

MS (DHB) m/z obliczone dla C37Hs2NsOg 724,84; znalezione 725,3 (M+).

4.3.8. Synteza N-mykofenoilo-N°-(12-aminododecylo)adenozyny 98h

64 mg (0,2 mmoli) MPA, 28 mg (0,228 mmoli) DMAP, 70,6 mg (0,228 mmoli) N°-(12-
aminoetylo)adenozyny w 3,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning ochtodzitem do temp 0 °C i
dodatem 74,6 mg (0,389 mmoli) EDCI. Reakcj¢ prowadzitem 2 h, nastgpnie 48 h w
temperaturze pokojowej. Mieszaning oczyScitem na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:MeOH:NHsaq (9:1:0,3 v/v). Otrzymatem 31 mg (wyd. 20 %) produktu 98h. R=0,35,
temp. top. 160 °C.

'HNMR: (500 MHz, DMSO, § (ppm)): 1,24-1,28 (s,12H, L3-L9-H); 1,67 (m, 2H, L2-H); 1,82
(s, 3H, M3a’-H); 2,18 (s, 3H, M5a-H); 2,21 (s, 2H, M5°-H); 2,23 (s, 2H, M4’-H); 3,15 (t, 2H,
L10-H); 3,38 (d, 2H, M1°-H); 3,64 (br. s, 2H, L1-H); 3,68 3,75 (2 x m, 2H, A5’-H); 3,79 (s,
3H, M6a-H); 4,18 (m, 1H, A4’-H); 4,37 (dd, 1H, A3’-H); 4,39 (d, 1H, A3’-OH); 4,75 (d, 1H,
A2’-OH); 4,95 (dd, 1H, A2’-H); 5,25 (t, 1H, M2’-H); 5,32 (s, 2H, M3-H); 5,92 (m, 2H, A1’-
H); 6,02 (br.s bs?, 1H, A6a-H); 6,97 (s, 1H, M6a’-H ); 7,07 (dd, 1H, A5’-OH); 8,17 (s, 1H,
C8-H); 8,21 (s, 1H, A 2-H); 8,22 (s, 1H, M8-OH).

MS (DHB) m/z obliczone dla CzsHs6NsOg 752,90; znalezione 753,4 (M+).
4.4. Synteza chronionych aminokwasowych pochodnych adenozyny

Chronione aminokwasowe pochodne adenozyny otrzymatem zgodnie z procedura opisang w

literaturze [90, 91].

4.4.1. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu
N-(fluorenylometyloksykarbonylo)-3-aminopropionowego 104a

42,3 mg (1,359 mmola) kwasu N-(fluorenylometoksykarbonylo)-g-alaniny, 42 mg (1,359
mmola) 2°,3"-O-izopropylidenoadenozyny (1,359 mmola), 18 mg DMAP (kat.) rozpuscitem
w 9 ml bezwodnego chloroformu. Nastgpnie dodatem 2x33 pl chlorku 2,4,6-trichlorobenzoilu

(2,04 mmola), 78 ul trietyloaminy (5,58 mmola) i mieszalem na mieszadle magnetycznym
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przez noc w temp. pok. Rozpuszczalnik oddestylowalem pod zmniejszonym cis$nieniem,
surowy produkt oczyscitem na TLC w uktadzie B. Otrzymatem 71,8 mg (wyd. 85%) produktu
104a, R+=0,5.

MS (DHB) m/z obliczone dla C31H32NsO7 600.6; znalezione 601,3 (M+H)".

4.4.2. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu
N-(fluorenylometyloksykarbonylo)-6-aminoheksanowego 104b

48 mg (1,359 mmola) kwasu N-(fluorenylometoksykarbonylo)-6-aminoheksanowego, 42 mg
(1,359 mmola) 2,3 -O-izopropylidenoadenozyny (1,359 mmola), 18 mg DMAP (kat.),
rozpuscitem w 9 ml bezwodnego chloroformu. Nastepnie dodatem 2 x 33 ul chlorku 2,4,6-
trichlorobenzoilu (2,04 mmola), 78 ul trietyloaminy (5,58 mmola) i mieszalem przez noc w
temp pokojowej. Rozpuszczalnik oddestylowatem pod zmniejszonym cis$nieniem, surowy
produkt oczyscitem na ptytkach TLC w ukladzie B. Otrzymatem 75 mg (wyd. 83 %)
produktu, R=0,49.

MS (DHB) m/z obliczone dla C3sH3sNsO7 642,70; znalezione 643,23 (M+H)".

4.4.3. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu
N-(fluorenylometyloksykarbonylo)-7-aminoheptanowego 104c

51 mg (1,359 mmola) kwasu N-(fluorenylometoksykarbonylo)-7-aminoheptanowego, 42 mg
(1,359 mmola) 2,3 -O-izopropylidenoadenozyny (1,359 mmola), 18 mg DMAP (kat.),
rozpuscitem w 9 ml bezwodnego chloroformu. Nast¢pnie dodatem 2 x 33 pl chlorku 2,4,6-
trichlorobenzoilu (2,04mmola), 78 pl trietyloaminy (5,58 mmola) i mieszatem przez noc w
temp. pok. Rozpuszczalnik oddestylowatem pod zmniejszonym ci$nieniem, surowy produkt
oczyscitem na ptytkach TLC w uktadzie B. Otrzymatem 84,8 mg (wyd. 91 %) produktu.
R=0,56

MS (DHB) m/z obliczone dla C3sHsoNsO7 656,73; znalezione 657,24 (M+).
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4.4.4. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu
N-(fluorenylometyloksykarbonylo)-8-aminooktanowego 104d

51,6 mg (1,359 mmola) kwasu N-(fluorenylometoksykarbonylo)-8-aminooktanowego, 42 mg
(1,359 mmola) 27,3 -O-izopropylidenoadenozyny (1,359 mmola), 18 mg DMAP (kat.),
rozpuscitem w 9 ml bezwodnego chloroformu. Nastepnie dodatem 2 x 33 ul chlorku 2,4,6-
trichlorobenzoilu (2,04 mmola), 78 ul trietyloaminy (5,58 mmola) i mieszalem przez noc w
temp. pok. Rozpuszczalnik oddestylowatem pod zmniejszonym ci$nieniem, surowy produkt
oczyscitem na ptytkach TLC w uktadzie B. Otrzymalem 72 mg (wyd. 77 %) produktu.
R:=0,52

MS (DHB) m/z obliczone dla C3sHa2NsO7 670,8; znalezione 671,4 (M+H)™,

4.4.5. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu
N-(fluorenylometyloksykarbonylo)-11-aminoundekanowego 104e

57,3 mg (1,359 mmola) kwasu N-(fluorenylometoksykarbonylo)-11-aminoundekanowego, 42
mg (1,359 mmola) 2,3 -O-izopropylidenoadenozyny (1,359 mmola), 18 mg DMAP (kat.),
rozpuscitem w 9 ml bezwodnego chloroformu. Nastepnie dodatem 2 x 33 ul chlorku 2,4,6-
trichlorobenzoilu (2,04 mmola), 78 ul trietyloaminy (5,58 mmola) i mieszalem przez noc w
temp. pok. Rozpuszczalnik oddestylowatem pod zmniejszonym ci$nieniem, surowy produkt

oczyscitem na TLC w uktadzie B. Otrzymatem 96 mg (wyd. 96 %) produktu, R+=0,65.

MS (DHB) m/z obliczone dla C3gHasNsO7 712,8; znalezione 713,4 (M+H)".

4.5. Deprotekcja Fmoc chronionych aminokwasowych pochodnych adenozyny

Deprotekcja aminokwasowych pochodnych adenozyny otrzymatem zgodnie z procedurg

opisang w literaturze [92].

Odpowiednig chroniong aminokwasowa pochodng 104a-e (1 mmol) rozpuscitem w
mieszaninie chlorku metylenu z dietyloaming w proporcji (1:1 v/v). Reakcj¢ mieszatem w
temp pokojowej przez noc. Po catkowitym przereagowaniu i sprawdzeniu na TLC w uktadzie
D CHCI3:CH3OH: (10:1 v/v), rozpuszczalniki oddestylowatem pod zmniejszonym cisnieniem
a produkty 105a-e oczyscitem na TLC w uktadzie D CHCI3:CH30H (10:1 v/v).
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4.5.1. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu 3-amino-
propionowego 105a

Otrzymatem 24 mg (wyd. 53 %).
MS (DHB) m/z obliczone dla C16H22NsOs 378,4; znalezione 379,2 (M+H)".

4.5.2. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu 6-amino-
heksanowego 105b

Otrzymatem 30 mg (wyd. 61 %).
MS (DHB) m/z obliczone dla C1gH28NsOs 420,5; znalezione 421,2 (M+H)".

4.5.3. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu 7-amino-
heptanowego 105c

Otrzymatem 26 mg (wyd. 46 %).
MS (DHB) m/z obliczone dla C20H30NsOs 434,5; znalezione 435,2 (M+H)".

4.5.4. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu 8-amino-
oktanowego 105d

Otrzymatem 22 mg (wyd. 50 %).
MS (DHB) m/z obliczone dla C21H32NeOs 448,5; znalezione 449,3 (M+H)",

4.5.5. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu 11-amino-
undekanowego 105e

Otrzymatem 37 mg (wyd. 56 %).

MS (DHB) m/z obliczone dla C24H3sNsOs 490,6; znalezione 491,4 (M+H)".

4.6. Synteza koniugatow MPA z aminokwasowymi pochodnymi adenozyny

W celu syntezy koniugatow MPA z aminokwasowymi pochodnymi adenozyny

wykorzystatlem aminokwasowe pochodne 105a-e.

W reakcji stosowalem MPA 40, odpowiednig aminokwasowa pochodng adenozyny
105a-e, DMAP, HOBt w bezwodnym DMF. Mieszaning chodzilem do 0 °C, po czym

dodawatem EDCI oraz HOBt. Cato$¢ mieszatem przez 4 h w 0 °C, a nast¢pnie w temp, pok.
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Przez 48 h. Postep reakcji kontrolowatem za pomocg TLC w uktadzie chloroform:metanol
(10:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji 1 oddestylowaniu DMF pozostalo§¢ oczyszczalem na

ptytkach TLC w uktadzie A chloroform:metanol (25:1 v/v).

4.6.1. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu N-mykofenoilo-3-
aminopropionowego 99a

50,3 mg (0,133 mmola) zwigzku 105a, 42 mg (0,133 mmola) MPA, 0,017ml (0,123 mmola)
TEA rozpuscitem w 7,5 ml bezwodnego DMF. Reakcj¢ ochtodzitem do temp. 0 °C i dodatem
28 mg (0,145 mmola) EDCI i 21 mg (0,145 mmola) HOBt. Otrzymatem 56,3 mg (wyd. 61 %)
produktu 99a, R+=0,47.

IH NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 1,53 (s, 3H, CHs), 1,71 (s, 3H, CHaupa), 2,06 (s, 3H,
CHampa), 2,07-2,10 (M, 4H, CHawpa), 2,16-2,21 (M, 2H, CHy), 2,93 (m, 2H, CHy), 3,27 (d,
J=6.8Hz, 2H, CHawpa), 3,67 (5, 3H, CHawpa), 4,14-4,15 (m, 1H, CH), 4,20-4,21 (m, 1H, CH),
4.,38 (m, 1H, CH), 5,02-5,04 (m, 1H, CH), 5,09 (t, J=6.8Hz, 1H, CHwpa,), 5,23 (s, 2H, CH),
5,44-5,46 (m, 1H, CH), 6,20 (d, J=1,9Hz, 1H, CH), 7,66 (bs, 1H, NH), 8,17 (s, 2H, NH2agc),
8,31 (s, 1H, CHage), 8,40 (s, 1H, CHage), 9,36 (bs, 1H).

MS (DHB) m/z obliczone dla C33Hs0NsO10 680,70; znalezione 681,28 (M*).

4.6.2. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu N-mykofenoilo-6-

aminoheksanowego 99b

55,8 mg (0,133 mmola) zwigzku 105b, 42 mg (0,133 mmola) MPA 40, 0,017 ml (0,123
mmola) TEA rozpuscitem w 7,5 ml bezwodnego DMF. Reakcje ochtodzitem do temp. 0 °C i
dodatem 28 mg (0,145 mmola) EDCI i 21 mg (0,145 mmola) HOBt. Otrzymatem 71,4 mg
(wyd. 73 %) zadanego produktu 99b, R+=0,6.

IH NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 1,14-1,16 (m, 2H, CHy), 1,23-1,25 (m, 2H, CHy), 1,32
(s, 3H, CHa), 1,38-1,41 (m, 2H, CH,), 1,53 (s, 3H, CHs), 1,71 (s, 3H, CHawpa), 2,06 (s, 3H,
CHawmpa), 2,07-2,10 (M, 4H, CHawpa), 2,15-2,21 (m, 2H, CH,), 2,92 (m, 2H, CH2), 3,27 (d,
J=6.8Hz, 2H, CHawpa), 3,67 (s, 3H, CHawpa), 4,14-4,15 (m, 1H, CH), 4,20-4,21 (m, 1H, CH),
4,38 (m, 1H, CH), 5,02-5,04 (m, 1H, CH), 5,09 (t, J=6.8Hz, 1H, CHupa,), 5,23 (s, 2H, CH),
5,44-5,46 (m, 1H, CH), 6,20 (d, J=1,9Hz, 1H, CH), 7,68 (bs, 1H, NH), 8,28 (s, 2H, NHaze),
8,31 (s, 1H, CHage), 8,40 (s, 1H, CHage), 9,38 (bs, 1H).
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MS (DHB) m/z obliczone dla C3sHssNsO10 722,78; znalezione 723,33 (M*).

4.6.3. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu N-mykofenoilo-7-
aminoheptanowego 99c

58 mg (0,133 mmola) zwigzku 105c, 42 mg (0,133 mmola) MPA 40, 0,017 ml (0,123 mmola)
TEA rozpuscitem w 7,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning reakcyjng ochtodzitem do temp. O
°C i dodatem 28 mg (0,145 mmola) EDCI i 21 mg (0,145 mmola) HOBt. Otrzymatem 56 mg
(wyd. 56 %) produktu 99c, R¢+=0,65.

IH NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 1,14-1,16 (m, 4H, CHy), 1,25-1,28 (m, 2H, CHy), 1,32
(s, 3H, CHa), 1,39-1,40 (m, 2H, CH,), 1,53 (s, 3H, CHs), 1,71 (s, 3H, CHawpa), 2,06 (s, 3H,
CHawmpa), 2,07-2,10 (M, 4H, CHampa), 2,18-2,20 (m, 2H, CHy), 2,92-2,93 (m, 2H, CHy), 3,27
(d, J=6.8Hz, 2H, CHampa), 3,68 (s, 3H, CHampa); 4,13-4,14 (m, 1H, CH), 4,20-4,21 (m, 1H,
CH), 4,38 (m, 1H, CH), 5,02-5,04 (m, 1H, CH), 5,09 (t, J=6.8Hz, 1H, CHwpa,), 5,23 (s, 2H,
CHy), 5,46-5,48 (m, 1H, CH), 6,18 (d, J=1.8Hz, 1H, CH), 7,42 (s, 2H, NHz2xq), 7,67 (bs, 1H,
NH), 8,17 (s, 1H, CHade), 8,30 (5, 1H, CHage), 9,35 (bs, 1H).

MS (DHB) m/z obliczone dla C37H4sNsO10 736,81; znalezione 737,35 (M*).

4.6.4. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu N-mykofenoilo-8-

aminooktanowego 99d

59,6 mg (0,133 mmola) zwigzku 105d, 42 mg (0,133 mmola) MPA, 0,017 ml (0,123 mmola)
TEA rozpuscitem w 7,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning reakcyjng ochtodzitem do 0 °C i
dodatem 28 mg (0,145 mmola) EDCI oraz (0,145 mmola) HOBt. Otrzymatem 62 mg (wyd.
61 %) produktu 99d, R=0,68.

IH NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 1,15-1,17 (m, 6H, CHz), 1,26-1,29 (m, 2H, CHy), 1,32
(s, 3H, CHa), 1,40-1,41 (m, 2H, CH,), 1,55 (s, 3H, CHs), 1,72 (s, 3H, CHawpa), 2,07 (s, 3H,
CHampa), 2,08-2,10 (M, 4H, CHawpa), 2,18-2,21 (M, 2H, CHy), 2,92-2,94 (m, 2H, CHy), 3,27
(d, J=6.8Hz, 2H, CHampa), 3,68 (s, 3H, CHaupa), 4,13-4,14 (m, 1H, CH), 4,20-4,21 (m, 1H,
CH), 4,38-4,39 (m, 1H, CH), 5,01-5,03 (m, 1H, CH), 5,09 (t, J=6.8Hz, 1H, CHwpa,), 523 (s,
2H, CH,), 5,46-5,48 (m, 1H, CH), 6,18 (d, J=1.8Hz, 1H, CH), 7,67 (bs, 1H, NH), 7,90 (bs,
2H, NHzace), 8,23 (S, 1H, CHage), 8,39 (s, 1H, CHage), 9,38 (bs, 1H).
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MS (DHB) m/z obliczone dla C3gHsoNsO10 750,84; znalezione 751,37 (M*).

4.6.5. Synteza estru 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu N-mykofenoilo-11-

aminoundekanowego 99e

65,2 mg (0,133 mmola) zwigzku 105e, 42 mg (0,133 mmola) MPA, 0,017 ml (0,123 mmola)
TEA rozpuscitem w 7,5 ml bezwodnego DMF. Mieszaning reakcyjng ochtodzitem do temp.
0 °C i dodatem 28 mg (0,145 mmola) EDCI i 21 mg (0,145 mmola) HOBt. Otrzymatem 74
mg (wyd. 69 %) produktu 99e, R+=0,7.

IH NMR (500 MHz, DMSO): § (ppm) 1,18 (m, 12H, CHs), 1,29 (m, 2H, CH,), 1,32 (s, 3H,
CHs), 1,41 (m, 2H, CHy), 1,53 (s, 3H, CHa), 1,72 (s, 3H, CHawpa), 2,07 (s, 3H, CHampa),
2,08-2,10 (M, 4H, CHawpa), 2,19-2,20 (M, 2H, CH,), 2,92-2,94 (m, 2H, CHy), 3,27 (d,
J=6.8Hz, 2H, CHawpa), 3,68 (s, 3H, CHawpa), 4,13-4,14 (m, 1H, CH), 4,21-4,22 (m, 1H, CH),
4,38-4,39 (m, 1H, CH), 5,02-5,04 (m, 1H, CH), 5,09 (t, J=6.8Hz, 1H, CHwpa,), 5,23 (s, 2H,
CHy), 5,46-5,48 (m, 1H, CH), 6,18 (d, J=2.4Hz, 1H, CH), 7,35 (s, 2H, NHz2x), 7,67 (bs, 1H,
NH), 8,28 (s, 1H, CHade), 8,31 (5, 1H, CHage), 9,35 (bs, 1H).

MS (DHB) m/z obliczone dla C3gHsoNsO10 792,92; znalezione 793,41 (M*).

Zwiazek 69a otrzymatem zgodnie z opisang procedurg [85].

4.7. Deprotekcja koniugatow MPA z aminokwasowymi pochodnymi adenozyny

Ogélna procedura. Odpowiedni koniugat MPA 105a-e rozpuscitem w metanolu (4 ml),
nastepnie dodatlem TFA (4 ml) i pozostawilem mieszaning na noc. Po przereagowaniu

substratow, rozpuszczalnik oddestylowatem pod zmniejszonym ci$nieniem, a surowy produkt
oczy$citem na TLC w uktadzie A lub B CHCI3:CH3OH (20-25:1 v/v). Dodatek 25 % NHz aq

0.1 v/v utatwiat separacje i otrzymanie produktéow 100a-e.

4.7.1. Ester adenozyl-5’-owy kwasu N-mykofenoilo-3-aminopropionowego 100a

Otrzymatem 32,5 mg (wyd. 61 %); R=0,39; temp. top. 56,6-57,5 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 1,71 (s, 3H, CHawmpa), 2,07 (m, 7H, CHawpa,
2XCHawmpa), 2,21 (m, 2H, CH>), 2,90 (m, 4H, CHa, CHawmpa), 3,68 (s, 3H, CHampa); 4,08 (m,
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1H, CH), 4,19-4,24 (m, 1H, CH), 4,31 (m, 1H, CH), 4,64 (m, 1H, CH), 5,10 (m, 1H, CHwmpa,),
5,24 (s, 2H, CHy), 5,40-5,60 (m, 1H, CH), 5,91 (m, 1H, CH), 7,71-7,82 (m, 1H, NH), 8,24 (s,
lH, CHade), 8,40 (S, 1H, CHade), 8,48 (S, 2H, NHZade), 9,35 (bS, 1H)

MS (DHB) m/z obliczone dla C3oHssNeO10 640,6; znalezione 641,3 (M+H)".

4.7.2. Ester adenozyl-5’-owy kwasu N-mykofenoilo-6-aminoheksanowego 100b
Otrzymatem 49 mg (wyd. 73 %); R=0,44; temp. top. 76,8-77,8 °C.

IH NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 1,16-1,28 (m, 4H, CHy), 1,41-1,42 (m, 2H, CHy), 1,71
(s, 3H, CHampa), 2,07 (M, 7H, CHampa, 2XCHampa), 2,21 (M, 2H, CH,), 2,90 (m, 4H, CH,,
CHampn), 3,68 (s, 3H, CHawpa), 4,08 (m, 1H, CH), 4,19-4,24 (m, 1H, CH), 4,31 (m, 1H, CH),
4,64 (m, 1H, CH), 5,10 (m, 1H, CHwea,), 5,24 (s, 2H, CH,), 5,40-5,60 (m, 1H, CH), 5,91 (m,
1H, CH), 7,71-7,82 (m, 1H, NH), 8,24 (s, 1H, CHad), 8,40 (s, 1H, CHage), 8,51 (s, 2H,
NHzace), 9,36 (bs, 1H).

13C NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 11.5, 16.5, 24.5, 26.3, 29.2, 33.7, 34.7, 35.5, 38.6,
41.8, 60.8, 64.2, 69.06, 70.7, 73.4, 82.0, 88.3, 107.4, 116.4, 119.5, 122.8, 122.9, 134.5, 140.9,
146.2, 146.5, 149.5, 151.1, 153.2, 163.0, 170.6, 171.9, 173.1.

MS (DHB) m/z obliczone dla Ca3H42NeO10 682,7; znalezione 683,3 (M+H)".
4.7.3. Ester adenozyl-5’-owy kwasu N-mykofenoilo-7-aminoheptanowego 100c
Otrzymatem 30 mg (wyd. 56 %); R=0,46; temp. top. 66,1-67,2 °C.

IH NMR (500 MHz, DMSO): & (ppm) 1,15-1,28 (m, 6H, CHy), 1,42-1,46 (m, 2H, CHy), 1,71
(s, 3H, CHawmpa), 2,07-2,09 (m, 7H, CHampa, 2XCHampa), 2,26 (m, 2H, CH2), 2,91 (m, 2H,
CHa2, CHawmpa), 3,28 (m, 2H, CHaz, CHampa), 3,68 (s, 3H, CHawrea); 4,08 (m, 1H, CH), 4,13-
4,24 (m, 1H, CH), 4,31-4,32 (m, 1H, CH), 4,64 (m, 1H, CH), 5,09 (m, 1H, CHupa,), 523 (s,
2H, CH,), 5,40-5,58 (m, 1H, CH), 5,91 (m, 1H, CH), 7,70-7,71 (m, 3H, NH, NHzse), 8,21 (s,
1H, CHae), 8,37 (5, 1H, CHace), 9,37 (bs, 1H).

13C NMR (500 MHz, DMSO): § (ppm) 11.5, 16.5, 24.8, 26.5, 28.5, 29.3, 33.7, 34.7, 35.6,
38.7, 41.8, 60.7, 64.1, 69.07, 70.7, 73.4, 82.0, 88.3, 107.4, 116.6, 119.5, 122.8, 122.9, 134.5,
140.7, 146.2, 149.6, 151.7, 153.2, 155.5, 163.0, 170.6, 171.9, 173.2.

MS (DHB) m/z obliczone dla C3sHsNsO10 696,8; znalezione 697,3 (M+H)".
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4.7.4. Ester adenozyl-5’-owy kwasu N-mykofenoilo-8-aminooktanowego 100d
Otrzymatem 35,8 mg (wyd. 61 %); R+=0,47; temp. top. 69,8-70,5 °C.

H NMR (500 MHz, DMSO): 5 (ppm) 1,18 (m, 6H, CHy), 1,45 (m, 2H, CHz), 1,71 (s, 3H,
CHawmpa), 1,98-2,09 (m, 7H, CHsmpa, 2XCHampa), 2,26 (m, 2H, CH>), 2,92 (m, 2H, CHo,
CHawmpa), 3,16-3,35 (m, 2H, CH2, CHawmpa), 3,67 (S, 3H, CHamea), 4,06 (M, 1H, CH), 4,15-
4,25 (m, 1H, CH), 4,31 (m, 1H, CH), 4,66 (M, 1H, CH), 5,10 (m, 1H, CHypa,), 523 (s, 2H,
CHy), 5,39-5,59 (M, 1H, CH), 5,90 (m, 1H, CH), 7,31 (s, 2H, NHzaqe), 7,69-7,94 (m, 1H, NH),
8,14 (s, 1H, CHade), 8,30 (s, 1H, CHage).

13C NMR (500 MHz, DMSO): § (ppm) 11.5, 16.5, 24.8, 26.7, 28.8, 29.5, 33.7, 34.7, 35.6,
36.2, 38.8, 41.8, 61.0, 64.1, 69.07, 70.7, 73.3, 81.9, 88.2, 107.4, 116.6, 119.6, 122.9, 134.4,
139.7, 140.2, 146.2, 149.8, 151.6, 153.1, 153.8, 156.5, 170.6, 171.9, 173.2.

MS (DHB) m/z obliczone dla CasHasNeO10 710,8; znalezione 711,4 (M+H)*.

4.7.5. Ester adenozyl-5’-owy kwasu N-mykofenoilo-11-aminoundekanowego 100e

Otrzymatem 49,4 mg (wyd. 69 %); R=0,49; temp. top. 67,3-68,8 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO): § (ppm) 1,17-1.20 (m, 12H, CH>), 1,43 (m, 2H, CHy), 1,71 (s,
3H, CHawmpa), 1,92-2,09 (m, 7H, CHawmpa, 2XCHampa), 2,27 (M, 2H, CHy), 2,94 (m, 2H, CH_,
CHawmpa), 3,14-3,31 (m, 2H, CHz, CHampa), 3,67 (s, 3H, CHawra), 4,07 (m, 1H, CH), 4.17-
4.24 (m, 1H, CH), 4,32 (m, 1H, CH), 4,68 (m, 1H, CH), 5,10 (m, 1H, CHuwmea,), 5,23 (s, 2H,
CHy), 5,39-5,58 (m, 1H, CH), 5,90 (m, 1H, CH), 7,53 (s, 2H, NH2age), 7,72 (m, 1H, NH), 8,12
(s, 1H, CHade), 8,32 (S, 1H, CHage).

MS (DHB) m/z obliczone dla CagHssNeO10 766,9; znalezione 767,7 (M+H)".

Zwigzek 69 otrzymalem zgodnie z opisang procedurg [85].

4.8. Materialy stosowane w badaniach biologicznych

Nazwa skrocona Charakterystyka Firma
RPMI-1640 Pozywka z L-glutaming i 2,0 g/l IMMUNIQ
NaHCOs (poj. 500 ml)

FBS Fetal Bovine Serum, qualified, heat Ptodowa surowica wolowa Life

inctivated, E.U.-approved, South (poj. 500 ml) Technologies
America Origin

PBS pH 7,4 W/O CAMG PLASTIC Bufor fosforanowy bez Life

endotoksyny (poj. 500 ml) Technologies
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P/S Penicillin-Streptomycin Sterile- | Sigma-Aldrich
Filtered (poj. 100 ml)
MTT Barwnik do testow Sigma-Aldrich
kolometrycznych
Thiazolyl blue tetrazolium
bromide - 98%
Thymidyne, [Methyl-*H] Odczynnik do testow PerkinElmer
aktywnosci proliferacyjnej
5 mCi (185 MBQ)
2,0 Ci/mmol (0,074
TBg/mmol)
5ml Aqueous soln. Steri-
packaged
Ficoll Paque Plus Fikol do izolacji limfocytow Sigma-Aldrich
1,078 g/ml (poj.100 ml)
CYTOSCINT™-ES LIQUID Plyn scyntylacyjny (poj. 1 gal) ABO
SCINTILLATION COCKTAIL
Koncowki do pipet Pojemnosci: 0,5-10 pl, 200 pl, MEDLAB-
1000 pl, klasa Superior, typ PRODUCTS
Eppendorf
Probowki Eppendorf Pojemnos¢ 1,5 ml z dnem MEDLAB-
stozkowym PRODUCTS
Falcon 96-well plate round bottom Ptytki 96-dotkowe z DIAG-MED
zaokraglonym dnem, pakowane
indywidualnie
Falcon 96-well plate flat bottom Ptytki 96-dotkowe z ptaskim DIAG-MED
dnem, pakowane indywidualnie
Probowki wir6wkowe Pojemnosci: 15 ml, 50 ml DIAG-MED
EasyFlask ™Nunclon™ Buteleczki hodowlane ALAB

(poj. 25 ml)

4.8.1. Linie komoérkowe

W testach wykorzystatem lini¢ komoérkowa ostrej biataczki limfoblastycznej typu

T-Jurkat z banku komorek znajdujacym si¢ w Zaktadzie Immunologii Klinicznej

I Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Komérki PBMC (komorki jednojadrowe krwi obwodowej) byly wyizolowane z

kozuszka leukocytarnego od anonimowych dawcéw z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa

1 Krwiolecznictwa w Gdansku.
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4.8.2. Podloza hodowlane

Linie komoérkowe Jurkat oraz PBMC hodowatem na podiozu ptynnym, o sktadzie:
RPMI-1640, FBS (10%) i 100 1U/ml penicyliny (P/S) oraz 100 pg/ml streptomycyny. Proces
przygotowania byt prowadzony w warunkach sterylnych, podloze przechowywane w

szklanych buteleczkach zabezpieczonych jalowym, gumowym korkiem.
4.9. Metody stosowane w badaniach biologicznych
4.9.1. Hodowla linii komérkowej Jurkat

4.9.1.1. Pasazowanie linii komorkowej

Zastosowana linia komoérkowa zalicza si¢ do komoérek zawiesinowych. Hodowle
prowadzitem cieplarce laboratoryjnej w warunkach: temperatura 37 °C, atmosfera
zawierajaca 5% CO». Pasazowanie odbywato si¢ w medium hodowlanym (P. 4.8.2.). Komorki
pasazowalem co 2 dni rozpipetowujac zawartos¢ buteleczki hodowalanej, nastgpnie
odwirowywatem 1 wigkszo$¢ zuzytej pozywki wraz z komoérkami usuwatem. Do pozostatych

komorek dodawatem medium hodowlane do objetosci nie przekraczajgcej 10 ml.

4.9.1.2. Rozmrazanie liniii komoérkowej

Komorki pobieratem w krioamputkach z banku komorek znajdujagcym sie¢ w cieklym
azocie 1 natychmiast rozmrazatem. Kolejno zawiesing odwirowywalem na wiréwce
labolatoryjnej przy parametrach: 1200 obr./min 4 min. Nadsacz usuwatem poprzez delikatne
zlewanie, a pozostatos¢ zalewatem pozywka, rozpipetowywatem i przenositem do buteleczek
hodowlanych. Cato$¢ uzupelniatem do objetosci nie przekraczajacej 10 ml medium

hodowalnym.
4.9.1.3. Mrozenie linii komérkowej

Zawiesing komoérek zywych odwirowywatem (przy parametrach: 1200 obr./min 4
min). Nadsacz zlewatem, a pozostato$¢ zawiesztem w pozywce z dodatkiem 10% FBS i 10%

DMSO (procentowe stezenia w finalnej objetosci). Tak przygotowane komorki umieszczatem
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w krioamputkach i umieszczalem w zamrazalce laboratoryjnej w temperaturze -80°C.

Nastepnie cato$¢ przenositem do banku komoérek w cieklym azocie.

4.9.2. Przygotowanie rozcienczen pochodnych adenozyny i koniugatow MPA

Wszystkie stezenia w zakresie 102-10° mg/ml przygotowywane byly metoda
seryjnych rozcienczen. Badane zwigzki rozpuszczalem w DMSO (dla pochodnych
aminoakilowych adenozyny 97a-h i opartych o nie analogéw MPA 98a-h) oraz etanolu (dla
analogow MPA 99a-e i 100a-e) i pozywce aby otrzymac roztwor wyjsciowy o stgzeniu 10
mg/ml przy zawarto$ci DMSO/etanolu nie przekraczajagcym zawartosci 5 % objetosciowo. W
ten sposob otrzymatem stezenia docelowe na phytkach: 102, 102, 1073, 10, 10°, 10° mg/ml.
Dla kazdego testu zastosowano rdéwniez stezenia kontrolne zwigzkow odniesienia: 6
(adenozyna), 40 (MPA), 69, 69a oraz rozpuszczalnikow (DMSO, etanol) w celu kontroli

rozpuszczalnika, jak rowniez pozywke bez badanych zwigzkéw z komoérkami 1 bez komorek.

4.9.3. Uzyskiwanie mononuklearnych komérek krwi obwodowej (PBMC)

Komorki PBMC uzyskiwatem z tzw. kozuszka leukocytarno-tytkowego,
pochodzacego z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i1 Krwiolecznictwa w Gdansku
(RCKiK). Otrzymany materiat do badan pochodzit od anonimowych, zdrowych dawcow, wg
kryteriow RCKIK. Kozuszek leukocytarny jest skladnikiem krwi i powstaje podczas
odwirowanie pelnej krwi, zawierajacej leukocyty oraz ptytki krwi. Krew rozcienczytlem
buforem PBS w stosunku 1:1 w probowce wirdbwkowej (typu corning) i nawarstwialem na
mieszaning Ficollu—Uropoliny (1:1). Cato§¢ wirowatem przez 15 min przy predkosci 2500
obr./min. Tak otrzymany, czgsciowo oddzielony “kozuszek” leukocytarny, znajdujacy si¢ na
granicy Ficollu i osocza delikatnie zbieralem przy pomocy pipety do proboéwki wirowkowe;.
Nastepnie przeptukatem dwukrotnie buforem PBS 1 odwirowatem. Tak otrzymane komorki
zawieszatem w medium hodowlanym przy zachowaniu parametrow 10° komorek na 1 ml

medium.
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4.9.4. Test kolometryczny MTT
4.9.4.1. Linia komorkowa Jurkat

Test uzytkowany jest w celu zdefiniowania zywotnosci komorek. Komorki gotowe do
testu zlewatem do probowki wirdwkowej, wirowatem 4 min. przy prgdkosci 1200 obr./min.
Nadsacz zlewatem a komorki zawieszalem w $wiezym medium hodowlanym. Komorki
umieszaczalem w ilosci 10°/dotek w 100 pl pozywki. Do dotkéw umieszczatem 100 pl
roztowru odpowiedniego analogu adenozyny/MPA (rozpuszczonego w pozywce oraz DMSO
-dla pochodnych aminoakilowych adenozyny 97a-h i opartych o nie analogobw MPA 98a-h
oraz etanolu- dla analogéw MPA 99a-e i 100a-e) przygotowanego wg pkt 4.9.2. w stezeniach
1071, 102, 10%, 10%, 10°, 10® mg/ml. Uwzgledniono réowniez stezenia kontrolne pozywki
(100 ul), rozpuszczalnika DMSO/etanol oraz zwigzkow odniesienia: 6, 40, 69, 69a.
Stosowatem dwukrotne powtorzenie dla kazdego z badanych stezen na plytce, oraz
wykonanie tych samych st¢zen na minimum trzech ptytkach. Plytki z komoérkami
inkubowatem 48h w cieplarce (37,5 °C, 5% CO2). Po tym czasie do kazdego dotka
dodawatem 20 pl roztworu MTT o stezeniu 5mg/ml H2O i nastepnie cato$¢ inkubowatem
kolejne 3 h. Kolejno do kazdego dotka dodawatem 100 ul izopropanolu z dodatkiem 0,4 N
HCl i ptytki wytrzasatem przez 15 min w celu rozpuszczenia krysztatkow formazanu.
Spektrofotometryczny odczyt absorbancji wykonywatem przy dlugosci fali 570 nm,
wykorzystujac czytnik mikroptytek (PerkinElmer, Vicxtor™ X4, 2030 Multilabel Reader) i
program PerkinElmer 2030 Manager.

4.9.4.2. PBMC

Komorki izolowatem wg procedury opisanej w pkt 4.9.3 i umieszczalem na ptytkach
96-dokikowych plaskodennych w ilosci 10°/dotek w 100 pl pozywki. Nastepnie do kazdego
dotka dodawatem rozcienczenia zwigzkow, wg schematu opisanego w punkcie 4.9.4.1.
Limfocyty stymulowatem monoklonalnymi przeciwciatami anti-CD3/anti-CD28 w ilosci 1
ul/dotek. Tak przygotowane plytki inkubowalem 48 h w cieplarce (37,5 °C, 5 % CO>). Po
tym czasie do kazdego dotka dodawatem 20 ul roztworu MTT o stgzeniu 5 mg/ml H2O i
nastepnie cato$¢ inkubowatem kolejne 3 h. Kolejno do kazdego dotka dodawatem 100ul
izopropanolu z dodatkiem 0,4 N HCl i ptytki wytrzasalem przez 15 min. w celu rozpuszczenia

krysztalkow formazanu. Spektrofotometryczny odczyt absorbancji wykonywatem przy
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dhugosci fali 570 nm, wykorzystujac czytnik mikroptytek (PerkinElmer, Vicxtor™ X4, 2030
Multilabel Reader) i program PerkinEImer 2030 Manager.

4.9.5. Test inkorporacji tymidyny znakowanej trytem

Test stosowany jest w celu okreslenia stopnia proliferacji. Ptytki 96-doktkowe
okraglodenne przygotowywane zostaly analogicznie do przedstawionego w pkt. 4.9.4.1.
Ptytki inkubowatem 72 h w cieplarce (37,5 °C, 5% CO>). Po tym czasie dodawatem sterylny
roztwor TdR-3H w pozywce (1950 pl pozywki+50 ul TdR-3H) w ilosci 20 pl/dotek i
inkubowatem kolejne 18 h. Po tym czasie komorki zbieralem na filtry celulozowe
wykorzystujac harvester komorek firmy Skatron, umieszczalem w pojemnikach do pomiaru
scyntylacyjnego i pozostawiatem do wysuszenia. Po wysuszeniu do pojemnikéw z filtrami
dodawalem plynu scyntylacyjnego, do momentu catkowitego zanurzenia filtrow z
komorkami. Tak otrzymane probki do badan poddawatem pomiarowy radioaktywnosci przy
uzyciu czytnika scyntylacyjnego fazy plynnej firmy Beckman, model LS 6000IC z

parametrem odczytu ustawionego na 5 min/probka.

97


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Celem mojej rozprawy doktorskiej byta synteza oraz badania biologiczne in vitro
nowych analogoéw kwasu mykofenolowego z pochodnymi adenozyny jako potencjalnych

lekoéw immunosupresyjnych stosowanych w przypadku odrzucania przeszczepow narzadow.

Zaprojektowatem 1 otrzymalem nowe analogi MPA w wyniku potaczenia wigzaniem

amidowym grupy karboksylowej czastki MPA z grupa aminowa:
- aminoalkilowe pochodnych adenozyny
- aminokwasowe pochodne adenozyny

Tak otrzymane zwiazki, tacznie z amidowymi pochodnymi adenozyny poddatem badaniom in
vitro w celu okreslenia potencjalnych wlasciwosci biologicznych wykorzystujac testy

cytotoksycznosci oraz proliferacyjne.

Pierwszym etapem syntez byto utworzenie aminoalkilowych pochodnych adenozyny,
wykorzystujac reakcje substytucji nukleofilowej pomiedzy rybozydem 6-chloropuryny a

roéznej dlugosci diaminami alifatycznych.

Etap obejmujacy otrzymywanie aminokwasowych pochodnych adenozyny
przeprowadzilem wykorzystujac reakcje estryfikacji Yamaguchi pomigdzy Fmoc
chronionymi aminokwasami a adenozyng z ostong izopropylidenowa. Poprzez wprowadzenie
modyfikacji poprzez dodanie kolejnej porcji odczynnika Yamaguchi, wzrosta wydajnos¢

reakcji.

W celu utworzenia wigzania amidowego pomigdzy MPA, a pochodnymi adenozyny
sprawdzilem szereg odczynnikéw kondensujacych (EDCI, EEDQ, DPPA, DCC, TBTU, T3P,
metoda mieszanych bezwodnikow) i opierajac si¢ na uzyskanych wynikach wytypowatem te,
ktére dawaly najwyzsza wydajnos$¢ polaczong z wysoka czysto$cig otrzymanych produktow
koncowych. Najkorzystniejsza okazala si¢ metoda oparta o EDCI i DMAP, cechujaca si¢
najwyzsza wydajnoscig oraz powodujaca dotadniejsze i prostsze oczyszczanie produktu.
Otrzymane zwigzki rozdzielatem 1 oczyszczatem wykorzystujgc kolumne chromatograficzng
oraz ptytki TLC. Struktury zwiazkéw koficowych potwierdzialem za pomoca widm ‘H NMR,

13C NMR oraz spektrometrii mas, a ich czysto$¢ sprawdzitem przy uzyciu HPLC.

Biorac pod uwagg wyniki badan biologicznych okreslitem wptyw tacznikoéw (dtugosc,
struktura) na aktywno$¢ immunosupresyjng.
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Na podstawie przeprowadzonych prac mozna sformutowac nast¢pujgce wnioski:

Badane amidowe pochodne adenozyny 97a-h oraz ich odpowiednie koniugaty z MPA 98a-h
wykazaly wigksza cytotoksyczno$¢ wzgledem odpowiednio adenozyny oraz MPA w tescie
MTT. Jedynym odstepstwem byty zwiaki 98a,b,e,f,g,h wzgledem komorek PBMC.

Nie stwierdzitem istotnej korelacji miedzy dlugosciag tacznika diaminy a wykazywana
aktywnoscig biologiczng.

Zwigzki 97a-h oraz 98a-h sa bardziej aktywne niz adenozyna zaré6wno wobec lini
komorkowej Jurkat, jak i PBMC.

Najwyzsza cytotoksyczno$cig w tej grupie charakteryzowal si¢ zwigzek 97d, dla ktorego
wartosci ICso sg znacznie nizsze niz dla adenozyny i MPA, zaréwno w stosunku do komorek
Jurkat (1C50=9,93 uM), jak i aktywowanych limfocytow PBMC (IC50=10,78 uM).
Modyfikacja MPA o amidowe pochodne adenozyny w tescie MTT wykazala wzrost
toksycznosci wobec komorek Jurkat. Ta samg korelacje zauwazytem w przypadku
amidoalkilowych pochodnych adenozyny wzgl¢dem adenozyny.

Amidoalkilowe pochodne adenozyny wykazaty wigksza toksycznos¢ w tescie MTT wobec
PBMC nizeli adenozyna. Odwrotng sytuacje zauwazytem w przypadku koniugatéw MPA
opartych o aminoalkilowe pochodne adenozyny z wyjatkiem zwigzkow 98c, 98d.

Przebadanie zwigzkéw w testach MTT oraz TdR-3H umozliwito ewaluacj¢ zwigzkéw o
mozliwie wysokiej aktywnoS$ci proliferacyjnej przy réwnoczesnie niskiej toksycznosci. Na tej
podstawie wyselekcjonowatem zwiazki: 97a, 98b oraz 98g.

Koniugaty MPA zawierajace aminokwasowe pochodne adenozyny z oslonigtymi grupami
hydroksylowymi wykazywaly wigkszg cytotoksyczno$¢ niz z wolnymi grupami
hydroksylowymi. Mozna wywnioskowa¢, ze usuni¢cie zabezpieczenia 2°,3’-O-
izopropylidenowego z grup hydroksylowych zmniejszyty cytotoksycznos¢ zwigzkow.
Stwierdzitem korelacje, ze wzrost dlugosci tacznika aminokwasowego miedzy aktywnymi
czasteczkami adenozyny i MPA powodowato zwigkszenie cytotoksycznosci zwigzkow.
Jednakze zalezno$¢ ta nie dotyczyta zwiazkow 99e i 100e.

Zwiazkek 100a wykazywal okoto 100-krotng wobec lini komorek Jurkat i okoto 10-krotnie
nizszg toksycznos¢ w porownaniu do MPA.

Testy antyproliferacyjne wykazaty, ze wszystkie badane zwiazki sg bardziej aktywne w
poréwnaniu do MPA wobec lini komoérkowej Jurkat. Natomiast odwrotng sytuacje¢ mozna

zaobserwowac w przypadku lini PBMC.
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Ostona grup hydroksylowych przy uzyciu ostony 2’,3’-O-izopropylidenowej zwigkszata
aktywnos$¢ antyproliferacyjng zwigzkow 99a-e w poréwnaniu do analogow bez ostony 100a-
€.

Najbadziej aktywnym okazat si¢ zwigzek 99d.

Test stabilno$ci analogow przeprowadzony na linii komorkowej Jurkat w oparciu o zwigzki
99b, 100b i dla porownania MPA wykazal, ze modyfikacja MPA aminokwasowymi
pochodnymi adenozyny przyspieszyta aktywno$¢ metaboliczng, a ostona 2°,3°-O-
izopropylidenowa wzmocnita jeszcze ten efekt.

Po obliczeniu wskaznika selektywnosci (SI), najbardziej obiecujgcym zwiazkiem okazat si¢
100e. Mimo nizszej wartosci ECso w poréwnaniu z MPA wobec PBMC ta pochodna okazata

si¢ mniej toksyczna wobec linii Jurkat i PBMC.
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6. SUMMARY

Transplatology is a branch of science that helps when the treatment of cells, tissues and
organs is ineffective and the only possible option for rescuing patients is transplantation. After
surgery, the body reacts to the transplant by activating the immune system and can lead to
rejection. In this situation, it is used immunosuppressive therapy which reduces the activity of
the immune system. The patient undergoes pharmacological treatment by administration
drugs from the time of surgery to the patient's death. One of the most commonly used drugs is
the MPA. Mycophenolic acid is a long-standing immunosuppressive drug that is available in
the treatment of acute rejection in the form of mycophenolate mofetil and mycophenolate
sodium. However, like every medicine has its limitations and side effects, and therefore
scientists are trying to improve its effect and overcome side effects by modifying it by
creating new analogues.

The objective of this dissertation was to plan, synthesize and examine biological activity
of innovative mycophenolic acid analogues, containing amino acid/amine adenosine
derivatives. The chemical part of the work involved synthesis of: amino adenosine derivatives
and their MPA-based analogues, amino acid adenosine derivatives and their conjugates with
MPA analogues. Synthesis of amino adenosine derivatives was accomplished according to the
method described by Bressi. Amino acid adenosine derivatives were obtain by Yamaguchi
estrification with few modyfications using Fmoc-protected amino acids with adenosine with
2°,3” hydroxyl groups protected by isopropylidene. To form an amide bond between MPA and
adenosine derivatives few methods were tested: EDCI/HOBt, EEDQ, DPPA/EtsN, DCC,
TBTU, T3P, mixed anhydride method. The highest yields and purities of new products were
achieve with EDCI/DMAP for amino-adenosine and EDCI/HOBt for amino acids-adenosine
MPA analogues.

Novel mycophenolic acid conjugates and amino adenosine derivatives were examined in
biological tests in vitro to evaluate immunosuppressive properties of the compounds. To
determine cytotoxicity was used MTT viability assay and for antiproliferative activity the
[*H]-thymidine incorporation test. Both tests were performed on lymphoid cell line Jurkat and
peripheral blood cells (PBMC) from healthy donors. Based on the tests | have set parameters
ICs0, ECs0 and selectivity index; the activity of newly analogues was compared to adenosine,
MPA respectively. This allowed to investigate structure-activity relationships (SAR) of new
compounds.

Based on obtained tests results two aminoadenosine-MPA and two amino acid-adenosine-
MPA analogues were selected for in vivo tests.
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9. Widma 'H NMR, 3C NMR przykladowych zwiazkéw

'H NMR N&-(2-aminoetylo)adenozyny 97a
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'H NMR N¢&-(3-aminopropylo)adenozyny 97b
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'H NMR Né-(4-aminobutylo)adenozyny 97¢
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'H NMR Né-(5-aminopentylo)adenozyny 97d
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'H NMR N&-(6-aminoheksylo)adenozyny 97e
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'H NMR N¢-(10-aminodecylo)adenozyny 97g
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'H NMR N8-(8-aminooktylo)adenozyny 97f
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'H NMR N-mykofenoilo-N8-(10-aminodecylo)adenozyny 98g

9570 18°9 09°2 8z v 912 EE°EES"0 S8°T 21T S0°2 £L°0 SL°0
SS°¢E 40 8 § LE°2 6S°2 veeor £0°2 LV°E BT°T 69°0 20°T 60°T 20T 02

=~ ! h £ v 5 9 ] 8 6

¥ / ,.\wl/. ™ ?\17.. n ;,)/\Jﬁ)w XYY ) _,? e \ A\ = "
| , \
f | \f ,

{f ”“. | _. A A I v x‘ hw
[ ____ | H} T_ o 1
L |
e
i ” _A
|

|
|

118

ujw GT 3wl (e30)
v1 01 ady

_ 005=SNLAALINN
HITOT T WdW :8L1d
aanjvladwal jJuaiquy
2U0390Y_:3UdALOS

HITOT T VdW

|d'Azpaimisow z ouesgod AZAIIM LSOW t/||\|ﬂ\\


http://mostwiedzy.pl

13C NMR N-mykofenoilo-N®-(8-aminooktylo)adenozyny 98f
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!H NMR Ester 2°,3’-O-izopropylidenoadenozylo-5’-wego kwasu N-mykofenoilo-7-
aminoheptanowego 99c
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13C NMR Ester adenozyl-5’-owy kwasu N-mykofenoilo-6-aminoheksanowego 100b
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