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SPIS SKRÓTÓW 
 

AcMPAG -  mykofenolan glukuronianu acetylu 

AMP -  adenozyno-5’-monofosforan  

ATP -  adenozyno-5’-trifosforan 

AZA -  azatiopryna  

AZT -  3’-azydo-3’-deoksytymida, azydotymidyna  

Boc -  tert-butoksykarbonyl 

BOP -  heksafluorofosforan benzotriazolo-1-iloksy- 

   tris(dimetyloamino)fosfoniowy 

CCA -  kwas α-cyjano-4-hydroksycynamonowy 

CHIKV -  chikunguna, choroba wirusowa przenoszona przez komary 

CIA -  model reumatoidalnego zapalenia stawów 

COESY -  spektroskopia korelacyjna (ang. Correlation Spectroscopy) 

COMU -  heksafluorofosforan 1-[1-cyjano-2-etoksy-2-  

   oksoetylidenoaminooksy)dimetyloaminomorfolino]uroniowy  

DC -  komórki dendrytyczne  

DCC -  N,N’-dicykloheksylokarbodiimid  

DEPBT -  3-(dietoksyfosforyloksy)-1,2,3-benzotriazyna-4(3H)-on 

DHB -  kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy 

DIC / DIPCDI -  diizopropylokarbodiimid 

DMAD -  acetylenodikarboksylanu dimetylu 

DMAP -  dimetyloaminopirydyna  

DMEM -  podłoĪe hodowlane z wysoką zawartoĞcią glukozy 

DMF -  N,N-dimetyloformamid  

DPPA -  difenylofosforyloazydek  
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EC50 - stĊĪenie hamujące (stĊĪenie powodujące zahamowanie proliferacji 

  50% komórek w stosunku do kontroli) 

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

EDQM -  Europejska Dyrekcja ds. JakoĞci Leków (ang. European  

  Directorate for the Quality of Medicines) 

EEDQ -  N-etoksykarbonylo-2-etoksy-1,2-dihdrochinolina 

E-IMP-NAD -  kompleks enzym-IMP-NAD  

EtOAc -  octan etylu 

F -  test Fishera 

FBS -  płodowa surowica wołowa (ang. Fetal Bovine Serum)  

FDA -  Amerykańska Agencja ds. ĩywnoĞci i Leków (ang. Food and 

   Drug Administration) 

Fmoc -  fluorenylo-9-metoksykarbonyl 

GDP -  guanozyno-5’-difosforan  

GMP -  guanozyno-5’-monofosforan  

GTP -  guanozyno-5’-trifosforan  

H5N1 -  wirus ptasiej grypy 

HCTU -  heksafluorofosforan 2-(6-dichloro-1H-benzotriazol-1-yl)- 

   N,N,N’,N’-tetrametyloamoniowy    

HDAC -  deacetylaza histonowa 

HDMC -  N-tlenek heksafluorofosforanu N-[(5-chloro-1H-benzotriazol-1- 

   ylo)dimetyloaminomorfolino]uroniowego 

HMBC -  heterojądrowa korelacja dalekiego zasiĊgu (ang. Heteronunlear  

   Multiple Bond Coherence) 

HMPA -  heksametylofosforoamid 

HOAt -  1-hydroksy-7-azobenzotraizol 

HOBt -  N-hydroksybenzotriazol 

HOOBt -  hydroksy-3,4-dihydro-4-okso-1,2,3-benzotriazyna 

HOSu -  N-hydroksysukcynoimid 

HPLC -  wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High-Performace 

   Liquid Chromatography) 

HSQC -  heterojądrowa korelacja sygnałów protonów (ang. Heteronunlear 

   Single Quantum Corrlation) 
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IC50 -  stĊĪenie hamujące (stĊĪenie powodujące cytotoksycznoĞć 50%  

   komórek w stosunku do kontroli) (ang. Inhibitory Concentration) 

IFN -  interferon 

IL-1, 2, 4, 6, 10  -  interleukina 1, 2, 4, 6, 10 

IMP -  5’-monofosforan inozyny  

IMPDH -  dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu 

KDIGO - (ang. Kidney Disease Improving Global Outcomes) 

LAP -  aminopeptydaza leucynowa 

LPS -  lipopolisacharydu 

MAP -  wielokrotny peptyd antygenowy (ang. Multiple Antigen Peptide) 

m-CPBA -  kwas m-chloronadbenzoesowy 

MDCK -  komórki psiej nerki Madin Darby 

MERS-CoV -  szczep koranowirusa powodujący ciĊĪką infekcjĊ dróg  

   oddechowych i niewydolnoĞć nerek 

MIC -  minimalne stĊĪenie inbitujące (ang. Minimal Inhibitory  

   Concentration) 

MMF -  mykofenolan mofetylu  

MPA -  kwas mykofenolowy 

MPAG -  mykofenolan glukuronianu fenylu  

MPS -  mykofenolan sodu  

MS -  spektrometria mas  

mTOR -  inhibitory sygnału proliferacji (ang. Mammalian Target Of 

   Rapamycin)  

MTT -  bromek 3-94,5-dimetylo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu  

NAD -  dinukleotyd nikotynamidoadeninowy  

NAD+/NADH -  dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma uleniona/forma 

   zredukowana)  

NB -  neuroblastoma 

NBS -  N-bromosukcynoimid 

NK -  komórki NK, naturalni zabójcy (ang. Natural Killers)  

NMM -  N-metylomorfolina 

NMR -  spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. 

    Nuclear Magnetic Resonance) 
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Nrp-1 -  neuropilina 1 

p -  istotnoĞć statystyczna 

PKPP -  fosforybozylopirofosforan  

PPi -  nieorganiczny pirofosforan  

SAR -  zaleĪnoĞć struktura-aktywnoĞć  

SARS-coV -  wirus ciĊĪkiego ostrego zespołu oddechowego 

SI -  współczynnik selektywnoĞci  

T3P -  bezwodnik propylofosforanowy (ang. Propylphosphonic  

   Anhydride) 

TATU/HATU - tetrafluoroboran/ heksafluorofosforan  2-(7-aza-1H-benzotriazolo- 

  1-yl)-N,N,N’,N’- tetrametyloamoniowy 

TBTU/HBTU - tetrafluoroboran/heksafluorofosforan O-benzotriazolo-1-yl-  

  N,N,N’,N’-tetrametylomocznik 

temp. pok. - temperatura pokojowa 

temp. top. - temperatura topnienia 

TFA - kwas trifluorooctowy 

TFFH - heksafluorofosforan tetrametylofluoroformamidyniowy 

THF - tetrahydrofuran 

TLC - chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin Layer  

  Chromatography)  

TMEDA - N,N,N',N'-tetrametyletylenodiamina 

TNF-α - czynnik martwicy nowotworów (ang. Tumor Necrosis Factor) 

TOCSY - korelacyjna spektroskopia zupełna (ang. Total Correlation  

  Spectroscopy) 

VEGF - czynnik wzrostu Ğródbłonka naczyniowego (ang. Vascular  

  Endothelial Growth Factor) 

VPD450 - fioletowy barwnik proliferacyjny (ang. Violet Proliferation Dye) 

XMP - 5’-monofosforan ksantyny  

XTT - sól sodowa 2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H- 

  tetrazolo-5-karboksyanilidu 
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STRESZCZENIE 
 

 Kwas mykofenolowy (MPA) oraz jego dwie stosowane klinicznie pochodne: 

mykofenolan sodu (MPS, CellCept) i mykofenolan mofetylu (MMF, Myfortic) są 
jednymi z najczĊĞciej uĪywanych leków hamujących proliferacjĊ limfocytów. 
Immunosupresanty te stosowane są zwłaszcza w przypadku transplantacji narządów 
unaczynionych takich jak: wątroba, serce i nerki [1] [2] [3]. Kwas mykofenolowy 

znalazł równieĪ zastosowanie w leczeniu chorób autoimmunologicznych. MPA jest 
niekompetycyjnym i odwracalnym inhibitorem dehydrogenazy inozyno-5’-
monofosforanu, głównie izoformy II, która obecna jest w aktywowanych limfocytach 

i komórkach nowotworowych [4]. Obok aktywnoĞci immunosupresyjnej, farmaceutyk 
wykazuje równieĪ właĞciwoĞci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe 
a takĪe przeciwnowotworowe. Niestety stosowanie omawianych Ğrodków 
immunosupresyjnych niesie ze sobą ryzyko upoĞledzenia układu immunologicznego, co 
moĪe siĊ objawiać wieloma efektami ubocznymi (m.in.: infekcjami bakteryjnymi, 

grzybicznymi, wirusowymi oraz dolegliwoĞciami układu pokarmowego, moczowo-

płciowego, krwionoĞnego czy nerwowego) [5]. Odpowiedzialnym za ten stan jest 

proces glukuronidacji kwasu mykofenolowego, w wyniku którego powstają dwa 
główne metabolity: farmakologicznie nie aktywny 7-O-glukuronid MPA (MPAG) oraz 

farmakologicznie aktywny acylowany glukuronid (AcMPAG) [6] [7]. Chcąc zwiĊkszyć 
selektywnoĞć oraz zminimalizować działanie uboczne kwasu mykofenolowego, 

nieustannie podejmowane są próby modyfikacji struktury MPA, które pozwoliłyby na 
otrzymanie leku lepiej tolerowanego przez organizm.  

 W ramach realizacji swojej pracy doktorskiej zaprojektowałam 
i przeprowadziłam syntezĊ nowych, oryginalnych struktur aminokwasowych 

i oligopeptydowych analogów MPA. W celu otrzymania aminokwasowych pochodnych 
kwasu mykofenolowego utworzyłam wiązanie amidowe pomiĊdzy cząsteczką MPA 
a estrami aminokwasów takimi jak: L-kwas asparaginowy, L-treonina, D-treonina, L-

izoleucyna, L-arginina, D-arginina oraz kwas aminomalonowy. Do syntezy tego typu 

związków posłuĪyłam siĊ odczynnikami kondensującymi tj. EDCI/DMAP oraz 
T3P/TEA. NastĊpnie przeprowadziłam hydrolizĊ estrów metylowych aminokwasowych 
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pochodnych MPA, wykorzystując wodorotlenek litu. Kolejną grupĊ otrzymanych 
przeze mnie związków stanowiły oligopeptydowe koniugaty MPA. Pochodne te 
zawierały w swojej strukturze tetrapeptydy takie jak tuftsyna, retro-tuftsyna oraz ich 

modyfikacje powstałe w wyniku utworzenia wiązania izopeptydowego na grupie İ-

aminowej lizyny, wykorzystując: glicynĊ, α-alaninĊ, ȕ-alaninĊ, walinĊ, leucynĊ 
i izoleucynĊ. SyntezĊ peptydów: tuftsyny i retro-tuftsyny przeprowadziłam w oparciu 
o metodĊ mieszanych bezwodników opisaną przez Dzierzbicką i wsp. [8] [9] [10] 

wykorzystując chloromrówczan izobutylu i NMM. Do połączenia tetra- 

i pentapeptydów z cząsteczką MPA uĪyłam odczynników sprzĊgających tj.: T3P/TEA 

(pochodne tuftsyny) i EDCI/DMAP (pochodne retro-tuftsyny). Struktury i czystoĞć 
wszystkich otrzymanych przeze mnie związków potwierdziłam metodami: 1

H NMR 
13

C 

NMR, MS i MS-HPLC. Dodatkowo wybrane związki scharakteryzowałam za pomocą 
technik: COSY, HMBC, HSQC, ROESY i TOCSY. 

 W celu sprawdzenia właĞciwoĞci immunosupresyjnych otrzymanych 
pochodnych przeprowadziłam badania biologiczne, obejmujące testy ĪywotnoĞci 
(MTT) oraz aktywnoĞci antyproliferacyjnej (VPD450, cytometria przepływowa). 
Badania te przeprowadziłam na limfoidalnej linii komórkowej T-Jurkat oraz 

mononuklearnych komórkach krwi obwodowej (PBMC) pochodzących od zdrowych 

dawców. Wykonane testy umoĪliwiły mi wyznaczenie wartoĞci IC50 i EC50 oraz dalej 

współczynnika selektywnoĞci SI. Na podstawie wartoĞci tego współczynnika byłam 
w stanie porównać stosunek cytotoksycznoĞci do aktywnoĞci MPA vs stosunek 

cytotoksycznoĞci do aktywnoĞci wszytskich badanych związków. Analiza tych danych 
umoĪliwiła wyselekcjonowanie związków (200, 201 i 285) o najniĪszej toksycznoĞci 
przy jednoczeĞnie najwyĪszej aktywnoĞci antyproliferacyjnej. Przeprowadziłam takĪe 
testy potwierdzające selektywnoĞć działania otrzymanych przeze mnie związków wobec 
IMPDH poprzez badanie aktywnoĞci antyproliferacyjnej (VPD450, cytometria 

przepływowa) wobec komórek PBMC z dodatkiem guanozyno-5’-monofosforanu. 

Wyniki tych badań umoĪliwiły stwierdzenie, Īe otrzymane przeze mnie związki 
wykazują taki sam mechanizm działania jak kwas mykofenolowy co potwierdza ich 
aktywnoĞć inhibującą wobec IMPDH. 

 AktywnoĞć przeciwnowotworową kwasu mykofenolowego oraz kilku 
wybranych aminokwasowych 200, 201, 203, 204, 207, 208, 210 i 211 oraz 

peptydowych 270 i 285 analogów MPA oceniliĞmy wobec komórek dwóch linii 
czerniaka amelanotycznego o róĪnym pochodzeniu: linia Ab czerniaka chomika 
Bomirskiego, linia A375 ludzkiego czerniaka oraz wobec komórek neuroblastomy 
SHSY5Y. Jako związki referencyjne uĪyliĞmy dwóch chemoterapeutyków: 
dakarbazyny i cisplatyny. ZauwaĪyliĞmy wyĪszą aktywnoĞć MPA w stosunku do obu 

linii czerniaka amelanotycznego niĪ dakarbazyna oraz porównywalną aktywnoĞć MPA 
do cisplatyny w stosunku do komórek neuroblastomy SHSY5Y. Pochodne kwasu 

mykofenolowego z estrem metylowym treoniny 200 i 201 wykazały wyĪszą aktywnoĞć 
wobec linia Ab czerniaka chomika Bomirskiego niĪ dakarbazyna.  
 SprawdziliĞmy równieĪ działanie przeciwbakteryjne otrzymanych związków 
przeciw szeĞciu szczepom referencyjnym: Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923,  

Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, 
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Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL), 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oraz trzem klinicznym: Staphylococcus aureus 

MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL+ i Klebsiella pneumoniae ESBL-. Pochodne 199, 

200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 odznaczały siĊ najwiĊkszą aktywnoĞcią przeciw S. 

aureus, z wyróĪnieniem wiĊkszej wraĪliwoĞci szczepu MSSA niĪ MRSA. W przypadku 
K. pneumoniae zwiĊkszonym działaniem przeciwbakteryjnym charakteryzowały siĊ 
związki 203, 273, 286 i 288 w porównaniu z macierzystym MPA oraz stosowanymi 

antybiotykami: kanamycyną i ampicyliną. 
  

 

 

WSTĉP 
 

 Wszystkie organizmy Īywe, od najbardziej prymitywnej bakterii, przez roĞliny 

do człowieka, rozwinĊły system obronny przeciw infekcjom. Ponad 150 lat temu 

ludzkoĞć zadała sobie pytanie „Dlaczego nie zawsze umiera siĊ z powodu infekcji?” 

[11]. Wszyscy ludzie codziennie naraĪeni są na działanie milionów potencjalnych 

patogenów, poprzez dotyk, połykanie czy wdychanie. WspółczeĞnie wiadomo, Īe 

organizm wykształcił system reakcji opornoĞciowo-obronnych na patogeny i inne 

substancje obce. ZdolnoĞć unikania infekcji zaleĪy od układu immunologicznego 

(odpornoĞciowego). Organizm naraĪony na patogeny wypracował nieswoisty/wrodzony 

system odpornoĞciowy [12]. Za nieswoistą obronĊ odpowiadają czynniki komórkowe, 
takie jak monocyty, makrofagi, neutrofile, eozynofile, bazofile, komórki NK, komórki 
tuczne i cytokiny. Mechanizmy odpornoĞci nieswoistej mogą działać praktycznie 

natychmiast po kontakcie z antygenem i czĊsto wystarczają do eliminacji patogenu. 

Niemniej jednak, ich działanie nie jest tak precyzyjne jak w przypadku mechanizmów 
swoistych i nie zawsze daje moĪliwoĞć usuniĊcia obcych antygenów. Ponadto 
odpornoĞć nieswoista nie moĪe wytworzyć pamiĊci immunologicznej. Do elementów 
odpornoĞci adaptacyjnej (nabytej, swoistej) zaliczane są przeciwciała oraz limfocyty T 
i B. Na wytworzenie tego typu odpornoĞci potrzebne jest kilka dni, lecz mechanizmy 
raz uruchomione skutecznie zwalczają patogeny. Działanie jest ukierunkowane na 

antygeny charakterystyczne dla poszczególnych drobnoustrojów [12] [13] [14]. 

 Proces modulacji układu immunologicznego nazywamy immunomodulacją, 
która polega na wzmacnianiu odpornoĞci oraz czynnoĞci samonaprawczych organizmu, 

ale takĪe ich osłabieniu w razie nadmiernej reakcji immunologicznej [15]. 

Immunomodulatory jako substancje wywierające okreĞlony wpływ na system 
immunologiczny moĪna podzielić na: Ğrodki: immunostymulujące (o działaniu 
pobudzającym) oraz Ğrodki immunosupresyjne (o działaniu tłumiącym). 
  Immunoterapia stosowana jest w leczeniu nowotworów oraz chorób 
autoimmunologicznych a takĪe podczas transplantacji [16]. Immunoterapia 

nowotworowa polega na leczeniu chorób nowotworowych poprzez wzmacnianie 
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naturalnych mechanizmów obronnych organizmu w walce z rakiem. Terapia ta 

wykorzystuje substancje wytworzone przez organizm bądĨ w laboratorium w celu 
poprawy lub przywrócenia funkcji układu odpornoĞciowego. Immunoterapia 
nowotworowa moĪe działać przez zatrzymanie bądĨ spowolnienie wzrostu komórek 
rakowych, wyeliminowanie przerzutów komórek nowotworowych do innych organów 
lub wspomaganie układu odpornoĞciowego do efektywniejszego działania i niszczenia 
komórek rakowych [13]. W przypadku chorób autoimmunologicznych układ 
odpornoĞciowy atakuje i ostatecznie niszczy własne tkanki. Leczenie polega miĊdzy 
innymi na stosowaniu leków immunosupresyjnych w celu zmniejszenia aktywnoĞci 
układu immunologicznego [14].  

 Transplantologia jest stosunkowo młodą dziedziną medycyny klinicznej 

zajmującą siĊ problematyką chirurgicznego przeszczepiania komórek, tkanek 
i narządów. Pierwsza zakończona sukcesem operacja przeszczepienia narządu miała 
miejsce w 1954 roku kiedy to Murray, Merrill i Harrison w ramach przeprowadzonej 

izotransplantacji, dokonali transferu nerki miĊdzy bliĨniĊtami monozygotycznymi [17]. 

W Polsce powodzeniem zakończył siĊ przeszczep wykonany w 1966 roku przez 
Nielubowicza oraz Orłowskiego [18]. Obecnie implantacje organów wykonywane są 
rutynowo, przede wszystkim u osób cierpiących na krańcową niewydolnoĞć takich 
narządów jak nerki, serce, wątroba, trzustka, płuca czy jelita [19] [20] [21] [22] [23]. 

Stosując transplantacjĊ komórek krwiotwórczych obecnych w szpiku, krwi obwodowej 
lub pĊpowinowej, istnieje moĪliwoĞć wyleczenia białaczki [19] [24] [25]. ZłoĪone 
przeszczepy wielotkankowe stosowane są podczas rozległych poparzeń czy uszkodzeń 
mechanicznych [19] [26] [27]. Z danych EDQM (European Directorate for the Quality 

of Medicines) wynika, Īe w 2016 roku w Europie zostało przeszczepionych ponad 33 
tysiące narządów [28]. Transplantacja stanowi czĊsto jedyną skuteczną formĊ terapii, 

ratującą bądĨ przedłuĪającą ludzkie Īycie, poprawiającą jego jakoĞć oraz umoĪliwiającą 
powrót do pełnej sprawnoĞci. Jednak przeszczep allogeniczny wywołuje silną reakcje 
odpornoĞciową – odrzucanie – w wyniku której odrzucany organ jest niszczony [2]. 

W proces odrzucenia zaangaĪowane są m. in. limfocyty T o fenotypie CD4+, CD8+, 

przeciwciała produkowane przez limfocyty T oraz inne prozapalne leukocyty [29] [30] 

[31]. MoĪemy wyróĪnić odrzut nadostry, ostry i przewlekły, które róĪnią siĊ miĊdzy 
sobą czasem wystąpienia odpowiedzi immunologicznej. Odrzucanie nadostre pojawia 

siĊ juĪ kilka minut po operacji i wiąĪe siĊ z usuniĊciem przeszczepu. Odrzucenie ostre 

pojawia siĊ po upływie kilku tygodni od implantacji. Najtrudniejsze do opanowania jest 
odrzucenie przewlekłe, które ujawnia siĊ kilka miesiĊcy od operacji i jest związane 
z wykształceniem opornoĞci wobec przeszczepionego organu [31] [5] [19]. W tym 

przypadku kluczowe znaczenie ma terapia immunosupresyjna, która rozpoczyna siĊ 
przed implantacją i kontynuuje po przeszczepie do końca Īycia. Stałą przyjĊtą zasadą 
jest kojarzenie ze sobą związków chemicznych o róĪnych mechanizmach działania 
immunosupresyjnego. Zazwyczaj jest to mieszanina leków np. związku z grupy 
glikokortykostreroidów (hamujący produkcjĊ cytokin biorących udział w aktywacji 
komórek), inhibitor kalcyneuryny (lek łączący siĊ z immunofiliną) oraz inhibitor 
proliferacji limfocytów [2]. Intencją takiego postĊpowania jest minimalizacja 
toksycznoĞci oraz wystĊpujących działań niepoĪądanych. Podawane leki 
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immunosupresyjne, powinny być selektywne, aby zmniejszyć ryzyko nadmiernej 
immunosupresji, co moĪe prowadzić do infekcji bakteryjnych, wirusowych, 
grzybiczych a takĪe zwiĊkszenia ryzyka nowotworzenia [32]. 

 DostĊpne na rynku farmaceutycznym związki o działaniu immunosupresyjnym 
moĪna podzielić na trzy główne grupy: [1] [2] [3]. 

- leki zmniejszające produkcjĊ cytokin  
 Glikokortykosteroidy: prednizon 1 (Encorton), prednizolon 2 (Encortolon), 

metyloprednizolon 3 (Advantan) 

 Inhibitory kalcyneuryny: cyklosporyna 4 (Cyclaid), takrolimus 5 (Tacni),  

 Inhibitory mTOR: sirolimus 6 (Rapamecyna), ewerolimus 7 (Certican) 

- preparaty białkowe  

 Przeciwciała monoklonalne (anty CD25) skierowane wobec receptorów IL-2: 

daklizumab (Zenapax), bazyliksymab (Simulect) 

 Przeciwciała lityczne, których funkcja polega na „zabijaniu” limfocytów: 
muromonab-CD3 (Orthoclone), rituximab (Rituxan), alemtuzumab (Campath) 

 Poliklonakne surowice antylimfocytarne: tymoglobulina (Thymoglobuline) 

- leki antyproliferacyjne: azatiopryna 8 (Azathiopiryne), kwas mykofenolowy 9/sól 
sodowa kwasu mykofenolowego 10 (Myfortic), mykofenolan mofetylu 11 (Cell Cept)  

 

 

Rysunek 1. Struktury stosowanych leków immunosupresyjnych zmniejszających produkcjĊ cytokin 1-7. 
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Rysunek 2. Struktury stosowanych leków antyproliferacyjnych 8-11. 

 Do połowy lat 90-tych ubiegłego wieku wĞród leków hamujących proliferacjĊ 
komórek, stosowana była głównie azatiopryna 8 (AZA). Znalazła ona zastosowanie 
w terapii po transplantacji nerki. Została ona jednak wyparta przez kwas mykofenolowy 

9 oraz jego pochodne – MPS 10 i MMF 11. Po zatwierdzeniu przez FDA w 1995 roku 

związki te stały siĊ szybko jednymi z najczĊĞciej stosowanych immunosupresantów, 
zwłaszcza w przypadku transplantacji narządów unaczynionych – wątroby, serca i nerek 
[1] [2] [3]. Ponadto kwas mykofenolowy 9 wykazuje nie tylko właĞciwoĞci 
immunosupresyjne ale teĪ przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne 

i przeciwwirusowe. Niestety stosowanie Ğrodków immunosupresyjnych niesie ze sobą 
konsekwencje. Najbardziej znamienny w skutkach jest brak selektywnoĞci, wywołujący 
ogólną supresjĊ i upoĞledzenie układu immunologicznego. Tak obniĪona odpornoĞć 
organizmu moĪe nie chronić przed infekcjami bakteryjnymi, wirusowymi czy 
grzybicznymi. Zostaje równieĪ zwiĊkszone prawdopodobieństwo nowotworzenia. [5]. 

Chcąc zminimalizować skutki uboczne, bardzo wiele oĞrodków naukowych na Ğwiecie 

nieustannie podejmuje próby zaprojektowania nowych lub modyfikacji juĪ istniejących 
leków, które byłyby lepiej tolerowane przez organizm.  
 Tematem niniejszej pracy jest projektowanie, synteza oraz badania 

mikrobiologiczne i biologiczne nowych związków opartych na strukturze pochodnych 

aminokwasowych i  oligopeptydowych (w tym pochodnych tuftsyny) kwasu 

mykofenolowego 9. Tuftsyna jako naturalny peptyd, powstaje w wyniki proteolizy 

łańcucha ciĊĪkiego immunoglobulin klasy G i działa jako immunomodulator aktywując 
komórki układu odpornoĞciowego i stymulując odpornoĞć nieswoistą. Dodatkowo 
peptyd ten wykazuje aktywnoĞć przeciwnowotworową, przeciwbakteryjną, 
przeciwgrzybiczą oraz przeciwwirusową [33]. W rozprawie przedstawiłam nowe, 

oryginalne struktury chemiczne otrzymanych pochodnych MPA oraz sposób ich 
połączenia, który powinien umoĪliwić zmniejszenie toksycznoĞci ogólnej MPA a takĪe 
zwiĊkszyć jego aktywnoĞć immunosupresyjną, przeciwnowotworową poprzez działanie 
addytywne/synergistyczne reszt oligopeptydowych i cząsteczki kwasu 
mykofenolowego. Poprzez oddziaływanie fragmentu peptydowego z układem 
immunologicznym oraz blokowanie syntezy puryn przez MPA, co powoduje 

obumieranie limfocytów, moĪliwe jest zwiĊkszenie specyficznoĞci oraz efektywnoĞci 
nowych otrzymanych związków. Ponadto w pracy doktorskiej przedstawiam badania 
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mikrobiologiczne związku macierzystego MPA oraz otrzymanych pochodnych na kilku 
wybranych szczepach bakteryjnych.  

 Pomimo, iĪ do tej pory otrzymano szereg pochodnych kwasu mykofenolowego 
to nadal trwają poszukiwania nowych analogów, które mogą przybliĪyć nas do 
otrzymania skutecznych leków, w tym immunosupresyjnych, przeciwnowotworowych 

czy przeciwbakteryjnych o ograniczonych działaniach ubocznych, nie podlegających 
eliminacji z komórki np. w wyniku działania mechanizmów opornoĞci wielolekowej. 
 

 

 

 

1. Kwas mykofenolowy 
 

 Kwas mykofenolowy (MPA) 9 (Rysunek 2) został wyizolowany po raz pierwszy 

1893 roku jako naturalny, produkt metabolizmu grzybów z rodzaju Penicillium. [34] 

[35] [36]. Odkrycia kwasu mykofenolowego dokonał włoski lekarz Bartolomeo Gosio 

podczas badań nad etiologią pelagry [37]. Struktura MPA została okreĞlona wiele lat 

póĨniej przez Clutterbucka i Raistricka [38]. MPA zawiera układ ftalidowy, w którym 
pierĞcień aromatyczny podstawiony jest grupą hydroksylową, metylową, metoksylową 
oraz szeĞciowĊglowym łańcuchem z wiązaniem podwójnym o konfiguracji trans 

i wolną grupą karboksylową (Rysunek 2) [38].  

 Kwas mykofenolowy wykazuje szerokie spektrum aktywnoĞci biologicznej [4]. 

MPA w medycynie zasłynął jako lek immunosupresyjny, hamujący proliferacjĊ 
limfocytów T. Stosowany jest zarówno podczas ostrego jak i przewlekłego odrzutu 
przeszczepu oraz naleĪy do grupy najczĊĞciej przepisywanych immunosupresantów 
[39] [40] [41] [4]. W wytycznych KDIGO (Kidney Disease. Improving Global 

Outcomes) 2009 roku zaleca siĊ aby lekiem pierwszego wyboru z medykamentów 
antyproliferacyjnych były mykofenolany [42].  

1.1. MPA jako inhibitor IMPDH 

  Dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu jest enzymem naleĪącym do grupy 
oksydoreduktaz. PoniewaĪ katalizuje on kluczowy moment biosyntezy de novo 

nukleotydów purynowych, jest on celem molekularnym dla leków 
immunosupresyjnych, do których zaliczany jest kwas mykofenolowy. Biosynteza 

nukleotydów purynowych odgrywa istotną rolĊ w proliferacji limfocytów [43]. Podczas 

nadmiernego namnaĪania siĊ limfocytów T i B, co jest charakterystyczne dla zaburzeń 
układu immunologicznego, dochodzi do zwiĊkszenia aktywnoĞci IMPDH, powodując 
otrzymanie wiĊkszej iloĞci nukleotydów guaninowych [44]. Natomiast w wyniku 

zahamowania aktywnoĞci IMPDH zmniejsza siĊ iloĞć nukleotydów guaninowych, 
powodując zmniejszenie iloĞci nukleotydów adeninowych. Sytuacja ta jest 
konsekwencją dwustopniowej przemiany monofosforanu inozyny (IMP) w adenozyno-

5’-monofosforan (AMP), w której guanozyno-5’-trifosforan pełni rolĊ kofaktora 
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(Schemat 1). W wyniku zmniejszenia iloĞci nukeotydów dochodzi do zaburzenia 
syntezy DNA i RNA co prowadzi do apoptozy [4]. 

 Dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu jest homotetramerem o masie 

cząsteczkowej 56 kDa i zbudowanym z 514 reszt aminokwasowych [45] [46]. Enzym 

wystĊpuje w postaci dwóch izoform –I oraz –II posiadających w 84% identyczną 
sekwencjĊ [46] [47]. Izoforma I wystĊpuje w prawidłowych komórkach, kontrolując 
takie procesy jak angiogeneza, regulacja translacji czy wiązanie DNA. Wybiórcza 
inhibicja aktywnoĞci izoformy I jest wystarczająca do zatrzymania wzrostu komórek 
Ğródbłonka, co skutkuje hamowaniem unaczynienia nowotworu [48]. Natomiast 

izoforma II dominuje w komórkach gwałtownie proliferujących takich jak aktywowane 
limfocyty [49], komórki nowotworowe [50] czy zainfekowane wirusem [51]. Kwas 

mykofenolowy skutecznie hamuje aktywnoĞć obu izoenzymów z piĊciokrotną przewagą 
inhibicji izoformy drugiej [4]. 

 
Schemat 1. ĝcieĪki biosyntezy nukleotydów purynowych [40]. 

 Dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu katalizuje NAD-zaleĪną reakcjĊ 
utleniania IMP do XMP, który przekształcany jest w GMP z wykorzystaniem glutaminy 
jako donora grupy aminowej. Katalizowana przez IMPDH reakcja rozpoczyna siĊ 
nukelfilowym atakiem siarki, naleĪącym do Cys331 z centrum aktywnego enzymu na 

pozycjĊ C2 pierĞcienia purynowego inozyno-5’-monofosforanu w wyniku czego 

powstaje kowalencyjny produkt poĞredni E-IMP. NastĊpnie w wyniku przeniesienia 
protonu E-IMP przekształca siĊ w E-XMP*, który ulega hydrolizie (Schemat 2). 

Etapem decydującym o szybkoĞci reakcji jest odłączenie XMP [43] [52] [53]. 
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Schemat 2. Mechanizm reakcji katalizowanej przez IMPDH [38]. 

 Analizując struktury krystalograficzne stwierdzono, Īe MPA wiąĪe siĊ 
z wczeĞniej utworzonym kompleksem E-IMP-NAD

+, a dokładniej do jego subdomeny 

N oraz czĊĞci subdomeny P. Ponadto pomiĊdzy cząsteczką MPA a enzymem IMPDH 
wystĊpują liczne wiązania wodorowe i interakcje Van der Waalsa. Atomy tlenu 

pierĞcienia laktonowego tworzą wiązania wodorowe z Thr333 i Gly326 naleĪącymi do 
enzymu. Grupa fenolowa oddziałuje z Thr 333 i Gln 441. Konfiguracja trans wiązania 
podwójnego w łańcuchu bocznym MPA umoĪliwia interakcje grupy karboksylowej 
z Ser 276 [52] [43] (Rysunek 3). W rezultacie modyfikacje tej grupy polarnej stanowią 
jedną z najbardziej obiecujących zmian w celu otrzymania nowych analogów MPA 
o ulepszonych właĞciwoĞciach terapeutycznych [54] [55]. 

 

  

Rysunek 3. Intereakcje MPA 9 z enzymem IMPDH [55]. 

 Kwas mykofenolowy jako inhibitor IMPDH powoduje redukcjĊ puli 
nukleotydów guaninowych, głównie GTP w komórkach [56]. Skutkuje to: 

zatrzymaniem cyklu komórkowego w fazie G1, zahamowaniem proliferacji limfocytów 
oraz dojrzewania komórek dendrytycznych, zahamowaniem produkcji przeciwciał 
stymulowanych mitogenami i antygenami, indukcjĊ apoptozy aktywowanych 
limfocytów T. NastĊpuje równieĪ inhibicja proliferacji limfocytów T oraz ich migracji 
do przeszczepu [57] [58] [56]. DziĊki wyczerpaniu nukleotydów guanozyny dochodzi 
do zmniejszenia moĪliwoĞci odrzucenia organu po przeszczepie. 
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1.2. Otrzymywanie MPA 

 Kwas mykofenolowy moĪe być otrzymywany na drodze procesów 
biotechnologicznych, wykorzystujących namnaĪanie komórek mikroorganizmów 
produkujących MPA a takĪe na drodze syntezy chemicznej. Druga z wymienionych 
metod prowadzi nie tylko do otrzymania samego kwasu mykofenolowego, ale równieĪ 
pozwala na wprowadzanie modyfikacji w strukturze omawianego farmaceutyku. 

1.2.1. Biosynteza MPA  

 Kwas mykofenolowy moĪe być otrzymywany jako metabolit grzybów z rodzaju 
Pennicillium, wyróĪnia siĊ: P. brevicompactum, P. requeforti oraz P. stoloniferum [34] 

[35] [36]. MPA moĪe być równieĪ produkowany przez inne rodzaje szczepów takie jak: 
Byssochlamys nivea [34]. Izolowane są równieĪ naturalne analogi MPA z szczepów 
grzybów Pennicillium SOF07 [59] oraz z Laetiporus sulphureu [60]. Biosynteza MPA 

obejmuje dwa podstawowe szlaki charakterystyczne dla metabolitów: poliketydowy 

(dający początek układowi ftalidowemu) oraz izoprenoidowy (alifatyczny łańcuch 
boczny MPA) [61]. 

1.2.2. Synteza chemiczna MPA 

 Synteza kwasu mykofenolowego ma przewagĊ nad biosyntezą, ze wzglĊdu na 
umoĪliwianie korzystnych modyfikacji w strukturze MPA. Opracowanie metody 
chemicznej, (która mogłaby być stosowana w przemyĞle) opisywanego farmaceutyku 
nie było łatwe ze wzglĊdu na jego skomplikowaną strukturĊ. W celu jak najwiĊkszego 

obniĪenia kosztów stosuje siĊ proste, komercjalnie dostĊpne substraty, jednak synteza 
kwasu mykofenolowego jest bardzo pracochłonna i Īmudna [62] [4]. W literaturze 

chemicznej do tej pory opisanych zostało juĪ wiele metod syntezy MPA m.in. syntezy: 

Bircha i Wrighta [63], Canonica [64], Danheiisera [65], Pattersona [66], de la Cruza 

[67], Ple [68] oraz Covarrubiasa-Zuninga [69] [70].  

 W laboratorium kwas mykofenolowy po raz pierwszy otrzymali Birch i Wright 

w 1969 roku [63]. Schemat 3 przedstawia opracowaną przez nich ĞcieĪkĊ syntetyczną. 
Wychodząc z eteru dimetylowego rezorcynolu 12 pierwszy etap stanowi reakcja 

formylowania Vilsmeiera-Haacka oraz redukcja Wolffa-KiĪnera. Kolejno związek 13 

zostaje poddany reakcji Bircha, w której jako reduktor wykorzystano sód w ciekłym 
amoniaku, otrzymując dihydropochodną, która potraktowana tert-butanolanem potasu 

w DMSO izomeryzuje tworząc związek 14. NajwaĪniejszym etapem jest cykloaddycja 
Aldera-Rickerta acetylenodikarboksylanu dimetylu (DMAD) z 1,3-dimetoksy-4,6-

dimetylcykloheksa-1,3-dienem 14 prowadząca do estrowej pochodnej kwasu ftalowego 

15. NastĊpne etapy polegają na uformowaniu układu ftalidowego 16: redukcja jednej 

z grup estrowych do alkoholu wykorzystując trichlorek boru i nastĊpcza cyklizacja. 
Kolejny etap to O-alkilowanie związku 16 za pomocą bromku allilu i przegrupowania 
Claisena eteru 17 do fenolu 18. NastĊpny etap to ozonoliza związku 18 i reakcja Wittiga 

oraz reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa, karbonylowego produktu ozonolizy, 

prowadząca ostatecznie do estru kwasu mykofenolowego. Ostatni etap tej syntezy to 
zasadowa hydroliza prowadząca do MPA 9 [63].  
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Schemat 3. Synteza MPA zaproponowana przez Bircha i Wrighta [63]. 

 Jedną z najbardziej popularnych metod otrzymywania MPA jest synteza 

Pattersona (Schemat 4) [66]. W syntezie tej 2-hydroksy-4-metoksybenzoesan metylu 20 

traktowany bromkiem allilu wobec K2CO3 daje produkt alkilowany, który traktowany 

Et2NLi daje N,N-dimetylo-4-metoksy-2-(prop-2-enylo)benzamid 21. NastĊpnie 
w wyniku przegrupowania Claisena związek 21 przekształca siĊ w fenol 22. Reakcja 

prowadzona jest w  tetrametylobenzenie. W kolejnym etapie przeprowadza siĊ 
bromowanie tego związku a nastĊpnie metylowanie poprzedzone osłoniĊciem grupy 
hydroksylowej. Otrzymany związek 23 formyluje siĊ za pomocą dimetyloformamidu, 

a nastĊpnie redukuje do alkoholu przy uĪyciu hydroboranu sodu. Cyklizacja związku 23 

katalizowana przez kwas octowy prowadzi do 24, który nastĊpnie poddano ozonolizie 

otrzymując aldehyd 25. NastĊpnie za pomocą bromku 2-propylenomagnezu związek 25 

przekształcono w alkohol allilowy 26. W wyniku przegrupowania [3,3]-

sigmatropowego otrzymano alken o konfiguracji trans 27, który poddany deprotekcji 
i zasadowej hydrolizie prowadzi do otrzymania kwasu mykofenolowego 9 [66].  
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Schemat 4. Synteza MPA zaproponowana przez Pattersona [66]. 

 W naszej grupie badawczej opracowaliĞmy modyfikacje wyĪej wymienionej 
syntezy. WykorzystaliĞmy tanie i powszechnie dostĊpne rozpuszczalniki takie jak: 
tetralina, nitrobenzen czy 3,4-dimetylochlorobenzen jako rozpuszczalniki do 

przeprowadzenia reakcji przegrupowania Claisena (21 do 22), co pozwoliło na 
podwyĪszenie wydajnoĞci tego etapu z 15% (procedura Pattersona z dostĊpnym 
izomerem 1,2,4,5-tetrametylobenzenu jako rozpuszczalnikiem) do 73% w przypadku 

tetraliny, 72% dla nitrobenzenu i 56% dla 3,4-dimetylochlorobenzenu [71]. 

 Chcąc zastąpić reakcjĊ ozonolizy w syntezie zaproponowanej przez Pattersona 
spróbowano wykorzystać utlenienie alkenu 24 za pomocą m-CPBA w CH2Cl2. Podobną 
procedurĊ wykorzystał Ple i wsp. [68]. Reakcja przebiegała z 80% wydajnoĞcią 
i prowadziła do otrzymania epoksydu. Niestety epoksyd okazał siĊ na tyle stabilny, Īe 
nie udało siĊ go poddać dalszej konwersji za pomocą NaIO4 do poĪądanego aldehydu. 
W związku z tym spróbowano poddać alken utlenianiu za pomocą nadmanganianu 
potasu i nadjodanu sodu. W wyniku tak przeprowadzonej reakcji otrzymano aldehyd 25 

z 73% wydajnoĞcią [71]. 
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 Schemat 5. Synteza MPA zaproponowana przez Brookesa [72]. 

 Najnowszą z metod otrzymywania MPA jest synteza opisana przez Brookesa 

i  wsp. w  2013 roku (Schemat 5) [72]. W reakcji kwasu Meldruma 29 z estrem 

metylowym kwasu 6-hydroksy-4-metyloheks-4-enowego 30 otrzymano pochodną 

kwasu malonowego, która nastĊpnie traktowana chlorkiem oksalilu w DMF prowadzi 

do chlorku kwasowego 31. W nastĊpnym etapie związek 31 w reakcji z solą litową 
dioksynonu 32 daje ester 33. Kolejnym krokiem jest reakcja estru 33 z chlorkiem 

acetoksyacetylu, w wyniku której powstaje związek 34. NastĊpnym etapem są reakcje 
dekarboksylacji (katalizowana palladem) i alkenylacji, które to zachodzą 
regioselektywnie i prowadzą do diketodioksanonu 35 [73]. Związek 35 traktowany 

morfoliną w tetrahydrofuranie a nastĊpnie jodkiem metylu wobec wĊglanu cezu w THF 
prowadzi do pochodnej 36, która pod wpływem wĊglanu potasu w  metanolu daje 

pochodną 37. W dalszych etapach nastĊpuje bromowanie i metylowanie w pozycji 4 
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pierĞcienia benzenowego. W tym celu zabezpieczono wiązanie podwójne związku 37 w 

reakcji z jodem i tert-butyloaminą, otrzymując mieszaninĊ diastereoziomerów 38 i 39. 

Otrzymany jodoeter 39 jest bromowany za pomocą NBS w obecnoĞci kwasu 
siarkowego dając związek 40, który jest metylowany kompleksem DIBACO-(AlMe3)2. 

Otrzymany mykofenolan metylu 28 poddano hydrolizie monohydratem wodorotlenku 

litu otrzymując MPA 9 [72]. 

1.3. WłaĞciwoĞci biologiczne MPA i jego analogów 

  Jak juĪ wczeĞniej wspomniałam kwas mykofenolowy charakteryzuje siĊ 
szerokim spektrum aktywnoĞci biologicznej, której mechanizm polega na inhibicji 

enzymu IMPDH. W  poniĪszych podrozdziałach przedstawiam najwaĪniejsze 
właĞciwoĞci MPA, a takĪe jego analogów. 

1.3.1. Działanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe 

  MPA to jeden z najwczeĞniej poznanych związków o działaniu antybiotycznym. 
Przyczyną zainteresowania i wyizolowania kwasu mykofenolowego było odkrycie, Īe 
szczep grzyba Penicillium brevicompactum produkuje materiał hamujący wzrost 
Staphylococcus aureus (gronkowiec złocisty). Teraz juĪ wiadomo, Īe aktywnym 
związkiem odpowiedzialnym za inhibicjĊ gronkowca był MPA. Co wiĊcej zauwaĪono, 

Īe wyizolowany metabolit grzybowy wykazuje aktywnoĞć przeciwbakteryjną 
przeciwko anthrax bacterium (laseczkom wąglika) [37] [74]. 

 Znacznie póĨniej w 1968 roku stwierdzono, Īe MPA wykazuje właĞciwoĞci 
przeciwgrzybowe w stosunku do Cryptococcus neoformans (grzybica, atakująca 
oĞrodkowy układ nerwowy, płuca, skórĊ i tkankĊ podskórną) i Blastomyces dermatitidis 

(droĪdĪyca, choroba Gilchrista). ZauwaĪono równieĪ aktywnoĞć wzglĊdem kilku 

gatunków Trichophyton (grzybica skóry, paznokci itd.) [37]. 

 

Rysunek 4. Struktura 7-chloro-4,6-dimetoksy-1(3H)-izobenzofuranu 41 i koniugatu MPA z dinukleotydem 

nikotynoamidoadeninowym (NAD) 42. 

 RównieĪ, niektóre pochodne MPA odznaczają siĊ aktywnoĞcią 
przeciwdrobnoustrojową. Związek 7-chloro-4,6-dimetoksy-1(3H)-izobenzofuran 41 

(Rysunek 4) wyizolowany z hodowli grzyba Leucoagaricus carneifolia wykazywał 
selektywną aktywnoĞć przeciw Botrytis cinerea (gronkowiec szary) z minimalnym 

stĊĪeniem zahamowania wzrostu (MIC) wynoszącym 20 μg/ml [75].  

 Pankiewicz i wsp. w 2014 roku otrzymali szereg koniugatów MPA 
z dinukleotydem nikotynoamidoadeninowym (NAD), z poĞród których np. związek 42 

(Rysunek 4), charakteryzował siĊ aktywnoĞcią antybakteryjną w stosunku do 

Mycobacterium tuberculosis (prątki gruĨlicy) (Ki wynoszące 1,5-2,2 µM) [76]. 
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1.3.2. Działanie przeciwwirusowe 

 W ostatnich latach stwierdzono działanie antywirusowe kwasu 
mykofenolowego, polegające na hamowaniu replikacji niektórych wirusów in vitro 

i  potĊgowaniu efektu inhibicji guanozynowych pochodnych leków takich jak: 
acyklowir, penciklowir i ganciklowir. Ponadto kwas mykofenolowy moĪe równieĪ 
wspomagać leczenie ludzkiego wirusa niedoboru odpornoĞci [77]. MPA i rybawiryna, 

(oba inhibitory IMPDH) wzmacniają równieĪ aktywnoĞć, analogów guanino- 

i diaminopurynowych nukleozydów, przeciwko wirusowi zapalenia wątroby typu B 
[78]. Połączenie równieĪ dwóch inhibitorów SARS-coV (wirus ciĊĪkiego ostrego 
zespołu oddechowego): 6-merkaptopuryna (6MP) i 6-tioguanina (6TG) z lekiem 

immunosupresyjnym – kwasem mykofenolowym pozwoliło na skuteczne zahamowanie 
koranowirusa MERS-CoV (nowy szczep koranowirusa powodujący ciĊĪką infekcjĊ 
dróg oddechowych i niewydolnoĞć nerek) [79].  

 Ponadto MPA wykazuje aktywnoĞć antywirusową przeciwko np.: wirusowi 
Denge (choroba przenoszona przez komary) [80], reowirusom ptasim [77], rotawirusom 

(infekcje enterocytów jelita cienkiego bĊdącymi przyczyną zapalenia Īołądka i jelit 
u dzieci) [81] oraz chikunguny (CHIKV) (choroba wirusowa przenoszona przez 

komary) [82]. Natomiast mykofenolan mofetylu poprzez swoje supresyjne działanie na 
IMPDH wykazał inhibicjĊ replikacji ptasiej grypy H5N1 na linii komórkowej MDCK 
(komórki psiej nerki Madin Darby) oraz myszy [83]. 

1.3.3. Działanie przeciwnowotworowe i immunosupresyjne 

 Pierwsze wzmianki na temat działania immunosupresyjnego kwasu 
mykofenolowego pojawiły siĊ w 1969 roku. Planterose doniósł o działaniu 
immunosupresyjnym tego związku w przypadku miĊsaka mysiego [84]. Tego samego 

roku Mitsiu i Suzuki zaobserwowali, Īe MPA zmniejsza reakcjĊ immunologiczną 
u myszy, którym podano owcze erytrocyty [85]. Dalsze testy przeprowadzone na 

szczurach ujawniły, Īe MPA silnie hamuje reakcje ostrego jak i przewlekłego 
odrzucania przeszczepu serca [86]. 

 Obecnie MPA stosowany jest jako Ğrodek immunosupresyjny. Jednak ze 

wzglĊdu na fakt, Īe jest on silnym inhibitorem IMPDH głównie izoformy II, która 
znajduje siĊ oprócz aktywowanych limfocytów równieĪ w komórkach nowotworowych, 
lek mógłby znaleĨć równieĪ potencjalnie zastosowanie jako chemoterapeutyk. Niestety 

jego niekorzystny metabolizm, który dezaktywuje farmaceutyk znacznie ogranicza 
wykorzystanie jego właĞciwoĞci przeciwnowotworowych [87].  

 Do tej pory przeprowadzano róĪne modyfikacje pierĞcienia laktonowego 43a-f 

i aromatycznego 44a-h, 45a-d MPA (Rysunek 5). Jednak wszystkie utworzone 

pochodne okazały siĊ słabszymi inhibitorami IMPDH II w porównaniu z opisywanym 

związkiem macierzystym. Jedynie zastąpienie grupy metoksylowej jednostką winylową 
44a, etylową 44b czy metylową 44c prowadziła do otrzymania związku o podobnej 
bądĨ wyĪszej aktywnoĞci w stosunku do MPA. Tworzono monocykliczne fenole 46a-h 

z których chlorofenolowa pochodna 46b okazała siĊ najaktywniejsza inhibitorem 

enzymu IMPDH. Wprowadzenie w miejsce grupy fenolowej – funkcjĊ aminowa nie 

przyniosło korzystnych rezultatów. Monocykliczne aminy 47a-f charakteryzowały siĊ 
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30-krotnym spadkiem aktywnoĞci biologicznej [88]. W 2010 roku zespół 
Mitsuhashiego [89] ustalił, Īe grupa hydroksylowa, jak równieĪ metylowa w pierĞcieniu 
aromatycznym oraz wiązanie trans w łańcuchu bocznym jest niezbĊdne do zachowania 
aktywnoĞci biologicznej kwasu mykofenolowego. Grupy te wchodzą w intereakcje 
z aminokwasami naleĪącymi do IMPDH (Rysunek 3), a wiązanie trans powoduje 

odpowiednie ułoĪenie grupy karboksylowej. Obecnie wiĊkszoĞć projektowanych 
pochodnych kwasu mykofenolowego opiera siĊ na modyfikacjach w szeĞciowĊglowym 
łańcuchu bocznym, pozostawiając ugrupowanie ftalidowe nienaruszone [4]. Wiązanie 
wodorowe pomiĊdzy grupą karboksylową MPA a Ser276 naleĪącą do IMPDH jest 
jedną z waĪniejszych interakcji w kompleksie MPA-IMPDH. Badania potwierdzają, Īe 
modyfikacje tej polarnej grupy na końcu łańcucha MPA są najbardziej znaczące 
podczas projektowania nowych analogów kwasu mykofenolowego [62]. 

 

Rysunek 5. Modyfikacje wprowadzane do struktury MPA 9: modyfikacje w pierĞcieniu laktonowym 43a-f, 

aromatycznym 44a-h i 45a-d, monocykliczne fonole 46a-h oraz monocykliczne aminy 47a-f [69]. 

 W 2002 roku Pankiewicz i wsp. opisali nowy inhibitor (koniugat kwasu 

mykofenolowego i rybonukleozydu) MAD 48, który okazał siĊ interesującym 
związkiem do dalszej modyfikacji jako aktywny, selektywny i mniej toksyczny 

inhibitor IMPDH, odporny na glukuronidacjĊ pomimo swojej słabszej aktywnoĞci od 

MPA 9 [90]. 
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Rysunek 6. Struktura MAD 48 [90]. 

 

 W 2014 roku Felczak i wsp. modyfikując strukturĊ MAD 48 otrzymali analogi 

48a-f (Rysunek 7), które poddali badaniom jako inhibitory IMPDH oraz inhibitory 

proliferacji nowotworowych linii komórkowych takich jak K562, HeLa oraz HT29. 
Stwierdzono, Īe związki 48a-f znacznie silniej hamowały IMPDH od MAD 48, 

a  najlepszym inhibitorem okazał siĊ analog 4-pirydylo MAD 48c. Podczas badań 
inhibicji proliferacji nowotworowych linii komórkowych, związek 48c okazał siĊ 
najaktywniejszy. Dla analogu 2-(2-furylo) MAD 48d równieĪ uzyskano zadowalające 
wyniki [76]. 

 

Rysunek 7. Struktura nowych analogów MAD 48a-f [76].  

 W literaturze chemicznej [91] opisano szereg tego typu analogów, w których 
łącznik P-CH2-P zastąpiono izosteryczną grupą P-CF2-P, analog 49 (Rysunek 8). 

Felczak i wsp. [76] otrzymali ester MPA i adenozyny 50a, jego anomer 50b, 

mykofenolowy amid adenozyny 51 oraz diamidy mykofenolo-L- i mykofenolo-D-

waliloadenozyny 52a i 52b.  
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Rysunek 8. Struktury difosfoniowej pochodnej MAD 49 [91], estru adenozyny kwasu mykofenolowego 50a i jego 

anomeryczna forma 50b (L-adenozyna), mykofenolowy amid adenozyny 51 oraz mykofenolowy-(L) i (D)-diamid-

walilo-adenozyny 52a i 52b [76]. 

 Związki 52a-b okazały siĊ silniejszymi inhibitorami IMPDH niĪ MPA. ĩaden 
z uzyskanych diamidów nie wykazywał hamowania linii nowotworowych w warunkach 
in vitro w przeciwieństwie do pochodnych 50a-b. Charakteryzowały siĊ one wysoką 
aktywnoĞcią hamowania proliferacji linii komórkowych, zwłaszcza linii K562 [76]. 

 Yang i wsp. [92] otrzymali seriĊ izobenzofuranowych pochodnych (53a-d) 

opartych na strukturze MPA (Rysunek 9). Z grupy α,ȕ-nienasyconych amidów, 
najlepszą aktywnoĞcią w stosunku do limfocytów T odznaczały siĊ związki, które 
w swojej strukturze zawierały atom fluoru (53a), grupĊ metoksylową (53b) czy teĪ 
acetoksylową (53c) w pozycji meta. Bardzo dobre wyniki otrzymano równieĪ dla 
pochodnej 3,4-dimetoksyfenylowej MPA (53d). Otrzymano równieĪ pochodną 
mocznika i MPA 54, ale nie wykazywała ona zadawalających wyników w testach 

biologicznych. Ostatnią badaną grupą związków były diamidowe pochodne MPA. 

NajwyĪszą aktywnoĞcią antyproliferacyjną charakteryzowała siĊ pochodna                   
p-fluorofenylowa 55 [92].  
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Rysunek 9. Struktury związków 53a-d, 54 i 55 [92]. 

 Mitsuhashi i wsp. [89] zaprojektowali 6 nowych pochodnych MPA 56-61, 

wprowadzając modyfikacje na wĊglach C-5, C-7 i C-6 (Rysunek 10). ĩadna 
z otrzymanych pochodnych nie okazała siĊ lepszym inhibitorem IMPDH niĪ MPA. 
Jednak przeprowadzone badania SAR ujawniły, Īe modyfikowane na wĊglach C-5, C-7 

i C-6 są waĪne dla zachowania aktywnoĞci przeciwko IMPDH. Ponadto stwierdzono, Īe 
modyfikacja w związku 54 (demetylacja 5-OMe) spowodowała zwiĊkszenie 
hydrofilowoĞci. Interesującym analogiem MPA okazał siĊ mykofenolan kwasu 

hydroksamowego (MPHA) 61. Udowodniono, Īe jest on nie tylko inhibitorem IMPDH, 

o podobnej aktywnoĞci co MPA 9, ale równieĪ hamuje deacetylazĊ histonową 
(HDECs). Enzymy te są celem molekularnym dla leków przeciwnowotworowych, gdyĪ 
katalizują usuwanie grupy acetylowej z lizyny w histonach [93]. Chcąc, zachować 
aktywnoĞć inhibitującą w stosunku do obu enzymów Sunohara i wsp. [94] otrzymali 

nowe heterocykliczne amidowe analogi MPA a takĪe epoksydowe oraz tiolowe 
pochodne 62-67 (Rysunek 11). 

 
Rysunek 10. Struktury pochodnych 56-61 modyfikowanych na wĊglach C-5, C-6 i C-7 [89]. 
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Rysunek 11. Struktury nowych pochodnych MPA 62-67 [94]. 

 Po przeprowadzeniu badań aktywnoĞci antyproliferacyjnej in vitro wobec 

komórek K562, stwierdzono, Īe na uwagĊ zasługują związki 63a, i 66a-b. Pochodne 

MPA 63a i 66b wykazały silną aktywnoĞć hamującą wobec IMPDH. Natomiast 

związek 66a nie tylko jest inhibitorem IMPDH ale równieĪ nieznacznie hamuje enzym 
HDAC [94]. 

 Małachowska-Ugarte i wsp. [95] w 2012 roku otrzymali koniugaty                    

1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu z MPA 68a-e i 69a-e (Rysunek 12).  

 Rysunek 12. Struktury koniugatów 1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu MPA 68a-e i 69a-e [95]. 

 Przeprowadzono badania aktywnoĞci antyproliferacyjnej oraz cytotoksycznej 
otrzymanych związków na aktywowanych limfocytach oraz liniach komórkowych typu 
Jurkat, CCRF-CEM, Molt-4, HL-60, L-1210 i Yac-1. Wyniki testów wykazały, Īe w/w 

koniugaty uzyskane w wyniku połączenia MPA z pochodnymi nitroakrydyn 68a-e są 
bardziej aktywne wobec wszystkich badanych linii komórkowych niĪ koniugaty MPA 
z nitroakrydonami 69a-e. Pochodne MPA z 4-nitroakrydonem charakteryzowały siĊ 
słabszą aktywnoĞcią w porównaniu z MPA, lub jej całkowitym brakiem. Pochodne 69a 

i 68b-c zostały wytypowane do dalszych badań in vivo, ze wzglĊdu na swoją 
selektywnoĞć oraz najlepszą aktywnoĞć wobec komórek PBMC. Pochodne te mogłyby 
być zastosowane w charakterze immunosupresantów [95]. 

 W tym samym zespole, otrzymano równieĪ analogi MPA połączone 
z akrydynami/akrydonami poprzez łącznik estrowy (Rysunek 12). Związki 70a-e i 71a-

e zostały równieĪ pozbawione grupy nitrowej co potencjalnie miało zmniejszyć 
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cytotoksycznoĞć a tym samym miały być one lepiej tolerowane przez organizm. 
Przeprowadzono badania na liniach komórkowych Jurkat oraz PBMC. Ponownie 
koniugaty akrydyny i MPA 71a-e okazały siĊ aktywniejsze niĪ pochodne akrydonu    

70a-e. Zaobserwowano równieĪ wpływ długoĞci łącznika pomiĊdzy MPA a układem 
heterocyklicznym. Najbardziej obiecujące okazały siĊ analogi 70b, 70d, 71a i 71b [96]. 

 

Rysunek 13. Struktury koniugatów akrydonu/akrydyny z MPA 70a-e i 71a-e [96]. 

 W Katedrze Chemii Organicznej Politechniki Gdańskiej [97] otrzymano równieĪ 

aminokwasowe pochodne MPA w postaci estrów metylowych 72a-k oraz z wolną 
grupą karboksylową 73a-k (Rysunek 14), poprzez utworzenie selektywnego wiązania 
amidowego pomiĊdzy grupą karboksylową MPA a resztą aminową estru metylowego 
aminokwasu. 

 

Rysunek 14. Struktury aminokwasowych pochodnych MPA w postaci estrów metylowych 72a-k i z wolną grupą 
karboksylową 73a-k [97]. 

 Do oceny cytotoksycznoĞci in vitro uĪyto limfoidalnej linii komórkowych Jurkat 
oraz aktywowanych limfocytów PBMC. Analogi MPA z wolną grupą karboksylową 
72a-k okazały siĊ bardziej toksyczne dla komórek. Zarówno związki 72a-k, jak i 73a-k 

wykazują porównywalną aktywnoĞć antyproliferacyjną do MPA, a takĪe działają jako 
inhibitory IMPDH. Ich aktywnoĞć biologiczna zaleĪy od rodzaju aminokwasu oraz ich 

konfiguracji. Ester metylowy N-mykofenoilo-L-fenyloalaniny 72j, kwas                        

N-mykofenoilo-D-glutaminowy 73e oraz N-mykofenoilo-L-leucyna 73h charakteryzują 
siĊ wysoką aktywnoĞcią antyproliferacyjną w porównaniu do MPA przy jednoczeĞnie 

najniĪszej toksycznoĞci. Dlatego zostały one wytypowane do badań in vivo jako nowe 

potencjalne immunosupresanty [97].  
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 Ostatnio optymalną metodą leczenia insulinozaleĪnej postaci cukrzycy jest 
transplantacja wysepek trzustkowych Langerhansa. Jednym z najskuteczniejszych 

immunosupresantów zabiegających odrzuceniu tego typu przeszczepu jest kwas 
mykofenolowy. Jednak jego długoterminowe przyjmowanie wiąĪe siĊ z zaburzeniami 
uwalniania insuliny, co moĪe prowadzić do niewydolnoĞci odpowiedzialnego za ten 
proces gruczołu [98]. W związku z tym Wu i wsp. [98] zaprojektowali koniugat (JP-3-

110 74) MPA z pochodną kwasu chinowego – KZ41. Badania biologiczne wykazały 
porównywalną aktywnoĞć związku 74 do MPA podczas inhibicji PBMC a takĪe lepszy 
profil toksykologiczny. Niestety związek JP-3-110 podatny jest na hydrolizĊ 
enzymatyczną a takĪe charakteryzuje siĊ małą stabilnoĞcią, co zdecydowanie ogranicza 
jego zastosowanie kliniczne [98]. Struktura 74 została zmodyfikowana przez Peng 
i wsp. [99], otrzymując amid (MQ4) 75. MQ4 zgodnie z załoĪeniem był bardziej 
stabilny, co pozwoliło na osiągniĊcie stĊĪenia terapeutycznego i immunosupresje. 
Dodatkowo substancja wykazuje mniejszą cytotoksycznoĞć, dziĊki czemu 
zakwalifikowano ją dalszych badań in vivo [99]. 

 

Rysunek 15. Struktury koniugatów MPA i kwasu chinowego JP-3-110 74 [98] i MQ4 75 [99]. 

 Nowy koniugat MPA z glukozaminą 76 został zaprojektowany aby ograniczyć 
efekty uboczne poprzez ukierunkowany system dostarczenia leków, w którym 
akumulacja leku bĊdzie miała miejsce w nerce przy jednoczeĞnie minimalnym stĊĪeniu 
w innych narządach [100]. Związek 76 charakteryzuje siĊ lepszą biodostĊpnoĞcią 
i mniejszą cytotoksycznoĞcią niĪ związek macierzysty. Po pomyĞlnie zakończonych 
badaniach in vitro, powinien zostać poddany dalszym testom in vivo na zwierzĊtach 
[100]. 

 

Rysunek 16. Struktura koniugatu MPA z glukozoaminą 76 [100]. 

 PoĞród analogów MPA, nieliczną grupĊ stanowią pochodne wyizolowane ze 
Ĩródeł naturalnych. W 2012 roku Chen i wsp. [59] wyizolowali nowe związki 77-80 

bazujące na strukturze MPA z grzybów Penicillium Sp. SOF07 obecnych w osadach 

morskich. Okazało siĊ Īe ten rodzaj szczepu produkuje aktywne pochodne MPA 
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wykazujące cytotoksycznoĞć przeciwko ludzkim liniom nowotworowym: HCT-15,      

A-549 i HEP-3B. Ujawniona aktywnoĞć biologiczna jest przypisana oddziaływaniom 
z IMPDH i hamowaniem jej funkcji enzymatycznych. Jednak okazały siĊ one słabszymi 
inhibitorami tego enzymu niĪ macierzysty MPA. NajwiĊkszą skutecznoĞcią odznaczył 
siĊ analog 77, a najmniejszą 80.  

 Kolejne trzy analogi 81-83 zostały wyizolowane z kultur muchomora z gatunku 
Laetiporus sulphureu i poddane testom sprawdzającym ich potencjał cytotoksyczny. 
Otrzymane pochodne przebadano na ludzkich liniach białaczki szpikowej HL-60, raka 

wątrobowokomórkowego SMMC-7721, raka płuc A-549, raka piersi MCF-7 oraz raka 

okrĊĪnicy SW480. Jedynie analog 83 wykazał umiarkowaną zdolnoĞć do inhibicji 
IMPDH we wszystkich typach przebadanych linii komórkowych [60]. 

 

 

Rysunek 17. Struktury naturalnych pochodny MPA wyizolowanych z Penicillium Sp. SOF07 77-80 [59] i Laetiporus 

sulphureu 81-83 [60]. 

 Ze wzglĊdu na to, Īe kwas mykofenolowy posiada szerokie spektrum 

aktywnoĞci biologicznej, jest on bardzo interesującym obiektem badań. Do tej pory 
MPA stosowany jest jako immunosupresant. Niestety niekorzystny metabolizm zmusza 

do stosowania wiĊkszych iloĞci farmaceutyku aby otrzymać wymagane stĊĪenie 
terapeutyczne. Sytuacja taka skłania do projektowania jego nowych pochodnych, które 
bĊdą charakteryzowały siĊ wiĊkszą skutecznoĞcią, trwałoĞcią i selektywnoĞcią oraz 
mniejszą toksycznoĞcią dla organizmu. Oprócz analogów kwasu mykofenolowego, 
w których modyfikowane są okreĞlone fragmenty jego struktury poprzez zmianĊ lub 
dodanie nowych podstawników, duĪym zainteresowaniem cieczy siĊ tworzenie 
koniugatów MPA z innymi aktywnymi biologicznie związkami. Celem tworzenia 
związków takiego typu jest uzyskanie efektu synergistycznego, potĊgującego efekty 
terapeutyczne lub działającego na dwa odmienne cele terapeutyczne. 
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1.4. Proleki MPA stosowane klinicznie 

 MPA podawany jest do organizmu w postaci proleków MMF 11 i MPS 10, gdyĪ 
podczas zaĪywania samej substancji czynnej MPA nastĊpuje nasilenie niepoĪądanych 
objawów a takĪe zestryfikowanie cząsteczki MPA znacząco poprawia jego 
biodostĊpnoĞć [101]. 

Mykofenolan mofetylu (MMF) 11 (Rysunek 2) jest 2-morfolinoetylowym 

estrem kwasu mykofenolowego. Został wprowadzony na rynek farmaceutyczny przez 
firmĊ Roche pod nazwą handlową CellCept. Jest on najczĊĞciej stosowanym analogiem 

MPA, podczas transplantacji organów, zarówno podczas ostrego jak i przewlekłego 
odrzucania przeszczepu [42]. Mykofenolan mofetylu okazał siĊ równieĪ skuteczny 
podczas leczenia łuszczycy skóry, tocznia rumieniowatego czy stwardnienia rozsianego 

[1] [42] [2] [102]. MMF działa cytostatycznie na limfocyty T oraz B, jednoczeĞnie 
pozostając obojĊtnym dla innych komórek, wykazując ok. 94% biodostĊpnoĞci [103] 

[104]. Lek moĪe być podawany w formie doustnej i doĪylnej, przy czym w Polsce 
dopuszczona jest tylko doustna forma podania tego farmaceutyku. Po podaniu 

doustnym jest on bardzo szybko hydrolizowany do substancji czynnej czyli MPA przez 

esterazy (głównie transferazĊ glukuronową) w Īołądku, jelicie cienkim, krwi, wątrobie 
i tkankach. Pomimo stwierdzonej skutecznoĞci w zakresie immunosupresji, pacjenci 

przyjmujący MMF naraĪeni są na zaburzenia układu krwionoĞnego: (leukopeniĊ, 
małopłytkowoĞć czy anemiĊ) oraz pokarmowego. ZwiĊkszona jest takĪe zapadalnoĞć na 
infekcje bakteryjne i wirusowe [5] [1] [42] [2] [102].  

 W 2015 roku została opublikowana przez Cochrane Librery analiza wszystkich 
23 badań klinicznych z zastosowaniem azatiopryny 8 lub MMF 11 jako pierwszego 

leczenia immunosupresyjnego u biorców nerki. Wykazano, Īe MMF był bardziej 
skuteczny od azatiopryny zmniejszając o 20% ryzyko utraty przeszczepu i o 30% 
ryzyko wystąpienia procesu odrzucania [42]. 

 Ester 2-morfolinoetylowy kwasu mykofenolowego 11 otrzymuje siĊ na drodze 
estryfikacji MPA 9 za pomocą 4-(2-hydroksyetylo)-morfoliną 84 w obecnoĞci 
odczynnika kondensującego DCC [105] (Schemat 6). 

 

Schemat 6. Synteza MMF 11 z wykorzystaniem DCC [39]. 

 Chcąc zredukować obciąĪenie układu pokarmowego jednoczeĞnie zachowując 
taką samą ekspozycjĊ kwasu mykofenolowego jak w przypadku pochodnej MMF 11, 

zaprojektowano sól sodową kwasu mykofenolowego (MPS) 10 (Rysunek 2). Związek 
ten charakteryzuje siĊ wiĊkszą skutecznoĞcią działania w mniejszej dawce oraz jest 

lepiej tolerowany przez pacjentów w porównaniu z MMF 11. Mykofenolan sodu 

wykazuje 72% biodostĊpnoĞci. Farmaceutyk został zatwierdzony przez FDA w 2004 r. 

Na rynek farmaceutyczny wprowadziła go firma Novartis pod nazwą handlową 
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Myfortic. MPS podobnie jak MMF stosowany jest podczas transplanatacji 

allogenicznych nerek, wątroby czy serca [1] [42] [2] [102]. Jednak takĪe mykofenolan 
sodu nie jest pozbawiony skutków ubocznych, gdyĪ moĪe on powodować infekcje 
grzybicze tkanek, zwiĊksza ryzyko poronień w I trymestrze ciąĪy oraz przyczynia siĊ do 
powstania wrodzonych wad płodu [106].  

 MPS 10 powoduje mniej uciąĪliwych efektów ubocznych co wiąĪe siĊ z rzadszą 
koniecznoĞcią zwiĊkszania dawki leku. Co wiĊcej u niektórych pacjentów 
zaobserwowano tolerancjĊ na sól sodową MPA w przeciwieństwie do mykofenolanu 

mofetylu. Ponadto w  przypadku długotrwałego leczenia stosując MPS uzyskano 

najdłuĪsze przeĪycie przeszczepu. Na podstawie powyĪszego moĪna by stwierdzić, Īe 
stosowanie MPS jest korzystniejsze dla organizmu niĪ MMF [107]. Jednak iloĞć 
uwalnianej substancji czynnej czyli kwasu mykofenolowego z MMF moĪe róĪnić siĊ od 
iloĞci dostarczanej z MPS, pomimo zastosowania tej samej dawki leku. Dlatego wiĊc, 
nie moĪna uznać wyĪej wspomnianych farmaceutyków za równowaĪne pod wzglĊdem 
biologicznym, a tolerowanie leku jest wzglĊdem osobniczym dla kaĪdego pacjenta 

[108].  

1.5. Metabolizm in vivo mykofenolanów 

 Nie umniejszając wielu niewątpliwym zaletom kwasu mykofenolowego 9, 

niestety niekorzystny metabolizm MPA ogranicza jego stosowanie w terapii a takĪe 
wymusza podawanie wiĊkszych dawek farmaceutyku pacjentom podczas leczenia. Po 

podaniu doustnym MMF 11 jest szybko i prawie całkowicie wchłaniany z przewodu 

pokarmowego a takĪe jest hydrolizowany przez esterazy osoczowe i tkankowe do 

aktywnego metabolitu, jakim jest MPA [103] [104]. Mykofenolany osiągają 
maksymalne stĊĪenie we krwi w ciągu 1 do 2 godzin po zaĪyciu [42]. Kolejno kwas 

mykofenolowy metabolizowany jest w wątrobie (w mniejszym stopniu w nerkach 

i przewodzie pokarmowym) gdzie nastĊpuje inaktywacja MPA 9 podczas 

glukuronidacji. Cząsteczka kwasu mykofenolowego posiada dwa potencjalne miejsca 

glukuronidacji: grupĊ hydroksylową w pozycji 7 pierĞcienia oraz alifatyczną grupĊ 
karboksylową. W wyniku tego procesu powstają głównie dwa metabolity: 
farmakologicznie nieaktywny 7-O-glukuronid MPA (MPAG) 85 oraz acylowany 

glukuronid (AcMPAG) 86, (ok 10-20% całkowitej ekspozycji na MPA) (Schemat 7) [6] 

[7]. ZauwaĪając, Īe MPAG 85 jest pozbawiony właĞciwoĞci immunosupresyjnych 
stwierdzono, Īe wolna grupa hydroksylowa w pozycji 7 pierĞcienia jest niezbĊdna do 

wykazywania aktywnoĞci MPA [7]. Acylowany glukuronid 86 jest jedynym 

metabolitem MPA, który zachowuje pełną aktywnoĞć immunosupresyjną in vitro [109]. 

7-O-glukuronid 85 kwasu mykofenolowego ulega recylkulacji jelitowo-wątrobowej, 
wydalając siĊ z Īółcią do jelita. NastĊpnie ulega hydrolizie do MPA w obecnoĞci 
enzymu β-glukuronidazy, produkowanej przez bakterie jelitowe. Ponowne wchłoniĊcie 
leku do krwioobiegu powoduje powstanie drugiego szczytu MPA w osoczu (5-12 h po 

podaniu) [110] [42] [109]. Głównym inicjatorem procesu glukuronidacji jest UGT 

(urydyno difosfoglukuronylotransferaza) [111] [112] [113] [114].  

 Po doustnym podaniu mykofenolanu mofetylu 11, który był znakowany 
radioizotopem stwierdzono Īe ok. 93% podanej dawki zostało wydalone przez nerki 
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z moczem: około 87% w postaci MPAG 85, 0,6% MPA 9 i 0,3% AcMPAG 86 [115] 

[104] [116].  

 Kwas mykofenolowy oprócz procesu glukuronidacji moĪe być równieĪ 

metabolizowany na drodze sprzĊgania z glukozą dając 7-O-glukozyd 87 oraz produkt 

utleniania cytochromu P450: acylowy glukozyd 88. Metabolity te jednak wystĊpują 

w iloĞciach Ğladowych i prawdopodobnie nie wykazują klinicznie istotnej aktywnoĞci 

farmakologicznej [117] [7]. 

 Powstanie nieaktywnego farmakologicznie MPAG 85 jest niewątpliwie 

przyczyną ograniczenia stosowania kwasu mykofenolowego. Dodatkowo recyrkulacja 
MPA 9, w wyniku hydrolizy MPAG 85 moĪe być poniekąd odpowiedzialna za czĊĞć 
pojawiających siĊ efektów ubocznych [102]. 
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 Schemat 7. Metabolizm mykofenolanów [117] [118]. 
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2. Tuftsyna 
 

 W 1970 roku na Uniwersytecie Tufts w Bostonie, Najjar i Nishioka po raz 

pierwszy wyizolowali i dokonali syntezy tuftsyny 89 [119] (Rysunek 18), która jest 
endogennym tetrapeptydem o sekwencji Thr-Lys-Pro-Arg, naturalnie wystĊpującym we 
krwi człowieka [33]. Retro-tuftsyna, zaĞ jest tetrapeptydem o odwróconej sekwencji 

tuftsyny. 

 
Rysunek 18. Struktura tuftsyny i retro-tuftsyny [33]. 

 W organizmie ludzkim tuftsyna jest aktywna wyłącznie w postaci wolnego 
peptydu [33]. Stanowi ona fragment ciĊĪkiego łańcucha Fc (289-292) immunoglobuliny 

typu G (IiG) i uwalniana jest pod wpływem działania specyficznych enzymów takich, 
jak leukokininaza oraz endokarboksypeptydaza tuftsynowa Ğledziony [120]. 

W przypadku działania endokarboksypeptydazy nastĊpuje rozszczepienie wiązania 
peptydowego pomiĊdzy Arg292

 a Glu
293. Natomiast leukokinaza działa na wiązanie 

pomiĊdzy Lys288
 a Thr

289
 

 Mechanizm działania tuftsyny nie jest do końca poznany. Uwolniona tuftsyna 

zwiĊksza fagocytozĊ, pinocytozĊ oraz chemotaksjĊ [120]. Aktywuje makrofagi do 

zwalczania infekcji bakteryjnych, poprawia komunikacjĊ pomiĊdzy układem 
odpornoĞciowym (makrofagi, limfocyty T i wytwarzające przeciwciała limfocyty B), 
w wyniku tego zostaje zwiĊkszona produkcja przeciwciał. Ponadto stwierdzono, Īe 
peptyd ten wzmacnia odpowiedĨ immunologiczną wobec nowotworów a takĪe 
opóĨnia wzrost guzów [121]. Tuftsyna reguluje równieĪ poziom noradrenaliny, 
serotoniny a takĪe dopaminy. MoĪe powodować zmiany w syntezie oraz degradacji 

monoamin i  protein w podwzgórzu mózgu a takĪe w strukturach kory mózgu [122].  

 U osób z usuniĊtą Ğledzioną zauwaĪono niekorzystny dla organizmu niedobór 
tuftsyny. Zatem pacjenci mający uszkodzoną ĞledzionĊ, są znacznie bardziej podatni na 

ostre infekcje spowodowane brakiem tuftsyny. Deficyt tego immunomodulatora 

wykazano równieĪ w przypadku takich schorzeń jak anemia sierpowata, AIDS oraz 
białaczka Hidgkina [33]. 

  Trevisani i wsp. [123] stwierdzili, Īe aktywnoĞć i stĊĪenie tuftsyny jest niĪsze 
w przypadku marskoĞci wątroby czy uszkodzenia funkcji Ğledziony i przyczynia siĊ do 
osłabienia aktywnoĞci fagocytarnej granulocytów. 
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2.1. WłaĞciwoĞci biologiczne tuftsyny 

  

 Tuftsyna posiada szerokie spektrum aktywnoĞci biologicznej. Wykazuje nie 
tylko działanie immunoaktywne ale i przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe, 

przeciwgrzybicze a takĪe przeciwbakteryjne. Wykazano, równieĪ, Īe peptyd ten działa 
przeciwbólowo [124], co potwierdza jego bezpoĞredni wpływ na układ nerwowy. Za 
zdolnoĞć tuftsyny do znoszenia bólu odpowiada dipeptyd Pro-Arg [125]. Tuftsyna moĪe 
hamować degeneracje aksonów, opóĨniać Ğmierć neuronów a takĪe przekształcać 
komórki mikrogleju w mniej rozgałĊzione i owalne kształty. Peptyd ten poprawia takĪe 
funkcjonowanie układu neurologicznego [126]. Ponadto łagodzi objawy głodu 
narkotycznego, zwiĊksza ciĞnienie tĊtnicze krwi  oraz hamuje kurczenie siĊ naczynek 
limfatycznych [33].   

 Wang i wsp. [127] stwierdzili, Īe tripeptyd tj. fragment tuftsyny (Thr-Lys-Pro), 

działa jako inhibitor makrofagów mikrogleju, odgrywający waĪną rolĊ ochronną 
zapobiegającą krwotokowi Ğródmózgowemu, co stwierdzono w badaniach na modelu 

zwierzĊcym. Fragment 1-3 tuftsyny (TKP) obniĪa takĪe produkcjĊ rodników oraz iloĞć 
neuronów ulegających degradacji, czĊsto efektem jest zmniejszenie obszaru 
uszkodzenia, a takĪe poprawia działanie układu nerwowego. Raibon i wsp. [128] 

udowodnili, Īe podanie tego tripeptydu, tj. fragmentu tuftsyny do ciałka szklistego oka 
powoduje zwiĊkszoną regeneracjĊ aksonów warstwy zwojowej siatkówki oraz 
zmniejszenie iloĞci fagocytów w siatkówce.   
 Szlak sygnałowy tuftsyny nie został jeszcze w pełni poznany, pomimo tego, Īe 
jest ona znana juĪ od ponad czterdziestu lat. Ostatnio zidentyfikowano, Īe tuftsyna 

wiąĪe siĊ z neuropiliną-1 [129] [130]. Neuropilna-1 jest receptorem odgrywającym 
zasadniczą rolĊ w angiogenezie, przepuszczalnoĞci naczyń oraz w rozwoju systemu 

nerwowego. Tuftsyna zawierająca sekwencjĊ podobną do końca VEGF-A165, wiąĪe siĊ 
z neuropiliną-1 konkurując z VEGF. Peptyd łączy siĊ z Nrp-1 za pomocą sieci 
interakcji, w których najbardziej istotna jest C-końcowa reszta Arg pochodząca od 
tuftsyny wiąĪąca siĊ z Asp-320 pochodzącą z  Nrp-1.   

 Ostatnie badania wykazały, Īe tuftsyna podawana wraz z polienowym lekiem, 
czyli nystatyną, myszom zakaĪanym Candida albicans, wzmaga właĞciwoĞci 
przeciwgrzybicze leku [131]. ZauwaĪono równieĪ zdolnoĞć tuftsyny do zmniejszania 

owrzodzeń. Udowodniono, Īe podawanie tego tetrapeptydu powoduje ograniczenie 
miejsca owrzodzenia a takĪe szybsze wygojenie chorej tkanki [132]. 

 Aby zapewnić ochronĊ przed infekcjami piskląt przed wylĊganiem, stosowane 

są szczepienia embrionalne kurczaków. Szczepienia te okazują siĊ bardzo skuteczne 
przeciw chorobom Mareka, Gumboro i Newcastle (NDV) a takĪe przeciw 
krwotocznemu zapaleniu jelit i zapaleniu oskrzeli. Badania wykazują, Īe po podaniu 
szczepionki embrionalnej przeciwko NDV wraz z tuftsyną, po kilku tygodniach wzrasta 
stĊĪenie peptydu chroniąc tym samym przed chorobami układu immunologicznego 

[133].  

 Ze wzglĊdu na wielokrotne przebadanie właĞciwoĞci tuftsyny na organizm 

ludzki i zwierzĊcy, postanowiono sprawdzić działanie tetrapeptydu na rybach. Badania 
przeprowadzono na karpiu z gatunku Labeo rohita, któremu podano tuftsynĊ 
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czterokrotnie, w dwutygodniowych odstĊpach. Po badaniu zaobserwowano zwiĊkszoną 
odpornoĞć na infekcje oraz wzrost niespecyficznej odpowiedzi immunologicznej. 

Wyniki badań mogą posłuĪyć w celu ochrony hodowli ryb [134]. 

 Pomimo tak korzystnych właĞciwoĞci tuftsyny, peptyd ten nie jest stabilny, jego 

okres półtrwania w krwi wynosi 16 minut. Jest on hydrolizowany przez 

aminopeptydazĊ leucynową, karboksypeptydazĊ B, protonazĊ oraz subtylizynĊ. 
W wyniku tej hydrolizy powstają tripeptydy, takie jak: Lys-Pro-Arg i Thr-Lys-Pro. 

Powstałe związki inhibują aktywnoĞć tuftsyny [135]. W związku z tym aby właĞciwoĞci 
tuftsyny mogły być w pełni wykorzystywane, naleĪy pracować nad znalezieniem 

bardziej trwałych analogów tuftsyny oraz jej połączeń z róĪnymi biologicznie czynnymi 

związkami. 
 

2.2. Przegląd najnowszych analogów tuftsyny 

 Mezo i wsp. [131] zaprojektowali oligopeptydy bazujące na pentapeptydzie 
(TKPKG)n, pochodnej tuftsyny o róĪnej długoĞci łańcucha (n = 2,4,6,8). Związki 
okazały siĊ być nietoksyczne dla mysich komórek Ğledziony, nieimmunogenne, a ich 

immunostymulatorowe efekty powodowały wzrost odpowiedzi przeciwciał na antygen 

(SRBC) u myszy. Analizując te wyniki stwierdzono, Īe oligopeptydowe pochodne 
mogą być obiecującymi noĞnikami dla syntetycznych szczepionek Otrzymano równieĪ 
polituftsynĊ (TKPR)40 jako noĞnik dla syntetycznych peptydów wywodzących siĊ 
z białek gp41 i gp120 wirusa HIV. Polituftsna wykazuje taką samą aktywnoĞć 
biologiczną jak tuftsyna, przy tym zwiĊksza produkcjĊ IL-2 i IFN-Ȗ, oraz posiada 
dłuĪszy czas półtrwania w organizmie [136]. 

 Fridikin i wsp. [137] otrzymali koniugat AZT, (lek stosowany w terapii AIDS) 

z tuftsyną. Związek wykazywał właĞciwoĞci obu komponentów. Hamował aktywnoĞć 
odwrotnej transkryptazy i ekspresjĊ antygenu HIV oraz pobudzał uwalnianie IL-1 przez 

mysie makrofagi. Koniugat AZT-tuftsyna okazał siĊ nietoksyczny w stosunku do 
komórek T, oraz moĪe mieć potencjalne zastosowanie w terapii AIDS. 
 TuftsynĊ 89 wykorzystali równieĪ Liu i wsp. [138] jako składnik szczepionki 
przeciwko wirusowi grypy typu A. Tetrapeptyd zastosowano jako cząsteczka 
immunostymulująca. Autorzy opracowali nową peptydową szczepionkĊ przeciwko 
grypie typu A w oparciu o M2e 91. Domena białka macierzy zewnątrzkomórkowej 2 
(M2e) 91 (Rysunek 21), składająca siĊ z 24 aminokwasów, jest dobrym celem rozwoju 
uniwersalnej szczepionki, która mogłaby chronić przed znacznie szerszym zakresem 
szczepów wirusa grypy typu A. Niestety ten polipeptyd wykazuje stosunkowo niską 
immunogennoĞć i antygenowoĞć, co związane jest z jego niewielkimi rozmiarami. 

W związku z tym, za pomocą systemu MAP (multiple antigen peptide), opracowano 
nową szczepionkĊ peptydową 92. RozgałĊziony peptyd składa siĊ z czterech kopii M2e, 
które zsyntetyzowano promieniĞcie z cząsteczką  tuftsyny 89 jako trzpieniem dodając 
połączenie z lizyną na C-terminalnym końcu. Rozwiązanie to zwiĊksza ciĊĪar peptydu 

i jego immunogennoĞć. W drugim przypadku, tuftsynĊ zastąpiono przez cztery 
cząsteczki glicyny 93 (Rysunek 19). Badanie przeprowadzone na myszach BALB/c 

dowiodły, Īe (M2e)4-tuftsyna 92 indukuje silniejszą humoralną i komórkową 
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odpowiedĨ immunologiczną niĪ monomer M2e 91 oraz koniugat 93. Podczas infekcji 

ze Ğmiertelnym szczepem wirusa grypy PR8, w grupie szczepionej (M2e)4-tuftsyną 92 

przeĪyło 80% zwierząt, w przypadku (M2e)4-G4 93 – 44%, a monomerem M2e 91 – 

30%. Wyniki testu wykazują, Īe (M2e)4-tuftsyna 92 moĪe skutecznie stymulować 
swoistą odpowiedĨ komórek T. Badania nad nową szczepionką opartą na kombinacji 
rozgałĊzionych polipeptydów zawierających tuftsynĊ pokazują, Īe jest ona obiecującym 
kandydatem na uniwersalną szczepionkĊ przeciw wirusowi grypy. 
 

 
Rysunek 19. Schematyczne struktury syntetyzowanych peptydów 92 i 93 [138]. 

 

 W literaturze [139] opisano równieĪ połączenie tuftsyny z fullerenem C60
49

. 

Fulleren, oraz jego pochodne znalazły zastosowanie w medycynie, np. 

w przeciwnowotworowej terapii fotodynamicznej, leczeniu aktywnoĞci wirusowej 
ludzkiego wirusa upoĞledzenia odpornoĞci. Fulleren przenika przez błonĊ komórkową 
i lokalizuje siĊ w mitochondriach, w związku z tym moĪe być stosowany jako noĞnik 
leków, zwłaszcza podczas podawania leków przeciwnowotworowych. Fulleren C60 jako 

ksenobiotyk, oddziałuje przede wszystkim w układzie odpornoĞciowym i moĪe 
wywołać szereg odpowiedzi immunologicznych. Jedne z badań pokazują, Īe 
polihydroksylowany C60 (fulerol, C60(OH)24) moĪe stymulować wrodzoną odpornoĞć 
u myszy obciąĪonej guzem złoĞliwym, co wiąĪe siĊ z hamowaniem wzrostu guza [140]. 

 TuftsynĊ z fullerenem C60 połączono na dwa sposoby otrzymując NH2-tuftsyna-

C60 94 i C60-tuftsyna-COOH 95 (Rysunek 20). Związki badano pod kątem stabilnoĞci 
wobec degradacji aminopeptydazyleucynowej (LAP), a takĪe działania 
immunostymulującego na otrzewnĊ u myszy. Podczas badań makrofagów in vitro 

zaobserwowano zdecydowane wzmocnienie chemotaksji fagocytozy. Oba związki 
wykazywały całkowitą odpornoĞć na hydrolizĊ enzymatyczną i toksyczne działanie dla 
makrofagów. Wykonując testy biologiczne zauwaĪono, Īe związki te stymulują 
immunomodulacyjne działanie tuftsyny, a nawet je zwiĊkszają. Ponadto obie pochodne 

charakteryzują siĊ znacznie wiĊkszą stabilnoĞcią niĪ natywna tuftsyna. Otrzymane 
wyniki wskazują, Īe nowe koniugaty fullerenu C60 z tuftsyną mogą być stosowane jako 
potencjalne związki immunomodulujące oraz adiuwanty szczepionek [141].  
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Rysunek 20. Struktury koniugatów tuftsyny z fullerenem C60 94 i 95 [141]. 

 W 2011 roku Kukowska-Kaszuba i wsp. [142] zaprojektowali nowe koniugaty 

tuftsyny z antrachinonem 96 i akrydyną 97/akrydonem 98 (Rysunek 21). Analogi 

tuftsyny zostały modyfikowane na İ-aminowej grupie lizyny aby zwiĊkszyć stabilnoĞć 
tych związków we krwi. Modyfikacje łańcucha tuftsyny oparto na przyłączeniu  
dodatkowego aminokwasu (Gly, Val, Ile, Ala lub βAla) do łańcucha peptydu. 
Otrzymane związki oceniano pod wzglĊdem aktywnoĞci cytotoksycznej przeciwko 
liniom komórkowym ludzkiego raka, takim jak: komórki gruczolakoraka płuc A549 
i białaczki szpikowej HL-60. Związki 96f, 96g, 96i, 98b, 98d, 98e nie wykazywały 
cytotoksycznoĞci nawet w stĊĪeniu wiĊkszym niĪ 100 mM. Inne analogi tuftsyny 
charakteryzowały siĊ niską cytotoksycznoĞcią przy wysokich stĊĪeniach 
mikromolowych. W przypadku związku 97d stwierdzono, 2-krotnie wiĊkszą 
cytotoksycznoĞć w stosunku do obu linii komórkowych, niĪ jego prekursor 99b. 

Związek 97a wykazywał 6-krotnie wiĊkszą cytotoksycznoĞć w stosunku do linii A549 
od 99a. W związku z tym stwierdzono, Īe koniugaty tuftsyny powodują w niektórych 
przypadkach obniĪenie cytotoksycznoĞci w porównaniu z ich prekursorami. 
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Rysunek 21. Nowe koniugaty tufstsyny z antrachinonem i akrydyną/akrydonem 96a-k, 97a-h, 98a-i, 99a-c [142]. 

 Analizując relacjĊ pomiĊdzy strukturą a aktywnoĞcią, stwierdzono, Īe 
elementem o najwiĊkszym wpływie na cytotoksycznoĞć koniugatów tuftsyny, były: typ 

peptydu oraz rodzaj połączenia z odpowiednim prekursorem. Najbardziej aktywny 

cytotoksycznie był związek sprzĊĪony z prekursorem poprzez łącznik COR-97d (IC50 = 

8,7 ± 1,8 mM dla A549), gdzie grupa İ-aminowa lizyny została podstawiona 
izoleucyną. W przypadku, pochodnych tuftsyny połączony z prekursorem przez łącznik 
CONHR, najbardziej aktywnym związkiem okazał siĊ 97a (IC50 = 3,0 ± 0,68 mM dla 
A549), który jest zmodyfikowany na grupie İ-aminowej lizyny przez glicynĊ. NaleĪy 
zauwaĪyć, Īe wpływ na aktywnoĞć cytotoksyczną jest uzaleĪniony od długoĞci łącznika 

miĊdzy grupą (pochodna akrydyna) a pochodnymi tuftsyny. Związek 97b, mający 
dłuĪszy łącznik (n = 5) wykazywały znacznie niĪszą cytotoksycznoĞć niĪ związek 97a 

(n = 3). Autorzy przeprowadzili takĪe badania inhibicji katalitycznej aktywnoĞci 
ludzkich topoizomeraz DNA typu I i II. Wyniki pokazują, Īe Īaden z badanych 
związków nie miał istotnego wpływu na rozluĨnienie DNA zarówno w przypadku 
topoizomeraz DNA typu I jak i typu II [142]. 

 Ta sama grupa badała równieĪ wpływ otrzymanych związków na progresjĊ 
cyklu komórkowego i indukowania Ğmierci komórkowej komórek nowotworowych. 
Badano wpływ zarówno na komórki gruczolakoraka płuc jak i białaczki szpikowej 
w stĊĪeniach równych toksycznoĞci odpowiadającym stĊĪeniu IC90 [142].  

 Ostatnio otrzymano nową seriĊ analogów batracyliny (BAT) z pochodnymi 
tuftsyny/retro-tuftsyny zawierającymi izopeptydowe wiązanie pomiĊdzy grupą               
İ-aminową lizyny, a grupą karboksylową alifatycznych aminokwasów, takich jak Gly, 

Ala, Val, Leu, Ile 100a-l (Rysunek 22) [143]. 
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Rysunek 22 Struktury koniugatów BAT z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny 100a-l [143]. 

 ZałoĪenie autorów, Īe koniugaty BAT z tuftsyną/retro-tuftsyną bĊdą wykazywać 
wiĊkszą cytotoksycznoĞć zostało potwierdzone. W przypadku pochodnych BAT z retro-

tuftsyną zmodyfikową leucyną 100k lub izoleucyna 100l, cytotoksycznoĞci wzrosła 
ponad 10-krotnie. Autorzy opisują, Īe BAT jak i cytotoksyczne koniugaty 
tuftsyny/retro-tuftsyny hamują katalityczną aktywnoĞć topoizomerazy DNA typu II 
i w cytotoksycznych stĊĪeniach szybko wywołują uszkodzenia DNA w komórkach 
nowotworowych traktowanych lekiem. ZwiĊkszona cytotoksycznoĞć jest 
prawdopodobnie związane z róĪnicami w mechanizmie działania na poziomie 
komórkowym. A zatem powinno mieć to związek z zwiĊkszoną biodostĊpnoĞcią 
otrzymanych koniugatów. Prowadzi to do znacznie wiĊkszej akumulacji koniugatów 
w komórkach nowotworowych, a tym samym skuteczniejszego ich zwalczania [143]. 

 Łącząc H-[TKPKG]4-NH2 z metotreksatem (lek przeciwnowotworowy) za 

pomocą łącznika GFLGC otrzymano koniugat Mtx z pochodną tuftsyny. Wykazywał on 

lepsze właĞciwoĞci chemotaktyczne oraz był bardziej toksyczny wobec komórek 
nowotworu w porównaniu z wolnym lekiem [144]. 

 Stwierdzono, Īe tuftsyna połączona z przeciwciałem anty-CA125 moĪe 
powodować ochronĊ immunologiczną przeciwko rakowi jajnika in vivo [145] [146]. 

AktywnoĞć przeciwnowotworowa moĪe być związana z fagocytozą. Badania białek 
fuzyjnych opartych na tuftsynie np. Ec-LDP-T wykazały, Īe związki te są w stanie 
hamować ludzki nowotwór naskórkowy A431. UwaĪa siĊ, Īe białka fuzyjne oparte na 
tuftsynie i ukierunkowane na EGFR powodują wysoką skutecznoĞć modulacji białka 
CD47 [145]. Tetrapeptyd połączono równieĪ z przeciwciałem poprzez łącznik Ser-Gly-

Gly-Gly, w wyniku czego otrzymano białko fuzyjne scFv-tuftsyna. Immunizacja tym 

białkiem wzmocniła humoralną odpowiedĨ immunologiczną poprzez zwiĊkszoną 

produkcjĊ przeciwciał anty-idiotypowych Ab2  i anty-anty-idiotypowych Ab3 [147] . 

 Ponadto badano, czy tuftsyna mogłaby pełnić rolĊ biomarkera. Peptyd ten 

połączono z  izocyjanianem fluoresceiny (FITC-tuftsyna), Tȕ-DOTA 

((CH2CH2NCH2CO2H)4), a takĪe z pentapeptydem (Thr-Lys-Pro-Pro-Arg). Otrzymane 

związki zbadano in vitro pod kątem właĞciwoĞci fluorescencyjnych. Wyniki badań 
potwierdzają, Īe koniugaty FITC-tuftsyny nadają siĊ do wykrywania komórek 
makrofagów w organizmie. Okazało siĊ, Īe Tȕ-DOTA z pentapeptydem charakteryzuje 

siĊ wiĊkszym powinowactwem do makrofagów niĪ Tȕ-DOTA z samą tuftsyną [148].  
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 Kolejnym ciekawym analogiem tuftsyny jest Selank 101 (Rysunek 23). 

Dodatkowa sekwencja tripeptudu Pro-Gly-Pro miała na celu poprawĊ stabilnoĞci 
metabolicznej i wydłuĪenie okresu półtrwania w organizmie.  Wykazuje on właĞciwoĞci 
nootropowe i  przeciwlĊkowe, a takĪe działanie antywirusowe. Heptapeptyd 

w porównaniu z tufstyną słabiej oddziałuje na system immunologiczny, natomiast 

odznacza siĊ szeregiem innych ciekawych właĞciwoĞci. Badania na szczurach 
potwierdzają pozytywny wpływ tego heptapeptydu na procesy uczenia siĊ i pamiĊci. 
Sprawdzono, równieĪ działanie przeciwwirusowe tego heptapeptydu, przeciwko 
wirusowi grypy typu A (H3N2) in vitro i in vivo. Badania wykazują, Īe wprowadzenie 
Selanku in vivo wywołuje ekspresjĊ genu IFN-α, bez wpływu na ekspresjĊ genów IL-4, 

IL-10 i TNF-α. Mechanizm przeciwwirusowy, najprawdopodobniej związany jest ze 
zdolnoĞcią peptydu do modulowania równowagi cytokin Th1/Th2. Kolejną ciekawą 
właĞciwoĞcią Selanku, jest to, Īe moĪe on uczestniczyć w regulacji procesów zapalnych 
w organizmie. Przeanalizowano ekspresjĊ 84 genów zaangaĪowanych w procesy stanu 
zapalnego (m.in. chemokiny, cytokiny i ich receptory) w Ğledzionie myszy. Dalsze 
badania wykazały, Īe gen BCL6, który odgrywa kluczową rolĊ w rozwoju układu 
odpornoĞciowego, odznaczał siĊ znaczącą zmianą poziomu ekspresji w odpowiedzi na 

podanie heptapeptydu. Selank oraz jego fragmenty powodują szereg zmian w ekspresji 

genów zaangaĪowanych w stany zaplane. Otrzymane wyniki potwierdzają udział 
peptydu w procesach regulacji stanu zapalnego w organizmie [149]. 

 
Rysunek 23. Struktura analogu tuftsyny – Selanku 101 [149]. 

 W ostatnich latach duĪym zainteresowaniem wielu pracowni chemicznych 

i biologicznych cieszy siĊ koniugat tuftsyny (i jej analogów) z fosforylowaną choliną 

(TPC) [150] [151] [152] [153] [154]. Stwierdzono, Īe konigat ten miał zdolnoĞć 
osłabienia rozwoju kłĊbuszkowego zapalenia nerek. Zdecydowanej poprawie uległy 
wyniki dotyczące białkomoczu u myszy a takĪe nastąpiło zmniejszenie odkładania 
immunoglobulin w mezangium nerkowym [150]. Przeprowadzono ponadto badania 

z wykorzystaniem koniugatu TPC na mysim modelu zapalenia stawów indukowanym 

kolagenem (CIA) (model reumatoidalnego zapalenia stawów). ZauwaĪono działanie 
immunomodulujące TPC, które  było związane: ze znacznym zmniejszeniem zapalenia 

stawów, zapobieganiem uszkodzeniom stawów wraz z immunomodulacją profilu 

cytokin i wzmocnieniem ekspansji regulatorów limfocytów T i B. Badania te wykazały 
zdolnoĞć koniugatu TPC do łagodzenia zapalenia stawów u myszy [151]. 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


48 

 

 T-peptyd jest analogiem tuftsyny o nastĊpującej strukturze (Thr-Lys-Pro-Arg)4-

Lys2-Lys-Gly-OH stabilną budową i dłuĪszym czasem półtrwania w porównaniu z 
tuftsyną. Stwierdzono, Īe T-peptyd  moĪe być zastosowany jako potencjalny 

pooperacyjny adiuwant w terapii nowotworów.  Peptyd ten wykazywał hamujący 
wpływ na wzrost pozostałych po operacji komórek nowotworowych [155]. Sprawdzono 

wpływ T-peptydu na odpornoĞć komórkową w obecnoĞci lipopolisacharydu (LPS) a 
takĪe wskaĨnik przeĪycia u myszy septycznych. T-peptyd regulował proliferacjĊ 
komórek T CD4+

 CD25
-
. Ponadto, związek ten poprawia przeĪywalnoĞć septycznych 

myszy, w zaleĪnoĞci od stosowanej dawki i czasu [156]. 

 Badania przeprowadzone pod kierunkiem Dzierzbickiej i Trzonkowskiego [157] 

dotyczyły nor-muramylodipeptydów 102 oraz koniugatów muramylodipeptydów 
z tuftsyną 104 a takĪe z retro-tuftsyną 105  (Rysunek 24). Muramylodipeptyd wchodzi 

w skład peptydoglikanu, który jest składnikiem Ğciany komórkowej bakterii. 
Odpowiedzialny on jest za stymulacjĊ róĪnych funkcji makrofagów a takĪe zwiĊksza 
nieswoistą odpowiedĨ organizmu przeciwko znacznej liczbie czynników infekcyjnych. 
Oceniono właĞciwoĞci immunomodulujące koniugatów MDP z tuftsyną jako nowe 
potencjalne leki. Dobrą aktywnoĞcią in vivo w mysim modelu sepsy wykazywały trzy 
związki: N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamylo-L-treonylo-L-lizylo-L-prolilo-

L-arginina, N-acetylo-muramylo-L-walilo-D-izoglutamylo-L-treonylo-L-lizylo-L-prolilo-

L-arginina oraz L-treonylo-L-lizylo-L-prolilo-L-arginina. Pierwszy związek 
z  wymienionych charakteryzował siĊ najwyĪszą skutecznoĞcią, spowodował 
zmniejszenie liczby bakterii w organizmie, co wiąĪe siĊ ze wzrostem aktywnoĞci 
makrofagów we wszystkich badanych tkankach a takĪe zwiĊkszył wydzielanie IL-10 

(inne związki stymulowały głównie IL-6). Wzrost poziomu przeciwzapalnych 

czynników t.j. IL-10 w przypadku sepsy i wstrząsu septycznego, moĪe być szczególnie 
korzystny, gdyĪ są one zdolne do zatrzymania lub chociaĪby opóĨnienia rozwoju 

wstrząsu septycznego [157]. 

 

 
Rysunek 24. Struktury nor-MDP 102, pochodnej tuftsyny 103 i koniugatów MDP z tuftsyna 104 i retro-tuftsyną 105 

[157]. 
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 Muramylodipeptyd (MDP) oprócz makrofagów i monocytów, stymuluje takĪe 
komórki dendryczne (DC), które odgrywają waĪną rolĊ w indukowaniu swoistej 
odpowiedzi immunologicznej. W wyniku rozwoju choroby nastĊpuje spadek 
aktywnoĞci DC, co jest rezultatem hamowania dojrzewania komórek, uniemoĪliwiając 
prezentowanie antygenu komórkom immunokompetentnym a tym samym blokując 
odpowiedĨ immunologiczną. Badania przeprowadzone za pomocą metody cytometrii 
przepływowej wykazały wpływ koniugatów tuftsyny z MDP na stymulowanie 
dojrzewania oraz na aktywnoĞć komórek DC otrzymanych z ludzkich monocytów 
[158]. 

 Podczas leczenia kryptokokowego zapalenia opon mózgowych u myszy 

z  leukopenią zastosowano liposomy z przyłączoną do powierzchni tuftsyną 
zmodyfikowaną na C-końcu (Thr-Lys-Pro-Arg-NH-(CH2)2-NH-COC15H31) [159]. Taka 

modyfikacja ma ułatwić przyłączenie do podwójnej warstwy liposomów. Analizując 
wyniki tych badań, moĪna zaobserwować wzrost aktywnoĞci mysich makrofagów 
otrzewnowych. Udowodniono, Īe liposomalna nystatyna z tuftsyną jest skuteczniejsza, 
bezpieczniejsza oraz bardziej stabilna niĪ liposomalna nystatyna bez tuftsyny. Podanie 
tuftsyny z liposomalną nystatyną zwiĊksza  jej aktywnoĞć przeciw Cryptococcus. Ze 

wzglĊdu na obecnoĞć receptorów na makrofagach, liposomalna tuftsyna słuĪy równieĪ 

jako transporter leku, specyficznie dostarczając go do odpowiednich miejsc, 
w infekcjach t.j. malaria [160], gruĨlica i leiszmanioza [161].   

 

3. Odczynniki kondensujące w tworzeniu wiązania 
amidowego 

 

 Tworzenie wiązania amidowego pomiĊdzy grupą karboksylową oraz aminową 
aminokwasów jest kluczowym etapem syntezy peptydów. Generalnie rzecz biorąc 
tworzenie wiązania amidowego polega na reakcji substytucji nukleofilowej funkcji 
aminowej na aktywną pochodną kwasu karboksylowego (Schemat 8). Ze wzglĊdu na 
fakt, iĪ w mojej pracy syntetycznej jednym z podstawowych procesów było tworzenie 
wiązania amidowego, w  niniejszym rozdziale przedstawiam krótki przegląd 
odczynników kondensujących uĪywanych do utworzenia właĞnie tego wiązania. 
W literaturze chemicznej znanych jest szeroka gama tzw. Ğrodków kondensujących 

[162].  
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Schemat 8. Tworzenie wiązania amidowego bez i z odczynnikiem kondensującym [158] 

 Wybór odpowiedniego odczynnika kondensującego nie jest łatwy. Chemik musi 
sprawdzić wiele substancji aby znaleĨć metodĊ najlepiej dostosowaną do warunków 
projektowanej syntezy. O wyborze odpowiedniego Ğrodka kondensującego moĪe 
decydować pokonanie problemów takich jak: słaba reaktywnoĞć, ograniczenia 

steryczne, racemizacja oraz dostĊpnoĞć Ğrodka kondensującego. Kolejnym elementem 

jest ewentualne powstawanie produktów ubocznych czy teĪ izolacja i oczyszczanie 
otrzymanego amidu/peptydu.   

3.1. Karbodiimidy 

 Karbodiimidy stanowią jedną z najszerszych i najczĊĞciej uĪywanych grup 
odczynników kondensujących. Stosowane są od dłuĪszego czasu zarówno podczas 
syntezy peptydów na fazie stałej, jak i w roztworze (Rysunek 25) [162].  

 

 

Rysunek 25. Struktury stosowanych w syntezie karbodiimidów. 

 DCC czyli dicykloheksylokarbodiimid 106 (Rysunek 25) jest jednym 

z najpopularniejszych odczynników kondensujących i jest stosowany od 1955 roku 

[162]. Związek ten jest rutynowo uĪywany podczas syntezy w roztworze ale równieĪ w 
trakcie syntezy peptydów na fazie stałej, głównie z dodatkiem HOBt czy HOSu (w celu 
zredukowania epimeryzacji w przypadku peptydów i racemizacji w przypadku 
aminokwasów). SprzĊgając estry aminokwasów w postaci soli (np. chlorowodorków) 
niezbĊdne jest dodanie trzeciorzĊdowej zasady. Stosowanie DCC 106 podczas syntezy 

na fazie stałej jest ograniczone ze wzglĊdu na powstający dicykloheksylomocznik, który 
jest słabo rozpuszczalny w wiĊkszoĞci rozpuszczalników. Stosując syntezĊ w roztworze, 
zła rozpuszczalnoĞć dicykloheksylomocznika okazuje siĊ być zaletą, gdyĪ moĪna go 
z  łatwoĞcią usunąć z mieszaniny reakcyjnej. Jedną z podstawowych wad 
dicyklokarbodiimidu jest jego silne działania alergiczne, czĊsto powodujące wysypkĊ 
na skórze [163] [164] [165]. 

 Ponadto jedną z głównych reakcji ubocznych w syntezie peptydów jest 
racemizacja, która nastĊpuje w wyniku działania zasady na aminokwas z aktywowaną 
grupą karboksylową. Schemat 8 przedstawia mechanizm racemizacji katalizowany 
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zasadą [166]. Aby zapobiec racemizacji dodaje siĊ nukleofil, który reaguje szybciej niĪ 
amina i tworzy poĞredni reaktywny produkt mogący dalej reagować z tą aminą. 
Nukleofilem takim moĪe być DMAP czy HOBt. W przypadku karbodimidów inną 
reakcjĊ uboczną stanowi N-O migracja aktywowanej funkcji karboksylowej, tworząc 
stabilny mocznik N-acylowy. Stosowanie niskiej temperatury 0°C znacznie ogranicza 
powstawanie tego produktu ubocznego. 

 

Schemat 9. Mechanizm racemizacji katalizowanej zasadą podczas aktywacji. 

 DIC lub DIPCDI (diizopropylokarbodiimid) 107 (Rysunek 25) jest 

odczynnikiem stosowanym podczas syntezy peptydów na fazie stałej. Tworzący siĊ 
w tej reakcji N,N’-diziopropylomocznik, moĪna łatwiej usunąć ze Ğrodowiska reakcji 
niĪ N,N’-dicykloheksylomocznik w przypadku DCC [162] [167] [168].  

 Innym szeroko stosowanym odczynnikiem kondensującym z grupy 
karbodoimidów jest EDCI czyli chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) 

karbodimid 108 (Rysunek 26). W reakcji tworzenia wiązania peptydowego z uĪyciem 

EDCI obok amidu powstaje N,N-dialkiloaminomocznik 116, który łatwo jest odmyć z 

mieszaniny reakcyjnej rozcieńczonym kwasem mineralnym. Z tego tez powodu 

odczynnik kondensujący EDCI jest z powodzeniem stosowany do syntezy prowadzonej 

w roztworze [169]. Synteza wiązania amidowego z wykorzystaniem karbodiimidów 
polega na przekształceniu grupy karboksylowej w reaktywny czynnik acylujący tj.       

O-acylomocznik 111. Kolejno nastĊpuje atak nukleofilowy na wĊgiel karbonylowy w 
wyniku czego powstaje amid 115 i N,N-dialkilomocznik 116. Procesem 

konkurencyjnym w tego typu przemianie jest migracja O-N acylu, co prowadzi do 

powstania N-acylomocznika 112. Pochodna O-acylomoczka 111 moĪe równieĪ 
reagować z grupą karboksylową aminokwasu 110 tworząc bezwodnik 113, który 
w wyniku reakcji SN(acyl) z C-chronionym aminokwasem prowadzi do otrzymania 

chronionego dipeptydu 115 (Schemat 10) [170].  
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Schemat 10. Mechanizm otrzymywania peptydu z wykorzystaniem odczynnika kondensującego EDCI [170]. 

 

3.2. Mieszane bezwodniki 

 Kolejną metodą tworzenia wiązania peptydowego jest procedura mieszanych 
bezwodników z uĪyciem chloromrówczanu alkilu (najczĊĞciej chloromrówczan izo-

butylu). W wyniku reakcji N-chronionego aminokwasu 117 z chloromrówczanem alkilu 

118 w obecnoĞci trzeciorzĊdowej aminy np. NMM 119, tworzony jest mieszany 

bezwodnik 121. Proces ten przebiega bardzo szybko. Metoda z wykorzystaniem 

mieszanych bezwodników róĪni siĊ od procedury z uĪyciem karbodiimidów tym, Īe ta 
pierwsza moĪe być stosowana do acylowania aminokwasów bądĨ anionów peptydów 
w czĊĞciowo uwodnionych rozpuszczalnikach organicznych. Synteza peptydów metodą 
mieszanych bezwodników powinna być prowadzona w niskiej temperaturze (np.            
-15°C). Pozwala to, na ograniczenie reakcji ubocznych takich jak np. aminoliza 

chloromrówczanów a takĪe tworzenie uretanów 124 (ĞcieĪka C). Reakcji aminolizy 

moĪna zapobiec unikając nadmiaru stosowanego chloromrówczanu a takĪe unikając 
wydłuĪenia czasu reakcji aktywacji N-chronionego aminokwasu. Reakcja ta została 
zooptymalizowana poprzez stosowanie: czasu aktywacji ok. 1-2 minuty, temperatury -

10°C do -15°C a takĪe zastosowanie NMM w bezwodnym rozpuszczalniku innym niĪ 
chloroform czy dichlorometan (Schemat 11) [170].  
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Schemat 11. Tworzenie wiązania peptydowego z wykorzystaniem metody mieszanych bezwodników [170]. 

 

3.3. Związki wspomagające reakcjĊ kondensacji 
 Jak juĪ wczeĞniej wspomniałam w celu tworzenia wiązania amidowego 

z wykorzystaniem karbodiimidów zalecane jest stosowanie substancji dodatkowych 

takich jak: HOBt 125, HOOBt 126, HOSu 127, HOAt 128, Oxyma Pure 129 czy 

DMAP 130 (Rysunek 26). UmoĪliwiają one zwiĊkszenie reaktywnoĞci oraz 
ograniczenie tworzenia epimerów a takĪe pochodnych N-acylomocznika. 

Rysunek 26. Struktury związków wspomagających reakcjĊ kondensacji. 

 HOBt (N-hydroksybenzotriazol) 125 (Rysunek 26), otrzymany w 1970 roku jest 

jednym z najbardziej popularnych Ğrodków antyracemizacyjnych.  HOBt obniĪa 

zasadowoĞć Ğrodowiska reakcji, zmniejszając stopień racemizacji. Jego najwiĊkszą 
wadą jest fakt, Īe bezwodny HOBt jest związkiem wybuchowym. Dlatego wystĊpuje 
jako monohydrat rozpuszczalny w DMF czy THF [162] [166] [169] [171]. 
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Schemat 12. Mechanizm syntezy peptydu metodą DCC/HOBt. 

 HOSu (N-hydroksysukcynoimid) 127 (Rysunek 27) w przeciwieństwie do HOBt 
118 jest całkowicie stabilny i nie wybuchowy. WadĊ HOSu stanowi struktura              

O-acylowanego kwasu hydroksamowego, który moĪe ulegać konwersji do 
izocyjanianów na drodze przegrupowania Lossena (Schemat 12) [164] [163].  

 

Schemat 13. Konwersja kwasu hydroksamonowego do izocyjanianu. 

 Kolejnym odczynnikiem antyracemizacyjnym jest HOAt (1-hydroksy-7-

azobenzotraizol) 128 (Rysunek 26), który lepiej niĪ HOBt przyspiesza reakcjĊ 
sprzĊgania. Niestety jego wybuchowoĞć ogranicza jego zastosowanie i dostĊpnoĞć [168] 

[172]. Szeroko stosowana ze wzglĊdu na problem racemizacji jest równieĪ 4-(N,N-

dimetyloamino)pirydyna DMAP 130 (Rysunek 28), pełniąca równieĪ funkcjĊ zasady. 
Odczynnik ten charakteryzuje siĊ wysoką toksycznoĞcią i jest uznawany za 
niebezpieczny, ze wzglĊdu na jego zdolnoĞć do wchłania przez skórĊ. Jest takĪe Īrący 

[173] [174]. 
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3.4. Odczynniki fosfoniowe 

 W ostatnich latach popularne stały siĊ równieĪ odczynniki fosfoniowe 
i amonowe takie jak: BOP, PyBOP, PyBrOP, TBTU, HBTU, HATU, COMU i TFFH. 

Związki te osiągają wysokie stopniem kondensacji kwasu karboksylowego z aminą. 

 

Rysunek 27. Struktury fosfoniowych odczynników kondensujących. 

 BOP (heksafluorofosforan benzotriazolo-1-iloksy-tris(dimetyloamino) 

fosfonowy) 141 (Rysunek 27) był pierwszym stosowanym fosfoniowym odczynnikiem 
kondensującym. Odczynnik ten gwarantuje wysokie wydajnoĞci reakcji sprzĊgania a 
ponadto charakteryzuje siĊ dobrą rozpuszczalnoĞcią w wiĊkszoĞci rozpuszczalników 

organicznych. Stosowany jest zarówno w syntezie na fazie stałej jak i w roztworze. 
Związek ten z powodzeniem uĪywany jest podczas laktonizacji, selektywnej estryfikacji 
oraz tworzenia wiązania peptydowego, bez racemizacji. Jego powaĪną wadą jest 
kancerogenne działanie powstającego podczas reakcji sprzĊgania 
heksametylofosforoamidu HMPA [175] [176]. Na rynku dostĊpna jest takĪe 
nietoksyczna pochodna BOP – PyBOP 142 (Rysunek 28), która jest równie dobrym 
odczynnikiem sprzĊgającym jak BOP stosowanym podczas syntezy peptydów na fazie 
stałej [177] [178]. Reakcje tworzenia wiązania amidowego z zastosowaniem 
odczynnika kondensującego BOP 141 przedstawiłam na Schemacie 14. 
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Schemat 14. Mechanizm reakcji tworzenia wiązania amidowego z wykorzystaniem odczynnika kondensującego 
BOP 141. 

 Kolejnym bardzo efektywnym fosforowym odczynnikiem kondensującym jest 
PyOxim 145, który został wprowadzony do syntezy organicznej w 2010 roku [179]. 

NajwiĊkszą zaleta tego Ğrodka kondensującego są wysokie wydajnoĞci procesu 
kondensacji. PyOxim obniĪa racemizacjĊ i epimeryzacjĊ, a takĪe daje bardzo dobre 
efekty w syntezie cyklicznych peptydów [179]. Ponadto w literaturze chemicznej 

znanych jest szereg fosforowych odczynników sprzĊgających, do których naleĪą 
równieĪ: PyBrOP 143, PyAOP 144 oraz DEPBT 146. 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


57 

 

3.5. Odczynniki amoniowe/uroniowe 

 

Rysunek 28. Struktury amonowych/uroniowych odczynników kondensujących 130-136. 

 TBTU/HBTU (tetrafluoroboran/heksafluorofosforan O-benzotriazolo-1-yl-

N,N,N’,N’-tetrametylomocznik) 157 (Rysunek 28) są bardzo popularnymi 
odczynnikami sprzĊgającymi. RóĪnią siĊ jedynie przeciwjonami BF4

-
 i PF6

-. Posiadają 
prawie identyczne właĞciwoĞci chemiczne a ich aplikacja jest rozpowszechniona 
w syntezie na fazie stałej jak i w roztworze, gdyĪ tworzą produkty rozpuszczalne 
w  wodzie oraz w standardowych rozpuszczalnikach organicznych [166] [169]. 

Ograniczeniem dla stosowania odczynników amonowych  jest moĪliwa reakcja grupy 
aminowej z TBTU tworząc pochodne guanidynowe (Schematy 15 i 16). ReakcjĊ ta 

moĪna zahamować poprzez dodanie niewielkiego nadmiaru substratu z wolną grupą 
karboksylową w stosunku do odczynnika kondensującego a takĪe stosując krótki czas 
aktywacji przed dodaniem substratu z wolną grupą aminową. Stosowanie odczynnika 

sprzĊgającego HCTU (heksafluorofosforan 2-(6-dichloro-1H-benzotriazol-1-yl)-

N,N,N’,N’-tetrametyloamoniowy) 158 (Rysunek 28) prowadzi do wyĪszych wydajnoĞci 
reakcji. Związek ten stosowany jest podczas syntezy peptydów o skomplikowanej 

budowie [162] [180]. 
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Schemat 15. Mechanizm tworzenia wiązania amidowego z wykorzystaniem odczynnika kondensującego HBTU 157. 

 

Schemat 16. N-terminalna guanidyzacja podczas sprzĊgania. 

 Modyfikując czĊĞć uroniową HCTU poprzez wprowadzenie grupy 

morfolinowej otrzymano HDMC (N-tlenek heksafluorofosforanu N-[(5-chloro-1H-

benzotriazol-1-ylo)-dimetyloamino-morfolino]-uroniowego) 159 (Rysunek 28). 

Modyfikacja ta pozwoliła na zwiĊkszenie reaktywnoĞci  tego związku w porównaniu do 
HCTU 158 [181]. Otrzymany w 2008 roku COMU (heksafluorofosforan 1-[1-cyjano-2-

etoksy-2-oksoetylidenoaminooksy)-dimetyloamino-morfolino]-uroniowy) 134 jest 

bezpieczniejszy w uĪyciu, lepiej rozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych oraz 

charakteryzuje siĊ zminimalizowanym ryzykiem reakcji alergicznych w porównaniu do 
HBTU/TBTU 157. Odczynnik szczególnie nadaje siĊ do stosowania podczas syntezy na 

fazie stałej z uĪyciem fal mikrofalowych. COMU 161 (Rysunek 28) moĪna 
wykorzystać do syntezy estrów wszystkich rodzajów alkoholi w temperaturze 

pokojowej a takĪe w łagodnych warunkach w obecnoĞci organicznych zasad [182] 
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[183]. Do tej grupy odczynników sprzĊgających naleĪą równieĪ: TATU/HATU 160, 

TOTT 162 oraz TFFH 163. 

 

3.6. Inne odczynniki kondensujące 

 EEDQ (N-etoksycarbonylo-2-etoksy-1,2-dihdrochinolina) 177 otrzymana 

w 1967 roku jest stosowanym odczynnikiem kondensującym, od dawna cieszącym siĊ 
duĪym zainteresowaniem. EEDQ aktywuje grupĊ karboksylową N-chronionego 

aminokwasu 139, dając mieszany bezwodnik 180, który w reakcji SN(acyl) reaguje 

z grupą aminową C-chronionego aminokwasu 183 prowadząc do dipeptydu 184 

(Schemat 17). Reakcja nie wymaga obecnoĞci trzeciorzĊdowych zasad, a takĪe moĪe 
być stosowana w przypadku aminokwasów zawierających wolną grupĊ hydroksylową. 
ChociaĪ tworzenie bezwodnika jest powolne to atak nukleofilowy grupy aminowej jest 

bardzo szybki, co minimalizuje racemizacje [184] [185].  
 

 

Schemat 17. Mechanizm tworzenia peptydu za pomocą odczynnika kondensującego EEDQ 138 [170]. 

 

 Bezwodnik kwasu propanofosfonowego okreĞlany skrótem T3P 187, stosowany 

jest w połączeniu z aminami trzeciorzĊdowymi, gdyĪ jest podatny na otwarcie 
pierĞcienia pod wpływem nukleofila – anionu karboksylanowego 186 generowanego 

zasadą (np. TEA). W wyniku otwarcia pierĞcienia powstaje produkt przejĞciowy 
mieszany bezwodnik acylowo-fosfonowy 188. Aktywacja grupy karboksylowej 

umoĪliwia podstawienie nukleofilowe na acylowanym atomie wĊgla. W reakcji aminy 

189 daje on amid 190 (Schemat 18) [170] .  
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Schemat 18. Mechanizm tworzenia wiązania amidowego wykorzystując T3P 148 [170]. 

 ĝrodek kondensujący T3P 187 z powodzeniem był stosowany do syntezy 

peptydów z zawadą przestrzenną. Ponadto reakcja przebiega w łagodnych warunkach, 
zapewnia wysoką wydajnoĞć, niski stopień epimeryzacji oraz łatwą izolacjĊ produktów. 

W tym miejscu naleĪy dodać, Īe bezwodnik kwasu propanofosfonowego jest 

bezpiecznym w uĪyciu odczynnikiem, poniewaĪ jest nietoksyczny i nie powoduje 
reakcji alergicznych a powstające produkty syntezy tj. sole fosfonowe są rozpuszczalne 
w wodzie a tym samym łatwe do usuniĊcia ze Ğrodowiska reakcji [186] [187]. 
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CEL PRACY 
  

 W ramach realizacji swojej pracy doktorskiej w Katedrze Chemii Organicznej 

Wydziału Chemicznego Politechniki Gdańskiej zaplanowałam syntezy 

aminokwasowych i peptydowych analogów kwasu mykofenolowego oraz ocenĊ ich 

aktywnoĞci biologicznej i mikrobiologicznej. 
 Połączenie zarówno aminokwasów, jak i peptydów z cząsteczką MPA powinno 
umoĪliwić zmniejszenie toksycznoĞci tego typu pochodnych. Ponadto, jak wynika 

z danych literaturowych, w wyniku działania addytywnego/synergistycznego reszt 

oligopeptydowych i  cząsteczki MPA, istnieje potencjalna moĪliwoĞć zwiĊkszenia 
aktywnoĞci przeciwnowotworowej czy immunosupresyjnej otrzymanych związków.  
 Realizując swoją rozprawĊ doktorską, ten duĪy projekt podzieliłam na zadania 
cząstkowe tj: 

 przeprowadzenie badań literaturowych dotyczących kwasu mykofenolowego 
i jego pochodnych; 

 przeprowadzenie badań literaturowych dotyczących tuftsyny i jej pochodnych; 

 opracowanie optymalnej drogi kondensacji aminokwasów z kwasem 
mykofenolowym;  

 opracowanie optymalnej metody syntezy tetrapeptydów: tuftsyny retro-tuftsyny 

oraz ich analogów; 

 opracowanie optymalnej metody kondensacji otrzymanych oligopeptydów 

z kwasem mykofenolowym; 

 badania aktywnoĞci immunosupresyjnej otrzymanych pochodnych w tym: 

 testy ĪywotnoĞci MTT, sprawdzające toksycznoĞć otrzymanych związków 
wobec linii komórkowej Jurkat i PBMC; 

 testy aktywnoĞci antyproliferacyjnej otrzymanych związków 
wykorzystujące VPD450 wobec linii komórkowej Jurkat i PBMC; 

 przeprowadzenie testów selektywnoĞci efektu działania otrzymanych 
związków wobec IMPDH poprzez badanie aktywnoĞci antyproliferacyjnej 
z wykorzystaniem VPD450 wobec linii komórkowej PBMC z dodatkiem 

GMP; 

 badania aktywnoĞci przeciwnowotworowej wybranych pochodnych w tym: 

 testy ĪywotnoĞci XTT, sprawdzające aktywnoĞć wybranych związków na 
liniach nowotworowych: czerniaka chomika Bomirskiego Ab, czerniaka 

ludzkiego A375 oraz neuroblastomy ludzkiej SHSY5Y 

 porównanie aktywnoĞci wybranych związków oraz MPA w stosunku do 
stosowanych chemoterapeutyków tj. dakarbazyny i cisplatyny. 

 badania aktywnoĞci przeciwbakteryjnej w tym: 
 testy na piĊciu referencyjnych szczepach bakteryjnych: Klebsiella 

pneumoniae ATCC 700603 (ESBL), Escherichia coli ATCC 8739, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus MRSA 

ATCC 43300, Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923 a takĪe 
wyznaczenie wartoĞci MIC dla wszystkich otrzymanych związków;  
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 porównanie aktywnoĞci wszystkich otrzymanych przeze mnie koniugatów 

MPA do stosowanych antybiotyków kanamycyny i ampicyliny. 
 Prace syntetyczne prowadziłam w Katedrze Chemii Organicznej Politechniki 
Gdańskiej. Badania biologiczne sprawdzające aktywnoĞć immunosupresyjną 
wykonywałam samodzielnie w Zakładzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii 
Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania biologiczne oceniające aktywnoĞć 
przeciwnowotworową były przeprowadzone we współpracy z Zakładem Embriologii 
oraz Zakładem Medycyny Laboratoryjnej w Gdańskim Uniwersytecie Medycznym. 
Natomiast badania mikrobiologiczne wykonywane były w Katedrze Biotechnologii 
Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdańskiej. 
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BADANIA WŁASNE 
 

1. Prace syntetyczne 

 CzĊĞć syntetyczna mojej pracy obejmowała: syntezĊ nowych aminokwasowych 

analogów kwasu mykofenolowego zarówno w postaci estrów metylowych 199-205, jak 

i z wolną grupą karboksylową 206-211, syntezĊ tetra- 220, 229 i pentapeptydów 237-

242, 250-255, a ponadto opracowanie syntezy analogów tych peptydów z cząsteczką 
MPA 270-276 i 285-291. 

1.1. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA 

1.1.1. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA w postaci estrów metylowych 

199-205 

 

 W celu otrzymania aminokwasowych pochodnych MPA, naleĪało utworzyć 
wiązanie amidowe pomiĊdzy grupą aminową naleĪącą do aminokwasów oraz grupą 
karboksylową cząsteczki MPA. W Katerze Chemii Organicznej Politechniki Gdańskiej 
opracowano metodĊ syntezy oraz opisano połączenia aminokwasów (takich jak: 
glicyna, alanina, walina, kwas glutaminowy, leucyna i fenyloalanina) z kwasem 

mykofenolowym [97]. Do syntezy tych związków przetestowano szereg odczynników 
kondensujących: chloromrówczan izobutylu/NMM, DPPA/TEA, EEDQ/Py, 
HBTU/NMM, TBTU/HOBt, BOP/HOBt oraz DCC/NMM  [97]. Niestety ze wzglĊdu na 
niską konwersjĊ substratów a takĪe trudnoĞci z oczyszczeniem poĪądanych amidów 
Īadna z wymienionych metod nie okazała siĊ efektywna. Natomiast uĪycie odczynnika 

kondensującego EDCI w obecnoĞci DMAP pozwoliło na efektywne otrzymanie 

poĪądanych połączeń. 

 Biorąc powyĪsze pod uwagĊ w ramach realizacji mojej pracy doktorskiej 

postanowiłam wykorzystać ten Ğrodek kondensujący tj. EDCI/DMAP do syntezy 

analogów MPA z takimi chlorowodorkami estrów aminokwasów jak: HClx                  

L-Asp(OCH3)-OCH3 192, HClxL-Thr-OCH3 193, HClx-D-Thr-OCH3 194, HClxL-Ile-

OCH3 195, HClx-L-Arg-OCH3 196, HClxD-Arg-OCH3 197 i HClxMal-(OCH3)2 198. Do 

reakcji uĪywałam MPA, odpowiedni chlorowodorek estru aminokwasu oraz DMAP. 

ReakcjĊ prowadziłam w bezwodnym DMF. Po ochłodzeniu mieszaniny reakcyjnej do 

0°C dodawałam odczynnik kondensujący EDCI (Schemat 19). ReakcjĊ standardowo 

prowadziłam w obecnoĞci gazu obojĊtnego przez około 48h. PostĊp reakcji 
kontrolowałam za pomocą chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w układach 
15:1:0,1 (CH2Cl2:MeOH:CH3COOH) i 50:1 (CH2Cl2:MeOH).  Po zakończeniu reakcji, 
DMF oddestylowywałam a związki oczyszczałam za pomocą preparatywnej 
chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) co pozwoliło na otrzymanie pochodnych 
199-201, 203 i 204 z 66-73% wydajnoĞcią (Tabela 1).  

 Procedura z uĪyciem EDCI w przypadku syntezy estru metylowego                  

N-mykofenoilo-L-izoleucyny 202, przebiegała z niską wydajnoĞcią ok 15%. SyntezĊ tą 

postanowiłam powtórzyć uĪywając innego odczynnika sprzĊgającego tj. bezwodnika 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


64 

 

kwasu propanofosfonowego (T3P). Prowadząc reakcjĊ kondensacji MPA z estrem 
metylowym izoleucyny z zastosowaniem tego Ğrodka kondensującego otrzymałam 
oczekiwany produkt z bardzo dobrą wydajnoĞcią tj. 68%. Z kolei w przypadku syntezy 

aminomalonowej pochodnej MPA 205 wykorzystanie metody EDCI/DMAP nie 

prowadziło do otrzymania poĪądanego produktu. Podobnie jak w poprzednim 

przypadku postanowiłam do reakcji kondensacji MPA i estru kwasu aminomalonowego 

zastosować T3P. Procedura ta pozwoliła mi na otrzymanie koniugatu MPA z estrem 

kwasu aminomalonowym z wydajnoĞcią 45%.  
 ReakcjĊ z wykorzystaniem bezwodnika kwasu propanofosfonowego 

prowadziłam analogicznie do reakcji z EDCI, wykorzystując zamiast 
dimetyloaminopirydyny – trietyloaminĊ (Schemat 20). Zmiana odczynnika 

kondensującego na T3P, pozwoliła na zwiĊkszenie wydajnoĞci pochodnej 202 z 15% do 

68% oraz na otrzymanie związku 205 z 45% wydajnoĞcią (Tabela 1).  

 

Schemat 19. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA metodą EDCI/DMAP. 

 

 

Schemat 20. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA metodą T3P/TEA. 

Tabela 1. WydajnoĞci syntez aminokwasowych pochodnych MPA. 

Związek Nr związku WydajnoĞć [%] 
MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 73 

MPA-L-Thr-OMe 200 71 

MPA-D-Thr-OMe 201 70 

MPA-L-Ile-OMe 202 15/68 

MPA-L-Arg(NO2)-OMe 203 70.5 

MPA- D-Arg(NO2)-OMe 204 66 

MPA-Mal-(OMe)2 205 45 

  

 Wszystkie otrzymane związki charakteryzowałam za pomocą widm 1
H NMR, 

13
C NMR, MS oraz HPLC-MS. 
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1.1.2. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA z wolną grupą karboksylową 
206-211 

 Kolejnym etapem mojej pracy była deprotekcja grupy karboksylowej. Do 

usuwania estrów metylowych wykorzystałam wodorotlenek litu. Odpowiedni koniugat 

MPA z estrem aminokwasu 199-204 rozpuszczałam w metanolu a nastĊpnie do 
roztworu dodawałam LiOH•H2O (Schemat 21). CałoĞć mieszałam przez ok. 24h 
w temperaturze pokojowej. PostĊp reakcji kontrolowałam za pomocą TLC. NastĊpnie 

mieszaninĊ reakcyjną zakwaszałam 2N HCl i ekstrahowałam octanem etylu (EtOAc). 
WarstwĊ octanową suszyłam za pomocą MgSO4. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika 

produkty reakcji izolowałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie 5:1:0,2 (CH3Cl:MeOH:NH3). Według wyĪej 
opisanej procedury otrzymałam koniugaty MPA z aminokwasami posiadającymi wolną 
grupĊ karboksylową 206-211 z wydajnoĞciami 80-89 %  (Tabela 2).  

 

Schemat 21. Otrzymanie aminokwasowych analogów MPA z wolną grupą kaboksylową. 

Tabela 2. WydajnoĞci reakcji otrzymywania aminokwasowych pochodnych z wolną grupą karboksylową. 

Związek Nr związku WydajnoĞć [%] 
MPA-L-Asp(OMe)-OH 206 87 

MPA-L-Thr-OH 207 88 

MPA-D-Thr-OH 208 86 

MPA-L-Ile-OH 209 80 

MPA-L-Arg(NO2)-OH 210 87 

MPA-D-Arg(NO2)-OH 211 89 
 

 Wszystkie otrzymane związki charakteryzowałam za pomocą widm 1
H NMR, 

13
C NMR, MS oraz HPLC-MS. 

 

1.2. Synteza peptydowych pochodnych kwasu mykofenolowego 

1.2.1. Synteza tetrapeptydów: tuftsyny 220 i retro-tuftsyny 229 

 SyntezĊ peptydów: tuftsyny i retro-tuftsyny przeprowadziłam w oparciu 
o metodĊ mieszanych bezwodników opisaną przez Dzierzbicką i wsp. [8] [9] [10]. 

Procedura ta umoĪliwia otrzymanie poĪądanego produktu z dobrą wydajnoĞcią przy 
jednoczesnym niskim stopniu racemizacji.  

 SyntezĊ pochodnej tuftsyny 220 otrzymałam zgodnie z procedurą opisaną przez 
Dzierzbicką i wsp. z tym, Īe w celu ochrony grupy İ-aminowej lizyny uĪyłam osłony 
Fmoc. Schemat 22 przedstawia drogĊ syntezy otrzymanej przeze mnie pochodnej 
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tuftsyny 220. W analogiczny sposób otrzymałam pochodną retro-tuftsyny 229 (Schemat 

23). WydajnoĞci poszczególnych etapów tych syntez zamieĞciłam w Tabeli 3.  

 

 

Schemat 22. Synteza chronionego tetrapeptydu – tuftsyny 220. 

 

 

 

Schemat 23. Synteza chronionego tetrapeptydu - retro-tuftsyny 229. 

Tabela 3. WydajnoĞci reakcji dla poszczególnych etapów syntezy tetrapeptydów 220 i 229. 

TUFTSYNA RETRO-TUFTSYNA 

Związek Nr 

zw. 

Wyd. 

[%] 

Związek Nr 

zw. 

Wyd. 

[%] 

Boc-Pro-Arg(NO2)-

OMe 
214 78 Boc-Lys(Fmoc)-Thr-

OMe 
223 83 

TFAxPro-Arg(NO2)-

OMe 

215 96 TFAx Lys(Fmoc)-Thr-

OMe 

224 97 

Boc-Lys(Fmoc)-Pro-

Arg(NO2)-OMe 
217 67 Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-

OMe 
226 76 

TFAxLys(Fmoc)-Pro-

Arg(NO2)-OMe 
218 91 TFAxPro-Lys(Fmoc)-

Thr-OMe 
227 93 

Boc-Thr-Lys(Fmoc)-

Pro-Arg(NO2)-OMe 
220 57 Boc-Arg(NO2)-Pro-

Lys(Fmoc)-Thr-OMe 
229 65 
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 Struktury otrzymanych tetrapeptydów potwierdziłam na podstawie analizy widm 
1
H NMR, MS oraz temperatury topnienia.  

 

1.2.2. Synteza pentapeptydów, pochodnych tuftsyny 237-242 i retro-tuftsyny 250-

255 

 Jak opisałam w rozdziale drugim czĊĞci literaturowej, tuftsyna jest 

immunomodulatorem o szerokim zakresie właĞciwoĞci biologicznych. Jednak peptyd 
ten jest niestabilny, jego okres półtrwania we krwi wynosi 16 min. Stabilizować 
tuftsynĊ moĪna poprzez łączenie jej ze związkami biologicznie czynnymi bądĨ teĪ przez 
modyfikacjĊ na grupie İ-aminowej lizyny, dołączając np. kolejny aminokwas.  

 W związku z powyĪszym nastĊpnym etapem mojej pracy było otrzymanie 
pentapeptydów, pochodnych tuftsyny 237-242 i retro-tuftsyny 250-255, poprzez 

acylowanie grupy İ-aminowej lizyny, aminokwasami takimi jak: glicyna, α-alanina,     

ȕ-alanina, walina, leucyna i izoleucyna. W tym celu w związkach 220 i 229 usunĊłam 

ugrupowanie Fmoc za pomocą 20-30% roztworu dietyloaminy w chloroformie. Do 

reakcji acylowania funkcji aminowej związku 230 i 249 odpowiednimi aminokwasami 

postanowiłam przetestować trzy metody: (a) metodĊ mieszanych bezwodników 
(chloromrówczan izobutylu); (b) Ğrodek kondensujący EDCI oraz (c) Ğrodek 
kondensujący EEDQ. Wybierając te metody kierowałam siĊ: opisywanymi w literaturze 

dobrymi wydajnoĞciami reakcji tworzenia wiązania peptydowego, niskim stopniem 

racemizacji, dostĊpnoĞcią i atrakcyjną ceną zastosowanych odczynników sprzĊgających. 
Wyniki tych eksperymentów przedstawiłam w Tabeli 4 i 5. Jak widać z danych 

zamieszczonym w Tabeli 4 i 5 najlepsze rezultaty w syntezie tych peptydów 
otrzymywałam stosując metodĊ mieszanych bezwodników. Wykorzystując procedurĊ 
EDCI wydajnoĞci projektowanych peptydów były zdecydowanie niĪsze natomiast 
w przypadku EEDQ nie otrzymywałam poĪądanych peptydów z zadowalającymi 
wydajnoĞciami. Procedury syntezy związków 243-248 oraz 256-261 zamieĞciłam na 
Schemacie 24.   

Tabela 4. WydajnoĞci syntez pentapeptydów pochodnych tuftsyny 237-242. 

 

Związek 

Nr 

związku 

WydajnoĞć[%] 
metoda 

mieszanych 

bezwodników 

procedura z 

wykorzystaniem 

EDCI 

Boc-Thr-Lys(FmocGly)-

Pro-Arg(NO2)-OMe  
237 65 48 

Boc-Thr-Lys(FmocαAla)-

Pro-Arg(NO2)-OMe 
238 58 - 

Boc-Thr-Lys(FmocβAla)-

Pro-Arg(NO2)-OMe  
239 63 - 

Boc-Thr-Lys(FmocVal)-Pro-

Arg(NO2)-OMe  
240 53 - 

Boc-Thr-Lys(FmocLeu)-

Pro-Arg(NO2)-OMe 
241 41 - 
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Boc-Thr-Lys(FmocIle)-Pro-

Arg(NO2)-OMe 
242 45 - 

 

Tabela 5. WydajnoĞci syntez pentapeptydów pochodnych retro-tuftsyny 250-255. 

 

Związek 

Nr 

zw. 

WydajnoĞć [%]  

metoda 

mieszanych 

bezwodników 

procedura z 

wykorzystaniem 

EDCI 

Procedura z 

wykorzystaniem 

EEDQ 

Boc-Arg(NO2)-Pro-

Lys(FmocGly)-Thr-

OMe  

250 56 43 - 

Boc-Arg(NO2)-Pro-

Lys(FmocαAla)-Thr-

OMe 

251 53 - - 

Boc-Arg(NO2)-Pro-

Lys(FmocβAla)-Thr-

OMe  

252 51 42 35 

Boc-Arg(NO2)-Pro-

Lys(FmocVal)-Thr-

OMe  

253 48 33 - 

Boc-Arg(NO2)-Pro-

Lys(FmocLeu)-Thr-

OMe 

254 35 - - 

Boc-Arg(NO2)-Pro-

Lys(FmocIle)-Thr-

OMe 

255 32 - - 
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Schemat 24. Synteza pentapeptydów 243-248 i 256-261 za pomocą metody mieszanych bezwodników. 

 

1.2.3. Synteza analogów kwasu mykofenolowego z pochodnymi tuftsyny i retro-

tuftsyny 

 NastĊpnym etapem realizacji mojej pracy doktorskiej, było utworzenie wiązania 
amidowego pomiĊdzy wszystkimi otrzymanymi przeze mnie tetra- i pentapeptydami, 

a kwasem mykofenolowym. W tym celu przetestowałam trzy odczynniki kondensujące 

takie jak: EEDQ, EDCI i T3P na modelach pochodnych tuftsyny 262 i retro-tuftsyny 

277, modyfikując iloĞć uĪytej zasady. Wyniki tych eksperymentów zestawiłam 
w Tabeli 6.  

 Peptyd z wolną grupą aminową oraz MPA rozpuszczałam w bezwodnym DMF. 
NastĊpnie do roztworu dodawałam odpowiedniej zasady, a mieszaninĊ reakcyjną 
ochładzałam do 0°C. Kolejno dodawałam odpowiedniego Ğrodka kondensującego. 
ReakcjĊ mieszałam 2h w temp. 0°C, a nastĊpnie 24-48h w temp. pokojowej 

w atmosferze gazu obojĊtnego. PostĊp reakcji kontrolowałam za pomocą TLC, 
a otrzymane pochodne oczyszczałam za pomocą PTLC w układach 20:1 

(CH3Cl:MeOH) i 9:1 (CH3Cl:MeOH). 

Tabela 6. WydajnoĞci syntez peptydów z MPA. 

Warunki WydajnoĞć [%] 

MPA-T-Fmoc 263 MPA-RT-Fmoc 279 

2xEEDQ/2xPy - problem z izolacją 
produktu 

5xEEDQ/5xPy - problem z izolacją 
produktu 
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5xEEDQ/2xTEA 33 - 

EDCI/DMAP 43 64 

5xEDCI/2xTEA - 34 

2xEDCI/3xTEA - 58 

T3P/TEA 65 28 

 

 Biorąc pod uwagĊ wyniki eksperymentów przedstawionych w Tabeli 6 do 

syntezy koniugatów kwasu mykofenolowego z tuftsyną 262 i jej analogami 243-248 

wybrałam metodĊ T3P/TEA (Schemat 25). Natomiast do syntezy pochodnych MPA 

z retro-tuftsyną 277 i jej analogami 255-260 wybrałam procedurĊ EDCI/DMAP 
(Schemat 26). Pozwoliło to na otrzymanie peptydowych koniugatów MPA 263-269 

i 278-284. WydajnoĞci reakcji otrzymywania tych pochodnych MPA przedstawiłam 
w Tabeli 7.  

 Ostatnim etapem syntez było uwolnienie grupy aminowej. DeprotekcjĊ osłony 
Fmoc przeprowadziłam za pomocą 20-30% roztworu dietyloaminy w chloroformie 

otrzymując związki: 270-276 i 285-291 (Schemat 25 i 26). PostĊp reakcji 
kontrolowałam za pomocą TLC, a  otrzymane związki oczyszczałam za pomocą PTLC 
w układach 5:1:0,2 (CH3Cl:MeOH:NH3) i 3:1:0,2 (CH3Cl:MeOH:NH3). 

 Struktury i czystoĞć wszystkich otrzymanych przeze mnie związków 
potwierdziłam metodami: 1

H NMR 
13

C NMR, MS i MS-HPLC. Dodatkowo wybrane 

związki scharakteryzowałam za pomocą technik: COESY, HMBC, HSQC, ROESY 

i TOCSY.  

Tabela 7. WydajnoĞci syntez wszystkich otrzymanych peptydowych analogów MPA 263-269 i 278-284. 

Związek Nr zw. Wyd. 

[%] 

Związek Nr zw. Wyd. 

[%] 

MPA-TFmoc 263 65 MPA-RTFmoc 278 64 

MPA-TGlyFmoc 264 48 MPA-RGlyFmoc 279 58 

MPA-TαAlaFmoc 265 53 MPA-RTαAlaFmoc 280 57 

MPA-TȕAlaFmoc 266 51 MPA-RTȕAlaFmoc 281 53 

MPA-TValFmoc 267 49 MPA-RTValFmoc 282 36 

MPA-TLeuFmoc 268 42 MPA-RTLeuFmoc 283 42 

MPA-TIleFmoc 269 45 MPA-RTIleFmoc 284 39 
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Schemat 25. Synteza peptydowych pochodnych tuftsyny i MPA 270-276. 
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Schemat 26. Synteza peptydowych pochodnych retro-tuftsyny i MPA 285-291. 
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2. Badania biologiczne 

2.1. Omówienie wyników aktywnoĞci immunosupresyjnej 
 W celu okreĞlenia działania i bezpieczeństwa leku sprawdziłam  
cytotoksycznoĞć otrzymanych związków wobec linii komórkowych w warunkach in 

vitro. Do okreĞlenia aktywnoĞci cytotoksycznej potencjalnych leków wykorzystuje siĊ 
róĪnego rodzaju testy komórkowe.   

 Jedne z popularniejszych testów sprawdzających aktywnoĞć cytotoksyczną 
opierają siĊ na badaniu integralnoĞci błony komórkowej, gdyĪ wszystkie trwałe 
uszkodzenia błony komórkowej prowadzą do Ğmierci komórki. Zastosowany barwnik 
nie wnika do Īywych komórek. Natomiast w komórkach umierających (w przypadku 
gdy błona komórkowa zostanie trwale uszkodzona i nastĊpuje zanik potencjału 
pomiĊdzy zewnĊtrzną a wewnĊtrzną stroną błony), barwnik przenika do ich wnĊtrza 
zabarwiając cytoplazmĊ bądĨ jądro komórkowe. Najpowszechniej stosowanym 

barwnikiem z tej grupy jest błĊkit trypanowy, który wybarwia komórki martwe 
(póĨnoapoptotyczne i nekrotyczne) na kolor niebieski. Do tej grupy barwników naleĪą 
równieĪ m.in. zieleń lizaminowa, eozyna Y i erytrozyna B.  Innym czĊsto stosowanym 
barwnikiem jest jodek propidyny (PI), który wnika do wnĊtrza komórek martwych 
i interkaluje z kwasami nukleinowymi, wykazując czerwoną fluorescencjĊ. 
 Inną metodą sprawdzającą aktywnoĞć cytotoksyczną jest ocenienie ĪywotnoĞci 
komórek poprzez analizĊ ich aktywnoĞci metabolicznej. Prawdopodobnie najbardziej 
popularnym testem do analizy aktywnoĞci metabolicznej komórki jest test MTT. Test 
ten polega na redukcji rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5- 

dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) do formazanu (Rysunek 29), 

wytrącającego siĊ w postaci fioletowych kryształów. Sole tetazolowe są redukowane do 
formazanu dziĊki działaniu dehydrogenazy bursztynianowej, enzymu aktywnego tylko 
w komórkach o nienaruszonym metabolizmie i łańcuchu oddechowym. Po 

rozpuszczeniu kryształów formazanu w DMSO lub izopropanolu, powstaje barwny 
roztwór, którego intensywnoĞć zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie 

w zakresie długoĞci fal 492–570 nm. IntensywnoĞć zabarwienia roztworu jest 
proporcjonalna do aktywnoĞci oksydacyjnej mitochondriów komórki czyli do liczby 
aktywnych metabolicznie (Īywych) komórek w populacji. Natomiast testy takie jak: 

MTS czy XTT stanowią udoskonalenie metody z wykorzystaniem MTT.  Innym testem 
naleĪącym do tej samej grupy jest test LDH polegający na ocenie aktywnoĞci 
dehydrogenazy mleczanowej. 

 

Rysunek 29. Redukcja odczynnika MTT przez reduktazĊ bursztynianową. 
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 Kolejnym etapem badań biologicznych była ocena stopnia zahamowania 
proliferacji komórek. Jedną z metod uĪywanych do oceny zahamowania proliferacji 
komórkowej jest wbudowywanie do DNA (podczas fazy S podziału komórkowego) 

znakowanych prekursorów tj. metyl-[3
H]-tymidyna, 

14
C-urydyna, 

14
C-adenina oraz 

32
P 

fosfor.  

 Inną metodą jest zastosowanie barwnika VPD450 (Violet Proliferation Dye 
450), który moĪe być stosowany do monitorowania aktywnoĞci proliferacyjnej 

w  cytometrii przepływowej podzbiorów komórek. Niefluorescencyjny barwnik 

VPD450 pasywnie dyfunduje przez błony komórkowe i jest metabolizowany przez 

aktywnoĞć esterazy w Īywych komórkach. Produkt esterazy staje siĊ wysoce 
fluorescencyjny i kowalencyjnie wiąĪe siĊ z białkowymi grupami aminowymi 
w  komórkach poprzez ugrupowanie estrowe sukcynimidu. Martwe komórki nie 

wykazują fluorescencji. Natomiast w miarĊ dzielenia siĊ Īywych komórek, barwnik 

VPD450 rozkłada siĊ równomiernie pomiĊdzy komórki potomne w taki sposób, Īe 

kaĪda komórka potomna zachowuje około połowy intensywnoĞci fluorescencji VPD450 
swojej komórki macierzystej. NastĊpnie wykorzystując cytometriĊ przepływową moĪna 
dokładnie zmierzyć iloĞć komórek o konkretnej fluorescencji i na tej podstawie ocenić 
podziały komórkowe.  
 W ramach niniejszej pracy doktorskiej samodzielnie przeprowadziłam test 
cytotoksycznoĞci MTT oraz test proliferacyjny z wykorzystaniem barwnika VPD450 na 
limfoidalnej linii komórkowej Jurkat oraz mononuklearnych komórkach krwi 
obwodowej (PBMC). Komórki Jurkat stosowane są jako linia modelowa ludzkich 
limfocytów natomiast PBMC stanowią model in vitro odpowiedzi immunologicznej. 

Testy wykonywałam w trzykrotnych powtórzeniach. Związki rozpuszczałam w 20 μL 
DMSO, nastĊpnie uzupełniałam poĪywką do 1 mL, otrzymując wyjĞciowe stĊĪenie 1 

mg/mL. Kolejne roztwory do badań przygotowywałam metodą seryjnych rozcieńczeń, 
otrzymując najniĪsze badane stĊĪenie 10-7

 [mg/mL].  

 W obu stosowanych testach wyznaczyłam wartoĞci IC50 (MTT) i EC50 

(VPD450). IC50  jest to stĊĪenie związku, przy którym ĪywotnoĞć komórek zmniejsza 
siĊ do 50% w stosunku do komórek kontrolnych. EC50 jest to natomiast stĊĪenie 
związku, przy którym proliferacja komórek zostaje zahamowana w 50% w stosunku do 

komórek kontrolnych. NastĊpnie obliczyłam współczynnik selektywnoĞci (SI), który 
pozwolił na wytypowanie najbardziej aktywnych związków przy jednoczeĞnie 
najniĪszej toksycznoĞci.  
 

2.1.1. Oznaczenie aktywności cytotoksycznej badanych związków 199-211, 270-

276 i 285-291 wobec linii komórkowych Jurkat i PBMC wykorzystując 
metodę MTT 

 Na 96-dołkowych płytkach inkubowałam (w temp. 37°C, 5% CO2) komórki 
Jurkat wraz z otrzymanymi przeze mnie pochodnymi MPA w róĪnych stĊĪeniach przez 
48 godzin natomiast komórki PBMC przez 72h. Dodatkowo proliferacja ludzkich 
limfocytów stymulowana była przeciwciałami anti-CD3/anti-CD-28. NastĊpnie do 
kaĪdego dołka dodałam odczynnik MTT, po czym płytki inkubowałam kolejne 3 
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godziny. Po tym czasie wytrącały siĊ kryształki formazanu, które rozpuszczałam 
w izopropanolu zakwaszonym 0,4N HCl. Po rozpuszczeniu kryształów, płytki 
wytrząsałam przez 15 min. Kolejno mierzyłam absorbancje przy długoĞci fali 570 nm, 
a otrzymane wyniki posłuĪyły do wyznaczenia wartoĞć IC50. 

Aminokwasowe analogi MPA 

 W Tabeli 8 przedstawiłam wyniki testu cytotoksycznoĞci MTT, który 
przeprowadziłam dla aminokwasowych analogów MPA na linii komórkowej T-Jurkat 

oraz na komórkach PBMC. W przypadku komórek PBMC wszystkie nowe 
aminokwasowe analogi MPA okazały siĊ być mniej cytotoksyczne niĪ związek 
macierzysty 9. Natomiast w przypadku linii komórkowej T-Jurkat związki: 199, 200, 

202 i 207 wykazały wiĊkszą toksycznoĞć od kwasu mykofenolowego 9. Analizując 
wyniki moĪna spostrzec, Īe estry metylowe aminokwasów są bardziej cytotoksyczne 

niĪ ich odpowiedniki z wolną grupą karboksylową. Jest to zauwaĪalne w kaĪdym 
przypadku zarówno dla linii komórkowej T-Jurkat jak i dla komórek PBMC. Wpływ na 
toksycznoĞć, oprócz deprotekcji estru metylowego, ma równieĪ konfiguracja 
aminokwasu. Zarówno w przypadku estrów metylowych jak i pochodnych z wolną 
grupą karboksylową, moĪna zauwaĪyć Īe D enancjomery są mniej cytotoksyczne od L 

enancjomerów, co równieĪ jest zauwaĪalne dla obu typów badanych komórek.  
 Pochodne kwasu mykofenolowego z argininą z wolną grupą karboksylową 
zarówno enancjomer L jak i D, wykazywały najmniejszą toksycznoĞć. W przypadku 
linii komórkowej T-Jurkat dla tych pochodnych nie udało siĊ wyznaczyć wartoĞci IC50 

w stosowanym zakresie stĊĪeniem. W związku z czym obliczyłam przeĪywalnoĞć 
w najwyĪszym badanym stĊĪeniu 1 mg/mL, która wynosiła odpowiednio 59,12% 
dla związku 210 i 75,14% dla związku 211. Analogi MPA 210 i 211 w stosunku do 

komórek PBMC okazały siĊ równieĪ najmniej toksyczne, a ich wartoĞci IC50 wynosiły 
odpowiednio 283,3521 µM dla związku 210 i 422,1991 µM dla 211.  

Związek MPA-L-Ile-OMe 202 okazał siĊ najbardziej cytotoksyczny w stosunku 
do obu typów badanych komórek, jego IC50 dla linii komórkowej Jurkat wynosiło 
8,3873 µM (około 8 razy niĪsze niĪ dla MPA), natomiast dla komórek PBMC 2,1735 
µM. Wykres 1 przedstawia porównanie cytotoksycznoĞci związków 200 i 201 do kwasu 

mykofenolowego 9 w badanych stĊĪeniach w stosunku do aktywowanych limfocytów. 
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Wykres 1. Porównanie cytotoksycznoĞci związków 200 i 201 (pochodne o najlepszym SI) do MPA 9 wobec 

komórek PBMC. 
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Tabela 8. WartoĞci IC50 [µM ]obliczone na podstawie testu MTT dla aminokwasowych pochodnych MPA 199-211. 

 

Związek 

 

Nr  

T-JURKAT PBMC 

IC50 [µM] ĩywotnoĞć 

[%] 

p F IC50 [µM] p F 

MPA 9 60,5649 ± NAN    0,1393 ± 0,0563   

MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 20,1067 ± 3,053  < 0,05 1,5447 18,1104 ± 1,7576 < 0,05 33,4943 

MPA-L-Thr-OMe 200 17,031 ± 8,9876  < 0,05 188,033 57,249 ± 31,3678 < 0,05 30,0545 

MPA-D-Thr-OMe 201 115,1101 ± 3,6357  < 0,05 265,7 69,2363 ± 58,2079 < 0,05 25,8681 

MPA-L-Ile-OMe 202 8,3873 ± 5,737  < 0,05 8775,4 2,1735 ± 1,9699 < 0,05 46,5912 

MPA-L-Arg-OMe 203 346,9831 ± NAN  0,196832 14,1006 14,0247 ± 4,8017 < 0,05 40,2289 

MPA-D-Arg-OMe 204 572,3986 ± 92,9324  < 0,05 186,542 70,6284 ± 63,0937 < 0,05 29,4825 

MPA-Mal-(OMe)2 205 101,2615 ± 20,8195  < 0,05 3127,67 3,5021 ± NAN < 0,05 28,4894 

MPA-L-Asp(OH)-OH 206 539,6711 ± NAN  < 0,05 235,896 50,2841 ± 25,7317 < 0,05 42,1102 

MPA-L-Thr-OH 207 42,6155 ± 5,4269  < 0,05 420,233 81,6755 ± 58,1724 < 0,05 25,5062 

MPA-D-Thr-OH 208 228,7987 ± 35,9323  0,105142 50,465 117,5839 ± 114,9361 < 0,05 3,9889 

MPA-L-Ile-OH 209 73,7358 ± NAN  0,083178 80,886 20,8702 ± NAN < 0,05 9,9973 

MPA-L-Arg-OH 210  59,12%   283,3521 ± NAN < 0,05 25,4620 

MPA-D-Arg-OH 211  75,14%   422,1991 ± NAN < 0,05 50,3320 

IC50 związków wyĪsze od IC50 MPA, p – istotnoĞć statystyczna róĪnicy, F – test Fishera dla porównania związek MPA. 

* ĩywotnoĞć komórek obliczona w najwyĪszym badanym stĊĪeniu 1mg/mL 
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Peptydowe analogi MPA 

 Tabela 9 przedstawia otrzymane wartoĞci IC50 dotyczące badań 
cytotoksycznoĞci peptydowych analogów MPA. Wszystkie peptydowe analogi MPA są 
znacznie mniej toksyczne od kwasu mykofenolowego. Dla ponad połowy związków, na 
linii komórkowej Jurkat nie udało mi siĊ wyznaczyć wartoĞci IC50 w testowanym  

zakresie stĊĪeń, a ĪywotnoĞć komórek w obecnoĞci tych związków w najwyĪszym 
badanym stĊĪeniu 1 mg/mL wynosiła 52,48% dla związku 291 do 85,82% dla 270. 

WartoĞci IC50 dla peptydowych pochodnych na linii komórkowej Jurkat są ponad 13 
razy wyĪsze niĪ dla MPA. Natomiast w przypadku komórek PBMC, wartoĞci IC50 są 
ponad 3500 razy wyĪsze niĪ dla MPA. ĝwiadczy to o minimalnym, w porównaniu do 
MPA, działaniu cytotoksycznym peptydowych analogów w stosunku do komórek 
PBMC. 

 ZauwaĪyłam wiĊkszą toksycznoĞć analogów MPA z retro-tuftsyną 285-291 niĪ 
z tuftsyną 270-276. Wyjątek stanowią dwie pentapeptydowe pochodne MPA z α-

alaniną i izoleucyną w przypadku linii komórkowej T-Jurkat i jeden pentapeptydowy 

analog MPA z glicyną w przypadku komórek PBMC. W tych przypadkach bardziej 
toksyczne okazują siĊ koniugaty z tuftsyną. JednakĪe nie są to znaczne róĪnice. Biorąc 
powyĪsze pod uwagĊ stwierdzam, Īe koniugaty MPA z retro-tuftsyną wykazują 
nieznacznie wiĊkszą cytotoksycznoĞć od tych z tuftsyną. Pochodna MPA-T 270 nie 

wykazywała toksycznoĞci dla obu typów badanych komórek. Wykres 2 przedstawia 
porównanie cytotoksycznoĞci koniugatu MPA z retro-tuftsyną 285 do związku 
macierzystego MPA w przedziale badanych stĊĪeń w stosunku do aktywowanych 
limfocytów.  

 

Wykres 2. Porównanie cytotoksycznoĞci związku 285 (pochodna o najlepszym SI) do MPA 9 wobec komórek 
PBMC.
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Tabela 9. WartoĞci IC50 [µM ]obliczone na podstawie testu MTT dla peptydowych pochodnych MPA 270-276 i 285-291. 

 

Związek 

 

Nr  

T-JURKAT PBMC 

IC50 [µM] ĩywotnoĞć 

[%] 

p F IC50 [µM] p F ĩywotnoĞć 

[%] 

MPA 9 60,5649 ± NAN    0,1393 ± 0,0563    

MPA-T 270  85,82%    -  99,09% 

MPA-T-Gly 271  53,40%   627,5687 ± 57,544 < 0,05 21,3610  

MPA-T-Ala 272 1000,6911  ± 109,9866  0,098974 57,005 559,6307 ± 118,9348 < 0,05 42,2206  

MPA-T-Ala 273 1020,3268  ± 51,0003  < 0,05 4674,26 525,802 ± 7,8699 < 0,05 27,6421  

MPA-T-Val 274  66,56%      56,81% 

MPA-T-Leu 275  67,04%   687,0963 ± 152,8254 < 0,05 12,02984  

MPA-T-Ile 276 808,7294  ± NAN  30,801 0,134232 461,4446 ± 198,9709 < 0,05 11,15830  

MPA-RT 285 970,7124 ± 108,8745  0,116535 41,0025 633,9007 ± 0,1364 < 0,05 63,5590  

MPA-RT-Gly 286 1096,4002 ± 83,9332  < 0,05 283,657 865,4713 ± 492,6669 < 0,05 40,3978  

MPA-RT-Ala 287  53,90%   749,7236 ± 88,6 < 0,05 36,0065  

MPA-RT-Ala 288 786,5217 ± 75,6887  0,113966 42,8915 587,6384 ± NAN < 0,05 42,8077  

MPA-RT-Val 289  63,35%   547,9832 ± 56,4763 < 0,05 108,4700  

MPA-RT-Leu 290  61,34%   518,9346 ± 390,5579 < 0,05 86,5511  

MPA-RT-Ile 291  52,48%   533,1408 ± 182,6451 < 0,05 45,0843  

IC50 związków wyĪsze od IC50 MPA, p – istotnoĞć statystyczna róĪnicy, F – test Fishera dla porównania związek MPA. 

* ĩywotnoĞć komórek obliczona w najwyĪszym badanym stĊĪeniu 1mg/mL 
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2.1.2. Oznaczenie aktywności antyproliferacyjnej badanych związków 199-211, 

270-276 i 285-291 wobec linii komórkowych Jurkat i PBMC wykorzystując 
barwnik VPD450 

Metoda ta polega na rozkładaniu siĊ równomiernie barwnika VPD450 pomiĊdzy 
komórki potomne tak, Īe kaĪda komórka potomna zachowuje około połowy 
intensywnoĞci fluorescencji VPD450 swojej komórki macierzystej. Przed 

przystąpieniem do wykonania testów, naleĪało wybarwić komórki. W tym celu 
odpowiednią liniĊ komórkową inkubowałam z barwnikiem VPD450 w 37°C przez 15 
minut. NastĊpnie wybarwione komórki nałoĪyłam na 96 dołkowe okrągłodenne płytki 
wraz z badanymi związkami w odpowiednich stĊĪeniach. Tak przygotowane płytki 
inkubowałam (w temp. 37°C, 5% CO2) przez 48h w przypadku komórek Jurkat i 72h 
w przypadku PBMC. NastĊpnie wykorzystując cytometriĊ przepływową dokonałam 
pomiaru fluorescencji, sprawdzając stopień proliferacji komórek. Po czym 
z otrzymanych danych wyznaczałam wartoĞć EC50. 

Aminokwasowe analogi MPA 

 W Tabeli 10 zamieĞciłam wartoĞci EC50 otrzymane z przeprowadzonych badań 
antyproliferacyjnych dotyczących aminokwasowych analogów MPA. ĩaden 
z  otrzymanych przeze mnie związków nie wykazał tak dobrego działania 
antyproliferacyjnego jak kwas mykofenolowy. Wyniki badań przeprowadzonych na 
linii komórkowej Jurkat oraz na komórkach PBMC są spójne. W obu przypadkach 
najbardziej aktywnymi związkami okazały siĊ pochodne: 199, 200, 201, 202 oraz 209. 

Pochodna MPA z izoleucyną zarówno w postaci estru metylowego 202 (EC50  = 5,1207 

µM dla PBMC) jak i po deprotekcji 209 (EC50  = 9,0962 µM dla PBMC) charakteryzuje 
siĊ najniĪszą wartoĞcią EC50 co czyni ją najbardziej aktywną z poĞród badanych 
analogów. Najmniej aktywnymi pochodnymi MPA w stosunku do obu typów komórek 
okazały siĊ związki: 206, 210 i 211.  

 Ponownie zauwaĪam róĪnicĊ pomiĊdzy pochodnymi z grupą karboksylową 
osłoniĊtą estrem metylowym 199-205 a związkami po deprotekcji 206-211. Analogi 

MPA w postaci estrów metylowych są zdecydowanie bardziej aktywne od ich 
odpowiedników z wolną grupą karboksylową. Wyjątek stanowi pochodna MPA-L-Ile-

OH (EC50 = 2,257 µM), która charakteryzuje siĊ niĪszą wartoĞcią EC50 niĪ MPA-L-Ile-

OMe (EC50 = 8,9199 µM) w przypadku linii komórkowej T-Jurkat.  

Wpływ konfiguracji aminokwasu na aktywnoĞć antyproliferacyjną nie jest tak 
wyraĨny jak w przypadku testu cytotoksycznoĞci. JednakĪe tylko w przypadku 
pochodnej MPA-Thr-OH (linia komórkowa Jurkat), D enancjomer jest bardziej aktywny 

niĪ L. Pozostałe wyniki pokazują, Īe wartoĞci EC50 w przypadku L enancjomerów są 
niĪsze bądĨ bardzo zbliĪone do ich D odpowiedników. Na wykresie 3 przedstawiłam 
porównanie aktywnoĞci antyproliferacyjnej związków 200 i 201 do MPA 9 wobec 

aktywowanych limfocytów. Histogramy (Rysunek 30) obrazują podziały komórek 
zawierających barwnik VPD450. PrzesuniĊcie mediany piku fluorescencji w lewo 
(wzrastająca iloĞć podziałów komórkowych) koreluje ze zmniejszającym siĊ stĊĪeniem 
związków. Niebieską linią zaznaczyłam pik fluorescencji komórek wybarwionych 
VPD450 w obecnoĞci najwyĪszego stĊĪenia związku. Przy zmniejszających siĊ 
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stĊĪeniach związku pik przesuwa siĊ w lewo, co Ğwiadczy o intensywniejszej 

proliferacji komórek. 

 

Wykres 3. Porównanie aktywnoĞci antyproliferacyjnej związków 200 i 201 (pochodne o najlepszym SI) do MPA 9 

wobec komórek PBMC. 
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Rysunek 30. Histogramy obrazujące podziały komórek zawierających barwnik VPD450 wobec komórek PBMC. 
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Tabela 10. WartoĞci EC50 [µM ]obliczone na podstawie testu proliferacyjnego z VPD 450 dla aminokwasowych pochodnych MPA 199-211. 

 

Związek 

 

Nr  

T-JURKAT PBMC 

EC50 [µM] p F EC50 [µM] p F 

MPA 9 0,2654  ± 0,1997   0,0301 ± 0,0003   

MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 16,7048  ± 0,2272 0,738456 0,1898 8,3904 ± 2,1163 0,121012 27,01 

MPA-L-Thr-OMe 200 9,7426  ± 7,1403 0,293474 4,0537 10,0769 ± 7,8407 0,091283 47,974 

MPA-D-Thr-OMe 201 13,805  ± 5,3637 0,379147 2,1777 9,442 ± 4,8327 0,098581 41,039 

MPA-L-Ile-OMe 202 8,9199  ± 5,1038 0,104621 36,363 5,1207 ± NAN 0,666667 0,33 

MPA-L-Arg-OMe 203 22,3433  ± 0,5089 < 0,05 3114,096 77,27 ± 2,9431 < 0,05 162,533 

MPA-D-Arg-OMe 204 69,4726  ± 40,9042 < 0,05 722,822 95,574 ± NAN < 0,05 491,973 

MPA-Mal-(OMe)2 205 64,7888  ± 7,7683 0,091202 48,060 11,238 ± 5,5125 0,123955 25,713 

MPA-L-Asp(OH)-OH 206 395,9154  ± 66,7415 < 0,05 1365,565 211,0166 ± 3,6952 < 0,05 1309,945 

MPA-L-Thr-OH 207 82,9324  ± 70,4686 < 0,05 834,311 118,6346 ± NAN < 0,05 17637,59 

MPA-D-Thr-OH 208 21,4121  ± NAN < 0,05 671,916 121,5115 ± NAN < 0,05 5006,61 

MPA-L-Ile-OH 209 2,257  ± 0,5256 0,182469 11,5115 9,0962 ± 5,4071 0,118256 28,316 

MPA-L-Arg-OH 210 1169,7301  ± 474,8234 < 0,05 6110,172 131,9343 ± 2,7965 < 0,05 1729,118 

MPA-D-Arg-OH 211 1036,7232  ± 16,15 < 0,05 3615,989 587,572 ± 11,2288 < 0,05 7041,57 

p – istotnoĞć statystyczna róĪnicy, F – test Fishera dla porównania związek MPA. 

* ĩywotnoĞć komórek obliczona w najwyĪszym badanym stĊĪeniu 1mg/mL 
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Peptydowe pochodne MPA 

 Tabela 11 zawiera wyniki aktywnoĞci antyproliferacyjnej dla peptydowych 
pochodnych MPA. Dla niektórych związków w przypadku linii komórkowej T-Jurkat 

nie udało mi siĊ wyznaczyć wartoĞci EC50. W przypadku linii komórkowej T-Jurkat 

najbardziej aktywnymi związkami są 285 (EC50 = 663,9288 µM) i 289 (EC50 = 

555,9506 µM). Jednak nawet te analogi wykazują ponad 2000 razy niĪszą aktywnoĞć 
niĪ MPA. 
 Analizując wyniki badań przeprowadzonych na komórkach PBMC, moĪna 
zauwaĪyć, Īe najwyĪszą aktywnoĞcią charakteryzuje siĊ pochodna 285, której wartoĞć 
EC50 wynosi 35,4258 µM, jednak jest to wartoĞć ponad 1000 razy mniejsza niĪ dla 
MPA (EC50 = 0,0301 µM). Koniugaty MPA z retro-tuftsyna 285-291 charakteryzują siĊ 
wyĪszą aktywnoĞcią od pochodnych MPA z tuftsyną 270-276, jest to wyraĨnie 
widoczne w przypadku komórek PBMC. Na wykresie 4 przedstawiłam porównanie 
aktywnoĞci antyproliferacyjnej koniugatu MPA z retro-tuftsyną 285 do kwasu 

mykofenolowego 9 wobec komórek PBMC. Rysunek 31 przedstawia iloĞć podziałów 
komórkowych w zaleĪnoĞci od uĪytego stĊĪenia związku 285. Ponownie niebieską linią 
zaznaczyłam pik fluorescencji komórek wybarwionych VPD450 w  obecnoĞci 
najwyĪszego stĊĪenia związku. W tym przypadku równieĪ wraz ze zmniejszeniem 
stĊĪenia związku pik przesuwa siĊ w lewo, co Ğwiadczy o intensywniejszej proliferacji 
komórek. 

 

Wykres 4. Porównanie aktywnoĞci antyproliferacyjnej związku 285 (pochodna o najlepszym SI) do MPA 9 wobec 

komórek PBMC. 
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Rysunek 31. Histogramy obrazujące podziały komórek zawierających barwnik VPD450 wobec komórek PBMC.
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Tabela 11. WartoĞci EC50 [µM ]obliczone na podstawie testu proliferacyjnego z VPD 450 dla peptydowych pochodnych MPA 270-276 i 285-291. 

 

Związek 

 

Nr  

T-JURKAT PBMC 

EC50 [µM] ĩywotnoĞć 

[%] 

p F EC50 [µM] p F 

MPA 9 0,2654 ± 0,1997    0,0301 ± 0,0003   

MPA-T 270  60,78%   129,5805 ± 68,3779 < 0,05 1204,396 

MPA-T-Gly 271 1030,1598 ± 50,8767  < 0,05 19448,05 589,7258 ± 266,0804 < 0,05 30012,11 

MPA-T-Ala 272  55,31%   258,7448 ± 54,9349 < 0,05 2129,34 

MPA-T-Ala 273 941,0136 ± 367,4714  < 0,05 8494,51 210,7091 ± 98,2546 < 0,05 23935,29 

MPA-T-Val 274  55,10%   432,015 ± 108,4486 < 0,05 33684,84 

MPA-T-Leu 275 801,0048 ± 54,2905  < 0,05 13789,92 551,1159 ± 3,1566 < 0,05 30012,11 

MPA-T-Ile 276 924,1804 ± 175,2462  < 0,05 12454,59 357,2643 ± 107,0756 < 0,05 19110,15 

MPA-RT 285 663,9388 ± NAN  < 0,05 7500,049 35,4258 ± NAN < 0,05 29409,81 

MPA-RT-Gly 286  56,72%   565,9218 ± NAN < 0,05 37508,95 

MPA-RT-Ala 287 838,5726 ± 85,4873  < 0,05 17956,11 168,1618 ± 75,2635 < 0,05 19775,92 

MPA-RT-Ala 288  75,89%   153,6859 ± 92,9453 < 0,05 34031,44 

MPA-RT-Val 289 555,9506 ± 113,0378  < 0,05 11780,75 128,762 ± 77,37 < 0,05 15052,48 

MPA-RT-Leu 290  63,04%   160,6927 ± 62,364 < 0,05 17072,33 

MPA-RT-Ile 291  52,77%   152,2295 ± NAN < 0,05 19219,31 

p – istotnoĞć statystyczna róĪnicy, F – test Fishera dla porównania związek MPA. 

* ĩywotnoĞć komórek obliczona w najwyĪszym badanym stĊĪeniu 1mg/mL 
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2.1.3. Selekcja pochodnych MPA o najkorzystniejszych parametrach 

 Wyznaczenie współczynnika selektywnoĞci (SI), który jest stosunkiem 
cytotoksycznoĞci związku (IC50) do jego aktywnoĞci antyproliferacyjnej (EC50), 

umoĪliwia porównanie otrzymanych pochodnych miĊdzy sobą a takĪe do związku 
macierzystego MPA. Pozwala to na wyselekcjonowanie analogu o najlepszej 

aktywnoĞci oraz jednoczeĞnie najniĪszej toksycznoĞci. Wraz ze wzrostem wartoĞci 
współczynnika SI toksycznoĞć związku maleje.  
 W Tabeli 12 przedstawiłam współczynniki selektywnoĞci dla otrzymanych 
aminokwasowych i peptydowych analogów kwasu mykofenolowego. W przypadku linii 
komórkowej T-Jurkat, Īadna z otrzymanych pochodnych nie charakteryzowała siĊ 
wyĪszym współczynnikiem aktywnoĞci od macierzystego związku MPA 9. Natomiast, 

analizując wyniki badań przeprowadzonych na komórkach PBMC, wyselekcjonowałam 
trzy związki: 200, 201 i 285 do dalszych badań jako potencjalne immunosupresanty. 
Pomimo, Īe wartoĞć EC50 tych trzech wybranych analogów jest wyĪsza niĪ 
w przypadku MPA, pochodne te charakteryzują siĊ zdecydowanie mniejszą 
cytotoksycznoĞcią porównując do kwasu mykofenolowego. Peptydowe pochodne 287 

i 289 charakteryzują siĊ podobnym współczynnikiem selektywnoĞci co MPA, jednak 
aby zahamować proliferacjĊ komórek potrzebna by była duĪa dawka leku, odpowiednio 
168,1618 µM dla 287 i 128,762 µM dla 289. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


88 

 

Tabela 12. Obliczony współczynnik selektywnoĞci (SI) dla linii komórkowej Jurkat i dla komórek PBMC. 

Związek Nr 

związ
ku 

SI = IC50/EC50 Związek Nr 

związku 

SI = IC50/EC50 

JURKAT PBMC JURKAT PBMC 

MPA 9 228,2023 4,627907 MPA 9 228,2023 4,627907 

MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 1,203648 2,158467 MPA-T 270 - - 

MPA-L-Thr-OMe 200 1,748096 5,681211 MPA-T-Gly 271 - 1,06417 

MPA-D-Thr-OMe 201 8,33829 7,3328 MPA-T-aAla 272 - 2,162867 

MPA-L-Ile-OMe 202 0,940291 0,424454 MPA-T-bAla 273 1,084285 2,495393 

MPA-L-Arg-OMe 203 15,52963 0,181503 MPA-T-Val 274 -  

MPA-D-Arg-OMe 204 8,239199 0,738992 MPA-T-Leu 275 - 1,246736 

MPA-Mal-(OMe)2 205 1,562948 0,31163 MPA-T-Ile 276 0,875077 1,291606 

MPA-L-Asp(OH)-OH 206 1,363097 0,238295 MPA-RT 285 1,462051 17,89376 

MPA-L-Thr-OH 207 0,513858 0,688463 MPA-RT-Gly 286 - 1,529313 

MPA-D-Thr-OH 208 10,68549 0,967677 MPA-RT-aAla 287 - 4,458347 

MPA-L-Ile-OH 209 32,66983 2,294387 MPA-RT-bAla 288 - 3,823632 

MPA-L-Arg-OH 210 - 2,147676 MPA-RT-Val 289 - 4,255784 

MPA-D-Arg-OH 211 - 0,718549 MPA-RT-Leu 290 - 3,22936 

    MPA-RT-Ile 291 - 3,502217 
SI związków wyĪszy od SI MPA, SI związków podobny do SI MPA, 
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2.1.4. Oznaczenie aktywności antyproliferacyjnej związków 199-21, 273, 274, 

285, 287 i 289 wobec komórek PBMC wykorzystując barwnik VPD450 w 

obecności GMP 

 Enzym dehydrogenaza inozyno 5’monofosforanu, którego inhibitorem jest kwas 
mykofenolowy, hamuje biosyntezĊ nukleotydów de novo. Dane w literaturze wskazują, 
Īe supresja proliferacji komórek pod wpływem inhibitorów IMPDH jest odwracalna 
przez dodanie guanozyny, GMP, GTP czy detoksy-GMP [89] [97]. W związku z tym 
wykonałam testy antyproliferacyjne z dodatkiem GMP, aby sprawdzić czy aktywnoĞć 
antyproliferacyjna otrzymanych przeze mnie związków opiera siĊ o ten sam mechanizm 
działania co kwas mykofenolowy. W tym celu przeprowadziłam test antyproliferacyjny 
z wykorzystaniem barwnika VPD450 z dodatkiem 50 µM GMP (stĊĪenie GMP 
w dołku).  
 Na wykresach 5 i 6 przedstawiłam aktywnoĞć proliferacyjną komórek 
w stosunku do kontroli w okreĞlonych stĊĪeniach. Mechanizm działania związków jest 
zgodny z działaniem MPA. W zakresie stĊĪeń, w którym nastĊpuje zahamowanie 
proliferacji bez dodatku GMP, moĪemy zauwaĪyć, Īe po dodaniu GMP proliferacja 
odwraca siĊ i zdecydowanie wzrasta. Natomiast w stĊĪeniach, w których proliferacja 
bez dodatku GMP wynosi ponad około 50% widać gwałtowny jej spadek po dodaniu 

GMP. W związku z tym po raz drugi obserwujemy odwrócenie proliferacji. W niĪszych 
stĊĪeniach, w których związki nie zahamowują w znacznym stopniu proliferacji 

limfocytów, prawdopodobnie enzym IMPDH zostaje wyhamowany przez GMP 
(produkt), co moĪe być spowodowane zaburzeniem równowagi substrat-produkt, 

z powodu nadmiaru guanozyno-5’-monofosforanu. W tych stĊĪeniach moĪliwe jest 
takĪe toksyczne działanie GMP znane z procesu netozy lub jego wpływ na inne szlaki 
metaboliczne (jako trzeci przekaĨnik lub substrat dla innych enzymów). 
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Wykres 5. AktywnoĞć antyproliferacyjna aminokwasowych pochodnych MPA 199-211 w obecnoĞci GMP 
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Wykres 6. AktywnoĞć antyproliferacyjna wybranych peptydowych pochodnych MPA 273, 274, 285, 287, 289 w obecnoĞci GMP.
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2.1.5. Oznaczenie szybkości zużywania wybranych związków przez komórki 
Jurkat z wykorzystaniem HPLC-MS 

 W celu sprawdzenia stabilnoĞci otrzymanych przeze mnie analogów MPA 
podczas hodowli komórkowych wykonałam test HPLC-MS, który pozwolił na 
oznaczenie iloĞci związków po kolejnych dniach inkubacji z komórkami Jurkat. 

Związki 200, 207, 272 i 285 w stĊĪeniach odpowiadającym EC50 inkubowałam wraz 
z komórkami Jurkat przez 5 dni. KaĪdego dnia pobierałam próbkĊ do testu HPLC-MS. 

W tym celu do odpowiedniego dołka, z którego pobierałam próbkĊ danego dnia, 
dodawałam wody i mieszałam. NastĊpnie wodny roztwór odwirowywałam, zbierałam 
nadsącz, a tak przygotowane do testu próbki przechowywałam w zamraĪalniku.  
 Na wykresie 7 przedstawiłam szybkoĞć zuĪywania związków 200, 207, 272 

i  285 wobec komórek Jurkat podczas prowadzenia piĊciodniowej inkubacji. Pole 
powierzchni piku dnia pierwszego oznaczyłam jako 100%. Analizując dane na 

poniĪszym wykresie, moĪna zauwaĪyć, Īe pochodna 207, czyli aminokwasowy analog 

MPA z treoniną z wolną grupą karboksylową charakteryzuje siĊ znaczną stabilnoĞcią, 
iloĞć związku w trakcie piĊciodniowej inkubacji nie spada poniĪej 90%. Analog MPA 
modyfikowany treoniną z grupą karboksylową osłoniĊtą estrem metylowym 200 takĪe 
wykazuje dobrą stabilnoĞć wobec testowanej linii komórkowej, jednakĪe w piątym dniu 
inkubacji iloĞć pochodnej 200 wynosi około 40%. W związku z tym chcąc prowadzić 
inkubacjĊ dłuĪszą niĪ 5 dni, naleĪałoby ponownie dodać odpowiednią porcjĊ analogu 
200. Zdecydowanie mniej trwałe okazują siĊ peptydowe pochodne MPA, co związane 
jest z ich rozbudowaną strukturą. Po 3 dniu inkubacji w dołku pozostaje nieznacznie 
ponad 50% analogów 272 i 285. Fakt ten, skutkuje koniecznoĞcią dodania kolejnej 
porcji związków 272 i 285 podczas prowadzenia inkubacji powyĪej 4 dni. 

 

Wykres 7. SzybkoĞć zuĪywania wybranych związków wobec komórek Jurkat podczas piĊciodniowej inkubacji. 
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2.2. Badania przeciwnowotworowe in vitro na liniach komórkowych czerniaka 
i neuroblastomy 

 AktywnoĞć biologiczną MPA 9 oraz otrzymanych wybranych aminokwasowych 

pochodnych: 200, 201, 203, 204, 207, 208, 210 i 211 oraz peptydowych 270 i 285 

oceniano wobec komórek dwóch linii czerniaka amelanotycznego o róĪnym 
pochodzeniu: linia Ab czerniaka chomika Bomirskiego, linia A375 ludzkiego czerniaka 

oraz wobec komórek neuroblastomy SHSY5Y. Badania te prowadziłam we współpracy 
z Zakładem Embriologii oraz Zakładem Medycyny Laboratoryjnej w Gdańskim 
Uniwersytecie Medycznym. 

 Czerniak wywodzi siĊ z melanocytów, czyli komórek wytwarzających 
i  zawierających melaninĊ. WyróĪnia siĊ dwie formy czerniaka: melanotyczną 
i amelanotyczną. Czerniak amelanotyczny jest odmianą rzadszą, którą znacznie trudniej 
zdiagnozować ze wzglĊdu na brak charakterystycznych komórek wytwarzających 
melaninĊ, co jest charakterystyczne dla odmiany melanotycznej [188]. ZłoĞliwe 
czerniaki są wysoce agresywnymi nowotworami z nieprzewidywalnym przebiegiem 

i  złym rokowaniem. Czerniak amelanotyczny jest stosunkowo oporny chemicznie 

i odporny na promieniowanie [189]. 

 Neuroblastoma (NB) jest guzem neuroendokrynnym, który najczĊĞciej pochodzi 

z nadnerczy, ale moĪe równieĪ rozwijać siĊ w dowolnym miejscu wzdłuĪ 
współczulnego układu nerwowego w: szyi, klatce piersiowej, brzuchu lub miednicy 
[190]. Podstawą chemioterapii neuroblastomy jest terapia skojarzona obejmująca 
wysokie dawki cisplatyny i etopozydu naprzemiennie z winkrystyną, doksorubicyną 
i cyklofosfamidem [191]. Niektóre NB mogą zaniknąć u niemowląt bez stosowania 

leczenia (spontaniczna regresja). Inne mogą przetrwać bardzo intensywną wielolekową 
terapiĊ. Z tego powodu NB jest znana jako jeden z najbardziej agresywnych i trudnych 

w leczeniu nowotworów u dzieci.  

2.2.1. Wyznaczenie IC50 i analiza aktywności przeciwnowotworowej MPA oraz 

wybranych pochodnych aminokwasowych i peptydowych, za pomocą testu 
XTT 

 Komórki nowotworowe wysiewano na 96 dołkowe płytki w poĪywce 
odpowiedniej dla danej linii. Po 24h wymieniano poĪywkĊ i dodawano badane związki 
w oĞmiu stĊĪeniach (0,1; 1; 10; 20; 40; 50; 100; 150 µM). InkubacjĊ (w temp. 37°C, 5% 

CO2) prowadzono przez 48 i 72 godziny. Wszystkie rozcieńczenia badanych związków 
przygotowywano w poĪywce, a wyjĞciowe stĊĪenie w wodzie z 5% DMSO.  

 ĩywotnoĞć komórek mierzono za pomocą testu z wykorzystaniem XTT. Test ten 

polega na ocenie aktywnoĞci mitochondriów, które redukują sól tetrazolową XTT (sól 
sodowa 2,3-bis-(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H-tetrazolio-5-karboksyanilidu) do 

rozpuszczalnej w wodzie formy formazanu. AbsorbancjĊ pomarańczowego produktu 

mierzono przy pomocy spektrofotometru płytkowego przy długoĞci fali 450 nm. Miarą 
aktywnoĞci cytotoksycznej testowanego związku była wartoĞć stĊĪenia IC50, czyli takie 

jego stĊĪenie, przy którym proliferacja/ĪywotnoĞć, mierzona aktywnoĞcią 
mitochondriów komórek, zostaje zahamowana w 50%, w odniesieniu do kontroli 

(100%). Gdy nie moĪna było wyznaczyć IC50 miarą wpływu związku na komórki był 
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odsetek komórek Īywych potraktowanych 150 µM stĊĪeniem, czyli najwyĪszym 
badanym stĊĪeniem.   

 Jako wzorce do badań uĪyliĞmy dwa stosowane chemoterapeutyki: dakarbazynĊ 
oraz cisplatyne. Od połowy 2006 roku dakarbazyna jest powszechnie uĪywana 
w leczeniu złoĞliwej odmiany czerniaka [192] [193], chłonniaka Hodgkina [194] oraz 

miĊsaka [195] [196]. Natomiast cisplatyna stosowana jest w chemoterapii wielu 

nowotworów tj.: nowotwory jąder, jajników, szyjki macicy, pĊcherza, płuc, szyi, głowy, 
przełyku, mózgu, miĊdzybłoniaka i nerwiaka niedojrzałego [197].  

 Wyniki badań aktywnoĞci antynowotworowej MPA i wybranych otrzymanych 

pochodnych zestawiłam w Tabeli 13. Dla wszystkich testowanych linii wyznaczyliĞmy 
dawki IC50 dla MPA 9, które wynosiły 0,2 µM, 2 µM, 0,4 µM odpowiednio dla 
komórek czerniaka Ab, A375 i komórek neuroblastomy  SHSY5Y. NaleĪy w tym 
miejscu dodać, iĪ dawki IC50 stosowanych w leczeniu obu nowotworów 
chemioterapeutyków: dakarbazyny (czerniak) i cisplatyny (neuroblastoma) wobec 

testowanych komórek wynosiły 69 µM, 35 µM, 2,5 µM odpowiednio dla komórek 
czerniaka Ab, A375 i komórek neuroblastomy SHSY5Y. Szczególną uwagĊ zwraca 

wielokrotnie niĪsza dawka MPA 9, która jest konieczna do uzyskania efektu IC50 wobec 

komórek obu linii czerniaka amelanotycznego w porównaniu ze stosowaną w leczeniu 
systemowym tego nowotworu dakarbazyną. Ponadto, stĊĪenie IC50 zostało obliczone po 
48-godzinnej stymulacji, co nie było moĪliwe dla dakarbazyny.  

W tym miejscu naleĪy zwrócić uwagĊ, Īe dla linii nowotworowej SHSY5Y  wartoĞć 

IC50 dla MPA 9 była na podobnym poziomie jak dawka IC50 dla cisplatyny. Analizując 
wyniki moĪna zauwaĪyć, Īe kwas mykofenolowy wykazuje znacznie wyĪszą 
aktywnoĞć w stosunku do komórek czerniaka i prawie taką samą aktywnoĞć w stosunku 
do komórek neuroblastomy jak powszechnie stosowane leki przeciwnowotworowe. 
Poza tym zauwaĪyliĞmy szybsze działanie MPA niĪ dakarbazyny na obu testowanych 
liniach komórkowych czerniaka. 
 Pochodne MPA-Thr-OMe 200 i 201 wykazywały zdecydowanie niĪszą 
aktywnoĞć cytotoksyczną niĪ MPA 9 bez wzglĊdu na konfiguracjĊ absolutną 

aminokwasu. Oba związki, zarówno MPA-L-Thr-OMe 200, jak i MPA-D-Thr-OMe 201 

hamowały aktywnoĞć mitochondriów w 50% komórek czerniaka Ab przy dawce ok. 20 

µM. Jest to dawka wielokrotnie wyĪsza niĪ dla MPA 9 (0,2 µM) ale nadal trzykrotnie 
mniejsza niĪ dakarbazyny (69 µM). Warto równieĪ wspomnieć, Īe wartoĞci IC50 dla 

tych dwóch pochodnych zostały obliczone po 48-godzinnej inkubacji (tak samo jak 

w przypadku MPA), co wskazuje na ich szybsze działanie niĪ dakarbazyna na tĊ liniĊ 
komórkową. W związku z tym, Īe otrzymane związki 200 i 201 charakteryzowały siĊ 
lepszą aktywnoĞcią w stosunku do linii komórkowej czerniaka chomika Bomirskiego, 
niĪ powszechnie stosowany chemoterapeutyk- dakarbazyna, sprawdziliĞmy działanie 
tych pochodnych na linii komórkowej czerniaka ludzkiego A375. Niestety druga 
testowana linia komórkowa  pozostaje oporna na działanie związków 200 i 201, 

a dakarbazyna charakteryzuje siĊ zdecydowanie wiĊkszą cytotoksycznoĞcią. Komórki 
czerniaka A375 były nieco bardziej wraĪliwe na działanie pochodnej MPA-D-Thr-OMe 

201, dla której IC50 wynosiło 104 µM. Pochodna MPA-L-Thr-OMe 200 zastosowana 

w dawce 150 µM powodowała zahamowanie mitochondriów w około 40% dla linii 
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komórkowej A375. Przeprowadzone testy na linii komórkowej neuroblastomy SHSY5Y 
ujawniły, Īe jest ona nieco bardziej wraĪliwa na działanie pochodnej MPA-L-Thr-OMe 

200 dla której IC50 wynosiło 139.2 µM. Pochodna  MPA-D-Thr-OMe 201 (150 µM) 
zahamowała mitochondria w nieco ponad 20% komórek SHSY5Y. Oba związki 
wykazały zdecydowanie gorszą aktywnoĞć niĪ stosowany lek cisplatyna. Pochodne 
zawierające treoninĊ z wolną grupą karboksylową 207 i 208 nie wykazały aktywnoĞci 
na Īadnej z badanych linii nowotworowych.  
 Związek MPA-L-Arg(NO2)-OMe 203 w stĊĪeniu 150 µM był w stanie 
zahamować tylko 40-50 % aktywnoĞci mitochondriów na linii komórkowej czerniaka 

Ab, w związku z tym nie przeprowadzono dalszych badań. Natomiast pochodna MPA-

D-Arg(NO2)-OMe 204 okazała siĊ nierozpuszczalna w wodzie z 5% DMSO co 
uniemoĪliwiło wykonanie badań. Ocena aktywnoĞci związków MPA-Arg(NO2)-OH 

210 i 211 wobec komórek czerniaka Ab, wykazała, Īe pochodna w stĊĪeniu 62 µl MPA-

L-Arg-(NO2)-OH 210 powoduje zahamowanie aktywnoĞci mitochondriów w 50% 
komórek. WartoĞć ta okazuje siĊ, być bardzo podobna do IC50 wyznaczonego dla 

dakarbazyny, które wynosi 68,5 µM. Natomiast pochodna MPA-D-Arg(NO2)-OH 211 

powodowała zbliĪony efekt, ale przy zastosowaniu nieco ponad dwukrotnie wyĪszej 
dawki (150 µM). 
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Tabela 13. IC50 dla badanych związków na wybranych liniach nowotworowych. 

NA – nieaktywny związek 

NO – nie oznaczono 

 

 

Związek 

Ab czerniak A735 czerniak SHSY5Y 

 neuroblastoma 

IC50 [uM] % ĪywotnoĞci w stĊĪeniu 

150 μM 

IC50 uM % ĪywotnoĞci w stĊĪeniu 

150 μM 

IC50 [uM] % ĪywotnoĞci w stĊĪeniu 

150 μM 

48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h 72h 72h 

MPA 9 0.2±0.1 - - - 2.3±1.7 2±0.9   4.4±8.1    

MPA-L-Thr-OMe 200 15.9±0.4 18.9±6.2 - -   51.4±8.6 59.5±11.3 139.2±7.7  

MPA-D-Thr-OMe 201 24.8±7.3 23.6±8.2  - - 103.8±31.7   54.7±12.5  76.6±8.8 

MPA-L-Thr-OH 207 NA NA NA NA NO NO NO NO NO NO 

MPA-D-Thr-OH 208 NA NA NA NA NO NO NO NO NO NO 

MPA-L-Arg (NO2)-OMe 203 - - 50.7±12.6  61.9±27.5  NO NO NO NO NO NO 

MPA- L-Arg(NO2)-OH 210 85.9±36.4 62.3±12.1 - - NO NO NO NO NO NO 

MPA-D-Arg(NO2)-OH 211 NA - NA 48.4±29.4 NO NO NO NO NO NO 

MPA-T 270 NA - NA 75.1±12.6 NO NO NO NO NO 67.9±15.5 

MPA-RT 285 NA - NA 68.9±15.4 NO NO NO NO NO 58.5± 6.7 

Dakarbazyna - 68.5±20.9 47.5±9.7 - - 35.2±6.2 48.6±10.7 - NO NO 

Cisplatyna NO NO NO NO NO NO NO NO 3.5±3.5 - 
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 Peptydowe analogi MPA zawierające w swojej strukturze tuftsynĊ 270 i retro-

tuftsynĊ 285 (150 µM) wpływały w podobnym stopniu na komórki czerniaka Ab 
i neuroblastomy SHSY5Y, powodując zahamowanie aktywnoĞci mitochondriów w ok. 
30% komórek. 

2.2.2. Struktura vs aktywność biologiczna 

 Jak widać z danych eksperymentalnych zawartych w Tabeli 8, pierwszym 

nasuwającym siĊ spostrzeĪeniem jest niewątpliwie wysoka aktywnoĞć związku 
macierzystego MPA 9 w stosunku do wszystkich badanych linii komórkowych. MoĪna 
zatem wywnioskować, Īe odpowiedzialna za tak wysoką aktywnoĞć jest wolna, 
niezmodyfikowana grupa karboksylowa w cząsteczce kwasu mykofenolowego.  
 W przypadku pochodnych MPA z treoniną 200, 201 i 207, 208 zauwaĪyliĞmy 
zdecydowaną przewagĊ związków posiadających terminalną funkcjĊ estru metylowego 

200 i 201 w porównaniu do tych z wolną grupą karboksylową 207 i 208, które to nie 
wykazały Īadnej aktywnoĞci. Analizując wpływ konfiguracji aminokwasu widać, Īe 
analog MPA-L-Thr-OMe 200 lepiej inhibuje aktywnoĞć mitochondriów w przypadku 
dwóch linii komórkowych: czerniaka Ab i neuroblastomy SHSYBY niĪ pochodna 

o konfiguracji D 201.  

 Wszystkie trzy testowane pochodne MPA modyfikowane argininą 203, 210 

i 211 wykazały aktywnoĞć biologiczną. Jednak wartoĞć IC50 dało siĊ wyznaczyć jedynie 
dla analogu o konfiguracji L z wolną grupą karboksylową 210. ObecnoĞć grupy 
nitrowej, która pełni funkcjĊ ochronną dla grupy guanidynowej, moĪe mieć wpływ na 
aktywnoĞć wszystkich trzech związków. Analizując wpływ konfiguracji aminokwasu 

moĪemy stwierdzić, Īe związki 203 i 210 o konfiguracji L wykazują lepszą aktywnoĞć 
w porównaniu do enancjomeru D 211. 

 Połączenie MPA z peptydami takimi jak tuftsyna 270 i retro-tuftsyna 285 

pozwoliło na inbibicjĊ aktywnoĞci komórek czerniaka Ab i neuroblastomy SHSYBY 

w około 30%. Nie zauwaĪyliĞmy znaczącej róĪnicy wpływu na aktywnoĞć biologiczną 
pomiĊdzy tymi dwoma peptydami. Stosunkowo niska inhibicja aktywnoĞci komórek 

moĪe być spowodowana szybszym rozpadem związków 270 i 285 ze wzglĊdu na ich 

skomplikowaną strukturĊ. 

2.3. Badania mikrobiologiczne 

 OpornoĞć wielolekowa stanowi istotny problem w leczeniu zakaĪeń 
bakteryjnych, a modyfikacje struktury MPA mogą korzystnie wpłynąć na właĞciwoĞci 
przeciwbakteryjne związku macierzystego. Otrzymane przeze mnie w ramach realizacji 

niniejszej pracy doktorskiej nowe pochodne MPA przebadano na szeĞciu szczepach 

referencyjnych: Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923,  Staphylococcus aureus 

MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, Escherichia coli ATCC 

8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL), Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 oraz trzech klinicznych: Staphylococcus aureus MSSA, Klebsiella pneumoniae 

ESBL+ i Klebsiella pneumoniae ESBL-. Opisane poniĪej badania mikrobiologiczne 
wykonywane były we współpracy z  Katedrą Biotechnologii Molekularnej 
i Mikrobiologii Politechniki Gdańskiej.  
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2.3.1. Wyznaczenie MIC i analiza aktywności przeciwbakteryjnej MPA i 
otrzymanych pochodnych za pomocą metody mikrorozcieńczeń w bulionie 

 

 Wykorzystana podczas badań metoda mikrorozcieńczeń w bulionie umoĪliwiła 
okreĞlenie minimalnego stĊĪenia inhibitora wzrostu mikrobiologicznego (MIC) 

w wąskim i dokładnym zakresie stĊĪeń. Przeprowadzając badania na 96-dołkowych 
płytkach, wyniki analizować moĪna polegając na wizualnej ocenie stopnia zmĊtnienia 
w danym dołku lub za pomocą spektrofotometru (OD600) [198] [199]. Podczas badania 

związków nierozpuszczalnych w wodzie zawierających w swej budowie fragment 
argininy, moĪe wystąpić zakłócenie odczytywania absorbancji, w związku z czym 
zalecane jest stosowanie barwnych wskaĨników wzrostu drobnoustrojów. Pomiar 
aktywnoĞci słabo rozpuszczalnych związków moĪe być obarczony błĊdem.  

 Do 96-dołkowych płytek zaaplikowano związki 199, 200, 202, 203, 205, 273, 

286 i 288 w stĊĪeniach od 256,0 μg/mL do 0,125 μg/mL oraz 9, 201, 204, 206-211, 

270-272, 274-276, 285, 287 i 289-291 w stĊĪeniach 3000,0 μg/mL do 5,9 μg/mL. Jako 

kontrolĊ stosowano dwa konwencjonalne antybiotyki: ampicylinĊ lub kanamycynĊ. 
W przypadku ampicyliny zakres stĊĪenia wynosił od 256,0 do 0,125 μg/ml, dla 

kanamycyny od 1000,0 do 2,0 μg/ml. Do kaĪdego dołka dodano odpowiednio 
przygotowaną zawiesinĊ bakteryjną. Inokulowane płytki inkubowano w 35±1°C przez 
18-20 godzin. Po tym czasie okreĞlono wartoĞć MIC za pomocą spektrofotometru oraz 
dokonano oceny wizualnej. MIC mierzone technikami spektrofotometrycznymi 

okreĞlono jako najmniejsze stĊĪenie związku, powyĪej którego hamowanie wzrostu 
komórek bakteryjnych wyraĪano jako MIC50 i MIC90 (odpowiednio 50% i 90% 

zatrzymania wzrostu bakteryjnego). 

 W prezentowanej pracy jako wskaĨnik obecnoĞci Īywych mikroorganizmów 
obecnych w eksperymencie zastosowano wskaĨnik redoks - resazurynĊ. Resazuryna 
redukowana jest przez aktywnoĞć metaboliczną mikroorganizmów zmieniając kolor 

z niebieskiego (resazuryna) na róĪowy (resorufin) (Rysunek 32), a intensywnoĞć koloru 
koreluje z wielkoĞcią populacji. W tej i innych pracach stwierdzono, Īe zastosowanie 
resazuryny jako wskaĨnika aktywnoĞci metabolicznej bakterii zwiĊksza czułoĞć metody 

[200]. 

 
Rysunek 32. Redukcja resazuryny do resorufiny. 

 W przypadku standardowych antybiotyków i MPA dla szczepu E. coli moĪna 
było okreĞlić MIC90, dla pozostałych związków dla wszystkich testowanych bakterii 
okreĞlono MIC50. StĊĪenia hamujące badanych związków 199-211, 270-276 i 285-291 

dla wybranych mikroorganizmów (μg/ml) przedstawiono w Tabeli 14. Wykres 8 

przedstawia porównanie wartoĞci MIC (μg/ml) badanych związków oraz 
standardowych leków przeciwko badanym szczepom bakteryjnym. 
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Tabela 14. StĊĪenie hamujące badanych związków dla wybranych szczepów bakteryjnych (μg/ml). 

 

 

 

 

 

Nr związku 

MIC [μg/ml] 

Gram-dodatnie bakterie Gram-ujemne bakterie 

Staphylococcus 

aureus MSSA 

ATCC 25923 

Staphylococcus 

aureus MRSA 

ATCC 43300 

Staphylococcus 

aureus MSSA 

clinical strain 

Acinetobacter 

baumannii 

ATCC 17978 

Escherichia 

coli ATCC 

8739 

Klebsiella 

pneumoniae 

ATCC 

700603 

Klebsiella 

pneumoniae 

ESBL+ 

clinical 

strain 

Klebsiella 

pneumoniae 

ESBL- 

clinical 

strain 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 27853 

MPA >>187,5 >>375,0 256 128 750 128 256 64 >>1500,0 

199 32  64 256 256 256 256 256 NI 

200 8  32 256 256 256 256 256 NI 

201 NI NI   >>1500,0 NI   >>1500,0 

202 16  64 256 256 256 256 256 NI 

203 32  64 128 256 64 256 64 NI 

204 NI NI   >>375,0 NI   >>1500,0 

205 256  32 256 256 128 256 128 NI 

206 NI NI   >>750,0 NI   >>1500,0 

207 NI NI   >>750,0 >>375,0   >>1500,0 

208 NI NI   >1500,0 NI   >>1500,0 

209 NI NI   >>375,0 >>187,5   >750,0 

210 NI NI   >>750,0 NI   NI 

211 NI NI   >>3000,0 NI   >>1500,0 

270 NI NI   >>1500,0 NI   NI 

271 NI NI   >>3000,0 >>1500,0   NI 

272 NI >>1500 NI >>750   NI NI   NI 

273 32  64 128 128 32 256 64 NI 

274 NI >>1500 NI >>750   NI NI >>750   NI 
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275 NI NI >>750   NI NI >>750   NI 

276 NI NI >>750   NI NI >>750   NI 

285 NI NI   >>1500,0 NI   NI 

286 64  256 128 256 16 256 64 NI 

287 NI >>1500 NI >>750   NI NI >>750   NI 

288 32  256 128 256 32 256 128 NI 

289 NI >>375 NI >>375   NI NI >>750   NI 

290 NI >>1500 NI >>375   NI NI   NI 

291 NI >>375 NI >>750   NI NI   NI 

Kanamycyna 7,8 125   15,6 NI   1500 

Ampicylina 0,125 128 0,125 2 8 128 256 128 256 

 
Wartość pogrubioną czcionką - MIC, tj. Najniższe stężenie powodujące całkowite zahamowanie wzrostu lub zmniejszenie liczby populacji bakteryjnych o ponad 90%;  
Inny - MIC50 

Wartość z oznaczeniem ">" - stężenie hamujące wzrost o 10-50% w stosunku do pozytywnej kontroli 

Wartość ze znakiem ">>" - stężenie powodujące bardzo słabe zahamowanie wzrostu (mniej niż 10% kontroli) 
"NI" - nie działa hamująco na stężenia związków lub stymuluje wzrost
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Wykres 8. Porównanie wartoĞci MIC [μg/mL] wybranych aktywnych związków w stosunku do róĪnych szczepów bakteryjnych.
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 Poszczególne testowane związki wywierały róĪne efekty w zaleĪnoĞci od 
szczepu bakterii. Pochodne 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 odznaczały siĊ 
najwiĊkszą aktywnoĞcią przeciw S. aureus (bakterie Gram dodatnie), z wyróĪnieniem 
wiĊkszej wraĪliwoĞci szczepu MSSA niĪ MRSA. Analizując wyniki, moĪna zauwaĪyć, 
Īe analog 200 dla szczepu S. aureus MSSA, wykazuje znaczącą inhibicje wzrostu 

(MIC50 = 8 μg/ml) w porównaniu ze związkiem macierzystym MPA 9 (MIC50 > 187,5 

μg/ml) a takĪe porównywalną do kanamycyny (MIC50 = 7,8 μg/ml).  
 W przypadku K. pneumoniae dla pochodnych 199, 200, 202 MIC50 wynosi 256 

μg/ml (stĊĪenie graniczne) i jest wyĪsze niĪ dla MPA (MIC50 = 128 μg/ml). Natomiast, 
związki 203, 273, 286 i 288 (MIC50 = 64, 16, 32, 32 μg/ml) charakteryzowały siĊ 
zwiĊkszonym działaniem przeciwbakteryjnym w porównaniu z macierzystym MPA 
oraz stosowanymi antybiotykami: kanamycyną i ampicyliną. Związek 205 

porównywalnie hamował  K. pneumoniae do ampicyliny (128 μg/ml). MIC50 dla tego 

związku odpowiada MIC50 MPA.  

 Podczas badań antybakteryjnych nie zauwaĪyliĞmy interesującego wpływu 
testowanych związków na szczepy bakteryjne: A. baumannii oraz Escherichia coli. 

Ponadto nie stwierdziliĞmy bakteriostatycznego wpływu badanych pochodnych na 
Pseudomonas aeruginosa. Pozostałe związki 201, 204, 206-211, 270-272, 274-276, 

285, 287 i 289-291 powodowały bardzo słabe zahamowanie wzrostu (<10% kontroli) 

lub nie hamowały wzrostu bakterii. Podsumowując moĪna zauwaĪyć, Īe modyfikacje 
struktury MPA, takie jak 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 są obiecujące dla 
szczepu S. aureus, a 203, 273, 286 i 288 dla K. pneumoniae.  

 

2.3.2. Struktura vs aktywność mikrobiologiczna 

 Analizując dane zawarte w tabeli 9 moĪna powiedzieć, Īe aktywnoĞć 
mikrobiologiczna pochodnych zawierających estry aminokwasów zaleĪy zarówno od 
podstawnika jak i konfiguracji w ugrupowaniu aminokwasowym. W przypadku 

enancjomerów treoniny 200, 201 i argininy 203, 204 wyraĨnie widoczna jest mniejsza 
aktywnoĞć enancjomeru D niĪ L wobec wszystkich badanych szczepów. Hydroliza 

estrów metylowych 206-211 znacznie zmieniła aktywnoĞć związków. MoĪna zauwaĪyć 
znaczną przewagĊ pochodnych estrowych nad tymi, z wolną grupą karboksylową. 
Widoczne jest to w przypadku wszystkich badanych szczepów bakterii. MoĪe być to 
spowodowane lepszą penetracją związku do błony komórkowej z powodu niĪszej 
polarnoĞci [76]. 

 W przypadku peptydowych analogów MPA, interesujące wyniki otrzymano dla 
trzech pochodnych MPA połączonych z: tuftsyną modyfikowaną na grupie İ-aminowej 

ȕ-alaniną 273 oraz retro-tuftsyną modyfikowaną na grupie İ-aminowej glicyną 286     

i  ȕ-alaniną 288. Pozostałe pochodne nie wykazały Īadnej bądĨ zadawalającej 
aktywnoĞci. Związki 273, 286 i 288 charakteryzują siĊ lepszą aktywnoĞcią niĪ związek 
macierzysty MPA. Ponadto w przypadku szczepów K. pneumoniae ich wartoĞci MIC 
były niĪsze niĪ dla antybiotyków referencyjnych: kanmycyny i ampicyliny. Nieznacznie 

lepszą aktywnoĞcią mikrobiologiczną w przypadku szczepu S. aureus wykazały 
pochodne 273 i 288 zawierające ugrupowanie ȕ-alaninowe w strukturze peptydowej. 
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Nie zauwaĪamy róĪnicy pomiĊdzy szkieletami tuftsyny a retro-tuftsyny we wpływie na 
badane szczepy bakteryjne. 
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CZĉĝĆ EKSPERYMENTALNA 
 

 Wszystkie reakcje przeprowadzałam w bezw. DMF, który uprzednio 
oczyszczałam poprzez destylacjĊ z benzenu/wody. Do oczyszczania związków metodą 
chromatografii kolumnowej stosowałam Īel krzemionkowy Merck 60 (0,063-0,2 mm). 

Do chromatografii cienkowarstwowej TLC stosowałam płytki pokryte Īelem 
krzemionkowym [silica gel 60 (0,040-0,063mm); 1.05554.0001 Merck]. UĪywałam 
nastĊpujących układów: 

A CH2Cl2:MeOH:CH3COOH 15:1:0,1 v/v/v 

B CH2Cl2:MeOH 50:1 v/v 

C CHCl3:MeOH:NH3 5:1:0,2 v/v/v 

D CHCl3:MeOH 50:1 v/v 

E CHCl3:MeOH 30:1 v/v 

F CHCl3:MeOH 20:1 v/v 

G CHCl3:MeOH 9:1 v/v 

H CHCl3:MeOH:NH3 3:1:0,2 v/v/v 

 

 Jako odczynnik wywołujący zastosowałam roztwór ninhydryny (200 mg 
ninhydryny, 100 mL etanolu i 2 mL kwasu octowego).  

 Widma 
1
H NMR i 

13C NMR zostały wykonane za pomocą aparatu Varian Unity 
Plus 500 w Gdańskim MiĊdzyuczelnianym Laboratorium NMR lub lub Bruker Avance 

III HD 400 MHz w Katedrze Chemii Nieorganicznej PG w CDCl3, CD3OD lub DMSO. 

Widma masowe wykonano w Laboratorium Spektrometrii Mas w Katedrze Chemii 

Analitycznej Politechniki Gdańskiem na aparacie BIFLEX III Bruker, z zastosowaniem 

CCA lub DHB jako matrycy. 

 Oznaczenia HPLC-MS/MS wykonywane były na aparacie Agilent 1290 Infinity 

LC with an Agilent 6540 Accurate Mass Q-TOF LC/MS System w Katedrze Chemii 

Analitycznej Politechniki Gdańskiej. Warunki rozdziału i detekcji chromatograficznej 

HPLC badanych związków: kolumna - Poroshell EC-C18 (3,0 x 150 mm) / 2,7 mm, 

Agilent Technologies; temperatura kolumny: 40 ° C; objĊtoĞć wtrysku: 2 μL;  szybkoĞć 
przepływu: 0,4 mL / min; eluenty: (A) 0,1% HCOOH w wodzie, (B) 0,1% HCOOH 

w ACN / MeOH (1: 1, v / v).  

Pomiary spektrofotometryczne wykonane zostały za pomocą spektrofotometru 
PerkinElmer 2030Multilabel Reader VictorTMX4 natomiast pomiary cytometryczne 

wykonywane były z wykorzystaniem analizatora komórek BD LSRFortessaTM
 

w Zakładzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii. 
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 WartoĞci EC50 oraz IC50 wyznaczane były za pomocą programu SigmaPlot 11. 
WartoĞci p i F wyznaczane były z wykorzystaniem programu STATISTICA 11.0. 

1. CzĊĞć syntetyczna 

1.1. Materiały stosowane podczas syntezy analogów MPA 

 

Nazwa Firma 

MPA Tocris Bioscience 

chronione aminokwasy Bachem 

chronione aminokwasy 

chronione aminokwasy 

Sigma-Aldrich 

GL Biochem (Shanghai) Ltd 

DMAP Sigma-Aldrich 

DMF Sigma-Aldrich 

EDCI Sigma-Aldrich 

T3P Alfa Aesar 

TEA Alfa Aesar 

DEA Alfa Aesar 

CH2Cl2 POCH 

CHCl3 POCH 

płytki TLC Merck 

LiOH•H2O POCH 

MeOH POCH 

EtOAc POCH 

 

1.2. Synteza aminokwasowych analogów MPA w postaci estrów metylowych 

 Aminokwasowe pochodne MPA otrzymałam stosując procedury EDCI/DMAP 
oraz T3P/TEA. 

1.2.1. EDCI/DMAP 

 Chlorowodorek estru metylowego aminokwasu  (0,181 mmol), MPA (0,166 

mmol) i  DMAP (0,270 mmol) rozpuĞciłam w 2 ml bezwodnego DMF. NastĊpnie 
roztwór ochłodziłam do 0°C w łaĨni lodowej, po czym dodałam  (0,271 mmol) EDCI. 

CałoĞć mieszałam przez 2h w 0°C, a nastĊpnie w temperaturze pokojowej przez 48h. 

PostĊp reakcji kontrolowałam za pomocą TLC w układach A i B. Po zakończeniu 
syntezy rozpuszczalnik oddestylowałam pod zmniejszonym ciĞnieniem, stosując pompĊ 
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próĪniową. Produkt oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej. 

1.2.1.1. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-asparaginy 199 

Związek 199 otrzymałam za pomocą procedury EDCI/DMAP z wydajnoĞcią 73%. 

 

Charakterystyka związku 199: 

MPA-Asp(OMe)-OMe (199): 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,713 (s, 3H, f), 

2,065 (s, 3H, e), 2,099 (m, 2H, g), 2,135 (m, 2H, h), 2,595 (m, 1H, ȕ-D3b), 2,684 (dd, 

J=16,3 Hz, J=6,3 Hz, 1H, ȕ-D3a), 3,271 (d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,580 (s, 3H, OMe), 3,587 

(s, 3H, OMe), 3,679 (s, 3H, c), 4,541 (dd, J=14,3 Hz, J=6,9 Hz, 1H, α-D2), 5,089 (t, 

J=6,5 Hz, 1H, a), 5,225 (s, 2H, b), 8,321 (d, J=12,8 Hz, 1H, D-NH); 

13
C NMR (DMSO-d6) į ppm: 11,488 (e), 16,424 (f), 22,857 (d), 34,264 (g), 35,248 (h), 

36,057 (ȕ-D3), 48, 822 (α-D2), 52,110 (OMe), 52,553 (OMe),  61,061 (c), 69,042 (b), 

107,383(l), 116,188 (r), 122,910 (o), 123,078 (a), 134,294 (j), 146,228 (m), 153,461 (p), 

163,006 (k), 170,667 (n), 170,873 (D1), 171,690 (D4), 172,247 (D-NH); 

 

MS m/z obliczone dla C23H29NO9 463,1842; znalezione 462,1827 [M+H]
+
;  

Rf  = 0,5 (układ B); 

CzystoĞć HPLC 89,15%.  

1.2.1.2. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-treoniny 200 

Związek 200 otrzymałam za pomocą procedury EDCI/DMAP z wydajnoĞcią 71%. 

 

Charakterystyka związku 200: 

MPA-L-Thr-OMe (200): 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3-d1) į ppm: 1,18 (d, J=6,4 Hz, 

3H, Ȗ-T4), 1,83 (s, 3H, f), 2,16 (s, 3H, e), 2,33 (m, 2H, g), 2,40 (m, 2H, h), 3,4 (d, J=6,8 

Hz, 2H, d), 3,75 (s, 3H, c), 3,77 (s, 3H, OMe), 4,31 (m, 1H, ȕ-T3), 4,59 (dd, J=8,8 Hz, 

J=2,4 Hz, 1H, α-T2), 5,21 (s, 2H, b), 5,27 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 6,34 (d, J=8,7 Hz, 1H, T-

NH); 

13
C NMR (CDCl3-d1) į ppm: 11,564 (e), 16,249 (f), 19,842 (Ȗ-T4), 22,681 (d), 34,904 

(g), 34,981 (h), 52,568 (OMe), 57,070 (ȕ-T3), 61,053 (c), 68, 042 (α-T2), 70,018 (b), 

106,452 (l), 116,730 (r), 122,193 (o), 122,949 (a), 134,394 (j), 144,130 (m), 153,637 

(p), 163,587 (k), 171,614 (n), 173,475 (T-NH); 

MS m/z obliczone dla C22H29NO8 435,1893; znalezione 436,2009 [M+H]
+
;  

Rf  = 0,5 (układ A); 

CzystoĞć HPLC 99,77%.  
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1.2.1.3. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-D-treoniny 201 

Związek 201 otrzymałam za pomocą procedury EDCI/DMAP z wydajnoĞcią 70%. 
 

Charakterystyka związku 201: 

MPA-D-Thr-OMe (201): 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,98 (d, J=6,4 Hz, 

3H, Ȗ-T4), 1,723 (s, 3H, f), 2,054 (s, 3H, e), 2,125 (m, 2H, g), 2,187 (m, 2H, h), 3,262 

(d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,587 (s, 3H, c), 3,670 (s, 3H, OMe), 4,018 (m, 1H, ȕ-T3), 4,214 

(dd, J=8,5 Hz, J=3,5 Hz, 1H, α-T2), 5,1 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b), 7,945 (d, 

J=8,5 Hz, 1H, T-NH); 

 
13

C NMR (CDCl3-d1) į ppm: 11,56 (e), 16,24 (f), 19,84 (Ȗ-T4), 22,67 (d), 34,90 (g), 

34,97 (h), 52,56 (OMe), 57,06 (ȕ-T3), 61,05 (c), 68,03 (α-T2), 70,01 (b), 106,44 (l), 

116,72 (r), 122,18 (o), 122,93 (a), 134,37 (j), 144,12 (m), 153,62 (p), 163,57 (k), 171,60 

(n), 173,47 (T-NH); 

MS m/z obliczone dla C22H29NO8 435,1792; znalezione 436,1132 [M+H]
+
;  

Rf = 0,5 (układ A); 

CzystoĞć HPLC 99,72%. 

1.2.1.4. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-argininy 203 

Związek 203 otrzymałam za pomocą procedury EDCI/DMAP z wydajnoĞcią 70,5%. 
 

Charakterystyka związku 203: 

MPA-L-Arg(NO2)OMe (203): 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3-d1) į ppm: 1,582 (m, 3H, Ȗ-

R4, ȕ-R3b), 1,769 (s, 3H, f),  1,836 (m, 1H, ȕ-R3a), 2,103 (s, 3H, e), 2,218 (m, 2H, g), 

2,345 (m, 2H, h), 3,231 (m, 2H, į-R5), 3,323 (d, J=6,5 Hz, 2H, d), 3,703 (s, 3H, c), 

3,721 (s, 3H, OMe), 4,558 (m, 1H, α-R2), 5,163 (s, 2H, b), 5,209 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 

8,641 (m, 1H, R-NH); 

13
CNMR (CDCl3-d1) į ppm: 11,5 (e), 16,12 (f), 22,60 (d), 24,12 (ȕ-3R), 30,60 (Ȗ-R4), 

34,70 (g), 34,99 (h), 40,35 (į-R5), 50,68 (α-R2), 52,68 (OMe),  60,99 (c), 70,12 (b), 

106,29 (l), 116,96 (r), 121,95 (o), 122,90 (a), 134,24 (j), 144,26 (m), 153,45 (p), 159,27 

(k), 163,6 (n), 172,66 (R1), 172,92 (R-NH); 

MS m/z obliczone dla C24H33N5O9 535,5521; znalezione 535,2348 M
+
; 

Rf  = 0,4 (układ A); 

CzystoĞć HPLC 100%. 
 

1.2.1.5. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-D-argininy 204 

Związek 204 otrzymałam za pomocą procedury EDCI/DMAP z wydajnoĞcią 66%. 
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Charakterystyka związku 204: 

MPA-D-Arg(NO2)-OMe (204): 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,469 (m, 3H, 

Ȗ-R4, ȕ-R3b) 1,650 (m, 1H, ȕ-R3a), 1,718 (s, 3H, f), 2,059 (s, 3H, e), 2,108 (m, 2H, g), 

2,144 (m, 2H, h), 3,101 (m, 2H, į-R5), 3,269 (d, J=6,7 Hz, 2H, d), 3,587 (s, 3H, c), 

3,673 (s, 3H, OMe), 4,160 (q, J=13,2 Hz, 1H, α-R2), 5,095 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,221 

(s, 2H, b), 8,175 (d, J=7,5 Hz, 1H, R-NH); 

13
C NMR (CDCl3-d1) į ppm: 11,5 (e), 16,12 (f), 22,60 (d), 24,12 (ȕ-3R), 30,60 (Ȗ-R4), 

34,70 (g), 34,99 (h), 40,35 (į-R5), 50,68 (α-R2), 52,68 (OMe),  60,99 (c), 70,12 (b), 

106,29 (l), 116,96 (r), 121,95 (o), 122,90 (a), 134,24 (j), 144,26 (m), 153,45 (p), 159,27 

(k), 163,6 (n), 172,66 (R1), 172,92 (R-NH); 

MS m/z obliczone dla C24H33N5O9 535,5541; znalezione 535,4514 M
+
; 

Rf  = 0,46 (układ A); 

CzystoĞć HPLC 100%.  

1.2.2. T3P/TEA 

 Chlorowodorek estru metylowego odpowiedniego aminokwasu (0,342 mmola), 

MPA (0,313 mmola) i TEA (1,563 mmola) rozpuĞciłam w 2 ml bezwodnego DMF. 
NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam roztwór (0,625 mmola) T3P 

w 50% DMF. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) w temp. 0°C 
przez 2 godz., a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 h. PostĊp reakcji kontrolowałam 
za pomocą TLC w  układzie A i B. Po zakończeniu syntezy rozpuszczalnik 
oddestylowałam pod zmniejszonym ciĞnieniem, za pomocą pompy próĪniowej. Produkt 
oczyĞciłam uĪywając preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej. 

1.2.2.1. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-izoleucyny 202 

Związek 202 otrzymałam za pomocą procedury T3P/TEA z wydajnoĞcią 68%. 
 

Charakterystyka związku 202: 

MPA-L-Ile-OMe (202): 
1
H NMR (DMSO-d6) į ppm: 1HNMR (500 MHz, DMSO-d6) į 

ppm: 0,761 (m, 6H, į-I5, İ-I6) 1,084 (m, 1H, Ȗ-I4b), 1,301 (m, 1H, Ȗ-I4a), 1,659 (m, 

1H, ȕ-I3), 1,718 (s, 3H, f), 2,066 (s, 3H, e), 2,1 (m, 2H, g), 2,189 (m, 2H, h), 3,268 (d, 

J=7,4 Hz, 2H, d), 3,583 (s, 3H, c), 3,676 (s, 3H, OMe), 4,134 (dd, J=7,8 Hz, J=6,8 Hz, 

1H, α-I2), 5,063 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,231 (s, 2H, b), 8,062 (d, J=8,1 Hz, 1H, I-NH); 

13
C NMR (DMSO-d6) į ppm: 11,49 (e), 11,50 (į-I5), 15,83 (İ-I6),  16,49 (f), 22,84 (d), 

25,21 (Ȗ –I4), 34,111 (ȕ-I3), 35,36 (g), 36,71(h), 51,95 (OMe), 56,60 (α-I2), 61,06 (c), 

69,05 (b), 107,39 (l), 116,39 (r), 122,89 (o), 122,91 (a), 134,41 (j), 146,21 (m), 153,17 

(p), 163,02 (k), 170,59 (n), 172,49 (I1), 172,66 (I-NH); 

 

MS m/z obliczone dla C24H33NO7 447,2257; znalezione 448,2390 [M+H]
+
;  
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Rf = 0,46 (układ B); 

CzystoĞć HPLC 98,37%. 

 

1.2.2.2. Synteza estru metylowego N-mykofenoiloaminomalonianu 205 

Związek 205 otrzymałam za pomocą procedury T3P/TEA z wydajnoĞcią 45%. 

Charakterystyka związku 205: 

MPA-Mal-(OMe)2 (205): 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3-d1) į ppm: 1,81 (s, 3H, f), 2.15 

(s, 3H, e), 2.31 - 2.40 (m, 4H, g, h), 3.39-3.40 (d, 2H, J = 6.8 Hz, d), 3,77 (s, 3H, c), 

3.81 (s, 6H, OMe), 5.20 (s, 2H, b), 5.22-5.28 (m, 1H, a), 6.46 - 6.48 (d, 1H, J = 6.8 

Hz,α-M2), 7,67 (m, 1H, M-NH); 

13
C NMR (CDCl3-d1) į ppm: 11,8 (e), 16,4 (f), 22,8 (d), 34,8 (g), 35,0 (h), 53,7 (OMe), 

56,2 (OMe), 61,3 (c), 70,3 (b), 106,6 (l), 117,0 (r), 122,3 (o), 123,2 (a), 134,4 (j), 144,3 

(m), 153,9 (p), 163,9 (k), 167,0 (α-M2), 172,6 (n), 173,1 (M-NH); 

MS m/z obliczone dla  C22H28NO9 450,1764; znalezione 450,1801 [M+H]
+
; 

Rf = 0,6 (układ B); 

CzystoĞć HPLC 99,5%. 

1.3. Synteza aminokwasowych analogów kwasu mykofenolowego z wolną grupą 
karboksylową 

 Ester metylowy odpowiedniego aminokwasu (0,18 mmol) rozpuszczałam w 1,8 

ml metanolu. NastĊpnie dodawałam (0,54 mmola) monohydratu wodorotlenku litu 

rozpuszczonego w 1,18 ml wody. CałoĞć mieszałam na mieszadle magnetycznym przez 
24h w temp. pokojowej. PostĊp reakcji monitorowałam za pomocą chromatografii TLC 

(eleunt A, B, C) Kolejno roztwór zakwaszałam 2N HCl i ekstrahowałam octanem etylu 

(EtOAc). Ekstrakt suszyłam z wykorzystaniem MgSO4, rozpuszczalnik 

oddestylowywałam a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej.  

1.3.1. Synteza N-mykofenoilo-L-asparaginy 206 

Związek 206 otrzymałam z wydajnoĞcią 87%. 

Charakterystyka związku 206: 

MPA-L-Asp(OH)-OH (206): 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,71 (s, 3H, f), 

2,06 (s, 3H, e), 2,12 (m, 4H, g, h), 2,49 (m, 1H, ȕ-D3b), 2,63 (dd, J=15,7 Hz, J=6,3 Hz, 

1H, ȕ-D3a),3,27 (d, J=6,6 Hz, 2H, d), 3,67 (s, 3H, c), 4,35 (dd, J=14,1 Hz, J=7,0 Hz, 

1H, α-D2), 5,07 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b), 7,94 (d, J=7,7 Hz, 1H, D-NH), 9,42 

(s, 1H, COOH); 
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13
C NMR (DMSO-d6) į ppm: 11,48 (e), 16,44 (f), 22,97 (d), 34,43 (g), 35,39 (h), 36,86 

(ȕ-D3), 50,01 (α-D2), 61,03 (c), 68,97 (b), 107,47(l), 115,72 (r), 122,97 (o), 133,96 (j), 

146,27 (m), 161,06 (k), 170,88 (n), 171,49 (D1), 171,89 (D4), 173,36 (D-NH); 

MS m/z obliczone dla C23H29NO9 435,4744; znalezione 436,1632 [M+H]
+
; 

Rf  = 0 we wszystkich sprawdzanych eleuntach; 

CzystoĞć HPLC 99,49%. 

1.3.2. Synteza N-mykofenoilo-L-treoniny 207 

Związek 207 otrzymałam z wydajnoĞcią 88%. 
 

Charakterystyka związku 207: 

MPA-L-Thr-OH (207): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,97 (d, J = 6,3 Hz, 

3H, Ȗ-T4), 1,74 (s, 3H, f), 2,08 (s, 3H, e), 2,16 (m, 2H, g), 2,25 (m, 2H, h), 3,29 (d, J = 

6,7 Hz, 2H, d), 3,69 (s, 3H, c), 3,99 (m, 1H, ȕ-T3), 4,08 (dd, J = 8,2 Hz, J = 3,5 Hz, 1H, 

α-T2), 5,12 (t, J = 6,4 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H, b), 7,66 (d, J = 8,2 Hz, 1H, T-NH), 7,95 

(s, 1H, COOH); 

 
13

C NMR (400 MHz, CDCl3) į ppm: 11,49 (e), 16,45 (f), 20.39 (Ȗ-T4), 21,60 (d), 34,49 

(g), 35,50 (h), 55,36 (ȕ-T3), 61,06 (c), 66,32 (α-T2), 69,04 (b), 107,41 (l),116,03 (r), 

122,97 (o), 134,34 (j), 146,21 (m), 162,71 (k), 170,81 (n), 172,52 (T-NH); 

 

MS m/z obliczone dla C21H27NO8 421,4432; znalezione 422,1812 [M+H]
+
; 

Rf = 0,39 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 98,65%. 

1.3.3. Synteza N-mykofenoilo-D-treoniny 208 

Związek 208 otrzymałam z wydajnoĞcią 86%. 
 

Charakterystyka związku 208: 

MPA-D-ThrOH (206): 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,926 (d, J=8,6 Hz, 3H, 

Ȗ-T4), 1,721 (s, 3H, f), 2,058 (s, 3H, e), 2,107 (m, 2H, g), 2,168 (m, 2H, h), 3,263 (d, 

J=6,7 Hz, 2H, d), 3,671 (s, 3H, c), 3,936 (m, 1H, ȕ-T3), 4,029 (m, 1H, α-T2), 5,087 (t, 

J=6,5 Hz, 1H, a), 5,219 (s, 2H, b),7,561 (d, J=8 Hz, 1H, T-NH) 7,96 (s, 1H, COOH); 

13
C NMR (400 MHz, CDCl3) į ppm: 11,49 (e), 16,45 (f), 20.39 (Ȗ-T4), 21,60 (d), 34,49 

(g), 35,50 (h), 55,36 (ȕ-T3), 61,06 (c), 66,32 (α-T2), 69,04 (b), 107,41 (l),116,03 (r), 

122,97 (o), 134,34 (j), 146,21 (m), 162,71 (k), 170,81 (n), 172,52 (T-NH); 

MS m/z obliczone dla C21H27NO8 421,4432; znalezione 422,5721 [M+H]
+
; 

Rf = 0,46 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 99,02%. 
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1.3.4. Synteza N-mykofenoilo-L-izoleucyny 209 

Związek 209 otrzymałam z wydajnoĞcią 80%. 
 

Charakterystyka związku 209: 

MPA-Ile-OH (209): 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,771 (d, J=7,3 Hz, 3H, į-

I5), 0,793 (t, J=7,5 Hz, 3H, İ-I6) 1,071 (m, 2H, Ȗ-I4), 1,658 (m, 1H, ȕ-I3), 1,717 (s, 3H, 

f), 2,053 (s, 3H, e), 2,053 (m, 2H, g), 2,092 (m, 2H, h), 3,259 (d, J=6,7Hz, 2H, d), 3,665 

(s, 3H, c), 4,051 (m, 1H, α-I2), 5,067 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,214 (s, 2H, b), 7,810 (d, 

J=8,5 Hz, 1H, I-NH) 8,38 (s, 1H, COOH); 

13
C NMR (DMSO-d6) į ppm: 11,49 (e), 11,76 (į-I5), 16,04 (İ-I6),  16,49 (f), 22,92 (d), 

25,15 (Ȗ –I4), 34,29 (ȕ-I3), 35,52 (g), 36,83 (h), 57,07 (α-I2), 61,02 (c), 68,98 (b), 

107,39 (l), 115,791 (r), 122,96 (o), 123,27 (a), 134,18 (j), 146,20 (m), 154,061 (p), 

163,06 (k), 170,858 (n), 172,216 (I1), 174,116 (I-NH); 

MS m/z obliczone dla  C23H31NO7 433,4924; znalezione 432,1996 M
+
; 

Rf  = 0,674 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 100%. 

1.3.5. Synteza N-mykofenoilo-L-argininy 210 

Związek 210 otrzymałam z wydajnoĞcią 87%. 
 

Charakterystyka związku 210: 

MPA-L-Arg(NO2)OH (210): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) d ppm: 1,53 (m, 3H, Ȗ-

R4, ȕ-R3) 1,68 (m, 1H, ȕ-R3), 1,73 (s, 3H, c), 2,07 (s, 3H, e), 2,14 (m, 2H, g), 2,18 (m, 

2H, h), 3,13 (m, 2H, d-R5), 3,28 (d, J = 6,7 Hz, 2H, d), 3,68 (s, 3H, c), 4,06 (m, 1H, α-

R2), 5,11 (t, J = 6,3 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H, b), 7,86 (d, J = 7,3 Hz, 1H, R-NH), 8,52 (s, 

1H, COOH); 

 
13

C NMR (DMSO-d6) į ppm: 11,48 (e), 16,46 (f), 21,65 (d), 22,96 (b-R3), 29,23 (g-

R4), 34,53 (g), 35,51 (h), 40,57 (d-R5), 52,71 (a-R2), 61,03 (c) , 69,00 (b), 107,41 (l), 

122,97 (o), 123,42 (a), 134,17 (j), 146,22 (m), 159,74 (k), 163,09 (n), 172,08 (R1), 

172,59 (R-NH); 

MS m/z obliczone dla C23H31N5O9 521,5224; znalezione 522,3923 [M+H]
+
;  

Rf  = 0,22 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 100%. 

1.3.6. Synteza N-mykofenoilo-D-argininy 211 

Związek 211 otrzymałam z wydajnoĞcią 89%. 
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Charakterystyka związku 211: 

MPA-D-Arg(NO2)OH (211): 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,476 (m, 3H, Ȗ-

R4, ȕ-R3b) 1,618 (m, 1H, ȕ-R3a), 1,715 (s, 3H, f), 2,043 (s, 3H, e), 2,104 (m, 2H, g), 

2,147 (m, 2H, h), 3,115 (m, 2H, į-R5), 3,249 (d, J=6,3 Hz, 2H, d), 3,657 (s, 3H, c), 

3,956 (q, J=13 Hz, 1H, α-R2), 5,061 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,199 (s, 2H, b), 8,205 (d, 

J=8,17 Hz, 1H, R-NH), 8,54 (s, 1H, COOH); 
13

C NMR (DMSO-d6) į ppm: 11,48 (e), 16,46 (f), 21,65 (d), 22,96 (b-R3), 29,23 (g-

R4), 34,53 (g), 35,51 (h), 40,57 (d-R5), 52,71 (a-R2), 61,03 (c) , 69,00 (b), 107,41 (l), 

122,97 (o), 123,42 (a), 134,17 (j), 146,22 (m), 159,74 (k), 163,09 (n), 172,08 (R1), 

172,59 (R-NH); 

MS m/z obliczone dla C23H31N5O9 521,5224; znalezione 522,3921[M+H]
+
;  

Rf = 0,195 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 99,06%. 

1.4. Synteza peptydów 

1.4.1. Synteza pochodnych tuftsyny 

Peptydy: tuftsynĊ oraz jej pochodne otrzymałam za pomocą metody mieszanych 
bezwodników. 

1.4.1.1. Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OMe 

Dipeptyd Boc-Pro-Arg(NO2)-OMe 

3,18 g (14,77 mmola) Boc-Pro-OH rozpuĞciłam w 5 ml bezwodnego DMF, ochłodziłam 
do -15°C, a nastĊpnie dodałam 1,5 ml (14,77 mmola) NMM oraz 2 ml (14,77 mmola) 
chloromrówczanu izobutylu. Po 5 minutach dodałam ochłodzony roztwór 
HClxArg(NO2)-OMe (3,98 g, 14,77 mmola) wczeĞniej rozpuszczony w 5 ml 

bezwodnego metanolu z dodatkiem 1,6 ml (15,8 mmola) NMM. CałoĞć mieszałam 
magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostĊpem wilgoci w -15°C przez 4 godz. 
a póĨniej w temperaturze pokojowej do dnia nastĊpnego. ReakcjĊ kontrolowałam za 
pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu ninhydryny. Po 
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam w 
octanie etylu oraz przemywałam: 5% HCl (x2), H2O (x2), nasyc. NaHCO3 (x2), H2O i 

nasyc. NaCl oraz suszyłam wykorzystując MgSO4. ĝrodek suszący odsączyłam a 
rozpuszczalnik oddestylowałam przy uĪyciu wyparki rotacyjnej. 

Związek 214 otrzymałam z wydajnoĞcią 78% w postaci oleju. 

Tripeptyd Boc-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OMe 

2,08 g (4,45 mmola), Boc-Lys(Fmoc)-OH rozpuĞciłam w 4 ml bezwodnego DMF, 
ochłodziłam do -15°C, a nastĊpnie dodałam 0,45 ml (4,45 mmola) NMM oraz 0,6 ml 
(4,45 mmola) chloromrówczanu izobutylu. Po 5 minutach dodałam ochłodzony roztwór 
2 g (4,45 mmola) TFAxPro-Arg(NO2)-OCH3 z 0,45 ml (4,45 mmola) TEA w 4 ml 
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bezwodnego DMF. CałoĞć mieszałam magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostĊpem 
wilgoci w -15°C przez 4 godz. a nastĊpnie w temperaturze pokojowej do dnia 
nastĊpnego. ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako 
wywoływacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym 
ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam w octanie etylu oraz przemywałam: 5% HCl 
(x2), H2O (x2), nasyc. NaHCO3 (x2), H2O i nasyc. NaCl oraz suszyłam wykorzystując 
MgSO4. ĝrodek suszący odsączyłam, a rozpuszczalnik oddestylowałam przy uĪyciu 
wyparki rotacyjnej. 

Związek 217 Otrzymałam z wydajnoĞcią 67% w postaci szklistej piany. 

Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OMe 

     0,6 g Boc-Thr-OH (2,74 mmola) rozpuĞciłam w 2 ml bezwodnego DMF, ochłodzono 
do -15°C a nastĊpnie dodano 0,28 ml (2,74 mmola) NMM oraz 0,37 ml (2,74 mmola) 
chloromrówczanu izobutylu. Po 5 minutach dodałam ochłodzony roztwór 2,18 g (2,74 
mmola) TFAxLys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCH3 z 0,28 ml (2,74 mmola) TEA w 4 ml 

bezwodnego DMF. CałoĞć mieszałam magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostĊpem 
wilgoci w -15°C przez 4 godz. a nastĊpnie w temperaturze pokojowej do dnia 
nastĊpnego. ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako 
wywoływacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym 
ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam w octanie etylu oraz przemywałam: 5% HCl 
(x2), H2O (x2), nasyc. NaHCO3 (x2), H2O i nasyc. NaCl oraz suszyłam wykorzystując 
MgSO4. ĝrodek suszący odsączyłam a rozpuszczalnik oddestylowałam przy uĪyciu 
wyparki rotacyjnej. Tetrapeptyd oczyszczałam dodatkowo na kolumnie 
chromatograficznej stosując układy D, E, F i G. 

Związek 220 Otrzymałam z wydajnoĞcią 57% w postaci szklistej piany. 

Charakterystyka związku 220: 

1
H NMR (500 MHz, CDCl3) į [ppm]: 1,12 (d, J=6,4 Hz, 3H, Ȗ-T4), 1,37 (m, 2H, Ȗ-

K4), 1,408 (m, 11H, CCH3, į-K5), 1,46 (m, 1H, ȕ-K3), 1,51 (m, 2H, Ȗ-R4), 1,62 (m, 

1H, ȕ-R3), 1,74 (m, 2H, ȕ-R3, ȕ-K3), 1,97 (m, 1H, Ȗ-P4), 2,04 (m, 1H, ȕ-P3), 2,13 (m, 

1H, Ȗ-P4), 2,20 (m, 1H, ȕ-P3), 3,12 (m, 2H, ɛ-K6), 3,23 (m, 2H, į-R5), 3,62 (m, 1H, į-

P5), 3,66 (s, 3H, OCH3), 3,71 (m, 1H, į-P5), 3,86 (m, 1H, ȕ-T3), 4,21 (t, J =7,2 Hz, 1H, 

Fmoc-CH), 4,26 (m, 1H, α-R2), 4,31 (m, 1H, α-P2), 4,39 (m, 3H, Fmoc-CH2, α-K2), 

4,67 (m, 2H, T-OH, α-T2), 5,73 (m, 1H, α-TNH), 7,05 (m, 1H, α-RNH), 7,30 (m, 2H, 

Ph-H), 7,38 (t, J=7,5 Hz, 2H, Ph-H), 7,61 (d, J=7,5 Hz, 2H, Ph-H), 7,75 (d, J=7,5 Hz, 

2H, Ph-H), 7,85 (m, 2H, NH, α-KNH), 8,44 (m, 1H,  į-RNH);  

MS m/z obliczone dla C42H59N9O12 881,97; znalezione 882,44 [M+H]
+
 i 904,44 [M+ 

Na]
+
; 

temp. top. 119-124°C; 

Rf = 0,65 (układ G). 
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1.4.1.2. Deprotekcja osłony Boc 

 Di-, tri- i terapeptyd rozpuszczałam w 10 ml kwasu trifluorooctowego (TFA) 

i pozostawiałam na godzinĊ, co jakiĞ czas mieszając. ZdjĊcie osłony kontrolowałam za 
pomocą TLC w układzie G. NastĊpnie kwas trifluorooctowy oddestylowałam przy 

uĪyciu wyparki rotacyjnej, a otrzymany olej zalałam (dwukrotnie) eterem dietylowym 
i wytrząsłam. Eter zdekantowałam i otrzymałam produkty w postaci sypkiego białego 
proszku. 

Charakterystyka związku TFAxThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCH3: 

temp. top. 165-169°C; 

Rf = 0,67 (układ H). 

1.4.1.3. Deprotekcja osłony Fmoc 

 Peptydy rozpuszczałam w 1 ml choloroformu i dodawałam 0,2-0,3 ml 

dietyloaminy. Roztwór pozostawiałam na noc. UsuniĊcie osłony kontrolowałam za 
pomocą TLC w układzie G. NastĊpnie dietyloaminĊ i chloroform oddestylowałam przy 

uĪyciu wyparki rotacyjnej, a otrzymany olej zalałam eterem dietylowym i wytrząsłam. 
Eter zdekantowałam i otrzymując produkt. 

Charakterystyka związku Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCH3: 

MS m/z obliczone dla C27H49N9O10 659,7341; znalezione 660,3886 M
+
. 

1.4.2. Pentapeptydy pochodne tuftsyny 

Do syntezy penatpeptydowych analogów tuftsyny sprawdziłam dwie metody: 
mieszanych bezwodników oraz odczynnik kondensujący EDCI.  

1.4.2.1. Metoda mieszanych bezwodników 

 0,8 mmola Fmoc-Gly-OH rozpuĞciłam w 2 ml DMF, ochłodziłam do -15°C 
a nastĊpnie dodałam 0,08 mmola NMM oraz 0,08 mmola chloromrówczanu izobutylu. 
Po 5 minutach dodałam ochłodzony roztwór0,08 mmola Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-

OCH3 w 1 ml DMF. CałoĞć mieszałam na mieszadle magnetycznym w kolbie kulistej 

zaopatrzonej w rurkĊ z CaCl2 w -15°C przez 4 godz., a nastĊpnie w temperaturze 

pokojowej do dnia nastĊpnego. ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G 
uĪywając jako wywoływacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod 
zmniejszonym ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam w octanie etylu oraz 
przemywałam: 5% HCl (x2), H2O (x2), nasyc. NaHCO3 (x2), H2O i nasyc. NaCl oraz 

suszyłam wykorzystując MgSO4. ĝrodek suszący odsączyłam a rozpuszczalnik 
oddestylowałam przy uĪyciu wyparki rotacyjnej.  
 

Związek 237 otrzymałam z 65% wydajnoĞcią. 

1.4.2.2. Procedura z wykorzystaniem EDCI 

 0,5 mmola związku Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCH3, 0,5 mmola Fmoc-Gly-

OH i 0,5 mmola DMAP rozpuĞciłam w 2 ml bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór 
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ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,5 mmola EDCI. CałoĞć mieszałam w 

atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. 

pokojowej przez 48 godz.   

 ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako 
wywoływacza roztworu ninhydryny. DMF oddestylowałam uĪywając pompy 
próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie F i G. 
 

Związek 237 otrzymałam z 48% wydajnoĞcią. 

1.4.2.3. Pentapeptydy 

 Wszystkie pentapeptydy pochodne tuftsyny otrzymałam metodą mieszanych 
bezwodników zgodnie z procedura opisaną w punkcie 1.4.2.1. 

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(FmocGly)-Pro-Arg(NO2)-OMe 237 

Związek 237 otrzymałam z 65% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C44H62N10O13 939,02; znalezione 939,4625 M
+
 i 961,4431 

[M+Na]
+
; 

temp. top. 93-97°C; 

Rf = 0,293 (układ G). 

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc-αAla)-Pro-Arg(NO2)-OMe 238 

Związek 238 otrzymałam z 58% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C45H64N10O13 953,0571; znalezione 953,4732 M
+ 

i 975,3816 

[M+Na]
+
; 

Rf = 0,359  (układ G). 

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc-ȕAla)-Pro-Arg(NO2)-OMe 239 

Związek 239 otrzymałam z 63% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C45H64N10O13 953,0531; znalezione 953,4719 M
+ 

i 975,4552 

[M+Na]
+
; 

temp. top. 99-103°C; 

Rf = 0,326 (układ G). 

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(FmocVal)-Pro-Arg(NO2)-OMe 240 

Związek 240 otrzymałam z 53% wydajnoĞcią w postaci białego sypkiego proszku. 

MS m/z obliczone dla C47H68N10O13 981,1071; znalezione 981,5930 M
+
; 
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temp. top. 123-127°C; 

Rf = 0,359 (układ G). 

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(FmocLeu)-Pro-Arg(NO2)-OMe 241 

Związek 241 otrzymałam z 41% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C49H72N10O13 1009,1631; znalezione 1009,3884 M
+
;  

Rf = 0,523 (układ G). 

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(FmocIle)-Pro-Arg(NO2)-OMe 242 

Związek 242 otrzymałam z 45% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C49H72N10O13 1009,1675; znalezione 1009,4396 M
+
  

Rf = 0,5 (układ G). 

1.4.3. Synteza pochodnych retro-tuftsyny 

Peptydy: retro-tuftsynĊ oraz jej pochodne otrzymałam równieĪ za pomocą 
metody mieszanych bezwodników. 

Tetrapeptyd Boc- Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 

Dipeptyd Boc- Lys(Fmoc)-Thr-OMe 223 

 2,44 g (5,2  mmola) Boc-Lys(Fmoc)-OH rozpuĞciłam w 10 ml bezwodnego 
DMF, ochłodziłam do -15°C, a nastĊpnie dodałam 0,53 ml (5,2  mmola) NMM oraz 
0,71 ml (5,2  mmola) chloromrówczanu izobutylu. Po 5 minutach dodałam ochłodzony 
roztwór HClxThr-OMe 0,88 g (5,2  mmola) wczeĞniej rozpuszczony w 4 ml 
bezwodnego DMF z dodatkiem 0,53 ml (5,2 mmola) TEA. CałoĞć mieszałam 
magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostĊpem wilgoci w -15°C przez 4 godz. 
a póĨniej w temperaturze pokojowej do dnia nastĊpnego. ReakcjĊ kontrolowałam za 
pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu ninhydryny. Po 
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam 
w octanie etylu oraz przemywałam: H2O (x2),  5% HCl, 10% KHSO4  (x2), H2O, 0,5 N 

KHCO3 (x2), H2O i nasyc. NaCl oraz suszyłam wykorzystując MgSO4. ĝrodek suszący 
odsączyłam a rozpuszczalnik oddestylowałam przy uĪyciu wyparki rotacyjnej. 

Związek 223 otrzymałam z 83% wydajnoĞcią w postaci szklistej piany. 

Tripeptyd Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 226 

 1,03 g (4,78  mmola) Boc-Pro-OH rozpuĞciłam w 10 ml bezwodnego DMF, 
ochłodziłam do -15°C, a nastĊpnie dodałam 0,48 ml (4,78  mmola) NMM oraz 0,65 ml 
(4,78 mmola) chloromrówczanu izobutylu. Po 5 minutach dodałam ochłodzony roztwór 
TFA×Lys(Fmoc)-Thr-OMe 2,87 g (4,78 mmola) wczeĞniej rozpuszczony w 4 ml 

bezwodnego DMF z dodatkiem 0,48 ml (4,78 mmola) TEA. CałoĞć mieszałam 
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magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostĊpem wilgoci w -15°C przez 4 godz. 
a póĨniej w temperaturze pokojowej do dnia nastĊpnego. ReakcjĊ kontrolowałam za 
pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu ninhydryny. Po 
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam 
w octanie etylu oraz przemywałam: H2O (x2),  5% HCl, 10% KHSO4  (x2), H2O, 0,5 N 

KHCO3 (x2), H2O i nasyc. NaCl oraz suszyłam wykorzystując MgSO4. ĝrodek suszący 
odsączyłam a rozpuszczalnik oddestylowałam przy uĪyciu wyparki rotacyjnej. 

Związek 226 otrzymałam z 76% wydajnoĞcią w postaci szklistej piany. 

Tetrapeptyd Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 229 

0,85 g (3,93  mmola) Boc-Arg(NO2)-OH rozpuĞciłam w 10 ml bezwodnego DMF, 
ochłodziłam do -15°C, a nastĊpnie dodałam 0,4 ml (3,93  mmola) NMM oraz 0,54 ml 
(3,93 mmola) chloromrówczanu izobutylu. Po 5 minutach dodałam ochłodzony roztwór 
TFA×Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 2,86 g (3,93 mmola) wczeĞniej rozpuszczony w 4 ml 
bezwodnego DMF z dodatkiem 0,44 ml (3,93 mmola) TEA. CałoĞć mieszałam 
magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostĊpem wilgoci w -15°C przez 4 godz. a 
póĨniej w temperaturze pokojowej do dnia nastĊpnego. ReakcjĊ kontrolowałam za 
pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu ninhydryny. Po 
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam w 
octanie etylu oraz przemywałam: H2O (x2),  5% HCl, 10% KHSO4  (x2), H2O, 0,5 N 

KHCO3 (x2), H2O i nasyc. NaCl oraz suszyłam wykorzystując MgSO4. ĝrodek suszący 
odsączyłam a rozpuszczalnik oddestylowałam oddestylowałam przy uĪyciu wyparki 
rotacyjnej. 

Związek 229 otrzymałam z 65% wydajnoĞcią w postaci szklistej piany. 

Charakterystyka związku  Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 229 

1
H NMR (500 MHz, CDCl3) į [ppm]: 1,24 (m, 5H, Ȗ-T4, Ȗ-K4), 1,33 (m, 11H, CCH3, 

į-K5), 1,43 (m, 4H, ȕ-R2, ȕ-K3, Ȗ-R4), 1,71 (m, 2H, ȕ-R3, ȕ-K3), 1,92 (m, 2H, ȕ-P3, Ȗ-

P4), 2,07 (m, 1H, Ȗ-P4), 2,22 (m, 1H, ȕ-P3), 3,08 (m, 2H, ɛ-K6), 3.22 (m, 2H, į-R5), 

3,59 (m, 1H, į-P5), 3,72 (s, 3H, OCH3), 3,74 (m, 1H, į-P5), 4,21 (m, 2H, ȕ-T3, Fmoc-

CH), 4,33 (m, 1H, α-R2), 4,41 (m, 1H, α-T2), 4,49 (m, 3H, Fmoc-CH2, α-K2), 4,62 (m, 

1H, α-P2), 5,56 (m, 1H, T-OH), 5,91 (m, 1Hm R-αNH), 6,98 (m, 1H, T-αNH), 7,28 (m, 

2H, Ph-H), 7,38 (t, J=7,4 Hz, 2H, Ph-H), 7,58 (d, J=7,4 Hz, 2H, Ph-H), 7,75 (d, J=7,4 

Hz, 2H, Ph-H), 7.76 (m, 2H, α-KNH, -NH), 8,73 (m, 1H, į-RNH);  

MS m/z obliczone dla C42H59N9O12 881,9716; znalezione 882,4431 [M+H]
+
 i 904,4852 

[M+Na]
+
; 

temp. top. 106-110°C; 

Rf = 0,62 (układ G). 
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1.4.3.2.Deprotekcja osłony Boc 

 OsłonĊ Boc usuwałam zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 1.4.1.2. 

Charakterystyka związku TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3: 

temp. top. 162-166°C;  

Rf = 0,47 (układ H). 

1.4.3.3.Deprotekcja osłony Fmoc 

 OsłonĊ Fmoc usunĊłam zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 1.4.1.3. 

Charakterystyka związku Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCH3: 

MS m/z obliczone dla C27H49N9O10 659,73; znalezione 660,43 M
+
. 

1.4.4. Pentapeptydy pochodne retro-tuftsyny 

Do syntezy penatpeptydowych analogów retro-tuftsyny sprawdziłam trzy 
metody: mieszanych bezwodników, odczynnik kondensujący EDCI oraz EEDQ. 

1.4.4.1. Metoda mieszanych bezwodników 

 0,025 g (0,08 mmola) Fmoc-ȕAla-OH rozpuĞciłam w 1 ml DMF, ochłodziłam 

do -15°C, a nastĊpnie dodałam 0,008 ml (0,08 mmola) NMM oraz 0,011 ml (0,08 
mmola) chloromrówczanu izobutylu. Po 5 minutach dodałam ochłodzony roztwór 0,053 
g (0,08 mmola) Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCH3 w 0,3 ml DMF. CałoĞć mieszałam 
na mieszadle magnetycznym w kolbie kulistej zaopatrzonej w rurkĊ z CaCl2 w -15°C 
przez 4 godz. a nastĊpnie w temperaturze pokojowej do dnia nastĊpnego.  
 ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako 
wywoływacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym 

ciĞnieniem otrzymany produkt rozpuĞciłam w octanie etylu oraz przemywałam: 5% HCl 
(x2), H2O (x2), nasyc. NaHCO3 (x2), H2O i nasyc. NaCl oraz suszyłam wykorzystując 
MgSO4. ĝrodek suszący odsączyłam a rozpuszczalnik oddestylowałam oddestylowałam 
przy uĪyciu wyparki rotacyjnej. 
Związek 252 otrzymałam z 51% wydajnoĞcią. 

1.4.4.2. Procedura z wykorzystaniem EDCI 

 Pochodną Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCH3 0,033 g (0,05 mmola), Fmoc-ȕ-

Ala-OH 0,016 g (0,05 mmola) i DMAP 0,078 g (0,05 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,0061 g 
(0,05 mmola) EDCI. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) w temp. 

0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu 
ninhydryny. DMF oddestylowałam uĪywając pompy próĪniowej a związek 
oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) 

w układzie F i G. 
Związek 252 otrzymałam z 42% wydajnoĞcią. 
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1.4.4.3. Procedura z wykorzystaniem EEDQ 

 Pochodną Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCH3 0,014 g (0,021 mmola), Fmoc-ȕ-

Ala-OH 0,0065 g (0,021 mmola) i Py 0,008 ml (0,105 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,026 g 
(0,105 mmola) EDDQ. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) 
w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu 
ninhydryny. DMF oddestylowałam uĪywając pompy próĪniowej, a związek 
oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) 
w układzie F i G. 
 

Związek 252 otrzymałam z 35% wydajnoĞcią. 

1.4.4.4.Pentapeptydy 

Wszystkie pentapeptydy pochodne retro-tuftsyny otrzymałam metodą mieszanych 
bezwodników zgodnie z procedura opisaną w punkcie 1.4.4.1..  

Penatpeptyd Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocGly)-Thr-OCH3 250: 

 

Związek 250 otrzymałam z 56% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C44H62N10O13  939,0213; znalezione 939,4664 M
+
 i 961,4473 

[M+Na]
+
; 

temp. top. 93-97°C; 

Rf = 0,293 (układ G). 

Penatpeptyd Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocαAla)-Thr-OCH3 251: 

Związek 251 otrzymałam z 53% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C45H64N10O13 953,0542; znalezione 953,4770 M
+ 

i 975,3801 

[M+Na]
+
; 

Rf = 0,359 (układ G). 

Penatpeptyd Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmocȕ-Ala)-Thr-OCH3 252: 

Związek 252 otrzymałam z 51% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C45H64N10O13 953,0547; znalezione 953,4735 M
+ 

; 

temp. top. 99-103°C; 

Rf = 0,326 (układ G). 

Penatpeptyd Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocVal)-Thr-OCH3 253: 

Związek 253 otrzymałam z 48% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 
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MS m/z obliczone dla C47H68N10O13 981,1026; znalezione 981,5821 M
+
; 

temp. top. 123-127°C; 

Rf = 0,435 (układ G). 

Penatpeptyd Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocLeu)-Thr-OCH3 254: 

Związek 254 otrzymałam z 35% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C49H72N10O13 1009,1664; znalezione 1009,4303 M
+
;  

Rf = 0,457 (układ G). 

Penatpeptyd Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocIle)-Thr-OCH3 255: 

Związek 255 otrzymałam z 32% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C49H72N10O13 1009,1645; znalezione 1009,4374 M
+
;  

Rf = 0,522 (układ G). 
 

1.5. Synteza peptydowych pochodnych MPA 

 

1.5.1. Synteza peptydowych pochodnych MPA zawierających w swojej strukturze 
analogi tuftsyny 

W celu wyselekcjonowania metody syntezy kwasu mykofenolowego 

z analogami tuftsyny sprawdziłam kilka metod tworzenia wiązania amidowego 
wykorzystując odczynniki kondensujące EDCI, EEDQ i T3P. 

1.5.1.1 Procedura z wykorzystaniem EDCI/DMAP 

 Pochodną TFA×Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCH3 0,013 g (0,015 mmola), 

MPA 0,0034 g (0,011 mmola) i DMAP 0,018 g (0,015 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,0022 g 
(0,014 mmola) EDCI. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) w temp. 

0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. DMF oddestylowałam uĪywając pompy 
próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie G. 
 

Związek 263 otrzymałam z 43% wydajnoĞcią. 

1.5.1.2. Procedura z wykorzystaniem EEDQ 

 Pochodną TFA×Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCH3 0,010 g (0,011 mmola), 

MPA 0,0035 g (0,011 mmola) i TEA 0,0022 ml (0,022 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,0054 g 
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(0,022 mmola) EDDQ. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) 
w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. DMF oddestylowałam uĪywając pompy 
próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie G. 
 

Związek 263 otrzymałam z 33% wydajnoĞcią. 

1.5.1.3. Procedura z wykorzystaniem T3P 

 Pochodną TFA×Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCH3 0,025 g (0,0289 mmola), 

MPA 0,0068 g (0,0212 mmola) i TEA 0,0014 ml (0,0112 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,030 ml 
(0,052 mmola) T3P w 50% roztworze DMF CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu 

obojĊtnego (azotu) w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 
godz. ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. DMF oddestylowałam 
uĪywając pompy próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej 
chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) w układzie G. 
 

Związek 263 otrzymałam z 65% wydajnoĞcią. 

1.5.1.4. Pochodne MPA i analogów tuftsyny 263-269 

Związki 263-269 otrzymałam wykorzystując metodĊ T3P/TEA zgodnie 
z procedurą opisaną w punkcie 1.5.1.3..  
 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OMe 263: 

 

Związek 263 otrzymałam z 65% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C54H69N9O15 1084,1180; znalezione 1084,4991 [M+H]
+
 

i 1106,4817 [M+Na]
+
; 

temp. top. 133-138°C; 

Rf = 0,512 (układ G). 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(FmocGly)-Pro-Arg(NO2)-OMe 264: 

 

Związek 264 otrzymałam z 48% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C56H72N10O16 1141,2364; znalezione 1141,5202 M
+
; 

Rf  = 0,589 (układ G). 
 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(FmocαAla)-Pro-Arg(NO2)-OMe 265: 

 

Związek 265 otrzymałam z 53% wydajnoĞcią. 
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MS m/z obliczone dla C58H76N10O16 1155,2521; znalezione 1155,5356 M
+
; 

Rf = 0,542 (układ G). 
 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(FmocȕAla)-Pro-Arg(NO2)-OMe 266: 

 

Związek 266 otrzymałam z 51% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C58H76N10O16 1155,2581; znalezione 1155,5460 M
+
; 

Rf = 0,502 (układ G). 
 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(FmocVal)-Pro-Arg(NO2)-OMe 267: 

 

Związek 267 otrzymałam z 49% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C59H78N10O16 1183,3174; znalezione 1183,5718 M
+
; 

 

Rf  = 0,583 (układ G). 
 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(FmocLeu)-Pro-Arg(NO2)-OMe 268: 

 

Związek 268 otrzymałam z 42% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C60H80N10O16  1197,3341; znalezione 1197,5756 M
+
; 

 

Rf = 0,602 (układ G). 
 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(FmocIle)-Pro-Arg(NO2)-OMe 269: 

 

Związek 269 otrzymałam z 45% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C60H80N10O16  1197,3326; znalezione 1197,5822 M
+
; 

 

Rf = 0,571 (układ G). 

1.5.1.5. Usunięcie osłony Fmoc z peptydowych analogów MPA zawierających tuftsynę 

 0,05 g (0,046 mmola) MPA-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OMe rozpuszczałam 
w 1 ml chloroformu, a nastĊpnie dodawałam 0,2-0,3 ml dietyloaminy. Mieszałam 
i roztwór pozostawiałam na noc. ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. 
Chloroform i dietyloaminĊ oddestylowałam uĪywając wyparki obrotowej, a związek 
oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) w 

układzie C i H. 

Związek 270 otrzymałam z 84% wydajnoĞcią. 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OMe 270: 

Związek 270 otrzymałam z 84% wydajnoĞcią. 
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MPA-T (270): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,97 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-T4), 

1,36 (m, 2H, Ȗ-K4), 1,53 (m, 5H, į-K5, ȕ-K3b, Ȗ-R4), 1,63 (m, 2H, ȕ-K3a, ȕ-R3a), 1,74 

(s, 3H, f), 1,86 (m, 3H, ȕ-P3b, Ȗ-P4b,  Ȗ-P4a), 2,03 (m, 1H, ȕ-P3a), 2,07 (s, 3H, e), 2,14 

(m, 2H, g), 2,125 (m, 2H, h), 2,88 (m, 2H, İ-K6), 3,17 (m, 2H, į-R5), 3,29 (d, J=6,8 Hz, 

2H, d), 3,52  (m, 1H, į-P5b), 3,62 (s, 3H, COOMe), 3,65 (m, 1H, į-P5a), 3,69 (s, 3H, 

c), 3,92 (m, 1H, ȕ-T3), 4,17 (m, 1H, α-T2), 4,21 (m, 1H, α-R2), 4,35 (m, 1H, α-P2), 

4,50 (m, 1H, α-K2), 5,14 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H, b), 7,81 (m, 2H, α-KNH, α-

TNH), 8,34 (d, J=8,34 Hz, 1H, α-RNH); 

13
C NMR (CD3OD, 400 MHz, CD3OD-d4): 10,02 (e), 14,93 (f), 18,83 (Ȗ-T4), 21,73 (Ȗ-

K4), 22,25 (d), 24,79 (Ȗ-P4), 26,7 (Ȗ-R4), 28,19 (ȕ-R3), 29,11 (į-K5), 30,28 (ȕ-P3), 

34,26 (h), 35,13 (g), 39,10 (İ-K6), 40,15 (į-R5), 42,15 (į-P5), 48,46 (α-R2), 50,83 (α-

K2), 51,46 (OMe),  56,93 (α-T2), 58,87 (α-P2), 61,17 (c), 66,99 (ȕ-T3), 69,39 (b), 

106,36 (l), 116,21 (r), 122,31 (o), 123,11 (a), 133,70 (j), 145,27 (m), 153,82 (p), 163,43 

(k), 170,83 (T1), 171,31 (K1), 172,12 (n), 172,47 (R1), 173,10 (P1), 174,75 (i); 

MS m/z obliczone dla C39H59N9O13 861,4231; znalezione 861,9248 M
+
; 

Rf = 0,458 (układ  C);  

CzystoĞć HPLC 100%. 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO2)-OMe 271: 

Związek 271 otrzymałam z 81% wydajnoĞcią. 

MPA-T-Gly (271): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,94 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-

T4), 1,24 (m, 2H, Ȗ-K4), 1,33 (m, 2H, į-K5), 1,46 (m, 5H, ȕ-K3b, Ȗ-R4, ȕ-K3a, ȕ-K3a), 

1,67 (m, 4H, f, ȕ-R3a), 1,75 (m, 3H, ȕ-P3b, Ȗ-P4b,  Ȗ-P4a), 2,01 (m, 4H, ȕ-P3a, e), 2,10 

(m, 2H, g), 2,17 (m, 2H, hb, ha), 3,03 (m, 2H, İ-K6), 3,10 (m, 4H, į-R5, α-G2), 3,23 (d, 

J=6,8 Hz, 2H, d), 3,48  (m, 1H, į-P5b), 3,61 (s, 3H, COOMe), 3,63 (m, 1H, į-P5a), 3,65 

(s, 3H, c), 3,89 (m, 1H, ȕ-T3), 4,14 (m, 1H, α-T2), 4,18 (m, 1H, α-R2), 4,32 (m, 1H, α-

P2), 4,44 (m, 1H, α-K2), 5,09 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,15 (s, 2H, b), 6,70 (m, 2H, α-KNH, 

α-TNH), 7,86 (t, J=5,5 Hz, 1H, İ-NHK), 8,22 (d, J=7,4 Hz, 1H, α-RNH); 

13
C NMR (CD3OD, 400 MHz, CD3OD-d4): 11,48 (e), 16,51 (f), 20,19 (Ȗ-T4), 22,52 (Ȗ-

K4), 22,95 (d), 24,90 (Ȗ-P4/Ȗ-R4), 28,46 (ȕ-R3), 29,17 (į-K5), 39,45 (ȕ-P3), 31,24 (ȕ-

K3), 34,58 (h), 35,50 (g), 38,54 (İ-K6), 40,63 (į-P5), 43,71 (α-G2), 50,63 (α-R2), 52,02 

(α-K2), 52,29 (COOMe),  58,44 (α-T2), 59,43 (α-P2), 60,99 (c), 67,03 (ȕ-T3), 68,86 

(b), 105,90 (l), 107,27 (r), 123,01 (o), 123,23 (a), 134,18 (j), 146,11 (m), 159,78 (p), 

162,98 (k), 170,29 (T1), 170,42 (K1), 170,91 (n), 171,93 (G1), 172,24 (P1), 172,56 

(R1), 172,80 (i); 

MS m/z obliczone dla C41H62N10O14 918,9926; znalezione 919,4530 M
+
; 

 

Rf  = 0,372 (układ  C); 
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CzystoĞć HPLC 100%. 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(αAla)-Pro-Arg(NO2)-OMe 272: 

Związek 272 otrzymałam z 79% wydajnoĞcią. 

MPA-T-αAla (272): 1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,97 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-

T4), 1,18 (d, J=6,3 Hz, 3H, ȕ-A3), 1,29 (m, 2H, Ȗ-K4), 1,39 (m, 3H, į-K5, ȕ-K3b), 1,48 

(m, 2H, Ȗ-R4) 1,56 (m, 1H, ȕ-R3b), 1,62 (m, 1H, ȕ-K3a), 1,68 (m, 1H, ȕ-R3a), 1,74 (s, 

3H, f), 1,79 (m, 2H, ȕ-P3b, Ȗ-P4b), 1,89 (m, 1H, Ȗ-P4a), 2,03 (m, 1H, ȕ-P3a), 2,07 (s, 

3H, e), 2,15 (m, 2H, g), 2,27 (m, 2H, h), 3,05 (m, 2H, İ-K6), 3,17 (m, 2H, į-R5), 3,28 

(d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,05  (m, 1H, į-P5b), 3,41 (dd, J=13,9 Hz, J=6,9 Hz, 1H, α-A2), 

3,62 (s, 3H, COOMe), 3,65 (m, 1H, į-P5a), 3,69 (s, 3H, c), 3,92 (m, 1H, ȕ-T3), 4,17 (m, 

1H, α-T2), 4,22 (m, 1H, α-R2), 4,35 (m, 1H, α-P2), 4,47 (m, 1H, α-K2), 5,15 (t, J=6,5 

Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b), 7,74 (m, 2H, α-KNH, α-TNH), 7,97 (m, 1H, İ-KNH), 8,30 

(d, J=7,4 Hz, 1H, α-RNH); 

13
C NMR (CD3OD, 400 MHz, CD3OD-d4) į ppm: 10,05 (e), 14,98 (f), 18,86 (Ȗ-T4), 

18,92 (ȕ-A3), 22,17 (Ȗ-K4), 22,29 (d), 24,81 (Ȗ-P4), 28,22 (Ȗ-R4), 28,50 (ȕ-R3), 29,04 

(į-K5), 30,49 (ȕ-P3), 31,28 (ȕ-K3),  34,32 (g), 35,15 (h), 38,55 (İ-K6), 40,15 (į-R5), 

46,89 (į-P5), 48,48 (α-R2), 49,81 (α-A2),  51,1 (α-K2), 51,48 (OMe),  58,67 (α-T2), 

59,76 (α-P2), 61,17 (c), 69,03 (ȕ-T3), 69,33 (b), 106,37 (l), 115,91 (r), 122,40 (o), 

123,17 (a), 133,65 (j), 145,26 (m), 154,20 (p), 163,40 (k), 171,12 (T1), 171,30 (K1, 

A1), 172,07 (n), 172,51 (R1), 173,01 (P1), 174,67 (i); 

Rf = 0,442 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 100%. 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(ȕAla)-Pro-Arg(NO2)-OMe 273: 

Związek 273 otrzymałam z 78% wydajnoĞcią. 

MPA-T-βAla (273): 1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,97 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-

T4), 1,33 (m, 2H, Ȗ-K4), 1,38 (m, 3H, į-K5, ȕ-K3b), 1,47 (m, 2H, Ȗ-R4) 1,55 (m, 1H, ȕ-

R3b), 1,63 (m, 1H, ȕ-K3a), 1,71 (m, 1H, ȕ-R3a), 1,74 (s, 3H, f), 1,78 (m, 1H, ȕ-P3b), 

1,88 (m, 2H, Ȗ-P4b, Ȗ-P4a), 2,04 (m, 1H, ȕ-P3a), 2,08 (s, 3H, e), 2,16 (m, 2H, g), 2,27 

(m, 2H, h), 2,46 (m, 2H, α-A2), 2, 89 (q, J=7,3 Hz, 2H, ȕ-A3), 3,02 (m, 2H, İ-K6), 3,15 

(m, 2H, į-R5), 3,30 (d, J=7,0 Hz, 2H, d), 3,5  (m, 1H, į-P5b), 3,65 (s, 3H, COOMe), 

3,65 (m, 1H, į-P5a), 3,70 (s, 3H, c), 3,91 (m, 1H, ȕ-T3), 4,18 (m, 2H, α-T2, α-R2), 4,35 

(m, 1H, α-P2), 4,47 (m, 1H, α-K2), 5,13 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,25 (s, 2H, b), 7,79 (m, 

2H, α-KNH, α-TNH), 78,10 (m, 1H, İ-KNH), 8,33 (d, J=7,2 Hz, 1H, α-RNH); 

13
C NMR (CD3OD, 400 MHz, CD3OD-d4) į ppm: 10,07 (e), 14,95 (f), 18,82 (Ȗ-T4), 

22,18 (Ȗ-K4), 22,24 (d), 24,81 (Ȗ-P4), 28,21 (Ȗ-R4), 28,45 (ȕ-R3), 29,03 (į-K5), 30,46 

(ȕ-P3), 31,39 (ȕ-K3),  34,33 (h), 35,16 (g), 35, 88 (α-A2), 38,54 (ȕ-A3), 40,18 (İ-K6), 

42,15 (į-R5), 46,92 (į-P5), 48,48 (α-R2, α-K2), 51,49 (OMe),  58,63 (α-T2), 60,08 (α-
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P2), 60,22 (c), 67,10 (ȕ-T3), 69,47 (b), 106,33 (l), 116,53 (r), 122,24 (o), 123,01 (a), 

133,82 (j), 145,28 (m), 153,28 (p), 163,44 (k), 170,77 (T1), 171,13 (K1),171,25 (A1), 

172,15 (n), 172,41 (R1), 173,04 (P1), 174,67 (i); 

MS m/z obliczone dla C42H64N10O14 933,0201; znalezione 933,4666 M
+
; 

 

Rf = 0,370 (układ C);  

CzystoĞć HPLC 94,8 %. 

Charakterystyka związku MPA -Thr-Lys(Val)-Pro-Arg(NO2)-OMe 274: 

Związek 274 otrzymałam z 82% wydajnoĞcią. 

MPA-T-Val (274): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,81 (d, J=6,8 Hz, 3H, Ȗ-

V4), 0,86 (d, J=6,9 Hz, 3H, Ȗ-V4), 0,96 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-T4), 1,22 (m, 5H, Ȗ-K4, į-

K5, ȕ-K3b), 1,48 (m, 5H, Ȗ-R4, ȕ-K3a, ȕ-R3a, ȕ-R3b), 1,68 (s, 3H, f), 1,77 (m, 4H, ȕ-

P3b, ȕ-V2, Ȗ-P4b, Ȗ-P4a), 2,01 (m, 4H, ȕ-P3a, e), 2,10 (m, 4H, g,h), 2,99 (m, 5H, İ-K6, 

į-R5, α-V2), 3,25 (d, J=6,9 Hz, 2H, d), 3,48  (m, 1H, į-P5b), 3,59 (s, 3H, COOMe), 

3,64 (m, 1H, į-P5a), 3,66 (s, 3H, c), 3,88 (m, 1H, ȕ-T3), 4,15 (m, 2H, α-T2, α-R2), 4,33 

(m, 1H, α-P2), 4,44 (m, 1H, α-K2), 5,10 (t, J=5,14 Hz, 1H, a), 5,20 (s, 2H, b), 7,72 (m, 

2H, α-KNH, α-TNH), 7,98 (m, 1H, İ-NHK), 8,29 (d, J=8,3 Hz, 1H, α-RNH); 

13
C NMR (CD3OD, 400 MHz, CD3OD-d4): 10,03 (e), 14,92 (f), 16,70 (Ȗ-V4), 18,02 (Ȗ-

T5),  18,83 (Ȗ-T4), 22,25 (d), 24,81 (Ȗ-R4), 24,87 (Ȗ-P4), 28,22 (ȕ-R3), 28,52 (į –R5), 

29,03 (ȕ-P3), 30,48 (ȕ-K3), 31,31 (ȕ-V3), 34,34 (į –K5), 35,17 (ȕ –P3), 38,55 (ȕ –R3), 

40,14 (g), 51,11 (α-K2), 51,46 (COOMe),  58,67 (α-T2), 59,76 (α-P2), 60,18 (c), 67,04 

(ȕ-T3), 69,40 (b), 106,34 (l), 116,34 (r), 122,29 (o), 123,07 (a), 133,74 (j), 145,25 (m), 

159,46 (p), 163,43 (k), 171,12 (K1), 171,30 (T1), 172,05 (n/V1), 172,44 (P1), 173,02 

(R1), 174,66 (i); 

MS m/z obliczone dla C43H66N10O14 947,0451; znalezione 947,4882 M
+
; 

 

Rf = 0,58 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 99,3%. 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO2)-OMe 275: 

Związek 275 otrzymałam z 83% wydajnoĞcią. 

MPA-T-Leu (275): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,81 (m, 6H, į-L5, İ-L6), 

0,96 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-T4), 1,24 (m, 7H, Ȗ-K4, ȕ-L2, į-K5, ȕ-K3b, ȕ-R3b), 1,53 (m, 

4H, Ȗ-R4, ȕ-K3a, ȕ-R3a,), 1,74 (s, 3H, f), 1,77 (m, 4H, ȕ-P3b, Ȗ-L4, Ȗ-P4b, Ȗ-P4a), 2,05 

(m, 4H, ȕ-P3a, e), 2,13 (m, 4H, g,h), 3,01 (m, 4H, İ-K6, į-R5), 3,28 (d, J=6,8 Hz, 2H, 

d), 3,44  (m, 1H, į-P5b), 3,62 (m, 4H, COOMe, į-P5a), 3,69 (s, 3H, c), 3,89 (m, 1H, ȕ-

T3), 4,16 (m, 2H, α-T2, α-R2), 4,33 (m, 1H, α-P2), 4,44 (m, 1H, α-K2), 5,12 (t, J=6,5 

Hz, 1H, a), 5,24 (s, 2H, b), 7,73 (m, 2H, α-KNH, α-TNH), 8,13 (m, 1H, İ-NHK), 8,29 

(d, J=8,3 Hz, 1H, α-RNH); 
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13
C NMR (CD3OD, 400 MHz, CD3OD-d4): 10,60 (e), 14,97 (f), 18,07 (Ȗ-T4), 21,10 (d/ 

Ȗ-K4), 21,68 (İ-L6) 22,26 (į-L5), 24,34 (Ȗ-L4), 24,82 (Ȗ-R4/Ȗ-P4), 28,24 (ȕ-R3), 28,48 

(į –R5), 29,03 (ȕ-P3), 30,48 (ȕ-K3), 34,35 (į –K5), 35,17 (ȕ –P3), 38,55 (ȕ –R3), 40,16 

(g), 42,35 (İ-K6), 48,47 (α-R2), 51,11 (α-K2), 51,48 (α-L2), 52,63 (COOMe),  58,69 (α-

T2), 60,19 (c), 67,05 (ȕ-T3), 69,41 (b), 106,34 (l), 116,31 (r), 122,29 (o), 123,07 (a), 

133,75 (j), 145,25 (m), 159,44 (p), 163,44 (k), 171,13 (K1), 171,31 (T1), 172,05 (n/L1), 

172,44 (P1), 173,03 (R1), 174,65 (i); 

MS m/z obliczone dla C45H70N10O14 975,1052; znalezione 975,3518 M
+
; 

 

Rf = 0,548 (układ C);  

CzystoĞć HPLC 98,7%. 

Charakterystyka związku MPA-Thr-Lys(Ile)-Pro-Arg(NO2)-OMe 276: 

Związek 276 otrzymałam z 77,7% wydajnoĞcią. 

MPA-T-Ile (276): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,81 (m, 6H, į-I5, İ-I6), 

0,96 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-T4), 1,26 (m, 6H, Ȗ-K4, ȕ-I3, į-K5, ȕ-R3b), 1,51 (m, 5H, Ȗ-R4, 

ȕ-K3b, ȕ-R3a, ȕ-K3a), 1,70 (s, 4H, f, Ȗ-I4b), 1,77 (m, 4H, ȕ-P3b, Ȗ-I4a, Ȗ-P4b, Ȗ-P4a), 

2,00 (m, 1H, ȕ-P3a), 2,08 (s, 3H, e), 2,15 (m, 4H, g, h), 2,99 (m, 4H, İ-K6, į-R5), 3,22 

(d, J=3,2 Hz, 1H, α-I2), 3,28 (d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,48  (m, 1H, į-P5b), 3,62 (m, 3H, 

COOMe), 3,64 (m, 1H, į-P5a), 3,69 (s, 3H, c), 3,90 (m, 1H, ȕ-T3), 4,16 (m, 2H, α-T2, 

α-R2), 4,33 (m, 1H, α-P2), 4,44 (m, 1H, α-K2), 5,12 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H, 

b), 7,73 (m, 2H, α-KNH, α-TNH), 8,13 (m, 1H, İ-NHK), 8,29 (d, J=8,3 Hz, 1H, α-

RNH); 

13
C NMR (400 MHz, CD3OD-d4): 11,52 (e), 11,81 (į-I5), 15,68 (İ-I6), 16,52 (f), 20,15 

(Ȗ-T4), 22,67 (Ȗ-K4), 22,90 (d), 24,48 (Ȗ-L4), 24,90 (Ȗ-P4), 28,44 (ȕ-R3), 29,15 (į–P5), 

29,47 (ȕ-P3), 31,29 (ȕ-K3), 34,56 (į –K5), 35,52 (ȕ –P3), 37,77 (h), 38,66 (g), 47,24 (α-

P2), 49,04 (α-I2), 50,70 (α-K2), 52,61 (COOMe), 58,45 (α-P2) 59,42 (α-T2), 61,06 (c), 

67,13 (ȕ-T3), 69,02 (b), 107,35 (l), 115,86 (r), 122,96 (o), 123,05 (a), 134,40 (j), 146,20 

(m), 159,88 (p), 163,03 (k), 170,31 (K1), 170,46 (T1), 170,76 (n/I1), 172,26 (P1), 

172,49 (R1), 172,82 (i); 

MS m/z obliczone dla C45H70N10O14 975,1009 znalezione 975,5146 M
+
; 

 

Rf = 0,532 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 98,5%. 

1.5.2. Synteza peptydowych pochodnych MPA zawierających w swojej strukturze 
analogi retro-tuftsyny. 

 W celu wyselekcjonowania metody syntezy kwasu mykofenolowego 

z analogami retro-tuftsyny równieĪ sprawdziłam kilka metod tworzenia wiązania 
amidowego wykorzystując odczynniki kondensujące EDCI, EEDQ i T3P. 
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1.5.2.1. Procedura z wykorzystaniem EDCI×2/TEA×3 

 Pochodną TFA×Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,01 g (0,011 mmola), 

MPA 0,00236 g (0,011 mmola) i TEA 0,0034 ml (0,033 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,0035 g 
(0,022 mmola) EDCI. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) w temp. 

0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. DMF oddestylowałam uĪywając pompy 
próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie G. 

 

Związek 278 otrzymałam z 58% wydajnoĞcią. 

1.5.2.2. Procedura z wykorzystaniem EDCI×5/TEA×2 

 Pochodną TFA×Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,012 g (0,014 mmola), 

MPA 0,0044 g (0,014 mmola) i TEA 0,0028 ml (0,0028 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,011 g 
(0,069 mmola) EDCI. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) w temp. 

0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. DMF oddestylowałam uĪywając pompy 
próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie G. 
 

Związek 278 otrzymałam z 34% wydajnoĞcią. 

1.5.2.3.Procedura z wykorzystaniem EDCI/DMAP 

 Pochodną TFA×Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,01 g (0,011 mmola), 

MPA 0,0026 g (0,008 mmola) i DMAP 0,015 g (0,011 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,0017 g 
(0,0107 mmola) EDCI. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) 

w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. DMF oddestylowałam uĪywając pompy 
próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie G. 
 

Związek 278 otrzymałam z 64% wydajnoĞcią. 

1.5.2.4.Procedura z wykorzystaniem EEDQ×2/Py×2 

 Pochodną TFA×Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,020 g (0,022 mmola), 

MPA 0,0036 g (0,011 mmola) i Py 0,0018 ml (0,022 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,0055 g 
(0,022 mmola) EDDQ. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) 
w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu 
ninhydryny. DMF oddestylowałam uĪywając pompy próĪniowej a związek 
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oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) 

w układzie G. 
 

Nie udało mi siĊ wyizolować produktu. 

1.5.2.5.Procedura z wykorzystaniem EEDQ×5/Py×5 

 Pochodną TFA×Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,010 g (0,011 mmola), 

MPA 0,0036 g (0,011 mmola) i Py 0,0044 ml (0,056 mmola) rozpuĞciłam w 1 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,0014 g 
(0,056 mmola) EDDQ. CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu obojĊtnego (azotu) 
w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. ReakcjĊ 
kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako wywoływacza roztworu 
ninhydryny. DMF oddestylowałam uĪywając pompy próĪniowej a związek 
oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) 
w układzie G. 
 

Nie udało mi siĊ wyizolować produktu. 

1.5.2.6. Procedura z wykorzystaniem T3P 

 Pochodną TFA×Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,044 g (0,050 mmola), 

MPA 0,016 g (0,050 mmola) i TEA 0,023 ml (0,225 mmola) rozpuĞciłam w 2 ml 
bezwodnego DMF. NastĊpnie roztwór ochłodziłam do 0°C, po czym dodałam 0,053 ml 

(0,09 mmola) T3P w 50% roztworze DMF CałoĞć mieszałam w atmosferze gazu 

obojĊtnego (azotu) w temp. 0°C przez 2 godz. a nastĊpnie w temp. pokojowej przez 48 
godz. ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G uĪywając jako 
wywoływacza roztworu ninhydryny. DMF oddestylowałam uĪywając pompy 
próĪniowej a związek oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii 
cienkowarstwowej (PTLC) w układzie G. 
 

Związek 278 otrzymałam z 28% wydajnoĞcią. 

1.5.2.7.Pochodne MPA i analogów retro-tuftsyny 278-284 

Związki 278-284 otrzymałam wykorzystując metodĊ T3P/TEA zgodnie 
z procedurą opisaną w punkcie 1.5.2.3.  

 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 278: 

 

Związek 278 otrzymałam z 64% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C54H69N9O15 1084,1181; znalezione 1084,5084 M
+
;  

temp. top. 121-125°C; 

Rf = 0,489 (układ G). 
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Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocGly)-Thr-OCH3 279: 

 

Związek 279 otrzymałam z 28% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C56H72N10O16  1141,2341; znalezione 1141,6529 M
+
;  

temp. top. 117-120°C; 

Rf = 0,474 (układ G). 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocαAla)-Thr-OCH3 280: 

 

Związek 280 otrzymałam z 28% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C58H74N10O16 1155,2602; znalezione 1155,5356 M
+
;
  

Rf = 0,480 (układ C). 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocȕAla)-Thr-OCH3 281: 

 

Związek 281 otrzymałam z 28% wydajnoĞcią w postaci sypkiego białego proszku. 

MS m/z obliczone dla C58H74N10O16 1155,2527; znalezione 1155,5801 M
+
;
  

temp. top. 133-138
°
C; 

Rf = 0,420 (układ C) 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocVal)-Thr-OCH3 282: 

 

Związek 282 otrzymałam z 28% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C59H78N10O16 1183,3126; znalezione 1183,5718 M
+
; 

 

Rf = 0,465 (układ G). 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocLeu)-Thr-OCH3 283: 

 

Związek 283 otrzymałam z 28% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C60H80N10O16  1197,3315; znalezione 1197,5792 M
+
; 

 

Rf = 0,512 (układ G). 
 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(FmocIle)-Thr-OCH3 284: 

 

Związek 284 otrzymałam z 28% wydajnoĞcią. 

MS m/z obliczone dla C60H80N10O16  1197,3324; znalezione 1197,5822 M
+
; 
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Rf =  0,585 (układ G). 

1.5.2.8. Usunięcie osłony Fmoc z peptydowych analogów MPA zawierających retro-

tuftsynę 

 0,05 g (0,046 mmola) MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe rozpuszczałam 
w 1 ml chloroformu, a nastĊpnie dodawałam 0,2-0,3 ml dietyloaminy. Mieszałam 
i roztwór pozostawiałam na noc. ReakcjĊ kontrolowałam za pomocą TLC w układzie G. 
Chloroform i dietyloaminĊ  oddestylowałam uĪywając wyparki obrotowej, a związek 
oczyszczałam za pomocą preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) 
w układzie C i H. 

Związek 285 otrzymałam z 86% wydajnoĞcią. 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OMe 285: 

MPA-RT (285): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,057 (m, 3H, Ȗ-T4), 1,348 

(m, 2H, Ȗ-K4), 1,487 (m, 3H, į-K5, ȕ-R3b), 1,532 (m, 3H, ȕ-K3b, Ȗ-R4), 1,640 (m, 2H, 

ȕ-K3a, ȕ-R3a), 1,728 (s, 3H, f), 1,810 (m, 2H, Ȗ-P4b, ȕ-P3b), 1,908 (m, 1H, Ȗ-P4a), 

1,992 (m, 1H, ȕ-P3b), 2,083 (s, 3H, e), 2,132 (m, 2H, g), 2,171 (m, 2H, h), 2,735 (m, 

2H, İ-K6), 3,135 (m, 2H, į-R5), 3,283 (d, J=6,7 Hz, 2H, d), 3,548  (m, 1H, į-P5b), 

3,621 (s, 3H, COOMe), 3,649 (m, 1H, į-P5a), 3,696 (s, 3H, c), 4,106 (m, 1H, ȕ-T3), 

4,237 (m, 1H, α-T2), 4,338 (m, 2H, α-K2, α-P2), 4,424 (m, 1H, α-R2), 5,099 (m, 1H, a), 

5,253 (s, 2H, b), 7,972 (d, J=8,2 Hz, 1H, α-TNH), 8,045 (m, 2H, İ-KNH), 8,114 (d, 

J=7,6 Hz, 1H, α-RNH), 8,162 (d, J=7,8 Hz, 1H, α-KNH); 

13
C NMR (CD3OD, 400 MHz) į ppm: 11,54 (e), 16,49 (f), 19,03 (Ȗ-T4), 20,52 (d), 

22,42 (Ȗ-K4), 22,87 (Ȗ-P4), 24,96 (į-K5), 26,77 (Ȗ-R4), 28,65 (ȕ-R3), 29,55 (ȕ-P3), 

31,57 (ȕ-K3), 34,27 (h), 35,46 (g), 38,97 (İ-K6), 41,67 (į-R5), 47,33 (į-P5), 52,30 

(OMe),  52,50 (α-R2), 56,47 (α-K2), 58,35 (α-T2), 59,76 (α-P2), 61,12 (c), 66,82 (ȕ-

T3), 69,10 (b), 107,44 (o), 116,45 (r,l), 122,96 (a), 134,54 (j), 146, 27 (m), 153,17 (p), 

163,05 (k), 170,61 (n), 170,69 (T1), 171, 46 (P1), 171,88 (i), 172,23 (K1), 172, 54 (R1); 

MS m/z obliczone dla C39H59N9O13 861,4232; znalezione 862,4333 M
+
;  

 Rf = 0,583 (układ C);  

CzystoĞć HPLC 100%. 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(Gly)-Thr-OMe 286: 

Związek 286 otrzymałam z 81% wydajnoĞcią. 

MPA-RT-Gly (286): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,06 (d, J = 6,6 Hz, 3H, Ȗ 

-T4), 1,29 (m, 2H, Ȗ -K4), 1,38 (m, 3H, į-K5, ȕ-R3), 1,46 (m, 3H, ȕ-K3, Ȗ-R4), 1,65 (m, 

2H, ȕ-K3, ȕ-R3), 1,73 (s, 3H), 1,81 (m, 2H, Ȗ-P4, ȕ-P3), 1,88 (m, 1H, Ȗ-P4), 1,98 (m, 

1H, ȕ-P3), 2,06 (s, 3H), 2,13 (m, 2H), 2.19 (m, 2H), 3,07 (m, 2H, İ-K6), 3,11 (m, 2H, į-

R5), 3,26 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3,36 (m, 2H, a-G2), 3,51 (m, 1H, į-P5), 3,60 (m, 1H, į-

P5), 3,63 (s, 3H, COOCH3), 3,68 (s, 3H), 4,10 (m, 1H, ȕ-T3), 4,26 (m, 1H, α-T2), 4,28 
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(m, 1H, α-K2), 4,34 (m, 2H, α-P2), 4,45 (m, 1H, α-R2), 5,12 (t, J = 6,5 Hz, 1H), 5,21 (s, 

2H), 7,82 (d, J = 8,4 Hz, 1H, α-TNH), 7,97 (m, 3H, α-RNH, a-KNH, İ-KNH); 
13

C NMR (400 MHz,CD3OD-d4) į  ppm: 10,04 (e), 14,99 (f), 18,97 (Ȗ-T4), 22,59 (d), 

24,65 (Ȗ-K4), 28,43 (Ȗ-P4), 29,22 (Ȗ-R4), 31,05 (ȕ-R3), 33,94 (į-K5), 35,05 (ȕ-P3), 

38,65 (ȕ-K3), 40,53 (h), 42,17 (g), 42,78 (İ-K6), 48,47 (į-R5), 50,77 (į-P5), 51,47 (α-

R2), 53,28 (OMe),  56,93 (α-K2), 57,81 (α-T2), 60,11 (α-P2), 60,15 (c), 66,99 (ȕ-T3), 

69,33 (b), 106,38 (o), 122,41 (r,l), 123,16 (a), 133,57 (j), 145,29 (m), 159,56 (p), 163,41 

(k), 171 (n), 171,13 (T1), 172,56 (P1), 172,97 (i,K1), 173, 25 (R1), 174,23 (G1); 

MS m/z obliczone dla  C41H62N10O14 918,9908; znalezione 919,4530 M
+
; 

Rf = 0,454 (układ C). 

CzystoĞć HPLC 100%. 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(αAla)-Thr-OMe 287: 

Związek 287 otrzymałam z 80% wydajnoĞcią. 

MPA-RT-αAla (287): 1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,043 (d, J=5,7 Hz, 3H, 

Ȗ-T4), 1,211 (d, J=6,9 Hz, 3H, ȕ-A3), 1,290 (m, 2H, Ȗ-K4), 1,380 (m, 3H, į-K5, ȕ-R3b), 

1,5483 (m, 3H, ȕ-K3b, Ȗ-R4), 1,653 (m, 2H, ȕ-K3a, ȕ-R3a), 1,727 (s, 3H, f), 1,802 (m, 

2H, Ȗ-P4b, ȕ-P3b), 1,894 (m, 1H, Ȗ-P4a), 1,998 (m, 1H, ȕ-P3a), 2,064 (s, 3H, e), 2,128 

(m, 2H, g), 2,183 (m, 2H, h), 3,043 (m, 2H, İ-K6), 3,130 (m, 2H, į-R5), 3,266 (d, J=6,5 

Hz, 2H, d), 3,488 (m, 1H, α-A2),  3,532 (m, 1H, į-P5b), 3,617 (m, 1H, į-P5a), 3,625 (s, 

3H, COOMe), 3,682 (s, 3H, c), 4,103 (m, 1H, ȕ-T3), 4,257 (m, 1H, α-T2), 4,278 (m, 

1H, α-K2), 4,341 (m, 2H, α-P2), 4,442 (m, 1H, α-R2), 5,114 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,217 

(s, 2H, b), 7,827 (d, J=8,4 Hz, 1H, α-TNH), 8,026 (m, 3H, α-RNH, α-KNH, İ-KNH); 

13
C NMR (400 MHz, CD3OD-d4) į  ppm: 10,06 (e), 14,98 (f), 18,56 (ȕ-A3), 18,98 (Ȗ-

T4), 22,30 (d), 24,65 (Ȗ-K4), 28,43 (Ȗ-P4), 29,22 (Ȗ-R4), 31,05 (ȕ-R3), 33,96 (į-K5), 

35,07 (ȕ-P3), 38,74 (ȕ-K3), 40,53 (h), 49,68 (į-R5) 50,77 (į-P5, α-A2), 51,48 (α-R2), 

53,32 (OMe), 56,94 (α-K2), 57,81 (α-T2), 60,11 (α-P2), 60,18 (c), 67,01 (ȕ-T3), 69,38 

(b), 106,38 (o), 116,13 (l), 122,34 (r), 123,1 (a), 133,65 (j), 145,29 (m), 159,55 (p), 

163,42 (k), 171,01 (n), 171,14 (T1), 172,48 (P1), 172,96 (i) 173,23 (K1), 173,80 (R1), 

174,22 (A1); 

MS m/z obliczone dla C42H64N10O14 933,0272; znalezione 933,4678 M
+
; 

Rf = 0,480 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 97%. 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(ȕAla)-Thr-OMe 288: 

Związek 288 otrzymałam z 88% wydajnoĞcią. 

MPA-RT-βAla (288): 1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 1,043 (d, J=7 Hz, 3H, Ȗ-

T4), 1,270 (m, 2H, Ȗ-K4), 1,385 (m, 3H, į-K5, ȕ-R3b), 1,5484 (m, 3H, ȕ-K3b, Ȗ-R4), 
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1,653 (m, 2H, ȕ-K3a, ȕ-R3a), 1,727 (s, 3H, f), 1,817 (m, 2H, Ȗ-P4b, ȕ-P3b), 1,886 (m, 

1H, Ȗ-P4a), 2,00 (m, 1H, ȕ-P3a), 2,068 (s, 3H, e), 2,105 (m, 2H, g), 2,162 (m, 2H, h), 

2,444 (t, J=6,8 Hz, 2H, α-A2), 2,946 (t, J=5,3 Hz, 2H, ȕ-A3),  3,026 (m, 2H, İ-K6), 

3,128 (m, 2H, į-R5), 3,270 (d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,516  (m, 1H, į-P5b), 3,615 (m, 1H, 

į-P5a), 3,623 (s, 3H, COOMe), 3,686 (s, 3H, c), 4,102 (m, 1H, ȕ-T3), 4,253 (m, 1H, α-

T2), 4,282 (m, 1H, α-K2), 4,340 (m, 2H, α-P2), 4,436 (m, 1H, α-R2), 5,114 (t, J=6,9 

Hz, 1H, a), 5,222 (s, 2H, b), 7,847 (d, J=8,4 Hz, 1H, α-TNH), 8,043 (m, 3H, α-RNH, α-

KNH, İ-KNH); 

13
C NMR (400 MHz, CD3OD-d4) į  ppm: 10,06 (e), 14,98 (f), 18,98 (Ȗ-T4), 22,31 (d), 

24,66 (Ȗ-K4), 28,30 (Ȗ-P4), 29,22 (Ȗ-R4), 31,00 (ȕ-R3), 31,96 (ȕ-A3), 33,95 (į-K5), 

35,06 (ȕ-P3), 36,06 (α-A2), 38,66 (ȕ-K3), 40,56 (h), 42,151 (g), 46,868 (İ-K6), 48,332 

(į-R5) 50,85 (į-P5), 51,48 (α-R2), 53,29 (OMe),  56,93 (α-K2), 57,81 (α-T2), 60,18 (c), 

67,01 (ȕ-T3), 69,37 (b), 106,37 (o), 116,03 (l), 122,37 (r), 123,12 (a), 133,63 (j), 145,31 

(m), 159,56 (p), 163,42 (k), 170,96 (n), 170,99 (T1), 172,51 (P1), 172,98 (i) 173,26 

(K1), 174,24 (R1,A1); 

MS m/z obliczone dla C42H64N10O14 933,0237; znalezione 933,4709 M
+
; 

Rf = 0,309 (układ C); 

CzystoĞć  HPLC 100%. 

 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(Val)-Thr-OMe 289: 

Związek 289 otrzymałam z 79% wydajnoĞcią. 

MPA-RT-Val (289): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,807 (d, J=6,9 Hz, 3H, Ȗ-

V4), 0,858 (d, J=6,8 Hz, 3H, į-V5), 1,026 (d, J=4,2 Hz, 3H, Ȗ-T4), 1,279 (m, 2H, Ȗ-K4), 

1,369 (m, 3H, į-K5, ȕ-R3b), 1,461 (m, 3H, ȕ-K3b, Ȗ-R4), 1,627 (m, 2H, ȕ-K3a, ȕ-R3a), 

1,714 (s, 3H, f), 1,792 (m, 2H, Ȗ-P4b, ȕ-P3b), 1,861 (m, 2H, Ȗ-P4a, ȕ-V3), 1,977 (m, 

1H, ȕ-P3a), 2,061 (s, 3H, e), 2,114 (m, 2H, g), 2,183 (m, 2H, h), 3,005 (m, 5H, α-V2, İ-

K6, į-R5), 3,262 (d, J=6,7 Hz, 2H, d), 3,502  (m, 1H, į-P5b), 3,604 (m, 1H, į-P5a), 

3,625 (s, 3H, COOMe), 3,676 (s, 3H, c), 4,096 (m, 1H, ȕ-T3), 4,252 (m, 1H, α-T2), 

4,269 (m, 1H, α-K2), 4,3 (m25, 1H, α-P2), 4,437 (m, 1H, α-R2), 5,096 (t, J=6,5 Hz, 1H, 

a), 5,222 (s, 2H, b), 7,803 (d, J=8,4 Hz, 1H, α-TNH), 8,022 (m, 3H, α-RNH, α-KNH, İ-

KNH); 

13
C NMR (400 MHz, CD3OD-d4) į  ppm: 10,05 (e), 14,96 (f), 16,99 (į-V5), 18,22 (Ȗ-

V4), 18,97 (Ȗ-T4), 22,28 (d), 24,65 (Ȗ-K4), 28,49 (Ȗ-P4), 29,22 (Ȗ-R4), 31,05 (ȕ-R3), 

31,56 (ȕ-V3), 33,96 (į-K5), 35,07 (ȕ-P3), 38,68 (ȕ-K3), 40,53 (h), 42,16 (g), 46,648 (İ-

K6), 47,904 (į-R5) 50,74 (į-P5), 51,46 (α-R2), 53,33 (OMe), 56,93 (α-T2), 57,80 (α-

V2), 60,1 (α-P2), 60,18 (c), 67,01 (ȕ-T3), 69,39 (b), 106,35 (o), 116,26 (l), 122,3 (r), 

123,08 (a), 133,67 (j), 145,28 (m), 159,57 (p), 163,42 (k), 170,98 (n), 171,12 (T1), 

172,43 (P1), 172,97 (i) 173,22 (K1), 173,41 (R1), 174,21 (V1); 
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MS m/z obliczone dla C43H66N10O14 947,0452; znalezione 948,4582 [M+H]
+
; 

 

Rf = 0,436 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 99%. 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(Leu)-Thr-OMe 290: 

Związek 290 otrzymałam z 91% wydajnoĞcią. 

MPA-RT-Leu (290): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,77 (m, 6H, į –L5, İ-

L6), 1,014 (m, 3H, Ȗ-T4), 1,22 (m, 10H, Ȗ-K4, ȕ-L3b, ȕ-L3a, į-K5, ȕ-R3b, ȕ-K3b, Ȗ-

R4), 1,59 (m, 3H, ȕ-K3a, ȕ-R3a, Ȗ-L4b), 1,69 (s, 3H, f), 1,79 (m, 3H, Ȗ-P4b, ȕ-P3b, Ȗ-

L4a), 1,98 (m, 1H, Ȗ-P4a), 2,05 (s, 3H, e), 2,11 (m, 4H, g, h), 3,03 (m, 2H, İ-K6), 3,11 

(m, 2H, į-R5), 3,25 (d, 2H, J=6,2 Hz, d), 3,32 (m, 1H,  α-L2), 3,52 (m, 2H, į-P5b, į-

P5a), 3,60 (s, 3H, COOMe), 3,67 (s, 3H, c), 4,09 (m, 1H, ȕ-T3), 4,24 (m, 2H, α-T2, α-

K2), 4,32 (m, 1H, α-P2), 4,43 (m, 1H, α-R2), 5,10 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b), 

7,82 (d, J=8,4 Hz, 1H, α-TNH), 8,08 (m, 2H, α-RNH, α-KNH), 8,12 (m, 1H, İ-KNH); 

13
C NMR (400 MHz, CD3OD-d4) į  ppm: 11,49 (e), 16,44 (f), 20,48 (Ȗ-T4), 23,39 (d/Ȗ-

K4), 23,35 (į-L5), 24,41 (Ȗ-L4), 24,87 (Ȗ-P4/Ȗ-R4), 28,83 (ȕ-R3), 29,17 (į-K5), 29,52 

(ȕ-P3), 31,81 (ȕ-K3), 34,25 (h), 35,48 (g), 38,81 (İ-K6), 40,54 (į-R5) 43,17 (ȕ-L3), 

47,18 (į-P5), 50,26 (α-R2), 52,28 (OMe), 52,74 (α-L2) 52,85 (α-K2), 58,13 (α-T2), 

59,58 (α-P2), 60,95 (c), 66,76 (ȕ-T3), 68,98 (b), 122,94 (o/a), 146,11 (m), 159,72 (p), 

162,98 (k), 170,48 (n), 171,43 (T1), 171,82 (P1), 172,14 (i) 172,59 (K1); 

MS m/z obliczone dla C45H70N10O14 975,1084; znalezione 975,4931 M
+
; 

 

Rf = 0,678 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 99,5%. 

Charakterystyka związku MPA-Arg(NO2)-Pro-Lys(Ile)-Thr-OMe 291: 

Związek 291 otrzymałam z 84% wydajnoĞcią. 

MPA-RT-Ile (291): 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) į ppm: 0,806 (m, 6H, į-I5, İ-I6), 

1,041 (d, J=6,3 Hz, 3H, Ȗ-T4), 1,078 (m, 2H, Ȗ-I4), 1,273 (m, 2H, Ȗ-K4), 1,393 (m, 3H, 

į-K5, ȕ-R3b), 1,459 (m, 3H, ȕ-K3b, Ȗ-R4), 1,634 (m, 3H, ȕ-K3a, ȕ-R3a, ȕ-I3), 1,727 (s, 

3H, f), 1,804 (m, 2H, Ȗ-P4b, ȕ-P3b), 1,894 (m, 2H, Ȗ-P4a, ȕ-T3), 1,995 (m, 1H, ȕ-P3a), 

2,071 (s, 3H, e), 2,129 (m, 4H, g, h), 3,007 (m, 5H, α-I2, İ-K6, į-R5), 3,272 (d, J=6,5 

Hz, 2H, d), 3,515  (m, 1H, į-P5b), 3,617 (m, 1H, į-P5a), 3,625 (s, 3H, COOMe), 3,687 

(s, 3H, c), 4,103 (m, 1H, ȕ-T3), 4,25 (m, 2H, α-T2, α-K2), 4,339 (m, 1H, α-P2), 4,444 

(m, 1H, α-R2), 5,142 (t, J=6,7 Hz, 1H, a), 5,228 (s, 2H, b), 7,817 (d, J=8,2 Hz, 1H, α-

TNH), 8,018 (m, 3H, α-RNH, α-KNH, İ-KNH); 

13
C NMR (400 MHz, CD3OD-d4) į  ppm: 10,07 (e), 10,45 (į-I5), 14,45 (İ-I6), 14,93 (f), 

18,97 (Ȗ-T4), 22,29 (d), 24,22 (Ȗ-I4), 24,66 (Ȗ-K4), 28,48 (Ȗ-P4), 29,22 (Ȗ-R4), 31,04 

(ȕ-R3), 33,97 (į-K5), 35,08 (ȕ-P3), 38,24 (ȕ-I3), 38,69 (ȕ-K3), 40,53 (h), 42,16 (g), 
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46,894 (İ-K6), 48,357 (į-R5) 50,76 (į-P5), 51,47 (α-R2), 53,35 (OMe), 56,93 (α-T2), 

57,81 (α-I2), 59,08 (α-K2), 60,11 (α-P2), 60,18 (c), 67,02 (ȕ-T3), 69,39 (b), 106,35 (o), 

116,2 (l), 122,32 (r), 123,09 (a), 133,66 (j), 145,29 (m), 159,56 (p), 163,42 (k), 170,99 

(n), 171,14 (T1), 172,45 (P1), 172,97 (i) 173,23 (K1), 173,42 (R1), 174,21 (I1); 

MS m/z obliczone dla C45H70N10O14 975,1084; znalezione 975,5131 M
+
; 

 

Rf = 0,635 (układ C); 

CzystoĞć HPLC 98%. 
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2. CzĊĞć biologiczna  

2.1. Materiały stosowane w badaniach biologicznych   

 

Odczynniki stosowane w pracy 

DMSO Sigma-Aldrich 

RPMI-1640 IMMUNIQ (producent: PAA) 

FBS Life Technologies 

PBS pH 7,4 W/O CAMQ USA 

PLASTIC 

Life Technologies 

P/S Penicilin-Streptomycin Sigma-Aldrich 

MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-

yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) 

Sigma-Aldrich 

Histopaque-1077 Sigma-Aldrich 

VPD 450 (RUO) (Cell Trace Violet Cell 

Proliferation Kit) 

Life Technologies 

DMEM HG Sigma-Aldrich 

Dakarbazyna Sigma-Aldrich 

Cisplatyna Sigma-Aldrich 

XTT (wodorotlenek 2,3-bis(2-metoksy-

4-nitro-5-sulfofenylo)-5-fenyloamino 

karbonylo-2H-tetrazoliowy) 

Sigma-Aldrich 

PodłoĪe płynne MHB Biomaxima 

PodłoĪe płynne MHA Biomaxima 

Ampicylina Sigma-Aldrich 

Kanamycyna Sigma-Aldrich 

Resazuryna Sigma-Aldrich 

EasYFlasks
TM

 Nunclon
TM

 Δ ALAB sp. z o.o. (producent: 

NUNC/Thermo Scientific) 

Probówki wirownicze DIAG-MED 
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Końcówki do pipet MEDLAB-PRODUCTS Sp. z o.o. 

Probowki typu Eppendorf MEDLAB-PRODUCTS Sp. z o.o. 

Płytki okragłodenne 96 dołków Falcon 

Płytki płaskodenne 96 dołków Falcon 

 

2.2. Badania aktywnoĞci immunosupresyjnej 

2.2.1. Linie komórkowe 

 Podczas wykonywania badań uĪywałam linii komórkowej ostrej białaczki 
limfoblastycznej typu T-Jurkat, którą pozyskiwałam z banku komórek. 

2.2.2. Podłoża hodowlane 

 LiniĊ komórkowa T-Jurkat oraz komórki PBMC zawieszałam w płynnym 
podłoĪu zawierającym RPMI-1640, 10% FBS oraz P/S. Komórki Jurkat hodowałam 
w  jałowych butelkach hodowlanych zabezpieczonych jałową zakrĊtkĊ z filtrem 
zapewniającą swobodną wymianĊ gazową w trakcie trwania hodowli. 

2.2.3. Hodowla linii komórkowej Jurkat 

2.2.3.1. Pasażowanie linii komórkowej  
 Linia komórkowa Jurkat naleĪy do linii komórek zawiesinowych. Komórki 
zawieszone w medium hodowlanym umieszczałam w cieplarce w 37°C w atmosferze 
zawierającej 5% CO2. Co 2-3 dni komórki pasaĪowałam rozpipetowując zawartoĞć 
buteleczki. Po czym zuĪytą poĪywkĊ wymieniałam na nową i umieszczałam hodowlĊ 
w cieplarce.  

2.2.3.2. Rozmrażanie linii komórkowej 
Komórki Jurkat przechowywane są w kriampułkach w ciekłym azocie  w banku 

komórek. Komórki rozmraĪałam i odwirowywałam zawiesinĊ. NastĊpnie nadsącz 
zlewałam a pozostałoĞć zawieszałam w poĪywce i rozpipetowywałam do jałowych 
buteleczek. Buteleczki  hodowlane napełniałam do 10 mL medium hodowlanym 

zawierającym RPMI-1640, 10% FBS oraz P/S.  

2.2.3.3. Mrożenie linii komórkowej 
Komórki zawieszone w medium hodowlanym odwirowywałam, a nadsącz zlewałam. 
Pelet zawieszałam w poĪywce z dodatkiem (10% końcowej obj.) FBS i 10% (10% 

końcowej obj.) DMSO. NastĊpnie taką zawiesinĊ komórek umieszczałam 
w krioampułkach i mroziłam w -80°C . 

2.2.4. Izolacja komórek PBMC 

Mononuklearne komórki krwi obwodowej (PBMC) otrzymywałam z koĪuszka 
leukocytarnego, który traktowany jest jako odpad w procesie produkcji masy 
erytrocytarnej. KoĪuszek odbierałam z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa 
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i Krwiolecznictwa w Gdańsku (RCKiK). Otrzymany materiał do badań pochodził od 
anonimowych i zdrowych dawców. Komórki PBMC otrzymywałam poprzez wirowanie 
w gradiencie gĊstoĞci krwi Īylnej.  Krew rozcieńczałam buforem PBS w stosunku 1:1. 

W 15 mL probówkach wirowych umieszczałam po 4 mL mieszniny Ficollu i Uropoliny 
(1:1) na, którą nawarstwiałam rozcieńczoną krew. Kolejno wirowałam 18 min. z 
szybkoĞcią 1800 rpm. Po tym czasie moĪna zauwaĪyć rozdział w probówkach na 
poszczególne frakcje. Limfocyty z monocytami tworzą ,,koĪuszek” leukocytarny na 

granicy Ficollu i osocza. KoĪuszek ostroĪnie zbierałam i przepłukiwałam go dwukrotnie 
buforem PBS, wirując z szybkoĞcią 1500 rpm przez 5 min. Po zlaniu buforu, do 
komórek PBMC dodawałam 2 mL buforu lizującego (pH 7,4-7,5) i pozostawiałam 
w temperaturze pokojowej na 5 min. Po tym czasie nastąpiła liza erytrocytów, a bufor 
lizujący rozcieńczyłam PBS 1:1 i zwirowałam (1500 rpm. 5 min.). W zaleĪnoĞci od 
wykonywanego testu komórki PBMC zawieszałam w medium hodowlanym otrzymując 
10

6
 komórek w 1mL, bądĨ pozostawiłam w PBS.  

2.2.5. Przygotowanie rozcieńczeń analogów MPA 

W celu przygotowania odpowiednich stĊĪeń w ependorfie odwaĪałam 1 mg 

związku i rozpuszczałam 20 μL DMSO, a kolejno uzupełniałam poĪywką do 1 mL, 
uzyskując stĊĪenie 1 mg/mL. Kolejne stĊĪenia przygotowałam metodą seryjnych 
rozcieńczeń, uzyskując najniĪsze badane stĊĪenie 10-8

 mg/mL w przypadku MPA i 10
-5

 

w przypadku pochodnych MPA. Przy wykonywaniu powtórzeń za kaĪdym razem 
rozpuszczałam 1 mg związku, unikając przechowywania związków w postaci 
roztworów.   

2.2.6. Stosowane w badaniach testy 

2.2.6.1. Test kolorymetryczny MTT 

Linia komórkowa Jurkat 

Komórki Jurkat przenosiłam z buteleczki hodowlanej do probówki wirowniczej, 

po czym wirowałam (1500 rpm. 5 min.) i usuwałam zuĪytą poĪywkĊ. Komórki 
zawieszałam w medium hodowlanym i umieszczałam na 96-dołkowych, płaskodennych 
płytkach w iloĞci 50×103

 komórek zawieszonych w 50 μL na dołek. Kolejno do 
kaĪdego dołka dodawałam odpowiednie rozcieńczenia związków w trzykrotnych 
powtórzeniach. Płytki inkubowałam  w cieplarce (37°C, 5% CO2). Po 48h inkubacji 

w kaĪdym dołku umieszczałam 20 μL roztworu MTT (5mg/ml H2O). NastĊpnie płytkĊ 
inkubowałam jeszcze 3h. Po kolejnej inkubacji do kaĪdego dołka dodawałam 100 μL 
zakwaszonego 0,4N HCl izopropanolu. Płytki wytrząsałam 15 min. w celu 
rozpuszczenia wytrąconych kryształków formazanu. NastĊpnie przy pomocy 
spektrofotometru dokonywałam pomiaru intensywnoĞci zabarwienia przy długoĞci fali 
570 nm. 

PBMC 

Po wyizolowaniu komórek zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 2.2.4. 

Zawieszałam je w odpowiedniej iloĞci medium hodowlanego i umieszczałam na 96-
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dołkowej płaskodennej płytce w iloĞci 50×103
 komórek zawieszonych w 50 μL na 

dołek. Dodatkowo w przypadku komórek PBMC do kaĪdego dołka dodawałam 1μL 
monoklonalnych przeciwciał anti-CD3/anti-CD28. NastĊpnie na płytkĊ dodawałam 50 
μL związków w odpowiednio przygotowanych rozcieńczeniach w trzykrotnych 
powtórzeniach. Płytki inkubowałam 72h w cieplarce (37°C, 5% CO2). NastĊpnie do 
kaĪdego dołka dodawałam 20 μL roztworu MTT i inkubowałam 3h. Kolejno 
zakwaszałam (0,4N HCl) izopropanolem i dokonywałam odczytu intensywnoĞci 
zabarwienia przy wykorzystaniu fali długoĞci 570 nm. Test na komórkach PBMC 
wykonałam dla trzech róĪnych pacjentów, a wynik uĞredniłam. 

2.2.6.2. Test proliferacyjny z wykorzystaniem VPD450 

2.2.6.2.1. Przygotowanie roztworu barwnika 

Do barwnika VPD450 dodalam 1 mL DMSO, nastĊpnie dokładnie mieszałam 
(vortex). Rozpuszczony barwnik przenosiłam do probówki wirowniczej 15 mL, 

i dodawałam 1,63 mL DMSO oraz dokładnie mieszałam do całkowitego rozpuszczenia 
otrzymując 1 mM roztwór barwnika. NastĊpnie przygotowywałam jednorazowe porcje 
roztworu barwnika po 2 μL na barwienie. Porcje z barwnikiem VPD450 

przechowywałam w temperaturze -80°C, bez dostĊpu Ğwiatła.  

2.2.6.2.2. Barwienie komórek  
10-30×106

 komórek zawieszałam w 1 mL PBS. NastĊpnie dodawałam 2 μL 
wczeĞniej sporządzonego 1 mM roztworu barwnika. Komórki inkubowałam 15 min 
w kąpieli wodnej w temp 37°C. Kolejno komórki przepłukiwałam dziewiĊciokrotną 
(w stosunku do iloĞci w której zawieszone są komórki) iloĞcią PBS i wirowałam. 
Nadsącz zlewałam a pelet komórkowy przepłukiwałam 10 mL medium hodowlanego 
i wirowałam. PoĪywkĊ po płukaniu zlewałam. Przed nałoĪeniem komórek na płytki 
sprawdzałam stopień zabarwienia komórek za pomocą cytometru przepływowego. 

Linia komórkowa Jurkat 

Komórki Jurkat przenosiłam z buteleczki hodowlanej do probówki wirowniczej, 

po czym wirowałam (1500 rpm. 5 min.) i usuwałam zuĪytą poĪywkĊ. Komórki Jurkat 
dwukrotnie przepłukiwałam za pomocą PBS. NastĊpnie barwiłam komórki zgodnie 

z punktem 2.2.6.2.2. Komórki zawieszałam w medium hodowlanym i umieszczałam na 
96-dołkowych, okrągłodennych płytkach w iloĞci 50×103

 komórek zawieszonych w 50 
μL na dołek. Kolejno do kaĪdego dołka dodawałam odpowiednie rozcieńczenia 
związków w trzykrotnych powtórzeniach. Płytki inkubowałam  w cieplarce (37°C, 5% 
CO2). Po 48h inkubacji komórki wraz ze związkami przenosiłam z dołków do 5 mL 
probówek, przepłukując dołki za pomocą zimnego PBS. NastĊpnie komórki wirowałam 
i zlewałam nadsącz. Pelet zawieszałam w 300 μL PBS, dokładnie mieszałam 
i analizowałam za pomocą cytometrii przepływowej. 
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PBMC 

Po wyizolowaniu komórek zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 2.2.4.. 

Komórki PBMC zawieszałam w PBS i barwiłam zgodnie z opisem w punkcie 
2.2.6.2.2.. Zabarwione komórki zawieszałam w odpowiedniej iloĞci medium 
hodowlanego i umieszczałam na 96-dołkowej okrągłodennej płytce w iloĞci 50×103

 

komórek zawieszonych w 50 μL na dołek. Dodatkowo w przypadku komórek PBMC do 
kaĪdego dołka dodawałam 1 μL monoklonalnych przeciwciał anti-CD3/anti-CD28. 

NastĊpnie na płytkĊ dodawałam 50 μL związków w odpowiednio przygotowanych 
rozcieńczeniach w trzykrotnych powtórzeniach. Płytki inkubowałam 72h w cieplarce 
(37°C, 5% CO2). Po tym czasie komórki PBMC wraz ze związkami przenosiłam 
z dołków do 5 mL probówek, przepłukując dołki za pomocą zimnego PBS. NastĊpnie 
komórki wirowałam i zlewałam nadsącz. PozostałoĞć zawieszałam w 300 μL PBS, 
dokładnie mieszałam i analizowałam za pomocą cytometrii przepływowej. 

2.2.6.3. PBMC w obecności GMP 

Test oznaczania aktywnoĞci antyproliferacyjnej wykorzystujący cytometriĊ 
przepływową wobec linii komórkowej PBMC w obecnoĞci GMP przeprowadziłam 
analogicznie, tak jak opisałam w punkci 2.2.6.2.. Dodatkowo poza komórkami, 
związkiem i przeciwciałami do dołków dodałam roztwór GMP, w taki sposób aby 
stĊĪenie GMP w kaĪdym dołku wynosiło 50 μM. 

2.3. Badania aktywnoĞci przeciwnowotworowej 

2.3.1. Linie komórkowe 

2.3.1.1. Czerniak Ab chomika Bomirskiego 

 Do badań wykorzystano  komórki  linii amelanotycznej (Ab) , powstałej na 

skutek samorzutnej przemiany z formy melanotycznej (Ma) czerniaka 

przeszczepialnego chomika znanego pod nazwą - model czerniaka Bomirskiego.  

Stosowane w badaniach komórki czerniaka uzyskiwano z nowotworu według 
opracowanej wczeĞniej metody nieenzymatycznego uzyskiwania zawiesiny 

pojedynczych komórek. W tym celu z rozdrobnionej mechanicznie masy nowotworu 

komórki izolowano na Histopague 1077. Komórki czerniaka linii amelanotycznej 
izolowano po 10-12 dniach wzrostu nowotworu. ĩywotnoĞć izolowanych komórek 

w kaĪdym doĞwiadczeniu okreĞlona była za pomocą testu z błĊkitem trypanu i wynosiła 
80–95%. Komórki czerniaka inkubowano w odpowiedniej poĪywce hodowlanej (RPMI 

1640, 10% płodowa surowica cielĊca inaktywowana termicznie, 100 μg/mL 
streptomycyny, 100 jednostek/mL penicyliny) w 37°C, w atmosferze 5% CO2. 

2.3.1.2. Czerniak A375 człowieka 

 Komórki ludzkiego czerniaka amelanotycznego A375 (ATCC) hodowano 

w poĪywce (DMEM HG, 10% płodowa surowica cielĊca inaktywowana termicznie, 100 

μg/mL streptomycyny, 100 jednostek/mL penicyliny) w 37°C, w atmosferze 5% CO2.  
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2.3.1.3. Neuroblastoma SHSY5Y człowieka 

 W doĞwiadczeniach wykorzystano omórki ludzkiej neuroblastomy SHSY5Y 
(ATCC) miĊdzy 10 a 25 pasaĪem. Komórki hodowano w poĪywce (DMEM, 10% 
płodowa surowica cielĊca inaktywowana termicznie, 50 μg/mL streptomycyny, 50 

jednostek/mL penicyliny) w 37°C, w atmosferze 5% CO2. 

2.3.2. Związki referencyjne 

 Dakarbazyna i cisplatyna jako chemioterapeutyki stosowane w leczeniu 

czerniaka i neuroblastomy zostały wykorzystane jako referencyjne związki. 

2.3.3. Przygotowanie związków do testów 

 Związki przygotowano w stĊĪeniach : 0,1; 1; 10; 20; 40; 50; 100; 150 µM. 

Wszystkie rozcieńczenia badanych związków przygotowywano w poĪywce, 
a wyjĞciowe stĊĪenie w wodzie z 5% DMSO. 

2.3.4. Test cytotoksyczności XTT 

 Komórki wysiewano na 96-dołkowe płytki w iloĞci 5x103
 na dołek w poĪywce 

odpowiedniej dla danej linii. Po 24 godzinach poĪywkĊ wymieniano i dodawano badane 
związki w przygotowanych wczeĞniej stĊĪeniach: 0,1; 1; 10; 20; 40; 50; 100; 150 µM. 
InkubacjĊ prowadzono w cieplarce (37°C, 5% CO2) przez  48 i 72 godziny. ĩywotnoĞć 
komórek okreĞlano przy uĪyciu testu XTT. AbsorbancjĊ pomarańczowego produkt 
mierzono przy pomocy spektrofotometru płytkowego (Multiscan FC, Thermoscientific) 
przy długoĞci fali 450 nm. Miarą  aktywnoĞci  cytotoksycznej testowanego  związku 
była wartoĞć stĊĪenia IC50 (ang. inhibitory concentration) lub gdy nie moĪna było 
wyznaczyć IC50 miarą wpływu związku na komórki był odsetek komórek Īywych 
potraktowanych 150 µM stĊĪeniem (najwyĪszym badanym stĊĪeniem). 

2.4. Badania aktywnoĞci przeciwmikrobiologicznej  

2.4.1. Szczepy bakteryjne  

 Otrzymane związki oceniano pod wzglĊdem ich aktywnoĞci 
przeciwdrobnoustrojowej in vitro przeciw Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923,  

Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, 

Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL), 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oraz trzech klinicznych: Staphylococcus aureus 

MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL+ i Klebsiella pneumoniae ESBL-. Wszystkie 

szczepy bakteryjne były pasaĪowane w podłoĪu płynnym MHB i stałym MHA. 

2.4.2. Związki referencyjne 

 Za antybiotyk referencyjny przyjĊto ampicylinĊ i kanamecynĊ. W przypadku 
ampicyliny zakres stĊĪenia wynosił od 256,0 do 0,125 μg/mL, dla kanamycyny od 

1000,0 do 2,0 μg/mL. 

2.4.3. Przygotowanie związków do testów 

 Związki 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 przygotowano w stĊĪeniach od 

256,0 μg/mL do 0,125 μg/mL, a 9, 201, 204, 206-211, 270-272, 274-276, 285, 287 i 
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289-291 w stĊĪeniach 3000,0 μg/mL do 5,9 μg/mL. StĊĪenia przygotowane były w 
wodzie z 6% DMSO. Serie rozcieńczonych związków były zamroĪone i uĪyte tylko raz. 

2.4.4. Oznaczanie minimalnego stężenia hamującego (MIC) 
 WartoĞci MIC zostały okreĞlone wykorzystując metodĊ mikrorozcieńczeń 
w MHB II i stosując 96-dołkowe mikropłytki z polistyrenu.  
 Hodowle bakteryjne z logarytmicznej fazy wzrostu rozcieńczono w poĪywce 
w stosunku 1:1000, zawieszono i rozcieńczono 50-krotnie w soli fizjologicznej 

uzyskując 0,5 w skali Mc Farlanda. Na 96-dołkowych płytkach umieszczono 100 µL 
medium MHB Iii dodano po 100 µL odpowiednich rozcieńczeń związków i po 100 µL 
odpowiedniej zawiesiny bakteryjnej w iloĞci 104

 komórek/1 mL. Inokulowane płytki 
inkubowano 35±1°C przez 18-20 godzin. Po tym czasie okreĞlono wartoĞć MIC za 
pomocą spektrofotometru (PlateReader AF2200 UV/VIS i Fluorescence Microplate 
Reader from Eppendorf) OD600 oraz dokonano oceny wizualnej.  

 MIC mierzone technikami spektrofotometrycznymi okreĞlono jako najmniejsze 
stĊĪenie związku, powyĪej którego hamowanie wzrostu komórek bakteryjnych 
wyraĪano jako MIC50 i MIC90 (odpowiednio 50% i 90% zatrzymania wzrostu 
bakteryjnego). 

 W celu potwierdzenia wyników wykorzystano równieĪ test z resazuryną. 
ResazurynĊ (10 µL 0,015% roztworu wodnego) dodano do kaĪdego dołka. Próbki 
inkubowano w 37°C przez 2 h (bez dostĊpu Ğwiatła) oraz zmierzono absorbancjĊ 
i dokonano wizualnej oceny zmiany barwy w stosunku do kontroli. NajniĪsze stĊĪenie, 
w którym nastąpiła zmiana barwy, okreĞlane jest jako wartoĞć MIC.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


142 

 

PODSUMOWANIE 
 

 W ramach realizacji pracy doktorskiej przeprowadziłam syntezĊ 13 

aminokwasowych i 14 peptydowych analogów kwasu mykofenolowego oraz oceniłam 

otrzymane związki pod wzglĊdem aktywnoĞci immunosupresyjnej, 
przeciwnowotworowej i mikrobiologicznej. Zaprojektowane przeze mnie połączenie 

MPA z aminokwasami i peptydami zakładało zmniejszenie toksycznoĞci kwasu 
mykofenolowego. Ponadto, sprawdziłam czy otrzymane związki mogą zwiĊkszyć 
aktywnoĞć biologiczną MPA.  
 Zaprojektowałam i przeprowadziłam syntezĊ aminokwasowych analogów kwasu 
mykofenolowego zarówno w postaci estrów metylowych 199-205, jak i z wolną grupą 
karboksylową 206-211 oraz syntezĊ tetra- 220, 229 i pentapeptydów 237-242, 250-255 

a ponadto opracowałam syntezĊ koniugatów tych peptydów z cząsteczką MPA 270-276 

i 285-291.  

 Biorąc pod uwagĊ dane literaturowe [92], oraz wyniki przeprowadzonych 

eksperymentów, do syntezy koniugatów MPA z chlorowodorkami estrów 
aminokwasów tj.: HClxL-Asp(OCH3)-OCH3 192, HClxL-Thr-OCH3 193, HClxD-Thr-

OCH3 194, HClxL-Ile-OCH3 195, HClxL-Arg-OCH3 196, HClxD-Arg-OCH3 197 

i HClxMal-(OCH3)2 198 wykorzystałam metodĊ EDCI/DMAP. W przypadku syntezy 
estru metylowego N-mykofenoilo-L-izoleucyny 202 wykorzystując procedurĊ 
EDCI/DMAP otrzymałam związek 202 z niską 15% wydajnoĞcią. Zastosowana metoda 
nie pozwoliła równieĪ na uzyskanie aminomalonowej pochodnej MPA 205. Zmiana 

odczynnika kondensującego na T3P w tych dwóch przypadkach prowadziła do 
otrzymania produktów 202 i 205 z dobrą wydajnoĞcią. NastĊpnie estry metylowe 
aminokwasowych analogów MPA 199-204  poddałam hydrolizie z wykorzystaniem 

wodorotlenku litu otrzymując związki 206-211.  

 SyntezĊ tetrapeptydów: tuftsyny i retro-tuftsyny przeprowadziłam w oparciu 
o  metodĊ mieszanych bezwodników opisaną w literaturze [185] [186] [187]. Metoda ta 

umoĪliwia uzyskanie peptydów z  dobrą wydajnoĞcią przy jednoczesnym niskim 
stopniu racemizacji. NastĊpnym etapem mojej pracy była synteza pentapeptydów, 
pochodnych tuftsyny 237-242 i retro-tuftsyny 250-255, poprzez acylowanie grupy          

İ-aminowej lizyny, aminokwasami takimi jak: glicyna, α-alanina, ȕ-alanina, walina, 

leucyna i izoleucyna. W celu acylowania grupy aminowej związku 230 i 249 

odpowiednimi aminokwasami przetestowałam trzy metody: (a) metodĊ mieszanych 
bezwodników (chloromrówczan izobutylu); (b) Ğrodek kondensujący EDCI oraz (c) 
Ğrodek kondensujący EEDQ. Najlepsze rezultaty otrzymałam stosując procedurĊ 
mieszanych bezwodników z chloromrówczanem izobutylu i NMM. W celu utworzenia 

wiązania amidowego pomiĊdzy wszystkimi otrzymanymi przeze mnie tetra- i 

pentapeptydami, a cząsteczką MPA przetestowałam trzy odczynniki kondensujące takie 
jak: EEDQ, EDCI i T3P na modelach pochodnych tuftsyny 262 i retro-tuftsyny 277, 

modyfikując iloĞć uĪytej zasady. Do syntezy koniugatów kwasu mykofenolowego z 
tuftsyną 262 i jej analogami 243-248 wybrałam metodĊ T3P/TEA. Natomiast do 
syntezy pochodnych MPA z retro-tuftsyną 277 i jej analogami 255-260 wybrałam 
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procedurĊ EDCI/DMAP. Procedury te pozwoliły mi na otrzymanie peptydowych 
koniugatów MPA 263-269 i 278-284 z bardzo dobrymi wydajnoĞciami. Struktury 

i czystoĞć wszystkich otrzymanych przeze mnie związków potwierdziłam metodami: 1
H 

NMR 
13

C NMR, MS i MS-HPLC. Dodatkowo wybrane związki scharakteryzowałam za 
pomocą technik: COESY, HMBC, HSQC, ROESY i TOCSY. 

 Przeprowadziłam testy cytotoksycznoĞci (MTT) i antproliferacyjne (VPD450, 
cytometria przepływowa) w celu wyselekcjonowania związków o korzystniejszych 
parametrach niĪ MPA. Badania wykonałam na limfoidalnej linii komórkowej T-Jurkat  

oraz mononuklearnych komórkach krwi obwodowej (PBMC). Otrzymane przeze mnie 

związki spełniły załoĪenie i okazały siĊ mniej toksyczne niĪ kwas mykofenolowy 
(PBMC). Jedynie cztery aminokwasowe pochodne 199, 200, 202 i 207 na linii 

komórkowej T-Jurkat wykazały wiĊkszą toksycznoĞć. Najmniejszą toksycznoĞcią 
zarówno w stosunku do linii komórkowej Jurkat, jak i komórek PBMC 
charakteryzowały siĊ pochodne zawierające w swojej strukturze argininĊ (L i D) z wolną 
grupą karboksylową 210 i 211. W przypadku testów na linii komórkowej T-Jurkat nie 

udało siĊ wyznaczyć nawet wartoĞci IC50 dla tych dwóch pochodnych. NajwiĊkszą 
cytotoksycznoĞcią w stosunku do obu typów badanych komórek odznaczył siĊ związek 
MPA-L-Ile-OMe 202. Analizując cytotoksycznoĞć drugiej grupy otrzymanych 
związków wyraĨnie widać, Īe wszystkie peptydowe analogi MPA są znacznie mniej 
toksyczne od kwasu mykofenolowego. W wielu przypadkach nie jest moĪliwe 
wyznaczenie wartoĞci IC50, w związku  z czym obliczyłam ĪywotnoĞć komórek 
w obecnoĞci tych związków w najwyĪszym badanym stĊĪeniu 1 mg/mL. Najmniejszą 
cytotoksycznoĞcią odznacza siĊ pochodna MPA z tuftsyną 270, której ĪywotnoĞć 
wynosi 85,82% w przypadku komórek T-Jurkat i 99,09% w przypadku komórek 
PBMC.  

 Po przeprowadzeniu testów aktywnoĞci antyproliferacyjnej stwierdziłam, Īe 
Īaden z otrzymanych przeze mnie związków nie wykazał tak dobrego działania 
antyproliferacyjnego jak kwas mykofenolowy. Najbardziej aktywnymi związkami 
okazały siĊ pochodne: 199, 200, 201, 202 oraz 209 (T-Jurkat i PBMC). Pochodna MPA 

z izoleucyną zarówno w postaci estru metylowego 202 (EC50  = 5,1207 µM dla PBMC) 
jak i po zasadowej hydrolizie 209 (EC50  = 9,0962 µM dla PBMC) charakteryzuje siĊ 
najniĪszą wartoĞcią EC50 co czyni ją najbardziej aktywną z poĞród badanych analogów. 
Najmniejszą aktywnoĞć w stosunku do obu typów komórek wykazały związki: 206, 210 

i 211. W przypadku peptydowych pochodnych MPA, najwyĪszą aktywnoĞcią 
charakteryzuje siĊ związek 285, którego wartoĞć EC50 wynosi 663,9288 µM  dla linii 
komórkowej T-Jurkat i 35,4258 µM dla komórek PBMC. 
 CytotoksycznoĞć oraz aktywnoĞć antyproliferacyjna aminokwasowych 
pochodnych zaleĪy od struktury związków (ester metylowy / kwas) oraz od konfiguracji 
absolutnej aminokwasu. Analogi MPA zabezpieczone estrem metylowym są 
zdecydowanie bardziej aktywne od ich odpowiedników z wolną grupą karboksylową. 
Ponadto zauwaĪyłam, Īe L-enancjomery wykazują wiĊkszą aktywnoĞć niĪ enancjomery 
o konfiguracji D aminokwasu. WiĊkszoĞć peptydowych pochodnych w całkowitym lub 
w wysokim stopniu niweluje działanie MPA. Uogólniając moĪna równieĪ pokusić siĊ 
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o stwierdzenie, Īe koniugaty MPA z retro-tuftsyną wykazują nieznacznie wiĊkszą 
aktywnoĞć od tych z tuftsyną.  
 Wyznaczając współczynnik selektywnoĞci SI udało siĊ wybrać trzy analogi 

o wyĪszej wartoĞci SI niĪ MPA (SI = 4,63). Do związków tych naleĪą pochodne MPA 
z treoniną o konfiguracji L i D w postaci estrów metylowych 200 i 201 (SI = 5,68 dla 

200 i 7,33 dla 201) oraz koniugat MPA z retro-tuftsyną 285 (SI = 17,89). Dwie 

peptydowe pochodne charakteryzują siĊ współczynnikiem selektywnoĞci podobnym do 
kwasu mykofenolowego, są to koniugaty MPA z retro-tuftsyną modyfikowaną α-

alaniną 287 i waliną 289. Pomimo mniejszej aktywnoĞci antyproliferacyjnej wybranych 
związków, pochodne te odznaczyły siĊ zdecydowanie niĪszą toksycznoĞcią. W związku 
z tym naleĪało by uĪyć wiĊkszej dawki leku aby osiągnąć ten samach efekt 
antyproliferujący co MPA. 
 Badania proliferacyjne z dodatkiem GMP, przeprowadzone na otrzymanych 

koniugatach MPA umoĪliwiły stwierdzenie, Īe otrzymane przeze mnie związki 
wykazują taki sam mechanizm działania jak kwas mykofenolowy co potwierdza ich 

aktywnoĞć inhibującą wobec IMPDH.  

 AktywnoĞć biologiczną MPA 9, a takĪe otrzymanych wybranych 
aminokwasowych: 200, 201, 203, 204, 207, 208, 210 i 211 oraz peptydowych 

pochodnych 270 i 285 oceniano wobec komórek dwóch linii czerniaka 

amelanotycznego o róĪnym pochodzeniu: linia Ab czerniaka chomika Bomirskiego, 
linia A375 ludzkiego czerniaka oraz wobec komórek neuroblastomy SHSY5Y. Jako 
wzorce do badań zostały uĪyte dwa stosowane chemoterapeutyki: dakarbazyna oraz 

cisplatyna.  

 Po przeprowadzeniu badań, moĪna stwierdzić, Īe kwas mykofenolowy wykazuje 

znacznie wyĪszą aktywnoĞć w stosunku do komórek czerniaka i prawie taką samą 
aktywnoĞć w stosunku do komórek neuroblastomy jak powszechnie stosowane leki 
przeciwnowotworowe. Ponadto zauwaĪyliĞmy szybsze działanie MPA niĪ dakarbazyny 
na obu testowanych liniach komórkowych czerniaka. Analogi MPA 200 i 201 

charakteryzowały siĊ lepszą aktywnoĞcią w stosunku do linii komórkowej czerniaka 
chomika Bomirskiego, niĪ powszechnie stosowany chemoterapeutyk- dakarbazyna, 

Niestety linia komórkowa czerniaka ludzkiego A375 pozostaje oporna na działanie 
związków 200 i 201, a dakarbazyna charakteryzuje siĊ zdecydowanie wiĊkszą 
cytotoksycznoĞcią. Związek MPA-L-Arg-(NO2)-OH 210 powoduje zahamowanie 

aktywnoĞci mitochondriów w 50% na podobnym poziomie co stosowany 
chemoterapeutyk – dakarbazyna.  

 Podobnie jak w przypadku badań okreĞlających aktywnoĞć immunosupresyjną 
zauwaĪyłam, Īe pochodne o konfiguracji L charakteryzują siĊ wyĪszą aktywnoĞcią niĪ 
ich D odpowiedniki. W przypadku pochodnych zawierających w swojej strukturze 
treoninĊ, widoczna jest zdecydowana przewaga związków posiadających terminalną 
funkcjĊ estru metylowego 200 i 201 w porównaniu do tych z wolną grupą karboksylową 
207 i 208, które to nie wykazały Īadnej aktywnoĞci. Połączenie MPA z peptydami 
takimi jak tuftsyna 270 i retro-tuftsyna 285 pozwoliło na inbibicjĊ aktywnoĞci komórek 
czerniaka Ab i neuroblastomy SHSYBY w około 30%.  
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 W celu sprawdzenia aktywnoĞci mikrobiologicznej przeprowadzono testy 
antybakteryjne na szeĞciu szczepach referencyjnych: Staphylococcus aureus MSSA 

ATCC 25923,  Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii 

ATCC 17978, Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

(ESBL), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oraz trzech klinicznych: 

Staphylococcus aureus MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL+ i Klebsiella pneumoniae 

ESBL-. Jako kontrolĊ stosowano dwa konwencjonalne antybiotyki: ampicylinĊ lub 
kanamycynĊ. 
 Otrzymane przeze mnie pochodne 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 

odznaczały siĊ najwiĊkszą aktywnoĞcią przeciw S. aureus, z wyróĪnieniem wiĊkszej 
wraĪliwoĞci szczepu MSSA niĪ MRSA. Analizując wyniki, moĪna zauwaĪyć, Īe analog 
200 dla szczepu S. aureus MSSA, wykazuje zdecydowanie  intensywniejszą inhibicjĊ 
wzrostu w porównaniu ze związkiem macierzystym MPA 9 oraz porównywalną do 
kanamycyny. W przypadku K. pneumoniae związki 203, 273, 286 i 288 

charakteryzowały siĊ zwiĊkszonym działaniem przeciwbakteryjnym w porównaniu 
z macierzystym MPA oraz stosowanymi antybiotykami: kanamycyną i ampicyliną. 
Związek 205 porównywalnie hamował wzrost K. pneumoniae do ampicyliny. 

 Podobnie jak powyĪej zauwaĪam zaleĪnoĞć aktywnoĞci aminokwasowych 
analogów MPA od konfiguracji stosowanego aminokwasu oraz funkcji karboksylowej 
(ester / wolna grupa karboksylowa). Pochodne o konfiguracji L wykazują zdecydowanie 
wiĊkszą aktywnoĞć w stosunku do wszystkich badanych szczepów niĪ ich enancjomery 
o konfiguracji D. Ponadto hydroliza estrów metylowych znacznie zmieniła aktywnoĞć 
badanych związków. ZauwaĪyłam ogromną przewagĊ pochodnych estrowych nad tymi, 

z wolną grupą karboksylową. Spowodowane moĪe to być lepszą penetracją związku 
przez błony komórkowe z powodu niĪszej polarnoĞci [71]. W przypadku peptydowych 

analogów MPA, najkorzystniejsze wyniki otrzymano dla trzech pochodnych MPA 

połączonych z: tuftsyną modyfikowaną na grupie İ-aminowej ȕ-alaniną 273 oraz retro-

tuftsyną modyfikowaną na grupie İ-aminowej glicyną 286 i ȕ-alaniną 288. 

 Podsumowując badania biologiczne i mikrobiologiczne moĪna stwierdzić, Īe na 
uwagĊ na pewno zasługuje ester metylowy N-mykofenoilo-L-treoniny 210. Związek ten, 
w kaĪdych przeprowadzonych badaniach wykazywał znaczącą aktywnoĞć biologiczną. 
Po przeanalizowaniu uzyskanych wyników moĪna zauwaĪyć, Īe wpływ na aktywnoĞć 
badanych związków ma konfiguracja aminokwasu jak równieĪ struktura funkcji 
karboksylowej (ester / kwas). Estery metylowe, jak i pochodne zawierające w swojej 
budowie aminokwasy o konfiguracji L charakteryzują siĊ wyĪszą aktywnoĞcią 
biologiczną.  
 Jedynie cztery z poĞród wszystkich badanych peptydowych analogów wykazały 
interesujące właĞciwoĞci biologiczne tj.: pochodna MPA z retro-tuftsyną 285 (wyniki 

badań immunosupresyjnych) oraz analogi MPA z tuftsyną modyfikowaną na grupie İ-

aminowej ȕ-alaniną 273, jak równieĪ retro-tuftsyną modyfikowaną na grupie   İ-

aminowej glicyną 286 i ȕ-alaniną 288 (wyniki badań mikrobiologicznych). 
W wiĊkszoĞci przypadków peptydowe pochodne MPA z retro-tuftsyną wykazywały 
lepszą aktywnoĞć od analogów MPA zawierających w swojej strukturze cząsteczkĊ 
tuftsyny.  
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SUMMARY 
 

Mycophenolic acid (MPA) and its two clinically used derivatives: 

mycophenolate sodium (MPS, CellCept) and mycophenolate mofetil (MMF, Myfortic) 

are one of the most commonly used drugs which inhibit lymphocyte proliferation. These 

immunosuppressants are used especially in case of transplantation of vascular organs 

such as the liver, heart and kidneys [25] [19] [26]. Mycophenolic acid has also been 

used in autoimmune diseases the treatment. MPA is a non-competitive and reversible 

inhibitor of inosine-5'-monophosphate dehydrogenase, mainly of isoform II, which is 

present in activated lymphocytes and tumor cells [33]. In addition to 

immunosuppressive activity, the pharmaceutical has antibacterial, antifungal, antiviral 

and anticancer properties. Unfortunately, the usage of these immunosuppressive agents 

is associated with risk of weakening the immune system, which can be manifested by 

many side effects (ie: bacterial, fungal, viral infections and digestive, genitourinary, 

circulatory and nervous disorders) [23]. The glucuronidation process is responsible for 

a number of side effects. As a result of this process two major metabolites are formed: 

pharmacologically inactive 7-O-glucuronide MPA (MPAG) and pharmacologically 

active acylated glucuronide (AcMPAG) [104] [105]. In order to increase the selectivity 

and reduce side effects of mycophenolic acid, scientists are trying to modify the 

structure of the MPA, which would allow to obtain a drug better tolerated by the 

organism. This situation is associated with lengthening and improving the quality of life 

of patients. 

In my PhD thesis I designed and synthetized new, original chemical structures of 

amino acid and oligopeptide analogs of MPA. In order to obtain amino acid derivatives 

of mycophenolic acid, I formed an amide bond between the MPA molecule and amino 

acid ester such as: L-aspartic acid, L-threonine, D-threonine, L-isoleucine, L-arginine,  D-

arginine and aminomalonic acid. For the synthesis of this type of compounds I used 

condensing reagents, such as EDCI/DMAP and T3P/TEA. Then I carried out the 

hydrolysis of amino acid methyl esters of MPA derivatives using lithium hydroxide. 

Another group of compounds, which I synthetised were conjugates of oligopeptides and 

MPA. These analogs contained in their structure tetrapeptides such as tuftsin, retro-

tuftsin and their modifications with an isopeptide bond on the İ-amino group of lysine 

with: glycine, α-alanine, ȕ-alanine, valine, leucine and isoleucine. The synthesis of 

peptides: tuftsin and retro-tuftsin was based on the mixed anhydrides method described 

by Dzierzbicka and coworkers [185] [186] [187] using isobutyl chloroformate and 

NMM. For the conjugation of tetra- and pentapeptides with the MPA molecule I used 

coupling reagents such as: T3P/TEA (derivatives of tuftsin) and EDCI/DMAP (retro-

tuftsin derivatives). I confirmed the structure and purity of all the compounds by 
1
H 

NMR 
13

C NMR, MS and MS-HPLC techniques. In addition, I characterized the selected 

compounds using the following techniques: COESY, HMBC, HSQC, ROESY and 

TOCSY. 

I examined all obtained compounds in biological tests in vitro, including 

viability assay (MTT) and antiproliferative activity assay (VPD450, flow cytometry). 
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The biological test I conducted on the T-Jurkat lymphoidal cell line and peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors. These tests allowed me to 

determine the IC50 and EC50 values and the selectivity index (SI), which served to 

compare the derivatives to MPA and to selection of compounds (200, 201 and 285) 

which have the lowest toxicity and highest antiproliferative activity in the same time. 

I also did some tests confirming the selectivity of action of the compounds I obtained 

against IMPDH by antiproliferative activity assay (VPD450, flow cytometry) against 

PBMCs with the addition of guanosine-5'-monophosphate. 

Anticancer activity of mycophenolic acid and several selected amino acids 200, 

201, 203, 204, 207, 208, 210 and 211 and peptide analogs 270 and 285 of MPA were 

evaluated against two cancer cell lines of amelanotic melanoma: Ab Bomirski hamster 

melanoma, A375 human melanoma and SHSY5Y neuroblastoma. As reference 

compounds we used two chemotherapeutics: decarbaazine and cisplatin. We found that 

the parent compound MPA 9 shows better activity against cells of both amelanotic 

melanoma lines and particularly the same effect on neuroblastoma cell line compared to 

dacarbazine and cisplatin respectively, which are standard chemotherapeutics used in 

treatment of these malignancies. Among the tested novel amino acid analogs of MPA, 

considerable activities showed MPA-Thr-OMe 200, MPA-D-Thr-OMe 201 and MPA-

Arg(NO2)-OH 210. 

We have also checked the antibacterial activity of the all synthetised compounds 

against six reference strains: Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, 

Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL), 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and three clinical strains: Staphylococcus 

aureus MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL + and Klebsiella pneumoniae ESBL-. 

Derivatives 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 and 288 were characterized by the 

highest activity against S. aureus, distinguishing the greater sensitivity of the MSSA 

strain than MRSA. In the case of K. pneumoniae, the compounds 203, 273, 286 and 288 

were characterized by increased antibacterial activity compared to parental MPA and 

antibiotics: kanamycin and ampicillin. 
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Wyniki badań otrzymanych w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej 

zostały opublikowane i były prezentowane na krajowych i miĊdzynarodowych 
konferencjach naukowych 

A.  Publikacje naukowe 

1. Cholewiński G., Iwaszkiewicz-Grzes D., Prejs M., Glowacka A., Dzierzbicka K., 

Synthesis of the inosine 5'-monophosphate dehydrogenase (IMPDH) inhibitors. J. Enz. 

Inhib. Med. Chem., 2015, 30, 550-563.   

2.  Gensicka M., Głowacka A., Dzierzbicka K., Cholewiński G., Inhibitors of 

angiogenesis in cancer therapy – synthesis and biological activity. Curr. Med. Chem., 

2015, 22, 3830-3847. 

3. Siebert A., Gensicka M., Cholewinski G., Dzierzbicka K., Synthesis of 

Combretastatin A-4 analogs and its biological activity. Anti-Cancer Agents Med. Chem., 

2016, 16(8), 942-960.  

4. Siebert A., Prejs M.., Cholewinski G., Dzierzbicka K, New analogues of 

mycophenolic acid. Mini-Reviews in Med. Chem., 2017, 17, 734-745.  

5. Siebert A., Gensicka M., Cholewinski G., Dzierzbicka K, Tuftsin-properties and 

analogs. Curr. Med. Chem., 2017, 24, 3711-3727. 

 

 

B.  Publikacje oryginalne: 

1.Prejs M., Cholewiński G., Siebert A., Dzierzbicka K., Trzonkowski P., Synthesis and 

antiproliferative activity of novel conjugates of mycophenolic acid with adenosine. J. 

Asian Nat. Prod. Res., 2016, 18, 1057-1062. 

2. Siebert A., Cholewiński G., Garwolińska D., Olejnik A., Rachoń J., Chojnacki J., 
Synthesis and structure investigation of a potential immunosuppressant N-mycophenoyl 

malonic acid dimethyl ester. J. Mol. Struct., 2018, 1151, 218-222. 

3. Siebert A., Wysocka M., Krawczyk B., Cholewiński G., Rachoń J., Synthesis and 
antimicrobial activity of amino acid and peptide derivatives of mycophenolic acid. Eur. 

J. Med. Chem., 2018, 143, 646-655.  

4. Cholewiński G., Małachowska-Ugarte M., Siebert A., Prejs M., Dzierzbicka K., 

Modifications of total synthesis of mycophenolic acid. Curr. Chem. Lett., 2018, 7, 9-16. 

5. Siebert A., Deptuła M., Cichorek M., Ronowska A., Cholewiński G., Rachoń J., 
Synthesis of amino acid and peptide analogs of MPA and biological evaluation of their 

potential anticancer activity.  J. Asian Nat. Prod. Res. – wysłana do recenzji. 
6. Siebert A., Wardowska A., Cholewiński G., Trzonkowski P., Rachoń J., Synthesis 

and immunosupresive activity of novel conjugates of mycophenolic acid with amino 

acids and peptides – w przygotowaniu. 
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C.  Udział w sympozjach i konferencjach naukowych: 

1. Głowacka A., Gensicka M., Cholewiński G., Dzierzbicka K., Synteza oligopeptydów 
jako nośników związków biologicznie czynnych, 58 Zjazd  PTChem, Gdańsk, 21-25 

Wrzesień 2015 

2. Gensicka M., Głowacka A., Dzierzbicka K., Cholewiński G., Synteza fragmentów 
peptydowych nowych analogów heterocyklicznych, 58 Zjazd PTChem, Gdańsk, 21-25 

Wrzesień 2015 

3. Siebert A., Oligopeptydowe pochodne retro-tuftsyny, I Wielkopolskie Seminarium 

Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriałów, Poznań 5 Grudnia 2015, Str. 250. 
4. Siebert A., Garwolińska D., Cholewiński G., Synteza i aktywność cytotoksyczna 
aminokwasowych analogów kwasu mykofenolowego, PostĊpy Syntezy Organicznej, 
Gdańsk 23-25 Czerwca 2016, Str. 80 

5. Siebert A., Cholewiński G., Trzonkowski P., Dzierzbicka K., Synthesis and cytotoxic 

activity of new conjugates of mycophenolic acid and peptides, 17th Tetrahedron 

Symposium, Sitges, Hiszpania, 28 Czerwiec – 1 Lipiec 2016, P1.042. 

6. Siebert A., Cholewiński G., Trzonkowski P., Rachoń J., Synthesis and biological 

research of amino acid analogues of mycophenolic acid, 18th Tetrahedron Symposium, 

Budapeszt, WĊgry 27 – 30 Czerwiec 2017, P3.33. 

7. Prejs M., Dzierzbicka K., Cholewiński G., Siebert A., Trzonkowski P., New 

conjugates of mycophenolic acid and amino acids derivatives of adenosine as 

prospective immunosuppreassive drugs, 18th Tetrahedron Symposium, Budapeszt, 

WĊgry 27 – 30 Czerwiec 2017, P3.31. 

8.  Siebert A., Wysocka M., Cholewiński G., Krawczyk B., Rachoń J., Synthesis and 

microbiological research of peptide analogues of mycophenolic acid, 24th Polish 

Peptide Symposium, 3-7 Wrzesień 2017, P.72. 
9.  Siebert A., Wysocka M., Cholewiński G., Krawczyk B., Rachoń J., Aktywność 
mikrobiologiczna aminokwasowych analogów kwasu mykofenolowego, BioMillenium, 

Gdańsk, Polska 6-8 Wrzesień 2017. 
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Załącznik 1. Widmo 
1H NMR związku MPA-L-Thr-OMe  200 

 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


170 

 

Załącznik 2. Widmo 
13C NMR związku MPA-L-Thr-OMe  200 
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Załącznik 3. Widmo MS związku MPA-L-Thr-OMe  200 

 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


172 

 

Załącznik 4. Chromatogram związku MPA-L-Thr-OMe  200 
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Załącznik 5. Widmo 
1H NMR związku MPA-L-Ile-OMe  202 
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Załącznik 6. Widmo 
13C NMR związku MPA-L-Ile-OMe  202 
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Załącznik 7. Widmo MS związku MPA-L-Ile-OMe  202 
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Załącznik 8. Chromatogram związku MPA-L-Ile-OMe  202 
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Załącznik 9. Widmo 
1H NMR związku MPA-L-Thr-OH  207 
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Załącznik 10. Widmo 
13C NMR związku MPA-L-Thr-OH  207 
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Załącznik 11. Widmo MS związku MPA-L-Thr-OH  207 
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Załącznik 12. Chromatogram związku MPA-L-Thr-OH  207 
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Załącznik 13. Widmo 
1H NMR związku MPA-L-Ile-OH  209 
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Załącznik 14. Widmo 
13C NMR związku MPA-L-Ile-OH  209 
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Załącznik 15. Widmo MS związku MPA-L-Ile-OH  209 
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Załącznik 16. Chromatogram związku MPA-L-Ile-OH  209 
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Załącznik 17. Widmo 
1H NMR związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 18. Widmo 
13 C NMR związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 19. Widmo COSY związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 20. Widmo HMBC związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 21. Widmo HSQC związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 22. Widmo ROESY związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 23. Widmo TOCSY związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 26. Widmo MS związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 27. Chromatogram związku MPA-T-Gly 271 
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Załącznik 28. Widmo 
1H NMR związku MPA-RT 285 
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Załącznik 29. Widmo 13 C NMR związku MPA-RT 285 
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Załącznik 30. Widmo MS związku MPA-RT 285 
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Załącznik 31. Chromatogram związku MPA-RT 285 
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Załącznik 32. Widmo 
1H NMR związku MPA-RT-Leu 290 

 

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


199 

 

Załącznik 33. Widmo 
13C NMR związku MPA-RT-Leu 290 
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Załącznik 34. Widmo COSY związku MPA-RT-Leu 290 
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Załącznik 35. Widmo HMBC związku MPA-RT-Leu 290 
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Załącznik 36. Widmo HSQC związku MPA-RT-Leu 290 
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Załącznik 37. Widmo ROESY związku MPA-RT-Leu 290 
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Załącznik 38. Widmo TOCSY związku MPA-RT-Leu 290 
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Załącznik 39. Widmo MS związku MPA-RT-Leu 290  
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Załącznik 40. Chromatogram związku MPA-RT-Leu 290 
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