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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BCNMR
'H NMR
AcOEt
AcOH
AcOt-Bu
AmB
ATP
BADP
BDAP
BDTNB

Boc
Boc,0
Boc-ON
brs

Cbz

CCA
CNT

d
DansGly
DCC
DCM
DCU
DHB
DIPEA
DMAP
DMD
DMSO-d;
DNA
DSC

magnetyczny rezonans jadrowy wegla °C

magnetyczny rezonans jagdrowy protondéw

octan etylu

kwas octowy

octan tert-butylu

amfoterycyna B

adenozynotrifosforan

kwas (S)—Na—(4—fenylofumaroiIo)—2,3—diaminopropanowy
kwas (S)-N3-(2-bromo-l-oksoetylo)-2,3-diaminopropanowy
3,3’-bis(4-oksobenzo[d][1,2,3]-triaz-3(4H)-oksykarbonylo)-4,4’-dinitro-1,2-
difenylosulfan

grupa tert-butoksykarbonylowa

piroweglan di-tert-butylu
2-(tert-butoksykarbonylooksyimino)-2-fenyloacetonitryl
szeroki singlet

grupa benzoksykarbonylowa

kwas a-nitrylo-4-hydroksycynamonowy

nanorurka

dublet

dansyloglicyna

N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

dichlorometan

N,N’-dicykloheksylomocznik

kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy
N,N-diizopropyloetyloamina
4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna

3,3-dimetylodioksiran

deuterowany dimetylosulfotlenek

kwas deoksyrybonukleinowy

weglan di-N-hydroksysukcynimidu
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DTT ditiotreitol

EADP kwas (S)-N’-(4-amino-2-epoksy-1,4-dioksobutylo)-2,3-diaminopropanowy
EHs, stezenie zwigzku powodujace lize 50% erytrocytow

Et grupa etylowa

FMDP kwas (5)-N3-(4-metoksyfumaroilo)-2,3-diaminopropanowy
Fmoc grupa fluorenylometoksykarbonylowa

Fmoc-NHS weglan fluorenylometoksy-N-hydroksysukcynimidowy
Fru-6-P fruktozo-6-fosforan

FTIR spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera
GlcN-6-P glukozamino-6-fosforan

GS glutation, forma zdeprotonowana

GSH glutation

Hela komaorki nowotworu szyjki macicy

Hex heksan

HIV ludzki wirus niedoboru odpornosci

HOBt 1-hydroksybenzotriazol

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa

HRMS-ESI wysokorozdzielcza spektrometria mas z elektrorozpylaniem
K-FGF fragment domeny sygnatowej czynnika wzrostu fibroblastow Kaposiego
LC/MS chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas

m multiplet

m/z stosunek masy do tadunku

Mca 4-karboksymetylo-7-metoksykumaryna

Me grupa metylowa

MeOH metanol

MICs, minimalne stezenie hamujgce wzrost drobnoustrojow w 50%
MICg minimalne stezenie hamujace wzrost drobnoustrojéw w 80%
MICq minimalne stezenie hamujgce wzrost drobnoustrojow w 90%
MS-MALDI spektrometria mas z jonizacjag MALDI

MU parasol molekularny

MWCNT wieloscienna nanorurka

NHS N-hydroksysukcynimid

Nys nystatyna A;

PAF-26 syntetyczny szescioaminokwasowy peptyd penetrujacy
PAMAM dendrymery oparte o struktury poliamidoamin

pAntp naturalny szes¢dziesiecioaminokwasowy peptyd penetrujgcy
PCC chlorochromian pirydyniowy

PEG glikol polietylenowy

Ph grupa fenylowa

PL fosfolipid

PLC preparatywna chromatografia cienkowarstwowa

PPI dendrymery oparte o struktury polipropylenoamin

p-TsOH kwas p-toluenosulfonowy
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Py
RPMI

q

qi
Q-TOF
R

R¢

RNA

s
siRNA
SWCNT
t

t-Bu
Tat
TBDMSCI
TCEP
TDBTU

THF
TLC

tt

tw
YNB-SA

pirydyna

rodzaj pozywki

kwartet

kwintet

analizator czasu przelotu
grupa alkilowa lub arylowa
wspotczynnik retencji
kwas rybonukleinowy
singlet

mate interferujgce RNA
jednoscienna nanorurka
tryplet

grupa tert-butylowa

naturalny osiemdziesieciosze$cioaminokwasowy peptyd penetrujacy

tert-butylodimetylochlorosilan
chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny

tetrafluoroboran 0-(3,4-dihydro-4-okso-1,2,3-benzo-3-triazyno)-

N,N,N’,N’-tetrametylomocznika

tetrahydrofuran

chromatografia cienkowarstwowa

temperatura topnienia
temperatura wrzenia
rodaj pozywki
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2. Streszczenie

Jednym z najpowazniejszych problemoéw z jakimi napotyka sie wspodtczesna
medycyna s3 grzybowe infekcje uktadowe. Pomimo gwattownego rozwoju wspdtczesnej
medycyny, umozliwiajgcej szybkie diagnozowanie i leczenie schorzen wywotywanych przez
patogenne mikroorganizmy, ciggle obserwuje sie tendencje wzrostowg zachorowan na
grzybice wewnetrzne, czesto prowadzgce do $mierci pacjentéw. Istnieje wiec ciggta
potrzeba poszukiwania nowych lekéw lub udoskonalania juz istniejgcych, wykazujacych
skutecznos¢ w walce z grzybowymi patogenami przy jednoczesnej niskiej toksycznosci
w stosunku do komorek ludzkich.

W ramach badan, opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, zaprojektowano,
otrzymano oraz scharakteryzowano potgczenia tzw. parasoli molekularnych ze zwigzkami
o udowodnionej aktywnosci przeciwgrzybowej — FMDP i cis-pentacyny — bedacych
inhibitorami enzyméw grzybowych. Wspomniane czasteczki aktywne wykazujg dobre
wtasciwosci przeciwgrzybowe, jednak ze wzgledu na swojg budowe chemiczng i polarny
charakter, wykazujg silnie ograniczong zdolnos¢ do przenikania przez biwarstwe lipidowa.
Parasole molekularne stanowig grupe stosunkowo niedawno poznanych nanonosnikow,
zdolnych do przenikania bton biologicznych na drodze dyfuzji prostej oraz zdolnych do
transportu czgsteczek polarnych do wnetrza komorek. W efekcie badan eksperymentalnych
otrzymano czternascie pochodnych — dziesie¢ potaczen parasoli molekularnych
z czagsteczkami aktywnymi oraz cztery pochodne fluorescencyjne. W ramach pracy
badawczej przetestowano mozliwosé tworzenia koniugatéw parasoli molekularnych
z czasteczkami transportowanymi potgczonych za posrednictwem rdinych tacznikow.
Zaproponowano takze dwie alternatywne metody syntezy struktur parasolowych.
Najprostsze otrzymane pochodne to bezposrednie potgczenia amidowe struktury
nanonosnika z czasteczkg transportowang. Pozostate koniugaty zawierajg w swojej
strukturze labilny tgcznik potencjalnie ulegajacy lizie w srodowisku cytoplazmy patogennych
komodrek grzybowych. Jednymi z zastosowanych facznikdw sg struktury dipeptydowe,
w ktdrych czasteczka tadunku potaczona jest za posrednictwem wigzania peptydowego,
potencjalnie rozpoznawanego przez komdérkowe amidazy. W innym podejsciu zastosowano

12


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

2. Streszczenie

idee tzw. uktadu ‘trimethyl lock’® labilnego w $rodowisku aktywnosci esteraz, w ktérym to
czasteczka tadunku tworzy wigzanie amidowe z jedng z grup karboksylowych
wspomnianego uktadu. Podjeto takze prébe syntezy koniugatow wyposazonych w tacznik
o-ditiobenzoilokarbamoilowy, zawierajagcy w swojej konstytucji wigzanie disulfidowe,
redukowane przez komérkowy glutation.

Wszystkie koricowe oraz posrednie zwigzki poddano analizie strukturalnej
z wykorzystaniem technik spektroskopowych, m. in. spektroskopig 'H NMR i *C NMR oraz
spektrometria mas. Ponadto oznaczono ich czysto$¢ chemiczng przy pomocy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Przeprowadzone badania wfasciwosci biologicznych otrzymanych koniugatéow
wykazaty, ze obecnos¢ parasola molekularnego w réiny sposdéb zmienia selektywng
toksycznosé amfoterycyny B i nystatyny. Wszystkie koniugaty nystatyny wykazywaty
znacznie nizszg od macierzystego antybiotyku aktywnos¢ przeciwgrzybowg, przy
jednoczesnie zwiekszonej toksycznosci wobec erytrocytéow ludzkich. Z kolei wsréd
koniugatow amfoterycyny B, szczegdlnie korzystne wtasciwosci wykazaty te, w ktérych
facznik parasol-antybiotyk zawierat 8 atomow wegla.

Otrzymane koniugaty parasoli molekularnych z FMDP i cis-pentacyng wykazywaty
stabg aktywnos¢ przeciwgrzybowg lub brak takiej aktywnosci.

® Z racji braku polskiego odpowiednika na okreélenie ‘trimethyl lock’, w dalszej czesci niniejszej rozprawy bedzie
ono stosowane w formie anglojezyczne;j.

13
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3. Czesc teoretyczna

Patogeny grzybowe przez wiele dziesiecioleci postrzegane byly jako stosunkowo
niegrozne dla organizmu cztowieka. Poglad ten zmienit sie jednak po Il Wojnie Swiatowe;j,
kiedy na szerokg skale zaczeto poszukiwac i wprowadzac¢ do praktyki medycznej antybiotyki
o rozlegtym spektrum dziatania. Nieodpowiednie i nieprzemyslane stosowanie lekow z tej
grupy doprowadzito do powstania nowego zagrozenia ze strony niedocenianego
przeciwnika — patogennych komdrek grzybowych. Grzybice zewnetrzne znane byly juz od
najdawniejszych czaséw, nie stanowity i nie stanowig one jednak wiekszego zagrozenia dla
zdrowia i zycia pacjentdw ze wzgledu na fatwa terapie schorzenn powodowanych przez
patogeny je wywotujgce. Szeroka gama preparatow o miejscowym dziataniu
powierzchniowym sprawdza sie w zadowalajgcym stopniu w terapii grzybic zewnetrznych.
Od okoto 30 lat powazne zagrozenie stanowig jednak grzybice wewnetrzne (uktadowe).
Nieodpowiednie stosowanie antybiotykdw prowadzi do eliminacji naturalnej flory
bakteryjnej pacjenta. W jego organizmie powstaje nisza ekologiczna, ktora z tatwoscig moze
zostaé zasiedlona przez patogenne komorki grzybowe. Dodatkowo wzrost zachorowarn na
grzybice wewnetrzne zauwaza sie wsréd populacji ludzi z uposledzong czynnoscig uktadu
odpornosciowego. Uposledzenia te mogg byé powodowane obecnoscia w organizmie
pacjenta wirusa HIV, ktéry w sposéb bezposredni uszkadza komdrki uktadu
odpornosciowego. Ponadto wzrost ryzyka wystgpienia grzybic uktadowych zauwazia sie
u pacjentéw przechodzacych terapie przeciwnowotworowa oraz terapie schorzen
autoimmunologicznych, gdzie w sposéb celowy ogranicza sie aktywnos¢ uktadu
odpornosciowego poprzez podawanie sSrodkéw immunosupresyjnych. Obecnie, grozne dla
zycia ludzkiego, grzybice uktadowe stanowig powazny problem przede wszystkim w krajach
o wysokim poziomie opieki medycznej, a patogenami najczesciej atakujgcymi organizm
cztowieka sg grzyby z rodzaju: Candida, Aspergillus, Fusarium, Acremonium, Scedosporium,
Scopularopsis, Trichoderma oraz Mucor. Pomimo wieloletnich badan nad tymi patogenami,
chorobotwodrcze grzyby sg stosunkowo mato poznane. Z punktu widzenia chemoterapii
patogeny grzybowe sg trudnymi przeciwnikami ze wzgledu na ich podobienstwo
biochemiczne z komdrkami ssaczymi. Podobierstwa te sg przyczyna ograniczonej
selektywnej toksycznosci preparatéw leczniczych, przez co obecnie stosowane
chemoterapeutyki przeciwgrzybicze charakteryzujg sie wysoka toksycznoscig, zaréwno
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w stosunku do komodrek patogenu, jak i komdrek gospodarza. Obecnie trwajg prace nad
udoskonalaniem lekéw juz istniejgcych, majace na celu redukcje toksycznosci wobec
komorek gospodarza oraz prace nad poszukiwaniem lekéw o nowych strukturach
chemicznych, a takze nowych celéw dziatania."’

3.1. Leki przeciwgrzybicze stosowane w praktyce klinicznej

Wszystkie komercyjnie wytwarzane i obecnie stosowane w praktyce klinicznej leki
przeciwgrzybicze zaliczy¢ mozna do szesciu zasadniczych klas: (i) pochodnych azolowych,
(ii) inhibitorow epoksydazy skwalenowej, (iii) pochodnych morfoliny, (iv) makrolidéw
polienowych, (v) kandyn oraz (vi) pochodnych cytozyny. Gtéwnymi molekularnymi punktami
uchwytu wspomnianych chemoterapeutykéw przeciwgrzybiczych s3: (i) szlak syntezy
ergosterolu, (ii) szklak biosyntezy glukanow, (iii) szlak biosyntezy kwaséw nukleinowych
oraz (iv) sterole btony komérkowej.3

Leki przeciwgrzybicze z grupy azoli, zaréwno pochodne imidazolu, jak i triazyny,
wykazujg dziatanie grzybostatyczne na drodze hamowania biosyntezy ergosterolu bedacego
niezbednym sktadnikiem btony komdrkowej. Zawartos¢ ergosterolu w btonie komdrkowej
grzybow wptywa na jej ptynnosé, a odktadanie sie nieprawidtowych steroli w biwarstwie
lipidowej komérki skutkuje zaburzeniem funkcjonowania enzymoéw trwale z nig zwigzanych.
Przyktadem takiego enzymu jest syntaza chityny, niezbedna w procesach wzrostowych
i podziatach komdrek grzybowych. Bezposrednim celem molekularnym pochodnych
azolowych jest demetylaza lanosterolu katalizujgca reakcje demetylowania lanosterolu do
4,4-dimetylocholesta-8,14,24-trien-3-olu. Do wazniejszych preparatéw tej grupy nalezg
miedzy innymi flukonazol (Rysunek 1).2'3

Do lekéw przeciwgrzybiczych dziatajgcych jako inhibitory epoksydazy skwalenowej
naleza pochodne amin allilowych, hamujgce synteze ergosterolu na etapie biosyntezy
lanosterolu. Podobnie jak pochodne azolowe wykazujg dziatanie grzybostatyczne w wyniku
niedoboru ergosterolu, mogg jednak wykazywac dziatanie grzybobdjcze na skutek
gromadzenia sie w komdrkach grzybowych duzych ilosci skwalenu. Do najwazniejszych
lekow tej grupy nalezg terbinafina oraz naftyfina (Rysunek 1).2'3

Jedynym obecnie stosowanym lekiem z grupy pochodnych morfoliny jest
amorfolina (Rysunek 1). Podobnie jak pochodne amin allilowych i pochodne azolowe,
amorfolina hamuje synteze ergosterolu, co wywotuje podobne skutki w procesach
biochemicznych komarek grzybowych, jak w przypadku opisanych wczesniej preparatéw.z'3

W grupie makrolidéow polienowych wspomnie¢ nalezy przede wszystkim
o nystatynie A; oraz amfoterycynie B (Rysunek 1). Dziatanie obydwu lekéw polega na
oddziatywaniu lipofilowych czgsteczek makrolidu ze sktadnikami btony komaérkowej grzyba.
Skutkuje to w rezultacie utworzeniem poréw w btonie biologicznej patogenu, przez ktoére
swobodnie przemieszczajg sie kationy zaburzajgc tym samym polaryzacje komorki.
Preparaty z grupy makrolidéw polienowych dziatajg przede wszystkim grzybobéjczo.z'3

Substancje biologicznie czynne z rodzaju kandyn hamujg synteze 1,3-B-D-glukanu,
bedacego waznym sktadnikiem sSciany komdrkowej grzybdéw. Jednym z pdtsyntetycznych
przedstawicieli tej grupy zwigzkéw jest lipopeptyd kaspofungina (Rysunek 1).*
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Flucytozyna jako pochodna cytozyny bierze udziat w procesie biosyntezy kwaséw
nukleinowych. Zostaje ona przeksztatcona przez permeaze cytozynowg w 5-fluorouracyl.
Jego metabolit hamuje czynnos¢ syntetazy tymidylanowe;j i jako fatszywy metabolit zostaje

. . 2,3
wtgczony do struktury kwasow rybonukleinowych (Rysunek 1).

N N
NW J OH < WN |v\/© NH
~N N—| 2
N A >r©/\(\N/\O/ N)TF
F
e T
H
F
Flukonazol Naftyfina Amorfolina Flucytozyna

Amfoterycyna B Kaspofungina

Rysunek 1. Struktury chemiczne komercyjnie dostepnych lekéw przeciwgrzybiczych obecnie stosowanych
w praktyce klinicznej.

Wszystkie  wspomniane  chemoterapeutyki, mimo  swojej aktywnosci
przeciwgrzybiczej charakteryzuja sie jedng cechg wspdlng — silng toksycznoscig nie tylko
w stosunku do komérek patogenu, ale takze ssaczych komdrek gospodarza. Istnieje wiec
ciggta potrzeba poszukiwania nowych lekéw przeciwgrzybiczych lub modyfikowania juz
istniejagcych w kierunku ulepszania ich toksycznosci selektywnej. Obecnym trendem jest
takze poszukiwanie nowych celéw molekularnych w patogennych komédrkach grzybowych,
nieobecnych w komérkach ssaczych.

3.2. Syntaza glukozamino-6-fosforanu - cel molekularny nowej klasy
potencjalnych lekdw przeciwgrzybiczych

Syntaza glukozamino-6-fosforanu (GIcN-6-P) jest enzymem nalezgcym do grupy
amidotransferaz. Enzym ten katalizuje nieodwracalng reakcje transferu grupy aminowe;j
z L-glutaminy na fruktozo-6-fosforan (Fru-6-P) oraz proces izomeryzacji do glukozamino-6-
fosforanu (Rysunek 2). Obecne istniejg dwie teorie mechanizmu deaminowania L-glutaminy
przez syntaze GIcN-6-P, przy czym obie z nich zaktadajg atak nukleofilowy reszty tiolowej
Cysl na reszte amidowg glutaminy. Wedtug jednej z nich w pierwszym etapie reakgji
dochodzi do aktywowania reszty —SH Cys1 przez czasteczke wody co skutkuje zwiekszeniem
nukleofilowosci atomu siarki w Cysl. W nastepnym kroku dochodzi do ataku
zaktywowanego ugrupowania tiolowego na funkcje amidowg glutaminy stabilizowanej
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przez Aspl123 oraz Arg73, co skutkuje utworzeniem tetraedrycznego stanu przejsciowego
dodatkowo stabilizowanego przez Gly99 oraz Asn98.

s 9 . “0.0.0° )
OxNH;, “o.p.0° P 0, _0"
| O
o OH ﬁ
- + fo) (o) + &
@ o —_— B S]
HaN v OH OH OH H3N °
(¢} OH OH - o)
“NH,3
L-Glutamina Fruktozo-6-fosforan Glukozamino-6-fosforan Kwas L-glutaminowy

Rysunek 2. Schematyczna reprezentacja reakgji transferu grupy aminowej na fruktozo-6-fosforan oraz izomeryzacji
do glukozamino-6-fosforanu katalizowanej przez syntaze GIcN-6-P.

W kolejnym etapie ma miejsce odtworzenie ugrupowania karbonylowego, przy
jednoczesnej eliminacji czgsteczki amoniaku, a powstaty tioester kwasu glutaminowego
zostaje zhydrolizowany przez kolejng czasteczke wody, co w konsekwencji prowadzi do
uwolnienia czgsteczki kwasu glutaminowego oraz regeneracji grupy tiolowej Cysl
w centrum aktywnym enzymu (Rysunek 3).*°

G|y99 Asn98 Asn98 Asn98

Gly99 Gly99
q +H20 o "
Ck NH2 @ OH
HaN HaN HoN
Cys1 o “ Cys1 © H "2 Cys1

Asp123 HoN As 123 Asp123 /,coo ot

Arg73 Ar g73 Arg73

Rysunek 3. Uproszczony mechanizm deaminowania glutaminy do kwasu glutaminowego, katalizowany przez
syntaze GIcN-6-P.

Opisany etap deaminowania kwasu glutaminowego do glutaminy, a przede
wszystkim etap ataku nukleofilowego ugrupowania tiolowego Cysl na uktad acylowy
glutaminy lezy u podstaw aktywnosci inhibitoréw syntazy glukozamino-6-fosforanu.
Obecnie znanych jest kilkanascie zwigzkéw funkcjonujgcych jako inhibitory syntazy
GIcN-6-P. Podzieli¢ mozna je na dwie gtdwne kategorie: (i) zwigzki chemiczne o szerokiej
réznorodnosci struktur, nie bedgce analogami substratu oraz (ii) zwigzki bedgce analogami
substratu. Uwzgledniajac fakt, ze reszta tiolowa Cysl uczestniczy w procesie katalizy
enzymatycznej jako centrum nukleofilowe, do pierwszej klasy inhibitoréw zaliczy¢ mozna
takie indywidua chemiczne, jak rodniki tlenowe czy tez mate zwiazki alkilujgce, jak na
przyktad N-etylomaleimid oraz jodoacetamid, ktére pozbawiajg lub silnie ograniczajg
aktywnosci nukleofilowg atomu siarki Cysl.4’6

Istnieje stosunkowo szeroka gama poznanych zwigzkéw petnigcych funkcje
inhibitoréw syntazy GIcN-6-P na zasadzie analogdéw jednego z substratow — L-glutaminy.
Znajduja sie wsrod nich substancje oddziatujagce na enzym w sposdb selektywny, nie
wptywajgc na aktywnos¢ innych amidotransferaz. Zaliczy¢ do nich mozemy antykapsyne
oraz syntetyczne pochodne kwasu (S)-2,3-diaminopropanowego (Rysunek 4).
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Szczegblng aktywnoscia w stosunku do syntazy GIcN-6-P odznacza sie jedna
z pochodnych kwasu (S)-2,3-diaminopropanowego, kwas (S)-N>-(4-metoksyfumaroilo)-2,3-
diaminopropanowy (FMDP). Pochodna ta oddziatuje z centrum aktywnym syntazy GIcN-6-P,
tworzac nieodwracalne, kowalencyjne potaczenie z Cysl w centrum aktywnym
odpowiedzialnym za proces deaminowania kwasu glutaminowego. Mechanizm inhibicji
z udziatem FMDP zostat stosunkowo dobrze poznany dzieki technikom modelowania
molekularnego i przedstawia sie nastepujaco. W poczgtkowym etapie czgsteczka FMDP
zostaje zlokalizowana w centrum aktywnym enzymu podobnie, jak L-glutamina, poprzez
stabilizowanie ze strony Asp123 oraz Arg73.

o o Q
o NH,
v
e} o e o | N o
- Y\Br
H NH NH NH NH
OH
HoN
) i HZN/(H/OH HZN/((OH HZN/(H/OH HZN/Q(OH
o o o o
Antykapsyna FMDP BADP EADP BDAP

Pochodne kwasu (S)-2,3-diaminopropanowego
Rysunek 4. Syntetyczne analogi substratu syntazy GIcN-6-P.

Nastepnie reszta tiolowa Cysl, aktywowana czasteczkg wody, atakuje nukleofilowo
czasteczke zwigzanego substratu. Inaczej niz w przypadku L-glutaminy — atak nastepuje na
wigzanie podwadjne reszty fumaroilowej FMDP. Na skutek addycji nukleofilowej do uktadu
sprzezonego, dochodzi do utworzenia trwatego wigzania kowalencyjnego, po ktérym ma
miejsce wewnatrzczagsteczkowa reakcja cyklizacji, bedaca efektem ataku amidowego atomu
azotu FMDP na ugrupowanie estrowe zlokalizowane w tej czasteczce. Pieciocztonowy
pierscieniowy produkt posredni ulega ekspansji do szesciocztonowego na skutek aktywnosci
grupy aminowej Cysl, ktorej atom azotu uczestniczy w strukturze ostatecznego
indywiduum trwale blokujacego centrum aktywne syntazy GlcN-6-P (Rysunek 5).4'7

FMDP mimo swojej wysokiej aktywnosci biologicznej w stosunku do syntazy
GlcN-6-P, wykazuje silnie ograniczong zdolnos$¢ penetracji w poprzek btony komérkowej
patogennych grzybdéw. Na przestrzeni lat przeprowadzono rdézine proby modyfikacji
czasteczki FMDP celem zwiekszenia jej zdolnosci do przenikania przez biwarstwe lipidowa
przy jednoczesnym zachowaniu aktywnosci biologicznej. Modyfikacje te to m.in.:
przeprowadzona przez Chmare i wspéfpracownikéw8 synteza pofgczen dipeptydowych
FMDP z aminokwasami na C lub N-koncu tancucha peptydowego, zaktadajaca wykorzystanie
transportu za posrednictwem btonowych permeaz czy synteza pochodnych FMDP
o zwiekszonej lipofilowosci, ktérej zatozeniem byto wykorzystanie transportu biernego.
Wyniki badan biologicznych wykazaty jednak, ze modyfikacje te albo powodujg znaczny
spadek aktywnosci biologicznej, albo przy zachowaniu aktywnosci stajg sie nieskuteczne
w dtuzszym okresie ze wzgledu na blokowanie przez komodrki grzybowe transportu
permeazowego.”’
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Rysunek 5. Mechanizm procesu dezaktywacji centrum aktywnego syntazy GIcN-6-P przez czasteczke FMDP.

W zwigzku z powyzszym ciggle istnieje potrzeba optymalizacji procesu transportu
FMDP do wnetrza komérek grzybowych. Pomocna w tym przypadku moze okazad sie idea
transportu przy wsparciu nanonosnikdw utatwiajgcych transport w poprzek btony
komérkowej.

3.3. Nanonos$niki - ,narzedzia” utatwiajace transport przez btone
lipidowa

Na przestrzeni lat wypracowano wiele uktadéw umozliwiajgcych transport
substancji aktywnych do wnetrza komodrek nowotworowych i patogennych
mikroorganizméw. Wsrdd tych uktadéw znajdujg sie struktury nanonosnikow — zwigzkow
o Scidle zdefiniowanej budowie, do ktérych przytaczane mogg by¢ czasteczki substancji
0 pozadanych witasciwosciach biologicznych. Cechg charakterystyczng nanonosnikow jest
ich zdolno$¢ do przenikania btony biologicznej, ktérej mechanizm zalezny jest od struktury
transportera. Badania prowadzane przez ostanie dziesieciolecia doprowadzity do
opracowania stosunkowo szerokiej gamy efektywnych nosnikéw dla substancji aktywnych,
niezdolnych do samodzielnego przekraczania biwarstw lipidowych. Do najczesciej
wspominanych w literaturze zaliczy¢ mozna: nanorurki, dendrymery, peptydy penetrujace,
siderofory, etery koronowe, fulereny, nanoczastki ztota i srebra, nanoczastki hydrozelu oraz
parasole molekularne. Idea wykorzystania czgsteczek nanonosnika opiera sie
o generowanie oddziatywan miedzy czasteczka aktywna a czgsteczka transportera, ktére to
oddziatywania umozliwiajg efektywny transport przez btone oraz uwalnianie czgsteczek
transportowanych na drodze zaniku tych oddziatywan w srodowisku cytoplazmy komérek
docelowych. Oddziatywania nanonosnik-czgsteczka aktywna biologicznie generowane moga
by¢ w dwojaki sposéb: (i) na drodze oddziatywan niekowalencyjnych, np.: oddziatywania
n-7 lub oddziatywania hydrofobowe lub (ii) na drodze oddziatywan kowalencyjnych poprzez
tworzenie wigzan kowalencyjnych. Zdecydowanie czeSciej wykorzystywane jest drugie
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podejscie i sprowadza sie ono do stosowania specyficznych tgcznikéw posredniczacych
miedzy strukturami nanonosnika i czgsteczki transportowane;j.

3.3.1. Strategia , Konia Trojanskiego” w transporcie substancji aktywnych

Strategia ,Konia Trojanskiego” transportu substancji aktywnych do wnetrza
komodrek oparta jest o idee tgczenia czasteczki transportowanej ze strukturg nanonosnika
w uktad zdolny do przenikania przez btony biologiczne. Ukfad ten po przeniknieciu do
wnetrza komorki ulega rozpadowi, uwalniajac przy tym czasteczke aktywng, ktéra moze
osiggnad swoj cel wewnatrzkomdrkowy — zazwyczaj jest to okreslona biomolekuta. Sposéb
uwalniania czasteczki transportowanej uzalezniony jest natomiast od sposobu pofaczenia
z czgsteczka nanonosnika. Najczestszym sposobem faczenia jest tworzenie trwatych wigzan
kowalencyjnych pomiedzy czasteczkg aktywng a strukturg nanonosnika. W nielicznych
przypadkach wystarczajgcym jest bezposrednie potgczenie za pomocg wigzan
rozpoznawanych i hydrolizowanych przez enzymy wewngatrzkomdrkowe. Czesto jednak
utworzenie bezposrednich potgczen nie przynosi oczekiwanych rezultatow lub jest
niemozliwe do wykonania ze wzgledu na strukture chemiczng, zaréwno nanonosnika, jak
i czgsteczki substancji aktywnej. Na przestrzeni lat opracowano wiele uzytecznych potaczen
rozwigzujacych problem uwalniania czasteczki aktywnej w $rodowisku cytoplazmy, przy
jednoczesnym  zachowaniu stabilnosci uktadu transportujgcego w Srodowisku
pozakomdérkowym. Niektdre z najbardziej interesujacych rozwigzan przedstawiono na
Rysunku 6. Czesto wykorzystywanym uktadem obecnym w strukturach tgcznikéw jest
ugrupowanie disulfidowe (Rysunek 6A i B), ulegajace w srodowisku cytoplazmy reakgcji
podstawienia czasteczka glutationu, co prowadzi do uwolnienia czasteczki ‘tadunku’.

o< dug

Rysunek 6. Przyktady labilnych tacznikéw posredniczacych miedzy strukturg nanonosnika i czasteczki aktywnej.
(A) tacznik oparty o strukture aktywowanego disulfidu; (B) tgcznik o-ditiobenzoilokarbamoilowy; (C-E) taczniki
‘trimethyl lock’.

Wadg uktadéw disulfidowych jest jednak konieczno$¢ wystepowania w strukturze
chemicznej czasteczki ‘tadunku’ ugrupowania tiolowego, umozliwiajgcego utworzenie
wigzania disulfidowego. Innym podejsciem jest zastosowanie facznikdw zawierajgcych
reszty estrowe (Rysunek 6C), rozpoznawane przez komoérkowe esterazy. W tej grupie
tacznikow szczegdlnie interesujacy jest uktad ‘trimethyl lock’, ulegajacy reakcji laktonizacji
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na skutek aktywnosci komorkowych esteraz. Jako ,narzedzia” uwalniajgce czasteczki
transportowane wykorzystano takze fosfatazy, zdolne do hydrolizy wigzan estrowych kwasu
fosforowego oraz oksydoreduktazy, katalizujgce reakcje utleniania i redukcji. Dwa
wspomniane enzymy zdolne sg do lizy odpowiednio zmodyfikowanych uktadéw ‘trimethyl
lock’, powodujgc uwolnienie czgsteczki transportowanej (Rysunek 6D i E). Duzym
zainteresowaniem w tworzeniu potgczen nanonosnikdw z czasteczkami lekdw
z zastosowaniem specyficznych tgcznikdw, cieszg sie przede wszystkim: nanorurki,
dendrymery, peptydy penetrujace, siderofory i parasole molekularne.™

3.3.2. Nanorurki

Mianem nanorurkek (CNT, ang. Carbon Nanotubes) okresla sie struktury wegla
uksztattowane w forme pustego w Srodku cylindra. Nanorurki, ze wzgledu na swojg
strukture, sklasyfikowane zostaly do dwdch podstawowych typdw: (i) nanorurki
jednoscienne (SWCNT, ang. Single-walled carbon nanotubes) — zbudowane s3 z pojedynczej
warstwy grafenu zwinietej w forme cylindra oraz (ii) nanorurki wieloscienne (MWCNT, ang.
Multi-walled carbon nanotubes), ktore zawierajg w swojej strukturze zwielokrotniong liczbe
warstw grafenu, uformowanych w postac koncentrycznych cylindréw oddalonych od siebie
o okoto 0.34 nm (Rysunek 7).

Rysunek 7. Schematyczna reprezentacja rodzajéw nanorurek. (A) nanorurki jednoscienne, (B) nanorurki
wieloscienne.

Nanorurki ze wzgledu na swoje wfasciwosci fizyczne, takie jak: niewielkie rozmiary
i hydrofobowy charakter, wykazujg zdolno$¢ do penetracji w poprzek biwarstwy lipidowe;j.
Stanowig one swego rodzaju ,nanoigly” przebijajgce warstwe lipidowg, co umozliwia im
wnikanie do wnetrza komorki. Zjawisko to lezy u podstaw wykorzystania nanorurek jako
transporteréw substancji aktywnych do wnetrza komarek. Nanorurki z racji swojej budowy,
wykorzystywane sg w transporcie substancji w dwojaki sposdb. Pierwszy z nich to
wykorzystanie nanorurki jako ,kontenera”, do ktérego wnetrza wprowadzana jest
czasteczka transportowana; zaznaczy¢ nalezy ze ten sposob transportu realizowany moze
by¢ tylko na drodze oddziatywan niekowalencyjnych. Znacznie czesciej wykorzystywang
technika jest przytaczanie czasteczek transportowanych do zewnetrznej sciany nanorurki.
Metoda ta polega na tworzeniu wigzan kowalencyjnych miedzy czgsteczka, ktéra ma byé
transportowana i zewnetrzng $ciang nanorurki lub realizowana moze by¢ na drodze
oddziatywan hydrofobowych lub/i oddziatywan n-n ze wzgledu na aromatyczny charakter
nanorurek.™
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Nanorurki, w swojej pierwotnej formie, nie posiadajg zadnych grup funkcyjnych
umozliwiajacych tworzenie wigzarn kowalencyjnych. O ile nie stanowi to problemu, gdy
czasteczka tadunku oddziatuje z nanorurkg w sposdb niekowalencyjny, o tyle utworzenie
wigzania z nanorurka moze stanowi¢ pewne wyzwanie. W celu rozwigzania problemu
tworzenia wigzan kowalencyjnych ze strukturg nanorurki opracowano szereg metod ich
funkcjonalizacji.

3.3.2.1. Funkcjonalizowanie nanorurek

Gtéwnym ograniczeniem stosowania nanorurek (SWCNT i MWCNT) w uktadach
biologicznych jest ich catkowity brak rozpuszczalnosci w typowych rozpuszczalnikach
lipofilowych i hydrofilowych. Przez ostatnie dwadziescia lat liczne grupy badawcze
wypracowaty kilka znaczacych technik chemicznej modyfikacji, ktére umozliwity
przeprowadzenie nanorurek w formy rozpuszczalne w wodzie i rozpuszczalnikach
organicznych, co zaowocowato mozliwoscig ich potencjalnego zastosowania w uktadach
biologicznych. Dwa gtéwne podejscia derywatyzacyjne to: (i) funkcjonalizacja
niekowalencyjna i (ii) funkcjonalizacja kowalencyjna.

Funkcjonalizacja niekowalencyjna jest podejsciem, w ktérym nie zostaje
zaburzona struktura aromatyczna nanorurki. Czasteczki o charakterze amfifilowym,
wykorzystywane w tej technice, oddziatujg ze strukturg aromatyczng sciany nanorurki na
drodze oddziatywan n—= lub hydrofobowych, tworzgc przy tym swoistego rodzaju kotwice
umozliwiajacg immobilizacje  czasteczki tadunku.”  Za dobry przyktad takiego
niekowalencyjnego potaczenia moga postuzy¢ wyniki badan Chena i wspétpracownikéw, ™
ktérzy otrzymali niekowalencyjne koniugaty ugrupowan N-hydroksysukcynimidowych
z czasteczkami nanorurek. W podejsciu tym wykorzystany zostat hydrofobowy charakter
aromatycznych ugrupowan pirenu, tworzgcych kotwice kontaktujgcy sie ze Sciang nanorurki
na drodze oddziatywan n-n. Ugrupowanie odpowiadajgce za rozpuszczalno$¢ pochodnych
oraz stanowigce miejsce modyfikacji umozliwiajgce przytaczenie czasteczki tadunku stanowi
ugrupowanie estru aktywnego NHS (Rysunek 8A).13
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Rysunek 8. Rdine sposoby funkcjonalizacji niekowalencyjnej. (A) oddziatywania n—=; (B) oddziatywania
hydrofobowe.
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Innym dogodnym indywiduum umozliwiajagcym niekowalencyjne zakotwiczanie
czasteczek aktywnych biologicznie na Scianach nanorurek sg fosfolipidy. Zwigzki te wykazuja
silny charakter amfifilowy, spowodowany obecnoscig polarnych reszt fosforanowych oraz
lipofilowych ugrupowan weglowodorowych. Czes¢ lipofilowa wykazuje zdolno$¢ do
oddziatywania z niepolarnymi $cianami nanorurek na drodze oddziatywan hydrofobowych.
Natomisat polarne ugrupowania fosforanowe, najczesciej modyfikowane taricuchami glikolu
polietylenowego posiadajagcymi na swych koncach reaktywne ugrupowania tiolowe,
umozliwiajg przytaczanie innych czasteczek (Rysunek 8B)."

Alternatywaq dla technik niekowalencyjnych funkcjonalizacji nanorurek sg metody
kowalencyjne. Metody te wykorzystujg reakcje chemiczne prowadzgce do otrzymania
pochodnych zawierajgcych grupy funkcyjne na scianach nanorurek. Metody te zwigzane sg
z zaburzeniem lokalnego aromatycznego charakteru nanorurek. Wsdréd wielu
wypracowanych technik do najwazniejszych i najszerzej stosowanych zaliczy¢é mozna:
(i) utlenianie w s$rodowisku silnego kwasu, (ii) [1+2]-cykloaddycje azydéw indukowang
promieniowaniem $wietlnym, (iii) reakcje Bingela, (iv) 1,3-dipolarng cykloaddycje oraz
(v) sprzeganie z wykorzystaniem soli diazoniowych (Rysunek 9).

R R
N N
<> % _CONHR
—CONHR
ROOCKCOOR ROOC7<COOR —CONHR
N
<N> Lonmr CONHR
h H
R
M ‘ r-N~.-COOH 1.S0Cl,
2. RNH
ROOC™ “COOR CH0 ‘
(iv) _COOH
rooc._coor (M
h HNO, —COOH
Br iy —— —COOH
silna zasada | -
o Coon COOH
W (ii)
NaNjy R 1.S0Cl,
/@/ ® o 2. ROH
n R-N=N=N
HoN R hv
|
N COOR
I\ /
—COOR
—COOR
\/ \ ~
< > N R’T‘ boor TCOOR
R n R
Rysunek 9. Najczesciej wykorzystywane techniki kowalencyjnej modyfikacji nanorurek: (i) utlenianie silnym
kwasem, (ii) addycja [1+2] azydéw indukowana promieniowaniem swietlnym, (iii) reakcja Bingela, (iv) 1,3-dipolarna

cykloaddycja, (v) reakcja bezrozpuszczalnikowa z zastosowaniem soli diazoniowych.

Najstarszg i jednoczesnie najprostszg technikg modyfikacji nanorurek, prowadzaca
do zwiekszenia ich rozpuszczalnosci, jest utlenianie silnymi kwasami nieorganicznymi,
np.: kwasem azotowym(V) (Rysunek 9i). Traktowanie nanorurek silnym czynnikiem
utleniajagcym prowadzi do czesciowej degradacji struktury nanorurki zwigzanej z procesem
utleniania atomdéw wegla do reszt karboksylowych. Utlenianie to zachodzi najszybciej na
koncach zamknietych nanorurek z racji znacznych naprezen wystepujgcych w tych
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fragmentach nanorurki. Produktem procesu utleniania sg grupy karboksylowe
zlokalizowane w znakomitej wiekszosci na koicach nanorurki. Mogg one zosta¢ nastepnie
przeksztatcone w szereg pochodnych kwasow karboksylowych, co daje bardzo szerokie
spektrum mozliwosci syntetycznych.15

Jednymi z najszerzej stosowanych technik funkcjonalizacji sg reakcje cykloaddycji
zachodzace na aromatycznych $cianach nanorurek. Trzy najczesciej stosowane do tego celu
metody wykorzystujgce reakcje cykloaddycji to: [2+1]-cykloaddycja uktadéw azydowych,
reakcja Bingela oraz 1,3-dipolarna cykloaddycja yliddw azotowych. Pierwsza ze
wspomnianych technik (Rysunek 9ii) w odniesieniu do nanorurek zostata zaproponowana
przez Moghaddama i wspéfpracownikc’)w.16 Reakcja tworzenia wigzania polega w tym
przypadku na indukowanej promieniowaniem swietlnym addycji pochodnych azydowych do
powierzchni nanorurki, co wigze sie z utratg charakteru aromatycznego w miejscu
tworzenia tréjcztonowego pierscienia (Rysunek 10A)."
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Rysunek 10. Przyktadowe reakcje cykloaddycji wykorzystywane w procesie funkcjonalizacji nanorurek. (A) [2+1]-
cykloaddycja azyddw; (B) reakcja Bingela; (C) 1,3-dipolarna cykloaddycja ylidéw azometinowych.

Druga technika opierajgca sie o proces [2+1] cykloaddycji to reakcja Bingela (Rysunek 9iii).
Reakcja ta polega na tworzeniu, podobnie jak w poprzednim przypadku, tréjcztonowego
pierscienia, ktorego dwa atomy wegla pochodzg od sSciany nanorurki. Natomiast trzeci atom
wegla jest fragmentem malonianu dietylu. W najprostszym wariancie reakcje Bingela
przeprowadza sie z wykorzystaniem 2-halogenopochodnej malonianu dietylu w obecnosci
silnej zasady. Silna zasada odrywajgc atom wodoru z pozycji o malonianu dietylu generuje
karboanion, ktéry tworzy wigzanie kowalencyjne z uktadem aromatycznym nanorurki.
Bogaty w elektrony uktad aromatyczny tworzy jednoczesnie na drodze substytucji
nukleofilowej, wigzanie kowalencyjne z atomem wegla oo malonianu dietylu. Tak utworzone
potaczenie moze by¢ nastepnie modyfikowane na obecnych w ukfadzie ugrupowaniach
estrowych (Rysunek 10B)." Jednak zdecydowanie najpowszechniej stosowang reakcjg
cykloaddycji wykorzystywang w funkcjonalizacji nanorurek jest 1,3-dipolarna cykloaddycja,
przebiegajaca z wykorzystaniem ylidow azometinowych generowanych w reakcji aldehydu
z N-alkilowang pochodng aminokwasowa. Produktem reakcji jest pieciocztonowy uktad
pirolidyny z pozadana grupg funkcyjng ulokowang na atomie azotu (Rysunek 10¢C)."
Otrzymywanie pochodnych nanorurek zawierajgcych modyfikowalne ugrupowania
chemiczne jest kluczowym etapem tworzenia koniugatéw z innymi czgsteczkami, najczesciej
substancji biologicznie czynnych. Tworzenie potgczen nanorurek z substancjami aktywnymi
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cieszy sie wielkim powodzeniem, co odzwierciedla sie w mnogosci zwigzkéw otrzymanych
z udziatem weglowych rurek. Wspomnieé nalezy tu o ich koniugatach z peptydami

. . .19,20,21,22,23,24 25,26,27,28,29
i biatkami

oraz kwasami nukleinowymi, zaréowno DNA, jak i RNA.
Najwieksza popularnoscig cieszg sie jednak potgczenia nanorurek z substancjami
o aktywnosci przeciwnowotworowej, ktérych rozmiary i stopien polarnosci silnie
ograniczajg zdolno$¢ do dyfuzji przez btone biologiczng. W Tabeli 1 przedstawiono
przyktadowe potaczenia nanorurek ze zwigzkami o aktywnosci przeciwnowotworowe;j,

natomiast na Rysunku 11 przyktady potaczen kowalencyjnych z czgsteczkg nanorurki.
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Rysunek 11. Przyktady potgczen kowalencyjnych nanorurek z czasteczkami: (A) dapsonu i fluoresceiny; (B) uktadu
porfirynowego; (C) amfoterycyny B i fluoresceiny.

Tabela 1. Przyktady zastosowania nanorurek w transporcie lekdw przeciwnowotworowych.

Czasteczka aktywna Typ nanorurki i modyfikacji Badania biologiczne Lit.
Doksorubicyna SWCNT, kowalencyjna In vitro, komorki Hela 30
In vitro, nowotwor jelita grubego 31
SWCNT, niekowalencyjna In vitro, mysi czerniak 32
In vivo, myszy
In vitro, biataczki 33
In vitro, glejak 34
In vitro, nowotwor piersi 35
Cisplatyna SWCNT, niekowalencyjna In vitro, nowotwor jadra 36
In vitro, komérki kosmowczaka 37
Gemcytabina SWCNT, niekowalencyjna In vivo, szczury 38
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Metotreksat MW(CNT, kowalencyjna In vitro, nowotwor piersi 39
In vitro, limfocyty T 40
Paklitaksel SWCNT, niekowalencyjna In vitro, nowotwoar piersi 41
In vivo, nowotwor piersi
MW(CNT, kowalencyjna In vitro, nowotwor ptuc i jajnika 42
Karboplatyna MW(CNT, niekowalencyjna In vitro, nowotwér pecherza 43
moczowego
Kamptotecyna MW(CNT, kowalencyjna In vitro, nowotwor zotadka 44

3.3.3. Dendrymery

Dendrymery to polimeryczne zwigzki o Scisle okreslonej strukturze chemicznej.
Cecha charakterystyczng dendrymerdw jest ich silnie rozbudowana struktura przestrzenna,
ktérej podstawa jest tak zwany rdzen, otoczony przez jedng lub wiele rozgatezionych

warstw zwanych generacjami (Rysunek 12).**%

= rdzen G1-G4 - generacje S - powierzchnia dendron

Rysunek 12. Dwie gtéwne metody syntezy dendrymerdéw. (A) metoda dywergentna; (B) metoda konwergentna.

3.3.3.1. Metody otrzymywania dendrymerow

Synteze dendrymeréw przeprowadza sie na ogét zgodnie z jedng z dwdch
wypracowanych i dobrze opisanych metod. Pierwszg z nich jest metoda dywergentna,
opracowana przez Tomalie i wspc’ﬂpracownikc')w,48 polegajaca na rozbudowywaniu struktury
dendrymeru, poczynajgc od czasteczki rdzenia. Seria nastepujgcych po sobie reakgji
tworzenia kolejnych generacji prowadzi do przestrzennej ekspansji czasteczki, w wyniku
czego otrzymuje sie dendrymery o pozgdanej strukturze i wielkosci (Rysunek 12A).%

Drugim najczesciej stosowanym podejSciem w syntezie dendrymerdw jest
opracowana przez Hawkera i Frecheta® metoda konwergentna. W przeciwienstwie do
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techniki dywergentnej, synteza dendrymeru rozpoczyna sie na peryferiach docelowej
czasteczki i przebiega w kierunku rdzenia na drodze faczenia tworzonych kolejnych
generacji. W wiekszosci przypadkow zastosowanie metody konwergentnej sprowadza sie
do otrzymywania struktur dendrondw i sprzegania ich z czagsteczka rdzenia (Rysunek 128).”

Obok wczesniej wspomnianych metod dywergentnej i konwergentnej, opracowano
takze szereg innych podejs¢ syntetycznych majacych na celu przede wszystkim zmniejszenie
liczby reakcji wymaganych do otrzymania zamierzonego dendrymeru oraz zwiekszenie
wydajnosci procesu. Nanjwade i wspc’)fpracownicy50 opisujg metode, ktéra polega na
jednoczesnej rozbudowie rdzenia dendrymeru, jak i dendronéw (ang. ,hypercore and
branched monomers growth”), co w znaczny sposéb przyspiesza synteze pozgdanych
dendrymerc')w.50 Jednym z najmtodszych podejs¢ do omawianej problematyki syntezy
dendrymeréw jest propozycja ,Lego” Maravala i wspotpracownikéw,” ktéra w swym
zatozeniu wykorzystuje reakcje pomiedzy bardzo reaktywnym rdzeniem i rozgatezionymi
monomerami opierajagcymi sie o pochodne hydrazyny oraz fosfiny, prowadzaca do
otrzymania dendrymeréw fosforowych, umozliwiajgcych przyrost kolejnych generacji
w silnie zredukowanej liczbie etapéw w porédwnaniu z metodami klasycznymi. Metoda
opracowana przez Maravala umozliwia miedzy innymi zwielokrotnienie liczby peryferyjnych
grup funkcyjnych z 48 do 250 w tylko jednym etapie, przy czym gtdwnymi produktami
ubocznymi prowadzonych reakcji sg niemal wytgcznie woda oraz gazowy azot.>' W syntezie
dendrymeréw zastosowanie znalazto takze tak zwane ,click chemistry",2 czyli metoda
syntezy opierajgca sie o reakcje zachodzace ilosciowo i bez koniecznosci pdzniejszego
oczyszczania produktu. To podejécie zostato zaproponowane miedzy innymi przez Wu
i wspc’ﬂpracownikc')w,52 wykorzystujacych reakcje syntezy 1,2,3-triazoli na drodze [2+3]-
cykloaddycji azyddw oraz alkinéw katalizowane jonami miedzi(l) (Rysunek 13A). Metoda ta
dobrze sprawdza sie w otrzymywaniu dendrymerdw drugiej oraz trzeciej generacji bez
pdziniejszego ich oczyszczania na drodze chromatografii kolumnowej. Ponadto jedynym
produktem ubocznym przeprowadzanych reakcji jest sél nieorganiczna — chlorek sodu.”
Inne podejscie realizujgce zatozenia , click chemistry” zostato zaproponowane przez Killopsa
i wspéfpracownikéw,53 ktorzy wykorzystali reakcje rodnikowej addycji tiolu do wigzania
podwdjnego alkenu (ang. thiol-ene reaction) w celu syntezy dendrondw, jak
i funkcjonalizacji powierzchni otrzymywanych dendrymeréw (Rysunek 13B).53 Wydaje sie,
ze metody opierajace sie o idee ,.click chemistry” mogga by¢ bardzo obiecujgce w syntezie
i funkcjonalizacji dendrymeréw. Podkreslic nalezy, e syntezy dendrymeréw
z wykorzystaniem podejscia ,click chemistry” przebiegaja ilosciowo, a powstajgce produkty
zazwyczaj hie wymagajg dodatkowego oczyszczania. Ponadto powstajgce produkty uboczne
to z reguty nieszkodliwe gazy oraz sole nieorganiczne tatwe w oddzieleniu od pozadanego
produktu.

2 Z racji braku polskiego odpowiednika na okreélenie ‘click chemistry’, w dalszej czesci niniejszej rozprawy bedzie
ono stosowane w formie anglojezycznej.
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Rysunek 13. ,Click chemistry” w syntezie dendrymerdw. (A) reakcja z wykorzystaniem cykloaddycji do 1,2,3-
triazoli; (B) reakcja z wykorzystaniem rodnikowej addycji tiolu do wigzania podwdjnego alkenu.

Do dnia dzisiejszego otrzymano ogromng liczbe dendrymeréw o zréznicowanej
budowie, ktére klasyfikuje sie ze wzgledu na ich strukture do okreslonych rodzin. Jednymi
z najstarszych dendrymeréw sg pochodne aminokwasowe bazujace na Iizynie.54
Najstarszymi komercyjnie dostepnymi dendrymerami sg pochodne oparte o struktury

polipropylenoamin (PP1)**® oraz poliamidoaminy (PAMAM).”’ Innymi  powszechnie
58,59,60,61 . ,
nalezgce do dendrymeréow

wykorzystywanymi wariantami sg pochodne eteroamin
kationowych stworzonych na potrzeby transportu kwaséw nukleinowych. Dendrymerami

o potencjalnych zastosowaniach biomedycznych sg pochodne, ktérych struktury

dendronéw oparte sg na szkielecie: N-tris[(2-{[tris{[2-(tert-butoksykarbonylo)etoksy]-

63,64

metylo}metylo)amino]karbonylo}etoksy)metylo]metyloaminowym,® fosforowym,
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65,66,67 70,71

s-triazynowym, poliglicerolowym,68 poliestrowym,69 a takze krzemoorganicznym.
Ciekawym przyktadem dendrymeru jest catkowicie hydrofobowa pochodna polifenylenowa

zbudowana wytacznie z pierscieni benzenowych i taricuchdéw alifatycznych.72
3.3.3.2. Strategie sprzegania dendrymer6w z czasteczkami biologicznie aktywnymi

Szerokie zainteresowanie dendrymerami jako nanonosnikami doprowadzito do
opracowania wielu skutecznych metod tworzenia potaczen dendrymerdw z czasteczkami,
ktére majg by¢ transportowane. Obecnie istnieje szereg metod tworzenia koniugatéw
dendrymer-czasteczka transportowana, ktére mozna podzieli¢ na trzy gtéwne strategie:
(i) zamykanie w strukturze dendrymeru, (ii) sprzeganie poprzez tworzenie wigzan
kowalencyjnych oraz (iii) tworzenie kompleksdw (Rysunek 14).

A B C

= ladunek >>><o< = kwas nukleinowy

Rysunek 14. Gtéwne metody tworzenia koniugatéw czasteczek fadunkéw z dendrymerami. (A) zamykanie
wewnatrz struktury dendrymeru; (B) sprzeganie na drodze tworzenia wigzan kowalencyjnych na powierzchni
dendrymeru; (C) tworzenie kompleksdw na drodze oddziatywan elektrostatycznych.

Pierwsza ze wspomnianych metod polega na ,putapkowaniu” matych czgsteczek
‘tadunku’ w hydrofobowych jamach tworzonych przez rozgateziong strukture dendrymeru.
Metoda ta znajduje szerokie zastosowanie w zwiekszaniu rozpuszczalnosci zwigzkéw silnie
hydrofobowych umozliwiajac ich rozpuszczenie w rozpuszczalnikach polarnych. Mozliwosé
wprowadzania oraz uwalniania czasteczki ‘tadunku’ z hydrofobowych jam dendrymeru
moze by¢ przy tym kontrolowana przez fizykochemiczne wtasciwosci dendrondw,
wchodzacych w sktad dendrymeru, a takze przez ilo$¢ generacji w strukturze nanonosnika
(Rysunek 14A).45'73'74

Innym podejsciem w kreacji potagczernn dendrymer-czgsteczka transportowana jest
tworzenie komplekséw na drodze oddziatywan elektrostatycznych. Metoda ta doskonale
sprawdza sie przede wszystkim w stosunku do kwaséw nukleinowych posigdajacych
w swojej strukturze liczne tadunki ujemne pochodzace od reszt fosforanowych
(Rysunek 14C).45

Technikami wiodgcymi prym i dajgcymi najwiecej mozliwosci w tworzeniu
koniugatow dendrymerdéw z czgsteczkami biologicznie czynnymi sg te oparte na syntezie
wigzan kowalencyjnych. Z racji koniecznosci tworzenia wigzan pomiedzy komponentami
przysztego koniugatu, czasteczki tadunku najczesciej lokowane sg na peryferiach
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dendrymeru bogatego w reaktywne grupy funkcyjne. W przypadku tej strategii czasteczki
makromolekut, lekéow czy tez innych indywidudw chemicznych, mogg by¢ przytaczane do
struktury dendrymeru w roznoraki sposéb, zalezny od rodzaju grup funkcyjnych
znajdujacych sie w strukturach czasteczki fadunku oraz dendrymeru (Rysunek 14B).
Najbardziej popularne i najczesciej stosowane dendrymery lizynowe, PAMAM oraz
PPl zawierajg na swojej powierzchni wolne grupy aminowe, ktére umozliwiajg
wykorzystanie szerokiego wachlarza reakcji pozwalajgcych na generowanie nowych wigzan
kowalencyjnych. W takim przypadku stosowang technika sprzegania jest tworzenie wigzan
amidowych z estrami aktywnymi (NHS, HOBt) kwasow karboksylowych. Biorgc pod uwage
fakt, ze dendrymery aminokwasowe, PAMAP i PPl s3 dostepne komercyjnie, a ponadto na
rynku dostepne sg zwigzki biologicznie czynne w postaci estréw aktywnych, mozliwe jest
proste i wydajne otrzymywanie koniugatéw w jednym tylko etapie polegajagcym na syntezie
wigzan amidowych miedzy strukturami nanonosnika i czgsteczki transportowanej.75’76’77’78'79
Innymi reakcjami stosowanymi do tworzenia wigzania kowalencyjnego z udziatem grupy
aminowej jest aminowanie redukcyjne, ktdore wymaga obecnosci ugrupowania
karbonylowego na jednym z komponentéw potencjalnego koniugatu. Zastosowanie
znajduje takze reakcja z izotiocyjanianem, dajagca w rezultacie trwate wigzanie

tiomocznikowe (Rysunek 15).80
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Rysunek 15. Strategie sprzegania czasteczek biologicznie aktywnych ze strukturg dendrymeru w zaleznosci od grup
funkcyjnych obecnych na powierzchni nanonosnika.

Dendrymery posiadajgce na swej powierzchni ugrupowania karbonylowe —
aldehydy i ketony — moga by¢ tatwo sprzegane z czasteczkami “tadunkéw’ na drodze reakgc;ji
prowadzacych do utraty tlenu karbonylowego, takich jak tworzenie imin, hydrazonéw czy
oksymow. Ponadto zastosowanie takiego podejscia syntetycznego umozliwia pdziniejsze
odszczepienie czasteczki fadunku, bedace wynikiem zmiany odczynu pH, poniewaz
wspomniane pochodne zwigzkéw karbonylowych w niskim pH ulegajg lizie do wyjsciowych
substratow (Rysunek 15).5"%%%

Szczegdblng role w tworzeniu koniugatow z dendrymerami odgrywajg reakcje
przebiegajgce z udziatem atomu siarki. Nanonosniki posiadajgce na swoich peryferiach
grupy tiolowe moga ulegaé reakcji addycji Michaela do a,fB-nienasyconych ukfadéw
karbonylowych; ponadto wchodzg w reakcje wymiany z niesymetrycznymi disulfidami

(Rysunek 15).76‘77‘84
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Strategia ,click chemistry” oferuje interesujgce podejscie do problematyki
sprzegania czasteczek o réinej strukturze z dendrymerami. Za dobry przyktad moze
postuzy¢ reakcja cykloaddycji Huisgena azydéw z alkinami Cu'-katalizowana prowadzaca do

85,84

uktadu triazynowego. Innym podejsciem jest wspomniana juz wczesdniej reakcja typu

»thiol-ene” dajaca jako produkt sulfid, ktérego wigzanie S-C generowane jest z czgsteczki
tiolu i alkenu (Rysunek 15).>>8>8687

Dendrymery ze wzgledu na swojg réznorodnos¢ i praktycznie nieograniczong
mozliwos¢ modyfikacji w warstwie peryferyjnej cieszg sie niebywale wielkim
zainteresowaniem naukowcow podejmujgcych problematyke transportu przez btone
biologiczng. Zaowocowato to otrzymaniem ogromnej liczby pochodnych z réznorodnymi
substancjami aktywnymi o bardzo zréznicowanych celach molekularnych. Szczegélnie
duzym zainteresowaniem w przypadku dendrymeréw cieszy sie transport matych
czasteczek. Wsrod nich warte wspomnienia sq: niesteroidowe leki

88,89,90,91,92,93,94,95,96 97,98,99,100 101,102

przeciwzapalne, przeciwmalaryczne,

104,105,106

przeciwgruzlicze,

89,103

. . . 89
przeciwgrzybicze, przeciwwrzodowe,

107,10

przeciwbakteryjne,

109,110

kortykosteroidy, ® przeciwwirusowe, antydepresanty'™* i wiele innych. Podobnie

jak w przypadku nanorurek, dendrymery cieszg sie niezwyktym powodzeniem w transporcie
lekow przeciwnowotworowych (Rysunek 16 i Tabela 2).

A B Cc

/\/S\S/\/NH

wo © 9 o | ZNON
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’HN)\\N)\
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Rysunek 16. Przyktady potaczen dendrymerdw z lekami przeciwnowotworowymi. (A) Koniugat z doksorubicyng —
potgczenie za pomoca reszty hydrazonu; (B) koniugat z metotreksatem — potaczenie za pomocy wigzania
amidowego; (C) koniugat z paklitakselem — potaczenie za pomoca wigzania disulfidowego.

Tabela 2. Przyktady zastosowania dendrymerdw w transporcie substancji przeciwnowotworowych.

Czasteczka aktywna Rodzaj dendrymeru, rodzaj Badania biologiczne Lit.
potaczenia

Doksorubicyna Poli(tlenek etylenu), In vitro, in vivo, nowotwor piersi 112
hydrazon
PEG-Poliester, hydrazon In vitro, in vivo, nowotwér okreznicy 113
PEG-Polilizyna, hydrazon In vivo, nowotwor piersi 81
PEG-PAMAM, amid cis- In vitro, nowotwor jajnika 114
akonitowy
PAMAM, enkapsulacja In vitro, nowotwdr watroby 115

Metotreksat PAMAM, amid In vitro, biataczka 116
PAMAM, tiomocznik In vitro, brodawczak 117
Triazynowy, kompleks In vivo, myszy, redukcja 118

hepatotoksycznosci
Paklitaksel Triazynowy, disulfid In vitro, nowotwér gruczotowy 119
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3.3.4. Siderofory

Siderofory to zwigzki o stosunkowo niskich masach czgsteczkowych, wykazujgce
silng tendencje do chelatowania jondw zelaza(lll). W przyrodzie siderofory produkowane sg
na ogoét przez patogenne drobnoustroje i wydzielane do s$rodowiska zewnetrznego
w warunkach ograniczonego dostepu jonow zelaza, na przyktad podczas inwazji do ssaczych
komérek gospodarza. Wydzielane przez mikroorganizmy siderofory wykazujg silne
powinowactwo do jonow Fe®, tym samym mogg tworzy¢ kompleksy z jonami Zzelaza
obecnymi w biatkach komérek gospodarza. Tworzone przez siderofory chelaty sa nastepnie
transportowane z powrotem do komérek patogennych mikroorganizmow, gdzie na skutek
aktywnosci reduktaz dochodzi do redukcji jonéw Fe®* do Fe™ i rozpadu kompleksu.
W konsekwencji zapewniajg komdrkom patogennym zZrédto zelaza niezbednego do
prawidtowego funkcjonowania i wzrostu. Do dnia dzisiejszego zostato scharakteryzowanych
ponad 500 naturalnie wystepujgcych sideroforéw, gtéwnie pochodnych katecholi, kwasow
hydroksamowych oraz kwaséw a-hydroksykarboksylowych — szczegdlnie kwasu

cytrynowego (Rysunek 17).120'121'122'10
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Rysunek 17. Przyktady naturalnie wystepujacych sideroforéw pochodnych: kwaséw hydroksamowych 1, katecholi
11, kwasu cytrynowego lll oraz kwasoéw cytrynowego i hydroksamowego IV.

3.3.4.1. Synteza wybranych sideroforé6w naturalnych

Badania nad budowg chemiczng naturalnie wystepujgcych sideroforéw wykazaty,
ze zwigzki te majg raczej proste struktury, zbudowane z rdzenia i potgczonych z nim
kleszczowych ligandéw zdolnych do chelatowania jonéw zelaza(lll). Ligandy wiekszosci
sideroforow sg pochodnymi kwaséw karboksylowych, hydroksamowych oraz katecholi.
Synteza chemiczna naturalnie wystepujgcych sideroforéw opiera sie wiec gtéwnie na
opracowaniu wydajnych metod otrzymywania wymienionych wczesniej uktadéw. Siderofory
katecholowe sg zazwyczaj otrzymywane z pochodnych dihydroksybenzoilowych oraz
pochodnych dihydroksyfenyloalaniny. " celu otrzymywania sideroforéw
a-hydroksykarboksylowych najczesciej stosuje sie kwas cytrynowy, a siderofory
hydroksamowe w wiekszosci przypadkéow bazujg na strukturach ligandéow V i VI,
otrzymywanych odpowiednio z 1-amino-w-(N-hydroksyamino)alkanéw i ®-N-hydroksy-
aminokwaséw (Rysunek 18A).123

Synteza chemiczna sideroforéow hydroksamowych wzorowana jest najczesciej na
biosyntezie tych zwigzkdw, polegajgcej na bezposrednim utlenianiu amin do
hydroksyloamin i pdzniejszym ich selektywnym N-acylowaniu do pochodnej kwasu
hydroksamowego. Wyzwaniem staje sie otrzymanie pochodnych hydroksyloamin z dobrg
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wydajnoscig i w mozliwie jak najmniejszej liczbie etapdw. Szeroko stosowanym zwigzkiem
utleniajagcym ugrupowania aminowe do N-hydroksyloaminowych, dajgcym zadowalajgce
rezultaty w syntezie chemicznej siderofordw, jest dimetylodioksiran (DMD) VII. Odczynnik
ten przeksztatca w jednoetapowym procesie utlenienia grupy aminowe do pozgdanej
pochodnej. Na Rysunku 18B przedstawiono droge syntezy czesci hydroksamowej VIII

. ; . . . . e 123,124,125
sideroforow z zastosowaniem DMD jako czynnika utleniajgcego.

o)
RYO \f OH
’H’*n ~OH —— N N fr—1 [ NH
Ha foonfoor Io
NH, HN™ >COOH H,N” >COOH
Y
NH, NH, O )\@ o° el
| N -
&< N
1. SOCl, Vil HCI
i _— _ha
2. MeOH
Cbz. Cbz. Cb:
N~ >COOH N~ >CcooMe Z
N N Cbz\H COOMe H COOMe
o) (o]
OH
P X,
1. KOH Ac,0
2. H,,Pd/C
Cbz
H,N~ >COOH N COOMe
Vil

Rysunek 18. (A) Struktury najczesciej stosowanych sideroforowych ligandéw hydroksamowych V i VI; (B) Droga
syntezy uktadu hydroksamowego z zastosowaniem DMD jako czynnika utleniajacego.

Badania prowadzone nad optymalizacjg otrzymywania ligandéw sideroforowych,
doprowadzity do opracowania metod syntezy totalnej niektdrych naturalnych sideroforéw.
Bergeron i wspéfpracownicy126 przeprowadezili totalng synteze sideroforu nannocheliny A X
(Rysunek 19A). Siederofor ten, bedacy pochodng kwasu cytrynowego, posiada w swojej
strukturze hydroksamowe ugrupowanie kwasu cynamonowego. Bergenon otrzymat ten
zwigzek stosujac jako wyjsciowy substrat ester metylowy NZ-Boc-L-Iizyny IX. Ester ten zostat
poddany selektywnemu utlenieniu wolnej grupy m-aminowej nadtlenkiem benzoilu. Jeden
z otrzymanych produktéw, pochodng O-benzoilohydroksyloaminy po N-acylowaniu
chlorkiem kwasu cynamonowego, usunieciu grup ochronnych i kondensacji z pochodng
kwasu cytrynowego, przeksztalcono w naturalny siderofor — nannocheline A X
(Rysunek 19A).126

Innym  przyktadem syntezy totalnej sideroforu naturalnego, opartym
o zastosowanie nadtlenku benzoilu jako czynnika utleniajgcego, jest zaproponowana przez

Okujo i wsp6tpracownikow™?’

metoda otrzymywania acinetoferriny Xll, zawierajacej
w swojej strukturze reszty kwasdw cytrynowego oraz hydroksamowego. Metoda ta polega
na utlenieniu pierwszorzedowej grupy aminowej Boc-chronionej diaminy Xl do pochodnej
hydroksyloaminowej za pomocg nadtlenku benzoilu i pdzniejszym jej N-acylowaniu

chlorkiem kwasu E-2-oktenowego, aby w koncowym etapie przeprowadzi¢ sprzeganie tak
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powstatego kwasu hydroksamowego z odpowiednio aktywowang pochodng kwasu
cytrynowego.127

Syntezy przeprowadzone, zaréwno przez Bergenona,126 jak i Okujo127 pokazuja
mozliwos¢ zastosowania nadtlenku benzoilu jako czynnika utleniajgcego aminy do
pochodnych hydroksyloaminowych, przy jednoczesnym wykorzystaniu powstajgcego
ugrupowania O-benzoilowgo jako grupy ochronnej podczas reakcji N-acylowania
126,127

hydroksyloaminy (Rysunek 19).
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Rysunek 19. Uproszczony schemat totalnej syntezy sideroforu: (A) nannocheliny A oraz (B) acinetoferriny.

Oprécz syntezy totalnej naturalnie wystepujacych sideroforéw, wiele grup
badawczych podejmuje prace zwigzane z poszukiwaniem i syntezg nowych zwigzkéw
o charakterze sideroforéw oraz modyfikacjami chemicznymi wczesniej opisanych

128,129,130,131,132,133,134
pochodnych.

3.3.4.2. Potaczenia sideroforéw z czasteczkami aktywnymi biologicznie

Zastosowanie sideroforéw jako nosnikéw substancji aktywnych do komdrek
patogennych mikroorganizmow, opiera sie na zatozeniu, ze mozliwe jest wykorzystanie do
tego celu naturalnego systemu transportu jondw zelaza danego patogenu. Transport ten
odbywa sie przy udziale zmodyfikowanych sideroforéw, zawierajgcych w swojej strukturze
kowalencyjnie przytaczong czasteczke substancji aktywnej. Potaczenie takie na ogot sktada
sie z trzech zasadniczych komponentow: (i) sideroforu — odpowiedzialnego za chelatowanie
jonéw Fe i transport w poprzek btony komodrkowej, (ii) tacznika odpowiedzialnego za
przytaczenie czgsteczki aktywnej do struktury sideroforu oraz (iii) czasteczki aktywnej
o okreslonych wtasciwosciach biologicznych. Kluczowym elementem takiego uktadu
transportujgcego jest sposdb potgczenia czgsteczki leku z sideroforem. W wiekszosci
przypadkow struktura tgcznika jest integralng czescig konstytucji czasteczki aktywnej oraz
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sideroforu i moze nig byé na przyktad wigzanie amidowe, utworzone pomiedzy grupa
karboksylowg czasteczki transportowanej i aminowa sideroforu, rozpoznawane
i hydrolizowane przez komérkowe amidazy.123 Dobrym przyktadem takich wtasnie potaczen
s koniugaty sideroforéw z antybiotykami B-laktamowymi, w ktérych grupa aminowa
ukfadu laktamowego tworzy labilne wigzanie amidowe z grupg karboksylowg nosnika
(Rysunek ZOA).135,136,137,138
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Rysunek 20. (A) Przyktady potaczer sideroforéw katecholowych z uktadami B-laktamowymi; (B) potaczenia
sulfonamiddw z sideroforami hydroksamowymi.

Bardziej zaawansowanym podejsciem do problematyki tgczenia czasteczki
‘tadunku’ z sideroforem jest wykorzystanie tgcznikdw stanowigcych odrebne indywidua
posredniczace miedzy strukturami nosnika i czgsteczki transportowanej. O tym jak wazny
jest dobdr odpowiedniego facznika, Swiadczg wyniki badan przeprowadzonych przez
Zahnera i Diddensa,™ ktorzy otrzymali serie pochodnych hydroksamowych sideroforéw
w potgczeniu z sulfonamidami. Wyniki badan pokazaty, ze pochodne XVII potaczone za
pomocy wigzania sulfonamidowego praktycznie nie wykazywaty aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Natomiast zastosowanie pochodnej kwasu nikotynowego jako
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tacznika, w innej serii pochodnych, dato zadowalajgce wyniki, dowodzace aktywnosci

biologicznej otrzymanych potgczen XVIII (Rysunek 20B)."*

. . . . 140,141
Miller i wspotpracownicy

zaproponowali zastosowanie uktadéw zwanych
‘“trimethyl lock’, labilnych w S$rodowisku aktywnosci esteraz, fosfataz oraz reduktaz
komorkowych, jako tgcznikébw  posredniczacych  miedzy  strukturg  sideroforu

hydroksamowego a czgsteczka cyprofloksacyny (Rysunek 21).
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Rysunek 21. Potaczenia sideroforéw hydroksamowych z cyprofloksacyng z wykorzystaniem tgcznikéw typu
‘trimethyl lock’, labilnych w Srodowisku: esteraz XIX, fosfataz XX i reduktaz XXI.

We wszystkich trzech podejsciach syntetycznych prowadzacych do otrzymania pozadanych
koniugatow, czgsteczka cyprofloksacyny zostata potgczona z tgcznikiem za pomoca wigzania
amidowego pomiedzy grupami: karboksylowg tacznika oraz aminowa czasteczki
transportowanej. Zasadnicza rdéinica w stosowaniu opisywanych fgcznikéw polegata
w sposobie przytgczenia czasteczki sideroforu. W przypadku facznika wrazliwego na
dziatanie komadrkowych esteraz XIX, fenolowa grupa hydroksylowa tacznika jest potgczona
z grupa karboksylowa sideroforu, co uniemozliwia proces laktonizacji i uwolnienie czgsteczki
biologicznie aktywnej. W S$rodowisku cytoplazmy wigzanie to jest hydrolizowane,
a czasteczka leku zostaje uwolniona na drodze wewnatrzczasteczkowe] reakcji estryfikacji.
Zastosowanie tgcznika XX hydrolizowanego przez komodrkowe fosfatazy wymaga nieco
innego podejscia. W tym przypadku czasteczka sideroforu nie acyluje hydroksylowej grupy
odpowiedzialnej za proces cyklizacji, a ugrupowanie hydroksylowe znajdujgce sie do niej
w orientacji para. Grupa hydroksylowa wyzwalajaca proces laktonizacji jest w tym
przypadku zestryfikowana resztg kwasu fosforowego(V), ktdre to wigzanie ulega lizie
katalizowanej przez fosfatazy co prowadzi do odblokowania grupy hydroksylowej i cyklizacji
uktadu potgczonego z uwolnieniem czasteczki cyprofloksacyny. W przypadku zastosowania
facznika labilnego w $rodowisku aktywnosci reduktaz XXI, siderofor jest przytgczony do
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facznika za posrednictwem wigzania typu mocznikowego. Uktad benzochinonu obecny
w omawianym taczniku typu ,trimetyl lock” ulega we wnetrzu komdrek patogenu redukcji
do fenolu, ktory moze ulega¢ procesowi laktonizacji, tak jak ma to miejsce we wczesniej

wspomnianych uktadch. %

3.3.5. Peptydy penetrujace

W znakomitej wiekszosci przypadkéw btony biologiczne sg nieprzepuszczalne dla
peptydow, ktére w roztworach wodnych majg charakter silnie polarnych jondw
obojnaczych. Jednakze niektére peptydy o specyficznej sekwencji aminokwasowej sg zdolne
do przekraczania biwarstwy lipidowej na drodze transportu biernego lub endocytozy.
Peptydy takie zwyczajowo nazywa sie peptydami penetrujgcymi. Ponadto w komorkach
mikroorganizmow obecne s3g specjalne biatka — permeazy peptydowe o szerokim spektrum
specyficznosci substratowej, ktérych aktywno$¢ polega na transportowaniu krotkich
(2-8 reszt aminokwasowych) peptydéw przez btone komdrkowg, przy czym transport ten
odbywa sie wbrew gradientowi stezenia peptydu. Wspomniane obserwacje doprowadzity
do wniosku, ze peptydy penetrujgce oraz ich analogi mogg postuzy¢ jako transportery
substancji aktywnych do komérek patogennych mikroorganizméw. ™

Jedng z gtéwnych strategii postepowania, prowadzacych do translokacji matych
polarnych czasteczek substancji aktywnych do wnetrza patogennych komoérek, jest ich
sprzeganie z peptydem penetrujgcym, ktéry po przetransportowaniu przez btone
biologiczng uwalnia czasteczke tadunku na drodze lizy enzymatycznej. Peptydy takie
zbudowane sg zazwyczaj z 6-30 reszt aminokwasowych i zdolne s3 do przenikania przez
btone biologiczng, nie powodujgc przy tym jej uszkodzenia. Pierwsze naturalne peptydy
penetrujace zostaty  zidentyfikowane na przetomie lat  osiemdziesigtych
i dziewiecddziesigtych dwudziestego wieku i byty to duze peptydy zawierajgce 86 (biatko Tat)
czy 60 (pAntp) reszt aminokwasowych.142 Pdzniejsze badania ukierunkowane na
poszukiwanie krotszej sekwencji biatka Tat, odpowiedzialnej za zdolnos¢ do penetracji

w poprzek btony ujawnity sekwencje nonapeptydu xxn,**

a analogiczne badania nad
strukturg pAntp doprowadzity do identyfikacji szesnastoaminokwasowej sekwencji
penetratyny  XXIIL.'** Pézniejsze badania doprowadzity do opracowania szeregu
syntetycznych i pétsyntetycznych peptyddw penetrujgcych, takich jak: transportan XXIV
(27 reszt aminokwasowych), najbardziej popularng wsréd peptydédw penetrujgcych
oktaarginine XXV oraz najkrotszy peptyd o omawianych wtasciwosciach PAF-26 XXVI
(Rysunek 22). 145148

Jednym z najczesciej spotykanych kryteridéw podziatu peptydéw penetrujgcych jest
ich struktura chemiczna. Wyrdzni¢ mozemy cztery podstawowe grupy: (i) peptydy
oligokationowe, (ii) amfipatyczne, (iii) bogate w reszty proliny oraz (iv) hydrofobowe."*’

Peptydy oligokationowe charakteryzujg sie przede wszystkim wysokim udziatem
w sekwencji reszt lizyny i argininy przy niemal catkowitym braku reszt aminokwasow
o charakterze kwasowym, co nadaje catej strukturze peptydu silny, wypadkowy tadunek
dodatni. Przyktadami peptyddéw penetrujgcych nalezgcych do tej grupy sg miedzy innymi
nonaaminokwasowy taricuch biatka Tat XXII oraz oktaarginina XXv.'*®
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H-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-oH H-Arg-GIn-lle-Lys-lle-Trp-Phe-GIn-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-0OH
XXn podll]

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Lys-lle-Asn-Leu-Lys-Ala-Leu-Ala-Ala-Leu-Ala-Lys-Lys-lle-Leu-oH
XXIvV

H-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-oH H-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp-0H
XXV Xvi

Rysunek 22. Sekwencje aminokwasowe peptydéw penetrujacych: nonapeptydu biatka Tat XXII, penetratyny XXII,
transportanu XXIV, oktaargininy XXV i PAF-26 XXVI.

Cecha charakterystyczng amfipatycznych peptyddw penetrujgcych jest duza
czesto$¢ wystepowania reszt argininy oraz lizyny, a takze aminokwaséw o hydrofobowych
tancuchach bocznych - gtéwnie tryptofanu i fenyloalaniny. W przypadku tej grupy
peptyddw ich amfipatycznos¢ wynika z podziatu sekwencji aminokwasowej na czesé
hydrofilowa, bogatg w sprotonowane reszty lizyny i argininy oraz hydrofobowg — tworzong
przez tancuchy boczne tryptofanu i fenyloalaniny. Amfipatycznos¢ moze by¢ takze
uwarunkowana strukturg drugorzedowg peptydu, gdzie reszty lizyny i argininy w postaci
kationéw rozlokowane s po przeciwnej stronie struktury drugorzedowej w stosunku do
reszt hydrofobowych. Przyktadem peptydu penetrujgcego nalezgcego do grupy
amfipatycznej jest heksapeptyd PAF-26 XV

Cecha charakterystyczng niektérych peptyddw penetrujgcych jest bardzo duzy
udziat reszt proliny w sekwencji aminokwasowej. Niektore peptydy penetrujgce bogate
w reszty proliny mozna zakwalifikowaé do peptydédw amfipatycznych, ze wzgledu na
tworzong helikalng strukture drugorzedowa, dzielgcg catg czasteczke peptydu na czesc
hydrofilowa i hydrofobowa. Peptydami penetrujgcymi bogatymi w reszty proliny sg na
przyktad y-zeina, w sekwencji ktérej 9 na 18 aminokwasdéw stanowig reszty proliny.149

Hydrofobowe peptydy penetrujgce stanowig stosunkowg niewielkg grupe
pochodnych, w poréwnaniu do wczesniej omawianych. Przedstawiciele tej grupy
charakteryzujg sie brakiem Ilub bardzo niskim wypadkowym tadunkiem. Peptydy
hydrofobowe zbudowane sg wytgcznie z aminokwasdéw o lipofilowych tancuchach bocznych
lub mogg posiadaé¢ w swej sekwencji tylko nieliczne reszty zjonizowane. Przedstawicielem
tej grupy peptydow penetrujacych jest miedzy innymi pietnastoaminokwasowa sekwencja
fragmentu domeny sygnatowej czynnika wzrostu fibroblastow Kaposiego (K-FGF),
sktadajaca sie wyfacznie z reszt alaniny, waliny, leucyny i proliny.*%*>*

Z racji zdolnosci peptydéw penetrujgcych do przenikania w poprzek btony
lipidowej, znalazty one zastosowanie jako transportery substancji czynnych biologicznie do
wnetrza komdrek. Pod wzgledem chemicznym tworzenie potgczenia peptydu penetrujgcego
z czgsteczka aktywna jest najczesciej realizowane za posrednictwem wigzan amidowych lub
estrowych. W przypadku tworzenia wigzan amidowych czgsteczka transportowana moze
zostad zlokalizowana zaréwno na C- jak i N-konicu sekwencji peptydu, a takze moze zostaé
wbudowana w sekwencje aminokwasowag o ile wykazuje charakter aminokwasowy.
Ponadto obecnos¢ w sekwencji aminokwasowej peptydu tancuchéw bocznych cysteiny daje
mozliwos¢ tworzenia uktadéw disulfidowych, wrazliwych na redukcyjng aktywnosci
glutationu.152
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Innym podejsciem do tworzenia potfaczen peptyddéw penetrujacych z czgsteczkami
transportowanymi jest zastosowanie swoistych ,,zaczepéw jonowych” pomiedzy dodatnio
natadowanymi grupami guanidyny reszt bocznych argininy a ujemnie zjonizowanymi
ugrupowaniami, takimi jak reszty fosforanowe, sulfonowe oraz karboksylowe zwigzku
przytagczanego. Dane literaturowe zawierajg doniesienia o zastosowaniu peptydow

. . . . . 153 . 154 . 155,156
penetrujacych w transporcie takich molekut jak biatka, ™ oligopeptydy,”™ siRNA,
. 157 . 158 . ;-
kwasy peptydonukleinowe ™" oraz oligonukleotydy.”™ Na Rysunku 23 przedstawiono rézne
. , . . . 159,160
warianty potaczen czasteczki transportowanej z oktaarginina.
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Rysunek 23. Réine sposoby potaczenia czasteczek substancji aktywnych z oktaargining. Pofaczenie za
posrednictwem wigzania amidowego od strony: C-korica XXVII; N-korica XXVIII; N-korica z zastosowaniem fgcznika
glutarowego XXIX i XXX; potgczenie za posrednictwem ,,zaczepu jonowego” XXXI.

3.3.6. Parasole molekularne
3.3.6.1. Idea transportu z wykorzystaniem parasoli molekularnych

W drugiej potowie lat dziewiecédziesigtych XX wieku na tamach Journal of American
Chemical Society, Regen i wspé’rpracownicy161 przedstawili idee nowego s$rodka
powierzchniowo czynnego o potencjalnym zastosowaniu w transporcie w poprzek btony
komorkowej — tzw. parasola molekularnego (ang. Molecular Umbrella, MU). Idea MU
opiera sie o wykorzystanie co najmniej dwdch indywiduéw chemicznych o wtasciwosciach
amfifilowych — posiadajacych dwie strony o wyraZznych wtasciwosciach hydrofilowych oraz
hydrofobowych — potgczonych ze sobg w okreslony sposdb. Tworzac konstytucje MU,
Regen161 wykorzystat jako indywiduum amfifilowe jeden z naturalnie wystepujgcych
kwasow zétciowych — kwas cholowy oraz takie naturalnie wystepujgcg poliamine
alifatyczng — spermidyne jako spoiwo posredniczgce miedzy resztami kwasu cholowego
(Rysunek 24)."°%

Przedstawiony na Rysunku 24 najprostszy wariant parasola molekularnego,
posiada w swojej strukturze wolng drugorzedowg grupe aminowg, ktéra moze stuzy¢ jako
miejsce przytaczania czgsteczek aktywnych biologicznie, tworzac tym samym koniugat
nanonosnika z substancjg aktywna. Struktura chemiczna czasteczki parasola molekularnego,
umozliwiajgca duza swobode zmian konformacyjnych oraz wyrazny charakter amfifilowy,
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nadajg potaczeniom MU-czasteczka transportowana interesujgce wtasciwosci. Parasole
molekularne wykazujg zdolno$¢ do maskowania hydrofilowego lub hydrofobowego
charakteru czasteczek z nimi potgczonych, na skutek zmian konformacyjnych zaleznych od
stopnia polarnosci srodowiska w jakim znajduje sie koniugat. W $rodowisku polarnym
zmiany konformacyjne struktury MU prowadza do eksponowania polarnych grup
hydroksylowych do $rodowiska zewnetrznego, tym samym niepolarne ugrupowania
weglowodorowe oddziatujag ze sobg. Doktadnie odwrotna sytuacja ma miejsce
w rozpuszczalnikach o silnych wtasciwosciach lipofilowych. Na Rysunku 25 przedstawiono
zachowanie sie koniugatu parasola molekularnego z polarng czgsteczkg ‘“tadunku’

; . s . , .+ 161,162
w Srodowiskach o réznym stopniu polarnosci.

o
H
OH N\MN/\/\N
H H
¢} - s}
+ H N/\/\N/\/\/NHQ _—
2!
HO it
HO ) OH iej h itadunky
Spermidyna miejsce uchwytu czasteczki fadunku HO
HO OH
strona hydrofilowa
OH HO

Kwas cholowy Parasol molekularny (MU)
Rysunek 24. Struktura chemiczna najprostszego parasola molekularnego.

Badania fluorescencyjne potwierdzajg zdolnos¢ przenikania MU do wnetrza zywych
komodrek ssaczych. Dowodzg tego miedzy innymi badania Ge i wsp(')’fpracownikéw163
przeprowadzone na komérkach Hela z zastosowaniem koniugatéw parasoli molekularnych
o strukturze przedstawionej na Rysunku 24 niosgcych tadunek w postaci czynnika
fluorescencyjnego — ﬂuoresceiny.163

A B

Rozpuszczalnik
polarny

N

strona hydrofilowa

indywiduum polarne

Rysunek 25. (A) Schematyczna reprezentacja potgczenia parasola molekularnego z polarng czasteczka tadunku.
(B) zachowanie sie koniugatu w rozpuszczalnikach o réznym stopniu polarnosci.

Zaproponowany zostat takze prawdopodobny mechanizm transportu czasteczki
polarnej przez MU zawierajacy dwie czasteczki kwasu cholowego. W pierwszym etapie
czasteczka MU zbliza sie w sSrodowisku wodnym do zewnetrznej strony biwarstwy lipidowe;j
w konformacji eksponujgcej ugrupowania polarne do srodowiska zewnetrznego. Nastepnie
na skutek oddziatywan hydrofobowych dochodzi do czesciowej absorpcji ugrupowan
steroidowych. Na tym etapie steroidowe ugrupowania hydrofilowe oddziatujg z polarnymi
gtowami fosfolipidéw btony, z kolei obszary hydrofobowe kontaktujg sie z resztami
weglowodorowymi fosfolipidow. W kolejnym etapie nastepuje zmiana konformacji MU, na
skutek ktérej polarne strony kwasu zoétciowego kontaktujg sie ze sobg, ostaniajgc polarng
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czasteczke stanowigcy ‘“tadunek’. Jednoczesnie, strony hydrofobowe oddziatujg z resztami
weglowodorowymi sktadnikéw budulcowych btony, w wyniku czego parasol swobodnie
przemieszcza sie w poprzek biwarstwy lipidowej na wewnetrzng warstwe btony, gdzie
dochodzi do podobnych zjawisk jak na warstwie zewnetrznej, ale w odwrotnej kolejnosci.
Ostatecznie uktad transportujacy zostaje uwolniony w postaci eksponujgcej polarne

ugrupowania do wodnego srodowiska komarki (Rysunek 26).162'164

A

\/

Rysunek 26. Schemat potencjalnego mechanizmu transportu polarnej czasteczki w poprzek btony lipidowej
z wykorzystaniem MU jako nanonosnika. (A) Absorpcja do zewnetrznej warstwy btony, (B) zmiana konformacji
i przejscie do niepolarnego wnetrza btony, (C) dyfuzja w poprzek btony, (D) zamiana konformacji i absorpcja do
wewnetrznej warstwy btony, (E) uwolnienie koniugatu do srodowiska komarki.

3.3.6.2. Synteza potaczen parasoli molekularnych z czasteczkami transportowanymi

Droga syntezy parasoli molekularnych jest silnie uzalezniona od rodzaju czasteczki
facznika posredniczacego miedzy strukturg MU a substancjg transportowana.
Dotychczasowe podejscia syntetyczne realizowane w oparciu o struktury parasoli
molekularnych zostang oméwione na przyktadach otrzymanych juz potgczen.

Pierwsze zastosowanie parasoli molekularnych w transporcie substancji aktywnych
zrealizowane zostato przy zastosowaniu tgcznika 5-tiolo-2-nitrobenzoesowego, gdzie
czasteczkg transportowang byt naturalnie wystepujgcy tripeptyd — glutation. Regen
i wspc’>fpracownicy165 przeprowadzili synteze koniugatu wykorzystujgc jako substraty
wyjsciowe kwas cholowy oraz spermidyne. Tworzenie koniugatu polegato na syntezie
struktury parasola, nastepujagcym po niej utworzeniu tgcznika posredniczacego miedzy
parasolem i czgsteczka transportowang, a na koncu przytgczeniu glutationu. Parasol
molekularny otrzymano na drodze tworzenia wigzania amidowego pomiedzy grupami:
karboksylowymi kwasu cholowego i pierwszorzedowymi aminowymi spermidyny. Wigzanie
amidowe zostato utworzone z wykorzystaniem metody estrow aktywnych NHS-DCC
(Rysunek 24). Otrzymany MU zostat nastepnie poddany reakcji kondensacji z estrem
aktywnym TDBTU uktadu BDTNB, produktem ktorej byta pochodna dimeryczna XXXII
majgca w swojej strukturze wigzanie disulfidowe biorgce udziat w pdzniejszej reakcji
sprzegania z czasteczkg glutationu. Otrzymany dimer XXXII zostat poddany reakcji
estryfikacji z wykorzystaniem kompleksu tritlenku siarki i pirydyny. Nastepnie siarczan
XXXIl uzyto jako substrat w reakcji sprzegania z glutationem w reakcji substytucji
w uktadzie disulfidowym, co prowadzito do utworzenia koricowego koniugatu w postaci
niesymetrycznego disulfidu XXXIV (Rysunek 27). Janout i wspc’ﬂpracownicy166 udowodnili, ze
zwigzek XXXIV charakteryzuje sie zdolnoscig do przenikania przez liposomalng biwarstwe
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lipidowa i do uwalniania czasteczki transportowanej na skutek aktywnosci glutationu

. ;oo . . 165,166
zlokalizowanego w swietle liposoméw.
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Rysunek 27. Synteza koniugatu parasola molekularnego z czasteczka glutationu z wykorzystaniem tacznika 5-tiolo-
2-nitrobenzoilowego labilnego w srodowisku aktywnosci glutationu.

Disulfidowy tgcznik 5-tiolo-2-nitrobenzoesowy zostat takze wykorzystany przez
Regena i Wsp(')ipracownik(')w167 do tworzenia labilnego pofaczenia parasoli molekularnych
z czasteczkami nukleotyddw i oligonukleotyddéw. W podejsciu tym ponownie wykorzystano
jako substraty dimery XXXIIl zawierajgce w swojej konstytucji wigzanie disulfidowe
(Rysunek 27). Tworzenie niesymetrycznego wigzania disulfidowego z czasteczkg nukleotydu
wymagato modyfikacji czasteczki adenozynotrifosforanu (ATP) na terminalnym
ugrupowaniu fosforanowym XXXV, w ktérym grupa hydroksylowa zostata zastgpiona
funkcjg tiolowa. W wyniku reakcji substytucji w uktadzie disulfidowym otrzymano koniugat
parasola molekularnego z czasteczkg ATP XXXVI (Rysunek 28)."

Przeprowadzono takze synteze potgczenia parasola z czgsteczkg oligonukleotydu,
zawierajacej w swojej strukturze 16 reszt nukleotydowych. W tym podejsciu syntetycznym,
czasteczka oligonukleotydu zostata zmodyfikowana na terminalnej reszcie fosforanowej,
poprzez przyfaczenie wigzaniem estrowym szesScioweglowego faricucha z wolng grupa
tiolowg na przeciwlegtym konicu XXXVII. Wolne ugrupowanie tiolowe zmodyfikowanego
oligonukleotydu postuzyto nastepnie do tworzenia wigzania disulfidowego z pochodng
XXXIl, w wyniku czego otrzymano koniugat parasola molekularnego i oligonukleotydu
XXXV %

Pozniejsze prace Regena i wspotpracownikéw'® opisujg zastosowanie innego
tacznika bazujgcego na wigzaniu disulfidowym. Zaproponowany uktad zawiera w swojej
strukturze pochodng kwasu 3-merkaptopropanowego, ktérym acyluje sie drugorzedowg
grupe aminowg spermidyny, a funkcja tiolowa stuzy tworzeniu wigzania sulfidowego
z czgsteczky tadunku. Rozwigzanie to zostato zastosowane miedzy innymi w tworzeniu
koniugatow parasoli molekularnych z czgsteczkg siRNA (Rysunek 29).
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Rysunek 28. Schemat syntezy koniugatdw parasoli molekularnych: (A) z czasteczkg ATP XXXVI;
(B) z oligonukleotydem XXXVIII.

.. . s . e . 168
W przeciwienstwie do wczesniejszych badan,

przeprowadzono synteze parasola
molekularnego zawierajgcego w swojej strukturze osiem reszt kwasu cholowego. Synteze
takiego uktadu rozpoczeto od N-acylowania wolnej czgsteczki lizyny dwoma molami estru
aktywnego NHS Boc,-lizyny, ktére po usunieciu grup ochronnych Boc dato produkt XXXIX.
Natomiast ten ostatni zostat poddany reakcji sprzegania z estrem aktywnym TDBTU kwasu
cholowego otrzymujgc pochodng XL. Z kolei pochodna XL w reakcji tworzenia wigzania
amidowego z pierwszorzedowymi grupami aminowymi Nz-trifluoroacetylospermidyny
i nastepujacej po niej reakcji hydrolizy ugrupowania trifluoroacetylowego, data jako produkt
parasol molekularny zawierajgcy osiem reszt kwasu cholowego. Zwigzek ten w reakcji
z estrem aktywnym TDBTU kwasu 3-(2-pirydylodisulfanylo)propanowego XLI, bed3acego
jednym z komponentdw przysztego wigzania disulfidowego, prowadzit do produktu XLII —
bedacego substratem w tworzeniu koniugatéow o pozgdanej strukturze. Zwigzek XLII zostat
nastepnie poddany reakcji wymiany w ugrupowaniu disulfidowym z odpowiednio
zmodyfikowang czgsteczka siRNA XLIIl, zawierajagcg wolng grupe tiolowg, uczestniczaca
w tworzeniu nowego wigzania disulfidowego koricowego produktu XLIV (Rysunek 29).
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OH

Rysunek 29. Schemat syntezy koniugatu MU zawierajacego osiem reszt steroidowych z czasteczka siRNA.
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Ponadto Regen i wspc')’rpracownicy170 przeprowadzili synteze potaczen parasoli
molekularnych zawierajgcych cztery i osiem reszt kwasu cholowego z czgsteczka
amfoterycyny B (AmB). Podobnie jak w poprzednio opisanych przypadkach, w tworzeniu
tego potaczenia zastosowano takze disulfidowy tgcznik bedacy pochodng kwasu
3-merkaptopropanowego. Jako substrat wykorzystano wczesniej otrzymany zwigzek XLILI.
W podejsciu tym czasteczka AmB wymagata modyfikacji ugrupowania karboksylowego,
ktore przeksztatcono w amid w reakcji z 2-(2-pirydylodisulfanylo)etyloaming XLV.
Tak otrzymana pochodna XLVI zostata nastepnie poddana reakcji redukcji za pomoca
ditiotreitolu (DTT) do pochodnej tiolowej XLVII i wykorzystana do tworzenia wigzania

disulfidowego z czasteczka parasola molekularnego XLII. Jako produkt przeprowadzonej
170

reakcji otrzymano koniugat XLVIII (Rysunek 30).
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Rysunek 30. Schemat syntezy koniugatu parasola molekularnego z czasteczka amfoterycyny B.

Podkresli¢ nalezy, ze wszystkie do tej pory wymienione potgczenia disulfidowe
czasteczki transportowanej ze strukturg parasola molekularnego wymagajg obecnosci grupy
tiolowej w czasteczce ‘“tadunku’. Tym samym prawie zawsze wigze sie to z modyfikacjg
chemiczng zwigzku transportowanego. Chcgc oming¢ te niedogodnosé, zastosowano nieco
inne podejscie wykorzystujgce wigzanie disulfidowe jako element struktury odpowiedzialny
za uwalnianie czgsteczki tadunku z koniugatu.

Nowym  zastosowanym tacznikiem byto ugrupowanie o-ditiobenzoilo-

o 171
karbamoilowe.

Podejscie syntetyczne i zasada dziatania tego tacznika zostata
szczegétowo opisana w rozdziale ,,Wyniki i dyskusja” z racji proby wykorzystania takiego
uktadu w badaniach witasnych. Zastosowanie nowego tgcznika umozliwito tworzenie
koniugatow czasteczek zawierajgcych grupy aminowe (np.: peptydéw) bez koniecznosci ich
modyfikacji chemicznej ukierunkowanej na wprowadzanie ugrupowania tiolowego do
struktury. Sprzeganie z nanonos$nikiem zachodzi w tym przypadku poprzez generowanie
wigzania uretanowego metodg estréw aktywnych NHS. Metodg tg otrzymano potgczenie

parasola molekularnego z czasteczky pentapeptydu o sekwencji H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-
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OH, gdzie wigzanie z parasolem molekularnym zrealizowano z wykorzystaniem grupy

aminowej tyrozyny, otrzymujac koniugat XLIX z wydajnoscig okoto 20%. (Rysunek 31).171

XLIX

Rysunek 31. Struktura potgczenia parasola molekularnego z pentapeptydem poprzez tacznik o-ditiobenzoilo-
karbamoilowy.

Badania prowadzone przez Regena i wspc')fpracownik(')w172 nad zwiekszeniem
selektywnej toksycznosci amfoterycyny B, doprowadzity do otrzymania koniugatéw parasoli
molekularnych z czasteczkg amfoterycyny B. W przeciwiefstwie do wczedniej opisanych
potaczen z AmB, parasol molekularny potaczony byt za posrednictwem osmioweglowego
tacznika @w-aminoacylowego, tworzacego dwa wigzania amidowe: z drugorzedowa grupa
aminowgq parasola oraz karboksylowg grupg amfoterycyny B. W tym przypadku podejscie
syntetyczne polegato na poczatkowym utworzeniu potaczenia spermidyna-tgcznik, ktére
otrzymano na drodze kondensacji Nl,Ng-bis(triﬂuoroacetylo)-chronionej czasteczki
spermidyny L z estrem aktywnym TDBTU kwasu N-Boc-8-aminooktanowego LI. Otrzymany
w ten sposdb amid LIl postuzyt jako substrat w reakcji tworzenia wigzan amidowych
z resztami kwasu cholowego, aktywowanymi estrem TDBTU. Otrzymany  parasol
molekularny LIl po usunieciu grupy ochronnej Boc, zostat poddany reakcji kondensacji
z estrem aktywnym TDBTU N-Fmoc-chronionej amfoterycyny B LIV. Nastepujgce po reakcji
kondensacji usuwanie ochrony Fmoc grupy aminowej AmB doprowadzito do otrzymania
koricowego koniugatu LV (Rysunek 32)."”

Regen i wspc')fpracownicy173 opracowali takize metody syntezy parasoli
molekularnych zdolnych do tworzenia koniugatéw z nukleotydami i kwasami nukleinowymi
na drodze oddziatywan niekowalencyjnych — elektrostatycznych. Potfgczenia tego typu
otrzymano stosujac dwie strategie syntetyczne. W obu podejsciach przeprowadzono
syntezy dwu- i czterosteroidowych parasoli molekularnych posiadajacych wolne
drugorzedowe grupy aminowe LVI. Otrzymane struktury ,zaopatrzono” nastepnie w dwa
rozne taczniki (Rysunek 33). Pierwszy z nich to wykorzystany juz wczesniej tgcznik bazujgcy
na kwasie 3-merkaptopropanowym, ktérego prekursorem jest ester aktywny TDBTU kwasu
3-(2-pirydylodisulfanylo)-propanowego XLI. Drugi rodzaj tacznika bazuje z kolei na
strukturze kwasu N-(3-karboksylopropylo)maleimidu, ktérego prekursorem jest jego ester
aktywny TDBTU LXVIIl. Otrzymane potaczenia parasoli molekularnych LVIII i LIX ze
wspomnianymi  tgcznikami poddane zostaty nastepnie sprzeganiu z amidem
cysteinylooktaargininy LX. W wyniku kondensacji otrzymano koniugaty LXI i LXII r6znigce sie
sposobem potgczenia peptydu z czasteczkg nosnika (Rysunek 33). Nalezy zauwazy¢, ze
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pochodna LXI posiada labilny uktad disulfidowy, moggacy ulegac lizie na skutek aktywnosci
komérkowego glutationu. W przypadku koniugatu LXIl powstaty na skutek addycji Michaela
uktad jest raczej trwaty i nie ulega szybkiej lizie w warunkach komérkowych. Reszta argininy,
a wiasciwie grupy guanidynowe taficuchdw bocznych w postaci sprotonowanej stanowig
eletrostatyczny ,zaczep” dla ujemnie natadowanych reszt fosforanowych obecnych

w nukleotydach i kwasach nukleinowych (Rysunek 33).173
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Rysunek 32. Synteza pofaczenia parasola molekularnego zaopatrzonego w tacznik w-aminoacylowy z czasteczky
amfoterycyny B.
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Rysunek 33. Droga otrzymywania potgczen parasoli molekularnych z oktaargining, stanowigca jonowy ,,zaczep” dla
kwasow nukleinowych.
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RozDziAt

4. Cel i zakres pracy

Gtownym celem badan, ktérych wyniki opisano w niniejszej pracy doktorskiej, byto

zaprojektowanie i synteza tzw. parasoli molekularnych, pochodnych kwaséw zétciowych

i spermidyny oraz ich koniugatow z inhibitorami enzymatycznymi o strukturze

aminokwasowej, jako potencjalnych zwigzkéw o dziataniu przeciwgrzybowym.

Realizacja postawionego celu wymagata:

1)

2)

3)

opracowania metod syntezy substratow niezbednych do otrzymywania
koniugatdw, przede wszystkim parasoli molekularnych o okreslonej konstytucji,
opracowania i optymalizacji metod syntezy potgczen parasoli molekularnych ze
zwigzkami o dziataniu przeciwgrzybowym,

sprawdzenie mozliwosci wykorzystania do konstrukcji koniugatow parasoli
molekularnych kilku rodzajéw tacznikéw labilinych.

W zakres przeprowadzonych badan wchodzity nastepujgce zadania szczegdtowe:

1)
2)

3)
4)

5)

6)

synteza parasoli molekularnych,

synteza bezposrednich potgczen parasoli molekularnych z kwasem (S)-N>-(4-
metoksyfumaroilo)-2,3-diaminopropanowym (FMDP),

opracowanie metody syntezy tgcznika typu ‘trimethyl lock’,

opracowanie metody syntezy koniugatéw parasoli molekularnych ze zwigzkami
biologicznie aktywnymi: kwasem (5)-N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropa-
nowym (FMDP) oraz (1R,2S)-cis-pentacyng, potgczonymi za posrednictwem
tacznikow labilinych,

synteza koniugatow parasoli molekularnych ze zwigzkami fluorescencyjnymi:
dansyloglicyng i Lys(Mca),

identyfikacja otrzymanych pochodnych z wykorzystaniem technik
spektroskopowych 'H NMR, "*C NMR, FTIR oraz wysokorozdzielczej spektrometrii
mas HRMS-ESI.
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5. Wyniki i dyskusja

Obecnie istnieje stosunkowo niewiele lekdw o skutecznej aktywnosci
przeciwgrzybowej, ktére stosowane w praktyce klinicznej grzybic uktadowych sg bezpieczne
dla organizmu pacjenta. Jak juz wspominatem wczesniej, przyczyn takiego stanu rzeczy jest
wiele, jak chociazby duza cytotoksycznos¢ dla komdrek ludzkich, waskie spektrum dziatania
tych lekéw czy szybkie nabywanie lekoopornosci przez wczesniej skutecznie zwalczane
szczepy patogennych grzybow. Dlatego wprowadzenie nowych, skutecznych zwigzkéw
o dziataniu przeciwgrzybowym mogtoby zapetni¢ te luke. Zwigzki takie, jak FMDP czy
cis-pentacyna jako silne inhibitory enzymatyczne, mogtyby sta¢ sie potencjalnymi lekami.
Jednakze ze wzgledu na stabg przenikalnos¢ przez btony biologiczne nie znajduja takiego
zastosowania. Dlatego od lat poszukiwane sg metody skutecznego wprowadzania tych
zwigzkéw do komdrek grzybowych. Czesé z tych sposobow okazata sie nietrafiona, zas inne,
pomimo ze skuteczne w badaniach, na dtuzsza mete nie moga by¢ stosowane ze wzgledu na
szybko nabywang wobec nich opornosé przez komaorki patogennych grzybow.

Zainspirowany badaniami Regena162 nad parasolami molekularnymi, postanowitem
sprawdzi¢ mozliwosci wprowadzania do patogennych komodrek grzybowych wyzej
wymienionych inhibitoréw, wykorzystujac transport realizowany przez parasole
molekularne. Wydaje sie, ze dzieki takiemu zabiegowi z jednej strony omijam problem
wysokiej polarnosci czasteczek inhibitoréw, a jednoczesnie komorki grzybowe nie powinny
nabywac opornosci, poniewaz transport MU odbywa sie na drodze bezposredniego
przenikania przez btone komdrkowg, a w zwigzku z tym komérka nie ma zadnej mozliwosci
regulowania tego procesu. Budowa parasoli molekularnych pozwala na tatwe faczenie ich
z inhibitorami, ktére majg strukture aminokwaséw. Problemem jest dobdr witasciwego
tacznika posredniczacego pomiedzy strukturami MU i czasteczki biologicznie czynnej.
Od strony syntezy chemicznej tgcznik ten powinien umozliwia¢ fatwe przytgczanie
czgsteczek aktywnych, ktére wykazujg charakter aminokwasowy. Sprzeganie MU
z czgsteczka transportowang powinno odbywac sie w jak najmniejszej liczbie etapdw i w jak
najmniej inwazyjnych warunkach, umozliwiajgcych zachowanie aktywnosci biologicznej
czasteczek transportowanych. Ponadto tgcznik musi ulegaé lizie w Srodowisku cytoplazmy
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patogennych komorek grzybowych, powodujac tym samym uwolnienie czgsteczki aktywne;j
w formie natywnej.

W trakcie prowadzonych badan wykorzystatem dwie strategie syntezy docelowych
potaczen parasoli molekularnych z czgsteczkami transportowanymi. Pierwsze z podejsé
syntetycznych polegato na poczatkowym otrzymaniu struktury parasola molekularnego,
pdzniejszej jego modyfikacji polegajacej na konstruowaniu tgcznika i ostatecznego
sprzegania z czasteczky biologicznie czynng (Rysunek 34A). Drugi sposdb syntezy
zamierzonych struktur, polegat natomiast na poczatkowej syntezie tacznika, jego
kondensacji z odpowiednio ochroniong czgsteczkg spermidyny, nastepnie potaczeniu
z indywiduum transportowanym i w ostatnim kroku tworzeniu struktury parasola
molekularnego (Rysunek 34B). Wspomniane strategie przedstawitem w sposéb pogladowy
na Rysunku 34.

NS

spermidyna kwas zolciowy lacznik czastecza transportowana

Rysunek 34. Zastosowane strategie syntezy koniugatow parasoli molekularnych z czgsteczkami transportowanymi.
(A) strategia oparta o poczatkowa synteze parasoli molekularnych i pdiniejsze dotfaczanie czasteczki tgcznika
i substancji transportowanej; (B) strategia oparta o poczatkowe taczenie czasteczki tacznika z substancjg
transportowang i pdzniejsze tworzenie struktury parasola molekularnego.

Otrzymane przeze mnie koniugaty charakteryzujg sie réznymi sposobami
potgczenia czasteczki transportowanej ze strukturg parasola molekularnego.
W najprostszym wariancie indywiduum transportowane potgczone jest bezposrednio
z drugorzedowg grupg aminowa spermidyny. W pozostatych przypadkach pomiedzy
strukturg transportera i czasteczki “tadunku’ posredniczy specyficzny tgcznik wykazujgcy
potencjalng labilnos¢ w Srodowisku cytoplazmy patogennych komoérek grzybowych. Jednym
z zastosowanych facznikdw jest dipeptyd o strukturze m-aminokwasu, potgczonego
ugrupowaniem karboksylowym z drugorzedowg grupa aminowgq spermidyny, a funkcja
aminow3 z L-alaning. W potgczeniu tym reszta alaniny stuzy jako bezposredni ,,zaczep” dla
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czasteczki transportowanej. Takie koniugaty czasteczki transportowanej z parasolem
molekularnym zostaty przeze mnie otrzymane z wykorzystaniem strategii syntezy
zaprezentowanej na Rysunku 34A. Drugim rodzajem tacznika jest ugrupowanie ‘trimethyl
lock’. tacznik ten potaczony jest za posrednictwem funkcji karboksylowych z parasolem
molekularnym oraz z czgsteczkg transportowang. Pochodne zawierajgce w swojej
konstytucji ukfad ‘trimethyl lock’ otrzymatem w oparciu o strategie przedstawiong na
Rysunku 34B.

W trakcie badaid otrzymatem pochodne bedgce koniugatami parasoli
molekularnych z FMDP 1, cis-pentacyng 2, dansyloglicyng 3 i Lys(Mca) 4. Wszystkie
struktury otrzymanych parasoli molekularnych to potaczenia komercyjnie dostepnego
kwasu deoksycholowego 5, cholowego 6 i spermidyny 7 (Rysunek 35).
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Rysunek 35. Struktury chemiczne czasteczek biologicznie aktywnych i fluorescencyjnych zastosowanych
w tworzeniu potaczen z parasolami molekularnymi: FMDP 1, cis-pentacyna 2, dansyloglicyna 3, Lys(Mca) 4 oraz
komponenty struktur parasoli molekularnych: kwas deoksycholowy 5, kwas cholowy 6 i spermidyna 7.

Podstawowg strukturg parasola molekularnego zastosowang w moich badaniach byta
wersja kwasu cholowego lub deoksycholowego, ktérych grupy hydroksylowe zostaty
przeksztatcone w estry kwasu siarkowego w formie soli sodowej. Wybdr ten byt
uzasadniony wynikami badan Janouta i wspétpracownikéw, ktérzy wykazali, ze koniugaty
takich parasoli zamfoterycyng B dyfundujg przez grzybowa btone komc')rkowal.170

W trakcie badan otrzymatem czternascie pochodnych stanowigcych potaczenia
parasoli molekularnych z czasteczkami biologicznie czynnymi: FMDP 8-15, cis-pentacyng 16-
17, a takie z czynnikami fluorescencyjnymi: dansyloglicyng 18-19 i Lys(Mca) 20-21
(Rysunek 36).
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Rysunek 36. Struktury otrzymanych docelowych potaczern parasoli molekularnych z czasteczkami
transportowanymi.

Ponadto otrzymatem szes¢ potaczen parasoli molekularnych, pochodnych kwasu
deoksycholowego (22-25) i cholowego (26 i 27), z w-aminokwasami, ktére zostaty
wykorzystane jako substraty w reakcjach kondensacji z makrolidami polienowymi:
amfoterycyng B i nystatyng A; (Rysunek 37). W wyniku tych kondensacji otrzymano 12
koniugatow, w tym 6 z amfoterycyng B (69-73) i 6 z nystatyng (74-79).

o] 0]
NN SN
H H
HN HN
Boc HO Boc HO
HO
22 n=1 24,n=4 26,n=2
23,n=2 25,n=6 HO 27,n=6 HO

Rysunek 37. Potgczenia parasoli molekularnych z Boc chronionymi m-aminokwasami, przeznaczone do sprzegania
z amfoterycyng B i nystatyng A;.
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5.1. Synteza bezposrednich potaczen parasoli molekularnych
z czgsteczkami transportowanymi

5.1.1. Synteza parasoli molekularnych

Aby zrealizowac cele niniejszej pracy badawczej przeprowadzitem synteze parasoli
molekularnych — pochodnych kwasu cholowego lub deoksycholowego i spermidyny.
Metodyke opracowatem w oparciu o prace Janouta i wspc’>’rpracowniko’w174 oraz Okahaty
i wspc’)fpracownikéw,175 bazujgce na tworzeniu wigzania amidowego z wykorzystaniem
metody N-hydroksysukcynimidylowych estrow aktywnych kwasu cholowego (Rysunek 38).
Opisana w literaturze procedura zostata przeze mnie zmodyfikowana na etapie izolacji
i oczyszczania produktow reakcji oraz zaadoptowana do otrzymywania parasoli
molekularnych, pochodnych kwasu deoksycholowego.

Rysunek 38. Droga syntezy prostych parasoli molekularnych metoda N-hydroksysukcynimidylowych estrow
aktywnych.

Synteza wigzania amidowego technikg NHS-DCC, w pierwszym etapie wymagata
aktywacji ugrupowania karboksylowego odpowiedniego kwasu zétciowego 5 lub 6 poprzez
tworzenie estru N-hydroksysukcynimidylowego z wykorzystaniem N-hydroksysukcynimidu
i N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) jako odczynnika kondensujgcego. Otrzymane tg
metodg estry aktywne 28 i 29 oczyszczatem poprzez krystalizacje. W kolejnym etapie estry
poddawatem procesowi sprzegania z pierwszorzedowymi grupami aminowymi spermidyny
7. Operacje oczyszczania oparte o preparatywng cieczcowg chromatografie kolumnowa
doprowadzity do wyizolowania chromatograficznie czystych produktéw 30 i 31. Otrzymane
parasole molekularne postuzyty w pdzniejszych badaniach jako materiat wyjsciowy do
syntezy kolejnych pochodnych.

5.1.2. Synteza potgczen parasoli molekularnych z dansyloglicyng i FMDP

Kolejnym celem pracy doswiadczalnej byto otrzymanie koniugatéw parasoli
molekularnych 30 i 31 z indywiduum fluorescencyjnym — dansyloglicyng (DansGly) 3.
Zwigzki te sg niezbedne do zbadania transportu parasoli molekularnych do wnetrza
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komodrek ssaczych i grzybowych. Do otrzymania takich pochodnych ponownie
wykorzystatem metode N-hydroksysukcynimidylowych estréw aktywnych (Rysunek 39).

HN o™ o
0=S=0 NHS, DCC 0=8=0 30 lub 31
— Y —_—
3 32

Rysunek 39. Droga syntezy fluorescencyjnych pochodnych parasoli molekularnych.

Ze wzgledu na labilnos¢ dansyloglicyny, wszystkie operacje i procesy jednostkowe
przebiegajace z jej udziatem prowadzitem w warunkach ograniczonego dostepu
promieniowania Swietlnego. Otrzymany ester aktywny dansyloglicyny 32 poddatem
procesowi sprzegania z odpowiednimi parasolami molekularnymi 30 i 31. Produkty
kondensacji 18 i 19 oczyscitem na drodze chromatografii kolumnowej na Zzelu
krzemionkowym, otrzymujac je w postaci chromatograficznie czyste;j.

Aby sprawdzi¢ czy do aktywnosci inhibitoréw potgczonych z parasolami
molekularnymi niezbedne s dodatkowe tgczniki w/w struktur, postanowitem otrzymac
bezposrednie koniugaty tych zwigzkéw. W analogiczny sposéb do opisanego wyzej
przeprowadzitem syntezy koniugatéw parasoli molekularnych 30 i 31 z inhibitorem enzymu
syntazy glukozamino-6-fosforanu — FMDP 1. Podobnie jak poprzednio jako ,narzedzie”
sprzegajace zastosowatem estry aktywne, a mianowicie ester N-hydroksysukcynimidylowy
Boc-FMDP 34, ktéry zsyntezowatem z Boc-FMDP 33 otrzymanego przez mgr inz. Joanne
Skok. Otrzymany ester aktywny 34 stosowatem w dalszych etapach bez dodatkowego
oczyszczania. W wyniku sprzegania estru 34 ze zwigzkami 30 i 31 otrzymatem odpowiednie
koniugaty 35 i 36, ktére oczyscitem na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym. Pochodne 35 i 36 posiadajg w swojej strukturze Boc-chroniong grupe
a-aminowg w reszcie FMDP, ktérg usitowatem usungc stosujgc TFA jako standardowy
odczynnik deprotekcyjny. Jednakze analiza TLC wykazata, ze otrzymane zwigzki sg labilne
w S$rodowisku tego kwasu. Dlatego przeprowadzitem proces usuwania ochrony Boc
z zastosowaniem fagodniejszego srodowiska reakcji, wykorzystujagc bezwodny metanol
nasycony gazowym chlorowodorem. Zmiana ta przyniosta oczekiwany wynik i doprowadzita
do usuniecia ochrony z grupy aminowej z zadowalajgcg wydajnoscig, co skutkowato
otrzymaniem pochodnych 8 i 9 (Rysunek 40). Strukture chemiczng otrzymanych zwigzkdéw
potwierdzitem za pomocg spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas.

Podczas otrzymywania pochodnych parasoli molekularnych 8, 9, 18 oraz 19
zapoznatem sie z metodykg syntezowania, izolacji oraz oczyszczania tytutowych zwigzkow,
co zaowocowato cennymi informacjami przydatnymi w dalszych postepowaniach
syntetycznych.
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33 34 30 lub 31

MeOH/HCI

35R=H
36,R = OH
Rysunek 40. Syntezy koniugatéw parasoli molekularnych z chlorowodorkiem FMDP.
Fluorescencyjne pochodne 18 i 19 poddane zostaty wstepnym badaniom

biologicznym, majgcym potwierdzié ich zdolnos$¢ do penetracji w poprzek btony biologiczne;j
patogennych komorek grzybowych, a zwigzki 8 i 9 postuzyty do wstepnej oceny aktywnosci
biologicznej oraz wyznaczenia kolejnych zatozen pracy syntetycznej. Badania wykonane
w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej
potwierdzity zdolno$¢ do przenikania przez btony biologiczne oraz wykazaty pewnga, cho¢
niezadowalajgcy, aktywnos$¢ przeciwgrzybowg pochodnych 8 i 9. Podkreslic nalezy,
ze parasole molekularne 30 i 31 takze wykazujg niewielkg aktywnosé grzybobdjcza.
Najprawdopodobniej aktywnos¢ ta zwigzana jest z lokowaniem sie uktadow steroidowych
parasoli molekularnych w btonie biologicznej i zaburzaniem jej naturalnego stanu.
Lokowanie sie parasoli molekularnych, niosgcych czgsteczke aktywna, jest w tym przypadku
niepozadane, poniewaz cel molekularny czgsteczki FMDP zlokalizowany jest w cytoplazmie
komorki grzybowej. Analiza wynikéw badan doprowadzita do dwodch zasadniczych
wnioskéw: (i) nalezatoby otrzymac¢ koniugaty parasoli molekularnych potgczonych
z czgsteczkg FMDP w taki sposob, aby czgsteczka ta ulegata odszczepieniu od struktury
nosnika w formie natywnej w srodowisku cytoplazmy patogennych komodrek grzybowych
oraz (ii) tak zmodyfikowaé strukture nosnika, aby nie ulegat agregacji w biwarstwie
lipidowej, a tym samym skutecznie transportowat czgsteczke “tadunku’ do wnetrza komarki.

5.2. Synteza parasoli molekularnych z tgcznikiem w-aminoacylowym

Opierajgc sie o wspomniang wczesniej strategie syntezy koniugatéw parasoli
molekularnych, postanowitem otrzymaé pofaczenia w-aminokwaséw z parasolami
molekularnymi. Droga syntezy tych potgczen polegata na tworzeniu wigzania amidowego
pomiedzy grupami karboksylowymi odpowiednio chronionych m-aminokwaséw a wolna
grupg aminowgq gotowych struktur parasolowych 30 i 31. Synteze zaplanowanych struktur
rozpoczatem od ochrony grup aminowych komercyjnie dostepnych kwaséw:
3-aminopropanowego 37, 4-aminobutanowego 38, 6-aminoheksanowego 39 oraz
8-aminooktanowego 40 ugrupowaniem tert-butoksykarbonylowym, wykorzystujac w tym
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celu standardowg procedure ochrony grup aminowych aminokwaséw przy pomocy weglanu
di-tert-butylu. Wyizolowane N-Boc-chronione pochodne 41-44, przeksztatcitem nastepnie
w estry N-hydroksysukcynimidylowe 45-48, stosujgc w tym celu technike NHS-DCC
(Rysunek 41).

o
o o
Boc,0 Boc  NHs.DCG
HO NH, HO N N\OJLMA Boc
n N H 4 n

(o]
N
H
= n
n

37,n=1 39,n
38,n=2 40,n

=4 41,n=1 43,n
=6 42,n=2 44,n

30 Iub 31

Rysunek 41. Schemat syntezy pofaczenn MU z m-aminokwasami technikg NHS-DCC.

Nastepnie estry aktywne 45-48, oczyszczone na drodze krystalizacji, poddatem reakcji
kondensacji ze strukturami parasolowymi 30 i 31, otrzymujgc Boc-chronione pofaczenia
22-27, ktére po oczyszczeniu na drodze chromatografii kolumnowej oraz potwierdzeniu
struktur za pomoca spektroskopii NMR i spektrometrig mas, przekazatem do dalszych prac
syntetycznych.

5.2.1. Synteza koniugatéw parasoli molekularnych z FMDP z uzyciem
tacznikéw w-aminoacylowych

Uwazatem, Zze powinno by¢ réwniez mozliwe zastosowanie w badanych
koniugatach tgcznika o charakterze aminokwasowym w celu utatwienia uwalniania
czasteczki FMDP w komoérkach patogendw. Uktad taki powinien ulegac lizie w srodowisku
cytoplazmy na skutek aktywnosci komorkowych amidaz, hydrolizujgcych wigzanie amidowe
posredniczace miedzy czasteczkg FMDP i tgcznikiem aminokwasowym. Zatozytem,
ze struktury takich potgczen powinny zawiera¢ wigzanie peptydowe z fatwoscig
rozpoznawalne przez enzymy komorkowe. Tym samym bezposrednie generowanie wigzania
amidowego pomiedzy grupa karboksylowg FMDP i aminowg taricucha m-aminoacylowego
wydaje sie nieuzasadnione z racji niebiatkowego charakteru obu strukturalnych elementow.
Racjonalnym rozwigzaniem wydato sie wiec by¢ przytaczenie reszty aminokwasu
biatkowego do ugrupowania m-aminoacylowego oraz nastepujgce po nim utworzenie
wigzania peptydowego z czgsteczkag FMDP. Jako aminokwas posredniczgcy miedzy struktura
facznika w-aminoacylowego i FMDP wybratem L-alanine — jest to aminokwas biatkowy
o nieskomplikowanej strukturze chemicznej (Rysunek 42).

Aby otrzymac¢ zaplanowane potgczenia przeprowadzitem reakcje tworzenia
wigzania amidowego L-alaniny z pochodnymi w-aminoacylowymi parasoli molekularnych.
W tym celu z pochodnych 22-27 usungtem ugrupowanie Boc z pierwszorzedowej grupy
aminowej uktadu m-aminoacylowego poprzez dziatanie bezwodnym metanolem nasyconym
gazowym chlorowodorem. Otrzymane w ten sposéb chlorowodorki 49, 51, 52 i 54
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wykorzystatem in situ jako substraty do sprzegania z estrem aktywnym Fmoc-L-alaniny.
Woczesniej przeksztatcitem komercyjnie dostepng Fmoc-L-alanine w jej ester aktywny,
stosujagc w tym celu technike NHS-DCC. Otrzymany ester 55 oczyszczony na drodze
krystalizacji uzytem do tworzenia wigzania amidowego z pochodnymi 50, 51, 52 i 54.
Otrzymane Fmoc-chronione uktady parasolowe 56-59 oczyscitem na drodze chromatografii
kolumnowej i poddatem kolejnej reakcji usuwania ugrupowania Fmoc z grupy o-aminowe;j
alaniny w obecnosci pirolidyny jako czynnika deprotekcyjnego.

22.27 MeOH/HCI

OH

o

pirolidyna
e
HO
R
n=6 OH

6 HO

,n=2 58,R=H,n=6
,n=4 59, R=0H,n=6 HO

1. ACOEYHCI
2. Pyf
3.NaHCO,
_

Rysunek 42. Droga syntezy koniugatéw parasoli molekularnych z czagsteczkg FMDP potaczonych za posrednictwem
facznika @-aminoacylowego.

Otrzymane produkty 60-63 po izolacji z mieszaniny reakcyjnej, zostaty przeze mnie
wykorzystane w dalszym procesie syntetycznym. Pochodne 60-63 s3 to struktury
parasolowe posiadajagce na drugorzedowej grupie aminowej ukfad dwu reszt
aminokwasowych gotowy do sprzegania z estrem aktywnym NHS Boc-FMDP 34. Reakcja
generowania wigzania amidowego, pOzZniejsza izolacja i oczyszczanie na drodze
chromatografii kolumnowe] prowadzity do otrzymania koniugatéow 64-67 posiadajgcych
w swojej strukturze czgsteczke FMDP chroniong na ugrupowaniu aminowym. Dwa ostatnie
etapy syntezy zamierzonych pochodnych, polegaty na usunieciu ugrupowania Boc z grupy
aminowej czasteczki FMDP za pomocg bezwodnego octanu etylu nasyconego gazowym
chlorowodorem jako czynnika deprotekcyjnego oraz reakcji estryfikacji z zastosowaniem
kompleksu Py/SO;. Produkty po zalkalizowaniu wodoroweglanem sodu przeksztatcitem
w docelowe koniugaty 10-13, ktdre oczyscitem na drodze chromatografii kolumnowej
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(Rysunek 42). Struktury wszystkich produktow posrednich i koricowych poddatem analizie
spektralnej za pomoca spektroskopii NMR i spektrometrii mas. Reasumujac, w wyniku
opisanych przeksztatcen otrzymatem koniugaty parasoli molekularnych z czgsteczkg FMDP
potfaczone wigzaniem peptydowym za pomocg tgcznika diaminokwasowego.

5.2.2. Synteza koniugatéw parasoli molekularnych z makrolidami polienowymi
z uzyciem tgcznikéw w-aminoacylowych

Otrzymane przeze mnie w ramach niniejszej pracy badawczej potgczenia parasoli
molekularnych 30 i 31 z resztami ®-aminokwasdéw, zostaty takze wykorzystane przez
mgr inz. Kornelig Skarbek do tworzenia potaczen z czgsteczkami makrolidéw polienowych —
amfoterycyny B 68-73 oraz nystatyny A; 74-79 (Rysunek 43).

OH o

e) H_oH o
HO__/., O OH OH OH OH O O\N
W NN NN o) '{L\N
o]
0
HO
AN oH 49-54
lub Fmoc - -
OH OH OH 68, X=AmB,R=H,n=1 74, X=Nys,R=H,n=1
e \OH 0o 69, X=AmB,R=H,n=2 75,X=Nys,R=H,n=2 HO
70, X=AmB,R=H,n=4 76, X=Nys,R=H,n=4
) o. , ) , , , ,
HOL -+, O OHOHOH — OHO N 71, X=AmB,R=H.n=6  77,X=Nys.R=H.n=6
WINANF PNNNF o] N\\N 72,X=AmB,R=0H,n=2 78 X=Nys,R=0H,n=2
0 73,X=AmB,R=0H,n=6 79,X=Nys,R=0H,n=6
HO Q
HN.oH

Rysunek 43. Struktury potaczert MU z makrolidami polienowymi, zawierajgce taczniki @-aminoacylowe.

5.3. Synteza parasoli molekularnych z tgcznikiem o-ditiobenzoilokarba-
moilowym

Szukajac rozwigzania dla postawionych zatozer przeprowadzitem analize danych
literaturowych, ktéra wykazata, ze, uwalnianie czgsteczki tadunku w formie natywnej moze
byc takze uzyskane przy zastosowaniu reszty o-ditiobenzoiIokarbamoilowej.171

Jing i wspé’fpracownicy171 zastosowali nowy rodzaj facznika, ktory pod wptywem
redukcyjnej aktywnosci glutationu, obecnego w kazdej komérce eukariotycznej, ulega
szeregowi przemian chemicznych prowadzgcych do uwolnienia czasteczki transportowanej
ze struktury nanonosnika w formie natywnej. tacznikiem tym jest reszta
o-ditiobenzoilokarbamoilowa zawierajgca w swojej strukturze ugrupowanie disulfidowe
labilne w Srodowisku aktywnosci glutationu. Mechanizm degradacji tego tacznika,
prowadzacy do uwolnienia czgsteczki tadunku przedstawitem na Rysunku 44. Po wniknieciu
do srodowiska cytoplazmy uktad disulfidowy tgcznika ulega rozszczepieniu na skutek
nukleofilowego ataku grupy tiolowej czgsteczki glutationu. W rezultacie dochodzi do
utworzenia nowego wigzania disulfidowego pomiedzy czgsteczka glutationu i nanonosnika.
Struktura tgcznika ulega przy tym degradacji prowadzacej do uwolnienia czasteczki

transportowanej w formie natywnej (Rysunek 44)."*"
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Rysunek 44. Mechanizm degradacji facznika o-ditiobenzoilokarbamoilowego przez czasteczke glutationu,
prowadzacy do uwolnienia czasteczki transportowanej w formie natywnej.

Dodatkowg zaletg tgcznika o-ditiobenzoilokarbamoilowego jest mozliwos¢ przytaczania
dowolnych czasteczek nie zawierajgcych w swojej strukturze reszt tiolowych, poniewaz
faczenie zachodzi¢ moze za posrednictwem grupy aminowej lub hydroksylowej zwigzku
dotgczanego. W Sswietle powyiszego wydawato mi sie, ze tacznik o-ditiobenzoilo-
karbamoilowy jest najbardziej predestynowany do tgczenia reszt parasoli molekularnych
z czgsteczkami inhibitoréw enzymatycznych.

Prace eksperymentalng, majgcg na celu otrzymanie koniugatéw z facznikiem
o-ditiobenzoilokarbamoilowym,  realizowatem w  oparciu o prace Regena
i wspé’rpracownik(’)w.171 W pierwszym etapie otrzymatem ester di-N-hydroksysukcyn-
imidylowy 81 z kwasu 3,3’-ditiopropanowego 80 wykorzystujgc w tym celu metode NHS-
DCC. Oczyszczony na drodze krystalizacji diester 81 postuzyt w dalszych etapach badan jako
indywiduum sprzegajace struktury parasoli molekularnych 30 i 31 do homodimeréw 82 i 83
na drodze tworzenia wigzania amidowego z drugorzedowymi grupami aminowymi
spermidyny (Rysunek 45).
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Rysunek 45. Droga syntezy estrowych homodimerdw parasoli molekularnych.
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Dimery 82 i 83 poddatem estryfikacji kompleksem Py/SO;, a nastepnie
przeprowadzitem w forme soli sodowej estru kwasu siarkowego(VI) na drodze alkalizacji
wodnym roztworem wodoroweglanu sodu. W wyniku przeprowadzonej reakcji estryfikacji,
izolacji i oczyszczenia produktéw na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym otrzymatem siarczany 84 i 85.

Kluczowym elementem syntezowanych przeze mnie pochodnych jest wigzanie
disulfidowe. Synteze uktadu z wigzaniem disulfidowym 88 przeprowadzitem wykorzystujgc
komercyjnie dostepne: alkohol 2-merkaptobenzylowy 86 oraz chlorek metoksykarbonylo-
sulfenowy 87. Po sprzeganiu, izolacji i oczyszczeniu produktu otrzymatem niesymetryczny
disulfid 88 (Rysunek 46).

84,R=H 89,R=H 91, R=H
85, R = 0SO3Na 90, R = 0SO;3Na 92, R = 0SO;3Na

Rysunek 46. Droga syntezy monomerycznych form parasoli molekularnych zaopatrzonych w facznik
o-ditiobenzoilokarbamoilowy.

Otrzymane wczesniej formy dimeryczne 84 i 85 poddatem reakcji rozszczepiania do
produktéw monomerycznych 89 i 90 na drodze redukcji wigzania disulfidowego
chlorowodorkiem tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP) w Srodowisku buforu fosforanowego
o pH 7.3. Po izolacji tiolowych produktéw 89 i 90 z mieszaniny poreakcyjnej, poddatem je
kondensacji z wczesniej otrzymanym disulfidem 88, co prowadzito do utworzenia wigzania
disulfidowego pomiedzy parasolem molekularnym a alkoholem 2-merkaptobenzylowym.
Woyizolowane i oczyszczone przy pomocy chromatografii kolumnowej pochodne 91 i 92
(Rysunek 46) postuzyty jako materiat wyjsciowy do tworzenia potgczen z czgsteczkag FMDP
i czynnikiem fluorescencyjnym — rodaming 110.
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W pierwszej kolejnosci podjatem prébe otrzymania koniugatéw parasoli
molekularnych 93-96, ktérych struktury przedstawitem na Rysunku 47. W tym celu
pochodne 91 i 92 poddatem reakcji tworzenia wigzania estrowego z udziatem benzylowej
grupy hydroksylowej poprzez dziatanie weglanem di-N, N’-hydroksysukcynimidylowym (DSC)
otrzymujac pochodne 97 i 98, ktére postuzy¢ miaty jako wyjsciowy substrat w reakcji
kondensacji z solg sodowa rodaminy-110 oraz solg trietyloammoniowg FMDP. Jednakze
w Zzadnym z obu przypadkéw proces sprzegania nie powiodt sie. Nie otrzymatem
w zadowalajgcej ilosci zatozonych produktéw 93-96 (Rysunek 47).

A,

o OY
91,R=H N-© 97,R=H
92, R = 0SO3Na o 98, R = OSO3Na
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lub
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95 Ry=H Ry = g—, @ 9 Ry =0S0O3Na R, = g—, F
CO, Et;NH CO, Et;NH

Rysunek 47. Droga syntezy koniugatéw MU z FMDP i rodaming-110 z wykorzystaniem tgcznika o-ditiobenzoilo-
karbamoilowego.

Dla  sprawdzenia  reaktywnosci  weglanu  di-N,N’-hydroksysukcynimidylu  (DSC)
przeprowadzitem probe z cykloheksyloaming. W wyniku reakcji sprzegania otrzymatem
pochodng typu uretanowego zamiast oczekiwanego N,N’-dicykloheksylomocznika.
W przypadku pochodnych fluorescencyjnych 93 i 94 niepowodzenie tworzenia wigzania
uretanowego wynika najprawdopodobniej z ograniczonej reaktywnos$¢ grupy aminowej
rodaminy-110, poniewaz jest to aromatyczna grupa aminowa. W przypadku pochodnych
FMDP 95 i 96 niepowodzenia nie mozna ttumaczyé aromatycznym charakterem grupy
aminowej. Znaczacy wptyw na zahamowanie reakcji majg tu najprawdopodobniej
uwarunkowania steryczne powodowane przez zmiany konformacyjne struktury parasola
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molekularnego oraz niewystarczajgca reaktywnos¢ estru NHS. Moje prace nad syntezg
pochodnych innego typu wykazaty, ze tworzenie wigzania amidowego z udziatem czgsteczki
FMDP za pomocg estréw aktywnych NHS nie zachodzi z dobrg wydajnoscia, nawet w duzo
prostszych uktadach. W celu zwiekszenia wydajnosci procesu wymagane jest zastosowanie
bardziej reaktywnych pochodnych estrow aktywnych, np.: TDBTU. Dokonatem przegladu
komercyjnie dostepnych odczynnikdéw kondensujgcych analogicznych do DSC, bedacych
pochodnymi kwasu weglowego. Jedynymi oferowanymi produktami, odznaczajgcymi sie
wiekszg reaktywnoscig, sa fosgen i jego pochodne: difosgen oraz trifosgen. Z racji
toksycznosci wspomnianych zwigzkdow oraz niemoznosci przeprowadzenia reakcji
w bezpiecznych warunkach, nie podjatem sie préby ich przetestowania w otrzymywaniu
pochodnych 93-96.

W Swietle powyiszych obserwacji zarzucitem ideg zastosowania tacznika
o-ditiobenzoilokarbamoilowego, uzasadniajgc stusznos¢ decyzji niemoznoscig utworzenia
wigzania uretanowego w omawianym uktfadzie.

5.4. Synteza parasoli molekularnych z fgcznikiem typu ‘trimethyl lock’

Kolejnym rodzajem tacznika, ktory sprawdzitem pod katem mozliwosci syntezy
koniugatéow parasoli molekularnych byto ugrupowanie zwane w literaturze anglojezycznej
‘trimethyl lock’. Ugrupowanie ‘trimethyl lock’ jest pochodng kwasu o-hydroksydihydro-
cynamonowego, w ktérej trzy grupy metylowe zajmujg niekorzystne energetycznie pozycje,
co uwaza sie za jedng z sit napedowych reakcji laktonizacji do pochodnej 2-chromanonu.'”’
Cecha charakterystyczng ugrupowania ‘trimethyl lock’ jest to, ze proces laktonizacji
zachodzi nawet w przypadku tak stabych elektrofili, jak amidy i ztych grup odchodzacych jak
aminy. Specyficzne witasciwosci ‘trimethyl lock’ zostaty zaobserwowane po raz pierwszy
w latach 60. ubiegtego wieku przez Louisa A. Cohena i Johna W. Thanassisa,178 ktorzy
ttumaczyli zjawisko laktonizacji zawadga przestrzenng pomiedzy trzema sasiadujgcymi ze
sobg ugrupowaniami metylowymi. Badania przeprowadzone przez inne grupy badawcze
pokazuja, ze laktonizacja uktadu jest spowodowana takze przez inne zjawiska, a sam proces

cyklizacji do 2-chromanonu jest sktadowa wielu czynnikéw (Rysunek 48).""

o
- q
—_—
) oo
= Me = Me
‘trimethy! lock' pochodna 2-chromanonu

Rysunek 48. Struktura i mechanizm laktonizacji ugrupowania ‘trimethyl lock’.

Obserwacje i wnioski wyciagniete przez Cohena,'”® przyczynity sie w pézniejszym czasie do
zastosowania ‘trimethyl lock’ jako elementu sktadowego prolekéw, uwalniajgcych
czasteczke aktywna w odpowiednich warunkach, zaleznych od konstytucji uktadu ‘trimethyl
lock’. W ostatnich czasach uktad ten znajduje takze zastosowanie jako tgcznik posredniczacy
miedzy czgsteczkg aktywng i nanonosnikiem, ktérym jest zwigzek o charakterze sideroforu,

wspomagajgcego transport w poprzek btony komc’>rkowej.141’179
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Pdzniejsze modyfikacje uktadu ‘trimethyl lock’ doprowadzity do wypracowania
trzech ogdlnych struktur uwalniajgcych czasteczke ‘tadunku’ wewnatrz komoérki na skutek
dziatania trzech réznych klas enzymow. Pierwszy rodzaj tacznika to uktad ‘trimethyl lock’
labilny w $rodowisku esteraz komdrkowych (Rysunek 49A). Acetylowana na grupie
hydroksylowej pochodna ‘trimethyl lock’ ulega hydrolizie na skutek czego uwolniona
fenolowa grupa hydroksylowa bierze udziat w procesie laktonizacji prowadzacym do
uwolnienia czasteczki leku. Drugi rodzaj tacznika to ester kwasu fosforowego,
hydrolizowany w warunkach aktywnosci fosfataz (Rysunek 49B). Podobnie jak
w poprzednim przypadku, uwolniona grupa hydroksylowa bierze udziat w procesie
cyklizacji, po czym nastepuje uwolnienie czgsteczki leku. Trzeci rodzaj facznika to ukfad
benzochinonu, ktéry pod wptywem dziatania oksydoreduktaz zostaje zredukowany do

fenolu co skutkuje wspomniang wczesniej laktonizacjg (Rysunek 49C).180
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Rysunek 49. Rézne typy tacznika ‘trimethyl lock’. (A) tacznik labilny w $rodowisku aktywnosci esteraz; (B) tgcznik
labilny w srodowisku aktywnosci fosfataz; (C) tacznik labilny w sSrodowisku aktywnosci oksydoreduktaz.

laktonizacja

140,141 . .
nad zastosowaniem ukfadu ‘trimethyl

Zainspirowany badaniami Millera i Ji,
lock’ w transporcie sideroforowym, postanowitem przeprowadzi¢ prébe syntezy parasoli
molekularnych zawierajgcych w swojej strukturze wspomniany tgcznik. Zdecydowatem sie
na prace z ugrupowaniem typu ‘trimethyl lock’ labilnym w $rodowisku aktywnosci esteraz.
Wybér ten uzasadniony jest obecnoscig esteraz we wszystkich komarkach eukariotycznych,
przez co hydroliza wigzania estrowego wyzwalajgca pdzniejszy proces laktonizacji, powinna
z tatwoscig przebiega¢ w cytoplazmie patogennych komérek grzybowych. Ponadto uktad

‘trimethyl lock’ hydrolizowany przez esterazy ma najprostszg strukture chemiczna
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w stosunku do analogéw rozpoznawanych przez fosfatazy i reduktazy, co wigze sie
z potencjalnie najmniej skomplikowang droga syntezy.

Zdecydowatem, ze synteze koniugatow z facznikiem tego typu nalezy
przeprowadzi¢ w zupetnie inny sposéb niz do tej pory. W pierwszym etapie postanowitem
otrzymac tacznik, nastepnie dotgczy¢ do niego czgsteczke inhibitora enzymatycznego, a na
koncu dobudowac reszty parasoli. Synteza odpowiednio chronionego ukfadu typu ‘trimethyl
lock’ jest osmioetpowa (Rysunek 50). Prace syntetyczne dotyczace kazdego z etapow

. . ;- s g . . . . . 140,141
realizowatem w oparciu o rézne zrédta literaturowe, m. in. o prace Millera i Ji.
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Rysunek 50. Ogélny schemat syntezy uktadu ‘trimethyl lock’ z chronionymi grupami karboksylowymi.

Aby mozina byto wykorzysta¢ do syntez tgcznik omawianego typu, nalezy tak
zaprojektowac jego proces syntetyczny by jedna grupa estrowa byta selektywnie usuwana
w obecnosci drugiej. W chemii sideroforéw zastosowano ester benzylowy chronigcy grupe
karboksylowa pochodzacg od reszty kwasu bursztynowego (R;= CH,Ph). Wolna grupa
karboksylowa (R,= H) postuzyta natomiast jako miejsce uchwytu czgsteczki aktywnej.140
Z uwagi na specyfike czasteczki inhibitora, ktéry docelowo miatem przytaczye,
zaproponowatem inne podejscie wymagajace w swojej realizacji ochrony obydwu grup
karboksylowych. Przeprowadzitem zatem synteze dwdch wariantéw tgcznika typu ‘trimethyl
lock’, w ktérych grupy karboksylowe chronione byty estrami: benzylowym i tert-butylowym
(Ry= CH,Ph i R,= t-Bu oraz R;= t-Bu i R,= CH,Ph). W tym celu wykorzystatem jako substraty
wyjsciowe komercyjnie dostepne odczynniki: bezwodnik bursztynowy 99, kwas
3-metylobut-2-enowy, 3,5-dimetylofenol 102 oraz inne reagenty nie wchodzgce w strukture
chemiczng ostatecznej formy facznika, takie jak: alkohol benzylowy czy alkohol tert-
butylowy.

W pierwszym kroku otrzymatem wodorobursztyniany benzylu 100 oraz tert-butylu
101 na drodze alkoholizy bezwodnika bursztynowego 99 alkoholem benzylowym lub
tert-butanolem (Rysunek 51). Wyizolowane i oczyszczone poprzez krystalizacje monoestery
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100 i 101 wykorzystatem w podzniejszych reakcjach jako odczynniki acylujgce grupe
hydroksylowg w 3,5-dimetylofenolu 102.

o ﬁ\ ©/\0H o)
OH
HO
HO\H/\)J\OJ< DMAP, NHS OJ\;XO DMAP NO/\Q
(e} ' (¢]
101 99 100

Rysunek 51. Droga syntezy wodorobursztyniandw benzylu 100 i tert-butylu 101.

Réwnolegle przeprowadzitem reakcje estryfikacji kwasu 3-metylobut-2-enowego
bezwodnym metanolem, katalizowang kwasem siarkowym(VI), otrzymujac z zadowalajaca
wydajnoscia 3-metylobut-2-enian metylu 103, ktéry oczyszczatem poprzez destylacje
prdzniowa.

Gtéwny fragment uktadu ‘trimethyl lock’ zawierajgcy trzy sgsiadujgce ze soba grupy
metylowe otrzymuje sie w wyniku kondensacji estru 103 oraz 3,5-dimetylofenolu 102.
Reakcja zachodzi nieselektywnie prowadzac do dwdch izomerycznych produktéw: laktonu
104 i ketonu 105. Ponadto towarzyszy jej reakcja transestryfikacji — powstaje ester 106.
Pozgdanym produktem jest lakton 104. Standardowo, zgodnie z Iiteraturel,181 zwigzek 104
otrzymuje sie w reakcji kondensacji katalizowanej kwasem siarkowym(VI) prowadzonej
w benzenie (Rysunek 52). Wydajnosc tej reakcji, wedtug Iiteratury181 wynosi niecate 60%, co
nie jest najlepszym wynikiem. Postanowitem zmodyfikowa¢ procedure stosujgc jako
rozpuszczalnik toluen oraz kwas p-toluenosulfonowy jako kwasowy katalizator.

Toluen, p-TsOH

| wyd. 20%

OH 9 o
(0] Benzen, Hy;SO4 \[(Y
+ - " = + +
)\)I\o/ wyd. 60% o]
o~ o O
104 105 106

102 103

| MeSOzH T
wyd. 90% | 104 | 105 | 106
tt| 88-99°C | 58-60°C | olej
R¢| 0.36 0.38 0.50
MS-MALDI | 205.3 205.3
[M+1]*

Rysunek 52. Droga syntezy laktonu 104 i ketonu 105.

Po izolacji i oczyszczeniu na drodze krystalizacji, gtéwny produkt reakcji (wydajnos¢ ponad
70%) poddatem standardowej identyfikacji przy pomocy spektroskopii 'H NMR
i spektrometrii mas. Pomimo zgodnosci widm 'H NMR oraz MS produkt charakteryzowat sie
duzo nizszg temperaturg topnienia — rdznica 30°C. Wyizolowatem pozostate dwa gtowne
produkty reakcji 105 i 106, ktdére oczyscitem, a nastepnie przeprowadzitem ich analize
strukturalng. Doktadna analiza spektralna trzech gtéwnych produktéw reakcji 104-106
oparta o widma 'y NMR, Bc NMR, FTIR i MS-MALDI, a takze chromatogramy TLC oraz
pomiar temperatur topnienia produktéw statych, umozliwita mi ustalenie struktur
chemicznych wspomnianych zwigzkéw. Okazuje sie, ze w zastosowanych warunkach reakgji
gtéwnym produktem jest aromatyczny keton 105 charakteryzujacy sie obecnoscig sygnatu
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przy 193 ppm na widmie BC NMR oraz pasmem drgan rozciggajacych ukfadu
karbonylowego vc.o przy 1680 em™, Pozgdany produkt 104, powstajgcy w tej reakcji
z wydajnoscig rzedu 20% daje natomiast sygnat karbonylowego atomu wegla przy
przesunieciu chemicznym okoto 170 ppm na widmie BC NMR oraz silne pasmo drgan
rozciggajacych v przy 1775 em™,

Podkresli¢ nalezy, ze widma 'H NMR pochodnych 104 i 105 s3 do siebie bardzo
zblizone i rdinig sie tylko w nieznacznym stopniu przesunieciami chemicznymi
poszczegdlnych sygnatéw (Rysunek 53). Ponadto, jako ze zwigzki 104 i 105 s izomerami,
to réwniez nie rdéznity sie ich widma mas, wykonane technikg MS-MALDI.

Podsumowujac, gtéwnym produktem przeprowadzonej przeze mnie reakcji
kondensacji estru 103 z 3,5-dimetylofenolem 102 byt keton aromatyczny 105, a pozgdany
produkt w postaci laktonu 104 powstawat z niezadowalajgcg wydajnoscia ponizej 20%.
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Rysunek 53. Widma 'H NMR: (A) ketonu 105; (B) pozadanego laktonu 104.

Celem zwiekszenia wydajnosci powstawania laktonu 104 kosztem ketonu
aromatycznego 105 przeprowadzitem kondensacje estru 103 i 3,5-dimetylofenolu 102
stosujac jako rozpuszczalnik, a takze kwasowy katalizator reakcji, kwas metanosulfonowy,
tak jak sugeruja Carpino i wspéfpracownicy.182 Prowadzac reakcje w takich warunkach,
ostatecznie otrzymatem lakton 104 z wysokg wydajnoscig rzedu 90%. W wyniku reakcji,
pdziniejszej izolacji oraz oczyszczeniu produktu na drodze krystalizacji, otrzymatem czysty
lakton 104, ktéry redukowatem glinowodorkiem litu. Jako produkt procesu redukcji,
wyizolowany i oczyszczony na drodze krystalizacji, otrzymatem alkohol 107 (Rysunek 54).
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Rysunek 54. Droga syntezy pochodnej fenolu z selektywnie chroniong pierwszorzedowg grupg hydroksylowa.

W kolejnym kroku na pierwszorzedowg grupe hydroksylowag alkoholu 107
selektywnie wprowadzitem grupe ochronng w postaci eteru tert-butylodimetylosililowego,
stosujgc jako odczynnik sililujgcy tert-butylodimetylochlorosilan (TBDMSCI). W wyniku
przeprowadzonej reakcji otrzymatem ilosciowo czysty produkt 108 (Rysunek 54), ktory
poddatem nastepnie reakcji acylowania wolnej fenolowej grupy hydroksylowej,
wodorobursztynianem benzylu 100 lub tert-butylu 101. Reakcje przeprowadzitem stosujac
technike DCC-DMAP otrzymujac produkty 109 oraz 110, ktére oczysScitem na drodze
cieczowej chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. W otrzymanych estrach 109
oraz 110 przeprowadzitem w fagodnych warunkach, w obecnosci rozcienczonego kwasu
octowego, reakcje usuwania grupy sililowej, co w wyniku doprowadzito do otrzymania
alkoholi pierwszorzedowych 111 oraz 112 (Rysunek 55).
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Rysunek 55. Acylowanie fenolowej grupy hydroksylowej wodorobursztynianem benzylu i tert-butylu oraz
deprotekcja grupy hydroksylowe;j.

W nastepnych etapach alkohole 111 oraz 112 poddawatem reakcjom utleniania.
Pierwsza z nich, to utlenianie alkoholu pierwszorzedowego do aldehydu 113 oraz 114 przy
wykorzystaniu PCC jako utleniacza, natomiast kolejna to utlenianie aldehydu do kwasu
karboksylowego 115 oraz 116 przy pomocy chloranu(VIl) sodu jako utleniacza,
generowanego in situ z chloranu(lll) sodu i nadtlenku wodoru. Wszystkie produkty
utleniania 113-116 oczyszczatem na drodze cieczowej chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym. Strukture kazdego produktu potwierdzitem poprzez badania
spektroskopowe NMR i spektrometrie mas (Rysunek 56).
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Rysunek 56. Utlenianie alkoholi pierwszorzedowych do odpowiednich kwaséw karboksylowych.

W kolejnym etapie nalezato wprowadzi¢ na wolng grupe karboksylowg w zwigzku
115 i 116 takie ugrupowanie estrowe, aby mozna byto selektywnie usungé¢ grupe ochronng
w reszcie kwasu bursztynowego. W tym celu przeprowadzitem reakcje estryfikacji grupy
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karboksylowej zwigzku 115, stosujac jako reagent izobutylen generowany in situ z octanu
tert-butylu w obecnosci stezonego kwasu nadchlorowego. W wyniku optymalizacji reakcji
estryfikacji otrzymatem pozgdany produkt 117, przy czym wydajnos¢ estru tert-butylowego
wyniosta okoto 30%; wielkos¢ ta jest na tyle niska, ze catkowicie zrezygnowatem z idei
zastosowania tej grupy ochronnej. Réwnolegle przeprowadzitem reakcje estryfikacji
pochodnej 116 do estru benzylowego 118, ktéra przebiegta z zadowalajgcg wydajnosciag
zwiekszajgc tym samym catkowitg wydajnos¢ procesu otrzymywania chronionego ukfadu
‘trimethyl lock’ (Rysunek 57).
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Rysunek 57. Mozliwe drogi estryfikacji uktadu ‘trimethyl lock’.

Prawidtowe funkcjonowanie tacznika ‘trimethyl lock’” uwarunkowane jest
odpowiednim podtgczeniem do jego struktury nanonosnika i czgsteczki transportowanej
(Rysunek 49A). Istnieja dwie drogi postepowania prowadzace do otrzymania uktadu
nanonosnik — facznik — czasteczka tadunku: (i) przytaczenie czasteczki tadunku’ do uktadu
118 w miejscu estru benzylowego, po czym sprzeganie ze strukturg nanonosnika w miejscu
estru tert-butylowego oraz (ii) poczatkowe sprzeganie z nanonosnikiem w miejscu estru
tert-butylowego i pdzniejsze przytaczanie czgsteczki ‘tadunku’. Z racji faktu, ze przytgczane
przeze mnie czasteczki sg pochodnymi aminokwasowymi, posiadajgcymi wolne
ugrupowania karboksylowe, ktére nalezatoby ochraniaé, bardziej racjonalna wydawata mi
sie druga z wymienionych mozliwosci tworzenia wigzania amidowego z ‘trimethyl lock’.
W tym celu przeprowadzitem reakcje deprotekcji ugrupowania karboksylowego
chronionego estrem tert-butylowym dziatajgc na zwigzek 118 kwasem trifluorooctowym.
Otrzymany kwas 119 po oczyszczeniu na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, poddatem reakcji tworzenia estru NHS 120 z wykorzystaniem metody NHS
— DCC, ktory bez dalszego oczyszczania postuzyt jako substrat w kolejnym etapie syntezy
(Rysunek 58).
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18 — o) (e]
120

119
Rysunek 58. Otrzymywanie estru aktywnego NHS uktadu ‘trimethyl lock’.

Tak jak wczesniej nadmienitem, w tym przypadku synteze parasola molekularnego
przeprowadzitem w inny sposdb anizeli w przypadku pochodnych 8-13 i 18-19.
Zdecydowatem, ze parasol zostanie nabudowany na gotowym uktadzie tgcznik — czasteczka
transportowana — czyli uktady steroidowe przytgczytem do konstruowanej struktury
koniugatu jako ostatnie. Decyzje o takiej drodze syntezy uzasadniam mniejszg iloscig
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mozliwych reakcji ubocznych w pordwnaniu do tych jakie mogtyby zajs¢ podczas
przytaczania estru aktywnego TDBTU-FMDP do petnej struktury nanonosnika. Nalezato wiec
utworzy¢ wigzanie amidowe pomiedzy pochodng 120 a drugorzedowg grupgy aminowa
spermidyny 7. Z racji obecnosci jeszcze dwdch innych pierwszorzedowych grup aminowych
w czgsteczce spermidyny, nalezato otrzymaé pochodng z chronionymi grupami
pierwszorzedowymi oraz wolng grupa drugorzedowa. Postanowitem przebada¢ uzytecznosé
do tego celu, zarowno ochrony Fmoc, jak i Boc. W tym celu opierajac sie o prace llies'®

przeprowadzitem synteze Fmoc-pochodnej 126 (Rysunek 59).
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Rysunek 59. Droga syntezy pochodnych spermidyny chronionych na terminalnych grupach aminowych
ugrupowaniami Fmoc 126 i Boc 127.

Jako wyjsciowy substrat wykorzystatem komercyjnie dostepng spermidyne 7, ktérg
w pierwszym etapie poddatem reakcji selektywnego acylowania trifluorooctanem etylu
z udziatem pierwszorzedowych grup aminowych. W wyniku izolacji i oczyszczania na drodze
krystalizacji otrzymatem czystg chromatograficznie pochodng 122, ktéra zostata nastepnie
przeksztatcona w Boc-chroniong pochodng 123. Jako czynnik wprowadzajgcy ugrupowanie
Boc na drugorzedowa grupe aminowa spermidyny zastosowatem piroweglan di-tert-butylu.
Zwigzek 123 oczyscitem na drodze krystalizacji, po czym poddatem go procesowi usuwania
grup ochronych z pierwszorzedowych funkcji aminowych. W tym celu przeprowadzitem
reakcje hydrolizy z katalizg zasadowg (0,1 M wodorotlenek sodu) otrzymujac czysta
pochodng 124. Wolne pierwszorzedowe grupy aminowe ochronitem nastepnie
ugrupowaniami Fmoc, stosujgc jako odczynnik protekcyjny ester NHS-Fmoc i otrzymujac
jako produkt pochodng 125, ktdéra oczyszczona zostata na drodze chromatografii
kolumnowej. Ostatnim etapem prowadzacym do otrzymania zamierzonego zwigzku byto
usuniecie ugrupowania Boc, ktore przeprowadzitem stosujgc TFA jako czynnik
deprotekcyjny. Otrzymana pochodna 126 postuzyta nastepnie jako substrat w reakcji
sprzegania z uktadem 120.

Reakcje tworzenia wigzania amidowego pochodnej spermidyny 126 z uktadem
‘trimethyl lock’ 120 oraz pdzniejsza izolacja i oczyszczanie na drodze chromatografii
kolumnowej doprowadzity mnie do otrzymania zamierzonego potgczenia tacznika ze
strukturg przysztego parasola molekularnego 128 (Rysunek 60). Hydrogenoliza ugrupowania
benzylowego w zwigzku 128, a nastepnie przeksztatcenie wolnej grupy karboksylowej
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w ester aktywny 130 umozliwito mi przeprowadzenie reakcji sprzegania z czgsteczkg FMDP.
Monitorowanie postepu reakcji wykazato, ze wolna grupa aminowa FMDP powoduje
usuwanie oston uktadu 130, uwalniajgc tym samym kolejne pierwszorzedowe ugrupowania
aminowe. Skutkiem tego z mieszaniny poreakcyjnej nie wyizolowatem zamierzonego
produktu 131. W wyniku przeprowadzonych reakcji okazato sie, ze sprzeganie FMDP ze
strukturg Fmoc-chronionego ukfadu 130 jest niemozliwe do przeprowadzenia
w zastosowanych warunkach (Rysunek 60).
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Rysunek 60. Propozycja drogi syntezy potaczenia FMDP z uktadem ‘trimethyl lock’ z wykorzystaniem ugrupowania
Fmoc jako ochrony pierwszorzedowych grup aminowych spermidyny.

Ponadto podjgtem prébe deprotekcji pochodnej 128 za pomoca piperydyny, aby
wymienié ugrupowania Fmoc na Boc. Analiza TLC wykazata przy tym, ze uktad poddawany
tej reakcji ulega daleko posunietej lizie. Przyczyng tego stanu jest najprawdopodobniej
aminoliza wigzan estrowych uktadu ‘trimethyl lock’. Wyniki opisanych badan sktonity mnie
do sformutowania wniosku, ze reakcja sprzegania FMDP z uktadem ‘trimethyl lock’ nie moze
przebiega¢ w obecnosci ugrupowan Fmoc, a po drugie usuwanie ochron
pierwszorzedowych grup aminowych spermidyny nie moze zachodzi¢ w srodowisku amin
pierwszo- czy drugorzedowych.

W tej sytuacji przeprowadzitem badania nad przydatnoscig do syntezy koricowych
koniugatow drugiej opcji czyli Nl,N7-di-tert-butoksykarbonylospermidyny 127. Wydajna
i selektywna ochrona pierwszorzedowych grup aminowych spermidyny z wykorzystaniem
powszechnie stosowanych odczynnikdw, takich jak piroweglan di-tert-butylu czy
chloromréwczan tert-butylu, wymaga wczesniejszej selektywnej ochrony grupy
drugorzedowej. Analiza danych literaturowych doprowadzita mnie do 2-[(tert-
butoksykarbonylo)oksyimino]-2-fenyloacetonitrylu  (Boc-ON) 121, ktéry stosowany
rownomolowo wzgledem pierwszorzedowych grup aminowych powoduje ich selektywng
ochrone (Rysunek 59). Bazujagc na danych Iiteraturowych183 przeprowadzitem synteze
pochodnej 127, ktorg wykorzystatem w reakcji sprzegania ze zwigzkiem 120 analogicznie jak
w przypadku pochodnej 128. Otrzymany produkt 132 poddatem nastepnie reakcji
hydrogenolizy otrzymujac zwigzek 133. Celem utworzenia wigzania amidowego z czasteczka
FMDP, zrezygnowatem z estrow NHS na rzecz estréw TDBTU, charakteryzujacych sie
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wiekszg reaktywnoscig. Ester aktywny 134, generowany in situ, poddatem kondensacji
z czasteczkg FMDP. W wyniku przeprowadzonej reakcji otrzymatem surowy koniugat 135,
ktérego nie udato mi sie doktadnie oczysci¢ na drodze chromatografii kolumnowej. Zwigzek
135 poddatem nastepnie procesowi deprotekcji w sSrodowisku kwasu trifluorooctowego, co
skutkowato powstaniem pochodnej 138 (Rysunek 61), ktéra po izolacji z mieszaniny
reakcyjnej, bez doktadnego oczyszczania poddatem reakcji sprzegania z estrem TDBTU 141
kwasu deoksycholowego.
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Rysunek 61. Droga syntezy potgczenia FMDP i cis-pentacyny z uktadem ‘trimethyl lock’ z wykorzystaniem
ugrupowania Boc jako ochrony pierwszorzedowych grup aminowych spermidyny.

Tworzenie wigzania amidowego pomiedzy grupami aminowymi spermidyny
w zwigzku 138 i ugrupowaniami karboksylowymi kwasu deoksycholowego 5
przeprowadzitem z wykorzystaniem techniki estrow aktywnych TDBTU kwasu zétciowego.
W tym celu aktywowatem grupe karboksylowa kwasu deoksycholowego 5
z wykorzystaniem TDBTU otrzymujgc pochodng 141. Generowany in situ ester 141
poddatem reakcji sprzegania z wczesniej otrzymang pochodng 138. Izolacja produktu reakgji
oraz jego pOdiniejsze oczyszcznie na drodze chromatografii kolumnowej prowadzito do
otrzymania koniugatu 142 parasola molekularnego z czgsteczkg FMDP. Ostatnim etapem
zamierzonej drogi byt proces estryfikacji ugrupowan hydroksylowych reszt steroidowych
z wykorzystaniem kompleksu Py/SO; oraz nastepujagcg po niej alkalizacjg uktadu
reakcyjnego, co prowadzito do ostatecznego produktu 14 (Rysunek 62). Okazato sie jednak,
ze ostatnia ze wspomnianych reakcji nie zachodzi z zadowalajgcg wydajnoscia, a ilos¢
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polarnych produktéw ubocznych sprawia, ze oczyszczanie produktu 14 na drodze
chromatografii kolumnowej jest niezwykle ucigzliwe.

0 e
TDBTU
fio oH fi0 O\N»\Q
!
HO HO Ney
5 141

138

1. Py/:
2.NaHCO;,

o
o
OH \OQZQ HO

142

Rysunek 62. Tworzenie wigzania amidowego miedzy resztami kwasu deoksycholowego a pierwszorzedowymi
grupami aminowymi spermidyny.

Celem unikniecia niedogodnosci wynikajacej z problematycznego procesu
oczyszczania produktu 14 na drodze chromatografii kolumnowej, postanowitem zmienié
kolejno$¢ etapdw we wczesniej zatozonej drodze syntezy. Modyfikacja polegata na
uprzedniej estryfikacji kwasu zétciowego 5 lub 6 do pochodnej 143 lub 144, pdzniejszym
generowaniu in situ estru aktywnego TDBTU 145 lub 146 i w ostatecznym kroku tworzeniu
wigzan amidowych z aminowymi resztami spermidyny zwigzku 138 (Rysunek 63).
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Rysunek 63. Sprzeganie uktadu ‘trimethyl lock’ z resztami kwasow zétciowych.
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Opisana zmiana strategii przyniosta oczekiwane rezultaty. Po pierwsze w czasie reakcji nie
powstaje tak duza ilos¢ polarnych produktéw ubocznych, a ponadto proces oczyszczania
produktéw 14 i 15 stat sie zdecydowanie mniej problematyczny.

Opracowang metode syntezy koniugatu 14 i 15 wykorzystatem do otrzymania
pozostatych potfaczen parasoli molekularnych z substancjami aktywnymi, w tym
pochodnych 16 i 17, w ktdrych czasteczka biologicznie aktywna jest inhibitor enzymatyczny
— cis-pentacyna 2. Otrzymatem takze pochodne fluorescencyjne 20 i 21, w ktorych
czasteczka transportowana jest Lys(Mca) 4. Struktury otrzymanych pochodnych 14-17 oraz
20-21 potwierdzone zostaty na podstawie widm '"H NMR i **C NMR oraz spektrometrig mas.

5.5. Badania biologiczne

Ocena biologiczna otrzymanych potgczen parasoli molekularnych z czgsteczkami
aktywnymi FMDP i cis-pentacyng, przeprowadzona zostata w Katedrze Technologii Lekow
i Biochemi Politechniki Gdanskiej przez mgr inz. Dorote Martynow. Badaniom poddane
zostaty pochodne 10-17, posiadajgce w swojej strukturze potencjalnie labilne tgczniki,
ktérych czystosé wyznaczong na podstawie chromatogramoéow HPLC przedstawitem
w Tabeli 3.

Tabela 3. Czystos¢ docelowych pochodnych 10-17, wyznaczona za pomocg chromatograméw HPLC.
10 11 12 13 14 15 16 17
Czystos¢, HPLC 75.6%* 97.1% 90.9% 94.0% 99.4% 96.2% 91.2% 92.8%
*niska czystos$¢ spowodowana trudnosciami w procesie oczyszczania na drodze chromatografii kolumnowej

Ewaluacja biologiczna przeprowadzona na liniach komdrkowych patogennych
grzybow: Candida albicans SC 5314, Candida albicans ATCC 10231, Candida glabrata oraz
Candida krusei, wykazata Zze otrzymane potaczenia parasoli molekularnych z FMDP
i cis-pentacyng nie wykazujg zadowalajgcej aktywnosci biologicznej. W Tabeli 4 zestawiono
wartosci MICsy dla otrzymanych pochodnych 8-17 i 20-21.

Tabela 4. Wartosci MICs, [ug/mL] pochodnych 8-17. Pomiary przeprowadzone w pozywce YNB-SA.

Pochodna C. albicans SC C. albicans ATCC C. krusei DSM C. glabrata DSM
5314 10231 6128 11226
8 - >128 - -
9 - 32 - -
10 838 607 >>1024 >>1024
11 >>1024 >>1024 >>1024 >>1024
12 492 458 >>1024 >>1024
13 >>1024 >>1024 >>1024 >>1024
14 796 781 >>1024 >>1024
15 >>1024 >>1024 >>1024 >>1024
16 659 895 >>1024 >>1024
17 612 561 >>1024 >>1024
20 >>1024 >>1024 >>1024 >>1024
21 611 557 >>1024 >>1024

Hamowanie wzrostu komérek C. albicans w bardzo wysokich stezeniach stwierdzono
jedynie dla zwigzkéw 8, 9, 10, 12, 14, 16, 17 i 21. Dla zwigzkow 8, 9, 10, 12 i 14,
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zawierajagcych w swojej strukturze FMDP, stwierdzono ponadto, Ze obserwowane
hamowanie wzrostu C. albicans ma miejsce takze, gdy pozywka zawiera w swoim sktadzie
N-acetylo-D-glukozamine w stezeniu 10 mM. Fakt ten wskazuje, ze obserwowane
hamowanie wzrostu C. albicans nie jest konsekwencjg dziatania FMDP jako inhibitora
syntazy GIcN-6-P, lecz wynika z innych przyczyn. Jest wielce prawdopodobne, ze takze
hamowanie wzrostu C. albicans przez zwiazki 16, 17 i 21 nie wynika z dziatania
cis-pentacyny (w 16 i 17) ani pochodnej lizyny (w 21).

Braku znaczacej aktywnosci przeciwgrzybowej otrzymanych potaczen upatrywac
nalezy najprawdopodobniej w: (i) braku transportu w poprzek btony biologicznej
patogennych komodrek grzybowych lub (ii) niemoznosci lizy wigzania estrowego
i amidowego ukfadu ‘trimethyl lock’ i tgcznika aminokwasowego przez komdrkowe esterazy
i amidazy. W celu odpowiedzi na postawione tezy, grupa badawcza Katedry Technologii
Lekéw i Biochemii przeprowadzita badania mikroskopowe z wykorzystaniem
fluorescencyjnych pochodnych 20 i 21. Przeprowadzone oznaczenia ujawnity, ze pochodna
21 wnika do komoérek C. albicans, natomiast pochodna 20 nie wnika. Oznacza to, ze
niewielka aktywnos$¢ pochodnych 8 i 9 moze byé spowodowana stabym wnikaniem
koniugatow do komodrek, natomiast brak aktywnosci lub staba aktywnos$¢ pozostatych
pochodnych moze by¢é spowodowana brakiem hydrolizy wewngtrzkomdrkowej.
Przypuszczenia te wymagajg jednak potwierdzenia eksperymentalnego.

Ewaluacji biologicznej poddane zostaty takze koniugaty parasoli molekularnych
z makrolidami polienowymi 68-79. Dla wszystkich zwigzkdw wyzanczono wartosci
minimalnych stezers powodujacych zahamowanie wzrostu C. albicans w 80% w stosunku do
kontroli (MICgp). Wyniki przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Wartos$ci MICg, [ug/mL] amfoterycyny B, nystatyny i koniugatéw 68-79 wobec Candida albicans SC 5314.
Pomiary wykonano w pozywce RPMI-1640.
Pochodna AmB 68 69 70 71 72 73 Nys 74 75 76 77 78 79

MiICg, 03 71 18 55 09 10 06 08 18 14 33 38 45 127

Wszystkie koniugaty parasoli molekularnych z nystatyng (74-79) wykazywaty aktywnos¢
Znaczaco nizszg niz sam antybiotyk. Aktywnosé nizszg od wyjsciowego antybiotyku
stwierdzono takze dla koniugatow amfoterycyny B (68-73), jednakie w przypadku
konigatéw 71-73 byto to zmniejszenie bardzo nieznaczne.

W Tabeli 6 przedstawiono wartosci MICso, MICgo i MICy, wyznaczone dla
pochodnych 71, 73, 75, wykazujgcych najlepsza w pordéwnaniu do amfoterycyny B lub
nystatyny aktywnos¢ przeciwgrzybowa.

Tabela 6. Warto$ci MICqo, MICgo i MICso [g/mL] pochodnych 71, 73, 75. Pomiary wykonano w pozywce RPMI.

MICqy MiICg, MICs,

Szczep 71 73 75 71 73 75 71 73 75
C. albicans ATCC 1.2 1 30 0.8 0.5 15 0.7 0.26 12
C. albicans B3 1 1 33 0.92 0.75 15 0.8 0.4 13
C. albicans B4 4 2 >>256 3.6 1.6 15 2.3 1.3 10
S. cerevisiae 1 1 4 0.95 0.8 3.8 0.75 0.6 3

C. glabrata 3.8 1.8 >>256 3.6 1.7 256 2.7 1.3 164
C. krusei 4 2 >>256 3.75 1.8 31 3 1.5 17
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C. parapsilosis >>256  >>256 >>256 | >>256 >>256 >>256 0.7 1.7 >>256
C. albicans SC 1 0.9 15.7 0.93 0.6 14 0.95 0.4 10
C. tropicalis >>256 >>256 >>256 16 32 4 12.5 24 3.4

Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, ze najwyisza aktywnoscig przeciwgrzybowa
charakteryzujg sie w przypadku pochodnych amfoterycyny B zwigzki zawierajgce 8 atomow
wegla w tancuchu m-aminoacylowym, natomiast w przypadku potgczen z nystatyng A
najlepsze wyniki otrzymano dla pochodnej 75, zawierajacej w swojej strukturze parasol
deoksycholowy z czteroweglowym taricuchem w-aminoacylowym.

Dokonano takze oznaczen hemotoksycznosci otrzymanych koniugatow wobec
erytrocytéw ludzkich. Wyznaczano wartosci parametru EHs,, czyli stezenia zwigzku
powodujacego lize 50% erytrocytéw znjadujacych sie w prébce. Nie badano pochodnej 79
wykazujgcej bardzo niskg aktywnos¢ przeciwgrzybowa. Wyniki przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Wartosci EHso [ug/mL] amfoterycyny B, nystatyny oraz pochodnych 68-78, wyznaczone wobec
erytrocytéw ludzkich.

Pochodna AmB 68 69 70 71 72 73 Nys 74 75 76 77 78

EHso 4.0 8.5 12 15 31 42 64 41 6.5 5.0 24 37 47

Zgodnie z danymi zamieszczonymi w Tabeli 7 koniugaty parasoli molekularnych z czgsteczka
amfoterycyny B wykazujg nizszg od wyjsciowego antybiotyku aktywnos¢ hemolityczng,
natomiast w przypadku koniugatéw nystatyny, aktywnosé ta byta wyisza, jedynie dla
pochodnych 77 i 78 byta ona zblizona do aktywnosci samej nystatyny.
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RozDziAt

6. Podsumowanie i wnioski koncowe

Celem badan, ktorych wyniki opisano w niniejszej rozprawie doktorskiej byto
zaprojektowanie oraz opracowanie metody syntezy potgczen parasoli molekularnych ze
zwigzkami o udowodnionej aktywnosci przeciwgrzybiczej. Tworzenie tych potgczen miato na
celu usprawnienie transportu substancji aktywnych w poprzek btony biologicznej
patogennych komodrek grzybowych. tacznie zaprojektowatem i otrzymatem czternascie
zwigzkdéw docelowych, z czego osiem to pochodne zawierajgce w swojej konstytucji
czasteczke FMDP, dwie zawierajgce czasteczke cis-pentacyny oraz cztery pochodne
fluorescencyjne stanowigce pofaczenia z dansyloglicyng oraz Lys(Mca). Wszystkie
otrzymane koniugaty to zwigzki nowe nieopisane w literaturze. Otrzymane pochodne
przekazane zostaty do badan biologicznych majacych na celu okreslenie ich aktywnosci
przeciwgrzybowej oraz zdolnosci do przenikania przez btone komodrkowg patogennych
komorek grzybowych.

Podsumowujgc, na podstawie prac badawczych zrealizowanych w ramach
rozprawy doktorskiej mozna sformutowac nastepujace wnioski:

I Struktury parasolowe, zawierajgce w swojej konstytucji polarne czasteczki
tadunkéw o charaterze aminokwasowym mozna otrzyma¢ na drodze dwdch
alternatywnych podejs¢ syntetycznych. Pierwsze z nich polega na poczatkowe;j
syntezie struktury nanonosnika i pdzniejszym sprzeganiu z czgsteczka
transportowang. Natomiast drugie podejscie opiera sie o idee tworzenia
pofaczenia tgcznik-czasteczka transportowana, z pézniejszym nadbudowywaniem
struktury nanonosnika. Podkreslic nalezy, ze drugie ze wspomnianych podejs¢
syntetycznych daje na ogét mniej produktédw ubocznych, co przektada sie na lepsze
wydajnosci.

I Tworzenie wigzan amidowych parasoli molekularnych i ich potgczen
z aminokwasowymi czgsteczkami transporowanymi, przeprowadzi¢ mozna
z wykorzystaniem techniki estréw aktywnych DCC-NHS lub TDBTU. tatwiejszg w
przeprowadzeniu i dajacg lepsze rezulaty jest metoda z wykorzystaniem TDBTU
jako czynnika kondensujacego, szczegdlnie w przypadku pochodnych FMDP.

. W przypadku pochodnych zestryfikowanych tréjtlenkiem siarki, mozliwe jest
otrzymanie struktur parasolowych na drodze bezposredniej kondensacji
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VI.

VII.

pochodnych spermidyny z estrami TDBTU O,0’-bis(siarczano)deoksycholanu
trisodowego lub O,0’,0”-tris(siarczano)cholanu tetrasodowego. Takie podejscie
syntetyczne nie zostato, jak do tej pory, opisane w literaturze.

Mozliwe jest zastosowanie peptydowego tacznika bazujgcego na strukturze
L-alaniny i ®-aminokwaséw w syntezie koniugatéw parasoli molekularnych
z czgsteczkg FMDP.

Mozliwe jest zastosowanie idei tgcznika ‘trimethyl lock’ w syntezie potaczen
z parasolami molekularnymi. W przypadku pochodnych zawierajgcych ukfad
‘trimethyl lock’ najbardziej wydajna, cho¢ trudng na etapie izolacji produktu
okazata sie metoda, w ktorej uktady steroidowe przytgczane sg w ostatnim etapie
z wykorzystaniem TDBTU jako $rodka kondensujgcego.

Otrzymany uktfad ‘trimethyl lock’, chroniony estrem tert-butylowym i benzylowym,
nieopisany w literaturze — stanowi dogodny substrat w syntezie pofaczen
nanonosnik — ‘trimethyl lock’ — czgsteczka transportowana.

Nie udato sie zastosowac idei tgcznika o-ditiobenzoilokarbamoilowego w syntezie
potaczen parasoli molekularnych z czgsteczkami transportowanymi. Pochodne DSC
nie sg na tyle reaktywne aby utworzy¢ wigzanie amidowe z czgsteczkg FMDP.

Otrzymane pochodne zostaty poddane badaniom biologicznym, wykonanym przez dr

inz. Marte Schielmann oraz mgr inz. Dorote Martynow z Katedry Technologii Lekéw

i Biochemii Politechniki Gdanskiej. Badania ukierunkowane na ewaluacje aktywnosci

biologicznej pochodnych 8-17 oraz mikroskopowe oznaczenia akumulacji flurescencyjnych

pochodnych 20 i 21 w komadrkach grzybowych, pozwolity na wyciggniecie nastepujacych

whnioskow:

Otrzymane pochodne 8-17 nie wykazujg znaczacej aktywnosci biologicznej.
W przypadku pochodnych 8 i 9, stanowigcych bezposrednie potgczenia MU
z czasteczkg FMDP, zaobserwowano pewng aktywnos$¢, ktora wynika
najprawdopodobniej z faktu akumulowania sie uktadéw steroidowych
w biwarstwie lipidowej patogennych komadrek grzybowych. Podobng aktywnos¢
obserwuje sie w przypadku pochodnych 30 i 31, nie zawierajacych zadnej
czasteczki fadunku.

Pochodne 10-17, zawierajgce w swojej konstytucji potencjalnie labilne taczniki,
wykazujg bardzo niewielka aktywnosé przeciwgrzybowa lub nie wykazujg zadne;j
aktywnosci biologicznej. Prawdopodobng przyczyng jest brak penetracji do
komérek lub hydrolizy wewnatrzkomoérkowe;j.

Badania przeprowadzone na fluorescencyjnych pochodnych 20 i 21 dowodzg, ze
pochodna 21 wykazuje zdolnos$¢ do penetracji grzybowej btony biologiczne;j.

Nalezy dokona¢ kolejnych badan, ukierunkowanych na okreSlenie zdolnosci
komorkowych esteraz i amidaz do lizy pozadanego wigzania amidowego
i estrowego w zastosowanych tgcznikach. Jezeli okaze sie, ze wspomniane enzymy
nie sg zdolne do katalizowania lizy odpowiednich wigzan, nalezy rozwazyc
przeprowadzenie modyfikacji strukturalnych koniugatéw, celem polepszenia ich
witasciwosci.
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W podsumowaniu wynikow badan aktywnosci biologicznej koniugatéw parasoli
molekularnych z makrolidami polienowymi mozna stwierdzi¢, ze pochodne
amfoterycyny B wykazujg lepszg selektywng toksycznos¢ (rozumiang jalo stosunek
wartosci parametru charakteryzujacego aktywnosé przeciwgrzybowa, czyli MIC do
wartosci parametru charakteryzujgcego hemotoksycznosé - EH) od macierzystego
antybiotyku (w przypadku pochodnej 73 wyniki te potwierdzajg dane
przedstawione w pracy Janouta i wspé’rpracownikéwm). Natomiast pochodne
nystatyny wykazujg gorsza selektywng toksycznos¢ niz sama nystatyna.
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RozDziAt

7. Czesc eksperymentalna

7.1. Aparatura

Magnetyczny rezonans jadrowy. Struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzono
w oparciu o widma 'H i ®C NMR, ktére zostaly wykonane w Miedzyuczelnianym
Laboratorium NMR Politechniki Gdanskiej, Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w Gdansku, przy uzyciu spektrometru Unity 500 plus firmy
Varian (500 MHz) oraz w Katedrze Chemii Nieorganicznej Politechniki Gdanskiej przy uzyciu
spektrometru Bruker Avance Il HD 400 MHz.

Spektrometria mas. Analize HRMS-ESI przeprowadzono na aparacie Agilent
Technologies 6540 UHD Accurate — Mass Q-TOF LC/MS w Katedrze Chemii Analitycznej
Politechniki Gdanskiej. Analize MS-MALDI przeprowadzono na aparacie MALDI-TOF firmy
BIFLEX 1l z wykorzystaniem matryc DHB lub CCA w Zespole Pracowni Fizyko-Chemicznych
Uniwersytetu Gdanskiego.

Spektroskopia w podczerwieni. Widma w podczerwieni wykonano w Katedrze
Chemii Nieorganicznej Politechniki Gdanskiej przy uzyciu aparatu Nicolet i S50 FT-IR.

Wysokosprawna  chromatografia cieczcowa. Analize HPLC  wykonano
z wykorzystaniem kolumny Poroshell EC-C18 (3.0x150 mm), 2.7 um firmy Agilent
Technologies. Temperatura pomiaru wynosita 40°C; objetos¢ nastrzykowa 2 pL; predkosé¢
przeptywu 0.4 mL/min. Jako eluent zastosowano 0.1% kwas mréwkowy w wodzie oraz 0.1%
kwas mréwkowy w mieszaninie acetonitryl/woda (1/1, v/v). Zastosowano detektor UV-Vis
o dtugosciach fali: A=382 nm i A=580 nm.

Ptytki TLC i zel krzemionkowy. Do chromatografii TLC zastosowano ptytki TLC Silica
gel 60 F254 firmy Merck. Do chromatografii kolumnowej zastosowano zel krzemionkowy
Geduran®Si 60 (40-63 pm) firmy Merck.

Kriometr. Do pomiaréw temperatury topnienia ciat statych wykorzystano technike
otwartej kapilary. Pomierzone temperatury topnienia otrzymanych zwigzkéow nie byty
korygowane.

Lampa UV. Do detekcji ptytek TLC zastosowano lampe UV Benda Typ Nu-4 KL
o dtugosci fali A=254nm oraz A=366nm.
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Wywotywacze ptytek TLC. Jako wywotywaczy ptytek TLC zastosowano ninhydryne
oraz wywotywacze: molibdenowo-cerowy i anyzowy.

Reagenty i rozpuszczalniki. Reagenty i rozpuszczalniki pochodzity ze zrédet
komercyjnych firm Merck, SigmaAldrich oraz POCH.

7.2. Opis syntez
7.2.1. Synteza parasoli molekularnych

Deoksycholan N-hydroksysukcynimidylu 28

0 o W kolbie kulistej, zaopatrzonej w chfodnicg zwrotng,
W\N)ﬁ wkraplacz i termometr, umieszczono 15 g (40 mmol) kwasu
d S deoksycholowego 5 oraz 4.6 g (40 mmol) NHS, ktére
rozpuszczono w 250 mL bezwodnego tetrahydrofuranu.

Do otrzymanej homogennej mieszaniny wkroplono 8.3 g (40 mmol) DCC rozpuszczonego
w 30 mL bezwodnego tetrahydrofuranu, utrzymujac temperature mieszaniny reakcyjnej
10-15°C. Po wkropleniu catej objetosci roztworu DCC mieszanine pozostawiono, stale
mieszajgc, w temperaturze pokojowej na 36h. Po tym czasie odsgczono wytrgcony osad
DCU, a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos¢ rozpuszczono
w 300 mL chloroformu i przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (2x200 mL),
a nastepnie wodg (2x200 mL). Frakcje organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem
magnezu, odsgczono $rodek suszacy, a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem.

Pozostatosc¢ krystalizowano z octanu etylu. Otrzymano 13.2 g (27 mmol, 67%) produktu 28
w postaci biatego ciata statego o tt 155-157°C i R; 0.50 (CHCl;/MeOH, 9/0.5, v/v).

Cholan N-hydroksysukcynimidylu 29

o , Ester aktywny 29 otrzymano analogicznie do zwigzku 28.
W\,ﬁ Wychodzac z 15 g (40 mmol) kwasu cholowego 6,
HO HO § otrzymano 10.61 g (21 mmol, 57%) produktu w postaci

biatej szklistej piany o tt 85-90°C (lit."’”> 119-120°C) i R;0.30

(CHCl3/MeOH, 9/0.5, v/v).

Nl,N7-di-deoksycholiIospermidyna 30

W kolbie kulistej, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng i wkraplacz, umieszczono 9 g
(18 mmol) estru aktywnego kwasu
deoksycholowego 28, ktéry rozpuszczono

e, » w 200 mL chloroformu. Nastepnie chtodzac

w fazni lodowej, wkroplono 1.3 g (9 mmol)
spermidyny 7 rozpuszczonej w 10 mL chloroformu. Mieszanie kontynuowano w tazni
chtodzacej przez 1h, a nastepnie stale mieszajgc pozostawiono w temperaturze pokojowej
na 48h. Mieszanine reakcyjng zatezono pod zmniejszonym ciSnieniem, a surowy produkt
w postaci szklistej piany oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu

krzemionkowym, stosujgc  jako faze ruchomg mieszanine rozpuszczalnikéw
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CHCl3/MeOH/NH,OH (4/1.5/0.1, v/v/v). Otrzymano 5.17 g (5.8 mmol, 64%) produktu 30
w postaci biatego ciata statego o tt 100-105°C i R; 0.31 (CHCl;/MeOH/NH,OH, 4/1.5/0.1,
v/v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CssHgsN3Og: 893.7221; znalezione 894.7290 [M+1]".

'"HNMR (CD;0D) 8[ppm]: 3.95 (s, 2H), 3.53 (m, 2H), 3.24 (t, 2H), 3.18 (t, 2H), 2.69 (t, 4H),
2.24 (m, 2H), 2.11 (m, 2H), 1.97-1.70 (m, 16H), 1.68-1.22 (m, 32H), 1.23-1.05 (m, 4H),
1.03-0.86 (m, 14H), 0.70 (s, 6H).

Nl,N7-di-choloilospermidyna 31

Pochodng 31 otrzymano analogicznie jak

zwigzek 30. Wychodzac z 10 g (20 mmol) estru
aktywnego kwasu cholowego 29 i 1.46 g

He i (10 mmol) spermidyny 7 otrzymano 5.48 g
é (0.6 mmol, 60%) produktu w postaci biatego
ciata statego o tt 160-170°C (lit."””* 164-166°C)

OH HO

i R 0.50 (MeOH/NH,0H, 4/0.1, v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CssHgsN3Og 925.7197; znalezione 926.7199 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 3.94 (s, 2H), 3.79 (s, 2H), 3.37 (m, 2H), 3.24 (t, 2H), 3.18 (t, 2H),
2.73 (t, 4H), 2.27 (m, 6H), 2.12 (m, 2H), 2.03-1.71 (m, 16H), 1.69-1.49 (m, 16H), 1.47-1.23
(m, 10H), 1.10 (m, 2H), 1.08-0.95 (m, 8H), 0.92 (s, 6H), 0.70 (s, 6H).

7.2.2. Synteza bezposrednich potgczen parasoli molekularnych
z dansyloglicyng i FMDP

N-dansyloglicynian N-hydroksysukcynimidylu 32

o Uwaga! Wszystkie procesy i operacje jednostkowe prowadzono
“~ \S\:H\)J\O przy ograniczonym dostepie promieniowania swietlnego.
I O % o N_o W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotna i strzykawke
v umieszczono 300 mg (1 mmol) dansyloglicyny 3 oraz 115 mg
(1 mmol) NHS, ktdre rozpuszczono w 20 mL bezwodnego octanu etylu. Nastepnie chtodzac
w tazni lodowej wkroplono 226 mg (1.1 mmol) DCC rozpuszczonego w 5 mL bezwodnego
octanu etylu. Po wkropleniu catej objetosci roztworu DCC, mieszanine reakcyjng
pozostawiono stale mieszajgc w temperaturze pokojowej na 24h. Nastepnie odsgczono
osad DCU, a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisSnieniem. Otrzymano 300 mg surowego
produktu 32, ktdry uzyto w kolejnych reakcjach bez dalszego oczyszczania.

N3-dansyloglicon-Nl,N7-di-deoksycholoilospermidyna 18

Uwaga! Wszystkie procesy | operacje
jednostkowe prowadzono przy ograniczonym
dostepie promieniowania swietlnego.

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice

» zwrotng i strzykawke, umieszczono 300 mg

surowego estru N-hydroksysukcynoimidylo-
wego dansyloglicyny 32, ktéry rozpuszczono w 10 mL chloroformu. Nastepnie stale
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mieszajgc wkroplono 900 mg (1 mmol) parasola molekularnego 30, rozpuszczonego
w 20 mL chloroformu. Mieszanine reakcyjng pozostawiono stale mieszajagc w temperaturze
pokojowej na 24h. Mieszanine reakcyjng przemyto nastepnie nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu (2x10 mL) i woda (2x10 mL). Warstwe organiczng osuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszgcy, a przesgcz zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos¢ oczyszczono na drodze PLC stosujgc jako faze
ruchoma mieszanine CHCl;/MeOH, 5/0.5, v/v. Otrzymano 6 mg (5.06 umol, 0.5%) produktu
18 w postaci zielonozéttego ciata statego o R; 0.20 (CHCl;/MeOH, 5/0.5, v/v).

MS-ESI: m/z obliczone dla CeoH105NsOsS 1183.7946; znalezione 1184.8791 [M+1]".

N3-dansyloglicon-Nl,N7-di-choloilospermidyna 19

H 9 Uwaga! Wszystkie procesy i operacje
N A~~~

N
o)} o
HN. ¢ dostepie promieniowania swietlnego.

SYy v S
O HOZ? Pochodng 19 otrzymano analogicznie jak
N
|

zwigzek 18. Wychodzac z 290 mg (0.31 mmol)

Iz

jednostkowe prowadzono przy ograniczonym

[}

parasola molekularnego 31, otrzymano
104 mg (85.5 umol, 28%) produktu w postaci zielonoidttego ciata statego o R; 0.66
(CH,Cl,/MeOH, 5/1, v/v).
MS-ESI: m/z obliczone dla CgoH10sN501,S 1215.7844; znalezione 1214.7710 [M-1].
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 8.56 (d, 1H), 8.38 (t, 1H), 8.23 (d, 1H), 7.59 (m, 2H), 7.28 (d, 1H),
3.96 (s, 2H), 3.81 (m, 4H), 3.66 (m, 2H), 3.37 (m, 4H), 3.16 (m, 4H), 2.90 (m, 6H), 2.56
(m, 2H), 2.26 (m, 6H), 2.16-1.19 (m, 42H), 1.19-0.80 (m, 16H), 0.70 (s, 6H).
3C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.58, 175.41, 175.29, 175.19, 172.24, 172.16, 168.10, 167.74,
151.72, 135.23, 130.01, 129.78, 129.55, 128.80, 128.64, 127.77, 122.93, 119.23, 115.06,
78.08, 72.62, 71.47, 69.57, 69.22, 67.65, 66.62, 63.98, 46.52, 46.04, 44.40, 43.69, 43.39,
41.79, 41.55, 39.56, 39.01, 38.45, 38.31, 36.13, 35.49, 35.09, 34.72, 34.54, 32.79, 31.97,
30.47, 29.77, 28.21, 27.38, 26.80, 26.46, 26.22, 26.13, 25.52, 24.30, 22.86, 21.78, 18.82,
16.34,12.67, 11.66.

(S)-N*-tert-butoksykarbonylo-N-(4-metoksyfumaroilo)-2,3-diaminopropanian N-hydroksy-
sukcynimidylu 34

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i strzykawke,

o]
o o
/ONN/\)J\O,N umieszczono 500 mg (1.6 mmol) Boc-FMDP 33 oraz 184 mg
o) Ho e 0 (1.6 mmol) NHS, ktdre rozpuszczono w 25 mL bezwodnego

o tetrahydrofuranu. Nastepnie stale chtodzac w tazni lodowe;j
wkroplono 330 mg (1.6 mmol) DCC rozpuszczonego w 10 mL bezwodnego
tetrahydrofuranu. Po wkropleniu catej objetosci roztworu DCC mieszanine reakcyjng
pozostawiono stale mieszajgc w temperaturze pokojowej na 24h. Nastepnie odsgczono
wytrgcony osad DCU, przesgcz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem i ponownie
rozpuszczono w 50 mL chloroformu, po czym przemyto nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu (2x20 mL) i wodg (2x20 mL). Warstwe organiczng osuszono nad

bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszgcy, a przesgcz zatezono pod
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zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 540 mg (1.3 mmol, 81%) surowego produktu 34
w postaci zottawego ciata statego, ktéry wykorzystano w kolejnych etapach bez dalszego
oczyszczania.

N3-[N2-tert-butoksykarbonylo-Ns-(4-metoksyfu maroiIo)-2,3-diaminopropanoiIo]-Nl,N7-
di-deoksycholoilospermidyna 35

W kolbie kulistej, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng i strzykawke, umieszczono 600 mg
(0.67 mmol) parasola molekularnego 30, ktéry
rozpuszczono w 20 mL chloroformu.
Nastepnie stale mieszajgc wkroplono 278 mg
(0.67 mmol) estru NHS Boc-FMDP 34
rozpuszczonego w 10 mL chloroformu. Mieszanine pozostawiono stale mieszajac

w temperaturze pokojowej na 24h. Nastepnie mieszanine reakcyjng przemyto nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu (2x10 mL) i woda (2x10 mL). Frakcje organiczng osuszono
nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono srodek suszacy, a przesgcz zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowe;j
na zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchomg mieszanine rozpuszczalnikdéw
CHCl;/MeOH/H,0, 6.5/1/0.1, v/v/v. Otrzymano 417 mg (0.35 mmola, 52%) produktu 35
w postaci biatego ciata statego o tt 120-125°C i R; 0.50 (CHCls/MeOH/H,0, 6.5/1/0.1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla CggH113NsO1, 1191.8385; znalezione 1192.8408 [M+1]".

'H NMR (CD30D) 8[ppm]: 7.01 (d, 1H), 6.75 (m, 1H), 3.98 (s, 2H), 3.81 (m, 4H), 3.75-3.11
(m, 10H), 2.56 (m, 2H), 2.26 (m, 2H), 2.14 (m, 2H), 2.02-0.89 (m, 75H), 0.72 (m, 6H).

C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.33, 172.07, 170.66, 168.39, 165.79, 136.11, 129.34, 79.31,
72.48, 71.08, 69.62, 69.23, 66.65, 64.00, 61.22, 51.28, 46.70, 46.10, 42.20, 40.40, 36.41,
36.07, 35.79, 35.48, 35.05, 34.74, 34.60, 33.91, 33.41, 32.82, 31.99, 30.47, 29.68, 28.52,
27.29, 27.05, 26.10, 25.36, 24.63, 23.53, 22.37, 18.81, 16.31, 12.66, 11.85.

N3-[N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfu maroilo)-2,3-diaminopropanoilo]-N*, N’-
di-choloilospermidyna 36

n\/\/\N/\/\NO Pochodng 36 otrzymano analogicznie jak
o OZ\EH\BOS zwigzek 35. Wychodzac z 1.2 g (1.3 mmol)
NH parasola molekularnego 31 0.54 g (1.3 mmol)

HO
O)\kfo Hc’é estru aktywnego Boc-FMDP 34 otrzymano 320
mg (0.26 mmola, 20%) produktu w postaci

biatego ciata statego o tt 175-177°C i R; 0.36

(AcOEt/MeOH/H,0, 6.5/2/0.1, v/v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CggH113N5014 1223.8284; znalezione 1222.8245 [M-1].

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.01 (d, 1H), 6.75 (m, 1H), 3.96 (s, 2H), 3.81 (m, 5H), 3.73-3.11
(m, 10H), 2.57 (m, 2H), 2.38-2.20 (m, 6H), 2.15 (m, 2H), 2.07-1.21 (m, 52H), 1.20-0.84
(m, 16H), 0.72 (m, 6H).

C NMR (CD;0D) S[ppm]: 175.30, 172.14, 170.75, 165.06, 165.22, 136.00, 129.34, 79.31,
72.60, 71.49, 69.54, 69.21, 67.68, 66.64, 63.94, 51.26, 46.65, 46.11, 41.79, 41.53, 39.62,
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39.07, 36.37, 35.58, 35.08, 34.70, 34.46, 32.88, 31.92, 30.42, 29.80, 28.18, 27.30, 26.42,
22.81,21.76, 18.82, 16.40, 12.66, 11.66.

Chlorowodorek N3-[N3-(4-metoksyfu maroiIo)-2,3-diaminopropanoilo]-Nl,N7-
di-deoksycholoilospermidyny 8

W kolbie kulistej, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, umieszczono 82 mg (67.6 pmol)
zwigzku 35, ktéry rozpuszczono w 10 mlL
metanolu nasyconego gazowym

chlorowodorem. Mieszaning reakcyjna

OH

HO . . o
pozostawiono stale mieszajac w temperaturze

pokojowej na 4h. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik, a pozostatos¢ przemyto
kilkukrotnie eterem dietylowym. Produkt oczyszczono na drodze chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujagc jako faze ruchoma mieszanine
rozpuszczalnikéw CHCl3/MeOH/H,0 6.5/1/0.1, v/v/v. Otrzymano 30 mg (26.7 umol, 40%)
produktu 8 w postaci biatego ciata statego o R; 0.18 (CHCl;/MeOH/H,0, 6.5/1/0.1, v/v/v)
i tt 140-145°C.

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CgzH19sN5019 1127.7628; znalezione 1126.7532 [M-1].

'H NMR (CD30D) d[ppm]: 7.03 (m, 1H), 6.75 (m, 1H), 4.10 (m, 1H), 3.96 (s, 2H), 3.89-3.10
(m, 13H), 2.26 (m, 2H), 2.12 (m, 2H), 2.01-0.79 (m, 68H), 0.71 (s, 6H).

Chlorowodorek N3-[N3-(4-metoksyfu maroiIo)-2,3-diaminopropanoiIo]-Nl,N7—di-
deoksycholoilospermidyny 9

Pochodng 9 otrzymano analogicznie jak
zwigzek 8. Wychodzac z 50 mg (40.8 umol)
zwigzku 36, otrzymano 40 mg (34.4 pumol,
5 84%) produktu w postaci biatego ciata statego
2? o tt 206-210°C i R; 0.6 (CHCl3/MeOH/H,0,
6/3/0.2, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cg3H10CINsO4, 1159.7526; znalezione 1158.7403 [M-1].
'H NMR (CD,0D) S[ppm]: 7.05 (m, 1H), 6.80 (m, 1H), 4.58 (m, 1H), 3.95 (s, 2H), 3.80 (m, 5H),
3.72-3.09 (m, 10H), 2.27 (m, 6H), 2.13 (m, 2H), 2.04-1.19 (m, 44H), 1.18-0.79 (m, 16H),
0.71 (s, 6H).

OH

7.2.3. Synteza parasoli molekularnych z tgcznikiem w-aminoacylowym

Estry N-hydroksysukcynimidylowe Boc-w-aminokwaséw — metoda ogdlna

o © W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i wkraplacz,

Boc\N/\(\/)lLo,N umieszczono 1 mmol w-aminokwasu oraz 126 mg (1.5 mmol) weglanu

H . 2”4 . O sodu, ktére rozpuszczono w wodzie. Nastepnie mieszanine ochtodzono
n=1,2,4,

w tazni lodowej do temperatury 0°C i wkraplano 218 mg (1 mmol)
Boc,0 rozpuszczonego w 5 mL 1,4-dioksanu. Mieszanine reakcyjng mieszano w tazni
lodowej przez 1h, a nastepnie ogrzano do temperatury pokojowej i pozostawiono na 24h.
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Po tym czasie odparowano 1,4-dioksan, a do pozostatosci dodaono niewielkg objetos¢ wody
celem wyklarowania roztworu. Wodny roztwér przemyto octanem etylu, a nastepnie
zakwaszono 1M HCl do pH 1-2. Frakcje wodng ekstrahowano octanem etylu. Warstwe
organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono S$rodek suszacy,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac produkt — Boc-m-aminokwas
w postaci bezbarwnego oleju, krystalizujgcego po ochtodzeniu. Produkt w postaci surowej
zostat wykorzystany w kolejnym etapie.

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i wkraplacz, umieszczono 1 mmol
Boc-m-aminokwasu oraz 115 mg (1 mmol) NHS, ktére rozpuszczono w 10 mL bezwodnego
tetrahydrofuranu. Nastepnie chtodzac w tazni lodowe;j i stale mieszajgc wkroplono roztwér
258 mg (1.2 mmol) DCC w 5 mL bezwodnego tetrahydrofuranu. Mieszanine reakcyjng
mieszano w temperaturze pokojowe] przez 24h. Nastepnie odsgczono osad DCU, a przesacz
zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos¢ rozpuszczono w chloroformie
(ok. 20 mL) i przemyto wodg, nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu oraz ponownie
woda. Warstwe organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono
Srodek suszacy, a przesacz zatezono otrzymujgc surowy produkt w postaci jasnozéttego
oleju krystalizujgcego po ochtodzeniu. Otrzymany produkt — ester N-hydroksy-
sukcynimidylowy Boc-w-aminokwasu krystalizowano z mieszaniny octan etylu/heksan.

3-(N-tert-butoksykarbonyloamino)propanian N-hydroksysukcynimidylu 45

o Wychodzac z 3.05 g (34 mmol) kwasu 3-aminopropanowego 37,
(0]
BOC\N/\)J\O’N otrzymano 6.3 g (22 mmol, 66%) produktu 45 w postaci biatego ciata
H o statego o R;0.46 (Hex/AcOEt, 1/1, v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;,H:gN,0¢ 286.1165; znalezione 287.1221 [M+1]".
'H NMR (CDCl,) S[ppm]: 5.14 (s, 1H), 3.53 (m, 2H), 2.86 (m, 6H), 1.45 (s, 9H).

4-(N-tert-butoksykarbonyloamino)butanian N-hydroksysukcynimidylu 46

o Wychodzac z 2.89 g (28 mmol) kwasu 4-aminobutanowego 38,
BOC\N/\(\/)ﬁ\O’N otrzymano 5.4 g (18 mmol, 64%) produktu 46 w postaci biatego ciata
H 2 0 statego o R;0.60 (Hex/AcOEt, 1/1, v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;3H15N,06 300.1321; znalezione 301.1335 [M+1]".
'H NMR (CDCl5) 8[ppm): 4.77 (s, 1H), 3.24 (m, 2H), 2.85 (s, 4H), 2.67 (t, 2H), 1.95 (t, 2H),
1.45 (s, 9H)

6-(N-tert-butoksykarbonyloamino)heksanian N-hydroksysukcynimidylu 47

o Wychodzagc z 3.02 g (23 mmol) kwasu 6-aminoheksanowego 39,
BOC\N/\(\/)E\O/N otrzymano 4.93 g (15 mmol, 65%) produktu 47 w postaci biatego ciata
Ho 4 0 statego o R;0.40 (Hex/AcOEt, 1/1, v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;5H,4N,0¢ 328.1634; znalezione 329.1602 [M+1]".
'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 4.60 (s, 1H), 3.12 (m, 2H), 2.84 (m, 4H), 2.60 (t, 2H), 1.77 (q;, 2H),
1.51 (m, 2H), 1.45 (m, 1H).
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8-(N-tert-butoksykarbonyloamino)oktanian N-hydroksysukcynimidylu 48

o © Wychodzac z kwasu 716 mg (4.5 mmol) 8-aminooktanowego 40,
Boc\NMO,N otrzymano 1.03 g (2.88 mmol, 64%) produktu 48 w postaci biatego ciata
H 6 O statego o R;0.58 (Hex/AcOEt, 1/1, v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;;H,sN,0¢ 356.1947; znalezione 357.1972 [M+1]".
'H NMR (CDCl,) 8[ppm]: 4.52 (s, 1H), 3.12 (t, 2H), 2.85 (s, 4H), 2.61 (t, 2H), 1.75 (m, 2H),
1.55-1.25 (m, 17H).

Koniugaty parasoli deoksycholowego i cholowego z Boc-w-aminokwasami — metoda ogdlna

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice

(ﬁgo H zwrotng i strzykawke umieszczono 1 mmol
N parasola deoksycholowego 30 lub cholowego
Boc HO
R 31, ktéry rozpuszczono w 20 mL chloroformu
n=1,2458 z niewielkim dodatkiem (ok. 5 ml)
R=0OHIlubH HO

bezwodnego N, N-dimetyloformamidu.
Nastepnie wprowadzono 140 uL (1 mmol) bezwodnej trietyloaminy. Stale mieszajac
wkroplono roztwér 1.3 mmol Boc-w-aminokwasu w 5 mL chloroformu. Nastepnie
mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 60h. Po tym czasie
odparowano rozpuszczalniki, a surowy produkt w postaci jasnego oleju oczyszczono na
drodze chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchoma
mieszanine rozpuszczalnikéw CHCl;/MeOH/H,0, 65(60)/10/1, v/v/v, otrzymujgc produkt
w postaci biatego ciata statego.

N3-(N-tert-butoksykarbonylo-3-aminopropanoilo)-Nl,N7—di-deoksycholoiIospermidyna 22

NWNM Wychodzagc z 1 g (1.11 mmol) parasola
o f&O H deoksycholowego 30 oraz 412 mg (1.44 mmol)

estru NHS kwasu Boc-3-aminopropanowego
45, otrzymano 1.05 g (1 mmol, 90%) produktu

22 w postaci biatego ciata statego o tt 70-72°C
i Rt 0.44 (CHCl3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla CgsH10sN4Og 1064.8116; znalezione 1065.8187 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 8.00 (m, 2H), 3.96 (s, 2H), 3.52 (m, 2H), 3.34 (m, 6H), 3.18 (m, 4H),
2.56 (m, 2H), 2.26 (m, 2H), 2.12 (m, 2H), 1.96-1.69 (m, 16H), 1.67-1.24 (m, 41H), 1.23-0.86
(m, 18H), 0.70 (s, 6H).

HO

N3-(N-tert-butoksykarbonylo-4-aminobutanoiIo)—Nl,N7-di-deoksycholoiIospermidyna 23

HWM Q Wychodzac z 1 g (1.12 mmol) parasola

N N
0o ro H deoksycholowego 30 oraz 438 mg
(1.46 mmol) estru NHS kwasu Boc-4-amino-

_NH HO
Boc butanowego 46, otrzymano 1 g (0.93 mmol,
83%) produktu 23 w postaci biatego ciata
HO

statego o tt 105-110°C i Ry 0.55
(CHCl3/MeOH/H,0, 60/10/1, v/v/v).
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HRMS-ESI: m/z obliczone dla CgH110N4Og 1078.8273; znalezione 1079.8343 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 3.97 (s, 2H), 3.54 (m, 2H), 3.35 (m, 4H), 3.19 (m, 4H), 3.09 (m, 2H),
2.39 (m, 2H), 2.25 (m, 2H), 2.13 (m, 2H), 1.96-1.69 (m, 18H), 1.67-1.24 (m, 41H), 1.22-0.85
(m, 18H), 0.70 (s, 6H).

N3-(N-tert-butoksykarbonylo-6-aminoheksanoiIo)-Nl,N7-di-deoksychoIoiIospermidyna 24

HWN/\/\NO Wychodzac z 1 g (1.11 mmol) parasola
o o deoksycholowego 30 oraz 470 mg (1.43 mmol)
f estru NHS kwasu Boc-6-aminoheksanowego
e " 47, otrzymano 0.73 g (0.66 mmol, 60%)
> produktu 24 w postaci biatego ciata statego
" o tt 125°C i R; 0.40 (CHCl;/MeOH/H,0,
65/10/1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla CggH11sN4Og 1106.8586; znalezione 1107.8666 [M+1]".
'H NMR (CD30D) 8[ppm]: 8.00 (m, 2H), 3.95 (s, 2H), 3.52 (m, 2H), 3.35 (m, 4H), 3.20 (m, 4H),
3.05 (g, 2H), 2.37 (m, 2H), 2.26 (m, 2H), 2.11 (m, 2H), 1.96-1.69 (m, 18H), 1.67-1.23
(m, 45H), 1.23-1.04 (m, 4H), 1.02 (m, 6H), 0.94 (s, 8H), 0.71 (s, 6H).

N3—(N—tert—butoksykarbonylo—8—aminooktanoiIo)—Nl,N7—di—deoksycholoiIospermidyna 25

Wychodzagc z 1.25 g (1.4 mmol) parasola

H o]
ON\MN/\/\H deoksycholowego 30 oraz 649 mg (1.82 mmol)
° estru NHS kwasu Boc-8-aminooktanowego 48,
e otrzymano 1.4 g (1.25 mmol, 89%) produktu
NH 25 w postaci oleju o Ry 0.62
HO

OH 0C

’ (CHCI3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla CegH115N4Og 1134.890; znalezione 1135.881 [M+1]".
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 3.96 (s, 2H), 3.52 (m, 2H), 3.35 (m, 4H), 3.17 (m, 4H), 3.01 (t, 2H),
2.35 (m, 2H), 2.25 (m, 2H), 2.11 (m, 2H), 1.96-1.69 (m, 18H), 1.67-1.23 (m, 49H), 1.23-0.89
(m, 18H), 0.70 (s, 6H).

N’-(N-tert-butoksykarbonylo-4-aminobutanoilo)-N’, N’-di-choloilospermidyna 26

Wychodzac z 750 mg (0.81 mmol) parasola
cholowego 31 oraz 315 mg (1.05 mmol) estru
NHS kwasu Boc-4-aminobutanowego 46,
otrzymano 604 mg (0.54 mmol, 67%)
produktu 26 w postaci oleju o R; 0.49
(CHCI3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cg4H110N401; 1110.8171; znalezione 1111.8180 [M+1]".

'H NMR (CD50D) 8[ppm]: 3.96 (s, 2H), 3.80 (s, 2H), 3.35 (m, 6H), 3.20 (m, 4H), 3.09 (m, 2H),
2.40 (m, 2H), 2.27 (m, 6H), 2.12 (m, 2H), 2.06-1.70 (m, 18H), 1.70-1.22 (m, 35H), 1.21-0.87
(m, 16H), 0.71 (s, 6H).
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N3-(N-tert-butoksykarbonylo—8-aminooktanoiIo)—Nl,N7-di—choloilospermidyna 27

K Wychodzagc z 2.5 g (2.69 mmol) parasola
\/\/\N/\/\N
cholowego 31 oraz 1.25 g (3.5 mmol) estru
% NHS kwasu Boc-8-aminooktanowego 48,
otrzymano 1.82 g (1.56 mmol, 58%) produktu
" Boe 27 w postaci oleju o Ry 0.40
“O (CHCl3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla CggH115N401; 1166.8797; znalezione 1167.8879 [M+1]".
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 3.96 (s, 2H), 3.80 (s, 2H), 3.35 (m, 6H), 3.17 (m, 4H), 3.03 (m, 2H),
2.35 (m, 2H), 2.27 (m, 6H), 2.13 (m, 2H), 2.06-1.69 (m, 18H), 1.69-1.21 (m, 43H), 1.21-0.86
(m, 16H), 0.72 (s, 6H).

7.2.4. Synteza parasoli molekularnych z FMDP z wykorzystaniem tgcznikow
m-aminoacylowych

Koniugaty parasoli molekularnych z @-aminokwasami i Fmoc-L-alaning — metoda ogdlna

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng i zabezpieczonej przed dostepem
wilgoci  rurkg z  chlorkiem  wapnia,
umieszczono 0.2 mmol Boc-chronionego
konigatu parasola molekularnego z ®w-amino-

kwasem 23-25 lub 27, ktéry rozpuszczono
w 5 mL bezwodnego metanolu nasyconego
gazowym chlorowodorem. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej
przez 2h, po czym odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym cisnieniem. Po tym czasie
otrzymang pozostato$¢ rozpuszczono w 5 mL bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, po
czym dodano 70 pL (0.4 mmol) DIPEA. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono
w jednej porcji 163 mg (0.24 mmol) estru NHS Fmoc-L-alaniny 55. Mieszanine mieszano
w temperaturze pokojowej przez 6h, nastepnie odparowano rozpuszczalniki pod
zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej
na zelu krzemionkowym stosujgc jako faze ruchomg mieszanine CHCl;/MeOH/H,0, 65/10/1,
v/v/v.

N3-[N-(N-fluorenylometoksyka rbonylo-L-aIanon)—4-aminobutanoilo]-Nl,N7-
di-deoksycholoilospermidyna 56

Wychodzac z 300 mg (0.3 mmol)
chlorowodorku parasola deoksycholowego
z reszta kwasu 4-aminobutanowego 50,
Ho 225 mg (0.55 mmol) Fmoc-L-Ala-NHS 55 oraz
450 pL (2.58 mmol) DIPEA, otrzymano 270 mg
Ho (0.21 mmol, 70%) produktu 56 w postaci biatej
szklistej piany o R;0.47 (CHCl3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;;H117Ns010 1271.880; znalezione 1272.892 [M+1]".

OH
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'"H NMR (CD;0D) S[ppm]: 7.80 (m, 2H), 7.64 (m, 2H), 7.37 (m, 2H), 7.30 (m, 2H), 4.33
(m, 2H), 4.19 (m, 1H), 4.08 (m, 1H), 3.92 (m, 2H), 3.53 (m, 2H), 3.35-3.09 (m, 10H), 2.37
(m, 2H), 2.21 (m, 2H), 2.08 (m, 2H), 1.93-1.64 (m, 18H), 1.64-1.19 (m, 35H), 1.18-0.85
(m, 18H), 0.67 (d, 6H).

3C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.46, 174.40, 173.46, 163.43, 156.67, 143.92, 143.82, 141.19,
127.46, 127.37, 126.79, 124.83, 119.58, 72.53, 71.01, 66.52, 46.72, 46.15, 43.18, 42.18,
36.02, 35.77, 35.56, 35.42, 35.02, 33.92, 33.41, 32.87, 31.95, 30.19, 29.62, 28.54, 27.33,
27.00, 26.04, 24.82, 23.53, 22.38, 16.97, 16.69, 16.33, 11.90.

N3-[N-(N—fluorenylometoksykarbonylo-L -alanylo)-6-a minoheksanoilo]-Nl,N7-
di-deoksycholoilospermidyna 57

Wychodzac z 200 mg (0.2 mmol)
chlorowodorku parasola deoksycholowego
z resztg kwasu 6-aminoheksanowego 51,
100 mg (0.24 mmol) Fmoc-L-Ala-NHS 55 oraz
200 pL (1.15 mmol) DIPEA, otrzymano 138 mg
HO (0.11 mmol, 55%) produktu 57 w postaci biatej
szklistej piany o R;0.37 (CHCl3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;oH1,,NsO10 1299.911; znalezione 1300.916 [M+1]".
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.81 (d, 2H), 7.67 (t, 2H), 7.40 (t, 2H), 7.31 (t, 2H), 4.35 (d, 2H),
4.22 (t, 1H), 4.11 (g, 1H), 3.93 (m, 2H), 3.52 (m, 2H), 3.31 (m, 4H), 3.19 (m, 6H), 2.32
(m, 2H), 2.25 (m, 2H), 2.08 (m, 2H), 1.95-1.65 (m, 18H), 1.65-1.21 (m, 39H), 1.21-0.84
(m, 18H), 0.67 (d, 6H).
BC NMR (CD30D) 8[ppm]: 175.59, 175.13, 174.05, 156.60, 143.68, 141.15, 127.42, 126.87,
124.86, 119.51, 72.47, 71.19, 66.59, 50.76, 44.67, 46.23, 45.20, 43.24, 42.22, 38.78, 38.54,
38.33, 36.48, 36.41, 36.06, 35.80, 35.48, 35.05, 33.90, 33.39, 32.79, 32.39, 32.07, 29.65,
29.25, 28.78, 28.49, 27.35, 27.03, 26.38, 26.06, 24.82, 24.61, 23.45, 22.36, 17.14, 16.29,
11.90.

OH 0 Fmoc

N3-[N-(N-fluorenylometoksyka rbonylo-L-ala non)—8-aminooktanoilo]-Nl,N7-
di-deoksycholoilospermidyna 58

Wychodzagc z 200 mg (0.2 mmol)
chlorowodorku parasola deoksycholowego
z reszta kwasu 8-aminooktanowego 52,
140 mg (0.34 mmol) Fmoc-L-Ala-NHS 55 oraz
300 pL DIPEA, otrzymano 100 mg (0.08 mmol,
40%) produktu 58 w postaci biatej szklistej
piany o R¢0.45 (CHCl;/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cg;H155sNsO10 1327.943; znalezione 1328.947 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.81 (d, 2H), 7.67 (t, 2H), 7.38 (t, 2H), 7.31 (t, 2H), 4.37 (m, 2H),
4.21 (t, 1H), 4.09 (m, 1H), 3.94 (s, 2H), 3.52 (m, 2H), 3.32 (m, 4H), 3.16 (m, 6H), 2.27 (m, 4H),
2.12 (m, 2H), 1.94-1.65 (m, 18H), 1.65-1.21 (m, 43H), 1.19-0.84 (m, 18H), 0.67 (s, 6H).
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3C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.29, 174.01, 163.40, 156.67, 143.78, 141.17, 127.48, 126.82,
124.88, 119.55, 72.64, 71.06, 66.58, 50.77, 46.62, 46.09, 45.25, 43.14, 42.15, 36.04, 35.80,
35.58, 35.43, 35.04, 33.85, 33.41, 32.87, 32.50, 32.02, 30.26, 29.67, 28.96, 28.81, 28.54,
27.35, 27.00, 26.37, 26.07, 25.08, 25.24, 24.66, 23.53, 22.36, 17.16, 16.32, 11.90.

N3-[N-(N-fluorenylometoksyka rbonylo-L-aIanon)—S-aminooktanoilo]-Nl,N7-di-
choloilospermidyna 59

Wychodzac z 400 mg (0.3 mmol)

[0}
chlorowodorku parasola cholowego z resztg
kwasu 8-aminooktanowego 54, 249 mg
"o (0.55 mmol) Fmoc-L-Ala-NHS 55 oraz 1 mL

HO
ﬁ DIPEA, otrzymano 284 mg (0.21 mmol, 70%)

HO

produktu 59 w postaci biatej szklistej piany
0 R;0.40 (CHCI3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cg;H125Ns01; 1359.932; znalezione 1360.953 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.81 (d, 2H), 7.67 (t, 2H), 7.41 (t, 2H), 7.31 (t, 2H), 4.35 (m, 2H),
4.22 (m, 1H), 4.11 (m, 1H), 3.94 (s, 2H), 3.78 (s, 2H), 3.32 (m, 6H), 3.18 (m, 6H), 2.35-2.19
(m, 8H), 2.12 (m, 2H), 2.05-1.62 (m, 18H), 1.63-1.19 (m, 37H), 1.18-0.83 (m, 16H), 0.68
(s, 6H).

3C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.36, 174.17, 173.81, 173.47, 143.80, 141.07, 127.31, 126.78,
124.77, 119.57, 78.09, 72.61, 71.39, 67.64, 66.49, 54.39, 50.76, 46.62, 46.05, 45.54, 45.16,
43.24, 42.34, 41.76, 41.56, 39.61, 39.07, 38.52, 38.35, 36.53, 35.52, 35.11, 34.47, 32.80,
32.51, 32.01, 29.74, 28.98, 28.81, 28.64, 26.44, 25.89, 25.23, 24.89, 24.68, 22.83, 21.82,
17.11, 16.36, 11.67.

Koniugat parasola molekularnego z ®-aminokwasem, L-alaning i Boc-FMDP — metoda
ogdlna

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice

ﬁo A zwrotng i zabezpieczonej przed dostepem

" wilgoci  rurka z  chlorkiem  wapnia,

HNINH . RZ/? umieszczono 0.08 mmol koniugatu parasola
SN

Nk/\f » molekularnego z ®-aminokwasem i Fmoc-

H . 7

Boc °© alaning 56-59, ktéry rozpuszczono w 4 mL
n=1,3lub5 . . . . . .
R=Hlub OH mieszaniny N,N-dimetyloformamid/pirolidyna,

3/1, v/v i mieszano w temperaturze pokojowej przez 3h. Po tym czasie rozpuszczalniki
odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w 5 mL
bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, po czym wprowadzono kolejno 100 uL (0.57 mmol)
DIPEA i 40 mg (0.09 mmol) Boc-FMDP-NHS 34. Mieszanine reakcyjng mieszano
w temperaturze pokojowej przez 24h, po czym rozpuszczalniki odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej
na zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikéw
CHCl3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v.
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N3-{N-[N-(Nz-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfu maroilo)-2,3-diaminopropanoilo)-L-
aIanon]-4-aminobutanoilo}-Nl,N7—di-deoksycholoilospermidyna 64

Wychodzac z 220 mg (0,17 mmol) konigatu 56,
106 mg (0.26 mmol) Boc-FMDP-NHS 34
i 200 pL (1.15 mmol) DIPEA, otrzymano
116 mg (0.082 mmol, 48%) produktu 64
w postaci jasnobezowego ciata statego.
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;5H135N;014

HO

1347.928; znalezione 1348.932 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.04 (d, 1H), 6.75 (d, 1H), 4.31 (m, 1H), 4.22 (m, 1H), 3.96 (s, 2H),
3.80 (s, 3H), 3.70-3.49 (m, 4H), 3.42-3.11 (m, 10H), 2.41 (m, 2H), 2.25 (m, 2H), 2.11 (m, 2H),
1.97-1.68 (m, 18H), 1.68-1.23 (m, 44H), 1.21-0.88 (m, 18H), 0.71 (s, 6H).

C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.56, 175.31, 173.52, 173.27, 173.06, 171.11, 165.77, 165.33,
136.17, 129.50, 109.97, 79.64, 78.01, 72.55, 71.08, 54.78, 51.21, 49.38, 46.68, 46.38, 46.21,
45.51, 45.27, 43.27, 42.17, 40.79, 38.48, 38.34, 36.41, 36.07, 35.79, 35.51, 35.06, 33.92,
33.37, 32.82, 32.03, 29.65, 27.37, 26.99, 26.16, 23.44, 22.40, 16.30, 11.88.

N3-{N—[N-(Nz-tert-butoksykarbonon-N3-(4-metoksyfu maroilo)-2,3-diaminopropanoilo)-L-
alanylo]-6-aminoheksanoilo}-N*, N’-di-deoksycholoilospermidyna 65

Wychodzgc z 100 mg (0.08 mmol) konigatu
57, 40 mg (0.09 mmol) Boc-FMDP-NHS 34
i 100 pL (0.57 mmol) DIPEA, otrzymano 58 mg
(0.042 mmol, 53%) produktu 65 w postaci
jasnobezowego ciata statego.

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;7H159N;014
1375.959; znalezione 1376.957 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.03 (d, 1H), 6.75 (d, 1H), 4.32 (m, 1H), 4.23 (m, 1H), 3.95 (s, 2H),
3.80 (s, 3H), 3.72-3.48 (m, 4H), 3.34 (m, 4H), 3.28-3.09 (m, 6H), 2.36 (m, 2H), 2.26 (m, 2H),
2.12 (m, 2H), 1.96-1.69 (m, 18H), 1.66-1.22 (m, 48H), 1.21-0.87 (m, 18H), 0.72 (s, 6H).

C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.45, 173.09, 165.74, 146.70, 135.90, 129.50, 109.95, 72.55,
71.04, 51.17, 46.72, 46.15, 42.20, 38.87, 36.04, 35.77, 35.46, 35.02, 33.93, 33.40, 32.82,
32.38, 32.05, 29.69, 28.78, 28.51, 27.30, 26.96, 26.09, 24.89, 24.66, 23.45, 22.34, 16.37,
11.81.

HO

N3-{N-[N-(Nz-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfu maroilo)-2,3-diaminopropanoilo)-L-
aIanon]-8-aminooktanoiIo}-Nl,N7-di-deoksycholoilospermidyna 66

Wychodzac z 100 mg (0.08 mmol) konigatu
58, 50 mg (0.12 mmol) Boc-FMDP-NHS 34
i 100 pL (0.57 mmol) DIPEA, otrzymano 40 mg
(0.032 mmol, 40%) produktu 66 w postaci
jasnobezowego ciata statego.

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CygH133N;014
1403.991; znalezione 1404.995 [M+1]".
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'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.03 (d, 1H), 6.74 (d, 1H), 4.31 (m, 1H), 4.22 (m, 1H), 3.97 (s, 2H),
3.79 (s, 3H), 3.73-3.48 (m, 4H), 3.34 (m, 4H), 3.27-3.12 (m, 6H), 2.36 (m, 2H), 2.25 (m, 2H),
2.12 (m, 2H), 1.96-1.68 (m, 18H), 1.66-1.23 (m, 52H), 1.21-0.85 (m, 18H), 0.71 (s, 6H).

C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.32, 174.16, 173.86, 173.28, 170.87, 165.80, 136.19, 129.34,
79.54, 72.47, 71.06, 54.73, 51.31, 49.18, 46.72, 46.25, 45.59, 45.31, 42.11, 40.98, 39.03,
38.56, 38.18, 36.51, 36.06, 35.82, 35.48, 35.05, 33.95, 33.37, 32.79, 32.58, 32.00, 29.72,
29.05, 28.88, 28.54, 27.34, 27.05, 26.42, 26.12, 25.89, 25.29, 24.62, 23.49, 22.36, 16.83,
16.28, 11.86.

N3-{N—[N-(Nz-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfu maroilo)-2,3-diaminopropanoilo)-L-
aIanylo]-8-aminooktanoilo}-Nl,N7—di-choloilospermidyna 67

Wychodzac z 284 mg (0.21 mmol) konigatu
59, 131 mg (0.32 mmol) Boc-FMDP-NHS 34
i 250 pL (0.60 mmol) DIPEA, otrzymano
179 mg (0.12 mmol, 57%) produktu 67
w postaci jasnobezowego ciata statego.
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C;H133N;046
1435.981; znalezione 1436.983 [M+1]".

'"H NMR (CD;0D) §[ppm]: 7.03 (d, 1H), 6.74
(d, 1H), 4.31 (m, 1H), 4.22 (m, 1H), 3.95 (s, 2H), 3.79 (m, 5H), 3.68 (m, 1H), 3.56 (m, 1H),
3.43-3.28 (m, 6H), 3.18 (m, 6H), 2.36 (m, 2H), 2.28 (m, 6H), 2.13 (m, 2H), 2.07-1.70 (m, 18H),
1.70-1.21 (m, 46H), 1.20-0.89 (m, 16H), 0.71 (m, 6H).

BC NMR (CD;0D) d[ppm]: 175.53, 175.28, 174.13, 173.75, 173.27, 170.88, 170.50, 165.86,
165.18, 156.33, 136.12, 129.37, 79.49, 78.13, 72.58, 71.42, 67.43, 54.49, 51.20, 49.33,
46.68, 46.38, 46.09, 45.54, 45.30, 43.17, 41.82, 41.61, 40.88, 39.64, 39.09, 38.53, 38.32,
36.48, 36.35, 35.54, 35.08, 34.51, 32.87, 32.84, 32.54, 32.01, 29.77, 29.04, 28.93, 28.20,
27.34,27.18, 26.45, 25.91, 25.50, 25.29, 24.70, 23.97, 22.83, 21.83.

Zestryfikowany koniugat parasola molekularnego z w-aminokwasem, L-alaning i FMDP —
metoda ogdlna

H o W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice
Y H zwrotng i zabezpieczonej przed dostepem
wilgoci  rurka z  chlorkiem  wapnia,

o NH NaO;SO . .
I umieszczono 0.042 mmol Boc-chronionego
B T o konigatu 64-67, ktory rozpuszczono w 5 mL
OSO:Na OZ\/\NJ\/}( h Na0,S0 . .
NH, o bezwodnego N,N-dimetyloformamidu,
R ok %0.Na a nastepnie wprowadzono 5 mL bezwodnego

octanu etylu nasyconego gazowym chlorowodorem. Mieszanine reakcyjng mieszano
w temperaturze pokojowej przez 3h. Po tym czasie odparowano rozpuszczalniki pod
zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ poddano dalszym przemianom bez pdiniejszego
oczyszczania.  Otrzymany  produkt  rozpuszczono w5 mL  bezwodnego
N,N-dimetyloformamidu, a nastepnie dodano w jednej porcji 120 mg (0.756 mmol)
kompleksu Py/SO;. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 24h.
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Nastepnie mieszanine zalkalizowano wodnym nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu
do odczynu pH ~9. Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym cisnieniem,
a pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
stosujac jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikéw CHCl;/MeOH/H,0, 7/4/1, v/v/v.

Zestryfikowany koniugat parasola deoksycholowego z kwasem 4-aminopropanowym,
L-alaning i FMDP 10

Wychodzac ze 116 mg (0.082 mmol)
koniugatu 64 oraz 235 mg (1.47 mmol)
kompleksu Py/SO;, otrzymano 55 mg
(0.033 mmol, 40%) produktu 10 w postaci
biatego ciata statego.

'H NMR (CDs0D) 8[ppm]: 7.09 (m, 1H), 6.75
(m, 1H), 4.69 (s, 2H), 4.41 (m, 1H), 4.28 (m, 3H), 4.06 (m, 1H), 3.79 (m, 4H), 3.50-3.05
(m, 10H), 2.46 (m, 2H), 2.29 (m, 4H), 2.13 (m, 2H), 2.02-1.69 (m, 20H), 1.68-1.21 (m, 31H),
1.21-0.86 (m, 18H), 0.76 (s, 6H).

B¢ NMR (D,0) 8[ppm]: 176.88, 176.68, 174.53, 174.05, 167.04, 166.35, 135.70, 130.11,
82.39, 80.55, 52.96, 52.71, 52.17, 50.19, 48.74, 48.27, 46.03, 45.77, 41.82, 40.62, 38.91,
38.60, 35.71, 35.44, 34.57, 33.68, 33.43, 33.04, 32.63, 32.07, 29.92, 27.63, 27.01, 26.06,
24.78, 23.72,22.75,17.01, 16.78, 12.18.

Na0,;S0

Na0,SO

Zestryfikowany koniugat parasola deoksycholowego z kwasem 6-aminoheksanowym,
L-alaning i FMDP 11

Wychodzac z 58 mg (0.042 mmol) koniugatu
64 oraz 120 mg (0.756 mmol) kompleksu
Py/SOs3, otrzymano 70 mg (0.041 mmol, 97%)
produktu 11 w postaci biatego ciata statego.

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.08 (d, 1H), 6.80

NaO,SO

a be
e O%NMO\ (d, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.40 (m, 1H), 4.29
© (m, 2H), 4.13 (m, 1H), 4.03 (m, 1H), 3.89
(m, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.40 (m, 4H), 3.25 (m, 6H), 2.40 (m, 2H), 2.27 (m, 4H), 2.17 (m, 2H),
2.03-1.71 (m, 22H), 1.71-1.23 (m, 33H), 1.23-0.91 (m, 18H), 0.78 (s, 6H).
3C NMR (CD;OD) S[ppm]: 174.24, 165.68, 161.69, 135.91, 129.84, 99.91, 81.53, 79.35,
53.73, 51.35, 45.75, 42.33, 38.75, 35.86, 34.99, 33.93, 33.68, 33.23, 32.45, 31.83, 27.29,

NaO,SO

26.68, 26.06, 24.83, 23.26, 22.31, 17.49, 17.13, 16.79, 11.44.

Zestryfikowany koniugat parasola deoksycholowego z kwasem 8-aminooktanowym,
L-alaning i FMDP 12

Wychodzac z 40 mg (0.032 mmol) koniugatu 66 oraz 100 mg (0.576 mmol) kompleksu
Py/S0Os, otrzymano 15 mg (8.8 umol, 27%) produktu 12 w postaci biatego ciata statego.

'H NMR (CD;OD) 8[ppm]: 7.08 (d, 1H), 6.78 (d, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.39 (m, 1H), 4.28
(m, 2H), 3.98 (m, 1H), 3.91 (m, 1H), 3.80 (m, 4H), 3.37 (s, 4H), 3.22 (m, 6H), 2.37
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(m, 2H), 2.27 (m, 4H), 2.14 (m, 2H), 2.01-1.69

e (m, 22H), 1.68-1.21 (m, 37 H), 1.21-0.87
(m, 18H), 0.76 (m, 6H).

osoga naosse BC NMR (D,0) S[ppm]: 177.12, 176.98,

o 176.73, 175.27, 173.87, 167.06, 166.10,

HN W% 136.03, 129.86, 82.66, 80.73, 55.38, 53.10,

R 52.62, 50.18, 48.74, 48.32, 46.30, 46.10,

° 45.75, 41.87, 39.52, 38.35, 37.37, 36.75,

36.42, 35.87, 35.16, 34.54, 33.72, 33.36, 33.01, 32.68, 32.12, 31.22, 29.00, 28.73, 27.01,

26.03, 25.41, 24.79, 24.15, 23.68, 23.20, 22.58, 17.10, 16.68, 12.19.

0SO3Na

Zestryfikowany koniugat parasola cholowego z kwasem 8-aminooktanowym, L-alaning
i FMDP 13

Wychodzac z 179 mg (0.12 mmol) koniugatu

67 oraz 573 mg (3.60 mmol) kompleksu

Py/SOs, otrzymano 60 mg (0.03 mmol, 26%)
Naoas?\laOSSO produktu 13 w postaci biatego ciata statego.

'"H NMR (CD;0D) §[ppm]: 7.06 (d, 1H), 6.79

0SO;Na O -NH Naoaso
HNI . (m, 1H), 4.69 (s, 2H), 4.47 (s, 2H), 4.41 (m, 1H),
OJ\AQJ\AWO\ 4.14 (m, 2H), 3.82 (m, 4H), 3.63 (m, 1H), 3.52-
NH, o)

3.08 (m, 12H), 2.50-2.21 (m, 10H), 2.19-1.16
(m, 55H), 1.16-0.85 (m, 16H), 0.77 (s, 6H).
3C NMR (CD50D) 8[ppm]: 175.80, 175.48, 174.37, 174.14, 173.32, 173.07, 171.46, 165.84,
165.23, 163.60, 158.48, 135.95, 129.89, 116.78, 81.29, 79.78, 76.75, 53.71, 51.58, 50.95,
49.47, 45.94, 42.35, 41.80, 39.04, 38.27, 36.46, 35.68, 35.46, 34.98, 34.21, 32.70, 31.77,
30.19, 28.86, 27.69, 27.24, 26.21, 25.88, 25.25, 24.55, 22.45, 21.67, 16.88, 11.57.

7.2.5. Synteza parasoli molekularnych z tgcznikiem o-ditiobenzoilokarbamo-
ilowym

Diester N-hydroksysukcynimidowy kwasu 3,3’-ditiopropanowego 81

W kolbie kulistej, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i rurke

o
0 o . . .
z chlorkiem wapnia umieszczono 2 g (9.5 mmol) kwasu
&OY\/S\S/\)J\OD
o [¢]

3,3’-ditiopropanowego 80 i 2.2 g (19 mmol) NHS, ktére
° rozpuszczono w 70 mL bezwodnego tetrahydrofuranu.
Nastepnie stale mieszajagc i chtodzac w tazni lodowej wkroplono 4 g (19 mmol) DCC
rozpuszczonego w 50 mlL bezwodnego tetrahydrofuranu. Mieszanie kontynuowano
w temperaturze pokojowej przez 24h. Nastepnie odsgczono wytrgcony osad DCU,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym ciSnieniem. Pozostatos¢ rozpuszczono
w chloroformie i przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (2x50 mL),
a nastepnie wodg (2x50 mL). Warstwe organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem

magnezu, odsgczono $rodek suszacy, a przesgcz zatezono. Surowy produkt krystalizowano
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z mieszaniny chloroform/heksan, otrzymujgc 2.30 g (5.69 mmol, 60%) produktu 81
w postaci biatego ciata statego o R; 0.16 (heksan/AcOEt, 1/1, v/v) i tt 105-110°C.
'"HNMR (CDCl5) 8[ppm]: 3.10 (t, 4H), 3.02 (t, 4H), 2.85 (s, 8H).

Homodimer parasola cholowego 83

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng i rurke z chlorkiem wapnia
umieszczono 2 g (2.16 mmol) parasola
molekularnego 31, ktéry rozpuszczono

czym wprowadzono 1 mL (5.74 mmol) DIPEA.

Ho é w 50 mL suchego N,N-dimetyloformamidu, po
HO

OH HG Po 10 minutach do mieszaniny reakcyjnej
dodano 440 mg (1.08 mmol) zwigzku 81 i pozostawiono stale mieszajgc w temperaturze
pokojowej na 48h. Nastepnie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym ci$nieniem,
a pozostaty surowy produkt oczyszczano na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym,  stosujagc  jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikdéw
CHCl3/MeOH/H,0, 30/9/1, v/v/v. Otrzymano 1.41 g (0.7 mmol, 65%) produktu 83 w postaci
biatego ciata statego o R; 0.67 (CHCl;/MeOH/H,0, 30/9/1, v/v/v) i tt 150°C.

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cy16H196N¢O15S, 2025.4048; znalezione 2026.4067 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 8.13-7.93 (m, 2H), 3.95 (s, 4H), 3.80 (s, 4H), 3.39 (m, 12H), 3.27-
3.13 (m, 8H), 2.97 (m, 4H), 2.82 (m, 4H), 2.35-2.20 (m, 12H), 2.13 (m, 4H), 2.07-1.70
(m, 32H), 1.70-1.22 (m, 52H), 1.19-1.05 (m, 4H), 1.05-0.94 (m, 16H), 0.92 (s, 12H), 0.72
(s, 12H).

Homodimer parasola deoksycholowewgo 82

Pochodng 82 otrzymano analogicznie jak
zwiagzek 83. Wychodzac z 2 g (2.24 mmol)
parasola molekularnego 30 i 453 mg
(1.12 mmol) zwigzku 81, otrzymano 1.38 g
(0.71 mmol, 63%) produktu 82 w postaci
biatego  ciata statego o Ri 0.30
(CHCls/MeOH/H,0, 15/2/0.2, v/v/v) i tt 110°C.
HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cy16H195N01455

1961.4251; znalezione 1962.4385 [M+1]".

'H NMR(CD;0D) 8[ppm]: 8.14-7.90 (m, 2H), 3.95 (s, 4H), 3.52 (m, 4H), 3.37 (m, 8H), 3.26-
3.09 (m, 8H), 2.96 (m, 4H), 2.80 (m, 4H), 2.26 (m, 4H), 2.11 (m, 4H), 1.95-1.70 (m, 32H),
1.67-1.23 (m, 64H), 1.23-1.05 (m, 8H), 1.03-0.88 (m, 28H), 0.71 (s, 12H).

Zestryfikowany homodimer parasola cholowego 85

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i rurke z chlorkiem wapnia umieszczono
1.336 g (0.66 mmol) homodimeru 83, ktéry rozpuszczono w 50 mL suchego N,N-
dimetyloformamidu. Mieszanine ochtodzono w taini lodowej do 0°C a nastepnie stale
chtodzac i mieszajagc wprowadzono w jednej porcji 5.73 g (36 mmol) kompleksu SO3/Py.
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Mieszanie kontynuowano w temperaturze
pokojowej przez 5.5h. Do mieszaniny
reakcyjnej wprowadzono 20 mL wody, a
nastepnie porcjami nasycony wodny roztwor
Na0;SC wodoroweglanu sodu az do uzyskania odczynu

W25 pH ~10. Rozpuszczalniki odparowano pod

no,sd  ZMniejszonym - cisnieniem, a  pozostatos¢
rozpuszczono w 100 mL metanolu. Odsgczono
nierozpuszczone sole nieorganiczne, a przesacz zatezono i oczyszczono na drodze
chromatografii kolumnowej na Zzelu krzemionkowym, stosujgc jako faze ruchoma
mieszanine rozpuszczalnikow CHCl;/MeOH/H,0, 5/4/1, v/v/v. Otrzymano 1.183 g
(0.36 mmol, 55%) produktu 85 w postaci biatego ciata statego o R 0.30 (CHCl;/MeOH/H,0,
5/4/1, v/v/v) i tt 280°C (rozktad).

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 8.15-7.94 (m, 2H), 4.67 (s, 4H), 4.46 (s, 4H), 4.13 (m, 4H), 3.38
(m, 8H), 3.26-3.13 (m, 8H), 2.96 (m, 4H), 2.82 (m, 4H), 2.48-1.19 (m, 100H), 1.13-0.95
(m, 20H), 0.95 (s, 12H), 0.78 (s, 12H).

Zestryfikowany homodimer parasola deoksycholowego 84

Pochodng 84 otrzymano analogicznie jak
zwigzek 85. Wychodzagc z 650 mg
(0.331 mmol) homodimeru 82 i 19 g
(12 mmol) kompleksu SO3/Py otrzymano
Na0sS 560 mg (0.201 mmol, 61%) produktu 84
w postaci biatego ciata statego o R; 0.50
0sONa vaosd (CHCls/MeOH/H,0, 5/4/1, v/v/v) i tt 240°C
(rozktad).
'"HNMR (CD;0D) 8[ppm]: 4.69 (s, 4H), 4.28 (m, 4H), 3.44 (m, 8H), 3.29-3.13 (m, 8H),
3.02 (m, 4H), 2.86 (m, 4H), 2.34-2.23 (m, 4H), 2.18 (m, 4H), 2.01-1.24 (m, 104H), 1.18-0.88
(m, 28H), 0.77 (s, 12H).

S-(o-hydroksymetylenofenylo)-S’-metoksykarbonylodisulfid 88

Uwaga! Reakcja prowadzona jest w atmosferze gazu obojetnego — argonu.
S\S)J\o/ W kolbie kulistej, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, umieszczono 10 mL
©;°H bezwodnego dichlorometanu. Kolbe z rozpuszczalnikiem ochtodzono w tazni
lodowej do temperatury 0°C a nastepnie stale mieszajagc wprowadzono 100 plL (1.1 mmol)
chlorku metoksykarbonylosulfenowego 87. W kolejnym kroku, stale mieszajac i chtodzac
w lodzie, wkroplono 154 mg (1.1 mmol) alkoholu o-merkaptobenzylowego 86
rozpuszczonego w 5 mL bezwodnego dichlorometanu. Mieszanine reakcyjng pozostawiono,
stale mieszajgc, w temperaturze 0°C na 2h. Nastepnie mieszanine reakcyjng przemyto
nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (2x10 mL) i wodg (2x10 mlL). Warstwe
organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszacy,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem, otrzymujgc surowy produkt w postaci
oleju, ktéry oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,
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stosujgc jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikéw CH,Cl,/AcOEt, 10/1, v/v.
Otrzymano 200 mg (0.87 mmol, 79%) produktu 88 w postaci zielonkawego oleju,
krzepngcego w niskiej temperaturze, o tt 29-30°C i R; 0.74 (CH,Cl,/AcOEt, 10/1, v/v).

'H NMR (CDCl5) 8[ppm]: 7.7 (m, 1H), 7.42 (m, 1H), 7.32 (m, 2H), 4.9 (s, 2H), 3.88 (s, 3H), 2.62
(brs, 1H).

Monomer 92

H Q Uwaga! Reakcja prowadzona jest
N\/\/\N/\/\N i
% o H w atmosferze gazu obojetnego — argonu.
s W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice
GSOgNa S NaO;SO .
o @ Na0;SG zwrotng umieszczono 1.136 g (0.35 mmol)
O homodimeru 85, ktéry rozpuszczono w 50 mL
OSO;Na Na0;S0

1M sodowego buforu fosforanowego o pH
7.3. Nastepnie przygotowano roztwoér 150 mg (0.52 mmol) TCEP w 10 mL takiego samego
buforu, po czym doprowadzono odczyn pH otrzymanego roztworu do ~7 poprzez
wprowadzenie niewielkiej ilosci buforu. Przygotowany roztwér TCEP dodano w jednej porcji
do wczesniej przygotowanego roztworu homodimeru 85 i pozostawiono stale mieszajac
w temperaturze pokojowej na 1h. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
cisnieniem, a pozostaty osad zawieszono w 20 mL metanolu i odsgczono pozostatos¢ soli
nieorganicznych. Przesacz zatezono a pozostaty surowy produkt 90 wykorzystano
w kolejnych etapach bez podzniejszego oczyszczania. W kolbie kulistej zaopatrzonej
w strzykawke umieszczono otrzymany wczesniej zwigzek 90, ktéry rozpuszczono w 50 mL
MeOH. Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 180 pL (1.3 mmol) bezwodnej trietyloaminy
i pozostawiono stale mieszajagc na 10 min. Nastepnie wkroplono roztwér 193 mg
(0.84 mmol) disulfidu 88 rozpuszczonego w 5 mL metanolu. Mieszanine reakcyjng
pozostawiono, stale mieszajagc, w temperaturze pokojowej na 5h. Po tym czasie
rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono
w metanolu, oddzielono od soli nieorganicznych i ponownie zatezono pod zmniejszonym
cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym  stosujgc  jako faze ruchoma mieszanine  rozpuszczalnikéw
CHCl3/MeOH/H,0, 5/4/1, v/v/v. Otrzymano 624 mg (0.35 mmol, 50%) produktu 92
w postaci biatego ciata statego o Rf 0.50 (CHCl3/MeOH/H,O, 5/4/1, v/v/v) i tt 200°C
(rozktad).
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 8.04 (m, 1H), 7.77 (m, 1H), 7.49 (m, 1H), 7.33 (m, 2H), 4.78 (s, 2H),
4.68 (s, 2H), 4.46 (s, 2H), 4.14 (m, 2H), 3.29-3.06 (m, 9H), 3.00 (m, 2H), 2.75 (m, 2H), 2.48-
1.20 (m, 50H), 1.14-0.99 (m, 10H), 0.95 (s, 6H), 0.77 (s, 6H).

Monomer 91

Uwaga! reakcja prowadzona jest
w atmosferze gazu obojetnego — argonu
Pochodng 91 otrzymano anlogicznie jak
Na0,50 zwigzek 92. Wychodzac z 2.36 g (0.85 mmol)
homodimmeru 84 i 365 mg (1.275 mmol)

0SOsNa Na0;S0
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TCEP oraz i 470 mg (2.04 mmol) disulfidu 88 otrzymano 1.18 g (0.77 mmol, 45%) produktu
91 w postaci biatego ciata statego o R; 0.36 (CHCl;/MeOH/H,0, 7/4/1 v/v/v) i tt 175°C.

'H NMR (CD,0D) 8[ppm]: 8.09 (m, 1H), 7.78 (m, 1H), 7.48 (m, 1H), 7.32 (m, 2H), 4.78 (s, 2H),
4.69 (s, 2H), 4.28 (m, 2H), 3.37 (m, 4H), 3.22 (m, 4H), 3.01 (m, 2H), 2.78 (m, 2H), 2.26 (m,
2H), 2.16 (m, 2H), 2.02-1.69 (m, 22H), 1.66-1.23 (m, 30H), 1.15-0.89 (m, 14H), 0.75 (s, 6H).

Intermediat 98

Uwaga! Reakcja prowadzona jest

OH\/\/\N/\/\m i w atmosferze gazu obojetnego — argonu.
O%\L W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice
GSOeNa i NaOsSS 08 zwrotng umieszczono 100 mg (0.057 mmol)
0SOgNa O; zwigzku 92, ktéry rozpuszczono w 10 mlL
0OSOzNa Ofo o Na0;S0 bezwodnego N,N-dimetyloformamidu.
b Nastepnie do uktadu wprowadzono 160 uL

(1.14 mmol) trietyloaminy oraz 292 mg
(1.14mmol) DSC. Mieszanine reakcyjng pozostawiono, stale mieszajagc, w temperaturze
pokojowej na 24h. Po tym czasie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym
cisnieniem, pozostawiajagc niewielkg ilos¢ N,N-dimetyloformamidu. Do pozostatosc
wprowadzono 5 mL acetonu celem wytrgcenia surowego produktu 98. Wytrgcony osad
odsaczono i obficie przemyto acetonem. Otrzymany produkt uzyto w kolejnym etapie bez

pdziniejszego oczyszczania.

Intermediat 97

Y ° Uwaga! Reakcja prowadzona jest
ONWNMH w atmosferze gazu obojetnego — argonu
O)\L Pochodng 97 otrzymano analogicznie jak

S
s NaGsS0 zwigzek 98. Wychodzgc z 110 mg (0.072 mmol)
CQ zwigzku 91 i 370 mg (1.44 mmol) DSC
osode T ;50 N20:S0  otrzymano produkt 97, ktéry zostat uzyty
w  kolejnym etapie bez pdiniejszego

oczyszczania.

7.2.6. Synteza uktadu ‘trimethyl lock’

3-metylobut-2-enian metylu 103

o W kolbie kulistej umieszczono 5 g (50 mmol) kwasu 3-metylobut-2-enowego,
Mo/ 50 mL bezwodnego metanolu oraz 1 mL stezonego kwasu siarkowego(VI).
Cato$¢ ogrzewano do temperatury wrzenia przez 40h. Nastepnie mieszanine reakcyjng
wylano do 100 mL zimnej wody, przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano eterem
dietylowym (3x50 mL). Warstwe eterowa przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu
sodu (2x100 mL) i wodg (2x100 mL). Warstwe eterowg suszono nad bezwodnym
siarczanem, magnezu, odsgczono Srodek suszacy, a przesgcz zatezono. Produkt oczyszczono
na drodze destylacji pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac 3.10 g (27 mmol, 54%)

czystego produkt 103 w postaci bezbarwnej cieczy o tw 45-48°C, 35 Tor (Iit.184 60°C, 50 Tor).
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'H NMR (CDCl;) 8[ppm]: 5.69 (s, 1H), 3.70 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 1.91 (s, 3H).

2,2,5,7-tetrametylochroman-4-on 105

o W kolbie kulistej zaopatrzonej w nasadke Dean-Starka i chtodnice zwrotng

m umieszczono 20.15 g (0.165 mol) 3,5-dimetylofenolu 102, 19.54 g (0.170 mol)
o 3-metylobut-2-enianu metylu 103 oraz 32.34 g (0.17 mol) monohydratu

kwasu p-toluenosulfonowego, ktdre rozpuszczono w 300 mL toluenu. Mieszanine

utrzymywano w temperaturze wrzenia przez 24 h. Nastepnie, po ochtodzeniu do

temperatury pokojowej, mieszanine reakcyjng przemyto wodg (2x200mL), nasyconym

roztworem wodoroweglanu sodu (2x200mL) i ponownie woda (2x200mL). Frakcje

organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszacy

i zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac pomaranczowy olej. Po krystalizacji

z eteru dietylowego, otrzymano 7 g (0.119 mol, 70%) produktu 105 w postaci bezbarwnego,

krystalicznego ciata statego o R; 0.38 (Hex/AcOEt, 9/1, v/v) i tt 58-60°C.

MS-MALDI: m/z obliczone dla Cy3H1¢0, 204.1150; znalezione 205.3 [M+1]".

'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 6.62 (s, 1H), 6.59 (s, 1H), 2.69 (s, 2H), 2.61 (s, 3H), 2.30 (s, 3H), 1.45

(s, 6H).

C NMR (CDCl5) 8[ppm]: 193.74, 161.01, 145.87, 141.49, 125.1, 116.4, 78.07, 50.22, 26.39,

22.80, 21.41.

FTIR v[cm™]: 2900, 1680.

4,4,5,7-tetrametylochroman-2-on 104

W kolbie kulistej umieszczono 22.21 g (0.18 mol) 3,5-dimetylofenolu 102,

m ktory rozpuszczono w 40 mL kwasu metanosulfonowego. Nastepnie

0”0 wprowadzono w jednej porcji 23 g (0.2 mol) estru metylowego kwasu
3-metylobut-2-enowego 103 i pozostawiono stale mieszajgc w temperaturze 70°C na 18h.
Po tym czasie mieszanine reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej, po czym
wylano do 400 mL zimnej wody, a nastepnie przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano
octanem etylu (3x150 mL). Warstwe organiczng przemyto wodg (3x150 mL), nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu (3x150 mL) i ponownie wodg (2x150 mL). Frakcje
organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszacy,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostatosé krystalizowano z etru
dietylowego, otrzymujac 33.12 g (0.16 mol, 90%) produktu 104 w postaci krystalicznego
ciata statego o tt 88-91°C (lit."* 89-90°C) i R; 0.35 (Hex/AcOEt, 9/1, v/v).
MS-MALDI: m/z obliczone dla Cy3H1¢0, 204.1150; znalezione 205.3 [M+1]".
'H NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 6.78 (s, 1H), 6.72 (s, 1H), 2.65 (s, 2H), 2.42 (s, 3H), 2.21 (s, 3H),
1.34 (s, 6H).
C NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 168.35, 151.79, 137.28, 136.29, 129.46, 127.34, 115.75, 45.00,
35.06, 27.57, 23.00, 20.35.
FTIR v[cm™]: 3050, 2900, 1775, 1625, 1575.
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2-(3-hydroksy-1,1-dimetylopropylo)-3,5-dimetylofenol 107

W kolbie kulistej zaopatrzonej w strzykawke i chtodnice zwrotng z rurka
/ﬁ:ﬁQOH z chlorkiem wapnia, sporzgdzono zawiesine 4 g (0.104 mol) glinowodorku
OH litu w 100 mL bezwodnego tetrahydrofuranu. Nastepnie stale mieszajac
w temperaturze pokojowej wprowadzano matymi porcjami 5.3 g (26 mmol) laktonu 104.
Mieszanine reakcyjng pozostawiono w temperaturze pokojowej na 3h, kontynuujac
mieszanie. Po tym czasie roztozono nadmiar glinowodorku litu, po czym odsaczono pod
zmniejszonym cisSnieniem powstate sole nieorganiczne. Przesgcz zatezono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatosé rozpuszczono w 100 mL dichlorometanu i osuszono
nad bezwodnym siarczanem magnezu. Po odsgczeniu Srodka suszgcego i zatezeniu
przesaczu, krystaliczng pozostato$¢ oczyszczono poprzez krystalizacje z dichlorometanu.
Otrzymano 3.47 g (17 mmol, 65%) czystego chromatograficznie produktu 107 w postaci
krystalicznego ciata statego o tt 112-114°C (lit."®" 112-114°C) i R; 0.27 (Hex/AcOEt, 7/3, v/v).
'H NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 8.96 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 6.28 (s, 1H), 4.11 (t, 1H), 3.20 (dt, 2H),
2.35 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.04 (t, 2H), 1.44 (s, 6H).
BC NMR (DMSO-dg) d[ppm]: 157.42, 137.25, 135.16, 128.95, 125.79, 116.22, 59.59, 45.23,
40.00, 32.34, 25.98, 20.58.

2-{3-[(O-tert-butylodimetylosililo)hydroksy]-1,1-dimetylopropylo}-3,5-dimetylofenol 108

OH Uwaga! Reakcja prowadzona jest w atmosferze gazu obojetnego —

"
W kolbie kulistej zaopatrzonej w strzykawke, i chtodnice zwrotng

umieszczono 250 mg (1.2 mmol) fenolu 107 i 244 mg (2 mmol) DMAP, ktére rozpuszczono
w 10 mL bezwodnego dichlorometanu. Nastepnie chtodzac w lodzie i stale mieszajgc
wkroplono roztwér 217 mg (1.44 mmol) TBDMSClI w 10 mL bezwodego dichlorometanu.
Po wkropleniu catej objetosci mieszanine reakcyjng pozostawiono stale mieszajagc w tazni
lodowej na 2h, a nastepnie w temperaturze pokojowej na 3 h. Po tym czasie mieszanine
reakcyjng przemyto woda (2x10 mlL), nastepnie 5% roztworem wodoroweglanu sodu
(3x10 mL) i ponownie wodg (2x10 mL). Frakcje organiczng osuszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu, odsgczono srodek suszacy a przesacz zatezono pod zmniejszonym
cisnieniem. Krystaliczng pozostatosé rekrystalizowano z dichlorometanu, otrzymujac czysty
chromatograficznie produkt 108 w postaci biatego ciata statego w ilosci 400 mg (1.2 mmol,
100%) o tt 106-109°C i R; 0.52 (Hex/AcOEt, 9/1, v/v).

'H NMR (DMSO-d) 8[ppm]: 8.99 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 6.28 (s, 1H), 3.39 (t, 2H), 2.36 (s, 3H),
2.09 (t, 2H), 2.05 (s, 3H), 1.42 (s, 6H), 0.79 (s, 9H), -0.08 (s, 6H).

C NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 157.25, 137.27, 134.91, 128.29, 125.93, 115.85, 61.50, 45.50,
32.37, 26.44, 25.86, 20.68, 18.15, -4.71.

FTIR v[cm™]: 3450, 3050, 2900, 1600, 1550.

Wodorobursztynian benzylu 100

o W kolbie kulistej umieszczono 1 g (10 mmol) bezwodnika

©/\OJ\/\(OH bursztynowego 99 oraz 1.02 g (8.3 mmol) DMAP, ktére rozpuszczono

© w 30 mL dichlorometanu. Nastepnie wprowadzono w jednej porcji
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897 mg (8.3 mmol) alkoholu benzylowego. Mieszanine reakcyjng pozostawiono, stale
mieszajac, w temperaturze pokojowej na 24 h. Nastepnie do mieszaniny poreakcyjnej
wprowadzono 50 mL 5% roztworu weglanu sodu i pozostawiono intensywnie mieszajgc na
10 min. Mieszanine przeniesiono do rozdzielacza, rozdzielono klarowne frakcje, a warstwe
wodng zakwaszono 1M HCl do pH ~1-2 i ekstrahowano octanem etylu (3x50 mL). Frakcje
organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszacy,
a przesacz zatezono, otrzymujgc surowy produkt w postaci metnego oleju krystalizujgcego
po ochtodzeniu. Produkt rekrystalizowano z mieszaniny octan etylu/heksan, otrzymujac
1.43 g (6.84 mmol, 82%) produktu 100 w postaci biatego, potyskujgcego ciata statego
o tt 55-58°C. (lit."** 56-57°C)

'H NMR (CDCl,) S[ppm]: 7.36 (m, 5H), 5.16 (s, 2H), 2.70 (m, 4H).

Bursztynian benzylowo-2-[3-(O-tert-butylodimetylosililo)hydroksy-1,1-dimetylopropylo]-
3,5-dimetylofenylowy 109

o W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
QONC’ zabezpieczong przed dostepem wilgoci rurkg z chlorkiem
0 O/\Si/7< wapnia oraz wkraplacz, umieszczono 4.47 g (21.5 mmol)
monoestru benzylowego kwasu bursztynowego 100,
4.62 g (14.33 mmol) sililowej pochodnej fenolu 108 i 200 mg DMAP, ktére rozpuszczono
w 100 mL bezwodnego dichlorometanu. Nastepnie roztwdr ochtodzono w tazni lodowej do
temperatury okoto 0°C i wkroplono 5.77 g (27.95 mmol) DCC rozpuszczonego w 50 mL
bezwodnego dichlorometanu. Mieszanine reakcyjng pozostawiono, stale mieszajac,
w temperaturze pokojowej na 48h. Nastepnie odsgczono wytrgcony osad DCU, a przesacz
przemyto wodg (2x100 mL), nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (2x100 mL), 5%
roztworem wodorosiarczanu sodu (2x100 mL) i ponownie wodg (2x100 mL). Warstwe
organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszacy,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$é oczyszczono na drodze
chromatografii kolumnowej na zelu rzemionkowym, stosujac jako faze ruchomg mieszanine
rozpuszczalnikdw Hex/AcOEt, 9/1, v/v, otrzymujac 6.24 g (12.17 mmol, 85%) produktu 109
w postaci oleju o R; 0.52 (Hex/AcOEt, 9/1, v/v).
'H NMR (CDCl;) 8[ppm]: 7.37 (m, 5H), 6.81 (s, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.18 (s, 2H), 3.49 (t, 2H),
2.89 (t, 2H), 2.80 (t, 2H), 2.53 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.04 (t, 2H), 1.48 (s, 6H), 0.86 (s, 9H),
-0.01 (s, 6H).
C NMR (CDCl3) 8[ppm]: 172.01, 171.10, 149.74, 138.35, 135.85, 135.51, 134.08, 132.49,
128.56, 128.05, 122.69, 66.83, 60.74, 45.99, 38.87, 31.92, 29.98, 28.73, 25.88, 25.14, 20.02,
18.03.

Bursztynian benzylowo-2-(3-hydroksy-1,1-dimetylopropylo)-3,5-dimetylofenylowy 111

o W kolbie kulistej zaopatrzonej w chiodnice zwrotng
©\/ONO umieszczono 3.4 g (6.63 mmol) pochodnej sililowej 109,

0 /©5<AOH ktérg rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow
THF/H,0/AcOH, 25mL/25mL/75mL. Mieszanine reakcyjng

mieszano, w temperaturze pokojowej przez 4h. Nastepnie odparowano rozpuszczalniki,
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a pozostatosé rozpuszczono w 50 mL octanu etylu i przemyto wodg (2x20 mL), nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu (2x20 mL) i ponownie wodg (20 mL). Warstwe organiczng
osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono srodek suszacy, a przesacz
zatezono. Surowy produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, stosujac jako faze ruchomg mieszanine rozpuszczalnikéw Hex/AcOEt, 7/3,
v/v. Otrzymano 2.39 g (6 mmol, 90%) produktu 111 w postaci jasnego oleju o R 0.44
(Hex/AcOEt, 7/3, v/v).

'"H NMR (DMSO-d,) 8[ppm]: 7.36 (m, 5H), 6.84 (s, 1H), 6.51 (s, 1H), 5.14 (s, 2H), 4.12
(brs, 1H), 3.21 (t, 2H), 2.84 (m, 2H), 2.75 (m, 2H), 2.48 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 1.91 (t, 2H), 1.38
(s, 6H).

BC NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 172.21, 171.55, 149.86, 138.39, 136.53, 135.49, 134.51,
132.10, 128.82, 128.33, 123.36, 66.20, 58.66, 45.88, 38.88, 32.05, 30.14, 28.77, 25.22,
19.92.

Bursztynian benzylowo-2-(3-okso-1,1-dimetylopropylo)-3,5-dimetylofenylowy 113

©\/ o Uwaga! Reakcja prowadzona jest w atmosferze gazu

ONO o obojetnego — argonu
o MH W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotna
umieszczono 229 mg (0.57 mmol) alkoholu 111, ktéry

rozpuszczono w 10 mL bezwodnego dichlorometanu. Nastepnie wprowadzono w jednej
porcji 246 mg (1.14 mmol) PCC. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowe;j
przez 3h. Po tym czasie mieszanine reakcyjng naniesiono na cienka warstwe zelu
krzemionkowego, a produkt wymyto mieszaning rozpuszczalnikéw Hex/AcOEt, 7/3, v/v.
Po odparowaniu rozpuszczalnikéw otrzymano 186 mg (0.47 mmol, 82%) produktu 113
w postaci zottego oleju o R; 0.71 (Hex/AcOEt, 7/3 v/v).
'H NMR (CDCl;) 8[ppm]: 9.55 (t, 1H), 7.37 (m, 5H), 6.87 (s, 1H), 6.61 (s, 1H), 5.18 (s, 2H),
2.91 (m, 2H), 2.83 (m, 4H), 2.56 (s, 3H), 2.25 (s, 3H), 1.57 (s, 6H).
C NMR (CDCl3) 8[ppm]: 202.77, 171.88, 171.02, 149.14, 138.13, 136.63, 135.70, 132.77,
132.56, 128.55, 128.34, 123.41, 66.42, 56.41, 37.82, 31.60, 29.60, 28.67, 25.10, 20.45.

kwas 3-{2-[0-(4-benzyloksysukcynoilo)]hydroksy-4,6-dimetylo}fenylo-3-metylobutanowy
115

o W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotna
QONO o i strzykawke, umieszczono 4.79 g (12.mmol) aldehydu 113,
0 /@i()kw ktéry rozpuszczono w 12 mL acetonitrylu i 6 mL wody.
Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 450 mg (3.26 mmol)

diwodorofosforanu sodu i 1.8 mL 50% nadtlenku wodoru. Mieszanine ochtodzono w tazni
lodowej do temperatury 0°C i powoli, wkroplano 2.71 g (24 mmol) chloranu(lll) sodu
rozpuszczonego w 18 mlL wody, utrzymujac temperature 0°C. Nastepnie mieszanine
reakcyjng mieszano przez 3h w tej samej temperaturze. Po tym czasie mieszanine reakcyjng
ogrzano do temperatury pokojowej i powoli wkroplono 30 mL nasyconego roztworu

tiosiarczanu sodu celem roztozenia pozostatosci nadtlenku wodoru oraz chloranu(lll) sodu.
Mieszanine reakcyjng zakwaszono 3M HCl do pH 1-2 i ekstrahowano octanem etylu
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(3x150mL). Warstwe organiczng przemyto solanka (2x200 mL), osuszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu, odsgczono $rodek suszacy, a przesacz zatezono pod zmniejszonym
cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym  stosujgc  jako faze ruchoma mieszaning  rozpuszczalnikéw
Hex/AcOEt/AcOH, 70/30/1, v/v/v. Otrzymano 4 g (9.7 mmol, 80%) produktu 115 w postaci
z6ttawego oleju o R; 0.29 (Hex/AcOEt, 7/3, v/v).

'H NMR (CDCl,) 8[ppm]: 7.35 (m, 5H), 6.82 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 5.17 (s, 2H), 2.90 (t, 2H),
2.84 (s, 2H), 2.80 (t, 2H), 2.54 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 1.57 (s, 6H).

C NMR (CDCl3) 8[ppm]: 177.26, 172.11, 171.37, 149.38, 138.11, 136.33, 135.59, 133.24,
132.38, 128.43, 128.26, 122.71, 66.72, 47.60, 38.61, 31.28, 29.85, 28.76, 25.21, 20.18.

3-{2-[0-(4-benzyloksysukcynoilo)]hydroksy-4,6-dimetylo}fenylo-3-metylobutanian
tert-butylu 117

W kolbie kulistej umieszczono 200 mg (0.48 mmol) kwasu
Q\/OMO o 115, ktéry rozpuszczono w 3 mlL octanu tert-butylu.
o /@ﬁ()l\()k Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 70 puL 72% kwasu
nadchlorowego, po czym kolbe reakcyjng szczelnie
zamknieto i mieszano w temperaturze pokojowej przez 72h. Po tym czasie do mieszaniny
reakcyjnej wprowadzono 10 ml octanu etylu i przemyto 10 mL wody, nastepnie nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu (2x 10mL) i ponownie 10 mL wody. Frakcje organiczng
osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono $rodek suszacy, a przesacz
zatezono. Pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym stosujgc jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikéw Hex/AcOEt, 7/3,
v/v. Otrzymano 74 mg (0.16 mmol, 33%) produktu 117 w postaci zéttawego oleju o R; 0.85
(Hex/AcOEt, 7/3, v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C,gH350¢ 468.2512; znalezione 469.2548 [M+1]".
'H NMR (CDCl5) 8[ppm]: 7.35 (m, 5H), 6.82 (s, 1H), 6.60 (s, 1H), 5.18 (s, 2H), 2.92 (t, 2H),
2.82 (t, 2H), 2.73 (s, 2H), 2.56 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 1.56 (s, 6H), 1.29 (s, 9H).
BC NMR (CDCl3) 8[ppm]: 171.96, 171.28, 171.13, 149.46, 138, 136.04, 135.70, 133.54,
132.23, 128.57, 128.26, 122.86, 79.76, 66.51, 49.29, 39.15, 31.46, 30.07, 28.81, 27.75,
25.30, 20.13.

Wodorobursztynian tert-butylu 101

o W kolbie kulistej umieszczono 25.37 g (0.25 mol) bezwodnika
>I\O)WOH bursztynowego 99, 8.46 g (0.073 mol) NHS oraz 2.96 g (24 mmol) DMAP,
© ktore zawieszono w 400 mL toluenu. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej
wprowadzono 42.3 mL (0.45 mol) tert-butanolu oraz 10.58 mL (76 mmol) bezwodnej
trietyloaminy. Mieszanine reakcyjng umieszczono w tazni olejowej i stale mieszajac,
doprowadzono do wrzenia. Mieszanine pozostawiono w temperaturze wrzenia na 24h.
Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej dodano 400 mL octanu etylu celem
rozcienczenia mieszaniny, a nastepnie przemyto 0.1 M HCl (4x500 mL) oraz nasyconym
roztworem chlorku sodu (3x500 mL). Warstwe organiczng osuszono nad bezwodnym

siarczanem magnezu, odsaczono srodek suszacy, a przesacz zatezono pod zmniejszonym
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cisnieniem uzyskujgc brazowy olej, ktéry poddano krystalizacji z eteru dietylowego
i heksanu otrzymujac bezowe ciato state. W wyniku ponownej rekrystalizacji z mieszaniny
octan etylu/heksan, otrzymano 21.1 g (0.12 mol, 48%) produktu 101 w postaci
krystalicznego, biatego ciata statego o tt 42-44°C (lit."®* 44-45°C).

'H NMR (DMSO-dg) d[ppm]: 12.13 (s, 1H), 2.38 (s, 4H), 1.39 (s, 9H).

C NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 173.67, 171.88, 80.08, 30.24, 29.10, 27.31.

Bursztynian tert-butylowo-{2-[3-(O-tert-butylodimetylosililo)hydroksy-1,1-
dimetylopropylo]-3,5-dimetylo}fenylowy 110

0 Pochodng 110 otrzymano analogicznie jak zwigzek 109.
XOTON/\)J\O \/ Wychodzac z 810 mg (4.65 mmol) wodorobursztynianu
o Ij< tert-butylu 101, 1 g (3.1 mmol) fenolu 108 oraz 400 mg
DMAP otrzymano 1.41 g (2.94 mmol, 95%) produktu 110 w
postaci oleju o R¢ 0.52 (Hex/AcOEt, 9/1, v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C,7H505Si 478.3115; znalezione 379.3251 [M+1]".
'H NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 6.82 (s, 1H), 6.55 (s, 1H), 3.42 (t, 2H), 2.75 (t, 2H), 2.56 (t, 2H),
2.48 (s, 3H), 2.17 (s, 2H), 1.96 (t, 2H), 1.41 (s, 6H), 1.39 (s, 9H), 0.81 (s, 9H), -0.06 (s, 6H).
BC NMR (DMSO-dg) S[ppm]: 171.74, 171.44, 150.06, 138.24, 135.58, 134.00, 132.25,
123.37, 80.45, 60.83, 46.02, 39.17, 32.05, 30.07, 28.15, 26.23, 25.15, 20.01, 18.08, -4.87.

Bursztynian tert-butylowo -2-(3-hydroksy-1,1-dimetylopropylo)-3,5-dimetylofenylowy 112

OM Pochodng 112 otrzymano analogicznie jak zwigzek 111.

>f I ? Wychodzgc z 204 mg (0.43 mmol) zwigzku 110, otrzymano

/@iQOH 112 mg (0.31 mmol, 72%) produktu 112 w postaci jasnego oleju
o R;0.41 (Hex/AcOEt, 7/3, v,v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cy;H3,05 364.225; znalezione 365.2580 [M+1]".

'H NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 6.81 (s, 1H), 6.54 (s, 1H), 4.20 (t, 1H), 3.20 (dt, 2H), 2.76 (t, 2H),

2.55 (t, 2H), 2.48 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 1.90 (t, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.39 (s, 6H).

BC NMR (DMSO-ds) d[ppm]: 171.25, 170.92, 149.28, 137.73, 135.04, 133.79, 131.55,

122.79, 79.78, 58.06, 45.43, 38.41, 31.30, 29.68, 27.48, 24.58, 19.37.

Bursztynian tert-butylowo-2-(3-okso-1,1-dimetylopropylo)-3,5-dimetylo}fenylowy 114

0 Pochodng 114 otrzymano analogicznie jak zwigzek 113.

XOWO ®  Wychodzac z 429 mg (1.18 mmol) alkoholu 112 i 520 mg

/&AH (2.36 mmol) PCC, otrzymano 362 mg (1 mmol, 85%) produktu

114 w postaci zéttawego oleju o R; 0.33 (Hex/AcOEt, 9/1, v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C,;H300s 362.209; znalezione 363.2430 [M+1]".
'H NMR (DMSO-d;) 6[ppm]: 9.44 (t, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.58 (s, 1H), 2.88 (d, 2H), 2.77 (t, 2H),
2.55 (t, 2H), 2.48 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 1.47 (s, 6H), 1.38 (s, 9H).
BC NMR (DMSO-dg) S[ppm]: 202.74, 171.99, 171.61, 149.60, 138.10, 136.12, 133.51,
132.17, 123.56, 80.59, 56.31, 37.96, 31.40, 30.10, 28.09, 25.19, 19.90.
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kwas 3-{2-[O-(4-tert-butyloksysukcynoilo)]hydroksy-4,6-dimetylo}fenylo-3-metylobutanowy
116

o) Pochodng 116 otrzymano analogicznie jak zwigzek 115.
XONO o Wychodzac z 1.46 g (3.68 mmol) aldehydu 114, 125 mg (1 mmol)
° MOH diwodorofosforanu sodu, 1 mL 50% nadtlenku wodoru i 833 mg
(7,36 mmol) chloranu(lll) sodu, otrzymano 1.09 g (2.88 mmol,
78%) produktu 116 w postaci zéttawego oleju o R; 0.46 (Hex/AcOEt/AcOH, 70/30/1, v/v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C,;H300s 378.204; znalezione 379.2370 [M+1]".
'H NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 11.79 (s, 1H), 6.80 (s, 1H), 6.55 (s, 1H), 2.78 (t, 2H), 2.71 (s, 2H),
2.58 (t, 2H), 2.47 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 1.48 (s, 6H), 1.41 (s, 9H).
BC NMR (DMSO-dy) 8[ppm]: 173.10, 171.82, 171.56, 149.74, 138.00, 135.70, 134.25,
132.00, 123.17, 80.51, 48.14, 38.45, 31.26, 30.21, 28.36, 25.26, 20.12.

3-{2-[O-(4-tert-butyloksysukcynoilo)]hydroksy-4,6-dimetylo}fenylo-3-metylobutanian
benzylu 118

Q W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
(0]

XOWO i strzykawke, zabezpieczong przed dostepem wilgoci rurka
wom z chlorkiem wapnia, umieszczono 1 g (2.64 mmol) kwasu
116, ktéry rozpuszczono w 20 mlL bezwodnego
N,N-dimetyloformamidu. Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 529 mg (5.28 mmol)
wodoroweglanu potasu i pozostawiono stale mieszajgc w temperaturze pokojowej na
15 min. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono w jednej porcji 476 pL (4 mmol)
bromku benzylu i ponownie mieszano przez 3h w temperaturze 40°C. Po tym czasie do
mieszaniny wprowadzono 30 mL 5% roztworu wodoroweglanu sodu i ekstrahowano
octanem etylu (3x50mL). Frakcje organiczng przemyto nastepnie 5% roztworem
wodoroweglanu sodu (2x50mL) i solankg (2x50mL). Warstwe organiczng osuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono s$rodek suszacy, przesgcz zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej
na zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikow
Hex/AcOEt, 8/2, v/v. Otrzymano 1 g (2.13 mmol, 81%) produktu 118 w postaci z6ttawego
oleju o R; 0.37 (Hex/AcOEt, 9/1, v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla CygH3c0¢ 468.251; znalezione 469.2840 [M+1]".
'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 7.33 (m, 3H), 7.23 (m, 2H), 6.80 (s, 1H), 6.62 (s, 1H), 5.02 (s, 2H),
2.93 (s, 2H), 2.81 (t, 2H), 2.64 (t, 2H), 2.52 (s, 3H), 2.25 (s, 3H), 1.59 (s, 6H), 1.49 (s, 9H).
BC NMR (CDCl3) 8[ppm]: 171.61, 171.55, 171.31, 149.50, 139.97, 136.16, 136.02, 133.38,
132.41, 128.39, 128.24, 127.98, 123.00, 80.71, 65.92, 48.04, 38.96, 31.40, 30.15, 27.92,
25.42,20.29.

3-[2-(O-sukcynoilo)hydroksy-4,6-dimetylo]fenylo-3-metylobutanian benzylu 119

O . . . . .
HON W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng,

I zabezpieczong przed dostepem wilgoci rurka z chlorkiem
/Cﬁ@%/\g wapnia, umieszczono 1 g (2.13 mmol) estru 118, ktory

rozpuszczono w 20 mL mieszaniny rozpuszczalnikéw
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dichlorometan/kwas trifluorooctowy, 3/1, v/v. Mieszanine mieszano w temperaturze
pokojowej przez 1h. Nastepnie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym ci$nieniem,
a pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,
stosujgc jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikoéw Hex/AcOEt/AcOH, 70/30/1, v/v/v.
Otrzymano 820 mg (2 mmol, 94%) produktu 119 w postaci jasnozottego oleju.

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C,4H,306 412.189; znalezione 413.1950 [M+1]".

'H NMR (DMSO-dg) d[ppm]: 12.34 (brs, 1H), 7.31 (m, 3H), 7.18 (m, 2H), 6.79 (s, 1H), 6.57
(s, 1H), 4.95 (s, 2H), 2.90 (s, 2H), 2.74 (t, 2H), 2.56 (t, 2H), 2.47 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 1.47 (s,
6H).

BC NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 173.90, 172.07, 171.42, 150.10, 138.06, 136.81, 135.77,
134.13, 132.30, 128.71, 128.25, 123.30, 65.52, 47.73, 38.83, 31.37, 30.33, 28.89, 25.36,
20.19.

Trifluorooctan N*,N’-bis(trifluoroacetylo)spermidyny 122

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng

o CF4c00°
. CJKN/\/\SE/\/\/H cr, i strzykawke, umieszczono 2.24 g (15.42 mmol) spermidyny
N H,

o) 7, ktorg rozpuszczono w 15 mL acetonitrylu. Nastepnie stale
mieszajac wkroplono 6 mL (50.42 mmol) trifluorooctanu etylu i 333 pL (18.5 mmol) wody
destylowanej. Mieszanine mieszano w temperaturze wrzenia przez 4h. Po tym czasie
mieszanine reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej, odparowano rozpuszczalniki
pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos¢, w postaci biatego ciata statego,
krystalizowano z octanu etylu. Otrzymano 6.12 g (13.56 mmol, 88%) produktu 122
w postaci biatego ciata statego o R; 0.60 (DCM/MeOH, 8/2, v/v) i tt 140-143°C (Iit."®® 145-
146°C).

'"H NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 9.65-9.46 (m, 2H), 8.50 (brs, 2H), 3.33-3.14 (m, 4H), 2.92
(m, 4H), 1.82 (q;, 2H), 1.56 (m, 4H).

N3-tert-butoksykarbonylo-Nl,N7-bis(trifIuoroacetylo)spermidyna 123

o N W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
F3CJL”/\/\EC?/\/NTCF3 i strzykawke, umieszczono 12.79 g (28.34 mmol) soli
spermidyny 122, ktérg zawieszono w 75 mL
tetrahydrofuranu. Nastepnie wprowadzono 12 mL (86 mmol) trietyloaminy i pozostawiono
stale mieszajgc w temperaturze pokojowej do momentu catkowitego rozpuszczenia sie soli
spermidyny. Nastepnie mieszanine ochtodzono do temperatury 0°C i wkroplono roztwér
6.8 g (31.17 mmol) Boc,0 w 20 mL tetrahydrofuranu. Mieszanine mieszano w temperaturze
pokojowej przez 24h. Po tym czasie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym
ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w 200 mL octanu etylu. Roztwdr przemyto wodg
(3x100 mL), frakcje organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono
Srodek suszacy, a przesgcz zatezono. Pozostato$¢ krystalizowano z mieszaniny eter
dietylowy/heksan, otrzymujgc 11.43 g (26.13 mmol, 92%) produktu 123 w postaci biatego
ciafa statego o R; 0.65 (Hex/AcOEt, 1/1, v/v) i tt 73-75°C (lit.'** 74-75°C).
'H NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 9.42 (m, 2H), 3.23-3.06 (m, 8H), 1.68 (q;, 2H), 1.43 (m, 4H), 1.37
(s, 9H).
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N3-tert-butoksykarbonylospermidyna 124

wi, W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, strzykawke
HN S S S S NRe - e i
Boc i termometr umieszczono 1 g (2.3 mmol) N’-Boc-spermidyny 123,
ktéra rozpuszczono w 30 mL metanolu. Nastepnie mieszanine ochtodzono w fazni lodowe;j
do temperatury 10°C i rozpoczeto wkraplanie 25 mL 0.2 M wodnego roztworu
wodorotlenku sodu, stale utrzymujac temperature 10°C. Po wkropleniu catej objetosci
roztworu, mieszanine reakcyjng ogrzano do temperatury pokojowej i mieszano przez 24h.
Po tym czasie odparowano metanol pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostaty roztwoér
wodny ekstrahowano mieszaning rozpuszczalnikow CHCl3/MeOH, 9/1, v/v (4x20 mL).
Frakcje organiczne potgczono i osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, Srodek
suszgcy odsgczono, a przesgcz zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 590 mg
(2.2 mmol, 96%) produktu 124 w postaci jasnozéttego oleju.
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 3.18-3.01 (m, 4H), 2.51-2.40 (m, 4H), 1.52 (q;, 2H), 1.41 (m, 2H),
1.33-1.22 (m, 11H).

N3-tert-butoksykarbonylo-Nl,N7-bis(9-ﬂuorenonmetoksykarbonylo)spermidyna 125

. H W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i rurke
moc\H/\/\’}‘/\/\/ ‘Fmoc

Boc z chlorkiem wapnia, umieszczono 78 mg (0.32 mmol) N’-Boc-

spermidyny 124, ktdrg rozpuszczono w 3 mL chloroformu. Nastepnie wprowadzono
w jednej porcji 216 mg (0.64 mmol) Fmoc-NHS, po czym mieszano przez 24h
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozciericzono dodajac
10 mL chloroformu i przemyto wodg (3x10 mL). Frakcje organiczng osuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu, odsaczono $rodek suszacy, a przesacz zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowe;j
na zelu krzemionkowym stosujgc jako faze ruchomg mieszanine rozpuszczalnikéw
Hex/AcOEt, 7/3, v/v, a nastepnie zwiekszajgc polarnos¢ eluentu do Hex/AcOEt, 1/1, v/v.
Otrzymano 208 mg (0.3 mmol, 94%) produktu 125 w postaci metnego oleju o R; 0.23
(Hex/AcOEt, 7/3, v/v).

'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 7.78 (d, 4H), 7.62 (t, 4H), 7.41 (t, 4H), 7.33 (t, 4H), 4.42 (m, 4H),
4.23 (m, 2H), 3.37-3.07 (m, 8H), 1.82-1.42 (m, 15H).

Trifluorooctan N1,N7-bis(9-ﬂuorenylometoksyka rbonylo)spermidyny 126

crcod W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
Fmoc\N/\/s\ﬁ/\/\/“\Fmoc umieszczono 184 mg (0.27 mmol) N, N”-Fmoc,-N*-Boc-
H H,

spermidyny 125, ktérg rozpuszczono w 3 mL mieszaniny
CHCI3/TFA, 3/1, v/v. Mieszanine reakcyjng mieszano przez 1h w temperaturze pokojowej.
Nastepnie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ zalano
eterem dietylowym i ponownie odparowano otrzymujgc surowy produkt w postaci
szarawego ciata statego. Produkt rekrystalizowano z chloroformu, otrzymujac 137 mg
(0.2 mmol, 74%) produktu 126 w postaci biatego ciata statego o R; 0.34 (CHCl;/MeOH/H,0,
6.5/1/0.1, v/v/vitt 125-128°C.
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'H NMR (CD;0D) &[ppm]: 7.79 (d, 4H), 7.62 (d, 4H), 7.38 (t, 4H), 7.30 (t, 4H), 4.43-4.31
(m, 4H), 4.19 (m, 2H), 3.21 (t, 2H), 3.15 (t, 2H), 2.96 (m, 4H), 1.83 (q;, 2H), 1.67 (m, 2H), 1.57
(m, 2H).

Nl,N7-bis(quorenonmetoksyka rbonyIo)-N3-{4-[2-(2-benzy|oksykarbonylo-l,l-
dimetyloetylo)-3,5-dimetylo]fenyloksy-1,4-diokso}butylospermidyna 128

pn-Fmoe W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng,
zabezpieczong przed dostepem wilgoci rurka

o z chlorkiem wapnia, umieszczono 755 mg

NNO o (1.83 mmol) kwasu 119 oraz 254 mg (2.2 mmol) NHS,

H/ ° /@4/“\0 ktére rozpuszczono w 10 mL bezwodnego
Fmoo™ dichlorometanu. Nastepnie do mieszaniny

wprowadzono 640 mg (3.1 mmol) DCC i mieszano przez 24h w temperaturze pokojowej. Po
tym czasie odsgczono osad DCU, przesgcz zatezono pod zmniejszonym ciShieniem
i ponownie rozpuszczono w 50 mL chloroformu. Nastepnie frakcje organiczng przemyto
woda (2x30 mL) i osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu. Srodek suszacy
odsgczono, a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymang pozostatosc
poddano dalszym przemianom bez pdZniejszego oczyszczania.

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng zabezpieczong przed dostepem wilgoci
rurka z chlorkiem wapnia, umieszczono otrzymany ester aktywny 120, ktdry rozpuszczono
w 50 mL bezwodnego dichlorometanu. Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 1.2 mL
(6.72 mmol) DIPEA i pozostawiono stale mieszajgc w temperaturze pokojowej na 10 minut.
Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono 1.56 g (2.22 mmol) trifluorooctanu
Fmoc,-spermidyny 126 i mieszano w temperaturze pokojowej przez okoto 5 h (w czasie
reakcji wytrgca sie biaty osad, ktory nie jest pozgdanym produktem). Nastepnie
odparowano rozpuszczalniki, a pozostatos¢ rozpuszczono w 50 mL chloroformu. Faze
organiczng przemyto solankg (2x30 mL), 5% roztworem wodorosiarczanu sodu (2x30 mL)
i ponownie solankg (2x30 mL), osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono
srodek suszacy, a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ oczyszczono
na drodze chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchomg
mieszanine rozpuszczalnikdw Hex/AcOEt, 4/6, v/v do momentu elucji zanieczyszczen o R
wiekszym niz pozgdanego produktu; eluent zmieniono na octan etylu wymywajgc pozadany
produkt. Otrzymano 1 g (1 mmol, 56%) produktu 128 w postaci szklistego oleju o R; 0.41
(Hex/AcOEt, 4/6, v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cg;HesN3Og 983.4721; znalezione 984.4758 [M+1]".

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 7.78 (d, 4H), 7.61 (m, 4H), 7.38 (t, 4H), 7.31-7.21 (m, 7H), 7.11
(m, 2H), 6.71 (s, 1H), 6.58 (m, 1H), 4.90 (s, 2H), 4.31 (m, 4H), 4.15 (m, 2H), 3.42-3.28
(m, 4H), 3.15-3.03 (m, 4H), 2.92-2.62 (m, 6H), 2.44 (s, 3H), 2.15 (m, 3H), 1.83-1.37 (m, 12H).

N* N’-bis(tert-butoksykarbonylo)spermidyna 127

8 H W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng,
NN T - . I .
H H zabezpieczong przed dostepem wilgoci rurkg z chlorkiem

wapnia, oraz strzykawke umieszczono 1.23 g (8.47 mmol) spermidyny 7, ktorg rozpuszczono
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w 50 mL bezwodnego tetrahydrofuranu. Nastepnie mieszanine ochtodzono w tazni lodowe;j
do temperatury 0°C i wkroplono roztwér 4.17 g (16.94 mmol) Boc-ON 121 w 50 mL
bezwodnego tetrahydrofuranu. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze 0°C przez
4h. Po tym czasie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatosc¢
rozpuszczcono w 10 mL eteru dietylowego. Eterowy roztwér przemyto nasyconym
roztworem NaOH (4x25 mL) do momentu catkowitego zaniku z6ttego zabarwienia. Warstwe
organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszacy,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym ciSnieniem. Krystaliczng pozostatosc¢
rekrystalizowano z eteru dietylowego otrzymujgc 1.88 g (5.44 mmol, 64%) produktu 127
w postaci biatego ciata statego o tt 83-85°C (lit."* 82-84°C).

'H NMR (CDCl,) S[ppm]: 5.22 (brs, 1H), 4.88 (brs, 1H), 3.21 (m, 2H), 3.14 (m, 2H), 2.67
(t, 2H), 2.61 (t, 2H), 1.65 (q;, 2H), 1.53 (m, 4H), 1.45 (s, 18H).

BC NMR (CDCl5) 8[ppm]: 156.09, 156.01, 78.94, 49.45, 47.75, 40.53, 39.29, 29.88, 28.44,
27.84,27.41.

N, N -bis(tert-butoksykarbonylo)-N’-{4-[2-(2-benzyloksykarbonylo-1,1-dimetyloetylo)-3,5-
dimetylo]fenyloksy-1,4-diokso}butylospermidyna 132

L -BOC W kolbie kulistej, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng,
zabezpieczong przed dostepem wilgoci rurka
z chlorkiem wapnia, umieszczono 1 g (2.42 mmol)

NMO o kwasu 119 oraz 352 mg (3.06 mmol) NHS, ktére
H/ 0 wo rozpuszczono w 20 mL bezwodnego dichlorometanu.
Boc ! /\© Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 895 mg
(4.34 mmol) DCC i mieszano w temperaturze pokojowej przez 24h. Po tym czasie odsgczono
osad DCU, a przesgcz rozcieniczono 50 mL dichlorometanu. Mieszanine reakcyjng przemyto
wod3 (2x30 mL), nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (2x30 mL) i ponownie wodg
(2x30 mL). Frakcje organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, srodek
suszacy odsgczono, a przesgcz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymana
pozostatos¢ poddano dalszym przemianom bez pdzniejszego oczyszczania.
W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng zabezpieczong przed dostepem wilgoci
rurkg z chlorkiem wapnia, umieszczono otrzymany ester aktywny 120, ktéry rozpuszczono
w 50 mL bezwodnego dichlorometanu. Nastepnie do mieszaniny wprowadzano kolejno
560 pL (6.72 mmol) DIPEA i 1.1 g (3.2 mmol) Boc,-spermidyny 127, po czym mieszanine
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 5h. Po tym czasie mieszanine
rozciericzono dodajac 20 mL dichlorometanu, po czym przemywano solankg (2x30 mL), 5%
roztworem wodorosiarczanu sodu (2x30 mL) i ponownie solankg (2x30 mL). Frakcje
organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu, odsgczono Srodek suszacy,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ oczyszczono na drodze
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchoma mieszanine
rozpuszczalnikéw Hex/AcOEt, 4/6, v/v, otrzymujac 1.1 g (1.4 mmol, 68%) produktu 132
w postaci jasnego oleju o R¢0.50 (Hex/AcOEt, 4/6, v/v).
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C4;HgiN3Og 739.4408; znalezione 740.4537 [M+1]".
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'H NMR (CD30D) 8[ppm]: 7.29 (m, 3H), 7.16 (m, 2H), 6.79 (s, 1H), 6.63 (m, 1H), 4.95 (s, 2H),
3.36 (m, 4H), 3.12-2.97 (m, 4H), 2.93 (s, 2H), 2.83 (m, 2H), 2.75 (m, 2H), 2.49 (s, 3H), 2.22
(s, 3H), 1.92-1.36 (m, 30H).

C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 172.47, 172.42, 172.13, 171.88, 171.72, 157.11, 156.95, 149.70,
137.80, 136.08, 135.83, 133.14, 131.74, 127.97, 127.82, 127.57, 122.73, 78.09, 65.49, 45.49,
45.23, 43.08, 39.60, 39.35, 38.77, 37.39, 37.19, 33.40, 30.87, 29.91, 28.72, 27.38, 26.87,
25.48, 25.36, 24.66, 24.55, 24.16, 18.95.

Nl,N7-bis(tert-butoksykarbonylo)-Ng-{4-(2-[(2-karboksy-1,1-dimety|oety|o)-3,5-
dimetylo]fenyloksy-1,4-diokso}butylospermidyna 133

hn-BoC W kolbie kulistej zaopatrzonej w balon z wodorem
umieszczono 1.21 g (1.64 mmol) estru benzylowego 132,
o ktory rozpuszczono w 30 mL tetrahydrofuranu. Nastepnie

N\(\)\o o do mieszaniny wprowadzono 500 mg 10% Pd/C. a ukfad
0 MOH przeptukano wodorem, po czym mieszano w temperaturze

Boc " pokojowej i atmosferze wodoru przez 4h. Po tym czasie
katalizator odsgczono przez cienkg warstwe celitu, a przesgcz zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem, otrzymujgc 918 mg (1.41 mmol, 86%) produktu 133 w postaci szklistego oleju
0 R¢0.73 CHCl3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v.
HRMS-ESI: m/z obliczone dla C34HssN;04 649.3938; znalezione 650.3858 [M+1]".
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 6.82 (s, 1H), 6.61 (m, 1H), 3.38 (m, 4H), 3.09 (m, 2H), 3.01 (m, 2H),
2.87 (m, 2H), 2.84 (s, 2H), 2.80 (m, 2H), 2.55 (s, 3H), 2.20 (s, 3H), 1.90-1.28 (m, 30H).
Bc NMR (CDs0D) d[ppm]: 174.05, 172.56, 172.51, 172.20, 171.80, 149.62, 137.85, 135.69,
133.66, 131.66, 122.66, 78.12, 47.35, 45.39, 45.17, 43.07, 39.55, 39.36, 38.39, 37.38, 37.23,
33.34, 30.64, 29.95, 27.56, 27.40, 26.84, 25.49, 25.33, 24.68, 24.55, 24.18, 18.91.

7.2.7. Synteza koniugatéw parasoli molekularnych z FMDP, cis-pentacyna
i Lys(Mca) z wykorzystaniem 1gcznika ‘trimethyl lock’

Koniugat parasola deoksycholowego z tacznikiem ‘trimethyl lock’ i FMDP 142

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng i zabezpieczonej przed dostepem
wilgoci rurka z  chlorkiem  wapnia,
umieszczono 172 mg (0,26 mmol) kwasu 133,
ktory rozpuszczono w 5 mL bezwodnego

HO

N,N-dimetyloformamidu. Nastepnie do

mieszaniny wprowadzono 100 uL DIPEA
i 91 mg (0.26 mmol) TDBTU. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowe;j
przez 20 min. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono kolejne 100 pL DIPEA,
a nastepnie 66 mg (0.26 mmol) chlorowodorku FMDP 1. Mieszanine reakcyjng dalej
mieszano w temperaturze pokojowej przez kolejne 24h. Rozpuszczalniki odparowano pod
zmniejszonym ciSnieniem, a pozostatos$¢ oczyszczano na drodze chromatografii kolumnowej
na zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchoma mieszanine rozpuszczalnikéw
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CHCI3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v, a nastepnie zwiekszajgc polarnos¢ uktadu poprzez
zmiane w sktadzie eluentu CHCl3/MeOH/H,0, 7/4/1 v/v/v. Otrzymano 203 mg (maksymalnie
0.208 mmol,~80%) produktu 135.

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i zabezpieczonej przed dostepem
wilgoci rurkg z chlorkiem wapnia, umieszczono 203 mg (maksymalnie 0.208 mmol)
otrzymanego wczesniej koniugatu 135, ktéry rozpuszczono w 8 mL mieszaniny CH,Cl,/TFA,
3/1, v/v i mieszano w temperaturze pokojowej przez 1h. Nastepnie rozpuszczalniki
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujgc 182 mg (maksymalnie 0.208 mmol)
surowego produktu 138 w postaci oleju.

W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i zabezpieczonej przed dostepem
wilgoci rurkg z chlorkiem wapnia umieszczono 149 mg (0.38 mmol) kwasu
deoksycholowego 5, ktdry rozpuszczono w 10 mL bezwodnego N,N-dimetyloformamidu.
Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 150 ulL DIPEA (0.86 mmol) oraz 133 mg
(0.38 mmol) TDBTU. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez
20 min. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono 400 uL DIPEA (2.29 mmol) oraz
otrzymang wczesniej sol trifluorooctanowg koniugatu FMDP ze spermidyng 138.
Tak przygotowang mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 15h.
Po tym czasie rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem, a pozostatosé
oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujgc jako
faze ruchomg mieszanine rozpuszczalnikéw CHCl;/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v, a nastepnie
CHCl;/MeOH, 7/3, v/v. Otrzymano 100 mg (0.07 mmol, 28%) produktu 142 w postaci
jasnozodttego ciata statego.

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CgoH125NsO15 1395.9172; znalezione 1396.9149 [M+1]".

'H NMR (CD50D) 8[ppm]: 6.89 (dd, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.69 (d, 1H), 6.65 (s, 1H), 4.29 (m, 1H),
3.95 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.59-3.32 (m, 8H), 3.19 (m, 4H), 2.96 (m, 2H), 2.88 (m, 1H), 2.83
(m, 2H), 2.60 (m, 1H), 2.55 (s, 3H), 2.24 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 2.10 (m, 2H), 1.95-0.83
(m, 72H), 0.70 (s, 6H).

0,0’-bis(siarczano)deoksycholan trisodowy 143

0 W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i zabezpieczonej
przed dostepem wilgoci rurkg z chlorkiem wapnia, umieszczono 1 g
(2.55 mmol) kwasu deoksycholowego 5, ktdéry rozpuszczono w 10 mL
bezwodnego  N,N-dimetyloformamidu. Nastepnie do roztworu

0SO3Na wprowadzono w jednej porcji 7.32 g (46 mmol) kompleksu Py/SO;
i mieszano w temperaturze pokojowej przez 24h. Po tym czasie mieszanine reakcyjng
zobojetniono wodnym roztworem wodoroweglanu sodu do pH ~8. Nastepnie
rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem, a pozostato$¢ zawieszono
w 100 mL metanolu i odsgczono nierozpuszczalne sole nieorganiczne. Przesgcz zatezono
pod zmniejszonym ciSnieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w niewielkiej ilosci N,N-
dimetyloformamidu, po czym potraktowano acetonitrylem celem precypitacji surowego
produktu. Osad odsgczono pod zmniejszonym ciSnieniem, ponownie rozpuszczono
w niewielkiej ilosci N,N-dimetyloformamidu i powtdrzono wytrgcanie produktu
acetonitrylem. Uzyskany osad odsgczono i suszono pod zmniejszonym cisnieniem.
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Otrzymano 1.55 g (2.5 mmol, 98%) produktu 143 w postaci jasnobezowego ciata statego
o R¢0.39 (CHCl3/MeOQOH/H,0, 7/4/1, v/v/v i tt 202-204°C.

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 4.86 (s, 1H), 4.26 (m, 1H), 2.36-2.20 (m, 2H), 2.08 (m, 1H), 2.00-
1.71 (m, 10H), 1.69-1.54 (m, 2H), 1.54-1.23 (m, 8H), 1.23-0.90 (m, 9H), 0.76 (s, 3H).

C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 182.28, 81.21, 79.15, 45.99, 42.35, 36.06, 35.93, 35.60, 35.36,
35.14, 34.00, 33.62, 33.30, 32.56, 30.23, 28.95, 27.34, 27.05, 26.05, 24.68, 23.49, 22.30,
16.95,11.61.

0,0’,0”-tris(siarczano)cholan tetrasodowy 144

0 Zwigzek 144 otrzymano analogicznie jak pochodng 143. Wychodzacz1g

oNa  (2.45 mmol) kwasu cholowego 6 i 10.5 g (66 mmol) kompleksu Py/SO;,
otrzymano 1.49 g (2 mmol, 82%) produktu 144 w postaci

bSO jasnobezowego ciata statego.

0SO4Na 'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 4.68 (s, 1H), 4.46 (s, 1H), 4.15 (m, 1H), 2.52-

2.21 (m, 5H), 2.18-1.62 (m, 12H), 1.50-1.22 (m, 5H), 1.17-0.90 (m, 8H), 0.78 (s, 3H).

Bc NMR (CDs0D) é[ppm]: 182.48, 81.06, 79.52, 76.71, 45.90, 42.19, 42.05, 39.34, 36.19,

35.69, 35.39, 35.10, 34.14, 32.49, 30.30, 29.10, 27.59, 27.44, 27.27, 24.55, 22.52, 21.82,

17.01, 11.61.

Koniugat zestryfikowanego tritlenkiem siarki parasola deoksycholowego z FMDP w postaci
soli sodowej 14

" 0 W kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice
NV\/\N/\/\N . . .
5 . H zwrotng i zabezpieczonej przed dostepem
o wilgoci rurka z chlorkiem wapnia umieszczono
0SO;Na o Na0;80 ;
& 285 mg (0.46 mmol) soli kwasu
o deoksycholowego 143, ktéra rozpuszczono
0SO;Na o NaO;SO . .
PPN NH w 5 mL bezwodnego N,N-dimetyloformamidu.

Nastepnie do mieszaniny wprowadzono
100 pL (0.57 mmol) DIPEA oraz 161 mg (0.46 mmol) TDBTU. Mieszanine pozostawiono
w temperaturze pokojowej na 1h, stale mieszajgc. Po tym czasie do mieszaniny dodano
300 plL (1.71 mmol) DIPEA, po czym wkroplono roztwér 200 mg (0.23 mmol) surowego
produktu 138, rozpuszczonego w minimalne;j objetosci bezwodnego
N,N-dimetyloformamidu, okoto 5 mL. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze
pokojowej przez 24h. Nastepnie odparowano wiekszo$¢ N,N-dimetyloformamidu pod
zmniejszonym ci$nieniem, pozostawiajgc jego niewielkg objetos¢. Do roztworu
wprowadzano acetonitryl, do momentu catkowitej precypitacji surowego produktu. Osad
odsaczono pod zmniejszonym cisnieniem, po czym oczyszczono na drodze chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujgc jako faze ruchomg mieszanine
rozpuszczalnikéw CHCl;/MeOH/H,0, 7/4/1, v/v/v. Otrzymano 170 mg (0.094 mmol, ~50%)
produktu 14 w postaci jasnego ciata statego o R; 0.29 (CHCl;/MeOH/H,0, 7/4/1, v/v/v)
i tt ~190°C (rozktad).
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'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 6.96 (m, 1H), 6.80 (m, 1H), 6.76 (d, 1H), 6.67 (s, 1H), 4.70 (s, 2H),
4.28 (m, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.64-3.39 (m, 6H), 3.29-3.12 (m, 4H), 3.07-2.61 (m, 6H), 2.56
(s, 3H), 2.35-2.07 (m, 7H), 2.01-0.88 (m, 72H), 0.75 (s, 6H).

C NMR (D,0) 8[ppm]: 176.84, 175.74, 174.22, 173.54, 172.70, 172.30, 167.19, 165.69,
149.57, 136.71, 136.16, 129.55, 118.96, 82.73, 80.69, 52.72, 48.28, 45.64, 41.64, 39.35,
35.71, 35.19, 34.59, 33.59, 33.31, 32.92, 31.50, 27.48, 26.97, 25.79, 25.02, 22.64, 19.68,
16.89, 12.07, 0.74.

Koniugat zestryfikowanego tréjtlenkiem siarki parasola cholowego z FMDP w postaci soli

sodowej 15
o Pochodng 15 otrzymano analogicznie jak
o H zwigzek 14. Wychodzac z 340 mg (0.46 mmol)
;\kfo soli kwasu cholowego 144, 161 mg
Na0,S0
° N0 (0.46 mmol) TDBTU oraz 200 mg
o (maksymalnie 0.23 mmol) surowego produktu
Na0,S0
NH 138, otrzymano 137 mg (0.07 mmol, ~30%)

COONa produktu 15 w postaci jasnego ciafa statego

0 R; 0.14 (CHCls/MeOH/H,0, 7/4/1, v/v/v).

'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 6.96 (m, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.74 (d, 1H), 6.64 (s, 1H), 4.67 (s, 2H),
4.45 (s, 2H), 4.30 (m, 1H), 4.13 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.61-3.36 (m, 6H), 3.27-3.11 (m, 4H),
3.01-2.74 (m, 6H), 2.55 (s, 3H), 2.45-2.20 (m, 10H), 2.20-1.14 (m, 49H), 1.13-0.85 (m, 16H),
0.74 (s, 6H).

3C NMR (CD50D) 8[ppm]: 175.51, 173.43, 172.62, 172.25, 171.99, 165.95, 164.97, 163.54,
149.80, 138.03, 136.44, 135.79, 133.81, 131.84, 129.27, 122.69, 81.07, 79.68, 76.65, 53.66,
51.45, 45.93, 42.26, 41.93, 39.10, 35.70, 35.43, 34.95, 34.13, 32.67, 31.83, 31.28, 30.95,
30.18, 29.01, 27.64, 27.35, 26.31, 24.65, 24.46, 22.45, 21.76, 19.00, 16.92, 11.49.

Koniugat trifluorooctanu spermidyny z facznikiem ‘trimethyl lock’ i cis-pentacyng 139

& CFsc00° Zwigzek 136 otrzymano analogicznie do 135. Wychodzac
s z 700 mg (1.1 mmol) kwasu 133, 400 pL DIPEA, 384 mg
(1.1 mmol) TDBTU i 142 mg (1.1 mmol) cis-pentacyny 2,
otrzymano 790 mg (maksymalnie 0.89 mmol, ~81%)

N
g WO i produktu 136 o R; 0.70 (CHCly/MeOH/H,0, 65/10/1,
N
NH, H on  V/V/V).

®
CF4c00” Pochodng 139 otrzymano anaologicznie jak zwigzek 138.

Wychodzagc z 790 mg (maksymalnie 0.89 mmol) zwigzku 136 otrzymano 700 mg
(maksymalnie 0.89 mmol) surowego produktu 139 w postaci oleju, ktéry poddano kolejnym
przemianom bez dalszego oczyszczania.

Koniugat zestryfikowanego tritlenkiem siarki parasola deoksycholowego z cis-pentacyng
w postaci soli sodowej 16

Pochodng 16 otrzymano analogicznie jak zwigzek 14. Wychodzac z 680 mg (1.1 mmol) soli
kwasu deoksycholowego 143, 384 mg (1.1 mmol) TDBTU oraz 438 mg (maksymalnie
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0.55 mmol) surowego produktu 139,
otrzymano 316 mg (0.18 mmol, ~33%)
produktu 16 w postaci biatego ciata statego

o 0 R; 0.32 (CHCl3/MeOH/H,0, 7/4/1, v/v/v).
\Qi@ 'H NMR (CD5OD) 8[ppm]: 6.82 (s, 1H), 6.67
0OSO;Na ° NaO3;SO
9 (s, 1H), 4.67 (s, 2H), 4.28 (m, 3H), 3.44

C00Na (m, 4H), 3.21 (m, 4H), 2.96 (m, 3H), 2.83
(m, 4H), 2.71 (m, 1H), 2.60-4.42 (m, 4H), 2.36-2.07 (m, 9H), 2.01-0.86 (m, 74H), 0.76 (s, 6H).
C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.77, 175.53, 173.31, 172.39, 172.03, 163.52, 150.07, 138.06,
136.20, 133.59, 131.90, 122.96, 81.21, 79.37, 52.15, 48.51, 45.91, 45.36, 43.55, 42.31,
39.66, 38.50, 36.73, 36.52, 35.81, 35.15, 33.91, 33.63, 33.30, 32.64, 31.69, 31.26, 30.07,
27.54, 27.28, 27.16, 27.00, 26.67, 26.24, 26.07, 25.66, 24.77, 24.59, 23.51, 22.30, 21.46,
18.89, 16.83, 11.59.

Koniugat zestryfikowanego tritlenkiem siarki parasola cholowego z cis-pentacyng w posatci
soli sodowej 17

Pochodng 17 otrzymano nanalogicznie jak

o
N zwigzek 14. Wychodzac z 810 mg (1.1 mmol)
soli kwasu chlowego 144, 384 mg (1.1 mmol)
Na0,S0

n\/\/\N/\/\
o o
(o]
\Q/\O@ Naoasoz/? TDBTU oraz 438 mg (maksymalnie

o 0.55 mmol) surowego produktu 139,

0SO;Na

Na0,;S0

NH otrzymano 498 mg (0.25 mmol, ~45%)

<j:cooua produktu 17 w postaci jasnonezowego ciata
statego o R; 0.29 (CHCl3/MeQOH/H,0, 7/4/1, v/v/v).
'H NMR (CD;0D) 8[ppm]: 6.82 (s, 1H), 6.65 (d, 1H), 4.66 (s, 2H), 4.45 (m, 2H), 4.25 (m, 1H),
4.14 (m, 2H), 3.41 (m, 4H), 3.19 (m, 4H), 2.97-2.65 (m, 6H), 2.53 (m, 3H), 2.48-2.18 (m, 14H),
2.11 (m, 6H), 2.03-1.17 (m, 46H), 1.15-0.86 (m, 16H), 0.76 (s, 6H).
3C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 176.35, 175.69, 175.55, 175.41, 173.28, 172.15, 171.98, 171.87,
150.00, 138.02, 136.18, 133.57, 131.93, 122.98, 116.89, 80.77, 79.37, 76.43, 52.09, 48.48,
46.12, 45.84, 45.25, 43.42, 42.23, 41.89, 39.47, 39.16, 38.54, 38.44, 36.47, 35.67, 35.40,
35.10, 34.10, 32.81, 32.62, 31.72, 31.28, 31.12, 30.29, 30.06, 29.01, 28.18, 27.58, 27.42,
27.30, 27.16, 27.00, 26.29, 25.64, 24.59, 24.46, 22.49, 21.78, 21.48, 18.93, 16.88, 11.58.

Koniugat trifluorooctanu spermidyny z tagcznikiem ‘trimethyl lock’ i Lys(Mca) 140

NH, CFac00” Zwigzek 137 otrzymano analogicznie do 135.
J ° Wychodzac z 409 mg (0.63 mmol) kwasu 133,

JJNTOMO o ji‘i‘\/\ o 220 uL DIPEA, 220 mg (0.63 mmol) TDBTU

HoN - /(ji@(ﬁ N?@ i 230 mg (0.63 mmol) Lys(Mca) 4, otrzymano
CRie00 o o 600 mg (maksymalnie 0.6 mmol) produktu 137

o R 0.33 (CHCl3/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v).

Pochodng 140 otrzymano anaologicznie jak zwigzek 138. Wychodzagc z 600 mg

(o)

(maksymalnie 0.6 mmol) zwigzku 137 otrzymano 613 mg (maksymalnie 0.6 mmol)
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surowego produktu 140 w postaci oleju, ktéry poddano kolejnym przemianom bez dalszego
oczyszczania.

Koniugat parasola cholowego z tacznikiem ‘trimethyl lock’ i Lys(Mca) 20

Pochodng 20 otrzymano analogicznie jak
zwigzek 142. Wychodzagc z 295 mg
(0.72 mmol) kwasu chlowego 6, 252 mg
HO (0.72  mmol) TDBTU oraz 365 mg
(maksymalnie 0.36 mmol) surowego produktu
140, otrzymano 210 mg (0.13 mmol, 36%)
produktu 20 w postaci jasnonbezowego ciata

statego. Produkt oczyszczano na drodze
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym, stosujgc jako faze ruchoma
mieszanine CHCl;/MeOH/H,0, 65/10/1, v/v/v a nastepnie CHCl3;/MeOH/H,0, 7/4/1, v/v/v.
HRMS-ESI: m/z obliczone dla CooH135N505 1573.980; znalezione 1574.985 [M+1]".

'H NMR (CDs0D) d[ppm]: 7.68 (d, 1H), 6.96 (d, 1H), 6.91 (s, 1H), 6.81 (s, 1H), 6.63 (s, 1H),
6.26 (s, 1H), 4.17 (m, 1H), 3.94 (s, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.79 (s, 2H), 3.74 (s, 2H), 3.36 (m, 6H),
3.24-3.08 (m, 6H), 2.91 (m, 2H), 2.81 (m, 3H), 2.55 (s, 4H), 2.27 (m, 6H), 2.18-1.19 (m, 57H),
1.18-0.85 (m, 18H), 0.86 (s, 6H).

BC NMR (CD50D) d[ppm]: 175.37, 172.99, 171.95, 169.04, 163.16, 161.67, 155.34, 151.13,
150.04, 138.09, 136.01, 133.65, 131.91, 126.05, 122.81, 112.68, 100.47, 78.09, 72.51, 71.42,
67.55, 55.18, 54.73, 46.57, 46.02, 41.87, 41.46, 39.57, 39.16, 39.03, 38.83, 36.41, 35.56,
35.09, 34.51, 32.77, 31.92, 31.18, 30.00, 29.75, 29.31, 28.45, 28.21, 27.57, 27.39, 27.19,
26.47,26.31, 22.57,24.52, 22.83, 22.45, 21.85, 19.01, 16.37, 11.66.

Koniugat zestryfikowanego tritlenkiem siarki parasola cholowego z Lys(Mca) w posatci soli

sodowej 21
H o Pochodng 21 otrzymano nanalogicznie jak
N NN .
% o H zwigzek 15. Wychodzac z 530 mg (0.72 mmol)
o soli kwasu chlowego 144, 252 mg (0.72 mmol)
o Na0,SO0

Na0;S0 TDBTU oraz 365 mg (maksymalnie 0.36 mmol)
surowego produktu 140, otrzymano 210 mg

0SO;Na

(0]
B HﬁCOOH Heoe (0.10 mmol, 38%) produktu 21 w postaci
\%/\g“ jasnonbezowego ciata statego. Produkt
I oczyszczano na drodze  chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym, stosujagc jako faze ruchomg mieszanine
CHCl3/MeOH/H,0, 7/4/1, v/v/v.
'H NMR (CD50D) 8[ppm]: 7.72 (d, 1H), 6.98 (d, 1H), 6.91 (s, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.65 (s, 1H),
6.29 (s, 1H), 4.66 (s, 2H), 4.44 (s, 2H), 4.13 (m, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.77 (s, 2H), 3.40 (m, 4H),
3.19 (m, 6H), 2.90 (m, 2H), 2.82 (m, 3H), 2.56-1.18 (m, 67H), 1.18-0.87 (m, 18H), 0.74
(m, 6H).
C NMR (CD;0D) 8[ppm]: 175.48, 173.21, 172.06, 169.00, 163.50, 163.19, 161.74, 155.17,
151.35, 149.91, 137.98, 136.08, 133.56, 131.87, 126.15, 122.85, 112.63, 112.39, 112.24,
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100.56, 81.01, 79.86, 76.43, 55.10, 53.75, 48.39, 46.03, 45.16, 43.45, 42.37, 42.30, 41.94,
39.51, 39.23, 38.73, 38.36, 36.44, 34.57, 34.93, 34.08, 32.78, 31.64, 31.16, 30.33, 30.22,
30.09, 28.96, 28.53, 28.19, 27.61, 27.46, 27.31, 27.18, 26.27, 25.66, 24.64, 24.47, 22.47,
21.77, 18.95, 16.85, 11.53.
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RozDziAt

8. Summary

Nowadays, one of the most serious problems in modern medicine are systemic
mycoses. Despite the rapid development of medicine allowing effective diagnosis and
treatment of diseases caused by pathogenic microorganisms, there still exist an upward
trend in mycosis. Thus, there is a constant need to create new drugs and develop existing
medicines toward increased anti-fungal activity and simultaneous low cytotoxicity against
human cells.

As a part of the research described in this dissertation, the conjugates of molecular
umbrellas with fungal enzymes inhibitors, FMDP and cis-pentacin were designed,
synthesised and characterised. The active molecules of FMDP and cis-pentacin exhibit very
promising enzyme inhibitory properties, but in view of their chemical structure determining
high hydrophilic properties also show highly reduced ability to cross the cell membrane.
Molecular umbrellas are the relatively new class of nanocarriers able to penetrate the cell
membrane and transport the cargo molecules by spontaneous diffusion. As a result of
research work, fourteen conjugates were obtained — ten derivatives carrying biologically
active cargo and four fluorescent conjugates. Moreover, the usage of three different linkers
in the formation of conjugates was tested. Two alternative techniques of molecular
umbrella formation were proposed. Conjugates, the simplest in their chemical structure are
the direct connection between nanocarrier and cargo structures, attached by amide bonds.
The rest of conjugates carry the specific linker mediated between nanocarrier and cargo
structure. One of this linker is dipeptide structure in which the cargo molecule is connected
to nanocarrier by a peptide bond. The other applied linker is ‘trimethyl lock’, that
undergoes enzymatic cleavage proceeded by cell esterases. Finally, an attempt was made to
synthesise conjugates carrying o-dithiocarbamate linker including disulphide bond in its
structure and decomposes in cell media by glutathione molecules reductive activity.

All of the target conjugates were characterised in their chemical structure using
spectroscopic techniques: 'H NMR and "*C NMR. The anti-fungal activity and hemotoxicity
were evaluated.
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