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AcMPAG
AMP
ATP
AZA
AZT

Boc

BOP

CCA
CHIKV
CIA
COESY
COMU

DC

DCC

DEPBT

DHB

DIC / DIPCDI
DMAD
DMAP
DMEM

DMF

DPPA

mykofenolan glukuronianu acetylu
adenozyno-5’-monofosforan

adenozyno-5’-trifosforan

azatiopryna

3’-azydo-3’-deoksytymida, azydotymidyna
tert-butoksykarbonyl

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

kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy

chikunguna, choroba wirusowa przenoszona przez komary
model reumatoidalnego zapalenia stawow

spektroskopia korelacyjna (ang. Correlation Spectroscopy)
heksafluorofosforan 1-[1-cyjano-2-etoksy-2-
oksoetylidenoaminooksy)dimetyloaminomorfolinoJuroniowy
komorki dendrytyczne

N,N’-dicykloheksylokarbodiimid
3-(dietoksyfosforyloksy)-1,2,3-benzotriazyna-4(3H)-on
kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy
diizopropylokarbodiimid

acetylenodikarboksylanu dimetylu
dimetyloaminopirydyna

podtoze hodowlane z wysoka zawartoscig glukozy

N, N-dimetyloformamid

difenylofosforyloazydek


https://www.google.com/search?q=3-(dietoksyfosforyloksy)-1,2,3-benzotiazyna-4(3H)-on&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjB39SkutrcAhVNKlAKHfvPBMAQBQgkKAA&biw=1680&bih=936
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ECs

EDCI
EDQM

EEDQ
E-IMP-NAD
EtOAc

F

FBS

FDA

Fmoc
GDP
GMP
GTP
H5N1
HCTU

HDAC
HDMC

HMBC

HMPA
HOAt
HOBt
HOOBt
HOSu
HPLC

HSQC

- stezenie hamujace (stezenie powodujace zahamowanie proliferacji

50% komorek w stosunku do kontroli)

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

- Europejska Dyrekcja ds. Jakosci Lekéw (ang. European

Directorate for the Quality of Medicines)
N-etoksykarbonylo-2-etoksy-1,2-dihdrochinolina

kompleks enzym-IMP-NAD

octan etylu

test Fishera

ptodowa surowica wotowa (ang. Fetal Bovine Serum)
Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food and
Drug Administration)

fluorenylo-9-metoksykarbonyl

guanozyno-5’-difosforan

guanozyno-5’-monofosforan

guanozyno-5’-trifosforan

wirus ptasiej grypy

heksafluorofosforan 2-(6-dichloro-1H-benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N -tetrametyloamoniowy

deacetylaza histonowa

N-tlenek heksafluorofosforanu N-[(5-chloro-1H-benzotriazol-1-
ylo)dimetyloaminomorfolinoJuroniowego

heterojagdrowa korelacja dalekiego zasiggu (ang. Heteronunlear
Multiple Bond Coherence)

heksametylofosforoamid

1-hydroksy-7-azobenzotraizol

N-hydroksybenzotriazol
hydroksy-3,4-dihydro-4-okso-1,2,3-benzotriazyna
N-hydroksysukcynoimid

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High-Performace
Liquid Chromatography)

heterojadrowa korelacja sygnatow protondéw (ang. Heteronunlear

Single Quantum Corrlation)
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ICs

IFN
IL-1,2,4,6, 10
IMP
IMPDH
KDIGO
LAP

LPS

MAP
m-CPBA
MDCK
MERS-CoV

MIC

MMF
MPA
MPAG
MPS
MS
mTOR

MTT
NAD
NAD+/NADH

NB
NBS
NK
NMM
NMR

- stezenie hamujace (stgzenie powodujace cytotoksycznos¢ 50%

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

interferon

interleukina 1, 2, 4, 6, 10

5’-monofosforan inozyny

dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu

(ang. Kidney Disease Improving Global Qutcomes)
aminopeptydaza leucynowa

lipopolisacharydu

wielokrotny peptyd antygenowy (ang. Multiple Antigen Peptide)

kwas m-chloronadbenzoesowy

komorki psiej nerki Madin Darby

szczep koranowirusa powodujacy ciezkg infekcje drog
oddechowych i niewydolno$¢ nerek

minimalne st¢zenie inbitujgce (ang. Minimal Inhibitory
Concentration)

mykofenolan mofetylu

kwas mykofenolowy

mykofenolan glukuronianu fenylu

mykofenolan sodu

spektrometria mas

inhibitory sygnatu proliferacji (ang. Mammalian Target Of
Rapamycin)

bromek 3-94,5-dimetylo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu
dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma uleniona/forma
zredukowana)

neuroblastoma

N-bromosukcynoimid

komorki NK, naturalni zabojcy (ang. Natural Killers)
N-metylomorfolina

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang.

Nuclear Magnetic Resonance)
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Nrp-1 - neuropilina 1

p - istotno$¢ statystyczna

PKPP - fosforybozylopirofosforan

PPi - nieorganiczny pirofosforan

SAR - zalezno$¢ struktura-aktywno$¢

SARS-coV - wirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego

SI - wspotczynnik selektywnosci

T3P - bezwodnik propylofosforanowy (ang. Propylphosphonic
Anhydride)

TATU/HATU - tetrafluoroboran/ heksafluorofosforan 2-(7-aza-1H-benzotriazolo-
1-y)-N,N,N’,N - tetrametyloamoniowy

TBTU/HBTU - tetrafluoroboran/heksafluorofosforan O-benzotriazolo-1-yl-
N,N,N’,N -tetrametylomocznik

temp. pok. - temperatura pokojowa

temp. top. - temperatura topnienia

TFA - kwas trifluorooctowy

TFFH - heksafluorofosforan tetrametylofluoroformamidyniowy

THF - tetrahydrofuran

TLC - chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin Layer
Chromatography)

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

TNF-a - czynnik martwicy nowotwordéw (ang. Tumor Necrosis Factor)

TOCSY - korelacyjna spektroskopia zupetna (ang. Total Correlation
Spectroscopy)

VEGF - czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (ang. Vascular

Endothelial Growth Factor)

VPD450 - fioletowy barwnik proliferacyjny (ang. Violet Proliferation Dye)
XMP - 5’-monofosforan ksantyny
XTT - s6l sodowa 2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H-

tetrazolo-5-karboksyanilidu

A\ MOST
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STRESZCZENIE

Kwas mykofenolowy (MPA) oraz jego dwie stosowane klinicznie pochodne:
mykofenolan sodu (MPS, CellCept) i mykofenolan mofetylu (MMF, Myfortic) sa
jednymi z najczes$ciej uzywanych lekow hamujacych proliferacje limfocytow.
Immunosupresanty te stosowane sg zwlaszcza w przypadku transplantacji narzadéw
unaczynionych takich jak: watroba, serce i nerki [1] [2] [3]. Kwas mykofenolowy
znalazl rowniez zastosowanie w leczeniu choréb autoimmunologicznych. MPA jest
niekompetycyjnym 1 odwracalnym inhibitorem dehydrogenazy inozyno-5’-
monofosforanu, gléwnie izoformy II, ktéra obecna jest w aktywowanych limfocytach
i komorkach nowotworowych [4]. Obok aktywnos$ci immunosupresyjnej, farmaceutyk
wykazuje roéwniez wlasciwos$ci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe
a takze przeciwnowotworowe. Niestety stosowanie omawianych $rodkow
immunosupresyjnych niesie ze sobg ryzyko uposledzenia uktadu immunologicznego, co
moze si¢ objawia¢ wieloma efektami ubocznymi (m.in.: infekcjami bakteryjnymi,
grzybicznymi, wirusowymi oraz dolegliwosciami ukladu pokarmowego, moczowo-
plciowego, krwionosnego czy nerwowego) [5]. Odpowiedzialnym za ten stan jest
proces glukuronidacji kwasu mykofenolowego, w wyniku ktérego powstaja dwa
glowne metabolity: farmakologicznie nie aktywny 7-O-glukuronid MPA (MPAG) oraz
farmakologicznie aktywny acylowany glukuronid (AcMPAG) [6] [7]. Chcac zwigkszy¢
selektywno§¢ oraz zminimalizowa¢ dzialanie uboczne kwasu mykofenolowego,
nieustannie podejmowane sg proby modyfikacji struktury MPA, ktore pozwolityby na
otrzymanie leku lepiej tolerowanego przez organizm.

W  ramach realizacji swojej pracy doktorskiej zaprojektowatam
i przeprowadzilam syntez¢ nowych, oryginalnych struktur aminokwasowych
i oligopeptydowych analogobw MPA. W celu otrzymania aminokwasowych pochodnych
kwasu mykofenolowego utworzylam wigzanie amidowe pomiedzy czasteczka MPA
a estrami aminokwasow takimi jak: L-kwas asparaginowy, L-treonina, D-treonina, L-
izoleucyna, L-arginina, D-arginina oraz kwas aminomalonowy. Do syntezy tego typu
zwigzkéw postuzylam si¢ odczynnikami kondensujagcymi tj. EDCI/DMAP oraz
T3P/TEA. Nastgpnie przeprowadzitam hydrolize estrow metylowych aminokwasowych
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pochodnych MPA, wykorzystujac wodorotlenek litu. Kolejng grupg otrzymanych
przeze mnie zwigzkow stanowily oligopeptydowe koniugaty MPA. Pochodne te
zawieraly w swojej strukturze tetrapeptydy takie jak tuftsyna, retro-tuftsyna oraz ich
modyfikacje powstale w wyniku utworzenia wigzania izopeptydowego na grupie e-
aminowej lizyny, wykorzystujac: glicyne, a-alaning, [-alaning, waling, leucyng
i1zoleucyng. Synteze peptydow: tuftsyny i retro-tuftsyny przeprowadzitam w oparciu
o metod¢ mieszanych bezwodnikéw opisang przez Dzierzbicka i wsp. [8] [9] [10]
wykorzystujac ~ chloromréwczan izobutylu i NMM. Do potaczenia tetra-
i pentapeptydow z czasteczka MPA uzylam odczynnikéow sprzegajacych tj.: T3P/TEA
(pochodne tuftsyny) i EDCI/DMAP (pochodne retro-tuftsyny). Struktury i czystos¢
wszystkich otrzymanych przeze mnie zwiazkéw potwierdzitam metodami: 'H NMR *C
NMR, MS i MS-HPLC. Dodatkowo wybrane zwiazki scharakteryzowalam za pomoca
technik: COSY, HMBC, HSQC, ROESY i TOCSY.

W celu sprawdzenia wlasciwosci immunosupresyjnych otrzymanych
pochodnych przeprowadzilam badania biologiczne, obejmujace testy zywotnosci
(MTT) oraz aktywno$ci antyproliferacyjnej (VPD450, cytometria przeplywowa).
Badania te przeprowadzitam na limfoidalnej linii komodrkowej T-Jurkat oraz
mononuklearnych komoérkach krwi obwodowej (PBMC) pochodzacych od zdrowych
dawcow. Wykonane testy umozliwity mi wyznaczenie wartosci ICsp i ECsg oraz dalej
wspotczynnika selektywnosci SI. Na podstawie wartosci tego wspoOlczynnika bytam
w stanie porownaé stosunek cytotoksyczno$ci do aktywnosci MPA vs stosunek
cytotoksycznos$ci do aktywnos$ci wszytskich badanych zwigzkow. Analiza tych danych
umozliwila wyselekcjonowanie zwigzkow (200, 201 i 285) o najnizszej toksycznosci
przy jednoczesnie najwyzszej aktywnosci antyproliferacyjnej. Przeprowadzitam takze
testy potwierdzajace selektywno$¢ dziatania otrzymanych przeze mnie zwigzkéw wobec
IMPDH poprzez badanie aktywno$ci antyproliferacyjnej (VPD450, cytometria
przeptywowa) wobec komorek PBMC z dodatkiem guanozyno-5’-monofosforanu.
Wyniki tych badan umozliwity stwierdzenie, ze otrzymane przeze mnie zwigzki
wykazujg taki sam mechanizm dzialania jak kwas mykofenolowy co potwierdza ich
aktywnos$¢ inhibujaca wobec IMPDH.

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa kwasu mykofenolowego oraz kilku
wybranych aminokwasowych 200, 201, 203, 204, 207, 208, 210 i 211 oraz
peptydowych 270 i 285 analogow MPA oceniliSmy wobec komorek dwoch linii
czerniaka amelanotycznego o réznym pochodzeniu: linia Ab czerniaka chomika
Bomirskiego, linia A375 ludzkiego czerniaka oraz wobec komorek neuroblastomy
SHSYS5Y. Jako =zwigzki referencyjne wuzyliSmy dwoch chemoterapeutykdéw:
dakarbazyny i cisplatyny. ZauwazyliSmy wyzsza aktywnos¢ MPA w stosunku do obu
linii czerniaka amelanotycznego niz dakarbazyna oraz pordwnywalng aktywnos¢ MPA
do cisplatyny w stosunku do komorek neuroblastomy SHSYSY. Pochodne kwasu
mykofenolowego z estrem metylowym treoniny 200 i 201 wykazaty wyzsza aktywno$¢
wobec linia Ab czerniaka chomika Bomirskiego niz dakarbazyna.

Sprawdzilismy rowniez dzialanie przeciwbakteryjne otrzymanych zwigzkow
przeciw szesciu szczepom referencyjnym: Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923,
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978,
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Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oraz trzem klinicznym: Staphylococcus aureus
MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL+ i Klebsiella pneumoniae ESBL-. Pochodne 199,
200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 odznaczaly si¢ najwickszg aktywnoscig przeciw S.
aureus, z wyroznieniem wigkszej wrazliwosci szczepu MSSA niz MRSA. W przypadku
K. pneumoniae zwigkszonym dziataniem przeciwbakteryjnym charakteryzowaty sie
zwiazki 203, 273, 286 i 288 w porownaniu z macierzystym MPA oraz stosowanymi
antybiotykami: kanamycyng i ampicyling.

WSTEP

Wszystkie organizmy zywe, od najbardziej prymitywnej bakterii, przez rosliny
do cztowieka, rozwingly system obronny przeciw infekcjom. Ponad 150 lat temu
ludzko$¢ zadata sobie pytanie ,,Dlaczego nie zawsze umiera si¢ z powodu infekcji?”
[11]. Wszyscy ludzie codziennie narazeni s3 na dzialanie milionow potencjalnych
patogenow, poprzez dotyk, potykanie czy wdychanie. Wspotczesnie wiadomo, ze
organizm wyksztalcit system reakcji oporno$ciowo-obronnych na patogeny i inne
substancje obce. Zdolno$¢ unikania infekcji zalezy od ukladu immunologicznego
(odpornosciowego). Organizm narazony na patogeny wypracowat nieswoisty/wrodzony
system odpornosciowy [12]. Za nieswoista obron¢ odpowiadajg czynniki komodrkowe,
takie jak monocyty, makrofagi, neutrofile, eozynofile, bazofile, komoérki NK, komorki
tuczne i cytokiny. Mechanizmy odpornosci nieswoistej moga dziala¢ praktycznie
natychmiast po kontakcie z antygenem i czgsto wystarczaja do eliminacji patogenu.
Niemniej jednak, ich dziatanie nie jest tak precyzyjne jak w przypadku mechanizmow
swoistych 1 nie zawsze daje mozliwo$¢ usuniecia obcych antygendéw. Ponadto
odpornos¢ nieswoista nie moze wytworzy¢ pamigci immunologicznej. Do elementow
odpornosci adaptacyjnej (nabytej, swoistej) zaliczane sg przeciwciata oraz limfocyty T
i B. Na wytworzenie tego typu odpornosci potrzebne jest kilka dni, lecz mechanizmy
raz uruchomione skutecznie zwalczajg patogeny. Dziatanie jest ukierunkowane na
antygeny charakterystyczne dla poszczeg6lnych drobnoustrojow [12] [13] [14].

Proces modulacji uktadu immunologicznego nazywamy immunomodulacja,
ktdéra polega na wzmacnianiu odporno$ci oraz czynno$ci samonaprawczych organizmu,
ale takze ich ostabieniu w razie nadmiernej reakcji immunologicznej [15].
Immunomodulatory jako substancje wywierajagce okreslony wplyw na system
immunologiczny mozna podzieli¢ na: $rodki: immunostymulujagce (o dziataniu
pobudzajacym) oraz §rodki immunosupresyjne (o dziataniu thumigcym).

Immunoterapia stosowana jest w leczeniu nowotworow oraz chorob
autoimmunologicznych a takze podczas transplantacji [16]. Immunoterapia
nowotworowa polega na leczeniu choréb nowotworowych poprzez wzmacnianie

15


https://pl.wikipedia.org/wiki/Monocyt
https://pl.wikipedia.org/wiki/Makrofag
https://pl.wikipedia.org/wiki/Antygen
https://pl.wikipedia.org/wiki/Patogen
https://pl.wikipedia.org/wiki/Odpowied%C5%BA_odporno%C5%9Bciowa_swoista
https://pl.wikipedia.org/wiki/Odpowied%C5%BA_odporno%C5%9Bciowa_swoista
https://pl.wikipedia.org/wiki/Pami%C4%99%C4%87_immunologiczna
https://pl.wikipedia.org/wiki/Patogen
http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

naturalnych mechanizméw obronnych organizmu w walce z rakiem. Terapia ta
wykorzystuje substancje wytworzone przez organizm badz w laboratorium w celu
poprawy lub przywrdcenia funkcji uktadu odpornosciowego. Immunoterapia
nowotworowa moze dziata¢ przez zatrzymanie badz spowolnienie wzrostu komorek
rakowych, wyeliminowanie przerzutdow komorek nowotworowych do innych organow
lub wspomaganie uktadu odpornosciowego do efektywniejszego dziatania i niszczenia
komorek rakowych [13]. W przypadku chorob autoimmunologicznych uktad
odpornos$ciowy atakuje i ostatecznie niszczy wiasne tkanki. Leczenie polega miedzy
innymi na stosowaniu lekéw immunosupresyjnych w celu zmniejszenia aktywnosci
uktadu immunologicznego [14].

Transplantologia jest stosunkowo mlodg dziedzing medycyny klinicznej
zajmujgcg si¢ problematyka chirurgicznego przeszczepiania komorek, tkanek
i narzadow. Pierwsza zakonczona sukcesem operacja przeszczepienia narzadu miata
miejsce w 1954 roku kiedy to Murray, Merrill 1 Harrison w ramach przeprowadzone;j
izotransplantacji, dokonali transferu nerki miedzy bliznietami monozygotycznymi [17].
W Polsce powodzeniem zakonczyt si¢ przeszczep wykonany w 1966 roku przez
Nielubowicza oraz Orlowskiego [18]. Obecnie implantacje organdw wykonywane sa
rutynowo, przede wszystkim u oséb cierpigcych na krancowa niewydolnos$¢ takich
narzadoéw jak nerki, serce, watroba, trzustka, pluca czy jelita [19] [20] [21] [22] [23].
Stosujac transplantacje komoérek krwiotworczych obecnych w szpiku, krwi obwodowe;j
lub pepowinowej, istnieje mozliwos¢ wyleczenia biataczki [19] [24] [25]. Ztozone
przeszczepy wielotkankowe stosowane sg podczas rozlegtych poparzen czy uszkodzen
mechanicznych [19] [26] [27]. Z danych EDQM (European Directorate for the Quality
of Medicines) wynika, ze w 2016 roku w Europie zostalo przeszczepionych ponad 33
tysigce narzadow [28]. Transplantacja stanowi czesto jedyng skuteczng forme terapii,
ratujacg badz przedtuzajaca ludzkie zycie, poprawiajaca jego jakos¢ oraz umozliwiajaca
powrdt do pelnej sprawnosci. Jednak przeszczep allogeniczny wywotuje silng reakcje
odpornosciowg — odrzucanie — w wyniku ktorej odrzucany organ jest niszczony [2].
W proces odrzucenia zaangazowane s m. in. limfocyty T o fenotypie CD4+, CD8+,
przeciwciala produkowane przez limfocyty T oraz inne prozapalne leukocyty [29] [30]
[31]. Mozemy wyrdzni¢ odrzut nadostry, ostry i przewlekty, ktore r6éznig si¢ migdzy
sobg czasem wystapienia odpowiedzi immunologicznej. Odrzucanie nadostre pojawia
sie juz kilka minut po operacji i wigze si¢ z usuni¢ciem przeszczepu. Odrzucenie ostre
pojawia si¢ po uptywie kilku tygodni od implantacji. Najtrudniejsze do opanowania jest
odrzucenie przewlekle, ktore ujawnia si¢ kilka miesiecy od operacji 1 jest zwigzane
z wyksztatceniem opornosci wobec przeszczepionego organu [31] [5] [19]. W tym
przypadku kluczowe znaczenie ma terapia immunosupresyjna, ktora rozpoczyna si¢
przed implantacja i kontynuuje po przeszczepie do konca zycia. Stalg przyjeta zasada
jest kojarzenie ze sobg zwiazkéw chemicznych o réznych mechanizmach dziatania
immunosupresyjnego. Zazwyczaj jest to mieszanina lekéw np. zwiazku z grupy
glikokortykostreroidow (hamujacy produkcje cytokin bioracych udzial w aktywacji
komorek), inhibitor kalcyneuryny (lek laczacy si¢ z immunofiling) oraz inhibitor
proliferacji limfocytéw [2]. Intencjg takiego postgpowania jest minimalizacja
toksyczno$ci oraz  wystepujacych  dziatah niepozadanych. Podawane leki
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immunosupresyjne, powinny by¢ selektywne, aby zmniejszy¢ ryzyko nadmiernej
immunosupresji, co moze prowadzi¢ do infekcji bakteryjnych, wirusowych,
grzybiczych a takze zwigkszenia ryzyka nowotworzenia [32].
Dostepne na rynku farmaceutycznym zwigzki o dzialaniu immunosupresyjnym
mozna podzieli¢ na trzy gtowne grupy: [1] [2] [3].
- leki zmniejszajace produkcje cytokin
e (Glikokortykosteroidy: prednizon 1 (Encorton), prednizolon 2 (Encortolon),
metyloprednizolon 3 (Advantan)
e Inhibitory kalcyneuryny: cyklosporyna 4 (Cyclaid), takrolimus 5 (Tacni),
e Inhibitory mTOR: sirolimus 6 (Rapamecyna), ewerolimus 7 (Certican)
- preparaty biatkowe
e Przeciwciala monoklonalne (anty CD25) skierowane wobec receptorow IL-2:
daklizumab (Zenapax), bazyliksymab (Simulect)
e Przeciwciata lityczne, ktorych funkcja polega na ,zabijaniu” limfocytow:
muromonab-CD3 (Orthoclone), rituximab (Rituxan), alemtuzumab (Campath)
e Poliklonakne surowice antylimfocytarne: tymoglobulina (Thymoglobuline)
- leki antyproliferacyjne: azatiopryna 8 (Azathiopiryne), kwas mykofenolowy 9/s6l
sodowa kwasu mykofenolowego 10 (Myfortic), mykofenolan mofetylu 11 (Cell Cept)

1:R;==5:0,R,=H N A Nm),
7 ‘7

2:R,=-5-OH,R,=H \ﬂ/\’i‘ /

3:R; =-5-OH, R, = CH, ° 4 ©

W

6: R= —o-OH
7:R= 50 OH
——/

Rysunek 1. Struktury stosowanych lekdw immunosupresyjnych zmniejszajacych produkcje cytokin 1-7.
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Rysunek 2. Struktury stosowanych lekéw antyproliferacyjnych 8-11.

Do potowy lat 90-tych ubiegtego wieku wsrod lekow hamujacych proliferacje
komorek, stosowana byta gltéwnie azatiopryna 8 (AZA). Znalazla ona zastosowanie
w terapii po transplantacji nerki. Zostala ona jednak wyparta przez kwas mykofenolowy
9 oraz jego pochodne — MPS 10 i MMF 11. Po zatwierdzeniu przez FDA w 1995 roku
zwigzki te staly sie szybko jednymi z najczeéciej stosowanych immunosupresantow,
zwlaszcza w przypadku transplantacji narzadow unaczynionych — watroby, serca i nerek
[1] [2] [3]. Ponadto kwas mykofenolowy 9 wykazuje nie tylko wlasciwosci
immunosupresyjne ale tez przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne
i przeciwwirusowe. Niestety stosowanie §rodkoOw immunosupresyjnych niesie ze sobg
konsekwencje. Najbardziej znamienny w skutkach jest brak selektywnos$ci, wywolujacy
0g6lng supresj¢ i uposledzenie uktadu immunologicznego. Tak obnizona odpornosé
organizmu moze nie chroni¢ przed infekcjami bakteryjnymi, wirusowymi czy
grzybicznymi. Zostaje rowniez zwigkszone prawdopodobienstwo nowotworzenia. [5].
Chcac zminimalizowa¢ skutki uboczne, bardzo wiele o$§rodkoéw naukowych na §wiecie
nieustannie podejmuje proby zaprojektowania nowych lub modyfikacji juz istniejacych
lekow, ktore bytyby lepiej tolerowane przez organizm.

Tematem niniejszej pracy jest projektowanie, synteza oraz badania
mikrobiologiczne i biologiczne nowych zwigzkow opartych na strukturze pochodnych
aminokwasowych 1 oligopeptydowych (w tym pochodnych tuftsyny) kwasu
mykofenolowego 9. Tuftsyna jako naturalny peptyd, powstaje w wyniki proteolizy
fancucha cigzkiego immunoglobulin klasy G i dziala jako immunomodulator aktywujac
komorki uktadu odpornosciowego i stymulujac odpornos¢ nieswoista. Dodatkowo
peptyd ten wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowa, przeciwbakteryjna,
przeciwgrzybicza oraz przeciwwirusowa [33]. W rozprawie przedstawitam nowe,
oryginalne struktury chemiczne otrzymanych pochodnych MPA oraz sposob ich
polaczenia, ktory powinien umozliwi¢ zmniejszenie toksycznosci ogolnej MPA a takze
zwiekszy¢ jego aktywno$¢ immunosupresyjng, przeciwnowotworowa poprzez dziatanie
addytywne/synergistyczne  reszt  oligopeptydowych 1 czasteczki ~ kwasu
mykofenolowego. Poprzez oddzialywanie fragmentu peptydowego z ukladem
immunologicznym oraz blokowanie syntezy puryn przez MPA, co powoduje
obumieranie limfocytdéw, mozliwe jest zwigkszenie specyficzno$ci oraz efektywnosci
nowych otrzymanych zwigzkéw. Ponadto w pracy doktorskiej przedstawiam badania
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mikrobiologiczne zwigzku macierzystego MPA oraz otrzymanych pochodnych na kilku
wybranych szczepach bakteryjnych.

Pomimo, iz do tej pory otrzymano szereg pochodnych kwasu mykofenolowego
to nadal trwajg poszukiwania nowych analogow, ktére moga przyblizy¢ nas do
otrzymania skutecznych lekow, w tym immunosupresyjnych, przeciwnowotworowych
czy przeciwbakteryjnych o ograniczonych dziataniach ubocznych, nie podlegajacych
eliminacji z komoérki np. w wyniku dzialania mechanizmow opornosci wielolekowe;.

1. Kwas mykofenolowy

Kwas mykofenolowy (MPA) 9 (Rysunek 2) zostal wyizolowany po raz pierwszy
1893 roku jako naturalny, produkt metabolizmu grzyboéw z rodzaju Penicillium. [34]
[35] [36]. Odkrycia kwasu mykofenolowego dokonat wtoski lekarz Bartolomeo Gosio
podczas badan nad etiologia pelagry [37]. Struktura MPA zostata okreslona wiele lat
p6zniej przez Clutterbucka i Raistricka [38]. MPA zawiera uktad ftalidowy, w ktorym
pierscien aromatyczny podstawiony jest grupa hydroksylowa, metylowa, metoksylowa
oraz szeScioweglowym lancuchem z wigzaniem podwojnym o konfiguracji trans
i wolng grupa karboksylowa (Rysunek 2) [38].

Kwas mykofenolowy wykazuje szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej [4].
MPA w medycynie zastyngl jako lek immunosupresyjny, hamujacy proliferacje
limfocytow T. Stosowany jest zarowno podczas ostrego jak i przewlektego odrzutu
przeszczepu oraz nalezy do grupy najczeSciej przepisywanych immunosupresantow
[39] [40] [41] [4]. W wytycznych KDIGO (Kidney Disease. Improving Global
Outcomes) 2009 roku zaleca si¢ aby lekiem pierwszego wyboru z medykamentow
antyproliferacyjnych byly mykofenolany [42].

1.1. MPA jako inhibitor IMPDH

Dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu jest enzymem nalezacym do grupy
oksydoreduktaz. Poniewaz katalizuje on kluczowy moment biosyntezy de novo
nukleotydow  purynowych, jest on celem molekularnym dla  lekow
immunosupresyjnych, do ktorych zaliczany jest kwas mykofenolowy. Biosynteza
nukleotydéw purynowych odgrywa istotng rolg¢ w proliferacji limfocytow [43]. Podczas
nadmiernego namnazania si¢ limfocytoéw T 1 B, co jest charakterystyczne dla zaburzen
uktadu immunologicznego, dochodzi do zwigkszenia aktywnosci IMPDH, powodujac
otrzymanie wigkszej ilo$ci nukleotydow guaninowych [44]. Natomiast w wyniku
zahamowania aktywnos$ci IMPDH zmniejsza si¢ ilo$¢ nukleotydow guaninowych,
powodujac zmniejszenie iloSci nukleotydow adeninowych. Sytuacja ta jest
konsekwencja dwustopniowej przemiany monofosforanu inozyny (IMP) w adenozyno-
5’-monofosforan (AMP), w ktorej guanozyno-5’-trifosforan peni rol¢ kofaktora

19


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

(Schemat 1). W wyniku zmniejszenia ilo$ci nukeotydéw dochodzi do zaburzenia
syntezy DNA i RNA co prowadzi do apoptozy [4].

Dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu jest homotetramerem o masie
czasteczkowej 56 kDa i zbudowanym z 514 reszt aminokwasowych [45] [46]. Enzym
wystepuje w postaci dwoch izoform —I oraz —II posiadajacych w 84% identyczng
sekwencje¢ [46] [47]. Izoforma I wystepuje w prawidlowych komoérkach, kontrolujac
takie procesy jak angiogeneza, regulacja translacji czy wigzanie DNA. Wybidrcza
inhibicja aktywno$ci izoformy I jest wystarczajaca do zatrzymania wzrostu komorek
srédblonka, co skutkuje hamowaniem unaczynienia nowotworu [48]. Natomiast
izoforma II dominuje w komorkach gwattownie proliferujacych takich jak aktywowane
limfocyty [49], komoérki nowotworowe [50] czy zainfekowane wirusem [51]. Kwas
mykofenolowy skutecznie hamuje aktywnos$¢ obu izoenzymow z pigciokrotng przewaga
inhibicji izoformy drugiej [4].

AMP T» IMP <7T hipoksantyna
i inhibicja

IMPDH <=—— MPA

GTP, asparginian

GDP,P;

adenylobursztynian XMP
ATP, glutamina

fumargn
PP;, glutaminian, AMP

AMP GMP

Schemat 1. Sciezki biosyntezy nukleotydéw purynowych [40].

Dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu katalizuje NAD-zalezng reakcje
utleniania IMP do XMP, ktory przeksztatcany jest w GMP z wykorzystaniem glutaminy
jako donora grupy aminowej. Katalizowana przez IMPDH reakcja rozpoczyna si¢
nukelfilowym atakiem siarki, nalezacym do Cys331 z centrum aktywnego enzymu na
pozycje C2 pierScienia purynowego inozyno-5’-monofosforanu w wyniku czego
powstaje kowalencyjny produkt posredni E-IMP. Nastgpnie w wyniku przeniesienia
protonu E-IMP przeksztatca si¢ w E-XMP*, ktéry ulega hydrolizie (Schemat 2).
Etapem decydujacym o szybkosci reakcji jest odigczenie XMP [43] [52] [53].
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Schemat 2. Mechanizm reakcji katalizowanej przez IMPDH [38].

Analizujac struktury krystalograficzne stwierdzono, ze MPA wigze si¢
z wezedniej utworzonym kompleksem E-IMP-NAD®, a dokfadniej do jego subdomeny
N oraz cze¢$ci subdomeny P. Ponadto pomigdzy czasteczka MPA a enzymem IMPDH
wystepuja liczne wigzania wodorowe 1 interakcje Van der Waalsa. Atomy tlenu
pier§cienia laktonowego tworza wigzania wodorowe z Thr333 1 Gly326 nalezacymi do
enzymu. Grupa fenolowa oddziatuje z Thr 333 1 Gln 441. Konfiguracja trans wigzania
podwoéjnego w tancuchu bocznym MPA umozliwia interakcje grupy karboksylowej
z Ser 276 [52] [43] (Rysunek 3). W rezultacie modyfikacje tej grupy polarnej stanowig
jedna z najbardziej obiecujacych zmian w celu otrzymania nowych analogéw MPA
o ulepszonych wlasciwosciach terapeutycznych [54] [55].

Thr 333 GIn 441

1 \

Gly 415
Met 414

Arg 322 agp 274

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

Kwas mykofenolowy jako inhibitor IMPDH powoduje redukcje¢ puli
nukleotydéw guaninowych, gtéwnie GTP w komorkach [56]. Skutkuje to:
zatrzymaniem cyklu komérkowego w fazie G1, zahamowaniem proliferacji limfocytow
oraz dojrzewania komoérek dendrytycznych, zahamowaniem produkcji przeciwciat
stymulowanych mitogenami 1 antygenami, indukcje apoptozy aktywowanych
limfocytow T. Nastepuje rowniez inhibicja proliferacji limfocytow T oraz ich migracji
do przeszczepu [57] [58] [56]. Dzigki wyczerpaniu nukleotydéw guanozyny dochodzi
do zmniejszenia mozliwo$ci odrzucenia organu po przeszczepie.
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1.2. Otrzymywanie MPA
Kwas mykofenolowy moze by¢ otrzymywany na drodze proceséw
biotechnologicznych, wykorzystujacych namnazanie komodrek mikroorganizmow
produkujacych MPA a takze na drodze syntezy chemicznej. Druga z wymienionych
metod prowadzi nie tylko do otrzymania samego kwasu mykofenolowego, ale réwniez
pozwala na wprowadzanie modyfikacji w strukturze omawianego farmaceutyku.

1.2.1. Biosynteza MPA

Kwas mykofenolowy moze by¢ otrzymywany jako metabolit grzyboéw z rodzaju
Pennicillium, wyrdznia si¢: P. brevicompactum, P. requeforti oraz P. stoloniferum [34]
[35] [36]. MPA moze by¢ réwniez produkowany przez inne rodzaje szczepow takie jak:
Byssochlamys nivea [34]. Izolowane sg roOwniez naturalne analogi MPA z szczepow
grzybow Pennicillium SOF07 [59] oraz z Laetiporus sulphureu [60]. Biosynteza MPA
obejmuje dwa podstawowe szlaki charakterystyczne dla metabolitow: poliketydowy
(dajacy poczatek uktadowi ftalidowemu) oraz izoprenoidowy (alifatyczny lancuch
boczny MPA) [61].

1.2.2. Synteza chemiczna MPA

Synteza kwasu mykofenolowego ma przewage nad biosynteza, ze wzgledu na
umozliwianie korzystnych modyfikacji w strukturze MPA. Opracowanie metody
chemicznej, (ktora moglaby by¢ stosowana w przemysle) opisywanego farmaceutyku
nie bylo tatwe ze wzgledu na jego skomplikowang strukture. W celu jak najwigkszego
obnizenia kosztow stosuje si¢ proste, komercjalnie dostepne substraty, jednak synteza
kwasu mykofenolowego jest bardzo pracochtonna i zmudna [62] [4]. W literaturze
chemicznej do tej pory opisanych zostato juz wiele metod syntezy MPA m.in. syntezy:
Bircha 1 Wrighta [63], Canonica [64], Danheiisera [65], Pattersona [66], de la Cruza
[67], Ple [68] oraz Covarrubiasa-Zuninga [69] [70].

W laboratorium kwas mykofenolowy po raz pierwszy otrzymali Birch 1 Wright
w 1969 roku [63]. Schemat 3 przedstawia opracowang przez nich $ciezke syntetyczng.
Wychodzac z eteru dimetylowego rezorcynolu 12 pierwszy etap stanowi reakcja
formylowania Vilsmeiera-Haacka oraz redukcja Wolffa-Kiznera. Kolejno zwigzek 13
zostaje poddany reakcji Bircha, w ktorej jako reduktor wykorzystano séd w ciektym
amoniaku, otrzymujac dihydropochodna, ktéra potraktowana tert-butanolanem potasu
w DMSO izomeryzuje tworzac zwigzek 14. Najwazniejszym etapem jest cykloaddycja
Aldera-Rickerta acetylenodikarboksylanu dimetylu (DMAD) z 1,3-dimetoksy-4,6-
dimetylcykloheksa-1,3-dienem 14 prowadzaca do estrowej pochodnej kwasu ftalowego
15. Nastegpne etapy polegaja na uformowaniu uktadu ftalidowego 16: redukcja jednej
z grup estrowych do alkoholu wykorzystujac trichlorek boru i nastgpcza cyklizacja.
Kolejny etap to O-alkilowanie zwigzku 16 za pomocg bromku allilu i przegrupowania
Claisena eteru 17 do fenolu 18. Nastepny etap to ozonoliza zwigzku 18 i reakcja Wittiga
oraz reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa, karbonylowego produktu ozonolizy,
prowadzaca ostatecznie do estru kwasu mykofenolowego. Ostatni etap tej syntezy to
zasadowa hydroliza prowadzaca do MPA 9 [63].

22


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

| |
0 o —
2x 1. reagent Vilsmeiera 1. Na/NH; ROH MeO,C—=—CO,Me
2. H,N-NH, KOH 2. t-BuOK, DMSO 120-140°C

_On - CH,CHCH,
| o]
0 OCH, BCl3 CH,Cl, o KO A K,CO; A
OCH, 2. Zn- HCl AcOH
o7
przegrupowame 1. 03/Zn/H3O+ 1. EtO0C P(OEt)2
O —>
Clalsena ) PPh3 / 2. LiOH/EtOH
CHO 3.1

Schemat 3 Synteza MPA zaproponowana przez Bircha i anhta [63].

Jedna z najbardziej popularnych metod otrzymywania MPA jest synteza
Pattersona (Schemat 4) [66]. W syntezie tej 2-hydroksy-4-metoksybenzoesan metylu 20
traktowany bromkiem allilu wobec K,COs daje produkt alkilowany, ktéry traktowany
Et,NLi daje  N,N-dimetylo-4-metoksy-2-(prop-2-enylo)benzamid 21. Nastgpnie
w wyniku przegrupowania Claisena zwiazek 21 przeksztalca si¢ w fenol 22. Reakcja
prowadzona jest w tetrametylobenzenie. W kolejnym etapie przeprowadza si¢
bromowanie tego zwigzku a nastgpnie metylowanie poprzedzone ostonigciem grupy
hydroksylowej. Otrzymany zwigzek 23 formyluje si¢ za pomoca dimetyloformamidu,
a nastepnie redukuje do alkoholu przy uzyciu hydroboranu sodu. Cyklizacja zwigzku 23
katalizowana przez kwas octowy prowadzi do 24, ktéry nastepnie poddano ozonolizie
otrzymujac aldehyd 25. Nastgpnie za pomocg bromku 2-propylenomagnezu zwigzek 25
przeksztalcono w alkohol allilowy 26. W wyniku przegrupowania [3,3]-
sigmatropowego otrzymano alken o konfiguracji trans 27, ktéry poddany deprotekc;ji
i zasadowej hydrolizie prowadzi do otrzymania kwasu mykofenolowego 9 [66].
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Schemat 4. Synteza MPA zaproponowana przez Pattersona [66].

W naszej grupie badawczej opracowaliSmy modyfikacje wyzej wymienione]
syntezy. WykorzystaliSmy tanie i powszechnie dost¢pne rozpuszczalniki takie jak:
tetralina, nitrobenzen czy 3.4-dimetylochlorobenzen jako rozpuszczalniki do
przeprowadzenia reakcji przegrupowania Claisena (21 do 22), co pozwolilo na
podwyzszenie wydajnos$ci tego etapu z 15% (procedura Pattersona z dostepnym
izomerem 1,2,4,5-tetrametylobenzenu jako rozpuszczalnikiem) do 73% w przypadku
tetraliny, 72% dla nitrobenzenu i 56% dla 3,4-dimetylochlorobenzenu [71].

Chcac zastgpi¢ reakcje ozonolizy w syntezie zaproponowanej przez Pattersona
sprobowano wykorzysta¢ utlenienie alkenu 24 za pomocg m-CPBA w CH,Cl,. Podobna
procedure wykorzystat Ple 1 wsp. [68]. Reakcja przebiegata z 80% wydajnoscig
i prowadzita do otrzymania epoksydu. Niestety epoksyd okazal si¢ na tyle stabilny, ze
nie udalo si¢ go podda¢ dalszej konwersji za pomoca NalO4 do pozadanego aldehydu.
W zwigzku z tym sprobowano podda¢ alken utlenianiu za pomoca nadmanganianu
potasu i nadjodanu sodu. W wyniku tak przeprowadzonej reakcji otrzymano aldehyd 25
z 73% wydajnoscia [71].
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Schemat 5. Synteza MPA zaproponowana przez Brookesa [72].

Najnowsza z metod otrzymywania MPA jest synteza opisana przez Brookesa
i wsp. w 2013 roku (Schemat 5) [72]. W reakcji kwasu Meldruma 29 z estrem
metylowym kwasu 6-hydroksy-4-metyloheks-4-enowego 30 otrzymano pochodng
kwasu malonowego, ktéra nastgpnie traktowana chlorkiem oksalilu w DMF prowadzi
do chlorku kwasowego 31. W nastgpnym etapie zwigzek 31 w reakcji z solg litowa
dioksynonu 32 daje ester 33. Kolejnym krokiem jest reakcja estru 33 z chlorkiem
acetoksyacetylu, w wyniku ktorej powstaje zwigzek 34. Nastepnym etapem sg reakcje
dekarboksylacji  (katalizowana palladem) 1 alkenylacji, ktore to zachodza
regioselektywnie i prowadza do diketodioksanonu 35 [73]. Zwigzek 35 traktowany
morfoling w tetrahydrofuranie a nastgpnie jodkiem metylu wobec weglanu cezu w THF
prowadzi do pochodnej 36, ktéra pod wptywem weglanu potasu w metanolu daje
pochodng 37. W dalszych etapach nastgpuje bromowanie i metylowanie w pozycji 4
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pier§cienia benzenowego. W tym celu zabezpieczono wigzanie podwojne zwiazku 37 w
reakcji z jodem i tert-butyloaming, otrzymujac mieszaning diastereoziomerow 38 i 39.
Otrzymany jodoeter 39 jest bromowany za pomocg NBS w obecnosci kwasu
siarkowego dajac zwigzek 40, ktory jest metylowany kompleksem DIBACO-(AlMe3),.
Otrzymany mykofenolan metylu 28 poddano hydrolizie monohydratem wodorotlenku
litu otrzymujac MPA 9 [72].

1.3. Wilasciwosci biologiczne MPA i jego analogow
Jak juz wczedniej wspomniatam kwas mykofenolowy charakteryzuje si¢
szerokim spektrum aktywnos$ci biologicznej, ktorej mechanizm polega na inhibicji
enzymu IMPDH. W ponizszych podrozdzialach przedstawiam najwazniejsze
wlasciwosci MPA, a takze jego analogdw.

1.3.1. Dzialanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe

MPA to jeden z najwczes$niej poznanych zwigzkow o dzialaniu antybiotycznym.
Przyczyna zainteresowania i wyizolowania kwasu mykofenolowego bylo odkrycie, ze
szczep grzyba Penicillium brevicompactum produkuje materiat hamujacy wzrost
Staphylococcus aureus (gronkowiec zlocisty). Teraz juz wiadomo, ze aktywnym
zwigzkiem odpowiedzialnym za inhibicj¢ gronkowca byt MPA. Co wigcej zauwazono,
ze wyizolowany metabolit grzybowy wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng
przeciwko anthrax bacterium (laseczkom waglika) [37] [74].

Znacznie pdzniej w 1968 roku stwierdzono, ze MPA wykazuje wlasciwosci
przeciwgrzybowe w stosunku do Cryptococcus neoformans (grzybica, atakujaca
osrodkowy uktad nerwowy, pluca, skore i1 tkanke podskorng) i Blastomyces dermatitidis
(drozdzyca, choroba Gilchrista). Zauwazono réwniez aktywno$¢ wzgledem Kkilku
gatunkow Trichophyton (grzybica skory, paznokei itd.) [37].

NH,
OCH; o OH cH, N=N </N | SN
I
= N\)\/O N N/J
O (0] 0
H,CO OCH,
ca O CH

Rysunek 4. Struktura 7-chloro-4,6-dimetoksy-1(3H)-izobenzofuranu 41 i koniugatu MPA z dinukleotydem
nikotynoamidoadeninowym (NAD) 42.

Réwniez, niektéore pochodne MPA  odznaczaja si¢  aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowg. Zwigzek 7-chloro-4,6-dimetoksy-1(3H)-izobenzofuran 41
(Rysunek 4) wyizolowany z hodowli grzyba Leucoagaricus carneifolia wykazywat
selektywng aktywnos$¢ przeciw Botrytis cinerea (gronkowiec szary) z minimalnym
stezeniem zahamowania wzrostu (MIC) wynoszacym 20 pg/ml [75].

Pankiewicz 1 wsp. w 2014 roku otrzymali szereg koniugatow MPA
z dinukleotydem nikotynoamidoadeninowym (NAD), z posrdd ktérych np. zwigzek 42
(Rysunek 4), charakteryzowat si¢ aktywno$cia antybakteryjng w stosunku do
Mycobacterium tuberculosis (pratki gruzlicy) (Ki wynoszace 1,5-2,2 uM) [76].
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1.3.2. Dzialanie przeciwwirusowe

W  ostatnich latach  stwierdzono  dziatanie antywirusowe kwasu
mykofenolowego, polegajace na hamowaniu replikacji niektorych wirusow in vitro
i potegowaniu efektu inhibicji guanozynowych pochodnych lekow takich jak:
acyklowir, penciklowir i ganciklowir. Ponadto kwas mykofenolowy moze réwniez
wspomagac leczenie ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci [77]. MPA 1 rybawiryna,
(oba inhibitory IMPDH) wzmacniaja réwniez aktywno$¢, analogdw guanino-
i diaminopurynowych nukleozydéw, przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu B
[78]. Potaczenie réwniez dwoch inhibitorow SARS-coV (wirus cigzkiego ostrego
zespolu oddechowego): 6-merkaptopuryna (6MP) i 6-tioguanina (6TG) z lekiem
immunosupresyjnym — kwasem mykofenolowym pozwolito na skuteczne zahamowanie
koranowirusa MERS-CoV (nowy szczep koranowirusa powodujacy cigzka infekcje
drog oddechowych i niewydolnos$¢ nerek) [79].

Ponadto MPA wykazuje aktywno$¢ antywirusowa przeciwko np.: wirusowi
Denge (choroba przenoszona przez komary) [80], reowirusom ptasim [77], rotawirusom
(infekcje enterocytow jelita cienkiego bedacymi przyczyna zapalenia zotadka i jelit
u dzieci) [81] oraz chikunguny (CHIKV) (choroba wirusowa przenoszona przez
komary) [82]. Natomiast mykofenolan mofetylu poprzez swoje supresyjne dziatanie na
IMPDH wykazat inhibicj¢ replikacji ptasiej grypy H5N1 na linii komérkowej MDCK
(komorki psiej nerki Madin Darby) oraz myszy [83].

1.3.3. Dzialanie przeciwnowotworowe i immunosupresyjne

Pierwsze wzmianki na temat dzialania immunosupresyjnego kwasu
mykofenolowego pojawily si¢ w 1969 roku. Planterose donidst o dziataniu
immunosupresyjnym tego zwigzku w przypadku migsaka mysiego [84]. Tego samego
roku Mitsiu 1 Suzuki zaobserwowali, ze MPA zmniejsza reakcj¢ immunologiczna
umyszy, ktorym podano owcze erytrocyty [85]. Dalsze testy przeprowadzone na
szczurach ujawnity, ze MPA silnie hamuje reakcje ostrego jak 1 przewleklego
odrzucania przeszczepu serca [86].

Obecnie MPA stosowany jest jako s$rodek immunosupresyjny. Jednak ze
wzgledu na fakt, ze jest on silnym inhibitorem IMPDH glownie izoformy II, ktora
znajduje si¢ oprocz aktywowanych limfocytoéw rowniez w komorkach nowotworowych,
lek moglby znalez¢ rowniez potencjalnie zastosowanie jako chemoterapeutyk. Niestety
jego niekorzystny metabolizm, ktéry dezaktywuje farmaceutyk znacznie ogranicza
wykorzystanie jego wtasciwos$ci przeciwnowotworowych [87].

Do tej pory przeprowadzano rézne modyfikacje pierscienia laktonowego 43a-f
i aromatycznego 44a-h, 45a-d MPA (Rysunek 5). Jednak wszystkie utworzone
pochodne okazaty si¢ stabszymi inhibitorami IMPDH II w poréwnaniu z opisywanym
zwiazkiem macierzystym. Jedynie zastgpienie grupy metoksylowej jednostka winylowa
44a, etylowa 44b czy metylowa 44¢ prowadzita do otrzymania zwigzku o podobne;j
badz wyzszej aktywnosci w stosunku do MPA. Tworzono monocykliczne fenole 46a-h
z ktorych chlorofenolowa pochodna 46b okazata si¢ najaktywniejsza inhibitorem
enzymu IMPDH. Wprowadzenie w miejsce grupy fenolowej — funkcj¢ aminowa nie
przyniosto korzystnych rezultatéw. Monocykliczne aminy 47a-f charakteryzowaty si¢
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30-krotnym

spadkiem

aktywnosci

biologicznej

[88]. W 2010

roku zespot

Mitsuhashiego [89] ustalit, ze grupa hydroksylowa, jak rowniez metylowa w pier§cieniu
aromatycznym oraz wigzanie trans w tancuchu bocznym jest niezb¢dne do zachowania
aktywnoS$ci biologicznej kwasu mykofenolowego. Grupy te wchodza w intereakcje
z aminokwasami nalezacymi do IMPDH (Rysunek 3), a wigzanie frans powoduje
odpowiednie utozenie grupy karboksylowej. Obecnie wigkszo$¢ projektowanych
pochodnych kwasu mykofenolowego opiera si¢ na modyfikacjach w szesciowgglowym

fancuchu bocznym, pozostawiajac ugrupowanie ftalidowe nienaruszone [4]. Wigzanie
wodorowe pomiedzy grupa karboksylowa MPA a Ser276 nalezaca do IMPDH jest
jedna z wazniejszych interakcji w kompleksie MPA-IMPDH. Badania potwierdzaja, ze
modyfikacje tej polarnej grupy na koncu tancucha MPA sa najbardziej znaczace
podczas projektowania nowych analogéw kwasu mykofenolowego [62].
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Rysunek 5. Modyfikacje wprowadzane do struktury MPA 9: modyfikacje w pierscieniu laktonowym 43a-f,
aromatycznym 44a-h i 45a-d, monocykliczne fonole 46a-h oraz monocykliczne aminy 47a-f [69].

W 2002 roku Pankiewicz i wsp. opisali nowy inhibitor (koniugat kwasu
mykofenolowego i1 rybonukleozydu) MAD 48, ktéry okazat si¢ interesujacym
zwigzkiem do dalszej modyfikacji jako aktywny, selektywny i mniej toksyczny
inhibitor IMPDH, odporny na glukuronidacj¢ pomimo swojej stabszej aktywnosci od

MPA 9 [90].
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OH
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NH, MAD (1, X=H) CHg,

Rysunek 6. Struktura MAD 48 [90].

W 2014 roku Felczak i wsp. modyfikujac strukture MAD 48 otrzymali analogi
48a-f (Rysunek 7), ktore poddali badaniom jako inhibitory IMPDH oraz inhibitory
proliferacji nowotworowych linii komorkowych takich jak K562, HeLa oraz HT29.
Stwierdzono, ze zwiazki 48a-f znacznie silniej hamowaty IMPDH od MAD 48,
a najlepszym inhibitorem okazal si¢ analog 4-pirydylo MAD 48c. Podczas badan
inhibicji proliferacji nowotworowych linii komérkowych, zwigzek 48c okazat si¢
najaktywniejszy. Dla analogu 2-(2-furylo) MAD 48d réwniez uzyskano zadowalajace
wyniki [76].

/
5%
48a: X = C,H;

X o 'QI H, 9 OH ¢ 48b': X_= CF; _
N ot
Na | N/> OH  OH O 48e: X = 2-fenyl

HsCO 48f: X = CH,OBn
NH, 48a-f CH;

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

W literaturze chemicznej [91] opisano szereg tego typu analogow, w ktorych
facznik P-CH,-P zastgpiono izosteryczna grupa P-CF,-P, analog 49 (Rysunek 8).
Felczak i wsp. [76] otrzymali ester MPA i adenozyny 50a, jego anomer S50b,
mykofenolowy amid adenozyny 51 oraz diamidy mykofenolo-L- i mykofenolo-D-
waliloadenozyny 52a i 52b.

29


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

OHOH
CH, OH o
o QFQ OH o oL N
CoHs Ny N O-P-C-P-0 oSN o 0
\f ) OH OH O N / H,;CO
N A\ Z~N
N H3CO CH3
NH, 49 CHs; NH, 50a
OHOH
NH,
N CH OH
LY 3 i oL} N
k P NS N N
N N (e} —N O
0 o I > o
o] N A 7 H3CO
H3CO N
CH Chs
OHOH 50b 3 NH; 51
OHOH
CHs OH o

o)
T

X

N H H
7S N N-C-C-N-C
DRI 0
N AN H5CO

MPA-aa-N-Ade, (52a, 52b, X = iPr) CHa

Rysunek 8. Struktury difosfoniowej pochodnej MAD 49 [91], estru adenozyny kwasu mykofenolowego 50a i jego
anomeryczna forma 50b (L-adenozyna), mykofenolowy amid adenozyny 51 oraz mykofenolowy-(L) i (D)-diamid-
walilo-adenozyny 52a i 52b [76].

Zwigzki 52a-b okazaly sie silniejszymi inhibitorami IMPDH niz MPA. Zaden
z uzyskanych diamidéw nie wykazywal hamowania linii nowotworowych w warunkach
in vitro w przeciwienstwie do pochodnych 50a-b. Charakteryzowatly si¢ one wysoka
aktywno$cig hamowania proliferacji linii komoérkowych, zwlaszcza linii K562 [76].

Yang i wsp. [92] otrzymali seri¢ izobenzofuranowych pochodnych (53a-d)
opartych na strukturze MPA (Rysunek 9). Z grupy a,B-nienasyconych amidow,
najlepsza aktywno$cig w stosunku do limfocytow T odznaczaty si¢ zwigzki, ktore
w swojej strukturze zawieraty atom fluoru (53a), grupe metoksylowa (53b) czy tez
acetoksylowa (53c¢) w pozycji meta. Bardzo dobre wyniki otrzymano réwniez dla
pochodnej 3,4-dimetoksyfenylowej MPA (53d). Otrzymano roéwniez pochodna
mocznika i MPA 54, ale nie wykazywata ona zadawalajacych wynikow w testach
biologicznych. Ostatniag badang grupa zwigzkéw byly diamidowe pochodne MPA.
Najwyzsza aktywno$cia antyproliferacyjng  charakteryzowata si¢  pochodna
p-fluorofenylowa 55 [92].
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Rysunek 9. Struktury zwigzkéw 53a-d, 54 i 55 [92].

Mitsuhashi i wsp. [89] zaprojektowali 6 nowych pochodnych MPA 56-61,
wprowadzajac modyfikacje na weglach C-5, C-7 i C-6 (Rysunek 10). Zadna
z otrzymanych pochodnych nie okazata si¢ lepszym inhibitorem IMPDH niz MPA.
Jednak przeprowadzone badania SAR ujawnily, ze modyfikowane na weglach C-5, C-7
i C-6 s3 wazne dla zachowania aktywnosci przeciwko IMPDH. Ponadto stwierdzono, ze
modyfikacja w zwigzku 54 (demetylacja 5-OMe) spowodowata zwigkszenie
hydrofilowosci. Interesujacym analogiem MPA okazat si¢ mykofenolan kwasu
hydroksamowego (MPHA) 61. Udowodniono, ze jest on nie tylko inhibitorem IMPDH,
o podobnej aktywnosci co MPA 9, ale réwniez hamuje deacetylaze histonowa
(HDECs). Enzymy te sg celem molekularnym dla lekow przeciwnowotworowych, gdyz
katalizuja usuwanie grupy acetylowej z lizyny w histonach [93]. Chcac, zachowac
aktywno$¢ inhibitujagcg w stosunku do obu enzymoéw Sunohara i wsp. [94] otrzymali
nowe heterocykliczne amidowe analogi MPA a takze epoksydowe oraz tiolowe

pochodne 62-67 (Rysunek 11).
O

C-6 OH ~ OH
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CH3 CH3
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Rysunek 10. Struktury pochodnych 56-61 modyfikowanych na weglach C-5, C-6 1 C-7 [89].
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Rysunek 11. Struktury nowych pochodnych MPA 62-67 [94].

Po przeprowadzeniu badan aktywnosci antyproliferacyjnej in vitro wobec
komorek K562, stwierdzono, ze na uwage zastuguja zwigzki 63a, i 66a-b. Pochodne
MPA 63a i 66b wykazaly silng aktywno$§¢ hamujacag wobec IMPDH. Natomiast
zwigzek 66a nie tylko jest inhibitorem IMPDH ale réwniez nieznacznie hamuje enzym
HDAC [94].

Matachowska-Ugarte i wsp. [95] w 2012 roku otrzymali koniugaty
1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu z MPA 68a-e i 69a-e (Rysunek 12).

0 OH
(e}

OCHj
68a-e

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

Przeprowadzono badania aktywnos$ci antyproliferacyjnej oraz cytotoksycznej
otrzymanych zwiagzkdéw na aktywowanych limfocytach oraz liniach komorkowych typu
Jurkat, CCRF-CEM, Molt-4, HL-60, L-1210 i Yac-1. Wyniki testow wykazaty, ze w/w
koniugaty uzyskane w wyniku polaczenia MPA z pochodnymi nitroakrydyn 68a-e sa
bardziej aktywne wobec wszystkich badanych linii komérkowych niz koniugaty MPA
z nitroakrydonami 69a-e. Pochodne MPA z 4-nitroakrydonem charakteryzowaty sie
stabszg aktywnos$ciag w poréwnaniu z MPA, lub jej catkowitym brakiem. Pochodne 69a
i 68b-c zostaly wytypowane do dalszych badan in vivo, ze wzglgdu na swoja
selektywno$¢ oraz najlepsza aktywno$¢ wobec komoérek PBMC. Pochodne te mogtyby
by¢ zastosowane w charakterze immunosupresantow [95].

W tym samym zespole, otrzymano réwniez analogi MPA polaczone
z akrydynami/akrydonami poprzez tacznik estrowy (Rysunek 12). Zwigzki 70a-e i 71a-
e zostaly roéwniez pozbawione grupy nitrowej co potencjalnie miato zmniejszyc
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cytotoksyczno$¢ a tym samym mialy by¢ one lepiej tolerowane przez organizm.
Przeprowadzono badania na liniach komoérkowych Jurkat oraz PBMC. Ponownie
koniugaty akrydyny i MPA 71a-e okazaty si¢ aktywniejsze niz pochodne akrydonu
70a-e. Zaobserwowano rowniez wplyw dlugosci tacznika pomiedzy MPA a ukitadem
heterocyklicznym. Najbardziej obiecujace okazaty si¢ analogi 70b, 70d, 71a i 71b [96].
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Z O J HN O
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OCH;8 T0a-e O o
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H

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

W Katedrze Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej [97] otrzymano rowniez
aminokwasowe pochodne MPA w postaci estrow metylowych 72a-k oraz z wolng
grupa karboksylowa 73a-k (Rysunek 14), poprzez utworzenie selektywnego wigzania
amidowego pomiedzy grupa karboksylowa MPA a reszta aminowa estru metylowego

aminokwasu.
o OH CHj4 H o OH CHs H
Pz N COOCH3 = N COOH
: T 0 Y
OMe OMe
CHj 72a-k CHs 73a-k

72a, 73a: D-CH;4 72e, 73e: D-CH,CH,COOR' 72i, 73i: D-CH,CH(CH;),
72b, 73b: L-CH;4 72f, 73f: L-CH(CH,), 72j, 73j: L-CH,Ph
72¢, 73¢c: H 72g, 73g: D-CH(CH;), 72k,73k: D-CH,Ph

72d, 73d: L-CH,CH,COOR' 72h, 73h: L-CH,CH(CH)

Rysunek 14. Struktury aminokwasowych pochodnych MPA w postaci estréw metylowych 72a-k i z wolng grupa
karboksylowa 73a-k [97].

Do oceny cytotoksycznosci in vitro uzyto limfoidalnej linii komorkowych Jurkat
oraz aktywowanych limfocytow PBMC. Analogi MPA z wolng grupa karboksylowa
72a-k okazaly si¢ bardziej toksyczne dla komorek. Zaréwno zwigzki 72a-k, jak i 73a-k
wykazuja porownywalng aktywno$¢ antyproliferacyjng do MPA, a takze dziataja jako
inhibitory IMPDH. Ich aktywno$¢ biologiczna zalezy od rodzaju aminokwasu oraz ich
konfiguracji.  Ester  metylowy  N-mykofenoilo-L-fenyloalaniny = 72j,  kwas
N-mykofenoilo-D-glutaminowy 73e oraz N-mykofenoilo-L-leucyna 73h charakteryzuja
si¢ wysoka aktywnos$cig antyproliferacyjng w porownaniu do MPA przy jednocze$nie
najnizszej toksycznosci. Dlatego zostaly one wytypowane do badan in vivo jako nowe
potencjalne immunosupresanty [97].
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Ostatnio optymalng metoda leczenia insulinozaleznej postaci cukrzycy jest
transplantacja wysepek trzustkowych Langerhansa. Jednym z najskuteczniejszych
immunosupresantéw zabiegajacych odrzuceniu tego typu przeszczepu jest kwas
mykofenolowy. Jednak jego dtugoterminowe przyjmowanie wigze si¢ z zaburzeniami
uwalniania insuliny, co moze prowadzi¢ do niewydolnosci odpowiedzialnego za ten
proces gruczotu [98]. W zwiagzku z tym Wu i wsp. [98] zaprojektowali koniugat (JP-3-
110 74) MPA z pochodng kwasu chinowego — KZ41. Badania biologiczne wykazaty
porownywalng aktywnos¢ zwiazku 74 do MPA podczas inhibicji PBMC a takze lepszy
profil toksykologiczny. Niestety zwigzek JP-3-110 podatny jest na hydrolizg
enzymatyczng a takze charakteryzuje si¢ matg stabilno$cia, co zdecydowanie ogranicza
jego zastosowanie kliniczne [98]. Struktura 74 zostala zmodyfikowana przez Peng
iwsp. [99], otrzymujac amid (MQ4) 75. MQ4 zgodnie z zalozeniem byl bardziej
stabilny, co pozwolito na osiggni¢cie st¢zenia terapeutycznego i immunosupresje.
Dodatkowo substancja wykazuje mniejsza cytotoksyczno§¢, dzieki czemu
zakwalifikowano ja dalszych badan in vivo [99].

CH, H \O <
H
¥ NXN /OJJ\
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OCH; HN OCH; 0

CH, JP3110 /—/ CHs MQ4

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

Nowy koniugat MPA z glukozaming 76 zostat zaprojektowany aby ograniczy¢
efekty uboczne poprzez ukierunkowany system dostarczenia lekow, w ktorym
akumulacja leku bedzie miata miejsce w nerce przy jednoczesnie minimalnym stezeniu
w innych narzadach [100]. Zwigzek 76 charakteryzuje si¢ lepsza biodostgpnoscia
i mniejsza cytotoksycznoscig niz zwigzek macierzysty. Po pomyslnie zakonczonych
badaniach in vitro, powinien zosta¢ poddany dalszym testom in vivo na zwierzg¢tach
[100].

HO
OH
0O OH CH; H
5 Z ~"o OH
OCH,4 0] NH,
CHj, 76

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

Posrod analogow MPA, nieliczng grupe stanowig pochodne wyizolowane ze
zrddet naturalnych. W 2012 roku Chen 1 wsp. [59] wyizolowali nowe zwiazki 77-80
bazujace na strukturze MPA z grzybow Penicillium Sp. SOF07 obecnych w osadach
morskich. Okazalo si¢ ze ten rodzaj szczepu produkuje aktywne pochodne MPA
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wykazujace cytotoksyczno$¢ przeciwko ludzkim liniom nowotworowym: HCT-15,
A-549 i HEP-3B. Ujawniona aktywnos$¢ biologiczna jest przypisana oddziatywaniom
z IMPDH i hamowaniem jej funkcji enzymatycznych. Jednak okazaty si¢ one stabszymi
inhibitorami tego enzymu niz macierzysty MPA. Najwigksza skutecznos$cig odznaczyt
si¢ analog 77, a najmniejsza 80.

Kolejne trzy analogi 81-83 zostaly wyizolowane z kultur muchomora z gatunku
Laetiporus sulphureu 1 poddane testom sprawdzajgcym ich potencjat cytotoksyczny.
Otrzymane pochodne przebadano na ludzkich liniach bialaczki szpikowej HL-60, raka
watrobowokomoérkowego SMMC-7721, raka ptuc A-549, raka piersi MCF-7 oraz raka
okreznicy SW480. Jedynie analog 83 wykazal umiarkowang zdolno$¢ do inhibicji
IMPDH we wszystkich typach przebadanych linii komoérkowych [60].
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OH = % OH
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Rysunek 17. Struktury naturalnych pochodny MPA wyizolowanych z Penicillium Sp. SOF07 77-80 [59] i Laetiporus
sulphureu 81-83 [60].

Ze wzgledu na to, ze kwas mykofenolowy posiada szerokie spektrum
aktywnosci biologicznej, jest on bardzo interesujagcym obiektem badan. Do tej pory
MPA stosowany jest jako immunosupresant. Niestety niekorzystny metabolizm zmusza
do stosowania wigkszych ilosci farmaceutyku aby otrzyma¢ wymagane stezenie
terapeutyczne. Sytuacja taka sktania do projektowania jego nowych pochodnych, ktore
beda charakteryzowaty si¢ wiekszg skuteczno$cig, trwatoscig 1 selektywnoscig oraz
mniejszg toksycznoscig dla organizmu. Oprocz analogéw kwasu mykofenolowego,
w ktorych modyfikowane sg okreslone fragmenty jego struktury poprzez zmiang lub
dodanie nowych podstawnikéw, duzym zainteresowaniem cieczy si¢ tworzenie
koniugatow MPA z innymi aktywnymi biologicznie zwigzkami. Celem tworzenia
zwigzkow takiego typu jest uzyskanie efektu synergistycznego, potegujacego efekty
terapeutyczne lub dzialajacego na dwa odmienne cele terapeutyczne.
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1.4. Proleki MPA stosowane klinicznie

MPA podawany jest do organizmu w postaci prolekow MMF 11 i MPS 10, gdyz
podczas zazywania samej substancji czynnej MPA nast¢puje nasilenie niepozadanych
objawow a takze zestryfikowanie czasteczki MPA znaczaco poprawia jego
biodostgpnos¢ [101].

Mykofenolan mofetylu (MMF) 11 (Rysunek 2) jest 2-morfolinoetylowym
estrem kwasu mykofenolowego. Zostal wprowadzony na rynek farmaceutyczny przez
firm¢ Roche pod nazwg handlowa CellCept. Jest on najczesciej stosowanym analogiem
MPA, podczas transplantacji organdw, zarowno podczas ostrego jak 1 przewlektego
odrzucania przeszczepu [42]. Mykofenolan mofetylu okazal si¢ rowniez skuteczny
podczas leczenia tuszczycy skory, tocznia rumieniowatego czy stwardnienia rozsianego
[1] [42] [2] [102]. MMF dziata cytostatycznie na limfocyty T oraz B, jednoczesnie
pozostajac obojetnym dla innych komorek, wykazujac ok. 94% biodostepnosci [103]
[104]. Lek moze by¢ podawany w formie doustnej i dozylnej, przy czym w Polsce
dopuszczona jest tylko doustna forma podania tego farmaceutyku. Po podaniu
doustnym jest on bardzo szybko hydrolizowany do substancji czynnej czyli MPA przez
esterazy (gtownie transferaz¢ glukuronowa) w zotadku, jelicie cienkim, krwi, watrobie
i tkankach. Pomimo stwierdzonej skuteczno$ci w zakresie immunosupresji, pacjenci
przyjmujacy MMF narazeni s3 na zaburzenia uktadu krwiono$nego: (leukopenie,
matoptytkowo$¢ czy anemig¢) oraz pokarmowego. Zwickszona jest takze zapadalno$¢ na
infekcje bakteryjne i wirusowe [5] [1] [42] [2] [102].

W 2015 roku zostala opublikowana przez Cochrane Librery analiza wszystkich
23 badan klinicznych z zastosowaniem azatiopryny 8 lub MMF 11 jako pierwszego
leczenia immunosupresyjnego u biorcow nerki. Wykazano, ze MMF byt bardziej
skuteczny od azatiopryny zmniejszajac o 20% ryzyko utraty przeszczepu 1 o 30%
ryzyko wystapienia procesu odrzucania [42].

Ester 2-morfolinoetylowy kwasu mykofenolowego 11 otrzymuje si¢ na drodze
estryfikacji MPA 9 za pomoca 4-(2-hydroksyetylo)-morfoling 84 w obecnos$ci
odczynnika kondensujacego DCC [105] (Schemat 6).

CH3 HO\/\N/\ o

OCH, DCC/THF OCH;,

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

Chcac zredukowac¢ obcigzenie uktadu pokarmowego jednoczes$nie zachowujac
taka samg ekspozycje kwasu mykofenolowego jak w przypadku pochodnej MMF 11,
zaprojektowano s6l sodowa kwasu mykofenolowego (MPS) 10 (Rysunek 2). Zwigzek
ten charakteryzuje si¢ wigksza skutecznoscig dziatania w mniejszej dawce oraz jest
lepiej tolerowany przez pacjentow w porownaniu z MMF 11. Mykofenolan sodu
wykazuje 72% biodostepnosci. Farmaceutyk zostatl zatwierdzony przez FDA w 2004 r.
Na rynek farmaceutyczny wprowadzita go firma Novartis pod nazwa handlowa
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Myfortic.  MPS podobnie jak MMF stosowany jest podczas transplanatacji
allogenicznych nerek, watroby czy serca [1] [42] [2] [102]. Jednak takze mykofenolan
sodu nie jest pozbawiony skutkéw ubocznych, gdyz moze on powodowaé infekcje
grzybicze tkanek, zwigksza ryzyko poronien w I trymestrze cigzy oraz przyczynia si¢ do
powstania wrodzonych wad ptodu [106].

MPS 10 powoduje mniej ucigzliwych efektow ubocznych co wigze si¢ z rzadszg
koniecznoscia zwigkszania dawki leku. Co wiecej u niektorych pacjentow
zaobserwowano tolerancj¢ na s6l sodowg MPA w przeciwienstwie do mykofenolanu
mofetylu. Ponadto w przypadku dlugotrwatego leczenia stosujac MPS uzyskano
najdtuzsze przezycie przeszczepu. Na podstawie powyzszego mozna by stwierdzié, ze
stosowanie MPS jest korzystniejsze dla organizmu niz MMF [107]. Jednak ilo$¢
uwalnianej substancji czynnej czyli kwasu mykofenolowego z MMF moze r6zni¢ si¢ od
ilosci dostarczanej z MPS, pomimo zastosowania tej samej dawki leku. Dlatego wigc,
nie mozna uzna¢ wyzej wspomnianych farmaceutykéw za rownowazne pod wzgledem
biologicznym, a tolerowanie leku jest wzgledem osobniczym dla kazdego pacjenta
[108].

1.5. Metabolizm in vivo mykofenolanow

Nie umniejszajac wielu niewatpliwym zaletom kwasu mykofenolowego 9,
niestety niekorzystny metabolizm MPA ogranicza jego stosowanie w terapii a takze
wymusza podawanie wigkszych dawek farmaceutyku pacjentom podczas leczenia. Po
podaniu doustnym MMF 11 jest szybko i prawie catkowicie wchianiany z przewodu
pokarmowego a takze jest hydrolizowany przez esterazy osoczowe i tkankowe do
aktywnego metabolitu, jakim jest MPA [103] [104]. Mykofenolany osiagaja
maksymalne stezenie we krwi w ciggu 1 do 2 godzin po zazyciu [42]. Kolejno kwas
mykofenolowy metabolizowany jest w watrobie (w mniejszym stopniu w nerkach
i przewodzie pokarmowym) gdzie nastgpuje inaktywacja MPA 9 podczas
glukuronidacji. Czasteczka kwasu mykofenolowego posiada dwa potencjalne miejsca
glukuronidacji: grupe hydroksylowa w pozycji 7 pierScienia oraz alifatyczng grupe
karboksylowa. W wyniku tego procesu powstaja gldéwnie dwa metabolity:
farmakologicznie nieaktywny 7-O-glukuronid MPA (MPAG) 85 oraz acylowany
glukuronid (AcMPAG) 86, (ok 10-20% catkowitej ekspozycji na MPA) (Schemat 7) [6]
[7]. Zauwazajac, ze MPAG 85 jest pozbawiony wlasciwosci immunosupresyjnych
stwierdzono, ze wolna grupa hydroksylowa w pozycji 7 pierScienia jest niezb¢dna do
wykazywania aktywnosci MPA [7]. Acylowany glukuronid 86 jest jedynym
metabolitem MPA, ktory zachowuje petng aktywnos$¢ immunosupresyjng in vitro [109].
7-O-glukuronid 85 kwasu mykofenolowego ulega recylkulacji jelitowo-watrobowej,
wydalajac si¢ z zolcig do jelita. Nastepnie ulega hydrolizie do MPA w obecnosci
enzymu f-glukuronidazy, produkowanej przez bakterie jelitowe. Ponowne wchtonigcie
leku do krwioobiegu powoduje powstanie drugiego szczytu MPA w osoczu (5-12 h po
podaniu) [110] [42] [109]. Gléwnym inicjatorem procesu glukuronidacji jest UGT
(urydyno difosfoglukuronylotransferaza) [111] [112] [113] [114].

Po doustnym podaniu mykofenolanu mofetylu 11, ktéry byl znakowany
radioizotopem stwierdzono ze ok. 93% podanej dawki zostalo wydalone przez nerki
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z moczem: okoto 87% w postaci MPAG 85, 0,6% MPA 9 i 0,3% AcMPAG 86 [115]
[104] [116].

Kwas mykofenolowy oprocz procesu glukuronidacji moze by¢ roéwniez
metabolizowany na drodze sprzegania z glukozg dajac 7-O-glukozyd 87 oraz produkt
utleniania cytochromu P450: acylowy glukozyd 88. Metabolity te jednak wyst¢puja
w ilosciach §ladowych i prawdopodobnie nie wykazujg klinicznie istotnej aktywnos$ci
farmakologicznej [117] [7].

Powstanie nieaktywnego farmakologicznie MPAG 85 jest niewatpliwie
przyczyna ograniczenia stosowania kwasu mykofenolowego. Dodatkowo recyrkulacja
MPA 9, w wyniku hydrolizy MPAG 85 moze by¢ poniekad odpowiedzialna za czgsé
pojawiajacych sie efektow ubocznych [102].
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2. Tuftsyna

W 1970 roku na Uniwersytecie Tufts w Bostonie, Najjar 1 Nishioka po raz
pierwszy wyizolowali i dokonali syntezy tuftsyny 89 [119] (Rysunek 18), ktora jest
endogennym tetrapeptydem o sekwencji Thr-Lys-Pro-Arg, naturalnie wystepujacym we
krwi czlowieka [33]. Retro-tuftsyna, za$ jest tetrapeptydem o odwrdconej sekwencji
tuftsyny.

HN NH2

i%\é e St

Tuf tsyna Retro Tuftsyna 20

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

W organizmie ludzkim tuftsyna jest aktywna wylacznie w postaci wolnego
peptydu [33]. Stanowi ona fragment ciezkiego tancucha Fc (289-292) immunoglobuliny
typu G (IiG) i uwalniana jest pod wptywem dzialania specyficznych enzymoéw takich,
jak leukokininaza oraz endokarboksypeptydaza tuftsynowa §ledziony [120].
W przypadku dzialania endokarboksypeptydazy nastepuje rozszczepienie wigzania
peptydowego pomiedzy Arg292 a Glu®”. Natomiast leukokinaza dziata na wiazanie
pomiedzy Lys>*® a Thr*®

Mechanizm dziatania tuftsyny nie jest do konca poznany. Uwolniona tuftsyna
zwigksza fagocytozg, pinocytoz¢ oraz chemotaksje [120]. Aktywuje makrofagi do
zwalczania infekcji bakteryjnych, poprawia komunikacje pomiedzy ukladem
odpornosciowym (makrofagi, limfocyty T 1 wytwarzajace przeciwciata limfocyty B),
w wyniku tego zostaje zwigkszona produkcja przeciwciat. Ponadto stwierdzono, ze
peptyd ten wzmacnia odpowiedz immunologiczng wobec nowotworéow a takze
opoznia wzrost guzow [121]. Tuftsyna reguluje réwniez poziom noradrenaliny,
serotoniny a takze dopaminy. Moze powodowaé zmiany w syntezie oraz degradacji
monoamin i protein w podwzgdrzu mozgu a takze w strukturach kory mézgu [122].

U os6b z usunietg $ledziong zauwazono niekorzystny dla organizmu niedobor
tuftsyny. Zatem pacjenci majacy uszkodzong §ledzione, sa znacznie bardziej podatni na
ostre infekcje spowodowane brakiem tuftsyny. Deficyt tego immunomodulatora
wykazano rowniez w przypadku takich schorzen jak anemia sierpowata, AIDS oraz
biataczka Hidgkina [33].

Trevisani i wsp. [123] stwierdzili, ze aktywnos¢ 1 stezenie tuftsyny jest nizsze
w przypadku marsko$ci watroby czy uszkodzenia funkcji $ledziony i przyczynia si¢ do
ostabienia aktywnos$ci fagocytarnej granulocytow.
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2.1. 'Wilasciwosci biologiczne tuftsyny

Tuftsyna posiada szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej. Wykazuje nie
tylko dziatanie immunoaktywne ale i przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe,
przeciwgrzybicze a takze przeciwbakteryjne. Wykazano, réwniez, ze peptyd ten dziata
przeciwbolowo [124], co potwierdza jego bezposredni wplyw na uklad nerwowy. Za
zdolnos¢ tuftsyny do znoszenia bolu odpowiada dipeptyd Pro-Arg [125]. Tuftsyna moze
hamowa¢ degeneracje aksondéw, opodznia¢ $mier¢ neuronow a takze przeksztatcac
komorki mikrogleju w mniej rozgal¢zione 1 owalne ksztatty. Peptyd ten poprawia takze
funkcjonowanie uktadu neurologicznego [126]. Ponadto tagodzi objawy glodu
narkotycznego, zwigksza ci$nienie te¢tnicze krwi oraz hamuje kurczenie si¢ naczynek
limfatycznych [33].

Wang i wsp. [127] stwierdzili, ze tripeptyd tj. fragment tuftsyny (Thr-Lys-Pro),
dziata jako inhibitor makrofagow mikrogleju, odgrywajacy wazna rol¢ ochronng
zapobiegajaca krwotokowi srédmoédzgowemu, co stwierdzono w badaniach na modelu
zwierzgcym. Fragment 1-3 tuftsyny (TKP) obniza takze produkcj¢ rodnikéw oraz ilos$é¢
neuronéw ulegajacych degradacji, czgsto efektem jest zmniejszenie obszaru
uszkodzenia, a takze poprawia dzialanie uktadu nerwowego. Raibon i wsp. [128]
udowodnili, Ze podanie tego tripeptydu, tj. fragmentu tuftsyny do ciatka szklistego oka
powoduje zwigkszong regeneracje¢ aksonow warstwy zwojowej siatkowki oraz
zmniejszenie ilosci fagocytéw w siatkowece.

Szlak sygnatowy tuftsyny nie zostal jeszcze w pelni poznany, pomimo tego, ze
jest ona znana juz od ponad czterdziestu lat. Ostatnio zidentyfikowano, ze tuftsyna
wigze si¢ z neuropiling-1 [129] [130]. Neuropilna-1 jest receptorem odgrywajacym
zasadnicza rol¢ w angiogenezie, przepuszczalno$ci naczyn oraz w rozwoju systemu
nerwowego. Tuftsyna zawierajaca sekwencj¢ podobng do konca VEGF-A165, wiaze si¢
z neuropiling-1 konkurujac z VEGF. Peptyd laczy si¢ z Nrp-1 za pomoca sieci
interakcji, w ktorych najbardziej istotna jest C-koncowa reszta Arg pochodzaca od
tuftsyny wigzaca si¢ z Asp-320 pochodzaca z Nrp-1.

Ostatnie badania wykazaty, ze tuftsyna podawana wraz z polienowym lekiem,
czyli nystatyng, myszom zakazanym Candida albicans, wzmaga wlasciwosci
przeciwgrzybicze leku [131]. Zauwazono rowniez zdolno$¢ tuftsyny do zmniejszania
owrzodzen. Udowodniono, ze podawanie tego tetrapeptydu powoduje ograniczenie
miejsca owrzodzenia a takze szybsze wygojenie chorej tkanki [132].

Aby zapewni¢ ochron¢ przed infekcjami pisklat przed wylgganiem, stosowane
sa szczepienia embrionalne kurczakdow. Szczepienia te okazujg si¢ bardzo skuteczne
przeciw chorobom Mareka, Gumboro i Newcastle (NDV) a takze przeciw
krwotocznemu zapaleniu jelit 1 zapaleniu oskrzeli. Badania wykazuja, ze po podaniu
szczepionki embrionalnej przeciwko NDV wraz z tuftsyna, po kilku tygodniach wzrasta
stezenie peptydu chronigc tym samym przed chorobami uktadu immunologicznego
[133].

Ze wzgledu na wielokrotne przebadanie wlasciwo$ci tuftsyny na organizm
ludzki i zwierzgey, postanowiono sprawdzi¢ dziatanie tetrapeptydu na rybach. Badania
przeprowadzono na karpiu z gatunku Labeo rohita, ktoremu podano tuftsyng
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czterokrotnie, w dwutygodniowych odstepach. Po badaniu zaobserwowano zwigkszong
odporno$¢ na infekcje oraz wzrost niespecyficznej odpowiedzi immunologiczne;j.
Wyniki badan moga postuzy¢ w celu ochrony hodowli ryb [134].

Pomimo tak korzystnych wiasciwosci tuftsyny, peptyd ten nie jest stabilny, jego
okres pohtrwania w krwi wynosi 16 minut. Jest on hydrolizowany przez
aminopeptydaze leucynowa, karboksypeptydaz¢ B, protonaze oraz subtylizyne.
W wyniku tej hydrolizy powstaja tripeptydy, takie jak: Lys-Pro-Arg i Thr-Lys-Pro.
Powstale zwiazki inhibujg aktywno$¢ tuftsyny [135]. W zwigzku z tym aby wlasciwosci
tuftsyny mogly by¢ w pelni wykorzystywane, nalezy pracowa¢ nad znalezieniem
bardziej trwalych analogow tuftsyny oraz jej potaczen z r6znymi biologicznie czynnymi
zwigzkami.

2.2. Przeglad najnowszych analogow tuftsyny

Mezo i wsp. [131] zaprojektowali oligopeptydy bazujace na pentapeptydzie
(TKPKG),, pochodnej tuftsyny o roznej diugosci tancucha (n = 2,4,6,8). Zwiazki
okazaty si¢ by¢ nietoksyczne dla mysich komoérek $ledziony, nieimmunogenne, a ich
immunostymulatorowe efekty powodowaty wzrost odpowiedzi przeciwciat na antygen
(SRBC) u myszy. Analizujac te wyniki stwierdzono, ze oligopeptydowe pochodne
moga by¢ obiecujagcymi nosnikami dla syntetycznych szczepionek Otrzymano réwniez
polituftsyne (TKPR)4 jako no$nik dla syntetycznych peptydéw wywodzacych sig
z bialek gp4l 1 gpl20 wirusa HIV. Polituftsna wykazuje taka samg aktywno$¢
biologiczng jak tuftsyna, przy tym zwigksza produkcje IL-2 i IFN-y, oraz posiada
dtuzszy czas pottrwania w organizmie [136].

Fridikin i wsp. [137] otrzymali koniugat AZT, (lek stosowany w terapii AIDS)
z tuftsyna. Zwigzek wykazywal wlasciwosci obu komponentow. Hamowatl aktywnos¢
odwrotnej transkryptazy 1 ekspresje antygenu HIV oraz pobudzat uwalnianie IL-1 przez
mysie makrofagi. Koniugat AZT-tuftsyna okazal si¢ nietoksyczny w stosunku do
komorek T, oraz moze mie¢ potencjalne zastosowanie w terapii AIDS.

Tuftsyng 89 wykorzystali réwniez Liu i wsp. [138] jako sktadnik szczepionki
przeciwko wirusowi grypy typu A. Tetrapeptyd zastosowano jako czasteczka
immunostymulujaca. Autorzy opracowali nowa peptydowa szczepionke przeciwko
grypie typu A w oparciu o0 M2e 91. Domena biatka macierzy zewnatrzkomorkowej 2
(M2e) 91 (Rysunek 21), sktadajaca si¢ z 24 aminokwasow, jest dobrym celem rozwoju
uniwersalnej szczepionki, ktéra mogtaby chroni¢ przed znacznie szerszym zakresem
szczepOw wirusa grypy typu A. Niestety ten polipeptyd wykazuje stosunkowo niskg
immunogenno$¢ 1 antygenowo$¢, co zwigzane jest z jego niewielkimi rozmiarami.
W zwigzku z tym, za pomoca systemu MAP (multiple antigen peptide), opracowano
nowg szczepionke peptydowa 92. Rozgateziony peptyd sklada si¢ z czterech kopii M2e,
ktore zsyntetyzowano promieniscie z czasteczka tuftsyny 89 jako trzpieniem dodajac
polaczenie z lizyng na C-terminalnym koncu. Rozwigzanie to zwieksza cigzar peptydu
ijego immunogenno$¢. W drugim przypadku, tuftsyne zastgpiono przez cztery
czasteczki glicyny 93 (Rysunek 19). Badanie przeprowadzone na myszach BALB/c
dowiodly, ze (M2e)4-tuftsyna 92 indukuje silniejsza humoralng 1 komorkowsa
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odpowiedZ immunologiczng niz monomer M2e 91 oraz koniugat 93. Podczas infekcji
ze $miertelnym szczepem wirusa grypy PR8, w grupie szczepionej (M2e)4-tuftsyng 92
przezyto 80% zwierzat, w przypadku (M2e)4-G4 93 — 44%, a monomerem M2e 91 —
30%. Wyniki testu wykazuja, ze (M2e)4-tuftsyna 92 moze skutecznie stymulowac
swoistg odpowiedz komoérek T. Badania nad nowa szczepionkg opartag na kombinacji
rozgatezionych polipeptydoéw zawierajacych tuftsyne pokazuja, ze jest ona obiecujacym
kandydatem na uniwersalng szczepionke przeciw wirusowi grypy.

M2e: SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 91: M2e peptyd

M2e

M2e
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M2e - K-TKPR 92: (M2e)4-tuftsyna
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wioe >K—GGGG 93: (M2¢)4-G4
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Rysunek 19. Schematyczne struktury syntetyzowanych peptydow 92 i 93 [138].

W literaturze [139] opisano réwniez polaczenie tuftsyny z fullerenem Ceo®.
Fulleren, oraz jego pochodne znalazly zastosowanie w medycynie, np.
w przeciwnowotworowej terapii fotodynamicznej, leczeniu aktywnosci wirusowe;j
ludzkiego wirusa uposledzenia odpornosci. Fulleren przenika przez btone komorkowa
i lokalizuje si¢ w mitochondriach, w zwiazku z tym moze by¢ stosowany jako no$nik
lekow, zwlaszcza podczas podawania lekow przeciwnowotworowych. Fulleren Cgg jako
ksenobiotyk, oddziatuje przede wszystkim w uktadzie odpornosciowym 1 moze
wywota¢ szereg odpowiedzi immunologicznych. Jedne =z badan pokazuja, ze
polihydroksylowany Cg (fulerol, C¢y(OH),4) moze stymulowa¢ wrodzong odpornos¢
u myszy obcigzonej guzem zto§liwym, co wigze si¢ z hamowaniem wzrostu guza [140].

Tuftsyne z fullerenem Cgy potaczono na dwa sposoby otrzymujac NH,-tuftsyna-
Co0 94 1 Cgo-tuftsyna-COOH 95 (Rysunek 20). Zwiazki badano pod katem stabilno$ci
wobec  degradacji  aminopeptydazyleucynowej (LAP), a takze dzialania
immunostymulujacego na otrzewn¢ u myszy. Podczas badan makrofagéw in vitro
zaobserwowano zdecydowane wzmocnienie chemotaksji fagocytozy. Oba zwigzki
wykazywaty catkowita odpornos$¢ na hydroliz¢ enzymatyczng i toksyczne dziatanie dla
makrofagébw. Wykonujac testy biologiczne zauwazono, ze zwigzki te stymulujg
immunomodulacyjne dzialanie tuftsyny, a nawet je zwigkszajg. Ponadto obie pochodne
charakteryzujg si¢ znacznie wigkszg stabilno$cig niz natywna tuftsyna. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze nowe koniugaty fullerenu Cg z tuftsyng moga by¢ stosowane jako
potencjalne zwigzki immunomodulujgce oraz adiuwanty szczepionek [141].
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HoN_ CO-Thr-Lys-pro-Arg-COOH

HoN-Thr-Lys-Pro-Arg..  .H HNlO

NH,-tuftsyna-Cy, Cgo-tuftsyna-COOH
Rysunek 20. Struktury koniugatow tuftsyny z fullerenem Cgy 94 i 95 [141].

W 2011 roku Kukowska-Kaszuba i1 wsp. [142] zaprojektowali nowe koniugaty
tuftsyny z antrachinonem 96 i akrydyna 97/akrydonem 98 (Rysunek 21). Analogi
tuftsyny zostaty modyfikowane na e-aminowej grupie lizyny aby zwigkszy¢ stabilnosé¢
tych zwigzkéw we krwi. Modyfikacje tancucha tuftsyny oparto na przylaczeniu
dodatkowego aminokwasu (Gly, Val, Ile, Ala Iub pAla) do tancucha peptydu.
Otrzymane zwiazki oceniano pod wzgledem aktywnos$ci cytotoksycznej przeciwko
liniom komoérkowym ludzkiego raka, takim jak: komorki gruczolakoraka ptuc A549
i bialaczki szpikowej HL-60. Zwiazki 96f, 96g, 96i, 98b, 98d, 98e nic wykazywaty
cytotoksycznosci nawet w stezeniu wigkszym niz 100 mM. Inne analogi tuftsyny
charakteryzowaly si¢ niska cytotoksyczno$cia przy wysokich stezeniach
mikromolowych. W przypadku zwigzku 97d stwierdzono, 2-krotnie wigksza
cytotoksyczno$¢ w stosunku do obu linii komoérkowych, niz jego prekursor 99b.
Zwiazek 97a wykazywat 6-krotnie wieksza cytotoksycznos¢ w stosunku do linit A549
od 99a. W zwigzku z tym stwierdzono, ze koniugaty tuftsyny powoduja w niektorych
przypadkach obnizenie cytotoksycznos$ci w poréwnaniu z ich prekursorami.
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(I

O OH
96a-k

96a: R= Thr-Lys(Ala)-Pro-Arg-OH
96b: R= Thr-Lys(BAla)-Pro-Arg-OH
96c¢: R= Thr-Lys(Val)-Pro-Arg-OH
96d: R= Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg-OH
96e: R= Thr-Lys(Ile)-Pro-Arg-OH
96f: R=Arg-Pro-Lys-Thr-OH

96g: R=Arg-Pro-Lys(Ala)-Thr-OH
96h: R=Arg-Pro-Lys(BAla)-Thr-OH
96i: R=Arg-Pro-Lys(Val)-Thr-OH
96j: R=Arg-Pro-Lys(Gly)-Thr-OH

NO, NH-(CH,),-COR
CCO
~Z
N
X

97a-h

97a: R= Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg-OH X=CH; n=3
97b: R= Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg-OH X=CH; n=2
97¢: R= Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg-OH X=H n=2
97d: R= Thr-Lys(Ile)-Pro-Arg-OH X=CHj; n=5

97e: R= Thr-Lys-Pro-Arg-OH X=CHj3 n=5

97f: R=Arg-Pro-Lys(Gly)-Thr-OH X=H n=2
97g: R=Arg-Pro-Lys(Ile)-Thr-OH X=CHj3 n=5
97h: R=Arg-Pro-Lys-Thr-OH X=CHj3 n=5

98a-i
98a: R= Thr-Lys-Pro-Arg-OH X=H
98b: R= Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg-OH X=H
98c: R= Arg-Pro-Lys-Thr-OH X=H
98d: R=Arg-Pro-Lys(Gly)-Thr-OH X=H
98e: R=Arg-Pro-Lys(Ile)-Thr-OH X=H
98f: R= Thr-Lys-Pro-Arg-OH X=NO,
98g: R= Thr-Lys(Ile)-Pro-Arg-OH X=NO,
98h: R= Arg-Pro-Lys-Thr-OH X=NO,
98i: R= Arg-Pro-Lys(Ile)-Thr-OH X=H

96k: R=Arg-Pro-Lys(Ile)-Thr-OH
NO, NH-(CH,),-COR

99a-c

99a: R=OH X=CHj; n=3
99b: R=OH X=CHj n=5
99¢: R=OH X=H n=2

Rysunek 21. Nowe koniugaty tufstsyny z antrachinonem i akrydyna/akrydonem 96a-k, 97a-h, 98a-i, 99a-c [142].

Analizujac relacj¢ pomiedzy struktura a aktywno$cig, stwierdzono, ze
elementem o najwigkszym wptywie na cytotoksycznos$¢ koniugatow tuftsyny, byty: typ
peptydu oraz rodzaj potaczenia z odpowiednim prekursorem. Najbardziej aktywny
cytotoksycznie byl zwigzek sprzgzony z prekursorem poprzez tacznik COR-97d (ICsy =
8,7 £ 1,8 mM dla A549), gdzie grupa e-aminowa lizyny zostala podstawiona
izoleucyng. W przypadku, pochodnych tuftsyny potaczony z prekursorem przez tacznik
CONHR, najbardziej aktywnym zwigzkiem okazal si¢ 97a (ICsp = 3,0 £ 0,68 mM dla
AS549), ktory jest zmodyfikowany na grupie e-aminowej lizyny przez glicyne¢. Nalezy
zauwazyc¢, ze wplyw na aktywno$¢ cytotoksyczng jest uzalezniony od dtugosci tacznika
migdzy grupa (pochodna akrydyna) a pochodnymi tuftsyny. Zwiazek 97b, majacy
dhuzszy tacznik (n = 5) wykazywaly znacznie nizsza cytotoksyczno$¢ niz zwiagzek 97a
(n = 3). Autorzy przeprowadzili takze badania inhibicji katalitycznej aktywnosci
ludzkich topoizomeraz DNA typu I i II. Wyniki pokazuja, Zze zZaden z badanych
zwigzkOw nie mial istotnego wpltywu na rozluznienie DNA zaré6wno w przypadku
topoizomeraz DNA typu I jak i typu II [142].

Ta sama grupa badata réwniez wptyw otrzymanych zwigzkéw na progresje
cyklu komoérkowego 1 indukowania $mierci komorkowej komoérek nowotworowych.
Badano wptyw zaréwno na komorki gruczolakoraka ptuc jak i1 biataczki szpikowe;j
w stezeniach rdownych toksyczno$ci odpowiadajacym stezeniu ICog [142].

Ostatnio otrzymano nowg seri¢ analogéw batracyliny (BAT) z pochodnymi
tuftsyny/retro-tuftsyny zawierajacymi izopeptydowe wiazanie pomigdzy grupa
g-aminowg lizyny, a grupa karboksylowg alifatycznych aminokwasow, takich jak Gly,
Ala, Val, Leu, Ile 100a-1 (Rysunek 22) [143].
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N
0
N
RHN

100a-1

O

R = 2HCIxThr-Lys(X)-Pro-Arg(NO,) (100a-f)
or 2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(X)-Thr (100g-1)

100a: X=H 100g: X=H
100b: X= Gly 100h: X=Gly
100c: X= Ala 100i: X= Ala
100d: X= Val 100j: X= Val
100e: X=Leu 100k: X= Leu
100f: X=Tle 1001: X=Ile

Rysunek 22 Struktury koniugatow BAT z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny 100a-1 [143].

Zalozenie autorow, ze koniugaty BAT z tuftsyna/retro-tuftsyng beda wykazywac
wiekszg cytotoksycznos¢ zostato potwierdzone. W przypadku pochodnych BAT z retro-
tuftsyng zmodyfikowa leucyng 100k Iub izoleucyna 1001, cytotoksyczno$ci wzrosta
ponad 10-krotnie. Autorzy opisuja, ze BAT jak 1 cytotoksyczne koniugaty
tuftsyny/retro-tuftsyny hamujg katalityczng aktywno$¢ topoizomerazy DNA typu II
i w cytotoksycznych stezeniach szybko wywotuja uszkodzenia DNA w komorkach
nowotworowych  traktowanych  lekiem. Zwigkszona  cytotoksycznos$¢  jest
prawdopodobnie zwigzane z roéznicami w mechanizmie dzialania na poziomie
komoérkowym. A zatem powinno mie¢ to zwigzek z zwigkszona biodostepnoscia
otrzymanych koniugatéw. Prowadzi to do znacznie wigkszej akumulacji koniugatow
w komorkach nowotworowych, a tym samym skuteczniejszego ich zwalczania [143].

Laczac H-[TKPKG]4-NH; z metotreksatem (lek przeciwnowotworowy) za
pomocg tacznika GFLGC otrzymano koniugat Mtx z pochodng tuftsyny. Wykazywat on
lepsze wlasciwosci chemotaktyczne oraz byl bardziej toksyczny wobec komoérek
nowotworu w poréwnaniu z wolnym lekiem [144].

Stwierdzono, ze tuftsyna potaczona z przeciwcialem anty-CA125 moze
powodowaé ochron¢ immunologiczng przeciwko rakowi jajnika in vivo [145] [146].
Aktywno$¢ przeciwnowotworowa moze by¢ zwigzana z fagocytoza. Badania bialek
fuzyjnych opartych na tuftsynie np. Ec-LDP-T wykazaty, ze zwiazki te sa3 w stanie
hamowa¢ ludzki nowotwor naskorkowy A431. Uwaza sie, ze biatka fuzyjne oparte na
tuftsynie i1 ukierunkowane na EGFR powoduja wysoka skuteczno$¢ modulacji biatka
CDA47 [145]. Tetrapeptyd polaczono rowniez z przeciwciatem poprzez tacznik Ser-Gly-
Gly-Gly, w wyniku czego otrzymano biatko fuzyjne scFv-tuftsyna. Immunizacja tym
biatkiem wzmocnita humoralng odpowiedZz immunologiczng poprzez zwigkszong
produkcje przeciwcial anty-idiotypowych Ab2 i anty-anty-idiotypowych Ab3 [147] .

Ponadto badano, czy tuftsyna mogtaby peni¢ role biomarkera. Peptyd ten
potaczono z izocyjanianem  fluoresceiny (FITC-tuftsyna), TB-DOTA
((CH,CH;NCH,COzH)4), a takze z pentapeptydem (Thr-Lys-Pro-Pro-Arg). Otrzymane
zwigzki zbadano in vitro pod katem wlasciwosci fluorescencyjnych. Wyniki badan
potwierdzaja, ze koniugaty FITC-tuftsyny nadajg si¢ do wykrywania komorek
makrofagdw w organizmie. Okazalo si¢, ze TB-DOTA z pentapeptydem charakteryzuje
si¢ wiekszym powinowactwem do makrofagdw niz TB-DOTA z samg tuftsyng [148].
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Kolejnym ciekawym analogiem tuftsyny jest Selank 101 (Rysunek 23).
Dodatkowa sekwencja tripeptudu Pro-Gly-Pro miata na celu poprawe stabilnosci
metabolicznej i wydluzenie okresu pottrwania w organizmie. Wykazuje on wlasciwosci
nootropowe 1 przeciwlegkowe, a takze dzialanie antywirusowe. Heptapeptyd
w poréwnaniu z tufstyng stabiej oddziatuje na system immunologiczny, natomiast
odznacza si¢ szeregiem innych ciekawych wlasciwosci. Badania na szczurach
potwierdzaja pozytywny wplyw tego heptapeptydu na procesy uczenia si¢ i pamigci.
Sprawdzono, rowniez dzialanie przeciwwirusowe tego heptapeptydu, przeciwko
wirusowi grypy typu A (H3N,) in vitro i in vivo. Badania wykazuja, ze wprowadzenie
Selanku in vivo wywoluje ekspresje genu IFN-a, bez wplywu na ekspresje genow IL-4,
IL-10 i TNF-a. Mechanizm przeciwwirusowy, najprawdopodobniej zwigzany jest ze
zdolno$cig peptydu do modulowania réwnowagi cytokin Th1/Th2. Kolejng ciekawa
wlasciwoscig Selanku, jest to, ze moze on uczestniczy¢ w regulacji procesow zapalnych
w organizmie. Przeanalizowano ekspresje 84 gendw zaangazowanych w procesy stanu
zapalnego (m.in. chemokiny, cytokiny i ich receptory) w §ledzionie myszy. Dalsze
badania wykazaly, ze gen BCL6, ktéry odgrywa kluczowa role w rozwoju uktadu
odpornosciowego, odznaczat si¢ znaczaca zmiang poziomu ekspresji w odpowiedzi na
podanie heptapeptydu. Selank oraz jego fragmenty powoduja szereg zmian w ekspresji
genéw zaangazowanych w stany zaplane. Otrzymane wyniki potwierdzajg udziat
peptydu w procesach regulacji stanu zapalnego w organizmie [149].

NH,
o) y © o)
H2N/, N N N\,)LN \\\”\N/\[rN2
.10 o - Q H o
OH HO” ~O
101

H/’L Selank
HoN NH (Thr-Lys-Pro-Arg-
Pro-Gly-Pro)
Rysunek 23. Struktura analogu tuftsyny — Selanku 101 [149].

W ostatnich latach duzym zainteresowaniem wielu pracowni chemicznych
i biologicznych cieszy si¢ koniugat tuftsyny (i jej analogéw) z fosforylowana choling
(TPC) [150] [151] [152] [153] [154]. Stwierdzono, ze konigat ten miat zdolno$¢
ostabienia rozwoju kiebuszkowego zapalenia nerek. Zdecydowanej poprawie ulegly
wyniki dotyczace bialkomoczu u myszy a takze nastgpito zmniejszenie odkladania
immunoglobulin w mezangium nerkowym [150]. Przeprowadzono ponadto badania
z wykorzystaniem koniugatu TPC na mysim modelu zapalenia stawow indukowanym
kolagenem (CIA) (model reumatoidalnego zapalenia stawow). Zauwazono dzialanie
immunomodulujace TPC, ktore bylo zwigzane: ze znacznym zmniejszeniem zapalenia
stawOw, zapobieganiem uszkodzeniom stawdéw wraz z immunomodulacjg profilu
cytokin i wzmocnieniem ekspansji regulatorow limfocytow T 1 B. Badania te wykazaty
zdolnos¢ koniugatu TPC do fagodzenia zapalenia stawow u myszy [151].
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T-peptyd jest analogiem tuftsyny o nastgpujacej strukturze (Thr-Lys-Pro-Arg)s-
Lys,-Lys-Gly-OH stabilng budowa i dluzszym czasem poéltrwania w poréwnaniu z
tuftsyng. Stwierdzono, ze T-peptyd moze by¢ zastosowany jako potencjalny
pooperacyjny adiuwant w terapii nowotworéw. Peptyd ten wykazywal hamujacy
wplyw na wzrost pozostalych po operacji komoérek nowotworowych [155]. Sprawdzono
wptyw T-peptydu na odporno$¢ komorkowa w obecnosci lipopolisacharydu (LPS) a
takze wskaznik przezycia u myszy septycznych. T-peptyd regulowat proliferacje
komoérek T CD4" CD25". Ponadto, zwigzek ten poprawia przezywalno$¢ septycznych
myszy, w zaleznos$ci od stosowanej dawki i czasu [156].

Badania przeprowadzone pod kierunkiem Dzierzbickiej i Trzonkowskiego [157]
dotyczyly nor-muramylodipeptydow 102 oraz koniugatdow muramylodipeptydow
z tuftsyng 104 a takze z retro-tuftsyng 105 (Rysunek 24). Muramylodipeptyd wchodzi
w sktad peptydoglikanu, ktory jest skladnikiem $ciany komorkowej bakterii.
Odpowiedzialny on jest za stymulacj¢ réznych funkcji makrofagow a takze zwigksza
nieswoista odpowiedz organizmu przeciwko znacznej liczbie czynnikéw infekcyjnych.
Oceniono wtlasciwosci immunomodulujgce koniugatow MDP z tuftsyng jako nowe
potencjalne leki. Dobrg aktywnoscig in vivo w mysim modelu sepsy wykazywaly trzy
zwigzki: N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamylo-L-treonylo-L-lizylo-L-prolilo-
L-arginina, N-acetylo-muramylo-L-walilo-D-izoglutamylo-L-treonylo-L-lizylo-L-prolilo-
L-arginina  oraz  L-treonylo-L-lizylo-L-prolilo-L-arginina. ~ Pierwszy  zwigzek
z wymienionych charakteryzowal si¢ najwyzsza skuteczno$cig, spowodowal
zmniejszenie liczby bakterii w organizmie, co wigze si¢ ze wzrostem aktywnosci
makrofagéw we wszystkich badanych tkankach a takze zwigkszyt wydzielanie IL-10
(inne zwiazki stymulowaly gtownie IL-6). Wzrost poziomu przeciwzapalnych
czynnikow t.j. IL-10 w przypadku sepsy i wstrzasu septycznego, moze by¢ szczeg6lnie
korzystny, gdyz sa one zdolne do zatrzymania lub chociazby opdznienia rozwoju
wstrzasu septycznego [157].

HO
H HOo S
\|/ NHAS T OH 103: H-Thr-Lys-Pro-Arg(NO,)-OH

CO-L-Ala-Glu-NH,

nor-MDP 102
HO o HO
HO 0]
R. O 1 OH HO a: R=CH; X-Ala
; R_O H, OH _
T NHA T NHAR b: R=H, X=Ala
¢: R=CHj; X=Val
CO-L-X-Glu-NH, CO-L-X-Glu-NH, d: R=H, X=Val
Thr-Lys-Pro-Arg-OMe Arg-Pro-Lys-Thr-OMe € R=CHj; X=Pro
f: R=H, X=Pro
104 105
Rysunek 24. Struktury nor-MDP 102, pochodnej tuftsyny 103 i koniugatéw MDP z tuftsyna 104 i retro-tuftsyng 105

[157].
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Muramylodipeptyd (MDP) oprocz makrofagéw i monocytow, stymuluje takze
komoérki dendryczne (DC), ktére odgrywaja wazng rolg w indukowaniu swoistej
odpowiedzi immunologicznej. W wyniku rozwoju choroby nastgpuje spadek
aktywnos$ci DC, co jest rezultatem hamowania dojrzewania komorek, uniemozliwiajac
prezentowanie antygenu komorkom immunokompetentnym a tym samym blokujac
odpowiedz immunologiczng. Badania przeprowadzone za pomocg metody cytometrii
przeptywowe] wykazaly wplyw koniugatow tuftsyny z MDP na stymulowanie
dojrzewania oraz na aktywno$¢ komodrek DC otrzymanych z ludzkich monocytow
[158].

Podczas leczenia kryptokokowego zapalenia opon moédzgowych u myszy
z leukopenia zastosowano liposomy z przytaczong do powierzchni tuftsyna
zmodyfikowang na C-koncu (Thr-Lys-Pro-Arg-NH-(CH;),-NH-COC;5H3,;) [159]. Taka
modyfikacja ma ulatwi¢ przytaczenie do podwoédjnej warstwy liposomow. Analizujac
wyniki tych badan, mozna zaobserwowac wzrost aktywno$ci mysich makrofagow
otrzewnowych. Udowodniono, ze liposomalna nystatyna z tuftsyna jest skuteczniejsza,
bezpieczniejsza oraz bardziej stabilna niz liposomalna nystatyna bez tuftsyny. Podanie
tuftsyny z liposomalng nystatyng zwigksza jej aktywno$¢ przeciw Cryptococcus. Ze
wzgledu na obecnos$¢ receptorow na makrofagach, liposomalna tuftsyna stuzy réwniez
jako transporter leku, specyficznie dostarczajac go do odpowiednich miejsc,
w infekcjach t.j. malaria [160], gruzlica i leiszmanioza [161].

3. Odczynniki kondensujace w tworzeniu wigzania
amidowego

Tworzenie wigzania amidowego pomigdzy grupg karboksylowag oraz aminowg
aminokwasow jest kluczowym etapem syntezy peptydow. Generalnie rzecz biorgc
tworzenie wigzania amidowego polega na reakcji substytucji nukleofilowej funkcji
aminowe]j na aktywng pochodng kwasu karboksylowego (Schemat 8). Ze wzgledu na
fakt, iz w mojej pracy syntetycznej jednym z podstawowych procesow byto tworzenie
wigzania amidowego, w niniejszym rozdziale przedstawiam krotki przeglad
odczynnikow kondensujacych uzywanych do utworzenia wlasnie tego wigzania.
W literaturze chemicznej znanych jest szeroka gama tzw. $rodkdw kondensujacych
[162].
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RCOOH —— = RCOX —— » RCONHR'
AKTYWACJA AMINOLIZA

Schemat 8. Tworzenie wigzania amidowego bez i z odczynnikiem kondensujacym [158]

Wybdr odpowiedniego odczynnika kondensujacego nie jest tatwy. Chemik musi
sprawdzi¢ wiele substancji aby znalez¢ metode najlepiej dostosowang do warunkow
projektowanej syntezy. O wyborze odpowiedniego $rodka kondensujacego moze
decydowa¢ pokonanie probleméw takich jak: staba reaktywnos$¢, ograniczenia
steryczne, racemizacja oraz dostepnos¢ $rodka kondensujacego. Kolejnym elementem
jest ewentualne powstawanie produktéw ubocznych czy tez izolacja i oczyszczanie
otrzymanego amidu/peptydu.

3.1. Karbodiimidy
Karbodiimidy stanowia jedng z najszerszych i1 najczgsciej uzywanych grup
odczynnikow kondensujacych. Stosowane sa od dluzszego czasu zar6wno podczas
syntezy peptydoéw na fazie statej, jak i w roztworze (Rysunek 25) [162].

DCC EDCI
106 108

ON=C=N—C> >7N=C=N~< /\N=C=N/\/\N/HCI
DIC I
107

Rysunek 25. Struktury stosowanych w syntezie karbodiimidow.

DCC czyli dicykloheksylokarbodiimid 106 (Rysunek 25) jest jednym
z najpopularniejszych odczynnikow kondensujacych 1 jest stosowany od 1955 roku
[162]. Zwiazek ten jest rutynowo uzywany podczas syntezy w roztworze ale rowniez w
trakcie syntezy peptydow na fazie statej, glownie z dodatkiem HOBt czy HOSu (w celu
zredukowania epimeryzacji w przypadku peptydow 1 racemizacji w przypadku
aminokwasow). Sprzegajac estry aminokwasOw w postaci soli (np. chlorowodorkow)
niezbe¢dne jest dodanie trzeciorzgdowej zasady. Stosowanie DCC 106 podczas syntezy
na fazie statej jest ograniczone ze wzgledu na powstajacy dicykloheksylomocznik, ktory
jest stabo rozpuszczalny w wigkszo$ci rozpuszczalnikow. Stosujac synteze w roztworze,
zta rozpuszczalno$¢ dicykloheksylomocznika okazuje si¢ by¢ zalety, gdyz mozna go
z latwoscia usung¢ z mieszaniny reakcyjnej. Jedng z podstawowych wad
dicyklokarbodiimidu jest jego silne dzialania alergiczne, czgsto powodujace wysypke
na skorze [163] [164] [165].

Ponadto jedng z glownych reakcji ubocznych w syntezie peptydow jest
racemizacja, ktora nastepuje w wyniku dziatania zasady na aminokwas z aktywowang
grupg karboksylowa. Schemat 8 przedstawia mechanizm racemizacji katalizowany
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zasada [166]. Aby zapobiec racemizacji dodaje si¢ nukleofil, ktory reaguje szybciej niz
amina i tworzy posredni reaktywny produkt mogacy dalej reagowaé z ta aming.
Nukleofilem takim moze by¢ DMAP czy HOBt. W przypadku karbodimidow inng
reakcje uboczng stanowi N-O migracja aktywowanej funkcji karboksylowej, tworzac
stabilny mocznik N-acylowy. Stosowanie niskiej temperatury 0°C znacznie ogranicza
powstawanie tego produktu ubocznego.

. N i aktywacja Ho 0 Sciezkaa H ¢ H* Ho
RYN\;)LOH > R\[rN;JLx T Rﬁr“w/\x > R\n’N\s)LX
o R O [R O R o0 R
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Sciezka B | Zasada R"-NH,
R o)
\ ' O
N =0 = A R HE)LN, :
R” O o R h¢ N
O R
Zasada sprzeganie

R"-NH,

R R
Nfgz N/\g7 ) u* NI/S:O
O =—>»
R)LO R)Lo 0 R)\O

Schemat 9. Mechanizm racemizacji katalizowanej zasadg podczas aktywacji.

DIC 1lub DIPCDI (diizopropylokarbodiimid) 107 (Rysunek 25) jest
odczynnikiem stosowanym podczas syntezy peptydow na fazie stalej. Tworzacy si¢
w tej reakcji N,N’-diziopropylomocznik, mozna tatwiej usungé¢ ze Srodowiska reakcji
niz N,N’-dicykloheksylomocznik w przypadku DCC [162] [167] [168].

Innym szeroko stosowanym odczynnikiem kondensujacym <z  grupy
karbodoimidéw jest EDCI czyli chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodimid 108 (Rysunek 26). W reakcji tworzenia wigzania peptydowego z uzyciem
EDCI obok amidu powstaje N,N-dialkiloaminomocznik 116, ktory tatwo jest odmy¢ z
mieszaniny reakcyjnej rozcienhczonym kwasem mineralnym. Ztego tez powodu
odczynnik kondensujacy EDCI jest z powodzeniem stosowany do syntezy prowadzonej
w roztworze [169]. Synteza wigzania amidowego z wykorzystaniem karbodiimidow
polega na przeksztalceniu grupy karboksylowej w reaktywny czynnik acylujacy t;.
O-acylomocznik 111. Kolejno nastepuje atak nukleofilowy na wegiel karbonylowy w
wyniku czego powstaje amid 115 i N ,N-dialkilomocznik 116. Procesem
konkurencyjnym w tego typu przemianie jest migracja O-N acylu, co prowadzi do
powstania N-acylomocznika 112. Pochodna O-acylomoczka 111 moze réwniez
reagowa¢ z grupg karboksylowa aminokwasu 110 tworzac bezwodnik 113, ktory
w wyniku reakcji Sn(acyl) z C-chronionym aminokwasem prowadzi do otrzymania
chronionego dipeptydu 115 (Schemat 10) [170].
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Schemat 10. Mechanizm otrzymywania peptydu z wykorzystaniem odczynnika kondensujacego EDCI [170].

3.2. Mieszane bezwodniki

Kolejng metoda tworzenia wigzania peptydowego jest procedura mieszanych
bezwodnikéw z uzyciem chloromréwczanu alkilu (najczesciej chloromrowczan izo-
butylu). W wyniku reakcji N-chronionego aminokwasu 117 z chloromréwczanem alkilu
118 w obecnos$ci trzeciorzedowej aminy np. NMM 119, tworzony jest mieszany
bezwodnik 121. Proces ten przebiega bardzo szybko. Metoda z wykorzystaniem
mieszanych bezwodnikoéw rézni si¢ od procedury z uzyciem karbodiimidow tym, ze ta
pierwsza moze by¢ stosowana do acylowania aminokwasow badz aniondéw peptydow
w czesciowo uwodnionych rozpuszczalnikach organicznych. Synteza peptydow metoda
mieszanych bezwodnikéw powinna by¢ prowadzona w niskiej temperaturze (np.
-15°C). Pozwala to, na ograniczenie reakcji ubocznych takich jak np. aminoliza
chloromréwczanow a takze tworzenie uretanow 124 (Sciezka C). Reakcji aminolizy
mozna zapobiec unikajac nadmiaru stosowanego chloromréwczanu a takze unikajac
wydtuzenia czasu reakcji aktywacji N-chronionego aminokwasu. Reakcja ta zostata
zooptymalizowana poprzez stosowanie: czasu aktywacji ok. 1-2 minuty, temperatury -
10°C do -15°C a takze zastosowanie NMM w bezwodnym rozpuszczalniku innym niz
chloroform czy dichlorometan (Schemat 11) [170].
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Schemat 11. Tworzenie wigzania peptydowego z wykorzystaniem metody mieszanych bezwodnikéw [170].

3.3. Zwiazki wspomagajace reakcje kondensacji
Jak juz wczes$niej wspomnialam w celu tworzenia wigzania amidowego
z wykorzystaniem karbodiimidéw zalecane jest stosowanie substancji dodatkowych
takich jak: HOBt 125, HOOBt 126, HOSu 127, HOAt 128, Oxyma Pure 129 czy
DMAP 130 (Rysunek 26). Umozliwiaja one zwigkszenie reaktywno$ci oraz
ograniczenie tworzenia epimeroéw a takze pochodnych N-acylomocznika.

N, NeN ,c{l)H (\/E’\{ O oN
\ —
N'N N. 0 o | 2 N /\O)J\l/ N N/
! OH NN N \ 7 '\
OH o OH “OH

HOBt HOOBt HOSu HOAt Oxyma Pure DMAP
125 126 127 128 129 130

Rysunek 26. Struktury zwigzkow wspomagajacych reakcj¢ kondensacji.

HOBt (N-hydroksybenzotriazol) 125 (Rysunek 26), otrzymany w 1970 roku jest
jednym z najbardziej popularnych $rodkoéw antyracemizacyjnych. HOBt obniza
zasadowos$¢ Srodowiska reakcji, zmniejszajac stopien racemizacji. Jego najwigksza
wadg jest fakt, ze bezwodny HOBt jest zwigzkiem wybuchowym. Dlatego wystepuje
jako monohydrat rozpuszczalny w DMF czy THF [162] [166] [169] [171].
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Schemat 12. Mechanizm syntezy peptydu metoda DCC/HOBt.

HOSu (N-hydroksysukcynoimid) 127 (Rysunek 27) w przeciwienstwie do HOBt
118 jest catkowicie stabilny i nie wybuchowy. Wad¢ HOSu stanowi struktura
O-acylowanego kwasu hydroksamowego, ktory moze ulega¢ konwersji do
izocyjanianow na drodze przegrupowania Lossena (Schemat 12) [164] [163].
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o 0]
- - LAz
R1)]EN,O\H/R2 —_— R1)LN§\H’R2 ———® R,CO, + Ry—N=C=0
I
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—_— R1/(J\n/u\H R1_NH2 —+ C02 T
139 © .B 140

Schemat 13. Konwersja kwasu hydroksamonowego do izocyjanianu.

Kolejnym odczynnikiem antyracemizacyjnym jest HOAt (1-hydroksy-7-
azobenzotraizol) 128 (Rysunek 26), ktory lepiej niz HOBt przyspiesza reakcje
sprzegania. Niestety jego wybuchowos$¢ ogranicza jego zastosowanie 1 dostgpnos¢ [168]
[172]. Szeroko stosowana ze wzgledu na problem racemizacji jest rowniez 4-(N,N-
dimetyloamino)pirydyna DMAP 130 (Rysunek 28), pelnigca rowniez funkcje¢ zasady.
Odczynnik ten charakteryzuje si¢ wysoka toksycznosciag 1 jest uznawany za
niebezpieczny, ze wzgledu na jego zdolno$¢ do wchiania przez skorg. Jest takze zracy
[173] [174].
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3.4. Odczynniki fosfoniowe
W ostatnich latach popularne staly si¢ réwniez odczynniki fosfoniowe
i amonowe takie jak: BOP, PyBOP, PyBrOP, TBTU, HBTU, HATU, COMU i TFFH.
Zwiazki te osiggaja wysokie stopniem kondensacji kwasu karboksylowego z amina.

/

\ N,/ N,

AT e e
0 o -
1 - 1 ! O
N PFq N PFe RN  PFg
N N C/ BrH | AN N
N N PFq ~N

BOP PyBOP PyBrBOP PyAOP
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]
:N: DEPBT
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145

Rysunek 27. Struktury fosfoniowych odczynnikéw kondensujacych.

BOP (heksafluorofosforan benzotriazolo-1-iloksy-tris(dimetyloamino)
fosfonowy) 141 (Rysunek 27) byt pierwszym stosowanym fosfoniowym odczynnikiem
kondensujagcym. Odczynnik ten gwarantuje wysokie wydajnosci reakcji sprze¢gania a
ponadto charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalno$cia w wigkszo$ci rozpuszczalnikow
organicznych. Stosowany jest zarbwno w syntezie na fazie stalej jak 1 w roztworze.
Zwiazek ten z powodzeniem uzywany jest podczas laktonizacji, selektywnej estryfikacji
oraz tworzenia wigzania peptydowego, bez racemizacji. Jego powazng wadg jest
kancerogenne dziatanie powstajacego podczas reakcji sprzggania
heksametylofosforoamidu HMPA [175] [176]. Na rynku dostgpna jest takze
nietoksyczna pochodna BOP — PyBOP 142 (Rysunek 28), ktora jest rownie dobrym
odczynnikiem sprzegajacym jak BOP stosowanym podczas syntezy peptydow na fazie
statej [177] [178]. Reakcje tworzenia wigzania amidowego 2z zastosowaniem
odczynnika kondensujacego BOP 141 przedstawilam na Schemacie 14.
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Schemat 14. Mechanizm reakcji tworzenia wigzania amicliz‘);vego z wykorzystaniem odczynnika kondensujacego
BOP 141.

Kolejnym bardzo efektywnym fosforowym odczynnikiem kondensujacym jest
PyOxim 145, ktory zostal wprowadzony do syntezy organicznej w 2010 roku [179].
Najwicksza zaleta tego $rodka kondensujacego sa wysokie wydajnosci procesu
kondensacji. PyOxim obniza racemizacj¢ 1 epimeryzacje, a takze daje bardzo dobre
efekty w syntezie cyklicznych peptydéw [179]. Ponadto w literaturze chemiczne;j
znanych jest szereg fosforowych odczynnikow sprzegajacych, do ktorych naleza
rowniez: PyBrOP 143, PyAOP 144 oraz DEPBT 146.
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3.5. Odczynniki amoniowe/uroniowe
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Rysunek 28. Struktury amonowych/uroniowych odczynnikéw kondensujacych 130-136.

TBTU/HBTU  (tetrafluoroboran/heksafluorofosforan  O-benzotriazolo-1-yl-
N,N,N’,N -tetrametylomocznik) 157 (Rysunek 28) sa bardzo popularnymi
odczynnikami sprzegajacymi. R6znig si¢ jedynie przeciwjonami BF, i PFg". Posiadaja
prawie identyczne wlasciwosci chemiczne a ich aplikacja jest rozpowszechniona
w syntezie na fazie statej jak i w roztworze, gdyz tworza produkty rozpuszczalne
w wodzie oraz w standardowych rozpuszczalnikach organicznych [166] [169].
Ograniczeniem dla stosowania odczynnikow amonowych jest mozliwa reakcja grupy
aminowej z TBTU tworzac pochodne guanidynowe (Schematy 15 i 16). Reakcje ta
mozna zahamowa¢ poprzez dodanie niewielkiego nadmiaru substratu z wolng grupa
karboksylowa w stosunku do odczynnika kondensujacego a takze stosujac krotki czas
aktywacji przed dodaniem substratu z wolng grupa aminowa. Stosowanie odczynnika
sprzggajacego  HCTU  (heksafluorofosforan  2-(6-dichloro-1H-benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetrametyloamoniowy) 158 (Rysunek 28) prowadzi do wyzszych wydajnosci
reakcji. Zwigzek ten stosowany jest podczas syntezy peptydéw o skomplikowanej
budowie [162] [180].
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Schemat 15. Mechanizm tworzenia wigzania amidowego z wykorzystaniem odczynnika kondensujacego HBTU 157.
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Schemat 16. N-terminalna guanidyzacja podczas sprze¢gania.

Modyfikujac cze$¢ uroniowg HCTU poprzez wprowadzenie grupy
morfolinowej otrzymano HDMC (N-tlenek heksafluorofosforanu N-[(5-chloro-1H-
benzotriazol-1-ylo)-dimetyloamino-morfolino]-uroniowego) 159  (Rysunek  28).
Modyfikacja ta pozwolila na zwigkszenie reaktywnosci tego zwiazku w porownaniu do
HCTU 158 [181]. Otrzymany w 2008 roku COMU (heksafluorofosforan 1-[1-cyjano-2-
etoksy-2-oksoetylidenoaminooksy)-dimetyloamino-morfolino]-uroniowy) 134  jest
bezpieczniejszy w uzyciu, lepiej rozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych oraz
charakteryzuje si¢ zminimalizowanym ryzykiem reakcji alergicznych w poréwnaniu do
HBTU/TBTU 157. Odczynnik szczego6lnie nadaje si¢ do stosowania podczas syntezy na
fazie stalej z uzyciem fal mikrofalowych. COMU 161 (Rysunek 28) mozna
wykorzysta¢ do syntezy estrow wszystkich rodzajow alkoholi w temperaturze
pokojowej a takze w tagodnych warunkach w obecno$ci organicznych zasad [182]
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[183]. Do tej grupy odczynnikdéw sprzg¢gajacych naleza rowniez: TATU/HATU 160,
TOTT 162 oraz TFFH 163.

3.6. Inne odczynniki kondensujace

EEDQ (N-etoksycarbonylo-2-etoksy-1,2-dihdrochinolina) 177 otrzymana
w 1967 roku jest stosowanym odczynnikiem kondensujacym, od dawna cieszacym si¢
duzym zainteresowaniem. EEDQ aktywuje grupe karboksylowa N-chronionego
aminokwasu 139, dajac mieszany bezwodnik 180, ktory w reakcji Sn(acyl) reaguje
z grupa aminowg C-chronionego aminokwasu 183 prowadzac do dipeptydu 184
(Schemat 17). Reakcja nie wymaga obecnosci trzeciorzgdowych zasad, a takze moze
by¢ stosowana w przypadku aminokwasow zawierajacych wolng grupe hydroksylowa.
Chociaz tworzenie bezwodnika jest powolne to atak nukleofilowy grupy aminowe;j jest
bardzo szybki, co minimalizuje racemizacje [184] [185].
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Schemat 17. Mechanizm tworzenia peptydu za pomoca odczynnika kondensujacego EEDQ 138 [170].

Bezwodnik kwasu propanofosfonowego okreslany skrotem T3P 187, stosowany
jest wpolaczeniu z aminami trzeciorzegdowymi, gdyz jest podatny na otwarcie
pierScienia pod wplywem nukleofila — anionu karboksylanowego 186 generowanego
zasadg (np. TEA). W wyniku otwarcia pierScienia powstaje produkt przejSciowy
mieszany bezwodnik acylowo-fosfonowy 188. Aktywacja grupy karboksylowe;j
umozliwia podstawienie nukleofilowe na acylowanym atomie wegla. W reakcji aminy
189 daje on amid 190 (Schemat 18) [170] .
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Schemat 18. Mechanizm tworzenia wigzania amidowego wykorzystujac T3P 148 [170].

Srodek kondensujacy T3P 187 z powodzeniem byt stosowany do syntezy
peptydéw z zawada przestrzenng. Ponadto reakcja przebiega w tagodnych warunkach,
zapewnia wysoka wydajno$¢, niski stopien epimeryzacji oraz tatwg izolacj¢ produktow.
W tym miejscu nalezy dodaé, ze bezwodnik kwasu propanofosfonowego jest
bezpiecznym w uzyciu odczynnikiem, poniewaz jest nietoksyczny i nie powoduje
reakcji alergicznych a powstajace produkty syntezy tj. sole fosfonowe sg rozpuszczalne
w wodzie a tym samym latwe do usunigcia ze srodowiska reakcji [186] [187].
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CEL PRACY

W ramach realizacji swojej pracy doktorskiej w Katedrze Chemii Organicznej
Wydzialu  Chemicznego  Politechniki ~ Gdanskiej  zaplanowalam  syntezy
aminokwasowych i peptydowych analogow kwasu mykofenolowego oraz ocen¢ ich
aktywnosci biologicznej 1 mikrobiologiczne;.

Potaczenie zar6wno aminokwaséw, jak i1 peptydow z czasteczka MPA powinno
umozliwi¢ zmniejszenie toksycznosci tego typu pochodnych. Ponadto, jak wynika
z danych literaturowych, w wyniku dzialania addytywnego/synergistycznego reszt
oligopeptydowych i czasteczki MPA, istnieje potencjalna mozliwo$¢ zwigkszenia
aktywno$ci przeciwnowotworowej czy immunosupresyjnej otrzymanych zwigzkow.

Realizujac swoja rozprawe doktorska, ten duzy projekt podzielitam na zadania
czastkowe tj:

e przeprowadzenie badan literaturowych dotyczacych kwasu mykofenolowego

1 jego pochodnych;

e przeprowadzenie badan literaturowych dotyczacych tuftsyny i jej pochodnych;

e opracowanie optymalnej drogi kondensacji aminokwasow z kwasem
mykofenolowym;

e opracowanie optymalnej metody syntezy tetrapeptydow: tuftsyny retro-tuftsyny
oraz ich analogéw;

e opracowanie optymalnej metody kondensacji otrzymanych oligopeptydow

z kwasem mykofenolowym;

e badania aktywno$ci immunosupresyjnej otrzymanych pochodnych w tym:

v’ testy zywotno$ci MTT, sprawdzajgce toksyczno$¢ otrzymanych zwigzkow
wobec linii komorkowej Jurkat i PBMC;

v’ testy aktywnosci antyproliferacyjne;j otrzymanych zwigzkow
wykorzystujace VPD450 wobec linii komorkowej Jurkat i PBMC;

v’ przeprowadzenie testow selektywno$ci efektu dzialania otrzymanych
zwigzkow wobec IMPDH poprzez badanie aktywnosci antyproliferacyjnej
z wykorzystaniem VPD450 wobec linii komoérkowe; PBMC z dodatkiem
GMP;

e badania aktywno$ci przeciwnowotworowej wybranych pochodnych w tym:

v’ testy zywotnosci XTT, sprawdzajace aktywno$¢ wybranych zwigzkéw na
liniach nowotworowych: czerniaka chomika Bomirskiego Ab, czerniaka
ludzkiego A375 oraz neuroblastomy ludzkiej SHSYS5Y

v’ poréwnanie aktywno$ci wybranych zwigzkéw oraz MPA w stosunku do
stosowanych chemoterapeutykow tj. dakarbazyny i cisplatyny.

e badania aktywnosci przeciwbakteryjnej w tym:

v’ testy na pieciu referencyjnych szczepach bakteryjnych: Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 (ESBL), Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus MRSA
ATCC 43300, Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923 a takze
wyznaczenie warto$ci MIC dla wszystkich otrzymanych zwigzkow;
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v’ poréwnanie aktywno$ci wszystkich otrzymanych przeze mnie koniugatow
MPA do stosowanych antybiotykdw kanamycyny i ampicyliny.

Prace syntetyczne prowadzitam w Katedrze Chemii Organicznej Politechniki
Gdanskiej. Badania biologiczne sprawdzajace aktywno$¢ immunosupresyjng
wykonywatam samodzielnie w Zaktadzie Immunologii Klinicznej 1 Transplantologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania biologiczne oceniajace aktywnosc
przeciwnowotworowg byty przeprowadzone we wspotpracy z Zakltadem Embriologii
oraz Zakltadem Medycyny Laboratoryjnej w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym.
Natomiast badania mikrobiologiczne wykonywane byly w Katedrze Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej.
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1. Prace syntetyczne
Cze$¢ syntetyczna mojej pracy obejmowata: syntez¢ nowych aminokwasowych
analogdw kwasu mykofenolowego zarowno w postaci estrow metylowych 199-205, jak
1 z wolng grupa karboksylowa 206-211, synteze tetra- 220, 229 i pentapeptydow 237-
242, 250-255, a ponadto opracowanie syntezy analogow tych peptydow z czasteczka
MPA 270-276 i 285-291.

1.1. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA

1.1.1. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA w postaci estrow metylowych
199-205

W celu otrzymania aminokwasowych pochodnych MPA, nalezalo utworzy¢
wigzanie amidowe pomiedzy grupg aminowa nalezaca do aminokwasdéw oraz grupa
karboksylowa czasteczki MPA. W Katerze Chemii Organicznej Politechniki Gdanskie;j
opracowano metod¢ syntezy oraz opisano potaczenia aminokwaséw (takich jak:
glicyna, alanina, walina, kwas glutaminowy, leucyna i fenyloalanina) z kwasem
mykofenolowym [97]. Do syntezy tych zwiazkoéw przetestowano szereg odczynnikow
kondensujacych:  chloromréwczan  izobutyl/NMM, DPPA/TEA, EEDQ/Py,
HBTU/NMM, TBTU/HOBt, BOP/HOBt oraz DCC/NMM [97]. Niestety ze wzgledu na
niskg konwersje substratéw a takze trudnosci z oczyszczeniem pozadanych amidow
zadna z wymienionych metod nie okazata si¢ efektywna. Natomiast uzycie odczynnika
kondensujagcego EDCI w obecnosci DMAP pozwolito na efektywne otrzymanie
pozadanych potaczen.

Biorac powyzsze pod uwage w ramach realizacji mojej pracy doktorskiej
postanowitam wykorzysta¢ ten $rodek kondensujacy tj. EDCI/DMAP do syntezy
analogow MPA z takimi chlorowodorkami estréw aminokwasow jak: HCIx
L-Asp(OCH3)-OCH3 192, HCIXL-Thr-OCH3 193, HCIlx-D-Thr-OCH;3; 194, HCIxL-Ile-
OCHj3; 195, HCIx-L-Arg-OCH3 196, HCIxD-Arg-OCH3 197 i HC1xMal-(OCH3), 198. Do
reakcji uzywatam MPA, odpowiedni chlorowodorek estru aminokwasu oraz DMAP.
Reakcje prowadzitam w bezwodnym DMF. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do
0°C dodawatam odczynnik kondensujacy EDCI (Schemat 19). Reakcje standardowo
prowadzitam w obecnosci gazu obojetnego przez okoto 48h. Postgp reakcji
kontrolowatam za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w uktadach
15:1:0,1 (CH,Cl,:MeOH:CH3;COOH) i 50:1 (CH,Cl,:MeOH). Po zakonczeniu reakcji,
DMF oddestylowywalam a zwigzki oczyszczalam za pomoca preparatywnej
chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) co pozwolito na otrzymanie pochodnych
199-201, 203 i 204 z 66-73% wydajnoscig (Tabela 1).

Procedura z wuzyciem EDCI w przypadku syntezy estru metylowego
N-mykofenoilo-L-izoleucyny 202, przebiegata z niska wydajnoscig ok 15%. Synteze ta
postanowitam powtdrzy¢ uzywajac innego odczynnika sprzggajacego tj. bezwodnika
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kwasu propanofosfonowego (T3P). Prowadzac reakcje kondensacji MPA z estrem
metylowym izoleucyny z zastosowaniem tego S$rodka kondensujacego otrzymatam
oczekiwany produkt z bardzo dobra wydajnoscia tj. 68%. Z kolei w przypadku syntezy
aminomalonowej pochodnej MPA 205 wykorzystanie metody EDCI/DMAP nie
prowadzilo do otrzymania pozadanego produktu. Podobnie jak w poprzednim
przypadku postanowitam do reakcji kondensacji MPA i estru kwasu aminomalonowego
zastosowa¢ T3P. Procedura ta pozwolita mi na otrzymanie koniugatu MPA z estrem
kwasu aminomalonowym z wydajno$cig 45%.

Reakcje z wykorzystaniem bezwodnika kwasu propanofosfonowego
prowadzitam analogicznie do reakcji z EDCI, wykorzystujac  zamiast
dimetyloaminopirydyny — trietyloaming (Schemat 20). Zmiana odczynnika
kondensujacego na T3P, pozwolita na zwigkszenie wydajnosci pochodnej 202 z 15% do
68% oraz na otrzymanie zwigzku 205 z 45% wydajnoscia (Tabela 1).

CHj o CHg
OCH, o R EDCI / DMAP OCHg o R
° * OCH; ————> O “_ocH
\ OH NH,*CI- DMF SN N/\( 3
0 3 H
OH CHs O oH CHs o]
9 192-198
199-205

192, 199: R = L-CH,COOCH,;
193, 200: R = L-CH(CH;)OH

194, 201: R = D-CH(CH2)OH

195, 202: R = L-CH(CH;)CH,CHs

196, 203: R = L-CH,CH,CH,NHC(NH)NH(NO,)
197, 204: R = D-CH,CH,CH,NHC(NH)NH(NO,)
198, 205: R = COOCH,

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

CHg CHs
OCHs o 5 TP/ EtsN OCHs o R
° + OCH; ————> OCH
3 AN 3
N OH NH5*CI DMF N
O OH CHs O oH CHs
0 195, 198 202, 205

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

Tabela 1. Wydajnos$ci syntez aminokwasowych pochodnych MPA.

: Nr zwiazku Wydajnos¢ [%]
MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 73
MPA-L-Thr-OMe 200 71
MPA-D-Thr-OMe 201 70
MPA-L-Ile-OMe 202 15/68
MPA-L-Arg(NO,)-OMe 203 70.5
MPA- D-Arg(NO,)-OMe 204 66
MPA-Mal-(OMe), 205 45
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Wszystkie otrzymane zwiazki charakteryzowatam za pomoca widm 'H NMR,
*C NMR, MS oraz HPLC-MS.
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1.1.2. Synteza aminokwasowych pochodnych MPA 7 wolng grupq karboksylowg
206-211
Kolejnym etapem mojej pracy byla deprotekcja grupy karboksylowej. Do
usuwania estrow metylowych wykorzystatam wodorotlenek litu. Odpowiedni koniugat
MPA z estrem aminokwasu 199-204 rozpuszczalam w metanolu a nastepnie do
roztworu dodawatam LiOHeH,O (Schemat 21). Calo$§¢ mieszatam przez ok. 24h
w temperaturze pokojowej. Postep reakcji kontrolowalam za pomocg TLC. Nastepnie
mieszaning reakcyjng zakwaszatam 2N HCI i ekstrahowatam octanem etylu (EtOAc).
Warstwe octanowg suszytam za pomoca MgSQO,. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika
produkty  reakcji  izolowalam ~za  pomoca preparatywnej  chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w ukladzie 5:1:0,2 (CH;Cl:MeOH:NH;). Wedlug wyzej
opisanej procedury otrzymatam koniugaty MPA z aminokwasami posiadajagcymi wolng
grupe karboksylowa 206-211 z wydajnosciami 80-89 % (Tabela 2).

CH, CH,
OCH OCH,
5 ’ o R LiOHaq S o R on
= NWOCHS MeOH = H/\f(
e O
O  OH CHs H &5 OH CHj o}
199-204 206-211

Schemat 21. Otrzymanie aminokwasowych analogéw MPA z wolng grupg kaboksylowa.

Tabela 2. Wydajnosci reakcji otrzymywania aminokwasowych pochodnych z wolng grupa karboksylowa.

Zwiazek _ Nr zwigzku _ Wydajnos$¢ [%]
MPA-L-Asp(OMe)-OH 206 87
MPA-L-Thr-OH 207 88
MPA-D-Thr-OH 208 86
MPA-L-Ile-OH 209 80
MPA-L-Arg(NO,)-OH 210 87
MPA-D-Arg(NO,)-OH 211 89

Wszystkie otrzymane zwiazki charakteryzowatam za pomoca widm 'H NMR,
"*C NMR, MS oraz HPLC-MS.

1.2. Synteza peptydowych pochodnych kwasu mykofenolowego

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

Synteze peptydow: tuftsyny i retro-tuftsyny przeprowadzilam w oparciu
o metod¢ mieszanych bezwodnikow opisang przez Dzierzbicka i wsp. [8] [9] [10].
Procedura ta umozliwia otrzymanie pozadanego produktu z dobra wydajnoscig przy
jednoczesnym niskim stopniu racemizacji.

Synteze pochodnej tuftsyny 220 otrzymatam zgodnie z procedura opisang przez
Dzierzbicka 1 wsp. z tym, ze w celu ochrony grupy e-aminowej lizyny uzytam ostony
Fmoc. Schemat 22 przedstawia droge syntezy otrzymanej przeze mnie pochodnej
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tuftsyny 220. W analogiczny sposéb otrzymatam pochodng retro-tuftsyny 229 (Schemat
23). Wydajnosci poszczegdlnych etapow tych syntez zamiescitam w Tabeli 3.

HCI o
‘HN NHNO. Boc,
oH OCH;  NMM ocH, HNs¢ 2 o NH NMM
l:l + ClOCOl Bu TFA NH + . ClOCOi-Bu
212 Boc ° HN bezw DMF Boc o H bezw. DMF
213 e bezw. McOH s HN 215 )\\(_N] TFA 216 HN=Fmoc
O,NHN"NH J=nn H,CO N
O,NHN o
N HN
y 9 N)LNHNO2 N NHNO,
4;1\'( OCHjz HsCO H HsCO
d TEA o o H
Fmoc’N\/\/\/gO © c1ocol Bu DN N-Boc
HN‘Boc HL . TFA OH bezw DMF 6 OH
217 ONHN NH 220
HN‘Fmoc
Fmoc

Schemat 22. Synteza chronionego tetrapeptydu — tuftsyny 220.

Boc

) | O HN-Boc Boc  Nmm
H:CO NHy" HCI O NH NMM >~\ %& )\(_7 CIOCOi-Bu
CocorB_
T hico
O)—&OH + HZO}—Q—\__\ NH 3 NH bezw DMF

HN—Fmoc bezw DME Fmoc Fmoc

21 222 225

\>—NHN02
H

N

o

N
. NH - TFA OH NH N
O HN Boc o) HN\? o NJ( NMM O  HN HN
H\\i TFA M\o H NHNO; CIOCOi-Bu o “Boc
HsCO  NH — PN T
: )/.__§; NH Hsco)_g'i' NH N bezw. DMF H3C°>_§Nf NH

. Boc \
o OH Fmoc (e} OH Fmoc o) OH Fmoc

226 227 228 229

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

Tabela 3. Wydajnosci reakcji dla poszczegdlnych etapoéw syntezy tetrapeptydow 220 i 229.

TUFTSYNA RETRO-TUFTSYNA

Zwiazek Nr Wyd. Zwiazek Nr Wyd.

ZW. [%] ZW. [%]
Boc-Pro-Arg(NO,)- 214 78 Boc-Lys(Fmoc)-Thr- 223 83
OMe OMe
TFAxPro-Arg(NO,)- 215 96 TFAx Lys(Fmoc)-Thr- 224 97
OMe OMe
Boc-Lys(Fmoc)-Pro- 217 67 Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr- 226 76
Arg(NO,)-OMe OMe
TFAxLys(Fmoc)-Pro- 218 91 TFAxPro-Lys(Fmoc)- 227 93
Arg(NO,)-OMe Thr-OMe
Boc-Thr-Lys(Fmoc)- 220 57 Boc-Arg(NO,)-Pro- 229 65
Pro-Arg(NO,)-OMe Lys(Fmoc)-Thr-OMe

66


http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

Struktury otrzymanych tetrapeptydow potwierdzitam na podstawie analizy widm
'H NMR, MS oraz temperatury topnienia.

1.2.2. Synteza pentapeptydow, pochodnych tuftsyny 237-242 i retro-tuftsyny 250-
255

Jak opisalam w rozdziale drugim czeSci literaturowej, tuftsyna jest
immunomodulatorem o szerokim zakresie wtasciwosci biologicznych. Jednak peptyd
ten jest niestabilny, jego okres pottrwania we krwi wynosi 16 min. Stabilizowaé
tuftsyng mozna poprzez taczenie jej ze zwigzkami biologicznie czynnymi badz tez przez
modyfikacj¢ na grupie e-aminowej lizyny, dotaczajac np. kolejny aminokwas.

W zwigzku z powyzszym nastgpnym etapem mojej pracy bylo otrzymanie
pentapeptydéw, pochodnych tuftsyny 237-242 i retro-tuftsyny 250-255, poprzez
acylowanie grupy e-aminowej lizyny, aminokwasami takimi jak: glicyna, o-alanina,
B-alanina, walina, leucyna i izoleucyna. W tym celu w zwigzkach 220 i 229 usungtam
ugrupowanie Fmoc za pomoca 20-30% roztworu dietyloaminy w chloroformie. Do
reakcji acylowania funkcji aminowej zwiazku 230 i 249 odpowiednimi aminokwasami
postanowitam przetestowaé trzy metody: (a) metod¢ mieszanych bezwodnikow
(chloromrowczan izobutylu); (b) s$rodek kondensujacy EDCI oraz (c) $rodek
kondensujacy EEDQ. Wybierajac te metody kierowatam si¢: opisywanymi w literaturze
dobrymi wydajno$ciami reakcji tworzenia wigzania peptydowego, niskim stopniem
racemizacji, dostepnoscia i atrakcyjng ceng zastosowanych odczynnikow sprzegajacych.
Wyniki tych eksperymentéw przedstawitam w Tabeli 4 i 5. Jak wida¢ z danych
zamieszczonym w Tabeli 4 i1 5 najlepsze rezultaty w syntezie tych peptydow
otrzymywatam stosujac metod¢ mieszanych bezwodnikéw. Wykorzystujac procedure
EDCI wydajnosci projektowanych peptydow byly zdecydowanie nizsze natomiast
w przypadku EEDQ nie otrzymywatam pozadanych peptydow z zadowalajacymi
wydajno$ciami. Procedury syntezy zwigzkow 243-248 oraz 256-261 zamiescitam na
Schemacie 24.

Tabela 4. Wydajnosci syntez pentapeptydéw pochodnych tuftsyny 237-242.

Nr Wydajnos¢[%]
zwiazku metoda procedura z

mieszanych wykorzystaniem
_ bezwodnikow EDCI
Boc-Thr-Lys(FmocGly)- 237 65 48
Pro-Arg(NO,)-OMe
Boc-Thr-Lys(FmocaAla)- 238 58 -
Pro-Arg(NO,)-OMe
Boc-Thr-Lys(FmocpAla)- 239 63 -
Pro-Arg(NO,)-OMe
Boc-Thr-Lys(FmocVal)-Pro- 240 53 -
Arg(NO,)-OMe
Boc-Thr-Lys(FmocLeu)- 241 41 -
Pro-Arg(NO,)-OMe
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e

Boc-Thr-Lys(Fmoclle)-Pro- 242 45 -
Arg(NO,)-OMe

Tabela 5. Wydajnosci syntez pentapeptydéw pochodnych retro-tuftsyny 250-255.

Wydajnos¢ [%]

metoda procedura z Procedura z
mieszanych  wykorzystaniem wykorzystaniem
bezwodnikow EDCI EEDQ
Boc-Arg(NO,)-Pro- 250 56 43 -
Lys(FmocGly)-Thr-
OMe
Boc-Arg(NO,)-Pro- 251 53 - -
Lys(FmocaAla)-Thr-
OMe
Boc-Arg(NO,)-Pro- 252 51 42 35
Lys(FmocpAla)-Thr-
OMe
Boc-Arg(NO,)-Pro- 253 48 33 -
Lys(FmocVal)-Thr-
OMe
Boc-Arg(NO,)-Pro- 254 35 - -
Lys(FmocLeu)-Thr-
OMe
Boc-Arg(NO,)-Pro- 255 32 - -
Lys(Fmoclle)-Thr-
OMe
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Schemat 24. Synteza pentapeptydow 243-248 i 256-261 za pomoca metody mieszanych bezwodnikow.

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

Nastgpnym etapem realizacji mojej pracy doktorskiej, bylo utworzenie wigzania
amidowego pomiedzy wszystkimi otrzymanymi przeze mnie tetra- i pentapeptydami,
a kwasem mykofenolowym. W tym celu przetestowatam trzy odczynniki kondensujace
takie jak: EEDQ, EDCI i T3P na modelach pochodnych tuftsyny 262 i retro-tuftsyny
277, modyfikujac ilo$¢ uzytej zasady. Wyniki tych eksperymentow zestawitam
w Tabeli 6.

Peptyd z wolng grupa aminowa oraz MPA rozpuszczatam w bezwodnym DMF.
Nastepnie do roztworu dodawatam odpowiedniej zasady, a mieszaning reakcyjng
ochtadzalam do 0°C. Kolejno dodawalam odpowiedniego s$rodka kondensujacego.
Reakcje mieszatam 2h w temp. 0°C, a nastgpnie 24-48h w temp. pokojowe;j
w atmosferze gazu obojetnego. Postgp reakcji kontrolowalam za pomoca TLC,
aotrzymane pochodne oczyszczalam za pomocg PTLC w uktadach 20:1
(CH3Cl:MeOH) i 9:1 (CH3Cl:MeOH).

Tabela 6. Wydajnosci syntez peptydow z MPA.

Wydajnos$¢ [%]

MPA-T-Fmoc 263 MPA-RT-Fmoc 279
2xEEDQ/2xPy - problem z izolacja
produktu
5xEEDQ/5xPy - problem z izolacja
produktu
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SXxEEDQ/2xTEA 33 -

EDCI/DMAP 43 64
SxEDCI/2xTEA - 34
2xEDCI/3xTEA - 58
T3P/TEA 65 28

Biorgc pod uwage wyniki eksperymentéw przedstawionych w Tabeli 6 do
syntezy koniugatow kwasu mykofenolowego z tuftsyng 262 i jej analogami 243-248
wybralam metod¢ T3P/TEA (Schemat 25). Natomiast do syntezy pochodnych MPA
z retro-tuftsyng 277 i jej analogami 255-260 wybratam procedur¢ EDCI/DMAP
(Schemat 26). Pozwolito to na otrzymanie peptydowych koniugatow MPA 263-269
1278-284. Wydajnosci reakcji otrzymywania tych pochodnych MPA przedstawitam
w Tabeli 7.

Ostatnim etapem syntez bylo uwolnienie grupy aminowej. Deprotekcje ostony
Fmoc przeprowadzitam za pomoca 20-30% roztworu dietyloaminy w chloroformie
otrzymujac zwiazki: 270-276 i 285-291 (Schemat 25 1 26). Postep reakcji
kontrolowatam za pomocg TLC, a otrzymane zwigzki oczyszczalam za pomocg PTLC
w uktadach 5:1:0,2 (CH3Cl:MeOH:NH3) i 3:1:0,2 (CH;C1:MeOH:NHj;).

Struktury 1 czysto§¢ wszystkich otrzymanych przeze mnie zwigzkéw
potwierdzitam metodami: '"H NMR "*C NMR, MS i MS-HPLC. Dodatkowo wybrane
zwigzki scharakteryzowatam za pomoca technik: COESY, HMBC, HSQC, ROESY
i TOCSY.

Tabela 7. Wydajnosci syntez wszystkich otrzymanych peptydowych analogéw MPA 263-269 i 278-284.

Zwigzek Nrzw. Wyd. Zwigzek Nrzw. Wyd.
[%] [%]
MPA-TFmoc 263 65 MPA-RTFmoc 278 64
MPA-TGlyFmoc 264 48 MPA-RGlyFmoc 279 58
MPA-TaAlaFmoc 265 53 MPA-RToaAlaFmoc 280 57
MPA-TBAlaFmoc 266 51 MPA-RTBAlaFmoc 281 53
MPA-TValFmoc 267 49 MPA-RTValFmoc 282 36
MPA-TLeuFmoc 268 42 MPA-RTLeuFmoc 283 42
MPA-TIleFmoc 269 45 MPA-RTIleFmoc 284 39
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Schemat 25. Synteza peptydowych pochodnych tuftsyny i MPA 270-276.
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Schemat 26. Synteza peptydowych pochodnych retro-tuftsyny i MPA 285-291.
72


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

2. Badania biologiczne

2.1. Omowienie wynikow aktywnos$ci immunosupresyjnej

W celu okreslenia dziatania 1 bezpieczenstwa leku sprawdzitam
cytotoksyczno$¢ otrzymanych zwigzkow wobec linii komoérkowych w warunkach in
vitro. Do okreslenia aktywnos$ci cytotoksycznej potencjalnych lekow wykorzystuje si¢
roznego rodzaju testy komoérkowe.

Jedne z popularniejszych testow sprawdzajacych aktywno$¢ cytotoksyczng
opieraja si¢ na badaniu integralno$ci btony komorkowej, gdyz wszystkie trwate
uszkodzenia btony komoérkowej prowadzg do $mierci komorki. Zastosowany barwnik
nie wnika do zywych komodrek. Natomiast w komorkach umierajacych (w przypadku
gdy btona komodrkowa zostanie trwale uszkodzona 1 nastepuje zanik potencjatu
pomiedzy zewnetrzng a wewngtrzng strong blony), barwnik przenika do ich wnetrza
zabarwiajac cytoplazm¢ badz jadro komodrkowe. Najpowszechniej stosowanym
barwnikiem z tej grupy jest bigkit trypanowy, ktéory wybarwia komoérki martwe
(p6znoapoptotyczne i nekrotyczne) na kolor niebieski. Do tej grupy barwnikéw naleza
réwniez m.in. zielen lizaminowa, eozyna Y i erytrozyna B. Innym czgsto stosowanym
barwnikiem jest jodek propidyny (PI), ktory wnika do wnetrza komoérek martwych
i interkaluje z kwasami nukleinowymi, wykazujac czerwong fluorescencje.

Inng metoda sprawdzajaca aktywnos$¢ cytotoksyczng jest ocenienie zywotnosci
komorek poprzez analiz¢ ich aktywno$ci metabolicznej. Prawdopodobnie najbardziej
popularnym testem do analizy aktywnosci metabolicznej komorki jest test MTT. Test
ten polega na redukcji rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) do  formazanu  (Rysunek  29),
wytracajacego si¢ w postaci fioletowych krysztalow. Sole tetazolowe sg redukowane do
formazanu dzigki dziataniu dehydrogenazy bursztynianowej, enzymu aktywnego tylko
w komodrkach o nienaruszonym metabolizmie 1 *lancuchu oddechowym. Po
rozpuszczeniu krysztaldow formazanu w DMSO lub izopropanolu, powstaje barwny
roztwor, ktérego intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie
w zakresie dlugosci fal 492-570 nm. Intensywno$¢ zabarwienia roztworu jest
proporcjonalna do aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow komorki czyli do liczby
aktywnych metabolicznie (zywych) komoérek w populacji. Natomiast testy takie jak:
MTS czy XTT stanowig udoskonalenie metody z wykorzystaniem MTT. Innym testem
nalezacym do tej samej grupy jest test LDH polegajacy na ocenie aktywnos$ci
dehydrogenazy mleczanowe;j.

Q reduktaza Q
N~N 3 N~N
N+ . /7 H
< > < -N N bursztynianowa ®_< -N N
N ~ N =z
Br

Rysunek 29. Redukcja odczynnika MTT przez reduktaze bursztynianowa.
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Kolejnym etapem badan biologicznych byla ocena stopnia zahamowania
proliferacji komorek. Jedng z metod uzywanych do oceny zahamowania proliferacji
komorkowej jest wbudowywanie do DNA (podczas fazy S podzialu komoérkowego)
znakowanych prekursoréw tj. metyl-[*H]-tymidyna, '*C-urydyna, '*C-adenina oraz **P
fosfor.

Inng metodg jest zastosowanie barwnika VPD450 (Violet Proliferation Dye
450), ktory moze by¢ stosowany do monitorowania aktywnos$ci proliferacyjnej
w cytometrii przeplywowej podzbioréw komorek. Niefluorescencyjny barwnik
VPD450 pasywnie dyfunduje przez blony komodrkowe i jest metabolizowany przez
aktywno$§¢ esterazy w zywych komorkach. Produkt esterazy staje si¢ wysoce
fluorescencyjny i kowalencyjnie wigze si¢ z bialkowymi grupami aminowymi
w komorkach poprzez ugrupowanie estrowe sukcynimidu. Martwe komoérki nie
wykazuja fluorescencji. Natomiast w miar¢ dzielenia si¢ zywych komorek, barwnik
VPD450 rozktada si¢ rownomiernie pomiedzy komorki potomne w taki sposéb, ze
kazda komoérka potomna zachowuje okoto potowy intensywnosci fluorescencji VPD450
swojej komorki macierzystej. Nastepnie wykorzystujac cytometri¢ przeplywowa mozna
doktadnie zmierzy¢ ilo§¢ komorek o konkretnej fluorescencji i na tej podstawie ocenié
podziaty komorkowe.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej samodzielnie przeprowadzitam test
cytotoksycznosci MTT oraz test proliferacyjny z wykorzystaniem barwnika VPD450 na
limfoidalnej linii komorkowej Jurkat oraz mononuklearnych komorkach krwi
obwodowej (PBMC). Komorki Jurkat stosowane sa jako linia modelowa ludzkich
limfocytow natomiast PBMC stanowia model in vitro odpowiedzi immunologiczne;.
Testy wykonywalam w trzykrotnych powtorzeniach. Zwiazki rozpuszczatam w 20 pL
DMSO, nastepnie uzupetialam pozywka do 1 mL, otrzymujac wyjSciowe stezenie 1
mg/mL. Kolejne roztwory do badan przygotowywatam metodg seryjnych rozcienczen,
otrzymujac najnizsze badane stezenie 10”7 [mg/mL].

W obu stosowanych testach wyznaczytam wartosci ICsp (MTT) 1 ECs
(VPD450). ICsq jest to stezenie zwigzku, przy ktorym zywotno$¢ komorek zmniejsza
si¢ do 50% w stosunku do komorek kontrolnych. ECsy jest to natomiast stezenie
zwigzku, przy ktorym proliferacja komorek zostaje zahamowana w 50% w stosunku do
komorek kontrolnych. Nastepnie obliczytam wspolczynnik selektywnosci (SI), ktory
pozwolil na wytypowanie najbardziej aktywnych zwiazkow przy jednoczes$nie
najnizszej toksycznosci.

2.1.1. Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkow 199-211, 270-
276 i 285-291 wobec linii komorkowych Jurkat i PBMC wykorzystujgc
metode MTT

Na 96-dotkowych ptytkach inkubowatam (w temp. 37°C, 5% CO,) komorki
Jurkat wraz z otrzymanymi przeze mnie pochodnymi MPA w réznych stezeniach przez
48 godzin natomiast komérki PBMC przez 72h. Dodatkowo proliferacja ludzkich
limfocytéw stymulowana byla przeciwcialami anti-CD3/anti-CD-28. Nastgpnie do
kazdego dotka dodatam odczynnik MTT, po czym plytki inkubowalam kolejne 3
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godziny. Po tym czasie wytrgcaly si¢ krysztatki formazanu, ktére rozpuszczatam
w izopropanolu zakwaszonym 0,4N HCl. Po rozpuszczeniu krysztatow, plytki
wytrzasatam przez 15 min. Kolejno mierzylam absorbancje przy dlugosci fali 570 nm,
a otrzymane wyniki postuzyty do wyznaczenia wartos¢ 1Csy.

Aminokwasowe analogi MPA

W Tabeli 8 przedstawitam wyniki testu cytotoksycznosci MTT, ktory
przeprowadzitam dla aminokwasowych analogobw MPA na linii komoérkowej T-Jurkat
oraz na komodrkach PBMC. W przypadku komoérek PBMC wszystkie nowe
aminokwasowe analogi MPA okazaly si¢ by¢ mniej cytotoksyczne niz zwigzek
macierzysty 9. Natomiast w przypadku linii komorkowej T-Jurkat zwiazki: 199, 200,
202 i 207 wykazaty wieksza toksyczno$¢ od kwasu mykofenolowego 9. Analizujac
wyniki mozna spostrzec, ze estry metylowe aminokwaséw sa bardziej cytotoksyczne
niz ich odpowiedniki z wolng grupa karboksylowa. Jest to zauwazalne w kazdym
przypadku zaréwno dla linii komorkowej T-Jurkat jak i dla komérek PBMC. Wptyw na
toksyczno$¢, oprocz deprotekcji estru metylowego, ma rowniez konfiguracja
aminokwasu. Zaréwno w przypadku estréw metylowych jak i pochodnych z wolng
grupa karboksylowa, mozna zauwazy¢ ze D enancjomery sg mniej cytotoksyczne od L
enancjomerdéw, co rowniez jest zauwazalne dla obu typow badanych komorek.

Pochodne kwasu mykofenolowego z argining z wolng grupa karboksylowa
zardwno enancjomer L jak i D, wykazywaty najmniejszg toksyczno$¢. W przypadku
linii komoérkowej T-Jurkat dla tych pochodnych nie udato si¢ wyznaczy¢ wartosci ICsg
w stosowanym zakresie st¢zeniem. W zwigzku z czym obliczytam przezywalnosé
w najwyzszym badanym stezeniu 1 mg/mL, ktéra wynosita odpowiednio 59,12%
dla zwiagzku 210 1 75,14% dla zwigzku 211. Analogi MPA 210 i 211 w stosunku do
komoérek PBMC okazaly si¢ roéwniez najmniej toksyczne, a ich wartosci ICsyp wynosity
odpowiednio 283,3521 uM dla zwigzku 2101 422,1991 uM dla 211.

Zwigzek MPA-L-Ile-OMe 202 okazatl si¢ najbardziej cytotoksyczny w stosunku
do obu typéw badanych komorek, jego ICso dla linii komoérkowej Jurkat wynosito
8,3873 uM (okoto 8 razy nizsze niz dla MPA), natomiast dla komorek PBMC 2,1735
uM. Wykres 1 przedstawia porownanie cytotoksycznosci zwigzkow 200 i 201 do kwasu
mykofenolowego 9 w badanych stezeniach w stosunku do aktywowanych limfocytow.
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Wykres 1. Poréwnanie cytotoksycznosci zwiazkéw 200 i 201 (pochodne o najlepszym SI) do MPA 9 wobec
komorek PBMC.
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Tabela 8. Wartosci ICsy [uM ]Jobliczone na podstawie testu MTT dla aminokwasowych pochodnych MPA 199-211.

T-JURKAT

Zwiazek ICso [uM] Zywotnosé ICsp [uM]
[%]

MPA 9 60,5649 £ NAN 0,1393 + 0,0563
MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 20,1067 + 3,053 <0,05 1,5447 18,1104 £ 1,7576 <0,05 33,4943
MPA-L-Thr-OMe 200 17,031 +8,9876 <005 188,033 57,249 + 31,3678 <0,05 30,0545
MPA-D-Thr-OMe 201 115,1101 + 3,6357 < 0,05 2657 69,2363 + 58,2079 <0,05 25,8681
MPA-L-Ile-OMe 202 8,3873+5,737 <0,05 87754 2,1735 +1,9699 <005 46,5912
MPA-L-Arg-OMe 203  346,9831 + NAN 0,196832 14,1006 14,0247 + 4,8017 <0,05 40,2289
MPA-D-Arg-OMe 204 572,3986 + 92,9324 <005 186,542 70,6284 + 63,0937 <0,05 29,4825
MPA-Mal-(OMe), 205 101,2615 + 20,8195 <005  3127,67 3,5021+NAN <0,05 28,4894
MPA-L-Asp(OH)-OH 206 539,6711 + NAN <005 235,896 50,2841 25,7317 <005 42,1102
MPA-L-Thr-OH 207 42,6155 +5,4269 <005 420,233 81,6755 + 58,1724 <0,05 25,5062
MPA-D-Thr-OH 208 228,7987 + 35,9323 0,105142 50,465 117,5839 + 114,9361 <0,05  3,9889
MPA-L-Ile-OH 209 73,7358 £ NAN 0,083178 80,886 20,8702 + NAN <0,05 99973
MPA-L-Arg-OH 210 59,12% 283,3521 + NAN <0,05 254620
MPA-D-Arg-OH 211 75,14% 422,1991 £ NAN <0,05 50,3320

IC5 zwiazkow wyzsze od I1Cs) MPA, p — istotnos¢ statystyczna roznicy, F — test Fishera dla porownania zwigzek MPA.

* Zywotnos¢ komérek obliczona w najwyzszym badanym stezeniu 1mg/mL

77


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Peptydowe analogi MPA

Tabela 9 przedstawia otrzymane warto$ci ICsy dotyczace badan
cytotoksycznos$ci peptydowych analogoéw MPA. Wszystkie peptydowe analogi MPA sa
znacznie mniej toksyczne od kwasu mykofenolowego. Dla ponad potowy zwigzkéw, na
linii komorkowej Jurkat nie udalo mi si¢ wyznaczy¢ wartosci ICsy w testowanym
zakresie stezen, a zywotnos¢ komorek w obecnosci tych zwigzkow w najwyzszym
badanym stezeniu 1 mg/mL wynosita 52,48% dla zwigzku 291 do 85,82% dla 270.
Wartosci ICsy dla peptydowych pochodnych na linii komoérkowej Jurkat sg ponad 13
razy wyzsze niz dla MPA. Natomiast w przypadku komoérek PBMC, wartosci ICso sa
ponad 3500 razy wyzsze niz dla MPA. Swiadczy to o minimalnym, w poréwnaniu do
MPA, dziataniu cytotoksycznym peptydowych analogow w stosunku do komorek
PBMC.

Zauwazytam wigkszg toksyczno$¢ analogow MPA z retro-tuftsyng 285-291 niz
z tuftsyng 270-276. Wyjatek stanowig dwie pentapeptydowe pochodne MPA z a-
alaning i izoleucyng w przypadku linii komoérkowej T-Jurkat i jeden pentapeptydowy
analog MPA z glicyna w przypadku komérek PBMC. W tych przypadkach bardziej
toksyczne okazuja si¢ koniugaty z tuftsyna. Jednakze nie s3 to znaczne réznice. Biorac
powyzsze pod uwage stwierdzam, ze koniugaty MPA z retro-tuftsyng wykazuja
nieznacznie wigksza cytotoksyczno$¢ od tych z tuftsyng. Pochodna MPA-T 270 nie
wykazywata toksycznosci dla obu typow badanych komoérek. Wykres 2 przedstawia
porownanie cytotoksycznos$ci koniugatu MPA 7z retro-tuftsyng 285 do zwigzku
macierzystego MPA w przedziale badanych stgzen w stosunku do aktywowanych
limfocytow.
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WyKkres 2. Poréwnanie cytotoksycznosci zwiazku 285 (pochodna o najlepszym SI) do MPA 9 wobec komorek
PBMC.
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Tabela 9. Wartosci ICs, [uM Jobliczone na podstawie testu MTT dla peptydowych pochodnych MPA 270-276 i 285-291.

T-JURKAT

Zwiazek ICso [pM] Zywotnosé ICsy [pM] Zywotnosé
[%] [%]

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

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

MPA-T-Gly 271 53,40% 627,5687 +57,544  <0,05 213610

MPA-T-aAla 272 1000,6911 =+ 109,9866 0,098974 57,005 559,6307 + 118,9348 < 0,05 422206

MPA-T-BAla 273  1020,3268 + 51,0003 <0,05 467426 525802+ 7,8699 <0,05 276421

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

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

MPA-T-Ile 276  808,7294 + NAN 30,801 0,134232  461,4446 + 198,9709 < 0,05 11.15830

MPA-RT 285  970,7124 + 108,8745 0,116535 41,0025  633,9007 £ 0,1364  <0,05 635590

MPA-RT-Gly 286  1096,4002 + 83,9332 <0,05 283657 8654713 +£492,6669 <005 403978

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

MPA-RT-BAla 288  786,5217 + 75,6887 0113966 42,8915  587,6384 + NAN <0,05 428077

MPA-RT-Val 289 63,35% 547,9832 + 56,4763 < 0,05 1084700

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

MPA-RT-Ile 291 52,48% 533,1408 + 182,6451 < 0,05  45.0843

ICs zwiazkow wyzsze od I1Cs) MPA, p — istotnos¢ statystyczna roznicy, F — test Fishera dla porownania zwigzek MPA.

* Zywotnos$¢ komorek obliczona w najwyzszym badanym stezeniu 1mg/mL
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2.1.2. Oznaczenie aktywnosci antyproliferacyjnej badanych zwigzkow 199-211,
270-276 i 285-291 wobec linii komorkowych Jurkat i PBMC wykorzystujgc
barwnik VPD450

Metoda ta polega na rozktadaniu si¢ rownomiernie barwnika VPD450 pomig¢dzy
komorki potomne tak, ze kazda komorka potomna zachowuje okolo polowy
intensywno$ci  fluorescencji  VPD450 swojej komoérki  macierzystej.  Przed
przystapieniem do wykonania testow, nalezato wybarwi¢ komodrki. W tym celu
odpowiednig lini¢ komérkowsa inkubowatam z barwnikiem VPD450 w 37°C przez 15
minut. Nastepnie wybarwione komoérki nalozytam na 96 dotkowe okraglodenne ptytki
wraz z badanymi zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Tak przygotowane plytki
inkubowatam (w temp. 37°C, 5% CO,) przez 48h w przypadku komoérek Jurkat i 72h
w przypadku PBMC. Nastepnie wykorzystujac cytometri¢ przeplywowa dokonatam
pomiaru fluorescencji, sprawdzajac stopien proliferacji komorek. Po czym
z otrzymanych danych wyznaczatam warto$¢ ECsy,

Aminokwasowe analogi MPA

W Tabeli 10 zamiescitam wartosci ECsg otrzymane z przeprowadzonych badan
antyproliferacyjnych  dotyczacych aminokwasowych analogbw MPA. Zaden
z otrzymanych przeze mnie zwiazkéw nie wykazat tak dobrego dziatania
antyproliferacyjnego jak kwas mykofenolowy. Wyniki badan przeprowadzonych na
linii komoérkowej Jurkat oraz na komodrkach PBMC sa spojne. W obu przypadkach
najbardziej aktywnymi zwigzkami okazaty si¢ pochodne: 199, 200, 201, 202 oraz 209.
Pochodna MPA z izoleucyng zaréwno w postaci estru metylowego 202 (ECsy = 5,1207
uM dla PBMC) jak i po deprotekcji 209 (ECsp = 9,0962 uM dla PBMC) charakteryzuje
si¢ najnizsza wartoscia ECsp co czyni ja najbardziej aktywna z pos$rod badanych
analogéw. Najmniej aktywnymi pochodnymi MPA w stosunku do obu typéw komorek
okazaty sie zwiazki: 206, 210 1 211.

Ponownie zauwazam roznic¢ pomiedzy pochodnymi z grupa karboksylowa
ostonieta estrem metylowym 199-205 a zwigzkami po deprotekcji 206-211. Analogi
MPA w postaci estrow metylowych sa zdecydowanie bardziej aktywne od ich
odpowiednikow z wolng grupa karboksylowa. Wyjatek stanowi pochodna MPA-L-Ile-
OH (ECsp = 2,257 uM), ktora charakteryzuje si¢ nizszg wartoscig ECso niz MPA-L-Ile-
OMe (ECsp = 8,9199 uM) w przypadku linii komérkowej T-Jurkat.

Wptyw konfiguracji aminokwasu na aktywno$¢ antyproliferacyjna nie jest tak
wyrazny jak w przypadku testu cytotoksycznosci. Jednakze tylko w przypadku
pochodnej MPA-Thr-OH (linia komérkowa Jurkat), D enancjomer jest bardziej aktywny
niz L. Pozostale wyniki pokazuja, ze wartosci ECsyp w przypadku L enancjomerdéw sg
nizsze badz bardzo zblizone do ich D odpowiednikow. Na wykresie 3 przedstawilam
porownanie aktywnos$ci antyproliferacyjnej zwigzkéw 200 i 201 do MPA 9 wobec
aktywowanych limfocytéw. Histogramy (Rysunek 30) obrazujg podzialy komorek
zawierajacych barwnik VPD450. Przesuni¢cie mediany piku fluorescencji w lewo
(wzrastajaca ilo$¢ podziatow komorkowych) koreluje ze zmniejszajacym si¢ stezeniem
zwigzkow. Niebieska liniga zaznaczylam pik fluorescencji komorek wybarwionych
VPD450 w obecno$ci najwyzszego stezenia zwigzku. Przy zmniejszajacych sie¢
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stezeniach zwigzku pik przesuwa si¢ w lewo, co $wiadczy o intensywniejszej
proliferacji komorek.

Aktywowane limfocyty
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Wykres 3. Poréwnanie aktywnosci antyproliferacyjnej zwiazkow 200 i 201 (pochodne o najlepszym SI) do MPA 9
wobec komorek PBMC.
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Rysunek 30. Histogramy obrazujace podzialy komoérek zawierajacych barwnik VPD450 wobec komérek PBMC.
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T-JURKAT
ECso [pnM] ECso [unM]
MPA 9 0,2654 +0,1997 0,0301 £ 0,0003
MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 16,7048 +0,2272 0,738456 0,1898 8,3904 £2,1163 0,121012 27,01
MPA-L-Thr-OMe 200 19,7426 +7,1403 0,293474 4,0537 10,0769 + 7,8407 0,091283 47,974
MPA-D-Thr-OMe 201 13,805 +5,3637 0,379147 2,1777 9,442 + 4,8327 0,098581 41,039
MPA-L-Ile-OMe 202  8,9199 +£5,1038 0,104621 36,363 5,1207 + NAN 0,666667 0,33
MPA-L-Arg-OMe 203 22,3433 +£0,5089 <0,05 3114,096 77,27 +2,9431 <0,05 162,533
MPA-D-Arg-OMe 204 69,4726 +40,9042 <0,05 722,822 95,574 £ NAN <0,05 491,973
MPA-Mal-(OMe), 205 64,7888 +7,7683 0,091202 48,060 11,238 +5,5125 0,123955 25,713
MPA-L-Asp(OH)-OH 206 3959154 + 66,7415 <0,05 1365,565  211,0166 + 3,6952 <0,05 1309,945
MPA-L-Thr-OH 207 82,9324 + 70,4686 <0,05 834,311 118,6346 + NAN <0,05 17637,59
MPA-D-Thr-OH 208 21,4121 £+ NAN <0,05 671,916 121,5115 £ NAN <0,05 5006,61
MPA-L-Ile-OH 209 2,257 +£0,5256 0,182469 11,5115 9,0962 + 5,4071 0,118256 28,316
MPA-L-Arg-OH 210 1169,7301 +474,8234 <0,05 6110,172 131,9343 + 2,7965 <0,05 1729,118
MPA-D-Arg-OH 211 1036,7232 +16,15 <0,05 3615,989 587,572 + 11,2288 <0,05 7041,57
p — istotnos¢ statystyczna roznicy, F — test Fishera dla porownania zwiazek MPA.
* Zywotno$¢ komorek obliczona w najwyzszym badanym stezeniu 1mg/mL
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Peptydowe pochodne MPA

Tabela 11 zawiera wyniki aktywno$ci antyproliferacyjnej dla peptydowych
pochodnych MPA. Dla niektérych zwigzkéw w przypadku linii komérkowej T-Jurkat
nie udalo mi si¢ wyznaczy¢ warto$ci ECsg. W przypadku linii komoérkowej T-Jurkat
najbardziej aktywnymi zwigzkami sa 285 (ECsp = 663,9288 uM) 1 289 (ECsy =
555,9506 uM). Jednak nawet te analogi wykazuja ponad 2000 razy nizsza aktywno$¢
niz MPA.

Analizujagc wyniki badan przeprowadzonych na komodrkach PBMC, mozna
zauwazy¢, ze najwyzsza aktywnoscig charakteryzuje si¢ pochodna 285, ktorej wartos§¢
ECso wynosi 35,4258 uM, jednak jest to warto$¢ ponad 1000 razy mniejsza niz dla
MPA (ECso= 0,0301 puM). Koniugaty MPA z retro-tuftsyna 285-291 charakteryzuja si¢
wyzsza aktywno$cia od pochodnych MPA z tuftsyng 270-276, jest to wyraznie
widoczne w przypadku komoérek PBMC. Na wykresie 4 przedstawitam pordéwnanie
aktywno$ci antyproliferacyjnej koniugatu MPA =z retro-tuftsyng 285 do kwasu
mykofenolowego 9 wobec komorek PBMC. Rysunek 31 przedstawia ilo$¢ podziatow
komorkowych w zalezno$ci od uzytego stezenia zwigzku 285. Ponownie niebieska linig
zaznaczytam pik fluorescencji komorek wybarwionych VPD450 w  obecnos$ci
najwyzszego stezenia zwigzku. W tym przypadku réwniez wraz ze zmniejszeniem
stezenia zwigzku pik przesuwa si¢ w lewo, co §wiadczy o intensywniejszej proliferacji
komorek.

Aktywowane limfocyty
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Wykres 4. Porownanie aktywnosci antyproliferacyjnej zwiazku 285 (pochodna o najlepszym SI) do MPA 9 wobec
komoérek PBMC.
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Rysunek 31. Histogramy obrazujace podziaty komoérek zawierajacych barwnik VPD450 wobec komoérek PBMC.
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Tabela 11. Wartosci ECs, [uM Jobliczone na podstawie testu proliferacyjnego z VPD 450 dla peptydowych pochodnych MPA 270-276 i 285-291.

T-JURKAT

Zwiazek ECso [uM] Zywotnosé ECso [uM]
[%]

MPA 9 0,2654 + 0,1997 0,0301 +0,0003
MPA-T 270 60,78% 129,5805 + 68,3779 <0,05 1204,396
MPA-T-Gly 271 1030,1598 + 50,8767 <0,05 19448,05 589,7258 +266,0804 <0,05 30012,11
MPA-T-aAla 272 55,31% 258,7448 + 54,9349 <0,05 2129,34
MPA-T-BAla 273 941,0136 +367,4714 <0,05 8494,51 210,7091 £ 98,2546 <0,05 23935,29
MPA-T-Val 274 55,10% 432,015 £ 108,4486 <0,05 33684,84
MPA-T-Leu 275 801,0048 + 54,2905 <0,05 13789,92 551,1159 + 3,1566 <0,05 30012,11
MPA-T-Ile 276 924,1804 + 175,2462 <0,05 12454,59 357,2643 +107,0756 <0,05 19110,15
MPA-RT 285 663,9388 £ NAN <0,05  7500,049 35,4258 £+ NAN <0,05 29409,81
MPA-RT-Gly 286 56,72 % 565,9218 £ NAN <0,05 37508,95
MPA-RT-aAla 287 838,5726 + 85,4873 <0,05 17956,11 168,1618 + 75,2635 <0,05 1977592
MPA-RT-BAla 288 75,89% 153,6859 + 92,9453 <0,05 34031,44
MPA-RT-Val 289 555,9506 + 113,0378 <0,05 11780,75 128,762 + 77,37 <0,05 1505248
MPA-RT-Leu 290 63,04% 160,6927 + 62,364 <0,05 17072,33
MPA-RT-Ile 291 52,77% 152,2295 + NAN <0,05 19219,31

p — istotnos¢ statystyczna roznicy, F — test Fishera dla pordwnania zwigzek MPA.

* Zywotnos$¢ komorek obliczona w najwyzszym badanym stezeniu 1mg/mL
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2.1.3. Selekcja pochodnych MPA o najkorzystniejszych parametrach

Wyznaczenie wspotczynnika selektywnosci (SI), ktory jest stosunkiem
cytotoksycznosci zwigzku (ICsp) do jego aktywnosci antyproliferacyjnej (ECs),
umozliwia porownanie otrzymanych pochodnych miedzy sobg a takze do zwigzku
macierzystego MPA. Pozwala to na wyselekcjonowanie analogu o najlepszej
aktywnos$ci oraz jednoczes$nie najnizszej toksycznosci. Wraz ze wzrostem wartosci
wspotczynnika SI toksycznos¢ zwigzku maleje.

W Tabeli 12 przedstawilam wspolczynniki selektywnosci dla otrzymanych
aminokwasowych i peptydowych analogéw kwasu mykofenolowego. W przypadku linii
komorkowej T-Jurkat, Zzadna z otrzymanych pochodnych nie charakteryzowata sie¢
wyzszym wspotczynnikiem aktywnos$ci od macierzystego zwigzku MPA 9. Natomiast,
analizujgc wyniki badan przeprowadzonych na komoérkach PBMC, wyselekcjonowatam
trzy zwigzki: 200, 201 i 285 do dalszych badan jako potencjalne immunosupresanty.
Pomimo, ze warto§¢ ECsy tych trzech wybranych analogéw jest wyzsza niz
w przypadku MPA, pochodne te charakteryzuja si¢ zdecydowanie mniejsza
cytotoksyczno$cig poréwnujac do kwasu mykofenolowego. Peptydowe pochodne 287
1289 charakteryzuja si¢ podobnym wspolczynnikiem selektywnosci co MPA, jednak
aby zahamowa¢ proliferacj¢ komodrek potrzebna by byta duza dawka leku, odpowiednio
168,1618 uM dla 287 i 128,762 uM dla 289.
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Tabela 12. Obliczony wspotczynnik selektywnosci (SI) dla linii komorkowej Jurkat i dla komérek PBMC.

Zwigzek SI = 1C5¢/ECs Zwigzek Nr ST = 1C5¢/ECs

JURKAT PBMC zwiazku JURKAT PBMC
MPA 9 228,2023 4,627907 MPA 9 228,2023 4,627907
MPA-L-Asp(OMe)-OMe 199 1,203648 2,158467 MPA-T 270 - -
MPA-L-Thr-OMe 200 1,748096 5,681211 MPA-T-Gly 271 - 1,06417
MPA-D-Thr-OMe 201 8,33829 7,3328 MPA-T-aAla 272 - 2,162867
MPA-L-Ile-OMe 202 0,940291 0,424454 MPA-T-bAla 273 1,084285 2,495393
MPA-L-Arg-OMe 203 15,52963 0,181503 MPA-T-Val 274 -
MPA-D-Arg-OMe 204 8,239199 0,738992 MPA-T-Leu 275 - 1,246736
MPA-Mal-(OMe), 205 1,562948 0,31163 MPA-T-Ile 276 0,875077 1,291606
MPA-L-Asp(OH)-OH 206 1,363097 0,238295 MPA-RT 285 1,462051 17,89376
MPA-L-Thr-OH 207 0,513858 0,688463 MPA-RT-Gly 286 - 1,529313
MPA-D-Thr-OH 208 10,68549 0,967677 MPA-RT-aAla 287 - 4,458347
MPA-L-1le-OH 209 32,66983 2,294387 MPA-RT-bAla 288 - 3,823632
MPA-L-Arg-OH 210 - 2,147676 MPA-RT-Val 289 - 4,255784
MPA-D-Arg-OH 211 - 0,718549 MPA-RT-Leu 290 - 3,22936

MPA-RT-Ile 291 - 3,502217

SI zwiazkow wyzszy od SI MPA, SI zwigzkow podobny do SI MPA,
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2.1.4. Oznaczenie aktywnosci antyproliferacyjnej zwigzkow 199-21, 273, 274,
285, 287 i 289 wobec komorek PBMC wykorzystujgc barwnik VPD450 w
obecnosci GMP

Enzym dehydrogenaza inozyno 5’monofosforanu, ktorego inhibitorem jest kwas
mykofenolowy, hamuje biosyntez¢ nukleotydéw de novo. Dane w literaturze wskazuja,
ze supresja proliferacji komoérek pod wplywem inhibitorow IMPDH jest odwracalna
przez dodanie guanozyny, GMP, GTP czy detoksy-GMP [89] [97]. W zwiazku z tym
wykonatam testy antyproliferacyjne z dodatkiem GMP, aby sprawdzi¢ czy aktywno$¢
antyproliferacyjna otrzymanych przeze mnie zwigzkéw opiera si¢ o ten sam mechanizm
dziatania co kwas mykofenolowy. W tym celu przeprowadzitam test antyproliferacyjny
z wykorzystaniem barwnika VPD450 z dodatkiem 50 pM GMP (stezenie GMP
w dotku).

Na wykresach 5 1 6 przedstawitam aktywno$¢ proliferacyjng komorek
w stosunku do kontroli w okreslonych stezeniach. Mechanizm dzialania zwigzkow jest
zgodny z dziataniem MPA. W zakresie st¢zen, w ktdrym nastgpuje zahamowanie
proliferacji bez dodatku GMP, mozemy zauwazy¢, ze po dodaniu GMP proliferacja
odwraca si¢ i zdecydowanie wzrasta. Natomiast w stezeniach, w ktoérych proliferacja
bez dodatku GMP wynosi ponad okoto 50% widaé¢ gwattowny jej spadek po dodaniu
GMP. W zwiazku z tym po raz drugi obserwujemy odwrocenie proliferacji. W nizszych
stezeniach, w ktorych zwigzki nie zahamowuja w znacznym stopniu proliferacji
limfocytow, prawdopodobnie enzym IMPDH zostaje wyhamowany przez GMP
(produkt), co moze by¢ spowodowane zaburzeniem rownowagi substrat-produkt,
z powodu nadmiaru guanozyno-5’-monofosforanu. W tych st¢zeniach mozliwe jest
takze toksyczne dziatanie GMP znane z procesu netozy lub jego wptyw na inne szlaki
metaboliczne (jako trzeci przekaznik lub substrat dla innych enzymow).
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Wykres 5. Aktywno$¢ antyproliferacyjna aminokwasowych pochodnych MPA 199-211 w obecno$ci GMP
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Wykres 6. Aktywno$¢ antyproliferacyjna wybranych peptydowych pochodnych MPA 273, 274, 285, 287, 289 w obecnosci GMP.



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

2.1.5. Oznaczenie szybkosci zuZywania wybranych zwigzkow przez komorki
Jurkat z wykorzystaniem HPLC-MS
W celu sprawdzenia stabilno$ci otrzymanych przeze mnie analogow MPA
podczas hodowli komoérkowych wykonatam test HPLC-MS, ktory pozwolit na
oznaczenie ilo$ci zwigzkow po kolejnych dniach inkubacji z komoérkami Jurkat.
Zwiazki 200, 207, 272 i 285 w stezeniach odpowiadajacym ECsy inkubowatam wraz
z komorkami Jurkat przez 5 dni. Kazdego dnia pobieratam prébke do testu HPLC-MS.
W tym celu do odpowiedniego dotka, z ktorego pobieratam probke danego dnia,
dodawalam wody i mieszalam. Nastepnie wodny roztwér odwirowywatam, zbieratam
nadsacz, a tak przygotowane do testu probki przechowywatam w zamrazalniku.
Na wykresie 7 przedstawilam szybko$¢ zuzywania zwigzkow 200, 207, 272
i 285 wobec komorek Jurkat podczas prowadzenia pigciodniowej inkubacji. Pole
powierzchni piku dnia pierwszego oznaczylam jako 100%. Analizujac dane na
ponizszym wykresie, mozna zauwazy¢, ze pochodna 207, czyli aminokwasowy analog
MPA z treoning z wolng grupa karboksylowa charakteryzuje si¢ znaczng stabilnoscia,
ilo$¢ zwigzku w trakcie pigciodniowej inkubacji nie spada ponizej 90%. Analog MPA
modyfikowany treoning z grupa karboksylowa ostonigta estrem metylowym 200 takze
wykazuje dobrg stabilno$¢ wobec testowanej linii komorkowej, jednakze w pigtym dniu
inkubacji ilos¢ pochodnej 200 wynosi okoto 40%. W zwigzku z tym chcac prowadzié
inkubacje dhuzsza niz 5 dni, nalezatoby ponownie doda¢ odpowiednig porcje analogu
200. Zdecydowanie mniej trwate okazuja si¢ peptydowe pochodne MPA, co zwigzane
jest z ich rozbudowang struktura. Po 3 dniu inkubacji w dotku pozostaje nieznacznie
ponad 50% analogoéw 272 i 285. Fakt ten, skutkuje koniecznoscig dodania kolejnej
porcji zwigzkow 272 i 285 podczas prowadzenia inkubacji powyzej 4 dni.

Szybkos¢ zuzywania zwigzkow 200, 207, 272 i
285 wobec komadrek Jurkat

120

100 -

N \\ \
60
ﬂ\ ~B—MPA-L-Thr-OH 207
40 MPA-T-aAla 272
\& —>é=MPA-RT 285
20 :

Pole powierzchni piku w stosunku do kontroli [%]

== MPA-L-Thr-OMe 200

Wykres 7. Szybkos$¢ zuzywania wybranych zwiazkéw wobec komorek Jurkat podczas pigciodniowej inkubacji.
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2.2. Badania przeciwnowotworowe in vitro na liniach komérkowych czerniaka

i neuroblastomy

Aktywnos¢ biologiczng MPA 9 oraz otrzymanych wybranych aminokwasowych
pochodnych: 200, 201, 203, 204, 207, 208, 210 i 211 oraz peptydowych 270 i 285
oceniano wobec komorek dwoch linii czerniaka amelanotycznego o roéznym
pochodzeniu: linia Ab czerniaka chomika Bomirskiego, linia A375 ludzkiego czerniaka
oraz wobec komoérek neuroblastomy SHSYS5Y. Badania te prowadzitam we wspotpracy
z Zakladem Embriologii oraz Zakladem Medycyny Laboratoryjnej w Gdanskim
Uniwersytecie Medycznym.

Czerniak wywodzi si¢ z melanocytow, czyli komodrek wytwarzajacych
i zawierajacych melaning. Wyrdznia si¢ dwie formy czerniaka: melanotyczng
i amelanotyczng. Czerniak amelanotyczny jest odmiang rzadsza, ktora znacznie trudniej
zdiagnozowa¢ ze wzgledu na brak charakterystycznych komorek wytwarzajacych
melaning, co jest charakterystyczne dla odmiany melanotycznej [188]. Ztosliwe
czerniaki s3 wysoce agresywnymi nowotworami z nieprzewidywalnym przebiegiem
i zlym rokowaniem. Czerniak amelanotyczny jest stosunkowo oporny chemicznie
1 odporny na promieniowanie [189].

Neuroblastoma (NB) jest guzem neuroendokrynnym, ktéry najczesciej pochodzi
znadnerczy, ale moze réwniez rozwija¢ si¢ w dowolnym miejscu wzdhuz
wspotczulnego uktadu nerwowego w: szyi, klatce piersiowej, brzuchu lub miednicy
[190]. Podstawa chemioterapii neuroblastomy jest terapia skojarzona obejmujaca
wysokie dawki cisplatyny i etopozydu naprzemiennie z winkrystyna, doksorubicyng
i cyklofosfamidem [191]. Niektéore NB moga zaniknag¢ u niemowlat bez stosowania
leczenia (spontaniczna regresja). Inne moga przetrwaé bardzo intensywna wielolekowg
terapi¢. Z tego powodu NB jest znana jako jeden z najbardziej agresywnych i trudnych
w leczeniu nowotwordw u dzieci.

2.2.1. Wyznaczenie ICsy i analiza aktywnosci przeciwnowotworowej MPA oraz
wybranych pochodnych aminokwasowych i peptydowych, za pomocq testu
XTT

Komoérki nowotworowe wysiewano na 96 dotkowe ptytki w pozywce
odpowiedniej dla danej linii. Po 24h wymieniano pozywke 1 dodawano badane zwigzki
w o$miu stezeniach (0,1; 1; 10; 20; 40; 50; 100; 150 uM). Inkubacj¢ (w temp. 37°C, 5%
CO,) prowadzono przez 48 1 72 godziny. Wszystkie rozcienczenia badanych zwiazkéw
przygotowywano w pozywce, a wyjsciowe stezenie w wodzie z 5% DMSO.

Zywotno$¢ komorek mierzono za pomocg testu z wykorzystaniem XTT. Test ten
polega na ocenie aktywnosci mitochondriow, ktore redukuja sol tetrazolowag XTT (so6l
sodowa 2,3-bis-(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H-tetrazolio-5-karboksyanilidu) do
rozpuszczalnej w wodzie formy formazanu. Absorbancje pomaranczowego produktu
mierzono przy pomocy spektrofotometru ptytkowego przy dtugosci fali 450 nm. Miarg
aktywnosci cytotoksycznej testowanego zwigzku byta wartos$¢ stezenia ICsp, czyli takie
jego stezenie, przy ktorym proliferacja/zywotno$§¢, mierzona aktywnoscig
mitochondriow komorek, zostaje zahamowana w 50%, w odniesieniu do kontroli
(100%). Gdy nie mozna bylo wyznaczy¢ ICsy miarag wplywu zwigzku na komorki byt
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odsetek komorek zywych potraktowanych 150 puM stgzeniem, czyli najwyzszym
badanym stezeniem.

Jako wzorce do badan uzyliSmy dwa stosowane chemoterapeutyki: dakarbazyne
oraz cisplatyne. Od potowy 2006 roku dakarbazyna jest powszechnie uzywana
w leczeniu ztosliwej odmiany czerniaka [192] [193], chtonniaka Hodgkina [194] oraz
migsaka [195] [196]. Natomiast cisplatyna stosowana jest w chemoterapii wielu
nowotworow tj.: nowotwory jader, jajnikdw, szyjki macicy, pecherza, ptuc, szyi, glowy,
przetyku, mozgu, migdzybloniaka i nerwiaka niedojrzatego [197].

Wyniki badan aktywnos$ci antynowotworowej MPA i wybranych otrzymanych

pochodnych zestawilam w Tabeli 13. Dla wszystkich testowanych linii wyznaczyliSmy
dawki ICso dla MPA 9, ktore wynosity 0,2 pM, 2 uM, 0,4 uM odpowiednio dla
komorek czerniaka Ab, A375 i komorek neuroblastomy SHSYSY. Nalezy w tym
miejscu doda¢, iz dawki ICsy stosowanych w leczeniu obu nowotwordéw
chemioterapeutykow: dakarbazyny (czerniak) i cisplatyny (neuroblastoma) wobec
testowanych komodrek wynosity 69 uM, 35 uM, 2,5 uM odpowiednio dla komorek
czerniaka Ab, A375 1 komorek neuroblastomy SHSYSY. Szczegdlng uwage zwraca
wielokrotnie nizsza dawka MPA 9, ktéra jest konieczna do uzyskania efektu ICsy wobec
komorek obu linii czerniaka amelanotycznego w poréwnaniu ze stosowang w leczeniu
systemowym tego nowotworu dakarbazyng. Ponadto, stezenie ICsy zostato obliczone po
48-godzinnej stymulacji, co nie byto mozliwe dla dakarbazyny.
W tym miejscu nalezy zwrdci¢ uwage, ze dla linii nowotworowej SHSYSY warto$¢
ICsy dla MPA 9 byta na podobnym poziomie jak dawka ICsg dla cisplatyny. Analizujac
wyniki mozna zauwazy¢, ze kwas mykofenolowy wykazuje znacznie wyzsza
aktywno$¢ w stosunku do komorek czerniaka 1 prawie takg samg aktywno$¢ w stosunku
do komorek neuroblastomy jak powszechnie stosowane leki przeciwnowotworowe.
Poza tym zauwazyliSmy szybsze dzialanie MPA niz dakarbazyny na obu testowanych
liniach komoérkowych czerniaka.

Pochodne MPA-Thr-OMe 200 i 201 wykazywaly zdecydowanie nizsza
aktywnos$¢ cytotoksyczng niz MPA 9 bez wzgledu na konfiguracje¢ absolutng
aminokwasu. Oba zwiazki, zarowno MPA-L-Thr-OMe 200, jak i MPA-D-Thr-OMe 201
hamowaty aktywno$¢ mitochondridéw w 50% komorek czerniaka Ab przy dawce ok. 20
uM. Jest to dawka wielokrotnie wyzsza niz dla MPA 9 (0,2 uM) ale nadal trzykrotnie
mniejsza niz dakarbazyny (69 pM). Warto rowniez wspomnie¢, ze wartosci ICso dla
tych dwéch pochodnych zostaty obliczone po 48-godzinnej inkubacji (tak samo jak
w przypadku MPA), co wskazuje na ich szybsze dzialanie niz dakarbazyna na t¢ lini¢
komorkowa. W zwigzku z tym, Ze otrzymane zwigzki 200 i 201 charakteryzowaty si¢
lepsza aktywnos$cig w stosunku do linii komorkowej czerniaka chomika Bomirskiego,
niz powszechnie stosowany chemoterapeutyk- dakarbazyna, sprawdziliSmy dzialanie
tych pochodnych na linii komodrkowej czerniaka ludzkiego A375. Niestety druga
testowana linia komorkowa pozostaje oporna na dziatanie zwigzkow 200 i201,
a dakarbazyna charakteryzuje si¢ zdecydowanie wigksza cytotoksycznoscig. Komorki
czerniaka A375 byty nieco bardziej wrazliwe na dziatanie pochodnej MPA-D-Thr-OMe
201, dla ktorej ICsp wynosito 104 pM. Pochodna MPA-L-Thr-OMe 200 zastosowana
w dawce 150 puM powodowala zahamowanie mitochondriow w okoto 40% dla linii
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komorkowej A375. Przeprowadzone testy na linii komorkowej neuroblastomy SHSYSY
ujawnily, ze jest ona nieco bardziej wrazliwa na dziatanie pochodnej MPA-L-Thr-OMe
200 dla ktoérej 1Csp wynosito 139.2 uM. Pochodna MPA-D-Thr-OMe 201 (150 uM)
zahamowala mitochondria w nieco ponad 20% komoérek SHSYSY. Oba zwigzki
wykazaty zdecydowanie gorsza aktywno$¢ niz stosowany lek cisplatyna. Pochodne
zawierajace treoning z wolng grupa karboksylowa 207 i 208 nie wykazaty aktywnos$ci
na zadnej z badanych linii nowotworowych.

Zwigzek MPA-L-Arg(NO,)-OMe 203 w stezeniu 150 pM byl w stanie
zahamowac¢ tylko 40-50 % aktywno$ci mitochondriéw na linii komérkowej czerniaka
Ab, w zwigzku z tym nie przeprowadzono dalszych badan. Natomiast pochodna MPA-
D-Arg(NO,)-OMe 204 okazata si¢ nierozpuszczalna w wodzie z 5% DMSO co
uniemozliwito wykonanie badan. Ocena aktywnosci zwigzkéw MPA-Arg(NO,)-OH
2101 211 wobec komorek czerniaka Ab, wykazata, ze pochodna w st¢zeniu 62 ul MPA-
L-Arg-(NOy)-OH 210 powoduje zahamowanie aktywnosci mitochondriow w 50%
komoérek. Warto$¢ ta okazuje sig, by¢ bardzo podobna do ICsy wyznaczonego dla
dakarbazyny, ktore wynosi 68,5 uM. Natomiast pochodna MPA-D-Arg(NO,)-OH 211
powodowata zblizony efekt, ale przy zastosowaniu nieco ponad dwukrotnie wyzszej
dawki (150 uM).
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Tabela 13. ICs, dla badanych zwiazkéw na wybranych liniach nowotworowych.

Ab czerniak A735 czerniak SHSY5Y

Zwiazek neuroblastoma

1C5o [uM] % zywotnosci w stezeniu % zywotnosci w stezeniu 1Cs [uM] % zywotnosci w stezeniu
150 uM 150 uM 150 uM

48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h 72h 72h
MPA 9 0.2+0.1 - - - 2.3+1.7 2+0.9 4.4+8.1
MPA-L-Thr-OMe 200 15.9+0.4 18.9+6.2 - - 51.4+8.6 59.5+11.3 139.2+7.7
MPA-D-Thr-OMe 201 24.8+7.3 23.6+8.2 - - 103.8+31.7 54.7+12.5 76.6+8.8
MPA-L-Thr-OH 207 NA NA NA NA NO NO NO NO NO NO
MPA-D-Thr-OH 208 NA NA NA NA NO NO NO NO NO NO
MPA-L-Arg (NO,)-OMe 203 - - 50.7+12.6 61.9£27.5 NO NO NO NO NO NO
MPA- L-Arg(NO,)-OH 210 85.9+36.4 62.3£12.1 - - NO NO NO NO NO NO
MPA-D-Arg(NO,)-OH 211 NA - NA 48.4+29.4 NO NO NO NO NO NO
MPA-T 270 NA - NA 75.1+12.6 NO NO NO NO NO 67.9+15.5
MPA-RT 285 NA - NA 68.9+15.4 NO NO NO NO NO 58.5+ 6.7
Dakarbazyna - 68.5+20.9 47.5+9.7 - - 35.2+6.2 48.6+10.7 - NO NO
Cisplatyna NO NO NO NO NO NO NO NO 3.5+3.5 -

NA — nieaktywny zwiazek
NO — nie oznaczono


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Peptydowe analogi MPA zawierajace w swojej strukturze tuftsyng 270 i retro-
tuftsyne 285 (150 uM) wptywaty w podobnym stopniu na komodrki czerniaka Ab
i neuroblastomy SHSYSY, powodujac zahamowanie aktywnosci mitochondriow w ok.
30% komorek.

2.2.2. Struktura vs aktywnos¢ biologiczna

Jak wida¢ z danych eksperymentalnych zawartych w Tabeli 8, pierwszym
nasuwajacym si¢ spostrzezeniem jest niewatpliwie wysoka aktywnos$¢ zwigzku
macierzystego MPA 9 w stosunku do wszystkich badanych linii komorkowych. Mozna
zatem wywnioskowa¢, ze odpowiedzialna za tak wysokg aktywnos$¢ jest wolna,
niezmodyfikowana grupa karboksylowa w czgsteczce kwasu mykofenolowego.

W przypadku pochodnych MPA z treoning 200, 201 i 207, 208 zauwazyliSmy
zdecydowang przewage zwigzkéw posiadajacych terminalng funkcje estru metylowego
200 i 201 w poréwnaniu do tych z wolng grupa karboksylowa 207 i 208, ktére to nie
wykazaly zadnej aktywnos$ci. Analizujac wplyw konfiguracji aminokwasu wida¢, ze
analog MPA-L-Thr-OMe 200 lepiej inhibuje aktywno$¢ mitochondriow w przypadku
dwoch linii komorkowych: czerniaka Ab 1 neuroblastomy SHSYBY niz pochodna
o konfiguracji D 201.

Wszystkie trzy testowane pochodne MPA modyfikowane argining 203, 210
i 211 wykazatly aktywno$¢ biologiczng. Jednak wartos¢ ICso dato si¢ wyznaczy¢ jedynie
dla analogu o konfiguracji L z wolng grupa karboksylowa 210. Obecnos$¢ grupy
nitrowej, ktora pelni funkcj¢ ochronng dla grupy guanidynowej, moze mie¢ wpltyw na
aktywno$¢ wszystkich trzech zwigzkéw. Analizujac wptyw konfiguracji aminokwasu
mozemy stwierdzi¢, ze zwiazki 203 i 210 o konfiguracji L wykazuja lepsza aktywnos¢
w poréwnaniu do enancjomeru D 211.

Potaczenie MPA z peptydami takimi jak tuftsyna 270 i retro-tuftsyna 285
pozwolilo na inbibicje aktywno$ci komorek czerniaka Ab i neuroblastomy SHSYBY
w okoto 30%. Nie zauwazyliSmy znaczacej roznicy wptywu na aktywnos¢ biologiczna
pomigdzy tymi dwoma peptydami. Stosunkowo niska inhibicja aktywnosci komorek
moze by¢ spowodowana szybszym rozpadem zwiazkow 270 i 285 ze wzgledu na ich
skomplikowang strukture.

2.3. Badania mikrobiologiczne

Oporno$¢ wielolekowa stanowi istotny problem w leczeniu zakazen
bakteryjnych, a modyfikacje struktury MPA moga korzystnie wptynaé na wlasciwosci
przeciwbakteryjne zwigzku macierzystego. Otrzymane przeze mnie w ramach realizacji
niniejszej pracy doktorskiej nowe pochodne MPA przebadano na sze$ciu szczepach
referencyjnych: Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923, Staphylococcus aureus
MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, Escherichia coli ATCC
8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 oraz trzech klinicznych: Staphylococcus aureus MSSA, Klebsiella pneumoniae
ESBL+ i Klebsiella pneumoniae ESBL-. Opisane ponizej badania mikrobiologiczne
wykonywane byly we wspolpracy z Katedra Biotechnologii Molekularnej
1 Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej.
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2.3.1. Wyznaczenie MIC i analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej MPA i
otrzymanych pochodnych za pomocg metody mikrorozcienczen w bulionie

Wykorzystana podczas badan metoda mikrorozcienczen w bulionie umozliwita
okreslenie minimalnego st¢zenia inhibitora wzrostu mikrobiologicznego (MIC)
w waskim 1 doktadnym zakresie stezen. Przeprowadzajac badania na 96-dotkowych
ptytkach, wyniki analizowa¢ mozna polegajac na wizualnej ocenie stopnia zmetnienia
w danym dotku lub za pomocg spektrofotometru (OD600) [198] [199]. Podczas badania
zwigzkow nierozpuszczalnych w wodzie zawierajacych w swej budowie fragment
argininy, moze wystapi¢ zaktdcenie odczytywania absorbancji, w zwigzku z czym
zalecane jest stosowanie barwnych wskaznikéw wzrostu drobnoustrojéw. Pomiar
aktywnosci stabo rozpuszczalnych zwiazkéw moze by¢ obarczony biedem.

Do 96-dotkowych ptytek zaaplikowano zwigzki 199, 200, 202, 203, 205, 273,
286 1288 w stezeniach od 256,0 pg/mL do 0,125 pg/mL oraz 9, 201, 204, 206-211,
270-272, 274-276, 285, 287 i 289-291 w stezeniach 3000,0 pg/mL do 5,9 pg/mL. Jako
kontrole stosowano dwa konwencjonalne antybiotyki: ampicyling lub kanamycyne.
W przypadku ampicyliny zakres stezenia wynosit od 256,0 do 0,125 pg/ml, dla
kanamycyny od 1000,0 do 2,0 pg/ml. Do kazdego dotka dodano odpowiednio
przygotowang zawiesing bakteryjng. Inokulowane ptytki inkubowano w 35+1°C przez
18-20 godzin. Po tym czasie okreslono wartos¢ MIC za pomoca spektrofotometru oraz
dokonano oceny wizualnej. MIC mierzone technikami spektrofotometrycznymi
okreslono jako najmniejsze stezenie zwigzku, powyzej ktérego hamowanie wzrostu
komorek bakteryjnych wyrazano jako MICsy i MICyy (odpowiednio 50% i 90%
zatrzymania wzrostu bakteryjnego).

W prezentowanej pracy jako wskaznik obecnosci zywych mikroorganizméw
obecnych w eksperymencie zastosowano wskaznik redoks - resazuryn¢. Resazuryna
redukowana jest przez aktywnos¢ metaboliczng mikroorganizmow zmieniajac kolor
z niebieskiego (resazuryna) na ré6zowy (resorufin) (Rysunek 32), a intensywnos¢ koloru
koreluje z wielko$cia populacji. W tej 1 innych pracach stwierdzono, ze zastosowanie
resazuryny jako wskaznika aktywno$ci metabolicznej bakterii zwieksza czuto§¢ metody

[200].
O@
jose! jose!
—>
HO O O / \\ HO O O

Resazuryna NADH /H NAD@, H,0 Resorufin

Rysunek 32. Redukcja resazuryny do resorufiny.

W przypadku standardowych antybiotykéw 1 MPA dla szczepu E. coli mozna
bylo okresli¢ MICy, dla pozostatych zwigzkéw dla wszystkich testowanych bakterii
okreslono MICs. Stezenia hamujace badanych zwigzkéw 199-211, 270-276 i 285-291
dla wybranych mikroorganizméw (pug/ml) przedstawiono w Tabeli 14. Wykres 8
przedstawia porownanie wartosci MIC (ug/ml) badanych zwigzkow oraz
standardowych lekéw przeciwko badanym szczepom bakteryjnym.
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Tabela 14. Stezenie hamujace badanych zwigzkow dla wybranych szczepow bakteryjnych (pg/ml).

MIC [pg/ml]

Gram-dodatnie bakterie Gram-ujemne bakterie
Staphylococcus  Staphylococcus  Staphylococcus Acinetobacter Escherichia Klebsiella Klebsiella Klebsiella Pseudomonas
aureus MSSA aureus MRSA aureus MSSA  baumannii coli ATCC pneumoniae pneumoniae pneumoniae aeruginosa
Nr zwiazku ATCC 25923 ATCC 43300 clinical strain ATCC 17978 8739 ATCC ESBL+ ESBL- ATCC 27853
700603 clinical clinical
strain strain
MPA >>187,5 >>375,0 256 128 750 128 256 64 >>1500,0
199 32 64 256 256 256 256 256 NI
200 8 32 256 256 256 256 256 NI
201 NI NI >>1500,0 NI >>1500,0
202 16 64 256 256 256 256 256 NI
203 32 64 128 256 64 256 64 NI
204 NI NI >>375,0 NI >>1500,0
205 256 32 256 256 128 256 128 NI
206 NI NI >>750,0 NI >>1500,0
207 NI NI >>750,0 >>375,0 >>1500,0
208 NI NI >1500,0 NI >>1500,0
209 NI NI >>375,0 >>187,5 >750,0
210 NI NI >>750,0 NI NI
211 NI NI >>3000,0 NI >>1500,0
270 NI NI >>1500,0 NI NI
271 NI NI >>3000,0 >>1500,0 NI
272 NI >>1500 NI >>750 NI NI NI
273 32 64 128 128 32 256 64 NI
274 NI >>1500 NI >>750 NI NI >>750 NI
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275 NI NI >>750 NI NI >>750 NI
276 NI NI >>750 NI NI >>750 NI
285 NI NI >>1500,0 NI NI
286 64 256 128 256 16 256 64 NI
287 NI >>1500 NI >>750 NI NI >>750 NI
288 32 256 128 256 32 256 128 NI
289 NI >>375 NI >>375 NI NI >>750 NI
290 NI >>1500 NI >>375 NI NI NI
291 NI >>375 NI >>750 NI NI NI
Kanamycyna 7,8 125 15,6 NI 1500
Ampicylina 0,125 128 0,125 2 8 128 256 128 256

Wartos¢ pogrubiong czcionkq - MIC, tj. Najnizsze stezenie powodujqce catkowite zahamowanie wzrostu lub zmniejszenie liczby populacji bakteryjnych o ponad 90%;
Inny - MIC50

Wartos¢ z oznaczeniem ">" - stezenie hamujgce wzrost o 10-50% w stosunku do pozytywnej kontroli
Wartos¢ ze znakiem ">>" - stezenie powodujgce bardzo stabe zahamowanie wzrostu (mniej niz 10% kontroli)
"NI" - nie dziala hamujgco na stezenia zwigzkow lub stymuluje wzrost
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Porédwnanie wartosci MIC dla wybranych zwigzkow w stosunku do
poszczegodlnych szczepow bakteryjnych
1600
1400
1200 m MPA
m 199
1000
E 200
&
3 800 H 202
o
= m 203
600 m 205
400 273
1286
200 B B 288
M Kanamecyna
O .
S. aureus S. aureus S.aureus  A.baumannii E. coli ATCC K. K. K. P. aeruginosa Ampicylina
MSSA ATCC MRSAATCC MSSA szczep ATCC 17978 8739 pneumoniae pneumoniae pneumoniae ATCC 27853
25923 43300 kliniczny ATCC 700603 ESBL+ szczep ESBL- szczep
kliniczny kliniczny
Szczep Bakteryjny
Wykres 8. Poréwnanie wartosci MIC [ug/mL] wybranych aktywnych zwiazkéw w stosunku do réznych szczepow bakteryjnych.
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Poszczegblne testowane zwigzki wywieraly rézne efekty w zaleznosci od
szczepu bakterii. Pochodne 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 odznaczaly si¢
najwigksza aktywnoscig przeciw S. aureus (bakterie Gram dodatnie), z wyrdznieniem
wiekszej wrazliwosci szczepu MSSA niz MRSA. Analizujgc wyniki, mozna zauwazy¢,
ze analog 200 dla szczepu S. aureus MSSA, wykazuje znaczaca inhibicje wzrostu
(MICsp = 8 pg/ml) w poréwnaniu ze zwigzkiem macierzystym MPA 9 (MICsy > 187,5
ug/ml) a takze poréwnywalng do kanamycyny (MICsy = 7,8 pug/ml).

W przypadku K. pneumoniae dla pochodnych 199, 200, 202 MICsy, wynosi 256
pg/ml (stezenie graniczne) i jest wyzsze niz dla MPA (MICsy = 128 pg/ml). Natomiast,
zwigzki 203, 273, 286 i 288 (MICsy = 64, 16, 32, 32 pg/ml) charakteryzowaly si¢
zwigkszonym dziataniem przeciwbakteryjnym w pordéwnaniu z macierzystym MPA
oraz stosowanymi antybiotykami: kanamycyna 1 ampicyling. Zwiazek 205
porownywalnie hamowat K. pneumoniae do ampicyliny (128 pg/ml). MICs, dla tego
zwigzku odpowiada MICsy) MPA.

Podczas badan antybakteryjnych nie zauwazyliSmy interesujacego wplywu
testowanych zwigzkdéw na szczepy bakteryjne: A. baumannii oraz Escherichia coli.
Ponadto nie stwierdziliSmy bakteriostatycznego wptywu badanych pochodnych na
Pseudomonas aeruginosa. Pozostale zwiagzki 201, 204, 206-211, 270-272, 274-276,
285, 287 i 289-291 powodowaty bardzo stabe zahamowanie wzrostu (<10% kontroli)
lub nie hamowaty wzrostu bakterii. Podsumowujac mozna zauwazy¢, ze modyfikacje
struktury MPA, takie jak 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 sa obiecujace dla
szczepu S. aureus, a 203, 273, 286 i 288 dla K. pneumoniae.

2.3.2. Struktura vs aktywnos¢ mikrobiologiczna

Analizujagc dane zawarte w tabeli 9 mozna powiedzie¢, ze aktywnos¢
mikrobiologiczna pochodnych zawierajacych estry aminokwasow zalezy zaré6wno od
podstawnika jak i konfiguracji w ugrupowaniu aminokwasowym. W przypadku
enancjomerow treoniny 200, 201 1 argininy 203, 204 wyraznie widoczna jest mniejsza
aktywno$¢ enancjomeru D niz L wobec wszystkich badanych szczepow. Hydroliza
estrow metylowych 206-211 znacznie zmienita aktywno$¢ zwigzkoéw. Mozna zauwazy¢
znaczng przewage¢ pochodnych estrowych nad tymi, z wolna grupa karboksylowa.
Widoczne jest to w przypadku wszystkich badanych szczepow bakterii. Moze by¢ to
spowodowane lepsza penetracjg zwigzku do blony komoérkowej z powodu nizszej
polarnosci [76].

W przypadku peptydowych analogéw MPA, interesujagce wyniki otrzymano dla
trzech pochodnych MPA polaczonych z: tuftsyng modyfikowang na grupie e-aminowej
B-alaning 273 oraz retro-tuftsyng modyfikowang na grupie e-aminowej glicyna 286
i P-alaning 288. Pozostale pochodne nie wykazaly zadnej badz zadawalajacej
aktywnoS$ci. Zwiazki 273, 286 i 288 charakteryzuja si¢ lepsza aktywnos$cig niz zwigzek
macierzysty MPA. Ponadto w przypadku szczepdw K. pneumoniae ich wartosci MIC
byty nizsze niz dla antybiotykow referencyjnych: kanmycyny i ampicyliny. Nieznacznie
lepsza aktywnos$cia mikrobiologiczng w przypadku szczepu S. aureus wykazaty
pochodne 273 i 288 zawierajace ugrupowanie P-alaninowe w strukturze peptydowe;.
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Nie zauwazamy roznicy pomig¢dzy szkieletami tuftsyny a retro-tuftsyny we wptywie na
badane szczepy bakteryjne.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

Wszystkie reakcje przeprowadzalam w bezw. DMF, ktory uprzednio
oczyszczatam poprzez destylacje z benzenu/wody. Do oczyszczania zwigzkow metoda
chromatografii kolumnowej stosowatam zel krzemionkowy Merck 60 (0,063-0,2 mm).
Do chromatografii cienkowarstwowej TLC stosowatam ptytki pokryte zelem
krzemionkowym [silica gel 60 (0,040-0,063mm); 1.05554.0001 Merck] Uzywatam
nastepujacych ukladow:

A CH,Cl1,:MeOH:CH;COOH 15:1:0,1 v/viv
B CH,Cl,:MeOH 50:1 v/v

C CHCl3:MeOH:NH; 5:1:0,2 v/viv
D CHCIl3:MeOH 50:1 v/v

E CHCl;:MeOH 30:1 v/v

F CHCl;:MeOH 20:1 v/v

G CHCl3:MeOH 9:1 viv

H CHCIl3:MeOH:NH; 3:1:0,2 v/vlv

Jako odczynnik wywolujacy zastosowatam roztwér ninhydryny (200 mg
ninhydryny, 100 mL etanolu i 2 mL kwasu octowego).

Widma '"H NMR i '°C NMR zostaly wykonane za pomoca aparatu Varian Unity
Plus 500 w Gdanskim Miedzyuczelnianym Laboratorium NMR lub lub Bruker Avance
[T HD 400 MHz w Katedrze Chemii Nieorganicznej PG w CDCl3;, CD;0D lub DMSO.
Widma masowe wykonano w Laboratorium Spektrometrii Mas w Katedrze Chemii
Analitycznej Politechniki Gdanskiem na aparacie BIFLEX III Bruker, z zastosowaniem
CCA lub DHB jako matrycy.

Oznaczenia HPLC-MS/MS wykonywane byly na aparacie Agilent 1290 Infinity
LC with an Agilent 6540 Accurate Mass Q-TOF LC/MS System w Katedrze Chemii
Analitycznej Politechniki Gdanskiej. Warunki rozdzialu i detekcji chromatograficznej
HPLC badanych zwiazkow: kolumna - Poroshell EC-C18 (3,0 x 150 mm) / 2,7 mm,
Agilent Technologies; temperatura kolumny: 40 ° C; objetos¢ wtrysku: 2 pul; szybkos¢
przeptywu: 0,4 mL / min; eluenty: (A) 0,1% HCOOH w wodzie, (B) 0,1% HCOOH
wACN/MeOH (1: 1, v/ v).

Pomiary spektrofotometryczne wykonane zostaty za pomoca spektrofotometru
PerkinElmer 2030Multilabel Reader VictorTMX4 natomiast pomiary cytometryczne
wykonywane byly z wykorzystaniem analizatora komoérek BD LSRFortessa ™
w Zaktadzie Immunologii Klinicznej 1 Transplantologii.
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Wartosci ECsy oraz ICsyp wyznaczane byly za pomocg programu SigmaPlot 11.
Wartosci p i F wyznaczane byly z wykorzystaniem programu STATISTICA 11.0.

1. Cze$¢ syntetyczna

1.1. Materialy stosowane podczas syntezy analogéw MPA

Nazwa Firma

MPA Tocris Bioscience
chronione aminokwasy Bachem
chronione aminokwasy Sigma-Aldrich

chronione aminokwasy GL Biochem (Shanghai) Ltd

DMAP Sigma-Aldrich
DMF Sigma-Aldrich
EDCI Sigma-Aldrich
T3P Alfa Aesar
TEA Alfa Aesar
DEA Alfa Aesar
CH,(Cl, POCH

CHCl; POCH

ptytki TLC Merck
LiOH-H,0 POCH

MeOH POCH

EtOAc POCH

1.2. Synteza aminokwasowych analogow MPA w postaci estrow metylowych
Aminokwasowe pochodne MPA otrzymatam stosujac procedury EDCI/DMAP
oraz T3P/TEA.

1.2.1. EDCI/DMAP

Chlorowodorek estru metylowego aminokwasu (0,181 mmol), MPA (0,166
mmol) i DMAP (0,270 mmol) rozpuscitam w 2 ml bezwodnego DMF. Nastepnie
roztwor ochtodzitam do 0°C w tazni lodowej, po czym dodatam (0,271 mmol) EDCIL.
Calos¢ mieszatam przez 2h w 0°C, a nastgpnie w temperaturze pokojowej przez 48h.
Postep reakcji kontrolowatam za pomocg TLC w ukladach A 1 B. Po zakonczeniu
syntezy rozpuszczalnik oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem, stosujagc pompe
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prozniowa. Produkt oczyszczalam za pomoca preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowe;j.

1.2.1.1. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-asparaginy 199
Zwiazek 199 otrzymatam za pomocg procedury EDCI/DMAP z wydajnoscia 73%.

Charakterystvka zwiazku 199:

MPA-Asp(OMe)-OMe (199): 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,713 (s, 3H, f),
2,065 (s, 3H, ), 2,099 (m, 2H, g), 2,135 (m, 2H, h), 2,595 (m, 1H, B-D3b), 2,684 (dd,
J=16,3 Hz, J=6,3 Hz, 1H, p-D3a), 3,271 (d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,580 (s, 3H, OMe), 3,587
(s, 3H, OMe), 3,679 (s, 3H, c), 4,541 (dd, J=14,3 Hz, J=6,9 Hz, 1H, 0-D2), 5,089 (t,
J=6,5 Hz, 1H, a), 5,225 (s, 2H, b), 8,321 (d, J=12,8 Hz, 1H, D-NH);

13C NMR (DMSO-dg) & ppm: 11,488 (e), 16,424 (), 22,857 (d), 34,264 (g), 35,248 (h),
36,057 (B-D3), 48, 822 (a-D2), 52,110 (OMe), 52,553 (OMe), 61,061 (c), 69,042 (b),
107,383(1), 116,188 (r), 122,910 (0), 123,078 (a), 134,294 (j), 146,228 (m), 153,461 (p),
163,006 (k), 170,667 (n), 170,873 (D1), 171,690 (D4), 172,247 (D-NH);

MS m/z obliczone dla C23H29NOy 463,1842; znalezione 462,1827 [M+H]";
R¢ = 0,5 (uktad B);
Czystos¢ HPLC 89,15%.

1.2.1.2. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-treoniny 200
Zwiazek 200 otrzymatam za pomocg procedury EDCI/DMAP z wydajnoscia 71%.

Charakterystyka zwiazku 200:

MPA-L-Thr-OMe (200): 'H NMR (500 MHz, CDCls-d;) & ppm: 1,18 (d, J=6,4 Hz,
3H, y-T4), 1,83 (s, 3H, f), 2,16 (s, 3H, e), 2,33 (m, 2H, g), 2,40 (m, 2H, h), 3,4 (d, J=6,8
Hz, 2H, d), 3,75 (s, 3H, ), 3,77 (s, 3H, OMe), 4,31 (m, 1H, B-T3), 4,59 (dd, J=8.8 Hz,
J=2,4 Hz, 1H, 0-T2), 5,21 (s, 2H, b), 5,27 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 6,34 (d, J=8,7 Hz, 1H, T-
NH);

'3C NMR (CDCls-d;) § ppm: 11,564 (e), 16,249 (f), 19,842 (y-T4), 22,681 (d), 34,904
(2), 34,981 (h), 52,568 (OMe), 57,070 (B-T3), 61,053 (c), 68, 042 (a-T2), 70,018 (b),
106,452 (1), 116,730 (r), 122,193 (o), 122,949 (a), 134,394 (j), 144,130 (m), 153,637
(p), 163,587 (k), 171,614 (n), 173,475 (T-NH);

MS m/z obliczone dla C2,H29NOg 435,1893; znalezione 436,2009 [M+H]";
R¢ = 0,5 (uktad A);

Czystos¢ HPLC 99,77%.
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1.2.1.3. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-D-treoniny 201
Zwiazek 201 otrzymatam za pomocg procedury EDCI/DMAP z wydajnoscia 70%.

Charakterystyka zwiazku 201:

MPA-D-Thr-OMe (201): 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 0,98 (d, J=6,4 Hz,
3H, y-T4), 1,723 (s, 3H, f), 2,054 (s, 3H, e), 2,125 (m, 2H, g), 2,187 (m, 2H, h), 3,262
(d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,587 (s, 3H, c¢), 3,670 (s, 3H, OMe), 4,018 (m, 1H, B-T3), 4,214
(dd, J=8,5 Hz, J=3,5 Hz, 1H, a-T2), 5,1 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b), 7,945 (d,
J=8,5 Hz, 1H, T-NH);

3C NMR (CDCls-dy) § ppm: 11,56 (e), 16,24 (f), 19,84 (y-T4), 22,67 (d), 34,90 (g),
34,97 (h), 52,56 (OMe), 57,06 (B-T3), 61,05 (c), 68,03 (0-T2), 70,01 (b), 106,44 (1),
116,72 (r), 122,18 (0), 122,93 (a), 134,37 (j), 144,12 (m), 153,62 (p), 163,57 (k), 171,60
(n), 173,47 (T-NH);

MS m/z obliczone dla C2yH29NOg 435,1792; znalezione 436,1132 [M+H]";
R¢=0,5 (uklad A);
Czystos¢ HPLC 99,72%.

1.2.1.4. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-argininy 203
Zwiazek 203 otrzymatam za pomocg procedury EDCI/DMAP z wydajnoscia 70,5%.

Charakterystyka zwiazku 203:

MPA-L-Arg(NO,)OMe (203): 'H NMR (500 MHz, CDCls-d;) & ppm: 1,582 (m, 3H, v-
R4, B-R3b), 1,769 (s, 3H, ), 1,836 (m, 1H, B-R3a), 2,103 (s, 3H, e), 2,218 (m, 2H, g),
2,345 (m, 2H, h), 3,231 (m, 2H, §-R5), 3,323 (d, J=6,5 Hz, 2H, d), 3,703 (s, 3H, c),
3,721 (s, 3H, OMe), 4,558 (m, 1H, 0-R2), 5,163 (s, 2H, b), 5,209 (t, J=6,4 Hz, 1H, a),
8,641 (m, 1H, R-NH);

BCNMR (CDCls-d;) & ppm: 11,5 (e), 16,12 (f), 22,60 (d), 24,12 (B-3R), 30,60 (y-R4),
34,70 (2), 34,99 (h), 40,35 (5-R5), 50,68 (a-R2), 52,68 (OMe), 60,99 (c), 70,12 (b),
106,29 (1), 116,96 (r), 121,95 (0), 122,90 (a), 134,24 (j), 144,26 (m), 153,45 (p), 159,27
(¥), 163,6 (n), 172,66 (R1), 172,92 (R-NH);

MS m/z obliczone dla C,4H33N509 535,5521; znalezione 535,2348 M*;
R¢ = 0,4 (uktad A);

Czystos¢ HPLC 100%.

1.2.1.5. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-D-argininy 204
Zwiazek 204 otrzymatam za pomocg procedury EDCI/DMAP z wydajnoscig 66%.

107


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Charakterystyvka zwiazku 204:

MPA-D-Arg(NO,)-OMe (204): 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,469 (m, 3H,
v-R4, B-R3b) 1,650 (m, 1H, B-R3a), 1,718 (s, 3H, f), 2,059 (s, 3H, e), 2,108 (m, 2H, g),
2,144 (m, 2H, h), 3,101 (m, 2H, 8-RS), 3,269 (d, J=6,7 Hz, 2H, d), 3,587 (s, 3H, c),
3,673 (s, 3H, OMe), 4,160 (q, J=13,2 Hz, 1H, 0a-R2), 5,095 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,221
(s, 2H, b), 8,175 (d, J=7,5 Hz, 1H, R-NH);

13C NMR (CDCls-d;) § ppm: 11,5 (e), 16,12 (f), 22,60 (d), 24,12 (B-3R), 30,60 (y-R4),
34,70 (g), 34,99 (h), 40,35 (3-R5), 50,68 (0-R2), 52,68 (OMe), 60,99 (c), 70,12 (b),
106,29 (1), 116,96 (r), 121,95 (0), 122,90 (), 134,24 (j), 144,26 (m), 153,45 (p), 159,27
(k), 163,6 (n), 172,66 (R1), 172,92 (R-NH);

MS m/z obliczone dla C,4H33N509 535,5541; znalezione 535,4514 M*;
R¢ = 0,46 (uktad A);
Czystos¢ HPLC 100%.

1.2.2. T3P/TEA

Chlorowodorek estru metylowego odpowiedniego aminokwasu (0,342 mmola),
MPA (0,313 mmola) i TEA (1,563 mmola) rozpuscitam w 2 ml bezwodnego DMF.
Nastepnie roztwér ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam roztwér (0,625 mmola) T3P
w 50% DMEF. Calo$¢ mieszalam w atmosferze gazu oboje¢tnego (azotu) w temp. 0°C
przez 2 godz., a nastgpnie w temp. pokojowej przez 48 h. Postep reakcji kontrolowatam
za pomocg TLC w wukladzie A i B. Po zakonczeniu syntezy rozpuszczalnik
oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem, za pomocg pompy proézniowej. Produkt
oczyscitam uzywajac preparatywnej chromatografii cienkowarstwowe;.

1.2.2.1. Synteza estru metylowego N-mykofenoilo-L-izoleucyny 202
Zwiazek 202 otrzymatam za pomocg procedury T3P/TEA z wydajno$cia 68%.

Charakterystyka zwiazku 202:

MPA-L-Ile-OMe (202): '"H NMR (DMSO-dg) & ppm: 'HNMR (500 MHz, DMSO-de) &
ppm: 0,761 (m, 6H, 6-15, €-16) 1,084 (m, 1H, y-I14b), 1,301 (m, 1H, y-14a), 1,659 (m,
1H, B-13), 1,718 (s, 3H, f), 2,066 (s, 3H, e), 2,1 (m, 2H, g), 2,189 (m, 2H, h), 3,268 (d,
J=7,4 Hz, 2H, d), 3,583 (s, 3H, ¢), 3,676 (s, 3H, OMe), 4,134 (dd, J=7,8 Hz, J=6,8 Hz,
1H, a-12), 5,063 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,231 (s, 2H, b), 8,062 (d, J=8,1 Hz, 1H, I-NH);

3C NMR (DMSO-dg) & ppm: 11,49 (e), 11,50 (5-15), 15,83 (¢-16), 16,49 (f), 22,84 (d),
2521 (y -14), 34,111 (B-13), 35,36 (), 36,71(h), 51,95 (OMe), 56,60 (a-12), 61,06 (c),
69,05 (b), 107,39 (1), 116,39 (r), 122,89 (0), 122,91 (a), 134,41 (j), 146,21 (m), 153,17
(p), 163,02 (k), 170,59 (n), 172,49 (11), 172,66 (I-NH);

MS m/z obliczone dla C,4H33NO; 447,2257; znalezione 448,2390 [M+H]";
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R¢ = 0,46 (uktad B);

Czystos¢ HPLC 98,37%.

1.2.2.2. Synteza estru metylowego N-mykofenoiloaminomalonianu 205
Zwiazek 205 otrzymatam za pomocg procedury T3P/TEA z wydajnoscia 45%.

Charakterystyka zwiazku 205:

MPA-Mal-(OMe); (205): '"H NMR (500 MHz, CDCls-d;) & ppm: 1,81 (s, 3H, f), 2.15
(s, 3H, e), 2.31 - 2.40 (m, 4H, g, h), 3.39-3.40 (d, 2H, J = 6.8 Hz, d), 3,77 (s, 3H, ¢),
3.81 (s, 6H, OMe), 5.20 (s, 2H, b), 5.22-5.28 (m, 1H, a), 6.46 - 6.48 (d, 1H, J = 6.8
Hz,0-M2), 7,67 (m, 1H, M-NH);

13C NMR (CDCls-d;) § ppm: 11,8 (e), 16,4 (f), 22,8 (d), 34,8 (2), 35,0 (h), 53,7 (OMe),
56,2 (OMe), 61,3 (c), 70,3 (b), 106,6 (1), 117,0 (r), 122,3 (0), 123,2 (a), 134,4 (j), 144,3
(m), 153,9 (p), 163,9 (k), 167,0 (0-M2), 172,6 (n), 173,1 (M-NH);

MS m/z obliczone dla C,,HsNOg 450,1764; znalezione 450,1801 [M+H]™;
R¢ = 0,6 (uktad B);
Czysto$s¢ HPLC 99,5%.

1.3. Synteza aminokwasowych analogow kwasu mykofenolowego z wolng grupa
karboksylowa
Ester metylowy odpowiedniego aminokwasu (0,18 mmol) rozpuszczalam w 1,8
ml metanolu. Nastepnie dodawatam (0,54 mmola) monohydratu wodorotlenku litu
rozpuszczonego w 1,18 ml wody. Cato$¢ mieszatam na mieszadle magnetycznym przez
24h w temp. pokojowej. Postegp reakcji monitorowatam za pomoca chromatografii TLC
(eleunt A, B, C) Kolejno roztwor zakwaszatam 2N HCI i ekstrahowatam octanem etylu
(EtOAc).  Ekstrakt suszytam z  wykorzystaniem MgSOy4,  rozpuszczalnik
oddestylowywatam a zwigzek oczyszczalam za pomoca preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowe;j.

1.3.1. Synteza N-mykofenoilo-L-asparaginy 206
Zwiazek 206 otrzymatam z wydajnoscia 87%.

Charakterystyka zwiazku 206:

MPA-L-Asp(OH)-OH (206): 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm: 1,71 (s, 3H, 1),
2,06 (s, 3H, e), 2,12 (m, 4H, g, h), 2,49 (m, 1H, B-D3b), 2,63 (dd, J=15,7 Hz, J=6,3 Hz,
1H, B-D3a),3,27 (d, J=6,6 Hz, 2H, d), 3,67 (s, 3H, c), 4,35 (dd, J=14,1 Hz, J=7,0 Hz,
1H, a-D2), 5,07 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b), 7,94 (d, J=7,7 Hz, 1H, D-NH), 9,42
(s, 1H, COOH);

109


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

C NMR (DMSO-dg) & ppm: 11,48 (e), 16,44 (£), 22,97 (d), 34,43 (g), 35,39 (h), 36,86
(B-D3), 50,01 (a-D2), 61,03 (c), 68,97 (b), 107,47(1), 115,72 (r), 122,97 (0), 133,96 (j),
146,27 (m), 161,06 (k), 170,88 (n), 171,49 (D1), 171,89 (D4), 173,36 (D-NH);

MS m/z obliczone dla C23H29NOg 435,4744; znalezione 436,1632 [M+H]";
R¢ = 0 we wszystkich sprawdzanych eleuntach;
Czystos¢ HPLC 99,49%.

1.3.2. Synteza N-mykofenoilo-L-treoniny 207
Zwiazek 207 otrzymatam z wydajnoscia 88%.

Charakterystyka zwiazku 207:

MPA-L-Thr-OH (207): 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 0,97 (d, J = 6,3 Hz,
3H, y-T4), 1,74 (s, 3H, ), 2,08 (s, 3H, e), 2,16 (m, 2H, g), 2,25 (m, 2H, h), 3,29 (d, J =
6,7 Hz, 2H, d), 3,69 (s, 3H, ¢), 3,99 (m, 1H, B-T3), 4,08 (dd, J = 8,2 Hz, J = 3,5 Hz, 1H,
a-T2), 5,12 (t, J = 6,4 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H, b), 7,66 (d, J = 8,2 Hz, 1H, T-NH), 7,95
(s, 1H, COOH);

3C NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm: 11,49 (e), 16,45 (f), 20.39 (y-T4), 21,60 (d), 34,49
(g), 35,50 (h), 55,36 (B-T3), 61,06 (c), 66,32 (a-T2), 69,04 (b), 107,41 (1),116,03 (1),
122,97 (0), 134,34 (j), 146,21 (m), 162,71 (k), 170,81 (n), 172,52 (T-NH);

MS m/z obliczone dla C,H27NOg 421,4432; znalezione 422,1812 [M+H]™;
Rt = 0,39 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 98,65%.

1.3.3. Synteza N-mykofenoilo-D-treoniny 208
Zwiazek 208 otrzymatam z wydajnoscig 86%.

Charakterystyka zwiazku 208:

MPA-D-ThrOH (206): '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 0,926 (d, J=8,6 Hz, 3H,
v-T4), 1,721 (s, 3H, 1), 2,058 (s, 3H, ¢), 2,107 (m, 2H, g), 2,168 (m, 2H, h), 3,263 (d,
J=6,7 Hz, 2H, d), 3,671 (s, 3H, c), 3,936 (m, 1H, B-T3), 4,029 (m, 1H, a-T2), 5,087 (t,
J=6,5 Hz, 1H, a), 5,219 (s, 2H, b),7,561 (d, J=8 Hz, 1H, T-NH) 7,96 (s, |H, COOH);

C NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm: 11,49 (e), 16,45 (f), 20.39 (y-T4), 21,60 (d), 34,49
(), 35,50 (h), 55,36 (B-T3), 61,06 (c), 66,32 (0-T2), 69,04 (b), 107,41 (1),116,03 (1),
122,97 (0), 134,34 (j), 146,21 (m), 162,71 (k), 170,81 (n), 172,52 (T-NH);

MS m/z obliczone dla C,Hy7NOsg 421,4432; znalezione 422,5721 [M+H]";
R¢ = 0,46 (uklad C);
Czystos¢ HPLC 99,02%.
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1.3.4. Synteza N-mykofenoilo-L-izoleucyny 209
Zwiazek 209 otrzymatam z wydajnoscia 80%.

Charakterystyka zwiazku 209:

MPA-Ile-OH (209): 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) 8 ppm: 0,771 (d, J=7,3 Hz, 3H, 5-
15), 0,793 (t, J=7,5 Hz, 3H, £-16) 1,071 (m, 2H, y-14), 1,658 (m, 1H, B-I3), 1,717 (s, 3H,
f), 2,053 (s, 3H, €), 2,053 (m, 2H, g), 2,092 (m, 2H, h), 3,259 (d, J=6,7Hz, 2H, d), 3,665
(s, 3H, ¢), 4,051 (m, 1H, a-I2), 5,067 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,214 (s, 2H, b), 7,810 (d,
J=8,5 Hz, 1H, I-NH) 8,38 (s, 1H, COOH);

13C NMR (DMSO-dg) & ppm: 11,49 (e), 11,76 (5-15), 16,04 (¢-16), 16,49 (f), 22,92 (d),
25,15 (y —14), 34,29 (B-13), 35,52 (g), 36,83 (h), 57,07 (a-12), 61,02 (c), 68,98 (b),
107,39 (1), 115,791 (r), 122,96 (0), 123,27 (a), 134,18 (j), 146,20 (m), 154,061 (p),
163,06 (k), 170,858 (n), 172,216 (11), 174,116 (I-NH);

MS m/z obliczone dla C,3H3;NO7 433,4924; znalezione 432,1996 M™;
R¢ = 0,674 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 100%.

1.3.5. Synteza N-mykofenoilo-L-argininy 210
Zwiazek 210 otrzymatam z wydajnoscia 87%.

Charakterystvka zwiazku 210:

MPA-L-Arg(NO,)OH (210): 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) d ppm: 1,53 (m, 3H, -
R4, B-R3) 1,68 (m, 1H, B-R3), 1,73 (s, 3H, c), 2,07 (s, 3H, e), 2,14 (m, 2H, g), 2,18 (m,
2H, h), 3,13 (m, 2H, d-R5), 3,28 (d, J = 6,7 Hz, 2H, d), 3,68 (s, 3H, c), 4,06 (m, 1H, a-
R2), 5,11 (t,J = 6,3 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H, b), 7,86 (d, J = 7,3 Hz, 1H, R-NH), 8,52 (s,
1H, COOH);

3C NMR (DMSO-d6) & ppm: 11,48 (e), 16,46 (f), 21,65 (d), 22,96 (b-R3), 29,23 (g-
R4), 34,53 (g), 35,51 (h), 40,57 (d-R5), 52,71 (a-R2), 61,03 (c) , 69,00 (b), 107,41 (1),
122,97 (0), 123,42 (a), 134,17 (j), 146,22 (m), 159,74 (k), 163,09 (n), 172,08 (R1),
172,59 (R-NH);

MS m/z obliczone dla Co3H3;Ns5O9 521,5224; znalezione 522,3923 [M+H]™;
R¢ = 0,22 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 100%.

1.3.6. Synteza N-mykofenoilo-D-argininy 211
Zwiazek 211 otrzymatam z wydajnoscia 8§9%.
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Charakterystyvka zwiazku 211:

MPA-D-Arg(NO,)OH (211): 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) 5 ppm: 1,476 (m, 3H, y-
R4, B-R3b) 1,618 (m, 1H, B-R3a), 1,715 (s, 3H, f), 2,043 (s, 3H, e), 2,104 (m, 2H, g),
2,147 (m, 2H, h), 3,115 (m, 2H, §-R5), 3,249 (d, J=6,3 Hz, 2H, d), 3,657 (s, 3H, ¢),
3,956 (q, J=13 Hz, 1H, a-R2), 5,061 (1, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,199 (s, 2H, b), 8,205 (d,
J=8,17 Hz, 1H, R-NH), 8,54 (s, 1H, COOH);

'3C NMR (DMSO-d6) & ppm: 11,48 (e), 16,46 (f), 21,65 (d), 22,96 (b-R3), 29,23 (g-
R4), 34,53 (g), 35,51 (h), 40,57 (d-R5), 52,71 (a-R2), 61,03 (c) , 69,00 (b), 107,41 (1),
122,97 (0), 123,42 (a), 134,17 (j), 146,22 (m), 159,74 (k), 163,09 (n), 172,08 (R1),
172,59 (R-NH);

MS m/z obliczone dla Co3H3NsOg 521,5224; znalezione 522,3921[M+H]™;
R¢ = 0,195 (uktad C);

Czystos¢ HPLC 99,06%.

1.4. Synteza peptydow

1.4.1. Synteza pochodnych tuftsyny
Peptydy: tuftsyng¢ oraz jej pochodne otrzymatam za pomoca metody mieszanych
bezwodnikow.

1.4.1.1. Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OMe
Dipeptyd Boc-Pro-Arg(NO,)-OMe

3,18 g (14,77 mmola) Boc-Pro-OH rozpuscitam w 5 ml bezwodnego DMF, ochtodzitam
do -15°C, a nastepnie dodatam 1,5 ml (14,77 mmola) NMM oraz 2 ml (14,77 mmola)
chloromréwczanu izobutylu. Po 5 minutach dodatam ochtodzony roztwor
HCIxArg(NO;,)-OMe (3,98 g, 14,77 mmola) wcze$niej rozpuszczony w 5 ml
bezwodnego metanolu z dodatkiem 1,6 ml (15,8 mmola) NMM. Cato$¢ mieszatam
magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostepem wilgoci w -15°C przez 4 godz.
apdzniej] w temperaturze pokojowej do dnia nastepnego. Reakcje kontrolowatam za
pomocag TLC w ukladzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu ninhydryny. Po
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymany produkt rozpuscitam w
octanie etylu oraz przemywatam: 5% HCI (x2), H,O (x2), nasyc. NaHCOs3 (x2), H,O i
nasyc. NaCl oraz suszytam wykorzystujac MgSO,. Srodek suszacy odsaczylam a
rozpuszczalnik oddestylowatam przy uzyciu wyparki rotacyjne;.

Zwiazek 214 otrzymatam z wydajno$cia 78% w postaci oleju.

Tripeptyd Boc-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OMe

2,08 g (4,45 mmola) Boc-Lys(Fmoc)-OH rozpuscitam w 4 ml bezwodnego DMF,
ochtodzitam do -15°C, a nastepnie dodatam 0,45 ml (4,45 mmola) NMM oraz 0,6 ml
(4,45 mmola) chloromréwczanu izobutylu. Po 5 minutach dodatam ochtodzony roztwoér
2 g (4,45 mmola) TFAxPro-Arg(NO;,)-OCH3 z 0,45 ml (4,45 mmola) TEA w 4 ml
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bezwodnego DMF. Calo$¢ mieszatam magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostgpem
wilgoci w -15°C przez 4 godz. a nastgpnie w temperaturze pokojowej do dnia
nastgpnego. Reakcje kontrolowatam za pomocag TLC w ukladzie G uzywajac jako
wywotywacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym
ci$nieniem otrzymany produkt rozpuscitam w octanie etylu oraz przemywatam: 5% HCI
(x2), HyO (x2), nasyc. NaHCOj; (x2), H,0 i nasyc. NaCl oraz suszytam wykorzystujac
MgSO,. Srodek suszacy odsaczytam, arozpuszczalnik oddestylowatam przy uzyciu
wyparki rotacyjne;j.

Zwiazek 217 Otrzymalam z wydajnoscia 67% w postaci szklistej piany.

Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OMe

0,6 g Boc-Thr-OH (2,74 mmola) rozpuscitam w 2 ml bezwodnego DMF, ochtodzono
do -15°C a nastepnie dodano 0,28 ml (2,74 mmola) NMM oraz 0,37 ml (2,74 mmola)
chloromréwczanu izobutylu. Po 5 minutach dodatam ochtodzony roztwoér 2,18 g (2,74
mmola) TFAxLys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OCH3 z 0,28 ml (2,74 mmola) TEA w 4 ml
bezwodnego DMF. Cato$¢ mieszatam magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostepem
wilgoci w -15°C przez 4 godz. a nastgpnie w temperaturze pokojowej do dnia
nastgpnego. Reakcje kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G uzywajac jako
wywotywacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym
ci$nieniem otrzymany produkt rozpuscitam w octanie etylu oraz przemywatam: 5% HCl
(x2), HO (x2), nasyc. NaHCO; (x2), H,O 1 nasyc. NaCl oraz suszylam wykorzystujac
MgSO,. Srodek suszacy odsaczytam a rozpuszczalnik oddestylowatam przy uzyciu
wyparki  rotacyjnej.  Tetrapeptyd oczyszczalam  dodatkowo na  kolumnie
chromatograficznej stosujac uktady D, E, F 1 G.

Zwiazek 220 Otrzymatam z wydajnoscig 57% w postaci szklistej piany.

Charakterystyka zwiazku 220:

'"H NMR (500 MHz, CDCls) 6 [ppm]: 1,12 (d, J=6,4 Hz, 3H, y-T4), 1,37 (m, 2H, y-
K4), 1,408 (m, 11H, CCHj3, 6-K5), 1,46 (m, 1H, B-K3), 1,51 (m, 2H, y-R4), 1,62 (m,
1H, B-R3), 1,74 (m, 2H, B-R3, B-K3), 1,97 (m, 1H, y-P4), 2,04 (m, 1H, B-P3), 2,13 (m,
1H, y-P4), 2,20 (m, 1H, B-P3), 3,12 (m, 2H, ¢-K6), 3,23 (m, 2H, 8-RS), 3,62 (m, 1H, o-
P5), 3,66 (s, 3H, OCH3), 3,71 (m, 1H, 8-P5), 3,86 (m, 1H, B-T3), 4,21 (t, J =7,2 Hz, 1H,
Fmoc-CH), 4,26 (m, 1H, a-R2), 4,31 (m, 1H, a-P2), 4,39 (m, 3H, Fmoc-CH,, a-K2),
4,67 (m, 2H, T-OH, a-T2), 5,73 (m, 1H, o-TNH), 7,05 (m, 1H, a-RNH), 7,30 (m, 2H,
Ph-H), 7,38 (t, J=7,5 Hz, 2H, Ph-H), 7,61 (d, J=7,5 Hz, 2H, Ph-H), 7,75 (d, J=7,5 Hz,
2H, Ph-H), 7,85 (m, 2H, NH, o-KNH), 8,44 (m, 1H, 6-RNH);

MS m/z obliczone dla C4HsoN¢O;> 881,97; znalezione 882,44 [M+H]" i 904,44 [M+
Na]™;

temp. top. 119-124°C;

R¢ = 0,65 (uktad G).
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1.4.1.2. Deprotekcja ostony Boc

Di-, tri- i terapeptyd rozpuszczatam w 10 ml kwasu trifluorooctowego (TFA)
i pozostawiatam na godzing, co jaki$§ czas mieszajac. Zdjecie oslony kontrolowatam za
pomocg TLC w ukladzie G. Nastepnie kwas trifluorooctowy oddestylowatam przy
uzyciu wyparki rotacyjnej, a otrzymany olej zalalam (dwukrotnie) eterem dietylowym
i wytrzgstam. Eter zdekantowalam i otrzymatam produkty w postaci sypkiego bialego
proszku.

Charakterystyka zwigzku TEAxThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OCH3:

temp. top. 165-169°C;
R¢ = 0,67 (uktad H).

1.4.1.3. Deprotekcja ostony Fmoc

Peptydy rozpuszczatam w 1 ml choloroformu i dodawatam 0,2-0,3 ml
dietyloaminy. Roztwdr pozostawialam na noc. Usunigcie ostony kontrolowatam za
pomocg TLC w uktadzie G. Nastepnie dietyloaming i chloroform oddestylowatam przy
uzyciu wyparki rotacyjnej, a otrzymany olej zalalam eterem dietylowym 1 wytrzastam.
Eter zdekantowalam i otrzymujac produkt.

Charakterystyka zwigzku Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO,)-OCHs:
MS m/z obliczone dla Co7H19NoOo 659,7341; znalezione 660,3886 M™.

1.4.2. Pentapeptydy pochodne tuftsyny
Do syntezy penatpeptydowych analogdéw tuftsyny sprawdzitam dwie metody:
mieszanych bezwodnikéw oraz odczynnik kondensujacy EDCI.

1.4.2.1. Metoda mieszanych bezwodnikow

0,8 mmola Fmoc-Gly-OH rozpuscitam w 2 ml DMF, ochtodzitam do -15°C
a nastgpnie dodatam 0,08 mmola NMM oraz 0,08 mmola chloromroéwczanu izobutylu.
Po 5 minutach dodatam ochtodzony roztwo6r0,08 mmola Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO,)-
OCH3; w 1 ml DMF. Cato$¢ mieszalam na mieszadle magnetycznym w kolbie kulistej
zaopatrzonej w rurke z CaCl, w -15°C przez 4 godz., a nastgpnie w temperaturze
pokojowej do dnia nastepnego. Reakcje kontrolowatam za pomoca TLC w uktadzie G
uzywajac jako wywolywacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymany produkt rozpuscitam w octanie etylu oraz
przemywatam: 5% HCI (x2), H,O (x2), nasyc. NaHCO3 (x2), H,O i nasyc. NaCl oraz
suszylam wykorzystujac MgSO,. Srodek suszacy odsaczytam a rozpuszczalnik
oddestylowatam przy uzyciu wyparki rotacyjne;j.

Zwiazek 237 otrzymatam z 65% wydajnoscia.

1.4.2.2. Procedura z wykorzystaniem EDCI
0,5 mmola zwigzku Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO,)-OCHj3;, 0,5 mmola Fmoc-Gly-
OH 10,5 mmola DMAP rozpuscitam w 2 ml bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor
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ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,5 mmola EDCI. Calo$¢ mieszalam w
atmosferze gazu obojetnego (azotu) w temp. 0°C przez 2 godz. a nastgpnie w temp.
pokojowej przez 48 godz.

Reakcje kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G uzywajac jako
wywotywacza roztworu ninhydryny. DMF oddestylowalam wuzywajac pompy
proézniowe] a zwigzek oczyszczalam za pomocg preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w ukladzie F 1 G.

Zwiazek 237 otrzymatam z 48% wydajnos$cia.

1.4.2.3. Pentapeptydy
Wszystkie pentapeptydy pochodne tuftsyny otrzymatam metoda mieszanych
bezwodnikoéw zgodnie z procedura opisang w punkcie 1.4.2.1.

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(FmocGly)-Pro-Arg(NO,)-OMe 237
Zwiazek 237 otrzymatam z 65% wydajno$cia w postaci sypkiego bialego proszku.

MS m/z obliczone dla CsHgN10013939,02; znalezione 939,4625 M' i 961,4431
[M+Na];

temp. top. 93-97°C;
R¢ = 0,293 (uktad G).

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc-aAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe 238

Zwiazek 238 otrzymatam z 58% wydajnoscia.

MS m/z obliczone dla CssHeaN ;9013 953,0571; znalezione 953,4732 M™ i 975,3816
[M+Na];

R = 0,359 (uktad G).

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoc-BAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe 239

Zwiazek 239 otrzymatam z 63% wydajno$cig w postaci sypkiego biatego proszku.

MS m/z obliczone dla CssHeuN ;9013 953,0531; znalezione 953,4719 M™ i 975,4552
[M+Na]™;

temp. top. 99-103°C;
R¢ = 0,326 (uktad G).

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(FmocVal)-Pro-Arg(NO,)-OMe 240

Zwiazek 240 otrzymatam z 53% wydajno$cig w postaci bialego sypkiego proszku.

MS m/z obliczone dla C47HgsN 19013 981,1071; znalezione 981,5930 M™;
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temp. top. 123-127°C;
R¢ = 0,359 (uktad G).

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmocleu)-Pro-Arg(NO,)-OMe 241

Zwiazek 241 otrzymatam z 41% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla C49H75N ;0013 1009,1631; znalezione 1009,3884 M*;
R¢ = 0,523 (uktad G).

Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(Fmoclle)-Pro-Arg(NO,)-OMe 242

Zwiazek 242 otrzymatam z 45% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla C49H75N ;0013 1009,1675; znalezione 1009,4396 M*
R¢ = 0,5 (uktad G).

1.4.3. Synteza pochodnych retro-tuftsyny
Peptydy: retro-tuftsyn¢ oraz jej pochodne otrzymatam réwniez za pomoca
metody mieszanych bezwodnikow.

Tetrapeptyd Boc- Arg(NQO;)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe
Dipeptyd Boc- Lys(Fmoc)-Thr-OMe 223

2,44 g (5,2 mmola) Boc-Lys(Fmoc)-OH rozpuscitam w 10 ml bezwodnego
DMF, ochlodzitam do -15°C, a nast¢gpnie dodatam 0,53 ml (5,2 mmola) NMM oraz
0,71 ml (5,2 mmola) chloromréwczanu izobutylu. Po 5 minutach dodatam ochtodzony
roztwor HCIxThr-OMe 0,88 g (5,2 mmola) wczesniej rozpuszczony w 4 ml
bezwodnego DMF z dodatkiem 0,53 ml (5,2 mmola) TEA. Cato$¢ mieszalam
magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostgpem wilgoci w -15°C przez 4 godz.
a pozniej w temperaturze pokojowej do dnia nastgpnego. Reakcje kontrolowatam za
pomocag TLC w uktadzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu ninhydryny. Po
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymany produkt rozpuscitam
w octanie etylu oraz przemywatam: H,O (x2), 5% HCI, 10% KHSO. (x2), H,0, 0,5 N
KHCO; (x2), H,O i nasyc. NaCl oraz suszytam wykorzystujac MgSO4. Srodek suszacy
odsgczytam a rozpuszczalnik oddestylowatam przy uzyciu wyparki rotacyjne;.

Zwiazek 223 otrzymatam z 83% wydajnoscig w postaci szklistej piany.

Tripeptyd Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 226

1,03 g (4,78 mmola) Boc-Pro-OH rozpuscitam w 10 ml bezwodnego DMF,
ochtodzitam do -15°C, a nastepnie dodatam 0,48 ml (4,78 mmola) NMM oraz 0,65 ml
(4,78 mmola) chloromréwczanu izobutylu. Po 5 minutach dodatam ochtodzony roztwor
TFAxLys(Fmoc)-Thr-OMe 2,87 g (4,78 mmola) wcze$niej rozpuszczony w 4 ml
bezwodnego DMF z dodatkiem 0,48 ml (4,78 mmola) TEA. Cato$¢ mieszalam
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magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostepem wilgoci w -15°C przez 4 godz.
a pozniej w temperaturze pokojowej do dnia nastgpnego. Reakcje kontrolowatam za
pomoca TLC w ukladzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu ninhydryny. Po
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymany produkt rozpuscitam
w octanie etylu oraz przemywatam: H,O (x2), 5% HCI, 10% KHSO, (x2), H,0, 0,5 N
KHCO; (x2), HO i nasyc. NaCl oraz suszytam wykorzystujac MgSOy. Srodek suszacy
odsgczylam a rozpuszczalnik oddestylowatam przy uzyciu wyparki rotacyjne;.

Zwiazek 226 otrzymatam z 76% wydajnoscia w postaci szklistej piany.

Tetrapeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 229

0,85 g (3,93 mmola) Boc-Arg(NO2)-OH rozpuscitam w 10 ml bezwodnego DMF,
ochtodzitam do -15°C, a nastgpnie dodatam 0,4 ml (3,93 mmola) NMM oraz 0,54 ml
(3,93 mmola) chloromréwczanu izobutylu. Po 5 minutach dodatam ochtodzony roztwor
TFAXPro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 2,86 g (3,93 mmola) wcze$niej rozpuszczony w 4 ml
bezwodnego DMF z dodatkiem 0,44 ml (3,93 mmola) TEA. Calo$¢ mieszatam
magnetycznie z zabezpieczeniem przed dostepem wilgoci w -15°C przez 4 godz. a
pézniej w temperaturze pokojowej do dnia nastgpnego. Reakcje kontrolowalam za
pomocg TLC w ukladzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu ninhydryny. Po
oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym cisnieniem otrzymany produkt rozpuscitam w
octanie etylu oraz przemywatam: H,O (x2), 5% HCI, 10% KHSO, (x2), H,O, 0,5 N
KHCO; (x2), H>O i nasyc. NaCl oraz suszytam wykorzystujac MgSO4. Srodek suszacy
odsaczytam a rozpuszczalnik oddestylowalam oddestylowatam przy uzyciu wyparki
rotacyjnej.

Zwiazek 229 otrzymatam z 65% wydajnoscia w postaci szklistej piany.

Charakterystyka zwigzku Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe 229

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1,24 (m, 5H, y-T4, y-K4), 1,33 (m, 11H, CCHs,
§-K5), 1,43 (m, 4H, B-R2, B-K3, y-R4), 1,71 (m, 2H, B-R3, B-K3), 1,92 (m, 2H, B-P3, y-
P4), 2,07 (m, 1H, y-P4), 2,22 (m, 1H, B-P3), 3,08 (m, 2H, &-K6), 3.22 (m, 2H, 5-RS5),
3,59 (m, 1H, 8-P5), 3,72 (s, 3H, OCH3), 3,74 (m, 1H, 8-P5), 4,21 (m, 2H, B-T3, Fmoc-
CH), 4,33 (m, 1H, a-R2), 4,41 (m, 1H, 0-T2), 4,49 (m, 3H, Fmoc-CHz, 0-K2), 4,62 (m,
1H, 0-P2), 5,56 (m, 1H, T-OH), 5,91 (m, 1Hm R-aNH), 6,98 (m, 1H, T-aNH), 7,28 (m,
2H, Ph-H), 7,38 (t, J=7,4 Hz, 2H, Ph-H), 7,58 (d, J=7,4 Hz, 2H, Ph-H), 7,75 (d, J=7,4
Hz, 2H, Ph-H), 7.76 (m, 2H, o-KNH, &-KNH), 8,73 (m, 1H, 5-RNH);

MS m/z obliczone dla C4HsoNoO;, 881,9716; znalezione 882,4431 [M+H]" i 904,4852
[M+Na]™;

temp. top. 106-110°C;

R¢ = 0,62 (uktad G).
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1.4.3.2.Deprotekcja ostony Boc
Ostone Boc usuwatam zgodnie z procedurg opisang w punkcie 1.4.1.2.

Charakterystyka zwigzku TFAXArg(NO,)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHj3:
temp. top. 162-166°C;
R¢ = 0,47 (uktad H).

1.4.3.3.Deprotekcja ostony Fmoc
Ostong Fmoc usunetam zgodnie z procedurg opisang w punkcie 1.4.1.3.

Charakterystyka zwigzku Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OCHs:

MS m/z obliczone dla C,7H49NoO;o 659,73; znalezione 660,43 M™.

1.4.4. Pentapeptydy pochodne retro-tuftsyny
Do syntezy penatpeptydowych analogdw retro-tuftsyny sprawdzitam trzy
metody: mieszanych bezwodnikéw, odczynnik kondensujacy EDCI oraz EEDQ.

1.4.4.1. Metoda mieszanych bezwodnikow

0,025 g (0,08 mmola) Fmoc-BAla-OH rozpuscitam w 1 ml DMF, ochtodzitam
do -15°C, a nastgpnie dodatam 0,008 ml (0,08 mmola) NMM oraz 0,011 ml (0,08
mmola) chloromréwczanu izobutylu. Po 5 minutach dodatam ochtodzony roztwor 0,053
g (0,08 mmola) Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OCH3; w 0,3 ml DMF. Calo$¢ mieszatam
na mieszadle magnetycznym w kolbie kulistej zaopatrzonej w rurke z CaCl, w -15°C
przez 4 godz. a nastgpnie w temperaturze pokojowej do dnia nastgpnego.

Reakcje kontrolowatam za pomoca TLC w ukfadzie G uzywajac jako
wywotywacza roztworu ninhydryny. Po oddestylowaniu DMF pod zmniejszonym
ci$nieniem otrzymany produkt rozpuscitam w octanie etylu oraz przemywatam: 5% HCI
(x2), H,O (x2), nasyc. NaHCOj3 (x2), H,O 1 nasyc. NaCl oraz suszytam wykorzystujac
MgSOy. Srodek suszacy odsaczytam a rozpuszczalnik oddestylowatam oddestylowatam
przy uzyciu wyparki rotacyjne;j.

Zwiazek 252 otrzymatam z 51% wydajnoscia.

1.4.4.2. Procedura z wykorzystaniem EDCI

Pochodng Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OCHs 0,033 g (0,05 mmola), Fmoc-§3-
Ala-OH 0,016 g (0,05 mmola) i DMAP 0,078 g (0,05 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwdr ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,0061 g
(0,05 mmola) EDCI. Cato$¢ mieszaltam w atmosferze gazu obojetnego (azotu) w temp.
0°C przez 2 godz. a nastgpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomoca TLC w ukladzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu
ninhydryny. DMF oddestylowatam uzywajac pompy proézniowej a zwigzek
oczyszczatam za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC)
w uktadzie F 1 G.
Zwiazek 252 otrzymatam z 42% wydajnoscia.
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1.4.4.3. Procedura z wykorzystaniem EEDQ

Pochodng Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OCH3 0,014 g (0,021 mmola), Fmoc-3-
Ala-OH 0,0065 g (0,021 mmola) i Py 0,008 ml (0,105 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,026 g
(0,105 mmola) EDDQ. Calo$¢ mieszalam w atmosferze gazu oboje¢tnego (azotu)
w temp. 0°C przez 2 godz. anastepnie w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomoca TLC w uktadzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu
ninhydryny. DMF oddestylowatam uzywajac pompy proézniowej, a zwigzek
oczyszczalam za pomoca preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC)
w uktadzie F i G.

Zwiazek 252 otrzymatam z 35% wydajnos$cia.

1.4.4.4. Pentapeptydy
Wszystkie pentapeptydy pochodne retro-tuftsyny otrzymatam metoda mieszanych
bezwodnikoéw zgodnie z procedura opisang w punkcie 1.4.4.1..

Penatpeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocGly)-Thr-OCHj3 250:

Zwiazek 250 otrzymatam z 56% wydajno$cia w postaci sypkiego bialego proszku.

MS m/z obliczone dla CyuHgN;oO13 939,0213; znalezione 939,4664 M* i 961,4473
[M+Na]*;

temp. top. 93-97°C;
R¢ = 0,293 (uktad G).

Penatpeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocaAla)-Thr-OCHj; 251:

Zwiazek 251 otrzymatam z 53% wydajnoscia.

MS m/z obliczone dla CssHgsN;0O13 953,0542; znalezione 953,4770 M* i 975,3801
[M+Na]*;

R; = 0,359 (uktad G).

Penatpeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Fmoc[-Ala)-Thr-OCH; 252:

Zwiazek 252 otrzymatam z 51% wydajnoscia w postaci sypkiego biatego proszku.
MS m/z obliczone dla C4sHgsN 10013 953,0547; znalezione 953,4735 M™;

temp. top. 99-103°C;

R¢ = 0,326 (uktad G).

Penatpeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocVal)-Thr-OCHj3 253:

Zwiazek 253 otrzymatam z 48% wydajnoscia w postaci sypkiego biatego proszku.
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MS m/z obliczone dla C47HegN19O13 981,1026; znalezione 981,5821 M*;
temp. top. 123-127°C;
R¢ = 0,435 (uktad G).

Penatpeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocLeu)-Thr-OCH; 254:

Zwiazek 254 otrzymatam z 35% wydajnos$cia.
MS m/z obliczone dla C49H75N ;0013 1009,1664; znalezione 1009,4303 M*;
R¢ = 0,457 (uktad G).

Penatpeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Fmoclle)-Thr-OCHj3 255:

Zwiazek 255 otrzymatam z 32% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla C49oH75N ;0013 1009,1645; znalezione 1009,4374 M*;

R; = 0,522 (uktad G).

1.5. Synteza peptydowych pochodnych MPA

1.5.1. Synteza peptydowych pochodnych MPA zawierajgcych w swojej strukturze
analogi tuftsyny

W celu wyselekcjonowania metody syntezy kwasu mykofenolowego
z analogami tuftsyny sprawdzitam kilka metod tworzenia wigzania amidowego
wykorzystujac odczynniki kondensujace EDCI, EEDQ i T3P.

1.5.1.1 Procedura z wykorzystaniem EDCI/DMAP

Pochodng TFAxThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO;,)-OCH; 0,013 g (0,015 mmola),
MPA 0,0034 g (0,011 mmola) i DMAP 0,018 g (0,015 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,0022 g
(0,014 mmola) EDCI. Cato$¢ mieszatam w atmosferze gazu oboj¢tnego (azotu) w temp.
0°C przez 2 godz. a nastgpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G. DMF oddestylowalam uzywajac pompy
prozniowe] a zwiazek oczyszczatam za pomoca preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w uktadzie G.

Zwiazek 263 otrzymatam z 43% wydajnoscia.

1.5.1.2. Procedura z wykorzystaniem EEDQ

Pochodng TFAxThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OCH; 0,010 g (0,011 mmola),
MPA 0,0035 g (0,011 mmola) i TEA 0,0022 ml (0,022 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,0054 g
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(0,022 mmola) EDDQ. Cato$¢ mieszalam w atmosferze gazu oboj¢tnego (azotu)
w temp. 0°C przez 2 godz. a nastepnie w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G. DMF oddestylowatam uzywajac pompy
proézniowe] a zwigzek oczyszczalam za pomocg preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w uktadzie G.

Zwiazek 263 otrzymatam z 33% wydajnoscia.

1.5.1.3. Procedura z wykorzystaniem T3P

Pochodng TFAxThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OCH3 0,025 g (0,0289 mmola),
MPA 0,0068 g (0,0212 mmola) i TEA 0,0014 ml (0,0112 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwdr ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,030 ml
(0,052 mmola) T3P w 50% roztworze DMF Cato§¢ mieszalam w atmosferze gazu
obojetnego (azotu) w temp. 0°C przez 2 godz. a nastgpnie w temp. pokojowej przez 48
godz. Reakcje¢ kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G. DMF oddestylowatam
uzywajac pompy prozniowej a zwigzek oczyszczalam za pomoca preparatywnej
chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) w uktadzie G.

Zwiazek 263 otrzymatam z 65% wydajnoscia.

1.5.1.4. Pochodne MPA i analogow tuftsyny 263-269
Zwiagzki 263-269 otrzymalam wykorzystujac metode T3P/TEA zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 1.5.1.3..

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OMe 263:

Zwiazek 263 otrzymatam z 65% wydajno$cig w postaci sypkiego biatego proszku.

MS m/z obliczone dla CssHgoNoO;s 1084,1180; znalezione 1084,4991 [M+H]"
i1106,4817 [M+Na]™;

temp. top. 133-138°C;

R = 0,512 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(FmocGly)-Pro-Arg(NO,)-OMe 264:

Zwiazek 264 otrzymatam z 48% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CssH7oN 10016 1141,2364; znalezione 1141,5202 M™;

R; = 0,589 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(FmocaAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe 26S:

Zwiazek 265 otrzymatam z 53% wydajnoscia.
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MS m/z obliczone dla CssH76N9O16 1155,2521; znalezione 1155,5356 M*;

R = 0,542 (uklad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(FmocBAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe 266:

Zwiazek 266 otrzymatam z 51% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CssH76N 9016 1155,2581; znalezione 1155,5460 M*;

R; = 0,502 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(FmocVal)-Pro-Arg(NO,)-OMe 267:

Zwiazek 267 otrzymatam z 49% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CsoH7sN0O16 1183,3174; znalezione 1183,5718 M*;

R¢ = 0,583 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(FmocLeu)-Pro-Arg(NO,)-OMe 268:

Zwiazek 268 otrzymatam z 42% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CoHggN90O16 1197,3341; znalezione 1197,5756 M*;

R¢ = 0,602 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(Fmoclle)-Pro-Arg(NO,)-OMe 269:

Zwiazek 269 otrzymatam z 45% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CgoHgoN 90016 1197,3326; znalezione 1197,5822 M*;
R¢=0,571 (uktad G).

1.5.1.5. Usuniecie ostony Fmoc z peptydowych analogow MPA zawierajqgcych tufisyne

0,05 g (0,046 mmola) MPA-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO,)-OMe rozpuszczatam
w 1 ml chloroformu, a nast¢gpnie dodawatam 0,2-0,3 ml dietyloaminy. Mieszalam
1 roztwor pozostawiatam na noc. Reakcje¢ kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G.
Chloroform i dietyloaming oddestylowalam uzywajac wyparki obrotowej, a zwigzek
oczyszczatam za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) w
uktadzie C i H.

Zwiazek 270 otrzymatam z 84% wydajnoscia.

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys-Pro-Arg(NO,)-OMe 270:

Zwiazek 270 otrzymatam z 84% wydajnoscia.
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MPA-T (270): 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 0,97 (d, J=6,3 Hz, 3H, y-T4),
1,36 (m, 2H, y-K4), 1,53 (m, 5H, 5-K5, B-K3b, y-R4), 1,63 (m, 2H, p-K3a, p-R3a), 1,74
(s, 3H, f), 1,86 (m, 3H, B-P3b, y-P4b, y-P4a), 2,03 (m, 1H, p-P3a), 2,07 (s, 3H, ), 2,14
(m, 2H, g), 2,125 (m, 2H, h), 2,88 (m, 2H, £-K6), 3,17 (m, 2H, 5-R5), 3,29 (d, J=6,8 Hz,
2H, d), 3,52 (m, 1H, 5-P5b), 3,62 (s, 3H, COOMe), 3,65 (m, 1H, 5-P5a), 3,69 (s, 3H,
©), 3,92 (m, 1H, B-T3), 4,17 (m, 1H, 0-T2), 4,21 (m, 1H, a-R2), 4,35 (m, 1H, o-P2),
4,50 (m, 1H, 0-K2), 5,14 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H, b), 7,81 (m, 2H, a-KNH, o-
TNH), 8,34 (d, J=8,34 Hz, 1H, a-RNH);

13C NMR (CD;0D, 400 MHz, CD;0D-dJ): 10,02 (e), 14,93 (), 18,83 (y-T4), 21,73 (y-
K4), 22,25 (d), 24,79 (y-P4), 26,7 (y-R4), 28,19 (B-R3), 29,11 (5-K5), 30,28 (B-P3),
34,26 (h), 35,13 (2), 39,10 (e-K6), 40,15 (5-R5), 42,15 (5-P5), 48,46 (a-R2), 50,83 (o-
K2), 51,46 (OMe), 56,93 (a-T2), 58,87 (0-P2), 61,17 (c), 66,99 (B-T3), 69,39 (b),
106,36 (1), 116,21 (r), 122,31 (0), 123,11 (a), 133,70 (j), 145,27 (m), 153,82 (p), 163,43
(k), 170,83 (T1), 171,31 (K1), 172,12 (n), 172,47 (R1), 173,10 (P1), 174,75 (i);

MS m/z obliczone dla C30HsoNoO;3 861,4231; znalezione 861,9248 M™;
R¢= 0,458 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 100%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO,)-OMe 271:

Zwiazek 271 otrzymatam z 81% wydajnoscia.

MPA-T-Gly (271): '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 0,94 (d, J=6,3 Hz, 3H, v-
T4), 1,24 (m, 2H, y-K4), 1,33 (m, 2H, 6-K5), 1,46 (m, SH, B-K3b, y-R4, B-K3a, f-K3a),
1,67 (m, 4H, f, p-R3a), 1,75 (m, 3H, B-P3b, y-P4b, y-P4a), 2,01 (m, 4H, B-P3a, e), 2,10
(m, 2H, g), 2,17 (m, 2H, hb, ha), 3,03 (m, 2H, &-K6), 3,10 (m, 4H, 8-RS5, a-G2), 3,23 (d,
J=6,8 Hz, 2H, d), 3,48 (m, 1H, 8-P5b), 3,61 (s, 3H, COOMe), 3,63 (m, 1H, 6-P5a), 3,65
(s, 3H, ¢), 3,89 (m, 1H, B-T3), 4,14 (m, 1H, a-T2), 4,18 (m, 1H, a-R2), 4,32 (m, 1H, a-
P2), 4,44 (m, 1H, 0-K2), 5,09 (t, J=6,5 Hz, 1H, a), 5,15 (s, 2H, b), 6,70 (m, 2H, a-KNH,
a-TNH), 7,86 (t, J=5,5 Hz, 1H, e-NHK), 8,22 (d, J=7,4 Hz, 1H, a-RNH);

13C NMR (CD;0D, 400 MHz, CD;0D-dJ): 11,48 (e), 16,51 (f), 20,19 (y-T4), 22,52 (y-
K4), 22,95 (d), 24,90 (y-P4/y-R4), 28,46 (B-R3), 29,17 (5-K5), 39,45 (B-P3), 31,24 (B-
K3), 34,58 (h), 35,50 (g), 38,54 (£-K6), 40,63 (5-P5), 43,71 (0-G2), 50,63 (0-R2), 52,02
(0-K2), 52,29 (COOMe), 58,44 (0-T2), 59,43 (a-P2), 60,99 (c), 67,03 (B-T3), 68,86
(b), 105,90 (1), 107,27 (r), 123,01 (0), 123,23 (a), 134,18 (j), 146,11 (m), 159,78 (p),
162,98 (k), 170,29 (T1), 170,42 (K1), 170,91 (n), 171,93 (G1), 172,24 (P1), 172,56
(R1), 172,80 (i):;

MS m/z obliczone dla C41HgN 19014 918,9926; znalezione 919,4530 M*;

R; = 0,372 (uktad C);
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Czystos¢ HPLC 100%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(aAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe 272:

Zwiazek 272 otrzymatam z 79% wydajnoscia.

MPA-T-0Ala (272): '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 0,97 (d, J=6,3 Hz, 3H, y-
T4), 1,18 (d, J=6,3 Hz, 3H, B-A3), 1,29 (m, 2H, y-K4), 1,39 (m, 3H, §-K5, B-K3b), 1,48
(m, 2H, y-R4) 1,56 (m, 1H, B-R3b), 1,62 (m, 1H, B-K3a), 1,68 (m, 1H, B-R3a), 1,74 (s,
3H, ), 1,79 (m, 2H, B-P3b, y-P4b), 1,89 (m, 1H, y-P4a), 2,03 (m, 1H, B-P3a), 2,07 (s,
3H, e), 2,15 (m, 2H, g), 2,27 (m, 2H, h), 3,05 (m, 2H, ¢-K6), 3,17 (m, 2H, 5-R5), 3,28
(d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,05 (m, 1H, 5-P5b), 3,41 (dd, J=13,9 Hz, J=6,9 Hz, 1H, a-A2),
3,62 (s, 3H, COOMe), 3,65 (m, 1H, 98-P5a), 3,69 (s, 3H, ¢), 3,92 (m, 1H, B-T3), 4,17 (m,
IH, a-T2), 4,22 (m, 1H, a-R2), 4,35 (m, 1H, a-P2), 4,47 (m, 1H, a-K2), 5,15 (t, J=6,5
Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b), 7,74 (m, 2H, o-KNH, o-TNH), 7,97 (m, 1H, e-KNH), 8,30
(d, J=7,4 Hz, 1H, o-RNH);

13C NMR (CD;OD, 400 MHz, CD;0D-ds) § ppm: 10,05 (¢), 14,98 (f), 18,86 (y-T4),
18,92 (B-A3), 22,17 (y-K4), 22,29 (d), 24,81 (y-P4), 28,22 (y-R4), 28,50 (B-R3), 29,04
(5-K5), 30,49 (B-P3), 31,28 (B-K3), 34,32 (g), 35,15 (h), 38,55 (¢-K6), 40,15 (5-R5),
46,89 (5-P5), 48,48 (a-R2), 49,81 (a-A2), 51,1 (a-K2), 51,48 (OMe), 58,67 (a-T2),
59,76 (a-P2), 61,17 (c), 69,03 (B-T3), 69,33 (b), 106,37 (1), 11591 (r), 122,40 (o),
123,17 (a), 133,65 (j), 145,26 (m), 154,20 (p), 163,40 (k), 171,12 (T1), 171,30 (K1,
Al), 172,07 (n), 172,51 (R1), 173,01 (P1), 174,67 (i);

R¢ = 0,442 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 100%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(BAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe 273:

Zwiazek 273 otrzymatam z 78% wydajnoscia.

MPA-T-BAla (273): '"H NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 0,97 (d, J=6,3 Hz, 3H, y-
T4), 1,33 (m, 2H, y-K4), 1,38 (m, 3H, 5-K5, B-K3b), 1,47 (m, 2H, y-R4) 1,55 (m, 1H, B-
R3b), 1,63 (m, 1H, p-K3a), 1,71 (m, 1H, p-R3a), 1,74 (s, 3H, ), 1,78 (m, 1H, B-P3b),
1,88 (m, 2H, y-P4b, y-P4a), 2,04 (m, 1H, B-P3a), 2,08 (s, 3H, €), 2,16 (m, 2H, g), 2,27
(m, 2H, h), 2,46 (m, 2H, 0-A2), 2, 89 (q, J=7,3 Hz, 2H, B-A3), 3,02 (m, 2H, £-K6), 3,15
(m, 2H, 8-R5), 3,30 (d, J=7,0 Hz, 2H, d), 3,5 (m, 1H, 8-P5b), 3,65 (s, 3H, COOMe),
3,65 (m, 1H, 8-P5a), 3,70 (s, 3H, c), 3,91 (m, 1H, -T3), 4,18 (m, 2H, 0-T2, a-R2), 4,35
(m, 1H, a-P2), 4,47 (m, 1H, 0-K2), 5,13 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,25 (s, 2H, b), 7,79 (m,
2H, 0-KNH, a-TNH), 78,10 (m, 1H, &-KNH), 8,33 (d, J=7,2 Hz, 1H, a-RNH);

'3C NMR (CD;OD, 400 MHz, CD;0D-ds) § ppm: 10,07 (e), 14,95 (f), 18,82 (y-T4),
22,18 (y-K4), 22,24 (d), 24,81 (y-P4), 28,21 (y-R4), 28,45 (B-R3), 29,03 (5-K5), 30,46
(B-P3), 31,39 (B-K3), 34,33 (h), 35,16 (g), 35, 88 (0-A2), 38,54 (B-A3), 40,18 (e-K6),
42,15 (3-R5), 46,92 (5-P5), 48,48 (0-R2, 0-K2), 51,49 (OMe), 58,63 (0-T2), 60,08 (a-
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P2), 60,22 (c), 67,10 (B-T3), 69,47 (b), 106,33 (1), 116,53 (r), 122,24 (0), 123,01 (a),
133,82 (j), 145,28 (m), 153,28 (p), 163,44 (k), 170,77 (T1), 171,13 (K1),171,25 (A1),
172,15 (n), 172,41 (R1), 173,04 (P1), 174,67 (i);

MS m/z obliczone dla C4HeiN 0014 933,0201; znalezione 933,4666 M*;
R¢ = 0,370 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 94,8 %.

Charakterystyka zwigzku MPA -Thr-Lys(Val)-Pro-Arg(NO,)-OMe 274:

Zwiazek 274 otrzymatam z 82% wydajnoscia.

MPA-T-Val (274): 'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 0,81 (d, J=6,8 Hz, 3H, v-
V4), 0,86 (d, J=6,9 Hz, 3H, y-V4), 0,96 (d, J=6,3 Hz, 3H, y-T4), 1,22 (m, 5H, y-K4, §-
K5, B-K3b), 1,48 (m, SH, y-R4, B-K3a, B-R3a, B-R3b), 1,68 (s, 3H, 1), 1,77 (m, 4H, B-
P3b, B-V2, y-P4b, y-P4a), 2,01 (m, 4H, B-P3a, e), 2,10 (m, 4H, g,h), 2,99 (m, SH, &-K6,
0-R5, 0-V2), 3,25 (d, J=6,9 Hz, 2H, d), 3,48 (m, 1H, 6-P5b), 3,59 (s, 3H, COOMe),
3,64 (m, 1H, 6-P5a), 3,66 (s, 3H, ¢), 3,88 (m, 1H, B-T3), 4,15 (m, 2H, a-T2, a-R2), 4,33
(m, 1H, a-P2), 4,44 (m, 1H, a-K2), 5,10 (t, J=5,14 Hz, 1H, a), 5,20 (s, 2H, b), 7,72 (m,
2H, a-KNH, o-TNH), 7,98 (m, 1H, e-NHK), 8,29 (d, J=8,3 Hz, 1H, a-RNH);

13C NMR (CD;0D, 400 MHz, CD;0D-dy): 10,03 (e), 14,92 (f), 16,70 (y-V4), 18,02 (y-
T5), 18,83 (y-T4), 22,25 (d), 24,81 (y-R4), 24,87 (y-P4), 28,22 (B-R3), 28,52 (5 —R5),
29,03 (B-P3), 30,48 (B-K3), 31,31 (B-V3), 34,34 (5 -K5), 35,17 (B —P3), 38,55 (B —R3),
40,14 (g), 51,11 (0-K2), 51,46 (COOMe), 58,67 (0-T2), 59,76 (a-P2), 60,18 (c), 67,04
(B-T3), 69,40 (b), 106,34 (1), 116,34 (r), 122,29 (0), 123,07 (a), 133,74 (j), 145,25 (m),
159,46 (p), 163,43 (k), 171,12 (K1), 171,30 (T1), 172,05 (/V1), 172,44 (P1), 173,02
(R1), 174,66 (i);

MS m/z obliczone dla C43HegN 10014 947,0451; znalezione 947,4882 M*;
R¢ = 0,58 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 99,3%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO,)-OMe 275:

Zwiazek 275 otrzymatam z 83% wydajnoscia.

MPA-T-Leu (275): '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 0,81 (m, 6H, 3-L5, &-L.6),
0,96 (d, J=6,3 Hz, 3H, y-T4), 1,24 (m, 7H, y-K4, B-L2, 8-K5, B-K3b, B-R3b), 1,53 (m,
4H, y-R4, B-K3a, B-R3a,), 1,74 (s, 3H, 1), 1,77 (m, 4H, B-P3b, y-L4, y-P4b, y-P4a), 2,05
(m, 4H, B-P3a, e), 2,13 (m, 4H, g,h), 3,01 (m, 4H, &-K6, 5-R5), 3,28 (d, J=6,8 Hz, 2H,
d), 3,44 (m, 1H, 6-P5b), 3,62 (m, 4H, COOMe, 6-P5a), 3,69 (s, 3H, c), 3,89 (m, 1H, -
T3), 4,16 (m, 2H, a-T2, a-R2), 4,33 (m, 1H, a-P2), 4,44 (m, 1H, a-K2), 5,12 (t, J=6,5
Hz, 1H, a), 5,24 (s, 2H, b), 7,73 (m, 2H, a-KNH, a-TNH), 8,13 (m, 1H, e-NHK), 8,29
(d, J=8,3 Hz, 1H, a-RNH);
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13C NMR (CD;O0D, 400 MHz, CD;0D-d): 10,60 (e), 14,97 (f), 18,07 (y-T4), 21,10 (d/
v-K4), 21,68 (s-L6) 22,26 (5-L5), 24,34 (y-L4), 24,82 (y-R4/y-P4), 28,24 (B-R3), 28,48
(5 -R5), 29,03 (B-P3), 30,48 (B-K3), 34,35 (5 -K5), 35,17 (B —P3), 38,55 (B —R3), 40,16
(2), 42,35 (s-K6), 48,47 (0-R2), 51,11 (0-K2), 51,48 (0-L2), 52,63 (COOMe), 58,69 (a-
T2), 60,19 (c), 67,05 (B-T3), 69,41 (b), 106,34 (1), 116,31 (r), 122,29 (o), 123,07 (a),
133,75 (j), 145,25 (m), 159,44 (p), 163,44 (k), 171,13 (K1), 171,31 (T1), 172,05 (n/L1),
172,44 (P1), 173,03 (R1), 174,65 (i);

MS m/z obliczone dla C4sH7N 0014 975,1052; znalezione 975,3518 M™;
R¢ = 0,548 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 98,7%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Thr-Lys(Ile)-Pro-Arg(NO,)-OMe 276:

Zwiazek 276 otrzymatam z 77,7% wydajnoscia.

MPA-T-Ile (276): '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 0,81 (m, 6H, 5-15, &-16),
0,96 (d, J=6,3 Hz, 3H, y-T4), 1,26 (m, 6H, y-K4, B-13, 5-KS5, B-R3b), 1,51 (m, 5H, y-R4,
B-K3b, B-R3a, B-K3a), 1,70 (s, 4H, f, y-14b), 1,77 (m, 4H, B-P3b, y-14a, y-P4b, y-P4a),
2,00 (m, 1H, B-P3a), 2,08 (s, 3H, ¢), 2,15 (m, 4H, g, h), 2,99 (m, 4H, &-K6, 5-RS), 3,22
(d, J=3,2 Hz, 1H, a-12), 3,28 (d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,48 (m, 1H, 3-P5b), 3,62 (m, 3H,
COOMe), 3,64 (m, 1H, 8-P5a), 3,69 (s, 3H, c), 3,90 (m, 1H, B-T3), 4,16 (m, 2H, a-T2,
a-R2), 4,33 (m, 1H, a-P2), 4,44 (m, 1H, a-K2), 5,12 (t, J=6,4 Hz, 1H, a), 5,23 (s, 2H,
b), 7,73 (m, 2H, o-KNH, o-TNH), 8,13 (m, 1H, &-NHK), 8,29 (d, J=8,3 Hz, 1H, a-
RNH);

C NMR (400 MHz, CD;0D-dy): 11,52 (e), 11,81 (3-15), 15,68 (&-16), 16,52 (f), 20,15
(v-T4), 22,67 (y-K4), 22,90 (d), 24,48 (y-L4), 24,90 (y-P4), 28,44 (B-R3), 29,15 (5-P5),
29,47 (B-P3), 31,29 (B-K3), 34,56 (5 —K5), 35,52 (B —P3), 37,77 (h), 38,66 (g), 47,24 (a-
P2), 49,04 (0-12), 50,70 (0-K2), 52,61 (COOMe), 58,45 (0-P2) 59,42 (0a-T2), 61,06 (c),
67,13 (B-T3), 69,02 (b), 107,35 (1), 115,86 (r), 122,96 (0), 123,05 (a), 134,40 (j), 146,20
(m), 159,88 (p), 163,03 (k), 170,31 (K1), 170,46 (T1), 170,76 (n/I1), 172,26 (P1),
172,49 (R1), 172,82 (i);

MS m/z obliczone dla C4sH70N 10014 975,1009 znalezione 975,5146 M™;
R¢= 0,532 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 98,5%.

1.5.2. Synteza peptydowych pochodnych MPA zawierajgcych w swojej strukturze
analogi retro-tuftsyny.
W celu wyselekcjonowania metody syntezy kwasu mykofenolowego
z analogami retro-tuftsyny rowniez sprawdzitam kilka metod tworzenia wigzania
amidowego wykorzystujac odczynniki kondensujace EDCI, EEDQ i T3P.
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1.5.2.1. Procedura z wykorzystaniem EDCI%2/TEA %3

Pochodng TFAxArg(NO;)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH;3; 0,01 g (0,011 mmola),
MPA 0,00236 g (0,011 mmola) i TEA 0,0034 ml (0,033 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,0035 g
(0,022 mmola) EDCI. Cato$¢ mieszatam w atmosferze gazu oboj¢tnego (azotu) w temp.
0°C przez 2 godz. a nastepniec w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G. DMF oddestylowatam uzywajac pompy
prozniowej a zwigzek oczyszczalam za pomoca preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w uktadzie G.

Zwiazek 278 otrzymatam z 58% wydajnoscia.

1.5.2.2. Procedura z wykorzystaniem EDCIX5/TEA X2

Pochodng TFAxArg(NO;)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,012 g (0,014 mmola),
MPA 0,0044 g (0,014 mmola) i TEA 0,0028 ml (0,0028 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastgpnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,011 g
(0,069 mmola) EDCI. Cato$¢ mieszalam w atmosferze gazu obojetnego (azotu) w temp.
0°C przez 2 godz. a nastgpnie w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G. DMF oddestylowatam uzywajac pompy
préozniowe] a zwigzek oczyszczalam za pomocg preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w uktadzie G.

Zwiazek 278 otrzymatam z 34% wydajnoscia.

1.5.2.3.Procedura z wykorzystaniem EDCI/DMAP

Pochodng TFAxArg(NO;)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH;3; 0,01 g (0,011 mmola),
MPA 0,0026 g (0,008 mmola) i DMAP 0,015 g (0,011 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,0017 g
(0,0107 mmola) EDCI. Calo$¢ mieszalam w atmosferze gazu obojetnego (azotu)
w temp. 0°C przez 2 godz. a nastgpnie w temp. pokojowe]j przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomoca TLC w ukladzie G. DMF oddestylowatam uzywajac pompy
prozniowe] a zwiazek oczyszczatam za pomoca preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w uktadzie G.

Zwiazek 278 otrzymatam z 64% wydajnoscia.

1.5.2.4.Procedura z wykorzystaniem EEDQ x2/Pyx2

Pochodng TFAXArg(NO,)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 0,020 g (0,022 mmola),
MPA 0,0036 g (0,011 mmola) i Py 0,0018 ml (0,022 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,0055 g
(0,022 mmola) EDDQ. Cato$¢ mieszalam w atmosferze gazu oboj¢tnego (azotu)
w temp. 0°C przez 2 godz. a nastepnie w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu
ninhydryny. DMF oddestylowaltam uzywajac pompy prozniowej a zwigzek
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oczyszczalam za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC)
w uktadzie G.

Nie udato mi si¢ wyizolowa¢ produktu.

1.5.2.5.Procedura z wykorzystaniem EEDQ x5/Py x5

Pochodng TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs; 0,010 g (0,011 mmola),
MPA 0,0036 g (0,011 mmola) i Py 0,0044 ml (0,056 mmola) rozpuscitam w 1 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwor ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,0014 g
(0,056 mmola) EDDQ. Calo$¢ mieszalam w atmosferze gazu obojg¢tnego (azotu)
w temp. 0°C przez 2 godz. anastepnie w temp. pokojowej przez 48 godz. Reakcje
kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G uzywajac jako wywotywacza roztworu
ninhydryny. DMF oddestylowatam uzywajac pompy prozniowej a zwigzek
oczyszczalam za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC)
w uktadzie G.

Nie udato mi si¢ wyizolowa¢ produktu.

1.5.2.6. Procedura 7 wykorzystaniem T3P

Pochodng TFAxArg(NO;)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCH; 0,044 g (0,050 mmola),
MPA 0,016 g (0,050 mmola) i TEA 0,023 ml (0,225 mmola) rozpuscitam w 2 ml
bezwodnego DMF. Nastepnie roztwodr ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam 0,053 ml
(0,09 mmola) T3P w 50% roztworze DMF Cato$§¢ mieszalam w atmosferze gazu
obojetnego (azotu) w temp. 0°C przez 2 godz. a nast¢gpnie w temp. pokojowej przez 48
godz. Reakcje kontrolowatam za pomoca TLC w uktadzie G uzywajac jako
wywotywacza roztworu ninhydryny. DMF oddestylowatam uzywajac pompy
prozniowe] a zwigzek oczyszczalam za pomocg preparatywne] chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC) w uktadzie G.

Zwiazek 278 otrzymatam z 28% wydajnoscia.

1.5.2.7.Pochodne MPA i analogow retro-tuftsyny 278-284
Zwiazki 278-284 otrzymatam wykorzystujac metode T3P/TEA zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 1.5.2.3.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHj3 278:

Zwiazek 278 otrzymatam z 64% wydajno$cig w postaci sypkiego biatego proszku.
MS m/z obliczone dla CssHgoNoO;5 1084,1181; znalezione 1084,5084 M™*;
temp. top. 121-125°C;

R¢ = 0,489 (uktad G).
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Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocGly)-Thr-OCHj; 279:

Zwiazek 279 otrzymatam z 28% wydajnosciag w postaci sypkiego biatego proszku.

MS m/z obliczone dla CssH7oN9O16 1141,2341; znalezione 1141,6529 M*;
temp. top. 117-120°C;
R¢ = 0,474 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocaAla)-Thr-OCHj3 280:

Zwiazek 280 otrzymatam z 28% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CssH74N;¢O16 1155,2602; znalezione 1155,5356 M™;
R¢ = 0,480 (uktad C).

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocfAla)-Thr-OCHj5 281:

Zwiazek 281 otrzymatam z 28% wydajnosciag w postaci sypkiego biatego proszku.

MS m/z obliczone dla CssH74N;0O16 1155,2527; znalezione 1155,5801 M*;
temp. top. 133-138°C;
R¢ = 0,420 (uktad C)

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocVal)-Thr-OCHj; 282:

Zwiazek 282 otrzymatam z 28% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CsoH7sN 10016 1183,3126; znalezione 1183,5718 M™;

R;= 0,465 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(FmocLeu)-Thr-OCHj; 283:

Zwiazek 283 otrzymatam z 28% wydajnoscia.
MS m/z obliczone dla CgoHgoN90O16 1197,3315; znalezione 1197,5792 M*;

R = 0,512 (uktad G).

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(Fmoclle)-Thr-OCHj; 284:

Zwiazek 284 otrzymatam z 28% wydajnoscia.

MS m/z obliczone dla CgoHgoN190O16 1197,3324; znalezione 1197,5822 M*;
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R;= 0,585 (uktad G).

1.5.2.8. Usuniecie ostony Fmoc z peptydowych analogow MPA zawierajgcych retro-

tuftsyne

0,05 g (0,046 mmola) MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OMe rozpuszczatam
w 1 ml chloroformu, a nastgpnie dodawatam 0,2-0,3 ml dietyloaminy. Mieszalam
i roztwor pozostawiatam na noc. Reakcje kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie G.
Chloroform i dietyloaming oddestylowatam uzywajgc wyparki obrotowej, a zwigzek
oczyszczatam za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC)
w uktadzie C i H.

Zwiazek 285 otrzymatam z 86% wydajnoscia.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OMe 285:

MPA-RT (285): 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,057 (m, 3H, y-T4), 1,348
(m, 2H, y-K4), 1,487 (m, 3H, 5-K5, p-R3b), 1,532 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1,640 (m, 2H,
B-K3a, B-R3a), 1,728 (s, 3H, f), 1,810 (m, 2H, y-P4b, B-P3b), 1,908 (m, 1H, y-P4a),
1,992 (m, 1H, p-P3b), 2,083 (s, 3H, €), 2,132 (m, 2H, g), 2,171 (m, 2H, h), 2,735 (m,
2H, £K6), 3,135 (m, 2H, 5-R5), 3,283 (d, J=6,7 Hz, 2H, d), 3,548 (m, 1H, 5-P5b),
3,621 (s, 3H, COOMe), 3,649 (m, 1H, 5-P5a), 3,696 (s, 3H, ¢), 4,106 (m, 1H, B-T3),
4,237 (m, 1H, 0-T2), 4,338 (m, 2H, o-K2, 0-P2), 4,424 (m, 1H, a-R2), 5,099 (m, 1H, a),
5,253 (s, 2H, b), 7,972 (d, J=8,2 Hz, 1H, o-TNH), 8,045 (m, 2H, &-KNH), 8,114 (d,
J=7,6 Hz, 1H, o-RNH), 8,162 (d, J=7,8 Hz, 1H, o-KNH);

13C NMR (CD;OD, 400 MHz) & ppm: 11,54 (e), 16,49 (f), 19,03 (y-T4), 20,52 (d),
22,42 (y-K4), 22,87 (y-P4), 24,96 (5-K5), 26,77 (y-R4), 28,65 (B-R3), 29,55 (B-P3),
31,57 (B-K3), 34,27 (h), 35,46 (g), 38,97 (¢-K6), 41,67 (8-R5), 47,33 (5-P5), 52,30
(OMe), 52,50 (a-R2), 56,47 (0-K2), 58,35 (a-T2), 59,76 (a-P2), 61,12 (c), 66,82 (B-
T3), 69,10 (b), 107,44 (0), 116,45 (1,]), 122,96 (a), 134,54 (j), 146, 27 (m), 153,17 (p),
163,05 (k), 170,61 (n), 170,69 (T1), 171, 46 (P1), 171,88 (i), 172,23 (K1), 172, 54 (R1);

MS m/z obliczone dla C3oHsoNoO;3 861,4232; znalezione 862,4333 M*;
R¢= 0,583 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 100%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(Gly)-Thr-OMe 286:

Zwiazek 286 otrzymatam z 81% wydajnoscia.

MPA-RT-Gly (286): 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) 5 ppm: 1,06 (d, J = 6,6 Hz, 3H, y
“T4), 1,29 (m, 2H, y -K4), 1,38 (m, 3H, §-K5, B-R3), 1,46 (m, 3H, B-K3, y-R4), 1,65 (m,
2H, B-K3, B-R3), 1,73 (s, 3H), 1,81 (m, 2H, y-P4, B-P3), 1,88 (m, 1H, y-P4), 1,98 (m,
1H, B-P3), 2,06 (s, 3H), 2,13 (m, 2H), 2.19 (m, 2H), 3,07 (m, 2H, £-K6), 3,11 (m, 2H, §-
RS), 3,26 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3,36 (m, 2H, a-G2), 3,51 (m, 1H, 5-P5), 3,60 (m, 1H, 5-
P5), 3,63 (s, 3H, COOCH3), 3,68 (s, 3H), 4,10 (m, 1H, B-T3), 4,26 (m, 1H, o-T2), 4,28
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(m, 1H, 0-K2), 4,34 (m, 2H, o-P2), 4,45 (m, 1H, a-R2), 5,12 (t, I = 6,5 Hz, 1H), 5,21 (s,
2H), 7,82 (d, J = 8,4 Hz, 1H, o-TNH), 7,97 (m, 3H, 0-RNH, a-KNH, &-KNH);

'3C NMR (400 MHz,CD;0D-ds) 8 ppm: 10,04 (e), 14,99 (f), 18,97 (y-T4), 22,59 (d),
24,65 (y-K4), 28,43 (y-P4), 29,22 (y-R4), 31,05 (B-R3), 33,94 (5-K5), 35,05 (B-P3),
38,65 (B-K3), 40,53 (h), 42,17 (g), 42,78 (s-K6), 48,47 (5-R5), 50,77 (5-P5), 51,47 (o-
R2), 53,28 (OMe), 56,93 (a-K2), 57,81 (a-T2), 60,11 (a-P2), 60,15 (c), 66,99 (B-T3),
69,33 (b), 106,38 (0), 122,41 (r,]), 123,16 (a), 133,57 (j), 145,29 (m), 159,56 (p), 163,41
(k), 171 (n), 171,13 (T1), 172,56 (P1), 172,97 (i,K1), 173, 25 (R1), 174,23 (G1);

MS m/z obliczone dla C41Hg:N10O14 918,9908; znalezione 919,4530 M™;
R¢ = 0,454 (uktad C).
Czystos¢ HPLC 100%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(aAla)-Thr-OMe 287:

Zwiazek 287 otrzymatam z 80% wydajnoscia.

MPA-RT-0Ala (287): "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 1,043 (d, J=5,7 Hz, 3H,
v-T4), 1,211 (d, J=6,9 Hz, 3H, B-A3), 1,290 (m, 2H, y-K4), 1,380 (m, 3H, 5-K5, B-R3b),
1,5483 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1,653 (m, 2H, B-K3a, B-R3a), 1,727 (s, 3H, f), 1,802 (m,
2H, y-P4b, B-P3b), 1,894 (m, 1H, y-P4a), 1,998 (m, 1H, B-P3a), 2,064 (s, 3H, e), 2,128
(m, 2H, g), 2,183 (m, 2H, h), 3,043 (m, 2H, &-K6), 3,130 (m, 2H, 3-R5), 3,266 (d, J=6,5
Hz, 2H, d), 3,488 (m, 1H, a-A2), 3,532 (m, 1H, 8-P5b), 3,617 (m, 1H, 8-P5a), 3,625 (s,
3H, COOMe), 3,682 (s, 3H, c), 4,103 (m, 1H, B-T3), 4,257 (m, 1H, o-T2), 4,278 (m,
1H, 0-K2), 4,341 (m, 2H, a-P2), 4,442 (m, 1H, a-R2), 5,114 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,217
(s, 2H, b), 7,827 (d, J=8,4 Hz, 1H, a-TNH), 8,026 (m, 3H, a-RNH, a-KNH, ¢-KNH);

'3C NMR (400 MHz, CD;0D-d) 5 ppm: 10,06 (¢), 14,98 (f), 18,56 (B-A3), 18,98 (y-
T4), 22,30 (d), 24,65 (y-K4), 28,43 (y-P4), 29,22 (y-R4), 31,05 (B-R3), 33,96 (5-K5),
35,07 (B-P3), 38,74 (B-K3), 40,53 (h), 49,68 (5-R5) 50,77 (5-P5, 0-A2), 51,48 (a-R2),
53,32 (OMe), 56,94 (a-K2), 57,81 (0-T2), 60,11 (a-P2), 60,18 (c), 67,01 (B-T3), 69,38
(b), 106,38 (0), 116,13 (1), 122,34 (r), 123,1 (a), 133,65 (j), 145,29 (m), 159,55 (p),
163,42 (k), 171,01 (n), 171,14 (T1), 172,48 (P1), 172,96 (i) 173,23 (K1), 173,80 (R1),
174,22 (A1),

MS m/z obliczone dla C4HgN 0014 933,0272; znalezione 933,4678 M™;
R¢= 0,480 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 97%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(BAla)-Thr-OMe 288:

Zwiazek 288 otrzymatam z 88% wydajnoscia.

MPA-RT-BAla (288): 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 1,043 (d, J=7 Hz, 3H, v-
T4), 1,270 (m, 2H, y-K4), 1,385 (m, 3H, 6-K5, B-R3b), 1,5484 (m, 3H, B-K3b, y-R4),
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1,653 (m, 2H, p-K3a, p-R3a), 1,727 (s, 3H, f), 1,817 (m, 2H, y-P4b, B-P3b), 1,886 (m,
1H, y-P4a), 2,00 (m, 1H, p-P3a), 2,068 (s, 3H, e), 2,105 (m, 2H, g), 2,162 (m, 2H, h),
2,444 (t, J=6,8 Hz, 2H, a-A2), 2,946 (t, J=5,3 Hz, 2H, B-A3), 3,026 (m, 2H, £-K6),
3,128 (m, 2H, 8-R5), 3,270 (d, J=6,8 Hz, 2H, d), 3,516 (m, 1H, 5-P5b), 3,615 (m, 1H,
8-P5a), 3,623 (s, 3H, COOMe), 3,686 (s, 3H, ¢), 4,102 (m, 1H, p-T3), 4,253 (m, 1H, o-
T2), 4,282 (m, 1H, 0-K2), 4,340 (m, 2H, 0-P2), 4,436 (m, 1H, 0-R2), 5,114 (t, J=6,9
Hz, 1H, a), 5,222 (s, 2H, b), 7,847 (d, J=8,4 Hz, 1H, o-TNH), 8,043 (m, 3H, o-RNH, o-
KNH, e-KNH);

13C NMR (400 MHz, CD;0D-ds) 8 ppm: 10,06 (), 14,98 (f), 18,98 (y-T4), 22,31 (d),
24,66 (y-K4), 28,30 (y-P4), 29,22 (y-R4), 31,00 (B-R3), 31,96 (B-A3), 33,95 (5-K5),
35,06 (B-P3), 36,06 (0-A2), 38,66 (B-K3), 40,56 (h), 42,151 (g), 46,868 (c-K6), 48,332
(5-R5) 50,85 (5-P5), 51,48 (a-R2), 53,29 (OMe), 56,93 (a-K2), 57,81 (a-T2), 60,18 (c),
67,01 (B-T3), 69,37 (b), 106,37 (0), 116,03 (1), 122,37 (r), 123,12 (a), 133,63 (j), 145,31
(m), 159,56 (p), 163,42 (k), 170,96 (n), 170,99 (T1), 172,51 (P1), 172,98 (i) 173,26
(K1), 174,24 (R1,A1);

MS m/z obliczone dla C4:HeuN19O14 933,0237; znalezione 933,4709 M*;
R¢ = 0,309 (uktad C);

Czystos¢ HPLC 100%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(Val)-Thr-OMe 289:

Zwiazek 289 otrzymatam z 79% wydajnoscia.

MPA-RT-Val (289): '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 0,807 (d, J=6,9 Hz, 3H, v-
V4), 0,858 (d, J=6,8 Hz, 3H, 9-V5), 1,026 (d, J=4,2 Hz, 3H, y-T4), 1,279 (m, 2H, y-K4),
1,369 (m, 3H, 8-K5, B-R3b), 1,461 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1,627 (m, 2H, B-K3a, B-R3a),
1,714 (s, 3H, 1), 1,792 (m, 2H, y-P4b, B-P3b), 1,861 (m, 2H, y-P4a, B-V3), 1,977 (m,
1H, B-P3a), 2,061 (s, 3H, e), 2,114 (m, 2H, g), 2,183 (m, 2H, h), 3,005 (m, SH, a-V2, ¢-
K6, 0-R5), 3,262 (d, J=6,7 Hz, 2H, d), 3,502 (m, 1H, 3-P5b), 3,604 (m, 1H, &-P5a),
3,625 (s, 3H, COOMe), 3,676 (s, 3H, ¢), 4,096 (m, 1H, B-T3), 4,252 (m, 1H, a-T2),
4,269 (m, 1H, a-K2), 4,3 (m25, 1H, a-P2), 4,437 (m, 1H, a-R2), 5,096 (t, J=6,5 Hz, 1H,
a), 5,222 (s, 2H, b), 7,803 (d, J=8,4 Hz, 1H, a-TNH), 8,022 (m, 3H, a-RNH, a-KNH, &-
KNH);

5C NMR (400 MHz, CDs0D-dy) 8 ppm: 10,05 (), 14,96 (), 16,99 (5-V5), 18,22 (y-
V4), 18,97 (y-T4), 22,28 (d), 24,65 (y-K4), 28,49 (y-P4), 29,22 (y-R4), 31,05 (B-R3),
31,56 (B-V3), 33,96 (8-K5), 35,07 (B-P3), 38,68 (B-K3), 40,53 (h), 42,16 (g), 46,648 (&-
K6), 47,904 (8-R5) 50,74 (8-P5), 51,46 (a-R2), 53,33 (OMe), 56,93 (a-T2), 57,80 (a-
V2), 60,1 (0-P2), 60,18 (c), 67,01 (B-T3), 69,39 (b), 106,35 (o), 116,26 (1), 122,3 (1),
123,08 (a), 133,67 (j), 145,28 (m), 159,57 (p), 163,42 (k), 170,98 (n), 171,12 (T1),
172,43 (P1), 172,97 (i) 173,22 (K1), 173,41 (R1), 174,21 (V1);
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MS m/z obliczone dla C43HggN 10014 947,0452; znalezione 948,4582 [M+H]™;
R¢ = 0,436 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 99%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(L.eu)-Thr-OMe 290:

Zwiazek 290 otrzymatam z 91% wydajnoscia.

MPA-RT-Leu (290): 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 0,77 (m, 6H, & LS, &-
L6), 1,014 (m, 3H, y-T4), 1,22 (m, 10H, y-K4, B-L3b, B-L3a, 6-K5, B-R3b, B-K3b, y-
R4), 1,59 (m, 3H, B-K3a, B-R3a, y-L4b), 1,69 (s, 3H, 1), 1,79 (m, 3H, y-P4b, B-P3b, y-
L4a), 1,98 (m, 1H, y-P4a), 2,05 (s, 3H, e), 2,11 (m, 4H, g, h), 3,03 (m, 2H, &-K6), 3,11
(m, 2H, 6-R5), 3,25 (d, 2H, J=6,2 Hz, d), 3,32 (m, 1H, a-L2), 3,52 (m, 2H, 3-P5b, o-
P5a), 3,60 (s, 3H, COOMe), 3,67 (s, 3H, c), 4,09 (m, 1H, B-T3), 4,24 (m, 2H, o-T2, o-
K2), 4,32 (m, 1H, a-P2), 4,43 (m, 1H, a-R2), 5,10 (t, J=6,6 Hz, 1H, a), 5,21 (s, 2H, b),
7,82 (d, J=8,4 Hz, 1H, a-TNH), 8,08 (m, 2H, a-RNH, a-KNH), 8,12 (m, 1H, e-KNH);

C NMR (400 MHz, CD;0D-d,) & ppm: 11,49 (e), 16,44 (f), 20,48 (y-T4), 23,39 (d/y-
K4), 23,35 (8-L5), 24,41 (y-L4), 24,87 (y-P4/y-R4), 28.83 (B-R3), 29,17 (5-K5), 29,52
(B-P3), 31,81 (B-K3), 34,25 (h), 35,48 (g), 38,81 (e-K6), 40,54 (8-R5) 43,17 (B-L3),
47,18 (8-P5), 50,26 (0-R2), 52,28 (OMe), 52,74 (a-L2) 52,85 (a-K2), 58,13 (0-T2),
59,58 (a-P2), 60,95 (c), 66,76 (B-T3), 68,98 (b), 122,94 (o/a), 146,11 (m), 159,72 (p),
162,98 (k), 170,48 (n), 171,43 (T1), 171,82 (P1), 172,14 (i) 172,59 (K1);

MS m/z obliczone dla C4sH70N 0014 975,1084; znalezione 975,4931 M*;
R¢= 0,678 (uktad C);
Czystos¢ HPLC 99,5%.

Charakterystyka zwigzku MPA-Arg(NO,)-Pro-Lys(Ile)-Thr-OMe 291:

Zwiazek 291 otrzymatam z 84% wydajnoscia.

MPA-RT-Ile (291): 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 0,806 (m, 6H, 5-15, &-16),
1,041 (d, J=6,3 Hz, 3H, y-T4), 1,078 (m, 2H, y-14), 1,273 (m, 2H, y-K4), 1,393 (m, 3H,
0-K5, B-R3b), 1,459 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1,634 (m, 3H, B-K3a, B-R3a, B-13), 1,727 (s,
3H, f), 1,804 (m, 2H, y-P4b, B-P3b), 1,894 (m, 2H, y-P4a, -T3), 1,995 (m, 1H, B-P3a),
2,071 (s, 3H, e), 2,129 (m, 4H, g, h), 3,007 (m, 5H, a-12, &-K6, 8-R5), 3,272 (d, J=6,5
Hz, 2H, d), 3,515 (m, 1H, 8-P5b), 3,617 (m, 1H, 56-P5a), 3,625 (s, 3H, COOMe), 3,687
(s, 3H, ¢), 4,103 (m, 1H, B-T3), 4,25 (m, 2H, a-T2, 0-K2), 4,339 (m, 1H, a-P2), 4,444
(m, 1H, a-R2), 5,142 (t, J=6,7 Hz, 1H, a), 5,228 (s, 2H, b), 7,817 (d, J=8,2 Hz, 1H, a-
TNH), 8,018 (m, 3H, a-RNH, a-KNH, e-KNH);

13C NMR (400 MHz, CD;OD-ds) & ppm: 10,07 (e), 10,45 (5-15), 14,45 (-16), 14,93 (f),
18,97 (y-T4), 22,29 (d), 24,22 (y-14), 24,66 (y-K4), 28,48 (y-P4), 29,22 (y-R4), 31,04
(B-R3), 33,97 (8-K5), 35,08 (B-P3), 38,24 (B-13), 38,69 (B-K3), 40,53 (h), 42,16 (g),
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46,894 (e-K6), 48,357 (3-R5) 50,76 (8-P5), 51,47 (a-R2), 53,35 (OMe), 56,93 (a-T2),
57,81 (0-12), 59,08 (0-K2), 60,11 (a-P2), 60,18 (c), 67,02 (B-T3), 69,39 (b), 106,35 (0),
116,2 (1), 122,32 (r), 123,09 (a), 133,66 (j), 145,29 (m), 159,56 (p), 163,42 (k), 170,99
(n), 171,14 (T1), 172,45 (P1), 172,97 (1) 173,23 (K1), 173,42 (R1), 174,21 (11);

MS m/z obliczone dla C4sH7N 0014 975,1084; znalezione 975,5131 M*;
R¢= 0,635 (uktad C);

Czystos¢ HPLC 98%.
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2. Czesc biologiczna

2.1. Materialy stosowane w badaniach biologicznych

Odczynniki stosowane w pracy

DMSO
RPMI-1640
FBS

PBS pH 74 W/O CAMQ USA
PLASTIC

P/S Penicilin-Streptomycin

MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
yD)- 2,5-difenylotetrazoliowy)

Histopaque-1077

VPD 450 (RUO) (Cell Trace Violet Cell
Proliferation Kit)

DMEM HG
Dakarbazyna
Cisplatyna

XTT (wodorotlenek 2,3-bis(2-metoksy-
4-nitro-5-sulfofenylo)-5-fenyloamino
karbonylo-2H-tetrazoliowy)

Podloze ptynne MHB
Podloze ptynne MHA
Ampicylina
Kanamycyna
Resazuryna

EasYFlasks™ Nunclon™ A

Probowki wirownicze

Sigma-Aldrich

IMMUNIQ (producent: PAA)

Life Technologies

Life Technologies

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Life Technologies

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Biomaxima
Biomaxima
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

ALAB sp. Zz  0.0.

NUNC/Thermo Scientific)

DIAG-MED

(producent:
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Koncowki do pipet MEDLAB-PRODUCTS Sp. z o.0.

Probowki typu Eppendorf MEDLAB-PRODUCTS Sp. z o.0.
Plytki okraglodenne 96 dotkow Falcon
Plytki ptaskodenne 96 dotkow Falcon

2.2. Badania aktywno$ci immunosupresyjnej

2.2.1. Linie komorkowe
Podczas wykonywania badan uzywatam linii komoérkowej ostrej biataczki
limfoblastycznej typu T-Jurkat, ktdrg pozyskiwatam z banku komorek.

2.2.2. Podloia hodowlane

Lini¢ komorkowa T-Jurkat oraz komorki PBMC zawieszalam w plynnym
podtozu zawierajacym RPMI-1640, 10% FBS oraz P/S. Komérki Jurkat hodowalam
w jatowych butelkach hodowlanych zabezpieczonych jalowa zakretke z filtrem
zapewniajaca swobodng wymiang gazowa w trakcie trwania hodowli.

2.2.3. Hodowla linii komorkowej Jurkat

2.2.3.1. Pasazowanie linii komorkowej
Linia komorkowa Jurkat nalezy do linii komodrek zawiesinowych. Komorki
zawieszone w medium hodowlanym umieszczatam w cieplarce w 37°C w atmosferze
zawierajacej 5% CO,. Co 2-3 dni komérki pasazowatam rozpipetowujac zawartos$é
buteleczki. Po czym zuzyta pozywke wymieniatam na nowg i umieszczatam hodowle
w cieplarce.

2.2.3.2. Rozmrazanie linii komorkowej
Komorki Jurkat przechowywane sg w kriamputkach w ciektym azocie w banku
komorek. Komoérki rozmrazatam i1 odwirowywatam zawiesing. Nastepnie nadsacz
zlewatam a pozostato$¢ zawieszalam w pozywce 1 rozpipetowywatam do jatowych
buteleczek. Buteleczki hodowlane napetlnialam do 10 mL medium hodowlanym
zawierajacym RPMI-1640, 10% FBS oraz P/S.

2.2.3.3. Mrozenie linii komorkowej
Komoérki zawieszone w medium hodowlanym odwirowywatam, a nadsacz zlewatam.
Pelet zawieszalam w pozywce z dodatkiem (10% koncowej obj.) FBS i 10% (10%
koncowej obj.) DMSO. Nastepnie takag zawiesing komodrek umieszczalam
w krioamputkach 1 mrozitam w -80°C .

2.2.4. Izolacja komorek PBMC

Mononuklearne komorki krwi obwodowej (PBMC) otrzymywatam z kozuszka
leukocytarnego, ktory traktowany jest jako odpad w procesie produkcji masy
erytrocytarnej. Kozuszek odbieralam z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
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i Krwiolecznictwa w Gdansku (RCKiK). Otrzymany materiat do badan pochodzit od
anonimowych i zdrowych dawcow. Komorki PBMC otrzymywatam poprzez wirowanie
w gradiencie ggstosci krwi zylnej. Krew rozcienczalam buforem PBS w stosunku 1:1.
W 15 mL probéwkach wirowych umieszczalam po 4 mL mieszniny Ficollu 1 Uropoliny
(1:1) na, ktorag nawarstwialam rozcienczong krew. Kolejno wirowatam 18 min. z
szybkoscig 1800 rpm. Po tym czasie mozna zauwazy¢ rozdzial w probowkach na
poszczegblne frakcje. Limfocyty z monocytami tworza ,,kozuszek™ leukocytarny na
granicy Ficollu i osocza. Kozuszek ostroznie zbieratam i przeplukiwatam go dwukrotnie
buforem PBS, wirujac z szybkoscig 1500 rpm przez 5 min. Po zlaniu buforu, do
komoérek PBMC dodawatam 2 mL buforu lizujacego (pH 7,4-7,5) i pozostawialam
w temperaturze pokojowej na 5 min. Po tym czasie nastgpila liza erytrocytéw, a bufor
lizujacy rozcienczytam PBS 1:1 i zwirowalam (1500 rpm. 5 min.). W zaleznosci od
wykonywanego testu komoérki PBMC zawieszalam w medium hodowlanym otrzymujac
10° komoérek w 1mL, badz pozostawitam w PBS.

2.2.5. Przygotowanie rozcienczen analogow MPA

W celu przygotowania odpowiednich stezen w ependorfie odwazatam 1 mg
zwigzku 1 rozpuszczatam 20 uL. DMSO, a kolejno uzupetnialam pozywka do 1 mL,
uzyskujac stezenie 1 mg/mL. Kolejne stezenia przygotowatam metoda seryjnych
rozcienczen, uzyskujac najnizsze badane stezenie 10® mg/mL w przypadku MPA i 107
w przypadku pochodnych MPA. Przy wykonywaniu powtdrzen za kazdym razem
rozpuszczatam 1 mg zwigzku, unikajac przechowywania zwigzkow w postaci
roztworow.

2.2.6. Stosowane w badaniach testy

2.2.6.1. Test kolorymetryczny MTT
Linia komoérkowa Jurkat

Komorki Jurkat przenositam z buteleczki hodowlanej do proboéwki wirowniczej,
po czym wirowatam (1500 rpm. 5 min.) i usuwalam zuzyta pozywke. Komorki
zawieszalam w medium hodowlanym i umieszczatam na 96-dotkowych, ptaskodennych
piytkach w ilosci 50x10° komoérek zawieszonych w 50 pL na dotek. Kolejno do
kazdego dotka dodawalam odpowiednie rozcienczenia zwigzkow w  trzykrotnych
powtorzeniach. Plytki inkubowalam w cieplarce (37°C, 5% CO;). Po 48h inkubacji
w kazdym dotku umieszczatam 20 pL roztworu MTT (5Smg/ml H,O). Nastgpnie plytke
inkubowatam jeszcze 3h. Po kolejnej inkubacji do kazdego dotka dodawatam 100 pL
zakwaszonego 0,4N HCI izopropanolu. Plytki wytrzagsatam 15 min. w celu
rozpuszczenia wytrgconych krysztalkow formazanu. Nastgpnie przy pomocy
spektrofotometru dokonywatam pomiaru intensywnosci zabarwienia przy dtugosci fali
570 nm.

PBMC

Po wyizolowaniu komoérek zgodnie z procedura opisang w punkcie 2.2.4.
Zawieszatam je w odpowiedniej ilosci medium hodowlanego i umieszczalam na 96-
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dotkowej ptaskodennej ptytce w ilosci 50x10° komorek zawieszonych w 50 pL na
dotek. Dodatkowo w przypadku komorek PBMC do kazdego dotka dodawatam 1pL
monoklonalnych przeciwciat anti-CD3/anti-CD28. Nast¢pnie na ptytke dodawatam 50
uL  zwigzkéw w odpowiednio przygotowanych rozcienczeniach w trzykrotnych
powtdrzeniach. Plytki inkubowatam 72h w cieplarce (37°C, 5% CO,). Nastepnie do
kazdego dotka dodawatam 20 pL roztworu MTT 1iinkubowatam 3h. Kolejno
zakwaszalam (0,4N HCIl) izopropanolem i dokonywatam odczytu intensywnos$ci
zabarwienia przy wykorzystaniu fali dtlugosci 570 nm. Test na komoérkach PBMC
wykonatam dla trzech r6znych pacjentow, a wynik usrednitam.

2.2.6.2. Test proliferacyjny z wykorzystaniem VPD450

2.2.6.2.1. Przygotowanie roztworu barwnika
Do barwnika VPD450 dodalam 1 mL DMSO, nastgpnie doktadnie mieszatam
(vortex). Rozpuszczony barwnik przenositam do probowki wirowniczej 15 mlL,
i dodawatam 1,63 mL DMSO oraz doktadnie mieszatam do catkowitego rozpuszczenia
otrzymujac 1 mM roztwor barwnika. Nastepnie przygotowywatam jednorazowe porcje
roztworu barwnika po 2 pL na barwienie. Porcje z barwnikiem VPD450
przechowywatam w temperaturze -80°C, bez dostgpu Swiatta.

2.2.6.2.2. Barwienie komdrek

10-30x10° komérek zawieszatam w 1 mL PBS. Nastgpnie dodawatam 2 pL
wczesniej sporzadzonego 1 mM roztworu barwnika. Komoérki inkubowatam 15 min
w kapieli wodnej w temp 37°C. Kolejno komorki przeptukiwatam dziewigciokrotng
(w stosunku do ilosci w ktorej zawieszone sa komorki) iloscia PBS i wirowatam.
Nadsacz zlewatam a pelet komorkowy przeptukiwatam 10 mL medium hodowlanego
i wirowatam. Pozywke po ptukaniu zlewatam. Przed nalozeniem komorek na phlytki
sprawdzatam stopien zabarwienia komorek za pomocg cytometru przeptywowego.

Linia komorkowa Jurkat

Komorki Jurkat przenositam z buteleczki hodowlanej do probéwki wirowniczej,
po czym wirowalam (1500 rpm. 5 min.) 1 usuwalam zuzyta pozywke. Komorki Jurkat
dwukrotnie przeplukiwalam za pomocg PBS. Nastepnie barwilam komorki zgodnie
z punktem 2.2.6.2.2. Komorki zawieszalam w medium hodowlanym i1 umieszczatam na
96-dotkowych, okragtodennych ptytkach w ilosci 50x10” komérek zawieszonych w 50
pL na dolek. Kolejno do kazdego dotka dodawatam odpowiednie rozcienczenia
zwigzkow w trzykrotnych powtdrzeniach. Plytki inkubowatam w cieplarce (37°C, 5%
COy,). Po 48h inkubacji komorki wraz ze zwigzkami przenositam z dotkow do 5 mL
probowek, przeptukujac dotki za pomocg zimnego PBS. Nast¢pnie komoérki wirowatam
i zlewalam nadsacz. Pelet zawieszalam w 300 pL PBS, doktadnie mieszatam
i analizowatam za pomocg cytometrii przeptywowe;.
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Po wyizolowaniu komorek zgodnie z procedurg opisang w punkcie 2.2.4..
Komoérki PBMC zawieszalam w PBS 1 barwilam zgodnie z opisem w punkcie
2.2.6.2.2.. Zabarwione komorki zawieszalam w odpowiedniej ilosci medium
hodowlanego i umieszczatam na 96-dotkowej okraglodennej ptytce w ilosci 50x10°
komorek zawieszonych w 50 puL na dotek. Dodatkowo w przypadku komoérek PBMC do
kazdego dotka dodawatam 1 pL monoklonalnych przeciwciat anti-CD3/anti-CD28.
Nastepnie na plytke dodawatam 50 puL zwigzkéw w odpowiednio przygotowanych
rozcienczeniach w trzykrotnych powtorzeniach. Ptytki inkubowatam 72h w cieplarce
(37°C, 5% CO,). Po tym czasie komorki PBMC wraz ze zwigzkami przenositam
z dotkéw do 5 mL probowek, przeplukujac dotki za pomoca zimnego PBS. Nastepnie
komorki wirowalam i zlewatam nadsacz. Pozostato§¢ zawieszalam w 300 puL PBS,
doktadnie mieszalam i analizowatam za pomoca cytometrii przeptywowe;.

2.2.6.3. PBMC w obecnosci GMP
Test oznaczania aktywno$ci antyproliferacyjnej wykorzystujacy cytometri¢
przeptywowa wobec linii komdérkowej PBMC w obecnosci GMP przeprowadzitam
analogicznie, tak jak opisatam w punkci 2.2.6.2.. Dodatkowo poza komodrkami,
zwigzkiem 1 przeciwciatami do dotkow dodalam roztwor GMP, w taki sposob aby
stezenie GMP w kazdym dotku wynosito 50 uM.

2.3. Badania aktywnosci przeciwnowotworowej
2.3.1. Linie komorkowe

2.3.1.1. Czerniak Ab chomika Bomirskiego

Do badan wykorzystano komorki linii amelanotycznej (Ab) , powstalej na
skutek samorzutnej przemiany z formy melanotycznej (Ma) czerniaka
przeszczepialnego chomika znanego pod nazwa - model czerniaka Bomirskiego.
Stosowane w badaniach komorki czerniaka uzyskiwano z nowotworu wedlug
opracowanej wczesniej metody nieenzymatycznego uzyskiwania zawiesiny
pojedynczych komoérek. W tym celu z rozdrobnionej mechanicznie masy nowotworu
komorki izolowano na Histopague 1077. Komorki czerniaka linii amelanotycznej
izolowano po 10-12 dniach wzrostu nowotworu. Zywotno$¢ izolowanych komérek
w kazdym doswiadczeniu okre§lona byla za pomoca testu z bigkitem trypanu i wynosita
80-95%. Komorki czerniaka inkubowano w odpowiedniej pozywce hodowlanej (RPMI
1640, 10% plodowa surowica cielgca inaktywowana termicznie, 100 pg/mL
streptomycyny, 100 jednostek/mL penicyliny) w 37°C, w atmosferze 5% CO..

2.3.1.2. Czerniak A375 cztowieka
Komoérki ludzkiego czerniaka amelanotycznego A375 (ATCC) hodowano
w pozywce (DMEM HG, 10% plodowa surowica cieleca inaktywowana termicznie, 100
pug/mL streptomycyny, 100 jednostek/mL penicyliny) w 37°C, w atmosferze 5% CO,.
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2.3.1.3. Neuroblastoma SHSYS5Y cztowieka
W doswiadczeniach wykorzystano omorki ludzkiej neuroblastomy SHSYSY
(ATCC) migdzy 10 a 25 pasazem. Komorki hodowano w pozywce (DMEM, 10%
ptodowa surowica cielgca inaktywowana termicznie, 50 pg/mL streptomycyny, 50
jednostek/mL penicyliny) w 37°C, w atmosferze 5% CO,.

2.3.2. Zwigqzki referencyjne
Dakarbazyna i cisplatyna jako chemioterapeutyki stosowane w leczeniu
czerniaka i neuroblastomy zostaly wykorzystane jako referencyjne zwiazki.

2.3.3. Przygotowanie zwigzkow do testow

Zwiazki przygotowano w stezeniach : 0,1; 1; 10; 20; 40; 50; 100; 150 puM.
Wszystkie rozcienczenia badanych zwigzkéw przygotowywano w pozywce,
a wyjsciowe stezenie w wodzie z 5% DMSO.

2.3.4. Test cytotoksycznosci XTT

Komorki wysiewano na 96-dotkowe ptytki w ilosci 5x10° na dotek w pozywce
odpowiedniej dla danej linii. Po 24 godzinach pozywke wymieniano i dodawano badane
zwigzki w przygotowanych wczesniej stezeniach: 0,1; 1; 10; 20; 40; 50; 100; 150 uM.
Inkubacje prowadzono w cieplarce (37°C, 5% CO,) przez 48 i 72 godziny. Zywotno$é
komorek okreslano przy uzyciu testu XTT. Absorbancj¢ pomaranczowego produkt
mierzono przy pomocy spektrofotometru ptytkowego (Multiscan FC, Thermoscientific)
przy dhugosci fali 450 nm. Miarg aktywnosci cytotoksycznej testowanego zwigzku
byta warto$¢ stezenia ICsy (ang. inhibitory concentration) lub gdy nie mozna bylo
wyznaczy¢ 1Csy miara wpltywu zwigzku na komorki byl odsetek komoérek zywych
potraktowanych 150 uM stezeniem (najwyzszym badanym stezeniem).

2.4. Badania aktywnosci przeciwmikrobiologicznej

2.4.1. Szczepy bakteryjne

Otrzymane  zwigzki  oceniano  pod  wzgledem ich  aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej in vitro przeciw Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923,
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978,
Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oraz trzech klinicznych: Staphylococcus aureus
MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL+ 1 Klebsiella pneumoniae ESBL-. Wszystkie
szczepy bakteryjne bylty pasazowane w podtozu ptynnym MHB i statym MHA.

2.4.2. Zwiqzki referencyjne

Za antybiotyk referencyjny przyjeto ampicyling i kanamecynge. W przypadku
ampicyliny zakres stezenia wynosit od 256,0 do 0,125 pg/mL, dla kanamycyny od
1000,0 do 2,0 pg/mL.

2.4.3. Przygotowanie zwigzkow do testow
Zwiazki 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288 przygotowano w stezeniach od
256,0 ug/mL do 0,125 pg/mL, a 9, 201, 204, 206-211, 270-272, 274-276, 285, 287 i
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289-291 w stezeniach 3000,0 pg/mL do 5,9 pg/mL. Stgzenia przygotowane byly w
wodzie z 6% DMSO. Serie rozcienczonych zwigzkow byty zamrozone i uzyte tylko raz.

2.4.4. Oznaczanie minimalnego steZenia hamujgcego (MIC)

Wartosci MIC zostaty okreSlone wykorzystujac metode mikrorozcienczen
w MHB Il i stosujac 96-dotkowe mikroptytki z polistyrenu.

Hodowle bakteryjne z logarytmicznej fazy wzrostu rozcienczono w pozywce
w stosunku 1:1000, zawieszono 1 rozcienczono S50-krotnie w soli fizjologicznej
uzyskujac 0,5 w skali Mc Farlanda. Na 96-dotkowych ptytkach umieszczono 100 pL
medium MHB Iii dodano po 100 pL odpowiednich rozcienczen zwiazkow i po 100 puL
odpowiedniej zawiesiny bakteryjnej w ilosci 10* komorek/1 mL. Inokulowane phytki
inkubowano 35+1°C przez 18-20 godzin. Po tym czasie okreslono warto§¢ MIC za
pomoca spektrofotometru (PlateReader AF2200 UV/VIS i Fluorescence Microplate
Reader from Eppendorf) OD600 oraz dokonano oceny wizualne;j.

MIC mierzone technikami spektrofotometrycznymi okreslono jako najmniejsze
stezenie zwiazku, powyzej ktorego hamowanie wzrostu komodrek bakteryjnych
wyrazano jako MIC50 1 MIC90 (odpowiednio 50% 1 90% zatrzymania wzrostu
bakteryjnego).

W celu potwierdzenia wynikdw wykorzystano réwniez test z resazuryng.
Resazuryng (10 pL 0,015% roztworu wodnego) dodano do kazdego dotka. Probki
inkubowano w 37°C przez 2 h (bez dostgpu $wiatta) oraz zmierzono absorbancje
i dokonano wizualnej oceny zmiany barwy w stosunku do kontroli. Najnizsze stezenie,
w ktorym nastgpita zmiana barwy, okreslane jest jako wartos¢ MIC.
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PODSUMOWANIE

W  ramach realizacji pracy doktorskiej przeprowadzitam synteze 13
aminokwasowych i 14 peptydowych analogéw kwasu mykofenolowego oraz ocenitam
otrzymane zwiazki pod wzgledem aktywnosci immunosupresyjne;j,
przeciwnowotworowej i mikrobiologicznej. Zaprojektowane przeze mnie polaczenie
MPA z aminokwasami 1 peptydami zakladalo zmniejszenie toksycznosci kwasu
mykofenolowego. Ponadto, sprawdzitam czy otrzymane zwiazki moga zwigkszy¢
aktywno$¢ biologiczng MPA.

Zaprojektowalam i przeprowadzitam syntez¢ aminokwasowych analogow kwasu
mykofenolowego zarowno w postaci estrow metylowych 199-205, jak i z wolng grupa
karboksylowg 206-211 oraz synteze tetra- 220, 229 i pentapeptydow 237-242, 250-255
a ponadto opracowalam synteze koniugatow tych peptydéw z czasteczka MPA 270-276
i285-291.

Biorac pod uwage dane literaturowe [92], oraz wyniki przeprowadzonych
eksperymentéw, do syntezy koniugatbw MPA z chlorowodorkami estrow
aminokwasow tj.: HCIXL-Asp(OCH3)-OCH3 192, HCIXL-Thr-OCH; 193, HCIxD-Thr-
OCH3194, HCIxL-Ile-OCH3195, HCIxL-Arg-OCH3 196, HCIxD-Arg-OCH;3197
i HCIxMal-(OCHj3), 198 wykorzystalam metode EDCI/DMAP. W przypadku syntezy
estru  metylowego N-mykofenoilo-L-izoleucyny 202 wykorzystujac procedure
EDCI/DMAP otrzymatam zwigzek 202 z niska 15% wydajnoscia. Zastosowana metoda
nie pozwolila rowniez na uzyskanie aminomalonowej pochodnej MPA 205. Zmiana
odczynnika kondensujacego na T3P w tych dwoéch przypadkach prowadzita do
otrzymania produktow 202 i 205 z dobra wydajnoscig. Nastgpnie estry metylowe
aminokwasowych analogow MPA 199-204 poddatam hydrolizie z wykorzystaniem
wodorotlenku litu otrzymujac zwigzki 206-211.

Synteze tetrapeptydow: tuftsyny i retro-tuftsyny przeprowadzitam w oparciu
o metod¢ mieszanych bezwodnikow opisang w literaturze [185] [186] [187]. Metoda ta
umozliwia uzyskanie peptydow z dobra wydajnoscia przy jednoczesnym niskim
stopniu racemizacji. Nastgpnym etapem mojej pracy byla synteza pentapeptydow,
pochodnych tuftsyny 237-242 i retro-tuftsyny 250-255, poprzez acylowanie grupy
e-aminowej lizyny, aminokwasami takimi jak: glicyna, a-alanina, B-alanina, walina,
leucyna iizoleucyna. W celu acylowania grupy aminowej zwigzku 230 i1 249
odpowiednimi aminokwasami przetestowalam trzy metody: (a) metod¢ mieszanych
bezwodnikéw (chloromréwczan izobutylu); (b) $rodek kondensujacy EDCI oraz (c)
srodek kondensujacy EEDQ. Najlepsze rezultaty otrzymatam stosujgc procedure
mieszanych bezwodnikéw z chloromréwczanem izobutylu i NMM. W celu utworzenia
wigzania amidowego pomigdzy wszystkimi otrzymanymi przeze mnie tetra- i
pentapeptydami, a czasteczka MPA przetestowatam trzy odczynniki kondensujace takie
jak: EEDQ, EDCI i T3P na modelach pochodnych tuftsyny 262 i retro-tuftsyny 277,
modyfikujac ilos¢ uzytej zasady. Do syntezy koniugatow kwasu mykofenolowego z
tuftsyng 262 i jej analogami 243-248 wybralam metode T3P/TEA. Natomiast do
syntezy pochodnych MPA z retro-tuftsyng 277 i jej analogami 255-260 wybratam
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procedur¢ EDCI/DMAP. Procedury te pozwolily mi na otrzymanie peptydowych
koniugatow MPA 263-269 i 278-284 z bardzo dobrymi wydajno$ciami. Struktury
i czysto§¢ wszystkich otrzymanych przeze mnie zwigzkéw potwierdzitam metodami: 'H
NMR >C NMR, MS i MS-HPLC. Dodatkowo wybrane zwiazki scharakteryzowatam za
pomoca technik: COESY, HMBC, HSQC, ROESY i TOCSY.

Przeprowadzilam testy cytotoksycznosci (MTT) 1 antproliferacyjne (VPD450,
cytometria przeptywowa) w celu wyselekcjonowania zwigzkéw o korzystniejszych
parametrach niz MPA. Badania wykonalam na limfoidalnej linii komorkowej T-Jurkat
oraz mononuklearnych komorkach krwi obwodowej (PBMC). Otrzymane przeze mnie
zwigzki spehity zalozenie i okazaly si¢ mniej toksyczne niz kwas mykofenolowy
(PBMC). Jedynie cztery aminokwasowe pochodne 199, 200, 202 i 207 na linii
komorkowej T-Jurkat wykazaly wigksza toksyczno$¢. Najmniejszg toksyczno$cig
zarowno w stosunku do linii komorkowej Jurkat, jak 1 komoérek PBMC
charakteryzowaty si¢ pochodne zawierajace w swojej strukturze arginine (L i D) z wolng
grupg karboksylowa 210 i 211. W przypadku testow na linii komorkowej T-Jurkat nie
udato si¢ wyznaczy¢ nawet wartosci ICso dla tych dwoch pochodnych. Najwigksza
cytotoksycznoscig w stosunku do obu typéw badanych komoérek odznaczyt si¢ zwigzek
MPA-L-lle-OMe 202. Analizujac cytotoksyczno§¢ drugiej grupy otrzymanych
zwigzkow wyraznie widaé, ze wszystkie peptydowe analogi MPA sg znacznie mniej
toksyczne od kwasu mykofenolowego. W wielu przypadkach nie jest mozliwe
wyznaczenie wartosci 1Csp, w zwiazku z czym obliczylam Zywotno$¢ komorek
w obecnosci tych zwigzkéw w najwyzszym badanym stezeniu 1 mg/mL. Najmniejsza
cytotoksyczno$cig odznacza si¢ pochodna MPA z tuftsyng 270, ktérej zywotnos$¢
wynosi 85,82% w przypadku komoérek T-Jurkat i 99,09% w przypadku komorek
PBMC.

Po przeprowadzeniu testow aktywnoS$ci antyproliferacyjnej stwierdzitam, ze
zaden z otrzymanych przeze mnie zwigzkow nie wykazal tak dobrego dziatania
antyproliferacyjnego jak kwas mykofenolowy. Najbardziej aktywnymi zwigzkami
okazaty si¢ pochodne: 199, 200, 201, 202 oraz 209 (T-Jurkat i PBMC). Pochodna MPA
z izoleucyng zarowno w postaci estru metylowego 202 (ECsp = 5,1207 puM dla PBMC)
jak 1 po zasadowej hydrolizie 209 (ECsp = 9,0962 uM dla PBMC) charakteryzuje si¢
najnizszg wartoscig ECsy co czyni ja najbardziej aktywng z posrdd badanych analogow.
Najmniejszg aktywno$¢ w stosunku do obu typow komorek wykazaly zwiazki: 206, 210
i 211. W przypadku peptydowych pochodnych MPA, najwyzsza aktywnos$cia
charakteryzuje si¢ zwigzek 285, ktorego wartos¢ ECsy wynosi 663,9288 uM dla linii
komorkowej T-Jurkat 1 35,4258 uM dla komorek PBMC.

Cytotoksycznos¢ oraz aktywno$¢ antyproliferacyjna aminokwasowych
pochodnych zalezy od struktury zwigzkoéw (ester metylowy / kwas) oraz od konfiguracji
absolutnej aminokwasu. Analogi MPA zabezpieczone estrem metylowym s3
zdecydowanie bardziej aktywne od ich odpowiednikow z wolng grupa karboksylowa.
Ponadto zauwazylam, ze L-enancjomery wykazuja wigksza aktywno$¢ niz enancjomery
o konfiguracji D aminokwasu. Wigkszo$¢ peptydowych pochodnych w catkowitym lub
w wysokim stopniu niweluje dzialanie MPA. Uogolniajac mozna réwniez pokusi¢ si¢
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o stwierdzenie, ze koniugaty MPA z retro-tuftsyng wykazuja nieznacznie wigksza
aktywno$¢ od tych z tuftsyna.

Wyznaczajac wspotczynnik selektywnosci SI udato si¢ wybraé¢ trzy analogi
o wyzszej wartosci SI niz MPA (SI = 4,63). Do zwiazkow tych naleza pochodne MPA
z treoning o konfiguracji L i D w postaci estrow metylowych 200 i 201 (SI = 5,68 dla
200 17,33 dla 201) oraz koniugat MPA z retro-tuftsyng 285 (SI = 17,89). Dwie
peptydowe pochodne charakteryzujg si¢ wspotczynnikiem selektywnosci podobnym do
kwasu mykofenolowego, sa to koniugaty MPA z retro-tuftsyng modyfikowang o-
alaning 287 i waling 289. Pomimo mniejszej aktywno$ci antyproliferacyjnej wybranych
zwigzkow, pochodne te odznaczyty si¢ zdecydowanie nizsza toksycznoscig. W zwigzku
z tym nalezalo by uzy¢ wiekszej dawki leku aby osiggna¢ ten samach efekt
antyproliferujacy co MPA.

Badania proliferacyjne z dodatkiem GMP, przeprowadzone na otrzymanych
koniugatach MPA umozliwily stwierdzenie, Zze otrzymane przeze mnie zwigzki
wykazuja taki sam mechanizm dzialania jak kwas mykofenolowy co potwierdza ich
aktywno$¢ inhibujaca wobec IMPDH.

Aktywno$¢ biologiczng MPA 9, a takze otrzymanych wybranych
aminokwasowych: 200, 201, 203, 204, 207, 208, 210 i 211 oraz peptydowych
pochodnych 270 i 285 oceniano wobec komorek dwoch linii  czerniaka
amelanotycznego o réznym pochodzeniu: linia Ab czerniaka chomika Bomirskiego,
linia A375 ludzkiego czerniaka oraz wobec komorek neuroblastomy SHSYSY. Jako
wzorce do badan zostaly uzyte dwa stosowane chemoterapeutyki: dakarbazyna oraz
cisplatyna.

Po przeprowadzeniu badan, mozna stwierdzi¢, ze kwas mykofenolowy wykazuje
znacznie wyzszg aktywno§¢ w stosunku do komorek czerniaka i prawie takg sama
aktywnos$¢ w stosunku do komorek neuroblastomy jak powszechnie stosowane leki
przeciwnowotworowe. Ponadto zauwazyliSmy szybsze dziatanie MPA niz dakarbazyny
na obu testowanych liniach komoérkowych czerniaka. Analogi MPA 200 i 201
charakteryzowaty si¢ lepsza aktywnosciag w stosunku do linii komoérkowej czerniaka
chomika Bomirskiego, niz powszechnie stosowany chemoterapeutyk- dakarbazyna,
Niestety linia komorkowa czerniaka ludzkiego A375 pozostaje oporna na dzialanie
zwigzkow 200 i 201, a dakarbazyna charakteryzuje si¢ zdecydowanie wigksza
cytotoksycznoscig. Zwigzek MPA-L-Arg-(NO,)-OH 210 powoduje zahamowanie
aktywnosci mitochondriow w 50% na podobnym poziomie co stosowany
chemoterapeutyk — dakarbazyna.

Podobnie jak w przypadku badan okreslajacych aktywno$¢ immunosupresyjng
zauwazylam, ze pochodne o konfiguracji L charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnos$cig niz
ich D odpowiedniki. W przypadku pochodnych zawierajacych w swojej strukturze
treoning, widoczna jest zdecydowana przewaga zwigzkow posiadajacych terminalng
funkcje estru metylowego 200 i 201 w poréwnaniu do tych z wolng grupa karboksylowa
207 i 208, ktore to nie wykazaty zadnej aktywnos$ci. Potaczenie MPA z peptydami
takimi jak tuftsyna 270 i retro-tuftsyna 285 pozwolito na inbibicj¢ aktywnosci komorek
czerniaka Ab 1 neuroblastomy SHSYBY w okoto 30%.
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W celu sprawdzenia aktywnos$ci mikrobiologicznej przeprowadzono testy
antybakteryjne na szeSciu szczepach referencyjnych: Staphylococcus aureus MSSA
ATCC 25923, Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii
ATCC 17978, Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
(ESBL), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oraz trzech klinicznych:
Staphylococcus aureus MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL+ i Klebsiella pneumoniae
ESBL-. Jako kontrolg stosowano dwa konwencjonalne antybiotyki: ampicyling lub
kanamycyne.

Otrzymane przeze mnie pochodne 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 i 288
odznaczaly si¢ najwicksza aktywnoscig przeciw S. aureus, z wyrdznieniem wigkszej
wrazliwosci szczepu MSSA niz MRSA. Analizujac wyniki, mozna zauwazy¢, ze analog
200 dla szczepu S. aureus MSSA, wykazuje zdecydowanie intensywniejszg inhibicj¢
wzrostu w porownaniu ze zwigzkiem macierzystym MPA 9 oraz porownywalng do
kanamycyny. W przypadku K. pneumoniae zwigzki 203, 273, 286 i 288
charakteryzowaty si¢ zwigkszonym dziataniem przeciwbakteryjnym w pordéwnaniu
z macierzystym MPA oraz stosowanymi antybiotykami: kanamycyng i ampicyling.
Zwiazek 205 porownywalnie hamowat wzrost K. pneumoniae do ampicyliny.

Podobnie jak powyzej zauwazam zalezno§¢ aktywnos$ci aminokwasowych
analogdbw MPA od konfiguracji stosowanego aminokwasu oraz funkcji karboksylowej
(ester / wolna grupa karboksylowa). Pochodne o konfiguracji L wykazuja zdecydowanie
wieksza aktywno$¢ w stosunku do wszystkich badanych szczepoéw niz ich enancjomery
o konfiguracji D. Ponadto hydroliza estrow metylowych znacznie zmienita aktywno$¢
badanych zwigzkow. Zauwazylam ogromng przewage pochodnych estrowych nad tymi,
z wolng grupa karboksylowa. Spowodowane moze to by¢ lepszg penetracja zwigzku
przez blony komorkowe z powodu nizszej polarnosci [71]. W przypadku peptydowych
analogow MPA, najkorzystniejsze wyniki otrzymano dla trzech pochodnych MPA
potaczonych z: tuftsyng modyfikowang na grupie e-aminowej B-alaning 273 oraz retro-
tuftsyng modyfikowang na grupie e-aminowej glicyna 286 i -alaning 288.

Podsumowujac badania biologiczne 1 mikrobiologiczne mozna stwierdzi¢, ze na
uwage na pewno zastuguje ester metylowy N-mykofenoilo-L-treoniny 210. Zwiazek ten,
w kazdych przeprowadzonych badaniach wykazywat znaczaca aktywnos$¢ biologiczna.
Po przeanalizowaniu uzyskanych wynikéw mozna zauwazy¢, ze wplyw na aktywnos$¢
badanych zwigzkéw ma konfiguracja aminokwasu jak réwniez struktura funkcji
karboksylowej (ester / kwas). Estery metylowe, jak 1 pochodne zawierajace w swojej
budowie aminokwasy o konfiguracji L charakteryzuja si¢ wyzszg aktywnoS$cig
biologiczna.

Jedynie cztery z posrod wszystkich badanych peptydowych analogow wykazaty
interesujace wiasciwos$ci biologiczne tj.: pochodna MPA z retro-tuftsyng 285 (wyniki
badan immunosupresyjnych) oraz analogi MPA z tuftsyng modyfikowang na grupie -
aminowej B-alaning 273, jak réwniez retro-tuftsyna modyfikowang na grupie  e-
aminowej glicyng 286 1 [-alaning 288 (wyniki badan mikrobiologicznych).
W wigkszosci przypadkow peptydowe pochodne MPA z retro-tuftsyng wykazywaly
lepsza aktywnos$¢ od analogow MPA zawierajacych w swojej strukturze czasteczke
tuftsyny.
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SUMMARY

Mycophenolic acid (MPA) and its two clinically used derivatives:
mycophenolate sodium (MPS, CellCept) and mycophenolate mofetil (MMF, Myfortic)
are one of the most commonly used drugs which inhibit lymphocyte proliferation. These
immunosuppressants are used especially in case of transplantation of vascular organs
such as the liver, heart and kidneys [25] [19] [26]. Mycophenolic acid has also been
used in autoimmune diseases the treatment. MPA is a non-competitive and reversible
inhibitor of inosine-5'-monophosphate dehydrogenase, mainly of isoform II, which is
present in activated lymphocytes and tumor cells [33]. In addition to
immunosuppressive activity, the pharmaceutical has antibacterial, antifungal, antiviral
and anticancer properties. Unfortunately, the usage of these immunosuppressive agents
is associated with risk of weakening the immune system, which can be manifested by
many side effects (ie: bacterial, fungal, viral infections and digestive, genitourinary,
circulatory and nervous disorders) [23]. The glucuronidation process is responsible for
a number of side effects. As a result of this process two major metabolites are formed:
pharmacologically inactive 7-O-glucuronide MPA (MPAG) and pharmacologically
active acylated glucuronide (AcMPAG) [104] [105]. In order to increase the selectivity
and reduce side effects of mycophenolic acid, scientists are trying to modify the
structure of the MPA, which would allow to obtain a drug better tolerated by the
organism. This situation is associated with lengthening and improving the quality of life
of patients.

In my PhD thesis I designed and synthetized new, original chemical structures of
amino acid and oligopeptide analogs of MPA. In order to obtain amino acid derivatives
of mycophenolic acid, I formed an amide bond between the MPA molecule and amino
acid ester such as: L-aspartic acid, L-threonine, D-threonine, L-isoleucine, L-arginine, D-
arginine and aminomalonic acid. For the synthesis of this type of compounds I used
condensing reagents, such as EDCI/DMAP and T3P/TEA. Then I carried out the
hydrolysis of amino acid methyl esters of MPA derivatives using lithium hydroxide.
Another group of compounds, which I synthetised were conjugates of oligopeptides and
MPA. These analogs contained in their structure tetrapeptides such as tuftsin, retro-
tuftsin and their modifications with an isopeptide bond on the e-amino group of lysine
with: glycine, a-alanine, B-alanine, valine, leucine and isoleucine. The synthesis of
peptides: tuftsin and retro-tuftsin was based on the mixed anhydrides method described
by Dzierzbicka and coworkers [185] [186] [187] using isobutyl chloroformate and
NMM. For the conjugation of tetra- and pentapeptides with the MPA molecule I used
coupling reagents such as: T3P/TEA (derivatives of tuftsin) and EDCI/DMAP (retro-
tuftsin derivatives). I confirmed the structure and purity of all the compounds by 'H
NMR "*C NMR, MS and MS-HPLC techniques. In addition, I characterized the selected
compounds using the following techniques: COESY, HMBC, HSQC, ROESY and
TOCSY.

I examined all obtained compounds in biological tests in vitro, including
viability assay (MTT) and antiproliferative activity assay (VPD450, flow cytometry).
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The biological test I conducted on the T-Jurkat lymphoidal cell line and peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors. These tests allowed me to
determine the 1Csy and ECsy values and the selectivity index (SI), which served to
compare the derivatives to MPA and to selection of compounds (200, 201 and 285)
which have the lowest toxicity and highest antiproliferative activity in the same time.
I also did some tests confirming the selectivity of action of the compounds I obtained
against IMPDH by antiproliferative activity assay (VPD450, flow cytometry) against
PBMC:s with the addition of guanosine-5'-monophosphate.

Anticancer activity of mycophenolic acid and several selected amino acids 200,
201, 203, 204, 207, 208, 210 and 211 and peptide analogs 270 and 285 of MPA were
evaluated against two cancer cell lines of amelanotic melanoma: Ab Bomirski hamster
melanoma, A375 human melanoma and SHSYSY neuroblastoma. As reference
compounds we used two chemotherapeutics: decarbaazine and cisplatin. We found that
the parent compound MPA 9 shows better activity against cells of both amelanotic
melanoma lines and particularly the same effect on neuroblastoma cell line compared to
dacarbazine and cisplatin respectively, which are standard chemotherapeutics used in
treatment of these malignancies. Among the tested novel amino acid analogs of MPA,
considerable activities showed MPA-Thr-OMe 200, MPA-D-Thr-OMe 201 and MPA-
Arg(NO,)-OH 210.

We have also checked the antibacterial activity of the all synthetised compounds
against six reference strains: Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923,
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Acinetobacter baumannii ATCC 17978,
Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and three clinical strains: Staphylococcus
aureus MSSA, Klebsiella pneumoniae ESBL + and Klebsiella pneumoniae ESBL-.
Derivatives 199, 200, 202, 203, 205, 273, 286 and 288 were characterized by the
highest activity against S. aureus, distinguishing the greater sensitivity of the MSSA
strain than MRSA. In the case of K. pneumoniae, the compounds 203, 273, 286 and 288
were characterized by increased antibacterial activity compared to parental MPA and
antibiotics: kanamycin and ampicillin.
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Wyniki badan otrzymanych w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej
zostaly opublikowane i byly prezentowane na krajowych i miedzynarodowych
konferencjach naukowych

A. Publikacje naukowe

1. Cholewinski G., Iwaszkiewicz-Grzes D., Prejs M., Glowacka A., Dzierzbicka K.,
Synthesis of the inosine 5'-monophosphate dehydrogenase (IMPDH) inhibitors. J. Enz.
Inhib. Med. Chem., 2015, 30, 550-563.

2. Gensicka M., Glowacka A., Dzierzbicka K., Cholewinski G., Inhibitors of
angiogenesis in cancer therapy — synthesis and biological activity. Curr. Med. Chem.,
2015, 22, 3830-3847.

3. Siebert A., Gensicka M., Cholewinski G., Dzierzbicka K., Synthesis of
Combretastatin A-4 analogs and its biological activity. Anti-Cancer Agents Med. Chem.,
2016, 16(8), 942-960.

4. Siebert A., Prejs M.., Cholewinski G., Dzierzbicka K, New analogues of
mycophenolic acid. Mini-Reviews in Med. Chem., 2017, 17, 734-745.

5. Siebert A., Gensicka M., Cholewinski G., Dzierzbicka K, Tuftsin-properties and
analogs. Curr. Med. Chem., 2017, 24, 3711-3727.

B. Publikacje oryginalne:

1.Prejs M., Cholewinski G., Siebert A., Dzierzbicka K., Trzonkowski P., Synthesis and
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1. Glowacka A., Gensicka M., Cholewinski G., Dzierzbicka K., Synteza oligopeptydow
Jjako nosnikow zwigzkow biologicznie czynnych, 58 Zjazd PTChem, Gdansk, 21-25
Wrzesien 2015

2. Gensicka M., Glowacka A., Dzierzbicka K., Cholewinski G., Synteza fragmentow
peptydowych nowych analogow heterocyklicznych, 58 Zjazd PTChem, Gdansk, 21-25
Wrzesien 2015

3. Siebert A., Oligopeptydowe pochodne retro-tuftsyny, I Wielkopolskie Seminarium
Chemii Bioorganicznej, Organicznej 1 Biomaterialow, Poznan 5 Grudnia 2015, Str. 250.
4. Siebert A., Garwolinska D., Cholewinski G., Synteza i aktywnos¢ cytotoksyczna
aminokwasowych analogow kwasu mykofenolowego, Postepy Syntezy Organicznej,
Gdansk 23-25 Czerwca 2016, Str. 80

5. Siebert A., Cholewinski G., Trzonkowski P., Dzierzbicka K., Synthesis and cytotoxic
activity of new conjugates of mycophenolic acid and peptides, 17th Tetrahedron
Symposium, Sitges, Hiszpania, 28 Czerwiec — 1 Lipiec 2016, P1.042.

6. Siebert A., Cholewinski G., Trzonkowski P., Rachon J., Synthesis and biological
research of amino acid analogues of mycophenolic acid, 18th Tetrahedron Symposium,
Budapeszt, Wegry 27 — 30 Czerwiec 2017, P3.33.

7. Prejs M., Dzierzbicka K., Cholewinski G., Siebert A., Trzonkowski P., New
conjugates of mycophenolic acid and amino acids derivatives of adenosine as
prospective immunosuppreassive drugs, 18th Tetrahedron Symposium, Budapeszt,
Wegry 27 — 30 Czerwiec 2017, P3.31.

8. Siebert A., Wysocka M., Cholewinski G., Krawczyk B., Rachon J., Synthesis and
microbiological research of peptide analogues of mycophenolic acid, 24th Polish
Peptide Symposium, 3-7 Wrzesien 2017, P.72.

9. Siebert A., Wysocka M., Cholewinski G., Krawczyk B., Rachon J., Aktywnosé
mikrobiologiczna aminokwasowych analogow kwasu mykofenolowego, BioMillenium,
Gdansk, Polska 6-8 Wrzesien 2017.

149


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Bibliografia

[1]

(2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

E. Ograczyk, M. Kowalewicz-Kulbat, S. Wawrocki 1 M. Fol, ,,Jmmunosupresja -
wymagadjacy sprzymierzeniec na trudne czasy,” Postepy Higieny Medycyny
Doswiadczalnej, nr 69, pp. 1299-1312, 2015.

K. Dzierzbicka, G. Cholewinski, D. Iwaszkiewicz-Grze§ 1 P. Trzonkowski,
»Poszukiwanie nowych lekéw immunosupresyjnech,” Wiadomosci chemiczne, nr
65, pp. 59-92, 2011.

M. Jarecka 1 P. Borowicz, ,Terapeutyczne 1 rynkowe perspektywy
rekombinowanych lekow,” Biotechnologia, nr 4, pp. 7-27, 2005.

A. Siebert, M. Prejs, G. Cholewinski i K. Dzierzbicka, ,,New Analogues of
Mycophenolic Acid,” Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, nr 17, pp. 734-745,
2017.

Z. S. Herman, Hormony, witaminy, leki: przeciwnowotworowe,
immunosupresyjne, autakoidy, Warszawa: Wydawnictwo lekarskie PZWL, 2010,
pp- 181-187.

H. Feichttiger, E. Wieland, V. W. Armstrong i M. Shipkova, ,,The acyl
glucuronide metabolite of mycophenolic acid induces tubulin polymerization in
vitro,” Clinical Biochemistry, nr 43, pp. 208-213, 2010.

M. Shipkova, V. W. Armstrong, E. Wieland, P. D. Niedmann, E. Schultz, G.
Brenner-Weiss, M. Voihsel, F. Braun i M. Oellerich, ,,Identification of glucoside
and carboxyk-linked glucuronide conjugates of mycophenolic acid in plasma of

transplant recipients treated with mycophenolate mofetil,” British Journal of
Pharmacology, nr 126, pp. 1075-1082, 1999.

K. Dzierzbicka, ,,Synthesis of conjugates of muramyl dipeptyde and nor-muramyl
dipeptide with  retro-tuftsin (Arg-Pro-Lys-ThrOMe) as potential
immunostimulants,” Polish Journal of Chemistry, nr 78, pp. 409-416, 2004.

K. Dzierzbicka, P. Sowinski 1 A. M. Kotodziejczyk, ,,Synthesis of analogues of
antraquinones linked to tuftsin or retro-tuftsin residues as potential topoisomerase
inhibitors,” Journal Peptide Science, nr 12, pp. 670-678, 2006.

K. Dzierzbicka, A. Wardowska, M. Rogalska 1 P. Trzonkowski, ,,New conjugates
of muramyl dipeptide and nor-muramyl dipeptide linked to tuftsin and retro-
tuftsin  derivatives  significantly influence their biological activity,”
Pharmacological Reports, nr 64, pp. 217-223, 2012.

150


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

M. W. Taylor, Viruses and Man: A History of Interactions, Springer International
Publishing, 2014, pp. 77-99.

K. Phelps i C. Hassed, Immune System: General Practice: The Integrative
Approach, Chatswood: Elsevier Health Science, 2012, pp. 6-8.

G. J. Prendergest 1 E. M. Jaffee, Cancer Inmunotherapy Immune Suppression and
Tumor Growth, 2 red., San Diego: Academic Press, 2013, pp. 14-24, 241-247.

J. R. Mackay i N. R. Rose, The Autoimmune Diseases, 5 red., San Diego:
Academic Press, 2013, pp. 3-9.

K. N. Mashini, ,,Fighting infection using immunomodulatory agents,” Expert
Opinion on Biological Therapy, tom 1, pp. 641-653, 2005.

B. Kaplan, G. J. Burkhart i F. G. Lakkis, Immunotherapy in Trasplantation:
Principles and Practice, Chichester: John & Sons, 2012, pp. 3-8.

J. P. Merrill, J. E. Murray, J. H. Harrison i W. R. Guild, ,,Successful
homotransplantations of the human kidney between identical twins,” Journal of
the American Medical Association, nr 160, pp. 277-282, 1956.

J.  Nielubowicz, Krétka historia pierwszych przeszczepdw nerek. W:
Przeszczepianie nerek, T. Ortowski, Red., Warszawa: Wydawnictwo Lekarskie
PZWL, 1995, pp. 9-14.

D. Gorecki 1 A. Romaniuk, Immunologia transplantacyjna, w: Jakobsiak M.
(red.), Immunologia, Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN, 1996, pp. 619-
631.

E. Murawska, M. Wilczynska-Borawska i J. Zajkowska, ,,Transplantation-the
ultimate method of treating and-stage organ failure,” Journal of Public Health,
Nursing and Medical Rescue, nr 1, pp. 1-7, 2017.

J. M. Grinyo, ,,Why Is Organ Transplantation Clinically Important?,” Cold Spring
Harbor Perspectives in Medicine, nr 3, pp. 1-10, 2013.

R. Popat, ,,Organ transplantation - donation and surgery,” Clinical Pharmacist, nr
2, pp- 41-46, 2010.

R. Moscalu, A. M. Smith i H. L. Sharma, ,,Diseases that can be cured only by
organ donations,” Archive of Clinical Cases, nr 2, pp. 182-197, 2015.

L. M. Villela i J. Bolanos-Meade, ,,Blood and Bone Marrow transplantation for
Acute Myeloid Leukemia,” Clinical Leukemia, nr 3, pp. 11-21, 2009.

151


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

C. Nabhan, J. Mehta i M. S. Tallman, ,,The role of bone marrow transplantation in

acute promyelocytic leukemia,” Bone Marrow Transplantation, nr 28, pp. 219-
226, 2001.

B. Devauchelle, L. Badet , B. Lengele, E. Morelon, S. Testelin, M. Michallet, C.
D'Hauthuille i J. M. Dubernard, ,,First human face allograft:early report,” The
Lancet, nr 368, pp. 203-209, 2006.

S. Schneeberger, M. Ninkovic, M. Gabi, M. Ninkovic , H. Hussl, M. Rieger, W.
Loescher, B. Zelger, G. Brandache, H. Bonatti, T. Hauts, C. Boesmueller, H.
Piza-Katzer i R. Margreiter, ,,First forearm transplantation: outcome at 3 years,”
American Journal of Transplantation, nr 7, pp. 1753-1762, 2007.

B. Dominguez-Gil, B. Mahillo, M. Alvarez i M. Carmona, ,,Newsletter transplant.
International figures on donation and transplantation,” European Directorate fot
the Quality of Medicines and HealthCare of the Council of Europe, nr 22, p. 16,
2017.

J. Bal, Biologia molekularna w medycynie. Elementy genetyki klinicznej,
Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN, 2001, pp. 181-212.

N. J. Sarma, V. Tiriveedhi, N. Angaswamy i T. Mohanakumar, ,,Role of
antibodies to self-antigens in chronic allograft rejection: Potential mechanism and
therapeutic implications,” Human Immunology, nr 73, pp. 1275-1281, 2012.

M. Nowaczyk, Podstawy Immunologii transplantacyjnej. Immunologiczny dobor
dawcow 1 biorcéw narzagdéw unaczynionych. Transplantologia kliniczna. Skrypt
dla studentéw i lekarzy, M. Durlik, A. Chmura, T. Baczkowska i A. Kwiatkowski
, Redaktorzy, Warszawski Uniwersytet Medyczny, 2011, pp. 63-69.

J. Sereno, B. Parada, P. Rodrigues-Santos, P. C. Lopes, E. Carvalho, H. Vala, E.
Teixeira-Lemos, R. Alves, A. Figuieiredo, A. Mota, F. Teixeira i F. Reis, ,,Serum
and rental tissue markers of nephropathy in rats under immunosuppressive

therapy cyclosporine versus sirolimus,” Transplantation Proceedeings, nr 45, pp.
1149-1156, 2013.

A. Siebert, M. Gensicka-Kowalewska, G. Cholewinski 1 K. Dzierzbicka, ,, Tuftsin
- Properties and Analogs,” Current Medicinal Chemistry, nr 24, pp. 1-18, 2017.

F. Ardesteni , S. S. Fatemi, B. Yakchali, S. M. Hosseyni i G. Najafpour,
»Evaluation of Mycophenolic Acid Production by Penicillium bervicompactum
MUCL 19011 in Batch of Continuous Submerged Cultures,” Biochemical
Engineering Journal, nr 50, pp. 99-103, 2010.

G. Patel, M. D. Patil, S. Soni, T. P. Khobragade, Y. Chisti i U. C. Banerjee,

152


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

»Production of mycophenolic acid by Penicillium brevicompactum—A
comparison of two methods of optimization,” Biotechnology Reports, nr 11, pp.
77-85, 2016.

G. Gillot, J.-L. Jany, R. Dominguez-Santos, E. Poirier, S. Debaets, P. L. Hidalgo,
R. V. Ullan, E. Coton i M. Coton, ,,Genetic basis for mycophenolic acid
production and strain-dependent production variability in Penicillium roqueforti,”
Food Microbiology, nr 62, pp. 239-250, 2017.

R. Bentley, ,,Mycophenolic Acid: A One Hundred Year Odyssey from Antibiotic
to Immunosuppresant,” Chemical Reviews, nr 100, pp. 3801-3825, 2000.

J. H. Birkinshaw, H. Raistrick i D. J. Ross, ,,Studies in the Biochemistry of
Microorganisms. The molecular constitution of the metabolic products of
Penicillium brevi-copactum Dierckx and related species.Futher observations on

the structural formula for mycophenolic acid,” Biochemical Journal, nr 50, pp.
630-634, 1952.

B. Kaplan, ,,Mycophenolic acid trough level monitoring in solid organ transplant
recipients treated with mycophenolate mofetil: Association with clinical
outcomes,” Current Medical Resarch and Opinion, nr 22, pp. 2355-2364, 2006.

L. Ghio, M. Ferraresso, G. Zaschelloc, L. Murere, F. Ginevrid, M. Belingheria, L.
Peruzzie, F. Zanonf, F. Perfumod, L. Berardinellib, S. Tirelling, L. D. Strologoh,
I. Fontanai, U. Valentei, M. Carilloj i A. Edefontia, ,,Longitudinal evaluation of
mycophenolic acid pharmacokinetics in pediatric kidney transplant recipients.

The role of post transplant clinical and therapeutic variables,” Clinical
Transplantation, nr 23, pp. 264-270, 2009.

J. Jablecki, L. Kaczmarzyk, D. Patrzatek, A. Domanasiewicz 1 Z. Boratynska,
,First Polish forearm transplantation report after 17 months,” Transplantation
Proceedings, nr 41, pp. 549-553, 2009.

M. Durlik 1 K. Zieniewicz, Zalecenia dotyczace leczenia immunosupresyjnego po
przeszczepianiu narzadéw unaczynionycy, Warszawa: Fundacja Zjednoczeni dla
Transplantacji, 2016, pp. 20-22.

M. D. Sintchak 1 E. Nimmesgern, ,,The structure of inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase and the disgn of novel inhibitors,” Immunopharmacology, nr 47,
pp- 163-184, 2000.

J. J. Gu, A. K. tolin, J. Jain, H. Huang, L. Santiago i B. S. Mitchell, ,,Targeted
disruption of the inosine 5'-monophosphate dehydrogenase type I gene in mice,”
Molecular and Cellular Biology, nr 12, pp. 6702-6712, 2003.

153


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

M. Dostalek, R. Y. Gohh i F. Akhlaghi, ,,Inosine Monophosphate Dehydrogenase
Expression and Activity are Markedly Lower in Kidney Transplant Recipients
with Diabetes Mellitus,” Therapeutic Drug Monitiring, nr 35, pp. 374-383, 2013.

E. C. Thomas, J. H. Gunter, J. A. Webster, N. L. Schieber, V. Oorschot, R. G.
Parton i J. P. Whitehead, ,Different Characteristics and Nucleotide Binding
Properties of Inosine Monophosphate Dehydrogenase (IMPDH) Isoforms,” Plos,
nr 12, pp. 1-14, 2012.

S. Bremer, R. Mandla, N. T. Vethe, I. Rasmussen, H. Rootwelt, P. D. Line, K.
Midtvedt i S. Bergan, ,,Expression oh IMPDH1 and IMPDH?2 after transplantation
and initiation of immunosuppression,” Transplantation, nr 85, pp. 55-61, 2008.

C. R. Chong, D. Z. Qian, F. Pan, Y. Wei, R. Pili, D. J. Sullivan i J. O. Liu,
,ldentyfication of Type 1 Inosine Monophospphate Dehydrogenase as an
Antiangiogenic Drug Target,” Journal of Medicinal Chemistry, nr 4, pp. 2677-
2680, 2006.

A. J. Ratcliffe, ,,Inosine 5'-mnophosphate dehydrogenase inhibitors for the
treatment of autoimmune diseases,” Current Opinion in Drug Discovery &
Development, nr 9, pp. 595-605, 2006.

L. Chen 1 K. W. Pankiewicz, ,Recent development of IMP dehydrogenase
inhibitors for the treatment of cancer,” Cuurent Opinion in Drug Discovery &
Development, nr 10, pp. 403-412, 2007.

V. Nair 1 Q. Shu, ,,Inosine Monophosphate Dehydrogenase (IMPDH) as a Probe
in Antiviral Drug Discovery,” Antiviral Chemistry and Chemotherapy, nr 18, pp.
245-158, 2007.

L. Hedstrom, ,IMP dehydrogenase: structure, mechanism and inhibition,”
Chemical Reviews, nr 109, pp. 2903-2928, 2009.

J. A. Digitis 1 L. Hedstrom, ,,Species-Specific Inhibition of Inosine 5'-
monophosphate Dehydrogenase by Mycophenolic Acid,” Biochemistry, nr 38, pp.
15388-15397, 1999.

D. Iwaszkiewicz-Grzes, G. Cholewinski, A. Kot-Wasik, P. Trzonkowski i K.
Dzierzbicka, ,,Investigations on the Immunosuppressive Activity of Derivatives of
Mycophenolic  Acid in  Immature Dendritic  Cells,”  International
Immunopharmacology, nr 44, pp. 137-142, 2017.

A. Siebert, G. Cholewinski, D. Garwolinska, A. Olejnik, J. Rachon i J. Chojnacki,
,»The synthesis and structure of a potential immunosuppresant: N-mycophenoyl
malonic acid dimethyl ester,” Journal of Molecular Structure, nr 1151, pp. 218-

154


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

222,2018.

G. Cholewinski, D. Iwaszkiewicz-Grzes, M. Prejs, A. Glowacka i K. Dzierzbicka,
,»Synthesis of the inosine 5'-monophosphate dehydrogenase (IMPDH) inhibitors,”
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, nr 30, pp. 550-563, 2015.

A. Premaud, A. Rousseau, G. Johnson, C. Canivet, P. Gandia, F. Muscari, J. M.
Peron, L. Rostain, P. Marquet i N. Kamar, ,,Inhibition of T-cell activation and
proliferation by mycophenolic acid in patients awaiting liver transplantation:
PK/PD relationships,” Pharmacological Research, nr 63, pp. 432-438, 2011.

X. Hea, R. L. Smeets, H. Koenen, P. M. Vink, J. Wagennars, A. Boots i L
Joosten, ,,Mycophenolic Acid-Mediated Suppression of Human CD4+ T Cells:
More Than Mere Guanine Nucleotide Deprivation,” American Journal of
Transplantation, nr 11, pp. 439-449, 2011.

Z. Chen, C. Zhang, H. Huang, Y. Song, X. Zhang, J. Ma, B. Wang, C. Zhang 1 J.
Ju, ,Penicacids A-C, three new mycophenolic acid derivatives and
immunosuppressive activities from the marine-derived fungus Penicillium sp.
SOFO07,” Bioorganic Medicinal Chemistry Letters, nr 22, pp. 3332-3335, 2012.

F. Qiong-Ying, Y. Xia, L. Zheng-Hui, L. Yan, L. Ji-Kai, F. Tao i Z. Bao-Hua,
»Mycophenolic acid derivatives from cultures of mushroom Laetiporus
sulphureu,” Chinese Journal of Natural Medicines, nr 12, pp. 685-688, 2014.

T. B. Requeira, K. R. Kildegaard, B. G. Hansen, U. H. Mortensen, C. Hertweck 1
J. Nielsen, ,,Molecular basis for mycophenolic acid biosynthesis in Penicillium
brevicompactum,” Applied and Environmental Microbiology, nr 77, pp. 3035-
1043, 2011.

G. Cholewinski, M. Matachowska-Ugate 1 K. Dzierzbicka, ,,The Chemistry of
Mycophenolic Acid - Synthesis and Modifications Towads Desired Biological
Activity,” Current Medicinal Chemistry, nr 17, pp. 1926-1941, 2010.

A.J. Birch 1 J. J. Wright, ,,A total synthesis of mycophenolic acid,” Australian
Journal of Chemistry, nr 22, p. 2635, 1969.

L. Canonica, B. Rindone, E. Santaniello 1 C. Scolastico, ,,A total synthesis of
mycophenolic acid, some analogues and some biogenetic intermediates,”
Tetrahedron, nr 28, pp. 4395-4404, 1972.

R. L. Danheiser, S. K. Gee i J. J. Perez, ,,Total synthesis of mycophenolic acid,”
Journal of the American Chemical Society, nr 108, pp. 806-810, 1986.

J.  W. Patterson, ,The Synthesis of Mycophenolic Acid fron 24-

155


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

Dihydroxybenzoic Acid,” The Journal of Organic Chemistry, nr 60, pp. 4542-
4548, 1995.

R. A. de la Cruz, F. X. Talamas, A. Vazquez 1 J. M. Muchowski, ,,Total synthesis
of mycophenolic acid,” Canadian Journal of Chemistry, nr 75, pp. 641-645, 1997.

P. A. Ple, A. Hamon i G. Jones, ,,A convergent synthesis of Mycophenolic Acid,”
Tetrahedron, nr 53, pp. 3395-3400, 1997.

A. Covarrubias-Zuniga, A. Gonzales-Lucas i M. M. Dominguez, ,,Total synthesis
of mycophenolic acid,” Tetrahedron, nr 39, p. 2881, 1998.

A. Covarrubias-Zuniga, A. Gonzalez-Lucas i M. M. Dominguez, ,,Total synthesis
of mycophenolic acid,” tetrahedron, nr 59, pp. 1989-1994, 2003.

G. Cholewinski, M. Matachowska-Ugarte, A. Siebert, M. Prejs i K. Dzierzbicka,
»Modyfication of total synthesis of mycophenolic acid,” Current Chemistry
Letters, nr 7, 2018.

P. A. Brookes, J. Cordes, A. J. White 1 A. G. Barrett, ,,Total Synthesis of
Mycophenolic Acid by a Palladium-Catalyzed Decarboxylative Allylation and
Biomimetic Aromatization Sequence,” European Journal of Organic Chemistry,
nr 2013, pp. 7313-7319, 2013.

K. Anderson, F. Calo, T. Pfaffender, A. White i A. Barrett, ,,Blomimetic Total
Synthesis of Angelicoin A and B via a Palladium-Catalyzed Becarboxylative

Prenylation-Aromatization Sequence,” Organic Letters, nr 13, pp. 5748-5750,
2011.

E. P. Abraham, ,The effect of mycophenolic acid on the growth of
Staphylococcus aureus in the heart broth,” Biochemical Journal, nr 39, pp. 398-
408, 1945.

T. Huff i H. G. Kuball, ,,7-chloro-4,6-dimethoxy-1(3H)-isobenzofurane and
Basidalin Antibiotic Secondary Metabolites from Leucoagaricus carneifolia Gillet
(Basidiomycetes),” Zeitschritf fur Naturforschung Online, nr 49c, pp. 407-410,
1994.

K. Felczak, R. Vince 1 K. W. Pankiewicz, ,,NAD-based inhibitors with anticancer
potential,” Bioorganic & Medicine Chemistry Letters, nr 24, pp. 332-336, 2014.

C. M. Robertson, L. L. Hermann i K. M. Coombs, ,,Mycophenolic acid inhibits
avian reovirus replication,” antiviral Research, nr 64, pp. 55-61, 2004.

C. Ying, E. D. Clercq i J. Neyts, ,,Ribavirin and mycophenolic acid potentiale the
activity of guanine- and diaminopurine-based nucleoside analogues against

156


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

hepatitis B virus,” Antiviral Research, nr 48, pp. 117-124, 2000.

K.-W. Cheng, S.-C. Cheng, W.-Y. Chen, M.-H. Lin, S.-J. Chuang, I.-H. Cheng,
C.-Y. Sun i C.-Y. Chou, ,,Thiopurine analogs and mycophenolic acid
synergistically inhibit the papain-like protease of Middle Est respiratory
syndrome coranavirus,” Antiviral Research, nr 115, pp. 9-16. , 2015.

M. S. Diamond, M. Zachariah i E. Harris, ,,Mycophenolic Acid Inhibits Dengue
Infection by Preventing Replication of Viral RNA,” Virology, nr 304, pp. 211-
221, 2002.

Y. Yin, Y. Wang, W. Dand, L. Xu, J. Su, X. Zhou, W. Wang, K. Felczak, L. van
der Laan, K. W. Pankiewicz, A. A. van der Eijk, M. Bijvelds, D. Sprengers, H. de
Jonge, M. Koopmans, H. J. Metselaar, M. P. Peppelenbosch i P. Qiuwei,
»Mycophenolic acid potently inhibits rotavirus infection with high barrier to
resistance development,” Antiviral Research, nr 133, pp. 41-49, 2016.

A. A. Rashad, J. Neyts, P. Leyssen i P. A. Keller, ,,A reassessment of
mycophenolic acid as a lead compound for the development of inhibitors of
chikungunya virus replication,” Tetrahedron, nr XXX, pp. 1-13, 2017.

J. Cho, H. Yi, E. Y. Jang, M.-S. Lee, J.-Y. Lee, C. Kang, C.-H. Lee i K. Kim,
»Mycophenolic mofetil, an alternative antiviral and immunomodulator for the
highly pathogenic avian influenza HS5N1 virus infection,” Biochemical and
Biophysical Research Communications, nr 494, pp. 298-304, 2017.

D. N. Planterose, ,,Antiviral and Cytotoxic Effects of Mycophenolic Acid,”
Journal of General Virology, nr 4, pp. 629-630, 1969.

A. Mitsui 1 S. Suzuki, ,,Jmmunosuppressive Effect of Mycophenolic Acid,” The
Journal of Antibiotics, nr 8, pp. 358-163, 1969.

E. E. Hodge, ,,The role of mycophenolate mofetil in clinical renal
transplantation,” World journal of Urology, nr 14, pp. 249-255, 1996.

J. A. Yalowitz, K. Pankiewicz, S. E. Patterson i H. N. Jayaram, ,,Cytotoxicity and
celluar differentiation activity of methylenebis(phosphonate) analogs of tiazofurin
and mycophenolic acid adenine dinucleotide in humac cancer cell lines,” Cancer
Letters, nr 181, pp. 31-38, 2002.

P. H. Nelson, S. F. Carr, B. H. Devens, E. M. Eugui, F. Franco, C. Gonzalez, R.
C. Hawley, D. G. Loughhead, D. J. Milan, E. Papp, J. W. Patterson, S. Rouhafza,
E. B. Sjogren, D. B. Smith, R. A. Stephenson, F. X. Talamas, A. M. Waltos, R. J.
Weikert i J. C. Wu, ,,Structure-activity relationships for inhibition of inosine
monophosphate dehydrogenase by nuclear variants of mycophenolic acid,”

157


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

Journal od Medicinal Chemistry, nr 11, pp. 4181-4196, 1996.

S. Mitsuhashi, J. Takenaka, K. Iwamori, N. Nakajima i M. Ubakata, ,,Structure-
activity relationships for inhibition of inosine monophosphate dehydrogenase and
diffrentation induction of K562 cells among the mycophenolic acid derivatives,”

Bioorganic & Medicinal Chemistry, nr 18, pp. 8106-8111, 2010.

K. W. Pankiewicz, K. B. Lesiak-Watanabe, K. A. Watanabe, S. Patterson, H. N.
Jayaram, J. A. Yalowitz, M. D. Miller, M. Seidman, A. Majumdar, G. Prehna i B.
M. Goldstein, ,,Novel mycophenolic adenine bis(phosphonate) analogues as

potential differentation agents ageinst human leukemia,” Journal of Medicinal
Chemistry, nr 45, pp. 703-712, 2002.

K. Felczak 1 K. W. Pankiewicz, ,,Rehab of NAD(P)-Dependent Enzymes with
NAD(P)-Based Inhibitors,” Current Medicinal Chemistry, nr 18, pp. 1891-1908,
2011.

N. Yang, Q. Wang, W. Wang, J. Wang, F. Li, S. Tan i M. Cheng, ,,The synthesis
and in vitro immunosuppressive evaluation of novel isobenzofuran derivatives,”
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, nr 22, pp. 53-56, 2012.

L. Chen, D. Wilson, H. N. Jayaram i K. W. Pankiewicz, ,,Dual inhibitors of IMP-
dehydrogenase and histone deacetylases from cancer tratment,” Journal of
Medicinal Chemistry, nr 50, pp. 6685-6691, 2007.

K. Sunohara, S. Mitsuhashi, K. Shigetomi i M. Nakata, ,,Discovery of N-(2,3,5-
triazoyl)mycophenolic amide and mycophenolic apoxyketone as novel inhibitors
of numan IMPDH,” Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, nr 23, pp. 5140-
5144, 2013.

M. Matachowska-Ugarte, G. Cholewinski, K. Dzierzbicka 1 P. Trzonkowski,
»dynthesis and biological activity of novel mycophenolic acid conjugates

containing nitro-acridine/acridone derivatives,” European Journal of Medicinal
Chemistry, nr 54, pp. 197-201, 2012.

G. Cholewinski, D. Iwaszkiewicz-Grzes, P. Trzonkowski i K. Dzierzbicka ,
»Synthesis and biological activity of ester derivatives of mycophenolic acid and
acridines/acridones as potential immunosuppressive agents,” Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry, nr 31, pp. 974-982, 2016.

D. Iwaszkiewicz-Grze$, G. Cholewinski, A. Kot-Wasik, P. Trzonkowski 1 K.
Dzierzbicka, ,,Synthesis and biological activity of mycophenolic acid-amno acid
derivatives,” European Journal of Medicinal Chemistry, nr 69, pp. 863-871, 2013.

H. Wu, J. Pagadala, C. R. Yates, D. Miller i R. 1. Mahato, ,,Synthesis and

158


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

characterization of an anti-apoptotic immunosuppressive compound for
improving the outcome of islet transplantation,” Bioconjugate Chemistry, nr 24,
pp- 2036-2044, 2013.

[99] Y. Peng, Y. Dong i R. I. Mahato, ,,Synthesis and characterization of a novel
mycophenolic acid-quinic acid conjugate serving as immunosuppresant with
decreased toxicity,” Molecular Pharmaceutics, nr 12, pp. 4445-4453, 2015.

[100] X. Wang, Y. Lin, Y. Zeng, X. Sun, T. Gong i Z. Zhang, ,,Effects of mycophenolic
acid-glucosamine conjugates on the base of kidney targated drug delivery,”
International Journal of Pharmaceutics, nr 456, pp. 223-234, 2013.

[101] A. C. Allison, ,,Mechanisms of action of mycophenolate mofetil in preventing
chronic rejection,” Transplantation Proceedings, nr 34, pp. 2863-2866, 2002.

[102] L. Chen, ,Mycophenolic acid analogs with modified metabolic profile,”
Bioorganic and Medicinal Chemistry, nr 16, pp. 9340-9345, 2008.

[I03] K. G. Moder, ,Mycophenolate mofetil: new applications for this
immunosuppressant,” Annals of Allergy, Asthma & Immunology, nr 30, pp. 15-20,
2003.

[104] C. E. Staatz i S. E. Tett, ,,Clinical pharmacokinetics and pharmacodynamics of
mycophenolate on solid organ transplant recipients,” Clinical Pharmacokineticsa,
nr 46, pp. 13-58, 2007.

[105] P. H. Nelson, C. L. Gu, A. C. Allison, E. M. Eugui 1 W. A. Lee,
»Morpholinoethylesters of mycophenolic acid and pharmaceutical compositions,”
Syntex, Patent US 4753935, 1988.

[106] F. Schmidt, K. Eckardt, M. Shakibaei, P. Glander 1 R. Stahlmann, ,,Effects of
mycophenolic acid alone and in combination with its metabolite mycophenolic

acid glucuronide on rat embryos in vitro,” Archives of Toxicology, nr 87, pp. 361-
370, 2012.

[107] M. R. Laftavi, F. Hai, H. Laftavi, L. Feng, M. Said, S. Patel, R. Kohli, M.
Alnimri, M. Dayton i O. Pankiewicz, ,,Mycophenolic acid dose reductions result
in poor long-term renal allograft survival comparison between mycophenolate

sodium and mycophenolate mofetil,” Transplantation Proceedings, nr 43, pp.
478-481, 2011.

[108] S. E. Tett, F. Saint-Marcoux, C. E. Staatz, M. Brunet, A. A. Vinks, M. Miura, P.
Marquet, D. R. Kuypers, T. Gelder i D. Cattaneo, ,,Mycophenolate, clinical
pharmacokinetics, formulations, and methods for assessing drug exposure,”
Transplantation Reviews, nr 25, pp. 47-57, 2011.

159


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[109] A. El-Sheikh, J. Koenderink , A. Wouterrse, P. Van Den Broek, V. Verweij, R.
Masereeuw 1 F. Russel, ,,Renal glucuronidation and multidrug resistance protein
2-/ multidrug resistance protein 4-mediated efflux of mycophenolic acid:

interaction with cyclosporine and tacrolimus,” Transplational Research, nr 164,
pp. 46-55, 2014.

[110] V. C. Cox i M. H. Ensom, ,Mpycophenolate mofetil for solid organ
transplantation: does the evidence support the need for clinical pharmacokinetic
monitoring?,” Therapeutic Drug Monitoring, nr 25, pp. 137-157, 2003.

[111] F. Schmid, K. Eckard, M. Shakibaei, P. Glander i R. Stahlmann, ,,Effects of
mycophenolic acid alone and in combination with metabolite mycophenolic acid
glucuronide on rat embryos in vitro,” Archives of Toxicology, nr 87, pp. 361-370,
2012.

[112] J. Kuhn, C. Prante, K. Kleesiek i C. Gotting, ,,Measurement of mycophenolic acid
and its glucuronide using a novel rapid liquid chromatography-electrospray
ionization tandem mass spectrometry assay,” Clinical Biochemistry, nr 42, pp. 83-
90, 2009.

[I13] N. Picard, D. Ratanasavanh, A. Premaud, Y. Le Meur i P. Marguet,
»ldentification of the UDP-glucuronosyltransferase isoforms involved in
mycophenolic acid phase Il metabolism,” Drug Metabolism & Disposition, nr 33,
pp- 139-146, 2005.

[114] M. Dong, T. Fukuda i A. Vinks, ,,Optimization of Mycophenolic Acid Therapy
Using Clinical Pharmacometrics,” Drug Metabolism and Pharmacokinetics, nr
29, pp. 4-11, 2014.

[115] F. M. Gonzalez-Roncero, M. A. Gentil, M. Brunet, G. Algarra, P. Pereira i M.
Peralvo, ,,Pharmocokinetics of mycophenolic mofetil in kidney transplant patients
with renal insufficiency,” Transplantation Proceedings, nr 37, pp. 3749-3751,
2005.

[116] S. D. Merrigan, E. Kish-Trier, J. C. Seegmiller i K. L. johnson-Davis, ,,LC—
MS/MS method for quantitation of mycophenolic acid, mycophenolic acid acyl-
glucuronide, and 7-O-mycophenolic acid glucuronide in serum,” Clinical Mass
Spectrometry, nr 3, pp. 41-48, 2017.

[117] G. N. Betonico, M. Abudd-Filbo, E. M. Goloni-Bertollo i E. Pavarino-Bertelli,
»Pharmacogenetics of mycophenolate mofetil: a promising different approach to
tailoring immunosuppression?,” Journal of Nephrology, nr 21, pp. 503-509, 2008.

[118] F. A. Elbarbry i A. S. Shoker, ,,Therapeutic drug measurement of mycophenolic
acid derivatives in transplant patients,” Clinical Biochemistry, nr 40, pp. 752-764,

160


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

2007.

[119] V. A. Najjar 1 K. Nishioka, ,,'Tuftsin: a Natural Phagocytosis Stimulating
Peptide,” Nature, tom 228, pp. 672-673, 1970.

[120] A. Wardowska, K. Dzierzbicka, P. Trzonkowski 1 A. Mysliwski,
Lmmunomodulatory properties of new conjugates of muramyl dipeptide and nor-
muramyl dipeptide with retro-tuftsin (Arg-Pro-Lys-Thr-OMe),” International
Immunopharmacology, nr 6, pp. 1560-1568, 2006.

[121] K. Dzierzbicka, P. Trzonkowski, P. Sewerynek, A. M. Kolodziejczyk i A.
Mysliwski, ,,Synthesis and biological activity of tuftsin, its analogue and
conjugates containing muramyl dipeptides or nor-muramyl dipeptides,” Journal
of Peptide Science, nr 11, pp. 123-135, 2005.

[122] 1. Z. Siemon i A. Kluczyk, ,,Tuftsin: on the 30-year anniversasry of Victor
Najjar's discovery,” Peptides, nr 20, pp. 645-674, 1999.

[123] F. Trevisani, E. Castelli, F. G. Foschi, M. Parazza, E. Loggi, M. Bertelli, C.
Melotti, M. Domenicali, G. Zoli i M. Bernardi, ,Impaired tuftsin activity in
cirrhosis: relationship with splenic function and clinical outcome,” Gut, nr 50, pp.
707-712, 2002.

[124] Z. S. Herman, Z. Stachura, L. Opielka, 1. Z. Siemon i E. Nawrocka, ,,Tuftsin and
D-Arg3-tuftsin possess analgesic action,” Experientia, tom 37, pp. 76-77, 1981.

[125] Z. Siemion, A. Kluczyk i M. Cebrat, ,,The peptide molecular links between the

central nervous and the immune systems,” Amino-Acids, nr 29, pp. 161-176,
2005.

[126] M. Wu, J. C. Nissen, E. I. Chen 1 S. E. Tsirka, ,, Tuftsin Promotes an Anti-
Inflammatory Switch and Attenuates Symptoms in Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis,” Plos one, tom 7, pp. 1-13, 2012.

[127] J. Wang, A. D. Rogove i A. E. Tsirka, ,,Protrctove Role of tuftsin fragment 1-3 in
an animal model of intracerebral hemorrhage,” Annals of Neurology, tom 54, pp.
655-664, 2003.

[128] E. Raibon, Y. Sauve, D. A. Carter 1 F. Gaillard, ,,Microglial changes
accompanying the promotion of retinal ganglion cell axonal regeneration into
peripheral nerve grafts,” Journal of Neurocytology, nr 31, pp. 57-71, 2002.

[129] N. Haspel, D. Zanury, R. Nussinov, T. Teesalu, E. Ruoslahti 1 C. Aleman,
,»Binding of a C-end rule peptide to the neuropilin-1 receptor: a molecular
modeling approach,” Biochemical Journal, tom 50, pp. 1755-1762, 2011.

161


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[130] J. C. Nissen, D. L. Selwood i1 S. E. Tsirka, ,, Tuftsin signal through its receptor
neuropilin-1 via the transforming growth factor beta pathway,” Journal of
Nerochemistry, tom 50, pp. 1755-1762, 2011.

[131] G. Mezo, A. Kalaszi, J. Remenyi, Z. Majer, A. Hilbert, O. Lang, L. Kohidal, K.
Barna i F. Hudecz, ,,Synthesis conformation, and immunoreactivity of new carrier
molecules based on repeated tuftsin-like sequence,” Biopolymers, tom 73, pp.
646-656, 2004.

[132] T. S. Pavlov 1 G. E. Samonina, ,,A new property of endogenous
immunostimulator tuftsin,” Bulletin of Experimental Biology and Medicine, tom
138, pp. 163-164, 2004.

[133] K. Saravanabava, K. Nachimuthu i V. D. Padmanaban, , Effect of tuftsin on
embryo vaccination with Newecastle disease virus vaccine,” Comparative
Immunology, Microbiology & Infectious Diseases, tom 28, pp. 269-276, 2005.

[134] M. Z. Siddiqui, A. K. Sharma i S. Kumar, ,,Solution conformation of tuftsin,”
International Journal of Biological Macromolecules, nr 19, pp. 99-102, 1996.

[135] A. Kolodziejczyk, Naturalne zwigzki organiczne, PWN: Warszawa, 2013.

[136] K. Gokulan, S. Khare i D. N. Rao, ,Increase in the immunogenicity of HIV
peptode antigens by chemical linkage to polytuftsin (TKPR40),” DNA and Cell
Biology, tom 18, pp. 623-630, 1999.

[137] M. Fridkin, H. Tsubery, E. Tzehoval, A. Vonsover, L. Biondi, F. Filira 1 R.
Rocchi, ,,Tuftsin-AZT conjugate: potential macrophage targeting for AIDS
therapy,” Journal of Peptide Science, nr 11, pp. 37-44, 2005.

[138] X. Liu, J. Guo, S. Han, L. Yao, A. Chen, Q. Yang, H. Bo, P. Xu, J. Yin i Z.
Zhang, ,,Enhanced immune response induced by a potential influenza A vaccine

based on branched M2e polypeptides linked to tuftsin,” Vaccine, tom 30, pp.
6527-6533, 2012.

[139] Y. Tabata 1 Y. Ikada, ,,Biological functions of fullerene,” Pure and Applied
Chemistry, tom 71, pp. 2047-2053, 1999.

[140]J. D. Zhu, Z. Q. Ji, J. Wang, R. H. Sun, X. Zhang 1 Y. Gao, ,,Tumor-inhibitory
effect and immunomodulatory activity of fullerol C60(OH)x,” Small, tom 4, pp.
1168-1175, 2008.

[141]Y. Xu, J. Zhu, K. Xiang, Y. Li, R. Sun, J. Ma, H. Sun i Y. Liu, ,,Synthesis and
immunomodulatory activity of[60]fullereneetuftsin conjugates,”
tom 32, pp. 9940-9949, 2011.

Biomaterials,

162


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

[142] M. Kukowska-Kaszuba, K. Dzierzbicka, M. Serocki i A. Sktadanowski, ,,Solid
Phase Synthesis and Blological Activity of Tuftsin Conjugates,” Journal of
Medicinal Chemistry, tom 54, pp. 2447-2454, 2011.

[143] W. Januchta, M. Serocki, K. Dzierzbicka, G. Cholewinski i A. Skladanowski,
»Synthesis of functionalized new conjugates of batracylin with tuftsin/retro-tuftsin

derivatives and their biological evaluation,” European Journal of Medicinal
Chemistry, nr 106, pp. 85-94, 2015.

[144] K. Bai, O. Lang, E. Orban, R. Szabo, L. Kohidal, F. Hudecz i G. Mezo, ,,Design,
synthesis and in vitro activity of novel drug delivery systems containing tuftsin
derivatives and methotrexate,” Bioconjugate Chemistry, nr 19, pp. 2260-2269,
2008.

[145] W. J. Liu, X. J. Liu, L. Li, Y. Li, S. H. Zhang i Y. S. Zhen, ,, Tuftsin based,
EGFR-targeting fusion protein and its enediyne-energized analog show high
antitumor efficacy associated with CD47 down-regulation,” Cancer in
Immunology and Immunotherapy, tom 63, pp. 1261-1271, 2014.

[146] W. Yuan, G. Xia, C. Zhao, C. Sui i J. Ma, ,,Antiidiotypic single chain mimicking
CA125 linked with tuftsin provides protective immunity against ovarian cancer in
mice,” Molecular Medicine Reports, tom 5, pp. 388-394, 2012.

[147] D. Luo i J. Ma, ,,Enhancement of anti-idiotypic immune response by tuftsin in
singleOchain Fv-tuftsin fusion protein,” Biotechnology Letters, tom 22, pp. 1925-
1927, 2000.

[148] J. Feng, M. M. Meloni, S. M. Allan, S. Faulkner, J. Narvainen, R. Vidyasagar i R.
Kauppinen, ,,Tuftsin derivatives of FITC, TbDOTA of Gd-DOTA as potential

macrophage-specific imaging biomarkers,” Contrast Media & Molecular
Imaging, tom 5, pp. 223-230, 2010.

[149] T. Kolomin, M. Shadrina, L. Andreeva, P. Slominsky, S. Limborska 1 N.

Myasoedov, ,,Expression of inflammation-related genes in mouse spleen under
tuftsin analog Selank,” Regulatory Peptides, tom 170, pp. 18-23, 2011.

[150] T. Bashi, M. Blank, D. B.-A. Shor, M. Fridkin, M. Versini, O. Gendelman, A.
Volkov, I. Barshak i Y. Shoenfeld, ,,Successful modulation of murine lupus

nephritis with tuftsin-phosphorylcholine,” Journal of Autoimmunity, tom 59, pp.
1-7, 2015.

[151] T. Bashi, O. Shovman, M. Fridkin, A. Volkov, I. Barshack, M. Blank 1 Y.
Shoenfeld, ,,Novel therapeutic compound tuftsin-phosphorylcholine attenuates
collagen-induced arthritis,” Clinical & Experimental Immunology, nr 184, pp. 19-

163


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

28, 2016.

[152] D. B. Shor, T. Bashi, J. Lachnish, M. Fridkin, G. Bizzaro, 1. Barshak, M. Blank 1
Y. Shoenfeld, ,,Phosphorylcholine-tuftsin compound prevents development of
dextransulfate-sodium-salt induced murine colitis: Implications for the treatment

of human inflammatory bowel disease,” Journal of Autoimmunity, tom 56, pp.
111-117, 2015.

[153] H. Ben-Amram, T. Bashi, N. Werbner, H. Neuman, M. Fridkin, M. Blank, Y.
Shoenfeld 1 O. Koren, ,,Tuftsin-Phosphorylcholine Maintains Normal Gut

Microbiota in Collagen Induced Arthritic Mice,” Frontiers in Microbiology, tom
10, nr 8, p. 1222, 2017.

[154] M. Maslinska, F. de Luca i K. Sharif, ,, Tuftsin-phosphorylcholine treatment of
autoimmune diseases — a benefit and a message from helminths?,” Reumatologia,
tom 55, nr 6, pp. 267-268, 2017.

[155] Y. An, L. Li, D. Yang, N. Jia, C. Xu, Q. Wang, S. Wang i S. Yuan, ,,Anticancer
activity of tuftsin-derived T peptide in postoperative residual tumors,” Anticancer
Drugs, nr 25, pp. 857-867, 2014.

[156] Y.-L. Gao, Y.-F. Chai, N. Dong, S. Han, X.-M. Zhu, Q.-H. Zhang i Y.-M. Yao,
,»Tuftsin-derived T-peptide prevents cellular immunosuppression and improves
survival rate in septic mice,” Scientific Reports, tom 5, p. 16725, 2015.

[157] A. Wardowska, K. Dzierzbicka, M. Szarynska, M. Dabrowska-Szponar, K.
Wisniewska, A. Mysliwski i1 P. Trzonkowski, ,,Analogues of muramyl dipeptide
(MDP) and tuftsin limit infection and inflammation in murine model of sepsis,”
Vaccine, tom 27, pp. 369-374, 2009.

[158] A. Wardowska, K. Dzierzbicka, A. Menderska 1 P. Trzonkowski, , New
Conjugates of Tuftsin and Muramyl Dipeptide as Stimulators of Human
Monocyte-derived Dendritic Cells,” Protein & Peptide Letters, tom 20, pp. 200-
204, 2013.

[159] M. A. Khan, A. Aljarbou, A. Khan i M. Owais, ,Immune stimulating and
therapeutic potential of tuftsin-incorporated nystatin liposomes against
Cryptococcus neoformans in leukopenic BALB/C mice,” Medicinal Microbiology
and Immunology, tom 66, pp. 88-87, 2012.

[160] C. M. Gupta i W. Hagq, ,,Tuftsin-Bearing Liposomes as Antibiotic Carriers in
Treatment of Macrophage Infections,” Methods in Enzymology, nr 391, pp. 291-
301, 2005.

[161] A. K. Agrawal, A. Agrawal, A. Pal, P. Y. Guru 1 C. M. Gupta, ,,Superior

164


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

chemotherapeutic effcacy of amphotericin B in tuftsin-bearing liposomoes against
Leishmania donovani infections in hamsters,” Journal of Drug Targeting, tom 10,
pp. 41-45, 2002.

[162] E. Valeur i M. Bradley, ,,Amide bond formation: beyond the myth of coupling
reagents,” Chemical Society Reviews, tom 38, pp. 606-631, 2009.

[163] J. C. Sheehan i G. P. Hess, ,,A New Method of Forming Peptide Bonds,” Journal
of the American Chemical Society, tom 77, pp. 1067-1068, 1955.

[164] G. W. Anderson, J. E. Zimmerman i F. M. Callahan, ,,The Use of Esters of N-
Hydroxysuccinimide in Peptide Synthesis,” Journal of the American Chemical
Society, tom 86, pp. 1839-1842, 1964.

[165] I. Schon i L. Kisfaludy, ,,9-Fluorenylmethyl Pentafluorophenyl Carbonate as a
Useful Reagent for the Preparation of N-9-Fluorenylmethyloxycarbonylamino
Acids and their Pentafluorophenyl Esters,” Synthesis, tom 4, pp. 303-305, 1986.

[166] C. A. G. N. Montalbetti i V. Falque, ,,Amide bond formation and peptide
coupling,” Tetrahedron, tom 61, pp. 10827-10852, 2005.

[167] A. Williams i I. T. Ibrahim, ,,Carbodiimide chemistry: recent advances,”
Chemical Reviews, tom 81, pp. 589-636, 1981.

[168] L. A. Carpino i A. El-Faham, ,,The diisopropylcarbodiimide/1-hydroxy-7-
azabenzotriazole system: Segment coupling and stepwise peptide assembly,”
Tetrahedron, tom 55, pp. 6813-6830, 1999.

[169] T. I. Al-Warhi, H. M. Al-Hazimi i A. El-Faham, ,,Recent development in peptide
coupling reagents,” Journal of Saudi Chemical Society, tom 16, pp. 97-116, 2012.

[170] K. Dzierzbicka, G. Cholewinski 1 J. Rachon, Chemia organiczna dla
zainteresowanych, Gdansk: Wydawnictwo Politechniki Gdanskiej, 2016, p. 38.

[171] W. Konig i R. Geiger, ,,A new method for synthesis of peptides: activation of the
carboxyl group with dicyclohexylcarbodiimide using 1-hydroxybenzotriazoles as
additives,” Chemische Berichte, tom 103, pp. 788-798, 1970.

[172] L. A. Carpino, H. Imazumi, B. M. Foxman, M. J. Vela, P. Henklein, A. El-Faham,
J. Klose i M. Bienert, ,,Comparison of the effects of 5- and 6-HOAt on model

peptide coupling reactions relative to the cases for the 4- and 7-Isomers,” Organic
Letters, tom 2, pp. 2253-2256, 2000.

[173] S. S. Wang, J. P. Tam, B. S. Wang 1 R. B. Merrifield, ,,Enhancement of peptide
coupling reactions by 4-dimethylaminopyridine,” International Journal of Peptide

165


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Research and Therapeutics, tom 18, pp. 459-467, 1981.

[174] C. Gondal, ,,4-Dimethylamino-pyridine (DMAP),” Synlett, tom 10, pp. 1568-
1569, 2003.

[175] J.-A. Fehrentz i B. Castro, ,,An Efficient Synthesis of Optically Active o-(t-
Butoxycarbonylamino)-aldehydes from a-Amino Acids,” Synthesis, nr 1983, pp.
676-678, 1983.

[176] A. Wahhab i J. Leban, ,,A simple procedure for the solid phase synthesis of
unsymmetrically functionalised diamides from symmetric diacids,” Tetrahedron
Letters, tom 40, pp. 235-238, 1999.

[177]J. Martinez, J. P. Bali, M. Rodriguez, B. Castro, R. Magous, J. Laur i M. F.
Lignon, ,,Synthesis and biological activities of some pseudo-peptide analogs of
tetragastrin: the importance of the peptide backbone,” Journal of Medicinal
Chemistry, tom 28, pp. 1874-1879, 1985.

[178] J. Coste, D. Le-Nguyen 1 B. Castro, ,,PyBOP®: A new peptide coupling reagent
devoid of toxic by-product,” Tetrahedron Letters, nr 31, pp. 205-208, 1990.

[179] R. Subrirés-Funosas, A. El-Faham i1 F. Albericio, ,,PyOxP and PyOxB: the
Oxyma-based novel family of phosphonium salts.,” Organic & Biomolecular
Chemistry, tom 8, pp. 3665-3673, 2010.

[180] O. Marder, Y. Shvo i F. Albericio, ,,HCTU and TCTU. New coupling reagents:
Development and industrial aspects,” Chimica Oggi — Chemistry Toda, nr 20, pp.
37-42, 2002.

[181] A. El-Faham 1 F. Albericio, ,Morpholine-based immonium and
halogenoamidinium salts as coupling reagents in Peptide synthesis,” Journal of
Organic Chemistry, nr 73, pp. 2731-2737, 2008.

[182] A. El-Faham i F. Albericio, ,Morpholine-Based Immonium and
Halogenoamidinium Salts as Coupling Reagents in Peptide Synthesis,” The
Journal of Organic Chemistry, nr 73, pp. 2731-2737, 2008.

[183]J.-A. K. Twibanire 1 T. B. Grindley, ,Efficient and Controllably Selective
Preparation of Esters Using Uronium-Based Coupling Agents,” Organic Letters,
nr 13, pp. 2988-2991, 2011.

[184] B. Belleau i G. Malek, ,,New convenient reagent for peptide syntheses,” Journal
of the American Chemical Society, nr 90, pp. 1651-1652, 1968.

[185] M. H. Hyun, M. H. Kang 1 S. C. Han, ,,Use of 2-ethoxy-1-(ethoxycarbonyl)-1, 2-
dihydroquinoline as a convenient reagent for the selective protection or

166


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

derivatization of 2-hydroxycarboylic acids,” Tetrahedron Letters, nr 40, pp. 3435-
3438, 1999.

[186] G. Nagendra, C. Madhu, T. M. Vishwanatha 1 V. V. Sureshbabu, ,,An expedient
route for the reduction of carboxylic acids to alcohols employing 1-
propanephosphonic acid cyclic anhydride as acid activator,” Tetrahedron Letters,
nr 53, pp. 5059-5063, 2012.

[187] J. R. Dunetz, Y. Xiang, A. Baldwin i J. Ringling, ,,General and Scalable Amide
Bond Formation with Epimerization-Prone Substrates Using T3P and Pyridine,”
Organic Letters, tom 13, pp. 5048-5051, 2011.

[188] J. Brandao, R. Blair, A. Kelly, N. Fowlkes, K. Shiomitsu, F. E. Ghomes, G. Rich i
T. N. Tully, ,,Amelanotic Melanoma in the Rabbit: A Case Report With an
Overview of Immunohistochemical Characterization,” Journal of Exotic Pet
Medicine, nr 24, pp. 193-200, 2015.

[189] R. Verma, K. P. Lokesh, K. Gupta i N. K. Panda, ,,Sinonasal amelanotic
malignant melanoma-A diagnostic dilemma,” Egyptian Journal of Ear, Nose,
Throat and Allied Sciences, nr16, pp. 275-278, 2015.

[190] A. Djougarian i S. Kodsi, ,,Hypertensive retinopathy as the initial presentation of
neuroblastoma,” American Journal of Ophthalmology Case Reports, tom 7, pp.
123-125, 2017.

[191] D. Mullassery i P. D. Losty, ,,Neuroblastoma,” Paediatrics and Child Health, nr
26, pp. 68-72, 2016.

[192] L. Serrone, M. Zeuli, F. M. Sega i1 F. Cognetti, ,,Dacarbazine-based chemotherapy
for metastatic malomena: thirty-year experience overview,” Journal of
experimental & clinical cancer research, nr 19, pp. 21-34, 2000.

[193] S. Bhatia, S. S. Tykodi i J. A. Thompson, ,,Treatment of metastatic malanoma an
overview,” Oncology, nr 23, pp. 488-496, 2009.

[194] A. Rueda Dominguez, A. Marquez, J. Guma, M. Llanos, J. Herrero, M. A. de Las
Nieves, J. Miramon 1 E. Alba, ,,Treatment of stage I and II Hodgkin's lymphoma
with ABVD chemitherapy: results after 7 years of a prospective study,” Annals of
Oncology, tom 15, pp. 1798-17804, 2004.

[195] A. Elias, L. Ryan, J. Aisner i K. H. Antman, ,,Mesna, dexorubicin, ifosfamide,
decarbazine (MAID) regimen for adults with advenced sarcoma,” Seminars in
oncology, tom 17, pp. 41-49, 1990.

[196] M. L. Pearl, M. Inagami, D. L. McCauley, F. A. Valea, E. Chalas i M. Fischer,

167


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

»Mesna, doxorubicin, ifosfamide and dacarbazine (MAID) chemotherapy for

gynecological sarcomas,” International Journal of Gynecological Cancer, tom
12, pp. 745-748, 2001.

[197] O. Rabbab i E. Rowan, ,,Cisplatin induced arrhythmia; electrolyte imbalance or
disturbance of the SA node?,” European Journal of Pharmacology, nr 811, pp.
125-128, 2017.

[198] J. Campbell, ,,High-throughput assessment of bacterial growth inhibition by
optical density measurements,” Current Protocols in Chemical Biology, nr 3, pp.
100-115, 2011.

[199] S. Kolarevic, D. Milovanovi¢, M. Avdovi¢ i B. Vukovi¢-Gacié, ,,Optimisation of
the microdilution method for detection of minimum inhibitory concentration
values in selected bacteria,” Botanica Serbica, tom 40, nr 1, pp. 29-36, 2016.

[200] M. Elshikh, S. Ahmed, S. Funston, P. Dunlop, M. McGaw, R. Marchant 1 I.
Banat, ,Resazurin-based 96-well plate microdilution method for the
determination of minimum inhibitory concentration of biosurfactants,”
Biotechnology Letters, tom 38, nr 6, pp. 1015-1019, 2016.

168


http://mostwiedzy.pl

/\/\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

=

Zalgcznik 1. Widmo 'H NMR zwigzku MPA-L-Thr-OMe 200
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Zatgcznik 3. Widmo MS zwigzku MPA-L-Thr-OMe 200
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Zatgcznik 4. Chromatogram zwigzku MPA-L-Thr-OMe 200
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Zalgcznik 5. Widmo 'H NMR zwigzku MPA-L-Ile-OMe 202
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Zalgcznik 6. Widmo C NMR zwigzku MPA-L-Ile-OMe 202
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Zatqcznik 7. Widmo MS zwigzku MPA-L-Ile-OMe 202
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Zatgcznik 8. Chromatogram zwigzku MPA-L-1le-OMe 202
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Zalgcznik 9. Widmo 'H NMR zwiqzku MPA-L-Thr-OH 207
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Zalgcznik 10. Widmo 7 C NMR zwigzku MPA-L-Thr-OH 207
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Zatgcznik 11. Widmo MS zwigzku MPA-L-Thr-OH 207
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Zatgcznik 12. Chromatogram zwigzku MPA-L-Thr-OH 207
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Zalgcznik 13. Widmo ' H NMR zwigzku MPA-L-1le-OH 209

MPA Lile_CH 1H
MPA (L)Tle OH_1H

|

‘M\N‘AJA«-J 7, ST 1 -

11000

10000

~7000

~S000

~3000

~2000

= ot -
Y. ¥ !y L . B 2 SRR S TR
2 2 528 g 2 & g8 2 "3 4%
- - ] - ™ ~ *m - e e A e
T T T T T L S T A T T T T ——T—T T T — — T T T
115 110 105 100 S5 90 85 80 75 70 65 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 Q0

6.0
f1

5.5
)

1000

181


http://mostwiedzy.pl

Zalgcznik 14. Widmo "> C NMR zwigzku MPA-L-Ile-OH 209
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Zatgcznik 15. Widmo MS zwigzku MPA-L-Ile-OH 209
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Zatgcznik 16. Chromatogram zwigzku MPA-L-1le-OH 209
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Zalgcznik 18. Widmo 7 C NMR zwigzku MPA-T-Gly 271
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Zatgcznik 19. Widmo COSY zwigzku MPA-T-Gly 271

MPA T _Gly 28 gDQCOSY
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Zatgcznik 20. Widmo HMBC zwigzku MPA-T-Gly 271

MPA_T_Gly_{28_gHMBCAD
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Zatgcznik 21. Widmo HSQC zwigzku MPA-T-Gly 271

MPA_T_Gly_t28 gHSQCAD
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Zatgcznik 22. Widmo ROESY zwigzku MPA-T-Gly 271

MPA_T_Gly 28 ROESY450
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Zatgcznik 23. Widmo TOCSY zwigzku MPA-T-Gly 271

MPA_T_Gly 128 zTOCSYS0
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Zatgcznik 26. Widmo MS zwigzku MPA-T-Gly 271

Sample Name MPAT-GNA2-1.pos. Position P1-D5 Instrument Name Irstument £

Inj Vol 2 InjPosition SampleType Sample
Data Filename  MPA-T-GA2-1posd  ACQ Method Comment

User Name

IRM Calibration Status
Acguired Time

£ 8

Al fors Missed
127182015 1:37:92 PM

x10 % +ES! Scan (0.147 min) Frag=120.0V MPA.T.G-NH2.1 poe.d

1.254
1.2 845.4530
1.5
1.1 4
1.054
14
0.95-
0.5
0.85-
0.8
.73
0.7
0.65-
0.6
0.55-
0]
0.45
5.4+
0354
0.3
0.25-
0.2
0.15

0.1 941 .4314
0.05+

875 880 885 890 895 900 B0S5 910 915 32'0 925 930 935 940 945 950 955 960 BES 970 975 980 985 990

ouns vs. Mass-to-Charge (mdz)
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Zatgcznik 27. Chromatogram zwiqzku MPA-T-Gly 271

[ DPAD1 A, Sig=254.2 Ref=off (KRYSTYNA_ACGNIESZKA_21082017 2017-06-21 14-24-152.D)

mAU 1 2
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180 -

100
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Zalgcznik 28. Widmo ' H NMR zwigzku MPA-RT 285
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Zalgcznik 29. Widmo > C NMR zwigzku MPA-RT 285
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Zatqcznik 30. Widmo MS zwigzku MPA-RT 285

Data Filename MPA-RT-(NH2)Gpos.d Sample Name MPA-RT-(NH2)Gpos
Sample Type Sample Position P1-D6

Instrument Name Instrument 1 User Name PK

Acq Method Acquired Time 9/8/2015 4:44:21 PM
IRM Calibration Status DA Method Default.m

Comment

User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
120 0 Esi
%10 6 +ESI Scan (0.199 min) Frag=120.0V MPA-RT-(NH2)Gpos.d
1 862,4333

0.8-

0.6-

0.4

0.2 431.7194 9568.4793

186.1855 | | L | " L J
0 ; 1 - —— “A‘LL beadics L.L v ’ LLL)LxJ N .

200 =00 C%%%ts vssl(\)/I%ss-to harge sz) B0 S
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Zatgcznik 31. Chromatogram zwiqzku MPA-RT 285

[ DAD1 A, Sig=254 8 Ref=off (KRYSTYNA_AGNIESZKA_Z21082017 2017-06-21 14-24-158.0)
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Zalgcznik 32. Widmo 'H NMR zwigzku MPA-RT-Leu 290
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Zalgcznik 33. Widmo > C NMR zwigzku MPA-RT-Leu 290

MPA _RT Lea_13C
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Zatqcznik 34. Widmo COSY zwigzku MPA-RT-Leu 290

MPA_RT Leuw gOGCOSY
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Zatgcznik 35. Widmo HMBC zwigzku MPA-RT-Leu 290

MPA_RT_Lou_gHMBCAD
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Zatqcznik 36. Widmo HSQC zwigzku MPA-RT-Leu 290

MPA_RT_Leu_gHSQCAD
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Zatqcznik 37. Widmo ROESY zwigzku MPA-RT-Leu 290

MPA_RT_Lou_ROESY4S0
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Zatqcznik 38. Widmo TOCSY zwigzku MPA-RT-Leu 290

MPA_RT_Lou_zTOCSYS0
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Zatgcznik 39. Widmo MS zwigzku MPA-RT-Leu 290

Sample Name MPA_RT_L NHZpos Position Pi-B2 Instrument Name Instrument: 1 User Name WH

Inj Vol 2 InjPosition SampleType Sample IRM Calibration Status All Tons Missad
Data Filename MPA_RT L NHZposd — ACD Method Comment Acquired Time S/132016 10:57:53 AM

=10 5 | TESI Scan (0.240 min) Frag=120.0% MPaA_RT L NH2Z pos.d

5.5+
5.4
5.2+

-
4.8
4.5
<4
4,24
a8 975 45931
3.5+
3.4+
3.2

W
2.8+
2.6+
2.4
2.2

1.8+
1.6
1.4
1.2+

1
0.8+
0.6+
&4 7G5.3650 861.4774 1013.4385

0.2
0 L po b N |l | w. |||l L

740 760 70 =00 820 S840 860 880 2900 2920 2 S840 20960 0 S80 41000 1020
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Zatgcznik 40. Chromatogram zwigzku MPA-RT-Leu 290

[J DAD1 A, Sig=254.8 Ref=off (KRYSTYNA_AGNIESZKA_21062017 2017-06-21 14-24-15\10.D}
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