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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AcCoA - acetylokoenzym A

AML - ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia)
AMP - adenozyno-5'-monofosforan

ATG - globulina antytymocytarna (ang. antithymocyte globulin)
AUC - pole pod krzywa C = f(t); (ang. area under the curve)
AZA - azatiopryna

Boc - grupa tert-butoksykarbonylowa

BrdU - 5-bromo-2-deoksyurydyna

BTMA - dichlorojodan benzylotrimetyloamoniowy

CCA - kwas o—cyjano-4-hydroksycynamonowy

cDNA - komplementarny DNA

(CH3):Al - trimetyloaluminium

CHCI; - chloroform

CML - przewlekta biataczka szpikowa (ang. chronic myelogenous leukemia)
CML-BC - przetom blastyczny w CML

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

DCC - dicykloheksylokarbodiimid

DCM - dichlorometan

DHB - kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy

DMAD - acetylenodikarboksylan dimetylu

DMA - dimetylacetamid

DMF - N,N-dimetyloformamid

DPPA - azydek difenylofosforanowy

EDCI - chlorowodorek N-etylo-N'-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
EEDQ - N-etoksykarbonylo-2-etoksy-1,2-dihydrochinolina
EICAR - 5-etynyl-1-B-D-rybofuranozylimidazol-4-karboksamid
Et;N - trietyloamina

Et,NH - dietyloamina

Fas - receptor liganda Fas

FasLL - ligand dla Fas

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



FDA

GDP
GMP
GTP
HCV
HDAC
IMP
i-PrOH
IMPDH
Km
m-CPBA
MMF
MPA
MPS
mTOR
MTT
NaBH4
NAD'/NADH
n-BuyNF
n-Buli
NEAA
NMR

NOX2
PBMC

Piv
POCl;
PP;
PPE
PRPP
RSV
SAD

amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug
Administration)

guanozyno-5'-difosforan

guanozyno-5'-monofosforan

guanozyno-5'-trifosforan

wirus zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis C virus)
deacetylaza histonowa

monofosforan inozyny

izopropanol

dehydrogenaza inozyno-5'-monofosforanu

stata Michaelisa

kwas m-chloronadbenzoesowy

mykofenolan mofetylu

kwas mykofenolowy

mykofenolan sodu

inhibitory sygnatu proliferacji (ang. mammalian target of rapamycin)
bromek 3-(4,5-dimetylo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu

borowodorek sodu

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma utleniona/zredukowana
fluorek czterobutyloamoniowy

n-butylolit

aminokwasy nie niezbedne (ang. nonessential amino acids)
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear
Magnetic Resonance)

oksydaza NADPH

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

piwaloil

tlenochlorek fosforu

reszta kwasu ortofosforowego

estry kwasu polifosforowego

fosforybozylopirofosforan

wirus RSV (ang. Respiratory Syncytial Virus)

dinukleotyd selenazol-4-karboksyamidowo-adeninowy
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SPE

TAD

TBS
TdR-3H
temp. pok.
TFA

THF
TMEDA
TNF-a
T.t.

XMP
XTT

zVAD-fmk

ekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase extraction)
dinukleotyd tiazol-4-karboksyamidowo-adeninowy
tert-butylo(dimetylo)silil

metyl-["H]-tymidyna

temperatura pokojowa

kwas trifluorooctowy

tetrahydrofuran

N,N,N' N'-tetrametyletylenodiamina

czynnik nekrozy nowotworow

temperatura topnienia

wydajnosé

monofosforan ksantyny

s0l sodowa 2,3-bis(2-metoksy-4-ni tro-5-sulfofenylo)-2H-tetrazolio-

5-karboksyanilidu

benzyloksykarbonylo-Val-Ala-Asp(OCH3)-fluorometyloketon,

inhibitor kaspaz
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STRESZCZENIE

Kwas mykofenolowy (MPA) jest powszechnie stosowany w medycynie jako Ilek
immunosupresyjny w terapii podtrzymujacej u pacjentdw po przeszczepach narzadéw (nerka,
watroba, serce) oraz w epizodach ostrego odrzucania przeszczepu. MPA w terapii w uzywany
jest w postaci prolekow - estru 2-morfolinoetylowego (mykofenolan mofetylu, Cellcept®,
Roche) oraz mykofenolanu sodu (Myfortic®, Novartis). Zwigzek ten znajduje réwniez
zastosowanie w leczeniu chorob autoimmunologicznych. Kwas mykofenolowy byt testowany
w roéznych typach nowotworow, jednak bez powodzenia. Gwaltowny metabolizm MPA do
nieaktywnego 7-O-glukuronidu ogranicza jego skuteczno$¢ terapeutyczng - wymusza
stosowanie wysokich dawek leku, co powoduje szereg efektow ubocznych w terapii.
Dotychczas otrzymano wiele analogbw MPA w nadziei na otrzymanie zwigzkéw o
ulepszonych witasciwosciach farmakologicznych i mniejszej podatnosci na glukuronidyzacje
in vivo. W tematyke poszkiwan bardziej aktywnych 1 selektywnych pochodnych MPA wpisuje
si¢ moja praca doktorska.

Zakres badan obejmowatl syntez¢ i testy aktywnos$ci biologicznej nowych analogdw kwasu
mykofenolowego (MPA) z pochodnymi amino-akrydyny/akrydonu 91a-e, 92a-e jako
potencjalnych zwigzkéw immunosupresyjnych.

Prace syntetyczne obejmowaly otrzymanie kwasu mykofenolowego, pochodnych amino-
akrydyny/akrydonu oraz koniugatow tych zwigzkow. MPA otrzymatam metoda
zaproponowang przez Pattersona, wprowadzajac modyfikacj¢ niektorych etapow. Pochodne
amino-akrydyny/akrydonu zsyntezowatam wykorzystujac reakcje Ullmanna kwasu o-
chlorobenzoesowego 1 m-nitroaniliny lub 3-amino-4nitro-chlorobenzenu w obecnosci pytu
miedzi jako katalizatora, cyklizacji i kondensacji z odpowiednimi dichlorowodorkami diamin
alifatycznych. W celu wytworzenia wigzania amidowego pomigdzy MPA i pochodnymi
amino-akrydyny/akrydonu przetestowatam kilka metod 1 wybralam najbardziej selektywng 1
generujaca produkty z najlepszymi wydajnosciami. W przypadku pochodnych akrydyny jako
odczynnik kondensujacy wybratam DPPA/Et;N,a dla pochodnych akrydonu EDCI/HOBL.
Testy biologiczne obejmowaty badanie aktywnosci antyproliferacyjnej metoda inkorporacji
metyl-[3H]-tymidyny oraz ocen¢ zywotnosci komoérek za pomoca testu MTT. Do wstepnych
badan wyselekcjonowatam kilka linii komérkowych biataczek (Jurkat, Molt-4, CCRF-CEM,
HL-60, Yac-1, L-1210). Testy te miaty na celu sprawdzenie, czy otrzymane przeze mnie nowe
analogi MPA 91a-e, 92a-e zachowuja aktywno$¢ charakterystyczng dla zwigzkéw natywnych

w warunkach zestandaryzowanych.
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Analogi MPA zawierajace pochodne amino-akrydyny wykazywaty aktywno$¢ wobec
wszystkich testowanych komorek, a warto$ci ECs zalezaty od wrazliwo$ci danej linii.
Analogi MPA z pochodnymi amino-akrydonu byly mniej aktywne w pordéwnaniu do
zwigzkow natywnych lub catkowicie pozbawionych aktywno$ci wobec linii komorkowych.
Nastepnie wykonatam badania analogow MPA na komorkach docelowych dla zwigzkow
immunosupresyjnych - PBMC. Testy potwierdzily, ze badane zwiazki 91a-e, 92a-e wykazuja
aktywno$¢ antyproliferacyjng 1 potencjalnie moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu
immunosupresyjnym. Analogi MPA zawierajace pochodne amino-akrydyny rowniez silnie
hamowaly namnazanie ludzkich limfocytéw, niezaleznie od liczby atomow wegla w taczniku.
Koniugaty kwasu mykofenolowego z pochodnymi amino-akrydonu réwniez wykazywaly
aktywno$¢ biologiczng, jednak stabsza. Efektem badan in vitro bylo wyselekcjonowanie

zwigzkow 91b-c¢ oraz 92a do badan in vivo.
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1. WSTEP

Jedng z dziedzin medycyny rozwijajaca si¢ szczegdlnie szybko w ostatnich 40 latach jest
transplantologia. Wzrasta zapotrzebowanie na ten sposob leczenia, zwlaszcza u chorych ze
schytkowa niewydolnos$cig serca, nerek, watroby i uktadu oddechowego.

Wedtug danych Europejskiej Agencji Lekow rocznie w Europie notuje si¢ okoto 15000
przeszczepow nerki, 5000 watroby, 700 trzustki, 2000 serca i 900 ptuc [1]. Powodzenie
transplantacji narzadu zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi od odpowiednio dobranego
leczenia immunosupresyjnego.

Terapia immunosupresyjna jest niezb¢dna od chwili przeszczepienia narzadu do ustania jego
funkcji. Leczenie stosuje si¢ w celu zahamowania odpowiedzi immunologicznej,
zmniejszenia czgstosci epizoddw ostrego odrzucania 1 wydluzenia przezywalnosci po
przeszczepie. Z drugiej strony, na ile to mozliwe, istotne jest zapobieganie komplikacjom
zwigzanym z indukowanym niedoborem odpornosci. Najczeg$ciej wystepujacymi problemami
podczas stosowania lekoéw immunosupresyjnych sa: zwiekszona zapadalno$¢ na infekcje
wirusowe, bakteryjne i grzybicze oraz ryzyko nowotworzenia. Standardowe farmakologiczne
leczenie  immunosupresyjne opiera si¢ na rownoczesnym podawaniu  kilku
immunosupresantow. Zazwyczaj taczy si¢ leki o roznych mechanizmach dziatania. Stosowane
schematy leczenia zalezg od wielu czynnikow, miedzy innymi od: rodzaju przeszczepianego
narzadu, stopnia ryzyka immunologicznego, nasilenia objawow ubocznych czy
towarzyszacych chorob [2]. Obecnie stosowane drobnoczasteczkowe leki immunosupresyjne
mozna podzieli¢ na pie¢ grup: inhibitory kalcyneuryny (cyklosporyna A, takrolimus),
antymetabolity 1 leki antyproliferacyjne (mykofenolan mofetilu, mykofenolan sodu,
azatiopryna AZA), inhibitory mTOR (sirolimus, everolimus) 1 glikokortykosteroidy
(prednizon, prednizolon, metyloprednizolon). Ponadto stosuje si¢ przeciwciata poliklonalne 1
monoklonalne (anty CD25, anty CD52, anty CD50, antyCD3), poliklonalne surowice
antylimfocytarne (tymoglobulina, ATG) oraz monoklonalne przeciwciala przeciw
receptorowi dla IL-2 (basiliximab 1 daclizumab) [2].

Inhibitory kalcyneryny sa najczesciej stosowanymi lekami immunosupresyjnymi po
przeszczepach narzagdow unaczynionych. Sposrdd dostepnych lekow antyproliferacyjnych dla
pacjentdw po przeszczepie nerki, serca i watroby coraz czesciej stosowany jest mykofenolan
mofetylu (MMF) 2 lub mykofenolan sodu (MPS) 3, zawierajace kwas mykofenolowy (MPA)
1 jako substancj¢ czynng (Rysunek 1).
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Standardowo MMF 1 MPS stosuje si¢ w terapii z inhibitorem kalcyneuryny i
glikokortykosteroidami [3]. Badania wykazaly wyzsza skuteczno§¢ MMF w poréwnaniu do
AZA, co spowodowato wyrazny wzrost stosowania prolekow kwasu mykofenolowego w
praktyce klinicznej. MMF 1 MPS stosuje si¢ w duzej dawce, wymuszonej przez niekorzystny
metabolizm tych lekéw. Powoduje to wiele efektow ubocznych szczegolnie ucigzliwych dla
pacjentdw po przeszczepach narzadow, ze wzgledu na konieczno$¢ dozywotniego stosowania
lekéw immunosupresyjnych. Z tego powodu stale poszukuje si¢ bardziej aktywnych i
selektywnych pochodnych MPA, ktore zwigkszylyby szanse dlugoletniego przezycia
pacjentow po przeszczepach i jednoczesnie poprawito ich komfort zycia poprzez ograniczenie
efektow ubocznych. W niniejszej pracy zaprojektowano, zsyntetyzowano i przeprowadzono

badania in vitro nowych analogéw kwasu mykofenolowego.
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2. CZESC LITERATUROWA

2.1. Kwas mykofenolowy (MPA) — struktura chemiczna i wlasciwosci biologiczne

Kwas mykofenolowy 1 jest naturalnym metabolitem kilku gatunkow plesni z rodzaju
Penicillium. MPA zostal odkryty w 1896 roku przez Gosio [4], a struktur¢ okreslili
Cluttenbuck i Raistick [5]. Pod wzgledem budowy chemicznej zawiera 6-podstawiony uktad
ftalidowy. Pier§cien aromatyczny podstawiony jest grupami: hydroksylowa, metylowa,
metoksylowa, szesScioweglowym tancuchem bocznym 2z wigzaniem podwdjnym o
konfiguracji frans oraz wolng grupa karboksylowg (Rysunek 1). MPA charakteryzuje si¢
szerokim spektrum aktywno$ci biologicznej, ktorej mechanizm jest oparty o inhibicje
biosyntezy puryn de novo. Zwigzek ten wykazuje dzialanie przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne, przeciwdrobnoustrojowe oraz immunosupresyjne.
Posiada rowniez aktywno$¢ antynowotworowsg, jednak niekorzystny metabolizm MPA

znacznie ogranicza jego zastosowanie jako chemoterapeutyka.

CH3 CHS
OCHs o OCHg o po
A OH N o)
O  OH CHs O OH CHa

1 MPA 2 MMF

CHg

OCHjs o
o!
N ONa
O OH CHs
3 MPS

Rysunek 1. Struktura MPA 1, MMF 2 oraz MPS 3



2.2. Cel molekularny kwasu mykofenolowego — IMPDH (E.C. 1.1.1.205)

Gtownym celem molekularnym kwasu mykofenolowego jest dehydrogenaza inozyno-5'-
monofosforanu (IMP-NAD oksydoreduktaza), IMPDH [6]. IMPDH jest kluczowym
enzymem w procesie biosyntezy nukleotydow purynowych de novo (Schemat 1).

Zwiazki te odgrywaja nadrzedng role w przemianach energetycznych, przekazywaniu
sygnatow miedzy komodrkami, przechowywaniu informacji genetycznej czy procesie
translacji. Zahamowanie aktywnosci IMPDH skutkuje zmniejszeniem puli nukleotydow
guaninowych, gldwnie GTP. Ze wzgledu na to, ze guanozynotrdjfosforan jest kofaktorem
dwuetapowej przemiany IMP do AMP, ilo$¢ nukleotydéw adeninowych rowniez ulega

zmniejszeniu (Schemat 1). Skutkuje to zaburzeniami w syntezie DNA i RNA, prowadzac do

apoptozy [7].
AMP hipoksantyna
\N PRPP
mMp  PPi
GTP, asparaginian
IMPDH
GDP, P, NADH
adenylobursztynian XMP
ATP, glutamina
fumaran
PP;, glutaminian, AMP
AMP GMP

Schemat 1. Sciezki biosyntezy nukleotydéw purynowych [8]

Dehydrogenaza inozyno-5'-monofosforanu wystepuje w postaci dwoch izoform — I oraz I,
posiadajacych 84% identycznych sekwencji. Scharakteryzowano dwa r6zne cDNA, kodujace
obie izoformy [9, 10]. Ekspresja IMPDH w komoérkach ssakow jest kontrolowana przez
biatko p53 [11, 12]. Izoforma I (IMPDH I) dominuje w normalnych komorkach, kontrolujac
takie procesy jak angiogeneza, regulacja translacji czy wigzanie DNA. Izoforma II (IMPDH
IT) — wystepuje w komorkach gwattownie proliferujgcych — aktywowanych limfocytach [13,
14] 1 nowotworowych [15, 16]. W komorkach zainfekowanych wirusem, ze wzgledu na
zwigkszone zapotrzebowanie na nukleotydy purynowe niezbgdne do syntezy DNA lub RNA,

poziom IMPDH II rowniez drastycznie wzrasta [17].
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Ludzka IMPDH I (hIMPDH 1) oraz II (hIMPDH II) r6znig si¢ od siebie, dlatego powszechnie
uwaza si¢, ze selektywne hamowanie hIMPDH II powinno skutkowa¢ otrzymaniem
inhibitorow efektywnych i mniej toksycznych, ograniczajac efekty uboczne zwigzane z
inhibicjg izoformy I [13]. Niedawno wykazano jednak, ze wybidrcza inhibicja aktywnosci
izoformy I jest wystarczajgca do zatrzymania wzrostu komodrek srodbtonka, co skutkowato
hamowaniem unaczynienia nowotworu [18]. hIMPDH ro6zni si¢ znacznie od enzymu
izolowanego z innych zrddel (bakterie, pasozyty), stwarzajac mozliwos¢ selektywnej
inhibicji. IMPDH drobnoustrojéw 1 pasozytow stanowi atrakcyjny cel lekow
przeciwdrobnoustrojowych. IMPDH z Mycobacterium tuberculosis zostal zaproponowany

jako potencjalny cel lekow przeciwko gruzlicy (TB) [19].
2.2.1. Kinetyka reakcji enzymatycznej

hIMPDH ma strukture homotetrameru o masie 56 kDa, zawierajacego 514 aminokwasow [8,
19-22]. Zrab stanowi cylinder ok. 40 kDa, gdzie zachodzi reakcja enzymatyczna. IMPDH
katalizuje zalezng od NAD" reakcje utleniania inozyno-5'-monofosforanu (IMP) do ksantyno-
5'-monofosforanu (XMP) (Schemat 2) [23]. W nastepnym etapie XMP ulega katalizowane;j
przez syntaz¢ GMP przemianie do GMP. Centrum aktywne enzymu posiada miejsce wigzania
substratu IMP oraz miejsce wigzania kofaktora NAD'. Wartosci Km dla IMP s
poréwnywalne i zblizone dla réznych organizméw (typowo 10°M). Jest to spowodowane
duzym stopniem zakonserwowania tego obszaru centrum aktywnego enzymu niezaleznie od
zrodta izolacji. Natomiast wartosci Km dla NAD ro6znig si¢ istotnie [8].

Dehydrogenazy inozyno-5'-monofosforanu wyizolowane z réznych zroédet wykazujg ten sam
schemat reakcji enzymatycznej. Do osiggni¢cia maksymalnej aktywnosci IMPDH niezbedny
jest jednowartosciowy kation, zwykle K*, Na', NH,", ktérego rola wciaz pozostaje niepewna
[20]. Kolejnos¢ wigzania substratow jest losowa, z niewielka preferencja, ze IMP wiaze si¢
jako pierwszy [24]. Przebieg reakcji katalizowanej przez IMPDH rézni si¢ istotnie od
katalizowanych przez inne dehydrogenazy. Typowo NAD(H) wigze si¢ do centrum
aktywnego na poczatku reakcji enzymatycznej, natomiast NADH(NAD) oddysocjowuje jako
ostatni [24]. W przypadku IMPDH w pierwszej kolejnosci wigzany jest substrat IMP, a
produkt XMP odlacza si¢ w ostatnim etapie (Schemat 2). Reakcja katalityczna rozpoczyna si¢

od utworzenia kompleksu aktywnego IMP-enzym.
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Nastepnie tworzy si¢ kowalencyjny addukt, powstaje wigzanie pomigdzy C-2 IMP i atomem
siarki Cys331 z centrum aktywnego IMPDH. Przeniesienie atomu wodoru z kompleksu IMP-
enzym skutkuje powstaniem intermediatu o charakterze tioimidu (E-*XMP).

Hydroliza E-*XMP jest ostatnim etapem reakcji. Odlaczenie XMP, a nie sama reakcja

chemiczna, jest etapem limitujgcym szybkos$¢ przemiany enzymatycznej [24].

E-S°
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N (E~IMP)
o)

E®IMP
N
0 NAD* </j|\)‘\NH
SE
/N NH E-S° N H)?'l
<N | /)\»?—\ S H0PO g > \
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BH*
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H ° N N/)\E-S
H,03PO o
H203PO—|

OH OH
OH OH

inhibitor

XMP niekompetencyjny (1)

E-S
E~-XMP @ |

Schemat 2. Przebieg reakcji enzymatycznej katalizowanej przez IMPDH [20]
2.2.2. Inhibitory IMPDH [12, 17-18, 25-27]
Enzymy szlaku biosyntezy nukleotydow purynowych stanowig atrakcyjny cel dla lekow

przeciwnowotworowych, immunosupresyjnych, antywirusowych, przeciwbakteryjnych i

przeciwpasozytnicznych.

18



IMPDH jako enzym katalizujgcy kluczowy etap biosyntezy puryn jest szczegOlnie
interesujagcym obiektem zainteresowania dla nowo projektowanych inhibitorow.

Otrzymano wiele zwigzkow hamujacych aktywnos¢ IMPDH [12, 25-27], ale tylko nieliczne z
nich znalazty zastosowanie w medycynie. Inhibitory IMPDH dzieli si¢ na trzy grupy: analogi
naturalnych substratow (IMP, NAD) oraz inhibitory allosteryczne [17]. Niekiedy wyr6znia si¢

inhibitory pochodzenia naturalnego i syntetycznego [18].

2.2.2.1. Inhibitory wiazace si¢ w miejscu IMP [27-36]

Do tej grupy inhibitorow zalicza si¢ analogi naturalnego substratu — IMP, gléwnie
rybonukleotydy wykazujace specyficznos$¢ dzialania. Zwiazki te zwykle posiadaja zdolnosé¢
kowalencyjnego wigzania si¢ z atomem siarki Cys 331 z centrum aktywnego enzymu [30].
Sposrdd analogow IMP zastosowanie w medycynie znalazty ribavirin 4 1 mizoribine 5 [31]
(Rysunek 2). Zwiazki te ulegaja in vivo fosforylacji do 5'-monofosforanow, tworzac aktywne
metabolity [25]. Ribavirin jest zatwierdzonym przez FDA lekiem przeciw wirusowi RSV oraz
HCV (w terapii z interferonem) [32-33, 34]. Zwigzek ten wykazuje szerokie spektrum
aktywno$ci przeciwwirusowej - postaci 5'-monofosforanu jest inhibitorem IMPDH, natomiast
jako trifosforan hamuje aktywnos$¢ metylotransferazy i polimerazy wirusowego RNA.

Mizoribine (bredinin), silny inhibitor IMPDH, jest zatwierdzony w Japonii w profilaktyce
odrzucania przeszczepu, leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow, zespotu nerczycowego,
tocznia, zapalenia skorno-migsniowego i1 dermatoz autoimmunologicznych [35]. Sposrod
innych analogobw IMP dobrg aktywnos$¢ inhibicyjna wykazuje EICAR 6 (Rysunek 2),
posiadajacy w swej strukturze grupe etynylowa, taczaca si¢ wigzaniem kowalencyjnym z Cys
331. Zwiazek ten wykazuje aktywno$¢ przeciwwirusowa, wielokrotnie silniejsza, niz ribavirin

[36].

2.2.2.2. Inhibitory blokujace miejsce wigzania kofaktora NAD'/NADH [19, 37-50]

Miejsce wigzania NAD" w centrum aktywnym enzymu podzielone jest na trzy czeéci: obszar
wigzania nikotynamidu (subdomena N), adenozyny (subdomena A) i reszty pirofosforanowej
(subdomena P) [37]. Analogi kofaktora, zaleznie od struktury, moga wigza¢ si¢ w dowolne;j
subdomenie. Do inhibitorow wiazacych si¢ w miejscu kofaktora zalicza si¢ gtdéwnie analogi

TAD (Rysunek 2) i kwas mykofenolowy MPA [19].
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Tiazofurin, (TR, 7a) wigze si¢ do wszystkich trzech subdomen i1 jest w komorkach
przeksztalcany do aktywnego metabolitu (TAD, 8a). Wykazuje aktywno$¢ immunosupresyjng
i przeciwwirusowg [38]. Udowodniono, ze TR wywotuje catkowita, ale krotkotrwatg remisje
hematologiczng u pacjentow z AML, spowodowang indukowanym przez ten zwigzek
roznicowaniem si¢ komoérek. Tiazafurin jest lekiem toksycznym, ale stosowanym w leczeniu
przewlektej biataczki szpikowej w fazie przetomu blastycznego (CML-BC) z braku innych
alternatyw leczenia (tzw. ,lek sierocy”) [31]. Selenowa pochodna tiazofurinu 7b, w formie
aktywnego metabolitu 8b (SAD), wykazuje dziatanie przeciw DNA i RNA wirusom silniejsze
niz TAD [39-40]. Kilka innych inhibitoréw wigzacych si¢ do miejsca przeznaczonego dla
NAD znajduje si¢ obecnie w I/Il fazie badan klinicznych [41]. TR i MPA powoduja
zahamowanie cyklu komérkowego w fazie G1/S i indukujg réznicowanie komorek w kilku
liniach komorkowych, np. K562 1 HL60 [42]. Wykazano, ze kwas mykofenolowy indukuje
réznicowanie komorek w raku prostaty [43, 44], bialaczki [45] czerniaka ztosliwego [46],
piersi [47], nerwiaka plodowego [48, 49] i in. MPA posiada duzg zdolno$¢ wywotywania
apoptozy/nekrozy i obecnie znajduje si¢ w I fazie badan klinicznych przeciwko szpiczakowi
mnogiemu. Kwas mykofenolowy, dzialajac synergistycznie z imatinibem jest stosowany w

terapii przewlektej bialaczki szpikowej (CML) [50].

7a-b 8a-b
aX=S a: X=S, TAD
b: X=Se b: X =Se, SAD

Rysunek 2. Inhibitory IMPDH [25]
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2.3. Mechanizm dzialania kwasu mykofenolowego [20, 51-52]

Kwas mykofenolowy jest silnym, odwracalnym, niekompetencyjnym inhibitorem
dehydrogenazy inozyno-5'-monofosforanu (IMPDH) [51]. Wykazuje zdolno$¢ hamowania
aktywnos$ci obu izoform, pieciokrotnie silniejszg w stosunku do izoformy II. Struktura
centrum aktywnego enzymu zostata podana po raz pierwszy z uwzglednieniem przytaczonego
do niego MPA [20]. Postuluje si¢, ze kwas mykofenolowy przylacza si¢ do utworzonego
wczesniej kompleksu enzym-IMP-NAD [52]. Na podstawie struktur krystalograficznych
wykazano, ze MPA wiaze si¢ do subdomeny N 1 cze¢sci subdomeny P [20]. Pierscien
aromatyczny MPA przylacza si¢ w miejscu przeznaczonym dla nikotynamidu, a cze$¢
laktonowa rozciaga si¢ na inng cze$¢ enzymu (tzw. region PDB1JR1). Lancuch boczny kwasu
mykofenolowego oddzialuje z cz¢$cig subdomeny P, tworzac wigzania z Ser 276. Subdomena
A pozostaje pusta. Dla komplekséw MPA zawierajagcych XMP struktura pozostaje bez zmian,
wystepuja takie same oddzialywania niekowalencyjne [20]. Analiza struktury kompleksu
MPA-IMPDH ujawnia wiele oddziatywan pomiedzy tymi zwigzkami (Rysunek 3). Wigzania
van der Waalsa wystepuja pomiedzy elementami struktury MPA: szesciowgglowym
tancuchem bocznym, podstawnikiem metylowym, metoksylowym pier$cienia aromatycznego,
a fancuchami bocznymi kilku aminokwaséw z centrum aktywnego IMPDH (Asp 274, Ser
276, Asn 303, Arg 322, Gln 441). Ponadto obserwuje si¢ wigzania wodorowe, wystepujace
pomigdzy atomami tlenu pier§cienia laktonowego MPA, a amidowym wodorem Gly 326 oraz
taficuchem bocznym Thr 333 (Rysunek 3). Grupa fenolowa pier§cienia aromatycznego tworzy
wigzania wodorowe z Thr 333 oraz Gln 441. Wykazano, ze konfiguracja trans wigzania
podwojnego w tancuchu bocznym MPA umozliwia tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy
atomami tlenu grupy karboksylowej MPA a wodorem amidowym oraz grupa hydroksylowa

Ser 276 [20].
Thr333 Gln 441

L Gly 415
s Met 414
» OH H,0
Gly 326 .
-5 !
OH
Asn 303 10 O --- ser276
H,O
AG 322 Asp274

Rysunek. 3. Schemat oddzialywan kwasu mykofenolowego z IMPDH [20]
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Dziatanie MPA jest oparte nie tylko na inhibicji IMPDH. Ostatnie badania wykazaty, ze kwas
mykofenolowy jest inhibitorem NOX2 w komorkach $rodbtonka, spowodowane
zmniejszeniem puli  dostepnych nukleotydow guaninowych [53, 54]. MPA hamuje
roznicowanie 3T3-L1 pre-adipocytow w dojrzate adipocyty.

Efekt ten jest przypisywany inhibicji IMPDH, ale wykazano, ze w tym przypadku kwas
mykofenolowy dzialta réwniez jako agonista receptora jednego z proliferatorow
peroksysomow (PPARY). PPARYy jest kluczowym receptorem w roznicowaniu adipocytow,
jednej z gldéwnych przyczyn rozwoju otytosci [55]. Ponadto prosta pochodna MPA z kwasem
hydroksamowym (MAHA) prowadzi do otrzymania zwigzku, be¢dacego jednoczesnie
inhibitorem IMPDH 1 deacetylaz histonowych (HDACSs) [50, 56]. Wykazano, ze MAHA

indukuje roznicowanie komorek biataczki K562 silniej, niz MPA [50].

2.4. Wlasciwosci biologiczne kwasu mykofenolowego

2.4.1. Efekty biologiczne MPA powodowane inhibicja IMPDH

Kwas mykofenolowy powoduje zmniejszenie wewnatrzkomorkowych zasobow trifosforanu
guanozyny poprzez inhibicje IMPDH. Obnizenie stezenia GTP w limfocytach 1 monocytach
powoduje szereg efektow w komorkach, przede wszystkim zahamowanie ich proliferacji, ale
takze hamowanie glikozylacji protein btony komorkowej, w tym czasteczek adhezyjnych
(selektyn), grupami glukozy i mannozy. Sa one odpowiedzialne za rekrutacje limfocytow do
zrodet zapalnych lub przy odrzucaniu przeszczepu. MPA hamuje synteze¢ przeciwciat
proporcjonalnie do uzytej dawki [57, 58].

Efekt ten zostal opisany m.in. na modelu szczurzym oraz mysim, gdzie zaobserwowano
wydatne zmniejszenie wytwarzania IgG w odpowiedzi na zakazenie wirusem grypy [59].
Wykazano, ze MPA hamuje ekspresje CD25, CD71 oraz proliferacj¢ limfocytow T [60, 61].
Inne badania potwierdzajga inhibicj¢ przez MPA produkcji przeciwciat limfocytow B
indukowanych antygenem [62], dojrzewania komoérek dendrytycznych DC [63] czy
hamowania granulopoezy poprzez inhibicje¢ II-17 [64]. MPA ostabia produkcje endoteliny-1
(ET-1) indukowang przez TNF w komorkach $rdédblonka aorty, przyczyniajac si¢ do

spowolnienia procesu powstawania miazdzycy [65, 66].
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2.4.2. Mechanizm nekrotyczny dzialania MPA [67]

Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja, ze MPA wykazuje odmienny mechanizm
dziatania na komorki niz inne, powszechnie stosowane immunosupresanty (azatiopryna,
cyklosporyna A, takrolimus). Kwas mykofenolowy zapoczatkowuje silny i gwattowny sygnat
nekrotyczny, niezalezny od obecnosci kaspaz (nieodwracalny przy uzyciu inhibitorow kaspaz
np. zVAD-fmk) [67].

Weczesniejsze badania dowodzily, ze efekt cytotoksyczny MPA spowodowany jest sygnatem
apoptyczym [68-70]. Jednak ostatnie doniesienia przecza temu stwierdzeniu.

Testy przeprowadzone na liniach komoérkowych z limfocytow T i B pokazuja, ze mechanizm
dzialania MPA jest niezalezny od obecnosci kaspaz, ktore sa objawem sygnatu apoptozy [67].
Badania przeprowadzono mig¢dzy innymi na linii komorkowej Jurkat, charakteryzujacej sie
komorkami o duzych jadrach, homogennnej cytoplazmie i brakiem wakuoli. Stymulacja przy
uzyciu FasL prowadzita do drastycznej zmiany w morfologii komorek - nagromadzenia
wakuoli 1 kondensacji chromatyny na peryferiach jadra - zmian charakterystycznych dla
komoérek apoptycznych (stanowity 10-30% ogélnej puli komoérek). W przypadku
nieobecnosci kaspaz w ukladzie, komorki ulegaly $mierci na skutek procesu autofagii.
Wigkszos¢ komoérek (70-90%) wykazywata utrate integralnos$ci btony komorkowej, obrzek
mitochondriow i brak $ladéw kondensacji chromatyny. Takie zmiany morfologiczne sa
typowe dla komorek nekrotycznych.

W celu potwierdzenia mechanizmu nekrotycznego badano kinetyke procesu nekrozy i
apoptozy w komorkach poddanych dziataniu MPA, mierzac jednoczesnie fragmentacje DNA
(apoptoza) 1 zmiany morfologiczne (nekroza). Pojawienie si¢ komodrek apoptycznych byto
znacznie opoznione w stosunku do nekrotycznych. Okres 10-20 godzin wystarcza by
wyeliminowa¢ 20% komorek na drodze nekrozy, podczas gdy eliminacja takiej samej ilo$ci
komorek na drodze apoptozy wymagala wydtuzenia czasu inkubacji do 35-55 godzin.
Poniewaz nekroza jest czesto wigzana z wysokim stezeniem uzytego zwigzku, wykazano ze w
przypadku MPA stezenia 0,1-0,4pg/ml wystarczaty do eliminacji 20-25% komorek na drodze
nekrozy, taka sama ilo§¢ komorek eliminowanych na drodze apoptozy wymagala stezenia
MPA 14pg/ml [67]. Wigkszo$¢ publikowanych prac wskazuje jednak, ze MPA wykazuje

raczej dziatanie apoptyczne [71, 72].
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2.4.3. Zastosowanie MPA w medycynie

W 1969 roku Planterose dokonal obserwacji, ze w przypadku migsaka mysiego kwas
mykofenolowy dziata jako immunosupresant [73]. W tym samym roku, Mitsui i Suzuki
doniesli, ze MPA zmniejsza reakcje immunologiczng u myszy, w odpowiedzi na owcze
erytrocyty [74]. Naukowcy juz wowczas sugerowali, ze ,.kwas mykofenolowy moze by¢
uzytecznym lekiem immunosupresyjnym”. Pierwsze badania wskazywaty, ze MPA tylko
nieznacznie hamuje odrzucanie przeszczepu skory u myszy. Pdzniejsze testy na szczurach
pokazaly jednak, ze MPA silnie hamuje epizody ostrego i przewlekltego odrzucania
przeszczepu serca [75]. Ponadto zauwazono, ze hamuje on reakcj¢ juz zachodzacego
odrzucania przeszczepu.

Kwas mykofenolowy, w postaci proleku mykofenolanu mofetylu (MMF), byt poczatkowo
stosowany w wyselekcjonowanych przypadkach u pacjentdow po przeszczepach nerki.
Przeprowadzone na szeroka skal¢ badania kliniczne potwierdzity efektywno$¢ dziatania MMF
[75, 76]. Jednoczesnie bardzo korzystny profil skutkdw ubocznych spowodowal, ze zwigzek
ten stanowi obecnie standardowy lek stosowany u pacjentdow po przeszczepach nerki, serca 1
watroby [1]. W 1995 roku MMF zostat zaakceptowany do stosowania przez FDA jako lek
immunosupresyjny po przeszczepie nerki, a w roku 1998 serca. W USA i Europie odsetek
pacjentdow po przeszczepie nerki otrzymujacych MMF wynosi 80%, w Polsce 62% i
obserwuje si¢ tendencje do coraz czestszego stosowania tego leku. MMF znacznie zmniejsza
czegstos¢ ostrego 1 przewleklego odrzucania przeszczepu nerki, watroby i1 serca w porownaniu

do AZA [1].

2.4.4. Proleki zawierajace MPA jako substancj¢ aktywna - mykofenolan mofetylu
(MMF) i mykofenolan sodu (MPS)

Obecnie w terapii immunosupresyjnej stosuje si¢ dwa leki oparte o kwas mykofenolowy jako
sktadnik aktywny - mykofenolan mofetylu (MMF) oraz mykofenolan sodu (EC-MPS). W
latach 80 1 90" w Japonii otrzymano inny prolek MPA, poczatkowo jako potencjalny lek
przeciwnowotworowy - mykofenolan etyl-[ N-(p-karboksyfenyl)]karbamoilu (CAM) [77]. Z
badan przeprowadzonych na szczurach wynika, ze zwigzek ten jest bardziej efektywny w
wydtuzaniu przezycia po przeszczepie serca niz MMF [78]. Sugeruje si¢, ze2 CAM moze
okaza¢ si¢ uzyteczny w dlugoterminowej terapii immunosupresyjnej w zapaleniach

centralnego uktadu nerwowego.
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Wstepne badania nad przydatnoscia CAM jako leku po przeszczepie jelita byly obiecujace

[79]. Jednak w ostatnich latach brak jest doniesien literaturowych na temat tego zwigzku.

2.4.4.1. Mykofenolan mofetylu (CellCept, Roche, MMF)

Mykofenolan mofetylu jest estrem 2-morfolinoetylowym kwasu mykofenolowego o dziataniu
cytostatycznym na limfocyty T i B. Zwiazek ten testowany byl na modelach zwierzecych i
wykazano, ze przedluzal przezycie po przeszczepie (nerka, serce, watroba, jelita, wyspy
trzustkowe, szpik kostny). MMF hamowal epizody ostrego odrzucania przeszczepow
(szczury, psy) [80]. Mykofenolan mofetylu jest podawany doustnie lub dozylnie w postaci
chlorowodorku (posta¢ dozylna nie jest zarejestrowana w Polsce).

Dobowa zalecana dawka wynosi 1-3 g [3]. Lek podawany doustnie jest gwaltownie
hydrolizowany do MPA przez esterazy (gléwnie transferaz¢ glukuronowa) w zotadku, jelicie
cienkim, krwi, watrobie i tkankach. Wptyw na stezenie wolnej formy MPA w krwi i plazmie
ma wiele czynnikow 1 waha si¢ w szerokich granicach, zaleznie od pacjenta. Znaczenie maj3:
funkcje nerek, stezenie albumin, towarzyszace leki immunosupresyjne, czas po przeszczepie i
zréznicowanie  genetyczne [1]. Roznice czeSciowo thumaczy si¢  czynnikami
farmakokinetycznymi i farmakodynamicznymi. Ostatnio pojawily si¢ doniesienia na temat
wzrostu st¢zenia wolnej formy MPA w obecnos$ci kwasow ttuszczowych i bilirubiny. Moze to
sugerowaé, ze u pacjentoéw z hipertrojglicerydemia i1 cholestaza powinno si¢ obserwowaé
wyzsze stezenia niezwigzanego kwasu mykofenolowego we krwi [81]. Istotng kwestig jest
pomiar stgzenia MPA w krwi. Obecnie najbardziej popularng metoda jest oznaczanie AUC.»
[82, 83]. Wymaga to czestego pobierania probek krwi od pacjenta i dokonywania oznaczen w
krotkim czasie. Probuje si¢ zoptymalizowac tag metode, np. okreslajac przydatno$¢ w praktyce
klinicznej pomiaréw AUC,., [84].

Ostatnio zidentyfikowano cztery geny odpowiedzialne za rdznicg w odpowiedzi na leczenie
prolekami MPA [85], co moze ulatwi¢ zindywidualizowang terapi¢. Zdarzaja si¢ przypadki
pacjentéw z nietolerancjag na MPA, ale generalnie jest dobrze tolerowany. Efekty uboczne
stosowania mykofenolanu mofetylu sa gléwnie zwigzane z dolegliwosciami ze strony uktadu
pokarmowym (biegunka, bole brzucha, nudnosci, wymioty) [86]. Nasilenie tych objawow jest
skorelowane z dawkg leku 1 szybko odpowiada na jej redukcje [87].
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2.4.4.2. Mykofenolan sodu (Myfortic, Novartis, EC-MPS) [88-91]

Mykofenolan mofetylu wywotuje efekty uboczne, ktore u czgséci pacjentdw uniemozliwiaja
stosowanie jego optymalnej ilosci. Redukcja dawki o polowe znacznie podnosi ryzyko
odrzucenia przeszczepu. MPS zostal zaprojektowany, by zredukowac ilo$¢ objawow
ubocznych w poréwnaniu do MMF. Mykofenolan sodu jest lekiem o przedluzonym czasie
dziatania w stosunku do MMF. Nie ulega hydrolizie w warunkach kwasowych panujacych w
zotadku (pH<5), natomiast jest bardzo dobrze rozpuszczalny w pH 7 [89]. Niektore badania
wykazuja, ze EC-MPS i1 MMF wykazuja taka samg skuteczno$¢ dziatania [88, 90]. Inne
natomiast, ze w przypadku wystepowania uporczywych efektow ubocznych ze strony uktadu

pokarmowego zamiana MMF na EC-MPS moze ztagodzi¢ te objawy [91-93].

2.4.5. Metabolizm in vivo MPA, MMF i MPS

Pomimo niewatpliwych zalet terapeutycznych, niekorzystny metabolizm kwasu
mykofenolowego ogranicza jego zastosowanie w terapii. MPA ulega glukuronidyzacji in vivo
do nieaktywnego 7-O-glukuronianu 9 (MPAG). Wymusza to stosowanie duzych, leku w
terapii immunosupresyjnej i ogranicza potencjalne zastosowanie kwasu mykofenolowego
jako chemoterapeutyka. MPAG tworzacy si¢ on drodze przeniesienia grupy glukuronowej z
glukuronianu UDP, moze ulega¢ deglukuronidyzacji i reabsorpcji in vivo [94]. MPAG zostat
zidentyfikowany jako gtéwny metabolit w plazmie [95]. Pozostate metabolity: M1 10, M2 11
(Rysunek 4), M3 wyizolowane zostaly z plazmy z nerek, watroby 1 serca pacjentow
poddanych terapii mykofenolanem mofetylu. Scharakteryzowano struktury metabolitow 10
(7-O-glukozyd MPA) 1 11 (acylowany glukuronid MPA) [95]. Metabolit M3, obecny w
plazmie w §ladowych ilosciach, nie zostal zidentyfikowany. Podejrzewa sie, ze jest to produkt
metabolizmu MPA za pomocg cytochromu Py4so. Acylowany glukuronid, M2, powstajacy w
ilosci ok. 1,25% zachowuje aktywnos$¢ immunosupresyjng przeciw aktywowanym ludzkim
limfocytom [86]. Wykazano, ze aktywno$¢ M2 jest jedynie cze$ciowo jest oparta o inhibicje
IMPDH. Ostatnie badania wskazuja, Ze metabolit 11 wywoluje zdezorganizowang

polimeryzacj¢ tubuliny i uniemozliwia kontynuacj¢ normalnego cyklu komorkowego [97].
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Rysunek. 4. Metabolity kwasu mykofenolowego [95]

2.5. Metody syntez kwasu mykofenolowego [98-109]

W literaturze opisano kilka metod syntezy MPA [98-107] oraz kluczowych dla jego
otrzymywania intermediatow 12 [108-110] i 13 [111]. Kwas mykofenolowy do celow
medycznych jest pozyskiwany obecnie gldéwnie na drodze proceséw biotechnologicznych.
Otrzymywanie MPA na drodze syntezy ma jednak zastosowanie praktyczne dla pozyskiwania
pochodnych tego zwiagzku. Tylko niektore analogi mozna otrzymac przez proste modyfikacje
MPA. Bardziej skomplikowane pochodne otrzymuje si¢ na drodze syntetycznej 1

wykorzystuje do tego celu dostepne metody syntezy MPA, odpowiednio je modyfikujac.

0 OMe o OMe

(0] O
OMe OMe
12 13

Rysunek 5. Kluczowe intermediaty w syntezie MPA 12, 13 [108-111]
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MPA, kwas (4FE)-6-(4-hydroksy-6-metoksy-7-metyl-3-okso-5-ftalanyl)-4-metyl-heksenowy,
zawiera w swej strukturze 6-podstawiony uklad ftalidowy. Standardowo tego typu zwigzki
otrzymuje si¢ stosujac substrat pozwalajacy wprowadzi¢ do pier§cienia aromatycznego
jednoczesnie pig¢ lub sze§¢ wymaganych podstawnikow. Opisane sa jednak w literaturze

metody syntezy MPA z prostych, komercjalnie dostepnych odczynnikow, np. [99, 106].

2.5.1. Synteza MPA wg Bircha i Wrighta [98]

Najstarsza metoda syntezy MPA zostala zaproponowana przez Bircha 1 Wrighta [98]
(Schemat 3). Kluczowa etapem tej metody jest cykloaddycja Aldera-Rickerta 1,3-dimetoksy-
4,6-dimetyl-1,3-cykloheksadienu 15 z DMAD 14 pozwalajaca na otrzymanie aromatycznego
estru 16. Kolejnymi etapami s3a: wprowadzenie szostego podstawnika do pierScienia
aromatycznego oraz uzyskanie wolnej grupy hydroksylowej na drodze przegrupowania
Claisena ftalidu 17 prowadzacego do fenolu 18 [98]. Zwiazek ten poddaje si¢ nastepnie:
ozonolizie, reakcji Wittiga i reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa (HWE) otrzymujac MPA

1.
COzMe r\o 0
COzMe 1. BCl; / CH,Cl, |
120 140 °C 2 Zn-HCl-AcOH 0
cone MeO COMe 3, Br /K,CO;  MeO
17
X 1.03/21’1/1’[30Jr
przegrupowanie CH >
Claisena MeO 2.Ph3P < 3. EtO-P
C EtO OEt

18 1

Schemat 3. Synteza kwasu mykofenolowego wg Bircha i Wrighta [98]
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2.5.2. Synteza MPA wg Canonica i in. [99]

Synteze zaproponowang przez Canonica i in. [99] przedstawia Schemat 4. Kluczowa reakcja
w tej metodzie jest aromatyzacja cykloheksadienonu 20 prowadzaca do otrzymania estru 21.
Zwiazek ten przeprowadza si¢ w amid 1 po przeprowadzeniu reakcji fotolizy oraz selektywne;j
demetylacji za pomoca BCl; otrzymuje si¢ ftalid 24.

Wprowadzenie tancucha bocznego, selektywna metylacja w pozycji C5 oraz hydroliza estru
prowadza do otrzymania MPA 1. Zaletg tej syntezy jest mozliwo$¢ uzyskania zarowno kwasu

mykofenolowego, jak i réznych jego pochodnych zawierajacych modyfikacje w tancuchu

bocznym [99].
1. CH,N, / MeOH
EtO,C EtO,C Br EtO,C 272
2 Br, / AcOH 2 Pd/C 2 2. 10% NaOH
_— —_— > >
o o OH 3.50Clh
4.NH;
19 20 21
H,NOC re e o o
2 1. t-BuOCl / CH,Cl, fotoliza BCly / CH,Cl,
4 > e —_— 0
OMe 2. hydroliza MeO HO
2 23 24
1. MeOzC/\)\/\Br
dioksan / H,O 1

2. CH,N, / benzen
3. NaOH / MeOH / H,0

Schemat 4. Synteza MPA zaproponowana przez Canonica i in. [99]
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2.5.3. Synteza MPA wg Danheiser i in. [100]

Kluczowymi substratami w tej syntezie sg heteropodstawiony acetylen 26 oraz pochodne
cyklobutenonu 25 (Schemat 5). Zwiazki te ulegaja annulacji na drodze czterech reakcji
pericyklicznych, dajac jako produkt fenol 27. Wprowadzenie pierScienia laktonowego
odbywa si¢ w reakcjach: bromowania pierscienia aromatycznego w pozycji C6, wytworzenia
soli fenolu za pomoca MeLi, wymiany halogen-metal za pomoca #-BuLi, karboksylacji za
pomocag CO, 1 cyklizacji w obecnosci katalitycznej ilosci stezonego HCI. Utlenianie alkoholu
mykofenolowego 28 odczynnikiem Jonesa daje MPA 1. Zaleta syntezy wg Danheiser 1 in.,
podobnie jak metody Canonica i in., jest mozliwo$¢ zastosowania roznych pochodnych

acetylenu 1 uzyskania pochodnych MPA modyfikowanych w tancuchu bocznym.

0 #°
jj—» \//Q + t-BuMezSiO%OMe
H,COH,COH,C benzen H,COH,COH,C
25 26
0 =
cykloaddycja [2+2] OSiMe,t-Bu
_ > —
H,;COH,COH,C OMe
OH
7 0SiMe,t-Bu
OSiMe,t-Bu —
H;COH,COH,CO OMe
H;COH,COH,CO
27
0 OH
1. BI‘2/ t—BuHN2 —
2.Meli OH  CrQ;/H;0"/aceton
. >
3. t-BuLi/CO, OMe 1
4. HCI
28

Schemat 5. Synteza MPA wg Danheiser 1 in.[100]
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2.5.4. Synteza MPA wg Covarrubias-Zuiiiga i in. [101, 102]

Cykl reakcji zaproponowany przez Covarrubias-Zudiga i in. [101, 102] przedstawia Schemat
6. Zaletg tej metody jest wprowadzenie do pierScienia aromatycznego wszystkich szesciu
podstawnikéw w jednym etapie. Substratami kluczowej reakcji sg tutaj ester 29 oraz 4-
piwaliloksy-2-butynal 30. Zachodzaca pomigdzy tymi zwigzkami addycja Michaela, a
nastepnie wewnatrzczasteczkowa cyklizacja Dieckmanna s3 najwazniejszymi etapami tej
metody. Otrzymany sze$ciopodstawiony fenol 31 ulega reakcjom: metylowania za pomocg
Me;SO4, redukcji NaBHs grupy formylowej oraz reakcji z MeSO,Cl prowadzac do
otrzymania zwigzku 32. Nastepnie ulega on cyklizacji do ftalidu 33, ktory poddany
ozonolizie, utlenianiu 1 estryfikacji diazometanem daje zwiazek 34. Po selektywnej

demetylacji otrzymuje si¢ MPA 1.

OMe

' 1. NaH / DMF / Me,SO,
29 NaH/THF X CO;Me 5 NaBH, /MeOH
:
HO CH,OPl 3 EtN/MeSO,Cl/ DCM
4. NaBH, / DMF
' | CHO abHy
31

(@]
H: — OPiv
30

1. 03/ CH,CI, /
pirydyna / Me,S

OMe OMe !
CO.M O 2.CrO3/Hz0%/
= 2Me K,CO; X aceton
e O >
32 33
OMe o
S 1. BCl; / CH,Cl,
o X LiOH / HyO / H30"
o1
MeO,C MeO
Me

34

Schemat 6. Synteza MPA wg Covarrubias-Zuiiga i in. [101, 102]
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2.5.5. Synteza MPA wg R.A. de la Cruz i in. [103]

W syntezie zaproponowanej przez R.A. de la Cruz i in. kluczowym produktem jest alkohol
allilowy 39. W pierwszym etapie reakcja Dielsa-Aldera zwigzkow 35 1 36 prowadzi do
otrzymania cyklicznego produktu 37. Jego aromatyzacja pod wptywem ogrzewania prowadzi
do utworzenia acetalu 38. Hydroliza, ochrona grupy hydroksylowej i reakcja Grignarda

prowadza do otrzymania alkoholu 39.

(o) OMe
OMe
(0] (0]
Q \
S— Ph TMSO \ r.Dielsa-Aldera o ogrzewanie
n
[0) \ = OMe
g/ OMe H
35 36 37
OMe
o 0 o OMEM
1. H,80,
o 2.MEMCI >
3. 2-bromoprop-2-en/Mg OH
OMe OMe
38 39

Schemat 7. Synteza MPA wg R.A. de la Cruz i in. [103]

2.5.6. Synteza MPA wg Plé i in. [104]

Metoda zaproponowana przez Plé i in. opiera si¢ na sprzeganiu w kluczowym etapie
pochodnej kwasu 4-metyloheks-4-enowego 40 z chronionym ftalidem 41. Deprotekcja grupy
fenolowej 1 hydroliza estru metylowego prowadzi do kwasu mykofenolowego 1 (Schemat §).
Synteza prekursora lancucha bocznego MPA 45 przebiega w kilku etapach. Wyjsciowym
substratem jest naturalnie wystgpujacy alifatyczny terpen - octan geranylu 42. Zwigzek ten
utlenia si¢ selektywnie za pomoca m-CPBA do epoksydu, rozszczepia NalO, i utlenia
odczynnikiem Jonesa do pochodnej kwasu karboksylowego 43. Estryfikacja tego zwigzku 1
reakcja z tributylocyng wg procedury opisanej przez Trosta [105] prowadzi do otrzymania
pochodne;j allilocyny 45. Ftalid 41 otrzymuje si¢ na drodze reakcji: jodowania zwiazku 46 za
pomoca BTMA i ochrony grupy fenolowej stosujac SEM-CL.
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Schemat 8. Synteza MPA wg P1¢ 1 in. [104]

2.5.7. Syntezy MPA wg Pattersona [106]

WyjSciowym substratem w metodzie zaproponowanej przez Pattersona [106] jest ester
metylowy kwasu 2-hydroksy-4-metoksybenzoesowego 48 (Schemat 9). Zwigzek ten jest
stosunkowo tani oraz zawiera w pierscieniu aromatycznym trzy odpowiednie podstawniki, w
tym grupe hydroksylowa. Trzy inne podstawniki, ktore trzeba wprowadzi¢ to: grupa allilowa
na C-3, metylowa na C-5 oraz hydroksymetylowa na C-6. Wiadomo, ze alkilowanie kwasu
2,4-dihydroksybenzoesowego za pomoca jodku metylu jest reakcja selektywna dla pozycji 4
[107]. Ponadto ze wzgledu na fakt, ze kwas ten posiada tylko jedng wolng pozycje orto
wprowadzenie grupy hydroksymetylowe] zachodzi regioselektywnie w pozycje 6.
Wprowadzenie grupy allilowej do zwigzku 49 za pomocg bromku allilu, a nastepnie
przegrupowanie Claisena eteru allilowego 50 prowadzi do otrzymania fenolu 51. Reakcja
zostala przeprowadzona dla estru 49, prowadzac do otrzymania mieszaniny o i p-allilofenoli

w stosunku 87:13. Reakcja Claisena amidu 50 w identycznych warunkach pozwala na

33



otrzymanie mieszaniny produktow w stosunku 96:4. Po zablokowaniu dwdch pozycji orto,
bromowanie zachodzi jedynie w pozycji para. Ochrona grupy hydroksylowej za pomocg z-
BuMe,SiCl oraz kolejno reakcja wymiany atomu bromu na grupe metylowa pozwala na
uzyskanie amidu 54. Formylowanie tego zwigzku za pomocag DMF 1 redukcja z uzyciem
NaBH, prowadzi do otrzymania alkoholu 56. Nastepujaca po tym cyklizacja, ozonoliza oraz
reakcja Grignarda pozwala na uzyskanie alkoholu 59. Wydluzenie tancucha bocznego odbywa
si¢ na drodze przegrupowania Claisena-Johnsona. Zdjecie ochrony grupy hydroksylowe;j
pozwala na otrzymanie estru metylowego MPA 61, ktory po hydrolizie daje wolny kwas

mykofenolowy 1.

O\/\ EtzNLl o\/\ Tetrametylobenzen
[tk A .
KZCO;/DMF 205°C,6h

49 (

|
N\/ o N\/

Brz/t BuNH t-BuMe,SiCl MeLi/Et,0
OH _— O .
Toluen/60 "C Imidazol/DMF \/s|\ THF/-70°C
X Br X
~ ~
51 52 53
o N
J( +-BuLi/TMEDA Q J( NaBH,
O
/ \ DMF/-90 °C EtOH HO /s.\
X
o<
54 56
o o /
O O N\
P S
HOA¢ O O3 Ssi 2-bromopropen © on
— VA / N\ —
X X0 Mg, THF
o< o< O
57 59
o)
MeC(OEt), n-Bu,NF OH o
. —_—
Kwas propionowy
80 °C -> 110 °C o” ™ THF x o~
SN

61

LiOH
—_— 1

MeOH

Schemat 9. Synteza MPA wg Pattersona [106]
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2.6. Biosynteza kwasu mykofenolowego [112-120]

Kwas mykofenolowy jest wtornym metabolitem kilku gatunkéw z rodzaju Penicillium (P.
stoloniferum, P. roqueforti, P. patris-mei, P. griscobrunneum, P. viridicatum, P. nagemi, P.
viridicatum, P. scabrum. P. szaferi) [112-117]. Po raz pierwszy zostal wyizolowany z
Penicillium brevicompactum. MPA jest produkowany rowniez przez niektore inne szczepy np.
Byssochlamys nivea [117].

Biosynteza kwasu mykofenolowego opiera si¢ na dwodch podstawowych szlakach-
poliketydowym 1 izoprenoidowym, charakterystycznych dla powstawania metabolitow
wtornych [112, 118]. Podtoze molekularne procesu nie jest do konca wyjasnione i pozostaje
obiektem badan. Najnowsze doniesienia literaturowe informuja np. o odkryciu enzymu
katalizujagcego syntez¢ kwasu S-metylorsellinowego [118]. Nalezy on do klasy syntaz
poliketydowych (PKs) i zostal nazwany mpaC. W procesie biosyntezy MPA prekursorem
uktadu ftalidowego jest AcCoA 1 malonylo-CoA (Schemat 10). Kondensacja tych zwigzkow
prowadzi do otrzymania poliketonu 63. Zwigzek ten ulega cyklizacji do kwasu 5-
metylorsellinowego 64, a nastepnie wewnatrzczasteczkowej estryfikacji z wytworzeniem
pierscienia laktonowego (zwigzek 65). Prekursorem tancucha bocznego jest difosforan
farnezylu 1 jego przeniesienie na ftalidowy intermediat 65 prowadzi do otrzymania zwigzku
66. Skrocenie tancucha bocznego zachodzi na drodze utleniania i rozszczepienia wigzania
podwdjnego. Ostatni etap biosyntezy polega na przeniesieniu grupy metylowej z S-
adenylometioniny (SAM) na grup¢ hydroksylowa wegla C3 pierScienia aromatycznego,

katalizowany przez O-metyltransferaze.
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Schemat 10. Biosynteza kwasu mykofenolowego [112]
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Produkcja kwasu mykofenolowego przez gatunki z rodzaju Penicillium moze by¢ procesem
niekorzystnym. MPA najczgéciej wystepuje w nieodpowiednio przechowywanych produktach
spozywczych - zbozach, chlebie, mleku i owocach. W niektorych przypadkach istotne jest
oznaczanie poziomu MPA, by zapobiega¢ jego immunosupresyjnemu dzialaniu na zdrowych
ludzi. W tym celu zaprojektowane zostaty techniki analityczne stluzace analizie MPA np. w

kukurydzy [119] czy mleku [120].

2.7. Pochodne kwasu mykofenolowego [121-138]

MPA wykazuje bardzo dobra aktywno$¢ cytotoksyczng przy stosunkowo niskiej ogolnej
toksyczno$ci. Standardowo jest stosowany jako lek immunosupresyjny, jednak jego
zastosowanie w medycynie stale si¢ poszerza. MMF stosowany jest w dermatologii np. w
chorobach zapalnych skory [121] i1 tuszezycy [122] u pacjentow opornych na standardowe
leczenie. Kwas mykofenolowy uzywany jest w leczeniu zespotu nerczycowego, w postaci
MMF i MPS [123-126]. Gléwnym ograniczeniem zwigzanym ze stosowaniem MPA jest jego
duza tendencja do wulegania glukuronidyzacji in vivo do nieaktywnego metabolitu.
Prawdopodobnie jest to przyczyna ograniczonej skutecznosci MPA (MMF) w pierwszej fazie
badan klinicznych przeciw szpiczakowi mnogiemu (niemozno$¢ osiggnigcia st¢zenia
terapeutycznego leku ) [127].

Recyrkulacja MPA w uktadzie pokarmowym, spowodowana rozpadem MPAG, jest cz¢§ciowo
odpowiedzialna za wystepowanie efektoéw ubocznych. W zwiazku z tym poszukuje si¢
pochodnych MPA o ulepszonych wilasciwosciach fizykochemicznych 1 farmakologicznych.
Sposrod wielu otrzymanych analogow MPA jedynie kilka wykazalo lepsza aktywno$¢, niz
kwas mykofenolowy. Wigkszo§¢ pochodnych charakteryzowala si¢ zmniejszong aktywnos$cia
w porownaniu z MPA lub byta catkowicie jej pozbawiona.

Obecnie podejmowane s3 badania SAR zmierzajace do zastosowania pochodnych kwasu
mykofenolowego jako lekdéw przeciwnowotworowych [128]. Otrzymane pochodne MPA
znacznie ro6znig si¢ strukturg. Ogolnie mozna przeprowadzi¢ podziat analogéw na trzy grupy:
pochodne modyfikowane w pier§cieniu aromatycznym badZz laktonowym, pochodne typu

fenoli oraz pochodne modyfikowane w fancuchu bocznym [129].
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2.7.1. Pochodne modyfikowane w pierscieniu aromatycznym lub laktonowym [129]

2.7.1.1. Pochodne modyfikowane w pierscieniu aromatycznym [129]

Otrzymano liczne pochodne modyfikowane w pierscieniu aromatycznym. Ogolny ich wzor
przedstawia Rysunek 6. Wiekszo$¢ zwigzkow charakteryzowala si¢ znacznym spadkiem
aktywnosci w poréwnaniu do MPA. Wyjatek stanowily pochodne, w ktéorych grupa
metoksylowa w pozycji 6 pierscienia aromatycznego zostata zastgpiona grupami: winylowa,
etylowg oraz metylowa. Byly one 2+4 razy bardziej aktywne niz kwas mykofenolowy [129].
Uwaza sig, ze grupa metoksylowa nie wigze si¢ z centrum aktywnym enzymu, a jej funkcja
polega na wymuszaniu dogodnej konformacji (orientacji) tancucha bocznego MPA.
Podstawienie wigkszymi grupami, np. etoksy, cyklopropylo czy fenylowa okazaty si¢ mnie;j
aktywne, niz oczekiwano. Najprawdopodobniej z powodu utrudnionej penetracji przez btony
komoérkowe [129]. Wykazano, ze kluczowe dla zachowania aktywno$ci biologicznej elementy
struktury to grupa metylowa w pozycji C7 oraz grupa hydroksylowa. Podstawienie w pozycje
C6 pierScienia aromatycznego grupy cyjankowej czy amidowej powodowato spadek
aktywnoSci, przypisywany niekorzystnemu charakterowi dipolarnemu tych grup i redukcji

gestosci elektronowej w poblizu grupy karbonylowej pierscienia laktonowego.

np. A=S; B=H; C=CH;; D=0CH;
A =NH; B=H; C = CH;;D = OCH;
A=0;B=H; C=CH;; D=0OH
A=0;B=H; C=CH;; D=CH=CH
A=0; B=H; C=CHj; D= C4H;
A=0; B=H;C=CH;3;D=CN

Rysunek 6. Pochodne MPA modyfikowane w pierscieniu laktonowym 1 aromatycznym [113]
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2.7.1.2. Pochodne modyfikowane w pierscieniu laktonowym [129-131]

Otrzymanych zostalo wiele pochodnych zawierajacych modyfikacje w pier§cieniu
laktonowym, polegajacych przyktadowo na zmianie jego wielkosci lub wprowadzeniu grupy
NCH; w miejsce atomu tlenu (68, Rysunek 6). Wszystkie zwigzki z tej grupy byly mniej
aktywne, niz MPA. Zastgpienie tlenu pierscienia laktonowego atomem siarki, grupa
metylenowg lub NH prowadzito do uzyskania zwigzkéw 5+10 razy mniej aktywnych, niz
MPA. Zastapienie ugrupowania NH wiekszg obje¢tosciowo grupa NCH3 spowodowato kolejny
czterystukrotny spadek aktywnos$ci. Wskazuje to na duzg wrazliwo$¢ tego obszaru na zawade
steryczng. Powigkszenie pier§cienia laktonowego do szeScioczlonowego skutkowalo 25-
krotnym spadkiem aktywnos$ci [129]. Analogi posiadajace w miejscu benzofuranowej czesci
MPA grupe metoksy-(5-oksazolilo)-fenylowag (MOP) 69, 70 (Rysunek 7) zachowuja
aktywno$¢ biologiczng, jednak duzo stabsza niz MPA [130]. Pochodne te wigzg si¢ z IMPDH
w sposob podobny do benzofuranowej czesci MPA. Wykazano, ze grupa oksazolilowa tworzy
wigzania wodorowe z Gly 326 i Thr 333 hIMPDH. Pochodne te wykazuja stabg aktywnos¢
przeciw obu izoformom IMPDH i ludzkiej biataczce K562 [130]. Aby otrzyma¢ pochodne
odporne na glukuronidyzacj¢, zaprojektowano indolowe pochodne MPA, posiadajace w
miejsce grupy hydroksylowej fenolu grupe NH indolu, z ktérych pochodna 71 (Rysunek 7)
wykazywata aktywnos$¢ przeciwko rakowi jajnika i zostata wyselekcjonowana do dalszych

badan przeciwko rakowi prostaty [131, 132].
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Rysunek 7. Analogi MPA z grupga MOP 69, 70 [130] oraz pochodna indolowa 71 [131, 132]
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2.7.2. Monocykliczne fenole i niefenole oraz monocykliczne aminy [129]

Modyfikacje strukturalne w obrebie pierScienia laktonowego nie przyniosty oczekiwanych
rezultatow. W poszukiwaniu bardziej aktywnych zwiazkow otrzymano kolejng grupe
pochodnych - monocykliczne fenole 72, niefenole 73 oraz monocykliczne aminy 74 (Rysunek
8). Przy projektowaniu zwigzkéw kierowano si¢ kryterium, by wprowadzone do pierscienia
aromatycznego podstawniki nie byly wigksze niz pierScien laktonowy. Najczesciej
zachowano grupy metylowa i metoksylowa dla okreslenia wpltywu braku pierScienia

laktonowego na aktywnos$¢ zwiazkow.

OH
X = OH
O
HsC Y
CH,
72 73
a: X=Cl, Y=0CH; a: X=F, Y=Cl
NH,
X 7 OH
@]
HsC Y
CH,
74

Rysunek 8. Pochodne o strukturze monocyklicznych fenoli 72, niefenoli 73 1 amin 74 [129]

2.7.2.1. Pochodne typu fenoli [129]

Ogoblny wzoér tego typu analogow przedstawia wzor 72 (Rysunek 8). Wszystkie zwigzki o
strukturze fenoli byty mniej aktywne, niz MPA. Chlorofenol 72a zachowat 70% aktywnosci
kwasu mykofenoloweggo, jednocze$nie bedac najbardziej aktywnym nieftalidowym
analogiem MPA. Na podstawie analizy struktura - aktywno$¢ (SAR) pochodnych typu fenoli
wykazano, ze dla zachowania aktywnosci podstawnik X powinien dziata¢ jako akceptor

wigzan wodorowych 1 musi mie¢ optymalng wielkos$¢.
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2.7.2.2. Pochodne typu niefenoli i monocyklicznych amin [129]

Dla pochodnych typu niefenoli 73 warto$ci ICsy oznaczone dla aktywowanych PBMC rdznity
si¢ 0 3 rzedy wielkosci, w zaleznosci od wprowadzonych podstawnikéw. Zastgpienie grupy
OH grupa tiolowa dalo nieaktywny zwigzek. Zsyntetyzowano pochodne zawierajgce w
miejscu grupy hydroksylowej grupe aminowa 74, wszystkie te pochodne byly mniej aktywne
niz odpowiadajace im fenole 72 [129]. Podstawienie grupy hydroksylowej pierscienia
aromatycznego atomem wodoru skutkowalo spadkiem aktywnosci 3+20 razy, zaleznie od
otaczajacego podstawnika. Analogicznie jak w przypadku fenoli 72 podstawnik w pozycji Y
musi mie¢ optymalng wielko$¢. Wszystkie zwigzki byly mniej aktywne niz MPA, a
najbardziej aktywny z otrzymanych pochodnych byl zwigzek 73a.

Na podstawie analizy SAR wykazano, ze grupa hydroksylowa nie moze by¢ zastgpiona inng
bez znaczacego spadku aktywnosci. Otaczajacy ja podstawnik musi by¢ akceptorem wigzania
wodorowego (atom chloru ma optymalng wielkos¢) i/lub musi byé akceptorem wigzan
wodorowych. Lipofilowe, mate (wigksze niz wodor) grupy sa niezbg¢dne w pozycjach 6 1 7.
Rola podstawnika w pozycji 7 pier§cienia aromatycznego polega prawdopodobnie na

wymuszaniu odpowiedniej konformacji fancucha bocznego MPA [129].

2.7.3. Pochodne MPA modyfikowane w lancuchu bocznym [19, 31, 37, 42, 133-136]

Grupa pochodnych modyfikowanych w tancuchu bocznym zawiera zwigzki bardzo
zroznicowane pod wzgledem struktury. Podobnie jak w przypadku innych typéw pochodnych,
wigkszos¢ otrzymanych zwigzkoéw charakteryzowala si¢ gorsza aktywnoscia niz MPA.
Wprowadzenie do fancucha bocznego matlych alkilowych podstawnikow w pozycji o w
stosunku do grupy karboksylowej pozwolilo na uzyskanie bardziej aktywnych analogéw
[133]. Przyktadem jest kwas a-metylomykofenolowy 75 (Rysunek 9), dwukrotnie bardziej
aktywny niz MPA. Modyfikacje tancucha bocznego polegaly na zastgpieniu podwodjnego
wigzania réZznymi grupami, wprowadzeniem wigzania potrdjnego, atomoé6w bromu, fluoru,
zmiana na wigzanie o konfiguracji cis, niepodstawionego cyklopropanu. Nawet niewielkie

zmiany strukturalne w tym obszarze prowadzily do znacznej utraty aktywnosci [134].
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Rysunek 9. Pochodne modyfikowane w tancuchu bocznym MPA [42, 133, 136]

Pankiewicz i in. otrzymali zwigzki przypominajace budowa NAD, ktére w zatozeniu miaty
charakteryzowaé si¢ zwigkszong sita wigzania do enzymu [135]. Pochodne te nie posiadaja
zdolno$ci przenoszenia wodoru, co skutkuje aktywno$cig inhibicyjng wobec IMPDH (76,
MAD, Rysunek 9). Sukcesem bylo otrzymanie pochodnych MPA odpornych na
glukuronidyzacje in vitro. W 2002 roku Pankiewicz 1 in. otrzymali [mykofenolowo-adenino-
bis(fosforanowe) analogi (MAD)] zastepujac ugrupowanie [P(0O)-O-C(O)] stabilng reszta
metylenobisfosforanowg [P(O)-CH,-P(O)] np. 77, 78. Udowodniono, ze C2-MAD jest ztym
substratem dla UDP-glukuronozylotransferazy, prawdopodobnie z powodu zawady sterycznej
spowodowanej obecno$cig adenozyny w tancuchu bocznym MPA oraz obecno$ci ujemnego
tadunku na reszcie fosforanowej [42]. C2-MAD 1 analogi wykazuja silng aktywno$¢
inhibicyjng 1 indukujg réznicowanie komorek ludzkiej bialaczki K562. Analogi C2-MAD
postawione w pozycji 2 adeniny grupa fenylowa wykazywaty pigciokrotnie, a grupg etylowa
szesnastokrotnie silniejszg inhibicj¢ IMPDH w poréwnaniu do niepodstawionego zwigzku
[37]. Wbrew oczekiwaniom analogi MAD nie charakteryzuja si¢ zwigkszong sita wigzania do
IMPDH. Niezaleznie od dlugos$ci tacznika pomiedzy adenozyna, a MPA ich aktywnos$¢ jest o
rzad wielkosci stabsza niz kwasu mykofenolowego. Zwigzki te pozbawione s3 réwniez
specyficznosci w stosunku do izoform enzymu. W 2008 Pankiewicz i in. otrzymali

mykofenolowo-adenino(sulfoamidowe) pochodne MPA (MABS) 79 (Rysunek 9) [37].
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MABS zaprojektowane zostaly z mysla, ze stabo kwasowe bis(sulfamidy) nie bedg jonizowac
w warunkach fizjologicznych. Cze$ciowy tadunek ujemny zlokalizowany na tlenie tacznika
powinien zastegpowaé naturalnie wystepujaca reszte pirofosforowa. Pochodne MABS
podstawione w pozycji 2, np. 79 byly mniej aktywne niz niepodstawione analogi.
Zaprojektowano 1 otrzymano analogi MAD np. 80, 81, w ktorych reszta fosforanowa zostata
zastapiona grupa 1,2,3-triazolowa. Mialo to zachowaé ogdlng geometri¢ wpasowania kwasu
mykofenolowego i reszty adenozyny w odpowiednich dla nich subdomenach N i A. Zwiazki
te okazaly si¢ by¢ silnymi inhibitorami IMPDH 1 pierwszymi inhibitorami IMPDH z
Mycobacterium tuberculosis (mtIMPDH) [18]. Inne analogi MPA, zawierajace reszte¢ kwasu
fosforowego w tancuchu bocznym MPA otrzymali W. Watkins i in. Wszystkie pochodne byly
mniej aktywne niz kwas mykofenolowy [136]. W poszukiwaniu zwigzkow aktywnych
przeciw CML, bedacych jednocze$nie inhibitorami IMPDH 1 deacetylaz histonowych
(HDACs, enzymy katalizujace usuwanie grup acetylowych z reszt lizyny histonow)
otrzymano pochodne MPA z suberoiloanilidem kwasu hydroksamowego (SAHA). SAHA
(Vorinostat) jest silnym inhibitorem HDACS, zatwierdzonym jako terapia w leczeniu ostrej
biataczki. MAHA (mykofenolowy analog SAHA) okazat si¢ efektywnym inhibitorem wobec
obu enzyméw [49]. Oczekuje sie¢, ze bedzie tez aktywny wobec linii nowotworowych dla
ktorych SAHA wykazuje skutecznos¢. W 2008 roku Batovska i in. otrzymali MAHA 82a, 7-
O-acetyl oraz 7-O-lauronyl-MAHA 82b. Zwiazki te testowane byly jako potencjalne
inhibitory HDACs oraz komorek biataczki K-562. Najbardziej aktywna pochodna 7-O-
lauronyl MAHA 82b, wykazata pigciokrotnie stabsze dzialanie inhibicyjne przeciw HDACs
niz MAHA [56].
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Rysunek 10. Pochodne MABS 79, analogi MAD z tacznikiem triazolowym 80, 81 i
inhibitory HDACs 82a-b

42



2.8. Akrydyny — struktura i aktywnos$¢ biologiczna [139-147]

Akrydyny zalicza si¢ do klasy policyklicznych zwigzkéw heteroaromatycznych (83, Rysunek
11). Strukturalnie sg analogami antracenu, zawierajgcymi atom azotu w pierscieniu B.
Pochodne akrydyn wykazuja szerokie spektrum aktywnosci biologicznej: przeciwgrzybowa,
przeciwpasozytnicza, przeciwdrobnoustrojowa, antynowotworowa, przeciwzapalng [139-
142]. Zwiazki o dzialaniu przeciwnowotworowym dzieli si¢ na pig¢ grup: nitroakrydyny,

9-anilinoakrydyny, pirazoloakrydyny, imidazoakrydony oraz triazoloakrydony [140].

83

NRH  NO, NRH  NO,
\
/
N N
H
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Rysunek 11. Struktura akrydyny 83 i rOwnowaga tautomeryczna pochodnych

I-nitro-9-aminoakrydyny 84a-b

2.8.1. Nitroakrydyny - zalezno$¢ SAR

9-Alkiloamino-1-nitroakrydyny naleza do zwigzkdéw o dziataniu przeciwnowotworowym.
Zostaty otrzymane w Katedrze Technologii Lekéw 1 Biochemii Politechniki Gdanskiej w
latach sze$c¢dziesiatych przez zespot prof. Z. Ledochowskiego [143]. Zsyntetyzowano liczne,
roéznigce si¢ budowa pochodne i1 na tej podstawie ustalono zalezno$ci miedzy struktura, a
aktywnoscig biologiczng. Modyfikacje strukturalne polegaty gtownie na wprowadzaniu grupy
nitrowej w rdozne pozycje pierscienia oraz zmianach w alkilowym fancuchu bocznym (rézna
dhugos¢ 1 rzedowos¢) [143]. Najaktywniejsze byty pochodne z grupa nitrowa w pozycji 1.
Wykazano, ze na aktywnos$¢ cytotoksyczng I-nitroakrydyn wplyw maja: zawada steryczna
pomiedzy grupa nitrowag a tancuchem bocznym w pozycji 9, rOwnowaga tautomeryczna
pomiedzy aminoakrydyng a iminoakrydyna (84a-b, Rysunek 11) [144] oraz duza podatnos¢
grupy nitrowej na redukcjg.
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w grupie 9-alkiloamino-1-nitroakrydyn najaktywniejsza byta 1-nitro-9-(3-
dimetyloaminopropyloamino)-akrydyna. Zwiazek ten, znany jako Ledakrin (Nitracrine), byt
pierwszym polskim zarejestrowanym lekiem przeciwnowotworowym. Ledakrin nie wywotuje
efektu mielosupresyjnego, ale dziata silnie toksycznie. Wywotywat ucigzliwe efekty uboczne
u pacjentow 1 zostat wycofany z praktyki klinicznej [143]. Mechanizm dziatania 9-
alkiloamino-1-nitroakrydyn oparty jest na interkalacji do DNA akrydynowego fragmentu
zwigzku. Wiazania kowalencyjne z DNA tworza produkty metabolizmu 1-nitroakrydyn in
vivo. Powstajace poczatkowo zwiazki 85 1 86 s3 nietrwate i szybko ulegaja przemianie do
trwalszych produktow 87-90 (Schemat 12). Posiadaja one zdolno$¢ wigzania si¢ 1 sieciowania
kwasoéw nukleinowych i innych makromolekut komorkowych [145-146]. Udowodniono, ze
zdolno$¢ do sieciowania DNA jest najwazniejszym czynnikiem odpowiedzialnym za
dziatanie cytotoksyczne pochodnych 9-alkiloamino-1-nitroakrydyny. Wykazano, ze
aktywacja metaboliczna w komoérkach polega gldwnie na redukcji grupy nitrowej w pozycji 1

lub utlenianiu grupy aminowej fancucha bocznego (Schemat 11) [147].
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Schemat 11. Produkty metabolizmu pochodnych 1-nitroakrydy 85-90
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3. CELIZAKRES PRACY

Celem mojej rozprawy doktorskiej jest synteza i badania aktywnos$ci biologicznej analogow
kwasu mykofenolowego z pochodnymi amino-akrydyny/akrydonu 91a-e, 92a-e (Rysunek 12)
jako zwigzkéw o potencjalnym dziataniu immunosupresyjnym.

MPA dziata selektywnie, hamujgc proliferacj¢ limfocytow T 1 B oraz komorek
nowotworowych  in  vitro.  Wiele naturalnych i1 syntetycznych  zwigzkéw
przeciwnowotworowych, np. 9-alkiloamino-1-nitroakrydyny, wykazuje zdolno$¢ do silnej
interkalacji do DNA i charakteryzuje si¢ dobrg aktywnos$cia cytotoksyczng. Jednak z powodu
stabej selektywnosci sg one toksyczne zaréwno dla komorek nowotworowych, jak i
zdrowych. Poszukujac zwigzkow, ktore beda charakteryzowaty sie dobra selektywnoscia i
obnizong toksyczno$cia, zaprojektowalam analogi MPA, skladajace si¢ z wybiodrczo
dzialajacego kwasu mykofenolowego i pochodnych amino-akrydyny/akrydonu. Polaczenie
czasteczek o komplementarnych funkcjach biologicznych 1 wykazujacych odmienny
mechanizm dziatania, czesto skutkuje bardziej aktywnymi zwigzkami, zgodnie z efektem
synergicznym [ 148-150].

Praca syntetyczna obejmowata:

e otrzymanie MPA 1, pochodnych amino-akrydyny/akrydonu 93a-e, 94a-e oraz
analogdw 91a-e, 92a-e. Kwas mykofenolowy uzyskalam na drodze syntezy opisanej
w literaturze przez Pattersona [106], wprowadzajac kilka modyfikacji. Pochodne
amino-1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu otrzymatam na drodze kondensacji Ullmanna
z kwasu o-chlorobenzoesowego, m-nitroaniliny lub 3-amino-4-nitrochlorobenzenu w
obecno$ci pylu miedzi jako katalizatora, cyklizacji oraz taczenia z odpowiednimi
alkiloaminami. W celu otrzymania analogdéw MPA, przetestowatam rdzne metody
tworzenia wigzania amidowego.

Badania biologiczne obejmowaty:

e testy aktywnosci antyproliferacyjnej metoda inkorporacji TdR-3H zwigzkow 91a-e,
92a-e, 93a-e, 94a-e, 1 wobec limfoidalnych linii komoérkowych 1 komorek
docelowych dla zwigzkow immunosupresyjnych (PBMC)

e Dbadaniazywotnosci komoérek (metoda MTT) poddanych dziataniu zwigzkéw 91a-e,
92a-e, 93a-e, 94a-e, 1 wobec linii biataczkowych i komérek PBMC,

e okreslenie cytotoksycznosci analogéw MPA w stosunku do ich zwigzkéw natywnych,

o selekcje zwiazkow do badan in vivo,
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e wstepne testy odnosnie mechanizmu dziatania zwigzkow 91a-e, 92a-e.
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Rysunek 12. Struktury badanych zwiazkoéw: 91a-e, 92a-e, 93a-e, 94a-e

Prace syntetyczne przeprowadzitam w Katedrze Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej
pod kierunkiem dr hab. inz. K. Dzierzbickiej, prof. nadzw. PG. Badania biologiczne
wykonalam w Zakladzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego pod kierunkiem dr hab. n. med. Piotra Trzonkowskiego, prof. nadzw. GUMED.
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4. WYNIKI I WNIOSKI

4.1. Prace syntetyczne

Cze$¢ syntetyczna pracy obejmowata otrzymanie: kwasu mykofenolowego 1, pochodnych

amino-akrydyny/akrydonu 93a-e, 94a-e oraz analogow 91a-e, 92a-e (Rysunek 12).

4.1.1. Synteza kwasu mykofenolowego [106]

W literaturze opisano kilka metod otrzymywania kwasu mykofenolowego (rozdziaty 2.5.1.-
2.5.7.). Syntez¢ MPA przeprowadzitam zgodnie z opisem Pattersona (Schemat 9) [106].
Metode wybratam kierujac si¢: prostym i tanim substratem (kwas 2,4-dihydrobenzoesowy)
oraz mozliwoscig uzyskania odpowiednich ilo§ci MPA, niezbednych do syntezy analogow

91a-e, 92a-e.

4.1.1.1. Synteza N,N-dietylo-4-metoksy-2-(prop-2-enyloksy)benzamidu 50

Opisana przez Pattersona reakcja otrzymywania zwigzku 50 (Schemat 12) zaklada uzycie
(CH3);Al 1 (CyHs),NH, prowadzace do otrzymania reaktywnego kompleksu
(C,H;5),NAI(CH3),. Prébowatam zmodyfikowaé ten etap poprzez zastgpienie (CHj)sAl
znacznie tanszym roztworem n-Buli w heksanie. Przeprowadzilam reakcje postepujac
zgodnie z procedurg opisang w literaturze [151]. Otrzymatam ztozong mieszaning produktow,
z ktorej wydzielitam tylko zwigzek 95. Nastgpnie probowatam otrzymac¢ benzamid 50
ogrzewajac do wrzenia ester 49 z nadmiarem Et;NH w obecnosci kwasu p-
toluenosulfonowego jako katalizatora. Po uptywie 48 godz. nie zaobserwowatam tworzenia
si¢ produktu. Wobec tych niepowodzen synteze zwigzku 50 przeprowadzilam zgodnie z

metodg opisang przez Pattersona [106].
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Schemat 12. Synteza N, N-dietylo-4-metoksy-2-(prop-2-enyloksy)benzamidu 50

4.1.1.2. Synteza N,N-dietylo-2-hydroksy-4-metoksy-3-(prop-2-enyl)benzamidu 51

Przegrupowanie Claisena eterow allilowo-aromatycznych w duzym stopniu zalezy od
warunkow reakcji: temperatury, rozpuszczalnika 1 stosowanych katalizatorow [152, 153].

Reakcja przegrupowania benzamidu 50 do 51 opisana przez Pattersona zaktada zastosowanie
1,3,4,5-tetrametylobenzenu jako rozpuszczalnika (Schemat 13). Ze wzgledu na wysoka ceng
tego zwigzku, postanowitam =zastgpi¢ go tanszym, nizej wrzacym izomerem: 1,2.4,5-
tetrametylobenzenem. Wydajnos$¢ reakcji przy zastosowaniu tego izomeru wyniosta 15%. W
zwigzku z tym wytypowalam inne rozpuszczalniki. Przy wyborze kierowatam si¢ temperaturg
wrzenia oraz polarnosciag zblizona do 1,3,4,5-tetrametylobenzenu. Przetestowatam trzy
rozpuszczalniki: tetraling, 4-chloro-o-ksylen oraz nitrobenzen. We wszystkich przypadkach
obserwowatam po uptywie dwdch godzin zanik substratu. Otrzymalam mieszaniny izomeréw
orto 1 para allilofenoli w réznych stosunkach. Najlepszg wydajnos$¢ reakcji otrzymywania
izomeru orto uzyskalam z zastosowaniem tetraliny i ten rozpuszczalnik wybratam do

przeprowadzenie reakcji w wigkszej skali (Tabela 1).
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Schemat 13. Przegrupowanie Claisena zwigzku 50

Tabela 1. Wydajnosci przegrupowania Claisena zwigzku 50 w zaleznosci od warunkow

reakcji
Rozpuszczalnik Temp. reakcji [°C] Wyd. [%] Czas reakcji [godz.]
1,2,4,5-tetrametylobenzen 193-197 15 2%6
tetralina 206-208 73 1,5-2
4-chloro-o-ksylen 221-223 55,6 1,5-2
nitrobenzen 210 72 1,5-2

4.1.1.3. Synteza 1,3-dihydro-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]-6-metoksy-7-metylo-3-
okso-5-(prop-2,3-epoksy)izobenzofuranu 96 i zwiazku 58

W metodzie Pattersona otrzymanie aldehydu 58 przebiega na drodze ozonolizy alkenu 57
(Schemat 9). Alternatywnie, zwigzek 58 mozna otrzyma¢ w dwodch etapach: epoksydowania 1
utleniania do odpowiedniego aldehydu (Schemat 14). Synteze epoksydu 96 planowatlam
przeprowadzi¢ utleniajac 57 za pomocg m-CPBA w temp. -70°C, w obecnosci octanu sodu,
przy uzyciu DCM jako rozpuszczalnika. Metoda ta zostata opisana w literaturze dla zwigzkow
o podobnej strukturze [109]. Z powodu braku postepu reakcji (TLC) zastosowatam inng
procedure: mieszaning reakcyjng schtodzitam do 0°C, dodatam jeden ekwiwalent m-CPBA i
kontynuowatam mieszanie w temp. pok. przez 24 godz. [154]. Po tym czasie
zaobserwowatam tworzenie si¢ produktu, jednak przereagowanie substratu byto niecatkowite.
Dodanie drugiego ekwiwalentu m-CPBA w 0°C 1 kontynuacja mieszania przez kolejne 24

godz. prowadzita do otrzymania oczekiwanego epoksydu jako jedynego produktu.
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Nastepnie zaplanowalam rozszczepienie epoksydu potaczone z utlenianiem, prowadzace do
uzyskania aldehydu 58 [101, 104]. Standardowo w tej reakcji uzywana jest mieszanina
rozpuszczalnikow woda/THF, woda/dioksan, woda/acetonitryl. Pomimo wielu prob i
modyfikacji metody nie udalo mi si¢ przeprowadzi¢ epoksydu 96 w aldehyd S8.
Najprawdopodobniej odpowiedzialna jest za to duza objetosciowo grupa TBS, utrudniajgca
otwieranie pierscienia oksiranowego. Dla zwigzku 96 zostala wykonana i opublikowana
struktura krystalograficzna [155]. Kolejnym krokiem byto otrzymanie aldehydu 58 z uzyciem
KMnO, oraz NalO4 [156]. Alken 57 rozpuscitam w i-PrOH i1 dodawatam porcjami wodny
roztwor KMnQO4 do zaniku substratu (TLC). Nastepnie dodatam NalO4 1 po zakonczeniu
reakcji aldehyd 58 wyizolowalam na drodze SPE w uktadzie A, pobratam probke do analizy
"HNMR, a reszte produktu poddatam od razu reakcji Grignarda (Schemat 9).

m-CPBA NalO,

CH,Cl,,0 °C \ THF/H,0
o} o \/
O o N
O O/
\Si\ KMnO, NalO, o)
—_— >

N i-PrOH/H,0 ’

Schemat 14. Synteza zwigzku 96 1 58

Syntezy zwiazkoéw 59-61 wykonatam zgodnie z opisem podanym przez Pattersona [106].
Reakcja Grignarda w THF, przegrupowanie Claisena-Johnsona, zdjecie oslony grupy
hydroksylowej za pomocg n-BusNF 1 hydroliza estru metylowego pozwolila na otrzymanie

kwasu mykofenolowego 1.
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4.1.2. Synteza 9-(mw-alkiloamino)-1-nitroakrydyn 93a-e [139, 160-164, 168]

W celu otrzymania 9-(w-alkiloamino-1-nitroakrydyn 93a-e przeprowadzitam reakcje
przedstawione na Schemacie 15. Synteza obejmowata: reakcje Ullmanna pomig¢dzy
zwigzkami 97 1 98, cyklizacj¢ POCI;, otrzymanie 9-fenoksy-1-nitroakrydyny 101 oraz

kondensacj¢ z odpowiednimi dichlorowodorkami diamin alifatycznych.

02

NO, cl NO,
COOK COOH
o _ Poch N
+
125 °C/ 1godz, "120°C/ 0.5g0dz, Z
Cl HoN N

NO, OPh NO, HN n NH;
_PhoH HaN nNHz
OOC/45mIn PhOH/ 30min./ 60°C
93a-e

n=2+6
Schemat 15. Synteza 9-alkiloamino-1-nitroakrydyn 93a-e

4.1.2.1. Synteza kwasu N-(3'-nitrofenylo)antranilowego 99

W literaturze opisano kilka metod syntezy pochodnych akrydyny [139, 157, 158].
Zdecydowana wigkszos$¢ oparta jest na otrzymaniu w pierwszym etapie pochodnych kwasu

N-fenyloantranilowego 99. Najpopularniejsza metoda jest reakcja Ullmanna-Jourdana [159].
Procedurg tg zastosowatam w mojej pracy. Reakcja przebiega pomigedzy pochodng kwasu o-
halogenobenzoesowego 97 1 pochodng aniliny 98 lub pomiedzy kwasem antranilowym 102 1
pochodnymi halogenobenzenu 103 w obecnosci katalitycznych ilo$ci miedzi (Schemat 16)

[160].
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Schemat 16. Synteza pochodnych kwasu N-fenyloantranilowego 99 [139]

Na przebieg reakcji Ullmanna ma wptyw wiele czynnikow [139]:

a) rodzaj substratow - obecnos¢ grup elektronoakceptorowych w pozycji orto 1 para do atomu
chlorowca w pochodnych kwasu benzoesowego oraz elektronodonorowych w aminie w tych
pozycjach powoduja wzrost wydajnosci. Obecnos¢ w pozycji orto lub para grup
elektronodonorowych w pochodnej kwasu benzoesowego i elektronoakceptorowych w aminie
utrudniaja reakcj¢. Uzycie jako substratu benzoesanu sodu lub potasu powoduje wzrost
wydajnosci.

b) katalizator - najczgsciej stosowane sg rézne zwigzki miedzi: sole miedzi - bromek, weglan,
siarczan, octan, tlenek miedzi, miedZ Raneya. Najlepsze wydajno$ci osigga si¢ zazwyczaj
stosujac §wiezo strgcong miedz 1 miedz aktywna. Zwiazki zelaza, niklu, platyny i cynku sg
mniej reaktywne, a cyny i manganu nie wykazuja zadnej aktywnosci katalityczne;.

¢) srodowisko reakcji - stosowanymi rozpuszczalnikami sg alkohole: izoamylowy, amylowy,
butylowy, cykloheksanol, a takze nitrobenzen, chlobenzen, DMSO, DMF, DMA. Wybor
rozpuszczalnika jest uwarunkowany wymagang temperaturg reakcji. Udoskonaleniem metody
Ullmanna jest prowadzenie reakcji w stopie, bez uzycia rozpuszczalnikow.

d) zasady - zwykle stosuje si¢ weglan sodu lub potasu, ktory wigze wydzielajacy si¢ w reakcji
halogenowodor.

e) temperatura i czas reakcji - zarbwno zbyt wysoka temperatura, jak i przedtuzanie czasu
reakcji moze prowadzi¢ do otrzymania produktow smolistych, co obniza wydajnos¢.
Poniewaz uzycie soli potasowej kwasu o-halogenobenzoesowego, prowadzenie reakcji w
stopie oraz stosowanie Swiezo strgconej miedzi jako katalizatora poprawiaja wydajnos¢
reakcji Ullmanna, zastosowalam te warunki w przeprowadzonej przeze mnie syntezie

(Schemat 15).

52



Do reakcji stosowalam dwukrotny nadmiar m-nitroaniliny w stosunku do soli potasowe;j
kwasu o-chlorobenzoesowego. Poczatkowo synteze prowadzilam w temperaturze 150°C
przez 0,5 godz., uzyskujac wydajnosci surowego produktu rzedu 30%. W warunkach tych
powstaja produkty smoliste. W nastgpnej probie, przeprowadzonej w temp. 125°C w czasie 1
godz., wydajnos¢ reakcji wzrosta do 50% dla surowego produktu i 35-38% po krystalizacji z

etanolu. Katalizator przygotowywatam bezposrednio przed reakcja.
4.1.2.2. Cyklizacja kwasu N-(3'-nitrofenylo)antranilowego 99 [139, 161]

Cyklizacja kwasow N-fenyloantranilowych zachodzi pod wptywem kwasoéw protonowych lub
kwasow Lewisa. Najczesciej stosuje sie: POCls, H,SO4, PCls, SOCl,, AICl; [139, 161].
Reakcja moze przebiega¢ w dwoch kierunkach: do otrzymania pochodnych akrydyny albo
akrydonu, zaleznie od uzytego odczynnika cyklizujacego (Schemat 17). Zastosowanie POCl;
prowadzi do otrzymania pochodnych 9-chloroakrydyny 100. Odczynnikiem cyklizujacym jest
kwas protonowy, poniewaz reakcja nie zachodzi pod wpltywem §wiezo destylowanego POCls;,
lecz dopiero po dodaniu §ladowych ilosci wody lub halogenowodoru.

Do syntezy pochodnych akrydonu najczesSciej uzywa si¢ stgzony kwas siarkowy.
Zastosowanie H,SOy jest ograniczone do zwigzkoéw nie posiadajacych w czasteczce grup
wrazliwych na jego dzialanie. W takim przypadku jako odczynnik dehydratujacy stosuje sig¢
PPE w chloroformie [139].

COOH
H,SO, lub PPE | N

/>
R

99

Schemat 17. Cyklizacja pochodnych kwasu N-(3 -nitrofenylo)antranilowego [139]
Cyklizacje kwasu N-(3-nitrofenylo)antranilowego 99 prowadzitam z nadmiarem POCI;,

stuzagcym jako odczynnik kondensujacy i srodowisko reakcji. Substraty ogrzewatam 30 min.

W temp.125°C. Przedtuzanie w czasie reakcji powodowato obnizenie wydajnosci.
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Po zakonczeniu syntezy i oddestylowaniu nadmiaru POCI; pod zmniejszonym ci$nieniem,
rozcienczytam otrzymang mas¢ chloroformem. Roztwér ten wylatam do mieszaniny
amoniak:chloroform (1:3, v/v), by usuna¢ pozostatosci POCl;.

Po rozdzieleniu faz, wysuszeniu warstwy organicznej MgSQOy4 1 odparowaniu rozpuszczalnika
do sucha otrzymatam osad, bedacy mieszaning izomerdw: I-nitro- (100) i 3-nitro-9-
chloroakrydyny 105 (Schemat 18). Ich rozdziat opiera si¢ na réznej rozpuszczalnosci w
pirydynie: izomer I-nitro 100 tworzy rozpuszczalny kompleks, natomiast 105 jest
nierozpuszczalna w tym rozpuszczalniku [162]. Do osadu dodatam pirydyne i odsaczytam
zwigzek 105. Przesacz ogrzewatam w temp. 60°C przez 20 min., po czym ozi¢bitam.
Wytracony osad I-nitro-9-chloroakrydyny odsgczylam pod zmniejszonym ci$nieniem. W
reakcji cyklizacji izomery 1-nitro- i 3-nitro-9-chloroakrydyny powstaja w stosunku 70:30, a
jej wydajnos$¢ jest ilos§ciowa. Efektywno$¢ wydzielenia izomeru 1-nitro-9-chloroakrydyny 100
z kompleksu z pirydyng zalezy od ilo$ci uzytej pirydyny. Oba izomery sa bardzo nietrwate 1

nastepny etap syntezy przeprowadzatam natychmiast po ich rozdziale.

NO, Cl NO, Cl
COOH POCl, N N
—_—
120°C/ 0,5godz. = : O =z O
N N N NO,
H 70% 30%
99 100 105

Schemat 18. Synteza 1-nitro-9-chloroakrydyny 100 [162]

54



4.1.2.3. Synteza 9-fenoksy-1-nitroakrydyny 101 [163, 164]

1-Nitro-9-chloroakrydyna jest zwigzkiem nietrwatym, dlatego poddaje si¢ ja reakcji z fenolem
(Schemat 15). Produktem reakcji jest 9-fenoksy-1-nitroakrydyna 101, ktora moze by¢
przechowywana przez dtuzszy czas.

Ponadto, -OPh jest dobra grupa odchodzaca, co utatwia przeprowadzenie kondensacji 101 z
dichlorowodorkami diamin alifatycznych. 1-Nitro-9-chloroakrydyne 100 ogrzewalam z
fenolem (w stosunku 1:3) w temperaturze 80°C i czasie 30-45 min. (Schemat 15). Nastepnie
goragcy roztwor wylalam do mieszaniny benzen: 5% KOH (1:1, v/v), warstwy rozdzielitam 1
warstwe organiczng wysuszylam MgSO4. Benzen odparowalam pod zmniejszonym
ci$nieniem do sucha. Jesli 9-fenoksy-1-nitroakrydyna nie wypadata od razu dodawatam eter

dietylowy, ktory utatwia wytracenie czystego osadu.

4.1.2.4. Synteza 9-(m-aminoetylo)amino-1-nitroakrydyn — metoda A

W literaturze opisane sg dwie metody syntezy 9-(w-aminoalkilo)amino-1-nitroakrydy: reakcja
moze zachodzi¢ pomiedzy pochodng chloroakrydyny 100 i diaminy alifatycznej lub pochodna
fenoksyakrydyny 101 i dichlorowodorkami diamin alifatycznych [160].

Kondensacja 9-fenoksy-1-nitroakrydyny 101 z dichlorowodorkami diamin alifatycznych
prowadzi do uzyskania dwoch produktéw: 9-(w-aminoalkilo)amino-1-nitroakrydy 100 (40%)
1 dimeru 105 (60%) (Schemat 19). Synteze prowadzitam z uzyciem 2-krotnego nadmiaru
dichlorowodorku w stosunku do 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, w temp. 60°C przez 30 min.
Temperatura reakcji uwarunkowana jest t.t. fenolu. Po zakofczeniu syntezy mieszaning
reakcyjng rozcienczytam benzenem, zneutralizowatam fenol za pomoca zimnego KOH 1
otrzymane warstwy rozdzielitam. Faze¢ organiczng wysuszytam MgSO, 1 zakwasitam HCl w
eterze dietylowym. Wypadal osad dwoch chlorowodorkéw: 9-(w-aminoalkilo)amino-1-
nitroakrydy 93a-e i dimeru 107a-e. Mieszaning¢ rozdzielatam na kolumnie w uktadzie D.
9-(w-Aminoalkilo)amino-1-nitroakrydyny sa zwigzkami nietrwatymi, pod wptywem Swiatla 1

innych czynnikoéw szybko dimeryzujg 1 ulegajg utlenieniu do akrydonow.
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93a-e 107a-e
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Schemat 19. Synteza 9-(w-aminoalkilo)amino-1-nitroakrydyn 93a-e (metoda A)
4.1.2.5. Synteza 9-(w-aminoetylo)amino-1-nitroakrydyn — metoda B

Kondensacja 9-fenoksy-1-nitroakrydyny 101 z dichlorowodorkami diamin alifatycznych
prowadzi w przewadze do powstania niepozadanego dimeru 107. Z tego powodu
zaplanowatam 1 wykonatam syntez¢ zwiazkow 93a-e z wykorzystaniem monochronionych
diamin (Schemat 20). W pierwszym etapie jedng z grup aminowych etylenodiaminy 108a
selektywnie zabezpieczylam za pomoca diwgglanu-di-ters-butylu 109 w DCM z wydajnos$cia
71% [165]. Alternatywnie reakcj¢ mozna przeprowadzi¢ w THF [166] lub chloroformie
[167].

Zrédlo literaturowe [165] podaje, ze tak otrzymana mono-N-Boc-etylenodiamina ma czysto$é
>99% (GC). Nastepnie aming 110a poddatam reakcji z 9-fenoksy-1-nitroakrydyna,
otrzymujac zwigzek 111a. Po usunigciu grupy ochronnej TFA, zwiazek oczyszczatam za
pomoca SPE. Sumaryczna wydajno$¢ reakcji 9-fenoksy-1-nitroakrydyny z mono-N-Boc-
etylenodiaming, zdjecie ostony i oczyszczanie na kolumnie wyniosta 78,8%.W analogiczny
sposob otrzymatam zwigzki 111b-e (Tabela 2). Metoda syntezy 9-(w-aminoetylo)amino-1-
nitroakrydyn z udziatem monochronionych diamin pozwala na znacznie wydajniejsza synteze

zwigzkoéw 93a-e niz metoda A.
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Schemat 20. Synteza 9-(w-aminoalkilo)amino-1-nitroakrydyn 93a-e (metoda B)

Tabela 2. Porownanie wydajnosci metod A i B otrzymywania zwigzkow 93a-e

Nr zwigzku Metoda A [%] Metoda B [%] T.t. [°C]1
93a 41 79 227-229
93b 39 73 232-233
93c 46 75 189-191
93d 47 69 217-219
93e 49 71 216-217

' temp.top. zmierzone dla zwiazkéw otrzymanych wg metody A

4.1.3. Synteza 1-(w-aminoalkilo)-4-nitro-9(10H)akrydonow 94a-e

Schemat 21 przedstawia synteze¢ 1-(w-aminoalkilo)-4-nitro-9(10H)akrydonow 94a-e.
Analogicznie jak w przypadku pochodnych akrydyn 93a-e, reakcja Ullmanna stanowi
pierwszy etap syntezy. Substratami s3: sol potasowa kwasu o-chlorobenzoesowego 97 i

3-nitro-5-chloroanilina 112.
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Cyklizacja zwigzku 113 za pomocg H,SO,4 1 kondensacja akrydonu 104a z odpowiednimi
dichlorowodorkami diamin alifatycznych prowadzi do otrzymania 1-(w-aminoalkilo)-4-nitro-
9(10H)akrydonow 94a-e. W odroznieniu od syntezy pochodnych amino-akrydyny 93a-e,
reakcja otrzymywania pochodnych amino-akrydonu przebiega wylacznie w kierunku

tworzenia monomeru.

4.1.3.1. Synteza kwasu N-(3"-nitrochlorofenylo)antranilowego (Reakcja Ullmanna)

Reakcje Ullmanna soli potasowej kwasu o-chlorobenzoesowego 97 i 3-nitro-5-chloroaniliny
112 prowadzitam w $wiezo destylowanym alkoholu izoamylowym w temp. 130°C przez 5
godz., w obecnosci katalitycznych ilosci pytu miedzi. Nastgpnie alkohol oddestylowatam z
para wodng, a z pozostalosci podestylacyjnej  wytracitam  kwas  N-(3'-
nitrochlorofenylo)antranilowy 113 rozcienczonym kwasem solnym z wydajnoscia 70%

(Schemat 21).

Cl Cl O Cl

COOK COOH
Cu, alkohol izoamylowy H,S0O,
+ > _—
130°C/ 5 godz.
Cl HyN N N
H H
N02 N02 N02
97 112 113 104a

o) HN/H'"NH2

HoN /HHNHZ
DMSO/ 3godz./ t.p.

N
H

NO,
94a-e

Schemat 21. Synteza 1-(w-aminoalkilo)-4-nitro-9(10H)akrydonow 94a-e

4.1.3.2. Cyklizacja kwasu N-(3'-nitrochlorofenylo)antranilowego (Schemat 21)

Cyklizacje kwasu N-(3'-nitrochlorofenylo)antranilowego 113 przeprowadzilam stezonym
kwasem siarkowym lub oleum. Obecnos¢ wody w srodowisku reakcji prowadzi do powstania
mieszaniny: produktu i substratu. Cyklizacj¢ przeprowadzatam w czasie 1,5 godz. w temp.

95°C.
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4.1.3.3. Kondensacja 1-chloro-4-nitro-9(10H)akrydonu z dichlorowodorkami diamin
alifatycznych (Schemat 21) [165]

Reakcja kondensacji 1-chloro-4-nitro-9(10H)akrydonu 104a z dichlorowodorkami diamin
alifatycznych prowadzi do powstania 1-(w-aminoalkilo)-4-nitro-9(10H)akrydonu 94a-e jako
jedynego produktu. Do zawiesiny 1-chloro-4-nitro-9(10H)akrydonu 104a w DMSO
dodawatam dichlorowodorek diaminy alifatycznej oraz Et;N. Reakcje prowadzitam 3 godz. w
temp. pok. Po tym czasie rozcienczytam mieszaning reakcyjng wodg i mieszatam 10 min. na
mieszadle magnetycznym. Osad odsgczytam i przemytam wodg. Surowy produkt przeniostam
do kolby, zakwasitam rozcienczonym HCI i mieszalam na mieszadle magnetycznym 10
minut. Osad odsaczytam i przesacz ekstrahowalam chloroformem. Warstwy rozdzielitam,
wysuszylam MgSQy 1 rozpuszczalnik odparowatam. Za pomocg TLC stwierdzitam obecnosé
produktu gléwnego 94a-e oraz niewielkg ilo$¢ substratu 104a. Zwiazki 94a-e sa trudno
rozpuszczalne w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach. Stosunkowo dobrze
rozpuszczaja si¢ w DMSO i DMF. Reakcje z ich udzialem czesto z konieczno$ci biegnag na
granicy faz cieklej i stalej. Staba rozpuszczalno$¢ stanowi problem, gdy zachodzi konieczno$é
ich oczyszczania. Zastosowanie tradycyjnej chromatografii kolumnowej nie jest mozliwe, a
opisana w literaturze krystalizacja nie jest wydajna, gdy oczyszcza si¢ mate ilosci akrydonu.

Mieszaning 1-chloro-4-nitro-9(10H)akrydonu  104a i 1-(w-aminoalkilo)-4-nitro-
9(10H)akrydonu 94a-e oczyszczalam stosujac ekstrakcje do fazy statej (SPE) w ukladzie faz
,hormalnych”. Metoda ta pozwala na naniesienie zawiesiny zwigzku oczyszczanego.
Zawiesine zwigzku 104a 1 94a-e w chloroformie nanositam na kolumng SPE o pojemnosci
15cm® w ilosci 50-70 mg. Po wprowadzeniu zawiesiny w zloze 104a eluowatam
chloroformem az do catkowitego jego usunigcia. Nastepnie 94a-e wymywatam metanolem

(Tabela 3).
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Tabela 3. Otrzymane 1-(w-aminoalkilo)-4-nitro-9(10H)akrydony 94a-e

Nr zwigzku wyd. [%] t. t. [°C]
94a 66 122-124
94b 70 117-119
9%4c 73 133-135
94d 68 143-145
94e 65 149-151

4.1.4. Synteza analogow MPA z pochodnymi amino-akrydyny/akrydonu

Zaprojektowane analogi MPA 1 z pochodnymi amino-akrydyny/akrydonu 93a-e/94a-e
wymagaja tworzenia wigzania amidowego pomiedzy tymi zwigzkami (Schemat 22). W tym
celu wytypowatam 1 przetestowalam nastepujace metody: mieszanych bezwodnikow,
generowanie chlorku MPA in situ oraz zastosowanie odczynnikéw kondensujacych (DCC,
EDCI, DPPA, EEDQ). Sposrod nich do otrzymania analogdéw MPA z pochodnymi akrydyny
wybratam DPPA/Et;N, w przypadku pochodnych akrydonu EDCI/HOBt. Wyselekcjonowane
odczynniki kondensujace generowaty produkty z najlepszymi wydajnosciami i pozwalaty na
doktadne oczyszczenie zwigzkow 91a-e, 92a-e (Tabela 4). Proby otrzymania in situ chlorku
MPA z uzyciem (COCl),, w obecnosci DMF i dodawanie pochodnych akrydyn/akrydonow

93a-e, 94a-e nie prowadzity do powstawania produktéw kondensacji.

No, HNTTNH
N DPPA/EGN
—_— 9]a-e
_ DMF/24h
N
93a-e
+
0 HN/H?NH2
EDCI/HOBt 924
DMF/24h
1 N
H
NO,
94a-e

n=2+6
Schemat 22. Synteza analogoéw MPA z pochodnymi akrydyny/akrydonu 91a-e, 92a-e
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Tabela 4. Porownanie wydajnosci metod otrzymywania zwigzkow 91a, 92a

Nr zwiazku Metoda mieszanych DCC [%] EDCI[%] DPPA [%] EEDQ [%]
bezwodnikow [%]

91a 53 31 35 72 41

92a 27 30 32 25 21,5

4.1.4.1. Synteza analogéw MPA z pochodnymi amino-akrydyny (Schemat 22) [169, 170]

Roztwor MPA 1 1 dichlorowodorku 9-(w-aminoalkilo)amino-1-nitroakrydyny 93a-e w DMF
mieszalam na mieszadle magnetycznym w temp. 0°C. Dodalam DPPA, a nastepnie
schtodzony roztwér EtsN w DMF w ciggu 5 min. Mieszanie kontynuowatam w temp. 0°C
przez 2 godz., a nast¢gpnie 24 godz. w temp. pok. Po tym czasie DMF odparowatam pod
zmniejszonym ci$nieniem, utrzymujac mozliwie niskg temperature, poniewaz analogi MPA
91a-e s3 wrazliwe na temperature i §wiatlo. Zwiazki oczyszczatam za pomocg chromatografii
kolumnowej lub SPE w uktadach D, E (Tabela 5).

Wyodrgbnienie czystego analogu 91a-e nastrgcza kilka trudno$ci: zwiazek oczyszcza sie
kilkakrotnie metodg chromatografii kolumnowej. W przypadku uzycia DPPA jako $rodka
sprzegajacego powstaje mieszanina kilku produktow, niewiele roznigcych si¢ Ry niezaleznie

od zastosowanego uktadu chromatograficznego.

Tabela 5. Analogi MPA z pochodnymi amino-akrydyny 91a-e

Nr zwigzku n Wzor czasteczkowy wyd. [%]

91a 2 C32H32N4O7 72
(584,6)

91b 4 Cs3H34N4O7 59
(598,6)

91c 4 C34H36N407 55
(612,7)

91d 5 C35H33N4O7 52
(626,7)

91e 6 C36H40N407 49,5
(640,7)
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4.1.4.2. Synteza analogow MPA z pochodnymi amino-akrydonu (Schemat 22)
[169, 171-172]

Na podstawie przeprowadzonych testow réznych metod tworzenia wigzania amidowego dla
zwigzku 92a (Tabela 4) wybratam EDCI jako odczynnik kondensujacy do otrzymania serii
analogow MPA z pochodnymi amino-akrydonu 92a-e.

Roztwoér MPA 1 HOBt w suchym DMF mieszatam w temp. pok. przez 10 minut. Nastepnie
dodalam pochodnej amino-akrydonu 94a w jednej porcji oraz EDCI. Stosunek MPA do
akrydonu wynosit od 1:1 do 1:5. Nie zaobserwowatam wptywu stosowania nadmiaru
akrydonu na wydajnos¢ reakcji. Syntez¢ prowadzitam kontrolujac za pomocg TLC co dwie
godziny przez 8 godz.(oraz po uptywie 24 godz, 48 godz. i 72 godz). Po stwierdzeniu braku
dalszego postepu reakcji po 24 godz., rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym
cisnieniem i zwigzki oczyszczalam za pomoca SPE w ukladzie D. Wydajnosci reakcji
wynosity  27-32%. Spowodowane to bylo stabg rozpuszczalnoscia pochodnych
nitroakrydondw 1 ich analogéw z MPA. Zblizone wydajnos$ci dla zwigzkéw zawierajacych

analogi akrydondéw podaja zrodta literaturowe [171].

Tabela 6. Analogi MPA z pochodnymi amino-akrydonu 92a-e

Nr zwigzku n Wzor czasteczkowy wyd. [%]

92a 2 C32H32N40g 32
(600,6)

92b 3 C33H34N4Og 33
(614,7)

92¢ 4 C34H36N40g 32
(628,8)

92d 5 C35H37N4Og 29
(642,7)

92e 6 C36H38N40g 27
(656,8)
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4.2. Badania biologiczne

Badania in vitro majace na celu testowanie potencjalnych terapeutykéw powinny obejmowac
ocen¢ aktywnos$ci oraz toksycznosci nowych zwigzkéw. Wpltyw substancji na proliferacje
(zdolnos¢ do replikacji DNA) komorek ocenia si¢ stosujac znakowane izotopowo prekursory
np. metyl-["H]-tymidyne, "*C-urydyne, '*C-adenine, znakowany **P fosfor wbudowujace sie
do DNA podczas fazy S podzialu komorkowego. Nastepnie przeprowadza si¢ pomiar
scyntylacyjny promieniowania 3 [173].

Alternatywnie, mozna zastosowa¢ bromodeoksyurydyne (BrdU), nieradioaktywny analog
tymidyny, i dokona¢ pomiaru w cytometrze lub spektrofotometrze.

Do badania cytotoksyczno$ci powszechnie stosuje si¢ testy majace na celu okreslenie ilosci
zywych lub martwych komoérek. Do metod bezposrednich zalicza si¢: badania mikroskopowe,
pomiary za pomocg elektronicznych licznikow komorek oraz barwienie przyzyciowe,
najczesciej z uzyciem biekitu trypanu (BT) lub czerwieni oboje¢tnej (NR). Do metod
posrednich naleza pomiary oparte na badaniach aktywnosci enzyméw, np. dehydrogenazy
mleczanowej (LDH), N-acetylo-f-D-glukozaminidazy (test NAG), czy dehydrogenazy
bursztynianowej (test MTT).

W wykonanych przeze mnie badaniach wykorzystatam test inkorporaciji metyl-[>H]-tymidyny
(TdR-3H) w celu oceny stopnia zahamowania proliferacji komoérek pod wptywem zwigzkow
91a-e, 92a-e, 93a-e, 94a-e, 1 oraz metode MTT do oceny zywotnosci komorek.

Pierwsza fazg badan aktywnosci antyprolirefacyjnej i cytotoksycznej przeprowadzitam na
kilku wyselekcjonowanych limfoidalnych liniach komoérkowych.

Nie$miertelne komorki ludzkich nowotworéw hematologicznych stanowig dogodny model do
wstepnych badan nowych zwigzkéw immunosupresyjnych - wywodza si¢ z limfocytow 1
pozwalaja na uzyskiwanie powtarzalnych wynikow (standaryzacja). Dodatkowo kazdy test
wykonalam na jednej linii zwierzecej (biataczka L1210 lub Yac-1).

Badania na liniach komorkowych pozwalaja na wstepng oceng, jaka aktywnoscig 1
cytotoksycznos$cig charakteryzuja si¢ nowe analogi MPA w porownaniu do ich zwigzkow
natywnych. W przypadku nowych substancji o potencjalnej aktywnosci biologicznej (dla
zwigzkow 9la-e, 92a-e immunosupresyjnej) konieczne jest przeprowadzanie badan na
komorkach docelowych. Dlatego w nastepnym kroku wykonalam testy antyproliferacyjne 1
zywotnos$ci z uzyciem zwigzkow 91a-e, 92a-e, 93a-e, 94a-e, 1 wobec ludzkich limfocytow

aktywowanych monoklonalnymi przeciwciatami anti-CD3/anti-CD28.
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Badanie to stanowi model in vitro dla reakcji odpowiedzi immunologicznej, ktorej
wyktadnikiem jest intensywna proliferacja limfocytow.

Testy na liniach komérkowych przeprowadzitam w trzech powtorzeniach dla sze$ciu stezen
badanych zwigzkow. Roztwory do badan przygotowywatam metodg seryjnych rozcienczen.
We wszystkich przypadkach zaleznos¢ pomigdzy stezeniem, a mierzonym parametrem (CPM
w przypadku testu inkorporacji TdR-3H 1 absorbancji dla metody MTT) miata charakter
liniowy lub do obliczen wykorzystywatam tylko liniowy zakres wykresu. Wartosci ICs (dla
testu MTT) 1 ECsy (dla testu inkorporacji TdR-3H) z wyznaczylam na podstawie analizy

regresji.

4.2.1. Oznaczanie aktywnosci antyproliferacyjnej badanych zwigzkow 91a-e, 92a-e,

93a- e, 94a-e, 1 metodg inkorporacji TdR-3H

W celu ilosciowego okreslenia stopnia zahamowania proliferacji komérek pod wptywem
badanych zwigzkow korzystne jest zastosowanie metody o duzej czutosci np. wbudowywanie
TdR-3H Iub BrdU do DNA. Testy te dostarczaja informacji na temat realnej aktywnosci
badanych zwiazkéw. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze metody te maja zblizong
efektywnos¢ [174]. Metaboliczna inkorporacja TdR-3H jest powszechnie uzywana do
sledzenia szybkos$ci biosyntezy DNA i proliferacji komorek. Stosujac ta metode trzeba mie
na uwadze, ze inkorporacja TdR-3H moze potencjalnie wywotywaé zatrzymanie cyklu
komorkowego, fragmentacje DNA, aberracje chromosomalne, indukcj¢ apoptozy in vitro oraz
in vivo. Testy inkorporacji TdR-3H przeprowadzitam na liniach komérkowych (Jukrat, Molt-

4, CCRF-CEM, HL-60, Yac-1) oraz komoérkach PBMC.

4.2.1.1. Oznaczanie aktywnosci antyproliferacyjnej badanych zwiazkow 91a-e, 92a-e,
93a-e, 94a-e, 1 metodg inkorporacji TdR-3H wobec linii komérkowych (Jukrat,
Molt-4, CCRF-CEM, HL-60, Yac-1)

Linie komoérkowe (Jukrat, Molt-4, CCRF-CEM, HL-60, Yac-1) inkubowatlam na
okraglodennych ptytkach 96-dotkowych ze zwigzkami 91a-e, 92a-e, 93a-e, 94a-e, 1 przez 72
godz. Na ostatnie 18 godz. inkubacji dodawatam do kazdego dotka TdR-3H. Komorki
zbieratam na filtr celulozowy i dokonywatam pomiaru radioaktywno$ci za pomoca licznika
scyntylacyjnego fazy cieklej. Metoda inkorporacji TdR-3H oparta jest o pomiar
radioaktywnosci 1 mierzona jako CPM.
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Na podstawie liniowej zaleznosci CPM od st¢zenia badanego zwigzku obliczalam wartosci
ECso. Srednig z wartosci CPM komoérek kontrolnych przyjmowatam jako 100% i wzgledem

niej liczytam procent zahamowania proliferacji (przyktadowe krzywe: Wykres 1, 2).

Krzywe zalezno$ci stopnia zahamowania proliferacji komorek od
stezenia zwiazku 91a wobec réznych linii komérkowych
T 14
E —&— Linia Jurkat
=
ﬁ 1,2 1 —— Linia Molt-4
=
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E CEM
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2 08 -
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g
= 04 -
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£ 02 -
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Wykres 1. Przyktadowe krzywe zaleznosci stopnia zahamowania proliferacji komorek od
stezenia (dla zwiazku 91a wobec r6znych linii komérkowych — metoda

inkorporacji TdR-3H)

Krzywe zaleznoSci stopnia zahamowania proliferacji komorek od stezenia
zwiazku 91b wobec réznych linii komérkowych

1.2 1 —&— Linia Jurkat

—8— Linia Molt-4
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Wykres 2. Przyktadowe krzywe zaleznosci stopnia zahamowania proliferacji komorek od
stezenia (dla zwiazku 92a wobec réznych linii komérkowych - metoda

inkorporacji TdR-3H)
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Wyniki aktywnos$ci antyproliferacyjnej (wartosci ECsy) zwigzkow 91a-e, 92a-e, 93a-e, 94a-e,
1 przedstawiajg Tabela 7, 8.

Tabela 7. Wyniki aktywnosci antyproliferacyjnejj (ECso; ng/ml) zwigzkow 91a-e, 93a-e, 1
wyznaczone metoda inkorporacji TdR-3H (mediana+SD,); ' — zwiazek najbardziej

aktywny w serii

Nr zwigzku Jurkat Molt-4 CCRF-CEM HL-60 YAC-1
91a 0,29+0,054  0,56+0,046  0,029+0,0014 <0,0005' 3,29+0,25
91b 0,24+0,048'  0,6+0,02 <0,0005'  0,0014+0,00043  1,24+0,095'
91c 0,42£0,064  0,20,0049' <0,0005'  0,0018+£0,00033  2,16+0,34
91d 0,34+0,016 0,210,063 <0,0005'  0,0077£0,00089  2,35+0,23
91e 0,3240,078  1,86£0,43  0,037£0,0013  0,053+0,011 3,82+0,12
93a 0,5£0,17  0,086+0,01  0,016+0,0065 <0,0005 0,39+0,0067
93b 0,220,035 0,420,027 <0,0005 <0,0005 0,54+0,013
93¢ 0,014+0,008 0,710,096 <0,0005 <0,0005 0,460,0089
93d 0,016£0,003  0,39+0,0084 <0,0005 <0,0005 0,29+0,011
93e 0,09£0,024 0,560,029  0,0044:0,0026 <0,0005 0,36=0,08

1 0,53£0,082  0,41+0,053  0,013£0,0029  0,14+0,067 1,14+0,094

Tabela 7 przedstawia wartosci ECsy dla analogow kwasu mykofenolowego z pochodnymi
amino-akrydyny 91a-e, pochodnych amino-akrydyn 93a-e oraz MPA 1.

Wobec linii komorkowej Jurkat analogi 91a-e charakteryzowaty si¢ nizszg wartoscig ECs
(0,24-0,42 pg/ml) niz MPA (0,53 pg/ml). Réznice w aktywnos$ci w poréwnaniu do kwasu
mykofenolowego byly statystycznie istotne (p w zakresie: 0,00014-0,0163) dla wszystkich
zwigzkow 9la-e. Najbardziej aktywny z serii - 91b (p=0,00014) byl ponad dwukrotnie
bardziej aktywny niz MPA, natomiast najstabszg aktywnos¢ wykazywat analog 91c (ECs
0,42 pg/ml; p=0,0163). Poréwnanie aktywnos$ci zwigzkéw 9la-e do ich natywnych
pochodnych amino-akrydyn réwniez wskazuje na statystycznie istotne réznice (Zatacznik 1,
Tabela 1), z wyjatkiem zwigzku 91b (p=0,619). Dla linii Molt-4 obserwowalam analogiczng
tendencje, jak dla komorek Jurkat.
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Aktywno$¢ analogow 91a-e (ECsy w zakresie 0,2-1,86 ug/ml) byta jednak nieco stabsza w
porownaniu do kwasu mykofenolowego (ECs; 0,41 pg/ml). Obserwowane roznice aktywnosci
w porownaniu do MPA nie byly statystycznie istotne dla zwigzkéw 91a-e. Analogii 91¢, 91d
(p= 210" byly dwukrotnie bardziej aktywne niz MPA. Zwiazek 91e charakteryzowat si¢
znaczacym spadkiem aktywnosci (p=0,0011). Poréwnanie wiasciwosci antyproliferacyjnych
analogobw 91b-e do ich wyjsciowych akrydyn pozwalaly stwierdzi¢ pomigdzy nimi
statystycznie istotne réznice (p w zakresie 1,3*107*-8x10°°).

Wobec komorek CCRF-CEM analogi 91a-e (ECsp w zakresie 0,0005-0,037 pg/ml)
wykazywaly aktywno$¢ co najmniej tego samego rzgdu co MPA (ECsy 0,013 pg/ml).
Pochodne 91b-d charakteryzowaly si¢ bardzo korzystnymi warto$ciami ECsp w poroéwnaniu
do MPA (ECs ponizej 0,0005 pug/ml; p=1,210"). Wynika to z wplywu sktadowych 93b-d,
ktére wykazywatly najsilniejsza aktywno$¢ wobec tej linii w obrgbie pochodnych amino-
akrydyny.

Linia HL-60 byta wrazliwa na dziatanie pochodnych akrydyny 93a-e (ECsy ponizej 0,0005
pg/ml). Nastepstwem tego byly dobre aktywnosci analogow 91a-e (ECsy w zakresie 0,0005-
0,053 pg/ml; p= 6,6:10°- 710" ) w poréwnaniu do MPA (ECs, 0,14 pg/ml).
Zaobserwowalam tendencj¢, ze aktywno$¢ zwigzkow 91a-e malala w miare wzrostu liczby
atomow wegla (n) w faczniku.

Linia mysiej biataczki Yac-1 charakteryzowata si¢ najstabsza wrazliwo$cia na dziatanie
zwigzkow 9la-e. Wartosci ECsp analogow 1 kwasu mykofenolowego byly tego samego rzgdu
(ECso odpowiednio 1,24-3,82 ug/ml; 1,14 pg/ml). Jednak zanotowany spadek aktywnosci byt
istotny statystycznie (p w zakresie 0,0174-2x107). Najaktywniejszy zwiazek w serii - 91b
miat tylko nieznacznie stabszg aktywnos$¢ (ECsy 1,24 pg/ml; p=0,0174) w poréwnaniu do
MPA (ECsp 1,14 pg/ml). W odniesieniu do wyj$ciowych amino-akrydyn 93a-e, analogi 91a-e
charakteryzowaty si¢ znaczacym spadkiem aktywnosci.

Z przeprowadzonych testow screeningowych na liniach komoérkowych wynikato, ze pochodne
91a-e zachowwywaty aktywnos$¢ charakterystyczng dla ich zwigzkéw natywnych. Konkretne
warto$ci ECsy zalezaly od wrazliwosci linii komorkowej. Komorki Jurkat i Molt-4

charakteryzowaty si¢ zblizong wrazliwo$cig na dziatanie analogow 91a-e.
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Tabela 8. Wyniki aktywnos$ci antyproliferacyjnej (ECso; ug/ml) zwigzkow 92a-e, 94a-e, 1

wyznaczone metoda inkorporacji TdR-3H (mediana+SD); ' — zwigzek najbardzie;

aktywny w serii
Nr
zwigzku Jurkat T MOLT-4 CCRF-CEM HL-60 YAC-1

92a 0,016+0,0043 3,17+0,25 5,3+0,5' >50 1,71+0,079'
92b 0,0063+0,00088 5,92+0,8 >50 >50 1,9+0,049
92¢ 0,0022+0,00046' 5,29+0,42 >50 >50 5,12+0,15
92d 0,0093+0,00024 7,12+0,64 >50 >50 6,77+0,23
92e 0,087+0,0053 1,86+0,55' 6,7+0,59 >50 >50
94a 0,022+0,0071 1,97+0,23 <0,0005 0,59+0,088 0,26+0,08
94b 0,18+0,09 6,26+1,02 0,013+0,0036 0,63+0,043 2,33+0,16
9%4c 0,17+0,033 3,14+0,36 0,01+0,0069 1,83+0,051 >50
94d 0,089+0,029 2,31+0,72 0,047+0,005 0,84+0,032 >50
94e 0,091+0,0015 3,87+0,14 0,12+0,017 1,224+0,037 >50

1 0,53+0,082 0,41+0,053 0,013+0,0029 0,14+0,067 1,14+0,094

Tabela 8 przedstawia warto$ci ECsy uzyskane metoda inkorporacji TdR-3H dla analogoéw
MPA 92a-e i ich zwigzkow natywnych 94a-e, 1 wobec linii komorkowych.

Komoérki Jurkat byly najbardziej; wrazliwe sposrod testowanych na dziatanie analogéw MPA
92a-e. Wszystkie pochodne byly bardziej aktywne niz kwas mykofenolowy na poziomie
istotnym statystycznie (p=1,2910"*-10"%). Zwiazek 92¢ wykazywat bardzo wysokg aktywnos¢
(warto$é ECso ponizej 0,0005 pg/ml; p= 10°). W przypadku tej linii potaczenie pochodnych
amino-akrydonu 94a-e (ECsy w zakresie 0,022-0,18 pg/ml) z MPA 1 (ECsp 0,53 pg/ml)
wykazato efekt synergistyczny w aktywnos$ci antyproliferacyjne;.

Pozostate linie komdrkowe byty mniej wrazliwe na analogi MPA 92a-e. Spowodowane jest to
znacznie stabsza aktywnoscig antyproliferacyjng pochodnych amino-akrydonu 94a-e w

poréwnaniu do pochodnych amino-akrydyny 93a-e.
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W przypadku linii Molt-4 wszystkie zwigzki 92a-e byly mniej aktywne (p w zakresie 2,310
4-2"10'7) niz MPA (ECsy odpowiednio: 1,86-7,12 ug/ml; 0,41 pg/ml). Potaczenie 1 z
pochodnymi amino-akrydonu skutkowato spadkiem aktywnos$ci antyproliferacyjnej o rzad
wielkosci (p=6-7,5510").

Wobec komorek linit CCRF-CEM spadek aktywnosci byt bardziej znaczacy. Tylko zwiazki
92a, 92e zachowaty aktywnos$¢ (ECsy odpowiednio 5,81 pg/ml; 6,7 pg/ml), jednak o dwa
rzedy wielkosci stabsza (p=0), niz MPA (ECsy 0,013 pg/ml). Kwas mykofenolowy i pochodne
amino-akrydonu (ECsy w zakresie 0,013-0,12 pg/ml) osobno wykazywaly aktywno$¢
antyproliferacyjng przeciw CCRF-CEM. Polaczenie tych zwigzkéw skutkowato drastycznym
spadkiem aktywnos$ci. Dla linii HL-60 zanotowatam analogiczng tendencj¢: istotny spadek
aktywnos$ci analogow MPA 92a-e (ECsy w zakresie: 201,53-627,22 pg/ml; p=0) w stosunku
do MPA (ECs 0,14 pg/ml) 1 pochodnych amino-akrydonu 94a-e (ECso w zakresie: 0,59-1,83
pg/ml; p=0). Dla linii mysiej biataczki Yac-1 analogi 92a-d wykazywaly aktywnos$¢ (ECs
1,71-6,77 pg/ml) tego samego rzedu co MPA (EC;, 1,14 pg/ml). Jednak spadek aktywnosci w
poréwnaniu do MPA byt istotny statystycznie (p=1,2x107-0).

4.2.1.2. Oznaczanie aktywnosci antyproliferacyjnej badanych zwiazkow 91a-e, 92a-e,
93a-e, 94a-e, 1 metodq inkorporacji tymidyny znakowanej trytem (TdR-3H)

wobec aktywowanych limfocytow

Po przeprowadzeniu wstepnych badan na liniach komérkowych wykazatam, Ze analogi MPA
91a-e, 92a-e w wigkszosci przypadkow zachowaly aktywnos¢ antyproliferacyjng. Nastgpnie
przystagpitam do testowania tych zwigzkéw na komorkach docelowych dla lekow
immunosupresyjnych — ludzkich limfocytach. Krew obwodowa do testow proliferacyjnych
pozyskiwatam z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku
(KCKiK). Komoérki PBMC izolowatam droga wirowania kozuszka leukocytarnego w
gradiencie ficollu 1 uropoliny. Erytrocyty usuwatam za pomocg buforu lizujagcego. W celu
oddzielenia monocytow wykorzystywatam zdolno$¢ tych komorek do adhezji. Limfocyty
zbieralam z nadsgczem, pozostawiajac monocyty przylegajace do dna szalek Petriego.
Badania hamowania proliferacji aktywowanych limfocytow pod wptywem zwigzkéw 91a-e,
92a-e, 93a-e, 94a-e, 1 przeprowadzitam w pigciu niezaleznych testach, kazdorazowo z trzema

powtorzeniami. Limfocyty umieszczalam na 96-dotkowych U-ksztattnych ptytkach.
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Do kazdego dotka dodawalam monoklonalne przeciwciata anti-CD3/anti-CD28 (plastikowe

kulki optaszczone przeciwciatami) w celu stymulacji namnazania komoérek w stosunku 1:1

(limfocyty:kulki). Limfocyty inkubowatam z badanymi zwigzkami w czasie 96 godz., dodajac

na ostatnie 18 godz. do kazdego dotka TdR-3H (0.5 uCi/dotek).

Nastepnie postepowatam w sposob opisany dla linii komorkowych (punkt 4.2.1.1.). Uzyskane

przeze mnie wyniki aktywnosci antyproliferacyjnej (ECs) przedstawiaja: Tabela 9, 10.

Tabela 9. Wyniki aktywnosci antyproliferacyjnej (ECsg) zwigzkéw 91a-e, 93a-e, 1

wyznaczone metodg inkorporacji TdR-3H wobec komorek PBMC (pg/ml;

mediana+SD); | — zwigzek najbardziej aktywny w serii, A-E —niezalezne

,.kozuszki”

Nr zwiazku PBMC A PBMC B PBMC C PBMC D PBMC E
91a <0,0005' 0,0086+0,0004 <0,0005' <0,0005' 0,0084+0,00082
91b 0,0043+£0,00011  0,0018+0,00044 <0,0005' <0,0005' 0,0082+0,00096
91¢ <0,0005' <0,0005' <0,0005' <0,0005' 0,0013+0,0001"
91d <0,0005' <0,0005' <0,0005' 0,0041+0,00081  0,0091+0,00076
9le <0,0005' <0,0005' <0,0005' 0,0026+0,00016  0,008620,00012
93a <0,0005 <0,0005 <0,0005 0,0081+0,00015  0,0075+0,00096
93b <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005 0,0089+0,00021
93¢ <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005 0,0076+0,00064
93d <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
93e <0,0005 <0,0005 <0,0005 0,0034+0,00099  0,0059:0,0017

1 0,0085+0,00028  0,029+0,001  0,0054+0,00095 0,035+0,0088  0,0092+0,033

Indywidualna odpowiedzZ na terapi¢ z zastosowaniem MPA wykazuje znaczne zrdznicowanie

u pacjentdow (Rozdziat 2.4.4.1.). Z tego powodu istotne bylo wykonanie testow nowych

analogobw MPA na ,,kozuszkach” pochodzacych od kilku dawcow.
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Tabela 9 prezentuje wartosci ECsg uzyskane dla zwigzkow 91a-e, 93a-e, 1. Wszystkie analogi
MPA wykazywaly silne dziatanie antyproliferacyjne wobec ludzkich limfocytow, niezaleznie
od liczby atomow wegla w taczniku. Zwigzki 91a-e charakteryzuja si¢ warto§ciami ECsy
zblizonymi do ich natywnych amino-akrydyn 93a-e (w przypadku ,,kozuszkow” A-C p=1).

Wartosci te byly korzystniejsze niz ECsg MPA o co najmniej rzad wielkosci (z wyjatkiem
,kozuszka” D) na poziomie statystycznie istotnym (w wigkszo$ci przypadkéw p=0). Dane z
Tabeli 9 wskazuja, ze aktywno$¢ antyproliferacyjna MPA waha si¢ granicach 0,0054-0,035
pg/ml (0,11-0,017 puM) 1 jest zgodna z danymi literaturowymi np. 0,058 puM [129]

wyznaczanymi analogiczng metoda.

Tabela 10. Wyniki aktywnosci antyproliferacyjnej (ECso) zwigzkow 92a-e, 94a-e wyznaczone
metoda inkorporacji TdR-3H wobec komérek PBMC (pg/ml; mediana+SD);

! _ zwiazek najbardziej aktywny w serii, A-F —niezalezne ,,kozuszki”

Nr zwiazku PBMC A PBMC B PBMC C PBMC D PBMC F
92a <0,0005" 0,0027+0,00089'  0,0079+0,0015  0,0028+0,00066'  0,01+0,00038"
92b <0,0005" 0,054+0,009  0,0019+0,00004'  0,033+0,0025 0,035+0,0059
92¢ 0,029+0,00074 0,0610,098 0,0026+0,00066 0,052+0,0071 0,063+0,0035
92d 0,056+0,0001 0,068+0,0038 0,0043+0,0014 0,077+0,0042 0,078+0,0034
92e 0,19+0,0082 0,15+0,039 0,0082+0,0007 0,0047+0,36 0,013+0,0048
94a 0,0037+0,00046  0,0029+0,00081 0,013+0,004 0,018+0,0025 0,015+0,0012
94b 0,0013+0,00041  0,002+0,00047 0,027+0,0026 0,016+0,008 0,0038+0,00051
94¢ <0,0005 0,043+0,0031 0,011+0,0048 0,026+0,0017 0,018+0,0063
94d <0,0005 0,026+0,0026  0,0082+0,00077 0,032+0,0052  0,0032+0,00035
94e <0,0005 0,013+0,0018  0,0049+0,00017 0,016+0,0022  0,0047+0,00035

1 0,0085+0,00028  0,029:0,001 0,0054+0,00095 0,035+0,0088  0,00940,00075
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W Tabeli 10 przedstawitam wartosci ECsy dla analogow MPA 92a-e oraz ich natywnych
zwigzkow 94a-e, 1. Charakteryzowaly si¢ one slabsza aktywnoS$cia antyproliferacyjng niz
analogi zawierajace pochodne akrydyny w swojej strukturze.

Aktywowane limfocyty byty jednak znacznie bardziej wrazliwe na dziatanie analogéw MPA
92a-e niz limfoidalne linie komorkowe. Dane przedstawione w Tabeli 10 wskazuja, ze
warto$ci ECsy dla najaktywniejszych analogéw zawieraly si¢ w zakresie 0,0005 pg/ml
(,,kozuszek” A) - 0,01 pg/ml (,,kozuszek” F). Widoczna jest tendencja, ze najsilniejsza
aktywno$¢ wykazywaty zwigzki 92a-b, zawierajace w laczniku odpowiednio 2 i 3 atomy
wegla. Dla PBMC A-D najaktywniejsze analogi charakteryzowatly si¢ silniejszg aktywnos¢
antyproliferacyjng niz MPA. Dla kozuszka F ECsy najaktywniejszego zwigzku 92a (ECsy 0,01
pug/ml) oraz MPA (ECsy 0,0094 pg/ml;) byly zblizone, pomimo notowanej istotnosci
statystycznej (p=0,023).

4.2.2. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkow 91a-e, 92a-e, 93a-e,

94a-e, 1 metoda MTT

Po oznaczeniu aktywnos$ci antyproliferacyjnej, kolejnym istotnym do okreslenia parametrem
jest cytotoksyczno$¢ badanych analogow. Moze to prowadzi¢ do wyselekcjonowania sposrod
zwigzkéw o tej samej aktywnos$ci antyproliferacyjnej najmniej cytotoksycznego. W celu
okreslenia zywotnosci komorek poddanych dziataniu badanych analogow MPA 1 ich
macierzystych zwigzkéw postuzylam si¢ metoda MTT. Sposréd ilosciowych metod
kolorymetrycznych test MTT jest jednym z najczgsciej stosowanych i1 powszechnie zalecany
jako referencyjny w badaniach cytotoksycznosci [175, 176]. Uzyteczno$¢ testow
kolorymetrycznych, w tym MTT, polega na mozliwosci pomiaru duzej liczby probek i
zmniejszeniu kosztdw podczas uzycia 96-dotkowych ptytek.

Metoda oparta jest na redukcji MTT (zwigzek rozpuszczalny w wodzie) przez enzym
mitochondrialny - dehydrogenaze bursztynianowg do formazanu, wytracajacego si¢ w postaci
fioletowych krysztatéw (Schemat 23). Intensywnos$¢ zabarwienia roztworu po rozpuszczeniu
krysztalow (DMSO, izopropanol, DMF), mierzona spektrofotometrycznie, jest proporcjonalna
do liczby zywych komorek. Niedogodno$cia zwigzang ze stosowaniem testu MTT jest
konieczno$¢ rozpuszczania wytrgconego formazanu za pomocg rozpuszczalnikow
organicznych. Dostepna jest modyfikacja metody, w ktérej MTT zastgpiono XTT. Zwigzek
ten tworzy produkt rozpuszczalny w wodzie [177], co upraszcza przeprowadzanie testu i

zmniejsza wielko$¢ popetienianego btedu.
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MTT jest redukowany gltownie przez dehydrogenazy mitochondrialne, jednak w niektorych
liniach komoérkowych ponad 50% MTT wnikajacego przez blone komoérkowa moze byc
redukowane przez enzymy niemitochondrialne - cytoplazmatyczne i mikrosomalne [178,
179]. Niezaleznie od tego, przyjmuje si¢, ze szybkos¢ redukcji MTT jest Scisle zwigzana z

liczba aktywnych metabolicznie komoérek, poniewaz ustanie funkcjonowania mitochondriéw

<y oK

= =
—N ——N
B° P 37)\

114, MTT 115, FORMAZAN

nastepuje kilka minut po $§mierci komorki.

Schemat 23. Reakcja enzymatyczna katalizowana przez dehydrogenazg¢ bursztynianowa

Przed przystapieniem do testow metodg MTT wykonatam widma UV zwiazkéw 91a-e, 92a-e
(w CHClI3) 1 ¢=0,005% (Wykres 3, 4). Prezentowane zakresy absorpcji 91a-e, 92a-e stanowig
sume absorbancji MPA 1 (zakres ponizej 340 nm) oraz zwigzkéw 93a-e, 94a-e. Pomiary dla
testu MTT sg dokonywane przy dtugosci fali 570 nm. Widma UV wskazuja, ze badane

zwigzki nie absorbuja promieniowania w zakresie pomiarow dla testu MTT.
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Wykres 4. Widma UV zwiazkéw 92a-e
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4.2.2.1. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej badanych zwiazkow 91a-e, 92a-e, 93a-e,

94a-e, 1 wobec linii komoérkowych i PBMC metoda MTT

Do oznaczenia aktywnosci cytotoksycznej metodg MTT wyselekcjonowatam rozne typy
biataczek, reprezentowane przez nastepujace linie komorkowe: Jurkat (ALL), Molt-4 (ALL),
CCRF-CEM (ALL), HL-60 (AML), L-1210 (mysia przewlekla biataczka). Badania
przeprowadzitam rowniez na komoérkach PBMC.

Linie komoérkowe inkubowatam (w temp. 37°C, 5% CO,) z badanymi zwigzkami w sze$ciu
roznych stezeniach (w zakresie 50-0,0005 pg/ml) przez 48 godz. Nastepnie dodawatam
roztwor MTT 1 kontynuowatam inkubacj¢ przez 4 godz. Ludzkie limfocyty, ktérych
proliferacja stymulowana byta przeciwcialami anti-CD3/anti-CD28, inkubowatam przez 96
godz. i nastepnie dodawatam roztwor MTT. W tym przypadku stosowalam st¢zenia badanych
zwigzkow w zakresie 40-0,0004 pg/ml. Wytracone krysztaty formazanu rozpuszczatam 0,4
HCI1 w i-PrOH 1 dokonywatam pomiaru absorbancji przy diugosci fali 570 nm. Uzyskane
przyktadowe krzywe zaleznosci absorbancji od stezenia badanych zwigzkow przedstawia
Wykres 5 (dla ludzkich limfocytow, zwigzki 92a-e). Wykresy 6 (Zwiazek 91a) i 7 (Zwigzek
92a) przedstawiaja % zahamowania wzrostu komoérek pod wptywem testowanych zwigzkow
odniesionych do komorek kontrolnych. Tabela 11 (zwigzki 91a-e, 93a-e, 1) i Tabela 12
(zwigzki 92a-e, 94a-e, 1) zawierajg wartosci ICsy uzyskane na podstawie krzywych zaleznosci
absorbancji od stgzenia badanego zwigzku. Warto$ci cytotoksycznosci wyrazatam jako 1Cso,

co odpowiada zmniejszeniu zywotno$ci komorek o 50% w stosunku do kontroli.
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1.2 Aktywowane limfocyty
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Wykres 5. Krzywe zaleznosci cytotoksyczno$ci od stezenia zwiazkéw 92a-e wobec

aktywowanych limfocytow w tescie MTT (wykres przyktadowy)
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Wykres 6. Krzywe zaleznosci cytotoksycznosci od stezenia zwigzku 91a wobec réznych linii

komorkowych (metoda MTT)
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Krzywe zalezno$ci stopnia zahamowania proliferacji komérek od
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Wykres 7. Krzywe zaleznosci cytotoksycznos$ci od stezenia zwigzku 92a wobec roznych linii

komoérkowych (metoda MTT)

Tabela 11. Wartos$ci ICsy obliczone na podstawie testu MTT dla zwigzkow 91a-e, 93a-e, 1

(ng/ml; mediana+SD); ' — zwigzek najbardziej aktywny w serii

zwg;ku JURKAT MOLT-4 CCRF-CEM HL-60 L1210 PBMC
91a 0,29+0,016 2,72+0,13 1,330,095 524+0,073  0,021+£0,00073 0,120,017
91b 0,480,035 2,01+0,67 1,14+0,091 1,6+0,12' 0,034+0,0085  0,2+0,059
91c 0,25+0,093  0,076+0,0057  0,42+0,0095 2,02+0,11 0,012+0,0037'  0,0660,028'
91d 0,3+0,0085  0,065+0,012' 1,16+0,12 3,04+0,18 0,017+0,0076  0,12+0,071
91e 0,110,019 0,19+0,03 0,340,081’ 4,89+0,74 0,056+0,0098  0,24+0,15
93a <0,0005 2,58+0,047 0,36+0,033 1,49+0,15 0,012£0,001  0,043%0,0081
93b <0,0005 1,3240,14  0,061+0,0083  0,72+0,072 <0,0005 0,018+0,0048
93¢ <0,0005 0,059+0,0092  0,047+0,00075  0,69+0,016 <0,0005 0,019+0,0066
93d <0,0005  0,0052+0,0011  0,095+0,00079  0,24+0,028  0,064+0,0065  0,014=0,0048
93e <0,0005  0,0073+0,00078  0,12+0,013 1,02+0,085  0,0014+0,00016 0,0230,0061
1 0,062+0,022  0,024+0,0053 50> 3,13+0,3 0,70+0,15 0,41+0,076
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W Tabeli 11 przedstawitam wartosci ICsy dla analogow MPA z pochodnymi amino-akrydyny
91a-e oraz ich natywnych sktadowych 93a-e, 1. Testowane zwigzki wykazywaty aktywnos¢
cytotoksyczna, o wartosciach ICsy zaleznych od wrazliwo$ci danej linii komorkowe;.

Wobec komorek Jurkat wartosci ICsy analogow MPA 91a-e znajdowaty si¢ w zakresie 0,11-
0,48 pg/ml. Stanowito to wyrazny spadek aktywnosci cytotoksycznej w stosunku do MPA (p
w zakresie 3,46*107-0) i natywnych pochodnych amino-akrydyny (p=1,93x10"-0).
Najbardziej aktywny zwiazek - 91e (ICso 0,11 pg/ml; p=3,46*10") byt o rzad wielkosci
stabszym cytostatykiem niz kwas mykofenolowy (ICsy 0,062 pg/ml).

Dla linii Molt-4 obserwowatam takie same prawidlowosci, jak dla komoérek Jurkat. Potaczenie
93a-e z kwasem mykofenolowym skutkowato spadkiem aktywnos$ci cytotoksycznej w
poréwnaniu do wyjsciowych zwigzkdéw. Analogi 91a-e zachowaty aktywnos¢ w zakresie 1Csg
0,065-3,18 png/ml. MPA niemal trzykrotnie silniej hamowal Zywotnos$¢ komorek (ICso 0,024
ug/ml), niz najaktywniejszy z serii zwiazek 91d (ICso 0,065 pg/ml; p=1,1x10".

Dla biataczek CCRF-CEM i L-1210 analogi MPA wykazywaly istotnie wyzsza aktywnos$¢,
niz MPA (Aneks 1, Tabela 3). Dla linii CCRF-CEM zwiazek 91e wykazywatl najsilniejsza
aktywnos¢ (ICso 0,34 pg/ml; p= 107), natomiast MPA byt nieaktywny (ICso powyzej 50
pg/ml).

Linia najmniej wrazliwg na dziatanie badanych analogébw MPA byla biataczka HL-60.
Najbardziej aktywny zwiazek - 91b (ICsy 1,6 pg/ml; p=9x10°), charakteryzowat sie
silniejszym dziataniem niz MPA (ICsy 3,13 pg/ml). Analogi 91b-d (ICsy w zakresie 1,6-3,04
pg/ml) byty bardziej, natomiast 91a, 91e (ICso odpowiednio 5,24; 4,89 pg/ml) mniej aktywne
niz MPA. Linig najbardziej wrazliwg na dzialanie zwigzkow 91a-e byla mysia bialaczka L-
1210, z warto$ciami ICsyo w zakresie 0,012-0,056 pg/ml. Najbardziej aktywny wobec tej linii
zwiazek - 91c (ICso 0,012 pg/ml; p=1,1,x10") okazal si¢ by¢ niemal 60-krotnie bardziej
aktywny niz MPA (ICs 0,7 pg/ml).

Aktywowane limfocyty byty wrazliwe na zwigzki 91a-e, 93a-e (Tabela 7). Analogi 91a-e
wykazywaty dziatanie cytotoksyczne - najsilniejsza aktywnos$¢ wykazywat zwigzek 91c¢ (ICs
0,066 pg/ml; p=10") - rzad wielkosci wyzsza niz MPA (ICso 0,41 pg/ml). Najmniej
cytototoksyczny byl analog 91e (ICsp 0,24 pg/ml; p=0,014). Poréwnanie cytotoksyczno$ci
zwigzkow 91a-e do ich natywnych amino-akrydyn pozwala stwierdzi¢, Ze nie ma istotnych

roznic w aktywnosci (p= 0,097-0,15).Wyjatek stanowi zwigzek 91b (p= 0,0078).

78



Tabela 12. Wartosci ICs, obliczone na podstawie testu MTT dla zwigzkéw 92a-e, 94a-e, 1

(ng/ml; mediana+SD); ' — zwiazek najbardziej aktywny w serii

zwg;ku Jurkat T MOLT-4  CCRF-CEM  HL-60 L1210 PBMC
92a <0,0005' 0,36+0,063 >50) >50 0,063+0,0081 0,520,044
92b <0,0005' 0,210,052 >50) >50 0,45+0,092 0,54+0,075
92¢ <0,0005' 0,017+0,001" >50 >50 0,52+0,031 0,38+0,038'
92d <0,0005' 0,130,081 >50) >50 0,66+0,018 0,62+0,11
92e <0,0005' 0,091+0,0047 >50) >50  0,02+0,00064' 0,70+0,33
94a <0,0005 0,0034+0,00033 0,077+0,0018 6,69+0,42 0,010,003 0,82+0,35
94b <0,0005 0,003£0,00041  0,35+0,017  8,09+0,14  0,023+0,0034 0,34+0,07
94c¢ <0,0005 0,011£0,0066  0,78+0,061  56,06+6,31 0,066+0,0041 0,54+0,01
94d  0,0037£0,00028 0,0081£0,0013  0,54+0,093 13,78+1,01 0,043:0,0089 0,88+0,13
94e 0,0019+0,00014  0,046£0,0096  0,83+0,066 64,18+1,24 0,032+0,0058 1,21+0,18
1 0,062£0,022  0,024+0,0053 >50 3,13£03  0,70+0,15 0,410,076

Tabela 12 przedstawia wartosci ICsg dla zwigzkow 92a-e, 94a-e, 1. Analogi MPA, zawierajace
w swej strukturze pochodne amino-akrydonu charakteryzowaty si¢ znacznie mniejsza
cytotoksycznoscia, niz ich odpowiedniki zawierajace pochodne amino-akrydyny.

Linia komorkowa Jurkat byla najbardziej wrazliwa na dziatanie analogow 92a-e (ICsy ponizej
0,0005 pg/ml; p=0). Zwiazki te byly dwa rzedy wielkosci aktywniejsze niz MPA (ICsy 0,062
pug/ml). Wynika to z aktywnosci macierzystych akrydonow 94a-e, charakteryzujacych sie¢
dziataniem cytotoksycznym na tym samym poziomie, co 92a-e (p=1).

Wobec linii Molt-4 jedynie jeden zwiazek wykazywal silniejsza aktywno$¢ cytotoksyczng w
poréwnaniu do MPA (ICsy 0,024 pg/ml) — analog 92¢ (ICsp 0,017 pg/ml), jednak réznica ta
nie jest statystycznie istotna (p=0,123). Potaczenie pochodnych amino-akrydonu 94a-e z MPA
prowadzito do spadku aktywnosci cytotoksycznej analogéw o jeden rzad wielkosci.

Linie komorkowe CCRF-CEM i HL-60 byly odporne na dzialanie zwigzkoéw 92a-e, warto$ci
ICsp przyjmowaty wartosci powyzej 50 pg/ml (Tabela 12).
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Wobec linii CCRF-CEM MPA byt nieaktywny (>50 pg/ml), co skutkowato brakiem
aktywnosci cytotoksycznej analogéw 92a-e (p=1). Analogiczng sytuacje obserwowalam dla
linii HL-60, gdzie potaczenie aktywnych pochodnych amino-akrydonu i MPA skutkowato
otrzymaniem nieaktywnych zwigzkow 92a-e. W przypadku linii L-1210 zwiagzki 92b-d (ICs,
w zakresie 0,45-0,66 ug/ml) zachowywaty aktywnos$¢ cytotoksyczng tego samego rzedu, co
MPA. Bardziej aktywne niz 1 byly analogi: 92a (ICso 0,061 pg/ml; p=1,710") i 92e (ICs
0,02 pg/ml; p=1,2x10"). Aktywowane limfocyty byly wrazliwe na dzialanie wszystkich
zwigzkow 92a-e (ICsy w zakresie 0,38-0,70 pg/ml). Zwigzek 92c¢, jako jedyny z testowanych
analogow MPA z tej serii, wykazat silniejsza aktywnos$¢ niz kwas mykofenolowy (ICsg
odpowiednio: 0,38 pg/ml, 0,41 pg/ml; p=0,016). Pochodne 92a-e wykazaly aktywnos¢

cytotoksycznag, jednak znacznie stabsza niz 91a-e.

4.2.2.2. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej mieszanin badanych zwiazkow 91a-e,

92a-e, 93a-e, 94a-e, 1 metoda MTT

Analogi MPA 91a-e, 92a-e powstaly przez kowalencyjne potaczenie wigzaniem amidowym
dwoch aktywnych biologicznie sktadowych: kwasu mykofenolowego oraz pochodnej amino-
akrydyny/akrydonu. W celu sprawdzenia wplywu, jaki utworzone polaczenie wywiera na
aktywno$¢ cytotoksyczng zwigzkow, przeprowadzitam test MTT podczas ktorego badatam
jednoczesnie aktywnos$¢ zwigzkow 9la-e, 92a-e oraz ich sktadowych niepolaczonych
wigzaniem chemicznym (mieszanina) 93a-e/94a-e, 1. Test wykonatam na linii komoérkowe;j
Jurkat oraz aktywowanych limfocytach. Uzyskane wyniki przedstawiaja: Tabela 13, 14.

Tabela 13. Porownanie wartos$ci 1Csyzwigzkdéw 91a-e oraz mieszaniny ich sktadowych:

93a-e, 1 (ng/ml; mediana+SD)

Nr zwiagzku JURKAT 93a-e +1 Nr zwiazku PBMC 93a-e + 1
91a 0,33+0,0054  0,049+0,012 91a 0,1+0,038 0,13+0,014
91b 0,32+0,06 0,24+0,026 91b 0,2+0,066 0,19+0,068
91c 0,7+0,071 0,13+0,075 91c 0,065+0,05 0,016+0,0023
91d 0,26+0,02 0,041+0,0061 91d 0,16+0,023  0,021+0,009
91e 0,43+0,0074 0,26+0,031 91e 0,29+0,0019  0,079+0,002

1 1,25+0,18 - 1 0,54+0,046 -
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Analiza danych z Tabeli 13 pozwala stwierdzi¢, ze wartosci ICsy otrzymane dla zwigzkow
91a-e oraz mieszanin ich skladowych ro6znity si¢ istotnie dla testu wykonanego na komorkach
Jurkat (p=0,024; test t-studenta dla probek niezaleznych, o réznej wariancji). Natomiast dla
testu wykonanego wobec aktywowanych limfocytow mozna przyjaé, ze mieszaniny
zwigzkow 93a-e, 1 1 ich kowalencyjne polaczenia 91a-e generowaty zblizone wartosci 1Csy.
W niektorych przypadkach uzyskatam identyczne lub bardzo zblizone wyniki ICsy dla
analogu MPA oraz mieszaniny jego sktadowych (np. 91a, 91b - komodrki PBMC).

Tabela 14. Porowanie wartosci ICsy zwigzkow 92a-e oraz mieszaniny ich sktadowych:

94a-e,1 (ug/ml; mediana+SD)

Nr zwiazku JURKAT 94a-e +1 Nr zwiazku PBMC 93a-e + 1
92a 0,00079+0,0001  0,0022+0,0011 92a 0,5440,053 0,15+0,014
92b 0,005+0,00013 <0,0005 92b 0,53+0,0065  0,24+0,0037
92¢ 0,0088+0,00052 <0,0005 92¢ 0,3140,018 0,64+0,25
92d 0,0078+0,00025  0,039+0,0061 92d 0,62+0,17 0,18+0,075
92e 0,0064+0,0045  0,0093+0,0016 92e 0,16+0,011 0,160,009

1 1,11+0,12 - 1 0,540,046 -

Wyniki testow przeprowadzonych na linii komérkowej Jurkat (p=0,56) 1 aktywowanych
limfocytach (p=0,25) prowadza do wniosku, Ze nie ma istotnej réznicy w wartosciach ICs

zwigzkow 92a-e w poréwnaniu do mieszanin ich wyjsciowych komponentow 94a-e, 1.

4.2.3. Selekcja analogéw MPA o najkorzystniejszych parametrach

Wyznaczanie aktywnos$ci antyproliferacyjnej (inkorporacja TdR-3H) oraz cytotoksyczno$ci
(metoda MTT) jest istotne z punktu widzenia selekcji analogow do dalszych badan. Daje
mozliwos¢ porownywania zwigzkow migdzy sobg, pozwalajagc na wybor tego o najlepszej
aktywnos$ci 1 minimalnej toksyczno$ci. Wyniki badan moga dostarczy¢ réwniez wskazowek
przy planowaniu modyfikacji strukturalnych analogbw MPA. W Tabelach 15, 16
przedstawitam wspotczynniki selektywnosci (SI) dla wszystkich badanych zwigzkéw wobec
ludzkich linii bialaczkowych. SI oznacza stosunek cytotoksycznosci zwigzku (ICsp) do jego

efektu antyproliferacyjnego (ECs).
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Tabela 15. Wspotczynniki selektywnosci (SI) dla zwigzkow 91a-e, 93a-e, 1.

' zwiazek najbardziej aktywny w serii

Jurkat T MOLT-4 CCRF-CEM HL-60
Nr zwiazku EC;, IC50/ED50 ECs I1C50/ED50 ECs I1C50/ED50 ECs I1C50/ED50
91a 0,29+0,054 1,000 0,560,046 4,857 0,029+0,0014 45,86 <0,0005" 10480
91b 0,24:I:0,0481 2,000 0,6+0,02 3,350 <0,00051 2280,00 0,0014+0,00043 1143
91c 0,42+0,064 0,595 0,2ﬂ),00491 0,380 <0,00051 840,00 0,0018+0,00033 1122
91d 0,34+0,016 0,882 0,21+0,063 0,310 <0,00051 2320,00 0,0077+0,00089 395
91e 0,32+0,078 0,344 1,86+0,43 0,102 0,037+0,0013 9,19 0,053+0,011 92
93a 0,5+0,17 0,001 0,086+0,01 30,000 0,016+0,0065 22,50 <0,0005 2980
93b 0,224+0,035 0,002 0,42+0,027 3,143 <0,0005 120,00 <0,0005 1440
93¢ 0,014-+0,008 0,036 0,71+0,096 0,083 <0,0005 94,00 <0,0005 1380
93d 0,016+0,003 0,031 0,39+0,0084 0,013 <0,0005 190,00 <0,0005 480
93e 0,09+0,024 0,006 0,56+0,029 0,013 0,0044+0,0026 27,27 <0,0005 2040
1 0,53+0,082 0,117 0,41+0,053 0,0585 0,013+0,0029 3846,15 0,14+0,067 22,36
Tabela 16. Wspotczynniki selektywnosci (SI) dla zwigzkow 92a-e, 94a-e, 1. - zwigzek najbardziej aktywny w serii
JURKAT MOLT-4 CCRF-CEM HL-60
Nr zwiazku ECs 1C5¢/EC5 ECs 1C5¢/EC5 ECs 1C5¢/ECs ECs 1C5¢/EC5
92a 0,016+0,0043 0,031 3,17+0,25 0,11 5,3:k0,51 9,43 >50 1,00
92b 0,0063+0,00088 0,079 5,92+0,8 0,04 >50 1,00 >50 1,00
92¢ 0,0022:&0,000461 2,27 5,29+0,42 0,003 >50 1,00 >50 1,00
92d 0,0093+0,00024 0,054 7,12+0,64 0,02 >50 1,00 >50 1,00
92e 0,087+0,0053 0,006 1,86i0,55l 0,05 6,7+0,59 7,46 >50 1,00
94a 0,022+0,0071 0,023 1,97+0,23 0,0017 <0,0005 154 0,59+0,088 11,34
94b 0,18+0,09 0,003 6,26+1,02 0,0005 0,013+0,0036 26,92 0,63+0,043 12,84
94¢ 0,17+0,033 0,003 3,14+0,36 0,0035 0,01+0,0069 78 1,830,051 30,63
94d 0,089+0,029 0,042 2,3140,72 0,0035 0,047+0,005 11,49 0,840,032 16,40
94e 0,091+0,0015 0,021 3,87+0,14 0,012 0,12+0,017 6,92 1,22+0,037 52,61
1 0,53+0,082 0,117 0,41+0,053 0,059 0,013+0,0029 3846,15 0,14+0,067 22,36




Analiza danych zawartych w Tabelach 15, 16 pozwala stwierdzi¢, ze wérod analogéw MPA
91a-e, 92a-e istnieje bardzo korzystna tendencja, ze najaktywniejszy zwigzek (hamowanie
proliferacji ECsg) charakteryzuje si¢ jednoczesnie najmniejszg toksycznoscia.

Wobec linii komoérkowej Jurkat i Molt-4 zwigzki 91a-e nie charakteryzowaly si¢ korzystnymi
warto$ciami SI (najkorzystniejsze wartosci odpowiednio: 2; 0,38). Wobec linii CCRF-CEM
zwigzki 91b-d wykazywaly bardzo korzystne wartosci SI, przekraczajace 2000. Wobec
komorek HL-60 zwigzek 91a posiadal jednocze$nie bardzo dobrg aktywnosc
antyproliferacyjng (ECsy ponizej 0,0005 ug/ml) i selektywnos¢ (SI 10480). W serii analogow
MPA 92a-e nie obserwowalam korzystnych korelacji aktywnos$¢-selektywnos¢. Dla linii
Jurkat i Molt-4 najaktywniejsze zwiazki (odpowiednio 92¢, 92e) wykazywaly slabg
selektywnos§¢. Wobec linii CCRF-CEM najaktywniejszy zwiazek 92a (ECso 5,3 pg/ml)
charakteryzowat si¢ dobrg selektywnoscia (SI 9,43).

Wspdlezynniki selektywnosci wobec aktywowanych limfocytow wahajg si¢ w bardzo
szerokich granicach. Wyniki prezentowane w Tabeli 17 pokazuja zakresy wspotczynnikow

selektywno$ci obliczone na podstawie analizy hodowli PBMC (n=5).

Tabela 17. Zakresy wartosci wspotczynnika selektywnosci zwigzkow 91a-e, 92a-e, 93a-e,

94a-e, 1 wobec komorek PBMC

Nr zwiazku PBMC Nr zwiazku PBMC
91a 14-240 92a 52-1040
91b 24,4-400 92b 10-1080
91c 50,77-132 92¢ 6,03-146,15
91d 13,2-240 92d 7,95-144,19
91e 27,9-480 92e 3,68-148,94
93a 5,3-86 94a 2,83-221,62
93b 20,2-36 94b 1,7-261,54
93¢ 25-38 9%4c 1,26-1080
93d 28 94d 2,75-1760
93e 3,9-46 9%4e 7,56-2420

1 11,71-48,24 1 11,71-48,24
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4.2.4. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej badanych zwiazkow 91a-e, 92a-e, 1 w

obecnosci GMP

IMPDH hamuje biosynteze nukleotydéw purynowych de novo. Oznacza to, Ze supresja
proliferacji komorek pod wptywem inhibitorow tego enzymu (np. MPA) jest odwracalna
przez dodanie guanozyny, GMP, GTP, detoksy-GMP [4, 128]. W celu sprawdzenia, czy
aktywnos$¢ cytotoksyczna analogéw 9la-e, 92a-e jest oparta o ten mechanizm dziatania,
przeprowadzitam test MTT z dodatkiem 50 uM GMP. S. Mitsuhashi i in. doniesli, ze
przeprowadzajac analogiczne dos$wiadczenie dodatek 50 pM guanozyny nieoczekiwanie
hamowat proliferacje komorek K562 o okoto 50% w stosunku do kontroli (komodrki bez
dodatku GMP) [128]. Zaobserwowalam ten sam efekt wobec linii komoérkowej Molt-4. Do
przeprowadzania testu wybralam zwiazki: 91 a-c-e, 92 a-c-e, 1 w st¢zeniach: 40, 4, 0,4 pg/ml.
MPA poddatam badaniu w celu poréwnawczym i potwierdzitam, ze jego dzialanie
cytotoksyczne jest catkowicie odwracalne dodatkiem GMP (Wykres 8, 9; pozycje 1-3).
Wyniki testow na linii Molt-4 poddanej dzialaniu zwigzkow 91, 92 pokazuja, ze efekt
inhibicyjny na zywotno$¢ komorek jest jedynie czgsciowo odwracalny przez GMP (Wykres 8§,
9). Dane prezentowane na Wykresie 8 wskazuja, ze w przypadku komorek Molt-4 poddanych
dziataniu zwigzkow 91 w stezeniach 0,4-40 pg/ml si¢ spadek zywotnosci komorek wynosit
20% w porownaniu do kontroli. Dla zwigzkow 91a, 91¢ 50 uM GMP pozwalal na osiagnigcie
wartosci 40%, a dla zwiazku 91e 50% zywotno$ci komodrek kontrolnych. Co najmniej 50%
tego spadku nie mozna odwrodci¢ dodatkiem GMP. Sugeruje to, ze mechanizm dziatania
oparty o inhibicje IMPDH ma znaczenie drugorzedne w przypadku analogéw zawierajacych
w swej strukturze pochodne amino-akrydyny. Prawdopodobnie dziatanie cytotoksyczne
oparte jest gtownie na interkalacji do DNA reaktywnych produktéw metabolizmu akrydyn.
Analiza danych zawartych na Wykresie 9 wskazuje, ze aktywno$¢ cytotoksyczna analogdéw
MPA z pochodnymi amino-akrydonu jest w wigkszym stopniu odwracana przez GMP, niz w
przypadku zwigzkow 9la-e. Dla komorek poddanych dziataniu analogow 92a-c-e w
najwyzszym badanym stezeniu (40 pg/ml) zanotowalam spadek zywotno$ci do okoto 25% w
odniesieniu do kontroli. W stezeniach 4 pg/ml wartosci te wynosity okoto 50% dla zwigzkow
92a, 92e. Dla analogu 92c¢ st¢zenie 4 pg/ml praktycznie nie wywierato juz wplywu na
zywotno$¢ badanych komorek. Z tego powodu analize wptywu GMP na dziatanie analogéw
92 nalezy przeprowadzi¢ dla najwiekszych stezen, dla ktoérych zwigzki te wywoluja dziatanie

cytotoksyczne.
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Dane przedstawione na Wykresie 9 pokazuja, ze dla zwigzku 92a GMP wywotal wzrost
zywotno$ci komorek do 65%, dla zwigzku 92¢ do 50% i dla zwiazki 92e do okoto 70%.
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1,2,3 — zwiazek 1 (MPA): 1 -40 pg/ml, 2- 4 pg/ml, 3 - 0,4 ug/ml; 4,5, 6 — zwigzek
91a: 4 - 40 pg/ml, 2- 4 pg/ml, 3 - 0,4 pg/ml; 7, 8, 9 — zwiazek 91e¢: 7- 40 pg/ml, 8 - 4
pg/ml, 9 - 0,4 ug/ml , 9, 10, 11- zwigzek 91e: 9 - 40 pg/ml, 11-4 pg/ml, 12 -

Wykres 8. Hamowanie aktywnosci analogoéw MPA 91a-c-e dodatkiem 50 pM GMP
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1,2, 3 - zwigzek 1 (MPA): 1 - 40pg/ml, 2 - 4ug/ml, 3 - 0,4pg/ml, 4, 5, 6 - zwigzek 92a:
4 - 40 pg/ml,5 - 4pg/ml, 6 - 0,4 pg/ml, 7, 8, 9 - zwigzek 92¢: 7- 40 pg/ml, 8 - 4 pg/ml,
9-0,4 pg/ml, 10, 11, 12- zwigzek 92e: 10 - 40 pg/ml, 11 - 4 pg/ml, 12 - 0,4

Wykres 9. Hamowanie aktywnosci analogow MPA 92a-c-e dodatkiem 50 uM GMP
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

Widma "H NMR oraz *C NMR zostaly wykonane na aparacie Varian Unity Plus 500 MHz
lub Gemini 200MHz w Gdanskim Migdzyuczelnianym Laboratorium NMR w Gdansku.
Widma UV zarejestrowano na aparacie UV-VIS Lambda 45, Perkin Elmer (Politechnika
Gdanska, Katedra Technologii Lekow 1 Biochemii). Widma masowe byly wykonywane na
aparacie BIFLEX III Bruker w Pracowni Spektrometrii Mas MALDI-TOF (Uniwersytet
Gdanski), z zastosowaniem CCA lub DHB jako matrycy. Analiz¢ elementarng wykonano na
analizatorze elementarnym firmy Carlo Erba EA 1108 (Uniwersytet Gdanski).

Pomiary scyntylacyjne wykonane zostaly za pomoca czytnika scyntylacyjnego fazy ptynnej
(LSC-Beckman) w czasie 5 min/probka w Katedrze 1 Zakladzie Biochemii, Gdanski
Uniwersytet Medyczny.

Do oczyszczania zwigzkéw metoda chromatografii kolumnowej stosowatam zel
krzemionkowy Merck 60 (0,063-0,2 mm). Do rozdzielania zwigzkow metodg SPE uzywatam
kolumny do faz normalnych CHROMABOND® C;, 15ml/2000mg, firmy MACHEREY-
NAGEL. Do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) stosowatam ptytki pokryte zelem

krzemionowym firmy Merck 60 F,s4 oraz stosowatam nastepujace uktady rozwijajace:

A - eter naftowy : octan etylu (5:1, v/v)
B - eter naftowy : octan etylu (10:1, v/v)
C - chlorofrom : metanol (4:1, v/v)
D - chlorofrom : metanol (9:1, v/v)
E - chlorofrom : metanol (40:1, v/v)

Temperatury topnienia mierzytam w kapilarze (aparat Kohler) i nie byly one korygowane.

5.1. Synteza kwasu mykofenolowego MPA (Schemat 9)

5.1.1. Synteza 4-metoksy-2-(prop-2-enyloksy)benzoesanu metylu 49

Mieszaning 2-hydroksy-4-metoksybenzoesanu metylu 48 (50 g; 0,275 mola), weglanu potasu
(43,23 g; 0,313 mola) oraz bromku allilu (29,2 ml; 0,341 mola) rozpuscitam w $wiezo
przedestylowanym DMF (90 ml) i mieszalam na mieszadle magnetycznym przez 16 godz. w

temperaturze pokojowe;.
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Nastepnie mieszaning reakcyjng wylatam na zimng wodg i ekstrahowatam kilkakrotnie eterem
dietylowym. Polaczone warstwy organiczne suszylam bezwodnym siarczanem magnezu.
Rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ krystalizowatam
z uktadu eter tert-butylowo-metylowy/heksan. Otrzymatam 51,2 g produktu z wyd. 85%.

T. t. 46-48° C; lit. [106] 45,5-48°C.

'"H NMR (500 MHz, CDCls), § [ppm]: 3,86 (s, 3H, OCHs); 3,89 (s, 3H, OCHs); 4,64 (m, 2H,
OCH,); 5,33 (dd, J=1,47Hz, J=1,46 Hz, 1H, CH=CH,); 5,55 (dd, J=1,47Hz, J=1,46 Hz, 1H,
CH=CH,); 6,1 (m, 1H, CH=CH, ); 6,5 (m, 2H, CHs); 7,86 (d,1H, J=8,79 Hz, CsHs).

5.1.2. Synteza N,N-dietylo-4-metoksy-2-(prop-2-enyloksy)benzamidu 50

a) Mieszaning zwigzku 49 (60 mg; 0,27 mmola) oraz §wiezo przedestylowanej dietyloaminy
(3 ml, 29 mmoli) ogrzewatam do wrzenia przez 24 godz. Po tym czasie nie zaobserwowatam
zadnego postepu reakceji (TLC). Po dodaniu katalitycznej ilosci kwasu p-toluenosulfonowego
oraz ogrzewaniu przez kolejne 24 godz. nie zaobserwowatam tworzenia si¢ produktu.

b) Roztwor §wiezo przedestylowanej dietyloaminy (19,4 ml; 0,188 mola) w bezwodnym
eterze dietylowym schtodzitam w tazni lodowej do 0°C i dodatam 10 M roztwér n-BuLi w
heksanie (10,32 ml; 0,103 mola). Otrzymany roztwor mieszatam na mieszadle magnetycznym
przez 15 minut, utrzymujac temperatur¢ 0°C. Reakcje prowadzitam w atmosferze argonu.
Nastepnie dodalam kroplami roztwor zwigzku 49 eterze. Mieszaning reakcyjng ogrzewatam
do wrzenia przez godzing. Po schtodzeniu do temperatury pokojowej, do mieszaniny
reakcyjnej dodatam nasyconego roztworu chlorku amonu. Warstwy rozdzielitam, faz¢ wodna
ekstrahowalam chlorkiem metylenu. Potaczone warstwy organiczne przemylam woda i1
suszyltam bezwodnym MgSO,. Otrzymang mieszaning rozdzielatam za pomoca
chromatografii kolumnowej w uktadzie A. Wyizolowatam niewielkg ilo$¢ kwasu 2-alliloksy-

4-metoksybenzoesowego 95.
'H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 3,92 (s, 3H, OCH:); 4,64 (m, 2H, OCH,); 4,99-5,06

(m, 2H, CH=CH,); 5,99 (m,1H, CH=CH,); 6,47 (s, 1H, C¢Hs); 6,54 (d,1H, J=9,28Hz); 7,86
(d,1H, J=9,28Hz); 10,8 (s, 1H, COOH).
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¢) Do ochlodzonego w tazni lodowej roztworu dietyloaminy (7,5 ml; 0,072 mola) w
bezwodnym toluenie (12 ml) dodawalam kroplami (CHj);Al (36,22 ml; roztwor 2N w
toluenie) w atmosferze argonu. Kontynuowatam mieszanie przez godzing w temperaturze
otoczenia. Nastepnie dodawatam kroplami roztwor zwigzek 49 (7,71 g; 0,035 mola) w
toluenie. Po zakonczeniu wkraplania mieszaning reakcyjng ogrzewatam przez 18 godz. w
temperaturze 75°C.

Po tym czasie roztwér ochlodzitam do temperatury otoczenia 1 wylatam do mieszaniny
stezonego kwasu solnego (27,2 ml), lodu (125 g) i octanu etylu (36,2 ml), nastgpnie
ekstrahowalam octanem etylu. Warstwe organiczng suszytam bezwodnym siarczanem
magnezu i rozpuszczalnik odparowalam pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymatam 8,51g

zwiagzku 50 w postaci zoltego oleju. Wydajnos¢ reakcji 93%.

'H NMR (500 MHz, CDCl;), & [ppm]: 1,04 (t, 3H, J=7,32Hz, CH,CHs); 1,24 (t, 3H,
J=7,32Hz, CH,CHs); 3,2 (m, 2H, CH,CH;); 3,3-3,6 (m,2H, CH,CHs); 3,82 (s, 3H, OCH,);
4,54 (m, 2H, OCH,); 5,2-5,4 (m, 2H, CH=CH,); 6,01 (m,1H, CH=CH,); 6,44 (d, 1H,J=2,3Hz,
CeHs); 6,54 (dd,1H, J=2,44Hz, J=8,3Hz, C¢Hs ); 7,15 (d,1H, J=8,31Hz, C¢Hs ).

5.1.3. Synteza N,N-dietylo-2-hydroksy-4-metoksy-3-(prop-2-enyl)benzamidu 51

a) Zwiagzek 50 (1,4 g; 5,31 mmola) rozpuscitam w 1,2.4,5-tetrametylobenzenie (2,75 ml) i
ogrzewalam do wrzenia. Przebieg reakcji $ledzitam za pomoca TLC. Po 6 godz.
zaobserwowalam maty stopien przereagowania substratu. Kontynuowatam ogrzewanie przez
24 godz. Nastgpnie mieszaning reakcyjng schtodzitam i odparowalam rozpuszczalnik na
drodze destylacji prozniowej. Rozdzial mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromatografii
kolumnowej w uktadzie A pozwolitl na otrzymanie 0,21 g produktu 51 w postaci oleju z wyd.
15%.

b) Zwigzek 50 (0,44 g; 1,67 mmola) rozpuscitam w 2 ml tetraliny 1 ogrzewatam do wrzenia.
Po dwoéch godzinach stwierdzitam catkowite przereagowanie substratu. Rozpuszczalnik
odparowatam na drodze destylacji prozniowej, mieszaning reakcyjng rozdzielalam za pomoca
chromatografii kolumnowej w uktadzie A. Otrzymatam 0,32 g produktu 51 z wyd. 73%.
Procedurg powtorzylam stosujac jako rozpuszczalnik §wiezo przedestylowany nitrobenzen i
4-chloro-o-ksylen. W pierwszym przypadku otrzymatam produkt 51 z wydajnoscia 70%, a w
drugim 56%. Reakcje przeprowadzitam w wigkszej skali stosujac tetralinge jako

rozpuszczalnik.
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'"H NMR (500 MHz, CDCL3), § [ppm]: 1,30 (t, 6H, J=7,1Hz, CH,CH,); 3,46 (d, 2H, J=5,9Hz,
CH,-CH); 3,53 (q, 4H, J=7,1Hz, CH,CHs); 3,87 (s, 3H,OCH;); 5,0 (m, 2H, CH=CH,); 6,0
(m,1H, CH=CH,); 6,42 (d,1H, J=8,3Hz, C¢Hs); 7,18 (d, 1H, J=8,8Hz, CqHs); 10,55 (s,1H,
OH).

5.1.4. Synteza N,N-dietylo-5-bromo-2-hydroksy-4-metoksy-3-(prop-2-enyl)benzamidu
52

Roztwor t-BuNH; (5,24 ml; 0,05 mola) w bezwodnym toluenie (70 ml) schtodzitam do -20°C
1 dodawatam kroplami brom (1,28 ml; 0,025 mola). Nastepnie mieszaning ochtodzitam do -
60° C 1 dodawatam porcjami roztwor zwiagzku 51 (5,97 g; 0,023 mola) w toluenie. Mieszanina
reakcyjna osiagneta temp. -5°C w przeciaggu 3 godz. Nastgpnie wylalam ja na rozcienczony
roztwor tiosiarczanu sodu. Ekstrahowatam kilkakrotnie octanem etylu, przemylam 5%
kwasem solnym oraz rozcienczonym roztworem wodoroweglanu sodu. Warstwy organiczne
wysuszylam siarczanem magnezu 1 rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym
ci$nieniem. Mieszaning rozdzielalam za pomocg chromatografii kolumnowej w uktadzie A.

Otrzymatam 6,35 g produktu w postaci brazowego oleju z wyd. 82%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 1,31 (t, 6H, J=6,8Hz, CH,CHs3); 3,51 (m, 2H, CH,-
CH); 3,53 (q, 4H, J=6,8 Hz, CH,CH3); 3,87 (s, 3H, OCH3); 5,07 (m, 2H, CH=CH,); 6,0 (m,
1H, CH=CH,); 7,40 (s, 1H, C¢Hs); 10,26 (s, 1H, OH).

5.1.5. Synteza N,N-dietylo-5-bromo-2-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]-4-metoksy-
3-(prop-2-enyl)benzamidu 53

Do mieszaniny zwigzku 52 (6,35 g; 0,019 mola) oraz imidazolu (2,52 g; 0,037 mola) w DMF
dodawatam -BuMe,SiCl (3,44 g; 0,023 mola). Reakcje prowadzitam 2 godz. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie mieszaning reakcyjng wylatam na zimng wodg i1 ekstrahowatam eterem
dietylowym. Warstwy organiczne przemylam woda, wysuszytam bezwodnym siarczanem
magnezu. Rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymatam 7,90 g
krystalicznego produktu z wyd. 93%.

T. t. 75-77°C; lit. [106] 75,2-75,5°C.

89



'"H NMR (500 MHz, CDCLs), & [ppm]: 0,1 (s, 3H, SiCH;); 0,13 (s,3H, SiCHs); 1,0 (s, 9H,Si-
t-Bu); 1,02 (t, 3H, J=6,8Hz, CH,CH,); 1,24 (t, 3H, J=6,8Hz, CH,CH,); 3,46 (m, 2H, CH,-
CH); 3,08-3,71(m, 4H, CH,CH;); 3,84 (s, 3H, OCHs); 4,84 (m, 2H, CH=CH.,); 5,92 (m, 1H,
CH=CH,); 7,29 (s,1H).

5.1.6. Synteza N,N-dietylo-5-metylo-2-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]-4-metoksy-
3-(prop-3-enyl)benzamidu 54

Do $wiezo osuszonego i schtodzonego do -70°C THF dodawatam porcjami roztwor MeLi
(12,1 ml; 1,6 N w eterze dietylowym) w atmosferze argonu. Nast¢gpnie dodawatam kroplami
roztwor zwiagzku 53 (7,9 g; 0,017 mola) w THF w przeciagu 30 min. Kontynuowatam
mieszanie w -70°C przez kolejne 10 min., a nast¢pnie mieszaning reakcyjng wylatam na
zimng wode¢ 1 ekstrahowatam octanem etylu. Polaczone warstwy organiczne suszytam
bezwodnym siarczanem magnezu, octan etylu odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem.
Mieszaning rozdzielatam za pomoca chromatografii kolumnowej w ukladzie A. Otrzymatam
4,61 g produktu, z wyd. 68%.

T. t. 61-63°C; lit. [106] 61,5-62,2°C.

'H NMR (500 MHz, CDCls), 6 [ppm]: 0,1 (s, 3H, SiCHj3); 0,18 (s, 3H, SiCHs ); 1,0 (m, 9H,
Si-t-Bu); 1,25 (t, 6H, J=6,8Hz, CH,CHs); 2,24 (s, 3H, CsHs-CHs); 3,06-3,69 (m, 4H, CH,CHj;
); 3,45 (m, 2H, CH,-CH); 3,71 (s, 3H, OCH,); 4,8-4,99 (m, 2H, CH=CH,); 5,94 (m, 1H,
CH=CH, ); 6,97 (s,1H).

5.1.7. Synteza N,N-dietylo-5-metylo-2-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]-6-formylo-4-
metoksy- S-metylo-3-(prop-2-enyl)benzamidu 55

Roztwor TMEDA (2,5 ml; 14,9 mmola) w bezwodnym THF schtodzitam do -90°C (w tazni
zawierajace] mieszaning suchego lodu i eteru dietylowego) i dodawatam porcjami -BulLi

(9,7 ml; 16,49 mmoli); roztwor 1,7N w pentanie. Reakcje prowadzitam w atmosferze argonu.
Nastepnie roztwor zwiazku 54 (4,61g; 11,78 mmola) w THF dodawatam porcjami przez 30
min. 1 kontynuowalam mieszanie w -90°C przez 40 min. Nastgpnie dodalam roztwér DMF
(2ml) w THF (0,9 ml). Mieszanina reakcyjna osiagneta temperature -30° C w przeciagu 90

minut. Nastepnie wylalam jg na zimng wodg 1 ekstrahowatam octanem etylu.
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Po wysuszeniu bezwodnym siarczanem magnezu, rozpuszczalnik odparowatam pod
zmniejszonym ci$nieniem. Mieszaning rozdzielatam za pomocg chromatografii kolumnowe;j

w uktadzie A. Otrzymatam 4 g produktu z wyd. 81%.

'"H NMR (500 MHz, CDCl, & [ppm]: 0,16 (s, 3H, SiCH;); 0,25 (s, 3H, SiCHs); 1,0 (s, 9H, Si-
t-Bu); 1,05 (t, 3H, J=6,8Hz, CH,CH,); 1,29 (t, 3H, J=6,8Hz, CH,CH,) ; 2,51(s, 3H, CgHs-
CHs); 3,0-3,23 (m, 4H, CH,CH; ); 3,72 (s, 3H, OCH,); 3,97 (m, 2H, CH,-CH); 4,83-5,03 (m,
2H, CH=CH, ); 5,92 (m,1H, CH=CH,); 10,16 (s, IH, CHO).

5.1.8. Synteza N,N-dietylo-2-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]-6-(hydroksymetylo)-4-
metoksy-5-metylo-3-(prop-2-enyl)benzamidu 56

Do roztworu zwiazku 55 (4 g; 9,52 mmola) w bezwodnym etanolu schtodzonym w tazni
lodowej dodatam NaBH4 (0,12g; 3,22 mmola). Reakcje prowadzitam 30 min., nast¢pnie
nadmiar NaBH, rozlozylam za pomoca kwasu octowego. Mieszaning wylatam na zimng wodg
1 ekstrahowatlam octanem etylu. Polaczone warstwy organiczne suszytam bezwodnym

siarczanem magnezu i rozpuszczalnik oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem.

"H NMR (500 MHz, CDCls), o [ppm]: 0,09 (s, 3H, SiCHj3 ); 0,18 (s, 3H, SiCH3); 0,98 (s, 9H,
Si-#-Bu); 1,01(t, 3H, J=6,8Hz,CH,CH3 ); 1,31 (t, 3H, J=6,8Hz, CH,CHj3 ); 2,35 (s, 3H, C¢Hs-
CHs); 3,1 (m, 1H, OH); 3,29 (m,2H, CH,CH3); 3,44 (m, 2H, CH,CH3); 3,72 (s, 3H, OCHj3 );
3,87 (m, 2H,CH,-CH); 4,28 (d, 1H, J=12,2Hz, CH,OH); 4,57 (d,1H, J=12,2Hz, CH,OH);
4,98 (m, 2H, CH=CH,); 5,95 (m,1H, CH=CH,).

5.1.9. Synteza 1,3-dihydro-4-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]-6-metoksy-7-metylo-3-

0kso-5-(prop-2-enyl)izobenzofuranu 57

Surowa mieszaning 56 rozpuscilam w octanie etylu oraz kwasie octowym i mieszatam na
mieszadle magnetycznym przez 15 godz. w temperaturze otoczenia. Mieszaning reakcyjng
wylatam na rozcienczony roztwdr NaCl, przemytam roztworem NaHCO; i ekstrahowatam
octanem etylu. Po wysuszeniu bezwodnym MgSO, oraz odparowaniu rozpuszczalnika
mieszaning rozdzielatam za pomoca chromatografii kolumnowej w uktadzie A. Otrzymatam
2,27 g krystalicznego produktu z wyd. 68%.

T. t. 93-95°C; lit. [106] 93,2-93,9°C.
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"H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 0,08(s, 6H, SiCH;); 0,28 (s, 6H, SiCH;); 1,06 (s, 9H,
Si-+-Bu); 2,19 (s, 3H, CeHs-CHs); 3,48 (dt, 2H, J=5,8; J=1,4 Hz, CH,-CH); 3,80 (s, 3H,
2H,CH,-CH); 5,0 (m, 2H, CH,0); 5,11 (m, 2H, CH=CH, ); 5,96 (m,1H, CH=CH, ).

5.1.10. Synteza 1,3-dihydro-4-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]-6-metoksy-7-metylo-3-
okso-5-(prop-2,3-epoksy)izobenzofuranu 96

Rozwor zwigzku 57 (2,27 g; 6,52 mmola) oraz §wiezo wyprazonego octanu sodu (0,53 g; 6,52
mmola) w bezwodnym chlorku metylenu ochtodzitam do -70°C i dodawatam porcjami
m-CPBA (1,41 g; 6,52 mmola) w przeciaggu 5 godz. Nie zaobserwowatam za pomoca TLC
tworzenia si¢ zadnego produktu.

Mieszanie kontynuowatam przez 18 godz. w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
zaobserwowalam tworzenie si¢ produktu, jednak przereagowanie substratu bylo niecatkowite.
Mieszanine reakcyjng schtodzitam do 0°C i dodawatam porcjami przez 15 minut drugi
ekwiwalent m-CPBA. Nast¢pnie kontynuowalam mieszanie w temperaturze pokojowej przez
5 godz., po tym czasie substrat przereagowal niemal catkowicie. Mieszaning przemytam
rozcienczonym roztworem NaHCOs;, warstwy rozdzielitam. Warstwe wodng ekstrahowatam
chlorkiem metylenu. Polgczone warstwy organiczne przemytam ochtodzonym roztworem 1N
NaOH, wysuszylam Na,SOy 1 rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem, a
pozostato$¢ oczyszczalam za pomoca chromatografii kolumnowej w uktadzie A. Otrzymatam

1,8 g zwigzku 96 z wyd. 76%.

"H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 0,27 (s, 6H, SiCHj3); 1,05 (s, 9H, Si-z-Bu); 2,19 (s, 3H,
C¢Hs-CHs); 3,2 (dd, 1H, J=2,44Hz, J=4,4Hz, CH,CHO); 3,11 (dd, 1H, J= 4,88Hz, CHO-
CH»); 2,85-2,89 (dd,1H, J=5,86Hz, CHO-CH,); 2,72 (t, 1H, J=4,4Hz, C¢HsCH,-CH); 2,54
(dd,1H, J=2,44Hz, CsHsCH,-CH); 3,79 (s, 3H, OCH3); 5,06 (s, 2H, OCH»).

BC NMR (CDCls, 8): -3,35; -3,23; 1,25; 11,74; 18,98; 26,26; 27,92; 47,41; 51,29; 61,30;
67,93; 111,99; 118,31; 123,41; 147,18; 152,44; 163,72; 169,25.

MS: C9H305S1 ; M/z = 364,3 (obl. 364,2).
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5.1.11. Synteza [4-(tert-butyldimetylosililo)-oksy)-6-metoksy-7-metylo-3-okso-1,3-
dihydrobenzofuran-5-yl]-acetaldehydu 58

2 g (5,7 mmol) zwigzku 57 rozpuscitam w 30 ml i-PrOH i dodawatam porcjami roztwor
nadmanganianu potasu (2,52 g; 15,97 mmol) w wodzie (10 ml). Postep reakcji sledzitam na
TLC. Po stwierdzeniu, ze caly substrat przereagowat, dodatam NalO4 (2,68 g; 15,54 mmol) w
5 ml wody. Reakcje kontynuowatam w temp. pok. do zaniku substratu. Mieszaning reakcyjng
wylatam na wodg i1 ekstrahowatam octanem etylu. Potaczone warstwy organiczne przemytam
NaHCO; do pH=7. Faze organiczng suszylam MgSQO, rozpuszczalnik odparowalam.
Pozostato$¢ oczyszczalam na SPE w uktadach A 1 B. Otrzymatam 1,45g zwiazku 58 z wyd.
73%.

'H NMR (500 MHz, CDCL3), § [ppm]: 0,24 (s, 6H, SiCHz); 1,03 (s, 9H, Si-t-Bu); 2,19 (s, 3H,
C6H5'C_H§ )9 3373 (ma 5H9 OC_Hia C6H5C_HZ)9 5312 (Sa 2H9 OC_H;), 9:63 (Sa lHa CHO)

5.1.12. Synteza 6-(2-hydroksy-3-metylobut-3-ynyl)-5-metoksy-7-(2-tert-
butylodimetylosililo)-oksy)-4-metylo-3H-izobenzofuran-2-onu 59

W kolbie umiesécitam 0,15 g (6,21 mmola) magnezu, 0,37ml (4,14 mmola) 2-bromopropenu i
krysztatek jodu w suchym THF. Mieszaning ogrzewatam do wrzenia przez 5 godz. w
atmosferze argonu, do zaniku obecnosci metalicznego Mg. W drugiej kolbie przygotowatam
roztwor aldehydu 58 (1,45 g; 4,14 mmola) w THF. Roztwor schtodzitam do -78°C 1 dodatam
kroplami przygotowany wczesniej odczynnik Grignarda. Reakcj¢ kontynuowalam do zaniku
substratu (TLC). Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodatam nasycony roztwdr NH4Cl 1
octan etylu. Warstwe wodng ekstrahowalam trzykrotnie octanem etylu. Potaczone ekstrakty
przemylam solanka, wysuszylam bezwodnym siarczanem magnezu 1 odparowalam
rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Po oczyszczaniu metodg SPE uzyskatam 1,1g

produktu 59 (wyd. 67%).

'H NMR (500 MHz, CDCls), & [ppm]: 0,26 (s, 6H, SiCHs); 1,01 (s, 9H, Si-#-Bu); 1,86 (s, 3H,
CH-C(=CH,)-CH3); 2,24 (s, 3H, C¢Hs-CH3); 2,75 (d, 1H, CH,CH(OH)); 2,99 (m. 4H, Ce¢Hs-
CH,-CH-; 3,82 (s, 3H, OCH;); 4,24 (td, 1H,CH,CH(OH))); 4,82 (t, J=1,4Hz, 1H, C=CH.,);
5,02 (t, 1H, J=1,4Hz); 5,12 (s, 2H, OCH,).
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5.1.13. Synteza estru etylowego kwasu 6-[1,3-dihydro-4(tert-butyldimetylosilolo)-oksy-6-

metoksy-7-metylo-3-okso-5-izobenzofuranylo]-4-metylo-heks-4-enowego 60

W kolbie kulistej umiescitam 1,08 (2,8 mmola) alkoholu 59, 20 ml ortooctan trimetylu i

0,041ml (0,55 mmola) kwasu propionowego i ogrzewalam w temp. 110°C do zaniku substratu
(9 godz.). Nastepnie mieszaning schlodzitam, dodatam eteru dietylowego i1 warstwe
organiczng przemytam rozcienczonym NaHCO; i solanka. Warstwe eterowa wysuszytam
siarczanem magnezu 1 rozpuszczalnik odparowalam do sucha. Pozostato$¢ oczyszczatam za

pomoca SPE. Otrzymatam 1 g produktu 60 (wyd. 80%).

'H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 0,28 (s, 6H, SiCHj3); 1,03 (s, 9H, Si-#-Bu); o 1,2 (t,
J=6,96Hz, 3H, OCH,CH35); 1,81 (s, 3H, CH-C(CH3); 2,2 (s, 3H, C¢Hs-CHj3 ), 2,52-2.3 (m, 4H,
CH,CH,CO); 3,39 (d, J=6,92Hz, 2H, CH,CH); 3,78 (s, 3H, OCHj3); 4,06 (q, J=7,1Hz, 2H,
OCH,CHj3); 5,22 (s, 2H, OCHy»); 5,28 (t, J=6,9Hz, 1H, CH=C(CH3)).

5.1.14. Synteza estru etylowego kwasu 6-(1,3-dihydro-4-hydroksy)-6-metoksy-7-metylo-

3-o0kso-5-izobenzofuranylo]-4-metylo-heks-4-enowego 61

Zwiazek 60 (2,16 mmol; 1 g) rozpuscitam w 10 ml THF w 0°Ci dodalam n-BusNF (2,16
mmol; 0,56 g) w THF. Reakcj¢ kontynuowatam przez 30 min, nastgpnie dodatam wody 1
ekstrahowalam octanem etylu. Warstwe organiczng wysuszytlam siarczanem magnezu i

rozpuszczalnik odparowatam do sucha. Otrzymatam 0,73 g (wyd. 97%) zwiazku 61.

'H NMR (500 MHz, CDCls), § [ppm]: 1,2 (t, /=6,98Hz, 3H, OCH,CH;); 1,8 (s, 3H, CH-
C(CH,); 2.2 (s, 3H, C¢Hs-CH3), 2,52-2,3 (m, 4H, CH,CH,CO): 3,39 (d, J=6,9Hz, 2H,
CH,CH); 3,78 (s, 3H, OCH,)); 4,11 (q, J=7,1Hz, 2H, OCH,CHs); 5,22 (s, 2H, OCH,); 5,26 (t,
J=6,9Hz, 1H, CH=C(CH3)); 7,7 (s, 1H, OH).

5.1.15. Synteza kwasu 6-(4-hydroksy-6-metoksy-7-metylo-3-okso-1,3-

dihydroizobenzofuran)-4-metylo-heks-4-enowego 1

Do roztworu zwiazku 61 (0,73 g; 2,09 mmola) w metanolu (25 ml) dodatam LiOH (0,27 g; 6
mmola) w wodzie (5 ml). Reakcje prowadzilam 18 godz. w temp. pok. Nastepnie

rozcienczytam octanem etylu 1 przemylam wodg. Faz¢ wodng zakwasitam 10% HCI do pH=1

94



1 ekstrahowatam octanem etylu, wysuszytam siarczanem magnezu. Po odparowaniu
rozpuszczalnika do sucha otrzymatam 0,64 g (wyd. 96%) zwigzku 1.
T. t. 140-142°C; lit. [98] 140-141°C

'H NMR (500 MHz, CDCly), & [ppm]: 1,83 (s, 3H,CH-C(CHs)); 2,17 (s, 3H, C¢Hs-CHs);
2,31-2,33 (m, 2H, CH,CH,CO); 2,44-2,48 (m, 2H, CH,CH,CO); 3,41 (d,2H, J=6,8Hz,
CH,CH); 3,78 (s, 3H, OCHs); 5,22 (s, 2H, OCH,); 5,26-5,29 (m, 1H, CH=C(CH;)); 7,7 (s,
1H, OH).

BC NMR ( CDCLy): § 179,8; 173,3; 163,9; 153,9; 144,3; 134,1; 123,2; 122,3; 117; 106,6;
70,3; 61,3; 34,5; 33; 22,8; 16,4; 11,8.

5.2. Synteza pochodnych amino-akrydyny/akrydonu

5.2.1. Synteza soli potasowej kwasu 0-chlorobenzoesowego 97

50 g (0,319 moli) kwasu o-chlorobenzoesowego rozpuscitam w wodzie destylowanej i
dodawalam KOH do uzyskania odczynu obojetnego wobec papierka lakmusowego (okoto
19,1 g; 0,341 mola). Nastepnie rozpuszczalnik odparowatam do sucha pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymatam 61,3 g (0,315 mola) soli potasowej kwasu o-chlorobenzoesowego,

wyd. 98,8%.

5.2.2. Synteza kwasu N-(3'-nitrofenylo)antranilowego 99

30 g (0,154 mola) soli potasowej kwasu o-chlorobenzoesowego, 60 g (0,434 mola) m-
nitroaniliny 1 0,3 g $wiezo stragconego pylu miedzi umieScitam w kolbie kulistej 1 mieszalam
na mieszadle magnetycznym w temp. 125°C przez 1 godz. Nastgpnie goracy stop wlatam do
silnie mieszajacego si¢ goracego 0,8 dm® 5% roztworu weglanu potasu. Mieszaning ogrzatam
do wrzenia z weglem aktywnym, przesaczylam i ozigbitam. Wytracony nadmiar m-
nitroaniliny odsaczylam, przesacz zakwasitam stez. HCl do pH=5+6 wobec papierka
lakmusowego. Wytragcony osad przemytam goragcg woda. Otrzymatam 20,3 g (0,079 mola)
surowego kwasu N-(3'-nitrofenylo)antranilowego, wyd. 51%. Produkt krystalizowatam z
etanolu, otrzymujac 15,1 g (0,059 mola) zwigzku 99 z wyd. 38%.

T. t=215-216°C; lit. [187]=215-216°C.
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5.2.2.1. Przygotowanie katalizatora do reakcji Ullmanna [188]

W kolbie kulistej umiescitam 2 g siarczanu miedzi w 50 ml wody i ogrzatam do calkowitego
rozpuszczenia si¢ soli. Nastepnie dodawatam pyt cynkowy porcjami do odbarwienia si¢
roztworu. Zdekantowatam 1 dodawatam rozc. HCI, aby usung¢ pozostatosci cynku, do zaniku
wydzielania si¢ wodoru. Osad ponownie zdekantowalam, przemytam kilkakrotnie woda,
metanolem i odparowatam rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Wytrgcony pyt
miedzi przemylam eterem dietylowym, rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym

ci$nieniem do sucha. Katalizator uzywalam od razu do przeprowadzenia reakcji Ullmanna.

5.2.3. Synteza 9-chloro-1-nitroakrydyny 100 i 9-fenoksy-1-nitroakrydyny 101

5,1 g (0,059 mola) kwasu N-(3 -nitrofenylo)antranilowego 99 i POCI; (55,9 ml; 0,6 mola)
ogrzewatam pod chlodnicg zwrotng w zakresie temp. 80-120°C, nastepnie kontynuowatam
reakcje¢ jeszcze 20 min. 1 nadmiar POCls odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem.

Do pozostalosci dodatam niewielkg ilo$¢ chloroformu i wylatam do mieszaniny amoniak:
chloroform (1:3), schiodzonej do -70°C, silnie mieszajagc. Warstwy rozdzielitam w
rozdzialaczu, warstwe organiczna wysuszylam bezwodnym MgSO4. Srodek suszacy
odsaczytam, rozpuszczalnik odparowalam do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Do
powstatego osadu dodatam pirydyny, wytracony osad odsaczytam i przemytam pirydyna.
Przesacz ogrzewatam 20 min. w temp. 60°C, po czym ozigbitam.

Wytracony osad 9-chloro-1-nitroakrydyny odsgczytam i1 przemytam eterem dietylowym.
Osad przeniostam do kolby kulistej umieszczonej na mieszadle magnetycznym i ogrzewatam
z fenolem w temp. 80°C przez 45 min. Nastepnie roztwor ochlodzitam, wylalam do
mieszaniny benzen: 5% KOH (1:1, v/v) i wytrzasngtam. Warstwy rozdzielitam, warstwe
organiczna suszytam MgSOy. Srodek suszacy odsaczytam i rozpuszczalnik oddestylowatam
do sucha. Otrzymatam 12,2 g (0,04 mola) zwigzku 101, wyd. 68%.

T. t=195-197°C; lit [189]= 191-197°C.
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5.2.4. Synteza 9-(w-aminoalkilo)amino-1-nitroakrydyny 93a-e

5.2.4.1. Synteza 9-(w-aminoetylo)amino-1-nitroakrydyny 93a - procedura A

Roztwoér 9-fenoksy-1-nitroakrydyny 101 (1,2 g; 0,004 mola), dichlorowodorku 1,3-
diaminoetanu (1,06 g; 0,008 mola) i fenolu (25 g) ogrzewatam w temp. 60°C przez 0,5 godz.
Nastepnie mieszaning reakcyjng nieco ochlodzitam, rozcienczylam benzenem 1
zneutralizowatam schtodzonym 10% KOH. Warstwy rozdzielitam, warstwe organiczng
wysuszylam bezwodnym MgSO, i1 zakwasitam roztworem HCl w bezwodnym eterze
dietylowym. Wytragcony osad odsgczylam 1 zwigzek 93a separowatam na drodze
chromatografii kolumnowej w uktadzie B. Otrzymatam 0,5 g (0,0018 mola) produktu z wyd.
45%.

'H NMR (500 MHz, CD;0D), & [ppm]: 3,36 (t, 2H, J=5,86Hz, NHCH,CH,NH,); 4,01 (t, 2H,
J=5,86Hz, AINHCH,); 7,59 (t, 1H, J=7,8Hz, C7-H); 7,79 (d, 1H, J=8,3Hz, C4-H); ,02-7,85
(m, 3H, C5,C3,C6-H); 8,1 (m, 1H, C8-H); 8,37 (d, 1H, J=7,82Hz, C2—H).

5.2.4.2. Synteza 9-(w-aminopropylo)amino-1-nitroakrydyny 93b - procedura A

Roztwor  9-fenoksy-1-nitroakrydyny (1,2 g; 0,004 mola), dichlorowodorku 1,3-
diaminopropanu (1,18 g; 0,008 mola) i1 fenolu (25 g) ogrzewalam w temp. 60°C przez 0,5
godz. Nastepnie postgpowatam zgodnie z procedurg opisang dla 93a.

Zwiazek 93b rozdzielatam na drodze chromatografii kolumnowej w uktadzie B. Otrzymatam

0,47 g (0,0016 moli) produktu, wyd. 39%.

'H NMR (500MHz, ds-DMSO), & [ppm]: 1,8 (q, 2H, J=7,33Hz, CH,CH,CH,); 1,9 (q, 2H,
J=7,33Hz, CH,CH,NH.); 2,88 (m,2H, CH,CH,CH,NH); 3,17 (t, NHCH,, J=6,83Hz, 1H);
3,74 (t, 2H, J=5,86Hz, CH,NH,); 7,09 (t, 1H, J= 7,3 Hz, C7-H); 7,26 (d, 1H, J = 8.3 Hz, C4-
H); 7,3 (m, C6-H); 7,38 (d, 1H, J = 8,3 Hz, C3-H); 7,46 (d, 1H, J= 7,8 Hz, C5-H);

7,5 (t, 1H, J="7,3 Hz, C8-H); 7,8 (d, 1H, C2-H, J= 7,81Hz); 11,24 (s, 1H).
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5.2.4.3. Synteza 9-(w-aminobutylo)amino-1-nitroakrydyny 93c - procedura A

W  kolbie kulistej umiescitam 9-fenoksy-1-nitroakrydyne (1,19 g; 0,004 mola),
dichlorowodorku 1,4-diaminobutanu (1,29 g; 0,008 mola) i fenolu (25 g). Postepujac
analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku 93a otrzymatam 0,57 g (0,0018 mola),
wyd.46% zwiazku 93c.

'"H NMR (500 MHz, d-DMSO), & [ppm]: 7,14 (t, 1H, J=7,83Hz, C3-H); 7,34-7,4 (m, 3H, C4,
6, 7-H); 7,41 (d, 1H, J=8,3Hz, C5-H); 7,45 ( t, 1H, J=7,8Hz, C8-H); 7,78 (d, 1H, J= 7,8Hz,
C2-H); 10,4 (s, 1H, NH).

5.2.4.4. Synteza 9-(w-aminopentylo)amino-1-nitroakrydyny 93d - procedura A

Zmieszatam 9-fenoksy-1-nitroakrydyne (1,19 g; 0,004 mola), dichlorowodorku 1,5-
diaminopentanu (1,4 g; 0,008 mola) i fenolu (25 g). Powtarzajac procedure analogiczng jak

przy otrzymywaniu zwiazku 93a otrzymatam 0,61 g (0,0019 mola) z wyd. 47%

'"H NMR (500 MHz, d¢-DMSO), & [ppm]: 1,7 (t, 2H, J=5,5Hz, CH,NH,); 1,35-1,89 (m, 6H,
NHCH,(CH,);CH,); 3,08-3,12 (m, 2H, Ar-NHCH,) ); 3,55-3,3,61 (m, 2H, CH,NH,); 7,14 (t,
1H, J=7,83Hz, C3-H); 7,34-7.4 (m, 3H, C4, 6, 7-H); 7,42 (d, 1H, J=8,3Hz, C5-H); 7,56 ( t,
1H, J=7,8Hz, C8-H); 7,88 (d, 1H, J=7,8Hz, C2-H); 10,9 (s, 1H, NH).

5.2.4.5. Synteza 9-(w-aminoheksylo)amino-1-nitroakrydyny 93e - procedura A

Zmieszatam 9-fenoksy-1-nitroakrydyne (1,19 g; 0,004 mola), dichlorowodorku 1,6-
diaminoheksanu (1,51 g; 0,008 mola) i fenolu (25 g). Powtarzajac procedur¢ opisang przy
syntezie zwigzku 25e otrzymatam 0,66 g (0,002 mola), wyd. 49%.

'H NMR (500 MHz, de-DMSO), & [ppm]: 1,8 (t, 2H, J=5,5Hz, CH,NH,); 1,24-1,78 (m, 8H,
NHCH,(CH,),CH,); 2,95-3,12 (m, 2H, Ar-NHCH,); 3,34-3,50 (m, 2H, CH,NH,); 7,17 (t, 1H,
J=7,83Hz, C3-H); 7,31-7,43 (m, 3H, C4, 6, 7-H); 7,47 (d, 1H, J=8,3Hz, C5-H); 7,61 (t, 1H,
J=7,8Hz, C8-H); 7,95 (d, 1H, J=7,8Hz, C2-H); 10,9 (s, 1H, NH).

M/z =339,1.
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5.2.4.6. Synteza mono-Boc-etylenodiaminy 110a

Do silnie mieszajacego si¢ roztworu etylenodiaminy (8,18 g; 9,19 ml; 0,136 mola) w 40 ml
DCM dodawatam w porcjach roztwor diweglanu di-tert-butylu (4 g; 0,018 mola) w 4 ml
DCM w czasie 1 godz. Syntez¢ kontynuowatam jeszcze przez 1 godz. w temp. wrzenia
rozpuszczalnika. Po tym czasie roztwor ozigbitam do 20°C, dodatam 30 ml wody w kilku
porcjach w ciggu 45 min. 1 kontynuowalam mieszanie przez 15 min. Nast¢pnie warstwy
rozdzielitam, warstwe wodng usung¢tam. Do warstwy organicznej dodatam 20 ml wody i
zakwasitam za pomocg rozc. HCl do pH=1,5 i mieszalam na mieszadle magnetycznym 15
min. Warstwy rozdzielitam, do warstwy wodnej dodatam 30 ml DCM i zalkalizowatam 25%
KOH do pH=12. Warstwy rozdzielitam, faz¢ organiczng wysuszytam bezwodnym MgSOy.
Otrzymatam 2,4 g (0,015 mola), wyd. 83%, zwigzku 29 w postaci zoltego oleju.

'H NMR (500 MHz, CDCL3), & [ppm]: 1,44 (s, 9H, C(CHs)s); 1,59 (s, NH,, 2H); 2,8 (1,
2H,CH,NH,, J=5,86Hz); 3,18 (d, 2H, NHCH,, J=4,88Hz); 5,04 (s, 1H, NHCO).

5.2.4.7. Synteza mono-Boc-propylenodiaminy 110b

Do reakcji uzytam: roztwor propylenodiaminy (10,1 g; 11,35 ml; 0,136 mola) w 40 ml DCM,
roztwor diweglanu di-fert-butylu (4 g; 0,018 mola) w 4 ml DCM. Postepujac zgodnie z
procedurg opisang dla zwiagzku 110a otrzymatam 2,78 g (0,016 mola) zwigzku 110b w postaci
oleju, wyd. 89%.

Dla zwiazkéw 110b-e nie wykonatam widm 'H NMR. Po sprawdzeniu czystoéci za pomoca

TLC, stosowalam je do reakcji z 9-fenoksy-1-nitroakrydyng 101.

5.2.4.8. Synteza mono-Boc-butylodiaminy 110c

Do reakcji uzytam: roztwor butylodiaminy (12 g; 13,68 ml; 0,136 mola) w 40 ml DCM,
roztwor diweglanu di-tert-butylu (4 g; 0,018 mola) w 4 ml DCM.

Postepujac zgodnie z procedurg opisang dla zwigzku 110a otrzymatam 2,44 g (0,013 mola)
zwiazku 110c¢, wyd. 81%.
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5.2.4.9. Synteza mono-Boc-pentylodiaminy 110d

Do reakcji uzytam: roztwor pentylodiaminy (13,9 g; 15,15 ml; 0,136 mola) w 40 ml DCM,
roztwor diweglanu di-fert-butylu (4 g; 0,018 mola) w 4 ml DCM. Postepujac zgodnie z
procedurg opisang dla zwiazku 110a 3,43 g (0,017 mola) zwigzku 110d, wyd. 94%.

5.2.4.10. Synteza mono-Boc-heksylodiaminy 110e

Do reakcji uzytam: roztwor heksylodiaminy (15,8 g; 18,81 ml; 0,136 mola) w 40 ml DCM,
roztwor diweglanu di-fert-butylu (4 g; 0,018 mola) w 4 ml DCM. Postepujac zgodnie z
procedurg opisang dla zwigzku 110a otrzymatam 2,6 g (0,014 mola) zwiagzku 110e, wyd.78%.

5.2.4.11. Synteza 9-(w-aminoetylo)amino-1-nitroakrydyny 93a - procedura B

Roztwor mono-Boc-etylenodiaminy 110a (0,53 g: 3,3 mmola), 9-fenoksy-1-nitroakrydyny
101 (1 g; 3,3 mmola) w fenolu mieszatam na mieszadle magnetycznym 45 min. w temp.
60°C. Nastepnie roztwor nieco ozigbitam, rozcienczytam benzenem 1 zneutralizowatam
schtodzonym 10% KOH. Warstwy rozdzielitam, warstw¢ benzenowa wysuszytam MgSOj.
Rozpuszczalnik ,,odparowalam” do sucha, oczyszczalam za pomoca chromatografii
kolumnowej w uktadzie B. Zwigzek 111a przeniostam do kolby kulistej 1 po dodaniu TFA
mieszalam na mieszadle magnetycznym 10 min. Nastgpnie TFA oddestylowalam na wyparce
rotacyjnej, pozostatlos¢ przemylam kilkakrotnie eterem dietylowym, kazdorazowo
»odparowujac” eter dietylowy pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostalo$¢ oczyszczatam na

kolumnie w uktadzie A, otrzymujac 0,73 g (2,6 mmola) produktu 93a, wyd. 79%.

5.2.4.12. Synteza 9-(w-aminopropylo)amino-1-nitroakrydyny 93b - procedura B

Mono-Boc-propylodiaming 110b (0,57 g; 3,3 mmola), 9-fenoksy-1-nitroakrydyne 101 (1g;

3,3 mmola) 1 fenolu umiescitam w kolbie reakcyjnej 1 postepowatam zgodnie z procedurg

opisang dla zwigzku 93a. Otrzymatam 0,71 g (2,41 mmola) zwiazku 93b z wyd. 73%.
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5.2.4.13. Synteza 9-(w-aminobutylo)amino-1-nitroakrydyny 93¢ - procedura B

Mono-Boc-butylodiaming 110¢ (0,62 g; 3,3 mmola), 9-fenoksy-1-nitroakrydyne 101 (1 g; 3,3
mmola) i fenolu umiescitam w kolbie reakcyjnej i postgpowatam zgodnie z procedurg opisang

dla zwigzku 93a. Otrzymatam 0,77 g (2,49 mmola) zwigzku 93¢, wyd. 75%.

Przed zdje¢ciem ostony:
'H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 1,42 (s, 9H, C(CHs)3); 1,6 (m, 2H, ArNHCH,CH,);
1,68 (qw, 2H, J=6,35Hz, ArNHCH,CH,CH,); 3,1 (q, 2H, CONHCH,, J=6,35Hz); 3,63 (m,
2H, ArNHCH,»); 4,7 (s, 1H, NHCO); 7,16(t, 1H, J=7,81Hz, C3-H); 7,29-7,41 (m, 3H, C4, 6,
7-H); 7,41 (d, 1H, J=8,32Hz, C5-H); 7,45 ( t, 1H, J=7,8Hz, C8-H); 7,81 (d, 1H, J= 7,8Hz,
C2-H); 10,4 (s, 1H, NH).

5.2.4.14. Synteza 9-(w-aminopentylo)amino-1-nitroakrydyny 93d - procedura B

Mono-Boc-pentylodiaming 110d (0,67 g; 3,3 mmola), 9-fenoksy-1-nitroakrydyne 101 (1g; 3,3
mmola) i1 fenolu umiescitam w kolbie reakcyjnej i postepowatam zgodnie z procedurg opisang

dla zwigzku 93a. Otrzymatam 0,72 g (2,21 mmola) zwigzku 93d, wyd. 69%.
5.2.4.15. Synteza 9-(w-aminoheksylo)amino-1-nitroakrydyny 93e - procedura B

Mono-Boc-heksylodiaming 110e (0,71 g; 3,3 mmola), 9-fenoksy-1-nitroakrydyne 101 (1 g;
3,3 mmola) i fenolu umiescitam w kolbie reakcyjnej 1 postgpowatam zgodnie z procedura
opisang dla zwigzku 93a. Otrzymatam 0,79 g (2,34 mmola) zwigzku 93e, wyd. 71%.

KOH do pH=12. Warstwy rozdzielitam, faz¢ organiczng wysuszytam bezwodnym MgSO,.
Otrzymatam 2,4 g (0,015 mola), wyd. 83%, zwigzku 29 w postaci zottego oleju.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), § [ppm]: 1,44 (s, 9H, C(CHa)s); 1,59 (s, NH,, 2H); 2.8 (t,
2H,CH,NH,, J=5,86Hz); 3,18 (d, 2H, NHCH,, J=4,88Hz); 5,04 (s, 1H, NHCO).
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5.2.5. Synteza kwasu N-(3'-nitro-5'-chlorofenylo)antranilowego 113

W kolbie kulistej umieszczonej na mieszadle magnetycznym i zaopatrzonej w plaszcz grzejny
umiescitam 20g (0,103 mola) soli potasowej kwasu o-chlorobenzoesowego, 17,74 g (0,103
mola) 2-nitro-5-chloroaniliny i katalityczng ilo§¢ §wiezo straconego pytu miedzi w alkoholu
izoamylowym. Mieszaning reakcyjna ogrzewalam do wrzenia przez 5 godz. pod chtodnica
zwrotng. Nastgpnie rozpuszczalnik odparowatam z parg wodng, a produkt wytracitam z
roztworu rozcienczonym kwasem solnym. Otrzymany osad przemytam kilkakrotnie woda. Po
wysuszeniu otrzymatam 22,9 g (0,078 mola) zwiazku, z wyd. 76%.

T.t.=226-228°C ; lit. [190] 228°C

5.2.6. Synteza 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu 104a

10 g (0,034 mola) zwigzku 113 rozpuscitam w 50 g (28 ml) stezonego kwasu siarkowego i
ogrzewatam w temp. 95°C przez 1,5 godz. pod chtodnica zwrotna. Mieszani¢ po zakonczeniu
reakcji wylatam do goracej wody. Wytracony osad odsaczylam, przemylam kilkakrotnie
woda i suszylam na powietrzu. Otrzymatam 8 g (0,027 mola) zwiazku 104a z wyd. 81%.

T. t= 247-248°C ; lit. [191] 248-249°C

'"H NMR (200 MHz, d¢-DMSO), 6 [ppm]: 7,5-7,38 (m, 2H); 7,6-7,5 (m, 2H); 7,76-7,74
(m,1H); 7,8-7,68 (m, 1H); 13,37 (s, H, N10-H).

5.2.7. Synteza 1-(w-aminoalkilo)amino-4-nitro-9(10H) 94a-e

5.2.7.1. Synteza 1-(w-aminoetylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu 94*

Do zawiesiny 1-chloro-4-nitro-9(10H)akrydonu (0,89 g; 0,003 mola) w 50 ml DMSO
dodatam etylenodiamine (0,72 g; 0,8 ml; 0,012 mola) i mieszalam na mieszadle
magnetycznym przez 3 godz. w temp. pok. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodatam
wodg¢ 1 kontynuowalam mieszanie przez 10 min.

Po tym czasie mieszaning przesgczytam, pozostaly na saczku osad przemytam wodg. Surowy
produkt przeniostam do kolby, dodalam wody, zakwasitam kwasem solnym i mieszalam 10
min. Osad odsaczytam, a przesacz zalkalizowalam za pomocag NaOH 1 ekstrahowatam

chloroformem. Warstwy rozdzielitam, warstwe organiczng suszytlam bezwodnym MgSQ,.
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Otrzymatam 0,65 g (0,0023 mola, wyd. 76%) zwiazku 94a, nieco zanieczyszczonego
zwigzkiem 104a. Oczyszczatam go za pomoca SPE. Jako eluent stosowatam chloroform:
metanol w gradiencie st¢zen od 100% chloroform do chloroform:metanol 9:1 (uktad B).

70 mg (0,24 mmola) zanieczyszczonego zwigzku 94a naniostam w postaci zawiesiny w
chloroformie na kolumne SPE po pojemnosci 15 cm®. Otrzymatam 46 mg czystego zwiazku

94a.

'H NMR (500 MHz, de-DMSO), & [ppm]: 3,11 (m, 2H, ArNHCH,); 3,8 (m, 2H,
CH,CH,NH,); 6,75 (d, 1H, J=9,8Hz, C2-H); 7,44 (t, 1H, J=7,3Hz, C7-H); 7,82 (1H,m, C6-
H); 8,02 (d, 1H, J=8,3Hz, C5-H); 8,24 (d, 1H, J=7,8Hz, C8-H); 8,45 (d, 1H, J=9,8Hz, C3-H);
11,85 (m, 1H, NH akr); 12,41 (s, 1H, N10-H).

5.2.7.2. Synteza 1-(w-aminopropylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu 94b

0,89 g (0,003 mola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu, dichlorowodorek 1,3-diaminopropanu
(1,76 g, 0,012 mola) i EtsN (3,3 ml; 0,024 mola) umiescitam w kolbie kulistej na mieszadle
magnetycznym 1 postepowatam analogicznie jak w przypadku syntezy zwiazku 94a.

Otrzymatam 0,66 g (0,0021 mola) zwiazku 94b, wyd. 70%.

'H NMR (500MHz, d¢-DMSO), & [ppm]: 1,9-1,8 (m, 2H, CH,CH,CH,); 2,6 (m, 2H,
ArCH,CH,); 3,25-3,35 (m, 2H, CH,CH,NH,); 6,17 (d, 1H, J=9,89Hz, C2-H); 7,04 (t,1H,
J=7,69Hz, C6-H); 7,25 (d, 1H, J=8,24Hz, C5-H); 7,39 (t, 1H, J=7,96Hz, C7-H); 7,95 (d, 1H,
J=17,96Hz, C8-H); 8,16 (d, 1H, J=9,89Hz, C3-H); 11,61 (m, 1H, NH akr); 12,22 (s, 1H, N10-
H).

5.2.7.3. Synteza 1-(w-aminobutylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu 94¢
Do reakcji  uzywatam 0,89 g (0,003 mola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
dichlorowodorek 1,4-diaminobutanu (1,93 g; 0,012 mola) i Et3N (3,3 ml; 0,024 mola).

Stosujac procedur¢ opisang przy otrzymywaniu zwigzku 94a otrzymatam 0,71 g (0,0022
mola) zwigzku 94¢, wyd. 73%.
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'H NMR (500 MHz, de-DMSO), & [ppm]: 1,76-1,92 (m, 4H, CH,CH,CH,CH,); 2,71 (m, 2H,
Ar-NHCH,); 3,27-3,35 (m, 2H, CH,NH,); 6,25 (d, 1H, J=9,95Hz, C2-H); 7,12 (t,1H,
J=1,74Hz, C6-H); 7,36 (d, 1H, J=8,29Hz, C5-H); 7.45 (1, 1H, J=7,74Hz, C7-H); 8,04 (d, 1H,
J=7,74Hz, C8-H); 8,21 (d, 1H, J=9,95Hz, C3-H); 11,4 (m, 1H, NH akr); 12,15 (s, 1H, N10-
H).

5.2.7.4. Synteza 1-(w-aminopentylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu 94d

Do reakcji uzywtam 0,89 g (0,003 mola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu, dichlorowodorek
1,5-diaminopentanu (2,1 g; 0,012 mola) i Et;N (3,3 ml; 0,024 mola).Otrzymatam 0,69 g
(0,002 mola), wyd. 68%.

'H NMR (500 MHz, d¢-DMSO), 6 [ppm]: 1,21 (t, 2H, J=7,3Hz, NH»); 1,5-1,95 (m, 6H,
CH,CH,CH,CH,CH,); 2,75-2,85 (m, 2H, Ar-NHCH,); 3,19-3,3 (m, 2H, CH,NH,); 6,64
(d,1H, J=9,8Hz, C2-H); 7,43 (t, 1H, J=7,3Hz, C6-H); 7,9-7,7 (m, 1H, C5-H); 8,01 (d, 1H,
J=8,3Hz, C7-H); 8,23 (d, 1H, J=7,8Hz, C8-H); 8,42 (d, 1H, J=10,26Hz, C3-H ); 11,9 (m, 1H,
NH akr); 6 12,49 (s, 1H, N10-H).

5.2.7.5. Synteza 1-(w-aminoheksylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu 94e

Do reakcji  uzywalam 0,89g (0,003 mola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
dichlorowodorek 1,6-diaminoheksanu (2,27 g; 0,012 mola) i Et;N (3,3 ml; 0,024 mola).
Otrzymatam 0,69 g (0,002 mola), wyd. 65%.

'H NMR (500 MHz, d¢-DMSO), 6 [ppm]: 1,06 (t, 2H, J=6,8Hz, NH,); 1,4-1,6 (m, 4H,
CH»(CH)»(CH,),CHy); 1,65-1,85 (m, 4H, CH,(CH),(CH;),CH»); 2,9-2,7 (m, 2H, Ar-
NHCH,); 3,15-3,2 (m, 2H, CH,NH>»); 6,56 (d, 1H, J=9,75Hz, C2-H); 7,44 (t, 1H, J=7,31Hz,
Co6-H); 7,8 (t, 1H, J=7,31Hz, C5-H); 7,99 (d, 1H, J=8,7Hz, C7-H);8,25 (d, 1H, J=7,8Hz, C8-
H); 8,43 (d, 1H, J=9,75Hz, C3-H); 11,85 (m, 1H, NH akr); 12,49 (s, 1H, N10-H).
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5.3. Synteza analogow MPA z pochodnymi amino-akrydyny/akrydonu

5.3.1. Synteza analogow MPA z pochodnymi amino-akrydyny

5.3.1.1. Synteza amidu 9-(w-aminoetylo)amino-1-nitroakrydynowego MPA 91a

Do roztworu kwasu mykofenolowego (100 mg, 0,3125 mmoli) i dichlorowodorku 9-(w-
aminoetylo)amino-1-nitroakrydyny (110,9 mg; 0,3125 mmola) dodatam 0,067 ml (0,3125
mmola) DPPA w DMF, a nastepnie Et;N, 0,56 ml (0,625 mmola) w DMF w ciggu 5 min.
Roztwor mieszatam na mieszadle magnetycznym w temp. 0°C przez 2 godz., a nast¢pnie
przez 24 godz. w temp. pok. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowalam na pompie
prézniowej, utrzymujac mozliwie niskg temp. Zwiazek oczyszczalam na kolumnie w uktadzie

B lub C. Otrzymatam 131 mg (0,225 mmola) zwiazku 91a, wyd. 72%

"H NMR (200 MHz, CDCls), o [ppm]: 1,7 (s, 3H, CH-C(CH3)); 2,15 (s, 3H, C¢Hs-CHs); 2,4-
2,2 (m, 4H, CH,CH,CO); 3,75 (s, 3H, OCHs); 4,0-3,9 (m, 2H, NHCH,CH,NH); 4,1 (m, 2H,
ArNHCH,); 5,05 (s, 2H, OCHb»); 5,3-5,2 (m, 1H CH=C(CHs)); 6,65 (s, IH, NHCO); 7,65 (m
1H, C7-H); 7,82 (m, 1H, C4-H); 8,1-7,8 (m, 3H, C5,C3,C6-H); 8,16 (m, 1H, C8-H); 8,42 (m,
1H, C2-H).

Amax (CHCL3)/nm 279, 385 (¢ / dm® mol™ cm' 10434, 3165).
Anal. elementarna: Cs;H3,N40O7: Obliczone: C, 65.74; H, 5.52; N, 9.58; O, 19.16. Otrzymane:
C, 65.87; H, 5.63; N, 9.32; M/z=585,2.

5.3.1.2. Synteza amidu 9-(w-aminopropylo)amino-1-nitroakrydynowego MPA 91b
Do reakcji uzytam: kwas mykofenolowy (100 mg; 0,3125 mmola), dichlorowodorek 9-(w-
aminopropylo)amino-1-nitroakrydyny (115,3 mg; 0,3125 mmola), 0,067 ml (0,3125 mmola)

DPPA w DMF, Et;N (0,056 ml; 0,625 mmola). Nastepnie postegpowatam zgodnie z procedura
opisang dla zwigzku 91a. Otrzymatam 107,6 mg zwigzku 91b (0,18 mmola), wyd. 59%.
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'H NMR (500 MHz, CDCly), 8 [ppm]: 1,77 (s, 3H, CH-C(CHy)); 1,8-1,9 (m, 2H,
CH,CH,CH,); 2,26 (s, 3H, C¢Hs-CHi); 2,4-2,2 (m, 4H, CH,CH,CO); 3,3 (m, 2H,
ArCH,CH,); 3.4 (d, 2H, J=6,9Hz, CH,CH); 3,6 (m, 2H, CH,CH,NHCO); 3,74 (s, 3H, OCH,);
5,22 (s, 2H, OCH,); 5,28 (m, 1H, CH=C(CH3)); 6,38 (s, 1H, NHCO); 7,09 (t, 1H, J = 7,3 Hz,
C7-H); 7,26 (d, 1H, J = 8,3 Hz, C4-H); 7,3 (m, 1H, C6-H); 7,38 (d, 1H, J = 8,3 Hz, C3-H);
7,46 (d, 1H, J=17,8 Hz, C5-H); 7,5 (t, 1H, J= 7,3 Hz, C8-H); 7.8 (d, 1H, J= 8,31Hz, C2—H).

Amax (CHCL3)/nm 280, 388 (¢ / dm® mol™ cm' 19988, 3418).
Anal. elementarna: Obliczone: C33H34N4O7: C, 66.21; H, 5.72; N, 9.36; O, 18.71. Otrzymane:
C, 66.39; H, 5.66; N, 9.57; M/z=599,8.

5.3.1.3. Synteza amidu 9-(w-aminobutylo)amino-1-nitroakrydynowego MPA 91c¢

Do reakcji uzytam : kwas mykofenolowy (100 mg; 0,3125 mmola), dichlorowodorek 9-(w-
aminobutylo)amino-1-nitroakrydyny (119,7 mg; 0,3125 mola), DPPA (0,067 ml; 0,3125
mmola) w DMF, Et;N (0,056 ml; 0,625 mmola). Nastgpnie postgpowatam zgodnie z
procedurg opisang dla zwigzku 91a. Otrzymatam 110,2 mg zwigzku 91¢ (0,18 mola), wyd.
55%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 1,52-1,7 (m, 4H, AINHCH,CH,CH,); 1,85 (s, 3H,
CH-C(CH»)); 2,18 (s, 3H, C¢Hs-CHj); 2,35-2,31 (m, 4H, CH,CH,CO); 3,18-3,07 (m, 2H,
CONHCH, ); 3,4 (d, 2H, J = 7,32 Hz, CH,CH); 3,7-3,6 (m, 2H, ArNHCH,); 3,78 (s, 3H,
OCH,); 5,23 (s, 2H, OCHy); 5,3-5,25 (m, 1H, CH=C(CH,)); 6,25 (s, 1H, NHCO); 7,22 (d, 1H,
J = 8,24Hz, C3-H); 7,58 (m, 1H, C4, 6, 7-H); 7,73 (d, 1H, J =7,63Hz, C5-H); 7,85 (d, 2H,
J=7,43Hz, C8-H); 8,45 (d, 2H, J=8,24Hz, C2-H).

Amax (CHCL3)/nm 278, 385 (¢ / dm’ mol™ cm' 23428, 5037).
Anal. elementarna: Obliczone: C34H36N4O7: C, 66.65; H, 5.92; N, 9.14; O, 18.28. Otrzymane:
C,66.77; H, 5.81; N, 9.32; M/z=613,1.
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5.3.1.4. Synteza amidu 9-(w-aminopentylo)amino-1-nitroakrydynowego MPA 91d

Do reakcji uzytam : kwas mykofenolowy (100 mg; 0,3125 mmola), 124 mg (0,3125mola)
dichlorowodorku 9-(w-aminopentylo)amino-1-nitroakrydyny, 0,067 ml (0,3125 mmola)
DPPA w DMF, Et;N (0,056 ml; 0,625 mmola). Nastepnie postepowatam zgodnie z procedura
opisang dla zwigzku 91a. Uzyskatam 100,2 mg (0,16 mmola) zwigzku 91d, wyd. 52%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 1,3-1,8 (m, 6H, NHCH,(CH,);CH,); 1,85 (s, 3H, CH-
C(CHs)); 2,2 (s, 3H, CeHs-CHy); 2,31-2,52 (m, 4H, CH,CH,CO); 3,24-3,1 (m, 2H, Ar-
NHCH, ); 3,4 (d, 2H, J = 6,84 Hz, CH,CH); 3,7-3,5 (m, 2H, CH,NH); 3,78 (s, 3H, OCH,);
5,21 (s, 2H, OCH,); 5,3-5,2 (m, 1H, CH=C(CH3) ); 6,21 (s, IH, NHCO); 7,39 (d, 1H, J = 8,3
Hz, C3-H ); 7,55 (d, 1H, J = 4,8 Hz, C4-H); 7.6 (d, 1H, J = 6,8 Hz, C6-H); 7,78 (m, 1H, C7-
H); 7,83 (d, 1H, J = 6,8 Hz, C5-H); 8,15 (m, 1H, C8-H); 8,25 (d, 1H, J = 8,3 Hz, C2-H).

Amax (CHCL3)/nm 278, 441 (¢ / dm’ mol™ cm' 14950, 2362).
Anal. elementarna: Obliczone: C3sH3sN4O7: C, 67.08; H, 6.11; N, 8.94; O, 17.87. Otrzymane:
C,67.21; H, 6.24; N, 8.75; M/z =627,4.

5.3.1.5. Synteza amidu 9-(w-aminoheksylo)amino-1-nitroakrydynowego MPA 91a

Do reakcji uzytam: kwas mykofenolowy (100 mg; 0,3125 mmola), dichlorowodorek 9-(w-
aminoheksylo)amino-1-nitroakrydyny (128,75 mg; 0,3125 mola), DPPA (0,067 ml; 0,3125
mmola) w DMF, Et;N (0,056 ml; 0,625 mmola). Nastepnie postepowatam zgodnie z
procedurg opisang dla zwigzku 91a. Uzyskatam 101,48 mg (0,155 mmola) zwigzku 91e, wyd.
49,5%.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 1,79 (s, 3H, CH-C(CHj)); 1,8-1,3 (m, 8H,
NHCH(CH»)4CH>); 2,16 (s, 3H, CsHs-CHs); 2,3 (m, 4H, CH,CH,CO); 3,13-3,08 (m, 2H, Ar-
NHCH,); 3,38 (d, 2H; J=6,83Hz,_ CH,CH); 3,6-3,5 (m, 2H, CH,NH); 3,77 (s, 3H, OCH,);
5,19 (s, 2H, OCHo); 5,3-5,2 (m, 1H, CH=C(CH3)); 6,12 (s, 1H, NHCO); 7,08 (t, 1H, J=7,3Hz,
C3-H); 7,37 (d, 1H, J=7,3Hz, C4-H); 7,48-7,6 (m, 2H, 6, 7 C-H); 7,88 (d, 1H, J=8,8Hz C5-
H); 7,92 (d, 1H, J=7,32Hz, C8-H); 8,36 (d, 1H, J=7,33Hz, C2-H).
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Amax (CHCL)/nm 279, 385 (¢ / dm® mol™ cm' 14454, 2323).
Anal. elementarna: Obliczone: C3sH40N4O7: C, 67.48; H, 6.29; N, 8.74; O, 17.48. Otrzymane:
C, 67.33; H, 6.18; N, 8.95; M/z=641,1.

5.3.2. Synteza analogow MPA z pochodnymi amino-akrydonu
5.3.2.1.Synteza amidu 9-(w-aminoetylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu MPA 92a

Roztwoér kwasu mykofenolowego (139,6 mg; 0,436 mmoli) i HOBt (67,14 mg; 0,436 mmola)
w suchym DMF mieszatam 10 min. na mieszadle magnetycznym. Nastepnie dodatam EDCI
(67,2 mg; 0,436 mmoli) 1 9-(w-aminoetylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu (129,3 mg; 0,436
moli). Reakcje kontynuowatam przez 24 godz. w temp.pok. Nastepnie DMF odparowatam
pod zmniejszonym ci$nieniem na pompie prozniowej. Zwigzek oczyszczatam metoda
chromatografii kolumnowej w ukladzie B . Otrzymalam 83,71 mg (0,14 mmola) produktu
92a, wyd.32%.

'H NMR (500 MHz, CDCls), & [ppm]: 1,8 (m, 2H, CH-C(CHs)); 2,17 (s, 3H, C¢Hs-CH3);
2,3-2,2 (m, 2H, CH,CH,CO); 2,5-2,3 (m, 2H, CH,CH,CO); 3,41 (m, 2H, CH,CH); 3,75 (m,
2H, CH,CH,;NH); 3,8 (s, 1H, OCHs3); 5,15 (s, 1H, OCH,); 5,18-5,16 (m, 1H, CH=C(CH3));
6,09 (s, NHCO); 6,5 (d, 1H, J=9,8Hz, C2-H); 7,3 (d, 1H, J=7,3Hz C7-H); 7,74 (m, 1H,
C6-H); 8,1 (m, 1H, C5-H); 8,33 d, 1H, J=7,3Hz, C8-H, ); 8,47 (d, 1H, J=9,8Hz, C3-H); 11,99
(m, 1H, NH akr.); 12,61 (s, 1H, N10-H).

Amax (CHCl3)/nm 305, 343, 431 (¢ / dm® mol™ cm' 9314, 7450, 10072).

Anal. elementarna: Obliczone: C3;H3,N4Og: C, 63.99; H, 5.37; N, 9.33; O, 21.31. Otrzymane:
C, 63.86; H, 5.45; N, 9.49; M/z=600,8.

5.3.2.2. Synteza amidu 9-(w-aminopropylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu MPA 92b

Do reakcji uzytam: 80 mg (0,25 mmola) MPA, 38,5 mg (0,25 mmola) HOBt, 38,81mg

(0,25mmola) EDCI 1 78 mg (0,25 mmola) zwigzku 94b. Otrzymatam 50,66 mg (0,0825
mmola) zwigzku 92b, wyd.33%.
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'"H NMR (500 MHz, CDCls), & [ppm]: 1,8 (s, 3H, CH-C(CHa)); 1,95 (m, 2H, CH,CH,CH,);
2,4-19 (m, 4H); 2,2 (s, 3H,CeHs-CH3); 2,3-2,5 (m, 4H, CH,CH,CO); 3.4 (m, 2H,
ArCH,CH,); 3,4 (d, 2H, J=6,84Hz, CH,CH); 3,8 (CH,CH,NH); 3,83 (s, 3H, OCHy); 5,17 (s,
1H, OCH,); 5,2-5,05 (m, 1H, CH=C(CH3)), 6,09 (NHCO, s, 1H); 6,17 (d, 1H, J=9,89Hz, C2-
H); 7,35 (d, 1H, C2-H, J=9,76Hz); 7,4 (d, 1H, J=7,81Hz, C6-H); 7,65 (d, 1H, J=7,82Hz, C5-
H); 7.7 (t, 1H, J=7,33Hz, C7-H); 8,28 (d, 1H, 8,31Hz, C8-H); 8,37 (d, 1H, J=9,77Hz, C3-H);
11,89 (m, 1H, NH akr.); 12,52 (s, 1H, N10-H).

Amax (CHCL3)/nm 309, 344, 430 (¢ / dm® mol™ cm' 15764, 17771, 27217).
Anal. elementarna: Obliczone: C33H34N4Og: C, 64.48; H, 5.58; N, 9.12; O, 20.82. Znalezione:
C, 64.57; H, 5.50; N, 9.28; [M+K]'=653,1; [M+23]"=637.

5.3.2.3. Synteza amidu 9-(w-aminobutylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu MPA 92¢

Do reakcji uzytam: 80 mg (0,25 mmola) MPA, 38,5 mg (0,25 mmola) HOBt, 38,81 mg (0,25
mmola) EDCI i 90,63 mg (0,25 mmola) zwigzku 94¢. Otrzymatam 50,1 mg (0,078 mmola)
zwiazku 92¢, wyd. 32%.

'"H NMR (500 MHz, CDCL3), & [ppm]: 1,65-1,8 (m, 4H, CH,CH,CH,CH,); 1,89 (s, 3H, CH-
C(CHy)); 2,18 (s, 3H, C¢Hs-CH,); 3,25 (m, 2H, Ar-NHCH,); 3,3-3,5 (m, 4H, CH,CH,CO);
3,41 (d,2H, J=6,81Hz, CH,CH):; 3,45 (m, 2H, CH,NH); 3,76 (s, 3H, OCH,); 5,2 (s, 2H,
OCH,); 5,3-5,25 (m, 1H, CH=C(CHa)); 5,95 (s, IH, NHCO); 6,35 (d, 1H, J=10,24Hz, C2-H);
7,4 (t, 1H, J=7,3Hz, C6-H); 7,46 (d, 1H, J=8,3Hz, C5-H); 7,75 (t, 1H, /=7,33Hz, C7-H);

8,35 (d, 1H, J=7,81Hz, C8-H); 8,45 (d, 1H, J=9,77Hz C3-H); 11,95 (s, 1H, NH akr.); 12,6 (s,
1H, N10-H).

Amax (CHCL)/nm 309, 344, 431 (¢ / dm® mol™ cm' 4962, 5390, 8325).
Anal.elementarna: Obliczone: C34H36N4Og: C, 64.96; H, 5.77; N, 8.91; O, 20.36. Otrzymane:
C, 64.85; H, 5.69; N, 8.80; [M+K] ™= 667,1; [M+Na]'=651,1; M/z = 628.
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5.3.2.4. Synteza amidu 9-(w-aminopentylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu MPA 92d

Do reakcji uzytam: 122,21 mg (0,38 mmola) MPA, 58,52 mg (0,38 mmola) HOBt, 59 mg
(0,38 mmola) EDCI i 130 mg (0,38 mmola) zwigzku 94d. Otrzymatam 92,7 mg (0,144
mmola) zwigzku 92d, wyd. 29%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 1,5-1,7 (m, 6H CH,CH,CH,CH,CH, ); 1,8 (s, 3H, CH-
C(CH3)); 1,85 (m, 2H, CH,CH,CO); 2,15 (s, 3H, CsHs-CHs); 2,2 (m, 2H, CH,CH,CO); 3,42
(d, 2H, J=6,81Hz, CH,CH); 3,25 (m, 2H, Ar-NHCH,); 3,45 ((m, 2H, CH,NH>); 3,77 (s, 3H,
OCH3); 5,3 (s, 2H, OCHb»); 5,35 (m, 1H, CH=C(CHs)); 5,68 (s, 1H, NHCO); 6,39 (d, 1H,
9,76Hz, C2-H); 7,4 (t, 1H, J=7,33Hz, C6-H); 7,5 (d, 1H, J=7,8 Hz, C5-H); 7,7 (s, 1H,OH);
7,75 (t, 1H, J=7,33Hz, C7-H); 8,35 (d, 1H, J=8,3Hz, C8-H); 8,46 (d, 1H, J=9,77Hz, C3-H);
11,98 (s, 1H, NH akr.); 12,69 (s, 1H, N10-H).

Amax (CHCL3)/nm 309, 345, 431 (¢ / dm’ mol™ cm' 9601, 11044, 18196).
Anal.elementarna: Obliczone: C;35H3gN4Os: C, 65.41; H, 5.96; N, 8.72; O, 19.92. Otrzymane:
C, 65.51; H, 5.85; N, 8.59; m/z 643,6.

5.3.2.5. Synteza amidu 9-(w-aminoheksylo)amino-4-nitro-9(10H)akrydonu MPA 92e

Do reakcji uzytam: 120 mg (0,375 mmola) MPA, 58,6 mg (0,375 mmola) HOBt, 58,2 mg
(0,375 mmola) EDCI i 212 mg (0,6 mmola) zwigzku 94e. Otrzymalam 67,3 mg ( 0,103
mmola) zwigzku 92e, wyd. 27%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), & [ppm]: 1,25-1,55 (m, 8H, CHy(CH,)4CH>); 1,83 (s, 3H, CH-
C(CHy)); 2,15 (s, 3H, C¢Hs-CH3); 2,3 (m, 2H, CH,CH,CO); 2,6-2,4 (m, 2H, CH,CH,CO); 3,3
(m, 2H, Ar-NHCH,); 3,35 (m, 2H, CH,CH); 3,55 (m, 2H, 3,75 (s, 3H, OCH,); 5,18 (s, 2H,
OCHy); 5,3-5,2 (m, 1H, CH=C(CHs) ); 5,86 (s, NHCO); 6,37 (d, 1H, J=9,77Hz, C2-H);

7,39 (m, 1H, C6-H); 7,47 (d, 1H, J=8,3Hz, C5-H); 7,76 (t, 1H, J=7,81Hz, C7-H); 8,35 (d, 1H,
J=7,81Hz, C8-H); 8,45 (d, 1H, J=9,77Hz, C3-H); 11,93 (s, 1H, NH akr.); 12,35 (s, 1H, N10-
H).
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Amax (CHCL3)/nm 306, 344, 431 (¢ / dm’ mol™ cm' 9750, 9105, 13553).
Anal. elementarna: Obliczone: C3sHs9N4Og: C, 65.84; H, 6.14; N, 8.53; O, 19.49. Otrzymane:
C, 65.92; H, 6.21; N, 8.62; [M+K]'=695.6.

5.4. Materialy stosowane podczas badan biologicznych

5.4.1. Linie komorkowe

Tabela 18. Linie komorkowe uzywane w pracy

Linie komdérkowe uzywane w pracy

Nazwa linii Charakterystyka linii

CCRF - CEM' Linia ciggta komorek ostrej biataczki limfatyczne;j

Linia ciggla komodrek ludzkiej biataczki mieloblastycznej

HL-60 (kolekcja ATCC, USA)

Jurkat, linia pierwotna E6.1 |Linia komérkowa ostrej biataczki limfoblastycznej typu T

Molt-4 Linia komorkowa biataczki limfoblastycznej
L-1210' Linia komorkowa mysiej biataczki
HeLa S3' Linia komorek nablonkowych raka szyjki macicy (ludzka)
HT-29' Linia komorkowa raka okre¢znicy (ludzka)
Yac-1 Linia komorkowa mysiej biataczki

"linie komérkowe podarowane przez prof. A.Sktadanowskiego, Katedra Technologii Lekow i Biochemii PG
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5.4.1.1. Pasazowanie linii komorkowych — hodowle zawiesinowe (CCRF-CEM, HL-60,
Jurkat, Molt-4, L.-1210, Yac-1)

Wszystkie linie komérkowe hodowatam w cieplarce w 37°C w atmosferze zawierajacej 5%
CO,, w plastikowych butelkach przeznaczonych do hodowli zawiesinowych. Komorki
hodowatam na podtozu ptynnym (RPMI 1640, 10% surowicy, penicylina, streptomycyna). W
celu odmlodzenia hodowli, komorki rozpipetowywatam, pozywke usuwalam wraz z
wiekszoscig komorek znajdujacych sie w nadsaczu. Niewielkg ich ilos¢ pozostawiatam w

butelce lub przenositam do nowej i uzupetniatam nowa pozywka do ok. 5 ml.

5.4.1.2. Pasazowanie linii komoérkowych — hodowle komorek przylegajacych (HeLa S3,
HT-29)

Linie komoérkowe hodowatam w cieplarce w 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO,, w

plastikowych butelkach przeznaczonych do hodowli przylegajacych. Poszczegdlnie linie

komoérkowe hodowatam w odpowiednich dla nich pozywkach (Tabela 15).

Tabela 19. Sktad medium hodowlanego na linii HeLa S3 i HT-29

Linia komorkowa Medium hodowlane

Linia HeLa-S3' Mieszanina DMEM : Ham's F12 (1:1), z dodatkiem 2 mM
L-glutaminy i1 10% FBS

Linia HT-29' DMEM: Ham's F12 medium (1:1), z dodatkiem 2 mM L-
glutaminy 1 10% FBS

"linie komérkowe podarowane przez prof. A.Sktadanowskiego, Katedra Technologii Lekow i Biochemii PG
5.4.1.3. Mrozenie komorek pochodzacych z linii komorkowych

Komorki odwirowywatam z pozywki hodowlanej, nadsgcz usuwatam. Komorki zawieszatam
w pozywce, dodawatam surowice (10% w koncowej objetosci) i DMSO (10% w koncowej
objetosci), nastepnie przenositam do krioampulek. Zamrazalam w —80°C , a nastepnie

przenositam do banku komoérek w cieklym azocie.

112



5.4.2. Uzyskiwanie mononuklearnych komorek krwi obwodowej (PBMC)

Komérki PBMC otrzymywatam z tzw. kozuszka leukocytarnego. Materiat ten stanowi odpad
w procesie produkcji masy erytrocytarnej. Kozuszki pochodzity z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku (RCKiK). Material do badan byl anonimowy,
wszyscy dawcy byli zdrowi wg kryteriow RCKiK. Mononuklearne komoérki krwi obwodowej
(PBMC) otrzymywatam drogg wirowania krwi zylnej. Krew rozcienczatam w buforze PBS w
stosunku 1:1, nawarstwiatam na mieszaning Ficollu i Uropoliny (1:1) 1 wirowatam przez 15
min. przy szybkosci 2500 obr./min. Uzyskany ,kozuszek” leukocytow przeplukiwatam
dwukrotnie w PBS i umieszczalam w buforze lizujagcym erytrocyty (Tabela). Po dwukrotnym
ptukaniu w ptynie PBS komorki zawieszala, w $rodowisku hodowlanym RPMI 1640 z

dodatkiem 10% FBS (1ml 1x10°komorek).

5.4.2.1. Rozdzielanie limfocytéow krwi obwodowej (PBL) od monocytow

Limfocyty krwi obwodowej (PBL) otrzymywalam usuwajac monocyty z zawiesiny PBMC.
W tym celu wykorzystywatam zdolno$¢ monocytow do adhezji. PBMC inkubowano na
plastikowych szalkach Petriego przez 60 min. w cieplarce w temp. +37 C, w atmosferze
zawierajace] 5% CO,, przy 90% wilgotnosci. Po inkubacji zbieratam limfocyty w nadsaczu,

zostawiajac monocyty na plytce.

Tabela 20. Sktad buforu lizujacego erytrocyty

Bufor lizujacy erytrocyty

NH4Cl 0,80g
NaHCO; 0,084¢g
EDTA 0,037g
H,0 jatowa 100ml
pH-metr pH=7,4+7,5
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5.5. Metody stosowane w pracy

5.5.1. Test inkorporacji TdR-3H (linie komérkowe CCRF-CEM, HL-60, Yac-1 Jurkat,
Molt-4, komérki PBMC)

a) Test na liniach komorkowych

Komoérki umiescitam na ptytkach 96-dotkowych w ilosci 1x10° komorek/dotek w 100ul
pozywki. Dodalam roztwory badanych zwigzkéw w pozywce i DMSO, otrzymujac stezenia
docelowe (na ptytce) 50-0,0005ug/ml. Tak przygotowane plytki inkubowatam 72 godz. w
temp. 37°C w atmosferze 5% CO,. Na ostatnie 18 godz. inkubacji dodawatam sterylny,
wodny roztwor TdR-3H w pozywce w ilosci 0.5 pCi/dotek. Nastepnie komorki zbieratam na
filtr celulozowy przy pomocy harvestera komorek (Skatron), suszytam i1 dodawalam ptyn
scyntylacyjny. Pomiar radioaktywno$ci probek przeprowadzitam za pomoca czytnika
scyntylacyjnego fazy ptynnej (LSC-Beckman) w czasie 5 min/préobka.

b) Test na aktywowanych limfocytach

Komorki izolowalam w sposob opisany w punkcie 7.4.2. i umieszczalam a plytce 96-
dotkowej w ilosci 0,5x10°/dotek lub 1x10°/dotek w 100 pl pozywki. Nastepnie inkubowatam
dodawatam roztwory badanych zwiazkéw w pozywce i DMSO (0,25% DMSO) o stgzeniach
docelowych: 40-0,0004pg/ml w ilo$ci 100ul na dotek oraz monoklonalnych przeciwciat anti-
CD3/anti-CD28 na dotek [CD3/CD28 expander beads (Dynal , USA) plastikowe kulki
oplaszczone przeciwciatami stosunku 1:1 z komorkami]. Tak przygotowane plytki
inkubowatam w czasie 96 godz., dodajac na ostatnie 18 godz. inkubacji sterylny, wodny

roztwor TdR-3H w pozywce w ilosci 0.5 pCi/dotek.
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5.5.2. Test kolorymetryczny MTT

Test kolorymetryczny MTT stuzyt ocenie zywotnosci komorek CCRF-CEM, HL60, Jurkat T,
L-1210, MOLT-4. Ptytki 96-dotkowe przygotowywatam w sposéb analogiczny jak dla testu
inkorporacji TdR-3H. Inkubacj¢ prowadzitam przez 48 godz. w cieplarce, w temp. 37°C w
atmosferze 5% CO,. Nastepnie do kazdego dotka dodawatam 20 pl sterylnego roztworu MTT
o st¢zeniu 5 mg/ml. Inkubacj¢ kontynuowatam przez 3 godz, dodawatam 100 pl kwasnego
izopropanolu z 0,4M HCI i wytrzasalam plytke 15 min. do rozpuszczenia krysztatkow MTT.
Odczyt gestosci optyczne] wykonywatam przy dtugosci fali 570 nm, przy uzyciu czytnika
mikroptytek (Perkin Elmer, Victor X4).
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI KONCOWE

Celem mojej pracy doktorskiej byta synteza oraz badania biologiczne in vitro nowych
analogow kwasu mykofenolowego 2z pochodnymi amino-akrydyny/akrydonu jako
potencjalnych zwigzkéw immunosupresyjnych stosowanych po przeszczepach narzagdowych.
Zaprojektowatam i otrzymatam pochodne MPA, ktoére stanowia polaczenia wigzaniem
amidowym dwoch aktywnych zwigzkow o odmiennym mechanizmie dzialania. Kwas
mykofenolowy dziata selektywnie na limfocyty T 1 B, hamujac ich proliferacj¢. Natomiast
pochodne amino-akrydyny ulegaja aktywacji metabolicznej, ktérej produkty interkaluja do
DNA, powodujac apoptoze komorki. Pochodne amino-akrydonu charakteryzuja si¢ znacznie
stabsza aktywnos$cig, niz ich odpowiedniki oparte o struktur¢ akrydyny, ale jednoczes$nie
wykazuja nizsza toksycznos¢.

Otrzymatam dziesig¢ koniugatow kwasu mykofenolowego, pie¢ z pochodnymi amino-
akrydyny i pig¢ z pochodnymi amino-akrydonu, posiadajacych r6zng liczbg atomow wegla w
laczniku (n=2+6). Zwiazki te poddalam badaniom pod katem ich wlasciwosci
antyproliferacyjnych oraz cytotoksycznych.

Na podstawie przeprowadzonych prac mozna sformutowaé nastgpujgce wnioski:

1. Prace syntetyczne

a) synteza kwasu mykofenolowego zaproponowana przez Pattersona stanowi dogodng metode
laboratoryjnego otrzymywania wigkszych ilosci MPA z prostych, handlowo dostgpnych
odczynnikow,

b) zmodyfikowane warunki reakcji przegrupowania Claisena eteréw allilowo-aromatycznych
pozwalaja na bardziej ekonomiczng syntez¢. Reakcje ozonolizy alkenu prowadzaca do
otrzymania aldehydu mozna zastapi¢ utlenianiem za pomoca KMnO./i-PrOH do diolu 1
rozszczepieniem tego zwigzku NalOy (,,one pot reaction”),

¢) duza objetosciowo grupa, np. TBS w bezposrednim sasiedztwie pierscienia oksiranowego
epoksydu moze utrudnia¢ lub uniemozliwia¢ utlenianie NalO4 do aldehydu,

d) zmodyfikowana metoda syntezy 9-(w-aminoalkilo)amino-1-nitroakrydyn prowadzi do
monomeru jako gldwnego produktu. Reakcja obejmuje syntezg¢ mono-Boc chronionych
diamin alifatycznych, ich kondensacji z 9-fenoksyakrydyng oraz deprotekcje TFA,

e) do otrzymywania analogbw MPA z pochodnymi amino-akrydyny najkorzystniej jest
zastosowa¢ DPPA/Et;N, natomiast z pochodnymi amino-akrydonu EDCI/HOBt. Uzycie
wybranych odczynnikéw kondensujacych pozwala na lepsze i1 dokltadniejsze oczyszczenie

produktu 1 uzyskanie mozliwie najwyzszej wydajnosci.
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2. Badania biologiczne

a) analogi MPA z pochodymi amino-akrydyny 91a-e

Przeprowadzone badania screeningowe in vitro wiasciwosci antyproliferacyjnych analogéw
91a-e wskazuja, ze zachowaty one aktywno$¢ zwigzkéw natywnych wobec wszystkich
testowanych linii komérkowych. Dla kazdej z nich przynajmniej jeden zwigzek wykazywat
silniejszg aktywnos$¢ niz MPA, a w przypadku komoérek Jurkat i HL-60 wszystkie analogi byty
bardziej aktywne. Widoczny byt rowniez wptyw czesci akrydynowej na wzrost aktywnosci
antyproliferacyjne;.

Przeprowadzenie badan in vivo pozwoli stwierdzi¢, jaka skuteczno$cig i1 toksycznoscia
charakteryzuja si¢ zwigzki 91a-e. Podczas testow in vitro wykazywaly one znacznie silniejsza
aktywnos$¢ wobec komorek docelowych niz limfoidalnych linii komoérkowych. Silne dziatanie
antyproliferacyjne wobec komoérek PBMC (warto$ci ECsy ponizej 0,0005 pg/ml) pozwala
sadzi¢, ze mozliwa bedzie znaczna redukcja dawki podczas testow in vivo w poréwnaniu do
MPA i zwigzane z tym obnizenie ogo6lnej toksycznos$ci. Testy in vitro nalezy traktowac jako
badania wstepne, szczegélnie w przypadku zwiazkoéw ulegajacych aktywacji metabolicznej,
do ktérych zalicza si¢ pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny (metabolizowane przez enzymy
cytochromu Py4s9). Gdyby analogi 91a-e okazaly si¢ zbyt toksyczne, istnieje mozliwos¢
modyfikacji strukturalnych pod katem obnizenia tego parametru. Za wzrost toksycznos$ci
analogobw w stosunku do MPA, odpowiedzialna jest akrydynowa czg$¢ zwigzku, dlatego
racjonalnie uzasadnione sa modyfikacje tego fragmentu czasteczki.

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze niektore pochodne 1-nitroakrydyny charakteryzuja si¢
lepszymi witasciwo$ciami farmakologicznymi, niz Ledakrin i jego analogi (zwigzki 93a-e)
[143]. Ponadto wykazano, Zze pochodne 1-nitroakrydyny zawierajace grup¢ metylowa w
pozycji 4 pierscienia wykazuja mniejszag toksyczno$¢. Prawdopodobnie obecno$¢ w
pierScieniu akrydyny grupy metylowej w pozycji 4 zmniejsza podatno$¢ zwigzku na
przemiany metaboliczne. Przykladem jest pochodna C-1748 charakteryzujaca si¢ obnizong
toksycznos$cig wobec zwierzat do§wiadczanych [180].

b) analogi MPA z pochodnymi amino-akrydonu 92a-e

Badania aktywnosci antyproliferacyjnej in vitro na limfoidalnych liniach komodrkowych
pokazatly, ze analogi 92a-e charakteryzujg si¢ obnizeniem (linie Molt-4, Yac-1) aktywnosci w
porownaniu do zwigzkéw natywnych lub calkowita jej utrata (linie CCRF-CEM: zwigzki
92b-d, HL-60).
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Komorki PBMC byly znacznie bardziej wrazliwe na dzialanie analogow 92a-e niz linie
komorkowe. Z testow przeprowadzonych na pigciu ‘kozuszkach” w czterech przypadkach co
najmniej jeden analog 92a-e wykazywat silniejszg aktywno$¢ antyproliferacyjng niz MPA, a
dla pigtego wartosci ECso MPA (0,0094 ug/ml) i zwigzku 92a (ECsy 0,01 pg/ml) byly bardzo
zblizone. Zachowanie aktywnosci analogdéw MPA, zawierajacych w swej strukturze pochodne
amino-akrydonu, znacznie mniej toksycznych niz pochodne amino-akrydyn, jest obiecujagcym
wynikiem i1 doprowadzito do wytypowania zwigzku 92a do badan in vivo. Kryterium wyboru
stanowity: najlepsza aktywno$¢ wobec komodrek PBMC podczas czterech z pigciu
przeprowadzonych testow metoda inkorporacji TdR-3H oraz warto§¢ wspotczynnika
selektywno$ci w zakresie najkorzystniejszym dla analogéw tej serii.

¢) porOéwnanie cytotoksyczno$ci analogow (91a-e, 92a-e) w stosunku do mieszanin ich
zwigzkow natywnych 93a-e, 94a-e, 1

Testy metodg MTT na linii komorkowej Jurkat wykazaly, ze istnieje statystycznie istotna
réznica w aktywnos$ci mieszanin zwigzkow (93a-e, 1) w poréwnaniu do analogéw MPA
(91a-e). Badania wobec komorek PBMC nie ujawnily analogicznej tendencji 1 nie
zanotowalam roznicy pomig¢dzy zywotno$cig komorek poddanych dziataniu analogow MPA
91a-e, 92a-e w poréwnaniu do mieszanin odpowiednich zwigzkéw natywnych (93a-e, 94a-e,
1). Badania te dotyczyly testu wykonanego in vitro. W warunkach in vivo istnieje szereg
dodatkowych czynnikéw farmakokinetycznych i farmakodynamicznych, ktéore maja wpltyw
na wykazywane przez te zwiazki efekty biologiczne.

d) analogi MPA jako zwigzki przeciwnowotworowe

Analogi MPA 91a-e dzialajace silnie antyproliferacyjnie moga rowniez znalez¢ zastosowanie
jako leki onkologiczne, nawet w przypadku, gdyby ich toksyczno$¢ okazata si¢ zbyt wysoka
dla stosowanej regularnie terapii immunosupresyjnej. Pochodne 1-nitroakrydyny wykazuja
dziatanie cytotoksyczne wobec wielu ludzkich 1 zwierzgcych linii nowotworowych, np. HeLa,
HT-29, LNCaP, UV-4, UV-5, L-1210, CHO AAS8 i jej mutant EM-9, K.B. i. in. Kwas
mykofenolowy potencjalnie moglby znalez¢ zastosowanie jako chemoterapeutyk ze wzgledu
na silne zdolnosci inhibicyjne wobec IMPDH, obecnego w wysokich st¢zeniach w komorkach
nowotworowych. W swojej pracy wykazatam, ze analogi 91a-e silnie hamowaty proliferacje
roznych komorek biataczkowych. Badania te stanowity wstepny etap prac nad testowaniem
aktywnos$ci immunosupresyjnej, ale jednoczes$nie dostarczajg warto§ciowych danych na temat

ich potencjalnego zastosowania w leczeniu nowotwordéw hematologicznych.
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Wobec tych danych, rozpoczgtam badania na wybranych liniach komorkowych innych
nowotworow w celu sprawdzenia, czy zwigzki 9la-e, 92a-e, zachowuja aktywnos¢
cytotoksyczng charakterystyczng dla pochodnych amino-akrydyny/akrydonu, ktore wchodza
w ich sktad. Wstepne badania przeprowadzone na liniach HelLa S3 i HT-29 wskazatly, ze
analogi 91a-e zachowaly aktywnos$¢ charakterystyczng dla pochodnych I-nitroakrydyny,
jednak jest ona nieco stabsza. Analogi 92a-e, zawierajace fragment akrydynowy okazaty si¢
pozbawione aktywnosci cytotoksycznej wobec badanych linii komérkowych.

e) badanie aktywnosci cytotoksycznej metodg MTT zwigzkéw zwigzkow 91a-c-e, 92a-c-e w
obecnos$ci GMP

Testy wykazaty, ze aktywnos$¢ cytotoksyczna analogow MPA 91a-e i 92a-e byla cze$ciowo
odwracana dodatkiem 50pM GMP. Badania te stanowily wstgpny etap okreslenia
mechanizmu dziatania zwiazkéw 9la-e, 92a-e 1 dowiodly, Zze dziatanie cytotoksyczne
analogdw zawierajace w swej strukturze pochodne amino-akrydyny bylo odwracane
dodatkiem GMP w znacznie mniejszym stopniu, niz ich odpowiednikéw opartych o strukture
amino-akrydonu. Kontynuacja badan powinna obejmowac testy kinetyki przebiegu reakcji
enzymatyczne;.

3. Badania aktywno$ci immunosupresyjnej

Zwiazki o dzialaniu immunosupresyjnym powinny charakteryzowa¢ si¢ dobrg aktywnoscia
antyproliferacyjng, przy minimalnej toksycznosci. Celem terapii jest zahamowanie
namnazania komoérek PBMC, przy zachowaniu ich ilosci niezbgdnej do prawidlowego
funkcjonowania uktadu immunologicznego. Kwas mykofenolowy jest obecnie stosowany
jako skuteczny lek immunosupresyjny, a otrzymywane liczne pochodne maja na celu
podniesienie aktywnosci antyproliferacyjnej i/lub obnizenie podatno$ci na glukuronidyzcj¢ in
vivo. Pochodne akrydyn oraz akrydondw nie znalazly dotychczas zastosowania klinicznego
jako immunosupresanty. W latach 60-70 ubieglego wieku pojawily si¢ informacje
literaturowe na temat mozliwosci zastosowania interkalujagcych do DNA akrydyn jako
zwigzkow immunosupresyjnych [181-183]. Jednak z powodu zbyt wysokiej toksycznosci nie
znalazly one zastosowania w tej dziedzinie medycyny.

W 1999 roku Greenman i in. doniesli o mozliwo$ci zastosowania niektorych akrydyn w
leczeniu choroby ,,przeszczep przeciwko gospodarzowi” (GVHD) [184]. W przypadku
pochodnych akrydonéw powodem, dla ktorego nie znalazty one zastosowania
terapeutycznego, byla zbyt staba aktywno$¢ tych zwiazkéw. W 2007 roku pojawity sig
doniesienia, ze niektére akrydony wykazuja aktywno$¢ inhibicyjng wobec IMPDH [185,
186].
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Przeprowadzone przeze mnie testy in vitro ukierunkowane byly na badanie wtasciwosci
immunosupresyjnych. Okres$lenie aktywnos$ci antyproliferacyjnej nowych analogow MPA
przeprowadzitam w celu oceny zdolnosci tych zwigzkow do hamowania namnazania komorek
(limfoidalne linie komoérkowe oraz komoérki PBMC). Testy aktywnosci cytotoksycznej
pozwolity na oszacowanie wpltywu zwigzkow 9la-e, 92a-e na ich zywotno$¢. Najlepsza
aktywno$cig immunosupresyjng charakteryzuja si¢ zwigzki najsilniej hamujace namnazanie
komorek i najmniej cytotoksyczne.

Badania aktywnosci antyproliferacyjnej oraz cytotoksycznej na limfoidalnych liniach
komoérkowych shuzyty ocenie, czy analogi MPA 9la-e, 92a-e zachowaly aktywno$¢
charakterystyczng dla ich zwigzkéw natywnych w warunkach zestandaryzowanych. Wtasciwe
badania aktywno$ci immunosupresyjnej przeprowadzitam na komoérkach PBMC. Testy
wykonalam na sze$ciu niezaleznych ,.kozuszkach” pobranych od zdrowych dawcow krwi.
Byto to konieczne ze wzgledu na to, ze odpowiedz na terapi¢ MPA wykazuje znacznie
zréznicowanie wsrdd pacjentow. Komoérki byly pobudzane do proliferacji poprzez dodanie
monoklonalnych przeciwciat anti-CD3/anti-CD28, co symulowalo sytuacje gwalttownego
namnazania si¢ limfocytéw u pacjentdw po przeszczepie narzagdowym. Badania potwierdzity,
ze otrzymane w ramach mojej pracy doktorskiej analogi MPA zawierajace pochodne amino-
akrydyny/akrydonu wykazuja aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec ludzkich limfocytow i
moga potencjalnie znalez¢ zastosowanie jako pierwsze zwigzki immunosupresyjne oparte o

struktur¢ pochodnych akrydyny/akrydonu.
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7. SUMMARY

There has been an enormous development of transplantology and related disciplines in the last
decades. In amy cases, allotransplantation is considered the most effective treatment for the
patients with end-stage organ failure. On the other hand, there is a constantly increasing gap
between the need for organs and number of available donors. As a consequence, extended
criteria for donors are often accepted which results in increased risk of organ rejection. The
farmacological immunosuppressive therapy is one of the factors of crucial importance in
sustaining the function of the transplanted organs.

Mycophenolic acid (MPA) is a natural compound, isolated from few Penicillium species, that
possesses wide spectrum of biological activity, including antibacterial, antiparasitic,
antifungal, antiviral and immunosuppressive properties. MPA exhibits an outstanding anti-
proliferation activity, based on inhibition of inosine monophosphate dehydrogenase
(IMPDH). The enzyme exists in two isoforms, I- expressed in normal resting cells, while II-
in rapidly proliferating cells (activated limphocytes and tumor cells). MPA is a potent
inhibitor of IMPDH II and it is widely used routinely in the clinic in the treatment of rejection
in solid organ transplantations (liver, heart, kidney). In the immunosuppressive treatment
MPA is administered in a pro-drug forms: as 2-morpholinoethyl ester (MMF; mycophenolate
mofetil; CellCept”, Roche AG) and sodium salt (MPS; Myfortic®, Novartis Pharma AG). The
use of MPA in the clinical routine, especially in the cancer treatment, is limited by its rapid
metabolism in vivo to an inactive 7-O-glucuronide (MPAG). High doses of the drug are
required to maintain therapeutic concentration and leads to severe adverse effect, mostly due
to gastrointestinal toxicity. Numerous of MPA analogues have been synthesized to overcome
this problem. With few exceptions, most of them showed lower activity than MPA.

The objective of this dissertation was to design, synthesize and evaluate biological activity of
novel mycophenolic acid analogues, containing amino-acridine/acridone derivatives. The
heterocyclic units possess high ability to bind covalently to DNA resulting in the inhibition of
cell proliferation.

The chemical part of the work involved synthesis of: mycophenolic acid, amino-
acridine/acridone derivatives and MPA analogues. The total synthesis of mycophenolic acid
was accomplished according to the method described by Patterson with few modifications.
For the synthesis of acridine derivatives and their acridone counterparts Ullmann's reaction

was employed.
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Subsequent cyclisation and condensation with alkylenediamines dihydrochlorides afforded 9-
(w-aminoalkyl)amino-1-nitroacridines and 1-(w-aminoalkyl)-4-nitro-9(10H)-acridones.
Modification of this method, involving use of mono-Boc-protected diamines, was applied to
increase product yields. In order to obtain mycophenolic acid analogues few methods were
tested: generation in situ of acyl chloride, mixed anhydride method, DCC, EDCI/HOBt,
DPPA/Et;N, EEDQ. The highest yields and purity of the products were obtained with
DPPA/Et;N for amino-acridine and EDCI/HOBt for amino-acridone MPA analogues.

New mycophenolic acid conjugates and their native components were subjected to biological
tests in order to evaluate immunosuppressive properties of the compounds. To determine
antiproliferative and cytotoxic activity, tests on few leukemia cell lines (Jurkat, Molt-4,
CCRF-CEM, HL-60, L-1210,Yac-1) and PBMC (target cells) were performed. The metyl-
[SH]—thymidine (TdR-3H) incorporation was used in order to evaluate inhibition of rate of
DNA synthesis and MTT viability test to estimate cytotoxicity of the compounds.

MPA -acridine analogues retained their antiproliferative activity against all tested cell lines,
with ECsy values depending on susceptibility of the specific cells. In case of MPA-acridone
conjugates considerable decrease or loss of activity was observed.

PBMC cells were much more susceptible to all new MPA analogues in comparison to tested
cell lines. MPA-acridine analogues inhibited cells proliferation stronger than parent MPA,
while MPA-acridone derivatives at the same magnitude of order.

Based on obtained tests results two acridine-MPA and one acridone-MPA analogues were

selected for in vivo tests.
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ANEKS 1 - TABELE STATYSTYCZNE

2

Nr zwigzku Zwiazek wyjSciowy EDsy JURKAT p EDs, Molt-4 p EDsy CCRF-CEM p
91a MPA 0,29+0,054 9,92E-03 0,56+0,046 8,90E-01 0,029+0,0014 6,67E-04
93a 2,36E-02 3,57E-01 1,48E-03
91b MPA 0,24+0,048' 1,44E-04 0,6+0,02 6,00E-02 <0,0005' 1,20E-05

93b 6,19E-01 8,30E-04 1
91c MPA 0,42+0,064 1,63E-02 0,24+0,00491 2,00E-04 <0,0005' 1,20E-05

93¢ 2,60E-05 1,70E-05 1
91d MPA 0,34+0,016 6,44E-04 0,21+0,063 2,00E-04 <0,0005' 1,20E-05

93d 2,10E-05 8,00E-06 1
91e MPA 0,32+0,078 1,51E-03 1,86+0,43 1,10E-03 0,037+0,0013 8,00E-06
93e 1,05E-03 1,30E-04 1,00E-06

92a MPA 0,016+0,0043 2,00E-06 3,17+0,25 2,00E-07 5,3+0,5' 0
94a 8,79E-01 2,00E-06 1,00E-07

92b MPA 0,0063+0,00088 1,29E-04 5,924+0,8 1,70E-05 >50 0
94a 9,17E-02 3,92E-01 1,00E-07

92¢ MPA 0,0022+0,00046' 1,00E-06 5,294+0,42 2,00E-06 >50 0
94a 1,83E-02 2,00E-06 1,00E-07

92d MPA 0,0093+0,00024 2,00E-06 7,1240,64 2,30E-04 >50 0
94a 5,00E-06 7,50E-05 1,00E-07

92e MPA 0,087+0,0053 4,00E-06 1,86+0,551 3,90E-04 6,7+0,59 0
94a 8,78E-01 6,00E-05 1,00E-07

1 - 0,53+0,082 - 0,41+0,053 - 0,013+0,0029 -
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Nr zwigzku Zwiazek wyjSciowy ED5, HL-60 p ECs YAC-1 p

91a MPA <0,0005' 7,02E-04 3,29+0,25 5,67E-04

93a 1 9,00E-05

91b MPA 0,0014+0,00043 6,60E-03 1,240,095 1,74E-02
93b 6,62E-03 0

91c MPA 0,0018+0,00033 7,38E-04 2,16+0,34 2,00E-07
93¢ 9,54E-01 0

91d MPA 0,0077+0,00089 9,26E-04 2,35+0,23 2,00E-07
93d 7,56E-01 0

91e MPA 0,053+0,011 7,37E-03 3,82+0,12 2,00E-07
93e 5,96E-02 0

92a MPA >50 0 1,71+0,079" 1,20E-05
94a 0 0

92b MPA >50 0 1,940,049 1,00E-06

94a 0 5,30E-05
92¢ MPA >50 0 5,12+0,15 0
94a 0 0
92d MPA >50 0 6,77+0,23 0
94a 0 0
92e MPA >50 0 >50 0
94a 0 1
1 - 0,14+0,067 - 1,14+0,094 -

Tabela 1. Porownanie aktywnosci badanych analogow MPA 91a-e, 92a-e do ich zwigzkéw natywnych: 1, 93a-e, 94a-e (wartosci ECsyuzyskane
metoda inkorporacji TdR-3H); wyniki na liniach komoérkowych; ' wartosci ECso wyrazone sa w pg/ml; 2 istotnosé statystyczna



N

Nr zwiazku  Zwiazek wyjSciowy ECsy kozuch A p ECsy kozuch B p ECs) kozuch C p
91a MPA <0,0005' 0 0,0086+0,0004 0 <0,0005' 0
93a 1 0 1
91b MPA 0,0043+0,00011 0 0,0018+0,00044 0 <0,0005' 0
93b 0 0 1
91¢ MPA <0,0005' 0 <0,0005' 0 <0,0005' 0
93¢ 1 1 1
91d MPA <0,0005' 0 <0,0005' 0 <0,0005' 0
93d 1 1 1
91e MPA <0,0005' 0 <0,0005' 0 <0,0005' 0
93¢ 1 1 1
92a MPA <0,0005' 0 0,0027+0,00089' 0 0,0079+0,0015 0
94a 0 0,57 0

92b MPA <0,0005' 0 0,054+0,009 0 0,0019+0,00004" 1,00E-06
94b 7,58E-04 0 0

92¢ MPA <0,0005' 0 0,061+0,098 0 0,0026+0,00066 9,10E-05
94c¢ 0 2,00E-06 0
92d MPA <0,0005' 0 0,068+0,0038 0 0,0043+0,0014 0
94d 0 0 0
92e MPA <0,0005' 0 0,15+0,039 0 0,0082+0,0007 0
94e 0 3,41E-02 0
1 - 0,0085+0,00028 - 0,029+0,001 - 0,0054+0,00095 -



Nr zwiazku  Zwiazek wyjsciowy ECsokozuch D p ECskozuch E p ECs)kozuch F p
91a MPA <0,0005' 0 0,0084+0,00082 6,00E-05
93a 0 2,00E-05
91b MPA <0,0005' 0 0,0082+0,00096 0
93b 1 1,00E-06
91c MPA <0,0005' 0 0,0013+0,00014' 0
93¢ 1 0
91d MPA 0,0041+0,00081 0 0,0091+0,00076 5,30E-05
93d 0 0
91e MPA 0,0026+0,00016 0 0,0086+0,00012 1,00E-06
93e 0,045 0
92a MPA 0,0028+0,00066" 0 0,01:£0,00038" 2,32E-02
94a 0 1,54E-04
92b MPA 0,033+0,0025 3,00E-06 0,035+0,0059 0
94b 0 0
92¢ MPA 0,052+0,0071 0 0,063+0,0035 0
9%4c 0 0
92d MPA 0,077+0,0042 0 0,078+0,0034 0
94d 0 0
92e MPA 0,0047+0,36 0 0,013+0,0048 0
94e 0 0
1 - 0,035+0,0088 - 0,0092+0,033 0,0094+0,00075 -

Tabela 2. Porownanie aktywnosci badanych analogow MPA 91a-e, 92a-e do ich zwigzkéw natywnych: 1, 93a-e, 94a-e (wartosci ECsouzyskane
metoda inkorporacji TdR-3H); wyniki na komoérkach PBMC, ! wartoéci ECso wyrazone sg w ug/ml; ? istotno$é statystyczna



~

Nr zwigzku  Zwiazek wyjsciowy 1Csi JURKAT p 1C5o Molt-4 p 1C5;y CCRF-CEM p
91a MPA 0,29+0,016 0 2,72+0,13 1,00E-07 1,33+0,095 1,00E-07
93a 0 5,68E-02 1,00E-07
91b MPA 0,48+0,035 0 2,01+0,67 1,25E-04 1,14+0,091 1,00E-07
93b 0 2,42E-02 1,00E-07
91c MPA 0,25+0,093 9,18E-04 0,076+0,0057 7,00E-06 0,42+0,0095 1,00E-07
93¢ 1,93E-04 2,60E-03 1,00E-07
91d MPA 0,3+0,0085 0 0,065+0,0121 1,10E-04 1,16+0,12 1,00E-07
93d 0 1,10E-05 1,00E-07
91e MPA 0,11£0,019' 3,46E-04 0,19+0,03 3,00E-06 0,34+0,081' 1,00E-07
93e 3,00E-06 2,00E-06 2,11E-04
92a MPA <0,0005" 0 0,36+0,063 4,00E-06 >50 1
94a 1 3,00E-06 1
92b MPA <0,0005" 0 0,21+0,052 4,60E-05 >50 1
94a 1 2,50E-05 1
92¢ MPA <0,0005" 0 0,017+0,001' 1,23E-01 >50 1
94a 1 2,71E-01 1
92d MPA <0,0005" 0 0,13+0,081 1,00E-06 >50 1
94a 1 2,00E-07 1
92e MPA <0,0005" 0 0,091+0,0047 7,26E-03 >50 1
94a 1 3,88E-02 1
1 - 0,062+0,022 - 0,024-+0,0053 - >50 -



Nr zwigzku Zwiazek wyjsciowy 1C50 HL-60 p 1C50 11210 p I1C5y PBMC p

91a MPA 5,24+0,073 2,00E-06 0,021+0,00073 1,20E-05 0,12+0,017 1,00E-04
93a 1,00E-07 8,71E-01 1,02E-01
91b MPA 1,6+0,12! 9,00E-06 0,034+0,0085 1,30E-05 0,2+0,059 1,30E-03
93b 2,07E-04 5,43E-01 7,75E-03
91c MPA 2,02+0,11 4,80E-05 0,012+0,0037" 1,10E-05 0,0660,028' 6,90E-05
93¢ 1,60E-05 8,18E-01 1,49E-01
91d MPA 3,04+0,18 4,92E-01 0,017+0,0076 1,10E-05 0,12+0,071 3,68E-04
93d 1,00E-07 4,03E-01 1,35E-01
91e MPA 4,89+0,74 3,00E-06 0,056+0,0098 1,60E-05 0,24+0,15 1,43E-02
93¢ 1,00E-07 3,33E-01 9,68E-02
92a MPA >50 1,00E-07 0,063+0,0081 1,70E-05 0,52+0,044 421E-01
94a 1,00E-07 3,64E-01 427E-04
92b MPA >50 1,00E-07 0,450,092 3,86E-01 0,5440,075 8,28E-02
94a 1,00E-07 3,86E-01 1,67E-02
92¢ MPA >50 1,00E-07 0,5240,031 1,49E-02 0,38+0,038' 1,61E-02
94a 1,97E-04 1,49E-04 1,24E-02
92d MPA >50 1,00E-07 0,660,018 4,64E-01 0,62+0,11 2,07E-01
94a 1,00E-07 2,10E-05 2,63E-02
92e MPA >50) 1,00E-07 0,02+0,00064' 1,20E-05 0,70+0,33 6,57E-01
94a 1,00E-07 8,29E-01 5,39E-03
1 - 3,13+0,3 - 0,70+0,15 - 0,41+0,076 -

Tabela 3. Poréwnanie aktywnos$ci badanych analogéw MPA 91a-e, 92a-e do ich zwigzkéw natywnych: 1, 93a-e, 94a-e (wartosci ICsp uzyskane

metoda MTT); wyniki na liniach komérkowych i komoérkach PBMC, ' wartosci ICs, wyrazone sa w pg/ml; 2 istotno$é statystyczna



ANEKS 2 - WIDMA 2D NMR



