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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

5-Ava
6-Ahx
7-Ahp
8-Aoc
12-Ado
A549

Ab/Ma
ABAT
AC

Ac
ACN
ADO

AIDS
AMP
ag.
ARC
AR
ATP
AZT
B16
BAT

Boc

BrdU

BSA

¥C NMR
CHCls
iBuOCOCI

kwas 5-aminowalerianowy

kwas 6-aminokapronowy

kwas 7-aminoheptanowy

kwas 8-aminokaprylowy

kwas 12-aminododekanowy

linia komorkowa ludzkiego niedrobnokomoérkowego raka
phuc

linia komoérkowa czerniaka chomiczego
N-acetylobatracylina

cyklaza adenylanowa

acetyl

acetonitryl

(2R, 3R, 4S, 5R)-2-(6-amino-9H-puryn-9-yl)-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol; adenozyna

zespol nabytego niedoboru odpornosci
adenozyno-5’-monofosforan

wodny roztwoér (tac. aqueus)

zespot zwigzany z AIDS (ang. AIDS-related complex)
receptory adenozyny (ang. adenosine receptors)
adenozyno-5’-trifosforan

3’-azydo-3’-deoksytymidyna

linia komorkowa mysiego czerniaka
8-aminoizoindolo[1,2-b]chinazolino-12(10H)-on;
batracylina

tert-butoksykarbonyl

5-bromo-2-deoksyurydyna

albumina surowicy bydlecej (ang. bovie serum albumin)
magnetyczny rezonans wegla

chloroform

chloromréwczan izobutylu



CCRF-CEM
CNT

g-COESY
Colon 38
Colon 51
CD8F1
CX-1
CYP3A
DAPI
DBU
DCC
DCM
DEAD
DIAD
DIEA (DIPEA)
DMA
DMAP
DMF
DMEM H/G
DMSO
DNA
DPPA
DSB

DTT
EC4.6.1.1.
EDCI

EDT
EDTA
EEDQ

linia komodrkowa ludzkiej ostrej biataczki limfoblastycznej
transporter nukleozydowy, przemieszczajacy nukleozydy
w kotransporcie z jonem Na* (ang. concentrative
nucleoside transport)

spektroskopia korelacyjna (ang. Correlation Spectroscopy)
linia komoérkowa mysiego raka jelita grubego

linia komorkowa mysiego raka jelita grubego

linia komorkowa mysiego raka sutka

linia komérkowa ludzkiego raka jelita grubego
cytochrom P450, rodzina 2, podrodzina A (P4503A)

4’ 6-diaminodi-2-penyloindol
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en
dicykloheksylokarbodiimid

chlorek metylenu

azodikarboksylan dietylu

dikarboksylan diizopropylu

N,N-diizopropyloetyloamina

N,N-dimetyloacetamid

4-diaminometylopirydyna

N,N-dimetyloformamid

podtoze hodowlane z wysoka zawarto$cig glukozy
dimetylosulfotlenek

kwas deoksyrybonukleinowy

azydek difenylofosforanowy

dwuniciowe pekniecia DNA (ang. the DNA double-strand
break

ditiotreitol

L-dehydrogenaza mleczanowa

chlorowodorek I-(3-dimetyloamino-propylo)-3-
etylokarbodiimidu

1,2-etanoditiol

kwas wersenowy

2-etoksy-N-etoksykarbonylo-1,2-dihydrochinolina
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ENT - rownowagowe transportery nukleozydow
(ang. equilibrative nucleoside transporters)

EtBr - bromek etylu

EtOH - etanol

EV71 - wirus jelitowy

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

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

GABA - kwas y-aminomastowy

godz. - godzina

GUMed - Gdanski Uniwersytet Medyczny

YH2AX - marker DNA

'H NMR - magnetyczny rezonans protonu

H-125 - linia komoérkowa ludzkiego niedrobnokomoérkowego raka
phuc

HOBt - N-hydroksybenzotriazol

HBTU - heksafluorofosforan O-{1H-benzotriazol-1-ilo)-
N,N,N’,N -tetrametylouroniowy

HCV - wirus zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis C virus)

HCT-8 - linia komérkowa ludzkiego raka jelita grubego

HCT-116 - linia komorkowa ludzkiego raka jelita grubego

hENT - ludzki rownowagowy transporter nukleozydow (human
equilibrative nucleoside transporter)

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human
immunodeficiency virus)

HL-60 - linia komorkowa ludzkiej ostrej biataczki promielocytowe;j

HMBC - heterojadrowa korelacja dalekiego zasiegu
(ang. Heteronunlear Multiple Bond Coherence)

HSQC - heterojadrowa korelacja sygnatow protonéw (ang.
Heteronunlear single quantum correlation)

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-
performance liquid chromatography

HT-29 - linia komérkowa ludzkiego raka jelita grubego

IL-1 - interleukina 1
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IL-6
JAK?2
K562

kat.
L1210
LAH

lit.
LNCaP
m-AMAS
MCF-7
MDA-MB-468
MDP

MeOH
MS
min.
MTD

MTT

MX-1
NAT
NAT1
NAT2
nasyc.
NBS
NCI
NIH-353
NMM
NMR

nor-MDP
Me
p388

interleukina 6

kinaza Janusa 2

linia komorkowa ludzkiej przewleklej biataczki szpikowe;j
katalizowana

linia komdrkowa mysiej biataczki limfocytowe;j
tetrahydroglinian litu

literatura

linia komorkowa ludzkiego raka prostaty

amsakryna

linia komoérkowa ludzkiego raka sutka

linia komorkowa ludzkiego raka gruczotu sutkowego
muramylodipeptyd (N-acetylomuramylo-L-alanylo-D-
izoglutamina)

metanol

widmo masowe (ang. mass spectrum)

minuta

maksymalna dopuszczalna dawka (ang. maximum tolerated
dose)

bromek 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-ilo]-2,5-
difenylotetrazoliowy

linia komoérkowa ludzkiego raka piersi
N-acetylotransferaza

N-acetylotransferaza typu |

N-acetylotransferaza typu Il

nasycony

N-bromosukcynoimid

Narodowy Instytut Raka (ang. National Cancer Institute)
linia komorkowa fibroblastow mysich
N-metylomorfolina

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(ang. Nuclear Magnetic Resonance)
nor-muramylodipeptyd

metyl

linia komorkowa mysiej bialaczki limfatycznej
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PABA
Panc03
PBS
Pd/C
Ph
PHNB
Pl
PMBC

PMN
PSVT

Py
ROESY

RPMI 1640

SAH

SD

SDS
SN-38
SMz
SPPS
SW480
STAT3
T3P

t1/2

TBE

t-Bu

TEA
temp. pok.
temp. top.

temp. wrz.

kwas p-aminobenzoesowy

linia komorkowa ludzkiego raka trzustki

bufor fosforanowy

pallad na weglu

grupa fenylowa

ester 3-nitro-4-hydroksybenzylopolistyrenu

jodek propydyny

mononuklearne komorki krwi obwodowej (ang. peripheral
blood mononoclear cells)

komorki polimorfonuklearne

napadowy czestoskurczu nadkomorowy (ang.
paroxysmal supraventricular tachycardia

pirydyna

spektroskopia efektu Overhausera w wirujacym uktadzie
wspotrzednych (ang. rotating-frame nuclear Overhauser
effect correlation spectroscopy)

podtoze hodowlane (ang. Roswell Park Memorial Institute
Medium)

S-adenozylohomocysteina

odchylenie standardowe (ang. standard deviation)
laurylosiarczan sodu

metabolit irynotekanu (7-etylo-10-hydroksykamptotecyna)
sulfametiazyna

synteza na fazie statej

linia komorkowa ludzkiego raka jelita grubego

biatko, przekaznik sygnatu 1 aktywator transkrypcji
bezwodnik kwasu propoanofosfonowego

biologiczny okres pottrwania

bufor elektroferezy

tert-butyl

trietyloamina

temperatura pokojowa

temperatura topnienia

temperatura wrzenia
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TFA
THF
TMEDA
TNF-a
TLC

TOCSY

Topo |
Topo lla
Tris-HCI
UDPGT
ukt.

uv
WEHI 164
Wyd.
VVP-16
X Gal
XTT

kwas trifluorooctowy

tetrahydrofuran

N, N, N’, N'-tetrametyloetylenodiamina

czynnik martwicy guza (ang. tumor necrosis factor)
chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer
chromatography)

korelacyjna spektroskopia zupeina (ang. total correlation
spectroscopy)

topoizomeraza typu |

topoizomeraza typu lla

chlorowodorek tris(hydroksymetylo)aminometanu
kwas urydyno-5’-difosfo-D-glukuronowy

uktad

promieniowanie ultrafioletowe

linia komorkowa widkniakomigsaka mysiego
wydajnos¢

etopozyd
5-bromo-4-chloro-3-indylo-4-D-galaktoza

s6l sodowa 2,3-bis[2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo]-2H-
tetrazolio-5-karboksyanilidu

benzyloksykarbonyl

14



STRESZCZENIE

Niniejsza praca doktorska obejmuje syntez¢ oraz ewaluacje biologiczng nowych
funkcjonalizowanych analogow batracyliny (BAT) z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny
oraz z adenozyna. Batracylina jest heterocykliczng aming wyselekcjonowang w trakcie
poszukiwan nowych lekow przeciwnowotworowych przez Narodowy Instytut Rakowy
w  Bethesda, USA. Wykazala ona wysokg aktywno$¢  cytotoksyczng
oraz przeciwnowotworowa wobec kilku eksperymentalnych modeli komorek
nowotworowych, w tym linii opornych na adriamycyng, cisplatyng¢ oraz metotreksat.
W 2007 roku batracylina weszta do I fazy badan klinicznych majacych na celu okreslenie
bezpieczenstwa jej stosowania u chorych na nowotwory. Poniewaz nie wykazano
odpowiedniego wptywu BAT na zahamowanie rozwoju nowotworow, w 2011 roku
badania zakonczono.

Niska rozpuszczalnos§¢ BAT w wodzie, wysoka toksyczno$¢ oraz mata
biodostepnos¢ i koniecznos¢ stosowania wysokich dawek leku stoja na przeszkodzie
wykorzystania tego zwigzku w praktyce klinicznej, co przyczynito si¢ do poszukiwania jej
nowych analogéw o lepszych wlasciwosciach farmakologicznych. W ten nurt badan
wpisuje si¢ rowniez temat mojej pracy doktorskiej. Uzyskatam dwa nowe typy analogow
batracyliny zawierajace w swej strukturze dodatkowe czasteczki, pochodne
tuftsyny/retro-tuftsyny oraz adenozyne. Tuftsyna, bioaktywny tetrapeptyd pochodzenia
zwierzecego, stymuluje rozne funkcje makrofagéw, wykazuje aktywnos$¢ bakteriobdjcza,
przeciwnowotworowg oraz przyczynia si¢ do wzrostu niespecyficznej odpornosci
organizmu gospodarza przeciw licznym infekcjom. Natomiast adenozyna bedac
endogennym nukleozydem purynowym, nie tylko stanowi prekursor nukleotydow
adeninowych, ale jest rdéwniez neuromodulatorem odgrywajacym istotng role
w funkcjonowaniu wielu komorek. Dzigki wigzaniu si¢ z receptorami adenozyny (AR),
stanowi czynnik ochronny w stanach niedokrwienia i niedotlenienia serca oraz innych
tkanek, jak réwniez, w zalezno$ci od pobudzonego AR, wplywa m.in. na prace serca,
agregacje ptytek, napigcie miesni gladkich czy uktad immunologiczny.

Zaktadatam, ze wprowadzenie nowych czgsteczek do BAT moze przyczynié si¢ do
zwigkszenia jej specyficznosci 1 aktywnosci przeciwnowotworowej w  wyniku

addytywnego/synergistycznego dziatania reszt adenozyny 1 tuftsyny ze wzgledu na
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oddziatywania z receptorami adenozyny i stymulacj¢ ukladu immunologicznego przez
tuftsyne.

Batracyline otrzymatam opracowang w naszym zespole zmodyfikowang metoda
Czerniaka-Einhorna.  Jako  substrat  wykorzystatam  p-fenylenodiaming,  ktorg
przeprowadzitam w symetrycznie chroniong grupami acetylowymi pochodna, po czym
poddatam jg reakcji Czerniaka-Einhorna i w wyniku hydrolizy grup ochronnych oraz
cyklizacji uzyskatam BAT. Synteze odpowiednio chronionej tuftsyny/retro-tuftsyny oraz
ich pochodnych acylowanych na grupie e-aminowej lizyny dodatkowym aminokwasem
(Gly, Ala, Val, Leu, Ile) przeprowadzilam metoda klasyczng w roztworze
Z wykorzystaniem mieszanych bezwodnikow z chloromréwczanem izobutylu i NMM.
Jest to synteza wieloetapowa, ktora wymaga wprowadzania i zdejmowania odpowiednich
oston grup funkcyjnych. Analogi BAT z oligopeptydami uzyskatam przy uzyciu T3P jako
odczynnika kondensujacego, ktory dawat najczystsze produkty z najlepsza wydajnoscia.
Natomiast analogi BAT zawierajace adenozyng otrzymatam w reakcji podstawienia
nukleofilowego rybozydu 6-chloropuryny aminokwasowymi pochodnymi BAT. Uzycie
linkera do potaczenia dwoch czasteczek jest powszechnie stosowang metoda, a od jego
dhugosci i budowy bardzo czgsto zalezy aktywnos$¢ biologiczna zwigzku.

Struktura otrzymanych nowych analogdw zostala potwierdzona na podstawie
analizy widm *H NMR, **C NMR i MS, a ich czysto$¢ za pomoca HPLC.

W przeprowadzonych badaniach biologicznych okreslono zZywotnos¢ komorek za
pomoca testu MTT oraz wptyw badanych zwiazkow na aktywnos¢ katalityczng kompleksu
rozszczepialnego topoizomeraza-DNA, dystrybucje komorek w cyklu komorkowym i
indukcje uszkodzen DNA. Do badan wyselekcjonowano ludzkie linie komorkowe:
niedrobnokomoérkowego raka pluc AS549 oraz biataczki promielocytarnej HL-60.
Ewaluacja wlasciwosci  cytotoksycznych  chlorowodorku  batracyliny — wykazata
umiarkowane jego witasciwosci cytotoksyczne. Otrzymane chlorowodorki oligopeptydow
tuftsyny/retro-tuftsyny nie wykazaly aktywnosci cytotoksycznej. Znacznie lepsza
aktywnoscia niz chlorowodorek batracyliny charakteryzowaty si¢ analogi batracyliny z
pochodnymi retro-tuftsyny. Najbardziej aktywne okazaly si¢ jednak aminokwasowe
pochodne batracyliny. Natomiast ich analogi z adenozyng nie wykazaty aktywnosci w
przeprowadzonych testach. Ponadto, zbadano wptyw oligopeptydowych analogéw BAT na
aktywnos$¢ kompleksu rozszczepialnego topoizomeraza-DNA. Wykazano, ze nie hamuja
one w znacznym stopniu relaksacji DNA przez topoizomeraze typu I, natomiast daja dobre

wyniki w przypadku inhibicji relaksacji DNA przez topoizomeraze typu Ila. W wyniku
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analizy cyklu komérkowego oraz morfologii jadra komorkowego, po traktowaniu komoérek
nowotworowych wybranymi oligopeptydowymi analogami BAT mozna stwierdzic,
ze przyrost frakcji sub-G1 byl znaczacy w populacji komoérek inkubowanych z tymi

zwigzkami.
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1. WSTEP

Choroby nowotworowe sg obecnie drugg, po chorobach serca, przyczyng zgondw
w Europie i USA. Wedhug oficjalnych statystyk, kazdego roku na $wiecie 25 min oséb
zapada na chorobe nowotworowa, a ponad 7 mln umiera z jej powodu ™.

Nowotwor nie jest pojedynczg jednostka chorobowa. Stanowi on liczng grupe
schorzen o roznej lokalizacji, tempie rozwoju, przebiegu czy przyczynie, powstajac
w wyniku nagromadzenia mutacji w genach odpowiedzialnych za proliferacje komorek.
Dlatego tez zmiany nowotworowe dotykaja osob w $rednim oraz w podesztym wieku.
Przyczyny wystgpowania znacznej wickszo$ci nowotworow do dzisiaj nie zostaly
jednoznacznie wyjasnione 2 Brane sa pod uwage wspotdziatania wielu czynnikow takich
jak: zakazenia wirusowe, niekorzystne oddziatywania $rodowiska (napromieniowanie,
zatrucia chemiczne), nieprawidlowe zywienie (nadmiar lub niedobdr sktadnikow
pokarmowych) czy czynniki konstytucjonalne oraz genetyczne. Szacuje  sig,
ze karcynogeny stymulujgce tworzenie onkogendéw (nikotyna, alkohol, promieniowanie
stoneczne) sg odpowiedzialne za rozw6j 80% nowotworéw w USA 3]

Zapobieganie i leczenie nowotworéw stanowi najwicksze wyzwanie XXI wieku.
Profilaktyka oznacza dziatania wdrazane w zyciu codziennym, poniewaz poprzez wilasciwe
odzywianie i prowadzenie zdrowego stylu zycia (zbilansowana dieta, ruch, brak stresu
1 natogdw) mozna zapobiega¢ az 80% choréb nowotworowych [2]

Rownie wazne jest wczesne wykrycie choroby, w stadium umozliwiajacym jej
skuteczne leczenie. Opracowano wiele metod terapii wczesniej nieuleczalnych chordb,
takich jak: rak jader, chtoniaki i biataczki. Powszechnie stosowane sg leki przywracajace
czynnos¢ szpiku kostnego po chemioterapii, indukujagce réznicowanie tkanek
nowotworowych i hamujace angiogeneze . Z drugiej strony, stosowane
chemioterapeutyki wywotuja wiele niekorzystnych dla organizmu skutkow ubocznych
m.in. nudnosci, anemi¢, zmgczenie, zwigkszong sktonnos$¢ do krwawienia czy infekcji.
Ponadto, bedac nieselektywnymi, przyczyniaja si¢ do $mierci zdrowych komorek,
szczegdlnie komoérek wloséw czy znajdujacych si¢ w jamie ustnej, przewodzie
pokarmowym, narzadach rozrodczych lub szpiku kostnym. Zdarza si¢, ze mimo pokonania
choroby nowotworowej, u pacjentow wystepuje uszkodzenie ptuc, nerek lub uktadu
rozrodczego, a nawet powstanie innego nowotworu. Co wigcej, wiele nowotworow jest

opornych na dziatanie stosowanych lekow (oporno$¢ wielolekowa).
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Do lekéw tzw. nowej generacji, stosowanych w immunoterapii mozna zaliczy¢
m.in. ipilimumab oraz niwolumab, ktéore podaje si¢ pacjentom chorym na
zaawansowanego  czerniaka.  Sipuleucel-T  znalazt  zastosowanie W  leczeniu
zaawansowanego raka prostaty. Z obserwacji prowadzonych w USA wynika, ze prawie,
co czwarty pacjent przyjmujacy ipilimumabu przezyt cztery lata z zaawansowanym
czerniakiem. Natomiast 83% chorych leczonych niwolumabem przezyto rok.
Immunoterapia lekami nowej generacji ma rowniez SWoje ujemne strony, do ktorych
niewatpliwie nalezy zaliczy¢ ich cene. Jeden cykl leczenia ipilimumabem kosztuje 120 tys.
dolaréw, a opracowanie indywidualnej szczepionki immunologicznej bazujacej na
sipuleucelu-T to koszt 90 tys. dolarow .

Obok klasycznej chemioterapii coraz wigksza popularnoscia cieszy si¢ zwalczanie
nowotworow z Wwykorzystaniem innowacyjnych technik, takich jak: radioterapia
protonowa, elektrochemioterapia, hipertermia onkologiczna, NanoKnife czy Gamma
Knife.

Radioterapia protonowa opiera si¢ na wytwarzaniu protondow, precyzyjnie
dzialajacych na zmienione nowotworowo miejsce, niszczgc wytacznie chore komorki.
Znalazta zastosowania gtownie w leczeniu nowotworé6w moézgu oraz tych potozonych
w poblizu waznych narzadoéw, np. czerniak gatki oczne;j.

Elektrochemioterapia, polegajaca na krotkookresowej destabilizacji  bton
komorkowych pod wplywem pola magnetycznego, ma na celu przede wszystkim
podniesienie jakosci zycia pacjenta. Wykorzystywana jest w licznych nieoperacyjnych
I zaawansowanych nowotworach.

Hipertermia onkologiczna to dynamicznie rozwijajaca si¢ metoda, polegajaca na
ukierunkowanym zastosowaniu energii cieplnej. Dziata na zasadzie wytworzenia stanu
goraczki, czyli aktywuje uktad odpornosciowy chorego, a tym samym niszczy zmienione
nowotworowo komorki. Metoda ta taczona jest gtownie z chemioterapig i radioterapia,
podnoszac ich skuteczno$¢ w leczeniu m.in. migsakow, czerniaka, nowotworéw glowy,
ptuc, przetyku, piersi, jajnikdw czy watroby.

NanoKnife, czyli mato inwazyjna metoda niszczenia guzoéw, uSmiercajaca komorki
nowotworowe, nie naruszajac struktury i funkcji naczyn krwiono$nych oraz nerwow.
Najczesciej stosowana w leczeniu raka prostaty 1 trzustki.

Gamma Knife, wykorzystuje promienie kobaltowe, dajac mozliwosé

przestrzennego oraz trojwymiarowego planowania 1 napromieniowania komorek
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nowotworowych. Metoda stosowana w leczeniu chorob centralnego uktadu nerwowego,
np. nerwiakéw nerwu stuchowego 571,

W wielu o$rodkach badawczych na $wiecie w dalszym ciggu poszukiwane sg nowe
zwigzki chemiczne o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej lub modyfikowane sg
juz istniejace w celu poprawy ich wlasciwosci farmakologicznych 1 Jednym z takich
zwigzkoéw jest batracylina, ktoéra odznacza si¢ wysoka toksyczno$cig oraz niskg
rozpuszczalnoscig, €O  znacznie  ogranicza jej  wykorzystanie w  terapii

[9,10]

przeciwnowotworowej . Dlatego tez poszukuje si¢ jej nowych analogéw, bardziej

aktywnych i lepiej rozpuszczalnych w wodzie, ktére wykazywalyby mniejsza toksycznosé
oraz wigksza biodostepnosé [9.11.12]

W niniejszej pracy przedstawitam synteze oraz badania in vitro nowych analogow
batracyliny zawierajacych oligopeptydy jakimi sg pochodne tuftsyny/retro-tuftsyny oraz

adenozyne jako potencjalnych zwigzkdéw przeciwnowotworowych.
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2. CZESC LITERATUROWA
2.1. Batracylina (BAT)
2.1.1. Struktura chemiczna i wlasciwosci biologiczne

Batracylina (BAT) (1), =zwiazek przeciwnowotworowy wyselekcjonowany
w 1978 roku w trakcie poszukiwan nowych potencjalnych lekow przeciwnowotworowych
przez Narodowy Instytut Rakowy (NCI, Bethesda, USA) P Z chemicznego punktu
widzenia jest ona czteropierscieniowym zwigzkiem o prawie plaskiej strukturze

(Rysunek 1).

Rysunek 1. Struktura chemiczna BAT (1) !

W $rodowisku kwasnym nastepuje jej odwracalna hydroliza, czemu towarzyszy

otwarcie heterocyklicznego pierscienia (Schemat 1) !,

H2N H*
N - N
Z
N H20 o
NH
1 2

Schemat 1. Hydroliza BAT (1) w $rodowisku kwasnym ™

BAT wykazuje silng aktywno$¢ przeciwnowotworowa potwierdzong W licznych
badaniach in vitro i in vivo. Aczkolwiek, ze wzgledu na wysoka toksycznos$c i staba
rozpuszczalnos¢ w wodzie nie znalazta ona Szerszego zastosowania jako
chemioterapeutyk.
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Mechanizm dzialania tego zwigzku nie zostat do konca poznany i wyjasniony.
Przypuszczalnie BAT moze interkalowa¢ do DNA, jak roéwniez oddzialywaé

z kompleksem rozszczepialnym topoizomeraza 11-DNA 1€,
2.1.2. Mechanizm dzialania przeciwnowotworowego

Topoizomeraza typu Il jest jednym z najwazniejszych enzyméw odpowiedzialnych
za zmiany w topologii DNA, odgrywajacym glowng rolg¢ w procesach replikacji,
transkrypcji i rekombinacji. Dodatkowo odpowiedzialny jest on za prawidlowg strukture
chromatyny. Odgrywa takze istotng role w kondensacji chromosoméw oraz segregacji
chromatyd siostrzanych, a takze wykazuje zdolno$¢ rozpoznawania endogennych i
egzogennych zmian patologicznych DNA 1,

Najwicksza, a tym samym najwazniejsza grupa chemioterapeutykow, wsrod
inhibitorow ludzkiej topoizomerazy typu II, stanowig zwigzki stabilizujace kompleks
rozszczepialny DNA-topoizomeraza Il, tzw. trucizny topoizomerazy typu Il. Swoje
terapeutyczne dziatanie opieraja one na blokowaniu kompleksu rozszczepialnego
topoizomeraza 11-DNA "8 Do trucizn wykazujacych najsilniejsze dziatanie inhibicyjne,
zalicza si¢: doksorubicyng, amsakryng¢ i jej pochodna m-AMAS, mitoksantron oraz
etopozyd. Natomiast: batracylina, menadion i amonafid, to zwigzki charakteryzujace si¢
znacznie stabszg aktywnoscig w blokowaniu tego rodzaju kompleksu [,

Poznanie mechanizmu dziatania inhibitoréw topoizomerazy typu Il przyczynito si¢
do projektowania nowych zwigzkoéw przeciwnowotworowych oraz poszukiwania metod
ich syntezy, co w nastepstwie doprowadzito m.in. do otrzymania nowych pochodnych
batracyliny.

Badania prowadzone na linii komoérkowej HT-29, nie tylko potwierdzity
mechanizm dziatania BAT, opierajacy si¢ na hamowaniu aktywnosci topoizomerazy typu

I1, ale rowniez wykazaty aktywno$¢ tego zwigzku w inhibicji topoizomerazy typu | L16]
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2.1.3. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa i rola N-acetylowania w procesie metabolizmu

batracyliny
2.1.3.1. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa

Badania, prowadzone na modelu mysim, wykazaly interesujagce wiasciwosci
inhibicyjne batracyliny we wczesnym i zaawansowanym stadium rozwoju nowotworu
Colon 38. Do catkowitego wyleczenia testowanych zwierzat wystarczyto podanie jedynie

[20211 " Dalsze badania in vivo prowadzone na myszach,

dwoch dawek tego leku
potwierdzity aktywno$¢ BAT przeciw biataczce P388, opornej na adriamycyne, cisplatyng
i metotreksat oraz nowotworom: watroby 129, Panc 03 oraz Colon 5111222 7 drugiej
strony, BAT okazala si¢ nicaktywna w badaniach in vitro prowadzonych na nowotworach
mysich L1210, B16, CD8F1, raku ptuc Lewisa czy nowotworach ludzkich MX-1, H-125,
CX-1, HCT-8 oraz HCT-116. Niemniej jednak, BAT weszta do toksykologicznych badan

na modelach zwierzgcych juz w 1988 roku [231,

2.1.3.2. Rola N-acetylotransferazy w bioaktywacji batracyliny

Badania biologiczne prowadzone na zwierzetach wykazaty, ze toksycznos¢ BAT
spowodowana jest obecnoscia jej N-acetylowanej pochodnej, tzw. ABAT (3) (Rysunek 2)
(23] Zauwazono, ze po podaniu BAT u testowanych zwierzat wystgpily niepozadane
objawy, takie jak: toksyczno$¢ zotgdkowo-jelitowa, watrobowa, nerkowa czy jadrowa,
a ich nasilenie zalezne bylo od gatunku. Najbardziej odporne okazaty si¢ psy, natomiast
szczury, wykazaty si¢ najwigksza wrazliwoscig. Jak pdzniej dowiedziono, przyczyna
zaobserwowanej roznicy byla odmienna aktywno$¢ NAT w uktadach enzymatycznych
testowanych gatunkéw. Odpornos¢ pséw wynikata z faktu, ze aktywnos¢ NAT dla tego
gatunku jest stosunkowo niewielka. Warto podkresli¢, ze podanie ABAT w dawce
10-krotnie wyzszej w poréwnaniu do BAT, nie przyczynito si¢ do wystapienia objawow
niepozadanych, co moze wskazywa¢ na bardzo malg przyswajalnos¢ ABAT
(<50 ng/ml) 2427,

Roznice w zdolnoséci poszczegdlnych gatunkow do acetylowania aminowych

aromatycznych lekow nie s3 niczym nadzwyczajnym i zostaty dobrze poznane [28.29]

Udowodniono, ze organizmy dziela si¢ na szybko i wolno acetylujace [29]
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Rysunek 2. Struktura chemiczna ABAT (3) !

Badania prowadzone na szczepie Salmonella typhimurium potwierdzity role
N-acetylownia w zdolno$ci uszkadzania materialu genetycznego, polegajaca na
kowalencyjnym faczeniu si¢ BAT z DNA. Zauwazono, ze szczepy charakteryzujace si¢
wickszg zdolnoscig do N-acetylowania BAT, okazaly si¢ bardziej wrazliwe na jej
mutagenne dzialanie [30.31]

Doswiadczenia in vivo prowadzone na hepatocytach komorek szczurzych,
pozwolity stwierdzi¢, ze cytochrom P4503A (CYP3A) oraz enzym UDPGT odgrywaja
znaczng role w biotransformacji BAT. Ponadto, produkty ich metabolizmu mogg wplywac
na cytotoksycznos$¢ i mutagenne dzialanie tego zwigzku [32:33]

W 1999 roku rozpocz¢to badania nad ludzkim metabolizmem batracyliny. Jak
wiadomo, ludzka watroba produkuje dwa rodzaje N-acetylotransferaz (NAT1 i NAT2),
z ktorych NAT1 jest powolnym acetylatorem, a NAT2 zalicza si¢ do acetylatorow
szybkich. W opisywanym eksperymencie, oprocz BAT braty dodatkowo udziat PABA —
substrat NAT1 oraz SMZ — substrat NAT2. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzic,
ze BAT jest acetylowana podobnie do SMZ, czyli moze stanowi¢ substrat dla ludzkiej
NAT2 B4,

W 2007 roku batracylina weszta do badan klinicznych. Otrzymane wyniki,
a doktadniej wptyw, jaki ABAT wywiera na organizm ludzki opublikowano w 2013 roku
B8] W eksperymencie wziclo udzial 31 pacjentdw, u ktorych wykryto réznego rodzaju
nowotwory oraz chtoniaki. W trakcie 28-dniowego cyklu chorzy przyjmowali odpowiednig
dawke BAT, poczynajac od 5 mg/dzien (stanowigca MTD dla szczuréw), a konczac na
400 mg/dzien BAT. Podana dawka byla 20-krotnie wyzsza od MTD dla szczuréow i
stanowita 70% MTD dla myszy. Po zakonczeniu badan u pacjentow nie zaobserwowano
wystgpienia niepozadanych objawow. Jednakze nie wykazano rowniez odpowiedniego
wptywu BAT na zahamowanie nowotworéw, co w konsekwencji przyczynito si¢ do

zakonczenia testow klinicznych.
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Najnowsze badania pokazuja, jaki wplyw BAT, a szczegolnie ABAT wywiera na
DNA szczurow. W wyniku 4-dniowego przyjmowania ABAT w dawce od 16 do 32 mg/kg
wystgpily znaczne uszkodzenia w materiale genetycznym komorek nerkowych oraz

pecherza badanych zwierzat 2.

2.1.4. Synteza batracyliny

Znanych jest kilka podejs¢ syntetycznych prowadzacych do otrzymania
batracyliny (1) B3 Po raz pierwszy zostata ona otrzymana w laboratoriach firmy BAYER
AG przez Kabbe i in. ™ w 1987 roku. Synteza polegala na 4 godz. ogrzewaniu

diaminobenzyloaminy (4) z bezwodnikiem ftalowym (5) (Schemat 2).
NH, o o
NH, HoN ®H HoN N
+ o< — Oé e HO
N
2 . J s NH, NH, O\?

\©\/\ - H20 @ - HZO HyN {J\IH
HO
+ H, O I—P o®

Schemat 2. Synteza batracyliny (1) wg Kabbe 4

Reakcja przebiegata w tagodnych warunkach, ale koncowa wydajnos¢ (54%) nie
byta zadowalajaca 14 co przyczynito si¢ do poszukiwania innych metod syntezy tego
zwigzku.

W 1994 roku zespét Meegalla opracowal metode, w ktorej zamiast
diaminobenzyloaminy (4) wykorzystano 2-amino-5-nitrobenzyloaming (9). Zwiazek (9)
poddano reakcji z bezwodnikiem ftalowym (5) w obecnosci alkoholu n-amylowego
(Schemat 3). Jak wiadomo, alifatyczna grupa aminowa jest bardziej nukleofilowa niz
aromatyczna, co przyczynito si¢ do powstania 4-nitro-2-ftalimidometyloaniliny (10).
Otrzymany, w wyniku cyklizacji, 8-nitroizoindolo[1,2-b]chinazolino-12(10H)-on (11)
poddano wodorolizie (kat. Pd/C) otrzymujac BAT (1) (wyd. 77%) 2.
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Schemat 3. Synteza BAT wg Meegalla 8!

Odmienne podejscie do syntezy BAT (1) zostalo zaproponowane przez Eguchi [39]
ktory wykorzystal wewnatrzczasteczkowa cyklizacje zwiazku (12¢) w obecnosci BusP.

Redukcja grupy nitrowej prowadzita do otrzymania BAT (1) (Schemat 4).

BIJ3P
ksyl
sy en N
Z
N

N3 O
12a-c 13a-b
12a: R=NO, 13a = 11: R=NO,
12b: R=H 13b: R =H
12¢: R=NH; BAT: R=NH,

Schemat 4. Synteza BAT wg Eguchi B

Rosevear i Wilshire **! zaproponowali metode syntezy batracyliny (1) polegajaca
na reakcji ftalimidometylowania Czerniaka-Einhorna biegnacej mechanizmem substytucji
elektrofilowej. Rolg elektrofila pelni  N-(hydroksymetylo)ftalimid (18), ktory
z  4-(acetyloamino)fenylokarbaminianem etylu (19) daje [4-(acetyloamino)-2-
(ftalimidometylo)fenylo]karbaminian etylu (20). W wyniku kwasnej hydrolizy grup
ochronnych, a nastepnie alkalizacji za pomocg amoniaku otrzymano BAT (1) (Schemat 5).
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;ﬁ@ - o=< oy PELE AT

15 o
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NH,
\ N
] O _  NH
Schemat 5. Synteza BAT (1) wg Rosevear’a i Wilshire’a 4

Opisywana metoda jest stosunkowo prosta w wykonaniu, ale wydajnos¢ produktu
koncowego nie przekracza 40%. Ponadto, w jednym z etapow powstaje nietrwaty produkt
przejsciowy [ co przyczynito si¢ do zmodyfikowania tej metody przez Dzierzbicka (401
poprzez skrocenie drogi syntezy o dwa etapy. Substratami biorgcymi udzial w reakcji sa
symetrycznie chronione pochodne 1,4-fenylenodiaminy (18 i 19), ktore poddaje si¢ reakcji
Czerniaka-Einhorna, a nastepnie hydrolizie grup acetylowych badz uretanowych.

W wyniku koncowej cyklizacji otrzymuje si¢ batracyling (1) (Schemat 6).
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Schemat 6. Synteza BAT (1) wg Dzierzbickiej 1!

Martinez-Viturro i in. ™ przedstawili syntez¢ BAT (1), w ktorej wykorzystano
komercyjnie dostepny kwas 2,5-dinitrobenzoesowy (21). Zwiazek (21) przeksztatcono
w chlorek kwasowy, a nastgpnie w odpowiedni alkohol (22), na ktéry podziatano

ftalimidem. Otrzymang pochodng (23) poddano redukcji uzyskujac BAT (1) (Schemat 7)
[12]

NO2 () NO2 (i) NO20 (i N
/©/\/ /@/
OH N
02N 02N OH 02N N H2N

21 © 1
22 23 4

Schemat 7. Synteza BAT (1) wg Martinez-Viturro 2. Reagenty i warunki: (1) (1) SOCIy;
(2) NaBH,, H,0, 0° C; (II) ftalimid, DEAD, PPhs, temp. pok.; (I1l) HCO,NH,, Pd/C,
EtOH [

Metoda zaproponowana przez Shankar’a i in. [*! rozpoczyna si¢ od otrzymania
2-aminonitrofenylometanolu (25), ktory nastepnie poddano reakcji z 2-cyjanobenzoesanem
metylu (26) otrzymujgc pochodng batracyliny (11). W wyniku redukcji grupy nitrowej
uzyskano BAT (1) (wyd. 90%) (Schemat 8).
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THF, 0- 10°C HoN

OMe

25 TFA, 70-75°C
10-12 godz.

NH4OAC/MeOH

Schemat 8. Synteza BAT (1) wg Shankar’a [*4

Synteza BAT (1) zaproponowana przez Tseng’a i in. [*

prowadzona byla
z zastosowaniem promieniowania mikrofalowego w nie mieszajacym si¢ z woda
i chemicznie stabilnym jonowym roztworze [b-3C-im][NTf,;] (27) (Rysunek 3)

pozwalajacym na uzyskanie BAT (1) z wyd. 81% (Schemat 9).

e
/200
( Y 'Bu®nry,

27

Rysunek 3. Struktura chemiczna jonowego roztworu [b-3C-im][NTf,] (27) 12

1. BH3/THF, 27 o
CN 80°C, 2.5 godz.

O5N H->N
NH, mikrofale, 120°C, 10min. N/

3. Pd/C, Hy MeOH, 27,
28 temp. pok., 2 godz. 1

Schemat 9. Synteza BAT (1) wg Tseng’a [*Z
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2.1.5. Analogi batracyliny — synteza i aktywnos¢ biologiczna

Ograniczenia w chemioterapeutycznym wykorzystaniu BAT, wynikajace glownie
z jej stabej rozpuszczalno$ci w wodzie i duzej toksyczno$ci, sprawity, ze dalsze badania
skupity si¢ na projektowaniu oraz syntezie nowych analogdéw, charakteryzujacych si¢
lepszymi wlasciwosciami farmakologicznymi 221,

W 1990 roku otrzymano analogi BAT (29) z aminokwasami, di- i tripeptydami
(Rysunek 4) ™ Ulegaly one jednak szybkiej enzymatycznej degradacji za pomoca

peptydazy.
N
i O/J§
R)L N N
H o
29

R = Gly, Ala, Leu, lle, Val, Ser
R = dipeptydy, tripeptydy

Rysunek 4. Struktura chemiczna analogéw BAT z aminokwasami i peptydami (29) !
Dwa lata pdzniej zostaly opatentowane analogi BAT zawierajgce W SWOjej
strukturze pierscien fukozy (30). Charakteryzowaly si¢ one nie tylko lepsza

rozpuszczalnoscia w wodzie, ale takze korzystniejszymi witasciwosciami biologicznymi

(Rysunek 5) (44,
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A

’ R,LI/A\QZ/BAT

30

AA; i AA; - aminokwasy D- lub L- (Ala, Val, Leu, lle, Nva, Gly, Phe)
n=0-2
R= B

gdzie:
X - alkilen lub arylen

Y -CO,NH, O
B - wiazanie lub reszta diacylowa kwasu dikarboksylowego

Rysunek 5. Struktura chemiczna analogéw BAT z pierscieniem fukozy (30) [44]

Zaprojektowano i zsyntezowano seri¢ polgczen cytostatykow (w tym BAT)
z cukrami (Rysunek 6) ¥ oraz z tiokarbonylowymi aminokwasami (Rysunek 7) [,
Otrzymane zwiazki wykazywaly lepsza rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych oraz

wyzsza selektywnos$¢ i aktywno$¢ cytotoksyczng w pordwnaniu do BAT [45.46],
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Cyt - cytostatyki np. batracylina, metotreksat, chinolon-a, etopozyd, melfalan, taksol, kamptotecyna,
daunomycyna, doksorubicyna

AA; i AA, - reszta aminokwasowa o konfiguracji D- lub L-, np.: Ala, Lys. Gly, Ser, Orn, Val, Glu, Tyr,

L= S R
N
_”>_ lub /_N\>—
—N
H

Sp - arylen w pozycji orto, meta, para, posiadajacy do 4 dodatkowych podstawnikéw, alkilen liniowy lub rozgateziony

K - weglowodan o strukturze:
A (0] (0]

~N

Rs
gdzie:
A - metyl, hydroksymetyl, kaboksyester lub amid, alkoksymetyl, acyloksymetyl, ester lub amid karboksyalkoksymetylu

Rz Rj3, R4 - H, hydroksy, alkoksy, kaboksyalkiloksy, hydroksyalkiloksy, aminoalkiloksy, acyloksy i wiele innych.

Rysunek 6. Struktura chemiczna analogéw cytostatykow z cukrami (31) 1!

H
A N
™~x- \n/ M-Cyt
S n

32

Ar - reszta arylowa, zawierajaca takie podstawniki jak: alkil, alkoksyl, alkoksykarbonyl, hydroksyl, karboksyl,
karboksyalkil, nitryl, grupa nitrowa, halogen i inne

X - bezposrednie wiazanie lub reszta alkilenowa do 6 atomow wegla
M - mono- di-, tr- lub tetrapaptyd

Cyt - cytostatyk np. batracylina, chinolon-a, metotreksat, etopozyd, daunomycyna, doksorubicyna, taksol i inne
Rysunek 7. Analogi cytostatykow z ugrupowaniem tiokarbonylowym (32) 14¢!
W 1993 roku rozpoczgto poszukiwania zwigzku, ktory bylby strukturalnie podobny

do BAT (1), lecz posiadalby mniejsza toksycznosé. Zaproponowano analogi (33-36),

w ktorych modyfikacji ulegly pierscien D (33-35) lub pierscienie C i D (35) (Rysunek 8)
[47]
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35

0 (@)
33 34a-b 36a-b
34a: R=H 36a: X=H
34b: R=OCHj 36b: X=NO,

Rysunek 8. Analogi BAT (33-36a-b), w ktorych zmodyfikowano pierscien A, C

i Joraz D [*"]

Utworzenie systemu pier$cieniowego izoindolo[1,2-b]chinazolin-12(10H) (37)
(Schemat 10) uzyskano nastgpujacymi metodami:

e metoda a: kondensacja podstawionego nitrobenzenu (39) z N-(hydroksymetylo)-
ftalimidem (40), poprzedzona redukcja i cyklizacja;

e metoda b: kondensacja odpowiedniego halogenku podstawionego 2-nitrobenzylu
(41) z solg potasowag podstawionego ftalimidu (42), poprzedzona redukcja
1 cyklizacja;

e metoda c: kondensacja podstawionej 2-aminobenzyloaminy (43) z podstawionym

bezwodnikiem ftalowym (44), poprzedzona cyklizacjg produktu posredniego.

Wszystkie zwigzki z wolng grupa aminowa wykazaty aktywnos$¢ biologiczna
w testach in vitro na linii HL-60 oraz hamowaty aktywno$¢ topoizomerazy II. Sugerowato
to, ze metaboliczne reakcje substytucji moga prowadzi¢ do powstania zwigzkow
o pozadanej aktywnos$ci biologicznej. Otrzymane dane wskazuja, ze mechanizm
aktywnosci przeciwnowotworowej BAT nie opiera si¢ wylacznie na oddzialywaniu

z kompleksem rozszczepialnym DNA-topoizomeraza 11 171,
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Schemat 10. Tworzenie pierécienia izoindolo[1,2-b]chinazolin-12(10H) (42) 1"

Izoindolo[2,1-a]benzimidazole (46) oraz benzimidazolowy analog BAT (50)
stanowig koleje przyklady pochodnych BAT wykazujacych dobra aktywno$¢
cytotoksyczng (Schemat 11 i 12). Badania prowadzone na: liniach ostrych biataczek
limfoblastycznych ~ T-komorkowych ~ CCRF-CEM,  kompleksie  rozszczepialnym
topoizomeraza 1I-DNA oraz hepatocytach komodrek szczurzych nie potwierdzity
wlasciwo$ci mutagennych wspomnianych pochodnych. Moze to przyczyni¢ si¢ do
stwierdzenia, ze wlasciwosci mutagenne BAT wynikaja z obecnosci wolnej grupy

aminowej .

NH
)(j: 2 bezwodnik ftalowy
|
Z NH, alk n-amylowy

45a-b 46a-b
45a: X=N

46a: X=
45b: X=CH 260 Xt

Schemat 11. Synteza izoindolo[2,1-a]benzimidazolu (46) ¥
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Schemat 12. Synteza benzimidazolowego analogu BAT (50) wg Meegalla 8

W 1999 roku opublikowano pochodne BAT, ktérych synteza polegala na
polaczeniu BAT z tiofosgenem, a nast¢pnie z lizyng, ktora zawierata BSA. W kolejnym
etapie otrzymany koniugat (51) poddano reakcji z aminofenyloglikozydem lub jego
pochodnymi (52a-g) (Schemat 13). Zsyntezowane pochodne (53a-g) nie wykazaly
aktywnosci cytotoksycznej w badaniach prowadzonych na linii SW480 [48]
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N
51
H3C/ O\©\
R3\ (J‘

52a-g

Keisy T OO0

- -n

NaNO,/HCI

julll

X |1
N

51a, 52a: R;=OH, Ry=OH, R3=OH, n=9 S3a-g

51b, 52b: R4=0OH, R,=OMe, R3=0H, n=20

51c¢, 52c: R4=0OH, R,=OCH,COOH, R3=0OH, n=22
51d, 52d: R4=OH, R,=OCH,CH,0H, R3=0H, n=21
51e, 52e: R4=0H, R,=H, R3=0OH, n=14

51f, 52f: R,;=OMe, R,=0OH, R3=0H, n=15

51g, 52g: R1=0OH, R,=0OH, R3=H, n=4

Schemat 13. Synteza analogow BAT z BSA (53a-Q) [4]

Dzierzbicka “°! przedstawila wyniki pracy dotyczace syntezy nowych koniugatéw
MDP i nor-MDP zmodyfikowanych w czgéci peptydowej batracyling lub jej pochodnymi
(Schemat 14). Otrzymane koniugaty (56a-c) poddano badaniom aktywnosci biologicznej w
NCI oraz GUMed.

Z oznaczen przeprowadzonych w NCI wynikato, ze w badanym zakresie stgzen
(10*-10®) koniugaty sa nieaktywne. Celem badah w GUMed bylo oznaczenie
immunomodulujgcych wlasciwosci zwiazkow (56a, 56¢, 56e, 56h) wobec subpopulacji
leukocytow krwi obwodowej hodowanych w obecnosci komorek linii: K562, WEHI 164
oraz Ab/Ma. W przypadku linii nowotworowej WEHI 164 zwiazek (56a) przyczynit si¢ do
znacznego obnizenia zywotnosci komorek po 4- i 24-godzinnej inkubacji w hodowli
z dodatkiem monocytow oraz po 12-godzinnej inkubacji w hodowli z dodatkiem PBL,
w porownaniu do batracyliny.

Ponadto, za pomoca cytometru przeptywowego wykonano pomiar frakcji sub-G1

oraz rozdziat elektroforetyczny na zelu agarozowym badanego DNA. Otrzymane wyniKki
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pokazuja, ze przyczyng Smierci komorek nowotworowych linii K562 1 Ab/Ma jest nekroza,

za$ w przypadku linii WEHI 164 zaobserwowano zjawisko wystepowania apoptozy *%.

HO o
o}
Ph/vocﬁ/o 90% TEA HOO H ) DPPA, DMF, TEA R Hoo H
\l/ NOAG \( NHAC

OBn OBn 1 up57a-c L ixos GIOB”
. -L-X-D-
CO-L-X-D-is0GIn(O-t-Bu) CO-L-X-D-is0GInNH; 1SoTn

\
54 55 56a-c \yr

P O o
gdzie:
R=H. CH; R'=  -(CHy),CONH
X=Ala, Val, Pro \©\/\N o \@(\N
n=2,3,5 yp Z
N N

(o}

HClxNHz(CHz)nCONH\C(\N f :
~Z
N

57a-c
57a: n=2

57b: n=3
57c: n=5

Schemat 14. Otrzymywanie koniugatow MDP lub nor-MDP (56a-c) z BAT (1) lub jej
pochodnymi (57a-c) 1°!

H
HoO °
R o i
NHA | 56a: R=CHj,, X=Ala, R'=A
. : 56c: R=H, X=Ala, R'=A
CO-L-X-D-is0GIn 56e: R=CHj, X=Val, R'=A
NH-R' 56h: R=CH3;, X=Pro, R'=B
56a,c,e,h

o) (@]
" -(CH,)sCOHN
R'= N (CHy)s N
N? N7
A B

Rysunek 9. Struktura chemiczna pochodnych MDP-BAT (56a, 56¢, 56e, 56h) !
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Opublikowane w 2006 roku pochodne izoindolo[2,1-a]indol-6-onu (56) stanowig

obszerng grupe zwigzkoéw bedacych analogami BAT (Rysunek 10) [s0],

Rysunek 10. Struktura chemiczna izoindolo[2,1-a]indol-6-onu (56) &

Synteza tych analogéow bazowala na wewnatrzczasteczkowej reakcji Wittig’a.
Odpowiednie bezwodniki ftalowe (59a, b) poddano reakcji z pochodnymi aniliny (60a-d)
otrzymujgc podstawione ftalimidy (6la-d), ktore nastgpniec bromowano, uzyskujac
(62a-d). W reakcji (64a-d) z DBU otrzymano pochodne izoindolo[2,1-a]indol-6-onu
(65a-d) (Schemat 15), ktére w dalszych reakcjach chemicznych daty analogi (66-72)
(Rysunek 11).

W przeprowadzonych testach biologicznych badano aktywnos$¢ analogow (66-72)
w hamowaniu ludzkiej topoizomerazy typu | i Il. Jak wykazano, zaden ze zwigzkéw nie
posiadal wlasciwosci charakterystycznych dla tego typu inhibitorow. Jedynie w przypadku
analogow (66), (68) 1 (72) zaobserwowano aktywnos$¢, poréwnywalng do dziatania
etopozydu. Zwigzek (68) przy wigkszym stezeniu okazal si¢ toksyczny. W badaniach
in vitro prowadzonych na komoérkach L1210 oraz HT-29 analogi (66-69a,b) i (72) nie
wykazaly lepszej aktywno$ci cytotoksycznej w porownaniu do adriamycyny czy

kamptotecyny %,
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Schemat 15. Synteza pochodnych BAT (65a-d) !
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69b: R=ClI =
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Rysunek 11. Struktury chemiczne analogow (66-72) 1%
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Rok pdzniej opisano synteze azowych pochodnych batracyliny. Pier$cien anilinowy
A zastgpiono pirydynowym (Rysunek 12). Na Schemacie 16 przedstawiono kolejne etapy

syntezy otrzymywania pochodnych (97-99) 1.

Rysunek 12. Azowe pochodne batracyliny (73-75) B4

O
.X_ _NH, \24 VXS H v X H _X_ _NH,
YOS (l) (I (||| IV) Y
Z o Z = OH = Z = (0]
76-78 79-81 Ar
82-84 85-87 88-90

v’ NH2
gdzie: V“) (Vl) \I(I’X\ NH;
' 4
X=N, Y=Z=CH \/)/\( = z _\_OH
Y=N, X=Z=CH
Z=N, X=Y=CH

97-99 94-96 91-93

Schemat 16. Reagenty i warunki: (I) Me3CCOCI, Et3N, THF/Et,O, 0° C; (II) (1) n-BulLi,
TMEDA, Et,0, od -70° C do -20° C; (2) ArCHO (n-1), THF od -70° C do t. pok.; (IIT)
MnO,, CH.Cl,, t. pok.; (IV) HCI 3 M, 95° C; (V) NaBH., EtOH; (VI) ftalimid, DEAD lub
DIAD, PPhs, THF, t. pok.; (VII) PTSA, PhMe !

Duza grupa analogéw BAT (100a-m) (Rysunek 13), ktorych synteza opiera si¢ na

reakcji Mitsunobu % zostala opublikowana w 2008 roku ™. Jej kluczowym etapem byto

powstanie 2-ftalimidometyloaniliny oraz reakcja cyklodehydratacji, w wyniku ktorej
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otrzymano seri¢ analogow z roznymi podstawnikami w pozycji 7, 8, 9 oraz 10
(Schemat 17) 2.

NH» 0 NH, () NH, /O an N
—» — — =
©irOH @/OH CL/N { @E/N
O
O
102 103 13b

101 ©

Schemat 17. Synteza pochodnej (13b). Reagenty i warunki: (1) NaBH,4, EtOH; (1) ftalimid,
DEAD lub DIAD, PPhs, THF, temp. pok.; (1) THF, temp. pok. [*?

1001 100m

Rysunek 13. Struktury chemiczne analogéw (100a-m)
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Rok pozniej amerykanska grupa badawcza przedstawita otrzymywanie 5-tio-4b,10-
diazoindeno[2,1-a]inde-5,5-ditlenku (107) oraz 10H-11-tio-5,10a-diazobenzo[b]fluoreno-
11,11-ditlenku (108) bedacych kolejnymi pochodnymi BAT. Synteza prowadzona byta w
obecno$ci mikrofal i polegata na reakcji chlorku 2-cyjanobenzosulfonylu (106)

z fenylenodiamina (104) lub 2-aminobenzyloamina (105) (Schemat 18) 4.

o)
“n _O
C@THZ ClO;S :@ Et;N, CH,Cl, mikrofale @[P\) N-57
+ , - h
NH, NG 140°C, 10 min. NJ\@
104: n=0 106 107: n=0
105: n=1 108: n=1

Schemat 18. Synteza (107) oraz (108) wg Cole’a [*4

Dobra metoda syntezy analogdbw BAT z r6znie podstawionymi pier§cieniami C 1 D
(109-113) (Rysunek 14) M jest wykorzystanie 8-deaminobatracyliny (13b), ktora
otrzymano w reakcji cyklizacji alkoholu 2-aminobenzylowego (102) z benzoesanem

2-cyjanometylowym (114) (Schemat 19).

Cfﬁ() @@*@ @Cﬁ@
pogae ,? sear

112 114

Rysunek 14. Struktury chemiczne analogow (109-114) [41]
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™
NH,

102

(0] o

+ CEu\OMe TFA, 70-75°C m
—_—
CN 10-12 godz. N7

114 13b

Schemat 19. Synteza 8-deaminobatracyliny (13b) 1!

W 2011 roku opisano synteze znakowanej BAT (118) (Schemat 20) P

zawierajace] 28% deuteru. Analiza przy uzyciu spektrometru mas wykazata roéznice w

zawartos$ci deuteru w poszczegdlnych etapach syntezy. Zwigzek wyjsciowy (115) zawierat

74% dg, zwigzek (116) 84% d4 za$ znakowana BAT (118) 72% dj.

H,N
_—

H

115

Ho/_N; Z >14
H o

N CHCO,Et \/0 N \
o /\ pirydyna | ~ HZSO450°C \"/ Y )]\

3 godz.
116

’H,S0,
100°C, 5 godz.

HZNYI\

118

Schemat 20. Synteza znakowanej BAT (118) !

W 2014 roku zespét Chen’a ® przedstawil katalizowana palladem synteze

izoindolochinazolinonéw (119-129) (Rysunek 15) otrzymanych w wyniku dekarbonylacji

1,2-dibromobenzendw (Schemat 21) P81,
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NH, Br Pd(OAc), N
+CO + — _
NH, Br N

105 130 13b

Schemat 21. Otrzymywanie 8-deaminobatracyliny (13b) wg Chen’a ©*®

(@] O
N N
= P
N OMe N 0
P

120 OMe 121 (@)
(@)
N N~ \ N7 N7
N\
122 123 124 125
O (o) (@) O
S N N
N~ N~ N~ N~ |
S N N
/
126 127 128 129

Rysunek 15. Struktury chemiczne analogow 119-129 1%

Tseng i in. ¥2

otrzymali 8-deaminobatracyling (13b) (Schemat 22) oraz
N-sulfonoamidowe analogi batracyliny (131a-i) (Schemat 23) w jonowym roztworze

[b-3C-Im][NTf,] (27). Otrzymane zwigzki hamowaty aktywno$¢ topoizomerazy

SN g,
> =
NH, N

mikrofale, 145°C,
105 2 min.

typu 11 142,

13b

Schemat 22. Synteza 8-deaminobatracyliny (13b) wg Tseng’a 14
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>
Y
N/ 27, 3 godz,, temp. pok. O/ N N/

Me3C 131e: R =Me 131g: R = 02N
131a:R = 131¢: R = \© \©
131:R= ©
(@]
: 131h: R = [ ]@

0]
131a:R =
MezN !

Rysunek 16. Struktury chemiczne N-sulfonoamidowych analogéw BAT (131a-i) 14

Struktury chemiczne otrzymanych i badanych w pracy analogéw zbudowane sg
z batracyliny potaczonej wigzaniem amidowym z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny oraz

z adenozyng. Ponizej przedstawig krotka charakterystyke wspomnianych wyzej zwigzkow.
2.2. Tuftsyna (Thr-Lys-Pro-Arg, TKPR)

2.2.1. Struktura chemiczna i wlasciwosci biologiczne

Tuftsyna (Thr-Lys-Pro-Arg, TKPR) (132a) jest tetrapeptydem wyselekcjonowanym
w 1970 roku przez Nijjar’a i Nioshioka (Uniwersytet Tufts, Boston, USA) [57.58]
Retro-tuftsyna jest peptydem o odwroconej sekwencji: Arg-Pro-Lys-Thr (132b)
(Rysunek 17) B,

Tuftsyna (132a) charakteryzuje si¢ krotkim potowicznym czasem degradacji

w organizmie, wynoszacym okolo 16 min. Jest ona tatwo degradowana pod wptywem
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licznych proteaz, np. aminopeptydazy leucytowej, karboksypeptydazy B czy subtylizyny,
nie ulega natomiast rozpadowi pod wplywem: trypsyny, chymotrypsyny, papainy czy
pepsyny. Produktami hydrolizy enzymatycznej tuftsyny sa dwa tripeptydy: Thr-Lys-Pro
oraz Lys-Pro-Arg, wykazujace dziatanie inhibitujace w stosunku do wyjsciowego

tetrapeptydu P71,

R6N R6N'
HN.__NH
Rﬁ/ \NOZ oy T4, OH
RS NH rox RaN P3 KaN O T5Me
y HoN S N NH x2 ® NTIT\-!| N OH
i O R RMe RN R4 g o ™ O o)
rRaN Yz, OH RN NH RO K4
PINH r2 HNN\R() RS
N K5
PN (@) HN\N
R6N' KeN / KO
HoN
132a 132b

Rysunek 17. Struktura chemiczna tuftsyny (132a) oraz retro-tuftsyny (132b) 7!

Tuftsyna jest jednym =z najmniejszych naturalnych immunomodulatorow,

% Aktywuje ona monocyty,

wystepujacym we krwi czlowieka i innych ssakow
makrofagi i neutrofile. Sama aktywowana jest wytacznie w formie wolnego peptydu
stanowigcego fragment domeny (289-292) tancucha ciezkiego F. immunoglobuliny
typu G, z ktérego uwalniana jest za pomoca dwoch specyficznych enzymow:

endokarboksypeptydazy tuftsunowej §ledziony i leukokininazy [*-6%,

2.2.2. Aktywnos$¢ biologiczna tuftsyny

Tuftsyna wykazuje szeroka aktywno$¢ biologiczng. Poprzez wigzanie si¢ do
specyficznych receptorow tuftsynowych obecnych na powierzchni komorek efektorowych
uktadu immunologicznego, omawiany tetrapeptyd aktywuje szereg funkcji m.in. aktywacje
fagocytozy granulocytéw 1 makrofagow oraz zwigksza ruchliwos$¢ oraz cytotoksycznos$ci
tych komorek [61, 63631 'posjada ona zdolnosé indukcji pinocytozy, jak rowniez wybuchu
tlenowego fagocytow [o6-74], Wptywa na wydzielanie cytokin IL-1, IL-6 oraz TNF-a (6]
posiada zdolno$¢ do regulowania cyklu komoérkowego PMBC i PMN oraz poprawia

[58]

komunikacje pomiedzy elementami ukladu immunologicznego Udowodniono,
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ze poprzez aktywacje procesow immunologicznych moze w sposob posredni wpltywacé na

uktad nerwowy [,

Tuftsyna  wykazuje  dzialanic  przeciwbakteryjne,  przeciwnowotworowe
1 przeciwwirusowe. W terapii wielolekowej przejawia dziatanie synergistyczne.

Jej dodatek pozwala na zmniejszenie skutecznej dawki niektorych lekdéw oraz na

[61]

poszerzenie spektrum ich dzialania Umieszczona na powierzchni liposomow

zawierajgcych antybiotyki (amfoterycyna B, rifampicyna, nystatyna) zwicksza specyficzne
wigzanie tych no$nikow z komoérkami fagocytujagcymi oraz ich aktywno$¢ cytotoksyczna

[/57€1 " podawanie tuftsyny, przy jednoczesnym przyjmowaniu leku polienowego

(nystatyny) podnosi jego aktywno$é przeciwgrzybowa '™,
Niedobor tuftsyny obserwuje si¢ u chorych na AIDS czy ARC (AIDS-related

[61]

complex) [ biataczke Hodgkina czy anemig¢ sierpowatg . Badania prowadzone na

ludziach wykazaty zalezno$¢ migdzy prawidtowo funkcjonujaca $ledziong a aktywnoscia
tuftsyny. U osobnikow z wycietg §ledziona, zauwazono niekorzystny dla organizmu nabyty
deficyt tuftsyny wiazacy si¢ z ostabieniem uktadu immunologicznego oraz zwigkszong

podatno$ciag na infekcje [61]

[79]

. Aktywnos$¢ 1 stezenie tuftsyny jest nizsze w przypadku
marskos$ci watroby

Badania prowadzone na myszach wykazaty m.in., ze fragment H-Thr-Lys-Pro-OH
podany zaréwno przed, jak i po wywotaniu §rodmédzgowego krwotoku, znacznie redukuje
wielko$¢ urazu oraz degradacje komodrek nerwowych (8081 Ten sam fragment tuftsyny

wykorzystano jako czynnik regulujacy aktywacje komorek mikroglejowych oraz

makrofagow [62]

Do innych aktywnosci biologicznych tuftsyny mozna zaliczy¢: dziatanie

przeciwbolowe ¥, zdolnosé inhibicji hydrolazy tyrozynowej ®* 8! hamowanie kurczenia

[86]

si¢ mikronaczynek limfatycznych czy zdolno$¢ modyfikacji aktywnoSci

monoaminooksydazy 1 acetylocholino esterazy w synaptosomalnych 1 komorkowych

[87]

frakcjach mitochondrialnych pozyskiwanych z kory mozgowej . Ponadto, posiada

wlasciwosci  przeciwzakrzepowe oraz lagodzi objawy glodu narkotycznego (%8,

Profilaktyczne i terapeutyczne podawanie tuftsyny powoduje ograniczenie owrzodzenia

oraz szybsze wygojenie chorej tkanki .
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2.2.3. Synteza tuftsyny

Synteze tuftsyny prowadzi si¢ najcze$ciej metodg klasyczng w roztworze z
wykorzystaniem EEDQ lub DCC jako odczynnikoéw kondensujacych. Czesto stosowana
jest rowniez metoda mieszanych bezwodnikow lub estrow aktywnych .

Przy wyborze odpowiedniej metody syntezy brane sa pod uwage: koszt, wydajnosc,
prostota wykonania, czas reakcji, tatwo$¢ wprowadzania 1 usuwania grup ochronnych,
[61, 90]

czysto$¢ otrzymanego produktu oraz mozliwos¢ zwickszenia skali syntezy

Ponizej przedstawitam dwie najczesciej stosowane metody syntezy.
Synteza na fazie stalej (SPPS)

Pierwszy aminokwas z wolng grupg karboksylowa zostaje potaczony
z nierozpuszczalnym polimerem. Nastepnie syntetyzuje si¢ caly tancuch peptydowy od
C-konca. W tym celu N-chroniony aminokwas poddaje si¢ reakcji z reaktywna grupg
polimeru, z tak powstatego zwigzku usuwa si¢ ochrone grupy a-aminowej. Otrzymany
aminoacylopolimer przereagowuje z nastepnym N-chronionym aminokwasem. Ostatni etap
syntezy polega na rozszczepieniu wigzania kowalencyjnego miedzy C-koncowym
aminokwasem zsyntetyzowanego tancucha peptydowego, a grupa na nosniku, z ktérym byt
zwigzany. Nierozpuszczalny no$nik mozna oddzieli¢ od znajdujacego si¢ w roztworze
polipeptydu przez odsaczenie. Zaletg tej metody sg niewielkie straty czysto mechaniczne
oraz brak koniecznos$ci oczyszczania produktow posrednich [51.92]

Synteza na no$niku statym znalazta m.in. zastosowanie do otrzymania analogow
tuftsyny z wigzaniem izopeptydowym [54] czy do taczenia fragmentow nosnikowych
bazujacych na sekwencji tuftsyno-podobnej, z peptydowym epitopem otoczki wirusa
HSV P Metoda syntezy, zaproponowana w 2002 roku, wykorzystuje przepuszczalny
woreczek polipropylenowy (typu ,tea-bag”), ktory mozna wtozy¢ do naczynia w celu
przytaczenia okreslonego Fmoc chronionego aminokwasu przy uzyciu HOBt czy HBTU
jako odczynnika kondensujacego. Uwolnienie koncowego peptydu zachodzi po uzyciu
mieszaniny TFA/EDT/anizol ¢,
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Synteza w roztworze

Synteza klasyczna przebiega w roztworze w fazie homogenicznej. Uzyskane
produkty posrednie sa oczyszczane, a po zakonczeniu syntezy przeprowadzana jest
deprotekcja grup ochronnych. Do odczynnikéw kondensujacych powszechnie stosowanych
mozna zaliczy¢ DCC oraz estry aktywne, oparte na metodologii bezwodnikdéw mieszanych
lub trimerycznych chlorkow fosfonitrylowych %31 Na przyktad synteza tuftsyny przy
uzyciu estru aktywnego 5-chloro-8-hydroksychinoliny .

Na uwagg zastuguje synteza opisana przez Fridkin’a !, Peptyd zostaje wydhuzony
od N-konca, poprzez zastosowanie polimerycznego aktywnego PHNB 571 Kolejnym

przyktadem moze by¢ synteza wykorzystujagca metod¢ mieszanych bezwodnikow (98],

2.2.4. Analogi tuftsyny

Poczatkowo modyfikacje dotyczyly zmiany sktadu aminokwasowego i sekwencji

[99]

poszczegbdlnych aminokwasow w tancuchu oraz przedluzenia tancucha peptydowego

o kolejne aminokwasy .

Powstaty tioanalogi czy cykliczne analogi, w tym
tzw. c-[T-K-P-R-G] wykazujacy aktywno$¢ biologiczng poréwnywalng do tuftsyny juz
przy 50-krotnie nizszym stgzeniu [74]ponadito, zsyntezowano szereg oligopeptydow, ktore
okazaly si¢ nietoksyczne w stosunku do mysich komorek $ledziony (100,

Analog tuftsyny o sekwencji: H-Thr-Lys-Pro-Arg(NO)-OH w badaniach in vivo na
mysim modelu sepsy wykazal silne dziatanie stymulujace aktywnos$¢ makrofagow
1 komoérek Kupffera w watrobie i nerkach. Stymulowal réwniez aktywno$¢ PBMC oraz
monocytow krwi obwodowej, a takze posiadat zdolnos$¢ stymulacji sekrecji IL-6 [100-102]

W 2005 roku w projektowaniu analogow tuftsyny z AZT wzieto pod uwage fakt,
ze makrofagi stanowig jeden z glownych celow wirusa HIV, a receptory tuftsynowe
zlokalizowane sa wlasnie na ich powierzchni. W badaniach in vitro wykazano,
ze otrzymany koniugat (133) hamuje aktywnos¢ odwrotnej transkryptazy HIV, wykazuje
lepsze wlasciwosci immunostymulujagce w poréwnaniu do tuftsyny oraz podobnie jak ona
wplywa na wydzielanie IL-1. Kolejne testy potwierdzily jego mniejszg cytotoksyczno$¢

wobec limfocytow T, co niesie nadziej¢ na wykorzystanie tego typu zwigzkow w terapii
AIDS ™,
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Rysunek 18. Struktura chemiczna koniugatu AZT-tuftsyna (133) !

W tym samym roku opublikowano syntez¢ analogéw tuftsyny z MDP i nor-MDP
(134a-f) (Rysunek 18) [103] Przy projektowaniu tej grupy pochodnych wzieto pod uwage
fakt, ze w wyniku potaczenia zwigzkéw wykazujacych zblizong aktywno$¢ biologiczng
moze powsta¢ produkt o lepszych wiasciwosciach farmakologicznych w poréwnaniu do
zwigzkow wyjsciowych. Synteza analogow (134a-f) polegata na acylowaniu chronionej
tuftsyny grupa karboksylowa izoglutaminy w MDP/nor-MDP. Badania biologiczne
potwierdzity dziatanie cytotoksyczne analogéw oraz wydzielanie cytokin: TNF-o i IL-6
przez monocyty i w hodowlach komoérek PMBC, PBL [102,104],

Ponadto, zsyntezowano grupe analogéw tuftsyny/retro-tuftsyny zawierajgcych
dodatkowy aminokwas (np. Val, Gly, Ala, p-Ala) na grupie e-aminowej lizyny (135a-d)
(Rysunek 19) oraz (136a-j) (Rysunek 20). Dzigki obecnosci wigzania izopeptydowego,
otrzymane zwiagzki moga okaza¢ si¢ bardziej stabilne metabolicznie, a obecno$é

dodatkowego aminokwasu moze przyczyni¢ si¢ podniesienia ich wlasciwoS$ci

biologicznych [10310%1,
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134-135a  134-135b  134-135c  134-135d 134-135e  134-135f
R CHs H CHs H CHs H

X Ala Ala Val Val Pro Pro

Rysunek 19. Struktura chemiczna analogow tuftsyny/retro-tuftsyny z MDP/nor-MDP
(134a-f, 135a-f) 1103

HO
HO— —,

\r NHAC o

CO-L-X-Glu

I
Arg-Pro-Lys(Y)-Thr-OMe
136a-j

136a 136b 136c 136d 136e 136f 136g 136h 136i 136j

R H H H H H CHy CHy CHs CH;z CHjs
X Ala Ala Ala Pro  Pro Val Val Val Ala Ala
Y leu Ala Val Val Leu Ala Val Gly Gly Val

Rysunek 20. Struktura chemiczna analogow MDP/nor-MDP z pochodnymi retro-tuftsyny
(136a-j) 1%

W ostatnich latach ukazato si¢ szereg publikacji na temat nowych pochodnych
tuftsyny (Rysunek 21). Tuftsyne potaczono m.in. z:
e aminokombretastatyng A-4 (amino-CA-4) [106].
e fulerenem C60 - otrzymane analogi (137a-b) byly odporne na degradacyjne
dziatanie aminopeptydazy leucynowej oraz silnie stymulowaty mysie makrofagi

otrzewnowe, poprzez zwickszenie fagocytozy i chemotaksji *°;
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1,4-dihydroksyantrachinonem oraz pochodnymi 1-nitroakrydyny i 4-karboksy-
akrydonu — otrzymane pochodne (138-140) charakteryzowatly si¢ aktywnoscia
cytotoksyczng na liniach komorkowych ludzkiego niedrobnokomoérkowego raka
pluc oraz ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej H%!;

Pro-Gly-Pro — analog Selank (141) powstaly w wyniku wydluzenia tancucha
tuftsyny na C-koncu o sekwencj¢ Pro-Gly-Pro wykazywal aktywnos¢ w testach
prowadzonych na komorkach $ledziony i hipokampie szczuréw. Co wiecej,
posiadal wlasciwosci przeciwwirusowe oraz hamowal aktywnos$¢ enzymow
rozkladajacych enkefaline w ludzkiej krwi 109119

CA125 — analogi okazaly si¢ aktywne m.in. przeciwko nowotworom jelit ™%;
kwasami nukleinowymi — otrzymane zwiazki sa Ww trakcie badan
biologicznych M2

fosforylocholing — fosforylocholina zostata potaczona z czasteczkag tuftsyny
wydhuzong na C-koncu o dwa dodatkowe aminokwasy (Gly i Tyr) za pomoca
4-aminofenylofosforylochlorku. Badania biologiczne wykazaty, ze koniugat
tuftsyna-fosforylocholina dziata zapobiegawcze wobec zapalenia okreznicy oraz
ostabia rozw0j zapalenia ktebuszkoéw nerwowych na modelu mysim [113. 1141,
peptydem T polaczonym z czterema czagsteczkami tuftsyny. Uzyskany zwigzek
petnit role immunomodulatora, aktywujac funkcje makrofagow oraz wykazujac
wysoka inhibicj¢ w stosunku do pooperacyjnego guza resztkowego na modelu
mysim [11%];

fragmentami wirusa watroby typu A i E, dzigki czemu mogg powsta¢ szczepionKi
o wigkszej aktywnosci 1 selektywnosci [1181,

zwigzkami pelnigcymi role biomarkerow (fluoresceina, Gd czy Tb) — pochodne
FITS-tuftsyny petnia role markeréw fluorescencyjnych wykrywajacych komorki
makrofagowe w uktadach biologicznych. Pochodne Th-DOTA-tuftsyny moga
znalez¢ zastosowanie jako znaczniki w monitorowaniu przebiegu choréb z
udziatem makrofagow. Pochodne Gd-DOTA-tuftsyna stosuje si¢ jako reagenty
kontrastujace przydatne w identyfikacji uszkodzen mozgu [,
poli(propylenoiminowymi)dendrymerami — PPI potaczone z tuftsyng oraz lekiem
o aktywnosci skierowanej przeciwko wirusowi HIV daja pochodng (142) wykazujaca

szereg cech wspomagajacych leczenie AIDS 18],
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Rysunek 21. Struktury chemiczne niektorych nowych analogow tuftsyny
(137-142) [107-110. 118]
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2.3. Adenozyna
2.3.1. Struktura chemiczna i whasciwosci biologiczne

Adenozyna (143) (ADO) (Rysunek 22) jest nukleozydem purynowym obecnym we

wszystkich komorkach organizmu, stanowigcym budulec kwaséw nukleinowych

[119,120]

oraz biorgcym wudzial w przemianach energetycznych W warunkach

fizjologicznych poziom ADO w przestrzeni pozakomoérkowej utrzymywany jest na statym,
niskim poziomie ponizej 1 uM, aczkolwiek stezenie t0 moze wzrosnac, nawet do 100 pM,
w odpowiedzi na stres metaboliczny 2?2 Odkryto, ze adenozyna wykazuje wlasciwosci

. . . , .. 123
1r0ZS8Zerzajace obwodowe naczynia krwiono$ne oraz zwalmajqce I'ytll'l serca [ ]

Adenozyna chroni komorki i tkanki w wyniku wigzania si¢ z czterema podtypami
receptoréow adenozyny (AR): Ai, Aza, Axg | Az nalezagcymi do rodziny receptorow

sprzezonych z biatkami G M4, Co wiecej, stanowi czynnik protekcyjny w stanach

niedokrwienia i niedotlenienia serca oraz innych tkanek (1251261,

NH»
N
N
HO 5' O N9 4 N3

AN\y o1

OHOH
143

Rysunek 22. Struktura chemiczna adenozyny (ADO) (143) [1*4]
2.3.2. Receptory adenozyny

Adenozyna obecna w przestrzeni pozakomorkowej wigze si¢ z receptorami

adenozyny zlokalizowanymi w blonach prawie wszystkich komoérek organizmu 2424127,

AR sg zbudowane z fancucha polipeptydowego tworzgcego siedem transbtonowych domen
o strukturze o helisy, potaczonych przez trzy petle zewnatrzkomodrkowe oraz trzy petle

cytoplazmatyczne 1281,

Receptory adenozyny charakteryzuja si¢ odmiennymi
wlasciwosciami biochemicznymi, farmakologicznymi oraz dystrybucja tkankowa. Ich
naturalnym ligandem jest adenozyna. Stymulacja receptorow Asa i Agg prowadzi do

aktywacji cyklazy adenylowej (AC) (EC 4.6.1.1) 2.
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W normalnych warunkach st¢zenie ADO jest wystarczajace by pobudzi¢ receptory
A1, Aoa oraz A;. Aktywacja receptora Agg zachodzi tylko w warunkach patologicznych
(129 | igandem dla receptora Az jest rowniez inozyna, wiazaca i aktywujaca ten receptor
w zakresie stezen 10 - 50 uM (130 Inhibitorami receptorow Ag, Aoa, Az | Az sg naturalnie

wystepujace metyloksantyny, takie jak kofeina czy teofilina [131]

2.3.3. Metabolizm i transport adenozyny

Na stgzenie adenozyny w komoérce oraz w przestrzeni pozakomorkowej wpltyw
maja procesy jej syntezy, metabolizmu i transportu przez blony komérkowe %2, Hydroliza
S-adenozylohomocysteiny oraz enzymatyczna defosforylacja AMP stanowi gtowne zrodto
adenozyny w komorce. W warunkach dobrego utlenowania duza jej cze¢$¢ powstaje z SAH,
za$ w trakcie niedokrwienia i hipoksji aktywowana jest przede wszystkim 5’-nukleotydaza

[133], Pozakomoérkowym zrédtem ADO jest enzymatyczna hydroliza nukleotydow

purynowych 2341361

Stres metaboliczny przyczynia si¢ do gwattownego podniesienia poziomu
adenozyny w przestrzeni pozakomorkowe;j 71 tym samym wplywajac na jej transport
[38] Istnieja dwa rodzaje systemu transportu nukleozydow przez blone cytoplazmatyczna.
Pierwszy - transport bierny nosnikowy (ENT), zgodny z gradientem stgzen,
drugi - transport Na*, niezalezny od gradientu stezenia nukleozydu (CNT) [139]

Wyréznia si¢ cztery typy bialek ENT. ENT1 1 ENT2 s3 selektywne zarowno wobec
nukleozydoéw purynowych, jak i1 pirymidynowych (1401 hENT3 ma podobng specyficznosé
substratowg do hENT2, nie transportuje jednak hipoksantyny (141 hENT4 jest wybidrczy
tylko wobec adenozyny, ale transportuje takze roézne kationy organiczne (42 hENTI,
hENT2 oraz hENT4 s3 zlokalizowane w blonie cytoplazmatycznej, za§ hENT3 znajduja
si¢ wewnatrz komorki, czesciowo w pdznych endosomach 1 lizosomach, ale takze
w mitochondriach H41431,

Wsrod transporterow przemieszczajacych nukleozydy z jonami sodu do wngtrza
komorki niezaleznie od gradientu stgzen nukleozydu (CNT), zidentyfikowano sze$¢
izoform, z ktorych na dzien dzisiejszy tylko trzy zostaly wyizolowane: CNT1, CNT2
i CNT3 M4 1ch podzial oparty jest na specyficznosci substratowej i wrazliwosci na
inhibitory **!. CNT1 transportuje nukleozydy pirymidynowe i wykazuje powinowactwo
do adenozyny, CNT2 odpowiada za transport nukleozydéow purynowych oraz urydyny,

za$ CNT3 przemieszcza zarowno nukleozydy purynowe jak i pirymidynowe [146, 147]
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2.3.4. Analogi i koniugaty adenozyny

Ograniczenia zwigzane z krotkim czasem pottrwania adenozyny we krwi, sprawity,
ze cze¢$¢ badan zostala skierowana w kierunku modyfikacji jej struktury, co mogtoby

pozwoli¢ na otrzymanie analogdéw o lepszych wlasciwos$ciach farmakologicznych.
2.3.4.1. Analogi dzialajace poprzez receptory A;
Zwiazki o dzialaniu przeciwarytmicznym

Zwigkszenie selektywnosci w stosunku do receptora Aj; uzyskano poprzez
modyfikacje  adenozyny za  pomocg grup  alkilowych,  cykloalkilowych
oraz aryloalkilowych M8 N°-podstawione lipofilowe pochodne adenozyny, takie jak
Selodenoson i Tecadenoson charakteryzujace si¢ znacznie dhuzszym czasem pottrwania,
moga Stanowi¢ alternatywe dla adenozyny jako leki przeciwarytmiczne w PSVT.

Selodenoson (144) (Rysunek 23) jest pochodng adenozyny powstata w wyniku
zamiany grupy metylohydroksylowej na N-etylouronamid w czasteczce rybozy
oraz przylaczeniu podstawnika cyklopentylowego w pozycji N°. Jego dziatanie polega na
kontroli rytmu serca bez koniecznos$ci obnizania cis$nienia krwi i ostabiania kurczliwosci
migs$nia sercowego 1491,

Tecadenoson (CVT-510, 145) (Rysunek 23), pochodna adenozyny, w ktorej
w pozycji N® wystepuje podstawnik tetrahyrofuranylowy. Tecadenoson (145) jest
zwigzkiem selektywnym dla receptorow Aj, przywracajacym normalny rytm serca bez

wywotywania powazniejszych skutkow ubocznych [125,150]

HN® HN
N N N N
N
¢ f/) o fJN
HO o N™N H3C N OO NN7

OHOH OHOH
144 145

Rysunek 23. Struktury chemiczne Selodenosonu (144) i Tecadenosonu (145) 49 150
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Zwiazki wykorzystywane w leczeniu cukrzycy typu Il

GS 9667 (CVT-3619, 146) (Rysunek 24), zwigzek z podstawnikiem
2-hydroksycyklopentylowym w pozycji N® oraz 2-fluorofenylotiometylowym w czasteczce
rybozy, bedacy selektywnym, czesciowym agonistg receptora Aj. Jego dzialanie opiera si¢

. . , . [151
na obnizeniu poziomu wolnych kwaséw thuszczowych we krwi [1s1]

HNY
OH
PR
S N z
1 o N

OHOH
146

Rysunek 24. Struktura chemiczna GS 9667 (CVT-3619) (146) >
2.3.4.2. Analogi dzialajace poprzez receptory Aza
Zwiazki o dzialaniu immunomodulujacym

Aktywacja receptoréw Aza wplywa na funkcje neutrofili — hamowanie degranulacji
1 syntezy ponadtlenkow. Ponadto, nastgpuje obnizenie produkcji czynnika martwicy
nowotworu typu o przez monocyty i makrofagi oraz zahamowanie przylegania neutrofili
do komorek $rodblonka naczyn [152,153],
Pochodne tej grupy przebadano pod katem potencjalnych wlasciwosci
immunologicznych:
o UK-432097 (147) (Rysunek 25) — lek stosowany w leczeniu przewleklej
obturacyjnej choroby ptuc;
e Sonedenoson (MRE-0094, 148) (Rysunek 25) — lek indukujacy gojenie wrzodoéw
w zespole stopu cukrzycowe;j.

Powyzsze pochodne znajdujg si¢ w 1I fazie badan klinicznych [126,154],
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Rysunek 25. Struktury chemiczne (147) i (148) 126154
ZwiazKi o dzialaniu rozszerzajacym naczynia krwionosne

Do tej klasy zwigzkéw mozna zaliczy¢:

e Regadenoson (Lexiscan®), Astellas Pharma US, Inc., 149) (Rysunek 26) — lek
wykazujacy niskie powinowactwo do receptoréw Asa 1 poréwnywalng skutecznosé
do adenozyny. Dozylne jego podanie pozwala na maksymalne rozszerzenie naczyn,
przy jednoczesnym zminimalizowaniu skutkéw ubocznych w tkankach o wigkszej
gestosci receptorowe;j [155],

e Binodenoson (CorVue™), King Pharmaceuticals, 150) (Rysunek 26) — zwigzek
wywolujacy mniej skutkow ubocznych niz adenozyna. Jednakze, w zwigzku
z niescistosciami dot. wynikéw badan klinicznych FDA zablokowat jego
rejestracje [156, 1571

e Apadenoson (Stedivaze™, ATL46e, 151) (Rysunek 26) — zwigzek znajdujacy si¢
obecnie w IIl fazie badan klinicznych. Wykazal si¢ obiecujagcymi efektami

u pacjentow z astma 1 przewlekla obturacyjng chorobg ptuc [148,157],
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Rysunek 26. Struktury chemiczne (149), (150) i (151) (552571

2.3.4.3. Analogi dzialajace poprzez receptory Asp

Zwigzki bedace agonistami receptora Ajs pelnig w organizmie funkcje ochronng
serca, pluc 1 nerek przed uszkodzeniami spowodowanymi dtuzszym niedokrwieniem.
Maja one potencjalne zastosowanie w leczeniu choroby wiencowej dzigki hamowaniu
agregacji ptytek krwi oraz dzialaniu rozszerzajgcemu na naczynia krwionosne [158-160]

Rola receptoréw Asg w chorobach uktadu oddechowego nie jest do konca poznana.
Wiadomo, ze w trakcie ostrego uszkodzenia pluc wzrasta poziom pozakomoérkowej
adenozyny. Wyniki badan wskazuja na ochronng rol¢ agonistow Ajsg AR oraz na
patologiczne dziatanie podwyzszonego poziomu adenozyny [161,162]

Do innych potencjalnych zastosowan agonistow Ajg nalezy zaliczy¢: leczenie
zaburzenia erekcji, stymulacj¢ wzrostu wlosow, ochrong przed stwardnieniem klebuszkow

nerkowych oraz dziatanie lecznicze w zaparciach poprzez wplyw na motoryke jelit [163-166],
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Rysunek 27. Struktury chemiczne agonistow Azg AR : MRS3997 (152), AMP579 (153),
BAY 60-6583 (154) 116!

2.3.4.4. Analogi dzialajace poprzez receptory As

Do tej grupy pochodnych nalezy zaliczy¢: IB-MECA (CF101, Can-Fite Biopharma,
(155) oraz jego 2-chloro-analog CI-IB-MECA (CF102, 156) (Rysunek 28)
charakteryzujgce si¢ dobrag selektywnoscig w stosunku do receptorow As wystepujacych u
SZCZUrow.

IB-MECA (155) stosuje si¢ u pacjentow z tuszczyca, chorobg Crohna
czy reumatoidalnym zapaleniem stawow “®7). Badania kliniczne (11 faza) na pacjentach
z tuszczyca zwykla pokazaly bezpieczenstwo, dobrg tolerancj¢ i skuteczno$¢ doustnie
przyjmowanego zwiazku M,

CI-IB-MECA (156) obecnie znajduje si¢ w fazie I/Il badan klinicznych jako
zwigzek  przeciwnowotworowy u  pacjentow z  zaawansowanym  rakiem

watrobowo-komorkowym oraz w tej samej fazie badan u pacjentow z przewlekltym

zapaleniem watroby typu C [169, 170]
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Rysunek 28. Struktury chemiczne (155) i (156) 167170
2.3.4.5. Koniugaty adenozyny

W 2000 roku opisano synteze koniugatu adenozyny polegajaca na potaczeniu
dwoch pochodnych: pochodnej IB-MECA oraz pochodnej ADAC. Powstaty produkt,
podwojny agonista, MRS 1741 (157) (Rysunek 29) aktywowatl jednoczesnie receptory
A; oraz As; wywolujac silny efekt kardioprotekcyjny. Wyniki badan biologicznych
wskazaty, ze koniugat (157) wywoluje efekt synergistyczny 7,

Koniugat (158) (Rysunek 29), powstaly w wyniku potaczenia adenozyny
z oligoargining, jest inhibitorem kinaz proteinowych. W prowadzonych badaniach
biologicznych oddziatywat z miejscem wiazania ATP oraz substratu kinazy 7.

W publikacji ™ zaprezentowano metode polaczenia pochodnej adenozyny
z pochodng fentanylu. Otrzymany zwiazek (159) (Rysunek 29) wykazywat whasciwosci
antagonistyczne w stosunku do receptorow adenozyny A; oraz opioidowego L.

Bednarska i in. " zaprojektowali polaczenia pochodnych adenozyny z klasterem
boru. Adenozyna modyfikowana w pozycji 2°-C oraz N°-para-karboranowym klasterem
(C2,B1oH11) hamowata produkcje reaktywnych form tlenu poprzez aktywowane neutrofile.
Otrzymane koniugaty charakteryzowaty si¢ wysokim powinowactwem do receptora Aza.
Najlepsze wyniki otrzymano dla zwigzku (160) (Rysunek 29).

W 2011 roku opisano syntez¢ koniugtéw adenozyny z kumaryng. W pozycje
C8 rybofuranozydu puryny przylaczono czasteczk¢ kumaryny modyfikowang réznymi
podstawnikami. 7 spo$rod 26 uzyskanych zwiazkéw hamowalo replikacje

subgenomowego replikonu HCV w linii komorkowej Huh 5-2. Najlepsze wyniki uzyskano
dla koniugatow (160-162) (Rysunek 29).
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Rysunek 29. Struktury chemiczne koniugatow adenozyny (157-162) [172-175]

W ostatnich latach przedstawiono wyniki odnoszace si¢ do syntezy i badan in vitro
nowych koniugatéw adenozyny z pochodnymi MDP/nor-MDP zawierajacymi w czgsci
peptydowej D-aminokwasy (D-Ala, D-Val, D-Ser, D-Pro, D-2-ABA) (163) (Rysunek 30).
Badania in vitro zsyntezowanych zwigzkow przeprowadzono wobec dwoch limfoidalnych
linii komoérkowych: Jurkat (pochodzenia ludzkiego) oraz L1210 (pochodzenia mysiego),

a takze wobec komorek PBMC. Linia komoérkowa Jurkat okazata si¢ oporna na dziatanie
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koniugatow. Zwiazki (163a-g) i (163j) wykazaly aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec linii
komorkowej L1210 1761,

HO
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HO!I 1 10CH,Ph
o”  "INHAC

(@) NH,
X
RJ\'( *NI/YO
H 163a: R = CH3; X = D-Ala

N ~NH 163b: R = CHy: X = D-2-ABA

o

163c: R = CH3; X = D-Pro
N N 163d: R = CHj; X = D-Ser
¢ /, 163e: R = CHa; X = D-Val

HO— o N NZ 163f: R = H; X = D-Ala

163g: R = H; X = D-2-ABA

163h: R = H; X = D-Pro

163i: R = H; X = D-Ser

OHOH 163j: R = H; X = D-Val
163k: R = CHg; X = L-Val

Q2

163a-k

Rysunek 30. Struktury chemiczne koniugatéw adenozyny z pochodnymi MDP oraz
nor-MDP (163a-k) 17

Ostatnio  zsyntezowano seriec pochodnych N°-podstawionej-5’-C-(2-ethyl-2H-
tetrazol-5-yl)-adenozyny (164a-m) (Rysunek 31), bedacych podwojnie dziatajacymi
agonistami hA;AR i antagonistami hA3;AR. Wiasciwosci te moga by¢ wykorzystywane

w leczeniu jaskry oraz innych chordb [180],
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164d: R=CI, Ry =CHj 164i: R = H, Ry = tetrahydrofuranyl

164e: R =H, Ry = cyklopentyl 164j: R = Cl, Ry = tetrahydrofuranyl
Rysunek 31. Struktury chemiczne koniugatow adenozyny (164a-m) 18

Zespot badawczy Shang’a [180]

opublikowal analogi adenozyny, w tym analog
NITDO008 (165) (Rysunek 32) charakteryzujace si¢ wlasciwosciami przeciwwirusowymi.

Zwigzek dziala szczegdlnie na flawowirusy np. hamuje rozw6j wirusa EV71.
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Rysunek 32. Struktura chemiczna analogu (165) &

Liu i in. [ opublikowali N°-podstawione analogi adenozyny (AAs):
AAl — N°benzyloadenozyne (166), AA2 — N6-(2-hydroksybenzylo)adenozynq (167),
AA3 — NP%izopentyloadenozyne (168), AA4 — N6-cyk10heksyloadenozyne; (169) oraz
AA5 — N°-dimetyloadenozyne (170), charakteryzujace sie whasciwosciami inhibicyjnymi
w stosunku do ludzkiej kinazy JAK2 oraz biatka STAT3. Co wigcej, otrzymane analogi
(166-170) (Rysunek 33) w Dbadaniach biologicznych wykazaly wlasciwosci
przeciwnowotworowe na wybranych ludzkich liniach nowotworowych Ab549 oraz
MDA-MB-468.
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Rysunek 33. Struktury chemiczne analogéw (166-170) [178]

Najnowsze badania, opublikowane we wrzesniu 2015 roku, przedstawiaja synteze
39 analogow adenozyny, ktore testowano biologicznie na wybranych szczepach bakterii
m.in. gronkowca zlocistego  (Staphylococcus aureus), pateczkach okreznicy
(Escherichia coli) czy pateczkach ropy biekitnej (Pseudomonas aeruginosa). Najbardziej
obiecujace wyniki uzyskano dla analogu (171) (Rysunek 34), charakteryzujacego sie
wickszg aktywno$cig przeciwbakteryjng, dla szczepu pateczek ropy biekitnej,

w poréwnaniu do cyproflaksacyny, znanego chemioterapeutyku o dziataniu

bakteriobdjczym (17,
NH»
N
o) 7 /T
N =
(O~Hoser ™
HO  ©OH

171

Rysunek 34. Struktura chemiczna analogu (171) ™

65



3. CEL | ZAKRES PRACY

Celem mojej pracy doktorskiej byta synteza oraz badania aktywnoS$ci biologicznej
nowych analogoéw batracyliny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny oraz adenozyna jako

potencjalnych zwigzkoéw przeciwnowotworowych.

Praca syntetyczna obejmowata:
e synteze batracyliny (1) przy uzyciu zmodyfikowanej metody Czerniaka-Einhorna;
e synteze pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny:

v" Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172a),
Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO2)-OMe (172b),
Boc-Thr-Lys(BocAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172c),
Boc-Thr-Lys(BocVal)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172d),
Boc-Thr-Lys(BocLeu)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172¢),
Boc-Thr-Lys(Boclle)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172f),
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe (172g),
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OMe (172h),
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocAla)-Thr-OMe (172i),
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocVal)-Thr-OMe (172j),
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocLeu)-Thr-OMe (172Kk),
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boclle)-Thr-OMe (172I);

LSRN N N N N N N NN

<\

e syntez¢ analogow batracyliny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny (173a-1);

e syntez¢ aminokwasowych pochodnych batracyliny (174a-h);

e synteze¢ aminokwasowych pochodnych BAT z rybozydem 6-chloropuryny
(175a-h).

Praca biologiczna obejmowata:

e badania zywotnosci komorek testem kolorymetrycznym MTT poddanych dziataniu
otrzymanych zwigzkow (175-179) wobec wybranych linii komoérkowych;

e okreslenie wptywu wybranych zwiazkow (178e-f, 178k-lI) na aktywnosé¢
katalityczng ~ kompleksu  rozszczepialnego topoizomeraza II-DNA  oraz

topoizomeraza I-DNA,;
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e okreslenie wptywu wybranych zwigzkéw (178a, 178K) na dystrybucje komorek

w cyklu komorkowym oraz indukcj¢ uszkodzen DNA.

R6N R6N'

HN _NH
~

wy

NH RdN

NO,

RS

R4
R3
» O RMe

RaN
N ri, OCH3

NPN (@)

172a-f

172a, 172g: X=H
172b, 172h: Boc-X = Boc-Gly
Boc GN
NH ©2
(0]

172c, 172i: Boc-X = Boc-Ala

OH
RaN T5Me
BOC‘NH N 11_OCHj3
R6N RdN R 1 ~ o ®
HN§(R , B
HN<
R6N' N02 KeN
/
172g-1 Boc
172d, 172j: Boc-X = Boc-Val
V4 V5
V3
Boc VN
~
NH V2w
(0]
172e, 172k: Boc-X = Boc-Leu i
L4
L3 L6
Boc_ N
\NH L2 L1
(0]
172f, 1721: Boc-X = Boc-lle e
IMe3 4
13
Boc
NH 231
(0]

Rysunek 35. Struktury chemiczne pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny (172a-1)

67



R6N R6N'

HN _NH

W TNO,
NH RrRdN

RS

R4
O ®
P3 gn

RaN
rtNH
PINH r2
P2 8

NPN O

173a-f

REN RdN l O K3
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0]
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NH 2 Y
(0]

Rysunek  36. Struktury chemiczne analogow  batracyliny z

tuftsyny/retro-tuftsyny (173a-1I)
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4 I
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HO  OH
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175a: n=1 175e: n=5
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Rysunek 38. Struktury chemiczne analogéw adenozyny z aminokwasowymi pochodnymi
batracyliny (175a-h)
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Prace syntetyczne przeprowadzitam w Katedrze Chemii Organicznej Politechniki
Gdanskiej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Krystyny Dzierzbickiej. Badania aktywnos$ci
biologicznej, w ktorych uczestniczytam, zostaty wykonane w Katedrze Technologii Lekow

i Biochemii pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Andrzeja Skladanowskiego przez

mgr inz. Marcina Serockiego.
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4. WYNIKI I WNIOSKI

4.1. Prace syntetyczne

Cze$¢ syntetyczna pracy obejmowala otrzymanie: batracyliny (1), Boc-chronionych
aminokwasow  (18la-g), pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny (172a-l), analogow
batracyliny z otrzymanymi peptydami (173a-1), aminokwasowych pochodnych batracyliny
(174a-h) oraz ich potaczen z rybozydem 6-chloropuryny (175a-h).

4.1.1. Synteza batracyliny

Batracyling (1) otrzymalam w oparciu o zmodyfikowang metode
Czerniaka-Einhorna zaproponowang przez Dzierzbicka i in “%. Synteze rozpoczetam od
przeprowadzenia symetrycznie chronionej p-fenylenodiaminy (17) w pochodng (18), ktora
nastepnie poddatam reakcji Czerniaka-Einhorna i w wyniku pozniejszej hydrolizy grup
acetylowych uzyskatam batracyling (1) (Schemat 24).

4.1.1.1. N,N’-Diacetylo-1,4-fenylenodiamina (18)

N,N’-Diacetylo-1,4-fenylenodiaming (18) otrzymatam wg procedury opisanej przez

(181 " p-Fenylodiaming (17) rozpuscitam w kwasie octowym i prowadzitam

Biedermann’a
reakcje w temp. 118-120°C przez 3,5 godz. Po tym czasie odsaczytam wytrgcony osad oraz
przemylam przesaczem i kwasem octowym w celu pozbycia si¢ nieprzereagowanej aminy.
Otrzymany produkt (18) uzylam bez dalszego oczyszczania do kolejnej reakcji

(Schemat 24).
4.1.1.2. N-[2-(Ftalimidometylo)-1,4-acetylo]fenylenodiamina (20)

Ftalimidometylowanie N,N’-diacetylo-1,4-fenylenodiaminy (18) przeprowadzitam
modyfikujac  procedur¢  opublikowang przez Wilshire’a 1 Rosevear’a (5]
N,N’-Diacetylo-1,4-fenylenodiaming (18) rozpuscitam w kwasie siarkowym i ogrzatam do
temp. 50°C, po czym porcjami dodawatam N-(hydroksymetylo)ftalimid. Roztwor

mieszatam przez 3 godz. utrzymujac stalg temperature. Nastepnie ochtodzong mieszaning
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poreakcyjng wylatam na mieszaning 16d/etanol, a otrzymany osad (20) przesaczytam i bez
oczyszczania uzytam do kolejnego etapu (Schemat 24).
W reakcji generowany jest stabilizowany mezomerycznie karbokation biorgcy

udziat w substytucji elektrofilowej N,N’-diacetylo-1,4-fenylenodiaminy (18) (Schemat 25).
4.1.1.3. Hydroliza grup acetylowych i cyklizacja do batracyliny (1)

Reakcje przeprowadzitam w oparciu o metod¢ zaproponowang przez Wilshire’a
i Rosevear’a Y. N-[2-(Ftalimidometylo)-1,4-acetylo]fenylenodiaming (20) rozpuscitam w
kwasie siarkowym i mieszatam przez 5 godz. w temp. 100°C. Nastgpnie otrzymany
produkt (2) zalkalizowatam wodnym roztworem amoniaku, a powstale krysztaly
przesagczylam. Zgodnie z przewidywaniami w przesaczu pozostata pewna ilos¢
1,4-fenylenodiaminy, o czym $§wiadczylo jego Sciemnienie pod wptywem $wiatta 1 tlenu
z powietrza. Mozna =zalozy¢, ze deacetylacja grup aminowych umozliwia atak
nukleofilowy wolnej grupy aminowej na aktywowany przez przytaczenie protonu acylowy
atom wegla.

Otrzymany po przesaczeniu pod zmniejszonym cisnieniem o0sad poddatam
krystalizacji z DMF otrzymujac batracyling (1) (Schemat 24 i 26), ktéra oczyscitam za

pomocg chromatografii kolumnowej w uktadzie H, a nast¢pnie na TLC w uktadzie D.

(e} O

Jl\ NH,

(0]
H,SO,4 100°C,
CH3;COOH ’
3 HOCH2NPht 5 godz. N
—_—
120°C 3,5 godz. HoSOy, 50°C 3 godz. (0]

NH»
N 2

0] O

18 lNH3 aq.
N
A
e
HoN

2

1

Schemat 24. Synteza batracyliny (1)
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Schemat 25. Reakcja podstawienia elektrofilowego N,N’-diacetylo-1,4-fenylenodiaminy
(18) z udziatem karbokationu generowanego z N-(hydroksymetylo)ftalimidu (14a)

O
NH2
N
2AcOH HN N
(@)
1
O

Schemat 26. Atak nukleofilowy wolnej grupy aminowej na acylowy atom wegla

prowadzacy do powstania BAT (1)
Chlorowodorek batracyliny (HCIXBAT) (176)

Syntez¢ HCIXBAT (176) przeprowadzitam zgodnie z procedura opublikowang
przez Dzierzbicka L401, Batracyling (1) traktowatam bezw. eterem dietylowym nasyconym
chlorowodorem przez ok. 30 min. w temp. 0°C. Nastepnie rozpuszczalnik oddestylowatam
na wyparce obrotowej, a pozostalos¢ przemytam kilkakrotnie bezw. eterem dietylowym,
otrzymujgc pochodng w postaci chlorowodorku (176) (Schemat 27). Przebieg reakcji

kontrolowatam na TLC w ukladzie K.
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HCI / Et,O HCI x H,N
H2N N 2 2 N
_ 0°C, 30 min. _
N N

1 176

Schemat 27. Otrzymywanie chlorowodorku batracyliny (176)
4.1.2. Pochodne aminokwasow

W celu otrzymania di-, tri-, tetra- i pentapetydéw nalezato czasowo ostoni¢ grupe
a-aminowg aminokwasu acylujacego oraz grupe karboksylowa aminokwasu acylowanego.
Najczesciej stosowanymi grupami ochronnymi  funkcji a-aminowej w  syntezie
W roztworze jest ostona Boc lub Z [182-184] 1y ostony grupy karboksylowej wykorzystatam
komercyjnie dostepne estry metylowe aminokwaséw w postaci chlorowodorkow:
HCIXArg(NO),-OMe (w przypadku pochodnych tuftsyny) oraz HCIxThr-OMe
(w przypadku pochodnych retro-tuftsyny).

4.1.2.1. Synteza Boc chronionych aminokwaséw (181a-g)

Boc chronione aminokwasy (Thr, Pro, Gly, Ala, Val) otrzymatam zgodnie
z procedurg opisang przez Moroder’a [182] Syntezg rozpoczg¢tam od rozpuszczenia
odpowiedniego aminokwasu (180a-e) w mieszaninie woda:dioksan (1:1 v/v), ktorg
nastepnie zalkalizowatam przy uzyciu 4N NaOH do pH 10. Po ochtodzeniu mieszaniny
reakcyjnej, dodawatam porcjami piroweglan di-tert-butylu, po czym cato$¢ pozostawitam
na 24 godz. w temp. pok. Dioksan oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem,
a pozostato$¢ przemytam heksanem, w celu wymycia nadmiaru piroweglanu di-tert-butylu.
Ozigbiong mieszaning zakwasitam kwasem cytrynowym do pH 2-3, po czym
przeprowadzitam ekstrakcje octanem etylu (Schemat 28).

Synteze pozostalych Boc chronionych aminokwasow (Leu, Ile) wykonatam

réwniez zgodnie z procedurg opisang przez Moroder’a [182]

. Sporzadzitam mieszanine
aminokwasu (180f-g), alkoholu tert-butylowego i 2N NaOH, do ktorej dodatam porcjami
piroweglan di-tert-butylu. Cato$¢ mieszatam przez 24 godz. w temp. pok., po czym
rozpuszczalnik oddestylowatam pod zmniejszonym cisnieniem do objetosci ok. 80 ml

I przeprowadzitam ekstrakcje heksanem. Ozigbiong warstwe wodng zakwasitam 10%
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KHSO,4 do pH 1-2 i ponownie przeprowadzitam ekstrakcje octanem etylu. Po wysuszeniu
nad bezw. MgSO., oddestylowaniu rozpuszczalnika na wyparce rotacyjnej i krystalizacji
z mieszaniny etanol:woda (2:1 v/v) uzyskalam oczekiwane produkty (155f-g)

(Schemat 28).

(0]
OH O o CHs O G
3
OH
H3C)\/U\OH HZN\)J\OH HaC OH CH; O
O CH3 NH2
180a OH  180c 3 \KU\OH 180e 180g
N NH,
Hog NH,
180d 180f (0]
180b
OH O 0 CH; O HsC o
H3C)\HJ\OH Boc-HN\)J\OH H3C T BOH CH; NH-Boc
-Boc
NH-Boc 181c o 181e CH3 O 181g
181a %OH H3C\HJ\OH HscMOH
Boc” o) NH-Boc NH-Boc
181b 181d 181f

Rysunek 39. Struktury chemiczne aminokwasow z wolng (180a-g) oraz ochroniong grupa

aminowg (181a-g).

(Boc),0O (CH3)3COH
1,4-dioksan, H,O (1:1 v/v) (Boc),0
4N NaOH 2N NaOH
180e-g > 181e-g 180f-g > 181f-g
temp. pok. 24 godz. temp. pok. 24 godz.

Schemat 28. Metoda zaktadania ostony Boc (181a-Q)

Pozostale, wykorzystywane w  syntezach, Boc-chronione aminokwasy
(Boc-Arg(NO),-OH, Boc-Lys(Z2)-OH, Z-Lys(Boc)-OH, Z-Pro-OH, Boc-5-Ala-OH,
Boc-GABA-OH, Boc-5-Ava-OH, Boc-6-Ahx-OH, Boc-7-Ahp-OH, Boc-8-Aoc-OH
oraz Boc-12-Ado-OH) zostaty zakupione i nie bylo potrzeby ich otrzymywania.
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4.1.3. Pochodne tuftsyny/retro-tuftsyny

Synteze pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny przeprowadzitam w oparciu
0 procedure mieszanych bezwodnikéw opisana przez Dzierzbicka M. Wybrana metoda
pozwolita otrzymac¢ peptydy z dobra wydajnoscia, przy jednoczesnym niewielkim stopniu
tworzenia si¢ produktow ubocznych oraz niskim stopniu racemizacji. W opisywanej
metodzie do N-chronionego aminokwasu rozpuszczonego w bezw. DMF dodatam
trzeciorzedowa aming: TEA lub NMM oraz iBuOCOCI. Po uptywie okoto 5 min. utworzyt
si¢ mieszany bezwodnik, ktory acylowal dodawany aminokomponent, jakim byt kolejny
aminokwas lub w dalszych etapach syntezy peptyd. Reakcje prowadzitam w temp. -15°C
przez 4 godz., a nastgpnie 24 godz. w temp. pok. (Rysunek 40). Po tym czasie
rozpuszczalnik oddestylowatam pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ rozpuscitam
w octanie etylu i kolejno dwukrotnie przemytam: woda, 5% HCI, wodg, nasyc. NaHCO3,
woda, solanka, woda. Po wysuszeniu nad bezw. MgSOy i oddestylowaniu rozpuszczalnika
pod zmniejszonym ci$nieniem, produkt oczyscitam na kolumnie chromatograficznej
wypelnionej zelem krzemionkowym stosujagc uktad F i E, a nastgpnie na TLC
w uktadzie D.

Struktur¢ otrzymanych zwigzkow potwierdzitam na podstawie analizy widm
'"HNMR i MS.

OMe

OMe

OMe

OMe

Synteza Boc-Thr-Lys(BocX)-Pro-Arg(NO,)-OMe Synteza Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocX)-Thr-OMe
Thr Lys Pro ArgN 0, Arg Pro LysZ Thr
Boc———O0OH HCIxH—F—OMe Boc OH HCIxH
X 1. iBuOCOCI, NMM.
1. iBUOCOCI, NMM 2 TFA
v 2.TFA NO, v
Boc OH TFAxH OMe Boc OH TFAxH
1.iBuOCOCI, NMM| X
2 TFA 1.iBuOCOCI, NMM|
z NO, NO, 2. TFA z
Boc———O0OH TFAxH OMe Boc—+—0OH TFAxH
. 1. iBuOCOCI, NMM.
1. iBuOCOCI, NMM 2. Hy/Pd/C
2. H,/Pd/C NH, NO, NO, NH,
Boc 1.1BUOCOCI, NMM OMe  Boc 1.1BUOCOCI, NMM,
Boc-X Boc-X
BocX NO, NO, BocX
Boc OMe Boc—/
X =H; Gly; Ala; Val; Leu; lle X = H; Gly; Ala; Val; Leu; lle

Rysunek 40. Procedura syntezy pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny (172a-1)
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4.1.3.1. Synteza pochodnych tuftsyny (172a-f) oraz (182a-f)

4.1.3.1.1. Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172a) oraz
Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OH (182a)

Tetrapeptyd otrzymatam zgodnie z procedur¢ przedstawiong na Rysunku 40.
Synteze  rozpoczetam  od  utworzenia  wigzania  peptydowego  pomiedzy
HCIxArg(NO2)-OMe a Boc-Pro-OH (181b) uzyskujac dipeptyd Boc-Pro-Arg(NO,)-OMe,
ktory potraktowatam kwasem TFA w celu usunigcia ostony Boc. Do otrzymanego
trifluorooctanu dipeptydu dodatam Z-Lys(Boc)-OH uzyskujac tripeptyd
Z-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe, ktory poddatam Kkatalitycznej wodorolizie H,, Pd/C
celem usunigcia ostony Z. Otrzymany produkt potaczytam z Boc-Thr-OH (181a)
uzyskujac oczekiwany tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172a). Postep
reakcji kontrolowatam na TLC w uktadzie C.

Po deprotekcji estru metylowego z tetrapeptydu (172a) wg procedury
opisanej w pkt. 4.1.4.3. (Schemat 29) otrzymatam odpowiednio chroniong pochodng
Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO)-OH (182a).

4.1.3.1.2. Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172b) oraz
Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-OH (182b)

Synteze¢ rozpocz¢lam od utworzenia wigzania peptydowego pomigdzy
HCIxArg(NO,)-OMe a Boc-Pro-OH (181b) otrzymujac dipeptyd Boc-Pro-Arg(NO,)-
OMe, ktory potraktowaltam TFA w celu usunigcia ostony Boc. Do otrzymanego
trifluorooctanu dipeptydu dodatam Boc-Lys(Z)-OH  uzyskujac  tripeptyd
Boc-Lys(Z)-Pro-Arg(NO,)-OMe, ktory ponownie zalatam TFA. Otrzymany trifluorooctan
tripeptydu potaczytam z Boc-Thr-OH (181a) uzyskujac tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Z)-Pro-
Arg(NO,)-OMe, z ktérego po usunigciu ostony Z za pomocg hydrogenolizy H,, Pd/C
otrzymywatam pentapeptydy w wyniku utworzenia wigzania izopeptydowego pomigdzy
odpowiednimi Boc chronionymi aminokwasami a grupa e-aminowg lizyny. W opisywanej
syntezie przytaczytam Boc-Gly-OH (181c) otrzymujac Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-
Arg(NO,)-OMe (172b). Postep reakcji kontrolowatam na TLC w uktadzie C.
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Po usunieciu estru metylowego z pentapeptydu (172b) wg procedury
opisanej w pkt. 4.1.4.3. (Schemat 29) otrzymatam peptyd z wolng grupa karboksylowa
Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-OH (182b).

4.1.3.1.3. Pentapeptydy (172c-f) i (182c-f)

Synteze oligopeptydow (172c-f) i (182c-f) przeprowadzitam zgodnie z procedura
opisang dla pentapeptydu (172b) (patrz pkt. 4.1.3.1.2.).

4.1.3.2. Synteza pochodnych retro-tuftsyny (172g-I) oraz (182g-1)

4.1.3.2.1. Tetrapeptyd Boc-Arg(NO;)-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe (1729) oraz
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-OH (182g)

Otrzymywanie tetrapeptydu wykonatam w roztworze stosujgc procedure zgodnie
z Rysunkiem 40. Synteze rozpocz¢tam od utworzenia wigzania peptydowego pomigdzy
HCIXH-Thr-OMe a Z-Lys(Boc)-OH uzyskujac dipeptyd Z-Lys(Boc)-Thr-OMe, ktory
poddatam katalitycznej hydrogenolizie H, na Pd/C w celu usunig¢cia oslony Z.
Otrzymany peptyd potaczytam z Boc-Pro-OH (181b) uzyskujac tripeptyd
Boc-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe, do ktorego po deprotekcji ostony Boc wprowadzitam
Boc-Arg(NO,)-OH otrzymujac oczekiwany tetrapeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-
OMe (1729). Postep reakcji kontrolowatam na TLC w uktadzie C.

Po wusunigciu estru metylowego z tetrapeptydu (172g9) wg procedury
opisanej w pkt. 4.1.4.3. (Schemat 29) otrzymatam peptyd z wolng grupa karboksylowg
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-OH (182g).

4.1.3.2.2. Pentapeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OMe (172h) oraz
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OH (182h)

Pentapeptyd otrzymatam zgodnie z procedurg przedstawiong na Rysunku 40.
Synteze rozpoczetam od utworzenia wigzania peptydowego pomigedzy HCIXThr-OMe
a Boc-Lys(Z)-OH, uzyskujac dipeptyd Boc-Lys(Z)-Thr-OMe, ktory potraktowatam TFA w
celu usunigcia ostony Boc. Do otrzymanego trifluorooctanu dipeptydu dodatam

Boc-Pro-OH (181b) uzyskujac tripeptyd Boc-Pro-Lys(Z)-Thr-OMe, ktory ponownie
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potraktowatam TFA. Otrzymany trifluorooctan tripeptydu potaczytam z Boc-Arg(NO,)-
OH uzyskujac tetrapeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Z)-Thr-OMe, z ktérego po usunigciu
ostony Z za pomocag Kkatalitycznej wodorolizy H,, Pd/C otrzymywatam kolejne
pentapeptydy w wyniku przytaczeniu odpowiednich Boc chronionych aminokwasow do
tancucha bocznego e-lizyny. W opisywanym przypadku przytaczytam Boc-Gly-OH (181c)
otrzymujac pentapeptyd Boc-Arg(NOy)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OMe (156h). Postep reakcji
kontrolowatam na TLC w uktadzie C.

Po deprotekcji estru metylowego z tetrapeptydu (172h) wg procedury
opisanej w pkt. 4.1.4.3. (Schemat 29) otrzymatam peptyd z wolng grupa karboksylowa
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OH (182h).

4.1.3.2.3. Pentapeptydy (172h-1) oraz (182h-I)

Synteze oligopeptydow (172h-1) oraz (182h-1) przeprowadzitam wg procedury
opisanej dla pentapeptydu (1729g) (patrz pkt. 4.1.3.2.2.).

4.1.4. Deprotekcja oston grupy aminowej i karboksylowej chronionych peptydow
4.1.4.1. Deprotekcja oslony Boc

Usuwanie ostony Boc z grupy aminowej N-chronionych peptydow
przeprowadzitam zgodnie z procedurg opublikowang przez Lundt’a [188] 'Boc chronione
peptydy potraktowatam TFA przez ok. 1 godz. w temp. 0°C. Nastepnie kwas
oddestylowatam na wyparce obrotowej, a pozostalo$¢ przemytam kilkakrotnie
bezw. eterem dietylowym. Przebieg reakcji  kontrolowalam na TLC w

uktadzie C (wizualizacja poprzez podgrzanie plytki).
4.1.4.2. Deprotekcja oslony Z

Usuwanie ostony Z tancucha bocznego lizyny przeprowadzilam opierajac sie
o metodg opisana przez Johnstone’a ™. Odpowiedni tetrapeptyd z Z chroniong lizyna,
rozpuscitam w bezw. metanolu i poddatam hydrogenolizie (H,/ 10% Pd/C). Postep reakcji
monitorowatam na TLC w uktadzie C stosujac wywolywacz ninhydrynowy. Po deprotekcji

zawiesing przesaczytam, a metanol oddestylowatam na wyparce rotacyjnej.
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4.1.4.3. Deprotekcja estru metylowego

Usuwanie estru metylowego z pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny (172a-l)
przeprowadzitam zgodnie z procedurg opisang przez Khan’a [188] " pochodne (172a-1)
rozpuscitam w mieszaninie metanol:woda (1:1 v/v) dodajagc LiOHxH,O. Po okoto
24 godz. mieszania w temp. pok. metanol oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem,
a pozostaty roztwor wodny zakwasitam 2N HCI, w celu pozbycia si¢ powstatej w trakcie
reakcji soli litowej peptydu i przeprowadzitam ekstrakcj¢ octanem etylu (Schemat 29).

Postep reakcji kontrolowatam na TLC w uktadzie C.

HN (_NH

/Boc ﬁ' “NO,
H
N
W "
> Boc
182a-f
LiOH x H,0
172a ————
MeOH, H,0O BOC\NH
24 godz., \/\)\\(
tem.pok.
NH
L o HN
\NOZ
X = H; Gly; Ala; Val; Leu; lle 182g-1 ,
Boc
Schemat 29. Deprotekcja estru  metylowego i otrzymanie  pochodnych

tuftsyny/retro-tuftsyny z wolng grupa karboksylowa (182g-1)

4.1.4.4. Deprotekcja ostlony Boc (177a-l)

Synteze chlorowodorkéw (177a-l) (Schemat 30) przeprowadzitam wg procedury
opisanej w pkt. 4.1.1.3. Przebieg reakcji kontrolowatam za pomocg TLC w uktadzie C.
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Boc-Thr-Lys(BocX)-Pro-Arg(NO,) (172a-f) w 2HCIxThr-Lys(X)-Pro-Arg(NO,) (177a-f)
lub Boc-Arg(NO3)-Pro-Lys(BocX)-Thr (172g-l) 0°C, 30 min. lub 2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(X)-Thr (177g-1)

172a, 1729, 177a,177g: X = H

172b,172h, 177b, 177h: X =Gly
172c, 172i, 177c, 177i: X =Ala
172d, 172j, 177d, 177j: X =Val
172e, 172k, 177e,177k: X =Leu
172f, 1721, 177f, 1771: X=1lLe

Schemat 30. Synteza chlorowodorkow pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny (177a-l)
4.1.5. Analogi batracyliny z pochodnymi tuftsyny /retro-tuftsyny

Poczatkowo planowatam otrzymanie analogow batracyliny z pochodnymi
tuftsyny/retro-tuftsyny z zastosowaniem odczynnikow kondensujacych takich jak: DPPA,
EDCI, HBTU, PyBOP czy DCC. Niestety, wydajnos¢ tych reakcji nie przekroczyta 5%.
W zwigzku z tym zaproponowatam T3P jako odczynnik kondensujacy, ktéry umozliwit mi
utworzenie wigzania amidowego pomiedzy grupg karboksylowa pochodnej
tuftsyny/retro-tuftsyny a funkcjg aminowg BAT z zadowalajacg wydajnoscia.

T3P jest dobrym odczynnikiem do tworzenia wigzania amidowego, poniewaz
pozwala na otrzymanie produktéw z dobra wydajnoscia i niskim stopniem epimeryzacji.
Reakcja przebiega w temp. -20-0°C. Poréwnanie T3P z innymi odczynnikami
kondensujacymi, takimi jak: DCC/HOBt, EDC/HOBt, TBTU, HBTU czy PyBOP
wskazuje na jego wyzszos¢ pod wzgledem oczyszczania produktu koncowego,

wydajnosci, epimeryzacji, toksycznosci i catkowitych kosztow procesu [189, 190]
4.1.5.1. Synteza analogow (173a-1) oraz (178a-1)

Synteze  analogéw  batracyliny z  pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny
przeprowadzitam w oparciu o procedure opisang przez Dunetz’a i Xiang’a [190]
Do chlodzonego do -20°C roztworu BAT (1) oraz odpowiedniej pochodnej
tuftsyny/retro-tuftsyny (182a-1) w bezw. DMF oraz bezw. pirydynie wkraplatam przez
okoto 60 min. odczynnik kondensujacy T3P, po czym reakcj¢ prowadzitam przez 4 godz.
w temp. -15°C, a kolejne 24 godz. w temp. 45°C (Schemat 31). Nastepnie rozpuszczalnik
oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem, & powstata sol rozpuscitam w octanie

etylu i kolejno przemywatam: 10% kwasem cytrynowym (x3), 5% nasyc NaHCOj3 (x3)
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oraz wodg (x3). Otrzymane analogi (173a-l) oczyscitam na kolumnie chromatograficznej

wypelionej zelem krzemionkowym stosujac uktad F, G, H, a nastgpnie na TLC

w uktadzie I.

Strukture zsyntezowanych zwigzkéw potwierdzitam na podstawie analizy widm
'"H NMR i MS, a takze *C NMR dla zwiazkéw (173a), (173c) oraz (173i). Ponadto,
dla analogow (173f) oraz (173i) zostalty wykonane widma 2D *H NMR ROESY oraz

TOCSY (Zatgcznik 11 2).

Boc HN N “NO
‘NH
(@]
o WNH T3P (50% w DMF)
o) pirydyna, DMF

0°C - 45°C, 24 godz.
182a-f

X = H; Gly; Ala; Val; Leu; lle

Boc~NH <~)\W
HN NH

HN

T3P (50% w DMF)
pirydyna, DMF
0°C - 45°C, 24 godz.

o

182g-1 BOC X = H; Gly; Ala; Val; Leu; lle

HN NH

173a-f

Boc~NH F)\W
HN NH

HN

e

173g-l OC

Schemat 31. Synteza analogéw batracyliny (173a-1)

Otrzymywanie chlorowodorkow (178a-1)

Chlorowodorki (178a-1) (Schemat 32) otrzymatam wg procedury opisanej w pkt.

4.1.1.3. Postep reakcji kontrolowatam na TLC w uktadzie 1.
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O O

—
Nig 0°C, 30 min. N7

173a-h 178a-l
R = Boc-Thr-Lys(BocX)-Pro-Arg(NO,) (173a-f) R' = 2HCIxThr-Lys(X)-Pro-Arg(NO5) (173a-f)
lub Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocX)-Thr (178g-l) lub 2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(X)-Thr (178g-1)

173a, 1739, 178a,178g: X=H

173b,173h, 178b, 178h: X = Gly
173c, 173i, 178c, 178i: X =Ala
173d, 173j, 178d, 178j: X =Val
173e, 173k, 178e, 178k: X =Leu
173f, 173I1, 178f, 178l: X=1lLe

Schemat 32. Otrzymywanie chlorowodorkow analogdéw (178a-I)

4.1.6. Aminokwasowe pochodne batracyliny

Aminokwasowe pochodne batracyliny (174a-h) zsyntezowatam wykorzystujac
odczynnik kondensujacy DCC. Dane literaturowe podaja, ze skutecznie aktywuje on grupe

karboksylowa W trakcie tworzenia wigzania amidowego nawet z tak stabym nukleofilem,
jakim jest BAT (1) 191,

4.1.6.1. Synteza pochodnych (174a-h) oraz (179a-h)

Synteze aminokwasowych pochodnych batracyliny przeprowadzitam w oparciu
o metode opisang przez Dzierzbicka i in. (401 (Schemat 33). Batracyling (1), odpowiedni
Boc chroniony aminokwas (183a-h) oraz DMAP rozpuscitam w bezw. DCM. Tak
otrzymang mieszanin¢ ochtodzitam do 0°C, po czym dodatam DCC. Reakcje prowadzitam
przez 6 dni w temp. pok. Po odsgczeniu powstalego dicykloheksylomocznika,
rozpuszczalnik oddestylowalam pod zmniejszonym ci$nieniem, a otrzymane pochodne
(174a-h) oczyscitam na kolumnie chromatograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym
stosujac uktady F, G 1 H, a nastepnie na ptytkach TLC w uktadzie I.

Strukture otrzymanych zwigzkéw potwierdzitam na podstawie analizy widm
'"HNMR i MS.
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Po usuni¢ciu ostony Boc z uzyskanych zwigzkoéw (174a-h) wg procedury opisanej
w pkt. 4.1.4.1. otrzymatam pochodne (184a-h), ktore wykorzystalam do utworzenia

zaprojektowanych analogéw z rybozydem 6-chloropuryny (175a-h).

HN
\©\/\ H\H/OH DCC, DMAP, CH,Cl, 49\[1/ \O\/\
0°C - temp. pok.,

144 godz.
183a-h 174a-h
n=1,2,3,4,5,6,7,11 TFA
0°C, 3 godz.
o 0
F o ® HN
B O
F o} N

184a-h

Schemat 33. Synteza aminokwasowych pochodnych batracyliny (174a-h)
Otrzymywanie chlorowodorkow (179a-h)

Chlorowodorki (179a-h) (Schemat 34) otrzymatam wg procedury opisanej w pkt.
4.1.1.3. Postep reakcji kontrolowatam na TLC w uktadzie 1.

O
Boc. HN HN
”QY \©\/\N HCI/ELO 1oy« HzN'(\)n\n/ N
0] N/ 0°C, 30 min. O N/

174a-h 179a-h

n=1,2,3,4,506,7, 11

Schemat 34. Otrzymywanie chlorowodorkow aminokwasowych pochodnych batracyliny
(179a-h)
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4.1.7. Analogi batracyliny z adenozyna
4.1.7.1. Synteza analogow (175a-h)

Synteze analogow batracyliny z adenozyng przeprowadzitam zgodnie z procedura
opisana przez Samsel i in. M"®. Trifluorooctan odpowiedniej aminokwasowej pochodnej
batracyliny (184a-h) rozpuscitam w bezw. EtOH, a nast¢pnie dodalam rybozyd
6-chloropuryny (185) i DIEA. Reakcje prowadzitam w temp. wrzenia rozpuszczalnika
przez ok. 4 godz., kontrolujac jej przebieg na TLC w uktadzie | (Schemat 35). Etanol
oddestylowatam na wyparce obrotowej, a otrzymane analogi (175a-h) oczyscitam na
kolumnie chromatograficznej wypelnionej zelem krzemionkowym stosujac uktady F, E
i D, a nastepnie na TLC w uktadzie C.

Strukture otrzymanych zwigzkéw potwierdzitam na podstawie analizy widm
'H NMR, **C NMR oraz MS. Dla analogéw (175d) oraz (175h) zostaty wykonane widma
2D 'H NMR ROESY oraz g-COESY (Zatacznik 3 i 4).

0
HN
¢] HN/H..\H/ N
N o o) N o K
i E o @ HN DIEA, EtOH ¢\ N
N J . O HNTH N S E— J
HO N HF S P temp. wrz., EtOH HO NTSN
O o N 4 godz. O

175a-h
OHOH 184a-h OH OH 2

185 n=1,223,4,56,7,11

Schemat 35. Synteza analogow batracyliny z adenozyna (175a-h)
4.2. Badania biologiczne

Pierwszym etapem badania zwigzkéw o potencjalnych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych sg testy in vitro stuzgce okresleniu ich wpltywu na zywotno$¢
1 proliferacje komorek. Testy zywotnos$ci opieraja si¢ na wykrywaniu integralnosci btony
komodrkowej oraz mierzeniu aktywnosci metabolicznej komoérek (91 Integralnosé btony
komorkowej jest mozliwa do wykrycia m.in. dzigki bigkitowi trypanu barwigcemu tylko
martwe komorki lub dzigki barwnikom fluorescencyjnym, takim jak: EtBr 1 PI
przechodzacymi przez uszkodzong blone i akumulujacymi si¢ w martwych komorkach
poprzez specyficzne wigzanie z DNA. Utrata integralnosci blony prowadzi rowniez

do wycieku enzymu dehydrogenazy mleczanowej, czego efekty mozna zmierzy¢
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spektrofotometrycznie. W metodach kolorymetrycznych stuzacych do pomiaru aktywnosci
metabolicznej, najczgséciej stosowanymi odczynnikami sg MTT oraz XTT. Odczynniki
te pod wplywem enzymow mitochondrialnych ulegaja redukcji do barwnych formazanow
[192.193], Testy okreslajace stopien proliferacji komoérek opieraja si¢ na wbudowywaniu
w trakcie S-fazy podzialu komodrkowego do puli DNA znakowanych izotopowo
prekursoréw, takich jak [*H]-tymidyny lub nie promieniotworczej BrdU 194,

Badanie wtasciwosci cytotoksycznych zsyntezowanych zwigzkoéw przeprowadzono na:

e ludzkich liniach komérkowych: niedrobnokomoérkowego raka pluc (A549), raka
jelita grubego (HCT-116 oraz HT-29), raka gruczotu krokowego (LNCaP), raka
piersi (MCF-7), ostrej biataczki promielocytowej (HL-60),

e mysich liniach komoérkowych biataczki (P288 oraz L1210),

e komorkach  nowotworowych  wyizolowanych z  mysiego fibrosarcoma
(wtokniakomigsak) WEHI 1640,

e unie$miertelnionych fibroblastach mysich NIH-3T3.

Ponadto, przeprowadzono badania okreslajace wplyw badanych zwigzkéw
na aktywno$¢ Kkatalityczng  kompleksu  rozszczepialnego  topoizomeraza-DNA
oraz dystrybucj¢ komorek w cyklu komérkowym 1 indukcje uszkodzen DNA. Do oceny
wplywu zwigzkow na zywotnos¢ komorek wybrano test kolorymetryczny MTT.

Wszystkie testy przeprowadzono w trzykrotnych powtérzeniach. Badane zwigzki
rozpuszczono w DMSO i przygotowano seryjne rozcienczenia roztworéw. Sprawdzono
wplyw na zywotno$§¢ komoérek wszystkich zsyntezowanych analogow batracyliny
z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny (178a-1), aminokwasowych pochodnych batracyliny
(179a-h) oraz analogébw batracyliny z adenozyng (175a-h). Przygotowano réwniez
rozcienczenia batracyliny (176) oraz pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny (177a-1). Do
testow przedstawiajacych wpltyw zwigzkow na aktywnos¢ Kkatalityczng kompleksu
rozszczepialnego topoizomeraza II-DNA wybrano analogi (178e-f, 178k-1). Natomiast do
badan okreslajacych dystrybucje komorek w cyklu komorkowym oraz indukcje uszkodzen

DNA wybrano analogi (178a, 178k).
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4.2.1. Analiza przezywalnosci komérkowej testem kolorymetrycznym MTT

W celu okre$lenia cytotoksyczno$ci otrzymanych zwigzkéw przeprowadzono test
z uzyciem odczynnika MTT, opierajacy si¢ na reakcji redukcji MTT do fioletowego
formazanu (Schemat 36). MTT jest solg tetrazolowg rozpuszczalng w wodzie, ktora dzigki
dodatniemu tadunkowi z latwos$cig przenika do wnetrza komorki. W metabolicznie
aktywnych  komorkach, dzigki dziataniu enzymow  redukujacych, powstaje

nierozpuszczalny w wodzie formazan.

A :
N Q)Ql\\l N—N>_N
=N +2H -
\ N B \ /
N- N-N
e |
T

MTT formazan

Schemat 36. Struktura chemiczna MTT i jego zredukowanej formy formazanu

Wadag wybranej metody jest koniecznos¢ rozpuszczenia wytrgconych krysztatow
formazanu za pomoca rozpuszczalnika organicznego 2% Intensywno$¢ zabarwienia,
mierzona za pomoca spektrofotometru, jest wprost proporcjonalna do aktywnosci
metabolicznej komorki. Zaleta tej metody jest mozliwo$¢ przeprowadzenia pomiaru duzej

liczby probek 1 niskie koszty badania.
4.2.1.1. Oznaczenie cytotoksycznosci chlorowodorku batracyliny (HCIXBAT)

Wstepna ewaluacja wlasciwosci cytotoksycznych HCIXBAT (176) na dziesigciu
wybranych liniach komérkowych (A549, HCT 116, HT-29, LNCaP, MCF-7, HI-60, P388,
L1210, WEHI 1640, NIH-3T3) wykazata jedynie umiarkowane wtasciwosci cytotoksyczne
tego zwigzku. Warto$¢ ICsp miescita si¢ w przedziale od 35,49 uM dla komérek linii A549
do 90,20 uM dla komorek linii LNCaP. Warto zauwazy¢, ze nie wykazano aktywnosci
cytotoksycznej w stosunku do raka piersi (MCF-7) oraz biataczek mysich (P388, L1210)
(Tabela 1).
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Tabela 1. Wlasciwosci cytotoksyczne chlorowodorku batracyliny dla wybranych linii

komoérkowych ludzkich oraz mysich nowotworow.

Linia komorkowa HCIXBAT
ICs0+ SD [uM]

HCT 116 88,7 £23,46

HT-29 64,3 +£12,42

LNCaP 90,2 £ 2,58

MCF-7 >100

pP388 >100

L1210 >100

WEHI 1640 58,4+4,17

NIH-3T3 69,9 + 18,14

Do dalszych badan wybrano dwie linie komoérkowe: A549 oraz HL-60, ktore

W obrgbie wymienionych grup nowotwordw charakteryzowaty si¢ najwicksza
wrazliwoscig na dziatanie chlorowodorku batracyliny (176). Warto$¢ ICso przedstawiata

si¢ odpowiednio: 46,3 pM dla A549 oraz 66,6 pM dla HL-60.
4.2.1.2. Oznaczenie cytotoksycznosci pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny
Nie wykazano wlasciwosci

tuftsyny/retro-tuftsyny (177a-1) dla wybranych linii komoérkowych (A549, HL-60)
(Tabela 2).

cytotoksycznych chlorowodorkéw pochodnych
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Tabela 2. Wlasciwosci cytotoksyczne pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny dla linii
komoérkowych A549 oraz HL-60.

Badany zwigzek ICs0+ SD [uM]
A549 HL-60
HCIXBAT 46,3 £7.9 66,6 + 4,4
2HCIXThr-Lys-Pro-Arg(NO,)-OH >100 >100
2HCIXThr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO,)-OH >100 >100
2HCIxThr-Lys(Ala)-Pro-Arg(NO,)-OH >100 >100
2HCIxThr-Lys(Val)-Pro-Arg(NO,)-OH >100 >100
2HCIxThr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO,)-OH >100 >100
2HCIXThr-Lys(lle)-Pro-Arg(NO,)-OH >100 >100
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OH >100 >100
2HCIXArg(NOy)-Pro-Lys(Gly)-Thr-OH >100 >100
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(Ala)-Thr-OH >100 >100
2HCIxArg(NOy)-Pro-Lys(Val)-Thr-OH >100 >100
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(Leu)-Thr-OH >100 >100
2HCIXArg(NOy)-Pro-Lys(lle)-Thr-OH >100 >100

4.2.1.3. Oznaczenie cytotoksycznosci analogow batracyliny z pochodnymi

tuftsyny/retro-tuftsyny

Analogi batracyliny z pochodnymi tuftsyny nie wykazaly znaczacych zmian
w cytotoksyczno$ci. Wyjatkiem okazat sie analog (178d), ktory dla linii A549 okazat si¢
okoto 8 razy bardziej aktywny niz chlorowodorek batracyliny (176) (5,9 uM).
Analogi (178c, 178e) okazaty si¢ nieaktywne dla obu linii, natomiast analog (178f) tylko
dla A549.

Analogi batracyliny z pochodnymi retro-tuftsyny charakteryzowaty sie znacznie
wicksza aktywnoscia niz chlorowodorek batracyliny (176). Srednio byty one okoto 5 razy
bardziej aktywne dla linii A549 oraz okoto 2 razy bardziej aktywne dla linii HL-60
niz chlorowodorek batracyliny (176) (Tabela 3). Nieaktywny okazat si¢ tylko analog (178i)
dla linii A549.

Najlepsze wyniki otrzymano dla analogéw batracyliny z pochodnymi retro-tuftsyny
z utworzonym wigzaniem izopeptydowym pomigdzy grupa e-aminowa lizyny a waling
(178j), leucyna (178k) oraz izoleucyna (178l). Omawiane zwigzki wykazaty okoto
10-krotnie wigksza aktywno$¢ cytotoksyczng w poréwnaniu z chlorowodorkiem
batracyliny (176) i pozostatymi analogami, np. dla analogu (178l) otrzymana aktywno$¢
byta 12-krotnie wigksza w porownaniu do chlorowodorku batracyliny (176).
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Warto zauwazy¢, ze pochodne tuftsyny/retro-tuftsyny z glicyng oraz alaning nie

maja jednoznacznego wplywu na aktywno$¢ cytotoksyczng dla wybranych linii

komorkowych i zalezna jest ona od rodzaju nowotworu.

Tabela 3. Wlasciwosci  cytotoksyczne

analogéw  batracyliny

tuftsyny/retro-tuftsyny dla linii komérkowych A549 oraz HL-60.

z pochodnymi

Badany zwigzek ICs0+ SD [uM]
A549 HL-60
HCIXBAT 46,3 £7,9 66,6 + 4.4
2HCIXThr-Lys-Pro-Arg(NO,)-BAT 46,3 £7,9 66,6 £ 4,4
2HCIXThr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO,)-BAT 52,8+11,9 |[773+12,6
2HCIXThr-Lys(Ala)-Pro-Arg(NO,)-BAT >100 >100
2HCIXThr-Lys(Val)-Pro-Arg(NO,)-BAT [50=09 T 19.6+3,8
2HCIXThr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO,)-BAT >100 >100
2HCIXThr-Lys(lle)-Pro-Arg(NO,)-BAT >100 83,7+25,8
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys-Thr-BAT 17,4+2,0 154+3,1
2HCIXArg(NOy)-Pro-Lys(Gly)-Thr-BAT 8,7+29 30,8 £6,1
2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(Ala)-Thr-BAT >100 28,7+ 6,1
2HCIXArg(NOy)-Pro-Lys(Val)-Thr-BAT
2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(Leu)-Thr-BAT
2HCIXArg(NOy)-Pro-Lys(lle)-Thr-BAT

4.2.1.4. Oznaczenie cytotoksycznosci aminokwasowych pochodnych batracyliny

W reakgcji batracyliny z aminokwasami (Gly, p-Ala, GABA, 5-Ava, 6-Ahx, 7-Ahp,
8-Adoc oraz 12-Ado) otrzymano pochodne charakteryzujace si¢ znaczng aktywno$cig
cytotoksyczng na wybranych liniach komérkowych: dla A549 byta ona okoto 3-krotnie
wigksza, za$ dla HL-60 okoto 5-krotnie wigksza w poréwnaniu do chlorowodorku
batracyliny (176) (Tabela 4). Najlepszy wynik uzyskano dla zwigzku (179h) w stosunku
do komoérek HL-60 (2,4 uM), ktory okazal si¢ ponad 30-krotnie bardziej aktywny niz
(176). Warto podkresli¢, ze omawiana pochodna dla linii A549, wykazata podobna, ponad
30-krotng aktywno$¢ (1,8 puM). Natomiast zwigzek (179g) okazat si¢ mniej aktywny
w porownaniu do (176): 69,7 uM dla linii A549 oraz 81,1 uM dla linii HL-60.

Z powyzszych danych wynika, ze aminokwasowe pochodne batracyliny wykazuja
podobng  aktywno$¢  cytotoksyczng na  wybranych liniach  nowotworowych.

Potwierdzeniem sg réwniez wyniki uzyskane dla zawigzku (179a), wykazujacego okoto
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17-krotnie (A549) oraz 16-krotnie (HL-60) wigksza aktywnoscia w poroéwnaniu
do chlorowodorku batracyliny (176).

Tabela 4. Wiasciwosci cytotoksyczne aminokwasowych pochodnych batracyliny dla linii
komorkowych A549 oraz HL-60.

Badany zwigzek ICs50+ SD [uM]
A549 HL-60
HCIXBAT 463 +7.9 66.6 = 4.4
HCIXGly-BAT 2,7+0,4 42 +0,5
HCIx5-Ala-BAT 350+59 18,6 + 3,4
HCIXGABA-BAT 17,3+3,1 15,9 +2.7
HCIx5-Ava-BAT 6,3+1,2 6,0+0,9
HCIx6-Ahx-BAT 7,9+0,5 15,9 +£3,1
HCIX7-Ahp-BAT 153+1,3 262 +24
HCIx8-Aoc-BAT 69,7 £ 6,9 81,1 £5,6
HCIx12-Ado-BAT 1.8+02 2404

4.2.1.5. Oznaczenie cytotoksycznosci analogow batracyliny z adenozyng

Ewaluacja wlasciwosci cytotoksycznych rybozydu 6-chloropuryny (185) na
wybranych liniach komorkowych (A549 oraz HL-60) wykazata jedynie umiarkowane
wlasciwosci cytotoksyczne tego zwigzku. Warto$¢ 1Csp wynosita 29,3 uM dla komoérek
linii A549 oraz 48,5 uM dla komorek linii HL-60 (Tabela 5).

Analogi batracyliny z adenozyna okazaty si¢ calkowicie nieaktywne
w prowadzonych testach. Jedynie zwigzek (175€) charakteryzowal si¢ umiarkowang
aktywnos$cig cytotoksyczng w stosunku do linii A549, wynoszacag 40,6 uM, co jest
porownywalne z wynikiem otrzymanym dla chlorowodorku batracyliny (176).

Dalsze badania biologiczne wykazaty, ze analogi (175a-h), po dodaniu do wody
lub medium hodowlanego, tworzyty struktury supramolekularne, ktore nie byly w stanie
wnika¢ do wnetrza komoérek. Wynikiem tego procesu byt brak aktywnosci cytotoksycznej
otrzymanych analogéow, nawet przy najwigkszym badanym st¢zeniu (100 pM). Jedynie dla
zwigzku (175e) nie odnotowano tworzenia takiej supramolekularnej struktury, dzigki
czemu wnikal on do wnetrza badanych komoérek 1 w prowadzonych testach okazal sie¢
aktywny.

Mechanizm tworzenia wyzej wspomnianych struktur supramolekularnych

w roztworach wodnych nie zostat do tej pory zbadany.
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Tabela 5. Wlasciwosci cytotoksyczne analogéw batracyliny z adenozyng dla linii

komoérkowych A549 oraz HL-60.

Badany zwigzek ICs50+ SD [uM]
A549 HL-60
HCIXBAT 46,3 £7.9 66,6 +4.,4
ADO-Gly-BAT >100 >100
ADO-S-Ala-BAT >100 >100
ADO-GABA-BAT >100 >100
ADO-5-Ava-BAT >100 >100
ADO-6-Ahx-BAT 40,6 £3,2 >100
ADO-7-Ahp-BAT >100 >100
ADO-8-Aoc-BAT >100 >100
ADO-12-Ado-BAT >100 >100
Rybozyd 6-chloropuryny 293+1,5 48,5+2,5

4.2.2. Okreslenie aktywnos$ci katalitycznej kompleksu topoizomeraza I-DNA oraz

topoizomeraza I11-DNA

Jak juz wczes$niej wspomniano, w testach na linii komorkowej HT-29, batracylina
wykazuje dziatanie hamujace aktywno$¢ zarowno topoizomerazy typu I, jak i II [201
Badania te byty pomocne w okresleniu wptywu otrzymanych analogow (178e-f, 178k-I) na
aktywnos¢ kompleksu rozszczepialnego topoizomeraza-DNA.

Wyniki zaprezentowane na Rysunku 41 (panel gorny), pokazuja, ze analogi
(178e-f, 178k-l) nie hamujg w znacznym stopniu relaksacji DNA przez topoizomeraze
typu I. Natomiast, o wiele bardziej widoczny byt wplyw omawianych analogéw na
relaksacj¢ DNA przez topoizomeraze Ila i zalezal on od dawki podanego zwigzku
(Rysunek 41, panel dolny). Istotny jest fakt, ze inhibicja aktywnosci kompleksu
topoizomeraza II-DNA korelowata z aktywno$cig cytotoksyczng zbadang dla linii A549
oraz HL-60. Analog (178f), wykazujacy umiarkowang aktywno$¢ cytotoksyczng
w badaniach in vitro (83,7 uM dla komoérek HL-60), charakteryzowat si¢ catkowitym
zahamowaniem relaksacji DNA juz przy stezeniu 10 pM. Dla poréwnania, zwiazek (178e),
nieaktywny biologicznie dla linii HL-60 (> 100 uM), przy st¢zeniu 100 uM wykazywat
taki sam stopien zahamowania.
(278k-I)

w prowadzonych testach (Tabela 3),

Analogi wykazujace  najwigksza  aktywno$¢  cytotoksyczng

okazaly si¢ rowniez silnymi inhibitorami

topoizomerazy Ila, zdolnymi do zahamowania aktywnosci tego enzymu juz przy st¢zeniu
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10 uM. Otrzymane wyniki byly poréwnywalne z
kontrolnej (etopozyd - VP-16).

uzyskanymi dla pozytywnej proby

Z5 176 178k 178e 178f 178l SN-38
2 g
R e e et e v W e T e cw = v e G -
S T LT - — - —
= = 176 178k 178e 178f 1781 VP-16
§ s o o o o o o =
C T 8e_&e_8s2_8=2_8g_8e =
R - -
i

Rysunek 41. Wptyw chlorowodorku batracyliny (176) oraz wybranych analogow

(178e-f, 178k-lI) na Kkatalityczng aktywnos¢
(panel gorny) i topoizomeraza I1-DNA (panel dolny).

kompleksu topoizomeraza I[-DNA

4.2.3. Okreslenie dystrybucji komorek w cyklu komorkowym oraz indukcji uszkodzen

DNA

Wplyw otrzymanych analogdéw batracyliny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny

na dystrybucj¢ komorek w cyklu komorkowym oraz indukcje uszkodzeh DNA zbadano dla

analogow (178a) oraz (178k), a uzyskane wyniki
chlorowodorku batracyliny (176).

Komoérki nowotworowe (linia A549 oraz

poréwnano z tymi otrzymanymi dla

linia HL-60) traktowano st¢zeniem

zwiazkow odpowiadajacym wartosci 1Cg. Indukcja pgknie¢ DNA nastepowata juz po

krotkim czasie (3 godz.) inkubacji komoérek z badanymi zwigzkami. Fosforylacja histonu

H2AX na Ser 139 jest indukowana w wyniku peknig¢ DNA, tym samym okre$lenie

stopnia fosforylacji tego histonu stanowi dobry marker w okresleniu uszkodzen DNA.

Przedstawione wyniki (Rysunek 42) pokazuja

w komorkach traktowanych badanymi analogami.
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komdrki A549 . N komdrki HL-60
24h . . 120h i " 24h . R 120h

=
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754
50
254

frakecja komorkowa [%0]

proba kontrolna
176 100 pM
178a 100 pM
178k 50 pM
proba kontrolna
176 100 pM
178a 100 pM
178k 50 pM
proba kontrolna
176 100 pM
178a 100 pM
178k 50 pM
priba kontrolna
176 100 pM
178a 100 pM
178k 50 pM

Rysunek 42. Wpltyw HCIXBAT (176) oraz badanych analogow ( 178a, 178k) na
dystrybucj¢ cyklu komérkowego komoérek nowotworowych A549 oraz HL-60.

Badanie zostato wykonane za pomocg cytometrii przeptywowe;j. * - pomiar frakcji zywych
komoérek przedstawiony jako % komodrek pozostajacych w cyklu komoérkowym,
** - pomiar frakcji sub-G1 przedstawiony jako % ze wszystkich zliczonych zdarzen.

Analiza cyklu komorkowego (Rysunek 43) oraz morfologii jadra komérkowego
(Rysunek 44), po traktowaniu komorek nowotworowych badanymi zwigzkami
(176, 178a, 178k) wykazata, ze odpowiedz biologiczna zalezy od typu komorek.
W przypadku linii A549, dystrybucja komoérek w cyklu ulegata znaczacym zaburzeniom
juz po 24 godz. inkubacji ze zwigzkiem, powodujac akumulacje komoérek w fazie G2/M
cyklu komorkowego. Efekt ten ulegal wzmocnieniu w trakcie kolejnych czterech dni
inkubacji.

Dla badanych analogéw (178a, 178k) przyrost frakcji sub-G1 byl znaczacy
w populacji komoérek inkubowanych z omawianymi zwigzkami. Zjawisko to jest zwigzane
z indukcjg $mierci komorkowej oraz fragmentacja obumierajacych komorek (Rysunek 43).
Zwigzek (178a) powodowat 2,5-krotny wzrost frakcji sub-Gl1 w poréwnaniu do
chlorowodorku batracyliny (176). Brak mitoz w komorkach inkubowanych z badanymi
zwigzkami (barwienie z uzyciem barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342)
(Rysunek 43), w potaczeniu z wynikami otrzymanymi dla cytometrii przepltywowej,
wskazal na wstrzymanie proliferacji w fazie G2 cyklu komoérkowego w linii A549.
Komorki A549, nie podatne na apoptozg, poddane dzialaniu badanych zwigzkéw nabieraty
cech fenotypowych charakterystycznych dla komoérek ulegajacych procesowi
przedwczesnego starzenia indukowanego lekami. Jak pokazano (Rysunek 44 i 45)

morfologia jader komoérkowych jest zmieniona w stosunku do komorek nietraktowanych
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zwigzkami — stopniowo jadra ulegaty powigkszeniu, a takze same komorki staty si¢ bardzo
duze oraz rozptaszczone.

Indukcja przedwczesnego starzenia komorek A549 traktowanych chlorowodorkiem
batracyliny (176) i analogiem (178K) zostata takze potwierdzona poprzez wizualizacje
ekspresji zwigzanej ze starzeniem fS-galaktozydazy (Rysunek 46).

Komoérki biataczki HL-60 poddane 24 godz. dziataniu chlorowodorku batracyliny
(176) oraz analogdbw nie zatrzymaty swojego cyklu komoérkowego w fazie G2,
ale wchodzity do mitozy, jednakze sama mitoza nie przebiegta poprawnie.
Nie zahamowanie proliferacji komoérek w fazie G2/M dla linii HL-60 moze by¢ powigzane
z brakiem kinaz biatkowych p53 w tych komorkach, co prowadzi do nieprawidlowych
mitoz oraz poliploidii. Jak pokazano na Rysunku 41 oraz Rysunku 45, w komorkach
biataczki HL-60, inkubowanych z badanymi zwigzkami, zauwazalny jest znaczny udziat
nieprawidtowych mitoz, ,lagging telophase” oraz zaburzen segregacji chromosomow
w trakcie mitozy czy mitozy wielobiegunowej, co prowadzito do katastrofy mitotycznej,
a w konsekwencji do apoptozy komoérek HL-60.

Aczkolwiek,  niektore z  komorek  HL-60  ulegly  poliploidyzacji
lub mikronukleizacji, konsekwencja czego byta praktycznie nienaruszona blona
komorkowa oraz zywotno$¢ nawet po 120 godz. inkubacji z badanymi zwigzkami
(barwienie z uzyciem barwnika fluorescencyjnego — octanu fluoresceiny dla cytoplazmy)
(Rysunek 45).

Przyrost frakcji komorek w fazie G2/M po 48 godz. z badanymi zwigzkami wynosit
odpowiednio, dla komoérek HL-60: 2 razy wiecej komorek w fazie G2/M niz w kontroli
oraz dla komoérek A549: od 3 do 5 razy wigcej komorek w fazie G2/M niz w kontroli.
Ponadto, dla linii A549, zauwazalny jest znaczny spadek poliploidyzacji i mikronukleizacji

w poréwnaniu z chlorowodorkiem batracyliny (176).
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komérki A549 komorki HL-60

24h 72h 120h 24h 72h 120h

176 100 uM  probka kontrolna

178a 100 pM

178k 50 pM

Rysunek 43. Morfologia komoérek nowotworowych inkubowanych z chlorowodorkiem
batracyliny (176) oraz analogami (178a, 178k). Barwienie z uzyciem barwnika
fluorescencyjnego Hoechst 33342. Strzatka zielona — mitoza; strzatka zotta — poliploidia;
strzalka pomaranczowa — wielokrotna mikronukleizacja; strzalka szara — ,lagging
telophase”; strzatka fioletowa — katastrofa mitotyczna; strzatka czerwona — ciata

apoptotyczne; skala — 20pm.
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komorki AS49
y-H2X DNA Scalone

Rysunek 44. Dwuniciowe peknigcia DNA (DSB) w linii komoérkowej A549 inkubowane;j
z chlorowodorkiem batracyliny (176) oraz analogami (178a, 178k). Komorki traktowano
badanymi zwiazkami przez 3 godz., barwiono przeciwciatami y-H2AX skoniungowanymi
z AlexaFluor 488 oraz zanalizowano za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Jadra
komorkowe zostaly wybarwione za pomoca DAPI; skala - 20um.

problka kontrolna

176 100 uM

3h

178a 100 pM

178k 50 uM
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komorki A549

komorki HL-60

Jadro komérkowe

Cytoplazma

L

Jadro komoérkowe Scalone

Cytoplazma

Scalone

120h

176 100 uyM  probka kontrolna &

178k 50 uM

120h

176 100 uM  prébka kontrolna

178k 50 uM

Rysunek 45. Morfologia komorek. Komorki barwiono octanem fluoresceiny i Hoechst
33342. Zdjecia powstaly przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjne;.

A) Morfologia komorek A549 traktowanych HCIXBAT (176) oraz analogiem (178K).

Komorki staty si¢ wigksze i rozptaszczone. Poliploidie oznaczone z6ita strzatka,;

skala - 20 pm.

B) Morfologia komorek HL-60 traktowanych HCIXBAT (176) oraz analogiem (178Kk).
Poliploid oraz komorki z wielokrotng mikronukleizacjg (0znaczone odpowiednio
z6Ma 1 pomaranczowa strzatka) obserwowane sa jako komorki apoptotyczne na
réznych etapach (oznaczone czerwong strzatka).

Podobne efekty zaobserwowano dla komoérek potraktowanych zwigzkiem (178a);

skala - 20 pm.
komorki A549
probka kontrolna 176 100 uM 178k 50 pM
X A’ 3 e -’
- -
e - w 7.7
S (P ~ 2

- s E AT s : L 4

~‘ .U : -
fy- o e i ;

Rysunek 46. Przedwczesne starzenie indukowane lekami. Ekspresja zwigzanej ze
starzeniem f-galaktozydazy byla badana w komorkach po 120 godz. traktowania
inkubowanymi lekami, za pomocg barwienia X-Gal (zotta strzatka — poliploid;

skala — 50 um).
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

Wszystkie reakcje prowadzitam w standardowych warunkach laboratoryjnych.
Odczynniki dostgpne handlowo uzywalam bez wczesniejszego oczyszczania. Wszystkie
rozpuszczalniki organiczne stosowane w syntezach oczyszczatam zgodnie z procedurami
opisanymi w literaturze . Syntezy z udziatem zwiazkéw i odczynnikéw wrazliwych na

wilgo¢ 1 utlenianie przeprowadzitam w atmosferze gazu obojetnego — azotu.
Temperatura topnienia

Temperaturg topnienia (temp. top.) otrzymanych zwigzkow mierzytam przy uzyciu

aparatu Kofler’a i nie byta ona korygowana.
MS

Widma masowe zwiazkow zostaly zarejestrowane na aparacie MALDI-TOF MS,
Biflex 111 Bruker w Pracowni Spektrometrii Mas MALDI-TOF Uniwersytetu Gdanskiego
na Wydziale Chemii, z zastosowaniem CCA lub DHB jako matrycy oraz w Katedrze
Chemii Analitycznej Politechniki Gdanskiej na aparacie 6540 UHD Accurate-Mass
Q-TOF (spektrometr mas ESI).

NMR

Widma protonowe 'H NMR oraz weglowe 2C NMR zwiazkéw zostaly
zarejestrowane na spektrometrze Varian Unity 500 Plus (500,13 MHz dla *H NMR,
125,76 MHz dla *C NMR) w DMSO-d6 (wzbudzenie 99,95%) przy uzyciu 5 mm sondy
szerokopasmowej detekcji odwrotnej. Gtowny pik DMSO-d6 (2,49 ppm dla *H NMR oraz
39,50 ppm dla *C NMR) postuzyt jako punkt odniesienia.

Widma *C NMR zostaly zarejestrowane przy szerokosci spektralnej 28777 Hz.

Widma dwuwymiarowe 2D *H NMR (g-COESY, ROESY oraz TOCSY) zwiazkéw
zostaly zarejestrowane w trybie fazoczulym przy szerokos$ci spektralnej 8000 Hz.

Widmo g-COESY zarejestrowano na matrycy 4096 X 320 i przetworzono na matrycy
4K X 1K.

Widmo ROESY zarejestrowano na matrycy 2560 X 300 i przetworzono na matrycy

4K X 1K przy maksymalnym czasie 350 ms.
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Widmo TOCSY zarejestrowano na matrycy 4096 X 320 i przetworzono na matrycy
4K X 1K .

Widmo HSQC zostato zarejestrowane w trybie fazoczutym. Okno spektralne dla
'H NMR oraz **C NMR wynosito odpowiednio 5,169 Hz oraz 18,853 Hz. Pomiary zostaty
zarejestrowane na matrycy 2048 X 187 i przetworzone na matrycy 2K X 1K.

Widmo HMBC: okno spektralne dla *H NMR oraz **C NMR wynosito odpowiednio
5,169 Hz oraz 21,995 Hz. Pomiary zostaly zarejestrowane na matrycy 2560 X 210
I przetworzone na matrycy 2K X 1K.

Wszystkie widma zostaty wykonane w Gdanskim Miedzyuczelnianym Laboratorium
NMR.

HPLC

Analiza zostala wykonana przy uzyciu chromatografu cieczowego 1290 Agilent
(Agilent Technology, Waldbronn, Niemcy) zaopatrzonego w pomp¢ binarng G4220A,
automatyczny wstrzykiwacz G4226A, termostatowang kolumng G1316C oraz detektor
diodowy G1315C. Chromatogramy dla wybranych zwigzkéw przedstawitam w
Zalacznikach 5-23.

Kolumna chromatograficzna: Supelcosil C-18, (4.6 x 150 mm), 3 um, Supelco.

Badane probki zostaty rozpuszczone w mieszaninie DMSO:MeOH (1:1 v/v). Na kolumng
chromatograficzng zostata nastrzyknieta probka w ilosci 2 pL. Faze ruchomg stanowita
mieszanina rozpuszczalnikow A (0,1% HCOOH w wodzie) i B (0,1% HCOOH
w ACN:MeOH (1:1 v/v) stosowanych w okreslonym gradiencie st¢zen. Przeptyw wynosit
2,0 mL/min.

Gradient: od 70% B do 100% B w przeciggu 15 min (dot. analogéw batracyliny
z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny).

Gradient: w 5 min. 20% B, w 15 min. 100% B (dot. aminokwasowych pochodnych
batracyliny oraz analogdw adenozyny z batracyling).

Detektor UV-Vis pracowat przy dtugosciach fali 254, 210 oraz 580 nm.

Kolumna byta termostatowana w 40°C.
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Oczyszczanie zwigzkow

Do oczyszczania zwigzkow metodg chromatografii kolumnowej stosowatam zel
krzemionkowy Silica Gel 60 60 (0,063-0,200 mm, Merck), natomiast do TLC gotowych
ptytek pokrytych zelem krzemionkowym (Merck Fsy).

Zaré6wno do chromatografii kolumnowej, jak 1 TLC uzywalam nastepujacych

uktadow rozwijajacych:

A. chloroform : metanol (4:1viv)
B. chloroform : metanol (7:1viv)
C. chloroform : metanol (9:1 viv)
D. chloroform : metanol (10:1 viv)
E. chloroform : metanol (20:1 viv)
F. chlorek metylenu : metanol (50:1 viv)
G. chlorek metylenu : metanol (30:1 viv)
H. chlorek metylenu: metanol (20:1 viv)
l. chlorek metylenu : metanol (10:1 viv)
J. chlorek metylenu : metanol (7:1viv)
K. octan etylu

L. chloroform : metanol : kwas octowy (90:8:2 viv)

Jako odczynnik wywotujacy (tzw. wywolywacz) stosowatam:
e wywolywacz ninhydrynowy o sktadzie:
200 mg ninhydryny
100 ml etanolu

2 ml kwasu octowego
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5.1. Synteza batracyliny (Schemat 24)

5.1.1. N,N’-Diacetylo-1,4-fenylenodiamina (18)

2 g (18 mmola) 1,4-fenylenodiaminy (17) rozpuscitam w 20 ml CH3COOH
otrzymujac 2,65 g (13,76 mmola) N,N’-diacetylo-1,4-fenylenodiaminy (18) w postaci
jasnofioletowego osadu (wyd. 75%), temp. top. 313-319°C.

Lit. ¥°1: wyd.: 84,7%, temp. top. 308-312°C.

5.1.2. N-[2-(Ftalimidometylo)-1,4-acetylo]fenylenodiaminy (20)

Wychodzac z 1,34 g (6,97 mmola) N,N’-diacetylo-1,4-fenylenodiaminy (18),
8 ml H,SO,4 oraz 1,58 g (8,92 mmola) N-(hydroksymetylo)ftalimidu otrzymatam 1,73 g
(4,92 mmola) zwigzku (20) w postaci kremowego osadu (wyd. 71%), temp. top.
253-259°C.

Lit. M) wyd.: 64.2%, temp. top. 258-262°C.
5.1.3. 8-Aminoizoindolo[1,2-b]chinazolino-12(10H)-on (1) oraz (176)

1,74 g (4,92 mmola) N-[2-(ftalimidometylo)-1,4-acetylo]fenylenodiaminy (20)
rozpuscitam w 2 ml H,SO,4 otrzymujac 1,33 g (4,97 mmola) zwiazku (2). Po krystalizacji
z DMF uzyskatam 0,96 g (3,85 mmola) batracyliny (1). Zwigzek oczyscitam za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie H, a nast¢pnie na TLC

w uktadzie D, wyd. 77%, temp. top. 265-268°C, osad barwy zo6ttej, R¢= 0,62 (w ukt. K).
Lit. 9 wyd. 70%, temp. top. 268-270°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 4,79 (s, 2H, 10), 5,55 (s, 2H, 8”-NH,), 6,45
(s, 1H, 9), 6,48 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 7), 7,12 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 6), 7,33 (t, J = 7,4 Hz, 1H,

3), 7,75(t, J = 7,33 Hz, 1H, 2), 7,32 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 4), 7,82 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 1);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 249,27; znaleziona: 250,5.
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Chlorowodorek 8-aminoizoindolo[1,2-b]chinazolino-12(10H)-onu (176)

0,040 g (0,60 mmola) BAT (1) rozpuscitam w 5 ml bezw. eteru dietylowego
nasyconego chlorowodorem otrzymujgc 0,031 g (0,119 mmola) produktu (176) w postaci
z6ttego osadu (wyd. 74%), temp. top. 280-284°C. Postep reakcji kontrolowatam na TLC
w uktadzie K (Rf = 0,02).

5.2. Pochodne aminokwasow (Schemat 28)

5.2.1. Synteza Boc chronionych aminokwasow (181a-g)

5.2.1.1. Boc-Thr-OH (181a), Boc-Pro-OH (181b), Boc-Gly-OH (181c), Boc-Ala-OH
(181d), Boc-Val-OH (181e), Boc-Leu-OH (181f), Boc-lle-OH (1819)

Metode wprowadzania ostony Boc na grupe aminowg przedstawitam na
przyktadzie treoniny oraz leucyny. Dane otrzymane dla poszczegdlnych aminokwasow

zestawilam w Tabeli 6.

Boc-Thr-OH (181a)

Wychodzac z 6 g (50,3 mmola) H-Thr-OH (180a), 65,51 ml H,0,
131 ml 1,4-dioksanu, 68,4 ml 4N NaOH oraz 16,05 g (26,8 mmola) piroweglanu
di-tert-butylu otrzymatam 8,24 g (37,58 mmola) Boc-Thr-OH (155a) w postaci biatego
osadu (wyd. 88%), temp. top. 75-77°C, R¢ = 0,46 (w ukl. C).

Boc-Leu-OH (181f)

Wychodzac z 5 g (38,12 mmola) H-Leu-OH (180f), 76 ml alkoholu
tert-butylowego, 44 ml 2N NaOH oraz 8,9 g (14,86 mmola) piroweglanu di-tert-butylu
otrzymatam 5,13 g (22,17 mmola) Boc-Leu-OH (155f) w postaci bialego osadu
(wyd. 74%), temp. top. 80-82°C, R¢ = 0,56 (w ukt. C).
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Tabela 6. Charakterystyka Boc chronionych aminokwasow (181a-f)

Boc-AA-OH Wyd. Temp. top. R#/UKkL X | Wyd. lit. [%0] Temp. top.
[%] [°C] 182,197, 198] [°C] [182,197,198]

Boc-Thr-OH 88 77-81 0,46/C 80 80-82
Boc-Pro-OH 79 135-137 0,68/D 80 133-135
Boc-Gly-OH 89 87-90 0,65/D 85 80-88
Boc-Ala-OH 77 80-85 0,54/C 80 78-85
Boc-Val-OH 88 75-77 0,66/L 82 75-82
Boc-Leu-OH 77 87-90 0,56/C 79 85-90
Boc-lle-OH 79 olej 0,58/C 82 66-69

5.3. Pochodne tuftsyny/retro-tuftsyny (Rysunek 40)

Procedura otrzymywania tri-, tetra- i pentapeptydow jest analogiczna jak w przypadku

syntezy dipeptydow. Postep reakcji kazdego z etapéw kontrolowatam na TLC

w uktadzie D.

5.3.1. Synteza pochodnych tuftsyny (172a-f) oraz (182a-f)

5.3.1.1. Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO;)-OMe (172a)

5.3.1.1.1. Dipeptyd Boc-Pro-Arg(NO,)-OMe

2,38 g (11,1 mmola) Boc-Pro-OH (181b) rozpuscitam w 5 ml bezw. DMF
1 ochtodzitam do -15°C. Nast¢pnie dodatam 1,24 ml (11,1 mmola) NMM oraz 1,43 ml

(11,1 mmola) iBuOCOCI. Po 5 min. mieszania w statej temperaturze dodatam ochtodzony

roztwor 3 g (11,1 mmola) HCIXArg(NO;)-OMe w 5 ml bezw. MeOH i 1,35 ml

(11,1 mmola) NMM. Catos¢ mieszatam przez 4 godz. utrzymujgc ujemng temperaturg, po

czym pozostawilam do ogrzania do temp. pok. na 24 godz. Po oddestylowaniu DMF pod

zmniejszonym cisnieniem otrzymany produkt rozpuscitam w mieszaninie octanu etylu

i wody (1:1 v/v) oraz przemytam: 5% HCI (x2), H,0O (x2), nasyc. NaHCO3 (x2), H,0 (x2),

nasyc. NaCl (x2), H,O (x2) i osuszytam przy pomocy MgSO,. Otrzymatam 4,23 ¢

(9,82 mmola) produktu w postaci szklistej piany (wyd. 89%), temp. top. 73-77°C.
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5.3.1.1.2. Tripeptyd Z-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO;)-OMe

Wychodzac z 1,19 g (3,15 mmola) Z-Lys(Boc)-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF, 0,35 ml
(3,15 mmola) NMM, 0,41 ml (3,15 mmola) iBuOCOCI, 1,49 g (3,35 mmola)
TFAXPro-Arg(NO;)-OMe oraz 0,42 ml (3,15 mmola) otrzymatam 1,87 g (2,70 mmola)
tripeptydu Z-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe w postaci szklistej piany (wyd. 86%),
temp. top. 56-61°C.

5.3.1.1.3. Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172a)

Wychodzac z 0,497 g (2,27 mmola) Boc-Thr-OH (181a), 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,25 ml (2,27 mmola) NMM, 0,30 ml (2,27 mmola) iBuOCOCI oraz 1,27 g (2,27 mmola)
H-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe  otrzymatam 1,05 g (1,38 mmola) tetrapeptydu
Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO2)-OMe (172a) w postaci szklistej piany (wyd. 61%),
temp. top. 107-112°C, [o]p”° =-8 (c 0,5 CHCls), Rf = 0,58 (ukt. D).

'H NMR (DMSO-ds 500 MHz) & ppm: 1,04 (d, J = 5,3 Hz, 3H, y-T4), 1,29 (m, 2H, y-K4),
1,31 (m, 2H, 5-K5), 1,37 (s, 18H, Boc), 1,43 (m, 1H, B-K3a), 1,56 (m, 1H, y-R4a), 1,56
(m, 1H, B-K3b), 1,74 (m, 1H, y-R4b), 1,74 (m, 1H, B-R3), 1,91 (m, 2H, y-P4), 2,03
(m, 2H, B-P3), 2,29 (m, 1H, e-K6a), 3,07 (M, 2H, &-K6b), 3,20 (m, 2H, 5-R5), 3,54
(s, 3H, OCHy), 3,64 (m, 1H, 5-P5), 3,79 (m, 1H, B-T3), 3,86 (d, J = 7,6 Hz, 1H, o-T2),
4,24 (m, 1H, a-R2), 4,29 (d, J = 6,3 Hz, 1H, a-P2), 4,39 (dd, J = 4,5 Hz, J = 8,3 Hz, 1H,
a-K2), 6,96 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-TN), 7,47 (m, 1H, 5-KeN), 7,80 (d, J = 7,0 Hz, 1H,
a-KaN), 8,36 (bs, 1H, 8-RdN), 8,37 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 0-RaN); MALDI-TOF-MS [M+H]*

m/z obliczona: 759,85; znaleziona: 760,40.
5.3.1.2. Pentapeptydy (172b-f)
Metoda syntezy pentapeptydow (172b-f) zostala przedstawiona na przyktadzie

Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172b). Procedura otrzymywania dipeptydu
Boc-Pro-Arg(NO,)-OMe jest analogiczna jak dla tetrapeptydu (172a) (pkt. 5.3.1.1.1.).
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5.3.1.2.1. Tripeptyd Boc-Lys(Z)-Pro-Arg(NO,)-OMe

Wychodzac z 1,28 g (3,36 mmola) Boc-Lys(Z)-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF, 0,37 mli
(3,36 mmola) NMM, 0,44 ml (3,36 mmola) iBuOCOCI, 1,49 g (3,36 mmola)
TFAXPro-Arg(NO;)-OMe, 0,45 ml (3,36 mmola) TEA otrzymatam 1,96 g (2,83 mmola)
tripeptydu Boc-Lys(Z)-Pro-Arg(NO,)-OMe w postaci szklistej piany (wyd. 84%),
temp. top. 59-66°C.

5.3.1.2.2. Tetrapeptyd Boc-Thr-Lys(Z)-Pro-Arg(NO,)-OMe

Wychodzac z 0,615 g (2,80 mmola) Boc-Thr-OH (181a), 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,31 ml (2,80 mmola) NMM, 0,364 ml (2,80 mmola) iBUuOCOCI, 1,96 g (2,61 mmola)
TFAXLys(Z)-Pro-Arg(NO;)-OMe oraz 0,37 ml (2,80 mmola) TEA otrzymatam 1,72 g
(2,17 mmola) tetrapeptydu Boc-Thr-Lys(Z)-Pro-Arg(NO,)-OMe w postaci szklistej piany
(wyd. 77%), temp. top. 92-95°C, R¢ = 0,56 (ukt. D).

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,06 (d, J = 5,4 Hz, 3H, y-T4), 1,29 (m, 2H, y-K4),
1,33 (m, 2H, 8-K5), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,46 (m, 1H, p-K3a), 1,56 (m, 1H, B-K3b), 1,58
(m, 1H, y-R4a), 1,62 (m, 1H, y-R4b), 1,70 (m, 1H, B-R3), 1,84 (m, 2H, y-P4), 1,95
(m, 2H, B-P3), 2,30 (m, 1H, &-K6a), 3,06 (m, 2H, &-K6b), 3,16 (m, 2H, 3-R5), 3,64
(m, 1H, 8-P5), 3,61 (s, 3H, -OCHg3), 3,76 (m, 1H, B-T3), 3,86 (d, J = 7,6 Hz, 1H, a-T2),
4,22 (m, 1H, 0-R2), 4,47 (d, J = 6,3 Hz, 1H, a-P2), 4,69 (dd, J = 4,5 Hz, J = 8,3 Hz, 1H,
a-K2), 5,03 (m, 2H, Z-CH,), 6,96 (d, J = 7,0 Hz, 1H, o-TN), 7,28-7,34 (m, 5H, Ph), 7,47
(m, 1H, 6-KeN), 7,80 (d, J = 7,0 Hz, 1H, o-KaN), 8,31 (bs, 1H, &-RdN), 8,47
(d, J = 7,5 Hz, 1H, a-RaN); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 793,86;

znaleziona: 793,5.

5.3.1.2.3. Pentapeptyd Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172b)

Wychodzac z 0,105 g (0,6 mmola) Boc-Gly-OH (181c), 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,07 ml (0,06 mmola) NMM, 0,078 ml (0,6 mmola) iBuOCOCI oraz 0,4 g (0,6 mmola)
Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO;2)-OMe otrzymatam 0,225 g (0,276 mmola) pentapeptydu
Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172b) w postaci szklistej piany (wyd. 46%),
temp. top. 106-111°C, [a]p? = -28 (¢ 0,5 CHCl3), Rt = 0,52 (ukl. D).
106



'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,04 (d, J = 8,4 Hz, 3H, y-T4), 1,29 (m, 2H, y-K4),
1,31 (m, 2H, 8-K5), 1,37 (s, 18H, Boc), 1,43 (m, 1H, B-K3a), 1,56 (m, 1H, y-R4a), 1,56
(m, 1H, B-K3b), 1,74 (m, 1H, y-R4b), 1,74 (m, 2H, B-R3), 1,91 (m, 2H, y-P4), 2,03
(m, 2H, B-P3), 2,29 (m, 1H, &-K6a), 3,07 (m, 1H, &-K6b), 3,20 (m, 2H, 5-R5), 3,54
(s, 1H, -OCHj3), 3,60 (m, 2H, a-G2), 3,63 (m, 2H, 8-P5), 3,78 (m, 1H, B-T3), 3,86
(d, J = 7,6 Hz, 1H, 0-T2), 4,24 (m, 1H, a-R2), 4,29 (d, J = 6,3 Hz, 1H, 0-P2), 4,39
(m, 1H, a-K2), 6,96 (d, J = 7,0 Hz, 1H, o-TN), 7,40 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-GN), 7,47
(m, 1H, &-KeN), 7,80 (d, J = 7,0 Hz, 1H, o-KaN), 8,37 (bs, 1H, 5-RdN), 8,36
(d, J = 7,5 Hz, 1H, o-RaN); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 816,43;
znaleziona: 816,80.

5.3.1.2.4. Pentapeptydy (172c-f)

Otrzymane pentapeptydy (172c-f) zestawitam w Tabeli 7.

Tabela 7. Charakterystyka otrzymanych pentapeptydow (172c-f)

Boc-Thr-Lys(BocX)-Pro-Arg(NO,)-OMe | Wyd. | Temp. top. [a]p® Rt w
[%0] [°C] (c0O5CHCI3) | ukl.D
Boc-Thr-Lys(BocAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe | 45 106-110 -30 0.53
Boc-Thr-Lys(BocVal)-Pro-Arg(NO,)-OMe | 37 108-113 -34 0,57
Boc-Thr-Lys(BocLeu)-Pro-Arg(NO,)-OMe | 39 109-114 -26 0,51
Boc-Thr-Lys(Boclle)-Pro-Arg(NO,)-OMe 43 108-112 -38 0,56

Charakterystyka MS oraz ‘H NMR otrzymanych pentapeptydéw (172¢-f)

Boc-Thr-Lys(BocAla)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172¢): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 1,09 (d, J = 8,3 Hz, 3H, y-T4), 1,13 (m, 3H, B-A3), 1,30 (m, 2H, y-K4), 1,36 (m, 2H,
§8-K5), 1,38 (s, 18H, Boc), 1,44 (m, 1H, p-K3a), 1,56 (m, 1H, y-R4a), 1,58 (m, 2H, B-R3),
1,66 (m, 1H, B-K3b), 1,78 (m, 1H, y-R4b), 1,89 (m, 2H, y-P4), 2,03 (m, 2H, B-P3), 2,60
(m, 1H, &-K6a), 3,09 (m, 1H, &-K6b), 3,11 (m, 2H, 3-R5), 3,59 (s, 3H, -OCHg), 3,69
(m, 2H, 5-P5), 3,84 (m, 1H, a-A2), 3,87 (m, 1H, B-T3), 3,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 0-T2),
4,20 (m, 1H, a-R2), 4,30 (d, J = 6,3 Hz, 1H, o-P2), 4,50 (m, 1H, «-K2), 6,39
(d, J = 7,4 Hz, 1H, a-TN), 6,77 (d, J = 7,2 Hz, 1H, a-AN), 7,64 (m, 1H, 5-KeN), 7,88
(d, J = 7,2 Hz, 1H, o-KaN), 8,28 (d, J = 7,6 Hz, 1H, a-RaN), 8,58 (bs, 1H, 3-RdN);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 830,93; znaleziona: 831,65.
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Boc-Thr-Lys(BocVal)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172d): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,99 (d, J = 4,6 Hz, 6H, 51-V4, §2-V5), 1,06 (d, J = 4,4 Hz, 1H, p-V3), 1,10
(d, J = 8,3 Hz, 3H, y-T4), 1,29 (m, 2H, y-K4), 1,32 (d, J = 3,8 Hz, 2H, B-L3), 1,37
(m, 2H, 4-K5), 1,38 (s, 18H, Boc), 1,43 (m, 1H, B-K3a), 1,57 (m, 1H, y-R4a), 1,59
(m, 2H, B-R3), 1,64 (m, 1H, B-K3b), 1,76 (m, 1H, y-R4b), 1,97 (m, 2H, y-P4), 2,01
(m, 2H, B-P3), 2,64 (m, 1H, ¢-K6a), 3,04 (m, 1H, &-K6b), 3,10 (m, 2H, 3-R5), 3,60
(s, 3H, -OCHy), 3,65 (m, 2H, 6-P5), 3,82 (m, 1H, B-T3), 3,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H, a-T2),
4,10 (m, 1H, a-L2), 4,18 (m, 1H, a-R2), 4,33 (d, J = 6,3 Hz, 1H, o-P2), 4,51 (m, 1H,
a-K2), 4,99 (m, 1H, a-V2), 6,40 (d, J = 7,4 Hz, 1H, a-TN), 7,09 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-VN),
7,52 (d, J = 7,9 Hz, 1H, a-LN), 7,65 (m, 1H, 5-KeN), 7,81 (d, J = 7,2 Hz, 1H, a-KaN),
8,29 (d, J = 7,6 Hz, 1H, a-RaN), 8,57 (bs, 1H, 5-RdN); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z
obliczona: 858,48; znaleziona: 858,70.

Boc-Thr-Lys(BocLeu)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172e): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,81 (d, J = 3,7 Hz, 3H, 81-L5), 0,84 (d, J = 4,2 Hz, 3H, 62-L6), 1,00
(d, J = 8,0 Hz, 3H, y-T4), 1,28 (m, 2H, y-K4), 1,32 (d, J = 3,9 Hz, 2H, B-L3), 1,35
(m, 2H, §-K5), 1,36 (s, 18H, Boc), 1,46 (m, 1H, p-K3a), 1,54 (m, 1H, y-R4a), 1,57
(d, J = 5,2 Hz, 1H, y-L4), 1,60 (m, 1H, B-K3b), 1,72 (m, 1H, y-R4b), 1,72 (m, 2H, B-R3),
1,83 (m, 2H, y-P4), 2,03 (m, 2H, B-P3), 2,69 (m, 1H, &-K6a), 2,99 (m, 1H, &-K6b), 3,13
(m, 2H, 4-R5), 3,59 (s, 3H, -OCHj3), 3,63 (m, 2H, &-P5), 3,85 (m, 1H, B-T3), 3 85
(d, J = 79 Hz, 1H, «-T2), 409 (m, 1H, o-L2), 421 (m, 1H, o-R2), 4,31
(d, J = 6,3 Hz, 1H, 0-P2), 4,47 (m, 1H, 0-K2), 6,38 (d, J = 7,2 Hz, 1H, o-TN), 7,58
(d, J = 7,6 Hz, 1H, a-LN), 7,67 (m, 1H, 5-KeN), 7,84 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-KaN), 8,26
(d, J = 7,9 Hz, 1H, a-RaN), 8,58 (bs, 1H, 5-RdN); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z
obliczona: 872,50; znaleziona: 873,80.

Boc-Thr-Lys(Boclle)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172f): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,88 (brs, 6H, yl-IMe3, &-IMe5), 1,14 (d, J = 4,0 Hz, 2H, vy2-14), 1,07
(d, J=8,2 Hz, 3H, y-T4), 1,27 (m, 2H, y-K4), 1,33 (m, 2H, 3-K5), 1,36 (s, 18H, Boc), 1,48
(m, 1H, B-K3a), 1,54 (m, 1H, y-R4a), 1,54 (m, 1H, p-K3b), 1,70 (m, 1H, y-R4b), 1,70
(m, 2H, B-R3), 1,95 (m, 2H, y-P4), 2,10 (m, 2H, p-P3), 2,31 (m, 1H, &-K6a), 3,04
(m, 1H, &-K6b), 3,18 (m, 2H, 6-R5), 3,57 (s, 3H, -OCHjs), 3,60 (m, 2H, 5-P5), 3,80
(m, 1H, B-T3), 3,83 (m, 1H, B-13), 3,84 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-T2), 3,90 (m, 1H, a-12), 4,26
(m, 1H, o-R2), 429 (d, J = 6,0 Hz, 1H, «-P2), 440 (m, 1H, o-K2), 6,20
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(d, J = 9,0 Hz, 1H, a-IN), 6,97 (d, J = 7,1 Hz, 1H, a-TN), 7,52 (m, 1H, 5-KeN), 7,84
(d, J = 7,7 Hz, 1H, a-KaN), 8,41 (bs, 1H, 6-RdN), 8,44 (d, J = 7,4 Hz, 1H, a-RaN);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 872,50; znaleziona: 873,81.

5.3.2. Synteza pochodnych retro-tuftsyny (172g-I)
5.3.2.1. Tetrapeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe (1729)
5.3.2.1.1. Dipeptyd Z-Lys(Boc)-Thr-OMe

Wychodzac z 4 g (10,5 mmola) Z-Lys(Boc)-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF,
1,17 ml (10,5 mmola) NMM, 1,35 ml (10,5 mmola) iBuOCOCI, 1,76 g (10,5 mmola)
HCIXThr-OMe oraz 1,17 ml (10,5 mmola) NMM otrzymatam 4,64 g (9,36 mmola)
produktu Z-Lys(Boc)-Thr-OMe w postaci oleju (wyd. 89%).

5.3.2.1.2. Tripeptyd Z-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe

Wychodzac z 2,10 g (8,44 mmola) Z-Pro-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,94 ml (10,5 mmola) NMM, 1,08 ml (8,44 mmola) iBuOCOCI, 3,05 g (8,44 mmola)
H-Lys(Boc)-Thr-OMe otrzymatam 3,88 g (6,55 mmola) dipeptydu Z-Pro-Lys(Boc)-Thr-
OMe w postaci szklistej piany (wyd. 78%), temp. top. 110-114°C.

5.3.2.1.3. Tetrapeptyd Boc-Arg(NO;)-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe (1729)

Wychodzac z 1,54 g (5.05 mmola) Boc-Arg(NO,)-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,45 ml (5,05 mmola) NMM, 0,64 ml (5,05 mmola) iBuOCOCI, 2,32 g (5,05 mmola)
H-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe otrzymatam 1,94 g (2,55 mmola) produktu 172g w postaci
szklistej piany (wyd. 51%), temp. top. 117-121°C, [0]o™® = -28 (¢ 0,5, CHCls), R; = 0,56
(ukl. D).

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 1,02 (d, J = 5,5 Hz, 3H, y-T4), 1,25 (m, 2H, y-K4),
1,33 (m, 2H, 5-K5), 1,35 (s, 18H, Boc), 1,49 (m, 1H, -K3a), 1,54 (m, 1H, y-R4a), 1,61
(m, 1H, B-R3), 1,62 (m, 1H, B-K3b), 1,71 (m, 1H, y-R4b), 1,81 (m, 2H, y-P4), 2,01
(m, 2H, B-P3), 2,86 (m, 1H, &-K6a), 2,89 (M, 2H, &-K6b), 3,10 (m, 2H, 5-R5), 3,49
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(m, 1H, 8-P5), 3,54 (s, 3H, -OCH3) 4,11 (m, 1H, B-T3), 4,14 (m, 1H, a-R2), 4,24
(dd, J = 45 Hz, J = 83 Hz, 1H, a-K2), 426 (d, J = 7,6 Hz, 1H, o-T2), 4,35
(d, J = 6,3 Hz, 1H, a-P2), 6,73 (m, 1H, 5-KeN), 7,78 (d, J = 7,0 Hz, 1H, o-TN), 7,98
(d, J = 7,0 Hz, 1H, o-KaN), 8,47 (bs, 1H, 5-RdN), 8,90 (d, J = 7,5 Hz, 1H, o-RaN);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 759,85; znaleziona: 760,56.

5.3.2.2. Pentapeptydy (172h-I)

Otrzymywanie  pentapeptydow  (172h-l)  przedstawitam na  przyktadzie
Boc-Arg(NO,)-Lys(BocGly)-Pro-Thr-OMe (172h).

5.3.2.2.1. Dipeptyd Boc-Lyz(Z)-Thr-OMe

Wychodzac z 2,33 g (6,11 mmola) Boc-Lys(Z)-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,68 ml (6,11 mmola) NMM, 0,80 ml (6,11 mmola) iBuOCOCI, 1,02 g (6,11 mmola)
HCIxThr-OMe, 0,81 ml (6,11 mmola) TEA otrzymatam 1,87 g (3,77 mmola) dipeptydu
Boc-Lys(Z)-Thr-OMe w postaci oleju (wyd. 84%).

5.3.2.2.2. Tripeptyd Boc-Pro-Lys(Z)-Thr-OMe

Wychodzac z 0,74 g (3,45 mmola) Boc-Pro-OH (181b), 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,38 ml (3,45 mmola) NMM, 0,45 ml (3,45 mmola) iBuOCOCI, 1,76 g (3,45 mmola)
TFAXLys(Z)-Thr-OMe, 0,38 ml (3.45 mmola) NMM otrzymatam 1,52 g (2,56 mmola)
tripeptydu Boc-Pro-Lys(Z)-Thr-OMe w postaci oleju (wyd. 74%).

5.3.2.2.3. Tetrapeptyd Boc-Arg(NOy)-Pro-Lys(Z)-Thr-OMe
Wychodzac z 0,65 g (2,14 mmola) Boc-Arg(NO,)-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,24 ml (2,14 mmola) NMM, 0,27 ml (2,14 mmola) iBuOCOCI, 1,30 g (2,14 mmola)

TFAXPro-Lys(Z)-Thr-OMe, 0,24 ml (2,14 mmola) NMM otrzymatam 1,13 g (1,42 mmola)
tripeptydu Boc-Arg(NOy)-Pro-Lys(Z)-Thr-OMe w postaci oleju (wyd. 66%).
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5.3.2.2.4. Pentapeptyd Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OMe (172h)

Wychodzac z 0,133 g (0,76 mmola) Boc-Gly-OH (181c), 2 x 5 ml bezw. DMF,
0,08 ml (0,76 mmola) NMM, 0,098 ml (0,76 mmola) iBuOCOCI, 0,5 g (0,76 mmola)
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OMe otrzymatam 0,261 g (0,32 mmola) pentapeptydu
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OMe (156h) w postaci szklistej piany (wyd. 49%),
temp. top. 117-121°C, [a]p® = -28 (¢ 0,5 CHCl3), Rt = 0,50 (ukl. D).

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8ppm: 1,05 (d, J = 8,4 Hz, 3H, y-T4), 1,36 (m, 2H, y-K4),
1,37 (s, 9H, Boc), 1,40 (m, 2H, §-K5), 1,49 (m, 2H, B-R3), 1,53 (m, 2H, B-K3), 1,59
(m, 2H, y-R4), 1,84 (m, 2H, B-P3), 1,91 (m, 1H, y-P4), 2,97 (m, 1H, &-K6), 3,13
(m, 2H, 5-R5), 3,43 (d, J = 6,4 Hz, 1H, a-P2), 3,55 (m, 2H, §-P5), 3,60 (m, 2H, a-G2),
3,63 (s, 3H, T-COOCHs), 4,12 (m, 1H, B-T3), 4,16 (m, 1H, a-R2), 4,28 (m, 1H, a-K2),
4,29 (d, J = 6,8 Hz, 1H, a-T2), 5,00 (s, 1H, T3-OH), 6,92 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-RaN), 7,38
(d, J = 8,6 Hz, 1H, 0-GN), 7,80 (d, J = 6,2 Hz, 1H, o-TN), 7,83 (m, 1H, 5-KeN), 8,01
(d, J = 7,4 Hz, 1H, o-KaN), 8,49 (bs, 1H, 5-RdN). MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z
obliczona: 816,43; znaleziona: 817,10.

5.3.2.2.5. Pentapeptydy (172i-I)

Dane otrzymane dla pentapeptydow (172i-1) zestawitam w Tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka otrzymanych chronionych pentapeptydow (172i-1)

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocX)-Thr-OMe | Wyd. | Temp. top. [a]p™° Rfw
[%0] [°C] (c0.5 CHCIl3) | ukl.D
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocAla)-Thr-OMe | 41 61-65 -19 0,56
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocVal)-Thr-OMe | 32 136-138 -21 0,54
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocLeu)-Thr-OMe | 39 106-110 -24 0,52
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boclle)-Thr-OMe 37 101-104 -42 0,56
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Charakterystyka MS i *H NMR otrzymanych chronionych pentapeptydéw (172i-1)

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocAla)-Thr-OMe (172i): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
ppm: 1,03 (d, J = 8,0 Hz, 3H, y-T4), 1,16 (m, 3H, B-A3), 1,25 (m, 2H, y-K4), 1,31 (m, 2H,
6-K5), 1,35 (s, 18H, Boc), 1,51 (m, 1H, B-K3a), 1,54 (m, 1H, y-R4a), 1,60 (m, 2H, B-R3),
1,65 (m, 1H, B-K3b), 1,79 (m, 1H, y-R4b), 1,87 (m, 2H, y-P4), 2,02 (m, 2H, B-P3), 3,01
(m, 1H, &-K6a), 3,09 (m, 1H, &-K6b), 3,13 (m, 2H, 5-R5), 3,61 (s, 3H, -OCH3), 3,58
(m, 2H, 3-P5), 3,89 (m, 1H, a-A2), 4,09 (m, 1H, B-T3), 4,13 (d, J = 7,8 Hz, 1H, a-T2),
4,27 (m, 1H, a-R2), 4,25 (d, J = 6,4 Hz, 1H, a-P2), 4,36 (m, 1H, o-K2), 7,35
(d,J=7,6Hz, 1H, 0o-TN), 7,78 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-AN), 7,79 (m, 1H, 5-KeN), 7,98
(d, J = 7,0 Hz, 1H, o-KaN), 8,18 (d, J = 7,8 Hz, 1H, a-RaN), 8,46 (bs, 1H, 3-RdN);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 830,93; znaleziona: 831,65.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocVal)-Thr-OMe (172j): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
ppm: 0,97 (d, J = 4,9 Hz, 6H, 81-V4, 82-V5), 0,97 (d, J = 4,6 Hz, 1H, B-V3), 1,05
(d, J=7,6 Hz, 3H, y-T4), 1,31 (m, 2H, y-K4), 1,38 (s, 9H, Boc), 1,40 (m, 2H, 5-K5), 1,51
(m, 2H, B-K3), 1,55 (m, 2H, y-R4), 1,62 (m, 2H, B-R3), 1,84 (m, 2H, B-P3), 1,91
(m, 1H, y-P4), 2,97 (m, 1H, &-K6), 3,14 (m, 2H, §-R5), 3,57 (m, 2H, §-P5), 3,63
(s, 3H, T-COOCHg), 4,13 (m, 1H, B-T3), 4,16 (m, 1H, a-R2), 4,29 (m, 1H, a-K2), 4,26
(d, J = 6,3 Hz, 1H, 0-T2), 4,32 (d, J = 5,9 Hz, 1H, a-P2), 4,99 (s, 1H, T3-OH), 5,04
(m, 2H, a-V2), 7,01 (d, J = 7,9 Hz, 1H, a-RaN), 7,02 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-VN), 7,81
(d, J = 7,2 Hz, 1H, a-TN), 7,84 (m, 1H, 5-KeN), 8,22 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-KaN), 8,49
(bs, 1H, 5-RdN); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 858,48; znaleziona: 856,60.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocLeu)-Thr-OMe (172k): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,82 (d, J = 6,4 Hz, 3H, 81-L5), 0,83 (d, J = 6,4 Hz, 3H, 62-L6), 1,03
(d, J = 6,1 Hz, 3H, y-T4), 1,34 (m, 2H, y-K4), 1,37 (m, 2H, 5-K5), 1,41 (s, 9H, Boc), 1,46
(m, 2H, B-L3), 1,48 (m, 2H, 6-K5), 1,51 (m, 1H, B-R3), 1,52 (m, 1H, B-K3), 1,55
(m, 2H, y-R4), 1,6 (m, 2H, y-L4), 1,70 (m, 1H, B-R3), 1,72 (m, 1H, B-K3), 1,82
(m, 1H, B-P3), 1,93 (m, 2H, y-P4), 2,06 (m, 1H, B-P3), 3,05 (m, 2H, &-K6), 3,13
(m, 2H, 8-R5), 3,45 (m, 1H, §-P5), 3,55 (m, 1H, 8-P5), 3,55 (s, 3H, T-COOCHj3), 4,0
(dt, J = 5,2 Hz, J = 9,0 Hz, 1H, a-L2), 4,13 (m, 1H, B-T3), 4,18 (m, 1H, a-R2), 4,33
(dd, J=3,4Hz, J=8,5Hz, 0-T2), 4,29 (m, 1H, a-K2), 4,4 (dd, J = 4,0 Hz, J = 8,3 Hz, 1H,
a-P2), 5,00 (s, 1H, T3-OH), 7,37 (m, 1H, 8-KeN), 7,55 (bs, 1H, o-LN), 7,74 (d, J = 7,6 Hz,
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1H, o-TN), 7,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H, a-TN), 7,92 (d, J = 7,3 Hz, 1H, o-KaN), 7,98
(d, J=7,3 Hz, 1H, o-RaN), 8,18 (bs, 1H, 5-RdN), 8,03 (t, J = 5,5 Hz, ¢-K®6), 8,1 (d, J = 7,8
Hz, 1H, oa-KN), 8,44 (bs, 1H, §-R5); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 872,50;

znaleziona: 873,60.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boclle)-Thr-OMe (1721): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,82 (brs, 6H, y1-IMe3, 6-IMe5), 1,04 (d, J = 7,9 Hz, 3H, y-T4), 1,21 (m, 2H, y-K4),
1,38 (m, 2H, 6-K5), 1,36 (s, 9H, Boc), 1,48 (m, 2H, 6-K5), 1,52 (m, 1H, B-K3), 1,55
(d, J = 3,5, 2H, y2-14), 1,55 (m, 1H, B-R3), 1,59 (m, 2H, y-R4), 1,59 (m, 1H, B-R3), 1,68
(m, 1H, B-K3), 1,82 (m, 1H, B-P3), 2,02 (m, 2H, y-P4), 2,06 (m, 1H, p-P3), 3,03
(m, 2H, &-K6), 3,08 (m, 2H, 6-R5), 3,50 (m, 1H, &-P5), 3,61 (m, 1H, &-P5), 3,85
(s, 3H, T-COOCHg), 3,99 (m, 1H, o-12), 4,24 (m, 1H, a-K2), 4,29 (m, 1H, B-T3), 4,34
(m, 1H, a-R2), 4,86 (d, J = 3,0 Hz, J = 8,3 Hz, 0-T2), 4,87 (dd, J = 4,5 Hz, J = 8,9 Hz, 1H,
a-P2), 5,02 (s, 1H, T3-OH), 6,44 (d, J = 7,8 Hz, 1H, a-RaN), 7,39 (m, 1H, 5-KeN), 7,65
(d, J =8,4 Hz, 1H, a-IN), 7,74 (d, J = 7,6 Hz, 1H, o-TN), 7,78 (d, J = 8,8 Hz, 1H, a-TN),
7,98 (d, J = 6,9 Hz, 1H, a-KaN), 8,10 (bs, 1H, 6-RdN), 8,10 (t, J = 5,0 Hz, ¢-K®6), 8,11
(d, J = 7,4 Hz, 1H, a-KN), 8,44 (bs, 1H, 8-R5); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona:
872,50; znaleziona: 873,40.

5.3.3. Deprotekcja oston grupy aminowej i karboksylowej chronionych peptydow
5.3.3.1. Deprotekcja oslony Boc

Metode usuwania ostony Boc przedstawitam na przykladzie dipeptydu
TFAXPro-Arg(NO,)-OMe. Wszystkie produkty otrzymatam w postaci oleju, a wydajno$ci
miescity si¢ w zakresie 93-99%. Dane otrzymane dla uzyskanych zwigzkow zestawilam

w Tabeli 9.

1,46 g (3,39 mmola) dipeptydu Boc-Pro-Arg(NO,)-OMe rozpuscitam w 10 ml TFA
otrzymujac 1,49 g (3,35 mmola) produktu w postaci oleju (wyd. 99%).
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Tabela 9. Charakterystyka peptydow po deprotekcji ostony Boc

Produkt Wyd. Temp. top. Rt w ukk D
[%6] [°C]
TFAXPro-Arg(NO;)-OMe 99 olej 0,16
TFAXLYs(Z)-Pro-Arg(NO,)-OMe 96 olej 0,18
TFAXLys(Z)-Thr-OMe 98 olej 0,17
TFAXPro-Lys(Z)-Thr-OMe 95 olej 0,19

5.3.3.2. Deprotekcja ostony Z

Metode usuwania ostony Z przedstawitam na przykladzie tripeptydu
H-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe. Wszystkie produkty otrzymalam w postaci oleju
a wydajnosci reakcji miescity si¢ w zakresie 76-84%. Dane otrzymane dla uzyskanych

zwigzkoéw zestawitam w Tabeli 10.
1,87 g (2,70 mmola) tripeptydu Z-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe rozpuscitam
w 15 ml bezw. MeOH i poddatam wodorolizie stosujac jako katalizator 10% Pd/C.

Otrzymatam 1,27 g (2,27 mmola) produktu w postaci oleju (wyd. 84%).

Tabela 10. Charakterystyka zwigzkow po deprotekcji ostony Z

Produkt Wyd. Temp. top. Rt w ukl. D
[%] [°C]
H-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe 83 olej 0,26
Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO,)-OMe 74 olej 0,27
H-Lys(Boc)-Thr-OMe 88 olej 0,26
H-Pro-Lys(Boc)-Thr-OMe 81 olej 0,28
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OMe 78 olej 0,28

5.3.3.3. Deprotekcja estru metylowego (182a-1) (Schemat 29)

Metode usuwania estru metylowego przedstawitam na przyktadzie tetrapeptydu
Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OH (182a). Dane otrzymane dla pentapeptydow

zestawitam w Tabeli 11.

1,05 g (1,38 mmola) tetrapeptydu Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OMe (172a)

rozpuscitam w 5 ml mieszaniny metanol:woda (1:1 v/v) i dodatam 0,174 g (4,14 mmola)
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LiOHxH,0 otrzymujac 0,852 g (1,14 mmola) tetrapeptydu z wolng grupa karboksylowa
(182a) w postaci biatego osadu (wyd. 83%), temp. top. 132-137°C, R¢ = 0,26 (ukt. D).

Tabela 11. Charakterystyka zwigzkow (182a-1)

Boc-Thr-Lys(BocX)-Pro-Arg(NO,)-OH Wyd. Temp. top. Riw uklk D
[%0] [°C]
Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-OH 83 132-137 0,26
Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-OH 91 208-213 0,24
Boc-Thr-Lys(BocAla)-Pro-Arg(NO,)-OH 89 128-133 0,25
Boc-Thr-Lys(BocVal)-Pro-Arg(NO,)-OH 93 146-152 0,23
Boc-Thr-Lys(BocLeu)-Pro-Arg(NO,)-OH 88 124-128 0,28
Boc-Thr-Lys(Boclle)-Pro-Arg(NO,)-OH 84 146-150 0,26
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-OH 90 145-149 0,27
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-OH 87 135-139 0,26
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocAla)-Thr-OH 89 157-163 0,24
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocVal)-Thr-OH 76 163-168 0,26
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocLeu)-Thr-OH 85 156-160 0,24
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boclle)-Thr-OH 80 169-171 0,24

5.3.3.4. Deprotekcja ostony Boc (177a-1) (Schemat 30)

Usuwanie ostony Boc przedstawitam na przyktadzie 2HCIXThr-Lys-Pro-Arg(NO,)-

OH (177a). Postep reakcji kontrolowatam na TLC w ukladzie C. Wszystkie produkty

otrzymalam w postaci zottego osadu, a wydajnos$ci reakcji miescity si¢ w zakresie 73-87%.

Dane uzyskane dla otrzymanych zwigzkoéw zestawitam w Tabeli 12,

0,087 g (0,116 mmola) zwigzku (172a) rozpuscitam w 5 ml bezw. eteru

dietylowego nasyconego chlorowodorem otrzymujgc 0,061 g (0,098 mmola) produktu
(177a) w postaci zottego osadu (wyd. 84%), temp. top. 117-119°C.
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Tabela 12. Charakterystyka otrzymanych zwiazkow (177a-1)

Wyd. | Temp. Rfw MS [M+H]"
0,

Peptydy %] f?g]' ukl-C = 5h1 T Znal,
2HCIXThr-Lys-Pro-Arg(NO,)-OH 84 117-119 0,05 |618,05| 618,61
2HCIXThr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO,)-OH 80 116-120 0,06 |702,69 | 703,15
2HCIxThr-Lys(Ala)-Pro-Arg(NO,)-OH 81 118-122 0,06 |689,13| 689,97
2HCIxThr-Lys(Val)-Pro-Arg(NO,)-OH 87 128-130 0,05 |716,68 | 717,45
2HCIxThr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO,)-OH 78 119-124 0,07 730,70 | 731,63
2HCIxThr-Lys(lle)-Pro-Arg(NO,)-OH 85 120-124 0,06 |730,70| 731,54
2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys-Thr-OH 84 207-210 0,05 |618,05| 619,02
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(Gly)-Thr-OH 81 210-215 0,04 |702,69 | 703,23
2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(Ala)-Thr-OH 78 220-223 0,07 |689,13 | 690,43
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(Val)-Thr-OH 85 208-212 0,05 |716,68| 717,56
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(Leu)-Thr-OH 76 222-227 0,07 | 730,70 | 731,52
2HCIxArg(NO,)-Pro-Lys(lle)-Thr-OH 73 213-219 0,07 | 730,70 | 731,37

5.4. Analogi batracyliny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny

5.4.1. Synteza analogéw (173a-l) (Schemat 31)

Metodg syntezy nowych analogoéw (173a-l) przedstawitam na przyktadzie zwigzku
(173a). Postep reakcji kontrolowatam na TLC w ukladzie 1. Dane uzyskane dla

otrzymanych analogow zestawitam w Tabeli 13.

Mieszaning 0,167 g (0,67 mmola) BAT (1), 0,5 g (0,67 mmola) pochodnej tuftsyny
(182a) i 159 pul (2,01 mmola) bezw. Py w 500 ul bezw. DMF schtodzitam do temp. -15°C.
Dodawatam kroplami 999 ul (1,68 mmola) roztworu T3P (50% w/w) przez ok. 60 min.,
utrzymujac temp. reakcji. Nastgpnie reakcje prowadzitam przez 3 godz. w temp. 0°C,
po czym mieszaning podgrzatam do temp. 45°C i zostawilam na 24 godz. Reakcj¢
prowadzitam w warunkach gazu oboj¢tnego (azot). Po uptywie 24 godz. i oddestylowaniu
rozpuszczalnika prézniowo, pozostato$¢ rozpuscitam w octanie etylu i przemytam
trzykrotnie: 10% kwasem cytrynowym, 5% nasyc NaHCO; oraz wodg. Zwigzek
oczyscitam za pomocg chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym w ukladzie F,
G, H, a nastgpnie na TLC w uktadzie I. Otrzymatam 0,268 g (0,275 mmola) zwigzku
(173a) w postaci zottego osadu (wyd. 41%), temp. top. 192-195°C, R¢ = 0,45 (ukt. I).
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Tabela 13. Charakterystyka analogéw BAT z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny (173a-1)

Analogi BAT-TUF Wyd. Temp. top. | Rfw ukk
[%0] [°Cl I
Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-BAT 41 192-195 0,45
Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-BAT 38 187-190 0,43
Boc-Thr-Lys(BocAla)-Pro-Arg(NO,)-BAT 29 195-198 0,43
Boc-Thr-Lys(BocVal)-Pro-Arg(NO,)-BAT 25 183-187 0,45
Boc-Thr-Lys(BocLeu)-Pro-Arg(NO,)-BAT 39 185-188 0,44
Boc-Thr-Lys(Boclle)-Pro-Arg(NO,)-BAT 32 191-195 0,47
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-BAT 41 198-204 0,45
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-BAT 30 202-206 0,45
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocAla)-Thr-BAT 28 213-217 0,46
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocVal)-Thr-BAT 25 203-206 0,46
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocLeu)-Thr-BAT 30 210-214 0,41
Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boclle)-Thr-BAT 24 207-209 0,44

Charakterystyka MS, *H NMR oraz *C NMR otrzymanych analogéw BAT-TUF
(173a-1)

Boc-Thr-Lys(Boc)-Pro-Arg(NO,)-BAT (173a): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm:
1,22 (d, J = 8,6 Hz, 3H, y-T4), 1,32 (s, 9H, Boc), 1,49 (m, 2H, y-K4), 1,49 (m, 2H, 8-K5),
1,81 (m, 1H, y-R4a), 1,79 (m, 1H, B-K3a), 1,89 (m, 1H, B-K3b), 1,90 (m, 1H, y-R4b), 2,06
(m, 2H, y-P4), 2,8 (m, 2H, B-P3), 2,34 (m, 2H, B-R3), 3,17 (m, 1H, &-K6a), 3,23
(m, 1H, e-K6b), 3,42 (m, 2H, &-R5), 3,86 (d, J = 6,3 Hz, 1H, a-P2), 4,34
(d, J = 7,6 Hz, 1H, a-T2), 4,36 (m, 1H, B-T3), 4,51 (m, 1H, 0-K2), 4,55 (m, 2H, 5-P5),
4,78 (m, 1H, 0-R2), 4,91 (s, 2H, 10), 4,99 (s, 1H, T3-OH), 6,39 (d, J = 7,8 Hz, 1H, a-TN),
7,35 (bdb, J = 8,0 Hz, 1H, 6), 7,37 (m, 1H, 5-KeN), 7,54 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 7), 7,58
(bs, 1H, 9), 7,73 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 3), 7,78 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 2), 7,80 (d, J = 7,3 Hz, 1H,
a-RaN), 7,87 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 4), 7,92 (d, J = 7,3 Hz, 1H, a-KaN), 7,98 (d, J = 7,0 Hz,
1H, 1), 8,18 (bs, 1H, 8-RdN), 10,12 (s, 1H, 8”-CONH); **C NMR (DMSO, 125 MHz,
30,0°C: 177,55 (C-P1), 172,73 (C-T1), 172,03 (C-R1), 171,55 (C-K1), 167,04 (C-12),
160,70 (C-R6), 156,86 (C-B1), 156,68 (C-BK1), 148,65 (C-4b), 139,37 (C-5a), 135,33
(C-4a), 135,37 (C-8), 133,65 (C-2), 132,73 (C-3), 131,20 (C-12a), 128,88 (C-6), 123,46
(C-4), 123,19 (C-9a), 122,53 (C-1), 120,05 (C-7), 118,67 (C-9), 79,47 (C-B2), 79,45
(C-BK2), 68,32 (C-T2), 61,71 (C-P2), 60,52 (C-T3), 60,34 (C-R2), 57,69 (C-K2), 48,32
(C-P5), 47,75 (C-R5), 41,25 (C-10), 40,73 (C-K6), 32,56 (C-K3), 31,51 (C-P3), 30,41
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(C-R3), 30,02 (C-B5), 29,95 (C-BK5), 29,80 (C-B4), 29,64 (C-R4), 29.49 (C-K5), 29,33
(C-BK4), 28,63 (C-B3), 28,48 (C-BK3), 25,93 (C-P4), 23,38 (C-K4), 22,98 (C-T4);
MS MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 977.07; znaleziona: 978,50.

Boc-Thr-Lys(BocGly)-Pro-Arg(NO,)-BAT (173b): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 1,28 (d, J = 9,0 Hz, 3H, y-T4), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,42 (m, 2H, y-K4), 1,42
(m, 2H, 6-K5), 1,88 (m, 1H, y-R4a), 1,92 (m, 1H, B-K3a), 1,93 (m, 1H, B-K3b), 1,97
(m, 1H, y-R4b), 2,14 (m, 2H, y-P4), 2,29 (m, 2H, B-P3), 2,32 (m, 2H, B-R3), 3,20
(m, 1H, &-K6a), 3,37 (m, 1H, &-K6b), 3,45 (m, 2H, 38-R5), 3,62 (m, 2H, 0-G2), 3,89
(d, J = 6,5 Hz, 1H, 0-P2), 4,28 (d, J = 7,8 Hz, 1H, a-T2), 4,29 (m, 1H, B-T3), 4,52
(m, 1H, a-K2), 4,53 (m, 2H, 5-P5), 4,90 (m, 1H, a-R2), 4,93 (s, 2H, 10), 5,00 (s, 1H,
T3-OH), 7,35 (bdb, J = 8,0 Hz, 1H, 6), 7,37 (m, 1H, 3-KeN), 7,39 (d, J = 7,6 Hz, 1H,
a-GN), 7,67 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 7), 7,68 (bs, 1H, 9), 7,74 (d, J=7,6 Hz, 1H, o-TN), 7,76
(t, J =74 Hz, 1H, 3), 7,79 (t, J = 7,5 Hz, 1H, 2), 7,80 (d, J = 7,4 Hz, 1H, a-RaN), 7,86
(d, J=7,4Hz, 1H, 4), 7,91 (d, J = 7,3 Hz, 1H, o-KaN), 7,99 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 1), 8,15
(bs, 1H, 8-RdN), 9,54 (s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona:
1034,12; znaleziona: 1035,70.

Boc-Thr-Lys(BocAla)-Pro-Arg(NO,)-BAT (173c): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
ppm: 1,22 (d, J = 8,4 Hz, 3H, vy-T4), 1,31 (m, 3H, B-A3), 1,39 (s, 9H, Boc), 1,48
(m, 2H, y-K4), 1,48 (m, 2H, §-K5), 1,83 (m, 1H, y-R4a), 1,82 (m, 1H, B-K3a), 1,89
(m, 1H, B-K3b), 1,89 (m, 1H, y-R4b), 2,10 (m, 2H, y-P4), 2,34 (m, 2H, B-R3), 2,46
(m, 2H, B-P3), 3,18 (m, 1H, &-K6a), 3,44 (m, 1H, -K6b), 3,49 (m, 2H, &-R5), 3,86
(d, J = 6,3, 1H, a-P2), 4,25 (m, 1H, a-A2), 4,34 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 0-T2), 4,36
(m, 1H, B-T3), 4,52 (m, 1H, o-K2), 4,55 (m, 2H, 8-P5), 4,71 (m, 1H, a-R2), 4,92
(s, 2H, 10), 4,99 (s, 1H, T3-OH), 6,49 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-AN), 7,36 (bdb, J = 8,0 Hz,
1H, 6), 7,37 (m, 1H, &-KeN), 7,57 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 7), 7,59 (bs, 1H, 9), 7,69
(d, J = 7,3 Hz, 1H, o-TN), 7,74 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 3), 7,79 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 2), 7,80
(d, J = 7,3 Hz, 1H, a-RaN), 7,87 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 4), 7,92 (d, J = 73 Hz, 1H, o-KaN),
7,98 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 1), 8,17 (bs, 1H, 8-RdN), 10,15 (s, 1H, 8”-CONH); **C NMR
(DMSO, 125 MHz, 30,0 °C: 178,48 (C-Al), 177,33 (C-P1), 177,29 (C-T1), 175,67 (C-R1),
172,29 (C-K1), 166,87 (C-12), 160,56 (C-R6), 156,89 (C-B1), 155,99 (C-BA1), 148,10
(C-4b), 139,37 (C-5a), 134,18 (C-4a), 135,96 (C-8), 133,14 (C-2), 132,20 (C-3), 130,82
(C-12a), 128,43 (C-6), 123,78 (C-4), 122,94 (C-9a), 122,25 (C-1), 119,41 (C-7), 118,17
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(C-9), 80,86 (C-B2), 78,68 (C-BA2), 70,37 (C-T2), 67,78 (C-P2), 61,34 (C-T3), 59,64
(C-R2), 59,64 (C-K2), 50,40 (C-A2), 47,72 (C-P5), 40,73 (C-R5), 40,74 (C-10), 40,72
(C-K®6), 32,64 (C-K3), 38,30 (C-P3), 29,74 (C-R3), 29,64 (C-B5), 29,49 (C-BA5), 29,33
(C-B4), 28,87 (C-B3), 28,72 (C-BA3), 27,93 (C-P4), 25,35 (C-K4), 22,22 (C-T4), 18,39
(C-A3); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 1048,15; znaleziona: 1048,90.

Boc-Thr-Lys(BocVal)-Pro-Arg(NO,)-BAT (173d): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,97 (d, J = 4,8 Hz, 6H, 81-V4, 82-V5), 1,02 (d, J = 4,5 Hz, 1H, B-V3), 1,17
(d, J =8,0 Hz, 3H, y-T4), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,47 (m, 2H, y-K4), 1,47 (m, 2H, §-K5), 1,80
(m, 1H, y-R4a), 1,82 (m, 1H, B-K3a), 1,89 (m, 1H, p-K3b), 1,96 (m, 1H, y-R4b), 2,16
(m, 2H, y-P4), 2,32 (m, 2H, B-P3), 2,34 (m, 2H, B-R3), 3,17 (m, 1H, &-K6a), 3,45
(m, 1H, &-K6b), 3,41 (m, 2H, 5-R5), 3,86 (d, J = 6,3 Hz, 1H, a-P2), 4,35 (d, J = 7,3 Hz,
1H, o-T2), 4,36 (m, 1H, B-T3), 4,37 (m, 1H, o-K2), 4,61 (m, 2H, 5-P5), 4,90
(m, 1H, a-R2), 4,92 (s, 2H, 10), 4,94 (m, 1H, a-V2), 4,99 (s, 1H, T3-OH), 7,04
(d, J = 7,0 Hz, 1H, a-VN), 7,36 (bdb, J = 8,0 Hz, 1H, 6), 7,37 (m, 1H, 3-KeN), 7,57
(bd, J = 9,0 Hz, 1H, 7), 7,59 (bs, 1H, 9), 7,74 (d, J = 7,8 Hz, 1H, o-TN), 7,75
(t, J = 7,0 Hz, 1H, 3), 7,78 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 2), 7,80 (d, J = 7,3 Hz, 1H, a-RaN), 7,88
(d, J = 7,0 Hz, 1H, 4), 7,91 (d, J = 7,3 Hz, 1H, a-KaN), 7,98 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 1), 8,16
(bs, 1H, 8-RdN), 10,07 (s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona:
1076,20; znaleziona: 1077,60.

Boc-Thr-Lys(BocLeu)-Pro-Arg(NO,)-BAT (173e): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,82 (d, J = 2,9 Hz, 3H, 81-L5), 0,83 (d, J = 3,9 Hz, 3H, §2-L6), 1,28
(d, J = 7,6 Hz, 3H, y-T4), 1,33 (d, J = 4,5 Hz, 2H, B-L3) 1,37 (s, 9H, Boc), 1,47
(m, 2H, y-K4), 1,47 (m, 2H, 3-K5), 1,55 ( d, J = 4,6 Hz, 1H, y-L4), 1,79 (m, 1H, y-R4a),
1,81 (m, 1H, B-K3a), 1,86 (m, 1H, B-K3b), 1,97 (m, 1H, y-R4b), 2,05 (m, 2H, y-P4), 2,28
(m, 2H, B-P3), 2,35 (m, 2H, B-R3), 3,14 (m, 1H, &-K6a), 3,42 (m, 1H, &-K6b), 3,44
(m, 2H, 8-R5), 390 (d, J = 6,5 Hz, 1H, o-P2), 4,08 (m, 1H, o-L2), 4,35
(d, J =7,0 Hz, 1H, a-T2), 4,36 (m, 1H, B-T3), 4,39 (m, 1H, a-K2), 4,49 (m, 2H, 5-P5),
4,92 (m, 1H, a-R2), 4,92 (s, 2H, 10), 4,99 (s, 1H, T3-OH), 7,36 (bdb, J = 8,3 Hz, 1H, 6),
7,37 (m, 1H, &-KeN), 7,57 (bd, J = 85 Hz, 1H, 7), 7,58 (bs, 1H, 9), 7,60
(d,J=7,0Hz, 1H, o-LN), 7,68 (d, J = 7,7 Hz, 1H, a-TN), 7,74 (t, J = 7,5 Hz, 1H, 3), 7,79
(t, J =7,0 Hz, 1H, 2), 7,80 (d, J = 7,3 Hz, 1H, a-RaN), 7,88 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 4), 7,89
(d, J = 7,3 Hz, 1H, a-KaN), 7,99 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 1), 8,17 (bs, 1H, 8-RdN), 10,05
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(s, 1H, 8’-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 1090,23; znaleziona:
1091,10.

Boc-Thr-Lys(Boclle)-Pro-Arg(NO,)-BAT (173f): 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,90 (brs, 6H, yl-IMe3, &-IMe5), 1,16 (d, J = 3,9 Hz, 2H, y2-14), 1,20
(d, J = 7,8 Hz, 3H, y-T4), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,48 (m, 2H, y-K4), 1,50 (m, 2H, §-K5), 1,77
(m, 1H, y-R4a), 1,79 (m, 1H, B-K3a), 1,91 (m, 1H, B-K3b), 1,91 (m, 1H, y-R4b), 2,03
(m, 2H, y-P4), 2,25 (m, 2H, B-P3), 2,25 (m, 2H, B-R3), 3,12 (m, 1H, &-K6a), 3,25
(m, 1H, &-K6b), 3,38 (m, 2H, 4-R5), 3,83(m, 1H, B-I3), 3,89 (m, 1H, a-12), 4,29
(d, J = 6.0 Hz, 1H, 0-P2), 4,35 (d, J = 7,5 Hz, 1H, a-T2), 4,53 (m, 1H, B-T3), 4,55
(m, 1H, o-K2), 4,64 (m, 2H, 8-P5), 4,66 (m, 1H, o-R2), 4,94 (s, 2H, 10), 5,01
(s, 1H, T3-OH), 6,06 (d, J = 7,5Hz, 1H, o-TN), 6,18 (d, J = 9,0 Hz, 1H, a-IN), 7,35
(bdb, J = 8,0 Hz, 1H, 6), 7,45 (m, 1H, 8-KeN), 7,57 (bd, J = 8,6 Hz, 1H, 7), 7,59 (bs, 1H,
9), 7,74 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 3), 7,79 (t, = 7,0 Hz, 1H, 2), 7,80 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-RaN),
7,86 (d, J =7,0 Hz, 1H, 4), 7,92 (d, J = 7,5 Hz, 1H, o-KaN), 7,97 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 1),
8,02 (bs, 1H, 8-RdN), 9,50 (s, 1H, 8”-CONH); MS [M+H]" m/z obliczona: 1090,23;
znaleziona: 1091,80.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boc)-Thr-BAT (173g): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm:
1,22 (d, J = 7,8 Hz, 3H, y-T4), 1,33 (s, 9H, Boc), 1,45 (m, 2H, y-K4), 1,89 (m, 2H, y-R4),
1,97 (m, 1H, y-P4a), 2,06 (m, 1H, y-P4b), 2,07 (m, 2H, B-R3), 2,35 (m, 2H, B-P3), 2,98
(m, 2H, B-K3a, B-K3b), 3,01 (m, 2H, §-K5), 3,14 (m, 1H, &-K6a), 3,15 (m, 1H, -K6b),
3,41 (m, 2H, 8-R5), 3,56 (d, J = 7,7 Hz, 1H, a-P2), 4,12 (d, J = 7,7 Hz, 1H, a-T2), 4,15
(m, 1H, B-T3), 4,45 (m, 1H, a-K2), 4,64 (m, 2H, §-P5), 4,67 (m, 1H, o-R2), 4,92
(s, 2H, 10), 5,00 (s, 1H, T3-OH), 7,11 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-RaN), 7,37 (bdb, J = 7,9 Hz,
1H, 6), 7,38 (m, 1H, 8-KeN), 7,52 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 7), 7,54 (bs, 1H, 9), 7,74
(t, J = 7,3 Hz, 1H, 3), 7,76 (d, J = 7,5 Hz, 1H, a-TN), 7,80 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 2), 7,88
(d, J=7,3Hz, 1H, 4), 7,89 (d, J = 7,3 Hz, 1H, a-KaN), 7,99 (d, J = 6,8 Hz, 1H, 1), 8,28
(bs, 1H, 8-RdN), 9,92 (s, 1H, 8’-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona:
977,07; znaleziona: 978,40.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocGly)-Thr-BAT (173h): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 1,17 (d, J = 8,0 Hz, 3H, y-T4), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,44 (m, 2H, y-K4), 1,85
(m, 2H, y-R4), 2,02 (m, 1H, y-P4a), 2,04 (m, 1H, y-P4b), 2,05 (m, 2H, B-R3), 2,34
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(m, 2H, B-P3), 2,62 (m, 2H, B-K3a, B-K3b), 2,68 (m, 2H, 5-K5), 3,17 (m, 1H, e-K6a), 3,23
(m, 1H, &-K6b), 3,39 (m, 2H, 3-R5), 3,64 (m, 2H, 0-G2), 3,97 (d, J = 6,0 Hz, 1H, a-P2),
434 (d, J = 6,5 Hz, 1H, o-T2), 4,35 (m, 2H, &-P5), 4,35 (m, 1H, a-R2), 4,39
(m, 1H, B-T3), 4,45 (m, 1H, o-K2), 4,91 (s, 2H, 10), 5,05 (s, 1H, T3-OH), 6,48
(d, J = 7,3 Hz, 1H, a-RaN), 7,35 (bdb, J = 8,2 Hz, 1H, 6), 7,37 (m, 1H, 56-KeN), 7,43
(d, J = 7,3 Hz, 1H, a-GN), 7,57 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 7), 7,59 (bs, 1H, 9), 7,69
(d, J=7,0Hz, 1H, a-TN), 7,74 (t, J = 7,2 Hz, 1H, 3), 7,81 (t, J = 6,9 Hz, 1H, 2), 7,87
(d, J=7,3 Hz, 1H, 4), 7,89 (d, J = 7,0 Hz, 1H, o-KaN), 7,98 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 1), 8,18
(bs, 1H, 8-RdN), 10,10 (s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]* m/z obliczona:
1034,12; znaleziona: 1035,50.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocAla)-Thr-BAT (173i): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 1,20 (d, J = 8,4 Hz, 3H, vy-T4), 1,34 (m, 3H, B-A3), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,48
(m, 2H, y-K4), 1,80 (m, 2H, y-R4), 2,01 (m, 1H, y-P4a), 2,04 (m, 1H, y-P4b), 2,11
(m, 2H, B-R3), 2,30 (m, 2H, B-P3), 2,85 (m, 2H, B-K3a, B-K3b), 2,87 (m, 2H, 3-K5), 3,18
(m, 1H, e-K6a), 3,25 (m, 1H, &-K6b), 3,38 (m, 2H, 5-R5), 3,92 (d, J = 6,0, 1H, 0-P2), 4,28
(m, 2H, a-A2), 4,30 (m, 1H, o-K2), 4,38 (d, J = 6,5 Hz, 1H, a-T2), 4,55 (m, 2H, §-P5),
4,55 (m, 1H, a-R2), 4,42 (m, 1H, B-T3), 4,92 (s, 2H, 10), 5,00 (s, 1H, T3-OH), 6,33
(d, J=7,6 Hz, 1H, o-RaN), 6,79 (d, J = 7,9 Hz, 1H, a-AN), 7,36 (bdb, J = 8,0 Hz, 1H, 6),
7,50 (m, 1H, 6-KeN), 7,56 (bd, J = 7,9 Hz, 1H, 7), 7,58 (bs, 1H, 9), 7,68 (d, J = 7,5 Hz,
1H, a-TN), 7,74 (t, J = 7,2 Hz, 1H, 3), 7,79 (t, J = 7,4 Hz, 1H, 2), 7,88 (d, J = 7,6 Hz, 1H,
4), 7,93 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-KaN), 7,99 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 1), 8,18 (bs, 1H, 5-RdN), 9,92
(s, 1H, 8”-CONH); *C NMR (125 MHz, DMSO, 30,0 °C: 173,52 (C-Al), 172,16 (C-P1),
169,50 (C-T1), 163,52 (C-R1), 169,30 (C-K1), 166,57 (C-12), 160,51 (C-R6), 155,99
(C-B1), 155,97 (C-BAl), 148,06 (C-4b), 138,70 (C-5a), 136,58 (C-4a), 135,04 (C-8),
133,16 (C-2), 132,21 (C-3), 130,84 (C-12a), 128,35 (C-6), 122,97 (C-4), 122,63 (C-9a),
122,64 (C-1), 119,48 (C-7), 118,09 (C-9), 78,72 (C-B2), 78,55 (C-BA2), 67,33 (C-T2),
67,32 (C-P2), 61,34 (C-T3), 59,97 (C-R2), 59,20 (C-K2), 50,55 (C-P5), 47,79 (C-R5),
40,78 (C-10), 38,51 (C-K®6), 30,69 (C-K3), 30,61 (C-P3), 29,74 (C-R3), 29,43 (C-B5),
29,34 (C-BAb5), 29,18 (C-B4), 28,88 (C-B3), 28,72 (C-BA3), 27,91 (C-P4), 23,03 (C-K4),
20,06 (C-T4); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 1076,20; znaleziona: 1077,50.
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Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocVal)-Thr-BAT (173j): 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg)
o ppm: 0,85 (d, J = 3,9 Hz, 6H, 61-V4, 52-V5), 1,01 (m, 3H, B-V3), 1,22 (d, J = 8,4 Hz,
3H, y-T4), 1,35 (s, 9H, Boc), 1,49 (m, 2H, y-K4), 1,85 (m, 2H, y-R4), 2,02 (m, 1H, y-P4a),
2,04 (m, 1H, y-P4b), 2,07 (m, 2H, B-R3), 2,34 (m, 2H, B-P3), 2,85 (m, 2H, B-K3a, f-K3b),
2,85 (m, 2H, 6-K5), 3,06 (m, 1H, e-K6a), 3,10 (m, 1H, e-K6b), 3,39 (m, 2H, 5-R5), 4,06
(d, J = 6,0 Hz, 1H, a-P2), 4,30 (m, 1H, a-K2), 4,35 (d, J = 6,5 Hz, 1H, a-T2), 4,37
(m, 2H, 3-P5), 4,38 (m, 1H, a-R2), 4,40 (m, 1H, B-T3), 4,92 (s, 2H, 10), 4,98
(s, 1H, T3-OH), 5,02 (m, 1H, o-V2), 6,55 (d, J = 7,6 Hz, 1H, a-RaN), 6,96
(d, J = 8,4 Hz, 1H, a-VN), 7,35 (bdb, J = 7,9 Hz, 1H, 6), 7,37 (m, 1H, 5-KeN), 7,56
(bd, J = 7,9 Hz, 1H, 7), 7,58 (bs, 1H, 9), 7,68 (d, J = 7,8 Hz, 1H, o-TN), 7,74
(t, J =70 Hz, 1H, 3), 7,80 (t, J = 7,1 Hz, 1H, 2), 7,88 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 4), 7,89
(d, J = 7,0 Hz, 1H, a-KaN), 7,98 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 1), 8,16 (bs, 1H, 3-RdN), 9,90
(s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 1076,20; znaleziona:
1077,50.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(BocLeu)-Thr-BAT (173k): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,83 (d, J = 2,9 Hz, 3H, 81-L5), 0,84 (d, J = 3,8 Hz, 3H, 62-L6), 1,15
(d, J = 8,4 Hz, 3H, y-T4), 1,34 (m, J = 6,4 Hz, 3H, B-L3), 1,35 (s, 9H, Boc), 1,48
(m, 2H, y-K4), 1,85 (m, 2H, y-R4), 2,01 (m, 1H, y-P4a), 2,06 (m, 1H, y-P4b), 2,10
(m, 2H, B-R3), 2,34 (m, 2H, B-P3), 2,87 (m, 2H, B-K3a, p-K3b), 2,85 (m, 2H, 3-K5), 3,00
(m, 1H, e-K6a), 3,11 (m, 1H, e-K6b), 3,38 (m, 2H, -R5), 4,06 (m, 1H, a-L2), 4,08
(d, J = 6,0 Hz, 1H, a-P2), 4,30 (m, 1H, o-K2), 4,38 (d, J = 6,5 Hz, 1H, 0-T2), 4,55
(m, 2H, 6-P5), 455 (m, 1H, a-R2), 4,44 (m, 1H, B-T3), 4,91 (s, 2H, 10), 4,98
(s, 1H, T3-OH), 6,46 (d, J = 7,6 Hz, 1H, a-RaN), 7,35 (bdb, J = 7,9 Hz, 1H, 6), 7,44
(m, 1H, 8-KeN), 7,56 (bd, J = 7,9 Hz, 1H, 7), 7,58 (bs, 1H, 9), 7,59 (d, J = 8,4 Hz, 1H,
a-LN), 7,68 (d, J = 7,8 Hz, 1H, o-TN), 7,74 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 3), 7,80 (t, J = 7,1 Hz, 1H,
2), 7,87 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 4), 7,92 (d, J = 7,0, 1H, o-KaN), 7,98 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 1),
8,17 (bs, 1H, 8-RdN), 10,03 (s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona:
1090,23; znaleziona: 1090,70.

Boc-Arg(NO,)-Pro-Lys(Boclle)-Thr-BAT (1731): ‘*H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
ppm: 0,85 (brs, 6H, y1-IMe3, 8-IMe5), 1,11 (d, J = 3,9 Hz, 2H, y2-14), 1,22
(d, J = 8,4 Hz, 3H, y-T4), 1,35 (s, 9H, Boc), 1,49 (m, 2H, y-K4), 1,84 (m, 2H, y-R4), 1,95
(m, 1H, y-P4a), 1,97 (m, 1H, y-P4b), 2,07 (m, 2H, B-R3), 2,35 (m, 2H, B-P3), 2,92
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(m, 2H, B-K3a, B-K3b), 2,94 (m, 2H, §-K5), 3,13 (m, 1H, &-K6a), 3,15 (m, 1H, £-K6b),
3,37 (m, 2H, 8-R5), 3,77 (m, J = 64 Hz, 3H, p-13), 3,86 (m, 1H, o-12), 3,86
(d, J = 6,0 Hz, 1H, a-P2), 4,28 (m, 1H, a-K2), 4,34 (d, J = 6,5 Hz, 1H, o-T2), 4,49
(m, 2H, 6-P5), 4,49 (m, 1H, o-R2), 4,41 (m, 1H, B-T3), 4,92 (s, 2H, 10), 4,99
(s, 1H, T3-OH), 6,38 (d, J = 8,4 Hz, 1H, a-IN), 6,39 (d, J = 7,6 Hz, 1H, a-RaN), 7,36
(bdb, J = 7,9 Hz, 1H, 6), 7,38 (m, 1H, 6-KeN), 7,57 (bd, J = 7,9 Hz, 1H, 7), 7,59
(bs, 1H, 9), 7,76 (d, J = 7,8 Hz, 1H, a-TN), 7,74 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 3), 7,80
(t, J=7,1Hz 1H, 2), 7,88 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 4), 7,94 (d, J = 7,0 Hz, 1H, a-KaN), 7,98
(d, J = 7,3 Hz, 1H, 1), 8,17 (bs, 1H, 5-RdN), 10,08 (s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS
[M+H]" m/z obliczona: 1090,23; znaleziona: 1091,50.

5.4.2. Deprotekcja ostony Boc (178a-1) (Schemat 32)

Metode usuwania ostony Boc przedstawitam na przyktadzie zwiazku (178a).
Postgp reakcji kontrolowalam na TLC w ukfadzie 1. Wszystkie produkty otrzymatam
w postaci zottego osadu, a wydajnosci miescity si¢ w zakresie 61-87%. Dane uzyskane dla

otrzymanych zwigzkow zestawitam w Tabeli 14.
0,268 g (0,275 mmola) zwigzku (173a) rozpuscitam w 5 ml bezw. eteru

dietylowego nasyconego chlorowodorem otrzymujac 0,202 g (0,238 mmola) produktu
(178a) w postaci zottego osadu (wyd. 87%), temp. top. 207-210°C.
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Tabela 14. Charakterystyka zwigzkow (178a-I)

Wyd. | Temp. Rfw MS [M+H]"

[0)
Produkty [90] '[[og] ukl. I obl 1 Znal
2HCIXThr-Lys-Pro-Arg(NO,)-BAT 87 207-210 0,06 |848,33 | 849,70

2HCIXThr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO,)-BAT | 82 | 199-204 | 0,08 | 906,35 | 907,30

2HCIXThr-Lys(Ala)-Pro-Arg(NO,)-BAT | 85 | 201-205 | 0,04 | 920,40 | 920,40

2HCIXThr-Lys(Ala)-Pro-Arg(NO,)-BAT | 70 | 195-1909 | 0,04 | 948,36 | 948,80

2HCIXThr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO,)-BAT | 73 | 194-198 | 0,02 |962,38 | 962,70

2HCIXThr-Lys(lle)-Pro-Arg(NO,)-BAT | 69 | 203-205 | 0,05 | 962,38 | 962,90

2HCIXArg(NOy)-Pro-Lys-Thr-BAT 84 207-210 0,03 | 848,33 | 848,70

2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(Gly)-Thr-BAT | 78 | 210-215 | 0,08 | 906,35 | 907,40

2HCIxArg(NOy)-Pro-Lys(Ala)-Thr-BAT 76 220-223 0,05 |920,40 | 921,20

2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(Val)-Thr-BAT | 65 | 208-212 | 0,04 | 948,36 | 949,00

2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(Leu)-Thr-BAT | 61 | 222-227 | 0,03 | 962,38 | 962,50

2HCIXArg(NO,)-Pro-Lys(lle)-Thr-BAT | 68 | 213-219 | 0,07 |962,38 | 962,70

5.5. Aminokwasowe pochodne batracyliny

5.5.1. Synteza pochodnych (174a-h) (Schemat 33)

Metode otrzymywania pochodnych przedstawitam na przyktadzie zwigzku (174D).
Postgp reakcji kontrolowatam na TLC w ukladzie I. Dane uzyskane dla otrzymanych

analogow zestawitam w Tabeli 15.

Mieszaning 0,1 g (0,4 mmola) BAT (1), 0,151 g (0,8 mmola) Boc-$-Ala-OH (183b)
oraz 0,008 g (0,065 mmola) DMAP w 50 ml bezw. CH,Cl, ochtodzitam do 0°C i dodatam
0,165 g (0,8 mmola) DCC. Mieszaning pozostawitam na 4 godz. w temp. 0°C, a nast¢pnie
na 6 dni w temp. pok. Reakcje prowadzitam w obecnosci gazu obojetnego (azot).
Po zakonczeniu reakcji odsaczytam powstaty dicykloheksylomocznik, a rozpuszczalnik
oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyscitam za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie F, G, a nastgpnie na TLC
w uktadzie H. Otrzymatam 0,098 g (0,233 mmola) zwigzku (174b) w postaci zottego
osadu (wyd. 58%), temp. top. 208-212°C, R¢ = 0,78 (ukt. I).
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Tabela 15. Charakterystyka aminokwasowych pochodnych batracyliny (174a-h)

Pochodne Wyd. reakcji [%0] Temp. top. ['C] Rt w ukl I
Boc-Gly-BAT 49 204-210 0,78
Boc-S-Ala-BAT 58 208-212 0,79
Boc-GABA-BAT 61 206-209 0,79
Boc-5-Ava-BAT 64 226-229 0,80
Boc-6-Ahx-BAT 56 213-218 0,82
Boc-7-Ahp-BAT 48 217-220 0,84
Boc-8-Aoc-BAT 58 214-218 0,88
Boc-12-Ado-BAT 57 205-210 0,93

Charakterystyka MS oraz *H NMR otrzymanych pochodnych (174a-h)

2-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroksyizoindolo[1,2-b]
chinazolin-8-ylo)etanamid (174a): ‘H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,38
(s, 9H, Boc), 2,48 (s, 2H, 14), 4,91 (s, 2H, 10), 7,0 (brs, 1H, 13), 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 1H,
6), 7,52 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 7), 7,54 (s, 1H, 9), 7,75 (t, J = 7,33 Hz, 1H, 3), 7,87
(t, J =732 Hz, 1H, 2), 7,88 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 4), 7,98 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 1), 10,16
(s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 406,43; znaleziona: 407,18.

3-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-
8-ylo)propanamid (174b): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,37 (s, 9H, Boc), 2,48
(s, 2H, 15), 3,2 (q, J = 9,5 Hz, 2H, 14), 4,90 (s, 2H, 10), 6,9 (t, 1H, 13), 7,33
(d, J=8,8Hz 1H, 6), 7,5 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 7), 7,57 (s, 1H, 9), 7,75 (t, I = 7,4 Hz, 1H, 3),
7,8 (t,J=71Hz 1H, 2), 7,85 (d, J =74 Hz, 1H, 4), 8,0 (d, J = 6,7 Hz, 1H, 1), 10,1
(s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 420,45; znaleziona: 420,98.

4-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-
8-ylo)butanamid (174c): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,36 (s, 9H, Boc), 1,51
(m, 4H, 15), 2,33 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 16), 2,91 (g, J = 6,8 Hz, 2H, 14), 4,89 (s, 2H, 10), 6,89
(t, 1H, 13), 7,31 (d, J = 8,5 Hz, 1H, 6), 7,48 (d, J = 8,5 Hz, 1H, 7), 7,59 (s, 1H, 9), 7,72
(t, J =73 Hz 1H, 3), 7,89 (t, J = 7,1 Hz, 1H, 2), 7,85 ( d, J = 7,1 Hz, 1H, 4), 8,0
(d, J =67 Hz, 1H, 1), 10,11 (s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z
obliczona: 434,47; znaleziona: 435,34.
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5-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-
8-ylo)pentanamid (174d): 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,36 (s, 9H, Boc), 1,50
(m, 4H, 15/16), 2,30 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 17), 2,90 (q, J = 6,6 Hz, 2H, 14), 4,90 (s, 2H, 10),
6,8 (brs, 1H, 13), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 6), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 7), 7,55 (s, 1H, 9),
7,75 (t, J =7,3, Hz, 1H, 3), 7,87 (t, J = 7,3 Hz, 1H, 2), 7,88 (d, J = 6,7 Hz, 1H, 4), 8,0
(d, J = 7,3 Hz, 1H, 1), 10,0 (s, 1H, 8’-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z
obliczona: 448,51; znaleziona: 449,22.

6-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-
8-ylo)heksanamid (174e): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,20 (m, 2H, 16), 1,37
(s, 9H, Boc), 1,62 (m, 4H, 15/17), 2,30 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 18), 2,91 (g, J = 6,8 Hz, 2H, 14),
4,92 (s, 2H, 10), 6,88 (brs, 1H, 13), 7,34 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 6), 7,53 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 7),
757 (s, 1H, 9), 7,72 (t, J = 7,2, Hz, 1H, 3), 7,81 (t, J = 7,2 Hz, 1H, 2), 7,85
(d, J = 6,9 Hz, 1H, 4), 81 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 1), 10,08 (s, 1H, 8’-CONH);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 462,53; znaleziona: 463,22.

7-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-
8-ylo)heptanamid (174f): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,26 (m, 4H, 15/18),
1,35 (s, 9H, Boc), 1,57 (m, 2H, 19), 2,30 (t, J = 7,4 Hz, 4H, 16-17), 2,88
(g, J = 6,3 Hz, 2H, 14), 4,90 (s, 2H, 10), 6,77 (brs, 1H, 13), 7,34 (d, J = 8,5 Hz, 1H, 6),
750 (d, J = 85 Hz, 1H, 7), 7,56 (s, 1H, 9), 7,75 (t, J = 7,4, Hz, 1H, 3), 7,80
(t, J =74 Hz 1H, 2), 7,88 (d, J = 7,1 Hz, 1H, 4), 7,99 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 1), 10,0
(s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 476,57; znaleziona: 477,25.

8-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-
8-ylo)oktanamid (174g): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,22 (m, 4H, 16-18),
1,28 (s, 9H, Boc), 158 (m, 4H, 15/19), 2,31 (t, J =7,3 Hz, 2H, 20), 2,88
(g, J = 6,83 Hz, 2H, 14), 4,90 (s, 2H, 10), 7,16 (brs, 1H, 13), 7,33 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 6),
752 (d, J = 87 Hz, 1H, 7), 7,54 (s, 1H, 9), 7,75 (t, J = 7,3 Hz, 1H, 3), 7,79
(t, J =73 Hz 1H, 2), 7,87 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 4), 7,98 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 1), 10,11
(s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 490,59; znaleziona: 491,42.
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12-(tert-Butoksykarbonyloamino)-N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]
chinazolin-8-ylo)dodekanamid (174h): 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,20
(m, 14H, 16-22), 1,35 (s, 9H, Boc), 1,57 (m, 4H, 15/23), 2,30 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 24), 2,85
(9, J=6,8Hz 2H, 14), 4,90 (s, 2H, 10), 6,75 (brs, 1H, 13), 7,34 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 6),
750 (d, J = 88 Hz, 1H, 7), 7,56 (s, 1H, 9), 7,75 (t, J = 6,8, Hz, 1H, 3), 7,80
(t, J =73 Hz 1H, 2), 7,88 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 4), 7,99 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 1), 10,0
(s, 1H, 8”-CONH); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 546,70; znaleziona: 547,33.

5.5.2. Deprotekcja oslony Boc (184a-h) (Schemat 33) i (179a-h) (Schemat 34)
Trifluorooctany (184a-h) (Schemat 33)

Metode usuwania ostony Boc przedstawitam na przyktadzie zwiazku (184b).
Postep reakcji kontrolowatam na TLC w ukladzie 1. Wszystkie produkty otrzymatam
w postaci oleju, a wydajnosci reakcji miescity si¢ w zakresie 84-95%. Dane uzyskane dla

otrzymanych zwigzkow zestawitam w Tabeli 16.

0,098 g (0,233 mmola) zwiazku (174b) rozpuscitam w 5 ml TFA otrzymujac
0,087 g (0,2 mmola) produktu (184a) w postaci oleju (wyd. 86%).

Tabela 16. Charakterystyka zwiazkow po deprotekcji ostony Boc (184a-h)

Produkty Wyd. reakcji [%] | Temp. top. ['C] R¢ w ukk I
184a 86 olej 0,78
184b 84 olej 0,79
184c 90 olej 0,79
184d 92 olej 0,80
184e 88 olej 0,82
184f 95 olej 0,84
1849 91 olej 0,88
184h 90 olej 0,93

Chlorowodorki (179a-h) (Schemat 34)

Metode usuwania ostony Boc przedstawitam na przyktadzie zwigzku (179a).
Postep reakcji kontrolowatam na TLC w ukladzie 1. Wszystkie produkty otrzymatam
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w postaci zottego osadu, a wydajnosci reakcji miescity si¢ w zakresie 69-87%. Dane

uzyskane dla otrzymanych zwigzkow zestawitam w Tabeli 17.
0,075 g (0,184 mmola) zwiagzku (174a) rozpuScitam w 5 ml bezw. eteru

dietylowego nasyconego chlorowodorem otrzymujac 0,055 g (0,160 mmola) produktu
w postaci zottego osadu (wyd. 87%), temp. top. 218-223°C.

Tabela 17. Charakterystyka zwigzkoéw (179a-h)

Wyd. Temp. top. Rf W MS [M+H]"

Produkty [90] [’C] ukl I OBl Znal
HCIXGly-BAT 87 218-223 0,05 342,78 343,54
HCIxg-Ala-BAT 82 220-224 0,06 356,80 357,27
HCIXGABA-BAT 85 220-226 0,05 370,83 371,61
HCIx5-Ava-BAT 70 236-238 0,03 384,86 385,34
HCIx6-Ahx-BAT 73 228-231 0,05 398,89 399,70
HCIx7-Ahp-BAT 69 230-235 0,04 412,92 413,66
HCIx8-Aoc-BAT 84 227-230 0,06 426,95 427,43
HCIx12-Ado-BAT 85 226-231 0,05 440,98 441,37

5.6. Analogi batracyliny z adenozyna

5.6.1. Synteza analogéw (175a-h) (Schemat 35)

Metodg syntezy nowych analogow przedstawitam na przyktadzie zwigzku (175a).
Postep reakcji kontrolowatam na TLC w uktadzie J. Dane uzyskane dla otrzymanych

analogéw zestawitam w Tabeli 18.

Mieszanine 0,053 g (0,186 mmola) rybozydu 6-chloropuryny (185), 0,078 ¢
(0,186 mmola) trifluorooctanu zwiazku (184a) oraz 0,24 g (1,86 mmola) DIPEA w 6 ml
bezw. EtOH ogrzatam do temp. wrzenia rozpuszczalnika i pozostawitam mieszaning na
4 godz. Reakcje prowadzitam w warunkach gazu obojetnego (azot). Po zakonczeniu
reakcji rozpuszczalnik oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem, a powstalty produkt
oczyScitam za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie G,
H, a nast¢pnie na TLC w uktadzie |. Otrzymatam 0,057 g (0,102 mmola) produktu (175a)
W postaci pomaranczowego osadu (wyd. 55%), temp. top. 225-227°C, R¢ = 0,62 (ukt. J).
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Tabela 18. Charakterystyka analogow batracyliny z adenozyna (175a-h)

Analogi ADO-BAT | Wyd. reakcji [%] | Temp. top. ['C] | RfwukLJ
ADO-Gly-BAT 55 225-227 0,62
ADO-f-Ala-BAT 71 224-228 0,62
ADO-GABA-BAT 58 215-219 0,62
ADO-5-Ava-BAT 51 220-224 0,63
ADO-6-Ahx-BAT 60 218-221 0,67
ADO-7-Ahp-BAT 61 223-226 0,71
ADO-8-Aoc-BAT 65 225-229 0,78
ADO-12-Ado-BAT 57 225-228 0,87

Charakterystyka MS, 'H NMR oraz 3C NMR otrzymanych analogéw BAT-ADO
(175a-h)

N®-[N-(12-0kso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)etanamid]adenozyna
(175a): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 3,49 (bs, 2H, 11), 3,53 (dd, J = 12,0 Hz,
3,2 Hz, 1H, 5°b), 3,64 (dd, J = 12,0 Hz, 3,2 Hz, 1H, 5’a), 3,95 (dd, J = 4,4 Hz, 3,2 Hz, 1H,
4%, 4,12 (t, J = 3,0 Hz, 1H, 3°), 4,60 (t, J = 6,0 Hz, 1H, 2), 4,90 (s, 2H, 107), 5,21
(bs, 1H, 3°OH), 5,40 (bs, 1H, 5°0OH), 5,46 (bs, 1H, 2°OH), 5,87 (d, J = 6,0 Hz, 1H, 1),
7,36 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 6”), 7,53 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 7”), 7,57 (bs, 1H, 97), 7,75
(t, J = 6,0 Hz, 1H, 3”), 7,78 (t, J = 6,0 Hz, 1H, 2”), 7,87 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 4”), 7,93
(bs, 1H, 10-NH), 7,98 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 17), 8,24 (bs, 1H, 2), 8,35 (bs, 1H, 8), 10,18
(s, 1H, 8”-CONH); *C NMR (DMSO, 125 MHz, 30,0°C: 168,91 (C-12), 166,88 (C-12”),
155,38 (C-6), 152,87 (C-2), 148,21 (C-4), 148,07 (C-4b”), 140,35 (C-8), 139,24 (C-5a"),
136,12 (C-87), 134,78 (C-4a), 133,93 (C-27), 132,96 (C-37), 130,75 (C-12a”), 128,65
(C-67), 123,56 (C-47), 123,23 (C-9a”), 122,52 (C-17), 120,68 (C-5), 119,49 (C-77), 118,15
(C-97), 88,63 (C-1°), 86,55 (C-4"), 74,20 (C-2), 71,30 (C-3°), 62,29 (C-5"), 41,10 (C-10"),
39,67 (C-11); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 556,53; znaleziona: 557,20.

N°-[N-(12-0kso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)propanamid]

adenozyna (175b): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,21 (m, 2H, 12), 3,49
(bs, 2H, 11), 3,54 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5°b), 3,65 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H,
5%a), 3,95 (t, J = 5,0 Hz, 1H, 4°), 4,14 (t, J = 5,0 Hz, 1H, 3°), 4,60 (t, J = 5,0 Hz, 1H, 2°),
4,90 (s, 2H, 10”), 5,23 (bs, 1H, 3°0OH), 5,38 (bs, 1H, 5°0H), 5,51 (bs, 1H, 2°0OH), 5,89
(d, J =4,0 Hz, 1H, 1°), 7,36 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 6™), 7,55 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 7), 7,57
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(bs, 1H, 97), 7,75 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 3”), 7,79 (, J = 7,0 Hz, 1H, 2”), 7.87
(d, J=7,0 Hz, 1H, 4”), 7,93 (bs, 1H, 10-NH), 7,98 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 1), 8,21 (bs, 1H, 2),
8,40 (bs, 1H, 8), 10,36 (s, 1H, 8”-CONH): 3C NMR (DMSO, 125 MHz, 30,0°C: 170,47
(C-13), 166,87 (C-12"), 155,49 (C-6), 153,04 (C-2), 148,15 (C-4), 148,12 (C-4b™), 140,51
(C-8), 139,20 (C-52”), 136,10 (C-8”), 134,81 (C-4a”), 133,90 (C-2”), 132,93 (C-3"),
130,76 (C-12a”), 128,59 (C-6), 123,55 (C-4”), 123,12 (C-9a”), 122,50 (C-17), 120,58
(C-5), 119,54 (C-77), 118,22 (C-97), 88,61 (C-1°), 86,57 (C-4"), 74,22 (C-2°), 71,30
(C-3"), 62,34 (C-57), 41,12 (C-107), 39,74 (C-11), 37,91 (C-12); MALDI-TOF-MS
[M+H]" m/z obliczona: 570,56; znaleziona: 571,20.

N®-[N-(12-0kso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)butanamid]adenozyna
(175¢): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,24 (m, 2H, 12), 2,38 (t, J =7,0 Hz, 2H,
13), 3,52 (bs, 2H, 11), 3,55 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5’b), 3,64 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5
Hz, 1H, 5’a), 3,95 (dd, J = 5,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 4°), 4,13 (t, J = 5,0, 1H, 3’), 4,59
(t, J=5,0 Hz, 1H, 2°), 4,90 (s, 2H, 10™), 5,26 (bs, 1H, 3°’OH), 5,44 (bs, 1H, 5°OH), 5,58
(bs, 1H, 2°0OH), 5,86 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 17), 7,33 (bd, J = 8,0 Hz, 1H, 6”), 7,52
(bd, J=8,0, 1H, 77), 7,56 (bs, 1H, 9”), 7,75 (t, J =7,0 Hz, 1H, 3”), 7,78 (t, J =7,0 Hz, 1H,
2”), 7,87 (d, J =7,0 Hz, 1H, 4”), 7,89 (bs, 1H, 10-NH), 7,98 (d, J =7,0 Hz, 1H, 1), 8,19
(bs, 1H, 2), 8,34 (bs, 1H, 8), 10,09 (s, 1H, 8”-CONH); *C NMR (DMSO, 125 MHz,
30,0°C: 172,00 (C-14), 167,00 (C-127), 155,31 (C-6), 153,05 (C-2), 148,83 (C-4), 148,27
(C-4b”), 140,41 (C-8), 139,19 (C-5a”), 135,86 (C-8”), 134,60 (C-4a”), 133,04 (C-27),
132,91 (C-37), 130,61 (C-12a”), 128,48 (C-67), 123,15 (C-4), 123,05 (C-9a”), 122,55
(C-17), 120,37 (C-5), 119,53 (C-7”), 118,18 (C-9”), 88,61 (C-1°), 86,60 (C-4°), 74,17
(C-2%), 71,30 (C-3”), 62,30 (C-5°), 41,02 (C-10"), 39,71 (C-11), 34,51 (C-13), 25,77
(C-12); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z obliczona: 584,58; znaleziona: 585,22.

N°-[N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)pentanamid]adenozyna
(175d): 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,62 (m, 4H, 12/13), 2,37
(t, J =7,0 Hz, 2H, 14), 3,49 (bs, 2H, 11), 3,55 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5°b), 3,65
(dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5’a), 3,95 (dd, J = 5,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 4°), 4,14
(t, J=15,0, 1H, 3°), 4,59 (t, J = 5,0 Hz, 1H, 2°), 4,89 (s, 2H, 10”), 5,26 (bs, 1H, 3°’0OH), 5,43
(bs, 1H, 5°0OH), 5,51 (bs, 1H, 2°0OH), 586 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 1°), 7,33
(bd, J = 8,0 Hz, 1H, 6”), 7,53 (bd, J = 8,0, 1H, 77), 7,57 (bs, 1H, 9”), 7,74
(t, 3 =7,0 Hz, 1H, 3™), 7,79 (t, J =7,0 Hz, 1H, 2”), 7,87 (d, J =7,0 Hz, 1H, 4”), 7.93
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(bs, 1H, 10-NH), 7,98 (d, J =7,0 Hz, 1H, 17), 8,19 (bs, 1H, 2), 8,34 (bs, 1H, 8), 10,15
(s, 1H, 8”-CONH); *C NMR (DMSO, 125 MHz, 30,0°C: 172,07 (C-15), 166,87 (C-12”),
155,34 (C-6), 153,07 (C-2), 148,93 (C-4), 148,10 (C-4b), 140,34 (C-8), 139,37 (C-5a"),
135,96 (C-8”), 134,79 (C-4a™), 133,90 (C-27), 132,92 (C-3”), 130,73 (C-12a”), 128,59
(C-67), 123,54 (C-4”), 123,10 (C-9a”), 122,49 (C-17), 120,43 (C-5), 119,41 (C-77), 118,80
(C-97), 88,64 (C-17), 86,60 (C-4"), 74,18 (C-2"), 71,35 (C-3"), 62,36 (C-5’), 41,10 (C-10"),
39,70 (C-11), 36,89 (C-14), 29,40 (C-12), 23,30 (C-13); MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z
obliczona: 598,61; znaleziona: 599,20.

N®-[N-(12-0kso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)heksanamid]adenozyna
(175¢): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,15 (m, 2H, 13), 1,61 (m, 4H, 12/14),
2,38 (t, J =7,0 Hz, 2H, 15), 3,53 (bs, 2H, 11), 3,54 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5°b), 3,64
(dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5°a), 3,94 (dd, J = 5,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 4°), 4,12
(t, J=5,0, 1H, 3°), 4,59 (t, J = 5,0 Hz, 1H, 2°), 4,90 (s, 2H, 10™), 5,19 (bs, 1H, 3°OH), 5,43
(bs, 1H, 5°OH), 5,44 (bs, 1H, 2°0OH), 5,86 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 1°), 7,33 (bd, J = 8,0 Hz, 1H,
6”), 7,51 (bd, J = 8,0, 1H, 7), 7,56 (bs, 1H, 97), 7,75 (t, J =7,0 Hz, 1H, 3”), 7,76
(t, J =7,0 Hz, 1H, 2”), 7,87 (d, J =7,0 Hz, 1H, 4”), 7.89 (bs, 1H, 10-NH), 7,98
(d, J =7,0 Hz, 1H, 17), 8,19 (bs, 1H, 2), 8,34 (bs, 1H, 8), 10,11 (s, 1H, 8’-CONH);
B3C NMR (DMSO, 125 MHz, 30,0°C: 172,17 (C-18), 166,88 (C-12”), 155,31 (C-6), 153,10
(C-2), 148,84 (C-4), 148,10 (C-4b™), 140,32 (C-8), 139,37 (C-5a”), 135,93 (C-8”), 134,77
(C-4a”), 133,91 (C-2), 132,93 (C-3), 130,73 (C-12a”), 128,58 (C-67), 123,55 (C-4”),
123,11 (C-9a”), 122,50 (C-17), 120,41 (C-5), 119,38 (C-7"), 118,06 (C-9”), 88,61 (C-1°),
86,60 (C-4°), 74,12 (C-2), 71,35 (C-3"), 62,36 (C-5"), 41,10 (C-10"), 39,82 (C-11), 37,09
(C-17), 29,72 (C-12), 27,03-29,37 (C-13-15), 25,77 (C16); MALDI-TOF-MS [M+H]"

m/z obliczona: 612,24; znaleziona: 613,25.

N°-[N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)heptanamid]adenozyna
(175f): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,22 (m, 4H, 13-14), 1,58 (m, 4H, 12/15),
2,32 (t, J =7,0 Hz, 2H, 16), 3,53 (bs, 2H, 11), 3,55 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5°b), 3,64
(dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5°a), 3,94 (dd, J = 5,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 4°), 4,12
(t, J=15,0, 1H, 3°), 4,58 (t, J = 5,0 Hz, 1H, 2°), 4,90 (s, 2H, 10”), 5,19 (bs, 1H, 3°OH), 5,43
(bs, 1H, 5°0OH), 5,44 (bs, 1H, 2°0OH), 586 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 1°), 7,33
(bd, J = 8,0 Hz, 1H, 67), 7,52 (bd, J = 8,0, 1H, 77), 7,57 (bs, 1H, 9”), 7,74
(t, 3 =7,0 Hz, 1H, 3”), 7,76 (t, J =7,0 Hz, 1H, 2”), 7,87 (d, J =7,0 Hz, 1H, 4”), 7,89
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(bs, 1H, 10-NH), 7,98 (d, J =7,0 Hz, 1H, 17), 8,18 (bs, 1H, 2), 8,32 (bs, 1H, 8), 10,10
(s, 1H, 8”-CONH); *C NMR (DMSO, 125 MHz, 30,0°C: 172,16 (C-17), 166,86 (C-12”),
155,30 (C-6), 153,06 (C-2), 148,09 (C-4), 148,04 (C-4b>), 140,27 (C-8), 139,40 (C-5a”),
135,98 (C-8”), 134,80 (C-4a™), 133,88 (C-2”), 132,90 (C-3”), 130,75 (C-12a”), 128,57
(C-67), 123,53 (C-4”), 123,07 (C-9a”), 122,48 (C-17), 120,44 (C-5), 119,44 (C-77), 118,10
(C-97), 88,65 (C-1°), 86,59 (C-4"), 74,19 (C-27), 71,34 (C-3"), 62,37 (C-5"), 41,10 (C-10”),
39,72 (C-11), 37,07 (C-16), 29,65 (C-12), 29,16 (C-13), 26,90 (C-14), 25,79 (C-15);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z znaleziona: 626,66; obliczona: 627,30.

N°-[N-(12-0kso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)oktanamid]adenozyna
(175g): *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,30 (m, 6H, 13-15), 1,57 (m, 4H, 12/16),
2,29 (t, J =7,0 Hz, 2H, 17), 3,49 (bs, 2H, 11), 3,54 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5’b), 3,63
(dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5°a), 3,94 (dd, J = 5,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 4°), 4,12
(t, J=5,0, 1H, 3°), 4,58 (t, J=5,0 Hz, 1H, 2°), 4,90 (s, 2H, 10”), 5,18 (bs, 1H, 3’OH), 5,42
(bs, 1H, 5°0OH), 5,44 (bs, 1H, 2’0OH), 5,86 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 1), 7,33
(bd, J = 8,0 Hz, 1H, 6”), 7,53 (bd, J = 8,0, 1H, 7”), 7,56 (bs, 1H, 97), 7,73
(t, J =7,0 Hz, 1H, 37), 7,78 (t, J =7,0 Hz, 1H, 2”), 7,87 (d, J =7,0 Hz, 1H, 4”), 7,89
(bs, 1H, 10-NH), 7,98 (d, J =7,0 Hz, 1H, 1”), 8,18 (bs, 1H, 2), 8,31 (bs, 1H, 8), 10,06
(s, 1H, 8”-CONH); *C NMR (DMSO, 125 MHz, 30,0°C: 172,19 (C-22), 166,87 (C-127),
155,31 (C-6), 153,07 (C-2), 148,84 (C-4), 148,07 (C-4b), 140,30 (C-8), 139,42 (C-5a"),
135,91 (C-87), 134,78 (C-4a”), 133,89 (C-27), 132,91 (C-37), 130,73 (C-12a”), 128,58
(C-6), 123,54 (C-47), 123,07 (C-9a”), 122,48 (C-17), 120,39 (C-5), 119,38 (C-77), 118,04
(C-9), 88,63 (C-17), 86,59 (C-4%), 74,17 (C-27), 71,34 (C-3°), 62,36 (C-5"), 41,10 (C-10"),
39,67 (C-11), 37,09 (C-21), 29,70 (C-12), 20,0-32,0 (C-13-19), 25,80 (C-20);
MALDI-TOF-MS [M+H]" m/z znaleziona: 640,69; obliczona: 641,20.

N°-[N-(12-okso-10,12-dihydroizoindolo[1,2-b]chinazolin-8-ylo)dodekanamid]

adenozyna (175h): *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,25 (m, 14H, 13-19), 1,56
(m, 4H, 12/20), 2,30 (t, J =7,0 Hz, 2H, 21), 3,49 (bs, 2H, 11), 3,55 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5
Hz, 1H, 5°b), 3,65 (dd, J = 12,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 5’a), 3,95 (dd, J = 5,0 Hz, 3,5 Hz, 1H, 4°),
4,12 (t,J=5,0, 1H, 3°), 4,58 (t, J = 5,0 Hz, 1H, 2), 4,89 (s, 2H, 10”), 5,31 (bs, 1H, 3°OH),
547 (bs, 1H, 5°OH), 5,56 (bs, 1H, 2°OH), 5,86 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 1), 7,33
(bd, J = 8,0 Hz, 1H, 6), 7,54 (bd, J = 8,0, 1H, 7”), 7,58 (bs, 1H, 97), 7,73 (t, J =7,0 Hz,
1H, 3”), 7,78 (t, J =7,0 Hz, 1H, 2”), 7,87 (d, J =7,0 Hz, 1H, 4”), 7,90 (bs, 1H, 10-NH), 7,98
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(d, J =7,0 Hz, 1H, 17), 8,18 (bs, 1H, 2), 8,33 (bs, 1H, 8), 10,17 (s, 1H, 8”-CONH);
13C NMR (DMSO, 125 MHz, 30,0°C: 172,19 (C-22), 166,87 (C-12”), 155,31 (C-6), 153,07
(C-2), 148,84 (C-4), 148,07 (C-4b™), 140,30 (C-8), 139,42 (C-5a”), 135,91 (C-8”), 134,78
(C-4a”), 133,89 (C-27), 132,91 (C-3”), 130,73 (C-12a”), 128,58 (C-67), 123,54 (C-4”),
123,07 (C-9a”), 122,48 (C-17), 120,39 (C-5), 119,38 (C-7), 118,04 (C-9”), 88,63 (C-1°),
86,59 (C-4"), 74,17 (C-2°), 71,34 (C-3"), 62,36 (C-5), 41,10 (C-10"), 39,67 (C-11), 37,09
(C-21), 29,70 (C-12), 20,0-32,0 (C-13-19), 25,80 (C-20); MS [M+H]* m/z znaleziona:
696,80; obliczona: 697,20.

5.7. Materialy stosowane podczas badan biologicznych
5.7.1. Linie komodrkowe i podloza hodowlane

Komorki adherentne: niedrobnokomoérkowy rak ptuc — A549, rak jelita — HCT-116
i HT-29, rak prostaty — LNCaP, rak piersi — MCF-7, fibrosarkoma mysia — WEHI 1640,
unie$miertelnione fibroblasty mysie — NIH-3T3.

Komorki biataczek: ludzka biataczka promielocytarna HL-60, mysia bialaczka
mieloblastyczna — P388 oraz mysia biataczka limfocytarna — L1210.

Powyzsze linie komorkowe zostaty zakupione z American Type Culture Collection
(Rockville, MD). Komoérki A549, HL-60 LNCaP, P388, L1210 oraz WEHI 1640
hodowano w medium RPMI 1640, za§ komorki HCT-116, HT-29, MCF-7 oraz NIH-3T3
w medium DMEM o wysokim st¢zeniu glukozy. Media hodowlane suplementowano za
pomoca 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS), 2 mM L-glutaminy oraz antybiotykow
(100 1U/ml penicyliny oraz 100 pg/ml streptomycyny).

5.8. Metody stosowane w badaniach biologicznych
5.8.1. Hodowla linii komérkowych — pasazowanie komérek

Komoérki adherentne, hodowano w plastikowych flaszkach przeznaczonych do
hodowli komoérkowych 1 inkubowano w inkubatorze w 37°C z wilgotng atmosferg
zawierajaca 5% CO; (dla RPMI 1640) oraz 10% CO, (dla DMEM H/G). Komorki
rozszczepiano 2-3 razy w tygodniu, zlewajac znad nich pozywke i dodajac 2 ml trypsyny,

w celu odklejenia komoérek od podtoza. Nastepnie komorki zawieszono w 6 ml nowej
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pozywki, rozpipetowano i policzono przy uzyciu licznika komodrek Coulter Counter.
Kolejnym krokiem byto przeniesienie odpowiedniej liczby komorek do nowych butelek
1 uzupehlienie pozywka do objetosci 10 ml. Wszystkie linie komorkowe rutynowo
przebadano na obecno$¢ mykoplazmy przy pomocy metody PCR z uzyciem Mycoplasma
Plus PCR primer set (Stratagene, La Jolla, CA).

5.8.2. Test kolorymetryczny MTT

Cytotoksyczno$¢ otrzymanych zwigzkdéw zostala okre$lona za pomocg testu
kolorymetrycznego MTT.

Komorki wysiano na plytki 24-studzienkowe w ilosci 4 ty$. komoérek/2 ml pozywki
na studzienkg, a nast¢pnie inkubowano w temp. 37°C, 5% CO; lub 10% CO, przez
24 godz.

Badane zwiazki rozpuszczono w DMSO w celu otrzymania roztworu wyjsciowego
o stezeniu 20 mM. Nastepnie przygotowano roztwory badanego zwigzku w DMSO
w nastepujacym zakresie stezen: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0 pM.
Wyjsciowe roztwory zwigzku byly 200-krotnie stezone w stosunku do zatozonych stezen,
poniewaz dodawane byly w obj. 10 pl do 2 ml pozywki w studzience z komoérkami.
Do studzienek kontrolnych dodane zostato 10 pl DMSO.

Komorki inkubowano 120 godz. w temp. 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO»
lub 10% CO,. Nastepnie do kazdego dotka dodano 200 pl roztworu barwnika MTT
I pozostawiono w inkubatorze na 4 godz. w temp. 37°C. Po tym czasie odessano ptyn znad
krysztatdéw formazanu i dodano 1 ml DMSO do kazdej studzienki. Ptytki umieszczono na
orbitalnej wytrzasarce (30 min.), aby krysztaly formazanu ulegly rozpuszczeniu. Absorpcje
roztworOw oznaczono spektrofotometrycznie za pomoca czytnika plytek UVM340
(Biochrom Asys Ltd) (dtugosci fali 540 nm).

Stezenia hamujace wzrost komoérek nowotworowych w 50% w poréwnaniu do
probek kontrolnych byly wyznaczone na podstawie krzywej zalezno$ci funkcji wzrostu

komorek od dawki leku przy uzyciu programu GraphPad Prism 5.
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5.8.3. Cytometria przeplywowa

Dystrybucja komorek w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego zostata
okreslona po potraktowaniu komorek nowotworowych badanymi zwigzkami. Komorki
nowotworowe (linia A549 oraz linia HL-60) traktowano stgzeniem zwigzkéw
odpowiadajagcym wartosci ICqg, po czym przemyto je chiodnym roztworem PBS oraz
utrwalono w 70% etanolu (temp. -20°C). Komorki barwiono w PBS zawierajgcym
20 pg/mL jodku propidyny oraz 100 pg/mL rybonukleazy A przez 30 min. w temp. pok.
Probki zostaty zanalizowane przy uzyciu cytometru przeplywowego Guava EasyCyte™
8 (Merck-Millipore), wyposazonego w 488 nm laser. Dystrybucja komorek
w poszczegolnych fazach cyklu zostata okreSlona przy uzyciu oprogramowania

MultiCycle (Phoenix Flow Systems).

5.8.4. Zahamowanie aktywnos$ci kompleksu rozszczepialnego topoizomeraza-DNA

Superskrecony plazmidowy DNA pBR322 (>95% formy I) zostal zakupiony
z Thermo Scientific, ludzka topoizomeraza typu | zostata zakupiona z MoBiTe, za$ typu
Ila z TopoGen. Roztwor reakcyjny zawierat 200 ng pBR322 DNA w buforze reakcyjnym
(20mM Tris-HCI, pH 7,5, 7,5 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 150 mM KCI, 1 mM ATP) oraz
badane zwigzki. Reakcja zostala zapoczatkowana w wyniku dodania enzymu
topoizomeraza llo i byta prowadzona przez 30 min. w temp. 37°C. Reakcje zatrzymano
poprzez dodanie buforu (0.1% SDS, 0.05% bromofenolu, 2.5 mM EDTA, 10% sacharozy,
koncowe st¢zenia). Probki zostaly rozdzielone w 1% zelach agarozowych (przy napigciu
0.5 V/cm) przez 18 godz. w buforze TBE (90mM Tris, 70mM kwas borowy, 1 mM EDTA,
pH 8). Zele wybarwiono za pomoca 0.5 pg/mL bromku etydyny w celu wizualizacji DNA
oraz sfotografowania UV. Badania przeprowadzone dla topoizomerazy I byly prowadzone
w takich samych warunkach, za wyjatkiem buforu reakcyjnego (10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
7,5 mM MgCl;, 60 mM KCI).

5.8.5. Morfologia komoérki i jadra komoérkowego

Badane  komoérki  zostaly  zaszczepione  na  szkietka  nakrywkowe

(35 mm ptytki Petriego) oraz potraktowane badanymi zwigzkami w roznych czasach.
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Nastepnie, komorki barwiono przez 15 min. za pomocg 1 ug/mL Hoechst 33342
I 7,5 pg/mL dwuoctanu fluoresceiny, po czym zanalizowano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Olympus BX-60, zaopatrzonego w odpowiednie filtry optyczne. Obrazy

zostaly zarejestrowane przy uzyciu kamery cyfrowej XC50 (oprogramowanie CellSens).
5.8.6. Barwienie f-galaktozydazy

Komoérki nowotworowe traktowano stezeniem zwigzkoéw odpowiadajacym
wartosci ICqp przez 120 godz., a nastgpnie: przemyto PBS, utrwalano prze 3-5 min.
(temp. pok.) w 3,7% formaldehydzie, ponownie przemyto oraz inkubowano przez
12 — 16 godz. w temp. 37°C (bez CO,) w $wiezo przygotowanym roztworze barwigcym
zawierajacym 1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indylo-B-D-galaktozy (X-Gal; Stock 20 mg/ml
X-Gal w dimetyloformamidzie/40 mM kwasu cytrynowego/fosforanu sodowego, pH 6,0;
5 mM zelazocyjanku potasu; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl,). Obrazy zostaly zarejestrowane

przy uzyciu kamery cyfrowej XC50 (oprogramowanie CellSens).
5.9. Obliczenie wartosci 1Csg

ICso postuzyto do okreslenia Zywotnosci komorek. Warto$¢ ta zostata obliczona na
podstawie wynikoéw testu MTT. ICsg oznacza stezenie zwigzku powodujace $mier¢ 50%
komorek, wyznaczane z liniowego fragmentu zaleznos$ci absorbancji (OD) od stezenia

zwigzku. Do jej obliczenia zastosowano nast¢pujace rownanie:

(0OD_— DD?,]

X 100
(0D, —0D,)

% zywych komorek =

OD; — $rednia absorbancja komorek traktowanych zwigzkiem
ODy — $rednia absorbancja komorek kontrolnych

OD, — $rednia absorbancja pozywki
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5.10. Analiza statystyczna
W celu okreslenia znamiennosci statystycznej réznic w otrzymanych wynikach

stosowano test t-Studenta, dla P < 0,05 (GraphPad Prism, Wersja 6.02). Warto$ci $rednie

1 odchylenia standardowe liczono z trzykrotnych powtdrzen dla poszczegdlnych stezen.
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6. PODSUMOWNIE I WNIOSKI KONCOWE

Tematem mojej pracy doktorskiej byla synteza oraz badania in vitro nowych
analogow batracyliny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny acylowanymi na grupie
aminowe] lizyny dodatkowym aminokwasem (Gly, Ala, Val, Leu, Ile) oraz analogow
batracyliny z adenozyng jako potencjalnych zwigzkow przeciwnowotworowych.

Projektujagc wyzej wspomniane analogi, zalozytam, ze BAT jako zwigzek
wykazujacy silng aktywno$¢ przeciwnowotworowa, W wWyniku utworzenia kowalencyjnych
potaczen z pochodnymi tuftsyny czy z adenozyng powinien przyczyni¢ si¢ do otrzymania
zwigzkow charakteryzujacych si¢ lepszymi wilasciwosciami farmakologicznymi,

np. biodostepnoscia.

W ramach wykonanej pracy uzyskalam nastepujgce rezultaty pracy syntetycznej:

1. Otrzymalam batracyling przy uzyciu zmodyfikowanej metody Czerniaka-Einhorna
(Schemat 24). Wydajnos$c reakcji wynosita 77%.
2. W celu otrzymania zaprojektowanych analogow batracyliny z pochodnymi

tuftsyny/retro-tuftsyny:

e otrzymalam odpowiednio chronione aminokwasy bedace substratami w syntezie

peptydow (Schemat 28) z wydajnoscia 77-89%;

e przeprowadzitam kilkuetapowa synteze pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny -
metoda mieszanych bezwodnikéw z chloromréwczanem izobutylu i NMM
zsyntezowatam odpowiednie tetra- i pentapeptydy (Rysunek 40) z wydajno$cig W
zakresie 32-61%;

e opracowatam metod¢ taczenia batracyliny z otrzymanymi pochodnymi

tuftsyny/retro-tuftsyny:

v' Wigzanie amidowe utworzylam za pomocg odczynnika kondensujgcego
T3P umozliwiajacego otrzymanie produktow z dobrg wydajnoscia (24-41%)
(Schemat 31).
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W celu otrzymania zaprojektowanych analogéw batracyliny z adenozyna:

otrzymatam aminokwasowe pochodne batracyliny — substraty w syntezie analogéw
(wyd. 48-64% ) (Schemat 33):

opracowatam metode l3czenia rybozydu 6-chloropuryny z aminokwasowymi

pochodnymi batracyliny:

v Reakcje rybozydu 6-chloropuryny z otrzymanymi pochodnymi batracyliny
prowadzitam w temp. wrzenia EtOH w obecnosci DIPEA otrzymujac

produkty z wydajnoscig 51-71% (Schemat 35).

Kolejnym etapem moich badan byto okreslenie w warunkach in vitro wtasciwosci

cytotoksycznych otrzymanych zwigzkow. Badania zostaty przeprowadzone wobec dwoch

linii komorkowych pochodzenia ludzkiego: A549 oraz HL-60 charakteryzujacych sie

najwickszg wrazliwoscig w testach prowadzonych z udziatem batracyliny w postaci

chlorowodorku (HCIXBAT). Ponadto, przeprowadzono badania okreslajace wplyw

otrzymanych analogow na aktywno$¢ katalityczng kompleksu topoizomeraza-DNA

oraz dystrybucj¢ komorek w cyklu komérkowym i indukeje uszkodzen DNA.

W ramach wykonanej pracy uzyskalam nast¢pujace rezultaty badan biologicznych:

1.

3.

4.

Batracylina wykazata umiarkowane wtlasciwos$ci cytotoksyczne na wybranych
liniach komorkowych (A549, HCT 116, HT-29, LNCaP, MCF-7, HI-60, P388,
L1210, WEHI 1640, NIH-3T3). Warto$¢ ICsy miescita si¢ w przedziale od
35,49 uM dla komorek linii A549 do 90,20 uM dla komorek linii LNCaP.
Pochodne tuftsyny/retro-tuftsyny nie wykazaty aktywno$ci cytotoksycznej wobec
linii A549 i HL-60.

Analogi batracyliny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny wykazywaty aktywnosé¢
poréwnywalng lub wigkszg od batracyliny. Wyjatek stanowig zwiazki (178c)
I (178e) nieaktywne dla obu linii oraz (178f) i (178i) nieaktywne tylko dla linii
A549. Warto podkresli¢, ze najlepszy wynik uzyskano dla analogu (178l), ktory byt
okoto 12 razy bardziej aktywny niz batracylina.

Najlepszg aktywnoscig cytotoksyczng charakteryzowaty si¢ aminokwasowe
pochodne batracyliny. Najbardziej aktywny zwigzek (179h) byt ponad 30-krotnie
bardziej aktywny niz batracylina, dla obu badanych linii.
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10.

Analogi adenozyny z aminokwasowymi pochodnymi batracyliny okazaty si¢
nieaktywne dla wybranych linii nowotworowych, czego przyczyna byto tworzenie
przez te zwigzki supramolekularnych struktur niemogacych wnikna¢ do wnetrza
komorek. Wyjatek stanowit analog (175e), dla ktérego odnotowano umiarkowang
aktywnosc¢ cytotoksyczng (40,6 uM dla komorek linii A549).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze zwigzki (178e-f) oraz (178k-I) nie hamuja
w znacznym stopniu relaksacji DNA przez topoizomerazg¢ I, natomiast dajg dobre
wyniki w przypadku hamowania relaksacji DNA przez topoizomeraze Ilo.
Warto podkresli¢, ze analogi (178k-I) charakteryzujace si¢ najwigksza aktywnoscia
cytotoksyczna, okazaty si¢ takze najsilniejszymi inhibitorami topoizomerazy lla.
Analogi (178a) i (178K) powoduja silng fosforylacje histonu H2AX.

W wyniku analizy cyklu komoérkowego oraz morfologii jadra komoérkowego,
po traktowaniu komoérek nowotworowych analogami (178a) oraz (178k) mozna
stwierdzi¢, ze przyrost frakcji sub-Gl byt znaczacy w populacji komorek
inkubowanych z omawianymi zwigzkami. Zwigzek (178a) powodowat 2,5-krotny
wzrost frakcji sub-G1 w poréwnaniu do batracyliny.

Komoérki A549, nie podatne na apoptozg, poddane dziataniu zwigzkow (178a)
oraz (178k) nabieraty cech fenotypowych charakterystycznych dla komorek
ulegajacych procesowi przedwczesnego starzenia indukowanego lekami.

Komorki biataczki HL-60 poddane 24 godz. dziataniu batracyliny oraz analogow
(178a) i (178k) nie zatrzymaty swojego cyklu komodrkowego w fazie G2,

ale wchodzity do mitozy, jednakze sama mitoza nie przebiegta poprawnie.
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7. SUMMARY

The objective of this dissertation was to synthesize and evaluate biological activity of the
new analogues of batracylin with tuftsin/retro-tuftsin derivatives and new analogues of
adenosine with batracylin derivatives. Batracylin (BAT) is a drug which showed high
antitumor and cytotoxic activity toward several experimental tumor cell models. BAT had
been tested in phase I clinical trial in patients with advanced solid tumors and lymphomas.
This clinical investigation found that BAT was tolerated in most patients. However, due to
absence of a stronger signal for antitumor activity, further development of BAT had been
stopped. Tuftsin (TKPR) is a tetrapeptide that has been shown to possess immunologic,
tumoricidal, and bactericidal activities. Adenosine (ADO) is an endogenous purine

nucleoside and an antiarrhythmic drug with negative chronotropic and dromotropic action.

The chemical part of the work involved synthesis of BAT via modified method based on
the Czerniak-Einhorn reaction. | synthesized also the protected tuftsin/retro-tuftsin
derivatives containing isopeptide bond between g-amino group of lysine and carboxyl
group of simple amino acids such as Gly, Ala, Val, Leu, lle. Protected peptides were
obtained using mixed anhydride method. New analogues of BAT with tuftsin/retro-tuftsin
derivatives were synthesized using T3P as a coupling agent in solvent mixture
(yelds 24-41%). The amino acid-batracylin derivatives were synthesized using DCC and
DMAP in anhydrous methyl chloride in good yelds 48-64%. Finally, the new analogues of
adenosine with batracylin derivatives were synthesized using highly reactive DIEA in
solvent mixture. The bond between 6-chloropurine riboside and an amine group of

batracylin derivatives was achieved during reaction in anhydrous ethanol (yelds 51-71%).

Synthesized analogues were subjected to biological tests. The MTT viability test was used
to estimate cytotoxicity of the compounds. Cytotoxic activity testing was performed using
different human tumor cells: lung adenocarcinoma (A549) and human promyelocytic
leukemia (HL-60). BAT showed moderate cytotoxic properties. Conjugation of BAT with
tuftsin alone did not appreciably change the cytotoxicity of the analogues, compared to
BAT. In contrast, retro-tuftsin-BAT analogues were about 2-fold (for HL-60 cells) and
about 5-fold (for A549 cells) more cytotoxic that BAT. Several of the aminoacid-BAT
derivatives showed greatly increased cytotoxicity toward both tumor cell types compared
to BAT. Sensitvity toward both A549 and HL-60 cells was higher from about 2- to more
than 25-fold compared to the BAT e.g. compound (179h) was about 30 times more
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cytotoxic toward A549 and HL-60 cells than BAT. The majority of aminoacid-adenosine-
BAT analogues were completely biologically inactive toward both A549 as well as HL-60
cells. Only compound (175e) was specifically cytotoxic toward A549 cells but showed
comparable activity to BAT. Analogues (178e-f) and (178k-I) did not appreciably inhibit
DNA relaxation mediated by type | DNA topoisomerase. Effect of studied analogues on
DNA relaxation mediated by topoisomerase Ila enzyme was much more pronounced and
drug dose-dependent. Treatment of tumor cells with BAT and its two analogues (178a) and
(178k), at doses corresponding to their 1Cqy concentrations, resulted in a rapid (within 3h)
phosphorylation of the H2AX histone which is a typical marker of double-stranded DNA
breaks. Analysis of cell cycle progression and nuclear morphology after treatment of tumor
cells with compounds (178a) and (178k) revealed that biological action of BAT and its
tuftsin/retro-tuftsin analogs was cell-type specific. The (178a) BAT-tuftsin analogue

increased debris fraction by about 3,5-fold, compared to BAT.
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Zalacznik 1. Widmo 2D 'H NMR TOCSY i ROESY zwiazku 173f
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Zalacznik 3. Widmo 2D 'H NMR g-COESY i ROESY zwiazku 175d
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Zalacznik 4. Widmo 2D *H NMR g-COESY i ROESY zwiazku 175h
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Zalacznik 5. Chromatogram zwigzku 173a
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Zalacznik 6. Chromatogram zwiazku 173b
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Zalacznik 7. Chromatogram zwigzku 173d
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Zalacznik 9. Chromatogram zwigzku 173f
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Zalacznik 10. Chromatogram zwiazku 173g

DAD1 A, Sig=254 .8 Ref=off (K4.D)

m.
3
25 &
o “DADT B2 ZZ T mAL K4.D
mAl
20
20 1 17.5
15
12.5
5 10
75
5
10 235
300 400 500 €00 700 800 900nm
3
; i Al
é A é ;3 }3 {2 J4 min

97.03%

166



Zalacznik 11. Chromatogram zwiazku 173h
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Zalacznik 13. Chromatogram zwiazku 173k
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Zalacznik 15. Chromatogram zwiazku 174a
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Zalacznik 17. Chromatogram zwigzku 174h
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Zalacznik 19. Chromatogram zwigzku 175b
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Zalacznik 21. Chromatogram zwigzku 175e
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Zalacznik 23. Chromatogram zwigzku 175h
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