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Abstract

Diseases of the nervous system (cancer, neurodegenerative diseases) are currently the
second cause of death in developing countries. Modern medicine is expanding the range of
possible therapies by increasing the use of nanoparticles such as polymers and dendrimers. The
latter are of great interest due to their high monodispersity, well-defined synthesis methods and
practically unlimited possibilities of building complex multifunctional structures.

Research on peptide dendrimers has been carried out for years
at the Institute of Organic Chemistry of the Polish Academy of Sciences under the leadership
of Prof. Z. Lipkowska. These branched macromolecules both in terms of structure and
biological properties mimic natural peptides present in plant and animal organisms, and thus
are potential antimicrobial, anticancer compounds and can be carriers of, for example, drugs or
nucleic acids. Such constructs combining multiple beneficial properties allow the final structure
to be biocompatible and biodegradable.

The aim of my research was to design and develop a strategy for the synthesis of
nanoparticle peptide dendrons and their dimers with a "bola™ structure using a classical method
in solution or on a solid support, and studying the structure and properties of the obtained
compounds. The biological target set for the obtained nanocompounds were diseases of the

nervous system, in particular glioma cell lines.

In the first part of my research, | developed optimal synthesis conditions for peptide
dendrons functionalized with cinnamic acid derivatives or imidazole derivatives. The second
part of my research concerned the development of a proper methodology for the synthesis of
peptide dendrimers of the "bola" type having stable and degradable organic linkers in their

structure.

For selected compounds, studies and analyses of the relationship between structure and
biological activity of dendrimers have been carried out, including studies of molecular
conformation by circular dichroism, studies of antioxidant properties, studies of complexing

properties, interactions of dendrons with secondary structures (PLGA and PLL), and
cytotoxicity studies against several glioma lines.



Streszczenie

Choroby uktadu nerwowego (nowotwory, choroby neurodegeneracyjne) sa obecnie
drugg przyczyna zgondw w krajach rozwijajacych sie. Wspolczesna medycyna poszerza zakres
mozliwych terapii coraz czgsciej wykorzystujac nanoczasteczki, takie jak polimery czy
dendrymery. Te ostatnie cieszg si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na wysoka
monodyspersyjno$¢, dobrze zdefiniowane metody syntezy i praktycznie nieograniczone

mozliwo$ci budowania skomplikowanych wielofunkcyjnych struktur.

Badania nad peptydowymi dendrymerami prowadzone sg od lat w Instytucie Chemii
Organicznej PAN pod kierownictwem prof. Z. Lipkowskiej. Te rozgalgzione makroczasteczki
zarowno pod katem strukturalnym jak i wlasciwosci biologicznych nasladuja naturalne peptydy
obecne w organizmach ro$lin i zwierzat, a tym samym stanowig potencjalne zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe oraz moga by¢ nosnikami np. lekow lub
kwasoéw nukleinowych. Takie konstrukty laczace w sobie wiele korzystnych wiasciwosci

pozwalajg na nadanie ostatecznej strukturze biokompatybilnosci i biodegradowalnosci.

Prowadzone przeze mnie badania miaty na celu zaprojektowanie i opracowanie strategii
syntezy nanoczasteczkowych peptydowych dendrondéw 1 ich dimerow o strukturze ,,bola”
klasyczng metoda w roztworze badZ na nosniku stalym oraz zbadanie struktury i wlasciwosci
uzyskanych zwigzkoéw. Celem biologicznym wyznaczonym dla uzyskanych nanozwigzkow

byly choroby ukltadu nerwowego, w szczegolnosci linie komérkowe glejaka.

W pierwszej czesci badan opracowatem optymalne warunki syntezy dla peptydowych
dendron6éw sfunkcjonalizowanych pochodnymi kwasu cynamonowego lub pochodnymi
imidazolu. Druga cze$¢ moich badan dotyczyta opracowania wlasciwej metodologii syntezy
peptydowych dendrymeréw typu ,bola” posiadajacych w swojej strukturze trwale

1 degradowalne taczniki organiczne.

Dla wybranych zwigzkow przeprowadzone zostaly badania oraz analizy zalezno$ci
pomiedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng dendrymeréw, w tym badania konformacji
molekularnej metoda dichroizmu kotowego, badania wtasciwosci antyoksydacyjnych, badania
wtasnos$ci kompleksujacych, oddziatywaniadendronéw z drugorzed owymi strukturami (PLGA

1 PLL) a takze badania cytotoksycznos$ci wobec kilku linii glejaka.
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ILWSTEP LITERATUROWY
1 Dendrymery —rozgal¢zione polimery

Pierwsza publikacja dotyczaca zwigzkéw organicznych o rozgalezionej budowie
pochodzi z roku 1978, kiedy to zespot F. Voegtle przedstawit cykl nastepujacych po sobie
reakcji prowadzacy do otrzymania czgsteczki kaskadowo-rozgatezionej.[1] W roku 1985
Donald Tomalia, opisal metode syntezy dendrymeru poliamidoaminowego (tzw. PAMAM),
nazwanej pozniej ,,synteza rozbiezng”.[2] W tym czasie takze zespot George’a F. Newkome’a
opublikowat prace przedstawiajaca synteze zwigzkéw o rozgatezionej strukturze nazwanych
arborolami.[3] Od tego momentu chemia dendrymerow stala si¢ nows, intensywnie rozwijang
dziedzing. Autorem nazwy ,,dendrymer” jest uwazany za tworce nowej grupy zwigzkoéw prof.
D. Tomalia, — i pochodzi ona z potaczenia greckiego stowa ,,dendron” oznaczajgcego drzewo
ze sfowem ,,meros” oznaczajacego czes¢. W poczatkach rozwoju tej klasy zwigzkow powstato
kilka innych typow dendrymerdw, réznigcych si¢ strukturg i sposobem otrzymywania, np.
dendrymery karbosilanowe [4], fosforowe [5], polipropylenoiminowe (PPI) [6],
polisacharydowe [7], itp. Poza globalnie badanymi dendrymerami prof. Tomalii PAMAM
1 dendrymerami PPI otrzymanymi przez Frechet'a, chemia 1 zastosowania kazdej z pozostatych

grup dendrymerdw sg na ogo6t rozwijane w wielu osrodkach.

Pod wzglgdem chemicznym dendrymery s3a trojwymiarowymi polimerami
rozgalezionymi, o dobrze zdefiniowanej masie molowej i chemicznej strukturze. W budowie
dendrymeru wyrdznia si¢ trzy charakterystyczne elementy: rdzen definiujacy ilo$¢ ramion,
odchodzace od niego rozgalezione warstwy zwane generacjami, oraz powierzchni¢ zakonczong
wieloma takimi samymi lub r6znymi grupami funkcyjnymi. Do tej klasy zwiazkow naleza tez
»dendrony” o prostszej strukturze, ktora podczas syntezy rozwijana jest tylko w jednym
kierunku. Jak wida¢ na Rys. 1, cecha charakterystyczng takich czasteczek jest poliwalentnosc,
czyli mozliwos$¢ umieszczenia na powierzchni czasteczek wielu grup funkcyjnych o dowolnej
aktywnosci a takze wystepowanie wewnatrz czasteczki wolnych przestrzeni. Dlatego zwiazki
takie sg najczesciej badane pod katem wiasnosci nosnikowych dla kowalencyjnie lub
niekowalencyjnie zwigzanych czasteczek. Inng zaleta tych zwigzkéw jest praktycznie
nieograniczona liczba permutacji strukturalnych dajgca mozliwo$¢ projektowania czasteczek

pod konkretne zastosowania.



-13 -

C

Rys. 1. Charakterystyczna budowa dendronu: A, dendrymeru: B dendrymeru typu ,,bola”: C.

1.1. Metody syntezy dendrymerow

W przeciwienstwie do polimerow, dendrymery syntetyzuje si¢ wieloetapowo w sposob
kontrolowany (ang. step-by-step synthesis), co zwykle skutkuje dluzszym czasem reakcji oraz
mniejszag wydajnoscia. Z tego powodu komercyjna dostepnos¢ dendrymerodw jest ograniczona,

a koszt wytwarzania dendrymeréw w porownaniu do polimerow jest stosunkowo wysoki.[8]

Dendrymery moga by¢ otrzymywane za pomocg dwdch rdznych strategii syntetycznych
metodg zbiezng lub rozbiezng (Rys. 2.). Synteza rozbiezna dendrymeru przebiega w sposob
etapowy 1 zaczyna si¢ od wielofunkcyjnego rdzenia, ktory jest rozbudowywany kolejnymi
elementami rozgal¢ziajacymi w kierunku peryferii. W metodzie rozbieznej, liczba grup

funkcyjnych gwaltownie wzrasta wraz z liczbg generacji. Natomiast metoda zbiezna,
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w przeciwienstwie do wczesniejszej, rozpoczyna si¢ od syntezy prostszych rozgatezionych

fragmentow, tzw. dendrondéw, ktore nastepnie przytaczane sg do wielofunkcyjnego rdzenia. [9]

-
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... dalsza rozbudowa dendrymeru
Metoda rozbiezna

—_— — /
Metoda zbiezna

Rys. 2. Metodarozbiezna i zbiezna syntezy dendrymerow.

Jak pokazano na Rys. 3, syntez¢ klasycznych dendrymerow PAMAM prowadzi si¢
w dwoch powtarzajacych si¢ etapach az do uzyskania pozadanego dendrymeru. Pierwszy etap
reakcji polega na alkilowaniu pierwszorzedowych grup aminowych za pomocg estru
metylowego kwasu akrylowego (addycja Michaela). Natomiast w drugim etapie nastgpuje
reakcja amidowania grup estrowych w obecnosci nadmiaru etylenodiaminy, co prowadzi do
wytworzenia zwigzku z pierwszorzedowymi grupami aminowymi. W celu dalszego
rozgalezienia zwigzku poddaje si¢ go ponownie alkilowaniu (addycja Michaela), a nastgpnie

amidowaniu az do otrzymania pozadanej wielkosci (generacji) zwiazku (Rys. 4). [10]
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Przyktadem dendrymeru, ktory zostal otrzymany wedtug metody syntezy zbieznej jest
dendrymer polibenzyloeterowy (Rys. 5) W przypadku tej reakcji monomer stanowialkohol 3,5-
dihydroksybenzylowy, ktory w pierwszym etapie podlega alkilowaniu z bromkiem
benzylowym prowadzac do wytworzenia dendronu pierwszej generacji (pochodna benzylowa
G1). Pochodng przeksztatca si¢ w bromek z zastosowaniem CBrs i PPhs i poddaje kolejnej
reakcji z alkoholem 3,5-dihydroksybenzylowym, co prowadzi do wytworzenia dendronu

drugiej genereacji (pochodna benzylowa G2). Powtarzajac etap 1 1 2 reakcji otrzymuje si¢
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dendron czwartej generacji, ktory po polaczeniu z rdzeniem tworzy wiasciwy dendrymer

czwartej generacji. [11]
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Rys. 5. Synteza zbiezna dendrymeru polibenzyloeterowego. [11]

Pomimo ogromnego potencjalu aplikacyjnego, zastosowanie dendrymerow
w badaniach podstawowych, a tym bardziej w lecznictwie zalezy od opracowania
metodyKki ich syntezy i oczyszczania na duzg skale. Dlatego nadal najwi¢cej laboratoriow

zajmuje si¢ badaniem dostepnych komercyjnie dendrymerow PAMAM i PPI.
1.2  Dendrymery peptydowe

Liczne badania wskazuja na rosngca role dendrymerow peptydowych w kontekscie
zastosowan medycznych i diagnostycznych. Ponadto, uwaza si¢, iz preparaty oparte na
peptydach mogg stanowi¢ skuteczne i selektywne leki, w szczegdlnosci do zastosowania
W innowacyjnych terapiach nowotworowych, co zwigzane jest z ich specyficznoscia,

biodostepnoscig i niskg toksycznoscig. [12]
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Dendrymery peptydowe tworza odrebna grupe makroczasteczek peptydowych
o budowie rozgalezionej, w ktorych wigzania peptydowe tworzone s3 mi¢dzy naturalnymi lub
strukturalnie modyfikowanymi aminokwasami. Obecnie wyroznia si¢ dwa rodzaje
dendrymeréw peptydowych: a) dendrymery zlozone wylacznie z aminokwasow oraz
b) dendrymery mieszane, tj. aminokwasowo - organiczne. Mozliwo$¢ tworzenia rozgalezien
stwarzaja naturalne aminokwasy posiadajace w tancuchu bocznym grupe aminowa (lizyna,
arginina lub rzadziej wykorzystywana ornityna) lub karboksylowa (np. kwas asparaginowy,
glutaminowy, itp.). Natomiast ortogonalne podstawienia dwoch grup
aminowych/karboksylowych pozwala na stereoselektywne wprowadzenie dwoch réznych
podstawnikow co znacznie wzbogaca mozliwosci projektowania odpowiednich struktur. Jezeli
rdzeniem w takich strukturach jest ktory$ z powyzszych aminokwasow to uzywajac dobrze
znane metody chemii peptyddéw mozna dodatkowo w dogodny sposdb modyfikowac takze C-
koniec otrzymujgc zwigzki rozgalezione o strukturze dendrymerow lub dendronow. Trzeba
dodaé¢, ze otrzymywanie peptydowych dendrymeréw o dobrze zdefiniowanej strukturze i malej
llosci defektow strukturalnych jest mozliwe dzigki dobrze poznanym, wysokowydajnym
1 stereoselektywnym metodom syntezy peptydow. Jednakze, nawet w tym przypadku
prowadzenie reakcji jednocze$nie na wielu centrach jest problematyczne i zalezy od wielu

czynnikow, a przede wszystkim od zawady przestrzenne;.

Wykorzystanie dendrymerow

Poliwalentno$¢ czasteczek dendrymerow zostata dostrzezona bardzo wczesnie przez
chemikéw projektujacych nowoczesne czgsteczki dla nanomedycyny. W grupie Baker’a
powstala koncepcja kowalencyjnego dotaczenia w jednej czasteczce stosunkowo duzego
dendrymeru PAMAM 5-tej generacji (G5) funkcji terapeutycznych (Taxol), funkcji
zwigkszajacych selektywnos¢ wobec komoérek nowotworowych (reszta kwasu foliowego), oraz
markera fluorescencyjnego (izocjanian fluoresceiny, FITC). Tak utworzone czasteczki zostaty
przetestowane na szeregu nowotworowych liniach komorkowych. Jednakze, kilka lat temu
zwigzek ten nie zostal dopuszczony do etapu badan klinicznych z powodu niemoznosci
otrzymania w procesie syntezy jednoznacznie zdefiniowanej chemicznie czasteczki. Trzeba
zauwazy¢, ze przylaczenie zdefiniowanej liczby grup na powierzchni dendrymeru nie oznacza
ze wszystkie czasteczki z danej probki maja jednakowa strukturg. Tym bardziej, ze proces
przebiegal wieloetapowo i polegal na przylaczeniu trzech ré6znych podstawnikow. [13]

To jednak w grupie dendrymerow peptydowych powstaly pierwsze praktyczne

zastosowania dendrymeréw. Pokazany na Rys. 6, zbudowany na bazie dendrymeru
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poli-lizynowego zwiazek nazwany Gadomer-17 jest w chwili obecnej najmocniej typowanym
nowym zwiazkiem poprawiajacym kontrast w obrazowaniu metodami NMR. Zawiera on na
powierzchni 24 skompleksowane kationy gadolinu i pozwala na $ledzenie wpltywu

antyangiogennych zwigzkow leczniczych na proliferacje komorek nowotworowych. [14, 15]

Gadomer 17

Rys. 6. Wz6r strukturalny Gadomeru-17.

Najwyzej cytowana praca dotyczy obrazowania wptywu leku o nazwie Regorafenib na
wzrost komorek glejaka. [16]

Australijska firma Starpharma opracowala polianionowy dendrymer SPL7013,
pokazany na Rys. 7, o strukturze zawierajacej cztery biodegradowalne warstwy polilizynowe
sfunkcjonalizowane 1-(karboksymetoksy)naftaleno-3,6-disulfonianem sodu (czasteczka
przylaczona do 32 grup aminowych). Zwigzek przeszedl pomyslnie fazg badan
przedklinicznych i1 obecnie jest testowany klinicznie w postaci zelu (VivaGel) w prewencji

chordb przenoszonych droga piciowg HIV iHSV [17, 18].
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ia




-19 -

Dendrymery peptydowe zarowno pod katem strukturalnym jak i wiasciwosci
biologicznych przypominaja i1 nasladuja naturalne peptydy obecne w organizmach ro$lin
1 zwierzat, a tym samym stanowig potencjalne zwigzki przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwnowotworowe oraz mogg by¢ nosnikami np. lekéw lub kwaséw nukleinowych.
Polaczenie wlasciwosci dendrymeroéw i bioaktywnych peptyddéw moze zapewnié synergiczne
dziatanie ze wzgledu na: (1) poliwalentno$¢, ktora moze podnosi¢ efekty biologiczne
sprzezonych peptydoéw; (2) oddzialywanie z wieloma receptorami jednocze$nie; (3)
wykazywanie cech biatkopodobnych w wyniku nasladowania struktur biologicznych takich jak
sztuczne bialka. Ponadto, takie wilasciwosci pozwalaja na nadanie ostatecznej strukturze
biokompatybilnosci i biodegradowalnosci. Tak wiec, dendrymery peptydowe sa doskonatymi
kandydatami do badan biologicznych i biomedycznych. [19]

1.3  Sposoby syntezy dendrymerow peptydowych

Dendrymery peptydowe moga by¢ syntezowane zar6wno metoda zbiezng (najczesciej)
lub rozbiezng, a syntez¢ prowadzi si¢ zazwyczaj na podlozu stalym z zastosowaniem
odpowiednich Zywic oraz ortogonalnych grup zabezpieczajacych wedlug metodologii
Fmoc/tBu. Ogdlny schemat syntezy peptydow na nosniku statym przedstawia Rys. 8.
Wieloetapowa synteza peptydu przebiega od C-konca do N-konca. Kolejne aminokwasy
z aktywowanym C-koncem sg przylaczane do N-konca zakotwiczonej na zywicy sekwencji
peptydowej podczas gdy reaktywne tancuchy boczne sa tymczasowo zabezpieczone grupa
ochronng. Po reakcji sprzegania aminokwasu, zywica jest przemywana i filtrowana w celu
usuni¢cia produktow ubocznych i nadmiaru odczynnikdéw. Nastepnie w wyniku procesu
deprotekcji odblokowuje si¢ grupy aminowe peptydylozywicy poprzez usuwanie grupy
zabezpieczajacej Fmoc (9 -fluorenylmetokykarbonyl) i ponownie przemywa si¢ zywice w celu
usuni¢cia produktéw ubocznych 1 nadmiaru odczynnikéw. Do ostatniego aminokwasu
z odblokowaymi grupami -NH2 przylaczany jest kolejny C-aktywowany aminokwas. Cykl ten
jest powtarzany az do uzyskania pozadanej sekwencji peptydowej. W ostatnim etapie syntezy
zazwyczaj wszystkie grupy zabezpieczajace sa usuwane, a peptyd jest odszczepiany od zywicy.

Surowy produkt jest nastgpnie oczyszczany zwykle za pomoca HPLC. [20]



-20 -

R, o

Fmoc—H—E—C—OH + "linker"™—— P

Osadzenie pierwszego aminokwasu ‘

R, o
Ll
Fmoc—N—C—C—"linker"'— P
H H
Deprotekcja roztworem piperydyny l
R, l.‘t‘}
|
HN——C——C—"linker"— P

Dodanie zaktywowanego Fmoc-AA l

oslona grupy bocznej |—Fl2 0 R, ©
|l !
Fmoc—N—C—C—0OH + HN—C—C—"linker'— P
H H H
Tworzenie wiazania peptydowego l
ostona grupy bocznej |—R2 0 R, O
| !
Fmoc— N—C—C—N—C—C—"linker"—
H H H H P
Fowtarzajacy sie cykl deprotekcji
i tworzenia wiazania peptydowego &
osfona grupy bocznej I—Rn 0 R, 9]
Fmoc — (—NH—C—C—)—N—C—C—"linker"—| P
H n H H

Deprotekcja | odszczepienie od Zywicy &

o

R, (|:|:
|
- N—C—C—OH * “linker"— P

(]

Rn
|
H—(—N C
H H

Rys. 8. Ogoélny schemat syntezy peptydow na no$niku statym wedtug strategii Fmoc/tBu. [21]



-21 -

Synteza peptydowych dendrymeréw pomimo wielu trudnosci jest rowniez prowadzona
w roztworze, szczegdlnie gdy pozadana jest wieksza ilos¢ dendronu lub dendrymeru. Kazdy
etap syntezy peptydow metoda klasyczng jest czasochtonny, a szczego6lnie zmudny jest proces
oczyszczania zwigzkéw posrednich, gdyz w przypadku zwigzkow rozgatezionych
w mieszaninie reakcyjnej poza pozadanym zwigzkiem obecne sg trudne do oddzielenia
produkty uboczne o podobnych wiasciwosciach lub zblizonej strukturze. Czgsto oczyszczanie
zwigzku posredniego przebiega w kilku etapach z uzyciem kolumny silikazelowej, zloza
Sephadex 1/lub ostatecznie za pomocg HPLC w odpowiednio dobranym gradiencie. Co wazne,
przed przystgpieniem do kolejnego etapu kazdy zwigzek posredni powinien by¢
scharakteryzowany. Wraz ze wzrostem masy 1 rozbudowa zwigzku wydajno$¢ poszczegdlnych
etapow maleje, wydtuza si¢ czas reakcji, a procesy oczyszczania i charakteryzowania zwigzku
sg coraz trudniejsze. Niemniej, mozliwe jest otrzymanie finalnego zwigzku w ilosci od 0,5 g do

Kilku gram.

Interesujacym podejsciem wydaje si¢ rOwniez polaczenie obu wczesniej opisanych
metod, np. w celu otrzymania dendronu lub elementu znajdujacego si¢ na obrzezach
dendrymeru prowadzi si¢ syntez¢ na podlozu staltym wedlug metodologii Fmoc/tBu,
a nastepnie tak przygotowany zwiazek posredni funkcjonalizuje si¢ lub taczy w dimer stosujac
metode syntezy w roztworze wedhig metodologii Boc/tBu, co pozwala na uzyskanie

sfunkcjonalizowanego dendrymeru o pozadanych wlasno$ciach.

Dendrymery poli-L-lizynowe (PLL) bedace przedstawiciclem dendrymeréw
peptydowych byly pierwszymi zastosowanymi praktycznie do wytworzenia poliwalencyjnego
kompleksu z gadolinem o nazwie Gadomer stosowanego do poprawy rozdzielczosci
obrazowania metodami NMR [15]. Byly rowniez rdzeniem do wytwarzania zwigzkow
stanowigcych nos$niki gendéw ze wzgledu na ich doskonata kondensacje z oligonukleotydami.
[22] Do ich korzystnych cech naleza dobra biokompatybilnos¢, rozpuszczalno$¢ w wodzie,
biodegradowalno$¢ i elastycznos¢. Lizyna na obrzezach dendrymeru PLL zawiera dwie
pierwszorzedowe grupy aminowe, ktore sa czesto modyfikowane w celu uzyskania lepszych

wlasciwosci biologicznych. [23]

Co ciekawe, w 2018 ukazata si¢ migdzynarodowa publikacja zgloszenia patentowego
WO02018/154004 (zglaszajacy Astra Zeneca), w ktérej ujawniona zostala struktura
dendrymeréw PLL (Rys. 8) do zastosowan terapeutycznych, w szczeg6lno$ci w lecznictwie
nowotworow. Znanych jest rowniez wiele innych zgloszen patentowych badz przyznanych

patentow dotyczacych dendrymerdw oraz ich zastosowan, co wskazuje na ich wysoki potencjat
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aplikacyjny, komercjalizacyjny oraz zainteresowanie tymi zwigzkami ze strony firm

farmaceutycznych lub biotechnologicznych.

Rys. 9. Struktura dendrymeru ujawniona w zgloszeniu patentowym W0O2018/154004.

Oprécz dendrymerow PLL otrzymuje si¢ rowniez dendrony PLL, ktore mogg by¢
dodatkowo sfunkcjonalizowane. W publikacji Janiszewska i wsp. przedstawiono cztery
amfifilowe polilizynowe dendrony drugiej generacji, ktore uzyto do transfekcji komoérek
glejaka U87 1 C6. Syntezg dendronow przeprowadzono wykorzystujac nosnik statly tj. zywice
Rink Amide AM z obsadzeniem 0.71 mmol/g oraz stosujgc HATU jako odczynnik
sprzegajacy. [24] Struktury otrzymanych zwigzkow pokazano na Rys. 10.
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HN

Rys. 10. Struktury amfifilowych polilizynowych dendronow drugiej generacji. [24]

Poza wspomnianymi dendrymerami PLL otrzymuje si¢ rdwniez inne typy

zmodyfikowanych dendrymerow peptydowych w polaczeniu z innymi czasteczkami np.

lipidami [25] czy cukrami [26], a nawet z przeciwciatami. [27]

W publikacji Thissa N. Siriwardena i wsp., autorzy przeprowadzili syntezg

dendrymeréw peptydowych drugiej generacji (G2) zawierajacych tancuch kwasu thuszczowego

w rdzeniu dendrymeru, ktore skutecznie zabijaja bakterie Gram-ujemne, w tym Pseudomonas

aeruginosa i Acinetobacter baumannii, dwie najbardziej problematyczne bakterie lekooporne

na $wiecie. Synteza dendrymeréw byla prowadzona na nos$niku stalym z zastosowaniem

zywicy Tentagel S-RAM o stopniu obsadzenia 0,2 mmol/g wedtug standardowej metodologii

Fmoc/tBu. [28]
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Rys. 11. Synteza dendrymeru peptydowego zawierajacego kwas tluszczowy; a) SPPS,
b) Pd(PPhs)4, PhSIH3 w DCM, nastepnie kwas dekanowy, HOBt, DIC, DIPEA, ¢) 20% TFA w
DMF, odszczepianie od zywicy za pomoca TFA i oczyszczanie przy zastosowaniu HPLC. [28]
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1.4 Koncepcja nieciaglego farmakoforu w zastosowaniu do projektowania
biologicznie aktywnych dendrymerow peptydowych

W roku 2007 powstata w naszym zespole koncepcja ,,niesekwencyjnego farmakoforu”,
ktora zaklada, ze na powierzchni i w drzewie dendrymeru mozna generowac aktywne

biologicznie struktury drugorzedowe liniowych peptydow o réznych wiasnosciach [29].

NH. <

Rys. 12. Graficzne przedstawienie ciaglego i ,,niesekwencyjnego farmakoforu”.

W szczegodlnosci, dotyczy to mozliwosci generowania struktur drugorzedowych z naturalnych
peptydéw w ktorych sekwencji istnieja wielokrotne powtorzenia jednego aminokwasu.
Wielokrotne kopie tego aminokwasu wystepujace na powierzchni dendrymeru moglyby
znajdowac si¢ w takiej stereochemicznej relacji jak w aktywnychbiologicznie drugorzedowych
strukturach liniowego peptydu. Mozna takze za pomocg dendrymeru zaprojektowa¢ mimikre
pewnych cech ogolnych czasteczek, np. ich amfiflowos¢, kationowosé, itp. Takie zatozenia
byly podstawa do zaprojektowania kilku grup amfifilowych zwiazkéw o charakterze peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych. Pomocne w tym procesie byly liczne prace nad charakterystyka
strukturalng i aktywnoscig biologiczng naturalnych peptydow prowadzone przez wiele grup na
swiecie. Wykorzystanie tej wiedzy pomoglo nam na eksperymentalne dobranie struktury
drzewa dendrymeru, optymalnej do niespecyficznego oddzialywania z membrang
drobnoustrojow co jest podstawa aktywnosci naturalnych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych. Aby zapewni¢ unikalno$¢ oraz przewidywang ochron¢ patentowa
projektowanych zwigzkéw punktem wyjscia byta modyfikacja wyjSciowego aminokwasu

w kierunku zwigkszania ilosci rozgalgzien co pokazano na Rys. 13.
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Rys. 13. Przyklad syntezy nowych rdzeni z zasadowych aminokwasdéw. Synteza rdzeni:
heksachlorowodorkow N, N -bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylokarbonylo}amidow L-lizyny
(i) DCC/HOBL, EtsN, DMF, 48 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAC.

Otrzymano kilka grup roznych strukturalnie dendrymerycznych peptydow, ktore w zaleznosc
od struktury wykazywaty albo szerokie spektrum dziatania na drobnoustroje Gram-dodatnie,
Gram-ujemne 1 grzyby albo selektywno$¢ wobec szpitalnych odpornych na antybiotyki
szczepow Gram-ujemnym E. coli [30] czy grzybow z gatunku Candida. [31, 32]

Ich cechg wspolng byla strukturalna amfifilowos$¢ i rozlokowanie w réznych punktach
dendrymeru kationowych grup. Réwnolegle prowadzone prace nad mechanizmem ich dziatania
pokazaly, ze poza niespecyficznym oddziatywaniem z membranami komorek drobnoustrojow
wykazuja takze mechanizmy inhibitorowe np. blokujace budoweg $cian komoérek Iub
zmniejszajace wirulencje.[32]

Ostatnie szerokie badania zaleznos$ci sekwencji naturalnych peptydow od ich
réznorodnych zadan w organizmach zywych zwrocily naszg uwage na naturalne peptydy
aktywne wobec komorek nowotworowych uktadu nerwowego, przede wszystkim glejaka.
Nowotwory mozgu sa prawdziwa plaga XXI wieku. W przypadku glejaka rokowania przezycia
od momentu diagnozy sa na poziomie ponizej roku. Sklada si¢ na to bariera krew-moézg
zmniejszajaca liczb¢ dostgpnych farmaceutykéw do dwoch, szybkie powstawanie
lekoopornosci, a takze duza inwazyjnos¢ tego nowotworu. Dostepne terapie to kombinacja

chirurgii, chemoterapii z uzyciem temozolomidu i karmuzyny i radioterapii. Dlatego wciaz
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poszukuje si¢ nowych lekéw 1 nowych strategii leczniczych. Jednym z podejs¢ nad ktérymi
pracuje wiele laboratoriéw to terapia genowa [33].

W swojej pracy postanowitem skoncentrowaé si¢ na dwoch aspektach - wykorzystanie
koncepcji  niecigglego farmakoforu do zaprojektowania rozgalezionych zwigzkow
peptydowych o takiej strukturze aby byly aktywne przeciw glejakom oraz zbadanie czy mozna
je uzy¢ jako no$niki lekow (terapia konwencjonalna) lub fragmentu leczniczego siRNA (terapia

genowa).
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2. Dendrymery typu ,,bola”

Dendrymery typu ,,bola” sg to dimeryczne ukfady, w ktoérych dwa sfunkcjonalizowane
fragmenty (,,glowy”) s3a polagczone ze sobg odpowiednim organicznym, na ogot
hydrofobowym, trwatym lub biodegradowalnym tacznikem (Rys. 14). W naturze, podobny typ
architektury mozna znalez¢ glownie w blonach niektorych rodzajow ekstremofilnych

archaebakterii. W tym przypadku zwigzki bolaamfifilowe zapewniaja lepsza stabilno$¢

fosfolipidowej membrany w trudnych warunkach zewnetrznych. [34,35].

W ub ~‘“@l'ﬂ{‘wl

material
genetyczny N
llyignglcl)i‘iowy Fraafigit
‘ hydrofilowy

Rys 14. Dendrymer typu ,bola” oraz mozliwo$¢ stworzenia przez niego kompleksu z

materialem genetycznym lub lekiem.

Poczatkowo, uklady typu ,bola” pojawily si¢ w literaturze naukowej jako
supramolekularne kompleksy zwiazkow o amfifilowej strukturze, np. pomiedzy liniowymi
czasteczkami a cyklicznymi uktadami typu kaliksarenow [36, 37] czy eterow koronowych (np.
rotaksany). [38]

Dzigki  amfifilowym skladnikom, po utworzeniu supramolekularnej  struktury
z wykorzystaniem oddzialywan jonowych, mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych,
oddziatywan hydrofobowych lub typu pi-pi, itp., uklady ,bola” moga ulega¢ dalszej
samoorganizacji tworzac znane w biologii molekularnej mono- i poliwarstwy (obecne np. w
strukturach komorkowych), micele, uktady ciektokrystaliczne, itp. To wlasnie dzieki zdolnosci
do mimikry znanych z natury superstruktur zwiazki takie ciesza si¢ duzym zainteresowaniem.

W naukach medycznych dendrymery typu ,bola” byly badane jako potencjalne
nanono$niki lekéw lub materialu genetycznego. Ponadto odkryto, ze taka unikalna struktura
poprawia stabilno$¢ tworzonych kompleksow oraz wydajnos¢ transfekcji tj. procesu

wprowadzenia obcego DNA lub RNA do komorki eukariotyczne;j. [38]
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Pomimo faktu, ze wedtug Web of Science w ostatnich 10-ciu latach ilos¢ cytowan prac
ze stowem ,,bola” systematycznie ro$nie, obecnie w literaturze naukowej pojawia si¢ niewiele
doniesien o nowych dendrymerach typu ,bola”. Giéwnie dlatego, ze w literaturze
,dendrymerowej”’, zwiazki takie definiowane sg jako ,,dendrymery typu Janus”. Taka
architektura czasteczki polega na umieszczeniu najczesciej dwoch roéznych strukturalnie
1 r6znie sfunkcjonalizowanych dendronéw po dwdch stronach najczesciej krotkiego facznika.
Zwigksza to mozliwosci wprowad zenia roznych grup funkcyjnych do tych juz polifunkcyjnych
czasteczek. Ideg ta pokazuje pierwsza praca norweskich autorow, ktora ukazata si¢ w roku
2004. [39]

S bg:x L @
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Rys. 15. Bis-funkcjonalne dendrymery Janus. [39]

Interesujace jest, ze powyzsze stosunkowo niewielkie czasteczki z krotkim facznikiem
otrzymane przez kombinacje metody rozbieznej 1 zbieznej z zastosowaniem ortogonalnych
grup zabezpieczajacych otrzymano ze stosunkowo duzymi jak na zwiagzki dendrymeryczne
wydajnosciami (ok. 60 %). Jak pokazaly wczesne prace pochodzace z grupy Virgila Percec’a
[40,41,42], a nastepnie J.P. Majoral’a [43] wykorzystanie architektury ,.bola” pozwala na
otrzymanie amfifilowych struktur do generowania supramolekularnie zwigzanych
superstruktur o ciekawych wlasnos$ciach fizykochemicznych co daje mozliwosci ich

wykorzystania w chemii materialowej lub nanomedycynie.

Pierwsza praca w ktorej opisano syntezg¢ liniowo-dendrytycznych makroczasteczek typu
,bola” czwartej generacji z wykorzystaniem wysokowydajnej metody rozbieznej pochodzi
z 2006 roku. [44] Prezentowane makroczasteczki skladajg si¢ z nieimmunogennego rdzenia -

liniowego poliglikolu etylenowego oraz dendronéw powstatych z kwasu bursztynowego



i glicerolu potaczonych wigzaniami estrowymi w architekturze triblokowej (Rys. 16). Jako
element rozgaleziajacy stosowano bezwodnik monoestru kwasu bursztynowego, a reakcje
sprzegania prowadzono za pomocg DCC w obecnosci DMAP i DCM. Autorzy szczegdlowo
scharakteryzowali otrzymane zwigzki oraz monitorowali postep przebiegajacych reakcji

za pomocg MALDI-TOF, SEC oraz NMR, a ponadto przeprowadzili badania toksycznosci
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komoérkowej na komoérkach srédbtonka ludzkiej zyly pepowinowe;.
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Rys. 16. Struktura dendrymeru zbudowanego z liniowego poliglikolu etylenowego
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oraz dendrondéw powstatych z kwasu bursztynowego i glicerolu. [44]

Natomiast pierwsza publikacja traktujgca o potencjalnym zastosowaniu amfifilowego
zwiazku taczacego w sobie zarowno korzystne wilasciwosci dendronu PAMAM jak 1 grupy
lipidowej, do efektywnego dostarczania matego interferujacego RNA - SiRNA i wyciszania
odpowiadajagcego mu genu in Vvitro i in vivo pochodzi z 2012 roku. [45] Autorzy otrzymali
amfifilowy zwigzek posiadajacy hydrofobowy tancuch alkilowy i hydrofilowy dendron
PAMAM z siedmioma trzeciorzgdowymi aminami we wnetrzu 1 o$mioma aminami
pierwszorzedowymi na koncach, ktory taczy w sobie korzystne cechy podjednostek lipidowych
i dendrymerowych (Rys. 17). Taka struktura umozliwia utworzenie enzymatycznie trwalego
kompleksu z odpowiednim fragmentem siRNA (HSP 27 siRNA), dostarczenie go do komorki,

a nastepnie uwolnienie kwasu nukleinowego z silnym efektem wyciszenia genoéw

odpowiedzialnych za proliferacje in vitro oraz in vivo w modelu raka prostaty.
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Rys. 17. Amfifilowy zwigzek zbudowany z dendronu PAMAM i hydrofobowej grupy
lipidowej. [45]

Zespot kierowany przez L. Peng w artykule z 2016 r. [46] przedstawil fluorowany
amfifilowy dendrymer typu ,,bol”a zaprojektowany jako redox-czuty nosnik SiRNA (Rys. 18).
Wysoki poziom reaktywnych form tlenu (ROS - ang. Reaxcitve Oxygen Species),
charakterystyczny dla wielu komoérek nowotworowych jest tutaj czynnikiem degradujagcym
kompleks w komorce. Otrzymany amfifilowy dendrymer ,,bola” posiada wrazliwag na ROS
grupe tioacetalowa, ktora znajduje si¢ w centralnym hydrofobowym rdzeniu czasteczki oraz
dwa kationowe dendrony typu PAMAM na koncach. Nosnik tworzy niekowalencyjny
kompleks z ujemnic natadowanym SIRNA, chroni kwas nukleinowy przed enzymami
trawigcymi oraz przenosi go selektywnie do komorki nowotworowej. W komorce
nowotworowej no$nik jest efektywnie rozkladany na fragmenty, a kwas nukleinowy jest
uwalniany. Na uwage zashiguje réwniez obecno$¢ znacznikéw fluorowych wewnatrz tego
dendrymeru, co umozliwia $ledzenie procesu tworzenia i rozkladu kompleksu przy uzyciu
technik 1°F NMR. Wrazliwo$¢ dendrymeru na ROS zwigksza wydajno$¢ rozkladu kompleksu
siRNA/mosnik w komodrkach nowotworowych, a tym samym umozliwia efektywne
dostarczanie siRNA i wyciszanie genow. Opracowany zwiazek korzysta z potaczonych zalet
wektorow lipidowych 1 dendrymerowych, a takze oferuje unikalng mozliwo$¢ osiggniecia
kontrolowanego uwalniania siRNA w celu efektywnego wyciszania genow w komorkach
nowotworowych poprzez wykorzystanie wysokiego poziomu wewnatrzkoméorkowych ROS.

Przedstawione wyniki wskazuja roéwniez na mozliwos¢ projektowania fluorowanych
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dendrymeréw oraz wykorzystanie ich zarowno do wykrywania nowotwordéw jak i leczenia

choréb nowotworowych.
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Rys. 18. Struktura fluorowanego amfifilowego dendrymeru typu ,,bola”. [46]

W publikacji Hanxiang Zeng i wsp. [47] przedstawiono peptydowe dendrymery typu
,bola” zawierajace w swojej budowie hydrofobowy tancuch oraz dendrony 1-szej, 2-giej oraz
3-ciej generacji zbudowane z lizyny 1 sfunkcjonalizowane w 75 % mol histydyna (His) 125 %
mol tryptofanem (Trp) (Rys. 19). Dodatnio naladowane dendrony zapewnialy efektywne
oddziatywanie zwigzku z siRNA oraz tworzenie kompleksu. Wszystkie czasteczki zostaty
zsyntetyzowane wedtug klasycznej metody syntezy peptyddéw w roztworze. Autorzy poprzez
systematyczng zmian¢ kilku parametréw molekularnych, takich jak dlugo$¢, geometria
i charakter chemiczny rdzenia badali réznorodne rdzenie hydrofobowe np. zawierajace
w strukturze parzystg liczb¢ grup CHz, grupy CF2, mostki polietylenowe lub 1,2,3-triazol.
Finalne zwiazki posiadaty w swojej strukturze rowniez mostki disiarczkowe, ktore zapewniaja
rozpad kompleksow w warunkach redoks. W wyniku pordwnania zwigzkéw
monoamfifilowych i bolaamfifilowych pod katem aktywnos$ci wyciszania genow w komorkach
fibroblastow NIH 3T3 z wykorzystaniem zielonej fluorescencji naturalnego biatka GFP jako
markera fluorescencyjnego oraz na podstawie uzyskanych w pracy danych eksperymentalnych,
przeprowadzono analiz¢ zaleznosci wydajnosci dostarczania siRNA od struktury zwigzku.
Okazalo si¢ ze, w porownaniu z badanymi zwigzkami monoamfifilowymi, wszystkie
bolaamfifile drugiej generacji (G2) o podobnej dlugosci wykazaly silniejsze wigzanie siRNA,
zmniejszong cytotoksycznos¢ 1 znacznie zwigkszong wydajnos¢ transfekcji. Ponadto,
zaobserwowano, ze wielko§¢ kationowego dendronu ma istotny wplyw na morfologi¢
1 aktywnos$¢ biologiczng kompleksow. Obydwa kompleksy siRNA utworzone z tacznikiem Cis

— dendrymer ,bola” drugiej generacji z tacznikiem Cais, jak i dendrymer ,bola” trzeciej
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generacji z acznikiem Ci1s wykazaly znaczacy wychwytkomorkowy, przy czym dendrymer G2
wykazywatl wyzsza wydajnos$¢ transfekcji. Mozna to intuicyjnie przypisa¢ wigkszej stabilnosci
1 mniejszym rozmiarom kompleksow z ,,glowa” nizszej generacji (G2). Co cickawe, dendrymer
,bola” drugiej generacji z tacznikiem Cisg i fluorowana pochodna dendrymeru (bola-F10-G2)
wykazywaly 20-40 razy wyzsza wydajno$¢ transfekcji niz lipofektamina. Lipofektamina jest to
stosowany w biologii molekularnej odczynnik do transfekcji, ktéry zawiera podjednostki
lipidowe, ktore w srodowisku wodnymmoga tworzy¢ liposomy. Ponadto, zastosowanie rdzenia
fluoroweglowego, w przeciwienstwie do weglowodorowego, znacznie zwiekszylo zar6wno
skuteczno$¢ transfekcji, jak 1 stabilno$¢ kompleksow w surowicy, co sugeruje, ze dalsze

badania nad no$nikami opartymi na fluoroweglach moga okazac¢ si¢ szczegdlnie korzystne.
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Rys. 19. Peptydowe dendrymery typu ,,bola” przedstawione w publikacji Hanxiang Zeng i wsp.
[47]

Najwazniejszy wniosek wynikajacy z powyzszej pracy to zrozumienie, iz unikalna
struktura zwigzkow bolaamfifilowych jest kluczowym czynnikiem wplywajacym na
stabilnosci kompleksu z siRNA, niskg cytotoksyczno$é, aktywnos¢ hemolityczng oraz

wysoka wydajnos¢ transfekcji i poziom wyciszenia genu.

W publikacji Alexander C. Eldredge i wsp. [48] autorzy poszukujac nosnikéw do
wydajnej transfekcji siRNA przedstawili sposdéb syntezy nowych bolaamfifilowych
peptydowych dendrymeréw 0 czterech ramionach, poprzez skonstruowanie biblioteki 12
dipeptydow z wykorzystaniem czterech aminokwaséw: L-argininy, L-histydyny, L-lizyny i L-

tryptofanu (Rys. 20). W kolejnym etapie zostaly one przylaczone do dwodch dendrytycznych
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rusztowan bolaamfifilowych. Te cztery aminokwasy zostaly wybrane ze wzgledu na swoje
szczegblne wiasciwosci — Arg 1 Lys dostarczaja tadunki dodatnie niezbedne do wiazania
z anionowym siRNA, His ma zdolno$¢ do zwigkszania w jadrze ilo$ci transportowanego siRNA
poprzez zwigkszony roztad endosomu. Natomiast Trp moze odgrywaé krytyczng role
w wigzaniu siRNA w wyniku interkalacji pierscienia indolowego Trp pomie¢dzy pary zasad
w siRNA. Syntezy prowadzone byly wedlug klasycznej metodologii syntezy peptydow
w roztworze, a jako odczynnik sprzegajacy stosowano PyBOP (heksafluorofosfonian
(benzotriazol-1-iloksy) tripirolidynofosfoniowy). Uzyskane zwiazki zostaly zbadane pod
katem dostarczania siRNA in vitro w komodrkach HEK-293 i HelLa. Bolaamfifile
funkcjonalizowane dipeptydami zawierajacymi Arg lub His byly najbardziej efektywne
w dostarczaniu SiRNA in vitro, Arg zapewniata dodatkowy tadunek dodatni, co zwigkszato
trwalo$¢ kompleksu z siRNA i1 zarazem wychwyt komorkowy, a His ulatwiala ucieczke

endosomalng majac tym samym korzystny wptyw na proces wyciszania genu.
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Rys. 20. Stuktura bolaamfifilowych peptydowych dendrymerow o czterech ramionach.[48]
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3. Dendrymery jako nanonosniki

Choroby nowotworowe stanowia druga przyczyne zgondéw na S$wiecie. Pomimo
znacznego postepu w dziedzinie medycyny i biotechnologii, obecne terapie nowotworéw
sa niewystarczajace. Nadal poszukuje si¢ skutecznych i mato inwazyjnych sposobow leczenia.
Terapie oparte na inteligentnym dostarczaniu lekéw lub krotkich fragmentéw siRNA (zwana
terapig genowa) stanowi obecnie jeden z najnowoczesniejszych i najciekawszych kierunkow

badan w nanomedycynie.

Poczatkowo wigzano duze nadzieje z no$nikami wirusowymi (adenowirusy), jednak
okazaly si¢ one kandydatami o matym bezpieczenstwie 1 duzymryzyku ze wzgledu na znaczng
immunogenno$¢ oraz wywotywanie wielu skutkow ubocznych. Biorac pod uwage powyzsze,
powstala opinia, ze wirusy nalezy zatem zastagpi¢ syntetycznymi nanoczasteczkami zdolnymi
do transportowania lekow lub materialu genetycznego. Oczekuje si¢, ze oparte na
nanotechnologii nowe techniki dostarczania lekow przyniosa postep w leczeniu chordb
nowotworowych  poprzez  zwigkszenie skuteczno$ci  juz  znanych lekow
przeciwnowotworowych, przezwyciezenie lekoopornosci i zmniejszenie toksycznosci lekow.

Dendrymery, bioragc pod uwage ich unikalne wilasciwos$ci (trojwymiarowa struktura,
poliwalentno$¢ oraz mozliwo$¢ wprowadzania réznych ugrupowan) sa wigc odpowiednimi
zwigzkami do zastosowania jako nanoczasteczki do dostarczania lekow lub materiatu
genetycznego. Ponadto, dendrymery o matych rozmiarach mogg wnikaé¢ glebiej i uzyskac
bardziej rozlegla dystrybucje tkankowa niz nanoczastki o konwencjonalnej wielkosci (ok. 100
nm).[49]

Co wigcej, lek moze zostaé przylaczony do dendrymeru na 3 r6zne sposoby (Rys. 21):
1) za pomoca wigzan kowalencyjnych,

2) w wyniku oddziatywan elektrostatycznych lub

3) poprzez enkapsulacje.



-36-

lek

1 2 3
Rys. 21.Sposoby przyltaczenia leku do dendrymeru typu ,,bola”.
Wybor struktury lek-dendrymer jest uzalezniony od wiasciwosci leku oraz rodzaju

zmian patologicznych.

Glejaki s3 jednymi z najbardziej agresywnych i trudnych do leczenia nowotworéw
ztosliwych u ludzi, ktore charakteryzuje szybka proliferacja i duza inwazyjnos¢. Jednoczesnie
brakuje odpowiednich lekow, stad skutecznos¢ konwencjonalnych chemioterapii glejaka jest
stosunkowo niska badZz wiaze si¢ z wieloma efektami ubocznymi. Istnieje wigc potrzeba
opracowania nowych 1 skutecznych rozwigzan terapeutycznych, ktore beda takze bezpieczne

dla pacjentow.

Temozolomid (TMZ) to nieaktywny farmakologicznie prolek o wiasciwosciach
alikilujacych (metylacja DNA), ktory przekracza bariere krew mozg (ang. blood-brain barier -
BBB) po podaniu doustnym. W ukfadzie naczyniowym w fizjologicznym pH ulega on
szybkiemu przeksztalceniu do aktywnego metabolitu o dziataniu przeciwnowotworowym.[50]
Ten lek wykazal szerokie spektrum dzialania przeciwnowotworowego wobec glejaka,
nawracajacego  glejaka  wielopostaciowego, zaawansowanego czerniaka  zlosliwego
i dziecigcych guzow litych.[51] W Stanach Zjednoczonych, jest to farmaceutyk zalecany jako

chemioterapeutyk pierwszego rzutu w leczeniu glejakow zlosliwych (np. glejak

wielopostaciowy, gwiazdziak anaplastyczny). [52]
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Rys. 22. Wzo6r temozolomidu 1 jego metabolitu o dziataniu przeciwnowotworowym.
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Niestety, pomimo pozadanego dzialania przeciwnowotworowego wobec glejakow,
TMZ jest wysoce cytotoksyczny i wykazuje szereg dzialan niepozadanych, w tym moze
wykazywaé dziatlanie mutagenne, a takze przyczynia¢ si¢ do wystgpienia wtornych
nowotwordéw. Dlatego niezwykle istotne jest opracowanie odpowiednich nosnikow dla tego

rodzaju lekow.

W literaturze mozna znalez¢ publikacje na temat potencjalnego zastosowania réznych
dendrymeréw do celowego dostarczania lekow (np. doksorubicyny, docetakselu, paclitakselu)
do nowotwordw, w tym np. nowotwordw mozgu. Istniejace artykuly dotycza najczescie]
dendrymeréw PAMAM ze wzgleduna ich powszechno$¢, dobrze przebadane wiasciwos$ci oraz
dobrze opracowane strategie syntezy. Poza publikacjag Ugir Hossain Sk i wsp., nadal brakuje
rzetelnych danych na temat uktadéw dendrymer/temozolomid. W publikacji tej przedstawiono
dendrymer PAMAM, ktory autorzy poddali sprzeganiu z TMZ otrzymujac koniugat
dendrymer-temozolomid. Koniugat zostat przebadany wobec chtoniaka u myszy i stwierdzono,
1Z znaczaco zmniejsza ON wzrost guzow litych 1 zwieksza dtugos¢ zycia, podczas gdy
u nieleczonych myszy rozwijaly si¢ rozlegle przerzuty doprowadzajace do $mierci. [53]

Probowano otrzyma¢ niekowalencyjne potaczenia temozolomidu, tzn. kompleksowac
go z polilaktydo-glikolidem (PLGA) [54], nanoliposomami polimerowymi [55] czy tez
z chitosanem i cyklodekstryng [56]. W publikacji Sarah M. Ward i wsp. [57] opisano seri¢
koniugatow polimer-temozolomid na bazie 2-metakryloiloksyetylofosforylocholiny (MPC).
Koniugaty te wykazywaly zwigkszong stabilno$¢ hydrolityczng w poroéwnaniu do wolnego
TMZ oraz cytotoksyczno$¢ wobec testowych komorek US7MG.

Warto zauwazy¢, iz obecnie trwajg prace prowadzone przez firme¢ Starpharma nad
koniugatem dendrymeru PLL i docetakselu (DEP®) o duzym potencjale komercjalizacyjnym.
Badania przedkliniczne wykazaly, ze koniugat osiggnat znaczaco lepsze efekty cytotoksyczne
w wielu typach nowotwordw w poréwnaniu do samego leku sprzedawanego pod nazwa
handlowg Taxotere®. Docetaksel to chemioterapeutyk, ktory wykazuje dzialanie cytostatyczne
poprzez hamowanie podzialdw komorkowych. Niestety stosowanie tego leku wigze si¢ z
ryzykiem wystgpienia dziatan niepozadanych, szczegolnie w przypadku tkanek prawidtowych
o czestych podziatach komorkowych (np. wytwarzajacy biate ciatka krwi szpik kostny). [58]

Sarin 1 wsp. opisali wieloskladnikowy koniugat skfadajacy si¢ z gadolinu,
skompleksowanego kwasem dietylotriaminopentaoctowym (DTPA) oraz dendrymeru G5
PAMAM potaczonego z doksorubicyng (DOX) do zastosowania jako teranostyk (jednoczesnie

lek 1 zwigzek diagnostyczny) w leczeniu nowotworéw mozgu. Wykazano, ze ten koniugat



-38-

o wymiarach od 7 do 10 nm, przekracza barier¢ krew/mo6zg i moze dostarczaé terapeutyczne
stezenia DOX do pojedynczych komodrek guza moézgu. Wyniki wskazuja, ze w przypadku
hamowania wzrostu glejaka RG-2, pojedyncza dawka koniugatu byla znaczaco bardziej

efektywna niz sama DOX w rownowaznej dawce. [59]

Majac na uwadze powyzsze nalezy uznaé, iz peptydowe dendrymery typu ,,bola”
stanowiace przedmiot rozprawy doktorskiej wpisuja si¢ w aktualny kierunek badan nad
poszukiwaniem nowych narzedzi do efektywnego dostarczania lekéw o dzialaniu

przeciwnowotworowym.

Dendrymery jako nosniki materiatu genetycznego

Terapia genowa polega na wprowadzeniu obcego materiatu genetycznego (DNA lub
RNA) do komorek, w celu uzyskania okreslonego efektu np. usunigcia szkodliwych dla
organizmu skutkéw mutacji. Gléwne cele terapii genowej to kompensacja defektu
genetycznego, korekta mutacji punktowych lub genowych, inaktywacja wybranych genow,
eliminacja nieprawidtlowych komdrek, nadanie komdérkom nowych cech fenotypowych.

Efektywne dostarczenie materiatu genetycznego (lub leku) wymaga obecnosci nosnika,
ktory zmniejszy identyfikacje/rozpoznanie powstalego kompleksu material genetyczny/nosnik
przez zewnatrzkomorkowy uktad enzymatyczny, przetransportuje material genetyczny przez
membrang do wnetrza komorki 1 finalnie uwolni w cytoplazmie w postaci dostepnej do
oddziatywan (Rys. 23).[60] Kompleks powinien by¢ membrano-aktywny, a nos$nik bezpieczny
i nietoksyczny. Bardzo dobrymi kandydatamido realizacji tego celu sa dendrymery i dendrony,

ktore tworzac kompleksy z kwasami nukleinowymi neutralizujg ich ujemny tadunek.

Pre
| mRNA

cytoplazma ; ;
}% /
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¥ {

biatko
Nosnik +siRNA=kompleks

Rys. 23. Proces transfekcji i wyciszania gendw z uzyciem nanonosnika.
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Pierwszymi kationowymi czasteczkami badanymi pod katem terapii genowej byly
niskotoksyczne i biokompatybilne dendrymery polilizynowe. [22] Anionowe reszty
fosforanowe kwasu nukleinowego 1 grupy aminowe lizyn, poprzez oddzialywania
elektrostatyczne 1 tworzenie wigzan wodorowych, tworzg supramolekularne kompleksy
(dendrypleksy), zawierajace kwas nukleinowy (DNA, RNA [Iub antysensowne
oligonukleotydy). Wiasciwosci takiego kompleksu zaleza gltéwnie od stosunku
stechiometrycznego obydwu skladnikow (dendrymeru i materialu genetycznego), ustalonego
jako proporcja azotu (N) do fosforu (P) i okreslanego jako tzw. N/P. [61]

Kolejnym przykladem nanonosnikéw sa amfifilowe polilizynowe dendrony drugiej
generacji przedstawione w publikacji Janiszewska i wsp., ktére uzyto do transfekcji komoérek
glejaka U871 C6. Otrzymane zwiagzki wykazujg duzg selektywnos$¢ i sg toksyczne dla komorek
glejaka, ale co istotne nie uszkadzajg astrocytow i neuronéw dzielagcych anatomicznie t¢ samg
przestrzen w mozgu co nowotwor. [24]

W roku 2015 grupa Muioz-Ferndndez zbadata mozliwo$¢ wykorzystania
karbosilanowego dendrymeru drugiej generacji do dostarczania materialu genetycznego
do astrocytow zainfekowanych wirusem HIV-1. [62] Kationowy dendrymer kompleksowano
ze specyficznym siRNA (male interferujace RNA) wyciszajagcym ekspresje¢ HIV -1 Nef, genu
odpowiedzialnego za wiremi¢ HIV-1. Zwigzek przechodzil poprzez barier¢ krew-modzg i byt
wychwytywany przez astrocyty. Komorki astrocytow ludzkich poddane dziataniu
dendrypleksu wykazywaty wysoka skuteczno$¢ wyciszania Nef, zmniejszajac znacznie ilos¢

czasteczek wirusa w komorkach.

W przypadku dendrymerdéw typu ,,bola” nadal istnieje zbyt mato danych. Jedynie kilka
publikacji traktuje 0 wykorzystaniu tych dendrymeréw jako nanonos$nikow do transportu

materialu genetycznego, co zostalo omoéwione w rozdziale 2. [46-49]

Terapia genowa jest innowacyjnym rozwigzaniem. Nalezy podkresli¢ jednak, iz
do zastosowania terapii genowej w praktyce sa niezbedne nosniki spelniajgce wysokie
wymagania farmakodynamiczne. Chociaz niektore nosniki wykazuja wysoka wydajnosé
transfekcji, duzym problemem pozostaje znaczna toksyczno$¢ po ich systemowym podaniu
do organizmu. Ten powdd oraz inne wady, takie jak niepozadane efekty uboczne, niska
biodostgpnos¢ czy degradacja enzymatyczna nos$nika sprawiaja, ze wiele potencjalnych
zwigzkOw nie zostaje dopuszczonych do zaawansowanych badan klinicznych.

Dlatego tak wazne jest opracowanie inteligentnych, mniej toksycznych czasteczek.
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Dendrymery, a w szczegélnosci dendrymery typu ,,bola” stanowig potencjalnic doskonaty
przyktad nanono$nikéw do dostarczania do komorek docelowych lekéw czy materiatu
genetycznego 1 mogg by¢ starannie zaprojektowane poprzez skumulowanie w jednej strukturze
korzystnych fragmentoéw. Pozwala to na stosowanie mniejszych dawek lekow, z mniejszymi

efektami ubocznymi.
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4. Dendrymery i choroby ukladu nerwowego

Uktad nerwowy jest niezwykle zlozonym i skomplikowanym systemem, ktory reguluje
1 koordynuje czynnosci organizmu. Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) kontroluje wigkszos¢
funkcji ciata 1 umyshu, sktada si¢ on z mézgu i rdzenia kregowego. Wiele narzadow i tkanek
w organizmie moze powroci¢ do prawidlowego stanu po urazie badz chorobie, jednak
w przypadku komorek osrodkowego uktadu nerwowego, ktére sg wysoce wyspecjalizowane
oraz niec mogg si¢ dzieli¢ i tworzy¢ nowych komoérek powrdt do zdrowia staje si¢ znacznie
trudniejszy. Choroby uktadu nerwowego spowodowane np. infekcjami, urazami, nowotorem
lub neurodegeneracja stanowig znaczne obcigzenie spoteczne, a pomimo wielu badan i odkry¢
w tym zakresie nadal brakuje skutecznych terapii. Co wiecej, w wigkszosci przypadkow,
obecne metody leczenia s3 po prostu niewystarczajace, aby wplyna¢ na postep choroby

czy tez ztagodzi¢ objawy i oznaki uszkodzenia lub degeneracji mézgu. [63,64]

Zaburzenia ukfadu nerwowego mogg obejmowac: zaburzenia naczyniowe (udar mozgu,
krwotok podpajeczynowkowy, krwotok podtwardowkowy), zakazenia (zapalenie opon
mozgowych, zapalenie moézgu, polio) guzy moézgu lub rdzenia krggowego, neuropati¢
obwodowa 1 zaburzenia czynnosSciowe (epilepsja 1 nerwobole) czy tez choroby
neurodegeneracyjne (choroba Parkinsona, stwardnienie rozsiane, stwardnienie zanikowe

boczne (ALS), plasawica Huntingtona i choroba Alzheimera).

Glownym wyzwaniem podczas leczenia chorob OUN jest transport $rodkow
terapeutycznych lub obrazowych §rodkéw kontrastowych do uktadu nerwowego i zachowanie
zdolnosci do ukierunkowanego dostarczania ich do odpowiednich podregionow mozgu lub
rdzenia kregowego. Jest to niezwykle trudne, poniewaz od momentu podania S$rodka
terapeutycznego/diagnostycznego do momentu dotarcia do docelowej, uszkodzonej komorki
OUN, zwigzek musi pokona¢ kilka barier. Jedng z tych barier stanowi szeroko badana bariera
krew-mézg (ang. blood-brain barier, w skrocie BBB).[65] Zdolnos¢ czasteczKi
do przekraczania BBB i wnikania do mézgu zalezy od jej wielkosci, tadunku i hydrofilowosci.
Z reguly wysoce lipofilowe czasteczki o matej masie czasteczkowej mogg biernie dyfundowac
przez komorki $rodblonka naczyn wlosowatych mozgu, z kolei wickszos¢ czasteczek

hydrofilowych o duzej masie czgsteczkowej nie moze biernie przekracza¢c BBB.[66]

W dziedzinie neuromedycyny opracowano roézne strategie majace na celu zwigkszenie

zdolnos$ci zwigzkoéw do przekraczania BBB i wnikania do OUN np. po podaniu dozylnym,
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jednak nadal brakuje zaawansowanych badan klinicznych. Ponadto, niezwykle zlozony
problem stanowi synteza odpowiednich zwigzkow 1 kompleksow do zastosowania w leczeniu
zaburzen zwigzanych z OUN, ktére powinny by¢ otrzymane zgodnie z zasadami dobrej
praktyki wytwarzania (GMP) i przebadane w nastepujacych po sobie fazach badanklinicznych.
[67, 68]

Wsrod dendrymerdw stanowigcych nanonosniki do zastosowan w terapii centralnego
uktadu nerwowego najczgsciej badanymi dendrymerami sa PAMAM [69, 70], PPI [71], PLL
[72,73], karbosilanowe [74] oraz fosforowe [75].

Nowotwory centralnego ukladu nerwowego, a w szczego6lnosci nowotwory mézgu
obejmuja grupe réznorodnych schorzen. Specyficzna anatomia i fizjologia mézgu powoduje,
iz guzy moézgu, czgsto roznig si¢ od siebie  przyczynami  powstawania,
objawami czy przebiegiem oraz sg niezwykle trudne do leczenia. [76]
Glejaki sg jednymi znajbardziej agresywnych i najmniej uleczalnych nowotwordéw ztosliwych
u ludzi, ze wzgledu na nieprzewidywalng proliferacj¢ i duza inwazyjno$¢. Poniewaz
skuteczno$¢ konwencjonalnych chemioterapii glejaka (np. chemioterapii opartej na
temozolomidzie i karmustynie w polaczeniu z chirurgia i radioterapig) jest ograniczona,
zaproponowano rozne rodzaje zwigzkow chemicznych jako alternatywne metody leczenia.

Ostatnio wazne badania dotyczace zastosowania naturalnych, kationowych peptydow
w leczeniu glejaka zostaly przeprowadzone w grupie Riedli wsp., Autorzy poczatkowo odkryli,
ze w membranach komoérek nowotworowych wystepuje wyjatkowo duza zawarto$é
anionowego fosfolipidu fosfatydyloseryny, co moze by¢ celem molekularnym podczas procesu
rozpoznania/leczenia. Nastepnie za pomoca analogéw ludzkiej laktoferrycyny selektywnie
celowali w ujemnie natadowane czasteczki fosfatydyloseryny znajdujace si¢ na zewnetrz blony
komoérkowej czerniaka, glejaka 1 mie$niakomigsaka pragzkowanokomodrkowego, a takze
komorek raka prostaty i nerki [77, 78]. W nastepstwie tych odkry¢, zbadano skutecznos¢ kilku
strukturalnie réznych peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMP, ang. antimicrobial
peptides) pojedynczo [79,80,81] lub jako materiatow hybrydowych [82,83,84,85,86] wobec
komoérek glejaka 1 wykazano ich znaczaca aktywno$¢ wraz z zalezng od struktury

wszechstronnos$cig mechanizmu dziatania [87,88,89].

Bioragc pod uwage powyzsze doniesienia dotyczace AMP oraz wlasciwosci
dendrymeréw tj. mozliwo$¢ wprowadzenia wielu ligandow 1 tadunkéw dodatnich wewnatrz

dendrymeru, najbardziej interesujace z punktu widzenia syntetycznego i1 aplikacyjnego



-43 -

sa kationowe AMP z wieloma kopiami okreslonych aminokwasow. W ostatnich latach
potwierdzono wlasciwosci przeciwnowotworowe dwoch serii naturalnych peptydéw bogatych
w histydyne: wyizolowanych z ludzkiej $liny histatyn [90,91,92] oraz peptydu Tilapia piscidin
4 (TP4), ktory poza wiasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi [93] 1 wilasciwosciami
przeciwnowotworowymi [94,95] wykazuje réwniez aktywno$¢ wobec komorek glejaka.
Wspomniane peptydy, podobnie jak ludzki peptyd RL-37, posiadaja 3-4 kopie histydyny
zlokalizowane na N-koncu. Przyjmuja one konformacje przypadkowa w roztworach
hydrofilowych i konformacje a-helikalng w roztworach organicznych. Druga grupe stanowia
AMP bogate w proling, takie jak peptyd PR39, ktory hamuje migracje 1 inwazj¢ komorek raka
piersi [96] oraz peptydy obronne (ang. defense peptides) nalezace do grupy katelicydyn, ktore
posiadajg wiele prolin wewnatrz sekwencji liniowej. Wsrod nich gonkocyna, apidaecyna
i droscyna [97], ktore sa glownie doskonatymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi, moga

takze przekraczaé barier¢ krew-mozg i selektywnie dociera¢ do strukur moézgowych [98,99].

Warto zauwazy¢, iz liniowe peptydy sa na ogot niestabilne w fizjologicznym pH,
charakteryzuja si¢ mala biodostepnoscia oraz tatwo ulegaja proteolizie.[100] Dlatego
wbudowanie ich w struktur¢ dendrymeru wplywa korzystnie na zwigkszenie stabilnosci oraz
pozwala  osiggnag¢  korzystny  efekt addytywnosci pozadanych — wlasciwosci

np. przeciwnowotworowych wykazywanych przez peptydy bogate w histydyne lub proling.

Nowe stategie w zakresie nanomedycyny oraz wykorzystanie nanonos$nikow w tym
peptydowych dendrymeréw zawierajacych zwigzki o potwierdzonych wilasciwosciach
przeciwnowotworowych lub przeciwdegeneracyjnych moga przyczyni¢ si¢ do rozwigzania
wspomnianych probleméw zwiazanych z leczeniem zaburzen OUN 1 zapewni¢ nowe,

skuteczne terapie.
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5. Zwiazki o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, w tym koniugaty
dendrymer — antyoksydantoraz ich rola w procesie nowotworzenia
i leczenia nowotworow

Procesy redukcji i utleniania (w skrocie redox) leza u podstaw wielu proceséw
przemiany materii w zywej komoérce umozliwiajac jej prawidlowe funkcjonowanie. Polegaja
one na zmianie wartosciowos$ci czasteczki lub atomu poprzez przeniesienie elektronu/ow.
W ten sposob na przyklad pozyskiwana jest energia potrzebna do zapewnienia odpowiednigj
temperatury czy do przebiegu reakcji chemicznych w komorce. Procesy te sg kontrolowane
przez rozne uklady enzymatyczne, niektore makroczasteczki, a takze male czasteczki
organiczne, ktorych rolg jest anihilacja nadmiaru wolnych rodnikow. Jednakze na skutek
deregulacji tych procesow lub nadmiernej ekspozycji na czynniki zewngtrzne
(np. promieniowanie stoneczne czy obecnos¢ wolnych rodnikéw) ilo§¢ produktow oksydacii,
w szczegolnosci reaktywnych form azotu i tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) -
czasteczek tlenu posiadajacych jeden niesparowany elektron, moze powodowa¢ w komorce
procesy patologiczne. Wysoki poziom ROS w komorce, zwany takze ,,stresem oksydacyjnym”
powoduje znaczace zmiany struktur biologicznie waznych czasteczek, uszkadza jadrowe i
mitochondrialne DNA oraz wzmaga apoptoze (programowang $mier¢ komorki) prowadzac np.
do wystepowania chorob typowych dla spoteczenstw wysokorozwinietych. Obecnie uwaza sie,
ze niekontrolowane procesy utleniania moga by¢ poczatkiem wielu proceséw chorobowych,
w tym procesu nowotworzenia [101,102,103] czy starzenia si¢ komorek. [104,105]

Uwaza si¢, ze ten drugi aspekt moze mie¢ szczegdlne znaczenie w powstawaniu ale
takze leczeniu choréb neurodegeneracyjnych, wspotczesnie coraz czgsciej wystepujacych
w starzejacych si¢ spoteczenstwach. Nalezy pamigta¢, 1z komorki ukladu nerwowego
do prawidtowego funkcjonowania potrzebuja duzej zawartosci tlenu oraz ze nie maja dobrze
wyksztatlconych mechanizmow antyoksydacyjnych. Ponadto majag w strukturze membran
komorkowych wyjatkowo czule na stres oksydacyjny fosfolipidy zawierajace reszty
nienasyconych kwaséw thuszczowych. [106,107]

Dlatego, majac na uwadze powyzsze stwierdzenia, wystepujace w owocach
1 warzywach naturalne zwiazki o wiasnosciach neutralizacji/wygaszania wolnych rodnikow
budza obecnie duze nadzieje jako srodki do zapobiegania i leczenia nowotworéow [108]. Wsrod
nich najlepiej zbadang grupa sg naturalne polifenole takie jak kwasy fenolowe, flawonoidy,
flawony, kwercetyna czy karotenoidy, w tym o- i B-karoten, B-Kryptoksantyna, luteina.

Jednakze pomimo ogromnego zaangazowania wielu laboratoriow 1 bardzo licznych przyktad 6w
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pozytywnego dziatania antyoksydantow na homeostaze komorki ilo$¢ badan in vivo jest nadal

ograniczona. [109]
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Rys. 24 . Przedstawiciele naturalnych polifenoli — kwercetyna, kurkumina oraz kwas ferulowy

Zwigzane jest to glownie z nietrwalo$cig chemiczng (antyoksydanty wykazuja wysoka
wrazliwo$¢ na $wiatto 1 temperaturg) lub skomplikowang 1 kosztowng procedurg izolacji
wspomnianych zwigzkow ze zrédel naturalnych. Dlatego tez aby zwigkszy¢ ich trwatos$¢
chemiczng lub biodostepnos¢ proponuje si¢ zastosowanie nanoczasteczkowych nosnikow,
do ktérych czasteczki zwigzkéw naturalnych dotaczone s3 kowalencyjnie lub
nickowalencyjnie. Takie rozwigzanie dotyczy w szczegolnosci podawania polifenoli jako
lekow w chorobach neurodegeneracyjnych. [110, 111]

Jedna z grup zwiazkow, ktore maja duzy potencjal jako nosniki ugrupowan
o wlasnosciach przeciwutleniajacych s3 dendrymery. W ciggu ostatnich pigciu lat
opublikowano kilka prac na temat zastosowania dendrymeréow jako nosnikow reszt
o aktywnosci antyutleniajacej. Mencia 1 wsp. wykorzystali dendrymery karbosilanowe, jako
nosniki reszt polifenoli naturalnych i wykazali aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec nowotworu
prostaty [112]. Kannan i wsp. wykorzystali dendrymery zawierajace uklad benzoheterazolu
i jednostke triazolu, jako zwiazki o inherentnej aktywnosci antyoksydantnej [113]. W naszym
zespole powstata praca o peptydowych dendrymerach funkcjonalizowanych resztami kwasu
p-aminobenzoesowego (PABA), ktére moga stanowi¢ potencjalne zrédlo nowych
antyoksydantéw zmiatajacych kationowe 1 obojetne rodniki. Wspomniane peptydowe
dendrymery funkcjonalizowane PABA s3 ponadto selektywne wobec komoérek czerniaka lub
neuronéw CGC poddanych stresowi glutaminianowemu [114].

Nowotwory moézgu i choroby neurodegeneracyjne stanowig glowne schorzenia
osrodkowego uktadu nerwowego i1 budza niepokdj wsrod spoleczenstw oraz zainteresowanie
grup badawczych. Patogeneza obu rodzajow zaburzen zostala powigzana ze zjawiskiem stresu
oksydacyjnego, ktory prowadzi do uszkodzen oksydacyjnych i1 zmian strukturalnych
w bialkach. W wyniku uszkodzen, bialka traca swoje wilasciwosci biologiczne i dochodz
do ich dezaktywacji, co w konsekwencji prowadzi do akumulacji wadliwych bialek i tworzenia

form patologicznych. Schemat przemian zaprezentowany na Rys. 25 jest nastepujacy:
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1) w wyniku reakcji z rodnikiem dochodzi do oderwania atomu H przy atomie wegla alfa
w tancuchu biatlkowym; 2) powstaty rodnik reaguje z tlenem tworzac rodnik nadtlenkowy;
3) w kolejnym etapie nastgpuje reakcja eliminacji z uwolnieniem HO2" prowadzaca do
powstawania iminy i dalsza reakcja hydrolizy prowadzaca do fragmentacji tancucha
biatkowego albo 3a) moze nastapi¢ reakcja konkurencyjna polegajaca na oderwaniu atomu H
z innego zwigzku, co umozliwia powstanie wodoronadtlenku, a dalszy przebieg reakcji jest
zwigzany z rozktadem wodoronadtlenkow na rodniki oraz fragmentacja tancucha biatkowego

poprzez rodnik alkoksylowy. [115,116]
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Rys. 25. Sposob dzialania wolnych rodnikéw na biatka prowadzacy do ich destabilizacji
i fragmentacji. [117]

Uwzgledniajac postulowany poglad o wspoélnej patogenezie, podczas realizacji prac
badawczych zainteresowal mnie aspekt oddzialywan amfifilowych, polifunkcyjnych
rozgalezionych peptydow sfunkcjonalizowanych malymi czasteczkami o aktywnosci
antyoksydacyjnej na zwijanie i dekonstrukcje struktur drugorzedowych biatek. Problem ten jest
istotny w powstawaniu i leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, takich jak np. choroby
Alzheimera czy Parkinsona. Badania takie zapoczatkowala grupa prof. B. Klajnert
z Uniwersytetu Lodzkiego i objely one poczatkowo oddziatywania wysokich generacji
polikationowych dendrymerow typu PAMAM, otrzymywanych w grupie Tomalii, na fibryle
peptyddéw amyloidowych [118,119], a nastgpnie dendrymery fosforowe otrzymywane w grupie

prof. Majoral’a w Tuluzie [120].
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Inne grupy badaly pod tym wzgledem dendrymery polisacharydowe, ktérych zaleta
w poréwnaniu do polikationowych dendrymeréw PAMAM jest brak toksycznosci komorkowe;j

[121].

W moich badaniach skupitem si¢ na mniejszych rozgatezionych dendronach, badajac je
pod katem mechanizmu oddziatywania z drugorzedowymi strukturami tworzonymi przez dwa
polipetydy poli-L-lizyn¢ i kwas poli-L-glutaminowy, ktore stuza jako model agregacji biatek
1 fibrylogenezy. Tworzenie nierozpuszczalnych agregatéw stanowi ceche charakterystyczng dla
wielu chorob neurodegeneracyjnych. Szczegolowe zbadanie oraz zrozumienie procesu
agregacji umozliwia zaprojektowanie nowych jednostek molekularnych, a jedng z mozliwych
drog do osiggniecia lepszych 1 bardziej zaawansowanych terapii jest zastosowanie
peptydowych dendronéw lub dendrymeréw w potaczeniu z naturalnymi polfenolami.
Dendrony lub dendrymery funkcjonalizowane antyoksydantami moga wiec taczy¢ w sobie
wiele korzystnych cech 1 wlasciwosci. Takie koniugaty stajg si¢ swego rodzaju ztozonymi
antyoksydantami o aktywnosci przeciwnowotworowej 1 neuroprotekcyjnej, a ponadto moga
wykazywac¢ dzialanie antyagregacyjne poprzez destabilizacj¢ struktur drugorzgdowych biatek.
Nalezy podkresli¢, ze peptydowe dendrymery, a w szczeg6lnosci peptydowe dendrony bedace
przedmiotem niniejszej dysertacji nie byly jak dotad badane pod katem oddziatywania lub
dekonstrukcji struktur drugorzedowych biatek, a wyniki do$§wiadczalne moga przyczynic¢ si¢
do lepszego zrozumienia mechanizméw  odpowiedzialnych za rozwdj chorob
neurodegeneracyjnych. Szczegdétowe dane oraz wyniki dotyczace powyzej opisanego aspektu
zostaly przedstawione w czesci eksperymentalnej niniejszej dysertacji, a ponadto wyniki
przeprowadzonych badan zostaly opublikowane w 2020 roku. [122]

Poniewaz wigkszo$¢ otrzymywanych przeze mnie dendrymeréw ,bola” zawierata
reszty imidazolu o znanej aktywnos$ci przeciwutleniajacej (np. His) oraz nieoczywistg pod
katem aktywnosci redoks proling (Pro), druga grupa zagadnien obejmowala badania
wlasciwosci redukujacych oraz mozliwosci wylapywania generowanych w roztworze
neutralnych i kationowych form rodnikowych. Szczegdélowe dane oraz wyniki dotyczace
powyzej opisanego aspektu zostaly przedstawione w czesci eksperymentalnej niniejszej
dysertacji oraz stanowig zgloszenie patentowe pt. ,Nanoczasteczkowe, peptydowe
dendrymery, sposéb ich wytwarzania oraz ich zastosowania” o numerze P.435269 zlozone
w Urzedzie Patentowym RP 12.09.2020 r.

Obecnie, badania nad aktywno$cig antyoksydacyjna zwigzkéw przeprowadza si¢

wykonujgc miarodajne dwa typy testow. Badajac aktywnos¢ redukujaca wykonuje si¢ test
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FRAP (Ferric reducing antioxidant power) i CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant
capacity), z kolei do zbadania zdolnosci zmiatania wolnych rodnikéw tlenowych stuzy test
DPPH (Total free radical scavenging assay) i ABTS (Radical scavenging assay) [123,124].
Pokrétce, ponizej opisano wymienione testy przeprowadzone w Instytucie Chemii Organicznej
PAN, ktorym poddano wybrane zwigzki.

Metoda FRAP wyznacza zdolno$¢ redukowania jonow zelaza Fe3*. Zasada dzialania tej metody
opiera si¢ na pomiarze redukcji zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-
tiazyny) pod wplywem dzialania antyoksydantu. Z bezbarwnego odczynnika powstaje
intensywnie niebieski produkt z maksimum absorpcji przy dtugosci fali 593-595 nm.

Metoda CUPRAC jest stosowana do oznaczania zdolnosci do redukowania jonéw Cu(Il).
Zasada metody polega na spektrofotometrycznym pomiarze absorpcji powstajacego barwnego
kompleksu jonéw Cu(l) z batokuproing (2,9-dimetylo-4,7-difenylo-1,10- fenantrolina) lub
neokuproing (2,9-dimetylo-1,10-fenantrolina).

Metoda ABTS — stosowany tutaj odczynnik ABTS [2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonian)] umozliwia pomiar catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej zwigzkoéw.
Antyoksydanty powoduja redukcje kationorodnika w stopniu zaleznym od czasu trwania
reakcji, stezenia przeciwutleniacza oraz jego aktywnosci. Nastgpuje zanik barwy roztworu
proporcjonalny do zawarto$ci przeciwutleniaczy w roztworze.

Metoda DPPH stosowana jest w celu okreslenia potencjatlu antyoksydacyjnego zwigzkow.
W tej metodzie wykorzystuje si¢ stabilny rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy (DPPH,
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical), ktory w roztworze alkoholu ma barwe purpurowa.
W trakcie testu DPPH wychwytuje elektrony od antyoksydanta i przechodzi do stabo
zabarwionego produktu powodujac zmiang barwy mieszaniny reakcyjnej na z6lta.

Zmiang te monitoruje si¢ spektrofotometrycznie.


https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Potencjał_antyoksydacyjny&action=edit&redlink=1
https://pl.wikipedia.org/wiki/Rodniki
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II. HIPOTEZA NAUKOWA, CEL I ZAKRES PRACY

Wprowadzenie.  Choroby  uktadu  nerwowego  (nowotwory,  choroby
neurodegeneracyjne) sg obecnie drugg przyczyng zgonéw w krajach rozwijajacych si¢. W ciggu
ostatnich trzech dekad liczba zachorowan na nowotwory zto§liwe w Polsce wzrosta ponad
dwukrotnie. Podobnie choroby neurodegeneracyjne takie jak choroba Alzheimera, Parkinsona,
Huntingtona, itp., sa coraz wigkszym wyzwaniem dla systeméw ochrony zdrowia
w starzejacych si¢ spoteczenstwach krajow rozwinigtych. Poszukiwanie skutecznych substancji
terapeutycznych nowych generacji stanowinadal wazny aspekt chemii medycznej. Réwnolegle
poszukuje si¢ nowych sposobdéw polepszenia wilasnosci farmakodynamicznych juz
stosowanych lekow np., poprzez bezposrednie ich dostarczenie do komoérek chorobowo
zmienionych bez naruszania komoérek zdrowych (tzw. terapie celowane), migdzy innymi,
za pomoca substancji no$nikowych. W tym zakresie, duze mozliwosci oferuje obecnie
nanomedycyna. Coraz czgsciej wykorzystywane sa do tego celu nanoczasteczki, takie jak
polimery czy dendrymery, kropki kwantowe pozwalajace taczy¢ w jednej czasteczce kilka
funkcji np. terapeutyczng i diagnostyczng. Wérdd tych nanoczastek dendrymery ze wzgledu
na wysokg monodyspersyjnos¢, dobrze zdefiniowane metody syntezy 1 praktycznie
nieograniczone mozliwosci budowania skomplikowanych wielofunkcyjnych struktur cieszg si¢

duzym zainteresowaniem.

Badania literaturowe przedstawione we wstgpie pozwolily na postawienie hipotezy,
ze dimeryczne dendrymery o strukturze ,,bola” moga mie¢ kilka cech cennych dla zastosowan
biomedycznych. Przede wszystkim, osiggni¢cie wysokiej masy czgsteczkowej i duzych
wymiaréw czasteczek (koniecznych dla dtuzszej cyrkulacji czasteczek w organizmie) poprzez
synteze¢ rozgalezionych dendrondéw nizszych generacji i ich dimeryzacje za pomocg liniowych
facznikéw jest chemicznie lepiej kontrolowane niz synteza i oczyszczanie dendrymeréw
wyzszych generacji. W planowanych amfifilowych strukturach typu ,,bola” dodatni tadunek
czasteczki jest roztozony po dwoch stronach co moze skutkowaé mniejsza toksyczno$cig
w komorce. Majagc na uwadze potencjalne zastosowanie tych zwigzkow jako nos$nikow
czasteczek lekow onkologicznych lub SIRNA, struktura ,bola” zapewnia zaréwno
oddziatywania hydrofilowe z dendronowymi glowami jak i hydrofobowe z alifatycznym
facznikiem. I w koncu taka struktura daje mozliwo$¢ umieszczenia w strukturze grup

funkcyjnych umozliwiajacych biodegradacje czasteczek w komorce (estrowa, disiarczkowa).
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W zwigzku z powyzsza hipoteza, celem przedstawionej pracy doktorskiej jest
zaprojektowanie i opracowanie metodyki syntezy nanoczgsteczkowych peptydowych
dendronéw 1 dendrymeréw o strukturze ,bola” oraz zbadanie ich wlasciwosci
fizykochemicznych 1 oddzialywania ze zdrowymi i chorobowo zmienionymi komorkami

uktadu nerwowego.

Metodyka badan obejmuje optymalizacje sposobu otrzymywania czasteczek
o strukturze ,,bola”, metodami w roztworze i na zywicy, dobranie sposobu ich oczyszczania
1 metod charakteryzowania. Planowane jest otrzymanie struktur trwatych chemicznie jak tez
takich, ktére s3 degradowane na mniejsze fragmenty na skutek specyficznych warunkéw
istniejagcych w komorce, np. nizszego pH (charakterystyczne dla komorek nowotworowych)
lub na skutek obecnosci naturalnych substancji zapewniajacych homeostaz¢ redox (glutation).

Istotny bedzie takze dobor aminokwasow lub innych czasteczek uzytych do funkcjonalizaci.

Celem biologicznym wyznaczonym dla tych nanozwigzkéw sa choroby ukfadu
nerwowego. Badania planowane sa3 w dwoch kierunkach — zbadanie ich inherentnej
cytotoksycznosci wobec linii komdérkowych glejaka w poréwnaniu do komérek zdrowych
neuronéw, a takze zbadanie ich potencjalu jako substancji no$nikowych. Badania
cytotoksycznosci przeprowadzone beda we wspolpracy z grupa prof. Jarostawa Czyza

z Katedry Biologii Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Obecnie uwaza si¢ ze zarOwno nowotwory komoérek nerwowych jak tez choréb
neurodegeneracyjnych wynikaja migdzy innymi z zaburzenia w kontroli komérkowych
proceséw utleniania/redukcji. Dlatego zbadane beda ich wiasno$ci redukujace (testy FRAP
i CUPRAC)oraz zdolnos¢ do wygaszania wolnych rodnikéw tlenowych (testy ABTS i DPPH).
Innym powodem powstawania chordob neurodegeneracyjnych jest nieprawidlowa
samoagregacja czasteczek peptydow lub bialek prowadzaca do tworzenia uszkadzajacych
neurony nierozpuszczalnych form bogatych w struktury . Dlatego dla wybranych dendronow

zbadane bedg ich oddzialywania ze strukturami drugorzgdowymi tworzonymi przez modelowe

polipeptydy.

Drugi aspekt obejmuje sprawdzenie ich zdolnosci do tworzenia supramolekularnych
kompleksow ze znanymi lekami przeciwnowotworowymi 1 wykonany bedzie metodami HPLC.
Wsérod wybranych lekéw onkologicznych, na szczegdlng uwage zashiguje stosowany

w leczeniu glejakow temozolomid.
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III. BADANIA WLASNE

1. Strategia syntezy zasadowych dendrymerow peptydowych

Synteza dendrymeréw 0 jednoznacznie zdefiniowanej strukturze przestrzennej jest
skomplikowana 1 wymaga duzej ilosci czasu oraz pracy. Oczyszczanie dendrymeréw stanowi
bardzo istotny element, a zarazem jest to zadanie niezwykle zmudne i czg¢sto nie udaje si¢

w petni oczys$ci¢ dendrymeréw ze wzgledu na ich skomplikowang budowe czy wiasciwosci.

Problemem, o ktorym nalezy pamigta¢ i ktory moze wystapi¢ podczas syntezy, jest
obecno$¢ zawady sterycznej oraz tendencja dendrymeru do zawijania si¢ do wngtrza
tzw. backfolding. Przestrzenna dostepno$¢ grup funkcyjnych ma ogromne znaczenie na
kazdym etapie dendrymeryzacji 1 stanowi istotny problem podczas syntezy, poniewaz
ogranicza dostgp do grup funkcyjnych, skutkujac niepelnym stopniem obsadzenia czasteczki.
Tak wigc istotne jest opracowanie optymalnych warunkéw reakcji (odpowiednia temperatura,

pH, czas reakcji) oraz procesu oczyszczania (stosowanie chromatografii sgczenia

molekularnego SEC i preparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej).

Tworzenie dendrymeru peptydowego rozpoczyna si¢ od wybrania odpowiedniego
elementu rozgalgziajacego, ktory bedzie powodowatl rozgal¢zianie narastajgcego fancucha
peptydowego. Sposrdd naturalnych aminokwasoéw role czynnika rozgal¢ziajacego moze
spetnia¢ L-lizyna, L-ornityna lub L-arginina. Podczas pracy wykorzystatem lizyne¢ i ornityng
do konstrukeji zasadowych rdzeni dendronow 1 dendrymeréw. Rdznica w budowie tych
aminokwaséw (obecno$¢ lub brak dodatkowej grupy -CH2) okazala si¢ istotna podczas
otrzymywania dendrymerow, a takze umozliwita pordwnanie strategii syntetycznych

1 opracowanie odpowiednich warunkow syntezy.

0]

H,N OH H:N
OH

NH,

/ / NH,

ornityna lizyna

Rys. 26. Aminokwasy zasadowe stanowigce element rozgal¢ziajacy w trakcie syntezy

dendrymerow.
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Reakcje sprzegania aminokwasow prowadzitem zar6wno metoda na nosniku staltym
wedlug metodologii Fmoc, a takze stosujac metode aktywnych estrow prowadzac syntezy
w roztworze wedtug metodologii Boc. Obie te metody oraz ich kombinacje sg wykorzystywane

w chemii peptydow.

Podczas planowania syntez niezwykle wazny jest dobor odpowiednich warunkow
sprzegania monomerow (aminokwasow), tak by finalnie uzyska¢ pozadany dendrymer
o wysokim stopniu czystosci i dobrej wydajnosci. Do prowadzenia syntezy w roztworze
najlepszym odczynnikiem sprzggajacym okazat si¢ N,N'-Dicykloheksylokarbodiimid (DCC)
z zastosowaniem N-hydroksysukcynoimidu (HOSu) eliminujgcego procesy racemizacji. Jako
rozpuszczalnik stosowatem THF. Z kolei prowadzac synteze¢ na nosniku statym stosowatem
jako odczynnik sprzegajacy heksafluorofosforan 1- [bis(dimetyloamino)metyleno]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pirydyniowy (HATU) Ilub N,N’-diizopropylokarbodiimid (DIC), =zasadg¢
N,N-diizopropyloetyloaming (DIPEA), a jako rozpuszczalnik DMF.

Podczas syntezy dendronéw i dendrymerow posiadajacych grupy aminowe istotne jest
dobranie odpowiednich, ortogonalnych grup ochronnych. Wybdr takiej grupy jest uzalezniony
od warunkéw prowadzenia reakcji, innych ugrupowan wystepujacych w czasteczce, jak
réwniez od zaktadanego finalnego wzoru zwigzku docelowego. W niniejszej pracy stosowane
s dwie  grupy  ochronne: grupa tert-butoksykarbonylowa (Boc) oraz
9-fluorenylometoksykarbonylowa (Fmoc).

1.1 Synteza malych dimerow zawierajgcych pochodne kwasu cynamonowego

Naturalne polifenole to grupa zwigzkéw o bardzo zréznicowanej budowie
1 wilasciwosciach. Ich antyoksydacyjne zdolnosci wynikaja z obecnosci grup —OH
przytaczonych do pierScienia aromatycznego. Szczegdlng uwage zwracaja pochodne kwasu
cynamonowego o dobrze udokumentowanych wlasciwosciach przeciwutleniajacych.
W pierwszym etapie pracy przystapitem do syntezy matych dimeréow skladajacych sie z lizyny
i pochodnych kwasu cynamonowego w celu zbadania i ustalenia, ktory z otrzymanych
zwigzkow bedzie wykazywat najlepsze wlasciwosci antyoksydacyjne. Ostatecznie udato si¢
stworzy¢ 1 przebada¢ biblioteke matych zwigzkow, a w wyniku przeprowadzonych badan
okazato si¢, iz najlepsze wlasciwosci antyoksydacyjne posiada kwas synapinowy. Takie

postepowanie miato utatwi¢ projektowanie kolejnych, bardziej rozgalezionych czasteczek.
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Rys. 27. Biblioteka matych zwigzkéw o wlasciwos$ciach antyoksydacyjnych.

Zwiagzki 6-10 otrzymano stosujac klasyczng metode syntezy peptyddw w roztworze,

co przedstawiono na schemacie 1.
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Schemat 1. Synteza matych dimeréw zawierajacych pochodne kwasu cynamonowego.

Dla zwigzkéw 1-10 przeprowadzono badania FRAP i ABTS celem oszacowania ich

wlasciwosci antyoksydacyjnych, a takze ustalono dla tych zwiazkow IC50.
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Rys. 28. Wykres przedstawiajacy wyniki uzyskane dla zwigzkéw 1-10 podczas badan FRAP.



-B5 -

IC 50
38,46 38,46
15,79 1422 1608
11,05 I 916 I I 9,84
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10

Numer zwigzku

Rys. 29. Wartosci 1C50 dla zwigzkow 1-10.

W kolejnym etapie przechodzac do syntezy peptydowych dendrondéw metoda
na zywicy, ktore miaty posiada¢ na swoim obrzezu pochodng kwasu cynamonowego wybratem
kwas synapinowy o potwierdzonych wczesniej bardzo dobrych wilasciwosciach

przeciwutleniajacych.
1.2 Synteza dendronow lizynowych na nosniku stalym

Synteze peptydowych dendrondéw przeprowadzilem z wykorzystaniem metody
Merrifielda na stalym no$niku polimerowym. Grupy a-aminowe lizyny chronitem ostong
9-fluorenylometoksykarbonylowa (Fmoc). Zywice, ktére stosowalem w trakcie pracy wraz z

warunkami odszczepiania zwigzkow od nos$nika przedstawia Tabela 2 (2CL, Wang, Tenta Gel).

Tabela 1. Zywice stosowane w trakcie pracy wraz z warunkami odszczepiania zwigzkoéw

od no$nika
Zywica Stopien osadzenia Warunki odszczepiania
TFA:DCM (5 : 5) + TIS lub fenol, temp. pok.,
2CL 0,82 mmol/g
2- 4 godz.

Wang, 1,1 mmol/g TFA:H20 (9,5 : 0,5), temp. pok., 2- 4 godz.
TFA:H20 (9: 1) + TIS lub fenol, temp. pok.,

Tenta Gel SPHB 0,25 mmol/g

4 godz.
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Do zaplanowanych syntez dendronéw modyfikowanych kwasem synapinowym lub
pochodnymi imidazolowymi najlepsza okazala si¢ zywica 2-chlorotritylowa umozliwiajaca

otrzymanie zaprojektowanych zwigzkow.

Peptydy odszczepialem od nosnika roztworem kwasu trifluorooctowego (TFA)
z dodatkiem triizopropylosilanu (TIS) lub fenolu. Po odsaczeniu od ziaren nos$nika
1 odparowaniu przesaczu, surowe zwigzki wytrgcalem schlodzonym eterem dietylowym,
saczylem, a uzyskane osady suszylem w eksykatorze lub lifoilizatorze. Ogolny schemat syntezy

peptydow nanosniku statym zostat przedstawiony na Rys. 8.

Zwigzki oczyszczalem metoda saczenia molekularnego stosujac ztoze Sephadex LH-20
/lub metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwroconych (RP-
HPLC) w ukladzie gradientowym rozpuszczalnikéw woda — metanol z dodatkiem HCI.
Otrzymane zwiazki zostaly scharakteryzowane za pomocg HPLC frimy Knauer z kolumng
Jupiter C18 przy diugosci fali A = 216 nm 1 A = 280 nm oraz metoda spektrometrii

magnetycznego rezonansu jagdrowego NMR.

ab.c d,e Boc- Lys(NH )
Fmoc-HN-Phe <) 220 o H,N-Lys(NHo)- -Phe—Q > Boc-Lys(NH,)- Lys Phe—o
11 12
Boc-Lys(NH,) Boc-Lys(SA
| f1 ys(SA) H,N-Lys(SA)
Boc-Lys(NH,)-Lys-Phe > Boc-Lys(SA)-Lys—Phe—O L> H2N-Lys(S;\)-Ly}£-Phe
12 13 14

K
ks Boc-L;is(HCA)

g H2N-L¥s(HCA)
Boc-Lys(HCA)-Lys-Phe —_— H,N-Lys(HCA)-Lys-Phe
15 16
Boc- Lyls(IMD g HoN- LYS(||V|D)
Boc-Lys(IMD)-Lys-Phe Q) ——> H,N-Lys(IMD)-Lys-Phe
17 18

Schemat 2. Synteza dendronéw 14, 16 oraz 18 na zywicy 2-chlorotritylowej. Reagenty
i warunki: (a) 20% piperydyna, 2x5 min w temp. pok.; (b) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU,
DIPEA, 4h w temp. pok.; (c) 20% piperydyna, 2x10 min w temp. pok.; (d) Boc-Lys(Fmoc)-
OH, HATU, DIPEA, 4h w temp. pok.; (e) 20% piperydyna, 2x10 w temp. pok.; (f1) kwas
synapinowy (SA), DIC, Oxyma pure, DIPEA, 4h w temp. pok.; (f2) kwas hydrokwawowy
(HCA), DIC, Oxyma pure, DIPEA, 4h w temp. pok.; (f3) kwas 1-H-benzimidazolo-5-
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karboksylowy (IMD), HATU, DIPEA, 4h w temp. pok.; (g) 50%TFA/DCM, 2h w temp. pok..
Wydajnosci: dla zwigzku 14 - 18%; dla zwigzku 16 - 13,9 %; dla zwigzku 18 — 11,3 %.

Podobnie na zywicy 2CL, prowadzac syntez¢ manualnic w temp. pokojowej otrzymatem

zwiazek 23.
de Boc-Lys(NH5)
a,b,c i
FmMoc-HN-Trp—Q) —=== H,N-Lys(NH,)-Tp—Q ——> Boc—Lys(NHz)—III:ys—Trp—o
19 20
Boc-lrys(NHz) Boc-

¢ oc-Lys(X) g HoN-Lys(X)
Boc-Lys(NH 2)-LyS-Trp—o > Boc-Lys(X)-Lys-Trp —O > H2N-Lys(X)—Lyt—Trp

21 22 23

Schemat 3. Synteza dendronu 23 na zywicy 2-chlorotritylowej. Reagenty i warunki: (a) 20%
piperydyna, 2x5 min w temp. pok.; (b) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIPEA, 4h w temp. pok.;
(c) 20% piperydyna, 2x10 min w temp. pok.; (d) Boc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIPEA, 4h
w temp. pok.; (e) 20% piperydyna, 2x10 w temp. pok.; (f) kwas 1-metylo-1H-imidazolo-5-
karboksylowy, HATU, DIPEA, 4h w temp. pok.; (g) 50%TFA/DCM, 4h w temp. pok..
Wydajnosé: 9,2%.

Wzory strukturalne otrzymanych dendronéw 14, 16, 18 i 23 na zywicy 2CL przedstawiono na
rys. 30.

j[::] H
o 0

o u/hx/.HrﬂNHw/\,ﬂ\TJL o o ~

HN N COOH [o] NH\/\/\I)L

\ N 5

HN Q

NH N,
23
Rys. 30. Wzory strukturalne zwigzkoéw 14, 16, 18 i 23.



-58 -

Synteze dendronéw 14, 16, 18, 23 prowadzilem manualnie w temperaturze pokojowej
na zywicy 2CL, natomiast pozostale zwigzki byly syntezowane z uzyciem matego reaktora

przedstawionego na Rys. 31 oraz z zastosowaniem zywicy Tenta Gel S PHB w temperaturze

60°C.
QUEE

o]0 o)
!

kontroler temperatury

m blok grzewczy

mieszadetko

¢

mieszadto
magnetyczne

L300 ] (D

Rys. 31. Reaktor do prowadzenia syntezy na zywicy w podwyzszonej temperaturze.

W przypadku syntezy dendronéw zawierajacych na obrzezach aminokwasy takie jak
histydyna, prolina lub arginina odpowiednig zywice stanowita Tenta Gel S PHB. Przyktadowy
schemat syntezy dendronu zawierajagcego proling (27) lub histydyne (29) przedstawiono

ponizej.
de HoN-Lys(NH)
a,b,c 2N-LY 2
Fmoc-HN-Phe ) —== H,N-Lys(NH,)}-PheQ) —— _N-Lys(NH,)-Lys-Phe
24 25
HaN-Lys(NH) Pro-Lys(P
f1 yp(Pro) 9 Pro-Lys(Pro)
HoN-Lys(NHo)-Lys-Phe=@  —> Pro-Lys(Pro)-Lys-Phe @) ——— Pro-Lys(Pro)-Lys-Phe
25 26 27

K
His-Lyf(His) g His-Ly§(HiS)

His-Lys(His)-Lys-Phe <) —— His-Lys(His)-Lys-Phe
28 29
Schemat 4. Synteza dendronu lizynowego zawierajacego proling (27) lub histydyng (29).
Reagenty i warunki: (a) 20% piperydyna/DMF; (b) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIPEA; (c)
20% piperydyna/DMF; (d) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIPEA; (e) 20% piperydyna/DMF;
(f1) Fmoc-Pro-OH, HATU, DIPEA; (f2) Boc-His-OH, HATU, DIPEA; (g) 90% TFA/H20,
triizopropylosilan. Wydajnosci: dlazwiazku 27 —43,7%; dla zwigzku 29- 32,4%.
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Rys. 32. Wzory strukturalne zwigzkoéw 27 i 29.

Z kolei synteza dendronu lizynowego zawierajgcego argining (33) przebiegata w sposob

przedstawiony na schemacie 5.

ab.c

Fmoc- Phe—o —» HoN-Lys(NHy)- Phe-o —>

30

h H,N- A1°(N07)
—»  (2C1Z)Ly:-Lys-Phe
H)N- Al..(Noo) ys(2C1Z)

. H,N- -ArgNOy)
HN-Lys2CIZ)LysPhe+Q) =8 (2c1z)Lyh-Lys-Phe ~Q)
HyN-Lys(2C1Z) H,N-Arg(NO,). ]i,ys('?C 1)

31 32

Schemat 5. Synteza dendronu lizynowego zawierajacego argining (33). Reagenty i warunki:
(@ 20% piperydyna/DMF; (b) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIPEA; (c) 20%
piperydyna/DMF; (d) Fmoc-Lys(2-Cl-Z2)-OH, HATU, DIPEA, (e) 20% piperydyna/DMF;
(f) Fmoc-Arg(NO2)-OH, HATU, DIPEA; (g) 20% piperydyna/DMF; (h) 90% TFA/H20.

Wydajnosé: 51,85%.
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33 HN._O
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Rys. 33. Wzo6r strukturalny zwigzku 33.

Podsumowujac, synteza na  no$niku  stalym  umozliwia  otrzymanie
sfunkcjonalizowanych dendronow, pozwala na skrocenie czasu reakcji, eliminuje posrednie
etapy wyodrebniania i oczyszczania zwigzkodw posrednich, jednakze ilo$¢ otrzymanych finalnie
oczyszczonych zwigzkéw jest mata, a wydajnos¢ syntezy bywa niska. Ponadto, otrzymanie
zwigzku, ktory po odszczepieniu od zywicy moglby ulega¢ dalszym reakcjom Iub
funkcjonalizacji jest skomplikowane ze wzgledu na warunki syntezy 1 odszczepiania podczas,
ktorych nastgpuje usuwanie grup ochronnych np. Boc. Z kolei zwiazki, ktore po odszczepieniu
od zywicy posiadajg ostony Fmoc sg trudno rozpuszczalne i przysparzaja wiele problemow
podczas oczyszczania. Tak wigc kolejnym etapem byfa proba syntezy dendronéw metoda
estrow aktywnych w roztworze w celu otrzymania wigkszej ilosci zwigzkdéw, ktore ponadto

stanowi¢ moga produkty posrednie do dalszych reakcji badz modyfikacji.
1.3 Synteza dendronow lizynowych w roztworze

Synteza dendronow lizynowych w roztworze metoda estrow aktywnych przebiegata

W sposob przedstawiony na Schemacie 6.

Boc-Lys(Boc)-Lys-Phe-OMe
Boc-Lys(Boc)
36 (33,88%)

Phe-OMe ——= Boc-Lys(Boc)}Phe-OMe ——3m  HyN-Lys(NH;)-Phe-OMe ——3m
34 (66,47%) 35 (94,4%)

Schemat 6. Synteza dendronu lizynowego w roztworze. Warunki i reagenty: (a) Boc-Lys(Boc)-

OH, DCC/HOALt, THF, Et3N, 72 godz., t. pok., wydajno$¢: 66,47%; (b) HCVEtOAc, 4 godz., t.

pok., wydajno$é: 94,4%; (c) Boc-Lys(Boc)-OH, DCC/HOALt, THF, EtsN, 120 godz, t. pok.,

wydajnosé: 33,88%.
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Nastgpnie obrzeza otrzymanego dendronu lizynowego poddatem funkcjonalizacji
za pomocg kwasu 1-metylo-1H-imidazolo-5-karboksylowego otrzymujac lizynowy dendron

zawierajacy na obrzezach metyloimidazol (38), co przedstawiono na Schemacie 7.

Boc-Lys(Boc)-LysiPhe-OMe a HoN-Lys(NH5)-Lys-Phe-OMe b X-Lys(X)-Lys-Phe-OMe
Boc-Lys(Boc) —> HoN-Lys(NH,) > X-Lys(X)
36 37 (95,4%) 38 (20,45%)

Schemat 7. Funkcjonalizacja dendronu lizynowego. Warunki i reagenty: (a) HCI/EtOAC,
4 godz., t. pok., wydajnos¢: 95,4%; (b) X - kwas 1-metylo-1H-imidazolo-5-karboksylowy,
DCC/HOALt, THF, Et3N, 96 godz, t. pok., wydajnos¢: 20,45%.

\_> H3C\N HiG

0 M NH N
Z WN/—F W
“—NH Z o)_&/N

_\—\ NH O '[\j

T HsC

NH

38 BN /(

: OMe

Rys. 34. Wzor strukturalny zwigzku 38.

Inne dendrony lizynowe sfunkcjonalizowane proling, histydyng lub argining zostaty

otrzymane w wyniku syntezy na nosniku stalym co opisano powyzej — zwiazki 27, 29 i 33.

1.4 Synteza dendronow ornitynowych w roztworze

W  wyniku braku danych literaturowych odnosnie syntezy dendronéw poli-
ornitynowych zdecydowalem si¢ na synteze dendronéw, w ktorych elementem rozgaleziajagcym
bedzie ornityna (Schemat 8). Ponadto, uzycie innego aminokwasu rozgaleziajacego
niz powszechnie stosowana lizyna umozliwia konstrukcj¢ dendronéw o nowych

wlasciwosciach fizykochemicznych.
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30 40 H o
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Schemat 8. Synteza Boc-chronionego dendronu ornitynowego (41). Reagenty i warunki:
(@ Boc-Orn(Boc)-OH, DCC/HOSu, THF, EtsN, 72 godz., t. pok., wydajnos¢: 90,8%;
(b) HCVEtOAC, 4 godz., t. pok., wydajnos¢: 98,2%; (¢) Boc-Orn(Boc)-OH, DCC/HOSu, THF,
EtsN, 72 godz, t. pok., wydajnos¢: 94,1%.

Dendron ornitynowy (41) zostal nastgpnie poddany funkcjonalizacji proling oraz
histydyna, co doprowadzilo do otrzymania odpowiednio zwigzku 43 i 44. Synteze¢ obu

zwigzkow prowadzono w roztworze co pokazano na Schemacie 9.

BocHN HeN ’-',._rNH
o MH NH %o
BocHN ) HoN O <;.J\C,o <:--'\C,,O
HN i \ i
Q HN 0 Fmoc-Pro-OH HN HN
o] Coch ¢ 43
P o) 0-CHy ——— = o HN S0
i, H
BocHN/\/j)LH I HZN/\/W)LH NH i N“E/C\u o
BocHN HN O = HN
20
N

41 42 07N e
OMe
Fmoc-His(Boc)-OH
ii,j, k NH;
HLCi-CH
N =

e}
N w 4 x HCI

Schemat 9. Synteza sfunkcjonalizowanych dendronéw ornitynowych proling (43) i histydyna
(44). Reagenty i warunki: (i) HCI/EtOAc, 8 godz., t. pok., (ii) Fmoc-Pro-OH, DCC/HOSu,
THF, Et3N, 126 h, temp. pok. lub Fmoc-His(Boc)-OH, DCC/HOSu, THF, EtsN, 126 h, temp.
pok.; (j) 20% piperydyna/MeOH; (k) HCVEtOAc, 8 godz., t. pok. Wydajnos¢ dla zwiagzku 43 —
66,7%; dlazwigzku 44 — 49,68%
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Dendronornitynowy (41) zostat takze poddany dalszej rozbudowie za pomoca ornityny,

co doprowadzito do otrzymania ornitynowego dendronu II generacji (46). Synteze zwigzku 46

BocHN
\/)\(D
BocHN

NH

prowadzono w roztworze, co pokazano na Schemacie 10.

BocHN _ FoN.
]\ BocHN 0
lh_'n o~ J\f‘O = BocHN o NH HN
BackN” ~¢™ (7 a HoN o _,ﬂ b SN
HNL s —_— -
L \g 0 o I BocHN ° o o
. C. C
0 YY) O-CHj 0 ~~~0-CHs
N
BncHN""--"“\JLN . ‘]]'NH . -J'LN i MH/\M
| H 5 H NHBoc 0 NH H o]
BocHN HN

HN

41 42 BocHN NHBoc
H4COOC

46

Schemat 10. Synteza dendronu I1-giej generacji. Reagenty i warunki: (a) HCI/EtOAc, 8 godz.,
t. pok., wydajnosc: 89,4%, (b) Boc-Orn(Boc)-OH, DCC/HOSu, THF, EtsN, 168 godz., t. pok.,
wydajnosé: 34,7%

W wyniku przeprowadzonych reakcji mozna wysnu¢ wazne wnioski dotyczace
otrzymywania dendrondéw ornitynowych i lizynowych zaréwno metoda syntezy w roztworze
jak 1 na nos$niku stalym. Metoda syntezy w roztworze umozliwia otrzymanie duzej ilosci
dendrondéw, pozwala na lepsza kontrole przebiegu reakcji posrednich poprzez wyodrgbnianie
1 oczyszczanie zwigzkéw posrednich, a wydajno$¢ syntezy jest znacznie wigksza niz
w przypadku syntezy na nos$niku stalym. Jednakze, czas poszczegdlnych reakcji znacznie si¢
wydtuza, a ilos¢ pracy prowadzaca do uzyskania pozadanego zwiagzku jest znacznie wigksza.
Ponadto dendrony ornitynowe ze wzglgdu na mniejsze zawady steryczne lepiej syntetyzuje si¢
w roztworze niz dendrony lizynowe. Natomiast gdy aminokwasem rozgal¢ziajacym jest lizyna
preferowang metoda syntezy jest synteza na odpowiednio dobranym no$niku stalym.

Podsumowanie metod syntetycznych dendrondéw znajduje si¢ w Tabeli 2.
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Tabela 2. Poréwnanie metod syntetycznych dendronéw — synteza na nosniku stalym oraz

synteza w roztworze.

Synteza na no$niku statym Synteza w roztworze
Aminokwas lizyna ornityna
Czas reakcji krotki (4-6h) dtugi (do 120h)
synteza ciagla, synteza “krok po kroku” z
Produkty . . T ;
oérednie oczyszczanie dopiero po wydzieleniem i oczyszczaniem
p odszczepieniu od nosnika produktéw posrednich
Odczynniki HATU, DIPEA lub
sprzegajace | DIC/Oxymapure, DIPEA DCC/HOBL
Kontrola test Kaisera ptytki TLC

Podsumowujac przeprowadzone syntezy, na wydajnos¢ reakcji wptywa zarowno wybor
zywicy jak 1 stopien jej osadzenia. W przypadku syntez prowadzonych na zywicy
2-chlorotritylowej o osadzeniu 0,82 mmol/g uzyskuje si¢ niewielka ilo$¢ czystego dendronu
(w zakresie 0k.50 mg — 142 mg), a wydajno$¢ otrzymywania dendronéw wynosi pomiedzy 9,2
a 18 %.

W przypadku syntez prowadzonych na zywicy Tenta Gel S PHB o osadzeniu 0,25 mmol/g
uzyskuje si¢ niewielkg ilos¢ czystego dendronu (w zakresie 56 mg — 334 mg), ale wydajnos¢
otrzymywania dendronéw wynosi pomigdzy 21,3 a 51,85 %. Na poprawe¢ wydajnosci wpltywa
korzystnie nizsze osadzenie zywicy.

Z kolei w przypadku syntez prowadzonych w roztworze z zastosowaniem metodologii
klasycznej syntezy peptyddw uzyskuje si¢ znacznie wigkszg 1los¢ zwiazku rzedukilka gramow,
a wydajnosci otrzymywania zwigzkow s3 réwniez wyzsze. W  przypadku
niesfunkcjonalizowanego dendronu ornitynowego otrzymano 3,82 g zwigzku z wydajnoscia
94%, a w przypadku niesfunkcjolanizowanego dendronu lizynowego otrzymano 0,98 ¢
zwigzku z catkowita wydajnoscia 64,9 %.

Natomiast dendron ornitynowy sfunkcjonalizowany proling otrzymano z wydajno$cig 66,7%,
a dendron ornitynowy sfunkcjonalizowany histydyng otrzymano z wydajnoscig 49,68 %.
Ponadto w wyniku prowadzonych prac otrzymano 1,35 g dendronu ornitynowego |1 generacji

z wydajnoscia 34,7 %.
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2. Synteza dendrymerow typu ,,bola” w roztworze

Ostatnim celem byta synteza unikalnych peptydowych dendrymeréw typu ,,bola”
w roztworze. Zwiazki te skladajace si¢ z dwoéch peptydowych dendrondéw potaczonych
organicznym facznikiem posiadaja ciekawe wilasciwosci fizykochemiczne. Nie tylko
sg aktywne biologicznie ,,per se”, ale takze mogg mie¢ potencjalne zastosowanie w celowym
dostarczaniu lekow 1 terapii genowej, poniewaz maja zdolnos¢ do tworzenia
supramolekularnych komplekséw z lekami lub materialem genetycznym. W pierwszym etapie
wazny byt wybor 1 synteza odpowiednich tacznikow organicznych, w tej grupie znalazly sie
faczniki amidowe, estrowe oraz zwierajace mostki disiarczkowe. Kolejnym waznym aspektem
okazala si¢ strategia syntezy pozadanego dendrymeru. Wedlug pierwszej strategii syntezy
facznik zostal przylaczony dopiero do sfunkcjonalizowanego dendronu (posiadajacego
na obrzezu proling, histydyn¢ lub imidazol), ktéry prowadzil do otrzymania pozadanego
zwiazku. Natomiast w przypadku drugiej metody tacznik byt przylaczony do zabezpieczonego
i niesfunkcjonalizowanego dendronu prowadzac w ten sposéb do otrzymania rdzenia
dendrymeru, ktéory w ostatnim etapie byl funkcjonalizowany doprowadzajac ostatecznie

do otrzymania dendrymeru typu ,,bola”.

Strategia 1

sfunkcjonalizowany tacznik Peptydowy dendrymer ,bola”
dendron

Strategia 2

t ik
el Rdzert dendrymeru

lfunkcjonalizacja

Peptydowy dendrymer ,bola

Rys. 35. Dwie strategie syntezy dendrymerdw typu,,bola”
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2.1 Synteza wedlug strategii 1

Przystapitem do syntezy dendrymeru typu ,bola” wedlug pierwszej metodologii,
w pierwszym etapie C-koniec wczes$niej otrzymanego lizynowego dendronu 38 przeksztalcitem
w jego chlorek kwasowy wykorzystujac reakcje Schotten-Baumanna w celu bardziej
wydajnego przylaczenia lacznika do dendronu w drugim etapie syntezy, a jako lgcznik

zastosowalem 4,7,10-trioksa-1,13-tridekanodiaming.

i S e
Hac’ w HaC, Ha :&J N
a N -
>°wrr~ﬂ ~ L\ DO b
:?_N H, g‘ 04— N @
o N NH
) i.socl, H\'\I s
N
_\_\ MO e i gN~0~0 0N, N'Lﬂ\
Sﬁ o s NVO“‘O/OVN

o} .
OMe
38 @

Schemat 11. Synteza lizynowego dendrymeru typu ,,bola” zawierajacego metyloimidazol (47)

NH 7

wedtug pierwszej metodologii. Warunki i reagenty: (i) SOCI2, EtsN, DCM, 8 h, temp. pok.,
(i) Lacznik — 4,7,10-trioksa-1,13-tridekanodiamina, EtsN, DCM, 44 h, temp. pok..
Wydajnosé: 11,32%.

Synteza dendrymeru 47 z zastosowaniem klasycznej metody sprzegania aminokwasoéw
nie nastepowata, nie obserwowano progresji reakcji, dlatego zastosowatem reakcje Schotten-

Baumanna.

Synteza dendrymeru wedlug pierwszej metodologii okazata si¢ problematyczna, trudno
byto sfunkcjonalizowa¢ dendron oraz wprowadzi¢ tacznik. Zastosowanie w ostatnim etapie
reakcji Schotten-Baumanna skrocito czas reakcji, ale nieznacznie wplyneto na wydajnosé, ktora

w przypadku tej reakcji pozostawata bardzo niska.

2.2 Synteza wedlug strategii 2

Rozpoczatem syntezg¢ kolejnych dendrymerow typu ,bola” wedlug drugiej
zaproponowanej metodologii. Najpierw przystapitem do syntezy rdzeni dendrymerow ,,bola” —

lizynowych, ornitynowych oraz z mostkiem disiarczkowym.
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2.2.1 Synteza rdzeni dendrymerow typu ,,bola”

Rdzen lizynowego dendrymeru ,,bola” 48 otrzymalem w sposob przedstawiony

na Schemacie 12.
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Schemat 12. Synteza rdzenia lizynowego dendrymeru ,bola” (48). Warunki i reagenty:
(@ 1M NaOH, 6 godz., t. pok.; (b) Lacznik - 4,7,10-trioksa-1,13-tridekanodiamina,
DCC/HOSu, MeOH/THF, EtsN, 96 godz. t. pok.. Wydajnos¢: 51,7%.

Nastgpnie przystapitem do syntezy ornitynowych rdzeni dendrymerow ,,bola” gdzie
jako element rozgaleziajacy stosowalem ornityng, ktéra jak wynikalo z wczesniejszych
doswiadczen jest zdecydowanie lepsza niz lizyna podczas syntezy w roztworze. Otrzymatem
dwa nowe dendrymerowe rdzenie — jeden trwaty zawierajacy mostki amidowe (49) oraz drugi
biodegradowalny z mostkami estrowymi (50). Synteza zwigzku 49 przebiegala zgodnie

ze Schematem 13.

BocHN NHBoc

BocHN
oz
BocHN” ~¢° io ?\‘/H\NHBoc
HN o HQNMO’\’O\/\OV\NHZ BocHN
W HN o (0]
o) Co I i v <O
T H a o) \N/\/\O/\/o\/\o/\/\N/C NTI/\N)H‘\\\/\NHBOC
BocHN N B NH H O H NHBoc
H o ocHN H
BocHN BocHN ©
49
45

Schemat 13. Synteza Boc-zabezpieczonego dendrymeru ,,bola” (49) z mostkami amidowymi.
Warunki i reagenty: (a) Lacznik - 4,7,10-trioksa-1,13-tridekanodiamina, DCC/HOSu, EtsN,
MeOH/THF, 96 godz. t. pok. Wydajnos¢ 66,9%.

Synteza zwigzku 50 z biodegradowalnymi mostkami estrowymi przebiegala zgodnie

ze Schematem 14.
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Schemat 14. Synteza Boc-zabezpieczonego dendrymeru ,,bola” (50) z mostkami estrowymi.
Warunki 1 reagenty: (a) glikol polietylenowy, DCC/DMAP, THF, 96 godz. t. pok..
Wydajnos¢ 58,1%.

Kolejnym celem bylo otrzymanie rdzenia redoks aktywnego dendrymeru typu ,,bola”.
Zadanie to rozpoczatem od syntezy odpowiedniego tacznika, ktory w swojej budowie zawiera
mostek  disiarczkowy. Po  przygotowaniu zabezpieczonego grupa Boc kwasu
g-aminokapronowego (51) i poddaniu go w kolejnym etapie reakcji z cystaming otrzymatem
zabezpieczony tgcznik (52) posiadajacy w swojej strukturze mostek disiarczkowy.
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H?N‘/\/\)LOH — BOCHN‘/\/\)LOH —_— BOCHN\/\/\)‘I\N/\/S\S/\JHNJ\/\/\/NHBDC

H
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Schemat 15. Synteza facznika zawierajagcego mostek disiarczkowy. Warunki 1 reagenty:
(@ NaHCOg3, Boc20O, MeOH/H20; (b) DCC/HOSu, THF, EtsN, cystamina, 96 godz. t. pok..
Wydajnos¢: 51,6%.

Odbezpieczony tacznik 52a uzytem nastepnie do kolejnej reakcji z wezesniej otrzymanym
ornitynowym dendronem (45) uzyskujac pozadany rdzen dendrymeru ,bola” z mostkiem
disiarczkowym (53).
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Schemat 16. Synteza zabezpieczonego dimeru ,,bola” zawierajacego mostek disiarczkowy.
Warunki i reagenty: (a) DCC/HOSu, THF, EtsN, facznik siarkowy (52a), 330 godz. t. pok.

w atmosferze argonu. Wydajnosé: 41%.
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2.2.2 Funkcjonalizacja wybranych rdzeni dendrymerow ,,bola”

W kolejnym, finalnym etapie przystgpilem do funkcjonalizacji wcze$niej otrzymanych
rdzeni dendrymerdw ,,bola”. Dendrymer lizynowy 48 sfunkcjonalizowatem proling uzyskujac
finalny dendrymer 54. Synteza przebiegata wedtug Schematu 17.
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Schemat 17. Funckjonalizacja lizynowego dendrymeru ,,bola” proling. Warunki i reagenty:
(@) HCI/EtOAC, 8 godz., t. pok., (b) Fmoc-Pro-OH, DCC/HOSu, THF, Et3N, 126 h, temp. pok.,
a nastepnie 20% piperydyna/MeOH; Wydajnos¢: 37,4%.

Dendrymer ornitynowy 49 sfunkcjonalizowalem proling uzyskujgc finalny dendrymer 55a,
a takze histydyna uzyskujac finalny dendrymer 56a. Synteza przebiegata wedtug Schematu 18.
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Schemat 18. Synteza dendrymerow ,,bola” 55a i 56a: (a) HCI/EtOAc, 8godz., t. pok.; (b) Fmoc-
Pro-OH, DCC/HOSu,THF, 126 godz., t. pok.; (c) tris(2-aminoetylo)amina/MeOH, 8 godz.,
t. pok.; (d) Fmoc-His(Boc)-OH, DCC/HOSu, THF, 126 godz., t. pok.; (¢) HCI/EtOAc, 8 godz.,
t. pok.; (f) tris(2-aminoetylo)amina/MeOH, 8 godz., t. pok.;
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Rys. 36. Wzory strukturalne dendrymerow 55a oraz 56a.

Dendrymer ornitynowy z mostkami estrowymi 50 sfunkcjonalizowatem proling uzyskujac
finalny dendrymer 57a, a takze histydyng uzyskujac finalny dendrymer 58a. Synteza
przebiegata wedtug schematu 19.
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Schemat 19. Synteza dendrymerow ,,bola” 57ai58a: (a) HCI/EtOAc, 8godz., t. pok.; (b) Fmoc-
Pro-OH, DCC/HOSu, THF, 126 godz., t. pok.; (c) tris(2-aminoetylo)amina/MeOH, 8 godz.,
t. pok.; (d) Fmoc-His(Boc)-OH, DCC/HOSu, THF, 126 godz., t. pok.; () HCI/EtOAc, 8 godz.,
t. pok.; (f) tris(2-aminoetylo)amina/MeOH, 8 godz., t. pok.;
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Rys. 37. Wzory strukturalne dendrymeréow 57a oraz 58a.
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Jak mozna zauwazyé, w przypadku syntezy dendrymeroéw ,bola” wedlug drugiej
metodologii wydajno$¢ poszczegodlnych etapow reakcji jest znacznie wigksza. Co wigcej,
ten sposob syntezy okazal si¢ mniej problematyczny i umozliwil otrzymanie wigkszych ilosci

dendrymerdéw typu ,,bola”.

>—u—>$u

N-Boc Zabezpieczony dendron

Z Etap 2
@ - /NN ——

facznik Rdzers dendrymeru

N —Boc zabezpieczony
dendron

e —

funkcjonalizacja
Rdzen dendrymeru Peptydowy dendrymer ,bola”

Rys. 38. Podsumowanie opracowane;j strategii syntezy dendrymeroéw ,,bola”.
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3. BADANIA FIZYKOCHEMICZNE I BIOLOGICZNE

3.1 Badania konformacji molekularnej dendrymerow o strukturze ,,bola” metoda

dichroizmu kolowego (CD)

Samoorganizacja molekularna dendrymeréw typu ,,00la” moze mie¢ istotne znaczenie
dla ich aktywnosci biologicznej. W przypadku zastosowania dendrymerdéw jako nanono$niki
lekow wiasciwos¢ ta moze odgrywac takze znaczacg role podczas rozpoznania molekularnego
dendrymer/lek. Dlatego tez podj¢to badania zaleznej od stezZenia agregacji supramolekularne;

w roztworze za pomocg spektroskopii dichroizmu kotowego (CD).

Widma dichroizmu kotowego dla sfunkcjonalizowanych proling 55a 1 57a lub
sfunkcjonalizowanych histydyng 56a i 58a dendrymeréw ,bola” wykazuja wzorce
charakterystyczne rowniez dla odpowiednich dendronow: sfunkcjonalizowanych proling 43 lub
sfunkcjonalizowanych histydyng 44. Widma CD mierzone w MeOH wykazatly, ze zaden
z dendrymeréw ,,bola”, z wyjatkiem sfunkcjonalizowanego proling dendrymeru 57a, nie
wykazuje sladow CD charakterystycznych dla wigkszosci liniowych AMP, gdzie konformacja

a-helisy umozliwia sortowanie centrow kationowych i hydrofobowych (Rys. 39).

W zwigzku z tym, amfifilowa struktura kationowych dendrymeréw ,,bola” zakonczonych
histydyng 56a i 58a wynika raczej ze struktury chemicznej, anie rearanzacji konformacyjnych.
Wszystkie widma wykazuja dodatni efekt Cottona o najwigkszej intensywnosci w okolicach
190-206 nm, bardziej intensywny dla dendrymeréw =z histydyng, charakterystyczny

dla przejscia n-t*wigzania amidowego w roznych srodowiskach chemicznych.

Sposérod neutralnych, sfunkcjonalizowanych proling dendrymerow ,,bola”, tylko dendrymer
S57a wykazuje $lad CD z ujemnymi pasmami wokoét 208, 219 i siodtem przy 226 nm, co moze
tlumaczy¢ mieszaning struktur drugorzedowych a-helisy i1 PB-kartki w roztworze MeOH.
Struktura B-kartki moze by¢ réwniez postulowana dla monomerycznego dendronu 43,

wykazujacego szerokie ujemne pasmo przy 239 nm.

Zupehie inny ksztatt widma CD dla dendrymeru 55a, ktory strukturalnie r6zni si¢ od 57atylko
dwoma wigzaniami estrowymi w miejsce amidowych w miejscu potgczenia facznik-dendron
sugeruje, ze oddzialywania miedzyczasteczkowe moga zachodzi¢ przez niekowalencyjne

oddziatywania typu glowa-glowa i glowa-facznik.

Dendrymery sfunkcjonalizowane histydyna 56a i 58a, jak rowniez dendron 43 wykazuja
dodatnie pasma wok6t 206 1 220 nm przy stezeniu 60 pM.



-74 -

Przy wyzszych stezeniach traca one dyskretng strukture i sg zastgpowane przez szerokie

dodatnie pasmo z maksimum przy 202-204 nm, ktére prawdopodobnie obejmuje zakres

struktur drugorzedowych powstalych podczas agregacji czasteczek o nieco innym potozeniu

fancuchow bocznych histydyny.
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Rys. 39. Widma CD: dendrymerow o strukturze ,,bola” w MeOH; a,b) sfunkcjonalizowanych

Pro; c,d) sfunkcjonalizowanych His; ) odpowiednich dendronow.
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Podsumowujac, widma CD sugerujg, ze dendrymery ,,bola” istniejg w roztworze MeOH jako
mieszanina agregatow o wielu konformacjach. W przypadku dendrymeréw z histydyng mozna
postulowaé istnienie wielu wigzanh wodorowych pomiedzy fragmentami imidazolowymi,

w ktoérych prawdopodobnie posredniczg aniony Cl-.

Widma CD wszystkich dendrymerow rowniez zawieraja minima w okolicach 200 nm, co moze
sugerowaé obecnos$¢ agregatow o przypadkowej konformacji, przynajmniej w przypadku
zawierajacych proling dendrymerow ,bola”. Poniewaz widmo CD L-His zawiera ostre
minimum przy 195,8 nm, konformacja losowa pochodnych zawierajacych histydyne jest mniej
wiarygodna.

Badania konformacji molekularnej metodami dichroizmu kotowego zostaly przeprowadzone
we wspolpracy z dr inz. Majg Morawiak w Instytucie Chemii Organicznej PAN, a wyniki

zostaly opublikowane w artykule Cieslak i wsp. [125]
3.2 Badanie wlasciwosci antyoksydacyjnych

Badania aktywno$ci redukujacej testem FRAP i CUPRAC, a takze zdolnosci zmiatania
wolnych rodnikow tlenowych testem DPPH 1 ABTS zostaty przeprowadzone przez drinz. Maje
Morawiak w Instytucie Chemii Organicznej PAN.

Badania miaty na celu odpowiedz na nastepujace pytania:
- Czy wiasnosci redoks wykazujg tylko dendrymery posiadajace w strukturze fragmenty
o udokumentowanych wtasnosciach przeciwutleniajacych, takich jak polifenole czy histydyna,

czy tez redoks aktywne sg te posiadajace proling dla ktorej nie znaleziono zadnych danych w

literaturze;

- Czy odpowiednia warto$¢ otrzymana w testach jest sumg wartosci dla odpowiedniego

fragmentu czy tez wazny jest wklad od struktury samego dendrymeru;
- Czy mozna znalez¢ korelacje pomigdzy strukturg dendronu/dendrymeru a rodzajem testu.

Ponizej przedstawiono wyniki uzyskane po wykonaniu testow dla wybranych zwigzkow oraz

dla porownania czystych aminokwasow proliny 1 histydyny.
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Rys. 40. Wyniki aktywno$ci antyoksydacyjnej (TEAC) polifunkcyjnych dendrymerdéw
wykonanych wedlug metody FRAP (Ferric reducing antioxidant power) w poréwnaniu
do aminokwaséw histydyny (His) i proliny (Pro).
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Rys. 41. Wyniki aktywno$ci antyoksydacyjnej (TEAC) polifunkcyjnych dendrymeréw
wykonanych metoda CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity) w poréwnaniu
do histydyny (His) i proliny (Pro).
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Rys. 42. Wyniki zdolno$ci wytapywania kationowych wolnych rodnikow wykonanych metoda
ABTS (Radical scavenging assay) polifunkcyjnych dendrymerow
W porownaniu do histydyny (His) 1 proliny (Pro) [TEAC].
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Rys. 43. Wyniki aktywnosci przeciwutleniajacej (TEAC) dendrymeréw wykonanych metoda
DPPH (Total free radical scavenging assay) polifunkcyjnych dendrymeréw w poroéwnaniu
do aminokwasow histydyny (His) i1 proliny (Pro).
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Jak wida¢ z przedstawionych wykresow (Rys. 40 - 43), wartosci TEAC zalezg
od stgzenia, struktury lacznika i rodzaju aminokwasu znajdujacego si¢ na koncu galezi
dendrymeru ,bola”. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze dendrymery majg znacznie wyzsze
wlasciwosci antyoksydacyjne w pordwnaniu z czystymi aminokwasami. Dendrymery ,,bola”
zawierajagce w pozycjach terminalnych histydyne charakteryzuje wyjatkowo wysoka zdolnos¢
do redukcji (FRAP i CUPRAC). Natomiast pochodne z proling sg lepszymi wygaszaczami
wolnych rodnikéw. Wybrane terminalne aminokwasy tzn. prolina i histydyna w pofaczeniu
ze specyficzng rozgaleziong strukturg dendrymeréw ,,bola” nadaja zwigzkom silne witasnosci
redukujace 1 zdolnos¢ do wytapywania rodnikoéw tlenowych. Nie bez znaczenia pozostaje takze
charakter aminokwas6w znajdujacych si¢ na obrzezach, w przypadku histydyny wazna rolg
odgrywa aromatyczny pierScien imidazolowy, ktory prawdopodobnie zapewnia wysoka
zdolno$¢ do redukcji jondéw (Fe3* lub Cu?*), natomiast w przypadku proliny bedacej
drugorzedowymaminokwasem znaczgca role odgrywa pieciocztonowy pierécien pirolidynowy
nadajacy zdolno$¢ do wygaszania wolnych rodnikow. Poréwnujac sfunkcjonalizowane
dendrymery mozna réwniez zauwazy¢, iz wartosci TEAC w przypadku dendrymerow
prolinowych s3 wyzsze gdy w strukturze wystepuja wigzania estrowe tacznik-dendron
W przeciwienstwie do dendrymerow histydynowych w ktérych wartosci TEAC sg wysokie jesli

w strukturze wystepuja wigzania amidowe facznik-dendron.

Powyzsze wyniki dotyczace zarowno sposobu syntezy dendrymerow ,bola” jak i ich
wlasciwosci antyoksydacyjnych zostaly réwniez ujawnione w zgloszeniu patentowym
P.435269 pt. ,,Nanoczasteczkowe, peptydowe dendrymery, sposob ich wytwarzania oraz ich

zastosowania”, ktore jest obecnie procedowane w UP RP (data zgloszenia: 12.09.2020).
3.3 Badanie wlasnosci kompleksujacych dendrymerow ,,bola” z lekami onkologicznymi

Badania nad zdolnoscig dendrymerow ,,bola” do kompleksowania czasteczek
lekoéw stosowanych w terapii onkologicznej, takich jak temozolomid, chlorambucil icytarabina
prowadzono za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe; (HPLC.) Zastosowano
kolumng analityczng Luna LC-Column, C-8(2)) 150 _46 mm firmy Bionacom LTD o wielkosci

ziarna 3um i wielkoéci porow 1004,

Na rysunkach 44-47 pokazano czasy wyptywu z kolumny czystych lekow, czystych
dendrymeréw ,,bola” oraz mieszanin dendrymer/lek w stosunku molowym 1:20. Zaréwno

dendrymery jak i chlorambucil i cytarabina w takich ilo§ciach rozpuszczaly si¢ w MeOH.
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Najbardziej dla mnie interesujacy bo stosowany w terapii glejaka temozolomid (TMZ)

rozpuszczat sie w MeOH bardzo stabo i zastosowatem DMSO jako rozpuszczalnik.

Przedstawione tutaj wyniki zostaly ujawnione w zgloszeniu patentowym P.435269
pt. ,Nanoczasteczkowe, peptydowe dendrymery, sposob ich wytwarzania oraz ich

zastosowania”, ktore jest obecnie procedowane w UP RP (data zgloszenia: 12.09.2020).

Wyniki badan metodg HPLC, tzn. wydtuzenie czasu retencji dendrymeru na skutek utworzenia

nickowalencyjnego kompleksu z czasteczka leku przedstawiajg Rys. 45-47.
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Rys. 44. Widma HPLC lekéw przeciwnowotworowych.
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Ponizej przedstawiono widma HPLC zwigzku 55a w obecnosci lekow
przeciwnowotworowych.
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Rys. 45. Widma HPLC mieszaniny dendrymeru 55a z czasteczkami lekéw w stosunku
molowym 1:20 (dendrymer:lek). Czasteczka dendrymeru zwiera cztery terminalne reszty Pro,

facznik amidowy i jest obojetna.
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widma HPLC zwigzku 58a w obecnosci
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Rys. 46. Widma HPLC mieszaniny dendrymeru 58a z czasteczkami lekow w stosunku
molowym 1:20 (dendrymer:lek). Czasteczka dendrymeru zawiera cztery terminalne reszty His

ijest solg z 8 czasteczkami HCI.
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Ponizej przedstawiono widmo HPLC zwiazku 47 w obecnosci temozolomidu.
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Rys. 47. Widmo HPLC wskazujace na utworzenie niekowalencyjnego kompleksu zwigzku 47
z czasteczka leku.

Czasteczki lekow wybrano tak aby roznily si¢ iloscig i1 charakterem chemicznym grup
protono-donorowych i protono-akceptorowych. Wybrane do tego eksperymentu dendrymery
,,bola” to 55a z tgcznikiem amidowym i posiadajgcy cztery terminalne proliny oraz dendrymer
58a z tacznikiem estrowym i posiadajacy cztery terminalne reszty histydyny. Dla poréwnania
pokazano wyniki eksperymentu dla dendrymeru 47 z tacznikiem amidowym, ktorego struktura

dendronu oparta jest nie na ornitynie ale na bardziej gi¢tkiej lizynie.

Interesujace jest, ze w tych eksperymentach neutralny dendrymer 55a tworzyt
kompleksy z czgsteczkami wszystkich lekéw, bez wzgledu na ich budowe chemiczng
1 mozliwo$¢ tworzenia oddziatywan miedzyczasteczkowych. Natomiast kationowy dendrymer

58a tworzyt wyrazny kompleks gtownie z chlorambucilem posiadajgcym grupe karboksylows.

W Zespole prof. Czyza w Zakladzie Biologii Komorki na Uniwersytecie Jagiellonskim .
podjeto takze badania nad wplywem mieszanin dendrymerow z temozolomidem (TMZ)
0 wzrastajacym stgzeniu na pojawienie si¢ procesu apoptozy komorek glejaka T98G. Wstepne
wyniki pokazuja, ze 45 min. po zmieszaniu dendrymeru z 10 mikroM TMZ apoptoza prawie

si¢ nie pojawia. Mieszanina 50:501 50:100 mikroM (dendrymer:TMZ) indukuje znaczacy efekt
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pro-apoptotyczny. Co ciekawsze, bole w stezeniu 50 uM w 5 przypadkach dajg silniejszy efekt,
niz ,czysty” TMZ. Tylko w przypadku 57a i w 58a wida¢ pewien efekt addytywny,
w pozostalych przypadkach TMZ obniza aktywno$¢ zwigzkow. Podanie odpowiednich
mieszanin natychmiast po zmieszaniu nie daje takich efektow w komodrkach glejaka,
co mogloby oznaczaé, ze potrzebny jest czas na utworzenie kompleksu. Badania te ze wzgledu

na $mier¢ dr Damiana Ryszawego nie byly kontynuowane.

3.4 Badanie oddzialywan dendronow sfunkcjonalizowanych resztami polifenoli
aromatycznych z drugorzedowymi strukturami tworzonymi przez kwas poli-L-
glutaminowy i poli-L-lizyne

Medycyna w chwili obecnej nie posiada nowoczesnych lekéw przydatnych do leczenia
chorob neurodegeneracyjnych. Glownie dlatego, ze nie do konca poznane sa przyczyny ktore
inicjujg takie procesy chorobowe. Ogolnie akceptowanym i potwierdzonym eksperymentalnie
faktem jest wystgpowanie w moézgu osdb chorych na chorobe Alzheimera, Parkinsona itp.,
ztogoéw (samoistnie powstajacych agregatow peptydow takich jak B-amyloid lub biatek), ktore
uposledzaja funkcjonowanie komorek nerwowych i ewentualnie powodujg ich obumarcie.
Wedlug przyjetego mechanizmu, niekorzystng agregacje odpowiednich monomeroéw inicjuja
wielokrotne oddziatywania pomigdzy grupami amidowymi, wspomagane oddzialywaniami
pomiedzy resztami aminokwaséw o hydrofobowych lafcuchach bocznych. Procesy takie
prowadza do utworzenia struktury B-kartki 1 w wyniku nastepczej agregacji do powstania
nierozpuszczalnych depozytéw. Jednym z obecnych trendéw w badaniach nad poszukiwaniem

nowoczesnych lekéw jest projektowanie zwigzkow, ktore potrafia zdegradowaé powstate

agregaty do form rozpuszczalnych w cytoplazmie.

Jedng z grup zwiazkdéw proponowanych do takich zastosowan sg polifunkcyjne dendrymery,
np. dendrymery PAMAM [119]. Pomimo, ze zwigzki te dzialaja destrukcyjnie wobec struktur
B-amyloidowych to jednak same czasteczki ze wzgledu na ich polikationowa strukture

sg bardzo toksyczne dla zdrowych komorek.

Otrzymane przeze mnie niewielkie dendrony sfunkcjonalizowane resztami polifenoli
aromatycznych moglyby peti¢ podobng role poniewaz sg nietoksyczne 1 majg polifunkcyjna
amfifilowa strukturg. W dodatku, obecno$¢ grup hydroksylowych i sprotonowanyh grup
aminowych stwarza duze mozliwos$ci dlatworzenia z agregatami 3-amyloidu oddziatywan typu
jonowego oraz tworzenia wigzan wodorowych. Dlatego postanowitem zbada¢ oddziatywanie

zwiagzku 14, sfunkcjonalizowanego kwasem synapinowym ze strukturami drugorzedowymi
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tworzonymi przez modelowe polipeptydy - anionowy kwas poli-L-glutaminowy i kationowa

poli-L-lizyng.

W tym celu zastosowano spektroskopi¢ dichroizmu kotowego (CD), w ktorej badano ewolucje
charakterystycznych pasm zwigzanych ze strukturg drugorzedowa pasm w funkcji stezenia
dendronu (Rys. 48). Wzgledny udzial o-helisy, PB-kartki, " B-skretu" i "innych" struktur

drugorzgdowych oszacowano przy uzyciu algorytmu dekonwolucji z programu BeStSel. [126]
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Rys. 48. Zwiazek 14 oraz struktury Il-rzedowe o-helisy 1 -kartki.

W przypadku struktury a generowanej z PLL lub PLGA przy st¢zeniu dendronu 14
wynoszacym 266 uM obserwowano zmniejszenie zawartosci formy p-kartki do 11%, przy
jednoczesnym wzro$cie zawartosci B-skretu do ~ 32%. Moze to sugerowac, ze po interakcji
z amfifilowym zwigzkiem 14 albo dluzsze tancuchy PLL ulegaja wygieciu, albo dendron 14
faczy sie z C-konicowymi fragmentami dwodch a-helis poprzez tworzenie licznych wigzan

wodorowych i oddziatywan elektrostatycznych.

W przypadku struktury  zaobserwowano pewien (niewielki) wptyw dendronu 14 na strukture
B-kartki jesli chodzi o zmniejszenie intensywnos$ci pasma i przesunigcia pozycji tego pasma,
a takze stwierdzono zmniejszenie zawartosci B-kartki na korzys$¢ a-helisy oraz znaczny wzrost

zawartosci struktur okreslanych jako “inne” (do 52%-59%).
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Dendron 14 w wyzszym st¢zeniu zmienial ksztalt, intensywnos¢ i strukture widma CD
W sposob zalezny od stezenia. Przy 75 puM, widmo CD mialo ksztatt szerokiego plateau
i dyskretng strukture o intensywnosci zblizajacej si¢ do zera. Zmniejszenie skreconych
B struktur 1 wigkszy odsetek zrelaksowanej formy [B-kartki moze sugerowac stabilizujacy

wplyw zwigzku 14.

W wyniku badan obserwowano zmiany struktur drugorzgdowych modelowych polipeptydow
PLL i PLGA w sposob zalezny od struktury i stg¢zenia, zwigzek 14 wydaje si¢ wykazywaé
korzystne zdolnosci do rozplatywania struktury p-kartki co mozna by wykorzystaé
do zapobiegania tworzeniu si¢ nierozpuszczalnych agregatéw. Jednakze potrzebne bylyby

dalsze i szczegotowe badania w tym zakresie.

Powyzsze badania zostaly przeprowadzone we wspodlpracy z dr inz. Maja Morawiak
w Instytucie Chemii Organicznej PAN, a omawiane wyniki zostatly szczegélowo przedstawione
w publikacji M. Morawiak i wsp. ,,Interactions of rationally designed small peptide dendrons
functionalized with valine or sinapic acid with a-helix and p-sheet structures of poly-L-lysine
and poly-L-glutamic acid”, Pept Sci. 2020;e24155. [123]
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3.5 Badania biologiczne - aktywno$¢ przeciwnowotworowa uzyskanych zwigzkéw
Badanie biologiczne dendrondéw oraz dendrymeroéw zostaly przeprowadzone w Zespole

prof. Czyza w Zaktadzie Biologii Komorki na Uniwersytecie Jagiellonskim.

Aktywno$¢ cytostatyczna i proapoptotyczna uzyskanych dendronéw/dendrymeréw decyduje

o ich potencjale antynowotworowym.

Aby okresli¢ zaleznosci migdzy strukturg a bioaktywnos$cig dendronéw/dendrymerow zwigzki

poddano badaniu w modelu komorek glejaka U87 testujac ich dziatanie cytostatyczne.
Dendrony 7 proling i argining oraz dendrymery ,,bola” z proling w modelu glejaka in vitro

Podczas badan zaobserowawno stosunkowo silny efekt hamujacy dla (+)4 naladowanego
dendronu 33 (dendron z argining) na proliferacje komorek U87, mimo ze jego aktywno$¢ byta

widoczna tylko w stezeniach 100 i 200 uM. (Rys. 49)
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Rys. 49. Efekty cytostatyczne kationowego dendronu 33, neutralnego dendronu 43 oraz

funkcjonalizowanych proling dendrymerow ,,bola” 55a i 57a na populacj¢ komorek U87. [125]

Substytucja proling oraz neutralny charakter dendronu 43 oslabialy jego aktywnos¢
cytostatyczng, jak widac¢ na rys. 49 znaczna aktywno$¢ dendronu 43 byla widoczna tylko
w stezeniu 200 uM. Z kolei funkcjonalizowany proling dendrymer 55a potaczony z tacznikiem
poprzez wigzania amidowe wykazywal najwyzsza aktywno$¢ cytostatyczng w stezeniu 100
uM, wyzsza niz oba monomery — dendrony 33 i 43. Natomiast polaczenie tego samego
dendronu 43 z facznikiem poprzez biodegradowalne wigzania estrowe, jak w dendrymerze

,bola” 57a obnizalo jego aktywnosc.
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Dane te sugerujg, ze dimeryzacja dendronu moze zwiekszaé jego bioaktywnos¢, podczas

gdy ladunek molekularny oraz szczegélna struktura chemiczna modulujg ten efekt.

W kolejnym etapie przeprowadzono takze badania porownawcze aktywnosci cytostatycznej
1 proapoptotycznej dendrondéw/dendrymerow w alternatywnym modelu komérkowym T98G
wykazujacym wyzszg wewngtrzng heterogenicznos¢. Tutaj takze dendrony 33 i 43 oraz
dendrymery sfunkcjonalizowane proling 55a i1 57a wykazywaly zalezng od stg¢zenia

cytotoksycznos¢ (Rys. 50).

Dendrymer 57a byt najbardziej wrazliwy na réznice fenotypowe pomigdzy tymi dwoma liniami
komorkowymi, co ilustruje stosunkowo wysoka liczba komoérek T98G nawet przy stezeniu 200
uM. W stezeniu 10 uM najlepsze wilasciwosci cystostatyczne i anty-apoptotyczne wykazywat

dendron 33, z kolei w stezeniach 100 i 200 uM najwyzszg aktywno$¢ wykazywatl dendrymer
55a. (Rys. 50)
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Rys. 50. Efekty cytostatyczne i anty-apoptotyczne kationowego dendronu 33, neutralnego

dendronu 43 oraz funkcjonalizowanych proling dendrymerow ,,bola” 55a i 57a na populacjg
komorek T98G. [125]

Do okreslenia charakterystyki smierci komorek uzyto testu FITC-Annexin V/bromek etydyny
w czasie rzeczywistym. Stosowano stezenie 50 uM, aby dokladniej okresli¢ stezenia zwigzkow,
ktore powodujg znaczaca odpowiedz apoptotyczng komoérek. Jak mozna zauwazy¢ na rys. 50
dendron 33 wywieral wyrazniejszy efekt apoptotyczny niz dendron 43 w modelu T98G przy

braku znaczgcych rdznic w ogdlnej aktywnosci cytostatyczne;.
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Dimeryzacja dendronu 43 do dendrymeru ,bola” 55a zwigksza zarowno aktywno$é
pro-apoptotyczna, jak i cytostatyczng zwigzkow. Co ciekawe, gdy tacznik potaczony jest
z dendrymerem poprzez biodegradowalne wigzania estrowe (zwiazek 57a) obserwowano

obnizenie efektu cytostatycznego, ale nie obserwowano zmian aktywnosci pro-apoptotyczne;.

Dane te moga by¢ wyjasnione w kategoriach heterogennosci populacji T98G, co moze leze¢
u podstaw ich wrazliwos$ci na te zwigzki. Silne odpowiedzi apoptotyczne wysoce wrazliwej
subpopulacji T98G moga by¢ kompensowane przez nizszg wrazliwos¢ innych subpopulacji

T98G na dany zwigzek.

Wplyw dendronow z proling i argining oraz dendrymeréw ,,bola” z proling na potencjat

inwazyjny i morfologie komorek T98G

W celu okreslenia, w jaki sposéb struktura chemiczna dendrondéw wpltywa na inwazyjnos¢
heterogennych fenotypowo komorek glejaka, przeprowadzono oceng morfologii i ruchliwosci

komorek T98G poddanych dziataniu dendronéw 33 i 43.

W przypadku dendronu 33 obserwowano nieistotny hamujacy wptyw na ruchliwos$¢ komorek
T98G oraz silny wptyw na morfologie komdrek T98G, co ilustruje ich przesuni¢cie w kierunku

morfologii wrzecionowatej w komérkach T98G w obecnosci 100 uM zwiazku 33 (Rys. 51).
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Rys. 51. Wplyw zwigzku 33 (1-200 uM) na potencjal inwazyjny i morfologi¢ komorek
T98G.[125]
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Mniej wyrazne zmiany morfologii i stosunkowo nieistotne zahamowanie ruchliwosci T98G

obserwowano w obecnosci dendronu 43 (Rys. 52).
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Rys. 52. Wplyw zwigzku 43 na potencjat inwazyjny i morfologie komérek T98G.[125]

Co ciekawe, wplyw sfunkcjonalizowanych proling dendrymeréw ,bola” 55a 1 57a
na ruchliwos¢ T98G prawie nie korelowat z ich aktywnoscig cytostatyczng/pro-apoptotyczna.
W przypadku dendrymeru 57a obserwowano nieznaczny wplyw na proliferacj¢ i morfologie
T98G przy ogdlnie nizszej ruchliwosci T98G w warunkach stresu w obecnosci 100 pM 57a.
(Rys. 53).

Z kolei stosunkowo wysoka aktywnos$¢ cytostatyczna 55a korelowala ze zwieckszong
szybko$cig przemieszczania si¢ komoérek T98G poddanych dzialaniu zwigzku 55a i ich

Wwrzecionowata/tylng spolaryzowang morfologia pod wptywem stresu w obecnosci 100 uM 55a
(Rys. 53).

Dane te potwierdzaja, ze funkcjonalizowane proling, ale strukturalnie odmienne
dendrony/dendrymery wywotuja dyskretny wzoér fenotypowej mikroewolucji/selektywnej
ekspansji komoérek lekoopornych/inwazyjnych w heterogennych populacjach glejaka.
Przeciwstawne efekty heterogennej chemioopornosci T98G 1  cytotoksycznosci
dendrondéw/dendrymeréw moga  przyczynia¢ si¢ do mniejszej  bioaktywnosci

dendronow/dendrymeréw w systemie T98G.
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Rys. 53. Wptyw zwiazkow 55a i 57a na potencjal inwazyjny i morfologie komorek T98G.[125]
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Dendrony 7 histydyng oraz dendrymery ,,bola” z histydyng w modelu glejaka in vitro

W przeciwienstwie do nienaltadowanych, zakonczonych proling dimeréw 55a i 57a,
funkcjonalizowane histydyng dendrymery ,,bola” 56a i 58a sg (+8)-natadowane i amfifilowe.
Badania dendrymeru 56a w modelu glejaka U87 wykazaly jego aktywnos¢ cytostatyczna, ktora

byla podobna do tej, jakg wykazuje dendrymer 55a.

W przypadku dendrymeru 58a zaobserwowano nieco wickszg wrazliwo$¢ komorek U87 na 58a
niz na 57a. Co wazne, aktywno$¢ 58a byla roéwniez wyzsza niz 56a, co wskazuje na znaczng
role  kombinacji  wigzan  estrowych/wlasciwosci  amfifilowych dla  aktywnosci

dendronéw/dendrymerow (Rys. 54).
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Rys. 54. Efekty cytostatyczne funkcjonalizowanych histydyna dendrymerow ,,bola” 56a i 58a
na populacj¢ komorek U87. [125]

Stosunkowo wysoka bioaktywno$¢ 58a w poréwnaniu z 56a zaobserwowano réwniez
w bardziej opornym modelu T98G, co przedstawia Rys. 55. W stezeniu 10 uM, 100 uM oraz
200 uM zwiazek 58a ma wyzsza aktywno$¢ proapoptotyczng.
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Rys. 55. Efekty cytostatyczne i anty-apoptotyczne funkcjonalizowanych histydyna
dendrymerdw ,,bola” 56a i 58a na populacje komoérek T98G. [125]

Dla zwigzkow 56a i 58a stwierdzono brak korelacji pomiedzy dawka (stezeniem) podawanego

zwigzku a szybkoscig przemieszczania si¢ komorek T98G.
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W parze dendrymerow gdzie tacznik potaczony jest z dendrymerem poprzez biodegradowalne
wigzania estrowe (57a i 58a) reszty histydynowe wyraznie wzmocnily antyproliferacyjng
1 antyinwazyjng aktywnos¢ 58a w modelu T98G, mimo ze zwigzek 57a zakonczony proling

wykazywat podobng aktywnos$¢ proapoptotyczng co zwigzek 58a zakonczony His (Rys. 56).

W obecnosci 10 uM zwigzku 58a zmniejszonej proliferacji komorek T98G towarzyszylta takze
zmniejszona ruchliwos¢ (szybkos¢). W przeciwienstwie do 57a zwigzek 58a zwigkszat
ruchliwos¢ komoérek T98G 1 frakcje wrzecionowatych komorek T98G gdy zastosowano 200
uM zwiazku (Rys. 56). Dowodzi to, ze frakcja wysoce ruchliwych komoérek T98G moze
wykazywac zwigkszong opornos¢ na oba zwigzki.
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Rys. 56. Wptyw zwiazkoéw 56a i 58a na potencjat inwazyjny i morfologi¢ komorek T98G.[125]

Dwa dendrymery ,,bola” o odmiennej budowie chemicznej i r6znych obrzezach, ale o podobnej
aktywnosci cytostatycznej 55a i 58a wywotaly wzrost aktywnosci ruchowej komorek T98G,
ktorej towarzyszyla zwigkszona frakcja komorek wrzecionowatych. Uzyskane dane 1 wyniki
wskazuja, Ze podstawienie dendrymeru histydyng, ktora nadaje mu amfifilowosci oraz

zapewnia fadunek dodatni moze zwigkszy¢ bioaktywnos¢ dendrymerow.

Nalezy mie¢ jednak na uwadze, iz efekt ten moze by¢ niszczony przez heterogennosé

komorkowa i mikroewolucj¢ lekoopornych populacji glejaka.

Podsumowujac przeprowadzone badania nalezy stwierdzi¢, iz struktura oraz charakter zwigzku
majg zasadnicze znaczenic w przypadku aktywnosci biologicznej. Ponadto dimeryzacja
dendronu zwigksza bioaktywnos¢ tak uzyskanego dendrymeru typu ,bola”, a tadunek

molekularny oraz struktura chemiczna dodatkowo modulujg ten efekt. (Rys. 57).
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IVV. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Celem przedtozonej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie i opracowanie Strategii
syntezy nanoczasteczkowych peptydowych dendrondéw i ich dimerow o strukturze ,bola”
klasyczng metoda w roztworze badz na nosniku statym oraz zbadanie struktury i wlasciwosci
uzyskanych zwiazkow, a takze ich wplywu na zdrowe i chorobowo zmienione komorki uktadu

nerwowego. Cel ten zostal w pelni zrealizowany.

Realizujac niniejsza pracg zaplanowalem i zsyntezowatem w pierwszej kolejnosci grupe
dendronow peptydowych (nabazie lizyny lub ornityny) oraz dendrondéw sfunkcjonalizowanych
pochodnymi kwasu cynamonowego lub pochodnymi imidazolu. Reakcje przeprowadzitem
zarbwno metodg syntezy w roztworze jak i na nosniku stalym dzieki czemu opracowatem
optymalne warunki syntezy dla poszczegolnych dendrondéw. Ponadto, uzyskane wyniki i dane
umozliwily na przeprowadzenie analizy poréwnawczej obu metod syntetycznych oraz oceng
wplywu $ciezki syntetycznej na wydajnosci reakcji. Reakcje w roztworze prowadzitem metoda
karbodiimidowa technika ,,step by step” kontrolujac przebieg reakcji posrednich poprzez
wyodrgbnianie 1 oczyszczanie zwigzkéw posrednich, co znacznie wydhuza catkowity czas
syntezy, ale finalnie pozwala na uzyskanie czystych zwiazkow w duzych ilosciach. Natomiast
w przypadku syntez dendronéw na nosniku statym czas reakcji jest krotszy, nie wydziela sie

produktoéw posrednich, lecz catkowita wydajno$¢ reakeji jest nizsza.

W drugiej czesci badan zaplanowatem i opracowalem sposob syntezy peptydowych
dendrymerdw typu,,bola” posiadajacych w swojej strukturze trwatle jak i degradowalne tgczniki

organiczne o ogblnej strukturze pokazanej ponize;j:
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Syntezy poszczegdlnych dendrymerow prowadzilem w roztworze metoda
karbodiimidowg, a badania eksperymentalne doprowadzily do opracowania wilasciwej
metodologii wytwarzaniazwigzkoéw tej grupy. Opracowana i zoptymalizowana strategia polega
na: 1) otrzymaniu zabezpieczonego dendronu, ktdry w nastepnym etapie 2) poddaje si¢ reakcji
z odpowiednim tacznikiem organicznym, co prowadzi do wytworzenia rdzenia dendrymeru
typu ,,bola”, a uzyskany rdzen w ostatnim etapie 3) poddaje si¢ funkcjonalizacji prowadzacej

do finalnego zwigzku.

Konformacje wybranych zwiazkoéw 1 ewentualng samoagregacje w roztworze zbadano
metoda dichroizmu kotowego (CD). Uzyskane widma CD sugeruja, ze dendrymery ,,bola”
istniejg w roztworze MeOH jako mieszanina agregatow o wielu konformacjach. Widma CD
wszystkich dendrymer6éw rowniez zawieraja minima w okolicach 200 nm, co moze sugerowac
obecnos¢ agregatow o przypadkowej konformacji, przynajmniej w przypadku dendrymeréw

,bola” zawierajacych proling.

Dla wybranych zwigzkéw wykonano badania wlasciwosci antyoksydacyjnych.
Stwierdzono ze, dendrymery ,bola” zawierajace w pozycjach terminalnych histydyne
charakteryzuje wyjatkowo wysoka zdolno$¢ do redukcji, natomiast pochodne z proling

sg lepszymi wygaszaczami wolnych rodnikow. Stwierdzono wystepowanie efektu
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dendrytycznego, tzn. wlasciwosci antyoksydacyjne dendrymeréw bola s3 wyzsze niz suma
odpowiednich efektow dla pojedynczego terminalnego aminokwasu. Uzyskane dendrymery
,bola” wykazuja wyjatkowo silne wtasnosci redukujace i zdolnos¢ do wytapywania rodnikéw
tlenowych przez co moga znalez¢ zastosowanie jako inhibitory w niekontrolowanych
procesach utleniania przyczyniajacych si¢ do wielu proceséw chorobowych czy chociazby jako

srodki konserwujace w kosmetologii czy przetworstwie spozywczym.

W wyniku badania wilasnosci kompleksujacych dendrymeréw ,bola” z lekami
onkologicznymi dowiedziono, iz neutralny dendrymer sfunkcjonalizowany proling (zwigzek
55a) tworzy kompleksy z wszystkimi testowanymi czasteczkami lekow (cytarabina,
temozolomid, chlorambucil), bez wzgledu na ich budow¢ chemiczng i mozliwos¢ tworzenia
oddziatywan migdzyczasteczkowych. Natomiast kationowy dendrymer sfunkcjonalizowany
histydyng (zwigzek 58a) tworzy wyrazny kompleks gtownie z chlorambucilem posiadajacym
grupe karboksylowa. W badaniach przeprowadzonych w grupie prof. Czyza zaobserwowano,
iz dendrymery ,,bola” w st¢zeniu 50 uM w 5-Ciu przypadkach dajg silniejszy efekt, niz ,,czysty”
temozolomid. W przypadku zwiazkéw zawierajacych estrowy tacznik 57a i 58a widac pewien
efekt addytywny.

Przeprowadzone obserwacje i badania oddzialtywan dendrondéw z drugorzgdowymi
strukturami tworzonymi przez kwas poli-L-glutaminowy i poli-L-lizyne doprowadzity
do wniosku, iz modelowy dendron polilizynowy funckjonalizowany kwasem synapinowym
(zwiazek 14) wykazuje korzystne zdolnosci do rozplatywania struktury B-kartki, co mozna
by wykorzysta¢ do zapobiegania tworzeniu si¢ nierozpuszczalnych agregatow i ztogdéw, ktore

uposledzaja funkcjonowanie komoérek nerwowych i ewentualnie powoduja ich obumarcie.

Uzyskane wyniki badan biologicznych sugeruja, ze dimeryzacja dendronu moze
zwigksza¢ jego bioaktywnos$¢, podczas gdy tadunek molekularny oraz szczegdlna struktura
chemiczna modulujg ten efekt. Przeprowadzone badania wykazaly, iz w parze dendrymerow
gdzie tacznik polaczony jest z dendrymerem poprzez biodegradowalne wigzania estrowe
(zwigzek 57a 1 58a) reszty histydynowe wyraznie wzmocnily antyproliferacyjng
i antyinwazyjng aktywnos$¢ zwigzku 58a w modelu T98G, mimo ze zwigzek 57a zakonczony

proling wykazywat podobng aktywnos¢ proapoptotyczna co zwigzek 58a zakonczony His.

Uzyskane danei wyniki wskazuja, ze podstawienie dendrymeru histydyna, ktéra nadaje

mu amfifilowo$¢ oraz zapewnia tadunek dodatni, zwigksza bioaktywno$¢ dendrymerow.
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W trakcie badan zaobserwowano stosunkowo wysoka bioaktywnos$¢ zwigzku 58a w bardziej

opornym modelu glejaka T98G.

Ponadto w wyniku badan stwierdzono, ze wewnatrzkomorkowa biodostepnosé
zwigzkéw dendrymerycznych, ktéra w glownej mierze decyduje o ich aktywnos$ci
przeciwnowotworowej zalezy od ich zdolnosci do penetracji blon komoérkowych, co jest
bezposrednio skorelowane z ladunkiem (dodatnim) dendrymeréw, ich charakterem

amfifilowym i czesto zalezy od ich wielkosci (masy czasteczkowej).

Dotychczas przeprowadzone badania pozwalajg stwierdzi¢, ze zwiazki bedace
przedmiotem niniejszej dysertacji stanowig grupe potencjalnych farmaceutyké6w o korzystnych
wtasciwosciach mogacych znalezé zastosowanie w lecznictwie chorob i patologii ukladu
nerwowego. Dendrymery typu ,bola” wykazujace wilasciwosci kompleksowania lekow
onkologicznych mogg dziata¢ jako nanoczgsteczkowe nosniki dostarczajac leki do komoérek
chorobowo zmienionych i wpisujg si¢ znakomicie w zalozenia wspotczesnych terapii
celowanych oraz przeciwnowotorowych. Jednakze warunkiem dodatkowym moze by¢
stabilno$¢ kompleksow w warunkach fizjologicznych. Przeprowadzone badania oraz analizy
zalezno$ci pomiedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng dendrymeréw daly warto$ciowe
informacje o kierunkach przyszltych modyfikacji strukturalnych oraz stanowig punkt wyjscia,
doopracowania selektywnych dendrymeréw o jeszcze lepszych wiasciwosciach biologicznych,
w tym peptydowych dendrymerow o Silnych wiasnosciach antyoksydacyjnych mogacych
znalez¢ zastosowanie jako inhibitory w niekontrolowanych procesach utleniania

przyczyniajacych si¢ do wielu procesow chorobowych czy starzenia si¢ komorek.
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V. CZESC EKSPERYMENTALNA

1. Uwagiogolne

Wszystkie zwigzki organiczne niezbedne do przeprowadzenia reakcji, dostgpne handlowo,
stosowano bez ich uprzedniego oczyszczania. Rozpuszczalniki o czystosci cz.d.a. zostaly
zakupione w firmach Sigma-Aldrich, TCI, Linegal Chemicals i uzyte bez dodatkowego
oczyszczania.

Przebieg prowadzonych reakcji chemicznych kontrolowany byl za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym Kieselgel 60 F2s4 firmy
Merck, wywotywanych po wysuszeniu w 100°C 20% wodnym roztworem siarczanu amonu lub
1% roztworem ninhydryny w alkoholu etylowym. Plytki obserwowano takze w swietle UV
przy dhugosci fali 254 nm. Do rozdziatu substancji metodg sagczenia molekularnego stosowano
zel Sephadex LH-20 firmy GE Healthcare. Chromatograficzny rozdziat otrzymywanych
substancji przeprowadzono technikg HPLC na zestawie firmy Beckmann. Czystos$¢ zwigzkow
kontrolowano za pomoca analitycznej chromatografii HPLC na zestawie firmy Knauer.

W celu kontroli przebiegu reakcji sprzggania kolejnych aminokwaséw stosowano test Kaisera,
wykorzystujacy barwng reakcje wolnych grup aminowych z ninhydryna.

Struktury zwigzkéw potwierdzono metodami spektroskopowymi. Widma 'H i 3C NMR
wykonane zostaly na aparacie Varian VNMRS 500/125 MHz lub 600/150 MHz (Agilent

Technologies, Palo Alto, CA, USA).
Widma masowe wykonano na spektrometrze ESI-MS API 3000 (Applied Biosystems).

1.1 Zdejmowanie oslony Boc

Grupeg zabezpieczajaca tert-butoksykarbonylowa usuwano przez traktowanie zwigzkow 1M
HCI w octanie etylu (5 ml) przez 4 godziny, a nastgpnie odparowanie rozpuszczalnika pod

préznig. Zwiazki przemywano eterem dietylowym, a osad suszono pod préznig nad P20s.
1.2 Zdejmowanie oslony Fmoc

Grupg zabezpieczajaca fluororenylometyloksykarbonylowa usuwano przez potraktowanie

zwigzkoéw 20% roztworem piperydyny w DMF, a nast¢pnie odparowanie rozpuszczalnika pod

proznig. Zwiazki przemyto eterem dietylowym, a osady suszono pod préznig nad P20s.
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2. Synteza malych dimerow zawierajgcych pochodne kwasu cynamonowego
Ogolny sposob syntezy

Do kolby reakcyjnej wprowadza si¢ pochodng kwasu cynamonowego W DMF, roztwor
ochfadza si¢ do 0°C, a nast¢pnie dodaje si¢ EDC*HCI, HOBt, EtsN i Lys-OMe. Reakcje
prowadzi si¢ w ciemnosci przez 2 h w 0°C, a nastgpnie w temperaturze pokojowej przez okoto
4-5 dni, az do zaobserwowania calkowitego zaniku substratow za pomoca ptytki TLC. Po tym
czasie mieszaning reakcyjng odparowuje si¢, a do uzyskanego osadu dodaje si¢ wode
i ekstrahuje trzykrotnie z EtOAc. Polaczone warstwy organiczne ekstrahuje si¢ nastepnie
trzykrotnie 5% kw. cytrynowym, NaHCO3 oraz solankg. Warstwe organiczng suszy si¢ nad
MgSQa4, saczy i odparowuje do sucha, a pozostalo§¢ oczyszcza na zelu krzemionkowym

w ukladzie 5% MeOH/DCM uzyskujac pozadany zwigzek.
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Zwiazek 6

Do reakcji uzyto: kwas ferulowy (5.44 g, 0.028 mol), HOBt (0.726 g, 0.028 mol), EDC*HCI
(5.37 g, 0.028 mol), Et3N (14.35 ml, 0.103 mol), Lys-OMe (3 g, 0.0129 mol) i 15 ml DMF;
czas reakcji — 92 godziny;

produkt (2.51 g, 38%); C27H3208N2, M =512.56 g/mol
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ESI-MS (MeOH): 513.5 [M + H]*i534.4 [M + NaJ*.

'H NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.32-1.95 (m, B-CHzLys, y-CH2 Lys, 8-CH2 Lys), 2.62-2.78
(e-CH2 Lys), 3.10-3.23 (m, a-CH Lys), 3.83-3.94 (m, OCHs kwas ferulowy), 6.54-6.72 (m,
4xH-Ar kwas ferulowy, -CH=CH- kwas ferulowy), 6.87-6.97 (m, e-NH Lys, a-NH Lys), 7.48-
7.55 (m, -OH kwas ferulowy).

Zwiazek 7

Do reakcji uzyto: kwas p-kumarynowy (0.44 g, 0.0027 mol), HOBt (0.365 g, 0.0027 mol),
EDC*HCI (0.518 g, 0.0027 mol), EtaN (0.9 ml, 0.00645 mol), Lys-OMe (0.3 g, 0.00129 mol)
i 10 ml DMF; czas reakcji — 76 godzin;

produkt (0.3 g, 52%); C25H2806N2, M = 452.51 g/mol

ESI-MS (MeOH): 453.3 [M + H]* i 475.2 [M + Na]*.

'H NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.27-1.85 (m, B-CH2Lys, y-CH2 Lys, 3-CH2 Lys), 2.68-2.82
(e-CH2 Lys), 3.25-3.42 (m, a-CH Lys), 6.43-6.58 (m, H-Ar kwas p-kumarynowy, -CH=CH-
kwas p-kumarynowy), 6.82-6.94 (m, &-NH Lys, a-NH Lys), 7.56-7.68 (m, -OH
p-kumarynowy).

Zwiazek 8

Do reakcji uzyto: kwas synapinowy (2.12 g, 0.00944 mol), HOBt (1.28 g, 0.00944 mol),
EDC*HCI (1.81 g, 0.00944 mol), EtaN (4.8 ml, 0.103 mol), Lys-OMe (1 g, 0.00429 mol)
i 10 ml DMF; czas reakcji — 96 godzin;

produkt (1.32 g, 53.88%); C29H36010N2, M =572.61 g/mol

ESI-MS (MeOH): 573.2 [M + H]* i 595.4 [M + Na]*.

'H NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.23-1.98 (m, B-CH2Lys, y-CH2 Lys, §-CH: Lys), 2.56-2.73
(e-CH2 Lys), 2.97-3.25 (m, a-CH Lys), 3.86-3.96 (m, OCHs kwas synapinowy), 6.37-6.54 (m,
H-Ar kwas synapinowy, -CH=CH- kwas synapinowy), 6.85-6.95 (m, e-NH Lys, a-NH Lys),
7.40-7.51 (m, -OH kwas synapinowy).

Zwiazek 9

Do reakcji uzyto: kwas kawowy (0.968 g, 0.00537 mol), HOBt (0.726 g, 0.00537 mol),
EDC*HCI (1 g, 0.00537 mol), EtsN (2.4 ml, 0.0172 mol), Lys-OMe (0.5 g, 0.00215 mol)
i 10 ml DMF; czas reakcji — 94 godziny;

produkt (0.33 g, 31.7%); C25H2808N2, M = 484.49 g/mol

ESI-MS (MeOH): 486.5 [M + H]* i 507.3 [M + Na]*.
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'H NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.25-1.82 (m, B-CH2Lys, y-CH2 Lys, 8-CH2 Lys), 2.72-2.85
(e-CH2 Lys), 3.35-3.49 (m, a-CH Lys), 6.46-6.62 (m, H-Ar kwas kawowy, -CH=CH- kwas
kawowy), 6.85-6.98 (m, e-NH Lys, a-NH Lys), 7.58-7.72 (m, -OH kawowy)

Zwiazek 10

Do reakcji uzyto: kwas hydrokawowy (0.78 g, 0.0043 mol), HOBt (0.636 g, 0.00471 mol),
EDC*HCI (0.903 g, 0.00471 mol), EtsN (1.2 ml, 0.0086 mol), Lys-OMe (0.5 g, 0.00215 mol)
i 10 ml DMF; czas reakcji — 89 godzin;

produkt (0.37 g, 35.2%); C25H3208N2, M =488.53 g/mol

ESI-MS (MeOH): 489.5 [M + H]* i 511.4 [M + Na]*.

'H NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.20-1.98 (m, B-CH2Lys, y-CH2 Lys, 8-CH: Lys), 2.39-2.43
(m, -CH2 kwas hydrokawowy), 2.72-2.76 (m, -CH2 kwas hydrokawowy) 2.92-3.25 (m, e-CH>
Lys), 3.35-3.41 (m, o-CH Lys), 6.49-6.69 (m, H-Ar kwas hydrokawowy), 6.75-6.95 (m, &-NH
Lys, a-NH2 Lys), 7.32-7.4 (m, -OH kwas hydrokawowy).

3. Synteza dendronow lizynowych na Zywicy 2-chlorotritylowej
Zwigzek 14

Zabezpieczona Fmoc peptydylozywica Phe-2-CL (zywica 2-chlorotritylowa z wstepnie
osadzong fenyloalaning) (1 g; osadzenie: 0.82 mmol/g) peczniata w DMF przez 2 godziny.
Nastepnie ostona Fmoc zostata usunigta przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF (2x
Smin), a peptydylozywica dokladnie przemyta 5x DMF. Po odsaczeniu peptydylozywice
acylowano roztworem zawierajgcym Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (0.775 g; 1.3 mmol), HATU (0.973
g; 2.56 mmol), N,N’-diizopropyloetyloaming (DIPEA; 0.827 g; 6.4 mmol) w bezwodnym DMF
przez cztery godziny w temperaturze pokojowe;.

Po osuszeniu i przemyciu peptydylozywicy SxDMF wykonano test Kaisera. Grup¢ Fmoc
usuni¢to jak poprzednio. Po odsgczeniu peptydylozywicy procedurg acylowania powtarzano
przez cztery godziny roztworem zawierajacym Boc-Lys(Fmoc)-OH (1.2 g; 2.56 mmol), HATU
(1.946 g; 5.12 mmol), DIPEA (1.65 g; 12.77 mmol) w bezwodnym DMF. Po osuszeniu
i przemyciu peptydylozywicy 5xDMF wykonano test Kaisera. Oslon¢ Fmoc usunigto
i peptydylozywice przemyto SxXDMF. Ostatnig procedure acylowania prowadzono przez cztery
godziny roztworem kwasu synapinowego (0.574 g; 2.56 mmola), DIC (0.646 g; 5.12 mmola),
oxymg pure (nr CAS : 3849-21-6); (0.727 g; 5.12 mmola), DIPEA (1.65 g; 12.77 mmola)
w bezwodnym DMF. Po osuszeniu i przemyciu zywicy 5XDMF wykonano test Kaisera.

W kolejnym etapie odszczepiano zwigzek od zywicy przez potraktowanie peptydylozywicy


https://www.merckmillipore.com/PL/pl/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_cas_no_value%3D3849-21-6

-101 -

roztworem TFA/DCM (5:5) w temperaturze pokojowej przez dwie godziny. Zywice odsaczono
1 przemyto octanem etylu. Nastepnie substancje lotne zostaty usuniete pod proznig, a SUrowy
produkt wytracano dwukrotnie zimnym eterem dietylowym. Wysuszony surowy produkt
oczyszczano metoda preparatywnej] HPLC przy uzyciu kolumny C18, 250 x 21.20 mm,
wielkoéci czastek 15 pm i $rednicy poréw 300 A. Faza ruchoma skladata sie z gradientu
od 5 do 95% MeOH / H20, 0.05% HCI, przy predkosci przeptywu 3.0 ml / min.
Wydajnosé: 18% (142 mg).

HyCO. a 0 Q
NH I
\(\Y\\A‘HNM} \/\/\HLH COOH
HO’KI/ NH; o] NH

HyCO N,

HCO

— HN-
<)%

HaC0" 14
C49He67N7013, M.\W.: 961.48, m/z: 962.6, Analiza elementarna: C, 61.17; H, 7.02; N, 10.19; O,

21.62
MS (ESI, MeOH): m/z: 984.6 [M + Na]*, 962.6 [M + H]*

'H NMR (600 MHz, MeOD), §: 1.23-1.98 (m, 26H, 3xpCH2 Lys, 3xyCH2 Lys, 3x6CH2 Lys,
3xeCH2 Lys, BCH2 Phe), 2.97-3.25 (m, 2H, 2xaCH Lys), 3.35-3.41 (m, 2H, «CH Phe, aCH
Lys), 3.86-3.96 (m, 12H, 4xOCHs kwas synapinowy), 6.37-6.54 (m, 8H, 4xH-Ar kwas
synapinowy, 2x -CH=CH- kwas synapinowy), 6.85-6.95 (m, 9H, 5xeNH Lys, 2xaNH2 Lys),
7.12-7.36 (m, 5H, H-ArPhe), 7.40-7.51 (m, 2H, 2xOH kwas synapinowy).

Podobnie przeprowadzono syntezg zwiazku 16.

1. Przygotowanie zywicy (zywica 2-chlorotritylowa z wstgpnie osadzong fenyloalaning
1 g; osadzenie: 0.82 mmol/g peczniata w DMF przez 2 godziny).
2. Odblokowanie grup aminowej przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomoca DMF.
3. Tetap sprzegania:
Do reaktywnej zywicy dodano nast¢pujace ilosci reagentow rozpuszczonych w DMF:
0.98 mmol, 0.581 g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH;
1.97 mmol, 0.748 g HATU;
4.9 mmol, 0.635 g DIPEA.
Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.
4. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomoca DMF.
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5. I etap sprzggania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentéw rozpuszczonych w DMF:
1.97 mmol, 0.923 g Boc-Lys(Fmoc)-OH,;

3.94 mmol, 1.5 g HATU;

9.84 mmol, 1.272 g DIPEA.

6. Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

7. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz

przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.

8. III etap sprzegania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastgpujace ilosci reagentow rozpuszczonych w DMF:
2.46 mmol, 0.319 g kwasu hydrokawowego;

3.94 mmol, 0.497 g DIC;

3.94 mmol, 0.556 g oxyma pure (nr CAS : 3849-21-6);

9.84 mmol, 1.27 g DIPEA.

9. Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

10. Odszczepienie zwigzku od zywicy oraz oczyszczanie metoda preparatywnej HPLC.
Peptydylozywice przeniesiono do kolby okraglodennej, zalano odgazowanym roztworem
50%TFA w DCM z dodatkiem fenolu i pozostawiono na 4h. Zywice odsaczono i przemyto
octanem etylu. Nastepnie substancje lotne zostaly usunigte pod préznig, a surowy produkt
wytragcano dwukrotnie zimnym eterem dietylowym. Wysuszony surowy produkt oczyszczano
metodg preparatywnej HPLC.

Wydajnosé: 13.9% (100 mg).

2 0 2 [:
1\
N \/\NLNH
N”" ~CooH
HO == NH, 05 _NH
HO

NH;

HN—
HO__{/::\
W 0
)

16

CasHe3N7O11, M\W.: 878.04, m/z: 877.46; MS (ESI, MeOH): m/z: 878.8 [M + H]*

'H NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.20-1.98 (m, 26H, 3xpCH2 Lys, 3xyCH2 Lys, 3x6CH2 Lys,
3xeCHz2 Lys, BCH2 Phe), 2.39-2.43 (m, 4H, 2xCH2 kwas hydrokawowy), 2.72-2.76 (m, 4H,
2xCH2 kwas hydrokawowy) 2.92-3.25 (m, 2H, 2xaCH Lys), 3.35-3.41 (m, 2H, aCH Phe, aCH
Lys), 4.34-4.67 (m, 4H, 4xOH kwas hydrokawowy), 6.49-6.69 (m, 8H, 6xH-Ar kwas
hydrokawowy), 6.75-6.95 (m, 9H, 5xeNH Lys, 2xaNH2 Lys), 7.16-7.32 (m, 5H, H-Ar Phe).


https://www.merckmillipore.com/PL/pl/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_cas_no_value%3D3849-21-6
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Zwiazek 18

1. Przygotowanie zywicy (zywica 2-chlorotritylowa z wstgpnie osadzong fenyloalaning
1.6 g; osadzenie: 0.82 mmol/g peczniata w DMF przez 2 godziny).

2. Odblokowanie grup aminowej przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz

przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.

3. Tetap sprzegania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentéw rozpuszczonych w DMF:
0.787 mmol, 0.465 g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH;

1.575 mmol, 0.599 g HATU;

3.94 mmol, 0.509 g DIPEA.

Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

4. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz

przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.

5. Il etap sprzggania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentow rozpuszczonych w DMEF:
1.57 mmol, 0.739 g Boc-Lys(Fmoc)-OH,;

3.15 mmol, 1.198 g HATU;

7.88 mmol, 1.018 g DIPEA.

Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

6. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz

przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.

7. 1II etap sprzegania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastgpujace ilosci reagentow rozpuszczonych w DMF:
1.97 mmol, 0.319 g kwas 1-H-benzimidazolo-5-karboksylowy;

3.15 mmol, 1.198 g HATU;

7.88 mmol, 1.018 g DIPEA.

Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

8. Odszczepienie zwigzku od zywicy oraz oczyszczanie metodg preparatywnej HPLC.
Peptydylozywice przeniesiono do kolby okraglodennej, zalano odgazowanym roztworem
50%TFA w DCM z dodatkiem fenolu i pozostawiono na 4h. Zywice odsaczono i przemyto
octanem etylu. Nast¢pnie substancje lotne zostaly usunigte pod préznia, a surowy produkt
wytragcano dwukrotnie zimnym eterem dietylowym. Wysuszony surowy produkt oczyszczano
metoda preparatywnej HPLC.

Wydajnos¢: 11.3 % (124 mg).
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CagHs6N1207, M.W.: 804.95, m/z: 804.44; MS (ESI, MeOH): m/z: 805.7 [M + H]*

'H NMR (600 MHz, CD30OD), §: 1.39 - 1.59, 1.60 — 1.79, 1.81 — 1.98, (3m, 18H, v, B, 8 CH2-
Lys), 2.88 — 2.96, 3.06 — 3.15 (2m, 2H, CH2-Phe), 3.16 — 3.26 (m, 2H, £ CH2-Lys), 3.39 — 3.49
(m, 4H, € CH2-Lys), 3.86—3.92 (m, 1H, aCH-Lys), 3.93-3.99 (m, 1H, aCH-Lys), 4.34 - 4.40
(m, 1H, CH-Lys), 4.51 — 4.58 (m, 1H, aCH-Phe), 7.10 — 7.34 (m, 7H, Phe, NH-benzimidazol),
7.88 — 7.97 (m, 2H, CH-benzimidazol), 8.08 — 8.16 (m, 2H, CH-benzimidazol), 8.34 —8.40 (m,
2H, CH-benzimidazol), 9.48 — 9.53 (m, 2H, CH-benzimidazol).

Zwiazek 23 (zywica Fmoc-Trp-2Cl)
Synteza przebiegata podobnie jak dla wezesniejszych zwigzkoéw, jednak z zastosowaniem innej

zywicy, mianowicie Fmoc-Trp-2Cl o osadzeniu 0.79 mmol/g
1. Przygotowanie zywicy (zywica 2-chlorotritylowa z wstgpnie osadzonym tryptofanem
0.8 g; osadzenie: 0.79 mmol/g pgczniata w DMF przez 2 godziny).
2. Odblokowanie grup aminowej przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomocag DMF.
3. Tetap sprzegania:
Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentéw rozpuszczonych w DMF:
0.785 mmol, 0.448 g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH,;
1.515 mmol, 0.576 g HATU;
3.79 mmol, 0.49 g DIPEA.
Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.
4. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.
5. Il etap sprzggania:
Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentéw rozpuszczonych w DMF:
1.517 mmol, 0.712 g Boc-Lys(Fmoc)-OH,;
3.03 mmol, 1.154 g HATU;
7.58 mmol, 0.98 g DIPEA.
Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.
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6. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz

przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.

7. 1II etap sprzegania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastgpujace ilosci reagentoOw rozpuszczonych w DMF:
1.90 mmol, 0.239g kwas 1-metylo-1-H-imidazolo-5-karboksylowy;

3.03 mmol, 1.154 g HATU;

7.58 mmol, 0.98 g DIPEA.

Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

8. Odszczepienie zwigzku od zywicy oraz oczyszczanie metoda preparatywnej HPLC.
Peptydylozywice przeniosino do kolby okraglodennej, zalano odgazowanym roztworem
50%TFA w DCM z dodatkiem fenolu i pozostawiono na 4h. Zywice odsaczono i przemyto
octanem etylu. Nastepnie substancje lotne zostaly usuniete pod proznia, a surowy produkt
wytracono dwukrotnie zimnym eterem dietylowym. Wysuszony surowy produkt oczyszczano
metodg preparatywnej HPLC.

Wydajnosé: 9.2% (46.8 mg).

NH

o o) =
Q ﬂ‘)NH\Wl\H COOH
N/ﬁ)kHN NHQ Q NH
RN
CH,

NH,
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N’\H)\HN 23

.
N‘CH~s

Ca3Hs5N1107, MAW.: 837.98, m/z: 837.43; MS (ESI, MeOH): m/z: 838.8 [M + H]*

!H NMR (600 MHz, CD30D), 5: 1.35-1.50, 1.51 - 1.62, 1.63 - 1.72, 1.74 — 1.94 (4m, 18H, v,
B, 6 CH2-Lys), 3.13 -3.29 (m, 6H, B CH2-Trp, 2e CH2-Lys), 3.35—-3.39 (ddd, 2H, € CH2-Lys),
3.88 (dd, 1H, aCH-Lys), 3.96 (dd, 1H, aCH-Lys), 3.99 (s, 3H, CH3), 4.06 (s, 3H, CH3), 4.37 —
4.43 (m, 1H, CH-Lys-core), 4.61 —4.65 (m, 1H, CH-Trp), 6.95 -6.99 (m, 1H, Trp), 7.04 —7.07
(m, 1H, Trp), 7.15 (s, 1H, Trp), 7.30 — 7.33 (m, 1H, Trp), 7.48 — 7.51 (m, 1H, Trp), 8.05 (d,
1H), 8.10 (d, 1H), 8.84 (d, 1H), 8.95 (d, 1H).
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4. Synteza dendronow lizynowych na ywicy Tenta Gel S PHB
Zwiazek 27

1. Przygotowanie zywicy (zywica Tenta Gel S PHB z wste¢pnie osadzong fenyloalaning
0.71 g; osadzenie: 0.6 mmol/g pgczniata w DMF przez 4 godziny).
2. Odblokowanie grup aminowej przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.
3. Ietap sprzegania:
Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentéw rozpuszczonych w DMF:
0.51mmol, 0.303 g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH;
1.03 mmol, 0.391 g HATU;
2.57 mmol, 0.332 g DIPEA.
Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.
4. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.
5. I etap sprzggania:
Do reaktywnej zywicy dodano nastgpujace ilosci reagentéw rozpuszczonych w DMF:
1.7 mmol, 1.011 g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH;
2.13 mmol, 0.813 g HATU;
5.14 mmol, 0.664 g DIPEA.
Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.
6. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.
7. 1II etap sprzegania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentow rozpuszczonych w DMF:

3.42 mmol, 0.737 g Boc-Pro-OH;
4.28 mmol, 1.627 g HATU;
10.27 mmol, 1.328 g DIPEA.
Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

8. Odszczepienie zwigzku od zywicy oraz oczyszczanie metoda preparatywnej HPLC.
Peptydylozywice przeniesiono do kolby okraglodennej, zalano odgazowanym roztworem
TFA/H20 (9:1) z dodatkiem fenolu i pozostawiono na 4h w temperaturze pokojowej. Zywice

odsaczono i przemyto octanem etylu. Nastepnie substancje lotne zostaly usuniete pod proznia,
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a surowy produkt wytragcano dwukrotnie zimnym eterem dietylowym. Wysuszony surowy
produkt oczyszczano metoda preparatywnej HPLC.

Wydajnosé: 43.7%, (173 mg).

1H NMR (600 MHz, CD30OD), §:1.31 - 1.40 (m, vy, B, 8 CH2-Lys), 1.70 — 1.93 (m, v, B, 8 CH2-
Lys, CH2-Pro), 3.00 — 3.05 (m, CH2-Phe, ¢ CH2-Lys, CH2-Pro), 3.14 — 3.37 (m, CH2-Phe, e-
CHa2-Lys), 3.39 — 3.46 (m, o CH-Lys), 3.48 — 3.67 (m, CH-Pro), 3.90 — 3.96 (m, oo CH- Phe),
7.11-7.17 (m, Ar-Phe).

1I3C NMR (150 MHz, CD30D) §: 26.3 (y-C-Pro); 31.7 (B-C-Pro); 38.2 (B-C-Phe); 40.3 (B-C-
Lys); 41.2 (e-C-Lys); 48.3 (6-C-Pro); 52.6 (a-C-Lys); 56.4; 62.4 (a-C-Pro); 127.3 (C4Phe);
129.2 (C2,6Phe); 130.7 (C3,5Phe); 139.2 (C1Phe); 174.2, 175.3, 176.0 (CONH).

NH
(}QQ/ k/\
3 NH
"y

Zwiazek 29

1. Przygotowanie zywicy (zywica Tenta Gel S PHB z wste¢pnie osadzong fenyloalaning
0.71 g; osadzenie: 0.6 mmol/g pegczniata w DMF przez 4 godziny).
2. Odblokowanie grup aminowej przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomoca DMF.
3. Tetap sprzegania:
Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentéw rozpuszczonych w DMEF:
0.51mmol, 0.303 g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH;
1.03 mmol, 0.391 g HATU;
2.57 mmol, 0.332 g DIPEA.
Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.
4. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz
przemycie peptydylozywicy za pomocg DMF.
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5. I etap sprzggania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastepujace ilosci reagentow rozpuszczonych w DMF:
1.7 mmol, 1.011 g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH;

2.13 mmol, 0.813 g HATU;

5.14 mmol, 0.664 g DIPEA.

Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

6. Odblokowanie grup aminowych przy uzyciu roztworu 20% piperydyny w DMF oraz

przemycie peptydylozywicy za pomocag DMF.

7. T1II etap sprzggania:

Do reaktywnej zywicy dodano nastgpujace ilosci reagentoéw rozpuszczonych w DMF:
3.42 mmol, 0.873 g Boc-His-OH;

4.28 mmol, 1.627 g HATU;

10.27 mmol, 1.328 g DIPEA.

Nastepnie przemyto peptydylozywice DMF oraz wykonano Test Kaisera.

8. Odszczepienie zwigzku od zywicy oraz oczyszczanie metodg preparatywnej HPLC.
Peptydylozywice przeniesiono do kolby okraglodennej, zalano odgazowanym roztworem
TFA/H20 (9:1) z dodatkiem fenolu i pozostawiono na 4h w temperaturze pokojowej. Zywice
odsaczono i przemyto octanem etylu. Nastepnie substancje lotne zostaly usunicte pod proznia,
a surowy produkt wytragcano dwukrotnie zimnym eterem dietylowym. Wysuszony surowy
produkt oczyszczano metoda preparatywnej HPLC.

Wydajnosé: 32.4%.(152 mg)
R

“~NH
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'H NMR (600 MHz, CD3OD), 6: 1.31 - 1.40 (m, v, B, 8 CH2-Lys), 1.70 — 1.93 (m, v, B, & CH2-
Lys, CH2-Pro), 2.72-2.95 (m, 3 CH2-His); 3.00 — 3.05 (m, CH2-Phe, ¢ CH2-Lys), 3.14 — 3.37
(m, CH2-Phe, - CH2-Lys), 3.39 — 3.46 (m, o CH-Lys), 3.90 — 3.96 (m, oo CH-Phe), 4.45-4.51
(m, a CH-His); 6.82—6.87 (m, Ar-His); 7.11 — 7.17 (m, Ar-Phe); 7.56—7.64 (m, Ar-His).
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13C NMR (150 MHz, CD30D), §: 32.5 (B-C-His); 38.2 (B-C-Phe); 40.3 (B-C-Lys); 41.2 (s-C-
Lys); 48.3 (5-C-Pro); 49.4, 51.6 (a-C-Lys); 52.2, 52.8, 55.1 (a-C-His); 119.2(C=CH His); 127.3
(C4Phe); 129.2 (C2,6Phe); 130.7 (C3,5Phe); 133.9 (C=CH His); 136.2 (N-HC=N His); 139.2
(C1Phe); 174.2, 175.3, 176.0 (CONH).

Zwiazek 33

Zabezpieczong Fmoc peptydylozywice Phe-Tenta Gel S PHB (2 g; 0.5 mmol/g) nasaczano
w DMF przez 4 h. Nastepnie ostona Fmoc zostata usunigta przy uzyciu roztworu 20%
piperydyny w DMF (2x 5min), a peptydylozywica doktadnie przemyta 5x DMF. Po odsgczeniu
peptydylozywice acylowano roztworem zawierajagcym Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (0.5907 g;
1 mmol), HATU (0.7605 g; 1.86 mmol) oraz DIPEA (0.736 mL, 4.23 mmol) w bezwodnym
DMF przez cztery godziny w temperaturze pokojowej. Po osuszeniu i przemyciu
peptydylozywicy 5xDMF wykonano test Kaisera. Grupe Fmoc usunig¢to jak poprzednio.
Po odsaczeniu peptydylozywicy procedure acylowania powtarzano przez szes¢ godzin
roztworem zawierajagcym Fmoc-Lys(2-Cl-Z)-OH (1.0740 g; 2 mmol), HATU (1.5209 g;
4 mmol) oraz DIPEA (1.472 mL, 8.45 mmol) w bezwodnym DMF. Po osuszeniu i przemyciu
peptydylozywicy 5xDMF wykonano test Kaisera. Grupe Fmoc usuni¢to jak poprzednio.
Po odsaczeniu peptydylozywicy procedure ostatniego acylowania prowadzono przez 8 godzin
roztworem zawierajagcym Fmoc-Arg(NO2)-OH (0.8828 g; 2 mmol), HATU (1.5209 g; 4 mmol)
oraz DIPEA (1.472 mL, 8.45 mmol) w bezwodnym DMF. Po osuszeniu i przemyciu 5xDMF
wykonano test Kaisera. Grupg Fmoc usuni¢to jak poprzednio. W kolejnym etapie odszczepiano
zwigzek od zywicy przez potraktowanie peptydylozywicy roztworem TFA/H20 (9:1)
w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Zywice odsaczono i przemyto octanem etylu.
Nastepnie substancje lotne zostaly usunicte pod préznig, a surowy produkt wytragcono
dwukrotnie zimnym eterem dietylowym. Wysuszony surowy produkt oczyszczano metoda
preparatywnej HPLC przy uzyciu kolumny C18, 250 x 21.20 mm, wielko$ci czastek 15 pm
i érednicy poréw 300 A. Faza ruchoma skladata sie z gradientu od 5 do 95% MeOH / H20,
0.05% HCI, przy predkosci przeptywu 3.0 ml / min. Wydajnos$¢: 51.85% (334 mg).
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ON-HN

THNMR (600 MHz, CD30D), : 1.36-2.11 (m, B, y, 8 CH2-Lys, y- CH2-Arg), 2.33-2.40 (m,
B CH2-Arg), 2.92-3.27 (m, CH2-Phe, ¢ CH2-Lys,0-CH2-Arg), 4.10-4.21 (m, a CH-Lys, CH-
Fmoc), 4.34-4.41 (m, a CH-Phe, CH2-Fmoc), 4.63-4.676 (m, a CH-Arg), 5.05-5.13 (m, CH»-
2-Cl-2), 7.16-7.42 (m, Ar-Phe, Ar-Fmoc, Ar-2-Cl-Z), 7.58-7.65 (m,Ar-2-Cl-Z), 7.73-7.78 (m,
Ar-Fmoc)

I3CNMR (150 MHz, CD30D) &: 24.0 (y-C-Lys); 24.3 (y-C-Arg); 24.8 (B-C-Arg); 30.4 (3-C-
Lys); 32.1 (B-C-Lys); 38.3 (B-C-Phe); 41.5 (e-C-Lys); 41.8 (6-C-Arg); 48.4 (a-C-Arg); 53.5 (a-
C-Lys); 55.8 (a-C-Phe); 64.6 (B-C 2CIZ); 126.2 (C4Phe); 128.1 (C5 2CIZz); 128.2 (C6 2Clz);
128.8 (C3,4 2CIZ); 130.3 (C2,6Phe); 130.4 (C3,5Phe); 138.2 (C1 Phe); 142.6 (C2 2ClIZ); 145.3
(C12CIz); 158.4, 158.6 (C=NH Arqg); 174.5, 175.2, 176.6, 177.2 (CONH).

5. Synteza dendronow lizynowych w roztworze

Boc-Lys(Boc)-LysiPhe-OMe
Boc-Lys(Boc)
36 (33,88%)

a c
Phe-OMe — Boc-Lys(Boc)-Phe-OMe i» H,N-Lys(NH,)-Phe-OMe —»
34 (66,47%) 35 (94,4%)

Zwigzek oznaczony numerem 34 (4.3 g, 8.5 mmol) otrzymano przez dodaniedo Boc-Lys(Boc)-
OH (5.17 ¢, 15 mmol) rozpuszczonej w 30ml THF, HOAt (2.18 g, 16 mmol) i DCC (3.3 g,
16 mmol) rozpuszczonych w 15 ml THF i mieszanie przez 12 godz. w temp. pokojowej.
Przygotowany ester aktywny dodano do roztworu estru metylowego fenyloalaniny w 20 ml
THF (Phe-OMe 3.23 g, 15 mmol) oraz TEA (12 g, 120 mmol) i mieszano przez 72 godz.
w temp. pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano,a pozostatos$¢ rozpuszczono w 100 ml octanu
etylu i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs3 i solanka, suszono nad MgSQa, przefiltrowano i odparowano do sucha
in vacuo. Zwigzek oczyszczono na zelu krzemionkowym Kieselgel firmy Merck, a faza
ruchoma sktadata si¢ z gradientu od 1-5% MeOH/DCM. Nastepnie zwigzek 34 przeksztatcono
w dichlorowodorek 35 przez odbezpieczenie grup Boc za pomocg nasyconego 1M HCI
w EtOAC.
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Zwigzek oznaczony numerem 36 (0.98 g, 1 mmol) otrzymano przez dodaniedo Boc-Lys(Boc)-
OH (2. 29 g, 6.6 mmol) rozpuszczonej w 20 ml THF, HOAt (0.898 g, 6.6 mmol) i DCC (1.36
g, 6.6 mmol) rozpuszczonych w 15 ml THF i mieszanie przez 12 godz. w temp. pokojowe;.
Przygotowany ester aktywny dodano do roztworu zawierajacego zwigzek 35 (1 g, 3 mmol)
w 15 ml THF oraz TEA (4.85 g, 48 mmol) i mieszano przez 120 godz. w temp. pokojowej.
Rozpuszczalnik odparowano, a pozostato§¢ rozpuszczono w 100 ml octanu etylu i przemyto
5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym roztworem
NaHCOs 1 solanka, suszono nad MgSO4, przefiltrowano i odparowano do sucha in vacuo.
Zwiazek oczyszczono na zelu krzemionkowym Kieselgel firmy Merck, a fazaruchoma skladata

si¢ z gradientu od 1-5% MeOH/DCM. Uzyskano 0.98 g zwigzku 36, wydajnos¢ 64.9 %.

'H NMR (600 MHz, CD30OD), 8: 1.31 - 1.40 (m, v, B, 8 CH2-Lys) , 1.41 — 1.45 (m, CHs-t-Bu),
1.70-1.93 (m, v, B, & CH2-Lys), 3.00 — 3.05 (m, CH2-Phe, ¢ CH2-Lys ), 3.14 — 3.37 (m, CH2-
Phe, e- CH2-Lys), 3.39 — 3.46 (m, o CH-Lys), 3.66 (s, OMe); 3.90 —3.96 (m, oo CH-Lys), 7.11
—7.17 (m, Ar-Phe)

1I3C NMR (150 MHz, CD30D) §: 24.4 (y-C-Lys); 26.3 (5-C-Lys); 28.9, 29.0 [C(CH3)3(Boc)];
32.7 (B-C-Lys); 37.3 (B-C-Phe); 40.3 (e-C-Lys); 52.6 (a-C-Lys); 56.4 (a-C-Phe); 80.0, 80.7
[C'V(CH3)3(Boc)]; 126.2 (C4Phe); 130.3 (C2,6Phe); 130.4 (C3,5Phe); 138.2 (C1 Phe); 154.6,
158.7 [C=0 (Boc)]; 174.2, 175.3, 176.0 (CONH).

Zwiazek 38

Kwas 1-metylo-1H-imidazolo-5-karboksylowy (0.17 g, 1.2 mmol) HOSu (0.14 g, 1.2 mmol)
1 DCC (0.29 g, 1.4 mmol) rozpuszczono w THF i mieszano przez noc. Nastgpnie wytworzony
aktywny ester dodano do roztworu zawierajagcego odbezpieczony dendron lizynowy 37 (0.19
g, 0.27 mmol) i TEA (0.97 g, 9.6 mmol) w THF i mieszano przez 96 h w temperaturze
pokojowej. Mieszaning reakcyjng odparowano, a pozostato§¢ rozpuszczono w octanie etylu
I przemyto roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym NaHCOz3 i solankg, suszono nad
MgSOs4, przesaczono 1 przesagcz odparowano. Surowy dendron oczyszczano metoda
preparatywnej HPLC przy uzyciu kolumny C18, 250 x 21.20 mm, wielko$ci czastek 15 pm
i érednicy poréw 300 A. Faza ruchoma skladata sie z gradientu od 5 do 95% MeOH / H20,
0.05% HCI, przy predkosci przeptywu 3.0 ml / min. Wydajnos¢: 20.45%.
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'H NMR (600 MHz, CD30D), 8: 1.35 - 1.50, 1.51 - 1.62, 1.63 - 1.72, 1.74 - 1.94 (m, 7, B, &
CH2-Lys); 3.13 - 3.20 (m, CH2-Phe, ¢ CH2-Lys); 3.56 (s, OMe); 3.75 (s, CH3s - imidazol); 3.96
(dd, aCH-Lys); 4.24-4.31 (m, a CH-Phe); 7.16-7.32 (m, Ar-Phe); 7.84 - 8.21 (m, CH —
imidazol)

1I3C NMR (150 MHz, CD30D), 8: 23.4 (y-C-Lys); 24.2 (5-C-Lys); 29.8 (B-C-Lys); 33.8 (CHs3 -
imidazol); 36.7 (B-C-Phe); 40.3 (s-C-Lys); 51.9 (a-C-Lys); 56.2 (a-C-Phe); 126.2 (C4Phe);
128.7 (C2,6Phe); 129.0 (C3,5Phe); 132.8 (CH — imidazol); 139.3 (C1 Phe); 150.2 (CH —
imidazol); 170.0, 170.1, 173.6, 174.8 (CONH).

6. Synteza dendronow ornitynowych w roztworze

BocHN

HaN
. BocHN o X 2 Ca/g . BOCH\I\I'I\J\fO
0 4 Cooon, — 2HCI 0-CHy —> HN o
(“O-CH3 BocHN NH HaN NH o CTH:H3
o N NH
BocHN N
40 b

NH, d
9

3 O

BocHN
41

Ogolny sposob syntezy dendronow ornitynowych

Sposob wytwarzania Boc-zabezpieczonego zbudowanego z ornityny (Orn) dendronu 41 polega
na tym, ze prowadzi si¢ reakcje sprzegania Boc-zabezpieczonej ornityny(Orn) najpierw
z estrem metylowym fenyloalaniny, a nastgpnie z wytworzonym dipeptydem Orn-Phe-OMe
metodg estrow aktywnych w roztworze w kombinacji z metodg rozbiezng syntezy
dendrymerow. Regentami do prowadzenia reakcji sprzggania sa
N,N ’-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) i N-hydroksysukcynimid (HOSu),
a rozpuszczalnikiem stosowanym podczas reakcji jest tetrahydrofuran (THF), ponadto dodaje

si¢ 10 % nadmiar odpowiedniego estru aktywnego w stosunku do kazdej wolnej grupy
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aminowej (np. Boc-Orn(Boc)-OSu). Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze pokojowej przez
3-5 dni w obecnosci trietyloaminy (TEA) monitorujac jej postep na plytkach TLC. Wartos¢ pH
podczas przebiegu kazdej reakcji sprz¢gania jest kontrolowana. Ponadto, w wielu przypadkach
obserwuje si¢ spadek wartosci pH ponizej 10 po 24 h i wobec tego dodaje si¢ do mieszaniny
reakcyjnej kolejne nadmiary EtsN. Po zakonczeniu reakcji roztwor odparowuje si¢ do sucha,
a pozostato$¢ rozpuszcza w octanie etylu i przemywa 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu
cytrynowego, nasyconym roztworem NaHCOg3, a nastepnie solanka, suszy nad MgSOa, filtruje
i odparowuje do sucha in vacuo. Zwiazki oczyszcza si¢ wstepnie na zelu krzemionkowym lub
na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20, a nastgpnie na kolumnie preparatywnej HPLC.
Po odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszonym ciSnieniem otrzymuje si¢ produkt
W postaci jasno zoltego oleju.

Zwigzek oznaczony numerem 39 (6.07 g, 12.3 mmol) otrzymano przez dodanie do Boc-
Orn(Boc)-OH (4.5 g, 13.54 mmol) rozpuszczonej w 20ml THF, HOSu (1.56 g, 13.54 mmol)
i DCC (2.79 g, 13.54 mmol) rozpuszczonych w 10 ml THF i mieszanie przez 12 godz. w temp.
pokojowej. Przygotowany ester aktywny dodano do roztworu estru metylowego fenyloalaniny
w 10 ml THF (Phe-OMe 2.92 g, 13.54 mmol) oraz TEA (8.22 g, 81 mmol) i mieszano przez
72 godz. w temp. pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostato§¢ rozpuszczono
w 100 ml octanu etylu i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego,
nasyconym wodnym roztworem NaHCOs i solanka, suszono nad MgSOa, przefiltrowano
i odparowano do sucha in vacuo. Zwigzek oczyszczono na zelu krzemionkowym Kieselgel
firmy Merck, a fazaruchoma skfadata si¢ z gradientuod 1-5% MeOH/DCM. Nastepnic zwigzek
39 przeksztatlcono w dichlorowodorek 40 przez odbezpieczenie grup Boc za pomocy
nasyconego 1M HClw EtOAc.

Zwiazek oznaczony numerem 41 (3.82 g, 4.1 mmol) otrzymano przez dodanie do Boc-
Orn(Boc)-OH (2.92 g, 8.8 mmol) rozpuszczonej w 15 ml THF, HOSu (1 g, 8.8 mmol) i DCC
(1.82 g, 8.8 mmol) rozpuszczonych w 10 ml THF i mieszanie przez 12 godz. w temp.
pokojowej. Przygotowany ester aktywny dodano do roztworu zawierajacego zwiazek 40
(1.47 g, 4mmol) w 10 ml THF oraz TEA (6.47 g, 64 mmol) i mieszano przez 72 godz. w temp.
pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostatos¢ rozpuszczono w 100 ml octanu etylu
i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs3 i solanka, suszono nad MgSQa, przefiltrowano i odparowano do sucha
in vacuo. Zwiazek 41 oczyszczono na zelu krzemionkowym Kieselgel firmy Merck, a faza

ruchoma sktadata si¢ z gradientu od 1-5% MeOH/DCM.
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41

'H NMR (600 MHz, CD30OD), 6: 1.39 — 1.45 (t-Bu); 1.49 — 1.81 (m, CHz - B, y-Orn); 3.00 —
3.07 (m, CH2-6-0Orn, CH2-Phe); 3.09 — 3.19 (m, CH2-6-Orn, CH2-Phe); 3.19 — 3.26 (m, CH2-
8-0rn); 3.66 (s, OMe); 3.95 — 4.04 (m, CH a-Orn); 4.35 —4.41 (m, a-Orn), 4.64. (m, a-Phe);
7.15—7.30 (m, Phe).

13C NMR (150 MHz, CD30D), 8: 26.6 (y-C-Orn); 28.8 [C(CH3)3(Boc)]; 31.0 (B-C-Orn); 38.4
(8-C-0Orn); 39.6 (B-C-Phe); 52.8 (a-C-Phe); 55.7, 55.9 (a-C-Orn); 79.9, 80.6 [C'V(CH3)3(Boc)];
127.9 (C4 Phe); 129.6 (C2,6 Phe); 130.3 (C3,5 Phe); 138.1 (C1 Phe); 157.7, 158.5
[C=0 (Boc)]; 173.3, 173.7, 175.0, 175.1 (CONH).

BocHN HoN “"‘"r’NH
o NH NH %o
BocHN ) N O <;~-KC,0 C‘-kc,o
HN I | 1
? g AN ) Fmoc-Pro-OH N o 43
i NH ot @ “ocHy, ——>= q o
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BOCHN,\ﬁ)LH HzN/\ﬁAH NH Ly N\E/C\u o
BocHN © HN O = HN
41 42 e ‘I:I,O
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Fmoc-His(Boc)-OH
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CH HN
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Zwiazek 43

Fmoc-Pro-OH (1.34 g, 3.96 mmol) HOSu (0.46 g, 3.96 mmol) i DCC (0.91 g, 4.4 mmol)
rozpuszczono w THF 1 mieszano przez noc. Nastgpnie wytworzony aktywny ester dodano
do roztworu zawierajacego odbezpieczony dendron ornitynowy 42 (0.3 g, 0.33 mmol) i TEA
(0.801 g, 7.92 mmol) w THF i mieszano przez 96 h w temperaturze pokojowej. Mieszaning
reakcyjng odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu i przemyto roztworem 5%

kwasu cytrynowego, nasyconym NaHCOs i solanka, suszono nad MgSOu4, przesaczono
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i przesacz odparowano. Surowy dendron oczyszczano metoda preparatywnej HPLC przy
uzyciu kolumny C18, 250 x 21.20 mm, wielkosci czastek 15 pm i $rednicy porow 300 A. Faza
ruchoma sktadata si¢ z gradientu od 5 do 95% MeOH / H20, 0.05% HCI, przy predkosci
przeptywu 3.0 ml / min. W ostatnim etapie usuni¢to ostony Fmoc za pomocg roztworu 20%

piperydyny w metanolu. Wydajnos¢: 66.7%

'H NMR (600 MHz, CD30D), §: 1.43-2.26 (m, CH2-8, y-Orn, CH2-Pro),2.83-3.27 (m, CH2-
Phe, CH2-6-Orn), 3.52-3,68 (m, CH2-Pro, OMe), 4.22-4.47 (m, CH-a-Orn, CH-a-Pro),
4.57-4.68 (m, CH-Phe), 7.10-7.31 (m, Ar-Phe).

13C NMR (150 MHz, CD30D), 8: 25.6 (y-C-Pro); 26.5 (y-C-Orn); 30.3 (B-C-Orn); 31.1 (B-C-
Pro); 38.4 (B-C-Phe); 39.8 (6-C-Orn); 48.0, 48.3 (6-C-Pro); 52.7(a-C-Phe); 54.4, 55.3 (o-C-
0Orn); 65.0, 66.3 (a-C-Pro); 127.9 (C4Phe); 129.5 (C2,6Phe); 130.4 (C3,5Phe); 138.1 (C1Phe);
173.2,173.3,174.2, 175.5 (CONH).

Zwiazek 44

Fmoc-His(Boc)-OH (3.3 g, 5.73 mmol) HOSu (0.6 g, 5.73 mmol) i DCC (1.29 g, 5.73 mmol)
rozpuszczono w THF 1 mieszano przez noc. Nastgpnie wytworzony aktywny ester dodano
do roztworu zawierajacego odbezpieczony dendron ornitynowy 42 (0.44 g, 0.48 mmol) i TEA
(1.16 g, 11.46 mmol) w THF i mieszano przez 96 h w temperaturze pokojowej. Mieszaning
reakcyjng odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu i przemyto roztworem 5%
kwasu cytrynowego, nasyconym NaHCOs i solankg, suszono nad MgSOas, przesaczono
1 przesacz odparowano. Surowy dendron oczyszczano metoda preparatywnej HPLC przy
uzyciu kolumny C18, 250 x 21.20 mm, wielkosci czastek 15 pm i $rednicy porow 300 A. Faza
ruchoma sktadala si¢ z gradientu od 5 do 95% MeOH / H20, 0.05% HCI, przy predkosci
przeptywu 3.0 ml / min. W ostatnim etapie usuni¢to ostony Fmoc za pomoca roztworu 20%
piperydyny w metanolu. Wydajnos¢: 49.68 %.

'H NMR (600 MHz, MeOD), $:1.12-1.83 (m, CH2 - B, y-Orn);3.31-3.38 (m, CH2p-His,
8- Orn, CH2B-Phe); 3.40-3.47 (m, CH a-Orn); 3.48-3.57 (m, CH2-6- Orn);3.63-3.66 (m, CH
a-0Orn); 4.21-4.28 (m, CH-o0-His);7.36—7.40 (m, Ar-Phe); 7.52—7.55 (m, Ar-His); 8.93-8.96
(m, Ar-His).

13C NMR (150 MHz, CD30D), §: 25.4 (y-C-Orn); 26.0, 26.6 (B-C-Orn); 27.7 (5-C-Orn); 44.1,
45.9 (B-C-His); 48.1 (B-C-Phe); 49.8, 50.2 (6-C-Om); 53.4 (a-C-Phe); 52.1, 55.5 (a-C-Orn);
60.5, 61.9 (0-C-His); 119.7 (C=CH His); 127.2 (C4Phe); 128.7 (C2,6Phe); 129.7 (C3,5Phe);
134.5 (C=CH His); 135.6 (N-HC=N His); 137.8 (C1Phe); 167.9 (CONH Phe); 172.2, 173.2,
174.2, 177.2 (CONH).
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Dendron ornitynowy Il generacji - zwigzek 46

Zwigzek oznaczony numerem 46 (1.35 g, 0.76 mmol) otrzymano poprzez reakcje
odbezpieczonego dendronu ornitynowego 42 (po usunigcu oston Boc) z estrem aktywnym Boc-
Orn(Boc)-OSu. Ester aktywny przygotowano poprzez dodanie do Boc-Orn(Boc)-OH (3.3 g;
9.9 mmol) rozpuszczonej w 20 ml THF, HOSu (1.14 g, 9.9 mmol) i DCC (2.04 g, 9.9 mmol)
rozpuszczonych w 15 ml THF i mieszanie przez 12 godz. w temp. pokojowej. Przygotowany
ester aktywny dodano do roztworu zawierajacego odbezpieczony dendron 42 (1.5 g; 2.25
mmol) rozpuszczony w 15 ml THF oraz TEA (7.29 g, 72 mmol) i mieszano przez 168 godz.
w temp. pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 100 ml octanu
etylu i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs3 i solankg, suszono nad MgSQa, przefiltrowano i odparowano do sucha
in vacuo. Zwigzek oczyszczono na zelu krzemionkowym Kieselgel firmy Merck, a faza
ruchoma skfadala si¢ z gradientu od 1-5% MeOH/DCM. W ten sposob otrzymano dendron II

generacji o wzorze przedstawionym ponizej — zwiazek 46. Wydajnos¢: 34.7 %

BocHN
O W GTO R T R Fom S T (Tane S0y GTMT T0TEUTTOTS AT W (T S5y W TR
s N i [M+H]
BocHN [M+2H]*
2208
20e8
2000

NH

BocHN o

BocHN 4 NH HN

NN\

BocHN o o

Rys. 58. Dendron ornitynowy drugiej generacji oraz jego widmo ESI-MS.

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6), §: 1.26-1.66 (m, t-Bu, CH2-8, y-Orn), 2.79 — 3.08 (m, CH>-
Phe, CH2-6-0rn) 3.55 (s, OMe), 3.77 — 3,91 (m, CH-a-Orn), 4.17 — 4.31 (m, CH-0-Orn), 4.41
—4.50 (m, CH-a-Phe), 6.70 — 6.77 (m, NH-Boc), 7.15-7.28 (m, Ar-Phe), 7.67 — 7.78 (m, NH-
a-0rn), 7.83 —7.91 (m, NH-Boc), 8.25 — 8.30 (m, NH-a-Phe)

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) §: 25.4, 25.5, 26.1 (y-C-Orn); 29.3, 29.7 [C(CH3)3(Boc)];
36.7 (B-C-Orn); 38.2 (B-C-Phe); 39.5 (5-C-Orn); 51.8 (COOCHj3 Phe); 51.9, 53.5 (a-C-Phe);
54.0, 54.2 (a-C-Orn); 77.3, 77.9, 78.1 [C'V(CH3)3(Boc)]; 126.5 (C* Phe); 128.2 (C%6 Phe);
129.0 (C3° Phe); 136.9 (C? Phe); 155.2, 155.3, 155.4, 155.5, 171.2 (O=COCH3s Phe); 171.5,
171.6,171.8,171.9 (CONH).



- 117 -

7. Synteza dendrymerow typu ,,bola”

7.1 Synteza wedlug strategii 1 — Zwiazek 47
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Dendron lizynowy 38 (50 mg, 0.05 mmol) rozpuszczono w 5 ml DCM i przeksztalcono
w chlorek kwasowy z zastosowaniem 3 ml SOCI,. Nast¢pnie do przygotowanego dendronu
w postaci chlorku kwasowego wprowadzono TEA (0.02 g; 0.2 mmol) oraz glikol O,0'-bis(2-
aminoetylo)polietylenowy (5.5 mg, 0.025 mmol) i catos¢ mieszano pod argonem przez 44 h.
W kolejnym etapie rozpuszczalnik odparowano, a pozostatos¢ rozpuszczono w 15 ml octanu
etylu i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs3 i solankg, suszono nad MgSQa, przefiltrowano i odparowano do sucha
in vacuo. Dendrymeryczny produkt oczyszczono wstepniec metoda chromatograficznego
sgczenia molekularnego na kolumnie z wypekieniem Sephadex LH-20 i MeOH jako eluentem,
a nastepnie na analitycznej kolumnie HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H:20,
z dodatkiem 0.05% HCI, w przeptywie 0.7 ml/min uzyskujac lizynowy dendrymer ,,bola”

sfunkcjonalizowany metyloimidazolem. Wydajnosé: 11.32%.

'H NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.47-1.83 (m, vy, B, & CH2-Lys); 2.97-3.27 (m, CH2-Phe,
€ CH2-Lys, HN-CH2-gcznik); 3.60-3.67 (m, -O-CH2, #gcznik); 3.78 (s, CHs - imidazol); 3.94—
4.05 (m, oo CH-Lys); 4.30-4.35 (m, oo CH-Phe); 7.12-7.24 (m, Ar-Phe); 7.82 - 8.12 (m, CH —
imidazol).

1I3CNMR (150 MHz, CD30D), 3: 23.9 (y-C-Lys); 26.4 (5-C-Lys); 30.1 (B-C-Lys); 33.7 (CHs -
imidazol); 38.4 (B-C-Phe); 39.5 (NH-CH2 #gcznik); 40.9 (e-C-Lys); 51.7 (a-C-Lys); 55.6 (a-C-
Phe); 69.9 (O-CH2 {gcznik); 71.1, 71.3 (O-CH2 {gcznik); 126.8 (C4Phe); 129.2 (C2,6Phe);
130.7 (C3,5Phe); 132.8 (CH — imidazol); 139.2 (C1Phe); 150.8 (CH — imidazol); 174.8, 175.1,
177.2 (CONH).
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7.2 Synteza wedlug strategii 2

7.2.1 Synteza rdzeni dendrymerow typu ,,bola”

.
Zwiazek 48
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Ester aktywny dendronu lizynowego 36 (0.44 g, 0.46 mmol) otrzymano przez dodanie
do dendronu HOSu (0.053 g, 0.46 mmol) i DCC (0.095 g, 0.46 mmol) rozpuszczonych
w 10 ml THF i mieszanie przez 12 godz. w temp. pokojowej. Przygotowany ester aktywny
dodanodoroztworu glikolu O, O'-bis(2-aminoetylo)polietylenowego (0.051 g, 0.23 mmol) oraz
TEA (0.186 g, 1.84 mmol) rozpuszczonych w 5 ml THF i mieszano przez 96 godz. w temp.
pokojowej. Warto$¢ pH podczas przebiegu reakcji sprzggania byta kontrolowana. Ponadto,
obserwowano spadek wartosci pH ponizej 10 po 24h i dodawano do mieszaniny reakcyjnej
kolejne nadmiary EtsN. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostalo$¢ rozpuszczono w 30 ml
octanu etylu i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym
wodnym roztworem NaHCOs i solankg, suszono nad MgSOs, przefiltrowano i odparowano
do sucha in vacuo. Dendrymeryczny produkt oczyszczono wstepnie metodg
chromatograficznego saczenia molekularnego na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20
i MeOH jako eluentem, a nastgpnie na preparatywnej kolumnie HPLC w gradiencie
od 5 do 95% MeOH/H20, z dodatkiem 0.05% HCI, w przeptywie 3.0 ml/min uzyskujac

lizynowy rdzen dendrymeru ,,bola” — zwigzek 48.

'H NMR (600 MHz, CD30D), 6: 1.31 - 1.40 (m, vy, B, 8 CH2-Lys); 1.41 — 1.45 (m, CH3-t-Bu);
1.70 - 1.93 (m, v, B, & CH2-Lys); 3.00 — 3.05 (m, CH2-Phe, ¢ CH2-Lys); 3.14 — 3.37 (m, CH2-
Phe, e- CH2-Lys, CH2-gcznik); 3.39 — 3.46 (m, oo CH- Lys); 3.48 — 3.67 (m, CH2-lgcznik);
3.90 - 3.96 (m, oo CH-Lys); 7.11 —7.17 (m, Ar-Phe).

13C NMR (150 MHz, CD3OD) &: 24.4 (y-C-Lys); 26.3 (3-C-Lys); 28.9 (B-C-Lys); 29.0
[C(CH3)3(Boc)]; 33.9 (B-C-Phe); 38.6 (NH-CH2 tacznik); 40.3 (e-C-Lys); 52.6 (a-C-Lys); 56.4
(a-C-Phe); 70.0, 71.4 (O-CHz2 facznik); 80.0, 80.7 [C'V(CHz)3(Boc)]; 126.8 (C4Phe); 129.2
(C2,6Phe); 130.7 (C3,5Phe); 139.2 (C1Phe); 154.6, 158.7 [C=0 (Boc)]; 174.2, 175.3, 176.0
(CONH).
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Zwiazek 49
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Ester aktywny dendronu 45 (1.6 g, 1.76 mmol) otrzymano przez dodanie do dendronu HOSu
(0.2 g,1.76 mmol) i DCC (0.39 g, 1.89 mmol) rozpuszczonych w 15 ml THF i mieszanie przez
12 godz. w temp. pokojowej. Przygotowany ester aktywny dodano do roztworu glikolu O,0’-
Bis(2-aminoetylo)polietylenowego (0.19 g, 0.88 mmol) oraz TEA (0.356 ¢, 3.52 mmol)
rozpuszczonych w 5 ml THF i mieszano przez 96 godz. w temp. pokojowej. Wartos¢ pH
podczas przebiegu reakcji sprzggania byla kontrolowana. Ponadto, obserwowano spadek
warto$ci pH ponizej 10 po 24h i dodawano do mieszaniny reakcyjnej kolejne nadmiary Et3N.
Rozpuszczalnik odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto
5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym roztworem
NaHCOs 1 solanka, suszono nad MgSO4, przefiltrowano i odparowano do sucha in vacuo.
Dendrymeryczny produkt oczyszczono wstepnie metoda chromatograficznego sgczenia
molekularnego na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20 i MeOH jako eluentem,
a nast¢pnie na preparatywnej kolumnie HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H20,
z dodatkiem 0.05% HCI, w przeptywie 3.0 ml/min. Wydajnos¢ 66.9%.

'HNMR (600 MHz, MeOD), 6 : 1.36-1.46 (m, 36H, -CH3-Boc); 1.47-1.83 (m, 12H, -CH25,
y-0rn); 2.97-3.27 (m, 10H, -CH2p4-Phe); HN-CH2-tacznik, CH26-Orn); 3.60-3.67 (m, 6H, -
0O-CH2, tacznik); 3.94-4.05 (m, 2H,CH a-Orn); 4.30-4.35 (m, 1H,CHa-Orn); 4.43-4.48 (m,
1H,CHo-Phe); 7.12-7.24(m, 5H,Ar-Phe).

I3CNMR (150 MHz, CD30D), 5 : 26.4 (y-C-Orn); 27.3,27.5 (y-C-Orn); 28.8 [C(CH3)3(Boc)];
30.5, 30.7, 30.9 (B-C-Orn); 39.0 (B-C-Phe); 39.5 (NH-CH2 acznik); 39.6 (5-C-Orn); 40.9 (5-
C-Orn); 54.2 (a-C-Phe); 55.6 (a-C-Orn); 55.9 (0-C-Orn); 57.1 (a-C-Orn); 69.9 (O-CH2
tacznik); 71.1, 71.3 (O-CH2 tacznik); 79.9 [C'V(CH3)3(Boc)]; 80.6 [C'Y(CH3)3(Boc)]; 127.3
(C4Phe); 129.2 (C2,6Phe); 130.7 (C3,5Phe); 139.2 (C1Phe); 157.8, 158.5 [C=0 (Boc)];
172.8(CONH Phe) 174.8, 175.1, 177.2 (CONH).
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Zwiazek 50
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Zastosowano zmodyfikowang procedur¢ opisang w Bioorg. Med. Chem. Lett. 2016
1;26(15):3586-9.[127]

Do dendronu 45 (0.78 g, 0.86 mmol), rozpuszczonego w 10 ml THF dodano DMAP (0.105 g,
0.86 mmol) oraz DCC (0.185 g, 0.898 mmol), a nastepnie do roztworu wprowadzono glikol
tetractylenowy (0.08 g, 0.43 mmol). Calo$¢ mieszano przez 96 godz. w temp. pokojowe;.
Warto$¢ pH podczas przebiegu reakcji sprzegania byta kontrolowana. Ponadto, obserwowano
spadek wartosci pH ponizej 10 po 24h 1 dodawano do mieszaniny reakcyjnej kolejne nadmiary
EtsN. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostalo$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu etylu
i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs3 i solanka, suszono nad MgSQa, przefiltrowano i odparowano do sucha
in vacuo. Dendrymeryczny produkt oczyszczono wstepnie metodg chromatograficznego
sgczenia molekularnego na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20 i MeOH jako eluentem,
a nast¢pnie na preparatywnej kolumnie HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H20,
z dodatkiem 0.05% HCI, w przeptywie 3.0 ml/min. Wydajnos¢ 58.1%.

Zwiazek 52 —Iacznik zawierajacy mostek disiarczkowy
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15 g kwasu g-aminokapronowego rozpuszczono w 30 ml roztworu MeOH:H20 (1:1) i dodano
9.577 g NaHCOs3 oraz wkroplono 26.8 g Boc20 rozpuszczonego w 50 ml MeOH. Reakcje
prowadzono przez 24h w temp. pokojowej. Nastepnie odparowano mieszaning uzyskujac olej
do ktérego dodano 18 ml 15% kw. cytrynowego w celu zakwaszenia roztworu do wartosci pH
3. Nastgpnie dodano 80 ml EtOAc i ekstrahowano 3x warstw¢ wodng zbierajac warstwy
organiczne. Polaczone warstwy organiczne przemyto woda do odczynu obojetnego,

odparowano oraz suszono uzyskujac 22.17 g zwiazku 51 z wydajnoscia 84.3%.



-121 -

Do 1.5 g (6.5 mmol) Boc-zabezpieczonego zwiazku 51 rozpuszczonego w 10 ml THF dodano
HOSu (0.7475 g, 6.5 mmol) oraz DCC (1.46 g, 7.1 mmol), a nastepniec wkroplono TEA oraz
0.71 g (3.15 mmol) cystaminy. Reakcje prowadzono w temp. pokojowej przez 96h.
Rozpuszczalnik odparowano, a pozostalo$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto
5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym roztworem
NaHCOs 1 solanka, suszono nad MgSO4, przefiltrowano i odparowano do sucha in vacuo.
Zwigzek oczyszczono na zelu krzemionkowym Kieselgel firmy Merck, a fazaruchoma sktadata

si¢ z gradientu od 1-5% MeOH/DCM. Otrzymano 0.91 g zwiazku 52 z wydajnoscig 51.6%.
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S NHBoc
N/\/ \S/\/HN

H
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IH NMR (600 MHz, CD30D), §: 1.29 — 1.35 (m, t-Bu, B-CH2-kw. kapronowy); 1.43 — 1.51
(m, y-CH2-kw. kapronowy); 1.58 — 1.64 (m, &-CH2-kw. kapronowy); 2.29 — 2.34 (m, a-CH2-
kw. kapronowy); 2.50 — 2.54 (m, CH2-S Cystamina); 2.61 — 2.66 (m, &-CH2-NH kw.
kapronowy); 2.99 — 3.04 (m, CH2-NH- cystamina).

13C NMR (150 MHz, CD30, 5: 25.7 (B-C- kapronowy); 27.3 (y-C- kapronowy); 28.2, 28.8
(CHz Boc); 29.6 (6-C- kapronowy); 30.6, 34.7 (0-C- kapronowy); 36.3 (C przy S Cystamina);
39.6 (C przy NH- cystamina); 41.1 (¢-C- kapronowy); 79.8 (C'V Boc); 158.5, 175.8 (CONH).
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Synteza rdzenia dendrymeru ,,bola” zawierajacego mostek disiarczkowy — zwiazek 53
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Ester aktywny dendronu 45 (1 g, 1.11 mmol) otrzymano przez dodanie do dendronu HOSu
(0.14 g, 1.22 mmol) i DCC (0.25 g, 1.22 mmol) rozpuszczonych w 10 ml THF i mieszanie
przez 12 godz. w temp. pokojowej. Przygotowany ester aktywny dodano do roztworu THF
zawierajacego odbezpieczony lacznik 52 (0.2 g, 0.53 mmol) oraz TEA i calo$¢ mieszano przez
96 godz. w temp. pokojowej. Wartos¢ pH podczas przebiegu reakcji sprzegania byla
kontrolowana. Ponadto, obserwowano spadek wartosci pH ponizej 10 po 24h i dodawano
do mieszaniny reakcyjnej kolejne nadmiary EtsN. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostatos¢
rozpuszczono w 30 ml octanu etylu i przemyto 5-krotnie kolejno roztworem 5% kwasu
cytrynowego, nasyconym wodnym roztworem NaHCO3z i solankg, suszono nad MgSQOs,
przefiltrowano i odparowanodosucha in vacuo. Dendrymeryczny produkt oczyszczono metoda
chromatograficznego sgczenia molekularnego na kolumnie z wypetnieniem Sephadex LH-20

1 MeOH jako eluentem uzyskujac 0.47 g zwiazku 53 z wydajnoscia 41%.

'HNMR (600 MHz, CD30D), 3: 1.32 —1.37 (m, B-CH2- kw. kapronowy); 1.46 — 1.77 (m, CH2-
Orn, o, y-CH2-kw. kapronowy); 2.27 — 2.40 (m, CH2-Orn, a-CH2- kw. kapronowy); 2.61 — 2.66
(m, e-CH2-NH kw. kapronowy); 2.94 — 3.10 (m, N-CHz- Orn, CHz- Phe, S-CH2 Cystamina);
3.11 — 3.23 (m, B-CH2- Phe, N-CH2-Cystamina); 3.68 — 3.74 (m, CH-Orn); 3.91 — 3.96
(m, a-CH-Orn); 4.62 — 4.68 (m, a-CH-Phe); 7.10 — 7.31 (m, ar, Phe).

13C NMR (150 MHz, CD3OD), &: 26.1 (B-C- kapronowy); 26.6 (y-C-Orn); 27.4
(y-C- kapronowy); 30.1 (6-C- kapronowy); 30.9 (B-C-Orn); 34.0, 34.4 (a-C- kapronowy); 34.8,
35.7, 36.1, 36.8, 38.5 (B-C-Phe); 39.6 (C przy S Cystamina); 52.8 (a-C-Phe); 55.3, 55.9 (0-C-
Orn); 127.9 (C* Phe); 129.6 (C%® Phe); 130.3 (C2° Phe); 136.3 (C! Phe); 157.8, 158.6, 175.0,
175.6, 175.8 (CONH).
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7.2.2 Funkcjonalizacja wybranych rdzeni dendrymerow ,,bola”
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Pierwszy etap syntezy polega na usuni¢ciu grup t-butyloksykarbonylowych (Boc) z uzyciem
nas. HCI/EtOAc i prowadzi do uzyskania dendrymerycznego zwiazku z wolnymi grupami
aminowymi 48a. Nastepnie Fmoc-Pro-OH (1.3 g, 3.84 mmol), HOSu (0.442 g, 3.84 mmol)
oraz DCC (0.824 g, 4 mmol) rozpuszczono w 20 ml THF i mieszano przez noc do uzyskania
aktywnego estru. Roztwor estru aktywnego dodano do rozpuszczonego w 10 ml THF zwiazku
48a (0.3 g, 0.15mmol) i TEA (0.518 g, 5.12 mmol) i mieszano przez 168 godz.w temperaturze
pokojowej. Warto§¢ pH podczas przebiegu reakcji sprzegania byla kontrolowana. Ponadto,
obserwowano spadek wartosci pH ponizej 10 po 24h i dodawano do mieszaniny reakcyjnej
kolejne nadmiary EtsN. Mieszaning odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu
etylu i przemyto kolejno 5 razy wodnym roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym
roztworem NaHCOs i solanka, wysuszono nad MgSO4, odfiltrowano i odparowano in vacuo.
Produkt wstepnie oczyszczono na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20, stosujagc MeOH

jako eluent, a nastepnie na HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H20, z dodatkiem 0.05%
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HCl, w przeptywie 3.0 m/min. Nastgpnie usuni¢to zabezpieczenie Fmoc za pomoca 50%
roztworu tris(2-aminoetylo)aminy/MeOH. Otrzymano zwigzek 54 z wydajnoscig 37.4%.
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C
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IH NMR (600 MHz, CD30D), 5: 1.31 - 1.40 (m, v, B, 8 CHa-Lys) , 1.41 — 1.45 (m, CH3-t-Bu),
1.70 — 1.93 (m, v, B, & CH2-Lys, CH2-Pro), 3.00 — 3.05 (m, CH2-Phe, € CH2- Lys, CH2-Pro,
NH-CH2- lacznik), 3.14 — 3.37 (m, CH2-Phe, &~ CHa- Lys, CHa- lacznik), 3.39 — 3.46
(M, o CH-Lys), 3.48 — 3.67 (m, O-CHa- lacznik, CH-Pro), 3.90 — 3.96 (m, o. CH- Lys),
7.11—7.17 (m, Ar-Phe).

13C NMR (150 MHz, CD30D) : 24.4, 28.9, 29.0 [C(CH3)3(Boc)]; 26.3(y-C-Pro); 30.0, 33.9,
38.6 (NH-CH2lacznik); 31.7 (B-C-Pro); 38.2 (B-C-Phe); 40.3, 41.2; 48.3 (3-C-Pro); 52.6, 56.4;
62.4 (a-C-Pro); 69.2, 70.0, 71.4 (O-CHa lacznik); 80.0, 80.7 [C'V(CH3)3(Boc)]; 154.6, 158.7
[C=0 (Boc)]; 174.2,175.3, 176.0 (CONH).

Zwiazek 55a oraz 56a
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Pierwszy etap syntezy polega na usunigciu grup t-butyloksykarbonylowych (Boc) z uzyciem
nas. HCI/EtOAc i prowadzi do uzyskania dendrymerycznego zwiagzku z wolnymi grupami
aminowymi 49a. Nastepnie Fmoc-Pro-OH (1.3 g, 3.84 mmol), HOSu (0.442 g, 3.84 mmol)
oraz DCC (0.824 g, 4 mmol) rozpuszczono w 15 ml THF i mieszano przez noc do uzyskania
aktywnego estru. Roztwor estru aktywnego dodano do rozpuszczonego w 8 ml THF zwigzku

49a(0.329,0.16 mmol) i TEA (0.518 g, 5.12 mmol) i mieszano przez 126 godz. w temperaturze
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pokojowej. Warto$¢ pH podczas przebiegu reakcji sprzggania byta kontrolowana. Ponadto,
obserwowano spadek wartosci pH ponizej 10 po 24h i dodawano do mieszaniny reakcyjnej
kolejne nadmiary EtsN. Mieszaning odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu
etylu i przemyto kolejno 5 razy wodnym roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym
roztworem NaHCOz3 i solankg, wysuszono nad MgSOa, odfiltrowano i odparowano in vacuo.
Produkt wstepnie oczyszczono na kolumnie z wypelieniem Sephadex LH-20, stosujac MeOH
jako eluent, a nastepnie na HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H:20, z dodatkiem 0.05%
HCI, w przeptywie 3.0 ml/min. Nastepnie usuni¢to zabezpieczenie Fmoc za pomoca 50%

roztworu tris(2-aminoetylo)aminy/MeOH. Otrzymano zwigzek 55a z wydajnoscig 48.9%.

{NH 0

IH NMR (600 MHz, MeOD), &: 1.50-1.80 (m, CH2-8, »-Orn); 1.70-2.20 (m, CH2-Pro);
2.90-3.06 (m, CH2-Pro, NH-CH2- facznik); 3.00-3.20 (m, CH2-Phe); 3.24-3.33 (m, CH2-5-
Orn) 3.43-3.76 (m, O-CH2- tacznik, CH-Pro); 4.26-4.43 (m, CH-a-Orn, CH-o-Phe);
7.12-7.30 (m, Ar-Phe).

1I3C NMR (150 MHz, CD30D), &: 25.3 (y-C-Pro); 26.5 (y-C-Orn); 30.2 (B-C-Orn); 31.9 (B-C-
Pro); 37.0 (NH-CH21acznik); 38.4 (B-C-Phe); 38.8 (6-C-Orn); 47.8 (6-C-Pro); 54.0 (a-C-Phe);
57.1 (0-C-Orn); 61.3 (0-C-Pro); 69.6 (O-CH: ftacznik); 71.0, 71.2 (O-CH2 1acznik);
127.1 (C4Phe); 128.9 (C2,6Phe); 130.5 (C3,5Phe); 139.3 (C1Phe); 173.6 (CONH Phe); 176.9,
177.2,178.9 (CONH).

Zwigzek 56a

Po usunigciu grup t-butyloksykarbonylowych (Boc) ze zwiazku 49 przygotowano ester
aktywny histydyny. Ester aktywny histydyny otrzymano przez dodanie do Fmoc-His(Boc)-OH
(2.21 g, 3.8 4mmol) rozpuszczonej w 15 ml THF, HOSu (0.442 g, 3.84 mmol) i DCC (0.824 g,
4 mmol) i mieszanie przez 12 godz. w temp. pokojowej. Przygotowany ester aktywny dodano
do roztworu zawierajacego zwiazek 49a (0.32 g, 0.16 mmol) oraz TEA (0.518 g, 5.12 mmol)

rozpuszczone w 8 ml THF i mieszano 126 h w temp. pokojowej. Wartos¢ pH podczas przebiegu
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reakcji sprzegania byla kontrolowana. Ponadto, obserwowano spadek wartosci pH ponizej
10 po 24h i dodawano do mieszaniny reakcyjnej kolejne nadmiary EtsN. Rozpuszczalnik
odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto 5-krotnie kolejno
roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym roztworem NaHCOs3 i solanka,
suszono nad MgSQzg, przefiltrowano i odparowano do sucha in vacuo. Nastepnie dendrymer
odbezpieczono usuwajac grupy Fmoc za pomoca 20% roztworu piperydyna/MeOH.
Dendrymeryczny produkt oczyszczono wstepnie metoda chromatograficznego saczenia
molekularnego na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20 i MeOH jako eluentem,
a nastgpnie na preparatywnej kolumnie HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H:20,
z dodatkiem 0.05% HCI, w przeplywie 3.0 ml/min. Otrzymano zwigzek 56a z wydajnoscia
41.9%.
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'H NMR (600 MHz, MeOD), § (polowa czasteczki): 1.38-1.46 (m, CH3 —Boc); 1.47-1.83
(m, CH2pB, y-Orn); 2.82-3.25 (m, CH2B-His, - Orn, CH2B-Phe); 3.46-3.67 (m, CH2, t3cznik);
3.93-4.09 (m, CH a-Orn); 4.09-4.22 (m, CHa-Phe, a-Orn); 4.45-4.51 (m, CH-a -His);
6.82—6.87 (m, Ar-His); 7.11-7.24 (m, Ar-Phe); 7.56-7.64 (m, Ar-His).

13C NMR (150 MHz, CD30D), & (potowa czasteczki): 25.7 (y-C-Orn); 27.4, 27.5 (y-C-Orn);
28.8 [C(CH3)3(Boc)]; 30.1, 30.4, 30.9 (B-C-Orn); 32.5 (B-C-His); 38.3 (56-C-Orn); 39.1 (B-C-
Phe); 39.7 (NH-CH2-tacznik); 42.5 (5-C-Orn); 53.9 (a-C-Phe); 52.2, 52.8, 55.1, 55.2 (a-C-
His); 55.9, 56.2 (a-C-Orn); 69.8 (O-CH2-tacznik); 71.2, 71.4 (O-CH2-tacznik); 79.8
[C'V(CH3)3(Boc)]; 80.5 [C'V(CH3)3(Boc)]; 119.2(C=CH His); 127.3 (C4Phe); 129.1
(C2,6Phe); 130.6 (C3,5Phe); 133.9 (C=CH His); 136.2 (N-HC=N His); 139.5 (C1Phe); 158.4
[C=0 (Boc)]; 171.8 (CONH Phe); 172.9, 173.2, 173.3, 173.7, 174.6, 175.5, 177.8 (CONH).
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Zwiazek 57a oraz 58a

NH,
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50a (96,2 %)
Zwiazek 57a

Pierwszy etap syntezy polega na usunigciu grup t-butyloksykarbonylowych (Boc) z uzyciem
nas. HCVEtOAc i prowadzi do uzyskania dendrymerycznego zwigzku z wolnymi grupami
aminowymi 50a. Nastepnie Fmoc-Pro-OH (1.3 g, 3.84 mmol), HOSu (0.442 g, 3.84 mmol)
oraz DCC (0.824 g, 4 mmol) rozpuszczono w 15 ml THF i mieszano przez noc do uzyskania
aktywnego estru. Roztwor estru aktywnego dodano do rozpuszczonego w 8 ml THF zwigzku
50a (0.3 g, 0.16 mmol) i TEA (0.518 g, 5.12 mmol) i mieszano przez 126 godz. w temperaturze
pokojowej. Warto$¢ pH podczas przebiegu reakcji sprzggania byta kontrolowana. Ponadto,
obserwowano spadek wartosci pH ponizej 10 po 24h 1 dodawano do mieszaniny reakcyjnej
kolejne nadmiary EtsN. Mieszaning odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu
etylu i przemyto kolejno 5 razy wodnym roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym
roztworem NaHCOs i solanka, wysuszono nad MgSO4, odfiltrowano i odparowano in vacuo.
Produkt wstepnie oczyszczono na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20, stosujgc MeOH
jako eluent, a nastgpnie na HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H20, z dodatkiem 0.05%
HCIl, w przeptywie 3.0 ml/min. Nastepnie usuni¢to zabezpieczenie Fmoc za pomocg 50%

roztworu tris(2-aminoetylo)aminy/MeOH. Otrzymano zwigzek 57a z wydajnoscig 26.11%.
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'H NMR (600 MHz, MeOD), & : 1.45-1.58 (m, CH2-y-Orn); 1.67-2.18 (m, p-Orn, CH2-
Pro);2.89-2.99 (m, CH2-Pro); 2.98-3.27 (m, CH2-Phe, CH2-5-Orn); 3.53-3.77 (m, O-CH2-
facznik, CH-Pro); 4.16-4.47 (m, CH-a-Orn, CH-a-Phe); 7.11-7.30 (m, Ar-Phe).

1I3C NMR (150 MHz, CD30D), 8: 26.8 (y-C-Pro); 28.7 (y-C-Orn); 30.4 (B-C-Orn); 32.1 (B-C-
Pro); 38.3 (5-C-Orn); 39.1 (5-C-Phe); 39.7 (5-C-Orn); 48.0 (3-C-Pro); 54.3 (a-C-Orn);
57.4 (a-C-Phe); 61.6, 61.7 (a-C-Pro); 71.3, 71.5 (O-CH2 facznik); 127.3 (C4Phe); 129.2
(C2,6Phe); 130.4 (C3,5Phe); 139.5 (C1Phe); 173.3 (CONH Phe); 174.2, 176.8, 177.0, 177.6
(CONH).

Zwiazek 58a

Po usunigciu grup t-butyloksykarbonylowych (Boc) ze zwiazku 50 przygotowano ester
aktywny histydyny. Ester aktywny histydyny otrzymano przez dodanie do Fmoc-His(Boc)-OH
(2.21 ¢, 3.84 mmol) rozpuszczonej w 15 ml THF, HOSu (0.442 g, 3.84 mmol) i DCC (0.824 g,
4 mmol) i mieszanie przez 12 godz. w temp. pokojowej. Przygotowany ester aktywny dodano
do roztworu zawierajacego zwigzek 50a (0.3 g, 0.16 mmol) oraz TEA (0.518 g, 5.12 mmol)
rozpuszczone w 8 ml THF i mieszano 126 h w temp. pokojowej. Wartos¢ pH podczas przebiegu
reakcji sprz¢gania byla kontrolowana. Ponadto, obserwowano spadek wartosci pH ponizej 10
po 24h i dodawano do mieszaniny reakcyjnej kolejne nadmiary EtsN. Rozpuszczalnik
odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto 5-krotnie kolejno
roztworem 5% kwasu cytrynowego, nasyconym wodnym roztworem NaHCOs3s i solanka,
suszono nad MgSOu, przefiltrowano i odparowano do sucha in vacuo. Nastepnie dendrymer
odbezpieczono usuwajac grupy Fmoc za pomoca 50% roztworu
tris(2-aminoetylo)aminy/MeOH. Dendrymeryczny produkt oczyszczono wstepnie metodg
chromatograficznego saczenia molekularnego na kolumnie z wypehieniem Sephadex LH-20
i MeOH jako eluentem, a nastgpnie na preparatywnej kolumnie HPLCw gradiencie
od 5 do 95% MeOH/H20, z dodatkiem 0.05% HCI, w przeptywie 3.0 ml/min. Otrzymano
zwigzek 58a z wydajnoscia 21.3%.
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IH NMR (600 MHz, MeOD), 6:1.12-1.83 (m, CH2 3, y-Orn);3.31-3.38 (m, CH2 $-His, 6- Orn,
CH2p-Phe); 3.40-3.47 (m, CH a-Orn); 3.48-3.57 (m, CH2- - Orn);3.59-3.61 (m, CH2-
lacznik); 3.63-3.66 (m, CH a-Orn); 3.67-3.72 (m, CHz-lgcznik); 4.21-4.28 (m, CH-a-
His);7.36-7.40 (m, Ar-Phe); 7.52—7.55 (m, Ar-His); 8.93-8.96 (m, Ar-His).

13C NMR (150 MHz, CD30D), 6: 25.4 (y-C-Ormn); 26.0, 26.6 (B-C-Orn); 27.7 (3-C-Orn); 44.1,
45.9 (B-C-His); 48.1 (B-C-Phe); 49.8, 50.2 (6-C-Orn); 53.4 (a-C-Phe); 52.1, 55.5 (a-C-Orn);
60.5, 61.9 (0-C-His); 71.0, 71.3, 73.4 (O-CHaz-facznik); 119.7 (C=CH His); 127.2 (C4Phe);
128.7 (C2,6Phe); 129.7 (C3,5Phe); 134.5 (C=CH His); 135.6 (N-HC=N His); 137.8 (C1Phe);
167.9 (CONH Phe); 172.2,173.2,174.2, 177.1, 177.2, 177.4 (CONH).

Synteza sfunkcjonalizowanego siarkowego dendrymeru ,,bola”
Zwiazek 59
Pomimo préb podjecia syntez, nie udato uzyskac si¢ w pelni czystego zwigzku.

Pierwszy etap syntezy polega na usunigciu grup tert-butyloksykarbonylowych (Boc) z uzyciem
nas. HCI/EtOAc i prowadzi do uzyskania dendrymerycznego zwiazku z wolnymi grupami
aminowymi 53a. Nastepnie Fmoc-Pro-OH (0.56 g, 1.67 mmol), HOSu (0.192 g, 1.67 mmol)
oraz DCC (0.379 g, 184 mmol) rozpuszczono w 15 ml THF i mieszano przez noc do uzyskania
aktywnego estru. Roztwor estru aktywnego dodano do rozpuszczonego w 10 ml THF zwigzku
53a (0.15 g, 0.069 mmol) i TEA (0.518 ¢, 5.12 mmol) i mieszano przez 264 godz
W temperaturze pokojowej. Wartos¢ pH podczas przebiegu reakcji sprzegania byla
kontrolowana. Ponadto, obserwowano spadek wartosci pH ponizej 10 po 24h i dodawano do
mieszaniny reakcyjnej kolejne nadmiary EtsN. Mieszaning odparowano a pozostatos¢
rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto kolejno 5 razy wodnym roztworem 5% kwasu
cytrynowego, nasyconym roztworem NaHCO3 i solanka, wysuszono nad MgSO4,
odfiltrowano i odparowano in vacuo. Produkt wstepnie oczyszczono na kolumnie
z wypehieniem Sephadex LH-20, stosujac MeOH jako eluent, a nastgpnie
na semipreparatywnym HPLC w gradiencie od 5 do 95% MeOH/H20, z dodatkiem0.05% HClI,
w przeptywie 3.0 ml/min. Wedlug profilu analitycznego HPLC uzyskano mieszaning

zwigzkow, ktorych nie moglem rozdzieli¢ réwniez po zmianie ukladu rozpuszczalnikow
(MeCN/H20).

Ponizej przedstawiono strukture planowanego zwigzku 59 zawierajacego mostek disiarczkowy.
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Zakresy NMR dla wybranych sygnatow

'H NMR (600 MHz, CD30D), 3: 1.38 — 2.42 (m, B, y- CH2-Orn, CH2-Pro, CH2- t3cznik), 2.35
—2.69 (S-CH2 Cystamina) 2.87 — 3.37 (m, 8-CH2-Orn, CH2-Phe, CH2-Pro, N-CH2-Cystamina),
3.48 — 3.75 (m, CH-Pro, CH2-Pro), 3.77 — 3.92 (m, CH2-Fmoc), 3.96 — 4.20 (m, CH-Fmoc),
4.22 — 4.46 (m, a-CH-0rn), 4.54 —4.69 (m, CH-Phe), 7.12 — 7.41 (m, Ar-Phe, Ar-Fmoc), 7.53
—7.62 (m, Ar-Fmoc), 7.73 — 7.81 (m, Ar-Fmoc).

1I3C NMR (150 MHz, CD30D), 8:25.7,25.9,26.4, 26.7, 28.6,30.4, 30.7, 31.0, 32.0, 38.4, 39.3,
39.7,40.3,41.0,45.7, 47.4, 47.8, 54.3, 55.3, 66.3, 66.4, 67.7, 69.2, 120.9, 125.8, 126.0, 127.9,
128.3, 129.6, 130.4, 138.2, 142.4, 142.5, 156.3, 173.2, 174.4, 175.2.
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Tabela 3. Wyniki badan FRAP i ABTS dla zwiazkow 1-10.

FRAP ABTS

Zwiazek pmol pmol umol 1Cso
Fe2*/l Trx/ Trx/

1| s | o5 | 10 | B
2| Lohs | s0o0 | o5 | 2099
3| L34 | oo | i3 | 1109
4| w5 | sos | som | 1579
S| Zoso | som | soss | 2%
6 | lose | soa1 | som | o1
/ i(z):gg :I:g:jl :I:OI,,?:l67 38,46
8 | Jous | so3r | som | 1422
9 igﬁ;‘ iggg ig;g 16,08
10 166?451 146,3;,79 12(5,7246 9,84

Tabela 4. Wyniki aktywnosci antyoksydacyjnej wykonanych polifunkcyjnych dendrymerow
wedtug metody FRAP (Ferric reducing antioxidant power) w porownaniu do aminokwasow

His i Pro (TEAC).

TEAC
Stezenie dendrymeru (pM)
Zwiazki
3.85 uM 7.69 uM 15.38 uM
Histydyna 0,38 + 0,01 0,63 £ 0,04 1,18 £ 0,04
56a 13,13 +0,18 | 26,83 +0,26 | 61,43 +0,62

58a

7,78 £ 0,18 17,07 +£0,14 | 36,82+ 0,52




Prolina
55a

57a
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0,07 £ 0,01
0,52 + 0,04

1,50 + 0,06

0,56+ 0,11
2,88+ 0,10

5,74 + 0,00

1,35+ 0,04
5,26+ 0,19

11,86 £ 0,19

Tabela 5. Wyniki aktywnosci antyoksydacyjnej polifunkcyjnych dendrymeréw wykonanych
metodg CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity) w poréwnaniu do aminokwasow

His i Pro (TEAC).

TEAC
Stezenie dendrymeru (uM)
Zwiazki
3.85 uM 7.59 uM 11.54 uM 15.38 uM

Histydyna 0,18 £0,00 1,26 £ 0,12 1,35+0,09 | 2,79+0,15
56a 11,98+ 1,20 | 2246+1,20 |3234+1,26 | 37,49+ 1,26
58a 2,84 + 0,69 7,88 £ 0,75 13,69+ 0,51 | 26,53 £ 0,24
Prolina 4,16 £1,23 5,39+ 0,84 6,05+1,26 | 8,48+2,90
55a 5,57+ 0,54 8,09 + 0,66 11,38+ 0,42 | 13,51 £0,33
S7a 10,81 £ 0,63 16,62 £0,75 |26,14+0,93 | 32,88 £ 1,20

Tabela 6. Wyniki zdolno$ci wylapywania kationowych wolnych rodnikéw wykonanych
metoda ABTS (Radical scavenging assay) polifunkcyjnych dendrymeréw w poréwnaniu do

aminokwasow His 1 Pro (TEAC).

TEAC
Stezenie dendrymeru (pM)
Zwiazki
3.85 uM 7.69 uM 11.54 uM 15.38 uM

Histydyna 0,49 £ 0,09 0,55+0,15 0,58+0,12 | 0,87+0,13
56a 0,74 + 0,03 1,86 + 0,15 2,54+0,12 | 4,02+0,19
58a 0,28 £ 0,08 1,02+0,12 1,92+0,22 | 3,08+0,32
Prolina 1,22 + 0,36 1,42 £0,21 1,54 +0,25 | 1,90+0,32
55a 2,20 £ 0,25 5,89+ 0,33 10,46 £ 0,36 | 12,54 + 0,27
57a 3,43+ 0,08 9,85+ 0,28 16,52+ 0,46 | 21,90 + 0,69
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Tabela 7. Wyniki aktywnosci przeciwutleniajacej dendrymeréw wykonanych metoda DPPH
(Total free radical scavenging assay) polifunkcyjnych dendrymeréw w poréwnaniu do
aminokwasow His 1 Pro (TEAC).

DPPH
Stezenie dendrymeru (pM)
Zwiazki
3.85 uM 7.69 uM 11.54 uyM 15.38 uM

Histydyna 0,98 £ 0,09 1,50 £ 0,09 1,50+0,13 | 1,62+0,12
56a 7,77 £ 0,77 8,91 £0,82 9,85+ 0,86 | 10,44+ 0,09
58a 1,17+0,27 2,65+ 0,29 3,29+0,21 | 4,05+0,17
Prolina 5,98 +£0,79 7,38 £ 0,81 7,40+ 0,79 | 7,47+ 0,83
o5a 2,27 +0,20 3,33+£0,22 4,07+0,10 | 4,23+0,10
S57a 2,37 +£0,05 6,12 +0,29 9,35+ 0,60 | 10,05+ 0,66
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Widma analityczne HPLC docelowych zwiazkow
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Zwiazek 47
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Zwiazek 56a

Zwiazek 57a
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