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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW I SYMBOLI

ACN acetonitryl
293T ludzka linia komorkowa nowotworu nerki
3D7 szczep zarodzca sierpowatego
Al72 linia komorkowa glejaka
A375 linia komorkowa nowotworu skory
A549 linia komorkowa nowotworu ptuc
y-Abu kwas aminomastowy
AD choroba Alzheimera (Alzheimer's disease)
AHMA (3-(akrydyn-9-yloamino)-5-(hydroksymetylo)fenylo)karbaminian etylu
AIDS zespOl nabytego niedoboru odpornosci (acquired immune deficiency
syndrome)
B-Ala B-alanina
Arg L-arginina
ARPE-19 ludzka linia komorkowa nabtonka barwnikowego siatkowki
AsPC-1 linia komorkowa raka trzustki
B16 linia komdrkowa czerniaka
Boc tert-butyloksykarbonyl
BxPC-3 linia komorkowa gruczolakoraka trzustki
C-1305 triazoloakrydon
C-1311 imidazoakrydon
C-1748 9-(2’-hydroksyloetyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyna
C38 linia komorkowa nowotworu serca
CA anhydraza weglanowa (carbonic anhydrases)
CCRF-CEM linia komodrkowa ludzkiej biataczki limfocytarnej
CDCl3 deuterowany chloroform
CDs0D deuterowany metanol
Co26iC38 linie komorkowe raka jelita grubego
Cys L-cysteina
D3CLP 9-[(3-chloro)fenyloamino]-2-[3-(dietyloamino)propyloamino]tiazolo
-[5,4-b]chinolina
DC-3F linia komorkowa raka phuc
DCE dichloroetan
8
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DCM
Dd2
DEA
DIEA
DMEM
DMF
DMSO
DNA
DPEPhos
ds-DNA
DQF-COSY

FBS
EEDQ
FDA
Fmoc
GIST48
Glu
Gly
H37Rv
hAChE
hal
HATU

HMBC

HSQC

hBChE
hCA
HCT-15
HelLa
HepG2
His

dichlorometan

szczep zarodzca sierpowatego

dietyloamina

N,N-diizopropyloetyloamina

medium do hodowli komorek (Dulbecco’s modified Eagle’'s medium)
N,N-dimetyloformamid

dimetylosulfotlenek

kwas deoksyrybonukleinowy
(oksydi-2,1-fenyleno)bis(difenylofosfina)

dwuniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (double-stranded DNA)
spektroskopia korelacyjna z filtrem dwukwantowym (Double Quantum
Filtered Correlation Spectroscopy)

ptodowa surowica wotowa (Fetal Bovine Serum)
2-etoksy-N-etoksykarbonylo-1,2-dihydrochinolina

agencja zywnosci i lekow (Food and Drug Administration)
9-fluorenylometoksykarbonyl

linia komorkowa nowotworu zrebu zotgdkowo-jelitowego

L-kwas glutaminowy

glicyna

szczep pratka gruzlicy

inhibitory ludzkiej acetylocholinesterazy

halogen

heksafluorofosforan ~ O-(7-azobenzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylo-
uroniowy

heterojadrowa korelacja (*H-X) dalekiego zasiegu (Heteronuclear
Multiple Bond Coherence)

heterojadrowa korelacja z detekcjg przejs¢ wielokwantowych
(Heteronuclear single quantum correlation)

inhibitory ludzkiej butyrylocholinesterazy

ludzka anhydraza weglanowa

linia komorkowa gruczolakoraka jelita grubego

linia komorkowa raka szyjki macicy

linia komorkowa nowotworu watrobowo-komoérkowego

L-histydyna
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HOBt
HPLC
HT-29
ICs0

Jurkat

K

K562
L1210

LC

Leu
LS174T
LS-180
Lys
m-AMSA
MCF-7
MDA-MB-231I
7-MEOTA
MGC803
MiaPaCa-2
MS

MTT
NF54
NCI-H520
NCI-H522
NMM
NMR
NDV
Nrp-1

Nu

P

P388
PA-1

Panc-1

N-hydroksybenzotriazol

wysokosprawna chromatografia cieczowa

linia komodrkowa gruczolakoraka jelita grubego
stezenie hamujace (stezenie powodujace cytotoksyczno$¢ 50% komorek
w stosunku do kontroli)

linia komorkowa ostrej biataczki limfoblastycznej typu T
L-lizyna

linia komorkowa biataczki erytroleukemicznej

linia komorkowa biataczki limfoidalnej
chromatografia cieczowa

L-leucyna

linia komorkowa gruczolakoraka okreznicy

linia komorkowa gruczolakoraka jelita grubego
L-lizyna
N-(4-(akrydyn-9-yloamino)-3-metoksyfenylo)metanosulfonamid
linia komorkowa ludzkiego raka piersi

linia komorkowa ludzkiego gruczolakoraka piersi
7-metoksyakrydyna

linia komoérkowa ludzkiego raka zotadka

linia komorkowa raka trzustki

spektrometria mas

bromek 3-(4,5-dimetylo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu
szczep zarodzca sierpowatego

linia komorkowa raka ptaskonablonkowego

linia komorkowa niedrobnokomorkowego raka ptuca
N-metylomorfolina

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
rzekomy pomor drobiu, inaczej choroba Newcastle
neuropilina-1

nukleofil

L-prolina

linia komorkowa biataczki limfocytowe;j

linia komorkowa gruczolakoraka jajnika

linia komorkowa nowotworu trzustki
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PARP-1 polimeraza poli(ADP-rybozy)

PBMC komorki mononuklearne krwi obwodowej

PC-3 linia komodrkowa raka prostaty

Phe L-fenyloalanina

POCI; trichlorek fosforylu

Pro L-prolina

PTLC preparatywna chromatografia cienkowarstwowa

PyBOP heksafluorofosforan benzotriazo-1-iloksytripyrolidynofosfoniowy

R L-arginina

RNA kwas rybonukleinowy

ROESY spektroskopia NOE (jadrowy efekt Overhausera ) w rotujagcym uktadzie
wspotrzednych (Rotation Frame Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy)

RPMI pozywka z L-glutaming

scFv jednotancuchowy fragment zmienny przeciwciala

Ser L-seryna

SGC7901 linia komorkowa raka zotadka

SH-SY5Y-DC cholinergiczna posta¢ neuroblastomy

SH-SY5Y-NC dopaminergiczna posta¢ neuroblastomy

SW1398 linia komorkowa raka jelita grubego

T L-treonina

T47D linia komorkowa nowotworu piersi

TBTU tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylo-
amoniowy

TFA kwas trifluorooctowy

TEA trietyloamina

TFE trifluoroetanol

THF tetrahydrofuran

Thr L-treonina

TLC cienkowarstwowa chromatografia cieczowa

TOCSY korelacyjna spektroskopia zupetna (Total Correlation Spectroscopy)

U-118 MG linia komodrkowa glejaka

U251 linia komorkowa glejaka

WI38 linia komorkowa raka ptuc

11
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WiDr

Val
VEGF-A165
XTT

linia komdrkowa nowotworu jelita grubego

L-walina

czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego

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

Niniejsza praca doktorska obejmuje synteze oraz testy aktywnosci biologicznej nowych
analogoéw akrydyny/akrydonu z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny jako potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych. Akrydyny naleza do grupy policyklicznych zwigzkow
heteroaromatycznych. Ich struktura chemiczna wywodzi si¢ z trdjpierscieniowego zwigzku
aromatycznego, bedacego analogiem antracenu zawierajacego atom azotu w pierscieniu B.
Zwiazki te powszechnie stosowane sg m.in. jako leki przeciwnowotworowe (np. amsakryna
(66)). Jednak ze wzglgdu na skutki uboczne i toksyczno$¢ pochodnych akrydyny/akrydonu
wcigz poszukuje si¢ nowych analogow o lepszych wlasciwosciach farmakologicznych.

Prace syntetyczne obejmowaty otrzymanie 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, 9-fenoksy-4-
metylo-1-nitroakrydyny i 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu, analogow tuftsyny/retro-tuftsyny
oraz koniugatéw tych zwiazkow. W pierwszym etapie syntezy akrydyny/akrydonu w wyniku
kondensacji Ullmana otrzymatam odpowiednie kwasy antranilowe, ktore w obecnosci POClI3
lub H2SO4 ulegaty cyklizacji do pozadanej pochodnej akrydyny, badz akrydonu. Synteze
odpowiednio chronionych analogéw tuftsyny/retro-tuftsyny acylowanych na grupie
g-aminowej lizyny aminokwami tj. Gly, B-Ala, Val, Leu prowadzitam w roztworze z
wykorzystaniem metody mieszanych bezwodnikow z chloromroéwczanem izobutylu i NMM, w
bezw. DMF. Nastepnie w reakcji substytucji nukleofilowej w.w. zwigzkoéw otrzymatam
koniugaty akrydyny/akrydonu z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny. Syntez¢ analogow
akrydyny prowadzitam w fenolu, w temp. 50°C, w obecnosci TEA. Z kolei pochodne akrydonu
otrzymywatam w bezw. DMF, w obecno$ci TEA. Uzyskane zwigzki poddawatam deprotekcji
ostony Fmoc za pomocg 30% roztworu DEA w DMF, nastgpnie pochodne przeprowadzatam w
chlorowodorki.  Zsyntetyzowane analogi scharakteryzowatam za pomocg technik
spektroskopowych (*H NMR, 3C NMR, MS) oraz analitycznych (TLC, HPLC-MS).

Wszystkie otrzymane zwiazki (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-e) poddatam
wstepnym badaniom biologicznym in vitro na limfoidalnej linii komérkowej Jurkat oraz
komorkach PBMC pochodzacych od zdrowych dawcow. W celu wyznaczenia ICso wykonatam
testy zywotnosci MTT badajace toksycznosé pochodnych (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e,
120a-e).

Ponadto, przeprowadzono  badania  biologiczne  okreslajagce  Zywotnos¢
amelanotycznych Ab i melanotycznych Ma komorek czerniaka 1 dwoch postaci neuroblastomy

SH-SY5Y: cholinergicznej DC i dopaminergicznej NC za pomocg testu XTT. Na podstawie
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uzyskanych wynikow ICso wybrano zwigzek (117), ktory poddano testom opisujagcym jego
wplyw na apoptoze komorek.
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SUMMARY

This doctoral dissertation contains the synthesis and biological activity testing of new
acridine/acridone analogs with tuftsin/retro-tuftsin derivatives as potential anticancer drugs.
Acidines are polycyclic heteroaromatic compounds. Their chemical structure is based on a
tricyclic aromatic compound which is an analogue of anthracene containing a nitrogen atom in
ring B. These compounds are commonly used as anticancer drugs (e.g., amsacrine (66)).
However, due to the side effects and toxicity of acridine/acridone derivatives, new analogues
with improved pharmacological properties are still sought after.

Synthesis included obtaining 9-phenoxy-1-nitroacridine, 9-phenoxy-4-methyl-1-
nitroacridine and 1-chloro-4-nitro-9(10H)-acridone, tuftsin/retro-tuftsin analogs and conjugates
of these compounds. In the first step of acridine/acridone synthesis due to Ullman condensation,
the appropriate anthranilic acids were prepared. Then, in the presence of POCls or H2SO4, they
cyclized to acridine or acridone derivative. The synthesis of adequately protected analogues of
tuftsin / retro-tuftsin acylated on e-amino group of lysine with the amino acids: Gly, B-Ala, Val,
Leu were carried out in a solution using a mixed anhydride method with isobutyl chloroformate
and NMM in anhydrous DMF. Then, in the nucleophilic substitution reaction of the above-
mentioned compounds, acridine/acridone conjugates with tuftsin/retro-tuftsin derivatives were
received. The synthesis of acridine analogs were carried out in phenol at 50°C in the presence
of TEA. Inturn, acronide derivatives were prepared in anhydrous DMF, in the presence of TEA.
Then, Fmoc-group was removed by using diethylamine and derivatives were converted into
hydrochlorides. The synthesized analogs were characterized by means of spectroscopic
techniques (*H NMR, 3C NMR, MS) and analytical techniques (TLC, HPLC-MS).

All obtained compounds (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-e) were subjected to
preliminary in vitro bioassays on the Jurkat and PBMC cells. In order to determine the 1Csp, |
performed MTT viability tests, which are used to investigate the toxicity of derivatives
(115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-¢).

In addition, biological studies were carried out determining the viability of amelanotic
Ab and melanotic Ma melanoma cells and two forms of SH-SY5Y neuroblastoma: cholinergic
DC and dopaminergic NC using the XTT test. On the basis of the ICso results selected
compound (117), which was tested to describing its effect on cellular apoptosis.
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WSTEP

Choroby nowotworowe stanowia jedna z gtownych przyczyn zgondéw na $Swiecie.
Obecnie w polskim spoteczenstwie ok. 990 tys. osob zyje z chorobg nowotworowg
zdiagnozowana w ciggu poprzedzajagcych 15 lat. W 2015 roku zarejestrowano w Polsce ponad
163 tys. nowych zachorowan i stwierdzono przeszto 100 tys. zgonow z tego powodu (27,2%
zgondéw wsrod mezezyzn i 23,6% wsrod kobiet). Nowotwory ztosliwe stanowig powazny
problem zdrowotny gtéwnie u 0s6b w mtodym i srednim wicku (25-64 lat) [1].

Leczenie nowotworéw bardzo czg¢sto opiera si¢ na zastosowaniu Chemioterapii
wykorzystujacej leki cytostatyczne. Niestety wigkszos¢ chemioterapeutykéw stosowanych w
trakcie leczenia wykazuje wysoka toksyczno$¢ przejawiajaca si¢ licznymi skutkami ubocznymi
lub wywotujacymi reakcje nadwrazliwosci.

Ponadto, standardowe sposoby podawania lekéw w petni nie wykorzystuja
terapeutycznych mozliwosci medykamentéw. Jednym ze skutecznych sposobow dostarczania
lekéw do miejsca docelowego w organizmie jest zastosowanie koniugatow lek-nos$nik, w
ktorych sktadnik aktywny jest zwigzany kowalencyjnie z nosnikiem, np. peptydem [2].

Tak wiec, niska skutecznos¢ klasycznych metod leczenia chordb nowotworowych jest
istotng przyczyng poszukiwania nowych, o zwigkszonej selektywno$ci dziatania na komorki
nowotworowe lekéw. Na $wiecie prowadzi si¢ badania majace na celu uzyskanie
chemoterapeutykow, ktore dziatalyby w sposob bezpieczny, badz przynajmniej mato szkodliwy
dla pacjenta. Przyktadem potencjalnych lekéw poddawanych wszechstronnym badaniom sa
analogi akrydyny/akrydonu.

Pochodne akrydyny stanowig wazng klase zwigzkow o szerokim zakresie wlasciwosci
biologicznych. Zwiazki te charakteryzujg si¢ interesujacymi wiasciwosciami fizycznymi,
chemicznymi 1 biologicznymi. Juz w XIX wieku pochodne akrydyny stosowano jako pigmenty
i barwniki. W przemysle farmaceutycznym znajduja zastosowanie jako leki przeciwzapalne
(np. rivanol (84)), przeciwnowotworowe (np. amsakryna (66)), przeciwbakteryjne
(np. proflawina (63)), przeciwmalaryczne (np. chinakryna (85)) oraz grzybobojcze
(np. akryflawina (82)), a takze sa skuteczne jako inhibitory acetylocholinoesterazy (np. takryna
(73)). Ponadto, stosowane sa one jako barwniki fluorescencyjne, materiaty do wizualizacji
czasteczek biologicznych, a takze w technice laserowej [3,4].

Akrydyny ze wzgledu na swoj duzy potencjat aplikacyjny sg szeroko badane pod katem
aktywnosci przeciwnowotworowej. Ich ptaska, trojpierscieniowa struktura sprawia, ze dzialaja

one jako interkalatory DNA oraz hamuja topoizomerazg lub enzymy telomerazy [5].
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1. CZESC LITERATUROWA

1.1. Synteza pochodnych akrydyny/akrydonu

Do tej pory w literaturze chemicznej opisano kilka r6znych metod syntezy pochodnych
akrydyny/akrydonu. Pierwszy etap wigkszosci z nich opiera si¢ na otrzymaniu prekursora
pierScieni akrydynowych — kwasu N-fenyloantranilowego (7) (Schemat 1). Synteze kwasu
antranilowego mozna przeprowadzi¢ trzema drogami: kondensacja Ullmanna-Jourdana (droga
a i b), reakcja aminowania Buchwalda-Hartwiga (droga a i b), oraz w reakcji z wytworzonym
termochemicznie benzenem (droga c) [6-8]. Najbardziej znana, podstawowa metoda
Ullmanna-Jourdana polega na reakcji pomiedzy pochodng kwasu
0-halogenobenzoesowego (1) a pochodng aniliny (2) (droga a), czy tez kwasem antranilowym
(3) i pochodnymi halogenobenzenu (4) (droga b), w obecnosci miedzi jako katalizatora [6-8].
Otrzymywanie kwasu N-fenyloantranilowego (7) moze zosta¢ przyspieszone poprzez reakcje
Ullmanna-Goldberga z zastosowaniem ultradzwickow. Z Kkolei reakcja aminowania
Buchwalda-Hartwiga jest udoskonaleniem metody Ullmanna, polegajacym na zastosowaniu
katalizatora palladowego wytworzonego in situ w obecnosci toluenu, w temp. 95°C [8].

Traktowanie kwasu N-fenyloantranilowego (7) lub tioakrydonu (10, Y = S) za pomocag
POCIs prowadzi do powstania aktywowanych 9-chloroakrydyn (8) (droga d i f). W reakcji
kwasu antranilowego (7) z POCls, w pierwszym etapie powstaje akrydon, ktory jest nastepnie
chlorowany do zwiazku (8). Pochodne 9-metylotioakrydyny (8, X = SCH3) otrzymuje si¢ W
reakcji odpowiednich tioakrydonow (10) z jodkiem metylu [8].

Z kolei 9-akrydony (10, Y = O) uzyskuje si¢ przez dehydratacj¢ kwau
N-fenyloantranilowego (7) z H2SO4 lub kwasem polifosforowym (droga e). Natomiast syntez¢
tioakrydonow (10, Y = S) przeprowadza si¢ W wyniku dehydratacji kwasu antranilowego (7)
za pomocg P4S10 (droga e). W przypadku gdy dostepny jest prekursor akrydyny, np. oranz
akrydyny (11, gdzie R1 = 6-N(CHs)2, R2 = 3-N(CHz3)2), moze on by¢ utleniony elementarng
siarkg do tioakrydonu (10, Y = S) (droga h) [8].

Pochodng akrydyny (9) otrzymuje si¢ w bezposredniej reakcji nukleofila
z aktywowang akrydyng (8) (droga g) [9] lub w reakcji silnego nukleofila z C9 niepodstawiong
akrydyna (11) (droga j) w obecnosci lub nieobecnosci zmiatacza jondéw wodorkowych — jak w
reakcji Cziczibabina [9,10].
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X X
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A A P Reakcja Ullmanna—Jourdana:
Ri 1 Hal H,N ) R, Cu, K,CO;_ pirydyna, alkohol amylowy
lub Aminowanie Buchwalda—Hartwiga: X Nu
Pd(OAc), DPEPhos
co0 o b o
R' - -
AN AN P p P
+ - b
R; 3 NH, Hal 4 R, POX; temp.wrzenia 8 ?
X= C], Br A A
d
X COOH/ ¢ | POXs, temp.wrzenia f NaNu,
| X =Cl, Br K;3[Fe(CN)q]
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Ry H R,
7
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C H2$O4 lub PPA 100 OC
‘ \ COOR \ lub P4Sl() Sg’ 220 -230 OC \
o R
Z X h =
Rl/ NH2 R2 R] E Rz Rl N R2
5 6
10 11

Schemat 1. Schemat syntezy podstawowych prekursoréw 9-podstawionych akrydyn [8].
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Kolejng metoda otrzymywania akrydyn (14) jest reakcja Brenthsena, polegajaca na
ogrzewaniu difenyloaminy (12) i kwasu karboksylowego (13) w obecnosci ZnCly, w
temp. 200-270°C (Schemat 2) [7].

R
X

01,0 - g s CLIC
NH 200-270°C N
14

Schemat 2. Otrzymywanie pochodnych akrydyny (14) metoda Brenthsena [7].

Z kolei reakcja Lehmstedta-Tanasescu umozliwia syntez¢ akrydonu (17) i jego
pochodnych. Wychodzac z 2-nitrobenzaldehydu (15) i halogenopochodnej benzenu (16)

(Schemat 3) otrzymuje si¢ odpowiednie czasteczki akrydonu [8].

0O Cl
Cr . e
+
NO, Ccl H,SO, N
15 16 H
17

Schemat 3. Otrzymywanie akrydonu (17) metoda Lehmstedta-Tanasescu [8].

Inna metoda syntezy analogow akrydyny (19) polega na reakcji cyklizacji zasady
Schiffa o-aryloaminofenylu (18) w obecnosci ZnClow THF, w temp. 80°C (Schemat 4) [11].

H,C
CH,
=N
ZnCl, THF O \
NH 80°C, 24 h N
19
18

Schemat 4. Synteza pochodnych akrydyny (19) oparta na reakcji cyklizacji zasady Schiffa

o-aryloaminofenylu w obecnosci ZnCl, [11].

Natomiast aerobowe utlenianie (reakcja w atmosferze O;) 1-(2-(fenyloamino)-
fenylo)etanonu (20) w obecnosci pieciokrotnego nadmiaru pirydyny oraz Cu(O2CCF3). jako
katalizatora w DMF, w temp. 130°C prowadzi do otrzymania pochodnych akrydonu (21)
(Schemat 5). Procedura ta polega na rozszczepieniu wigzania aromatycznego C-H oraz

acetylowego C-C z wewnatrzczasteczkowym utworzeniem wigzania diaryloketonowego [12].
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Rs “CH; Cu(O,CCF;), pirydyna O R,
DMFE R R,
NH -
R, H 130°C, O,, 48 h N R,
R2 R2 = H, CH3, OCH:\), CN, Cl, F
20 R3: H’ CH3
R, =H, Br

Schemat 5. Otrzymywanie pochodnych akrydonu (21) w wyniku aerobowego utleniania
1-(2-(fenyloamino)fenylo)etanonu (20) w obecnosci Cu(O2CCF3)2 jako katalizatora [12].

Pochodne akrydyny (25) oraz akrydonu (26) otrzymaé mozna, takze w wyniku reakcji
arylowania, nastgpniec acylowania Friedla-Craftsa, wykorzystujac tatwo dostepne
o0-acyloaniling (23 lub 24) i s6l diarylojodoniowg (22). Synteze akrydyny (25) przeprowadza
si¢ ogrzewajac substraty w DCE, w temp. 65°C w obecnosci zwiazku miedzi jako katalizatora
lub w temp. 130°C bez dodatku Cul. Z kolei analogi akrydonu (26) otrzymuje si¢ stosujac 20%
Cu(OTf)2, w temp. 130°C (Schemat 6) [13].

OTf _ _
' Q reakcja
O/ Ph arylowanie X Z R Friedla-Craftsa
_ 2 o
@*/1? N~ H®
23: X = a1k11 lub aryl R{\=/H H
24: X = grupa alkoksylowa L N
X OH 10% Cul, 65°C X
X X lub brak Cul, 130°C NI
Rl_l _ /_R2 > R1_| _ _R2
N DCE, 12 h FINTNF

25: X = alkil lub aryl z zwiazku 23
20% Cu(OTf),

DCE, 130°C
12 h
N X
R R
N
H
26

Schemat 6. Synteza pochodnych akrydyny (25)/akrydonu (26) z wykorzystaniem

o-acyloaniliny i soli diarylojodoniowej [13].
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Z kolei metoda syntezy pochodnych 1,8-dioksoakrydyny (30) polega na otrzymaniu
zwigzku posredniego tetraketonu (29) w wyniku kondensacji cyklicznego 1,3-diketonu (27) z
p-metoksybenzaldehydem (28). Nastepnie w reakcji tetraketonu (29) z pierwszorzedowymi
aminami aromatycznymi, z wykorzystaniem aparatury Deana—Starka, w obecnos$ci mieszaniny

kwas octowy - octan sodu w toluenie uzyskano pochodne akrydyny (30) (Schemat 7) [14].

OCH;, OCH;
0 RNH, AcOH-AcON
CH;O0H, piperydyna 2, ACVH-ACUNa,

OUO 4 temp. wizenia _ O CgHsCH; temp. wrzenia  Q O

OCH N

3 00 !

27 28 29 R

30

R = 3-FC¢H, 3-CIC¢H, 3-BrC¢H, 3-IC¢H, 4-COOHC¢H,

Schemat 7. Synteza pochodnych 1,8-dioksoakrydyny (30) [14].

Efektywny i ekonomiczny sposob syntezy 9-arylo-heksahydroakrydyno-1,8-dionu (34)
polega na cyklokondensacji dimedonu (31), aromatycznych aldehydow (32) oraz octanu amonu

(33) w obecnosci heterogenicznego katalizatora SiO2-1 w etanolu, w temp. 80°C (Schemat 8)
[15].

0 CHO
Si0,-I/EtOH
7@+ () + NH0ae 22
H,C X 33 80°C
H.C o R H,C
iC 3 32
H,C

Schemat 8. Synteza 9-aryloheksahydroakrydyno-1,8-dionu (34) [15].

Z kolei sulfonamidowe pochodne akrydyny (37) otrzymano w wyniku jednoetapowej
reakcji dimedonu (31), 4-amino-N-(diaminometyleno)-benzenosulfonamidu (35) i
aromatycznego aldehydu (36), w obecnosci kwasu siarkowego jako katalizatora, stosujac wode
jako rozpuszczalnik, w temp. pokojowej (Schemat 9). Metoda ta charakteryzuje si¢ dobrymi
wydajno$ciami oraz wysoka czystos$cig otrzymanych zwigzkéw. Dodatkowo jej zaletg jest
zastosowanie korzystnego dla $rodowiska H>SOs4 jako Kkatalizatora oraz H>O jako
rozpuszczalnika [16].

21


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

O Ar O

NH,
HiC— | _CH
3 N 3

0) 0]
ﬁ + + ArcH,0 _ S04 HC CH;
¢ CH, O_EI_\ONHz 36 H,0, temp.pok.
31 \I\?HZ 0-3-0
35 37 Nﬁ/NHz
NH,

Schemat 9. Synteza sulfonamidowych pochodnych akrydyny (37) [16].

1.1.1. Synteza peptydowych pochodnych akrydyny

Na uwage =zastuguja rowniez peptydowe pochodne akrydyny, ktére znajduja
zastosowanie jako leki, systemy dostarczania genow oraz $rodki do obrazowania
(np. fluorescencyjne markery w diagnostyce nowotworowej).

Peptydy zazwyczaj przylaczone sa do ugrupowania akrydyny poprzez jej grupe
aminowg do C-konca tancuchow bocznych asparaginianu i glutaminianu, badz przez karboksyl
lub aldehyd do N-konca lub tancucha bocznego lizyny i ornityny.

W reakcji substytucji nukleofilowej 9-chloroakrydyny z krotkim peptydem
zawierajagcym wolng grupa aminowa oraz karboksylowa, w obecnosci DEA otrzymano
pochodng akrydyna-Gly-Gly-Gly-OH. Natomiast pochodne bisakrydyny z wigzaniem
peptydowym pochodzacym od Gly, B-Ala i y-Abu otrzymano w wyniku podobnej reakcji w
fenolu pod nieobecnos¢ zasady. Z kolei tetrapeptyd Fmoc-B-Ala-Pro-His-Lys-NH: potaczono
z 2-metylo-9-akrydynokarboksyaldehydem w obecnosci N,N-diizopropyloetyloaminy w
bezw. metanolu. Inny peptyd zawierajacy lizyng na C-koncu zostat wprowadzony do czasteczki
3,6-bis(dimetyloamino)-9-(metylomerkapto)akrydyny (40) w mieszaninie rozpuszczalnikow
DCM/TEA/TFE, w temp. 40°C (Schemat 10) [8].
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I
(H;C),N N N(CH53), (H5C),N H N(CHj),

38 39
-CHs
EtONa, Mel
temp. pok. (H;C),N N N(CH;),
40
peptyd Ac—Lys [Lys(Boc)],——LysNH,
DCM/TEA/TFE NH NH
(H;C),N N’ N(CHy), N7 N(CH;),
(H;C),N
41

Schemat 10. Derywatyzacja grup e-aminowych lizyny za pomoca akrydyny [8].

Nitroakrydyny oraz akrydony zawierajace diaminoalkilowe taczniki (od 2 do 5
grup metylenowych) wprowadzono do tancucha bocznego D-izoglutaminy w
muramylopeptydach za pomocg odczynnika kondensujacego EEDQ [17,18]. Wykorzystujac
syntez¢ na podtozu stalym otrzymano réwniez koniugaty peptydow potaczone N-koncem do
kwasu akrydyno-9-karboksylowego przy uzyciu HATU/DIEA w DMF [19].

Innym przyktadem jest otrzymanie pochodnej bradykininy (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-
Pro-Phe-Arg) modyfikowanej na N-koncu kwasem akrydyno-9-octowym (Ata) [20]. Akrydyng
sprz¢zono z peptydem za pomoca TBTU/HOBt w DMF w obecnosci DIEA.

Opracowano takze metode syntezy peptydowych pochodnych mono- |
bis-9-anilinoakrydyn zgodnie z mechanizmem aromatycznej substytucji nukleofilowej na fazie
statej, w obecnosci Cs2CO3z w DMF [21]. Z kolei trojpodstawione koniugaty akrydyna-peptyd
otrzymano przy uzyciu PyBOP/HOBt/DIEA w N-metylopirolidynie [22].

Pochodne 1-nitroakrydyny i 4-karboksyloakrydonu potaczone wigzaniem amidowym
pomiedzy grupa karboksylowa heterocyklicznej czasteczki i1 N-koncem tancucha
tuftsyny/retro-tuftsyny otrzymano na nosniku statym metoda Fmoc [23].

Kolejnym przyktadem jest synteza optycznie czystej (S)-B-(9-akrydyno)alaniny (46),
wychodzac z 9-bromometyloakrydyny (43) i chiralnego glicynoamidu (42) (Schemat 11) [8].
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)/SCH:;
Br , H;CS
IN nBuLi, THF - J—SCH; 1. IN HCI, THF
02 X X 78°C, Ar 2N 2.NaOH _
\ O N/O o ;( 3. LiOH, THF
SO, 43 I\{
42 . S0,

N\ N\
O mowosmen (10

dioksan. H,O

Schemat 11. Synteza aminokwasowej pochodnej akrydyny [8].

Z kolei reakcja akrydynowej pochodnej cynamonianu metylu (47) z Cys (48)
prowadzita do otrzymania chiralnego zwigzku (49) (enancjomer (S)) (Schemat 12) [24].

O O\CH O.__OH
3
=
NH, HCI
O \ Hs\/k’//o HCI/MeOH
+ —_—
N/ OH
47 48

Schemat 12. Otrzymywanie chiralnie czystej (S) pochodnej akrydyny (49) [24].

W innym podejsciu 9-aminoakrydyna (51) reaguje z “ubogim™ w elektrony

fluorowanym benzenem (50) otrzymujac pochodng (52) (Schemat 13) [25].

O,N CONH,
F NH 1. Cs,CO3/DMF ]@
OYCE + O N O 24 h, temp. pok. HN
A NO, N7 2. TFA/H,O/EDT
Q 50 51 N’
52

Schemat 13. Wszechstronna synteza na fazie statej aminowych pochodnych akrydyny [25].
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Natomiast w reakcji kwasu 9-okso-9,10-dihydro-4-karboksyakrydonu (53) z
chlorowodorkiem estru metylowego L-tyrozyny (54) w obecnosci TEA i chloromréwczanu
etylu otrzymano pochodng (55). Hydroliza grupy estrowej zwigzku (55) przy uzyciu LiOH
prowadzita do uzyskania analogu (56) (Schemat 14). Nastepnie pochodna (56) poddano reakcji
z chlorowodorkiem estru metylowego L-proliny (57) otrzymujac zwigzek (58). Po
odbezpieczeniu grupy karboksylowej uzyskano analog (59), ktory w reakcji z chlorowodorkiem
estru metylowego glicyny (60) dat zwigzek (61). Koncowy produkt (62) otrzymano w wyniku
hydrolizy pochodnej (61) za pomocg LiOH (Schemat 15) [26].

0 0
Et;N, EtOCOCI
0
N N
0 OCHj; H H
NH, - pel HN"YO HN"S0
OO e e e
N OCH;  CH;COCH; : H,0 OH
H  coon @2:1)
53
OH OH
55 56

Schemat 14.Synteza aminokwasowych pochodnych akrydonu (56) [26].

0] 0 0
- N E L~ » :g: !‘ Lo > :E: ?
HN STH O .y ’

0o HN"0 aceton : woda (2:1) HN"0
o 0] > . (e} . (o)
56 Et;N, EtOCOCI 58 Kﬁ 0 59 Kﬁ 0
OH N L N_.JL
Q OCH, Q OH
OH OH OH
O O
60 Hel C N ‘ ‘ N ‘
H,N N0 LiOH, INNo
OCH; \\T&O aceton : woda (2:1) 0
W O 0 \“‘kf O O
Et;N, EtOCOCI
o N “\\”\NJ\OCH N "\\U\N/U\OH
Q H . Q H
OH 61 OH 62

Schemat 15. Synteza peptydowych pochodnych akrydonu (62) [26].
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1.2. Aktywnos¢ biologiczna pochodnych akrydyny/akrydonu

Znane juz od ponad wieku pochodne akrydyny/akrydonu stanowig grupe zwigzkow o
szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, stosowane jako inhibitory esterazy
acetylocholinowej, leki przeciwmalaryczne, grzybobojcze, przeciwbakteryjne, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe [27], a takze znajduja zastosowanie jako sondy fluorescencyjne w

diagnostyce laboratoryjnej [28].

1.2.1. Interakcje akrydyn z kwasami nukleinowymi

Uzytecznos¢ akrydyn jako chemoterapeutykdéw wynika z ich biologicznej stabilno$ci
oraz zdolnosci do efektywnego wigzania si¢ do DNA lub RNA [9], czego skutkiem jest
zaburzenie funkcji biologicznych w zywych komoérkach. Akrydyny zdolne sg do wigzania i
rozpoznawania kwasow nukleinowych poprzez oddziatywania hydrofobowe, prowadzace do
auto-insercji migdzy dwiema sasiednimi parami zasad kwasow nukleinowych (interkalacja) [8].
Wilasciwos$¢ ta jest niezbedna w terapii przeciwnowotworowej oraz przeciwwirusowe;j.
Pochodne akrydyny =zaburzaja funkcj¢ komorek nowotworowych poprzez obnizanie
aktywnosci niektorych enzymow, takich jak topoizomerazy, telomerazy oraz cyklino zalezne
kinazy, ktore sg kluczowe dla prawidtowego dziatania DNA. Akrydyny moga takze wchodzi¢
w interakcje z kwasami nukleinowymi w rybosomach i polisomach, powodujac zaburzenia ich
struktury [9].

Uzycie wielu struktur akrydyny w jednej czasteczce moze spowodowac poliinterkalacje
i zwigksza¢ ich powinowactwo do DNA, a takze selektywnos¢ sekwencyjng [29]. Takie uktady
akrydynowe zwykle potaczone sa ze sobg tacznikiem o charakterze alifatycznym, ktory przy
odpowiedniej budowie chemicznej moze oddziatywaé krawedziami zasad eksponowanymi do
matego rowka DNA oraz z grupami fosforanowymi helisy kwasu nukleinowego. Tak wigc,
zmieniajac odpowiednio strukture chemiczng tgcznika mozna zmieniac ilosé¢ grup bedacych
donorami/akceptorami wigzan wodorowych, modulujac preferencje sekwencyjne zwigzku.
Lacznik ten moze by¢ ,elastyczny”, w wyniku czego mozliwa jest rotacja ukladow
akrydynowych lub ,sztywny’, co uniemozliwia wewnatrzczasteczkowe oddziatywania
pomiedzy pierscieniami akrydynowymi. W przypadku tych zwigzkéw odnotowano znaczny
wzrost ich powinowactwa do DNA, jednakze nie zaobserwowano istotne] zmiany w

aktywnosci biologicznej w poréwnaniu z monointerkalatorami [8,29].
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Proflawina (63) (Rys. 1) byta jedng z pierwszych pochodnych akrydyny, ktéra poddano
badaniom dotyczacych jej oddzialywan fizykochemicznych z DNA [30]. Zwiazek ten
powodowat wydtuzenie heliksy kwasu, nie wptywajac na dlugos¢ zdenaturowanego DNA.
Dodatkowo 63 zaburza strukture kwasu nukleinowego, obniza wspotczynnik sedymentacji oraz
zwicgksza lepkos¢ roztworu DNA. A zatem dochodzi do interkalacji zwiazku pomigdzy pary
zasad podwojnej helisy DNA, w wyniku czego powstaje kompleks proflawiny z kwasem
nukleinowym stabilizowany przez oddziatywania typu n-x ptaskich uktadow aromatycznych z
uktadami aromatycznymi zasad [4,27,30].

Et CH,
/\/N\ /\/N\
O HN Et O HN CH,
SOOC, T T
2 HCl —N N=N
63 64 65
H,CO NHSO,CH; CH,OH

N u
AN AN
Ty ™
N7 S Lt N
\_\;N\

68
Et

Rys. 1. Struktury chemiczne proflawiny (63), imidazoakrydonu C-1311 (64),
triazoloakrydonu C-1305 (65), m-AMSA (66), AHMA (70), D3CLP (67), ledakrinu (68)
[3.4].

Innym przykladem pochodnych akrydyny wiazacymi si¢ niekowalencyjnie z
dwuniciowym DNA sa imidazoakrydony oraz triazoloakrydony [27]. W 1990 roku zespot
Politechniki Gdanskiej pod kierunkiem prof. Jerzego Konopy otrzymat imidazoakrydon
C-1311 (64) (Rys. 1), ktory zakwalifikowat si¢ do badan klinicznych [31,32]. C-1311 (64)
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powoduje zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie G2 w komoérkach nowotworowych.
Badania aktywno$ci przeciwnowotworowej wykazaty, ze obecno$¢ grupy 8-OH w
imidazoakrydonie powoduje aktywno$¢ cytotoksyczng tego typu zwiazkow, ze wzgledu na
fakt, iz jest on bardziej wrazliwy na procesy utleniajgce niz zwigzek bez podstawnika
hydroksylowego lub z podstawnikiem w innej pozycji pierscienia. Ponadto wykazano, ze
kluczowym elementem skuteczno$ci imidazoakrydonow w terapii przeciwnowotworowej jest
obecno$¢ alkilowego tancucha bocznego w pozycji 5 pierscienia [30,31]. Zwiazki te
przejawiajg duza, zréznicowana aktywno$¢ przeciwnowotworowsg in vitro wobec komorek
nowotworowych biataczki L1210, ptuc DC-3F, a takze in vivo wobec biataczki P388 oraz raka
jelita grubego Co26 i C38 [32-34].

Triazoloakrydony sa zwigzkami zawierajacymi oprocz struktury trdjcyklicznej
dodatkowy pierscien triazolowy. Pochodne te wykazuja aktywno$¢ przeciwnowotworowg w
modelach przesiewowych in vitro oraz in vivo wobec nowotwordéw ludzkich, takich jak
biataczka P388 oraz czerniak B16 [27]. Triazoloakrydon C-1305 (65) (Rys. 1) jest pochodng
akrydonu otrzymang w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii Politechniki Gdanskiej, ktora
wykazuje silne wiasciwosci inhibitujace w stosunku do topoizomerazy II. Zwigzek (65)
zakwalifikowano do Il fazy badan klinicznych. C-1305 (65) hamuje cykl komérkowy w fazie
G2 w komorkach rakowych oraz powoduje zmiany strukturalne w sekwencjach DNA
zawierajacych tryplety guaniny [27].

Inng grupa pochodnych akrydyny o interesujacych wtasciwosciach biologicznych sg
9-anilinoakrydyny. Glownym przedstawicielem tej grupy zwiazkow jest amsakryna
(m-AMSA) (66) (Rys. 1), analog akrydyny otrzymany na poczatku lat 70 XX wieku przez
zespot Denny’a. Od 1976 r. stosowana w leczeniu ostrych biataczek. Jest to pierwszy
syntetyczny lek nalezacy do grupy inhibitoréw topoizomerazy II wykazujacy skuteczno$é
kliniczng [27]. Wlasciwosci hamujace amsakryny (66) zalezne sg od tancucha bocznego
czasteczki. Badania pokazaty, ze produkcja wolnych rodnikow moze bra¢ udzial w
metabolizmie amsakryny (66), co z kolei moze prowadzi¢ do uszkodzenia DNA zaréwno w
guzach, jak i zdrowych komorkach. Ponadto reaktywna chininodiimina, wytwarzana w wyniku
biooksydacji m-AMSA (66), reaguje z nukleofilami obecnymi w komoérkach [9]. W ciaggu
ostatnich lat otrzymano wiele pochodnych m-AMSA (AHMA (67) D3CLP) (68) (Rys. 1), ktore
charakteryzujg si¢ silniejszymi wlasnosciami przeciwnowotworowymi oraz pozbawione sg
wielu skutkéw ubocznych [3,4].

Kolejnym przyktadem jest 1-nitro-9-(3-dimetylo-aminopropyloamino)akrydyna (69)
(ledakrin) (Rys. 1) nalezaca do grupy pochodnych 1-nitroakrydyny, otrzymana na Politechnice
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Gdanskiej przez zespot Ledochowskiego w latach 70 XX wieku. Zwigzek ten w 1974 r. znalazt
kliniczne zastosowanie jako pierwszy polski lek przeciwnowotworowy. Pochodna ta
wykazywata silng aktywnos$¢ cytostatyczng przeciw nowotworom jajnika, ptuc, skéry oraz
piersi. Ze wzgledu na ucigzliwe efekty uboczne i toksyczno$¢, zostala jednak wycofana z
lecznictwa [27,35].

Pomimo licznych badan obejmujacych mechanizm dziatania akrydyn, nadal nie
stwierdzono jakie wtasciwosci tych chemoterapeutykéw odpowiadajg za ich aktywnos$¢
biologiczng. Prawdopodobnie etap wigzania fizykochemicznego z DNA jest wstepnym i
niezbednym etapem w mechanizmie dziatania akrydyn, umozliwiajacym dostarczenie
wystarczajacej ilosci aktywnego czynnika w poblize kwasu nukleinowego.

1.2.2. Inhibitory ludzkiej anhydrazy weglanowej

Anhydrazy weglanowe (CA, EC 4.2.1.1.) to grupa metaloenzymow zawierajacych jony
Zn(Il), ktore katalizuja wzajemng konwersj¢ dwutlenku wegla (CO2), wodoroweglanu
(HCO*) i odpowiednig dehydratacje wodoroweglanu w kwasnym $rodowisku z regeneracja
COz. Ponadto uczestnicza w kluczowych procesach fizjologicznych zwigzanych miedzy
innymi z homeostazg pH, wydzielaniem elektrolitu, oddychaniem, transportem CO3 i jonu,
reakcjami biosyntezy (np. glukoneogenezg, lipogeneza), a takze rakotworczoscig. Do chwili
obecnej, szesnascie roznych izoenzymow anhydrazy a-karbonowej zostalo opisanych u
ssakow. CA 1I, ktéry jest najbardziej aktywnym katalizatorem hydratacji dwutlenku wegla,
znajduje si¢ gtdéwnie w krwinkach czerwonych i innych tkankach wydzielniczych przewodu
zotadkowo-jelitowego, nerek, ptuc i oka. Dlatego tez, izoenzymy anhydrazy o-karbonowej,
uczestniczace w tych procesach sa waznymi celami terapeutycznymi, ktore moga by¢
hamowane/aktywowane w leczeniu szeregu zaburzen, takich jak: obrzek, jaskra, otytos¢, rak
czy epilepsja [8].

Grupa Yesildag’a [12] otrzymalta sulfonamidowe pochodne akrydyny, ktore poddali
badaniom in vitro pod katem efektywnosci ich dziatania wobec izoenzyméow (hCA |, 1)
hydratazy i esterazy. Zsyntetyzowane zwiazki wykazywaty jedynie umiarkowang aktywnos$¢ w
stosunku do hCA 1 i Il esterazy. Czasteczka (70) (Rys. 2) zawierajgca grupe metylowag w
pozycji para w fragmencie benzylowym posiadata najlepsza inhibicje przeciwko hCA |
(ICs0 = 47,2 uM) i hCA 1I (ICso = 50,1 uM). Z kolei pochodne zawierajace wigksze grupy
funkcyjne tj. -OCHzs i -SCH3 byly nieaktywne. Wynika¢ moze to z efektu sterycznego, ktory

blokuje interakcje miedzy enzymem, a inhibitorem [12].
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H,0,NS

H,0,NS
Rys. 2. Struktury chemiczne sulfonamidowej (70) [12] i 5-amino-1,3,4-tiadiazolo-2-
sulfonamidowych (71, 72) [36] pochodnych akrydyny.

Aday i in. [36] opisali 5-amino-1,3,4-tiadiazolo-2-sulfonamidowe pochodne akrydyny
jako inhibitory hCA I, 11, IV i VII. Badania in vitro wykazaty, ze wszystkie otrzymane zwigzki
posiadaty aktywno$¢ w stosunku do roéznych izoform hCA z warto$ciami Kis w zakresie
2832-2.5 nM. Najlepsza zdolno$¢ hamowania wobec izoformy cytosolowej hCA VII posiadat
analog (72) (Rys. 2). Z kolei najstabsze powinowactwo obserwowano W przypadku pochodnej
(71) (Rys.2) w stosunku do hCA 1.

1.2.3. Inhibitory acetylocholinesterazy

Choroba Alzheimera (AD) jest najczestszg postacig demencji, chorobg nieuleczalng i
neurodegeneracyjna, ktdra objawia si¢ postepujacym zmniejszeniem zdolnosci intelektualnych

tj. utratg pamigci i pogorszeniem funkcji poznawczych, spowodowanych zanikaniem komorek
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nerwowych [37]. Leki stosowane w AD obejmuja inhibitory cholinesterazy, ktére wzmagaja
neurotransmisj¢ synaps cholinergicznych w mozgu, a tym samym zwigkszaja aktywnos¢
intelektualng [38]. Przykladem takiego zwigzku jest takryna (73) (Rys. 3), pierwszy
zatwierdzony lek stosowany jako inhibitor acetylocholinesterazy [39]. Inng dobrze znang
substancjg wykorzystywang w chorobie Alzheimera jest melatonina (74) (Rys. 3). W 2005 roku
zespot Rodrigueza-Franco [40] otrzymat zwiazek (75) (Rys. 3), bedacy hybryda takryny oraz
melatoniny, ktory wykazat 8000-krotnie lepsze dziatanie jako inhibitor esterazy

acetylocholinowej, niz takryna (73).

H o) ﬁ
O.__N NH 7 "NH
NH, Y 4 E ]
\ CH,4 Cl HN
N
H,CO ol N

75
Rys. 3. Pochodne akrydyny stosowane w leczeniu choroby Alzheimera.

73

Hamulakova i in. [41] przedstawili koniugaty takryny z pochodnymi akrydyny
(76a-b, 77, 78a-c) (Rys. 4) jako inhibitory ludzkiej acetylocholinesterazy (hAChE) i
butyrylocholinesterazy (hBChE). Badania in vitro wykazaty, ze zwiazki (76b, 77, 78b-c) silnie
hamujg hAChE z warto$ciami ICso w zakresie od 2 do 8 nM, z kolei analogi (75a-b, 78a-c)
byly skuteczniejsze jako inhibitory hBChE (ICso = 0,4-20 nM) [41].

Otrzymano réwniez hybrydy akrydonu z kumaryng (79a-d) (Rys. 4) jako potencjalne
zwigzki hamujace hAChE i hBuChE. Pochodne (79a-d) wykazaty wyzsza aktywno$¢ wobec
hAChE w poréwnaniu do standardowego leku 7-MEOTA. Najlepszg inhibicj¢ hAChE posiadat
analog (79b) z ICso = 5,85 uM [42].
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Rys. 4. Struktury chemiczne hybryd akrydyny z takryna (76a-b, 77, 78a-c) [41] oraz
akrydonu z kumaryng (79a-d) [42].

Zespot Mohammadi-Khanaposhtani zaprezentowat triazolowe [43] oraz oksadiazol-
1,2,3-triazolowe [44] pochodne akrydonu jako inhibitory hAChE i hBChE. W przypadku
analogéw triazolowych najlepsza zdolnos¢ hamowania wobec hAChE posiadat zwigzek (80)
(Rys. 5) (ICso = 7,31 uM), w ktorym reszta benzylowa zostata podstawiona chlorem w
pozycji 4. Dodatkowo, obecnos¢ grup w porzadku OCHz > CHz > Cl > Br zamiast atomu
wodoru znajdujacego si¢ w pozycji 2 pierscienia akrydonu wptywata na wzrost aktywnosci
zwigzkow [43]. Z kolei oksadiazol-1,2,3-triazolowe pochodne akrydonu wykazywaty dziatanie
hamujace wobec hAChE z warto$ciami ICso w zakresie od 11,55 do 77,79 uM. Najbardziej
aktywny okazat si¢ zwigzek (81) (Rys. 5) zawierajgcy niepodstawiony pierscien akrydonowy i
ugrupowanie 4-metoksyfenylo-1,2,4-oksadiazolowe. Natomiast w przypadku pochodnych
posiadajacych ugrupowania akrydonu podstawione w pozycji 2- lub 4- przez chlor, brom lub

grupe metoksylowg nie obserwowano zadnej aktywnosci [44].
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OCH,

Rys. 5. Struktury chemiczne triazolowej (80) [43] oraz oksadiazol-1,2,3-triazolowej (81) [44]
pochodnej akrydonu.

1.2.4. Pochodne akrydyny o aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwpasozytniczej

Pierwsze kliniczne zastosowania akrydyn ukierunkowane byly przeciwko zakazeniom
bakteryjnym. Do tej pory otrzymano wiele pochodnych akrydyn wykazujacych skuteczno$é
bakteriobojcza. Przykladem klinicznie stosowanego analogu jest akryflawina (82), bedaca
mieszaning proflawiny i euflawiny (w stosunku 1:1) (Rys. 6) [45]. Dodatkowo interesujace
okazalo sig¢, ze akryflawina (82) wykazuje silne dziatania przeciwmalaryczne in vivo i in vitro,
a takze przejawia potencjalng aktywno$¢ przeciwnowotworowa u myszy 1 zostala ona
zatwierdzona przez agencje zywnosci i lekow (FDA) do badan klinicznych [46]. Do innych
przeciwbakteryjnych  pochodnych akrydyny stosowanych w medycynie nalezy
9-aminoakrydyna (83) oraz etakrydyna (84) (rivanol) (Rys. 6) [45].

H,N N’ NH, / H,N > I|tI/ NH,

2 HCI Cl
CH,

82 (proflawina : euflawina, 1:1)

NH, NH,
CC0 oo™
N7 H,N N7
83 84

Rys. 6. Struktury chemiczne akryflawiny (82), 9-aminoakrydyny (83) oraz rivanolu (84) [45].
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Kolejnym problemem z jakim zmagaja si¢ setki milionow ludzi, szczegdlnie w krajach
stabo rozwinigtych, sa choroby pasozytnicze m.in. malaria. Obecnie jednym z
najskuteczniejszych lekow przeciwmalarycznych jest pochodna akrydyny, chinakryna (85)
(Rys. 7) [47,48]. Lek ten wykazuje silne dziatanie bakteriobdjcze przeciwko Trypanosoma
cruzi, nie wptywajac na ludzka reduktaze glutationowa, a takze hamuje przenoszenie choroby
Chagasa [49].

WI\%H

NH
ool
cl N
85
Rys. 7. Struktura chemiczna chinakryny (85) [46].

Biorgc pod uwage istnienie lekoopornosci, braku skutecznosci wielu szczepionek, a
takze powstajace zjawisko odpornos$ci na insektycydy naukowcy nadal poszukuja niedrogich
oraz tatwo dostgpnych lekow przeciwko opornym pasozytom.

Zespot Joubert’a [50] przedstawil nowe analogi akrydyny z pochodng artemizyniny,
jako potencjalne leki przeciwmalaryczne. Otrzymane zwiazki badano in vitro pod wzgledem
ich aktywnos$ci wobec szczepow Plasmodium falciparum NF54 i Dd2. Wszystkie otrzymane
pochodne wykazywaly wyzsza skuteczno$¢ przeciwmalaryczng przeciwko szczepu NF54 w
stosunku do Dd2. Zwigzek (86) (Rys. 8), zawierajacy tacznik etylenodiaminowy, posiadat
najlepszg zdolno$¢ hamowania w stosunku do NF54 i Dd2 z ICso = 2,6 i 35,3 nM, odpowiednio.
Co ciekawe, analog (86) charakteryzowatl si¢ 7-krotnie wyzszg aktywnoS$cig
przeciwmalaryczng wobec badanych szczepow w poroéwnaniu do stosowanego leku

chlorochiny, z wysokim selektywnym dziataniem w kierunku komorek pasozytniczych [50].

O

Ocr HN
_ O N OCH,
N | > 87a-c
Cl N Cl N
H

~_ 87a:R=2-NO, 87¢:R=4-OCH
- __ /\/N 2 3
86R=--N 87b: R = 2-OCH,4

Rys. 8. Struktury chemiczne pochodnych (86) [50] i (87a-c) [51].
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Prajapati i in. [51] otrzymali b-benzoilostyrenowe pochodne akrydyny (87a-c) (Rys. 8)
jako potencjalne zwiazki przeciwmalaryczne. Zwigzki badano przeciw Plasmodium
falciparum, szczepom wrazliwych na chloroching (3D7) i opornych na chlorochinon (Dd2).
Zwiazki (87a-c) wykazywaly bardzo dobrg aktywno$¢ o wysokiej selektywnosci i obiecujacych
wskaznikach opornosci (ICso w zakresie 0,30-0,52 uM wzgledem szczepu 3D7 1 0,15-0,32 uM
wobec szczepu Dd2) [51].

Z kolei Medapi i in. [52] ocenili p-fenylenodiaminowe pochodne akrydyny pod katem
ich aktywnosci wzgledem gyrazy Mycobacteriumtuberculosis DNA. Otrzymane zwigzki
wykazywaty dobrag aktywno$¢ przy warto$ciach ICsp = 5,2-33,9 uM. Najbardziej efektywne
okazaly si¢ koniugaty sulfonamidowe (88, ICso = 5,2 uM), nastgpnie analogi tiomocznika
(89a, ICso = 6,3 uM), natomiast najmniejsza skutecznos¢ posiadaty pochodne mocznika
(89b, I1Cs0 = 7,3 uM) (Rys. 9) [52].

Cl

89a: R =CH; R, =fenyl, X =S
89b: R = Cl, R = 4-Nitrofenyl, X = O

Ph Ph O
R R
AN AN
N7 N CH,
90a-b 91a-b
90a: R =Cl 91a: R =Cl
90b: R =NO, 91b: R =NO,

Rys. 9. Struktury chemiczne potencjalnych lekéw przeciwgruzliczych (88, 89a-b, 90a-b,
91a-b) [52,53].
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Muscia i in. [53] zaprezentowali pochodne akrydyny (90a-b, 91a-b) (Rys. 9) jako
potencjalne $rodki przeciwgruzlicze. Otrzymane zwigzki wykazywaty aktywno§¢ wobec
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Najlepsza skuteczno$¢ posiadata pochodna (90b)
(ICs0 = 44,35 uM).

Z kolei Palaniraja i in. [54] otrzymali imidazo-pirymidynowe pochodne akrydyny jako
potencjalne zwigzki przeciwbakteryjne oraz owadobdjcze. Czasteczki poddano badaniom
in vitro przeciwko dwom szkodnikom: Sitophilus oryzae (wotek ryzowy) i Callosobruchus
maculatus (strakowiec czteroplamy); oraz czterech linii bakteryjnych: Bacillus subtilis, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus i Vibrio parahaemolyticus. Sposrod otrzymanych zwigzkow,
jedynie pochodne (92a i 92b) (Rys. 10) wykazywaty niewielkg aktywno$¢ wobec Vibrio
parahaemolyticus (MIC = 10,01 8,5 ug/mL, odpowiednio). Z kolei badania przeciwko owadom
pokazaly, ze wszystkie analogi posiadaty aktywno$¢ wzgledem Sitophilus oryzae i
Callosobruchus maculatusw przy stezeniu 250 ppm. Zwigzki (92a, 92b) wykazaty 100%
$miertelnos¢ po 7 dniach eksperymentow przeciwko Sitophilus oryzae, oraz po 14 i 7 dniach w

przypadku Callosobruchus maculatus, odpowiednio [54].

N@ OCH;,
I
N

Ph | N
Cl N ) O 0]
N H,C CH,
92a-b H,C N CH,
92a: R = 4-izopropylofenyl 904 @\
92b: R = 2,4-dimetoksyfenyl
yreny CH;
O 933R1:H,R2:H,R3:H
O O 930: RIZH, R2:H, R3:CH3
R; N H3C 93d: R, = OCH; R, =H,Ry=H
R, S(OV\(\IJ 93e: R, = H, R, = OCH; R; =H
93a_g 93g Rl = NOZ, Rz = H, R3 =H

Rys. 10. Struktury chemiczne imidazo-pirymidynowych pochodnych akrydyny (92a-b) [54],
karboksylanow 2-(4-metylo-1,3-tiazol-5-ilo)etyloakrydonu (93a-g) [55] i pochodnej
8-dioksoakrydyny (94) [14].
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Zespot Markowich’a  [55] otrzymat karboksylany  2-(4-metylo-1,3-tiazol-5-
ilo)etyloakrydonu (93a-g) (Rys. 10). Otrzymane zwigzki zbadano pod katem ich aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec szczepdéw mikroorganizmow (E. Coli, Ps. aeruginosa Pr. vulgaris
S. aureus B. subtilis Candida albicans). Badane analogi (93a-g) wykazaty zdolno$¢ hamowania
w stosunku do wszystkich mikroorganizméw. Ponadto, pochodna (93b) posiadata nieco
wyzszg aktywno$¢ przeciwko Candida albicans w poréwnaniu do rivanolu [55].

Z kolei grupa Kaya przedstawita pochodne 1,8-dioksoakrydyny jako potencjalne
zwiazki przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybiczne. Wigkszo$¢ analogdw charakteryzowala si¢
znaczaca skutecznoscia przeciwko E. coli, P. aeruginosa, S.enteritidis i S. aureus. Zwiazek (94)
(Rys. 10) wykazat wyzsza aktywno$¢ przeciwko S. enteritidis w poréwnaniu do
konwencjonalnego antybiotyku erytromycyny. Dodatkowo, wszystkie pochodne posiadaty

umiarkowang aktywnos$¢ przeciwgrzybicza wobec C. albicans oraz C. Glabrata [14].

1.2.5. Pochodne akrydyny o aktywnosci przeciwnowotworowej

Efektywnos¢ heterocyklicznego, trojpierscieniowego, ptaskiego uktadu do interkalacji
pomiedzy pary zasad w dwuniciowej strukturze DNA [9] oraz zdolno$ci
akceptorowo/donorowe atomu azotu [56] to dwa glowne czynniki pozwalajace na
wykorzystywanie  akrydyn/akrydondéw  jako  potencjalnych  zwigzkéw  przeciw-
nowotworowych. Ponadto, pochodne akrydyny/akrydonu uniemozliwiajag prawidtowe
funkcjonowanie komorek nowotworowych, takze poprzez zaburzenie dziatania istotnych dla
DNA enzymow: topoizomeraz, telomeraz oraz cyklinozaleznych kinaz [27].

Do chwili obecnej otrzymano wiele analogow akrydyny/akrydonu, ktore testowano pod
katem  aktywnosci  przeciwnowotworowej. Z  posrdod  roznorodnych  zwigzkow
akrydyny/akrydonu, m.in. analogi jak triazoloakrydon C-1305 (65) [57] i amsakryng
(m-AMSA) (66) [58] (Rys. 1) wprowadzono do badan klinicznych.

Gao i in. [59] przedstawili pochodne benzoimidazoloakrydyny (95a-f) (Rys. 11) jako
potencjalne zwigzki przeciwnowotworowe. Przeprowadzone testy MTT dowiodly, ze
wigkszo$¢ z nich wykazuje dobre dziatanie antyproliferacyjne. Najwyzsza aktywno$¢ posiadat
zwigzek (95f) wobec linii komorkowych K562 (ICs0 = 2.68 uM) i HepG-2 (ICs0 = 8.11 uM).
Ponadto, pochodna (95f) hamowata aktywno$¢ topoizomerazy I, a takze indukowata apoptoze
komorek biataczkowych linii K562 [59]. Podstawienie fragmentu akrydynowego oraz rodzaj
tacznika miedzy pierScieniem benzimidazolu i ugrupowaniem akrydyny miato istotny wptyw

na aktywnos$¢ przeciwnowotworowg zwiazkow. Patrzac na struktury tych czasteczek mozna
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zauwazy¢, ze podstawienie w pozycji C2 reszty akrydynowej grupa butylowa sprawia, ze
czasteczka (95f) jest bardziej aktywna, niz zwigzki zawierajace ugrupowanie akrydyny
podstawione przez grup¢ etylowa (95€) lub metylowa (95c¢). Z kolei niepodstawiony analog
(95a) wykazywat podobng aktywnos¢ do pochodnej (95c¢), zawierajagcej podstawnik metylowy.
Zatem zarowno wielko$¢, jak 1 dlugos$¢ podstawnikow, a takze ich elektroujemno$¢ w duzym
stopniu wptyneta na zdolnosci cytotoksyczne zwigzkoéw. Na przyktad, czasteczka (95b), z
podstawnikiem 2-metoksy, byta okoto 3-krotnie silniejsza od analogu zawierajacego grupe
2-metylowa (95¢) lub 2-chloro (95d) [59].

0
o G

95a: R, =H,R,=H,R;=H X

95b: R, = OCH; R, =H,R;=H j

95¢:R; = CH; R, =H,R; =H HN

95d: R1 Cl, R2 H,R;=H N R, N

LR S SO o g

95f: R, = Bu, R, = H, R;=H N R, N
95a-f R;

Rys. 11. Struktury chemiczne pochodnych benzoimidazoloakrydyny (95a-f) [59] oraz
9-aminoakrydyny (96) [60].

Li i in. [60] otrzymali nowe analogi 9-aminoakrydyny. Zsyntetyzowane zwigzki
zbadano pod wzgledem ich aktywnosci antyproliferacyjnej wobec komorek K562 1 HepG-2.
Dobrg aktywno$¢ przeciw obu liniom komoérkowym wykazata pochodna (96a)
(ICs0 = 2,52 pmol/L wobec K562 i 10,73 umol/L przeciwko HepG-2) (Rys. 11), ktoéra
hamowata aktywno$¢ topoizomerazy | [60].

Z kolei Borowa-Mazgaj i in. [61] przeprowadzili badania pochodnej akrydyny C-1748
(97) (Rys. 12) jako potencjalnego leku przeciwko rakowi trzustki. Zwigzek (97) zbadano wobec
czterech linii nowotworu trzustki: Panc-1, MiaPaCa-2, BXPC-3 i AsPC-1, rdéznigcych sig
poziomem ekspresji zmutowanych genoéw dla tego typu raka. C-1748 (97) wykazywat
najwyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng przeciw MiaPaCa-2 (ICso = 0,015 uM), z kolei najbardziej
oporne okazatly si¢ komorki AsPC-1 (ICso = 0,075 uM) [61].

HO~N1 NO,

L
N/
97

Rys. 12. Struktura chemiczna pochodnej C-1748 (97) [61].
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Yuan i in. [62] zaprojektowali serie pochodnych 4-amidobenzimidazoloakrydyny jako
podwodjne inhibitory topoizometazy i PARP-1. Zwigzek (98) (Rys. 13) wykazywatl silne
dziatanie hamujgce zarbwno wobec topoizomerazy, jak i PARP-1, a takze znaczaco hamowat
proliferacje komorek rakowych. Ponadto, dziatanie analogu (98) wobec komorek MCF-7
indukowato nagromadzone dwuniciowe peknigcia DNA, pobudzalo apoptoze oraz
powodowato zahamowanie cyklu komérkowego w fazie GO/G1. Dodatkowo, 98 znacznie
thumit wzrost guza u myszy 1 wykazywat korzystne wtasciwosci metaboliczne w mikrosomach

watroby [62].

N
99 100a-c
X 0
O / d -~ 0 \o cl
) N L X
%8 O /SN /SN /N Cl
H 100a g1oop  H 100c

Rys. 13. Struktury chemiczne analogu 4-amidobenzimidazoloakrydyny (98) [62], 2-metylo-9-
podstawionej (99) [63] oraz 3-nitro-9-podstawionych (100a-c) [64] pochodnych akrydyny.

Kumar i in. [63] ocenili 2-metylo-9-podstawione pochodne akrydyny pod wzgledem
aktywnosci antyproliferacyjnej przeciwko liniom komorkowym A-549 i MCF-7. Najwyzsza
aktywnos$¢ in vitro wykazywat zwigzek (99) (Rys. 13) (CTCso = 187,5 ug/ml wobec A-549 i
212,5 pg/ml wobec MCF-7). Ponadto badania pokazaty, ze wszystkie pochodne
charakteryzowaty si¢ silniejszg cytotoksycznoscia w stosunku do linii komorkowej A-549, w
porownaniu do MCF-7 [63].

Zhou i in. [64] zbadali 3-nitro-9-podstawione pochodne akrydyny (100a-c) (Rys. 13)
pod wzgledem dziatania przeciwnowotworowego. Otrzymane zwigzki testowano przeciwko
czterem liniom komorkowym: MCF-7, MDA-MB-231, SGC7901 1 MGC803. Czasteczki
(100a-c) wykazaly znaczaca cytotoksycznosé, szczegdlnie wobec linii komorkowych
ludzkiego raka piersi. Zwigzek (100b) charakteryzowal si¢ najlepsza aktywno$cig hamujaca
komorek MCF-7 (ICso = 6,79 uM) i MDA-MB-231 (ICso = 6,46 uM). Ponadto, pochodne

(100a-c) indukowaly apoptoze ludzkich komorek raka piersi w sposob zalezny od dawki,
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wykazujac dzialanie przeciwnowotworowe poprzez uszkodzenie DNA, powodujac
zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie GO/G1 [64].

Roe i in. [65] zaprezentowali pochodne akrydyny (101a-d) (Rys. 14) jako inhibitory
telomerazy. Wszystkie zsyntetyzowane zwigzki (10la-d) zbadano pod kagtem hamowania
wzrostu komorek nowotworowych, w tym MCF7, A549, GIST48 i WI38. Pochodne (101a-d)
wykazywaly najlepsza aktywnos$¢ wobec AS549 (ICsp = 0,1-0,5 puM). Zwiazki (101c-d)
zawierajace najdtuzsze taczniki (n = 9 1 10) charakteryzowaly si¢ silniejszg aktywnos$cig
cytotoksyczng w porownaniu do analogu (101a) z najkrotszym tgcznikiem (n = 5) [65].

(0]
N

=
QHN

101a:n=5 101b:n=7
101c:n=9 101d:n=10

Rys. 14. Struktury chemiczne zwigzkow (101a-d) [65], (102) [66].

Calvillo-Paez i in. [66] zaprezentowali mono-alkilowa pochodng akrydyny (102)
(Rys. 14) jako zwigzek wigzacy DNA o potencjalnej aktywnos$ci antyproliferacyjnej. Badania
rozpoznawania molekularnego pokazaty, ze pochodna (102) posiada wysokie powinowactwo
(K ~ 10°M) i selektywnos¢ do ds-DNA, prawdopodobnie w wyniku interkalacji. Czasteczke
(102) poddano badaniom in vitro wobec liniom komérkowym: Hela, A-549, LS-180, PC-3 i
ARPE-19. Najwyzsza aktywnos$¢ wykazat on wobec HelLa (ICso = 13,6 pg/mL) [66].

Arya i in. [67] poddali badaniom in vitro pochodne pirolidyno-2,5-dionakrydyny
(103a-b, 104, i 105) (Rys. 15) przeciw liniom komorkowym ludzkich nowotworow (T47D,
NCI H-522, HCT-15, PA-1, Hep G2). Najbardziej aktywna wobec T47D byta pochodna (103a)
(ICs0 = 5.4 uM), przeciw NCI H-522 analog (103b) (ICso = 4.2 uM), w przypadku HepG-2
zwigzek (104) (ICso = 4.5 uM), z kolei wobec HCT-15 najwyzsza cytotoksycznos$¢ posiadata
czagsteczka (105) (ICso = 2.4 uM). Zwigzki zawierajgce 7- lub 8-podstawione ugrupowanie
akrydyny grupa elektronodonorowg charakteryzowaty si¢ wyzsza aktywnoscig. Wynika¢ to
moze z bardziej efektywnego oddziatywania tych czasteczek z DNA w pordwnaniu z innymi

pochodnymi [67].

40


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

O
&

(0)

& I

O:::QO O

N
DS C
R, H,C N

103a-b

103b: R1 H,R, = OCH3
Rys. 15. Struktury chemiczne pochodnych akrydyny (103a-b, 104, 105) [67].
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Ramesh i Pasha [15] otrzymali pochodne 9-aryloheksahydroakrydyno-1,8-dionu
(106a-c) (Rys. 16), ktore wykazaly obiecujgce dziatanie przeciwnowotworowe przeciwko
liniom komoérkowym HepG-2 i MCF-7. Zwiazki (106a-c) charakteryzowaty si¢ dobra
aktywnos$cig w stosunku do HepG-2 (ICso = 1,4-2,2 pg/mL) i MCF-7 (ICso = 4,7-5,3 nug/mL).

Najwyzszg cytotoksycznos¢ wobec obu linii komérkowych posiadat zwigzek (106a).

106a: R = 3-CN
106b: R = 3-Br-4-CH,0
106¢: R = 2,4-(CH;0),

106a-c
Rys. 16. Struktury chemiczne 9-aryloheksahydroakrydyno-1,8-dionu (106a-c) [15].

Zhang i in. [68] otrzymali pirydylowe pochodne akrydonu jako $rodki silnie wiazace
DNA i indukujace apoptoze. Wickszos¢ analogow wykazata dobra cytotoksyczno$é wobec
komorek K562. Najlepsza zdolnos¢ hamowania K562 posiadal zwigzek (107) (Rys. 17)
zawierajacy grupe metylowa w pozycji C5 akrydonu (ICso= 0,46 uM). W przypadku czasteczek
zawierajacych dwie grupy metylenowe pomiedzy grupa N,N-dimetyloaminowg i
4-karboksyamidowa obserwuje si¢ lepsza aktywno$¢ antyproliferacyjng, w poréwnaniu do
pochodnych posiadajacych trzy jednostki metylenowe. Ponadto, zwiazki z grupa
N,N-dimetyloaminowg w lancuchu bocznym 4-karboksyamidu charakteryzowaty si¢ lepsza
cytotoksycznoscia W poréwnaniu do analogdw zawierajagcych grupe metoksylows, nie
wykazujacych aktywnosci [68].

Dodatkowo, zwigzek (107) zbadano in vitro przeciwko liniom komorkowym
NCI-H520, U251, A375, Al72, HelLa, U-118 MG, HepG2 i MCF-7. Uzyskane wyniki
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pokazaly, ze 107 posiada szerokie dziatania przeciwnowotworowe. Pochodna (107)
charakteryzowata si¢ najlepsza aktywnos$cig antyproliferacyjng wobec komorek A375
(ICs0= 0,16 uM) i HepG2 (ICso = 0,32 uM). Ponadto metody spektrofotometryczne, pomiar
lepkosci i test hamowania topoizomerazy | wykazaty, ze zwigzek (107) silnie wigzat si¢ z DNA,

hamowal aktywnos$¢ topoizomerazy, a takze indukowat apoptoze [68].

O HNTY(
N
(LI
CH3H/C\ AN
d H 2 N(CHzy),
107

Rys. 17. Struktura chemiczna pirydylowej pochodnej akrydonu (107) [68].
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Rys. 18. Struktury chemiczne analogoéw 10-(3,5-dimetoksy)benzylo-9(10H)-akrydonu

(108a-c) [69] oraz pochodnych (109a-d) [70].

Gao i in. [69] ocenili pochodne 10-(3,5-dimetoksy)benzylo-9(10H)-akrydonu (108a-c)
(Rys. 18) pod katem ich dziatania antyproliferacyjnego. Najwyzsza aktywnos¢ wobec komorek
biataczkowych CCRF-CEM wykazal zwigzek (108a) (ICso = 0,3 uM) z podstawnikami
dimetyloaminowymi na koncach tancuchow. Z kolei zwiazki (108b,c), zawierajace grupy

dietyloaminowe i dietanoloaminowe, posiadatly zmniejszone dziatanie hamujace. Ponadto,
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(108a) charakteryzowat si¢ niska toksycznoscia przeciwko komorkom 293T (ICso > 100 uM)
[69].

Prasad i in. [70] zaprezentowali pochodne akrydonu (109a-d) (Rys. 18) jako potencjalne
zwigzki przeciwnowotworowe. Zwiagzki (109a-d) wykazaly najwyzsza aktywno$¢ wobec
komorek raka piersi MCF7 (ICso = 0,8-1,6 uM). Dodatkowo, analogi (109a-d) zbadano pod
katem aktywno$ci wobec linii komorkowych raka jelita grubego (WiDr, SW1398, LS174T).
CzasteczKi (109a-d) charakteryzowaly si¢ dobrag zdolno$cig hamowania i selektywnoS$cig
wobec SW1398 (ICso=1.7-11 uM), WiDr (ICso = 2.8-19.1 pM) i LS174T (ICs0 = 3.1-18.2 pM)
[70].

Zespot Mohammadi-Khanaposhtani [71] przedstawit 1,2,3-triazolowe pochodne
akrydonu jako inhibitory przeciwnowotworowe. Otrzymane analogi zostaty zbadane przeciwko
trzem liniom komoérkowym raka piersi MCF-7, T47D i MDA-MB-231. Najlepsza zdolno$é¢
hamowania wobec MCF-7 (ICso = 11,0 uM), T-47D (ICso = 14.5 uM) i MDA-MB-231
(ICs0 = 16,6 uM) posiadat zwigzek (110) (Rys. 19), zawierajacy grupe metoksy w pozycji C2
akrydonu Czasteczki zawierajace mono-metoksy podstawione ugrupowanie benzylowe
wykazaty lepsza cytotoksyczno$é (ICso = 11.0-60.0 uM) w poréwnaniu do pochodnych
tri-metoksy podstawionych, ktore nie posiadaty aktywnos$ci (ICso> 100 uM). [71].

“0@5 <>

N N
NN 110 s 111
< OCH,
LC
Cl N
o o 113a:R=H

F 113b: R = 2-NO,
CL GO moci
N

113d: R = 4-CH,

|
R, H(N 113e R =4-OH
112a-b R 113f: R = 2-cooH
112a: R, = CH; 113a -g 113g: R = 4-COOH

112b Rl = CHz-C6H4(4-N02)
Rys. 19. Struktury chemiczne 1,2,3-triazolowej (110) [71], tioacetamidowej (111) pochodnej,

N10-podstawionych (112a-b) [73] analogéw akrydonu oraz 2-(9-oksoakrydyn-10(9H)-ylo)-
N-fenyloacetamidow (113a-g) [74].
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Otrzymano takze seri¢ nowych akrydyn potaczonych z tioacetamidami [72]. Zwigzek
(111) (Rys. 19) przejawiat aktywnos¢ cytotoksyczng przeciwko MCF-7 z wartoscia
ICso = 13,42 uM, niewiele nizsza niz w przypadku standardowego leku etopozydu
(ICs0 = 12,4 uM). Dodatkowo, pochodna (111) nie wykazata toksycznosci wobec ludzkich
komorek fibroblasty w stgzeniu 100 pM. Ponadto, wszystkie nowo otrzymane zwigzki
doskonale hamowaty a-glukozydazg w zakresie ICso = 80,0-383,1 uM, w poréwnaniu do
standardowego leku akarbozy (ICso = 750,0 uM) [72].

Kumar i wspotpracownicy [73] zsyntetyzowali N10-podstawione pochodne akrydonu
(112a-b) (Rys. 19). Za pomoca testu MTT zbadano dziatanie cytotoksyczne analogéw wobec
czterech linii komérkowych (MCF-7, A-549, HT-29 i HelLa). Zwiazek (112b) zawierajacy
grupe p-nitrobenzylowa w pozycji N10 i fluor w pozycji C2, wykazat dobrg aktywnos¢
cytotoksyczng wobec MCF-7, A-549 i Hela, z wartosciami ICso rOwnymi 57,4, 43,11 39,5 uM,
odpowiednio. Z Kkolei pochodna (112a), z grupa metylowa w pozycji N10
2-fluoroakrydonu, wykazywata umiarkowany efekt hamujacy [73].

Kumar i in. [74] zbadali in vitro pochodne 2-(9-oksoakrydyn-10(9H)-ylo)-N-
fenyloacetamidoéw (113a-g) (Rys. 19) pod katem ich aktywno$ci przeciwrakowe]j przeciwko
trzem ludzkim liniom komorek nowotworowych (MCF-7, HelLa i A-549). Koniugaty
zawierajace grupe karboksylowa w pozycji 2 lub 4 w pierscieniu fenylowym (113f i 113Q)
wykazywaly najwigksza zdolno$¢ hamowania wobec MCF-7 (ICso = 6.07 i 7.12 uM,
odpowiednio), HeLa (ICso = 8.80 i 10.66 uM, odpowiednio) i A-549 (ICso = 7.39 i 8.80 uM,
odpowiednio). Ponadto analogi (113b,c,e,g,f), zawierajace grupy elektronoakceptorowe
(-COOH, -NO2, -OH) charakteryzowaty si¢ lepszg aktywnoscig cytotoksyczng w porownaniu
do niepodstawionego analogu (113a) lub zwiazku (113d) z grupa uwalniajaca elektrony
(-CHs) [74].

Struktury chemiczne otrzymanych i badanych w pracy koniugatow zbudowane sa z
pochodnych akrydyny/akrydonu potgczonej poprzez utworzenie wigzania wegiel-azot w
reakcji substytucji nukleofilowej z analogami tuftsyny/retro-tuftsyn. Ponizej przedstawitam

krotka charakterystyke tuftsyny.
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1.3. Tuftsyna

W 1970 roku na Uniwersytecie Tufts w Bostonie, Najjar i Nishioka po raz pierwszy
wyizolowali tuftsyne (114), endogenny tetrapeptyd o sekwencji Thr-Lys-Pro-Arg (Rys. 20).
Peptyd ten naturalnie wystepuje we krwi czlowieka i innych ssakow.

W organizmie tuftsyna (114) aktywna jest wylacznie w postaci wolnego peptydu [75].
Stanowi fragment cig¢zkiego tancucha Fc (289-292) immunoglobuliny typu G i uwalniana jest
w wyniku dziatania specyficznych enzyméw takich, jak leukokininaza znajdujaca si¢ w
blonach komorek fagocytujacych oraz endokarboksypeptydaza tuftsynowa $ledziony [76].
Dziatanie endokarboksypeptydazy powoduje rozszczepienie wigzania peptydowego pomigdzy

Arg®% a Glu®®, z kolei leukokinaza wptywa na wigzanie pomigdzy Lys?® a Thr?®,

R6N'
HN g
R6N .
re NO,
H
Rs N RAN
R4
p3 O R RMe
PN R rRL.OH
H
RaN O
114

Rys. 20. Struktura chemiczna tuftsyny (114).

Mechanizm dzialania tetrapeptydu (114) nie jest do konca poznany. Prawdopodobnie
na poczatku 114 laczy si¢ z komoérka fagocytarng wykorzystujac sity elektrostatyczne,
nastepnie przemieszcza si¢ na wybrane receptory 1 zachodzi internalizacja kompleksu receptor-
peptyd.

Uwolniona tuftsyna (114) zwicksza ruchliwos$¢, fagocytoze, pinocytoze oraz
chemotaksje [76]. Aktywuje makrofagi do zwalczania infekcji bakteryjnych, poprawia
komunikacje pomiedzy uktadem odpornosciowym (makrofagi, limfocyty T 1 wytwarzajace
przeciwciala limfocyty B). Ponadto 114 wzmacnia odpowiedZ immunologicznag wobec
nowotworow oraz opdznia wzrost guzow. Stymuluje produkcje komorek krwi przez szpik

kostny [77]. Dodatkowo peptyd (114) reguluje roéwniez poziom noradrenaliny, serotoniny, a
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takze dopaminy. Moze powodowa¢ zmiany poziomu monoamin, acetylocholiny i protein w
strukturach kory i podkorza mozgu [75].

W przypadku os6b z usunigtg Sledziong zauwazono niekorzystny dla organizmu
niedobor tuftsyny (114). A wiec, pacjenci majacy uszkodzong §ledziong, sa znacznie bardziej
narazeni na ostre infekcje. Deficyt tego immunomodulatora obserwowano roéwniez w

przypadku takich schorzen jak anemia sierpowata, AIDS oraz biataczka Hidgkina [78].

1.3.1. Wiasciwosci tuftsyny

Tuftsyna (114) charakteryzuje si¢ unikalnymi wlasciwosciami biologicznymi.
Wykazuje  dziatlanie =~ immunoaktywne,  przeciwnowotworowe,  przeciwwirusowe,
przeciwgrzybicze a takze przeciwbakteryjne. Dodatkowo tuftsyna (114) dziata przeciwbolowo
[78], co potwierdza jej bezposredni wptyw na uktad nerwowy. Peptyd ten (114) moze hamowac
degeneracje aksonow, opdznia¢ $Smieré neurondow oraz przeksztatca¢ komorki mikrogleju w
mniej rozgat¢zione i owalne ksztalty. Ponadto tuftsyna (114) poprawia funkcjonowanie uktadu
neurologicznego oraz tagodzi objawy gtodu narkotycznego, zwigksza cisnienie t¢tnicze krwi i
hamuje kurczenie si¢ naczynek limfatycznych [78,79].

Raibon i in. [80] udowodnili, ze inhibitor fragmentu 1-3 tuftsyny (TKP) wprowadzony
do ciatka szklistego oka przyczynia si¢ do zwigkszonej regeneracji aksonéw warstwy zwojowe;j
siatkowki oraz zmniejsza ilo$ci fagocytow w siatkowece.

Grupa Wang’a [81] dowiodta, ze tripeptyd (TKP) dziata jako inhibitor makrofagow/
mikrogleju, ktory odgrywa wazng role ochronng zapobiegajaca krwotokowi srodmdzgowemu.
Z kolei fragment 1-2 tuftsyny (TK) obniza produkcje wolnych rodnikow oraz ilo$¢ neurondw
ulegajacych degradacji.

Szlak sygnalizacyjny tuftsyny (114) nie zostat jeszcze w petni poznany, pomimo tego,
ze jest ona znana juz od czterdziestu lat. Ostatnio udowodniono, ze peptyd ten (114) wiaze si¢
z neuropiling-1 (Nrp-1) [82,83]. Nrp-1 jest receptorem odgrywajacym zasadniczg rolg w
angiogenezie, przepuszczalno$ci naczyn oraz w rozwoju systemu nerwowego. Tuftsyna (114)
zawierajaca sekwencj¢ podobng do konca VEGF-A165, wiagze si¢ z Nrp-1 za pomocg sieci
interakcji, konkurujgc z VEGF. Ponadto dowiedziono, ze obecnos¢ receptoroéw dla tetrapeptydu
(114) na komorkach srodbtonka odzwierciedla zdolno$¢ tych komorek do udziatu w reakcji
zapalnej. W zwigzku z tym stosowanie odpowiednich sond mogloby okaza¢ si¢ skuteczne w

uwidacznianiu zapalen naczyn in vivo [84].
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Dodatkowo tuftsyna (114) potaczona z przeciwcialem anty-CA125 moze powodowaé
ochron¢ immunologiczng przeciwko rakowi jajnika in vivo [85]. Aktywno$¢ nowotworowa
moze by¢ zwigzana z fagocytoza. Tetrapeptyd (114) potaczono réwniez z przeciwciatem
poprzez tacznik Ser-Gly-Gly-Gly, w wyniku czego otrzymano biatko fuzyjne scFv-tuftsyna.
Immunizacja tym biatkiem wzmocnita humoralng odpowiedz immunologiczng poprzez
zwigszong produkcje przeciwcial anty-idiotypowych Ab2 i anty-antyidiotypowych Ab3 [86].

Tuftsyna (114) indukuje pinacytoz¢ oraz redukuje w procesie fagocytozy jon
ponadtlenkowy O%, co powoduje powstawanie kolejnych form tlenowych, prowadzac do
wzbudzonych stanow elektronowych i luminescencji fagocytow. Efektem tego jest zwickszenie
poprzez fagocyty wilasciwosci bakteriobdjczych, poniewaz powstale formy tlenowe s3
toksyczne dla drobnoustrojow. Niszczeniu ulegaja komorki i tkanki otaczajace fagocyty, w tym
komorki nowotworowe. Badania wykazaty, ze peptyd (114) podawany wraz z nystatyna,
myszom zakazanym Candida albicans, wzmaga wtasciwosci przeciwgrzybicze leku [87].

Podczas leczenia kryptokokowego zapalenia opon mézgowych u myszy z leukopenia
zastosowano liposomy z przylaczong do powierzchni tuftsyng, zmodyfikowang na C-koncu
(Thr-Lys-Pro-Arg-NH-(CH2)2>-NH-COC1sH31) [88]. Taka modyfikacja utatwia przytaczenie
peptydu (114) do podwoéjnej warstwy liposoméw. Zaobserwowano wzrost aktywno$ci mysich
makrofagow otrzewnowych. Udowodniono, ze liposomaln anystatyna z tuftsyng jest
skuteczniejsza, bezpieczniejsza oraz bardziej stabilna niz liposomalna nystatyna bez polaczenia
z tuftsyng. Podanie tuftsyny z liposomalng nystatyng zwigksza jej aktywnos$¢ przeciwko
Cryptococcus. Ze wzgledu na obecnos$¢ receptorow na makrofagach, liposomalna tuftsyna
stuzy jako transporter leku, specyficznie dostarczajgc go do odpowiednich miejsc, w infekcjach
malarii [89], gruzlicy i leiszmaniozy [90].

Trevisani i in. [91] udowodnili, ze aktywnos$¢ oraz stezenie tufsyny (114) jest nizsze w
przypadku marskosci watroby 1 uszkodzonej $ledziony, przyczyniajac si¢ do ostabienia
aktywnosci fagocytarnej granulocytow.

Pavlov i Samonina [92] odkryli zdolno$¢ tuftsyny (114) do zmniejszania owrzodzen.
Naukowcy dowiedli, ze podawanie tetrapeptydu (114) powoduje ograniczenie miejsca
owrzodzenia, a takze szybsze gojenie si¢ chorej tkanki.

Przed wyleganiem pisklat stosowane sa szczepienia embrionalne kurczakow w
potaczeniu z tuftsyng, w celu zapewnienia ochrony przed infekcjami. Szczepienia te okazujg
si¢ bardzo skuteczne przeciwko chorobom Mareka, Gumboro i Newcastle (NDV) oraz

krwotocznemu zapaleniu jelit i zapaleniu oskrzeli. Badania wykazuja, ze po podaniu
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szczepionki embrionalnej przeciwko NDV wraz z tuftsyna, po kilku tygodniach wzrasta
stezenie peptydu chronigc tym samym przed chorobami uktadu immunologicznego [93].

Tuftsyne (114) wykorzystano takze w celu otrzymania radiofarmaceutycznego zwigzku
9MTCcRP-128, ktory uwidacznia zmienione chorobowo miejsca w reumatoidalnym zapaleniu
stawow. W jego sktad wchodzi antagonista tuftsyny - TKPPR, ktory posiada zdolnosé¢
czterokrotnie silniejszego wigzania si¢ In Vivo z receptorami na powierzchni fagotycujacych
komorek. Pozwala on na wykrycie i oznaczenie obszaréw zapalnych w centralnym systemie
nerwowym [94].

Ponadto, naukowcy zbadali wptyw tuftsyny (114) na ryby. Badania przeprowadzono na
karpiu z gatunku Labeorohita, ktoremu wstrzyknieto peptyd (114) czterokrotnie w
dwutygodniowych odst¢gpach. Po tym czasie zaobserwowano zwigckszong odporno$¢ na
infekcje oraz wzrost niespecyficznej odpowiedzi immunologicznej. Wyniki te moga postuzy¢
w celu ochrony hodowli ryb [95].

Pomimo tak korzystnych wlasciwosci tuftsyny (114), peptyd ten (114) nie jest stabilny,
jego okres pottrwania w krwi wynosi 16 min. Jest on hydrolizowany przez aminopeptydaze
leucynows, karboksypeptydazg¢ B, protonaze¢ oraz subtylizyng. W wyniku tej hydrolizy
powstaja tripeptydy, takie jak: Lys-Pro-Arg i Thr-Lys-Pro. Zwiazki te inhibitujg aktywnos¢
tuftsyny [78]. Tak wigc, aby wlasciwosci tuftsyny (114) mogly by¢ w pelni wykorzystywane,
nalezy pracowa¢ nad znalezieniem bardziej trwatych analogdéw tuftsyny oraz jej potaczen z

réznymi biologicznie czynnymi zwigzkami.
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2. CEL | ZAKRES PRACY

Celem mojej pracy doktorskiej byla synteza oraz badania aktywnos$ci biologicznej
nowych peptydowych pochodnych 1-nitroakrydyny (115a-e, 117), 4-metylo-1-nitroakrydyny
(116a-e, 118) oraz 4-nitro-9(10H)-akrydonu (119a-e, 120a-e) (Rys. 21).

Praca syntetyczna obejmowata:
- syntez¢ 9-fenoksy-1-nitroakrydyny (125a)
- syntezg 9-fenoksy-4-metylo-1-nitroakrydyny (125b)
- syntez¢ 1-chloro-4-nitro-9(10H)akrydonu (130)
- synteze pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny:

e TFAXThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs (154),

e TFAXThr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs (143a),

e TFAXThr-Lys(B-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (143b),

e TFAXThr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs (143c),

e TFAXThr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCH3 (143d),

e  TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHjs (155),

e TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(GlyFmoc)-Thr-OCHs (153a),

e TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(B-AlaFmoc)-Thr-OCHjs (153b),

e TFAXArg(NO)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHzs (153c),

o TFAXArg(NO)-Pro-Lys(LeuFmoc)-Thr-OCHs (153d);
- synteze analogow 1-nitroakrydyny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny (115a-e, 117)
- syntez¢ analogdw 4-metylo-1-nitroakrydyny z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny (116a-e,
118)
- syntez¢ analogow 4-nitro-9(10H)akrydonu z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny (119a-e,
120a-e)

Praca biologiczna obejmowata:
- badania Zywotno$ci komorek testem kolorymetrycznym MTT poddanych dziataniu
otrzymanych zwigzkow (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-e) wobec komorek Jurkat i
PBMC;
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- badania zywotnosci komoérek testem kolorymetrycznym XTT poddanych dziataniu
otrzymanych zwigzkow (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-e) wobec amelanotycznych
Ab 1 melanotycznych Ma komorek czerniaka i dwom postaciom neuroblastomy SH-SY5Y:
cholinergicznej DC i dopaminergicznej NC;

- badania apoptozy komorek czerniaka i neuroblastomy jako aktywacje kaspaz i eksternalizacj¢
fosfatydyloseryny w btonie komorkowej, a takze uszkodzone komodrki w fazie sub-G1 dla

pochodnej (117).

Prace syntetyczne wykonatam w Katedrze Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Krystyny Dzierzbickiej.

Badanie aktywnosci biologicznej na linii komérkowej Jurkat i PBMC przeprowadzitam
samodzielnie w Zakladzie Immunologii Klinicznej 1 Transplantologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. med. Piotra Trzonkowskiego.

Badanie aktywnosci biologicznej na liniach komoérkowych czerniaka i neuroblastomy
zostaly wykonane w Zaktadzie Embriologii GUMed przez zespdt dr hab. med. Mirostawy
Cichorek, prof. nadzw. oraz dr n. med. Ann¢ Ronowska z Zaktadu Medycyny Laboratoryjne;j
GUMed.
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Rys. 21. Struktury chemiczne otrzymanych pochodnych 1-nitroakrydyny (115a-e, 117),
4-metylo-1-nitroakrydyny (116a-e, 118) oraz 4-nitro-9(10H)-akrydonu (119a-e, 120a-¢).
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3. WYNIKI WLASNE

3.1. Prace syntetyczne

Czgs¢ syntetyczna pracy obejmowata otrzymanie 9-fenoksy-1-nitroakrydyny (125a),
9-fenoksy-4-metylo-1-nitroakrydyny  (125b), 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu  (130),
pochodnych tuftsyny (143a-d, 154) oraz retro-tuftsyny (153a-d, 155) (pochodnej tuftsyny o
odwroconej sekwencji). Nastepnie odpowiednie peptydy potaczylam z czasteczkami akrydyny
i akrydonu otrzymujac zaplanowane zwiazki (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-e)
(Rys. 21).

3.1.1. Synteza pochodnych akrydyny (125a-b)

Synteza 9-fenoksy-1-nitroakrydyny (125a) oraz 9-fenoksy-4-metylo-1-nitroakrydyny
(125b) obejmowata trzy etapy: reakcje Ullmanna, cyklizacj¢ kwasow antranilowych (123a-b)
oraz przeprowadzenie 9-chloroakrydyn (124a-b) w stabilniejsze 9-fenoksyakrydyny (125a-b)
(Schemat 16) [26,96].

NG CooH) 2
@ECOOK+ Cu @ POCl;
Cl H,N 125°C, 1h N 120°C, 30 min
R, Y
121 122a-b 123a-b
Cl NO, OPh NO,
O \ PhOH O \ 125a:R, =H
N 80°C, 45 min N 125b: R, = CH,
124a-bR, 125a-b R,

Schemat 16. Synteza pochodnych 9-fenoksyakrydyny (125a-b).

W  pierwszym etapie syntezy analogbw akrydyny otrzymatam kwas
N-(3’-nitrofenylo)antranilowy (123a) oraz kwas N-(2’-metylo-5’-nitrofenylo)antranilowy
(123b). Z uwagi na fakt, iz uzycie soli potasowej kwasu 0-chlorobenzoesowego (121),

prowadzenie reakcji w stopie, a takze stosowanie §wiezo straconej miedzi jako katalizatora

52


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

wplywaja na wzrost wydajnos$ci kondensacji Ullmanna, dlatego tez warunki te zastosowalam
W przeprowadzonej przeze mnie syntezie analogéw kwasu antranilowego (123a-b).

W nastepnych etapach pochodne kwasu antranilowego (123a-b) przeprowadzitam w
9-chloroakrydyny (124a-b). Jako czynnik cyklizujacy zastosowatam POCI3, ktory uzyty w
nadmiarze dodatkowo petil role $rodowiska reakcji [27,96]. Po zakonczeniu reakcji
oddestylowatam POCIlz pod zmniejszonym ci$nieniem, nast¢pnie otrzymane masy
rozcienczytam chloroformem i przemytam mieszaning amoniak:chloroform (1:3, v/v) w celu
usunigcia pozostatosci odczynnika kondensujgcego. Po rozdzieleniu faz, warstwy organiczne
wysuszylam za pomoca bezw. MgSOs, a rozpuszczalnik oddestylowatam do sucha. W
przypadku kwasu N-(3’-nitrofenylo)antranilowego (123a) otrzymatam osad bedacy mieszaning
izomerow:  9-chloro-1-nitroakrydyny (124a) oraz 9-chloro-3-nitroakrydyny  (126)
(Schemat 17). Izomery rozdzielitam wykorzystujac ich rdznice rozpuszczalnosci w pirydynie
[97]. Izomer (124a) tworzy rozpuszczalny kompleks, podczas gdy zwigzek (126) jest
nierozpuszczalny w zastosowanym rozpuszczalniku. W reakcji cyklizacji kwasu
N-(3’-nitrofenylo)antranilowego (123a) izomery 9-chloro-1-nitroakrydyny (124a) i 9-chloro-
3-nitroakrydyny (126) powstaja odpowiednio w stosunku 7:3.

@ © “
O
120°C, 30 mm NO,
126

124a
123a

l pirydyna
Xy 6
(e
NO,
127
Schemat 17. Synteza 9-chloro-1-nitroakrydyny (124a).

9-Chloroakrydyny sa zwigzkami nietrwatymi [27], dlatego tez 124a-b bezposrednio po
wyizolowaniu poddatam reakcji z trzykrotnym nadmiarem fenolu otrzymujac stabilne
9-fenoksy pochodne (125a-b). W celu usunigcia nadmiaru fenolu, gorgce roztwory wylatam do
mieszaniny benzen:5% KOH (1:1, v/v), warstwy rozdzielitam i fazy organiczne wysuszytam
bezw. MgSOs. Po oddestylowaniu pod zmniejszonym ci$nieniem benzenu otrzymane masy

zalatam eterem dietylowym, w wyniku czego wypadty osady produktéw (125a-b).
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3.1.2. Synteza pochodnej akrydonu (130)

1-Chloro-4-nitro-9(10H)-akrydon (130) otrzymatam w dwoch etapach (Schemat 18).
Podobnie jak w przypadku pochodnej akrydyny, reakcja Ullmanna stanowita pierwszy etap
syntezy [27,96]. Jako substraty wyjSciowe zastosowalam sOl potasowg kwasu
o-chlorobenzoesowego (121) i 5-chloro-2-nitroaniling (128). Reakcje prowadzitam w $§wiezo
przedestylowanym alkoholu izoamylowym w obecnosci katalitycznej ilosci pytu miedzi. Po
zakonczeniu syntezy i oddestylowaniu z parg wodng alkoholu, z pozostatosci podestylacyjnej
za pomocg rozcienczonego kwasu solnego wytracitam kwas N-(5’-chloro-2’-nitrofenylo)
antranilowy (129).

Drugi etap polegat na cyklizacji zwigzku (129) w $rodowisku kwasu siarkowego, w

wyniku czego otrzymatam pozadany 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydon (130).

Cl COOHCl O (I
@[COOK alkohol izoamylowy H,SO,
+ S > B
a HN 130°C, 5 h [ IN O N O
121 NO, H' o, H' Yo,
128 129 130

Schemat 18. Synteza 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu (130).

3.1.3. Synteza odpowiednio chronionych pochodnych tuftsyny (143a-d)

Synteze odpowiednio chronionych pochodnych tuftsny (143a-d) przeprowadzitam za
pomocg metody mieszanych bezwodnikow (Schemat 19). W tym celu N-chroniony aminokwas
w temp. -20°C w obecnosci NMM poddatam reakcji z chloromréwczanem izobutylu, w wyniku
ktorej w ciagu kilku minut utworzyt si¢ mieszany bezwodnik aminokwasowo-we¢glanowy,
ktory czeScig aminokwasowg zdolny byt acylowa¢ C-chroniony aminokomponent
wprowadzony po kilku minutach do mieszaniny reakcyjnej.

Synteze rozpoczgtam od ochrony grupy aminowej proliny za pomoca ostony Boc.
Grupe Boc wprowadzitam przy uzyciu pirowgglanu di-tert-butylu [98]. L-Proling rozpuscitam
w mieszaninie wody i dioksanu, cato$¢ umiescitam w tazni lodowej. Po ochtodzeniu, do
mieszaniny reakcyjnej wprowadzatam piroweglan, utrzymujac pH w granicach 9-10 poprzez
dodawanie odpowiedniej ilosci 1 mol/dm? roztworu NaOH. Po zakonczeniu reakcji dioksan
oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem na wyparce rotacyjnej, a warstwe wodng

zakwasitam 10% roztworem wodorosiarczanu potasu do pH 2-3. Nastepnie warstwe wodng
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ekstrahowalam octanem etylu. Warstwy octanowe potaczylam i suszylam bezw. MgSOa.
Rozpuszczalnik oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem uzyskujac Boc-Pro-OH (131).
Tak przygotowany zwigzek (131) poddatam kondensacji z HCIxArg(NO2)-OCHs (132)
otrzymujgc dipeptyd (133), z ktérego za pomocg TFA zdj¢tam ostong¢ Boc z grupy aminowe;.
Nastgpnie W wyniku reakcji Boc-Lys(Fmoc)-OH (135) z C-chronionym dipeptydem (134)
uzyskatam Boc-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (136). W przypadku syntezy tripeptydu
uzytam lizyne z ochrong Fmoc na grupie g-aminowej. Zdecydowatam si¢ na tg ostone,
poniewaz ulega ona rozszczepieniu w s$rodowisku zasadowym, natomiast trwata jest w
warunkach kwasowych, w przeciwienstwie do ostony Boc [98]. W kolejnym etapie tripeptyd
(136) poddatam dziataniu TFA w celu deprotekcji grupy Boc. Nastepnie w wyniku kondensacji
Boc-Thr-OH (138) z  TFAxLys(Fmoc)-Pro-(NO2)-OCHs  (137) otrzymatam
Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg-OCHzs (139). Kolejno za pomocg 30% roztworu dietyloaminy w
chloroformie usunelam ostong¢ Fmoc w celu wprowadzenia wybranych aminokwasow
(141a-d) do tancucha bocznego ¢-lizyny. W ostatnim etapie pentapeptydy (142a-d) zalatam
kwasem trifluorooctowym uzyskujac pochodne (143a-d) (Schemat 19). Otrzymane zwigzki
(143a-d) oczyscitam za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym i

preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej.
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Schemat 19. Synteza odpowiednio chronionych pochodnych tuftsyny (143a-d).
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3.1.4. Synteza odpowiednio chronionych pochodnych retro-tuftsyny (153a-d)

Odpowiednio chronione pochodne retro-tuftsyny (153a-d) otrzymatam rowniez
wykorzystujac metode mieszanych bezwodnikow (Schemat 20).

Synteze rozpocz¢tam od reakcji  kondensacji  Boc-Lys(Fmoc)-OH (135) z
HCIxThr-OCHs (144) otrzymujac dipeptyd (145), ktory poddatam dziataniu TFA. Po
deprotekcji ostony Boc zwigzek (146) potaczytam z Boc-Pro-OH (131) uzyskujac
Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (147). Tripeptyd (147) zalatam kwasem trifluorooctowym w
celu odszczepienia grupy Boc. W kolejnym etapie w wyniku kondensacji Boc-Arg(NO2)-OH
(149) z C-chronionym tripeptydem (148) otrzymatam liniowy tancuch tuftsyny o odwréocone;j
sekwencji  Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHz (150). Nastepnie za pomocg 30%
roztworu dietyloaminy w chloroformie usune¢lam oslong¢ Fmoc w celu wprowadzenia
wybranych aminokwasow (14la-d) do tancucha bocznego e-lizyny. W ostatnim etapie
pentapeptydy (152a-d) zalalam kwasem trifluorooctowym otrzymujac zwiazki (153a-d)
(Schemat 20). Analogi (153a-d) oczysScitam za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu

krzemionkowym i preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej.
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Synteza odpowiednio chronionych pochodnych retro-tuftsyny (153a-d).
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3.1.5. Synteza peptydowych pochodnych 1-nitroaktydyny (115a-e, 117) oraz 4-metylo-1-
nitroakrydyny (116a-e, 118)

W celu otrzymania peptydowych pochodnych 1-nitroakrydyny (115a-e, 117) oraz
4-metylo-1-nitroakrydyny (116a-e, 118) przeprowadzitam reakcje przedstawione na
Schematach 22 i 23.

Synteze rozpoczg¢tam od otrzymania tetrapeptydowych pochodnych akrydyny. W tym
celu peptydy Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz (139) oraz Boc-Arg(NOz)-Pro-
Lys(Fmoc)-Thr-OCH3 (150) poddatam deprotekcji ostony Boc (Schemat 21).

0
OCH, ) s

9 OTII\{I U\W &L TFA & N .
O NH

0 H
139 0,NHN Anu 154 0,NHN"~NH

NH NHz
OHO)\ _C(CHy); o1 TFA

() e '
O OWNM\/\‘)LN OCH; TFA O. O\H/NV\/\HLN OCHj;
0 o Na 1 0 o H

5 O«_NH 0
H 155 0
N7NLN
N o N\ \NH,
150 (7)7/ C(CHy); TFA
L
HN %
NHNO, HN"*NHNO,

Schemat 21. Deprotekcja ostony Boc z odpowiednio chronionych tetrapeptydow.

Nastepnie czasteczki (154, 155) wprowadzitam w pozycje C9 pochodnych akrydyny
(125a-b) poprzez utworzenie wigzania wegiel-azot w reakcji substytucji nukleofilowej
(Schemat 22, 23). Reakcje prowadzitam w fenolu w temp. 50°C. Temperatura reakcji
uwarunkowana jest temp. topnienia fenolu. Najlepsze rezultaty uzyskatam stosujgc dwukrotny
nadmiar tetrapeptydu w stosunku do pochodnej akrydyny (Tabela 1). Po zakonczeniu syntezy,
mieszaniny reakcyjne ochtodzitam i rozcienczytam octanem etylu. Nastepnie zneutralizowatam
fenol za pomoca 5% roztworu KOH. Otrzymane warstwy rozdzielitam, a fazy organiczne
wysuszytam bezw. MgSOs. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika pod obnizonym ci$nieniem
otrzymane produkty (156a, 157a, 160, 161) oczyscitam preparatywnie na ptytkach TLC.

Nastepnie za pomocg DEA usungtam ostong Fmoc. W ostatnim etapie, w celu zwigkszenia
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rozpuszczalnosci oraz biodostepnosci pochodne (158a, 159a, 162, 163) przeprowadzitam w
odpowiednie chlorowodorki otrzymujac zaprojektowane zwigzki (115a, 116a, 117, 118)
(Schemat 22, 23). Analogi akrydyny (115a, 116a, 117, 118) oczyscilam za pomoca
preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej.

Kolejno analogicznie otrzymalam pentapeptydowe pochodne 1-nitroakrydyny
(115b-e) oraz 4-metylo-1-nitroakrydyny (116b-e) (Schemat 22).

Tabela 1. Poréwnanie wydajnosci metod otrzymywania tetrapeptydowych pochodnych
1-nitroakrydyny (156a, 160) i 4-metylo-1-nitroakrydyny (157a, 161).

Nr zwiazku Stosunek molowy - Rozpuszczalnik | Wydajnosé

tetrapeptyd : akrydyna %
156a 1:1 CeHsOH 25
156a 2:1 CeHsOH 54
156a 1:1 DMF <10
156a 2:1 DMF <10
160 1:1 CeHsOH 21
160 2:1 CeHsOH 48
157a 1:1 CeHsOH 38
157a 2:1 CeHsOH 69
161 1:1 CeHsOH 37
161 2:1 CeHsOH 63
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Schemat 22. Synteza pochodnych 1-nitro (115a-e)/4-metylo-nitroakrydyny (116a-e) z analogami tuftsyny.
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Schemat 23. Synteza koniugatow 1-nitro (117)/4-metylo-1-nitroakrydyny (118) z pochodnaretro-tuftsyny.
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3.1.6. Synteza peptydowych pochodnych akrydonu (119a-e, 120a-e)

Peptydowe pochodne akrydonu (119a-e, 120a-e) zsyntetyzowatam zgodnie z procedura
przedstawiong na Schematach 24 i 25.

Synteze rozpocze¢tam od otrzymania tetrapeptydowych pochodnych akrydonu (119a,
120a). W wyniku reakcji 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu (130) z TFAXThr-Lys(Fmoc)-Pro-
Arg-OCHz (154) lub TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (155) w bezw. DMF, w
obecno$ci TEA otrzymatam pochodne (164a, 166a). Najlepsze rezultaty uzyskatam stosujgc
dwukrotny nadmiar tetrapeptydu w stosunku do pochodnej akrydonu (Tabela 2). Reakcje
prowadzitam do dnia nastepnego. Po tym czasie DMF oddestylowalam pod zmniejszonym
cinieniem, a produkty (164a, 166a) oczyscitam za pomocag preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej. W kolejnym etapie za pomocg 30% roztworu DEA w DMF
przeprowadzitam deprotekcj¢ ostony Fmoc, a otrzymane zwigzki (165a, 167a)
przeprowadzitam w odpowiednie chlorowodorki (119a, 120a) (Schemat 24, 25). Pochodne
(119a, 120a) oczyscitam na ptytkach TLC.

Nastgpnie analogicznie otrzymatam pentapeptydowe analogi akrydonu (119b-e, 120b-
e) w wyniku reakcji 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu (130) z odpowiednimi pochodnymi
tuftsyny (143a-d) i retro-tuftsyny (153a-d) acylowanymi na grupie e-aminowej lizyny
aminokwasami: Gly, B-Ala, Val, Leu (Schemat 24, 25).

Tabela 2. Poréwnanie wydajnosci metod otrzymywania tetrapeptydowych pochodnych
akrydonu (164a, 166a).

Nr Stosunek molowy - Wydajnos$¢
zwigzku | tetrapeptyd : akrydon %
164a 1:1 46
164a 2:1 73
166a 1:1 38
166a 2:1 64
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Schemat 24. Synteza koniugatow 4-nitro-9(10H)-akrydonu z pochodnymi tuftsyny (119a-e).
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Schemat 23. Synteza peptydowych pochodnych akrydonu (122a-e, 123a-€).
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3.2. Badania biologiczne

W  celu zbadania  aktywnosci  biologicznej  potencjalnych  zwiazkoéw
przeciwnowotworowych w pierwszym etapie wykonuje si¢ testy in vitro stuzace okresleniu
wpltywu pochodnych na zywotnos$¢ 1 proliferacje komorek. Testy zywotnosci polegaja na
wykrywaniu integralno$ci blony komérkowej i mierzeniu aktywnos$ci metabolicznej komorek
[99]. Integralnos¢ btony komorkowej wykrywa si¢ m.in. dzigki biekitowi trypanu, ktory barwi
tylko martwe komorki lub barwnikom fluorescencyjnym, takim jak: EtBr 1 PI przechodzacymi
przez uszkodzong blone i akumulujgcymi si¢ jedynie w martwych komorkach w wyniku
specyficznego wigzania si¢ z DNA. Utrata integralnosci btony prowadzi rowniez do wycieku
enzymu dehydrogenazy mleczanowej, co mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie. W metodach
kolorymetrycznych, ktore stuzag do pomiaru aktywnosci metabolicznej, najczgscie]
stosowanymi odczynnikami sg3 MTT 1 XTT. Odczynniki te pod wplywem enzymow

mitochondrialnych ulegaja redukcji do barwnych formazanéw [100,101]

W ramach niniejszej pracy doktorskiej:

- 0Szacowano cytotoksyczno$¢ zsyntetyzowanych analogow (115a-e, 116a-e, 117, 118,
119a-e, 120a-e) wobec amelanotycznych Ab i melanotycznych Ma komorek czerniaka i dwoém
postaciom neuroblastomy SH-SY5Y: cholinergicznej DC i dopaminergicznej NC za pomoca
testu XTT,;

- dla pochodnej (117) zbadano zmiany apoptotyczne jako aktywacje kaspaz i eksternalizacjg
fosfatydyloseryny w btonie komoérkowej, a takze uszkodzone komorki w fazie sub-G1 w ww.
komorkach nowotworowych;

- oraz dla otrzymanych zwigzkow (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-e) samodzielnie
przeprowadzitam test cytotoksyczno$ci MTT na limfoidalnej linii komorkowej Jurkat oraz

PBMC.

Wszystkie testy przeprowadzono w trzykrotnych powtorzeniach. W przypadku
komorek czerniaka i neuroblastomy zastosowano analogi w stezeniach 0,1-150 uM. Roztwory
stosowane w eksperymentach przygotowano z odpowiednim podlozem do hodowli
komorkowej, a podstawowy roztwor rozpuszczono w wodzie zawierajacej 5% DMSO
(Sigma-Aldrich). Natomiast w przypadku komoérek Jurkat i PBMC testowalam pochodne w
stezeniach 0,1-250 pM. W tym celu zwiazki rozpuszczalam w 10 pL DMSO, nastepnie

uzupetialam odpowiednig ilo$cig pozywki otrzymujac podstawowy roztwor.
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3.2.1. Analiza przezywalnos$ci komorek czerniaka i neuroblastomy metoda XTT

Zaréwno czerniak, jak i neuroblastoma nie sa jednorodnymi typami nowotwordéw,
poniewaz  posiadajg  rozne  warianty  biologiczne.  Skuteczno$¢  potencjalnego
chemioterapeutyku ocenionego wobec jednej formy nowotwordéw nie zawsze powoduje takie
same skutki w przypadku innych odmian choroby. W dzisiejszych czasach onkologia poszukuje
indywidualnych terapii przeciwko okreslonym typom nowotworu. Czerniak i neuroblastoma
rozwijajg si¢ z prawidtowych komoérek (melanocytow, neurondw) o tym samym pochodzeniu
zarodkowym - neuroektoderma. SH-SY5Y to linia neuroblastopodobna o fenotypie
dopaminergicznym (wariant NC: SH-SY5Y-NC, gléwnie wykorzystuje dopaming
neuroprzekaznikowg), ale moze by¢ rdéznicowana do fenotypu cholinergicznego in vitro
(wariant DC: SH-SY5Y-DC, gtownie wykorzystuje neuroprzekaznik acetylocholiny). Model
czerniaka chomika Bomirskiego posiada dwie podstawowe formy: melanotyczng Ma
(produkuje melaning) i amelanotyczng Ab (brak produkcji melaniny) [102].

Cytotoksyczno$¢ zsyntetyzowanych analogdw oszacowano za pomocg testu XTT. Jako
standardowe leki odniesienia  zastosowano: dla czerniaka - dakarbazyng i
neuroblastomy - cisplatyng.

Test XTT umozliwia wyselekcjonowanie zwigzku o najnizszym stopniu toksycznosci
w stosunku do badanych komorek. W tescie tym wyznaczana jest warto$¢ ICso (stgzenie
zwigzku, przy ktérym proliferacja komorek zostaje zahamowana w 50% w stosunku do
komorek kontrolnych), ktora umozliwia okreslenie potencjalnej dawki jaka mozna bytoby
zastosowac, jesli zwigzek zostalby uzyty w celach terapeutycznych.

Zastosowany test badania cytotoksycznosci polega na spektofotometrycznym odczycie
barwnej reakcji redukcji soli tetrazoliowych XTT w formazan (rozpuszczalny w wodzie) w

wyniku dziatania komorkowej dehydrogenazy mitochondrialnej (Schemat 26) [103].

@L O H,CO H,CO

H N NO, dehydrogenaza

N NN

N+ i i 3
S0, m1t0ch0ndr1alna= g\ﬂ)l\N=N SO, ~

o Vs SRS

No, H,CO NO,

NO,

Schemat 26. Redukcja soli tetrazolowej (XTT) przez dehydrogenaze mitochondrialng do

formazanu.
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3.2.1.1. Oznaczanie aktywnoS$ci cytotoksycznej metoda XTT nowych pochodnych
akrydyny/akrydonu wobec amelanotycznych Ab i melanotycznych Ma komorek
czerniaka i dwom postaciom neuroblastomy SHSYSY: cholinergicznej DC i

dopaminergicznej NC

Jak pokazano w Tabeli 3 tylko pochodne (117) i (118) zmniejszyly zywotnos¢ komorek
nowotworowych w stezeniach, ktore pozwolily na oszacowanie wartosci ICso, po 72 godz.
inkubacji komorek z zwigzkami. W przypadku pozostatych koniugatow obliczono
% przezywalno$ci w najwyzszym badanym stezeniu (150 uM). Analog (115b) wydawat sie
wplywaé na lini¢ czerniaka Ab, z kolei pochodna (119b) na SH-SY5Y-DC, ale tylko przy
najwyzszej dawce - 50% komorek hamowato aktywno$¢ mitochondrialng. Dla pochodnej (117)
wartosci ICso byly rowne 61 uM, 96 uM i 48 uM wobec czerniaka Ab, neuroblastomy
SH-SY5Y-NC i SH-SY5Y-DC, odpowiednio. Z kolei analog (118) posiadajacy pierscien
akrydyny dodatkowo podstawiony grupg -CHs w pozycji C4, wykazywal skuteczno$é
cytotoksyczng wobec czerniaka Ab i neuroblastomy SH-SY5Y-DC z ICso = 88 1 116 uM,
odpowiednio. W przypadku komoérek czerniaka Ma inkubowanych z najwyzsza dawka analogu
(117) okoto 60% komorek nadal zyto (aktywnos¢ mitochondrialna nie byta hamowana). Warto
podkresli¢, ze dawka ICso dakarbazyny wobec amelanotycznych komorek linii czerniaka Ab
(69 uM) byta podobna do analogu (117) (61 puM) i nieznacznie wyzsza w poréwnaniu z
pochodnag (118) (88 uM). Pod wptywem najwyzszej (150 uM) dawki dakarbazyny tylko okoto
30% komorek linii czerniaka Ma wykazywalo hamowanie aktywnos$ci mitochondrialnej,
podczas gdy zwigzek (117) hamowal okoto 40% tych komorek. Cisplatyna jako lek
przeciwnowotworowy wykazal skuteczne dzialanie wobec cholinergicznych komorek
neuroblastomy SH-SY5Y-DC, a po 48 godz. warto$¢ I1Csp wynosita okoto 2 uM, podczas gdy
dlaanalogu (117) po 72 godz. ICsg byto rowne 48 uM. Z kolei w przypadku dopaminergicznych
komorek neuroblastomy ICsp = 2,5 uM dla cisplatyny po 72 godz. Tak wigc, analog (117)
hamowatl amelaniczng posta¢ czerniaka, poréwnywalnie do dziatania dakarbazyny. 117
rowniez Wykazywat cytotoksyczno$¢ wobec wariantow dopaminergicznych i cholinergicznych
neuroblastomy, z wyzsza czuloécig ostatniego. Aktywnos$¢ pochodnej (117) przeciwko
neuroblastomy byta nizsza niz cisplatyny, ale odnoszac si¢ do powaznych skutkéw ubocznych
tego chemioterapeutyka mogta to by¢ obiecujgca cecha biologiczna. Zatem, zwigzek (117)

zostat wybrany do dalszych badan nad apoptoza komorek.
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Tabela 3. Wptyw analogow na zywotnos¢ komorek czerniaka i neuroblastomy za pomocag testu

XTT po 72 godz. inkubacji. Wartosci sg $rednimi + odchylenie standardowe z co najmniej 3

doswiadczen.
Czerniak Neuroblastoma
Zwi linia Ma linia Ab SH-SY5Y-NC SH-SY5Y-DC
wigzek
zZywotnosé 1Cso zywotnos$é 1Cso zywotnos$¢é 1Cso zywotnos$é
[%0] [uM] [%0] [eM] [%0] [eM] [%0]
115a 94 >100 70 64
115b >100 50 96 88
115¢c >100 91 98 77
115d >100 >100 >100 >100
115e >100 >100 >100 >100
116a 58 55 64 54
116b 75 65 55 79
116¢ 71 66 54 76
116d >100 >100 >100 >100
116e >100 >100 >100 >100
117 57 61+41,1 95,5+5,8 48,3+6,8
118 65 87,5+25 83 116x+15,7
119a 91 88 >100 >100
119b 77 60 72 49
119c 76 78 >100 >100
119d 85 92 >100 >100
119e >100 >100 >100 >100
120a 73 97 >100 >100
120b >100 >100 >100 >100
120c >100 >100 >100 >100
120d >100 >100 >100 >100
120e >100 >100 >100 >100
Dakarbazyna 69 47,549,7
Cisplatyna 2,5+0,6 1,8+0,9*

* 1Cs0 Wyznaczone po 48 godz. inkubacji

3.2.2. Apoptoza

Apoptoza to programowana $mier¢ komorek. Jest ona najbardziej powszechng forma
Smierci komorek podczas rozwoju 1 dojrzewania wielokomdrkowych organizmow, a takze w
procesach ich prawidlowego funkcjonowania. Rozréznienie apoptozy od nekrotycznej §mierci
komorek przeprowadza si¢ na podstawie specyficznych zmian morfologicznych i

biochemicznych tj. zmiany objetosci komorek oraz integralnosci btony plazmatycznej,
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asymetrii lipidow, powstawania cialek apoptotycznych, zmiany wewnatrzkomorkowego

stezenia wapnia, fragmentacji DNA i degradacji biatek komorkowych [104].

Tabela 4. Procent komorek czerniaka Ma i Ab oraz neuroblastomy NC i DC wykazujacych
cechy apoptozy takie jak: aktywacja kaspaz, eksternalizacja fosfatydyloseryny (suma komoérek
wczesno An+PI- 1 péznoapoptycznych An+PI+) oraz obnizona zawarto$¢ DNA (sub GO) po
inkubacji bez (kontrola) i ze zwigzkiem (+117). WartoSci sg §rednimi + odchylenie standardowe

z co najmniej 3 doswiadczen.

Procent komorek z/w
Linia Czas Eksternalizacja
inkubacji | Aktywacja kaspaz Sub-G1
komérkowa [h] ) ywac P fosfatydyloseryny
Kontrola | +117 Kontrola + 117 Kontrola + 117
CZT\;';'ak 48 0,8+88 | 9.8+2.4 | 28,8488 | 32,7489 | 16,0477 | 14,9+13,3
CzeArg'ak 48 9,945,6 | 31,5471 | 24,7+11,6 | 54,249,6 | 16,547,1 | 41,348,8
SH'SESY' 72 7,142,6 | 16,2484 | 7,8+4.6 | 13,3+3,8 | 0,8+0,1 | 1,6+0,5
SH'[S)ESY' 72 8,842,1 | 272427 | 74423 | 14,5454 | 12+05 | 1,4+0,5

3.2.2.1. Esternalizacja fosfatydyloseryny

Podczas apoptotycznej Smierci komorek blona plazmatyczna zachowuje integralnose,
pomimo zachodzacych w niej zmian, obejmujacych zardéwno wiasciwosci strukturalne jak i
funkcjonalne. Podczas procesu apoptozy w blonie plazmatycznej obserwowana jest
eksternalizacja fosfatydyloseryny (PS). Translokacja PS z wewnetrznej warstwy fosfolipidow
do zewnetrznej spowodowana jest wzrostem aktywnosci skramblazy aktywowanej przez jony
Ca?*, a takze spadkiem aktywnosci translokazy aminofosfolipidow [104].

Zwiazek (117) indukuje zmiany w strukturze blony plazmatycznej czerniaka Ab jako
eksternalizacje¢ fosfatydyloseryny (komorki An+). Po 48 godz. 54% komorek czerniaka Ab byto
An+, znacznie wigcej niz w kontrolnych komorkach inkubowanych bez (117) (Tabela 4). Po
72 godz. inkubacji z (117) az 14% komorek obu linii neuroblastomy wykazywato zmiany w
strukturze btony komorkowej An+, dwa razy wiecej niz w komorkach inkubowanych bez (117)
(Tabela 4).
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3.2.2.2. Aktywacja kaspaz

Kaspazy sa gléwnymi enzymami biorgcymi udzial w procesie apoptozy. Sa to
specyficzne dla kwasu asparaginowego proteazy cysteinowe powstajagce z nieaktywnych
prokaspaz. Do ich aktywacji dochodzi na drodze hydrolizy wigzania peptydowego w miejscu
kwasu asparaginowego, co powoduje uruchomieniem proteolitycznej kaskady kaspaz [105].

Analog (117) znacznie zwigkszyt zawarto$¢ komorek z aktywowanymi kaspazami (C+),
szczegolnie w komorkach czerniaka Ab i neuroblastomy SH-SY5Y-DC. Po 48 godz. okoto
32% komorek czerniaka Ab stanowily komorki C+. W przypadku czerniaka Ma
zaobserwowano jedynie okoto 10% komorek z aktywowanymi kaspazami, podobnie jak w
grupie kontrolnej bez (117) (Tabela 4). Z kolei po 72 godz. inkubacji komoérek SH-SY5Y-DC
I SH-SY5Y-NC ze zwigzkiem (117) odnotowano okoto 27% i 16% komoérek C+, odpowiednio
(Tabela 4). Odsetek komoérek z aktywowanymi kaspazami (C+) w przypadku SH-SY5Y-NC
podwoit si¢, podczas gdy w SH-SY5Y-DC potroit si¢ w porownaniu do kontroli (Tabela 4).
Podobny poziom komoérek C+ czerniaka Ab w porownaniu do SH-SY5Y-DC zostat osiggnicty
po krotszym czasie (48 godz.) (Tabela 4). Obserwacja ta wykazata, ze apoptoza indukowana

analogiem (117) w neuroblastomie zachodzi wolniej niz w komorkach czerniaka Ab.

3.2.2.3. Uszkodzone komoérki w obszarze sub-G1

Zawarto$¢ komorek w fazie sub-G1 ilustruje skuteczno$¢ dziatania zwigzku (117)
wobec badanych linii komoérkowych (Tabela 4), gdyz w tym obszarze znajdujg si¢ komorki z
obnizong zawarto$cia DNA/uszkodzone np. ciatka apoptyczne. Ponad 40% komorek czerniaka
Ab i tylko 15% czerniaka Ma inkubowanych z analogiem (117) przez 48 godz. znajdowalto si¢
w obszarze sub-G1. W przypadku czerniaka Ab zwigzek (117) powodowat Smier¢ komorek
droga apoptozy (aktywacja kaspaz, eksternalizacja PS), co skutkowalo wzrostem odsetka
komorek uszkodzonych w sub-G1. Pochodna (117) nie zwicksza istotnie poziomu komorek
neuroblastomy w obszarze sub-G1, mimo iz obserwowano inne cechy apoptozy
(eksternalizacja fosfatydyloseryny, aktywacja kaspaz). Zatem wydaje sie, ze komorki
neuroblastomy potrzebujg wigcej niz 72 godz. do zajécia OStatecznego efektu Smierci tj.
fragmentacji na ciatka apoptyczne, co §wiadczy o innej, w poréwnaniu do czerniaka, dynamice

procesoéw apoptozy indukowanych analogem (117).
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3.2.3. Analiza przezywalnosci komorek Jurkat i PBMC metoda MTT

W celu wyznaczenia cytotoksycznosci nowych peptydowych analogdéw
akrydyny/akrydonu wobec komorek Jurkat i PBMC osobiscie przeprowadzitam test MTT.
Podobnie jak w przypadku metody XTT, jest to test kolorymetryczny umozliwiajgcy
wyznaczenie wartosci ICso badanych zwigzkow. Opiera si¢ on na reakcji redukcji bromku
tetrazoliowego (MTT) do fioletowego formazanu w wyniku dziatania dehydrogenazy
bursztynianowej (Schemat 27) wystepujacej jedynie w zywych komorkach [106]. Formazan
wytrgca si¢ w podlozu jako szarofioletowe krysztatki, ktore rozpuszczane sg za pomoca
izopropanolu. Intensywno$¢ zabarwienia mierzona spektrofotometrycznie jest miarg

zywotnosci komorek.

N\N/Q N-NH
4 4
©_< N N reduktaza ©—<

N N CH mitochondrialna N=N

Br s¢ 3 =N
S

CH3 %CH3
H;C
Schemat 27. Redukcja bromu tetrazoliowego (MTT) przez dehydrogenaze bursztynianowa.

3.2.3.1. Oznaczanie aktywnosSci cytotoksycznej metoda MTT nowych pochodnych

akrydyny/akrydonu wobec komorek Jurkat oraz aktywowanych limfocytow

Lini¢ komodrkowa Jurkat inkubowalam na 96-dotkowych ptytkach (w temp. 37°C,
5% CO3) z otrzymanymi przeze mnie zwigzkami w dziewigciu réoznych stezeniach (250; 150;
100; 50; 40; 20; 10; 1; 0,1 uM) przez 48 godz. Nastepnie dodawatam roztwér MTT i
kontynuowatam inkubacj¢ przez 4 godz. W przypadku ludzkich limfocytow inkubacje
prowadzitam przez 72 godz. i po tym czasie dodawatam odczynnik MTT (prowadzac dalej
inkubacje przez 4 godz.). Dodatkowo proliferacja PBMC stymulowana byta przeciwcialami
anti-CD3/anti-CD28. Wytrgcone krysztaly formazanu rozpuszczatam 04 N HCl w
izopropanolu i dokonywatam pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 570 nm. Na podstawie
uzyskanych wynikow wyznaczatam wartosci ICsp badanych zwigzkow. Na Wykresie 1
przedstawilam uzyskane przyktadowe krzywe zalezno$ci absorbancji od stezenia badanych
zwigzkow (116a-b, 118) (dla komorek Jurkat). Wykresy 2 (118 wobec Jurkat) i 3 (117, 118
wobec PBMC) przedstawiaja % zahamowania wzrostu komorek pod wptywem testowanych

zwigzkow w porownaniu do wzorca (etopozyd). Z kolei na Wykresie 4 zaprezentowatam
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% zahamowania wzrostu komorek dla najbardziej aktywnego zwiazku (118), odniesionych do
komorek kontrolnych. Tabela 5 zawiera wartosci ICso uzyskane na podstawie krzywych
zalezno$ci absorbancji od stezenia badanego zwigzku. Wartosci cytotoksyczno$ci wyrazatam
jako ICsp, co odpowiada zmniejszeniu zywotno$ci komorek o 50% w stosunku do kontroli. W
przypadku niektorych zwigzkéw nie udalo si¢ uzyska¢ zmniejszenia zywotnosci do 50% , stad
w takich przypadkach w Tabeli 5 wstawiono warto$¢ procentowa najnizszej uzyskanej

zywotnosci (uzyskiwanej zwykle przy najwyzszym stosowanym stezeniu badanego zwigzku).
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Tabela 5. Wartosci ICsp obliczone na podstawie testu MTT dla zwigzkéw (115a-e, 116a-e, 117, 118, 119a-e, 120a-e) (uM; mediana+SD);
j aktywny w serii; 2 - najnizsza uzyskana zywotnosé¢ dla zwigzkoéw, w przypadku ktérych nie udato sie wyznaczy¢ ICso.

1

- zwigzek najbardzie

Zwigzek Jurkat PBMC
Nr ICs0 [uM] | zywotno$é [%]? | p F ICs0 [uM] | zywotno$é [%]? | p F
115a 70 82
115b 127,26+0,004 <0,05 98173 85
115¢ 140,57+0,007 <0,05 134644 86
115d 76 71
115e >100 >100
117 124,72+0,125 <0,05 | 1,0176E+09 | 147,62+0,020 <0,05| 11500
116a 111,00+0,0332 <0,05 63274 83
116b 91,62+0,031 <0,05 86473 76
116¢ 74 71
116d >100 >100
116e >100 >100
118 28,310,007 <0,05 930 107,35+0,0221 <0,05 | 1977454
119a 84 72
119b 58 95
119c 89 87
119d 71 >100
119e 70 >100
120a 88 96
120b 92 91
120c 72 92
120d >100 97
120e >100 93
Etopozyd | 115,31+0,004 9,07+0,045

p — istotnos$¢ statystyczna roznicy, F — test Fishera dla poréwnania zwigzek: etopozyd
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Wykres 1. Krzywe zaleznosci cytotoksycznosci od stezenia zwigzkow (116a-b, 118) wobec
komorek Jurkat w te§cie MTT (wykres przyktadowy).
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Wykres 2. Krzywe zaleznosci cytotoksycznosci od stezenia zwigzkoéw (118, etopozydu)

wobec linii komorkowej Jurkat.
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Wykres 3. Krzywe zaleznosci cytotoksycznosci od stezenia zwigzkow (117, 118, etopozydu)

wobec aktywowanych limfocytow.
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Wykres 4. Krzywe zaleznosci cytotoksycznosci od stezenia zwigzku (118) wobec roznych

linii komodrkowej Jurkat i aktywowanych limfocytow.

76


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wyniki zaprezentowane w Tabeli 5 wskazuja, ze pochodne 4-metylo-1-nitroakrydyny
byty bardziej aktywne w poréwnaniu do analogdéw 1-nitroakrydyny. Z kolei koniugaty arydonu
nie wykazywaly zadnej cytotoksycznos$ci. W przypadku zwigzkow, dla ktérych nie byto
mozliwe wyznaczenie wartosci ICsp obliczytam przezywalno$¢ w najwyzszym badanym
stezeniu (250 uM) (Tabela 5). Zwigzek (118) okazat si¢ najbardziej aktywny zaréwno wobec
komorek Jurkat, jak i PBMC, gdzie ICso = 28,311 107,35 uM, odpowiednio. W przypadku linii
Jurkat pochodna (118) wykazala czterokrotnie wyzszg cytotoksycznos¢ w poréwnaniu do
zwigzku odniesienie, ale jednoczesnie okoto 12 razy mniejszg toksyczno$¢ w stosunku do
aktywowanych komoérek PBMC. Zwiazki (115b, 115c, 116a i 116b) przejawiaty inhibicje
wobec komorek Jurkat (ICso = 91,62 - 140,57 uM), rownoczesnie nie posiadajac aktywnosci
wobec ludzkich limfocytow. Mozna zauwazy¢, ze im dtuzszy tancuch peptydowy pochodnych,
tym posiadaly one mniejszag toksyczno$¢. Ponadto, zaréwno koniugaty 4-metylo-1-
nitroakrydyny i 1-nitroakrydyny z retro-tuftsyng (117, 118) charakteryzowaly si¢ wyzsza
cytotoksycznoscig w porownaniu do pochodnych akrydyn potaczonych z tuftsyna (115a, 116a).
Dodatkowo wykonatam test MTT dla uzytej ilosci do rozpuszczenia zwigzkow DMSO.
Uzyskane wyniki pokazaty, ze zastosowane st¢zenie DMSO nie wplywalo na Zywotno$¢

komorek (danych nie umieszczono w pracy).

3.2.4. Oznaczenie szybkosci zuzywania zwigzkow przez komorki Jurkat na przykladzie

zwigzku (117) z wykorzystaniem chromatografii HPLC

W celu okreslenia szybkosci zuzywania zwigzkow przez komorki Jurkat w trakcie
hodowli wykonatam test HPLC. Komorki inkubowatam przez 5 dni z dodatkiem badanego
zwigzku (117) o stezeniu ICso wyznaczonym podczas wczesniejszych testow. Nastepnie
kazdego dnia pobieratam probke do testu HPLC. Do odpowiedniego dotka dodawatam wody.
Tak przygotowany roztwor pobieratam do probowki i odwirowywalam. Nastgpnie zbieratam
nadsacz 1 przechowywatam w zamrazalniku do zakonczenia testu.

Jako wynik otrzymatam pola powierzchni badanego piku. Pole piku otrzymanego

pierwszego dnia oznaczalam jako 100% zwigzku.
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Wykres 5. Zawartos¢ zwigzku (117) w czasie 5-cio dniowej inkubacji.
Jak mozna zauwazy¢ na Wykresie 5 juz trzeciego dnia w dotku znajdowato si¢ jedynie

ok. 50% zwiazku. W zwiazku z powyzszym w trakcie inkubacji komorek przez okres dtuzszy

niz 4 dni nalezy doda¢ ponownie zwigzku podczas pasazowania hodowli.
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4. CZESC EKSPERYMENTALNA

4.1. Materialy i metody stosowane podczas syntezy
A. Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (TLC)

Przebieg  wszystkich reakcji  kontrolowalam za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej, do ktorej uzywatam plytek aluminiowych pokrytych zelem
krzemionkowym Silica gel 60 F2s4 firmy Sigma-Aldrich.

Uklad A — chloroform : metanol (9:1 v/v)
Uklad B — chloroform : metanol : amoniak (5:1:0,01 v/v/v)
Uklad C — chloroform : metanol : amoniak (7:1:0,01 v/v/v)

B. Cieczowa chromatografia kolumnowa (LC)

Do chromatografii kolumnowej stosowatam zel krzemionkowy Silica gel 60 firmy

Sigma-Aldrich o $rednicy ziaren 70-230 mesh.

Uklad D — chloroform : metanol (30:1 v/v)
Uklad E — chloroform : metanol (20:1 v/v)

C. Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa (PTLC)

Wszystkie otrzymane pochodne tuftsyny/retro-tuftsyny oraz peptydowe analogi
akrydyny/akrydonu  oczyszczalam  za  pomoca  preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej, uzywajac do tego celu ptytek aluminiowych pokrytych zZelem

krzemionkowym Silica gel 60 F2s4 firmy Sigma-Aldrich.

Uklad A — chloroform : metanol (9:1 v/v)
Uklad B — chloroform : metanol : amoniak (5:1:0,01 v/v/v)
Uklad C — chloroform : metanol : amoniak (7:1:0,01 v/v/v)
Uklad E — chloroform: metanol (20:1 v/v)
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D. Temperatura topnienia (T.t.)

Temperatury topnienia mierzytam na aparacie Melting Point SMP30 i nie byly one

korygowane.

E. Spektrometria mas (MS)

Analize MS przeprowadzono na aparacie BIFLEX Il Bruker, z zastosowaniem CCA

lub DHB jako matrycy w Katedrze Chemii Analitycznej Politechniki Gdanskie;.

F. Spektroskopia NMR

Widma *H NMR i 3C NMR zostaty wykonane za pomocg aparatu Varian Unity Plus
500 MHz w Gdanskim Mig¢dzyuczelnianym Laboratorium NMR lub lub Bruker Avance 111 HD
400 MHz w Katedrze Chemii Nieorganicznej Politechniki Gdanskiej w CDCls, CD3OD lub
DMSO.

Widmo DQF-COSY zarejestrowano na matrycy 4096 x 600 i przetworzono na matrycy
4K x 1K.

Widmo HMBC uzyskano w trybie wartosci bezwzglednej. Okna spektralne dla 0si
'H i 8C wynosity odpowiednio 4 646 Hz i 25 133 Hz. Dane zarejestrowano na matrycy
2048 x 250 i przetworzono na matrycy 2K x 1K.

Widmo HSQC uzyskano w trybie zaleznym od fazy. Okna spektralne dla osi 'H i 13C
wynosity odpowiednio 4 646 Hz i 20 110 Hz. Dane zebrano w macierzy 2048 x 200 i
przetworzono w matrycy 2K x 1K.

Widmo ROESY uzyskano w matrycy 4424 x 450 i przetworzono w matrycy 4K x 1K
przy maksymalnym czasie 300 ms.

Widmo TOCSY uzyskano w matrycy 4424 x 400 i przetworzono w matrycy 4K x 1K.

G. HPLC

Oznaczenia HPLC-MS/MS wykonywane byly na aparacie Agilent 1290 Infinity LC
with an Agilent 6540 Accurate Mass Q-TOF LC/MS System w Katedrze Chemii Analitycznej
Politechniki Gdanskiej. Warunki rozdziatu i detekcji chromatograficznej HPLC badanych
zwigzkow: kolumna - Poroshell EC-C18 (3,0 x 150 mm) / 2,7 mm, Agilent Technologies;
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temperatura kolumny: 40 ° C; objetos¢ wtrysku: 2 pL; szybko$¢ przeptywu: 0,4 mL/min;
eluenty: (A) 0,1% HCOOH w wodzie, (B) 0,1% HCOOH w ACN / CH3sOH (1: 1, v/ V).

H. Spektrofotometria

Pomiary spektrofotometryczne wykonane zostaty za pomoca spektrofotometru Perkin
Elmer 2030 Multilabel Reader Victor TMX4, natomiast pomiary cytometryczne wykonywane
byly z wykorzystaniem analizatora komoérek BD LSRFortessa™ w Zaktadzie Immunologii
Klinicznej i Transplantologii.
l. ICso

Wartos$ci ICso wyznaczane byly za pomoca programu SigmaPlot 11.

J. Istotnos¢ statystyczna i test Fishera

Wartos$ci p 1 F wyznaczane byly z wykorzystaniem programu STATISTICA 11.0.
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4.2. Synteza 9-fenoksy-1-nitroakrydyny (125a)

4.2.1. Synteza soli potasowej kwasu o-chlorobenzoesowego (121)

20 g (127,7 mmoli) kwasu o-chlorobenzoesowego rozpuscitam w wodzie destylowane;j,
nastepnie dodawatam KOH do uzyskania odczynu obojetnego (okoto 7,8 g; 139 mmoli). Po
zobojetnieniu roztworu rozpuszczalnik oddestylowalam na wyparce rotacyjnej. Otrzymatam

22,6 g (114,8 mmola) soli potasowej kwasu o-chlorobenzoesowego (121) z wydajnoscia 90%.

4.2.2. Synteza kwasu N-(3'-nitrofenylo)antranilowego (123a)

W kolbie kulistej umie$citam 12,35 g (62,5 mmola) soli potasowej kwasu
o-chlorobenzoesowego, 25,9 g (187,5 mmola) m-nitroaniliny i 0,12 g §wiezo straconego pytu
miedzi. Mieszaning umiescitam w tazni olejowej na mieszadle magnetycznym i ogrzewatam w
temp. 125°C przez 1 godz. Nastepnie goracy stop wylalam do 0,3 dm?® intensywnie
mieszajacego si¢ goracego 5% roztworu weglanu potasu. Mieszaning ogrzewalam do wrzenia
z dodatkiem wegla aktywnego, przesaczylam. Po ozigbieniu odsgczytam wytracony nadmiar
m-nitroaniliny. Przesacz zakwasitam stez. HCI do pH = 5-6. Osad odsaczytam i przemytam
goraca wodg. Nastepnie surowy produkt krystalizowatam z etanolu, otrzymujac 6,9 g kwasu
N-(3'-nitrofenylo)antranilowego (123a) z wydajnoscig 42%.

T.t. = 215-216°C; lit. [106] = 215-216°C.

4.2.3. Synteza 9-chloro-1-nitroakrydyny (124a) i 9-fenoksy-1-nitroakrydyny (125a)

6,9 g (26,6 mmola) kwasu N-(3'-nitrofenylo)antranilowego oraz 40,8 ml (266 mmola)
POCI3z ogrzewatam pod chtodnica zwrotng w temp. 80-120°C. Po 20 min. nadmiar POCl3
oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem na wyparce rotacyjnej. Do pozostalosci
dodatam niewielka ilo$¢ chloroformu, nastgpnie roztwor wylatam intensywnie mieszajac do
mieszaniny amoniak:chloroform (1:3), schtodzonej do -70°C. Warstwy od siebie rozdzielitam.
Warstwe organiczng wysuszytam bezw. MQSQOs4, przesaczylam 1 oddestylowatam
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Do powstalego osadu dodatam pirydyne,
wytracony osad odsgczytam i przemytam pirydyng. Nastepnie przesacz ogrzewalam w temp.
60°C przez 20 min. Po ozigbieniu wytragcony osad 9-chloro-1-nitroakrydyny (124a) odsaczytam

1 przemytam eterem dietylowym. Surowy produkt przeniostam do kolby kulistej, dodatam
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fenol. Nastgpnie mieszaning reakcyjng umieScitam w tazni olejowej na mieszadle
magnetycznym i ogrzewatam w temp. 80°C przez 45 min. Po zakonczeniu reakcji, roztwor
ochtodzitam i wylatam do mieszaniny benzen:5% KOH (1:1, v/v). Warstwy rozdzielitam, a
faze¢ organiczng wysuszytam bezw. MgSOs. Po odsgczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik
oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymatam 5,4 g (17 mmola) zwigzku (125a)
z wydajnoscig 64%.

T.t. = 193-197°C; 1it.[107] = 191-197°C;

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 8.46 (m, 1H, OPh), 8.27 (m, 1H, OPh), 8.07 (d,
J=17.2Hz, 1H, 4), 7.96 (m, 2H, OPh), 7.82 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2), 7.60 (m, 1H, 6), 7.31 (m,
2H, 3,5), 7.11 (m, 1H, 7), 6.81 (m, 2H, 8, OPh).

4.3. Synteza 9-fenoksy-4-metylo-1-nitroakrydyny (125b)

4.3.1. Synteza kwasu N-(2'-metylo-5'-nitrofenylo)antranilowego (123b)

W  kolbie kulistej umiescitam 12,35 g (62,5 mmola) soli potasowej kwasu
o-chlorobenzoesowego, 28,5 g (187,5 mmola) 2-metylo-5-nitroaniliny i 0,12 g $wiezo
stragconego pytu miedzi. Mieszaning umies$citam w azni olejowej na mieszadle magnetycznym
i ogrzewatam w temp. 125°C przez 1 godz. Nastepnie goracy stop wylatam do 0,3 dm?®
intensywnie mieszajgcego si¢ goracego 5% roztworu weglanu potasu. Mieszaning ogrzewatam
do wrzenia z dodatkiem wegla aktywnego, przesaczytam. Po ozigbieniu odsgczytam wytragcony
nadmiar 2-metylo-5-nitroaniliny. Przesacz zakwasitam stez. HCl do pH = 5-6. Osad
odsaczylam i przemytam goragcg woda. Nastepnie surowy produkt krystalizowalam z etanolu,
otrzymujac 11 g (40,4 mmola) kwasu N-(2'-metylo-5'-nitrofenylo)antranilowego (123b) z
wydajnoscig 64%.

4.3.2. Synteza 9-chloro-4-metylo-1-nitroakrydyny (124b) i 9-fenoksy-4-metylo-1-
nitroakrydyny (125b)

11 g (40,4 mmola) kwasu N-(2'-metylo-5'-nitrofenylo)antranilowego oraz 62 ml
(403,9 mmola) POCIz ogrzewatam pod chtodnica zwrotng w temp. 80-120°C. Po 20 min.
nadmiar POCIs; oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem na wyparce rotacyjnej. Do
pozostatosci dodatam niewielkg ilos¢ chloroformu, nastgpnie roztwor wylalam intensywnie

mieszajac do mieszaniny amoniak:chloroform (1:3), schtodzonej do -70°C. Warstwy od siebie
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rozdzielitam. Warstwe organiczng wysuszytam bezw. MgSOa, przesaczytam i oddestylowatam
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Do surowego produktu dodatam fenol.
Nastgpnie mieszaning reakcyjng umiescitam w tazni olejowej na mieszadle magnetycznym i
ogrzewatam w temp. 80°C przez 45 min. Po zakonczeniu reakcji, roztwdr ochtodzitam i
wylatam do mieszaniny benzen: 5% KOH (1:1, v/v). Warstwy rozdzielitam w rozdzielaczu, a
faze organiczng wysuszytam bezw. MgSOs. Po odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik
oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymatam 9,6 g (29 mmola) zwiazku (125b)
z wydajnoscig 72%.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 8.31 (d, J = 8.8 Hz, 1H, OPh), 7.95 (m, 2H, OPh), 7.84
(m, 2H, 2, OPh), 7.61 (m, 1H, 6), 7.30 (m, 2H, 3, 5), 7.10 (m, 1H, 7), 6.78 (m, 2H, 8, OPh),
2.94 (s, 3H, CHs).

4.4. Synteza 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu (130)

4.4.1. Synteza kwasu N-(5'-chloro-2'-nitrofenylo)antranilowego (129)

W kolbie kulistej sporzadzitam roztwor 10 g (51,4 mmola) soli potasowej kwasu
o-chlorobenzoesowego, 8,9 g (51,4 mmola) 5-chloro-2-nitroaniliny i katalitycznej ilo$ci Swiezo
strgconego pylu miedzi w alkoholu izoamylowym. Mieszaning umiescitam w ptaszczu
grzejnym na mieszadle magnetycznym i ogrzewatam pod chtodnicg zwrotng w temp. wrzenia
przez 5 godz. Po tym czasie rozpuszczalnik oddestylowatam z parg wodna. Do pozostatosci
destylacyjnej dodatam rozc. kwas solny. Wytracony osad odsgczytam 1 przemytam kilkakrotnie
woda. Po wysuszeniu otrzymatam 11,1 g (37,9 mmola) kwasu N-(5'-chloro-2'-
nitrofenylo)antranilowego (129) z wydajnoscia 74%.

T.t. = 227-228°C; lit.[108] = 228°C.

4.4.2. Synteza 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu (130)

11,1 g (37,9 mmola) kwasu N-(5'-chloro-2'-nitrofenylo)antranilowego rozpuscitam w
31 ml stez. kwasu siarkowego. Catos¢ ogrzewatam w temp. 95°C przez 1,5 godz. pod chtodnica
zwrotna. Wytracony osad odsgczylam, przemylam kilkakrotnie wodg. Po wysuszeniu
otrzymatam 8,6 g (31,3 mmola) produktu koncowego (130) z wydajnoscig 83%.
T.t. = 248-250°C; lit.[109] = 248-249°C;
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 7.41 (m, 2H, 7, 2), 7.71 (m, 1H, 6), 8.00 (d, J = 8.1 Hz,
1H, 5), 8.19 (m, 1H, 8), 8.56 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 3).

4.4. Synteza pochodnych tuftsyny/retro-tuftsyny

Procedura otrzymywania tri-, tetra- i pentapeptydoéw jest analogiczna jak w przypadku
syntezy dipeptydu (133). Postep reakcji kazdego z etapéw kontrolowatam za pomocg TLC w
uktadzie A.

4.4.1. Synteza tuftsyny (140)

4.4.1.1. Synteza Boc-Pro-OH (131)

10 g (86,9 mmola) L-proliny rozpuscitam w 100 ml wody i 226 ml dioksanu. Nastepnie
dodawatam 1 mol/dm? roztwor NaOH do uzyskania pH = 9-10. Catoéé schtodzitam w lodzie i
mieszajgc na mieszadle magnetycznym dodawalam porcjami 20 g (91,6 mmola) piroweglanu
di-tert-butylu, utrzymujac przez caty czas pH w granicy 9-10. Nast¢pnie mieszaning reakcyjng
mieszatam w temp. pokojowej do dnia nastepnego. Po tym czasie dioksan oddestylowatam pod
zmniejszonym cis$nieniem, a pozostalo$¢ ekstrahowatam heksanem. Warstwy rozdzielitam,
faz¢ woda ochlodzitam w lodzie, zakwasitam 10% roztworem wodorosiarczanu potasu do
pH = 2-3 i ekstrahowatam 3-krotnie octanem etylu. Warstwy octanowe polaczytam, przemytam
woda i suszylam bezw. M@SO4. Po oddestylowaniu octanu etylu otrzymatam 13,7 g
(63,6 mmola) Boc-Pro-OH (131) z wydajnos$cia 73%.

T.t. = 133-136°C; lit.[110] = 133-135°C.

4.4.1.2. Synteza Boc-Pro-Arg(NO2)-OCH3s (133)

3,2 g (14,8 mmola) Boc-Pro-OH rozpuscitam w 5 ml bezw. DMF i ochtodzitam do
-15°C, nastepnie dodatam 1,5 ml (14,8 mmola) NMM i 2 ml (14,8 mmola) chloromrowczanu
izobutylu. Po pieciu minutach mieszania dodatam ochtodzony roztwor 3,98 g (14,8 mmola)
HCIxArg(NO2)-OCH3z w 5 ml bezw. metanolu i 1,5 ml (14,8 mmola) NMM. Cato$¢ mieszatam
na mieszadle magnetycznym w temp. -15°C przez 4 godz., a nastgpnie w temp. pokojowej do
dnia nastgpnego. Po tym czasie oddestylowatam DMF, pozostato$¢ rozpuscitam w octanie etylu
i przemywatam kolejno: 5% HCI (2x), H20 (2%), NaClnas, NaHCOznas, H20, NaClnas. Warstwe

organiczng wysuszytam bezw. MgSOg, a rozpuszczalnik oddestylowatam do sucha, otrzymujac
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4,8 g (11,6 mmola) Boc-Pro-Arg(NO2)-OCH3s (133) z wydajnoscia 79%. Obecno$é oraz
czysto$¢ produktu sprawdzatam za pomocg TLC w uktadzie A.

MS znaleziono: m/z 430,98 [M+H]"; obliczone dla C17H30NsO7 430,46.

4.4.1.3. Synteza Boc-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs3 (136)

Wychodzac z 2,1 g (4,5 mmola) Boc-Lys(Fmoc)-OH, 2 x 4 ml bezw. DMF, 0,45 mi
(4,5 mmola) NMM, 0,6 ml (4,5 mmola) chloromréwczanu izobutylu, 2 g (4,5 mmola)
TFAXPro-Arg(NO.)-OCHsz oraz 0,45 ml (4,5 mmola) TEA otrzymatam 2,3 g (3 mmole)
Boc-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz (136) z wydajnoscia 68%.
MS znaleziono: m/z 781,39 [M+H]"; obliczone dla CssHs1N7O10 780,87.

4.4.1.4. Synteza Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs (139)

Wychodzac z 0,6 g (2,7 mmola) Boc-Thr-OH, 2 x 3 ml bezw. DMF, 0,28 ml (2,7
mmola) NMM, 0,37 ml (2,7 mmola) chloromréwczanu izobutylu, 2,2 g (2,7 mmola)
TFAxLys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs i 0,28 ml (2,7 mmola) TEA otrzymatam 1,4 g (1,55
mmola) Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz (139) z wydajnoscia 57%.

Rf = 0,65 (uktad A);

T.t. = 119-124°C;

MS znaleziono: m/z 882,44 [M+H]"; obliczone dla C42Hs9NyO12 881,97,

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 1.12 (d, J = 6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.37 (m, 2H, y-K4), 1.408 (m,
11H, Boc-CHs, §-K5), 1.51 (m, 2H, y-R4), 1.53 (m, 1H, B-K3b), 1.62 (m, 2H, B-R3b, B-K3a),
1. 74 (m, 2H, B-R3a, B-P3b), 1.97 (m, 1H, y-P4b), 2.04 (m, 1H, B-P3a), 2.13 (m, 1H, y-P4a),
2.20 (m, 1H, B-P3a), 3.12 (m, 2H, ¢-K6), 3.23 (m, 2H, 5-R5), 3.62 (m, 1H, 5-P5b), 3.66 (s, 3H,
R-COOCHj3), 3.71 (m, 1H, 6-P5a), 3.86 (m, 1H, B-T3), 4.21 (m, 1H, Fmoc-CH), 4.26 (m, 1H,
a-R2), 4.31 (m, 1H, a-P2), 4.39 (m, 3H, Fmoc-CH>, a-T2), 4.67 (m, 2H, T-OH, T-a-K2), 5.73
(m, 1H, a-TaN), 7.05 (m, 1H, a-RaN), 7.30 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
Fmoc-Ph-H), 7.61 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.85 (m, 2H, - KeN, a-KaN), 7.75 (d,
J=7.5Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 8.44 (m, 1H, 5-RcN).
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4.4.1.5. Synteza Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCHzs (140)

1 g (1,1 mmola) Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz rozpuscitam w 3 ml
chloroformu i dodatam 1 ml DEA. Cato$¢ pozostawitam do dnia natgpnego. Po tym czasie
odparowatam rozpuszczalnik, a uzyskany olej zalatam bezw. eterem dietylowym otrzymujac

0,64 g (1 mmol) produktu (140) z wydajnoscig 86%.

4.4.2. Synteza pochodnych tuftsyny (142a-d)

4.4.2.1. Synteza Boc-Thr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (142a)

Wychodzac z 86 mg (0,302 mmola) Fmoc-Gly-OH, 2 x 2 ml bezw. DMF, 30 ul
(0,302 mmola) NMM, 42 ul (0,302 mmola) chloromréowczanu izobutylu, 200 mg
(0,302 mmola) Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCH3s otrzymatam 132 mg (0,140 mmola) zwigzku
(142a) z wydajnoscia 47%.

Rf = 0,43 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 939,46 [M+H]"; obliczone dla C44Hs2N10013 939,02.

4.4.2.2. Synteza Boc-Thr-Lys(f-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (142b)

Wychodzac z 92 mg (0,296 mmola) Fmoc-p-Ala-OH, 2 x 2 ml bezw.DMF, 30 ul
(0,296 mmola) NMM, 40 ul (0,296 mmola) chloromréwczanu izobutylu i 196 mg
(0,296 mmola) Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCHs otrzymatam 128 mg (0,134 mmola) zwigzku
(142b) z wydajnoscig 45%.

R¢= 0,45 (uktad A);

MS znaleziono: m/z 953,47 [M+H]"; obliczone dla CasHsaN10013 953,05;

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 1.03 (d, J = 6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.06 (m, 2H, y-K4), 1.38
(m, 11H, Boc-CHs, 5-K5), 1.50 (m, 2H, y-R4), 1.57 (m, 1H, B-K3b), 1.63 (m, 2H, B-R3D,
B-K3a), 1. 76 (M, 2H, B-R3a, B-P3b), 1.82 (m, 1H, y-P4b), 1.85 (m, 1H, B-P3a), 1.91 (m, 1H,
v-P4a), 2.06 (m, 1H, B-P3a), 2.25 (t, J = 7.1 Hz, 2H, a-A2), 2.38 (m, 2H, B-A3),3.01 (m, 2H,
e-K6), 3.19 (m, 3H, 4-R5, 6-P5b), 3.62 (s, 3H, R-COOCH3), 3.65 (m, 1H, 5-P5a), 3.88 (m, 1H,
B-T3), 4.22 (m, 1H, Fmoc-CH), 4.28 (m, 2H, a-R2, a-P2), 4.39 (m, 3H, Fmoc-CH>, a-T2), 4.51
(m, 1H, T-0-K2), 4.71 (m, 1H, T-OH), 6.42 (m, 1H, a-TaN), 7.28 (m, 1H, o-RaN), 7.33 (t,
J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.42 (t, J = 7.3 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.69 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
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Fmoc-Ph-H),7.80 (m, 1H, e-KeN) 7.85 (m, 2H, a-KaN), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H),
8.29 (m, 1H, B-AbN), 8.50 (m, 1H, 8-RcN).

4.4.2.3. Synteza Boc-Thr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (142c)

Wychodzac z 110 mg (0,324 mmola) Fmoc-Val-OH, 2 x 2 ml bezw. DMF, 32 ul
(0,324 mmola) NMM, 44 ul (0,324 mmola) chloromréwczanu izobutylu, 214 mg
(0,324 mmola) Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO)-OCH3s otrzymatam 144 mg (0,146 mmola) zwigzku
(142c) z wydajnoscia 45%.

Rf= 0,47 (uktad A);

MS znaleziono: m/z 981,50 [M+H]*; obliczone dla C47HssN10013 981,10;

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 1.03 (d, J = 6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.06 (m, 2H, y-K4), 0.85
(m, 6H, y1-V4, y2-V5), 0.90 (m, 1H, B-V3), 1.38 (m, 11H, Boc-CHs + 8-K5), 1.51 (m, 2H,
y-R4), 1.57 (m, 1H, B-K3b), 1.62 (m, 2H, B-R3b + p-K3a), 1.74 (m, 2H, B-R3a + B-P3b), 1.82
(m, 1H, y-P4b), 1.87 (m, 1H, B-P3a), 1.9 (m, 1H, y-P4a), 2.06 (m, 1H, B-P3a), 2.97 (m, 2H,
e-K6), 3.09 (m, 1H, 5-P5b), 3.15 (m, 2H, 3-R5), 3.62 (s, 3H, R-COOCH3), 3.64 (m, 1H, 5-P5a),
3.78 (m, 1H, a-V2), 3.88 (m, 1H, B-T3), 4.25 (m, 3H, Fmoc-CH, a-R2, a-P2), 4.34 (m, 3H,
Fmoc-CHy, a-T2), 4.51 (m, 1H, T-a-K2) 4.70 (m, 1H, T-OH), 6.39 (m, 1H, a-TaN), 7.28 (m,
3H, a-RaN, Fmoc-Ph-H), 7.42 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.75 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
Fmoc-Ph-H), 7.88 (m, SH, e-KeN, a-KaN, Fmoc-Ph-H), 8.27 (m, 1H, a-VaN), 8.50 (m, 1H,
3-RcN).

4.4.2.4. Synteza Boc-Thr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs (142d)

Wychodzac z 112 mg (0,314 mmola) Fmoc-Leu-OH, 2 x 2 ml bezw. DMF, 32 ul
(0,314 mmola) NMM, 42 ul (0,314 mmola) chloromrowczanu izobutylu, 206 mg
(0,314 mmola) Boc-Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCH3s otrzymatam 128 mg (0,129 mmola) zwigzku
(142d) z wydajnoscig 41%.

R¢ = 0,49 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 995,52 [M+H]™; obliczone dla C4sH70N10013 995,13,
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4.4.3. Synteza retro-tuftsyny (151)

4.4.3.1. Synteza Boc-Lys(Fmoc)-Thr-OCHzs (145)

Wychodzac z 2 g (4,3 mmola) Boc-Lys(Fmoc)-OH, 2 x 5 ml bezw. DMF, 0,43 ml
(4,3 mmola) NMM, 0,58 ml (4,3 mmola) chloromréowczanu izobutylu, 0,72 g (4,3 mmola)
HCIXThr-OCHs i 043 ml (43 mmola) NMM otrzymatam 1,9 g (3,3 mmola)
Boc-Lys(Fmoc)-Thr-OCHz (145) z wydajnos$cia 78%.
MS znaleziono: m/z 584,13 [M+H]"; obliczone dla C31H41N30g583,67.

4.4.3.2. Synteza Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (147)

Wychodzac z 0,7 g (3,3 mmola) Boc-Pro-OH, 2 x 3 ml bezw. DMF, 0,33 ml (3,3 mmola)
NMM, 0,45 ml (3,3 mmola) chloromréwczanu izobutylu, 2 g (3,3 mmola) TFAXLys(Fmoc)-
Thr-OCHs 1 0,33 ml (3,3 mmola) TEA otrzymatam 1,4 g (3 mmola) Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-
OCHz3 (147) z wydajnoscia 62%.
MS znaleziono: m/z 703,34 [M+H]"; obliczone dla CssHsN4Og 680,79.

4.4.3.3. Synteza Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (150)

Wychodzac z 0,6 g (1,9 mmola) Boc-Arg(NO2)-OH, 2 x 3 ml bezw. DMF, 0,19 ml
(1,9 mmola) NMM, 0,26 ml (1,9 mmola) chloromréwczanu izobutylu, 1,3 g (1,9 mmola)
TFAXPro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHz i 0,19 ml (1,9 mmola) TEA otrzymatam 1,1 g (1,3 mmola)
Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (150) z wydajnoscia 66%.
Rf= 0,60 (uktad A);
T.t. = 106-110°C;
MS znaleziono: m/z 882,44 [M+H]"; obliczone dla C42Hs9N9O12 881,97
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.23 (m, 3H, y-T4), 1.25 (m, 2H, y-K4), 1.33 (m, 9H,
Boc-CHzs), 1.39 (m, 2H, 6-K5), 1.42 (m, 1H, B-K3b), 1.46 (m, 1H, pB-R3b), 1.72 (m, 4H,
B-K3a, y-R4, y-P4b), 1.93 (m, 2H, B-P3b. y-P4a), 2.07 (m, 1H, B-P3a), 2.21 (m, 1H, B-R3a),
2.42 (m, 2H, e-K6), 3.13 (m, 1H, 3-P5b), 3.25 (m, 3H, 8-R5, 3-P5a), 3.72 (s, 3H,
R-COOCHs3), 4.22 (m, 2H, B-T3, a-P2), 4.35 (m, 1H, a-T2), 4.39 (m, 3H, a-K2, Fmoc-CH>),
4.49 (m, 1H, a-R2), 5.56 (m, 1H, T-OH), 7.28 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.38 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
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Fmoc-Ph-H), 7.58 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.75 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.85
(m, 1H, a-TaN), 8.73 (m, 1H, a-KaN).

4.4.3.4. Synteza Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCHjs (151)

Post¢pujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.4.1.5. otrzymatam zwigzek (151) z
wydajnoscia 81%.

4.4.4. Synteza pochodnych retro-tuftsyny (153a-d)

4.4.4.1. Synteza Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(GlyFmoc)-Thr-OCHs (153a)

Wychodzac z 89 mg (0,300 mmola) Fmoc-Gly-OH, 2 x 2ml bezw. DMF, 30 ul
(0,300 mmola) NMM, 42 ul (0,300 mmola) chloromréowczanu izobutylu, 200 mg
(0,300 mmola) Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCHsotrzymatam 134 mg (0,142 mmola) zwigzku
(153a) z wydajnoscia 48%.

R = 0,45 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 939,46 [M+H]*; obliczone dla Ca4Hs2N10013 939,02.

4.4.4.2. Synteza Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(p-AlaFmoc)-Thr-OCHzs (153b)

Wychodzac z 93 mg (0,300 mmola) Fmoc-p-Ala-OH, 2 x 2 ml bezw. DMF, 30 ul
(0,300 mmola) NMM, 42 ul (0,300 mmola) chloromréwczanu izobutylu i 200 mg
(0,300 mmola) Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCHs otrzymatam 132 mg (0,138 mmola) zwigzku
(153b) z wydajnoscig 46%.

R¢= 0,45 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 953,47 [M+H]"; obliczone dla C4sHssN10013 953,05.

4.4.4.3. Synteza Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHjs (153c)

Wychodzac z 102 mg (0,300 mmola) Fmoc-Val-OH, 2 x 2 ml bezw. DMF, 30 ul
(0,300 mmola) NMM, 42 ul (0,30 mmola) chloromréwczanu izobutylu i 200 mg
(0,300 mmola) Boc-Arg(NO3)-Pro-Lys-Thr-OCHzs otrzymatam 128 mg (0,13 mmola) zwigzku
(153c) z wydajnoscia 43%.
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R = 0,48 (ukfad A);
MS znaleziono: m/z 981,51 [M+H]*; obliczone dla C47HssN10013 981,10.

4.4.4.4. Synteza Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(LeuFmoc)-Thr-OCHs (153d)

Wychodzac z 106 mg (0,300 mmola) Fmoc-Leu-OH, 2 x 2 ml bezw. DMF, 30 ul
(0,300 mmola) NMM, 42 ul (0,300 mmola) chloromréwczanu izobutylu i 200 mg
(0,300 mmola) Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCHsotrzymatam 120 mg (0,120 mmola) zwigzku
(153d) z wydajnoscig 40%.

Rf=0,51 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 995,52 [M+H]"; obliczone dla CagH7oN10013 995,13.

4.4.5. Deprotekcja ostlony Boc z chronionych peptydow

W przypadku wszystkich peptydéw oston¢ Boc usuwatam zgodnie z procedura 4.4.5.1.

Obecno$¢ oraz czystos¢ produktu sprawdzatam za pomoca TLC w uktadzie B.
4.45.1. Synteza TFAXPro-Arg(NO2)-OCH3 (134)

4,8 g (11,6 mmola) Boc-Pro-Arg(NO2)-OCHs zalatam 20 ml TFA i pozostawitam na
1 godz. Po tym czasie kwas trifluorooctowy oddestylowatam pod zmniejszonym ci$nieniem, a
osad przemytam kilkakrotnie bezw. eterem dietylowym. Otrzymatam 4,9 g (11,1 mmola)
TFAxPro-Arg(NO2)-OCHs (134) z wydajnoscig 96%.
4.4.5.2. Synteza TFAXLys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (137)

Wychodzac z 2,3 g (3 mmole) Boc-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHsz i 10 ml TFA i

otrzymatam 2,2 g (2,7 mmola) TFAxLys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz (137) z wydajnos$cia
91%.

91


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

4.4.5.3. Synteza TFAXThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (154)

Wychodzac z 200 mg (0,227 mmola) Boc-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs i 2 ml
TFA otrzymatam 190 mg (0,212 mmola) TFAxThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCH3 (154) z
wydajnosciag 94%.
Rf = 0,56 (uktad B);
T.t. =165-169°C.

4.45.4. Synteza TFAXThr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz (143a)

Wychodzac z 100 mg (0,106 mmola) Boc-Thr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs i
1 ml TFA otrzymatam 94 mg (0,106 mmola) TFAXThr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz3
(143a) z wydajnoscia 94%.
Rf = 0,58 (uktad B).

4.455. Synteza TFAXThr-Lys(B-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (143b)

Wychodzac z 128 mg (0,134 mmola) Boc-Thr-Lys(B-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs i
2 ml TFA otrzymatam 114 mg (0,118 mmola) TFAxThr-Lys(B-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-
OCHjs (143b) z wydajnoscia 87%.
Rt = 0,59 (uktad B).

4.4.5.6. Synteza TFAXThr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (143c)

Wychodzgc z 144 mg (0,146 mmola) Boc-Thr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHza i
2 ml TFA otrzymatam 140 mg (0,140 mmola) TFAxThr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs
(143c) z wydajnoscig 96%.
R¢ = 0,61 (uktad B).

4.4.5.7. Synteza TFAXThr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs (143d)

Wychodzac z 100 mg (0,100 mmola) Boc-Thr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHz i
1 ml TFA otrzymatam 90 mg (0,90 mmola) TFAxThr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs
(143d) z wydajnoscia 89%.
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Rf = 0,64 (ukfad B).

4.45.8. Synteza TFAxLys(Fmoc)-Thr-OCHzs (146)

Wychodzac z 1,93 g (3,3 mmola) Boc-Lys(Fmoc)-Thr-OCHzi 10 ml TFA otrzymatam
1,95 g (3,3 mmola) TFAxLys(Fmoc)-Thr-OCHjs (146) z wydajnoscia 99%.

4.4.5.9. Synteza TFAXPro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (148)

Wychodzac z 1,37 g (3 mmole) Boc-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHsi 8 ml TFA otrzymatam
1,3 g (1,9 mmola) TFAxPro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHzs (148) z wydajnos$cig 93%.

4.4.5.10. Synteza TFAXArg(NOz2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (155)

Wychodzac z 200 mg (0,227 mmola) Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHsi 2 ml
TFA otrzymatam 190 mg (0,212 mmola) TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs (155) z
wydajnoscia 94%.
Rf = 0,55 (uktad B);
T.t=162-166°C;
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): § = 1.06 (m, 3H, y-T4), 1.31 (m, 2H, y-K4), 1.39 (m, 2H,
8-K5), 1.49 (m, 1H, B-K3b), 1.55 (m, 1H, B-R3b), 1.60 (m, 1H, B-K3a), 1.65 (m, 2H, y-R4),
1.67 (m, 1H, y-P4b), 1.84 (m, 1H, B-P3b), 1.87 (m, 1H, y-P4a), 1.93 (m, 1H, p-P3a), 2.07 (m,
1H, B-R3a), 2.51 (m, 2H, e-K®6), 2.98 (m, 1H, 3-P5b), 3.17 (m, 3H, 3-R5, 5-P5a), 3.61 (s, 3H,
R-COOCH3), 4.11 (m, 2H, B-T3, a-P2), 4.21 (m, 1H, a-T2), 4.29 (m, 3H, a-K2, Fmoc-CH>),
441 (m, 1H, a-R2), 5.08 (m, 1H, T-OH), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.42 {(t,
J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.67 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
Fmoc-Ph-H), 8.13 (d, J = 7.3 Hz, 1H, a-TaN), 8.48 (m, 1H, a-KaN);
13C NMR (400 MHz, DMSO-de): 8=172.61 (C-K1), 172.53 (C-P1), 171.79 (C-T1), 171.45
(C-R1), 159.76 (C-COOH), 156.55 (C-Fmoc-CO), 144.39 (C-Fmoc-Ph), 143.02
(C-Fmoc-Ph), 141.18 (C-Fmoc-Ph), 139.87 (C-Fmoc-Ph), 137.88 (C-Fmoc-Ph), 129.39
(C-Fmoc-Ph), 128.06 (C-Fmoc-Ph), 127.75 (C-Fmoc-Ph), 125.63 (C-Fmoc-Ph), 121.84
(C-Fmoc-Ph), 120.56 (C-Fmoc-Ph), 120.48 (C-Fmoc-Ph), 110.21 (C-CFs3), 66.82
(C-Fmoc-CHy), 66.75 (C-T3), 65.71(C-R2), 59.75 (C-P2), 58.26 (C-T2), 53.01 (C-K2), 52.26
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(C-OCHs), 51.68 (C-P5), 47.23 (C-Fmoc-CH), 40.54 (C-R5), 40.20 (C-K6), 32.17 (C-K3),
32.00 (C-R3), 29.60 (C-KS5), 29.50 (C-P3), 24.96 (C-R5, C-P4), 22.47 (C-K4), 20.48 (C-T4).

4.45.11. Synteza TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(GlyFmoc)-Thr-OCHs (153a)

Wychodzac z 134 mg (0,142 mmola) Boc-Arg(NOz)-Pro-Lys(GlyFmoc)-Thr-OCHz i
2 ml TFA otrzymatam 124 mg (0,132 mmola) TFAxArg(NOz)-Pro-Lys(GlyFmoc)-Thr-OCHs
(153a) z wydajnoscia 93%.
Rf = 0,56 (uktad B).

4.45.12. Synteza TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(p-AlaFmoc)-Thr-OCHs (153b)

Wychodzac z 132 mg (0,138 mmola) Boc-Arg(NO-)-Pro-Lys(B-AlaFmoc)-Thr-OCHs i
2 ml TFA otrzymatam 120 mg (0,118 mmola) TFAxArg(NOz)-Pro-Lys(B-AlaFmoc)-Thr-
OCHz3 (153b) z wydajnoscia 92%.
Rf = 0,57 (uktad B).

4.4.5.13. Synteza TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHs (153c)

Wychodzac z 128 mg (0,130 mmola) Boc-Arg(NO2)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHzs i
2 ml TFA otrzymatam 114 mg (0,116 mmola) TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHs
(153c) z wydajnoscia 89%.
Rf= 0,61 (uktad B).

4.4.5.14. Synteza TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(FmocLeu)-Thr-OCHs (153d)
Wychodzac z 120 mg (0,12 mmola) Boc-Arg(NOz)-Pro-Lys(FmocLeu)-Thr-OCHs i
2 ml TFA otrzymatam 102 mg (0,102 mmola) TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(FmocLeu)-Thr-OCHs

(153d) z wydajnoscig 86%.
Rf = 0,63 (uktad B).
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4.5. Synteza peptydowych pochodnych 1-nitroakrydyny (156a-e, 160)

4.5.1. Synteza 9-[ Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NOz2)-OCHps]-1-nitroakrydyny (156a)

W kolbie kulistej umiescitam 20 mg (0,066 mmola) 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, 120 mg
(0,134 mmola) TFAXH2N-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs, 14 ul (0,134) TEA i fenolu.
Cato$¢ ogrzatam w tazni olejowej w temp. 50°C przez 24 godz., w atmosferze azotu. Po tym
czasie mieszaning ochlodzitam i rozcienczylam octanem etylu. Fenol zneutralizowatam
schtodzonym 5% roztworem KOH, warstwy rozdzielitam. Warstwe organiczng wysuszytam
bezw. M@SOQs, srodek suszacy odsgczytam, a rozpuszczalnik oddestylowatam do sucha.
Surowy produkt oczy$citam za pomoca preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej
wykorzystujgc uktad E. Otrzymatam 34 mg (0,034 mmola) produktu (156a) z wydajnoscia
54%.
Rf= 0,36 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1004,43 [M+H]*; obliczone dla CsoHs7N11012 1004,05.

4.5.2. Synteza 9-[Thr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-1-nitroakrydyny (156b)

W kolbie kulistej umiescitam 18 mg (0,057 mmola) 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, 120 mg
(0,114 mmola) TFAXThr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs, 12 pl (0,114 mmola) DEA i
fenolu. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (156a) (procedura pkt.
4.5.1.) otrzymatam 33 mg (0,03 mmola) produktu (156b) z wydajnoscig 54%.
Rf= 0,43 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1061,45 [M+H]*; obliczone dla Cs;HsoN12013 1061,11;
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.05 (m, 3H, y-T4), 1.44 (m, 2H, y-K4), 1.49 (m, 2H,
§-K5), 1.51 (m, 2H, y-R4), 1.56 (m, 1H, p-K3b), 1.59 (m, 1H, B-R3b), 1.66 (m, 1H, p-K3a),
1.69 (m, 1H, B-R3a), 1.77 (m, 1H, B-P3b), 1.85 (m, 2H, y-P4), 2.02 (m, 1H, B-P3a), 3.10 (m,
4H, &-K6, 0-G2), 3.36 (m, 2H, -R5), 3.54 (m, 1H, 8-P5b), 3.58 (s, 3H, R-COOCHj3), 3.64 (m,
1H, 8-P5a), 3.79 (m, 1H, B-T3), 4.15 (m, 1H, 0-R2), 4.21 (m, 1H, Fmoc-CH), 4.29 (m, 4H,
a-P2, 0-T2, Fmoc-CHy), 4.54 (m, 1H, a-K2), 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 8), 7.11 (t, J = 7.6 Hz,
1H, 7), 7.34 (m, 2H, 3, 5), 7.38 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.41 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.46 (m, 1H,
4), 7.59 (m, 3H, 2, 6, a-RaN), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.80 (t, J = 5.5 Hz, 1H,
a-GN), 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 8.19 (d, J = 7.2 Hz, 1H, a-KaN), 11.16 (m, 1H,
a-TaN).
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4.5.3. Synteza 9-[ Thr-Lys(p-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-1-nitroakrydyny (156c)

W kolbie kulistej umiescitam 16 mg (0,052 mmola) 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, 100 mg
(0,103 mmola) TFAXThr-Lys(B-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHa, 10 ul (0,203 mmola) DEA i
fenolu. Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.5.1. otrzymatam 28 mg (0,026 mmola)
produktu (156¢) z wydajnoscia 52%.
Rf=0,42 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1075,46 [M+H]"; obliczone dla Cs3sHs2N12013 1075,13;
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 1.05 (m, 3H, y-T4), 1.43 (m, 2H, y-K4), 1.49 (m, 2H,
0-Kb5), 1.53 (m, 2H, y-R4), 1.56 (m, 1H, B-K3b), 1.59 (m, 1H, B-R3b), 1.68 (m, 1H, B-K3a),
1.77 (m, 1H, B-R3a), 1.84 (m, 1H, B-P3b), 1.88 (m, 2H, y-P4), 2.01 (m, 1H, B-P3a), 2.26 (t,
J=7.1Hz, 2H, 0-A2), 2.05 (m, 2H, B-A3), 3.10 (m, 2H, &-K®6), 3.20 (m, 2H, 5-R5), 3.52 (m,
1H, 8-P5b), 3.59 (s, 3H, R-COOCH3), 3.65 (m, 1H, 8-P5a), 3.78 (m, 1H, B-T3), 4.14 (m, 1H,
a-R2), 4.18 (m, 1H, Fmoc-CH),4.28 (m, 4H, a-P2, a-T2, Fmoc-CH>), 4.54 (m, 1H, 0-K2), 6.83
(d,J=8.1Hz, 1H, 8), 7.11 (t, J=7.6 Hz, 1H, 7), 7.33 (m, 2H, 3, 5), 7.38 (m, 2H, Fmoc-Ph-H),
7.40 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.45 (m, 1H, 4), 7.59 (m, 3H, 2, 6, a-RaN), 7.69 (d, J=7.4 Hz, 2H,
Fmoc-Ph-H), 7.82 (m, 1H, B-AbN), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 8.19 (d, J = 7.2 Hz,
1H, a-KN), 11.16 (m, 1H, a-TaN).

4.5.4. Synteza 9-[Thr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs]-1-nitroakrydyny (156d)

W kolbie kulistej umiescitam 20 mg (0,064 mmola) 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, 126 mg
(0,126 mmola) TFAxThr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHas, 13 pl (0,126 mmola) DEA i
fenolu. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (156a) (procedura
pkt. 4.5.1.) otrzymatam 36 mg (0,032 mmola) produktu (156d) z wydajnoscia 51%.
R¢ = 0,45 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1103,50 [M+H]*; obliczone dla CssHssN12013 1103,19.

4.5.5. Synteza 9-[Thr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs]-1-nitroakrydyny (156e)

W kolbie kulistej umiescitam 18 mg (0,056 mmola) 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, 110 mg
(0,208 mmola) TFAxThr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs, 11 ul (0,108 mmola) i fenolu.
Postgpujac zgodnie z procedura opisang w pkt. 4.5.1. otrzymatam 30 mg (0,026 mmola)
produktu (156e) z wydajnoscig 47%.
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R = 0,49 (uklad A);
MS znaleziono: m/z 1117,89 [M+H]"; obliczone dla CssHssN12013 1117,21.

4.5.6. Synteza 9-[Arg(NOz2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHps]-1-nitroakrydyny (160)

W kolbie kulistej umiescitam 16 mg (0,048 mmola) 9-fenoksy-1-nitroakrydyny, 80 mg
(0,088 mmola) TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs, 9 ul (0,088 mmola) DEA i fenolu.
Postepujac zgodnie z procedura opisang w pkt. 4.5.1. otrzymatam 36 mg (0,036 mmola)
produktu (160) z wydajnoscig 48%.
R = 0,35 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1004,42 [M+H]*; obliczone dla CsoHs7N11012 1004,05.

4.6. Deprotekcja ostony Fmoc z peptydowych pochodnych 1-nitroakrydyny

W przypadku wszystkich peptydowych pochodnych akrydyny/akrydonu ostong Fmoc
usuwatam zgodnie z procedurg 4.6.1. Obecnos$¢ oraz czysto$§¢ produktu sprawdzatam za

pomoca TLC w uktadzie B.

4.6.1. Synteza HCIx9-[Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCHjs]-1-nitroakrydyny (115a)

34 mg (0,034 mmola) pochodnej 1-nitroakrydyny z tuftsyna rozpuscitam w 1 ml DMF
i dodatam 0,3 ml DEA. Mieszaning reakcyjng pozostawitam na 1 godz. Po tym czasie
oddestylowatam rozpuszczalnik do sucha, a surowy produkt (158a) oczyscitam przy uzyciu
preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej w uktadzie B. Nast¢pnie pochodng (158a)
rozpu$citam w metanolu i dodatam 2 ml eteru dietylowego nasyconego kwasem
chlorowodorowym. Rozpuszczalnik odparowatam na wyparce obrotowej. Surowy produkt
oczy$citam za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej wykorzystujac
uktad B. Otrzymatam 23 mg (0,028 mmola) produktu (115a) z wydajnoscia 82%.
R¢ = 0,44 (uktad B);
T.t. = 194-198°C (rozktad);
MS znaleziono: m/z 816.32 [M-2H]; obliczone dla C3sH4gCIN11010 818,28;
HPLC-MS: 99,15% czystosci;
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 = 1.01 (d, J = 5.8 Hz, 3H, y-T4), 1.41 (m, 2H, y-K4), 1.46
(m, 2H, 6-K5), 1.51 (m, 2H, y-R4), 1.54 (m, 1H, B-K3b), 1.57 (m, 1H, p-R3b), 1.66 (m, 1H,
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B-K3a), 1.70 (m, 1H, p-R3a), 1.76 (m, 1H, p-P3b), 1.85 (m, 2H, y-P4), 2.02 (m, 1H, p-P3a),
2.69 (M, 2H, &-K6), 3.09 (m, 2H, 3-R5), 3.54 (m, 1H, 8-P5b), 3.58 (s, 3H, R-COOCHj3), 3.65
(m, 1H, 8-P5a), 3.78 (m, 1H, B-T3), 4.13 (m, 1H, a-R2), 4.27 (m, 1H, a-P2), 4.29 (m, 1H,
0-T2), 4.53 (m, 1H, 0-K2), 6.81 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 8), 7.09 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 7), 7.38 (m, 2H,
3,5), 7.47 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 4), 7.58 (m, 3H, 2, 6, a-RaN), 8.24 (d, J = 7.1 Hz, 1H, a-KaN),
11.20 (m, 1H, a-TaN);

13C NMR (500 MHz, CDs0D): § = 173.07 (C-R1), 173.02 (C-P1), 172.13 (C-K1), 170.70
(C-T1), 155.45 (C-9), 149.21 (C-1), 140.77 (C-4a), 140.47 (C-5a), 131.66 (C-6), 129.88 (C-2),
127.58 (C-8), 120.16 (C-7), 118.67 (C-4), 116.51 (C-5), 116.14 (C-8a), 114.98 (C-3), 113.16
(C-1a), 70.64 (C-T3), 70.25 (C-T2), 60.14 (C-P2), 51.90 (C-O CHs), 51.43 (C-R2), 51.01
(C-K2), 48.47 (C-P5), 39.26 (C-R5), 39.15 (C-K6), 30.22 (C-K3), 29.17 (C-P3), 28.08 (C-K5),
26.72 (C-R3), 24.74 (C-R5, C-P4), 22.02 (C-K4), 19.07 (C-T4).

4.6.2. Synteza HCIx9-[Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-1-nitroakrydyny (115b)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (115b) z
wydajnoscig 80% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢= 0,44 (uktad B);
T.t. = 185-190°C (rozktad);
MS znaleziono: m/z 873.34 [M-2H]; obliczone dla C37Hs1CIN12011 875,33;
HPLC-MS: 97,85% czystosci;
'H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1.03 (m, 3H, y-T4), 1.40 (m, 2H, y-K4), 1.43 (m, 2H,
0-K5), 1.47 (m, 2H, y-R4), 1.53 (m, 1H, B-K3b), 1.57 (m, 1H, B-R3b), 1.65 (m, 1H, B-K3a),
1.69 (m, 1H, B-R3a), 1.77 (m, 1H, B-P3b), 1.85 (m, 2H, y-P4), 2.01 (m, 1H, B-P3a), 3.09 (m,
2H, &-K6), 3.13 (m, 2H, a-G2), 3.15 (m, 2H, 8-R5), 3.54 (m, 1H, &-P5b), 3.58 (s, 3H,
R-COOCHs3), 3.64 (m, 1H, 6-P5a), 3.76 (m, 1H, B-T3), 4.13 (m, 1H, a-R2), 4.27 (m, 2H,
a-P2, a-T2), 451 (m, 1H, a-K2), 6.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 8), 7.09 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 7), 7.37
(m, 2H, 3, 5), 7.45 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 4), 7.58 (m, 3H, 2, 6, a-RaN), 8.20 (d, J = 7.2 Hz, 1H,
a-KaN), 11.12 (m, 1H, a-TaN);
13C NMR (500 MHz, CD30D): § = 173.16 (C-R1), 172.95 (C-P1), 172.14 (C-K1), 171.72
(C-G1), 170.98 (C-T1), 155.33 (C-9), 149.27 (C-1), 140.78 (C-4a), 140.47 (C-5a), 131.61
(C-6), 129.85 (C-2), 127.69 (C-8), 120.11 (C-7), 118.56 (C-4), 116.43 (C-5), 116.10 (C-8a),
115.01 (C-3),113.18 (C-1a), 70.75 (C-T3), 70.28 (C-T2), 60.11 (C-P2), 51.82 (C-OCHj3), 51.39
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(C-R2), 51.22 (C-K2), 48.19 (C-P5), 42.88 (C-G2), 40.17 (C-R5), 38.67 (C-K6), 30.43 (C-K3),
29.08 (C-P3), 28.55 (C-K5), 28.16 (C-R3), 24.74 (C-R5, C-P4), 22.62 (C-K4), 19.09 (C-T4).

4.6.3. Synteza HCIx9-[Thr-Lys(p-Ala)-Pro-Arg(NOz2)-OCHps]-1-nitroakrydyny (115c)

Post¢pujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (115cC) z
wydajnosciag 81% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢= 0,36 (uktad B);
T.t. = 188-194°C (rozktad);
MS znaleziono: m/z 887.35 [M-2H]; obliczone dla C3gHs3CIN12011 889,35;
HPLC-MS: 99,78% czystosci;
'H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1.02 (m, 3H, y-T4), 1.41 (m, 2H, y-K4), 1.44 (m, 2H,
0-K5), 1.47 (m, 2H, y-R4), 1.52 (m, 1H, B-K3b), 1.56 (m, 1H, B-R3Db), 1.65 (m, 1H, p-K3a),
1.68 (m, 1H, B-R3a), 1.76 (m, 1H, B-P3b), 1.85 (m, 2H, y-P4), 2.01 (m, 1H, B-P3a), 2.40 (t,
J = 6.7 Hz, 2H, a-A2), 2.94 (t, J = 6.7 Hz, 2H, B-A3), 3.05 (m, 2H, &-K6), 3.09 (m, 2H,
0-R5), 3.52 (m, 1H, 4-P5b), 3.58 (s, 3H, R-COOCHz3), 3.64 (m, 1H, 5-P5a), 3.77 (m, 1H,
B-T3), 4.12 (m, 1H, 0-R2), 4.27 (m, 2H, a-P2, a-T2), 4.51 (m, 1H, a-K2), 6.81 (d, J = 8.0 Hz,
1H, 8), 7.09 (t, J=7.6 Hz, 1H, 7), 7.38 (m, 2H, 3, 5), 7.47 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 4), 7.58 (m, 3H,
2, 6, a-RaN), 8.05 (t, J = 5.4 Hz, H, B-AbN), 8.23 (d, J = 7.1 Hz, 1H, o-KN), 11.23 (m, 1H,
a-TaN);
13C NMR (500 MHz, CD30D): § = 173.10 (C-R1), 172.97 (C-P1), 172.14 (C-K1), 171.74
(C-Al), 170.98 (C-T1), 155.39 (C-9), 149.30 (C-1), 140.81 (C-4a), 140.57 (C-5a), 131.63
(C-6), 129.87 (C-2), 127.69 (C-8), 120.12 (C-7), 118.55 (C-4), 116.43 (C-5), 116.11 (C-8a),
115.02 (C-3),113.21 (C-1a), 70.74 (C-T3), 70.28 (C-T2), 60.11 (C-P2), 51.83 (C-OCHj3), 51.39
(C-R2), 51.25 (C-K2), 48.11 (C-P5), 40.16 (C-R5), 38.72 (C-K®6), 36.71 (C-A3), 34.45 (C-A2),
30.41 (C-K3), 29.07 (C-P3), 28.49 (C-K5), 28.15 (C-R3), 24.74 (C-R5, C-P4), 22.69 (C-K4),
19.08 (C-T4).

4.6.4. Synteza HCIX9-[Thr-Lys(Val)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs]-1-nitroakrydyny (115d)

Post¢pujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (115d) z
wydajnoscig 86% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R = 0,63 (uktad B);
T.t. =191-197°C (rozktad);
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MS znaleziono: m/z 915,45 [M-2H]"; obliczone dla C4oHs7CIN12011 917,41;

HPLC-MS: 100% czystosci,

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5 = 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H, y1-V4), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
v2-V5), 1.04 (d, J = 6.3 Hz, 3H, y-T4), 1.41 (m, 1H, B-V3), 1.45 (m, 2H, y-K4), 1.47 (m, 2H,
§-K5), 1.51 (m, 2H, y-R4), 1.55 (m, 1H, B-K3b), 1.57 (m, 1H, B-R3b), 1.68 (m, 1H, p-K3a),
1.77 (m, 1H, B-R3a), 1.84 (m, 1H, B-P3b), 1.88 (m, 2H, y-P4), 2.03 (m, 1H, B-P3a), 2.99 (m,
1H, 0-V2), 3.06 (M, 2H, £-K6), 3.17 (m, 2H, 5-R5), 3.54 (m, 1H, 5-P5h), 3.60 (s, 3H,
R-COOCHs), 3.65 (m, 1H, 8-P5a), 3.79 (m, 1H, B-T3), 4.15 (m, 1H, o-R2), 4.30 (m, 2H,
a-P2, a-T2), 453 (m, 1H, 0-K2),6.84 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 8), 7.10 (m, 1H, 7), 7.40 (m 1H, 3),
7.50 (d, J= 8.4 Hz, 1H, 5), 7.58 (m, 3H, 6, 2, o-RaN), 7.89 (m, 1H, B-AbN), 8.22 (d,
J=7.2Hz, 1H, a-KN), 11.27 (m, 1H, a-TaN);

13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 173.96 (C-V1), 172.83 (C-R1), 172.22 (C-P1), 171.15
(C-K1), 169.86 (C-T1), 159.78 (C-R6), 153.62 (C-9), 149.45 (C-1), 141.12 (C-4a), 140.84
(C-5a), 132.30 (C-4), 130.80 (C-6), 128.26 (C-2), 120.71 (C-8), 119.22 (C-7), 117.16 (C-5),
116.64 (C-8a), 115.34 (C-3), 113.49 (C-1a), 71.04 (C-T3), 70.30 (C-T2), 60.25 (C-V2), 59.29
(C-P2), 52.25 (C-OCHs3), 50.45 (C-R2), 49.05 (C-K2), 47.20 (C-P5), 38.68 (C-R5), 31.81
(C-K6), 31.27 (C-V3), 29.46 (C-K3), 29.29 (C-P3), 28.38 (C-K5), 24.84 (C-R3), 22.84
(C-R5, C-P4), 20.26 (C-K4), 19.87 (C-T4), 17.76 (C-V5), 17.67 (C-VA4).

4.6.5. Synteza HCIx9-[Thr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs]-1-nitroakrydyny (115e¢)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (115e) z
wydajnoscia 83% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢ = 0,63 (uktad B);
T.t. = 189-192°C (rozktad);
MS znaleziono: m/z 929,41 [M-2H]"; obliczone dla C41Hs9CIN12011 931,43;
HPLC-MS: 100% czystosci,
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): § = 0.88 (m, 6H, §1-L5, §2-L6), 1.04 (m, J = 6.0 Hz, 3H,
v-T4), 1.29 (m, 1H, y-L4), 1.42 (m, 2H, y-K4), 1.45 (m, 2H, 3-K5), 1.48 (m, 2H, y-R4), 1.50
(m, 1H, B-L3), 1.54 (m, 1H, B-K3Db), 1.58 (m, 1H, p-R3b), 1.66 (m, 1H, p-K3a), 1.69 (m, 1H,
B-R3a), 1.78 (m, 1H, B-P3b), 1.87 (m, 2H, y-P4), 2.03 (m, 1H, B-P3a), 3.10 (m, 4H, &-K®,
0-R5), 3.25 (m, 1H, a-L2), 3.54 (m, 1H, 5-P5b), 3.60 (s, 3H, R-COOCHg), 3.67 (m, 1H,
0-P5a), 3.78 (m, 1H, B-T3), 4.21 (m, 1H, a-R2), 4.30 (m, 2H, a-P2, a-T2), 4.53 (m, 1H,
a-K2), 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 8), 7.11 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 7), 7.40 (m, 1H, 3), 7.48 (d,
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J=8.4 Hz, 1H, 5), 7.60 (m, 3H, 6, 2, a-RaN), 7.99 (m, 1H, B-AbN), 8.20 (d, J = 7.2 Hz, 1H,
a-KN), 11.19 (m, 1H, a-TaN);

13C NMR (400 MHz, CDsOD): § = 174.85 (C-V1), 173.15 (C-R1), 172.96 (C-P1), 172.13
(C-K1), 171.02 (C-T1), 159.31 (C-R6), 155.36 (C-9), 149.30 (C-1), 140.80 (C-4a), 140.49
(C-5a), 131.63 (C-4), 129.87 (C-6), 127.70 (C-2), 120.13 (C-8), 118.57 (C-7), 116.47 (C-5),
116.11 (C-8a), 115.04 (C-3), 113.21 (C-1a), 70.77 (C-T3), 70.33 (C-T2), 60.14 (C-V2), 56.93
(C-P2), 52.95 (C-OCHs), 51.81 (C-R2), 51.40 (C-K2), 51.27 (C-P5), 40.17 (C-R5), 38.79
(C-K6), 30.48 (C-V3), 29.06 (C-K3), 28.55 (C-P3), 28.17 (C-K5), 24.75 (C-R3), 24.45
(C-R5, C-P4), 22.73 (C-K4), 21.15 (C-T4), 19.13 (C-V5), 16.99 (C-V4).

4.6.6. Synteza HCIx9-[Arg(NOz2)-Pro-Lys-Thr-OCHs]-1-nitroakrydyny (117)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (117) z
wydajnoscia 86% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rf = 0,43 (uktad B);
T.1.=183-187°C (rozktad);
MS znaleziono: m/z 816,32 [M-2H]"; obliczone dla C3sH4sCIN11010 818,28;
HPLC-MS: 99,35% czystosci;
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): § = 1.00 (d, J = 5.4 Hz, 3H, y-T4), 1.30 (m, 2H, y-K4), 1.40
(m, 2H, 8-K5), 1.48 (m, 1H, B-K3b), 1.57 (m, 1H, B-R3Db), 1.63 (m, 1H, B-K3a), 1.68 (m, 2H,
v-R4), 1.69 (m, 1H, y-P4b), 1.72 (m, 1H, B-P3b), 1.76 (m, 1H, y-P4a), 1.89 (m, 1H, B-P3a),
1.96 (m, 1H, B-R3a), 2.62 (t, J = 7.2 Hz, 2H, ¢-K6), 3.07 (m, 1H, 3-P5b), 3.19 (m, 3H, 3-R5,
6-P5a), 3.59 (s, 3H, R-COOCHg), 4.07 (m, 1H, B-T3), 4.11 (m, 1H, a-P2), 4.21 (m, 1H,
a-T2), 4.25 (m, 1H, a-K2), 4.79 (m, 1H, a-R2), 7.11 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 7), 7.33 (m, 2H, 3, 5),
7.41(d, J=8.2Hz, 1H, 4), 7.52 (m, 2H, 2, 6), 7.65 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 8), 7.82 (d, J = 8.3 Hz,
1H, a-TaN), 8.00 (d, J = 8.0 Hz, 1H, a-KaN), 10.96 (m, 1H, a-RaN);
13C NMR (500 MHz, DMSO-dg): § = 172.55 (C-K1), 171.93 (C-P1), 171.43 (C-T1), 169.51
(C-R1), 152.25 (C-9), 149.44 (C-1), 141.27 (C-4a), 140.85 (C-5a), 131.67 (C-6), 130.25
(C-2), 127.41 (C-8), 120.50 (C-7), 118.78 (C-4), 116.94 (C-5), 116.57 (C-8a), 116.25 (C-3),
114.27 (C-1a), 66.69 (C-T3), 62.70 (C-R2), 59.84 (C-P2), 58.09 (C-T2), 52.67 (C-K2), 52.27
(C-OCHg), 46.60 (C-P5), 40.54 (C-R5), 40.20 (C-K6), 31.74 (C-K3), 30.53 (C-R3), 29.50
(C-Kb), 29.19 (C-P3), 24.81 (C-R5, C-P4), 22.68 (C-K4), 20.47 (C-T4).
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4.7. Synteza peptydowych pochodnych 4-metylo-1-nitroakrydyny (157a-e, 161)

4.7.1. Synteza 9-[Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs]-4-metylo-1-nitroakrydyny (157a)

W kolbie kulistej umiescitam 50 mg (0,152 mmola) 9-fenoksy-4-metylo-1-
nitroakrydyny, 200 mg (0,304 mmola) TFAxH>N-Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs i
fenolu. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (156a) (procedura
pkt. 4.5.1.) otrzymatam 106 mg (0,104 mmola) produktu (157a) z wydajnoscia 69%.

R¢= 0,70 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1018,52 [M+H]*; obliczone dla Cs1Hs9N11012 1018,08.

4.7.2. Synteza 9-[ Thr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(157b)

W kolbie kulistej umiescitam 35 mg (0,107 mmola) 9-fenoksy-4-metylo-1-
nitroakrydyny, 200 mg (0,214 mmola) TFAXThr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs i fenolu.
Postgpujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (156a) (procedura pkt. 4.5.1.)
otrzymatam 69 mg (0,064 mmola) produktu (157b) z wydajnoscig 61%.

Rf= 0,72 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1075,41 [M+H]*; obliczone dla Cs3sHs2N12013 1075,13.

4.7.3. Synteza 9-[ Thr-Lys(p-AlaFmoc)-Pro-Arg(NOz2)-OCHs]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(157c¢)

W kolbie kulistej umiescitam 34 mg (0,105 mmola) 9-fenoksy-4-metylo-1-
nitroakrydyny, 200 mg (0,21 mmola) TFAXThr-Lys(B-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs i
fenolu. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwiazku (156a) (procedura
pkt. 4.5.1.) otrzymatam 63 mg (0,058 mmola) produktu (157¢) z wydajnoscia 56%.

Rf= 0,76 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1089,58 [M+H]*; obliczone dla Cs3sHs2N12013 1089,16.
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4.7.4. Synteza 9-[ Thr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHps]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(157d)

W kolbie kulistej umiescitam 34 mg (0,102 mmola) 9-fenoksy-4-metylo-1-
nitroakrydyny, 200 mg (0,204 mmola) TFAxThr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs i fenolu.
Postgpujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (156a) (procedura pkt. 4.5.1.)
otrzymatam 62 mg (0,055 mmola) produktu (157d) z wydajnoscia 54%.

R = 0,79 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1117,64 [M+H]*; obliczone dla CssHssN120131117,21.

4.7.5. Synteza 9-[Thr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NOz2)-OCHs]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(157e)

W kolbie kulistej umiescitam 33 mg (0,102 mmola) 9-fenoksy-4-metylo-1-
nitroakrydyny, 200 mg (0,204 mmola) TFAXThr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs i
fenolu. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (156a) (procedura
pkt. 4.5.1.) otrzymatam 59 mg (0,052 mmola) produktu (157e) z wydajnoscia 52%.

R¢= 0,83 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1131,82 [M+H]*; obliczone dla Cs7H70N12013 1131,24.

4.7.6. Synteza 9-[Arg(NOz2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHzs]-4-metylo-1-nitroakrydyny (161)

Sporzadzitam roztwor 50 mg (0,152 mmola) 9-fenoksy-4-metylo-1-nitroakrydyny,
200 mg (0,304 mmola) TFAxArg(NO)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHs i fenolu. Postepujac
analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (156a) (procedura pkt. 4.5.1.) otrzymatam
97 mg (0,095 mmola) produktu (161) z wydajnoscig 63%.
R¢=0,71 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1018,55 [M+H]*; obliczone dla Cs1HsgN11012 1018,08.
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4.8. Deprotekcja ostony Fmoc z peptydowych pochodnych 4-metylo-1-nitroakrydyny

4.8.1. Synteza HCIx9-[Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-4-metylo-1-nitroakrydyny (116a)

Postgpujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (116a) z
wydajnoscig 89% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢ = 0,40 (uktad B);
T.t. = 185-189°C (rozktad);
HPLC-MS: 99,35% czystosci;
MS znaleziono: m/z 830,32 [M-2H]"; obliczone dla C3sHs0CIN11010 832,30;
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 1.01 (d, J = 6.3 Hz, 3H, y-T4), 1.44 (m, 2H, y-K4), 1.49
(m, 2H, 3-K5), 1.58 (m, 2H, y-R4), 1.60 (m, 1H, B-K3b), 1.62 (m, 1H, B-R3b), 1.67 (m, 1H,
B-K3a), 1.71 (m, 1H, B-R3a), 1.79 (m, 1H, B-P3b), 1.88 (m, 2H, y-P4), 2.04 (m, 1H,
B-P3a), 2.54 (s, 3H, Ar-CHs), 2.77 (m, 2H, &-K®6), 3.12 (m, 2H, 8-R5), 3.56 (m, 1H, &-P5b),
3.60 (s, 3H, R-COOCHpg), 3.67 (m, 1H, 6-P5a), 3.79 (m, 1H, B-T3), 4.15 (m, 1H, a-R2), 4.28
(m, 1H, a-P2), 4.31 (m, 1H, a-T2), 4.54 (m, 1H, a-K2), 6.84 (d, J = 7.7 Hz, 1H, 8), 7.13 (t,
J=7.6Hz, 1H,7),7.35 (d, J =7.8 Hz, 1H, 3), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 5), 7.58 (m, 3H, 2, 6,
a-RaN), 8.27 (d, J = 7.2 Hz, 1H, a-KaN), 10.03 (m, 1H, a-TaN);
13C NMR (400 MHz, CD30D): § = 173.14 (C-R1), 173.11 (C-P1), 172.12 (C-K1), 170.66
(C-T1), 159.26 (C-R6), 156.35 (C-9), 147.74 (C-1), 140.85 (C-4a), 138.79 (C-5a), 131.54
(C-4), 130.22 (C-6), 128.18 (C-2), 127.31 (C-8), 120.45 (C-7), 117.16 (C-5), 116.18 (C-8a),
115.20 (C-3), 113.50 (C-1a), 70.78 (C-T3), 70.16 (C-T2), 60.15 (C-P2), 51.90 (C-OCHs), 51.41
(C-R2), 51.09 (C-K2), 48.46 (C-P5), 40.26 (C-R5), 39.16 (C-K®6), 30.11 (C-K3), 29.15 (C-P3),
28.16 (C-K5), 26.74 (C-R3), 24.76 (C-R5, C-P4), 22.03 (C-K4), 19.07 (C-T4), 16.79 (Ar-CHa).

4.8.2. Synteza HCIX9-[Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(116b)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (116b) z
wydajnoscig 92% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢= 0,43 (uktad B);
T.t. = 181-187°C (rozktad);
HPLC-MS: 100% czystosci;
MS znaleziono: m/z 887,29 [M-2H]; obliczone dla C3sHs3CIN12011 889,35;
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 1.02 (d, J = 6.3 Hz, 3H, y-T4), 1.40 (m, 2H, y-K4), 1.45
(m, 2H, 3-K5), 1.49 (m, 2H, y-R4), 1.53 (m, 1H, -K3b), 1.58 (m, 1H, B-R3b), 1.67 (m, 1H,
B-K3a), 1.70 (m, 1H, B-R3a), 1.79 (m, 1H, B-P3b), 1.87 (m, 2H, y-P4), 2.03 (m, 1H, B-P3a),
2.53 (s, 3H, Ar-CHs), 3.09 (m, 2H, e-K6), 3.11 (m, 2H, 0-G2), 3.17 (m, 2H, -R5), 3.55 (m,
1H, §-P5h), 3.60 (s, 3H, R-COOCHS3), 3.67 (M, 1H, 8-P5a), 3.78 (m, 1H, B-T3), 4.16 (m, 1H,
a-R2), 4.27 (m, 1H, a-P2), 4.30 (m, 2H, 0-T2), 4.53 (m, 1H, 0-K2), 6.84 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 8),
7.13(t, J=7.6 Hz, 1H, 7), 7.36 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 3), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 5), 7.58 (m, 1H,
a-RaN), 7.77 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 2), 7.83 (t, J = 5.6 Hz, 1H, 6), 8.20 (d, J = 7.2 Hz, 1H,
a-KaN), 9.96 (m, 1H, a-TaN).

13C NMR (400 MHz, CDsOD): § = 173.20 (C-R1), 172.96 (C-P1), 172.17 (C-K1), 171.22
(C-G1), 170.98 (C-T1), 159.27 (C-R6), 155.98 (C-9), 147.78 (C-1), 140.81 (C-4a), 138.71
(C-5a), 131.45 (C-4), 130.19 (C-6), 128.01 (C-2), 127.41 (C-8), 120.40 (C-7), 117.13 (C-5),
116.08 (C-8a), 115.19 (C-3), 113.45 (C-1a), 70.81 (C-T3), 70.24 (C-T2), 60.13 (C-P2), 51.90
(C-OCHs), 51.40 (C-R2), 51.31 (C-K2), 48.47 (C-P5), 43.46 (C-G2), 40.18 (C-R5), 38.67
(C-K6), 30.38 (C-K3), 29.08 (C-P3), 28.58 (C-K5), 28.14 (C-R3), 24.76 (C-R5, C-P4), 22.69
(C-K4), 19.08 (C-T4), 16.78 (Ar-CHa).

4.8.3. Synteza HCIx9-[Thr-Lys(p-Ala)-Pro-Arg(NOz2)-OCHs]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(116c)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwiazek (116¢) z
wydajnoscig 88% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rf = 0,49 (uktad B);
T.t. =190-196°C (rozktad);
HPLC-MS: 97,99% czystosci;
MS znaleziono: m/z 901,38 [M-2H]"; obliczone dla Cz9Hs5CIN12011 903,38.
H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 1.02 (d, J = 6.1 Hz, 3H, y-T4), 1.39 (m, 2H, y-K4), 1.44
(m, 2H, 3-K5), 1.51 (m, 2H, y-R4), 1.54 (m, 1H, B-K3b), 1.59 (m, 1H, B-R3b), 1.68 (m, 1H,
B-K3a), 1.70 (m, 1H, B-R3a), 1.79 (m, 1H, B-P3b), 1.85 (m, 2H, y-P4), 2.03 (m, 1H,
B-P3a), 2.29 (t, J = 6.5 Hz, 2H, 0-A2), 2.52 (s, 3H, Ar-CHz), 2.84 (m, 2H, B-A3), 3.07 (m, 2H,
e-K6), 3.11 (m, 2H, 6-R5), 3.55 (m, 1H, 4-P5b), 3.60 (s, 3H, R-COOCHz), 3.66 (m, 1H,
6-P5a), 3.78 (m, 1H, B-T3), 4.14 (m, 1H, a-R2), 4.30 (m, 2H, o-P2, a-T2), 4.53 (m, 1H,
a-K2), 6.84 (d, J=6.9Hz, 1H, 8), 7.13 (t, J=7.5Hz, 1H, 7), 7.35 (d, J = 7.7 Hz, 1H, 3), 7.46
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(d, J = 7.8 Hz, 1H, 5), 7.60 (m, 2H, 6, o-RaN), 7.78 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 2), 7.97 (m, 1H,
B-AbN), 8.23 (d, J = 7.0 Hz, 1H, a-KN), 9.99 (m, 1H, a-TaN).

13C NMR (400 MHz, CDsOD): § = 172.84 (C-R1), 172.25 (C-P1), 171.16 (C-K1), 170.84
(C-Al), 169.86 (C-T1), 159.75 (C-R6), 154.27 (C-9), 147.89 (C-1), 141.20 (C-4a), 139.07
(C-5a), 132.00 (C-4), 130.90 (C-6), 128.36 (C-2), 127.83 (C-8), 121.05 (C-7), 118.09 (C-5),
116.58 (C-8a), 115.54 (C-3), 113.85 (C-1a), 71.02 (C-T3), 70.25 (C-T2), 59.29 (C-P2), 52.26
(C-OCHs), 50.46 (C-R2), 49.05 (C-K2), 47.21 (C-P5), 40.16 (C-R5), 38.75 (C-K6), 37.56
(C-A3), 36.59 (C-A2), 31.23 (C-K3), 29.47 (C-P3), 29.23 (C-K5), 28.37 (C-R3), 24.86
(C-R5, C-P4), 22.83 (C-K4), 20.25 (C-T4), 18.55 (Ar-CHs).

4.8.4. Synteza HCIX9-[Thr-Lys(Val)-Pro-Arg(NOz2)-OCHzs]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(116d)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (116d) z
wydajnoscig 92% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rt = 0,43 (uktad E);
T.t. = 188-195°C (rozktad);
HPLC-MS: 99,65 % czystosci;
MS znaleziono: m/z 929,41 [M-2H]"; obliczone dla C41Hs9CIN12011 931,43;
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H, y1-V4), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
y2-V5), 1.02 (m, J = 6.3 Hz, 3H, y-T4), 1.37 (m, 1H, B-V3), 1.43 (m, 2H, y-K4), 1.45 (m, 2H,
8-K5), 1.50 (m, 2H, y-R4), 1.54 (m, 1H, B-K3b), 1.58 (m, 1H, B-R3Db), 1.67 (m, 1H, p-K3a),
1.70 (m, 1H, B-R3a), 1.79 (m, 1H, B-P3b), 1.86 (m, 2H, y-P4), 2.02 (m, 1H, B-P3a), 2.53 (s, 3H,
Ar-CHs), 2.98 (m, 1H, 0-V2), 3.1 (m, 2H, &-K6), 3.17 (m, 2H, 6-R5), 3.54 (m, 1H, 5-P5b), 3.60
(s, 3H, R-COOCHs3), 3.67 (m, 1H, 6-P5a), 3.78 (m, 1H, B-T3), 4.16 (m, 1H, a-R2), 4.29 (m,
2H, 0-P2, a-T2), 4.52 (m, 1H, a-K2), 6.84 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 8), 7.13 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 7),
7.35 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 3), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 5), 7.58 (m, 2H, 6, a-RaN), 7.76 (d,
J=8.1Hz, 1H, 2), 7.87 (m, 1H, B-AbN), 8.20 (d, J = 7.2 Hz, 1H, a-KN), 9.95 (m, 1H, a-TaN);
13C NMR (400 MHz, CD30D): § = 174.45 (C-V1), 173.19 (C-R1), 172.97 (C-P1), 172.16
(C-K1), 170.96 (C-T1), 159.27 (C-R6), 155.88 (C-9), 147.75 (C-1), 140.77 (C-4a), 138.66
(C-5a), 131.44 (C-4), 130.18 (C-6), 127.98 (C-2), 127.39 (C-8), 120.41 (C-7), 117.17 (C-5),
116.06 (C-8a), 115.17 (C-3), 113.41 (C-1a), 70.80 (C-T3), 70.31 (C-T2), 60.23 (C-V2),60.13
(C-P2), 51.91 (C-OCHzs), 51.43 (C-R2), 51.29 (C-K2), 48.49 (C-P5), 40.19 (C-R5), 38.70
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(C-K6), 31.86 (C-V3), 30.42 (C-K3), 29.10 (C-P3), 28.60 (C-K5), 28.13 (C-R3), 24.76
(C-R5, C-P4), 22.80 (C-K4), 19.12 (C-T4), 18.37 (C-V5), 16.84 (Ar-CHs), 16.66 (C-VA4).

4.8.5. Synteza HCIx9-[Thr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO2)-OCHs]-4-metylo-1-nitroakrydyny
(116e)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymalam zwigzek (116e) z
wydajnoscia 82% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.

R¢ = 0,49 (uktad E);

T.t. = 192-199°C (rozktad);

HPLC-MS: 99,03% czystosci;

MS znaleziono: m/z 943,40 [M-2H]"; obliczone dla C42He1CIN12011 945,46;

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H, §1-L5), 0.89 (d, J = 6.6 Hz,
3H, 62-L6), 1.02 (m, J = 6.3 Hz, 3H, y-T4), 1.26 (m, 1H, y-L4), 1.38 (m, 2H, y-K4), 1.42 (m,
2H, 6-K5), 1.45 (m, 2H, vy-R4), 1.50 (m, 1H, B-L3), 1.53 (m, 1H, B-K3b), 1.58 (m, 1H,
B-R3b), 1.66 (m, 1H, B-K3a), 1.71 (m, 1H, B-R3a), 1.79 (m, 1H, B-P3b), 1.86 (m, 2H, y-P4),
2.02 (m, 1H, B-P3a), 2.52 (s, 3H, Ar-CHg), 3.10 (m, 2H, ¢-K®6), 3.17 (m, 2H, 8-R5), 3.21 (m,
1H, a-L2), 3.54 (m, 1H, 6-P5b), 3.60 (s, 3H, R-COOCHy), 3.67 (m, 1H, 3-P5a), 3.78 (m, 1H,
B-T3), 4.16 (m, 1H, 0-R2), 4.29 (m, 2H, a-P2, a-T2), 4.52 (m, 1H, a-K2), 6.83 (d, J = 7.8 Hz,
1H, 8), 7.13 (t, J=7.6 Hz, 1H, 7), 7.35 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 3), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 5), 7.58
(m, 2H, 6, o-RaN), 7.76 (d, J =8.2 Hz, 1H, 2), 7.92 (m, 1H, B-AbN), 8.20 (d, J = 7.2 Hz, 1H,
a-KN), 9.96 (m, 1H, a-TaN);

13C NMR (400 MHz, CDsOD): § = 175.52 (C-L1), 173.18 (C-R1), 172.97 (C-P1), 172.16
(C-K1), 170.96 (C-T1), 159.25 (C-R6), 155.83 (C-9), 147.74 (C-1), 140.76 (C-4a), 138.65
(C-5a), 131.45 (C-4), 130.17 (C-6), 127.98 (C-2), 127.39 (C-8), 120.42 (C-7), 117.18 (C-5),
116.05 (C-8a), 115.17 (C-3), 113.40 (C-1a), 70.79 (C-T3), 70.31 (C-T2), 60.13 (C-P2), 53.09
(C-L2), 51.91 (C-OCHpg), 51.44 (C-R2), 51.28 (C-K2), 48.50 (C-P5), 43.59 (C-L3), 40.21
(C-R5), 38.78 (C-K6), 30.45 (C-K3), 29.10 (C-P3), 28.57 (C-K5), 28.14 (C-R3), 24.76
(C-R5, C-P4), 24.49 (C-L4), 22.78 (C-K4), 22.01 (C-L6), 21.21 (C-L5), 19.15 (C-T4), 16.88
(Ar-CHsa).
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4.8.6. Synteza HCIX9-[Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCHs]-4-metylo-1-nitroakrydyny (118)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (118) z
wydajnoscia 92% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rf = 0,40 (uktad B);
T.t. =197-201°C (rozktad);
HPLC-MS: 99,65% czystosci;
MS znaleziono: m/z 830,30 [M-2H]"; obliczone dla C3sHs0CIN11010 832,30;
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 1.02 (d, J = 6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.34 (m, 2H, y-K4), 1.50
(m, 2H, 6-K5), 1.53 (m, 1H, B-K3b), 1.57 (m, 1H, B-R3b), 1.64 (m, 1H, B-K3a), 1.68 (m, 2H,
v-R4), 1.70 (m, 1H, y-P4b), 1.73 (m, 1H, B-P3b), 1.77 (m, 1H, y-P4a), 1.91 (m, 1H, B-P3a),
1.99 (m, 1H, B-R3a), 2.51 (s, 3H, Ar-CHs), 2.73 (m, 2H, &-K6), 3.03 (m, 1H, 5-P5b), 3.18 (m,
3H, 4-R5, 6-P5a), 3.60 (s, 3H, R-COOCHs3), 4.08 (m, 1H, B-T3), 4.11 (m, 1H, a-P2), 4.23 (m,
1H, a-T2), 4.28 (m, 1H, 0-K2), 4.79 (m, 1H, a-R2), 5.04 (d, J = 7.5 Hz, 1H, T-OH), 7.15 ({,
J=73Hz,1H,7),7.30(d, J=7.8 Hz, 1H, 3), 7.40 (m, 1H, 5), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 1H, 6), 7.64
(d, J=79Hz, 1H, 2), 7.75 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 8), 7.85 (d, J = 8.0 Hz, 1H, a-TaN), 8.05 (d,
J=8.0 Hz, 1H, a-KaN), 9.83 (m, 1H, a-RaN);
13C NMR (400 MHz, CD30D): § = 173.23 (C-K1), 173.09 (C-P1), 171.46 (C-T1), 170.98
(C-R1), 159.49 (C-R1), 154.07 (C-9), 147.79 (C-1), 140.74 (C-4a), 139.13 (C-5a), 130.91
(C-4), 129.74 (C-6), 127.29 (C-2), 126.24 (C-8), 120.42 (C-7), 116.96 (C-5), 116.15 (C-8a),
116.07 (C-3), 114.51 (C-1a), 66.91 (C-T3), 62.26 (C-R2), 60.46 (C-P2), 57.81 (C-T2), 52.86
(C-K2), 51.48 (C-OCHza), 48.49 (C-P5), 40.84 (C-R5), 39.67 (C-K6), 30.72 (C-K3), 30.06
(C-R3), 28.98 (C-Kb5), 27.34 (C-P3), 24.62 (C-R5, C-P4), 22.33 (C-K4), 18.97 (C-T4), 16.62
(Ar-CHs).

4.9. Synteza peptydowych pochodnych 4-nitro-9(10H)-akrydonu (164a-e, 166a-e)

4.9.1. Synteza 1-[Thr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NOz2)-OCHps]-4-nitro-9(10H)-akrydonu (164a)

12 mg (0,044 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu rozpuscitam w 3 ml
bezw. DMF, nast¢pnie dodatam 80 mg (0,088 mmola) TFAXThr-Lys(Fmoc)-Pro-Arg(NO2)-
OCHz i 13 ul (0,132 mmola) TEA. Cato$¢ mieszatam w atmosferze azotu, w temp. pokojowej
do dnia nastgpnego. Po tym czasie rozpuszczalnik oddestylowalam pod zmniejszonym

ciSnieniem. Surowy produkt oczy$citam za pomoca preparatywnej chromatografii
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cienkowarstwowej wykorzystujgc uktad E. Otrzymatam 32 mg (0,031 mmola) zwigzku (164a)
z wydajnoscia 73%.

Rf=0,75 (uktad A);

MS znaleziono: m/z 1020,51 [M-2H]%; obliczone dla CsoHsgN11013 1022,07;

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 = 1.18 (d, J = 6.2 Hz, 3H, y-T4), 1.34 (m, 2H, y-K4), 1.40
(m, 2H, §-K5), 1.54 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1.59 (m, 1H, B-R3b), 1.74 (m, 1H, p-K3a), 1.77 (m,
1H, B-R3a), 1.83 (m, 1H, B-P3b), 1.90 (m, 2H, y-P4), 2.05 (m, 1H, B-P3a), 2.95 (m, 2H,
e-K6), 3.16 (m, 2H, 8-R5), 3.51 (m, 1H, §-P5b), 3.61 (s, 3H, R-COOCHs3), 3.67 (m, 1H,
5-P5a), 4.04 (m, 1H, B-T3), 4.17 (m, 1H, Fmoc-CH), 4.26 (m, 3H, a-R2, Fmoc-CHy), 4.39 (m,
2H, 0-T2, a-P2), 4.51 (m, 1H, 0-K2), 5.31 (m, 1H, T-OH), 6.53 (d, J = 10 Hz, 1H, 2), 7.24 (m,
1H, e-KeN), 7.30 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.38 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.42 (m, 1H, 7), 7.65 (d,
J = 5.6 Hz, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.79 (t, J = 7.1 Hz, 1H, 6), 7.85 (m, 2H, Fmoc-Ph-H), 7.96 (m,
1H, 5), 8.24 (d, J = 7.2 Hz, 1H, 8), 8.30 (M, 1H, a-RaN), 8.37 (m, 1H, 3), 8.47 (m, 1H, a-KaN),
12.22 (d, J = 7.8 Hz, 1H, a-TaN).

4.9.2. Synteza 1-[Thr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(164b)

W kolbie kulistej umiescitam 26 mg (0,095 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 182 mg (0,191 mmola) TFAXThr-Lys(GlyFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs i
29 ul (0,285 mmola) TEA. Catos¢ mieszalam w temp. pokojowej do dnia nastgpnego.
Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (164a) (procedura pkt. 4.9.1.)
otrzymatam 81 mg (0,075 mmola) zwigzku (164b) z wydajnoscig 79%.
Rf=0,42 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1077,44 [M+H]*; obliczone dla Cs2HsoN12014 1077,10.

4.9.3. Syntezal-[Thr-Lys(p-AlaFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(164c)

W kolbie kulistej umiescitam 12 mg (0,044 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 80 mg (0,088 mmola) TFAxArg(NO)-Pro-Lys(B-AlaFmoc)-Thr-OCHz i
13 ul (0,132 mmola) TEA. Post¢pujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (164a)
(procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam 38 mg (0,034 mmola) zwigzku (164c) z wydajnoscig 80%.
Rf= 0,43 (ukfad A);
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MS znaleziono: m/z 1091,64 [M+H]*; obliczone dla Cs3sHs2N12014 1091,13.

4.9.4. Synteza 1-[Thr-Lys(ValFmoc)-Pro-Arg(NOz2)-OCHs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(164d)

W kolbie kulistej umiescitam 12 mg (0,044 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 80 mg (0,08 mmola) TFAxArg(NO.)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHs i 13 ul
(0,069 mmola) TEA. Catos¢ mieszatam w temp. pokojowej do dnia nastepnego. Postepujac
analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (164a) (procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam
36 mg (0,032 mmola) zwigzku (164d) z wydajnoscig 73%.
R¢= 0,43 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1119,69 [M+H]*; obliczone dla CssHssN12014 1119,18.

4.9.5. Synteza 1-[Thr-Lys(LeuFmoc)-Pro-Arg(NO2)-OCHjs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(164e)

W kolbie kulistej umiescitam 11 mg (0,040 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 80 mg (0,079 mmola) TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(LeuFmoc)-Thr-OCHg i
12 ul (0,12 mmola) TEA. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (164a)
(procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam 29 mg (0,026 mmola) zwigzku (164€e) z wydajno$cig 64%.
Rf= 0,47 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1133,72 [M+H]*; obliczone dla CssHssN12014 1133,21.

4.9.6. Synteza 1-[Arg(NOz2)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHpa]-4-nitro-9(10H)-akrydonu (166a)

W kolbie kulistej umiescitam 12 mg (0,044 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 80 mg (0,088 mmola) TFAxArg(NOz)-Pro-Lys(Fmoc)-Thr-OCHz i 13 ul
(0,132 mmola) TEA. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwiazku (164a)
(procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam 28 mg (0,028 mmola) zwigzku (166a) z wydajnoscia 64%.
Rf= 0,68 (uktad A).
MS znaleziono: m/z 1020,42 [M-2H]%; obliczone dla CsoHs9N11013 1022,07.
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4.9.7. Synteza 1-[Arg(NOz2)-Pro-Lys(GlyFmoc)-Thr-OCHzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(166b)

W kolbie kulistej umiescitam 29 mg (0,107 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 200 mg (0,214 mmola) TFAXArg(NO2)-Pro-Lys(GlyFmoc)-Thr-OCHs i
32 ul (0,321 mmola) TEA. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (164a)
(procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam 90 mg (0,083 mmola) zwiazku (166b) z wydajnoscia 79%.
Rf = 0,44 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1077,40 [M+H]*; obliczone dla Cs2HsoN12014 1077,10.

4.9.8. Synteza 1-[Arg(NO2)-Pro-Lys(p-AlaFmoc)-Thr-OCHzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(166¢)

W kolbie kulistej umiescitam 29 mg (0,105 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 200 mg (0,210 mmola) TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(p-AlaFmoc)-Thr-OCHz i
31 ul (0,315 mmola) TEA. Postgpujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwiazku (164a)
(procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam 87 mg (0,080 mmola) zwigzku (166¢) z wydajnoscig 76%.
R = 0,46 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1091,64 [M+H]*; obliczone dla Cs3sHs2N12014 1091,13.

4.9.9. Synteza 1-[Arg(NOz2)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHpzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(166d)

W kolbie kulistej umiescitam 28 mg (0,102 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 200 mg (0,204 mmola) TFAxArg(NO2)-Pro-Lys(ValFmoc)-Thr-OCHs i
31 ul (0,306 mmola) TEA. Postepujgc analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (164a)
(procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam 79 mg (0,070 mmola) zwiagzku (166d) z wydajnoscig 69%.
Rf=0,52 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1119,6 [M+H]"; obliczone dla CssHessN12014 1119,18.
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4.9.10. Synteza 1-[Arg(NO2)-Pro-Lys(LeuFmoc)-Thr-OCHzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(166e)

W kolbie kulistej umie$citam 27 mg (0,098 mmola) 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydonu,
3 ml bezw. DMF, 200 mg (0,196 mmola) TFAxArg(NOz)-Pro-Lys(LeuFmoc)-Thr-OCHs i
30 ul (0,296 mmola) TEA. Postepujac analogicznie jak w przypadku syntezy zwigzku (164a)
(procedura pkt. 4.9.1.) otrzymatam 69 mg (0,061 mmola) zwiazku (166€) z wydajnoscig 62%.
Rf= 0,58 (uktad A);
MS znaleziono: m/z 1132,72 [M+H]*; obliczone dla CssHssN12014 1133,21.

4.10. Deprotekcja ostony Fmoc z peptydowych pochodnych 4-nitro-9(10H)-akrydonu

4.10.1. Synteza HCIX1-[Thr-Lys-Pro-Arg(NOz2)-OCHpzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu (119a)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (119a) z
wydajnoscia 83% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rt = 0,69 (uktad B);
T.t. = 198-202°C (rozktad);
HPLC-MS: 98,51% czystosci;
MS znaleziono: m/z 832,31 [M-2H]"; obliczone dla C3sH4sCIN11011 834,28;
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 = 1.16 (d, J = 5.8 Hz, 3H, y-T4), 1.35 (m, 2H, y-K4), 1.43
(m, 2H, 3-K5), 1.54 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1.59 (m, 1H, B-R3b), 1.62 (m, 1H, p-K3a), 1.64 (m,
1H, B-R3a), 1.78 (m, 1H, B-P3b), 1.88 (m, 2H, y-P4), 2.06 (m, 1H, B-P3a), 2.62 (m, 2H, £-K6),
3.14 (m, 2H, 4-R5), 3.52 (m, 1H, 3-P5b), 3.61 (s, 3H, R-COOCHs3), 3.66 (m, 1H, 6-P5a), 4.01
(m, 1H, B-T3), 4.21 (m, 1H, a-R2), 4.36 (m, 1H, a-P2), 4.39 (m, 1H, o-T2), 4.51 (m, 1H,
a-K2), 6.52 (d, J =10 Hz, 1H, 2), 7.42 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 7), 7.78 (t, J = 6.8 Hz, 1H, 6), 7.97
(m, 2H, e-KeN, 5), 8.23 (d, J = 6.8 Hz, 1H, 8), 8.33 (m, 1H, a-RaN), 8.38 (m, 1H, 3), 8.48 (m,
1H, a-KaN), 12.22 (d, J = 7.8 Hz, 1H, a-TaN);
13C NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 179.29 (C-9), 172.80 (C-R1), 172.28 (C-P1), 169.99
(C-K1), 169.21 (C-T1), 157.83 (C-1), 140.41 (C-4a), 138.61 (C-5a), 134.38 (C-6), 133.64
(C-3), 125.64 (C-8), 124.31 (C-7), 122.36 (C-8a), 121.16 (C-4), 119.37 (C-5), 104.73 (C-1a),
104.06 (C-2), 67.96 (C-T3), 62.56 (C-T2), 59.46 (C-P2), 52.33 (C-OCHz), 52.07 (C-R2), 50.97
(C-K2), 47.33 (C-P5), 40.01 (C-R5), 38.90 (C-K®6), 30.69 (C-K3), 29.49 (C-P3), 28.43
(C-Kb5), 27.17 (C-R3), 24.93 (C-R5, C-P4), 22.23 (C-K4), 20.68 (C-T4).
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4.10.2. Synteza HCIX1-[Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(119b)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (119b) z
wydajnoscia 87% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rf = 0,43 (uktad B);
T.t. = 193-198°C (rozktad);
HPLC-MS: 99,22% czystosci.
MS znaleziono: m/z 889,33 [M-2H]; obliczone dla C37Hs5:CIN12012 891,33;
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): § = 1.17 (d, J = 6.1 Hz, 3H, y-T4), 1.34 (m, 2H, y-K4), 1.39
(m, 2H, 8-K5), 1.55 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1.61 (m, 1H, B-R3b), 1.67 (m, 1H, p-K3a), 1.73 (m,
1H, B-R3a), 1.78 (m, 1H, B-P3b), 1.88 (m, 2H, y-P4), 2.06 (m, 1H, p-P3a), 3.04 (m, 2H, &-K6),
3.11 (m, 2H, 0-G2), 3.14 (m, 2H, 6-R5), 3.53 (m, 1H, 6-P5b), 3.61 (s, 3H, R-COOCH?3), 3.65
(m, 1H, 6-P5a), 4.02 (m, 1H, B-T3), 4.22 (m, 1H, a-R2), 4.35 (m, 1H, a-P2), 4.39 (m, 1H,
a-T2), 450 (m, 1H, 0-K2), 6.52 (d, J = 10 Hz, 1H, 2), 7.42 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 7), 7.78 (t,
J=7.6 Hz, 1H, 6), 7.87 (m, 2H, e-KeN), 7.97 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 5),8.23 (d, J=7.8 Hz, 1H,
8),8.31(d,J=7.3 Hz, 1H, a-RaN), 8.38 (d, J = 9.8 Hz, 1H, 3), 8.46 (m, 1H, o-KaN), 12.22 (d,
J=7.5Hz, 1H, a-TaN);
13C NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 179.33 (C-9), 172.81 (C-R1), 172.25 (C-P1), 171.83
(C-G1), 170.14 (C-K1), 169.17 (C-T1), 157.83 (C-1), 140.43 (C-4a), 138.65 (C-5a), 134.40
(C-6), 133.68 (C-3), 125.66 (C-8), 124.32 (C-7), 122.38 (C-8a), 121.21 (C-4), 119.41 (C-5),
104.76 (C-1a), 103.95 (C-2), 67.95 (C-T3), 62.66 (C-T2), 59.43 (C-P2), 52.33 (C-OCHj3), 52.06
(C-R2),51.02 (C-K2), 47.31 (C-P5), 44.33 (C-G2), 40.54 (C-R5), 38.46 (C-K®6), 30.99 (C-K3),
29.48 (C-P3), 29.28 (C-Kb5), 28.46 (C-R3), 24.94 (C-R5, C-P4), 22.76 (C-K4), 20.72 (C-T4).

4.10.3. Synteza HCIx1-[Thr-Lys(p-Ala)-Pro-Arg(NO2)-OCHs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(119c)

Post¢pujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (119c) z
wydajnoscig 87% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rf = 0,39 (uktad B);
T.t. = 191-198°C (rozktad);
HPLC-MS: 99,72% czystosci;
MS znaleziono: m/z 903,35 [M-2H]; obliczone dla C3sHs3CIN12012 905,35;
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 1.39 (d, J = 6.1 Hz, 3H, y-T4), 1.52 (m, 2H, y-K4), 1.64
(M, 2H, 5-K5), 1.75 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1.90 (m, 3H, p-R3b), 1.92 (m, 1H, p-K3a), 1.94 (m,
1H, B-R3a), 2.01 (m, 1H, B-P3b), 2.14 (m, 2H, v-P4), 2.25 (m, 1H, B-P3a), 2.62 (t,
J=6.4 Hz, a-A2), 3.13 (m, 2H, £-K6), 3.21 (m, 2H, 5-R5), 3.35 (m, 2H, B-A3), 3.63 (m, 1H,
§-P5b), 3.69 (m, 1H, 8-P5a), 3.75 (s, 3H, R-COOCHS3), 3.94 (m, 1H, B-T3), 4.21 (m, 1H,
a-R2), 4.39 (M, 1H, a-P2), 4.41 (m, 1H, 0-T2), 4.71 (m, 1H, 0-K2), 6.26 (d, J = 9.7 Hz, 1H, 2),
7.31(t, J=7.8 Hz, 1H, 7), 7.54 (t, J = 8.2 Hz, 1H, 6), 7.67 (M, 1H, 5), 8.14 (d, J = 6.7 Hz, 1H,
8), 8.27 (d, J = 9.7 Hz, 1H, 3);

13C NMR (400 MHz, CDsOD): & = 179.61 (C-9), 172.99 (C-R1), 171.51 (C-P1), 171.42
(C-Al), 171.35 (C-K1), 11.15 (C-T1), 157.72 (C-1), 139.58 (C-4a), 138.07 (C-5a), 133.78
(C-6), 133.09 (C-3), 125.35 (C-8), 123.56 (C-7), 122.02 (C-8a), 121.55 (C-4), 117.81 (C-5),
104.75 (C-1a), 103.28 (C-2), 67.55 (C-T3), 63.86 (C-T2), 60.50 (C-P2), 52.00 (C-OCHs), 51.49
(C-R2), 51.34 (C-K2), 48.46 (C-P5), 40.12 (C-R5), 38.65 (C-K6), 36.22 (C-A3), 32.51 (C-A2),
29.60 (C-K3), 28.92 (C-P3), 28.60 (C-K5), 28.10 (C-R3), 25.09 (C-R5, C-P4), 23.07 (C-K4),
19.57 (C-T4).

4.10.4. Synteza HCIx1-[Thr-Lys(Val)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(119d)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (119d) z
wydajnoscia 83% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢= 0,73 (uktad B);
T.t. = 194-200°C (rozktad);
HPLC-MS: 99,02% czystosci;
MS znaleziono: m/z 931,39 [M-2H]"; obliczone dla C4oHs7CIN12012 933,41;
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 0.92 (m, 6H, y1-V4, y2-V/5), 1.18 (m, 1H, B-V3), 1.37 (d,
J=6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.48 (m, 2H, y-K4), 1.62 (m, 2H, §-K5), 1.76 (m, 3H, B-K3b, y-R4),
1.92 (m, 3H, B-R3b, B-K3a, p-R3a), 2.02 (m, 1H, B-P3b), 2.14 (m, 2H, y-P4), 2.25 (m, 1H,
B-P3a), 3.12 (m, 2H, e-K6), 3.18 (m, 2H, 6-R5), 3.63 (m, 1H, a-V2), 3.65 (m, 1H, 56-P5b), 3.69
(m, 1H, 8-P5a), 3.75 (s, 3H, R-COOCHpg), 3.94 (m, 1H, B-T3), 4.24 (m, 1H, a-R2), 4.38 (m,
2H, a-P2, a-T2), 4.70 (m, 1H, a-K2), 6.31 (d, J = 9.7 Hz, 1H, 2), 7.33 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 7),
7.58 (d, J =8.3 Hz, 1H, 5), 7.70 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 6), 8.19 (d, J = 7.3 Hz, 1H, 8), 8.27 (d,
J=9.7 Hz, 1H, 3);
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13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 179.26 (C-9), 173.59 (C-V1), 172.80 (C-R1), 172.25
(C-P1), 170.16 (C-K1), 169.19 (C-T1), 157.80 (C-1), 140.39 (C-4a), 138.58 (C-5a), 134.34
(C-6), 133.59 (C-3), 125.62 (C-8), 124.27 (C-7), 122.35 (C-8a), 121.13 (C-4), 119.33 (C-5),
104.71 (C-1a), 104.02 (C-2), 68.00 (C-T3), 62.58 (C-T2), 60.07 (C-V2), 59.44 (C-P2), 52.32
(C-OCHs), 52.07 (C-R2), 51.11 (C-K2), 47.29 (C-P5), 40.01 (C-R5), 38.41 (C-K6), 31.69
(C-V3), 30.93 (C-K3), 29.47 (C-P3), 29.25 (C-K5), 28.44 (C-R3), 24.94 (C-R5, C-P4), 22.83
(C-K4), 20.66 (C-T4), 19.73 (C-V5), 17.75 (C-V4).

4.10.5. Synteza HCIX1-[Thr-Lys(Leu)-Pro-Arg(NO2)-OCHps]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(119e)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwiazek (119e) z
wydajnoscia 81% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢ = 0,82 (uktad B);
T.t. = 193-197°C (rozktad);
HPLC-MS: 100% czystosci,
MS znaleziono: m/z 945,41 [M-2H]"; obliczone dla C41Hs9CIN12012 947,43;
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 0.81 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 51-L5), 0.84 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
02-L6), 1.19 (d, J = 6.6 Hz, 3H, y-T4), 1.24 (m, 1H,y-L4),1.37 (m, 2H, y-K4), 1.41 (m, 2H,
0-K5), 1.55 (m, 1H, B-L3), 1.57 (m, 3H, B-K3b, y-R4), 1.62 (m, 1H, B-R3b), 1.65 (m, 1H,
B-K3a), 1.75 (m, 1H, p-R3a), 1.81 (m, 1H, p-P3b), 1.90 (m, 2H, y-P4), 2.07 (m, 1H, p-P3a),
2.51 (m, 2H, €K®6), 3.02 (m, 2H, 3-R5), 3.19 (m, 1H, a-L2),3.54 (m, 1H, 3-P5b), 3.63 (s, 3H,
R-COOCHs3), 3.67 (m, 1H, 6-P5a), 4.04 (m, 1H, B-T3), 4.24 (m, 1H, a-R2), 4.37 (m, 1H,
a-P2), 442 (m, 1H, a-T2), 450 (m, 1H, a-K2), 6.54 (d, J = 10.1 Hz, 1H, 2), 7.42 (t,
J=78Hz 1H,7),7.77 (t, J = 6.8 Hz, 1H, 6), 7.95 (m, 2H, e-KeN, 5), 8.23 (d, J = 6.8 Hz, 1H,
8), 8.32 (m, 1H, ao-RaN), 8.38 (m, 1H, 3), 8.48 (m, 1H, a-KaN), 12.22 (d, J = 7.6 Hz, 1H, a-
TaN);
13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 179.33 (C-9), 174.92 (C-L1), 172.83 (C-R1), 172.26
(C-P1), 170.21 (C-K1), 169.21 (C-T1), 157.85 (C-1), 140.44 (C-4a), 138.65 (C-5a), 134.39
(C-6), 133.66 (C-3), 125.67 (C-8), 124.31 (C-7), 122.40 (C-8a), 121.21 (C-4), 119.38 (C-5),
104.77 (C-1a), 104.02 (C-2), 67.99 (C-T3), 62.64 (C-T2), 59.47 (C-P2), 53.32 (C-L2),52.33
(C-OCHg3), 52.07 (C-R2), 51.11 (C-K2), 49.06 (C-P5), 47.31 (C-L3),44.25 (C-R5), 38.47
(C-K®6), 31.01 (C-K3), 29.48 (C-P3), 29.25 (C-K5), 28.49 (C-R3), 24.95 (C-R5, C-P4), 24.55
(C-L4),23.49 (C-K4), 22.81 (C-L6), 22.37 (C-L5), 20.70 (C-T4).
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4.10.6. Synteza HCIx1-[Arg(NOz)-Pro-Lys-Thr-OCHs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu (120a)

Postgpujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (120a) z
wydajnoscig 91% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rf = 0,66 (uktad B);
T.t. = 189-196°C (rozktad);
HPLC-MS: 99,16% czystosci;
MS znaleziono: m/z 832,31 [M-2H]"; obliczone dla C3sH4sCIN11011 834,28;
'H NMR (400 MHz, DMSO0): § =1.08 (d, J = 6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.45 (m, 2H, y-K4), 1.58 (m,
2H, 6-K5), 1.60 (m, 1H, B-K3b), 1.62 (m, 1H, B-R3b), 1.64 (m, 1H, pB-K3a), 1.82 (m, 2H,
v-R4), 1.86 (m, 1H, y-P4b), 1.89 (m, 1H, B-P3b), 1.97 (m, 1H, y-P4a), 2.00 (m, 1H, B-P3a),
2.15 (m, 1H, B-R3a), 2.81 (t, J = 6.6 Hz, 2H, ¢-K®6), 3.17 (m, 1H, 3-P5b), 3.20 (m, 3H, 3-R5,
0-P5a), 3.64 (s, 3H, R-COOCHz3), 3.87 (m, 1H, B-T3), 4.12 (m, 1H, a-P2), 4.27 (m, 1H, a-T2),
4.48 (m, 1H, a-K2), 4.95 (m, 1H, a-R2), 6.71 (d, J = 10.01 Hz, 1H, 2), 7.42 (m, 1H, 7), 7.79
(m, 2H, 6, e-KeN), 7.98 (d, J =8.3 Hz, 1H, 5), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 8), 8.25 (m, 1H, a-RaN),
8.33 (m, 1H, 3), 8.39 (d, J = 9.8 Hz, 1H, a-KaN), 12.25 (d, J = 7.4 Hz, 1H, a-TaN);
13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 179.36 (C-9), 172.59 (C-K1), 171.83 (C-P1), 171.48
(C-T1), 168.62 (C-R1), 156.62 (C-1), 140.45 (C-4a), 138.64 (C-5a), 134.41 (C-6), 133.87
(C-3), 125.74 (C-8), 124.28 (C-7), 122.35 (C-8a), 121.27 (C-4), 119.38 (C-5), 104.71 (C-1a),
104.16 (C-2), 66.76 (C-T3), 59.92 (C-R2), 58.27 (C-P2), 56.46 (C-T2), 52.73 (C-K2), 52.31
(C-OCHg), 47.59 (C-P5), 40.54 (C-R5), 39.07 (C-K6), 31.69 (C-K3), 31.16 (C-R3), 29.59
(C-Kb5), 26.99 (C-P3), 25.10 (C-R5, C-P4), 22.61 (C-K4), 20.53 (C-T4).

4.10.7. Synteza HCIx1-[Arg(NO2)-Pro-Lys(Gly)-Thr-OCHs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(120b)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (120b) z
wydajnoscia 89% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rf = 0,43 (uktad B);
T.t. = 191-196°C (rozktad);
HPLC-MS: 100% czystosci,
MS znaleziono: m/z 889,31 [M-2H]; obliczone dla C37Hs:CIN12012 891,33;
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 1.07 (d, J = 6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.38 (m, 2H, y-K4), 1.44
(m, 2H, 6-K5), 1.56 (m, 1H, B-K3b), 1.64 (m, 1H, B-R3b), 1.71 (m, 1H, B-K3a), 1.84 (m, 2H,
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v-R4), 1.90 (M, 1H, y-P4b), 1.95 (m, 1H, p-P3b), 1.98 (m, 1H, y-P4a), 2.01 (m, 1H, p-P3a),
2.13 (m, 1H, B-R3a), 2.81 (M, 4H, £-K6, 0-G2),3.17 (m, 4H, 5-P5b, 5-R5, 5-P5a), 3.61 (s, 3H,
R-COOCHs),3.85 (m, 1H, B-T3), 4.12 (M, 1H, a-P2), 4.29 (m, 1H, 0-T2), 4.47 (m, 1H, 0-K2),
4.93 (m, 1H, a-R2), 6.67 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 2), 7.42 (m, 1H, 7), 7.78 (m, 2H, 6, e-KeN), 7.88
(m, J = 8.3 Hz, 1H, 5), 7.93 (m, J = 8.3 Hz, 1H, 8), 7.96 (m, 1H, o-RaN), 8.21 (m, 1H, 3), 8.38
(d, J = 9.8 Hz, 1H, a-KaN), 12.24 (m, 1H, o-TaN);

13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 = 179.32 (C-9), 172.70 (C-K1), 172.52 (C-P1), 171.82
(C-T1), 171.49 (C-G1), 168.64 (C-R1), 156.65 (C-1), 140.444 (C-4a), 138.62 (C-5a), 134.40
(C-6), 133.84 (C-3), 125.69 (C-8), 124.30 (C-7), 122.36 (C-8a), 121.28 (C-4), 119.36 (C-5),
104.70 (C-1a), 104.11 (C-2), 66.74 (C-T3), 59.87 (C-R2), 58.16 (C-P2), 53.93 (C-T2), 53.01
(C-K2), 52.31 (C-OCHs), 47.54 (C-P5), 44.76 (C-G2),40.86 (C-R5), 38.65 (C-K6), 32.06
(C-K3), 31.15 (C-R3), 29.57 (C-K5), 29.43 (C-P3), 25.07 (C-R5, C-P4), 23.12 (C-K4), 20.51
(C-T4).

4.10.8. Synteza HCIx1-[Arg(NOz)-Pro-Lys(B-Ala)-Thr-OCHs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(120c)

Postepujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (120c) z
wydajnoscia 84% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢= 0,48 (uktad B);
T.t. =196-201°C (rozktad);
HPLC-MS: 92% czystosci;
MS znaleziono: m/z 869,39 [M+H]"; obliczone dla CssHs2N12012 868,89;
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): = 1.07 (d, J = 6.3 Hz, 3H, y-T4), 1.38 (m, 2H, y-K4), 1.43
(m, 2H, 8-K5), 1.58 (m, 1H, B-K3b), 1.64 (m, 1H, B-R3Db), 1.70 (m, 1H, B-K3a), 1.84 (m, 2H,
v-R4), 1.86 (m, 1H, y-P4b), 1.91 (m, 1H, B-P3b), 1.96 (m, 1H, y-P4a), 1.99 (m, 1H, B-P3a),
2.14 (m, 1H, B-R3a), 2.34 (t, J = 6.7 Hz, 2H, 0a-A2),2.87 (t, J = 6.7 Hz, 2H, £-K6), 3.07 (m, 2H,
B-A3),3.18 (m, 4H, &-P5b, 6-R5, 3-P5a), 3.64 (s, 3H, R-COOCHg), 3.87 (m, 1H, B-T3), 4.12
(m, 1H, a-P2), 4.27 (m, 1H, a-T2), 448 (m, 1H, a-K2), 495 (m, 1H, a-R2), 6.69 (d,
J =10.01 Hz, 1H, 2), 7.43 (t, J = 8.3 Hz, 1H, 7), 7.80 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 6), 7.92 (m, 1H,
e-KeN), 7.98 (d, J =8.3 Hz, 1H, 5), 8.02 (m, 1H, 8), 8.20 (m, 1H, a-RaN), 8.23 (m, 1H, 3), 8.40
(d, J=9.8 Hz, 1H, a-KaN), 12.26 (d, J = 7.6 Hz, 1H, a-TaN);
13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 179.37 (C-9), 172.70 (C-K1), 171.81 (C-P1), 171.50
(C-T1), 170.41 (C-Al), 168.67 (C-R1), 156.67 (C-1), 140.47 (C-4a), 138.66 (C-5a), 134.44
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(C-6), 133.88 (C-3), 125.69 (C-8), 124.32 (C-7), 122.38 (C-8a), 121.30 (C-4), 119.39 (C-5),
104.72 (C-1a), 104.14 (C-2), 66.77 (C-T3), 59.89 (C-R2), 58.20 (C-P2), 53.94 (C-T2), 53.06
(C-K2), 52.31 (C-OCHs), 47.54 (C-P5), 38.84 (C-R5), 36.88 (C-K6), 36.82 (C-A3), 35.00
(C-A2), 32.06 (C-K3), 29.60 (C-R3), 29.30 (C-K5), 29.22 (C-P3), 25.06 (C-R5, C-P4), 23.19
(C-K4), 20.51 (C-T4).

4.10.9. Synteza HCIx1-[Arg(NOz2)-Pro-Lys(Val)-Thr-OCHs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(120d)

Postgpujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (120d) z
wydajnoscia 84% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
Rt = 0,48 (uktad B);
T.t. = 193-199°C (rozktad);
HPLC-MS: 100% czystosci,
MS znaleziono: m/z 931,41[M-2H]; obliczone dla C4Hs7CIN12012 933,41;
'H NMR (400 MHz, DMSO): § = 0.80 (d, J = 6.8 Hz, 3H, y1-V4), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
v2-V5),1.06 (d, J = 6.4 Hz, 3H, y-T4), 1.28 (m, 1H,B-V3), 1.37 (m, 2H, y-K4), 1.43 (m, 2H,
6-K5), 1.56 (m, 1H, B-K3b), 1.64 (m, 1H, B-R3b), 1.69 (m, 1H, B-K3a), 1.82 (m, 2H, y-R4),
1.85 (m, 1H, y-P4b), 1.89 (m, 1H, B-P3b), 1.95 (m, 1H, y-P4a), 1.98 (m, 1H, B-P3a), 2.13 (m,
1H, B-R3a), 2.94 (m, 2H, &-K6), 3.04 (m, 1H, a-V2), 3.11 (m, 1H, 3-P5b), 3.18 (m, 3H, 3-R5,
0-P5a), 3.61 (s, 3H, R-COOCHz3), 3.84 (m, 1H, B-T3), 4.13 (m, 1H, a-P2), 4.31 (m, 1H,
a-T2), 4.46 (m, 1H, a-K2), 4.94 (m, 1H, a-R2), 6.69 (d, J =10.01 Hz, 1H, 2), 7.42 (m, 1H, 7),
7.80 (m, 2H, 6, e-KeN), 7.98 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 5), 8.18 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 8), 8.24 (m, 2H,
a-RaN, 1H, 3), 8.40 (d, J = 9.8 Hz, 1H, a-KaN), 12.26 (d, J = 7.5 Hz, 1H, a-TaN);
13C NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 179.29 (C-9), 173.27 (C-V1),172.69 (C-K1), 171.82
(C-P1), 171.49 (C-T1), 168.63 (C-R1), 156.65 (C-1), 140.41 (C-4a), 138.59 (C-5a), 134.37
(C-6), 133.81 (C-3), 125.67 (C-8), 124.27 (C-7), 122.34 (C-8a), 121.26 (C-4), 119.33 (C-5),
104.68 (C-1a), 104.11 (C-2), 66.80 (C-T3), 59.96 (C-V2), 59.90 (C-R2), 58.21 (C-P2), 53.94
(C-T2), 53.06 (C-K2), 52.30 (C-OCHz3), 47.56 (C-P5), 40.88 (C-R5), 38.72 (C-K6), 32.00
(C-V3), 31.57 (C-K3), 31.52 (C-R3), 29.59 (C-K5), 29.36 (C-P3), 25.08 (C-R5, C-P4), 23.14
(C-K4), 20.51 (C-T4), 19.75 (C-V5), 17.79 (C-V4).
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4.10.10. Synteza HCIx1-[Arg(NOz2)-Pro-Lys(Leu)-Thr-OCHzs]-4-nitro-9(10H)-akrydonu
(120e)

Post¢pujac zgodnie z procedurg opisang w pkt. 4.6.1. otrzymatam zwigzek (120e) z
wydajnoscia 84% jako jasnopomaranczowy, krystaliczny produkt.
R¢ = 0,54 (uktad B);
HPLC-MS: 99% czystosci;
MS znaleziono: m/z 945,39 [M-2H]"; obliczone dla C41Hs9CIN12012 947,43;
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 0.82 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 51-L5), 0.85 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
62-L6),1.07 (d, J = 6.3 Hz, 3H, y-T4), 1.26 (m, 1H,y-L4),1.38 (m, 2H, y-K4), 1.43 (m, 1H,
B-L3),1.59 (m, 2H, 6-K5), 1.64 (m, 1H, B-K3b), 1.67 (m, 1H, B-R3b), 1.70 (m, 1H, B-K3a),
1.83 (m, 2H, y-R4), 1.87 (m, 1H, y-P4b), 1.91 (m, 1H, B-P3b), 1.96 (m, 1H, y-P4a), 1.99 (m,
1H, B-P3a), 2.13 (m, 1H, B-R3a), 2.88 (m, 2H, &-K6), 3.09 (m, 1H, 5-P5b), 3.20 (m, 4H, 3-R5,
0-P5a, 1H, a-L2), 3.61 (s, 3H, R-COOCHs3), 3.85 (m, 1H, B-T3), 4.13 (m, 1H, a-P2), 4.29 (m,
1H, a-T2), 4.47 (m, 1H, 0-K2), 4.94 (m, 1H, a-R2), 6.69 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 2), 7.43 (t,
J=75Hz, 1H,7),7.79 (m, 2H, 6, e-KeN), 7.89 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 5), 7.98 (d, J = 8.3 Hz, 1H,
8),8.18 (d, J = 7.8 Hz, 1H, a-RaN), 8.24 (m, 1H, 3), 8.40 (d, J = 9.8 Hz, 1H, o-KaN), 12.26 (d,
J=7.5Hz, 1H, a-TaN);
13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 178.22 (C-9), 174.34 (C-L1),173.25 (C-K1), 172.93
(C-P1), 171.07 (C-T1), 169.25 (C-R1), 155.29 (C-1), 138.93 (C-4a), 137.16 (C-5a), 133.32
(C-6), 132.77 (C-3), 124.83 (C-8), 123.26 (C-7), 121.28 (C-8a), 120.62 (C-4), 117.31 (C-5),
103.50 (C-1a), 102.36 (C-2), 66.06 (C-T3), 60.35 (C-R2), 57.87 (C-P2), 56.46 (C-T2), 53.55
(C-L2),52.90 (C-K2), 51.55 (C-OCHs), 48.47 (C-P5), 42.95 (C-L3), 40.86 (C-R5), 38.83
(C-K®6), 31.29 (C-K3), 29.36 (C-R3), 28.67 (C-K5), 27.97 (C-P3), 24.89 (C-R5, C-P4), 24.39
(C-L4), 22.68 (C-K4), 21.98 (C-L6), 21.11 (C-L5), 19.11 (C-T4).
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4.11. Materialy stosowane w badaniach biologicznych

4.11.1. Linie komérkowe

4.11.1.1. I1zolowane komoérki czerniaka amelanotycznego Ab i melanotycznego Ma

W badaniach wykorzystano model przeszczepialnego czerniaka skory chomika
Bomirskiego z linig melanotyczng Ma i amelanotyczna Ab. Linia komérek Ma powstata
spontanicznie u chomika syryjskiego, za$ linia Ab powstata z linii Ma, na skutek samoistne;
utraty zdolnosci do syntezy melaniny i poza brakiem melaniny charakteryzuje si¢ wigksza
ztosliwoscig. Obie linie roznig si¢ szeregiem cech biologicznych [102].

Procedury eksperymentow zostaty zatwierdzone przez Lokalng Komisj¢ Etyczng ds.
Doswiadczen na Zwierzg¢tach Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego 1 przeprowadzone
zgodnie z wytycznymi National Health and Medical Research Council’s dotyczacymi opieki i
uzytkowania laboratorium. Komorki czerniaka izolowano dla kazdego doswiadczenia z guzéw
litych metoda nieenzymatyczng [111]. Zawiesina sktadata si¢ z 95-98% zywych komorek
(oszacowanych za pomocg testu z bigkitem trypanowym). Komorki czerniaka hodowano w
pozywce RPMI (Sigma-Aldrich) uzupetionej 10% FBS (ptodowa surowica bydleca, Sigma-
Aldrich) i antybiotykami (0,05 mg streptomycyny i 50 U penicyliny na 1 ml, Sigma-Aldrich).
Kazde niezalezne doswiadczenie przeprowadzono na komorkach izolowanych z pojedynczego

guza.

4.11.1.2. Komérki neuroblastomy SH-SY5Y : NC (nondifferentiated cells,

dopaminergiczne), DC (differentiated cells, cholinergiczne)

Do badan uzyto ludzkie komorki neuroblastomy SH-SYSY. Komorki wysiewano przy
gestosci 4 x 10% komorek/cm? na 25 cm? butelki do hodowli komérkowych w pozywce DMEM
(Sigma-Aldrich) z 10% FBS (Sigma-Aldrich) i antybiotykami (0,05 mg streptomycyny i 50 U
penicyliny na 1 ml(Sigma-Aldrich)). Réznicowanie wariantu DC uzyskano przez hodowlg
komorek SH-SYSY (oznaczonych w pracy jak NC) w pozywce wzbogaconej przez dodanie
1 mmol/L dibutyryl-cAMP (cAMP, Sigma-Aldrich) i 0,001 mmol/L all-trans-kwasu
retinowego (RA, Sigma-Aldrich) przez 48 godz. [112]. Po tym czasie podloze zastgpiono
pozywka bez czynnikow rdéznicujacych 1 dodawano testowane analogi, a hodowle

kontynuowano przez nastgpne 72 godz. Lini¢ komorkowa zakupiono w American Type Culture
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Collection (ATCC). Obie formy neuroblastomy r6znig si¢ wydzielanym neuroprzekaznikiem i

tak wariant NC wydziela gtéwnie dopaming, za§ DC acetylocholing

4.11.1.3. Linia komorkowa Jurkat

Podczas wykonywania przeze mnie testow wykorzystywatam lini¢ komdrkowa ostrej

biataczki limfoblastycznej typu T — Jurkat.

4.11.1.3.1. Pasazowanie linii komérkowej — hodowla zawiesinowa

Komorki Jurkat hodowatam w cieplarce w 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO2, w
plastikowych flaszkach przeznaczonych do hodowli zawiesinowych. Komorki hodowatam na
podtozu ptynnym (RPMI-1640, 10% FBS, penicylina, streptomycyna; Sigma-Aldrich). W celu
odmtodzenia hodowli, komdrki rozpipetowywatam, pozywke zlewatam wraz z wigkszo$cig
komorek znajdujacych si¢ w nadsaczu. Niewielkg ich ilo§¢ pozostawialam w butelce
hodowlanej lub przenositam do nowej uzupehiajac $wieza pozywka i umieszczatam ponownie

w cieplarce.

4.11.1.3.2. Rozmrazanie linii komorkowej

Komorki pobieratam w krioamputkach, z banku komoérek w cieklym azocie. Po
rozmrozeniu zawiesing odwirowywalam. Nadsacz zlewatam, a pozostato§¢ uzupeiniatam
pozywka. Calo$¢ po rozpipetowaniu przenositam do butelek hodowlanych i uzupetniatam

medium hodowlanym do objetosci ok 10 mL.
4.11.1.3.3. Mrozenie komorek

Komérki odwirowywatam z pozywki hodowlanej, nadsacz zlewatam. Komorki
zawieszalam w pozywce, dodawatam surowice (10% w koncowej objetosci) i DMSO (10% w

koncowej objetosci), nastgpnie catos¢ przenositam do krioampulek. Zamrazatam w -80°C , a

nastgpnie przenositam do banku komorek w ciektym azocie.
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4.11.1.4. Uzyskiwanie mononuklearnych komoérek krwi obwodowej (PBMC)

Komorki PBMC pozyskatam z tzw. kozuszka leukocytarnego. Material ten stanowit
odpad w procesie produkcji masy erytrocytarnej. Kozuszki dostarczono z Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku (RCKiK). Uzyskany materiat do
analizy pochodzit od zdrowych (wg kryteriow RCKiK) anonimowych dawcéw. PBMC
otrzymywatam droga wirowania z krwi zylnej. Okoto 20 mL krwi umieszczalam w probowce,
nastepnie rozcienczatam buforem PBS w stosunku 1:1. W innej probowce przygotowatam
mieszaning¢ Ficollu 1 Uropoliny (1:1), na ktoérg nastgpnie nawarstwiatam rozcienczong krew.
Catos¢ wirowatam przez 15 min. przy szybkosci 2500 obr./min. Wirowanie probdwki
spowodowato separacje PBMC na poszczegélne frakcje komorek. Na dnie probowki
znajdowaly si¢ erytrocyty i1 granulocyty. Pozadane limfocyty wraz z monocytami utworzyty
tzw. ,.kozuszek” na granicy faz Ficollu i osocza. Uzyskany ,.kozuszek™ ostroznie zbieratam i
przeptukiwatam dwukrotnie PBS. Nastepnie komoérki zawiesitam w medium hodowlanym w

celu otrzymania 108 komérek na 1 mL hodowli.

4.11.2. Dakarbazyna, cisplatyna, etopozyd

Dakarbazyne¢ (Sigma-Aldrich) zastosowano jako lek odniesienia dla linii czerniaka Ab
I Ma, gdyz jest to podstawowy lek stosowany w terapii systemowej tego nowotworu.

Cisplatyne (Sigma-Aldrich) uzyto jako lek odniesienia wobec linii komorkowej
SHSY5Y NC i DC.

Etopozyd (Sigma-Aldrich) wykorzystano jako lek odniesienia przeciwko linii

komorkowej Jurkat.

4.11.3. Test kolometryczny XTT

Zywotno$¢ badanych komérek oceniano za pomoca testu XTT (Roche Diagnostic,
USA), ktory mierzy zdolno$¢ komorek do redukceji soli tetrazolowej XTT do rozpuszczalnego
w wodzie produktu formazanu. Redukcja XTT zachodzi tylko w zywych komoérkach z
udziatem enzymow mitochondrialnych. Komorki umieszczano w 96-studzienkowych plytkach
z odpowiednim podtozem hodowlanym w liczbie 5x10° komérek neuroblastomy i czerniaka
Ab oraz 50x10° komérek czerniaka Ma. Po 24 godz. wymieniono pozywke i komorki

stymulowano odpowiednimi st¢zeniami (0,1; 1; 10; 20; 40; 50; 100; 150 uM) badanych
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analogow przez 48 1 72 godz. Pomaranczowy produkt formazanu oznaczono ilosciowo przy
uzyciu dhugosci fali 450 nm w czytniku mikroptytek (Multiscan FC, Thermoscientific USA).
Zywotno$¢ komorek normalizowano w stosunku do nietraktowanej zwiazkami proby

kontrolnej (100%) 1 oceniano potowe maksymalnego stezenia hamujacego ICso.

4.11.4. Test kolometryczny MTT

4,11.4.1. Linia komorkowa Jurkat

Test MTT wykorzystalam w celu okreslenia zywotno$ci komorek. Wyhodowane
komoérki z buteleczki zlewatam do corninga i wirowalam przez 4 min. z szybkoscig
1200 obr/min. Nadsacz zlewatam, a komoérki zawieszatam w medium hodowlanym. Komorki
umieszczatam na ptaskodennych, 96-dotkowych ptytkach w ilosci 10° komoérek w 90 pL
pozywki na dotek. Nastepnie dodatam roztwory badanych zwigzkow (10 pL) w pozywce i
DMSO, otrzymujac st¢zenia docelowe (na plytce) 250-0,1 pM. Tak przygotowane ptytki
inkubowatam 48 godz. w cieplarce (37°C, 5% COg2). Po tym czasie do kazdego dotka
dodawatam 20 pL roztworu MTT (5 mg/ml H20). Inkubacj¢ kontynuowatam kolejne 4 godz.,
dodawatam 100 uL kwasnego izopropanolu z 0,4 N HCI. Ptytki wytrzasatam przez 15 min. do
rozpuszczenia krysztatkow MTT. Test kolorymetryczny (odczyt gestosci optycznej)
wykonywatam z wykorzystaniem fali dlugosci 570 nm, przy uzyciu czytnika mikroptytek
(Perkin Elmer, Victor X4).

4.11.4.2. PBMC

Komoérki izolowatam zgodnie z procedura opisang w punkcie 4.11.1.4. i umieszczatam
na plaskodennej 96-dotkowej ptytce w iloéci 1x10%dotek w 90 pL pozywki. Do kazdego dotka
dodatam 10 pL roztworu odpowiedniego analogu akrydyny/akrydonu (rozpuszczonego w
pozywce oraz DMSO), otrzymujac stezenia docelowe (na ptytce) 250-0,1 puM oraz
monoklonalnych przeciwciat anti-CD3/anti-CD-28 w ilosci 1 pL/dotek. Nastepnie plytki
inkubowatam 72 godz. w cieplarce (37°C, 5% COgz). Po tym czasie do kazdego dotka
dodawatam 20 pL roztworu MTT (5 mg/ml H20). Cato$¢ inkubowatam kolejne 4 godz. i
dodawatam 100 pL. kwasnego izopropanolu (dodatek 0,4 N HCI). Plytki wytrzasatam przez
15 min. do rozpuszczenia krysztatkow MTT. Test kolorymetryczny (odczyt ggstosci optycznej)
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wykonywatam z wykorzystaniem fali dlugosci 570 nm, przy uzyciu czytnika mikroptytek
(Perkin Elmer, Victor X4).
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5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Tematem mojej pracy doktorskiej jest synteza i badania in vitro nowych analogéw
akrydyny oraz akrydonu z pochodnymi tuftsyny/retro-tuftsyny acylowanymi na grupie
g-aminowej lizyny, tworzac wigzanie izopeptydowe, aminokwasami: Gly, B-Ala, Val, Leu jako
potencjalnych lekow przeciwnowotworowych.

Zaprojektowatam 1 przeprowadzitam synteze lacznie 22 peptydowych pochodnych:
1-nitroakrydyny  (115a-e, 117), 4-metylo-1-nitroakrydyny (116a-e, 118) oraz
4-nitro-9(10H)-akrydonu (119a-e, 120a-e). Otrzymane koniugaty zostaly zbadane in vitro
wobec linii komérkowej czerniaka Ab i Ma, SH-SY5Y-NC, SH-SY5Y-DC, Jurkat i PBMC.

W reakcji kondensacji Ullmana pomigdzy kwasem 0-halogenobenzoesowym, a
odpowiednig pochodng aniliny otrzymatam kwas N-(3’-nitro-fenylo)antranilowy oraz kwas
N-(2’-metylo-5’-nitrofenylo)antranilowy, ktore w obecnosci POCIz ulegaty cyklizacji do
9-chloro-1-nitroakrydyn i 9-chloro-4-metylo-1-nitroakrydyny. Nastgpnie 9-chloroakrydyny
przeprowadzitam w stabilniejsze 9-fenoksy pochodne.

Z kolei 1-chloro-4-nitro-9(10H)-akrydon uzyskatam w wyniku cyklizacji kwasu
N-(3’-nitrofenylo)antranilowego w srodowisku kwasu siarkowego.

Zaplanowane fragmenty peptydowe otrzymatam stosujac metod¢ mieszanych
bezwodnikow z chloromréowczanem izobutylu i NMM w bezw. DMF. Za pomoca DEA
usuwatam oston¢ Fmoc, z kolei kwas trifluorooctowy wykorzystywatam do deprotekcji ostony
Boc.

Tak otrzymane pochodne tuftsyny/retro-tuftsyny w reakcji substytucji nukleofilowej
wprowadzitam w pozycj¢ C9 akrydyn (125a-b) w srodowisku fenolu oraz C1 akrydonu (130)
w bezw. DMF. Korzystne bylto zastosowanie dwukrotnego nadmiaru peptydu w stosunku do
akrydyny/akrydonu dzigki czemu znacznie wzrosta wydajnos¢ reakc;ji.

W kolejnym etapie usuwatam ostong Fmoc za pomocg 30% roztworu dietyloaminy w
DMF, a uzyskane pochodne w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci i1 biodostepnosci
przeprowadzalam w pozadane chlorowodorki. Strukture zwigzkow koncowych potwierdzitam
za pomoca H NMR, C NMR, MS oraz HPLC-MS. Ponadto dla wybranej pochodnej
akrydyny (117) i akrydonu (119b) zostaly wykonane widma dwuwymiarowe: ROESY,
TOCSY, DQF-COSY, HMBC i HSQC.

Przeprowadzone badania biologiczne in vitro pozwolity mi na sformutowanie
nastepujacych wnioskow:

a) otrzymane zwiazki byly nieaktywne wobec melanotycznych Ma komorek czerniaka;
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b) amelanotyczne Ab komorki czerniaka wrazliwe byly jedynie na dziatanie zwigzkow (117)
I (118) z wartosciami ICso = 61 i1 87 pM, odpowiednio;

c) zwigzek (117) jako jedyny hamowal komodrki neuroblastomy SH-SY5Y-NC
(ICs0 = 95,5 uM);

d) komoérki SH-SY5Y-DC wrazliwe byly wylagcznie na dzialanie pochodnych (117, 118) z
warto$ciami ICso = 48,3 1 116 uM, odpowiednio;

e) analog (117) indukuje zmiany apoptyczne poprzez aktywacj¢ kaspaz w szczeg6lnosci w linii
czerniaka Ab i neuroblastomy SH-SY5Y-DC;

f) pochodna (117) indukuje zmiany apoptyczne jako eksternalizacje fosfatydyloseryny w btonie
komoérkowej badanych komorek;

g) analog (117) po 48 godz. zwigksza 0 40% poziom komorek apoptycznych czerniaka Ab w
fazie sub-G1,

h) zwigzek (117) nie zwigksza znaczaco poziomu komorek apoptycznych neuroblastomy w
fazie sub-G1, pomimo obserwowanych innych cech apoptozy tj. eksternalizacja
fosfatydyloseryny i aktywacja kaspaz;

i) komorki Jurkat okazaty si¢ wrazliwe jedynie na niektére pochodne akrydyny (115b-c,
116a-b, 117, 118) w tescie MTT,;

J) ludzkie limfocyty wrazliwe byly jedynie na dziatanie zwigzkow (117, 118);

k) pochodna (118) wykazata najwyzsza cytotoksycznos¢ zarowno wobec komorek Jurkat
(ICs0 = 28,31 uM), jak i PBMC (ICs0 = 107,35 uM);

I) analog (118) charakteryzowat si¢ czterokrotnie wyzsza cytotoksycznoscia wobec komorek
Jurkat w porownaniu do zwigzku odniesienia (etopozyd), ale jednoczes$nie okoto 12 razy
mniejszg toksycznoscig W stosunku do aktywowanych komorek PBMC;

1) peptydowe pochodne akrydonu nie wykazaty cytotoksycznosci wobec wszystkich badanych
linii komérkowych;

m) zauwazytam, ze dlugos¢ tancucha peptydowego wplywala na aktywnos¢ cytotoksyczng
zwigzkow. Ze wzrostem lancucha aktywnos$¢ badanych analogow malata;

n) analogi 4-metylo-1-nitroakrydyny i 1-nitroakrydyny potaczone z retro-tuftsyng (117, 118)
charakteryzowaly si¢ wyzsza cytotoksycznoscig wobec wszystkich badanych linii

komorkowych w poréwnaniu do pochodnych akrydyn zawierajacych tuftsyne (115a, 116a).
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Zalacznik 4. Widmo HSQC zwigzku (117)
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Zalacznik 5. Widmo HMBC zwigzku (117)

s
la 3 o
|I ‘ Il.l § »T
2 R,
\ 0 K ) \Hca
\ 5 5-R yPb_ Y [FRE
e | ‘ / ; et s/
Vo fo | | X
PR AT LI ok .‘"TP | '.lll i K
EYTRTAR AN O A aR i \ L1 |
sl KIII W / Voo e +Pa I"-,'ul / |
\ s T | |
g
| (L TR
WIS AV S VA W
'
!
T ; .
R .. . .2
(2 1] e
COOMe e .
. .
. . .
it
i
.
-
"
.
. .
C=00Me/C=0 Thr " 'y ']
c:.o.';-__—,.--_'j____.--"
C=0Lys
'

e e e I B e |
I I I I I I I I I

9 8 7 6 5 4 3 2 1

F2 (ppm)

143



http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Zalacznik 6. Widmo H i 3C NMR zwiazku (116d)
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Zalacznik 7. Widmo DQF-COSY zwigzku (119b)
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Zalacznik 8. Widmo ROESY zwigzku (119b)
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Zalacznik 9. Widmo TOCSY zwigzku (119b)
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Zalacznik 10. Widmo HSQC zwigzku (119b)
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Zalacznik 11. Widmo HMBC zwiazku (119b)
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Zalacznik 12. Widma HPLC-MS zwiazkéw (115b, 115¢, 117)

HCIx9-[Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-1-nitroakrydyna (115b) - czystos¢ 97.85 %

[ DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (KRYSTYNA_18_01_20172.D)
mall | a

=1
s
14.171

T T T
10 15 20

i

HCIX9-[Thr-Lys(B-Ala)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-1-nitroakrydyna (115c¢) - czystos¢ 99.78 %

[ DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (KRYSTYNA_18_01_20173.0)

)

0 iy

T T T
10 15 20

HCIx9-[Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCHz]-1-nitroakrydyna (117) - czystos$¢ 99.35 %

[ DADI A, Sig=254,4 Ref=off (KRYSTYNA_IE_01_2017'4.D)

a8
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Zalacznik 13. Widma HPLC-MS zwiazkéw (116a, 116b, 118)

HCIx9-[Thr-Lys-Pro-Arg(NO2)-OCHz]-4-metylo-1-nitroakrydyna (116a) - czystos¢ 99.35%

1 DAD1 A, Sig=254,8 Ref=off [KRYSTYMAOT122017\1 MONIKA.D)
mAU 2

}21 235

. )y
"

T T T T
10 15 20 25 min

HCIx9-[Thr-Lys(Gly)-Pro-Arg(NO2)-OCHzs]-4-metylo-1-nitroakrydyna (116b) - czystos¢
100%

[ DAD1 A, Sig=254,8 Ref=off [KRYSTYNADT12201712 MONIKA.D)

0 g _L
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HCIx9-[Arg(NO2)-Pro-Lys-Thr-OCHz]-4-metylo-1-nitroakrydyna (118) - czysto$¢ 99.65%

[ DAD1 A, Sig=254,8 Ref=off ({RYSTYNADT122017'8 MONIKA D}
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