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1. Imie i nazwisko

Gabriela Pastuch-Gawotek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

1989-1994 — Studia magisterskie

Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny

Kierunek studiéw: Technologia chemiczna

Specjalnos¢: Technologia chemiczna organiczna

Uzyskany tytul zawodowy: magister inzynier (praca obroniona z wyrdznieniem)

Tytut pracy magisterskiej:

Badania utleniania 4,4-dinitrodifenylosulfidu i innych sulfidéw do odpowiednich sulfonéw
nadtlenkiem wodoru w ukladzie dwufazowym DCIE — woda wobec zwiazkéw W(VI)
i Mo(V]) oraz katalizatorow PTC.

Promotor: dr inz. Zbigniew Stec
1994-1995 — Asystent w Katedrze Technologii Chemicznej Wegla 1 Ropy Naftowej
1995-1999 — Studia doktoranckie
Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny
Dziedzina: Nauki chemiczne
Uzyskany stopien: doktor
Tytul pracy doktorskie;j:
Synteza i zastosowanie pochodnych 1-tiocukrow w reakcjach glikozylacji

Promotor: prof. dr hab. inz. Wiestaw Szeja
Recenzenci pracy doktorskiej: prof. dr hab. inz. Wojciech Zielinski (Politechnika Slaska),

prof. dr hab. Grzegorz Grynkiewicz (Instytut Farmaceutyczny
w Warszawie)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1994 — 2002 asystent, Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny, Katedra Technologii
Chemicznej Wegla 1 Ropy Naftowe;j

1995 — 1999 studia doktoranckie, Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny

2000 — 2001 post-doktorant, University of Texas, MD Anderson Cancer Center,
Houston, USA, prof. W. Priebe
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2002 — 2003 adiunkt, Politechnika Slaska, Wydzial Chemiczny, Katedra Technologii
Chemicznej Wegla i Ropy Naftowej

2003 — nadal adiunkt, Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny, Katedra Chemii
Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii

4. Wskazanie osiagniecia naukowego
wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytul osiagniecia naukowego

SYNTEZA I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA GLIKOKONIUGATOW ZAWIERAJACYCH
UKLAD HETEROARYLOWY

b) Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

1. Krol, E.; Pastuch-Gawotek, G.; Chaubey, B.; Brzuska, G.; Erfurt, K.; Szewczyk, B.
»,Novel uridine glycoconjugates, derivatives of 4-aminophenyl 1-thioglycosides, as
potential antiviral compounds”, Molecules, 2018, 23, 1435. IFy07=3.098;
IFs_jetni = 3.268; 30 pkt MNiSW

Moj udzial w pracy polegal na rozwinieciu wczesniej zapoczgtkowanej przeze mnie
tematyki badawczej zwigzanej z syntezq glikokoniugatéw pochodnych urydyny poprzez
zaproponowanie modyfikacji strukturalnych w opisywanych zwigzkach, opracowaniu
procedur syntetycznych dla opisywanych w pracy zwigzkéow (syntezy zostaly wykonane
przeze mnie, a nastgpnie powtorzone na wigksza skale przez A. Chytek i K. Bolwoluk
w ramach ich prac magisterskich), wykonaniu i analizie widm NMR oraz potwierdzeniu
struktury uzyskanych zwigzkow na podstawie uzyskanych danych spektroskopowych,
interpretacji uzyskanych wynikow biologicznych pod kqtem powigzania wplywu
modyfikacji strukturalnych badanych zwigzkéw na ich aktywnosé biologiczng, wspotpracy
przy przygotowaniu manuskryptu i dyskusji z Recenzentami. Moj udzial procentowy
szacuje na 43%.

2. Pastuch-Gawotek, G.; Chaubey, B.; Szewczyk, B.; Krol, E. ,,Novel thioglycosyl analogs
of glycosyltransferase substrates as antiviral compounds against classical swine fever
virus and hepatitis C virus”, Eur. J. Med. Chem., 2017, 137, 247-262. 1F017 = 4.816;
IFs_ietni = 4.527; 40 pkt MNiSW

Moj udziat w pracy polegal na wspoltworzeniu koncepcji pracy, doborze struktury
glikokoniugatow, opracowaniu syntez opisywanych w pracy zwiqzkow (syntezy zostaly
wykonane przeze mnie, a nastgpnie powtorzone na wigksza skale przez K. Grubel
i K. Czerwiec w ramach ich prac magisterskich), analizie widm NMR oraz potwierdzeniu
struktury uzyskanych zwigzkow na podstawie uzyskanych danych spektroskopowych,
interpretacji uzyskanych wynikow biologicznych pod kqtem powigzania wplywu struktury
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zwigzkow na ich aktywnosé¢ biologiczng, wspotpracy przy przygotowaniu manuskryptu
i dyskusji z Recenzentami. Moj udzial procentowy szacuje na 45%.

3. Pastuch-Gawotek, G.; Plesniak, M.; Komor, R.; Byczek-Wyrostek, A.; Erfurt, K;
Szeja, W. ,Synthesis and preliminary biological assay of uridine glycoconjugates
derivatives containing amide and/or 1,2,3-triazole linkers”, Bioorg. Chem., 2017, 72,
80-88. IF5017 = 3.929: IFs_jetni = 3.390; 25 pkt MNIiSW

Moj  udzial w pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy, struktur
glikokoniugatow, opracowaniu syntez opisywanych w pracy zwigzkow (wigkszoS¢ syntez
zostato wykonanych przez M. Plesniaka, a kilka przez K. Chodor w ramach ich prac
magisterskich), wykonaniu widm NMR oraz ich interpretacji, przeprowadzeniu badan
biologicznych oraz ich interpretacji pod kqtem powigzania wplywu struktury zwigzkéw na
ich aktywnosé biologiczng, przygotowaniu glownej czesci manuskryptu, korespondencji
z Edytorem i dyskusji z Recenzentami. Mdéj udziat procentowy szacuje na 40%.

4. Pastuch-Gawolek, G.; Malarz, K.; Mrozek-Wilczkiewicz, A.; Musiol, M.; Serda, M.;
Czaplinska, B.; Musiot, R. ,,Small molecule glycoconjugates with anticancer activity”,
Eur. J. Med. Chem., 2016, 112, 130-144. 1F2016 = 4.519; IFs.etmi = 4.187; 40 pkt MNiISW

Moj udziat w pracy polegat na nawigzaniu wspolpracy z grupg zajmujgcg sie pochodnymi
chinoliny, zaproponowaniu poprawy ich wtasciwosci biologicznych poprzez przylqczenie
fragmentu cukrowego, zaproponowaniu struktur glikokoniugatéow, opracowaniu syntez
opisywanych w pracy zwigzkow (wiekszos¢ syntez zostalo wykonanych przeze mnie
I powtorzonych na wiekszq skale przez M. Wojtowicz i J. Skowronskiego, a synteze dwoch
nowych zwigzkow wykonata M. Musiol- wszystko odbywalo sie W ramach prac
magisterskich wykonywanych pod moim kierunkiem), wykonaniu widm NMR oraz ich
interpretacji  w celu potwierdzenia  struktur  uzyskanych  glikokoniugatow,
wspotredagowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 30%.

5. Komor, K.; Szeja, W.; Komor, R.; Pastuch-Gawotek, G.; Thiem, J. ,,Synthesis of
fucosylated uridine conjugates as potential glycosyltransfrease inhibitors”, Acta Pol.
Pharm. Drug Res., 2014, 71, 1083-1089. 1F2014 = 0.737; IFs5.etni = 0.960; 15 pkt MNiSW

Moj udzial w pracy polegal na zaproponowaniu przylgczenia fragmentu cukrowego
otrzymanego w ramach doktoratu K. Komor do pochodnej urydyny i przebadania
uzyskanych glikokoniugatow pod kqtem zdolnosci do hamowania aktywnosci p-1,4-
galaktozylotransferazy, syntezie pochodnej urydyny, zaproponowaniu sposobu oceny
aktywnosci biologicznej uzyskanych polgczen, wspétudziale w oznaczaniu aktywnosci
biologicznej uzyskanych glikokoniugatow, pomocy przy redagowaniu manuskryptu.
Moj udzial procentowy szacuje na 30%.
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6. Krol, E.; Pastuch-Gawolek, G.; Nidzworski, D.; Rychlowski, M.; Szeja, W.; Grynkiewicz,
G.; Szewczyk, B. ,,Synthesis and antiviral activity of a novel glycosyl sulfoxide against
classical swine fever virus”, Bioorg. Med. Chem., 2014, 22, 2662—-2670. 1F14 = 2.793;
IFs.etni = 2.970; 30 pkt MNiISW

Moj udziat w pracy polegat na zaproponowaniu struktur sulfotlenkow glikozylowych, dla
ktorych badano aktywnos¢ przeciwwirusowg wzgledem wirusa CSFV zakladajgc, ze bedg
one zdolne do hamowania N-glikozylacji protein wirusowych, opracowaniu procedury
syntezy  badanych  sulfotlenkow  (arylowych i  heteroarylowych  pochodnych
D-glukozy, D-galaktozy oraz laktozy z réznymi typami grup zabezpieczajgcych fragment
cukrowy), w tym najaktywniejszego z nich opisanego w pracy (Synteza i oczyszczanie tego
zwigzku zostaly powtorzone na wigkszq skale przez K. Grubel w ramach pracy
magisterskiej wykonywanej pod mojq opiekg), analizie widm NMR, UV-Vis, IR oraz
potwierdzeniu  struktury badanych zwigzkow na podstawie uzyskanych danych
spektroskopowych oraz wspolpracy przy przygotowaniu manuskryptu 1 dyskusji
z Recenzentami. Moj udzial procentowy szacuje na 25%.

7. Komor, R.; Pastuch-Gawotek, G.; Sobania, A.; Jadwinski, M.; Szeja, W. ,,Application of
different a-1-thioglycosides preparation methods in synthesis of 5-nitro-2-pyridyl
1-thioglycosides — substrates in synthesis of conjugates with uridine moiety. Part I, Acta
Pol. Pharm. Drug Res., 2012, 69, 1259-1269. IF12 = 0.665; IFs. e = 0.710; 15 pkt
MNiSW

MOoj udzial w pracy polegal na sformutowaniu tematu badawczego, zaproponowaniu
docelowych struktur, zaproponowaniu procedury syntezy zaprojektowanych zwigzkéw,
nadzorowaniu prac podczas syntezy duzej czesci tych struktur przez A. Sobania
(W ramach pracy magisterskiej wykonywanej przez nig pod moim kierunkiem),
interpretacji danych spektroskopowych w celu potwierdzenia struktur opisanych w pracy
oraz przyjeciu wiodgcej roli podczas redagowania manuskryptu, korespondencji
z Edytorem i dyskusji z Recenzentami. Moj udziat procentowy szacuje na 40%.

8. Dzierzba, K.; Grec, M.; Pastuch-Gawolek, G.; Lipinski, T.; Pietkiewicz, J.; Gamian, A.
,»Synthesis of glycinated glycoconjugates based on 1-thioglycosides and their preliminary
studies as potential immunomodulatory factor”, Acta Pol. Pharm. Drug Res., 2012, 69,
1224-1238. 1F5012 = 0.665; 1Fs.jetni = 0.710; 15 pkt MNiSW

M0oj udziat w pracy polegat na nawigzaniu wspolpracy z grupq zajmujgcq si¢ tematykg
szczepionek przeciwko posocznicy, zaproponowaniu struktur cukrowych Igczonych
Z proteinami, ktore nastgpnie badano pod kqtem immunoreaktywnosci, opracowaniu
procedury syntez opisywanych w pracy zwigzkow (wigkszos¢ syntez zostato wykonanych
przeze mnie ipowtorzonych na wigkszq skale przez M. Kempe w ramach pracy
magisterskiej wykonywanej pod moim kierunkiem), wykonaniu widm NMR oraz ich
interpretacji w celu potwierdzenia struktur uzyskanych zwigzkow oraz wspotredagowaniu
manuskryptu oraz korespondencji z Edytorem. Moj udziat procentowy szacuje na 30%.
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10.

11.

12.

Autoreferat — wersja polskojezyczna

Pastuch, G.; Komor, R.; Grec, M.; Szeja, W. ,5-Nitro-2-pyridyl 1-thioglycosides:
application in synthesis of analogues of glycosyltransferases natural substrates”, Acta Pol.
Pharm. Drug Res., 2010, 67, 642-651. IFy0 = 0.465, IFsiemi = brak danych;
9 pkt MNiISW

Moj udzial w pracy polegal na sformutowaniu tematu badawczego, zaprojektowaniu
struktur glikokoniugatow oraz procedur syntetycznych prowadzqcych do uzyskania
finalnych  zwigzkow, syntezie czesci  substratow do  syntezy  glikokoniugatow,
nadzorowaniu prac podczas syntezy glikokoniugatéow przez D. Pogoda (w ramach pracy
magisterskiej  wykonywanej pod moim  kierunkiem), interpretacji  danych
spektroskopowych w celu potwierdzenia struktur opisanych w pracy oraz zredagowaniu
manuskryptu i korespondencji z Edytorem. Méj udziat procentowy szacuje na 60%.

Pastuch-Gawotek, G.; Bieg, T.; Szeja, W.; Flasz, J. ,5-Amino-2-pyridyl
1-thioglycosides in synthesis of analogs of glycosyltransferases substrates”, Bioorg.
Chem., 2009, 37, 77-83. 1F2009 = 1.588; IFs.jetni = 1.944; 20 pkt MNiSW

Moj udzial w pracy polegal na sformutowaniu tematu badawczego, pozyskaniu
finansowania na prowadzone badania w postaci grantu NCN, zaprojektowaniu struktur
glikokoniugatow oraz procedur syntetycznych prowadzgcych do uzyskania finalnych
struktur, syntezie tych glikokoniugatow (wigkszos¢ syntez zostato wykonanych przeze
mnie, a niektore powtorzono na wiekszq skale przez K. Grubel w ramach pracy
magisterskiej  wykonywanej pod moim  kierunkiem), interpretacji  danych
spektroskopowych w celu potwierdzenia struktur opisanych w pracy oraz zredagowaniu
manuskryptu i korespondencji z Edytorem i Recenzentami. Mdj udzial procentowy szacuje
na 60%.

Pastuch, G.; Wandzik, 1.; Szeja, W. “Regio- and stereoselectivity in glycosylation of
partaially protected 1-thioglycosides with glycals”, Pol. J. Chem., 2007, 81, 161-170.
IF2007 = 0.483; IFs.jeni = 0.536; 15 pkt MNiSW

Moj  udzial w pracy polegal na zaproponowaniu wykorzystania selektywnie
zabezpieczonych  pochodnych  tioglikozydow  jako — akceptoréow —w  reakcjach
regioselektywnej glikozylacji, ktory to temat uscislono po dyskusjach ze wspotautorami,
zaproponowaniu procedur syntetycznych prowadzqcych do wuzyskania selektywnie
zabezpieczonych akceptoréw, przeprowadzeniu ich syntezy oraz reakcji glikozylacji
z wytypowanymi glikalami, interpretacji danych spektroskopowych w celu potwierdzenia
struktur opisanych w pracy oraz wspotredagowaniu manuskryptu, korespondencji
Z Edytorem i dyskusji z Recenzentami. Moj udziat procentowy szacuje na 55%.

Pastuch, G.; Wandzik, 1., Szeja, W. ,Stereoselective one-pot synthesis of
isomaltooligosaccharides”, Pol. J. Chem., 2003, 77, 995-999. IF; = 0.515;
IFs.etni = brak danych; 8 pkt MNiSW
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13.

Autoreferat — wersja polskojezyczna

Moj udzial w pracy polegal na zaproponowaniu zastosowania 0trzymanego przeze mnie
wezesniej  (5-nitro-2-pirydylo)  2,3,4-tri-O-benzoilo-1-tio-4-D-glukopiranozydu  jako
akceptora w stereoselektywnej syntezie z innym tioglikozylowym donorem zawierajgcym
rozbudowang przestrzennie tritylowg grupe zabezpieczajgcq faworyzujgcqg powstawanie
produktu glikozylacji o konfiguracji a, przeprowadzeniu reakcji glikozylacji oraz izolacji
otrzymanych produktow, wspolnej z pozostatymi autorami interpretacji danych
spektroskopowych w celu potwierdzenia uzyskanych struktur oraz wspotredagowaniu
manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 50%.

Pastuch, G.; Wandzik. I.; Szeja, W. ,,(5-Nitro-2-pyridyl) 1-thio-p-D-glucopyranoside
as a stable and reactive acceptor”, Tetrahedron Lett.,, 2000, 41, 9923-9926.
IF2000 = 2.558; IFs.etni = brak danych

Moj udzial w pracy polegal na zaproponowaniu wykorzystaniu 5-nitro-2-pirydylo 1-
tioglukozydu otrzymanego w ramach realizacji mojej pracy doktorskiej do otrzymania
selektywnie zabezpieczonej pochodnej, ktora nastepnie zostata poddana glikozylacji
Z szerokq gamgqg donorow glikozylowych, zaproponowaniu procedur dotyczgcych syntezy
tego akceptora, jak i glikozylacji, przeprowadzeniu wszystkich syntez z udostepnionymi mi
donorami glikozylowymi, interpretacji danych spektroskopowych w celu potwierdzenia
struktur opisanych w pracy oraz wspétredagowaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy
szacuje na 55%.

Wskaznik Impact Factor (IF) podano zgodnie z rokiem opublikowania. W przypadku prac
opublikowanych w roku 2018 przyjeto IF z roku 2017

Sumaryczny Impact Factor wyzej wymienionych prac : IF = 26.831
Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiSW wyzZej wymienionych prac wynosi 262
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Szacunkowy, procentowy udzial wspotautorow w poszczegdlnych pracach stanowigcych
osiggnigcie naukowe, przypisany na podstawie oszacowania wkladu pracy (zaréwno
merytorycznego, jak i praktycznego).

Procentowy

Nr Publikacja Wspolautorzy udziat Liczba ,
wspotautorow cytowan
Kr6l, E.; Pastuch-Gawolek, G.; | Krél Ewelina 43
Chaubey, B.; Brzuska, G.; Erfurt, K.; [Pastuch-Gawolek
Szewczyk, B. ,Novel uridine | Gabriela 43
glycoconjugates, derivatives of 4- | chaubey Binay 5 0
H1 . . ; o
aminophenyl 1-thioglycosides, as : 0
. . ., | Brzuska Gabriela 2
potential  antiviral compounds”,
Molecules, 2018, 23, 1435, Erfurt Karol 2
Szewczyk Bogustaw 5
Pastuch-Gawotek, G.; Chaubey, B.; | Pastuch-Gawolek 45
Szewczyk, B.; Krol, E. ,Novel | Gabriela
thioglycosyl analogs of Chaubey Binay 5 )
Ho glycosyltransferase  substrates as 4
antiviral compounds against classical | szewczyk Bogustaw 5 5
swine fever virus and hepatitis C
virus”, Eur. J. Med. Chem., 2017, | .1 Ewelina 45
137, 247-262.
Pastuch-Gawolek, G.; Ple$niak, M.; | Pastuch-Gawolek 40
Komor, R.; Byczek-Wyrostek, A.; | Gabriela
Erfurt, K.; Szeja, W. ,,Synthesis and | PleSniak Mateusz 25
H3 preliminary biological assay of | Komor Roman 10 2"
uridine glycoconjugates derivatives | Byczek-Wyrostek 10 2™
containing amide and/or 1,2,3- | Anna
triazole linkers”, Bioorg. Chem., | Erfurt Karol 5
2017, 72, 80-88. Szeja Wiestaw 10
Pastuch-Gawolek
: 30
) | Gabriela
Pastuch-quoiqk, ‘G., Malarz, K., Malarz Kataryna 20
Mrozek-Wilczkiewicz, A.; Musiol, Nirozek
M.; ‘ Serda, M.; Czaplinska, B.; Wilczkiewicz Anna 15 g"
H4 | Musiol, R. ,Small molecule : o
. . ) Musiot Marta 5 10
glycoconjugates  with  anticancer -
activity”, Eur. J. Med. Chem., 2016, | Serda Maciej 10
112, 130-144. Czaplinska Barbara 10
Musiot Robert 15
Komor, K.; Szeja, W.; Komor, R.; | Komor Katarzyna 30
,,Sypthesm of fucosylated urldlpe Komor Roman 20 0"
H5 | conjugates as potential o™
glycosyltransfrease inhibitors”, Acta | Pastuch-Gawolek 30
Pol. Pharm. Drug Res., 2014, 71, $§2;ejgach_m
1083-1089. ! ! 10
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Krél, E.; Pastuch-Gawolek, G.; | Krol Ewelina 55

Nidzworski, D.; Rychlowski, M.; [pastuch-Gawolek

Szeja, W.; Grynkiewicz, G.; | Gabriela 25

Szewczyk, B. ,Synthesis and | Nidzworski Dawid 3
H6 antivir_al activit_y of a nov_el egcorsyI Rychlowski Michal 5 6:*

sulfoxide against classical swine S 7

fever virus”, Bioorg. Med. Chem., Szeja Wiestaw S

2014, 22, 2662—-2670. Grynkiewicz 5

Grzegorz
Szewczyk Bogustaw 5

Komor, R.; Pastuph-Qawoiek, G Komor Roman 20

Sobania, A.; Jadwinski, M.; Szeja,

W. ,Application of different a-1- | Pastuch-Gawolek 40

thioglycosides preparation methods | Gabriela .
H7 | in synthesis of 5-nitro-2-pyridyl 1- | Sobania Agnieszka 25 S,

thioglycosides —  substrates in 5

synthesis of conjugates with uridine | Jadwinski Michat 5

moiety. Part 17, Acta Pol. Pharm.

Drug Res., 2012, 69, 1259-1269. Szeja Wiestaw 10

Dzierzba, K.; Grec, M.; Pastuch- | Dzierzba Katarzyna 30

G'awglek', G.; Lipiﬁs_ki, T.; | Grec Marta 5

PletkIeWI'CZ, J.; Gamlan,' A. Pastuch-Gawolek

-Synthesis of glycinated | gapriela 30 )
Hs glycoconquates bas_ed on 1- Lipifiski Tomasz 10 4

thioglycosides and their preliminary ————— - 4

studies as potential Pietkiewicz Jadwiga 10

immunomodulatory factor”, Acta

Pol. Pharm. Drug Res., 2012, 69, | Gamian Andrzej 15

1224-1238.

Pastuch, G.; Komor, R.; Grec, M.; | Pastuch-Gawolek 60

Szeja, W. ,,5-Nitro-2-pyridyl 1- | Gabriela

thioglycosides: application in | Komor Roman 20 .
Ho |Synthesis  of  analogues  of 3

glycosyltransferases natural | Grec Marta 10 3

substrates”, Acta Pol. Pharm. Drug

Res., 2010, 67, 642—651. Szeja Wiestaw 10

Pastuch-Gawotek, G.; Bieg, T.; | Pastuch-Gawolek 60

Szeja, W.; Flasz, J. ,5-Amino-2- | Gabriela

pyridyl 1-thioglycosides in synthesis | Bieg Tadeusz 10 10
H10 *x

of analogs of glycosyltransferases | g,eia Wiestaw 15 10

substrates”, Bioorg. Chem., 2009, 37,
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c) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Synteza 1 aktywnos¢ biologiczna glikokoniugatow zawierajacych
uktad heteroarylowy

Stowa kluczowe: Glikokoniugaty, ztozone pochodne cukréw, aktywno$¢ biologiczna,
inhibitory enzymoéw, inhibitory glikozylotransferaz, hamowanie proliferacji komorek
nowotworowych, zwigzki przeciwnowotworowe, aktywno$¢ przeciwwirusowa

Wykaz stosowanych skrotow

Ac grupa acetylowa

AgOTf trifluorometanosulfonian srebra

BAIB [bis(acetoksy)-jodo]benzen

Bn grupa benzylowa

BSA albumina bydleca

Bz grupa benzoilowa

B1,4-GalT B-1,4-galaktozylotransferaza

CDMT 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyna

CMP cytydyno-5’-monofosforan

CPS polisacharydy otoczkowe (ang. capsular polysaccharides)

m-CPBA kwas meta-chloronadbenzoesowy

CSFV wirus klasycznej $winskiej goraczki (ang. Classical Swine Fever Virus)

CuAAC cykloaddycja azydo-alkinowa katalizowana miedzig (ang. copper-catalyzed
azide-alkyne cycloaddition)

Dansyl grupa 5-(dimetyloamino)naftaleno-1-sulfonylowa

DCC N,N-dicykloheksylokarbodiimid

DMAP 4-dimetyloaminopirydyna

DMF N,N-dimetyloformamid

DMTMM chlorek 4-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyno-2-ylo)-4-metylomorfoliny

DU 145 linia komorkowa raka prostaty

Et grupa etylowa

Gal galaktoza

GlcNac N-acetyloglukozamina

Glu glukoza

GLUT bialkowe transportery glukozy

GTs glikozylotransferazy

HCT 116 linia komoérkowa raka jelita grubego

HCV wirus zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis C Virus)

HOBt N-hydroksybenzotriazol
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stezenie zwigzku potrzebne do zredukowania aktywnosci enzymu lub

proliferacji komorek o 50%

nadchloran jodo bis(2,4,6-kolidyny)

stata inhibicji enzymu

stala Michaelisa

sialilo-Lewis™

grupa odchodzgca (ang. Leaving Group)
lipopolisacharydy

grupa metylowa

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylo-tetrazoliowy
promieniowanie mikrofalowe

mioglobina konska

nukleozydo-5’-fosforan

kwas N-acetyloneuraminowy

N-jodoimid kwasu bursztynowego
N-metylomorflina

grupa zabezpieczajaca (ang. Protecting Group)
reaktywne formy tlenu

indeks selektywnosci

grupa tert-butylodimetylosililowa

grupa tert-butylodifenylosililowa

N-tlenek 2,2,6,6-tetrametylopiperydyny

kwas triflowy, kwas trifluorometanosulfonowy
tetrahydrofuran

triflan trimetylosililowy

bromowaodorek trifenylofosfiny

grupa trytylowa (grupa trifenylometylowa)
urydyno-5’-difosforan
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Wprowadzenie

Cukry, zdefiniowane jako polihydroksyaldehydy, polihydroksyketony i ich pochodne sa,
obok aminokwasoéw, oligo- i polipeptydow, kwasoéw nukleinowych oraz lipidow, jedng
z gtdéwnych klas zwigzkow naturalnych wystepujacych w organizmach zywych. Do polowy
ubieglego stulecia byty postrzegane glownie jako materialty budulcowe komoérek. Wystarczy
wtym przypadku wymieni¢ takie biopolimery jak celuloza, hemicelulozy, pektyny czy
chityna. Druga wazna funkcja weglowodanéw to wykorzystanie ich jako materiat zapasowy
w swiecie roslinnym (skrobia, inulina) i w $wiecie zwierzat (glikogen). Do lat
sze$¢dziesigtych XX wieku monosacharydy, cukry takie jak D-glukoza, D-fruktoza, produkty
ich oligomeryzacji ipolimeryzacji byly rozpatrywane jako zrodlo energii w procesach
biologicznych. Prowadzone do tego czasu badania naukowe ukierunkowane byty na okreslenie
mechanizméow ich metabolizmu oraz okre§lenie mechanizméw tworzenia znanych
biopolimerow. Dobrze znany byt fakt, ze zlozone pochodne cukrow wystgpuja powszechnie w
komorkach, ale dopiero w latach siedemdziesigtych XX wieku pojawily si¢ pierwsze prace
poswiecone nie tylko budulcowej lub zapasowej funkcji cukréw, ale rowniez wskazujgce na
kluczowa ich role w procesach komorkowych. Bylo to zwigzane z pr¢znym rozwojem
glikobiologii rozumianej jako dziedzina nauki zajmujaca si¢ chemig cukrow 1 ich potaczen, ich
biosynteza i degradacja, poznaniem ich funkcji w ztozonych uktadach biologicznych oraz ich
analizg i modyfikowaniem.

Cukry naturalne mogg wystepowac¢ w postaci cukrow prostych (monosacharydow), oligo- i
polisacharydow (glikanéw) oraz zlozonych pochodnych, glikokoniugatow, w ktorych czesé
cukrowa jest kowalencyjniec zwigzana z czeScig niecukrowsg  (tzw. aglikonem).
Do glikokoniugatow zaliczamy migdzy innymi glikopeptydy, glikoproteiny, glikolipidy,
proteoglikany czy glikozydy. Glikokoniugaty mozna znalez¢ na powierzchni komorek, gdzie

tworza tzw. glikokaliks (Rysunek 1) [1].
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Rysunek 1. Przyktadowe struktury glikokoniugatow na powierzchni komorki.

Intensywne badania naukowe prowadzone od drugiej potowy XX wieku dowiodly,
ze cukry oraz glikokoniugaty na powierzchni blony komérkowej odgrywaja fundamentalng
rolg w Komunikacji mi¢dzykomoérkowej, organizacji komorek, w  rozpoznaniu
migdzykomorkowym, regulacji  hormonalnej, adhezji  patogendow  rozpoznajacych
i traktujacych jako swoj cel okreslone struktury cukrowe na powierzchni komorek gospodarza,
odpowiedzi immunologicznej oraz w procesach powstawania nowotworow, W ktorych
stwierdzono zmiany w skladzie fragmentu cukrowego glikoprotein na powierzchni receptorow
odpowiedzialnych za rozwoj nowotworow [2-6].

Tak istotne 1 zroznicowane funkcje polaczen cukrow sa mozliwe dzigki temu, ze glikany sg
najbardziej zroéznicowanymi biopolimerami naturalnymi 1 wlasnie ta rdéznorodnosé
strukturalna sprawia, ze mogg kodowac olbrzymig ilo$¢ informacji. To zrdéznicowanie
strukturalne potgczen cukrowych, w poréwnaniu do innych naturalnych biopolimeréw takich
jak polipeptydy czy kwasy nukleinowe, wynika z faktu ze jednostki cukrowe zawieraja szereg
centrow stereogenicznych i grup funkcyjnych (hydroksylowych, aminowych), zdolnych do
tworzenia réznorodnych wigzan miedzy jednostkami cukrowymi i dowolnym aglikonem.
Ponadto, wystepuja zarowno W postaci pierscieni pigcio- jak i szescioczionowych.

Za biosynteze glikokoniugatow odpowiada cala gama enzymow z grupy
glikozylotransferaz (GTs), ktore przenosza fragment cukrowy (mono lub oligosacharyd)
z aktywowanego donora cukrowego (najczgsciej nukleozydofosforanu cukrowego) do
odpowiedniego akceptora, ktorym moze by¢ cukier, peptyd, biatko, lipid lub inny fragment
niecukrowy z utworzeniem gléwnie wigzania O- i N-glikozydowego, a takze w mniejszym
stopniu S- lub C-glikozydowego. Synteza zwigzkéw pozwalajacych na kontrole procesu

glikozylacji, a tym samym zmian¢ lub zablokowanie aktywnos$ci glikokoniugatow, jest
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aktualnym i intensywnie eksplorowanym tematem w chemii medycznej i farmaceutyczne;.
Znaczna cz¢$¢ zwiazkdw majacych zdolnos¢ do hamowania aktywnosci GTs bazuje na
analogach naturalnych substratow tych enzymow iw swej strukturze zawiera fragment
cukrowy [7-11].

Z drugiej strony, naturalne produkty o malej masie czasteczkowej zaliczane
do tzw. metabolitow  wtérnych, oferujgce  niespotykang rdéznorodno$¢  strukturalng
i wielokierunkowe dziatanie biologiczne, w duzej czgsci w swej strukturze zawierajg fragment
cukrowy. Wsérdd znanych i opisanych metabolitow wtornych, peliacych wiele waznych
funkcji regulacyjnych, znaczna ich cze$§¢ wystepuje w formie O-glikozydow. Poniewaz
znaczng ilos¢ tych zwiazkow zidentyfikowano jako istotne dla ludzkiej fizjologii
i farmakologii, inspiruje to do poszukiwania ich analogéw i mimetykow. Glikozydy takie jak
salicyny, kardenolidy i antracykliny byty jednymi z pierwszych udokumentowanych lekow
pochodzacych ze zrodet naturalnych (Schemat 1) [12-15].

(0]
(0] o
OH OH OH H

R=0H,Digoksyna Salicyna R=0H,Doksorubicyna
R=H, Digitoksyna R=H, Daunorubicyna

NH;

HO

Schemat 1. Metabolity wtérne stosowane jako leki

Polisacharydy otoczkowe (CPS, ang. capsular polysaccharides) oraz lipopolisacharydy
(LPS, ang. lipopolysaccharides) sg obecne na powierzchni komoérek drobnoustrojow (bakterii
i wirusow) i moga by¢ rozpoznawane przez system immunologiczny gospodarza, czego
efektem jest wytwarzanie przeciwcial przez zainfekowany organizm. Obserwacja ta moze by¢
wykorzystana do produkcji szczepionek zawierajacych antygeny polisacharydowe
i zastosowania ich do immunizacji pozwalajacej na obron¢ organizmu gospodarza przed
patogenami. Pierwsze doniesienia dotyczace wykorzystania przeciwciat indukowanych przy
pomocy polisacharydow uzyskiwanych z pneumokokoéw pojawily si¢ juz na poczatku lat

trzydziestych XX wieku [16].
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Obecnie cukry, ich pochodne oraz polaczenia z aglikonami niecukrowymi
sg wykorzystywane  jako  czynniki  terapeutyczne np. leki  nasercowe, leki
przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, a takze szczepionki. Na bazie
cukréw projektuje si¢ rowniez nowe zwiazki wykazujace aktywnos¢ biologiczng pozwalajaca
na potencjalne ich zastosowanie w medycynie i farmacji. Istnieja rdézne podejscia
w projektowaniu takich zwigzkoéw obejmujace:

e zastosowanie struktur natywnych glikandw wykazujacych okreslong aktywnos¢
biologiczng po optymalizacji warunkow ich dostarczania do komorki. W wielu
przypadkach tego typu polaczenia pozyskiwane sa ze zrodet naturalnych
w ilo§ciach niewystarczajacych do przeprowadzenia badan biologicznych,
zwlaszcza w eksperymentach in vivo. Rozwigzaniem w tym przypadku jest ich
synteza, jednak zwykle jest ona wieloetapowa i w konsekwencji prowadzaca do
uzyskania zwigzkow z mala wydajnoscig, dlatego niejednokrotnie jest
to ekonomicznie nieuzasadnione. Problemem moze by¢ tez niestabilnosé
metaboliczna potencjalnego leku

e zastosowanie glikomimetykow, w ktorych wprowadzone modyfikacje umozliwiaja
silniejsze oddzialywanie z docelowym receptorem. Takie podejscie pozwala tez na
poprawe wlasciwosci | zwigkszenie stabilnosci in vivo

e zastosowanie zwigzkOw zawierajacych szkielet cukrowy oraz modut aktywny.
Takie podejscie pozwala na wykorzystanie roznorodnosci potaczen cukrowych do
otrzymania wysoce funkcjonalnej i zr6znicowanej strukturalnie biblioteki potaczen

e zastosowanie Dbiologicznie aktywnych zwigzkéw polaczonych z cukrami.
W tym przypadku czes¢ cukrowa moze pozwoli¢ na przezwycigzenie problemu
rozpuszczalno$ei leku oraz modulowanie jego wilasciwosci farmakokinetycznych
[17-20].

Analiza danych literaturowych data asumpt do skoncentrowania moich badan na

projektowaniu i syntezie potaczen biologicznie aktywnych struktur z fragmentem cukrowym.

Zalozenia i cel badan

Tematyka zwigzana z heteroaromatycznymi pochodnymi cukrow byla kontynuowana
w oparciu 0 wyniki uzyskane w trakcie realizacji wcze$niejszych badan, w ramach ktorych

opracowatam metodologi¢ syntezy 1-tioglikozydow w reakcji aromatycznej substytucji
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nukleofilowej halogenu w ujemnie podstawionych pochodnych pirydyny 1-tiocukrem.
Korzystajac z opracowanej metodologii otrzymalam biblioteke 1-tioglikozydow pochodnych
mono- i disacharydow [21, 22]. Tioglikozydy te zaprojektowatam jako alternatywe
do wczesniej opisanych pochodnych stosowanych w reakcjach glikozylacji. Zatozytam,
ze struktura tych zwigzkdéw, z wuwagi na obnizenie nukleofilowosci siarki przez
elektronoakceptorowy podstawnik w piercieniu aromatycznym aglikonu, pozwoli
na zastosowanie ich w strategii tzw. latentnej glikozydacji opisanej przez Roya [23, 24].
Spodziewatam si¢, ze beda one peli¢ role latentnych” (utajonych) akceptorow
glikozylowych, ktore w nastgpnym etapie mogg by¢ ,,wlaczane” w reakcje glikozydacji jako
donory glikozylowe przez prostg transformacj¢ aglikonu zwigzang z kontrolowang zmiang
nukleofilowosci siarki. Taka procedura pozwolitaby na synteze fancucha oligosacharydowego
w ltagodnych warunkach iz dobrymi wydajnosciami. Zalozone warunki spetnita jedna
z zaprojektowanych pochodnych: (5-nitro-2-pirydylo) p-D-1-tioglukozyd, ktory dzigki
selektywnemu zabezpieczeniu grup hydroksylowych w cukrze zostal zastosowany jako
akceptor glikozylowy, a uzyskany w ten sposob disacharyd, po utlenieniu do odpowiedniego
sulfotlenku zastosowatam do syntezy trisacharydu [25].

Dalsze badania nad pochodnymi cukrowymi zawierajgcymi aglikon z fragmentem
aromatycznym kontynuowatam podczas rocznego stazu po-doktorskiego w MD Anderson
Cancer Center w Houston. Prace tam prowadzone polegaty na wprowadzaniu modyfikacji we
fragmencie cukrowym antracyklin, zwigzkéw o znanej iudowodnionej aktywnosci
interkalacyjnej do DNA [26]. Syntezowane modele miaty w perspektywie zastosowanie jako
leki przeciwnowotworowe dziatajace na zasadzie hamowania aktywnosci Topoizomerazy II.

Po zakonczeniu stazu postanowitam wykorzysta¢ uzyskane doswiadczenie do dalszych
badan, a ich celem stala si¢ synteza heteroaromatycznych pochodnych cukrow, ktére
wykazywatyby aktywno$¢ biologiczng, w tym zdolno$¢ do hamowania aktywnosci enzymow
odpowiedzialnych za transfer jednostek cukrowych, dzialanie przeciwnowotworowe oraz
zdolno$¢ aktywacji uktadu immunologicznego. W przypadku pozytywnego wyniku wstepnych
badan biologicznych, zwiazki takie moga by¢ przedmiotem badan nad zastosowaniem w
terapii chorob nowotworowych oraz infekcji wirusowych badz bakteryjnych. To wlasnie stato
si¢ celem realizowanym w ramach prezentowanego cyklu prac.

Punktem wyjscia do konstrukcji tego typu polaczen byty uzyskane wczesniej (5-nitro-2-
pirydylo) 1-tioglikozydy. Zach¢ta do wykorzystania tego typu pochodnych byly obiecujace

wstepne wyniki badan biologicznych majacych na celu oceng aktywnosci przeciwwirusowe;j
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wybranych zwigzkéw prowadzone przez dr Eweling Krol z grupy profesora Bogustawa
Szewczyka z Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych na Migdzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego. Badaniom poddano arylo i heteroarylo
1-tioglikozydy oraz sulfotlenki arylowoglikozylowe, a modelem na ktérym badano aktywnos¢
tych pochodnych byt wirus klasycznej $winskiej gorgczki (CSFV, ang. Classical Swine Fever
Virus) w komoérkach nerki $§winskiej SK6. Heteroarylowe pochodne cukrow byly w stanie
hamowa¢ namnazanie si¢ wirusa, a najlepsze wyniki uzyskano dla sulfotlenku (5-nitro-2-
pirydylo)-laktozylowego GP-6 (Schemat 2), ktory otrzymatam poprzez utlenianie (5-nitro-2-
pirydylo) per-O-acetylo-1-tio-p-laktozydu dziataniem kwasu m-chloro-nadbenzoesowego (m-
CPBA). 1-Tioglikozyd utleniatam rownomolowa ilosciag m-CPBA w obnizonej temperaturze.
[27, 28, 29 (H6)]. Zalozono, na podstawie doniesien literaturowych [30], ze zaobserwowane
dziatanie przeciwwirusowe miato zwigzek z inhibicjg glikozylacji 1zmiang w strukturze
glikoprotein  na  powierzchni  wirusa, CO uniemozliwilo  namnazanie = Wirusow

w zainfekowanych komorkach.

AcO OAc

(@]
HOOH
m M % )\
> k_? k_v
| OH OH
HO OH
&/ ~

(@]

Aco Ho OH&O
NHAc OH
NHAc
Br

m v
K; ~30 uM (B1,4-GalT ludzka) [33] K; 9.2 uM (al,3-GalT $winska) [34]

Schemat 2. Struktury zwigzkéw wykazujgcych aktywnosé biologiczng

W literaturze opisano pochodne zawierajace fragment disacharydowy potaczony, podobnie
jak ma to miejsce w przypadku pochodnej GP-6, wigzaniem B-glikozydowym z urydyna |
[31] badz tymidyna Il [32], ktore byly w stanie hamowac aktywno$¢ enzymow
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z grupy glikozylotransferaz (Schemat 2). W tym przypadku zakladano, ze zwiazki te sa
analogami UDP-Gal, czyli substratu typu donora dla p1,4-GalT. Opisano réwniez,
ze wprowadzenie alkiloaromatycznego aglikonu w cukrze poprawia wigzanie z bialkiem
I skutecznie hamuje aktywno$¢ enzymow z grupy GTs. Acetylowany 4’-deoksydisacharyd
z aglikonem aromatycznym 11l zastosowano jako analog akceptora ludzkiej (1,4-GalT1l
zaangazowanej w biosynteze sLe”. Pochodna ta wigze sic W miejscu wigzania akceptora i jest
inhibitorem kompetycyjnym enzymu. Dzigki obecnosci zabezpieczen acetylowych pochodna
ta jest zdolna do penetrowania blon biologicznych i1wykazuje zdolno$¢ do hamowania
biosyntezy sLe” in vivo w komorkach nowotworowych chloniaka oraz raka ptuc. Te same
badania wykazaty aktywnos$¢ odbezpieczonego analogu zwigzku 111 wzgledem ludzkiej B1,4-
GalTl na poziomie K;=192 uM [33]. Wprowadzenie aglikonu aromatycznego (grupy 2-
naftylowej) w zwiazku IV pozwolito z kolei na otrzymanie inhibitora a1,3-GalT [34].

Zaktadajac, ze zwigzek GP-6, podobnie jak wymienione inhibitory I-1V (Schemat 2),
konkuruje z naturalnym substratem GTs o miejsce w centrum aktywnym, zaprojektowatam
I zsyntezowatam catg game pochodnych mogacych wykazywac podobng lub lepszg aktywnos¢
biologiczna.

Modyfikacje strukturalne w projektowanych zwigzkach dotycza zarowno fragmentu
cukrowego, jak 1 mozliwosci jego polaczenia poprzez linker zawierajacy ukiad
heteroaromatyczny z fragmentem istotnym z punktu widzenia aktywnosci biologicznej,
np. urydyng badz chinoling. Jako akceptory do modyfikacji i rozbudowy fragmentu
cukrowego zastosowatam selektywnie zabezpieczone pochodne (5-nitro-2-pirydylo)
1-tioglikozydow. Na poczatku sprawdzitam ich stabilno$¢ wobec szerokiej gamy promotorow
glikozylacji, co stworzytlo przestanki do zastosowania ich w reakcjach zroznego typu
donorami  glikozylowymi. Ponadto, poprzez wprowadzenie odpowiednich  grup
zabezpieczajacych, mozna sterowac reaktywnoscig poszczegdlnych grup hydroksylowych
w tego typu akceptorze i zastosowaé go w regioselektywnej glikozylacji badz modyfikacji
grup hydroksylowych. Z drugiej strony, mozna zaktywowac przejsciowo ,.latentny” aglikon
i zastosowa¢ uzyskang pochodng w reakcji glikozylacji z kolejng czasteczka akceptora
(co udowodnitam wecze$niej), badz tez (co wydaje si¢ bardziej interesujace) skorzystaé
Z obecnos$ci w aglikonie grupy nitrowej, podda¢ ja redukcji i powstala w jej wyniku grupe
aminowa wykorzysta¢ do 1laczenia, bezposredniego lub z wykorzystaniem linkera,

Z pochodnymi urydyny badZ chinoliny (Schemat 3).
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Schemat 3. Modyfikacje strukturalne projektowanych zwigzkéw

Zarowno urydyna, jak i chinolina nie zostaly wybrane przypadkowo jako fragmenty
koniugowane z pochodnymi cukrowymi. Z doniesien literaturowych wynika, ze urydyna
obecna w substracie GTs typu donora odgrywa kluczowg role w procesie wigzania z centrum
aktywnym tych enzyméw i $ci$le oddziatywuje z biatkiem enzymatycznym [35]. Tak wigc,
chcac uzyskaé struktury majgce konkurowac¢ o miejsce w centrum aktywnym enzymu z jego
naturalnym substratem, nalezy wiaczy¢ ten fragment do docelowej struktury. W naturalnych
substratach GTs typu donora cukier polaczony jest z urydyna poprzez ugrupowanie
fosfoestrowe, ktére pozwala na lokowanie tego substratu w centrum aktywnym poprzez
wigzanie koordynacyjne z dwuwarto$ciowymi jonami metalu [7]. Tak wiec w projektowanych
analogach strukturalnych substratow GTs pomig¢dzy cukrem iurydyng rowniez powinien
wystepowac tacznik zdolny do koordynowania jondw metali. Funkcje takiego tacznika moze
peni¢ fragment heteroaromatyczny (wykorzystanie wolnych par elektronowych heteroatomow
do wigzania z metalem) w potaczeniu z obecnoscia wigzania amidowego i/lub estrowego i/lub

fragmentu alkilowego zwigkszajacego elastycznos¢ takiego facznika.
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W przypadku chinoliny, to 8-hydroksychinolina i jej pochodne znane sg ze zdolnosci do
kompleksowania szeregu jonéw metali, a takze z szerokiego spektrum aktywnosci
biologicznej. Pochodne chinoliny dziataja przeciwbakteryjnie, przeciwgrzybiczo, przeciw
pierwotniakowo, a takze antyseptycznie [36]. W ostatnich latach obserwuje si¢ rowniez wzrost
zainteresowania ich aktywnoS$cia przeciwnowotworowa, ktdra faczona jest ze wspomniang
zdolnoscia do wigzania jondéw metali. Koncepcje potaczenia pochodnych chinoliny
z fragmentem cukrowym, ktory poprawia ich biodostgpnos¢ i utatwia transport do komorek
nowotworowych ze wzgledu na nadekspresje transporteréw glukozy w tych komorkach,
opisata grupa G. Vecchio [37, 38]. Otrzymane glikozydy chinolinowe badano jako potencjalne
proleki chelatorowe jonéw miedzi i cynku, ktore uwalniajg aktywny biologicznie zwigzek po
wniknieciu do komorki pod dziataniem enzymow z grupy glikozydaz. Obiecujace wyniki tych
badan zachg¢caja do kontynuacji tematu faczenia cukrow z pochodnymi chinoliny.

W laczniku pomiedzy fragmentem cukrowym a pochodnymi urydyny i chinoliny istotny
jest uklad heteroaromatyczny taki jak pirydyna lub triazol. Aby udowodni¢, ze uktad
heteroaromatyczny w glikokoniugacie ma istotny wplyw na jego aktywno$¢ biologiczng
zaplanowatam réwniez synteze polaczen, w ktorych uktad ten wyeliminowano ze struktury
facznika.

Uzyskane zwigzki postanowitam przebada¢ pod katem zdolnosci do hamowania
aktywnosci izolowanego enzymu z grupy GTs na przyktadzie B1,4-GalT. Z kolei w badaniach
in vitro postanowitam ocenic¢ ich aktywnos$¢ przeciwwirusowg i przeciwnowotworows, a takze
oceni¢ je pod katem immunogennosci.

Realizacja zaplanowane] tematyki wymagata wykonania nastepujacych zadan
badawczych:

e modyfikacji  fragmentu cukrowego wytypowanych  (5-nitro-2-pirydylo)
1-tioglikozydéw poprzez wprowadzenie réznych grup ochronnych oraz ich
glikozylacji dziataniem konwencjonalnych donorow glikozylowych

e modyfikacji wytypowanych zwigzkéw poprzez wprowadzenie epitopu
glicynowego, co pozwolitlo na ich zastosowanie do wywotywania odpowiedzi
immunologicznej

e opracowania procedur pozwalajacych na syntez¢ zwigzkéw Dbiologicznie
aktywnych, w tym potencjalnych inhibitorow GTs zawierajacych w swej

strukturze fragment urydynowy oraz glikokoniugatow chinolinowych
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e oceny aktywnosci biologicznej uzyskanych pofaczen obejmujacej inhibicje B1,4-

GalT, dziatanie przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe.
Opis osiggniecia naukowego
1. Zastosowanie heteroarylo 1-tioglikozydow w modyfikacjach fragmentu cukrowego

W ramach prezentowanej pracy zaplanowalam i przeprowadzitam syntez¢ duzej grupy
pochodnych cukrowych (glikokoniugatow), a nastepnie ocenitam ich aktywnos¢ biologiczng.
Aby moc sprawnie modyfikowac strukture fragmentu cukrowego tych polaczen nalezy
poswigci¢ nieco uwagi reakcji glikozylacji.

Reakcja glikozylacji zachodzi najczesciej wedtug mechanizmu substytucji nukleofilowej
przy anomerycznym atomie wegla tzw. donora glikozylowego, ktory posiada grupg dobrze
odchodzacg (LG, ang. Leaving Group) polgczong z anomerycznym atomem wegla.
Donor glikozylowy reaguje z akceptorem glikozylowym, ktéory posiada grupe
0 wilasciwosciach nukleofilowych, a aktywacja grupy odchodzacej zachodzi przy udziale
odpowiedniego dla danej grupy promotora/ aktywatora lub znacznie rzadziej katalizatora
(Schemat 4).

P'O
PO P'O PO AVO
—\—O _\_O Promotor —\‘O >~‘ v X
> LG + X ———> >0
HO
donor akceptor O-glikozyd
glikozylowy glikozylowy

Schemat 4. Tworzenie wigzania O-glikozydowego

Poniewaz substraty w reakcji glikozylacji to zwykle zwiazki wielofunkcyjne, dla
zapewnienia regioselektywnosci tej reakcji wskazane jest selektywne zabezpieczenie grup,
ktore nie majg bra¢ w niej udziatu z uzyciem odpowiednio dobranych grup zabezpieczajacych
(P, ang. Protecting Group). Warunki reakcji glikozylacji musza by¢ tak dobrane, aby grupy
zabezpieczajace oraz juz istniejagce w reagujacych czasteczkach wigzania glikozydowe nie
ulegty w trakcie reakcji niepozadanym transformacjom.

W trakcie reakcji glikozylacji moga powsta¢c dwa izomeryczne produkty,
a na stereoselektywno$¢ tej reakcji wpltyw ma caly szereg czynnikow sposrod ktérych

wymieni¢ mozna: efekt anomeryczny, struktura donora i akceptora glikozylowego, rodzaj
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grup zabezpieczajacych, rodzaj grupy odchodzacej, rodzaj rozpuszczalnika, uzyty w reakcji
promotor, temperatura czy ci$nienie. Najwigkszy wplyw na stereoselektywnos$¢ glikozylacji
ma rodzaj grupy przy weglu sasiadujacym z pozycja anomeryczng. Efekt grupy sasiadujace;j
(nazywanej czgsto w literaturze grupa partycypujaca) pozwala na otrzymywanie 1,2-trans
glikozydow w przypadku gdy w pozycji C-2 donora znajduje si¢ ugrupowanie estrowe lub
amidowe (Schemat 5).

R'OH
O Aktywacja SO0 < WOSB >~—0
PO %LG—» PO \/S@ PO~ > __ o PO \«\
0 S o) 0®,0
>¢0 LG >¢0 o)
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~ Aktywacja N - g —~
POW\,L(;.% PO =\® poy > T PO\
OPy, - OP, OP,
p LG p oP p

w 1,2-cis + 1,2-trans

Pnp: grupa niepartycypujaca
Schemat 5. Efekt grupy sgsiadujgcej na stereoselektywnosé glikozylacji

Wolna para elektronowa tlenu karbonylowego w takiej grupie moze bra¢ udziat
w stabilizowaniu karbokationu utworzonego po odejsciu grupy z pozycji anomerycznej
donora. Tworzy si¢ wowczas bicykliczny jon acyloksoniowy co powoduje, ze ze wzgledu na
zawade sterczyng, atak nukleofila mozliwy jest jedynie z przeciwnej strony pierScienia.
W takim przypadku glikozyd o konfiguracji 1,2-trans tworzy si¢ z bardzo wysoka
stereoselektywnoscig. Produktem ubocznym w tego typu reakcjach moze by¢ ortoester
powstajacy w wyniku ataku nukleofila na karboksylowy atom wegla. W przypadku braku
grupy partycypujacej w pozycji C-2 donora, atak nukleofila mozliwy jest z obu stron
plaskiego jonu oksokarbeniowego, €O powoduje powstanie mieszaniny anomerycznych

produktow. Na proporcje mieszaniny glikozydow wpltyw ma szereg czynnikow, w tym rodzaj
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grupy odchodzacej, atakze typ 1 wielko$¢ grup zabezpieczajacych w donorze oraz
w akceptorze [39].

Sposrod bardzo bogatej grupy zwigzkéw stosowanych jako donory w reakcjach
glikozylacji nieprzypadkowo wybrano 1-tioglikozydy. Naturalne glikokoniugaty, ze wzgledu
na polaczenie cukru z aglikonem poprzez wigzanie O-glikozydowe s3 stosunkowo mato
stabilne w systemach Dbiologicznych gdyz ulegaja degradacji pod dziataniem
glkozylohydrolaz. Jednym z mozliwych rozwigzan tego problemu przy syntezie
glikokoniugatow jest zastgpienie glikozydowego atomu tlenu przez heteroatomy i uzyskanie
polaczen o zmienionych wiasciwosciach wigzania z biatkami oraz zwigkszonej stabilnosci na
degradacje enzymatyczng. Najczesciej w takich przypadkach stosuje si¢ potagczenia, w ktorych
jednostki cukrowe zwigzane sg poprzez atomy siarki, selenu, azotu lub wegla. Najczestsze
modyfikacje dotyczg wlasnie zamiany atomu tlenu na atom siarki.

Zaktadajac, ze po modyfikacji fragmentu cukrowego akceptora, powstaty cukier bedzie
faczony z fragmentem biologicznie aktywnym tworzac glikokoniugat, to zastgpienie atomu
tlenu w anomerycznej czesci cukru poprzez atom siarki pozwoli na modyfikacje, ktora jest
akceptowana przez wigkszo$¢ systemow biologicznych (enzymy, linie komodrkowe),
a jednoczesnie  zwickszy  stabilno§¢  uzyskanych  glikokoniugatow.  Wlasciwosci
fizykochemiczne 1 biologiczne pochodnych zawierajacych atom siarki zamiast tlenu wynikaja
z roznic w rozkladzie gestosci elektronowej i elektroujemnos$ci obu atoméw. Tym samym
obniza si¢ podatno$¢ hydrolityczna wigzania wegiel anomeryczny-siarka (C-S) w porownaniu
z wigzaniem wegiel-tlen (C-O). Tioglikozydy sg znacznie bardziej odporne na dziatanie
enzymow hydrolitycznych i bardziej stabilne w systemach biologicznych. Potaczenia roznigce
si¢ obecnoscia O- lub S- moga wykazywacé nieznaczne rdznice W orientacji wigzania
glikozydowego [40] i konformacji pier§cienia cukrowego [41], na co wplyw ma gldwnie
roznica w dtugosci wigzania C-S (1.78 A) i C-O (1.42 A) oraz kat pomiedzy wigzaniami C-S-
C (99°) oraz C-O-C (114°) [42]. Jednak pomimo tych niewielkich roznic, tioglikozydy
wykazuja si¢ aktywnoscig biologiczng porownywalng z naturalnymi odpowiednikami, przy
jednoczesnej zwigkszonej stabilnosci [43, 44].

Kolejng zaleta ujemnie podstawionych arylo 1-tioglikozydow jest mozliwos$¢ zastosowania
ich w strategii latentnej glikozylacji bazujacej na roznicy w reaktywnosci centrOw

anomerycznych donora i akceptora glikozylowego [23].
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Schemat 6. Zastosowanie (5-nitro-2-pirydylo) 2,3,4-tri-O-benzoilo-1-tio-f-D-glukopiranozydu
jako latentnego akceptora glikozylowego

Koncepcj¢ te wykorzystalam stosujac jako latentny akceptor glikozylowy (5-nitro-2-
pirydylo)  2,3,4-tri-O-benzoilo-1-tio-p-D-glukopiranozyd 1 w  obecnoSci  rdéznie
zabezpieczonych pochodnych tiocukrow 2-5, acetylowanego bromku glukozylu 6 [45, (H13)],
3,4-di-O-acetylo-2-jodo-2,6-dideoksy-1-tert-butylodimetylosililo-a-L-mannopiranozydu 7 [46
(H9)] oraz zabezpieczonych glikali 8-11 [47 (H11), 48] jako reaktywnych donoréow
glikozylowych (schemat 6). Aby potwierdzi¢ stabilno$¢ pochodnej 1 poddatam jg reakcji
glikozylacji z takimi modelowymi akceptorami jak metanol oraz 1,2,3,4-di-O-izopropylideno-
a-D-galaktopiranoza w obecnosci aktywatorow takich jak Ag,O, triflan trimetylosililowy
(TMSOTH), triflan srebra (AgOTTf), N-jodoimid kwasu bursztynowego (NIS), uktad NIS/ kwas
triflowy (TfOH) czy nadchloran jodo bis(2,4,6-kolidyny) (IDCP). Po stwierdzeniu stabilnosci
zwigzku 1 w tych warunkach, zastosowatam go jako akceptor w reakcjach z donorami 2—-11
(Schemat 6). Uzyskane wyniki (Tabela 1) wskazuja na duzg stabilno$¢ testowanego latentnego
tioglikozydu 1 w bardzo roznorodnych warunkach aktywacji i wobec roznych donorow
glikozylowych. W omawianych przypadkach, na stereoselektywnos$¢ reakcji glikozylacji
wplyw miat rodzaj grup zabezpieczajacych w donorze glikozylowym. Uzycie donoréw 2 i 6,
w ktorych w pozycji C-2 obecna byfa partycypujaca grupa acetylowa, zapewnitlo wysoka
enancjoselektywnos¢ reakcji glikozylacji, w wyniku ktorej otrzymano wylacznie produkty
o konfiguracji B. Z kolei wprowadzenie stosunkowo duzych benzylowych grup

zabezpieczajacych w 2-deoksy pochodnej 1-tiocukru 5 skutkowato powstaniem disacharydu
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15 glownie o konfiguracji a. Rowniez w przypadku pochodnych D-glukalu 10 i 11 z duzymi
grupami zabezpieczajacymi powstawaty produkty 20 i 21 gléwnie o konfiguracji a.

Tabela 1

inIE)o Ozr;/(lj;wy Promotor V\r/:eilij:jli(l Produkt V[\{;:]j. a:p
1 2 NIS/TfOH  Toluen, t.p. 12 82 tylko B
2 3 NIS/TFOH  Toluen, t.p. 13 85 2:1
3 4 AgOTf Toluen, t.p. 14 67 4:1
4 4 AgOTf  Toluen, -25°C 14 81 9:2
5 4 TMSOTf  Toluen, -25°C 14 78 5:1
6 4 BF;-Et,O  Toluen, t.p. 14 94 6:1
! 4 NIS/TFOH  Toluen, t.p. 14 93 9:2
8 4 IDCP Toluen, t.p. 14 92 3:2
9 5 AgOTf  Toluen, -25°C 15 71 15:1
10 5 TMSOTf  Toluen, -25°C 15 95 15:1
11 5 BF;-Et,O  Toluen, t.p. 15 92 1651
12 6 Ag.0 Toluen, t.p. 16 62 tylko B
13 7 TMSOTf  CHsCN, 0°C 17 63 tylko o
14 8 TPHB CH.Cl,, t.p. 18 44 45:1
15 9 TPHB CH.Cl,, t.p. 19 86 tylko o
16 10 TPHB CH.Cl,, t.p. 20 68 95:5
17 11 TPHB CH.Cl,, t.p. 21 69 tylko o

Spektakularny wynik udato si¢ osiagnaé¢, gdy w donorze 22, stosowanym w reakcji
glikozylacji z uzyciem akceptora 1, grupe benzylowa w pozycji C-6 zastgpiono grupa
trytylowa [49 (H12)]. Tarozbudowana przestrzennie grupa zdecydowania poprawia
stereoselektywnos¢ reakcji glikozylacji. W tym przypadku, zamiast powstawania wczesniej
obserwowanej proporcji anomeréow produktu na poziomie okoto a:f = 2:1, stwierdzitam
powstawanie wylacznie produktu glikozylacji o konfiguracji a. Zaskoczeniem jednak jest,
ze zamiast oczekiwanego disacharydu powstawala mieszanina zlozona ze zwigzku 23,
bedacego trytylowana pochodng akceptora 1, niewielkiej ilosci disacharydu 24 oraz

trisacharydu 25, a proporcje tych produktow zalezaty od uzytej w reakcji proporcji donora do
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akceptora (Schemat 7). Obserwacj¢ ta mozna wyjasni¢ rownolegtym zachodzeniem reakcji

transeteryfikacji zwiazku 1 oraz reakcji glikozylacji.
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i toluen, NIS/TfOH, t.p.

gdy stosunek 22 : 1 wynosi 1 : 1 to powstaje mieszanina: 23 (44%) i 25 (42%)
gdy stosunek 22 : 1 wynosi 2 : 1 to powstaje mieszanina: 23 (52%) i 25 (16%)
gdy stosunek 22 : 1 wynosi 1 : 2 to powstaje mieszanina: 23 (23%) i 24 (21%)

Schemat 7. Wphyw grupy trytylowej w pozycji C-6 donora na stereoselektywnosé glikozylacji

z wykorzystaniem akceptora 1

Konwencjonalne metody syntezy oligosacharydow zwigzane s3 ze starannym
zaplanowaniem poszczegdlnych etapéw syntezy, mozolnym selektywnym wprowadzaniem
i usuwaniem odpowiednich grup zabezpieczajacych, rozdzialem stereoizomerycznych
produktéw glikozylacji po kazdym etapie 1 w efekcie prowadzg do uzyskania pozadanego
produktu po dlugim czasie i z niezbyt wysoka wydajnoscig. Dlatego wcigz prowadzone
sg prace nad mozliwymi sposobami uproszczenia tych procedur, czgsto zwigzane z probami
przeprowadzenia regioselektywnej glikozylacji. Mimo wielu doniesien literaturowych na ten
temat, wcigz nie ma jednej generalnej zasady pozwalajacej na przewidywanie reaktywnosci
poszczegdlnych grup OH w stosowanych akceptorach glikozylowych [50-52]. Wyniki badan
nad zastosowaniem (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglukozydu w reakcjach glikozylacji jako
stabilnego akceptora zachecity mnie do przeprowadzenia dalszych eksperymentow
z wykorzystaniem tego typu pochodnych, zawierajacych wigcej niz jedng wolng grupe
hydroksylowa, W reakcjach regioselektywnej glikozylacji (tzw. open glycosylation)
[47 (H11)].
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Tabela 2
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o

TBDMSO i a-(1-2 17
BnO” ito> Bu‘/S\\o (1-2)
BnO G
NO.
1 mOH s 2 a-(1-3) 18

©

Celem tych badan bylo okreslenie wptywu rodzaju i lokalizacji grup ochronnych zaréwno
w donorze, jak i w akceptorze na regioselektywnos¢ reakcji glikozylacji. Jako donory

glikozylowe w reakcji Falcka-Mioskowskiego [53] wytypowatam zawierajace rozbudowane
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przestrzennie grupy ochronne glikale 9, 11 126, co pozwalalo na stereoselektywna

glikozylacj¢ prowadzaca do uzyskania tylko jednego anomerycznego produktu. Jako

akceptory glikozylowe zastosowatam (5-nitro-2-pirydylo) 1-tiogluko-

I 1-tiogalaktozydy zawierajgce dwie lub trzy niezabezpieczone drugorzedowe grupy

hydroksylowe.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw (Tabela 2) mozna stwierdzi¢, ze niestety
regioselektywnos¢ przeprowadzonych reakcji byta umiarkowana. Dla pochodnych
D-glukozy z zabezpieczong jedynie pierwszorzedowa grupg W pozycji C-6 we wszystkich
eksperymentach zaobserwowatam najwyzsza reaktywnos$¢ grupy 3-OH. Na reaktywno$¢ grup
2-OH i 4-OH wptyw miat z kolei rodzaj zabezpieczen w donorze glikozylowym. Mozna
jedynie stwierdzi¢, ze zastosowanie grupy TBDPS do zabezpieczenia pozycji C-6 akceptora
pozwala na uzyskanie produktow glikozylacji z wyzszymi wydajno$ciami niz ma to miejsce
przy zastosowaniu grupy TBDMS. Wynika to najprawdopodobniej ze stabilnosci grupy
zabezpieczajacej w warunkach reakcji glikozylacji.

Dla akceptorow pochodnych D-galaktozy z dwiema drugorzedowymi grupami
hydroksylowymi mozna bylo stwierdzi¢ zdecydowanie mniejsza reaktywnos¢ grupy 4-OH
W porownaniu z grupami 2-OH i 3-OH. Dla pochodnych D-glukozy z dwiema grupami
w pozycji 2-OH i 3-OH, ich reaktywno$¢ zalezata od rodzaju zabezpieczen w pozostatych
pozycjach. W przypadku zastosowania w akceptorze zabezpieczenia benzylidenowego,
wickszg reaktywno$¢ wykazywata grupa 3-OH, a w przypadku zabezpieczen TBDMS

zdecydowanie reaktywniejsza okazata si¢ grupa 2-OH.

2. Synteza glikokoniugatow o potencjalnej aktywnosci biologicznej opartych na

heteroaromatycznych pochodnych cukréw

Po sprawdzeniu mozliwosci zastosowania wytypowanych  (5-nitro-2-pirydylo)
1-tioglikozydow w reakcjach glikozylacji pozwalajacych na rozbudowe ich fragmentu
cukrowego, mozna bylo przystapi¢ do ich wykorzystania do syntezy glikokoniugatow,
ktore moga wptywac¢ na modulowanie odpowiedzi immunologicznej, regulacje aktywnosci
enzymOw odpowiedzialnych za reakcje glikozylacji zachodzace w organizmie, a takze

wykazywac¢ zwickszong biodostgpnosé.
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2.1. Synteza glicylowanych pochodnych (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydow jako

potencjalnych czynnikow immunomodulacyjnych

Istotnym i1 wciaz nie do konca rozwigzanym problemem jest czgste wystgpowanie
posocznicy, zwanej potocznie sepsa, W trakcie hospitalizacji pacjentow na oddziatach
szpitalnych, zwlaszcza na oddziatach intensywnej terapii. Sepsa jest zespolem objawow
chorobowych wystepujacych w odpowiedzi na czynnik infekcyjny, ktéry najczesciej jest
pochodzenia bakteryjnego. Za wywotywanie sepsy odpowiedzialne sg glownie, cho¢ nie tylko,
szczepy zaliczane do bakterii Gram-ujemnych [54, 55]. Najbardziej podatne na zachorowanie
na seps¢ sg osoby z obnizong odpornos$cia, osoby starsze, mate dzieci czy 0soby po zabiegach
chirurgicznych. Dodatkowo, na wigkszg zachorowalnos¢ wplywa zbyt czgste i czasami
niepotrzebne stosowanie antybiotykoéw, co prowadzi do uodpornienia na ich dziatanie
wspomnianych bakterii [56]. Rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ by¢é wprowadzanie
szczepionek powodujacych u szczepionego organizmu rozwinigcie si¢ specyficznych
przeciwcial skierowanych przeciwko naturalnemu immunogenowi. Takie podejScie stanowi
mozliwos$¢ zapobiegania uporczywym i ciezkim infekcjom. Profilaktyczne szczepienia moga
by¢ wykonywane z uzyciem roznych typow szczepionek, poczawszy od zywych,
atenuowanych  mikroorganizméw, poprzez szczepionki bazujace na  martwych,
inaktywowanych patogenach, szczepionki bazujace na inaktywowanych toksynach
wyizolowanych z konkretnych patogendow, szczepionki oparte o interferujgce RNA czy
przeciwciala monoklonalne. Znane sa rowniez szczepionki sktadajgce si¢ z polisacharyddow
otoczkowych oraz szczepionki glikokoniugatowe, w ktorych cze$¢ cukrowa wigzana jest
Z biatkiem no$nikowym [17, 18, 57].

Wiele czynnikoéw pochodzenia bakteryjnego, w tym w duzej mierze lipopolisacharyd
(LPS), jest zdolnych do stymulowania reakcji ukifadu immunologicznego zainfekowanego
organizmu [58]. LPS odgrywa znaczacg role w patogenezie sepsy i wstrzasu septycznego.
Liczne badania potwierdzily obecnos¢ glicyny zwigzanej estrowo w rdzeniu
oligosacharydowym lipopolisacharydéw z roznych bakterii, ktory to fragment warunkuje
immunogennos$¢ LPS [59]. Lokalizacja glicyny jest trudna do wyjasnienia ze wzgledu na duza
labilno$¢ wigzania estrowego w trakcie izolacji LPS z materiatu biologicznego. Aby wyjasni¢
funkcje glicyny, zwigzanej estrowo z fragmentem cukrowym, podczas infekcji bakteryjnej,
atakze sprawdzi¢, czy fragment taki jest odpowiedzialny za wywolanie odpowiedzi

immunologicznej organizmu postanowiono otrzyma¢ na drodze syntezy chemicznej
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glicylowana pochodna cukrowa, polaczy¢ ja z biatkiem no$nikowym i sprawdzi¢ jej
aktywno$¢ biologiczng. Polaczenie pochodnej cukrowej z biatkiem no$nikowym wydawato sie
konieczne, jako ze stosowane wczesniej szczepionki oligosacharydowe nie byly w stanie
wywota¢ pamigci immunologicznej, nawet jesli byly stosowane w obecno$ci adiuwantow
[60]. Dopiero zastosowanie szczepionek glikokoniugatowych, w ktorych obecne bylo biatko
pozwalalo na wywolanie trwalej odpowiedzi immunologiczne;j.

W  przeprowadzonych eksperymentach jako biatko nos$nikowe wytypowano
monomeryczng albuming wolowa (BSA) oraz konska mioglobing (MYO), ktore laczone byly
z otrzymanymi glicylowanymi pochodnymi cukréw poprzez odpowiednio dobrany tgcznik,
w tym przypadku tacznik zawierajacy ugrupowanie formylowe. Zaprojektowane koniugaty
miaty postuzy¢ do otrzymania surowic zwierzecych, z ktorych da si¢ wydzieli¢ swoiste
przeciwciala wzgledem zaprojektowanych antygenow zawierajacych epitop glicylowy.

Poczatkowo testowalam mozliwe warianty glicylowania cukru z uzyciem Z-glicyny oraz
symetrycznego bezwodnika BOC-glicyny jako czynnikow acylujacych na prostych modelach
jakimi byly metylo a-D-glukopiranozyd oraz metylo a-D-galaktopiranozyd. W przypadku
pochodnej D-galaktozy uzyskano glownie  produkt podstawiony w  pozycji
C-6, podczas gdy dla pochodnej D-glukozy uzyskiwano mieszaning produktow
podstawionych w pozycji C-3 oraz C-6. Struktury uzyskanych w poszczegdlnych reakcjach
produktow potwierdzano na podstawie interpretacji dwuwymiarowych widm korelacyjnych
NMR [61].

Do badan zasadniczych wytypowatam (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydy pochodne takich
cukrow jak glukoza, galaktoza, melibioza czy laktoza. Pochodne te wybratam ze wzgledu na
obecno$¢ atomu siarki zamiast tlenu w pozycji anomerycznej cukru, co pozwoli na
zwigkszenie stabilno$ci uzyskanych glikokoniugatow wobec hydrolizy enzymatyczne;.
Dodatkowo, obecno$¢ grupy nitrowej pozwala na latwe jej przeksztalcenie do ugrupowania
aminowego, poprzez ktdore moze nastgpi¢ polgczenie uzyskanej glicylowanej pochodnej

cukrowej z biatkiem nos$nikowym (Schemat 8).
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Schemat 8. Synteza glicylowanych pochodnych (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydow i ich

tqczenie z biatkiem nosnikowym

(5-Nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydy 34-37 mozna przeprowadzi¢ w (5-amino-2-pirydylo)
1-tioglikozydy poprzez redukcje grupy nitrowej w aglikonie z wykorzystaniem opisanej przez
Roya [24] procedury z uzyciem pyilu cynkowego i kwasu octowego, anastepnie usungé
zabezpieczenia acetylowe zuzyskanych zwigzkow 38-41 w S$rodowisku zasadowym
Z uzyciem metanolowego roztworu metanolanu sodu, co pozwala na otrzymanie zwigzkow 42-
45. Mozna roéwniez najpierw przeprowadzi¢ de-O-acetylowanie tioglikozydow 34-37
pozwalajace na uzyskanie pochodnych 46-49 bedacych substratami w reakcji estryfikacji z N-
acetyloglicyna. Estryfikacj¢ grup hydroksylowych w pochodnych cukrow 46-49 prowadzitam
z uzyciem 1 ekwiwalenta molowego N—acetyloglicyny w stosunku do acylowanej pochodnej
cukru, a aktywacj¢ grupy karboksylowej przeprowadzitam w obecnosci kilku roznych
czynnikow kondensujacych, sposrod ktorych najlepiej sprawdzil si¢ uktad DCC/DMAP.
Podobnie jak w przypadku wczesniejszych badan modelowych na metylo O-glikozydach, tak i

w tym przypadku, dla pochodnych zawierajacych czasteczke¢ D-galaktozy z wolng grupa
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6-OH estryfikacja zachodzita glownie w tej pozycji (zaréwno dla pochodnej monosacharydu
47, jak 1 dla pochodnej melibiozy 48). W przypadku estryfikacji pochodnej D-glukozy 46
obserwowatam powstawanie mieszaniny produktow zestryfikowanych w pozycji 3-OH lub 6-
OH. W ten sposob stworzone koniugaty imitowaly wspolne epitopy w endotoksynach
bakteryjnych (Schemat 8) [62 (H8)]. Pochodnych 42-45 nie poddatam reakcji z glicyng, gdyz
wowczas acylowaniu ulegalaby przede wszystkim grupa aminowa w aglikonie tioglikozydow,
a to uniemozliwialoby dalsze ich faczenie z biatkiem nosnikowym. Pochodne te otrzymatam
po to, aby mozna bylo porowna¢ aktywnos$¢ koniugatéw z fragmentem cukrowym
zestryfikowanych glicyna z analogicznymi koniugatami nie zawierajacymi reszty glicyny.

Uzyskane  (5-amino-2-pirydylo)  1-tio-B-D-glikozydy, zaréwno  zestryfikowane
N—acetyloglicyng, jak i catkowicie odbezpieczone przekazatam do Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu, gdzie skoniugowano je z biatkami no$nikowymi
BSA oraz MYO (Schemat 8), a nastgpnie przeprowadzono badania majace na celu okreslenie
ich immunoreaktywnosci. Na podstawie badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
surowicy kroliczej, otrzymanej poprzez szczepienie krolikow  koniugatem BSA
z N-acetylowanym oligosacharydem rdzeniowym Escherichia coli K-12 C600, stwierdzono ze
immunoreaktywno$¢ koniugatow pochodnych disacharydow jest nizsza niz w przypadku
koniugatow pochodnych monosacharydow. Zestryfikowana glicyng pochodna D-glukozy jest
nieco bardziej immunoreaktywna  niz zestryfikowana ~ glicyng ~ pochodna
D-galaktozy. Duze znaczenie dla immunoreaktywnosci ma réwniez rodzaj biatka
nos$nikowego. Lepsza w tym przypadku okazata si¢ mioglobina konska.

Przeprowadzono rdéwniez ocen¢ wiasciwosci genotoksycznych i cytotoksycznych
otrzymanych koniugatéw 1 stwierdzono, ze nie indukowaly one uszkodzen chromosomow
a takze nie indukowaty $mierci komorek w wyniku apoptozy.

Po potwierdzeniu ich immunoreaktywnosci, koniugaty biatkowe zawierajace
N—acetyloglicylowane pochodne (5-amino-2-pirydylo) 1-tio-p-D-glikozydéw zastosowano do
immunizacji myszy w celu uzyskania antykoniugatowych przeciwcial monoklonalnych.
W efekcie  uzyskano siedem  przeciwciat ~ monoklonalnych  immunoreaktywnych
z lipopolisacharydami szczepow: Escherichia coli K-12 PCM 2531, Hafnia alvei PCM 1196
i Shigella sonnei FII [62 (H8), 63].

Uzyskane wyniki pozwalaja zywi¢ nadzieje, ze w przyszlosci uda si¢ opracowac
szczepionke glikokoniugatowa o szerokiej swoistosci wobec endotoksyn bakteryjnych.

Dodatkowo, otrzymane przeciwciala moga by¢ zastosowane do wykrywania antygendow
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obecnych w surowicy pacjentéw, co moze pozwoli¢ na szybkie zdiagnozowanie ci¢zkiego

zakazenia bakteryjnego u tych pacjentow.

2.2. Synteza glikokoniugatéw zawierajacych fragment urydynowy jako inhibitoréw
glikozylotransferaz

Kolejnym etapem badan byla synteza glikokoniugatéw, potencjalnych inhibitorow GTs,
ktore dzigki zalozonej aktywnosci biologicznej moglyby wplywaé na kontrole licznych
procesOw chorobowych zwigzanych z infekcjami wirusowymi 1 bakteryjnymi, a takze
na kontrole rozwoju niektorych nowotworow, w przypadku ktorych stwierdzono nadekspresje
enzymow z tej grupy.

W  komorkach organizméw zywych glikozylacja zachodzi w obecnosci wysoce
specyficznych enzyméw z grupy GTs (opisanych jako EC 2.4.x.y), ktore przenoszg W sposob
regio- i stereoselektywny zaktywowany fragment cukrowy od czasteczki donora do czgsteczki
akceptora posiadajgcego najczesciej wolng grupe hydroksylowa lub aminowsg (polisacharyd,
lipid, biatko, metabolit wtorny lub DNA) [64-66]. Znacznie rzadziej transfer cukru moze
zachodzi¢ na atom siarki z utworzeniem wigzania S-glikozydowego (tioglikozydy roslinne)
lub na nukleofil weglowy zutworzeniem wigzania C-glikozydowego (glikozydowe
antybiotyki). Donor reszty cukrowej zawiera zwykle jako grupe odchodzaca w pozycji

anomerycznej podstawiong reszte fosforanowg (Schemat 9).

Akceptor
o
HO/\B;Q' o +  HX— Akceptor

% || x Akceptor
© —P—OR

Donor @ |
reszty cukrowej o

Schemat 9. Reakcja glikozylacji katalizowana przez GTs

Aktywowany donor reszty cukrowej wystepuje najczesciej w postaci nukleotydow
cukrowych (mono- lub difosforanéw np. UDP-Gal lub CMP-NeuAc) ale moze tez

wystepowaé w postaci fosforanéw lipidowych (np. pochodne cukrowe fosforanu dolicholu)
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lub niepodstawionych fosforanow cukrowych [67]. Glikozylotransferazy zalezne
od nukleotydéw cukrowych nazywane sa glikozylotransferazami szlaku Leloir.
W ostatnich latach opisano wiele prac zmierzajacych do uzyskania skutecznych
i selektywnych inhibitoroéw GTs [7-9, 11, 68-71]. Podczas projektowania opisanych struktur
najczesciej brano pod uwage podobienstwo do naturalnych substratow  GTs.
Tak wiec projektowane inhibitory to zwykle analogi typu donora, analogi typu akceptora lub
analogi stanu przejSciowego reakcji enzymatycznej. Inhibitory takie powinny charakteryzowac
si¢ stalg inhibicji na poziomie Ky naturalnego substratu. Analogi typu donora powinny
w swojej strukturze zawierac trzy elementy sktadowe:
e cze$¢ cukrowa
e nukleozyd (najczesciej urydyne) odpowiadajacy za wigzanie z biatkiem
enzymatycznym oraz
e lacznik (najczesciej reszta mono- lub difosforanu), ktory zdolny jest do wiazania
jonéw metali obecnych w centrum aktywnym enzymu.
Modyfikacje strukturalne w analogach substratow typu donora mogg by¢ wprowadzane
w kazdym z tych elementow sktadowych z osobna lub jednocze$nie. Do przykladowych
modyfikacji mozna zaliczy¢ zastgpowanie egzocyklicznego atomu tlenu innym heteroatomem
(N lub S) lub atomem wegla w celu zwigkszenia odpornosci na hydrolize enzymatyczng,
zastgpienie tlenu w pierscieniu cukrowym weglem lub azotem, podstawienie jednej lub kilku
grup hydroksylowych w cukrze wodorem lub fluorem czy metylowanie grup hydroksylowych
w cukrze [11]. Wicle modyfikacji dotyczy tacznika fosforanowego poprzez zastosowanie
linkerow takich jak pochodne kwasu malonowego lub winowego [31], pierécienie
heterocykliczne (triazol, pirydyna) [68, 72, 73] czy jednostki cukrowe [31, 32, 74]. Jednak
tylko nieliczne z tych opisanych pochodnych wykazywaly znaczace wlasciwosci hamujace
aktywnos$¢ GTs w ilosciach mikromolowych.
Celem prac prezentowanych w niniejszym opracowaniu bylo otrzymanie zwigzkow
zdolnych do hamowania wybranego enzymu z grupy GTs, a mianowicie $1,4-GalT, bedacych

analogami naturalnego substratu typu donora, ktorym jest UDP-Gal (Schemat 10).
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Schemat 10. Ogdlna struktura analogéw UDP-Gal

Przy projektowaniu inhibitoréw GTs bedacych analogami substratu typu donora nalezy
pamigtaé, ze powinny charakteryzowac¢ si¢ one dobrym powinowactwem do enzymu, mie¢
zdolno$¢ do przenikania przez btony biologiczne aby méc dotrze¢ do celu znajdujgcego si¢
wewnatrz komorki oraz dziala¢ na wybrane enzymy. Patrzac na strukture UDP-Gal zauwaza
si¢ anionowy charakter tacznika difosforanowego, ktéry w przypadku syntezy inhibitorow
zawierajgcych ten element strukturalny wyklucza mozliwo$¢ ich wniknigcia do komorKi
ze wzgledu na niekorzystne oddzialywanie z dwuwarstwa fosfolipidows. Dlatego,
do stosowania tych zwigzkéw Iin vivo, korzystne wydaje si¢ zastgpienie ugrupowania
difosforanowego linkerem zawierajacym heteroatomy z wolnymi parami elektronowymi
zdolne do oddziatywania z jonem metalu obecnym w centrum aktywnym enzymu. Tak wigc
w syntezowanych glikokoniugatach fragment urydynowy taczytam z cukrem za pomoca
pozbawionych ladunku linkerow zawierajagcych heteroatomy oraz najczes$ciej uklady
heteroaromatyczne. Dla poprawy stabilnosci tych glikokoniugatow wobec enzymow z grupy
glikozylohydrolaz, w wigkszos$ci z nich zastapitam tlen przy weglu anomerycznym atomem
siarki lub azotu. Dotgczany poprzez linker fragment cukrowy stanowily mono-
lub disacharydy, w tym réwniez zawierajace jednostki deoksycukrow. W wiekszosci
glikokoniugatow jednostka cukrowa faczona z linkerem miala konfiguracj¢ f na centrum

anomerycznym (Schemat 10).

36



Zalacznik nr 2 do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego — dr inz. Gabriela Pastuch-Gawotek
Autoreferat — wersja polskojezyczna

OAc
4<i/>7 O
38: R1 OAC R2—
39: R1 H, Rz—OAC OR3 OR3

56: Rs= izopropyliden, R4= H

57: Ra= izopropyliden, R4,= Bz
58: Ry= TBDMS, R,= Bz

% ~ ﬁm
GNW

OR3; ORj3
59: R;= OAc, Ry= H, R3= izopropyliden, R4= H
60: R1= OAc, R,=H, R3= izopropyliden, R4,= Bz
61: R1= H, R,= OAc, R3= izopropyliden, R4= H
62: R1= H, Ro= OAc, R3= izopropyliden, R4,= Bz
63: R;= H, R,= OAc, Rz= TBDMS, R4= Bz

(0] Produkt uboczny (6]
S PUUN TS
07N OM( No Nie]

:O: O O :O:

O (0] (@) (0]

N 64 PN

A: CHCI; DCC/ DMAP, t.p.

B: pirydyna, DCC/ DMAP, t.p.

C: CH,Cly, chloromréwczan etylu/ Et3N, t.p.
D: THF/ MeOH, DMTMM, t.p.

Schemat 11. Synteza glikokoniugatéw 59-63

Do syntezy pierwszych glikokoniugatow urydynowych wykorzystatam per-O-acetylowane
(5-amino-2-pirydylo) 1-tio-p-D-glikozydy pochodne D-glukozy 38
i D-galaktozy 39. Dzigki obecnosci grupy aminowej w aglikonie mozna je polaczyé
z wykorzystaniem linkera bursztynowego z odpowiednio zabezpieczonymi pochodnymi
urydyny 56-58. Dobor grup zabezpieczajacych w urydynie nie byt przypadkowy bo miaty one
zabezpieczy¢ przed powstawaniem regioizomerow oraz zapewni¢ rozpuszczalnos¢ zwigzkow
w stosowanych do reakcji rozpuszczalnikach. Zabezpieczenia te powinny da¢ si¢ usuna¢ z
finalnych glikokoniugatéw bez naruszania utworzonych we wczesniejszych etapach wigzan.
Jesli chodzi o zabezpieczenia acetylowe w tioglikozydach, to zaktadalam ze poprawig one
transport przez blony biologiczne podczas badan biologicznych, a obecne w komérkach lipazy

usung te grupy pPo wniknigciu glikokoniugatow do wnetrza komorki. Linker bursztynowy
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wytypowatam bazujac na doniesieniach literaturowych moéwigcych o jego zdolnosci do
koordynowania dwuwartosciowych jonéw metali [75, 76]. Linker ten wprowadzatam poprzez
acylowanie grupy 5’-OH urydyny bezwodnikiem bursztynowym przy jednoczesnym
zabezpieczeniu grup 2°-OH i 3’-OH urydyny oraz opcjonalnym zabezpieczeniu atomu azotu
N® w pierécieniu uracylowym. Sprzeganie pochodnych urydyny z (5-amino-2-pirydylo) 1-tio-
B-D-glikozydami prowadzace do uzyskania glikokoniugatow 59-63 nastgpowalo poprzez
utworzenie wigzania amidowego w wyniku reakcji grupy aminowej w aglikonie
tioglikozydow z grupg karboksylowa w linkerze bursztynowym (Schemat 11) [77 (H10)].
Otrzymanie wigzania amidowego na drodze bezposredniej reakcji aminy z kwasem
karboksylowym jest zadaniem trudnym i zachodzi dopiero w wysokiej temperaturze
(160-180°C), co moze prowadzi¢ do powstawania produktow ubocznych. Reaktywniejsza
pochodng kwasu karboksylowego mozna uzyska¢ stosujac tzw. ,czynniki kondensujace”
(Schemat 12) pozwalajace na przylaczenie -elektronoakceptorowej grupy odchodzacej

do acylowanego atomu wegla [78].

czynnik
aktywujacy R'NH,
RCOOH » RCOX——> @
aktywacja kondensacja

Schemat 12. Tworzenie wigzania amidowego W reakcji aminy z kwasem karboksylowym

Sposrod licznych, handlowo dostepnych czynnikow kondensujagcych wymieni¢ mozna
karbodiimidy [79], stosowane jako jedne z pierwszych czynnikéw kondensujgcych same, albo
z dodatkami takimi jak HOBt [80] lub DMAP [81]. Karbodiimidy reaguja z kwasem
z utworzeniem O-acyloizomocznikowej pochodnej, ktora moze juz ulega¢ reakcji z aming
(tworzac amid) lub z druga czasteczkg kwasu (tworzac symetryczny bezwodnik). Mozna
rowniez wygenerowaé mieszany bezwodnik z wykorzystaniem chloromréwczanu alkilowego,
ktory jest reaktywnym czynnikiem acylujacym [82]. Do aktywacji kwasow karboksylowych w
reakcjach z aminami moga rowniez stuzy¢ czynniki kondensujace tworzace w mieszaninie
reakcyjnej tzw. ,superaktywne estry”. Kaminski wykazatl efektywnos¢ 2-chloro-4,6-
dipodstawionych-1,3,5-triazyn w tworzeniu wigzania amidowego [83]. Reakcje tego typu
wymagaja obecnosci trzeciorzedowych amin W $srodowisku reakcji, a najlepsze wyniki
uzyskano stosujagc N-metylomorfoling (NMM) [84]. Mozna tez wygenerowa¢ czynnik
kondensujacy jakim jest chlorek 4-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyno-2-ylo)-4-metylomorfoliny
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(DMTMM) poprzez zmieszanie w THF réwnomolowych ilosci NMM i 2-chloro-4,6-
dimetoksy-1,3,5-triazyny (CDMT). Tak uzyskany czynnik kondensujacy moze by¢
wydzielony przez proste saczenie, przechowywany przez dluzszy czas i uzywany do syntezy
wigzan estrowych oraz amidowych. DMTMM moze, w zaleznosci od uzytego do reakcji
kondensacji rozpuszczalnika, ulega¢ demetylacji tracagc tym samym aktywno$¢. Badania
wykazaly, ze najmniejsze ilo$ci produktu demetylacji powstaja wtedy, gdy rozpuszczalnikiem
stosowanym do kondensacji bedzie THF lub metanol [85].

Do utworzenia glikokoniugatu w reakcji pomiedzy zwigzkami 38 i 57 zastosowatam
poczatkowo uktad DCC/DMAP w chloroformie lub w pirydynie. Niestety, w przypadku
uzycia chloroformu obserwowatam powstawanie jedynie niewielkich ilosci glikokoniugatu 60,
natomiast gldwnym produktem byt symetryczny bezwodnik 64 utworzony z dwoch czasteczek
pochodnej urydyny 57 (Schemat 11). Zmiana rozpuszczalnika na pirydyne pozwolita na
uzyskanie glikokoniugatu 59 z nieco lepszg wydajnoscia, ale za to obserwowatam zachodzaca
w trakcie reakcji deprotekcje azotu uracylowego. Taka sama sytuacja miala miejsce, gdy
probowatam skoniugowac (5-amino-2-pirydylo) 1-tiogalaktozyd 39 z pochodng urydyny 57.
Powstawal wowczas z niskg wydajnoscig glikokoniugat 61 z odbezpieczonym azotem
uracylowym. Z Kkolei zastosowanie jako substratu pochodnej urydyny 56, nic majacej
zabezpieczonego azotu w pierscieniu uracylowym, pozwolito na uzyskanie jedynie sladowych
ilosci produktu 59. W przypadku zastosowania pochodnej urydyny 58 z sililowymi grupami
zabezpieczajacymi we fragmencie rybozy w reakcji z pochodng glukozy 38 stwierdzitam,
ze W powstatym glikokoniugacie 63 azot uracylowy nadal jest zabezpieczony.

Niskie wydajnosci uzyskanych glikokoniugatéw spowodowaly, ze konieczne byto
przetestowanie innych warunkow reakcji kondensacji. Postanowitam wygenerowac¢ mieszany
bezwodnik  jako  aktywny czynnik  acylujacy grupe aminowag  w aglikonie
1-tioglukozydu 38 i dla reakcji z pochodnymi urydyny 57 i 58 zastosowatam chloromréwczan
etylowy w obecnosci trietyloaminy jako zasady wylapujacej wytworzony chlorowodor. W tym
przypadku uzyskatam odpowiednio glikokoniugaty 60 i 63, w ktorych benzoilowa grupa
zabezpieczajaca azot imidowy w pierscieniu uracylowym okazala Si¢ wystarczajaco stabilna
w warunkach reakcji. Najlepsze wyniki uzyskatam jednak stosujagc DMTMM jako czynnik
kondensujacy. Reakcje kondensacji (5-amino-2-pirydylo) 1-tioglikozydow 38 i 39
z pochodnymi urydyny 56-59 prowadzitam w THF z dodatkiem metanolu, ktéry poprawiat
rozpuszczalnos¢ DMTMM stosowanego w ilosci rownomolowej w stosunku do substratow.

W kazdej reakcji uzyskatam oczekiwany produkt z zadowalajaca wydajnosécia. W warunkach
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tych nie obserwowatam deprotekcji azotu imidowego w powstajacych glikokoniugatach.

Dodatkowo okazalo si¢, ze zabezpieczanie atomu azotu w substracie urydynowym nie jest

konieczne, co potwierdzajg zblizone wydajnosci glikokoniugatow uzyskanych przy

zastosowaniu obu izopropylidenowych pochodnych urydyny 56 i 57. Dlatego, do syntezy

kolejnych glikokoniugatow stosowatam juz tylko wariant aktywacji z uzyciem DMTMM.

Aby sprawdzi¢, czy linker bursztynowy wprowadzony w syntezowanych glikokoniugatach
w miejsce ugrupowania difosforanowego, obecnego w naturalnym substracie GTs, ma istotny
wplyw na aktywnos$¢ biologiczng uzyskanych zwigzkow, otrzymatam seri¢ zwigzkow
pozbawionych tego linkera. W zwigzkach tych ugrupowanie aminowe w aglikonie (5-amino-
2-pirydylo) 1-tioglikozydow potaczono bezposrednio z grupg karboksylowag utlenionych
w pozycji C-5’ pochodnych urydyny 65 i 66 [86 (H2)].

W literaturze opisano wiele metod pozwalajacych na utlenienie alkoholi do kwasow
karboksylowych. Czg¢$¢ z opisanych metod zastosowano rowniez do utlenienia pozycji C-5
w nukleozydach. Dobre wydajnosci uzyskiwano stosujagc  HslOg/CrOz jako uktad
utleniajgcy [87]. Jednak ze wzgledu na mozliwo$¢ zanieczyszczenia produktu $ladowymi
ilosciami chromu, ktory moéglby zafatszowa¢ wyniki badan aktywnosci biologicznej finalnych
glikokoniugatéw, postanowiotam zrezygnowaé z tej metody na rzecz utleniania ukladem
TEMPO/BAIB [88]. W metodzie tej aktywnym utleniaczem jest s6l N-oksoamoniowa
tworzaca si¢ w wyniku dysproporcjonowania N-tlenku 2,2,6,6-tetrametylopiperydyny
(TEMPO), ktory stosowany jest w ilosciach katalitycznych. Z kolei [bis(acetoksy)-
jodo]benzen (BAIB) jest stosowany w ilosci stechiometrycznej poniewaz konieczny jest jako
czynnik regenerujgcy TEMPO na drodze utleniania jego pochodnej hydroksyloaminowe;.
W literaturze opisano zastosowanie tej metody do utleniania adenozyny, urydyny, cytozyny
i guanozyny. Jest to metoda tagodna i skuteczna, a przede wszystkim pozwala na uzyskanie
utlenionych pochodnych urydyny 65 i 66 z dobrymi wydajnosciami.

Laczenie fragmentéw majacych tworzy¢ glikokoniugaty poprzez wigzanie amidowe
prowadzitam z wykorzystaniem DMTMM jako czynnika kondensujagcego. Poniewaz
przy syntezie glikokoniugatow 59-63 czas reakcji w temperaturze pokojowej byt stosunkowo
dlugi (48 h), postanowitam sprobowac skroci¢ go poprzez zastosowanie promieniowania
mikrofalowego, ktore stanowi alternatywna metod¢ w stosunku do kondensacji
wysokotemperaturowej. Zastosowanie ogrzewania mikrofalowego skraca czas reakcji
chemicznej, ogranicza zachodzenie reakcji ubocznych, zwigksza wydajno$¢ uzyskiwanych

amidow oraz poprawia powtarzalno$¢ reakcji [89]. W literaturze opisano zastosowanie
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do reakcji prowadzonej w polu mikrofal czynnika kondensujacego opartego na triazynie
z przeciwjonem tetrafluoroboranowym. Warunki takie zostaly zastosowane do syntezy
wigzania amidowego w N-glikozylowanych aminokwasach. Reakcje kondensacji prowadzono
w polu mikrofal (100 W) w temperaturze 70°C i uzyskano oczekiwany produkt w czasie
5 minut z wydajnos$cig 80% [90].

Ry 0 - o O “N"o
R0 S \ / NH, + (6]
OR; N

38: Ry= OAC, R, = H, Ry= R= Ac ORs ORs
39: Ry= H, R, = OAc, R3= R4= Ac 65: Rs= izopropyliden
67- Ry= OBz, R, = H. Ry= OBz, R,=TBDMS 66 Re= TBDMS

A: THF/ MeOH, DMTMM, t.p.
lub
B: THF/ MeOH, DMTMM,50°C, MW

R, OR, f‘\NH
Ry O —\ H 0 N/&O
R3O S\ /N o
OR; N b
ORs ORs

68: R1= OAc, R,= H, R3= R4= Ac, Rs= izopropyliden (procedura A: 38% wyd., procedura B: 49% wyd.)
69: R1= H, Ry,=0OAc, R3= R4= Ac, Rs= izopropyliden (procedura A: 29% wyd., procedura B: 33% wyd.)
70 R,= OAc, R,=H, R3= R4= Ac, Rs= TBDMS (procedura A: 32% wyd., procedura B: 53% wyd.)
71: R1=H, R,=0Ac, R3= R4= Ac, Rs= TBDMS (procedura A: 43% wyd., procedura B: 61% wyd.)
72: R;= OBz, R,= H, R3= Bz, R4= Rs= TBDMS (procedura A: 52% wyd., procedura B: 54% wyd.)

Schemat 13. Synteza glikokoniugatéw 68-72

Opisane wyniki skfonity mnie do zastosowania promieniowania mikrofalowego do
otrzymania glikokoniugatow w reakcji pomiedzy utlenionymi pochodnymi urydyny 65—-66
i (5-amino-2-pirydylo) 1-tioglikozydami 38, 39 i 67 prowadzonej z wykorzystaniem DMTMM
jako czynnika kondensujacego. Pochodng 67 uzyskatam poprzez redukcje grupy nitrowej
w aglikonie (5-nitro-2-pirydylo) 2,3,4-tri-O-benzoilo-6-O-tert-butylodimetylosililo-1-tio-p-D-
glukopiranozydu, ktory byl potproduktem w syntezie akceptora 1, a warunki redukcji byty
analogiczne jak podczas otrzymywania pochodnych 38 i39. Dzigki zastosowaniu
promieniowania mikrofalowego, glikokoniugaty 68-72 uzyskatam prowadzac reakcje
zdecydowanie krocej niz w przypadku reakcji prowadzonych w temperaturze pokojowej na
mieszadle magnetycznym. Do tego obserwowano nieco wyzsze wydajnosci produktu niz

w przypadku prowadzenia reakcji w temperaturze pokojowej (Schemat 13).
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Dodatkowo, aby sprawdzi¢ wptyw obecnosci grup zabezpieczajacych na wykazywang
aktywno$¢ biologiczng, usungtam te grupy z glikokoniugatu 68 w sposob selektywny,
uzyskujac pochodng 73 lub tez catkowicie, co pozwolilo na otrzymanie glikokoniugatu 74

(Schemat 14) [86 (H2)].
Aco% ;O ﬁ\lj\"\ll:o

/ K
OAc f‘\
AcO 0 —\ H PO N/&O HO Q —\ H NAO
AcO S \ / N (e} HO S \ / N o
OAc N b OH N b

73 OH OH 74 OH OH

A: MeOH/H,0, Amberlyst 15, 70°C, 2h
B: 1. MeOH, MeONa, t.p. 1h, 2. MeOH/H,O, Amberlyst 15, 70°C, 2h

Schemat 14. Selektywna lub catkowita deprotekcja glikokoniugatu 68

W kolejnym etapie postanowitam rozbudowa¢ fragment cukrowy glikokoniugatow
wykorzystujagc fakt, ze pochodne (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydu okazaly si¢ akceptorami
bardzo stabilnymi w reakcji glikozylacji. Miato to na celu uzupehienie dotychczasowej
biblioteki zwigzkoéw o pochodne, ktore pozwolityby na oceng wplywu wielkos$ci i1 struktury
fragmentu cukrowego na finalng aktywnos¢ glikokoniugatow.

Do jednostki glukozy dotychczas obecnej w uzyskanych glikokoniugatach postanowitam
dolaczy¢ wigzaniem 1,6-glikozydowym kolejna jednostke cukrowa. Wybdr padt na druga
czasteczke¢ D-glukozy lub na 2-jodo-2,6-dideoksy-L-mannozg, tak aby uzyskaé zarowno
wigzanie B-1,6-glikozydowe, jak i a-1,6-glikozydowe. Jako donory glikozylowe wybratam,
stosowane juz we wczesniej opisanych reakcjach, metylo tetra-O-acetylo-1-tio-p-D-
glukopiranozyd 2 oraz 3,4-di-O-acetylo-2-jodo-2,6-dideoksy-1-O-tert-butylodimetylosililo-a-

L-mannopiranozyd 7.
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Schemat 15. Rozbudowa fragmentu cukrowego glikokoniugatow

Do syntezy finalnych glikokoniugatéw mozna podejs¢ w dwojaki sposob. Mozna
wykorzysta¢ opisane wczesniej produkty 12 i 17, zredukowa¢ grupe nitrowg obecng w ich
aglikonie do grupy aminowej 1 nastgpnie przeprowadzi¢ kondensacj¢ tak uzyskanych

zwigzkéw 75 1 76 z pochodnymi urydyny 56 i 65. W drugim wariancie mozna najpierw
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otrzymaé glikokoniugaty 78 i 79 w reakcji pochodnej 77, uzyskanej przez redukcje grupy
nitrowej w aglikonie akceptora 1, z pochodnymi urydyny 56 lub 65, a nastgpnie uzyskane
glikokoniugaty 78 i 79 poddac¢ glikozylacji z donorami 2 lub 7 (Schemat 15). Przetestowatam
oba warianty dojScia do finalnych glikokoniugatow i wykazatam, ze obie drogi pozwolity
na otrzymanie oczekiwanych struktur, przy czym wydaje si¢, ze w wiekszosci przypadkow
korzystniejsza jest glikozylacja glikokoniugatow 78 1 79 [46 (H9)].

Kolejnym krokiem w modyfikacji struktury fragmentu cukrowego bylo wyeliminowanie
podstawnika w pozycji C-2 jednostki cukrowej i uzyskanie glikokoniugatow pochodnych
2-deoksycurow. Aby uzyskac (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydy pochodne 2-deoksycukrow
postanowitam zastosowac reakcj¢ addycji 5-nitro-2-merkaptopirydyny 84 do zabezpieczonych
grupami benzylowymi lub acetylowymi pochodnych D-glukalu 10 i 85 oraz D-galaktalu 86
187 metoda Falcka-Mioskowskiego w obecnosci TPHB. Warunki reakcji pozwalaja na
uniknigcie przegrupowania Ferriera oraz zapewniaja regioselektywng addycje do wigzania
podwdjnego. Jednak reakcje addycji do glikali zwykle nie zachodzag w sposéb
stereoselektywny i w ich wyniku powstaje mieszanina anomerycznych glikozydow. Jak juz
wczesniej opisywano, mozna poprawic stereoselektywnosc¢ tej reakcji przez odpowiedni dobor
grup ochronnych.

W omawianym przypadku korzystne jest otrzymanie obydwu produktow aby w kolejnych
etapach uzyska¢ szersza game glikokoniugatow o rdéznej konfiguracji na anomerycznym
centrum przylagczonej jednostki cukrowej. Sprawdzitam jedynie, czy zastosowane grupy
zabezpieczajagce w glikalach (acetylowe lub benzylowe) w znaczacy sposob wpltywaja na
proporcje uzyskanych anomerycznych produktéw i czy ktore$ z nich pozwalaja na tatwiejszy
rozdzial anomeréw. Okazalo sie, ze na etapie syntezy (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydow
pochodnych 2-deoksy-D-glukozy i 2-deoksy-D-galaktozy 88—-91 udato si¢ wydzieli¢ w postaci
czystej jedynie anomery o dla pochodnych D-galaktalu, niezaleznie od rodzaju
wprowadzonych grup zabezpieczajacych. Dla pochodnych D-glukalu stosunek anomerow
w produkcie ustalano na podstawie analizy widm NMR. Po zwigkszeniu polarnosci zwigzkow
poprzez redukcje grupy nitrowej obecnej w aglikonie 1-tioglikozydow do grupy aminowej,
udato si¢ rozdzieli¢ prawie wszystkie glikozydy i do koniugacji z pochodnymi urydyny
zastosowatam poszczego6lne anomery (Schemat 16). W ten sposob uzyskatam kolejng grupe

glikokoniugatow urydynowych wzbogacajacych dotychczasowa biblioteke [91 (H7)].
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88: Ry= OBn, Ry= H, Ry= OBn, a:p=1.8:1 92: R¢= OBn, R;= H, Rg= OBn
10: Ry= OBn, R,= H, Rs= OBn 89: R;= OAC, Ra= H. Ra= OAC, a:[?:l.B:l 93: R= OAC, Rp= H, Ry= OAc
85: Ry= OAC, Ry= H, Ry= OAC 90 R'= H. Ry~ DB, Rox OB, opeL.61 94: Ry= H, Ry~ OBn, Ry= OBn
86: Ry=H, Ry= OBn, Ry= OBn 91: Ry= H, Ry= OAc, Ry= OAc, a:f=1.5:1 95: R1= H, R;= OAc, Ry= OAc
87: Ry= H, R,= OAc, Ry= OAC : : :
56 lub 65
DMTMM, t.p. lub
DMTMM, 50°C, MW
R2 OR3 [e) o)
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\N / NO NS0 b R0 SON
(6]

O><O O><O
96a: Ry= OBn, Ry= H, R3= OBn, 87% wyd. 100a: R4= OBn, Ry= H, R3= OBn, 89% wyd.
96B: R1= OBn, Ry= H, R3= OBn, 58% wyd. 100B: R1= OBn, Ry= H, R3= OBn, 58% wyd.
97: R4= OAc, Ry= H, R3= OAc, a:p=1.4:1, 65% wyd. 101: R4= OAc, Ry= H, R3= OAc, a:p=1:1.5, 56% wyd.
98a: R¢=H, Ry= OBn, R3= OBn, 56% wyd. 102a: R4= H, Ry= OBn, R3= OBn, 87% wyd.
99: R4= H, Ry= OAc, R3= OAc, a:p=1:1, 67% wyd. 103a: Ry= H, Ry= OAc, R3= OAc, 43% wyd.

103: Ry= H, Ry= OAc, Ry= OAc, a:p=1:1, 37% wyd.

Schemat 16. Synteza glikokoniugatow zawierajgcych fragment 2-deoksycukru

Kolejna grupa glikokoniugatow zaprojektowana zostata tak, aby sprawdzié¢, czy fragment
heteroaromatyczny w strukturze linkera, inny niz dotychczas stosowany pier§cien pirydynowy,
jest korzystny z punktu widzenia aktywno$ci biologicznej zwigzku. W tym przypadku
postanowitam sprawdzi¢ wplyw obecnosci pierscienia 1,2,3-triazolowego. Poczatkowo
otrzymatam glikokoniugaty, w ktorych fragment cukrowy byt potgczony z pochodng urydyny
65 bezposrednio poprzez wigzanie amidowe (Schemat 17). Uzyskanie takich polaczen
mozliwe jest poprzez przeprowadzenie kondensacji pomie¢dzy pochodng urydyny 65
posiadajaca grupe karboksylowa w pozycji C-5" i 1-aminocukrami pochodnymi D-glukozy
108 i D-galaktozy 109, uzyskanymi poprzez redukcje wodorem odpowiednich azydkow
cukrowych 104 i 105 z wykorzystaniem Pd(OH), osadzonego na weglu aktywowanym jako
katalizatora [92, 93 (H4)]. Po przetestowaniu réznych warunkéw reakcji kondensacji,
ponownie najlepsza wydajnos¢ glikokoniugatu 111 udato si¢ uzyska¢ w przypadku stosowania
DMTMM jako czynnika kondensujacego i metanolu jako rozpuszczalnika [94 (H3)]. Wiasnie
te warunki zastosowatam rowniez do syntezy glikokoniugatu 112. Otrzymane glikokoniugaty
poddatam nastepnie dwuetapowej deprotekcji, w ktorej najpierw w srodowisku zasadowym

usuwatam zabezpieczenia acetylowe z fragmentu cukrowego, a nastgpnie po dodaniu wody do
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mieszaniny reakcyjnej i zakwaszeniu jej do pH=2 poprzez dodatek zywicy jonowymiennej

Amberlyst 15, usuwatam zabezpieczenie izoprpylidenowe z fragmentu urydynowego

uzyskujac calkowicie odbezpieczone glikokoniugaty 113-114. Warto podkresli¢, ze wigzanie

amidowe w glikokoniugatach bylo wystarczajaco stabilne w warunkach deprotekcji,

co pozwolito na uzyskanie odbezpieczonych pochodnych z dobrymi wydajnosciami.

Do otrzymania glikokoniugatéw  zawierajacych  heteroaromatyczny  pierScien
1,2,3-triazolowy we fragmencie linkera Iaczacego cukier z urydyng postanowitam
wykorzysta¢ popularng w ostatnich latach reakcje cykloaddycji 1,3-dipolarnej pomiedzy
azydkami ialkinami katalizowanej jonami Cu(l) (CuAAC, copper-catalyzed azide-alkyne
cycloaddition) zaliczang do szerokiej gamy reakcji tzw. click chemistry. Koncepcja tej reakcji
zostata opisana po raz pierwszy w 2001 roku przez zesp6t K. Barry’ego Sharpless’a, laureata
Nagrody Nobla [95]. Uzycie jako katalizatora jonow Cu(I) poprawia wydajnos¢ tradycyjnej
1,3-dipolarnej cyklooaddycji Huisgena o siedem rzgdow wielkosci. Dodatkowo,
W porownaniu  z klasyczng  reakcja  katalizowang  wysoka  temperatura, reakcja
ta charakteryzuje si¢ wysoka regioselektywnoscig, moze by¢ przeprowadzana zaréwno
w protycznych jak i aprotycznych rozpuszczalnikach, jest niezalezna od sterycznych
i elektronowych wiasciwosci przytgczanych grup, wykazuje selektywnos¢ nawet w obecnos$ci
innych niezabezpieczonych grup funkcyjnych izwykle zachodzi w sposob ilosciowy,
CO upraszcza oczyszczanie produktu. Najczesciej uzywanym katalizatorem w reakcji CUAAC
nie sg sole Cu(I) lecz pochodne Cu(ll) np. CuSO, stosowane wraz z reduktorem, ktérym
najczesciej jest askorbinian sodu odpowiadajacy za redukcje jonow Cu(ll) do Cu(l). Zaleta
stosowania soli Cu(ll) jest ich niski koszt iczesto wieksza czysto$¢ w porownaniu do soli
Cu(l) [96, 97]. Dzigki tak licznym zaletom, reakcje click chemistry stanowig nowa i szybko
rozwijajacg si¢ dziedzing chemii o duzym potencjale, obejmujaca synteze nowych zwigzkow

biologicznie aktywnych mogacych znalez¢ zastosowanie jako leki [19, 98].
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104: R{= OAc, Ry= H, R3= OAc X OR, ORy
105: R4= H, Ry= OAc, Rz= OAc 110 115: R4= OAc, Ry= H, R3= OAc, R4= izopropyliden, 83% wyd.
106: Ry= OH, R,= H, Ry= OH 116: R4= H, Ry= OAc, Ry= OAc, R,= izopropyliden, 54% wyd.
107: R1= H, Ry= OH, R3= OH 117: R4= OH, R,= H, R3= OH, Ry=izopropyliden, 78% wyd.
118: R4= H, R,= OH, R3= OH, R4= izopropyliden, 86%wyd.
119: Ry= OH, Ry= H, R3= OH, R,=H, 86% wyd.
A B 120: Ry= H, Ry= OH, Ry= OH, Ry=H, 93% wyd.
o o)
R
R2  ORjs fl\NH 2 OAc | /’K‘
R o HO 0 N™ O Cc Ry R H O N” o
S NH, + o > R3O
RO 2 O
3 b . OR3
OR3
o_ O o 0
108: Ry= OAc, Ry= H, Ry= OAc X X
109: Ry= H, Ry= OAc, R3= OAc 65

111: R4= OAc, Ry= H, R3= OAc, 80% wyd.
112: R4= H, Ry= OAc, R3= OAc, 86% wyd.
113: R4= OH, Ry= H, R3= OH, 45% wyd.
A: THF/EtOH, Pd(OH),/Cpt, Ha 114: R4= H, Ry= OH, R3= OH, 89% wyd.
B: MeOH, propargiloamina, DMTMM, t.p.

C: MeOH, DMTMM, t.p.

D: 1. MeOH, MeONa, t.p.;2. Amberlyst 15, H,O, 50°C

E: CuSO,45H,0, askorbinian sodu, THF/i-PrOH, H,0, t.p.

Schemat 17. Synteza glikokoniugatéw 111-120

Synteze glikokoniugatow z zastosowaniem azydkéw i pochodnych acetylenowych
zrealizowatam w dwoch wariantach. W pierwszym z nich tgczytam zaréwno zabezpieczone
jak iodbezpieczone azydki glikozylu 104-107 z propargilowa pochodng urydyny 110,
uzyskang w reakcji kondensacji pochodnej 65 z propargiloaming prowadzonej w obecnosci
DMTMM. W efekcie uzyskatam catkowicie zabezpieczone glikokoniugaty 115 i 116,
glikokoniugaty odbezpieczone jedynie w czeéci cukrowej 117 1 118 oraz glikokoniugaty 119

i 120 catkowicie pozbawione grup zabezpieczajacych (Schemat 17).

(e} 0]
Rz OR
R, OR; NH 3 NH
=N
" o N | NAO A Ry 0 o N \N l N/J%o
Rl o o \/ + 3 o — = R \A/ o
3 - B8 . OR, % #
OR;3
121: R4= OAc, R,=H, R3= OAc OR; OR4 OR4; OR4
122: R4= H, R,= OAc, R3= OAc
123: R4= OH, R,=H, R3= OH 125: R4= izopropyliden 127: R4= OH, Ry= H, R3= OH, R4=izopropyliden, 50% wyd.
124: R4= H, Ry= OH, R3= OH 126: R,=H 128: R1= H, Ry= OH, R3= OH, R4= izopropyliden, 63% wyd.

129: R4= OH, Ry,= H, Ry= OH, R,=H, 88% wyd.
130: Ry= H, Ry= OH, Ry= OH, Ry=H, 50% wyd.

A: CuSO,45H,0, askorbinian sodu, THF/i-PrOH, H,0, t.p.
B: 1. MeOH, MeONa, t.p.;2. Amberlyst 15, H,0, 50°C

Schemat 18. Synteza glikokoniugatow 127-130
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W drugim wariancie taczytam zabezpieczong lub odbezpieczong pochodng urydyny 125
lub 126 zawierajacg ugrupowanie azydkowe przy weglu C-5° z zabezpieczonymi lub
odbezpieczonymi propargilo p-D-O-glikozydami pochodnymi D-glukozy i D-galaktozy
121-124 (Schemat 18). Warto nadmieni¢, ze uzyskane w ten sposob glikokoniugaty miaty
konfiguracje P przy anomerycznym atomie wegla przylaczonej jednostki cukrowej.
Jest to o tyle istotne, ze naturalne substraty GTs majg przy tym weglu konfiguracje a i takie
wlasnie analogi naturalnych substratow GTs opisal Fairbanks w swojej pracy.
Zwiazki otrzymane prze t¢ grupe byly a-anomerami glikokoniugatoéw 129-130 i nie

wykazywaty zdolno$ci do hamowania B1,4-GalT [72].

o (0]
R2  OAc
. . O Lo
Ry HO, A ub 0 “N"o
AcO S NH, + o N O u HO o
OAc o) k o ?‘
131: R4= OAc, R, = H R3O OR3 RO ORS®
132: Ri=H, R, = OAc
56: R3= izopropyliden 65: R3= izopropyliden
133: R;= TBDMS 66: Ry= TBDMS

A: THF/ MeOH, DMTMM, t.p., 48-72 h
lub
B: THF/ MeOH, DMTMM,50°C, MW, 2 h

R;O  ORj

134: Ry= OAc, R,= H, R3= izopropyliden (procedura A: 30% wyd., procedura B: 34% wyd.)
135 R;= OAc, R,= H, R;=TBDMS (procedura A: 28% wyd., procedura B: 32% wyd.)
136: R1= H, R,=OAc, R3;=TBDMS (procedura A: 38% wyd., procedura B: 40% wyd.)

0
R, OAc kaH
0 |
R
AE&SONH o N’go
OAc o
RO ORg

137: Ry= OAc, R,= H, R3= izopropyliden (procedura A: 48% wyd., procedura B: 57% wyd.)
138: R;= H, R,=0Ac, R3= izopropyliden (procedura A: 43% wyd., procedura B: 51% wyd.)
139 R;= OAc, R,=H, R3=TBDMS (procedura A: 28% wyd., procedura B: 31% wyd.)
140: Ry= H, R,=0OAc, R3=TBDMS (procedura A: 35% wyd., procedura B: 41% wyd.)

Schemat 19. Synteza glikokoniugatow 134-140
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Kolejnym krokiem bylo zastgpienie heteroaromatycznego pierscienia pirydynowego
w dotychczas opisanych glikokoniugatach pierscieniem benzenowym (Schemat 19) [99 (H1)].
Bodzcem do zaprojektowania tego typu struktur byla che¢ sprawdzenia, jak istotna dla
aktywnos$ci biologicznej glikokoniugatow jest obecno$¢ lub brak w  strukturze linkera
heterocyklicznego atomu azotu. W tym celu wykorzystaltam 4-aminofenylo 2,3,4,6-tetra-O-
acetylo-p-D-1-tioglikopiranozydy pochodne D-glukozy i D-galaktozy 131-132 uzyskane
w wyniku redukcji grupy nitrowej w aglikonie odpowiednich 4-nitrofenylo 1-tioglikozydow,
ktorych otrzymywanie opisano w literaturze [100]. Do redukcji grupy nitrowej zastosowatam
te samg procedur¢ z wykorzystaniem ukladu cynk/kwas octowy, ktorg zastosowatam
wczesniej dla  (5-nitro-2-pirydylo) 1-tioglikozydow. Kondensacje zwigzkow 131-132
prowadzitam z pochodnymi urydyny 56, 65, 66 i 133 z wykorzystaniem DMTMM jako
czynnika kondensujacego. W celach porownawczych reakcje prowadzitam z zastosowaniem
promieniowania mikrofalowego (procedura B) lub w temperaturze pokojowej (procedura A).
O ile wydajnosci uzyskanych glikokoniugatow 134-139 nie roznity si¢ w  sposob
zdecydowany, niezaleznie od zastosowanej procedury, to czas wymagany do ich uzyskania byt
zdecydowanie krotszy w przypadku prowadzenia reakcji w reaktorze mikrofalowym.

Uzyskane glikokoniugaty w kolejnym etapie poddatam deprotekcji stosujac dwuetapows
procedur¢ z wykorzystaniem metanolanu sodu w metanolu do usunigcia zabezpieczen
acetylowych oraz Amberlystu 15 do zakwaszenia $rodowiska reakcji w celu usunigcia
zabezpieczenia izopropylidenowego we fragmencie urydynowym. Niestety, w przypadku
usuwania grup zabezpieczajacych z pochodnej 134 destrukcji uleglo wigzanie estrowe laczace
linker bursztynowy z urydyna. Sukcesem zakonczyla si¢ za to deprotekcja glikokoniugatow
137 i 138. Odpowiednie pochodne 141 i 142 uzyskatam z zadowalajacymi wydajnosciami
(Schemat 20).

O O
OAc
% ) \2
137: R;= OAc, Ro=H 141: R1= OH, Ry=H (58% Wyd)
138: R1= H, R,=0OAc 142: R1= H, R,=0H (64% wyd.)

A: MeOH, MeONa, t.p. 25 min.
B: MeOH/H,0, Amberlyst 15, 70°C, 2.5-5 h

Schemat 20. Deprotekcja glikokoniugatow 137-138
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Ostatnia grupa glikokoniugatéw urydynowych projektowanych jako potencjalne inhibitory
GTs bazowata na pochodnej 144 otrzymanej w wyniku reakcji przegrupowania Ferriera
zachodzacej dla 4-O-benzylo-L-fukalu 143 w warunkach przeniesienia migdzyfazowego
(Schemat  21). Disacharyd ten zawiera w  swej strukturze  fragmenty
L-rodinozy oraz L-oliozy, bgdace pochodnymi 2-deoksyfukozy, ktore wystepuja rowniez jako
sktadniki  strukturalne  wielu  naturalnych  biologicznie  aktywnych  zwigzkow
przeciwnowotworowych [101, 102]. Dlatego zastosowanie pochodnych L-fukalu jako blokow
budulcowych w syntezie roznych deoksyglikozydéw wydaje si¢ by¢ interesujace. Dodatkowo,
disacharyd 144 zawierajacy dwie 1,2- i 2-3 nienasycone heksozy moze by¢ tatwo

funkcjonalizowany.

o)
Me O (0] NH
B Me o) \/\/ 2
Me A
o ——» BnO D le}
0 > BnO
Me
BnO
143 BnO 144 145 >65<
. l
Cy oy
HO NS0 O N o
(0] Me
o
ORq ORy BnO o_ 0
146: R,= TBDMS Me@ X

) 84 L

0 0 N™ ~0 0 N~ 0
BnO OR; OR; Me@” :o: Me o o
Me 0 + +
HO
BnO OR; OR, BnO OR; ORy
BnO 147: R,= TBDMS 148: R,= TBDMS 149: Ry= TBDMS
150 R,= H 151: Ry= H

A: toluen, p-TsCl, NaOHpggyc., BugNI
B: CH,Cl, TPHB

C: CH3CN, BuyNF

D: MeOH, Pd/C, H,

E: THF, DMTMM

Schemat 21. Synteza glikokoniugatow 147-152
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Jedng z mozliwych metod otrzymania glikokoniugatu z disacharydu 144 jest addycja
nukleofila urydynowego 146 w obecnosci TPHB. Pomimo tego, ze reakcje prowadzono
w bezwodnym CH,Cl, w obnizonej temperaturze, to zaobserwowano powstawanie mieszaniny
trzech glikokoniugatow, przy czym kazdy z nich wystgpowal w postaci mieszaniny
anomeroéw. Oprocz oczekiwanego produktu 147 powstaly rowniez glikokoniugaty 148 i 149
bedace urydynowymi pochodnymi monosacharydow sktadowych zwigzku 144, ktére powstaly
po rozpadzie wigzania glikozydowego wskutek jego wysokiej reaktywnos$ci. Po usunieciu
sililowych grup zabezpieczajacych pozycje 2°-OH i 3’-OH we fragmencie rybozy dzialaniem
fluorku  tetra-n-butyloamoniowego powstaly dodatkowo  glikokoniugaty  150-151
(Schemat 21).

Drugi wariant prowadzacy do uzyskania glikokoniugatu urydynowego 152, zawierajacego
fragment pochodzacy od disacharydu 144, bazuje na przylaczeniu do cukrowego substratu
trojweglowego linkera zakonczonego ugrupowaniem azydkowym, ktore moze zostac
zredukowane do grupy aminowej, i polaczeniu powstalego w ten sposob zwigzku 145
Z pochodng urydyny 65 poprzez utworzenie wigzania amidowego. Ze wzgledu na wczesniej
wzmiankowana duza reaktywno$¢ wigzania glikozydowego w disacharydzie, nie usuwano
izopropylidenowej grupy zabezpieczajacej fragment urydynowy. Obawiano si¢, ze podczas

deprotekcji moze dojs¢ do rozpadu wigzania glikozydowego [103 (H5)].
2.2.1. Ocena aktywnoSci biologicznej uzyskanych glikokoniugatow

Aktywnos¢ biologiczng uzyskanych glikokoniugatow urydynowych badatam pod katem
hamowania enzymu z grupy GTs z wykorzystaniem handlowo dostepnej f1,4-GalT | z mleka
krowiego, a takze przeprowadzono badania in vitro pod katem hamowania proliferacji
komoérek nowotworowych dla wybranych linii komérkowych: HCT 116 (rak jelita grubego)
oraz DU 145 (rak prostaty). Oceniono rowniez wybrane glikokoniugaty pod katem aktywnosci
przeciwwirusowej w stosunku do wirusow z rodziny Flaviviridae, do ktorych nalezy wirus
zapalenia watroby typu C (HCV, ang. Hepatitis C Virus) oraz wirus klasycznej $winskiej
goragczki (CSFV).

W reakeji enzymatycznej z udziatem B1,4-GalT biorg udziat dwa substraty: substrat typu
donora, ktorym w przypadku tego enzymu jest UDP-Gal oraz substrat typu akceptora,
ktorym w uktadach biologicznych najczesciej jest jednostka N-acetyloglukozaminy (GICNAC)
lub D-glukozy. Aby moc §ledzi¢ przebieg reakcji enzymatycznej z wykorzystaniem HPLC

wyposazonego w detektor fluorescencyjny nalezy do akceptora wprowadzi¢ znacznik
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fluorescencyjny. Grupa Praly opisala zastosowanie akceptora znakowanego w pozycji
anomerycznej reszte dansylowa do oznaczania aktywnosci
B1,4-GalT [104]. Jednak w tym przypadku konieczna jest dos¢ zmudna synteza takiego
akceptora. Podczas oceny aktywnosci biologicznej glikokoniugatow urydynowych opisanych
W niniejszym przegladzie zastosowalam analogiczng procedure zastepujac akceptor
znakowany resztg dansylowa komercyjnie dostepng eskuling. Procedura polegata na pomiarze
zmiany stezenia produktu (6-eskuletynylo) 4’-O-f-D-galaktopiranozylo-4-D-glukopiranozydu
powstajacego W reakcjach enzymatycznych z dodatkiem potencjalnych inhibitoréw wzgledem

reakcji testowej eskuliny z UDP-galaktoza, katalizowanej przez 1,4-GalT (Schemat 22) [94
(H3)].
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UDP-Gal OH OH Eskulina
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(0]
HO (@) o O
HO
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Produkt reakcji enzymatycznej
Schemat 22. Reakcja testowa do oceny aktywnosci f1,4-GalT

Przed przystapieniem do badan sprawdzitam, czy badane zwiazki nie sg substratami
w reakcji modelowej. Nastepnie przygotowatam roztwory reakcyjne, w ktorych stezenie
potencjalnego inhibitora wynosito 0.8 mM i prowadzitam reakcje z dodatkiem enzymu.
Po przerwaniu reakcji enzymatycznej przez ogrzewanie w temperaturze 90°C 1 odsaczeniu
zdenaturowanego biatka, probki analizowatam metoda HPLC w ukladzie faz odwrdoconych
(kolumnaNucleosil® 5 pm, C18, 100 A, 250x4 mm) z detekcja fluorescencyjng (wzbudzenie
385 nm, emisja 540 nm). Stosowatam elucje uktadem rozpuszczalnikow MeCN:H,0O 10:90.

Sposrod przebadanych zwigzkéw jedynie nieliczne pochodne wykazywaly wiasciwosci
inhibujagce  wzgledem B1,4-GalT z mleka krowiego. Zaden z glikokoniugatow
z zabezpieczonymi grupami hydroksylowymi nie byt zdolny do inhibicji $1,4-GalT. Sposrod
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odbezpieczonych zwigzkow, ktore wykazywaly zdolnos¢ do inhibicji p1,4-GalT,
wytypowatam te najaktywniejsze i dla nich przeprowadzitam seri¢ reakcji enzymatycznych
obejmujacych stezenia 0.1, 0.2, 04, 0.8 i 1.6 mM w celu wyznaczenia ICsp.
Dla glikokoniugatu 129  bedacego  pochodng  D-glukozy zawierajaca  fragment
metylenotriazolowy w linkerze imitujacym ugrupowanie difosforanowe naturalnego substratu
wyznaczono warto$¢ ICsp = 0.72 mM. Interesujace jest to, ze analogiczna pochodna D-
galaktozy nie wykazata zadnej aktywnoSci wzglgdem testowanego enzymu. Istotny jest
rowniez fakt, ze badany przez Fairbanksa glikokoniugat, roznigcy si¢ od zwigzku 129 jedynie
konfiguracja na anomerycznym atomie wegla jednostki cukrowej, nie wykazywal Zzadnej
aktywno$ci biologicznej. Mozna wigc wyciggnag¢ wniosek, ze konfiguracja na centrum
anomerycznym jednostki cukrowej wplywa na zdolno$¢ glikokoniugatu do inhibicji
testowanego enzymu. Sposréd pochodnych  zawierajacych  w linkerze — fragment
amidopirydylowy, aktywno$¢ wykazata jedynie pochodna 74, a wartos¢ 1Csp = 0.67 mM
swiadczyta o zblizonej aktywnosci tego zwigzku w stosunku do pochodnej 129.
Z Kkolei warto$¢ 1Csp = 0.33 mM wyznaczona dla glikokoniugatu 141, bedacego analogiem
zwigzku 74 pozbawionym heterocyklicznego atomu azotu w aglikonie, moze sugerowac
ze obecnos¢ tego heteroatomu w ukladzie aromatycznym, stanowigcym fragment linkera
taczacego czgs¢ cukrowa z urydyng, nie jest kluczowa dla aktywnosci biologicznej wzgledem
testowanego enzymu. Powtarzajacg si¢ prawidlowoscig dla wszystkich glikokoniugatow, dla
ktorych udato si¢ wyznaczy¢ warto$¢ ICsp jest fakt, ze wszystkie one sg pochodnymi B-D-
glukozy. Analogi tych zwigzkéw bedace pochodnymi [B-D-galaktozy nie byly w stanie
hamowa¢ aktywnosci p1,4-GalT.

Badania wplywu glikokoniugatow na stopien proliferacji komoérkowej z wykorzystaniem
prostego testu cytotoksycznosci MTT zostaly przeprowadzone poczatkowo pod kierunkiem
dr hab. Aleksandry Rusin oraz mgr inz. Katarzyny Papaj w Centrum Badan Translacyjnych
i Biologii Molekularnej Nowotworéw Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Gliwicach. Badania aktywnosci glikokoniugatow zawierajacych w strukturze linkera
pierscien triazolowy 115-130 lub jedynie bezposrednie wigzanie amidowe pomigdzy cukrem
aurydyng 111-114 zostaly przeprowadzone przez mgrinz. Anng Byczek-Wyrostek
w Laboratorium Genetyki Molekularnej i Inzynierii Genetycznej w Centrum Biotechnologii
Politechniki Slaskiej.

Istota metody MTT jest redukcja zoltego, rozpuszczalnego w wodzie bromku

3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylo-tetrazoliowego (MTT) do fioletowego,
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nierozpuszczalnego w wodzie formazanu [105]. Konwersja ta zachodzi przy udziale
dehydrogenazy bursztynianowej, ktoéra wytwarzana jest tylko w zywych komoérkach. W celu
wykonania oznaczenia wysiane z odpowiednim pokryciem komorki inkubowano z badanymi
zwigzkami, a nastepnie z substratem (MTT). Na podstawie spektrofotometrycznego pomiaru
ilosci wytworzonego produktu formazanu dokonano oceny stopnia zahamowania proliferacji
komorek po potraktowaniu ich badanymi zwigzkami. Niestety, zaden z badanych zwigzkow

nie wykazal toksycznosci wzgledem badanych linii komorkowych.

Tabela 3
Zwiazek Aktywno$¢ przeciw wirusowi CSFV Aktywno$¢ przeciw wirusowi HCV
CCs (LM) 1Cs0 (M) Sl CCs (LM) 1Cs0 (M) Sl
59 207 103 2 325 231 14
61 194 49 4 340 213 1.6
63 45 13 3.5 71 45 1.6
68 >380 >325 >1.2 271 244 1.1
69 >353 >299 >1.2 312 271 1.2
70 86 3 28.7 135 7 19.3
71 151 6 25.2 173 7 24.7
72 186 97 1.9 >270 >236 >1.1
73 350 320 1.1 402 373 1.1
74 380 370 1 420 402 1.05
134 103 97 1.1 399 281 1.4
135 42 4.5 9.3 16 4 4.0
136 124 4.2 29.5 254 4.9 52.4
137 326 149 2.2 258 154 1.7
138 340 217 1.6 272 167 1.6
139 56 4 14.0 270 135 20.0
140 49 25 2.0 14 7.4 1.9
141 265 241 1.1 >475 444 >1.1
142 278 257 1.1 460 454 1.0
SOFOSBUVIR brakdanych  brak danych  brak danych 31 0.26 119.2

CCs - stezenie wymagane do zmniejszenia przezywalnosci komoérek o 50%
ICs - stgzenie wymagane do zmniejszenia populacji wirusa o 50%
S| - indeks selektywnosci liczony jako stosunek CCsy/ 1Cs

Oprocz wspomnianych juz arylo oraz (5-nitro-2-pirydylo) pB-D-1-tioglikozydow oraz
powstalych w wyniku ich utleniania sulfotlenkéw [27-29] na badania in vitro przekazano
réwniez wybrane glikokoniugaty pochodne (5-amino-2-pirydylo) B-D-1-tioglikozydow 59, 61,
63, 68-74 oraz 4-aminofenylo pB-D-1-tioglikozydow 134-142. Badania wytypowanych
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glikokoniugatow pod katem aktywnosci przeciwwirusowej oraz cytotoksycznosci prowadzone
byly przez dr Eweling Krdl z grupy profesora Bogustawa Szewczyka z Zaktadu Szczepionek
Rekombinowanych na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii  Uniwersytetu
Gdanskiego. Modelami na ktorych badano aktywnos¢ tych pochodnych byt wirus CSFV oraz
wirus HCV [86 (H2)]. Badania wykazaly, ze sposrod testowanych glikokoniugatow
najwicksza aktywno$¢ wykazaty zwiazki 70, 71, 136, 139 i 140, ktore hamowaly nie tylko
propagacje wirusa w zakazonych komorkach w ilosciach mikromolowych ale rowniez
w stopniu zaleznym od dawki ograniczaty produkcj¢ biatek wirusowych (Tabela 3). Zwiazki
te sa rowniez w stanie az do 90% redukowaé replikacje genomu wirusowego. Dla
glikokoniugatow 70 i 71 zawierajagcych w swej strukturze pierscien pirydynowy Stwierdzono
akceptowalny indeks selektywnosci w zakresie 19-24,7. I1Csq dla tych zwigzkow w przypadku
obydwu badanych wiruséw miesci si¢ w przedziale 3—7 uM, a dodatkowo nie stwierdzono ich
toksyczno$ci przy stezeniach z przedziatu 150-245 uM w zaleznosci od typu zainfekowanych
komorek. Glikokoniugaty 139 i 140, bedace odpowiednikami zwigzkoéw 70 i 71 zawierajgcymi
W linkerze uktad fenylowy zamiast pirydynowego, charakteryzowaly si¢ nieco wyzszymi
warto$ciami 1Csg mieszczgcymi si¢ w zakresie 4-25 uM, przy jednoczesnym obnizeniu
indeksu selektywnosci. Moze to swiadczy¢ o tym, ze zastgpienie aromatycznego atomu azotu
atomem wegla wptywa na nieznaczne obnizenie aktywnosci wzgledem wirusa oraz wzrost
toksycznosci  tych  glikokoniugatéw. Z kolei obecnos¢ linkera bursztynowego
w glikokoniugacie 136 wptyn¢ta na zwigkszenie jego aktywnos$ci przeciwwirusowej (wartosci
ICso dla obu badanych wirusow mieszczg si¢ w zakresic 4.2—4.9 uM) izdecydowane
zmniejszenie toksycznosci (indeks selektywnosci SI wynosi odpowiednio 29.5 dla wirusa
CSFV i52.4 dla wirusa HCV). W tym przypadku mozna wysnu¢ wniosek, ze pod nieobecno$é
azotu w pier$cieniu aromatycznym linkera, fragmentem wplywajacym na wzrost aktywnosci
przeciwwirusowej jest linker bursztynowy [99 (H1)].

Warto zwroci¢ uwage, ze kluczowa dla aktywnosci przeciwwirusowej okazala sig
obecno$¢ grup zabezpieczajacych zaréwno fragment cukrowy, jak 1 cze$¢ urydynowa.
Szczegodlnie korzystne okazato si¢ wprowadzenie grup TBDMS zabezpieczajacych pozycje 2’-
OH i 3’-OH we fragmencie urydynowym. Pozwala to na zwigkszenie lipofilowosci zwigzku,
co ufatwia przeniesienie przez bton¢ komoérkowa do komorki. Potwierdzeniem tej obserwacji
wydaje si¢ fakt, iz czeSciowo lub catkowicie odbezpieczone pochodne 73, 74, 141 i 142

praktycznie nie wykazywaly aktywnos$ci przeciwwirusowej. Uzyskane wyniki wskazuja,

55



Zalacznik nr 2 do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego — dr inz. Gabriela Pastuch-Gawotek
Autoreferat — wersja polskojezyczna

ze struktury te moga stanowi¢ punkt wyjScia do opracowania nowych lekow przeciw

wybranym wirusom z rodziny Flaviviridae.

2.3.Synteza  glikokoniugatéw zawierajacych fragment chinolinowy jako

potencjalnych zwiazkow przeciwnowotworowych

W zwiazku z coraz cze¢stsza zachorowalno$cia na réznego typu nowotwory, projektowanie
nowych lekow przeciwnowotworowych stato si¢ istotnym elementem aktualnie prowadzonych
badan. Niestety, w przypadku juz stosowanych lekéw przeciwnowotworowych bardzo czesto
wystepuje problem ich niskiej selektywnosci 1 zwigzanych z tym skutkow ubocznych terapii
przeciwnowotworowej. Dlatego poznanie iwykorzystanie roéznic pomiedzy komorkami
nowotworowymi i zdrowymi ma ogromne znaczenie podczas projektowania nowych lekow.

Glukoza stanowi zrodlo energii dla podstawowych procesow metabolicznych
zachodzacych w komorce. Jest transportowana do wnetrza komoérek przez specjalne
transportery bialkowe tzw. transportery GLUT. Roznica pomigdzy komoérkami zdrowymi
I komorkami nowotworowymi polega na tym, ze W komoérkach nowotworowych wystepuje
specyficzny, mniej efektywny metabolizm glukozy opisany przez Otto Warburga, laureata
Nagrody Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny, i nazwany na jego cze$¢ efektem
Warburga. Polega on na tym, ze w komérkach nowotworowych zachodzi glikoliza potagczona
z fermentacjg mlekowa, charakterystyczna dla warunkow hipoksji, a jej poziom jest znacznie
wyzszy (ponad stukrotnie) niz w komoérkach zdrowych, dla ktorych gldéwnym zrédtem energii
jest mitochondrialna fosforylacja oksydacyjna [106]. Komorki nowotworowe, ze wzgledu na
czgsto wystepujaca zwigkszong proliferacje, maja tez wigksze zapotrzebowanie na energie,
a tym samym na glukoz¢ bedaca Zroédlem tej energii. Opierajac si¢ na tym zjawisku, podjeto
proby zaprojektowania nowych lekéw mogacych pemli¢ funkcje inhibitoréw glikolizy
i bazujacych na strukturze glukozy. Dodatkowo, cukry sprzggane ze zwiazkami biologicznie
aktywnymi poprawiajg ich farmakokinetyke i biodostepno$é. W zwigzku ze stwierdzong
nadekspresja transporterow GLUT w komorkach nowotworowych [107] stuszne wydaje si¢
projektowanie  glukokoniugatéw,  substratow  GLUT, wykazujagcych  aktywnos$¢
przeciwnowotworowa jako nowych selektywnych lekow [108]. Ciekawym polaczeniem
okazaly si¢ by¢ glikokoniugaty pochodne 8-hydoksychinoliny uzyskane poprzez polaczenie
cukru wigzaniem glikozydowym z grupa 8-OH w pochodnych chinoliny [37, 38].
Glikokoniugaty te przebadano na kilku liniach nowotworowych i stwierdzono, ze wnikaja one

do komorki, tam ulegaja hydrolizie enzymatycznej i uwalniaja biologicznie aktywne aglikony.
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Jednak aktywno$¢ glikokoniugatow byla nizsza niz samych aglikonow. Nie badano
doktadnego mechanizmu oddziatywania tych zwigzkow, zakladano jednak, ze moze on by¢

zwigzany z zaburzeniami w metabolizmie jonow poprzez ich chelatowanie.
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Schemat 23. Struktury otrzymanych glikokoniugatow chinolinowych

Bazujac na tych doniesieniach, postanowitam otrzyma¢ glikokoniugaty pochodne
8-hydroksychinoliny potaczone w inny sposob niz poprzez wigzanie glikozydowe z grupa
8-OH chinoliny, jako Ze moze ona by¢ istotna w procesie chelatowania jonéw. Dlatego
postanowitam otrzymac¢ glikokoniugaty pochodne kwasow chinolinokarboksylowych,
w ktorych fragment cukrowy polaczony jest z chinoling poprzez wigzanie amidowe lub

tioestrowe z wykorzystaniem obecnej w tych pochodnych grupy karboksylowej (Schemat 23).
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Oproécz pochodnych D-glukozy postanowitam otrzymaé réowniez pochodne D-galaktozy,
jako ze cukier ten wydaje si¢ by¢ istotny w przypadku raka jelita grubego [109, 110].
Jest to prawdopodobnie zwigzane ze zwigkszonym poziomem transporterow galaktozy
w komorkach raka jelita [111].

Dysponujagc modelami cukrowymi wykorzystywanymi podczas wczesniej opisanych
syntez glikokoniugatow (aminoarylo 1-tioglikozydy, 1-tiocukry oraz 1-aminocukry),
przylaczytam je do 2-metylo-7-karboksy-8-hydroksychinoliny oraz do 2-metylo-5-hydroksy-
6-karboksychinoliny w wyniku reakcji kondensacji prowadzonych w testowanych wcze$niej
warunkach [93 (H4)]. Pewnym zaskoczeniem okazata si¢ niska skutecznos¢ DMTMM,
stosowanego uprzednio z powodzeniem jako czynnik kondensujacy podczas syntezy wigzania
amidowego. Najprawdopodobniej spowodowane bylo to stabg rozpuszczalnoscig pochodnych
chinoliny w stosowanym do reakcji THF. Poniewaz w przypadku pochodnych chinoliny
konieczne okazalo si¢ stosowanie takich rozpuszczalnikéw jak DMF lub pirydyna, w ktorych
DMTMM ulega demetylacji 1 staje si¢ nieaktywny, postanowitam zastosowa¢ klasyczny
sposob aktywacji grupy karboksylowej z uzyciem dialkilokarbodiimidu z dodatkiem HOBL.

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa uzyskanych glikokoniugatow 153-164 testowano
wzgledem komoérek nowotworu jelita grubego HCT-116. Najaktywniejsze okazaty sie
glikokoniugaty 160 i 161 powstate w wyniku koniugacji (5-amino-2-pirydylo) per-O-acetylo-
1-tio-B-D-glikozydow z 2-metylo-7-karboksy-8-hydroksychinoling (ICsp w  zakresie
4.42-7.86 uM). Istotny wplyw na aktywno$¢ miala obecnos$¢ pierscienia pirydynowego
W linkerze 1aczacym fragment cukrowy z chinoling. Wystarczylo zamieni¢ uktad
heteroaromatyczny na aromatyczny, jak ma to miejsce w przypadku glikokoniugatow 162
i 163, aby wartos¢ ICsp wzrosta do wartosci mieszczacych si¢ w zakresie 8.94-12.59 uM,
co $wiadczy o nizszej aktywnosci tych zwiazkow. Okazalo sig, ze aktywnos¢ glikokoniugatow
w niektorych przypadkach (zwiazki 160 i 161) ponad stukrotnie przekracza aktywnos¢ ich
wyjsciowych sktadowych (ICsp powyzej 750 uM), a dodatkowo wzrastata w obecnosci
wysokiego stezenia jondw miedzi. Ponadto, koniugaty te interkalowaty do DNA komorki.
Jako Ze nie poznano mechanizmu dziatania tych zwiazkéw, a postulowano jedynie zwigzek
ich aktywnosci z generowaniem reaktywnych form tlenu (ROS) poprzez chelatowanie jonéw
metali, stuszne wydaje si¢ kontynuowanie rozpoczgtych badan.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze koniugowanie pochodnych chinoliny z fragmentem
cukrowym, szczeg6lnie za posrednictwem linkera zawierajacego pierscien heteroaromatyczny,

zdecydowanie poprawia ich aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.
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Podsumowanie

Badania omowione w prezentowanym autoreferacie mieszcza si¢ tematycznie w programie
studiow nad aktywno$cia biologiczng zlozonych polaczen zwigzkéw naturalnych
realizowanych w Katedrze. Tematyka omawianego projektu prowadzona byla w etapach
obejmujacych synteze jednostek cukrowych, przejSciowych substratow do koniugacii,
opracowanie metodyki pozwalajacej na uzyskanie glikokoniugatow oraz okreslenie zaleznosci
miedzy strukturg pochodnych cukrowych a aktywno$cig biologiczng glikokoniugatow.
W badaniach biologicznych okreslalam zalezno$ci miedzy strukturg glikokoniugatow
a wlasciwosciami biologicznymi takimi jak: odpowiedz immunologiczna, inhibicja GTs,
aktywno$¢ przeciwwirusowa lub przeciwnowotworowa.

Do oceny zdolnos$ci uzyskanych zwigzkow do inhibicji B1,4-GalT wykorzystatam
zmodyfikowany przeze mnie test wykorzystujacy technike HPLC z detektorem
fluorescencyjnym. W tescie tym zastosowatam handlowo dostepny zwigzek: eskuling jako
substrat typu akceptora. Pozwolifo to na uniknigcie Zmudnej syntezy akceptora dotychczas
stosowanego w tego typu tescie. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzic,
ze przynajmniej czes¢ uzyskanych potaczen spetnila pokladane w nich oczekiwania.
Co prawda, wyznaczone wartosci ICsg sg na poziomie 0.33-0.72 mM 1 nie rokujg zastosowania
uzyskanych zwigzkéw jako potencjalnych lekow. Mozna jednak zauwazy¢ pewne
prawidlowosci wptywajace na poprawe aktywnosci uzyskanych struktur, co w przysztosci
moze pozwoli¢ na otrzymanie aktywniejszych glikokoniugatow. Przede wszystkim istotna jest
konfiguracja na centrum anomerycznym przylaczonej jednostki cukrowej (aktywniejsze sg
pochodne o konfiguracji B), wazny jest rodzaj przytaczonego cukru (pochodne D-glukozy sa
aktywniejsze od pochodnych D-galaktozy), istotne jest usunigcie grup zabezpieczajacych
w glikokoniugacie oraz dobor tacznika pomiedzy fragmentem urydynowym i cukrem,
zdolnego do wigzania dwuwarto$ciowych jonéw metali.

Badania aktywnos$ci przeciwwirusowej uzyskanych glikokoniugatow wykazalty z kolei,
ze rodzaj przylaczonej czasteczki cukru ma znikomy wpltyw na aktywnos$¢, a istotng funkcje
pelnia grupy zabezpieczajace zard6wno czasteczke cukru, jak 1 fragment urydynowy.
W tym przypadku, acetylowe zabezpieczenie we fragmencie cukrowym i sililowe
zabezpieczenia we fragmencie urydynowym poprawialy w znaczacy sposob lipofilowosé
zwiazkoéw 1 pozwalaty na zaobserwowanie ich zdolnosci do hamowania namnazania wirusow

z rodziny Flaviviridae.
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Roéwniez koncepcja glikokoniugacji kwasdéw chinolinokarboksylowych, szczegdlnie za
posrednictwem linkera zawierajacego pierscien heteroaromatyczny, zdecydowanie poprawia

ich aktywno$¢ przeciwnowotworowa.

Dalsze plany badawcze

Pozytywne wyniki badan majacych na celu okreslenie aktywno$ci biologicznej
uzyskanych glikokoniugatow sktaniaja mnie do kontynuowania syntezy biblioteki tego typu
polaczen z nadzieja, ze po wprowadzeniu pewnych zmian prowadzacych do udoskonalenia
finalnych struktur, uda si¢ ulepszy¢ ich aktywnos$¢ biologiczng. Znajac juz pewne zaleznosci
struktura-aktywno$¢ mozna  wskaza¢ elementy kluczowe, ktéore powinny = si¢
w glikokoniugacie znalez¢. Polaczenie za pomocg wigzania amidowego fragmentu cukrowego
z farmakoforem wydaje si¢ korzystne ze wzgledu na stabilno$¢ wykazywang zaréwno podczas
manipulacji zwigzanych z synteza, jak iw uktadach biologicznych. Dodatkowo, obecnos¢
uktadu heteroaromatycznego w linkerze pomiedzy fragmentem cukrowym a farmakoforem
polepsza wlasciwosci biologiczne finalnych glikokoniugatow. Zanim jednak przystapie do
dalszych prac syntetycznych, konieczne bedzie opublikowanie kompletu wynikéw do tej pory
uzyskanych, co pozwoli stworzy¢ pelny obraz wplywu struktury zwigzku na jego aktywnos$¢
biologiczna.

Wysoka aktywno$¢ przeciwwirusowa niektorych glikokoniugatow urydynowych zachgca
rowniez do kontynuowania wspolpracy z grupg profesora Bogustawa Szewczyka z Zakladu
Szczepionek Rekombinowanych na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i1 przebadania wptywu modyfikacji strukturalnych wprowadzonych
w otrzymanych glikokoniugatach na wykazywang przez nie aktywno$¢ wzgledem wirusow
zrodziny Flaviviridae. Obserwowana dla glikokoniugatéw urydynowych, zwierajacych
w strukturze linkera uktad triazolowy, zdolno$¢ do hamowania modelowego enzymu z grupy
GTs zacheca do dalszych prac nad rozszerzeniem grupy dostepnych modeli i oceny ich
zdolnosci do hamowania wirusow z rodziny Flaviviridae.

Zdaje sobie sprawe, ze poza praca koncepcyjng, konieczne jest takze podjecie pewnych
dziatan organizacyjnych, ktére zamierzam wykona¢, a ktére pozwolityby w dalszej
perspektywie na stworzenie interdyscyplinarnej grupy badawczej i pozyskanie $rodkoéw

na badania.
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Obiecujace wyniki aktywno$ci przeciwnowotworowe] uzyskane dla glikokoniugatow
chinolinowych sktaniaja do kontynuowania takze tego watku. Udana wspolpraca z grupa
dr hab. Roberta Musiota, uwienczona wspdlnym patentem i publikacjg, bedzie dalej rozwijana.
Przygotowalismy wspolny projekt, w ktorym planujemy otrzymaé i przebadaé szereg
glikokoniugatéw chinolinowych, w ktorych kluczowa role odgrywaé bedzie Iacznik
heteroaromatyczny. Aby udowodni¢ kluczowy wplyw grupy hydroksylowej w pozycji C-8
chinoliny, pragniemy otrzyma¢ zard6wno pochodne 8-hydroksychinoliny taczone w tej wtasnie
pozycji, jak i ich analogi z grupa OH w innej pozycji lub tez pozbawione tej grupy. Otrzymane
glikokoniugaty zostana poddane badaniom in vitro majacym na celu okreslenie ich aktywnosci
przeciwnowotworowe] oraz okreslenie mozliwych mechanizméw dziatania. Badania
biologiczne beda realizowane we wspotpracy z dr Anng Mrozek-Wilczkiewicz z Instytutu
Fizyki Uniwersytetu Slaskiego, a czeé¢ z nich bedzie konsultowana z dr hab. Gabriela
Kramer-Marek, kierownikiem Preclinical Molecular Imaging Team w Institute of Cancer
Research w Londynie. Wystgpilismy z wnioskiem o finansowanie opisanego projektu
przez NCN, a w jego realizacj¢ zaangazowana bedzie doktorantka, ktorej jestem
kopromotorem.

Kolejny watek zaplanowanych w najblizszym czasie badan bedzie bazowat
na wspolpracy z dr inz. Mirostawa Grymel z Katedry Chemii Organicznej, Bioorganicznej
i Biotechnologii i bedzie zwigzany z zastosowaniem strategii tgczenia jednostek cukrowych
z uktadem triterpenowym metoda typu click chemistry, ktéra jak wykazano we wcze$niejszych
badaniach nad syntezg glikokoniugatow chinolinowych, zapewnia prosty i efektywny sposob
faczenia dwoch czgsteczek. Tego rodzaju potgczenie jednostki cukrowej z betuling za pomoca
uktadu triazolowego, oparte na reakcjach cykloaddycji 1,3-dipolarnej, stwarza nowy Kierunek
modyfikacji triterpenéw typu lupanu. Szeroko opisywane W literaturze rdznorodne
modyfikacje chemiczne wiodacej struktury betuliny ukierunkowane sg na zmiang jej
wlasciwosci  fizykochemicznych 1 farmakokinetycznych. Najbardziej obiecujace s3
wlasciwosci przeciwnowotworowe, oparte 0 mechanizm indukcji apoptozy. Drugie miejsce
zajmuja prace dotyczace jej dziatania przeciw ludzkiemu wirusowi niedoboru odpornosci
(ang. Human Immunodeficiency Virus, HIV), nalezacego do rodziny retrowirusow. Kolejne
szerokie zastosowanie triterpenéw to supresja grupy wirusOw, m.in. wirus brodawczaka
ludzkiego (ang. Human Papilloma Virus, HPV), opryszczki pospolitej typu 1 (ang. Herpes
Simplex Virus, HSV-1) oraz typu 2 (HSV-2), a takze ospy wietrznej-polpasca (VZV).
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Gléwnym celem chemicznych modyfikacji szkieletu betuliny jest zwigkszenie jej
biodostgpnosci. Planowane we wspolpracy z dr inz. M. Grymel badania dotyczace potaczen
triterpendéw z jednostkami cukrowymi majg na celu poprawe rozpuszczalno$ci analogdéw
betuliny w $rodowisku wodnym (surowica krwi, polarne rozpuszczalniki wykorzystywane
w testach biologicznych) i wyeliminowanie tym samym glownej przeszkody, jaka stoi na
drodze do rozwoju klinicznego tych zwiazkow. Doniesienia literaturowe sugeruja, iz reszty
cukrowe wplywaja pozytywnie na wilasciwosci farmakokinetyczne swoich pochodnych
(absorbcja, dystrybucja, metabolizm, eliminacja). Ponadto, komorki rakowe potrzebuja
wiekszej podazy cukréw niz komodrki normalne, co moze by¢ wykorzystane jako droga
wprowadzenia $rodka terapeutycznego bezposrednio w miejsce guza. Tak wiec, otrzymane
w toku planowanych badan analogi betuliny zostang poddane testom in vitro w celu zbadania
ich wlasciwosci cytotoksycznych. Na tym polu zawigzata si¢ wspolpraca z dr Anng Lalik
z Wydziatu Automatyki, Elektroniki i Informatyki Politechniki Slaskiej, ktora jest specjalista
w zakresie biochemii i biologii molekularnej. Zaktadamy, ze pozytywne wyniki wstepnych
badan aktywnos$ci biologicznej uzyskanych polaczen pozwola na zgloszenie ktoregos ze
studentow zaangazowanych we wspolprace przy realizacji tych badan do konkursu
w programie Diamentowy Grant.

W tym samym nurcie tematycznym, zwigzanym z glikokoniugacjg znanych zwigzkow
aktywnych biologicznie, miesci si¢ kolejny watek badan, w ktore w ostatnim czasie si¢
zaangazowalam. Badania te bazuja na przylaczeniu fragmentu cukrowego do powszechnie
stosowanych ~w  chemioterapii lekow  przeciwnowotworowych np.  metotreksatu.
Takie modyfikacje majg na celu zwigkszenie biodostepnosci oraz selektywnos$ci tego typu
lekow. Partnerem w tych badaniach, na etapie oceny aktywnosci biologicznej uzyskanych
polaczen, jest grupa z Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, ktorg kieruje dr Siddarth
Agrawal.

Oprocz realizowania opisanej dziatalnosci naukowej i dydaktycznej, $cisle zwigzanej
Zpraca na uczelni (promotorstwo prac dyplomowych 1 projektow inzynierskich,
przygotowanie materialbow do nowych przedmiotow w ramach specjalnosci Chemia
farmaceutyczna ikosmetyczna, opieka nad studentami z kola naukowego, zaangazowanie
w realizacj¢ Indywidualnych Programéw Studiow w formie Project Based Learning w ramach
duzego projektu ,.Politechnika Slaska jako Centrum Nowoczesnego Ksztalcenia opartego
0 badania i innowacje"), konieczne wydaje si¢, w zwigzku z tym Ze jest to uczelnia techniczna,

nawigzanie wspolpracy z firmami produkcyjnymi i podjecie proby komercjalizacji wynikow
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naukowych. Nawigzalam taka wspolprace ze spotka Millvent, ktéra poszukiwala eksperta
Z obszaru chemii cukrow. Wspolpraca dotyczy tematyki zwigzanej z modyfikacja detergentow
z wykorzystaniem ztozonych pochodnych cukrowych. Ze wzgledu na podpisane porozumienie
0 zachowaniu poufnosci, nie moge w chwili obecnej podac szczegotéw planowanego projektu.

Kolejnym sposobem na wykorzystanie posiadanej wiedzy do wspottworzenia rozwigzan
potrzebnych w przemysle jest nawigzanie wspotpracy z firmg Sestec Polska Sp. z o. o.
Firma ta zajmuje si¢ tworzeniem zywic klejowych, ktore moga zastgpi¢ dominujace na rynku
toksyczne kleje mocznikowo-formaldehydowe stosowane do materialdow zawierajacych
celuloze, czyli produktow przetworstwa drzewnego. Ich produkty sg pozbawione
formaldehydu, a takze zawieraja w swoim skladzie naturalne sktadniki. Nasza wspotpraca
mialaby polega¢ na opiece merytorycznej, a przysztosciowo na byciu promotorem pracy
doktorskiej pani Anny Sieranc zatrudnionej w firmie Sestec. Wspomniana praca doktorska ma
dotyczy¢ problematyki udoskonalania parametrow kleju otrzymywanego na bazie surowcoéw

naturalnych i bytaby realizowana w ramach tzw. ,,doktoratu wdrozeniowego”.
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