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dr hab. inz. Krystyna Dzierzbicka w roku 1985 ukonczyta studia na Wydziale
Chemicznym Politechniki Gdanskiej w specjalnosci Chemia i Technologia Orga-
niczna. W tym samym roku podjeta prace w Katedrze Chemii Organicznej PG, gdzie
pracuje do chwili obecnej. W 1994 roku obronita prace doktorska, a w 2005 r.
otrzymata tytut doktora habilitowanego nauk chemicznych. Jest wspotautorem
kilkunastu prac dotyczacych syntezy i1 projektowania koniugatow muramylopeptydow
i desmuramylopeptydow ze zwiazkami o stwierdzonej lub domniemanej aktywnos$ci
biologicznej, pochodnych akrydyny, akrydonu, batracyliny, antrachinonéw czy tuft-
syny. Obecnie zajmuje si¢ synteza zwiazkOw immunosupresyjnych oraz synteza
niskoczasteczkowych peptydéw o potencjalnym zastosowaniu w kosmetykach.

dr inz. Grzegorz Cholewinski w roku 2000 ukonczyt studia na Wydziale
Chemicznym Politechniki Gdanskiej na kierunku Technologia Chemiczna o specjal-
nosci Lekka Synteza Organiczna. W 2006 roku obronit pracg doktorska, w latach
2007/2008 odbyt staz podoktorski na Uniwersytecie w Leuven (Belgia) w zespole
naukowym profesora Wima Dehaena. Obecnie pracuje w Katedrze Chemii Orga-
nicznej PG nad synteza zwiazké6w o potencjalnym dziataniu immunosupresyjnym.

mgr inz. Dorota Iwaszkiewicz-Grze$ w roku 2010 ukonczyta studia na Wydziale
Chemicznym Politechniki Gdanskiej na kierunku Biotechnologia o specjalnosci
Biotechnologia Zywnosci. W pazdzierniku 2010 roku rozpoczeta studia doktoranckie
na Wydziale Chemicznym PG w Katedrze Chemii Organicznej pod kierunkiem
dr hab. inz. Krystyny Dzierzbickiej gdzie zajmuje sig¢ synteza zwiazkoéw immunosu-
presyjnych.

dr hab. med. Piotr Trzonkowski — aktywnie zajmuje si¢ immunologia od 1997
roku. Specjalizacja: (i) gtdéwna — immunologia (ii) dodatkowe — histologia, trans-
plantologia (iii). Obecne zainteresowania naukowe dotycza roli komérek regulatoro-
wych w odporno$ci 1 mozliwosci ich zastosowania w terapii immuno-supresyjnej
po przeszczepach allogenicznych i w chorobach autoimmunologicznych. Prowadzi
badania nad wykorzystaniem nowych zwiazkéw immunosupresyjnych w terapii po
przeszczepach narzadowych. Zajmuje si¢ tez opisem funkcjonowania uktadu immu-
nologicznego 0sob przewlekle hemodializowanych oraz po przeszczepie allogenicz-
nym nerki oraz zaburzen dziatania uktadu immunologicznego oséb starszych.
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ABSTRACT

Transplantology is getting more and more important in medicine. Development
of surgical techniques and immunosuppressive treatment enabled to establish
successful transplantations with various organs and tissues. However, allografts are
recognized as foreign tissues and stimulate rejection, i.e. a strong immunological
response which, if not stopped, results in complete destruction of the transplanted
tissue. In order to prevent the rejection patients have to be treated with immuno-
suppressive drugs after transplantation. Unfortunately, such a damping of immune
system poses a risk of cancer or severe infections. The treatment itself is also toxic,
notably when applied in a long-term maintenance therapy. Currently, adverse effects
of immunosuppressive drugs are recognized as the ones to be involved significantly
in chronic rejection and limitation of long survival of grafted tissues. Whereas
prevention of acute rejection is mostly successful, there is still no efficient treatment
for chronic graft rejection. Reduction of a dose of immunosuppressive drugs or an
invention of new active substances is considered the most promising solution.

Nowadays, immunosuppressive drugs can be divided into the three main groups:
agents which inhibit production of cytokines taking part in cells’ activation (glicocorti-
costeroids, calcineurine inhibitors, mTOR inhibitors), antiproliferative compounds
(azathiopirin, mycophenolate mofetil, mycophenolic acid sodium salt), and antibo-
dies.

In this article we present new investigations towards immunosuppressive drugs,
their structures and synthetic methods.

Keywords: immunosuppressive activity, immunosuppressive drugs, glicocorticoste-
roids, CsA, FK506, tacrolimus, MPA, MMF, MPS

Stowa kluczowe: aktywno$¢ immunosupresyjna, leki immunosupresyjne, glikokorty-
kosteroidy, CsA, FK506, takrolimus, MPA, MMF, MPS
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WYKAZ STOSOWANYCH SKOTOW

ATG — globulina antylimfocytarna

-BuOK — tert-butanolan potasu

CbzCl — chloromréwczan benzylu

DIC — N,N’-diizopropylokarbodiimid

DMF — N,N-dimetyloformamid

DTH — reakcja nadwrazliwosci typu pdznego (ang. delayed type
hypersensitivity)

DMAP — 4-(N,N-dimetyloamino)-pirydyna

DMSO — dimetylosulfotlenek

EDCI — chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)kar-
bodiimidu

FK506 — takrolimus

GM-GSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
i makrofagow

GVDH — reakcja przeszczep przeciwko biorcy (ang. graft-versus-
host-disease)

HOSU — N-hydroksyimid kwasu bursztynowego

IL — interleukina

ICAM — bialka adhezyjne, biatka uczestniczace w przyleganiu
komorek do siebie (ang. intracellualr adhesion molecule)

IC,, — stezenie hamujace proliferacj¢ komorek w 50% w sto-
sunku do komorek kontrolnych

Ile — izoleucyna

IMPDH — dehydrogenaza inozyno-5’-monofosforanu

INFy — interferon y

LDA — diizopropyloamidek litu

Leu — leucyna

LiHMDS — heksametylosilan litu

LiTMP — tetrametylopiperydyna litu

MHC — uktad zgodnosci tkankowej

MLR — mieszana reakcja limfocytéw (ang. mixed lymphocyte
reaction)

MPA — kwas mykofenolowy

MTT — bromek [3-(4,5,-dimetylo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu]

NBS — N-bromosukcynoimid

NK — naturalne komorki ,,zabojcze” (ang. natural killer)

OVA — albumina jaja kurzego (ang. ovalbumin)

PCC — chlorochromian pirydyny

Phe — fenyloalanina

B-Phe — p-fenyloalanina
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PHA — fitohemaglutynina

PI3-K — rodzina lipidowych kinaz, majacych zdolno$¢ fosforylo-
wania grupy hydroksylowej w pozycji 3 pierscienia fosfa-
tydyloinozytolu

Pro — prolina

Py — pirydyna

TBDMS — tert-butylodimetylosilil

TBDMS-CI — chlorek fert-butylodimetylosililu

TNF-« — czynnik martwicy nowotworu o

Val — walina
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WPROWADZENIE

Transplantologia jako metoda leczenia nieuleczalnych choréb nabiera obecnie
coraz wigkszego znaczenia. Rozwdj technik chirurgicznych i leczenia immunosupre-
syjnego umozliwit allotransplantacje réznych organow i tkanek. Przeszczep alloge-
niczny wywotluje silna reakcjg odpornosciowa — odrzucanie — w wyniku ktorej prze-
szczepiony organ jest niszczony. Dlatego tez pacjenci po przeszczepie sa zmuszeni
do przyjmowania lekow immunosupresyjnych ttumiacych odpowiedz immunolo-
giczna. Nie jest to jednak najskuteczniejsze leczenie ze wzgledu na zwigkszone
ryzyko infekcji i nowotworzenia. Takie leczenie jest tez toksyczne. Uboczne dziatanie
leko6w immunosupresyjnych ma migdzy innymi duzy udziat w odrzucaniu prze-
wlektym. Podczas, gdy przy uzyciu lekow immunosupresyjnych udato si¢ ograniczy¢
wystgpowanie odrzutéw ostrych, wciaz nie ma skutecznego leczenia zapobiegajacego
1 hamujacego odrzucanie przewlekle.

W latach siedemdziesiatych i osiemdziesiatych ubiegtego wieku udowodniono,
ze za odrzucanie przeszczepoéw odpowiadaja gtéwnie limfocyty efektorowe, zar6wno
T, jak i B oraz NK. Z kolei za indukcjg tolerancji immunologicznej na przeszczepione
tkanki odpowiadaja gtownie limfocyty regulatorowe. W 1995 roku opisano po raz
pierwszy fenotyp regulatorowych limfocytow T jako CD4*CD25* (T [1].

Immunologiczne odrzucanie przeszczepu jest mediowane przez limfocyty
dwiema odrebnymi drogami: tzw. bezposrednia i posrednia prezentacja antygenu.
Drogi te zostaty odkryte i zdefiniowane po raz pierwszy przez Lechler’a i Batchelor’a
[2]. Podczas bezposredniej prezentacji antygenu, czasteczki MHC dawcy wystepujace
na jego komorkach prezentujacych antygen (APC) sa bezposrednio rozpoznawane
przez limfocyty T biorcy. Szybko$¢ dzialania tego mechanizmu $wiadczy o jego
udziale w pierwszych etapach ostrego odrzutu przeszczepionej tkanki. Ten rodzaj
odpowiedzi jest wysoce wrazliwy na immunosupresj¢ (np. na cyklosporyne A) [2].
Z czasem pula komoérek APC dawcy ulega wyczerpaniu. Wtedy rozpoczyna swoje
dzialanie drugi mechanizm prezentacji antygenow — posredni, prowadzacy nieuchron-
nie do stanu przewlekltego odrzucenia przeszczepu. Ten rodzaj alloreaktywnoSci cha-
rakteryzuje si¢ przetwarzaniem czasteczek MHC dawcy i prezentacja ich fragmentow
przez komoérki prezentujace antygen biorcy, wywolujac w ten sposob reakcejg limfo-
cytéw T. W odréznieniu od prezentacji bezposredniej, posrednia nie wykazuje zbyt
duzej wrazliwosci na cyklosporyng [2].

W ostatnim czasie zostal opisany jeszcze jeden mechanizm bioracy udziat
w procesie odrzucania przeszczepianych tkanek i komorek, w ktérym dochodzi do
aktywacji alloreaktywnych limfocytow T biorcy. Komorki dendrytyczne biorcy moga
naby¢ obce czasteczki MHC poprzez bezposredni kontakt komorka-komorka. Nabyte
w ten sposéb MHC dawcy moga stymulowaé odpowiedz limfocytéw T. Droge te
nazwano ,,semidirect”. Zdolno$¢ komorek dendrytycznych do przyswajania nietknig-
tych czasteczek MHC obserwowano zarowno w warunkach in vitro jak i in vivo.
Dodatkowo komorki dendrytyczne wykazuja ta umiejetnos$¢ niezaleznie od stopnia
dojrzatosci. Niezbyt istotne jest rowniez zroédto obcych MHC, mianowicie przyswa-
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jalne sa receptory z powierzchni obcych komoérek dendrytycznych, komoérek §rod-
btonka, jak rowniez rozpuszczalne biatka MHC. Wydaje si¢, ze droga ta stanowi
pomost pomigdzy alloreaktywnos$cia bezposrednia i posrednia, ktére samodzielnie
nie wykazuja zdolno$ci do wzajemnej regulacji [3]. Zdolno$¢ limfocytéw T do
rozpoznawania alloantygenow odgrywa kluczowa rolg we wczesnej fazie odrzutu
poprzez uwrazliwienie biorcy na antygeny dawcy. Niemniej jednak to prawdopo-
dobnie droga posrednia jest glowna sita doprowadzajaca do destrukcji przeszczepio-
nego narzadu [4, 5]. Proponowanym obecnie rozwigzaniem jest ograniczanie dawek
lekéw immunosupresyjnych i opracowywanie nowych mniej toksycznych lekow.

Obecnie stosowane leki immunosupresyjne mozemy podzieli¢ na 3 gtowne
grupy: do pierwszej zaliczamy leki hamujace produkcje cytokin bioracych udziat
w aktywacji komorek (glikokortykosteroidy, inhibitory kalcyneuryny, inhibitory
TOR), do drugiej grupy naleza leki antyproliferacyjne hamujace podziaty komérkowe
(azatiopryna, mykofenolan mofetylu, s61 sodowa kwasu mykofenolowego), a trzecia
stanowia przeciwciata poliklonalne i monoklonalne.

W artykule przedstawiono najnowsze kierunki poszukiwan lekow immuno-
supresyjnych, ich struktury oraz metody otrzymywania.

1. LEKI IMMUNOSUPRESYJNE STOSOWANE W MEDYCYNIE

1.1. LEKI HAMUJACE PRODUKCJE CYTOKIN BIORACYCH UDZIAL
WAKTYWACJI KOMOREK I ICH KLONALNEJ PROLIFERACJI

¢ Glikokortykosteroidy (GS) 1, 2 (Rys. 1) — najstarsza grupa lekow

immunosupresyjnych [6—10]:

— Wwiaza si¢ one ze swoistymi receptorami cytoplazmatycznymi znajduja-
cymi si¢ prawie we wszystkich komorkach organizmu, rowniez w komor-
kach uktadu odpornosciowego;

— hamuja syntez¢ wielu cytokin: IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNF o, GM-CSF;

— Dblokuja indukowana formg tlenku azotu (iNOS), a takze cyklooksyge-
nazeg 2;

— uczestnicza w szlaku powstawania prostaglandyn z kwasu arachidono-
wego;

— pobudzaja syntezg lipokortyn (receptory dla lipokortyn zostaty wykryte
na monocytach i neutrofilach), ktére bedac specyficznymi inhibitorami
fosfolipazy A2, posrednio hamuja tworzenie leukotrienow przy udziale
lipooksygenazy. W obecnosci lipokortyn zmniejsza si¢ zdolno$¢ monocy-
tow 1 neutrofili do chemotaksji i fagocytozy;

— zmniejszaja ekspresjg na powierzchni komorek czasteczek MHC oraz
czasteczek adhezyjnych, np. ICAM czy selektyna E;



66

K. DZIERZBICKA, G. CHOLEWINSKI, D. IWASZKIEWICZ-GRZES, P. TRZONKOWSKI

w klinice sa wykorzystywane w leczeniu choréb autoimmunologicznych
i w zapobieganiu odrzucania przeszczepoéw narzadowych;

objawy uboczne GS wiaza si¢ z ich oddziatywaniem na metabolizm bia-
ek, weglowodanow i thuszczow, powoduje, np. osteoporoze, cukrzyce, cho-
roby uktadu krazenia, jaskre, zwigkszona podatno$¢ na infekcje.

Rysunek 1.
Figure 1.

Prednizon

Metyloprednizolon

Stosowane glikokortykosteroidy [7]
Glicocorticosteroids used in clinic [7]

* Inhibitory kalcyneuryny — hamuja dzialanie fosfatazy kalcyneuryny
powodujac obnizenie produkcji IL-2 i innych cytokin
Cyklosporyna A (CsA) 3 (Rys. 2) [11, 12]:

cykliczny undekapeptyd wytwarzany przez grzyb Tolypocladium inflatum;
CsA jest lekiem z wyboru w transplantologii;

CsA hamuje komorkowe i humoralne reakcje immunologiczne i modyfi-
kuje reakcje zapalne;

posiada ona zdolno$¢ do wybidrczego i odwracalnego hamowania odpo-
wiedzi komorkowej przez zablokowanie aktywacji limfocytow T-pomoc-
niczych;

hamuje produkcje IL-2, IL-3, IL-4, INF-y, GM-CSF, proliferacjg limfocy-
tow T w odpowiedzi na mitogeny takie jak: PHA, MLR i DTH;

CsA hamuje aktywacje¢ limfocytow T cytotoksycznych; w obecnosci IL-4
limfocyty te staja si¢ jednak oporne na immunosupresyjne dziatanie CsA;
opisano rowniez bezposrednie dziatanie CsA na komorki prezentujace
antygen, bazofile, limfocyty B, jak rowniez na r6znicowanie limfocytow T
W grasicy;

istniejg doniesienia o spadku aktywnosci komorek NK pod wptywem CsA
[13];

CsA jest niezbgdna we wezesnym etapie aktywacji limfocytow T (G,
wczesna G)) dla wywotania efektu hamujacego; etap aktywacji komorki
wrazliwy na dzialanie CsA jest pdzniejszy niz wzrost wewnatrzkomorko-
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wego stezenia Ca'?; CsA nie jest lekiem, ktory w sposdb znaczacy hamuje
wczesne etapy aktywacji limfocytow, a jej efekty nie sa widoczne tuz po
podaniu. Ze wzgledu na hamowanie $ciezki sygnatowej zaleznej od kalcy-
neuryny dziatanie CsA rozwija si¢ w ciagu dni-tygodni, a dla utrzymania
aktywnosci supresyjnej jej poziom musi by¢ w sposob ciagly monitoro-
wany w surowicy biorcy przeszczepow;

— CsAwiaze si¢ z cyklofiling, biatkiem cytoplazmatycznym limfocytow T;
kompleks CsA-cyklofilina wiaze kalcyneuryng, uniemozliwiajac jej akty-
wacj¢ czynnika transkrypcyjnego pobudzajacego transkrypcje IL-2;

— uzycie wysokich dawek CsA jest w duzym stopniu limitowane przez jej
nefrotoksyczno$¢ i dziatanie hipertensyjne; istnieja doniesienia o zwigk-
szonym ryzyku zakrzepicy oraz tendencjach do krwawienia w wyniku
toksycznego dziatania na §rédbtonek; opisano rowniez czgstsze wystepo-
wanie chloniakéw u pacjentéw po terapii CsA;

— CsA bytla testowana takze w terapii choréb autoimmunologicznych: reu-
matoidalnego zapalenia stawow (rzadko stosowana i raczej w cigzkich
postaciach) [14], cukrzycy typu I (nie jest uzywana, brak poprawy i skutki
uboczne), astmy (nie jest uzywana, brak poprawy i skutki uboczne), tusz-
czycy (stosowana w cigzkich postaciach) [15], zapalenia jagodowki (jest
stosowana) [16];

— CsA posiada réwniez aktywnoS¢ przeciwgrzybicza i przeciwpasozytnicza,
ktore sa niezalezne od aktywno$ci immunosupresyjnych.

Opisano takze, ze CsA okazata si¢ inhibitorem opornosci wielolekowej MDR
zardwno w badaniach in vitro jak i in vivo [17, 18].

Wérod syntetycznych pochodnych CsA na uwage zashuguje (Val?)-dihydrocyklo-
sporyna, ktdra jest nieskuteczna w zapobieganiu odrzucania przeszczepu, efektywna
natomiast w leczeniu przewlektych stanéw zapalnych, jednak jej silna hepatotoksycz-
no$¢ 1 dziatanie hipertensyjne spowodowaty przerwanie badan klinicznych.

Za aktywno$¢ immunosupresyjna CsA odpowiada pierwszy dziewigcio-weglowy
aminokwas — butenylometylo-L-treonina [ N-4-dimetylo-4(R)-(2(£)-butenylo)-L-treo-
nina, MeBmt]. Obecnos¢ trans podwojnego wigzania C=C i podstawnika hydroksylo-
wego w tancuchu bocznym MeBmt sa korzystnymi miejscami do modyfikacji
czasteczki. Dlatego wigkszos¢ projektowanych analogdéw CsA polega wlasnie na
modyfikowaniu tancucha bocznego tego aminokwasu. W 2009 roku Yang i in. [19]
opublikowali otrzymywanie ketonu metylowo-winylowego cyklosporyny (Cs-MVK)
34 (Schemat 1).
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miejsce aktywne

10 M 11 1 2 3 ‘U

MelLeu — MeVal— MeBmt — Abu — Sar
9
MelLeu

D-Ala — Ala — MelLeu — Val— Meleu
8 7 6 5 4

MeBmt - N-4-dimetylo-4(R)-[2(E)-butenylo]-L-treonina
Abu - kwas L-2-aminobutanowy

Sar - sarkozyna (N-metyloglicyna)

MelLeu - N-metylo-L-leucyna

Val - L-walina

Ala - L-alanina

D-Ala - D-alanina

MeVal - N-metylo-L-walina

3

Cyklosporyna A (CsA)

Rysunek 2.  Struktura cyklosporyny A (CsA) [19]
Figure 2. Structure of cyclosporine A (CsA) [19]
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HO,,

Cs Cs

3 34 35
CsA / Cs-MVK \
OH

(o)
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a
metoda biokatalityczna HO HO,,

lub metoda chemiczna
Cs

o o
P . O,
AcO,, AcO,, Cs
Cs Cs 38
36 37

metoda biokatalityczna: lakaza, HOBY, eter t-butylowo-metylowy, bufor pH 5.6
metoda chemiczna: 70% wodoronadtlenek t-butylowy, KIOy, eter koronowy (18-crown-6), aceton,

benzen, woda, temp.pok.

a: O3, CH,Cl,, -78°C, 20 min; Me,S, -78°C do temp. pok.
b: Ac,0, pirydyna, DMAP, CH,Cl,, temp. pok.
c: Hy, 10% Pd/C, MeOH, temp. pok.

Schemat 1. Otrzymywanie ketonu metylowo-winylowego CsA [19]

Scheme 1.

Synthesis of methyl-vinyl ketone CsA [19]

Zaproponowano drogg syntezy metoda biokatalityczna wykorzystujaca enzym
lakazg w obecno$ci mediatora HOBt otrzymujac produkt z dobra wydajnoscia, ktory
potwierdzono metoda chemicznego utlenianie z zastosowaniem wodoronadtlenku
t-butylowego (--BuOOH) i nadjodanu potasu (K10,) (Schemat 1). Cs-MVK jest uni-
wersalnym intermediatem, ktéry moze by¢ wykorzystany do otrzymywania nowych
analogow cyklosporyny o potencjalnej aktywnos$ci immunosupresyjnej 35-38.

Takrolimus (FK506) 4 (Rys. 3) [20]:

makrolid wyizolowany w 1984 roku z grzyba Streptomyces tsukabaensis;
mechanizm dziatania polega na hamowaniu aktywnosci kalcyneuryny,
aprzez to rowniez transkrypcji genéw dla cytokin (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
INF-v, TNF-a, GM-CSF);

aktywny immunosupresyjnie w st¢zeniach znacznie nizszych niz CsA;
podobnie jak CsA hamuje jedynie te systemy przekaznikowe, ktore sa
zwiazane ze wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia Ca'?;

wykazuje silne dziatanie synergistyczne z niskimi dawkami CsA;
takrolimus podobnie jak pimekrolimus 5 (Rys. 3) (pochodna askomycyny
selektywny inhibitor cytokin prozapalnych wytwarzanych przez akty-
wowane limfocyty T i komorki tuczne) sa niesteroidowymi lekami immu-
nosupresyjnymi do miejscowego stosowania w stanach zapalnych skory,
m.in. w zespole atopowego zapalenia skory (ZAZS), w alergicznym kon-
taktowym zapaleniu skory oraz w przewlektym kontaktowanym zapaleniu
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skory rak. Leki te w 2003 roku zostaty zarejestrowane w Polsce pod naz-
wami Elidel (pimekrolimus) i Protopic (takrolimus) [21].

Takrolimus (FK506) Pimekrolimus

Rysunek 3. Struktura takrolimusu 4 i pimekrolimusu 5 [20, 21]
Figure 3. Structures of tacrolimus 4 and pimecrolimus 5 [20, 21]

. Inhlbltory TOR — inhibitory szlaku PI3-K/Akt (inhibitory m-TOR)
rapamycyna, temsirolimus, everolimus — inhibitory kinazy serynowo-treo-
ninowej m-TOR (ang. mammalian target of rapamycin), nalezacej do
szlaku PI3-K, majacego wptyw na kontrolg wzrostu i przezywalnosci
komorek. Kinaza m-TOR bierze udziat w regulacji inicjacji translacji,
transkrypcji i procesu degradacji biatek. Zablokowanie m-TOR unie-
mozliwia komorce przejscie z fazy G, do S.

Sirolimus (Rapamycyna) 6 (Rys. 4) [22, 23]:
— naturalny antybiotyk makrolidowy produkowany przez szczepy bakterii
z gatunku Streptomyces higroscopicus;
— nie hamuje ona produkcji IL-2, lecz blokuje odpowiedz limfocytow T na
egzogenng IL-2 lub IL-4 (etap niewrazliwy na FK506 i CsA);
— w odroznieniu od FK506 i CsA, dzialajacych na granicy faz G i G,,
blokuje ona progresj¢ komorki w cyklu komérkowym w fazie G ;
— CsA wzmaga efekt immunosupresyjny rapamycyny.
Obecnie prowadzonych jest wiele badan dotyczacych zastosowania rapamycyny
w leczeniu nowotworow, np. w terapii raka nerki badano rozpuszczalna w wodzie
pochodna — CCI-779 (temsirolimus) 7 (Rys. 4).
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Sirolimus (rapamycyna) 7

Temsirolimus
OH

g

NO,

9
Azatiopryna (AZA)

Ewerolimus

Rysunek 4. Inhibitory TOR 6-8 oraz lek antyproliferacyjny — AZA 9

Figure 4.

TOR inhibitors 6-8 and antiproliferative drug — AZA 9

Ewerolimus (everolimus, pochodna rapamycyny) 8 (Rys. 4) [24]:

stosowany w transplantologii w zapobieganiu odrzucania przeszczepu;
dziatajac na limfocyty prowadzi do zahamowania ich proliferacji i eks-
pansji klonalne;j;

mechanizm dziatanie opiera si¢ na inhibicji biatka kinazy m-TOR (FRAP),
majacego wplyw na procesy wzrostu i proliferacji komorek;

dziata na proliferacj¢ komodrek stymulowana czynnikami wzrostu, w tym
miocytow gladkich §ciany naczyn krwionos$nych;

W poréwnaniu z rapamycyna ma wig¢ksza biodostepnosc¢ i krotszy okres
péltrwania; dziata synergistycznie z CsA (pozwala to na zmniejszenie
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dawki CsA przy zachowanej skutecznosci, np. w zapobieganiu ostremu
odrzucaniu przeszczepu nerki).

1.2. LEKI ANTYPROLIFERACYJNE (LEKI HAMUJACE PODZIALY KOMORKOWE)

Azatzopryna (AZA) 9 (Rys. 4) [25]:
imidazolowa pochodna 6-merkaptopuryny (jeden z pierwszych lekow
immunosupresyjnych stosowanych w klinice, przez wiele lat w polaczeniu
z GS byt standardem w zapobieganiu odrzucania przeszczepu, w 1978
roku zostata zastapiona CsA);

— w organizmie ulega przemianie do kwasu 6-tioinozynowego, ktory
zastgpuje czasteczki zasad purynowych prowadzac do zahamowania
syntezy kwasow nukleinowych w limfocytach stymulowanych antygenem;

— dziata gtownie na komorki dzielace sig, hamuje proliferacje limfocytow
T oraz w mniejszym stopniu takze limfocytow B;

— stosowany przede wszystkim w profilaktyce odrzucania przeszczepow,
znajduje takze zastosowanie w leczeniu niektérych chordb autoimmu-
nizacyjnych;

— powaznym efektem ubocznym jest hamowanie funkcji szpiku, a takze
jego hepatotoksycznosé.

Mpykofenolan mofetylu 11 i sol sodowa kwasu mykofenolowego 12 (Rys. 5)
[26-30]:

Kwas mykofenolowy (MPA) 10 — inhibitor IMPDH, blokuje syntez¢ puryn
de novo, a w rezultacie nukleotydow guanozynowych i powoduje obumieranie
limfocytow T. W 1995 roku ester morfolinowy kwasu mykofenolowego — myko-
fenolan mofetylu (MMF) 11 zostal zatwierdzony przez Amerykanska Agencje
ds. Zywnosci i Lekow (FDA), jako $rodek zmniejszajacy ryzyko odrzucenia prze-
szczepow narzadow, takich jak: nerki, watroba i serce. Obecnie lek ten jest sprzeda-
wany rowniez w Polsce (CellCept®, Roche AG). Inna postacia leku jest sl sodowa
kwasu mykofenolowego 12 (MPS, Myfortic®, Novartis Farma AG). Zaréwno MMF
jak 1 MPS stosuje si¢ w potaczeniu z innymi immunosupresantami, takimi jak
kortykosteroidy, cyklosporyna, czy takrolimus. Nie udato si¢ jednak catkowicie
wyeliminowaé ryzyka odrzucania przeszczepu oraz efektow ubocznych takich jak:
biegunka, wymioty, nudnosci, tysienie, podwyzszone ryzyko infekc;ji.
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CHs
CHs OCHj
OCHj o 5 o]
0 ~ X OH
OH 0 o0 CH3
O oH CHj HO
10 O/ OH
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HOOC 10a
HO MPAG
CHa CHs
OCH
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N
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O OH CHs O OH CHs
11 MMF 12 MPS

Rysunek 5. Struktura kwasu mykofenolowego 10, koniugatu z kwasem glukuronowym 10a, mykofenolanu
mofetylu 11 oraz soli sodowej MPA 12 [26]

Figure 5. Structures of mycophenolic acid 10, conjugate with glucuronic acid 10a, mycophenolate mofetil
11 and sodium salt of mycophenolic acid 12 [26]

Wykazano, ze dla zachowania biologicznej aktywnosci MPA niezbedna jest
obecnos¢ w czasteczce fenolowej grupy hydroksylowej oraz grupy metylowej
zwiazanej z pier§cieniem aromatycznym. Zsyntetyzowano szereg analogow MPA,
np. 13-16 (Rys. 6) w celu wyeliminowania szkodliwych efektoéw ubocznych terapii
z jego udziatem [31-34]. Otrzymane dotychczas analogi m.in. zawierajace rozne
cykliczne ugrupowania 13, monocykliczne fenole 14 i niefenolowe analogi 15 oraz
monocykliczne aminy 16, poza nielicznymi wyjatkami, odznaczaja si¢ gorszymi
wlasciwosciami farmakologicznymi niz sam kwas mykofenolowy. Zastapienie
W pierScieniu aromatycznym grupy metoksylowej etylowa lub winylowa prowadzi
do silniejszych inhibitorow IMPDH w poréwnaniu z MPA, a zastapienie laktonowego
pierscienia innym cyklicznym fragmentem powoduje utrate aktywnosci. Pochodne,
w ktorych wiazanie podwojne o konfiguracji trans zostato zastapione réznymi
grupami czy wprowadzenie do tancucha bocznego heteroatomu prowadzity do
znaczacego spadku aktywnos$ci albo catkowitej jej utraty.



74

K. DZIERZBICKA, G. CHOLEWINSKI, D. IWASZKIEWICZ-GRZES, P. TRZONKOWSKI

B c CH;
A
X OH X X OH
O oH CH3 OH CH,3

13 14
zawierajace rozne cykliczne ugrupowania monocykliczne fenole
np.a.A=S;B =H; C=CHgs; D=0CHj3 np.a. X=H;Y = OCHj;
b. A=NH; B =H; C =CHj; D=0CHj; b. X=CHgs; Y = OCHj3
c. A= CHy B =H; C=CHgz D=0CH; c. X=F; Y =0CH;
d.A=0;B=H;C=CHs; D=0H d.X=Cl; Y =0CH3
CHj; CH;
Y
H3C 0CH3 o H3C o
Y N OH X ~ OH
X CHj; NH, CH3
niefenolowe analogi monocykliczne aminy
np.a.X=H;Y=Cl np.a. X=H;Y = CHj
b.X=H;Y =Br b. X=Br; Y =CHs
c. X=H; Y =NO, c. X=Br; Y =0CHj;
d. X=H;Y =NH, d. X=CN;Y =0CHj

Rysunek 6. Przyktadowe analogi MPA [26]

Figure 6.

MPA i jego pochodne, np. 17-20 (Rys. 7) byly rowniez testowane klinicznie
w réznych typach nowotwordéw jednak bez znaczacych sukcesow. Glowna przyczyna
niepowodzen bylo tworzenie si¢ koniugatow z kwasem glukuronowym 10a (Rys. 5)
co utrudniato utrzymanie odpowiedniego stezenia leku dla wykazania aktywnos$ci

Examples of MPA analogs [26]

przeciwnowotworowe;j.
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o OH CH; f NH CH,3
= HoN _
R COOH COOH
(o]
cl R = CHj; CH30 18
17 wyselekcjonowana do badan
przeciw nowotworowi prostaty
/0 CH; CHj
N H3;CO %
7 7 COOH ’ COOH
o
H3CO Rz Q
Ry N
20
19

(staba aktywnos¢ przeciw biataczce ludzkiej K562;
Ry=Ry=H nie sg podatne na glukuronidyzacje)
R1 = CH3; Rz = OCH3
Ri1=H;Ry= 0CH3

Rysunek 7. Analogi MPA o aktywnosci przeciwnowotworowej [26]
Figure 7. MPA analogs with anticancer activity [26]

1.3. PRZECIWCIALA POLIKLONALNE, MONOKLONALNE PRZECIWCIALA
SKIEROWANE WOBEC RECEPTOROW IL-2 (ANTY CD25) ORAZ PRZECIWCIALA
SKIEROWANE PRZECIW LIMFOCYTOM CDS2 I CD20

Najwazniejsze stosowane przeciwciata monoklonalne: daklizumab (humani-
zowane przeciwciato monoklonalne przeciwko receptorowi IL-2), bazyliksymab
(chimeryczne ludzko-mysie przeciwciato przeciwko tancuchowi alfa receptora dla
IL-2) to przeciwciata hamujace dziatanie szlakow sygnatowych zaleznych od IL-2.
Druga grupa to przeciwciala lityczne, ktorych funkcja polega na zabijaniu limfocytow.
Do tej grupy naleza muromonab-CD3 (mysie przeciwciato monoklonalne przeciwko
antygenowi CD3 limfocytu T), rituximab (chimeryczne przeciwciato przeciw anty-
genowi CD20 limfocytow B), alemtuzumab (CAMPATH — humanizowane przeciw-
cialo monoklonalne przeciw antygenowi CD52 obecnemu na wszystkich limfocytach)
oraz poliklonalne krolicze Iub konskie surowice antylimfocytarne (tymoglobulina
1 ATG) [35].

2. NOWE POTENCJALNE LEKI IMMUNOSUPRESYJNE
Ze wzgledu na liczne efekty uboczne (nefrotoksycznos¢, neurotoksycznosc,

zwigkszenie ryzyka infekcji, cukrzyca bedaca efektem leczenia po transplantacji,
nadci$nienie, hiperlipidemia) poszukuje si¢ nowych lekow immunosupresyjnych.



76 K. DZIERZBICKA, G. CHOLEWINSKI, D. IWASZKIEWICZ-GRZES, P. TRZONKOWSKI

2.1. BAKUCHIOL I JEGO POCHODNE

Bakuchiol 21 (Rys. 8) jest terpenem izolowanym z nasion Psoralea corylifolia L
[36]. Lecznicze dziatanie tego zwiazku jest wykorzystywane w indyjskiej oraz
chinskiej medycynie ludowej i wiaze sig z jego aktywnoscia antybakteryjna, anty-
oksydacyjna. Ostatnio badano rowniez wtasciwosci immunosupresyjne bakuchiolu
i jego pochodnych.

Rysunek 8. Struktura bakuchiolu 21 [36] i sotrastauryny 22 [37]
Figure 8. Structures of bakuchiol 21 [36] and sotrastaurine 22 [37]

Nie stwierdzono znaczacego wptywu konfiguracji na chiralnym atomie wegla
oraz geometrii wiazania podwojnego w czesci alifatycznej na aktywno$¢ immuno-
supresyjna. Niektore modyfikacje struktury bakuchiolu maja wyrazny wptyw na
inhibicje limfocytow w testach in vitro. Okazalo sig, ze:

1. zastapienie grupy hydroksylowej w pierscieniu fenylowym grupa meto-
ksylowa (40) zwigksza wlasciwosci immunosupresyjne. O-Alkilowanie
bakuchiolu 21 przeprowadzono jodkiem metylu 39 w obecnosci zasady
(Schemat 2);

ICH3 39, K,CO3

—_—
aceton, 5h

HO

~o

Schemat 2. O-Metylowanie bakuchiolu [36]
Scheme 2. O-Methylation of bakuchiol [36]

2. wprowadzenie w pozycji orto grupy sprzg¢gajacej si¢ z elektronami 7
pierscienia aromatycznego (41, 42) zwigksza dzialanie immunosupresyjne,
z wyjatkiem pochodnej nitrowej 43 (Schemat 3). Przeksztalcenia syntetyczne
polegaty na formylowaniu pier§cienia fenolowego 21 w obecnosci chlorku
magnezu (41), reakcji Wittiga (42) oraz mononitrowania (43);
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3. wprowadzenie grupy elektronodonorowej (44, 45) nie wptywa znaczaco na
dziatanie immunosupresyjne (Schemat 3). Synteza zwiazkow 44, 45 obejmuje
redukcje aldehydu 41 oraz pochodnej nitrowej 43.

(CHQO), MgC|2
AN =

Et3N, THF
HO 21

HNOg, 40 - 50 °C
CH3COOH: cykloheksan 1:3

41

50% NaOH, PhCH,P*Ph3Br
NaBH,, CH30H CH,Cly, temp. pok.
temp. pok.

43

Zn-Fe, CH2C|2
5% HCI, 40 °C

NH; 45

Schemat 3. Modyfikacje syntetyczne bakuchiolu [36]
Scheme 3.  Synthetic modifications of bakuchiol [36]

2.2. SOTRASTAURYNA (AEB071)

Sotrastauryna 22 (Rys. 8) jest selektywnym inhibitorem kinazy biatkowej C
[37-39]. Kinazy biatkowe C naleza do rodziny kinaz serynowo-treoninowych
(fosforylujacych reszty serynowe i treoninowe). Pelnia one istotna rolg w regulacji
uktadu immunologicznego i aktywacji komorek T.

Badania aktywnosci biologicznej wykazaly, ze mechanizm jest inny anizeli
w przypadku cyklosporyny A i sugeruja inhibicjg wczesnej aktywacji komorek T.

Lek immunosupresyjny oparty na sotrastaurynie jest obecnie opracowywany
przez firme¢ Novartis. Przeprowadzono Il faze¢ badan klinicznych na zdrowych
ochotnikach i po przeszczepie nerki, w potaczeniu z takrolimusem i sola sodowa
kwasu mykofenolowego. Proby te zostaly przerwane ze wzgledu na pojawianie si¢
ostrego odrzucania przeszczepu. Planuje si¢ badania kliniczne sotrastauryny
w polaczeniu z ewerolimusem.
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Przy pomocy sotrastauryny uzyskano obiecujace wyniki w leczeniu tuszczycy.
Lek byt dobrze tolerowany podczas 2 tygodni doustnego podawania. Odnotowano
jednak efekty uboczne, takie jak: bol gtowy, wymioty, biegunka. Badania nad
stosowaniem sotrastauryny jako leku immunosupresyjnego wciaz trwaja.

2.3. LIPOFILOWE AMINOALKOHOLE I DIAMINY

Lipofilowe aminoalkohole i diaminy opisano w literaturze jako zwiazki o dzia-
taniu przeciwpasozytniczym, przeciwbakteryjnym oraz immunomodulacyjnym [40].

Nizej przedstawiona pochodna 48 (Schemat 4) jest przyktadem substancji
wykazujacej dzialanie immunosupresyjne w testach in vitro. Zwiazek ten otrzymano
z diolu 46, ktérego pierwszorzedowa grupe hydroksylowg selektywnie sulfonowano
za pomoca chlorku metylosulfonowego [40]. Nastgpnie grupa metylosulfonowa
zwiazku 47 ulega podstawieniu w reakcji z odpowiednia diaming do produktu 48.

MsCl, CH,Cl,, Py NH(CHp)3NH,
RCH(OH)CH,0OH — > RCH(OH)CH,OMs ——— > RCH(OH)CH,NH(CH3)3NH,
0 °C do temp. pok. EtOH
46 47 48

R = CH3(CH2)14

Schemat 4. Synteza lipofilowych diamin [40]
Scheme 4. Preparation of lipophilic diamines [40]

Otrzymano rowniez aminoalkohole 49, 52 (Schemat 5), ktore okazaty sig obie-
cujacymi immunosupresantami w testach DTH wzglgdem OVA, czyli hamujacych
nadwrazliwos¢ typu pdznego. Warto zwroci¢ uwage na fakt, iz takie pochodne moga
okazac¢ si¢ bardzo obiecujace, gdyz przyktadem nadwrazliwosci typu poéznego jest
reakcja odrzucania gospodarza (GVDH), ktora to stanowi powazny problem w trans-
plantologii. Aminoalkohol 49 otrzymano dzialajac na substrat 47 etanoloamina,
z kolei produkt 52 uzyskano z alkoholu 50 poprzez reakcje podstawienia estru kwasu
metylosulfonowego 51 3-aminopropanolem [40].

HN(CH,CH,0H),
RCH(OH)CH,OMs ————— > RCH(OH)CHyN(CH,CH,0H),
a7 EtOH 49
MsClI, CH,Cly, Py HN(CH>)30H
RCH,CH,OH —————————— RCH,CH,0Ms ————» RCH,CH,HN(CH,)30H
0 °C do temp. pok. EtOH
50 51 52

R = CH3(CH2)11

Schemat 5. Synteza lipofilowych aminoalkoholi [40]
Scheme 5. Preparation of lipophilic aminoalcohols [40]
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2.4. CYKLOLINOPEPTYD A - INHIBITOR IL-1 I IL-2

Cyklolinopeptyd A 23 (Rys. 9) jest cyklicznym nonapeptydem wyizolowanym
zoleju Inianego. Zwiazek ten posiada silne wlasciwosci immunosupresyjne. Badania
aktywno$ci biologicznej pochodnych cyklolinopeptydu A wykazaly, ze dla zacho-
wania dzialania immunosupresyjnego istotne sa nastgpujace elementy strukturalne:
obecnos¢ sekwencji Pro'-Pro*-Phe®-Phe?, geometria cis wokot wiazania amidowego
Pro'-Pro? oraz oddzialywania typu krawgdz—powierzchnia pomigdzy pier§cieniami
aromatycznymi reszt Phe.

Najnowsze badania wykazaly, ze aktywno$¢ immunosupresyjna porownywalna
do cyklosporyny A posiadaja takze liniowe analogi nonapeptydu, jak rowniez
pochodne zawierajace jednostki S-fenyloalaniny 24 (Rys. 9) zamiast fenyloalaniny
[41]. Dodatkowa grupa metylenowa powoduje znaczace zmiany w konformacji czas-
teczki 1 nie wykazuje ona oddzialywania typu krawgdz—powierzchnia pomigdzy
pierscieniami aromatycznymi. Natomiast geometria cis wokot wiazania amidowego
Pro'-Pro? pozostaje zachowana w ¢(Ile¢-Ile’Leu®-Val’>-Pro!-Pro?- f°Phe’-Phe*-Leu’)
[41].

HN 20 r@ Ph
° : 1
8 COOH
/&NH , HoN
7 0
05
HN

© 6
TR
o
23

NH

Rysunek 9. Struktura cyklolinopeptydu A 23 i S-fenyloalaniny 24 [41]
Figure 9.  Structures of cyclolinopeptide A 23 and 3-phenylalanine 24 [41]

2.5. POCHODNE 5,6-DIHYDROINDOLO|2,1-]IZOCHINOLINY

Pochodne typu 56 (Schemat 6) s inhibitorami IL-2, IL-10 oraz IFN-y. Badania
wykonano na komoérkach mysiej $ledziony zainfekowanych wirusem grypy. 1L-2
jest produkowana glownie przez komorki pomocnicze T i podczas infekceji grypowej
petni istotna rol¢ w aktywacji komoérek T. Wszystkie z otrzymanych pochodnych
wykazaty znaczace dzialanie immunosupresyjne, a takze obnizenie zywotno$ci komo-
rek, co moze wiazac si¢ z hamowaniem produkcji cytokin. Testy Zzywotnosci prowa-
dzono w hodowlach komorek §ledziony niezainfekowanych myszy [42].
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Substratem w syntezie 56 sa pochodne 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny 53, ktore
reaguja z fluorkami aromatycznymi 54 dajac aldehyd 55. Nastgpnie zwiazek 55 w
obecnosci fosfazyny 55a (zasada o bardzo duzym zatloczeniu sterycznym) ulega
cyklizacji do 56. Na uwagg zastuguje fakt, iz zastosowanie takich zasad jak: z-BuOK,
LDA, Li-TMP, KH nie dawato produktu cyklizacji [42].

Rs Rs
. NH o F R KoCO3 N R4
>/:/< H R, DMF R H Ry

® s ° s ©

R2
55

t-BuN:PJ[N:P(NMez)gl3

55 N " Ry, Ry, Rs = H, OM
a » R2, =n, €
> R1 O \ O 1 ’ °
R3 Rz, R3 = H, OMe, CF3

CeHe
R2

56

Schemat 6. Otrzymywanie pochodnych 5,6-dihydroindolo[2,1-a] izochinoliny [42]
Scheme 6. Synthesis of derivatives of 5,6-dihydroindolo[2,1-a] isoquinolines [42]

2.6. POCHODNE CHINOLINY

Znane sa liczne przyktady naturalnych zwiazkow heterocyklicznych zawieraja-
cych w swojej strukturze szkielet chinoliny, a posiadajace wlasciwosci przeciw-
malaryczne, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgruzlicze,
przeciwnowotworowe. Pochodne 61, 63 (Schemat 7) wykazuja dziatanie immunosu-
presyjne w stopniu poréwnywalnym z cyklosporyna A [43].

Badania wykonano metoda testu kolorymetrycznego MTT, gdzie proliferacjg
limfocytow T indukowano konkanawaling A. Zwiazki te otrzymywano z 3,5-dime-
toksyaniliny 57, ktora w pierwszym etapie poddano N-acylowaniu do 58, a nastgpnie
acylowaniu w pier§cieniu aromatycznym. Kolejny etap polega na formylowaniu
ketonu 59 przy uzyciu mréwczanu etylu i cyklizacji do 5,7-dimetoksychinolin-4(1H)-
-onu 60. 2,6-Dichlorobenzoesan 5,7-dimetoksychinolin-4-ylu 61 otrzymano w reakcji
sprzegania pochodnej 60 z kwasem 2,6-dichlorobenzoesowym. Z kolei traktowanie
60 chlorkiem p-toluenosulfonowym prowadzi do p-toluenosulfonianu 5,7-dimeto-
ksychinolin-4-ylu 62 [43].
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Schemat 7. Synteza pochodnych chinoliny [43]
Scheme 7.  Synthesis of quinoline derivatives [43]

2.7. POCHODNE IMINOCUKROW

Iminocukrowe pochodne uwazane sa niekiedy za ,,cukrowe alkaloidy”. Niektore
z tych zwiazkow sa inhibitorami enzymow regulujacych metabolizm weglowodandéw
(glikozydazy, glikozylotransferazy). Z uwagi na fakt, iz takie enzymy biora udziat
w waznych procesach biologicznych, pochodne iminocukrow sa zwiazkami o poten-
cjalnym dziataniu przeciwnowotworowym, przeciwwirusowym, przeciwcukrzyco-
wym. W literaturze naukowej niewiele jest danych na temat wlasciwosci immuno-
supresyjnych tego typu pochodnych. Kastanospermina 25 (Rys. 10) jest jednym
zniewielu zbadanych cukrowych alkaloidow, ktory wykazuje wtasciwosci immuno-
supresyjne [44].

25

Rysunek 10. Struktura kastanosperminy [44]
Figure 10.  Structure of castanospermine [44]
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Jak dotad otrzymano i zbadano m.in. iminowe pochodne D-galaktozy 67 (Sche-
mat 8). Sposrdd tej grupy zwiazkoéw aktywno$¢ immunosupresyjna najbardziej zbli-
zona do cyklosporyny A wykazata pochodna zawierajaca 6 atomow wegla w tancuchu
R (n=4). Stwierdzono, ze aktywnos¢ analogicznych pochodnych L-altrozy 68 okazala
si¢ nizsza anizeli 67, co wskazuje, ze konfiguracja na weglu C6 ma istotne znaczenie.
Ponadto wyniki tych eksperymentow sugeruja, ze hydrofobowy tancuch alkilowy
na atomie azotu jest istotny dla wlasciwosci immunosupresyjnych tych pochodnych.
Jednak doktadny mechanizm ich dziatania nie zostat do tej pory poznany. Badania
przeprowadzono metoda MTT, polegaty one na oznaczeniu proliferacji splenocytow
u myszy wywotywanej konkanawaling A, w obecnos$ci badanego zwiazku.

OBn
BnQ Wi MeONa_ BnO OBN ' 509, kOH BnO OBn
N
MeOH %o MeOH, 80 °C  BnO
OBn OH
65
B OBn
RCHO, MeOH lub EtOH nQ CHZR _PdiC.Hy
H20/THF/AcOH 4:2:1
AcOH, NaBH3CN, 80 °C
OH OH CH2R OH CHaR
N
= (CH2)nCH3 HO -
n=24,6 Ho O OH \_oH

68

Schemat 8. Otrzymywanie iminowej pochodnej D-galaktozy 68 [45]
Scheme 8.  Synthesis of the iminosugar derivative of D-galactose 68 [45]

Do syntezy iminowej pochodnej D-galaktozy 67 uzyto alkoholu 63 posiadajacego
chroniona grupg aminowa. Reakcja z metanolanem sodu powoduje podstawienie
grupy benzyloksylowej w reszcie karboksybenzylowej przez metoksyl i cyklizacje
do laktonu 64. Nastgpnie hydroliza estru 64 daje alkohol 65 z niechroniong grupa
aminowa. Z kolei redukcyjna aminacja zwiazku 65 prowadzi do trzeciorzedowej
aminy 66. Ostatnim etapem jest deprotekcja reszt alkoksylowych do zwiazku 67
[45].

Wyjsciowy alkohol 63 otrzymano w mieszaninie z dwoma innymi cyklicznymi
izomerami 75, 76 z odpowiedniego tioglikozydu 69 (Schemat 9). Grupg tiolowa
usuwa si¢ w reakcji rodnikowej z NBS. Otrzymany w ten sposéb hemiacetal 70
przeprowadzono z wykorzystaniem reakcji Wittiga w alken 71, ktory to zostat utle-
niony do ketonu 72. Zwiazek ten traktowano hydroksyloamina, a uzyskany w ten
sposob oksym 73 redukowano glinowodorkiem litu a produkt redukcji traktowano
chloromréwczanem benzylu. Cyklizacja 74 zachodzi na skutek aminorteciowania,
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nastepnie reakcji z NaBH, w obecnosci tlenu, co pozwolito na otrzymanie trzech
izomerycznych, dajacych si¢ wyizolowa¢ alkoholi 63, 75, 76 z wydajnos$ciami
odpowiednio 26 %, 29 % i1 10 %. Autorzy wyjasnili brak czwartego mozliwego
izomeru stereoselektywnoscia reakcji aminortgciowania pochodnej 74 [46].

BnO OBn B
n NBS BnO OBN PhaP=CH
o) _— o) - %
BnO STol aceton-woda, 75°C pg,0 THF, 80 °C
OBn OBn ~OH
69 70
OBn
BnO BnO OBn NH20H HCl BnO OBn
/NOH
CHzClz KHCO3, 85°C BnO
73
; BnO OBn
LiAlH4, EtoO  CbzCl, Ko,CO3 Hg(OAc), KCI/H,O/CHCIl; NaBH4 O
> > NCb: - -
temp. pok. THF BnO 2 THF,85°C  temp.pok. DMF, temp. pok.
OBn
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BnO ©OBn Cbz Cbz Cbz
N
OBn\_OH  pno’ OBn\_oH BnO/ OBn
64 75 76

Schemat 9. Droga syntezy hydroksylowej pochodnej D-galaktozy 64 [46]
Scheme 9. Synthetic pathway to the hydroxyl derivative of D-galactose 64 [46]

2.8. POCHODNE WITAMINY D,

1,25-Dihydroksywitamina D, (kalcytriol) 26 (Rys. 11) jest zwiazkiem charaktery-
zujacym sig znaczaca aktywnoscia immunosupresyjna zardwno w badaniach in vitro,
jak iin vivo. Jednak istotnym efektem ubocznym podczas stosowania kalcytriolu 26
jest hiperkalcemia, stad przeprowadzono liczne jego modyfikacje strukturalne,
w tym dotyczace budowy tancucha bocznego. Pochodna 27 (ZK 191784) nie powo-
duje hiperkalcemii, ponadto zwiazek ten jest obiecujacy jako potencjalny lek prze-
ciwko tuszczycy. Czasteczka 27 zawiera w swojej strukturze tancuch boczny z frag-
mentem 1,3-oksazolu.
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TBDMSO"" OTBDMS

Rysunek 11. Witamina D; i jej pochodne [47-49]
Figure 11.  Vitamin D, and its derivatives [47-49]

Substratem wyjsciowym w syntezie ZK 191784 27 byta pochodna 28, z kolei
fancuch boczny zwiazku 27 otrzymano w nastgpujacej sekwencji reakcji (Schemat
10) [47-49].
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Schemat 10. Synteza tancucha bocznego pochodnej 83 (ZK 191784) [47]
Scheme 10. Synthesis of side-chain of the derivative 83 (ZK 191784) [47]

Cyklopropylowy analog malonianu dietylu 77 poddano selektywnej hydrolizie
i sprzgganiu z HOSU w obecnosci DIC do aktywnego estru 78. W kolejnym etapie
78 reaguje z 2-hydroksy(n-heksyloaming) dajac alkohol 80, ktory to poddano utle-
nianiu Swerna. Tak otrzymany keton 81 cyklizuje pod wplywem kwasu do pochodnej
oksazolu 82. Nastgpnie reakcja z estrem dimetylowym kwasu metanofosfonowego
w obecnos$ci zasady prowadzi do produktu 83. Uzyta w syntezie 2-hydroksy(n-
heksyloaming) 79 otrzymano w reakcji 1,2-epoksyheksanu 84 z dibenzylamina,
a nastgpnie uwodornieniu w obecno$ci katalizatora (Schemat 11).
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Schemat 11. Otrzymywanie 2-hydroksy(n-heksyloaminy) [47]
Scheme 11. Preparation of 2-hydroxy(n-hexylamine) [47]

Tak otrzymana pochodna oksazolu 83 potaczono z 28 reakcji w warunkach
reakcji Wittiga—Hornera (Schemat 12). Nastgpnie keton 86 zredukowano do alkoholu,
ktory to rozseparowano na dwa optycznie czyste diastereoizomery za pomoca chro-
matografii, uzyskujac alkohol 87 o konfiguracji S na weglu 24. Drugi diastereoizomer
(konfiguracja R na weglu 24) daje sig utleni¢ do ketonu 86 za pomoca MnO, i ponow-
nie przetwarza¢ w zadany alkohol 87 (S24). Fotochemiczna izomeryzacja 87 (S24)
do 57 oraz deprotekcja obydwu grup hydroksylowych daje koncowy produkt 88.

TBDMSO'"

1. Separacja diaster.
2. hv, antracen

3. TBAF

4. Krystalizacja

TBDMSO" OTBDMS
87 88

Schemat 12. Synteza pochodnej 88 (ZK 191784) [47, 49]
Scheme 12. Synthesis of the derivative 88 (ZK 191784) [47, 49]

Otrzymanie aldehydu 85 byto rowniez interesujacym wyzwaniem syntetycznym
(Schemat 13). W pierwszym etapie, witaming D, 89 traktowano ciektym ditlenkiem
siarki. Powstaty w tej reakcji cykliczny sulfon 90 posiada wlasciwie zorientowany
pierscien cykloheksylowy. Grupg hydroksylowa przeksztalcono w ester tert-butylo-
dimetylosililowy, po czym grupg sulfonowa zdjgto poprzez ogrzewanie 91 z NaHCO,
we wrzacym etanolu. W celu wprowadzenia drugiego podstawnika hydroksylowego,
pochodna 92 utleniano ditlenkiem selenu w obecno$ci N-tlenku N-metylomorfoliny.
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W tej reakcji powstaja dwa diastereoizomeryczne produkty 93 i 94 w stosunku 6:1,
ktore udato sig rozseparowaé w postaci pochodnych tert-butylodimetylosililowych.
Uzyskana w ten spos6b pochodna 95 przeksztatcono w odpowiedni sulfon i poddano
ozonolizie otrzymujac aldehyd 96. Nastepnie addukt 96 ogrzewano z NaHCO, we
wrzacym etanolu.
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diaster.
- \ N - O o
H H
1. SO, (lig.)
2.03 0,5
3. PhgP NaHCO;
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TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS TBDMSO™ OTBDMS
95 96

85

Schemat 13. Synteza aldehydu 97 — substratu do otrzymywania pochodnej 88 [49]
Scheme 13. Synthesis of aldehyde 97 — the substrate for preparation of compound 88 [49]

2.9. N-PODSTAWIONE IMIDAZOLIDIN-2-ONY
ORAZ N-TETRAHYDROPIRYMIDIN-2(1H)-ONY

W ostatnich latach otrzymano i zbadano heterocykliczne pochodne: N-alkilo
imidazolidin-2-ony 29 oraz N-alkilo tetrahydropirymidin-2(1H)-ony 30 (Rys. 12)
[50]. Wiasciwosci immunosupresyjne badano na podstawie pomiaru inhibicji spleno-
cytow myszy indukowanych konkanawaling A w obecnosci danego zwiazku. Na
podstawie testow aktywnos$ci biologicznej ustalono, ze pochodne 29 zawierajace
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pier§cien 5-cztonowy posiadaja lepsze wlasciwosci immunosupresyjne, anizeli N-
tetrahydropirymidin-2(1H)-ony 30. Ponadto obecno$¢ atomu halogenu w pierscieniu
aromatycznym wyraznie zwigksza inhibicje splenocytow, a najbardziej aktywnym
zwiazkiem w przebadanej serii okazat si¢ analog 31.

o o CFs
c
o
R\N)LNH R‘NJLNH \[ijl\ N
L L N" NH
29 30 31

Rysunek 12. N-Imidazolidin-2-ony 29, 31 oraz N-tetrahydropirymidin-2(1H)-ony 30 [50]
Figure 12.  N-Imidazolidin-2-ones 29, 31 and N-tetrahydropyrimidin-2(1H)-ones 30 [50]

Synteza tych zwiazkow obejmuje reakcje odpowiednich amin z izocyjanianem
2-chloroetylu badz izocyjanianem 3-chloropropylu, w zalezno$ci od docelowe;j
wielkosci pierscienia (Schemat 14). Nastepnie N, N -dipodstawione moczniki 97,
98 ulegaja cyklizacji do produktéw 29, 30.
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Schemat 14. Synteza N-imidazolidin-2-onéw 29 oraz N-tetrahydropirymidin-2(1H)onéw 30 [50]
Scheme 14. Synthesis of N-imidazolidin-2-ones 29 and N-tetrahydropyrimidin-2(1H)-ones 30 [50]

2.10. POCHODNE 3-METYLOIZOKSAZOLO[5,4-¢][1,2,4] TRIAZEPIN-4-ONU

3-Metyloizoksazolo[5,4-¢][1,2,4]triazepin-4-ony 32 (Rys. 13) sktadaja si¢
z dwoéch skondensowanych pierScieni: 5-cztonowego pierscienia izoksazolu oraz
7-cztonowego fragmentu triazepinowego. Sposrdd otrzymanych analogéw 32
wyodrgbniono klika o znacznej aktywno$ci immunosupresyjnej w testach in vivo,
poréwnywalnej z CsA, np. pochodna spirocykloheksylowa 33.
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Rysunek 13. Struktura pochodnych 3-metyloizoksazolo[5,4-¢][1,2,4]triazepin-4-onu [51]
Figure 13.  Structure of derivatives of 3-methylisoxazolo[5,4-¢] [1,2,4]triazepin-4-one [51]

3-Metyloizoksazolo[5,4-e][1,2,4]triazepin-4-ony 32 otrzymano z wykorzysta-
niem azydku kwasu 5-amino-3-metylo-4-izoksazolokarboksylowego 99 (Schemat
15). W reakcji z pochodnymi hydrazyny zachodzi podstawienie anionu azydkowego
na weglu acylowym. Nie obserwowano natomiast charakterystycznego dla azydkow
acylowych przegrupowania Curtiusa. W kolejnym etapie hydrazyd 100 traktowano
odpowiednim reagentem karbonylowym [51, 52].
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Schemat 15. Otrzymywanie 3-metyloizoksazolo[5,4-¢e][1,2,4]triazepin-4-onéw [51, 52]
Scheme 15. Preparation of 3-methylisoxazolo[5,4-¢] [1,2,4]triazepin-4-ones [51, 52]

2.11. ALEMTUZUMAB

Alemtuzumab jest litycznym cialem monoklonalnym, antygenem glikoproteiny
CD52 znajdujacej si¢ na powierzchni limfocytow. Preparat ten powoduje rozpad
limfocytow B oraz T i uzywa si¢ go przede wszystkim w leczeniu nowotworow
hematologicznych. Zastosowanie tego leku podczas przeszczepu watroby z innymi
immunosupresantami (steroidy, inhibitory kalcyneuryny) pozwolito na obnizenie
ryzyka ostrego odrzutu badz wydhuzenia czasu do jego wystapienia. Dotyczylo to
zwlaszcza grupy dzieci, u ktérych leczenie alemtuzumabem taczono z takrolimusem.
Podobny efekt zaobserwowano po przeszczepie nerki, gdzie dodatkowo mozliwa
byta redukcja immunosupresji podtrzymujacej do jednego leku — sirolimusu.
Najnowszym zastosowaniem alemtuzumabu (III faza badania klinicznego) jest
immunosupresyjne leczenie stwardnienia rozsianego [53-55].
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2.12. DEPSIPEPTYDY

Didemnina B 101 i tamandaryna A i B 102 (Rys. 14) stanowia grup¢ naturalnych
depsipeptyddéw izolowanych z organizmdéw morskich (odpowiednio z Trididemnum
solidum — ostonicy karaibskiej oraz z zachwy brazylijskiej). Zwiazki te wykazuja
interesujace wlasciwosci biologiczne, w tym przeciwnowotworowe i immunosupre-
syjne. Obecnie w USA prowadzone sa badania kliniczne didemniny B 101 w leczeniu
chorob nowotworowych, a jej mechanizm dziatania jest wciaz badany [56].

Py B
(6] . N
/N N
O HO H E
= NH o 0
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101 R = Me, tamandaryna A

R =H, tamandaryna B

Rysunek 14. Budowa didemniny B i tamandaryny A i B [56]
Figure 14.  Structures of didemnin-B and tamandarin A and B [56]

PODSUMOWANIE

Badania z zakresu transplantologii do§wiadczalnej koncentruja si¢ od wielu lat
na mozliwosciach wyidukowania stanu tolerancji immunologicznej na przeszcze-
piony narzad (czyli braku odpowiedzi immunologicznej na §cisle zdefiniowany anty-
gen badz antygeny bez potrzeby stosowania lekdw immunosupresyjnych), a przynaj-
mniej zahamowania procesu odrzucania. Stad, dzialanie projektowanych lekow
immunosupresyjnych opiera sig o regulacjg weztowych elementow procesu odrzuca-
nia alloprzeszczepu.

Przez wiele lat ostre epizody komérkowego odrzucenia przeszczepu stanowity
gtowny problem w utrzymaniu transplantacji organéw. W konsekwencji, projekto-
wanie leczenia immunosupresyjnego i wykorzystywanych w nim czynnikow skupito
si¢ na zapobieganiu ostrym odrzutom przeszczepionych narzadéw charakteryzujacych
si¢ infiltracja organu przez komorki jednojadrzaste. Patofizjologiczna podstawa tej
koncepcji opiera si¢ o centralng rolg limfocytow T i ich aktywacjg przez komorki
prezentujace antygen. W ostatnim czasie coraz wigksza role, szczeg6lnie w odrzu-
caniu przewleklym, przypisuje si¢ takze odrzucaniu humoralnemu, ktére mediowane
jest przez alloprzeciwciata [57]. Staranne analizy szlakow zaangazowanych w stymu-
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lacje indukcji obu typoéw reakcji odrzucania doprowadzity do identyfikacji wielu
kluczowych elementéow, w tym sygnatow kostymulujacych i reagujacych na nie
receptoréw czy enzymow wymaganych do syntezy DNA w czasie aktywacji cyklu
komoérkowego limfocytow T [58]. Swiadomosé istnienia tych komérek oraz mozli-
wosc¢ ich ilosciowej oceny pozwolity rzuci¢ wigcej $wiatla na mechanizmy lezace
u podstaw kontroli odpowiedzi immunologicznej i jej zmian po przeszczepie alloge-
nicznym i ta wiedza jest zrodtem inspiracji dla tworzenia nowych lekéw immunosu-
presyjnych, ktore nie tylko maja zapobiega¢ odrzucaniu przeszczepu, ale rowniez
pozbawionych niekorzystnych dziatan ubocznych.
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