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Boc
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DCC
DCU
DDA
dDDA
DEPT

DHBA
EDA
EDC
ekw.
ESI
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HCso

His, H
HOBt
HSQC

le, |
Leu, L
Lys, K
LRMS
Trp, W
MALDI

MiIC

MICsq
nas.

WYKAZ SKROTOW

peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. Antimicrobial Peptides)

reszta 5-(Boc-amino)pentylu lub 5-aminopentylu

L-alanina

L-arginina

L-kwas asparaginowy

Amerykanska Kolekcja Hodowli Komoérkowych (ang. American Type Culture
Collection)

grupa tert-butoksykarbonylowa

grupa 2-chlorobenzyloksykarbonylowa

homojadrowa spektroskopia korelacyjna 'H-'H (ang. Corelation Spectroscopy)
N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

N,N’-dicykloheksylomocznik

dodecyloamina

didodecyloamina

technika NMR niezaktoconego wzmochnienia w wyniku przeniesienia
polaryzacji (ang. Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

kwas 3,5-dihydroksybenzoesowy

etylenodiamina

chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
ekwiwalent (rownowaznik molowy)

technika jonizacji poprzez rozpylanie w polu elektrycznym (elektrosprej)
generacja dendrymeru

L-glutamina

L-kwas glutaminowy

L-glicyna

stezenie zwiazku powodujace 50% hemolizy

L-histydyna

1-hydroksybenzotriazol

heterojadrowa pojedyncza kwantowa korelacja *H-*C (ang. Heteronuclear
Single Quantum Coherence)

L-izoleucyna

L-leucyna

L-lizyna

niskorozdzielcza spektroskopia mas

L-tryptofan

desorpcja laserowa z wudzialem matrycy (ang. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization)

minimalne stezenie zwiazku catkowicie hamujace wzrost bakterii (ang.
Minimal Inhibitory Concentration)

minimalne stezenie zwiazku hamujace wzrost 50% kolonii bakterii
nasycony
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n-Bu reszta n-butylu

NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
NOON 2,2’-(etylenodioksy)dietyloamina
Orn L-ornityna
PABA kwas p-aminobenzoesowy
PAMAM dendrymer poli(amidoaminowy)
PDI stopien polidyspersyjnosci
PEA fenyloetyloamina
PEG poli(glikol etylenowy)
Phe, F L-fenyloalanina
PPI dendrymer poli(propylenoiminowy)
Pro, P L-prolina
R¢ wspotczynnik opdznienia
SA kwas p-aminobenzenosulfonowy
Ser, S L-seryna
TA tryptamina
temp. temperatura
temp. topn. temperatura topnienia
TI indeks terapeutyczny (ang. Therapeutic Index)
TLC chromatografia cienkowarstwowa
Tyr, Y L-tyrozyna
Val, vV L-walina
Z grupa benzyloksykarbonylowa

2
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1. CZESC LITERATUROWA

1.1. DENDRYMERY - POLIMERY XXI WIEKU

Polimery (gr. polymeres - wieloczgsciowy, ztozony z wielu czgéci) to
makroczasteczki zbudowane z powtarzajacych sie jednostek (meréw, monomeréw).! Rozne
typy potaczen monomeréw prowadza do uzyskania zwiazkéw o roéznych strukturach i w
konsekwencji o odmiennych wtasciwosciach. Wigksza kontrola nad procesem polimeryzacji,
jak rowniez wzrost wymagan rynku i konsumentdéw, przyczynia si¢ do ciaglej ewolucji w
chemii polimerow. Podczas gdy pierwsze polimery syntetyczne cechowaly si¢ prostymi,
polidyspersyjnymi strukturami, obecne makroczasteczki posiadaja bardziej ztozona budowg 1
mniejszy stopien polidyspersyjnosci, lub nawet otrzymywane sa w postaci monodyspersyjne;j.
Syntetyczne polimery mozna podzieli¢ ze wzgledu na ich strukturg na cztery gtéwne klasy, tj.
polimery liniowe, usieciowane, rozgatezione i dendrytyczne.

Polimery dendrytyczne stanowia jak dotychczas najmlodsza grupg polimerow,
charakteryzujaca si¢ silnie rozgal¢ziona i1 gesto upakowana budowa. Klasyfikuje si¢ je, w
zaleznos$ci od stopnia kontroli procesu polimeryzacji, do czterech podklas obejmujacych
polimery hiperrozgatezione, dendrytyczno-liniowe hybrydy polimerowe, polimery typu
,,dendrigraft” (,,dendrytycznie szczepione”) i dendrymery (Rysunek 1).?

Polimery dendrytyczne

Polimery Dendrytyczno-liniowe Polimery Dendrymery
hiperrozgatezione hybrydy polimerowe typu ,,dendrigraft”
(np. polimery dendronizowane)

ey

Rysunek 1. Podklasy polimeréw dendrytycznych.

Pierwsze dwie podklasy to polimery statystyczne, posiadajace stopien polidyspersyjnosci

(PDI) w granicach 1.5 — 10. Polimery typu ,dendrigraft” sa makroczasteczkami
3
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otrzymywanymi w wyniku procesow cze$ciowo kontrolowanych, w wyniku czego cechuja si¢
nizszym PDI, wynoszacym 1.1 — 1.5. W przeciwienstwie do wszystkich znanych polimerow,
dendrymery z PDI mieszczacym si¢ w granicach 1.0 — 1.05 naleza do zwiazkow
monodyspersyjnych. Sa one otrzymywane w procesach $cisle kontrolowanych, dzigki czemu
mozna im przypisa¢ doktadna mase czasteczkowa i strukture. Z racji tej unikalnej cechy w
chemii polimerow, dendrymery sa grupa perspektywiczna, mogaca stanowi¢ w przysztosci
wazne zrodlo nie tylko nowych materiatdw o przydatnosci technologicznej, ale przede
wszystkim $rodkow farmaceutycznych nowej generacji. Czgsto sa one okreslane mianem

polimeréw XXI wieku.?

1.1.1. Budowa i charakterystyka dendrymerow

Dendrymery sa tréjwymiarowymi makroczasteczkami posiadajacymi precyzyjnie
zdefiniowana, regularng struktur¢ z trzema charakterystycznymi elementami: rdzeniem lub
grupa centralng, wnetrzem i1 powierzchnia (Rysunek 2). Wszystkie trzy elementy pelnia
istotne funkcje, wptywajac w mniejszym lub w wigkszym stopniu na rozmiar, ksztalt i
wlasciwos$ci dendrymeru. Rozmiar makroczasteczki okreslany jest przez jej generacjg, czyli
liczbe powtarzajacych si¢ warstw rozgal¢zionych monomerdéw przytaczonych do rdzenia (Gl1,
G2, itd.). Swoista budowa dendrymerdéw jest przyczyna obecnosci w ich budowie wolnych

przestrzeni, tzw. luk wewnatrzczasteczkowych.

A ;

generacje
p
¢ G4
¢
i cs
G2
-
4 0(/ Gl
— luka wewnatrz- <——[ grupa centralnaJ

czasteczkowa

monomer AB,

\[ powierzchnia — J

grupy terminalne

Rysunek 2. Budowa dendrymeru G4 (A) opartego na trojfunkcyjnym rdzeniu i dendrymeru
(dendronu) G4 (B) z grupa centralng zsyntetyzowanych z uzyciem monomeru AB,.

Rdzen stanowi centralny element dendrymeru i na ogo6l nazywany jest generacja
zerowa (G0). W jego roli moze wystgpowac¢ dowolna, wiclofunkcyjna czasteczka (B, gdzie n
> 2). Jednakze wybdr odpowiedniej czasteczki rdzenia jest krytyczny w projektowaniu

dendrymeru, gdyz decyduje ona m.in. o jego wymiarach, ksztatcie, kierunku rozbudowy czy

4
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wymiarach luk w jego wnetrzu. Istnieja rowniez dendrymery nie zawierajace rdzenia, ktére
podczas syntezy rozwijaja si¢ tylko w jednym kierunku. Posiadaja one w swojej strukturze
tzw. grupe centralng (ang. focal group), bedaca zabezpieczona grupa funkcyjna. Przyjmuje
si¢, ze sposrdd nich struktury niskoczasteczkowe (G < 4) to tzw. dendrony (galezie
dendrymeru).“ Bardzo czgsto wykorzystywane sa one do syntezy wiasciwych dendrymerow
poprzez aktywacje ich grupy centralnej i przylaczenie do rdzenia. W efekcie nawet struktury
wysokoczasteczkowe (G > 4), jesli poddawane sa przytaczeniu do rdzenia, okreslane sa jako
dendrony.

Whetrze sklada si¢ z powtarzajacych si¢ po sobie rozgatezionych monomerdéw (ABy,

gdzie n > 2) tworzacych warstwy dendrymeru, tj. generacje, oraz luk
wewnatrzczasteczkowych. W przypadku dendrymeréw, w ktérych tworzeniu warstwy
towarzyszy zmiana jednego typu grup funkcyjnych na inny, mozna wyrdzni¢ generacje
poléwkowe i1 calkowite. Przykladem sa dendrymery poliamidoaminowe (PAMAM), w
ktérych generacja powstaje w wyniku dwuetapowej syntezy, tj. przylaczenia akrylanu metylu
do grup aminowych, a nast¢pnie aminolizy grup estrowych z uzyciem etylenodiaminy
(Rozdziat 1.1.4.2., Schemat 3).
Wilasciwosci wnetrza uwarunkowane sa przede wszystkim przez rodzaj monomeru
zastosowanego do syntezy dendrymeru. Mozliwosci zaprojektowania wnetrza posiadajacego
luki wewnatrzczasteczkowe o zadanych wymiarach, jak 1 $ci§le okreslone mikrosrodowisko,
pozwalaja na enkapsulacje rozmaitych zwiazkéw (dendrytyczne uktady gos¢ — gospodarz).”

Powierzchnia dendrymeru tworzona jest przez grupy terminalne (peryferyjne), ktore
w gltownej mierze odpowiadaja za wlasciwosci fizykochemiczne 1 biologiczne calej
makroczasteczki. Ich ilo§¢ (N) zalezy od funkcyjnosci rdzenia (F,) oraz monomeru (Fy) i
ro$nie wyktadniczo w zalezno$ci od generacji (G):®

N =F (Fn—1)°

W wigkszosci przypadkow dendrymery posiadaja reaktywne grupy terminalne, ktore
moga by¢ poddawane dalszej modyfikacji. Post-modyfikacja powierzchni makroczasteczki
przeprowadzana jest zar6wno w celu zmiany wlasciwos$ci fizykochemicznych zwiazku, np.
rozpuszczalnosci, jak 1 wygenerowania okreslonej aktywnosci, np. katalityczne;j,

fluorescencyjnej, antynowotworowe;j.

Dendrymery sa typowo przedstawiane ,,na papierze” jako makroczasteczki z
rozpostartymi gateziami (dendronami), w ktorych wszystkie grupy terminalne znajduja si¢ na

powierzchni tworzac ,,zewnetrzny pierscien” wokot rdzenia (Rysunek 3:A). W konsekwenc;i,
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posiadaja one niska gestos¢ upakowania w obszarze rdzenia, ktéra regularnie wzrasta w
kierunku powierzchni osiagajac tam warto$¢ maksymalng. Ta idealistyczna wizja
dendrymeru, zaproponowana przez Maciejewskiego’ oraz de Gennes’a i Hervet’a,® znana jest
jako model gesto upakowanej powierzchni (ang. dense-shell model).

Natomiast Lescanec i Muthukumar sa autorami tzw. modelu gesto upakowanego
rdzenia (ang. dense-core model).® Zgodnie z nim gesto$¢ upakowania dendrymeru osiaga
maksimum w rejonie pomigdzy rdzeniem a czg$cia peryferyjna, na ktora przypada minimum
(Rysunek 3:B). Taki rozktad gestosci w makroczasteczce wynika z zawijania si¢ niektorych

grup terminalnych do jej wnetrza (ang. backfolding effect).

A B

Rysunek 3. Modele dendrymeru: model ggsto upakowanej powierzchni (A) i model gesto
upakowanego rdzenia (B).

Liczne badania obliczeniowe oraz doswiadczalne wskazuja na to, ze dendrymery sa
czasteczkami gietkimi, o duzej swobodzie konformacyjnej, mogacymi zmienia¢ dosy¢ tatwo
swoj ksztatt i rozmiar.'® Przyjmuja one rézne konformacje, ktéore moga by¢ blizsze
konformacji proponowanej przez model ggsto upakowanej powierzchni, badz model gesto
upakowanego rdzenia. Badania dowodza, ze grupy terminalne posiadaja tendencje do
zawijania si¢ do wnetrza struktury dendrytycznej, przy czym stopien tego efektu zalezy od
generacji dendrymeru i jego budowy, jak réwniez od jego otoczenia, czynnikow
zewnetrznych. Moze on wystepowaé zarowno w roztworze, jak i w ciele statym.*!

Tendencja grup terminalnych do zawijania si¢ jest zjawiskiem niekorzystnym. Moze
bowiem powaznie komplikowa¢ syntez¢ dendrymerow oraz ogranicza¢ mozliwosci ich
wykorzystania, poniewaz wiele zastosowan tych makroczasteczek opiera si¢ na dostgpnosci

ich grup peryferyjnych (dla modyfikacji, jako aktywne ligandy, itp.).

1.1.2. Efekty dendrytyczne
Unikalna budowa dendrymeréw z regularng siecia rozgatezien i duza zawarto$cia
grup terminalnych wiaze si¢ z wystegpowaniem tzw. efektow dendrytycznych (ang. dendritic

effects).®*? Termin ten obejmuje wiele roznych chemicznych, fizycznych i biologicznych
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zjawisk, ktorych cecha wspdlna jest zmiana pewnych wlasciwosci dendrymeru w funkcji jego
generacji. Sa one okreslane jako dodatnie lub ujemne efekty dendrytyczne w zaleznosci od
tego, czy obserwowana wlasciwo$¢ ulega wzmocnieniu czy ostabieniu ze wzrostem generacji
makroczasteczki.

Ciagly rozwdj chemii dendrymeréw prowadzi do makroczasteczek o coraz bardziej
wyszukanych, ,,zaprogramowanych” wlasciwosciach, w rezultacie czego powstaja réwniez
nowe efekty dendrytyczne. Generalnie wszystkie efekty dendrytyczne moga by¢
sklasyfikowane jako zjawiska obserwowane dla wtasciwos$ci inherentnych dendrymeru oraz te
dotyczace jego wlasciwosci aplikacyjnych. Przyktadami efektéw dendrytycznych nalezacych
do pierwszej grupy sa m.in. zjawiska zmiany ksztattu, ilo$ci grup terminalnych, wartosci
lepkosci  wlasciwej, stopnia ekranowania/przestaniania rdzenia czy wlasciwosci
enkapsulacyjnych dendrymeru. Sposrod efektow dendrytycznych nalezacych do drugiej grupy
mozna wymieni¢ generacyjnie zalezne zjawiska zmiany wlasciwosci biologicznych (np.
antybakteryjnych), diagnostycznych, katalitycznych czy fotochemicznych makroczasteczki.
Sa one efektami wtornymi zjawisk z pierwszej grupy powyzszego podzialu i moga
wystepowac, jesli zapewnione sa ku temu odpowiednie warunki. Np. efekt ekranowania
rdzenia przez dendrony (ang. shielding/blocking effect, site isolation effect), wzrastajacy wraz
z generacja, moze prowadzi¢c do zmiany m.in. wilasciwosci fotochemicznych czy
katalitycznych dendrymeru, w ktorym rolg rdzenia petni czasteczka aktywna (chromofor,
katalizator). Natomiast wzrost iloSci grup terminalnych czgsto prowadzi do synergicznego
spotggowania aktywno$ci makroczasteczki, jesli jako grupy terminalne wystgpuja reszty
aktywnych czasteczek.

Mozliwo$¢ wzmocnienia badZz ostabienia teoretycznie dowolnej wtasciwosci
zwiazku jest niezwykle uzytecznym zjawiskiem. Efekt dendrytyczny czyni z dendrymerow
atrakcyjne, potencjalne narzgdzie pozwalajace na rozwiazywanie probleméw zwiazanych np.
z niektorymi lekami, ktorych stosowalnos¢ jest ograniczona przez ich wysoka toksycznosc,
staba rozpuszczalno$é, niewystarczajaca aktywno$¢, itp. Niestety przy projektowaniu
dendrymeru trudno jest przewidzie¢ czy wystapi w nim pozadany efekt dendrytyczny, gdyz
jest to zalezne od wielu parametrow, takich jak: rozmiar, budowa chemiczna, elastycznos¢,
temperatura, rozpuszczalnik, itp. Ze wzgledu na ztozono$¢ mechanizméw trudniej jest
zaplanowac¢ katalityczne czy biologiczne efekty dendrytyczne niz np. elektrochemiczne czy

fotochemiczne.
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1.1.3. Ewolucja dendrymerow

Idea tworzenia silnie rozgal¢zionych zwiazkdéw polimerycznych zostata opisana
przez Flory’ego juz w roku 19418 Niestety, dostgpne wtedy metody syntezy i1 identyfikacji
otrzymywanych zwiazkoOw nie byty na tyle zaawansowane, by mozna bylto pokusi¢ si¢ o
syntezg¢ tego typu polimerow. Po raz pierwszy zostaty one otrzymane dopiero w roku 1978
przez Vogtle’a, ktory opracowal kaskadowa metod¢ syntezy niskoczasteczkowych
dendrymerycznych amin, tj. 1 i 2 generacji. Trzy lata pozniej Denkewalter opatentowat
pierwsze wysokoczasteczkowe dendrymery polilizynowe, uzyskane metoda rozbiezna do
generacji 10. W roku 1985 pojawily si¢ publikacje Tomalii i Newkome’a. Pierwszy z nich
zaprezentowat syntezg wysokoczasteczkowych dendrymerow PAMAM (G10), podczas gdy
drugi opisal syntez¢ niskoczasteczkowych dendrymeréw poli(eterowych) (G3). Wartym
wspomnienia jest fakt, ze uzywanie terminu ,,dendrymer” (z greckiego dendron = drzewo,
meros = czes¢) na okre$lenie tej nowej grupy zwiazkow, zostalo zaproponowane wlasnie
przez Tomalig. Kolejny wktad w chemi¢ dendrymeréw wniesli Hawker i Frechet prezentujac
w roku 1990 syntez¢ zwiazkow poli(aryloeterowych) wedlug nowej metody syntetycznej, tj.
strategii zbieznej, bgdacej komplementarna do dotychczas stosowanej metody rozbieznej
(Rozdziat 1.1.4.2.).

Lata 90-te XX wieku stanowia przelom w rozwoju chemii dendrymeréw. Znaczny
wzrost zainteresowania ta grupa makroczasteczek odzwierciedlil si¢ w ilosci publikacji 1
patentow, narastajacej gwaltownie z kazdym rokiem. Przy czym w pierwszej potowie lat 90-
tych prace skoncentrowane byly przede wszystkim na opracowaniu nowych,
efektywniejszych metod syntezy dendrymer6éw, umozliwiajacych otrzymanie produktu w
znacznie krotszym czasie oraz w mniejszej ilosci etapow (Rozdziat 1.1.4.3.). W tym samym
czasie zaczgly rowniez powstawac pierwsze nowe dendrymery, rozniace si¢ od tych
klasycznych, zbudowanych przy uzyciu jednego typu monomeru (AB,, gdzie n > 2) i
posiadajacych jednakowo sfunkcjonalizowana powierzchni¢ (Rysunek 4). Synteza nowych
makroczasteczek, zawierajacych w swojej strukturze rézne bloki budulcowe (monomery, np.
AB, i CD,, gdzie n > 2), zwanych dendrymerami blokowymi (ang. block dendrimers) lub
kodendrymerami (ang. codendrimers), zostala zapoczatkowana w grupie Frechet’a.™
Ogromna liczba dendrymeréw tego typu, z coraz bardziej wyszukang budowa, jest
otrzymywana do dnia dzisiejszego. Klasyfikuje si¢ je do trzech glownych grup, tj.
kodendrymerow warstwowych, segmencyjnych i powierzchniowych, przy czym dwie ostatnie

grupy okreglane sa czesto jako dendrymery typu ,,Janus”.*°

http://rcin.org.pl



Dendrymery z dwoma lub wigksza liczba typéw grup terminalnych szybko
wzbudzily szersze zainteresowanie ze wzgledu na to, ze ich heterofunkcyjno$é pozwala na
polaczenie kilku réznych wlasciwosci w jednym zwiazku. W efekcie, od drugiej potowy lat
90-tych rozpoczela si¢ synteza heterobifunkcyjnych dendrymeréw z naprzemiennym'’ badz
statystycznym®® rozkladem grup terminalnych. Od polowy za§ 1-ego 10-lecia XXI wieku
zaczgly pojawiaé si¢ makroczasteczki zawierajace co najmniej 3 typy grup terminalnych,
»19

mogacych ulega¢ ortogonalnej post-modyfikacji, jak np. tzw. ,fruit-salad trees

zsyntetyzowane przez Steffensen’a i Simanek’a.

dendrymery dendrymery
z aktywnym rdzeniem ze sfunkcjonalizowanym wnegtrzem
M3
klasyczny
dendrymer
1978 ~1990 t t

| Funkcjonalizacja rdzenia i wnetrza dendrymeru |

— kodendrymery:

warstwowe segmencyjne powierzchniowe

— dendrymery
heterobifunkcyjne
z roznym rozkladem
grup terminalnych:

naprzemiennym statystycznym

—= dendrymery typu
wiruit-salad tree”

| Wariacje w funkcjonalizacji powierzchni dendrymeru |

Rysunek 4. Ewolucja dendrymerow.

Odejscie od klasycznego postrzegania rdzenia / grupy centralnej czy wnetrza
dendrymeréw jako nieaktywnych elementow strukturalnych, pozwolilo na dalsza ewolucj¢

tych makroczasteczek. Polegata ona na wprowadzeniu funkcyjnos$ci do wspomnianych czesci
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dendrymeru i rozpoczela sie juz w latach 90-tych.?’ Pierwsze 10-lecie XXI wieku przyniosto
ogromny rozwdj zarowno chemii dendrymerow posiadajacych aktywny rdzen (np. chromofor,
grupe o aktywno$ci Kkatalitycznej, elektrochemicznej), jak i chemii dendrymerow ze
sfunkcjonalizowanym wnetrzem, gdzie grupy funkcyjne moga by¢ zlokalizowane we

wszystkich® badz w konkretnych generacjach.?

1.1.4. Synteza dendrymerow
1.1.4.1. Wprowadzenie

Dendrymery okreslane s jako nowe materialty polimerowe, gdyz zarowno pod
wzgledem otrzymywania, jak 1 wlasciwosci znacznie r6znig si¢ od klasycznych polimerow. W
przeciwienstwie do nich, dendrymery sa syntetyzowane w $cisle kontrolowanych warunkach,
ktére prowadza do zwiazkéw o doktadnie okreslonych masach czasteczkowych (zwiazkow
monodyspersyjnych) 1 bardzo regularnej strukturze. Istota struktury tej nowej klasy
syntetycznych makroczasteczek jest dobrze zdefiniowany i powtarzalny schemat rozgatgzien,
przypominajacy gal¢zie drzewa. Dzigki wykorzystania szerokiej gamy substratow i typow
reakcji chemicznych mozliwo$ci otrzymywania nowych struktur dendrymerycznych sa
praktycznie nieograniczone. Poprzez umiejetny dobdr rdzenia oraz blokéw budulcowych
(monomeréw) mozna skonstruowa¢ dendrymer o zadanych parametrach strukturalnych,
takich jak np. rozmiar, ksztalt, gigtkos¢ czy wielko§¢ wolnych przestrzeni
wewnatrzczasteczkowych. Teoretycznie mozna réwniez zaplanowaé wiasciwosci fizyczne 1
chemiczne dendrymeru w stopniu nieosiagalnym w standardowych procesach polimeryzacji.
Co wigcej, mozliwa jest zmiana tych wlasciwosci w wyniku modyfikacji licznych grup
koncowych dendrymeru.

Synteza dendrymerow jest w wigkszos$ci przypadkow wielokrotna sekwencja dwoch
prostych reakcji chemicznych, podczas ktorej operuje si¢ dwiema badz trzema réznymi
grupami funkcyjnymi. Kazda calkowita sekwencja prowadzi do dendrymeru wyzszej
generacji z podwojona liczba grup koncowych i1 w przyblizeniu podwojona masa
czasteczkowa w poréwnaniu do generacji poprzedniej. Teoretycznie wige, synteza
dendrymeru wydaje si¢ by¢ procesem tatwym do przeprowadzenia, jednakze w
rzeczywistosci jest ona wyjatkowo zmudna 1 czasochtonna. Co wigcej, koncowa wydajnos¢,
pomimo stosowania reakcji wysoce selektywnych, jest na ogét niska. Z pozostatych wad
nalezy wymieni¢ wysokie koszty syntezy, tym wyzsze im wigksza jest makroczasteczka, oraz
ograniczenia dotyczace mozliwosci uzyskania dendrymeréw wyzszych generacji bez

defektow strukturalnych. Konsekwencja tej sytuacji jest komercyjna dostgpnos¢ tylko
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niewielu klas dendrymeréw, tj. dendrymeréw poliamidoaminowych (PAMAM®, Sigma-
Aldrich), polipropylenoiminowych (DAB®, Sigma-Aldrich), fosforowych (PMMH, Sigma-
Aldrich) oraz dendrymerow kwasu 2,2-bis(hydroksymetylo)propionowego (bis-MPA,
Polymer Factory Sweden).

Glownym czynnikiem implikujacym trudno$¢ dendrymeryzacji jest czynnik
stereochemiczny. To wlasnie przestrzenna dostgpnos¢ grup funkcyjnych na kazdym etapie
dendrymeryzacji stanowi najwazniejszy problem w syntezie dendrymeréw. Jednym z
powodow ograniczonego dostgpu do wszystkich terminalnych grup funkcyjnych
makroczasteczki jest ich tendencja do zawijania si¢ do wnetrza dendrymeru (ang.
backfolding). Zjawisko to zalezy zarowno od czynnikdw zewngtrznych, takich jak np. rodzaj
rozpuszczalnika, jak 1 od wewngtrznej budowy dendrymeru, np. gigtkosci elementow
strukturalnych, mozliwosci oddziatywan wewnatrzczasteczkowych pomigdzy sasiednimi
fragmentami. Drugim czynnikiem sa zawady steryczne pojawiajace si¢ na powierzchni
dendrymeru. Liczba reaktywnych grup terminalnych ro$nie wyktadniczo ze wzrostem
generacji, co prowadzi do ich coraz ggstszego upakowania na powierzchni dendrymeru
(zatloczenia przestrzennego), az dla pewnej generacji osiagany jest stan zwany krytyczna
gesto$cia upakowania de Gennes’a (ang. de Gennes dense packing) lub efektem starburst
(ang. starburst limit effect).”® Przejawia si¢ on niemoznoscia przytaczenia kolejnej generacji
monomeréw w sposob ilosciowy, tj. poprzez przereagowanie wszystkich terminalnych grup
funkcyjnych dendrymeru. Stan ten osiagany jest przy roznych wartosciach generacji w
zalezno$ci od takich czynnikéw jak, m.in. rozmiar i funkcyjno$¢ rdzenia oraz monomerow.
Na przyktad dla dendrymeréw PAMAM zbudowanych na rdzeniu amoniaku punkt krytyczny
(ang. starburst limited generation) osiagany jest przy generacji dziesiatej. Tak wigc przy
projektowaniu dendrymeru, zwlaszcza wyzszej generacji, nalezy uwaznie rozpatrzy¢ nie tylko
czynniki chemiczne, ale przede wszystkim czynniki stereochemiczne, takie jak dhugosci i katy
wigzan, odlegtosci migdzyatomowe, rozmiary atomoé6w rdzenia 1 blokéw budulcowych
dendrymeru.

Synteza dendrymeréw prowadzona jest przy wykorzystaniu szerokiego asortymentu
reakcji 1 metod zardwno klasycznej, jak 1 nowoczesnej chemii organicznej. Dzigki temu
mozliwa jest synteza makroczasteczek o zréznicowanej budowie, m.in. opartej na zwiazkach
alifatycznych i aromatycznych [np. dendrymery poli(eterowe), poli(estrowe), poli(amidowe),
poli(fenylowe),  poli(fenyloacetylowe)], = metaloorganicznych,  krzemoorganicznych,
fosforoorganicznych,*  aminokwasach,” porfirynach, itp. Dendrymery sa rowniez

otrzymywane na drodze reakcji enzymatycznych. Pierwsza taka synteza zostata opisana w
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roku 1998.2° Dendrymer pierwszej generacji na rdzeniu poli(e-kaprolaktonu) (PCL) uzyskano
metoda selektywnego acylowania pierwszorzedowych, hydroksylowych grup koncowych
tancuchow PCL z udziatem lipazy B Candida antarctica.

W przeciwienstwie do reakcji polimeryzacji, dendrymeryzacja moze przebiegad
zarowno z utworzeniem wiazan kowalencyjnych, jak i niekowalencyjnych czy tez w procesie
samoorganizacji (ang. self-assembly). Przykladem jest proces otrzymywania dendrymerow
metaloorganicznych, w ktorym po dodaniu soli metalu nastgpuje samoorganizacja dendrondw
zawierajacych elementy chelatujace wokot jonu metalu jako rdzenia.”’

Rozpatrujac metodologi¢ syntezy, dendrymery otrzymuje si¢ zardwno poprzez
klasyczna syntezg¢ w roztworze, jak i poprzez syntez¢ na nos$niku statym. Synteza na no$niku
statym jest glownie wykorzystywana do przygotowania dendrymerow peptydowych lub
glikopeptydowych.?® Najbardziej znanym przykladem sa dendrymery polilizynowe, sposréd
ktérych podstawowe struktury (tetra- 1 oktamery) znajduja zastosowanie jako nosniki w tzw.
systemach MAP (ang. Multiple Antigenic Peptide).?® Dendrony polilizynowe przytaczone do
zywicy sa dostgpne komercyjnie (Novabiochem, Sigma-Aldrich, Bachem). Istnieja réwniez
nieliczne przyktady dendrymeréw niepeptydowych zsyntetyzowanych na no$niku stalym.go
Migdzy innymi, Bradley’owi i wsp. udalo si¢ otrzymac ta metoda dendrymery PAMAM G4
zbudowane na rdzeniu dipropylenotriaminy.®!

Synteza dendrymeréw moze by¢ zrealizowana na kilka réznych sposobow, sposrod
ktorych do podstawowych strategii naleza synteza rozbiezna (ang. divergent, inside out) oraz
synteza zbiezna (ang. convergent, outside in). Najbardziej widoczng réznica miedzy obiema
metodami jest Kierunek syntezy dendrymeru — w procedurze pierwszej synteza dendrymeru
przebiega od rdzenia do jego peryferii, natomiast w procedurze drugiej w kierunku
odwrotnym, od peryferii do rdzenia. I tak, pierwsze dendrymery zsyntetyzowane metoda
rozbiezna powstaty w zespole Vogtle’a juz w roku 1978.%

W celu uproszczenia i przyspieszenia syntezy, a takze aby utatwi¢ oczyszczanie
produktu koncowego, opracowano nowe metody syntezy dendrymeroéw, takie jak: metode
hipermonomeru (ang. hypermonomer method, branched monomer approach), metodg
hiperrdzenia (ang. double-stage convergent method, hypercore approach), metodg
podwojnego wzrostu wykladniczego (ang. double-exponential method) oraz metodg
ortogonalna (ang. two-step approach, two monomer approach, AB,-CD, approach, the

orthogonal coupling method).
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1.1.4.2. Podstawowe metody syntezy dendrymerow

Synteza dendrymeru przy wykorzystaniu strategii rozbieznej rozpoczyna si¢ od
wielofunkcyjnej czasteczki rdzenia By, (n > 2), do ktérej dobudowywane sa kolejne generacje
dendrymeru poprzez sekwencyjne przytaczanie blokow budulcowych, tzw. monomerow
(Schemat 1). Wykorzystywane monomery maja struktury typu AB, (n > 2), tzn. posiadaja
dwa rozne rodzaje grup funkcyjnych (A i B), ktére sa zdolne do reagowania ze soba
(komplementarne wzglgdem siebie). Aby zapewni¢ kontrolg nad synteza dendrymeru, grupa
A wystepuje w monomerze w postaci reaktywnej, podczas gdy grupy B — w formie
dezaktywowanej / chronionej. Przylaczanie monomerow do czasteczki substratu (rdzenia lub
rosnacego dendrymeru) odbywa si¢ poprzez tworzenie wiazania chemicznego pomigdzy
grupa funkcyjna A monomeru a jedna z zaktywowanych grup funkcyjnych B substratu.
Aktywacja moze by¢ realizowana m.in. przez reakcj¢ deprotekcji czy sprzegnigcia z inna
czasteczka. Najczesciej wykorzystywane sa monomery trojfunkcyjne AB;, ktore po
przytaczeniu do rdzenia (na ogoét dwu-, trdj- lub czterofunkcyjnego) daja pierwsza generacje
dendrymeru. Nastepne dwa etapy, polegajace na aktywacji grup peryferyjnych B powstalego
zwiazku 1 ich sprzegnigciu z kolejna porcja takiego samego monomeru, prowadza do
otrzymania dendrymeru drugiej generacji. Poprzez powtarzanie tych dwoch etapoéw uzyskuje

si¢ dendrymer o zadanym rozmiarze.

monomer
sprzegame .%‘aktvwaqa ’&:L sprzgganie %aktvwaqa %
rdzen

dendrymer dendrymer dendrymer dendrymer

T

® } aktywne grupy funkcyjne,
_ _— komplementarne
sprzeganie aktywacja wzgledem siebie
sprzeganie @ hieaktywna grupa
funkcyjna (zabezpieczona)
G=3 G=4
dendrymer dendrymer

Schemat 1. Synteza dendrymerow zgodnie ze strategia rozbiezna.

Przykladami dendrymeréw zsyntetyzowanych metoda rozbiean sa m.in.
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otrzymane do generacji dziesiatej. Dendrymery polilizynowe, zbudowane na rdzeniu amidu
difenylometylo-L-lizyny, powstalty w grupie Denkewalter’a w wyniku sekwencji reakcji
sprzggania z estrami p-nitrofenylowymi  di-Boc-L-lizyny i deprotekcji kwasem
trifluorooctowym (Schemat 2). Natomiast dendrymery PAMAM na rdzeniu etylenodiaminy
(EDA) zostaty zsyntetyzowane przez Tomali¢ 1 wsp. poprzez alkilowanie grup aminowych za
pomoca akrylanu metylu, a nast¢gpnie aminoliz¢ terminalnych grup estrowych etylenodiaming

(Schemat 3).**

AT 2 ®

o 0 07 NH o

\go /%)L”W\%N%H O
V\/\V)L etap 1 j\HJ<

HN
/\/\/®T?H\/\/\')L O/go
CF3;COOH
etap 2
G1 powtorzenle
NH; etapow 1i2
HoN
HoN O
(0] O~ 'NH H (e}
ZNWNW\/@T(NMN
NH, M o) o NH M O —_—
G10
NH  NH, powtorzenie
etapéw 1i2

o}

H,N ©
2 \/\/\®)k”
NH, G2 I NH,

Schemat 2. Synteza dendrymeru polilizynowego metoda rozbiezna. Rozgalezienia dendrymeru
(zaznaczone zielonym kolem) sa efektem przytaczenia ,,rozgal¢zionego” monomeru.

W metodzie rozbieznej, w przeciwienstwie do metody zbieznej, wykorzystywane sa
zarOWno monomery ,,rozgalg¢zione”, tj. posiadajace trj- lub czterorozgalezione centrum, jak
rébwniez monomery ,,liniowe”, nie posiadajace takiego centrum (Schemat 4). Te ostatnie
mozna okresli¢ jako ,,zamaskowane” monomery typu AB,, gdyz w etapie sprze¢gania
wystepuja jako typ AC i dopiero etap aktywacji powoduje transformacje¢ funkcyjnosci C
przylaczonego monomeru w funkcyjno$¢ B. Synteza dendrymeru z udziatem monomerow

,liniowych” przebiega z wytworzeniem rozgalgzieh W etapie sprzggania, poprzez
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przylaczenie dwoéch monomeréw do kazdej grupy funkcyjnej rdzenia lub rosnacego
dendrymeru (Schemat 4:a), badz w etapie aktywacji (Schemat 4:b). Konsekwencja sa
dendrymery, ktére posiadaja po etapie sprzggania terminalne grupy funkcyjne innego typu niz
po etapie aktywacji. Nie obserwuje si¢ tego w przypadku dendrymerow syntetyzowanych
przy uzyciu monomerdw ,,rozgal¢zionych”, gdzie rozgalezienie jest wprowadzane wraz z
monomerem przez jego pojedyncze przylaczenie do kazdej grupy funkcyjnej substratu
(Schemat 4:c). Dendrymery te posiadaja ten sam typ terminalnych grup funkcyjnych: w
formie chronionej po etapie sprz¢gania i odbezpieczonej po etapie aktywacji.

Na ogét synteza z udzialem monomeréw ,rozgatezionych” jest tatwiejszym

wariantem konstrukcji dendrymeréw, zapewniajacym wigksza kontrole i czysto$¢ finalnego

produktu.
O N
0 ~"NH,
CO,Me HaN A~
MeO,C H
/\/NH2
ZCo,Me N o
NH MeOH
H N/\/ 2 e
2 MeOH CO,Me H2N\/\N o HN
CO,Me H 1
etap 1 2 GO.5I etap 2 G1 I NH,
O
/\/H O H ~_-NH,
H,N o} N
- . © H
0 07 NH
powtdrzenie NH 0}
etapow 1i2 J/ HN NH,
H,N HN™ ™0 0
N/\/NH2
8 H
HoN™ >
0 o HN YO . |G10
HN\I\ H G2 I powtdrzenie
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Schemat 3. Synteza dendrymeru PAMAM (na rdzeniu EDA) metoda rozbiezna. Rozgatezienia
dendrymeru (zaznaczone zielonym kotem) powstaja na atomie azotu terminalnych grup aminowych w
wyniku reakcji z monomerem ,,liniowym”.

Przyktadami dendrymeréw skonstruowanych za pomoca ré6znych monomeréw sa
wspomniane wczesniej dendrymery polilizynowe i poliamidoaminowe. W obu przypadkach
wystepuja rozgatezienia typu 1—2 wynikajace z uzycia monomeru AB;. Jednakze w syntezie

dendrymeru polilizynowego rozgal¢zienia zostaly wprowadzone jako ,,gotowe” poprzez
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sprzegnigcie grupy aminowej z estrem p-nitrofenylowym di-Boc-L-lizyny, bedacym
monomerem ,rozgalezionym” (Schemat 2). Natomiast w dendrymerach PAMAM
rozgalgzienia powstaly na atomie azotu grupy aminowej w etapie sprzggania W Wyniku jej
reakcji z akrylanem metylu, tj. monomerem ,linlowym”. Generacje potowkowe tych
dendrymerow posiadaja estrowe grupy terminalne, za$ generacje catkowite — grupy aminowe
(Schemat 3). Natomiast w syntezach m.in. dendrymeréw poli(glicerolowych) (PGly) G3%,
poli(estroaminowych)®, podobnie jak w syntezie dendrymeréw PAMAM, zostaly
wykorzystane monomery ,liniowe”, ale rozgal¢zienia powstaly w procesie aktywacji.
Pierwsza z nich obejmowata reakcj¢ allilowania grup hydroksylowych chlorkiem allilu, a
nastepnie reakcje dihydroksylowania alkenu (Schemat 5), podczas gdy druga polegata na
wyjsciu od piperazyny jako rdzenia i potraktowaniu jej chlorkiem akrylowym, a nastgpnie

reakcji z dietanolaming. Powtorzenie tej sekwencji reakcji prowadzilo do dendrymerow

posiadajacych akrylowe lub hydroksylowe grupy terminalne.

C B
aktywacja
_—
%c }QB
a)
monomer C

Lliniowy”
V b) BA_/ aktywaqa
powierzchnia /\

dendrymeru sprzeganie

lub rdzen
\ B
sprzeganie
\) aktywaqa
o BA B,
BZ
() =rozgatezienie

@B A i B = reaktywne grupy funkcyjne,
z komplementarne wzgledem siebie

A monomer
,rozgateziony”

}BP@B

B, i C = niereaktywne grupy funkcyjne

Schemat 4. Synteza dendrymeru metoda rozbiezng wykorzystujaca monomery ,,liniowe” (a, b) lub
monomery ,,rozgatezione” (c).

Strategia rozbiezna posiada istotne wady. Wraz ze wzrostem generacji pogarsza si¢
czystos¢ oczekiwanego produktu, co jest wynikiem wzrastajacej liczby reakcji
przeprowadzanych na pojedynczej czasteczce przechodzacej z jednej generacji do nastepne;.
Aby otrzymywany dendrymer byl pozbawiony zanieczyszczen produktami niepetnego

podstawienia, reakcje na kazdym etapie przylaczania i aktywacji musza zachodzi¢ catkowicie
16

http://rcin.org.pl



dla  wszystkich grup funkcyjnych dendrymeru. Jednakze prawdopodobienstwo
przeprowadzenia reakcji ze 100%-owa konwersja maleje ze wzrostem dendrymeru, gdyz
liczba grup terminalnych ros$nie wyktadniczo prowadzac do ich gestego upakowania i
zwiazanych z tym zawad sterycznych. Pomimo wydhluzania czasu trwania poszczegdlnych
etapow oraz stosowania duzych nadmiardéw substratow, wystapienie statystycznych defektow
jest nieuniknione. Ponadto, dendrymery z defektami strukturalnymi bardzo trudno oddzieli¢
przez proste techniki oczyszczania, ze wzgledu na niewielkie roznice w strukturze i
wilasciwo$ciach w poréwnaniu z dendrymerem wiasciwym. Migdzy innymi dlatego, pomimo
stosowania selektywnych reakcji, synteza dendrymeréw jest zmudna i czasochtonna a
koncowa wydajnos¢ niska. Np. dendrymer poli(propylenoiminowy) piatej genercji (PPI G5),
w przypadku ktérego Srednia selektywno$¢ reakcji wynosita 99.5%, zostat otrzymany z

zaledwie 29 % wydajnoéciac.36
HO

|
H HO&H HjB_/ OH

HO 0] — 0]
OH Ol O—/_ o
NBu4Br, 0s04, NMO,

OH NaOH 0 tBuOH, H20 o]

OH
etap 1 GO.5| | etap 2 a1 I
— OH OH
HO OH OH
O OH
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HO O OH
(0]
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powtdrzenie
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Schemat 5. Synteza dendrymeru poli(glicerolowego) metoda rozbiezna z uzyciem monomeru
,linlowego”. Rozgaltezienia dendrymeru (zaznaczone zielonym kolem) powstaja poprzez etap
aktywaciji.

Do zalet metody rozbieznej nalezy tatwo$¢ szybkiego tworzenia biblioteki
dendrymeréw roznych generacji przez mozliwos$¢ przerwania reakcji na dowolnym etapie

oraz mozliwo$¢ automatyzacji syntezy. Z tych wzgledow, synteza komercyjnie dostgpnych
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dendrymeréw PAMAM i pPI*’ prowadzona jest wciaz wedhug procedury rozbieznej. Ponadto
umozliwia ona syntez¢ wysokoczasteczkowych dendrymeroéw chociaz nie jest mozliwe

otrzymanie strukturalnie idealnych dendrymeréw wysokich generacji.

Alternatywna metoda jest Synteza zbiezna opracowana w latach 1989-1990 przez
Hawker’a i Frechet’a.®® W strategii tej najpierw sa otrzymywane galezie dendrymeru, tzw.
dendrony, ktore nastgpnie laczy si¢ z wielofunkcyjnym rdzeniem (Schemat 6). Synteza
dendronu prowadzona jest z uzyciem monomeru typu AB,, ktory posiada reaktywne grupy
funkcyjne B 1 dezaktywowana / chroniona grupg A. W pierwszym etapie monomer poddaje
si¢ reakcji ze zwiazkiem, ktory stanowi¢ ma grupy peryferyjne finalnego dendrymeru.
Najczesciej sprowadza si¢ to do wprowadzenia ochrony na grupy B monomeru. W ten sposéb
otrzymywany jest dendron G1. Kolejne dwa etapy, tj. aktywacja grupy centralnej dendronu
(ang. focal group) i sprzegnigcie jej z monomerem AB;, prowadza do dendronu G2. Kazde
powtdrzenie tych dwoch etapoéw skutkuje wzrostem zwiazku o jedna generacjg. Dendrymer
otrzymuje si¢ w ostatnim etapie syntezy w wyniku sprzggnigcia aktywowanych dendronow o

zadanym rozmiarze z wielofunkcyjnym rdzeniem.

R e e e
sprzeganie selektywna sprzeganie selektywna sprzeganie

monomer G=1 aktywacja g=1 G=2 aktywacja Gg=2 G=3

dendron dendron dendron dendron dendron

C ] aktywne grupy funkcyjne,\

E rdzen r  komplementarne
._ wzgledem siebie

—_— —_—
selektywna sprzeganie @ | nieaktywne grupy
aktywacja G=3 +  funkcyjne, zabezpieczone
dendron G=3 u ortogonalnie wzgledem
dendrymer \ siebie

Schemat 6. Synteza dendrymerow zgodnie ze strategia zbiezna.

Przyktadem dendrymerow otrzymanych metoda zbiezna sa m.in. dendrymery
poli(aryloeterowe). Ich synteze rozpoczeto od konstrukcji elementéw peryferyjnych, tj.
reakcji alkilowania alkoholu 3,5-dihydroksybenzylowego bromkiem benzylu (Schemat 7).
Nastepnie uzyskany dendron G1 aktywowano poprzez wymiang grupy alkoholowej na

bromek i sprzggnigto z kolejna czasteczka monomeru. Dwukrotne powtorzenie 2-etapowego
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procesu doprowadzito do dendronu G4, ktory sprzegnig¢to w ostatnim etapie z troéjfunkcyjnym

rdzeniem i otrzymano dendrymer G4.
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Schemat 7. Schemat syntezy dendrymerow metoda zbiezna na przyktadzie dendrymeru
poli(aryloeterowego) G4.

W pordwnaniu z metoda rozbiezna, metoda zbiezna posiada istotng zaletg. Z powodu
ograniczonej liczby reakcji prowadzonych na czasteczce przechodzacej z jednej generacji do
nastepnej mozliwe jest otrzymanie dendrymeréw wolnych od defektow strukturalnych. Na
kazdym etapie propagacji w rosnacym dendronie wystgpuje tylko jedna reaktywna grupa
funkcyjna. Kazdy etap przylaczania stanowi zatem reakcje dwoch dendronow z jednym
monomerem, zas$ etap odbezpieczania to zaledwie jedna reakcja na czasteczke niezaleznie od
jej generacji. Konsekwencja tego jest lepsza kontrola procesu, wigksza czysto$¢ tworzonego
dendrymeru i mniejsze zuzycie odczynnikdw w poréwnaniu z metoda rozbiezna. W strategii
zbieznej uzywanie reagentow w ilosciach rownomolowych badz w niewielkim nadmiarze jest

wystarczajace do przeprowadzania reakcji z odpowiednio duza wydajnoscia. Ponadto
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oczyszczanie produktu, np. metodami chromatograficznymi, jest tatwiejsze niz w strategii
rozbieznej, gdyz réznica mas molowych pomigdzy dendronowym substratem a produktem
reakcji jest znaczna. Po kazdym etapie przytaczania masa molowa produktu jest ponad 2-
krotnie wigksza od masy substratu. Wigksze mozliwosci oddzielenia wiasciwego produktu od
nieprzereagowanych reagentéw czy produktow z defektami strukturalnymi, dopuszczaja
stosowanie w syntezie zbieznej reakcji mniej wydajnych (> 90%). W przeciwienstwie do
tego, w syntezie rozbieznej w celu zminimalizowania wystapienia produktow z defektami
wymagane sg reakcje przebiegajace z wysoka wydajnoscia (> 99%).

Wzrost dendronu w metodzie zbieznej podlega wigkszym ograniczeniom w
poréwnaniu do wzrostu dendrymeru w metodzie rozbieznej. Ich zrodtem sg zaréwno czynniki
chemiczne, jak i stereochemiczne. Wraz ze wzrostem generacji dendronu zmniejsza si¢
bowiem zaréwno reaktywnos¢, jak i dostgpnos¢ grupy centralnej poprzez ktora nastgpuje
przytaczenie dendronu do kolejnej czasteczki monomeru AB,. Nie jest wigc mozliwe
otrzymanie strukturalnie idealnego dendronu wyzszych generacji. Stad, prowadzac syntezg
dendrymeru strategia zbiezna korzysta si¢ z dendrondéw niskiej generacji, gdyz przylaczenie
do rdzenia dendron6w wyzszej generacji jest procesem trudnym lub wrgez niemozliwym. Co
wigcej, przestrzennie rozbudowane dendrony moga powodowaé zjawisko przestaniania
(maskowania) wielofunkcyjnego rdzenia, prowadzace do jego niecatkowitego podstawienia.
W konsekwencji tylko niskoczasteczkowe dendrymery (zwykle generacji < 6) moga by¢
otrzymywane metoda zbiezna.

Synteza zbiezna jest metoda uniwersalna, pozwalajaca na wigksza swobode
syntetyczna niz synteza rozbiezna. Przylaczajac dendrony do réznych rdzeni otrzymuje sig
calkowicie nowe dendrymery tylko w jednym etapie syntetycznym (Rysunek 5:A). Mozna
wigc w szybki sposdb utworzy¢ bibliotek¢ dendrymerdw rézniacych si¢ czasteczka rdzenia,
ktéra moze mie¢ charakter organiczny badz nieorganiczny (kationy metali). Dzigki metodzie
zbieznej otrzymuje si¢ roznorodne dendrymery supramolekularne wykorzystujac proces
samoorganizacji (ang. self-assembly) dendronow zawierajacych elementy chelatujace wokot
odpowiedniego rdzenia (Rysunek 5: B, C).

Dodatkowym atutem procedury zbieznej jest mozliwo$¢ faczenia ze soba dendronow
réznego rodzaju (otrzymanych w oddzielnych syntezach). W przypadku taczenia trzech i
wigkszej liczby dendrondéw wykorzystuje si¢ wielofunkcyjny rdzen, natomiast dwa dendrony
moga zosta¢ polaczone bez jego udziatu, jesli ich grupy centralne (ang. focal point) sa
komplementarne, tj. zdolne do utworzenia wigzania migdzy soba. W ten sposdb mozna

otrzyma¢ asymetryczne dendrymery posiadajace wilasciwosci fizyczne i chemiczne kilku

20

http://rcin.org.pl



dendrymerow. Wérdd nich najwigksza grupe stanowia dendrymery typu ,,Janus” (Rozdzial
1.1.3., Rysunek 4) utworzone z dwoch réznych dendrondéw i znane réwniez pod innymi
nazwami (ang. surface-block dendrimers, segment-block dendrimers, diblock dendrimers, co-

dendrimers, diblock co-dendrimers, asymmetrical dendrimers, bow-tie dendrimers).*
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Rysunek 5. Synteza zbiezna dendrymerdw rozniacych sig rdzeniem (A) oraz przyklady dendrymerow
supramolekularnych otrzymywanych ta metoda: zawierajace kationy metali (B)? lub czasteczke
organiczna (C)* w roli rdzenia.

Otrzymane metoda zbiezna dendrony sa takze wykorzystywane do syntezy
dendrytyczno-liniowych hybrydéw polimerowych,** np. polimerow dendronizowanych42
(Rozdziat 1.1., Rysunek 1).

Wymienione cechy 1 mozliwosci syntezy zbieznej powoduja, ze cieszy si¢ ona

znacznie wigkszym zainteresowaniem niz synteza rozbiezna.

1.1.4.3. Nowe metody syntezy dendrymerow

A) Metoda hiperrdzenia (ang. double-stage convergent method, hypercore approach)
Metoda hiperrdzenia rozpoczyna si¢ od syntezy droga zbiezna dendronu niskiej

generacji posiadajacego zabezpieczone grupy terminalne. Sprzggnigcie go z wielofunkcyjnym

rdzeniem prowadzi do otrzymania dendrymeru, tzw. hiperrdzenia. Jest on w ostatnim etapie

poddawany aktywacji i sprzegni¢ciu z dendronami, ktore moga by¢ tymi samymi zwiazkami,

ktore postuzyty do syntezy hiperrdzenia badz innymi (Schemat 8).

21

http://rcin.org.pl



3 sprzqganle selektywna 2 sprzqganﬁ%;ektyw#

monomer =1 aktywacja G=1 =2 aktywacja G=2 rdzen

dendron dendron dendron dendron .?,

sprzeganie
fp—
| sprzeganie aktywaqa
G= G=2

dendrymer dendrymer
(hiperrdzen)

] aktywne grupy funkcyjne,
komplementarne
wzgledem siebie

nieaktywna grupy

+  funkcyjne, zabezpieczone
ortogonalnie wzgledem
siebie

G=4
dendrymer

Schemat 8. Synteza dendrymerdw zgodnie ze strategia hiperrdzenia.

W poréwnaniu z klasyczng synteza zbiezna, metoda hiperrdzenia posiada istotna
zaletg. Ot0z wykorzystywany w niej hiperrdzen zmniejsza problemy zwiazane z zawada
steryczna, przez co utatwia syntez¢ monodyspersyjnych dendrymeréw wyzszych generacji.
Powierzchniowe grupy funkcyjne hiperrdzenia maja mniejsza zawadg steryczna podczas
etapu sprzggania z dendronami, niz grupy niedendrytycznego rdzenia stosowanego w
metodzie zbieznej. Co wigcej, metoda hiperrdzenia umozliwia szybkie konstruowanie
dendrymerow posiadajacych dwie rézne warstwy: wewngetrzna i zewnetrzna (ang. layer-block
dendrimers). Realizowane jest to poprzez uzycie do syntezy hiperrdzenia i dendronéw dwoch
réznych monomerow.

Powyzsza metoda zostala wprowadzona przez Frechet’a i wsp.*® Otrzymali oni
dendrymery G7 cechujace si¢ gietka warstwa wewngtrzna otoczona przez sztywna warstwe
zewngtrzng. Synteza obejmowata przygotowanie na drodze zbieznej hiperrdzenia G3
posiadajacego 4,4-bis(4’-hydroksyfenylo)pentanol jako blok budulcowy oraz dendronéw
poli(aryloeterowych) G4 opartych na resztach alkoholu 3,5-dihydroksybenzylowego, a
nastepnie ich wzajemne sprzegnigcie zachodzace z wydajnoscia 61% (Schemat 9).

Wada strategii hiperrdzenia jest czasochtonna synteza hiperrdzenia i dendrondw,
ktoéra realizowana jest przy uzyciu podstawowej procedury wzrostu dendrymeru, w zwiazku z

czym sktada si¢ na nig wiele etapéw syntetycznych.
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Schemat 9. Synteza dwuwarstwowych dendrymerow G7 metoda hiperrdzenia.

B) Metoda hipermonomeru (ang. hypermonomer method, branched monomer approach)

W strategii hipermonomeru wykorzystywane sa monomery posiadajace wigksza

liczbg grup funkcyjnych niz typowe monomery AB, czy AB3;. W wyniku zastosowania tych
hipermonomerow (najcze¢sciej typu AB4 i ABg) otrzymuje si¢ dendrymery z tq sama lub
wigksza iloscia grup terminalnych w mniejszej liczbie etapéw. Na przyktad, podczas gdy

synteza dendrymeru G4, majacego 64 aktywne grupy terminalne, prowadzona z uzyciem
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czterofunkcyjnego rdzenia i monomerow AB; wymaga 8 etapow syntetycznych, zastosowanie
monomeréow AB4 pozwala otrzymaé dendrymer z ta sama liczba grup funkcyjnych w 4
etapach (Schemat 10). Metoda hipermonomeru w grupie Mullen’a zostaly zsyntetyzowane
dendrymery poli(fenylenowe) G2 na drodze cykloaddycji Diels-Alder’a z uzyciem monomeru

posiadajacego cztery uktady dienofilowe i1 jeden uktad dienowy (AB4).44

monomer AB, : :

—_—
sprzeganie
sprzeganie aktywacja
rdzen aktywacja
G=1
dendrvmer dendrymer

komplementarne

wzgledem siebie

@ | aktywne grupy funkcyjne, dendrymer
[ |

@ hieaktywna grupa
funkcyjna (zabezpieczona)

Schemat 10. Synteza dendrymerdéw zgodnie ze strategia hipermonomeru.

Jednakze role hipermonomerdéw rzadko peinia wielofunkcyjne czasteczki prostych
zwiazkow, czesciej wykorzystywane sa w tym celu dendrony nizszych generacji. W takim
przypadku, metodg hipermonomeru mozna zdefiniowac jako wieloetapowy wzrost samego
monomeru, podczas ktorego w wyniku jednej reakcji sprzggania mozna otrzymac produkt
rézniacy si¢ o co najmniej 2 generacje od substratu. Przyktadem jest praca Frechet’a 1 wsp.,
ktorzy otrzymali w 3 etapach dendron poli(aryloeterowy) G5 dzigki uzyciu w syntezie
dendronu G2 w roli hipermonomeru AB, (Schemat 11).** Terminalne grupy karboksylowe
hipermonomeru postuzyly do szybkiej syntezy dendronu G3, ktory z kolei po aktywacji jego
grupy centralnej zostat sprzggnigty z hipermonomerem, w wyniku czego nastapil wzrost o
dwie generacje.

Metoda hipermonomeru nie jest obecnie zbyt czesto wykorzystywana do
otrzymywania dendrymeréw, gdyz wiaze si¢ ona z konieczno$cia przygotowania

hipermonomerdéw na drodze wieloetapowej syntezy.

24

http://rcin.org.pl



qQ hipermonomer AB, @ o

@
3 dendron G2 = <§%o S o p
O Q < < pp

Reagenty: HO.
d O )1 o Me o B S
0 = o O.
(i)l O, FsC SiMe;
O @ 2) KoCO3, o’é*o oﬁlo

@o@m otap 1 (ii)C1BSr;I,«I)3rg?1i-6 03/@) \©~go
@"O 3 o o © o o © o o
o P oo TG 5 Y Croe

d X @ o OT(©) 0‘@5
@'O@(é}’@’\o@) @ "@; o . ézg 0
AN c.q £ - ooy ©

or O@o (il (i) &) @‘6{5 ch%;;’@
& o

X=0H—> X=8Br
etap 3

© hipermonomer
@ G3 I etap2 | 53 I AB,

Schemat 11. Synteza dendronu poli(aryloeterowego) G5 metoda hipermonomeru.

C) Metoda podwojnego wzrostu wykladniczego (ang. double-exponential method)

Metoda podwdjnego wzrostu wyktadniczego wymaga monomeru AB; z ortogonalnie
chronionymi grupami funkcyjnymi A i B (Schemat 12). Jest on poddawany selektywnej
aktywacji, zarbwno grupy centralnej A, jak i grup powierzchniowych B, w wyniku czego
uzyskuje si¢ dwa rdznie aktywowane monomery. Reakcja sprzggania monomeru
posiadajacego reaktywne grupy B z dwoma monomerami posiadajacymi reaktywna grupge A
prowadzi do ortogonalnie chronionego dendronu G2. Powtdrzenie procedury na dendronie
G2, tj. przeprowadzenie selektywnych deprotekcji i sprzggnigcie ze soba aktywowanych
dendronow, skutkuje otrzymaniem dendronu G4. Proces wzrostu dendronu zgodnie z tym
schematem moze by¢ kontynuowany dalej albo tez zakonczony synteza dendrymeru poprzez
aktywacje grupy centralnej dendronu i sprzegnigcie z wielofunkcyjnym rdzeniem.

W metodzie podwdjnego wzrostu wyktadniczego efektem powtdrzenia kazdej
sekwencji 3 etapow, tj. 2 reakcji selektywnej aktywacji i reakcji sprzggania, jest podwojenie
generacji dendronu (G1—-G2—G4—...). Ten ,,przeskok generacji” powoduje zmniejszenie
liczby etapow syntetycznych. W poréwnaniu do metody zbieznej, synteza dendronu G4 ulega

skroceniu o 1 etap, podczas gdy dendronu G8 — az 0 9 etapow.
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Schemat 12. Synteza dendrymerow zgodnie ze strategia podwojnego wzrostu wyktadniczego.

Twoérca powyzsze] metody jest Moore 1 wsp., ktorzy zaprezentowali ja realizujac
syntez¢ dendronu poli(fenyloacetylenowego) G4.*° Stanowi ona jedna z najszybszych
procedur syntezy dendrymerow, w zwiazku z czym cieszy si¢ duzym zainteresowaniem.
Zgodnie z ta metoda, przeprowadzone zostaty syntezy wielu dendrymeréw o zréznicowanej
strukturze, m.in. poli(amidowe)*’, poli(eterouretanowe)*® czy poli(estrowe). Sposrod nich na
uwage  zasluguje  przede  wszystkim  synteza  dendrymerow  kwasu = 2,2-
bis(hydroksymetylo)propionowego (bis-MPA). Dendrymery bis-MPA naleza do nielicznej
grupy dendrymeréw dostgpnych komercyjnie. Synteze tych alifatycznych dendrymerow
poli(estrowych) metoda podwodjnego wzrostu wyktadniczego zrealizowali Gitsov i wsp.
(Schemat 13).* W pierwszym etapie przeprowadzili reakcje sprzegania pochodnych kwasu
2,2-bis(hydroksymetylo)propionowego, tj. acetalu z estrem benzylowym. Nastgpnie
otrzymany dendron G2 poddali selektywnej deprotekcji: Kkatalitycznej hydrogenacji
prowadzacej do dendronu z wolna grupa karboksylowa oraz hydrolizie przy uzyciu kwasowej
zywicy polimerowej prowadzacej do dendronu z wolnymi, terminalnymi grupami
hydroksylowymi. W wyniku sprzggnigcia obu nowych dendronéw uzyskali dendron G4,
ktory po etapie aktywacji jego grupy karboksylowej, przytaczyli do trdjfunkcyjnego rdzenia z
wydajnoscia 85%. Deprotekcja ochron acetalowych stanowila ostatni etap w syntezie

dendrymeru bis-MPA G4.
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Schemat 13. Synteza dendrymerow bis-MPA metoda podwojnego wzrostu wyktadniczego.

Metoda podwdjnego wzrostu wyktadniczego, podobnie jak metoda zbiezna, nalezy
do procedur uniwersalnych, umozliwiajacych otrzymanie zaréwno prostych, klasycznych

dendrymerow, jak rowniez dendrymeréw supramolekularnych czy asymetrycznych.

D) Metoda ortogonalna (ang. two-step approach, two monomer approach, AB,-CD;
approach, the orthogonal coupling method)

Metoda ortogonalna polega na rozbieznym lub zbieznym wzro$cie dendrymeru przy
uzyciu dwoch réznych monomerow AB; i CD; posiadajacych chemoselektywne grupy
funkcyjne (Schemat 14). Monomery AB; i CD, sa dobrane w ten sposob, aby centralna grupa
funkcyjna kazdego z nich reagowata tylko z powierzchniowymi grupami funkcyjnymi
drugiego z monomeréw, tj. A z D, B z C. Taka chemoselektywnos$¢ eliminuje koniecznos¢
stosowania w syntezie etapow aktywacji, przez co redukuje liczbg etapow syntetycznych o
potowe. Kazdy etap w metodzie ortogonalnej powoduje wigc wzrost generacji dendronu /

dendrymeru.
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Schemat 14. Synteza dendrymeréw zgodnie ze strategia ortogonalng prowadzona w sposob rozbiezny.

Konsekwencja korzystania w syntezie z dwdch réznych monomerdéw sa dendrymery
czgsto charakteryzujace si¢ struktura warstwowa (ang. layer-block dendrimers), zawierajaca
dwa rodzaje wiazan kowalencyjnych pomig¢dzy warstwami. Wiaze si¢ z tym rdwniez zmiana
typu terminalnych grup funkcyjnych dendrymeru przy przejsciu od jego generacji parzystej
do nieparzystej, jesli jego synteza przebiega w sposob rozbiezny.

Metoda ortogonalna zostala wprowadzona przez Spindler’a i Frechet’a, ktorzy
przeprowadzili syntezg ,,one-pot” dendronu poli(eterouretanowego) G3 z wykorzystaniem
chlorku 3,5-diizocyjanobenzylowego i alkoholu 3,5-dihydroksybenzylowego w roli

monomerdéw AB, i CD5,.>°

ROH

(i)l 80%

O

RO ... HO
bl 0
RO 82%

R= |_/'O'©_€

PPhz

Cul
DEAD ,
Pd (PPhg),Cl, H

Schemat 15. Synteza dendrondw poli(alkinoestrowych) G4 metoda ortogonalna.
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Niestety staba chemoselektywnos$¢ eteryfikacji 1 reakcji tworzenia karbaminianéw nie
pozwolita na otrzymanie dendronéw wyzszej generacji. Udalo si¢ to grupie Zimmerman’a,
ktéra wykorzystujac reakcje estryfikacji Mitsunobu 1 reakcje sprzggania Sonogashiry
terminalnych alkinéw z jodkami arylowymi, zsyntetyzowata z dobra wydajnoscia dendrony
poli(alkinoestrowe) G4 (Schemat 15).>*

Natomiast Yu i wsp. przedstawili po raz pierwszy syntez¢ metoda ortogonalng
chemicznie homogennych dendronéw, tj. zawierajacych w swojej strukturze jeden typ wiazan
(Schemat 16).>* Dendrony poli(aryloalkenowe) G4 zostaly otrzymane poprzez podwojne

powtdrzenie sekwencji reakcji Horner-Wadsworth-Emmons’a i reakcji sprz¢gania Heck’a.
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Schemat 16. Synteza dendronow poli(aryloalkenowych) G4 metoda ortogonalna.

Efektywnos$¢ metody ortogonalnej jest szczegodlnie wysoka w przypadku, gdy
syntez¢ dendrymerow przeprowadza si¢ w jednym naczyniu (ang. one-pot) lub z
wykorzystaniem metodologii ,,click”. Przyktadem jest synteza ,,one-pot” dendrymerow
organofosforowych G4 zrealizowana poprzez zachodzace na przemian reakcje kondensacji i
reakcje Staudinger’a pomigdzy odpowiednimi grupami funkcyjnymi monomerow AB; (A =
NH,, B = PPh,) i CD, (C = N3, D = CHO).> Z kolei Malkoch i wsp. zaprezentowali szybki
dostep do dendrymerow G4 typu Frechet’a oraz typu bis-MPA w wyniku potaczenia w
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metodzie ortogonalnej reakcji click (cykloaddycji 1,3-dipolarnej) z tradycyjnymi reakcjami
estryfikacji/eteryfikacji.>* W przeciwienstwie do nich, grupa Hawker’a projektujac synteze
dendrymeréw metoda ortogonalna skoncentrowata si¢ wytacznie na metodologii ,,click”, tj.
1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej miedzia (CuAAC) i1 fotochemicznym,
rodnikowym sprzeganiu tiol-en (TEC).55 Efektem potaczenia tych dwoch ortogonalnych

reakcji byto otrzymanie dendrymeru G6 zaledwie w ciagu jednego dnia.
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Schemat 17. Synteza dendrymeréw G6 metoda ortogonalng z wykorzystaniem chemii click (reakcji
CuAAC i TEC).

Synteza zostala zrealizowana z wykorzystaniem 2,4,6-tris(alliloksy)-1,3,5-triazyny (TAT)
jako rdzenia oraz monomerow przygotowanych z kwasu 2,2-
bis(hydroksymetylo)propionowego (Schemat 17). Monomer AB, posiadal grupe tiolowa i
dwie grupy azydkowe, za§ monomer CD, — grupe alkinowa i dwie grupy alkenowe.

Pomimo ze metoda ortogonalna umozliwia szybkie otrzymywanie dendrymerow
dzigki redukcji etapéw reakcyjnych i1 oczyszczania, niewiele syntez tego typu zostalo

opisanych w literaturze. Wynika to ze zlozono$ci wymagan metody, tj. koniecznoS$ci
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zastosowania wysoce wydajnych i ortogonalnych reakcji sprzegania z udzialem dwoéch par
ortogonalnych grup funkcyjnych. Co wigcej, ortogonalno$¢ ta narzuca ograniczenie na to,
ktére funkcje moga by¢ wbudowane w struktur¢ dendrymeru bez kolidowania z cyklem

syntetycznym.

1.2. WEASNOSCI DENDRYMEROW W UKEADACH BIOLOGICZNYCH

Dendrymery znajduja si¢ w kregu zainteresowan wielu dziedzin nauki, m.in.
medycyny. Sa one badane zaréwno pod katem mozliwosci ich wykorzystania jako lekow, jak
i no$nikdw substancji leczniczych, materialu genetycznego, antygenéw, kontrastow NMR,
itp. Aby mogty znalez¢ zastosowanie w uktadach biologicznych musza by¢ nietoksyczne i
nieimmunogenne. Poza tym, powinny charakteryzowa¢ si¢ zdolnos$cia do przekraczania bton
biologicznych oraz odpowiednim czasem poéltrwania we krwi, umozliwiajacym osiagnigcie
efektu klinicznego. Niestety wigkszo$¢ dendrymerdéw posiada wysoka toksycznosé, ktora
wyklucza mozliwosci ich wykorzystania do celéw biomedycznych. Przewaznie obserwuje si¢
silng korelacj¢ dodatnia pomigdzy toksycznoscia dendrymeru a jego -charakterem
kationowym. Doktadny mechanizm toksyczno$ci dendrymerdéw kationowych nie zostal
jeszcze w pelni poznany. Przyjmuje sig, ze proces przebiega przez poczatkowa adhezje
zwiazku do ujemnie natadowanej blony komorkowej dzigki oddziatywaniom
elektrostatycznym, w wyniku czego dochodzi do endocytozy lub bezposredniego rozerwania
btony i w konsekwencji do rozpadu komorki.”®

Toksycznos¢ dendrymerow jest wiasciwoscia, ktora moze zaleze¢ od bardzo wielu
parametrow, takich jak budowa chemiczna wngtrza, rodzaj grup terminalnych, rozmiar
(generacja), tadunek, stezenie czy czas.” Liczne prace jednoznacznie wskazuja na zasadniczy
wplyw rodzaju grup peryferyjnych makroczasteczki na wykazywana przez nia toksycznos¢.
Badania przeprowadzone na grupie dendrymeréw melaminowych rozniacych si¢ jedynie
grupami terminalnymi, wykazaly znacznie wyzsza cytotoksycznos¢ 1 hemotoksycznos¢
dendrymeréw kationowych (grupy aminowe, guanidynowe) niz ich analogéw anionowych
(grupy karboksylowe, sulfonianowe, fosfonianowe).® Dendrymery melaminowe z
obojetnymi grupami poli(etylenoglikolu) (PEG) cechowaly si¢ najnizsza toksycznos$cia.
Najprawdopodobniej spowodowane jest to brakiem mozliwosci adhezji makroczasteczek z
ujemnie natadowanymi lub obojg¢tnymi ugrupowaniami powierzchniowymi do ujemnie
naladowanych bton komorkowych drobnoustrojéw. Podobne wyniki obserwowane sa w

przypadku innych dendrymeréw. Np. dendrymery PAMAM zawierajace aminowe grupy
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terminalne sa duzo bardziej toksyczne od ich odpowiednikow z grupami karboksylowymi czy
hydroksylowymi.*

Toksyczno$¢ dendrymeréw z aminowymi grupami terminalnymi silnie zalezy od
rzedowosci tych grup. Dendrymery z 1-rzegdowymi grupami aminowymi wykazuja
najbardziej szkodliwe dzialanie, za$ te z 3-rzgdowymi — najmniejsze. Thumaczy si¢ to tym, ze
podstawienie atomoéw wodoru grup aminowych resztami alkilowymi prowadzi do silniejszego
ostaniania zasadowych atomoéw azotu i1 w rezultacie oslabienia ich oddzialywan
elektrostatycznych z btonami komorkowymi. ,,Wygaszanie” toksycznego dziatania 1-
rzedowych grup aminowych poprzez ich alkilowanie jest jednym ze sposobow otrzymywania
mniej toksycznych zwiazkow. Inherentna toksyczno$¢ dendrymeréw zakonczonych grupami
aminowymi zmniejsza si¢ réwniez poprzez ich acetylacje, PEGylacj¢ czy modyfikacje
resztami cukrowymi.®

Silne wlasciwosci toksyczne wnosza do makroczasteczki nie tylko ugrupowania
kationowe, ale rowniez apolarne, np. reszty aromatyczne czy alifatyczne, dlugotancuchowe
reszty kwasow  tluszczowych.®®  Mechanizm toksycznego dziatania dendrymerow
zakonczonych takimi niepolarnymi ugrupowaniami sprowadza si¢ do dezorganizacji btony
komorkowej w wyniku stabych oddziatywan hydrofobowych pomigdzy dwuwarstwa lipidowa
a grupami terminalnymi makroczasteczki. Nie zawsze jednak wprowadzenie reszt
hydrofobowych do zwiazku musi wigza¢ si¢ ze wzrostem jego toksycznosci. Np. w
przypadku dendrymeréw kationowych PAMAM G3 1 G4 okazalo sig, Ze ich cytotoksyczno$é¢
ulegla redukcji po przylaczeniu sze$ciu reszt kwasu laurynowego, aczkolwiek wigkszy
stopien modyfikacji powierzchni znosil ten efekt.®? Rowniez w grupie dendrymerow
amfifilowych zaobserwowano spadek cytotoksycznosci w wyniku zwigkszenia udziatu
regionu hydrofobowego (Rysunek 6).%®

Generacja makroczasteczki (rozmiar, masa czasteczkowa) silnie decyduje o jej
stopniu szkodliwo$ci. Obserwuje si¢, ze cytotoksyczno$¢ i hemotoksycznos¢ dendrymerdéw
zakoficzonych wolnymi grupami aminowymi (PAMAM® PPI%®) roénie wraz z generacja
(dodatni efekt dendrytyczny). Wiaze si¢ to ze wzrostem liczby grup aminowych, a wigc
réowniez ladunku dodatniego. Z tego wzgledu kazda modyfikacja dendrymeru skutkujaca
wprowadzeniem dodatkowych grup kationowych podnosi jego toksyczno$¢. Np.
zaobserwowano, ze funkcjonalizacja powierzchni dendrymeréw PAMAM resztami lizyny lub
argininy wzmacnia ich toksyczne dziatanie.®® Natomiast dla dendrymerow posiadajacych
toksyczne wngtrze 1 nietoksyczne grupy terminalne, toksyczno$¢ maleje ze wzrostem

generacji (ujemny efekt dendrytyczny). Przyktadem sa dendrymery alkilosilanowe z grupami
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peryferyjnymi  podstawionymi resztami  poli(etylenoglikolu).** Ten ujemny efekt
dendrytyczny tlumaczy si¢ zjawiskiem ekranowania wngtrza przez reszty PEG. Wzrostowi
generacji dendrymeru towarzyszy wigksze upakowanie grup terminalnych, a tym samym

skuteczniejsze odizolowanie wnetrza od otoczenia.
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Rysunek 6. Dendrymery amfifilowe z pojedynczym (bardziej cytotoksyczny) i podwojnym tancuchem
hydrofobowym.

Elastycznos$¢ szkieletu dendrytycznego wydaje sig¢ by¢ réwniez waznym czynnikiem
wplywajacym na wilasnosci toksyczne dendrymeru. Wykazano, Ze kationowe dendrymery
PAMAM sa mniej cytotoksyczne w poroéwnaniu z klasycznymi polimerami liniowymi
zawierajacymi wolne grupy aminowe, np. poli(lizynowymi) (PLL).®" Ttumaczy sig to stabsza
zdolnoscia adhezji dendrymeré6w o mniej gigtkiej 1 globularnej strukturze do btony
komorkowe;.

Dendrymery PAMAM okazaty sie takze mniej hemotoksyczne od dendrymerow PPI
posiadajacych t¢ sama ilo$¢ terminalnych grup aminowych.64 Mozna to wyjasni¢ ich nizszym
stopniem elastyczno$ci z powodu obecnych w ich strukturze sztywnych wigzan amidowych.
Ponadto, dendrymery PAMAM cechuja si¢ mniej kationowym charakterem wngtrza,
ztozonego z ugrupowan amidowych i 3-rzegdowych amin, w poroéwnaniu do wysoce
kationowego wnetrza dendrymerow PPI, opartego wyltacznie na 3-rzedowych grupach
aminowych.

Rodzaj wnetrza makroczasteczki ma duzy wplyw na stopien jej toksycznosci.
Znacznie mniejsza toksyczno$¢ posiadaja dendrymery, ktérych blokiem budulcowym sa
naturalne metabolity, takie jak np. glicerol, aminokwasy, kwasy alifatyczne (np. kwas

bursztynowy, cytrynowy, octowy) czy fenolokwasy.®® Jednakze, w przypadku dendrymerow
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zsyntetyzowanych przy uzyciu zasadowych aminokwasow (lizyna, arginina) obserwuje si¢

toksyczne dzialanie tylko niewiele mniejsze niz dendrymeréw PAMAM.®

1.3. DENDRYMERY ANTYBAKTERYJNE | ANTYBAKTERYJNE SYSTEMY
DENDRYTYCZNE

Dendrymery ze wzgledu na swoja unikalna strukture i wlasciwosci fizykochemiczne,
jak roéwniez szeroka mozliwos¢ uzycia roznych substratow do ich konstrukcji i
funkcjonalizacji, sa zrédtem wielu ciekawych zwiazkow / systemow bakteriostatycznych i
bakteriobdjczych.”® Mozna je podzieli¢ na dendrymery antybakteryjne i antybakteryjne
systemy dendrytyczne.

Wsrod opisanych w literaturze dendrymerow antybakteryjnych wyrdznia sig
dendrymery posiadajace zmodyfikowane grupy terminalne, np. resztami cukrowymi,
ugrupowaniami 4-rzgdowych soli amoniowych czy fragmentami peptydowymi pochodzacymi
od naturalnych peptydow antybakteryjnych, jak rowniez dendrymery niezmodyfikowane,
posiadajace ,,same w sobie” witasciwosci lecznicze (Rysunek 7).

Oddziatywanie
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Rysunek 7. Dendrymery zmodyfikowane (pomaranczowa obwodka) i niezmodyfikowane (niebieska
obwoddka) oraz typy oddziatywan pomigdzy odpowiednimi grupami powierzchniowymi dendrymeru a
btona bakteryjna.

Stanowia one stosunkowo nowy temat zapoczatkowany w roku 1997 przez prace
Magnusson’a i wsp.”* oraz Thompson’a i Schengrund’a.’”” Obie grupy badawcze, niezaleznie
od siebie, zsyntetyzowaly glikodendrymery, czyli dendrymery sfunkcjonalizowane resztami
cukrowymi dziatajace jako inhibitory adhezji bakterii czy toksyn bakteryjnych. Wkrétce i inni
naukowcy zauwazyli antybakteryjny potencjal dendrymerdéw, wynikiem czego bylo
otrzymanie dendrymerow dzialajacych nie tylko bakteriostatycznie, ale i bakteriobdjczo.

Wsrod nich na uwage zastuguja przede wszystkim dendrymery peptydowe, ktore po raz
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pierwszy zostaty otrzymane w roku 2002 przez Tam’a i wsp.73 Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze
aktywnos¢ antybakteryjna posiadaja dendrymery PAMAM otrzymane juz w latach 80-tych,
ale zbadane w tym kierunku dopiero w roku 2007.7

Mechanizm dziatania dendrymeréw antybakteryjnych zalezy przede wszystkim od
rodzaju ich terminalnych grup funkcyjnych badz charakteru ligandéw przytaczonych do ich
powierzchni i w wigkszosci przypadkow nie jest w petni wyjasniony (Rysunek 7).

Dendrymery antybakteryjne, podobnie jak antybiotyki, posiadaja waskie badz
szerokie spektrum dzialania, tzn. ich wptyw ogranicza si¢ tylko do jednej grupy lub rodzaju
drobnoustrojow badz dziataja zardwno na bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne. Czgsto
obserwuje si¢, ze niektore z nich dzialaja efektywniej lub wylacznie na bakterie Gram-
dodatnie, podczas gdy inne na Gram-ujemne. Przyczyny nalezy dopatrywac si¢ w rdoznej

budowie $ciany komorkowej obu grup drobnoustrojow (Rysunek 8).”

Gram-dodatnie Gram-ujemne

<— przestrzen
peryplazmatyczna

o3

btona
komodrkowa

Rysunek 8. Budowa ostony komoérkowej bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych.
Struktura Sciany bakterii Gram-ujemnych jest bardziej ztozona. Bezposrednio przy blonie komdorkowej
znajduje sie przestrzen peryplazmatyczna, w ktorej m.in. obecne sq biatka zwiqzane z opornosciq na
antybiotyki. Nad niq miesci sie pojedyncza warstwa peptydoglikanu, zbudowanego podobnie jak u
bakterii Gram-dodatnich. Nad tq warstwq potozona jest blona zewnetrzna zbudowana z dwoch warstw
lipidow oraz biatek, gdzie zewnetrzna warstwa lipidowa to czqsteczki lipopolisacharydu (LPS).

Poza dendrymerami antybakteryjnymi, znane sa rowniez antybakteryjne systemy
dendrytyczne, w ktorych dendrymer moze petni¢ wiele roznych funkcji, m.in. solubilizanta,
czynnika zmniejszajacego toksycznos¢, czego przyktadem sa nanohybrydy dendrymerow i
nanorurek wegglowych. Jednakze najwigksze zainteresowanie budza te systemy, w ktorych
dendrymer wystgpuje w roli nosnika leku antybakteryjnego, a wigc nalezace do tzw.
systemow dostarczania leku (DDS, ang. drug delivery systems). Wsrod nich mozna odnalezé
przyktady, gdzie dendrymer jest zarowno no$nikiem, jak i zwigzkiem aktywnym biologicznie
(potaczenia synergiczne). Tworcami pierwszego antybakteryjnego systemu dendrytycznego
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byli McManus i wsp., ktorzy w roku 2001 opisali dendrymery PAMAM zawierajace

. 76
nanoczasteczki srebra.

1.3.1. Niepeptydowe dendrymery antybakteryjne

Wsrdd niepeptydowych dendrymerdw antybakteryjnych najwigksza grupg stanowia
dendrymery polikationowe. Pierwsze zwiazki tego typu powstalty w grupie Cooper’a, ktora
przy ich projektowaniu opierata si¢ na informacji dotyczacej antybakteryjnych wtasciwosci
czwartorzedowych soli amoniowych, posiadajacych tancuch alkilowy z co najmniej oSmioma
atomami wegla.”” Dendrymery polipropylenoiminowe (PPI) G3 sfunkcjonalizowane grupami
dimetylododecyloamoniowymi posiadaty aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa ponad 160-
krotnie  wyzsza wobec bakterii E. coli w poréwnaniu z chlorkiem n-
dodecylotrimetyloamoniowym. (Schemat 18).”® Rowniez bakterie Gram-dodatnie S. aureus

byty bardziej podatne na bakteriobdjcze dziatanie dendrymeru.
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Schemat 18. Funkcjonalizacja dendrymeru PPI G3 grupami dimetylododecyloamoniowymi.

Proby ustalenia zalezno$ci pomiedzy struktura chemiczna sfunkcjonalizowanych
dendrymeréw PPI a ich aktywnoscia biologiczna obejmowaly zmiang takich parametroéw, jak:
rozmiar dendrymeru, dlugos¢ hydrofobowego tancucha dimetyloalkiloaminy, rodzaj
przeciwjonu.” Aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa w zaleznosci od generacji dendrymeru
przedstawiala si¢ nastgpujaco: G5 > G4 > G1 > G2 > G3. Badania nad optymalna dlugoscia
przytaczanej do PPI dimetyloalkiloaminy wykazaty nastgpujacy trend:  Cy9 > Cg > Cyp > Cyy
~ Cy6. Okazalo si¢ rowniez, ze zastapienie anionu chlorkowego przez bromkowy powoduje
poprawe aktywno$ci antybakteryjnej dendrymeru. Tak wigc aktywno$¢ dendrymeru zalezy
zarowno od ilosci grup kationowych, jak 1 dlugosci tancucha alkilowego, co sugeruje, ze
miejsca wigzace na zewngtrznej blonie drobnoustrojow charakteryzuja si¢ rozna sita wiazania
krotkich i dlugich ligandéw hydrofobowych (ang. dual binding site theory). Dalsze badania

nad modyfikowanymi dendrymerami PPI wykazaly, ze gléwnym mechanizmem ich
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antybakteryjnego dziatania jest adhezja i uszkodzenia anionowej blony bakteryjnej, co w
konsekwencji prowadzi do lizy komorkowej i $mierci drobnoustroju.®

Wilasciwosci  antybakteryjne  dendrymeréw  sfunkcjonalizowanych — grupami
amoniowymi byly rowniez tematem badaf grupy de la Mata.®! Zsyntetyzowane przez nich
dendrymery karbosilanowe generacji 1 i 2 sfunkcjonalizowane grupami amoniowymi w
wyniku reakcji z 3-dimetyloaminofenolem a nastgpnie czwartorzgdowania jodkiem metylu,
zostaty przebadane na szczepach E. coli i S. aureus (Rysunek 9: G1-A, G2-A). Dendrymery
wykazywaly szczegdlnie dobra aktywnos¢ przeciw bakteriom Gram-dodatnim. Co wigcej,
dendrymer generacji 1 byl efektywniejszy od dendrymeru generacji 2, zwlaszcza w

przypadku E. coli (MIC =4 pg/mL dla G1 i 64 ng/mL dla G2).
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Rysunek 9. Dendrymery karbosilanowe G1 i G2 sfunkcjonalizowane grupami amoniowymi (A, B, C).

Funkcjonalizacja dendrymerow karbosilanowych w wyniku reakcji hydrosililowania
z N,N-dimetylo-N -allilo-N -etylo-etylenodiamina, a nastgpnie reakcji z uzyciem HCI badz
Mel, doprowadzita do otrzymania dendrymerdéw rozpuszczalnych i stabilnych w roztworach
wodnych (Rysunek 9: G1-B,C, G2-B,C).% Wyniki badan mikrobiologicznych pokazaty, ze
rodzaj soli amoniowej (sol 3-rzedowa vs sol 4-rzgdowa) dendrymeru silnie wptywa na jego
aktywnos$¢. Dendrymer przeprowadzony do postaci soli przy uzyciu HCI wykazywat znacznie
nizsza aktywno$¢ antybakteryjna niz jego analog otrzymany przy uzyciu Mel.
Prawdopodobna przyczyna réznicy w aktywno$ciach dendrymerow G2-B i G2-C jest bardziej
hydrofilowy charakter dendrymeru G2-B. Dodatkowo autorzy sugeruja, ze za obserwowany

efekt moze by¢ rowniez odpowiedzialny przeciwjon. Jodki tworza stabsze pary jonowe z
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grupami amoniowymi niz chlorki, co umozliwia silniejsze oddziatywania elektrostatyczne z
ujemnie naladowanymi blonami bakteryjnymi.

Ostatnio Majoral 1 wsp. zsyntetyzowali i przebadali pod katem ich aktywnosci
antymikrobiologicznej dendrymery: wiologenowy GO oraz wiologenowo-fosforowe GO i G1,
tj. dendrymery posiadajace sole 4.,4’-bipirydyniowe jako bloki budulcowe (Rysunek 10).2
Dendrymer wiologenowy zostat zsyntetyzowany w oparciu o trifunkcyjny rdzen CgH3z(CHy)s,
za$§ dendrymery wiologenowo-fosforowe — przy wykorzystaniu trifunkcyjnego
P(S)(NCH3NH,); lub heksafunkcyjnego rdzenia (P3N3)(NCH3NH,)s. Terminalnymi grupami
funkcyjnymi dendrymeréw byty grupy aldehydowe, fosfonianowe badZz PEG. Badania
biologiczne zsyntetyzowanych zwiazkéw wykazaty, ze ich aktywnos¢ antybakteryjna, jak
réwniez niespecyficzna toksyczno$¢ silnie zaleza od takich parametréw, jak generacja
dendrymeru, ilo$¢ reszt wiologenowych, rodzaj rdzenia i1 terminalnych grup funkcyjnych.
Dendrymery z terminalnymi grupami aldehydowymi posiadaty lepsza aktywnos¢
antybakteryjna i nizsza hemotoksyczno$¢ niz ich analogi z grupami fosfonianowymi oraz
lepsza aktywno$¢, lecz wyzsza hemotoksyczno$¢ w poréwnaniu do dendrymeru z grupami
PEG. Najlepszymi wiasciwos$ciami biologicznymi, tj. dzialaniem antybakteryjnym, najnizsza
cyto- 1 hemotoksycznoscia, odznaczat si¢ dendrymer wiologenowy zsyntetyzowany na
rdzeniu CgH3(CH>)3. Wzrost generacji dendrymeréw z GO do G1, wiazacy si¢ ze wzrostem
ilosci reszt wiologenowych, powodowal znaczna poprawe ich dziatania antybakteryjnego,
lecz réwnocze$nie 1 wzrost hemotoksyczno$ci. Ponadto wszystkie dendrymery oddziatywaty

silniej na bakterie S. aureus niz na E. coli.
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Rysunek 10. Dendrymer wiologenowy GO oraz przyktady dendrymer6w wiologenowo-fosforowych
GOi Gl
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Dendrymery PAMAM, otrzymane przez D. Tomali¢ w latach 1984-1985, sa
obiektem wielu badan biologicznych, chemicznych i1 biochemicznych. Proby wykorzystania
ich w medycynie najczgsciej sprowadzaja si¢ do uzycia ich jako no$nikdéw substancji
aktywnych, w tym lekow antybakteryjnych. Jednak niedawno okazalo si¢, ze same posiadaja
wlasciwosci antybakteryjne.74 Grupa Cai wykazata aktywno$¢ bakteriobdjcza dendrymerdw
PAMAM G3 i G5 wobec S. aureus (MIC = 12.5 pg/mL) i P. aeruginosa (MIC = 6.3-12.5
ug/mL). Niestety charakteryzowaly si¢ one rowniez duza cytotoksycznoscia. W celu jej
zredukowania autorzy modyfikowali powierzchni¢ dendrymerow resztami glikolowymi.
Proces pegylacji zmniejszal niespecyficzna toksyczno$¢ dendrymerow, ale réwnocze$nie,
albo znaczaco zmniejszal aktywnos$¢ antymikrobiologiczna (wobec P. aeruginosa), albo
zupehie jej pozbawiat (wobec S. aureus). Efekt ten wzrastal ze wzrostem stopnia pegylacji
dendrymeru. Prawdopodobna przyczyna tego zjawiska bylo zaréwno zmniejszenie liczby
protonowanych grup aminowych, jak réwniez ich przestanianie przez tancuchy PEG. W
konsekwencji dochodzito do zmniejszenia oddzialywan elektrostatycznych dendrymerow z
ujemnie naladowana powierzchnia bakteryjna, a wigc ich dziatania antybakteryjnego.

Ta sama grupa opisata réwniez otrzymywanie przeciwbakteryjnych biomateriatow
tytanowych (implantow ortopedycznych) przez immobilizacj¢ na ich powierzchni
dendrymerow PAMAM G5 zmodyfikowanych resztami glikolowymi 1
niezmodyfikowanych.*

Dendrymery z terminalnymi grupami aminowymi badz amoniowymi przewaznie
posiadaja silne wlasciwosci toksyczne. Nie moga wiec by¢ rozwazane jako potencjalne leki,
chociaz wykazuja dobra aktywnos$¢ antybakteryjna. Poréwnujac wlasciwosci kationowych
dendrymerow, np. PAMAM z ich anionowymi odpowiednikami, mozna zauwazy¢, ze
dendrymery zawierajace powierzchniowe grupy aminowe (kationowe) wykazuja znacznie
wyzsza toksyczno$¢ niz dendrymery anionowe, sfunkcjonalizowane karboksylowymi
grupami powierzchniowymi. Obserwacja ta jest przyczyna podejmowanych prob otrzymania
efektywnych, antybakteryjnych dendrymeréw anionowych.

Potencjat dendrymeréw anionowych do dziatania jako czynniki antybakteryjne po
raz pierwszy zbadano w grupie Grinstaff’a.%® Zsyntetyzowano dwa amfifilowe dendrymery z
kwasu bursztynowego, glicerolu oraz kwasu mirystynowego, posiadajace umiarkowana
aktywnos$¢ antymikrobiologiczna wobec szczepu B. subtilis (Rozdziat 1.2.; Rysunek 6).
Badania cytotoksyczno$ci wykazatly, ze dendrymer z pojedynczym tancuchem hydrofobowym
odznacza si¢ toksycznos$cia, podczas gdy dendrymer z podwojnym tancuchem hydrofobowym

jest wzglednie nietoksyczny. Z kolei Dulger i wsp. otrzymali zarowno dendrymery anionowe,
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jak i ich kationowe analogi (Rysunek 11).2° Dzieki temu mozliwe bylo poréwnanie wpltywu
rodzaju terminalnych grup funkcyjnych dendrymeru na wykazywana przez niego aktywnos$¢
antybakteryjna. Zsyntetyzowane dendrymery (GO-3) zawieraly rdzen
poli(oksypropyleno)triaminowy i gatg¢zie dendrytyczne PAMAM z terminalnymi grupami
aminowymi lub karboksylowymi (Jeffamine-cored polyamidoamine dendrimers - JCPDs).
Wszystkie z nich posiadaty dobre dziatanie antybakteryjne wobec bakterii Gram-ujemnych,
jak i Gram-dodatnich, aczkolwiek dendrymery kationowe byly efektywniejsze od ich
analogow anionowych. Najaktywniejszy z nich, tj. dendrymer kationowy GO, posiadat lepsze
dzialanie niz znany antybiotyk — gentamycyna. Ponadto aktywno$¢ w grupie dendrymerow
kationowych malala ze wzrostem ich generacji (GO>G1>G2), podczas gdy dla dendrymerow

anionowych rosta (G3~G2>G1).
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Rysunek 11. Dendrymer kationowy GO oraz dendrymery G1: anionowy i jego analog kationowy.

Dendrymery neutralne rowniez moga posiada¢ dziatanie antybakteryjne co zostato
zaprezentowane w pracy Kannan’a i wsp.® Badane przez nich dendrymery PAMAM G4 z
terminalnymi grupami hydroksylowymi wykazywaty aktywnos$¢ antybakteryjna wobec E. coli
(MICso = 5.4 mg/mL) oraz brak toksycznosci w stosunku do ludzkich komoérek nabtonka
szyjki macicy. Potencjal dendrymeréw przetestowano in vivo na cigzarnych $winkach
morskich zarazonych szczepem E. coli powodujacym zapalenie blon ptodowych
(chorioamnionitis). Okazato sig, ze zwierzgta leczone dendrymerami PAMAM-OH zostaty

catkowicie wyleczone bez szkodliwego wplywu na ich ptod.

Innym sposobem walki z infekcjami bakteryjnymi jest zapobieganie adhezji komoérek
bakteryjnych do tkanek gospodarza, od ktorej zaczyna si¢ wigkszo$¢ infekcji. Bakterie, jak

réwniez wydzielane przez niektére z nich toksyny, moga przylacza¢ si¢ do komorek
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eukariotycznych poprzez specyficzne oddziatywania cukier — biatko.?’ Obejmuja one gtoéwnie
wigzania niekowalencyjne pomigdzy biatkami powierzchniowymi bakterii / toksynami a
weglowodanami wystgpujacymi w czasteczkach glikoprotein lub glikolipidow komorek
ludzkich. Blokada tych oddziatywan poprzez wprowadzenie inhibitoréw adhezji zmniejsza
ryzyko zakazen.

Glikodendrymery, czyli dendrymery posiadajace na swojej powierzchni reszty
cukrowe nasladujace miejsca wiazania bakterii / toksyn do komorek eukariotycznych, sa
potencjalnymi czynnikami antybakteryjnymi, otwierajacymi nowe mozliwosci zapobiegania
infekcjom we wczesnym stadium.®

Pierwsze antybakteryjne glikodendrymery opisali Magnusson i wsp. w roku 1997.”
Zsyntetyzowali oni dendrymery G1 sfunkcjonalizowane przez 2 do 4 reszt galabiozy (Galal-
4GalP) jako inhibitory adhezji bakterii S. suis, posiadajacych galabiozo-swoiste lektyny.
Wiasno$ci inhibitorowe zostaly zbadane na modelu hemaglutynacji (zjawisko zlepiania si¢
erytrocytow w wyniku dziatania na ich powierzchnig, m.in. bakterii). Najaktywniejszym
okazat si¢ glikodendrymer zawierajacy 4 reszty galabiozy (Rysunek 12). W stezeniu 2-3 nM
hamowat on catkowicie proces hemaglutynacji powodowany przez szczep S. Suis, a wigc byt

efektywnym czynnikiem antyadhezyjnym.
0

HO OH
va AT

H

Rysunek 12. Glikodendrymer G1 z resztami galabiozy.

Dalsze prace prowadzone przez Pieters’a i Wsp.89 doprowadzily do otrzymania
nadzwyczaj aktywnych inhibitorow wzgledem S. suis: glikodendrymeru G2 strukturalnie
opartego na kwasie 3,5-di-(2-aminoetoksy)benzoesowym (MIC = 2 nM) oraz dendrymeru
PAMAM G1 (MIC = 0.3 nM) (Rysunek 13), jak rowniez inhibitoréw wzgledem E. coli z

fimbriami P.%°
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Rysunek 13. Glikodendrymery: aromatyczny G2 i PAMAM G1 z resztami galabiozy.

Wartym uwagi jest rowniez fakt, ze glikodendrymer aromatyczny G1 w wyniku
zastapienia jego krotszych ramion przez dluzsze, okazat si¢ by¢ lepszym inhibitorem wobec
szczepu E. coli posiadajacego mannozo-swoiste adhezyny, niz jego krotkoramienne analogi
aromatyczne G1, G2 i G3 czy nawet glikodendrymer PAMAM G1 (Rysunek 14).%" Tak wiec
aktywno$¢ glikodendrymerow zalezy nie tylko od liczby przenoszonych ligandow

cukrowych, ale réwnie istotna jest struktura dendrymeru oraz rodzaj uzytego tacznika.

o O
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Rysunek 14. Krotko- i dtugoramienny glikodendrymer aromatyczny G1 z resztami mannozy.

Oprécz przedstawionych powyzej glikodendrymerowych inhibitoréw adhez;ji
szczepu S. suis i E. coli znane sa rowniez inhibitory adhezji szczepu P. aeruginosy. Powstaty
one w grupie Pieters’a w wyniku sfunkcjonalizowania reszta cukrowa GalNAcpl-4Gal
dendrymeréw G1 i G2 opartych na kwasie 3,5-di-(2-aminoetoksy)benzoesowym.*? Ponadto

potencjat do dziatania jako czynnik antyadhezyjny wykazuja glikodendrymery Roy’a i wsp.,
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posiadajace szkielet dendrymeryczny powstaly poprzez sprzegnigcie ze soba dwoch prostych

dendrymeréw aromatycznych G2 (Rysunek 15).%
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Rysunek 15. Hetero-dwufunkcyjny glikodendrymer z resztami D-galaktozy i L-fukozy.

Dzigki temu, Ze zawieraja one na swojej powierzchni dwa rodzaje reszt cukrowych: D-
galaktoze i L-fukozg, silnie wiaza si¢ z obydwiema adhezynami P. aeruginosy, tj. lektynami
LecA i LecB. Te hetero-dwufunkcyjne zwiazki prezentuja nowy typ glikodendrymerow
mogacych utworzy¢ jednoczesnie dwa rozne oddziatywania cukier-biatko.

W literaturze glikodendrymeré6w mozna rowniez odnalezé kilka prac na temat
zwiazkow posiadajacych zdolno$¢ neutralizowania toksyn bakteryjnych, takich jak toksyna
cholery wydzielana przez V. cholerae oraz cieplochwiejna enterotoksyna (LT, ang. heat-
labile) ** i toksyna Shiga (werotoksyna)® wytwarzane przez szczepy E. coli.

Ciekawe podejscie do rozwiazania problemu zakazen bakteryjnych uktadu
moczowego pochodzenia odcewnikowego z uzyciem glikodendrymeréw, zaprezentowali Cai
i Wsp.96 W celu zapobiezenia tworzenia si¢ biofilmow patogennych bakterii na cewnikach,
prowadzacych do infekcji, wykorzystali strategi¢ tzw. interferencji bakteryjnej. Polega ona na
uzyciu biofilméw bakterii probiotycznych jako powlok ochronnych przed kolonizacja
patogendéw. Jednakze niska adherencja bakterii probiotycznych do materiatow silikonowych,
z ktorych wykonane sa cewniki, jak i wigkszo$¢ innych urzadzen medycznych, utrudnia
bezposrednie zastosowanie tej strategii. Cai 1 wsp., dzigki wlaczeniu glikodendrymerdw,
udato si¢ stworzy¢ antybakteryjne materialty urologiczne. Autorzy sfunkcjonalizowali
powierzchnig silikonowa dendrymerami PAMAM G5, do ktérych przytaczyli reszty
pochodnych mannozy. Reszty cukrowe postuzyly do utworzenia stabilnego biofilmu

probiotycznego szczepu E. coli, posiadajacego adhezyny (fimbrie) swoiste dla mannozy.
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Badania antybakteryjne udowodnily skuteczno$¢ otrzymanego materialu w zapobieganiu

adhezji uropatogenicznego szczepu E. faecalis.

1.3.2. Antybakteryjne systemy dendrytyczne

Dendrymery, zwlaszcza typu PAMAM, sa szeroko badane jako nosniki lekow.”’
Czasteczki wykazujace aktywno$¢ farmakologiczna moga by¢ umieszczone na powierzchni
dendrymeru poprzez przytaczenie do grup powierzchniowych badz zainkludowane w jego
wnetrzu. Systemy takie projektuje si¢ w celu zwigkszenia efektywnosci dostarczenia,
selektywnosci dzialania i poprawy wiasciwosci farmakologicznych lekow.*® Odpowiednio
zaprojektowany nosnik daje mozliwos¢ kontrolowanego uwalniania leku. Kinetyke
uwalniania leku mozna dostosowa¢ do sytuacji wymagajacej dostarczenia duzego st¢zenia
leku w krotkim czasie lub osiagnigcia optymalnego stezenia leku na stalym i zrownowazonym
poziomie.

Przyktadem moga by¢ koniugaty dendrymeru z penicylina V opisane przez Yang i
Lopina.” Otrzymano je przytaczajac kowalencyjnie czasteczki antybiotyku do powierzchni
dendrymeru PAMAM generacji G2.5 lub G3 za posrednictwem tacznika PEG. Przy czym
przytaczenie penicyliny V. .do PAMAM - PEG zostalo zrealizowane poprzez wigzanie
amidowe badz estrowe. Badania antybakteryjne wobec S. aureus wykazaty brak aktywnosci
koniugatu dendrymer — lek, w ktorym antybiotyk zostal zwigzany wigzaniem amidowym.
Natomiast drugi konjugat z wigzaniem estrowym pomigdzy penicyling V.a PAMAM - PEG
posiadal wtasciwosci antybakteryjne, lecz nie wigksze niz antybiotyk w postaci wolnej (brak
efektu dendrytycznego). Jednakze, potaczenie to pozwolito na powolne, kontrolowane
uwalnianie leku, co w efekcie prowadzito do osiagnigcia optymalnego stezenia leku na statym
1 zrbwnowazonym poziomie, a wigc do polepszenia jego wiasciwosci leczniczych.

Z kolei grupa Kannan’a przedstawita efektywne potaczenie dendrymeru z
azytromycyna do walki z infekcjami bakteryjnymi spowodowanymi przez Chlamydie
trachomatis.'® Koniugat dendrymer — lek zostal otrzymany na drodze kowalencyjnego
pofaczenia dendrymeru PAMAM G4, posiadajacego terminalne grupy hydroksylowe, z
czasteczkami antybiotyku za posrednictwem lacznika, tj. kwasu glutarowego. Wykazywat on
znacznie wyzsza aktywno$¢ antybakteryjna w poréwnaniu z wolng postacia antybiotyku.
Azytromycyna byta uwalniana z dendrymeru w 90% w ciagu 16 godzin w wyniku rozpadu
hydrolitycznie labilnego wiazania estrowego. Zastosowanie tacznika zmniejszajacego zawadg
steryczna wiazania estrowego, jak réwniez obecno$¢ sasiadujacej 3-rzedowej grupy
aminowej, wptywato na przyspieszenie procesu uwalniania leku.
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Dostarczanie antybiotykéw w wyniku ich enkapsulacji w dendrymerze réwniez
zostato zbadane. Wen i wsp. wykazali, ze dendrymery moga wspomoc trudno rozpuszczalny
w wodzie sulfametoksazol (SMZ), tj. lek odznaczajacy si¢ wlasciwos$ciami antybakteryjnymi
przeciwko roznym szczepom bakteryjnym.'® Enkapsulacja SMZ w dendrymerze PAMAM
G3 powodowata wzrost jego aktywnosci antybakteryjnej (4- lub 8-krotny) wobec E. coli.
Efekt ten nie wynikal z synergizmu pomigdzy aktywnoscia leku a aktywnos$cia dendrymeru,
jako ze PAMAM wykazywat dzialanie antybakteryjne wobec E. coli w znacznie wyzszym
stezeniu (2.5 mg/mL). Zatem, przyczyny wzrostu aktywnosci antybakteryjnej
sulfametoksazolu nalezy dopatrywaé si¢ w spowolnieniu uwalniania leku 1 poprawie jego
rozpuszczalnosci na skutek enkapsulacji w PAMAM. Podobne wyniki uzyskano w przypadku
enkapsulacji w dendrymerach PAMAM innych lekdéw przeciwbakteryjnych takich, jak

102

chinoliny (prulifloksacyna, nadifloksacyna)'%? czy sulfadiazyna.'®

Inne antybakteryjne systemy dendrytyczne warte uwagi to biodegradowalne
hydrozele uwalniajace w sposéb ciagly zamknigte w ich wngtrzu czasteczki amoksycyliny,
ktére moga by¢ zastosowane w leczeniu infekcji bakteryjnych u kobiet w ciazy,'™ jak
rowniez systemy uwalniajace ze swego wnetrza w przeciagu 20 dni czasteczki triklosanu i

05

mogace znalezé zastosowanie jako antybakteryjne powloki implantéw.'® Natomiast

kompleksy dendrymeru poliguanidylowego z gatifloksacyna moga shuzy¢ jako efektywne,

przeciwbakteryjne krople do oczu (Rysunek 16).'%
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Rysunek 16. Dendrymer poliguanidylowy (A) i gatifloksacyna (B).

Gatifloksacyna to antybiotyk fluorochinolinowy stosowany w leczeniu zapalenia spojowek,
spowodowanego przez bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne. Koniecznos¢ bardzo czgstej

aplikacji leku stanowi duza niedogodnos¢. Skompleksowanie gatifloksacyny przez dendrymer
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poliguanidylowy, realizowane rownoczesnie za pomoca wigzan jonowych, wodorowych, jak
roéwniez oddziatywan hydrofobowych, doprowadzito do otrzymania zwiazku o lepszych
parametrach terapeutycznych. Kompleks odznaczal si¢ lepsza rozpuszczalnos$cia,
przenikalno$cia i szybszym dzialaniem antybakteryjnym w poréwnaniu do antybiotyku
wystepujacego samodzielnie. Badania in vivo pokazaly, ze zastosowanie kompleksu
umozliwilo osiagnigcie wyzszego stezenia leku w miejscu docelowym, utrzymujacego si¢ do
24 godzin. Pozytywna konsekwencja tego jest m.in. mozliwo$¢ przyjmowania leku tylko raz
dziennie.

Unikalne wlasciwosci dendrymeréw probuje si¢ rowniez wykorzysta¢ do
podniesienia wydajno$ci terapii z zastosowaniem srebra.’®’ Pierwsze badania w tym temacie
podjeli McManus i wsp.”® Zademonstrowali oni, ze dendrymery PAMAM z karboksylowymi
lub tris(2-hydroksymetylo)amidometanowymi (TRIS) grupami terminalnymi moga by¢ z
powodzeniem wykorzystane do kompleksowania jonow srebra. Kompleksy te pod wptywem
swiatta ulegaly bardzo powolnej fotolizie, prowadzacej do otrzymania dendrymerowych
koniugatow zawierajacych nanoczasteczki srebra (AgNPs). Zarowno kompleksy, jak i
koniugaty posiadaty aktywnos$¢ antybakteryjna wobec S. aureus, P. aeruginosa i E. coli, ktora
byla porownywalna badz wigksza niz ta obserwowana dla roztworéw azotanu srebra. Ponadto

charakteryzowaly sig¢ stabilno$cia i dobra rozpuszczalnoscia w wodzie.

H,N

Rysunek 17. Nanorurka weglowa zmodyfikowana galeziami PAMAM G3 obsadzonymi
nanoczasteczkami srebra.

Obecnie duze zainteresowanie budzi rowniez mozliwos¢ wykorzystania jako

czynnikow antybakteryjnych potaczen hybrydowych - dendrymeréw i nanorurek weglowych
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(CNT). Pierwsze takie antybakteryjne nanohybrydy opisali Chan-Park i wsp.'®® Otrzymali oni
wielo$cienne nanorurki weglowe (MWCNT) zmodyfikowane dendrytycznymi gateziami
PAMAM G3, ktore dodatkowo zostaly obsadzone nanoczasteczkami srebra (AgNPs)
(Rysunek 17). Badania antybakteryjne wobec E. coli, P. aeruginosa i S. aureus wykazaty ich
dziatanie bakteriobdjcze, ktore byto porownywalne lub wigksze niz to obserwowane dla
nanohybryd bez AgNPs oraz znacznie wigksze od dzialania wywieranego przez

niemodyfikowane nanorurki. Podobne prace przedstawili Neelgund i Oki'%

110

oraz Murugan i
Vimala.

Natomiast Luob i wsp. zsyntetyzowali wieloscienne nanorurki weglowe (MWCNT)
zmodyfikowane dendrytycznymi gateziami PAMAM G4, ktore wykorzystali do enkapsulacji

wytworzonych in situ kropek kwantowych CdS lub Ag,S (QD).'!

Jednym z celow autorow
bylo obnizenie toksycznosci 1 poprawa biokompatybilnosci wysoce aktywnych
antybakteryjnie nanoczasteczek CdS i Ag,S. Otrzymane nanohybrydy, rozpuszczalne i
stabilne w wodzie, posiadaty silniejsze dziatanie bakteriobdjcze niz MWCNT, MWCNT
modyfikowane dendrymerami czy QD. Wptyw dendrymerdéw na zmniejszenie toksycznosci |
poprawe biokompatybilno§ci nieorganicznych nanoczasteczek (ZnTe) z aktywnoScia
antybakteryjna, w wyniku ich enkapsulacji, zostal zaprezentowany wczesniej w pracy Saha i

wsp. 112

1.3.3. Peptydowe dendrymery antybakteryjne

Dendrymery peptydowe definiuje si¢ jako makroczasteczki zawierajace wiazania
peptydowe pomigdzy naturalnymi badz sztucznymi aminokwasami, ktore moga wystgpowac
w kazdym z trzech elementow strukturalnych dendrymeru. Wyr6znia si¢ dwa rodzaje
dendrymerow peptydowych: dendrymery ztozone wylacznie z aminokwaséw oOraz
dendrymery mieszane, tj. aminokwasowo - organiczne. Wsrod tych ostatnich znajduja si¢ tzw.
dendrymery ,,zaszczepione”, zawierajace tancuchy peptydowe jedynie w warstwie
powierzchniowej, glikodendrymery, lipodendrymery oraz dendrymery, w ktorych rdzen, jak i
warstwa powierzchniowa zbudowane sa z aminokwasOw, natomiast warstwa wewngtrzna
(rozgaleziajaca) jest pochodzenia nieaminokwasowego.

Poczatkowo, dendrymery peptydowe o aktywnos$ci antybakteryjnej byty zwiazkami,
w ktorych szkielet dendrymeru stuzyt wyltacznie jako nosnik elementu aktywnego, tj. cukru
lub peptydu o sekwencji aminokwasowej, ktorej motyw mozna odnalezé w naturalnych

peptydach przeciwdrobnoustrojowych (AMP, ang. antimicrobial peptides).
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AMP, bedace waznym sktadnikiem odpornosci wrodzonej organizméw wyzszych,
badz elementem antagonistycznego oddziatywania mikroorganizmow, stanowia doskonalta
matrycg do poszukiwania nowych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Chemicznie jest to
zroznicowana grupa zwiazkow, w wigkszosci kationowych (od +2 do +9), zawierajacych od
12 do 50 reszt aminokwasowych z czego ok. 50% stanowia reszty hydrofobowe, wykazujaca

3 Dyziatanie antybakteryjne AMP, w ktorym

szerokie spektrum dziatania biologicznego.
kluczowa role odgrywa ich amfipatyczno$¢, sprowadza si¢ do niszczenia komorek
drobnoustroju gléwnie przez dezintegracj¢ ich oston komodrkowych. Proces ten moze
przebiega¢ wedlug réznych mechanizmow, jednak zawsze zainicjowany jest przez
niespecyficzne oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy dodatnio natadowanymi
fragmentami peptydoéw a ujemnie natadowanymi fosfolipidami btony komoérkowej bakterii

(Rysunek 18: A).

B
Peptydy amvbaktewj ne (AMP)

fosfolipidy: f,ﬁ" ﬁé

kwasne

‘| obojetne / \ cholesterol

|
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blona blona
prokariotyczna eukariotyczna

wyplyw zawartosci
cytoplazmy

Rysunek 18. A: Przyktad mechanizmu dziatania AMP na btony bakteryjne — mechanizm dywanowy.
Proces obejmuje 4 glowne etapy: 1) preferencyjne wiqzanie sie dodatnio natadowanych peptydowych
monomerow do ujemnie natadowanych fosfolipidow blony; 2) ustawienie si¢ hydrofilowych reszt
aminokwasowych w kierunku ujemnie natadowanych grup fosfolipidowych lub czgsteczek wody; 3)
rotacje molekut prowadzqcq do reorientacji hydrofobowych reszt w kierunku hydrofobowego wnetrza
blony; 4) dezintegracje membrany przez niszczqce wyginanie sie dwuwarstwy lipidowej, prowadzqce
do micelizacji i wyplywu zawartosci cytoplazmy.™
B: Roznice w budowie bton prokariotycznej i eukariotycznej."™

Wytworzenie opornosci wsrod drobnoustrojow na AMP jest wigc niezwykle trudne,
gdyz wiaze si¢ ze zmiang struktury czy sktadu blony bakteryjnej. Selektywne,
przeciwdrobnoustrojowe dzialanie peptydow wynika w gléwnej mierze z réznic w budowie
bton komorek prokariotycznych i eukariotycznych (Rysunek 18: B). Podczas gdy zewnetrzna

btona bakterii jest bogata w fosfolipidy posiadajace tadunek ujemny, blona organizmow

48

http://rcin.org.pl



eukariotycznych ma najczgs$ciej obojetny charakter. Roznicg stanowi rowniez brak
cholesterolu w btonach komoérkowych bakterii.

Aby AMP mogly by¢ wykorzystane w roli substancji leczniczych nalezy obej$¢ ich
ograniczenia, takie jak toksycznos$¢, wynikajaca m.in. z konieczno$ci stosowania wyzszych
stezen peptydu, niestabilno§¢ wobec degradacji proteolitycznej, wrazliwos¢ na wysokie
stezenie soli, wywotywanie odpowiedzi immunologicznej, staba rozpuszczalnos$é czy wysokie
koszty produkcji. Podejmowane w tym celu dziatania polegaja na przeprowadzaniu
chemicznych modyfikacji macierzystych peptydéw antybakteryjnych badz przytaczaniu ich
aktywnych fragmentéw do no$nikow, np. dendrymerow.

Pionierem ostatniej z wymienionych metod jest Tam i wsp., ktoérzy w roku 2002
opisali antybakteryjne dendrymery otrzymane w wyniku przytaczenia 2 - 8 kopii tetrapeptydu
(RLYR), badz oktapeptydu (RLYRKVYG) do dendrymeru poli(lizynowego) generacji 0, 1 i 2
(Rysunek 19).”

“NH
—NH
0
—NH  OH —NH o N
GO H 0
N NH
—NH H/\/\\,

r

=RLYR lub RLYRKVYG

Rysunek 19. Dendrymery peptydowe generacji 0, 1i 2.

Dziataty one efektywnie zar6wno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, przy
czym najaktywniejszymi byly dendrymery czterorozgatezione. Co ciekawe, porownywalna
aktywno$¢ wykazywaty rowniez liniowe peptydy zsyntetyzowane w wyniku powielania
tetrapeptydu RLYR. Jednakze autorzy udowodnili przewagg dendrymerow nad ich liniowymi
analogami dotyczaca efektywniejszej syntezy, wigkszej odpornosci na enzymy proteolityczne

1 mniejszej toksycznosci.
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Tematyke rozpoczeta przez grupe Tam’a kontynuowali Pini 1 wsp., ktérzy
wykorzystali dendrymer lizynowy G1 do przylaczenia 4 kopii 10-peptydu QKKIRVRLSA

(Rysunek 20: A).'°

A —NH B —NH

= QKKIRVRLSA = pyrE-KKIRVRLSA

Rysunek 20. Dendrymer lizynowy G1 z resztami 10-peptydu (A) oraz jego zmodyfikowany analog
(B).

W wyniku modyfikacji dendrymeru, udato si¢ poprawi¢ jego aktywnos$¢ wobec bakterii
Gram-ujemnych, jak rowniez zwickszy¢ stabilno$é w roztworze.™’ Zmiany strukturalne
obejmowaly wprowadzenie lipofilowego tancucha kwasu aminowalerianowego, W celu
zwigkszenia powinowactwa dendrymeru do membrany bakteryjnej, oraz zastapienie N-
koncowych reszt glutaminowych resztami kwasu piroglutaminowego, stuzace poprawie
stabilnos$ci zwiazku poprzez wyeliminowanie procesu cyklizacji (Rysunek 20: B).

Natomiast Kallenbach i wsp. udowodnili, Zze przylaczenie do 4-rozgal¢zionego
dendrymeru lizynowego krotszej sekwencji aminokwasowej, moze réwniez prowadzi¢ do
otrzymania aktywnego zwiazku (Rysunek 21).'® Zsyntetyzowany przez nich dendrymer
lizynowy G1 z 4 kopiami dipeptydu RW wykazywat dziatanie zarowno wobec ampicylino- i
streptomycyno-opornych szczepow E. coli (MICsy = 4.5 ug/mL), jak i wieloopornych
szczepow S. aureus (MICsp = 16 ug/mL). Co wigcej, dendrymer ten w porownaniu do
indolicydyny i polimeréw sfunkcjonalizowanych resztami tetrapeptydu RWRW-NH, lub
RRWW-NH,, byt efektywniejszym zwiazkiem antybakteryjnym i posiadal nizsza od nich
hemotoksyczno$¢. Dalsze badania, koncentrujace si¢ na biofilmie szczepoéw E. coli, ujawnity,
ze dendrymer peptydowy posiada zdolno$¢ inhibicji tworzenia si¢ biofilmu na
powierzchniach polistyrenowych i niszczenia jego dojrzalych form,™® jak rowniez tzw.
komorek przetrwatych E. coli (ang. persister cells), tj. komoérek stanowiacych mata czgs$é
populacji biofilmu charakteryzujaca si¢ wieloraka opornoscia na chemioterapeu‘[yki.120

Ponadto zaobserwowano synergistyczny efekt pomigdzy dendrymerem a antybiotykiem. W
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obecnosci dendrymeru, komorki przetrwate biofilmu stawaly si¢ wysoce czule na

ofloksacyng.

HN o H
)j\ WLN N
H,N" °N
H NH, O o o
(0]
HoN H /\)k
2 N\)\NH NH HN NH,

NH, Oy —~NH
H o
HN N NH j/ NH
HoN, N7
NH o} A
i 0
HN///
HN

Rysunek 21. Dendrymer lizynowy G1 z resztami dipeptydu RW.

Khrushchev 1 wsp. opisali jedyny, jak dotychczas, przyklad peptydéw
dendrymerycznych opartych na kwasie glutaminowym (Rysunek 22).*?! Otrzymane zwiazki,
przenoszace od 2 do 4 kopii tetrapeptydow (RLAR lub KLAR), przebadali pod katem ich
aktywnosci wobec E. coli. Najaktywniejszy z dendrymerow, tj. Gl z resztami RLAR,
posiadal MIC = 29 pg/mL.

o
HN.__O

o \i
: NH,
S, IS
o
GO o G1
= RLAR lub KLAR

Rysunek 22. Dendrymery peptydowe GO i G1 z resztami tetrapeptydow.

Nie jest jednak regula, ze przylaczenie peptydu antydrobnoustrojowego (lub
odpowiadajacego mu farmakoforu) do dendrymeru prowadzi do zwiazku o lepszych
wlasciwos$ciach biologicznych. W grupie Pieters’a przygotowano trzy multimeryczne formy
magaininy-2 (23-peptyd), wykorzystujac w tym celu dendrymer G1-3 oparty na kwasie 3,5-

di-(2-aminoetoksy)benzoesowym (Rysunek 23).}?? Okazato sie, ze oddzialujg one silniej z
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neutralnymi blonami w poréwnaniu z magainina. Innymi stowy, selektywno$¢ peptydu wobec

bton bakteryjnych zmniejszyta si¢ w wyniku multimeryzacji.

OR OY@O/\/N
G1 MeO,C ///NH o)
o OR
N\ °
G2 OR o
xNH o OR
§\>\\ o
R = N -

0] (0]
N N\ g
N GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS ) G3 )_Q

NH, o

Rysunek 23. Dendrymery G1-3 z resztami magaininy-2.

Dodatkowo, badania przeciwbakteryjne wobec szczepu B. subtilis pokazaly, ze tylko
dendrymer G1 przenoszacy dwie kopie peptydu posiadat lepsza aktywno$¢ niz magainina (5.5

128 W przypadku dwoch pozostatych dendrymeréw odnotowano spadek badz

vs. 12 pg/mL).
utrate aktywnosci (G2 - 56 ug/mL, G3 - nieaktywny), prawdopodobnie z powodu
utrudnionego dostgpu wielkoczasteczkowego dendrymeru do blony bakteryjne;.

Informacje o aktywnosci antybakteryjnej glikodendrymeréw peptydowych pochodza
z prac dwoéch zespolow. Lee 1 wsp. zsyntetyzowali dendrymery polilizynowe
sfunkcjonalizowane resztami mannozy (od 2 do 16 reszt).!** Okazaly si¢ one by¢

efektywnymi inhibitorami adhezji komoérek E. coli, stanowiac tym samym obiecujace zwiazki

antybakteryjne.
R R R_ R
R \L y{ L?/S/ F‘Q
R—Lys__ \/L)’S R

Lys Lys \s R
RfL/ys HrllW LyT\R . HN
S =
& COOH R o= A ﬁH\/\AN}I
o H
OH
HO Ke)

(e}
(e} H (e}
R= M~ NI
[CESWNE
Rysunek 24. Dendrymer lizynowy G4 z resztami mannozy.
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Dwa parametry, tj. ilo$¢ jednostek cukrowych przenoszonych przez dendrymer (walencyjnos¢
dendrymeru) oraz odlegto$¢ migdzy nimi, wywieralty zasadniczy wplyw na inhibicjg.
Najlepsze wlasciwosci antyadhezyjne posiadat dendrymer G4 z 16 resztami mannozy
(Rysunek 24).

Potencjat antybakteryjny glikodendrymeréw peptydowych badal rowniez zespot
Reyrnond’a.125 Skoncentrowali si¢ oni nad synteza zwiazkoéw bedacych inhibitorami
tworzenia biofilmu przez P. aureginosa w wyniku blokady dziatania lektyn. Z tego wzgledu
ich dendrymery peptydowe zostaly sfunkcjonalizowane na N-koncu resztami a-C-fukozy,
ktére posiadaja wlasciwosci wiazace lektyng LecB, tj. biatko wystgpujace na powierzchni P.
aureginosa i odpowiedzialne za adhezj¢ tych bakterii do komoérek eukariotycznych oraz
tworzenie biofilmu.'® Z utworzonej biblioteki glikodendrymeréw zostal wyloniony
dendrymer FD2  (CFuc-Lys-Pro-Leu)s(Lys-Phe-Lys-1le),Lys-His-lleNH,  wykazujacy

najwigksze powinowactwo do LecB (Rysunek 25: A).
o R

? e yﬁ
hes ﬂ?w;

R’§ /\ﬂ
N\ NHO “l\\lH :g
j K‘? )‘NH

% \@w

Rysunek 25. Glikodendrymery FD2 (A) i GalAG2 (B).

Powodowal on catkowita inhibicje tworzenia si¢ biofilmu w stezeniu 50 uM (ICsp = 10 M)
oraz niszczenie juz powstatego biofilmu.*?” Dalsze prace pokazaty, ze jego 8-walencyjny
analog, tj. dendrymer 2G3 (CFuc-Lys-Pro)g(Lys-Leu-Phe)s(Lys-Lys-1le),Lys-His-1le-NH,
posiada jeszcze lepsza aktywnos$¢, wskazujac jednoznacznie na kluczowa role
wielowalencyjnosci  dendrymeru w  jego wiazaniu sie z lektynami.’?® Natomiast

diastereoizomer dendrymeru FD2, otrzymany w wyniku zastapienia L-aminokwaséw przez
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D-aminokwasy, wykazywat mniejsza zdolno$¢ inhibicyjna, ale odznaczat si¢ znacznie wyzsza
stabilnoscia (odpornoscia na proteolize).'”® Reymond i wsp. zsyntetyzowali réwniez
glikodendrymery peptydowe blokujace galaktozo-swoiste lektyny (LecA) P. aureuginosa,
ktore podobnie jak fukozo-swoiste lektyny (LecB), silnie posrednicza w tworzeniu
biofilmu.*® Najbardziej efektywnym inhibitorem okazat sie byé¢ dendrymer GalAG2 (GalA-
KPL)4(KFKI),KHI, w ktorym reszty galaktozy przytaczone zostaly do dendrymeru
peptydowego poprzez aromatyczny tacznik (Rysunek 25: B).

Grupa Grinstaff’a opisata jedyny, jak dotychczas, przyktad wykorzystania
dendrymeréw  peptydowych do otrzymania przeciwbakteryjnych  biomateriatlow

implantacyjnych.™*

Zaprojektowali je w oparciu o wyniki swojej wczesniejszej pracy, w
ktorej przeciwbakteryjny implant otrzymano poprzez adsorpcj¢ na materiale tytanowym
peptydu wykazujacego powinowactwo do Ti, oraz posiadajacego przylaczony tlancuch
132

glikolowy.™* Wykazywat on wtasciwosci inhibicyjne kolonizacji bakterii S. aureus, jednakze
cechowal si¢ staba stabilnoscia. Poprzez wykorzystanie 4-rozgatezionego dendrymeru
lizynowego, wbudowanego pomiedzy peptyd a PEG, autorzy otrzymali efektywny
przeciwbakteryjny implant tytanowy (Rysunek 26). Posiadal on wigksza aktywnosc¢
inhibicyjna kolonizacji bakterii S. aureus, jak i niskoczasteczkowych biatek oraz wigksza

stabilno$¢ w poréwnaniu do jego mono- czy diwalencyjnego analogu.

Rysunek 26. Dendrymer lizynowy G1 sfunkcjonalizowany PEG i peptydem o powinowactwie do Ti.

Kilka lat temu w naszym zespole powstata koncepcja syntezy matoczasteczkowych,
peptydowych dendrymeréow jako zwigzkow odtwarzajacych pule struktur aktywnych

AMP, nazwana ,,koncepcja niesekwencyjnego farmakoforu” (Rysunek 27).'%
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Rysunek 27. Koncepcja niesekwencyjnego farmakoforu: A — uktad grup aktywnych R, R% R®w
naturalnym peptydzie zalezny od sekwencji aminokwaséw; B — topologicznie rOwnowazne roztozenie
grup aktywnych R*, R?, R® w dendrymerze niezalezne od sekwencji.

Jej realizacja doprowadzita do otrzymania zwiazkow posiadajacych aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa porownywalna ze stosowanymi antybiotykami peptydowymi. Takie
amfifilowe dendrymeryczne peptydy G1 skonstruowane zostaly zar6wno na prostym
trojlizynowym dendronie (Lys)Lys(Lys), jak 1 na specjalnie zaprojektowanych troj- i
czterofunkcyjnych rdzeniach, tj. rdzeniach N,N’,N’-tris(3-aminopropylo)aminokwasowych

oraz N,N -tetrakis(3-aminopropylo)diaminoalkoholowych (Rysunek 28).**

Najbardziej
aktywnymi okazaty sig dendrymery oparte na rdzeniach N,N-
tetrakis(karbonyloetylo)aminokwasowych ~ (Rysunek — 28)."®  Mechanizm  dziatania
amfifilowych dendrymerow peptydowych, podobnie jak ich liniowych analogéw (AMP), nie
jest stereospecyficzny. Zmiana bowiem chiralnosci aminokwasoéw wchodzacych w sktad
dendrymer6éw nie wplywala w sposob istotny na ich aktywnos$¢. Najprawdopodobniej dziataja

136

one wedtug mechanizmu dywanowego (ang. carpet mechanism) (Rysunek 18: A),” chociaz

jak stwierdziliSmy ostatnio, dla niektérych z nich asocjacja z membrang jest etapem
wstepnym do bardziej specyficznych procesc')w.137

Poréwnanie wartosci MIC, tj. minimalnego st¢zenia hamujacego rozwqj bakterii,
oznaczonych dla dendrymerdéw o rdznej strukturze (Tabela 1), pozwolito mi na wyciagnigcie
nastgpujacych wnioskow dotyczacych zalezno$ci pomigdzy struktura zwiazku a jego
aktywnoscia antybakteryjna:

1. Wzrost stopnia rozgatezienia zwiqzku prowadzi na ogot do poprawy jego aktywnosci
(np. A — B, G — H). Odstepstwa od tej reguty dotycza aktywnos$ci wobec bakterii
Gram-ujemnych (E. coli). Np. dla dendrymerow D obserwuje si¢ wzrost aktywnosci
wobec szczepow S. aureus, ale spadek wobec E. coli w porownaniu z 2-

rozgat¢zionym dendrymerem C.
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Rysunek 28. Przyktady amfifilowych dendrymeréw peptydowych G1 skonstruowanych na réznych
rdzeniach (zaznaczone kolorem niebieskim i czerwonym, gdzie ten ostatni oznacza element blokujacy
C-koniec dendrymeru): dwu- (A, C, E, F), trgj- (G) i czterofunkcyjnych (B, D, H).
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2. Rodzaj aminy umieszczonej na C-kornicu dendrymeru ma istotny wplyw na aktywnosc.
W przypadku dendrymeréw 4-rozgatezionych opartych na rdzeniu NN'-
tetrakis(karbonyloetylo)aminokwasowym (B, D) najwigksza aktywno$¢ odnotowuje
si¢, jesli na C-koncu znajduje si¢ amina hydrofobowa (dodecyloamina, tryptamina).
Przy czym zwiazki z tryptaming (D) dzialaja selektywniej na bakterie Gram-dodatnie
(S. aureus ATCC 25923) niz na Gram ujemne. Zastapienie tryptaminy dodecyloaminag
ostabia lub znosi selektywnos$¢ dziatania dendrymeru (D1(=4) — B1, D2(n=4y — B2)
poprzez poprawe aktywno$ci wzgledem E. coli i jej pogorszenie wobec S. aureus.
Whprowadzenie amin hydrofilowych (histamina, 3-aminopirydyna) znaczaco ostabia
aktywnos$¢ zwiazkow. W przypadku za$ dendrymerow 2-rozgal¢zionych z
peryferyjnymi lizynami posiadajacymi zabezpieczone grupy aminowe & (N*-2-Cl-Z),
wzrost aktywnos$ci antybakteryjnej nastepuje przy zmianie podstawnika na C-koncu w
nastgpujacej kolejnosci: amid alaniny < amid fenyloalaniny < metylobenzyloamina (S
lub R) = benzyloamina < tryptamina (np. E < C).

3. Rodzaj peryferyjnego elementu rozgateziajqcego ma istotny wplyw na aktywnosc.
Na ogo6t najkorzystniejsze jest wykorzystanie w tej roli lizyny z aromatyczna grupa
zabezpieczajaca jedna z jej funkcji aminowych (Z, 2-Cl-Z). Dendrymery z innym
zasadowym aminokwasem, takim jak ornityna czy arginina, wykazuja nizsza
aktywno$¢ antybakteryjna. Obserwuje si¢, ze optymalna struktura pochodnej lizyny,
stosowanej jako peryferyjny element rozgalgziajacy, zalezy glownie od typu aminy
umieszczonej na C-koncu dendrymeru. Np. dla 2-rozgatezionych dendrymerow
opartych na rdzeniu lizynowym i z amidem alaniny lub fenyloalaniny jako C-koncem,
najlepszym wyborem jest lizyna zabezpieczona na funkcji € grupa 2-Cl-Z [Lys(2-Cl-
Z)]. Zmiana ochrony z N2-CI-Z na N“Z prowadzi do pogorszenia dziatania
antybakteryjnego. Z kolei dla dendrymeru opartego na rdzeniu N,N'-
tetrakis(karbonyloetylo)lizynowym z tryptaming na C-koncu (D(=4)), aktywnos¢
wzrasta przy zmianie rodzaju / rozmieszczenia ochrony grupy aminowej peryferyjnej
lizyny w nastgpujacej kolejnosci: N*-Z < N°-Z < N*-2-Br-Z < N*-2-ClI-Z < N*-2-Cl-Z
(np. D2(1=4) < D1(1=4)). Nie zawsze jednak wprowadzenie aromatycznych ochron na
funkcj¢ aminowa lizyny wiaze si¢ z poprawa aktywnosci dendrymeru. Przyktad
stanowia dendrymery z dodecyloaming jako C-koncem (A1l — A4). W ich przypadku
obserwuje si¢ wzrost aktywno$ci tylko wobec opornego szczepu E. coli po
wprowadzeniu ochron N*Z badz N*-2-CI-Z (A1 — A2, A1 — A3).

57

http://rcin.org.pl



Tabela 1. Warto$ci minimalnego stgzenia hamujacego rozwoj bakterii (MIC) oznaczone dla

wybranych dendrymerow peptydowych (nb — nie badano).

Wartosci MIC (uM) wobec szczepow:
Zwigzek S. aureus S. aureus E. coli E. coli
(Rysunek 1) ATCC 25923 ATCC 43300 ATCC 25922 ATCC BAA-198
Al 8 4 32 64
A2 15 8 30 8
A3 32 16 32 32
A4 28 28 56 64
Bl 1.85 0.46 1.85 nb
B2 3.7 1.85 7.9 nb
C 51 nb 2.6 nb
n=1 0.95 8.06 12.3 nb
D1 n=2 0.94 10.12 12.2 nb
n=3 1.87 12.1 12.1 nb
n=4 0.93 5.81 3.71 nb
n=1 0.6 3.32 7.0 nb
D2 n=2 1.88 32 32 nb
n=3 0.93 20.4 7.9 nb
n=4 0.93 10.0 12.0 nb
22 nb 22 nb
F 144 nb 144 nb
n=1 2.8 11.8 11.8 >88
G n=2 11.7 10.3 48 >89
n=3 10.9 10.9 21.8 10.9
n=4 21.6 21.6 86 43
n=1 1.7 34 7.3 6.9
H n=2 1.3 7.3 7.3 6.9
n=3 27.2 13.6 27.3 13.6
n=4 3.4 1.7 6.8 3.4

4. Dlugos¢ aminokwasu zastosowanego do konstrukcji rdzenia dendrymeru ma wptyw na

Jjego aktywnosé. Sposrod przebadanych pod tym katem aminokwasow [HoN-(CHy),-
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6.

CH(NH2)COH, gdzie n = 1-4] najkorzystniejszymi wydaja si¢ by¢ lizyna lub kwas L-
2,3-diaminopropionowy (L-DAP).

Dla dendrymeréow 2-rozgatezionych opartych na rdzeniu lizynowym obserwuje si¢
wyzsze dziatanie antybakteryjne niz dla tych opartych na rdzeniu ornitynowym.
Natomiast dendrymery 3-rozgatezione (G) i 4-rozgatezione szeregu N°-2-Cl-Z (D2)
posiadaja lepsze aktywnosci, jesli zsyntetyzowane sq na L-DAP (odpowiednio F-=y) i
D2y-1)), za$ 4-rozgatezione szeregu N*-2-Cl-Z (D1, H) — na lizynie (D1(n=4), H(n=4)).
Wprowadzenie do struktury dendrymeru reszt aminokwasowych nie powodujqcych
wzrostu jego generacji ma wplyw na aktywnos¢ antybakteryjng. Efekt takiej insercji
zalezy od rodzaju aminokwasu, jak rowniez od miejsca jego ulokowania w strukturze
dendrymeru. Dla dendrymeréw 2-rozgat¢zionych z peryferyjnymi lizynami
posiadajacymi zabezpieczone grupy aminowe & (N°-2-Cl-Z), obserwuje si¢ spadek
aktywnos$ci po wbudowaniu reszt Ala, Ser(Bzl) lub Pro, zarowno pomigdzy rdzen
lizynowy a peryferyjne galazki lizynowe (E — F), jak i w struktur¢ rdzenia, tj.
pomiedzy jego czes¢ rozgaleziajaca a element blokujacy C-koniec dendrymeru. Przy
czym, bardziej niekorzystna jest ingerencja w struktur¢ ramion dendrymeru niz w
strukturg rdzenia. Z kolei wprowadzenie reszt fenyloalaniny przyczynia si¢ do wzrostu
dzialania antybakteryjnego zwiazku. Przyktadami sa dendrymery A 1 H, gdzie reszty
Phe stanowia odpowiednio element rdzenia 1 sktadnik ramion dendrymeru.

Rodzaj struktury rdzenia dendrymeru moze decydowac o jego selektywnosci dzialania
antybakteryjnego w kierunku bakterii Gram-dodatnich bqd? Gram-ujemnych.
Z porownania wartosci MIC dla podstawowych szczepow bakterii Gram-dodatnich i
Gram-ujemnych wrazliwych na dziatanie antybiotykow, tj. S. aureus ATCC 25923 i
E. coli ATCC 25922, wynika, ze dendrymery 2-rozgalgzione, tj. oparte na rdzeniu
lizynowym, przewaznie posiadaja poréwnywalna aktywno$¢ wobec obydwu
szczepow. Do wyjatkow nalezy zwiazek Al, ktoéry wykazuje wigksza selektywnos¢
wobec S. aureus. W przypadku dendrymerow 3-rozgal¢zionych (G), jak i 4-
rozgatezionych (D, H) obserwuje si¢ wigksza preferencje dziatania wobec Gram-
dodatnich szczepow gronkowcow. Tendencja ta jest szczeg6lnie silnie zaznaczona dla
dendrymerow D, tj. opartych na rdzeniu N, N’-tetrakis(karbonyloetylo)-
aminokwasowym z tryptaming na C-koncu. Jednakze ulega ona oslabieniu przy
zmianie tryptaminy na dodecyloaming (B; Wniosek 2 powyzej). Wzrost selektywnos$ci

dziatania dendrymeréw wzgledem bakterii Gram-dodatnich moze czg§ciowo wynikac
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ze wzrostu tadunku dodatniego, ktérego zrodlem sa zaréwno terminalne grupy

aminowe, jak rowniez kationowa struktura 3- i 4-rozgalgzionych rdzeni.

Z pordéwnania zaréwno aktywnosci antybakteryjnej, jak 1 hemotoksycznos$ci
amfifilowych dendrymeréw peptydowych wynika, ze o mozliwosci uzyskania dla nich
korzystnego profilu przeciwdrobnoustrojowego decyduje przede wszystkim:

a) Stopien rozgalezienia zwiqzku. W przypadku dendrymeréw 2-rozgalezionych
obserwuje si¢ silnie dodatniag korelacje¢ pomigdzy aktywnos$cia antybakteryjna a
aktywnos$cia hemolityczna. Wzrost stopnia rozgalgzienia dendrymeru prowadzi na
ogo6t do korzystniejszego profilu terapeutycznego w tym obszarze.

b) Rozmieszczenie dodatnio naladowanych grup w strukturze dendrymeru. Przyktad

dendrymerow DI1=1) I D2n=1), tj. izomerdéw rézniacych sig¢ tylko rozmieszczeniem
powierzchniowych grup aminowych, bardzo dobrze ukazuje istotnos¢ tego czynnika.
Dla zwiazku D2 =1y, posiadajacego nieco lepsza aktywno$¢ antybakteryjng niz jego
izomer D1(,-1), odnotowuje si¢ jednoczes$nie prawie 4-krotnie mniejsza hemolizg (przy
stgzeniu 400 pM odpowiednio 19% i 77% hemolizy dla D2 =1y | D1(=1)).
Dla dendrymerow Hgn=1), Hn=2) 1 Hp=s), posiadajacych poréwnywalna aktywno$¢
antybakteryjna, ale inne potozenie wewngtrznych tadunkéw dodatnich, obserwuje si¢
wzrost hemotoksycznosci ze wzrostem dlugosci aminokwasu zastosowanego do
konstrukcji ich rdzenia, a wigc wraz z rozsunigciem tadunkéw dodatnich. Tendencja ta
zostaje nieco zaburzona w przypadku zwiazkow D, gdzie dendrymer D1 =4,
cechujacy si¢ nieco lepsza aktywnoscia antybakteryjna niz D1=1) i D1(=2), Okazuje
si¢ by¢ najmniej hemotoksycznym.

c) Rodzaj aminy umieszczonej na C-koricu dendrymeru. Obserwuje sig, ze zwiazki z
dodecyloaming na C-koncu posiadaja bardzo dobra aktywno$¢ antybakteryjna, ale
rowniez 1 wysoka hemotoksyczno$¢. Zmniejszenie hydrofobowosci C-konca poprzez
zastapienie dodecyloaminy tryptamina skutkuje poprawa profilu terapeutycznego
dendrymeru.

d) Amfifilowos¢ struktury. Zwiazki posiadajace wielokrotny fadunek dodatni, ale bez
hydrofobowej komponenty sa na ogoét nieaktywne.

Zapoczatkowane w naszym zespole nowe spojrzenie na rol¢ dendrymeru
peptydowego, tj. nie traktowanie go dluzej wylacznie w kategorii nosnika elementow
aktywnych, ale zwiazku posiadajacego dzigki odpowiednio zaprojektowanej strukturze
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inherentna aktywno$¢ biologiczna, obserwuje si¢ w ostatnich pracach na temat
antybakteryjnych dendrymeréw peptydowych.

Reymond i wsp. przygotowali bibliotek¢ kombinatoryczna liczaca 6750
dendrymeréw peptydowych G3 o sekwencji szczegOlnie odpornej na proteolizg:
XA (KX3)4(KX?),KX? (gdzie X = rézne aminokwasy, K = L-lizyna).*®® Wytoniony sposrod
niej najbardziej aktywny antybakteryjnie dendrymer (X = L-leucyna) poddali dalszym
modyfikacjom (Rysunek 29). Analog otrzymany w wyniku zastgpienia elementu
rozgaleziajacego, tj. L-lizyny przez kwas 2,3-diaminopropionowy, posiadat dobra aktywnosé
antybakteryjng wobec bakterii B. subtilis, E. coli i P. aeruginosa (odpowiednio MIC = 2.9,
3.9, 18 pg/mL) przy niskiej aktywnos$ci hemolityczne;j.

/< A:n=4 Lg(KL)y(KF),KKNH,

B:n=1 LB(BL)4(BF)ZBKNH2

Rysunek 29. Dendrymery peptydowe G3: z L-lizyna (A) lub kwasem 2,3-diaminopropionowym (B)
jako elementem rozgal¢ziajacym.

W literaturze znane jest rowniez jedno podejscie do otrzymania antybakteryjnych
dendrymeréw peptydowych typu Janus, ktore zostalo opisane w pracy z 2012 roku.
Mianowicie, grupa Zhao zsyntetyzowata amfifilowe dendrymery tego typu, tj. zwiazki
sktadajace si¢ z dwoch réznych dendronow — hydrofilowego i hydrofobowego (Rysunek
30).139 Dendron hydrofobowy zawierat dwie reszty kwasu mirystynowego, natomiast dendron
hydrofilowy posiadat terminalne grupy karboksylowe pochodzace od przytaczonych reszt
kwasu asparaginowego (Asp) lub glutaminowego (Glu). Badania antybakteryjne
przeprowadzone wobec E. coli i trzech szczepoéw bakterii Gram-dodatnich, tj. S. aureus,
MRSA, E. faecalis, wykazaty brak aktywnosci dendrymeréow GO i umiarkowang aktywnos¢
dendrymeréw G1. Prawdopodobna przyczyna réznicy w dziataniu dendrymeréw GO i1 G1 byt
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ich rozny stopien amfifilowosci (stosunek czesci hydrofilowej do lipofilowej). Ponadto
dendrymer G1 zawierajacy reszty kwasu asparaginowego dziatat skuteczniej w poroéwnaniu
do jego analogu zawierajacego reszty kwasu glutaminowego (MIC = 108 pg/mL wobec E.
coli i S. aureus, 27 ug/mL wobec MRSA, 216 pg/mL wobec E. faecalis). Zaden z nich nie

wykazywal znaczacej cytotoksycznosci.
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Rysunek 30. Amfifilowe dendrymery peptydowe typu Janus GO i G1.
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

Poszukiwanie skutecznych substancji przeciwdrobnoustrojowych to aktualny, bardzo
powazny problem wspoélczesnej chemii medycznej. Szacuje sig, ze choroby powodowane
przez mikroorganizmy powoduja rocznie $mieré ponad 11 miliondw ludzi na catym
swiecie.*° Pojawianie si¢ w gwattownym tempie szczepdéw opornych na szeroko stosowane,
niegdy$ bardzo skuteczne antybiotyki (np. wankomycyng), spowodowato pilna potrzebe
poszukiwania nowych klas zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych o mozliwie odmiennym
mechanizmie dzialania. Jedna z takich grup zwiazkoéw o charakterze potencjalnych
antybiotykow, intensywnie badana w tym kierunku, sa dendrymery (Rozdziat 1.3.). W
naszym zespole zsyntetyzowano kilka grup matoczasteczkowych, amfifilowych dendrymerow
wykazujacych aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa na poziomie aktywnosci naturalnych
peptydow przeciwdrobnoustrojowych (Rozdziat 1.3.3.). Jednakze badania toksycznosci
prowadzone przez nas i inne grupy zajmujace si¢ chemia przeciwdrobnoustrojowych
dendrymeréw wykazaly, ze w kazdej grupie strukturalnej zwiazki o bardzo dobrym efekcie
terapeutycznym s rzadkoscia. Na chwile obecna nie rozumiemy czynnikéw strukturalnych
determinujacych hemo- 1 cytotoksycznos$¢ dendrymerdéw, chociaz ich wyjasnienie ma duze
znaczenie dla projektowania nowych czasteczek i ich perspektywicznych zastosowan.

W zwiazku z powyzszym, Celem mojej pracy bylo zaprojektowanie i
zsyntetyzowanie nowych amfifilowych dendrymeréow peptydowych o potencjalnym
dzialaniu przeciwbakteryjnym przy jednoczesnie niskim stopniu toksycznosci wobec
organizmow eukariotycznych.

Analiza zaleznoS$ci struktury dendrymeréw od ich bioaktywnosci (Rozdziat 1.3.3.)
pozwolila mi na wysunigcie hipotezy, w mys$l ktorej struktura rdzenia bezpoSrednio
koreluje z toksycznoscia dendrymeru. Odpowiedni dobor blokéw budulcowych, w
szczegolnosci rdzenia, wydaje si¢ by¢ kluczowym czynnikiem do otrzymania zwiazkéw o
dobrej aktywnos$ci antybakteryjnej i jednocze$nie niskiej toksycznosci w stosunku do
organizmow eukariotycznych. Zalozylam, ze charakter kationowy rdzenia stanowi
przeszkod¢ w osiagnieciu przez zwigzek wybiorczej toksycznosci. Uzyskaniu
dendrymerow charakteryzujacych si¢ selektywnym dzialaniem na komorki
prokariotyczne, powinna wigc sprzyja¢ budowa oparta na rdzeniu hydrofobowym.

Dokonujac przegladu literatury, dotyczacej peptydow przeciwbakteryjnych,

natrafitam na przestanki pozwalajace sadzi¢, ze planowana przeze mnie Strategia, tj. synteza
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dendrymeréw opartych na hydrofobowym rdzeniu, a wigc posiadajacych odseparowany
region hydrofobowy, ma racjonalne przestanki. Moja uwage zwrdcity przede wszystkim prace
Deber’a i wsp., ktorzy opisali seri¢ syntetycznych peptydow antybakteryjnych posiadajacych
dobry indeks terapeutyczny oraz cechujacych si¢ segregacja hydrofobowych i hydrofilowych
aminokwasow. Zostaly one uzyskane w wyniku umieszczenia kationowych reszt
aminokwasowych (Lys, Arg) na jednym lub obydwu koncach hydrofobowego, 19- lub 11-
peptydu.  Najlepszymi  wlasciwosciami  odznaczaty si¢ peptydy o  sekwencji
KKKKKKAAXAAXAAXAA-NH, (gdzie X = F lub W). Warta uwagi jest obserwacja
autoréw, ze dalszy wzrost hydrofobowos$ci wnetrza peptydu, bedacy rezultatem zastgpowania
reszt alaniny resztami leucyny, powodowal znaczny wzrost hemotoksycznosci zwiazku,
podobnie jak zmiana reszt lizyny na reszty argininy. Powyzsze spostrzezenie pozostawato w
zgodzie z wynikiem uzyskanym przez Shai i wsp. dla 15-peptydu o sekwencji
KKKLLLLLLLLLKKK-NH,, wykazujacego bardzo wysoka hemolize.**> Z kolei grupa
Svendsen’a odnotowata brak wptywu grupowania hydrofobowych i hydrofilowych
aminokwasow w peptydzie na jego aktywno$é¢ antybakteryjna.**® Peptydy o sekwencjach
RWRWRW-NH,; i RRRWWW-NHj, posiadaty jednakowe dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.
Nieodtaczny motyw tryptofanu w czg$ci hydrofobowej ,,segregowanych peptydow” (ang.
segregated peptides), cechujacych si¢ dobrym indeksem terapeutycznym, wskazywal na
istotna funkcje tryptofanu w peptydzie. Poszukujac wyjasnienia roli Trp, zwrdcitam uwage na
publikacje dotyczace peptydow zawierajacych na jednym z ich koncow ugrupowania
tryptofanowe badz fenyloalaninowe (ang. W- and F-based end tags).'** Strategia przytaczania
do N- lub C-konca kationowego peptydu kilku reszt hydrofobowych aminokwasow
aromatycznych prowadzita do zwigkszenia jego aktywnosci przeciwbakteryjnej przy
niewielkim wzroscie toksycznos$ci. Co wigcej, nabywat on opornosci na wysokie stgzenie soli.
Wyjasnieniem powyzszych efektow jest powinowactwo reszt tryptofanu i fenyloalaniny do
powierzchni migdzyfazowej lipid-woda. Umiejscawiaja si¢ one w poblizu polarnych gtow
btony fosfolipidowej komorek bakterii 1 dziataja jako ,kotwice” dla peptydu. W
konsekwencji prowadzi to do wzrostu aktywnosci antybakteryjnej peptydu 1 zniesienia efektu
inaktywacji, majacego miejsce w warunkach wysokiej sity jonowej. Insercja tych duzych
objetosciowo, aromatycznych reszt aminokwaséw do blon eukariotycznych jest znacznie
mniej uprzywilejowana ze wzgledu na obecnos¢ cholesterolu, ktory zmniejsza ptynnos¢ btony
1 w rezultacie jej przepuszczalnosc.

Dysponujac  powyzszymi informacjami, jak rowniez danymi dotyczacymi

toksyczno$ci dendrymeréw (Rozdziat 1.2.), postanowilam zrealizowaé cel swojej pracy

64

http://rcin.org.pl



poprzez synteze 4-rozgalezionych, amfifilowych dendrymeréow peptydowych Gl1,
opartych na hydrofobowym rdzeniu zawierajacym reszty aromatyczne. Dodatkowo,
postanowilam zaprojektowac¢ i zsyntetyzowac grupe¢ analogicznych dendrymerow, ale
opartych na rdzeniu o charakterze kationowym.

Otrzymanie dendrymeréw obu typow i porownanie ich wtasciwosci biologicznych
pozwoli na weryfikacj¢ postawionej hipotezy 0 istotnej roli struktury rdzenia w procesie
modulowania toksycznosci dendrymeru. Co wigcej, porownanie wiasciwosci biologicznych
dendrymeréw wytacznie opartych na rdzeniach kationowych — otrzymanych przeze mnie z
tymi zsyntetyzowanymi wczesniej w naszym zespole, pozwoli oceni¢ wplyw innych
parametréw strukturalnych rdzenia na aktywno$¢ zwiazku, oprocz jego charakteru
kationowego badz hydrofobowego. Postanowitam zaprojektowaé rdzenie kationowe, w
ktérych tadunek dodatni znajdowalby si¢ w czg$ci nieaminokwasowej, w przeciwienstwie do
dotychczas zsyntetyzowanych rdzeni, gdzie wystgpuje on na atomach azotu aminokwasu.

Innym sposobem zwigkszenia selektywno$ci zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych
moze by¢ wprowadzenie ugrupowan, ktore biora udziat w procesach zyciowych istotnych dla
drobnoustrojow, ale nie zachodzacych w komodrkach organizmow wyzszych.

Atrakcyjnymi zwigzkami do realizacji zamierzonego celu wydawaly si¢ by¢ kwas
p-aminobenzoesowy (PABA) i jego strukturalne analogi — sulfonamidy. Kwas
p-aminobenzoesowy, prekursor kwasu foliowego, wystgpuje jako produkt posredni w szlaku
biosyntetycznym zwiazkéw aromatycznych. Ten szlak metaboliczny jest obecny w wielu
ro$linach, grzybach i1 bakteriach, ale nie u zwierzat i ludzi. Stad, zwiazki zaklocajace jego
prawidtowy przebieg, poprzez oddziatywanie z uczestniczacymi w nim enzymami, wykazuja
selektywne dziatanie wobec drobnoustrojow. Sulfonamidy, bedace antagonistami kwasu
p-aminobenzoesowego, byty pierwszymi skutecznymi chemioterapeutykami
przeciwbakteryjnymi wprowadzonymi do leczenia jeszcze przed penicyling. Uniemozliwiaja
one wykorzystanie PABA do syntezy kwasu foliowego poprzez blokowanie syntetazy
dihydropteroilowej (Rysunek 31). Obecnie sulfonamidy maja niewielkie znaczenie w leczeniu
zakazen. Wyjatek stanowi kotrimoksazol (SMX + TMP) — lek zlozony z sulfametoksazolu
(sulfonamid, SMX) i trimetoprimu (TMP). Trimetoprim zaburza syntez¢ kwasu foliowego
bedac inhibitorem reduktazy dihydrofolianowej. Co istotne, chociaz  kwas
p-aminobenzoesowy pelni niezbedna funkcj¢ w szlaku syntezy kwasu foliowego, w wyzszym
stezeniu wykazuje stabe dziatanie antybakteryjne (MIC = ok. 1500 pg/mL - 10.9 mmol wobec
E. coli)."” Aktywnos$¢ antybakteryjna PABA, jak rowniez sulfonamidow uzytych w wysokim
stezeniu, jest przypisywana efektowi blokujacemu reduktazg dihydrofolianowa (Rysunek
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31).146 Co wigcej, PABA przyczynia si¢ do wzrostu aktywnos$ci innych czynnikow
antybakteryjnych, takich jak karbenicylina, polimyksyna B, izetionian dibromopropamidyny,

ciprofloksacyna (synergiczny efekt antybakteryjny).**’

Kwas p-aminobenzoesowy (PABA) + pterydyna
|

Syntetaza
dihydropteroilowa

}

Kwas dihydropteroilowy

o Sulfonamidy

(antagonisty PABA)

PABA, sulfonamidy

w wysokim stezeniu

Kwas dihydrofoliowy
|
\(D\ Reduktaza

dihydrofolianowa «—(— Trimetoprim

‘
Kwas tetrahydrofoliowy (THF)

Rysunek 31 . Cze$¢ szlaku biosyntetycznego zwiazkow aromatycznych, odnoszacy si¢ do syntezy
kwasu foliowego.

Reasumujac, celem mojej pracy bylo opracowanie metodyki syntezy i
scharakteryzowanie metodami spektroskopowymi kilku nowych grup
maloczasteczkowych dendrymerdw o strukturze amfifilowej z zastosowaniem nowych
blokéw budulcowych pochodzenia aminokwasowego i organicznego. Zalozylam, ze
dobor nowych blokéw budulcowych bedzie sluzyl zwiekszeniu powinowactwa
syntetyzowanych dendrymeréw do fosfolipidowych membran drobnoustrojéow
(zwigkszenie aktywnos$ci) oraz / lub zmniejszeniu ich toksycznosci, czyli zwigkszeniu
selektywnosci. Aby zrealizowa¢ cele syntetyczne postawilam dwie hipotezy badawcze.
Pierwsza z nich zakladala, ze toksyczno$¢ dendrymeréw mozna zmniejszy¢ projektujac
dendrymery na bazie nowych hydrofobowych rdzeni zawierajacych reszty aromatyczne.
Hipoteza druga zakladala, ze zwigkszenie selektywnosci uzyska si¢ przez wprowadzenie
do struktury dendrymeru reszt PABA (lub sulfonamidu), wykorzystywanych przez
drobnoustroje, ale nie przez organizmy wyzsze podczas biosyntezy kwasu foliowego.
Wykonanie szeregu pochodnych w ramach kazdej grupy strukturalnej oraz dodatkowo,
grupy testowej zawierajacej rdzenie kationowe, w ktorych ladunek dodatni znajdowalby
si¢ w czeSci nieaminokwasowej, powinno chociaz w ogoélnym zarysie pozwoli¢ na
racjonalne powigzanie zaleznosci pomiedzy struktura dendrymeru a profilem jego

aktywnosci biologicznej.
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3. BADANIA WLASNE

3.1. SYNTEZA DENDRYMEROW - PROJEKTOWANIE, PLAN SYNTEZY

Rozpatrujac mozliwosci wykorzystania dendrymeréw jako substancji leczniczych
preferowane sa dendrymery niskoczasteczkowe. Dotyczy to zwlaszcza zwiazkoéw z
kationowymi grupami terminalnymi. Za wspomniang preferencja przemawiaja m.in.
niekorzystne witasciwosci biologiczne dendrymerow wyzszych generacji, takie jak wigksza
toksyczno$¢, immunogenicznos$¢, staba przenikalno$¢ przez btony biologiczne (Rozdzial
1.2.). Problemem w przypadku wysokoczasteczkowych dendrymerow jest réwniez ich
czysto$¢ oraz wysokie koszty syntezy (Rozdziat 1.1.4.). Z tych wzgledow zaprojektowane
przeze mnie amfifilowe dendrymery peptydowe sa zwiazkami niskoczasteczkowymi (G1) o
prostej strukturze. Syntetyzowatam je klasyczna metoda w roztworze, co bylo podyktowane
potrzeba uzyskania wigkszej ilosci zwiazku (ok. 0.5 — 1 g) do przeprowadzenia m.in. badan
biologicznych.

W ramach pracy zaprojektowatam i otrzymatam dwa typy 4-rozgatezionych rdzeni,
tj. posiadajace charakter hydrofobowy (Rozdziat 3.2.) badz kationowy (Rozdziat 3.4.).
Obydwa rodzaje rdzeni charakteryzuja si¢ struktura mieszana (organiczno - aminokwasowa),
dzigki czemu oparte na nich dendrymery peptydowe moga wykazywac wigksza oporno$¢ na
dziatanie enzymow proteolitycznych.

Rdzenie o charakterze hydrofobowym skonstruowatam na czasteczce lizyny, ktora
jak wykazano w dotychczasowych pracach jest najkorzystniejszym wyborem. Aby zapewnic¢
biokompatybilno$¢ finalnego dendrymeru, jako nieaminokwasowy element rozgalgziajacy,
prowadzacy do uzyskania 4-rozgalgzionego rdzenia, postanowilam wykorzysta¢ zwiazek
nalezacy do naturalnych metabolitéw. Poniewaz wczesniej zatozytam, ze rdzen, aby by¢
nietoksycznym, powinien posiada¢ reszty aromatyczne (Rozdziat 2.), dobrym rozwigzaniem
wydawato si¢ by¢ zastosowanie kwasu 3,5-dihydroksybenzoesowego (DHBA, kwas a-
rezorcylowy) w roli elementu rozgatgziajacego. DHBA jest metabolitem wtéornym ro$lin
wyzszych, metabolitem alkilorezorcynoli, ktére wykazuja m.in. silng aktywno$¢
antybakteryjna, grzybobdjcza 1 cy‘[otoksyczna[.148 Zatozytam, ze cze$¢ peryferyjna rdzenia, tj.
stanowigca strong¢ przylaczania zwiazkow z aktywnymi grupami, powinna cechowal sig
gigtkoscia, aby umozliwi¢ swobodne dopasowanie grup aktywnych dendrymeru do miejsca
dziatania (btony bakteryjnej). Z tego wzgledu w roli elementu rozgaleziajacego

wykorzystatam pochodna kwasu 3,5-dihydroksybenzoesowego, posiadajaca dwa tancuchy
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aminoalkilowe — o jednakowej badz roznej dlugos$ci. Zroznicowanie dlugosci obu tancuchéw
w pochodnej DHBA wydawato si¢ by¢ interesujacym do zbadania pod katem wplywu na
aktywno$¢ dendrymeru. W roli zwiazku blokujacego C-koniec rdzenia zastosowatam
tryptaming (TA), dodecyloaming (DDA), didodecyloaming (dDDA), 2-fenyloetyloaming
(PEA) lub ester metylowy tryptofanu (W-OMe). Wybor dwoch pierwszych amin wynikat z
dotychczasowych badan w naszym zespole, wykazujacych ich korzystny wplyw na
wlasciwosci  biologiczne dendrymeru (Rozdziat 1.3.3.; Whniosek 2, c¢). Natomiast
didodecyloaming wybratam ze wzgledu na przestanki literaturowe®® pozwalajace zatozy¢, ze
wzrost hydrofobowosci C-konca moze skutkowa¢ spadkiem toksyczno$ci dendrymeru
(Rozdziat 1.2.). 2-Fenyloetyloamina zostala wybrana poprzez analogi¢ do tryptaminy. Obie
aminy stanowia produkt dekarboksylacji naturalnych aminokwaséw, odpowiednio
fenyloalaniny 1 tryptofanu, posiadajacych wiele korzystnych wlasciwosci, takich jak
wspomniane powinowactwo do powierzchni miedzyfazowej lipid-woda w blonie bakteryjnej
(Rozdziat 2.). Z tego wzgledu zalozytam, ze uzycie PEA moze okaza¢ si¢ rownie korzystne
(lub lepsze) jak tryptaminy. Wybor estru metylowego tryptofanu podyktowany byt
zaplanowana, dalsza funkcjonalizacja finalnego dendrymeru na C-koncu. Struktury
zaprojektowanych rdzeni o charakterze hydrofobowym, skonstruowane z zastosowaniem
symetrycznego i niesymetrycznego elementu rozgaleziajacego, tj. odpowiednio N, N’-bis{3,5-
bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}- i N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-
amino)etoksy]benzoilo} amidy L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego badz dipeptydu KW-
OMe, przedstawione Zostaly na Rysunku 32.

BocHN ~ 0 BocHN ~0
O BocHN
BocHN NHBoc BocHN

gdzie R: NHBoc
PEA f\Nw DDA g\N/\/\/\/\/\/\

N H
H H W-OMe Ny
I ADDA & e eSS 0”0 "NH
TA SN NN NN !
H

Rysunek 32. Rdzenie hydrofobowe skonstruowane z uzyciem symetrycznego (l) i niesymetrycznego
(1) elementu rozgateziajacego.
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Drugi typ rdzeni opartych na czasteczce lizyny, tj. rdzenie o charakterze
kationowym, zsyntetyzowalam wykorzystujac jako element rozgal¢ziajacy pochodna
dietylenotriaminy, tj. kwas 2-{bis[2-(Boc-amino)etylo]lamino}octowy (Rysunek 33).
Trzeciorzgdowy atom azotu elementu rozgal¢ziajacego stanowi centrum kationowe rdzenia.
W roli aminy blokujacej C-koniec rdzenia zastosowatam tryptaming (TA), dodecyloaming

(DDA) badz didodecyloaming (dDDA).

BocHN
Lok i
NAH/ WO
H o) O«_NH
BocHN TN/\/NHBOC
NHBoc

Rysunek 33. Rdzen o charakterze kationowym - N, N’-bis({bis[2-(Boc-amino)etyloJamino}-
metylokarbonylo) amidy L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (gdzie R = TA, DDA, dDDA).

Oba rodzaje rdzeni, po odbezpieczeniu ich terminalnych grup aminowych,
wykorzystalam do syntezy amfifilowych dendrymeréw peptydowych. Chronologicznie jako
pierwsza grupg zsyntetyzowatlam dendrymery oparte na rdzeniu hydrofobowym z
terminalnymi resztami lizynowymi (Rozdziat 3.3.1.). W tym celu stosowatam reakcjg
sprzegania rdzeni z ortogonalnie zabezpieczonymi pochodnymi lizyny: Boc-Lys(Z)-OH lub
Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH, =z uzyciem N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) i N-
hydroksybenzotriazolu (HOBt), a nastgpnie reakcj¢ selektywnej deprotekcji oston Z za
pomoca katalitycznego wodorowania (10% Pd-C) lub oston Boc za pomoca nasyconego
roztworu HCIl w EtOAc (Schemat 19).

Na podstawie wstgpnych wynikéw badan biologicznych, uzyskanych dla
dendrymer6w z terminalnymi resztami lizynowymi, postanowilam przeprowadzi¢ w kolejnym
etapie ich funkcjonalizacje resztami tryptofanowymi, jak réwniez resztami pochodnych
tryptofanu, tj. 1-butylotryptofanowymi oraz 1-(5-aminopentylo)tryptofanowymi (Rozdziat
3.3.2.). Odpowiednio sfunkcjonalizowane dendrymery, wystgpujace w  postaci
chlorowodorkéw, otrzymatam na drodze sprzegania Boc-Trp-OH, N-Boc-1-butylotryptofanu
lub N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu z dendrymerami posiadajacymi wolne grupy
aminowe € na terminalnych resztach lizynowych, a nast¢pnie usunigcia grup Boc z produktéw
kondensacji (Schemat 19). Stosowatam technike sprzggania z uzyciem 1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC) ze wzgledu na stabe wydajno$ci uzyskiwane dla

reakcji prowadzonych z DCC jako czynnikiem sprzegajacym. Natomiast do deprotekcji grup
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Boc, w celu otrzymania finalnej, amfifilowej struktury dendrymeru, stosowatam nasycony
roztwor HC1 w EtOAC.

1
HoN R\”/\/\\\..k%o ]
b , il
1. DCC/HOBL, EtzN, DMF 1 RDZEN

N

10
R N CO,H
H RL” \/\/\r 2
o Wo (R'=Zwb2.clz) NHBoc H R
o} Os_NH X

(n
NH, 2. Hy/10% Pd-C, MeOH o O NH )
(gdy R* =2) o ( n ) a
NH
o) o >N [1up nas. HolEtOAC . HN N
dy R' = Z lub 2-CI-Z N
NH; R? ( o
HN n
/ 0. NH
R2 j/ R'=H R?=Boc
W gdy R'=H ‘H " (lubR'=2Z R?=H
J R? = Boc lubR'=2-Cl-Z R?=H
NH, 1. Boc-Trp-OH,
. o EDC/HOBt, EtzN, DMF NH
f\ 2. nas. HCI/EtOAc \ R
HN g 4
H N\/& 1 RDZEN lub zamiast Boc-Trp-OH Boc-chroniona pochodna
2 o Trp lub Boc-PABA-OH i wtedy po etapie 2:
N - (]
HN ’ R WI
N HN 7%?
0o o < 1
o 2 N\\\\* 8 HCl

(e} O, NH
i |
NH NH N X
H 2 H NH, o
NH, o o )H\EQ @
k \
Ha N

(7 h N .
NH N 12 HCI
) j/ * 8 HCl o
HN [¢] Ho,N™
H,N v NH,
NH E)KQ\ E
%‘\ ‘\\\EQ NH, *8HCI

NH;  ~nNH

Schemat 19. Synteza dendrymerdéw peptydowych opartych na rdzeniu hydrofobowym (gdzie R = TA,
PEA, DDA, dDDA, W-OMe; n =1 lub 4): z terminalnymi resztami lizynowymi (1), tryptofanowymi
(1), pochodnymi tryptofanu (111, 1V) lub resztami PABA (V).

Dendrymery z terminalnymi resztami lizynowymi zmodyfikowatam rowniez
resztami kwasu p-aminobenzoesowego (Rozdziat 3.3.3.). Dendrymery sfunkcjonalizowane
resztami PABA otrzymalam w sposob analogiczny do opisanego powyzej, tj. w wyniku
sprzegania dendrymerow z Boc-PABA-OH w warunkach EDC/HOBL 1 nastgpczej deprotekcji
grup Boc za pomoca nasyconego roztworu HCl w EtOAc (Schemat 19).

W dalszej czgsci pracy, w celu weryfikacji zatozenia o mozliwosci optymalizacji
selektywnosci i/lub aktywnosci antybakteryjnej dendrymeréw poprzez wprowadzenie na ich
C-koniec fragmentu z resztami PABA badZz sulfonamidu, przeprowadzitam syntezg

dendrymerow typu Janus (Rozdziat 3.3.4.).
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Schemat 20. Synteza dendrymerow typu Janus opartych na dendrymerze z terminalnymi resztami
lizynowymi.
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Schemat 21. Synteza dendrymeréw typu Janus opartych na dendrymerze z terminalnymi resztami
tryptofanowymi.

71

http://rcin.org.pl



Do konstrukcji tego typu dendrymeréw postuzyty mi dendrymery zar6wno z terminalnymi
resztami lizynowymi, jak i tryptofanowymi, posiadajace na C-koncu reszteg estru metylowego
tryptofanu (,,dendrony 1) oraz zwiazki otrzymane w wyniku sprzggania dichlorowodorku 3-
(5-aminopentoksy)-5-(2-aminoetoksy)benzoesanu metylu z kwasem 4-(Boc-
amino)benzoesowym lub chlorkiem 4-(Boc-amino)benzenosulfonowym (,,dendrony 2”).
Finalne dendrymery Janus otrzymatam poprzez polaczenie ze soba ,,dendronow 1”7 i
,dendronéw 2” z wykorzystaniem Ilacznika, tj. etylenodiaminy (EDA) badz 2,2’-
(etylenodioksy)dietyloaminy (NOON), a nast¢pnie deprotekcje grup Boc (Schemat 20 i 21).
Ostatnia cz¢s$¢ pracy obejmowata syntez¢ dendrymeréw peptydowych opartych na
rdzeniu kationowym. Otrzymalam trzy grupy dendrymerow, tj. z terminalnymi resztami
lizynowymi (Rozdziat 3.5.1.), tryptofanowymi i pochodnych tryptofanu (Rozdziat 3.5.2.),
bedace zwiazkami analogicznymi do opisanych wcze$niej dendrymerdéw opartych na rdzeniu

hydrofobowym (Schemat 22).
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Schemat 22. Synteza dendrymeréw peptydowych opartych na rdzeniu kationowym (gdzie R = TA,
DDA, dDDA): z terminalnymi resztami lizynowymi (1), tryptofanowymi (I1) lub pochodnymi
tryptofanu (111, 1V).
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Wzory 1 numeracj¢ wszystkich zsyntetyzowanych zwiazkéw, tj. rdzeni, produktow

posrednich oraz dendrymeréw, podatam w Zataczniku 8.1.

3.2. NOWE RDZENIE O CHARAKTERZE HYDROFOBOWYM

Opracowana przeze mnie metoda syntezy nowych rdzeni o charakterze
hydrofobowym opierata si¢ na reakcji sprzggania odpowiednich amidéow L-lizyny i zwiazku
nieaminokwasowego badz dipeptydu KW-OMe z symetrycznym badZ niesymetrycznym
clementem rozgal¢ziajacym, bedacym pochodna kwasu 3,5-dihydroksybenzoesowego.
Wymagala ona wczesniejszego przygotowania obu substratow — komponentu aminowego i
kwasowego.

Amidy L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (PEA, TA, DDA, dDDA), jak
rowniez dipeptyd KW-OMe, wystepujace w postaci dichlorowodorkow (7 — 11) otrzymatam
na drodze 2-etapowej syntezy, obejmujacej reakcje sprzggania BocLys(Boc)-OH (1) z
odpowiednia aming / aminokwasem przy uzyciu N,N -dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) i
N-hydroksybenzotriazolu (HOBLt) oraz usunigcie grup Boc ze zwiazkow 2 — 6 (Schemat 23).

gdzie R:
0o 2,7
PEA &~ W@ ,
N
BocHN OH N
H
1 NHBoc N
()| 86.7 -92.3% F |
TA N 3,8
(0] H
BocHN
oC R
2.6 NHBoc DDA gs\H/\/\/\/\/\/\ 4, 9

(ii)J 92 -98.5%

HoN
R W 5,10

*2 HCI NH,

H
7-11 N
W-OMe <~

NH

o

Schemat 23. Synteza dichlorowodorkow amidow L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (7 - 10)
oraz dipeptydu KW-OMe (11). (i) DCC/HOBt, PEA-HCI/Et;N (TA, DDA, dDDA, W-OMe),
DMF/DCM (1:1), 24 - 48 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.

Syntez¢ symetrycznego 1 niesymetrycznego elementu rozgalgziajacego, tj.

odpowiednio kwasu 3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowego (21) i kwasu 3-[5-(Boc-
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amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowego (23), przeprowadzitam zgodnie z

metodologia przedstawiong na Schemacie 24.
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Schemat 24. Synteza elementow rozgalgziajacych: kwasu bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowego
(21) i kwasu 3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowego (23). (i) MeOH, Kkat.
H,SO,, t. wrz., 12 godz.; (ii) K,CO3z, DMF, 60 °C, 48 godz.; (iii) IM NaOH, 50 °C, 4 godz.; (iv)
Boc,0, EtzN, CH,CI,, 24 godz.; (v) K,COs, DMF, 40 °C, 48 godz.; (vi) Boc,0, EtzN, CH,CI,, 12
godz.; (vii) CH3SO,Cl, EtzN, CH,Cl,, 1 godz.; (viii) K,CO3, DMF, 60 °C, 48 godz.; (ixX) 1M NaOH, 50
°C, 2 godz.

Kwas 3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowy (21), w przeciwienstwie do kwasu 3-[5-
(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowego  (23), jest  zwiazkiem

opisanym w literaturze.'*°

Postanowilam go otrzymac korzystajac z procedury podanej przez
Liskamp’a 1 Wsp.me1 W pierwsze] kolejnosci przygotowalam odpowiednie substraty: 3,5-
dihydroksybenzoesan metylu (15) w wyniku estryfikacji kwasu 3,5-dihydroksybenzoesowego
(12) oraz bromek 2-(Boc-amino)etylu (16) poprzez zabezpieczenie grupy aminowej
bromowodorku 2-bromoetyloaminy (13). Nastgpnie przeprowadzitam reakcj¢ dialkilowania
estru 15 (1 ekw.) z zastosowaniem 2.6 ekw. bromku 16 w obecnosci 4.5 ekw. K,CO3 jako
zasady. Reakcja prowadzona byla w DMF w temp. 40 °C przez 16 godzin. Niestety
krystalizacja z uktadu EtOAc / heksan dawata obok zadanego produktu, tj. 3,5-bis[2-(Boc-
amino)etoksy]benzoesanu metylu (19), réwniez produkt uboczny, tj. produkt
monoalkilowania 20. W wyniku oczyszczania mieszaniny na kolumnie chromatograficznej
(faza CHCI3/MeOH 25:1) otrzymatam produkt 19 z wydajnoscia zaledwie 28.5% (lit. 64% po
-149a

krystalizacji®™). Z tego wzgledu zoptymalizowatam warunki reakcji poprzez wydtuzenie

czasu reakcji, zmiang stosunku stechiometrycznego substratdéw oraz zmiang temperatury
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reakcji. Najlepszy wynik odnotowatam prowadzac reakcj¢ w temp. 60 °C przez 2 doby z
uzyciem 3 ekw. bromku 2-(Boc-amino)etylu (16), ktére dodawatam do mieszaniny reakcyjnej
(zwiazek 15 / K,CO3 w DMF) po godzinie. Stosujac t¢ metod¢ i1 oczyszczanie
chromatograficzne uzyskatam produkt 19 z wydajnoscia 69.5%. Dodatkowo, z mysla o
syntezie niesymetrycznego elementu rozgaleziajacego 23, wydzielitam produkt
monoalkilowania 20 z wydajnoscia 23.6%. Produkt finalny, tj. kwas 3,5-bis[2-(Boc-
amino)etoksy]benzoesowy (21), otrzymatam w wyniku reakcji hydrolizy grupy estrowej
zwiazku 19 w warunkach zasadowych.

Synteza drugiego elementu rozgateziajacego - kwasu 3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-
amino)etoksy]benzoesowego (23), wiazata si¢ z przygotowaniem mesylanu 5-(Boc-
amino)pentylu (18) oraz wspomnianego juz produktu monoalkilowania 20. Mesylan 18
otrzymatam wychodzac z 5-amino-1-pentanolu (14) w wyniku zabezpieczenia jego funkcji
aminowej grupa Boc, a nastgpnic mesylowania grupy hydroksylowej 5-(Boc-amino)-1-
pentanolu (17). Natomiast 3-hydroksy-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu (20),
wydzielony przeze mnie wczesniej jako produkt uboczny reakcji dialkilowania, otrzymaltam
w wigkszej ilosci zgodnie z procedura Brouwer’a i Liskamp’a (wydajnosé 42.7%).1°
Poddatam go nastepnie reakcji alkilowania mesylanem 18 (1.5 ekw) prowadzonej w temp. 60
°C przez 48 godzin w obecnosci K,COj3 (2.25 ekw.) jako zasady. Po oczyszczeniu surowego
produktu na kolumnie chromatograficznej (faza AcOEt/heksan 3:7) otrzymatam 3-[5-(Boc-
amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu (22) z wydajnoscia 64.6%.
Zmiana stosunku stechiometrycznego substratow (3 ekw. mesylanu i 4.5 ekw. K,COg)
pozwolita na podwyzszenie wydajnosci reakcji do 84%. Hydroliza zasadowa grupy estrowe;j

zwiazku 22 doprowadzita do produktu finalnego 23.

Dysponujac  przygotowanymi substratami przystapitam do syntezy rdzeni.
Zrealizowatam ja poprzez reakcjg sprzegania dichlorowodorkow amidoéw L-lizyny i zwiazku
nieaminokwasowego (7 - 10) badz dipeptydu KW-OMe (11) z symetrycznym badz
niesymetrycznym elementem rozgateziajacym (odpowiednio 21 i 23) (Schemat 25). Reakcje
prowadzitam klasyczna metoda sprzegania z uzyciem DCC 1 HOBt w DMF oraz
trietyloaminy jako zasady wymaganej do deprotonowania grup aminowych w
dichlorowodorkach amidéw L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego. Podczas poczatkowych
prob sprzggania, pomimo wydluzania czasu reakcji do kilku dni, test Kaisera wykazywat
obecno$¢ nieprzereagowanych grup aminowych. Niezbedne okazato si¢ zastosowanie

dodatkowej ilosci EtsN, tj. kolejnych 2 ekwiwalentow oprécz tych koniecznych do
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zobojetnienia dichlorowodorkéw. Reakcje prowadzone z nadmiarem EtzN zachodzily z pelna
konwersja w ciagu 48 godzin. Produkty sprzggania (24 - 31) oczyszczatam na kolumnie
silikazelowej (faza: CHCIl3/MeOH 25:1 lub gradient 100:1—25:1) otrzymujac zwiazki w
postaci biatych / jasnozottych proszkéw lub jasnozottych olejow z wydajnos$ciami rzedu 77.6

—90.5% (Tabela 2). Ich struktury zostaty potwierdzone za pomoca widm ESI MS i NMR.

BocHN\/\O
\/\/\’)J\ / i: N / R
*2 HCI
7-11 NHBOC
. 24 - 27
\ (ll) o) fe)

BocHN \/\O

N
BocHN NHBoc
/@\n/ M\/\’)j\ gdzie R:
PEA 7,24, 28
08 31 /é\ TA 8, 25, 29

DDA 9, 26, 30

BocHN

BOCHN dDDA 10, 31

W-OMe 11, 27

NHBoc

Schemat 25. Synteza N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}amidow L-lizyny i zwiazku
nieaminokwasowego (24 - 26), estru metylowego N, N -bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-lizylo-
L-tryptofanu (27) oraz N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}
amidow L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (28 - 31). (i) 21, DCC/HOB, Et;N, DMF, 48 godz.;
(i) 23, DCC/HOB, Et;N, DMF, 48 godz.

Otrzymane w powyzszy sposoOb rdzenie o charakterze hydrofobowym mozna
podzieli¢ na dwie podstawowe grupy w zalezno$ci od uzytego do ich konstrukcji elementu
rozgalgziajacego:

I. N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo} amidy L-lizyny 1 zwiazku
nieaminokwasowego (24 - 26) lub ester metylowy N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-
amino)etoksy]benzoilo}-L-lizylo-L-tryptofanu (27);

Il. N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo} amidy L-
lizyny 1 zwiazku nieaminokwasowego (28 - 31) (Schemat 25).

Rdzen 27 zostat zaprojektowany z mys$la o syntezie dendrymerow typu Janus

(Rozdziat 3.3.4.). Grupa estrowa tryptofanu znajdujacego si¢ na C-koncu rdzenia daje
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mozliwo$¢ dalszej funkcjonalizacji tej cze$ci zwiazku. Z kolei rdzenie 24 - 26 i 28 - 31 miaty
postuzy¢ do syntezy ,klasycznych” dendrymeréw. Synteza dendrymerdéw opartych na tych
rdzeniach umozliwia zbadanie wptywu rodzaju podstawnika umieszczonego na C-koncu, jak

roOwniez zroznicowania dtugosci ramion na aktywnos$¢ biologiczna.

Tabela 2. Dane dotyczace rdzeni o charakterze hydrofobowym (24 - 31).

R
Wydajnosé | T. top. !
Rdzen [CHCIs/MeOH
[%0] [°CI
8:1]
Fenyloetyloamid ~, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)- | 24
) ) 87.7¢% 82-84 0.60
etoksy]benzoilo}-L-lizyny
Tryptamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)- | 25
yP _ _ { L2 ) 776" 80-83 0.38
etoksy]benzoilo}-L-lizyny
Dodecyloamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)- | 26
Y { [ ) 78.7°% - 0.48
etoksy]benzoilo}-L-lizyny
Ester metylo N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)- | 27
y_ W ) { [ ) 82.4° 101-103.5 0.45
etoksy]benzoilo}-L-lizylo-L-tryptofanu
Fenyloetyloamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]- | 28
Yoy ) { [ ( ) )P V] 89.6° 74-77 0.48
5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny
Tryptamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2- | 29
P _ { [ ( _ )P day 78.4° 85-87 0.45
(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny
Dodecyloamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5- | 30 g1 . 0.45
[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny ' '
Didodecyloamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]- | 31 90,5 " . 0.67
5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny ' '

2P 5o oczyszczeniu na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCly/MeOH : ?25:1; ® gradient 100:1—25:1

“olej

Rdzenie 24 - 31 poddatam reakcji Boc-deprotekcji z uzyciem nasyconego roztworu
HCl w EtOAc (Schemat 26). Uzyskane w ten sposob odbezpieczone zwiazki 32 - 39,
wystepujace w postaci tetrachlorowodorkéw, mogltam wykorzysta¢ do dalszej syntezy

dendrymeréw.
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W-OMe 27,35
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Schemat 26. Synteza tetrachlorowodorkéow N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo] amidow L-
lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (32 - 34), estru metylowego N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)-
benzoilo]-L-lizylo-L-tryptofanu (35) oraz N, N -bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-aminoetoksy)benzoilo]-

amidow L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (36 - 39). (i) nas. HCI/EtOAc.

3.3. SYNTEZA DENDRYMEROW OPARTYCH NA RDZENIACH
HYDROFOBOWYCH
3.3.1. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami lizynowymi

Chronologicznie, pierwsza grupe dendrymerow oparta na nowym typie rdzeni o
charakterze hydrofobowym otrzymalam wykorzystujac w reakcji sprzggania ortogonalnie
zabezpieczone pochodne lizyny. Jak wynikato z analizy zaleznosci struktura — aktywno$¢
dendrymeru (Rozdziat 1.3.3.), rodzaj peryferyjnego elementu rozgale¢ziajacego ma istotny
wplyw na aktywnos¢. Moj wybor podyktowany byl dotychczasowymi obserwacjami,
wskazujacymi na to, ze pochodne lizyny z aromatyczna grupa Z lub 2-Cl-Z zabezpieczajaca
jedna z jej funkcji aminowych, maja wyzsze aktywnosci antybakteryjne niz Orn czy Arg
(Rozdziat 1.3.3.,, Wniosek 3). Co wigcej, dane dotyczace naturalnych peptydow
antybakteryjnych (AMP) sugeruja, ze Lys jest lepszym wyborem niz Arg ze wzgledu na

nizsza toksycznos¢. Kim i wsp. wykazali bowiem, ze grupa aminowa Lys oddziatuje
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elektrostatycznie stabiej z obojetnymi fosfolipidami niz grupa guanidynowa Arg.151 Oznacza
to wigksza selektywnos$¢ wzgledem ujemnych fosfolipidéw blony bakteryjnej, a tym samym
mniejsza toksycznos¢ wobec komorek eukariotycznych.

Otrzymatam dwie grupy dendrymerow peptydowych posiadajacych grupy
zabezpieczajace 2-Cl-Z lub Z na azocie N° rozgateziajacej lizyny (Schemat 27 i 28). Zostaty
one zsyntetyzowane w wyniku reakcji sprzegania odbezpieczonych rdzeni, tj.
tetrachlorowodorkow 32 — 39 z ortogonalnie zabezpieczona lizyna: Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH lub
Boc-Lys(Z)-OH.

H,N \9;\0 R n
©\,(H o 32| PEA |1
N\/\/\)J\
0 R
H o 0w _NH 36 PEA 4
NH, 33| TA |1
* 4 HCI
o o 37 TA 4

ﬁ kﬁ)n 34| DDA |1

o o 43| TA |4

35| W-OMe | 1
ST ‘
o 0~ “NH ! 71.6 - 88.3%
o)J\N/\/\“"K[(N\@/\o
H o R n
cl o
H
>Lo o NWR @\m 40| PEA |1
o 07 NH 0 OxNH o 41| PEA |4
OJ\N/\/\“"KH/NH HNAO 42 TA 1
H o) J<
Cl 0 07 “NH kh)n 70
: 44| DDA |1
©AO)]\ /\/\\\\-K”/NH HN\HANJ]\O)<
5 H

S 45 | W-OMe | 1
(0] NH \(ii)
)iy 2 1 92.8 - 96%
o
H n R n
(0]
Cl H (0]
o/©\,(NW\,)LR @CI 46| PEA |1
o NH, o O-NH o 47| PEA |4
OJ\N/\/\\“'KI(NH HNAO 48 TA 1
(0]
©\) © o r 49 TA |4
cl cl o) NH, kﬁ)n

L /\/\\.-K”/NH HN. 50| DDA |1
Sasaet al: o

Schemat 27. Synteza dendrymerdw z terminalnymi resztami lizynowymi (40 — 45, 46 — 50).
(i) Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH, DCC/HOBL, Et;N, DMF, 48 - 72 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Schemat 28. Synteza dendrymerdéw z terminalnymi resztami lizynowymi (51 — 58, 59 — 61, 62 — 69).
(i) Boc-Lys(Z)-OH, DCC/HOB, EtzN, DMF, 48 - 72 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAC; (iii) H,/10% Pd-C,
MeOH.
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Reakcje sprzegania prowadzitam z uzyciem DCC i HOBt w DMF z dodatkiem odpowiedniej
ilosci EtsN (koniecznej do przeprowadzenia grup aminowych do postaci niesprotonowanej).
Podobnie jak w przypadku syntezy rdzeni, niezbedne okazato si¢ zastosowanie dodatkowe;j
ilosci Etz3N (2 ekw.) do calkowitej konwersji grup aminowych. Poczatkowe proby
oczyszczenia surowych dendrymeréw za pomoca chromatografii kolumnowej na silikazelu
byty zmudne i nie prowadzily do satysfakcjonujacego wyniku. Idealnym rozwigzaniem
okazalo si¢ by¢ potaczenie wspomnianej chromatografii silikazelowej z saczeniem
molekularnym z uzyciem kolumny z wypehlieniem Sephadex LH-20. W pierwszym etapie
oczyszczania dendrymerow stosowatam saczenie molekularne z MeOH jako faza ruchoma, a
nastepnie zwiazki doczyszczatam na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH
(gradient 100:1—20:1). W ten sposdb otrzymatam czyste dendrymery peptydowe (40 - 45, 51
- 58), majace posta¢ bezpostaciowych proszkow, z wydajnosciami rz¢du 71.6 - 89.7%.

Dendrymery 40 - 45 i 51, 52, 54 poddatam nastgpnie reakcji deprotekcji grup Boc
rozpuszczajac zwiazek w minimalnej ilosci MeOH i dodajac nasycony roztwor HCI w EtOAc
(Schemat 27 i 28). Reakcja zachodzita szybko (1 godz.) i z wysoka wydajnoscia (91.2 -
98.5% po saczeniu molekularnym). Odbezpieczone dendrymery 46 - 50 i 59 - 61
(tetrachlorowodorki) to bezpostaciowe proszki bez ostrej temperatury topnienia. Po
scharakteryzowaniu ich za pomoca technik analitycznych, zostaly oddane na badania
biologiczne.

Okazato sig, ze posiadaja one umiarkowana aktywnos$¢ antybakteryjna, na ktora
rodzaj pochodnej lizyny (2-CI-Z lub Z na azocie N°) zasadniczo nie wywiera wplywu.
Decydujaca rolg odgrywa rodzaj C-konca dendrymeru. Najstabsza aktywno$¢ odnotowana dla
dendrymeru 50, tj. z dodecyloamina na C-koncu, sugerowata mozliwo$¢ poprawy dziatania
antybakteryjnego zwiazkoéw poprzez zwigkszenie ich charakteru hydrofilowego, np. przez
wprowadzenie wigkszego tadunku dodatniego. W tym celu dendrymery 51 — 58, posiadajace
grupy zabezpieczajace Z na azocie N° rozgaleziajacej lizyny, poddatam reakcji deprotekcii
stosujac klasyczna metode hydrogenacji na katalizatorze palladowym w metanolu (Schemat
28). Jednakze reakcja z 10% Pd/C, zastosowanym w ilosci 10% wagowych substratu,
przebiegata z niepelna konwersja. Stanowito to problem, gdyz o ile fatwe jest rozdzielenie od
siebie produktu i substratu, to zwiazki z czg$ciowo zdjetymi grupami Z tworza ztozona
mieszaning praktycznie niemozliwa do odseparowania od produktu. Poprawe¢ konwers;ji
substratu powodowatl dodatek kwasu octowego. Jednakze najlepsze efekty dato zastosowanie
stosunkowo duzego nadmiaru katalizatora (10% wagowych na kazda grupg¢ Z). Reakcja

hydrogenacji prowadzona w tych warunkach zachodzita w ciagu 3 — 10 godzin.
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Odbezpieczone dendrymery 62 — 69, otrzymane z wydajno$ciami rzedu 83.7 — 97%, to biate
lub jasnozotte proszki, ktore stanowily substrat do dalszej syntezy (Rozdziat 3.3.2.). Waznej
informacji, co do kierunku planowanej funkcjonalizacji tych zwiazkow, dostarczyty wyniki
badania aktywnos$ci antybakteryjnej dla dendrymeréw 62 i 63. Okazato sie, ze deprotekcja
grup Z w dendrymerach powoduje utrate ich wlasciwosci antybakteryjnych.

Zgodnie z powyzszym zalozylam wigc, Ze funkcjonalizacja dendrymerow z
terminalnymi resztami lizynowymi powinna prowadzi¢ nie tylko do zwigkszenia ich

ladunku dodatniego, ale r6wniez wprowadza¢ grupe aromatyczna.

Podstawowa metoda analityczng potwierdzajaca zalozona struktur¢ dendrymeréw z
terminalnymi resztami lizynowymi jest spektrometria mas ESI MS. W widmach
dendrymerow 40 — 45 i 51 — 58 gltéwne sygnaty pochodza od jonow podwdjnie natadowanych
typu [M + 2Na]**. Widoczne réwniez sygnaly jonéw pseudomolekularnych [M + Na'] sa
mniej intensywne. Natomiast w widmach dendrymerow odbezpieczonych 46 — 50, 59 — 61 i
62 — 69 najczesciej jako gtowne sygnaty obserwuje si¢ te pochodzace od jonéw wielokrotnie
naladowanych typu [M + 2H]?*, [M + 3H]** czy [M + 4H]*.

Widma *H i *C NMR dendrymeréw 40 — 69 nie przedstawiaja wiekszych trudnosci
interpretacyjnych, aczkolwiek pelne przypisanie sygnatldéw mozliwe jest na podstawie widm
DEPT oraz korelacyjnych COSY i HSQC.

Na petng Boc-deprotekcje w przypadku dendrymerow 46 — 50 i 59 — 61 wskazuje w widmach
NMR caltkowity zanik charakterystycznych sygnaléw pochodzacych od grup Boc, tj. w
widmie *C NMR - sygnatéw przy 28.8 ppm [C(CHs)s] i 80.6 ppm [C(CH3)s], za$ w widmie
'"H NMR — intensywnych sygnatow w zakresie 1.36 — 1.41 [C(CH3)s].

Z kolei brak sygnatu przy 5.03 ppm w widmie "H NMR, pochodzacego od protonéw
benzylowych (Ar-CH,0), oraz przy 67.3 ppm w widmie *C NMR, odpowiadajacemu
benzylowemu atomowi wegla (Ar-CH,0), jest dowodem na pelna Z-deprotekcje w przypadku
dendrymerow 62 — 69.

3.3.2. Synteza dendrymeréw z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub
pochodnych tryptofanu

Poprawe aktywnosci antybakteryjnej dendrymerdéw postanowitam osiagnac poprzez
przylaczenie do grup aminowych w tancuchu bocznym lizyny reszt tryptofanu. Czasteczka
tryptofanu wydawata si¢ odpowiednim wyborem, gdyz spetniata zalozone przeze mnie

kryteria funkcjonalnoéci (Rozdziat 3.3.1.), tj. zwickszata tadunek dodatni dendrymeru i
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jednoczesnie wprowadzata uktad aromatyczny. Co wigcej, jak wspomniano w Rozdziale 2,
reszty tryptofanowe wykazuja powinowactwo do bakteryjnej powierzchni migdzyfazowej
lipid-woda. W zwiazku z tym, dendrymery sfunkcjonalizowane resztami tryptofanu powinny
wykazywac nie tylko lepsza aktywno$¢ antybakteryjna, ale i oporno$¢ na wysokie stezenie

soli oraz niska toksyczno$¢ wobec komorek eukariotycznych.
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Schemat 29. Synteza dendrymerdw z terminalnymi resztami tryptofanowymi (70 — 75, 76 — 80).
(i) Boc-Trp-OH, EDC/HOBL, Et;N, DMF, 48 - 72 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Syntez¢ dendrymerow posiadajacych terminalne reszty tryptofanowe zrealizowatam
w wyniku reakcji sprzggania dendrymerow 63 — 65 1 67 — 69 z Boc-Trp-OH (Schemat 29).
Poczatkowe proby otrzymania dendrymeru 70 w reakcji prowadzonej przy uzyciu klasycznej
metody DCC/HOBt dawaly niska wydajnos¢ produktu (~ 47%). Konieczna okazata si¢
zmiana czynnika sprzegajacego z DCC na 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
(EDC). Najlepsze wyniki uzyskatam przy uzyciu uktadu EDC/HOBt w DMF z dodatkowa
iloscia EtsN (3.6 ekw.), tj. oprocz tej potrzebnej do przeprowadzenia odczynnika
sprzegajacego, wystepujacego w postaci chlorowodorku (EDC-HCI), do jego postaci wolnej
(4.4 ekw.). Produkty sprzggania oczyszczatam zgodnie z procedura stosowana w przypadku
dendrymeréow 40 — 45 i 51 — 58. Najpierw wykonywatam saczenie molekularne na
Sephadexie LH-20 z MeOH jako eluentem, a nastgpnie zwiazki doczyszczatam na kolumnie
silikazelowej z uzyciem fazy CHCls/MeOH (gradient 50:1—15:1 Iub 100:1—15:1). W ten
sposob otrzymatam czyste dendrymery peptydowe 70 — 75, majace posta¢ bialych,
kremowych lub jasnozottych proszkoéw, z wydajnosciami rzedu 66.8 — 87.5% (Tabela 3).

Tabela 3. Dane dotyczace dendrymeréw 70 - 751 76 - 80.

Dendrymery zabezpieczone Dendrymery odbezpieczone
25 25
R
Wyd. T. top. [olo ! Wyd. T. top. [oJo
Nr (c1, | [CHCIJ/MeOH Nr (c1,
[%0] [°C] [%0] [°C]
MeOH) 8:1] MeOH)
70 78.1 126-131 -7.3 0.37 76 96.4 195-207 | +275
71 87.5 147-153 -7.0 0.32 77 96.8 203-212 | +14.1
72 66.8 135-140 -54 0.49 78 96.8 197-206 | +28.1
73 69.7 125-129 -5.3 0.57 79 96 187-195 | +255
74 68.2 117-120 -5.6 0.45 80 95.2 195-198 | +25.2
75 86.2 140-143 -45 0.37

Nastepnie dendrymery 70 — 74 poddatam reakcji Boc-deprotekcji rozpuszczajac
zwiazek w minimalnej ilosci MeOH 1 dodajac nasycony roztwor HCI w EtOAc (Schemat 29).
Odbezpieczone dendrymery 76 — 80, wystepujace jako higroskopijne heptachlorowodorki,
uzyskatam z wydajnosciami rzedu 95.2 — 96.8% (Tabela 3). Po scharakteryzowaniu ich za
pomoca technik analitycznych, zostaty oddane na badania biologiczne.

Badania aktywnos$ci przeciwnowotworowej dendrymerow 76 — 80 ujawnity ich

zdolnos¢ do ograniczania wzrostu linii komodrkowej ludzkiego czerniaka (inhibitory
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proliferacji). Biorac pod uwagg, ze dendrymery te posiadaja terminalne reszty tryptofanowe,
wydaje si¢ mozliwa optymalizacja ich wlasciwosci biologicznych poprzez modyfikacje
pierScienia indolowego. Poszukujac w literaturze prostych pochodnych tryptofanu
przejawiajacych wlasciwosci przeciwnowotworowe, moja uwage zwrécita praca Cai i wsp.152
Jej tematem byla aktywnos¢ cytotoksyczna wobec komorek nowotworowych N-alkilowych
pochodnych tryptofanu, tj. zawierajacych podstawnik metylowy, etylowy, propylowy,
izopropylowy lub butylowy na indolowym atomie azotu. Sposréd nich najwigkszy potencjat
wykazywat 1-butylotryptofan.

Wobec tego, postanowilam sprawdzi¢ czy zastapienie terminalnych reszt
tryptofanowych w dendrymerze przez reszty 1-butylotryptofanowe wplynie na wzrost
jego aktywnosSci przeciwnowotworowej.

Interesujacym wydawat si¢ takze wplyw takiej modyfikacji na aktywno$¢
przeciwbakteryjna i1 toksyczno$¢ dendrymeru wobec komorek eukariotycznych. W literaturze
dendrymeréw antybakteryjnych nie odnalaztam prac na temat syntezy i aktywnosci
biologicznej dendrymeréw zawierajacych w swojej strukturze pochodne tryptofanu.
Natomiast w przypadku peptydow antybakteryjnych zostalo udokumentowane, ze
wprowadzenie do peptydu pochodnych aminokwasow, charakteryzujacych si¢ zawada

przestrzenna i lipofilowoscia, np. 2.5,7-tri-tert-butylotryptofanu (Tbt),**?

na ogot skutkuje
poprawa jego dzialania antybakteryjnego. Na temat peptydow zawierajacych Nl-podstawiony
tryptofan istnieje, jak dotychczas, jedna praca, ktora wskazuje na ich dobre wilasciwosci

przeciwdrobnoustrojowe (Rysunek 34).**

(0] H (0]
N N o~
N | NH H O R R Aminokwas
H Gly
(@) H (0] Me L-Ala
N
WN o~ CH(Me), L-Val
N NH (6] R

/L CH,CH(Me), L-Leu
)
CH,CH,SMe L-Met

jZ‘R Ph L-Phe
o
o)

Rysunek 34. Struktury peptydow zawierajacych N'-podstawiony tryptofan.

Potrzebny substrat, tj. N-Boc-1-butylotryptofan (83), probowatam otrzymaé zgodnie

z 2-etapowq procedura podana przez grupe Cai.*®? Polegala ona na przeprowadzeniu w
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jednym etapie reakcji estryfikacji i reakcji N-alkilowania Boc-Trp-OH (81) przy zastosowaniu
3 ekw. bromku n-butylu w obecnosci NaOH (2 ekw.) w DMSO, a nastgpnie reakcji hydrolizy
estru 82 w warunkach zasadowych (Schemat 30).

0 o) o)

OH O\/\/ OH
NHBoc NHBoc NHBoc
\ (i) N\ _ iy \
N N N
H 49 % \\L \\L
81 82 83

Schemat 30. Synteza N-Boc-1-butylotryptofanu (83). (i) n-BuBr, NaOH, DMSO, 60 °C, 6h; (ii) 1M
NaOH, DMSO, t. pok., 30 min.

Jednakze nie udato mi si¢ powtorzy¢ kluczowego, 1-ego etapu syntezy, tj. otrzymywania estru
82, z wydajno$cia osiagana przez wspomniang prac¢ Cai (49%). Na podstawie TLC
obserwowatam bardzo niski stopien przerecagowania substratu, powstawanie gldwnie
produktu estryfikacji i tylko niewielkie ilosci wlasciwego produktu. W efekcie uzyskalam
ester 82 z wydajnoscia zaledwie 16%. Sktonito mnie to do przeprowadzenia syntezy N-Boc-1-
butylotryptofanu (83) na drodze powszechnie stosowanej procedury N-alkilowania uktadu

indolowego.

NHBoc NHBoc NHBoc
A\ (i) AN (i) A\
N
N N N
81 84

67 % H 42 % (i)
85 \\\\ 96 %

B o. [/ /
o]
o 0 o)
(vi)
NH; NHBoc NHBoc
A\ (iv) N\ (v) N\ 94 %
N
H 89 % N 62 % N
86 87 88 \\\\

Schemat 31. Synteza N-Boc-1-butylotryptofanu (83). A — (i) BnBr, Cs,CO3, DMF, t. pok., 6 godz.; (ii)
n-BuBr, NaH, DMF, 0 °C, 1.5 godz.; (iii) H»/10% Pd-C, MeOH, 3.5 godz.; B — (iv) (Boc),0, NaOH,
H,O/dioksan, t. pok., 24 godz.; (v) n-BuBr, NaH, DMF, 0 °C, 2.5 godz.; (vi) 1) IM NaOH, MeOH, 50
°C, 1.5 godz.; 2) 1M HCI.
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W tym celu, wychodzac z Boc-Trp-OH (81) najpierw zabezpieczylam jego grupe
karboksylowa w postaci estru benzylowego otrzymujac Boc-Trp-OBn (84) z wydajnoscia
67% (Schemat 31:A). Dziatajac na zwiazek 84 wodorkiem sodu, a nastgpnie bromkiem n-
butylu w temperaturze 0 °C uzyskatam produkt N-alkilowania 85 z wydajnoscia 42%.
Usunigcie zabezpieczajacej grupy benzylowej poprzez hydrogenacje Kkatalityczna
doprowadzitlo do finalnego produktu 83. Widma NMR i MS odpowiadaly zatozonej
strukturze. Catkowita wydajnos$¢ tej trzyetapowej syntezy z Boc-Trp-OH (81) wyniosta
68.3%. Lepszy wynik mozna osiagna¢ wychodzac z Trp-OMe (86). Sekwencja reakcji:
zabezpieczania funkcji aminowej 86 grupa Boc, N-alkilowania Boc-Trp-OMe (87) i hydrolizy
estru metylowego 88, pozwala na otrzymanie N-Boc-1-butylotryptofanu (83) z wydajnos$cia
81.7% (Schemat 31:B).

Syntez¢ dendrymeréw posiadajacych terminalne reszty 1-butylotryptofanowe
przeprowadzitam poprzez reakcje sprzgegania dendrymerow 65, 67 i 68 z N-Boc-1-
butylotryptofanem (83) przy uzyciu uktadu EDC/HOBt w DMF z dodatkowa iloscia Et3N (3.6
ekw.) (Schemat 32). Po oczyszczeniu za pomoca saczenia molekularnego na Sephadexie LH-
20 z MeOH jako eluentem, a nast¢pnie kolumny silikazelowej z uzyciem fazy CHCIl;/MeOH
(gradient 100:1—15:1) otrzymatam dendrymery 89 — 91 z wydajno$ciami w zakresie 35.8 —
71.4% (Tabela 4). Sa to kremowe (89) lub jasnozotte (90 — 91), bezpostaciowe proszki dobrze
rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych (alkohole, DMSO, DMF, CHCI3, CH,Cl,) i
nierozpuszczalne w wodzie. Poddatam je reakcji Boc-deprotekcji rozpuszczajac zwiazek w
minimalnej ilosci MeOH 1 dodajac nasycony roztwor HCl w EtOAc (Schemat 32).
Odbezpieczone w ten sposob dendrymery 92 — 94 wystegpuja w postaci higroskopijnych
heptachlorowodorkoéw. Uzyskatam je z wydajnos$ciami mieszczacymi si¢ w zakresie 89.8 —
97.6% (Tabela 4).

Tabela 4. Dane dotyczace dendrymerow 89 - 94.

Dendrymery zabezpieczone Dendrymery odbezpieczone
yi i
R
Wyd. T. top. Lolo f Wyd. T. top. LoJo
Nr (c1, [CHCIy/MeOH | Nr (c1,
[%6] [°C] [%0] [°C]
MeOH) 8:1] MeOH)
89 | 56.6 120-122 -6.5 0.46 92| 976 182-184.5 +18
90 | 358 102-104.5 -54 0.55 93| 8938 174-177 +12.3
91| 714 94-97 -7.1 0.60 94 | 9538 175-178 +8.9
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Schemat 32. Synteza dendrymeréw z terminalnymi resztami 1-butylotryptofanowymi (89 - 91,
92 - 94). (i) 83, EDC/HOBt, Et;N, DMF, 48 - 96 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Zastapienie w dendrymerze reszty tryptofanowej przez reszte 1-butylotryptofanowa
wydawato si¢ by¢ dobrym podej$ciem do poprawy jego aktywnosci przeciwnowotworowe;.
Natomiast poprawie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej powinna bardziej sprzyja¢ pochodna
tryptofanu z dodatkowa grupa aminowa rozpatrujac przyjete zalozenie, iz wzrost
peryferyjnego tadunku dodatniego dendrymeru moze wplywaé korzystnie na jego dziatanie
przeciwbakteryjne (Rozdziat 3.3.1.). Zgodnie z powyzszym postanowilam zsyntetyzowa¢ N*-
aminoalkilowa pochodna tryptofanu. Tego typu zwiazki nie zostaty dotychczas opisane w
piSmiennictwie chemicznym. W roli czynnika alkilujacego zdecydowatam si¢ wykorzystac¢
mesylan 5-(Boc-amino)pentylu (18), ktory stuzyt mi wcze$niej do otrzymania
niesymetrycznego elementu rozgateziajacego 23 (Rozdziat 3.2.).

Syntez¢ N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu (96) planowatam zrealizowaé na
drodze 2-etapowej, obejmujacej reakcj¢ N-alkilowania Boc-Trp-OMe (87) z uzyciem
mesylanu 18 i warunkow analogicznych do tych zastosowanych przy efektywnej syntezie N-

Boc-1-butylotryptofanu (83) oraz reakcj¢ hydrolizy grupy estrowej zwiazku 95 (Schemat 33).

/ /
N-0 N0 —oH
NHBoc NHBoc NHBoc
N @) A (ii) N

N N N
H

87 95 \\\\L % \\\\L
NHBoc

Schemat 33. Planowana synteza N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu (96). (i) 18, NaH, DMF,
0 °C; (ii) 1) IM NaOH, MeOH, 50 °C; 2) 1M HCL.

NHBoc

Etap N-alkilowania zwiazku 87 okazat si¢ problematyczny. Reakcja zachodzila z bardzo staba
konwersja. Do jej poprawy niezbedne bylo zaréwno podwyzszenie temperatury, jak i
wydtuzenie czasu reakcji. Co wigcej, w reakcji powstawala zlozona mieszanina trudna do
rozdzielenia metodami chromatograficznymi (Rysunek 35). Zwlaszcza proby odseparowania
produktu wlasciwego 96 od nieprzereagowanego substratu 87 konczyty si¢ niepowodzeniem.
Jednakze, poddanie tej mieszaniny hydrolizie grupy estrowej, prowadzito do uzyskania nowej
mieszaniny zwiazkow rozniacych si¢ Ry, co pozwalato na wydzielenie z niej produktu 96 w
postaci czystej.

W zwiazku z powyzszym syntezg N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu (96)
powtorzytam stosujac zmodyfikowang procedurg. Reakcje N-alkilowania Boc-Trp-OMe (87)
z uzyciem mesylanu 18 i NaH prowadzitam w temperaturze pokojowej przez 24 godziny

(Schemat 34). Nastepnie surowy produkt, uzyskany po ekstrakcji mieszaniny reakcyjnej,
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poddatam bezposrednio hydrolizie prowadzonej w srodowisku zasadowym. Czysty produkt

96 otrzymatam z wydajnoscia 35.8% w wyniku oczyszczania za pomoca chromatografii

kolumnowej na silikazelu. N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofan (96) wystepuje w

postaci bardzo higroskopijnego, bialego proszku 0 temperaturze topnienia 105.9-108.4°C.

Strukture zwiazku 96 potwierdza analiza widm ESI MS i NMR.
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Rysunek 35. Widmo ESI MS (jony dodatnie) mieszaniny reakcyjnej po etapie N-alkilowania
zwiazku 87.
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Schemat 34. Synteza N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu (96). (i) 18, NaH, DMF, t. pok., 24
godz.; (ii) 1) 1M NaOH, MeOH, 50 °C, 2 godz.; 2) 1M HCI.
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N*-aminoalkilowa pochodna tryptofanu 96 wykorzystatam do syntezy dendrymerow
991 100 (Schemat 35).
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Schemat 35. Synteza dendrymerdw z terminalnymi resztami 1-(5-aminopentylo)tryptofanowymi (99 i
100, 101 i 102). (i) 96, EDC/HOB, EtzN, DMF, 96 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Synteza, jak 1 etap oczyszczania, byly prowadzone wedlug procedur analogicznych do
opisanych dla dendrymeréw z terminalnymi resztami tryptofanowymi czy I-
butylotryptofanowymi, przy czym czas reakcji sprz¢gania zostat wydluzony do 96 godzin.
Dendrymery 99 i 100, majace posta¢ kremowych proszkéw, otrzymatam z wydajnosciami
odpowiednio 78.9% i 68.2% (Tabela 5). Nastepnie przeprowadzitam ich Boc-deprotekcje
przy uzyciu nas. HCI/EtOAc, w wyniku ktorej uzyskatam dendrymery 101 i 102 wystgpujace
w postaci higroskopijnych dodekachlorowodorkéw (Schemat 35 i Tabela 5).

Tabela 5. Dane dotyczace dendrymerow 99 - 102.

[a]o” R
Dendrymer Wyd. [%0] T. top. [°C]
(c 1, MeOH) [CHCI;/MeOH 8:1]
99 78.9 117-119.5 -6.5 0.44
100 68.2 99-102 -5.7 0.52
101 97.8 189-192 +6.3 -
102 89.5 184-187 +6.6 -

Strukture wszystkich otrzymanych dendrymeréw 2z terminalnymi resztami
tryptofanowymi (70 — 80), 1-butylotryptofanowymi (89 - 94) oraz 1-(5-
aminopentylo)tryptofanowymi (99 — 102) potwierdzitam w oparciu o wyniki analizy widm
MS i NMR.

Najwazniejsza technika potwierdzajaca zatozona struktur¢ dendrymerow jest
spektrometria mas ESI MS. W widmach dendrymeréw z terminalnymi resztami
tryptofanowymi (70 - 75) obserwuje sie zaréwno sygnaty pseudomolekularne typu [M + Na'],
jak i sygnaty pochodzace od jonow wielokrotnie natadowanych typu [M + 2Na]®*, [M +H +
Na]** czy [M + 3Na]**, przy czym piki odpowiadajace [M + 2Na]** cechuja si¢ najwicksza
intensywnoscia. Z kolei w widmach dendrymeréw z terminalnymi resztami pochodnych
tryptofanu (89 - 91 i 99 - 100) obecne sa wylacznie sygnaty od jondéw 2- i 3-krotnie
natadowanych, wéréd ktorych piki odpowiadajace [M + 2Na]** lub [M + 3Na]** posiadaja
najwigksza intensywnos$¢. Widma dendrymeréw Boc-odbezpieczonych (76 — 80, 92 — 94, 101
- 102) posiadaja wytacznie sygnaty pochodzace od jonow wielokrotnie natadowanych, gdzie
sygnaty jonéw [M + 3HJ** lub [M + 4H]*" sa najbardziej znaczacymi. Zmiana metody
jonizacji z ESI na MALDI prowadzi do widma z sygnatami pseudomolekularnymi typu [M +
Na']i [M + H'] (wykonane dla dendrymeru 101).
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Widma *H NMR dendrymeréw sa mato diagnostyczne ze wzgledu na znaczne
naktadanie si¢ sygnatow, zwlaszcza w zakresie alifatycznym. Sposréd sygnaléw nie
naktadajacych si¢ z innymi mozna wyrdzni¢ te pochodzace od protonow aCH rdzenia.
Wystepuja one przy ok. 4.5 ppm, z wyjatkiem dendrymerow posiadajacych na C-koncu
didodecyloaming (~5.0 ppm). Widma BC NMR sa zdecydowanie bardziej czytelne.
Wykorzystanie widma DEPT oraz widm korelacyjnych *H - *C (HSQC) i 'H - *H (COSY)
umozliwia przypisanie sygnatdéw do niemal wszystkich atoméw wegla, a stad i do
odpowiednich protonéw w czasteczce (Rysunek 36). Trudno$¢ stanowi jednoznaczne
przypisanie sygnatow czg¢sci alifatycznej nie posiadajacej sasiedztwa heteroatomu czy grupy
aromatycznej, czyli np. atomom wegla dodecyloaminy lub didodecyloaminy C?-C*, jak
réwniez zroznicowanie sygnatow wegli B, v, 0C pochodzacych od rdzenia, od tych nalezacych
do gatazek lizynowych.

Do najbardziej charakterystycznych sygnatow w widmie BC NMR, mogacych postuzy¢
celom diagnostycznym, naleza:
= 69.1 ppm [O-CH,-(CH>)s-NH] — sygnat wskazujacy na rodzaj rdzenia zastosowanego
do konstrukcji dendrymeru; jego brak oznacza rdzen typu I, tj. oparty na
symetrycznym elemencie rozgate¢ziajacym (Rozdziat 3.2.);
= 110.5 ppm (C") i 128.0 ppm (C?) [w dendrymerach odbezpieczonych: 110.8 ppm (C’)
i 129.0 ppm (C?)] oraz ~46.8 ppm (C* n-Bu lub 5-AP) — sygnaty wskazujace na rodzaj
terminalnej grupy dendrymeru; brak tych sygnatow oznacza resztg tryptofanowa, za$
obecno$¢ — pochodna Trp;
= 26.3 (CH,-Ar TA) i 41.4 (CH,-NH TA); 36.5 (CH2-Ar PEA) i 42.0 (CH,-NH PEA);
47.7 (C' dDDA) — sygnaly identyfikujace rodzaj aminy znajdujacej si¢ na C-koncu
dendrymeru: tryptamina (TA), fenyloetyloamina (PEA), didodecyloamina (dDDA).

Na pelna Boc-deprotekcje w przypadku dendrymerow 76 — 80, 92 — 94 i 101 — 102
wskazuje w widmach NMR catkowity zanik charakterystycznych sygnaléw pochodzacych od
grup Boc, tj. w widmie *C NMR — intensywnych sygnatow w zakresie 28.4 — 28.9 ppm
[C(CH3)3] i 79.8 — 81.3 ppm [C(CHa3)s], zas w widmie *H NMR — intensywnych sygnatow w
zakresie 1.34 — 1.41 [C(CH3)3].
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Rysunek 36. Przesunigcia chemiczne atomoéw wegla i wodoru w widmach NMR dendrymeru z terminalnymi resztami tryptofanowymi 78.

94

http://rcin.org.pl



3.3.3. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami PABA

Gtowne zatozenie tej czeSci pracy zostato oparte na mozliwosci zwigkszenia
selektywno$ci / aktywnosci dendrymeru poprzez wprowadzenie do jego struktury reszt kwasu
p-aminobenzoesowego, wykorzystywanego przez drobnoustroje, ale nie przez organizmy
wyzsze podczas biosyntezy kwasu foliowego. Zrealizowalam je na drodze funkcjonalizacji
terminalnych grup aminowych dendrymeru resztami PABA sprzggajac je poprzez ich grupe
karboksylowa. Dowiedziono bowiem, ze wolna grupa aminowa kwasu p-aminobenzoesowego
jest niezbgdna do wykazywania przez niego aktywnos$ci antybakteryjne;.

Synteze dendrymerow posiadajacych terminalne reszty kwasu
p-aminobenzoesowego przeprowadzitam w wyniku reakcji sprzg¢gania dendrymerow 63 - 66 z
kwasem 4-(Boc-amino)benzoesowym (114) przy uzyciu uktadu EDC/HOBt w DMF z
dodatkowa iloscia EtsN (3.6 ekw.) (Schemat 36). Po oczyszczeniu za pomoca saczenia
molekularnego na Sephadexie LH-20 z MeOH jako eluentem, a nast¢pnie kolumny
silikazelowej z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (8:1 lub gradient 50:1—10:1) otrzymatam
dendrymery 103 — 106 z wydajnosciami w zakresie 39.1 — 60% (Tabela 6). Sa to biale,
kremowe lub jasnozolte, bezpostaciowe proszki bez ostrej temperatury topnienia. Poddatam je
nastepnie reakcji Boc-deprotekcji rozpuszczajac zwiazek w minimalnej ilosci MeOH i
dodajac nasycony roztwér HCl w EtOAc. Odbezpieczone dendrymery 107 — 110 wystepuja w
postaci higroskopijnych heptachlorowodorkow. Uzyskatam je z wydajno$ciami mieszczacymi
si¢ w zakresie 91.3 — 97.7% (Tabela 6).

Strukture dendrymerow 103 — 110 potwierdzitam na podstawie widm ESI MS i
NMR. W widmach masowych dendrymeréw 103 — 106 gléwne sygnalty pochodza od jonoéw
podwdjnie natadowanych typu [M + 2Na]®*. Widoczne rowniez sygnaty jondw
pseudomolekularnych [M + Na'] sa mniej intensywne. Z kolei w widmach dendrymeréw
odbezpieczonych 107 — 110 jako gléwne sygnaly obserwuje si¢ te pochodzace od jonow
wielokrotnie natadowanych typu [M + 2H]* i [M + 3H]*".

Widma 'H i C NMR dendrymeréw 103 — 110 nie przedstawiaja wigkszych
trudnosci interpretacyjnych, aczkolwiek pelne przypisanie sygnatdéw mozliwe jest na
podstawie widm DEPT oraz korelacyjnych COSY i HSQC. Sygnaly pochodzace od
aromatycznych atomow wegla i wodoru reszt kwasu 4-(Boc-amino)benzoesowego w
dendrymerach 103 — 106, czy reszt kwasu 4-aminobenzoesowego w dendrymerach 107 — 110,
sa catkowicie czytelne, zr6znicowane od pozostatych sygnatow, dzigki czemu moga shuzy¢

jako sygnaty diagnostyczne (Rysunek 37).
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Calkowity zanik sygnatéow w widmie *C NMR w zakresie 28.0 — 29.0 ppm
[C(CH3)3] i 77.9 — 81.2 ppm [C(CHa3)s], za$ w widmie *H NMR — intensywnych sygnatow w
zakresie 1.35 — 1.50 [C(CH3)s] jest dowodem na pelna Boc-deprotekcje w przypadku

dendrymerow 107 — 110.
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n
H 0 R n
0 NWLR 63 | PEA | 4
B X o} O« NH
ocHN . 64| TA |1
[ N
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? Q 66 | DDA | 1
BocHN ﬂ kh)n
NS N NH HNTO
o BocHN” = ""NH,
(i
) BocHN H
N/\/\\"\,(Nﬁf\o
H e} o R |n
BocHN H
o NM)LR 103 | PEA | 4
O BocHN [ © Ox-NH 104 TA |1
N/\/\\‘H(NH 105 | TA |4
H o)
BocHN 0 0 106 | DDA | 1
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o NM)LR 107 | PEA | 4
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Schemat 36. Synteza dendrymerdw z terminalnymi resztami PABA (103 — 106, 107 — 110).
(i) Boc-PABA-OH (114), EDC/HOBL, Et;N, DMF, 48 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAC.
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Tabela 6. Dane dotyczace dendrymeréw 103 - 110

Dendrymery zabezpieczone Dendrymery odbezpieczone
25 25
R
Wyd. T. top. [olo ! Wyd. T. top. Lol
Nr (c1, [CHCI:/MeOH Nr (c1,
[%0] [°Cl [%6] [°C]

MeOH) 8:1] MeOH)

103 60° 144-150 -12.7 0.38 107 | 913 175-191 -19

104 | 39.2° 150-160 -14.7 0.38 108 | 91.7 200-211 -55
105 50° 149-155 -9.9 0.44 109 | 96.8 189-196 +0.06

106 | 39.1° 142-149 -12.0 0.77 110 | 97.7 182-199 -4.7

2% po oczyszczeniu na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCly/MeOH : #8:1; ° gradient 50:1—10:1

129.2; 130.3/130.4;
129.3 7 72/7.73 Las o /98799
144.0 O 28.7: (\ 1363
oy M J<1 0 W\
N ( o7} NH,

RSN

124.3/124.4;
7.48/7.50

4 4 H %, 812

118.8;
7.46/7.48

Rysunek 37. Przesunigcia chemiczne atomow wegla i wodoru reszt kwasu 4-(Boc-amino)-
benzoesowego w dendrymerach 103 — 105 oraz reszt kwasu p-aminobenzoesowego w dendrymerach
107 — 109 na podstawie widm NMR wykonanych w MeOD (dla dendrymerow 106 i 110 widma
zostaly zmierzone w DMSO i niektdre wartosci 6 nieznacznie roznig si¢ od podanych).

3.3.4. Synteza dendrymerow typu Janus

Dendrymery Janus (Rozdziat 1.1.3.) ciesza si¢ duzym zainteresowaniem w obszarze
biomedycznym. Obecno$¢ dwodch réznych funkcyjnosci w czasteczce pozwala, np. na
realizacj¢ tzw. terapii celowanej czy terapii skojarzonej. Jedna z metod syntezy tego typu
dendrymeréw polega na sprzegnigciu ze soba dwoch réznych dendronéw (,,dendron 17,

,,dendron 2”’) za pomoca tacznika (Schemat 37).

dendron 2
tacznik
_>
+ —_—
sprzeganie sprzeganie

dendron 1
dendrymer

Janus

aktywne grupy funkcyjne,
komplementarne
. wzgledem siebie

Schemat 37. Synteza dendrymerdéw typu Janus wedtug jednej z gtéwnych metod.
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Powyzsza metodg¢ wykorzystatam do syntezy dendrymeréw Janus majacych z
zalozenia posiada¢ dziatanie przeciwbakteryjne przy jednocze$nie niskim stopniu
toksycznosci wobec organizmow eukariotycznych. Otrzymane dendrymery zawieraja
,dendron 1”7 odpowiedzialny za dzialanie przeciwbakteryjne oraz ,,dendron 2” petniacy
funkcj¢ ligandu kierunkowego, tj. posiadajacego powinowactwo do komorek bakteryjnych.
Rolg ,,dendronu 1” petni w nich dendrymer z terminalnymi resztami lizynowymi 45 (Rozdzial
3.3.1.) lub dendrymer z terminalnymi resztami tryptofanowymi 75 (Rozdziat 3.3.2.).
Natomiast ,,dendron 2” to zwiazek posiadajacy w swojej strukturze dwie reszty kwasu
p-aminobenzoesowego (117) lub kwasu p-aminobenzenosulfonowego (118). W funkcji
tacznika wystepuje etylenodiamina (EDA) badz 2,2’-(etylenodioksy)dietyloamina (NOON).

,Dendrony 27, tj. zwiazki 117 i 118, przygotowatam wychodzac z 3-[5-(Boc-
amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesanu metylu (22) (Rozdziat 3.2.) zgodnie z

procedura przedstawiona na Schemacie 38.

o O~ NHBoc ' o O~ NH,
0 * 2HC|
MeG 98.5% MeG o
“"""NHBoc -

o

.87
22 111 Ho O
* Et3N NHBoc
112
i % Ai)
HO)‘\©\ cl-S 82.5%
114 > “NHBoc (i) (iv) llg(iNHBOC
69.6% 64.3%
o 0.9
BocHNAQ—/( ’SONHBOC
HN NH
o ot
O o}
O o}
OMe MeO g//O
N 0N \©\
H
BocHN ‘ v 116 " NHBoc
93.6% 96.6%
0 N\
BocHNAQ—/( \ @NHBOC
HN NH
g o
o o)
o) 0

OH HO 1.0

AN AN
H H
BocHN 117 118 NHBoc

Schemat 38. Synteza ,,dendronéw 2” 117 i 118. (i) nas. HCI/EtOAC; (ii) chlorek cyjanurowy, Et;N,
aceton, t. wrz., 20 godz.; (iii) EDC/HOBL, EtzN, DMF, 96 godz.; (iv) Et;N, CH,Cl,/DMF, t. pok.; 48
godz.; (v) 1) IM NaOH, MeOH, 50 °C; 2) 1M HCL.
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W pierwszym etapie przeprowadzitam deprotekcje grup Boc w zwiazku 22 przy uzyciu
nasyconego roztworu HCl w EtOAc, a nastgpnie sprzgganie otrzymanego zwiazku 111 z
kwasem  4-(Boc-amino)benzoesowym (114) lub chlorkiem 4-(Boc-amino)benzeno-
sulfonowym (113). W pierwszym przypadku reakcja sprzegania zachodzita z zastosowaniem
metody EDC/HOBt z EtsN w DMF. Produkt tej reakcji, tj. zwiazek 115, po oczyszczeniu
chromatograficznym otrzymatam z wydajnoscia 69.6% w postaci biatego proszku. Natomiast
w wyniku reakcji sprzegania zwiazku 111 z chlorkiem 113, prowadzonej w obecno$ci EtsN w
uktadzie CH,Clo/DMF, uzyskatam ester 116 w postaci zéltego oleju z wydajnoscia
wynoszaca PO etapie oczyszczania chromatograficznego 64.3%. Substrat do powyzszej
reakcji - chlorek 113, przygotowatam dziatajac na kwas 4-(Boc-amino)benzenosulfonowy
(112) 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyna (chlorkiem cyjanurowym) w obecnosci EtsN. W ostatnim
etapie estry 115 i 116 poddatam zasadowej hydrolizie, ktora doprowadzita do produktow
finalnych, tj. ,,dendronow 2” 117 i 118. Oba zwiazki zostaly otrzymane jako bezpostaciowe
proszki z wydajnoscia odpowiednio 93.6% i 96.6%.

Dysponujac przygotowanymi ,,dendronami” przystapitam do syntezy dendrymerdéw
Janus. Pierwszy etap obejmowat aminolizg grupy estrowej ,,dendronéw 17, tj. zwiazkow 45 i
75, z uzyciem duzego nadmiaru etylenodiaminy (EDA) lub 2,2’-(etylenodioksy)dietyloaminy
(NOON) w metanolu (Schemat 39 i 40). Reakcje przeprowadzitam wkraplajac metanolowe
roztwory ,,dendronéow 1” do ozigbionego do 0 °C roztworu EDA (100-krotny nadmiar
molowy) lub NOON (300-krotny nadmiar molowy), a nastgpnie kontynuujac mieszanie w
temperaturze pokojowej przez 5 dni (dla reakcji z EDA) lub w 60 °C przez 4 dni (dla reakcji z
NOON). Po oczyszczeniu chromatograficznym otrzymatam dendrymery posrednie (,,dendron
1” + facznik) 119, 120 i 123 w postaci biatych proszkéw z wydajnosciami odpowiednio
85.1%, 53.3% 1 76.7%. Ich strukturg potwierdzitam na podstawie widm ESI MS, w ktérych
glowne sygnaty pochodza od jonéw podwojnie natadowanych typu [M + H* + Na‘]>".

Jak zostato zaznaczone w Rozdziale 1.3.3, rodzaj aminy umieszczonej na C-koncu
dendrymeru ma istotny wplyw na jego aktywno$¢ biologiczna. Efekt wywierany przez
etylenodiaming czy 2,2’-(etylenodioksy)dietyloaming nie byt dotychczas przedmiotem badan.
Z tego wzgledu niewielka ilos¢ kazdego z dendrymerow posrednich 119, 120 i 123 poddatam
reakcji Boc-deprotekcji, a nastgpnie odbezpieczone dendrymery 121, 122 i 124 przekazatam
na badania biologiczne. Wspomniang deprotekcje przeprowadzitam rozpuszczajac zwiazek w
minimalnej ilo$ci metanolu i dodajac nasycony roztwor HCl w EtOAc (Schemat 39 i 40).
Odbezpieczone dendrymery 121 i 122, wystgpujace w postaci pentachlorowodorkow, zas

dendrymer 124 jako nonachlorowodorek, uzyskatam z wydajno$ciami w zakresie 91.7 — 97%.
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Scharakteryzowalam je za pomoca widm ESI MS i NMR. Diagnostycznymi sygnalami w
widmie *C NMR, $wiadczacymi o obecnosci reszt EDA lub NOON w dendrymerze, sa piki
przy 38.1 ppm (NH-CH2-CH,-NH>) i 40.6 ppm (NH-CH,-CH>-NHy) lub piki przy 67.8, 70.3 i
71.3 ppm (4xOCHy).
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Schemat 39. Synteza dendrymerow posrednich. (i) EDA, MeOH, t. pok., 10 dni lub NOON, MeOH,
60 °C, 4 dni; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Schemat 40. Synteza dendrymeréw posrednich. (i) EDA, MeOH, t. pok., 10 dni; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Pozostalg ilo$¢ dendrymerow posrednich 119, 120 i 123 wykorzystatlam w kolejnym
etapie syntezy dendrymerdéw Janus (Tabela 7). Polegat on na sprzegnigciu ich z ,,dendronem
2”, tj. ze zwiazkiem 117 lub 118. Reakcj¢ sprz¢gania prowadzitam z zastosowaniem metody
EDC/HOBt w DMF z EtsN. W celu osiagnigcia lepszych wydajnosci, niezbedne okazato si¢

uzycie niewielkiego nadmiaru EtzN (0.9 ekw.).

Tabela 7. Synteza dendrymerow Janus 125 — 136.

Dendrymer " (i) Dendrymer Janus (ii) Dendrymer Janus
, ) + ,,Dendron 2’ ——— . —_— )
posredni (zabezpieczony) (odbezpieczony)

(i) EDC/HOB, Et;N, DMF, 3 — 5 dni; (ii) nas. HCI/EtOAC.

Dendrymer posredni Dendrymer Janus | Dendrymer Janus
»Dendron 2” ) )
(,,dendron 1” + Iacznik) (zabezpieczony) | (odbezpieczony)
119 125 128
120 126 129
117
123 127 130
119 131 134
120 118 132 135
123 133 136

Otrzymane produkty sprzegania 125 — 127 i 131 — 133, po oczyszczeniu chromatograficznym
obejmujacym zaréwno saczenie molekularne, jak 1 chromatografi¢ kolumnowa z silikazelem,
poddatam Boc-deprotekcji prowadzacej do zwiazkéw finalnych 128 — 130 i 134 — 136
(Tabela 7). Opisane etapy syntezy dendrymeréw Janus z dendrymeréw posrednich
przedstawione sa na Schemacie 41 na przyktadzie zwiazku 135.

Dendrymery Janus 125 — 127 i 131 — 133, uzyskane z wydajnosciami w zakresie
82.8% - 91.8%, to kremowe lub jasnozoélte, bezpostaciowe proszki bez ostrej temperatury
topnienia (Tabela 8). Ich odpowiedniki odbezpieczone wystepuja w postaci higroskopijnych
heksachlorowodorkow (128, 129, 134, 135) lub dekachlorowodorkow (130, 136).

Podstawowa metoda analityczna potwierdzajaca struktur¢ dendrymerdéw Janus 125 —
136 byta spektrometria mas (ESI MS). W widmach dendrymeréw zabezpieczonych 125 — 127
I 131 — 133 obserwuje si¢ stabe sygnaty od jondw pseudomolekularnych, glowne sygnaty
pochodza od jonéw podwdjnie naladowanych typu [M + 2Na]**. Z kolei w widmach
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dendrymerow odbezpieczonych 128 — 130 i 134 — 136 obecne sa wylacznie sygnaty od jonow
wielokrotnie naladowanych, wéréd ktorych piki odpowiadajace [M + 3H]*" lub [M + 4H]*

posiadaja najwigksza intensywnos¢.

H
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\(l)
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(ii) Cl

\ 97.1%
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O N/\/\\\'\[r \/\O
H 5 1 NH
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0 HoN H NH HN\/\O/\/O\/\N
OJLH/\/\\\-\WNH
o

Schemat 41. Synteza dendrymeréw Janus na przyktadzie dendrymeru 135. (i) EDC/HOBL, Et;N,
DMF, 3 dni; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Tabela 8. Dane dotyczace dendrymeréow 125 — 136.

Dendrymery zabezpieczone Dendrymery odbezpieczone
25 25
R
Wyd. T. top. Lolo ! Wyd. T. top. Lol
Nr (c1, [CHCIy/MeOH | Nr (c1,
[%0] [°C] [%0] [°C]

MeOH) 8:1] MeOH)

125 | 85.9 119-126 -13.7 0.37 128 | 92.3 162-175 -10

126 | 82.8 110-119 -10.5 0.30 129 96.3 149-155 -5.1
127 | 89.2 146-151 -7.0 0.43 130 | 97.2 209-220 +11.2

131 | 855 114-122 -11.6 0.30 134 | 96.2 148-162 -9.6

132 | 91.8 109-115 -9.6 0.52 135 | 97.1 139-147 -6.3
133 | 85.7 123-130 -6.7 0.53 136 | 89.3 196-204 +10.4

Widma 'H NMR dendrymeréw sa mato diagnostyczne ze wzgledu na znaczne
naktadanie si¢ sygnalow, zwlaszcza w zakresie alifatycznym. Widma BC NMR sa
zdecydowanie bardziej czytelne. Wykorzystanie widma DEPT oraz widm korelacyjnych
HSQC i COSY umozliwia przypisanie sygnalow do niemal wszystkich atomow wegla, a stad
i do odpowiednich protonow w czasteczce (Rysunek 38).

Pelna deprotekcje w przypadku dendrymeréw 128 — 130 i 134 — 136 potwierdza w
widmach NMR zanik charakterystycznych sygnatow pochodzacych od grupy Boc, tj. w
widmie 'H NMR - intensywnych singletow w zakresie 1.33 — 1.50 ppm [C(CHs)s], za$ w
widmie *C NMR — sygnatow przy 28.7 i 28.8 ppm [C(CHs)s] oraz w zakresie 79.5 — 81.5
ppm [C(CHs)s].
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Rysunek 38. Przesuniecia chemiczne atomow wegla i wodoru w widmach NMR dendrymeru Janus 133.
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3.4. NOWE RDZENIE O CHARAKTERZE KATIONOWYM

Opracowana przeze mnie metoda syntezy nowych rdzeni o charakterze kationowym
zaktadala przygotowanie w pierwszym etapie elementu rozgal¢ziajacego opartego na
dietylenotriaminie, tj. chlorowodorku kwasu 2-{bis[2-(Boc-amino)etyloJamino}octowego
(140). Zsyntetyzowatam go na drodze 3-etapowej, obejmujacej selektywna ochrong
pierwszorzedowych grup aminowych dietylenotriaminy (137), N-alkilowanie zwiazku 138

przy uzyciu bromooctanu etylu oraz hydrolize estru 139 (Schemat 42).

H (i) H
AU N
N> NN, ™ BocHN” ™"""NHBoc
137 90.8% 138
\(ii)
o 96%
//\N)J\N A BocHN BocHN
L L 1
= = O~ i OH
ool NTY T @ Wy
o)
o H 89.7% H O« ha
BocHN
>I\O)J\O,N\ CN oc 139 BocHN
Boc-ON

Schemat 42. Synteza chlorowodorku kwasu 2-{bis[2-(Boc-amino)etyloJamino}octowego (140).
(i) Boc-ON, Et3N, THF, 0 °C - 1 godz., t. pok. - 1 godz.; (ii) bromooctan etylu, CH;CN, DIPEA,
t. pok., 30 min.; (iii) 1) 1M NaOH, MeOH, 50 °C; 2) 1M HCI.

Reakcje selektywnego wprowadzenia ochron Boc na 1-rzgdowe grupy aminowe
dietylenotriaminy (137) poczatkowo przeprowadzitam zgodnie z procedura podana przez
Rannard’a i Davis’a, tj. za pomoca imidazolokarboksylanu tert-butylu generowanego in situ

w reakcji tert-BuOH z 1, 1’-karbonylodiimidazolem (CDI).*

W jej wyniku otrzymatam
bis[2-(Boc-amino)etylo]amine (138) z wydajnoscia 28.2% (lit. 95.4%°). Prawdopodobna
przyczyna niskiej wydajnosci reakcji byla staba jako$¢ uzytego reagenta — CDI, ktory mogt
ulec w znacznym stopniu hydrolizie w trakcie przechowywania. W zwiazku z tym
powtorzylam reakcjg zabezpieczania 1-rzgdowych grup aminowych dietylenotriaminy (137)
stosujac alternatywna metodologi¢ przy uzyciu 2-(Boc-oksyimino)-2-fenyloacetonitrylu (Boc-
ON)."® Produkt 138, po oczyszczeniu za pomoca chromatografii kolumnowej na silikazelu,
otrzymatam w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscia 90.8%. Poddatam go reakcji N-

alkilowania bromooctanem etylu prowadzacej do 2-{bis[2-(Boc-amino)etylo]amino}octanu

etylu (139), ktory uzyskatam z wydajnoscia 96%. W wyniku zasadowej hydrolizy zwiazku
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139 otrzymatam produkt finalny 140 majacy posta¢ biatego proszku. Catkowita wydajnos¢
dla trzech etapow syntezy elementu rozgalgziajacego 140 wyniosta 92.2% (Schemat 42).
Nastepnie chlorowodorek kwasu 2-{bis[2-(Boc-amino)etyloJamino}octowego (140)
wykorzystalam jako komponent kwasowy do syntezy rdzeni. W roli komponentow
aminowych uzylam dichlorowodorkéw amidow L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego 8 —
10, otrzymanych zgodnie z procedura podana w Rozdziale 3.2. Reakcje sprzggania
prowadzitam klasyczna metoda z zastosowaniem DCC 1 HOBt w DMF oraz trietyloaminy
jako zasady wymaganej do przeprowadzenia reagentow do ich postaci wolnych (Schemat 43).
Otrzymane w ich wyniku surowe rdzenie 141 — 143 oczyszczalam chromatograficznie
(silikazel, CHCl3/MeOH, gradient 100:1—15:1) uzyskujac czyste zwiazki w postaci biatych

proszkow (141) lub bezbarwnych olejow (142, 143) z wydajnosciami rzedu 76.8 — 82.7%.
0}

H,N
2 R

8-10 NH, *2 HCl gdzie R:

H
N
. |
76.8-82.7% | () TA ANy
BocHN R H
1K
N/\n/ WO
H o] O~_NH DDA f\N/\/\/\/\/\/\
H

BocHN 141 - 143 TN/\/NHBOC 9, 142, 145

8, 141, 144

dDDA Sé\N/\/\/\/\/\/\

¢
NHBoc NN

R
1 H 10, 143, 146
N 0

0] Os_NH

144 -146 H

NH,

89.5 - 95.3%\(“)

Schemat 43. Synteza rdzeni: heksachlorowodorkow N, N’-bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylo-
karbonylo} amidoéw L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (144 - 146). (i) 140, DCC/HOBt, Et;3N,
DMF, 48 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.

W ostatnim etapie przeprowadzitam deprotekcj¢ oston grup aminowych rdzeni 141 —
143 za pomoca nasyconego roztworu HCl w EtOAc w celu uzyskania reaktywnych
substratow do syntezy dendrymeréw (Schemat 43). Odbezpieczone rdzenie 144 — 146,
wystepujace jako heksachlorowodorki, otrzymatam z wydajnos$ciami rzedu 89.5 — 95.3%.
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Synteza dendrymeréw opartych na tych strukturach, bedacych analogami dendrymerow
opartych na rdzeniach o charakterze hydrofobowym (Rozdziat 3.3.1. i 3.3.2.), umozliwia
zbadanie wptywu rodzaju rdzenia na aktywnos$¢ biologiczna.

Struktury wszystkich rdzeni 141 — 146 zostaty potwierdzone na podstawie widm ESI
MS. W widmach masowych N, N’-bis({bis[2-(Boc-amino)etylo]Jamino}metylokarbonylo)
amidoéw L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (141 — 143) obserwuje si¢ zar6wno sygnaty
pseudomolekularne typu [M + Na'], [M + H'], jak i sygnaly pochodzace od jondéw
wielokrotnie naladowanych typu [M + 2Na]**, [M + H + Na]** czy [M + 2H]*, przy czym
piki odpowiadajace [M + Na'] cechuja si¢ najwicksza intensywnoscia. Z kolei w widmach
rdzeni odbezpieczonych 144 — 146 wystgpuja wylacznie sygnaty pseudomolekularne typu [M
+Na'li[M+H.

Dla rdzeni 141 — 143 wykonano rowniez widma *H i *C NMR. W przypadku
zwiazku 141, posiadajacego na C-koncu tryptaming, mozliwe jest jednoznaczne przypisanie
prawie wszystkich sygnatéw (Rysunek 39). Wigksze trudnosci interpretacyjne stanowia
widma dla rdzeni 142 i 143, posiadajacych jako C-koniec odpowiednio dodecyloaming i
didodecyloaming. W tym przypadku widma *H NMR sa mato czytelne z powodu naktadania
si¢ sygnalow pochodzacych od DDA lub dDDA na sygnaty pochodzace od pozostatej czesci
rdzenia. Pomimo to, dzigki widmom korelacyjnym COSY 1 HSQC mozliwe jest

potwierdzenie ich struktury.

119.7/ ,1712%%/6
280/ br t 6.99 '
s 1.42
119.3/d 7.55 112.3/d 7.32
138.2
128.8
B2 5o T
80.2 \[4 39.6, 39.9/A 33.3m a5 123.6/m 7.06

1.61-1.81
HN / 41.2/2m
30.2/m HN 3.46, 3.58
H 1.48-1.56 At
56.1, 56.3/ 54.3/
m 2.57 N/ﬁ( 24.3/m O priase
H O 1.23-1.37 HN (@)
\i H

>‘/O\H/NH 59.7, 59.9/A———> N/\/N\ﬂ/oj<

O O

@) NH
A:brm, 14H, 3.01 - 3.23 ppm %|/158.5,
0 158.6

Rysunek 39. Przesunigcia chemiczne atomoéw wegla i wodoru w widmach NMR rdzenia 141.
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Duza warto$¢ diagnostyczna maja sygnaty pochodzace od atoméw a lizyny, ktore pozwalaja
na szybkie rozroznienie rdzenia posiadajacego na C-koncu dodecyloaming od rdzenia z
didodecyloaming na C-koncu. Sasiedztwo dDDA przesuwa potozenie zarowno sygnatu atomu
wodoru (aCH), jak i wegla (aC) w kierunku wyzszego pola. W przypadku zwiazku 142
sygnaty aCH i1 aC wystgpuja odpowiednio przy 3.50 i 47.6 ppm, podczas gdy dla zwiazku
143 obserwuje si¢ wspomniane sygnaly przy 4.36 1 52.6 ppm.

35. SYNTEZA DENDRYMEROW OPARTYCH NA RDZENIACH
KATIONOWYCH
3.5.1. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami lizynowymi

Wykorzystujac odbezpieczone rdzenie o charakterze kationowym 144 — 146
zsyntetyzowatam nowe dendrymery z terminalnymi resztami lizynowymi 152 — 156 (Schemat
44). Pozwalaja one na przes§ledzenie wpltywu konkretnego elementu strukturalnego na
aktywno$¢ biologiczna zwiazku, tj.

» rodzaju terminalnego elementu rozgal¢ziajacego — dzigki parze dendrymerow 153 —
154 i 155 — 156. Sa to pary izomerow rozniacych si¢ tylko rozmieszczeniem
aromatycznych grup zabezpieczajacych na terminalnych resztach lizynowych, tj.
dendrymery z grupa zabezpieczajaca 2-Cl-Z umieszczona na atomie N* lub N°
rozgalgziajacej lizyny.

= rodzaju aminy (tryptamina dodecyloamina, didodecyloamina) umieszczonej na C-
koncu dendrymeru — dzigki porownaniu aktywnoS$ci par zwiazkow 152 — 153, 152 —
155, 153 — 155 i 154 — 156.

= rodzaju rdzenia (charakter hydrofobowy / kationowy) — dzigki poréwnaniu
aktywnos$ci odnotowanych dla dendrymeréw zsyntetyzowanych na rdzeniach
kationowych i dla dendrymeréw opartych na rdzeniach hydrofobowych (Rozdziat
3.3.1.), bedacych ich analogami r6znigcymi si¢ tylko czeécia wewngtrzna, tj. dla par
152 — 48, 152 — 491 153 — 50.

Dodatkowo, porownanie wlasciwosci biologicznych dendrymerow  opartych
wylacznie na rdzeniach kationowych — tych otrzymanych przeze mnie z tymi
zsyntetyzowanymi wczesniej w naszym zespole (Rozdziat 1.3.3.), np. par 152 —
D2(=4), 153 — B2 i 154 — B1, pozwala oceni¢ wptyw innych niz fadunek rdzenia

parametrow strukturalnych na aktywnos$¢ zwiazku.
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Syntezg¢ wspomnianych powyzej dendrymerow z terminalnymi resztami lizynowymi

zrealizowatam w wyniku reakcji sprzg¢gania rdzeni 144 — 146 z ortogonalnie zabezpieczona

lizyna Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH lub (2-Cl-Z)-Lys(Boc)-OH, z uzyciem DCC i HOBt w DMF

(Schemat 44).
H,N
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o) Os_NH s
T 145 | DDA
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H 0 X ) 151 | dDDA | 2-C-Z | Boc
, NH
R :
\H/\/\\\.H(NH 'TIH
0 =2
“NH (if)
R2 0
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Schemat 44. Synteza dendrymerdw z terminalnymi resztami lizynowymi (147 - 151, 152 - 156).
(i) Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH lub (2-Cl-Z)-Lys(Boc)-OH, DCC/HOB, EtzN, DMF, 2 - 6 dni; (ii) nas.

HCI/EtOAcC.

Ze wzgledu na wihasnosci fizykochemiczne heksachlorowodorkow rdzeni, tj. ich bardzo staba

rozpuszczalno$¢ w innych niz metanol rozpuszczalnikach organicznych, konieczne byto

zastosowanie duzego nadmiaru trietyloaminy (22 ekwiwalenty). Dodatkowo, w przypadku
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reakcji prowadzonych z rdzeniem 145, czyli posiadajacym na C-koncu dodecyloaming,
niezbg¢dne okazato si¢ wydtuzenie czasu reakcji do 6 dni. Produkty sprzggania 147 — 151
oczyszczatam chromatograficznie, najpierw stosujac saczenie molekularne z uzyciem
kolumny z wypeieniem Sephadex LH-20 i MeOH jako eluentem, a nastgpnie
chromatografi¢ kolumnowa z silikazelem i faza CHCIl3/MeOH (gradient 100:1—25:1). Tym
sposobem otrzymatam czyste dendrymery 147 — 151, majace posta¢ kremowych lub
jasnozottych, bezpostaciowych proszkéw, z wydajnosciami w zakresie 57.9 — 74.6% (Tabela
9). Poddatam je nastgpnie reakcji selektywnej Boc-deprotekcji z uzyciem nasyconego
roztworu HCI w EtOAc. Finalne dendrymery 152 — 156 (heksachlorowodorki), uzyskane z
wydajno$ciami rz¢du 92.4 — 97.5%, to higroskopijne, bezpostaciowe proszki. Godne uwagi sa
réznice w ich wiasciwosciach fizykochemicznych w zalezno$ci od rozmieszczenia grup
zabezpieczajacych (2-Cl-Z) na terminalnych resztach lizynowych (Tabela 9). Dendrymery z
grupa 2-Cl-Z umieszczona na atomie N rozgateziajacej lizyny (154, 156) charakteryzuja si¢
ujemnymi wartosciami skrecalnosci wiasciwej, jak rowniez wigksza polarnoscia w
poréwnaniu do ich izomeréw posiadajacych grupe 2-CI-Z na atomie N° rozgateziajacej lizyny

(152, 153, 155) i wykazujacych dodatnie wartosci skrecalnosci whasciwe;.

Tabela 9. Dane dotyczace dendrymerdéw 147 — 156.

Dendrymer [a]o”
) Wyd. [%0] T. top. [°C] R¢
zabezpieczony (c 1, MeOH)
147 74.6 89-93.1 -7.2 0.41°
148 73.6 75.1-774 -25 0.36°
149 69.8 64.4-72.1 -4.2 0.36°
150 57.9 66.8 — 67.8 -2.9 0.34°
151 64.2 76.1-78.5 +0.14 0.34°
D. odbezpieczony

152 96.1 143 -147.5 +20.3 0.42°
153 924 140 - 1445 +20.3 0.44°
154 94.4 142.6 -144.1 -6.6 -¢
155 95.5 140.3 - 143.1 +15.6 0.47°
156 97.5 134.2-138.1 -4.9 -

? CHCly/MeOH (8:1); ® n-BuOH/AcOH/H,0 (3:1:1); ¢ zwiazek znajduje si¢ na starcie w uktadzie n-
BUOH/ACOH/H,0 (3:1:1):
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Struktury wszystkich otrzymanych dendrymeréw 2z terminalnymi resztami
lizynowymi (147 — 156) potwierdzitam w oparciu o wyniki analizy widm MS i NMR.

W widmach ESI MS dendrymeréw 147 - 151 sygnatami o najwigkszej intensywnosci
sa te pochodzace od jonow dwukrotnie natadowanych typu [M + 2Na]**, z kolei piki
odpowiadajace [M + 3H]*" wystepuja jako gtéwne w widmach dendrymerow
odbezpieczonych 152 - 156.

Widma *H i *C NMR dendrymeréw 147 — 156, dzieki wykorzystaniu widm DEPT
oraz HSQC i1 COSY, pozwalaja na potwierdzenie ich struktury, chociaz jednoznaczne
przypisanie wszystkich sygnatéw nie jest mozliwe, np. zréznicowanie sygnalow wegli B, v,
dC pochodzacych od rdzenia, od tych nalezacych do gatazek lizynowych. Do najbardziej
charakterystycznych sygnatow w widmie 3C NMR naleza te pochodzace od aromatycznych
grup zabezpieczajacych (2-Cl-Z). Ich wartosci sa niezalezne od budowy reszty czasteczki i
mieszcza si¢ w waskich zakresach 6: 134.1 - 134.2 ppm (Car-Cl), 135.5 - 136 ppm (Car-
CH,0), 64.6 - 65.2 ppm (Ar-CH,0). W widmie *H NMR charakterystyczne sa singlety
odpowiadajace protonom grup benzylowych oston 2-Cl-Z, ktore wystepuja w zakresie 5.07 —
5.29 ppm (Ar-CH;0). Inne wazne cechy diagnostyczne to np. wyraznie zrdznicowane
sygnaty od atomow wodoru oraz wegla o (aCH, aC) rdzenia i terminalnych reszt lizynowych.
Na uwagge zastuguje to, ze sygnaty od aCH i aC rdzenia istotnie zaleza od rodzaju aminy
umieszczonej na C-koncu dendrymeru (zjawisko obserwowane juz w przypadku zwiazkow
141 — 143, Rozdzial 3.4.). Ot6z, obecno$¢ didodecyloaminy powoduje ekranowanie sygnatow
aCH i aC rdzenia w dendrymerach zabezpieczonych 150 i 151, za§ w odbezpieczonych 155 i
156 — ekranowanie sygnalu aC i odekranowanie sygnalu aCH. W przypadku dendrymeréw
150 i 151 (dDDA na C-koncu) sygnaty aCH i aC wystepuja odpowiednio w zakresie 3.55 —
3.57 1 47.5 ppm (dla zwiazkéw odbezpieczonych 155 i 156: 4.72 — 4.75 1 51.6 — 52.0 ppm),
podczas gdy dla dendrymerow 147 — 149 (TA lub DDA na C-koncu) obserwuje si¢
wspomniane sygnaty w zakresie 4.40 — 4.41 i 543 — 544 ppm (dla zwiazkow
odbezpieczonych 152 i 154: 4.32 — 4.37 i 55.0 — 55.4 ppm).

Na pelna Boc-deprotekcj¢ w przypadku dendrymerow 152 — 156 wskazuje w
widmach NMR catkowity zanik charakterystycznych sygnaléw pochodzacych od grup Boc,
tj. w widmie **C NMR - intensywnych sygnatow przy 28.8 lub 28.9 ppm [C(CHs)s] i w
zakresie 79.8 — 80.6 ppm [C(CHs)s], za$ w widmie *H NMR — intensywnych sygnatow przy
1.40 lub 1.41 ppm [C(CHj3)].
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W zwiazku z tym, ze N-koncowa funkcjonalizacja dendrymeréw opartych na
rdzeniach hydrofobowych resztami tryptofanu lub pochodnych tryptofanu, tj. resztami 1-
butylotryptofanowymi lub 1-(5-aminopentylo)tryptofanowymi (Rozdziat 3.3.2.), prowadzita
do poprawy ich aktywnosci biologicznej, postanowitam przesledzi¢ wptyw analogicznej
funkcjonalizacji w przypadku dendrymeréw opartych na rdzeniach kationowych. W tym celu
zsyntetyzowatam dendrymery posrednie 159 1 160, posiadajace wolne grupy aminowe w
tancuchu bocznym lizyny, ktore moga by¢ poddane dalszej modyfikacji (Schemat 45).
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Schemat 45. Synteza dendrymerdéw posrednich z terminalnymi resztami lizynowymi (159 i 160).
(i) Boc-Lys(Z)-OH, DCC/HOB, EtzN, DMF, 2 — 6 dni; (ii) H,/10% Pd-C, MeOH.

Synteza obejmowata dwa etapy: reakcj¢ sprzegania rdzenia 144 lub 145 z ortogonalnie

chroniong lizyna Boc-Lys(Z)-OH prowadzona z uzyciem DCC/HOBt w DMF i nadmiaru
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EtsN (22 ekw.) oraz nastgpcza reakcj¢ usuwania grup zabezpieczajacych (Z) w zwiazkach 157
I 158 z wykorzystaniem metody hydrogenacji na katalizatorze palladowym w MeOH.
Wydajnos¢ syntezy dendrymerdéw posrednich 159 i 160, majacych posta¢ biatych proszkow,
liczona po 2 etapach reakcyjnych wyniosta odpowiednio 88.5% i 84.9%.

Dendrymery 159 i 160 mozna byto teoretycznie otrzymaé¢ w wyniku deprotekcji grup
zabezpieczajacych (2-Cl-Z) w zwiazkach 147 i 148 (Schemat 44). W praktyce okazalo si¢
jednak, ze grupy 2-ClI-Z sa trudniejsze do usuniecia z dendrymeru niz grupy Z w warunkach
hydrogenacji na katalizatorze palladowym, nawet przy uzyciu nadmiaru katalizatora, tj. 10%
wagowych substratu na kazda aromatyczna grupe zabezpieczajaca. Z braku mozliwosci
oczyszczenia wlhasciwego produktu z produktéow niecatkowitej deprotekcji grup 2-Cl-Z,
zdecydowatam si¢ na syntez¢ dendrymerow 159 i 160 zgodnie z opisana powyzej procedura
(Schemat 45). Po potwierdzeniu ich struktury za pomoca widm masowych (ESI MS),
wykorzystalam je do syntezy dendrymeréw sfunkcjonalizowanych resztami tryptofanu lub
pochodnych tryptofanu.

3.5.2. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub
pochodnych tryptofanu

Celem otrzymania dendrymerow z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub
pochodnych tryptofanu, opartych na rdzeniach kationowych korzystatam z procedur
zastosowanych przeze mnie podczas syntezy analogicznych dendrymeréw, ale
skonstruowanych na rdzeniach hydrofobowych (Rozdziat 3.3.2.).

W wyniku reakcji sprzggania dendrymeru posredniego 159 lub 160 z Boc-Trp-OH
lub z pochodnymi tryptofanu, tj. N-Boc-1-butylotryptofanem (83), N-Boc-1-[5-(Boc-
amino)pentylo]tryptofanem (96), prowadzonej z uzyciem EDC/HOBt i EtsN (3.6 ekw.) w
DMF, otrzymatam pie¢ dendrymeréw (161, 162, 165, 166, 169; Schemat 46, 47 i 48).
Oczyszczalam je na drodze saczenia molekularnego na kolumnie z wypetnieniem Sephadex
LH-20 i MeOH jako eluentem, a nastgpnie chromatografii kolumnowej z silikazelem w
warunkach elucji gradientowej (CHCIl3/MeOH 100:1—15:1). Wystepuja one w postaci
jasnozoéttych (161) lub biatych (162, 165, 166, 169), bezpostaciowych proszkéw bez ostrej
temperatury topnienia (Tabela 10). W ostatnim etapie poddatam je reakcji Boc-deprotekcji
rozpuszczajac zwiazek w minimalnej ilosci MeOH 1 dodajac nasycony roztwér HCl w

EtOAc. Uzyskane w ten sposob finalne dendrymery wystepuja w postaci higroskopijnych
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dodekachlorowodorkow (163, 164, 167, 168) Iub tetradekachlorowodorkow (170).
Uzyskatam je z wydajno$ciami mieszczacymi si¢ w zakresie 94 — 98.7 % (Tabela 10).
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Schemat 46. Synteza dendrymeréw z terminalnymi resztami tryptofanowymi (161 i 162, 163 i 164).
(i) Boc-Trp-OH, EDC/HOB, EtzN, DMF, 48 — 96 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Schemat 47. Synteza dendrymeréw z terminalnymi resztami 1-butylotryptofanowymi (165 i 166, 167 i
168). (i) 83, EDC/HOB, EtsN, DMF, 48 — 96 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Schemat 48. Synteza dendrymeréw z terminalnymi resztami 1-(5-aminopentylo)tryptofanowymi (169,
170). (i) 96, EDC/HOBL, Et;N, DMF, 96 godz.; (ii) nas. HCI/EtOAc.
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Tabela 10. Dane dotyczace dendrymerow 161 — 170

Dendrymer [a]p® h
zabezpieczony Wyd. [%] T top- [C] (c 1, MeOH) [CHCQS/ll\]AeOH

161 51.7 133.1-136.6 -45° 0.40
162 59.1 128.1-131.4 +1.8 0.44
165 60.7 103.2 - 107 +0.86 0.47
166 54.6 106.8 - 109.2 +11.9° 0.56
169 57.8 110.6 - 115.4 -15 0.48

D. odbezpieczony
163 94 215.3-219.2 + 435 -
164 94.4 195.1 - 202.2 +40.7 -
167 98.7 194.3 - 199.3 +34.6 -
168 97.1 165.1 - 168.6 + 255 -
170 94.3 208.6 - 211.5 +17 -

¢ 0.25;°¢0.1;

Struktury dendrymeréw z terminalnymi resztami tryptofanowymi (161 — 164), 1-
butylotryptofanowymi (165 — 168) oraz 1-(5-aminopentylo)tryptofanowymi (169, 170)
potwierdzitam w oparciu o wyniki analizy widm MS 1 NMR.

Spektrometria mas ESI MS jest najwazniejsza technika potwierdzajaca zatozona
strukturg dendrymeréw 161 - 170. W ich widmach sygnatami o najwigkszej intensywnosci sa
te pochodzace od jonow wielokrotnie natadowanych, przy czym dla dendrymeréow w petni
zabezpieczonych (161, 162, 165, 166, 169) sa to piki odpowiadajace [M + 2Na]**, za$ dla
dendrymeréw Boc-odbezpieczonych — piki typu [M + 3H]** (163, 164, 170), [M + 2H']*
(167) lub [M + MeOH + 2H" + Na']** (168).

Widma *H NMR dendrymeréw 161 — 170 sa mato diagnostyczne ze wzgledu na
znaczne naktadanie si¢ sygnalow, zwlaszcza w zakresie alifatycznym. Zdecydowanie bardziej
czytelne sa widma *C NMR. Wykorzystanie widma DEPT oraz widm korelacyjnych HSQC i
COSY umozliwia przypisanie sygnatdéw do niemal wszystkich atoméw wegla, a stad i1 do
odpowiednich protonow w czasteczce (Rysunek 40). Trudnos$¢ stanowi w pelni jednoznaczne
przypisanie sygnatow czesci alifatycznej, glownie nie posiadajacej sasiedztwa heteroatomu
czy grupy aromatycznej, czyli np. atomom wegla dodecyloaminy cxch, jak réwniez
zrdznicowanie sygnatéw wegli B, v, 6, €C pochodzacych od rdzenia, od tych nalezacych do

gatazek lizynowych. Co wigcej, w widmie *C NMR sygnaty pochodzace od niektorych
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atomoéw wegla rdzenia, tj. aC, N-CH,-CONH, N-CH,-CH,-NH, N-CH2-CH,-NH, sa czgsto
bardzo stabe lub wrecz nieobecne.

Wazna ceche¢ diagnostyczna stanowi wyrazne zréznicowanie sygnaléw od atomow o
rdzenia, galazek lizynowych oraz terminalnych reszt tryptofanu badz pochodnych tryptofanu,
obserwowane zaréwno w widmie 'H NMR, jak i **C NMR. Duza warto$¢ diagnostyczna ma
réwniez sygnal wystepujacy w widmie *C NMR w zakresie 46.7 — 46.9 ppm (C* n-Bu lub 5-
AP). Pozwala on na szybkie rozrdznienie rodzaju terminalnej grupy dendrymeru - brak tego
sygnatu oznacza reszt¢ tryptofanowa, za$ obecnos¢ — pochodna Trp.

Na petna Boc-deprotekcje w przypadku dendrymerow 163, 164, 167, 168 i 170
wskazuje w widmach NMR catkowity zanik charakterystycznych sygnatow pochodzacych od
grup Boc, tj. w widmie **C NMR — sygnatow przy 28.7 lub 28.9 ppm [C(CHs)s] i w zakresie
79.8 — 80.6 ppm [C(CHs)3], zas w widmie *H NMR — intensywnych sygnatéw w zakresie
1.30 — 1.42 ppm [C(CH3)3].
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Rysunek 40. Przesuniecia chemiczne atoméw wegla i wodoru w widmach NMR dendrymeru z terminalnymi resztami N-Boc-1-[5-(Boc-

amino)pentylo]tryptofanowymi 169.
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3.6. PODSUMOWANIE CZESCI SYNTETYCZNEJ

W ramach niniejszej pracy zsyntetyzowatam dwa nowe rodzaje czterorozgat¢zionych
rdzeni, tj. o charakterze hydrofobowym i kationowym, ktore wydaja si¢ stanowi¢ wartosciowa
grupe zwiazkéw, oferujaca duze mozliwosci syntetyczne w chemii dendrymerow. Mozna je
otrzyma¢ w stanie czystym w skali wielogramowej, O jest nierzadko problemem w syntezie
dendrymeréw. Z metodologicznego punktu widzenia moga one by¢ rozpatrywane jako
hiperrdzenie (Rozdziat 1.1.4.3). Zwiazki te, poza zastosowaniem w charakterze rdzeni, mozna
uzy¢ jako hipermonomerdéw w syntezie klasycznych, wielkoczasteczkowych dendrymerow,
jesli zostang one otrzymane bez reszty aminowej blokujacej ich C-koniec (Schemat 49).
Powyzszy warunek wiaze si¢ z krotsza procedura syntetyczna, polegajaca na wykorzystaniu

w syntezie estru L-lizyny zamiast amidu L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego.

BocHN
™o i)

BocHN
Q( \/\/\)k \L H OH
(0] (il N/}f Wo
HoN V\/\AOB —_— H 0 Oy NH
NHBoc NH \]\:
2 BocHN N> NHBoc
n=1lub4 O O

kﬁ) n I\ﬁBoc

BocHN NHBoc

m lub @ monomer ABa

sprzeganle dendrymer
sprzeganle aktvwaqa — wielkoczasteczkowy
rdzen aktywacja
itd.

dendrvmer dendrvmer

Schemat 49. Potencjalna synteza zwiazkow 11 Il z wolna grupa karboksylowa na C-koncu [(i) 1. 21
lub 23, DCC/HOBt, DMF; 2. 1M NaOH, MeOH; (ii) 1. 140, DCC/HOBt, DMF; 2. 1M NaOH,
MeQOH] oraz ich mozliwe wykorzystanie jako hipermonomeréw w syntezie dendrymeréw
wielkoczasteczkowych (na przyktadzie metody hipermonomeru).

Wykorzystujac  otrzymane rdzenie zsyntetyzowatam szes¢ nowych grup
niskoczasteczkowych dendrymerow peptydowych (G1) o strukturze mieszanej (organiczno -
aminokwasowej), tj. cztery grupy oparte na rdzeniu o charakterze hydrofobowym:

1) dendrymery z terminalnymi resztami lizynowymi,
2) dendrymery z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub pochodnych tryptofanu,
3) dendrymery z terminalnymi resztami PABA,

4) dendrymery typu Janus,
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oraz dwie grupy oparte na rdzeniu o charakterze kationowym:
1) dendrymery z terminalnymi resztami lizynowymi,
2) dendrymery z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub pochodnych tryptofanu.

Wszystkie dendrymery otrzymatam stosujac procedury charakterystyczne dla
klasycznej syntezy peptydow metoda w roztworze. Dzigki 2-etapowej procedurze
oczyszczania, taczacej kolumnowa chromatografi¢ silikazelowa z saczeniem molekularnym
na kolumnie z wypetieniem Sephadex LH-20, dendrymery uzyskalam w stanie czystym, bez
defektow  strukturalnych. Wydajnosci reakcji  sprz¢gania rdzeni z  ortogonalnie
zabezpieczonymi aminokwasami, pochodnymi aminokwasow i PABA byty w granicach od
umiarkowanych (35.8% dla dendrymeru 90) do bardzo dobrych (91.8% dla dendrymeru 132).

Synteza dendrymeréw z terminalnymi resztami pochodnych tryptofanu, tj. 1-
butylotryptofanowymi i 1-(5-aminopentylo)tryptofanowymi, wiazata si¢ z przygotowaniem
substratow: N-Boc-1-butylotryptofanu (83) oraz N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu
(96). Pierwszy z nich jest znany w literaturze, ale zostat otrzymany przeze mnie zgodnie z
inng procedura i po raz pierwszy scharakteryzowany, natomiast drugi jest zwiazkiem nowym.
W pi$miennictwie chemicznym brak jest danych na temat N'-aminoalkilowych pochodnych
tryptofanu, w zwiazku z czym otrzymany przeze mnie N-Boc-1-[5-(Boc-
amino)pentylo]tryptofan stanowi pierwszy przyktad tego typu zwiazkow.

Mozliwosci pelnego scharakteryzowania finalnych dendrymeroéw przez zastosowanie
wielu metod analitycznych i badan strukturalnych okazaty si¢ w pewnym stopniu ograniczone
przez strukture dendrymeréw (liczne powtodrzenia elementéw strukturalnych) oraz przez ich
wlasciwosci  fizykochemiczne  (higroskopijne, bezpostaciowe proszki lub oleje).
Zdecydowanie najlepsza metoda analizy tych zwiazkow okazata si¢ spektrometria mas
(metoda ESI). Do potwierdzenia struktur dendrymerdéw za pomoca widm NMR (*H i Be),
konieczne okazalo sig¢ stosowanie technik 2D NMR, DEPT ze wzgledu na poszerzenie i

naktadanie si¢ roznych sygnatow.
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4. BADANIA AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ DENDRYMEROW

Wigkszos¢ zsyntetyzowanych dendrymeréw peptydowych zostala przebadana pod
katem aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwnowotworowej. Dla czgéci z nich oznaczono
réwniez toksycznos¢ (hemo-, Cyto- i genotoksycznosc).

Badania biologiczne dendrymerow byly wykonywane roéwnolegle z praca
syntetyczna. Korzys$cia takiego podejscia byta mozliwos¢ wyciagania ,,na biezaco” wnioskow
dotyczacych zaleznosci struktura — aktywnos$¢ zsyntetyzowanych zwiazkow 1 dzigki temu
sposobno$¢ odpowiedniego ukierunkowania dalszych dziatan syntetycznych, prowadzacych
do zrealizowania celu pracy. Wyniki badan otrzymywane w kolejnych etapach pracy
pozwalaly na oceng stusznosci obranego kierunku i na wysuwanie nowych zatozen. Takie
postepowanie przyczynito si¢ do rozszerzenia poczatkowo planowanego zakresu badan
biologicznych, m.in. na badania przeciwnowotworowe. Pozwolito rowniez wskazac
potencjalnie korzystne drogi przysztych modyfikacji strukturalnych, mogacych prowadzi¢ do
polepszenia wiasciwosci  biologicznych zsyntetyzowanych dendrymerdéw, tj. m.in.
modyfikacje uktadu indolowego tryptofanu.

Badania aktywnos$ci przeciwbakteryjnej i hemolitycznej oraz genotoksycznosci
dendrymeréw zostaty wykonane W Samodzielnej Pracowni Zwiazkow Biologicznie
Czynnych NIZP — PZH, kierowanym przez dr J. Solecka (mgr A. Rajnisz, mgr A.
Laskowska). Natomiast badania aktywnosci przeciwnowotworowe;j i cytotoksycznosci zostaty
zrealizowane w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej PAN (prof. A. W.
Lipkowski, mgr M. Bochynska — Czyz).

4.1. AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA

Aktywno$¢  przeciwbakteryjna  dendrymeréw  zbadano wobec  szczepow
referencyjnych zaréwno bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Dodatkowo,
wytypowano dwa dendrymery o najlepszych wtasciwosciach — 124 i 152, nalezace do dwoch
roznych grup strukturalnych, tj. odpowiednio do dendrymeréw opartych na rdzeniu
hydrofobowym oraz na rdzeniu kationowym, i oznaczono ich aktywnos$¢ przeciwbakteryjna w
obecnos$ci osocza krwi ludzkiej, jak rowniez wobec bakteryjnych szczepdw klinicznych.

Wyniki badan aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej dendrymeréw podano jako minimalne
stezenie zwiazku, ktore catkowicie hamowato wzrost bakterii — MIC (ang. minimal inhibitory

concentration).
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4.1.1. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna dendrymeréw wobec szczepow
referencyjnych

W Tabelach 11 — 13 przedstawiono uzyskane wyniki badania aktywnosci
przeciwbakteryjnej dendrymerow opartych na rdzeniach hydrofobowych: 46 — 50, 59, 60
(posiadajacych terminalne reszty lizynowe), 76 — 80 (posiadajacych terminalne reszty
tryptofanowe), 93 i 94 (posiadajacych terminalne reszty 1-butylotryptofanowe), 121, 122 i
124 (dendrymerdéw posrednich w syntezie dendrymerow typu Janus) oraz 136 (dendrymeru
typu Janus). Sposréod dendrymerdéw opartych na rdzeniu kationowym, aktywnos¢
przeciwbakteryjng oznaczono tylko w przypadku zwiazku 152 i jedynie wobec bakterii Gram-
dodatnich.

Zbadano rowniez aktywno$¢ przeciwbakteryjna dendrymerdw z terminalnymi
resztami kwasu p-aminobenzoesowego (107 - 110) oraz dendrymeréw typu Janus (128, 129,
133, 134) wobec szczepoéw podstawowych, tj. S. aureus i E. coli. Okazalo sig, ze zaden z nich
nie wykazywal zdolno$ci hamowania wzrostu komoérek bakteryjnych w stezeniu nizszym niz
256 pg/mL.

Na podstawie wynikow zebranych w Tabelach 11 — 13 mozna wyciagna¢ wnioski
dotyczace zalezno$ci struktura — aktywnos$¢ przeciwbakteryjna dendrymeru. Jednakze
niekompletno$¢ danych, zwlaszcza brak danych dla dendrymeréw opartych na rdzeniach
hydrofobowych posiadajacych terminalne reszty 1-(5-aminopentylo)tryptofanowe (101, 102)
oraz dendrymer6éw opartych na rdzeniach kationowych (153 — 156, 163, 164, 167, 168, 170)
uniemozliwia przesledzenie wszystkich zatozonych przeze mnie zaleznosSci struktura —
aktywnos$¢. Badania dotyczace tych dendrymerow zostang wykonane w pdzniejszym terminie.

W grupie dendrymeréow z terminalnymi resztami lizynowymi (46 — 50, 59, 60)
decydujacy wptyw na aktywno$¢ ma rodzaj aminy umieszczonej na C-koncu dendrymeru
(Tabela 11). Zwiazki posiadajace na C-koncu 2-fenyloetyloaming (46, 47) dziataja lepiej niz
ich odpowiedniki z tryptamina (48, 49). Natomiast wprowadzenie silnie hydrofobowej aminy,
tj. dodecyloaminy powoduje utrat¢ aktywnos$ci przeciwbakteryjnej (50). Taki efekt jest
odwrotny do dotychczas obserwowanego dla innych dendrymerow zsyntetyzowanych w
naszym zespole. Rodzaj pochodnej lizyny (2-ClI-Z lub Z na azocie N°), stosowanej jako
peryferyjny element rozgal¢ziajacy, zasadniczo nie ma wpltywu na aktywnos$¢ dendrymeru
wobec bakterii Gram-dodatnich, ale prowadzi do pojawienia si¢ dostrzegalnych réznic w
dziataniu dendrymeru wobec bakterii Gram-ujemnych (poréwnanie par 46 i1 59 oraz 47 i 60).

Z kolei zréznicowanie dlugosci ramion dendrymeru, osiagnig¢te poprzez wykorzystanie w
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syntezie rdzeni skonstruowanych z uzyciem niesymetrycznego elementu rozgal¢ziajacego,
wywiera korzystny wplyw w przypadku zwiazku z terminalnymi grupami Z (poréwnanie pary
591 60). Dla dendrymeréw z terminalnymi grupami 2-Cl-Z obserwuje si¢ lepsze wiasciwosci
przeciwbakteryjne, jesli oparte sa na rdzeniach skonstruowanych z uzyciem symetrycznego
elementu rozgal¢ziajacego (pordwnanie par 46 i 47 oraz 48 i 49).

W grupie omawianych dendrymerdw, najlepsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna z preferencja
wobec bakterii Gram-ujemnych, rowniez tych lekoopornych (E. coli ATCC BAA-198),

posiada dendrymer 60.

Tabela 11. Warto$ci minimalnego stezenia hamujacego (MIC) oznaczone dla dendrymeréw

46— 49 59, 60,
Wartosci MIC (uM) dla dendrymeru:
Badany szczep*
46 47 48 49 50 59 60

S. aureus 15.8 15.2 62 >119 | >1224| 16.9 16.2
ATCC 29213
S. aureus 15.8 15.2 62 >119 | >1224| 339 16.2
ATCC 43300
S5 GLICIE 632 | 60.6 62 59.5 nb 339 | 649
ATCC 700787
S egiErle 3.9 76 | 155/31 | 14.9/29.8 | nb 8.5 8.1
ATCC 12228
Sl 158 | 152 | 155 208 | >1224| 67.8 8.1
ATCC BAA-198
E. coli

cotl 7.9 7.6 | 155/31 | 20.8/595 | >122.4 | 339 8.1
ATCC 25922
A. baumanii

632 | 1213 62 >119 | >1224 | 339 | 324

ATCC 19606
>- enterica 158 | 303 | 15531 14.9/298| nb | 169 | 16.2
ATCC 10708
B.bronchisepti

FONENBERHEA | 3 76 | 155531 | 149208 | nb 4.2 4.1
ATCC 4617
S.maltophilia | 506 | 606 | 155 |208505| nb | 169 | 324
ATCC 13637

*Kolor ciemnoczerwony oznacza szczepy bakterii Gram-ujemnych, czarny — bakterii Gram-dodatnich.
Kolorem niebieskim wyr6zniono bardzo dobre wartosci MIC.
nb — nie badano
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Tabela 12. Wartosci minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) oznaczone dla dendrymerow

76 - 801 93, 94,
Wartosci MIC (uM) dla dendrymeru:
Badany szczep*
76 77 78 79 80 93 94

S aureus 27.5/55 | 28 27 6.7 100 |12.2/245 | 11.5/23
ATCC 29213
S VIS 27.5 28 27 | 33/67 | 100 |12.2/245| 11.5/23
ATCC 43300
S- aureus 138/27.5| 561 |68A35| 67 | 100 | 245 | 115
ATCC 700787
S. epidermidis 34 35 34 1.7 <125 6.1 11.5
ATCC 12228
E. coli 17 7 3.4 3.3 nb nb nb
ATCC BAA-198
E. coli 3.4/6.9 7 6.8 13.4 nb nb nb
ATCC 25922
A. i

baumanii 6.9 28 6.8 3.3 nb nb nb
ATCC 19606
S. enterica 34 35 3.4 3.3 nb nb nb
ATCC10708
B.bronchiseptica |, 35 1.7 1.7 nb nb nb
ATCC 4617
S. maltophilia 34 3.5 3.4 3.3 nb nb nb
ATCC 13637
P. aeruginosa 55 >112.2 27 13.4 nb nb nb
ATCC 27853
K. i

pneumoniae 55 112.2 54.1 26.8 nb nb nb
ATCC 13882

*Kolor ciemnoczerwony oznacza szczepy bakterii Gram-ujemnych, czarny — bakterii Gram-dodatnich.
Kolorem niebieskim wyr6zniono bardzo dobre wartosci MIC.
nb — nie badano

Grupa dendrymeréw z terminalnymi resztami tryptofanowymi (76 — 79; Tabela 12)

wykazuje wyraznie lepsze wiasnoSci przeciwbakteryjne niz posiadajace ten sam rdzen

dendrymery z terminalnymi resztami lizynowymi, (porownanie par 47 i 76, 60 i 76, 48 i 77

oraz 49 i 78). Charakteryzuja si¢ one selektywno$cia dziatania w kierunku bakterii Gram-

ujemnych, z wyjatkiem zwiazku 79, ktory posiada szeroki zakres dzialania, tj. aktywnosc¢

126

http://rcin.org.pl




zarowno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Na aktywno$¢ dendrymeru
bardzo wplywa rodzaj aminy umieszczonej na jego C-koncu. Najsilniejsze wiasciwosci
antybakteryjne obserwuje si¢ dla zwiazku z dodecyloamina (79), za$ najstabsze dla zwiazku z
didodecyloaming (80). Dendrymer z 2-fenyloetyloamina (76) wykazuje poréwnywalne
dziatanie jak ten z tryptamina (78). Z pordéwnania wartosci MIC dla zwiazkéw 77 i 78
wynika, ze zrdéznicowanie dlugos$ci ramion dendrymeru przektada si¢ na lepsze wiasnos$ci
przeciwbakteryjne.

Zastapienie w dendrymerze terminalnych reszt tryptofanowych przez reszty
1-butylotryptofanowe (93, 94) daje efekt zalezny od rodzaju aminy znajdujacej si¢ na jego
C-koncu. Taka modyfikacja jest korzystna, jesli w roli aminy wystgpuje didodecyloamina, za$
niekorzystna w obecnosci dodecyloaminy (poréwnanie par 79 i 93 oraz 80 i 94, Tabela 12).

Na uwage zastuguja wyniki uzyskane dla dendrymerow posrednich 121, 122 i 124,
wykorzystanych do syntezy dendrymerow typu Janus (Tabela 13). Posiadaja one na C-konicu
fragment o charakterze hydrofilowym, tj. reszte tryptofanu sprzegnigta z czasteczka
etylenodiaminy (121, 124) badz 2,2’-(etylenodioksy)dietyloaminy (122), w ktorej druga z
grup aminowych wystepuje w postaci sprotonowanej. Z dotychczasowych prac naszego
zespotu wynikalo, ze hydrofilowe reszty aminy umieszczone na C-koncu dendrymeru
znaczaco ostabiaja jego aktywnos$¢. Tymczasem, z poréwnania wartosci MIC wyznaczonych
dla dendrymerow 121, 122 i 124 z tymi wyznaczonymi dla ich odpowiednikow,
posiadajacych na C-koncu tryptaming, wynika zalezno$¢ odwrotna (poréwnanie par 121 i 48,
121 1 48 oraz 124 i 77). Wyjatek stanowi aktywnos$¢ dendrymeru 124 wobec bakterii Gram-
dodatnich, ktora w porownaniu do aktywno$ci zwiazku 77 ulega pogorszeniu. W odniesieniu
do wszystkich przebadanych w tej pracy zwiazkéw, dendrymer 124 wykazuje najlepsza
aktywnos¢ antybakteryjna wobec Gram-ujemnych szczepow E. coli, rowniez tych opornych
na liczne antybiotyki. Praktycznie ksztaltuje si¢ ona na poziomie naturalnych peptydow
przeciwbakteryjnych.

Sposrdéd zsyntetyzowanych dendrymerdw typu Janus, wlasciwos$ci antybakteryjne w
akceptowalnym zakresie posiada tylko zwiazek 136, ktorego prekursorem jest dendrymer
posredni 124 (Tabela 13). Pozostale dendrymery tego typu, jak wspomniano na poczatku
rozdzialu, wykazuja wartosci MIC > 256 pg/mL. Wynika z tego, ze przylaczenie do
dendrymerow posrednich 121, 122 i 124 zwiazkéw (,,dendrondéw 2”) majacych z zatozenia
stanowi¢ czynnik wzmacniajacy selektywnos$¢ / aktywnos¢ antybakteryjna dendrymeru, przy

tej strukturze czasteczek nie daje spodziewanego efektu.
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Tabela 13. Wartosci minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) oznaczone dla dendrymerow 121, 122,

124, 136 i 152.
Wartosci MIC (uM) dla dendrymeru:
Badany szczep*
121 122 124 136 152
3
aurets 73 14.1 53.2 42.4 2.0
ATCC 29213
S. aureus
ured 7.3/14.6 28.1 53.2 84.9 4.0
ATCC 43300
S. aureus
ured 7.3/14.6 281 | 53.2/1065| >84.9 4.0
ATCC 700787
Sh G el 37 7.0 33 10.6 2.0/4.0
ATCC 12228
= eol 14.6 28.1 1.7 53 nb
ATCC BAA-198
E. coli
coll 58.5 56.2 17133 | 5.3/10.6 nb
ATCC 25922
A. baumanii
14.6/292 | 281 | 26.6/53.2 | 212 nb
ATCC 19606
S5 G 14.6 14.1 6.7 21.2 nb
ATCC10708
B. hisepti
bronchiseptica 73 7.0 17 13/2.7 nb
ATCC 4617
S EUEEIE 3.7/73 7.0 3.3 10.6 nb
ATCC 13637
2 BTk 58.5/117 | >1125 | >1065 | >84.0 nb
ATCC 27853
NSIHIEECES 29.2/585 | 56.2 >1065 | >84.9 nb
ATCC 13882

*Kolor ciemnoczerwony oznacza szczepy bakterii Gram-ujemnych, czarny — bakterii Gram-dodatnich.
Kolorem niebieskim wyr6zniono bardzo dobre wartosci MIC.
nb — nie badano

Z licznej grupy dendrymerow opartych na rdzeniu kationowym, pod katem
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej wobec szczepow Gram-dodatnich zostal przebadany tylko
dendrymer 152 (Tabela 13). Wykazuje on, w odniesieniu do wszystkich przebadanych w tej
pracy zwiazkow, najsilniejsze wlasciwosci antybakteryjne wzgledem Gram-dodatnich

szczepodw gronkowcow, takze tych opornych na -laktamy (S. aureus ATCC 43300).
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W przypadku naturalnych peptydow przeciwbakteryjnych i ich syntetycznych
analogdéw, jak rowniez znanych z literatury przeciwdrobnoustrojowych dendrymerow,
czynnikiem ograniczajacym ich wykorzystanie praktyczne jest bardzo czgsto podatnos¢ na
degradacje enzymatyczna. Do oceny stabilnos$ci zsyntetyzowanych przeze mnie dendrymerow
peptydowych, zostalty wybrane dwa dendrymery o najlepszym profilu aktywnosci - 124 i 152.
Wykonano dla nich oceng wartosci MIC wobec szczepu E. coli i S. aureus w obecnosci
osocza krwi ludzkiej. Te same wartosci MIC oznaczone dla dendrymeréw 124 i 152 w
standardowym tescie, jak 1 w obecnosci osocza dowodza, ze powyzsze zwiazki cechuja si¢
trwato$cia wobec enzymoOw proteolitycznych, co warunkuje ich skuteczne dzialanie w

srodowisku fizjologicznym (Tabela 14).

Tabela 14. Wartosci minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) oznaczone dla dendrymerow 124 i 152

W obecnosci i bez obecno$ci 0socza krwi ludzkiej.

. Wartosci MIC (uM)
Dendrymer Szczep bakteryjny
Z 0soczem bez osocza
124 E. coli ATCC 25922 1.7;3.3; 3.3 3.3:3.3; 1.7
152 S. aureus ATCC 29213 2:2:4 <2:2:2

4.1.2. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna dendrymerow wobec szczepow klinicznych
Dendrymery 124 i 152, wykazujace najlepsze wlasciwosci antybakteryjne wobec
szczepow referencyjnych E. coli (124) i S. aureus (152), zostaty zakwalifikowane do badan
na klinicznych izolatach S. aureus i E. coli, w tym takze tych o wysokiej oporno$ci na
aktualnie stosowane antybiotyki. Do badan wybrano 5 szczepdéw Staphylococcus aureus
opornych na metycyling (ang. Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, MRSA), 25
szczepoOw gronkowca zlocistego wrazliwych na metycyling (ang. Methicillin Sensitive
Staphylococcus aureus, MSSA), oraz 40 szczepow Escherichia coli: w tym 25
wytwarzajacych beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ang. Extended Spectrum
Betalactamase, ESBL) oraz 15 nie wytwarzajacych tych enzymow. Szczepy byty izolowane i
opracowane w Dziecigcym Szpitalu Klinicznym w Warszawie. Opracowane przez mnie

wyniki badan na szpitalnych izolatach podano ponize;j:

A) Dla dendrymeru 124 zbadano aktywnos$¢ przeciwbakteryjna wobec bakterii Gram-
ujemnych, tj. E. coli. Badanie wykonano na 40 szczepach [25 szczepéw ESBL(+) i 15
szczepoOw ESBL(-)]. Dendrymer wykazuje dzialanie przeciwbakteryjne w zakresie 1.7
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—13.3 uM (4 — 32 pg/mL) w przypadku szczepéw ESBL(+) i 3.3 — 13.3 uM (8 — 32
pg/mL) w przypadku szczepow ESBL(-) (Rysunek 41).

E. coli - ESBL(+) E. coli - ESBL(-)

4 szczepy — 5 szczepod
1.7pM -3.3 uM
10

8 szczepow SZCZEpOW -

-33um 6.7 uM 7 szczepow

6.7 uM

Rysunek 41. Wrazliwo$¢ na zwiazek 124 klinicznych szczepoéw E. coli wytwarzajacych beta-
laktamaze o rozszerzonym spektrum dziatania [ESBL(+)] i szczepow nie wytwarzajacych tego
enzymu [ESBL(-)].

B) Dla dendrymeru 152 zbadano aktywno$c przeciwbakteryjna wobec bakterii Gram-
dodatnich, tj. S. aureus. Badanie wykonano na 30 szczepach (5 szczepéw MRSA i 25
szczepoOw MSSA). Dendrymer wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne w zakresie 2 — 4
uM (4 — 8 pug/mL) w przypadku szczepow MRSA i 2 — 16.2 uM (4 — 32 pg/mL) w
przypadku szczepéw MSSA (Rysunek 42).

S. aureus - MRSA S. aureus - MISSA
2 szczepy - 2 ;z;ze:;/ )
2/4uM R

2 szczepy -
b SZCZEpOW - 16.2uM
2 uM

13

4 szczepy -

2/4 M

SZCZEPOW -
4 uM

Rysunek 42. Wrazliwos$¢ na zwiazek 152 klinicznych szczepoéw S. aureus wrazliwych na metycyling
(MSSA) i opornych na metycyling (MRSA).

4.2. AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA

Rolg stymulujaca do rozszerzenia zakresu badan zsyntetyzowanych dendrymeroéw

peptydowych o wstepne testy przeciwnowotworowe stanowity dane literaturowe o

aktywnosci przeciwnowotworowej peptydow przeciwbakteryjnych (AMP).**
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Wiasciwosci  przeciwnowotworowe wybranych dendrymeréw  peptydowych
sprawdzono wobec komorek czerniaka ludzkiego (Mew 155). Badaniu poddano dendrymery
oparte na rdzeniu hydrofobowym, tj. dendrymery z terminalnymi resztami tryptofanowymi
(76 - 80), 1-butylotryptofanowymi (92 - 94), 1-(5-aminopentylo)tryptofanowymi (101, 102),
kwasu p-aminobenzoesowego (107 - 110), dendrymer posredni 124, dendrymery typu Janus
(130, 135, 136) oraz dendrymery oparte na rdzeniu kationowym, z terminalnymi resztami
tryptofanowymi (163 - 164), 1-butylotryptofanowymi (167 - 168) i 1-(5-aminopentylo)-
tryptofanowymi (170) (Tabela 15). Wszystkie z nich w stezeniu 100 uM wykazuja 100% -
owga zdolno$¢ hamowania proliferacji komorek czerniaka ludzkiego.

W grupie dendrymerow opartych na hydrofobowym rdzeniu, posiadajacych
terminalne reszty tryptofanowe lub pochodnych tryptofanu (76 — 80, 92 — 94, 101, 102),
najlepsze wiasciwosci antyproliferacyjne obserwuje si¢ dla dendrymeréw 80, 93 i 102, ktore
w stgzeniu 5 puM niszcza komorki w 100%. Uwidacznia si¢ tu wpltyw rodzaju aminy
ulokowanej na C-koncu zwiazku. Dendrymery 80, 93 i 102 posiadaja w tej roli
dodecyloaming badz didodecyloaming. Zastagpienie tych amin 2-fenyloetyloaming czy
tryptaming prowadzi do oslabienia aktywno$ci przeciwnowotworowej dendrymeru
(porownanie np. par 76 i 79, 78 i 80, 92 i 93, 101 i 102). Obserwuje si¢ rowniez wptyw
rodzaju terminalnego elementu rozgal¢ziajacego na aktywnos¢. Wymiana terminalnych reszt
tryptofanowych dendrymeru na reszty pochodnych tryptofanu [1-butylotryptofanowe badz 1-
(5-aminopentylo)tryptofanowe] przejawia si¢ wzrostem dziatania przeciwnowotworowego
(porownanie np. par 78 i 92, 79 i 93). Przy czym silniejsza aktywno$¢ posiadaja zwiazki z
terminalnymi resztami 1-butylotryptofanowymi (poréwnanie pary 92 i 101). Wynika z tego,
ze modyfikacja pierscienia indolowego tryptofanu prowadzaca do N'-alkilowych pochodnych
tryptofanu, tj. zawierajacych hydrofobowy podstawnik n-butylowy na indolowym atomie
azotu, jest korzystniejsza niz ta prowadzaca do N*-aminoalkilowych pochodnych tryptofanu,
tj. zawierajacych hydrofilowy podstawnik 5-aminopentylowy na indolowym atomie azotu.

Dendrymery z terminalnymi resztami kwasu p-aminobenzoesowego (107 - 110)
posiadaja znacznie stabsze dziatanie antybakteryjne w poréwnaniu z wyzej omowiona grupa
dendrymerow. Najaktywniejszy z nich — zwiazek 110 — przy stgzeniu 20 uM hamuje
proliferacj¢ komorek czerniaka ludzkiego na poziomie ok. 20%. Wpltyw na aktywno$¢
posiada rodzaj aminy na C-koncu dendrymeru, jak rowniez rodzaj rdzenia. Lepsze
wlasciwosci przeciwnowotworowe obserwuje si¢ dla dendrymeru 109, cechujacego sig
zréznicowana dlugo$cia ramion, tj. opartego na rdzeniu skonstruowanym z uzyciem

niesymetrycznego elementu rozgatg¢ziajacego, w poroéwnaniu z dendrymerem 108, majacym
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jednakowa dhugo$s¢ ramion. Podobny wpltyw rodzaju rdzenia na aktywnos$¢ zwiazku

obserwuje si¢ rowniez w poprzedniej grupie dendrymerdw (poréwnanie pary 77 i 78).

Tabela 15. Wptyw dendrymeréw na proliferacje komorek czerniaka ludzkiego Mew 155.

Stezenie dendrymeru
Dendrymer 100 pM 20 pM 10 pM 5uM
liczba zywych komérek Mew 155 (%0)

76 0 18.39 155.06 155.06
77 0 26.51 nb nb
78 0 11.24 nb nb
79 0 0 65.62 100
80 0 0 0 0
92 0 0 0 98.67
93 0 0 0 0
94 0 0 0 75.97
101 0 0 0 114.67
102 0 0 0 0
107 0 89.96 nb nb
108 0 103.61 nb nb
109 0 96.39 nb nb
110 0 80.32 nb nb
124 0 117.33 nb nb
130 0 18 104 nb
135 0 0 33.71 134.83
136 0 30.34 161.8 161.8
163 44.96 113.18 nb nb
164 0 71.32 nb nb
167 0 0 0 91.47
168 0 0 0 91.47
170 0 0 73.1 96.12

nb — nie badano
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Z danych otrzymanych dla dendrymeru posredniego 124 i dendrymerdéw typu Janus
(130, 135, 136) mozna wyciagna¢é wniosek o korzystnym efekcie wprowadzenia do
dendrymeru ,,dendronu 2”, tj. zwiazku z resztami kwasu p-aminobenzoesowego lub kwasu
p-aminobenzenosulfonowego (pordwnanie par 124 i 130, 124 i 136). Przy czym dendrymer
typu Janus =zawierajacy reszty kwasu p-aminobenzoesowego zamiast kwasu
p-aminobenzenosulfonowego posiada lepsza aktywno$¢ antybakteryjna (porownanie pary 130
1 136).

Grupa dendrymerow opartych na rdzeniu kationowym, posiadajacych terminalne
reszty tryptofanowe (163, 164) lub pochodne tryptofanu (167, 168, 170), wykazuje dobre
dzialanie przeciwnowotworowe, chociaz stabsze niz ich odpowiedniki oparte na rdzeniu
hydrofobowym, z wyjatkiem dendrymeru 167 (poréwnanie par 101 i 170, 77 i 163, 78 i 163,
79 i1 164, 93 i 168, 92 i 167). Analogiczny wplyw rodzaju terminalnego elementu
rozgaleziajacego na aktywnos$¢ zwiazku, uwidoczniony w przypadku dendrymerdéw opartych
na rdzeniu hydrofobowym (76 — 80, 92 — 94, 101, 102), obserwowany jest rOwniez w
przypadku tej grupy dendrymerow.

4.3. TOKSYCZNOSC (HEMO-, CYTO- I GENOTOKSYCZNOSC)

Wada niemal wszystkich stosowanych w lecznictwie antybiotykéw peptydowych,
jak roéwniez wigkszosci znanych z literatury 1 zsyntetyzowanych w naszym zespole
dendrymerow, jest ich toksyczno$§¢ wobec komoérek eukariotycznych. Powoduje to, ze moga
one by¢ stosowane tylko zewngtrznie lub jedynie w lecznictwie szpitalnym (np.
polimyksyny). Stopien toksycznosci otrzymanych przeze mnie dendrymeréw zostat
sprawdzony w testach wobec czerwonych krwinek (hemotoksycznos¢), fibroblastow ludzkich
(cytotoksyczno$¢). Wybrane zwiazki przebadano takze na mozliwo$c generowania mutacji

bakterii 0 genomie wyjatkowo czutym na otoczenie zewngtrzne (genotoksycznosc).

Hemotoksyczno$¢ (liza erytrocytow) jest najczesciej stosowanym testem do
oszacowania toksycznosci zwiazku. Zbadano stopien hemotoksycznosci dendrymerow 48, 49,
76 — 80, 93, 94, 124 i 152 w stosunku do ludzkich erytrocytow w zaleznosci od stezenia
dendrymeru (Tabela 16).

Na podstawie danych przedstawionych w Tabeli 16 wynika, Ze dendrymery 48, 49,
76 — 78 oraz 124 wykazuja bardzo niska hemotoksyczno$¢ nawet przy stezeniu 200 - 400 uM.
Hemolizg na poziomie ok. 40 - 50% przy st¢zeniu 200 uM posiadaja dendrymery 79, 94 i
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152. Z kolei dendrymery 80 i 93 dziataja w tym stezeniu silnie toksycznie, osiagajac poziom

odpowiednio 99% i ok. 81%.

Tabela 16. Aktywnos$¢ hemolityczna (%)* dendrymerow w zaleznosci od ich stgzenia (mM).

Stezenie | 48 49 77 78 76 79 80 93 94 124 | 152
(mM) % hemolizy
0.001 |1.63 |058 151 |[048 |116 (057 |055 060 |[055 |201 |1.19
0.005 |1.82 |10/ [137 |0.69 |0.75 |18.04|6.69 |7.29 |10.19|0.89 |5.30
0.01 220 | 097 |[140 | 166 |0.89 |29.76 | 16.25| 14.62 | 1490 | 1.63 | 10.87
0025 |[230 |126 144 |169 |133 |41.63|43.10|30.5126.16|245 |1591
005 |326 |[165 |140 [169 |1.36 |4597|71.71|44.49|30.24|1.15 |22.97
0.1 431 |325 |1.30 |180 |1.29 |48.12|93.89|56.62 |33.63 | 193 |29.04
0.2 6.03 | 475 | 151 |214 |1.29 |49.95|99.10|80.92|47.68 | 111 |41.70
0.4 nb nb nb nb 1.09 |nb nb nb nb 2.74 | nb
* dane zaokraglone do dwoch miejsc po przecinku
Rozpatrujac  zalezno$ci struktura — aktywno$¢ hemolityczna dendrymeru,

interesujacy wydaje si¢ fakt, Zze wzrost ladunku dodatniego nie powoduje wzrostu

toksycznosci. Taka sytuacja jest wyraznie widoczna w przypadku dendrymeréw z

terminalnymi resztami tryptofanowymi o tadunku +8 (77, 78), ktore charakteryzuja si¢ bardzo

niska hemotoksycznos$cia, ksztattujaca si¢ na tym samym poziomie w calym zakresie

badanych stezen zwiazku (Wykres 1). Ich 4-krotnie natadowane odpowiedniki z terminalnymi

resztami lizynowymi (48, 49) wykazuja wigksza toksyczno$¢, ktora ma tendencje wzrostowa

przy wzroscie st¢zenia dendrymeru.

7

6 —

/ —78

=77

2 / _—6 —e—49

0,001 0,005 0,01 0,025 0,05 0,1 0,2
stezenie [mM]

(6]

% hemolizy
w b

Wykres 1. Aktywnos¢ hemolityczna (%) dendrymerow 48, 49, 77 i 78 od ich stgzenia.
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Istotny wplyw na hemotoksycznos¢ dendrymeru wywiera rodzaj aminy
umieszczonej na jego C-koncu. W grupie dendrymeroéw opartych na hydrofobowym rdzeniu i
posiadajacych na C-koncu tryptaming (dendrymery 48, 49, 77 i 78; Wykres 1),
2-fenyloetyloaming (76; Wykres 2) czy etylenodiaming (124; Wykres 2), obserwuje si¢
bardzo niska hemotoksycznos$¢. Najmniejsza toksycznos¢ obserwuje si¢ dla dendrymeru 76,
tj. posiadajacego 2-fenyloetyloaming w roli aminy blokujacej jego C-koniec, w przypadku

ktorego aktywno$¢ hemolityczna wynosi ponizej 1.5 % przy stezeniu 400 puM.

3

a\ /

N LN/

N NN
\P(

—4—76

% hemolizy
=
(%, ]

[

o
]

o

0,001 0,005 0,01 0,025 005 01 02 04
stezenie [mM]

Wykres 2. Aktywno$¢ hemolityczna (%) dendrymerdéw 76 i 124 od ich stezenia.

Natomiast znaczny wzrost toksyczno$ci zwiazku powoduje umieszczenie na
C-konicu dendrymeru silnie hydrofobowych amin, takich jak dodecyloamina (79, 93) badz
didodecyloamina (80, 94) (Wykres 3).

p —
e

80 79

70

60 /// ——230

>0 / - 93

40 — a

o e —

20 Z

10 —Z%/-/ =152
0 ,

0,001 0,005 0,01 0,025 0,05 0,1 0,2
stezenie [mM]

% hemolizy

Wykres 3. Aktywnos¢ hemolityczna (%) dendrymeréw 79, 80, 93, 94 i 152 od ich stgzenia.

Z poréwnania par dendrymerow 79 i 93 oraz 80 i 94, tj. posiadajacych taka sama aming na

C-koncu, ale rézniacych si¢ rodzajem N-terminalnych reszt aminokwasowych wynika, ze
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wpltyw wywierany przez dodecyloaming czy didodecyloaming na toksyczno$¢ zwiazku jest
silnie skorelowany z rodzajem N-terminalnych reszt aminokwasowych. Dendrymer z
terminalnymi resztami tryptofanowymi dziata 2-krotnie bardziej toksycznie, jesli na jego
C-koncu znajduje si¢ didodecyloamina (80) zamiast dodecyloaminy (79). Z kolei dla
dendrymeréw z terminalnymi resztami 1-butylotryptofanowymi obserwuje si¢ efekt
odwrotny, tj. wigksza toksyczno$¢ wykazuje zwiazek 93 posiadajacy w swojej strukturze
dodecyloaming niz jego odpowiednik 94 z didodecyloaming na C-koncu.

Struktura rdzenia odgrywa decydujaca role w procesie modulowania toksycznosci
dendrymeru. Poréwnanie hemotoksycznosci dendrymeru opartego na rdzeniu kationowym
(152) z hemotoksycznos$cia jego odpowiednikéw opartych na rdzeniu hydrofobowym (48,
49), wyraznie pokazuje, ze charakter kationowy rdzenia jest zrodlem braku selektywnosci

komorkowej dendrymeru (Wykres 4).

»

40
35 /
30 /./

25

50 / ——148
15 o —.—149
10 o~ ——152
. M

O .

0,001 0,006 0,01 0,025 0,05 0,1 0,2
stezenie [mM]

% hemolizy

Wykres 4. Aktywnos¢ hemolityczna (%) dendrymerow 48, 49 i 152 od ich st¢zenia.

Dendrymer oparty na rdzeniu kationowym z tryptaming blokujaca jego C-koniec
(152) posiada stopien toksycznosci porownywalny z tymi obserwowanymi dla oméwionych
powyzej dendrymerow 79 i 94, tj. opartych na rdzeniu hydrofobowym, ale zawierajacych
dodecyloaming badz didodecyloaming (Wykres 3).

Dodatkowo, dla dendrymeréw 77 1 78 oznaczono aktywno$¢ hemolityczna w
zaleznosci od czasu w warunkach, gdy stezenie zwiazku wynosi 25 uM. Odczyt wartosci
hemotoksycznos$ci standardowo wykonuje si¢ po 30 min. Zarejestrowane krzywe pokazuja, ze
badane dendrymery praktycznie nie wykazuja wzrostu hemotoksycznosci nawet po 3

godzinach (Wykres 5).
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Wykres 5. Aktywno$¢ hemolityczna (%) dendrymerow 77 i 78 w stezeniu 0.025 mM od czasu.

Cytotoksycznos¢ wybranych dendrymerdw, tj. 77, 78 oraz 107 — 110, w stgzeniu 20
uM zbadano na liniach komoérkowych fibroblastow ludzkich (komoérki skory wilasciwe;).
Oceng proliferacji wykonano 7 dnia po wysianiu. Z danych przedstawionych w Tabeli 17
wynika, ze dendrymery z terminalnymi resztami tryptofanowymi (77, 78) wykazuja w tym
stezeniu stabe dzialanie toksyczne wobec fibroblastow. Na uwage zasluguje fakt, ze
zréznicowanie dlugo$ci ramion dendrymeru 78 przektada si¢ na jego mniejsza toksycznos¢ w
poréwnaniu do dendrymeru 77, opartego na rdzeniu skonstruowanym z uzyciem

symetrycznego elementu rozgalgziajacego.

Tabela 17. Wptyw dendrymerow w stezeniu 20 uM na proliferacjg fibroblastow ludzkich.

Dendrymer | % kontroli

77 90.38 0 -
78 96.15 S 120
S 100 -
107 139 5E a0
108 110.26 32 60 -
109 108.97 Z 407
& 20

110 69.87 0 . . . . . . .

e A I

o

Interesujace wyniki obserwuje si¢ dla dendrymerow z terminalnymi resztami kwasu
p-aminobenzoesowego (107 - 110). Rodzaj aminy znajdujacej si¢ na C-koncu dendrymeru

wywiera znaczacy wplyw na jego wiasnosci wobec fibroblastow. Sposrod wspomnianych
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zwiazkow tylko dendrymer 110, tj. zawierajacy dodecyloaming w roli aminy blokujacej jego
C-koniec, wykazuje dziatanie toksyczne. Pozostale dendrymery, majace 2-fenyloetyloaming
(107) badz tryptaming (108, 109), posiadaja wyjatkowa zdolno$¢ do stymulacji wzrostu

fibroblastow skory ludzkiej. Szczegolnie wysoka wartos¢ stymulacji ma zwiazek 107.

Genotoksyczno$¢ (zdolnos¢ do wywolywania mutacji w szczepach bakteryjnych o
genomie czulym na warunki zewngtrzne) sprawdzono dla dendrymerow 124 i 152. Oba

zwiazki nie byly genotoksyczne.

4.4. PODSUMOWANIE BADAN AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy pokazuja, iz zsyntetyzowane dendrymery
peptydowe moga stanowi¢ dobra matryce i punkt wyj$cia do konstrukcji efektywnych oraz
bezpiecznych zwiazkow o szerokim zastosowaniu biologicznym.

Na podstawie zebranych wynikow badan biologicznych przeprowadzonych dla
dendrymeréow (Rozdziat 4.1. — 4.3.) mozna wyciagna¢ nast¢pujace wnioski dotyczace
zaleznosci aktywnosci od struktury zwiazku (Rysunek 43):

1. Wphw rodzaju rdzenia.
Zwiazki z hydrofobowym, aromatycznym rdzeniem posiadaja wysokie aktywnos$ci
przeciw bakteriom Gram-ujemnym i wykazuja bardzo niska toksyczno$¢ wobec
erytrocytow oraz komoérek fibroblastéw. Wymiana rdzenia hydrofobowego na rdzen
kationowy znaczaco podwyzsza hemotoksyczno$¢ dendrymeru. Dla dendrymeréw z
terminalnymi resztami lizynowymi obserwuje si¢ roéwniez wzrost aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej (poréwnanie pary zwiazkow 48 lub 49 z 152).

2. Wphw rodzaju podstawnika na C-koncu.
Silnie hydrofobowe i labilne konformacyjnie aminy blokujace C-koniec
dendrymero6w, takie jak dodecyloamina (DDA) i didodecyloamina (dDDA), prowadza
do zdecydowanego pogorszenia ich profilu toksycznos$ci. Najkorzystniejsze parametry
terapeutyczne (niska toksyczno$¢, dobra aktywnos¢ przeciwbakteryjna) obserwuje si¢
dla zwiazkow zawierajacych w swojej strukturze 2-fenyloetyloaming (PEA),
tryptaming (TA) badZ amid etylenodiaminotryptofanu (W-EDA).

3. Wplyw zréznicowania diugosci ramion.
W wigkszosci przypadkéw zréznicowanie dhugosci ramion dendrymeru (n = 4),
osiagnig¢te poprzez wykorzystanie w syntezie rdzeni skonstruowanych z uzyciem

niesymetrycznego elementu rozgalgziajacego, wywiera korzystny wplyw na jego
138

http://rcin.org.pl



Podstawniki korzystne

O R:
R\ 3‘ ’\/@
¥ 1 ) R PEA M
NH, =N I H
\\\\ ' |
Efekt wprowadzenia & N
H

3{ Q . T@ reszt tryptofanowych 2 HCl TA
N .,
NH2 =N *12 HCl NH; gNﬂQ
\ /’/\\\\-Kfo NN
NH

2 HN Wplyw rodzaju W-EDA ,) el
H,N \/g rdzenia Wplyw rodzaju NHz
Efekt zastapienia reszt S podstawnika H
tryptofanowych przez HN S R na C-koncu * | .
reszty pochodnych Trp O”*NH NH e

W-NOON O~~~ NH;

0 Podstawniki niekorzystne
3:)&@ n=1|ubn:4| ' ;’\N/\/\/\/\/\/\
NH, H
NH, *8HCI 5 DDA
(7 NH NS T U SN
Efekt zastapienia reszt NH O H,oN \_/KO dDDA N~~~
tryptofanowych przez / ) * 8 HCI :

dhugosci ramion

reszty PABA HN H,N © HN |\/\ ~"NH
NH
Wplyw zréznicowania 41»\ “\EQ
@) -
NH | NH
Rysunek 43. Analiza czynnikéw strukturalnych rozpatrywanych pod katem optymalizacji wlasciwosci biologicznych nowych dendrymerow.
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wlasnosci biologiczne. Posiada on wigksza aktywno$¢ przeciwbakteryjna lub
przeciwnowotworowa, jak roéwniez nizszy stopien toksycznos$ci  (hemo-
i cytotoksycznosci) niz dendrymer majacy jednakowa dtugos¢ ramion (n = 1).

Efekt wprowadzenia reszt tryptofanowych.

Dodanie reszt tryptofanowych do dendrymeréw z terminalnymi resztami lizynowymi
powoduje na ogdt wzrost ich aktywnos$ci przeciwbakteryjnej, szczegolnie w kierunku
bakterii Gram-ujemnych, jak rowniez obnizenie toksyczno$ci. Innymi stowy, pozwala
ona na otrzymanie grupy dendrymerow selektywnie dziatajacych wobec bakterii
Gram-ujemnych i cechujacych si¢ dobrym indeksem terapeutycznym.

. Efekt zastqpienia reszt tryptofanowych przez reszty pochodnych tryptofanu.
Konsekwencja zastapienia terminalnych reszt tryptofanowych dendrymeru przez
reszty pochodnych tryptofanu [1-butylotryptofanowe badz 1-(5-aminopentylo)-
tryptofanowe] jest poprawa jego wilasciwosci przeciwnowotworowych. Przy czym
silniejsza aktywno$¢ posiadaja zwiazki z terminalnymi resztami 1-butylo-
tryptofanowymi.

Efekt zastqpienia reszt tryptofanowych przez reszty PABA.

Wymiana terminalnych reszt tryptofanowych dendrymeru na reszty kwasu
p-aminobenzoesowego prowadzi do utraty jego aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej i
pogorszenia aktywnos$ci przeciwnowotworowej. Jednakze, dzieki takiej modyfikacji
uzyskuje si¢ zwiazki wykazujace zdolno$¢ do stymulacji wzrostu fibroblastow skory
ludzkiej. Szczegodlnie wartosciowym zwiazkiem, wartym bardziej szczegdtowego
przebadania w tym kierunku, jest dendrymer 107, ktoéry odznacza si¢ korzystnym,
wyraznym zroznicowaniem dziatania wobec fibroblastow 1 komorek czerniaka
ludzkiego. Mianowicie, powoduje on znaczny wzrost proliferacji fibroblastow i
jednoczesnie inhibicjg proliferacji komoérek czerniaka. Moze on zatem postuzy¢ jako
struktura wiodaca nowej klasy zwiazkow o dzialaniu m.in. przyspieszajacym gojenie

ran czy przeciwstarzeniowym.

Poréwnanie aktywnosci przeciwbakteryjnej najbardziej aktywnych,

zsyntetyzowanych przeze mnie dendrymerdéw peptydowych z antybiotykami peptydowymi

obecnie stosowanymi w lecznictwie wskazuje, ze ich dziatanie jest porownywalne (Tabela

18). Wartym uwagi jest fakt, ze sposrod wielu grup antybiotykow to wilasnie antybiotyki

peptydowe stanowia obecnie ,,ostatnia bron” w walce z najbardziej opornymi szczepami

bakteryjnymi.
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Tabela 18. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna antybiotykéw peptydowych stosowanych w lecznictwie oraz
zsyntetyzowanych przeze mnie dendrymerow 76 — 79, 124 i 152 wzglgdem wybranych szczepoéw
referencyjnych bakterii.

Badany szczep bakteryjny:*
Antybiotyk™® / [ S aureus | S.aureus E. coli E. coli P. aeruginosa
Dendrymer | ATCC 29213 | ATCC 43300 | ATCC 25922 | ATCC BAA-198 | ATCC 27853
Wartosci MIC (ng/mL)
Indolicydyna 8 - 16 - 64
Wankomycyna 2-4 - op op op
Teikoplanina 2-4 - op op op
Daptomycyna 1 - op op op
Telewancyna 1 - op op op
Polimyksyna B 64 - 0.5 - 1
Kolistyna op op 2 - 4
76 64 64/128 8/16 4 128
77 64 64 16 16 > 256
78 64 64 16 8 64
79 16 8/16 32 8 32
124 128 128 4/8 4 > 256
152 4 8 nb nb nb
op — oporny; nb — nie badano; ,,-” — brak danych;

Wada niemal wszystkich antybiotykow peptydowych jest ich toksycznos¢. Jak
wynika z Tabeli 19, dendrymery 79 i 152, posiadajace dobra aktywno$¢ przeciwbakteryjna,
ale 1 jednocze$nie dzialanie hemotoksyczne, charakteryzuja si¢ lepszym indeksem
terapeutycznym (TI) niz indolicydyna czy w przypadku szczepu S. aureus - polimyksyna B.
Pozostate dendrymery 76 — 78 i 124, przejawiajace selektywno$¢ wobec szczepow Gram-
ujemnych, praktycznie nie wywotuja hemotoksycznosci w badanym zakresie stezen. Mozna
spodziewac si¢ dla nich bardzo wysokich wartosci indeksu terapeutycznego. Pozwala to na
dalsze ich badanie w celu potencjalnych zastosowan w farmacji.

Nalezy doda¢, ze otrzymane w tej pracy dendrymery peptydowe, poza badana
aktywnoscia przeciwbakteryjna, przeciwnowotworowa i przypadkowo wykryta zdolnos$cia
stymulacji wzrostu fibroblastow, moga wykazywac inne szerokie, potencjalne dziatanie

biologiczne, np. jako nos$niki lekéw. Wybrany kierunek badan aktywnos$ci biologicznej
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podyktowany byl mozliwosciami przeprowadzenia testow biologicznych. Mozna spodziewaé
sig, ze czg§¢ z zsyntetyzowanych dendrymeréw posiada réwniez aktywnos$é

przeciwgrzybiczng czy przeciwwirusowa.

Tabela 19. Poréwnanie indeksow terapeutycznych (TT) wyznaczonych dla antybiotykow peptydowych
(indolicydyny i polimyksyny B) oraz zsyntetyzowanych przeze mnie dendrymeroéw 76 — 79, 124 i 152
wzgledem wybranych szczepow referencyjnych bakterii.

MIC MIC MIC
(uM) — (M) - (M) —
Antybiotyk™% | HCsy* S _ _
Dendrvimer (M) (HCso/ E. coli (HCsyf E. coli (HCso/
U . UreUs | ey | atcc | MIO) | aTcc | MIg)
RIS 25922 BAA-198
29213
Indolicydyna | 68.2™° 4.2 16.2 8.4 8.1 - -
Polimyksyna
; y 161.9'%° | 492 3.3 0.38 426 - -
79 200 6.7 29.9 13.4 14.9 3.3 60.6
152 ~ 200 2 100 nb - nb -
>>14.5/ >>117.6/
76 400** | 27.5/55 3.4/6.9 1.7 >>235.3
7.3 58
77 200%* 28 >>7.1 7 >>28.6 7 >>28.6
78 200%* 27 >>7.4 6.8 >>290.4 3.4 >>58.8
>>235.3/
124 400** 53.2 >>75 | 1.7/3.3 o1 1.7 >>235.3

* HCs — stezenie zwiazku, ktore powoduje 50% hemolizy;
** podane stezenie nie odpowiada HCsy, dendrymer w tym st¢zeniu wywotuje hemolizg jedynie na
poziomie 1.1 — 2.8% (Tabela 16); nb — nie badano; ,,-” — brak danych.
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5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Przedtozona praca stanowi kontynuacj¢ rozpoczetej w naszym zespole koncepcji
wykorzystania chemii dendrymeréw do syntezy de novo amfifilowych zwiazkow
przeciwbakteryjnych, posiadajacych struktur¢ projektowana w oparciu o przestanki
wynikajace z badan naturalnych peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMP).

Cel mojej pracy, ktorym bylo zaprojektowanie 1 zsyntetyzowanie nowych
amfifilowych dendrymeréw peptydowych o potencjalnym dziataniu przeciwbakteryjnym przy
jednoczesnie niskim stopniu toksycznosci wobec organizmoéw eukariotycznych, zostat w pelni
zrealizowany.

W ramach niniejszej pracy otrzymatam i1 scharakteryzowalam strukturalnie 38
nowych dendrymeréw peptydowych G1, z czego 6 nalezy do dendrymerow typu Janus. Do
ich syntezy wykorzystatam dwa nowe, wysokorozgat¢zione rodzaje rdzeni: o charakterze
hydrofobowym i kationowym. Zastosowanie hydrofobowych rdzeni o ramionach roznej
dlugos$ci umozliwito syntezg nowej grupy dendrymeréw o amfifilowej powierzchni, na ktore;j
W sposob programowany 1 stechiometryczny zmienia si¢ wzgledne relacje stereochemiczne
grup o roznym, chemicznym charakterze. Takie modyfikacje w chemii dendrymerow
uzyskiwano albo przez syntez¢ dendrymeréw typu Janus, albo przez niestechiometryczne
(statystyczne) podstawienie pewnej ilosci grup aminowych w dendrymerach PAMAM.
Otrzymanie dendrymeréw obu typow, tj. opartych na hydrofobowym rdzeniu zawierajacym
reszty aromatyczne i na rdzeniu o charakterze kationowym, zawierajacym tadunek dodatni w
czg$ci nieaminokwasowej, oraz porownanie ich wiasciwosci biologicznych pozwolito mi na
weryfikacj¢ postawionej hipotezy o istotnej roli struktury rdzenia w procesie modulowania
toksycznosci dendrymeru.

Okazato sig, ze wlasciwe byto zatozenie, ze charakter kationowy rdzenia moze by¢
zrodlem braku selektywno$ci komoérkowej. Tak wigc, Synteza dendrymerdéw opartych na
rdzeniu hydrofobowym pozwolita uzyska¢ zwiazki charakteryzujace sig¢ selektywnym
dziataniem na komorki prokariotyczne oraz nietoksyczne wobec czerwonych ciatek krwi i
komorek skory wlasciwej.

Zsyntetyzowana przeze mnie grupa amfifilowych dendrymerow peptydowych,
posiadajacych rdzen o charakterze hydrofobowym, cechuje si¢ selektywnym dziataniem
wobec bakterii Gram-ujemnych i dobrymi parametrami terapeutycznymi (wysoki indeks

terapeutyczny oraz odporno$¢ na enzymy proteolityczne). W odniesieniu do aktualnego
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problemu szybko narastajacej opornosci bakterii na stosowane antybiotyki, a w szczego6lno$ci
braku nowych, efektywnych lekéw zwalczajacych szczepy Gram-ujemne, stanowi ona bardzo
warto§ciowy material do dalszych badan, mogacy postuzy¢ jako zrédto nowych zwiazkéw
przeciwdrobnoustrojowych o bardzo niskiej toksycznos$ci.

Druga z wysunigtych przeze mnie hipotez zakladajaca, ze wprowadzenie do
struktury dendrymeru reszt PABA lub sulfonamidu zwigkszy selektywnos$¢ dendrymeru w
kierunku komorek prokariotycznych i/lub aktywno$¢ przeciwbakteryjna, nie potwierdzita sig.
Tym niemniej, synteza tej grupy dendrymeréw byta warto$ciowa pod innym wzgledem.
Okazato sig, ze zwiazki te uzyskaty aktywnos$¢ przeciw komodrkom ludzkiej melanomy.
Powodem takiej selektywnosci moze by¢ fakt, ze komorki nowotworowe posiadaja wigcej
anionowych fosfolipidéow niz komoérki zdrowe oraz, ze jako szybko namnazajace si¢, maja
nadekspresj¢ receptorow kwasu foliowego (ktorego prekursorem jest PABA). Wérdd tych
pochodnych, szczeg6lnie interesujacy jest dendrymer 107 posiadajacy zdolno$¢ do stymulacji
wzrostu fibroblastow skory ludzkiej. Moze on postuzy¢ jako struktura wiodaca nowej klasy
zwiazkéw o dziataniu m.in. przyspieszajacym gojenie ran czy przeciwstarzeniowym.

Dendrymery z terminalnymi resztami PABA moga stanowi¢ dobry material do
dalszych badan biologicznych. Kwas p-aminobenzoesowy wykazuje bowiem réznorodna
aktywnos¢ biologiczna,'®! jak rowniez jest bardzo czestym blokiem budulcowym w strukturze
lek6w o r6znym dziataniu farmakologicznym. ®?

Wszystkie dendrymery peptydowe, wytypowane do badan w kierunku dziatania
przeciwnowotworowego wobec komorek czerniaka ludzkiego, okazaty sig¢ aktywne, chociaz
w roznym stopniu. Proba poprawy wilasciwosci przeciwnowotworowych dendrymerow z
terminalnymi resztami tryptofanowymi na drodze zastapienia reszt tryptofanowych przez
reszty pochodnych tryptofanu, tj. N-Boc-1-butylotryptofanu i N-Boc-1-[5-(Boc-
amino)pentylo]tryptofanu, zakonczyta si¢ powodzeniem.

W literaturze dendrymeroéw brak jest danych na temat zwiazkow zawierajacych w
swojej strukturze pochodne tryptofanu. Co wiecej, N*-aminoalkilowe pochodne tryptofanu nie
zostaly dotychczas opisane w pisSmiennictwie chemicznym, w zwiazku z czym otrzymany
przeze mnie N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofan stanowi pierwszy przyktad tego typu
zwiazkow. Wydaja si¢ one atrakcyjne z punktu widzenia chemii medycznej peptydow.

Analiza zalezno$ci pomiedzy struktura a aktywnos$cia biologiczna dendrymerow
otrzymanych w niniejszej pracy data wartosciowe informacje o kierunkach przysztych
modyfikacji strukturalnych, mogacych prowadzi¢ do polepszenia wiasciwosci biologicznych

tej grupy zwiazkow.
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6. CZESC EKSPERYMENTALNA

6.1. UWAGI OGOLNE

Wszystkie zwiazki organiczne niezbedne do przeprowadzenia reakcji, dostgpne
handlowo, stosowano bez ich uprzedniego oczyszczania. Rozpuszczalniki organiczne
uzywane w reakcjach oczyszczono wedlug ogoélnie przyjetych metod.'®® Nasycony roztwor
HCl w EtOAc (nas. HCI/EtOAc) przygotowano generujac chlorowodér w wyniku dziatania
H,SO, na NaCl. Nastepujace zwiazki zsyntetyzowano na podstawie opublikowanych
przepisow i nie zostaly opisane w czesci eksperymentalnej: Boc-Trp-OH (81),** Boc-
Lys(Boc)-OH (1),** HCI'Trp-OMe (86),"®® Boc-Trp-OMe (87),%*1% (2-Cl-2)-Lys(Boc)-
OH,*® 3 5-dihydroksybenzoesan metylu (15),*" bromek 2-(Boc-amino)etylu (16)**". W
przypadku zwiazkow, ktore sa znane w literaturze, ale zostaty otrzymane wedlug innej badz
zmodyfikowane] metody, do opisu dotaczono odno$nik literaturowy wskazujacy na prace
zawierajacq odpowiednie dane analityczne.

Przebieg reakcji oraz czysto$¢ produktu kontrolowano za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej na plytkach aluminiowych pokrytych zelem krzemionkowym (Silica Gel
60 Fzs4, Merck). Wizualizacj¢ chromatograméw prowadzono w $wietle lampy UV (A = 254
nm), w parach jodu, jak réwniez za pomoca odczynnika cerowego, badz roztworu ninhydryny
w metanolu 1 ogrzewaniu ptytek do temperatur 100-150 °C. W przypadku reakcji sprzggania,
oprocz TLC, wykonywano test Kaisera (odczynnik przygotowano zgodnie ze znang
procedurqlss). Do oczyszczania substancji za pomoca chromatografii kolumnowej stosowano
zel krzemionkowy Kieselgel 60 (Merck, 70-230 mesh) oraz wypetnienie Sephadex LH-20
(Sigma-Aldrich).

Struktura i czysto$¢ zwiazkow zostala potwierdzona za pomoca widm NMR (1D *H i
B3¢, w przypadku zwiazkéw wysokoczasteczkowych dodatkowo — DEPT, COSY, HSQC),
MS i analizy elementarnej. Widma NMR zostaly wykonane w temp. pokojowej na aparatach
Bruker AMX 500 MHz oraz Varian 500 MHz. Przesunigcia chemiczne sygnatow (J)
rejestrowano w ppm wzgledem wzorca wewngtrznego — tetrametylosilanu (TMS), a state
sprzezenia (J) w hercach (Hz). Widma spektrometrii mas wykonano metodami: ESI na
aparacie Mariner™ oraz MALDI przy uzyciu aparatu MaldiSYNAPT G2-S HDMS (Waters).
Analizy elementarne zostaty wykonane za pomoca aparatu Vario EL IIL
Zsyntetyzowane zwiazki scharakteryzowano ponadto poprzez temp. topnienia i skrecalnos¢

optyczna. Temperatury topnienia zwiazkow statych oznaczono na aparacie Nicon Eclipse 200

145

http://rcin.org.pl



1 podano je bez korekty dla warunkéw pomiaru. Skrecalnos¢ wiasciwa zwiazkéw optycznie
czynnych zmierzono na polarymetrze Jasco P-2000 przy dtugosci fali A = 589 nm i uzywajac
kuwety o dlugosci 50.00 mm i pojemnosci 1 mL.

W opisie widm *H i *C NMR postuzono si¢ skrétami. Do scharakteryzowania
sygnatow w widmach ‘H uzyto nastepujacych skrétow: s — singlet, d — dublet, t — triplet, g —
kwartet, m — multiplet, dd — dublet dubletéw, br — sygnal poszerzony. W celu doktadnego
przypisania przesuni¢¢ chemicznych do odpowiednich atoméw zwiazku, zarowno w opisie

widm *H jak i *C NMR, zastosowano nastepujace skroty i numeracje:

PEA - reszta fenyloetyloaminy, CgHs-CH,-CH,-NH-,

TA — reszta tryptaminy, CgHgN-CH,-CH2-NH-,

DDA — reszta dodecyloaminy, CyoHzsNH-,

dDDA — reszta didodecyloaminy, (C12H25)2N-,

NOON - reszta 2,2’-(etylenodioksy)dietyloaminy, -HNCH,CH,(OCH,CH,),NHo,
PABA — reszta kwasu 4-(Boc-amino)benzoesowego lub p-aminobenzoesowego,

SA —reszta kwasu 4-(Boc-amino)benzenosulfonowego lub p-aminobenzenosulfonowego,

i7(o i7§3 T7g3
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Rysunek 44. Numeracja atomoéw wegla i wodoru reszt tryptofanowych i pochodnych tryptofanu
zastosowana w opisie widm *H i °C NMR.
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L-Trp — reszta N-Boc-L-tryptofanu lub L-tryptofanu,

B-Trp — reszta N-Boc-1-butylotryptofanu lub 1-butylotryptofanu,

AP-Trp — reszta N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu lub 1-(5-aminopentylo)-
tryptofanu,

n-Bu — reszta n-butylu,

5-AP —reszta 5-(Boc-amino)pentylu lub 5-aminopentylu (Rysunek 44),

Ar-CH-0, ArH (dla *H NMR), Ar-CH,0, CHa,, Car-Cl, Ca-CH-0 ( dla **C NMR) — odnosza
si¢ do grupy 2-Cl-Z lub Z,

Ph — odnosi si¢ do aromatycznej czgsci rozgaleziajacej opartej na kwasie 3,5-

dihydroksybenzoesowym.

6.2. SYNTETYCZNE PROCEDURY OGOLNE
PROCEDURA A
Reakcja sprzegania metoda DCC/HOBt

Do roztworu kwasu (1.1 ekw. na [ grupe aminowq aminy) w DMF (lub w
mieszaninie DMF/DCM 1:1), ochtodzonego za pomoca tazni lodowej do temp. 0 °C, dodano
HOBt (1.1 ekw. na I grupe aminowq aminy) i DCC (1.1 ekw. na 1 grupe aminowq aminy).
Po wytraceniu si¢ DCU, do mieszaniny reakcyjnej dodano aming (1 ekw.).* Kontynuowano
mieszanie w temp. 0 ‘C przez godzing, a nastgpniec w temp. pokojowej do momentu
przereagowania substratow, monitorowanego przez TLC 1 test Kaisera. Po tym czasie
odsaczono DCU a rozpuszczalniki odparowano na wyparce prézniowej. Pozostatos$¢
rozpuszczono w 100 mL EtOAc i przemyto nasyconym roztworem NaHCOj3 (3 x 20 mL), 2%
roztworem kwasu cytrynowego (3 x 20 mL) oraz solanka (20 mL). Nastgpnie warstwe
organiczng wysuszono nad MgSQ,, przesaczono i odparowano rozpuszczalnik. Surowy
produkt oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa (z wypetnieniem Sephadex LH-20

i/lub na silikazelu) badz poprzez krystalizacje.

PROCEDURA B
Reakcja sprzegania metoda EDC/HOBt

Do roztworu kwasu (1.1 ekw. na I grupe aminowq aminy) w DMF dodano HOBt
(1.1 ekw. na I grupe aminowq aminy) 1 mieszano w atmosferze argonu w temp. 0 °C przez 5
minut. Nastegpnie dodano zawiesing otrzymana z EDC-HCI (1.1 ekw. na I grupe aminowq
aminy) i EtsN (w ilosci potrzebnej do zneutralizowania chlorowodorku) w DMF. Nie

zmieniajac warunkow reakcji, mieszano przez 50 minut. Po tym czasie do mieszaniny
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reakcyjnej dodano aming (1 ekw.).* Kontynuowano mieszanie bez argonu w temp. pokojowej
do momentu przereagowania substratow. Postgp reakcji monitorowano przez TLC i test
Kaisera. Po odsaczeniu osadu i odparowaniu rozpuszczalnika, pozostalo$¢ rozpuszczono w
100 mL CHCI3 i przemyto nasyconym roztworem NaHCO;3; (3 x 20 mL), 2% roztworem
kwasu cytrynowego (3 x 20 mL) oraz solanka (20 mL). Nastgpnie warstwe¢ organiczna
wysuszono nad Na;SO,, przesaczono i odparowano rozpuszczalnik. Surowy produkt
oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa z wypehlieniem Sephadex LH-20 i/lub na

silikazelu.

*

w przypadku aminy wystepujqcej w postaci chlorowodorku, dodano jq do
mieszaniny reakcyjnej w formie roztworu z EtzN (1 ekw. na 1 grupe aminowq aminy, czyli w
ilosci potrzebnej do zneutralizowania chlorowodorku) w DMF,; w wielu przypadkach
dodawano do mieszaniny reakcyjnej nadmiar Et3N, co zostato zaznaczone przy syntezie
odpowiedniego zwiqzku.

PROCEDURA C
Usunigcie grupy zabezpieczajacej Boc za pomoca nas. HCI/EtOAc
WARIANT A**

Zwiazek zabezpieczony grupa Boc rozpuszczono w nasyconym roztworze HCl w
EtOAc (nas. HCI/EtOAc). Mieszano w temp. pokojowej do zaniku substratu, kontrolujac
postegp reakcji za pomoca TLC. Po tym czasie wytracony produkt oddzielono przez saczenie
proézniowe 1 przemyto Et,O, a w przypadku produktu niewypadajacego z mieszaniny
reakcyjnej — odparowano rozpuszczalnik, pozostalo$¢ rozpuszczono w minimalnej ilosci
EtOAc badz MeOH i wytracono Et,0. Czysty produkt w postaci chlorowodorku wysuszono
w eksykatorze nad P,0s.

WARIANT B***

Zwiazek zabezpieczony grupa Boc rozpuszczono w minimalnej ilosci MeOH, a
nastgpnie dodano nasyconego roztworu HCl w EtOAc (nas. HCI/EtOAc). Mieszano w temp.
pokojowej do zaniku substratu, kontrolujac postgp reakcji za pomoca TLC. Po tym czasie
odparowano rozpuszczalniki. Pozostalo$¢ rozpuszczono w MeOH 1 odparowano, powtarzajac
te¢ czynnos$¢ kilkakrotnie do momentu usunigcia nadmiaru kwasu. Nastgpnie oczyszczono
przez saczenie molekularne z uzyciem kolumny z wypehieniem Sephadex LH-20 z MeOH

jako eluentem. Czysty produkt w postaci chlorowodorku wysuszono w eksykatorze nad P,0Os.

** stosowano do deprotekcji substratow i rdzeni;

*** stosowano do deprotekcji dendrymerow.
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PROCEDURAD
Usunigcie grupy zabezpieczajacej Z za pomoca wodorowania katalitycznego (10% Pd/C)
Zwiazek zabezpieczony grupa Z rozpuszczono w MeOH, przeplukano argonem i
dodano 10% Pd/C w ilosci 10% wagowych substratu na kazda grupe Z. Mieszano w
atmosferze wodoru pod cisnieniem atmosferycznym do momentu zaniku substratu,
monitorowanego za pomoca TLC. Nastgpnie mieszaning reakcyjna przesaczono przez celit,
przemyto MeOH 1 odparowano. Po usunigciu lotnych skladnikow pod zmniejszonym
ci$nieniem na wyparce rotacyjnej, otrzymano produkt, ktory uzyto do dalszej reakcji bez

oczyszczania.

PROCEDURAE
Hydroliza grupy estrowej w warunkach zasadowych

Do roztworu estru (1 ekw.) w MeOH dodano 1 M wodny roztwor NaOH (2-6 ekw.) i
mieszano w temp. 50 ‘C do momentu zaniku substratu, kontrolowanego za pomoca TLC.
Nastepnie mieszaning reakcyjng zat¢zono, dodano H,0, zakwaszono 1 M wodnym roztworem
HCI do pH = 1.5 i ekstrahowano EtOAc. Potaczone ekstrakty organiczne wysuszono nad

MgSQy, przesaczono i odparowano. Otrzymany produkt suszono w eksykatorze nad P,0s.

6.3. SYNTEZA SUBSTRATOW
6.3.1. Synteza amidéw L-lizyny i zwigzku nieaminokwasowego oraz dipeptydu
KW-OMe

A) BOC — ZABEZPIECZONE AMIDY
Wykorzystujac procedur¢ ogolna sprzegania metoda DCC/HOBt (Procedura A,

Rozdzial 6.2.) zsyntetyzowano cztery Boc-zabezpieczone amidy L-lizyny i zwiazku
nieaminokwasowego (2 - 5) oraz dipeptyd Boc-KW-OMe (6).

a) Fenyloetyloamid N, N’-Boc-L-lizyny (2)

Do reakcji uzyto: Boc-Lys(Boc)-OH (5 g, 14.44 mmol), HOBt (2.21 g, 14.44 mmol),
DCC (2.98 g, 14.44 mmol), PEA-HCI (2.07 g, 13.13 mmol), EtzN (1.82 mL, 13.13 mmol) i
DMF/DCM (1:1, 40 mL); czas reakcji — 24 godziny; krystalizacja z uktadu CHCls/heksan;
produkt (5.29 g, 89.7%) w postaci bialego, drobnokrystalicznego ciata statego.
C24H3905N3, M = 449.58 g/mol (masa monoizotopowa 449.3).
LRMS (ESI, MeOH): 472.4 [M + Na'].
Rt =0.74 (CHCIl3/MeOH 8:1).
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b) Tryptamid N, N’-Boc-L-lizyny (3)

Do reakcji uzyto: Boc-Lys(Boc)-OH (3.23 g, 9.33 mmol), HOBt (1.43 g, 9.33
mmol), DCC (1.93 g, 9.33 mmol), TA (1.36 g, 8.48 mmol) i DMF/DCM (1:1, 20 mL); czas
reakcji — 48 godzin; kolumna silikazelowa (CHCls/MeOH, 50:1—25:1); produkt (3.59 g,
86.7%) w formie bialego proszku.

C26H4005N4, M = 488.62 g/mol (masa monoizotopowa 488.3).
LRMS (ESI, MeOH): 511.4 [M + Na'], 489.4 [M + H'] - glowny sygnat.
R¢ = 0.56 (CHCIl3/MeOH 8:1).

c) Dodecyloamid N, N’-Boc-L-lizyny (4)

Do reakcji uzyto: Boc-Lys(Boc)-OH (5.77 g, 16.67 mmol), HOBt (2.55 g, 16.67
mmol), DCC (3.44 g, 16.67 mmol), DDA (2.81 g, 15.15 mmol) i DMF/DCM (1:1, 40 mL);
czas reakcji — 24 godziny; kolumna silikazelowa (CHCl3/MeOH, 25:1); produkt (7.11 g,
91.3%) w formie oleju szybko krzepnacego do biatego ciata statego.
Co2sHs505N3, M =513.75 g/mol (masa monoizotopowa 513.4).
LRMS (ESI, MeOH): 536.6 [M + Na'] - gfowny sygnat, 514.7 [M + H'].
R¢=0.59 (CHCI3/MeOH 8:1).

d) Didodecyloamid », N’-Boc-L-lizyny (5)

Do reakcji uzyto: Boc-Lys(Boc)-OH (2.26 g, 6.53 mmol), HOBt (1 g, 6.53 mmol),
DCC (1.35 g, 6.53 mmol), dDDA (2.1 g, 5.94 mmol) i DMF/DCM (1:1, 20 mL); czas reakcji
— 24 godziny; kolumna silikazelowa (CHCI3/EtOAC, 9:1); produkt (3.74 g, 92.3%) w postaci
bezbarwnego oleju.
C40H7905N3, M = 682.07 g/mol (masa monoizotopowa 681.6).
LRMS (ESI, MeOH): 1386.0 [2M + Na'], 704.5 [M + Na'] - gfowny sygnat, 682.5 [M + H'].
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.89 (br t, 6H, 2xCH; dDDA), 1.25-1.74 (br m, 46H, B, v,
O0CH,, 2xCH,-2-11 dDDA) naktadajacy si¢ na 1.43 [2s, 18H, 2xC(CHs)s], 3.03 (m, 2H,
¢CH,), 3.18 (m, 1H, CH,-1 dDDA), 3.40 (m, 3H, CH,-1 dDDA), 4.44 (m, 1H, aCH).
¥C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC'? dDDA), 23.8, 24.1, 27.9, 28.0, 28.6 (yC,
2xC*! dDDA), 28.8, 28.9 [C(CHa)s], 30.3, 30.4, 30.5, 30.7-30.8, 33.1, 33.6 (B, 6C, 2xC?,
2xC*-C* dDDA), 41.0 (C), 47.5, 49.2 (2xC* dDDA), 51.8 (aC), 79.8, 80.4 [C(CHs)3], 157.7,
158.5 [C=0 (Boc)], 174.3 (CONH).
R¢=0.79 (CHCI3/MeOH 8:1).
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e) Ester metylowy N, N’-Boc-L-lizylo-L-tryptofanu (6)

Do reakcji uzyto: Boc-Lys(Boc)-OH (3.74 g, 10.8 mmol), HOBt (1.65 g, 10.8
mmol), DCC (2.23 g, 10.8 mmol), HCI-Trp-OMe (2.5 g, 9.8 mmol), EtzN (1.36 mL, 9.8
mmol) i DMF (25 mL); czas reakcji — 48 godzin; kolumna silikazelowa (CHCl3/MeOH,
50:1—-25:1); produkt (4.98 g, 92.7%) w postaci biatego proszku.
Ca2sH4207N4, M =546.66 g/mol (masa monoizotopowa 546.3).
LRMS (ESI, MeOH): 585.3 [M + K], 569.4 [M + Na'] - gféwny sygnat, 547.3 [M + H"].
T. top.: 73-76°C.

B) ODBEZPIECZONE AMIDY

Deprotekcje grup Boc w amidach 2 - 6 za pomoca nasyconego roztworu HCI w
EtOAC przeprowadzono wg procedury ogolnej zamieszczonej W Rozdziale 6.2. (Procedura C
— wariant A). Do reakcji wzigto 1.5 g zwiazku 2 - 51 20 mL nas. HCI/EtOAc (w przypadku
zwiazku 6 - 4.33 g i 60 mL). Calkowite zdjgcie ochrony obserwowano po 3 - 4 godzinach.
Otrzymano produkty 7 - 11 wystepujace w postaci dichlorowodorkow.

a) Dichlorowodorek fenyloetyloamidu L-lizyny (7)

C14H230N3x2HCI, M = 322.27 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 249.2); produkt (1.03 g, 95.4%) w formie biatego proszku.
LRMS (ESI, MeOH): 250.2 [M + H'].

b) Dichlorowodorek tryptamidu L-lizyny (8)

C16H240Nyx2HCI, M = 361.31 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 288.2); produkt (1.09 g, 98.2%) w formie biatego proszku.
LRMS (ESI, MeOH): 289.2 [M + H"].

c) Dichlorowodorek dodecyloamidu L-lizyny (9)

C18H390N3x2HCI, M = 386.44 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 313.3); produkt (1.04 g, 92%) w formie biatego proszku.
LRMS (ESI, MeOH): 336.4 [M + Na'], 314.4 [M + H'] - gtéwny sygnat, 514.7 [M + H],
297.4[M + H" - NH3]".
R¢ = 0.53 (nBUOH/AcOH/H,0 3:1:1).
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d) Dichlorowodorek didodecyloamidu L-lizyny (10)

C30Hs3ON3x2HCI, M = 554.76 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 481.5); produkt (1.20 g, 98.4%) w formie biatego proszku.
LRMS (ESI, MeOH): 986.2 [2M + Na'], 964.3 [2M + H™], 504.7 [M + Na'], 482.7 [M + H']
- glowny sygnal.
Rt = 0.61 (NnBUOH/ACOH/H,0 3:1:1).

e) Dichlorowodorek estru metylowego L-lizylo-L-tryptofanu (11)
C18H2603N,x2HCI, M = 419.35 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 346.2); produkt (3.27 g, 98.5%) w formie bialego proszku.
LRMS (ESI, MeOH): 369.3 [M + Na'], 347.3 [M + H'] - glowny sygnat.
R¢ = 0.42 (nBUOH/AcOH/H,0 3:1:1).
T. top.: 127-130°C.

6.3.2. Synteza symetrycznego i niesymetrycznego elementu rozgaleziajacego

opartego na kwasie 3,5 — dihydroksybenzoesowym

A) SYMETRYCZNY ELEMENT ROZGALEZIAJACY
3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu (19)*

5.71 g (33.98 mmol, 1 ekw.) 3,5-dihydroksybenzoesanu metylu (15) rozpuszczono w
80 mL DMF, dodano 21.13 g (152.91 mmol, 4.5 ekw.) K;COj3 i mieszano w temp. 60 “C
przez godzing. Nastgpnie do otrzymanej zawiesiny dodano roztwor bromku 2-(Boc-
amino)etylu (16, 22.82 g, 101.94 mmol, 3 ekw.) w 20 mL DMF. Po 48 godzinach mieszania
w temp. 60 °C ochtodzono do temp. pokojowej, przesaczono przez celit 1 odparowano
rozpuszczalnik. Surowy produkt rozpuszczono w 150 mL EtOAc, przemyto H,O (3 x 30 mL)
oraz solanka (30 mL). Warstweg organiczna suszong nad NaySO,4. Odsaczono srodek suszacy i
odparowano rozpuszczalnik. W wyniku oczyszczania na kolumnie silikazelowej z uzyciem
fazy CHCI3/MeOH 25:1 (2-krotnie), otrzymano czysty produkt w postaci bialego proszku z
wydajnoscia 69.5% (10.71 g). Dodatkowo wyizolowano produkt monoalkilowania — 3-
hydroksy-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu (20) - w formie biatego proszku w iloéci
3.64 g (23.6%). Oba zwiazki suszone byly nad P,0s.
C2H3408N,, M = 454,51 g/mol (masa monoizotopowa 454.2).
LRMS (ESI, MeOH): 477.2 [M + Na'].
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'H NMR (400 MHz, MeOD): § = 1.44 [s, 18H, 2xC(CHs)s], 3.43 (m, 4H, 2xCH,NH), 3.88
(s, 3H, OCHs), 4.01 (t, J = 5.5 Hz, 4H, 2xOCHy), 6.75 (m, 1H, C*-H Ph), 7.14 (d, J = 2.15
Hz, 2H, C*°-H Ph).

BC NMR (400 MHz, MeOD): & = 28.7 [C(CHs)s], 40.9 (CH,NH), 52.7 (OCHs), 68.3
(OCH,), 80.2 [C(CHa)s], 107.4 (C* Ph), 109.0 (C*® Ph), 133.2 (C* Ph), 158.5 [C=0 (Boc)],
161.4 (C*° Ph), 168.1 (CO,Me).

Rt = 0.70 (CHCI3/MeOH 8:1).

Kwas 3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowy (21)

Produkt otrzymano na drodze hydrolizy przeprowadzonej zgodnie z procedura
ogolna (Procedura E, Rozdziat 6.2.). Do reakcji, trwajacej 4 godziny, uzyto 5 g (11 mmol, 1
ekw.) estru 19 rozpuszczonego w 100 mL MeOH i 44 mL (44 mmol, 4 ekw.) 1 M NaOH.
Otrzymano produkt w postaci bialego proszku z wydajnoscia 95.1% (4.61 g).
C21H3,08N,, M = 440.49 g/mol (masa monoizotopowa 440.2).
LRMS (ESI, MeOH): 463.4 [M + Na'] — gtéwny sygnat, 485.4 [M - H" + 2Na'], 439.3 [M -
H*, jony ujemne] — gféwny sygnat, 485.3 [M + HCOO", jony ujemne].
R¢=0.43 (CHCI3/MeOH 8:1).

B) NIESYMETRYCZNY ELEMENT ROZGALEZIAJACY
3-hydroksy-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu (20)

14.25 g (84.8 mmol, 1 ekw.) 3,5-dihydroksybenzoesanu metylu (15) rozpuszczono w
460 mL DMF, dodano 11.72 g (84.8 mmol, 1 ekw.) K,CO3 i mieszano w temp. pokojowej
przez godzing. Nastepnie do otrzymanej zawiesiny dodano roztwor bromku 2-(Boc-
amino)etylu (16, 9.5 g, 42.4 mmol, 0.5 ekw.) w 40 mL DMF w 4 porcjach. Po kazdej dodane;j
porcji mieszano przez 30 minut. Nastgpnie temperatur¢ podwyzszono do 40 °C i
kontynuowano mieszanie przez 48 godzin. Po tym czasie przesaczono przez celit,
rozpuszczalnik odparowano. Surowy produkt rozpuszczono w EtOAc i przemyto H,O (2-
krotnie) oraz solanka. Warstwe organiczna suszona nad Na,SO,4. Odsaczono $rodek suszacy i
odparowano rozpuszczalnik. Oczyszczano na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy 4%
aceton/DCM (5-krotnie). Produkt otrzymano w postaci biatego proszku (5.64 g, 42.7%).
Ci5H2106N, M = 311.33 g/mol (masa monoizotopowa 311.1).
LRMS (ESI, MeOH): 645.4 [2M + Na'], 334.3 [M + Na'] - gfowny sygnat.
R¢=0.51 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 106-107°C (lit. 107°C*®).
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5-(Boc-amino)-1-pentanol (17)

10 g (96.9 mmol) 5-amino-1-pentanolu (14) rozpuszczono w 50 mL DCM. Po
ozigbieniu do 0 °C, wkroplono roztwér Boc,O (21.15 g, 96.9 mmol) w 20 mL DCM. Po 12
godzinach mieszania w temp. pokojowej dodano dodatkowe 50 mL DCM i przemyto H,O
oraz solanka. Suszono nad Na,SO,4. Odsaczono srodek suszacy i odparowano rozpuszczalnik.
Otrzymano produkt w postaci bezbarwnego, zestalajacego si¢ oleju z wydajnoscia 97.5%
(19.2 g).

C10H2:03N, M = 203.28 g/mol (masa monoizotopowa 203.2).
LRMS (ESI, MeOH): 226.4 [M + Na'].
R =0.37 (EtOAc/heksan 1:1).

Mesylan 5-(Boc-amino)pentylu (18)

Do ozigbionego roztworu (16d/H,0) zwiazku 17 (3 g, 14.76 mmol, 1 ekw.) i chlorku
metanosulfonylu (1.26 mL, 16.24 mmol, 1.1 ekw.) w 15 mL DCM dodano powoli EtsN (2.25
mL, 16.24 mmol, 1.1 ekw.). Po godzinie mieszania w temp. pokojowej mieszaning zatgzono i
rozpuszczono w 80 mL EtOAc. Przemyto 1M KHSO,4, H,0 1 solanka. Nastgpnie wysuszono
nad Na,SO4, przesaczono i odparowano. Otrzymano mesylan 18 z wydajnoscia 97.6% (4.05
g) w postaci bezbarwnego oleju zestalajacego si¢ do biatego ciata statego. Uzyto go
bezposrednio do nastgpnej reakcji bez oczyszczania.

C11H2305NS, M = 281.37 g/mol (masa monoizotopowa 281.1).
R¢ = 0.49 (EtOAc/heksan 1:1).

3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu (22)

1.72 g (5.52 mmol, 1 ekw.) zwiazku 20 rozpuszczono w 20 mL DMF, dodano 3.43 g
(24.84 mmol, 4.5 ekw.) K;CO3 i mieszano w temp. 60 °C przez godzing. Nastepnie do
zawiesiny dodano 3.12 g (11.04 mmol, 2 ekw.) mesylanu 5-(Boc-amino)pentylu (18).
Kontynuowano mieszanie w temp. 60 °C przez 48 godzin. Po tym czasie doprowadzono do
temp. pokojowej, przesaczono przez celit i odparowano rozpuszczalnik. Pozostato$é¢
rozpuszczono w 100 mL EtOAc, przemyto H,O (2 x 30 mL) oraz solanka (30 mL). Nastgpnie
wysuszono nad Na,SO,4, przesaczono i odparowano. Surowy produkt oczyszczono na
kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy EtOAc/heksan 3:7. Otrzymany produkt w postaci
bezbarwnego oleju wysuszono w eksykatorze nad P,0s. Wydajnos$¢ reakcji wyniosta 84%

(2.3 9).
CasH4008N,, M = 496.61 g/mol (masa monoizotopowa 496.6).
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LRMS (ESI, MeOH): 519.4 [M + Na'] - gléwny sygnat, 497.4 [M + H'].

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.53 [br m, 4H, O-(CH,),-CH,-CH,-CH,-NH] nakladajacy
si¢ na 1.43, 1.44 [2s, 18H, 2xC(CHs)3], 1.79 [m, 2H, O-CH,-CH,-(CH,)s-NH], 3.06 [t, J = 6.7
Hz, 2H, O-(CH2)4-CH,-NH], 3.43 (t, J = 5.6 Hz, 2H, O-CH2-CH,-NH), 3.87 (s, 3H, OCHs),
3.98 [t, J = 6.35 Hz, 2H, O-CHx-(CH2)4-NH], 4.01 (t, J = 5.6 Hz, 2H, O-CH»-CHx-NH), 6.71
(t, J = 2.25 Hz, 1H, C*-H Ph), 7.12 (m, 2H, C*°-H Ph).

3C NMR (500 MHz, MeOD): = 24.3 [O-(CH,)2-CHa-(CH2),-N], 28.8 [C(CHs)3], 29.9 [O-
CHa-CH2-(CH2)3-NH], 30.7 [O-(CHy)s-CH2-CH2-NH], 40.9 (O-CH,-CH,-NH), 41.2 [O-
(CH2)4-CH2-NH], 52.7 (OCH3), 68.3 (O-CH,-CH,-NH), 69.2 [O-CH,-(CH2)4-NH], 79.8, 80.2
[C(CH3)3], 107.4 (C* Ph), 108.7, 109.0 (C*° Ph), 133.1 (C* Ph), 158.4, 158.5 [C=0 (Boc)],
161.3, 161.6 (C*° Ph), 168.2 (CO,Me).

R¢ = 0.26 (EtOAc/heksan 3:7).

Kwas 3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowy (23)

Produkt otrzymano w wyniku hydrolizy estru 22 prowadzonej zgodnie z procedura
ogolna (Procedura E, Rozdziat 6.2.). Do reakcji, trwajacej 2 godziny, uzyto 2.22 g (4.47
mmol, 1 ekw.) estru 22 rozpuszczonego w 40 mL MeOH i 18 mL (17.9 mmol, 4 ekw.) 1 M
NaOH. Produkt, poczatkowo otrzymany w postaci bezbarwnego oleju, po wysuszeniu nad
P,0s, zestalit si¢ do biatego ciala stalego z wydajnoscia 97.7% (2.1 g).
C24H3308N,, M = 482.57 g/mol (masa monoizotopowa 482.3).
LRMS (ESI, MeOH): 505.4 [M + Na'].
R¢ =0.54 (CHCI3/MeOH 8:1).

Dichlorowodorek 3-(5-aminopentoksy)-5-(2-aminoetoksy)benzoesanu metylu (111)

1.76 g (4.77 mmol) zwiazku 19 poddano deprotekcji grup Boc za pomoca 20 mL nas.
HCI/EtOAc. Reakcje przeprowadzono wg procedury ogolnej zamieszczonej W Rozdziale 6.2.
(Procedura C — wariant A). Otrzymano produkt w postaci dichlorowodorku, w formie biatego
proszku. Wydajno$¢ wysuszonego W eksykatorze nad P,Os produktu wyniosta 98.5% (1.29
9)-

C15H2404N2x2HCI, M = 369.28 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
296.2).
LRMS (ESI, MeOH): 297.4 [M + H'].
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6.3.3. Synteza pochodnych kwasu p-aminobenzoesowego i p-aminobenzeno-
sulfonowego
a) Sdl trietyloamoniowa kwasu 4-(Boc-amino)benzenosulfonowego (112)

10 g (57.74 mmol, 1 ekw.) kwasu p-aminobenzenosulfonowego rozpuszczono w
mieszaninie rozpuszczalnikow H,O/dioksan (1:2, 150 mL) i dodano 16 mL (115.5 mmol, 2
ekw.) Et3N. Nastepnie mieszaning reakcyjna ochtodzono za pomoca tazni lodowej i
utrzymujac temp. 0 “C wkroplono roztwoér Boc,O (25.21 g, 115.5 mmol, 2 ekw.) w 50 mL
dioksanu. Kontynuowano mieszanie w temp. pokojowej przez 48 godzin. Po tym czasie
odparowano dioksan, dodano 60 mL H,O i przemyto EtOAc (3 x 30 mL). Odparowano do
suchej masy 1 wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano produkt w postaci soli
trietyloamoniowej, w formie jasnobrazowego proszku, z wydajnoscia 91.7% (19.8 g).
C11H1505sNSxEt;N, M = 374.5 g/mol (masa monoizotopowa zwiazku w postaci wolnej
273.1).

LRMS (ESI, MeOH): 272.1 [M — H, jony ujemne].

b) Chlorek 4-(Boc-amino)benzenosulfonowy (113)

Do roztworu zwiazku 112 (3.74 g, 10 mmol) i EtzN (1.4 mL, 10 mmol) w 20 mL
acetonu dodano 1.85 g (10 mmol) chlorku cyjanurowego. Nast¢pnie mieszano w temp.
wrzenia przez 20 godzin. Po ochtodzeniu do temp. pokojowej, mieszaning reakcyjna
przesaczono przez celit i odparowano rozpuszczalnik. Surowy produkt oczyszczono za
pomoca chromatografii kolumnowej na silikazelu z uzyciem fazy CHCl3/MeOH 100:1.
Otrzymano produkt w postaci bialego proszku z wydajnoscia 82.5% (2.4 g).

C11H1404NSCI, M = 291.75 g/mol (masa monoizotopowa 291.0).
LRMS (ESI, MeOH): 290.1 [M — H’, jony ujemne].

c) Kwas 4-(Boc-amino)benzoesowy (114)

Do 5 g (36.5 mmol, 1 ekw.) kwasu p-aminobenzoesowego rozpuszczonego w
mieszaninie rozpuszczalnikow H,O/dioksan (1:1, 100 mL) dodano 10 mL (73 mmol, 2 ekw.)
EtsN. Nastgpnie mieszaning reakcyjna ochlodzono za pomoca tazni lodowej 1 utrzymujac
temp. 0 °C wkroplono roztwér Boc,O (15.9 g, 73 mmol, 2 ekw.) w 50 mL dioksanu.
Kontynuowano mieszanie w temp. pokojowej przez 24 godziny. Po tym czasie odparowano
dioksan, dodano 30 mL H,O i ekstrahowano EtOAc (2 x 20 mL). Nastepnie fazg organiczna

przeekstrahowano nasyconym roztworem Na,COs; (20 mL). Potaczone ekstrakty wodne
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zakwaszono 1 M wodnym roztworem HCl do pH = 1. Wytracony biaty osad odsaczono,
przemyto woda a przesacz ekstrahowano EtOAc (3 x 20 mL). Warstwy organiczne
polaczono, wysuszono nad MgSQ,, przesaczono i odparowano rozpuszczalnik. Produkt w
postaci biatego proszku, otrzymany w dwodch rzutach — przez wytracenie 1 w wyniku
ekstrakcji — potaczono i wysuszono na powietrzu. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 91.1% (7.88
9)-

C12H1504N, M = 237.26 g/mol (masa monoizotopowa 237.1).

LRMS (ESI, MeOH): 260.2 [M + Na'].

R¢=10.41 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 193-195°C (lit. 191-192°C*™).

6.3.4. Synteza pochodnych tryptofanu
a) N-Boc-1-butylotryptofan (83)
Ester metylowy N-Boc-1-butylotryptofanu (88)

Do ochtodzonego do temp. 0 °C roztworu Boc-Trp-OMe (87, 3.27 g, 10.27 mmol, 1
ekw.) w 20 mL DMF dodano NaH (493 mg, 12.32 mmol, 1.2 ekw., 60% zawiesina w oleju
mineralnym) 1 mieszano przez 10 minut. Nastgpnie do zawiesiny dodano 2.05 mL bromku n-
butylu (19 mmol, 1.85 ekw.) i kontynuowano mieszanie w obnizonej temp. przez 2.5 godziny.
Po tym czasie mieszaning reakcyjna rozcienczono 100 mL EtOAc i przemyto H>O (5 % 30
mL). Warstwg organiczna po wysuszeniu nad Na,SO, odparowano. Surowy produkt
oczyszczono na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy EtOAc/heksan 3:7, otrzymujac
zwiazek w postaci bezbarwnego oleju. Po wysuszeniu w eksykatorze nad P,0s, produkt
zestalit si¢ do bialego proszku (2.37 g, 61.7%).

C21H3004N,, M = 374.47 g/mol (masa monoizotopowa 374.2).

LRMS (ESI, EtOAc): 771.3 [2M + Na'], 397.4 [M + Na'] - gfowne sygnaty, 375.4 [M + H'].
'H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3 n-Bu), 1.32 (m, 2H, CH2-3 n-
Bu), 1.43 [s, 9H, C(CHa)3], 1.78 (m, 2H, CH»-2 n-Bu), 3.27 (br t, 2H, BCH,), 3.67 (s, 3H,
CO,CHj3), 4.07 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH»-1 n-Bu), 4.63 (m, 1H, aCH), 5.05 (d, J = 7.81 Hz, 1H,
NH), 6.89 (s, 1H, C%-H), 7.09 (t, J = 7.36 Hz, 1H, C®-H), 7.19 (t, J = 7.28 Hz, 1H, C>-H), 7.30
(d, J =8.24 Hz, 1H, C'-H), 7.53 (d, J = 7.90 Hz, 1H, C*-H).

3C NMR (500 MHz, CDCls): § = 13.7 (C* n-Bu), 20.1 (C® n-Bu), 27.9 (BC), 28.3 [C(CHa)s],
32.3 (C? n-Bu), 46.0 (C* n-Bu), 52.1 (CO,CHs), 54.2 (aC), 79.7 [C(CHa)s], 108.5 (C3), 109.4
(C), 118.9 (C®), 119.0 (C?), 121.5 (C*, 126.5 (C?%), 128.2 (C*), 136.1 (C™), 155.2 [C=0O
(Boc)], 172.8 (CO,CHj3).
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[@]o®® = +0.84 (c 1, MeOH).
Rf=0.61 (EtOAc/heksan 3:7).
T. top.: 93-94.5°C.

N-Boc-1-butylotryptofan (83)"

Produkt otrzymano zgodnie z procedura ogoélna (Procedura E, Rozdziat 6.2.). Do
hydrolizy, trwajacej 1.5 godziny, uzyto 2.27 g (6.06 mmol, 1 ekw.) estru 88 rozpuszczonego
w 40 mL MeOH i 12 mL (2 ekw.) 1 M NaOH. Otrzymano produkt w postaci bezbarwnego
oleju, ktéry po wysuszeniu w eksykatorze nad P,0s, zestalit si¢ do bialego proszku z
wydajnoscia 94% (2.05 g).

C20H2804N2, M = 360.45 g/mol (masa monoizotopowa 360.2).

LRMS (ESI, EtOAC): 743.4 [2M + Na'], 383.3 [M + Na'] - gtéwne sygnaty, 361.5 [M + H'],
283.4 [M — Boc + Na'], 719.7 [2M — H', jony ujemne] - gfowny sygnat, 359.4 [M — H', jony
ujemnel].

[e]o® = +7.8 (c 1, MeOH), -6.8 (c 1, 1 M NaOH).

R¢ = 0.42 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 120-122.3°C.

*zwiazek otrzymany przez Cai i wsp.lsz, ale nie scharakteryzowany;

b) N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofan (96)

Do zawiesiny NaH (301.6 mg, 7.54 mmol, 1.2 ekw., 60% zawiesina w oleju
mineralnym) w 10 mL DMF, ochtodzonej do temp. 0 °C, dodano roztwor Boc-Trp-OMe (87,
2 g, 6.28 mmol, 1 ekw.) w 15 mL DMF 1 mieszano przez 30 minut. Po czym mieszaning
reakcyjna doprowadzono do temp. pokojowej i dodano porcjami roztwor mesylanu 5-(Boc-
amino)pentylu (18, 3.53 g, 12.56 mmol, 2 ekw.) w 10 mL DMEF. Nast¢pnie temperaturg
podniesiono do 50 °C i kontynuowano mieszanie przez 24 godziny. Po tym czasie mieszaning
reakcyjna przelano do 40 mL zimnej wody i ekstrahowano EtOAc (3 x 30 mL). Fazy
organiczne potaczono, przemyto H,O (20 mL) oraz solanka (20 mL) i wysuszono nad
MgSOQO4. Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano zo6tty olej, ktdry rozpuszczono w 100
mL MeOH. Nastgpnie do otrzymanego roztworu dodano 30 mL 1 M wodnego roztworu
NaOH i mieszano w temp. 50 °C przez 2 godziny. Po tym czasie mieszaning reakcyjna
zat¢zono, dodano 40 mL H,O, zakwaszono 1 M wodnym roztworem HCI do pH = 2 i
ekstrahowano EtOAc (3 x 20 mL). Warstwg organiczna wysuszono nad MgSO, i odparowano

rozpuszczalnik. Surowy produkt oczyszczono poprzez dwie chromatografie kolumnowe na
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silikazelu. Pierwsza wykonano z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient 100:1—15:1),
nastgpnie produkt doczyszczono na kolumnie z faza EtOAc/heksan (gradient 1:9—3:7), z
ktorej wymyto go EtOAc. Otrzymano produkt w postaci higroskopijnego, bialego proszku,
ktory suszono w eksykatorze nad P,Os (1.1 g, 35.8%).

C26H3906N3, M = 489.60 g/mol (masa monoizotopowa 489.3).

LRMS (ESI, MeOH): 544.4 [M + MeOH + Na'], 534.4 [M + 2Na" - H]", 528.3 [M + K],
512.5 [M + Na'] - gtéwny sygnat, 490.4 [M + H].

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.17-1.51 [br m, 22H, 2xC(CHs)s, CH-3,4 5-AP], 1.80 (m,
2H, CH2-2 5-AP), 2.98 (br t, 2H, CH-5 5-AP), 3.10 (m, 1H, BCH>), 3.27 (m, 1H, BCH,), 4.11
(br t, 2H, CH,-1 5-AP), 4.40 (m, 1H, oCH), 7.01 (br t, 1H, C°-H), 7.04 (s, 1H, C3-H), 7.12 (br
t, 1H, C®-H), 7.32 (d, J = 8.18 Hz, 1H, C'-H), 7.56 (d, J = 7.83 Hz, 1H, C*-H).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 25.1 (C* 5-AP), 28.4 (BC), 28.6, 28.8 [2xC(CHj3)s], 30.6
(C* 5-AP), 31.0 (C? 5-AP), 41.2 (C® 5-AP), 46.8 (C' 5-AP), 56.0 (aC), 79.8, 80.5
[2xC(CH3)s], 110.5 (C'), 110.6 (C3), 119.8 (C°), 119.9 (C*, 122.4 (C%), 127.9 (C?), 129.6
(C*), 137.7 (C™), 157.7, 158.5 [2xC=0 (Boc)], 175.8 (CO,H).

[e]o” = +1.3 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.47 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 105.9-108.4°C.

6.3.5. Synteza elementu rozgal¢ziajacego opartego na dietylenotriaminie
Bis[2-(Boc-amino)etyloJamina (138)*°

Do roztworu dietylenotriaminy (2.1 mL, 19.39 mmol, 1 ekw.) i EtzN (8.06 mL, 58.17
mmol, 3 ekw.) w 100 mL THF, ochtodzonego za pomoca tazni lodowej, wkroplono roztwor
2-(Boc-oksyimino)-2-fenyloacetonitrylu (Boc-ON, 9.55 g, 38.78 mmol, 2 ekw.) w 40 mL
THF. Mieszano przez godzing w obniZonej temperaturze, a nastgpnie przez kolejna w temp.
pokojowej. Po tym czasie odparowano rozpuszczalnik, pozostatos¢ rozpuszczono w 100 mL
DCM i przemyto 5% NaOH. Warstwe organiczna po wysuszeniu nad MgSO, odparowano a
uzyskany surowy produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na silikazelu
(DCM/MeOH 9:1 + 1% NH4OH). Czysty produkt wysuszono w eksykatorze nad P,0s
otrzymujac 5.34 g (90.8%) zwiazku w postaci bezbarwnego oleju.
C14H2904N3, M = 303.40 g/mol (masa monoizotopowa 303.2).
LRMS (ESI, MeOH): 326.2 [M + Na'], 304.1 [M + H] - glowny sygna.
R¢ = 0.54 (nBUuOH/AcOH/H,0 3:1:1).
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2-{bis[2-(Boc-amino)etylo]lamino}octan etylu (139)

Do roztworu bis[2-(Boc-amino)etylo]aminy (138, 5.3 g, 17.47 mmol) w 30 mL
CH3CN dodano bromooctan etylu (1.9 mL, 17.47 mmol), a nastgpnie DIPEA (3.05 mL, 17.47
mmol). Po 30 min. mieszania w temp. pokojowej odparowano rozpuszczalnik. Surowy
produkt oczyszczono na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCl3/MeOH 50:1,
otrzymujac 6.58 g (96%) zwiazku w formie bezbarwnego oleju.
C18H3506N3, M = 389.49 g/mol (masa monoizotopowa 389.3).
LRMS (ESI, MeOH): 412.4 [M + Na'] - gféwny sygnat, 390.3 [M + H'].
Rt = 0.36 (AcOEt/heksan 3:7).

Chlorowodorek kwasu 2-{bis[2-(Boc-amino)etylo]Jamino}octowego (140)

6.55 g (16.8 mmol, 1 ekw.) zwiazku 139 rozpuszczono w 100 mL MeOH i dodano
33.6 mL 1 M wodnego roztworu NaOH (33.6 mmol, 2 ekw.). Mieszano w temp. 50 °C przez
3 godziny. Po tym czasie roztwor zat¢zono, dodano 30 mL H,0, zakwaszono 1 M wodnym
roztworem HCI do pH = 5 i ekstrahowano CHCI; (3 x 20 mL) oraz EtOAc (3 x 20 mL).
Nastegpnie warstwg wodna nasycono NaCl i1 ponownie ekstrahowano EtOAc (5 x 20 mL).
Potaczono wszystkie frakcje organiczne, wysuszono nad MgSQO, i odparowano. Otrzymano
produkt w postaci chlorowodorku jako biaty proszek w ilosci 6.0 g (89.7%).
Ci6H3106N3xHCI, M = 397.90 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
361.2).
LRMS (ESI, MeOH): 743.7 [2M + Na" — 2H", jony ujemne], 721.8 [2M — H", jony ujemne],
360.3 [M — H’, jony ujemne] - glowny sygnat.
R¢=0.57 (nBUuOH/AcOH/H,0 3:1:1).

6.4. SYNTEZA RDZENI O CHARAKTERZE HYDROFOBOWYM

Rdzenie zostaty zsyntetyzowane w wyniku reakcji sprzegania symetrycznego badz
niesymetrycznego elementu rozgaleziajacego opartego na kwasie 3,5-
dihydroksybenzoesowym, tj. zwiazku 21 lub 23 (Rozdziat 6.3.2.), z odbezpieczonymi
amidami L-lizyny i zwiazku nieaminokwasowego (7 - 10) badz dipeptydem 11 (Rozdziat
6.3.1.).

6.4.1. Boc-zabezpieczone rdzenie
Wykorzystujac procedur¢ ogdlna sprzggania metoda DCC/HOBt (Procedura A,

Rozdzial 6.2.) zsyntetyzowano osiem rdzeni. W celu osiagnigcia lepszych wydajnosci,
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niezbedne okazato si¢ uzycie dodatkowej ilosci EtsN (2 ekw.), oprocz tej potrzebnej do
przeprowadzenia komponentu aminowego do jego postaci wolnej (2 ekw.). W wyniku reakcji
prowadzonych przez 48 godzin, otrzymano produkty 24 — 31 majace posta¢ proszkow lub

olejow.

a) Fenyloetyloamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny (24)

Do reakcji uzyto zwiazku 21 (1.08 g, 2.44 mmol), HOBt (0.37 g, 2.44 mmol), DCC
(0.5 g, 2.44 mmol), zwiazku 7 (0.36 g, 1.11 mmol), EtsN (0.62 mL, 4.44 mmol) i DMF (15
mL). Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu z
uzyciem fazy CHCIl3/MeOH 25:1. Otrzymano produkt w postaci bialego proszku z
wydajnoscia 87.7% (1.07 g).
Cs6Hg3015N7, M = 1094.30 g/mol (masa monoizotopowa 1093.6).
LRMS (ESI, MeOH): 1116.6 [M + Na'].
'H NMR (600 MHz, MeOD): & = 1.28-1.36 (m, 2H, yCH,), 1.43 [s, 36H, 4xC(CHs)3], 1.57-
1.66 (M, 2H, 5CH,), 1.74-1.87 (m, 2H, BCH,), 2.77 (br t, 2H, CH,-Ar PEA), 3.36 (m, 2H,
eCH,), 3.41 (m, 8H, 4x0O-CH,-CH,-NH), 3.48 (m, 2H, CH,-NH PEA), 3.98 (m, 8H, 4xO-
CH,-CH,-NH), 4.46 (m, 1H, oCH), 6.63, 6.67 (2t, J = 2.2 Hz, 2H, C*-H Ph), 6.92, 6.98 (2m,
4H, C*®-H Ph), 7.16, 7.22 (2m, 5H, C****°_H PEA).
3C NMR (600 MHz, MeOD): § = 24.4 (yC), 28.8 [C(CH3)3], 30.1 (8C), 32.7 (BC), 36.5
(CH,-Ar PEA), 40.5 (eC), 40.9 (4x0O-CH,-CH,-NH), 41.9 (CH,-NH PEA), 55.4 (aC), 68.2,
68.3 (4xO-CH,-CH,-NH), 80.2 [C(CHs)s], 105.7, 106.0 (C* Ph), 107.0, 107.3 (C*° Ph),
127.4,129.5, 129.9 (C*3*>0 PEA), 137.1, 137.7 (C* Ph), 140.4 (C* PEA), 158.5 [C=0O (Boc)],
161.3 (C** Ph), 169.7 (CONH Ph), 174.4 (CONH).
R¢ = 0.60 (CHCIl3/MeOH 8:1).
T. top.: 82-84°C.

b) Tryptamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny (25)

Do reakcji uzyto zwiazku 21 (1 g, 2.27 mmol), HOBt (0.35 g, 2.27 mmol), DCC
(0.47 g, 2.27 mmol), zwiazku 8 (0.37 g, 1.03 mmol), EtsN (0.57 mL, 4.12 mmol) i DMF (15
mL). Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu z
uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient 100:1—25:1). Otrzymano produkt w postaci
jasnozottego proszku z wydajnoscia 77.6% (0.9 g).
CsgHgsO15Ng, M = 1133.33 g/mol (masa monoizotopowa 1132.6).
LRMS (ESI, MeOH): 1155.8 [M + Na'].
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'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.27-1.45 (m, 2H, yCH,) nakfadajacy si¢ na 1.43 [s, 36H,
4xC(CHa)s], 1.61 (m, 2H, 5CH,), 1.74-1.88 (br m, 2H, PCH,), 2.93 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-
Ar TA), 3.34 (m, 2H, eCH,), 3.40 (m, 10H, 4x0O-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.97 (2t, J =
5.6 Hz, 8H, 4x0O-CH,-CHx-NH), 4.48 (m, 1H, aCH), 6.61, 6.66 (2t, J = 2.2 Hz, 2H, C*-H Ph),
6.91-6.98 (br m, 5H, C*®-H Ph, C>-H TA), 7.04 (m, 2H, C*®-H TA), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
C’-H TA), 7.53 (d, J = 8.0 Hz, 1H, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.3 (yC), 26.2 (CH,-Ar TA), 28.8 [C(CHa)3], 30.0 (8C),
32.8 (BC), 40.5 (cC), 40.9 (4xO-CH,-CH,-NH), 41.3 (CH2-NH TA), 55.4 (aC), 68.2, 68.3
(4x0-CH,-CH,-NH), 80.2 [C(CHs)3], 105.7, 106.1 (C* Ph), 107.0, 107.3 (C*° Ph), 112.2 (C’
TA), 113.0 (C? TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C° TA), 122.3 (C® TA), 123.6 (C* TA), 128.7 (C*
TA), 137.2, 137.7 (C* Ph), 138.1 (C" TA), 158.4 [C=0 (Boc)], 161.3 (C*° Ph), 169.7 (CONH
Ph), 174.3 (CONH).

Rt = 0.38 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 80-83°C.

c) Dodecyloamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny (26)

Do reakcji uzyto zwiazku 21 (2.5 g, 5.68 mmol), HOBt (0.87 g, 5.68 mmol), DCC
(1.17 g, 5.68 mmol), zwiazku 9 (1 g, 2.58 mmol), EtzsN (1.43 mL, 10.32 mmol) i DMF (35
mL). Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu z
uzyciem fazy CHCIl3/MeOH 25:1. Otrzymano produkt w postaci zestalonego zottego oleju z
wydajnoscia 78.7% (2.36 g).
CsoHg9O15N7, M = 1158.47 g/mol (masa monoizotopowa 1157.7).
LRMS (ESI, MeOH): 1180.8 [M + Na'].
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CH; DDA), 1.23-1.31 (br m, 18H, CH,-3-11
DDA), 1.44 [s, 36H, 4xC(CHs)s], 1.47 (m, 4H, yCH,, CH»-2 DDA), 1.66 (m, 2H, 8CH,), 1.86
(br m, 2H, BCH,), 3.17 (m, 2H, CH»-1 DDA), 3.35 (m, 2H, eCH,), 3.40 (m, 8H, 4xO-CH,-
CH,-NH), 3.99 (m, 8H, 4xO-CH,-CH»-NH), 4.50 (2t, J = 2.2 Hz, 1H, oCH), 6.65 (m, 2H, C*-
H Ph), 6.93, 6.99 (2m, 4H, C?®-H Ph).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C'2 DDA), 23.7 (C' DDA), 24.4 (yC), 28.0 (C®
DDA), 28.8 [C(CHas)s], 30.1, 30.3, 30.4, 30.5, 30.7-30.8 (5C, C? C*-C° DDA), 32.8 (C°
DDA), 33.1 (BC), 40.5 (C' DDA), 40.6 (¢C), 40.9 (4xO-CH,-CH,-NH), 55.4 (aC), 68.3 (4xO-
CH,-CH,-NH), 80.2 [C(CHs)3], 105.8, 106.1 (C* Ph), 107.1, 107.3 (C*® Ph), 137.2, 137.8 (C*
Ph), 158.5 [C=0 (Boc)], 161.4 (C*° Ph), 169.7 (CONH Ph), 174.3 (CONH).
R¢ = 0.48 (CHCI3/MeOH 8:1).
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d) Fenyloetyloamid 5, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]-
benzoilo}-L-lizyny (28)

Do reakcji uzyto zwiazku 23 (0.96 g, 1.98 mmol), HOBt (0.3 g, 1.98 mmol), DCC
(0.41 g, 1.98 mmol), zwiazku 7 (0.29 g, 0.9 mmol), EtzN (0.5 mL, 3.6 mmol) i DMF (15 mL).
Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografie kolumnowa na silikazelu z uzyciem
fazy CHCI3/MeOH 25:1. Otrzymano produkt w postaci kremowego proszku z wydajno$cia
89.6% (0.95 g).
Cs2Ho5015N7, M = 1178.46 g/mol (masa monoizotopowa 1177.7).
LRMS (ESI, MeOH): 1200.8 [M + Na'].
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.41-1.54 [br m, 10H, yCHj,, 2xO-(CHy),-CH-CH,-CHo-
NH] naktadajacy si¢ na 1.42, 1.43 [2s, 36H, 4xC(CHjs)s], 1.63 (m, 2H, 6CH,), 1.76 [m, 6H,
BCH,, 2x0-CH,-CH,-(CHy)3-NH], 2.77 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-Ar PEA), 3.05 [br t, 4H,
2x0-(CHy)4-CH,-NH], 3.35 (m, 3H, CH,-NH PEA, ¢CHy), 3.41 (m, 4H, O-CH,-CH,-NH),
3.47 (m, 1H, CH,-NH PEA), 3.97 (br m, 8H, 4x0-CH,), 4.46 (m, 1H, aCH), 6.60, 6.64 (2t, J
= 2.1 Hz, 2H, C*-H Ph), 6.92, 6.98 (C*°-H Ph), 7.16, 7.21 (2m, 5H, C****%.H PEA).
¥C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.4 [yC, 2xO-(CH,)>-CH,-(CH.),-NH], 28.8, 28.9
[C(CHa)s], 30.0 [2xO-CH,-CH,-(CHy)s-NH], 30.1 (3C), 30.7 [2x0O-(CH,)3-CH,-CH,-NH],
32.7 (BC), 36.5 (CH,-Ar PEA), 40.5 (¢C), 40.9 (2x0O-CH,-CH,-NH), 41.3 [2x0O-(CH,)4-CH,-
NH], 41.9 (CH,-NH PEA), 55.4 (aC), 68.2, 68.3 (2xO-CH,-CH,-NH), 69.1, 69.2 [2xO-CH,-
(CH,)4-NH], 79.8, 80.2 [C(CHa3)s], 105.7, 106.0 (C* Ph), 106.6, 106.9, 107.1, 107.3 (C*° Ph),
127.3, 129.5, 129.8 (C*3*5® PEA), 137.1, 137.7 (C' Ph), 140.3 (C* PEA), 158.4, 158.5 [C=0
(Boc)], 161.3, 161.7 (C*° Ph), 169.7, 169.8 (CONH Ph), 174.3 (CONH).
R¢ = 0.48 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 74-77°C.

e) Tryptamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-
lizyny (29)

Do reakcji uzyto zwiazku 23 (2.2 g, 4.56 mmol), HOBt (0.7 g, 4.56 mmol), DCC
(0.94 g, 4.56 mmol), zwiazku 8 (0.75 g, 2.07 mmol), EtsN (1.2 mL, 8.28 mmol) i DMF (30
mL). Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu z
uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient 100:1—25:1). Otrzymano produkt w postaci biatego
proszku z wydajnoscia 78.4% (1.96 g).
Cs4Ho6015Ng, M = 1217.49 g/mol (masa monoizotopowa 1216.7).
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LRMS (ESI, MeOH): 1239.9 [M + Na'] - gléwny sygnal, 1217.9 [M + H'], 1117.8 [M - Boc
+HY.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.35-1.45 [br m, 6H, yCH,, 2xO-(CH,)2-CHa-(CH,),-NH]
nakladajacy sie na 1.42, 1.43 [2s, 36H, 4xC(CHs)3], 1.50 [m, 4H, 2xO-(CH,)3-CHx-CH,-NH],
1.61 (m, 2H, 8CHy), 1.74 [m, 4H, 2x0-CHy-CHa-(CH,)3-NH], 1.83 (m, 2H, BCHy), 2.91 (t, J
= 7.2 Hz, 2H, CH»-Ar TA), 3.05 [m, 4H, 2xO-(CH,)s-CHx-NH], 3.40 (br m, 7H, 2xO-CH,-
CH,-NH, CH2-NH TA, ¢CH,), 3.55 (m, 1H, CH,-NH TA), 3.95 (br m, 8H, 4xO-CH,), 4.48
(m, 1H, aCH), 6.58, 6.63 (2t, J = 2.1 Hz, 2H, C*-H Ph), 6.88-6.98 (br m, 5H, C*°-H Ph, C>-H
TA), 7.04 (m, 2H, C?®-H TA), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H, C’-H TA), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 1H, C*
H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.4 [yC, 2x0O-(CH,),-CH,-(CH,)>-NH], 26.2 (CH,-Ar
TA), 28.8 [C(CHs)3], 30.0 [2x0-CH2-CH,-(CH,)s-NH], 30.1 (5C), 30.7 [2xO-(CHa)s-CHo-
CH,-NH], 32.8 (BC), 40.6 (¢C), 40.9 (2xO-CH,-CH,-NH), 41.3 [2x0-(CHy)4-CH,-NH, CH,-
NH TA], 55.5 (aC), 68.2, 68.3 (2xO-CH,-CH,-NH), 69.1, 69.2 [2xO-CH,-(CH,)4-NH], 79.8,
80.2 [C(CHs3)s], 105.7, 106.1 (C* Ph), 106.6, 106.9, 107.1, 107.3 (C*° Ph), 112.2 (C" TA),
113.1 (C° TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C° TA), 122.3 (C°® TA), 123.6 (C*> TA), 128.7 (C* TA),
137.1, 137.7 (C' Ph), 138.1 (C™ TA), 158.4, 158.5 [C=O (Boc)], 161.3, 161.7 (C** Ph),
169.8, 169.9 (CONH Ph), 174.3 (CONH).

Rt = 0.45 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 85-87°C.

f)  Dodecyloamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]-
benzoilo}-L-lizyny (30)

Do reakcji uzyto zwiazku 23 (2.74 g, 5.68 mmol), HOBt (0.87 g, 5.68 mmol), DCC
(1.17 g, 5.68 mmol), zwiazku 9 (1 g, 2.58 mmol), EtzN (1.4 mL, 10.32 mmol) i DMF (35
mL). Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu z
uzyciem fazy CHCI3/MeOH (gradient 100:1—25:1). Otrzymano produkt w postaci
jasnozoltego oleju z wydajnoscia 78.1% (2.5 g).
CssH111015N7, M = 1242.63 g/mol (masa monoizotopowa 1241.8).
LRMS (ESI, MeOH): 1265.0 [M + Na'] - gtéwny sygnat, 1243.1 [M + H'].
R¢ =0.45 (CHCI3/MeOH 8:1).
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g) Didodecyloamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]-
benzoilo}-L-lizyny (31)

Do reakcji uzyto zwiazku 23 (1.65 g, 3.43 mmol), HOBt (0.53 g, 3.43 mmol), DCC
(0.71 g, 3.43 mmol), zwiazku 10 (0.87 g, 1.56 mmol), EtzN (0.9 mL, 6.24 mmol) i DMF (20
mL). Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografic kolumnowa na silikazelu z
uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient 100:1—25:1). Otrzymano produkt w postaci zottego
oleju z wydajnoscia 90.5% (2 g).
C7gH135015N7, M = 1410.95 g/mol (masa monoizotopowa 1410.0).
LRMS (ESI, CHCI3): 1433.4 [M + Na'] - gléwny sygnaf, 1411.4 [M + H'], 728.4 [M +
2Na*1**.
'H NMR (500 MHz, CDCls): & = 0.88 (br t, 6H, 2xCH;3 dDDA), 1.22-1.83 [br m, 58H, B, 7,
dCH,, 2xCH,-2-11 dDDA, 2x0O-CH,-(CHy)3-CH2-NH] naktadajacy si¢ na 1.44, 1.46 [2s,
36H, 4xC(CHs)s], 3.13 [m, 5H, 2x0-(CH,)4-CH,-NH, CH,-1 dDDA], 3.25 (m, 1H, CH,-1
dDDA), 3.35 (m, 1H, CH,-1 dDDA), 3.40-3.58 (br m, 7H, 2x0-CH,-CH,-NH, £CH,, CH,-1
dDDA), 3.94 [br m, 4H, 2x0-CH,-(CH,),-NH], 4.01 (m, 4H, 2xO-CH,-CH,-NH), 4.62 [m,
2H, 2x0-(CH2)s-NH], 5.06 [m, 3H, aCH, 2x0-(CH2),-NH], 6.53 (m, 2H, C*-H Ph), 6.61 (br
s, 1H, eECONH), 6.87, 6.96 (2m, 4H, C*°-H Ph), 7.18 (d, J = 7.93 Hz, 1H, aCONH).
3C NMR (500 MHz, CDCl3): & = 14.1 (2xC** dDDA), 28.4 [C(CHs)3], 22.7, 23.3, 24.9, 25.6,
26.9, 27.0, 27.6, 28.6, 28.7, 28.8, 29.2, 29.3, 29.5-29.6, 29.8, 31.9, 33.7, 33.9 [B, v, 6C, 2xC*
C!" dDDA, 2x0-CHy-(CH2)3-CH2-NH], 39.9 (2x0-CH,-CH,-NH, €C), 40.4 [2xO-(CHy)s-
CH-NH], 46.1, 47.8 (2xC* dDDA), 49.0 (aC), 67.3 (2x0-CH,-CH,-NH), 68.0 [2x0O-CH,-
(CH,)4-NH], 79.1, 79.5 [C(CHa)s], 104.5, 104.6 (C* Ph), 105.3, 105.6, 105.7, 105.9 (C*° Ph),
136.2, 136.8 (C* Ph), 155.9, 156.0, 159.6, 159.7 [C=0O (Boc)], 160.2, 160.3 (C** Ph), 166.7,
167.3 (CONH Ph), 171.3 (CONH).
R¢=0.67 (CHCIl3/MeOH 8:1).

h) Ester metylowy N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizylo-L-
tryptofanu (27)

Do reakcji uzyto zwiazku 21 (7.03 g, 15.95 mmol), HOBt (2.44 g, 15.95 mmol),
DCC (3.29 g, 15.95 mmol), zwiazku 11 (3.04 g, 7.25 mmol), EtzN (4 mL, 29 mmol) i DMF
(30 mL). Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografie kolumnowa na silikazelu z
uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient 100:1—25:1). Otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 82.4% (7.12 g).
CsoHgsO17Ng, M = 1191.37 g/mol (masa monoizotopowa 1190.6).
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LRMS (ESI, MeOH): 1213.5 [M + Na'] - gfléwny sygnat, 1191.5 [M + H'].

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.43 (m, 2H, yCH,) nakladajacy si¢ na 1.43 [s, 36H,
4xC(CHa)s], 1.62 (m, 2H, 8CH,), 1.78, 1.87 (2m, 2H, BCH,), 3.20, 3.27 (2m, 2H, BCH, L-
Trp), 3.34 (m, 2H, eCH,), 3.40 (m, 8H, 4xO-CHx-CH,-NH), 3.61 (s, 3H, OCHz), 3.98 (m, 8H,
4x0-CHy-CH,-NH), 4.55 (m, 1H, oCH L-Lys), 4.74 (m, 1H, aCH L-Trp), 6.65 (m, 2H, C*-H
Ph), 6.90-6.98 (br m, 5H, C*°-H Ph, C*-H L-Trp), 7.03 (m, 1H, C®-H L-Trp), 7.08 (s, 1H, C*
H L-Trp), 7.28 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C’-H L-Trp), 7.48 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.3 (yC), 28.4 (BC L-Trp), 28.8 [C(CHs)3], 30.0 (5C),
32.6 (BC), 40.6, 40.9 (¢C, 4x0-CH,-CH,-NH), 52.7 (OCHj3), 54.8 (oC L-Trp), 55.1 (aC L-
Lys), 68.3 (4xO-CH,-CH,-NH), 80.3 [C(CH3)3], 105.8, 106.1 (C* Ph), 107.1, 107.3 (C*° Ph),
110.5 (C* L-Trp), 112.3 (C” L-Trp), 119.1 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.4 (C° L-Trp),
124.6 (C? L-Trp), 128.7 (C* L-Trp), 137.2, 137.8 (C' Ph), 138.0 (C" L-Trp), 158.5 [C=0O
(Boc)], 161.3, 161.4 (C** Ph), 169.8 (CONH Ph), 173.8, 174.3 (CONH).

R = 0.45 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 101-103.5°C.

6.4.2. Odbezpieczone rdzenie

Deprotekcje grup Boc w rdzeniach 24 - 31 za pomoca nasyconego roztworu HCl w
EtOAc przeprowadzono wg procedury ogolnej zamieszczonej W Rozdziale 6.2. (Procedura C
— wariant A). Otrzymano produkty 32 - 39 wystepujace w postaci tetrachlorowodorkow jako

bezpostaciowych, biatych, kremowych lub jasnozoltych proszkow.

a) Tetrachlorowodorek fenyloetyloamidu N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-
lizyny (32)

Boc-deprotekcji poddano 0.3 g (0.27 mmol) rdzenia 24 w 10 mL nas. HCI/EtOAc.
Calkowite zdjecie ochrony nastapito po godzinie. Otrzymano produkt w postaci biatego
proszku z wydajnoscia 95.7% (0.22 g).

C3sHs5107N7x4HCI, M = 839.68 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
693.4).
LRMS (ESI, MeOH): 694.5 [M + H™], 347.9 [M + 2H*]*" - gléwny sygnal.
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b) Tetrachlorowodorek tryptamidu N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-lizyny
(33)

Boc-deprotekcji poddano 0.34 g (0.3 mmol) rdzenia 25 w 10 mL nas. HCI/EtOAc.
Calkowite zdjecie ochrony nastapito po godzinie. Otrzymano produkt w postaci biatego
proszku z wydajnoscia 96.2% (0.25 g).

CssHs5,07Ngx4HCI, M = 878.71 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
732.4).
LRMS (ESI, MeOH): 733.5 [M + H'], 367.2 [M + 2H*]*" - gléwny sygnal.

c) Tetrachlorowodorek dodecyloamidu AN, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-
lizyny (34)

Boc-deprotekcji poddano 0.32 g (0.28 mmol) rdzenia 26 w 10 mL nas. HCI/EtOAc.
Calkowite zdjgcie ochrony nastapito po godzinie. Otrzymano produkt w postaci kremowego
proszku z wydajnoscia 96% (0.24 g).

C40He707N7x4HCI, M = 903.85 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
757.5).
LRMS (ESI, MeOH): 780.7 [M + Na'], 758.7 [M + H"] - glowny sygnat.

d) Tetrachlorowodorek fenyloetyloamidu N, N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-
aminoetoksy)benzoilo]-L-lizyny (36)

Boc-deprotekcji poddano 0.33 g (0.28 mmol) rdzenia 28 w 10 mL nas. HCI/EtOAc.
Calkowite zdjecie ochrony nastapito po godzinie. Otrzymano produkt w postaci jasnozoéttego
proszku z wydajnoscia 96.2% (0.25 g).

Cs2He307N7x4HCI, M = 923.84 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
777.5).
LRMS (ESI, MeOH): 800.6 [M + Na'], 778.8 [M + H'] - glowny sygnat.

e) Tetrachlorowodorek tryptamidu N, N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-aminoetoksy)-
benzoilo]-L-lizyny (37)

Boc-deprotekcji poddano 1.91 g (1.57 mmol) rdzenia 29 w 25 mL nas. HCI/EtOAc.
Calkowite zdjecie ochrony nastapito po 4 godzinach. Otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 99.3% (1.5 g).

C44HssO7Ngx4HCI, M = 962.87 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —

816.5).
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LRMS (ESI, MeOH): 817.7 [M + H'], 409.4 [M + 2H'T?* - gléwny sygnal.

f)  Tetrachlorowodorek  dodecyloamidu N,  N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-
aminoetoksy)benzoilo]-L-lizyny (38)

Boc-deprotekcji poddano 2 g (1.61 mmol) rdzenia 30 w 25 mL nas. HCI/EtOAc.
Catkowite zdjecie ochrony nastapito po 6 godzinach. Otrzymano produkt w postaci bialego
proszku z wydajnoscia 95.6% (1.52 g).

CsH7907N7x4HCI, M = 988.01 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
841.6).
LRMS (ESI, MeOH): 842.7 [M + H™] - gléwny sygnat, 421.9 [M + 2H'T*".

g) Tetrachlorowodorek didodecyloamidu N, N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-
aminoetoksy)benzoilo]-L-lizyny (39)

Boc-deprotekcji poddano 1.41 g (1 mmol) rdzenia 31 w 20 mL nas. HCI/EtOAc.
Calkowite zdjecie ochrony nastapito po 6 godzinach. Otrzymano produkt w postaci
jasnozoltego proszku z wydajnoscia 92.2% (1.07 g).

CsgH10307N7x4HCIL, M = 1156.32 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwigzku —
1009.8).

LRMS (ESI, MeOH): 1011.1 [M + H"] - gtéwny sygnaf, 1033.2 [M + Na'], 506.3 [M +
2H+]2+.

h) Tetrachlorowodorek estru metylowego N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-
lizylo-L-tryptofanu (35)

Boc-deprotekcji poddano 3 g (2.52 mmol) rdzenia 27 w 50 mL nas. HCI/EtOAc.
Catkowite zdjgcie ochrony nastapito po 6 godzinach. Otrzymano produkt w postaci
jasnozottego proszku z wydajnoscia 97.5% (2.3 g).

CaoHs409Ngx4HCI, M = 936.75 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
790.4).
LRMS (ESI, MeOH): 396.4 [M + 2H*]*".
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6.5. SYNTEZA DENDRYMEROW OPARTYCH NA RDZENIACH
HYDROFOBOWYCH
6.5.1. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami lizynowymi

Dendrymery zostaly zsyntetyzowane w wyniku reakcji sprzggania odbezpieczonych
rdzeni 32 — 39 (Rozdziat 6.4.2.) z odpowiednio zabezpieczona L-lizyna [Boc-Lys(2-Cl-Z)-
OH, Boc-Lys(Z)-OH)].

6.5.1.1. Zabezpieczone dendrymery

Wykorzystujac procedur¢ ogdlna sprzegania metoda DCC/HOBt (Procedura A,
Rozdzial 6.2.) zsyntetyzowano 14 dendrymeréw z terminalnymi resztami lizynowymi.
Reakcje sprzegania prowadzono z 2-krotnym nadmiarem Et3N, od 48 do 72 godzin. EtOAc
zastapiono przez CHCIl3 a MgSO, przez Na,SO,4. Czyste dendrymery uzyskano w wyniku
saczenia molekularnego z uzyciem kolumny z wypetieniem Sephadex LH-20 z MeOH jako
eluentem, a nastgpnie doczyszczania na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH

(gradient 100:1—20:1). Produkty 40 — 45 i 51 — 58 otrzymano w postaci proszkow.

a) Dendrymer 40 (oparty na rdzeniu 32)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (0.49 g, 1.19 mmol), HOBt (0.18 g, 1.19
mmol), DCC (0.25 g, 1.19 mmol), rdzenia 32 (0.23 g, 0.27 mmol), EtsN (0.22 mL, 1.62
mmol) i DMF (10 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w
postaci biatego proszku z wydajnoscia 78.4% (0.49 g).
C112H151027N15Cly, M = 2281.29 g/mol (masa monoizotopowa 2278.0).
LRMS (ESI, MeOH): 2301.1 [M + Na'], 1162.0 [M + 2Na*]** - gléwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.33-1.40 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia) naktadajacy
sie na 1.39 [s, 36H, 4xC(CHz)s], 1.47 (m, 8H, 4x8CH, L-Lys), 1.60 (m, 6H, 3CH, rdzenia,
2xBCH; L-Lys), 1.70 (m, 4H, 2xBCH; L-Lys), 1.82 (m, 2H, BCH; rdzenia), 2.76 (br t, 2H,
CH,-Ar PEA), 3.05 (br t, 8H, 4x¢CH, L-Lys), 3.34 (m, 2H, ¢CH, rdzenia), 3.48 (m, 6H, CH,-
NH PEA, 2x0O-CH,-CH»-NH), 3.58 (m, 4H, 2x0-CH,-CH»-NH), 4.02 (m, 12H, 4xO-CH,-
CH2-NH, 4xaCH L-Lys), 4.49 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.13 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.63 (m, 2H,
C*-H Ph), 6.93, 7.01 (2m, 4H, C*>5-H Ph), 7.15, 7.20 (2m, 5H, C****%.H PEA), 7.26 (m, 8H,
ArH), 7.32-7.43 (br m, 8H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.0, 24.5 (yC), 28.8 [C(CHs3)s], 30.1, 30.5 (5C), 32.8, 33.2
(BC), 36.5 (CH,-Ar PEA), 39.9 (4x0O-CH,-CH,-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.5 (4xeC L-Lys),
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42.0 (CHx-NH PEA), 55.5 (aC rdzenia), 56.0 (4xaC L-Lys), 64.8 (Ar-CH,0), 67.7 (4xO-
CH,-CH,-NH), 80.6 [C(CHs)3], 105.9, 106.0 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*° Ph), 127.4 (C* PEA),
128.1 (CHa), 129.5, 129.8 (C**°® PEA), 130.4 (CHp,), 134.1 (Ca-Cl), 135.9 (Ca-CH-0),
137.2, 137.9 (C' Ph), 140.3 (C* PEA), 157.8, 158.5 [C=O (Boc, 2-Cl-Z)], 161.2 (C** Ph),
169.4, 169.5 (CONH Ph), 174.3, 175.4 (CONH).

[@]o® = -17.4 (c 1, MeOH).

Rt = 0.41 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 97-102°C.

b) Dendrymer 41 (oparty na rdzeniu 36)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (0.42 g, 1.01 mmol), HOBt (0.15 g, 1.01
mmol), DCC (0.21 g, 1.01 mmol), rdzenia 36 (0.212 g, 0.23 mmol), EtsN (0.19 mL, 1.38
mmol) i DMF (10 mL). Sprzeganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w
postaci jasnozottego proszku z wydajnoscia 74.1% (0.4 g).
C118H163027N15Cl4, M = 2365.45 g/mol (masa monoizotopowa 2362.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2385.2 [M + Na'], 1204.0 [M + 2Na‘]* - gléwny sygnat, 1193.1 [M +
H* + Na+]2+.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.41 (br m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia) naktadajacy
sic na 1.38, 1.40 [2s, 36H, 4xC(CHs)s], 1.43-1.63 [br m, 24H, 5x8CH, L-Lys i rdzenia,
3xBCH, L-Lys, 2x0-(CH,)2-CH,-CH,-CH,-NH], 1.72 [br m, 8H, 2xBCH, L-Lys i rdzenia,
2x0-CH,-CH2-(CHy)3-NH], 2.75 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-Ar PEA), 3.02-3.12 (2 br t, 8H,
4xgCH, L-Lys), 3.15, 3.22 [2m, 4H, 2xO-(CHy)s-CH,-NH], 3.34 (m, 3H, CH,-NH PEA,
¢CH, rdzenia), 3.47 (m, 3H, O-CH,-CH,-NH, CH,-NH PEA), 3.60 (m, 2H, O-CH»-CH,-NH),
3.91 [m, 4H, 2x0O-CH,-(CH,)4-NH], 4.01 (m, 8H, 2x0-CH,-CH,-NH, 4xaCH L-Lys), 4.47
(m, 1H, aCH rdzenia), 5.13 (m, 8H, Ar-CH,0), 6.59 (m, 2H, C*-H Ph), 6.91, 6.99 (2m, 4H,
C?%-H Ph), 7.10-7.22 (br m, 5H, C***>®.H PEA), 7.26 (m, 8H, ArH), 7.32-7.43 (2m, 8H,
ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.0, 24.1 (yC), 24.4 [2xO-(CHy),-CHa-(CH,)>-NH], 24.5
(yC), 28.8 [C(CH3)3], 29.9 [2x0O-CH,-CH,-(CHy)3-NH], 30.1 (3C), 30.5 [2xO-(CH,)3-CH,-
CH,-NH], 32.8, 33.2 (BC), 36.5 (CH,-Ar PEA), 40.0 (2x0O-CH,-CH,-NH), 40.2 [2xO-(CH,)s-
CH2-NH], 40.7 (¢C rdzenia), 41.5 (4xeC L-Lys), 42.0 (CH,-NH PEA), 55.5 (aC rdzenia),
56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 64.6 (Ar-CH,0), 67.7 (2x0O-CH,-CH,-NH), 69.2, 69.2 [2xO-CH,-
(CH.)s-NH], 80.5, 80.6 [C(CHS3)3], 105.8, 106.1 (C* Ph), 106.7, 107.1, 107.2, 107.5 (C*° Ph),
127.4 (C* PEA), 128.1 (CHa), 129.5, 129.9 (C***® PEA), 130.4, 130.5 (CHa/), 134.1 (Car-
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Cl), 135.9 (Ca-CH,0), 137.1, 137.8 (C* Ph), 140.4 (C' PEA), 157.8, 158.5, 158.6 [C=O
(Boc, 2-Cl-2)], 161.2, 161.3, 161.7 (C*° Ph), 169.6, 169.7 (CONH Ph), 174.4, 175.1, 175.5
(CONH).

[@]o” = -14.9 (c 1, MeOH).

Rt = 0.38 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 86-92°C.

c) Dendrymer 42 (oparty na rdzeniu 33)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (0.49 g, 1.19 mmol), HOBt (0.18 g, 1.19
mmol), DCC (0.25 g, 1.19 mmol), rdzenia 33 (0.24 g, 0.27 mmol), Et;N (0.22 mL, 1.62
mmol) i DMF (10 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w
postaci jasnobrunatnego proszku z wydajnoscia 88.3% (0.56 g).
C114H152027N16Cl4, M = 2320.33 g/mol (masa monoizotopowa 2317.0).
LRMS (ESI, MeOH): 2342.3 [M + Na'], 1183.2 [M + 2Na*]*" - glowny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.35-1.40 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia) nakladajacy
si¢ na 1.39 [s, 36H, 4xC(CH3)s], 1.46 (m, 8H, 4x3CH; L-Lys), 1.54-1.65 (br m, 6H, 6CH,
rdzenia, 2xpCH, L-Lys), 1.70 (m, 4H, 2xBCH, L-Lys), 1.75-1.89 (br m, 2H, BCH, rdzenia),
2.91 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,-Ar TA), 3.05 (m, 8H, 4xcCH, L-Lys), 3.39-3.57 (br m, 12H,
€CH> rdzenia, 4x0-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.95-4.08 (br m, 12H, 4x0O-CH,-CH,-NH,
4x0CH L-Lys), 4.51 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.13 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.61 (m, 2H, C*-H Ph),
6.91-7.06 (br m, 7H, C*®-H Ph, C**%-H TA), 7.25 (m, 8H, ArH), 7.29 (d, J = 8.12 Hz, 1H, C'-
H TA), 7.32-7.42 (br m, 8H, ArH), 7.52 (d, J = 7.90 Hz, 1H, C*-H TA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.0, 24.4 (yC), 26.3 (CH.-Ar TA), 28.8 [C(CHs)3], 30.1,
30.5 (8C), 32.9, 33.2 (BC), 39.9 (4x0O-CH,-CH,-NH), 40.7 (sC rdzenia), 41.4 (CH,-NH TA),
41.5 (4xeC L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 64.6 (Ar-CH,0), 67.7 (4xO-CH,-
CH,-NH), 80.6 [C(CHa)s], 105.8, 106.0 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*® Ph), 112.3 (C’ TA), 113.1
(C* TA), 119.3 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.3 (C° TA), 123.6 (C* TA), 128.1 (CHp,), 128.7
(C* TA), 130.4 (CHa), 134.1 (Ca-Cl), 135.9 (Ca-CH,0), 137.3, 137.9 (C* Ph), 138.1 (C"
TA), 157.8, 158.5 [C=0 (Boc, 2-Cl-2)], 161.2 (C** Ph), 169.6, 169.7 (CONH Ph), 174.3,
175.5 (CONH).
[e]o® = -13.9 (c 1, MeOH).
R¢ = 0.45 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 108-111°C.
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d) Dendrymer 43 (oparty na rdzeniu 37)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (0.47 g, 1.14 mmol), HOBt (0.17 g, 1.14
mmol), DCC (0.24 g, 1.14 mmol), rdzenia 37 (0.25 g, 0.26 mmol), EtsN (0.22 mL, 1.56
mmol) i DMF (10 mL). Sprzgganiec prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w
postaci jasnozoltego proszku z wydajnoscia 80.6% (0.5 g).
C120H164027N16Cls, M = 2404.49 g/mol (masa monoizotopowa 2401.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2424.3 [M + Na'].
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.39 (br m, 10H, 5xyCHj L-Lys i rdzenia) naktadajacy
si¢ na 1.36, 1.38 [3s, 36H, 4xC(CHzs)3], 1.40-1.62 [br m, 22H, 5x8CH; L-Lys i rdzenia,
2xBCH, L-Lys, 2x0-(CH,),-CHy-CH,-CH,-NH], 1.63-1.86 [br m, 10H, 2xBCH, L-Lys i
rdzenia, 2x0-CH,-CH,-(CHy)3-NH], 2.89 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH.-Ar TA), 2.99-3.10 (2 br t,
8H, 4xgCH, L-Lys), 3.17 [2m, 4H, 2x0O-(CH3)4-CH,-NH], 3.29 (m, 2H, ¢CH, rdzenia), 3.37-
3.62 (br m, 6H, 2x0-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.82-4.05 (br m, 12H, 4x0O-CH,, 4xaCH
L-Lys), 4.46 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.12 (m, 8H, Ar-CH,0), 6.57 (m, 2H, C*-H Ph), 6.87-
7.05 (br m, 7H, C*°-H Ph, C**%-H TA), 7.24 (m, 9H, ArH, C’-H TA), 7.30-7.41 (2m, 8H,
ArH), 7.51 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H TA).
B3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1 (yC), 24.5 [2xO-(CHy)2-CH,-(CH2),-NH], 26.3 (CH,-
Ar TA), 28.8 [C(CHa)3], 29.9 [2x0O-CH,-CH2-(CH2)3-NH], 30.1, 30.5 [2x0-(CH,)3-CH2-CH,-
NH, 6C], 32.9, 33.2 (BC), 40.0 (2x0O-CH2-CH,-NH), 40.2 [2x0O-(CH,)4-CH,-NH], 40.7 (eC
rdzenia), 41.4 (CH,-NH TA), 41.5 (4x&C L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys),
64.6 (Ar-CH,0), 67.7 (2x0O-CH2-CH,-NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH2)4-NH], 80.6 [C(CHj3)3],
105.8, 106.1 (C* Ph), 106.7, 107.0, 107.2, 107.4 (C*® Ph), 112.3 (C’ TA), 113.1 (C* TA),
119.3 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.4 (C® TA), 123.6 (C* TA), 128.1 (CHa,), 128.8 (C* TA),
130.4, 130.7 (CHar), 134.1 (Car-Cl), 135.9 (Ca-CH,0), 137.2, 137.8 (C' Ph), 138.1 (C™ TA),
157.8, 158.6 [C=0 (Boc, 2-Cl-Z)], 161.3, 161.7 (C*° Ph), 169.6, 169.8 (CONH Ph), 174.3,
175.1, 175.5 (CONH).
[@]o” = -13.0 (c 1, MeOH).
R¢ = 0.33 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 96-100°C.

e) Dendrymer 44 (oparty na rdzeniu 34)
Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (0.47 g, 1.14 mmol), HOBt (0.17 g, 1.14
mmol), DCC (0.24 g, 1.14 mmol), rdzenia 34 (0.235 g, 0.26 mmol), EtsN (0.22 mL, 1.56
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mmol) i DMF (10 mL). Sprzgganiec prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w
postaci kremowego proszku z wydajnoscia 82% (0.5 g).

C116H167027N15Cl4, M = 2345.46 g/mol (masa monoizotopowa 2342.1).

LRMS (ESI, MeOH): 2365.2 [M + Na'], 1194.1 [M + 2Na']?" - gtéwny syenat, 1183.1 [M +
H* + Na+]2+.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CHsz DDA), 1.23-1.40 (br m, 26H, 4xyCH,
L-Lys, CH,-3-11 DDA) naktadajacy si¢ na 1.39 [s, 36H, 4xC(CH3s)3], 1.47 (m, 12H, yCH,
rdzenia, 4x6CH; L-Lys, CH,-2 DDA), 1.60-1.75 (br m, 10H, 4xBCH, L-Lys, 6CH, rdzenia),
1.88 (br m, 2H, BCH, rdzenia), 3.06 (m, 8H, 4xcCH, L-Lys), 3.17 (m, 2H, CH,-1 DDA), 3.35
(m, 2H, eCH, rdzenia), 3.50, 3.59 (2m, 8H, 4x0O-CH,-CH»-NH), 4.02 (m, 12H, 4xO-CH,-
CH2-NH, 4xaCH L-Lys), 4.53 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.14 (s, 8H, Ar-CH;0), 6.63 (m, 2H,
C*-H Ph), 6.94, 7.01 (2m, 4H, C*5-H Ph), 7.27 (m, 8H, ArH), 7.34-7.43 (2m, 8H, ArH).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C** DDA), 23.7 (C'* DDA), 24.1, 24.6 (yC), 28.0 (C*
DDA), 28.8 [C(CHs)3], 30.1, 30.4-30.8 (5C, C? C*-C DDA), 32.9, 33.1, 33.2 (BC), 39.9
(4x0O-CH,-CH»-NH), 40.5 (C' DDA), 40.7 (C rdzenia), 41.5 (4xeC L-Lys), 55.5 (aC
rdzenia), 56.0 (4xaC L-Lys), 64.6 (Ar-CH,0), 67.7 (4xO-CHy-CH,-NH), 80.6 [C(CHa)s],
105.9, 106.0 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C?® Ph), 128.2, 130.4 (CHay), 134.1 (Ca-Cl), 135.9 (Car-
CH,0), 157.8, 158.5 [C=O (Boc, 2-Cl-Z)], 161.2, 161.3 (C*° Ph), 175.5 (CONH).

[a]o?® = -14.0 (c 1, MeOH).

Rf = 0.54 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 88-90°C.

f) Dendrymer 45 (oparty na rdzeniu 35)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (4.47 g, 10.78 mmol), HOBt (1.65 g, 10.78
mmol), DCC (2.22 g, 10.78 mmol), rdzenia 35 (2.29 g, 2.45 mmol), EtsN (2 mL, 14.7 mmol) i
DMF (20 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w postaci
jasnozottego proszku z wydajnoscia 71.6% (4.16 g).
C116H154020N16Cl4, M = 2378.37 g/mol (masa monoizotopowa 2375.0).
LRMS (ESI, MeOH): 2397.8 [M + Na'], 1210.4 [M + 2Na*]** - gldwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.40 (br m, 8H, 4xyCH, L-Lys) nakladajacy sie na
1.38 [s, 36H, 4xC(CHs)s], 1.45 (br m, 10H, yCH, rdzenia, 4x36CH; L-Lys), 1.59 (br m, 6H,
dCH; rdzenia, 2xBCH; L-Lys), 1.68 (m, 4H, 2xBCH, L-Lys), 1.75-1.92 (2m, 2H, BCH;
rdzenia), 3.04 (m, 8H, 4xeCH; L-Lys), 3.22 (br m, 2H, BCH;, L-Trp), 3.33 (m, 2H, eCH,
rdzenia), 3.48 (m, 4H, 2x0-CH,-CH,-NH), 3.58 (m, 7H, OCHa, 2x0O-CH»-CH,-NH), 4.00 (br
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m, 12H, 4xO-CH,-CH-NH, 4xaCH L-Lys), 4.58 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.73 (m, 1H, aCH L-
Trp), 5.12 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.62 (m, 2H, C*-H Ph), 6.94 (m, 5H, C*®-H Ph, C*>-H L-Trp),
7.02 (m, 1H, C°-H L-Trp), 7.08 (s, 1H, C%H L-Trp), 7.25 (m, 9H, ArH, C’-H L-Trp), 7.34,
7.39 (2m, 8H, ArH), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1, 24.4 (yC), 28.5 (BC L-Trp), 28.8 [C(CHs)3], 30.1,
30.5 (8C), 32.7, 33.2 (BC), 39.9 (4x0O-CH,-CH2-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.5 (4xeC L-Lys),
52.8 (OCHs), 54.9 (aC L-Trp), 55.2 (oC rdzenia), 56.1 (4xoC L-Lys), 64.6 (Ar-CH;0), 67.7
(4x0-CH,-CH,-NH), 80.6 [C(CH3)3], 105.9, 106.1 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*° Ph), 110.5 (C®
L-Trp), 112.4 (C L-Trp), 119.2 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.5 (C® L-Trp), 124.6 (C? L-
Trp), 128.1 (CHa/), 128.7 (C** L-Trp), 130.4 (CHa), 134.1 (Car-Cl), 135.9 (Ca-CH-0), 137.3
(C™ L-Trp), 138.0 (C* Ph), 157.8, 158.6 [C=0 (Boc, 2-Cl-Z)], 161.2, 161.3 (C*° Ph), 169.6
(CONH Ph), 173.8, 174.3, 175.5 (CONH).

Rt = 0.30 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 104-107°C.

g) Dendrymer 51 (oparty na rdzeniu 32)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (1.58 g, 4.14 mmol), HOBLt (0.63 g, 4.14 mmol),
DCC (0.85 g, 4.14 mmol), rdzenia 32 (0.79 g, 0.94 mmol), Et;N (0.78 mL, 5.64 mmol) i DMF
(20 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w postaci
jasnobrunatnego proszku z wydajnos$cia 82.7% (1.67 g).
C112H155027N15, M = 2143.51 g/mol (masa monoizotopowa 2142.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2165.1 [M + Na'], 1094.7 [M + 2Na']** - glowny sygnat, 1083.9 [M +
H* + Na+]2+.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.40 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia) nakladajacy
si¢ na 1.39 [s, 36H, 4xC(CHz)3], 1.45 (m, 8H, 4x3CH, L-Lys), 1.59 (m, 6H, 6CH, rdzenia,
2xBCH; L-Lys), 1.69 (m, 4H, 2xBCH, L-Lys), 1.81 (m, 2H, BCH; rdzenia), 2.76 (t, J = 7.2 Hz,
2H, CH,-Ar PEA), 3.04 (br t, 8H, 4xeCH, L-Lys), 3.34 (m, 2H, €CH, rdzenia), 3.48 (m, 6H,
CH2-NH PEA, 2x0-CH»-CH>-NH), 3.58 (m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 4.01 (m, 12H, 4xO-
CH2-CH,-NH, 4xaCH L-Lys), 4.49 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.03 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.63 (m,
2H, C*-H Ph), 6.94, 7.01 (2m, 4H, C*%-H Ph), 7.15, 7.20 (2m, 5H, C***°%.H PEA), 7.25 (m,
4H, ArH), 7.30 (m, 16H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.0, 24.5 (yC), 28.8 [C(CHs3)s], 30.1, 30.5 (5C), 32.8, 33.2
(BC), 36.5 (CH,-Ar PEA), 39.9 (4xO-CH,-CH,-NH), 40.6 (¢C rdzenia), 41.4 (4xeC L-Lys),
42.0 (CH»-NH PEA), 55.5 (aC rdzenia), 56.0 (4xaC L-Lys), 67.3 (Ar-CH,0), 67.7 (4xO-
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CH,-CH,-NH), 80.6 [C(CHs)3], 105.9, 106.0 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*° Ph), 127.4 (C* PEA),
128.7, 128.9, 129.4 (CHap,), 129.5, 129.9 (C*3**° PEA), 137.2, 137.9 (C' Ph), 138.4 (Car-
CH,0), 140.4 (C* PEA), 157.8, 158.8 [C=0 (Boc, Z)], 161.2, 161.3 (C*° Ph), 169.4 (CONH
Ph), 174.3, 175.4 (CONH).

Rt = 0.38 (CHCI3/MeOH 8:1).

h) Dendrymer 52 (oparty na rdzeniu 36)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (0.7 g, 1.85 mmol), HOBt (0.28 g, 1.85 mmol),
DCC (0.38 g, 1.85 mmol), rdzenia 36 (0.388 g, 0.42 mmol), EtzN (0.35 mL, 2.52 mmol) i
DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w postaci
jasnozoéttego proszku z wydajnoscia 89.7% (0.84 g).
C118H167027N15, M = 2227.67 g/mol (masa monoizotopowa 2226.2).
LRMS (ESI, MeOH): 2249.3 [M + Na'], 2227.3 [M + H™], 1136.2 [M + 2Na']** - gléwny
sygnat, 1125.2 [M + H" + Na']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): § = 1.30-1.40 (br m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia) naktadajacy
si¢ na 1.39, 1.41 [2s, 36H, 4xC(CHz3)3], 1.47 [m, 10H, 3x3CH; L-Lys, 2x0O-(CH,),-CH,-
(CH2)2-NH], 1.57 (br m, 12H, 2x3CH; L-Lys i rdzenia, 2xBCH; L-Lys, 2x0O-(CH,)3-CH,-
CH,-NH), 1.73 [m, 10H, 3xBCH, L-Lys i rdzenia, 2x0-CH,-CHo-(CH,)3-NH], 2.76 (t, J = 7.2
Hz, 2H, CHy-Ar PEA), 3.01-3.11 (2 br t, 8H, 4xeCH, L-Lys), 3.16, 3.22 [2m, 4H, 2xO-
(CH3)4-CH,-NH], 3.34 (m, 3H, CH,-NH PEA, €CH; rdzenia), 3.48 (m, 3H, O-CH,-CH,-NH,
CH2-NH PEA), 3.60 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.88-4.06 (br m, 12H, 4xO-CH,, 4xaCH L-
Lys), 4.48 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.03 (m, 8H, Ar-CH,0), 6.60 (m, 2H, C*-H Ph), 6.93, 7.00
(2m, 4H, C?®-H Ph), 7.11-7.23 (br m, 5H, C***>®.H PEA), 7.26 (m, 4H, ArH), 7.31 (m, 16H,
ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.0, 24.1 (yC), 24.4 [2xO-(CHy),-CHa-(CH,)>-NH], 24.5
(yC), 28.8 [C(CHa)s], 29.9 [2x0-CH,-CH,-(CH,)3-NH], 30.1 (8C), 30.5 [2xO-(CH,)3-CH,-
CH2-NH, 8C], 32.8, 33.2 (BC), 36.5 (CH2-Ar PEA), 40.0 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.2 [2xO-
(CH)4-CH3-NH], 40.6 (eC rdzenia), 41.4 (4xeC L-Lys), 42.0 (CH,-NH PEA), 55.5 (aC
rdzenia), 56.0, 56.1 (4xoC L-Lys), 67.3 (Ar-CH;0), 67.7 (2x0O-CH,-CH,-NH), 69.1, 69.2
[2x0O-CH,-(CH,)4-NH], 80.6 [C(CHs)3], 105.8, 106.1 (C* Ph), 106.7, 107.0, 107.3, 107.5 (C*°
Ph), 127.4 (C* PEA), 128.7, 128.9, 129.4 (CHa,), 129.5, 129.9 (C**°® PEA), 137.1, 137.8 (C*
Ph), 138.4 (Ca-CH,0), 140.4 (C* PEA), 157.8, 158.8 [C=0 (Boc, Z)], 161.2, 161.7 (C>* Ph),
169.6, 169.7 (CONH Ph), 174.4, 175.1, 175.4 (CONH).
[0]o® =-15.8 (c 1, MeOH).
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R¢=0.38 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 85-89°C.

i) Dendrymer 53 (oparty na rdzeniu 33)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (1.41 g, 3.7 mmol), HOBt (0.57 g, 3.7 mmol),
DCC (0.76 g, 3.7 mmol), rdzenia 33 (0.74 g, 0.84 mmol), EtzN (0.7 mL, 5.04 mmol) i DMF
(25 mL). Sprzeganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w postaci
jasnozoéttego proszku z wydajnoscia 72.8% (1.34 g).
C114H156027N16, M = 2182.55 g/mol (masa monoizotopowa 2181.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2205.5 [M + Na'], 1114.3 [M + 2Na*]*" - glowny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.40 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia) nakladajacy
si¢ na 1.39 [s, 36H, 4xC(CHj)s], 1.45 (m, 8H, 4x3CH; L-Lys), 1.58 (m, 6H, 6CH, rdzenia,
2xBCH; L-Lys), 1.68 (m, 4H, 2xBCH; L-Lys), 1.82 (br m, 2H, BCH; rdzenia), 2.92 (t, J = 7.2
Hz, 2H, CHx-Ar TA), 3.03 (m, 8H, 4xcCH, L-Lys), 3.3 (m, 2H, ¢CH, rdzenia), 3.39-3.62 (br
m, 10H, 4x0O-CH,-CH2-NH, CH,-NH TA), 4.00 (br m, 12H, 4x0O-CH,-CH,-NH, 4xaCH L-
Lys), 4.51 (m, 1H, oCH rdzenia), 5.02 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.61 (m, 2H, C*-H Ph), 6.94 (m,
3H, C?°-H Ph, C°-H TA), 7.02 (m, 4H, C*®*-H Ph, C*®-H TA), 7.25 (m, 4H, ArH), 7.29 (m,
17H, C’-H Ph, ArH), 7.52 (d, J = 7.89 Hz, 1H, C*-H Ph).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.0, 24.4 (yC), 26.3 (CH.-Ar TA), 28.8 [C(CHs)3], 30.1,
30.5 (3C), 32.9, 33.2 (BC), 39.9 (4x0O-CH,-CH,-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.4 (CH,-NH TA),
41.5 (4xeC L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 67.3 (Ar-CH,0), 67.7 (4xO-CH,-
CH,-NH), 80.6 [C(CHa)s], 105.9, 106.1 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*® Ph), 112.3 (C’ TA), 113.1
(C* TA), 119.4 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.4 (C° TA), 123.6 (C* TA), 128.8, 128.9, 129.5
(CHa,), 137.2, 137.9 (C*' Ph), 138.1 (C™ TA), 138.4 (Ca-CH,0), 157.8, 158.8 [C=0 (Boc,
Z)], 161.2, 161.3 (C*° Ph), 169.4, 169.6 (CONH Ph), 174.3, 175.5 (CONH).
[a]o?® =-17.2 (c 1, MeOH).
R¢=0.33 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 99-102°C.

J) Dendrymer 54 (oparty na rdzeniu 37)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (2.55 g, 6.69 mmol), HOBt (1.02 g, 6.69 mmol),
DCC (1.38 g, 6.69 mmol), rdzenia 37 (1.46 g, 1.52 mmol), EtsN (1.3 mL, 9.12 mmol) i DMF
(30 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w postaci zottego
proszku z wydajnoscia 82.8% (2.85 g).
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C120H168027N16, M = 2266.71 g/mol (masa monoizotopowa 2265.2).

LRMS (ESI, MeOH): 2293.7 [2M + MeOH + H* + Na']**, 2288.1 [M + Na'], 1160.5 [M +
MeOH + H* + Na']** - glowny sygnat, 1155.5 [M + 2Na']**, 1144.5 [M + H* + Na']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.41 (br m, 10H, 5xyCHj L-Lys i rdzenia) naktadajacy
si¢ na 1.38, 1.40 [2s, 36H, 4xC(CH3)s], 1.42-1.61 [br m, 20H, 5x8CH, L-Lys i rdzenia, BCH;
L-Lys, 2xO-(CHy)2-CH,-CH-CH2-NH], 1.69 [m, 10H, 3xBCH; L-Lys, 2xO-CHy-CH,-
(CH,)s-NH], 1.82 (m, 2H, BCH, rdzenia), 2.91 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH»-Ar TA), 3.00-3.10 (2
br t, 10H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia), 3.11-3.25 [2m, 4H, 2xO-(CH3)4-CH,-NH], 3.38-3.63 (2m,
6H, 2x0O-CH,-CH2-NH, CHy-NH TA), 3.89 [m, 4H, 2x0O-CH,-(CH,)s-NH] 3.99 (m, 8H,
4xaCH L-Lys, 2x0-CH,-CH2-NH), 4.49 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.02 (m, 8H, Ar-CH,0), 6.58
(m, 2H, C*H Ph), 6.90-7.00 (m, 5H, C?®-H Ph, C°>-H TA), 7.03 (m, 2H, C*°-H TA), 7.22-7.32
(br m, 21H, ArH, C’-H TA), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H TA).

B3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1 (yC), 24.4 [2xO-(CH,)2-CH,-(CH2),-NH], 26.3 (CH,-
Ar TA), 28.8 [C(CHa)3], 29.9 [2x0O-CH,-CH,-(CH2)3-NH], 30.1, 30.5 [2x0-(CH,)3-CH,-CH,-
NH, 8C], 32.9, 33.2 (BC), 40.0 (2x0O-CH,-CH,-NH), 40.2 [2x0-(CH,)4-CH2-NH], 40.7 (sC
rdzenia), 41.4 (CH,-NH TA), 41.5 (4xeC L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys),
67.3 (Ar-CH,0), 67.7 (2xO-CH-CH2-NH), 69.1, 69.2 [2xO-CH,-(CH,)s-NH], 80.6
[C(CH3)3], 105.8, 106.1 (C* Ph), 106.7, 107.0, 107.2, 107.4 (C*° Ph), 112.3 (C" TA), 113.1
(C* TA), 119.4 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.4 (C® TA), 123.6 (C* TA), 128.8 (C** TA, CHa),
128.9, 129.5 (CHp,), 137.2, 137.8 (C* Ph), 138.1 (C™ TA), 138.4 (Ca-CH,0), 157.8, 158.9
[C=0 (Boc, Z)], 161.2, 161.7 (C** Ph), 169.6, 169.8 (CONH Ph), 174.3, 175.1, 175.5
(CONH).

[a]o?® =-13.4 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.45 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 90-95°C.

k) Dendrymer 55 (oparty na rdzeniu 34)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (1.17 g, 3.08 mmol), HOBt (0.47 g, 3.08 mmol),
DCC (0.64 g, 3.08 mmol), rdzenia 34 (0.63 g, 0.7 mmol), EtsN (0.58 mL, 4.2 mmol) i DMF
(20 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w postaci
jasnozottego proszku z wydajnoscia 72.1% (1.11 g).
C116H171027N15, M = 2207.68 g/mol (masa monoizotopowa 2206.2).
LRMS (ESI, MeOH): 2230.6 [M + H'], 1126.8 [M + 2Na']** - gléwny sygnat, 1065.6 [M —
Boc + H* + Na*]*".
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'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CHz DDA), 1.23-1.40 (br m, 26H, 4xyCH,
L-Lys, CH,-3-11 DDA) naktadajacy si¢ na 1.39 [s, 36H, 4xC(CHgs)3], 1.47 (m, 12H, yCH,
rdzenia, 4x8CH; L-Lys, CH,-2 DDA), 1.54-1.74 (br m, 10H, 4xBCH, L-Lys, 6CH, rdzenia),
1.87 (m, 2H, PCH, rdzenia), 3.05 (m, 8H, 4xeCH, L-Lys), 3.17 (m, 2H, CH,-1 DDA), 3.30
(m, 2H, eCH; rdzenia), 3.50, 3.58 (2m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 4.02 (m, 12H, 4xO-CH,-
CH2-NH, 4xaCH L-Lys), 4.52 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.03 (s, 8H, Ar-CH;0), 6.64 (m, 2H,
C*-H Ph), 6.95, 7.02 (2m, 4H, C*°-H Ph), 7.25 (m, 4H, ArH), 7.31 (m, 16H, ArH).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C'? DDA), 23.7 (C*! DDA), 24.0, 24.5 (yC), 28.0 (C®
DDA), 28.8 [C(CHs)3], 30.1, 30.4-30.8 (5C, C? C*-C™ DDA), 32.9, 33.1, 33.2 (BC), 39.9
(4x0-CH,-CH,-NH), 40.5 (C' DDA), 40.7 (¢C rdzenia), 415 (4xeC L-Lys), 55.4 (aC
rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 67.3 (Ar-CH;0), 67.7 (4xO-CH,-CH,-NH), 80.6 [C(CHs3)s],
105.9, 106.1 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C?® Ph), 128.8, 128.9, 129.5 (CHp,), 137.3, 137.9 (C*
Ph), 138.4 (Ca-CH,0), 157.8, 158.8 [C=0 (Boc, Z)], 161.2, 161.3 (C** Ph), 169.4, 169.6
(CONH Ph), 174.3, 175.5 (CONH).

[a]o?® = -14.9 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.46 (CHCl3y/MeOH 8:1).

T. top.: 85-89°C.

1) Dendrymer 56 (oparty na rdzeniu 38)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (2.55 g, 6.69 mmol), HOBt (1.02 g, 6.69 mmol),
DCC (1.38 g, 6.69 mmol), rdzenia 38 (1.5 g, 1.52 mmol), EtsN (1.3 mL, 9.12 mmol) i DMF
(25 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w postaci
jasnozottego proszku z wydajnoscia 81.3% (2.83 g).
C122H183027N15, M = 2291.84 g/mol (masa monoizotopowa 2290.3).
LRMS (ESI, MeOH): 2313.4 [M + Na'], 1168.3 [M + 2Na*]** - gldwny sygnal.
[a]o?® =-12.1 (c 1, MeOH).
R¢ = 0.49 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 76-80°C.

m) Dendrymer 57 (oparty na rdzeniu 39)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (1.54 g, 4.05 mmol), HOBt (0.62 g, 4.05 mmol),
DCC (0.84 g, 4.05 mmol), rdzenia 39 (1.06 g, 0.92 mmol), Et;N (0.77 mL, 5.52 mmol) i DMF
(20 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w postaci oleju, ktory
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po wysuszeniu w eksykatorze nad P,Os przeszedt w forme jasnozottego proszku z
wydajnoscia 84.5% (1.91 g).

C134H207027N15, M = 2460.16 g/mol (masa monoizotopowa 2458.5).

LRMS (ESI, MeOH): 2481.6 [M + Na'], 1252.9 [M + 2Na*]*" - gléwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 6H, 2xCH3 dDDA), 1.21-1.89 [br m, 82H, B, 7,
O0CHy, 2xCH,-2-11 dDDA, 2x0-CH,-(CH2)3-CH,-NH] naktadajacy si¢ na 1.38, 1.41 [2s,
36H, 4xC(CHj3)s], 3.03, 3.08 (2 br t, 8H, 4xgCH; L-Lys), 3.15 [m, 3H, O-(CH,)s-CH,-NH,
CH,-1 dDDA], 3.22 [m, 2H, O-(CH,)4-CH>-NH], 3.35 (m, 2H, €CHj; rdzenia), 3.45 (2m, 4H,
O-CH,-CH,-NH, CH,-1 dDDA), 3.59 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.89-4.05 (2m, 12H, 4xO-
CH,, 4xaCH L-Lys), 4.93 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.03 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.60 (m, 2H, C*-H
Ph), 6.93, 6.99 (2m, 4H, C*®-H Ph), 7.23-7.33 (br m, 20H, ArH).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC'? dDDA), 28.8 [C(CHa)s], 23.7, 23.8, 24.1, 24.4,
24.5, 27.9, 28.0, 28.6, 29.9, 30.1, 30.2, 30.3, 30.4-30.5, 30.7-33.1, 33.2 [B, y, 8C, 2xC%-C"
dDDA, 2x0-CHa-(CHy)3-CHp-NH], 39.9 (O-CH,-CH,-NH), 40.2 [2xO-(CH,)4-CH,o-NH],
40.6 (¢C rdzenia), 41.5 (4xeC L-Lys), 47.6 (2xC* dDDA), 51.3 (aC rdzenia), 56.1, 56.2
(4xaC L-Lys), 67.3 (Ar-CH,0), 67.7 (2x0O-CH,-CH,-NH), 69.1, 69.2 [2x0-CH,-(CH;)4-NH],
80.6 [C(CHs3)s], 105.7, 106.1 (C* Ph), 106.7, 107.0, 107.2, 107.3 (C*° Ph), 128.8, 128.9,
129.5 (CHay), 137.1, 137.8 (C* Ph), 138.4 (Ca-CH,0), 157.8, 158.9 [C=0 (Boc, Z)], 161.3,
161.7 (C*° Ph), 169.4, 169.6 (CONH Ph), 173.7, 175.1, 175.5 (CONH).

R¢ = 0.64 (CHCIl3/MeOH 8:1).

n) Dendrymer 58 (oparty na rdzeniu 35)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (1.96 g, 5.15 mmol), HOBt (0.79 g, 5.15 mmol),
DCC (1.06 g, 5.15 mmol), rdzenia 35 (1.1 g, 1.17 mmol), EtsN (0.97 mL, 7.02 mmol) i DMF
(15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w postaci jasnozottego
proszku z wydajnoscia 79.8% (2.1 g).
C116H158029N16, M = 2240.59 g/mol (masa monoizotopowa 2239.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2262.9 [M + Na'], 1142.4 [M + 2Na*]** - gléwny sygnal.
R¢ = 0.37 (CHCI3/MeOH 8:1).

6.5.1.2. Odbezpieczone dendrymery
Dendrymery 40 — 45 i 51 — 58 zawieraja terminalne reszty lizyn, w ktorych grupy
aminowe o i € sa chronione ortogonalnymi grupami zabezpieczajacymi, tj. Boc i Z (lub 2-ClI-

7). Dendrymery te poddano deprotekcji jednej z dwoch wymienionych oston. W wyniku
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usunigcia oston Boc otrzymano dendrymery 46 — 50 i 59 — 61 traktowane jako zwiazki finalne
(Rozdziat 6.5.1.2.1.). Deprotekcja oston Z postuzyla w celu uzyskania substratow
(dendrymerdéw posrednich) 62 — 69 do przeprowadzenia dalszej funkcjonalizacji (Rozdziat
6.5.1.2.2.).

6.5.1.2.1. Boc-odbezpieczone dendrymery (tetrachlorowodorki)

Deprotekcje grup Boc w dendrymerach 40 — 44, 51, 52 i 54 za pomoca nasyconego
roztworu HCl w AcOEt przeprowadzono wg procedury ogdlnej zamieszczonej w Rozdziale
6.2. (Procedura C - wariant B). Reakcji poddawano 100 - 320 mg (0.045 - 0.14 mmol)
zwiazku rozpuszczonego w 2 - 5 mL MeOH z 5 - 10 mL nas. HCI/AcOEt. Catkowite zdjgcie
grup Boc zachodzilo w ciagu godziny. Otrzymano produkty 46 — 50 i 59 — 61 w postaci

tetrachlorowodorkow.

a) Dendrymer 46 (otrzymany z dendrymeru 40)

Zwiazek w postaci jasnozoéttego proszku otrzymano z wydajnoscia 94.6% (0.21 g) z
0.25 g (0.11 mmol) dendrymeru 40.
Co2H119019N15Clsx4HCI, M = 2026.67 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1877.8), produkt (1.03 g, 95.4%) w formie biatego proszku.
LRMS (ESI, MeOH): 1900.8 [M + Na'] - gféwny sygnat, 1878.8 [M + H'], 1710.8 [M — (2-
Cl-Z) + H'], 961.9 [M + 2Na*]**, 939.9 [M + 2H']*, 967.8 [M + K" + NH,]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.40 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia), 1.50 (m, 8H,
4x3CHj; L-Lys), 1.62 (m, 2H, 6CH> rdzenia), 1.84 (m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.77 (br
t, 2H, CH,-Ar PEA), 3.05 (br t, 8H, 4xeCH, L-Lys), 3.35 (m, 4H, ¢CH; rdzenia, CH,-NH
PEA), 3.55, 3.70 (2m, 8H, 4x0O-CH,-CH,-NH), 3.89 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.10 (m, 8H,
4x0-CH,-CH,-NH), 4.47 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.13 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.69 (m, 2H, C*-H
Ph), 7.00, 7.06 (2m, 4H, C*°-H Ph), 7.12-7.23 (br m, 5H, C***°°.H PEA), 7.28 (m, 8H,
ArH), 7.33-7.44 (br m, 8H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.0 (yC), 30.1, 30.5 (5C), 32.3 (BC), 36.5 (CH,-Ar PEA),
40.2 (4x0-CH,-CH,-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.3 (4xeC L-Lys), 42.0 (CH,-NH PEA), 54.2,
54.4, 54.7 (4xaC L-Lys), 55.6 (aC rdzenia), 64.6 (Ar-CH,0), 67.6 (4xO-CH,-CH,-NH),
105.9, 106.0 (C* Ph), 107.3, 107.6 (C*® Ph), 127.3 (C* PEA), 128.2 (CHa/), 129.5, 129.8
(C>3°% PEA), 130.4, 130.5 (CHp,), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Ca-CH,0), 137.3, 137.9 (C' Ph),
140.3 (C' PEA), 158.5 [C=0 (2-Cl-Z)], 161.2 (C** Ph), 169.4, 169.5 (CONH Ph), 170.6,
174.3 (CONH).
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[@]o™ = -7.8 (c 1, MeOH).
T. top.: 144-148°C.

b) Dendrymer 47 (otrzymany z dendrymeru 41)

Zwiazek w postaci jasnozoltego proszku otrzymano z wydajnoscia 96% (0.24 g) z
0.28 g (0.12 mmol) dendrymeru 41.
CogH131019N15Cl4x4HCI, M = 2110.83 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1961.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1004.1 [M + 2Na']**, 993.0 [M + H* + Na']**, 982.1 [M + 2H']*,
656.2 [M + 3H']** - gtéwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.41 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia), 1.46-1.66 [br m,
18H, 5x8CH; L-Lys i rdzenia, 2x0O-(CH,),-CH,-CH,-CH,-NH], 1.73-1.91 [br m, 14H,
5xBCH, L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-CH,-(CH,)s-NH], 2.77 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-Ar PEA),
3.04, 3.13 (2 br t, 8H, 4x¢CH, L-Lys), 3.21, 3.28 [2m, 4H, 2x0-(CH;)4-CH,-NH], 3.34 (m,
3H, CH,-NH PEA, ¢CH; rdzenia), 3.44-3.57 (br m, 3H, O-CH,-CH»-NH, CH,-NH PEA),
3.71 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.86 (2m, 4H, 4xaCH L-Lys), 3.97 [m, 4H, 2x0O-CH,-(CH,),-
NH], 4.10 (m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 4.47 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.14 (m, 8H, Ar-CH,0),
6.63 (2m, 2H, C*-H Ph), 6.96, 7.02 (2m, 4H, C?*®-H Ph), 7.12-7.24 (br m, 5H, C*3**¢.H
PEA), 7.28 (m, 8H, ArH), 7.34-7.45 (2m, 8H, ArH).
B3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 22.9, 23.0, 23.1 (yC), 24.5, 24.6 [2xO-(CHy),-CHa-(CH2)-
NH], 29.9 [2x0-CH2-CH,-(CH,)s-NH], 30.0, 30.1 (5C), 30.4 [2x0O-(CH,)3-CH,-CH,-NH],
32.3, 32.9 (BC), 36.5 (CH.-Ar PEA), 40.2 (2xO-CH,-CHa-NH), 40.5 [2xO-(CH2)4-CH,-NH],
40.7 (C rdzenia), 41.3, 41.4 (4xcC L-Lys), 42.0 (CHx-NH PEA), 54.4, 545 (4xaC L-Lys),
55.6 (aC rdzenia), 64.6 (Ar-CH,0), 67.5, 67.6 (2x0O-CH,-CH,-NH), 69.2, 69.3 [2x0O-CH,-
(CH,)4-NH], 105.8, 106.1 (C* Ph), 106.8, 107.0, 107.2, 107.6 (C*® Ph), 127.4 (C* PEA),
128.2 (CHp,), 129.5, 129.9 (C*3*° PEA), 130.4, 130.5 (CHp), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Car
CH,0), 137.2, 137.8 (C' Ph), 140.4 (C! PEA), 158.6 [C=0O (2-CI-Z)], 161.2, 161.7 (C** Ph),
169.6, 169.7, 169.9 (CONH Ph), 170.4, 174.3 (CONH).
[@]o® = -1.8 (c 1, MeOH).
T. top.: 138-141°C.

c) Dendrymer 48 (otrzymany z dendrymeru 42)
Zwiazek w postaci jasnobrunatnego proszku otrzymano z wydajnoscia 92.8% (0.26

g) 2 0.32 g (0.14 mmol) dendrymeru 42.
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Co4H120019N16Clsx4HCI, M = 2065.71 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1916.8).

LRMS (ESI, MeOH): 1940.0 [M + Na'], 1918.0 [M + H*], 970.7 [M + H" + Na"]**, 959.7
[M + 2H*? - gléwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.33-1.53 (br m, 18H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 4x8CH, L-
Lys), 1.61 (m, 2H, 6CH> rdzenia), 1.83 (m, 10H, 5xBCH; L-Lys i rdzenia), 2.92 (t, J = 7.0 Hz,
2H, CH,-Ar TA), 3.04 (m, 8H, 4xgCH, L-Lys), 3.34 (m, 2H, ¢CH; rdzenia), 3.44 (m, 2H,
CH-NH TA), 3.53, 3.67 (2m, 8H, 4x0O-CH,-CH,-NH), 3.86 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.08 (br
m, 8H, 4x0-CH,-CH,-NH), 4.48 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.12 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.60-6.71
(m, 2H, C*H Ph), 6.94-7.06 (br m, 7H, C*®-H Ph, C**°-H TA), 7.26 (m, 8H, ArH), 7.30-7.43
(br m, 9H, ArH, C’-H TA), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 22.8, 23.0, 24.5 (yC), 26.2 (CH,-Ar TA), 30.1, 30.4, 30.6
(8C), 32.4, 33.0 (BC), 40.2 (4x0O-CH,-CH»-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.3 (4xsC L-Lys), 41.4
(CH,-NH TA), 54.5 (4xaC L-Lys), 55.6 (oC rdzenia), 64.6 (Ar-CH,0), 67.6 (4x0O-CH,-CH,-
NH), 105.9, 106.3 (C* Ph), 107.3, 107.5 (C*® Ph), 112.3 (C" TA), 113.1 (C* TA), 119.3 (C*
TA), 119.6 (C° TA), 122.3 (C° TA), 123.6 (C* TA), 128.1 (CHx,), 128.7 (C* TA), 130.4, 130.5
(CHay), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Ca-CH-0), 137.4, 137.9 (C' Ph), 138.1 (C™ TA), 158.6 [C=0
(2-Cl-2)], 161.2 (C**° Ph), 169.4, 169.5 (CONH Ph), 170.8, 174.2 (CONH).

[@]o” = -5.7 (c 1, MeOH).

T. top.: 149-154°C.

d) Dendrymer 49 (otrzymany z dendrymeru 43)

Zwiazek w postaci jasnobrunatnego proszku otrzymano z wydajnoscia 96% (0.24 g)
2 0.28 g (0.116 mmol) dendrymeru 43.
C100H132019N16Cl4x4HCI, M = 2149.87 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2000.9).
LRMS (ESI, MeOH): 2002.1 [M + H'] - gfowny sygnat, 1834.1 [M — (2-CI-Z) + H'], 1666.1
[M —2(2-Cl-Z) + H™], 1498.0 [M — 3(2-CI-Z) + H'].
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.33-1.66 [br m, 28H, 5xy, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2xO-
(CH2)2-CH,-CH,-CH,-NH], 1.70-1.92 [br m, 14H, 5xBCH; L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-CH,-
(CH,)3-NH], 2.93 (t, J = 7.15 Hz, 2H, CH.-Ar TA), 3.03, 3.13 (2 br t, 8H, 4xeCH, L-Lys),
3.21, 3.28 [2m, 4H, 2x0-(CH,)4-CH2-NH], 3.33 (m, 2H, CH; rdzenia), 3.40-3.61 (br m, 4H,
O-CHp-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.71 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.80-4.00 [2m, 8H, 2xO-
CH2-(CH2)s-NH, 4xaCH L-Lys], 4.08 (m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 4.48 (m, 1H, aCH
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rdzenia), 5.14 (m, 8H, Ar-CH,0), 6.62 (m, 2H, C*-H Ph), 6.96 (m, 3H, C*®-H Ph, C>-H TA),
7.02 (m, 4H, C*®-H Ph, C*®-H TA), 7.27 (m, 9H, ArH, C’-H TA), 7.39 (m, 8H, ArH), 7.54 (d,
J=7.85Hz, 1H, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.0, 23.1, 24.6 [yC, 2x0O-(CH2)2-CH,-(CH.),-NH], 26.2
(CHa-Ar TA), 29.9 [2x0-CH,-CH,-(CH2)3-NH], 30.0, 30.1, 30.4 [6C, 2xO-(CHa)s-CH2-CH-
NH], 32.2, 32.3, 32.4 (BC), 40.2 (2x0-CH,-CH,-NH), 40.5 [2xO-(CH2)4-CH,-NH], 40.7 (¢C
rdzenia), 41.3 (4xeC L-Lys), 41.4 (CH,-NH TA), 54.4. 54.5 (4xoC L-Lys), 55.6 (aC rdzenia),
64.6 (Ar-CH,0), 67.5, 67.6 (2xO-CH,-CH2-NH), 69.2 [2x0-CHa-(CH3)4-NH], 105.7, 106.1
(C* Ph), 106.7, 106.9, 107.2, 107.5 (C*® Ph), 112.3 (C’ TA), 113.0 (C? TA), 119.3 (C* TA),
119.6 (C° TA), 122.3 (C° TA), 123.6 (C* TA), 128.2 (CHa,), 128.7 (C* TA), 130.4, 130.5
(CHa), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Ca-CH,0), 157.5, 158.5 158.6 [C=0 (2-Cl-Z)], 161.2, 161.7
(C**® Ph), 169.9 (CONH Ph), 170.4 (CONH).

[@]o® = -0.92 (c 1, MeOH).

T. top.: 139-141°C.

e) Dendrymer 50 (otrzymany z dendrymeru 44)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnos$cia 95.5% (0.17 g) z
0.2 g (0.085 mmol) dendrymeru 44.
Co6H135019N15Cl4x4HCI, M = 2090.84 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1941.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1945.2 [M + H'], 973.2 [M + 2H']*" - gtéwny sygnat, 888.8 [M - (2-
Cl-Z) + 2H']*, 649.4 [M - 4(2-CI-Z) + H" + Na']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.84 (br t, 3H, CH; DDA), 1.22 (br m, 18H, CH»-3-11
DDA), 1.30-1.51 (br m, 20H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 4x3CH; L-Lys, CH,-2 DDA), 1.62 (m,
2H, 8CH; rdzenia), 1.80 (m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 3.00 (m, 8H, 4xeCH, L-Lys),
3.13 (m, 2H, CH2-1 DDA), 3.31 (m, 2H, €CH; rdzenia), 3.50, 3.67 (2m, 8H, 4xO-CH,-CH,-
NH,), 3.85 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.07 (m, 8H, 4x0O-CH»-CH»-NH), 4.42 (m, 1H, oCH
rdzenia), 5.09 (s, 8H, Ar-CH,0), 6.65 (m, 2H, C*-H Ph), 6.96, 7.03 (2m, 4H, C*-H Ph), 7.24
(m, 8H, ArH), 7.30-7.40 (br m, 8H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.4 (C* DDA), 23.0 (yC), 23.7 (C* DDA), 24.6 (yC),
28.0 (C° DDA), 30.1, 30.3, 30.4, 30.7, 30.5 (5C, C?, C*-C'° DDA), 32.3, 33.0 (BC), 40.2 (4xO-
CH,-CH,-NH), 40.5 (C* DDA), 40.8 (sC rdzenia), 41.3 (4xcC L-Lys), 54.2, 54.4 (4xaC L-
Lys), 55.6 (aC rdzenia), 64.6 (Ar-CH,0), 67.6 (4x0-CH,-CH,-NH), 105.9, 106.3 (C* Ph),
107.3, 107.5 (C*® Ph), 128.2, 130.4, 130.5 (CHa), 134.1 (Car-Cl), 135.8 (Ca-CH,0), 137.4,
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137.9 (C' Ph), 158.6 [C=O (2-ClI-Z)], 161.3 (C** Ph), 169.4 (CONH Ph), 170.4, 174.3
(CONH).

[@]o® = -5.3 (c 1, MeOH).

T. top.: 139-144°C.

f) Dendrymer 59 (otrzymany z dendrymeru 51)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 98.5% (0.13 g) z
0.15 g (0.07 mmol) dendrymeru 51.
CooH123019N15x4HCI, M = 1888.89 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1741.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1765.1 [M + Na'], 1743.2 [M + H'], 894.6 [M + 2Na']*, 883.2 [M +
H* + Na']**, 872.7 [M + 2H*]*" - gléwny sygnat, 805.7 [M — Z + 2H"]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.28-1.46 (2m, 18H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 4x8CH, L-
Lys), 1.51-1.66 (br m, 2H, 6CH; rdzenia), 1.77 (br m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.71 (br
t, 2H, CH,-Ar PEA), 2.97 (m, 8H, 4xeCH; L-Lys), 3.27 (m, 2H, ¢CH, rdzenia), 3.47 (m, 6H,
CH2-NH PEA, 2x0-CH,-CH,-NH), 3.63 (m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 3.81 (m, 4H, 4xaCH
L-Lys), 4.03 (m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 4.40 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.96 (s, 8H, Ar-CH,0),
6.63 (m, 2H, C*-H Ph), 6.94, 7.01 (2m, 4H, C*°-H Ph), 7.06-7.17 (br m, 5H, C*3*>®.H PEA),
7.24 (m, 20H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.0, 24.5 (yC), 30.1, 30.5 (5C), 32.1, 32.3 (BC), 36.5
(CH,-Ar PEA), 40.2 (4x0O-CH,-CH2-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.3 (4xeC L-Lys), 42.0 (CH,-
NH PEA), 54.2, 54.4 (4xaC L-Lys), 55.7 (aC rdzenia), 67.4 (Ar-CH,0), 67.6, 67.7 (4xO-
CH,-CH,-NH), 105.9, 106.3 (C* Ph), 107.3, 107.6, 107.9 (C*® Ph), 127.4 (C* PEA), 128.7,
129.0, 129.3 (CHa,), 129.5 (C*3*® PEA), 129.7 (CHa), 129.9 (C*3*° PEA), 137.4, 138.0 (C*
Ph), 138.3 (Ca-CH,0), 140.4 (C* PEA), 158.9 [C=0 (2)], 161.3 (C**° Ph), 169.4, 169.5
(CONH Ph), 170.4, 174.3 (CONH).
[@]o” = -20.3 (c 1, MeOH).
T. top.: 142-150°C.

g) Dendrymer 60 (otrzymany z dendrymeru 52)

Zwiazek w postaci biatego proszku otrzymano z wydajnoscia 95.5% (0.085 g) z 0.1
g (0.045 mmol) dendrymeru 52.
CogH135019N15x4HCI, M = 1973.05 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1826.0).
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LRMS (ESI, MeOH): 1827.2 [M + H'], 1693.3 [M — Z + H'], 1559.3 [M — 2Z + H'], 1425.1
[M —3Z + H', 914.3 [M + 2H*1* - gléwny sygnal, 847.2 [M — Z + 2H']*, 780.7 [M — 2Z +
2H+]2+.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.33-1.55 [br m, 22H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 2x8CH, L-
Lys, 2x0-(CHy),-CH,-CH,-CH2-NH], 1.61 (m, 6H, 3x8CH; L-Lys i rdzenia), 1.71-1.92 [br
m, 14H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia, 2x0-CH,-CHa-(CH2)s-NH], 2.72 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-
Ar PEA), 3.03, 3.12 (2t, J = 6.8 Hz, 8H, 4xeCH, L-Lys), 3.21, 3.28 [2m, 4H, 2xO-(CH,),-
CH,-NH], 3.31 (m, 3H, CHx-NH PEA, ¢CH, rdzenia), 3.51 (m, 3H, O-CH,-CHx-NH, CH,-
NH PEA), 3.70 (m, 2H, O-CH,-CH>-NH), 3.84 (2m, 4H, 4xaCH L-Lys), 3.97 [m, 4H, 2xO-
CH,-(CHy)4-NH], 4.09 (m, 4H, 2x0-CH,-CH,-NH), 4.42 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.04 (m, 8H,
Ar-CH,0), 6.64 (m, 2H, C*-H Ph), 6.97, 7.03 (2m, 4H, C*°-H Ph), 7.12-7.23 (br m, 5H,
C?34>5_H PEA), 7.25-7.34 (m, 20H, ArH).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.0, 23.1 (yC), 24.6 [2xO-(CHy),-CHa-(CH3)>-NH], 29.9
[2x0-CH3-CH,-(CHa)s-NH], 30.0, 30.1 (8C), 30.4 [2x0O-(CH,)s-CH2-CHy-NH], 32.3, 32.9
(BC), 36.5 (CH2-Ar PEA), 40.2 (2xO-CH,-CH2-NH), 40.5 [2x0-(CH2)4-CH2-NH], 40.7 (¢C
rdzenia), 41.2 (4xeC L-Lys), 42.0 (CH-NH PEA), 54.4, 54.5 (4xaC L-Lys), 55.6 (aC
rdzenia), 67.4 (Ar-CH,0), 67.6 (2xO-CH,-CHx-NH), 69.2, 69.3 [2xO-CH,-(CHy)s-NH],
105.8, 106.1 (C* Ph), 106.8, 107.0, 107.2, 107.6 (C*° Ph), 127.4 (C* PEA), 128.7, 129.0
(CHap), 129.5, 129.9 (C**°® PEA), 137.3, 137.9 (C' Ph), 138.4 (Ca-CH,0), 140.4 (C* PEA),
158.9, 159.0 [C=0 (2)], 161.2, 161.7 (C>** Ph), 169.6, 169.7 (CONH Ph), 170.0, 170.4, 174.3
(CONH).

[@]o” = -0.86 (c 1, MeOH).

T. top.: 128-132°C.

h) Dendrymer 61 (otrzymany z dendrymeru 54)

Zwiazek w postaci szarego proszku otrzymano z wydajnoscia 91.2% (0.089 g) z 0.11
g (0.048 mmol) dendrymeru 54.
C100H136010N16x4HCI, M = 2012.09 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1865.0).
LRMS (ESI, MeOH): 933.6 [M + 2H']*, 622.8 [M + 3H']*" - glowny sygnal, 467.5 [M +
AHT™.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.33-1.66 [br m, 28H, 5xy, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2xO-
(CH2),-CH,-CHa-CH2-NH], 1.70-1.91 [br m, 14H, 5%BCH; L-Lys i rdzenia, 2x0-CH,-CHo-
(CH.)s-NH], 2.93 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,-Ar TA), 3.07, 3.11 (2 br t, 8H, 4x¢CH, L-Lys), 3.20,

185

http://rcin.org.pl



3.28 [2m, 4H, 2x0-(CH,)s-CH,-NH], 3.39 (m, 2H, ¢CH, rdzenia), 3.40-3.61 (br m, 4H, O-
CHa-CH2-NH, CH»-NH TA), 3.70 (m, 2H, O-CH»-CH»-NH), 3.83 (2m, 4H, 4xaCH L-Lys),
3.95 [2m, 4H, 2x0-CH,-(CH.)s-NH], 4.08 (2m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 4.43 (m, 1H, aCH
rdzenia), 5.03 (m, 8H, Ar-CH,0), 6.63 (m, 2H, C*-H Ph), 6.93-7.08 (br m, 7H, C**-H Ph,
C**®.H TA), 7.30 (m, 21H, ArH, C’-H TA), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.0, 23.1 (yC), 24.6 [2x0-(CH,),-CH,-(CH,),-NH], 26.3
(CHo-Ar TA), 29.9 [2x0O-CH,-CH,-(CHy)3-NH], 30.0, 30.5 [8C, 2x0-(CH,)3-CH,-CHa-NH],
32.3 (BC), 40.2 (2xO-CH»-CH,-NH), 40.5 [2xO-(CH,)4-CH,-NH], 40.7 (¢C rdzenia), 41.2
(4xeC L-Lys), 41.4 (CH,-NH TA), 54.5 (4xaC L-Lys), 55.6 (oC rdzenia), 67.4 (Ar-CH,0),
67.6 (2xO-CH,-CHy-NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH,)s-NH], 105.8, 106.1 (C* Ph), 106.8, 107.0,
107.2, 107.5 (C*° Ph), 112.3 (C" TA), 113.1 (C* TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C° TA), 122.3 (C°
TA), 123.6 (C* TA), 128.7, 129.0 (CHap,), 129.3 (C* TA), 129.5, 129.7 (CH,,), 137.3, 137.8
(C* Ph), 138.1 (C™ TA), 138.3 (Ca-CH-0), 159.0 [C=0 (2)], 161.2, 161.8 (C*® Ph), 169.7,
170.0 (CONH Ph), 170.4, 174.3 (CONH).

6.5.1.2.2. Z-odbezpieczone dendrymery — dendrymery posrednie

Deprotekcj¢ grup Z w dendrymerach 51 - 58 za pomoca wodorowania katalitycznego
(10% Pd/C) przeprowadzono wg procedury ogélnej zamieszczonej w Rozdziale 6.2.
(Procedura D). Catkowite zdjecie grup Z zachodzilo w ciagu 3 — 10 godzin. Otrzymano

produkty 62 — 69 posiadajace wolne grupy aminowe w pozycji € reszt lizynowych.

a) Dendrymer posredni 62 (otrzymany z dendrymeru 51)

Zwiazek w postaci biatego proszku otrzymano z wydajnoscia 90.9% (1 g) w wyniku
4-godzinnego wodorowania 1.47 g (0.69 mmol) dendrymeru 51 rozpuszczonego w 25 mL
MeOH.

CsoH131019N15, M = 1606.99 g/mol (masa monoizotopowa 1606.0).

LRMS (ESI, MeOH): 1607.3 [M + H*], 804.8 [M + 2H"]**, 604.1 [M — 4Boc + 2H*]**, 403.2
[M + 4H** - glowny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.50 (br m, 16H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 3x8CH, L-
Lys) naktadajacy si¢ na 1.41 [s, 36H, 4xC(CHs)s], 1.55-1.75 (br m, 12H, 2x3-CH, L-Lys i
rdzenia 4xBCH, L-Lys), 1.83 (br m, 2H, BCH; rdzenia), 2.58 (t, J = 7.0 Hz, 8H, 4xeCH, L-
Lys), 2.78 (t, J = 7.16 Hz, 2H, CH,-Ar PEA), 3.36 (m, 2H, ¢CH, rdzenia), 3.51 (m, 6H, CH,-
NH PEA, 2x0O-CH,-CH,-NH), 3.61 (m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 4.03 (m, 12H, 4xO-CH,-
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CHa-NH, 4xaCH L-Lys), 4.47 (m, 1H, oCH rdzenia), 6.65 (m, 2H, C*-H Ph), 6.95, 7.02 (2m,
4H, C*®-H Ph), 7.13-7.25 (m, 5H, C***>°_H PEA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2, 24.5 (yC), 28.7, 28.8 [C(CHs)3], 30.1 (5C), 32.8
(BC), 33.0 (8C), 33.3, 33.4 (BC), 36.5 (CHx-Ar PEA), 39.9, 40.0 (4x0O-CH,-CH,-NH), 40.6
(eC rdzenia), 42.0 (CH,-NH PEA), 42.1 (4x¢C L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys),
67.7, 67.8 (4x0-CH,-CH,-NH), 80.6 [C(CH3)3], 105.8, 106.1 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*° Ph),
127.4 (C* PEA), 129.5, 129.9 (C**>® PEA), 137.3, 138.0 (C* Ph), 140.4 (C* PEA), 157.8
[C=0 (Boc)], 161.3 (C*° Ph), 169.4 (CONH Ph), 174.3, 175.5 (CONH).

[e]o” = -22.0 (c 1, MeOH).

T. top.: 109-115°C.

b) Dendrymer posredni 63 (otrzymany z dendrymeru 52)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 93.8% (0.45 g) w
wyniku 3-godzinnego wodorowania 0.63 g (0.28 mmol) dendrymeru 52 rozpuszczonego w 10
mL MeOH.
Cg6H143019N15, M = 1691.15 g/mol (masa monoizotopowa 1690.1).
LRMS (ESI, MeOH): 1691.2 [M + H'], 846.1 [M + 2H']**, 564.4 [M + 3H']**, 423.6 [M +
AH™ - gléwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): § = 1.30-1.52 [br m, 20H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 3x3CH, L-
Lys, 2x0-(CH2),-CH2-(CH,),-NH] naktadajacy si¢ na 1.40, 1.42 [2s, 36H, 4xC(CHzs)s], 1.54-
1.66 [br m, 12H, 2x3CH, L-Lys i rdzenia, 2xBCH, L-Lys, 2x0-(CH,)3-CH,-CH,-NH], 1.67-
1.87 [br m, 10H, 3xBCH, L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-CH,-(CH,)s-NH], 2.58 (2t, J = 6.9 Hz,
6H, 3xeCH, L-Lys), 2.78 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-Ar PEA), 3.22 [br m, 6H, eCH; L-Lys, 2xO-
(CH,)4-CH,-NH], 3.36 (m, 3H, CH,-NH PEA, £CHj rdzenia), 3.51 (m, 3H, O-CH,-CHx-NH,
CH2-NH PEA), 3.62 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.85-4.12 (br m, 12H, 4x0-CH,, 4xaCH L-
Lys), 4.47 (m, 1H, oCH rdzenia), 6.62 (m, 2H, C*-H Ph), 6.94, 7.01 (2m, 4H, C*°-H Ph),
7.12-7.25 (br m, 5H, C****®-H PEA).
B3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2, 24.3 (yC), 24.4 [2x0-(CHy),-CHx-(CH2),-NH], 24.5
(yC), 28.8 [C(CHs)s], 29.9, 30.1 [5C, 2x0O-CH,-CHp-CHp-CH,-CHo-NH], 32.8, 33.3, 33.4
(BC), 36.5 (CH,-Ar PEA), 39.9 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.2 [2x0-(CH,)4-CH,-NH], 40.6 (C
rdzenia), 42.0 (CH,-NH PEA), 42.2, 42.3 (4xeC L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.2 (4xaC L-
Lys), 67.7 (2xO-CH,-CH»-NH), 69.1, 69.2 [2xO-CH,-(CH,)s-NH], 80.5 [C(CH3)s], 105.7,
106.0 (C* Ph), 106.6, 107.0, 107.1, 107.4 (C*® Ph), 127.4, 129.5, 129.9 (C***°° PEA), 137.2,
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137.8 (C* Ph), 140.4 (C' PEA), 157.8 [C=O (Boc)], 161.2, 161.3, 161.4, 161.7 (C>* Ph),
169.6, 169.7 (CONH Ph), 174.4, 175.2, 175.5 (CONH).

[@]o® = -17.6 (c 0.75, MeOH).

T. top.: 115-123°C.

c) Dendrymer posredni 64 (otrzymany z dendrymeru 53)

Zwiazek w postaci jasnozottego proszku otrzymano z wydajnoscia 85.3% (0.725 g)
w wyniku 10-godzinnego wodorowania 1.13 g (0.52 mmol) dendrymeru 53 rozpuszczonego
w 20 mL MeOH.
Cs2H132019N16, M = 1646.02 g/mol (masa monoizotopowa 1645.0).
LRMS (ESI, MeOH): 823.5 [M + 2H"]*, 549.4 [M + 3H")** - gléwny sygnat, 516.2 [M - Boc
+3H'T*, 412.5 [M + 4H']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.47 (br m, 18H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 4x5CH, L-
Lys) naktadajacy si¢ na 1.40 [s, 36H, 4xC(CHs);], 1.52-1.75 (br m, 10H, 6CH, rdzenia,
4xBCH; L-Lys), 1.77-1.90 (br m, 2H, BCH; rdzenia), 2.56 (m, 8H, 4xeCH; L-Lys), 2.93 (t, J =
7.2 Hz, 2H, CH,-Ar TA), 3.3 (m, 2H, €CH, rdzenia), 3.40-3.65 (br m, 10H, 4xO-CH,-CH,-
NH, CH2-NH TA), 4.02 (br m, 12H, 4xO-CH,-CH,-NH, 4xaCH L-Lys), 4.50 (m, 1H, oCH
rdzenia), 6.64 (m, 2H, C*-H Ph), 6.92-7.08 (br m, 7H, C*®-H Ph, C**°-H TA), 7.31 (m, 1H,
C’-H TA), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H TA).
B3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2, 24.4 (yC), 26.3 (CH,-Ar TA), 28.8, 29.0 [C(CHa)3],
30.1 (5C), 32.90 (BC), 33.3, 33.4 (B, 5C), 39.9 (4xO-CH,-CH,-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.4
(CH2-NH TA), 42.2 (4xeC L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 67.8 (4xO-CH,-
CH,-NH), 80.6 [C(CHs)3], 105.8, 106.0 (C* Ph), 107.2, 107.5, 107.6 (C*° Ph), 112.3 (C’ TA),
113.1 (C® TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C° TA), 122.3 (C® TA), 123.6 (C* TA), 128.7 (C* TA),
137.3, 137.9 (C! Ph), 138.1 (C™ TA), 157.8 [C=O (Boc)], 161.3 (C*° Ph), 169.4, 169.6
(CONH Ph), 174.3, 175.5 (CONH).
[a]o® = -22.7 (c 0.65, MeOH).
T. top.: 128-131°C.

d) Dendrymer posredni 65 (otrzymany z dendrymeru 54)

Zwiazek w postaci biatego proszku otrzymano z wydajnoscia 97% (2.1 g) w wyniku
7-godzinnego wodorowania 2.83 g (1.25 mmol) dendrymeru 54 rozpuszczonego w 50 mL
MeOH.

CsgH144019N16, M = 1730.18 g/mol (masa monoizotopowa 1729.1).
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LRMS (ESI, MeOH): 1752.4 [M + Na'], 1730.4 [M + H'], 865.8 [M + 2H** - gléwny
sygnat.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.50 (br m, 12H, 5xy, 8CH, L-Lys i rdzenia, 8CH.
rdzenia) naktadajacy si¢ na 1.40, 1.42 [2s, 36H, 4xC(CHj3)3], 1.58 [br m, 20H, 4x6CH, L-Lys,
2xBCHz, 2x0-(CH2)2-CH2-CH,-CH,-NH], 1.75 [br m, 10H, 3xBCH,, 2x0-CH,-CHa-(CHy)s-
NH], 2.75 (2m, 8H, 4xeCH, L-Lys), 2.94 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH.-Ar TA), 3.21 [m, 4H, 2xO-
(CH2)4-CH3-NH], 3.3 (m, 2H, €CH; rdzenia), 3.41-3.67 (br m, 6H, 2x0-CH»-CH,-NH, CH,-
NH TA), 3.89-4.09 (br m, 12H, 4xO-CHj, 4xaCH L-Lys), 4.48 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.61
(m, 2H, C*-H Ph), 6.92-7.08 (br m, 7H, C*°-H Ph, C>°%-H TA), 7.31 (m, 1H, C"-H TA), 7.54
(d, J =7.85 Hz, 1H, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1, 24.4 [yC, 2x0O-(CH2),-CH,-(CH,),-NH], 26.3 (CH,-
Ar TA), 28.8 [C(CHa)s], 29.9 [2xO-CH,-CH,-(CH,)3-NH], 30.1, 30.4 [8C, 2x0O-(CH,)s-CH,-
CHa-NH], 32.9, 33.1 (BC), 39.9 (2xO-CH2-CH2-NH), 40.2 [2xO-(CHy)4-CH2-NH], 40.6 (¢C
rdzenia), 41.3 (4xeC L-Lys), 41.4 (CH,-NH TA), 55.6 (aC rdzenia), 56.0, 56.1 (4xaC L-Lys),
67.8 (2x0-CH,-CH,-NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH.)s-NH], 80.7 [C(CHs)3], 105.7, 106.1 (C* Ph),
106.8, 107.2, 107.4 (C*° Ph), 112.3 (C’ TA), 113.1 (C* TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C° TA),
122.3 (C° TA), 123.6 (C* TA), 128.7 (C* TA), 137.2, 137.8 (C* Ph), 138.1 (C" TA), 157.8
[C=0 (Boc)], 161.3, 161.7 (C** Ph), 169.7, 169.8 (CONH Ph), 170.4, 174.3, 175.0, 175.3
(CONH).

[@]o® = -17.4 (c 1, MeOH).

T. top.: 123-130°C.

e) Dendrymer posredni 66 (otrzymany z dendrymeru 55)

Zwiazek w postaci bialego, szklistego ciala stalego otrzymano z wydajnoscia 96.1%
(0.74 g) w wyniku 5-godzinnego wodorowania 1.02 g (0.46 mmol) dendrymeru 55
rozpuszczonego w 25 mL MeOH.
Cs4H147019N15, M = 1671.16 g/mol (masa monoizotopowa 1670.1).
LRMS (ESI, MeOH): 1671.5 [M + H'], 836.0 [M + 2H"** - gléwny sygnal.

f) Dendrymer posredni 67 (otrzymany z dendrymeru 56)

Zwiazek w postaci bialego proszku otrzymano z wydajnoscia 86.4% (1.72 g) w
wyniku 6-godzinnego wodorowania 2.6 g (1.13 mmol) dendrymeru 56 rozpuszczonego w 50
mL MeOH.
CooH1590019N15, M = 1755.32 g/mol (masa monoizotopowa 1754.2).
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LRMS (ESI, MeOH): 1755.6 [M + H*], 878.5 [M + 2H"?* - gléwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CH; DDA), 1.23-1.95 [br m, 62H, 5xy, §,
BCH; L-Lys i rdzenia, CH,-2-11 DDA, 2x0-CH,-(CH>)3-CH>-NH] naktadajacy si¢ na 1.40,
1.42 [2s, 36H, 4xC(CHa)s], 2.57, 2.62 (2 br t, 6H, 3xeCH; L-Lys), 3.10-3.28 [br m, 8H, CH,-1
DDA, eCH, L-Lys, 2xO-(CH,)4-CH2-NH], 3.36 (m, 2H, CH, rdzenia), 3.52, 3.62 (2m, 4H,
2x0-CH,-CH,-NH), 3.92-4.07 (2m, 12H, 4xO-CH,, 4xaCH L-Lys), 450 (m, 1H, aCH
rdzenia), 6.62 (m, 2H, C*-H Ph), 6.94, 7.01 (2m, 4H, C*®-H Ph).

3C NMR (500 MHz, MeOD): 5 = 14.5 (C** DDA), 23.7 (C'' DDA), 24.2, 24.3, 24.4, 24.6
[YC, 2x0-(CH,),-CHa-(CH,)>-NH], 28.0 (C* DDA), 28.8 [C(CHs3)s], 29.9, 30.1, 30.3-30.4,
30.5, 30.7, 30.8 [5C, C? C*-C'® DDA, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.9, 33.0, 33.1,
33.3 (BC), 39.9 (2x0-CH2-CH,-NH), 40.2 [2xO-(CH,)4-CH,-NH], 40.5 (C* DDA), 40.7 (¢C
rdzenia), 42.1 (4xeC L-Lys), 55.5 (aC rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 67.7 (2xO-CH,-
CH2-NH), 69.2 [2xO-CH,-(CH.)s-NH], 80.5, 80.6 [C(CH3)s], 105.7, 106.0 (C* Ph), 106.7,
107.0, 107.1, 107.3 (C*° Ph), 137.2, 137.8 (C* Ph), 157.8 [C=0 (Boc)], 161.2, 161.3, 161.7
(C** Ph), 169.6 (CONH Ph), 174.4, 175.2, 175.5 (CONH).

g) Dendrymer posredni 68 (otrzymany z dendrymeru 57)

Zwiazek w postaci bialego proszku otrzymano z wydajnoscia 83.7% (1.08 g) w
wyniku 6-godzinnego wodorowania 1.65 g (0.67 mmol) dendrymeru 57 rozpuszczonego w 25
mL MeOH.
C102H183019N15, M = 1923.63 g/mol (masa monoizotopowa 1922.4).
LRMS (ESI, MeOH): 1923.4 [M + H*], 962.2 [M + 2H']*, 641.8 [M + 3H']** - gléwny
sygnat, 481.6 [M + 4H]*" .

h) Dendrymer 69 (otrzymany z dendrymeru 58)

Zwiazek w postaci jasnozottego proszku otrzymano z wydajnoscia 85.6% (1.37 g) w
wyniku 6-godzinnego wodorowania 2.1 g (0.94 mmol) dendrymeru 58 rozpuszczonego w 50
mL MeOH.
Cg4H134021N16, M = 1704.06 g/mol (masa monoizotopowa 1703.0).
LRMS (ESI, MeOH): 1704.2 [M + H'], 853.1 [M + 2H']*" - gléwny sygnal, 569.1 [M +
3H+]3+.
T. top.: 124-127°C.
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6.5.2. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub
pochodnych tryptofanu

Dendrymery z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub pochodnych tryptofanu
zostaty zsyntetyzowane w wyniku reakcji sprzggania dendrymeréw posrednich 63 - 65 i 67 -
69 (Rozdzial 6.5.1.2.2)) z Boc-Trp-OH lub z pochodnymi tryptofanu, tj. N-Boc-1-
butylotryptofanem (83), N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanem (96) (Rozdziat 6.3.4.).

6.5.2.1. Boc-zabezpieczone dendrymery

Wykorzystujac procedur¢ ogélna sprzg¢gania metoda EDC/HOBt (Procedura B,
Rozdziat 6.2.) zsyntetyzowano 11 dendrymerdéw z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub
pochodnych tryptofanu. W celu osiagnigcia lepszych wydajnosci, niezbgdne okazato sig
uzycie dodatkowej ilosci EtsN (3.6 ekw.), oprécz tej potrzebnej do przeprowadzenia
odczynnika sprzegajacego (EDC-HCI) do jego postaci wolnej (4.4 ekw.). Reakcje sprzegania
prowadzono od 48 do 96 godzin. Czyste dendrymery uzyskano w wyniku saczenia
molekularnego z uzyciem kolumny z wypetieniem Sephadex LH-20 z MeOH jako eluentem,
a nastgpnie doczyszczania na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient:
50:1—15:1 dla dendrymeréw 70 - 74, 100:1—15:1 dla 75, 89 — 91, 99, 100). Produkty 70 —
75,89 —91, 99 100 otrzymano w postaci biatych, kremowych lub jasnozottych proszkow.

a) Dendrymer 70 (otrzymany z dendrymeru posredniego 63)

Do reakcji uzyto Boc-Trp-OH (0.46 g, 1.5 mmol), HOBt (0.23 g, 1.5 mmol),
EDC-HCI (0.29 g, 1.5 mmol), dendrymeru posredniego 63 (0.57 g, 0.34 mmol), Et;N (0.4
mL, 2.72 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 78.1% (0.75 g).

C150H215031N53, M = 2836.45 g/mol (masa monoizotopowa 2834.6).

LRMS (ESI, MeOH): 2857.1 [M + Na'], 1440.1 [M + 2Na*]* - glowny sygnat, 1429.1 [M +
H* + Na']?"

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.05-1.86 [br m, 42H, 5xp, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2xO-
CH2-(CH,)3-CH>-NH] naktadajacy sie na 1.35, 1.38, 1.40 [3s, 72H, 8xC(CHj)s], 2.74 (t, J =
7.2 Hz, 2H, CH,-Ar PEA), 3.00-3.25 [br m, 20H, 4xeCH; L-Lys, BCH, L-Trp, 2x0-(CHy)s-
CH,-NH], 3.33 (m, 3H, €CH; rdzenia, CH,-NH PEA), 3.47 (m, 3H, CH,-NH PEA, O-CH,-
CH2-NH), 3.59 (m, 2H, O-CH,-CH>-NH), 3.85-4.04 (br m, 12H, 4x0O-CH,, 4xaCH L-Lys),
4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.47 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.60 (m, 2H, C*-H Ph), 6.92-7.08
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(br m, 16H, C*®-H Ph, C**°-H L-Trp), 7.10-7.22 (br m, 5H, C***°°.H PEA), 7.31 (d, J =
7.93 Hz, 4H, C’-H L-Trp), 7.56 (m, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2, 24.4, 24.5 [yC, 2x0-(CH,),-CHa-(CH,)>-NH], 28.7,
28.8 [C(CHa)s], 29.6 (BC L-Trp), 29.8, 29.9, 30.1 [5C, 2xO-CHy-CH,-CH,-CHp-CH,-NH],
32.8, 33.1 (BC), 36.5 (CH.,-Ar PEA), 40.0 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 [2xO-
(CH2)4-CH2-NH], 40.7 (eC rdzenia), 42.0 (CH,-NH PEA), 55.6 (aC rdzenia), 56.2 (4xaC L-
Lys), 57.1 (4xaC L-Trp), 67.8 (2xO-CH,-CH,-NH), 69.2 [2xO-CH,-(CH,)s-NH], 80.6
[C(CH3)3], 105.8, 106.0 (C* Ph), 106.7, 107.1, 107.3, 107.5 (C*° Ph), 111.1 (C* L-Trp), 112.3
(C” L-Trp), 119.5 (C* L-Trp), 119.8 (C° L-Trp), 122.4 (C® L-Trp), 124.6 (C* L-Trp), 127.4 (C*
PEA), 128.9 (C* L-Trp), 129.5, 129.9 (C***° PEA), 137.2, 137.8 (C* Ph), 138.0 (C™ L-Trp),
140.4 (C' PEA), 157.5, 157.7 [C=0 (Boc)], 161.3, 161.7 (C** Ph), 169.7, 169.8 (CONH Ph),
174.4,174.6, 175.2, 175.5 (CONH).

[@]o® = -7.3 (c 1, MeOH).

Rt = 0.37 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 126-131°C.

b) Dendrymer 71 (otrzymany z dendrymeru posredniego 64)

Do reakcji uzyto Boc-Trp-OH (0.268 g, 0.88 mmol), HOBt (0.79 g, 0.88 mmol),
EDC-HCI (0.17 g, 0.88 mmol), dendrymeru posredniego 64 (0.33 g, 0.2 mmol), Et;N (0.2
mL, 1.6 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt
W postaci jasnozoéttego proszku z wydajnoscia 87.5% (0.49 g).

C146H204031N24, M = 2791.33 g/mol (masa monoizotopowa 2789.5).

LRMS (ESI, MeOH): 2813.6 [M + Na'], 1418.0 [M + 2Na'1** - gtéwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.04-1.42 (br m, 14H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 2x3CH,)
naktadajacy si¢ na 1.34, 1.38 [2s, 72H, 8xC(CHj3)3], 1.48 (br m, 6H, 6CHy, 2xB3-CH; L-Lys),
1.60 (br m, 8H, 2x8CH,, 2xBCH; L-Lys), 1.80 (m, 2H, BCH; rdzenia), 2.91 (m, 6H, CH,-Ar
TA, 2xeCH, L-Lys), 3.05 (m, 8H, 2x¢CH, L-Lys, 2xBCH, L-Trp), 3.15 (m, 4H, 2xBCH L-
Trp), 3.3 (M, 2H, £CH, rdzenia), 3.39-3.63 (2m, 10H, 4x0-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.98
(M, 12H, 4x0-CH»-CH,-NH, 4xaCH L-Lys), 4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.50 (m, 1H, aCH
rdzenia), 6.60 (m, 2H, C*-H Ph), 6.92-7.08 (br m, 19H, C**-H Ph, C**-H L-Trp, C**°-H
TA), 7.30 (m, 5H, C’-H L-Trp, C’-H TA), 7.51 (d, J = 7.7 Hz, 1H, C*-H TA), 7.56 (d, J = 7.9
Hz, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.1, 24.5 (yC), 26.3 (CH2-Ar TA), 28.8 [C(CHa)s], 29.6
(BC L-Trp), 29.8, 30.1 (8C), 32.9, 33.1, 33.2 (BC), 39.9 (4x0O-CH,-CH,-NH), 40.1 (¢C L-Lys),
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40.7 (eC rdzenia), 41.4 (CH,-NH TA), 55.5 (aC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC L-
Trp), 67.7 (4x0-CH,-CH,-NH), 80.6 [C(CHs3)s], 105.8 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*® Ph), 111.0
(C® L-Trp), 112.3 (C” L-Trp, C" TA), 113.1 (C® TA), 119.4 (C* TA), 119.5 (C* L-Trp), 119.7
(C° TA), 119.8 (C° L-Trp), 122.3 (C°® TA), 122.4 (C°® L-Trp), 123.6 (C* TA), 124.6 (C* L-Trp),
128.7 (C* TA), 128.8 (C* L-Trp), 137.3 (C* Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 138.1 (C™ TA), 157.5,
157.7 [C=0 (Boc)], 161.2 (C**° Ph), 169.5, 169.6 (CONH Ph), 174.3, 174.5, 175.5 (CONH).
[@]o® = -7.0 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.32 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 147-153°C.

c) Dendrymer 72 (otrzymany z dendrymeru posredniego 65)

Do reakcji uzyto Boc-Trp-OH (1.57 g, 5.15 mmol), HOBt (0.79 g, 5.15 mmol),
EDC-HCI (0.99 g, 5.15 mmol), dendrymeru posredniego 65 (2.03 g, 1.17 mmol), EtzN (1.3
mL, 9.36 mmol) i DMF (20 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano
produkt w postaci jasnozottego proszku z wydajnoscia 66.8% (2.25 g).

C152H216031N24, M = 2875.49 g/mol (masa monoizotopowa 2873.6).

LRMS (ESI, MeOH): 1460.6 [M + 2Na*]?* - gtéwny sygnal, 1449.6 [M + H + Na']**, 981.4
[M + 3Na']**, 974.0 [M + H + 2Na’T**, 966.8 [M + 2H + Na']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): § = 1.04-1.47 [br m, 16H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, §CH,, 2xO-
(CH2)2-CHa,-(CH3),-NH] naktadajacy sig na 1.35, 1.39, 1.41 [3s, 72H, 8<C(CHj3)3], 1.48-1.65
[or m, 18H, 4x6CH,;, BCH,, 2x0-CH,-CH;-CH,-CH,-CH,-NH], 1.66-1.87 (br m, 8H,
4xBCH,), 2.86-3.25 [br m, 22H, CH,-Ar TA, 4xgCH, L-Lys, BCH, L-Trp, 2x0-(CH,)4-CHo-
NH], 3.35 (m, 2H, €CH; rdzenia), 3.39-3.64 (br m, 6H, 2x0-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA),
3.83-4.04 (br m, 12H, 4x0-CH,, 4xaCH L-Lys), 4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.50 (M, aCH
rdzenia), 6.58 (m, 2H, C*-H Ph), 6.91-7.09 (br m, 19H, C**-H Ph, C**-H L-Trp, C**°-H
TA), 7.30 (m, 5H, C’-H L-Trp, C’-H TA), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H TA), 7.57 (m, 4H, C*-
H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2, 24.4 [yC, 2x0-(CHy),-CH,-(CH),-NH], 26.3 (CHo-
Ar TA), 28.8 [C(CH3)3], 29.6 (BC L-Trp), 29.8 (5C), 29.9 [2xO-CH,-CH,-(CH,)3-NH], 30.1
(5C), 30.7 [2x0-(CH,)3-CH2-CH,-NH], 32.9, 33.1 (BC), 40.0 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.1 (C
L-Lys), 40.2 [2xO-(CH,)s;-CH,-NH], 40.7 (eC rdzenia), 41.4 (CHx-NH TA), 55.5 (aC
rdzenia), 56.2 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC L-Trp), 67.7 (2xO-CH,-CHp-NH), 69.1 [2xO-CH,-
(CH.)s-NH], 80.6 [C(CHs)s], 105.8, 106.0 (C* Ph), 106.7, 107.1, 107.2, 107.4 (C*® Ph), 111.1
(C® L-Trp), 112.3 (C” L-Trp, C" TA), 113.1 (C® TA), 119.4 (C* TA), 119.5 (C* L-Trp), 119.7
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(C° TA), 119.8 (C° L-Trp), 122.3 (C°® TA), 122.4 (C°® L-Trp), 123.6 (C* TA), 124.6 (C* L-Trp),
128.8 (C* TA), 128.9 (C* L-Trp), 137.8 (C* Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 138.1 (C™ TA), 157.5,
157.8 [C=O (Boc)], 161.2, 161.7 (C>** Ph), 169.6 (CONH Ph), 174.3, 174.6, 175.1, 175.5
(CONH).

[@]o” = -5.4 (c 1, MeOH).

Rt = 0.49 (CHCIs/MeOH 8:1).

T. top.: 135-140°C.

d) Dendrymer 73 (otrzymany z dendrymeru posredniego 67)

Do reakcji uzyto Boc-Trp-OH (0.36 g, 1.18 mmol), HOBt (0.18 g, 1.18 mmol),
EDC-HCI (0.23 g, 1.18 mmol), dendrymeru posredniego 67 (0.47 g, 0.268 mmol), EtsN (0.3
mL, 2.14 mmol) i DMF (15 mL). Sprzeganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 69.7% (0.53 g).

C154H231031N53, M = 2900.62 g/mol (masa monoizotopowa 2898.7).

LRMS (ESI, MeOH): 2921.6 [M + Na'], 1472.3 [M + 2Na"|** - gléwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.85 (br t, 3H, CH; DDA), 1.03-1.93 [br m, 62H, 5xB, v,
8CH, L-Lys i rdzenia, 2x0-CH,-(CH2)3-CH,-NH, CH,-2-11 DDA] naktadajacy sie na 1.35,
1.39, 1.41 [3s, 72H, 8<C(CHs)3], 2.85-3.26 [br m, 22H, 4xeCH, L-Lys, BCH, L-Trp, 2xO-
(CH,)4-CH,-NH, CH,-1 DDA], 3.35 (m, 2H, CH, rdzenia), 3.49, 3.60 (2m, 4H, 2xO-CH,-
CH,-NH), 3.85-4.05 (br m, 12H, 4xO-CH,, 4xaCH L-Lys), 4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.51
(m, 1H, oCH rdzenia), 6.60 (m, 2H, C*-H Ph), 6.93 (m, 2H, C*°-H Ph), 7.00 (m, 6H, C*°-H
Ph, C°-H L-Trp), 7.06 (m, 8H, C*®-H L-Trp), 7.31 (d, J = 7.91 Hz, 4H, C’-H L-Trp), 7.56 (m,
4H, C*-H L-Trp).

B3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C** DDA), 23.7, 24.2, 24.4, 24.6, 28.0, 28.4 [yC,
C*!! DDA, 2x0-(CHj)2-CHa-(CH2),-NH], 28.7, 28.8 [C(CHa)3], 29.6 (BC L-Trp), 29.8, 29.9,
30.1, 30.2, 30.3, 30.4, 30.5, 30.7-30.8 [6C, C? C*-C* DDA, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-
NH], 32.9, 33.1 (BC), 40.0 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 [2xO-(CH,)s-CH,-
NH], 40.5 (C' DDA), 40.7 (¢C rdzenia), 55.5 (aC rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 57.1
(4xaC L-Trp), 67.7 (2x0O-CH,-CH,-NH), 69.1 [2xO-CHa-(CH2)4-NH], 80.6 [C(CHs)3], 105.7,
106.0 (C* Ph), 106.7, 107.1, 107.2, 107.4 (C*® Ph), 111.0 (C* L-Trp), 112.3 (C” L-Trp), 119.5
(C* L-Trp), 119.8 (C° L-Trp), 122.4 (C° L-Trp), 124.6 (C? L-Trp), 128.9 (C* L-Trp), 137.2,
137.8 (C* Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 157.5, 157.8 [C=0 (Boc)], 161.3, 161.7 (C>** Ph), 169.7
(CONH Ph), 174.4, 174.6, 175.2, 175.5 (CONH).

[0]o® =-5.3 (c 1, MeOH).
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R¢ = 0.57 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 125-129°C.

e) Dendrymer 74 (otrzymany z dendrymeru posredniego 68)

Do reakcji uzyto Boc-Trp-OH (0.48 g, 1.58 mmol), HOBt (0.24 g, 1.58 mmol),
EDC-HCI (0.3 g, 1.58 mmol), dendrymeru posredniego 68 (0.69 g, 0.36 mmol), Et;N (0.4
mL, 2.88 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano
produkt w postaci biatego proszku z wydajnoscia 68.2% (0.75 g).

C166H255031N23, M = 3068.94 g/mol (masa monoizotopowa 3066.9).

LRMS (ESI, MeOH): 1556.3 [M + 2Na']*" - gléwny sygnat, 1045.3 [M + 3Na']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.87 (br t, 6H, 2xCH3 dDDA), 1.05-1.90 [br m, 82H, 5xp,
Y, 0CH; L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-(CH,)3-CH,-NH, 2xCH,-2-11 dDDA] naktadajacy si¢ na
1.35, 1.39, 1.41 [3s, 72H, 8xC(CHs)s], 2.85-3.26 [br m, 22H, 4xeCH, L-Lys, BCH, L-Trp,
2x0-(CHa)4-CH,-NH, CH2-1 dDDA], 3.33-3.53 (br m, 6H, CH, rdzenia, O-CH,-CH,-NH,
CHy-1 dDDA), 3.60 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.86-4.09 (br m, 12H, 4xO-CHy, 4xaCH L-
Lys), 4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.97 (m, 1H, oCH rdzenia), 6.60 (m, 2H, C*-H Ph), 6.92-
7.09 (br m, 16H, C*-H Ph, C**®-H L-Trp), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 4H, C’-H L-Trp), 7.57 (m,
4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC** dDDA), 23.8, 24.1, 24.2, 24.4, 28.0, 28.4, 28.6
[yC, 2xC>* dDDA, 2x0-(CH,)2-CH,-(CH.),-NH], 28.7, 28.8 [C(CHs)s], 29.6 (BC L-Trp),
29.8, 30.0, 30.1, 30.2, 30.4-30.5, 30.7-30.8 [5C, 2xC?, 2xC*-C* dDDA, 2x0-CH,-CH,-CH,-
CH2-CH,-NH], 33.1 (BC), 40.0 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.1 (C L-Lys), 40.2 [2xO-(CHy)as-
CH,-NH], 40.6 (¢C rdzenia), 47.7 (2xC" dDDA), 51.4 (oC rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys),
57.1 (4xaC L-Trp), 67.7 (2xO-CH,-CH,-NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH,)4-NH], 80.6 [C(CHa)s],
105.7, 106.0 (C* Ph), 106.7, 107.2, 107.3 (C*° Ph), 111.1 (C* L-Trp), 112.3 (C" L-Trp), 119.5
(C* L-Trp), 119.8 (C° L-Trp), 122.4 (C° L-Trp), 124.6 (C? L-Trp), 128.9 (C* L-Trp), 137.1,
137.8 (C! Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 157.5, 157.8 [C=0O (Boc)], 161.3, 161.7 (C>** Ph), 169.5,
169.7 (CONH Ph), 173.7, 174.6, 175.2, 175.5 (CONH).

[@]o® = -5.6 (c 1, MeOH).

Rt = 0.45 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 117-120°C.
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f) Dendrymer 75 (otrzymany z dendrymeru posredniego 69)

Do reakcji, prowadzonej przez 48 godzin, wzigto Boc-Trp-OH (1.02 g, 3.34 mmol),
HOBt (0.51 g, 3.34 mmol), EDC-HCI (0.64 g, 3.34 mmol), dendrymeru posredniego 69 (1.3
g, 0.76 mmol), EtsN (0.84 mL, 6.08 mmol) i DMF (15 mL). Otrzymano produkt w postaci
jasnozoéttego proszku z wydajnoscia 86.2% (1.87 g).
C148H206033N24, M = 2849.36 g/mol (masa monoizotopowa 2847.5).
LRMS (ESI, MeOH): 2872.5 [M + Na'], 1446.8 [M + 2Na']*" - gléwny sygnat.
[@]o” = -4.5 (c 1, MeOH).
R¢=0.37 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 140-143°C.

g) Dendrymer 89 (otrzymany z dendrymeru posredniego 65)

Do reakcji uzyto zwiazku 83 (0.73 g, 2.02 mmol), HOBt (0.31 g, 2.02 mmol),
EDC-HCI (0.39 g, 2.02 mmol), dendrymeru posredniego 65 (0.8 g, 0.46 mmol), EtsN (0.5
mL, 3.68 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 56.6% (0.81 g).

C168H248031N24, M = 3099.91 g/mol (masa monoizotopowa 3097.9).

LRMS (ESI, MeOH): 1571.8 [M + 2Na']**, 1055.6 [M + 3Na']*" - gléwny sygnal, 1048.9 [M
+2Na"+ H]*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 12H, 4xCHs n-Bu), 1.12-1.76 [br m, 58H, 5%, 7,
0CH; L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-(CH,)3-CH2-NH, 4xCH,-2,3 n-Bu] naktadajacy si¢ na 1.34,
1.38, 1.39 [3s, 72H, 8xC(CHa)s], 2.87-3.24 [br m, 22H, 4xsCH, L-Lys, BCH, B-Trp, 2xO-
(CH.)4-CH,-NH, CH,-Ar TA], 3.34 (m, 2H, €CH, rdzenia), 3.37-3.65 (br m, 6H, 2xO-CH,-
CH2-NH, CH,-NH TA), 3.83-4.08 (br m, 20H, 4x0O-CH,, 4xaCH L-Lys, 4xCH,-1 n-Bu), 4.28
(m, 4H, 4xoCH B-Trp), 4.50 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.58 (m, 2H, C*-H Ph), 6.90-7.13 (br m,
19H, C*®-H Ph, C**°-H B-Trp, C>>®-H TA), 7.28 (m, 5H, C’-H B-Trp, C’-H TA), 7.52 (d, J =
7.84 Hz, 1H, C*-H TA), 7.57 (m, 4H, C*-H B-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.2 (C* n-Bu), 21.1 (C® n-Bu), 24.1, 24.2, 24.4, 24.5 [yC,
2x0-(CH,)2-CH,-(CH2)-NH], 26.3 (CHp-Ar TA), 28.4, 28.7, 28.8 [C(CHas)s], 29.4 (BC B-
Trp), 29.9, 30.1 [5C, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.9, 33.1, 33.6 (BC, C? n-Bu), 40.0
(2x0-CHp-CH2-NH), 40.1 (eC L-Lys), 40.2 [2xO-(CH,)s-CH,-NH], 40.7 (¢C rdzenia), 41.4
(CH,-NH TA), 46.7 (C! n-Bu), 55.6 («C rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC B-
Trp), 67.7 (2xO-CH,-CH,-NH), 69.1 [2xO-CH,-(CH,)a-NH], 80.6, 81.3 [C(CHs)s], 105.7,
105.9 (C* Ph), 106.7, 107.2, 107.4 (C*® Ph), 110.5 (C’ B-Trp), 112.3 (C’ TA), 113.1 (C* TA),
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119.4 (C* TA), 119.7 (C° TA), 119.8 (C° B-Trp), 119.9 (C* B-Trp), 122.3 (C° TA), 122.4 (C°
B-Trp), 123.6 (C? TA), 128.0 (C* B-Trp), 128.8 (C* TA), 129.4 (C* B-Trp), 137.8 (C' Ph, C"™
B-Trp), 138.1 (C™ TA), 157.5, 157.7 [C=O (Boc)], 161.3, 161.7 (C** Ph), 169.6, 169.7
(CONH Ph), 174.4, 174.6, 175.1, 175.5 (CONH).

[a]o™ = -6.5 (c 1, MeOH).

Rt = 0.46 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 120-122°C.

h) Dendrymer 90 (otrzymany z dendrymeru posredniego 67)

Do reakcji uzyto zwiazku 83 (0.425 g, 1.18 mmol), HOBt (0.18 g, 1.18 mmol),
EDC-HCI (0.23 g, 1.18 mmol), dendrymeru posredniego 67 (0.47 g, 0.268 mmol), EtsN (0.3
mL, 2.14 mmol) i DMF (10 mL). Sprzeganie prowadzono przez 96 godzin. Otrzymano
produkt w postaci jasnozoltego proszku z wydajnoscia 35.8% (0.3 g).

C170H263031N23, M = 3125.04 g/mol (masa monoizotopowa 3123.0).

LRMS (ESI, MeOH): 1584.3 [M + 2Na'1*" - gléwny sygnat, 1064.6 [M + 3Na']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.89 (br m, 15H, CHz DDA, 4xCHj n-Bu), 1.14-1.92 [br m,
78H, 5xP, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2x0-CH,-(CH2)3-CH2-NH, 4xCH,-2,3 n-Bu, CH,-2-11
DDA] naktadajacy si¢ na 1.35, 1.39, 1.41 [3s, 72H, 8xC(CHs)s], 2.90-3.37 [br m, 24H,
5xgCH, L-Lys i rdzenia, BCH; B-Trp, 2x0O-(CH2)4-CH,-NH, CH,-1 DDA], 3.49, 3.60 (2m,
4H, 2x0-CH,-CH3-NH), 3.88-4.10 (br m, 20H, 4xO-CH,, 4xaCH L-Lys, 4xCH,-1 n-Bu),
4.28 (m, 4H, 4xaCH B-Trp), 4.51 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.61 (m, 2H, C*-H Ph), 6.94 (m, 2H,
C?%-H Ph), 7.01 (m, 10H, C*®-H Ph, C*°-H B-Trp), 7.11 (m, 4H, C®-H B-Trp), 7.29 (m, 4H,
C’-H B-Trp), 7.57 (m, 4H, C*-H B-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.2 (C* n-Bu), 14.5 (C** DDA), 21.1 (C® n-Bu), 23.8 (C"
DDA), 24.2, 24.4, 24.6 5 [yC, 2x0O-(CH,),-CH,-(CH,),-NH], 28.0 (C* DDA), 28.4, 28.7, 28.8
[C(CHa3)s], 29.5 (BC B-Trp), 29.9, 30.1, 30.4, 30.5, 30.7-30.8 [6C, 2xO-CH,-CH,-CHy-CH;-
CH,-NH, C?, C*-C™ DDA], 32.9, 33.1, 33.6 (BC, C? n-Bu), 40.0 (2xO-CH,-CH»-NH), 40.1
(eC L-Lys), 40.2 [2xO-(CHy)4-CH2-NH], 40.5 (C' DDA), 40.7 (C rdzenia), 46.7 (C' n-Bu),
55.5 (aC rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC B-Trp), 67.7 (2x0-CH,-CH,-NH),
69.2 [2x0-CH,-(CH,)s-NH], 80.6 [C(CHa)s], 105.7, 106.0 (C* Ph), 106.7, 107.1, 107.2, 107.4
(C%® Ph), 110.5 (C’ B-Trp), 119.8 (C° B-Trp), 119.9 (C* B-Trp), 122.4 (C° B-Trp), 128.0 (C?
B-Trp), 129.5 (C* B-Trp), 137.8 (C* Ph, C"® B-Trp), 157.5, 157.7 [C=0O (Boc)], 161.3, 161.7
(C*° Ph), 169.7 (CONH Ph), 174.4, 174.6, 175.1, 175.5 (CONH).

[0]o® = -5.4 (c 1, MeOH).
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R¢ = 0.55 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 102-104.5°C.

i) Dendrymer 91 (otrzymany z dendrymeru posredniego 68)

Do reakcji uzyto zwiazku 83 (0.75 g, 2.07 mmol), HOBt (0.32 g, 2.07 mmol),
EDC-HCI (0.4 g, 2.07 mmol), dendrymeru posredniego 68 (0.9 g, 0.47 mmol), EtsN (0.5 mL,
3.76 mmol) i DMF (10 mL). Sprzeganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w
postaci jasnozoltego proszku z wydajnoscia 71.4% (1.1 g).

C182H287031N23, M = 3293.36 g/mol (masa monoizotopowa 3291.2).

LRMS (ESI, MeOH): 3314.2 [M + Na'], 1668.5 [M + 2Na']** - gléwny sygnat, 1120.0 [M +
3Na']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.89 (br m, 18H, 2xCH; dDDA, 4xCH3 n-Bu), 1.15-1.78
[or m, 98H, 5xB, y, 6CH, L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-(CH)3-CH,-NH, 4xCH,-2,3 n-Bu,
2xCH,-2-11 dDDA] naktadajacy si¢ na 1.34, 1.39, 1.41 [3s, 72H, 8xC(CHj3)s], 2.88-3.25 (br
m, 22H, 4xeCH; L-Lys, B-CH, B-Trp, 2x0-(CH2)4-CH2-NH, CH2-1 dDDA), 3.33-3.53 (br m,
6H, CH, rdzenia, O-CH,-CH,-NH, CH,-1 dDDA), 3.60 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.88-4.10
(br m, 20H, 4x0O-CH,, 4xaCH L-Lys, 4xCH,-1 n-Bu), 4.28 (m, 4H, 4xaCH B-Trp), 4.98 (m,
1H, oCH rdzenia), 6.60 (m, 2H, C*-H Ph), 6.94 (m, 2H, C*°-H Ph), 7.01 (m, 10H, C*°-H Ph,
C*°-H B-Trp), 7.11 (m, 4H, C®-H B-Trp), 7.29 (m, 4H, C’-H B-Trp), 7.57 (m, 4H, C*-H B-
Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.2 (C* n-Bu), 14.5, 14.6 (2xC*2 dDDA), 21.1 (C* n-Bu),
23.8 (2xC'" dDDA), 24.1, 24.2, 24.4, 24.6 [yC, 2x0O-(CHy),-CH2-(CH2)2-NH], 27.9, 28.0
(2xC® dDDA), 28.4, 28.7, 28.8 [C(CHs)3], 29.5 (BC B-Trp), 29.9, 30.0, 30.1, 30.2, 30.4-30.5,
30.7-30.8 [5C, 2x0O-CHy-CH,-CH,-CHp-CH,-NH, 2xC?, 2xC*-C'® dDDA], 33.1, 33.5, 33.6
(BC, C? n-Bu), 40.0 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 [2xO-(CH2)4-CH,-NH], 40.6
(¢C rdzenia), 46.7 (C* n-Bu), 47.7 (2xC' dDDA), 51.4 («C rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys),
57.1 (4xaC B-Trp), 67.7 (2x0-CH2-CH»-NH), 69.1 [2xO-CH,-(CH2)4-NH], 80.5 [C(CH3)s],
105.7, 105.9 (C* Ph), 106.7, 107.2, 107.4 (C*® Ph), 110.5 (C’ B-Trp), 119.8 (C° B-Trp), 120.0
(C* B-Trp), 122.4 (C° B-Trp), 128.0 (C* B-Trp), 129.5 (C** B-Trp), 137.1 (C* Ph), 137.8 (C™
B-Trp), 157.5, 157.7 [C=0 (Boc)], 161.3, 161.7 (C*° Ph), 169.3, 169.7 (CONH Ph), 173.7,
174.6, 175.1, 175.5 (CONH).

[@]o® = -7.1 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.60 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 94-97°C.
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J) Dendrymer 99 (otrzymany z dendrymeru posredniego 65)

Do reakcji uzyto zwiazku 96 (0.58 g, 1.19 mmol), HOBt (0.18 g, 1.19 mmol),
EDC-HCI (0.23 g, 1.19 mmol), dendrymeru posredniego 65 (0.467 g, 0.27 mmol), EtsN (0.3
mL, 2.16 mmol) i DMF (10 mL). Sprzeganie prowadzono przez 96 godzin. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 78.9% (0.77 g).

C192H292039N55, M = 3616.54 g/mol (masa monoizotopowa 3614.2).

LRMS (ESI, MeOH): 1830.1 [M + 2Na*]**, 1819.0 [M + H" + Na"]**, 1227.7 [M + 3Na']*" -
gléwny sygnat, 1220.4 [M + H" + 2Na*]**, 1213.0 [M + 2H* + Na']**.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.10-1.85 [br m, 66H, 5xpB, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2xO-
CH-(CH3)3-CH2-NH, 4xCH»-2,3,4 5-AP] nakladajacy si¢ na 1.34, 1.40 [2br s, 108H,
12xC(CHs)s], 2.87-3.24 [br m, 30H, 4xeCH, L-Lys, BCH, AP-Trp, 2xO-(CH2)s-CHx-NH,
CHa-Ar TA, 4xCHy-5 5-AP], 3.34 (m, 2H, £CH; rdzenia), 3.37-3.64 (br m, 6H, 2xO-CH,-
CHy-NH, CH2-NH TA), 3.83-4.09 (br m, 20H, 4x0-CH,, 4xaCH L-Lys, 4xCH,-1 5-AP), 4.28
(m, 4H, 4xaCH AP-Trp), 4.50 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.59 (m, 2H, C*-H Ph), 6.91-7.06 (br
m, 15H, C*®-H Ph, C**-H AP-Trp, C*°°-H TA), 7.10 (m, 4H, C®-H AP-Trp), 7.29 (m, 5H, C’-
H AP-Trp, C’-H TA), 7.56 (m, 5H, C*-H AP-Trp, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2 (yC), 24.5 [2x0-(CH2),-CHa-(CH,),-NH], 25.2 (C*
5-AP), 26.3 (CHx-Ar TA), 28.8, 28.9 [C(CHs3)3], 29.5 (BC AP-Trp), 29.9, 30.1 [8C, 2xO-CHy-
CH,-CH,-CHp-CH-NH], 30.6 (C* 5-AP), 31.1 (C® 5-AP), 33.1 (BC), 40.0 (2xO-CHy-CH,-
NH), 40.1 (C L-Lys), 40.2 [2xO-(CH2)4-CH2-NH], 41.2 (C° 5-AP), 41.4 (CH,-NH TA), 46.9
(C' 5-AP), 55.5 (aC rdzenia), 56.1, 56.2 (4xoC L-Lys), 57.2 (4xaC AP-Trp), 67.7 (2xO-CH,-
CH2-NH), 69.2 [2xO-CH,-(CH,)s-NH], 79.8, 80.6 [C(CHs3)s], 105.7, 106.7 (C* Ph), 107.2,
107.4 (C*° Ph), 110.5 (C" AP-Trp), 112.3 (C" TA), 113.1 (C? TA), 119.4 (C* TA), 119.7 (C°
TA), 119.8 (C® AP-Trp), 120.0 (C* AP-Trp), 122.4 (C° TA), 122.5 (C® AP-Trp), 123.6 (C* TA),
128.0 (C? AP-Trp), 129.5 (C* AP-Trp, C® TA), 137.8 (C* Ph, C"* AP-Trp), 138.1 (C" TA),
157.5, 157.8, 158.5 [C=0 (Boc)], 161.3, 161.7 (C** Ph), 174.6, 175.1, 175.5 (CONH).

[@]o” = -6.5 (¢ 1, MeOH).

R¢ = 0.44 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 117-119.5°C.

k) Dendrymer 100 (otrzymany z dendrymeru posredniego 67)
Do reakcji uzyto zwiazku 96 (0.39 g, 0.79 mmol), HOBt (0.12 g, 0.79 mmol),
EDC-HCI (0.15 g, 0.79 mmol), dendrymeru posredniego 67 (0.32 g, 0.18 mmol), EtzN (0.2
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mL, 1.44 mmol) i DMF (10 mL). Sprzeganie prowadzono przez 96 godzin. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 68.2% (0.45 g).

C194H307039N27, M = 3641.67 g/mol (masa monoizotopowa 3639.3).

LRMS (ESI, MeOH): 1842.6 [M + 2Na'l** - gléwny sygnat, 1840.1 [M + NH;" + Na']*,
1831.6 [M + H" + Na']**, 1540.9 [M - 6Boc + H' + K']**, 1236.1 [M + 3Na']**, 1228.7 [M +
H* + 2Na']**, 1221.4 [M + 2H* + Na']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 3H, CHs DDA), 1.18-1.81 [br m, 86H, 5x, v,
8CH, L-Lys i rdzenia, 2xO-CH,-(CH,)s-CH,-NH, 4xCH2-2,3,4 5-AP, CH,-2-11 DDA]
naktadajacy si¢ na 1.35, 1.40 [2br s, 108H, 12xC(CHs)s], 2.97-3.25 [br m, 30H, 4xeCH; L-
Lys, BCH2 AP-Trp, 2x0-(CH2)4-CH,-NH, 4xCH,-5 5-AP, CHz-1 DDA], 3.33 (m, 2H, eCH;
rdzenia), 3.43-3.65 (br m, 4H, 2x0-CH,-CH,-NH), 3.87-4.11 (br m, 20H, 4x0-CH,, 4xaCH
L-Lys, 4xCH,-1 5-AP), 4.28 (m, 4H, 4xaCH AP-Trp), 4.51 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.61 (m,
2H, C*H Ph), 6.94 (m, 2H, C*®-H Ph), 7.01 (m, 10H, C*®-H Ph, C**-H AP-Trp), 7.11 (m,
4H, C®-H AP-Trp), 7.30 (m, 4H, C’-H AP-Trp), 7.56 (m, 4H, C*-H AP-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C'2 DDA), 23.8 (C' DDA), 24.2 (yC), 24.4 [2xO-
(CH,)2-CH,-(CH.),-NH], 25.2 (C®5-AP), 28.0 (C® DDA), 28.8, 28.9 [C(CH3)s], 29.5 (BC AP-
Trp), 29.9, 30.1, 30.4, 30.5, 30.7-30.8 [8C, 2xO-CH,-CH,-CH,-CH»-CH,-NH, C?, C*-C*°
DDA], 30.6 (C* 5-AP), 31.1 (C? 5-AP), 32.9, 33.1 (BC), 40.0 (2x0O-CH,-CH,-NH), 40.1 (¢C
L-Lys), 40.2 [2x0O-(CH,)4-CH,-NH], 40.5 (C* DDA), 40.7 (¢C rdzenia), 41.2 (C° 5-AP), 46.9
(C' 5-AP), 55.5 (aC rdzenia), 56.2 (4xaC L-Lys), 57.2 (4xaC AP-Trp), 67.8 (2x0O-CH,-CH,-
NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH2)4-NH], 79.8, 80.6 [C(CHs)s], 105.7, 106.7 (C* Ph), 107.2, 107.5
(C?® Ph), 110.5 (C” AP-Trp), 119.8 (C°> AP-Trp), 120.0 (C* AP-Trp), 122.5 (C® AP-Trp),
128.0 (C? AP-Trp), 129.5 (C* AP-Trp), 137.8 (C* Ph, C" AP-Trp), 157.5, 157.7, 158.5 [C=0
(Boc)], 161.3, 161.7 (C** Ph), 174.6, 175.5 (CONH).

[@]o® = -5.7 (c 1, MeOH).

Rt = 0.52 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 99-102°C.

6.5.2.2. Odbezpieczone dendrymery

Deprotekcje grup Boc w dendrymerach 70 — 74, 89 — 91, 99, 100 za pomoca
nasyconego roztworu HCIl w AcOEt przeprowadzono wg procedury ogdlnej zamieszczonej W
Rozdziale 6.2. (Procedura C - wariant B). Reakcji poddawano 0.2 - 0.63 g (0.064 - 0.205
mmol) zwiazku rozpuszczonego w 1 - 2 mL MeOH z 5 - 15 mL nas. HCI/AcOEt. Calkowite
zdjecie grup Boc obserwowano w ciagu 1 - 2 godzin. Odbezpieczone dendrymery wystepuja
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w postaci heptachlorowodorkow (76 — 80, 92 — 94) lub dodekachlorowodorkéow (101, 102).

Sa to higroskopijne, bezpostaciowe proszki barwy kremowej, jasnozottej badz jasnoszare;.

a) Dendrymer 76 (otrzymany z dendrymeru 70)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 96.4% (0.27 g) z
0.34 g (0.12 mmol) dendrymeru 70.
C110H151015N23x8HCI, M = 2327.21 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2034.2).
LRMS (ESI, MeOH): 1044.9 [M + MeOH + H* + Na']*, 1017.9 [M + 2H']**, 679.0 [M +
3H'**, 696.9 [M + MeOH + 2H" + Na']** - glowny sygnal, 536.4 [M + 4Na']**, 523.0 [M +
MeOH + 3H" + Na']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.87 [br m, 42H, 5xB, y, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2xO-
CHa-(CH2)3-CH2-NH], 2.75 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-Ar PEA), 2.98-3.40 [br m, 23H, 5x¢CH,
L-Lys i rdzenia, BCH, L-Trp, CH,-NH PEA, 2x0-(CH,)4-CH2-NH], 3.44 (m, 1H, CH,-NH
PEA), 3.54, 3.68 (2m, 4H, 2x0-CH,-CH,-NH), 3.81-3.96 [br m, 8H, 2x0-CH,-(CH2)s-NH,
4xaCH L-Lys], 4.08 (br m, 8H, 2xO-CH,-CH2-NH, 4xaCH L-Trp), 4.46 (m, 1H, aCH
rdzenia), 6.60, 6.65 (2m, 2H, C*-H Ph), 6.96 (m, 2H, C*®-H Ph), 7.03 (m, 6H, C*°-H Ph, C°-
H L-Trp), 7.12 (m, 9H, C®-H L-Trp, C*>3*>6-H PEA), 7.21 (m, 4H, C%H L-Trp), 7.37 (m, 4H,
C’-H L-Trp), 7.55 (m, 4H, C*-H L-Trp).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.1, 23.2 (yC), 24.6 [2xO-(CHy),-CH.-(CH,),-NH], 28.9,
29.0 (BC L-Trp), 29.5, 29.9, 30.0, 30.1 [8C, 2xO-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.2, 32.3,
32.8 (BC), 36.5 (CH,-Ar PEA), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 (2xO-CHy-CH2-NH), 40.6 [2xO-
(CH,)4-CH,-NH], 40.7 (C rdzenia), 42.0 (CH,-NH PEA), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC L-
Trp), 55.8 (aC rdzenia), 67.6, 67.7 (2xO-CHy-CH,-NH), 69.2, 69.3 [2x0O-CHa-(CH,)4-NH],
105.7, 106.0 (C* Ph), 106.8, 107.1, 107.2, 107.6 (C*° Ph), 108.1 (C® L-Trp), 112.6 (C’ L-
Trp), 119.4 (C* L-Trp), 120.2 (C° L-Trp), 122.9 (C® L-Trp), 125.6 (C* L-Trp), 127.4 (C* PEA),
128.4 (C* L-Trp), 129.5, 129.9 (C***° PEA), 137.2, 137.8 (C' Ph), 138.2 (C™ L-Trp), 140.4
(C' PEA), 161.2, 161.7 (C*° Ph), 169.8 (CONH Ph), 170.0, 170.1, 170.4, 174.5 (CONH)
[a]o® = +27.5 (c 1, MeOH).
T. top.: 195-207°C.

b) Dendrymer 77 (otrzymany z dendrymeru 71)

Zwiazek w postaci jasnozottego proszku otrzymano z wydajnoscia 96.8% (0.3 g) z
0.38 g (0.136 mmol) dendrymeru 71.
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Ci106H140015N24x8HCI, M = 2282.08 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1989.1).

LRMS (ESI, MeOH): 995.6 [M + 2H']*, 664.5 [M + 3H']** - glowny sygnal, 498.6 [M +
4Hj“.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30 (br m, 14H, 4xyCH, L-Lys, 3x8CH, L-Lys), 1.35-1.50
(br m, 4H, 8CH; L-Lys, yCH; rdzenia), 1.62 (br m, 2H, 8CH; rdzenia), 1.67-1.86 (br m, 10H,
5xBCH2 L-Lys i rdzenia), 2.91 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-Ar TA), 2.95-3.09 (br m, 8H, 4xeCH,
L-Lys), 3.20 (m, 4H, 2xBCH; L-Trp), 3.34 (m, 6H, 2xBCH, L-Trp, eCH, rdzenia), 3.42 (m,
1H, CH,-NH TA), 3.52 (m, 5H, 2x0-CH,-CH2-NH, CH,-NH TA), 3.65 (m, 4H, 2xO-CH,-
CH2-NH), 3.78 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 3.99-4.10 (br m, 12H, 4xO-CHj, 4xaCH L-Trp), 4.47
(m, 1H, aCH rdzenia), 6.63, 6.69 (2m, 2H, C*-H Ph), 6.94 (m, 1H, C>-H TA), 6.97-7.06 (br
m, 10H, C*%-H Ph, C°-H L-Trp, C*®-H TA), 7.09 (m, 4H, C°-H L-Trp), 7.19 (m, 4H, C*-H L-
Trp), 7.31 (d, J = 8.04 Hz, 1H, C"-H TA), 7.36 (d, J = 8.11 Hz, 4H, C’-H L-Trp), 7.51 (d, J =
7.75 Hz, 1H, C*-H TA), 7.63 (m, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.2, 24.5 (yC), 26.2 (CH2-Ar TA), 29.3 (8C), 29.6 (8C, BC
L-Trp), 30.1 (5C), 32.7, 32.9 (BC), 40.1 (eC L-Lys), 40.2 (4xO-CH,-CH2-NH), 40.7 (¢C
rdzenia), 41.4 (CH,-NH TA), 54.6 (4xaC L-Lys), 55.5 (4xaC L-Trp), 55.8 (aC rdzenia), 67.7,
67.8 (4xO-CH,-CH,-NH), 105.8, 106.2 (C* Ph), 107.3, 107.6 (C?*® Ph), 108.5 (C* L-Trp),
112.3 (C" TA), 112.6 (C’ L-Trp), 113.1 (C* TA), 119.3 (C* TA), 119.4 (C* L-Trp), 119.6 (C°
TA), 120.2 (C° L-Trp), 122.3 (C® TA), 122.8 (C® L-Trp), 123.6 (C* TA), 125.5 (C? L-Trp),
128.5 (C* L-Trp), 128.7 (C* TA), 137.4 (C* Ph), 137.9 (C™ L-Trp), 138.2 (C" TA), 161.3
(C** Ph), 169.6 (CONH Ph), 170.8, 170.9, 171.4, 174.3 (CONH).

[a]p?® = +14.1 (c 1, MeOH).

T. top.: 203-212°C.

c) Dendrymer 78 (otrzymany z dendrymeru 72)

Zwiazek w postaci jasnoszarego proszku otrzymano z wydajnoscia 96.8% (0.3 g) z
0.38 g (0.13 mmol) dendrymeru 72.
Ci112H15,015N24x8HCI, M = 2366.24 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2073.2).
LRMS (ESI, MeOH): 1037.6 [M + 2H']**, 692.1 [M + 3H™]**, 519.3 [M + 4H™1*" - gléwny
sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.50 [br m, 20H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 3CH,
rdzenia, 2x0O-(CH;),-CH,-CH,-CH,-NH], 1.53-1.65 (br m, 8H, 4x6CH; L-Lys), 1.66-1.89 [br
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m, 14H, 5xBCH; L-Lys i rdzenia, 2x0-CHy-CHa-(CH2)s-NH], 2.92 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH.-Ar
TA), 3.04 [m, 4H, 2xO-(CHy)4-CH,-NH], 3.14 (m, 4H, 2xeCH, L-Lys), 3.23 (m, 8H, 2xBCH,
L-Trp, 2xeCH; L-Lys), 3.34 (m, 6H, 2xBCH, L-Trp, eCH, rdzenia), 3.43 (m, 1H, CH,-NH
TA), 3.53 (m, 3H, O-CH»-CH2-NH, CH2-NH TA), 3.67 (br m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.81-
3.96 [br m, 8H, 2x0-CHy-(CH,)s-NH, 4xaCH L-Lys], 4.08 (br m, 8H, 2x0O-CH,-CH,-NH,
4xaCH L-Trp), 4.47 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.59, 6.64 (2m, 2H, C*-H Ph), 6.96 (m, 4H, C*°-
H Ph), 7.02 (m, 7H, C°-H L-Trp, C>*®-H TA), 7.10 (m, 4H, C°H L-Trp), 7.21 (m, 4H, C%-H
L-Trp), 7.30 (m, 1H, C’-H TA), 7.37 (m, 4H, C’-H L-Trp), 7.51 (d, J = 7.86 Hz, H, C*-H TA),
7.64 (m, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.2 (yC), 24.5, 24.6 [2x0-(CH,),-CH,-(CH,),-NH], 26.2
(CH-Ar TA), 28.9, 29.0 (BC L-Trp), 29.5, 29.9, 30.0 [5C, 2xO-CH,-CH,-CHy-CH,-CHa,-NH],
32.2, 32.3, 32.9 (BC), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 (2xO-CH,-CHy-NH), 40.6 [2xO-(CHy)s-CHo-
NH], 40.7 (¢C rdzenia), 41.4 (CH,-NH TA), 54.4 (4xoC L-Lys), 54.5 (4xaC L-Trp), 55.3 (aC
rdzenia), 67.6, 67.7 (2xO-CH-CH,-NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH2)4-NH], 105.7, 106.0 (C* Ph),
106.9, 107.2, 107.5 (C*° Ph), 108.1 (C* L-Trp), 112.3 (C’ TA), 112.6 (C" L-Trp), 113.1 (C®
TA), 119.3 (C* L-Trp, C* TA), 119.6 (C° TA), 120.2 (C° L-Trp), 122.3 (C® TA), 122.9 (C° L-
Trp), 123.6 (C* TA), 125.6 (C? L-Trp), 128.4 (C* L-Trp), 128.7 (C* TA), 137.8 (C* Ph),
138.1 (C™ L-Trp), 138.2 (C™ TA), 161.2, 161.8 (C** Ph), 169.8 (CONH Ph), 170.0, 170.1,
170.4 (CONH).

[a]p®® = +28.1 (c 1, MeOH).

T. top.: 197-206°C.

d) Dendrymer 79 (otrzymany z dendrymeru 73)

Zwiazek w postaci jasnozoltego proszku otrzymano z wydajnoscia 96% (0.24 g) z
0.3 g (0.1 mmol) dendrymeru 73.
C114H167015N23x8HCI, M = 2391.37 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2098.3).
LRMS (ESI, MeOH): 700.9 [M + 3H'T*" - gféwny sygnat, 526.1 [M + 4H*]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.87 (br t, 3H, CH; DDA), 1.20-1.94 [br m, 62H, 5xB, v,
dCH; L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-(CH;)3-CH,-NH, CH,-2-11 DDA], 2.95-3.26 [br m, 18H,
4xgCH, L-Lys, 2xBCH, L-Trp, 2x0-(CH,)4-CH,-NH, CH,-1 DDA], 3.35 (m, 6H, 2xBCH, L-
Trp, eCH; rdzenia), 3.55, 3.67 (2m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 3.85 (m, 4H, 4xaCH L-Lys),
3.93 [m, 4H, 2x0-CHa-(CH,)4-NH], 4.09 (m, 8H, 2xO-CH,-CH,-NH, 4xaCH L-Trp), 4.49
(m, 1H, oCH rdzenia), 6.63 (m, 2H, C*-H Ph), 6.96 (m, 2H, C*®-H Ph), 7.03 (m, 6H, C*®-H
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Ph, C>-H L-Trp), 7.10 (m, 4H, C®-H L-Trp), 7.21 (m, 4H, C*H L-Trp), 7.37 (m, 4H, C’-H L-
Trp), 7.65 (m, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 14.5 (C* DDA), 23.1, 23.2, 23.7, 24.6 [yC, C' DDA,
2x0-(CH,),-CHa-(CH,)2-NH], 28.0 (C* DDA), 28.9, 29.0 (BC L-Trp), 29.5, 29.9, 30.0, 30.1,
30.4-30.8 [6C, C? C*-C' DDA, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH2-CH,-NH], 32.2, 32.3, 32.9, 33.1
(BC), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 (2x0-CH,-CH»-NH), 40.6 [2xO-(CH,)s-CH,-NH, C* DDA], 40.8
(eC rdzenia), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC L-Trp), 55.8 (aC rdzenia), 67.6 (2xO-CH,-CH,-
NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH,)s-NH], 105.7, 106.0 (C* Ph), 106.8, 107.1, 107.2 (C*® Ph), 108.1
(C* L-Trp), 112.6 (C” L-Trp), 119.4 (C* L-Trp), 120.2 (C° L-Trp), 122.9 (C® L-Trp), 125.6 (C?
L-Trp), 128.4 (C* L-Trp), 137.2, 137.8 (C* Ph), 138.2 (C" L-Trp), 161.2, 161.8 (C** Ph),
169.7 (CONH Ph), 170.0, 170.1, 170.5, 174.4 (CONH).

[a]o® = +25.5 (c 1, MeOH).

T. top.: 187-195°C.

e) Dendrymer 80 (otrzymany z dendrymeru 74)

Zwiazek w postaci jasnozoltego proszku otrzymano z wydajnoscia 95.2% (0.5 g) z
0.63 g (0.205 mmol) dendrymeru 74.
Ci126H101015N23x8HCI, M = 2559.69 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2266.5).
LRMS (ESI, MeOH): 1134.2 [M + 2H']**, 1161.2 [M + MeOH + H* + Na']*, 774.5 [M +
MeOH + 2H' + Na'T*, 756.5 [M + 3H']**, 581.1 [M + MeOH + 3H" + Na']**, 567.6 [M +
AH™ - gléwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.87 (m, 6H, 2xCH; dDDA), 1.15-1.87 [br m, 82H, 5xB, v,
8CH, L-Lys i rdzenia, 2x0-CH,-(CH2)3-CH,-NH, 2xCH,-2-11 dDDA], 3.0-3.41 [br m, 26H,
5xgCH, L-Lys i rdzenia, 4xpCH, L-Trp, 2x0-(CHy)4-CH,-NH, 2xCH,-1 dDDA], 3.50-3.73
(2m, 4H, 2x0-CH»-CH,-NH), 3.80-3.96 [br m, 8H, 2x0-CH,-(CH,)s-NH, 4xaCH L-Lys],
4.09 (m, 8H, 4xaCH L-Trp, 2x0-CH,-CH,-NH), 4.96 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.63 (m, 2H,
C*H Ph), 6.97 (m, 2H, C*>5-H Ph), 7.02 (m, 6H, C*®-H Ph, C*-H L-Trp), 7.11 (m, 4H, C®-H
L-Trp), 7.22 (m, 4H, C?-H L-Trp), 7.37 (m, 4H, C’-H L-Trp), 7.65 (m, 4H, C*-H L-Trp).
BC NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC'? dDDA), 23.1, 23.2, 23.7, 23.8, 24.6, 27.9,
28.0, 28.6 [yC, 2xC*!! dDDA, 2x0-(CH,),-CH,-(CH,)>-NH], 28.9, 29.0 (BC L-Trp), 29.5-
29.9, 30.0, 30.2, 30.4-30.8 [5C, 2xC? 2xC*-C' dDDA, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH],
32.3, 33.1 (BC), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 (2xO-CHy-CH,-NH), 40.6 [2xO-(CH,)s-CH,-NH],
40.7 (sC rdzenia), 47.7 (2xC* dDDA), 51.5 (aC rdzenia), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC L-
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Trp), 67.6 (2xO-CH,-CH2-NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH2)4-NH], 105.7, 106.0 (C* Ph), 106.8,
106.9, 107.2, 107.5 (C*° Ph), 108.1 (C* L-Trp), 112.6 (C” L-Trp), 119.4 (C* L-Trp), 120.2 (C°
L-Trp), 122.9 (C® L-Trp), 125.6 (C* L-Trp), 128.4 (C* L-Trp), 137.2, 137.7 (C* Ph), 138.2
(C™ L-Trp), 161.2, 161.8 (C*° Ph), 169.6, 169.7 (CONH Ph), 170.0, 170.1, 170.5, 173.7
(CONH).

[@]o® = +25.2 (c 1, MeOH).

T. top.: 195-198°C.

f) Dendrymer 92 (otrzymany z dendrymeru 89)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 97.6% (0.41 g) z
0.5 g (0.16 mmol) dendrymeru 89.
Ci128H184015N24x8HCI, M = 2590.67 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2297.4).
LRMS (ESI, MeOH): 1149.8 [M + 2H*]*, 766.9 [M + 3H™]**, 575.4 [M + 4H']*" - gléwny
sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.91 (m, 12H, 4xCHj; n-Bu), 1.24-1.86 [br m, 58H, 5%B, v,
8CH; L-Lys i rdzenia, 2x0-CHa-(CH2)3-CH,-NH, 4xCH,-2,3 n-Bu], 2.91 (t, J = 7.25 Hz, 2H,
CH,-Ar TA), 3.03 [m, 4H, 2x0-(CH,),-CH»-NH], 3.13 (m, 4H, 2xeCH, L-Lys), 3.19-3.40 (br
m, 14H, 3xeCH, L-Lys i rdzenia, BCH, B-Trp), 3.42 (m, 1H, CH,-NH TA), 3.53 (m, 3H, O-
CH,-CH-NH, CH,-NH TA), 3.67 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.81-3.98 [br m, 8H, 2xO-CH,-
(CH2)s-NH, 4xaCH L-Lys], 4.02-4.15 (br m, 16H, 4xaCH B-Trp, 2x0O-CH,-CH,-NH,
4xCHa-1 n-Bu), 4.48 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.59, 6.65 (2m, 2H, C*-H Ph), 6.91-7.08 (br m,
11H, C?%-H Ph, C°-H B-Trp, C**®-H TA), 7.17 (m, 8H, C*®-H B-Trp), 7.34 (m, 5H, C’-H B-
Trp, C'-H TA), 7.51 (d, J = 6.85 Hz, 1H, C*-H TA), 7.65 (m, 4H, C*-H B-Trp).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.1 (C* n-Bu), 21.1 (C* n-Bu), 23.1, 23.2, 24.6 [yC, 2xO-
(CH,)2-CH,-(CH,),-NH], 26.3 (CH,-Ar TA), 28.8, 28.9 (BC B-Trp), 29.5, 29.9, 30.0, 30.1
[6C, 2xO-CHy-CH,-CH,-CH2-CH,-NH], 32.3, 33.5 (BC, C? n-Bu), 40.1 (C L-Lys), 40.2
(2x0-CH2-CH,-NH), 40.6 [2x0-(CH2)s-CH,-NH], 40.7 (C rdzenia), 41.4 (CHx-NH TA),
46.9 (C*' n-Bu), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC B-Trp), 55.8 (aC rdzenia), 67.6, 67.7 (2xO-
CHa-CH,-NH), 69.2 [2x0-CH,-(CH,)s-NH], 105.7, 106.0 (C* Ph), 106.8, 107.1, 107.5 (C*®
Ph), 110.8 (C” B-Trp), 112.3 (C’ TA), 113.0 (C? TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C* B-Trp), 119.8
(C° TA), 120.2 (C° B-Trp), 122.3 (C°® TA), 122.9 (C°® B-Trp), 123.6 (C* TA), 128.7 (C* B-Trp),
129.0 (C? B-Trp), 138.0 (C™ B-Trp), 138.1 (C"* TA), 161.2, 161.8 (C** Ph), 170.0, 170.1,
170.5 (CONH).
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[a]o” = +18.0 (c 1, MeOH).
T. top.: 182-184.5°C.

g) Dendrymer 93 (otrzymany z dendrymeru 90)

Zwiazek w postaci jasnozoéttego proszku otrzymano z wydajnoscia 89.8% (0.15 g) z
0.2 g (0.064 mmol) dendrymeru 90.
Ci130H199015N23x8HCI, M = 2615.80 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2322.6).
LRMS (ESI, MeOH): 1184.9 [M + 2Na']*, 775.4 [M + 3H']**, 581.7 [M + 4H"1*" - gléwny
sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.85-0.95 (2m, 15H, CHs; DDA, 4xCHj3 n-Bu), 1.20-1.93
[or m, 78H, 5%, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH,-(CH;)3-CH,-NH, 4xCH,-2,3 n-Bu, CH,-
2-11 DDA], 3.00-3.34 [br m, 24H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia, BCH, B-Trp, 2x0O-(CH,)4-CH,-
NH, CH,-1 DDA], 3.56, 3.67 (2m, 4H, 2x0O-CH3-CH,-NH), 3.85 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 3.95
[m, 4H, 2xO-CH,-(CH,)4-NH], 4.12 (m, 16H, 4xaCH B-Trp, 2x0O-CH,-CH,-NH, 4xCH,-1 n-
Bu), 4.50 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.64 (m, 2H, C*-H Ph), 6.98 (m, 2H, C*°-H Ph), 7.04 (m,
6H, C*°-H Ph, C°-H B-Trp), 7.17 (m, 8H, C*®-H B-Trp), 7.36 (m, 4H, C’-H B-Trp), 7.65 (m,
4H, C*-H B-Trp).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.1 (C* n-Bu), 14.5 (C'? DDA), 21.1 (C® n-Bu), 23.1,
23.2, 23.7, 24.6 [yC, C* DDA, 2x0-(CH,),-CH,-(CH>)>-NH], 28.0 (C* DDA), 28.8, 28.9 (BC
B-Trp), 29.5, 29.9, 30.1, 30.4-30.8 [5C, C?, C*-C* DDA, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH],
32.3, 32.9, 33.1, 33.5 (BC, C? n-Bu), 40.1 (¢C L-Lys), 40.2 (2xO-CH,-CH,-NH), 40.6 [2xO-
(CH2)4-CH,-NH, C' DDA], 40.8 (¢C rdzenia), 46.9 (CH,-1 of n-Bu), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2
(4xaC B-Trp), 55.7 (aC rdzenia), 67.6 (2xO-CHy-CH2-NH), 69.2 [2xO-CH,-(CH2)s-NH],
105.7, 106.0 (C* Ph), 106.8, 107.2, 107.5 (C*® Ph), 110.8 (C’ B-Trp), 119.8 (C* B-Trp), 120.2
(C° B-Trp), 122.9 (C° B-Trp), 129.0 (C? B-Trp), 137.8 (C' Ph), 138.0 (C" B-Trp), 161.2,
161.8 (C** Ph), 169.6 (CONH Ph), 170.0, 170.5, 174.4 (CONH).
[a]o® = +12.3 (c 1, MeOH).
T. top.: 174-177°C.

h) Dendrymer 94 (otrzymany z dendrymeru 91)
Zwiazek w postaci jasnozottego proszku otrzymano z wydajnoscia 95.8% (0.34 g) z
0.42 g (0.127 mmol) dendrymeru 91.
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Ci142H223015N3x8HCI, M = 2784.12 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2490.7).

LRMS (ESI, MeOH): 1246.4 [M + 2H"]**, 831.2 [M + 3H™** - gléwny sygnal, 623.7 [M +
4Hj“.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 6H, 2xCH; dDDA), 0.93 (m, 12H, 4xCH3 n-Bu),
1.20-1.90 [br m, 98H, 5%, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, 2x0O-CH-(CH2)3-CH,-NH, 4xCH2-2,3 n-
Bu, 2xCH,-2-11 dDDA], 3.00-3.49 [br m, 26H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia, pCH, B-Trp, 2xO-
(CH2)4-CH,-NH, 2xCH-1 dDDA], 3.56, 3.67 (2m, 4H, 2xO-CH,-CH,-NH), 3.86 (m, 4H,
4x0CH L-Lys), 3.94 [m, 4H, 2x0O-CH,-(CH2)4-NH], 4.11 [m, 16H, 4xaCH B-Trp, 2x0-CH,-
CH,-NH, 4xCH,-1 n-Bu], 4.97 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.65 (m, 2H, C*-H Ph), 6.95-7.08 (br
m, 8H, C*®-H Ph, C°-H B-Trp), 7.17 (m, 8H, C*°-H B-Trp), 7.36 (m, 4H, C’-H B-Trp), 7.65
(m, 4H, C*-H B-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 14.2 (C* n-Bu), 14.5 (2xC** dDDA), 21.2 (C* n-Bu), 23.1,
23.2, 23.7, 23.8, 24.6 [yC, 2xC'" dDDA, 2x0-(CH,),-CH,-(CH,),-NH], 27.9, 28.0 (2xC?
dDDA), 28.6, 28.8 (BC B-Trp), 29.5, 30.0, 30.1, 30.2, 30.4, 30.5-30.8 [5C, 2xC?, 2xC*-C*°
dDDA, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.3, 33.1, 33.6 (BC, C n-Bu), 40.1 (¢C L-Lys),
40.2 (2xO-CHy-CH2-NH), 40.6 [2xO-(CH,)s-CH,-NH], 40.7 (¢C rdzenia), 46.9 (C' n-Bu),
47.7 (2xC*' dDDA), 51.4 (aC rdzenia), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC B-Trp), 67.7 (2xO-
CH,-CH2-NH), 69.2 [2xO-CH,-(CH,),-NH], 105.8, 106.0 (C* Ph), 106.8, 107.2, 107.5 (C*°
Ph), 110.8 (C’ B-Trp), 119.8 (C* B-Trp), 120.3 (C° B-Trp), 122.9 (C°® B-Trp), 129.0 (C? B-
Trp), 137.7 (C* Ph), 138.0 (C™ B-Trp), 161.2, 161.8 (C*° Ph), 169.5 (CONH Ph), 170.0,
170.5, 173.7 (CONH).

[a]o® = +8.9 (c 1, MeOH).

T. top.: 175-178°C.

i) Dendrymer 101 (otrzymany z dendrymeru 99)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 97.8% (0.27 g) z
0.35 g (0.097 mmol) dendrymeru 99.
Ci132H106015N2gx12HCI, M = 2852.68 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2413.5).
LRMS (ESI, MeOH): 617.9 [M + MeOH + 3H" + Na]*, 604.4 [M + 4H*]*" - gléwny sygnat;
(MALDI): 2436.54 [M + Na'], 2414.57 [M + H"] - gléwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.24-1.89 [br m, 66H, 5%B, v, 6CHz L-Lys i rdzenia, 2xO-
CH3-(CH3)3-CH,-NH, 4xCH,-2,3,4 5-AP], 2.87 (m, 10H, CH,-Ar TA, 4xCH,-5 5-AP), 2.99-
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3.40 [br m, 22H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia, BCH, AP-Trp, 2x0-(CH;)4,-CH,-NH], 3.40-3.76 (br
m, 6H, 2x0-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.80-3.99 [br m, 8H, 2x0-CHa-(CH,)4-NH, 4xaCH
L-Lys], 4.02-4.20 (br m, 16H, 2xO-CH,-CH,-NH, 4xCH,-1 5-AP, 4xaCH AP-Trp), 4.48 (m,
1H, aCH rdzenia), 6.62 (m, 2H, C*-H Ph), 6.92-7.07 (br m, 11H, C*-H Ph, C>-H AP-Trp,
C*°®.H TA), 7.15 (m, 4H, C°-H AP-Trp), 7.24 (m, 4H, C*-H AP-Trp), 7.32 (d, J = 8.08 Hz,
1H, C'-H TA), 7.37 (m, 4H, C’-H AP-Trp), 7.51 (d, J = 7.84 Hz, 1H, C*-H TA), 7.65 (m, 4H,
C*-H AP-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.3, 23.7, 24.6 [yC, 2x0O-(CH2)>-CH,-(CH.),-NH], 24.8
(C? 5-AP), 26.3 (CH.-Ar TA), 28.2 (8C), 28.9 (BC AP-Trp), 29.6, 29.9-30.9 [8C, C** 5-AP,
2x0-CH,-CH2-CH,-CH,-CH2-NH], 32.4, 32.8 (BC), 40.1-40.6 [2xO-CHy-CH,-NH, 2xO-
(CH2)4-CH,-NH, €C, C° 5-AP], 41.5 (CH2-NH TA), 46.8 (C' 5-AP), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.3
(4xaC AP-Trp), 55.8 (aC rdzenia), 67.6 (2xO-CH,-CH,-NH), 69.3 [2xO-CH,-(CH.)s-NH],
105.7, 106.0 (C* Ph), 106.9, 107.2, 107.53, 107.8 (C*° Ph), 110.8 (C" AP-Trp), 112.3 (C’
TA), 113.1 (C? TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C® TA), 119.9 (C* AP-Trp), 120.3 (C> AP-Trp),
122.3 (C° TA), 122.9 (C® AP-Trp), 123.6 (C* TA), 128.7 (C** AP-Trp, C* TA), 129.1 (C? AP-
Trp), 137.3, 137.8 (C! Ph), 137.9 (C"® AP-Trp), 138.1 (C"® TA), 161.2, 161.8 (C>° Ph), 169.7
(CONH Ph), 170.2, 170.7, 174.4 (CONH).

[a]o” = +6.3 (c 1, MeOH).

T. top.: 189-192°C.

J) Dendrymer 102 (otrzymany z dendrymeru 100)

Zwiazek w postaci jasnozolttego proszku otrzymano z wydajnoscia 89.5% (0.17 g) z
0.24 g (0.066 mmol) dendrymeru 100.
Ci34H211015N27x12HCI, M = 2877.81 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2438.7).
LRMS (ESI, MeOH): 610.7 [M + 4H']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CH3 DDA), 1.20-1.93 (br m, 86H, 5xy, 8,
BCH, L-Lys i rdzenia, CH,-2-11 DDA, 2x0O-CH,-(CH3)3-CH2-NH, 4xCH;-2,3,4 5-AP), 2.89
(br t, 8H, 4xCH2-5 5-AP), 2.90-3.40 [br m, 24H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia, BCH; AP-Trp, 2xO-
(CH,)4-CH,-NH, CH,-1 DDA], 3.58, 3.66 (2m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 3.87 (m, 4H, 4xaCH
L-Lys), 3.97 [m, 4H, 2xO-CH,-(CH,)s-NH], 4.07-4.22 (br m, 16H, 2xO-CH,-CHx-NH,
4xCH,-1 5-AP, 4xaCH AP-Trp), 4.50 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.65 (m, 2H, C*-H Ph), 6.98 (m,
2H, C?®-H Ph), 7.05 (m, 6H, C*°-H Ph, C°>-H AP-Trp), 7.16 (m, 4H, C°-H AP-Trp), 7.25 (m,
4H, C%-H AP-Trp), 7.39 (m, 4H, C’-H AP-Trp), 7.66 (m, 4H, C*-H AP-Trp).
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3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C'? DDA), 23.1, 23.3, 23.7, 24.6 [yC, 2xO-(CHy),-
CHa-(CH,),-NH, C** DDA], 24.9 (C* 5-AP), 28.0 (C® DDA), 28.2 (5C), 28.8 (BC AP-Trp),
29.5, 30.1-30.9 [8C, C** 5-AP, 2xO-CH,-CH,-CH,-CH»-CH,-NH, C? C*-C'° DDA], 32.3,
33.1 (BC), 40.1-40.6 [2x0O-CH-CH,-NH, 2x0-(CH,)4-CH,-NH, ¢C, C° 5-AP, C' DDA], 46.8
(C' 5-AP), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.3 (4xaC AP-Trp), 55.8 (aC rdzenia), 67.7 (2x0-CHy-CH,-
NH), 69.3 [2x0-CH,-(CH,),-NH], 105.7, 106.0 (C* Ph), 106.8, 107.1, 107.5, 107.7 (C*® Ph),
110.8 (C’ AP-Trp), 119.8 (C* AP-Trp), 120.3 (C° AP-Trp), 122.9 (C® AP-Trp), 129.1 (C* AP-
Trp), 137.9 (C" AP-Trp), 161.2, 161.8 (C>° Ph), 170.0, 170.5 (CONH).

[a]o” = +6.6 (C 1, MeOH).

T. top.: 184-187°C.

6.5.3. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami PABA

Dendrymery  sfunkcjonalizowane na N-koncu resztami PABA  zostaty
zsyntetyzowane w wyniku reakcji sprzegania dendrymeréw posrednich 63 — 66 (Rozdziat
6.5.1.2.2.) z kwasem 4-(Boc-amino)benzoesowym (114, Rozdziat 6.3.3.).

6.5.3.1. Boc-zabezpieczone dendrymery

Wykorzystujac procedure ogélna sprzegania metoda EDC/HOBt (Procedura B,
Rozdzial 6.2.) zsyntetyzowano 4 dendrymery sfunkcjonalizowane na N — koncu resztami
PABA. Reakcje sprzggania prowadzono z 3.6-krotnym nadmiarem EtsN przez 48 godzin.
Czyste dendrymery 103 — 106 uzyskano w wyniku saczenia molekularnego z uzyciem
kolumny z wypelieniem Sephadex LH-20 z MeOH jako eluentem, a nastgpnie
doczyszczania na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH 8:1 (dla dendrymeru
106 gradient: 50:1—10:1). Produkty otrzymano w postaci biatych, kremowych lub

jasnozoltych proszkow.

a) Dendrymer 103 (otrzymany z dendrymeru posredniego 63)

Do reakcji uzyto zwiazku 114 (0.247 g, 1.04 mmol), HOBt (0.159 g, 1.04 mmol),
EDC-HCI (0.2 g, 1.04 mmol), dendrymeru posredniego 63 (0.4 g, 0.237 mmol), Et;N (0.26
mL, 1.9 mmol) i DMF (10 mL). Otrzymano produkt w postaci kremowego proszku z
wydajnoscia 60% (0.36 g).

C134H195031N19, M = 2568.09 g/mol (masa monoizotopowa 2566.4).
LRMS (ESI, MeOH): 2589.8 [M + Na'], 1306.3 [M + 2Na'|** - gléwny sygnat, 1295.3 [M +
H* + Na']?*, 1311.3 [M + MeOH + H* + Na*]*".
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'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.33-1.51 [br m, 16H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 5CH;
rdzenia, 2x0-(CH2),-CH»-(CH,),-NH] naktadajacy si¢ na 1.38, 1.40 [2s, 36H, 4xC(CHs)3 L-
Lys] i 1.50 [2s, 36H, 4<C(CH3)s PABA], 1.61 [m, 16H, 4x3CH; L-Lys, 2xB-CH,, 2xO-
(CH2)3-CH2-CH,-NH], 1.72 [br m, 10H, 3xB-CHa, 2xO-CH,y-CHa-(CH,)s-NH], 2.75 (t, J =
7.16 Hz, 2H, CHx-Ar PEA), 3.09-3.25 [2m, 6H, £CH, rdzenia, 2x0O-(CH2)s-CH,-NH], 3.34
(m, 9H, CH2-NH PEA, 4x¢CH, L-Lys), 3.48 (m, 3H, O-CH,-CHx-NH, CH,-NH PEA), 3.60
(m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.91 [m, 4H, 2xO-CHa-(CH,)4-NH], 4.02 (m, 8H, 2x0-CHy-CH,-
NH, 4xaCH L-Lys), 4.47 (m, 1H, oCH rdzenia), 6.60 (m, 2H, C*-H Ph), 6.92, 6.99 (2m, 4H,
C?%-H Ph), 7.10-7.23 (br m, 5H, C***°°.H PEA), 7.48 (m, 8H, C3>*-H PABA), 7.73 (m, 8H,
C?%-H PABA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.3 (yC), 24.4 [2x0-(CH,)>-CHa-(CH,),-NH], 24.5 (yC),
28.7 [C(CHa3); PABA], 28.8 [C(CHa3)s L-Lys], 29.9 [2xO-CH,-CH,-(CH2)s-NH], 30.1, 30.2
[6C, 2x0-(CH,)s-CH,-CH,-NH], 32.8, 33.2 (BC), 36.5 (CH,-Ar PEA), 40.0 (2x0O-CH,-CH,-
NH), 40.2 [2xO-(CH,)4-CH,-NH] 40.5, 40.6 (¢C), 42.0 (CH,-NH PEA), 55.6 (aC rdzenia),
56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 67.7 (2xO-CH-CH,-NH), 69.2 [2xO-CH,-(CH.)s-NH], 80.6
[C(CHa3)s L-Lys], 81.2 [C(CH3); PABA], 105.8, 106.1 (C* Ph), 106.7, 107.0, 107.2, 107.5 (C°
Ph), 118.8 (C*° PABA), 127.4 (C* PEA), 129.2 (C*° PABA), 129.3 (C* PABA), 129.5, 129.9
(C?%°% PEA), 137.2, 137.8 (C* Ph), 140.4 (C' PEA), 144.0 (C* PABA), 154.8 [C=0 (Boc)
PABA], 157.8 [C=0 (Boc) L-Lys], 161.2, 161.7 (C** Ph), 169.6, 169.7 (CONH Ph), 169.8
(CONH PABA), 174.4, 175.1, 175.5 (CONH).

[a]o®® =-12.7 (c 1, MeOH).

R = 0.38 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 144-150°C.

b) Dendrymer 104 (otrzymany z dendrymeru posredniego 64)

Do reakcji uzyto zwiazku 114 (0.218 g, 0.92 mmol), HOBt (0.141 g, 0.92 mmol),
EDC-HCI (0.176 g, 0.92 mmol), dendrymeru posredniego 64 (0.35 g, 0.21 mmol), EtsN (0.23
mL, 1.68 mmol) i DMF (10 mL). Otrzymano produkt w postaci jasnozoltego proszku z
wydajnoscia 39.2% (0.21 g).

C130H184031N20, M = 2522.97 g/mol (masa monoizotopowa 2521.3).

LRMS (ESI, MeOH): 2545.8 [M + Na'], 1284.0 [M + 2Na'** - gtéwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.34-1.43 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia) nakladajacy
si¢ na 1.38 [s, 36H, 4xC(CHs)3 L-Lys], 1.53-1.66 (br m, 14H, 5x6CH, L-Lys i rdzenia,
2xBCH; L-Lys) naktadajacy si¢ na 1.50 [s, 36H, 4xC(CH3); PABA], 1.68-1.86 (br m, 6H,
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3xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.91 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CHx-Ar TA), 3.24 (m, 10H, 5xeCH, L-Lys i
rdzenia), 3.38-3.63 (br m, 10H, 4xO-CH,-CHy-NH, CH,-NH TA), 4.00 (br m, 12H, 4xO-
CH,-CHa-NH, 4xaCH L-Lys), 4.48 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.61 (m, 2H, C*-H Ph), 6.91-7.06
(br m, 7H, C*®-H Ph, C**%-H TA), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C'-H TA), 7.46 (dd, J = 8.8, 2.4
Hz, 8H, C**-H PABA), 7.51 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C*-H TA), 7.72 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 8H, C?°-
H PABA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2 (yC), 26.2 (CHx-Ar TA), 28.7 [C(CH3); PABA], 28.8
[C(CHa)s L-Lys], 30.1, 30.2 (8C), 32.9, 33.2 (BC), 39.9 (4x0-CHy-CH,-NH), 40.5, 40.6 (cC),
41.4 (CH,-NH TA), 55.6 (oC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 67.7 (4xO-CH,-CH,-NH), 80.6
[C(CH3)s L-Lys], 81.2 [C(CH3); PABA], 105.8, 106.1 (C* Ph), 107.2, 107.5 (C*° Ph), 112.3
(C" TA), 113.4 (C* TA), 118.8 (C*° PABA), 119.3 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.3 (C° TA),
123.6 (C® TA), 128.7 (C* TA), 129.2 (C*° PABA), 129.3 (C* PABA), 137.3, 137.9 (C! Ph),
138.1 (C" TA), 144.0 (C* PABA), 154.8 [C=0 (Boc) PABA], 157.8 [C=0O (Boc) L-Lys], 161.2
(C*° Ph), 169.7 (CONH Ph), 174.3, 175.5 (CONH).

[a]o?® = -14.7 (c 1, MeOH).

Rt = 0.38 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 150-160°C.

c) Dendrymer 105 (otrzymany z dendrymeru posredniego 65)

Do reakcji uzyto zwiazku 114 (0.24 g, 1.01 mmol), HOBt (0.155 g, 1.01 mmol),
EDC-HCI (0.194 g, 1.01 mmol), dendrymeru posredniego 65 (0.4 g, 0.23 mmol), EtzN (0.26
mL, 1.84 mmol) i DMF (10 mL). Otrzymano produkt w postaci jasnozoltego proszku z
wydajnoscia 50% (0.3 g).

C136H196031N20, M = 2607.13 g/mol (masa monoizotopowa 2605.4).

LRMS (ESI, MeOH): 2628.5 [M + Na'], 1325.8 [M + 2Na']*" - gléwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.33-1.51 [br m, 16H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 5CH,
rdzenia, 2x0-(CH2),-CH»-(CH,),-NH] naktadajacy si¢ na 1.38, 1.39 [2s, 36H, 4xC(CHs)3 L-
Lys] i 1.50 [2s, 36H, 4<xC(CHz); PABA], 1.54-1.87 [br m, 26H, 4x6CH; L-Lys, 5xpCH, L-Lys
i rdzenia, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH»-CH,-NH], 2.91 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,-Ar TA), 3.09-3.24
[2m, 4H, 2x0-(CH;)4-CH2-NH], 3.31 (m, 10H, 5xeCH; L-Lys i rdzenia), 3.39-3.64 (2br m,
6H, 2x0-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.88 [m, 4H, 2x0-CH,-(CH,)4-NH], 4.00 (br m, 8H,
2x0-CHy-CH,-NH, 4xaCH L-Lys), 4.49 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.57 (m, 2H, C* Ph), 6.88-
7.07 (br m, 7H, C?° Ph, C**°-H TA), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C’-H TA), 7.48 (m, 8H, C**-H
PABA), 7.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H, C*-H TA), 7.72 (m, 8H, C*°-H PABA).
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3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 24.2, 24.3 (yC), 24.4 [2x0-(CH2)2-CH,-(CH,),-NH], 26.2
(CHo-Ar TA), 28.7 [C(CHs); PABA], 28.8, 29,0 [C(CHs); L-Lys], 29.9 [2xO-CHy-CH,-
(CH2)s-NH], 30.1, 30.2 [2xO-(CHz)3-CH,-CHy-NH, 5C], 32.9, 33.2 (BC), 40.0 (2xO-CH,-
CH2-NH), 40.2 [2x0-(CH,)s-CH2-NH], 40.5, 40.7 (¢C), 41.4 (CH,-NH TA), 55.6 (aC
rdzenia), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 67.7 (2xO-CH,-CH2-NH), 69.2 [2x0-CHa-(CH2)4-NH],
80.6 [C(CHa)s L-Lys], 81.2 [C(CH3); PABA], 105.8, 106.1 (C* Ph), 106.7, 107.0, 107.2, 107.4
(C?° Ph), 112.3 (C” TA), 113.1 (C* TA), 118.8 (C*° PABA), 119.3 (C* TA), 119.7 (C° TA),
122.3 (C® TA), 123.6 (C* TA), 128.7 (C* TA), 129.2 (C*® PABA), 129.3 (C* PABA), 137.8 (C*
Ph), 138.1 (C™ TA), 144.0 (C* PABA), 154.8 [C=0 (Boc) PABA], 157.8 [C=0 (Boc) L-Lys],
161.2, 161.7 (C*° Ph), 169.7 (CONH Ph), 169.8 (CONH PABA), 174.3, 175.1, 1755
(CONH).

[@]o® = -9.9 (c 1, MeOH).

Rt = 0.44 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 149-155°C.

d) Dendrymer 106 (otrzymany z dendrymeru posredniego 66)

Do reakcji uzyto zwiazku 114 (0.427 g, 1.8 mmol), HOBt (0.276 g, 1.8 mmol),
EDC-HCI (0.345 g, 1.8 mmol), dendrymeru posredniego 66 (0.69 g, 0.41 mmol), EtsN (0.45
mL, 3.28 mmol) i DMF (15 mL). Otrzymano produkt w postaci biatego proszku z
wydajnoscia 39.1% (0.41 g).

C132H199031N19, M = 2548.10 g/mol (masa monoizotopowa 2546.5).

LRMS (ESI, MeOH): 2569.6 [M + Na'], 1296.3 [M + 2Na'** - gtéwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & = 0.83 (br t, 3H, CH; DDA), 1.18-1.50 (br m, 44H, 5xy,
O0CH; L-Lys i rdzenia, 2xBCH,, CH,-2-11 DDA) naktadajacy si¢ na 1.35 [s, 36H, 4xC(CHs)3
L-Lys] i 1.48 [s, 36H, 4xC(CHs)s PABA], 1.55-1.78 (br m, 6H, 3xBCH,), 2.56-3.09 (m, 2H,
£CHy), 3.19 (m, 10H, 4x¢CH,, CH,-1 DDA), 3.30-3.48 (br m, 8H, 4x0-CH,-CH,-NH), 3.89
(m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.00 (m, 8H, 4x0O-CH,-CH,-NH), 4.37 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.62
(m, 2H, C*H Ph), 6.77 (m, 4H, 4xaCH-NH L-Lys), 7.00, 7.07 (2m, 4H, C?®-H Ph), 7.50 (d, J
= 8.7 Hz, 8H, C*°-H PABA), 7.74 (d, J = 8.7 Hz, 8H, C*5-H PABA), 7.86 (m, 1H, cCH»-NH
rdzenia), 7.98 (m, 4H, 4x0-CH,-CH,-NH), 8.24 (m, 4H, 4xCH,-NH L-Lys), 8.36 (2m, 2H,
NHCH,-1 DDA, aCH-NH rdzenia), 9.55 (br s, 4H, 4xC*-NH PABA).

3C NMR (500 MHz, DMSO): § = 13.9 (C'? DDA), 22.0, 23.0, 23.3 (yC C* DDA), 26.2 (C®
DDA), 28.0, 28.1 [C(CH3)3], 28.6, 28.9-29.0 (8C, C?, C*-C° DDA), 31.2, 31.5, 31.7 (BC, C*
DDA), 38.1 (4x0O-CH,-CH,-NH), 38.4, 39.2 (sC, C' DDA), 53.5 (aC rdzenia), 54.3 (4xaC L-
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Lys), 66.4, 66.5 (4x0O-CH,-CH,-NH), 77.9 [C(CHa3)s L-Lys], 79.2, 79.3 [C(CHs); PABA],
103.7, 104.0 (C* Ph), 105.9, 106.3 (C*® Ph), 117.0, 117.3 (C*° PABA), 127.8 (C*® PABA),
128.0 (C' PABA), 136.2, 136.7 (C* Ph), 142.0 (C* PABA), 152.5, 152.6 [C=O (Boc) PABA],
155.3 [C=0 (Boc) L-Lys], 159.3 (C** Ph), 165.3, 165.6 (CONH Ph), 171.4, 172.5 (CONH).
[e]o” = -12.0 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.77 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 142-149°C.

6.5.3.2. Odbezpieczone dendrymery

Deprotekcje grup Boc w dendrymerach 103 — 106 za pomoca nasyconego roztworu
HCl w AcOEt przeprowadzono wg procedury ogdlnej zamieszczonej w Rozdziale 6.2.
(Procedura C - wariant B). Reakcji poddawano 0.15 - 0.32 g (0.059 — 0.126 mmol) zwiazku
rozpuszczonego w 1 mL MeOH z 5 - 10 mL nas. HCI/AcOEt. Catkowite zdjgcie grup Boc
obserwowano w ciagu 1 godziny. Odbezpieczone dendrymery 107 — 110 wystgpuja w postaci

heptachlorowodorkéw.

a) Dendrymer 107 (otrzymany z dendrymeru 103)

Wychodzac z 0.26 g (0.101 mmol) dendrymeru 103 otrzymano produkt w postaci
jasnozottego proszku z wydajnoscia 91.3% (0.19 g).
Co4H131015N19x8HCI, M = 2058.85 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1766.0).
LRMS (ESI, MeOH): 884.1 [M + 2H*]**, 589.7 [M + 3H']*" - gléwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeQOD): 6 = 1.47 [br m, 16H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 6CH, rdzenia,
2x0-(CHy)2-CH,-(CH,),-NH], 1.54-1.78 [br m, 16H, 4x3CH, L-Lys, 2x0-CH,-CH,-CH,-
CH-CH,-NH], 1.80-1.97 (br m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.76 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-
Ar PEA), 3.21 [br m, 4H, 2x0-(CH,)s-CH,-NH], 3.34 (m, 5H, CH,-NH PEA, 2x¢CH,), 3.39
(t, J = 6.9 Hz, 6H, 3xcCHy), 3.46 (m, 1H, CH,-NH PEA), 3.54, 3.69 (2m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-
NH), 3.85-4.00 [br m, 8H, 4xaCH L-Lys, 2x0O-CH-(CH3)4-NH], 4.09 (m, 4H, 2xO-CH,-
CHy-NH), 4.45 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.64 (m, 2H, C*-H Ph), 6.96, 7.02 (2m, 4H, C*®-H
Ph), 7.09-7.23 (br m, 5H, C***°®.H PEA), 7.50 (m, 8H, C**-H PABA), 7.99 (m, 8H, C*°-H
PABA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.2, 23.4, 24.6 [yC, 2x0-(CH,),-CHa-(CH)2-NH], 29.9-
30.0, 30.1 [8C, 2xO-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.3, 32.4, 32.8 (BC), 36.5 (CH,-Ar
PEA), 40.2 (2xO-CH»-CH»-NH), 40.5 [¢C, 2xO-(CH,)s-CH,-NH], 40.7 (¢C), 42.0 (CH,-NH
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PEA), 54.5 (4x0oC L-Lys), 55.8 (aC rdzenia), 67.6, 67.7 (2xO-CH,-CH,-NH), 69.3 [2xO-
CH,-(CH,)s-NH], 105.8, 106.2 (C* Ph), 106.8, 107.0, 107.3, 107.7 (C*°® Ph), 124.4 (C*°
PABA), 127.4 (C* PEA), 129.5, 129.9 (C***® PEA), 130.4 (C*® PABA), 135.0 (C' PABA),
136.3 (C* PABA), 137.2, 137.8 (C' Ph), 140.4 (C* PEA), 161.2, 161.8 (C*° Ph), 168.4-168.5
(CONH PABA), 169.8 (CONH Ph), 170.0, 170.5, 174.5 (CONH).

[@]o® = -1.9 (c 1, MeOH).

T. top.: 175-191°C.

b) Dendrymer 108 (otrzymany z dendrymeru 104)

Wychodzac z 0.15 g (0.059 mmol) dendrymeru 104 otrzymano produkt w postaci
jasnoszarego proszku z wydajnoscia 91.7% (0.11 g).
CooH120015N20x8HCI, M = 2013.73 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1720.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1721.8 [M + H™], 888.4 [M + MeOH + H* + Na']**, 861.4 [M + 2H"]**
- gléwny sygnat, 592.6 [M + MeOH + 2H* + Na']**, 574.6 [M + 3H']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.45 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia), 1.62 (m, 10H,
5x8CH, L-Lys i rdzenia), 1.71-1.96 (br m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.92 (m, 2H, CH,-
Ar TA), 3.34 (m, 8H, 4xgCH; L-Lys), 3.44 (m, 3H, eCH; rdzenia, CH,-NH TA), 3.52 (m, 5H,
2x0-CH,-CHy-NH, CH,-NH TA), 3.68 (m, 4H, 2x0-CH,-CH,-NH), 3.92 (m, 4H, 4xaCH L-
Lys), 4.08 (br m, 8H, 4x0O-CH,-CH2-NH), 4.45 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.67 (2m, 2H, C*-H
Ph), 6.97-7.07 (br m, 7H, C*®-H Ph, C?>°%-H TA), 7.31 (d, J = 8.04 Hz, 1H, C’-H TA), 7.48
(m, 9H, C*-H TA, C3**-H PABA), 7.98 (m, 8H, C*°-H PABA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.2, 24.6 (yC), 26.2 (CH»-Ar TA), 30.0, 30.1 (5C), 32.3,
32.8 (BC), 40.2 (4xO-CHy-CHy-NH), 40.5, 40.7 (¢C), 41.4 (CH,-NH TA), 54.5 (4xaC L-Lys),
55.9 (oC rdzenia), 67.6, 67.7 (4xO-CH,-CH,-NH), 105.9, 106.3 (C* Ph), 107.3, 107.6 (C*®
Ph), 112.3 (C’ TA), 113.1 (C* TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C° TA), 122.3 (C° TA), 123.6 (C?
TA), 124.3, 124.4 (C*® PABA), 128.7 (C* TA), 130.4 (C*° PABA), 135.0 (C* PABA), 136.3
(C* PABA), 137.4 (C' Ph), 138.1 (C™ TA), 161.2, 161.3 (C** Ph), 168.5 (CONH PABA),
169.6 (CONH Ph), 170.5, 174.4 (CONH).
[@]o® = -5.5 (¢ 1, MeOH).
T. top.: 200-211°C.

214

http://rcin.org.pl



c¢) Dendrymer 109 (otrzymany z dendrymeru 105)

Wychodzac z 0.27 g (0.104 mmol) dendrymeru 105 otrzymano produkt w postaci
jasnozoéttego proszku z wydajnoscia 96.8% (0.21 g).
Co6H132015N20x8HCI, M = 2097.89 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1805.0).
LRMS (ESI, MeOH): 930.4 [M + MeOH + H* + Na']*", 925.4 [M + 2Na']*", 903.4 [M +
2H? - gléwny sygnat, 620.6 [M + MeOH + 2H" + Na']**, 602.6 [M + 3H*]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.46 [br m, 14H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 2xO-(CH,)s-
CH,-CH2-NH], 1.53-1.78 [br m, 18H, 5x8CH, L-Lys i rdzenia, 2xO-CHy-(CH2)-(CH)s-
NH], 1.88 (m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.92 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,-Ar TA), 3.20 [m,
4H, 2x0-(CH,)4-CH»-NH], 3.34 (m, 4H, 2xeCH,), 3.39 (m, 7H, 3xeCH,, CH,-NH TA), 3.52
(m, 3H, O-CH,-CH,-NH, CH,-NH TA), 3.68 (m, 2H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 3.85-3.99 [br m,
8H, 4xaCH L-Lys, 2x0-CH,-(CH,)s-NH], 4.07 (m, 4H, 2x0O-CH»-CH»>-NH), 4.46 (m, 1H,
aCH rdzenia), 6.60, 6.65 (2m, 2H, C*-H Ph), 6.91-7.07 (br m, 7H, C*®-H Ph, C**°-H TA),
7.31(d, J = 8.1 Hz, 1H, C’-H TA), 7.50 (m, 9H, C*-H TA, C**-H PABA), 7.98 (m, 8H, C**-H
PABA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.2, 23.3, 24.5 [yC, 2x0O-(CH2),-CH,-(CH.),-NH], 26.2
(CH2-Ar TA), 29.9, 30.0, 30.1 [5C, 2x0-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.3, 32.4, 32.9 (BC),
40.2 (2x0-CH,-CHp-NH), 40.5 [eC, 2x0-(CHy)4-CH»-NH], 40.7 (eC), 41.4 (CH,-NH TA),
54.4, 54.5 (4xaC L-Lys), 55.8 (aC rdzenia), 67.6 (2x0-CHx-CH,-NH), 69.2, 69.3 [2x0-CH,-
(CH,)s-NH], 105.8, 106.2 (C* Ph), 106.8, 107.0, 107.3, 107.6 (C*° Ph), 112.3 (C’ TA), 113.1
(C* TA), 119.3 (C* TA), 119.6 (C TA), 122.3 (C° TA), 123.6 (C* TA), 124.3 (C*° PABA),
128.7 (C* TA), 130.3 (C*° PABA), 135.0 (C' PABA), 136.3 (C* PABA), 137.2, 137.8 (C* Ph),
138.1 (C™ TA), 161.2, 161.8 (C*° Ph), 168.5 (CONH PABA), 169.8 (CONH Ph), 170.0,
170.5, 174.4 (CONH).
[a]o™® = +0.06 (c 1, MeOH).
T. top.: 189-196°C.

d) Dendrymer 110 (otrzymany z dendrymeru 106)

Wychodzac z 0.32 g (0.126 mmol) dendrymeru 106 otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 97.7% (0.25 g).
Co2H135015N19x8HCI, M = 2038.86 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1746.0).
LRMS (ESI, MeOH): 874.1 [M + 2H*]*" - gléwny sygnal, 583.0 [M + 3H*]*".
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'H NMR (500 MHz, DMSO): & = 0.87 (br t, 3H, CH; DDA), 1.22-1.33 (br m, 18H, CH,-3-11
DDA), 1.47 (m, 12H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, CH,-2 DDA), 1.63 (m, 10H, 5x8CH, L-Lys i
rdzenia), 1.89 (m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 3.16 (m, 2H, CH,-1 DDA), 3.33 (m, 8H,
4xeCH, L-Lys), 3.46 (m, 2H, eCH, rdzenia), 3.54, 3.68 (2m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 3.93
(m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.10 (m, 8H, 4xO-CH,-CHy-NH), 4.47 (m, 1H, oCH rdzenia), 6.68
(m, 2H, C*H Ph), 6.99, 7.05 (2m, 4H, C*®-H Ph), 7.50 (dd, J = 8.5, 2.65 Hz, 8H, C**-H
PABA), 7.99 (m, 8H, C*°-H PABA).

3C NMR (500 MHz, DMSO): § = 14.4 (C'* DDA), 23.2, 23.7, 24.7 (yC C* DDA), 28.0 (C®
DDA), 29.9, 30.1 (5C, C* DDA), 30.4-30.8 (C*-C° DDA), 32.3, 32.9 (BC), 33.0 (C'° DDA),
40.2 (4xO-CH,-CH,-NH), 40.5 (¢C rdzenia, C' DDA), 40.8 (4xeC L-Lys), 54.5 (4xaC L-
Lys), 55.9 (aC rdzenia), 67.7 (4x0O-CH,-CH,-NH), 106.0, 106.3 (C* Ph), 107.3, 107.6 (C*®
Ph), 124.4, 124.7 (C*° PABA), 129.9, 130.4 (C*° PABA), 134.9 (C' PABA), 136.3 (C* PABA),
137.3, 137.9 (C* Ph), 161.2, 161.3 (C**° Ph), 168.5 (CONH PABA), 169.6 (CONH Ph), 170.5,
174.4 (CONH).

[@]o® = -4.7 (c 1, MeOH).

T. top.: 182-199°C.

6.5.4. Synteza dendrymerow typu Janus

Synteza tytulowych dendrymeréw obejmowata przygotowanie dendrymerow 45
(Rozdziat 6.5.1.1.) i 75 (Rozdziat 6.5.2.1.), tj. ,,dendronow 17, oraz 117, 118 (,,dendrony 27,
Rozdziat  6.5.4.1) a  nastgpnie  przylaczenie  etylenodiaminy  lub  2,2’-
(etylenodioksy)dietyloaminy do ,,dendronéow 1” (dendrymery posrednie 119, 120, 123,
Rozdzial 6.5.4.2.) oraz reakcj¢ sprzegania dendrymeréw 119, 120, 123 z ,,dendronami 2”
(Rozdziat 6.5.4.3.).

6.5.4.1. Synteza ,,dendronéw 2”

A) ZABEZPIECZONE

a) 3-{5-[4-(Boc-amino)benzoiloamino]pentoksy}-5-{2-[4-(Boc-amino)benzoiloamino]-
etoksy}benzoesan metylu (115)

Tytulowy zwiazek zsyntetyzowano wykorzystujac procedurge ogodlna sprzegania
metoda EDC/HOBt (Procedura B, Rozdziat 6.2). Do reakcji uzyto kwasu 4-(Boc-
amino)benzoesowego (114, 0.82 g, 3.45 mmol, 2.2 ekw.), HOBt (0.53 g, 3.45 mmol,
2.2.ekw.), EDC-HCI (0.66 g, 3.45 mmol, 2.2 ekw.) z EtsN (0.48 mL, 3.45 mmol, 2.2 ekw.),
zwiazku 111 (0.58 g, 1.57 mmol, 1 ekw.) z Et3N (0.44 mL, 3.14 mmol, 2 ekw.) i DMF (15
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mL). Reakcje zakonczono po 4 dobach. Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografie
kolumnowa na silikazelu z uzyciem fazy CHCl3/MeOH (gradient 100:1—10:1). Otrzymano
produkt w postaci bialego proszku z wydajnoscia 69.6% (0.8 Q).

C39Hs50010N4, M = 734.84 g/mol (masa monoizotopowa 734.4).

LRMS (ESI, MeOH/CHCIs): 757.4 [M + Na'], 735.5 [M + H"].

R¢ =0.49 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 108.4-111°C.

b) 3-{5-[4-(Boc-amino)benzenosulfonyloamino]pentoksy}-5-{2-[4-(Boc-amino)benzeno-
sulfonyloamino]etoksy}benzoesan metylu (116)

1.11 g (3.8 mmol, 2.2 ekw.) chlorku 4-(Boc-amino)benzenosulfonowego (113)
rozpuszczono w 5 mL DCM, po czym dodano go do ochtodzonego do temp. 0 °C roztworu
zwiazku 111 (0.64 g, 1.73 mmol, 1 ekw.) i EtzN (2.2 mL, 15.6 mmol, 9 ekw.) w 10 mL DMF.
Odstawiono tazni¢ chtodzaca i kontynuowano mieszanie w temp. pokojowej do zaniku
wolnych grup aminowych, monitorowanego za pomoca testu Kaisera (48 godzin). Po tym
czasie odsaczono osad i odparowano rozpuszczalniki. Pozostatos¢ rozpuszczono w 80 mL
CHCI3 i przemyto nasyconym roztworem NaHCO; (3 x 20 mL), 10% roztworem kwasu
cytrynowego (3 x 20 mL) oraz solanka (20 mL). Nastgpnie warstwg organiczng wysuszono
nad MgSO,, przesaczono i odparowano rozpuszczalnik. Surowy produkt oczyszczono
poprzez chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient
100:1—25:1). Otrzymano produkt w postaci zottego oleju z wydajnoscia 64.3% (0.9 g).
C37H50012N4S2, M = 806.95 g/mol (masa monoizotopowa 806.3).

LRMS (ESI, MeOH): 829.5 [M + Na'].
Rt = 0.48 (CHCI3/MeOH 8:1).

B) ODBEZPIECZONE
a) Kwas 3-{5-[4-(Boc-amino)benzoiloamino]pentoksy}-5-{2-[4-(Boc-amino)benzoilo-
amino]etoksy}benzoesowy (117)

Produkt otrzymano zgodnie z procedura ogélna (Procedura E, rozdziat 6.2.). Do
hydrolizy wzigto 0.73 g (0.994 mmol, 1 ekw.) zwiazku 115 zawieszonego w 30 mL MeOH i 6
mL (5.96 mmol, 6 ekw.) 1 M NaOH. Mieszanina reakcyjna klarownieje po 30 minutach, a po
4 godzinach nastepuje calkowite przereagowanie substratu. Otrzymano produkt w postaci
biatego proszku z wydajnoscia 93.6% (0.67 g).

C3gH13010N4, M = 720.81 g/mol (masa monoizotopowa 720.3).
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R¢=0.27 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 199-200°C.

b) Kwas 3-{5-[4-(Boc-amino)benzenosulfonyloamino]pentoksy}-5-{2-[4-(Boc-amino)-
benzenosulfonyloamino]etoksy}benzoesowy (118)

Produkt otrzymano w wyniku hydrolizy zwiazku 116 prowadzonej zgodnie z
procedura og6lna (Procedura E, rozdziat 6.2.). Do reakcji, trwajacej 6 godzin, uzyto 0.9 g
(2.12 mmol, 1 ekw.) estru rozpuszczonego w 35 mL MeOH i 6.7 mL (6.7 mmol, 6 ekw.) 1 M
NaOH. Otrzymano produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 96.6% (0.85 g).
C36H4012N4S2, M = 792.92 g/mol (masa monoizotopowa 792.3).

LRMS (ESI, MeOH): 815.5 [M + Na'].
R¢ = 0.35 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 99-101°C.

6.5.4.2. Synteza dendrymerow posrednich
6.5.4.2.1. Zabezpieczone dendrymery
a) Dendrymer posredni 119

1 g (0.42 mmol) dendrymeru 45 rozpuszczono w 25 mL MeOH i powoli wkroplono
do ozigbionego do temp 0 °C roztworu etylenodiaminy (2.8 mL, 42 mmol) w 10 mL MeOH.
Nastgpnie mieszano w temp. pokojowej przez 10 dni, po czym odparowano rozpuszczalnik i
nadmiar etylenodiaminy. Surowy produkt oczyszczono za pomoca saczenia molekularnego
(Sephadex LH-20, MeOH), a nastgpnie kolumny silikazelowej z uzyciem fazy CHCl3/MeOH
5:1. Otrzymano produkt w postaci bialego proszku z wydajnoscia 85.1% (0.86 g).
C117H158028N15Cl4, M = 2406.42 g/mol (masa monoizotopowa 2403.0).
LRMS (ESI, MeOH): 2407.4 [M + H'], 1213.2 [M + Na" + H']**" - gldwny sygnal.
[@]o” = -15.0 (c 1, MeOH).
R¢ =0.65 (CHCIl3/MeOH 8:2).
T. top.: 108-115°C.

b) Dendrymer posredni 120

1 g (0.42 mmol) dendrymeru 45 rozpuszczono w 25 mL MeOH i powoli wkroplono
do ozigbionego do temp 0 °C roztworu 2,2’-(etylenodioksy)dietyloaminy (1.85 mL, 12.6
mmol) w 10 mL MeOH. Nastgpnie mieszano w temp. 60 °C przez 4 dni, po czym

odparowano rozpuszczalnik. Surowy produkt oczyszczono poprzez chromatografig
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kolumnowa na silikazelu z uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient 20:1—5:1). Otrzymano
produkt w postaci biatego proszku z wydajnoscia 53.3% (0.56 g).

C121H166030N15Cls, M = 2494.53 g/mol (masa monoizotopowa 2491.1).

LRMS (ESI, MeOH): 2492.3 [M + H™], 1268.5 [M + 2Na']**, 1257.6 [M + Na* + H']*" -
glowny sygnal, 1246.6 [M + 2H*".

Rt =0.67 (CHCI3/MeOH 8:2).

c) Dendrymer posredni 123

W wyniku reakcji z uzyciem 0.85 g (0.3 mmol) dendrymeru 75 i 2 mL (30 mmol)
dietylenoaminy, wg analogicznej procedury zastosowanej do syntezy dendrymeru 119,
otrzymano 0.66 g (76.7%) produktu w postaci biatego proszku.
C149H210032N26, M = 2877.42 g/mol (masa monoizotopowa 2875.6).
LRMS (ESI, MeOH): 2876.4 [M + H'], 1438.8 [M + 2H']*, 1449.8 [M + H" + Na']** -
gléwny sygnal, 1460.8 [M + 2Na']**, 966.8 [M + 2H" + Na']*", 974.2 [M + H" + 2Na']*",
972.2 [M + 2H" + K']*".
R¢ = 0.26 (CHCI3/MeOH 8:2).

6.5.4.2.2. Odbezpieczone dendrymery

Deprotekcje grup Boc w dendrymerach posrednich 119, 120 i 123 za pomoca
nasyconego roztworu HCl w AcOEt przeprowadzono wg procedury ogolnej zamieszczonej W
Rozdziale 6.2. (Procedura C - wariant B). Reakcji, zachodzacej w ciagu 1 godziny,
poddawano zwiazki rozpuszczone w 1 mL MeOH z 5 mL nas. HCI/AcOEt. Odbezpieczone
dendrymery wystepuja w postaci pentachlorowodorkow (121, 122) lub nonachlorowodorku
(124).

a) Dendrymer posredni 121

Wychodzac z 0.13 g (0.05 mmol) dendrymeru 119 otrzymano produkt w postaci
jasnozoltego proszku z wydajnoscia 91.7% (0.11 g).
Co7H126020N18Clsx5HCI, M = 2188.26 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2002.8).
LRMS (ESI, MeOH): 1014.0 [M + H* + Na']**, 1002.7 [M + 2H"]?*, 919.1 [M — 2CIZ +
2H1?, 669.5 [M + 3H'T*" - gtéwny sygnat, 613.5 [M — 2CIZ + 3H'T*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.39 (m, 10H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia), 1.49 (m, 8H,
4x3CH, L-Lys), 1.59 (m, 2H, 6CH, rdzenia), 1.83 (br m, 5xBCH; L-Lys i rdzenia), 2.90 (m,

219

http://rcin.org.pl



2H, NH-CH,-CHy-NH,), 3.04 (m, 8H, 4x¢CHj, L-Lys), 3.23 (m, 2H, BCH; L-Trp), 3.3 (m, 3H,
¢CH, rdzenia, NH-CH»-CH»-NH,), 3.40 (m, 1H, NH-CH,-CH,-NH,), 3.54, 3.70 (2m, 8H,
4x0-CH,-CH,-NH), 3.88 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.10 (m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 4.40 (m,
1H, aCH rdzenia), 4.54 (m, 1H, aCH L-Trp), 5.12 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.67, 6.72 (2m, 2H,
C*H Ph), 6.92 (m, 1H, C°>-H L-Trp), 6.99-7.06 (br m, 5H, C**-H Ph, C°-H L-Trp), 7.12 (s,
1H, C%H L-Trp), 7.26 (m, 9H, ArH, C’-H L-Trp), 7.35, 7.40 (2m, 8H, ArH), 7.54 (d, J = 7.9
Hz, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.0, 24.5 (yC), 28.3 (BC L-Trp), 30.1, 30.5 (5C), 32.1,
32.3 (BC), 38.1 (NH-CH,-CH,-NHy), 40.2 (4x0-CH,-CHy-NH), 40.6 (NH-CHx-CH,-NHy),
40.8 (eC rdzenia), 41.3 (4xeC L-Lys), 54.4 (4xaC L-Lys), 56.3 (aC rdzenia, aC L-Trp), 64.7
(Ar-CH,0), 67.7 (4x0O-CH,-CH,-NH), 105.9, 106.4 (C* Ph), 107.3, 107.6 (C*° Ph), 110.7 (C®
L-Trp), 112.5 (C L-Trp), 119.3 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.6 (C® L-Trp), 124.8 (C? L-
Trp), 128.2 (CHa/), 128.7 (C** L-Trp), 130.4, 130.5 (CHa/), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Car
CH,0), 137.1 (C' Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 158.6 [C=O (2-ClI-Z)], 161.3 (C*° Ph), 170.4,
170.4, 174.7, 174.9 (CONH).

[e]o” = -11.1 (c 1, MeOH).

T. top.: 148-160°C.

b) Dendrymer posredni 122

Wychodzac z 0.1 g (0.04 mmol) dendrymeru 120 otrzymano produkt w postaci
jasnozoltego proszku z wydajnoscia 94.4% (0.085 g).
C101H134022N15CIlsx5HCI, M = 2276.37 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2090.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1046.4 [M + 2H'1** - glowny sygnal, 715.9 [M + MeOH + Na* +
2H*, 697.9 [M + 3H'T*.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.65 (br m, 20H, 5xy, 5CH, L-Lys i rdzenia), 1.84 (m,
10H, 5xBCH; L-Lys i rdzenia), 3.04 (m, 10H, 4xeCH; L-Lys, CH,NH; NOON), 3.13-3.40 (br
m, 6H, BCH, L-Trp, eCH; rdzenia, CH,NH NOON), 3.43-3.75 (br m, 16H, 4x0O-CH,-CH,-
NH, 4xOCH; NOON), 3.88 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.09 (m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 4.43
(m, 1H, aCH rdzenia), 4.62 (m, 1H, aCH L-Trp), 5.12 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.69 (m, 2H, C*-H
Ph), 6.93-7.07 (br m, 6H, C?®-H Ph, C>®-H L-Trp), 7.11 (s, 1H, C?H L-Trp), 7.26 (m, 9H,
ArH, C’-H L-Trp), 7.37 (m, 8H, ArH), 7.55 (d, J = 7.9 Hz, 4H, C*-H L-Trp).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.0 (yC), 28.9 (BC L-Trp), 30.1, 30.5, 30.7 (5C), 32.3
(BC), 40.2 (4x0O-CH,-CH,-NH), 40.3, 40.7 (¢C rdzenia, CH,NH i CH,NH, NOON), 41.3
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(4xeC L-Lys), 54.5 (4xaC L-Lys), 55.8 (aC L-Trp), 56.2 (aC rdzenia), 64.7 (Ar-CH,0), 67.7
(4x0-CH,-CH,-NH), 67.8, 70.3, 71.3 (4xOCH, NOON), 105.9, 106.4 (C* Ph), 107.3, 107.6
(C*® Ph), 110.8 (C* L-Trp), 112.4 (C’ L-Trp), 119.4 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.5 (C°
L-Trp), 124.8 (C? L-Trp), 128.2 (CHa/), 128.8 (C* L-Trp), 130.4, 130.5 (CHa,), 134.1 (Ca-
Cl), 135.8 (Ca-CH,0), 138.0 (C™ L-Trp), 158.6 [C=0O (2-Cl-Z)], 161.3 (C*° Ph), 170.4,
173.8 (CONH).

[@]o® = -7.3 (c 1, MeOH).

c) Dendrymer posredni 124

Wychodzac z 0.16 g (0.056 mmol) dendrymeru 123 otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 97% (0.13 g).
Ci109H146016N26x9HCI, M = 2404.64 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku
—2075.1).
LRMS (ESI, MeOH): 1065.5 [M + MeOH + H* + Na']*, 1038.5 [M + 2H']**, 692.7 [M +
3H - gléwny sygnat, 519.7 [M + 4H*.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.31 (m, 18H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 4x8CH, L-Lys),
1.59 (m, 2H, 6CH; rdzenia), 1.78 (m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.88 (m, 2H, NH-CH,-
CH,-NH,), 2.95-3.20 (br m, 8H, 4xgCH, L-Lys), 3.20-3.40 (br m, 14H, 5xBCH, L-Trp, eCH,
rdzenia, NH-CH,-CH,-NH,), 3.55, 3.66 (2m, 8H, 4x0-CH,-CH,-NH), 3.89 (m, 4H, 4xaCH
L-Lys), 4.09 (m, 12H, 4x0O-CH»-CHx-NH, 4xaCH L-Trp), 4.42 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.54
(m, 1H, aCH L-Trp), 6.69 (m, 2H, C*-H Ph), 6.98-7.14 (br m, 15H, C*%-H Ph, C**®-H L-
Trp), 7.22 (s, 4H, C*-H L-Trp), 7.31 (d, J = 8.15 Hz, 1H, C’-H L-Trp), 7.37 (d, J = 8.08 Hz,
4H, C'-H L-Trp), 7.50 (d, J = 7.69 Hz, 1H, C*-H L-Trp), 7.65 (d, J = 7.8 Hz, 4H, C*-H L-
Trp).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.2, 24.5 (yC), 28.3 (BC L-Trp), 28.9 (4xBC L-Trp), 29.5,
30.1 (5C), 32.2 (BC), 38.1 (NH-CHy-CHy-NH,), 40.1 (4xcC L-Lys), 40.2 (4xO-CHy-CHo-
NH), 40.6 (NH-CH,-CH,-NH,), 40.8 (¢C rdzenia), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC L-Trp),
56.2, 56.3 (aC rdzenia, aC L-Trp), 67.7, 67.9 (4xO-CH,-CH»-NH), 105.8, 106.3 (C* Ph),
107.3, 107.7, 108.1 (C*° Ph), 110.6 (C* L-Trp), 112.5, 112.6 (C” L-Trp), 119.3, 119.4 (C* L-
Trp), 119.9, 120.2 (C° L-Trp), 122.5, 122.9 (C°® L-Trp), 124.9, 125.7 (C* L-Trp), 128.4, 128.6
(C* L-Trp), 137.0, 137.9 (C! Ph), 138.0, 138.2 (C" L-Trp), 161.2, 161.3 (C** Ph), 169.6
(CONH Ph), 170.0, 170.1, 170.5, 174.7, 174.9 (CONH).
[@]o® = +20.2 (c 1, MeOH).
T. top.: 200-210°C.
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6.5.4.3. Synteza dendrymerow finalnych
6.5.4.3.1. Zabezpieczone dendrymery

Wykorzystujac procedure ogdlna sprzegania metoda EDC/HOBt (Procedura B,
Rozdziat 6.2.) zsyntetyzowano 6 dendrymerow typu Janus. W celu osiagnigcia lepszych
wydajnosci, niezbedne okazato si¢ uzycie dodatkowej ilosci EtsN (0.9 ekw.), oprocz tej
potrzebnej do przeprowadzenia odczynnika sprzegajacego (EDC-HCI) do jego postaci wolnej
(1.1 ekw.). Reakcje sprzggania prowadzono przez 3-5 dni. Mieszaning reakcyjna po
odparowaniu DMF rozpuszczono w MeOH 1 poddano saczeniu molekularnemu z uzyciem
kolumny z wypelieniem Sephadex LH-20 z MeOH jako eluentem. Nastgpnie doczyszczano
na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy CHCl3/MeOH (25:1 dla dendrymeréw 125, 126;
15:1 dla 131, 132; gradient 100:1—10:1 dla 127, 133). Produkty otrzymano w postaci

kremowych lub jasnozottych proszkow.

a) Dendrymer 125

Do reakcji uzyto zwiazku 117 (0.25 g, 0.35 mmol), HOBt (0.054 g, 0.35 mmol),
EDC-HCI (0.067 g, 0.35 mmol), dendrymeru posredniego 119 (0.77 g, 0.32 mmol), EtzN
(0.09 mL, 0.64 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 4 dni. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 85.9% (0.85 g).
C155H204037N2,Cly, M = 3109.22 g/mol (masa monoizotopowa 3105.4).
LRMS (ESI, MeOH): 3132.1 [M + Na'], 1576.1 [M + 2Na']** - gtéwny sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.20-1.39 [br m, 10H, 4xyCH, L-Lys, O-(CHy),-CH,-
(CH2)2-NH] naktadajacy si¢ na 1.37 [s, 36H, 4xC(CHs)s L-Lys], 1.41-1.51 [br m, 12H,
4x3CH, L-Lys, yCH; rdzenia, O-(CH;)3-CH,-CH>-NH] naktadajacy si¢ na 1.49, 1.50 [2s,
18H, 2xC(CHs); PABA], 1.53-1.76 [br m, 14H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia, 6CH, rdzenia, O-
CH,-CHa-(CH,)3-NH], 3.03 (m, 8H, 4x¢CH, L-Lys), 3.14 (m, 1H, BCH, L-Trp), 3.25 [m, 5H,
BCH, L-Trp, eCH, rdzenia, O-(CHy)4-CH»-NH], 3.34 (m, 4H, NH-CH,-CH,-NH), 3.42-3.60
(br m, 8H, 4x0O-CH»-CH»-NH), 3.68 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 3.84-4.12 (br m, 16H, 6xO-
CHg, 4xaCH L-Lys), 4.35 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.58 (m, 1H, aCH L-Trp), 5.11 (2s, 8H, Ar-
CH,0), 6.59 (m, 3H, C*-H Ph), 6.87-7.04 (br m, 9H, C*°-H Ph, C**-H L-Trp), 7.23 (m, 9H,
ArH, C'-H L-Trp), 7.29-7.40 (2m, 8H, ArH), 7.46 (m, 5H, C*-H L-Trp, C**-H PABA), 7.71
(m, 4H, C*°-H PABA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1 [yC, O-(CH,),-CH,-(CH,),-NH], 28.3 (BC L-Trp),
28.7, 28.8 [C(CH3)3], 30.0, 30.5 [6C, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 33.2 (BC), 39.9, 40.6
(6XCH,NH, NH-CH,-CH»-NH), 40.7 (¢C rdzenia), 41.5 (4xsC L-Lys), 54.9 (aC L-Trp), 56.1
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(4xaC L-Lys), 56.3 (aC rdzenia), 64.6 (Ar-CH;0), 67.7 (5xO-CH2-CH2-NH), 69.2 [O-CH,-
(CH,)4-NH], 80.7, 81.2 [C(CHs3)3], 105.9, 106.0 (C* Ph), 106.9, 107.3, 107.5 (C*° Ph), 112.4
(C” L-Trp), 118.8 (C*° PABA), 119.3 (C* L-Trp), 119.9 (C°® L-Trp), 122.6 (C° L-Trp), 124.5
(C? L-Trp), 128.1 (CHay), 129.2 (C*° PABA), 129.3 (C* L-Trp), 130.4 (CHa/), 134.1 (Ca-Cl),
135.9 (Ca-CH0), 144.0 (C* PABA), 158.56 [C=O (Boc, 2-Cl-Z)], 161.3 (C** Ph), 175.5
(CONH).

[@]o® = -13.7 (c 1, MeOH).

Rt = 0.37 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 119-126°C.

b) Dendrymer 126

Do reakcji uzyto zwiazku 117 (0.158 g, 0.22 mmol), HOBt (0.034 g, 0.22 mmol),
EDC-HCI (0.042 g, 0.22 mmol), dendrymeru posredniego 120 (0.5 g, 0.2 mmol), EtzN (0.06
mL, 0.4 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 5 dni. Otrzymano produkt w
postaci jasnozottego proszku z wydajnoscia 82.8% (0.53 g).
C159H212039N2,Cl4, M = 3197.32 g/mol (masa monoizotopowa 3193.4).
LRMS (ESI, MeOH): 3220.3 [M + Na'], 1620.0 [M + 2Na*]?* - gtéwny sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.27-1.77 [br m, 36H, 5P, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-
CH2-(CH3)3-CH,-NH] naktadajacy si¢ na 1.37, 1.49 [3s, 54H, 6xC(CHs)s], 3.04 (m, 8H,
4xgCH, L-Lys), 3.10-3.40 [br m, 10H, BCH, L-Trp, €CH, rdzenia, O-(CH;)4-CH,-NH,
2xCH;NH NOON], 3.43-3.61 (br m, 16H, 4x0O-CH,-CH,-NH, 4xOCH,; NOON), 3.71 (m,
2H, O-CH,-CH»-NH), 3.89 [m, 2H, O-CH,-(CHy)s-NH], 4.00 (br m, 12H, 4xaCH L-Lys,
4x0-CHy-CHz-NH), 4.11 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 4.45 (m, 1H, oCH rdzenia), 4.62 (m,
1H, aCH L-Trp), 5.11 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.60 (m, 3H, C*-H Ph), 6.89-7.02 (br m, 8H, C%5-
H Ph, C*®-H L-Trp), 7.05 (s, 1H, C*-H L-Trp), 7.24 (m, 9H, ArH, C’-H L-Trp), 7.35 (2m, 8H,
ArH), 7.47 (d, J = 8.62 Hz, 4H, C**-H PABA), 7.51 (d, J = 7.94 Hz, 1H, C*-H L-Trp), 7.73
(m, 4H, C*°-H PABA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1, 24.4, 24.6 [yC, O-(CH,),-CH,-(CH,),-NH], 28.7,
28.8 [C(CHs)3], 29.0 (BC L-Trp), 29.9, 30.1, 30.3, 30.5, 30.7 [3C, O-CHyp-CH,-CH,-CH,-CHo-
NH], 32.4, 33.0, 33.2 (BC), 39.9 (4xO-CH,-CH,-NH), 40.4, 40.6, 40.7, 40.9, 41.0 [¢C
rdzenia, O-(CH,)s-CH»-NH, O-CH,-CH,-NH, 2xCH,NH NOON], 41.5 (4x¢C L-Lys), 55.8
(«C rdzenia, aC L-Trp), 56.1 (4xaC L-Lys), 64.6 (Ar-CH,0), 67.7, 67.8 (5xO-CHp-CHy-NH),
69.1 [O-CH,-(CH,)s-NH], 70.3, 70.5, 71.2, 71.3 (4xOCH, NOON), 80.6, 81.3 [C(CHa)3],
105.7, 105.8, 106.1 (C* Ph), 107.0, 107.2, 107.3, 107.5 (C*° Ph), 110.8 (C* L-Trp), 112.4 (C’
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L-Trp), 118.8 (C*° PABA), 119.5 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.5 (C° L-Trp), 124.7 (C? L-
Trp), 128.1 (CHp,), 128.8 (C* L-Trp), 128.9 (C' PABA), 129.2, 129.3 (C*® PABA), 130.4
(CHap), 134.1 (Ca-Cl), 135.9 (Ca-CH,0), 137.1, 137.6 (C* Ph), 137.9 (C™ L-Trp), 143.9,
144.1 (C* PABA), 154.8, 157.8, 158.5 [C=O (Boc, 2-Cl-Z)], 161.2, 161.4, 161.7 (C*° Ph),
169.6, 169.7, 169.8, 169.9 (CONH Ph), 173.6, 174.1, 175.5 (CONH).

[@]o® = -10.5 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.30 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 110-119°C.

c) Dendrymer 127

Do reakcji uzyto zwiazku 117 (0.22 g, 0.31 mmol), HOBt (0.047 g, 0.31 mmol),
EDC-HCI (0.059 g, 0.31 mmol), dendrymeru posredniego 123 (0.82 g, 0.28 mmol), EtzN
(0.08 mL, 0.56 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 5 dni. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 89.2% (0.91 g).
C187H256041N30, M = 3580.21 g/mol (masa monoizotopowa 3577.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1812.5 [M + 2Na']*, 1816.9 [M + MeOH + H" + Na']** - gléwny
sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.0-1.77 [br m, 36H, 5xB, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-CH,-
(CH2)3-CH,-NH] naktadajacy si¢ na 1.33, 1.37, 1.49, 1.50 [4s, 90H, 10xC(CH3)3], 2.8-3.4 [br
m, 26H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia, 5xpCH, L-Trp, O-(CH2)s-CH2-NH, NH-CH,-CH,-NH],
3.47, 3.56 (2m, 8H, 4x0O-CH,-CH,-NH), 3.68 (m, 2H, O-CH»-CH,-NH), 3.85 [m, 2H, O-
CHa-(CH2)4-NH], 3.95 (m, 12H, 4x0O-CH»-CH,-NH, 4xaCH L-Lys), 4.08 (m, 2H, O-CH,-
CH,-NH), 4.28 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.37 (m, 1H, oCH rdzenia), 4.58 (m, 1H, aCH L-
Trp), 6.59 (m, 3H, C*H Ph), 6.88-7.07 (br m, 21H, C*®-H Ph, C**®-H L-Trp), 7.22 (d, J =
8.03 Hz, 1H, C’-H L-Trp), 7.29 (m, 4H, C’-H L-Trp), 7.47 (m, 5H, C*-H L-Trp, C**-H
PABA), 7.54 (m, 4H, C*-H L-Trp), 7.72 (m, 4H, C*°-H PABA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.2, 24.4, 24.6 [yC, O-(CH,),-CH,-(CH,),-NH], 28.4 (BC
L-Trp), 28.7, 28.8 [C(CHa)s], 29.6, 29.8, 29.9 (4xBC L-Trp), 30.1, 30.3, 30.7 [8C, 2xO-CH,-
CHa-CH,-CH,-CH»-NH], 32.1, 33.1, 33.2 (BC), 40.0, 40.1, 40.4, 40.6, 40.7, 40.9 (eC,
6xCH,NH, NH-CH3-CH,-NH), 56.0 (aC L-Trp, aC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC
L-Trp), 67.7 (5xO-CH,-CH,-NH), 69.1 [O-CH.-(CH2)s-NH], 80.6, 81.3 [C(CHs)s], 105.8,
105.9, 106.2 (C* Ph), 106.8, 107.2, 107.4 (C*® Ph), 110.9, 111.1 (C® L-Trp), 112.3, 112.4 (C’
L-Trp), 118.8 (C*° PABA), 119.3, 119.5 (C* L-Trp), 119.8, 119.9 (C° L-Trp), 122.4, 122.6 (C°
L-Trp), 124.6 (C? L-Trp), 128.7, 128.8 (C* L-Trp), 128.9 (C' PABA), 129.2, 129.4 (C*°
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PABA), 137.5, 137.9 (C* Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 143.9, 144.1 (C* PABA), 154.8, 157.5, 157.8
[C=0 (Boc)], 161.2, 161.3, 161.7 (C*° Ph), 169.7, 169.9 (CONH Ph), 170.1, 174.3, 174.5,
174.6, 175.5 (CONH).

[@]o® = -7.0 (c 1, MeOH).

R¢ = 0.43 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 146-151°C.

d) Dendrymer 131

Do reakcji uzyto zwiazku 118 (0.23 g, 0.29 mmol), HOBt (0.044 g, 0.29 mmol),
EDC-HCI (0.056 g, 0.29 mmol), dendrymeru posredniego 119 (0.63 g, 0.26 mmol), EtsN
(0.07 mL, 0.52 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 5 dni. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 85.5% (0.71 g).
C153H204039N22Cl4S,, M = 3181.32 g/mol (masa monoizotopowa 3177.3).
LRMS (ESI, MeOH): 3205.2 [M + Na'], 1611.6 [M + 2Na']*" - gléwny sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.20-1.51 [br m, 22H, 5xyCH, L-Lys i rdzenia, 4x3CH, L-
Lys, O-(CH,),-CH,-CH,-CH,-NH] naktadajacy sig¢ na 1.37 [s, 36H, 4<xC(CHz)s L-Lys] i 1.49
[s, 18H, 2xC(CHa)s SA], 1.58 [br m, 8H, 2xBCH,, 3CH, rdzenia, O-CH,-CH,-(CH,)s-NH],
1.64-1.83 (br m, 6H, 3xBCH,), 2.79 (br t, 2H, O-(CH,)s-CH»-NH], 3.03 (m, 8H, 4xcCH, L-
Lys), 3.17 (m, 3H, BCH, L-Trp, O-CH,-CH,-NHSO,), 3.25 (m, 3H, BCH, L-Trp, ¢CH,
rdzenia), 3.34 (m, 4H, NH-CH,-CH,-NH), 3.42-3.62 (br m, 8H, 4x0-CH,-CH,-NH), 3.80
[M, 2H, O-CH,-(CH,)s-NH], 3.88-4.07 (br m, 14H, 5x0O-CH,-CH»-NH, 4xaCH L-Lys), 4.36
(m, 1H, aCH rdzenia), 4.59 (m, 1H, aCH L-Trp), 5.12 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.42 (m, 1H, C*-H
Ph), 6.62 (m, 2H, C*-H Ph), 6.84-7.01 (br m, 8H, C?®-H Ph, C>°-H L-Trp), 7.04 (s, 1H, C%-H
L-Trp), 7.24 (m, 9H, ArH, C’-H L-Trp), 7.30-7.41 (2m, 8H, ArH), 7.48-7.60 (br m, 5H, C*-H
L-Trp, C*°-H SA), 7.70 (m, 4H, C*5-H SA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1, 24.2 [yC, O-(CH,),-CH.-(CH.),-NH], 28.3 (BC L-
Trp), 28.7, 28.8 [C(CHs)s], 29.8, 30.1, 30.3, 30.5 [6C, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 33.2
(BC), 39.9 (4xO-CH,-CH,-NH), 40.4, 40.7. 40.8 (¢C rdzenia, NH-CHp-CH,-NH), 41.5 (4x£C
L-Lys), 43.5 (O-CH,-CH,-NHSO5), 44.0 [O-(CH)s-CH2-NH], 56.0 (aC L-Trp), 56.1 (4xaC
L-Lys), 56.3 (oC rdzenia), 64.6 (Ar-CH,0), 67.8 (4xO-CH,-CH,-NH), 68.1 (O-CH,p-CH,-
NHSO), 69.1 [0-CH,-(CH,)4-NH], 80.7, 81.5 [C(CH3)s], 105.9, 106.4, 106.7 (C* Ph), 107.3,
107.5 (C*® Ph), 110.9 (C® L-Trp), 112.5 (C’ L-Trp), 119.0 (C** SA), 119.3 (C* L-Trp), 119.9
(C° L-Trp), 122.6 (C° L-Trp), 124.6 (C* L-Trp), 128.1 (CHp,), 128.7 (C* L-Trp), 129.1 (C*®
SA), 130.4, 130.5 (CHap,), 134.1 (Ca-Cl), 134.7 (C' SA), 135.9 (Ca-CH,0), 137.4, 137.9 (C*

225

http://rcin.org.pl



Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 144.9 (C* SA), 154.6, 157.8, 158.5 [C=0 (Boc, 2-Cl-2)], 161.2, 161.3,
161.5 (C>* Ph), 169.9 (CONH Ph), 174.3, 174.4, 175.5 (CONH).

[@]o® = -11.6 (c 1, MeOH).

Rt = 0.30 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 114-122°C.

e) Dendrymer 132

Do reakcji uzyto zwiazku 118 (0.23 g, 0.29 mmol), HOBt (0.044 g, 0.29 mmol),
EDC-HCI (0.056 g, 0.29 mmol), dendrymeru posredniego 120 (0.65 g, 0.26 mmol), EtzN
(0.07 mL, 0.52 mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 3 dni. Otrzymano
produkt w postaci kremowego proszku z wydajnoscia 91.8% (0.78 g).
C157H212041N2,CL4S;,, M = 3269.43 g/mol (masa monoizotopowa 3265.3).
LRMS (ESI, MeOH): 3288.6 [M + Na'], 1655.2 [M + 2Na*]*" - gléwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.28-1.75 [br m, 36H, 5xpB, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-
CH2-(CH5)3-CH,-NH] naktadajacy si¢ na 1.37, 1.39 [3s, 54H, 6xC(CHj3)s], 2.81 [m, 2H, O-
(CH,)4-CH2-NH], 3.04 (m, 8H, 4xeCH, L-Lys), 3.10-3.35 (br m, 10H, BCH, L-Trp, eCH,
rdzenia, O-CH,-CH,-NHSO,, 2xCH,NH NOON), 3.40-3.62 (br m, 16H, 4xO-CH,-CH,-NH,
4xOCH, NOON), 3.82 [m, 2H, O-CH,-(CH,)4-NH], 3.92 (m, 2H, O-CH,-CH,-NHSO,), 4.00
(br m, 12H, 4xO-CH,-CH»-NH, 4xaCH L-Lys), 4.48 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.61 (m, 1H,
aCH L-Trp), 5.12 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.42 (m, 1H, C*-H Ph), 6.62 (m, 2H, C*-H Ph), 6.82-
6.98 (br m, 8H, C*®-H Ph, C*>-H L-Trp), 7.06 (s, 1H, C*H L-Trp), 7.24 (m, 9H, ArH, C’-H
L-Trp), 7.36 (2m, 8H, ArH), 7.55 (m, 5H, C*-H L-Trp, C*°-H SA), 7.71 (m, 4H, C?®-H SA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.1, 24.2 [yC, O-(CHy),-CHx-(CH,),-NH], 28.7, 28.8
[C(CH3)s], 29.0 (BC L-Trp), 29.8, 30.1, 30.3, 30.5 [8C, O-CH,-CHy-CH,-CH,-CHap-NH],
32.4, 33.2 (BC), 40.0 (4x0O-CH,-CH,-NH), 40.5, 40.7, 41.0 (¢C rdzenia, 2xCH,NH NOON),
41.5 (4x€C L-Lys), 43.5 (O-CH2-CH,-NHSO,), 44.0 [O-(CH,)s-CH2-NH], 55.8 (aC L-Trp,
oC rdzenia), 56.1 (4xaC L-Lys), 64.6 (Ar-CH;0), 67.8 (4xO-CH,-CH,-NH), 68.0 (O-CH,-
CH2-NHSO,), 69.1 [O-CH,-(CH.)s-NH], 70.3, 70.5, 71.3 (4xOCH, NOON), 80.6, 81.5
[C(CHa)s], 105.6, 105.9, 106.2 (C* Ph), 106.7, 107.2, 107.5 (C*® Ph), 110.8 (C* L-Trp), 112.4
(C” L-Trp), 119.0 (C3® SA), 119.5 (C* L-Trp), 119.9 (C® L-Trp), 122.5 (C® L-Trp), 124.8 (C?
L-Trp), 128.2 (CHp,), 128.8 (C** L-Trp), 129.1 (C*° SA), 130.4, 130.5 (CHp/), 134.1 (Ca-Cl),
134.7, 134.8 (C' SA), 135.9 (Ca-CH,0), 137.5 (C* Ph), 137.9 (C™ L-Trp), 144.9 (C* SA),
154.6, 157.8, 158.5 [C=0 (Boc, 2-Cl-Z)], 161.0, 161.2, 161.3, 161.6 (C** Ph), 169.8 (CONH
Ph), 173.7, 174.1, 175.5 (CONH).
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[@]o™ = -9.6 (c 1, MeOH).
R¢ = 0.52 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 109-115°C.

f) Dendrymer 133

Do reakcji uzyto zwiazku 118 (0.15 g, 0.19 mmol), HOBt (0.029 g, 0.19 mmol),
EDC-HCI (0.036 g, 0.19 mmol), dendrymeru posredniego 123 (0.5 g, 0.17 mmol), EtsN (0.05
mL, 0.34 mmol) i DMF (10 mL). Sprzeganie prowadzono przez 5 dni. Otrzymano produkt w
postaci kremowego proszku z wydajnoscia 85.7% (0.54 g).
C185H256043N30S2, M = 3652.32 g/mol (masa monoizotopowa 3649.8).
LRMS (ESI, MeOH): 3677.1 [M + Na'], 1848.0 [M + 2Na'|** - gléwny sygnat, 1239.6 [M +
3Na']*.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.0-1.81 [br m, 36H, 5xB, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-CH,-
(CH2)3-CH,-NH] naktadajacy si¢ na 1.34, 1.38, 1.49 [3s, 90H, 10xC(CHs)3], 2.78 [m, 2H, O-
(CH2)4-CH3-NH], 2.8-3.4 (br m, 26H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia, 5xBCH; L-Trp, NH-CH,-
CH2-NH, O-CH,-CH2-NHSO,), 3.42-3.62 (2m, 8H, 4x0-CH,-CH,-NH), 3.75-3.90 [br m,
4H, O-CH3-(CH5)s-NH, O-CH,-CH,-NHSO;], 3.97 (m, 12H, 4x0aCH L-Lys, 4x0O-CH,-CH,-
NH), 4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.37 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.59 (t, 1H, aCH L-Trp), 6.42
(m, 1H, C*H Ph), 6.61 (m, 2H, C*-H Ph), 6.80-7.08 (br m, 21H, C*°-H Ph, C?>*®-H L-Trp),
7.24 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C’-H L-Trp), 7.30 (d, J = 7.7 Hz, 4H, C’-H L-Trp), 7.47-7.60 (br m,
9H, C*-H L-Trp, C**-H SA), 7.70 (m, 4H, C*®-H SA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.2 [yC, 2x0-(CHy),-CHa-(CH,),-NH], 28.4 (BC L-Trp),
28.7, 28.8 [C(CHa)s], 29.6, 29.7, 29.8 (4xpC L-Trp), 30.1, 30.2, 30.3, 30.5, 30.7 [5C, 2xO-
CH,-CH,-CH-CH,-CH,-NH], 33.1, 33.2 (BC), 40.0 (4x0O-CH,-CH2-NH), 40.1, 40.4, 40.7
(eC rdzenia, NH-CH,-CH,-NH), 42.4 (4xC L-Lys), 43.5 (O-CHy-CH,-NHSO,), 44.0 [O-
(CH2)4-CH2-NH], 56.0 (aC L-Trp), 56.1 (4xaC L-Lys), 56.3 (aC rdzenia), 57.1 (4xaC L-Trp),
67.8 (4x0O-CHx-CH3-NH), 68.0 (O-CH,-CH,-NHSO5), 69.1 [O-CHa-(CH2)4-NH], 79.5, 80.6,
81.5 [C(CHa3)s], 105.9, 106.3 (C* Ph), 106.6, 107.2, 107.4 (C*° Ph), 110.9, 111.1 (C* L-Trp),
112.3, 112.4 (C” L-Trp), 119.0 (C** SA), 119.3, 119.5 (C* L-Trp), 119.8, 119.9 (C° L-Trp),
122.5, 122.6 (C°® L-Trp), 124.6 (C? L-Trp), 128.7, 128.8 (C* L-Trp), 129.1 (C*® SA), 134.6,
134.7 (C* SA), 137.4, 137.9 (C* Ph), 138.0 (C™ L-Trp), 144.9 (C* SA), 154.6, 157.5, 157.8
[C=0 (Boc)], 161.0, 161.2, 161.3, 161.5 (C*° Ph), 169.9 (CONH Ph), 170.1, 174.4, 174.6,
175.5 (CONH).
[0]o® =-6.7 (c 1, MeOH).
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Rf = 0.53 (CHCIs/MeOH 8:1).
T. top.: 123-130°C.

6.5.4.3.2. Odbezpieczone dendrymery

Deprotekcje grup Boc w dendrymerach 125 — 127, 131 — 133 za pomoca nasyconego
roztworu HCI w AcOEt przeprowadzono wg procedury ogélnej zamieszczonej w Rozdziale
6.2. (Procedura C - wariant B). Reakcji poddawano 0.3 — 0.4 g (0.08 - 0.122 mmol) zwiazku
rozpuszczonego w 1 lub 2 mL MeOH z 15 mL nas. HCI/AcOEt. Catkowite zdjecie grup Boc
zachodzito w ciagu 2 godzin. Otrzymano produkty w postaci heksachlorowodorkow (128,
129, 134, 135) lub dekachlorowodorkow (130, 136). Sa to higroskopijne, bezpostaciowe

proszki barwy kremowej lub jasnozotte;j.

a) Dendrymer 128

Zwiazek w postaci jasnozoéttego proszku otrzymano z wydajnoscia 92.3% (0.24 g) z
0.3 g (0.096 mmol) dendrymeru 125.
C125H156025N2,Clyx6HCI, M = 2727.28 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2505.0).
LRMS (ESI, MeOH): 1280.5 [M + MeOH + H* + Na']**, 1253.6 [M + 2H"]**, 1169.6 [M —
2CIZ + 2H™?*, 853.7 [M + MeOH + 2H" + Na'T**, 836.1 [M + 3H']*" - glowny sygnat, 798.0
[M —2CIZ + MeOH + 2H" + Na*1**, 780.0 [M — 2CIZ + 3H']**.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.90 [br m, 36H, 5xP, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-
CH2-(CH5)3-CH,-NH], 2.85 (m, 2H, eCH; rdzenia), 3.04 (m, 8H, 4xgCH; L-Lys), 3.12-3.4 [br
m, 8H, BCH, L-Trp, O-(CH.)s-CHx-NH, NH-CH,-CH,-NH], 3.53 (m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-
NH), 3.70 (m, 6H, 3xO-CH,-CH,-NH), 3.91 [m, 6H, O-CH.-(CH,)s-NH, 4xaCH L-Lys], 4.08
(m, 8H, 4x0-CH,-CH,-NH), 4.16 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 4.35 (m, 1H, aCH rdzenia),
459 (m, 1H, aCH L-Trp), 5.11 (2s, 8H, Ar-CH-0), 6.60-6.71 (br m, 3H, C*-H Ph), 6.90-7.05
(br m, 8H, C?°-H Ph, C>®-H L-Trp), 7.13 (m, 1H, C*H L-Trp), 7.25 (m, 9H, ArH, C’-H L-
Trp), 7.36 (M, 8H, ArH), 7.47 (m, 5H, C*H L-Trp, C>*-H PABA), 7.94 (d, J = 8.14 Hz, 4H,
C*%-H PABA).
B3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.0, 24.5 [yC, 2xO-(CH,),-CHa-(CH,),-NH], 28.1 (BC L-
Trp), 29.9, 30.1, 30.5 [5C, 2xO-CHp-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.1, 32.3 (BC), 40.2, 40.3,
40.7, 41.0 (C rdzenia, 6xCH,-NH, NH-CH»-CH»-NH), 41.3 (4x£C L-Lys), 54.2, 54.5 (4x0C
L-Lys), 56.0 (aC L-Trp), 56.5 (aC rdzenia), 64.7 (Ar-CH,0), 67.7 (5xO-CH,-CH,-NH), 69.2
[O-CH,-(CH,).-NH], 105.9, 106.0 (C* Ph), 106.5, 106.8, 107.3, 107.6 (C*® Ph), 112.4 (C’ L-

228

http://rcin.org.pl



Trp), 119.3 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.5 (C® L-Trp), 124.1, 124.2 (C*° PABA), 124.6
(C? L-Trp), 128.2 (CHp,), 128.7 (C* L-Trp), 130.3 (C*° PABA), 130.4, 130.5 (CHp,), 132.3
(C' PABA), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Ca-CH,0), 136.4 (C* PABA), 137.5 (C* Ph), 138.0 (C"™ L-
Trp), 158.6 [C=0O (2-Cl-Z)], 161.2, 161.3, 161.7 (C** Ph), 168.9 (CONH Ph), 170.3, 170.4
(CONH).

[@]o® = -10.0 (c 1, MeOH).

T. top.: 162-175°C.

b) Dendrymer 129

Zwiazek w postaci jasnozoéttego proszku otrzymano z wydajnoscia 96.3% (0.26 g) z
0.31 g (0.097 mmol) dendrymeru 126.
C120H164027N22Clyx6HCI, M = 2815.39 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2593.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2594.2 [M + H'], 1297.4 [M + 2H']**, 1324.9 [M + MeOH + H* +
Na'1?*, 651.3 [M + 4H"1*" - gléwny sygnat.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.92 [br m, 36H, 5xP, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-
CHa-(CH2)3-CH2-NH], 2.85 (m, 2H, eCH, rdzenia), 3.03 (m, 8H, 4xcCH, L-Lys), 3.10-3.60
[br m, 20H, BCH, L-Trp, O-(CH)s-CH,-NH, 2xO-CH,-CH,-NH, 2xCH,NH NOON,
4xOCH; NOON), 3.70 (br m, 6H, 3xO-CH,-CH»-NH), 3.91 [m, 6H, O-CH,-(CH,)s-NH,
4x0CH L-Lys], 4.08 (m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 4.16 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH), 4.34 (m,
1H, aCH rdzenia), 4.59 (m, 1H, oCH L-Trp), 5.11 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.60-6.71 (br m, 3H,
C*-H Ph), 6.89-7.04 (br m, 8H, C*®-H Ph, C>®-H L-Trp), 7.07 (s, 1H, C?-H L-Trp), 7.25 (m,
9H, ArH, C’-H L-Trp), 7.36 (m, 8H, ArH), 7.47 (m, 5H, C*-H L-Trp, C**-H PABA), 7.94 (d, J
=8.14 Hz, 4H, C**-H PABA).
B3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.0, 24.5 [yC, 2x0-(CHy),-CH,-(CH.),-NH], 29.0 (BC L-
Trp), 29.9, 30.1, 30.2, 30.5 [6C, 2xO-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.3, 32.5 (BC), 40.2
(4x0-CH,-CH,-NH), 40.4, 40.6, 40.8, 40.9 [£C rdzenia, O-(CHx)s-CH,-NH, O-CH,-CHa-NH,
2xCH,NH NOON], 41.3 (4x€C L-Lys), 54.2, 54.4 (4xaC L-Lys), 55.8 (aC L-Trp), 56.0 (aC
rdzenia), 64.7 (Ar-CH,0), 67.6, 67.8 (5xO-CHy-CHx-NH), 69.1 [O-CH,-(CH,)4-NH], 70.3,
70.5, 71.2 (4xOCH, NOON), 105.6, 105.8, 106.2 (C* Ph), 106.9, 107.3, 107.5 (C*® Ph), 110.8
(C* L-Trp), 112.4 (C' L-Trp), 119.2 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.5 (C° L-Trp), 124.1,
124.2 (C*° PABA), 124.8 (C* L-Trp), 128.2 (CHa,), 128.8 (C* L-Trp), 130.1, 130.2 (C*®
PABA), 130.4, 130.5 (CHa/), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Ca-CH-0), 137.2, 137.5 (C' Ph), 137.9
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(C™ L-Trp), 158.6 [C=0 (2-Cl-2)], 161.2, 161.4, 161.7 (C*° Ph), 169.4, 169.5, 169.8, 169.9
(CONH Ph), 170.4, 173.7, 174.1 (CONH).

[@]o® = -5.1 (c 1, MeOH).

T. top.: 149-155°C.

c¢) Dendrymer 130

Wychodzac z 0.3 g (0.08 mmol) dendrymeru 127 otrzymano produkt w postaci
jasnozoéttego proszku z wydajnoscia 97.2% (0.24 g).
Ci137H176021N3ox10HCI, M = 2943.66 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2577.4).
LRMS (ESI, MeOH): 1289.7 [M + 2H"]**, 860.2 [M + 3H™** - gléwny sygnal, 645.4 [M +
4H+]4+.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.81 [br m, 36H, 5xP, v, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-
CH2-(CH,)3-CH2-NH], 2.92-3.40 [br m, 26H, 5xeCH, L-Lys i rdzenia, 5xBCH, L-Trp, O-
(CH2)4-CH,-NH, NH-CH»-CH,-NH], 3.54 (m, 4H, 2x0O-CH,-CH,-NH), 3.60-3.74 (br m, 6H,
3x0-CH,-CH-NH), 3.89 [m, 6H, O-CHy-(CH2)s-NH, 4xaCH L-Lys], 4.01-4.16 (br m, 14H,
5x0-CHa-CH2-NH, 4xaCH L-Trp), 4.37 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.58 (m, 1H, aCH L-Trp),
6.59-6.69 (m, 3H, C*-H Ph), 6.88-7.12 (br m, 17H, C*®-H Ph, C**®-H L-Trp), 7.20 (s, 4H,
C?H L-Trp), 7.25 (d, J = 8.09 Hz, 1H, C’-H L-Trp), 7.36 (d, J = 8.07 Hz, 4H, C'-H L-Trp),
7.47 (m, 5H, C*H L-Trp, C>*°-H PABA), 7.64 (m, 4H, C*-H L-Trp), 7.94 (m, 4H, C**-H
PABA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.2, 24.5 [yC, 2x0O-(CH3),-CH,-(CH,),-NH], 28.9 (BC L-
Trp), 29.6, 29.9, 30.1 [5C, 2x0-CHy-CH-CH,-CH,-CHa-NH], 32.3 (BC), 40.1, 40.2, 40.7,
41.0 (eC, 6xCH2-NH, NH-CH»-CH,-NH), 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC L-Trp), 56.0 (aC
L-Trp), 56.1 (aC rdzenia), 67.7 (5x0-CH,-CH,-NH), 69.2 [O-CH,-(CH,),-NH], 105.8, 106.0
(C* Ph), 106.3, 106.7, 107.3, 107.6 (C*° Ph), 108.1, 110.9 (C* L-Trp), 112.4, 112.6 (C’ L-
Trp), 119.4 (C* L-Trp), 119.9, 120.2 (C° L-Trp), 122.5, 122.9 (C°® L-Trp), 124.2, 124.3 (C*°
PABA), 125.7 (C? L-Trp), 128.4 (C* L-Trp), 130.3, 130.4 (C*° PABA), 135.9 (C' PABA),
136.4, 136.9 (C* PABA), 137.4, 137.9 (C! Ph), 138.2 (C™ L-Trp), 161.2, 161.3, 161.8 (C*°
Ph), 168.6, 168.9, 169.6 (CONH Ph), 170.0, 170.1, 170.5 (CONH).
[a]p?® = +11.2 (c 1, MeOH).
T. top.: 209-220°C.
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d) Dendrymer 134

Zwiazek w postaci jasnozoéttego proszku otrzymano z wydajnoscia 96.2% (0.25 g) z
0.3 g (0.094 mmol) dendrymeru 131.
C123H156027N2,Cl4S,x6HCI, M = 2799.39 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2577.0).
LRMS (ESI, MeOH): 1316.5 [M + MeOH + Na" + H']**, 1289.6 [M + 2H']**, 1205.6 [M —
2CIZ + 2H™?*, 878.3 [M + MeOH + Na* + 2H']*", 860.0 [M + 3H']*" - glowny sygnat, 804.0
[M —2CIZ + 3H*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.34-1.72 [br m, 26H, 5xy, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-CH,-
(CH,)3-CH,-NH], 1.84 (br m, 10H, 5xBCH, L-Lys i rdzenia), 2.84 [m, 4H, O-(CH,)s;-CH,-
NH, ¢CH, rdzenia], 3.04 (m, 8H, 4xeCH, L-Lys), 3.15-3.45 (br m, 8H, BCH; L-Trp, O-CH,-
CH,-NHSO,, NH-CH,-CH3-NH), 3.53, 3.68 (2m, 8H, 4x0O-CHy-CH,-NH), 3.90 [br m, 8H,
O-CHa-(CHy)4-NH, O-CH»-CH3-NHSO,, 4xaCH L-Lys], 4.08 (m, 8H, 4x0O-CH,-CH,-NH),
4.33 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.59 (m, 1H, aCH L-Trp), 5.11 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.51 (m, 1H,
C*-H Ph), 6.63-6.78 (br m, 3H, C*-H Ph, C**-H Ph), 6.93 (m, 2H, C*®-H Ph, C>-H L-Trp),
7.01 (m, 5H, C*®-H Ph, C®-H L-Trp), 7.10 (s, 1H, C*H L-Trp), 7.26 (m, 9H, ArH, C’-H L-
Trp), 7.30-7.55 (br m, 13H, ArH, C*-H L-Trp, C*°-H SA), 7.91 (m, 4H, C*°-H SA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): = 23.0, 24.2, 24.4 [yC, 2x0O-(CH,)>-CHa-(CH,),-NH], 28.1
(BC L-Trp), 29.7, 30.1, 30.3, 30.4 [8C, 2xO-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.0, 32.1, 32.3
(BC), 40.2, 40.3, 40.8 (¢C rdzenia, 4x0-CH,-CH,-NH, NH-CH,-CH2-NH), 41.3 (4x¢C L-
Lys), 43.5 (O-CH,-CH,-NHSO5), 44.0 [O-(CH,)4-CH2-NH], 54.3, 54.5 (4xaC L-Lys), 56.0
(aC L-Trp), 56.6 (aC rdzenia), 64.7 (Ar-CH,0), 67.7 (4xO-CH,-CH,-NH), 68.1 (O-CH,-
CH,-NHSO,), 69.2 [0-CH,-(CH,)s-NH], 105.8, 106.0, 106.5 (C* Ph), 107.1, 107.3, 107.6
(C*% Ph), 110.9 (C® L-Trp), 112.5 (C’ L-Trp), 119.3 (C* L-Trp), 119.9 (C° L-Trp), 122.5 (C°
L-Trp), 123.5, 123.6 (C3® SA), 124.7 (C? L-Trp), 128.2 (CH,,), 128.7 (C* L-Trp), 130.0 (C*®
SA), 130.4, 130.5 (CHa/), 134.1 (Ca-Cl), 135.8 (Ca-CH,0), 136.9 (C* SA), 137.4 (C' Ph),
138.0 (C™ L-Trp), 140.5 (C* SA), 158.6 [C=0 (2-Cl-Z)], 161.0, 161.2, 161.3, 161.6 (C** Ph),
170.0, 170.4, 174.4 (CONH).
[@]o® = -9.6 (c 1, MeOH).
T. top.: 148-162°C.

e) Dendrymer 135

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 97.1% (0.34 g) z
0.4 g (0.122 mmol) dendrymeru 132.
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C127H164029N22Cl4S,x6HCI, M = 2887.50 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2665.0).

LRMS (ESI, MeOH): 1344.6 [M + H* + Na']**, 1333.6 [M + 2H"]*, 1249.6 [M — (2-CI-Z) +
2H?, 889.4 [M + 3H'T*" - gtéwny sygnat, 833.4 [M — (2-Cl-Z) + 3H']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.90 [br m, 36H, 5xB, y, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-
CH2-(CH3)3-CH2-NH], 2.85 [m, 4H, O-(CH,)4-CH>-NH, eCH> rdzenia], 3.03 (m, 8H, 4xeCH,
L-Lys), 3.10-3.36 (br m, 8H, BCH, L-Trp, O-CH,-CH»-NHSO,, 2xCH,NH NOON), 3.40-3.74
(br m, 16H, 4xO-CH,-CH,-NH, 4xOCH, NOON), 3.88 [m, 6H, O-CH,-(CH,)s-NH, 4xaCH
L-Lys], 3.94 (m, 2H, O-CH,-CH,-NHSO5), 4.08 (br m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 4.46 (m, 1H,
aCH rdzenia), 4.61 (m, 1H, aCH L-Trp), 5.12 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.52 (m, 1H, C*-H Ph),
6.67 (m, 2H, C*-H Ph), 6.75 (m, 1H, C*°-H Ph), 6.92 (m, 2H, C*®-H Ph, C°-H L-Trp), 7.02
(m, 5H, C*%-H Ph, C%H L-Trp), 7.10 (s, 1H, C*H L-Trp), 7.26 (m, 9H, ArH, C’-H L-Trp),
7.33-7.44 (br m, 12H, ArH, C**-H SA), 7.52 (d, J = 7.93 Hz, 1H, C*-H L-Trp), 7.90 (m, 4H,
C?5-H SA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.0, 24.2, 24.6 [yC, 2xO-(CHy),-CHa-(CH2),-NH], 29.0
(BC L-Trp), 29.7, 30.1, 30.4, 30.5 [8C, 2xO-CHy-CHy-CHy-CH2-CH2-NH], 32.3 (BC), 40.2
(4x0-CH,-CH,-NH), 40.4, 40.8, 41.0 (¢C rdzenia, 2xCH;NH NOON), 41.3 (4xeC L-Lys),
43.5 (O-CH,-CH,-NHSO3), 44.0 [0-(CHy)4-CH2-NH], 54.4 (4x0C L-Lys), 55.8 (aC L-Trp),
56.0 (aC rdzenia), 64.7 (Ar-CH,0), 67.6 (4x0-CH,-CH,-NH), 68.1 (O-CH,-CH,-NHSOy),
69.1 [O-CH,-(CH,)4-NH], 70.3, 70.5, 71.2 (4xOCH, NOON), 105.5, 105.8, 106.3 (C* Ph),
107.0, 107.1, 107.3, 107.5 (C*® Ph), 110.7 (C*® L-Trp), 112.4 (C’ L-Trp), 119.4 (C* L-Trp),
119.9 (C° L-Trp), 122.5 (C° L-Trp), 122.9, 123.1 (C** SA), 124.8 (C? L-Trp), 128.2 (CHa),
128.8 (C** L-Trp), 130.0 (C*° SA), 130.4, 130.5 (CHa/), 134.1 (Car-Cl), 135.8 (Ca-CH,0),
137.2, 137.5 (C* Ph), 137.9 (C™ L-Trp), 158.6 [C=0 (2-Cl-Z)], 161.0, 161.2, 161.3, 161.7
(C**° Ph), 169.5 (CONH Ph), 170.0, 170.4, 173.7, 174.1 (CONH).

[a]o” = -6.3 (¢ 1, MeOH).

T. top.: 139-147°C.

f) Dendrymer 136

Wychodzac z 0.34 g (0.09 mmol) dendrymeru 133 otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 89.3% (0.25 g).
C135H176023N30S2x10HCI, M = 3015.77 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
zwiazku — 2649.3).

232

http://rcin.org.pl



LRMS (ESI, MeOH): 1352.7 [M + MeOH + H* + Na']*, 1325.7 [M + 2H']**, 902.1 [M +
MeOH + 2H" + Na']*", 884.1 [M + 3H']*" - gléwny sygnal, 690.3 [M + 2MeOH + 2H" +
2Na"1**, 676.8 [M + MeOH + 3H" + Na']*", 663.3 [M + 4H']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.65 [br m, 26H, 5xy, 8CH, L-Lys i rdzenia, O-CH,-
(CH3)3-CH,-NH], 1.78 (m, 10H, 5xBCH; L-Lys i rdzenia), 2.81 [m, 4H, O-(CH,)s-CH,-NH],
3.04 (m, 8H, 4xeCH; L-Lys), 3.18-3.42 (br m, 18H, ¢CH,; rdzenia, 5xBCH, L-Trp, O-CH.-
CH,-NHSO,, NH-CH,-CH,-NH), 3.54, 3.65 (2m, 8H, 4xO-CH,-CH,-NH), 3.81-3.94 [br m,
8H, O-CHy-(CH2)4-NH, O-CH2-CH2-NHSO,, 4xaCH L-Lys], 4.02-4.14 (br m, 12H, 4xO-
CH,-CH,-NH, 4xaCH L-Trp), 4.35 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.59 (m, 1H, aCH L-Trp), 6.50
(m, 1H, C*-H Ph), 6.67 (m, 2H, C*-H Ph), 6.77 (m, 1H, C*°-H Ph), 6.92 (m, 2H, C*°-H Ph),
7.01 (m, 8H, C**-H Ph, C°>-H L-Trp), 7.10 (m, 6H, C**-H L-Trp), 7.21 (s, 4H, C*-H L-Trp),
7.27 (d, J = 8.12 Hz, 1H, C'-H L-Trp), 7.34-7.45 (br m, 8H, C’-H L-Trp, C**-H SA), 7.52 (d,
J = 7.78 Hz, 1H, C*-H L-Trp), 7.64 (m, 4H, C*-H L-Trp), 7.88 (d, J = 7.95 Hz, 4H, C**-H
SA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): = 23.2, 24.2, 24.4 [yC, 2x0-(CH,),-CH,-(CH,)>-NH], 28.3,
28.5, 28.9 (BC L-Trp), 29.5, 29.7, 30.0, 30.3 [6C, 2x0O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH], 32.0,
32.2 (BC), 37.8, 40.1, 40.2, 40.6, 40.8 (¢C, 4x0O-CH,-CHy-NH, NH-CH,-CH,-NH), 43.5 (O-
CH2-CH,-NHSO,), 43.9 [O-(CH.)s-CH2-NH], 54.4 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC L-Trp), 56.1
(aC L-Trp), 56.4 (aC rdzenia), 67.7 (4x0O-CHy-CH,-NH), 68.1 (O-CH,-CH,-NHSO,), 69.2
[O-CH,-(CH2)4-NH], 105.8, 106.4 (C* Ph), 107.0, 107.1, 107.3, 107.6 (C*° Ph), 108.1, 110.9
(C* L-Trp), 112.5, 112.6 (C’ L-Trp), 119.4 (C* L-Trp), 119.9, 120.2 (C° L-Trp), 122.5 (C° L-
Trp), 122.9, 123.1 (C*° SA), 124.8, 125.7 (C? L-Trp), 128.4, 128.6 (C* L-Trp), 130.0 (C*°
SA), 136.8 (C* SA), 137.3, 137.9 (C' Ph), 138.1, 138.2 (C" L-Trp), 161.0, 161.2, 161.3, 161.6
(C**° Ph), 169.5 (CONH Ph), 170.0, 170.5, 174.5 (CONH).

[@]o® = +10.4 (c 1, MeOH).

T. top.: 196-204°C.

6.6. SYNTEZA RDZENI O CHARAKTERZE KATIONOWYM

Rdzenie zostaly zsyntetyzowane w wyniku reakcji sprzggania elementu
rozgal¢ziajacego opartego na dietylenotriaminie, tj. chlorowodorku kwasu 2-{bis[2-(Boc-
amino)etyloJamino}octowego (140, Rozdziat 6.3.5.), z odbezpieczonymi amidami L-lizyny i

zwiazku nieaminokwasowego (8 - 10, Rozdziat 6.3.1.).
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6.6.1. Boc-zabezpieczone rdzenie

Zsyntetyzowano trzy rdzenie wykorzystujac procedur¢ ogdlna sprzggania metoda
DCC/HOBt (Procedura A, Rozdziat 6.2.). Przy czym do komponentu kwasowego
rozpuszczonego w DMF dodano dodatkowo EtsN w ilosci potrzebnej do zneutralizowania
chlorowodorku. Reakcje sprzggania prowadzono przez 48 godzin, a surowe produkty
oczyszczono poprzez chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu z uzyciem fazy CHCl;/MeOH
(gradient 100:1—15:1). Otrzymano produkty 141 — 143 majace posta¢ biatego proszku lub

bezbarwnych olejow.

a) Tryptamid N, N’-bis({bis[2-(Boc-amino)etylo]amino}metylokarbonylo)-L-lizyny (141)
Do reakcji uzyto zwiazku 140 (1.45 g, 3.65 mmol) z Et3N (0.51 mL, 3.65 mmol),
HOBt (0.56 g, 3.65 mmol), DCC (0.75 g, 3.65 mmol), zwiazku 8 (0.6 g, 1.66 mmol) z Et;N
(0.46 mL, 3.32 mmol) i DMF (20 mL). Otrzymano produkt w postaci biatego proszku z
wydajnoscia 82.7% (1.34 g).
C4gHg2011N19, M = 975.23 g/mol (masa monoizotopowa 974.6).
LRMS (ESI, MeOH): 998.0 [M + Na'] - gféwny sygnat, 975.9 [M + H'], 510.6 [M + 2Na‘]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.23-1.37 (m, 2H, yCH,), 1.42 [s, 36H, 4xC(CHs)s], 1.48-
1.56 (m, 2H, 5CHy), 1.61-1.81 (2m, 2H, BCH,), 2.57 (m, 8H, 4xN-CH,-CH,-NHBoc), 2.95 (t,
J =7.0 Hz, 2H, CH,-Ar TA), 3.01-3.23 (br m, 14H, eCH,, 4xN-CH,-CH,-NHBoc, 2xN-CH,-
CONH), 3.46, 3.58 (2m, 2H, CH,-NH TA), 4.32 (br t, 1H, aCH), 6.99 (br t, 1H, C>-H TA),
7.06 (m, 2H, C*®-H TA), 7.32 (d, J = 8.11 Hz, 1H, C’-H TA), 7.55 (d, J = 7.88 Hz, 1H, C*-H
TA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.3 (yC), 26.2 (CH,-Ar TA), 28.9 [C(CHs)s], 30.2 (8C),
33.3 (BC), 39.6, 39.9 (&C, 4xN-CH,-CH,-NHBoc), 41.2 (CH,-NH TA), 54.3 (aC), 56.1, 56.3
(4xN-CH,-CH,-NHBoc), 59.7, 59.9 (2xN-CH,-CONH), 79.5, 80.1, 80.2 [C(CHs3)3], 112.3 (C’
TA), 113.0 (C? TA), 119.3 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.3 (C® TA), 123.6 (C* TA), 128.8 (C*
TA), 138.2 (C"* TA), 158.5, 158.6 [C=0 (Boc)], 173.8, 174.0 (CONH).
R¢=0.61 (CHCIl3/MeOH 8:1).

b) Dodecyloamid N, N’-bis({bis[2-(Boc-amino)etylolamino}metylokarbonylo)-L-lizyny
(142)

Do reakcji uzyto zwiazku 140 (1.36 g, 3.41 mmol) z EtsN (0.47 mL, 3.41 mmol),
HOBt (0.52 g, 3.41 mmol), DCC (0.7 g, 3.41 mmol), zwiazku 9 (0.6 g, 1.55 mmol) z Et;N
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(0.43 mL, 3.1 mmol) i DMF (20 mL). Otrzymano produkt w postaci bezbarwnego oleju z
wydajnoscia 76.8% (1.19 g).

Cs0Hg7011Ng, M =1000.36 g/mol (masa monoizotopowa 999.73).

LRMS (ESI, CHCls): 1022.8 [M + Na'] - gféwny sygnat, 1000.8 [M + H'], 622.5 [M - 4Boc
+Na'], 322.8 [M - 4Boc + 2Na‘]?*, 311.9 [M - 4Boc + H + Na']*".

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.88 (br t, 3H, CHz DDA), 1.23-2.20 (br m, 26H, B, v,
0CHy, CH,-2-11 DDA) naktadajacy si¢ na 1.45 [2s, 36H, 4xC(CHj3)3], 2.60 (m, 8H, 4xN-CH,-
CH2-NHBoc), 3.00-3.42 (br m, 16H, CH,-1 DDA, €CH,, 4xN-CH,-CH,-NHBoc, 2xN-CH,-
CONH), 4.36 (m, 1H, aCH), 5.76-5.96 (br m, 4H, 4xN-CH,-CH,-NHBoc), 6.73, 7.42 (2br s,
2H, eéCH,-NH, NHCH,-1 DDA), 7.67 (br s, 1H, «CH-NH).

3C NMR (500 MHz, CDCl): & = 14.1 (C' DDA), 22.7, 26.9 (yC, C*'! DDA), 28.5
[C(CHa)s], 29.3-31.4 (5C, C?, C*-C¥ DDA), 31.9 (BC), 38.0, 38.6, 39.7 (eC, 4xN-CH,-CH,-
NHBoc, C! DDA), 52.6 (a.C), 54.9, 55.6, 56.0 (4xN-CH,-CH,-NHBoc), 58.8, 59.1 (2xN-CH,-
CONH), 79.1, 79.3 [C(CHa)3], 156.6 [C=O (Boc)], 171.4, 172.1 (CONH).

R¢=0.53 (CHCI3/MeOH 8:1).

c) Didodecyloamid N, N’-bis({bis[2-(Boc-amino)etylo]lamino}metylokarbonylo)-L-lizyny
(143)

Do reakcji uzyto zwiazku 140 (1.26 g, 3.17 mmol) z EtzN (0.44 mL, 3.17 mmol),
HOBt (0.485 g, 3.17 mmol), DCC (0.654 g, 3.17 mmol), zwiazku 10 (0.8 g, 1.44 mmol) z
EtsN (0.4 mL, 2.88 mmol) i DMF (20 mL). Otrzymano produkt w postaci bezbarwnego oleju
z wydajnoscia 80.7% (1.36 g).
Cs2H121011Ng, M = 1168.68 g/mol (masa monoizotopowa 1167.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1191.0 [M + Na'] - gféwny sygnat, 1169.0 [M + H], 607.0 [M +
2Na‘']%*, 596.1 [M + Na* + H*]**, 585.0 [M + 2H']?".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.89 (br t, 6H, 2xCH; dDDA), 1.25-1.79 (br m, 46H, B, v,
0CH,, 2xCH,-2-11 dDDA) naktadajacy si¢ na 1.44 [2s, 36H, 4xC(CH3)3], 2.55-2.71 (br m,
4xN-CH,-CH,-NHBoc), 3.05-3.40 (br m, 18H, 2xCH,-1 dDDA, &CH;, 4xN-CH,-CH,-
NHBoc, 2xN-CH,-CONH), 3.50 (m, 1H, aCH).
¥C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC'? dDDA), 23.8, 24.4, 27.9, 28.0, 28.6 (yC,
2xC*! dDDA), 28.7, 28.9 [C(CHa3)s], 30.2-33.4 (B, 8C, 2xC?, 2xC*-C'® dDDA), 39.5, 39.9
(¢C, 4xN-CH,-CHy-NHBoc, 2xC' dDDA), 47.6 (aC), 56.1, 56.4 (4xN-CH,-CH,-NHBoc),
59.5, 59.9 (2xN-CH,-CONH), 80.2 [C(CH3)3], 158.5, 158.6 [C=0 (Boc)], 173.5 (CONH).
R¢ = 0.55 (CHCI3/MeOH 8:1).
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6.6.2. Odbezpieczone rdzenie

Deprotekcj¢ grup Boc w rdzeniach 141 - 143 za pomoca nasyconego roztworu HCI
w EtOAC przeprowadzono wg procedury ogolnej zamieszczonej w Rozdziale 6.2. (Procedura
C — wariant A). Otrzymano produkty 144 - 146 wystepujace w postaci higroskopijnych

heksachlorowodorkéw, ktore suszono w eksykatorze nad P;0s.

a) Heksachlorowodorek tryptamidu N, N’-bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylo-
karbonylo}-L-lizyny (144)

Boc-deprotekcji poddano 1.3 g (1.33 mmol) rdzenia 141 w 20 mL nas. HCI/EtOAc.
Calkowite zdjecie ochrony nastapito po 6 godzinach. Otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 94.4% (1.02 g).

CogHs5003N10x6HCI, M = 793.53 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
574.4).
LRMS (ESI, MeOH): 597.4 [M + Na'] - gtéwny sygnat, 575.4 [M + H].

b) Heksachlorowodorek dodecyloamidu », N’-bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylo-
karbonylo}-L-lizyny (145)

Boc-deprotekcji poddano 1.05 g (1.05 mmol) rdzenia 142 w 20 mL nas. HCI/EtOAc.
Catkowite zdjgcie ochrony nastapito po 6 godzinach. Otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 95.3% (0.82 g).

C30Hes03Ngx6HCI, M = 818.66 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
599.5).
LRMS (ESI, MeOH): 622.7 [M + Na'], 600.5 [M + H] - gfowny sygnat.

¢) Heksachlorowodorek didodecyloamidu N, N’-bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylo-
karbonylo}-L-lizyny (146)

Boc-deprotekcji poddano 1.25 g (1.07 mmol) rdzenia 143 w 20 mL nas. HCI/EtOAc.
Catkowite zdjgcie ochrony nastapito po 6 godzinach. Otrzymano produkt w postaci
jasnozoltego proszku z wydajnoscia 89.5% (0.94 g).

C42HgoO3Ngx6HCI, M = 987.22 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego zwiazku —
767.7).
LRMS (ESI, MeOH): 791.0 [M + Na'], 768.8 [M + H'] - glowny sygnat.
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6.7. SYNTEZA DENDRYMEROW OPARTYCH NA RDZENIACH
KATIONOWYCH

6.7.1. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami lizynowymi

Dendrymery z terminalnymi resztami lizynowymi zostalty zsyntetyzowane w wyniku
reakcji sprzg¢gania odbezpieczonych rdzeni 144 - 146 (Rozdzial 6.6.2.) z ortogonalnie
zabezpieczong L-lizyna [Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH, Boc-Lys(Z)-OH)].

6.7.1.1. Zabezpieczone dendrymery

Wykorzystujac procedure ogoélna sprz¢gania metoda DCC/HOBt (Procedura A,
Rozdziat 6.2.) zsyntetyzowano 7 dendrymerow z terminalnymi resztami lizynowymi. Do
efektywnego przeprowadzenia reakcji niezbedne okazato si¢ uzycie duzego nadmiaru EtsN
(16-krotnego). Wiacznie z iloscia zastosowana do zneutralizowania komponentu aminowego,
wystepujacego w postaci heksachlorowodorku, reakcje prowadzono z 22 ekw. EtzN.
Calkowite przereagowanie wolnych grup aminowych nastgpowato w ciagu 48 godzin (dla
dendrymerow 147 i 157), 72 godzin (dla dendrymerow 150 i 151) lub 6 dni (dla dendrymerow
148, 1491 158). EtOAc zastapiono przez CHCI3 a MgSO, przez Na,SO,4. Czyste dendrymery
uzyskano w wyniku saczenia molekularnego z uzyciem kolumny z wypelieniem Sephadex
LH-20 z MeOH jako eluentem, a nastgpnie doczyszczania na kolumnie silikazelowej z
uzyciem fazy CHCIl3/MeOH (gradient 100:1—25:1). Produkty otrzymano w postaci biatych,

kremowych lub jasnozottych proszkow.

a) Dendrymer 147 (otrzymany z rdzenia 144)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (1.12 g, 2.71 mmol), HOBt (0.41 g, 2.71
mmol), DCC (0.56 g, 2.71 mmol), rdzenia 144 (0.49 g, 0.617 mmol), EtsN (1.9 mL, 13.57
mmol) i DMF (25 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w
postaci jasnozottego proszku z wydajnoscia 74.6% (1 g).
C104H150023N15Cl4, M = 2162.22 g/mol (masa monoizotopowa 2159.0).
LRMS (ESI, MeOH): 2181.9 [M + Na'], 2160.4 [M + H™], 1102.9 [M + 2Na")** - gléwny
sygnat, 1091.6 [M + H" + Na*]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.55 (br m, 20H, y, 5CH>) naktadajacy sie na 1.40 [2s,
36H, 4xC(CH3)s], 1.60, 1.72 (2m, 10H, BCH>), 2.60 (m, 8H, 4xN-CH,-CH,-NH), 2.95 (t, J =
7.0 Hz, 2H, CH2-Ar TA), 3.05-3.34 (br m, 22H, eCH,, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH),
3.47, 3.60 (2m, 2H, CH,-NH TA), 4.02 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.40 (m, 1H, aCH rdzenia),
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5.13, 5.14 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.97 (br t, 1H, C°-H TA), 7.05 (m, 2H, C*°-H TA), 7.27 (m,
9H, C'-H TA, ArH), 7.39 (2br m, 8H, ArH), 7.53 (d, J = 7.87 Hz, 1H, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.2, 24.6 (yC), 26.3 (CH.-Ar TA), 28.8, 28.9 [C(CHa)3],
30.2, 30.5, 30.8 (3C), 33.2, 33.5 (BC), 38.4, 38.7, 40.0 (¢C, 4xN-CHy-CHx-NH), 41.3, 41.5
(eC, CH2-NH TA), 54.3 (oC rdzenia), 55.2, 55.6 (4xN-CH,-CH,-NH), 56.3 (4xaC L-Lys),
59.3, 59.7 (2xN-CH,-CONH), 64.6 (Ar-CH,0), 80.5, 80.6 [C(CHs)3], 112.3 (C” TA), 113.1
(C* TA), 119.4 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.4 (C® TA), 123.7 (C* TA), 128.2 (CHa/), 128.8
(C* TA), 130.4, 130.5 (CHa;), 134.2 (Ca-Cl), 135.9 (Ca-CH,0), 138.1 (C™ TA), 157.7,
157.9, 158.5, 158.6 [C=0 (Boc, 2-Cl-Z)], 173.8, 174.4, 175.5, 175.6 (CONH).

[@]o® = -7.2 (c 0.38, MeOH).

R¢ = 0.41 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 89-93.1°C.

b) Dendrymer 148 (otrzymany z rdzenia 145)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (0.444 g, 1.07 mmol), HOBt (0.164 g, 1.07
mmol), DCC (0.221 g, 1.07 mmol), rdzenia 145 (0.2 g, 0.244 mmol), EtsN (0.75 mL, 5.37
mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 6 dni. Otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 73.6% (0.39 g).
C106H165023N17Cl4, M = 2187.36 g/mol (masa monoizotopowa 2184.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2207.1 [M + Na'], 2185.1 [M + H*], 1115.3 [M + 2Na']** - gtéwny
sygnat, 1093.7 [M + 2H']*, 1104.0 [M + H* + Na']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CH; DDA), 1.24-1.83 (br m, 50H, B, v,
0CH,, CH,-2-11 DDA) naktadajacy si¢ na 1.41 [s, 36H, 4xC(CHg)3], 2.61 (m, 8H, 4xN-CH,-
CH,-NH), 3.09-3.39 (br m, 24H, CH,-1 DDA, €CH,, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH),
4.02 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.41 (m, 1H, oCH rdzenia), 5.15, 5.19 (2s, 8H, Ar-CH,0), 7.29
(m, 8H, ArH), 7.38, 7.44 (m, 4H, ArH), 7.44 (m, 4H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C*2 DDA), 23.8, 24.2, 24.7 (yC, C'* DDA), 28.1 (C*
DDA), 28.9 [C(CHa)s], 30.2-30.8 (5C, C?, C*-C'° DDA), 33.1, 33.2, 33.5 (BC), 38.5, 38.7,
40.1, 40.6, 41.5, 41.6 (sC, 4xN-CH,-CH,-NH, C! DDA), 54.3 (aC rdzenia), 55.2, 55.6 (4xN-
CH,-CH,-NH), 56.3 (4xaC L-Lys), 59.3, 59.7 (2xN-CH,-CONH), 64.6 (Ar-CH,0), 80.5, 80.6
[C(CH3)s], 128.2, 130.5 (CHay), 134.1 (Ca~Cl), 136.0 (Ca-CH,0), 157.7, 157.8, 158.5, 158.6
[C=0 (Boc, 2-Cl-2)], 173.7, 175.5, 175.6 (CONH).
[0]o® = -2.5 (c 0.33, MeOH).
R¢=0.36 (CHCI3/MeOH 8:1).
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T. top.: 75.1-77.4°C.

c) Dendrymer 149 (otrzymany z rdzenia 145)

Do reakcji uzyto (2-Cl-Z)-Lys(Boc)-OH (0.444 g, 1.07 mmol), HOBt (0.164 g, 1.07
mmol), DCC (0.221 g, 1.07 mmol), rdzenia 145 (0.2 g, 0.244 mmol), EtsN (0.75 mL, 5.37
mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 6 dni. Otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 69.8% (0.37 g).
C106H165023N17Cl4, M = 2187.36 g/mol (masa monoizotopowa 2184.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2207.1 [M + Na'], 2185.1 [M + H™], 1115.3 [M + 2Na']** - gléwny
sygnat, 1093.3 [M + 2H*]?*, 1104.0 [M + H" + Na']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CH; DDA), 1.23-1.81 (br m, 50H, B, v,
0CH,, CH,-2-11 DDA) naktadajacy si¢ na 1.40 [s, 36H, 4xC(CHjs)s], 2.50-2.67 (br m, 8H,
4xN-CH,-CH,-NH), 3.00 (m, 8H, €CHy), 3.07-3.40 (br m, 16H, CH,-1 DDA, &-CH,, 4xN-
CH,-CH,-NH, 2xN-CH»-CONH), 4.08 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.40 (m, 1H, aCH rdzenia),
5.07-5.23 (4s, 8H, Ar-CH0), 7.27 (m, 8H, ArH), 7.36 (m, 4H, ArH), 7.44 (m, 4H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C** DDA), 23.8, 24.3, 24.7 (yC, C'* DDA), 28.1 (C®
DDA), 28.9 [C(CHs)s], 30.2-30.8 (5C, C?, C*-C'® DDA), 33.0, 33.1, 33.4 (BC), 38.6, 38.7,
40.1, 40.6 (¢C, 4xN-CH»-CH,-NH, C* DDA), 41.1 (¢C), 54.4 (aC rdzenia), 55.4, 55.6 (4xN-
CHp-CH,-NH), 56.8 (4xaC L-Lys), 59.4, 59.7 (2xN-CH,-CONH), 65.0 (Ar-CH,0), 79.8
[C(CHa)s], 128.2, 130.5, 130.6 (CHay), 134.2 (Car-Cl), 135.7 (Car-CH0), 158.0, 158.1, 158.5
[C=0 (Boc, 2-ClI-2)], 173.7, 173.9, 175.1, 175.2 (CONH).
[@]o® = -4.2 (c 0.27, MeOH).
R¢=0.36 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 64.4-72.1°C.

d) Dendrymer 150 (otrzymany z rdzenia 146)

Do reakeji uzyto Boc-Lys(2-Cl-Z)-OH (0.739 g, 1.78 mmol), HOBt (0.273 g, 1.78
mmol), DCC (0.367 g, 1.78 mmol), rdzenia 146 (0.4 g, 0.405 mmol), EtsN (1.24 mL, 8.98
mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w
postaci kremowego proszku z wydajnoscia 57.9% (0.55 g).
C118H189023N17Cl4, M = 2355.68 g/mol (masa monoizotopowa 2352.3).
LRMS (ESI, MeOH): 2355.3 [M + Na'], 1199.9 [M + 2Na']**, 1188.4 [M + Na" + H']*" -
gléwny sygnat, 1177.7 [M + 2H]**, 808.0 [M + 3Na']*".
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'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 6H, 2xCH;3 dDDA), 1.23-1.81 (br m, 70H, B, v,
0CHy, 2xCH,-2-11 dDDA) naktadajacy si¢ na 1.41 [s, 36H, 4xC(CHz3)3], 2.62 (m, 8H, 4xN-
CH,-CH,-NH), 3.06-3.50 (br m, 26H, 2xCH,-1 dDDA, eCH,, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-
CONH), 3.57 (m, 1H, aCH rdzenia), 3.99-4.11 (br m, 4H, 4xaCH L-Lys), 5.15, 5.18 (2s, 8H,
Ar-CH,0), 7.29 (m, 8H, ArH), 7.38 (m, 4H, ArH), 7.44 (m, 4H, ArH).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC** dDDA), 23.8, 24.2, 28.0, 28.1, 28.7 (yC,
2xC*! dDDA), 28.9 [C(CHa)s], 30.2-30.8 (5C, 2xC?, 2xC*-C* dDDA), 33.1, 33.2 (BC), 38.5,
38.6, 40.0, 41.5, 41.6 (¢C, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xC* dDDA), 47.5 («C rdzenia), 55.1, 55.5
(4xN-CH-CH,-NH), 56.1, 56.2 (4xaC L-Lys), 59.6 (2xN-CH,-CONH), 64.6 (Ar-CH,0),
80.5 [C(CHs3)3], 128.2, 130.5 (CHp,), 134.2 (Ca-Cl), 136.0 (Ca-CH,0), 157.7, 157.8, 158.5,
158.6 [C=0 (Boc, 2-Cl-Z)], 175.4, 175.5 (CONH).

[a]o® = -2.9 (c 1, MeOH).

Rt = 0.34 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 66.8-67.8°C.

e) Dendrymer 151 (otrzymany z rdzenia 146)

Do reakcji uzyto (2-Cl-Z)-Lys(Boc)-OH (0.739 g, 1.78 mmol), HOBt (0.273 g, 1.78
mmol), DCC (0.367 g, 1.78 mmol), rdzenia 146 (0.4 g, 0.405 mmol), EtsN (1.24 mL, 8.98
mmol) i DMF (15 mL). Sprzgganie prowadzono przez 72 godziny. Otrzymano produkt w
postaci biatego proszku z wydajnoscia 64.2% (0.61 g).
C118H189023N17Cl4, M = 2355.68 g/mol (masa monoizotopowa 2352.3).
LRMS (ESI, MeOH): 1199.0 [M + 2Na"|** - gléwny sygnat, 1188.0 [M + Na" + H]*", 1178.1
[M + 2H"*.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 6H, 2xCH3 dDDA), 1.22-1.83 (br m, 70H, B, v,
O0CHy, 2xCH;-2-11 dDDA) naktadajacy sig na 1.40 [s, 36H, 4xC(CHjs)3], 2.54-2.70 (m, 8H,
4xN-CH,-CH,-NH), 2.96-3.47 (br m, 26H, 2xCH,-1 dDDA, €CH,, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-
CH,-CONH), 3.55 (m, 1H, aCH rdzenia), 4.05-4.18 (br m, 4H, 4xaCH L-Lys), 5.08-5.23 (4s,
8H, Ar-CH,0), 7.28 (m, 8H, ArH), 7.36 (m, 4H, ArH), 7.44 (m, 4H, ArH).
B3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC** dDDA), 23.7, 23.8, 24.3, 24.6, 27.9, 28.0, 28.7
(yC, 2xC*'* dDDA), 28.9 [C(CHs3)s], 30.2-30.8 (5C, 2xC?, 2xC*-C'® dDDA), 32.8, 33.0, 33.1,
33.3 (BC), 38.7, 40.0, 41.0, 41.1 (¢C, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xC' dDDA), 47.5 (aC rdzenia),
55.4, 55.6 (4xN-CH,-CH,-NH), 56.6, 56.8 (4xaC L-Lys), 59.7 (2xN-CH,-CONH), 64.9 (Ar-
CH;0), 79.8 [C(CH3)3], 128.2, 130.5, 130.6 (CHay), 134.1, 134.2 (Car-Cl), 135.7 (Car-CH0),
158.0, 158.1, 158.5 [C=0 (Boc, 2-Cl-Z)], 173.6, 175.0, 175.2 (CONH).
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[@]o® = +0.14 (c 1, MeOH).
R¢ = 0.34 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 76.1-78.5°C.

f) Dendrymer 157 (otrzymany z rdzenia 144)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (1.03 g, 2.71 mmol), HOBt (0.41 g, 2.71 mmol),
DCC (0.56 g, 2.71 mmol), rdzenia 144 (0.49 g, 0.617 mmol), EtsN (1.9 mL, 13.57 mmol) i
DMF (25 mL). Sprzeganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano produkt w postaci
jasnozoltego proszku z wydajnoscia 78.4% (0.98 g).
C104H154023N15, M = 2024.44 g/mol (masa monoizotopowa 2023.1).
LRMS (ESI, MeOH): 2046.4 [M + Na'], 2024.4 [M + H'], 1035.2 [M + 2Na'1*" - gléwny
sygnat, 1024.2 [M + H + Na']**, 1013.1 [M + 2H"]*".
[e]o® = -5.2 (c 0.60, MeOH).
Rf = 0.32 (CHCI3/MeOH 8:1).
T. top.: 80.4-84.2°C.

g) Dendrymer 158 (otrzymany z rdzenia 145)

Do reakcji uzyto Boc-Lys(Z)-OH (0.695 g, 1.826 mmol), HOBt (0.28 g, 1.826
mmol), DCC (0.377 g, 1.826 mmol), rdzenia 145 (0.34 g, 0.415 mmol), EtzN (1.27 mL, 9.13
mmol) i DMF (20 mL). Sprzgganie prowadzono przez 6 dni. Otrzymano produkt w postaci
biatego proszku z wydajnoscia 71.8% (0.61 g).
C106H169023N17, M = 2049.58 g/mol (masa monoizotopowa 2048.3).
LRMS (ESI, MeOH): 2071.0 [M + Na'], 1047.8 [M + 2Na']** - gléwny sygnat, 1036.3 [M +
H* + Na+]2+.

6.7.1.2. Odbezpieczone dendrymery

Dendrymery 147 — 151, 157, 158 zawieraja reszty lizyn, w ktorych grupy aminowe o
1 € sa chronione ortogonalnymi grupami zabezpieczajacymi, tj. Boc i Z (lub 2-CI-Z).
Dendrymery te poddano deprotekcji jednej z dwoch wymienionych oston. W wyniku
usunigcia oslon Boc otrzymano dendrymery 152 — 156 traktowane jako zwiazki finalne
(Rozdziat 6.7.1.2.1)). Deprotekcja oston Z postuzyta w celu uzyskania substratow
(dendrymerow posrednich) 159 i 160 do przeprowadzenia dalszej funkcjonalizacji (Rozdziat
6.7.1.2.2.).
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6.7.1.2.1. Boc-odbezpieczone dendrymery (heksachlorowodorki)

Deprotekcje grup Boc w dendrymerach 147 — 151 za pomoca nasyconego roztworu
HCl w AcOEt przeprowadzono wg procedury ogdlnej zamieszczonej W Rozdziale 6.2.
(Procedura C - wariant B). Reakcji poddawano 0.2 — 0.3 g (0.091 — 0.127 mmol) zwiazku
rozpuszczonego w 1 mL MeOH z 5 mL nas. HCI/AcOEt. Calkowite zdjecie grup Boc
zachodzito w ciagu 1.5 — 2 godzin. Otrzymano produkty 152 — 156 w postaci
higroskopijnych heksachlorowodorkow.

a) Dendrymer 152 (otrzymany z dendrymeru 147)

Wychodzac z 0.25 g (0.116 mmol) dendrymeru 147 otrzymano produkt w postaci
jasnoszarego proszku z wydajnoscia 96.1% (0.22 g).
Cg4H118015N18Clsx6HCI, M = 1980.52 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1758.8).
LRMS (ESI, MeOH): 1782.3 [M + Na'], 1760.2 [M + H'], 1252.8 [M — (2-CI-Z) + H'],
902.5 [M + 2Na']*, 891.6 [M + H + Na']**, 880.6 [M + 2H"]**, 796.6 [M — (2-Cl-Z) +
2H"1%, 587.9 [M + 3H'*" - gléwny sygnal, 440.7 [M + 4H']*.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.30-1.60 (br m, 20H, v, 8CH,), 1.69, 1.90 (2br m, 10H,
BCH,), 2.95 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CHx-Ar TA), 3.10-3.27 (br m, 10H, eCH,), 3.43-3.65 (br m,
14H, CH2-NH TA, 2xN-CHj,-CH2-NH, 4xXN-CH,-CH2-NH), 3.77 (m, 4H, 2xN-CH,-CH,-
NH), 3.98 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.21 (s, 2H, N-CH,-CONH), 4.33 (m, 3H, aCH rdzenia, N-
CH,-CONH), 5.14, 5.15 (2s, 8H, Ar-CH,0), 6.98 (br t, 1H, C°-H TA), 7.07 (m, 2H, C*®-H
TA), 7.28 (m, 9H, C’-H TA, ArH), 7.40 (2br m, 8H, ArH), 7.55 (d, J = 7.85 Hz, 1H, C*-H TA).
3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 23.2, 23.9 (yC), 26.2 (CH»-Ar TA), 29.7, 30.1, 30.5 (5C),
31.9, 32.8 (BC), 36.0 (4xN-CH,-CH,-NH), 40.2, 41.3, 41.4 (C, CH,-NH TA), 54.6 (4xaC L-
Lys), 55.4 (aC rdzenia), 55.9, 56.2 (2xN-CH,-CONH, 4xN-CH,-CH,-NH), 64.7 (Ar-CH0),
112.4 (C" TA), 113.0 (C® TA), 119.3 (C* TA), 119.7 (C° TA), 122.4 (C° TA), 123.6 (C* TA),
128.2 (CHar), 128.8 (C** TA), 130.5, 130.6, 130.8 (CHa,), 134.1 (Car-Cl), 135.8 (Ca-CH;0),
138.1 (C"* TA), 158.7 [C=0 (2-Cl-Z)], 165.5, 171.8, 173.7 (CONH).
Analiza elementarna: obliczona dla CgsH118015N18Clsx6HC1 + 3H,0: C, 49.59; H, 6.44; N,
12.39; Cl, 17.43. Znaleziono: C, 49.55; H, 6.43; N, 12.32; CI, 17.5.
[a]o” = +20.3 (c 1, MeOH).
R¢ = 0.42 (nBUOH/AcOH/H,0 3:1:1).
T. top.: 143-147.5°C.
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b) Dendrymer 153 (otrzymany z dendrymeru 148)

Wychodzac z 0.26 g (0.119 mmol) dendrymeru 148 otrzymano produkt w postaci
jasnozoéttego proszku z wydajnoscia 92.4% (0.22 g).
CgsH133015N17Clsx6HCI, M = 2005.66 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1783.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1785.0 [M + H'], 894.1 [M + 2H']**, 809.9 [M — (2-CI-Z) + 2H*]*,
596.7 [M + 3H']** - gtéwny sygnal.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CH; DDA), 1.23-2.00 (br m, 50H, B, v,
dCHy, CH,-2-11 DDA), 3.15 (m, 10H, &-CHy), 3.20-3.41 (br m, 10H, CH,-1 DDA, 4xN-CH,-
CH,-NH), 3.45-3.72 (2m, 8H, 4xN-CH,-CH-NH), 3.99 (br m, 8H, 4xaC L-Lys, 2xN-CH,-
CONH), 4.37 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.16 (s, 8H, Ar-CH,0), 7.30 (m, 8H, ArH), 7.39 (m, 4H,
ArH), 7.44 (m, 4H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 14.5 (C*? DDA), 23.2, 23.7, 24.2 (yC, C** DDA), 28.1 (C®
DDA), 29.9-30.8 (5C, C? C*-C' DDA), 32.1, 33.1 (BC), 36.9, 37.0 (4xN-CHy-CHx-NH),
40.2, 40.6, 41.3 (¢C, C' DDA), 54.6 (4xaC L-Lys), 55.0 (aC rdzenia), 55.8, 56.1 (4xN-CH,-
CH,-NH, 2xN-CH,-CONH), 64.7 (Ar-CH,0), 128.2, 130.4, 130.5, 130.6 (CHa), 134.1 (Car
Cl), 135.9 (Ca-CH,0), 158.7 [C=0 (2-Cl-2)], 171.4, 174.0 (CONH).
[@]o” = +20.3 (c 1, MeOH).
Rt = 0.44 (nBUOH/ACOH/H,0 3:1:1).
T. top.: 140-144.5°C.

c) Dendrymer 154 (otrzymany z dendrymeru 149)

Wychodzac z 0.2 g (0.091 mmol) dendrymeru 149 otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 94.4% (0.17 g).
CgsH133015N17Clyx6HCI, M = 2005.66 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1783.9).
LRMS (ESI, MeOH): 1786.1 [M + H*], 893.1 [M + 2H*]*, 809.9 [M — (2-CI-Z) + 2H*]*,
596.7 [M + 3H'T*" - gléwny sygnat, 540.3 [M — (2-Cl-Z) + 3H']*", 447.6 [M + 4H']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (br t, 3H, CH; DDA), 1.24-1.91 (br m, 50H, B, v,
dCHy, CH,-2-11 DDA), 2.93 (m, 8H, £CH,), 3.13-3.46 (br m, 12H, CH,-1 DDA, CH,, 4xN-
CH,-CH,-NH), 3.54-3.69 (br m, 8H, 4xN-CH,-CH,-NH), 4.05-4.20 (br m, 8H, 4xaC L-Lys,
2xN-CH,-CONH), 4.32 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.10-5.26 (4s, 8H, Ar-CH,0), 7.30 (m, 8H,
ArH), 7.38 (m, 4H, ArH), 7.48 (m, 4H, ArH).
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3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 14.5 (C*? DDA), 23.7, 23.9, 24.3 (yC, C** DDA), 28.1 (C®
DDA), 28.1-30.8 (8C, C? C*-C' DDA), 32.3, 33.0, 33.1 (BC), 36.2, 36.3 (4xN-CH,-CH,-
NH), 40.4, 40.5, 40.6 (¢C, C* DDA), 55.3 (aC rdzenia), 56.4 (4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-
CONH), 56.6 (4xaC L-Lys), 65.1 (Ar-CH,0), 128.3, 130.5, 130.7 (CHa/), 134.2 (Ca-Cl),
135.5 (Car-CH-0), 158.4 [C=0 (2-Cl-Z)], 173.6, 176.3 (CONH).

[@]o® = -6.6 (c 1, MeOH).

T. top.: 142.6-144.1°C.

d) Dendrymer 155 (otrzymany z dendrymeru 150)

Wychodzac z 0.24 g (0.102 mmol) dendrymeru 150 otrzymano produkt w postaci
kremowego proszku z wydajnoscia 95.5% (0.21 g).
CogH157015N17Clsx6HCI, M = 2173.98 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1952.1).
LRMS (ESI, MeOH): 977.1 [M + 2H™** - gléwny sygnal, 651.8 [M + 3H']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 6H, 2xCH3z dDDA), 1.22-1.77 (br m, 62H, B, v,
dCH,, 2xCH,-2-11 dDDA), 1.82-2.03 (br m, 8H, BCH,), 3.15 (m, 10H, ¢CH,), 3.34 (m, 4H,
2xCH,-1 dDDA), 3.45-3.68 (br m, 12H, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CH,-NH), 3.77 (br m,
4H, 2xN-CH,-CH2-NH), 3.99 (br m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.17-4.38 (br m, 4H, 2xN-CH,-
CONH), 4.72 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.16 (s, 8H, Ar-CH,0), 7.30 (m, 8H, ArH), 7.39 (m, 4H,
ArH), 7.45 (m, 4H, ArH).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC'? dDDA), 23.2, 23.7, 24.1, 27.9, 28.1, 28.7 (yC,
2xC*! dDDA), 29.9-30.8 (8C, 2xC? 2xC*-C!® dDDA), 32.0, 32.6, 33.1 (BC), 36.0 (4xN-
CH2-CH,-NH), 40.2 (2xC* dDDA), 41.3 (C), 52.0 (aC rdzenia), 54.6 (4xaC L-Lys), 55.9,
56.2 (4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH), 64.7 (Ar-CH,0), 128.2, 130.4, 130.5, 130.6
(CHap), 134.1 (Car-Cl), 135.9 (Car-CH0), 158.6 [C=0 (2-ClI-Z)], 171.8, 173.1 (CONH).
[a]o” = +15.6 (c 1, MeOH).
Rt = 0.47 (NBUOH/ACOH/H,0 3:1:1).
T. top.: 140.3-143.1°C.

e) Dendrymer 156 (otrzymany z dendrymeru 151)

Wychodzac z 0.3 g (0.127 mmol) dendrymeru 151 otrzymano produkt w postaci
biatego proszku z wydajnoscia 97.5% (0.27 g).
CogH157015N17Clyx6HCI, M = 2173.98 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1952.1).
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LRMS (ESI, MeOH): 977.1 [M + 2H']**, 651.8 [M + 3H"]*" - gféwny sygnal.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.89 (br t, 6H, 2xCH; dDDA), 1.24-1.91 (br m, 70H, B, v,
8CH,, 2xCH,-2-11 dDDA), 2.93 (m, 8H, eCH,), 3.08-3.37 (br m, 6H, £CH,, 2xCH,-1 dDDA),
3.40-3.75 (br m, 16H, 4xN-CHy-CH,-NH, 4xN-CH,-CH,-NH), 4.10-4.35 (br m, 8H, 4xaC L-
Lys, 2xN-CH,-CONH), 4.75 (m, 1H, aCH rdzenia), 5.11-5.29 (br m, 8H, Ar-CH,0), 7.32 (m,
8H, ArH), 7.39 (m, 4H, ArH), 7.50 (m, 4H, ArH).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (2xC'? dDDA), 23.7, 23.9, 24.0, 24.2, 27.9, 28.0,
28.1, 28.6 (yC, 2xC*'* dDDA), 29.9-30.8 (5C, 2xC?, 2xC*-C'® dDDA), 32.3, 33.0, 33.1 (BC),
36.1 (4xN-CH-CH,-NH), 40.4, 40.5, 40.6 (¢C, 2xC' dDDA), 51.6 (aC rdzenia), 56.3 (4xN-
CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH), 56.5 (4xaC L-Lys), 65.2 (Ar-CH,0), 128.3, 130.5, 130.6,
130.7 (CHay), 134.1 (Ca~Cl), 135.5 (Ca-CH,0), 158.4 [C=0 (2-Cl-Z)], 165.5, 172.8, 176.1
(CONH).

[@]o® = -4.9 (c 1, MeOH).

T. top.: 134.2-138.1°C.

6.7.1.2.2. Z-odbezpieczone dendrymery — dendrymery posrednie

Deprotekcje grup Z w dendrymerach 157 i 158 za pomoca wodorowania
katalitycznego (10% Pd/C) przeprowadzono wg procedury ogolnej zamieszczonej W
Rozdziale 6.2. (Procedura D). Catkowite zdjecie grup Z zachodzito w ciagu 6 godzin.
Otrzymano produkty 159 i 160 posiadajace wolne grupy aminowe w pozycji € reszt

lizynowych.

a) Dendrymer posredni 159 (otrzymany z dendrymeru 157)

Zwiazek w postaci biatego proszku otrzymano z wydajnoscia 98.5% (0.65 g)z 0.9 g
(0.445 mmol) dendrymeru 157 rozpuszczonego w 20 mL MeOH.
C72H130015N18, M = 1487.92 g/mol (masa monoizotopowa 1487.0).
LRMS (ESI, MeOH): 1510.2 [M + Na'], 1488.1 [M + H'], 766.7 [M + 2Na']** - gtéwny
sygnal, 745.4 [M + 2H'1%, 499.4 [M + 3H']**, 372.3 [M + 4H™*"

b) Dendrymer posredni 160 (otrzymany z dendrymeru 158)

Zwiazek w postaci biatego proszku otrzymano z wydajnoscia 98% (0.5 g) z 0.69 g
(0.337 mmol) dendrymeru 158 rozpuszczonego w 20 mL MeOH.
C74H145015N17, M = 1513.05 g/mol (masa monoizotopowa 1512.1).
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LRMS (ESI, MeOH): 757.3 [M + 2H']**, 505.3 [M + 3H']** - glowny sygnat, 379.3 [M +
AH™,

6.7.2. Synteza dendrymerow z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub
pochodnych tryptofanu

Dendrymery z terminalnymi resztami tryptofanowymi lub pochodnych tryptofanu
zostaly zsyntetyzowane w wyniku reakcji sprzegania dendrymerow posrednich 159 i 160
(Rozdziat 6.7.1.2.2.) z Boc-Trp-OH badz pochodnymi tryptofanu, tj. N-Boc-1-
butylotryptofanem (83) lub N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanem (96) (Rozdziat
6.3.4.).

6.7.2.1. Boc-zabezpieczone dendrymery

Wykorzystujac procedure ogdlna sprzggania metoda EDC/HOBt (Procedura B,
Rozdziat 6.2.) zsyntetyzowano 5 dendrymerow. Reakcje sprzggania prowadzono z dodatkiem
EtsN (3.6 ekw.) od 48 do 96 godzin. Czyste dendrymery 161, 162, 165, 166 i 169 uzyskano w
wyniku saczenia molekularnego z uzyciem kolumny z wypelnieniem Sephadex LH-20 z
MeOH jako eluentem, a nastgpnie doczyszczania na kolumnie silikazelowej z uzyciem fazy
CHCI3/MeOH (gradient 100:1—15:1). Produkty otrzymano w postaci biatych Ilub

jasnozoltych, bezpostaciowych proszkow.

a) Dendrymer 161 (otrzymany z dendrymeru posredniego 159)

Do reakcji uzyto Boc-Trp-OH (0.148 g, 0.488 mmol), HOBt (0.075 g, 0.488 mmol),
EDC-HCI (0.094 g, 0.488 mmol), dendrymeru posredniego 159 (0.165 g, 0.111 mmol), EtzN
(0.12 mL, 0.888 mmol) i DMF (8 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano
produkt w postaci jasnozottego proszku z wydajnoscia 51.7% (0.151 g).

C136H202027N26, M = 2633.22 g/mol (masa monoizotopowa 2631.5).

LRMS (ESI, MeOH): 2654.5 [M + Na'], 2632.6 [M + H'], 1343.7 [M + MeOH + H" +
Na']?*, 1338.7 [M + 2Na']*" - gtéwny sygnat, 1327.7 [M + H + Na']**, 1316.8 [M + 2H"]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.15-1.77 (br m, 30H, B, v, 5CH,) nakfadajacy si¢ na 1.35,
1.40, 1.41 [3s, 72H, 8xC(CHa)3], 2.50-2.63 (br m, 8H, 4xN-CH,-CH,-NH), 2.89-3.30 (br m,
32H, CH,-Ar TA, eCHj, 4xN-CH,-CH3-NH, 2xN-CH,-CONH, BCH; L-Trp), 3.45, 3.59 (2m,
2H, CH2-NH TA), 3.96 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.40 (m, 1H,
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aCH rdzenia), 6.98 (m, 5H, C>-H L-Trp, C°-H TA), 7.06 (m, 10H, C*°-H L-Trp, C**-H TA),
7.31 (m, 5H, C’-H L-Trp, C’-H TA), 7.51-7.60 (br m, 5H, C*-H L-Trp, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 24.3 (yC), 26.3 (CHx-Ar TA), 28.7, 28.9 [C(CHs)3], 29.6,
29.9 (BC L-Trp), 30.5 (5C), 33.2 (BC), 38.6, 40.1 (C, 4xN-CHy-CH,-NH), 41.3 (CH,-NH
TA), 54.3 (aC rdzenia), 55.5 (4xN-CH,-CH,-NH), 56.3 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC L-Trp),
59.7 (2xN-CH,-CONH), 80.5, 80.6 [C(CHa)s], 111.1 (C® L-Trp), 112.3 (C" L-Trp, C" TA),
113.1 (C* TA), 119.4 (C* TA), 119.5 (C* L-Trp), 119.7 (C° TA), 119.8 (C° L-Trp), 122.4 (C° L-
Trp, C® TA), 123.7 (C* TA), 124.6 (C? L-Trp), 128.9 (C* L-Trp, C* TA), 138.0 (C" L-Trp),
138.1 (C™ TA), 157.8, 158.1 [C=0 (Boc)], 175.6 (CONH). Sygnaly w *C NMR od: aC
rdzenia, 4 xN-CH,-CH»-NH, 2 xN-CH,-CONH — sfabe.

[@]o” = -4.5 (c 0.25, MeOH).

Rt = 0.40 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 133.1-136.6°C.

b) Dendrymer 162 (otrzymany z dendrymeru posredniego 160)

Do reakcji uzyto Boc-Trp-OH (0.22 g, 0.726 mmol), HOBt (0.11 g, 0.726 mmol),
EDC-HCI (0.14 g, 0.726 mmol), dendrymeru posredniego 160 (0.25 g, 0.165 mmol), Et3N
(0.18 mL, 1.32 mmol) i DMF (10 mL). Sprzgganie prowadzono przez 96 godzin. Otrzymano
produkt w postaci biatego proszku z wydajnoscia 59.1% (0.26 g).

C138H217027N25, M = 2658.35 g/mol (masa monoizotopowa 2656.6).

LRMS (ESI, MeOH): 2681.6 [M + Na'], 1352.0 [M + 2Na'|?* - gtéwny sygnat, 909.0 [M +
3Na']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): 5 = 0.88 (m, 3H, CH3 DDA), 1.15-1.85 (br m, 50H, B, y, 5CH,,
CHj-2-11 DDA) naktadajacy si¢ na 1.36, 1.42 [2s, 72H, 8<C(CH3s)3], 2.50-2.76 (br m, 8H,
4xN-CH,-CH,-NH), 2.94-3.30 (br m, 32H, CH,-1 DDA, ¢CH;, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-
CH,-CONH, BCH, L-Trp), 3.98 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.29 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.40
(m, 1H, oCH rdzenia), 6.96-7.10 (br m, 12H, C**°-H L-Trp), 7.32 (m, 4H, C’-H L-Trp), 7.57
(m, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): § = 14.5 (C* DDA), 23.8, 24.3, 28.1, 28.4 (yC, C*** DDA),
28.7, 28.9 [C(CH3)3], 29.6, 29.9 (BC L-Trp), 30.1-30.8 (5C, C2, C*-C¥° DDA), 33.1 (BC), 40.1,
40.6 (eC, 4xN-CH,-CH,-NH, C' DDA), 56.3 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC L-Trp), 80.6
[C(CH3)3], 111.1 (C® L-Trp), 112.3 (C L-Trp), 119.5 (C* L-Trp), 119.8 (C° L-Trp), 122.4 (C°
L-Trp), 124.6 (C* L-Trp), 128.9 (C* L-Trp), 138.0 (C™ L-Trp), 157.5, 157.8 [C=O (Boc)],
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174.6 (CONH). Sygnaly w *C NMR od: aC rdzenia, 4xN-CHy-CHy-NH, 2xN-CH»-CONH —
niewidoczne.

[@]o® = +1.8 (c 1, MeOH).

Rt = 0.44 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 128.1-131.4°C.

c) Dendrymer 165 (otrzymany z dendrymeru posredniego 159)

Do reakcji uzyto zwiazku 83 (0.21 g, 0.59 mmol), HOBt (0.09 g, 0.59 mmol),
EDC-HCI (0.113 g, 0.59 mmol), dendrymeru posredniego 159 (0.2 g, 0.134 mmol), EtzN
(0.15 mL, 1.072 mmol) i DMF (10 mL). Sprzgganie prowadzono przez 48 godzin. Otrzymano
produkt w postaci biatego proszku z wydajnoscia 60.7% (0.233 g).

C152H234027N26, M = 2857.64 g/mol (masa monoizotopowa 2855.8).

LRMS (ESI, MeOH): 2879.1 [M + Na'], 1450.9 [M + 2Na‘]* - gléwny sygnat, 1439.9 [M +
H* + Na+]2+.

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.89 (m, 12H, 4xCH3 n-Bu), 1.14-1.78 (br m, 46H, B, v,
0CH,, 4xCH,-2,3 n-Bu) naktadajacy si¢ na 1.34, 1.40 [3s, 72H, 8xC(CHs)3], 2.58 (m, 8H,
4xN-CH,-CH,-NH), 2.91-3.30 (br m, 32H, CH.-Ar TA, eCHy, 4xN-CH,-CH-NH, 2xN-CH,-
CONH, BCH, B-Trp), 3.45, 3.60 (2m, 2H, CH,-NH TA), 3.97 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.06
(m, 8H, 4xCH,-1 n-Bu), 4.29 (m, 4H, 4xaCH B-Trp), 4.40 (m, 1H, aCH rdzenia), 7.00 (m,
9H, C*°-H B-Trp, C°>-H TA), 7.05 (m, 2H, C**-H TA), 7.11 (m, 4H, C°®-H B-Trp), 7.30 (m,
5H, C'-H B-Trp, C’-H TA), 7.57 (m, 5H, C*-H B-Trp, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.2 (C* n-Bu), 21.1 (C* n-Bu), 23.7, 24.2, 24.3 (yC), 26.3
(CH,-Ar TA), 28.7, 28.9 [C(CHa)s], 29.5 (BC B-Trp), 29.9, 30.2, 30.7 (5C), 31.9, 33.1, 33.6
(BC, C? n-Bu), 38.4, 38.6, 40.1 (¢C, 4xN-CH,-CH,-NH), 41.3 (CH,-NH TA), 46.7 (C* n-Bu),
54.3 (aC rdzenia), 55.1, 55.5 (4xN-CH,-CH,-NH), 56.3 (4xaC L-Lys), 57.1 (4xaC B-Trp),
59.7 (2xN-CH,-CONH), 80.5, 80.6 [C(CHa)s], 110.5 (C’ B-Trp), 112.4 (C” TA), 113.1 (C?
TA), 119.4 (C* TA), 119.7 (C° TA), 119.8 (C° B-Trp), 120.0 (C* B-Trp), 122.4 (C°® TA), 122.4
(C® B-Trp), 123.7 (C* TA), 128.0 (C? B-Trp), 128.8 (C* TA), 129.5 (C* B-Trp), 137.8 (C" B-
Trp), 138.1 (C™ TA), 157.5, 157.7, 157.8 [C=0 (Boc)], 173.7, 174.6, 175.4, 175.5 (CONH).
Sygnaty w *C NMR od: aC rdzenia, 2xN-CH,-CONH — stabe.

[a]o”® = +0.86 (c 1, MeOH).

Rt = 0.47 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 103.2-107°C.
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d) Dendrymer 166 (otrzymany z dendrymeru posredniego 160)

Do reakcji uzyto zwiazku 83 (0.26 g, 0.726 mmol), HOBt (0.11 g, 0.726 mmol),
EDC-HCI (0.14 g, 0.726 mmol), dendrymeru posredniego 160 (0.25 g, 0.165 mmol), EtzN
(0.28 mL, 1.32 mmol) i DMF (10 mL). Sprzeganie prowadzono przez 96 godzin. Otrzymano
produkt w postaci biatego proszku z wydajnos$cia 54.6% (0.26 g).

C154H249027N25, M = 2882.78 g/mol (masa monoizotopowa 2880.9).

LRMS (ESI, MeOH): 1464.5 [M + 2Na*]* - glowny sygnat, 1453.6 [M + H® + Na']**, 984.1
[M + 3Na']**, 976.8 [M + H" + 2Na']**, 585.8 [M + 3H" + 2Na']>".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.85-0.94 (br m, 15H, CHs; DDA, 4xCHj3 n-Bu), 1.14-1.82
(br m, 66H, B, v, 8CH,, CH,-2-11 DDA, 4xCH>-2,3 n-Bu) naktadajacy si¢ na 1.35, 1.41 [3s,
72H, 8xC(CHs)s], 2.97-3.30 (br m, 32H, CH,-1 DDA, &-CH,, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-
CONH, B-CH; B-Trp), 3.97 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.09 (m, 8H, 4xCH,-1 n-Bu), 4.29 (m,
4H, 4xaCH B-Trp), 4.39 (m, 1H, aCH rdzenia), 7.02 (m, 8H, C**-H B-Trp), 7.12 (m, 4H, C°-
H B-Trp), 7.31 (m, 4H, C’-H B-Trp), 7.57 (m, 4H, C*-H B-Trp). Sygna? w *H NMR od: 4 xN-
CH3-CH3,-NH — niewidoczny.

¥C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.2 (C* n-Bu), 14.5 (C** DDA), 21.1 (C* n-Bu), 23.8,
24.3, 28.1, 28.4 (yC, C*' DDA), 28.7, 28.9 [C(CHs3)3], 29.5 (BC B-Trp), 30.0-30.8 (5C, C?,
c*-C* DDA), 33.1, 33.6 (BC, C? n-Bu), 40.1 (¢C, 4xN-CH,-CH,-NH, C* DDA), 46.7 (C* n-
Bu), 56.3 (4xoC L-Lys), 57.1 (4xaC B-Trp), 80.6 [C(CHs)s], 110.5 (C’ B-Trp), 110.6 (C* B-
Trp), 119.8 (C° B-Trp), 119.9 (C* B-Trp), 122.4 (C°® B-Trp), 128.0 (C* B-Trp), 129.5 (C* B-
Trp), 137.8 (C™ B-Trp), 157.5 [C=O (Boc)], 174.7 (CONH). Sygnaly w *C NMR od: aC
rdzenia, 4 <xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH — niewidoczne.

[@]o?® = +11.9 (c 0.1, MeOH).

R¢ = 0.56 (CHCl3/MeOH 8:1).

T. top.: 106.8-109.2°C.

e) Dendrymer 169 (otrzymany z dendrymeru posredniego 159)

Do reakcji uzyto zwiazku 96 (0.29 g, 0.59 mmol), HOBt (0.09 g, 0.59 mmol),
EDC-HCI (0.113 g, 0.59 mmol), dendrymeru posredniego 159 (0.2 g, 0.134 mmol), EtsN
(0.15 mL, 1.072 mmol) i DMF (10 mL). Sprzgganie prowadzono przez 96 godzin. Otrzymano
produkt w postaci biatego proszku z wydajnoscia 57.8% (0.26 g).

C176H278035N30, M = 3374.27 g/mol (masa monoizotopowa 3372.1).
LRMS (ESI, MeOH): 1709.0 [M + 2Na']** - gléwny sygnal, 1698.2 [M + H" + Na‘]*,
1147.9 [M + 3Na']*".
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'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.13-1.81 (br m, 54H, B, y, 8CH,, 4xCH-2,3,4 5-AP)
naktadajacy si¢ na 1.30, 1.35, 1.40 [3s, 108H, 12xC(CHs)s], 2.58 (m, 8H, 4xN-CH,-CH-
NH), 2.89-3.34 (br m, 40H, CH,-Ar TA, eCH,, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH, BCH,
AP-Trp, 4xCH,-5 5-AP), 3.44, 3.60 (2m, 2H, CH,-NH TA), 3.96 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.05
(m, 8H, 4xCH,-1 5-AP), 4.28 (m, 4H, 4xaCH AP-Trp), 4.41 (m, 1H, oCH rdzenia), 6.93-7.08
(br m, 11H, C**-H AP-Trp, C**°-H TA), 7.11 (m, 4H, C®H AP-Trp), 7.30 (m, 5H, C’-H AP-
Trp, C'-H TA), 7.56 (m, 5H, C*-H AP-Trp, C*-H TA).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.8, 24.3 (yC), 25.2 (C* 5-AP), 26.3 (CH,-Ar TA), 28.7,
28.9 [C(CHa)s], 29.5 (BC AP-Trp), 29.9, 30.2, 30.7 (8C), 30.6 (C* 5-AP), 31.1 (C® 5-AP),
31.9, 33.1 (BC), 38.4, 38.6, 40.2 (C, 4xN-CH,-CHx-NH), 41.2 (C° 5-AP), 41.4 (CH,-NH
TA), 46.9 (C* 5-AP), 54.3 (aC rdzenia), 55.5 (4xN-CHy-CH,-NH), 56.3 (4xaC L-Lys), 57.1
(4xaC AP-Trp), 79.8, 80.6 [C(CHs)s], 110.5 (C” AP-Trp), 110.7 (C* AP-Trp), 112.4 (C’ TA),
113.1 (C* TA), 119.4 (C* TA), 119.7 (C° TA), 119.8 (C° AP-Trp), 120.0 (C* AP-Trp), 122.8
(C° TA), 122.5 (C® AP-Trp), 123.7 (C* TA), 128.0 (C* AP-Trp), 129.5 (C** AP-Trp, C* TA),
137.8 (C™ AP-Trp), 138.2 (C™ TA), 157.5, 157.8, 158.5 [C=0 (Boc)], 173.7, 174.5, 175.4
(CONH). Sygnaly w *C NMR od: aC rdzenia — staby; 2xN-CH,-CONH — niewidoczny.

[@]o® = -1.5 (c 1, MeOH).

R = 0.48 (CHCI3/MeOH 8:1).

T. top.: 110.6-115.4°C.

6.7.2.2. Odbezpieczone dendrymery

Deprotekcje grup Boc w dendrymerach 161, 162, 165, 166 i 169 za pomoca
nasyconego roztworu HCIl w AcOEt przeprowadzono wg procedury ogolnej zamieszczonej W
Rozdziale 6.2. (Procedura C - wariant B). Reakcji poddawano 0.14 - 0.22 g (0.053 — 0.083
mmol) zwiazku rozpuszczonego w 1 mL MeOH z 5 mL nas. HCI/AcOEt. Calkowite zdjgcie
grup Boc obserwowano w ciagu 2 godzin. Odbezpieczone dendrymery wystepuja W postaci
dodekachlorowodorkow (163, 164, 167, 168) lub tetradekachlorowodorku (170). Sa to

higroskopijne, bezpostaciowe proszki.

a) Dendrymer 163 (otrzymany z dendrymeru 161)

Zwiazek w postaci jasnozoltego proszku otrzymano z wydajnoscia 94% (0.11 g) z
0.14 g (0.053 mmol) dendrymeru 161.
CosH138011N26x10HCI, M = 2196.89 g¢g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1831.1).
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LRMS (ESI, MeOH): 943.6 [M + MeOH + H* + Na']*, 916.6 [M + 2H']**, 629.4 [M +
MeOH + 2H" + Na']**, 611.4 [M + 3H']*" - gléwny sygnat, 458.7 [M + 4H']*".

'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.26-1.55 (br m, 20H, y, 5CHy), 1.69 (m, 2H, BCH,), 1.84
(m, 8H, BCHy), 2.95 (br t, 2H, CHx-Ar TA), 3.08-3.20 (br m, 12H, 4xeCH,, 2xN-CHy-CH,-
NH), 3.21-3.40 (br m, 18H, £CHy, 2xN-CH,-CHy-NH, 2xN-CH,-CHy-NH, BCH, L-Trp),
3.41-3.70 (br m, 10H, 2xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH, CH,-NH TA), 3.97 (m, 4H,
4xaCH L-Lys), 4.12 (m, 4H, 4xaCH L-Trp), 4.34 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.98 (br t, 1H, C>-H
TA), 7.04 (m, 6H, C°>-H L-Trp, C*°-H TA), 7.12 (br t, 4H, C®-H L-Trp,), 7.23 (s, 4H, C*H L-
Trp,), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 1H, C’-H TA), 7.38 (d, J = 8.05 Hz, 4H, C’-H L-Trp), 7.54 (d, J =
7.81 Hz, H, C*-H TA), 7.67 (d, J = 7.48 Hz, 4H, C*-H L-Trp).

3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.3 (yC), 26.2 (CH,-Ar TA), 29.0 (BC L-Trp), 29.5 (5C),
32.0 (BC), 40.1 (¢C), 41.4 (CH,-NH TA), 54.6 (4xaC L-Lys), 55.0 (aC rdzenia), 55.2 (4xaC
L-Trp), 108.1 (C® L-Trp), 112.4 (C” TA), 112.6 (C’ L-Trp), 113.0 (C® TA), 119.4 (C* L-Trp, C*
TA), 119.7 (C° TA), 120.3 (C° L-Trp), 122.4 (C° TA), 122.9 (C° L-Trp), 123.7 (C? TA), 125.7
(C? L-Trp), 128.4 (C* L-Trp), 128.8 (C* TA), 138.2 (C™ L-Trp, C™ TA), 170.1 (CONH).
Sygnaly w 3¢ NMR od: aC rdzenia — staby, 4xN-CH,-CH2-NH, 4xN-CH,-CH2-NH, 2xN-
CH,-CONH - niewidoczne.

[a]o” = +43.5 (c 1, MeOH).

T. top.: 215.3-219.2°C.

b) Dendrymer 164 (otrzymany z dendrymeru 162)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 94.4% (0.17 g) z
0.22 g (0.083 mmol) dendrymeru 162.
CogH153011N25x10HCI, M = 2222.03 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 1856.2).
LRMS (ESI, MeOH): 929.2 [M + 2H'T**, 619.8 [M + 3H']*" - glowny sygnat, 465.4 [M +
4HTT™,
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 3H, CH; DDA), 1.15-1.62 (br m, 40H, y, 5CH,,
CH,-2-11 DDA), 1.70-1.93 (br m, 10H, BCH,), 3.16 (m, 10H, ¢CH,), 3.21-3.42 (br m, 22H,
CH,-1 DDA, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CH,-NH, BCH; L-Trp), 3.48 (m, 4H, 2xN-CH,-
CH,-NH), 3.64 (m, 4H, 2xN-CH,-CONH), 3.98 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.13 (m, 4H, 4xaCH
L-Trp), 4.37 (m, 1H, aCH rdzenia), 7.05 (br t, 4H, C°-H L-Trp), 7.12 (br t, 4H, C®-H L-Trp),
7.24 (s, 4H, C%-H L-Trp), 7.39 (d, J = 8.04 Hz, 4H, C’-H L-Trp), 7.67 (d, J = 7.78 Hz, 4H, C*-
H L-Trp).
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3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.5 (C'? DDA), 23.3, 23.7, 24.3, 28.1 (yC, C*'! DDA),
29.0 (BC L-Trp), 29.5-30.8 (5C, C? C*-C' DDA), 32.0, 33.0, 33.1 (BC), 40.1, 40.7 (¢C, C*
DDA), 54.6 (4xaC L-Lys), 55.0 (aC rdzenia), 55.2 (4xaC L-Trp), 108.1 (C* L-Trp), 112.6 (C’
L-Trp), 119.4 (C* L-Trp), 120.3 (C° L-Trp), 122.9 (C® L-Trp), 125.7 (C* L-Trp), 128.4 (C** L-
Trp), 138.2 (C™ L-Trp), 170.1 (CONH). Sygnaly w *C NMR od: aC rdzenia — staby; 4xN-
CH,-CH,-NH, 4 xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CONH — niewidoczne.

[@]o®™ = +40.7 (c 1, MeOH).

T. top.: 195.1-202.2°C.

c¢) Dendrymer 167 (otrzymany z dendrymeru 166)

Zwiazek w postaci kremowego proszku otrzymano z wydajnoscia 98.7% (0.15 g) z
0.18 g (0.063 mmol) dendrymeru 166.
C112H170011N26x10HCI, M = 2421.32 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2055.4).
LRMS (ESI, MeOH): 2079.0 [M + Na'], 2056.8 [M + H*], 1056.3 [M + K + NH4]*,
1051.8 [M + 2Na']**, 1040.6 [M + H" + Na']**, 1029.3 [M + 2H"** - gléwny sygnal, 686.6
[M + 3H']**, 515.3 [M + 4H]*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.93 (m, 12H, 4xCH3 n-Bu), 1.25-1.95 (br m, 46H, B, v,
8CH,, 4xCH»-2,3 n-Bu), 2.95 (m, 2H, CH,-Ar TA), 3.06-3.40 (br m, 18H, cCH,, BCH, B-Trp),
3.43-3.61 (br m, 14H, 4xN-CH,-CH,-NH, 2xN-CH,-CHx-NH, CH,-NH TA), 3.78 (m, 4H,
2xN-CH,-CH-NH), 3.98 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.08-4.21 (br m, 16H, 4xaCH B-Trp,
4xCHa-1 n-Bu, 2xN-CH»-CONH), 4.32 (m, 1H, aCH rdzenia), 6.98 (m, 1H, C>-H TA), 7.07
(m, 6H, C>-H B-Trp, C*°-H TA), 7.18 (m, 8H, C*°-H B-Trp), 7.36 (m, 5H, C’-H B-Trp, C’-H
TA), 7.55 (d, J = 7.93 Hz, 1H, C*-H TA), 7.68 (m, 4H, C*-H B-Trp).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.1 (C* n-Bu), 21.1 (C* n-Bu), 23.4, 24.0 (yC), 26.3 (CH,-
Ar TA), 28.8 (BC B-Trp), 29.6, 29.7, 30.7 (5C), 31.9, 32.1, 33.1, 33.5 (BC, C? n-Bu), 36.2
(4xN-CH,-CH,-NH), 40.0, 40.1, 40.2 (¢C), 41.4 (CH»-NH TA), 46.9 (C* n-Bu), 54.6 (4x0C L-
Lys), 55.2 (4xaC B-Trp), 107.5 (C* B-Trp), 110.8 (C’ B-Trp), 112.4 (C” TA), 113.0 (C? TA),
119.3 (C* TA), 119.7 (C* B-Trp), 119.8 (C® TA), 120.3 (C® B-Trp), 122.4 (C° TA), 122.9 (C°
B-Trp), 123.7 (C* TA), 128.8 (C** B-Trp), 129.0 (C? B-Trp), 138.0 (C’® B-Trp), 138.1 (C™
TA), 170.1, 171.6 (CONH). Sygnaly w *C NMR od: 2xN-CHy-CONH, 4%aC rdzenia, 4*N-
CH,-CH3-NH — niewidoczne,; 4 xN-CHy-CH2-NH — staby.
Analiza elementarna: obliczona dla C112H170011N26x10HCI + 6H,0: C, 53.18; H, 7.65; N,
14.40; Cl, 14.02. Znaleziono: C, 53.22; H, 7.65; N, 13.61; CI, 13.48.
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[a]o™ = +34.6 (c 1, MeOH).
T. top.: 194.3-199.3°C.

d) Dendrymer 168 (otrzymany z dendrymeru 166)

Zwiazek w postaci biatego proszku otrzymano z wydajnoscia 97.1% (0.165 g) z 0.2
g (0.069 mmol) dendrymeru 166.
C114H185011N2sx10HCI, M = 2446.46 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2080.5).
LRMS (ESI, MeOH): 1068.3 [M + MeOH + H* + Na']*, 1041.3 [M + 2H']**, 7125 [M +
MeOH + 2H" + Na']** - gtéwny sygnat, 694.5 [M + 3H']*".
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 0.88 (m, 3H, CH; DDA), 0.94 (m, 12H, 4xCH3 n-Bu), 1.23-
1.61 (br m, 48H, v, 3CH,, CH,-2-11 DDA, 4xCH,-3 n-Bu), 1.76-2.00 (m, 18H, PCH,, 4xCH-
2 n-Bu), 3.08-3.41 (br m, 20H, CH,-1 DDA, eCH,, BCH; B-Trp), 3.44-3.62 (br m, 12H, 4xN-
CH,-CH2-NH, 2xN-CH,-CH2-NH), 3.78 (m, 4H, 2xN-CH,-CHx-NH), 3.99 (m, 4H, 4xaCH
L-Lys), 4.09-4.21 (br m, 16H, 4xaCH B-Trp, 4<CH;-1 n-Bu, 2xN-CH,-CONH), 4.35 (m, 1H,
aCH rdzenia), 7.07 (t, J = 7.4, 4H, C°>-H B-Trp), 7.18 (m, 8H, C*°-H B-Trp), 7.38 (d, J = 8.22
Hz, 4H, C’-H B-Trp), 7.68 (d, J = 7.60 Hz, 4H, C*-H B-Trp).
3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 14.1 (C* n-Bu), 14.5 (C'? DDA), 21.2 (C® n-Bu), 23.4,
23.7, 24.2, 28.1 (yC, C*' DDA), 28.9 (BC B-Trp), 29.6-30.8 (5C, C?, C*-C'° DDA), 31.9,
33.0, 33.1, 33.6 (BC, C? n-Bu), 36.0 (4xN-CH,-CH,-NH), 40.1, 40.3, 40.6 (¢C, C' DDA), 46.9
(C! n-Bu), 54.6 (4xaC L-Lys), 54.8 (aC rdzenia), 55.2 (4xaC B-Trp), 56.1 (4xN-CHy-CHo-
NH), 107.5 (C® B-Trp), 110.8 (C” B-Trp), 119.8 (C* B-Trp), 120.3 (C° B-Trp), 122.9 (C°® B-
Trp), 128.9 (C* B-Trp), 129.0 (C* B-Trp), 138.0 (C™ B-Trp), 170.1, 171.6, 171.7, 173.7
(CONH). Sygnaly w *C NMR od: 2xN-CHy-CONH — niewidoczny; 4*aC rdzenia, 4xN-CH,-
CHa-NH, 4xN-CH,-CH,-NH — sabe.
[@]o” =+25.5 (c 1, MeOH).
T. top.: 165.1-168.6°C.

e) Dendrymer 170 (otrzymany z dendrymeru 169)

Zwiazek w postaci jasnorozowego proszku otrzymano z wydajnoscia 94.3% (0.15 g)
z 0.2 g (0.059 mmol) dendrymeru 1609.
Ci116H182011N30x14HCI, M = 2683.33 g/mol (masa monoizotopowa nieprotonowanego
dendrymeru - 2171.5).
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LRMS (ESL MeOH): 1086.7 [M + 2H'T*", 1097.7 [M + H" + Na'T*, 7248 [M + 3H'T’" -
glowny sygnat, 543.8 [M + 4H*".

"H NMR (500 MHz, MeOD): & = 1.25-1.95 (4br m, 54H, B, y, 8CHa, 4xCH,-2,3,4 5-AP),
2.88 (m, 8H, 4xCHy-5 5-AP), 2.95 (m, 2H, CH,-Ar TA4), 3.05-3.41 (br m, 18H, eCH,, pCH;
AP-Trp), 3.47-3.63 (m, 14H, CH,-NH T4, 4xN-CH;-CH,-NH, 2xN-CH,-CH,-NH), 3.79 (m,
4H, 2xN-CH,-CH;>-NH), 3.99 (m, 4H, 4xaCH L-Lys), 4.17 (m, 14H, 4xCH,-1 5-AP, 4xaCH
AP-Trp, N-CH,-CONH), 4.33 (m, 3H, oCH rdzenia, N-CH,-CONH), 6.98 (m, 1H, C*-H 74),
7.07 (m, 6H, C’-H AP-Trp, C*°-H TA), 7.17 (m, 4H, C*-H AP-Trp), 7.26 (m, 4H, C*-H AP-
Trp), 7.35 (d, J=8.07 Hz, 1H, C’-H TA), 7.40 (d, J= 8.13 Hz, 4H, C’-H AP-Trp), 7.56 (d, J =
7.94 Hz, 1H, C*-H 74), 7.68 (d, J=7.72 Hz, 4H, C*-H AP-Trp).

B3C NMR (500 MHz, MeOD): & = 23.4, 23.7 (yC), 24.8 (C* 5-4P), 26.2 (CH,-Ar T4), 28.2
(6C), 28.8 (BC AP-Trp), 29.6, 30.1, 30.5, 30.6, 30.7, 30.9 (8C, C** 5-4P), 31.9, 32.1, 33.1
(BC), 36.0 (4xN-CH,-CH,-NH), 40.1, 40.3, 40.6 (¢C, C° 5-AP), 41.4 (CH,-NH 74), 46.8 (C'
5-AP), 54.6 (4xaC L-Lys), 55.2 (4xaC AP-Trp), 55.4 (aC rdzenia), 56.2 (4xN-CH,-CH,-NH),
107.6 (C* AP-Trp), 110.8 (C7 AP-Trp), 112.4 (C" T4), 113.0 (C* T4), 119.4 (C* T4), 119.7
(C° TA), 119.9 (C* AP-Trp), 1203 (C° AP-Trp), 122.4 (C® TA), 123.0 (C° AP-Trp), 123.7 (C*
TA), 129.1 (C** AP-Trp, C* TA), 129.2 (C* AP-Trp), 138.0 (C™ AP-Trp, C™ TA), 170.0,
171.7, 173.7 (CONH). Sygnaly w >C NMR od: 2xN-CH,-CONH — niewidoczny; 4xN-CH -
CH,-NH, aC rdzenia, 4xN-CH»-CH,-NH — stabe.

[a]p?® = +17.0 (¢ 1, MeOH).

T. top.: 208.6-211.5°C.
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8. ZALACZNIKI

8.1. NUMERACJA ZWIAZKOW

Substraty:

(1) Boc-Lys(Boc)-OH C16H3006N2

(2) Fenyloetyloamid N, N’-Boc-L-lizyny C,4H3905N3

(3) Tryptamid N, N’-Boc-L-lizyny CsH4005N4

(4) Dodecyloamid N, N’-Boc-L-lizyny C,gHs505N3

(5) Didodecyloamid N, N’-Boc-L-lizyny C4oH7905N3

(6) Ester metylowy N, N’-Boc-L-lizylo-L-tryptofanu CagHs207N4

(7) Dichlorowodorek fenyloetyloamidu L-lizyny C14H230N3x2HCI

(8) Dichlorowodorek tryptamidu L-lizyny C16H24ON4*x2HCI

(9) Dichlorowodorek dodecyloamidu L-lizyny C1gH390ON3x2HCI

(10) Dichlorowodorek didodecyloamidu L-lizyny C3HgzON3x2HCI

(11) Dichlorowodorek estru metylowego L-lizylo-L-tryptofanu C;gH2603N4x2HCI
(12) Kwas 3,5-dihydroksybenzoesowy C;HgO4

(13) Bromowodorek 2-bromoetyloaminy C,HsNBrxHBr

(14) 5-Amino-1-pentanol CsH;30N

(15) 3,5-Dihydroksybenzoesan metylu CgHgO4

(16) Bromek 2-(Boc-amino)etylu C;H140,NBr

(17) 5-(Boc-amino)-1-pentanol C1oH»103N

(18) Mesylan 5-(Boc-amino)pentylu C11H2305NS

(19) 3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu C,,H340gN,

(20) 3-hydroksy-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu C15H,;06N

(21) Kwas 3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowy C,;1H3,08N>

(22) 3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesan metylu CasH40OgN;
(23) Kwas 3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoesowy Cy4H3s0sN;

(81) Boc-Trp-OH Cy6HzoN204

(82) Ester n-butylowy N-Boc-1-butylotryptofanu C,4H304N2
(83) N-Boc-1-butylotryptofan C,oH2304N,

(84) Boc-Trp-OBn Cy3H2604N;

(85) Ester benzylowy N-Boc-1-butylotryptofanu C,7H34,04N>





(86) HCI'Trp-OMe C12H1402N2><HC|
(87) Boc-Trp-OMe C17H2oN>04
(88) Ester metylowy N-Boc-1-butylotryptofanu C,;H304N>

(95) Ester metylowy N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu C,7H4106N3

(96) N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofan C,sH3s06N3

(97) Ester 5-(Boc-amino)pentylowy N-Boc-1-[5-(Boc-amino)pentylo]tryptofanu CzsHsgOgN4
(98) Ester 5-(Boc-amino)pentylowy N-Boc-tryptofanu CpsHzgOsN3

(111)  Dichlorowodorek  3-(5-aminopentoksy)-5-(2-aminoetoksy)benzoesanu  metylu
C15H2404N2x2HCI

(112) Sl trietyloamoniowa kwasu 4-(Boc-amino)benzenosulfonowego C11H1505sNSxEtzN
(113) Chlorek 4-(Boc-amino)benzenosulfonowy C;1H;404NSCI

(114) Kwas 4-(Boc-amino)benzoesowy CioH1504N

(137) Dietylenotriamina C4H13N3

(138) Bis[2-(Boc-amino)etylo]amina C14H2904N3

(139) 2-{bis[2-(Boc-amino)etylo]amino}octan etylu C1gH3506N3

(140) Chlorowodorek kwasu 2-{bis[2-(Boc-amino)etyloJamino}octowego CisH3;OsN3xHCI

Rdzenie o charakterze hydrofobowym:

(24) Fenyloetyloamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny
CseHg3015N7

(25) Tryptamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny CsgHgsO15Ng

(26) Dodecyloamid N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizyny CgoHggO15N7
(27) Ester metylowy N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-lizylo-L-tryptofan
CeoHgsO17Nsg

(28) Fenyloetyloamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]-
benzoilo}-L-lizyny Ce,Hgs015N7

(29) Tryptamid N, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]benzoilo}-L-
lizyny Cg4HgsO15Ns

(30) Dodecyloamid N,  N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]-
benzoilo}-L-lizyny CesH111015N5

(31) Didodecyloamid ~, N’-bis{3-[5-(Boc-amino)pentoksy]-5-[2-(Boc-amino)etoksy]-
benzoilo}-L-lizyny C7gH135015N7





(32) Tetrachlorowodorek fenyloetyloamidu N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-
lizyny C3sHs5107N7x4HCI

(33) Tetrachlorowodorek tryptamidu N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-lizyny
CasHs,07Ngx4HCI

(34) Tetrachlorowodorek dodecyloamidu N, N’-bis[3,5-bis(2-aminoetoksy)benzoilo]-L-lizyny
CaoHe707N7x4HCI

(35) Tetrachlorowodorek estru metylowego N, N’-bis{3,5-bis[2-(Boc-amino)etoksy]-
benzoilo}-L-lizylo-L-tryptofanu C4oHs409Ngx4HC1

(36) Tetrachlorowodorek fenyloetyloamidu N, N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-amino-
etoksy)benzoilo]-L-lizyny C4,He307N7x4HCI

(37) Tetrachlorowodorek tryptamidu »N, N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-aminoetoksy)-
benzoilo]-L-lizyny C44HgsO7Ngx4HC1

(38) Tetrachlorowodorek dodecyloamidu N, N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-aminoetoksy)-
benzoilo]-L-lizyny C4sH7907N7x4HC1

(39) Tetrachlorowodorek didodecyloamidu N, N’-bis[3-(5-aminopentoksy)-5-(2-amino-
etoksy)benzoilo]-L-lizyny CsgH10307N7x4HCI

Dendrymery oparte na rdzeniach hydrofobowych:

A) z terminalnymi resztami lizynowymi:
(40) Dendrymer Cy12H15:027N15Cly4
(41) Dendrymer Cy18H163027N15Cl4
(42) Dendrymer C;14H15,027N16Cl4
(43) Dendrymer Ci120H164027N16Cl4
(44) Dendrymer C116H167027N15Cly4
(45) Dendrymer C;16H154029N16Cly4 - ,,dendron 17
(46) Dendrymer odbezpieczony CgoH119019N15Cl4x4HCI
(47) Dendrymer odbezpieczony CggH131019N15Cl4x4HCI
(48) Dendrymer odbezpieczony Cg4H120019N16Cl4x4HCI
(49) Dendrymer odbezpieczony C100H132019N16Cl4x4HCI
(50) Dendrymer odbezpieczony CggH135019N15Cl4x4HCI
(51) Dendrymer C112H155027N1s5
(52) Dendrymer C118H167027N1s
(53) Dendrymer C114H156027N16
(54) Dendrymer Ci120H168027N16





(55) Dendrymer C116H171027N15

(56) Dendrymer Ci22H183027N15

(57) Dendrymer Ci34H207027N15

(58) Dendrymer C116H158029N16

(59) Dendrymer odbezpieczony CgyH123019N15x4HCI
(60) Dendrymer odbezpieczony CggH135019N15x4HCI
(61) Dendrymer odbezpieczony Ci0oH136019N16x4HCI
(62) Dendrymer posredni odbezpieczony CgoH131019N15
(63) Dendrymer posredni odbezpieczony CgsH143019N15
(64) Dendrymer posredni odbezpieczony CgoH132019N16
(65) Dendrymer posredni odbezpieczony CggH144019N16
(66) Dendrymer posredni odbezpieczony CgsH147019N15
(67) Dendrymer posredni odbezpieczony CgoH150019N15
(68) Dendrymer posredni odbezpieczony CigoH183019N15
(69) Dendrymer posredni odbezpieczony CgsH134021N16

B) z terminalnymi resztami tryptofanowymi:

(70) Dendrymer C150H215031N23

(71) Dendrymer C146H204031N24

(72) Dendrymer C15,H216031N24

(73) Dendrymer C154H231031N23

(74) Dendrymer C166H255031N23

(75) Dendrymer Cy4gH206033N24 - ,,dendron 17

(76) Dendrymer odbezpieczony C110H151015N23x8HCI
(77) Dendrymer odbezpieczony C106H140015N24x8HCI
(78) Dendrymer odbezpieczony Ci11,H15,015N24x8HCI
(79) Dendrymer odbezpieczony Ci114H167015N23x8HCI
(80) Dendrymer odbezpieczony C126H191015N23x8HCI

C) z terminalnymi resztami pochodnych tryptofanu:
(89) Dendrymer Ci16gH2438031N24
(90) Dendrymer C170H263031N23
(91) Dendrymer Cig2H287031N23
(92) Dendrymer odbezpieczony Ci28H184015N24x8HC1





(93) Dendrymer odbezpieczony C130H199015N23x8HCI
(94) Dendrymer odbezpieczony C130H199015N23x8HCI

(99) Dendrymer C192H292039N2g

(100) Dendrymer C194H307039N27

(101) Dendrymer odbezpieczony Ci3,H196015N25x12HCI
(102) Dendrymer odbezpieczony Ci34H211015N27x12HCI

D) z terminalnymi resztami PABA:
(103) Dendrymer Ci34H195031N19g
(104) Dendrymer C130H184031 N2
(105) Dendrymer C136H196031 N2
(106) Dendrymer C132H199031N1g
(107) Dendrymer odbezpieczony CosH131015N19x8HCI
(108) Dendrymer odbezpieczony CgoH120015N20x8HCI
(109) Dendrymer odbezpieczony CgsH13,015N20x8HCI
(110) Dendrymer odbezpieczony CgyH135015N19x8HCI

E) dendrymery typu Janus:
(115) ,.dendron 2”: 3-{5-[4-(Boc-amino)benzoiloamino]pentoksy}-5-{2-[4-(Boc-amino)-
benzoiloamino]etoksy}benzoesan metylu C3gHs0010N4
(116) ,,dendron 2”: 3-{5-[4-(Boc-amino)benzenosulfonyloamino]pentoksy}-5-{2-[4-(Boc-
amino)benzenosulfonyloamino]etoksy}benzoesan metylu C37Hs0012N4S;
(117) ,,dendron 2” odbezpieczony: Kwas 3-{5-[4-(Boc-amino)benzoiloamino]pentoksy}-5-
{2-[4-(Boc-amino)benzoiloamino]etoksy}benzoesowy CzgHsgO10N4
(118) ,,dendron 2” odbezpieczony: Kwas 3-{5-[4-(Boc-amino)benzenosulfonyloamino]-
pentoksy}-5-{2-[4-(Boc-amino)benzenosulfonyloamino]etoksy}benzoesowy CssHis012N4S;
(119) Dendrymer posredni C117H158028N15Cly
(120) Dendrymer posredni C121H166030N15Cl4
(121) Dendrymer posredni odbezpieczony Cg7H126020N15Cl4x5SHCI
(122) Dendrymer posredni odbezpieczony Ci01H134022N15Clsx5HCI
(123) Dendrymer posredni Ci149H210032N26
(124) Dendrymer posredni odbezpieczony Cio9H146016N26x9HCI
(125) Dendrymer Janus C155H204037N22Cly





(126) Dendrymer Janus C159H212039N22Cly

(227) Dendrymer Janus Cig7H256041N30

(128) Dendrymer Janus odbezpieczony Ci25H156025N22Clyx6HCI
(129) Dendrymer Janus odbezpieczony Ci29H164027N22Clyx6HCI
(130) Dendrymer Janus odbezpieczony Ci37H17602:N3ox 10HCI
(131) Dendrymer Janus Ci53H204039N22Cl4S>

(132) Dendrymer Janus Ci57H212041N22Cl4S;

(133) Dendrymer Janus C1g5H256043N30S2

(134) Dendrymer Janus odbezpieczony Ci23H156027N2,Cl4S,x6HCI
(135) Dendrymer Janus odbezpieczony Ci27H164029N22Cl4S;x6HCI
(136) Dendrymer Janus odbezpieczony Ci3sH176023N30S,x10HCI

Rdzenie o charakterze kationowym:

(141) Tryptamid N, N’-bis({bis[2-(Boc-amino)etylo]amino}metylokarbonylo)-L-lizyny
C4sHg2011N10

(142) Dodecyloamid N, N’-bis({bis[2-(Boc-amino)etylo]lamino}metylokarbonylo)-L-lizyny
CsoHg7011Ng

(143) Didodecyloamid N, N -bis({bis[2-(Boc-amino)etylolamino}metylokarbonylo)-L-lizyny
Ce2H121011Ng

(144)  Heksachlorowodorek tryptamidu N, N’-bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylo-
karbonylo}-L-lizyny CgHs5003N10x6HCI

(145) Heksachlorowodorek dodecyloamidu », N’-bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylo-
karbonylo}-L-lizyny C3HesO3Ngx6HCI

(146) Heksachlorowodorek didodecyloamidu », N’-bis{[bis(2-aminoetylo)amino]metylo-
karbonylo}-L-lizyny C4,HggO3Ngx6HCI

Dendrymery oparte na rdzeniach kationowych:
A) z terminalnymi resztami lizynowymi:

(147) Dendrymer C104H150023N15Cly

(148) Dendrymer C106H165023N17Cly

(149) Dendrymer C196H165023N17Cly

(150) Dendrymer C118H189023N17Cly

(151) Dendrymer C118H189023N17Cly

(152) Dendrymer odbezpieczony CgsH118015N15Cl,x6HCI





(153) Dendrymer odbezpieczony CggH133015N17Clyx6HCI
(154) Dendrymer odbezpieczony CggH133015N17Clyx6HCI
(155) Dendrymer odbezpieczony CggH157015N17Clsx6HCI
(156) Dendrymer odbezpieczony CggH157015N17Cl4x6HCI
(157) Dendrymer posredni C104H154023N1g

(158) Dendrymer posredni C1osH169023N17

(159) Dendrymer posredni odbezpieczony C7,H130015N1g
(160) Dendrymer posredni odbezpieczony C74H145015N17

B) z terminalnymi resztami tryptofanowymi:
(161) Dendrymer C13sH202027N2g
(162) Dendrymer Ci3gH217027N2s
(163) Dendrymer odbezpieczony CosH133011N26x 10HCI
(164) Dendrymer odbezpieczony CggH153011N25x10HCI

C) z terminalnymi resztami pochodnych tryptofanu:
(165) Dendrymer Cis52H234027N26
(166) Dendrymer Ci54H249027N2s
(167) Dendrymer odbezpieczony Cj12H170011N26x10HCI
(168) Dendrymer odbezpieczony Cy14H185011N2sx 10HCI
(169) Dendrymer C;76H278035N30
(170) Dendrymer odbezpieczony Cj16H152011N30x14HCI
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