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c¢) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikébw wraz z omoéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

I. PRZEDMOWA

Zaprezentowany cykl jedenastu oryginalnych publikacji (H1-H11) oraz jednego patentu krajowego

(H12) przedstawia kompleksowe opracowanie metod funkcjonalizacji powierzchni ciat statych, a w

szczegolnosci celulozy, przy uzyciu pochodnych 1,3,5-triazyny. Zakres przedstawionych badan

obejmuje zaréwno opracowanie wydajnych i zréznicowanych metod modyfikowania powierzchni ciat

statych za pomocg pochodnych dichloro-1,3,5-triaznyny, jak i transformacji reaktywnych grup

funkcyjnych w piersécieniu triazyny celem wprowadzenia innych grup o zréznicowanej reaktywnosci.

Racjonalne wykorzystanie reaktywnych pochodnych 1,3,5-triazyny osadzonych na powierzchni
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materiatow statych pozwolito na zaprojektowanie i otrzymanie struktur bedgcych receptorami
molekularnymi, zdolnymi mimikowa¢ receptory biatkowe i synzymami mimikugcymi dziatanie
enzymow. Z drugiej strony, mozliwe jest oczywiscie wykorzystanie materiatéw jako matryc do
osadzania réznorodnych zwigzkéw biologicznie czynnych. W szczegdlnym przypadku modyfikowanymi
materiatami mogg by¢ nanomateriaty, co pozwala rozszerzy¢ zakres zastosowan opracowanych metod
funkcjonalizacji materiatéw statych za pomocg 1,3,5-triazyny. Przeprowadzone badania nad
funkcjonalizacja nanomateriatéw pozwolity na nakierowanie ich dziatania do zastosowan
biologicznych/medycznych, ktdre zostaty potwierdzone odpowiednimi badaniami. Do cyklu dwunastu
publikacji dotgczony zostat artykut przeglagdowy (H13) oraz rozdziat w ksigzce (H14), opisujacy
wykorzystanie celulozy jako matrycy do tworzenia receptoréw molekularnych, tworzonych w wyniku

samoorganizacji peptydow.

Il. WSTEP

Wiasciwosci powierzchniowe surowych materiatéw sg zwykle niewystarczajace pod wzgledem
wymaganych parametréw fizycznych, chemicznych, mechanicznych i biologicznych. Z tego powodu
zazwyczaj muszg by¢ one modyfikowane przed ich finalnym zastosowaniem lub poddawane dalszemu
przetwarzaniu celem uzyskania pozgdanych wiasciwosci. Znane s rdzinorodne metody
funkcjonalizacji, ktdrych zastosowanie pozwala na uzyskanie pozgdanych dla okreslnego zastosowania
wtasciwosci  [1]. Oczywiscie, nie ma jednego uniwersalnego rozwigzania pozwalajacego na
modyfikowanie wszystkich typow stosowanych materiatéw. W literaturze chemicznej opisanych jest
caty szereg znakomitych prac przeglagdowych dotyczacych chemicznej funkcjonalizacji: polimerdw [2],
biopolimeréw [3], nanomateriatéw [4], krzemionki [5], metali i innych materiatéw statych [6].
Zawezajgc materialy state do grupy uzytecznych w aplikacjach biomedycznych, kluczowymi
parametrami z punktu widzenia funkcjonalnosci, ktére wprowadzane sg do materiatéw na drodze
modyfikacji chemicznych, s3: biokompatybilno$¢ oraz zdolnosé¢ oddziatywania na poziomie
komérkowym. Wtiasciwosci takie jak chropowatos¢ powierzchni, twardos¢, charakter grup
funkcyjnych, reaktywnosé powierzchni (obojetna lub aktywna), zwilzalnos¢, tadunek powierzchniowy,
swobodna energia powierzchniowa sg cechami powierzchni materiatéw, ktére odgrywaja gtéwng
funkcje w adhezji komérkowej, proliferacji komérek i tworzeniu sie tkanek [7]. Chemiczna modyfikacja
powierzani materiatéw [8] obejmuje szeroko rozumiane transformacje, ktére mogg by¢ podzielone na:
czesciowgq degradacje lub modyfikacje warstwy powierzchniowej materiatu (zazwyczaj jest to hydroliza
alkaliczna), immobilizowanie (kowalencyjne unieruchomienie) fragmentow tworzgcych funkcje, mokre
metody chemiczne (wet chemical methods) pozwalajgce na wysoce zréznicowane modyfikowanie oraz

metody modyfikacji wykorzystujgce oddziatywania stabe. Powierzchnia materiatéw jest przed
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wtasciwym etapem funkcjonalizacji poddawana reakcjom pozwalajgcym na jej aktywacje
(wprowadzanie reaktywnych grup funkcyjnych na powierzchni materiatu), aby w kolejnym etapie
wykorzysta¢ je do wiasciwej modyfikacji pozwalajgcej na osiggniecie zatozonych wtasciwosci
materiatu. Metoda chemiczna na mokro jest jednym z czesciej stosowanych podejsé, gdyz pozwala na
stosowanie roztworéw reagentdw w rozpuszczalnikach i ich wykorzystaniu w reakcjach z grupami
funkcyjnymi, zlokalizowanymi na powierzchni. To co istotne to fakt, ze stabilno$¢ powierzchni
uzyskiwanej na tej drodze jest wyzsza od metod wykorzystujacych adsorpcje fizyczng (oddziatywania
stabe). Modyfikacja chemiczna jest jedng z najczesciej stosowanych metod , obrébki” powierzchni
wszystkich rodzajow biomateriatdw, takich jak polimery, metale, ceramika i nanokompozyty. Dziatania
te powodujg, ze funkcjonalizowane na drodze chemicznej materiaty znajdujg liczne zastosowania, zas
w odniesieniu do aplikacji biomedycznych sg one stosowane w chemo/foto terapii, dostarczaniu lekéw,
gendw, bioznacznikdéw, sensoréw, biokoniugatdw i w wielu innych obszarach. Zazwyczaj pomiedzy
grupami funkcyjnymi na powierzchni materiatu a ugrupowaniami wprowadzanymi na drodze
modyfikacji chemicznych konieczne jest stosowanie wtasciwych tgcznikdw, warunkujgcych wtasciwe

wyeksponowanie zwigzkéw umozliwiajacych oddziatywanie na poziomie komdérkowym.

lll. CEL NAUKOWY PRACY

Badania stanowigce podstawe niniejszej rozprawy habilitacyjnej miaty na celu opracowanie
efektywnej i mozliwie jak najbardziej uniwersalnej metody funkcjonalizacji powierzchni ciat statych
przy uzyciu pochodnych 1,3,5-triazyny w celu nadawania im nowych wtasciwosci. Szczegdlng zaletg
pochodnych triazyny jest ich wysoka symetria (trdjkrotna o$ symetrii). Pochodne 1,3,5-triazyny
planowatam zastosowad jako tgczniki badz reagenty pozwalajgce na przytgczanie lub tworzenie

nowych struktur warunkujacych zatozone wtasciwosci.
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Rysunek 1. Uzyteczno$¢ 1,3,5-triazyn w funkcjonalizacji powierzchni materiatéw.

Zatozenie to wynikato z faktu, ze liczna paleta zréznicowanych pochodnych 1,3,5-triazyny wywodzi sie
z wysoce reaktywnego i tatwo dostepnego chlorku cyjanuru, ktéry mozna przeksztatci¢ do bardziej
ztozonych zwigzkdw chemicznych, w sposdb selektywny, a tym samym wykorzystaé je w réznorodnych

transformacjach.

IV. OPTYMALIZACJA PROCESU WSTEPNEJ FUNKCJONALIZACJI MATRYC POLISACHARYDOWYCH,
POZWALAJACA NA EFEKTYWNA SYNTEZE tACZNIKA ZAWIERAJACEGO RDZEN 1,3,5-TRIAZYNY ORAZ
OPRACOWANIE WARUNKOW AUTOMATYCZNEJ SYNTEZY N-LIPIDOWANYCH PEPTYDOW
IMMOBILIZOWANYCH NA STAtYM PODtOZU METODA SPOT PRZY UZYCIU TRIAZYNOWYCH
ODCZYNNIKOW KONDENSUJACYCH

W trakcie badan opisanych w mojej pracy doktorskiej przedstawitam hipoteze dotyczgcg mozliwosci
zaprojektowania, syntezy oraz wyznaczenia obszaru potencjalnych zastosowan struktur powstajgcych
w wyniku samorzutnie nastepujgcego uporzadkowania podandéw peptydowych immobilizowanych na
celulozie w sposdb Scisle uporzadkowany. Zgodnie z hipotezg, zachodzgca samorzutnie organizacja
takich podandéw prowadzita do utworzenia wnek wigzacych, zdolnych do wigzania i rozrézniania

ligandow. Zaprojektowana struktura sztucznych receptoréw przedstawiona jest na rysunku ponizej.
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Rysunek 2. Struktura podandéw immobilizowanych w wysoce regularny sposdb na celulozie tworzacych na
drodze samoorganizacji sztuczne receptory.

W ramach badan przeprowadzonych w pracy doktorskiej stwierdzitam, ze regularnosé
rozmieszczenia bardziej reaktywnych pierwszorzedowych grup hydroksylowych na celulozie (rys. 2,
zielone kulki) pozwala na otrzymanie wnek otoczonych podandami zawierajgcymi fragmenty n-
akceptorowe, m-donorowe, peptydy oraz hydrofobowy lipid o zréznicowanym charakterze
wynikajgcym ze struktury pierwszorzedowej. Podandy te, w zaleznosci od struktury peptydu oraz
lipidu, wigzg i rozrdzniajg struktury ligandéw. Opracowana procedura otrzymywania zbioru sztucznych
receptorow polegata na syntezie macierzy N-lipidowanych peptydéw immobilizowanych na arkuszach
modyfikowanej celulozy o znacznym rozmiarze i nastepnie recznym wycinaniu krgzkdéw, co pozwolito
mi na otrzymanie zbioru identycznych struktur. Procedura ta gwarantowata powtarzalnos$¢ struktur

wycinanych z jednego arkusza, ale nie gwarantowata identycznosci kolejnych kopii arkusza.

Synteza rownolegta Biblioteka
N-lipidowany @ @ @ @
B OO ®®

reczny rozdziat

IN-lipidowany reczne wycinanie @ @ pozwalajacy ( : ) ( : )
peptyd 2 zbioru identycznych na tworzenie @ @

krazkow @ @ bibliotek

—_—
N-lipidowany @ @ @ @
peptyd 3 : @
N-lipidowany] @ @ @ @
e (@ ®®

Rysunek 3. Manualna metoda otrzymywania zbiorow sztucznych receptoréw immobilizowanych na celulozie.
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Dodatkowo, proces ten byt czasochtonny oraz generowat mozliwosci btedéw. Wymienione
ograniczenia procedury byty szczegdlnie ucigzliwe przy testowaniu znacznej liczby zwigzkow.
Akceptujac wszystkie korzysci wynikajgce z dotychczasowych doswiadczen, w pracach z macierzami
sztucznych receptordw uznatam, ze niezbedne jest dokonanie zasadniczego zmodyfikowania procedur
syntetycznych w taki sposdb, aby uzyska¢ gwarancje powtarzalnosci wynikow z jednoczesnie
zachowang kluczowg wtasciwoscia immobilizowanych podanddéw, jaka jest ich zdolno$é¢ do
samoorganizacji i tworzenia struktur supramolekularnych. Przyjetam wiec, ze konieczne jest podjecie
badan nad automatyzacjg procesu syntezy macierzy peptydowych immobilizowanych na powierzchni
matrycy celulozowej. Za koniecznoscig tych dziatan przemawiato kilka aspektéw, wsréd ktérych
najwazniejsze to:

1) konieczno$¢ zmiany czasochtonnej oraz zmudnej procedury manualnego otrzymywania
macierzy peptydowych. W przypadku niewielkich bibliotek sztucznych receptoréw procedura
taka mogta by¢ zaakceptowana, natomiast dla wieloelementowych macierzy N-lipidowanych
peptyddéw takie rozwigzanie byto wyjatkowo niedogodne;

2) duze zuzycie odczynnikow niezbedne do funkcjonalizowania catych arkuszy celulozy, z ktérych
tylko czes¢ byta wykorzystywana w postaci wycinanych manualnie krgzkdéw;

3) konieczno$é stosowania znacznych ilosci ligandéw, potrzebnych do jednolitego wysycenia
wszystkich krgzkéw wycietych z arkusza, ktérych rozmiar, z uwagi na sposéb indeksowania, nie
mogt by¢ zmniejszony. Szczegdlnie niedogodne byto to w przypadku prébek biologicznych
i niejednokrotnie wigzato sie z koniecznoscig ich rozciericzania.

Uwzgledniajac wszystkie ograniczenia procedur opracowanych przeze mnie w trakcie badan
zawartych w doktoracie, podjetam préby opracowania nowej metodyki syntezy macierzy
peptydowych. Zatozytam, ze wykorzystam do tego celu, jak uprzednio, podtoze celulozowe oczekujac,
ze pozwoli to zachowac funkcje receptoréw molekularnych zdolnych do oddziatywania z ligandami.
Przyjetam, ze najbardziej odpowiednig metody bedzie synteza macierzy peptydowych oparta na
technice SPOT. Klasyczna metoda SPOT polega na syntezie peptydéw w postaci kropek, ktére
naniesione sg w regularny sposdb na arkusz celulozowy. W ten sposéb otrzymywane s3g
wieloelementowe macierze peptydowe, gdzie jedna kropka odpowiada jednemu peptydowi a jej
indeksy koduja jego strukture [9]. W standardowych protokofach syntezy SPOT opracowanych przez
Franka, najczesciej jako taczniki wykorzystywane sg pochodne aminokwasdéw (glicyna, prolina, B-
alanina) [10, 11]. Zaréwno zgodnie z moimi doswiadczeniami, jak i danymi literaturowymi, czesto
stwierdzano, ze rozwigzanie polegajagce na bezposredniej estryfikacji celulozy za pomocg Fmoc-
blokowanych pochodnych aminokwasdw nie gwarantuje ich stabilnego zakotwiczenia na nosniku
(praca H14). Dos¢ czesto bowiem dochodzi do aminolizy wigzania estrowego tworzonego z grupa

hydroksylowg celulozy, co nie moze by¢ zaakceptowane, bowiem skutkuje odszczepianiem podandu
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i utratg regularnego ich rozmieszczenia. Stosowane sg réwniez stabilniejsze pochodne celulozy
modyfikowane aminosilanami [12], co eliminuje problem nietrwato$ci wigzania estrowego oraz
pozwala na zwiekszenie dystansu pomiedzy nosnikiem statym a immobilizowanym peptydem, ale nie
oferuje oddziatywan m-akceptorowych. Odczynnikami kondensujgcymi stosowanymi w syntezach
peptydéw technikg SPOT sg albo pochodne karbodiimidowe albo odczynniki kondensujace,
wywodzace sie z hydroksybenzotriazolu badz 7-azabenzotriazolu [13].

Majgc na uwadze przedstawione fakty, przyjetam, ze podejme préby opracowania catkowicie
nowych protokotéw syntetycznych otrzymywania macierzy peptydowych oraz macierzy N-
lipidowanych peptyddw immobilizowanych na nosnikach celulozowych, wykorzystujgc technike SPOT
z uzyciem triazynowych odczynnikdéw kondensujgcych przy zastosowaniu jako tacznikdw pochodnych
1,3,5-triazyny. Oczekiwatam, ze zastosowanie pochodnych 1,3,5-triazyny jako facznikéw (lub ich
sktadowych) pozwoli mi na zachowanie sprawdzonych juz elementéw strukturalnych, co powinno
sprzyjaé utrzymaniu architektury podanddw, gdyz ich wprowadzenie powinno by¢ uprzywilejowane
wyfacznie na pierwszorzedowym weglu C6 reszty anhydroglukozy w celulozie [14, 15]. Do zatozonego
problemu syntetycznego podesztam holistycznie i dokonatam wyboru celulozy z obszernej puli
handlowo dostepnych celuloz w postaci arkuszy filtracyjnych. Przeprowadzitam optymalizacje
warunkéw syntezy facznika, dokonatam wyboru czwartorzedowej soli N-triazynyloamoniowej
petnigcej funkcje odczynnika kondensujgcego oraz zoptymalizowatam warunki syntezy
immobilizowanych peptydéw. Wyniki prac nad opracowaniem protokotéw syntetycznych
pozwalajgcych na automatyczng metode SPOT macierzy peptydéw, N-lipidowanych peptydéw
bedacych réwniez receptorami molekularnymi przedstawione sg w pracy H8, zamieszczonej we
whniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego.

Proces syntezy macierzy immobilizowanych na celulozie pochodnych peptydowych jest
wieloetapowy. Pierwszy etap stanowi synteza facznika, ktéry w opracowywanym przeze mnie
rozwigzaniu jest kluczowy, gdyz warunkuje pézniejsze rGwnomierne obsadzenie matrycy celulozowej

za pomocg peptyddw, a to z kolei przektada sie na tworzenie jednakowych wnek wigzgcych ligand.

OH on OH 1) NaOH FH oH PH
N O HO o)
AN (0] HO (0] 0 o 1) o
o o} 0 o HO O HO N
HO O Ho N Cl OH OH
OH OH OH 2) )\ o) n
n )N‘\\N NN
CH |
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Schemat 1. Immobilizowanie pochodnej 1,3,5,-triazyny na podfozu celulozowym.

Osiggniecie tego celu byto mozliwe poprzez bardzo szczegétowe opracowanie warunkéw syntezy,
gwarantujgcych catkowite przereagowanie pierwszorzedowych grup hydroksylowych celulozy, co z

uwagi na krystaliczno$¢ celulozy, warunkuje réwnomierne modyfikowanie arkuszy celulozowych.




Funkcjonalizacja powierzchni ciat statych przy uzyciu pochodnych 1,3,5-triazyny

Gesto$c fazy krystalicznej celulozy wynosi 1.59 g/cm3, za$ dla celulozy pochodzenia naturalnego wynosi
1.55 g/cm?, co odpowiada zawartosci ok. 70% sktadnika krystalicznego [16]. W tym miejscu nalezy
rowniez zwrdci¢ uwage, ze kolejnym waznym czynnikiem jest stosowanie celulozy w postaci arkuszy,
w ktdrych celuloza charakteryzuje sie odpowiednim stopniem polimeryzacji (wfasciwa dtugosc
tancuchéw polisacharydowych), gdyz warunkuje to zachowanie odpowiednich wfasciwosci
mechanicznych biopolimeru, nawet w przypadku rozluznienia wtdkien celulozowych w trakcie
procedur preparatywnych. Sposréd przetestowanych przeze mnie 15 réznych celuloz dostepnych w
postaci arkuszy filtracyjnych o zréznicowanych parametrach fizycznych, tylko trzy spetniaty zatozone
kryteria: sg to celuloza filtracyjna Whatman typu: C-504, C-50 oraz CHR-1. Pierwszy, niezwykle wazny
etap warunkujacy powodzenie syntezy, to tworzenie alkalicelulozy dziataniem rozcieficzonego tugu
sodowego na celuloze. Kolejny etap tworzenia tacznika 1,3,5-triazyny polegat na reakcji alkalicelulozy
z 2,4-dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyng (DCMT). Etap ten warunkuje ilo$¢ i réwnomiernosc
rozmieszczenia centréw reaktywnych, zdolnych do przytaczania peptyddw na powierzchni celulozy.
Postep procesu dobudowywania DCMT do celulozy kontrolowatam za pomocg kliku metod:
(a) oznaczania ilosci azotu oraz chloru zawartego w celulozie po modyfikacji (analiza elementarna);
(b) wyznaczania stosunku zawartosci N/Cl; (c) ocenie grubos¢ i sztywnosé¢ otrzymanych arkuszy
celulozowych oraz (d) sprawdzania efektywnosci réwnomiernosci wbudowania 2-chloro-1,3,5-triazyny
na powierzchnie celulozy testem barwnym z uzyciem 4-(4’-nitrobenzylopirydyny) (NBP, test
Preussmanna) [17]. Uwzgledniajagc powyzsze kryteria stwierdzitam, Zze najlepsze rezultaty
otrzymywane sg przy zastosowaniu jako substratu celulozy CHR-1 traktowanej 1.5 M roztworem tugu
sodowego przez 10 minut (etap tworzenia alkalicelulozy). Wydtuzenie czasu dziatania NaOH lub
zastosowanie bardziej stezonej zasady powodowato nadmierne rozluznienie wtdkien celulozowych
i utrate jej wytrzymatosci mechanicznej. Z drugie strony, stosowanie krétszego czasu reakcji z NaOH
oraz bardziej rozcieiczonych warunkdw, skutkowato zbyt niskim rozluznieniem witdkien celulozy, co
finalnie prowadzito do uzyskiwania niskiego stopnia przereagowania DCMT z pierwszorzedowymi
grupami hydroksylowymi celulozy. Arkusze alkalicelulozy muszg byé rowniez suszone w odpowiednich
warunkach. Najlepsze rezultaty otrzymatam, gdy proces suszenia zachodzit w temperaturze 40°C przez
30 min. Obecnos¢ wody sprzyja bowiem hydrolizie DCMT, co skutkuje obnizeniem zawartosci
reaktywnych grup chlorowca. Stwierdzitam, ze optymalnym do immobilozowania DCMT na celulozie
jest stosowanie 1M roztworu DCMT w tetrahydrofuranie. Wazine jest rdwniez stosowanie
odpowiednich zasad petnigcych role akceptora chlorowodoru. Najlepsze rezultaty uzyskuje sie stosujac
mieszanine ztozong z diizopropyloetyloaminy (1.5 ekwiwalentu na 1 ekwiwalent DCMT) oraz statego
NaHCOs (0.5 ekwiwalentu na 1 ekwiwalent DCMT). W opisanych powyzej warunkach wyznaczony
optymalny czas immobilizowania DCMT na celulozie wynosi 3 godziny. Testem jakosSciowym na

obecnos¢ chloropochodnej triazyny jest test z NBP. Obecnos¢ reaktywnego chloru w pierscieniu 1,3,5-
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triazyny przytgczonej do matrycy celulozowej potwierdzona jest wystgpieniem ciemnoczerwonego

zabarwienia (Rysunek 4).

Rysunek 4. Zdjecie zmodyfikowanej za pomocg DCMT celulozy traktowanej roztworem NBP.

Opracowana procedura zapewniata réwnomierne funkcjonalizowanie powierzchni arkuszy
celulozowych, co potwierdza fakt jednorodnego wybarwienia catego obszaru arkusza. Efektywnos¢
procesu immobilizowania DCMT na podtozu celulozowym okreslitam w oparciu o wyniki analizy
elementarnej, poprzez ilosciowe oznaczenie zawartosci azotu oraz chloru. Wyliczony wagowy stosunek
zawartosci azotu do chloru na zmodyfikowanym podtozu wynosi 1.2 (3x14 g/mol N do 35.5 g/mol Cl).
Wyizsza warto$é swiadczy o ubocznych reakcjach towarzyszacych podstawieniu nukleofilowemu
(hydroliza, prowadzgca do pochodnych hydroksy-1,3,5-triazyn oraz sieciowanie skutkujgce réwniez
obnizeniem zawartosci chloru). W oparciu o wyniki analizy elementarnej pochodnych uzyskanych w
niezaleznych syntezach, stwierdzitam, Ze opracowana metoda charakteryzuje sie wysoka
powtarzalno$cia. Srednia zawarto$¢ azotu i chloru z 12 nienaleznych eksperymentéw wynosi % N =
1.655 i % Cl = 1.305. Wysoka powtarzalnos¢ procedury immobilizowania potwierdzona byfa niskimi
wartosciami odchylenia standardowego, ktéra dla azotu wynosi 0.163, zas dla chloru 0.178. Zawartos¢
azotu N/= 1.18:10°% mol (N)/g odpowiada 0.39:10° mol (triazyny)/g, za$ obcigzenie celulozy
wyznaczone w oparciu o zawarto$é chloru wynosi Cl* = 0.37-:103mol (Cl)/g. Nieznacznie nizsze
obcigzenie celulozy wyznaczone na podstawie zawartosci chloru moze by¢ zwigzane z cze$ciowa
hydrolizg chlorotriazyny, zakotwiczonej na powierzchni celulozy. Tym samym obcigzenie nosnika
wyznaczone na podstawie zawartosci chloru nalezy uznaé za bardziej precyzyjne i takie byto
wykorzystywane do dalszych obliczen.

Opracowana procedura pozwala na jednoczesne funkcjonalizowanie wielu arkuszy celulozowych,
przy zapewnieniu odpowiedniej penetracji reagentéw. Zakonczony sukcesem tego etapu prac
badawczych pozwolito mi na rozpoczecie badan nad opracowaniem efektywnych metod
wbudowywania do pochodnej chloro-1,3,5-triazyny kolejnych fragmentéw facznika. Planowatam
opracowac dwa warianty tgcznika, zawierajgcego reszte 1,3,5-triazyny. Wstepne warunki tworzenia
tacznika A, zawierajgcego reszte m-fenylenodiaminy byty opracowane w ramach wczesniej

prowadzonych prac badawczych, z tym, ze nie byta to metoda zoptymalizowana, co grozito brakiem
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powtarzalnosci. Drugim zaprojektowanym przeze mnie tgcznikiem, jest pochodna B, zawierajgca reszte
kwasu m-aminobenzoesowego. Zatozeniem do rozpoczecia badan nad opracowaniem efektywnych
i powtarzalnych metod wytwarzania dwdch typow facznikdw byto opracowanie wariantu
warunkujgcego odszczepienie, we wzglednie tagodnych warunkach, finalnych peptydéw z podtoza
statego (wariant B) oraz pochodnej A, ktdrej struktura pozwalata na synteze stabilniejszych struktur

bardziej podatnych do tworzenia receptoréw molekularnych.

facznik nierozszczepialny facznik rozszczepialny
A B
NH,
H,N
0 :
HN__N._ O, 0o.._N_O
M Y
e N
0 0

Rysunek 5. Struktury aromatycznych tagcznikéw A i B.

Obecnosc reaktywnego atomu chloru w pierscieniu 1,3,5-triazyny umozliwita mi przeprowadzenie
dalszego funkcjonalizowania dwoma metodami. tacznik A otrzymany zostat w wyniku reakcji z m-
fenylenodiaming. Wybdr tej aminy na etapie prac optymalizacyjnych wynikat z faktu, ze jej przydatnosc
byta potwierdzona we wstepnych badaniach nad syntezg sztucznych receptoréw, prowadzonych z
pochodnymi zawierajgcymi w swojej strukturze: celuloze-1,3,5-triazyne-m-fenylenodiamine oraz N-
lipidowany aminokwas lub N-lipidowany dipeptyd. Badania te potwierdzity przydatnosc¢ tgcznika, ale
tez wykazaty jego ograniczenia. Stwierdzitam bowiem, ze stosowanie aminokwasdéw chronionych wg
strategii Boc/Bzl uniemozliwia deptrotekcje grup ochronnych w taiicuchach bocznych bez destrukc;ji
podandéw. Dlatego tez wstepnie zrealizowane przeze mnie badania ograniczaty sie wyfacznie do
otrzymywania pochodnych aminokwasowych dipeptydowych z blokowanymi grupami funkcyjnymi w
taicuchach bocznych.

Przeprowadzone prace optymalizacyjne umozliwity mi uzyskanie peftnej powtarzalnosci syntezy
tacznika A stosujac 1.5 M roztwér m-fenylenodiaminy w THF przez 24 godziny, bez koniecznosci
stosowania akceptora chlorowodoru. Catkowite usuniecie nadmiaru reagentéw wymaga zastosowania
DMF jako rozpuszczalnika w procesie mycia arkuszy celulozowych. Zrealizowane badania pozwolity mi
na opracowanie efektywnych, powtarzanych warunkéw reakcji, prowadzacej do uzyskania
pochodnych celulozy z przytagczonym aromatycznym, sztywnym i stabilnym tgcznikiem zawierajgcym

fragment m-akceptorowy oraz m-donorowy (fgcznik A). Stwierdzitam réwniez, ze procedura ta moze
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by¢ z powodzeniem stosowana w reakcjach z uzyciem innych aromatycznych, jak i alifatycznych amin,
co zwieksza swobode doboru struktury podandéw.

Z uwagi na budowe tgcznika A, niemozliwe jest odszczepienie immobilizowanych peptydéw
w tagodnych warunkach, co uniemozliwia potwierdzenie ich struktur standardowymi metodami
spektralnymi. Nie jest mozliwe réwniez jego wykorzystanie w badaniach, ktére wymagajg
odszczepienia peptydu od statego podtoza. Aby rozwigzaé ten problem, podjetam badania nad
zaprojektowaniem nowego tacznika, ktdry warunkowatby odszczepianie peptydéw w tagodnych
warunkach, a jednoczesnie zawierat fragmenty m-akceptorowy oraz m-donorowy. W miejsce m-
fenylenodiamy zastosowatam kwas m-aminobenzoesowy oraz wykorzystatam podatnos¢ estrow
triazynowych do izomeryzacji do pochodnych izocyjanurowych [18], uzyskujgc w ten sposdb tgcznik
typu B. Optymalna metoda syntezy tgcznika B obejmowata: (a) tworzenie immobilizowanego na
celulozie chlorku N-triazynyloamoniowego z N-metylomorfoling, (b) aktywacje blokowanego grupg
Fmoc komponenta karboksylowego do superaktywnego estru triazynowego oraz (c) finalng O-->N
izomeryzacje termiczng zachodzacg we wrzgcym toluenie. Stwierdzitam, ze optymalny czas aktywacji

wynosi 3 godz. (wynik w oparciu o test z NBP) a czas izomeryzacji — 8 godz.
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tworzenie triazynowego odczynnika kondensujacego immobilizowanego na celulozie
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Schemat 2. Synteza aromatycznego facznika B immobilizowanego na celulozie.

Stwierdzitam, ze opracowana metoda ma charakter ogdlny i moze by¢ zastosowana w syntezie
tacznika typu B, zawierajgcego w miejsce kwasu m-aminobenzoesowego réwniez inne aromatyczne jak
i alifatyczne aminokwasy, zaréwno kodowane jak i niekodowane. Srednia zawarto$¢ Fmoc-

blokowanego aminokwasu na powierzchni modyfikowanej celulozy wynosi 17 [umol/g] (wartosé¢

$rednia dla 8 réznych aminokwaséw).

Ostatni etap prac nad opracowaniem warunkdw do automatycznej syntezy SPOT
immobilizowanych peptydéw oraz N-lipidowanych peptydéw obejmowat optymalizacje syntezy

wigzan peptydowych. Przyjetam, ze w syntezie peptyddw na celulozie zawierajgcej oba typy tacznikéw
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stosowane bedg Fmoc/tBu blokowane aminokwasy, co pozwoli mi na stosowanie procedur
warunkujgcych usuwanie grup ochronnych z tancuchéw bocznych aminokwasdw, zas jako odczynnik
kondensujacy zastosuje p-toluenosulfonian 4-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)-4-
metylomorfoliniowy (DMT/NMM/TosO’). Wybdr tego odczynnika uzasadniaty wyniki badan nad
stabilnymi sulfonianami N-triazynyloamoniowymi (prace A11, A14 i A16 po uzyskaniu stopnia doktora,
nie wchodzgce w sktad niniejszego postepowania habilitacyjnego), ktére potwierdzity jego uzytecznosé
w syntezie peptyddw i estrow w roztworze i na fazie statej oraz dtugotrwatg stabilnos¢ jego roztwordw,
co jest istotne w przypadku syntezy zautomatyzowanej. Prace nad optymalizacjg warunkdéw syntezy
wigzania peptydowego obejmowaty dobdr: rozpuszczalnikéw do syntezy, czasu reakcji niezbedny do
dobudowania kolejnych reszt aminokwasowych, liczby powtdrzen cykli sprzegania oraz warunkdow
deprotekcji, zaréwno grupy Fmoc jak rowniez grup ochronnych tancuchéw bocznych. W ramach tych
prac stwierdzitam, ze optymalne sg nastepujace warunki:

e etap preaktywacji — synteza estru triazynowego Fmoc-blokowanego aminokwasu przy uzyciu
DMT/NMM/TosO" w dimetyloformamidzie (DMF) lub N-metylopirolidonie (NMP) jako
rozpuszczalniku; czas reakcji od 2 do 6 min; stosowana amina trzeciorzedowa: N-
metylomorfolina (NMM) lub diizopropyloetyloamina (DIPEA);

e etap sprzegania - reakcja sprzegania aktywowanego aminokwasu z grupg aminowa
aminokwasu/peptydu lub grupg aminowa m-fenylenodiaminy (tgcznik A), czas reakcji 3-5 min,
4 powtodrzenia;

o etap deprotekcji grupy Fmoc - 25% roztwor piperydyny w DMF (czas 15 min).

W syntezie N-lipidowanych peptydéw immobiliozwanych na celulozie, ostatnim etapem jest
dobudowywanie reszty kwasu ttuszczowego. Stwierdzitam, ze optymalne jest prowadzenie aktywacji
przy uzyciu DMT/NMM/TosO™ poza syntezatorem, z uwagi na znaczaco dtuiszy czas aktywacji
dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych (wydtuzony nawet do 2 godz.) w poréwnaniu do biatkowych
N-chronionych aminokwasdw. Bezposrednie zastosowanie roztworu superaktywnego estru
triazynowego kwasu ttuszczowego jako reagenta w syntezatorze i w tej postaci jego wprowadzenie na
zdefiniowane miejsca matrycy celulozowe]j okazato sie niekorzystne. Wyznaczony eksperymentalnie
czas sprzegania z grupg aminowa N-terminalnego aminokwasu wynosi 7.5 minuty. Zoptymalizowane
warunki zastosowatam w syntezie biblioteki di-, tri-, tetra- oraz pentapeptyddéw z wykorzystaniem

obydwu typdw tgcznikdw.
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A3 A-N C3 A-W-N E3 A-N-W-N G3 A-W-N-W-N
A4 A-D C4 A-T-D E4 A-D-T-D G4 A-T-D-T-D
A5 A-C C5 A-S-C ES A-C-S-C G5 A-S-C-S-C
A6 A-Q C6 A-P-Q E6 A-Q-P-Q G6 A-P-Q-P-Q
A7 A-E Cc7 A-F-E E7 A-E-F-E G7 A-F-E-F-E
A8 A-G Ccs8 A-M-G E8 A-G-M-G G8 A-M-G-M-G
A9 A-H C9 A-K-H E9 A-H-K-H G9 A-K-H-K-H
A10 A-l C10 A-L-I E10 A-I-L-I G10 A-L-I-L-I
All A-L Cl1 A-l-L E1l A-L-I-L G11 A-l-L-I-L
Al2 A-K C12 A-H-K E12 A-K-H-K G12 A-H-K-H-K
B1 A-M D1 A-G-M F1 A-M-G-M H1 A-G-M-G-M
B2 A-F D2 A-E-F F2 A-F-E-F H?2 A-E-F-E-F
B3 A-P D3 A-Q-P F3 A-P-Q-P H3 A-Q-P-Q-P
B4 A-S D4 A-C-S F4 A-S-C-S H4 A-C-S-C-S
B5 A-T D5 A-D-T F5 A-T-D-T H5 A-D-T-D-T
B6 A-W D6 A-N-W F6 A-W-N-W H6 A-N-W-N-W
B7 A-Y D7 A-R-Y F7 A-Y-R-Y H7 A-R-Y-R-Y
B8 A-V D8 A-A-V F8 A-V-A-V H8 A-A-V-A-V
Rysunek 6. Struktury biblioteki di-, tri, tetra- i pepntapeptyddéw wraz z ich rozmieszczeniem na arkuszu

celulozowym otrzymane z wykorzystaniem opracowanego protokotu syntetycznego.

W celu sprawdzenia, czy opracowany protokét syntetyczny pozwala na efektywng synteze bibliotek
immobilizowanych peptyddéw, N-terminalne reszty aminokwaséw poddatam acylowaniu za pomoca
DABCYL-u, co finalnie pozwoli¢ miato na sprawdzenie, czy wszystkie peptydy sg réwnomiernie
acylowane przez barwny kwas. Przeprowadzone testy (Rysunek 7) potwierdzity, ze opracowana

metoda syntezy peptydéw immobilizowanych na modyfikowanej fagcznikiem A i B celulozie, pozwala

na efektywng synteze bibliotek peptyddéw.
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Rysunek 7. Zdjecia matryc celulozowych z zsyntezowanymi peptydami poddanymi reakcji z DABCYLEM
przytaczonych do podtoza poprzez tacznik typu Ai B.

W przypadku biblioteki peptydéw zakotwiczonych na celulozie za pomocg tacznika B mozliwe jest
ich odszczepienie od podtoza za pomocg za pomocg 1 M roztworu LiOH. Dla 20 peptyddw z biblioteki
ich struktura zostata potwierdzona za pomocg LC-MS. Czystos$¢ surowych peptydéw (po odsoleniu),
odszczepionych od celulozy oznaczytam za pomocg HPLC i stwierdzitam, ze zawarta byta w przedziale

87+99%.

Tabela 1. Struktura, czystos¢ oraz m/z 20 peptyddw z 80 elementowej biblioteki di-, tri-, tetra- pentapeptyddéw.

Symbol/ Czystosé [M] [M]

Struktura peptydu pozycja [%] obliczone znalezione

A-A-m-kwas aminobenzoesowy Al 96 279.2909 280.1622 [M + H]*
A-E-m-kwas aminobenzoesowy A7 98 337.3299 338.1422 [M + H]*
A-lI-m-kwas aminobenzoesowy A10 92 321.3689 322.1821 [M + H]*
A-S-m-kwas aminobenzoesowy B4 99 295.2892 296.1589 [M + H]*
A-V-m-kwas aminobenzoesowy B8 87 307.3433 308.1932 [M + H]*
A-T-D-m-kwas aminobenzoesowy c4 98 424.4070 425.1756 [M + H]*
A-M-G-m-kwas aminobenzoesowy (o] 89 396.4593 397.1598 [M + H]*
A-l-L-m-kwas aminobenzoesowy Cc11 98 434.5272 435.2715 [M + H]*
A-E-F-m-kwas aminobenzoesowy D2 99 484.4499 485.2107 [M + H]*
A-D-T-m-kwas aminobenzoesowy D5 93 424.4019 425.1765 [M + HJ*
A-C-S-C-m-kwas aminobenzoesowy E5 97 501.5742 502.1454 [M + H]*
A-l-L-I-m-kwas aminobenzoesowy E10 99 547.7044 548.3545 [M + H]*
A-M-G-M-m-kwas aminobenzoesowy F1 99 527.9564 528.2043 [M + H]*
A-S-C-S-m-kwas aminobenzoesowy F4 98 485.5082 486.1735 [M + H]*
A-V-A-V-m-kwas aminobenzoesowy F8 98 477.5515 478.2733 [M + H]*
A-V-A-V-A-m-kwas aminobenzoesowy G1 99 548.6290 549.3091 [M + H]*
A-S-C-S-C-m-kwas aminobenzoesowy G5 98 588.6507 589.1967 [M + H]*
A-M-G-M-G-m-kwas aminobenzoesowy G8 99 584.8758 585.2272 [M + H]*
A-l-L-I-L-m-kwas aminobenzoesowy G11 99 660.8416 661.4400 [M + H]*
A-A-V-A-V-m-kwas aminobenzoesowy H8 99 548.6290 549.3114 [M + H]*
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Stwierdzitam réwniez, 7e opracowana procedura automatycznej syntezy SPOT z wykorzystaniem
facznikdow triazynowych pozwala na efektywng synteze N-lipidowanych peptydéw. Analiza MS
potwierdzita obecnos¢ sygnatéw m/z odpowiadajgcych [M + H]* peptyddw: N-heptanolio-V-F-A-m-
kwas aminobenzoesowy, N-heptanolio-V-F-D-A-m-kwas aminobenzoesowy, N-heptanolio-V-D-F-S-A-
m-kwas aminobenzoesowy, N-heptanolio-V-Y-T-L-V-P-m-kwas aminobenzoesowy, N-heptanolio-V-L-
K-R-D-H-A-m-kwas aminobenzoesowy oraz N-heptanolio-V-L-K-R-D-H-A-m-kwas aminobenzoesowy.
Celuloza modyfikowana tacznikiem typu B, w ktérym reszta kwasu m-aminobenzoesowego zostata
zastgpiong resztg glicyny lub B-alaniny znalazta juz zastosowanie w badaniach nad poszukiwaniem
aktywnych biologicznie fragmentéw biatek. Opracowane rozwigzanie zostato zastosowane
w badaniach nad poszukiwaniem aktywnych biologicznie fragmentdw ureaz patogendw i ich wptywu
na rozwoj choréb o podtozu autoimmunologicznym (prace A10, A17, A22, C10, C14, C16, C17, C18 po
uzyskaniu stopnia doktora, nie wchodzace w sktad niniejszego postepowania habilitacyjnego).
Rozwigzanie to obecnie jest wykorzystywane w badaniach realizowanych w ramach projektu (UMO-
2015/19/B/ST8/02594: pt. “Innowacyjne materiaty hybrydowe do regeneracji tkanek wywodzace sie
wytacznie ze zwigzkdw naturalnych”, w ktéry jestem gtdwnym wykonawcy) nad poszukiwaniem
fragmentdéw kolagenu, aktyny i elastyny, uzytecznych w medycynie regeneracyjne;j.

Moje zainteresowania skupione byly na zbadaniu potencjatu aplikacyjnego bibliotek/macierzy N-
lipidowanych peptydéw osadzonych na podtozu celulozowym poprzez tacznik typu A, ktéry zawiera
reszte 1,3,5-triazny i m-fenylenodiaminy tozsamy z uktadem, dla ktérego potwierdzona zostata juz

zdolnos¢ wigzania liganddw (aktywnosé sztucznych receptorow).

V. ZASTOSOWANIE BIBLIOTEK MACIERZY RECEPTOROW MOLEKULARNYCH OTRZYMANYCH
METODA Z tACZNIKIEM TRIAZYNOWYM TYPU A

Gtéwnym przestaniem realizowanych przeze mnie badan nad funkcjonalizacjg powierzchni
materiatéw statych byto nadanie im odpowiednich wtasciwosci uzytkowych (praca H13). Materiaty
charakteryzujace sie pozadanymi wiasciwosciami uzytkowymi tworzytam w procesie projektowania
struktury, wytworzenia i nastepnie sprawdzenia ich wtasciwosci. We wczesniejszych badaniach
stwierdzitam, ze N-lipidowane peptydy immobilizowane na powierzchni celulozy zdolne s3 do wigzania
ligandow w przestrzeniach pomiedzy tak utworzonymi podandami i tym samym tworzenia w sposéb
odwracalnych komplekséw supramolekularnych, w ktérych ligand zwigzany jest oddziatywaniami
stabymi. Uktady te przypominajg swoim dziataniem receptory, stagd zaproponowatam nazwanie ich
receptorami molekularnymi. Przyjetam, ze kluczowe jest projektowanie struktur podandow w taki
sposéb, aby mogty tworzy¢ jak najwiekszg ilos¢ réznorodnych stabych oddziatywan, oczekujac, ze

finalnie pozwoli mi to na uzyskanie komplekséw gosé-gospodarz stabilnych energetycznie.
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Rysunek 8. Struktura receptoréw molekularnych immobilizowanych na podtozu celulozowym umozliwiajgca
wigzanie ligandéw za pomoca réznorodnych oddziatywan stabych.

Obecnos¢ w strukturze tgcznika fragmentéw m-akceptorowych oraz m-donorowych umozliwia
tworzenie oddziatywan typu m-mt z ligandem. Fragment peptydowy, z ktérego mozna usungé grupy
ochronne w tancuchach bocznych, pozwala na tworzenie wigzan jonowych, wodorowych,
hydrofobowych oraz dodatkowych oddziatywan typu m-m w przypadku obecnosci w tanicuchu
peptydowym reszt aromatycznych aminokwaséw. Zrédtem wigzarh wodorowych z ligandem jest tez
matryca polisacharydowa, na ktérej osadzone sg podandy. Reszty kwaséw ttuszczowych zapewniajg
mozliwos$¢ oddziatywan hydrofobowych z ligandem. Stwierdzitam, zgodnie z oczekiwaniami, ze
podandy immobilizowane na podtozu celulozowym, tworzace receptory molekularne, posiadajg
zdolnos¢ tworzenia kompleksow molekularnych z réznymi ligandami: poczawszy od barwnikéw,
poprzez zwigzki aktywne biologicznie (zaréwno potencjalne leki jak i zwigzki o udokumentowanej juz
aktywnosci biologicznej) a skonczywszy na sktadnikach ztozonych mieszanin, bedacych ptynami

fizjologicznymi lub homogenatami tkanek.

V.1. Zastosowanie biblioteki receptorow molekularnych do wiqgzania zwiqzkéw aktywnych

biologicznie (potencjalnych lekéw)

Badania rozpoczetam od zastosowania modelowych barwnikéw jako ligandéw (praca H1).
Zastosowatam pule osmiu barwnikéw trifenylometylowych o zrdznicowanych podstawnikach
pierscieni fenylowych. Obserwowatam znaczne zrdznicowanie zdolnosci wigzania ligandéw do
receptorow molekularnych. Jedynie w przypadku ligandu BO, zawierajgcego przestrzennie
rozbudowane podstawniki elektrodonorowe w postaci podstawnikéw izopropylowych, dwdch grup
metylowych i jedynie dwdch grupy hydroksylowych warunkujgcych tworzenie wigzann wodorowych,
nie obserwowatam tworzenia komplekséw molekularnych z bibliotekg receptoréw molekularnych.
Stwierdzitam, ze wprowadzenie halogendw w strukture ligandéw znacznie poprawia zdolnosc¢

oddziatywania wneka wigzaca - ligand.
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Rysunek 9. Struktury barwnikéw BO-B8 zastosowanych jako modelowe ligandy.

Na podstawie analizy SAR (Structure Active Relationship) wykazatam, ze zdecydowanie wiekszy
wptyw na zdolno$¢ wigzania ligandéw ma fragment aminokwasowy/peptydowy niz reszta kwasu
ttuszczowego. Obserwacja ta byta potwierdzona zaréwno dla dtugotaricuchowych kwasow
ttuszczowych: kwas erukowy, kwas rycynowy, kwas elaidikowy, kwas oleinowy, kwas stearynowy, kwas
10-undecenowy, jak i kwaséw karboksylowych, zawierajgcych niewielki podstawnik: kwas 2-
metylocynamonowy, kwas 2-fenylomastowy, kwas 2,2-dimetylopropionowy, kwas 2-etyloheksanowy,
kwas heptanowy, kwas heksanowy, kwas pentanowy. Uzyskany wynik stanowit przestanke do bardziej
racjonalnego projektowania kolejnych generacji bibliotek receptoréw molekularnych.

Podjetam rowniez préby sprawdzenia, czy biblioteki receptoréw molekularnych mogg by¢
zastosowane do badania substancji aktywnych, ktére mogga byé potencjalnymi lekami. Oczekiwatam,
ze finalnie mozliwe bedzie otrzymanie nowych platform badawczych, uzytecznych w testowaniu lekéw
oraz ze platformy takie stanowi¢ bedg mogty uzupetnienie zestawu testéw wykonywanych na etapie
badan przedklinicznych, co finalnie powinno pozwoli¢ na poprawe efektywnosci selekcji wtasciwych
zwigzkéw do badan klinicznych.

Badania rozpoczetam od zaprojektowania i otrzymania randomizowanej biblioteki dipeptydéw,
zawierajgcej w pozycji N-terminalnej wszystkie naturalne aminokwasy, zas w pozycji C-terminalnej
reszte alaniny, proliny i fenyloalaniny (praca H9). Do finalnego N-lipidowania zastosowatam kwas
dekanowy i heptanowy. Zsyntezowane biblioteki receptoréw molekularnych wykorzystatam do
sprawdzenia zdolnosci wigzania z pulg 20 pochodnych o potwierdzonej aktywnosci
przeciwnowotworowej, zawierajgcych ugrupowanie 2-chloroetyloaminowe, warunkujgce aktywnosé

alkilujaca oraz rdzen 1,3,5-triazynowy podstawiony grupami alkilo- i aryloaminowymi, ktéry réowniez
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z wysoky czestotliwoscig wystepuje w sktadzie innych zwigzkdow obdarzonych aktywnosciag
przeciwnowotworowgq [19]. Ich synteza oraz testy aktywnos$ci przeciwnowotworowej sg przedmiotem
dwoch prac Al4 i A21 (po doktoracie, ktére nie wchodza bezposrednio w sktad mojej rozprawy

habilitacyjnej).

Tabela 2. Struktury oraz wartosci ICso 20 triazynowych pochodnych zawierajagcych ugrupowanie 2-
chloroetyloaminowe dokowanych do wnek wigzacych biblioteki receptoréw molekularnych. Wartosci 1Cso
wyznaczone zostaty dla linii komérkowej MCF-7.

Zwiazek Struktura ICso [uM]  Zwiazek. Struktura ICso [uM]
CL Cl
N N
1. P 12.30 11 [Nj 139.78
> A
QL) A
= ] S0 N o

N N
2. &p 7.40 12. NN R 46.29

3. N 49.40 13. SN QK 20.44

35.11 14. N 169.7
9 O
/\/\H)\\NJ\? NJN NN
CI/—/
HCI
Cl

N

4 o
5. N 135.73 15. NZ N 32.14

-21-



Funkcjonalizacja powierzchni ciat statych przy uzyciu pochodnych 1,3,5-triazyny

6. N 51.39 16. Nx 43.95

7. BY 85.37 17. NZUN 111.81

i (]
8 N)\N 30.02 18 N 30.92
' PN ’ ' '
o7 SN NH NSy ©

o;

o

/

/

(e}

2\4
Iz
oﬂo
%} |

N
9. [Nj 29.08 19. [ j 80.83

NA\N oH N)%N Q
\ \ N
\O \N)\H/g(o\ \O)\N/ H/E( T)ko/
(o) (o]

10. PR o 117.61 20. N 33.85
)‘\\/N H o N‘ XN
S0 N N Hi ﬁN N H/\©
HO o CI/\/NJ

Stosujgc uprzednio opracowang metode wizualizacji wigzania bezbarwnych ligandow przez
receptory molekularne za pomocg zwigzkéw reporterowych (czerin brylantowa) stwierdzitam, ze
testowane pochodne wykazujg silnie zrdznicowane powinowactwo do biblioteki receptorow

molekularnych.
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Rysunek 10. Mapa oddziatywan triazynowych pochodnych chloroetyloaminowych 1-20 z biblioteka receptoréw
molekularnych. Czerwone pole oznacza brak wypierania ligandu przez barwnik, czyli silny kompleks molekularny,
niebieskie pole - silne wypierania ligandu przez barwnik, czyli staby kompleks molekularny.

Z puli testowanych 120 receptoréw molekularnych, zdolnos¢ wigzania zwigzkéw o zbadanej
aktywnosci przeciwnowotworowej posiadaty receptory molekularne zawierajgce jako N-lipidowane
dipeptydy struktury: dekanoilo-ArgAla, dekanoilo-SerAla, dekanoilo-ThrAla, dekanoilo-LysAla,
dekanoilo-TyrAla, dekanoilo-lleAla, dekanoilo-LeuAla, dekanoilo-ProAla, heptanoilo-ValAla, dekanoilo-
ProPhe, heptanoilo-AlaPhe, dekanoilo-ThrPhe, dekanoilo-LysPhe, dekanoilo-llePhe, dekanoilo-TyrPhe,
dekanoilo-ValPhe, dekanoilo-LeuPhe, dekanoilo-ThrPro, dekanoilo-AsnPro, dekanoilo-ValPro,
dekanoilo-GlyPro oraz dekanoilo-llePro.

W oparciu o wyniki wstepnych badan zaprojektowatam biblioteke drugiej generacji, z ktérej
wyeliminowatam aminokwasy polarne: arginie, lizyne oraz seryne (praca C20). Do badan
zsyntezowatam macierz receptordw molekularnych o strukturze: Lipid-Aaa3-Aaa®-Aaal-tacznik-
celuloza oraz Lipid-Aaa*-Aaa3-Aaa?- Aaal-tgcznik-celuloza, gdzie Aaa®, Aaa3, Aaa?, Aaa®: |, LV, F, FT (to
staty fragment), zas jako lipid uzytam kwas n-heptanowy. Wybdér aminokwaséw do tworzenia wnek
wigzacych nie byt przypadkowy, lecz inspirowany budowg hydrofobowej wneki wigzgcej ATP-azy. Takie
podejscie pozwalato na dokonanie oceny poprawnosci opisanej w literaturze hipotezy [20]
postulujgcej, ze aktywnos¢ cytostatyczna badanych pochodnych uwarunkowana jest blokowaniem
wneki wigzacej ATP-azy. Nalezy doda¢, ze opublikowane prace wskazujg réwniez na inne miejsca
dziatania pochodnych 1,3,5-triazyn o aktywnosci przeciwnowotworowej, jednak do chwili obecnej nie

zostato do konica wyjasnione, jaki jest mechanizm ich dziatania.
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Rysunek 11. Mapa oddziatywan zwigzkéw 1-20 z bibliotekg drugiej generacji receptorow molekularnych
zawierajacych jako fragmenty peptydowe tri- i tetrapeptydy bedgce kombinacjg reszt aminokwasowych
hydrofobowej wneki ATP-azy. Czerwone pole oznacza brak wypierania ligandu przez barwnik, czyli silny kompleks
molekularny, niebieskie pole - silne wypierania ligandu przez barwnik, czyli staby kompleks molekularny.

Stwierdzitam, ze biblioteka drugiej generacji pozwala na wyselekcjonowanie pdl, ktére znaczgco
silniej oddziatywaja z pojedynczym ligandem w pordwnaniu do pozostatych dokowanych pochodnych.

Zestawienie najsilniej wigzacych struktur receptoréw molekularnych zawarte jest w tabeli 3.

Tabela 3. Zestawienie najbardziej selektywnych receptoréow molekularnych pozwalajgcych na efektywne
wigzanie badanych pochodnych 1-20.

Struktura fragmentu
peptydowego wneki wigzacej | Numer dokowanego zwigzku
PheThrlle 4
PheThrlleVal 2
PheThrLeuleu 18
PheThrVallLeu 8
ThrPheleuVal 1
PhePheThrPhe 1
ValPheThrlle 13, 16
lleThrPheleu 5,20
ValThrPheVal 15
LeuValPheThr 15
PhellePheThr 4
PhelLeuPheThr 4
IleValThrPhe 15
LeuValThrPhe 18
ValPheThrPhe 20
ValValThrPhe 4
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We wspdtpracy z grupa badawczg z Uniwersytetu Slaskiego podjete zostaty réwniez préby
zdefiniowania wtasciwosci farmakoforowych testowanych zwigzkéw 1-20 za pomoca takich narzedzi
obliczeniowych jak: sprzezona sie¢ neuronowa, metoda cze$ciowych najmniejszych kwadratéw
z iteracyjng zmienng eliminacjg (IVE-PLS), metoda PCA, wyznaczenie powierzchni molekularnej
ligandow metodg pordwnawczej analizy powierzchni molekularnej (CoMSA). Przeprowadzone
kompleksowe badania uwzgledniajgce strukture ligandu, jego aktywno$é przeciwnowotworows,
strukture receptora molekularnego oraz site wigzania ligandu pozwolity na pogtebione zbadanie
dziatania receptoréw molekularnych bedgcych N-lipidowanymi peptydami. Badania te wskazywaty, ze
podejscie to bedzie mozna wykorzystac nie tylko w badaniach przesiewowych nad nowymi lekami, ale
rowniez w projektowaniu uktadéw do inteligentnego systemu dostarczania lekdw.

Uzyskane wyniki badan sktonity mnie do podjecia préb dokowania do wnek wigzgcych receptoréw
molekularnych réwniez innych zwigzkdéw, ktére majg zdefiniowang aktywnos¢ farmakologiczng.
Oczekiwatam, ze dziatanie takie pozwoli na ocene, w jakim stopniu obrany kierunek badawczy jest
rozwojowy i czy mozliwe bedzie opracowanie na tej drodze nowego narzedzia badawczego, ktére
mogtoby by¢ zastosowane w badaniach przesiewowych potencjalnych lekow. W ramach podjetych
badan (praca H4) jako ligandy zastosowana zostata pula zwigzkéw oddziatywujgcych na receptor
histaminowy H3 o udowodnionej i zréznicowanej aktywnosci (zwigzki zsyntezowane i zbadane pod
katem aktywnosci biologicznej w zespole prof. K. Kie¢-Kononowicz z Uniwersytetu Jagielloriskiego). Do
badan tych zaprojektowatam oraz otrzymatam randomizowang 147-mio elementowgq biblioteke N-
lipidowanych dipeptyddéw, w ktérej fragment peptydowy ztozony byt z reszt: Ala, Trp, Pro, Glu, His, Lys
oraz Ser. Projektujgc biblioteke receptoréw molekularnych przyjetam, ze zastosowane zostang
aminokwasy zawierajgce w tanicuchach bocznych nastepujgce grupy funkcyjne: kwasowga, zasadowsa,
grupe hydroksylowg oraz podstawnik aromatyczny. Oczekiwatam, ze obecnos¢ tych grup w taricuchach
bocznych aminokwaséw pozwoli mi na poznanie zaleznosci pomiedzy strukturg receptora
molekularnego, a strukturg substancji aktywnej farmakologicznie. Skorelowanie tych zmiennych
powinno umozliwi¢ racjonalne projektowanie struktur macierzy peptydowych, stosowanych
w przesiewowych badaniach substancji aktywnych. Jako ligandy zastosowatam pule 33 zwigzkdéw
o zréznicowanej aktywnosci wobec receptora histaminowego Hs; oraz o zrdznicowanej budowie
i lipofilowosci. Wsrdd 33 przebadanych zwigzkéw wyrédzni¢ mozna 3 grupy: acylowe pochodne
piperazyny, pochodne zawierajgce ugrupowanie bipiperydynowe oraz podstawione lub
niepodstawione pochodne zawierajgce jedng reszte piperydyny. W wyniku dokowania 33 ligandéw do
147-mio elementowej macierzy N-lipidowanych peptydéw otrzymatam 4851 kompleksow
molekularnych, ztozonych z ligandu i receptora molekularnego. Analiza tak ogromne;j ilosci danych jest
wyjatkowo trudna i poszukiwanie korelacji pomiedzy budowga wneki wigzacej, strukturg ligandu, jego

aktywnoscig biologiczng oraz zdolnoscig oddziatywania z N-lipidowanymi peptydami jest praktycznie
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niemozliwa bez zastosowania odpowiednich narzedzi statystycznych i chemometrycznych. W
poszukiwaniu korelacji pomiedzy wyzej wymienionym zmiennymi zastosowane zostaly: metoda
gtéwnych sktadowych PCA (Principal Compouned Analysis) oraz metoda czgstkowych najmniejszych
kwadratow PLS (Partial Least Squares Analysis). Stwierdzilismy, ze macierze N-lipidowanych peptyddéw
immobilizowanych na modyfikowanej matrycy celulozowej tworzg kompleksy molekularne z ligandami
o zrdznicowanej budowie i aktywnosci oraz to co najwazniejsze, ze mozliwe jest wyselekcjonowanie
receptorow molekularnych, ktére ,rozrdzniajg” lipofilowos¢ ligandow zawierajgcych te same
farmakofory. Analizujagc wptyw budowy receptoréw molekularnych na zdolno$é ,rozrézniania”
aktywnosci biologicznej wigzanych liganddw stwierdzone zostato, ze peptydy zawierajgce reszte kwasu
glutaminowego posiadajg zdolno$¢é rozrdzniania aktywnosci farmakologicznej ligandéw. Obserwacja ta
jest zgodna z danymi literaturowymi, dotyczacymi wptywu reszty kwasu glutaminowego na zdolnos$é
wigzania antagonistéw receptora H3 [21].

Wyniki te stanowity przestanke do rozszerzenia zakresu badan nad wykorzystaniem bibliotek
receptorow molekularnych do badania oddziatywania z innymi zwigzkami aktywnymi biologicznie.
Oczekiwatam, ze badania powinny pozwoli¢ na skorelowanie zaleznosci rzgdzacych sitg oddziatywania
farmakologicznie aktywnych zwigzkéw z modelem wneki wigzgcej receptoréw, a tym samym na
poznanie tancucha zaleznosci pomiedzy strukturg receptora molekularnego — strukturg substancji
aktywnej farmakologicznie — trwatoscig kompleksu molekularnego gosé¢-gospodarz oraz aktywnoscig
biologiczng goscia. Skorelowanie tych czterech zmiennych powinno skutkowaé zidentyfikowaniem
struktur receptorowych oddziatywujgcych selektywnie z agonistami bgdz antagonistami, co z kolei
powinno przetozy¢ sie na mozliwosé stworzenia narzedzia do wstepnych badan nad nowymi lekami
dziatajgcymi na receptory histaminowe. Opracowane rozwigzanie zostatlo z powodzeniem
wykorzystane w badaniach nad projektowaniem i syntezg macierzy receptoréw molekularnych,
zbudowanych z N-lipidowanych peptydédw immobilizowanych na celulozie, o strukturze
pierwszorzedowej mimikujgcej state fragmenty receptoréw histaminowych oraz sprawdzeniu ich
uzytecznosci w oddziatywaniach ze znanymi agonistami i antagonistami tej klasy receptoréw. Badania
te prowadzone byly w ramach pracy doktorskiej mgr inz. Matgorzaty Walczak pt. ,Projektowanie,
synteza i zastosowanie macierzy receptoréw molekularnych w badaniach profilu wigzania lekéw
dziatajgcych na receptory histaminowe H1-H4”, gdzie petnitam funkcje promotora pomocniczego.
Majgc na uwadze ztozono$¢ receptoréow histaminowych, ktére nalezg do grupy 7 TM receptoréw
sprzezonych z biatkiem G przyjeto, ze przy projektowaniu macierzy receptoréw molekularnych
uwzglednione zostang przestanki literaturowe wskazujace, ktére fragmenty biatek receptorowych sg
zaangazowane w wigzanie zarowno agonistéw, jak i antagonistéw receptoréw H1-H4 [22]. Otrzymane
zostaty wiec 4 biblioteki receptoréw molekularnych, przy ktérych projektowaniu przyjeto nastepujace

zatozenia:
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1. biblioteka bedgca kombinacjg reszt aminokwasowych D, (S, D, T, A) F odpowiedzialnych za
wigzanie zaréwno histaminy jak i agonistéw/antagonistow w receptorach H1-H4, w ktérej
statymi aminokwasami sg: kwas asparaginowy oraz fenyloalanina, natomiast reszty seryny,
kwasu asparaginowego, treoniny i alaniny stanowi¢ miaty element zmienny;

2. biblioteka bedaca permutacjg statego dla receptoréw zwigzanych z biatkiem G motywu
(DE)RY obecnego w transmembranowej helisie Ill, przy czym we fragmencie tym zawsze
wystepowaé miaty reszty argininy i tyrozyny, natomiast reszty kwasu asparaginowego
i glutaminowego stanowig element zmienny;

3. biblioteka bedgca permutacjg statego dla receptoréw H1-H4 motywu CWxP helisy VI;

4, biblioteka bedgca permutacjg statego dla receptoréw H1-H4 motywu NPxxY helisy VII.

Jako ligandy zastosowane zostaty: histamina (naturalny ligand receptoréw histaminowych) oraz
pula 11 zwigzkow o udokumentowanej aktywnosci agonistycznej i antagonistycznej wzgledem
receptorow histaminowych (H1-H4).

Stwierdzone zostato, ze z kazdej macierzy receptoréw molekularnych mozliwe jest
wyselekcjonowanie receptordw  wykazujgcych zdolnos¢ specyficznego oddziatywania ze
zréznicowanymi pod wzgledem aktywnosci lekami, ktére dodatkowo wykazujg selektywnosé
wzgledem lekdéw dziatajgcych na rézne typy receptoréw histaminowych. Wyselekcjonowane zostaty
receptory molekularne rozrézniajgce typy receptorow histaminowych oraz rozrdzniajgce aktywnosé
agonistyczna i odpowiednio antagonistyczng testowanych lekéw. Wykonana analiza statystyczna
zebranych wynikéw metodg aglomeracyjng oraz metodsg gtéwnych sktadowych potwierdzita
znamienno$¢ stwierdzonych korelacji. Fakt ten stanowi przestanki do podjecia prob wykorzystania
opracowanego rozwigzania, jako nowego narzedzia badawczego i zastosowanie platform receptoréow
molekularnych do wstepnych badan przesiewowych. Wykorzystanie proponowanej platformy moze
stanowic uzupetniajgcg metodyke badawczg, ktéra moze sie lokowa¢ pomiedzy typowymi badaniami
in silico a badaniami in vitro, rozszerzajgc tym samym zestaw alternatywnych metod stosowanych w

procesie poszukiwania nowych lekéw.

V.2. Zastosowanie bibliotek receptorow molekularnych do rozrozniania sktadu metabolitow

zawartych w ptynach ustrojowych

Monitorowanie sktadnikdw metabolomu jest obecnie uznawane za wysoce uniwersalne narzedzie
diagnostyki medycznej [23]. Nowoczesne metody analityczne coraz czesciej wykorzystywane sg w
badaniu metabolomu, pozwalajac na badanie jakosciowe i ilosciowe metabolitéw, umozliwiajac na

identyfikacje specyficznych markerow.
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Pomysine wyniki badan nad zdolnoscig wigzania zréznicowanych strukturalnie ligandéw przez
wneki wigzgce receptoréw molekularnych sktonity mnie do podjecia préb zastosowania bibliotek
receptorow molekularnych do poszukiwania nowych markeréw diagnostycznych. Oczekiwatam
rowniez, ze wykorzystanie bibliotek receptoréw molekularnych umozliwi mi nie tylko rozréznianie
standw chorobowych od dobrostanu fizjologicznego, ale rdwniez mozliwe bedzie monitorowanie
rozwoju choroby oraz cofania stanu patologicznego w wyniku podjetego leczenia. Majgc Swiadomosé,
ze istnie¢ mogg ograniczenia w powiekszeniu rozmiaru wneki wigzgcej receptoréw molekularnych
potgczonych z matrycy celulozowg poprzez nierozszczepialny tacznik typu A, prace syntetyczne
skoncentrowatam na poszukiwaniu markerédw diagnostycznych w puli niskoczgsteczkowych
metabolitdw. Wsréd wielu korzysci wynikajgcych z badan nad metabolomem, szczegdlne znaczenie
miato opracowanie wysokowydajnych metod gromadzenia zbioréw danych, co pozwala na coraz
czestsze zastepowanie pojedynczego testu tzw. chemicznym odciskiem palca poszczegélnych
jednostek chorobowych (chemical fingerprint of diseases) [24]. Szczegdlnie duze nadzieje wigze sie
z zastosowaniu tego podejscia do diagnostyki chorédb nowotworowych. Obserwuje sie duze
zainteresowanie poznaniem, w jaki sposdb komérki nowotworowe zmieniajg metabolizm komérkowy,
czy zmiany te wptywajg na proliferacje i wzrost guza oraz ustalenia jakie czynniki powodujg te
zmiennos$¢ [25] z jednoczesnym uwzglednieniem heterogeniczno$¢ komérek nowotworowych, co z
kolei przektada sie na trafnos$¢ diagnozy i wtasciwy dobor terapii.

Przyjetam, ze w swoich badaniach jako ptyny fizjologiczne stosowac bede: mocz, niskoczgsteczkowy
homogenat tkankowy oraz ptyn pobierany z rdzenia kregowego. Wybdr tych wtasnie ptyndéw
fizjologicznych, z uwagi na ztozono$¢ ich sktadu, niesie oczywiscie ze sobg ryzyko niepowodzenia.
Z drugiej jednak strony opracowanie narzedzia przydatnego do prostych testow diagnostycznych,
ktore mogtyby by¢ wykonywane w warunkach domowych lub laboratoryjnych bez koniecznosci
hospitalizacji i gtebokiej ingerencji w organizm, jest rozwigzaniem bardziej komfortowym z punku
widzenia pacjenta. Wstepne préby zmierzajgce do wykorzystania sztucznych receptoréw do wigzania
sktadnikéw homogenatu tkankowego wykonatam w trakcie realizacji pracy doktorskiej i uzyskane
wstepne wyniki sktonity mnie do kontynuowania tego kierunku badan.

W badaniach z wykorzystaniem homogenatéw tkankowych zastosowatam 120-to elementowa
biblioteke receptoréw molekularnych, w ktérych fragment peptydowy stanowity dipeptydy
zawierajgce jako C-terminalny aminokwas reszte alaniny, tryptofanu oraz proliny, zas w pozycje N-
terminalng wbudowane byly wszystkie naturalne aminokwasy (praca H7). Fragment lipidowy
stanowita reszta kwasu rycynowego (A) oraz stearynowego (B). Probki homogenatdow tkankowych
pochodzity od 19 pacjentéw po tyreoidektomii. Od kazdego pacjenta pobrano dwie prébki: jedna

z tkanki nowotworowej, a druga ze zdrowej tkanki.
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Zdolnos¢ receptorow molekularnych do oddziatywania z bezbarwnymi sktadnikami
niskoczasteczkowej frakcji homogenatu tkankowego (/p) wyznaczytam jako rdinice intensywnosci
wybarwienia (zdolno$¢ do wigzania z receptorem molekularnym) zwigzku reporterowego (/prd)
a intensywnoscig wybarwienia po potraktowaniu receptoréw molekularnych bezbarwnym analitem

i nastepczym traktowaniu komplekséw molekularnych zwigzkiem reporterowym (/pa).

Ip=Iprd — Ipa

Io— intensywnosé wigzania ligandu mierzona w 256 stopniowej skali szarosci, Iora — intensywnos¢ wybarwienia
pod dziataniem zwigzku reporterowego, Ipa— intensywnos¢ wybarwienia po traktowaniu bezbarwnym analitem i
nastepczym dziataniu zwigzku reporterowego.

Tak wiec Ipjest proporcjonalne do ilosci ligandu zwigzanego przez receptor molekularny. Takg samg
procedure obliczenia wartosci | zastosowatam przy wyznaczaniu intensywnosci wybarwienia
receptorow molekularnych, traktowanych homogenatami tkanek zdrowych i nowotworowych.
Finalnie dla kazdego typu nowotwordw, jak rowniez tkanek zdrowych dookota ogniska
nowotoworwego, wyznaczytam wartosci Io¢ oraz Ip".

Gtéwnym celem tych badaid byto poszukiwanie receptoréow molekularnych zdolnych do
selektywnego wigzania metabolitéw zawartych w homogenatch, co powinno pozwolié¢ na znalezienie
profili wigzania odrézniajgcych homogenaty tkanki zmienionej chorobowo od homogenatu tkanki
zdrowej. Przyjetam, ze badania te bedg ponadto testem sprawdzajgcym powtarzalno$¢ opracowanego
rozwigzania syntetycznego i procedur pomiarow kolorymetrycznych z uzyciem barwnika
reporterowego. Dlatego tez wszystkie przeprowadzone testy powtdrzone zostaly co najmniej
trzykrotnie, celem wyznaczenia wartosci odchylen standardowych. Dla zminimalizowania nadmiernie
duzego zrdinicowania badanych probek (zréinicowanie osobnicze), homogenaty tkankowe
pogrupowatam w pie¢ jednostek chorobowych w oparciu o diagnoze postawiong po badaniach
histopatologicznych. Jednostki te obejmowaty: brodawkowantego raka tarczycy (nowotwor ztosliwy),
wole wieloguzkowe (nowotwor tagodny), gruczolak Hurthl’'a (nowotwér fagodny), chroniczne
zapalenie tarczycy (zmiana tagodna) oraz wole guzowate (zmiana tagodna). Stwierdzitam, ze nawet
w 120-to elementowej macierzy receptoréw molekularnych mozliwe jest zalezienie receptoréw
molekularnych ,rozrézniajacych” sktad homogenatu tkanki chorobowo zmienionej od homogenatu
tkanki zdrowej. Przyjetam, ze dla celéw diagnostycznych rdznica intensywnosci wybarwienia musi by¢
wyzsza od 30%. Zestawienie wyselekcjonowanych receptoréw molekularnych, charakteryzujacych sie
rozng selektywnoscig wigzania homogenatow przedstawia rysunek 12. Najbardziej spektakularng
zdolnos$¢ rozréziniania tkanki zdrowej od nowotworowej, przedstawiajgcg sie najwiekszym
zrdéznicowaniem wartosci lp, obserwowatam dla wola wieloguzkowego. Najwieksze rdznice za$s
widoczne sg dla receptorow molekularnych, zawierajgcych w pozycji C-terminalnej reszte tryptofanu

(ValTrp oraz LeuTrp).
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Ip [0-256]

o 2 brodawkowaty rak tarczycy (ztosliwy)
140
120
100
— =
S =0
a z
o
= N L B
50 z I z 1
I
40 T
I
) I I I I
0
Tyr-Ala Thr-Ala Glu-Ala Asp-Ala His-Ala Arg-Ala Gly-Ala lle-Trp ThrTrp ThrPro  Gln-Pro  Arg-Pro
Struktury receptoréw molekularnych
A-tkanka zdrowa H A-tkanka nowotworowa M B-tkanka zdrowa B-tkanka nowotworowa
o b) wole wieloguzkowe (zmiana fagodna)
1
140
120
I
100 i i
F Y
i I
a0 T
— T
o
I I H
2
= 60
0
b 4 7 1
b b
) I I | | | | I
. T
P P P«

O R ," »* i S AT AR AR AR 1@ AR R @ @ R o o o o0 o o q‘° 2 «°

& Q"‘@cf" “‘(“‘v- “"Q‘ \59’ ¥ W v“?'ra\“e"\:f’«‘ @ ot
Struktury receptoréow molekularnych
A-tkanka zdrowa M A-tkanka nowotworowa B B-tkanka zdrowa B-tkanka nowotworowa
10 c) gruczolak Hiirthle'a (zmiana fagodna)
140
120
100 T
I
80
I
I
z
60
I
40
-
I F3
20 I
0
Ala-Ala Leu-Ala Glu-Ala Asp-Ala His-Ala Lys-Ala Trp-Ala Arg-Trp Arg-Pro

Struktury receptoréw molekularnych

A-zdrowa tkanka W A-tkanka nowotworowa B B-zdrowa tkanka B-tkanka nowotworowa

-30-



Funkcjonalizacja powierzchni ciat statych przy uzyciu pochodnych 1,3,5-triazyny
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Rysunek 12. Wyselekcjonowane receptory molekularne najsilniej réznicujgce homogenaty tkankowe pobrane z
tkanki zdrowej oraz nowotworowej. A - reszta kwasu rycynowego, B — pochodna kwasu stearynowego.

Wazny przy tym jest fakt, ze we wszystkich przypadkach wartosci odchylenia standardowego sg
bardzo niskie, co wskazuje na wysoka powtarzalnosé danych. Fakt ten wynika oczywiscie z identycznej
procedury dokowania homogenatéw, ale réwniez przede wszystkim z wysokiej powtarzalnosci
syntezy, wskazujgc jednoznacznie, ze opracowana metoda gwarantuje wysoka powtarzalnosé, nawet
przy uwzglednieniu faktu, ze celuloza jest materiatem naturalnym i tym samym jej wtasciwosci mogg
by¢ zmienne. W przypadku realizowanych przeze mnie badan zmienno$¢ celulozy przektada sie na ilosci
fazy krystalicznej oraz stopien polimeryzacji (dtugos¢ fancuchow polisacharydowych).

Nie ulega jednak watpliwosci, ze zastosowanie do testow, jako ptynu fizjologicznego, homogenatéw
tkankowych moze by¢ uzyteczne w praktyce szpitalnej i z trudnoscig moze by¢ przeniesione do
standardowych badan diagnostycznych. W zwigzku z tym przeprowadzitam badania z wykorzystaniem
moczu jako ptynu fizjologicznego, ktéry moze by¢ pobierany w warunkach bezinwazyjnych. We
wstepnym etapie badan zastosowatam 120-to elementowg biblioteke receptoréw molekularnych,

identyczng jak wykorzystana uprzednio w badaniach z uzyciem homogenatow tkankowych.
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W badaniach zastosowatam:
z wszczepionym rakiem okreznicy C38, ii) mocz zdrowych myszy C3H oraz myszy z rakiem piersi 16/C,
iii) mocz zdrowych myszy BDF1 oraz myszy z rakiem ptuc LLC. Stwierdzitam, ze w przypadku moczu jako
ptynu fizjologicznego, mozliwe jest wyselekcjonowanie receptoréw z rdzng intensywnoscig wigzgcych

sktadniki ptynu fizjologicznego pochodzacego od zwierzat zdrowych i chorych (praca H5). Najbardziej

i) mocz zdrowych myszy C57B1/6 oraz tych samych myszy

efektywne pod tym wzgledem receptory molekularne przedstawione sg ponizej w tabelach 4-+6.

Tabela 4. Receptory molekularne “rozrézniajgce” mocz zdrowych myszy oraz C57B1/6 oraz myszy z rakiem

okreznicy C38.

Podbiblioteka z resztg Ala
w pozycji C-terminalne;j

Podbiblioteka z resztg Trp
w pozycji C-terminalnej

Podbiblioteka z resztg Pro
w pozycji C-terminalnej

rycynoilo-Leu-Ala-
rycynoilo-lle-Ala-
stearoilo-Met-Ala-
rycynoilo-Tyr-Ala-
stearoilo-Asp-Ala
stearoilo-Pro-Ala-

stearoilo-lle-Trp-
stearoilo-Met-Trp-
stearoilo-Thr-Trp-
rycynoilo-Pro-Trp

rycynoilo-Gly-Trp-

rycynoilo-Phe-Pro-
stearoilo-lle-Pro-
rycynoilo-Cys-Pro-
stearoilo-Ser-Pro
rycynoilo-Tyr-Pro-
stearoilo-Asp-Pro-
stearoilo-Arg-Pro

Tabela 5. Receptory molekularne “rozrdézniajace” mocz zdrowych myszy oraz C3H oraz myszy z rakiem piersi

16/C.

Podbiblioteka z resztg Ala
w pozycji C-terminalne;j

Podbiblioteka z resztg Trp
w pozycji C-terminalnej

Podbiblioteka z resztg Pro
w pozycji C-terminalnej

rycynoilo-Ala-Ala-
stearoilo-Ala-Ala-
stearoilo-Phe-Ala-
rycynoilo-Met-Ala-
stearoilo-Met-Ala-
stearoilo-Cys-Ala-
rycynoilo-Glu-Ala-
stearoilo-GIn-Ala-
stearoilo-His-Ala-
rycynoilo-Pro-Ala-
stearoilo-Trp-Ala-

rycynoilo-Ala-Trp-
stearoilo-Ala-Trp-
stearoilo-Leu-Trp-
rycynoilo-Tyr-Trp-
stearoilo-Tyr-Trp-
rycynoilo-Thr-Trp-
stearoilo-His-Trp-
stearoilo-Arg-Trp-
stearoilo-Gly-Trp-

rycynoilo-Leu-Pro-
rycynoilo-Tyr-Pro-
stearoilo-Tyr-Pro-
stearoilo-Asn-Pro-
rycynoilo-Trp-Pro-
stearoilo-Arg-Pro-
rycynoilo-Gly-Pro-

Tabela 6. Receptory molekularne “rozrézniajagce” mocz zdrowych myszy oraz DBF1 oraz myszy z rakiem ptuc LLC.

Podbiblioteka z resztg Ala
w pozycji C-terminalnej

Podbiblioteka z resztg Trp
w pozycji C-terminalne;j

Podbiblioteka z resztg Pro
w pozycji C-terminalnej

rycynoilo-Ala-Ala-
rycynoilo-Phe-Ala-
stearoilo-Leu-Ala-
stearoilo-lle-Ala-
rycynoilo-Val-Ala-
rycynoilo-Cys-Ala-
stearoilo-Tyr-Ala-
rycynoilo-Thr-Ala-
rycynoilo-Asn-Ala-
rycynoilo-Pro-Ala-
rycynoilo-Trp-Ala-

stearoilo-lle-Trp-
stearoilo-Met-Trp-
rycynoilo-Cys-Trp-
rycynoilo-Tyr-Trp-
stearoilo-Glu-Trp-
rycynoilo-Trp-Trp-
stearoilo-Trp-Trp-

stearoilo-Ala-Pro-
rycynoilo-Leu-Pro-
rycynoilo-lle-Pro-
stearoilo-Val-Pro-
rycynoilo-Ser-Pro-
stearoilo-Asp-Pro-
stearoilo-Lys-Pro-
stearoilo-Pro-Pro-
rycynoilo-Trp-Pro-
rycynoilo-Arg-Pro-
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Odmienne profile wigzania sktadnikéw wystepujgcych w moczu pochodzgcym od myszy zdrowych
i od chorych byty przestanka do przeprowadzenia badan systematycznych z wykorzystaniem moczu
mysiego, jako mieszaniny analitéw oddziatywujgcych z wnekami wigzgcymi kolejnych generacji
biblioteki receptoréw molekularnych. Wyniki tych badan zamieszczone sg w sprawozdaniu
merytorycznym projektu NN 405669540 pt. ,,Mikromacierze Sztucznych Receptoréw do Bezinwazyjnej
Diagnostyki Choréb Nowotworowych”, ktérego bytam kierownikiem. W trakcie badan zastosowatam
60-cio elementowa biblioteke receptoréw molekularnych (biblioteka Il generacji), zawierajgcych jako
fragment peptydowy pochodne dipeptyddw. Jako C-terminalne aminokwasy zastosowatam reszty Ala,
Phe, Pro. Zastgpitam reszte tryptofanu mniejszg, aromatyczng reszty fenyloalaniny. Decyzja taka
podyktowana byta obserwacjg wskazujacg, ze z podbiblioteki zawierajgcej tryptofan w pozycji C-
terminalnej selekcjonowatam najmniej struktur przydatnych diagnostycznie. W pozycje N-terminalng
fragmentu peptydowego wbudowatam 20 kodowanych aminokwaséw w celu poznania wptywu
poszczegdblnych taricuchéw bocznych aminokwaséw na zdolnos¢ oddziatywania ze sktadnikami moczu
mysiego. W miejsce dtugotanicuchowych kwaséw ttuszczowych (stearynowego i rycynowego)
zastosowatam krétkotaricuchowy hydrofobowy kwas n-heptanowy, celem sprawdzenia wptywu tego
parametru na zdolno$¢ wigzania ligandéw obecnych w skfadzie polarnego moczu. Biblioteke
receptorow molekularnych wykorzystatam w badaniach wigzania analitéw zawartych w moczu myszy
zdrowych i w moczu myszy z nastepujgcymi wszczepionymi nowotworami: nowotwadr okreznicy LoVo,
nowotwadr okreznicy LoVo DX, nowotwér okreznicy MC 38 EGFP, nowotwor ptuc H15 81, nowotwor
piersi 4T1, nowotwor jajnika SKOV-3, ludzka biataczka szpikowa MV-4-11 oraz nowotwér gardta JAR.
Oczekiwatam, ze zastosowanie w badaniach osmiu réznych typéw nowotwordéw dostarczy danych do
oceny przydatnosci opracowanej metody i pozwoli mi na stworzenie bazy struktur receptoréow
molekularnych, uzytecznych w diagnostyce medycznej. Podobnie jak w badaniach opisanych powyzej,
z uzyciem biblioteki | generacji wyselekcjonowatam pule receptorow molekularnych, ktére
,rozrézniajg” anality zawarte w moczu mysim, z uwzglednieniem typu nowotworu. Dla struktur

wymienionych ponizej w tabeli 7 obserwowatam najbardziej zréznicowane profile wigzania.

Tabela 7. Receptory molekularne ,rozrézniajagce” mocz zdrowych myszy od moczu myszy z wszczepionymi
nowotworami.

Nowotwoér | Nowotwdr | Nowotwdr | Nowotwdr | Nowotwdr | Nowotwodr | Biataczka Nowotwor
okreznicy okreznicy okreznicy ptuc  H15 | piersi4T1 jajnika szpikowa gardta JAR
LoVo LoVo DX MC 38 | 81 SKOV-3 MV-4-11
EGFP
-Arg-Phe- -Asn-Phe- -Met-Phe- | -Ala-Ala- -Asn-Phe- -Ala-Ala- -GIn-Phe- -Tyr-Ala-
-Lys-Phe- -Cys-Phe- -Met-Phe- | -Ala-Phe- -Asp-Ala- -Ala-Phe- -Gly-Phe- -Ser-Ala-
-Pro-Phe- -His-Phe- -Met-Pro- -Ala-Pro- -Asp-Pro- -Ala-Pro- -Leu-Phe- -Ser-Phe-
-Met-Phe- | -Pro-Ala- -Thr-Ala- -Cys-Phe- -Lys-Ala- -Phe-Phe- -Lys-Ala-
-Phe-Phe- -Pro-Phe- -Thr-Phe- -Gly-Phe- -Lys-Phe- -Ser-Phe- -Lys-Phe-
-Trp-Phe- -Pro-Pro- -Thr-Pro- -His-Phe- -Lys-Pro- -Lys-Ala- -Leu-Ala-
-Val-Ala- -Met-Phe- | -Pro-Ala- -Lys-Phe-
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-Val-Phe-
-Val-Pro-

-Tyr-Ala-
Tyr-Phe-
-Tyr-Pro-
-Val-Ala-
-Val-Phe-
-Val-Pro-

-Ser-Phe-
-Thr-Phe-

-Pro-Phe-
-Ser-Ala-
-Ser-Phe-
-Thr-Ala-
-Thr-Phe-
-Thr-Pro-

-Lys-Pro-

-Trp-Ala-
-Trp-Phe-
-Trp-Pro-
-Tyr-Ala-
-Tyr-Phe-
-Tyr-Pro-
-Val-Ala-
-Val-Phe-
-Val-Pro-

Na podstawie danych uzyskanych po analizie wynikow eksperymentdéw z 60 elementowg bibliotekg
Il generacji zaprojektowatam oraz zsyntezowatam biblioteke receptoréw molekularnych Il generacji.
Projektujac jg zatozytam, ze czes¢ struktur bedg stanowic¢ peptydy wyselekcjonowane z biblioteki I
generacji (5 receptorow molekularnych), wykazujgce najwieksze zréznicowanie w profilach wigzania
moczu myszy chorych i zdrowych. Pozostate struktury bedg zawieraty nowe elementy, ktére powinny
umozliwi¢ mi okreslenie wptywu zaréwno zawady przestrzennej taricuchdw bocznych aminokwaséw
(reszta alaniny vs reszta leucyny), jak rowniez wptyw polarnych reszt aminokwaséw zdolnych do
tworzenia wigzan wodorowych i jonowych (reszta seryny oraz reszta kwasu asparaginowego).
W pozycji N-terminalnej zastosowatam: Ala, Asp, Ser, Leu, Phe, w pozycji C-terminalnej: Asn, Asp, Cys,
Gly, His, Phe, Trp, Tyr, zas jako fragment lipidowy wbudowany zostat ponownie kwas n-heptanowy.
Biblioteke Il generacji wykorzystatam do badan komplekséw molekularnych tworzonych ze zwigzkami
zawartymi w moczu myszy zdrowych oraz myszy chorych z wszczepionymi, tak jak uprzednio, o$mioma
typami nowotwordw. Na podstawie otrzymanych profili wigzania uzyskanych przy stosowaniu metody
z barwnikiem reporterowym przeprowadzitam wstepng analize matematyczng otrzymanych wynikéw.
W celu wyselekcjonowania struktur receptoréw molekularnych uzytecznych z diagnostycznego punktu
widzenia wyselekcjonowatam pola o najwiekszym zréznicowaniu wybarwien po traktowaniu moczem
myszy zdrowych i moczem myszy chorych i rownoczesnie wyeliminowatam pola o stabym stopniu
zrdznicowania wynikow. W tym celu dla kazdego badanego nowotworu wyznaczone zostaty zaleznosci
wigzania zwigzkow zawartych w moczu przez sktadowe macierzy Il jak i Ill generacji w funkcji stanu
zdrowia (na osi x odtozone zostaty wybarwienia pdl traktowanych moczem myszy z wszczepionym
nowotworem, zas na osi y wybarwienia pél poddanych dziataniu moczu myszy zdrowych). W przypadku
braku réznic w zdolnosci wigzania, punkty powinny uktadac sie na przekatnej, co oznacza, ze struktury

te nie sg uzyteczne z diagnostycznego punktu widzenia. Postepujgc w opisany powyzej sposdb
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podjetam proby wyznaczenia przydatnosci diagnostycznej bibliotek receptorow molekularnych

w odniesieniu do wszystkich testowanych nowotwordéw.
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Tabela 8. Zdolnos¢ ,,rozrdzniania” moczu myszy zdrowych od moczu myszy chorych przez receptory molekularne
biblioteki Ill generacji.
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Bardzo interesujgce sg wyniki badan moczu myszy z wszczepiong ludzkg biataczkg MV411, ktére
wykazujg znaczace réznicowanie wynikéw w czasie rozwoju nowotworu. Dane uzyskane dla moczu
mysiego w ésmym dniu eksperymentu wskazujg, ze tylko nieznaczna czes¢ pdl rdznicuje materiat
biologiczny (wiekszo$¢ punktéw uktada sie na przekatnej). Dopiero w 41 dniu eksperymentu, w chwili
pojawienia sie guza, obserwowatam wyrazine i silne zrdinicowanie wybarwien. Zaleznosé
potwierdzitam réwniez w badaniach z uzyciem biblioteki receptoréw molekularnych Il generacji.
Stwierdzitam réwniez, ze wéréd receptoréw molekularnych biblioteki Il generacji najmniejszg zdolnos¢
do rozrézniana metabolitéw moczu myszy chorych i zdrowych majg struktury zawierajgce reszte kwasu
asparaginowego.

Podjetam réwniez proby sprawdzenia, czy w sktadzie macierzy receptoréow molekularnych
pierwszej, drugiej i trzeciej generacji obecne s3g ,uniwersalne” struktury zdolne do rozrézniania
analitdow obecnych w moczu myszy chorych oraz zdrowych, a wiec takie, ktére bytyby uzyteczne
diagnostycznie dla wszystkich badanych typdw nowotwordéw. Wyselekcjonowanymi receptorami
molekularnymi byty: immobilizowane na matrycy celulozowej N-heptanoilowane dipeptydy o
strukturach: -Asn-Ala-, -Gly-Ala-, -lle-Ala-, -Leu-Ala-, -Lys-Ala-, -GIn-Phe-, -His-Ala-, -Arg-Phe-, -Cys-Phe-
, -Val-Phe-, -Ala-Pro-, -Arg-Pro-, -Leu-Pro- oraz —Trp-Pro-, -His-Asp-, -Phe-Asp-, Trp-Asp-, -Tyr-Asp-, -
Cys-Ser-, -Gly-Ser-, -Gly-Leu-, -His-Leu- oraz —Phe-Leu-.
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Prace nad wykorzystaniem celulozy (lub innych matryc statych) funkcjonalizowanej N-lipidowanymi
peptydami o aktywnosci receptoréw molekularnych w bezinwazyjnej diagnostyce sg przedmiotem
kontynuowanych badan. Ich kolejnym celem jest opracowanie metod otwarcia wneki wigzgcej (rozktad
kompleksu molekularnego) desorpcji zadokowanego analitu i podjecie badan nad poznaniem struktury
zadokowanych ligandéw. Rozwigzanie to pozwolitoby na rozszerzenie aplikacyjnosci uzyskiwanych
profili wigzania ligandéw zawartych w ptynach fizjologicznych o badania jakosciowo-ilosciowe
identyfikujgce struktury potencjalnych markerdw diagnostycznych. Podejscie takie pozwala réwniez
na poszukiwanie nowych markeréw nowotworowych w ptynach ustrojowych. Dotychczas
przeprowadzone badania wstepne z uzyciem modelowych ligandéw o charakterze obojetnym,
kwasowym i zasadowym pozwolity na wykazanie, ze mozliwe jest ilosciowe wymycie zadokowanego
zwigzku przy uzyciu wodnego roztworu DMF lub wodnego roztworu DMF z dodatkiem kwasu lub
zasady. Po catkowitym otwarciu wneki wigzacej, analiza struktury ligandow jest mozliwa przy
zastosowaniu wysokoczutych technik analitycznych tj. LC/MS i GC/MS. Szczegdtowe wyniki tych prac
nie sg jeszcze ujawnione z uwagi na ich aplikacyjny charakter.

Stwierdzitam réwniez, ze jako podfoze state do syntezy receptoréw molekularnych z powodzeniem
mogg by¢ stosowane matryce nieorganiczne: szkto, krzem, krzemionka, krzemiany i glinokrzemiany
(np. montmorylonit) (praca H12). Ich przydatno$¢ w analityce nie zostata jeszcze dogtebnie
udokumentowana. Prace nad okresleniem przydatnosci receptoréow molekularnych immobilizowanych

na podtozu nieorganicznym sg kontynuowane.

V.3. Receptory molekularne jako katalitycznie aktywne synzymy

Badania przeprowadzone nad zdolnoscig rozpoznawania molekularnego oraz wigzania liganddéw
przez opracowane przeze mnie receptory molekularne wskazuja, ze odpowiedzialnym za tworzenie
stabilnych kompleksdw jest gtdwnie fragment peptydowy. Fakt ten otwiera mozliwos¢ zastosowania
immobilizowanych na celulozie N-lipidowanych peptydéw réwniez w innych obszarach, gdyz poprzez
wtasciwy dobdér komponentdw aminokwasowych w peptydzie mozliwe jest nadawanie
projektowanym macierzom nowych wtasciwosci aplikacyjnych.

Przedstawione zatozenie pozwolito mi na podjecie badan nad zastosowaniem receptorow
molekularnych jako struktur aktywnych katalitycznie (synzymow), ktorych aktywnos¢ zaleze¢ powinna
od budowy fragmentu peptydowego. Tym samym oczekiwatam, ze mozliwe bedzie zaprojektowanie
i otrzymanie uktadéw mimikujgcych swoim dziataniem naturalne enzymy. W literaturze chemicznej
opisany zostat caty szereg struktur nasladujgcych aktywnos¢ enzymodw: chemzymy [26], sztuczne
enzymy [27], sztuczne metaloenzymy [28], abzymy, nanozymy [29], sztuczne rybozymy, aptazymy [30],

wdrukowane w polimery (MIP) analogi stanu przejSciowego [31] oraz proste pochodne zawierajgce
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jednostki warunkujgce aktywnos¢ katalityczng (zazwyczaj aminokwasy, imidazol, kwas salicylowy i
krotkie peptydy) przytaczone do makroczgsteczkowych nosnikéw [32]. Synzymy pozwalajg na
przezwyciezenie wielu ograniczen naturalnych enzymoéw, ktérymi sg niska stabilno$é, ograniczona
selektywnos¢, wysokie koszty zwigzane z przygotowaniem i oczyszczaniem, niekompatybilnos¢ z
rozpuszczalnikami organicznymi, a takze ograniczona zdolnos¢ do dziatania w warunkach abiotycznych
lub w szerokim zakresie warunkéw odbiegajgcych od biozgodnych. W swoich poszukiwaniach nowych
struktur aktywnych katalitycznie przyjetam, ze immobilizacja na nosnikach statych zdolnych do
samoorganizacji krétkich peptydéw ztozonych z aminokwaséw obecnych w centrach katalitycznych
enzymoéw, pozwoli mi na uzyskanie katalitycznych aktywnie pochodnych, ktérych efektywnosc
mogtaby by¢ poréwnywalna z naturalnymi enzymami [33].

Oczekiwatam, ze N-lipidowane peptydy immobilizowane w regularny sposéb na matrycy
celulozowej o odpowiedniej strukturze fragmentu peptydowego bedsg zdolne do tworzenia
komplekséw molekularnych zaréwno z substratami jak i intermediatami tworzonymi na drodze
transformacji substratu do produktu. Zaktadatam, ze zaproponowane rozwigzanie wyeliminuje
problem niekompatybilnosci syntetycznych polimeréw stosowanych jako state nosniki, gdyz funkcje ta
spetni biokompatybilna celuloza, wspomagajgca samoorganizacje krotkich peptydéw zawierajgcych

grupy funkcyjne, niezbedne w procesach katalitycznych.
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Schemat 12. Immobilizowane na celulozie N-lipidowane peptydy jako synzymy. Decydujgcym czynnikiem
powodzenia jest dynamika konformacyjna fragmentéw peptydowych warunkujgca rozpoznawane, wigzanie
substratu oraz stabilizujgca reaktywne produkty i stany posrednie wystepujgce na sciezce transformacji substratu
do produktu i wreszcie wymuszajgca dysocjacje produktow z kieszeni katalitycznej.

W celu zweryfikowania tej hipotezy zaprojektowatam oraz zsyntezowatam macierz N-lipidowanych
peptyddéw, przytaczonych do podtoza celulozowego poprzez nierozszczepialny tacznik triazynowy
typu A. W pierwszych pracach fragment peptydowy stanowit permutacje histydyny, seryny oraz kwasu
glutaminowego (aminokwasy triady katalitycznej). Zastosowanie reszty Glu w miejsce typowego dla
enzymow kwasu asparaginowego wynikato z oczekiwania, ze dtuzszy faricuch boczny bedzie bardziej
elastyczny i sprzyjajacy zaangazowaniu grupy karboksylowej zaréwno na etapie wigzania substratu, jak
i jego transformacji. Tripeptydy lipidowatam resztami kwaséw: oleinowego (cis-9-oktadecenowy),
rycynowego ((R)-12-hydroksy-cis-9-oktadecenowy), 10-undecenowego, kaprynowego (dekanowy),
erukowego (cis-13-dokosenowy) oraz stearynowego (oktadekanowy). Uzytecznos¢ biblioteki N-
lipidowanych peptyddéw jako uktadéw synzymow testowatam w modelowej reakcji hydrolizy wigzania
estrowego w Z-Leu-Leu-ONp (praca H2). Produktem reakgcji jest barwny p-nitrofenolan, co umozliwia
bezposrednie sledzenie postepu reakcji metody spektrofotometryczng z uzyciem czytnika
mikromacierzy. W oparciu o pomiary kolorymetryczne stwierdzitam, ze wszystkie struktury N-
lipidowanych tripeptydéw wysoce efektywnie katalizujg hydrolize estru. Praktycznie po czasie 3 minut

hydroliza byta zakoriczona.
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absorption
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Rysunek 13. Przebieg reakcji hydrolizy Z-Leu-Leu-ONp z zastosowaniem jako katalizatoréw N-lipidowanych
tripeptydéw immobilizowanych na celulozie. Reakcja hydrolizy prowadzona byta przy zastosowaniu 0.01 M
roztworu Z-Leu-Leu-ONp w metanolu z dodatkiem 3.5% wody (pH = 7).

Jako kontrole (blank) zastosowatam Z-Leu-Leu-ONp w obecnosci réznorodnie skomponowanych
mieszanin nastepujgcych sktadnikéw: metanol, woda i celuloza. We wszystkich prébach kontrolnych
stwierdzitam brak reakcji. Z uwagi na fakt, ze wszystkie testowane N-lipidowane tripeptydy
katalizowaty reakcje hydrolizy Z-Leu-Leu-ONp postanowitam nadmiernie reaktywny substrat zastgpié
Z-L-Ala-Aib-ONp oczekujac, ze wprowadzenie reszty a,a-dipodstawionego aminokwasu znaczgco

utrudni, a moze nawet uniemozliwi hydrolize.

absorption
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Rysunek 14. Przebieg reakcji hydrolizy Z-L-Ala-Aib-ONp w obecnosci N-lipidowanych tripeptydow
immobilizowanych na celulozie zastosowanych jako katalizatory. Hydrolizie poddano 0.01 M roztwér Z-L-Ala-
Aib-ONp w metanolu z dodatkiem 3.5% wody (pH = 7).

Jak mozna byto oczekiwaé, wprowadzenie rozbudowanej przestrzennie reszty Aib w centrum reakgji
znaczgco spowolnito proces hydrolizy i zrdznicowato aktywnos$¢ katalityczng struktur. Z 36
elementowe] biblioteki synzymdéw wyselekcjonowatam pieé katalitycznie najbardziej aktywnych
struktur N-lipidowanych tripeptidéw: undec-10-enoilo-His-Glu-Ser-, undec-10-enoilo-His-Ser-Glu-, (2)-

dokos-13-enoilo-Ser-His-Glu-, dekanoilo-Glu-Ser-His- oraz (9Z,12R)-12-hydroksyoktadek-9-enoilo-Ser-
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His-Glu-. Dla pozostatych tripeptyddow hydroliza zachodzita wolniej, jednak i tak znaczgco szybciej niz
dla puli pochodnych zastosowanych jako uktad kontrolny (blank). Badania SAR biblioteki synzymow
pozwolity mi na znalezienie zaleznosci wskazujacych, ze dominujgcym czynnikiem wptywajgcym na
aktywnosé katalityczng jest fragment peptydowy. Szereg aktywnosci katalitycznej fragmentéw
peptydowych uktadat sie w sposéb nastepujacy: His-Glu-Ser > His-Ser-Glu > Ser-His-Glu. Natomiast
w odniesieniu do reszty kwasu ttuszczowego najbardziej optymalnym okazato sie stosowanie kwasu
10-undecenowego.

Stwierdzitam réwniez, Zze immobilizowane N-lipidowane tripeptydy katalizujg reakcje
transestryfikacji (alkoholizy) 0.01 M roztworu Z-Leu-Leu-ONp w metanolu.

0.4500

~~His-Glu-Ser-oleicoyl \
~~His-Glu-Ser-ricinicoyle—_____

r~Glu-Ser-His-10-undecenoyl " Nt
e
I
-

0.4000

0.3500

0.3000

0 50 100 150 200 250 300 350

Rysunek 15. Przebieg reakcji metanolizy Z-L-Leu-L-Leu-ONp w obecnosci N-lipidowanych tripeptydow jako
katalizatoréw. Alkoholiza prowadzona byta przy uzyciu 0.01 M roztworu Z-Leu-Leu-ONp w metanolu.

Poszukujgc odpowiedzi, czy mozna zmniejszy¢ rozmiar fragmentu peptydowego synzymu
zaprojektowatam i otrzymatam 156 elementowg biblioteke tri-, dipeptydéw do ktdrej dotgczytam
réwniez podbiblioteke N-lipidowanych aminokwasow (praca H3). Zastosowane zostaty te same reszty
aminokwasowe triady katalitycznej. Rozszerzytam jednak pule kwaséw ttuszczowych, celem
sprawdzenia ich wptywu na aktywnos¢ katalityczng synzymdw. Zastosowatam: kwas heptanowy (a),
stearynowy (b), elaidikowy (c) i palmitynowy (d). Jako substrat do testow zastosowatam jeszcze mniej
reaktywny Z-Aib-Aib-ONp, oczekujac, ze bedzie to model dostatecznie trudny do hydrolizy, a zarazem
hydrofobowy, co pozwoli na zréznicowanie efektywnosci katalitycznej i poznanie zaleznosci pomiedzy

aktywnoscig katalityczng a budowg synzymu.
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Rysunek 16. Struktura biblioteki aminokwasdw, dipeptyddw i tripeptydéw N-lipidowanych za pomocg kwaséw
a-d uzytej w badaniach zdolnosci solwolizy Z-Aib-Aib-ONp.

W badaniach z uzyciem N-lipidowanych aminokwaséw obserwowatam powstawanie plateau
absorbancji na poziomie 0.5+0.7 relatywnie szybko (po okoto 20 min) a wydtuzanie czasu solwolizy az
do 300 min w wiekszosci przypadkdéw nie powodowato dalszego postepu reakcji. Podobne obserwacje
dotyczyty podbiblioteki N-lipidowanych dipeptydéw. We wszystkich przypadkach obserwowatam
powstawanie plateau na poziomie absorbancji 0.4+0.8 po krétkim czasie i znaczgce spowolnienie
dalszego postepu reakcji. Sposrdod N-lipidowanych tripeptyddéw uzytych jako katalizatory
wyselekcjonowatam pule struktur, dla ktérych absorbancja osiggata wartos¢ 1.0. W sumie
wyselekcjonowatam 17 najbardziej aktywnych katalitycznie synzymow.
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Rysunek 17. Solwoliza Z-Aib-Aib-ONp w obecnosci 17 najbardziej aktywnych synzyméw wyselekcjonowanych ze
108-elementowej biblioteki N-lipidowanych tripeptydow.

Z puli tej wyselekcjonowatam 10 N-lipidowanych tripeptyddw katalizujgcych solwolize Z-Aib-Aib-

ONp z utworzeniem Z-Aib-Aib-OH i p-nitrofenolu. Synzymami tymi sg: N-palmitynoilo-His-Ser-Ser-m-
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NH-CsHs-NH-DMT-cel, N-heptanoilo-Ser-Glu-Glu-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel, N-heptanoilo-Ser-His-Glu-
m-NH-CgHs-NH-DMT-cel, N-heptanoilo-Glu-Glu-Glu-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel, N-elaidikoilo-Glu-Glu-
Glu-m-NH-CgHs-NH-DMT-cel, N-heptanoilo-Glu-Ser-Glu-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel, N-palmitynoilo-Glu-
Glu-Glu-m-NH-CgHs-NH-DMT-cel, N-elaidikolilo-Glu-Ser-Glu-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel, N-heptanoilo-
Glu-Ser-Glu-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel oraz N-elaidikoilo-His-Glu-Glu-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel. W 50%
wyselekcjonowanych synzymow kwasem ttuszczowym okazat sie by¢ krétkotancuchowy kwas
heptanowy, zas dominujaca reszta aminokwasowa pochodzita od kwasu glutaminowego.

Biblioteke synzymodw zawierajacg 156 elementdéw zastosowatam w badaniach zmierzajgcych do
stwierdzenia, czy uktady te beda zdolne do rozszczepienia wigzania amidowego (peptydowego) (praca
H11). Jako aminokwasy tworzgce fragment peptydowy synzymdw zastosowatam ponownie: Ser, His
oraz Glu. Biblioteka zawierata lipidowane aminokwasy, di- oraz tripeptydy. Do N-lipidowania uzytam:
dwa kwasy krotkotancuchowe: kwas heptanowy (a) i kwas oktanowy (b) oraz dwa dtugotancuchowe
kwasy ttuszczowe: kwas (E)-octadec-9-enoowy (elaidikowy) (c) oraz heksadekanowy (palmitynowy)
(d). Przystepujac do badan bratam pod uwage fakt, ze o ile hydroliza wigzania estrowego zachodzi
stosunkowo prosto, to hydroliza wigzania amidowe w tagodnych warunkach (temperatura pokojowa,
neutralne pH) jest znaczgco mniej prawdopodobna bez efektywnego katalizatora. Jako substrat do
hydrolizy zastosowatam modelowy amid p-nitroaniliny Z-Leu-NA. Zatozytam, ze za aktywne
katalitycznie uznam te struktury, dla ktérych wartos¢ absorbancji korespondujgce z obecnoscig p-
nitroaniliny, bedg wynosity co najmniej 0.8. Kryterium to spetnito jedynie osiem N-lipidowanych
tripeptyddéw: N-oktanoilo-Ser-Ser-Ser-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel, N-palmitynoilo-Ser-Ser-Ser-m-NH-
CeHa-NH-DMT-cel, N-palmitynoilo-His-Ser-Ser-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel, N-oktanoilo-Ser-Glu-Ser-m-
NH-CeHas-NH-DMT-cel, N-palmitynoilo-Ser-Glu-Ser-m-NH-CgHs-NH-DMT-cel, N-heptanoilo-Glu-His-Ser-
m-NH-CgHas-NH-DMT-cel, N-palmitynoilo-His-Ser-Glu-m-NH-C¢Hs-NH-DMT-cel oraz N-elaidikoilo-Ser-
Ser-His-m-NH-CgHs-NH-DMT-cel. We wszystkich wyselekcjonowanych synzymach dominujgcym
aminokwasem okazata sie by¢ seryna. Podjetam réwniez préby sprawdzenia, czy zadokowanie jonu
Zn* lub Cu* do wnek wigzacych receptoréw molekularnych immobilizowanych na celulozie bedzie
wptywato na zdolnos¢ do hydrolizy wigzania amidowego i czy bedzie sie rdwniez to przedktadato na
mozliwos$é modulowania aktywnosci katalitycznej synzymoéw. W przypadku synzymow z zadokowanym
jonem Cu?* zatozone kryterium (warto$¢ absorbancji powyzej 0.8) ze 156 elementowe] biblioteki
spetnito 18 struktur, ktore jako fragment lipidowo-peptydowy (aminokwasowy) zawieraty: N-
oktanoilo-Ser-, N-elaidikolio-Ser-, N-palmitynoilo-Ser-, N-oktanoilo-Glu-, N-elaidikoilo-Glu-, N-
palmitynoilo-Glu-, N-palmitynoilo-His-, N-elaidikolio-Glu-His-, N-heptanoilo-Ser-Glu-, N-palmitynoilo-
Glu-Glu-, N-oktanoilo-Ser-Ser-Ser-, N-oktanoilo-His-Glu-Ser-, N-palmitynoilo-Ser-His-Ser-, N-oktanoilo-
Ser-Glu-His-, N-elaidikoilo-Ser-Glu-His-, N-elaidikoilo-Glu-Glu-His, N-elaidikoilo-Ser-His-His- oraz N-

oktanoilo-Glu-His-His-. Natomiast w przypadku synzyméw z zadokowanym jonem Zn?* zatozone
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kryterium ze 156 elementowej biblioteki spetnito 16 zwigzkdw. Struktury te jako fragment lipidowo-
peptydowy (aminokwasowy) zawieraty: N-elaidikoilo-Ser-, N-oktanoilo-Glu-, N-elaidikoilo-His-, N-
palmitynoilo-His-,  N-elaidikoilo-Ser-Ser-,  N-palmitynoilo-Ser-Ser-,  N-elaidikoilo-His-Ser-,  N-
palmitynoilo-His-Ser-, N-palmitynoilo-Ser-Glu-, N-oktanoilo-Glu-Glu-, N-palmitynoilo-Ser-His-Ser-, N-
heptanoilo-Glu-His-Ser-, N-palmitynoilo-Ser-Glu-His-, N-oktanoilo-Ser-His-His-, N-heptanoilo-Glu-Ser-
His- i N-palmitynoilo-His-Ser-His-.

Wykazatam, ze mozliwe jest réwniez wielokrotne zastosowanie aktywnych katalitycznie synzymow.
W oparciu o wyniki trzykrotnego zastosowania stwierdzitam petne zachowanie aktywnosci lub jej
stopniowo postepujgce obnizenie.

Bez dodatku jonéw metalu

Hydroliza Z-Leu-NA przy uzyciu wyselekcjonowanych synzymow Hydroliza Z-Leu-NA przy uiyciu {d,E}
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Rysunek 18. Wykresy przedstawiajace mozliwo$¢ wielokrotnego stosowania wyselekcjonowanych w
pierwszym tescie synzymow.

Wykazatam réwniez, stosujgc synzymy wyselekcjonowane w tescie wielokrotnego zastosowania, ze
{d,Glu}, kompleks {a,Ser,Glu}-Cu** oraz kompleks {d,Ser,Glu}-Zn** umozliwiajg transformacje
substratu do produktu, nawet w przypadku 40 krotnego zwiekszenia ilosci substratu (Z-Leu-NP) w

odniesieniu do ilosci synzymu. Postep reakcji prowadzonej z udziatem zwiekszonej ilosci substratu
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monitorowatam metodg HPLC, mierzac zanik Z-Leu-NA (Rt = 22.81 min), ktdremu towarzyszyt wzrost
sygnatu Z-Leu-O-HNMM* o Rt = 3.86 min oraz p-nitroaniliny i Rt = 8.72 min.

Hydroliza Z-Leu-NA

przy uzyciu {d,E} przy uzyciu kompleksu Cu?*-{a,S,E}
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Rysunek 19. Postep reakcji hydrolizy Z-Leu-NA przy uzyciu wyselekcjonowanych synzymow monitorowany
metodg chromatograficzng (HPLC).

Stwierdzitam, ze w poczatkowej fazie hydroliza Z-Leu-NA katalizowana za pomoca {d,Glu} (bez
obecnosci jonu metalu zachodzi szybko. Po czasie 1 godz. obserwowatam zuzycie 40% substratu.
W pdziniejszych stadiach proces transformacji ulegt zwolnieniu i po 48 godz. obserwowatam ciggle
obecnos$¢ nieprzereagowanego substratu. Natomiast w przypadku zastosowania jako katalizatora
kompleksu Cu?* z {a,Ser,Glu} po czasie 1 godz. obserwowatam obnizenie stezenia substratu do 60%.
Odmienny wynik stwierdzitam dla kompleksu Zn% z {d,Ser,Glu}. W tym przypadku poczatkowo
szybkos$¢ reakcji byta niska (po 1 godz. stwierdzitam 80% substratu), jednak pdiniej nastgpito
przyspieszenie reakcji i po 48 godz. stwierdzitam niemal catkowite przereagowanie substratu (ilos¢
nieprzereagowanego Z-Leu-NA byta nizsza niz 20%).

Wykorzystujgc procedure funkcjonalizacji statych podtozy (praca H12) oraz nanomateriatéw (B7
i B11, nie wchodzace w sktad niniejszego postepowania habilitacyjnego) podjetam réwniez préby
otrzymania chemzymoéw immobilizowanych na powierzchni krzemionki. Stwierdzitam, ze podobnie jak
w przypadku celulozy wykorzystanej jako matryca stata, uzyskatam dane potwierdzajace fakt, ze N-
lipidowane peptydy osadzone na podfozu nieorganicznym sg receptorami molekularnymi, za$

wprowadzenie odpowiednio skonstruowanego peptydu pozwala na uzyskanie ukfadéw aktywnych
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katalitycznie. Podobnie aktywne struktury uzyskatam w przypadku, gdy jako nosnika statego uzytam
silikazelu. Synteza obejmowata: transformacje krzemionki w alkalikrzemionke, wprowadzenie
pochodnej 1,3,5-triazyny wywodzacej sie z 2,4-dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyny, reakcje z m-
fenylenodiaming, co finalnie prowadzito do syntezy fragmentu analogicznego do wykorzystywanego
uprzednio jako facznik typu A osadzony na celulozie. Kolejne etapy obejmowaty synteze fragmentu
peptydowego oraz finalne lipidowanie N-terminalnego aminokwasu. Na tym etapie syntezy jako
odczynnik kondensujgcy stosowatam DMT/NMM/TosO. Finalnie otrzymatam 27 elementowa
biblioteke N-heptanoilowanych tripeptydéw ztozonych z reszt Ser, His i Glu immobilizowanych na
powierzchni silikazelu. Kazda ze struktur byta otrzymana w odrebnym reaktorze. Postep reakcji
$ledzitam stosujac metode FT-IR, co pozwolito mi na obserwowanie pasm w zakresie 1590+1700 cm?,
charakterystycznych dla wigzania amidowego oraz pasma charakterystycznych dla drgan

rozciggajgcym wigzania C-N w zakresach 1400+1420 cm™ i 1200+1300 cm™.
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Rysunek 20 Zbiorczy wykres FT-IR silikazelu modyfikowanego N-lipidowanymi peptydami immobilizowanymi za
pomoca tacznika typu A.

Uzyskane N-lipidowane tripeptydy immobilizowane na powierzchni krzemionki zastosowatam jako
katalizatory hydrolizy wigzania estrowego. Jako substrat wykorzystatam ester p-nitrofenylowy
dipeptydu Z-Aib-L-Ala-ONp. Podobnie jak w badaniach z wykorzystaniem celulozy funkcjonalizowane;j
N-lipidowanymi aminokwasami/peptydami zawierajgcymi aminokwasy triady katalitycznej,
wykonatam pomiary spektrofotometryczne z zastosowaniem czytnika mikromacierzy. Stwierdzitam, ze

wszystkie 27 pochodnych katalizuje reakcje hydrolizy wigzania estrowego.
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Rysunek 21. Przebieg reakcji hydrolizy Z-Aib-L-Ala-ONp przy zastosowaniu modyfikowanej N-heptanoilowanymi
tripeptydami osadzonymi na krzemionce za pomocg tgcznika A jako katalizatorami reakcji.

Stwierdzitam, ze najefektywniejszym synzymem jest pochodna N-heptanoilo-Ser-Asp-Asp-
immobilizowana na powierzchni krzemionki. Wartos¢ absorbancji, skorelowana z ilo$cig p-nitrofenolu,
po czasie 180 minut wynosita okoto 1, zas po czasie 24 godzin stwierdzitam, ze absorbancja wynosi 3.5,
co wskazuje, ze proces hydrolizy zachodzi az do wyczerpania substratu. Wyniki tych badan stanowig
podstawe manuskryptu przygotowywanego do zgtoszenia do Advanced Synthesis and Catalysis
zatytutowanego ,Immobilized on silica N-lipidated peptides with catalytic activity”, J. Fraczyk, M.
Walczak, Z.). Kaminski.

Szerokie mozliwosci aplikacyjne (wigzanie rdznorodnych strukturalnie ligandéw, specyficzne
wigzanie liganddw z mieszanin oraz mozliwo$¢ tworzenia katalitycznych aktywnie synzymoéw)
materiatow statych funkcjonalizowanych za pomocg pochodnych 1,3,5-triazyn, sktonito mnie do

podjecia prob zastosowania tych zwigzkow do modyfikowania powierzchni nanomateriatéw.

VI. FUNKCJONALIZOWANIE POWIERZCHNI NANOMATERIALOW ZA POMOCA POCHODNYCH 1,3,5-
TRIAZYN

Gtéwny nurt badan nad opracowaniem metod funkcjonalizacji powierzchni nanomateriatéw przy
wykorzystaniu pochodnych 1,3,5-triazyn zwigzany byt z realizacjg projektu PBS2/A5/31/2013 pt.
»Opracowanie technologii elektromagnetycznego nagrzewania nanozasobnikéw ferromagnetyka dla

selektywnej termoablacji komoérek nowotworowych”, w ktérym bytam gtdwnym wykonawca.
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Prowadzone badania zmierzaty do opracowania metod funkcjonalizacji nanomateriatéw (nanorurki
weglowe), ktére modyfikowane bytyby zaréwno endo- jak i egzohedralnie. Endohedralna
funkcjonalizacja zwigzana byta z wprowadzaniem ferromagnetyku, zas egzohedralna z funkcjonalizacja
pozwalajgca na przytgczenie na powierzchni materiatu ligandéw i/lub lekdéw uzytecznych w terapii
przeciwnowotworowej. Majgc na uwadze fakt, ze wnetrze nanorurek weglowych wypetnione byto
ferromagnetykiem oraz ze stosowane byty otwarte nanorurki weglowe, konieczne byto opracowanie
metod kowalencyjnego funkcjonalizowania, warunkujgcych wyeliminowanie procesu wymywania
(leaching) ferromagnetyka zwigzanego z nanonosnikiem wigzaniami niekowalencyjnymi. Z obawy
o wymywanie ferromagnetycznego rdzenia nanorurek pod dziataniem HCI, zrezygnowatam ze
stosowanego rutynowo chlorku tionylu lub chlorku oksalilu do aktywacji grup karboksylowych
obecnych na powierzchni nanomateriatéw. Przyjetam, ze wyeliminuje chlorki kwasowe i zastgpie je
tworzonymi w wyjgtkowo tagodnych warunkach estrami triazynowymi kwaséw karboksylowych.
Oczekiwatam, ze wysoka reaktywnos¢ estréw triazynowych pozwoli mi na przytaczenie do powierzchni
wstepnie utlenionych nanorurek weglowych pochodnych, warunkujgcych zatozong aktywnos¢
biologiczna. Stwierdzitam, ze zastosowanie stabilnych soli N-triazynyloamoniowych (DMT/NMM/TosO
lub DMT/NMM/BF4) pozwala na wydajng transformacje grup karboksylowych na powierzchni
nanomateriatéw weglowych w superaktywne estry triazynowe, ktére mozna wykorzysta¢ do
bezposredniego przytaczania réznorodnych nukleofili (zgtoszenie patentowe B11 dokonane po

uzyskaniu stopnia doktora, nie wchodzgce w sktad niniejszego postepowania habilitacyjnego).

o triazynowy odczynnik \O
T P, I
NMW — —
: K=
(e} N
N\
N
(@]
/

Rysunek 22. Bezposrednie otrzymywanie superaktywnego estru triazynowego na powierzchni nanomateriatu
weglowego.

Majgc na uwadze potencjalne in vivo wykorzystanie modyfikowanych nanomateriatéw przyjetam,
ze jako uktady separujace nanomateriat od immobilizowanych biologicznie aktywnych zwigzkéw
zastosuje peptydy. W tym przypadku fragment peptydowy petnit podwdjng funkcje: z jednej strony
tacznika warunkujgcego eksponowanie docelowego zwigzku jak rowniez uktadu, ktéry ma , otoczy¢”
nanomateriat, maskujac jego zazwyczaj toksyczne wtasciwosci. Wybér tgcznika peptydowego powinien
rowniez poprawia¢ biokompatybilnos¢ funkcjonalizowanych nanomateriatéw. Przystepujgc do prac
badawczych, przyjetam, ze tacznik peptydowy powinien charakteryzowac sie zwiekszong odpornoscig
na dziatanie enzymow proteolitycznych w porédwnaniu do peptydow ztozonych z kodowanych

aminokwasow. W zwigzku z tym przyjetam, ze tgcznik peptydowy ztozony bedzie ze zmiennej liczby
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reszt B-alaniny oraz kwasu 5-aminoheksanowego (praca H6). Poprzez zaprojektowany tacznik
peptydowy zaplanowatam przytagczy¢ reszte kwasu foliowego (ligand receptorow folianowych
wystepujacych w nadekspresji w komodrkach nowotoworowych) oraz karboksyfluoresceine

zastosowang celem potwierdzenia faktu oddziatywania nanomateriatéw z komérkami.

: LT
NRW N/\/N\\H(D(\/Nt‘\n/\/\/\ JK/I \,(©/
EDA  B-Ala

FA-EACA-NH-
B-Ala:n=1,2,3,4

Rysunek 23. Struktura zaprojektowanych koniugatow kwasu foliowego z NRW.

Przyjetam, ze optymalne z syntetycznego punktu widzenia jest podejscie wykorzystujgce strategie
zbiezng, ktéra pozwala na przygotowanie blokéw budulcowych w klasycznych warunkach syntezy
w roztworze i nastepnie ich sprzeganie z nanomateriatem. Podejscie takie pozwolito mi na petng
charakterystyke syntezowanych koniugatéw, wykorzystujac klasyczne techniki analityczne (*H-NMR,
MS). Nalezy bowiem podkresli¢, ze zastosowanie modyfikacji chemicznej nanomateriatéw metoda krok
po kroku uniemozliwitoby mi wykorzystanie wiekszosci technik analitycznych z uwagi na zbyt niskg

dyspersyjnosé stosowanych nanomateriatow.
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Rysunek 24. Synteza koniugatow kwasu foliowego z tgcznikiem peptydowym.
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Koncowy etap syntezy polegat na  sprzegania  koniugatéw kwasu foliowego
z prefunkcjonalizowanymi nanorurkami weglowymi przy uzyciu triazynowego odczynnika

kondensujacego.
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Rysunek 25. Synteza modyfikowanych nanomateriatéw via acylowanie grupy aminowej na powierzchni
prefunkcjonalizowanych NRW koniugatami tgcznik-FA przy uzyciu DMT/NMM/BFs jako odczynnika
kondensujacego.

Zbadana zostata cytotoksyczno$¢ zsyntezowanych koniugatéw wobec linii komdrkowych
kolonocytéw CCD 841 CoN oraz wobec linii nowotworu okreznicy HT-29. W obu przypadkach nie
stwierdzono wptywu toksycznego. Stwierdzitam réwniez, ze funkcjonalizowane nanorurki weglowe nie
sg toksyczne wzgledem leukocytdw oraz nie powodujg hemolizy erytrocytéw. Wyniki te potwierdzity
zatozenie, ze odpowiednia funkcjonalizacja moze zniwelowac¢ toksyczne dziatanie nanomateriatéw,
a tym samym materiaty te mogg znaleZ¢ zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych. Zgodnie
z zatozeniami, zastosowanie niekodowanych aminokwaséw w taczniku peptydowym pozwolito mi na
uzyskanie pochodnych odpornych na dziatanie enzyméw proteolitycznych obecnych w plazmie krwi
ludzkiej, zawierajacej pule enzymdw proteolitycznych.

Wbudowanie sondy fluorescencyjnej na powierzchnie nanorurek weglowych pozwolito mi na
Sledzenie oddziatywania modyfikowanego nanomateriatu z komdérkami. Otrzymatam nanorurki
weglowe sfunkcjonalizowane na powierzchni 5(6)-karboksyfluoresceing, wykorzystujgc pochodng
lizyny jako tacznik pomiedzy nanorurkg weglowg a fluoroforem. Obecnosé dwdch grup aminowych
w lizynie pozwolita mi na uzyskanie nanorurek weglowych zawierajgcych na powierzchni tylko
fluorofor, jak rowniez fluorofor i kwas foliowy jako element zwiekszajacy selektywnos¢ oddziatywania

komaérka — koniugat.
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Rysunek 26. Struktura otrzymanych nanorurek weglowych z przytaczong reszta karboksyfluoresceiny.

Synteze pochodnych lizyny z 5(6)-karboksyfluoresceing przeprowadzitam w warunkach syntezy na
fazie statej, wykorzystujgc czwartorzedowe sole N-triazynyloamoniowe jako odczynnik kondensujacy.
Réwniez w tym przypadku zastosowana zostata strategia zbiezna syntezy. Pochodne lizyny
z karboksyfluoresceing i/lub karboksyfluoresceiny i kwasu foliowego otrzymatam klasyczng droga
syntezy peptyddéw przy uzyciu DMT/NMM/TosO". Ostatni etap syntezy polegat na dobudowaniu do
uprzednio sfunkcjonalizowanych za pomocg 1,2-etylenodiaminy nanorurek weglowych
modyfikowanych pochodnych lizyny. Badania cytotoksycznosci (metoda Live/Dead) wykazaty brak
toksycznosdci. Natomiast badania technikg mikroskopii fluorescencyjnej wykazaty, ze koniugaty
nanomateriatéw weglowych modyfikowane znacznikiem fluorescencyjnym oraz kwasem foliowym
wigzg sie do btony komdrkowej, gdzie zlokalizowane sg receptory kwasu foliowgo, zas w przypadku

koniugatéw nie zawierajgcych kwasu foliowego powinowactwo do komadrek byto znikome.

NRW-CONH-(CH,),-NH-Lys(FA)-FAM

MWNT-CONH-(CH,),-NH-Lys(Boc)-FAM

Rysunek 27. Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego obrazujgce oddziatywania koniugatow modyfikowanych
NRW z komadrkami (FA-kwas foliowy, FAM-pochodna karboksyfluoresceiny potgczona wigzaniem amidowym).
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Prace nad funkcjonalizacjg nanorurek weglowych zapoczatkowaty badania nad opracowaniem
metody funkcjonalizacji nanomateriatéw weglowych, pozwalajgcej na jednoczesne wprowadzanie na
powierzchnie nanomateriatdéw weglowych zréznicowanych pod wzgledem wtasciwosci grup
funkcyjnych (kwas/zasada, nukleofil/elektrofil). Oczekiwatam, ze podejscie takie pozwolitoby na
funkcjonalizacje materiatéw, umozliwiajgcy selektywne wprowadzanie ligandéw naprowadzajgcych,
srodkéw terapeutycznych i/lub znacznikéw fluorescencyjnych. Dalekosieznym celem tych prac jest
opracowanie metody funkcjonalizacji nanomateriatéw, pozwalajgcej otrzymywacé uktady, ktérych
dziatanie wykorzystywa¢ bedzie: (a) nanorozmiar pozwalajacy na tatwy transport w organizmie
i docieranie do dowolnego miejsca, (b) obecnosé¢ ligandéw naprowadzajgcych, gwarantujaca
selektywnos$¢ dziatania wzgledem nieprawidtowych komodrek, (c) obecnosé¢ terapeutyku (badz
bioznacznika) jako integralnej czesci funkcjonalizowanego nanomateriatu. Stwierdzitam, ze
zastosowanie amin aromatycznych [34] jako metody pre-funkcjonalizacji nanomateriatéw weglowych
pozwala na wprowadzenie zréznicowanych grup funkcyjnych na ich powierzchnie i zrealizowanie
wymienionych powyzej zamierzen (praca H10). Prace optymalizacyjne pozwolity mi na stwierdzenie,
ze najwyzsze wartosci obsadzenia powierzchni grupami funkcyjnymi uzyskuje sie stosujgc reakcje
z wykorzystaniem soli diazoniowych generowanych in situ w wyniku reakcji pochodnych amin
aromatycznych z azotynem izoamylu. Utworzone sole diazoniowe ulegajg reakcjom sprzegania
z atomami wegla hybrydyzacji sp? C=C. Stwierdzitam réwniez, ze mozliwe jest stosowanie bad?
rownomolowych ilosci zréznicowanych strukturalnie pochodnych amin aromatycznych badz mieszanin
o réznym stezeniu, co pozwala na wprowadzanie na powierzchnie nanomateriatow grup funkcyjnych
o zamierzonym charakterze oraz w zatozonej ilosci. Oprécz typowych nanomateriatéw weglowych
zawierajgcych pierScienie aromatyczne, omawiang metode zastosowatam do modyfikowania
powierzchni proszku nanodiamentowego, poddanego wczesniejszemu procesowi laserowej anelacji.
Proszek nanodiamentowy zawierajgcy na powierzchni atomy wegla o hybrydyzacji sp? (obecnosé
wigzan C=C) poddatam dziataniu réwnomolowej mieszaniny kwasu p-aminobenzoesowego oraz 1,5-
diaminonaftalenu w obecnosci azotynu izoamylu. W oparciu o wyniki miareczkowania stwierdzitam, ze
ilos¢ wprowadzonych grup wynosi odpowiednio 0.994 mmol/g grup COOH oraz 1.426 mmola/g grup
NH,. Podejscie to pozwolito mi na otrzymanie nanomateriatéw, ktére z punktu widzenia charakteru
obecnych grup funkcyjnych przypominajg tancuch peptydowy, zwiekszajgc tym samym
biokompatybilno$¢ nanomateriatu. Obecnos¢ grupy aminowej i karboksylowej umozliwita mi dalszg
funkcjonalizacje proszku nanodiamentowego i wprowadzenie na powierzchnie wskaznika
fluorescencyjnego (pochodna 5(6)-karboksyfluoresceiny) oraz ligandu naprowadzajgcego (pochodna

kwasu foliowego).
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Rysunek 28. Funkcjonalizacja nanoproszku diamentowego zawierajgcego na powierzchni reszte kwasu
benzoesowego oraz naftyloaminy.

W procesie funkcjonalizacji wykorzystatam czwartorzedowe stabilne sole N-triazynyloamoniowe
jako odczynniki kondensujgce. Opracowane rozwigzanie ma charakter ogdlny i pozwala na ortogonalng
funkcjonalizacje powierzchni nanomateriatéw weglowych przy uzyciu réwnomolowych mieszanin
amin aromatycznych. W badaniach jako nanomateriaty zastosowatam, oprécz olefinowanego
nanoproszku diamentowego, réwniez wieloscienne nanorurki weglowe oraz tlenek grafenu.
Optymalizacja procesu pozwolita mi na wprowadzenie na powierzchnie nanomateriatéw weglowych
grup o charakterze elektrofilowym oraz nukleofilowym, w niemalze réwnowaznych ilosciach. Metoda
ta pozwala na prowadzenie dalszych funkcjonalizacji i wprowadzanie na powierzchnie nanomateriatéw
weglowych zréznicowanych chemicznie zwigzkdw w sposdéb dostosowany do ich finalnego

przeznaczenia.
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VIl. PODSUMOWANIE

Gtéwne osiggniecia naukowe zgtoszone jako podstawa do przewodu habilitacyjnego:

1.

Optymalizacja procedury modyfikowania podtozy statych zawierajgcych grupy o charakterze
nukleofilowym za pomocg pochodnych 1,3,5-triazyny. Opracowana procedura wbudowywania
fragmentu chloro-metoksy-1,3,5-triazyny wywodzgcego sie z 2,4-dichloro-6-metoksy-1,3,5-
triazyny gwarantuje rownomierne wprowadzanie rdzenia triazynowego na podtoze state, co z
kolei przektada sie na petng powtarzalno$¢ wynikéw badan nad dalszym wykorzystaniem

modyfikowanych matryc statych.

. Zaprojektowanie i opracowanie metody otrzymywania dwdch nowych typdéw tgcznikéw 1,3,5-

triazynowych osadzonych na podfozu statym: nierozszczepialnego — zawierajgcego fragment
1,3,5-triazyny i m-fenylenodiaminy (typ A), ktéry warunkuje tworzenie receptoréw
molekularnych przez N-lipidowane peptydy oraz rozszczepialnego — zawierajgcego fragment
izocyjanurowy oraz kwasowy/aminokwasowy (typ B) umozliwiajacy identyfikacje struktury
podanddéw klasycznymi metodami spektroskopowymi.

Opracowanie protokotéw automatycznej syntezy SPOT bibliotek peptydowych oraz
zawierajgcych modyfikowane peptydy na podtozu celulozowym zawierajgcym oba typy
tacznikdw oraz przy uzyciu triazynowych odczynnikéw kondensujgcych.

Wykazanie, ze opracowana procedura funkcjonalizacji materiatow statych za pomocg tacznika
typu A pozwala na wykorzystanie bibliotek N-lipidowanych peptyddw jako:

e receptorow molekularnych uzytecznych w badaniu pojedynczych ligandéw (badania
oddziatywania z substancjami aktywnymi farmakologicznie oraz badania przesiewowe w
poszukiwaniu nowych lekéw),

e receptorow molekularnych pozwalajacych na badanie ztozonych mieszanin (ptyny
fizjologiczne). Wyniki badan nad wykorzystaniem niskoczagsteczkowych homogenatéw
tkankowych oraz moczu powinny pozwoli¢ na opracowanie narzedzia, opartego na
wyselekcjonowanych receptorach molekularnych, uzytecznego w diagnostyce
medyczne;j.

Wykazanie, ze wbudowanie do fragmentu peptydowego pochodnych ztozonych z reszt
aminokwasowych warunkujgcych aktywnos$é¢ enzymow, pozwala na otrzymanie bibliotek
synzymow, ktére mimikujg swoim dziataniem enzymy. Stwierdzono, ze mozliwe jest
projektowanie i otrzymanie N-lipidowanych peptydéw osadzonych na podiozu statym, ktore
efektywnie katalizujg reakcje hydrolizy estréw p-nitrofenylowych, ich transestryfikacje a nawet
pozwalajg na rozszczepienie wigzania amidowego (peptydowego) w fagodnych warunkach

zblizonych do fizjologicznych.
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6. Udokumentowanie, ze procedury z uzyciem pochodnych 1,3,5-triazyny z powodzeniem mogg
by¢ zastosowane do funkcjonalizowania nanomateriatéw w wysoce tagodnych warunkach
syntetycznych, co zmniejsza prawdopodobienstwo aglomeracji nanomateriatéw oraz pozwala
na wydajne wbudowywanie zwigzkdw wrazliwych na drastyczne warunki reakcji (peptydy, kwas

foliowy, sondy fluorescencyjne i inne).
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[33] a) O. Zozulia, M.A. Dolan, I.V. Korendovych, Catalytic peptide assemblies. Chem. Soc. Rev., 2018, 47, 3621-3639; b) N.
Singh, M. Tena-Solsona, J.F. Miravet, B. Escuder, Towards Supramolecular Catalysis with Small Self-Assembled Peptides. Isr.
J. Chem., 2015, 55, 711-723; c) K.L. Duncan, R.V. Ulijn, Short Peptides in Minimalistic Biocatalyst Design. Biocatalysis, 2015,
1,67-81; d) D.B. Rasale, A.K. Das, Chemical Reactions Directed Peptide Self-Assembly. Int. J. Mol. Sci., 2015, 16, 10797-10820;
e) D.J. Mikolajczak, J.L. Heier, B. Schade, B. Koksch, Catalytic Activity of Peptide-Nanoparticle Conjugates Regulated by a
Conformational Change. Biomacromolecules, 2017, 18, 3557—-3562.

[34] a) A. Krueger, D. Lang, Functionality is Key: Recent Progress in the Surface Modification of Nanodiamond. Adv. Funct.
Mater., 2012, 22, 890-906; b) Y. Liang, M. Ozawa, A. Krueger, A General Procedure to Functionalize Agglomerating
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO — BADAWCZYCH

Zaréwno przed doktoratem, jak i po uzyskaniu stopnia doktora, bratam udziat w wielokierunkowych
pracach dotyczacych 1,3,5-triazyn. Badania opisane w pracach A1, A4, A6-A9 oraz C12, C15i C20-C22
dotyczg otrzymywania oraz badania uzytecznosci N-lipidowanych aminokwaséw/peptydow
immobilizowanych na celulozie, co pozwolito na stwierdzenie, ktére elementy N-lipidowanych
peptydéw odpowiedzialne sg za oddziatywania z ligandami, a tym samym postawienie hipotezy
badawczej zawartej w pracy doktorskiej, ze N-lipidowane peptydy osadzone na powierzchni celulozy
tworzg w wyniku samoorganizacji struktury sztucznych receptorow.

Pochodne 1,3,5-triazyny zostaty réwniez wykorzystane jako rdzenie w syntezie pochodnych
zawierajgcych ugrupowanie 2-chloroetyloaminowe warunkujgce aktywnosé przeciwnowotworowa.
Wyniki tych badan sg przedmiotem publikacji A14 oraz A21.

Podjecie prac nad syntezg peptyddw, N-lipidowanych peptydéw immobilizowanych na celulozie nie
bytoby mozliwe bez badan nad opracowaniem nowej generacji, stabilnych odczynnikéw
kondensujgcych. W pracach tych bratam aktywny udziat, zas ich wyniki badan sg przedmiotem
publikacji (prace A2, A5, A11, A12, A13, Al16), patentéw i zgtoszen patentowych (B1-B6, B9, B10) oraz
prac C6-C11, C19. W ramach tych prac badawczych, oprécz opracowania metod otrzymywania
stabilnych soli N-triazynyloamoniowych, przeprowadzone zostaty testy ich aplikacyjnosci pozwalajace
na stwierdzenie, ze umozliwiajg one efektywng synteze amidow, peptydéw, depsipeptyddow oraz
estrow zaréwno w roztworze jak i na fazie statej.

Doswiadczenie z szeroko zakrojonych badan nad zakresem uzytecznosci triazynowych odczynnikéw
kondensujacych pozwolito mi na podjecie badan nad funkcjonalizowaniem powierzchni réznorodnych
ciat statych, poczawszy od typowych no$nikédw polimerowych stosowanych w syntezach organicznych
(zywice polimerowe) poprzez wielkoczgsteczkowe polimery naturalne (celuloza, alginiany, chitozan),
az po tlenek krzemu oraz inne nieorganiczne materiaty state. Wyniki tych badan sg przedmiotem prac
A3, B7, B11 oraz C20. Powodzenie tych badan mozliwe byto dzieki wykorzystaniu modutowej budowy
triazynowych odczynnikdw kondensujacych (zrdznicowanie strukturalne anionu i fragmentu
amoniowego), co pozwolito na zastosowanie najbardziej optymalnego odczynnika kondensujgcego dla
danego celu syntetycznego. Mozliwe jest bowiem modulowanie zaréwno reaktywnosci triazynowych
odczynnikéw kondensujacych, jak i ich polarnosci/lipofilowosci, rozpuszczalnosci w rozpuszczalnikach
organicznych czy roztworach wodnych w zaleznosci od warunkéw reakcji.

Wysoka efektywnos¢ triazynowych odczynnikdéw kondensujgcych umozliwita rozpoczecie prac nad
badaniem wtasciwosci peptydéw ulegajacych agregacji i tworzacych wtdkna typu amyloidowego,
ktorych wtasciwosci zostaty wykorzystane w poszukiwaniu materiatéw peptydowych uzytecznych

w medycynie regeneracyjnej (prace Al18 i A20), jak rowniez w badaniach nad racjonalnym
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projektowaniem inhibitoréw procesu agregacji, co wymaga poznania struktur i witasciwosci
minimalnych fragmentéw warunkujgcych proces agregacji (prace A15, C14 i C18).

Opracowany przeze mnie rozszczepialny tgcznik typu B, bedacy immobilizowang na powierzchni
celulozy pochodng izocyjanurowg aminokwasdéw, zostat wykorzystany w badaniach nad
poszukiwaniem fragmentéw biatek bakteryjnych, ktére w wyniku btednego rozpoznawania przez
przeciwciata mogg prowadzi¢ do rozwoju chordb o podtozu autoimmunologicznym. Wyniki tych badan
sg przedmiotem prac: A10, A17, A22, C13 oraz C15+C17. Opracowana metoda z powodzeniem zostata
wykorzystywana w poszukiwaniu biologicznie aktywnych biatek macierzy pozakomdrkowej i ich
aplikacji w medycynie regeneracyjnej. Badania te prowadzone sg w ramach projektu badawczego
UMO-2015/19/B/ST8/02594 pt. , Innowacyjne materiaty hybrydowe do regeneracji tkanek wywodzgce
sie wyfagcznie ze zwigzkdw naturalnych”, w ktérym jestem gtéwnym wykonawca.

Ponadto jestem wspdtautorem pracy przeglagdowej dotyczacej otrzymywania biobutanolu (A19),
bratam udziat w badaniach nad transformacjami chemicznymi kwasu mlekowego (B8) oraz jestem

wspotautorem pieciu rozdziatéw w ksigzkach o zasiegu krajowym (C1+C5).

5.1. Wykaz innych (nie wchodzacych w skiad tematyki habilitacyjnej) opublikowanych prac
naukowych

A) Publikacje naukowe w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)
Przed uzyskaniem stopnia doktora:

Al. Synthesis of Library of Lipopeptides and Lipoamides of Amino Acids Immobilized an the
Cellulose Membrane.
Kaminski, Z.J.; Kolesinska, J.; Kolesinska. B., Acta Pol. Pharm., 61, 48-51, (2004). IF5013= 0.693.

A2. N-Triazinylammonium tetrafluoroborates. A New Generation of Efficient Coupling Reagents
Useful for Peptide Synthesis.
Kaminski, Z.J.; Kolesinska, B.; Kolesiniska, J.; Sabatino, G.; Chelli, M.; Rovero, P.; Btaszczyk, M.;
Gtowka, M. L.; Papini, A. M. J. Am. Chem. Soc., 127(48), 16912-16920 (2005). IF;013 = 11.444.

A3. Synthesis and Microtribological Studies of New Silica-Triazine Hybrids.
Kaminski, Z.J.; Mizerski, M.; Kolesinska, J.; Psarski, M.; Kuberski, M.; Ptaza, S. Tribology Lett.,
22(1) 119-125 (2006). IF2013 = 2.151.

A4. Preliminary approach towards construction of peptide libraries as potential tools for
diagnosis of malignant thyroid tumors.
Balcerzak, W.; Bednarz, W.; Domostawski, P.; Olewinski, R.; Kolesinska, J.; Kaminski, Z.J.;
Dziarkowska, K.; Wieczorek, P. Endokrynologia Polska (Polish J. Endocrin.), 57(4), 308-313
(2006) |F2013: 1.208.

AS5. Sulfonates of N-triazinylammonium salts as highly efficient, inexpensive and environmentally
friendly coupling reagents for peptide synthesis in solution.
Kolesinska, B.; Fraczyk, J.; Papini, A.M.; Kaminski, Z.J. Chemistry Today (Chimica Oggi) 25(1),
26-29 (2007). IF3013 = 0.405.

A6. Rate of binding of host molecules to artificial receptors formed by self-organisation of
lipidated oligopeptides.
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A7.

A8.

A9.

Majchrzak, J.; Fraczyk, J.; Kaminski, Z.J. Acta Poloniae Pharm. 65(6), 703-708 (2008). IF;013 =
0.693.

Designing, synthesis and application of a library of supramolecular structures formed by N-
lipidated peptides immobilized on cellulose. Artificial receptors.
Fraczyk, J.; Kaminski, Z.J. J. Comb. Chem. 10(6), 934-940 (2008). IF2012 = 4.933.

The application of a library of artificial receptors formed by the self-organization of N-
lipidated peptides immobilized on cellulose in studying the effects of the incorporation of a
fluorine atom.

Fraczyk, J.; Malawska, B.; Kaminski, Z. J. J. Comb. Chem., 11, 446-451 (2009). IF301, = 4.933.

The application of a library of artificial receptors formed by the self-organization of N-
lipidated peptides immobilized on cellulose for preliminary studies of binding of N-
phenylpiperazines.

Fraczyk, J.; Kolesinska, B.; Czarnecka, A.; Malawska, B.; Wieckowska, A.; Bajda, M.; Kaminski,
Z.). QSAR & Comb. Sci. 28, 728-736 (2009). IF2000 = 3.027.

Po uzyskaniu stopnia doktora:

A10.

All.

Al2.

A13.

Al4.

A15.

Al6.

Al7.

Bacterial Urease and its Role in Long-Lasting Human Diseases.
Konieczna, I.; Zarnowiec, P.; Kwinkowski, M.; Kolesinska, B.; Fraczyk, J.; Kaminski, Z.J. Kaca,
W. Curr. Prot. Peptide Sci. 13(8) 789-806, 2012. IF3012 = 2.326

Enantioselective Solid Phase Peptide Synthesis Using Traceless Chiral Coupling Reagents and
Racemic Amino Acids.

Kolesinska, B.; Kasperowicz-Frankowska, K.; Fraczyk, J.; Kaminski, Z. J. Helv. Chim. Acta, 95,
2084-2098 (2012). IF012 = 1.383.

P-Triazinylphosphonium chlorides as a new group of coupling reagents.
Kolesinska, B.; Mrozek, A.; Fraczyk, J.; Kaminski, Z.J. Cent. Eur. J. Chem. 11(4), 569-583 (2013).
|F2013 = 1.329

The Effect of Counterion and Tertiary Amine on the Efficiency of N-Triazinylammonium
Sulfonates in Solution and Solid-Phase Peptide Synthesis.

Kolesinska, B.; Rozniakowski, K.K.; Fraczyk, J.; Relich, I.; Papini, A.M.; Kaminski, Z. J. EurJOC,
401-408 (2015). IF2015 = 3.065.

Synthesis of arylamino-1,3,5-triazines functionalized with alkylating 2-chloroethylamine
fragment and studies of their cytotoxicity on the breast cancer MCF-7 cell line.

Fraczyk, J.; Kolesinska, B.; Swiontek, M.; Lipinski, W.; Drozdowska D.; Kaminski, Z.J.
Anticancer Agents Med Chem. 16(11), 1435 — 1444, (2016). |F2016= 2.974.

The quest for the shortest fragments of A (13—-19) and B (12—17) responsible for the
aggregation of human insulin.

Swiontek, M.; Rozniakowski, K. Fraczyk, J.; Lipinski, W.; Galecki, K.; Wysocki, S.; Dupont,
B.G.R.; Kaminski, Z.J.; Kolesinska, B. Nanomedicine, 11(16), 2083—2101 (2016). IF016 = 4.727.

4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium Toluene-4-sulfonate
(DMT/NMM/TsO-) Universal Coupling Reagent for Synthesis in Solution.

Fraczyk, J.; Kaminski, Z. J.; Katarzynska, J.; Kolesinska, B. Helv. Chim. Acta, 100, e1700187
(2017). |F2017 = 1.081

Novel tool in rheumatoid arthritis diagnosis -The usage of urease flap region
peptidomimetics.

Konieczna, I.; Relich, I.; Durajski, M.; Lechowicz, L.; Chrapek, M.; Gaweda, J.; Fraczyk, J.;
Kaminski, Z.J. J. Pep. Sci., 24, e3084 (2018). IF2018 = 1.969
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A18.

Al9.

A20.

A21.

A.22.

Search for Fibrous Aggregates Potentially Useful in Regenerative Medicine Formed under
Physiological Conditions by Self-Assembling Short Peptides Containing Two Identical
Aromatic Amino Acid Residues.

Fraczyk, J.; Lipinski, W.; Chaberska, A.; Wasko, J.; Rozniakowski, K.; Kaminski, Z.J.; Bogun, M.;
Draczynski, Z.; Menaszek, E.; Stodolak-Zych, E.; Kaminska, M.; Kolesiska B., Molecules, 23,
568 (2018). IF3015 = 3.098.

Butanol Synthesis Routes for Biofuel Production: Trends and Perspectives.
Kolesinska, B.; Fraczyk, J.; Binczarski, M.; Modelska, M.; Berlowska, J.; Dziugan, P.; Antolak, H.;
Kaminski, Z.J.; Witonska, I.A.; Kregiel, D. Materials, 12, 350 (2019). IF2015 = 2.467.

Study on the Materials Formed by Self-Assembling Hydrophobic, Aromatic Peptides Dedicated
to Be Use for Regenerative Medicine.

Chaberska, A.; Fraczyk, J.; Wasko, J.; Rosiak, P.; Kaminski, Z.J.; Solecka, A.; Stodolak-Zych, E.;
Strzempek, W.; Menaszek, E.; Dudek, M.; Niemiec, W.; Kolesinska, B. Chem. Biodiversity,
10.1002/cbdv.201800543 (2019), doi.org/10.1002/cbdv.201800543. IF3015 = 1.617.

The cellular effects of novel triazine nitrogen mustards in glioblastoma LBC3, LN-18 and LN-
229 cell lines.

Kretowski, R.; Drozdowska, D.; Kolesinska, B.; Kaminski, Z.J.; Fraczyk, J.; Cechowska-Pasko, M.
Investigational New Drugs, (2019), doi.org/10.1007/s10637-018-0712-8. IF;017 = 3.502.

Synthesis of Bacterial Urease Flap Region Peptide Equivalents and Detection of Rheumatoid
Arthritis Antibodies Using Two Methods.

Konieczna, |.; Kolesinska, B.; Glenska-Olender, J.; Czerwonka, G.; Relich, I.; Fraczyk, J.;
Kaminski, Z.J.; Kaca, W. International Journal of Peptide Research and Therapeutics, (2019),
doi.org/10.1007/s10989-019-09815-5. IF;010 = 1.132

B) Wynalazki oraz wzory uzytkowe i przemystowe, ktére uzyskaty ochrone i zostaty wystawione na
miedzynarodowych lub krajowych wystawach lub targach

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

B1.

B2.

B3.

B4.

BS.

Kaminski Z.J., Kolesinska B., Kinas R., Jastrzabek K., Kolesiniska J. ,Sposdb wytwarzania
tripodstawionych pochodnych 1,3,5-triazyny”

Zgtoszenie patentowe z dnia 16.06.2003, nr P-360728.

Patent udzielony w dniu 09.05.2011.

Kaminski Z.J., Kolesinska B., Kolesinska J., Jastrzabek K. ,Sposéb wytwarzania
tetrafluoroboranéw N-(2,4,6-triazynylo-1)amoniowych”

Zgtoszenie patentowe z dnia 02.04.2004, nr P-366879.

Patent nr P-197559 udzielony w dniu 20.05.2008.

Kaminski Z.J., Kolesiiska B., Kolesiiska J., Jastrzabek K. ,Czwartorzedowe sole N-(3,5-
dipodstawionych-2,4,6-triazynylo-1-)amoniowych kwaséw sulfonowych i ich zastosowanie”
Zgtoszenie patentowe z dnia 29.03.2004, nr. P-366673.

Patent udzielony w dniu 25.08.2011.

Kaminski Z.J., Kolesinska B., Papini A.M., Kolesinska J., Jastrzgbek K. ,, Sposéb wytwarzania soli
N-(2,4,6-triazynylo-1) amoniowych”

Zgtoszenie patentowe z dnia 10. 05. 2004 nr P-367852.

Patent nr PL-211516 przyznany 31.05.2012.

Kaminski Z.J., Kolesinska B., Kolesinska J., Jastrzgbek K. , p-Toluenosulfonate salt of N-Methyl-
N-(3,5-dimethoxy-2,4,6-triazinyl-1-yl)-morpholine and related compounds for use as
condensing reagent in peptide synthesis”
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Patent EP-05006473.2-2117 PCT, CO7D 251/45 z dnia 18.08.2005

B6. Kaminski Z.J., Kolesiriska B., Kolesinska J., Jastrzgbek K., Papini A.M., Bianchini R., Sabatino G.
»Process for the preparation of N-triazinylammonium salts”
PCT/EP2005/055793 (2005), data zgtoszenia przez firme Italvelluti S.p.a. z Wtoch, 07/11/2005.
Patent WO/2007/051496 przyznany 10.05.2007.

B7. Kaminski Z.J., Kolesinska B., Kolesinska J., Rovero P., Kaca W., Grabowski S., Konieczna I.
»Sposob funkcjonalizowania powierzchni ciat statych”
Zgtoszenie patentowe nr P-380339 z dnia 31. 07. 2006.
Patent PL 214990 B1 udzielony 31.10.2013 (ogtoszenie WUP10/13).

Po uzyskaniu stopnia doktora:

B8. Kaminski Z.J., Kolesiriska B., Fraczyk J., tazicka B., Kasperowicz-Frankowska K., Walczak P.,
Rygatfa A., Ottuszak-Walczak E., Czyzowska A., Otlewska A., Dybka K., Pietraszek P. ,Sposéb
wytwarzania estrow kwasu mlekowego z soli kwasu mlekowego”.

Zgtoszenie do UP. RP w dniu 07.11.2014 za nr P. 410091.
Patent udzielony w dniu 14.12.2016.

BO. Kaminski Z.J., Kolesiiska B., Fraczyk J., Olejnik J., Zawadzki S., Karska A., Gzik A., Chaberska A.
,Sposdb  otrzymywania (1R,2S,5S)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-
cyklobutylo-1-oksamoiloetylo)-6,8-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu
(Bocepreviru)”

Zgtoszenie do UP RP wniesione w dniu 05.07.2016 za nr P.417850.
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