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Streszczenie:

Rozpuszczalna cyklaza guanylowa jest enzymem katalizujacym przemiang
guanozynotréjfosforanu w cykliczny guanozynomonofosforan. Powstawanie tego ostatniego
uruchamia cykl przemian biochemicznych, ktéore miedzy innymi, prowadza do rozkurczu
migéni  gladkich, z ktéorych zbudowane s3 naczynia krwionosne. Wstepne prace
przeprowadzone przez E. Martina wykazaty, ze kobinamid aktywuje ten enzym.

Celem pracy bylo znalezienie nowych, selektywnych metod modyfikacji pochodnych
kwasu kobyrynowego, synteza nowych pochodnych tego zwigzku oraz zbadanie ich wptywu
na rozpuszczalng cyklazg¢ guanylowa.

W toku badan opracowalem metode selektywnego otwierania c-laktonu aminami,
prowadzaca, w zalezno$ci od warunkéw reakcji, do mono- i diamidow lub spirolaktonu. Ten
ostatni zwigzek zostat wykorzystana jako prekursor selektywnych modyfikacji w pozycji d-
(Org. Lett. 2010, 12, 4674-4677).

Otrzymatem szereg pochodnych kwasu kobyrynowego sfunkcjonalizowanych
w pozycji mezo-. Pozadane amidy tworzyly si¢ w reakcji mezo-aminy 5 z kwasami
karboksylowymi, bezwodnikami lub chlorkami kwasowymi. W reakcjach tych tworzyl si¢
produkt uboczny - laktam 302. Ta nowa pochodna pozwolita mi na opracowanie metody
selektywnej modyfikacji heptaestru metylowego kwasu kobyrynowego w pozycji d- (Eur. J.
Org. Chem. 2012, 1, 154-159).

Podczas prob bezposredniego arylowania heptaestru 3 w pozycji mezo- odkrylem, Ze
zwigzek ten w obecnos$ci katalizatorow palladowych 1 tlenu przeksztatca si¢ w kobryketon
313 — zwiazek nieposiadajacy podstawnika w pozycji d-. Opracowatem metodg jego syntezy
1 wykazatem, Ze jest on dobrym prekursorem d-nor-c-amidéw (J. Org. Chem. 2013, 78, 4115-
4122).

Zsyntetyzowane zwigzki poddane zostaly badaniom biologicznym w grupie
E. Martina w the University of Texas, Health Science Center w Houston, ktore wykazaty, ze
podstawnik w pozycji d- odgrywa istotng role w procesie aktywacji rozpuszczalnej cyklazy
guanylowej. Ponadto, c,d-izopropyloamidy aktywuja sGC lepiej niz kobinamid,
a wprowadzanie podstawnikow w pozycj¢ mezo- ostabia wlasciwosci aktywujace pochodnych

kwasu kobyrynowego.



Abstract:

Soluble guanylyl cyclase (sGC) is an enzyme which catalyse transformation of
guanosine triphosphate (GTP) to cyclic guanosine monophosphate (¢cGMP), which triggers
further biochemical effects that ultimately result in vasodilatation of blood vessels.
Preliminary experiments made in E. Martin group showed that cobinamide, a derivative of
vitamin By, activates sGC.

The main aim of my work was to develop new methodologies for the selective
synthesis of novel cobyrnic acid derivatives and examine their influence on sGC enzyme.

During my work the synthesis of mono- and diamide derivatives, including the
spirolactone intermediate, was achieved via c-lactone opening using various primary amines.
This is the first known example of selective d-position modification (Org. Lett. 2010, 12,
4674-4677).

Furthermore, selective meso-functionalized cobyrinic acid derivative, meso-amine 5,
was synthesized. This allowed for reactions with carboxylic acids, anhydrides and acid
chlorides. In coupling reactions a lactam 302 by-product was isolated and analyzed.
Manipulation of this compound led to selective d-/meso- modifications (Eur. J. Org. Chem.
2012, 7, 154-159).

During attempts to directly arylate heptaester cobryinate 3 at the meso- position it was
discovered that in the presence of oxygen and a palladium catalyst it transformed into
cobryketone 313. The method was fully optimized and allowed for the synthesis of d-nor-c-
amides (J. Org. Chem. 2013, 78, 4115-4122).

Obtained compounds were submitted for biological tests to the E. Martin group at
University of Texas, Health Science Center, Houston. The results showed that
¢,d-diisopropylamide activates sGC better than cobinamide. Furthermore, modification of the
meso-position showed a dramatic decline in sGC activation. This is also true when the d-

position is elimination, highlighting its importance.
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Zatozenia i cel pracy

1. Zalozenia i cel pracy

Cyklaza guanylowa sGC jest enzymem katalizujagcym przemian¢ guanozyno-5’-
trifosforanu (GTP) w cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan (cGMP). Poziom cGMP
reguluje skurcze miegsni gladkich wplywajac, miedzy innymi, na cisnienie krwi
w krwioobiegu.! Nieprawidtowe funkcjonowanie tego enzymu prowadzi do choréb serca,
ktore obecnie sg najczestsza przyczyng zgonow w krajach rozwinigtych. Z tych powodow
poszukiwanie nowych regulatoréw tego enzymu jest atrakcyjnym celem badawczym.’

sGC zbudowana jest z dwdch podjednostek, z ktorych kazda posiada trzy domeny:
katalityczng (w ktorej wiagzany jest GTP), centralng oraz regulatorowa (w ktorej ulokowana
jest czasteczka hemu). W warunkach fizjologicznych aktywatorem sGC jest tlenek azotu(II),
ktéry taczac si¢ z hemem powoduje zmiany konformacyjne enzymu. Zwiagzki uwalniajace
w organizmie NO (np. nitrogliceryna) sa czg¢sto stosowanymi lekami w chorobie wiencowej
i zawalach serca. Mimo, Ze s3 one skuteczne to posiadaja rowniez szereg wad, do ktorych
nalezag niepozadane skutki uboczne (bole, zawroty glowy, podniesienie ci$nienia
srodgatkowego, methemoglobinemia) oraz szybko wyksztatcajaca si¢ utrata wrazliwosci na
lek (tachyfilaksja). Dlatego tez, poszukuje si¢ nowych lekow, dziatajacych niezaleznie od NO.

Wykazano, ze pewne pochodne witaminy Bj, (np. kobinamid, pochodne kwasu
kobyrynowego, Rysunek 1) sa aktywatorami sGC i oddzialuja z enzymem, wykazujac
dziatanie synergistyczne z niezaleznymi od NO aktywatorami wigzacymi si¢ w domenie
regulatorowej.> Mechanizm ich dziatania nie zostat, jak do tej pory, wyjasniony. Wiadomo

jednak, ze nie oddziatuja one ze znanym miejscem wigzacym enzymu.

pozycja c-

pozycja mezo-

NH \_-CO,H

HO Kobinamid, 1 Kwas kobyrynowy, 2
Rysunek 1. Pochodne witaminy B,, aktywujgce sGC w domenie katalitycznej.

Podstawowym celem mojej pracy bylo otrzymanie nowych, selektywnie
modyfikowanych pochodnych kwasu kobyrynowego jako potencjalnych aktywatoréw
cyklazy guanylowe;.

Zaprojektowanie nowych aktywatordw tego typu jest, na obecnym etapie wiedzy

niemozliwe, poniewaz nie jest znany dokladny mechanizm oddzialywania pochodnych
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Zatozenia i cel pracy

korynowych z enzymem. Dlatego tez, konieczna byla synteza szeregu pochodnych kwasu
kobyrynowego, aby okresli¢ elementy struktury majace istotny wplyw na proces aktywacji.
Z chemicznego punktu widzenia, interesowaly mnie wylacznie funkcjonalizacje w pozycji c-
oraz mezo-. Za gtowny cel postawilem sobie opracowanie metody prowadzenia selektywnych
modyfikacji pochodnych kwasu kobyrynowego w innych pozycjach niz dotychczas poznane.
Realizacja tak postawionego celu obejmowata:
A. Otrzymanie serii nowych pochodnych kwasu kobyrynowego
sfunkcjonalizowanych w pozycji c-.
Do realizacji tego zamierzenia chcialem wykorzysta¢ jako materiat wyjsciowy znang
pochodng kwasu kobyrynowego — c-lakton 4 (Rysunek 2). Planowalem opracowanie metody
wprowadzania réznych podstawnikdéw w pozycje c- w jednym etapie syntetycznym,

wykorzystujac reaktywno$¢ pigcioczlonowego pierscienia laktonu.

mezo-

MeOZC MeOZC MeOZC

\_-CO,Me

¢

Ester metylowy kwasu kobyrynowego, 3 c-Lakton, 4 mezo-Amina, 5
Rysunek 2. Znane selektywnie zmodyfikowane pochodne kwasu kobyrynowego.

) \_-CO,Me

\_-CO,Me
“ MeO,C MeO,C

MeO,C

B. Otrzymanie serii nowych pochodnych kwasu kobyrynowego
sfunkcjonalizowanych w pozycji mezo-.
W tym wypadku zamierzalem mezo-aminge 5 przeksztalca¢ w rdzne pochodne
w reakcji amidowania. Co prawda, w literaturze znane sg przypadki otrzymywania
mezo-amidow z wykorzystaniem aminy 5, jednak brak jest pracy, ktora okreslitaby najlepsze
warunki prowadzenia tej reakcji. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze mezo-aming S otrzymuje si¢
z witaminy Bj; w wyniku kilkuetapowej syntezy. Z tego powodu, zamierzatem znalez¢
metode bezposredniej modyfikacji pozycji mezo- wychodzac z heptaestru 3 — prekursora
mezo-aminy 5.
C. Opracowanie metody selektywnej modyfikacji pochodnych kwasu kobyrynowego
w innej pozycji niz c- oraz mezo-.
Z dostepnej literatury mozna byto przypuszczaé, ze najbardziej prawdopodobne bedzie

znalezienie selektywnej metody wprowadzania podstawnikow w pozycje d-.*
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Naturalne porfirynoidy w biologii i medycynie

2. Czes¢ literaturowa
Naturalne porfirynoidy w biologii i medycynie

Porfirynoidy to zwiazki zbudowane z czterech pierscieni pirolowych potaczonych ze
sobg bezposrednio lub poprzez mostki weglowe. Szkielety najwazniejszych porfirynoidéw
przedstawione sg na rysunku 3. Koryny i korole posiadajg trzy mostki metinowe 1 r6znig si¢
miedzy sobg liczba wigzan podwojnych w pierscieniu makrocyklicznym. Redukcja jednego
lub dwoéch wigzan podwdjnych pierscienia porfiryny prowadzi do powstania odpowiednio
chloryny i bakteriochloryny. Zwiazki te moga zawiera¢ podstawniki na zewnatrz pierscienia
makrocyklicznego — w pierScieniach pirolowych (pozycja B-) lub mostkach metinowych
(pozycja mezo-). Wykazuja one szereg ciekawych wlasciwosci fotofizycznych
i elektrochemicznych, ktore sprawiaja, ze znalazly one liczne zastosowania, mi¢dzy innymi
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Rysunek 3. Struktury szkieletéw najwazniejszych tetrapiroli.

Metody syntezy porfiryn sg dobrze opracowane i1 obecnie prace badawcze skupiajg si¢
gtownie na modyfikacji ich struktur w celu uzyskania zwigzkow o $cisle okreslonych
wlasciwo$ciach. W przypadku naturalnych porfirynoidow modyfikowanie ich struktury jest
trudne ze wzgledu na stopien skomplikowania ich budowy. Duza ilo$¢ grup funkcyjnych
ogranicza mozliwosci syntetyczne, dlatego wcigz poszukuje si¢ nowych metod selektywnych
modyfikacji tych tetrapiroli.

Niniejszy przeglad literatury ograniczony jest do pochodnych naturalnych

porfirynoidéw, ktdre znalazty lub moga znalez¢ zastosowanie w medycynie.

2.1. Porfirynoidy wystepujace w naturze

Zwiazki tetrapirolowe odgrywaja w naturze istotng rol¢. Bez nich niemozliwa bytaby
fotosynteza u roslin (chlorofile), czy transport tlenu w organizmach ssakéw (hemy). To

wlasnie te porfirynoidy sg najbardziej rozpowszechnione w naturze.
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Chlorofil a: R' = Et, R2= Me, R® = Etynyl, 6 Bakteriochlorofil a, 9

b: R'=Et, R? = CHO, R® = Etynyl, 7
d: R'=Et,R?>=Me, R®=CHO, 8

R= /K/\)\/\/'\/\/Kﬂoi/\;
Rysunek 4. Struktury niektoérych chlorofili i bakteriochlorofilu a.

Chlorofile i1 bakteriochlorofile (Rysunek 4) sa zwigzkami o bardzo podobnych
strukturach opartych na szkielecie chloryny lub bakteriochloryny. Chlorofile sa chlorynami,
posiadajacymi w luce makrocyklicznej skompleksowany jon Mg*". Charakterystycznym
elementem ich struktury jest obecno$¢ grupy estrowej w pozycji 17, najczgsciej jest to
pochodna fitolu. Chlorofile dobrze rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach organicznych.
Posiadaja jeden z najwickszych wspotczynnikow ekstynkcji molowej rzedu 10° M 'xcm ™.
Ponadto, wykazuja silng fluorescencj¢. Odpowiedzialne sg za zielony kolor roslin, a ich rola
biologiczna w bardzo duzym uproszczeniu polega na przemianie energii $wietlnej
w chemiczng. Z kolei bakteriochlorofile swoja nazwe zawdzigczaja pochodzeniu — odkryto je
w bakteriach przeprowadzajacych fotosyntezg.

U ssakow porfiryny odgrywaja istotng role w procesie oddychania. Hem uczestniczy
w transporcie tlenu do wszystkich komorek organizmu (Rysunek 5). Jest rowniez grupa
prostetyczng wielu enzymow. Wystepuje miedzy innymi w hemoglobinie, mioglobinie

i cytochromach. Struktura hemdéw oparta jest na szkielecie protoporfiryny IX (PPIX).

HS

HO,C CO,H HO,C CO,H HO,C CO,H
Hem A, 10 Hem B, 11 Hem C, 12
Rysunek 5. Struktury niektérych hemodw.
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Najbardziej rozpowszechniony jest hem B, czyli kompleks zelaza(Il) i protoporfiryny IX.
Pozostate analogi réznig si¢ rodzajem podstawnikéw w pozycjach 3 1 8 na zewnatrz
pierscienia tetrapirolowego. Produktem rozktadu hemu jest bilirubina — liniowy tetrapirol
o pomaranczowej barwie Zwigzek ten wydalany jest z organizmu z zd6lcig, a jego
nagromadzenie w organizmie powoduje z6tte zabarwienie oczu oraz skory (tzw. zottaczke)
1 najczesciej $wiadczy o nieprawidtlowym funkcjonowaniu watroby.

W naturze hem 1 chlorofil, sg najczgsciej spotykanymi porfirynoidami. Istniejg jednak
tetrapirole, ktore wystepuja w naturze w znacznie mniejszej ilosci, a mimo to odgrywaja
istotng role w funkcjonowaniu organizmoéw zywych. Do takich zwigzkéw nalezy witamina

B12 (Rysunek 6)

L= CN, Cyjanokobalamina, witamina By, 13
Me, Metylokobalamina, 14

OH, Hydroksykobalamina, 15
N

—
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HO  OH
Adenozylokobalamina, 16

Rysunek 6. Witamina B, i jej pochodne wystepujgce w naturze.

Koryna ta jest waznym koenzymem 1 bierze udzial m.in. w reakcjach metylowania, czy
przeniesienia grupy metylowej. Dla cztowieka jest ona zwigzkiem egzogennym, co oznacza,
ze musi by¢ dostarczona w pozywieniu. Dzienne zapotrzebowanie u ludzi wynosi okoto 2 ng.
Jej niedobor prowadzi do anemii, z drugiej strony nie odnotowano negatywnych skutkow jej
przedawkowania. Nazwa witamina B, obejmuje cztery pochodne kobalaminy rdéznigce si¢
ligandem w pozycji B. Najmocniejsze wigzanie Co—L wystgpuje w cyjanokobalaminie 13.
Dzigki silnemu powinowactwu do anionu CN  pochodne B;, wykorzystuje si¢ jako
chemosensory cyjankow oraz antidotum dla osob, ktore ulegly zatruciu tymi solami. Ponadto
witamina B, jest dodatkiem stosowanym w przemysle spozywczym. Produkuje si¢ ja przy
uzyciu bakterii,'* a biosynteza obejmuje ponad 30 reakcji enzymatycznych. Jednym
z wazniejszych zwigzkow posrednich w biosyntezie witaminy B, jest kobinamid 1 (Schemat

1).15
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Uroporfirynogen lll, 18

Witamina B4, Kobinamid

Schemat 1. Biosynteza witaminy By,.
2.2. Chemosensory i antidota cyjankow

Cyjanowodor (zwyczajowo nazywany kwasem pruskim) to niskowrzaca ciecz (t. w. 27
°C) o charakterystycznym zapachu gorzkich migdatow. Jest bardzo silng trucizng, poniewaz
anion cyjankowy (podobnie jak siarkowodorowy, azydkowy czy tlenek wegla) wigze si¢
trwale z oksydaza cytochromu ¢, uposledzajac funkcje oddychania komorkowego.'® Okoto
3 miligraméw cyjanowodoru na kilogram masy ciala, uznaje si¢ za dawke $miertelna,'”'®
aw przypadku zatrucia droga wziewng stezenie 270 ppm powoduje praktycznie
natychmiastowg $mier¢."” Stosunkowo duze ilosci cyjanowodoru wytwarzane sa w trakcie
pozardw, zwlaszcza z ptongcych polimeréw zawierajacych atomy azotu takich jak: poliamidy
czy poliuretany, powszechnie stosowane w produkcji mebli.” W trakcie II Wojny Swiatowej
Niemcy uzywali Cyklonu B (kwasu pruskiego osadzonego na ziemi okrzemkowej)
w komorach gazowych obozéw zaglady. Obecnie np. w Czechach nadal produkuje si¢
odpowiednik Cyklonu B pod nazwg URAGAN D2 jako $rodek dezynfekujacy. Chociaz
cyjanowodor jest bardzo toksyczny, to wystepuje on rdéwniez w naturze, w postaci
glikozydow, na przyktad: w pestkach niektorych owocow (moreli, wisni, jabtek), migdatach

czy manioku jadalnym. Szczegoélnie duzym problemem jest wystgpowanie cyjankow
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w manioku. Roslina ta jest podstawowym zrédlem weglowodanow dla okoto 500 milionow
ludzi zasiedlajacych pas tropikalny.?! Spozywanie manioku w formie surowej jest
niemozliwe, gdyz zawarto$¢, pochodzacego z glikozydow, cyjanku siega nawet kilkuset
miligraméw na kilogram.'® Cyjanek zwykle usuwa siec z manioku poprzez wielokrotne
ptukanie woda, jednakze zawsze pozostaje w nim pewna jego ilo$¢. Spozycie nieumiejetnie
przetworzonego manioku moze doprowadzi¢ do zatrucia, a nawet $mierci. Z powodu zatru¢
wywotanych przez nieprawidlowo przygotowane positki, cierpi przynajmniej 200 tysiecy
ludzi rocznie,” dlatego tez poszukuje sie szybkich, tanich, selektywnych i mozliwie czutych
metod wykrywania cyjankéw, jak rowniez antidotow stosowanych w zatruciach cyjankami.
Znaczaca ilo$¢ danych literaturowych §wiadczy o tym, ze nieustannie trwaja badania nad

nowymi, efektywniejszymi sposobami wykrywania tych jonow.'>*%°

2.2.1. Pochodne kobalaminy, jako antidota w zatruciach cyjankami

Witamina Bj, w swojej strukturze posiada atom kobaltu, wykazujacy bardzo duze
i selektywne powinowactwo do anionu cyjankowego. Stata trwatosci tego kompleksu jest
wysoka i wynosi 2.5%x10> M ', Wlasciwos¢ ta wykorzystuje sie w leczeniu zatrué cyjankami,
podajac dozylnie witamine Bj, w postaci hydroksykobalaminy 15. Powinowactwo anionu
CN™ do Co w kobinamidzie jest jednak znacznie wicksze i wynosi 1.8x10° M. Na tej
podstawie Boss 1 wspotpracownicy zaproponowali uzycie diakwakobinamidu 19, jako
antidotum w zatruciach cyjankami.”

Kobinamid otrzymuje si¢ z witaminy B> w wyniku hydrolizy fosforanu w pozycji f-
witaminy By, (Schemat 2). Opracowano kilka sposobdéw prowadzenia tego procesu. Boss
ogrzewal witaming B, z kwasem solnym.?® Szybka reakcja (8 min.) w temperaturze 65 °C
data kobinamid w postaci diakwakompleksu z wydajnoscia powyzej 80%. Z kolei Renz
wykorzystat do tego celu $wiezo stracony Ce(OH); oraz HCN.*® W warunkach tych
dicyjanokobinamid (1) tworzyt si¢ z wydajnoscia 95%. Zelder otrzymal akwakobinamid 20
w reakcji witaminy B, z Cu(NOs;),-:3H,O w metanolu, w tubie ci$nieniowej, przegrzewajac
rozpuszczalnik do 100 °C przez 20 min (63%). Nastepnie, przy pomocy wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) rozdzielil mieszaning regioizomeréw akwakobinamidu 20
otrzymujac a-cyjano-B-akwakobinamid (40%) oraz a-akwa-f-cyjanokobinamid (23%).
Kompleks dicyjankowy 1 mozna tatwo przeksztatci¢ w akwakompleks 20 w reakcji z kwasem

2
octowym. 930
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AN
OH

L1=L2=H20,Z=2r 19
Witamina B4, L'=H,0,L2=CN,Z=1, 20

L'=12=CN,z=0, 1
Schemat 2. Synteza: (A) diakwakobinamidu 19: (i) L = OH, HCI, 65 °C, 8 min. 80%; (B) akwakobinamidu 20:
(i) L=CN lub OH, 1) Ce(OH)3, HCN, 95%. 2) AcOH, 24 godz. albo L = CN, (i) Cu(NO3),-3(H,0), MeOH, 100 °C, 20
min., 63%.

W toku dalszych badan Boss 1 wspoipracownicy wykazali skuteczno$¢ diakwakobinamidu 19
w leczeniu zatru¢ cyjankami, prowadzac badania na liniach komoérkowych a nastepnie
muszkach owocowych oraz myszach.’’ Badania antidotéw na modelach zwierzecych
prowadzi si¢ posrednio, mierzac spektroskopowo stezenia oksy- i1 deoksyhemoglobiny.
Zatrucie cyjankami prowadzi do wzrostu stezenia oksyhemoglobiny i1 spadku stezenia
deoksyhemoglobiny. Na tej podstawie dokonano poréwnania skutecznos$ci odtruwania przez
kobinamid i hydroksykobalamine (ktéra obecnie stosuje sie jako odtrutke).”* Badania, ktore
przeprowadzono na nowozelandzkich krolikach, wykazaty ze uzycie kobinamidu jako
antidotum ponad pigciokrotnie skraca czas powrotu ilosci oksy- i deoksyhemoglobiny do

normalnych wartos$ci stgzen.

2.2.2. Pochodne kobalaminy, jako chemosensory anionu cyjankowego

Drugim zastosowaniem witaminy Bj; 1 jej pochodnych jest detekcja anionow CN'.
W roku 2008 Zelder opisat metode oznaczania jonow CN -, w ktdrej witamina By, petnita role
chemosensora.” Aniony cyjankowe ze wzgledu na silne powinowactwo do atomu kobaltu
witaminy By, zdolne s do wymiany liganda benzimidazolowego, tworzac dicyjanokompleks
21 (Schemat 3). Powoduje to batochromowe przesuniecie pasm absorpcji w widmie UV/Vis
kompleksu 21 w poréwnaniu do pasm absorpcji witaminy Bj,, dlatego tez obserwuje si¢
zmiang koloru z czerwonego na fioletowy. Niestety, metoda ta cho¢ bardzo selektywna (nie
zaobserwowano zmian koloru gdy stosowano inne aniony), pozwala na spektroskopowe

oznaczenie aniondw cyjankowych tylko w milimolowych stezeniach.
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13 21

X =F, CI, Br, SCN", NOy’, CIO,", HCO5", PO,%, SO,%, AcO", PhCO,’
Schemat 3. Witamina B, jako chemosensor CN".

Znacznie lepszymi chemosensorami aniondéw CN° s3 akwakompleksy pochodnych
witaminy B,. Detekcja cyjankow z wykorzystaniem pochodnych witaminy Bj,, mozliwa jest
dzigki znacznej réznicy w polozeniu pasm absorpcji w widmie UV/Vis akwakompleksu
i kompleksu dicyjano. Akwakompleksy maja kolor pomaranczowy, ktéry w obecnosci
anion6w CN  zmienia si¢ na intensywnie fioletowy. Dzigki wysokim wspotczynnikom
ekstynkcji pochodnych witaminy Bj;, mozna obserwowaé¢ zmian¢ koloru bardzo
rozcienczonych roztworéw, zatem metoda ta jest bardzo czuta. Ponadto, w przypadku
pochodnych witaminy B, atom kobaltu koordynuje anion CN™ bardzo selektywnie.

Kobinamid posiada jedng z najwyzszych wartosci statych kompleksowania anionu
CN’, stad jest on znacznie lepszym receptorem anionéw CN  niz witamina Bj;. Do
wykrywania cyjankéw stosuje sie zardwno akwakobinamid 20 jak i diakwakobinamid 19.**
Ten ostatni w obecnosci niedomiaru aniondw cyjankowych, bardzo szybko przeksztalca si¢
w dicyjanokobinamid 1 w warunkach kontroli kinetycznej (Schemat 4). Po pewnym czasie

ustala si¢ rownowaga odpowiednia dla danego stezenia anionéw CN, w ktorej znaczacy

H,NOC CONH, 2+ H,NOC CONH, * H,NOC CONH,
HNOG = CONH, HNOG 2 CONH,
CN
—_—
—
H,O
H,NOC S H,NOC .
oﬁ) \_-CONH, Oﬁ) \_-CONH,
ENH ENH
& TOH 19 & TOH 20 & TOH 1

Schemat 4. Réwnowaga ligandéw w chemoreceptorach cyjankdéw opartych na pochodnych witaminy B,,.
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udziat ma akwakobinamid 20. W zwigzku z wigkszg trwatoscig pochodnej 20 (stabilna przez
dhugi czas w temperaturze 4 °C) w stosunku do diakwakobinamidu 19, wygodniej jest
stosowac do detekcji cyjankow ten pierwszy.
Wykorzystujac zwigzek 20 Boss opracowat spektroskopowag metode ilosSciowego oznaczania
cyjanku we krwi,®® limit wykrywalnosci wynosi okoto 1pmol-L™'. Niestety, metoda ta
wymaga skomplikowanej procedury analitycznej. Krew nalezy odwirowac, cyjanek z krwinek
wylugowa¢ wodg, a nastgpnie przeprowadzi¢ go w cyjanowodor. Po zatezeniu, probka
poddawana jest reakcji z chemosensorem i nast¢pnie analizie spektroskopowe;.

Ester metylowy kwasu kobyrynowego 3 posiada bardzo wysoka warto$¢ stalej
kompleksowania CN™ i wynosi ona 1.35x10° M. Niestety, ograniczeniem w jego stosowaniu

jest staba rozpuszczalnos¢ tego zwigzku w wodzie.

o

MeO,C MeO,C
\\: % y—CO,Me \\: = f—CO;Me
z o / B

WitaminaB, ——>

MeO,C MeO,C

) \_-CO,Me \_-CO,Me

MeO,C MeOZC)
3 22

Schemat 5. Synteza heptaestru metylowego 3 i jego akwakompleksu. (i) MeOH, H,SO,4 7 dni, 89%; (ii) 30% HCIO,
lub 100% AcOH.

Synteze heptaestru metylowego opisal w swej dysertacji Werthemann (Schemat 5).%
Witamina Bj, potraktowana jednonormalnym roztworem kwasu siarkowego w metanolu
ulega hydrolizie, a nast¢pnie estryfikacji (89%). Ester 3 przeksztatcono w akwakompleks 22
w reakcji z wodnym 30%-owym roztworem kwasu nadchlorowego, zwigzek ten istnieje
w postaci dwoch regioizomerdéw (co wynika z mozliwosci wymiany liganda od strony a- lub
B-), ktore pozostaja ze soba w rownowadze.*®

Zelder 1 wspotpracownicy uzyli estru metylowego kwasu kobyrynowego do detekcji
cyjankéw w manioku.”*"® Heptaester 22 osadzono na zelu krzemionkowym C g, a nastepnie
w tej formie uzyto go jako immobilizowany wskaznik do oznaczania cyjankéw. W ten sposob
otrzymano proste 1 czule urzadzenie wielokrotnego uzytku (regenerowane poprzez
przeplukanie 1% wodnym roztworem kwasu, a nastgpnie woda). Wskaznik ten przetestowano
na probkach ekstraktow z manioku oraz dymu tytoniowego. Nast¢pnie, t3 samg technike
uzyto do bezposredniej detekcji aniondw CN~ we krwi’’ Metoda ta pozwala, bez
koniecznos$ci uzywania sprzgtu laboratoryjnego, na szybka oceng zawartosci szkodliwej ilo$ci

CN.
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Hassan, Hamza i1 Kelany wykorzystali heptaester 3 do ilo$ciowego oznaczania
cyjankow w $ciekach metoda spektroskopowa.”” W tym przypadku, mozliwe byto oznaczenie
stezent aniondéw CN™ ponizej 1 pmol-L™". Pomiar uznawano za zaktécony, gdy absorbancja dla
wybranych dlugosci fal (353, 368 1 580 nm) zmienita si¢ 0 +5%. Najstabsza selektywnos¢
kompleksowania zaobserwowano w obecno$ci anionéw SOs”". Zmiang absorbancji (580 nm)
0 5% zaobserwowano, gdy stosunek anionéw SOs*/CN™ wynosil 75. Autorzy wykazali
uzyteczno$¢ tej metody do oznaczania zwarto$ci cyjankéw w S$ciekach przemystowych
z doktadno$cig do 95%. Na koncu poroéwnali oni swoja metod¢ z innymi dotychczas
opisanymi w literaturze. Co prawda, istnieje kilka metod doktadniejszych i bardziej
selektywnych, ale wymagaja one dluzszego czasu oznaczenia. Wigkszo$¢ metod jest mniej
selektywna, z kolei limity detekcji sa3 na podobnym poziomie do metody wykorzystujacej
heptaester 3.

Znacznie lepszym podejsciem wydaje si¢ zastosowanie w roli chemosensora
rozpuszczalnego w wodzie kwasu kobyrynowego 23. Otrzymuje si¢ go w reakcji zasadowe;j
hydrolizy heptaestru metylowego 3 (79%) (Schemat 6).*! Stata kompleksowania anionu CN~
kwasem kobyrynowym 23 jest mniejsza od tej wyznaczonej dla reakcji z kobinamidem
iwynosi 1.2x10° M'. Mimo to, jest to warto§¢ wystarczajaco duza, aby mozna bylo

skutecznie oznacza¢ aniony CN~ w roztworach wodnych.

HO,C cr
\\2 . H
/ AN a
w s

MeO,C

Schemat 6. Synteza kwasu kobyrynowego. (i) NaOH, MeOH, 24 godz., 79%.

Zelder 1 Ménnel-Croisé poréwnali wlasciwosci kompleksujace opisanych powyzej
akwakompleksow: kwasu kobyrynowego 23, heptaestru 22 i kobinamidu 20.* Autorzy
stwierdzili, ze selektywno$¢ detekcji aniondéw CN~ wzgledem SCN™ kwasem kobyrynowym
23 jest okoto dziesigciokrotnie wigksza niz w przypadku zastosowania kobinamidu 20 czy
heptaestru 22. Lepsza selektywnos$¢ detekcji CN~ kwasem kobyrynowym 23 wynika
z wewnatrzczasteczkowego oddziatywania grupy karboksylowej w pozycji c- z aksjalnym
ligandem — czasteczka wody. Kwas kobyrynowy pozwala na bezposrednig detekcje cyjankow

poprzez obserwacj¢ zmiany barwy wodnych roztwordéw (10 uM).
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Obecnie do wykrywania cyjankéw stosuje si¢ metode wymagajaca destylacyjnego
wydzielenia cyjanku w postaci HCN, przereagowaniu z chloraming-T oraz kwasami
1,3-dimetylobarbiturowym 1 pirydyno-4-karboksylowym, a nastepnie zmierzeniu absorbancji
(600 nm). Metoda ta jest czuta (zakres pomiarowy 0.02 - 20 ug/L) i doktadna, ale wymaga
skomplikowanej procedury. Z kolei akwakompleksy pochodnych witaminy Bj, pozwalaja na
selektywne i szybkie okreslenie niebezpiecznej dawki cyjankéw (0.02 mg/mL). W przypadku
leczenia zatru¢ cyjankami najistotniejszy jest czas, dlatego maksymalne skrdcenie czasu
oczekiwania na wynik jest niezwykle istotne w przypadkach bezposredniego zagrozenia
zycia. Wdrozenie procedur detekcyjnych opartych na akwakompleksach pochodnych
witaminy B, w lecznictwie jest wigc bardzo atrakcyjnym kierunkiem i moze stanowi¢ bardzo

dobrg alternatywe lub uzupetienie obecnie stosowanych metod.

2.3. Terapia fotodynamiczna

Historia terapii fotodynamicznej sigga bardzo zamierzchlych czaséow, kiedy to
starozytni Grecy i Indianie uzywali stonca do leczenia niektorych schorzen skory.***
Jednakze pierwsze, nowozytne doniesienie na temat leczenia nowotworu skory $wiatlem
miato miejsce na poczatku XX wicku i zostato opisane przez von Tappeinera i Jesionka.*’
Termin terapia fotodynamiczna zostal uzyty po raz pierwszy w 1907 roku przez von
Tappeinera do okreslenia dynamicznej interakcji $wiatta ze zwigzkiem fotoczutym i tlenem,
ktora prowadzi do zniszczenia tkanki chorobowej.*

Poczatkowo fototerapi¢ stosowano wyltacznie do leczenia choréb nowotworowych,
obecnie ma ona nieco szersze zastosowanie. Ze wzgledu na zasade dzialania probuje si¢ ja
wdraza¢ w leczeniu chordb o podtozu bakteryjnym, wirusowym i grzybiczym. Wazne jest aby
fotouczulacze selektywnie wnikaly do komoérek nowotworéw 1 patogendw. Nastepnie,
zmienione chorobowo miejsce zostaje poddane dziataniu §wiatta o okreslonej dlugosci fali
w zalezno$ci od stosowanego fotouczulacza. Zwigzek ten absorbuje s$wiatto 1 ulega
wzbudzeniu, przechodzac ze stanu singletowego podstawowego w singletowy stan
wzbudzony (Rysunek 7). Nastepnie, czasteczka fotouczulacza moze przej$¢ do nizej lezacego
stanu trypletowego. W obecnos$ci tlenu moze nastapi¢ migdzyczasteczkowy transfer energii
i wowczas generowany jest tlen singletowy ('O,). Tlen w stanie S; jest bardzo reaktywny

1 wewnatrz komorek reaguje z biomolekutami, czgsto powodujac ich degradacje.
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A Stany elektronowe:

VR GS - stan podstawowy
S, (u) :.—:— IC VR S,, - stany singletowe
Y ; T - stan trypletowy
i ISC VR Procesy promieniste:
?0 Si (Tl) Y » — A - absorpcja
E’ : T(TT) F - fluorescencja
o

P - fosforescencja

Procesy bezpromieniste:

VR - relaksacja wibracyjna

i

GS IC - konwersja wewnetrzna

ISC - przejscie miedzysystemowe

Rysunek 7. Diagram Jabtonskiego.

Elementem kluczowym w skutecznej terapii fotodynamicznej jest fotouczulacz.
Najwazniejsze cechy, jakie musi posiada¢ to duza biodostepnos¢, stabilnos¢ w warunkach
fizjologicznych, selektywna akumulacja w komoérkach nowotworowych, wysoka wydajnos¢
generowania tlenu singletowego oraz odpowiednie wilasciwosci fotofizyczne — wysoki
wspotczynnik ekstynkcji molowej, absorpcja w zakresie tzw. okienka biologicznego.
Przyjmuje si¢, ze najlepiej jesli absorbuje on $wiatto o dlugosci fali od ~700 do 1000 nm.
Swiatto o takiej dlugosci fali skutecznie wnika wgtab tkanki, co najmniej na glebokosé
1 centymetra.*” Najwickszym problemem jest selektywno$¢ gromadzenia sie fotouczulacza
w komorkach nowotworowych i patogenach

Biodostepnos$¢ fotouczulaczy moze zosta¢ zwigkszona, w wyniku modyfikacji
prowadzacych do poprawy rozpuszczalnosci tych zwigzkow w wodzie. Jedng z nich jest
wprowadzenie do struktury czasteczki jednostek poliglikolu lub cukru. Obecno$¢ tych
ostatnich wptywa rowniez na selektywno$¢ kumulowania si¢ fotouczulacza w komorkach
nowotworowych.

Zwiazki tetrapirolowe spelniaja wigkszo$¢ kryteriow dotyczacych wlasciwosci
biologicznych 1 fotofizycznych stawianych dobrym fotouczulaczom 1 dlatego sa
najpopularniejszg klasa zwigzkéw stosowang w terapii fotodynamicznej. Wsrdéd nich
najwicksze zastosowanie znalazty zwigzki naturalne lub ich pochodne i1 to one byly
pierwszymi pochodnymi zastosowanymi w praktyce medycznej. Obecnie wyrdznia si¢ trzy
generacje fotouczulaczy.

Fotouczulacze pierwszej generacji, s3 to pierwsze fotouczulacze porfirynowe uzywane
w terapii fotodynamicznej. Otrzymywanie ich opisali Dolphin i wspotpracownicy.*®

Najszerzej stosowanym fotouczulaczem pierwszej generacji jest Photofrin® (Rysunek 8). Jest
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CO,H

OH
R= \( lub ﬁ COH

R - P

Rysunek 8. Struktura reprezentujaca Photofrin. Przedstawiono przyktadowe wigzania, ktére taczg poszczegdine
jednostki porfiryn. llos¢ jednostek porfirynowych moze wahac sie od 2 do 9

to statystyczna mieszanina oligomeré6w hematoporfiryny (2-9 jednostek porfirynowych
polaczonych ze sobg w rézny sposdb) otrzymywana w wyniku jej kondensacji w warunkach
zasadowych. Photofrin posiada sporo wad, ktore cechujg fotouczulacze pierwszej generacji.
Do ich wzbudzenia uzywa si¢ $wiatta o dlugos$ci fali 630 nm, zatem leczenie glebszych partii

tkanek jest prawie niemozliwe. Wysokie stezenie Photofrinu®

dlugo utrzymuje si¢
w niektorych organach i w skorze, stad po podaniu leku pacjenci zmuszeni s3 unikaé $wiatta
przez okres od 1 do 2 miesiecy.”” Mimo wielu wad, Photofrin zostat zatwierdzony do leczenia
m.in. raka skory, przetyku, ptuc czy dysplazji szyjki macicy.™

Zasadnicza ro6znicg pomiedzy pierwsza i druga generacja fotouczulaczy jest dlugosé
fali Swiatta absorbowanego (>660 nm), dzigki czemu sg one skuteczniejsze w leczeniu tkanek
polozonych na wigkszej glebokosci. Wiasciwos$¢ ta osigga si¢ m.in. dzigki zastosowaniu jako

rdzenia fotouczulacza chloryny lub bakteriochloryny, ktére wzglgdem porfiryn, posiadaja

pasma absorpcji przesuniete w strone dhuzszych fal (odpowiednio okolo 660 i 760 nm).”!

OH HO
- SPSUSIL
R3
R4
<« o » D O
CO,Me
R OH HO MeO,C 2
Tookad, 29 Temoporfin, Foscan, 30 Verteporfin, 31
Ceg: R' = CO,H, R?= CO,H 25 R® = (CH),CO,Me, R* = (CH2),CO,H,
Npeg: R' = CO,H, R? = CONHCH(CO,H)CH,CO,H 26 lub R* = (CH;),CO,Me, R® = (CH2),CO,H
Radachlorin: R' = CO,Na, R? = CO,Na 27
Photolon: R! = CO,H, R? = CO,Me 28

Rysunek 9. Przyktady fotouczulaczy drugiej generacii.
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Niektore fotouczulacze drugiej generacji (Rysunek 9), wsrdd nich proste pochodne
chlorofilu,® stosowane sa w praktyce klinicznej lub sa w zaawansowanej fazie badan
klinicznych takich choréb jak: nowotwory glowy, szyi, ptuc, piersi, skory, prostaty, migsaki
Kaposiego, zwyrodnienie plamki zottej.”*> Wykazuja one spora selektywno$é¢ akumulaciji
w komorkach nowotworowych i patogendw, wcigz jednak trwaja poszukiwania pochodnych
posiadajacych specyficzne powinowactwo do okreslonych typow komorek lub patogenow.

Fotouczulacze drugiej generacji sprawdzity si¢ w praktyce klinicznej dzigki dobrym
wlasciwosciom fotofizycznym, jednakze charakteryzuja si¢ one niezadowalajgca
selektywnoscia. Z tych powodow czgsto stanowig podstawe do dalszych badan prowadzacych
do fotouczulaczy trzeciej generacji. Obecnie gtéwnym celem badan jest otrzymanie polaczen
efektywnych fotouczulaczy ze zwigzkami o wysokim powinowactwie do okreslonego typu
komorek.

Jednym z przyktadow takiego podejscia sa modyfikacje dobrze poznanego leku
Foscan.'’ Jedna ze strategii polega na laczeniu zwiazkow tetrapirolowych z peptydami
i biatkami selektywnie oddzialywujagcymi z komoérkami nowotworowymi. W 2011 roku
opisano syntez¢ potaczen fotouczulaczy z przeciwcialami majacymi zwigkszone
powinowactwo do komorek nowotworowych.>* Z kolei, synteza potaczen tetrapiroli
z cukrami zostata wyczerpujaco opisana przez Cavaleiro i wspotpracownikow w 2007 roku.>
W ten sposob otrzymano zwiazki o zwigkszonym powinowactwie do niektorych komorek
nowotworowych. Poprawe¢ selektywnosci gromadzenia si¢ fotouczulacza w komodrkach
nowotworowych osigga si¢ roéwniez poprzez przytaczanie lipidow. Utworzone w ten sposob
zwigzki czgsto majg wilasciwosci amfifilowe, dzieki czemu tatwiej przechodzg przez btony
komoérkowe.”

Projektowanie efektywnych fotouczulaczy jest bardzo trudne. Na obecnym etapie
wiedzy, mozna jednak poda¢ kilka cech jakimi powinny charakteryzowaé si¢ takie zwigzki.”’
Wykazano, ze przesunigcie absorpcji w strone dtuzszych fal osigga si¢ przez zredukowanie
porfiryny do chloryny lub bakteriochloryny, podstawienie duzych grup w pozycje - zwigksza
wspotczynnik ekstynkcji molowej, wieksza stabilno$¢ mozna osiagnaé zwigkszajac potencjat
utleniania porfirynoidu np. poprzez utworzenie kompleksu z jonami Pd** lub In**. Niestety,
czgsto przeprowadzona modyfikacja w celu uzyskania jednej z pozadanych cech pogarsza
inna, np. wprowadzenie do luki makrocyklicznej jonéw Pd*" lub In*" zwieksza stabilno$é
tetrapirolu, jednak skutkuje nizsza wydajno$cia generowania 'O,.

W niniejszym przegladzie literatury opisz¢ modyfikacje naturalnych tetrapiroli majace

na celu otrzymanie efektywnych fotouczulaczy. Najczesciej polegaja one na laczeniu
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porfirynoidéw ze zwigzkami o duzym powinowactwie do komoérek nowotworowych. Sa to
pochodne cukréw, steroli, peptydow. Z kolei, inne modyfikacje prowadza do powstania
fotouczulaczy dwufunkcyjnych — wykorzystywanych w PDT i do obrazowania nowotworow.
Na koncu omoéwione zostang fotouczulacze, ktére maja wiasciwosci przeciwwirusowe,
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze. Polaczenia tetrapiroli z peptydami oraz przeciwciatami
zostaly opisane w artykutach przegladowych w roku 2011,°*°® dlatego nie bede ich

szczegblowo omawiat.

2.3.1. Modyfikacje chlorofilu i bakteriochlorofilu

Metoda izolowania chlorofili, ich wtasciwos$ci chemiczne jak i ich modyfikacje byly

62 Dobrym zrodlem tych naturalnych tetrapiroli sa sinice

przedmiotem licznych przegladow.
z rodzaju Spirulina. Z jednego kilograma suszu mozna wyodrebni¢ okoto trzech gramow
chlorofilu a.*® Ekstrakt zawiera mieszaning chlorofili 6-8, w ktorych dominuje chlorofil a 6,
ktéry poddaje si¢ demetalacji, rozdziela chromatograficznie na tlenku glinu i transesteryfikuje
metanolem w obecnosci kwasu siarkowego. W ten sposob otrzymuje si¢ stabilng pochodng —
ester metylowy pheofityny a 32 (Schemat 7). Pochodna ta ulega utlenieniu pod wplywem
tlenu do bezwodnika 33 — purpuryny 18, ktéry pod wptywem zasady daje trikarboksylowa

pochodna 34 — chloryng ps (Cps). Z estru metylowego pheofityny a 32 w wyniku pirolizy we

Spirulina (0)
. —_—
maxima

COMe  CO,Me CO,Me CO,H
Ester metylowy pheofityny a, 32 Purpuryna 18, 33 Chloryna pg, 34

(iv)l V)

R = n-heksyl

[oXN\
CO,Me CO,Me R

Ester metylowy piropheoforbidu a, 35 Purpurynoimid, 36
Schemat 7. Synteza podstawowych pochodnych chlorofilu. (i) H,S0,, MeOH; (ii) O,, OH, nastepnie kwas; (iii)
NaOH; (iv) 2,4,6-kolidyna, wrzenie; (v) n-C¢H13NH,, CH,N,, KOH, MeOH.

o
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wrzacej 2,4,6-kolidynie otrzymuje si¢ pochodng piropheoforbid a 35
(PPFa), pochodna zdekarboksylowana w pozycji 1325 Zwiazek 33
reaguje z n-heksyloamina dajac odpowiedni purpurynoimid 36.°*
Przedstawione powyzej syntezy obrazuja podstawowe modyfikacje

chlorofilu, w wyniku ktérych otrzymuje si¢ pochodne bedace

Rysunek 10. Numeracja ZWiazkami wyjsciowymi do dalszych funkcjonalizacji, najczescie]
pierscienia pochodnych
chlorofili i

bakteriochlorofili. modyfikacje  grup  polozonych na  zewnatrz  pierScienia

w pozycjach 3, 8, 13 oraz 17 (Schemat 7, Rysunek 10). Podstawowe

makrocyklicznego s3 dobrze poznane i zostaly zebrane w artykule przegladowym przez
Pavlova i Ponomareva.”’ W niniejszym przegladzie pochodne te beda czesto wystepowaty

jako material wyjsciowy do dalszych przeksztatcen.

2.3.1.1. Polaczenia pochodnych chlorofilu z cukrami

Jednym ze sposobdw zwigkszania biodostepnos$ci fotouczulaczy tetrapirolowych jest
synteza potaczen z odpowiednimi cukrami. Ugrupowanie cukru zwigksza charakter
hydrofilowy zwigzku 1 wulatwia przenikanie przez blony komodrkowe wyposazone
w odpowiednie receptory. Wydawalo si¢, ze przylaczony stosunkowo maty fragment cukru
nie bedzie miat wptywu na przechodzenie czasteczki przez btone komodrkowa. W jednym
z artykutow Zheng opisat te sytuacje nastgpujacg metafora: ,,will the <<mouse>> be able to
drag an <<elephant>> through a mouse hole?”® Praktyka wykazata jednak, ze jest to

6667 ponadto stwierdzono, ze obecno$é w strukturze fotouczulacza jednostki

mozliwe.
cukrowej nie obniza wydajno$ci kwantowej tworzenia tlenu singletowego, wptywa jednak na
jego dystrybucje w komorce.”® Wsrod biatek rozpoznajacych i wiazacych cukry bardzo

istotng grupe stanowig galektyny. Badania wykazatly, ze komodrki nowotworowe posiadaja

Lac(OH); = R!

R2 43 R'= OLac(OH),, RZ2=R3%=Me
44 R2? = OLac(OH),, R'=R%=Me

45 R® = CH,OLac(OH);, R'=R%=Me

07 >N Yo
OH Co,Me  CeHia (ii)

37 R'=OH, R?=R%=Me 40 R'=OLac(OAc), R2=R3=Me
0]
38 R?=0H, R'=R®=Me —— 41 R?=0Lac(OAc), R'=R3=Me

39 R3=CH,OH, R'"=R?=Me 42 R3 = CH,0OLac(OAc);, R' =R? = Me
Schemat 8. Synteza regioizomerdw purpurynoimidu 36 z laktoza. (i) Lac(OAc)g, BF5-Et,0; (ii) MeONa.
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zwigkszong ilos¢ tych receptorow; dotyczy to najczesciej galektyny-1 (Gal-1) 1 galektyny-3
(Gal-3).*” Galektyny te wykazuja wysokie powinowactwo do B-galaktozydow takich cukrow
jak np. laktoza.

Czesto stosowang metodologia prowadzaca do otrzymania potaczen cukréw
z pochodnymi chlorofilu jest reakcja alkoksylowania hydroksylowych pochodnych
alkoholami w obecnos$ci BF;-Et,O. Pandey zastosowat t¢ metod¢ do otrzymania trzech
analogow purpurynoimidu 36, r6znigcych si¢ miejscem przytaczenia laktozy, (pozycje 3, 8
i12) (Schemat 8).°” Alkohole 37-39 poddawane byly reakcji z heptaacetylolaktoza
w obecno$ci kwasu Lewisa. Po usunigciu grup zabezpieczajacych otrzymano pozadane
regioizomery 43-45. Na podstawie badan in vitro oraz in vivo ustalono, ze sposrod
przebadanych zwigzkow najbardziej efektywnym fotouczulaczem jest zwigzek posiadajacy
fragment laktozy w pozycji 3. Mironov w 2001 roku zastosowat ta sama metodologi¢ do

otrzymania polaczen glukozy z pochodna PPFa 46 (Schemat 9).%

OR

) R=Ac 47
O I

CO,Me
46
Schemat 9. Synteza pochodnej cukrowej 48. (i) Glu(OAc)s, BF;-OEt,. (ii) MeONa, MeOH.

CO,Me

Ponadto, otrzymano polaczenia glukozy z pochodna PPFa poprzez tioeter (Schemat
10). 3-(1-Bromoetylo)piropheoforbid a (49) poddano reakcji z 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-1-tio-3-
D-glukopiranoza otrzymujac acetylowang pochodng 50, z ktorej po hydrolizie otrzymano
tioeter 51. W toku badan okazalo si¢, ze w reakcji tej, z powodzeniem, mozna zastosowac
pochodng heksozy z wolnymi grupami hydroksylowymi. Odbezpieczone pochodne cukrowe
wykazujg dobrag rozpuszczalnos¢ w wodzie, niestety nie opisano ich aktywnos$ci jako

fotouczulaczy.
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50
51

CO,H

| (iii)
Schemat 10. Synteza tiolowych pochodnych Mironova. (i) 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-1-tio-B-D-glukopiranoza; (ii)
MeONa; (iii) B-D-glukopiranozylomerkaptyd sodu, DMF.

Najbardziej popularng metoda przylaczania fragmentéw cukrow do pochodnych
chlorofili w pozycji 17 jest reakcja amidowania. W ten sposob Pandey ze wspotpracownikami
zsyntetyzowali szereg pochodnych Kklinicznie efektywnego””"
3-(1’-heksyloksyetylo)-3-dewinylo piropheoforbidu a 52 (HPPH, Photochlor®) z réznymi
jednostkami cukrowymi (Schemat 11).”' Wolng grupe karboksylowa w pozycji 17
aktywowano EDC w obecnosci DMAP, a nastgpnie powstaty zwigzek posredni poddano
reakcji z acetylowanymi 1-f-aminocukrami, zar6wno mono- (galaktoza i1 glukoza) jak
i dwucukrami (laktoza i celobioza) (38-73%).”" W ten sposéb otrzymano docelowe potaczenia
57-60 cukrow z HPPH w pozycji 17. Sposrdd przebadanych zwigzkéw najbardziej
efektywnym fotouczulaczem okazal si¢ zwigzek 57 z przylaczonym fragmentem galaktozy.
Posiadatl on czterokrotnie wigksza aktywnos¢ od wyjsciowego HPPH 52. Wykazano, ze
zwigkszona aktywno$¢ nie wynikata jednak z lepszej akumulacji w guzie, lecz z gromadzenia
si¢ fotouczulacza w lizosomach. Roéwnie efektywne okazato si¢ Iaczenie cukrow
z purpurynoimidami w pozycji 17 przy uzyciu BOP jako odczynnika sprzegajacego. W ten
sposob otrzymano purpurynoimidowe analogi zwiazkéow 55 i 59,°" ktore byly gorzej

R'HN
HPPH, Photochlor, 52 53 R = peracetylowana galaktoza 57 R? = galaktoza
54 R' = peracetylowana glukoza 58 R? = glukoza
55 R' = peracetylowana laktoza 59 R? = laktoza
56 R'=peracetylowana celobioza 60 R? = celobioza

Schemat 11. Synteza potaczen cukru z HPPH. (i) EDC, DMAP, RlNHZ, 38-73%; (ii) MeONa, 85-96%.
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wchlaniane przez komorki nowotworowe RIF niz niezwigzany z laktoza purpurynoimid 37.
Stosujac metodologie sprzegania przy uzyciu BOP, Zhang poddat reakcji HPPH 52
z N-Boc-etylenodiaming, a nastgpnie reakcji z kwasami posiadajgcymi w swej strukturze od
jednego do pieciu ugrupowan laktozy (Schemat 12). Niestety, otrzymane polaczenia okazaly
si¢ nieefektywne w PDT. W badaniach in vivo aktywno$¢ fotodynamiczna zwigzkéw 62 nie

byta wigksza od aktywnosci HPPH.

(OAc);Laktoza~

(OAc);Laktoza—

I
(OAc);Laktoza~

N
H
H
N

(OAc);Laktoza— (OAc);Laktoza~

N

(OAc);Laktoza—

Schemat 12. Synteza pochodnych HPPH 61 i 62. (i) N-Boc-etylenodiamina, BOP, TEA; (ii) TFA; (iii) R—OH, BOP,
TEA.

Wydajng dwuetapowa synteze polaczen PPFa z niezabezpieczong pochodnag glukozy
opracowat Zheng (Schemat 13).°® Ester metylowy PPFa poddano hydrolizie do zwiazku 63,
ktory poddano reakcji z NHS w obecnosci DCC, a nastgpnie aktywny ester poddano reakcji
z chlorowodorkiem D-glukozaminy w wyniku czego otrzymano pochodng 64. Gléwnym
zatozeniem bylo polepszenie wchlaniania fotouczulacza przez komorki rakowe wykazujace
nadekspresje¢  transporterow glukozy (GLUT). Badania biologiczne otrzymanego
fotouczulacza prowadzone byly zarowno pod katem zastosowania w PDT, jak rowniez
w obrazowaniu fluorescencyjnym w podczerwieni (NIR). Wykazano, ze zwigzek 64
selektywnie akumulowat si¢ w mitochondriach komoérek rakowych. Badania mikroskopem
konfokalnym dowiodly, ze wchtanianie zwigzku 64 przez komorki rakowe odbywa sie,

zgodnie z zatozeniem, dzigki GLUT.
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Schemat 13. Synteza pochodnej glukozy z wykorzystaniem NHS. (i) MeOH, KOH; (ii) DCC, NHS, 80%; (iii)
chlorowodorek p-glukozaminy, MeONa, DMSO, 63%.

Przylaczanie podstawnikéw w pozycji 13% pochodnych chlorofilu prowadzono dwuetapowo.
Najpierw otrzymano purpurynoimidy 66 i 67 z tacznikami posiadajagcymi odpowiednie grupy
funkcyjne, ktore poddano reakcjom z odpowiednimi cukrowymi blokami budulcowymi

(Schemat 14).

CO,Me CO,Me R

65
Schemat 14. Wprowadzanie tgcznikdw w pozycje 132, (i) benzen, wrzenie.

Na przyktad, pochodna 66 posiadajgca podstawnik jodofenylowy reaguje z cukrem 68,
w obecnos$ci katalizatora palladowego dajac pochodng 69 (Schemat 16).°” Zastosowanie
ukfadu katalitycznego Pd,dbas/Phs;As umozliwilo przeprowadzenie tej reakcji bez dodatku
soli miedzi, dzieki czemu wykluczono problem insercji kationu Cu®" do pierscienia
makrocyklicznego.

Wyniki badan in vitro pochodnej 70 prowadzonej na linii komoérek RIF poréwnywane byty
z innymi pochodnymi purpurynoimidéw z przylaczonym ugrupowaniem laktozy w innych
pozycjach.”” Okazalo si¢, ze pochodna 70 wchlania si¢ réwnie dobrze co wyjsciowy
purpurynoimid nie posiadajacy jednostki cukrowej. W badaniach in vivo pochodna ta

wykazywala jednak mniejsza aktywnos¢.
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Schemat 16. Zastosowanie reakcji Sonogashiry do otrzymywania potaczenn pochodnych chlorofilu i cukréw. (i)
Pd,dbas/Ph;As, TEA, THF, 72%; (ii)) NaOH, MeOH, DCM, 80%.

Zwiazek 67 postuzyt do wprowadzenia ugrupowania cukru w reakcji metatezy
enynowej (Schemat 15).” W tym celu purpurynoimid 67 poddano reakcji z 2,3,4,6-tetra-O-
acetylo-1-alliloksy-B-D-galaktopiranoza w obecno$ci katalizatora Grubbsa pierwszej
generacji. Reakcja dala pozadany produkt, ale z niskg wydajnoscig (30%). Zwiazek 72
poddano reakcji Dielsa-Aldera z DMAD, a nastegpnie usuni¢to grupy zabezpieczajace we

fragmencie cukrowym otrzymujac pochodna 74. W ten sposob otrzymano analog zwiazku 73

67 AcO

74

Schemat 15. Wprowadzanie ugrupowania cukru w reakcji metatezy enynowej. (i) katalizator Grubbsa pierwszej
generacji, DCM, 30%; (ii) DMAD; (iii) MeONa.
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posiadajacy sztywny lacznik. Modelowanie molekularne wykazato, ze utworzony w wyniku
reakcji Dielsa-Aldera pierscien w pochodnej 74, w trakcie wigzania do receptora Gal-1,
zachowuje si¢ jak mimetyk glukozy. Zastapienie jednostki galaktozy laktoza spowodowato
poprawe wiasciwosci biologicznych. Efektywnos$¢ zwigzkow 73 1 74 jako fotouczulaczy byta
podobna. Zatem, na efektywno$¢ terapii fotodynamicznej in vitro (linia komorek Molt-4),
struktura facznika pomigdzy purpurynoimidem a jednostka cukru nie miata istotnego wptywu.

Podsumowujac, chlorofile z jednostkami cukrowymi sga atrakcyjnym celem
syntetycznym 1 niektore pochodne posiadaja wyraznie zwigkszone powinowactwo do
receptorow Gal-1 i1 Gal-3. Badania in vitro i in vivo wykazuja, ze miejsce przylaczenia
jednostki cukrowej jest istotne i najlepsze wyniki otrzymano przytaczajac cukier w pozycji 3.
Najlepsze wiasciwosci biologiczne posiadaty pochodne z przytaczong jednostka laktozy lub

galaktozy.

2.3.1.2. Polaczenia pochodnych chlorofilu z lipidami

Porfirynoidy, zwlaszcza te o charakterze amfifilowym, maja zdolno$¢ do tatwego
przenikania przez blony komorkowe. Jesli pochodne takie zdolne sg do utworzenia miceli lub
liposoméw, wowcezas transport do komorek moze odbywaé si¢ dzigki taczeniu sig
porfirynoidu z receptorami lipoprotein niskiej gestosci (LDL).>® Funkcja LDL jest transport
nierozpuszczalnych w wodzie zwigzkéw organicznych, gléwnie cholesterolu, do wnetrza
komorki. Z kolei, sam proces przenikania mozliwy jest dzigki receptorom lipoprotein niskiej
gestosci (LDLr), ktére zgromadzone sa na powierzchni komorki. Ze wzgledu na duze
zapotrzebowanie komodrek nowotworowych na lipidy potrzebne do budowy bton
komorkowych, receptory LDLr na powierzchni komoérek nowotworowych wystepuja
w znacznie wigkszej liczbie niz w zdrowych komodrkach. Na przyktad jest ich 6 razy wigcej
na powierzchni komorek raka jelita grubego, niz na powierzchni zdrowych komérek jelita.”
Transport fotouczulaczy do komodrek nowotworowych przez LDL jest wiec atrakcyjna
metoda. Obecnie badane s dwie koncepcje wykorzystujace transport fotouczulaczy dzigki
LDL.”™ 1) Niekowalencyjne potaczenia fotouczulaczy z LDL. Na przyklad, zastosowanie
mieszaniny ~ Verteporfinu z LDL zwicksza efektywnos¢ PDT  siedmiokrotnie.”
2) Kowalencyjne polaczenia fotouczulaczy z LDL, czgsto zwigksza stabilno$¢ wyjSciowego
zwigzku w srodowisku komorkowym.

Najprostszym sposobem potaczenia fotouczulacza z LDL jest ich bezposrednia
reakcja. Schmidt-Erfurth przedstawita metode sprzegania LDL z chloryng es (Ceg). W tym

celu wykorzystano wolne grupy aminowe obecne na powierzchni LDL.”® Rozpuszczona
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w wodnym roztworze EDTA Ces zaktywowano przy uzyciu EDC i nastgpnie poddano reakcji
z LDL. Otrzymane potaczenia (LDL-Ces) nie mialy §cisle zdefiniowanej struktury, a jedynie
okreslony stosunek Ces/LDL, wyrazony ilosciag moli Ces na jeden mol LDL. Najlepsze
wchtanianie fotouczulacza zaobserwowano dla pochodnej LDL-Ces o stosunku zwigzania
50:1. Badania in vitro prowadzone na komorkach siatkowczaka, wykazaly czterokrotnie
wigksza akumulacj¢ fotouczulacza dostarczonego przez LDL-Ces w pordéwnaniu do
niezwigzanego Ces. Udowodniono rowniez, ze transport poltaczenia LDL-Ceq odbywat si¢ tg
samg droga co wolnego LDL. Fototoksyczno$¢ LDL-Ces okreslano posrednio, badajac
aktywno$¢ mitochondriow. Wolny Ceg zmniejszal aktywnos¢ mitochondriéw o 10%, podczas
gdy LDL-Ceg przy tych samych parametrach naswietlania (A = 660 nm) zmniejszat ja o 80%.

Krieger w 1986 roku przedstawit metod¢ umozliwiajacag wprowadzanie w strukture
liposomu LDL réznych zwiazkéw.”” W metodzie tej struktura liposoméw byla najpierw
niszczona, a nastepnie odbudowywana. Taka procedura umozliwita zbudowanie analogéw
LDL, ktére wykorzystywane byly do transportu radioznakowanych estrow cholesterolu czy
posiadajacych fluorescencj¢ lipidow. Wykorzystujac ta metode otrzymano fotouczulacze
posiadajace przytaczone np. jednostki cholesterolu, ktore transportowane byly do wnetrza
komorek w postaci liposomow.

Zheng w 2002 roku otrzymatl pochodng piropheoforbidu a (PPFa), z przytaczonym
sterolem posiadajacym reszt¢ kwasu oleinowego (Schemat 17).”* Wolna grupe karboksylowa
PPFa 63 zaktywowano DCC w obecnosci HOBt, a nastepnie dodano amine 78, pozadang
pochodng 79 otrzymano z niskg wydajnoscig (20%). Zwigzek ten wykorzystano do syntezy
liposomu LDL wedtug zmodyfikowanej metody Kriegera.”® Lipofilowe estry cholesterolu
wyptukano z rdzenia liposomow i zastgpiono je zwigzkiem 79 otrzymujac pozadane pochodne
LDL (PPFa-CE-LDL). Naswietlanie PPFa-CE-LDL $wiattem o dlugosci fali 667 nm
powodowato emisj¢ Swiatta o maksimum przy dlugosci fali 720 nm. Stosunkowo duza
réznica w maksimach absorpcji 1 emisji (53 nm) powoduje, ze liposomy z PPFa-CE-LDL 79
potencjalnie moga by¢ wykorzystywane do obrazowania wczesnych stadiow nowotworow.
Inkubowanie PPFa 63 z komorkami HepG, wykazato, ze zwigzke 63 jest bardzo stabo
wchianiany przez komorki. Z kolei PPFa-CE-LDL powoduja fluorescencje komorek. Dodatek
LDL podczas inkubacji inhibuje wchtanianie PPFa-CE-LDL, co §wiadczy o tej samej drodze

wchtaniania obu zwigzkdéw poprzez receptory LDL.
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Schemat 17. Synteza lipofilowych pochodnych chlorofilu. (i) (Boc),0, TEA, DCM, 24 godz., 95%,; (ii) chlorek
oleilu, pirydyna, 2 godz., 60%; (iii) TFA, 2.5 godz., 90%; (iv) DCC, HOBt, DCM, 24 godz., 20%.

W  zespole Zhenga otrzymano analog zwigzku 79, w ktorym pochodna
bakteriochlorofilu a 80 potaczona byta z lipidem w pozycji 13 (Schemat 18).” W reakcji
zwigzku 81 z N-Boc-1,3-diaminopropanem nastgpuje otwarcie pierscienia E, po usunigciu
grupy zabezpieczajacej Boc-, otrzymang aming 83 poddano reakcji
z 1,1’-tiokarbonylodiimidazolem (TCDI). Pozadany izotiocyjanian 84 tatwo reagowat
z aming 78 dajac tiomocznik 85 z wysoka wydajnoscia (86%). W tej samej publikacji opisano
syntez¢ zwigzku posiadajacego dwie reszty kwasu oleinowego przytaczonego do pochodnej
bakteriochlorofilu (Beg) w pozycjach 13 1 17. W reakcji Bes 80 z N-Boc-1,3-
diaminopropanem otrzymano pochodng sfunkcjonalizowang w pozycjach 13 i 17. Nastepnie,
usunigto grupy zabezpieczajace 1 wolne grupy aminowe przereagowano z chlorkiem oleilu

otrzymujac pozadany diamid 87.
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Schemat 18. Synteza lipofilowych pochodnych bakteriochlorofilu. (i) CH,N,, DCM, 1 godz., 85%; (ii) N-Boc-
1,3-diaminopropan, CHCls;, wrzenie, 2 dni, 70%; (iii) TFA, 1 godz., 86%; (iv) TCDI, DCM, wrzenie, 4 godz., 75%;
(v) 78, DIPEA, 24 godz., 86%; (vi) N-Boc-1,3-diaminopropan, DMAP, DCC, DCM, 40 godz., 72%; (vii) TFA,
1 godz., (viii) chlorek oleilu, DCM, 1 godz., 63%.

Zwiazki 85 i 87 wprowadzono w strukture liposomu LDL. Juz pierwsze poroéwnanie
wykazalo, ze wbudowaniu uleglto dwukrotnie wigcej zwigzku 87 w pordéwnaniu do 85.
Liposomy zawierajace zwigzek 87 badano in vivo na modelu mysim. Wykazano, ze stezenie
pochodnej 87 w komodrkach rakowych (HepG;) bylo 30-krotnie wigksze w poréwnaniu do
komoérek migsni oraz zaobserwowano znaczace wydiluzenie czasu narastania guza do
pierwotnej wielko$ci po zakonczonym leczeniu w poréwnaniu do probek kontrolnych.

W 2009 roku Zheng wbudowatl zwigzek 87 w strukture lipoproteiny wysokiej gestosci
(HDL).* Otrzymane nanoczastki 87-HDL wybarwialy selektywnie komorki raka jajnika
w badaniach in vitro. Udowodniono, ze wchtanianie zachodzi tg samg droga co wchtanianie

HDL — dodatek 25-krotnego nadmiaru HDL powodowat inhibicj¢ jego wchlaniania. Niestety,
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w badaniach in vivo po 48 godzinach od podania 87-HDL zaobserwowano wigksze st¢zenie

fotouczulacza w innych organach (watrobie i §ledzionie) niz w guzie.

O

M602C\$
MeOZC

Ester metylowy pheofityny a, 32

HO HN o

Cholesterol, 88 (iif) |: M=2H 90
89 M=Cu 91

Schemat 19. Pofaczenie cholesterolu z chlorofilem w pozycji 13. (i) 1) TsCl, pirydyna; 2) AcONa, MeOH; 3)
HOCH,CH,0H, 1,4-dioksan; 4) TsCl, pirydyna; 5) NaN3;, DMF; 6) LAH, Et,0, 62%; (ii) THF, 40 °C, 48 godz., 90%; (iii)
Cu(OAc),, DCM/MeOH, 45 °C, 1 godz., ilosciowo.

W 2010 roku w grupie Timofeeva otrzymano amidowg pochodng Ces 25 1 cholesterolu
88 w wyniku otwarcia pier$cienia E estru metylowego pheofityny a 32 odpowiednig aminowa
pochodng cholesterolu 89 (90%) (Schemat 19). W pdzniejszym czasie w tym samym zespole
otrzymano analogiczna pochodna zmodyfikowana w pozycji 17 (Schemat 20).%' Kwas
karboksylowy w pozycji 17 piropheoforbidu a 63 (PPFa) zaktywowano poprzez utworzenie

estru pentafluorofenylowego 92. Zwiazek ten reagowal z aming 89 dajac pozadany amid 93 —

HO,C

Piropheoforbid a, 63

Schemat 20. Potaczenie cholesterolu z chlorofilem w pozycji 17. (i) trifluorooctan pentafluorofenylu, TEA, 15
min., ilosciowo; (ii) 89, THF, 1 godz., 40 °C, 90%. (iii) Cu(OAc),, MeOH, 40 °C, 1 godz., ilosSciowo.
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zmodyfikowana pochodng chlorofilu w pozycji 17. Zaproponowana metoda syntezy jest
bardzo wydajna i w dwodch etapach pozwolita na wyizolowanie pozadanej pochodnej
z wydajnoscia 90%.

W toku dalszych badan Timofeev przedstawit rowniez syntez¢ pochodnej zmodyfikowanej
w pozycji 15 95, ktora uzupehita seri¢ pochodnych chlorofili opublikowanych wczes$niej
(Schemat 21). ¥ Zastosowanie 1,4-dioksanu jako rozpuszczalnika oraz wysokiej temperatury
zmienito chemoselektywno$¢ reakcji amin z estrem metylowym pheofityny a 32. W rezultacie
zamiast nukleofilowego otwarcia pierScienia E (otwarcie pierscienia E nastepuje
w warunkach: THF, 45 °C, 24-72 godz.)*' zaobserwowano amidowanie w pozycji 15
(1,4-dioksan, wrzenie, 8 godz.) otrzymujac jako glowny produkt zwigzek 95. Nie
zaobserwowano natomiast produktu podwdjnej reakcji: amidowania i otwierania (diamidu),
co sugeruje wicksza odpornos¢ na atak nukleofilowy pier§cienia E zwigzku 95 niz estru

metylowego pheofityny a 32.

MeO,C O
M902C

Ester metylowy pheofityny a, 32

Schemat 21. Synteza pochodnych cholesterolu w pozycji 15. (i) 89, 1,4-dioksan, wrzenie, 8 godz., 80%.

Zsyntetyzowane chlorofilowe pochodne zostaty uzyte do utworzenia hydrofilowych
miceli fosfolipidowych w warunkach podanych przez Batzriego.* Mieszane micele lecytyny
1 lipofilowych pochodnych chlorofili otrzymywano przez zmieszanie lecytyny z odpowiednia
pochodng chlorofilu w mieszaninie izopropanolu 1 wody, a wielko$¢ miceli zalezata od
stosunku lecytyny do pochodnej chlorofilu. Kompleksy miedzi 91 i 94 posiadajg whasciwosci
paramagnetyczne, dlatego postulowano mozliwos¢ wykorzystania ich do uzyskania
informacji na temat struktury i dynamiki bton komoérkowych, przy czym badan takich nie
opisano. Niestety, poza wstepnymi badaniami dowodzacymi wchtaniania miceli do komoérek
nie podano zadnych danych. Pochodne nie posiadajagce miedzi w luce makrocyklicznej

otrzymywane byty z mysla o terapii fotodynamicznej nowotwordw. Otrzymane z nich micele
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inkubowano z komoérkami raka piersi (MCF-7). Wszystkie zmodyfikowane potaczenia
chlorofili z cholesterolem ostatecznie lokalizowaty si¢ wewnatrz komoérek MCF-7, a ich
wchtanianie zalezalo od struktury otrzymanych pochodnych. Skuteczno$¢ wchianiania
ksztaltowata si¢ w szeregu: 93 > 95 > 90 (odpowiednio podstawienie w pozycjach: 17 > 15 >
13). Spekulowano, ze skuteczno$¢ wchtaniania zalezna jest od ilosci polarnych grup
w strukturze fotouczulacza i im wigksza liczba polarnych grup w strukturze czasteczki, tym
stabsze wchtanianie.

Wsrod pochodnych chlorofili posiadajacych fragment steroidowy opisano przyktady
polaczen z estradiolem. Souchard zmodyfikowat w pozycji 17 pheoforbid a 98, przytaczajac
estradiol poprzez poliglikolowy tacznik (Schemat 22).** Najpierw do czasteczki estradiolu
przytaczono tancuch poliglikolu. Pheoforbid a 98 zaktywowano BOP, a nastepnie poddano
reakcji ze zwiazkiem 97 w obecnosci N-metylomorfoliny (NMM); wydajnos¢ reakcji byta

jednak bardzo niska — 18%.
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Schemat 22. Modyfikacja chlorofilu w pozycji 17 pochodng estradiolu. (i) BOP, TEA, MeOH, 5 min. (ii) L(NH,),,
NMM, MeOH, 24 godz., 43%; (iii) BOP, TEA, MeOH, 0 °C, 16 godz. (iv) NMM, MeOH, 72 godz., 18%.

Fotouczulacze z przylaczong jednostka estradiolu potencjalnie moga by¢ wykorzystywane do
leczenia nowotworow, ktore wykazuja nadekspresje receptorow estrogenu. Do nowotworow
takich mozna zaliczy¢ np. niektore typy raka piersi. Wiadomo, ze komorki raka piersi MFC-7
wykazujg taka nadekspresje. Gdy zwigzek 99 oraz pheoforbid a 98, inkubowano z komoérkami
MFC-7 okazato si¢, ze pochodna 99 byla wchianiana w dwukrotnie wigkszej ilo$ci niz

pheoforbid a 98. Ponadto, stwierdzono obecno$¢ fotouczulacza nie tylko w cytoplazmie, lecz
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réwniez w jadrze komorkowym. Fakt ten jest bardzo istotny, jako ze fotouczulacze
lokalizujace si¢ w jadrze komoérkowym sa o wiele bardziej skuteczne i daja w zasadzie
pewnosé apoptozy lub nekrozy komérki po naswietleniu.®

W grupie Raya estradiol taczono z fotouczulaczami Ceg 25 oraz PPFa 98 w pozycji 17

poprzez taczniki o-hydroksy-o-acetylenkowe o réznej dhugosci (Schemat 23).5>5

Najpierw
zabezpieczono grupe hydroksylowa lacznika grupa THP, a nastgpnie przy uzyciu n-butylolitu
otrzymang pochodng przeprowadzono w zwigzek ceroorganiczny. Przygotowane w ten sposob
taczniki 100 poddawano reakcji z zabezpieczong pochodng estronu 101, a nastepnie
selektywnie usuwano grupe zabezpieczajaca wolnego konca tacznika. Powstate alkohole 102
sprzggano przy uzyciu EDC z diestrem metylowym Ces 108 lub PPFa 98. Otrzymano cztery

pochodne Ceg 103-106 oraz jedna PPFa 107.

cl oH//eﬁjw

& (iv)

cl \MOTHP (v)

100

{ 0 102
(ii)

(vi)

e

(vii)

O Pochodne Ceg: n=1,103
n=2, 104
n =3, 105
n =8, 106
TBDMSO HO,C HO,C CO,Me
101 PPFa, 98 Diester metylowy Ceg, 108 Pochodne PPFa: n = 2,107

Schemat 23. Pochodne estradiolu otrzymywane w grupie Raya. (i) THP, p-PTS, DCM; n-Buli, THF, -78 °C, 30 min.;
(iii) CeCls, THF, -78 °C; (iv) 101, THF, -78 °C; (v) MgBr,, Et,0, 3 godz.; (vi) EDC-HCI, DMAP, DCM, 20 godz., 82%;
(vii) TBAF, THF, 0 °C 93%.

Bez wzgledu na diugos$¢ tacznika wszystkie pochodne byty selektywnie wchlaniane przez
komorki MCF-7, a proces zalezny byl od st¢zenia fotouczulacza. Zaobserwowano, ze
w poréwnaniu do estradiolu nowe pochodne muszg by¢ uzyte w stezeniach o prawie trzy
rzedy wielkosci wigkszych, aby taka sama 1lo$¢ zwigzku przeszta do wnetrza komorki.

Do tej pory nieznany byt wptyw przylaczenia stosunkowo duzej czasteczki porfiryny do
estradiolu na tatwos$¢ przechodzenia tych zwiazkéw do wnetrza komoérek estrogenozaleznych.
Sposréd pochodnych 103-106 najlepsze wiasciwosci biologiczne wykazywal zwiazek 104.

Wykazano, ze znacznie wiecej kumuluje si¢ go w komorkach estrogenozaleznych MCF-7 niz
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w komorkach nieestrogenozaleznych (MDA-MB 231).% Ponadto stezenie potrzebne do
zniszczenia 50% komorek (LDsg) w wyniku naswietlania $wiatlem czerwonym (brak
doktadnej specyfikacji $wiatla) byto kilkakrotnie mniejsze dla pochodnej 104 niz dla
niezwigzanego Ces. Z kolei zwigzek 107 selektywnie akumulowat si¢ w jadrach
komorkowych MCF-7.% Nie przeprowadzono jednak badan dotyczacych skutecznosci
terapeutycznej tego zwigzku.

Przedstawione pochodne chlorofili posiadajagce w strukturze jednostki lipidow
selektywnie akumulujg si¢ w komorkach sterolozaleznych. Tworza one micele lub liposomy,
ktére imitujac naturalne liposomy, jak HDL czy LDL, tatwo wnikaja do wnetrza komorek.
Wykazano réwniez, ze zwiazki te majg tendencje do skupiania si¢ w pewnych organellach
(np. 107), a nie tylko rozpraszania si¢ w cytoplazmie, co podnosi znaczaco skuteczno$¢
terapii. Jednostke lipidowa wprowadzano w rozne pozycje fotouczulaczy, lecz nie mialo to
wickszego wpltywu na wyniki badan biologicznych, poniewaz najczesciej zwiazki

wykorzystywano do formowania miceli lub liposoméw.

2.3.1.3. Dwufunkcyjne pochodne chlorofilu — do obrazowania i terapii
fotodynamicznej

2.3.1.3.1. Polaczenia pochodnych chlorofilu z barwnikami
fluorescencyjnymi dla obrazowania optycznego

Obrazowanie nowotworow poprzez badanie emisji fluorescencji jest obecnie obiektem
intensywnych badan i1 pozwala na okreSlenie lokalizacji tkanki nowotworowej, dzigki
barwnikom selektywnie akumulujacych si¢ w komoérkach nowotworowych.

Roznica dtugosci fal maksimum absorpcji (Aex) 1 emisji fluorescencji (Aem) Nazywana
jest przesunigciem Stokesa. Barwniki uzywane do obrazowania nowotwordw muszg
charakteryzowa¢ si¢ wysokimi warto§ciami przesuni¢cia Stokesa, w przeciwnym razie
pojawiaja si¢ trudnos$ci z oddzieleniem fal $wiatta wzbudzajacego od fluorescencji i pomiar
jest zaklocany. Niestety, porfirynoidy posiadaja niska warto$¢ przesunigcia Stokesa, dlatego
pomimo selektywnej akumulacji jak i duzej skuteczno$ci w generowaniu tlenu singletowego
nie nadajg si¢ do obrazowania nowotworow. Z kolei inne barwniki o duzych wartos$ciach
przesuni¢cia Stokesa, jak np. cyjaniny, nie majg pozadanych wtasciwosci biologicznych (brak
selektywno$ci akumulacji w komorkach nowotworowych, szybkie usuwanie z organizmu).
Trudno$ci te pokonuje si¢ tworzac potaczenia barwnikow, takich jak cyjaniny,

z porfirynoidami. W ten sposob otrzymuje si¢ czasteczki zdolne do selektywnego
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kumulowania si¢ w tkance nowotworowej, ktore sa skuteczne w terapii fotodynamicznej oraz

pozwalaja na obrazowanie optyczne nowotworow.

Polaczenia w pozvceiji 17

Pierwszym dwufunkcyjnym fotouczulaczem, otrzymanym z pochodnej chlorofilu,
bylo potaczenie HPPH 52 z cyjaning 109 (Schemat 24).*” Czasteczke cyjaniny 109 poddano
reakcji z p-aminotiofenolem, w wyniku czego otrzymano aming 110. Zwigzek ten poddano

reakcji z HPPH 52 w obecnosci DCC, pozadany produkt 111 otrzymano z wydajnoscig 65%.

HO,C

HPPH, 52

111

Schemat 24. Synteza pierwszego potgczenia cyjaniny i pochodnej chlorofilu. (i) p-aminotiofenol, DMF, 80%;
(i) HPPH 52, DCC, DMF, DMAP, 24 godz., 65%.

Badania fotofizyczne wykazaty, ze jednostka HPPH 1 cyjaniny absorbowaty $wiatto jako
niezalezne chromofory. Zwigzek 111 wykazywal znacznie mniejsza fluorescencje niz
wyjsciowy HPPH 52. Powodem bylo wygaszanie fluorescencji przez jednostke cyjaniny na
drodze transferu energii ze stanu wzbudzonego HPPH (donor) do cyjaniny (akceptor).*®

Otrzymana pochodna 111 nie byla rozpuszczalna w wodzie, dlatego roztwory

wykorzystywane do badan biologicznych zawieraly Tween-80 oraz dekstrozg¢. Badania in
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vitro na komoérkach RIF wykazaly, ze 111 jest skutecznym fotouczulaczem (laser — 665 nm),
chociaz nieco gorszym niz wyjsciowa HPPH.¥ Natomiast naswietlanie komorek RIF,
swiattem o dhugosci fali 810 nm powodujgcym wzbudzenie jednostki cyjaniny nie
powodowato nekrozy komorek.

W badaniach in vivo prowadzonych na myszach posiadajacych guzy nowotworowe komorek
RIF wykazano, zZe istnieje zalezno$¢ stezenia fotouczulacza 111 od efektu terapeutycznego.
Dawka 3.5 pmol/kg masy ciata prowadzita do wyleczenia 8/10 myszy posiadajacych guzy
wielkosci 4-5 mm’. Z kolei, 10-krotnie mniejsza ilo¢ zwiazku 111 byla wystarczajaca do
skutecznego obrazowania nowotwordw in vivo (Aex = 780 nm, Aey, = 865 nm). Zaskakujacy
jest fakt, ze obecnos$¢ jednostki cyjaninowej w zwigzku 111 zwigksza jego wchtanianie przez
komoérki nowotworowe (w poréwnaniu do wolnego HPPH).*® Ponadto w poréwnaniu do
fotouczulaczy porfirynoidowych, zwigzek 111 byt szybko usuwany z tkanek skory.
W czasteczce zwigzku 111 po wzbudzeniu §wiattem jednostki HPPH konkuruja dwa procesy:
przejécie miedzysystemowe prowadzace do stanu trypletowego, ktory umozliwia generowanie
tlenu singletowego (ISC, Rysunek 7) oraz tzw. FRET (ang. Forster Resonance Energy
Transfer) — przekazanie energii pomigedzy dwoma chromoforami bgdacymi w bliskiej
odlegtosci. Powodem obnizenia zdolnosci fototerapeutycznych zwigzku 111 byl znaczny
udzial procesu FRET, odbierajacego energie wzbudzonego porfirynoidu. Wyeliminowanie
procesu FRET jest mozliwe, m.in. poprzez oddalenie chromoforéw na odlegtos¢ powyzej 10

nm.

[
HPPH, 52 — s

DMTMM =

OMe
¢ NL<N:<N
N,

_N _ 113
cl OMe o) ONa

Schemat 25. Synteza potgczen bisbenzoindolowej cyjaniny z dwoma jednostkami HPPH. (i) dietylenotriamina,
DMTMM, DMF, noc, 48%; (ii) ROH, BOP, DMF, noc, 60%.

W celu ,,zwigkszenia potencjatu terapeutycznego” zwigzkéw dwufunkcyjnych, Pandey

otrzymat pochodne cyjaniny posiadajace dwie jednostki HPPH.* Synteze rozpoczeto od
polaczenia dwoch jednostek HPPH w obecnosci DMTMM (Schemat 25). Nastepnie,
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drugorzgdowa grupa aminowa obecna w strukturze lgcznika zwigzku 112 postuzyta do
przylaczenia jednostki cyjaniny.

Kolejng otrzymang przez Pandeya i wspotpracownikéw pochodng posiadajace dwie jednostki
HPPH byt zwigzek 116 (Schemat 26). Na poczatku sfunkcjonalizowano HPPH poprzez
przytaczenie N-Boc-etylenodiaminy. Po usunie¢ciu grupy zabezpieczajacej, zwigzek 115
sprzggano z barwnikiem cyjaninowym, otrzymujac mieszaning mono- 117 i dipochodnych

116 (odpowiednio 16% 1 49%), ktora rozdzielano metodami chromatograficznymi.

n-CgHy3-O

AN

O-n-CgH43

”/\/NHR
R = Boc, 114
(if)
R=H, 115

Schemat 26. Synteza potfaczen cyjaniny z dwoma jednostkami HPPH. (i) HPPH, EDC-HCI, DCM, DMAP, N-Boc-
etylenodiamina, 12 godz., 42%; (ii) TFA, DCM, 3 godz., 58%; (iii) 115, EDC-HCI, HOBt, 12 godz., 116 — 49%, 117 —
16%.

Pochodne te posiadaty przesunigcia Stokesa > 30 nm, co jest warto§cig wystarczajaca do
zastosowania w obrazowaniu nowotworow. Niestety, wprowadzenie dodatkowej jednostki
HPPH jedynie zmniejszylo zachodzenie procesu FRET, ktory nadal obnizat znaczaco

wydajnos$¢ generowania tlenu singletowego. Mimo to jego udziat byt mniejszy w przypadku
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zwigzkow 113 i 116 posiadajacych dwie jednostki HPPH i dlatego zwiazki te byty lepszymi
fotouczulaczami niz odpowiednie monopochodne 111 i 117.

Badania biologiczne prowadzone na nowotworach Colon 26 (nowotwoér okreznicy)
oraz U87 wykazaly, ze najlepiej wchtanianym fotouczulaczem in vitro byt zwigzek 113.
Wykazywal on rowniez najlepsze wlasciwosci terapeutyczne in vivo. Niestety, w przypadku
myszy z komoérkami U87 zdolnosci terapeutyczne badanych zwigzkéow 113 i 116 byty
podobne (jedynie okoto 30% wyleczen). W przypadku myszy z komérkami Colon 26 wyniki
byly lepsze. Podajac taka samg dawke zwigzkoéw 111 1 113 odsetek wyleczen (brak wzrostu
guza po 60 dniach) dla myszy leczonych pochodng 113 wynosit 80%, podczas gdy zwigzek

monoporfirynoidowy 111 nie byl wystarczajaco fotoaktywny, aby skutecznie zniszczy¢ guzy.

Polaczenia w pozyciji 132

Wprowadzanie grup funkcyjnych w pozycje 13* najlatwiej realizowaé przeksztalcajac
purpuryng 18 33 w odpowiednie purpurynoimidy (Schemat 27). Te¢ strategi¢ wykorzystat
Pandey otrzymujac kilka potaczen cyjaniny z purpurynoimidami o réznej dlugosci tacznika.”
Synteze¢ pochodnej o najkrotszym taczniku 120 rozpoczgto od redukcji grupy etylenowej
purpuryny 18 33 w pozycji 3 w sekwencji reakcji: utworzenie kompleksu Zn*", uwodornienie
(H, Pd/C), usunigcie jonu cynku z luki makrocyklicznej. Otrzymany zwigzek 118 poddano
reakcji z bezwodng hydrazynag, w wyniku czego pierScien bezwodnika 118 ulega
nukleofilowemu otwarciu, ktory w warunkach reakcji cyklizuje dajac imid 119. Zwiazek ten
reagujac z cyjaning (IR 820) w obecnosci DMTMM dawat pochodng 120. W celu otrzymania
pochodnych, w ktorych chromofory sg od siebie bardziej oddalone, zsyntetyzowano zwigzki
z dluzszymi tacznikami. Najpierw przeksztalcono purpuryne 18 33 w purpurynoimidy 121
1122 z odpowiednimi tacznikami. W tym celu purpuryn¢ 18 33 poddano reakcji z N-Boc
terminalnymi diaminami. Po wusunigciu grupy zabezpieczajacej (Boc-), otrzymane
purpurynoimidy 121 i 122 poddawano reakcji z cyjaning uprzednio zaktywowang DMTMM.
Wydajnosci reakcji sprzggania nie byty jednak wysokie.

Badania biologiczne in vitro prowadzono na komorkach Colon 26, a in vivo na myszach
zawierajacych guzy tych komorek. Zwigzek 120 o najkrotszym taczniku, mimo ze wykazywat
dobre wilasciwosci fotouczulajace in vitro, nie byl poddany badaniom in vivo. Najlepsza
selektywno$¢ akumulacji w guzie wykazywal zwigzek 123. Terapia fotodynamiczna przy
uzyciu 2.5 pmol/kg tej pochodnej powodowata catkowity zanik guza. W obrazowaniu in vivo

(782 nm) najlepsze wtasciwosci wykazata pochodna 123. Z kolei, zwiagzek 124 gromadzit si¢
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selektywnie w watrobie. Postulowano, ze taka biodystrybucja spowodowana jest najbardziej

lipofilowym charakterem tacznika w zwigzku 124.

(0]
(i)

(iii)

MeO,C R1 MeO,C
NH, Purpuryna 18, 33

R?= O

W,
N
< |
0=8=0 0=S=0 MeO,C NHR2
iy ]
o OH 120

Schemat 27. Synteza potgczen cyjaniny IR 820 z purpurynoimidami w pozycji 13°%, (i) Zn(OAc),, MeOH, wrzenie,
2 godz.; (ii) Hy, Pd/C, THF, 12 godz.; (iii) TFA, 2 godz.; (iv) (NH,),, pirydyna, DCM; (v) NHZ—Rl—NHBoc, DCM;
(vi) CH,N,; (vii) KOH, MeOH; (viii) TFA, DCM, 2 godz.; (ix) R”OH, DMTMM, DMF, 12 godz., 120 — 32%, 123 — 37%,
124 - 32%.

Polaczenia w pozyciji 20

Pandey opracowat metodg selektywnego bromowania ré6znych pochodnych chlorofilu
w pozycji 10 i 20 przy uzyciu NBS.”' Wykorzystujac te pochodne przytaczono cyjaniny do
purpurynoimidu w pozycji 20 (Schemat 28).7 W reakcji niklowego kompleksu
purpurynoimidu 36 z NBS otrzymano pochodna 125, ktérag w katalizowanej PdCl,(dppf)
reakcji Suzuki z odpowiednim kwasem fenyloboronowym, przeksztalcono w zwigzek 126.
Nastepnie, usuni¢to grupe zabezpieczajaca (Boc-) 1 w obecnosci EDC-HCI przytaczono

cyjaning, zwiazek 127 otrzymano z wydajnoscia 35%. W celu usunigcia Ni** z luki
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0=S=0 O:$:O
0 OH

Schemat 28. Synteza potaczen chlorofilu z purpurynoimidem w pozycji 20. (i) Ni(acac),, toluen, wrzenie, 2 godz.;
(i) H,, Pd/C, TEA, THF, 12 godz.; (iii) NBS, DCM, 30 min.; (iv) kwas 4-(N-Boc-aminometylo)fenyloboronowy,
PdCl,(dppf), Cs,CO3, THF, wrzenie, 12 godz, 68%; (v) TFA, DCM, 6 godz., 66%; (vi) RZOH, EDC-HCI, DMAP, DMF,
12 godz., 35%; (vii) H,SQ,4, 0 °C, 30 min, 42%.

makrocyklicznej, pochodng ta potraktowano stezonym H,SO,4 otrzymujac wolng zasade 129,
do ktorej przytaczano cyjanine, w analogiczny sposob jak dla pochodnej 128.

Wydajnoéé generowania 'O, przez zwiazek 130 byla trzykrotnie nizsza od tej
zmierzone] dla pochodnej 129 nie posiadajacej jednostki cyjaniny w swej strukturze.
Swiadczy to o zachodzeniu, w trakcie naswietlania, procesu FRET pomigdzy chromoforami.
W przypadku analogicznej pary zwiazkéw posiadajacych jon Ni** w luce makrocyklicznej
127 i 128 zaobserwowano praktycznie brak zdolnosci generowania 'O, przez te zwigzki, co
jest zwiazane z obecnoscia jonu Ni*". W badaniach in vitro prowadzonych na komérkach
nowotworowych Colon 26, pochodna 130 posiadata znakomite wtasciwosci fotouczulajace.
Natomiast, w przypadku obrazowania in vivo pochodna 128 dawata znacznie lepsze rezultaty,
poniewaz w porownaniu do zwigzku 130 bardziej selektywnie gromadzita si¢ w guzie. Z
kolei, zwigzek 130 akumulowat si¢ gtdéwnie w organach takich jak: watroba, nerki 1 §ledziona.

Otrzymane zwigzki moga by¢ zastosowane jako zwigzki dwufunkcyjne do terapii
i obrazowania. Nalezy jednak pamigtaé, ze nadal maja one sporo wad. Obserwuje si¢ proces
wygaszania fluorescencji (poprzez FRET), a co za tym idzie zmniejszenie wydajno$ci
generowania tlenu singletowego. Przylaczenie jednostki cyjaniny do fotouczulacza powoduje
rowniez zmian¢ jego wilasciwosci biologicznych m.in. selektywnos$ci akumulacji przez

utworzone pochodne.

50



Naturalne porfirynoidy w biologii i medycynie

2.3.1.3.2. Modyfikacje pochodnych chlorofilu do obrazowania
z wykorzystaniem techniki rezonansu magnetycznego

Obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (MRI — Magnetic Resonance
Imaging) jest powszechnie stosowang metoda w diagnostyce wielu schorzen. Aby wzmocni¢
sygnat stosuje si¢ $rodki kontrastowe, sa to najczgsciej zwigzki zawierajgce jony metali
paramagnetycznych np. Gd*". Jedna z cech idealnych srodkéw kontrastowych jest selektywne
gromadzenie si¢ w elemencie obrazowanym, np. w komdrkach nowotworowych. Cechy takie
posiadaja pochodne chlorofilu, dlatego powstala koncepcja przytaczenia do nich ligandéw
chelatujacych jony metali o wlasciwosciach paramagnetycznych.

W grupie Pandeya zmodyfikowano HPPH 52 przylaczajac do niego ligand 131,
majacy zdolno$é chelatowania jondéw gadolinu(Ill) (Schemat 29).”> HPPH poddano reakcji
zDCC w obecnosci DMAP, a nastgpnie do mieszaniny reakcyjnej dodano zwigzek 131.
Otrzymang pochodng poddano hydrolizie kwasowej (TFA), a nast¢gpnie utworzono kompleks

w reakcji z GdCls.

O-H-CsH13

HoN B
i <co R \—CO,R gﬁo'l N O
CO,-t-Bu 2 2 S/(
o o
N
t-Bu-0,C~ N ~">N"Co,-t-Bu ©

(i) I: R =t-Bu 132 134

£-Bu-0,C CO,-t-Bu R=H 133
131

Schemat 29. Synteza mono-Gd pochodnych chlorofilu. (i) DCC, DMAP, DCM, 16 godz., 84%; (i) TFA;
(iif) GdCl3-6H,0, pirydyna, H,0, 3 godz., 90%.

Przedstawiono réwniez synteze analogu zwiazku 134 posiadajacego dwa jony Gd® (Schemat
30). W tym celu, HPPH 52 poddano reakcji z aming 135, a nastgpnie reakcji hydrolizy.
Otrzymang pochodng 137 2z 1acznikiem posiadajagcym dwie grupy karboksylowe
sfunkcjonalizowano w reakcji ze zwigzkiem 131 oraz GdCl; otrzymujac di-Gd kompleks 138.
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Schemat 30. Synteza di-Gd pochodnych chlorofilu. (i) DCC, DMAP, DCM, 15 godz., 99%; (ii) TFA, 2 godz.; (iii) 131,
DCC, DMAP, DCM, 20 godz., 67%; (iv) GdCl;-6H,0, pirydyna, H,0, 3 godz., 99%.

W toku dalszych badan opracowano synteze¢ pochodnych zawierajacych od trzech do szesciu
jonow Gd** na czasteczke fotouczulacza.”*” Do HPPH 52 przylaczano kolejne laficuchy
aminokwasow, budujac dendrymery zakonczone jednostkami chelatujacymi jony Gd’".
Aminokwasy w postaci estrow fert-butylowych przylaczano do wolnej grupy karboksylowej
przy uzyciu EDC, a nast¢pnie zwigzek 140 poddano hydrolizie (TFA). Grupy chelatujace
przylaczano réwniez przy uzyciu EDC. Po reakcji z GdCl; otrzymano pochodne 142 i 143
posiadajace odpowiednio trzy (Schemat 31) oraz sze$¢ (Rysunek 11) jonow Gd**

w czasteczce fotouczulacza.

O-n-Ce H 13

CO5H

2" HPPH, 52
+

CO,-t-Bu

CO,R!
H,N 0
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(”) I: R'=tBu 140 142
CO,-t-Bu CO,-t-Bu R'=H 141

139

Schemat 31. Synteza tri-Gd pochodnych chlorofilu. (i) DCC, DMAP, DCM, 16 godz., 76%; (ii) TFA, DCM, 5 godz.;
(iii) 131, EDC, DMAP, DCM, 16 godz., 61%; (iv) GdCl;-6H,0, pirydyna, H,0, 16 godz., 72%.
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143
Rysunek 11. Heksa-Gd pochodna chlorofilu

Badania skutecznosci tych pochodnych jako srodkéw kontrastowych w MRI prowadzono na
modelu mysim z guzami nowotworowymi RIF-1. Otrzymane pochodne 134, 138, 142 1 143
podawane byly dozylnie. Zwigzek 134 nie rozpuszczal si¢ w wodzie, dlatego do iniekcji
uzywano dodatku surfaktantu (1% Tween-80). Dodatek ten jest jednak toksyczny dla ludzi,
dlatego tez otrzymano liposomy ze zwigzku 134 z lecytyng i cholesterolem. Obraz guza
zarejestrowany po 24 godzinach od podania pochodnej 134 (11 pmol/kg) byt wyrazniejszy
(intensywno$¢ wzrosta z 623 do 881 jednostek). W przypadku zdrowej tkanki nie
zaobserwowano zmian w MRI. Podobnie, po podaniu pochodnej 138 (10 umol/kg) sygnat
guza w MRI byl wyrazniejszy, a jego intensywnos¢ wzrosta z 370 do 582 (24 godziny po
podaniu) oraz do 714 jednostek (48 godzin).
W poréwnaniu do kontrastu stosowanego klinicznie (Magnevist™) pochodne 134 i 138 dtuze;
wzmacnialy obraz w MRI. Dawaty one najlepsze rezultaty w kilka godzin po podaniu,
podczas gdy Magnevist jest usuwany z organizmu w przeciaggu kilkunastu minut. Krotki czas
dzialania preparatu Magnevist sprawia, ze badanie musi by¢ wykonywane bezposrednio po
podaniu, a miejsce obrazowania okreslone wczesniej. W badaniach in vivo (model mysi,
komorki RIF-1) wykonywanym w celu MRI wykazano, ze dozylne podanie zwigzku 142
w ilosci 10 umol/kg zwigksza kontrast rejestrowany dla guza o okoto 100% w 24 godziny po
podaniu.

Dodatkowo wykazano uzyteczno$¢ otrzymanych zwigzkéw jako fotouczulaczy
w PDT. W tym wypadku zastosowano znacznie mniejsza dawke badanych zwigzkow (134
1138 — 0.5 umol/kg). Po 50 dniach od rozpoczecia terapii 50% myszy bylo wolnych od
guzoéw (RIF-1), ktore poczatkowo miaty $rednice 4-6 mm. Z kolei, po 60 dniach od PDT
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z wykorzystaniem zwigzku 142, w przypadku myszy obcigzonych nowotworami RIF-1, 80%
osobnikow byta wolna od guzéw, a w przypadku myszy z guzami Colon-26 odsetek ten
wynosit okoto 50%.

Otrzymane pochodne sprawdzity si¢ jako $rodki kontrastowe i w badaniach in vivo
znaczaco poprawiaty obraz guzow. Zwiazki te posiadaja lepsze parametry farmakokinetyczne
od dostepnych na rynku preparatow zawierajacych jony Gd’’. Dodatkowym atutem
otrzymanych pochodnych jest mozliwos¢ uzycia ich jako fotouczulaczy i zastosowanie PDT
bezposrednio po wykonaniu badania MRI. Niestety, zwickszanie liczby jonow Gd**
zmniejsza skuteczno$¢ zwigzku jako fotouczulacza, dlatego do zastosowania jako zwigzki

dwufunkeyjne przyjeto za optymalna liczbe trzech jonéw Gd*".

2.3.1.4. Pozostale modyfikacje chlorofilu

Przylaczanie tancuchow poli(tlenku etylenu) (PEG) do zwigzkéw biologicznie
czynnych jest czgsto stosowanym zabiegiem majacym na celu zwigkszenie rozpuszczalno$ci
oraz popraw¢ ich wilasciwosci farmakokinetycznych. Zwiazki posiadajace przylaczone
tancuchy PEG wykazuja zwigkszong stabilno§¢ w badaniach in vivo oraz in vitro, dhuzej
utrzymuja si¢ w organizmie, co pozwala zmniejszy¢ czesto§¢ ich przyjmowania.
Wprowadzanie lancuchow PEG do czasteczek nie powoduje zwigkszenia toksycznosci
powstatych pochodnych.

Pierwsza synteza pochodnej chlorofilu z przylaczonymi tancuchami PEG zostata
opisana w 1996 roku.”® Ttoh ze wspotpracownikami przeprowadzili reakcje pheoforbid a 98
z a~(3-aminopropyl)-o-metoksypoli(oksyetylenem) (PEG-NH,) 144 w obecnosci EDC.
(Schemat 32). Stwierdzono, ze otrzymana pochodna, w przeciwienstwie do chlorofilu,

rozpuszcza si¢ w wodzie 1 jest bardziej stabilna. Zwigzek ten zostal otrzymany z mysla

144
MeO,C o}
HO,C
Pheoforbid a, 98 NH
PEGO/Z\\O

145
Schemat 32. Przytgczanie PEG do pheoforbidu a 98. (i) EDC, HOBt, TEA, DCM, noc, 97%.
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o zastosowaniu w PDT. Wykazano, Ze otrzymana pochodna generowata 'O,, jednak nie
przedstawiono zadnych badan biologicznych potwierdzajacych jej skuteczno$¢. Doktadna
charakterystyke zwigzku 145 jak 1 szczegotowo synteze oraz wyniki badan biologicznych
opisal Xodo i wspolpracownicy.””® Grupe karboksylowa w pozycji 17 zwiazku 98
zaktywowano EDC oraz HOBY, a nastepnie dodano polimer 144 (Schemat 32), otrzymujac
zwigzek 145 z wydajnoscia 97%.

Badania biologiczne in vitro wykazaty, ze przylaczenie PEG wplywa niekorzystnie na
transport do wnetrza komorek. Pochodna 145 byta gorzej wchtaniana przez komorki niz Pheo
a, co powodowato mniejszg fototoksycznos¢ tego zwigzku. Natomiast, badania
farmakokinetyczne in vivo prowadzone na zdrowych osobnikach pokazaly, ze pochodna ta
jest wchlaniana znacznie lepiej 1 jest usuwana prawie catkowicie z moczem w ciggu 48
godzin od podaniu. W przypadku myszy obcigzonych nowotworami skory zaobserwowano
trzykrotnie wickszg akumulacj¢ w guzach zwigzku 145 w poréwnaniu do Pheo a. Niestety nie
przeprowadzono terapii potwierdzajacej skuteczno$¢ otrzymanego zwigzku jako
fotouczulacza.

Kolejnym przykladem ciekawej modyfikacji pochodnych chlorofilu jest przylaczanie
ich do znanych lekéw stosowanych w chemioterapii. W ten sposdb planowano otrzymac
nowe pochodne o znacznie lepszym powinowactwie do komodrek nowotworowych, bedace
dodatkowo skutecznymi fotouczulaczami.

W 2006 roku Ray opisal potaczenie piropheoforbidu a z tamoksyfenem — lekiem
stosowanym w terapii raka sutka (Schemat 33).”” Tamoksyfen wiaze si¢ z receptorami
estrogenowymi, ktorych jest znacznie wigcej komorkach nowotworowych 1 hamuje ich wzrost

oraz podzial. Alkilowanie pochodnej tamoksyfenu 147 bromkiem 146 daje pochodna 148,

Br\/\/\/\/OTBDMS

~
146
+ NMe,
NMe, H
H 0 0 O O O<\/>7OR i ' e,
0 OH
O O | 070, yo ° Ho
| ® ) CL C
@ |
147

. R=TBDMS 148
(ii)
R=H 149
150

Schemat 33. Synteza potgczenia tamoksyfenu z piropheoforbidem a. (i) K,CO3, KI, DMF, wrzenie; (ii) HF, MeCN;
(iii) piropheoforbid a 98, DCC, DMAP, DCM.
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ktéra po usunigciu zabezpieczenia TBDMS poddano reakcji sprzggania z piropheoforbidem a
98 w obecnosci DCC.
Zwiazek 150 wykazywal silne powinowactwo do receptorow estrogenu o, nie mniej jednak
bylo ono mniejsze o okoto dwa rzedy wielkosci od powinowactwa estrogenu. Nastepnie,
porownano efektywnos¢ pochodnej 150 do wolnego piropheoforbidu ¢ w PDT. W tym celu
badane zwiazki inkubowano z komorkami nowotworowymi MCF-7, a nastepnie poddano je
dziataniu $wiatta czerwonego (630-780 nm). Po 16 godzinach od zakonczenia naswietlania
probek inkubowanych z piropheoforbidem a, nieznaczny odsetek komoérek ulegt nekrozie.
W przypadku analogicznego eksperymentu prowadzonego w obecnosci pochodnej 150
nekrozie ulegto 85-90% komorek nowotworowych.

Inng pochodng przytaczong do lekéw przeciwnowotworowych przedstawili badacze
koreanscy. Kim, Ko 1 wspdlpracownicy przytaczyli do pheoforbidu a (Pheo a) doksorubicyne

1. Wykorzystano grupe karboksylowa w pozycji 17 Pheo a, ktora aktywowano EDC,

1 taxo
a nastepnie sprzegano z wolng grupg aminowa doksorubicyny lub hydroksylowa taxolu

(Schemat 34). Wydajnos¢ reakcji sprzegania wynosita nieco ponad 50% w obu przypadkach.

Tax =

Q) I: R=0OH Pheoa, 98 — ©)‘\Om
i

R=Tax 151 (ii)

R =Dox 152 -
Schemat 34. Synteza potgczen pheforbidu a 98 z lekami przeciwnowotworowymi. (i) Tax—H, EDC, DMAP, DCM,
4 godz., 54%; (ii) Dox—H, EDC, HOBt, TEA, DCM, DMF, 4 godz. 53%.

Badania in vitro otrzymanych pochodnych 151 i 152 prowadzone byly na liniach komoérek
nowotworowych reprezentatywnych m.in. dla nowotworéw piersi, szyjki macicy czy ptuc
(MCF-7, KB, HeLa, U-87MG, A549, AT-84, YD-10B). Otrzymane zwigzki 151 i 152
inkubowano z komdérkami bez dostepu $wiatta 1 po trzech dniach szacowano ilo§¢ komorek,
ktére przetrwaly. Z badan tych wynika, Zze pochodna 152 byla cytotoksyczna w $rednim
stopniu wzgledem komoérek MCF-7, HelLe, U-87MG oraz AT-84. Jednak w kazdym
przypadku dawata gorsze wyniki od niezwigzanej doksorubicyny. Z drugiej strony zwigzek
151 wykazywat silne wiasciwosci przeciwnowotworowe wzgledem komorek MCF-7, Hele,

KB oraz YD-10. Brak jednak porownania wynikéw dla zwigzku 151 z niezwigzanym
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taxolem. Autorzy sugerowali, ze roznice w aktywnosci pomig¢dzy otrzymanymi pochodnymi
moga wynika¢ z charakteru wigzania laczacego farmakofor z Pheo a. Wigzanie estrowe jest
bardziej podatne na dziatanie enzymow wewnatrz komorki, dlatego w przypadku zwigzku
151 fatwiej uwalniany jest taxol. Nie przedstawiono jednak zadnych badan dotyczacych
fototoksycznosci otrzymanych pochodnych zaznaczajac, ze badania te s3 w toku.

Kolejnym zabiegiem majacym na celu polepszenie efektywnosci PDT bylo
przylaczenie HPPH 52 do pochodnej grafenu.'”’ Potaczenie nanostruktury z fotouczulaczem
miato na celu zwigkszenie akumulacji w komoérkach nowotworowych przy zachowaniu
wiasciwosci  fotouczulajacych otrzymanego zwigzku. Znane s3 bowiem podobne
zastosowania grafenu jako nos$nikéw dla innych lekow. Najpierw, tlenek grafenu
zmodyfikowano przylaczajac do niego tancuchy PEG (Schemat 35). Nastepnie, na
powierzchni otrzymanej pochodnej 153 osadzono czasteczki HPPH 52 w oparciu
o oddziatywania typu n-m. Fluorescencja grafenu 154 jest nieco slabsza w poréwnaniu do
HPPH, co wigze si¢ z transferem energii stanu wzbudzonego pomigdzy ukladami
aromatycznymi grafenu i HPPH. Skutkuje to niestety nieco mniejsza wydajnosciag kwantowa

generowania 'O, przez otrzymany kompleks 154.

O\/\/\/

\\\\\

MeO,C O

HO,C
HPPH, 52

Tlenek Q)
grafenu

154

153
Schemat 35. Modyfikacja grafenu HPPH. (i) NaOH, 4 godz., 50 °C; (ii) EDC-HCI, PEG-NH,, noc; (iii) DMSO, noc.

Pochodng 154 poddano badaniom in vitro na komodrkach raka piersi (4T1) oraz in vivo na
myszach posiadajacych guzy tego typu. Naswietlanie prowadzono przy uzyciu lasera
o dlugosci fali 671 nm. Co ciekawe, pomimo gorszych wynikéw fotofizycznych kompleksu
154 niz HPPH ten pierwszy byl bardziej skuteczny w badaniach in vitro. Wyttumaczono to

zwigkszong akumulacjga pochodnej 154, ktora fatwiej wnikata do komorek. W badaniach in
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vivo przeprowadzonych na myszach, po podaniu zwigzku 154 i naswietlaniu (671 nm)
nowotwory ulegly catkowitej ablacji. Terapia przy uzyciu HPPH powodowata jedynie
czgsciowe niszczenie guzow 1 przedluzenie zycia myszy maksymalnie z 15 do 25 dni,
natomiast grafenowa pochodna 154 pozwalata na calkowite wyleczenie okoto 40% myszy.
Pomimo mato obiecujacych wynikow badan in vitro okazuje si¢, ze zastosowanie grafenu
jako no$nika wydatnie podnosi walory fotouczulacza w badaniach in vivo. Duza zaleta tego
podejécia wydaje si¢ by¢ sposob wigzania tetrapirolu do grafenu, ktéory powinien byc¢
kompatybilny réwniez dla innych podobnych tetrapiroli.

Ugrupowanie imidazolu czgsto wystepuje w strukturze wielu lekow. Na przyktad, jego
prosta pochodna, merkaptopuryna, jest lekiem stosowanym w terapii biataczek i chordb
autoimmunologicznych. Jej dzialanie polega na zakldcaniu funkcjonowania DNA.
Przylaczenie jednostki imidazolu w wielu przypadkach powoduje, ze zwiazki zyskuja cechy
przeciwbakteryjnych lub przeciwgrzybicznych.

Ze wzgledu na szerokie zastosowanie pochodnych imidazolu jako farmakoforéw,
Shim 1 wspolpracownicy przylaczyli dwie proste pochodne imidazolu do piropheoforbidu a,
z nieokreslonych powodoéw, liczac na poprawe wilasciwosci fototerapeutycznych powstatych
pochodnych.'” Zwiazki 155 i 156 otrzymano w reakcji sprzegania grupy aminowej
pochodnej imidazolu z aktywowana DCC grupa karboksylowa piropheoforbidu a 63
(Schemat 36).

HO,C

Piropheoforbid a, 63

155
156
Schemat 36. Otrzymywanie potgczen piropheoforbidu a z imidazolem. (i) DCC, DMAP, 4-(1-imidazoilo)anilina,
57%,; (ii) DCC, DMAP, 1-(3-aminopropylo)imidazol, 65%.

Badania in vitro prowadzono inkubujac przez 24 godziny otrzymane pochodne 155 1 156
z komorkami nowotworu pluc A549. Nastepnie, poddano je dzialaniu $wiatta o dtugosci fali
670 nm. Stwierdzono, Ze dziatanie tych zwigzkow powoduje nekroze okoto 90% komorek,
dla wyj$ciowego piropheoforbidu a zaobserwowano nekroze tylko okoto 50% komorek.

Z kolei Gupta 1 wspotpracownicy przytaczyli do innej pochodnej chlorofilu (Cps)

103

histaming (Schemat 37). "~ Niektore komorki nowotworowe produkuja duze ilosci histaminy

58



Naturalne porfirynoidy w biologii i medycynie

is3 zdolne do regulacji namnazania si¢ dzigki duzej iloSci receptorow tej aminy na
powierzchni komorek. Syntezg rozpoczeto od przylaczenia do purpuryny 18 histaminy,
a nastgpnie pierscien bezwodnika otwarto na drodze zasadowej hydrolizy, otrzymujac

zmodyfikowana w pozycji 17 pochodng Cpg 158.

CO,H

Purpuryna 18, 33

157 158
Schemat 37. Synteza pochodnej Cpg z jednostka histydyny. (i) histydyna, EDC, DCM, 24 godz.; (ii) MeOH, NaOH.

Pochodna 158 stabiej niz Cps absorbowata §wiatto, a molowy wspolczynnik ekstynkcji tego
zwigzku byt o potowe nizszy. Badania in vitro na dwoch liniach komérkowych nowotworu
ptaskonablonkowego ust — 4Nt8e oraz 4451, wykazywaly, ze dzigki obecnosci receptoréw
histaminowych na powierzchni komoérek nowotworowych, do wnetrza komoérek przenikato
10-krotnie wigcej fotouczulacza 158 niz Cps. Spowodowato to, znacznie lepsze wlasciwosci
fotouczulajagce otrzymanej pochodnej pomimo mniejszego o potowe molowego
wspotczynnika ekstynkcji.
Potaczenia pochodnych chlorofilu z pochodnymi imidazolu daja obiecujace wyniki
w badaniach in vitro, niestety dotychczas nie przedstawiono wynikéw badan in vivo.
Polaczenia fotouczulaczy z peptydami i bialkami jest uznana metoda zwigkszania
selektywnos$ci 1 efektywnosci w terapii fotodynamicznej. Zwigzki te, dzigki specyficznym
sekwencjom aminokwasow, sg rozpoznawane przez komorki nowotworowe 1 bardzo czgsto
wykazujg specyficzng akumulacje, gromadzac si¢ w wybranych obszarach komorek.
Niewatpliwg zaleta tej metody jest mozliwos$¢ przylaczenia do fotouczulacza sekwencji
aminokwasow rozpoznawanej tylko przez jeden typ komorek nowotworowych, co powoduje
bardzo duzg selektywno$¢ otrzymywanych potaczen. Metody przytaczania sekwencji
aminokwasOw oraz biatek do naturalnych porfirynoidow zostaty niedawno dobrze opisane
przez Boyla i wspolpracownikoéw.”® Opisane reakcje sa reprezentatywne dla metod
wprowadzania biatek 1 sekwencji aminokwaséw w strukture fotouczulaczy opartych na

naturalnych porfirynoidach.
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Kolejnym podejsciem zastosowanym do stworzenia bardziej selektywnie
akumulujacych si¢ fotouczulaczy jest przytaczanie przeciwcial monoklonalnych. Przeciwciata
monoklonalne to otrzymane w wyniku biosyntezy biatka, ktore wykazuja specyficzne
powinowactwo do jednego antygenu. Komorki nowotworowe wykazuja czegsto specyficzne
powinowactwo do przeciwciat monoklonalnych. Ta cech¢ komoérek nowotworowych
wykorzystuje si¢ tworzac polaczenia m.in. pochodnych naturalnych porfirynoidow
z przeciwciatami monoklonalnymi. Rezultaty badan biologicznych terapii fotodynamicznej
prowadzonej przy uzyciu potgczen porfirynoidow z przeciwcialami monoklonalnymi sa
bardzo obiecujace i dlatego sporo uwagi poswigca si¢ rozwojowi tej koncepcji. Metody
syntezy zastosowane do otrzymania takich potaczen opisal wyczerpujaco Boyle
1 wspolpracownicy w 2011 roku.”

Bardzo ciekawa koncepcja nowoczesnych fotouczulaczy sa tzw. fotouczulacze

3104 Koncepcja polega na syntezie dwoch chromoforéw — aktywnego

aktywowalne.
fotouczulacza i tzw. wygaszacza (ang. quencher) polaczonych ze soba w taki sposdb, aby
w procesie FRET fluorescencja oraz, co za tym idzie, zdolnos¢ do generowania 'O, byta
wygaszona. Lacznik pomiedzy chromoforami powinien mie¢ takie wilasciwosci, aby byt
rozpoznawany przez komorki nowotworowe i byt w nich rozrywany. W tym celu stosuje si¢
np. specyficzne peptydy'” lub fragmenty mRNA.'" Po degradacji lacznika fotouczulacz
moze oddyfundowa¢ od wygaszacza na odleglos¢, w ktorej proces FRET nie zachodzi i w ten
sposob zostaje aktywowany. Dodatkowa zaleta jest obecno$¢ w komodrkach dwoéch réznych
barwnikow, z ktorych jeden moze stuzy¢ jako fotouczulacza, a drugi by¢ wykorzystany np. do
obrazowania nowotwordéw. Synteza tego typu potaczen stosunkowo niedawno zostata opisana
w artykutach przegladowym i dlatego nie bedzie dalej dyskutowana.”*'**

W ostatnich latach nastapil znaczny postep w PDT, co mialo zwigzek m.in.
z otrzymaniem wielu nowych fotouczulaczy. Znaczng ich czg$¢ stanowig pochodne chlorofili.
Wsrod modyfikacji dominujg takie, ktore pomagaja zwigkszy¢ selektywnos$¢ akumulacji
w guzach oraz poprawiaja wlasciwosci farmakokinetyczne. Czgsto wprowadzone
modyfikacje powodowaly pogorszenie wilasciwosci fotofizycznych, co z kolei skutkowato
nieco gorszymi wynikami w badaniach in vitro. Jednakze, poprawa wlasciwos$ci
farmakokinetycznych prowadzila do znacznie lepszych wynikow PDT w badaniach in vivo.
O zainteresowaniu pochodnymi chlorofilu jako fotouczulaczami w PDT S$wiadczy stale

zwigkszajaca si¢ liczba publikacji. Niestety, jak do tej pory brak jest doniesien na temat

wprowadzenia fotouczulaczy trzeciej generacji do badan klinicznych.
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2.3.1.5. Pochodne chlorofilu o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych
i przeciwgrzybicznych.

Metodologia PDT nie ogranicza si¢ do leczenia nowotworoéw. Coraz czesciej probuje
si¢ ja wykorzysta¢ do walki z infekcjami bakteryjnymi, wirusowymi oraz grzybiczymi.
Wiekszo$¢ badan dotyczacych uzycia PDT przeciw drobnoustrojom prowadzona jest
woparciu o syntetyczne porfiryny posiadajace czwartorzedowe grupy aminowe,'®’ !
poniewaz wykazano, ze zwigzki w postaci odpowiednich soli tatwiej przechodza przez $ciang
komoérkowa mikroorganizméw. Metodologia ta moze by¢ wykorzystana tylko w leczeniu
infekcji miejscowych, ale jej zaleta jest to, ze w przeciwienstwie do antybiotykoterapii
bakterie nie moga zbudowac odpornosci na fototerapie.

Pierwsza pochodng chlorofilu o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych otrzymano

w zespole Hamblina przytaczajac do Ces jednostke poli-L-lizyny (Schemat 38).'"

Otrzymany
zwigzek 160 wydzielano na drodze dializy 1 po zoboj¢tnieniu Ac,O otrzymano pochodng 161.
Z kolei potraktowanie zwigzku 160 bezwodnikiem bursztynowym prowadzilo do powstania

anionowej pochodnej 162.

COH
CO,H CO,H
Ceg, 25 (.) CO,H

+
R=H,"
(,V)WE R = COMe 161
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fp/ ﬁi/ ——— R= g_on/\/coz' 162

Schemat 38. Przyfaczame poli-L-lizyny do Ceg. (i) DCC, NHS, DMSO, 24 godz.; (ii) bromowodorek poli-L-lizyny,
N-metylomorfolina, 24 godz.; (iii) bezwodnik octowy; (iv) bezwodnik bursztynowy.

HO,C

160

Pierwsze badania biologiczne pochodnych 160-162 prowadzono na bakteriach gram
dodatnich (Actinomyces viscosus) oraz gram ujemnych (Porphyromonas gingivalis) bgdacych
czesta przyczyna infekcji jamy ustnej.'”® Bakterie inkubowano w ciemnosci z fotouczulaczem
przez minutg, a nastgpnie naswietlano Swiattem o dtugosci fali 671 nm przez 10 minut.
W przypadku P. gingivalis $miertelno$¢ bakterii wynosita 99%, 91% 1 76% odpowiednio dla
zwigzkoéw 160, 161 1 162. Najskuteczniejsza, kationowa pochodna 160, powodowata nekroze
bakterii A. viscosus, przy czym komorki nablonka jamy ustnej (HCPC-1) pozostaty
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nienaruszone. Dowodzi to celowos$ci terapii, ktora niszczy bakterie wystepujace w jamie
ustnej oszczedzajac nabtonek. W takich samych warunkach Verteporfin nie naruszatl bakterii
P. gingivalis, stwierdzono natomiast nekroz¢ komoérek nablonka. Nastgpnie, poréwnano
skuteczno$¢ pochodnej 160 z innymi barwnikami: blekitem toluidynowym O (toluidyne blue
O - TBO) oraz ré6zem bengalskim (bengal rose - BR) w badaniach na bakteriach gram
dodatnich gronkowca zlocistego (S. aureus), gram ujemnych Escherichia coli oraz drozdzach
Candida albicans. Zwigzek 160 skutecznie wnikat do wszystkich badanych
mikroorganizméw. Natomiast TBO oraz BR wnikajg do komorek w tylko niewielkim stopniu,
glownie laczac si¢ ze $ciang komorkowsq i ich dziatanie opiera si¢ gtownie na niszczeniu tej
struktury komorkowe;j. Istotna wada pochodnej 160 jest jej degradacja w obecnos$ci proteaz,
ktére powoduja rozrywanie wigzan amidowych poli-L-lizyny. Rozwigzaniem tego problemu
okazato si¢ zastgpienie tancuchéw poli-L-lizyny ugrupowaniem polietylenoiminy (PEI)
(Schemat 39).'"* Te ostatnie moga mie¢ strukture polimeru liniowego lub rozgatezionego.
Do syntezy pochodnych zastosowano trzy polimery: liniowy o stopniu polimeryzacji 10 (PEI
liniowa), rozgat¢ziony o $redniej liczbowo masie czasteczkowej M,, = 600 oraz rozgateziony
o M, = 10000. Odpowiednig polietylenoimin¢ rozpuszczono w DMSO 1 dodano Ces,
EDC-HCI oraz TEA. Wydajno$¢ reakcji nie zostala podana, a otrzymane produkty

scharakteryzowano jedynie za pomocg widm UV/Vis oraz analiza HPLC.
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Schemat 39. Przytgczanie polietylenoiminy do Ceg na przyktadzie liniowej PEI. (i) EDC, TEA, DMSO, 24 godz.

CO,H

oM CO,H

Ceg, 25

Zdolno$¢ do niszczenia mikroorganizméw przez otrzymane pochodne pod wpltywem $wiatla
przetestowano na bakteriach gram dodatnich (S. aureus, Streptococcus pyogens), gram
ujemnych (E. coli, Pseudomonas aeruginosa) oraz drozdzach (C. albicans). Fotouczulacze
inkubowano bez dostgpu $wiatta z wybranym patogenem przez 10 minut, a nast¢pnie
przemyte buforem probki wystawiano na dziatanie $wiatta laserowego o dtugosci fali 665 nm.
Najwieksza efektywnos¢ wykazata pochodna z przytaczong polietylenoiming o M,, = 10000,
ktora skutecznie niszczyla wszystkie testowane mikroorganizmy. Pochodna 164 byta

wyraznie mniej skuteczna wobec gram ujemnych bakterii, a najslabsze wyniki terapii

62



Naturalne porfirynoidy w biologii i medycynie

fotodynamicznej zanotowano dla pochodnej z przylaczona polietylenoiming o M, = 600.
Powdd nie zostat podany, wiadomo jednak, Ze niska aktywno$¢ tego zwigzku nie wynikata ze
stabszego wchlaniania ani z mniejszej wydajnosci generowania 'O,. Ponadto, wszystkie
otrzymane zwigzki wykazywaly wigekszg stabilnos¢ w poréwnaniu z pochodng 160, co wiecej
nie ulegaly one degradacji pod wplywem proteaz. Dla zwigzku z przylaczong
polietylenoiming o M, = 10000 przeprowadzono dodatkowe badania na drozdzach
Cryptococcus neoformans wywolujacych grzybice,'”® ktére sa trudne do wyleczenia ze
wzgledu na grubg otoczke polisacharydowa utrudniajaca wnikanie wielu antybiotykow.
Udowodniono, ze fototerapia z zastosowaniem tego zwigzku powoduje naruszenie struktury
otoczki, co w konsekwencji utatwia wchtanianie fotouczulacza i skuteczng terapie.

W przypadku zastosowania terapii fotodynamicznej bakterie nie moga w prosty
sposob uodporni¢ si¢ na jej dziatanie. Zastosowanie terapii fotodynamicznej do leczenia
infekcji bakteryjnych i grzybiczych moze sta¢ si¢ zatem doskonalym uzupetlieniem
antybiotykoterapii, ktora coraz czesciej boryka si¢ z problemem szczepow bakterii opornych
na dzialanie antybiotykow. Nalezy jednak pamigtaé, o ograniczeniach tej terapii jedynie do
infekcji  zlokalizowanych. Dotychczas przeprowadzone badania dostarczaja duzo
pozytywnych rezultatow. Metodologia ta wymaga jednak dopracowania, stad w najblizszej

przysztosci spodziewana jest kontynuacja badan w tym temacie.

2.3.2. Modyfikacje hemu

Zwiazkiem, ktory zostal wykorzystany do syntezy pierwszego stosowanego klinicznie
fotouczulacza (Photofrin®) jest pochodna hemu — hematoporfiryna. W pozniejszym czasie
probowano zastosowac¢ inne pochodne hemu, zwtlaszcza protoporfiryne IX 165 (PPIX), jej
ester metylowy 166 lub hematoporfiryne IX 167 (HPIX) do celow PDT (Rysunek 12).

Ponadto, PPIX 165 jest otrzymywana wewnatrz komodrek z kwasu 5-aminolewulinowego.

= OH
OH
N
RO,C CO5R
2 2 HO,C CO,H
R = H, Protoporfiryna IX, 165 Hematoporfiryna IX, 167

R = Me, Ester metylowy PPIX, 166
Rysunek 12. Pochodne hemu.
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Wykorzystuje si¢ ta wlasciwos¢ i jako prekursor tego kwasu podaje si¢ jego estry (Levulan,
Metvix), co skutkuje nagromadzeniem si¢ PPIX w komorkach nowotworowych w ilo$ci
pozwalajacej na skuteczng fototerapi¢. Ta koncepcja wykorzystywana jest np. w leczeniu raka

skory.” Badania nad pochodnymi hemu do celéw PDT opisal Dolphin,*™ a nastepnie van

116 7

Lier''® oraz Pavlov.'"

OAlk
OAlk R= Cly Alk= Me, 172
OAlk OAlk Et, 173
n-Propyl, 174
(iv) i-Propyl 175
- n-Heksyl, 176
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CH,CH,OFEt, 178
H, 179
Cp, 180
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R R HNT - CNH,
R= Ak = Me, 181
() R=COMe 168 R i-Propyl 182
R=CH,0OH 169 Benzyl, 183
o CH,CH,OEt, 184
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—» R = E—CHZ—NK) 170
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|
o)
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o)
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o)

o CH,CH,OEt, 189
o

Alk = Me, 190
i-Propyl 191
Benzyl, 192

Schemat 40. Synteza platynowych pochodnych 172-192 PPIX. (i) LiAlH,, THF, 10 godz.; (ii) PPhs, ftalimid, DEAD,
THF, 2 dni; (iii) hydrazyna, THF, wrzenie, 2 dni; (iv) K,PtCl,, H,O, THF, HCI, 8 godz.; (v) AgNO3;, HNO3, 7 dni,
nastepnie NaOH, RH,, 3 dni.

Brunner i wspolpracownicy potaczyli struktury PPIX oraz cis-platyny.'® !

Modyfikacja ta miata na celu otrzymanie zwigzku o wlasciwosciach przeciwnowotworowych
zarowno w obecnosci, jak 1 bez dostepu $wiatla. Zwigzki te posiadaty ugrupowanie cis-Pt(II)
przylaczone do czasteczki porfiryny w pozycji 13 1 17 albo przez dwie grupy aminowe 172-
192 (Schemat 40), albo karboksylowe 194-213 (Schemat 41).

W tym pierwszym przypadku grupy estrowe w pozycjach 13 i1 17 w porfirynach 168
redukuje si¢ do odpowiednich dioli 169 glinowodorkiem litu. Nastepnie, w reakcji Mitsunobu
wymieniono grupy hydroksylowe na ftalimidowe, ktore w reakcji z hydrazyng przeksztatcono
w grupy aminowe. Tak otrzymane diaminy 171 poddano reakcji z K,PtCly, otrzymujac
kompleksy porfiryny z PtCl, (172-180). Nastepnie, usuni¢to atomy chloru w reakc;ji
z azotanem srebra(I), a powstale zwiazki posrednie poddano reakcji z kwasami ftalowymi
otrzymujac pozadane kompleksy 181-192. W przypadku otrzymywania kompleksoéw
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cis-Pt(II) polaczonych z PPIX grupami karboksylowymi synteza potrzebnych porfiryn byta
prostsza (Schemat 41). Wyjsciowe estry 168 poddano reakcji hydrolizy w warunkach
zasadowych (KOH/MeOH) otrzymujac pozadane dikwasy 193. Nastepnie, diaminowe
kompleksy Ptl, poddawano reakcji z azotanem srebra(I) i dodawano dikwaséw 193,

otrzymujac w ten sposob seri¢ kleszczowych pochodnych 194-213.

OAIlk OAlk R =2NHj3, Alk = Me, 194
OAIk OAIK Et, 195
n-Propyl, 196
. n-Heksyl, 197
(it) H, 198
—_—
R= Ak = Me, 199
Et, 200
H2N NH n-Propyl, 201
n-Heksyl, 202
CO4Et H, 203
R R
o~ 0
o O\Pt/ R = Ak = Me, 204
_ R=CO,Me 168 Et, 205
(i) R = C02H 193 R NHy NH, n-Propyl, 206
2 vq n-Heksyl, 207
CO,Et
H, 208
R= Ak = Me, 209
H,N  NH, Et, 210
n-Propyl, 211
n-Heksyl, 212
H, 213

EtO,C  CO,Et
Schemat 41. Synteza platynowych pochodnych 194-213 PPIX. (i) KOH, MeOH, 2 godz.; (ii) I,PtR, AgNO;, H,0,
7 dni, nastepnie porfiryna, EtOH, THF, kilka dni.

W badaniach in vitro wszystkie pochodne wykazywaty toksyczno$¢ zar6wno w ciemnosci jak
1 po naswietleniu. Wartos$ci te najczesciej nie odbiegaly znaczaco od tych zmierzonych dla
cis-platyny. Najlepsze wyniki otrzymano w przypadku pochodnych diaminowych porfiryn
181-192. Wszystkie z nich posiadaly wysoka fototoksycznos¢. Z kolei bez naswietlania
jedynie zwiazki posiadajace ligand ftalowy 190-192 posiadaty nieco gorsze wiasciwosci.
W tej samej grupie otrzymano réwniez diporfirynowe pochodne cis-platyny (Schemat 42).'*
Zwigzki 214-216 otrzymywano w wyniku reakcji dikwasow 193a-¢ z kompleksem 180.
Otrzymane pochodne 214-216 w badaniach in vitro wykazywaty wysoka fototoksycznos$c¢.
Niestety, w ciemnosci aktywna byta tylko pochodna 215.

Wiekszo$§¢ z otrzymanych pochodnych cis-platyny posiadata zalozone przez badaczy

wlasciwosci. Niestety, nie przedstawiono badan in vivo otrzymanych zwigzkow, stad trudno

oceni¢ ich wlasciwy potencjat.
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H 193¢

AkO
AlkO

Ak = oS g 214, 20%
cyklopentyl 215, 34%
H 216, 37%
Schemat 42. Diporfirynowa pochodna cis-platyny. (i) DMSO, THF, 48 godz.

Przyktadow potencjalnych fotouczulaczy trzeciej generacji otrzymywanych z hemu
w pordwnaniu z pochodnymi chlorofilu jest znacznie mniej. Na przyczyny takiego stanu
rzeczy sktada si¢ najprawdopodobniej kilka czynnikéw. 1) Chloryny i bakteriochloryny
absorbuja $wiatto o dluzszych falach, dzigki czemu bardziej odpowiadaja wymogom tzw.
,,okienka biologicznego”. 2) Obecnie cz¢sciej wybierang droga, jest synteza porfiryny de novo
(najczesciej pochodnej tetrafenyloporfiryny), niz modyfikacja naturalnej PPIX czy innej
pochodnej hemu. Syntetyczne porfiryny, jak rowniez chloryny i bakteriochloryny, sa
obiektem intensywnych badan jako fotouczulaczy do PDT. 3) Wilasciwosci
farmakokinetyczne syntetycznych porfiryn, chloryn i bakteriochloryn sa dobre, przykladem
moze by¢ Foscan — prosta syntetyczna chloryna stosowana klinicznie jako fotouczulacz

w terapii nowotworéw glowy i szyi.”

2.4. Terapia borowo-neutronowa

BNCT (ang. — Boron Neutron Capture Therapy) jest akronimem angielskiej nazwy
nowoczesnej metody radioterapii wykorzystujacej zwiazki boru.'”> Terapia borowo-
neutronowa polega na wprowadzeniu do komdrek nowotworu zwigzkéw boru, a nast¢pnie
napromieniowaniu catej tkanki tzw. neutronami termalnymi o niskiej energii.'*'*"?’
Neutrony wychwytywane przez atomy boru powoduja reakcje rozpadu naturalnego izotopu

1B (Schemat 43).
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B+ —> %He + TLi + ¥

r~'termalny
Schemat 43. Rozpad izotopu ;! pod wptywem neutrondéw termalnych.

Produkty tej reakcji jadrowej posiadajg duza energi¢ kinetyczng, ktdra rozpraszajac si¢ np. na

, . . . . . 128
sposob ciepta powoduje zniszczenie tkanki.

Zasigg terapeutyczny powstatych czastek sigga
okoto 10 pum, tak wiec efekt obserwuje si¢ w miejscu, w ktorym wystepuje najwicksze
stezenie atoméw boru.'” Zatem, skuteczne dziatanie BNCT wymaga selektywnego
dostarczenia jak najwickszej ilosci atoméw boru do komorek nowotworowych. Zwigzki
wykorzystywane do BNCT sa pochodnymi wyzszych borowodoréw i w porownaniu do
najprostszych zwigzkow tego typu sa stabilne. Ponadto, posiadaja duza ilo$¢ atomoéw boru
w czgsteczce. Przylacza si¢ do nich zwigzki selektywnie akumulujgce si¢ w nowotworach,
wsrod ktorych znajduja si¢ rowniez pochodne chlorofili i hemu.

Metoda ta, ma najwigksze szanse na wprowadzenie do praktyki medycznej w przypadku
nieoperowalnych nowotworéw moézgu np. glejakéw, chociaz jak kazda inna, ma swoje wady.
Stosunkowo duza ilo$¢ atomoéw boru musi zosta¢ selektywnie zlokalizowana w komorkach
nowotworowych, poniewaz izotop '°B wystepuje w naturze w iloci okoto 20%. Potrzebna
wigzka neutronow o odpowiedniej charakterystyce nie jest tatwa do otrzymania i wymaga
zastosowania filtréw eliminujacych inne rodzaje promieniowania. Jest to wiec metoda droga
i bardzo zaawansowana technologicznie, jednak dotychczasowe wyniki badan pokazuja, ze
szybko rozwijajg si¢ wszystkie aspekty potrzebne do skutecznego zastosowania tej metody na

szeroka skale w bliskiej przysztosci.'?

2.4.1. Pochodne chlorofilu w BNCT

Badania nad przylaczaniem boranéw do pochodnych chlorofilu prowadzono w grupie

. 128-131
Mironova.

Kluczowa reakcja uzyta do jednej z modyfikacji chlorofilu byta katalizowana
solami miedzi cykloaddycja azydkow do alkindw (CuAAC)."*? Odpowiedni azydek 219
otrzymano wedtug procedury opisanej przez Kononova.'> Bis(dikarbollid) kobaltu 217
poddano reakcji z 1,4-dioksanem w THF (Schemat 44). Otrzymana s6l 218 tatwo ulega
substytucji nukleofilowej w reakcji z BusNNs dajac pochodng 219. Z kolei chloryng 220
otrzymano z pheoforbidu a 98 w reakcji z propargiloaming. Nastepnie po utworzeniu
kompleksu cynku 221, poddano go reakcji z azydkiem 219 w obecnos$ci jodku miedzi(I).
Uzycie cynkowanej pochodnej jako substratu wyeliminowalo problem niepozadanej
(ze wzgledu na trudno$ci w pdzniejszym jej usunigciu) insercji jonu miedzi(Il) do luki

makrocyklicznej.
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217 219

Schemat 44. Otrzymywanie borowodorowych pochodnych chlorofili w reakcji CuAAC. (i) 1,4-dioksan, THF;
(i) BusNN3;, DCM, 24 godz., 92%,; (iii) propargiloamina, DCM, 86%; (iv) Zn(OAc),-H,0, CHCl;, MeOH; (v) Cul,
DIPEA, MeCN, 3.5 godz., 68%; (vi) HCI 6M.

Inne pochodne chlorofilu otrzymano w reakcji Sonogashiry (Schemat 45)."** Odpowiedni
blok budulcowy — alkin 224 otrzymano w analogiczny sposob do syntezy azydku 219, przy
czym jako nukleofila uzyto zdeprotonowanego alkoholu propargilowego. Odpowiednie
pochodne chlorofilu otrzymano w reakcji pheoforbidu a 98 i purpuryny 18 33
z 1,2-diaminoetanem. Pochodne te poddano nastgpnie reakcji z chlorkiem kwasu
p-jodobenzoesowego. Zsyntetyzowane zwigzki 227 1 228 posiadaly w swej strukturze
ugrupowanie jodoarylowe, ktore ulegato reakcji z alkinem 224 w obecnosci Pdy(dba)s
(60-68%).

Badania in vitro wykazaly, ze zwiazki 223, 229 1 230 sa wchtaniane przez komorki raka phuc
A549 1 gromadzg si¢ w cytoplazmie. Nie maja jednak powinowactwa do bton komoérkowych.
Rozproszenie leku w cytoplazmie nie jest korzystne z terapeutycznego punktu widzenia,
dlatego tez nie sprawdzono skutecznosci zsyntetyzowanych pochodnych w terapii borowo-
neutronowej. Ponadto, zwigzki te nie sg toksyczne w ciemnos$ci 1 nie powoduja nekrozy

komorek po naswietleniu.
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Schemat 45. Otrzymywanie boranowych pochodnych chlorofili z wykorzystaniem reakcji Sonogashiry.
(i) propargilan sodu, MeCN, O °C, 48 godz, 95%; (ii) etylenodiamina; CHCl;, 3 godz.; (iii) H,0, H', nastepnie
etylenodiamina, DCC, DMAP, THF, 75%; (iv) RlNHz lub RZNHZ, DIPEA, DCM, 1 godz., 79-83%; (v) 224, Pd,(dba)s;,
PPhs, DIPEA, C¢Hs, 60 °C, 48 godz., 60-68%.

2.4.2. Pochodne PPIX w BNCT

Innymi zwigzkami tetrapirolowymi modyfikowanymi w celu zastosowania w BNCT
byly pochodne hemu. Pierwsze prace dotyczace przylaczania do nich borandéw siegaja
poczatku lat 90-tych.'”> Ester metylowy deuteroporfiryny IX 231, w reakcji z HgCl,
przeksztalcono w zwigzek rtgcioorganiczny, ktory ulegal reakcji z winylodekaboranem
w obecnosci soli palladu dajac zwigzek 232 (42%) (Schemat 46). Nastepnie, przy uzyciu TFA
usuni¢to jon cynku z luki makrocyklicznej, a grupy estrowe poddano hydrolizie otrzymujac

pochodng 234. Niestety, nie przedstawiono wynikow badan biologicznych.
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Schemat 46. Synteza dekaborowanej pochodnej PPIX. (i) HgCl,; (ii) winylodekaboran, LiPdCls; (iii) TFA; (iv) KOH,
MeOH, THF, H,0, 2.5 godz., wrzenie.

Z kolei Kahl wychodzac z porfiryny 235 wprowadzit od razu cztery ugrupowania

1
dekaboranu.'®

W  pierwszym etapie ester metylowy PPIX 166 poddano reakcji
dihydroksylacji (Schemat 47)."°”"*® Otrzymany diol 235 reagowat z odpowiednim chlorkiem
kwasowym dekaboranu dajac porfiryng 236 z wydajnoscia 85%. Nastepnie, selektywna
hydroliza (ztoze Dowex-50 w formie K') pozwolita na otrzymanie rozpuszczalnego w wodzie
dikwasu 237, nazywanego rowniez BOPP (ang. BOPP — boronated protoporphyrin).
Skutecznos¢ BOPP jako leku w terapii borowo-neutronowej raka tarczycy zostala przebadana
na modelu mysim przez grupe Pisareva.'*'* Okazato sie, ze w badaniach in vivo zwiazek ten
wykazuje stabg selektywno$¢ wchianiania, komorki nowotworowe pobieraty tylko dwa razy
wiecej BOPP niz zdrowe komorki. Wykazano jednak, Ze napromieniowanie myszy
posiadajacych guzy raka tarczycy, ktérym podano BOPP, powoduje catkowitg remisj¢ guzow.
W przypadku grupy kontrolnej pod wpltywem napromieniowania wigzka neutronow

zaobserwowano nieznaczne zmniejszenie si¢ guzow. Jak do tej pory sa to jedyne wyniki

badan in vivo przeprowadzone z wykorzystaniem borowych pochodnych naturalnych

tetrapiroli.
HO
OH
OH
OH
Ester metylowy
PPIX, 166
B1oH10 = £ §
® C,CH
MeO,C CO,Me O B, BH
2 2 RO,C COR
235 R=Me, 236

(i) |: R=H, 237

Schemat 47. Synteza pochodnej 237. (i) OsO, pirydyna, 45 min.; (ii) ByoH,0COCI, DMAP, DCM, 85%;
(iii) K" Dowex-50, THF, H,0.
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W toku dalszych badan, otrzymano zwiazki o strukturze dimerycznej posiadajacej szesé
ugrupowan borowodorowych (Schemat 48)."*" Zwiazkiem wyjéciowym byla porfiryna 239,
ktora mozna otrzymaé przez cze$ciowa redukcje pochodnej 238 borowodorkiem sodu.'*!
W obecnosci kwasu trifluorometanosulfonowego porfiryna 239 ulega dimeryzacji. Nastepnie,
grupy karbonylowe obecne w zwigzku 240 zostaty zredukowane NaBH, i poddane reakcji
z chlorkiem benzoilu. W wyniku reakcji eliminacji odtworzony zostal uklad wigzan
podwdjnych w pozycji 3 1 8. W nastgpnym kroku grupy winylowe utleniono OsOg,
a otrzymany alkohol 242 poddano reakcji z chlorkiem kwasowym dekaboranu otrzymujac
pozadang pochodng 243. Niestety, mimo duzego naktadu pracy wilozonej w syntezg tych
zwigzkdw, autorzy nie pokusili si¢ dotychczas o zbadanie ich efektywnos$ci zwigzkow.

W zespole Morgana do syntezy zwigzkow przeznaczonych do BNCT wykorzystano
pochodne hematoporfiryny 246 alkilowane na atomach tlenu w pozycjach 3 i 8."** Do tych
pochodnych przylaczano karbaborany modyfikujac grupy estrowe w pozycjach 13 i 17
(Schemat 49). Na poczatku przygotowano potrzebny zwigzek borowy 245. W reakcji
dekaboranu z bromkiem propargilu otrzymano karbaboran 244, ktory w reakcji z magnezem

przeksztalcono w pozadany boran 243

241

R=H, 242
(vi)
R=COBgHsp, 243
Schemat 48. Synteza dimerycznej pochodnej hemu 243. (i) NaBH,, MeOH, DCM, 5 °C, 20 min, 75%; (ii) CF3SOsH,

DCM, 5 dni, 88%; (iii) NaBH,, MeOH; (iv) DMF, chlorek benzoilu, 95 °C, 1 godz., 80%; (v) OsO,, pirydyna,
1,4-dioksan, 16 godz., 35%; (vi) B1gH10COCI, DMAP, DCM, 25%.
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Et, 246b Et, b —=R?=0S0,CeHs, 248a-d
n-heksyl, 246c n-heksyl, c (V‘) L—» R2 = 1, 249a-d
n-decyl, 246d n-decyl, d (Vi)

L—> R?=B,,C3Hyq,  250a-d
Schemat 49. Modyfikacje pochodnych PPIX prowadzone w grupie Morgana. (i) Toluen, MeCN, 18 godz., wrzenie;
(i) Mg, Et,0, potem NH,4CI; (iii) LiAIH,4, Et,0, 60%; (iv) CsHgSO,Cl; (v) Nal, 70%; (vi) 244, n-Buli, THF, 60%.

Z kolei pochodne hematoporfiryny 246a-d poddano redukcji glinowodorkiem litu do
odpowiednich alkoholi. Po przeksztalceniu ich w grupy tatwo odchodzace w reakcji
z chlorkiem benzosulfonowym, zwiazki 248a-d poddano substytucji nukleofilowej z Nal.
W ostatnim etapie karbaboran 245 alkilowano w reakcji z n-BuLi i jodkami 2499a-d.
Otrzymano w ten sposob cztery borowe pochodne hematoporfiryny o réznej lipofilowosci
250a-d. Niestety, podobnie jak w przypadku porfiryn Kehla i Fairchilda wyniki badan
biologicznych nie zostaty opublikowane.

Nakamura opisat modyfikacje pochodnych hemu wykorzystujac reaktywnos¢ grup

143

karboksylowych w pozycjach 13 1 17 (Schemat 50). ™ W reakcji porfiryn 251a-¢ z chlorkiem

oksalilu otrzymano chlorki kwasowe, ktére poddano reakcji z boranem posiadajacym wolna

BioHq1 =
(i) 5~
—_—
(i)
B
O BH
COZH COZH COF\’1 CORZ
R®=CH,, R*=H, 251a R®=CH,, R*=H, R'=OH, R%2=SBy,Hy, 252a,51%
R®=0CsHq, R*=Me, 251b R®=0CsH;1 R*=Me, R'=OH, R2=SBjHy;, 252b,55%
R3 = 0Cy5Has R* = Me, 251c R3=0Cq,Hys R* =Me, R'= OH, R2=8Bj,Hyy, 252¢, 57%
R3=CH,, R4 = H, R'=OH, R2=0B;,Hq;, 253,70%
R3=CH,, R*=H, R'=0OH, R2=NHB;,Hq;, 254, 65%
R3=CHy, R*=H, R! = R2 = SBy,Hy4, 255, 74%

Schemat 50. Modyfikacje pochodnych hemu z wykorzystaniem reakcji Schottena-Baumanna. (i) (COCI),, DCM,
1 godz.; (ii) RB1,H14, gdzie R = OH, SH lub NH,, pirydyna, MeCN, 72 godz.
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grupe hydroksylowa, aminowg lub tiolowa. W przypadku pochodnej tiolowej w zaleznosci od
stechiometrii reakcji porfiryny 251a z chlorkiem oksalilu otrzymano mono- lub diboranowe
pochodne tioamidow. Nie skomentowano jednak regioselektywnosci reakcji, ktéra powinna
zachodzi¢ jednoczes$nie na obu grupach karboksylowych.

W tym przypadku dla monoboranowych zwigzkéw przeprowadzono wstepne badania
biologiczne. Zwiazki te sg stabilne w cytoplazmie i nie sg cytotoksyczne w ciemnosci.
Co wigcej, pochodne 252¢, 253 i 254 s3 dobrze wchlaniane przez komoérki nowotworowe
roznych typow. Wiasciwosci te sprawiaja, ze zwigzki te sg dobrymi kandydatami do dalszych
testow nad zastosowaniem ich w BNCT.

Metodologia BNCT jest skomplikowana, a mimo to rozwija si¢ w bardzo szybkim
tempie. Szybko rozwigzywane sa kolejne problemy dzielace ja od wprowadzenia jej do
powszechnej praktyki. Mozna jednak odnies¢ wrazenie, ze problem wprowadzania atoméw
boru selektywnie do komorek nowotworowych nie jest tatwy. Wyraznie widac te tendencje
obserwujac ilo$¢ publikacji dotyczaca syntezy nowych zwiazkéw w celach PDT i BNCT.
Bioragc pod uwage obiecujace wyniki dotychczasowych badan biologicznych mozna zatozy¢,
ze w bliskiej przysztosci moze dojs¢ do przetomu i wigcej grup badawczych zainteresuje si¢

ta zaawansowang i wcigz eksperymentalng metodg leczenia nowotwordw.

2.5. Podsumowanie

Naturalne zwiazki tetrapirolowe posiadaja szereg unikalnych wilasciwosci
fotofizycznych oraz biologicznych. Cechy te powoduja, ze znalazly one zastosowanie
w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych, takich jak PDT oraz BNCT.

Do terapii fotodynamicznej najczgsciej wykorzystuje si¢ pochodne chlorofilu
1 bakteriochlorofilu, decyduja o tym ich wlasciwosci fotofizyczne (wysoki wspolczynnik
ekstynkcji, absorbcja §wiatta dla fal A > 630 nm).

W  przypadku zwigzkow wykorzystywanych do terapii borowo-neutronowe;j
istotniejsza jest tatwo§¢ wprowadzania pozadanych modyfikacji 1 selektywno$¢ akumulacji
w komorkach nowotworowych. W tym wypadku zaré6wno pochodne chlorofilu jak i hemu
majg rownie dobrze opracowane metody modyfikacji 1 nie r6znig si¢ znaczagco wymaganymi
wlasciwosciami biologicznymi, dlatego ich pochodne wystepuja rownie czesto jako przyktady
zwigzkoéw czynnych w BNCT.

Pochodne witaminy Bj, cechuje bardzo silne i selektywne wigzanie aniondéw
cyjankowych. W tym wypadku opracowane metody pozwalaja bardzo szybko i precyzyjnie

okresli¢ bardzo matg zawartos¢ cyjankow w probkach.
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3. Badania wlasne

Cytozolowa cyklaza guanylowg (sGC) jest enzymem katalizujagcym przemiang
guanozynotrojfosforanu (GTP) w cykliczny guanozynomonofosforan (cGMP). Powstawanie
cGMP rozpoczyna kaskad¢ przemian biochemicznych prowadzacych, miedzy innymi, do
rozszerzenia si¢ naczyn krwionosnych. Endogennym aktywatorem sGC jest tlenek azotu(II).
Aktywowanie enzymu nastgpuje w wyniku utworzenia wigzania koordynacyjnego N-Fe
hemu i nastepnych zmian konformacyjnych. W stanach chorobowych, przy wystepujacym
niedotlenieniu migs$nia sercowego, w celu rozszerzenia naczyn krwiono$nych podaje si¢ leki
aktywujace sGC. Ogromng wickszo$¢ stanowia zwigzki z grupy nitroestrow (np.
nitrogliceryna), z ktoérych w organizmie wytwarza si¢ NO. Niestety leki te, wywoluja wiele
efektow ubocznych, z tego powodu poszukuje si¢ aktywatorow sGC, dziatajacych niezaleznie
od NO." Jednym z pierwszych aktywatoréw tego typu byt podstawiony benzopirazol YC-1
256 (Rysunek 13). W toku optymalizacji struktury opracowano szereg pochodnych

N__N 7

N ; |

= N\ F i | N F

N Il N P

\N \
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J W

YC-1, 256 BAY-41-2272, 257 BAY-63-2521, 258
Rysunek 13. Struktura niezaleznych od NO aktywatorow sGC.

"H-pirazolo[3,4-B]pirydyny, z ktorych BAY-41-2272 257 oraz BAY 63-2521 258 okazaly si¢
najefektywniejszymi aktywatorami. BAY 63-2521 (Riociguat lub Adempas) zostal w
ubieglym roku zatwierdzony przez FDA.

Wedlug badan z ostatnich lat, pochodne kwasu kobyrynowego aktywuja sGC
niezaleznie od NO, jednak mechanizm ich dziatania
pozostaje niewyjasniony.> *'** Wiadomo, ze pochodne
te oddzialujag z enzymem w innym miejscu wigzgcym
niz tlenek azotu. W celu poznania sposobu ich

oddziatywania, celowym wydawato si¢ przebadanie

wiekszej liczby Zwiazkow korynowych,

Rysunek 14. Heptaester metylowy kwasu zmodyfikowanych w réznych pozycjach (Rysunek 14).
kobyrynowego 3 z  zaznaczonymi

pozycjami W momencie rozpoczynania przeze mnie badan, istniaty

jedynie doniesienia na temat selektywnych modyfikacji
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pochodnych witaminy Bj, w pozycjach c- 1 mezo-, oraz mozliwos$ci przeprowadzania reakcji
na atomie kobaltu. Jako cel mojej pracy obralem znalezienie prostych, selektywnych metod
syntezy nowych pochodnych kwasu kobyrynowego.

Katalizowana kwasem siarkowym metanoliza witaminy B, prowadzi do przemiany
grup amidowych w estry metylowe (Schemat 51). Heptaester 3 ma wtasciwos$ci hydrofobowe
1 rozpuszcza si¢ w wigkszosci rozpuszczalnikow organicznych. Ta tatwa do otrzymania
pochodna kwasu kobyrynowego byla podstawowym substratem do wiekszosci

wykonywanych przeze mnie syntez.

H,NOC

“oH  Witamina Byy, 13
Schemat 51. Synteza estru metylowego kwasu kobyrynowego. (i) MeOH, H,SO,, wrzenie, 5 dni.

3.1. Wymiana liganda aksjalnego

Opierajac si¢ na doniesieniach literaturowych, postanowitem otrzyma¢ pochodne
heptaestru 3 posiadajace proste, inne niz cyjanek, ligandy aksjalne."”® Dogodna metoda
syntezy kompleksow réznigcych si¢ rodzajem liganda aksjalnego, polega na otrzymaniu
akwakompleksu 22, a nastgpnie potraktowaniu go roztworem odpowiedniej soli (Schemat

52).

MeO,C S,
\_-CO,Me

¢

22 259
Schemat 52. Synteza tiocyjanianowej pochodnej heptaestru metylowego kwasu kobyrynowego. (i) KSCN, H,0,
90%.

MeO,C
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Roztwér akwakompleksu 22 w DCM

14 v —3 potraktowalem wodnym roztworem rodanku
0,38 1 —259 potasu. Reakcja wymiany liganda przebiegta
06 1 bardzo szybko (TLC). W widmie spektrometrii
0.4 1 mas (MS/ESI) otrzymanego produktu
0.2 1 najintensywniejszy  sygnat (m/z = 1062)

0

odpowiadat  jonowi [M-SCN]".  Niestety,

250 350 450 550 650

Rysunek 15. Natozone widma UV/Vis heptaestru analogiczny sygnatl obserwuje si¢ rOéwniez
3 oraz pochodnej 259 wykonane w DCM-ie, C;,, =
3.5x10° M.

pozwolita mi potwierdzi¢ czy reakcja wymiany liganda data pozadany produkt. Natomiast

w widmie MS/ESI substratu. Analiza ta, nie

widmo spektrometrii mas wykonane metodg jonizacji desorpcja polem (MS/FD — ang. Mass
Spectrometry / Field Desorption) potwierdzilo otrzymanie produktu, zaobserwowalem jon
molekularny [M]". Analiza elementarna byta zgodna dla wszystkich oznaczonych
pierwiastkow (C, H, N, S) i1 potwierdzita czysto$¢ otrzymanego kompleksu. Ponadto
porownanie widm absorpcyjnej spektroskopii IR substratu i produktu wykazato, ze w widmie
tego ostatniego oprocz sygnatu przypisanego drganiom charakterystycznym dla grupy
cyjankowej (2134 cm™), pojawito si¢ intensywne pasmo przy liczbie falowej 2078 cm™, ktore

' W widmie UV/Vis pasma zostaly

przypisalem drganiom grupy tiocyjanianowe;j."
przesunigte hipsochromowo, w poréwnaniu do widma kompleksu dicyjankowego 3, przy
czym pasmo Yy o najwigksze] intensywno$ci bylo wyraznie poszerzone (Rysunek 15).
W widmie '"H NMR zaobserwowatem dwa zestawy sygnaléw pochodzace od dwoch
regioizomerow o 1 3.

Nastepnie podjalem probe otrzymania pochodnej azydkowej zwigzku 22. Pomimo
wydluzenia czasu reakcji akwakompleksu 22 z NaN3, nie zaobserwowatem pelnej konwersji.
Produkt reakcji ulegal rozktadowi podczas chromatografii na zelu krzemionkowym, dlatego
nie udato mi si¢ go wydzieli¢ w postaci pozwalajacej na wykonanie analiz potwierdzajacych
otrzymanie pozadanego produktu. Mimo to, w widmie MS/FD mieszaniny otrzymanej przez
odparowanie gtéwnej frakcji otrzymanej podczas chromatografii kolumnowej obserwowatem
obecno$¢ sygnatu pochodzacego od jonu molekularnego [M]. W widmie IR obok
charakterystycznego stabego pasma drgan rozciagajacych grupy cyjankowej (2128 cm™)

zaobserwowalem bardzo intensywne pasmo, ktore przypisatem drganiom rozciggajacym

grupy azydkowej (2014 cm™).
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Zdolnos¢ do aktywacji sGC przez kompleks tiocyjanianowy 259 zostala zbadana przez
zesp6l Emila Martina. Okazalo si¢, ze aktywuje on sGC gorzej od heptaestru 3, wykazujac

dodatkowo wraz ze zwigkszeniem stezenia efekt inhibujacy enzym.

3.2. Otwieranie c-laktonu aminami

Selektywne modyfikacje pochodnych kwasu kobyrynowego przeprowadza si¢
najczesciej roznicujac terminalne grupy estrowe poprzez utworzenie c-laktonu, a nastepnie
przeksztatcenie go w c-zmodyfikowane pochodne. c-Lakton otrzymuje si¢ traktujac roztwor
cyjanokobalaminy w kwasie octowym N-bromosukcynimidem (NBS) (Schemat 53). Na
poczatku bromowaniu ulega wegiel w pozycji C8, a nastepnie w warunkach reakcji zamyka

D o, 152
si¢ pieciocztonowy pierscien c-laktonu.

H,NOC

H,NOC
0]

Witamina By, 13 —

Schemat 53. Otrzymywanie c-laktonu (i) NBS, AcOH, 60 min; (ii) MeOH, H,SO,, 65 °C, 5 dni.

Wilbur 1 wspotpracownicy opracowali metode otwierania c-laktonu 260 w stopionym
1,12-diaminododekanie.' Podobne podejécie zastosowal Alberto w 2004 roku,
w analogicznej reakcji c-laktonu 260 z 1,4-diaminobutanem jako nukleofilem."™*
W momencie rozpoczecia przeze mnie badan, w literaturze nie bylo doniesien na temat
otwierania c-laktonu 4. Pochodng ta otrzymalem z witaminy Bj,, zgodnie z procedura

literaturows opisang przez Darbre i Keese.'>

3.2.1. Identyfikacja produktéow reakcji c-laktonu z etanoloaming

Do opracowania metody otwierania pierscienia c-laktonu wybralem reakcje
z etanoloaming (Schemat 54). Wybdr aminy podyktowany byl spodziewang istotng roéznica
w polarnosci produktu i substratu, co w konsekwencji znacznie ulatwitoby mi monitorowanie
reakcji oraz wydzielanie produktu. W reakcji etanoloaminy z c-laktonem w DCM

zauwazytem tworzenie si¢ dwoch gléwnych produktéw oraz trzeciego w ilosciach sladowych,
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o polarnosci zblizonej do substratu. Zwigzki te wydzielitem i zanalizowatem ich struktury na
podstawie widm spektrometrii mas i magnetycznego rezonansu jadrowego. Okazaty si¢ nimi

c-monoamid 261, c¢,d-diamid 262 oraz d-spirolakton 263 (Schemat 54).

MeO,C

\\\\\ "’/\COZMe )
e warunki

M302C

\_-CO,Me
4 R' = NH(CH,),OH, R2 = OMe, 261 263
R' = RZ = NH(CH,),OH 262

¢

MeOZC

Schemat 54. Reakcja modelowa otwierania c-laktonu.

Najmniej polarnym produktem byl c-monoamid 261. W widmie spektrometrii mas
wysokie] rozdzielczosci sygnat m/z = 1107.469 odpowiadat wartosci obliczonej dla jonu
pseudomolekularnego [M—CN]" pozadanego produktu 261. Jony tego typu sa bardzo
charakterystyczne dla pochodnych kwasu kobyrynowego 1 najczesciej, w widmach
spektrometrii mas otrzymanych metoda ESI sygnal ten ma najwickszg intensywno$¢.

W widmie '"H NMR tryplet (/ = 4.5 Hz) przy 6.97 ppm przypisalem protonowi
amidowemu (CONH). W zakresie 3.74-3.61 ppm zidentyfikowalem cztery singlety,
o intensywnosci integralnej odpowiadajacej szeSciu grupom estrowym (CO,CHj3). Sygnaly
pochodzace od protonow CONHCH,;CH,OH nie byly mozliwe do przypisania, ze wzgledu na
naktadanie si¢ ich z sygnalami odpowiadajagcymi innym grupom protonéw. Analiza
elementarna potwierdzila czysto$¢ otrzymanego produktu 261.

Drugim zwigzkiem o znacznie wigkszej polarnosci, ktory powstal w reakcji c-laktonu
z etanoloaming byt ¢,d-diamid 262. W widmach '"H NMR diagnostyczne okazaty si¢ sygnaly
— poszerzony tryplet przy 7.00 ppm (J = 3.2 Hz) oraz szeroki singlet przy 6.95 ppm, ktore
odpowiadaty dwém protonom grup amidowych (CONH).
W zakresie wystgpowania sygnaldow pochodzacych od
protonéw grup metoksylowych (3.8-3.5 ppm), obecne byly
cztery singlety o intensywnosci integralnej, odpowiadajacej
pigciu grupom CO,CH; (dwa singlety nakladaty sig).

Podobnie jak w przypadku monoamidu 261, nie udato si¢

Rysunek 16, Numera'cja d- doktadnie przypisa¢ sygnatow pochodzacych od protonow

spirolaktonu 263. CONHCH,CH,0H.
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Trzecim wyizolowanym zwigzkiem, tworzacym si¢ w $ladowych ilosciach, byt d-
spirolakton 263 (Rysunek 16). W widmie MS/ESI sygnatl o m/z = 1101.4 przypisatem jonowi
molekularnemu [M]". Sygnat ten nie byl najintensywniejszy, towarzyszyly mu sygnaty o
wickszej intensywnos$ci, ktore przypisatem jonom pseudomolekularnym [M—CN] oraz
[M+Na]", odpowiednio m/z = 1075.4, oraz 1124.4. Widmo MS/ESI wysokiej rozdzielczosci
zostato wykonane dla jonu molekularnego [M]", znaleziony stosunek m/z = 1101.4412 bardzo
dobrze korelowatl z wartoscig obliczong (m/z = 1101.4463).

W widmie 'H NMR szeroki tryplet, o przesunigciu chemicznym 6.99 ppm i stalej
sprzezenia J = 3.0 Hz, przypisalem protonowi grupy amidowej. W zakresie wystgpowania
sygnaldéw pochodzacych od protondéw grup metoksylowych obecnych jest pie¢ singletow
w zakresie 3.77-3.60 ppm, ktére odpowiadaja protonom pieciu grup estrowych CO,CHj.
Zamkniecie pier§cienia laktonu w pozycji d- potwierdzitem na podstawie odnalezionych
korelacji w dwuwymiarowych widmach NMR: COSY, HSQC oraz HMBC. Najbardziej
charakterystycznym sygnatem w widmie '"H NMR jest sygnal protonu mezo-, poniewaz jest
on mocno przesuniety w dol pola i dzigki temu jest odizolowany od innych sygnatow.
W widmie HSQC sygnat ten (singlet 5.58 ppm) korelowat z sygnatem wegla przy 86.4 ppm
(C10), natomiast w widmie HMBC sprzegat si¢ z czterema sygnatami weglowymi — C8 (93.7
ppm), C12 (47.6 ppm), C9 (168.7 ppm) oraz C11 (178.6 ppm). W ten sposdb przypisatem

Tabela 1. Przypisanie sygnatéw w widmie '"H NMR na podstawie analizy widm dwuwymiarowych d-spirolaktonu
263.

Przesuniecie Rodzaj Przvpisan Przesuniecie Rodzaj -
chemiczne sygnatu fzypisanie chemiczne sygnatu Przypisanie
CH2C02CHs
6.99 bt NH 2.44-2.38 m a-CHa lakton
5.57 s mezo-CH 2.30 d CH2C02CHs
3.77-3.73 m CH 2.26 s CHs
3.73 s COZCHs 2.21-2.15 m C';fgl'j:‘l;%fn"h
3.70 s CO2CH3 2.12-2.00 m CH2CH2C02CH3
3.68 s CO2CH3 2.11 s CHs
3.67 s CO2CH3 1.86-1.80 m CH2CH2C02CH3
3.60 S CO2CHs 1.78 s CHs
3.47-3.42 m CHz0H 1.49 s CHs
3.19-3.17 m CH2CH20H 1.38 s CHs
2.83-2.79 m CH2CH2C02CHs 1.37 S CHs
CH2C02CHs
2.73-2.63 m CH2CH2C02CHs 1.27 S CHs
CH2CONH
2.52-2.47 m Cﬁ:’éﬁ%ﬁ'&s 1.20 s CHs

s —singlet; bt —szeroki tryplet; m — multiplet; d — dublet.
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pierwsze sygnaly pochodzace od wegli znajdujacych
si¢ w pierScieniu B. Sygnaly odpowiadajace weglom
C8 oraz C9, w widmie HMBC, korelowaty
z multipletem przy 2.21-2.15 ppm. Sygnat ten musiat
wiec odpowiada¢ protonom potozonym strukturalnie
najblizej wegla C9, czyli grupie CH, w pozycji C28 —

protonom [3- pierScienia laktonu. Z kolei przesunigcie

chemiczne sygnatow pochodzacych od atomow
Rysunek 17. Struthra Yeray d-spirolakton wodoru przy weglu C29 (protony a-) okreslitem na
263. podstawie widma COSY, gdzie zaobserwowatem
korelacj¢ sygnatu przy 2.21-2.15 ppm z sygnatem przy 2.44-2.38 ppm. Przypisanie sygnalow
obserwowanych w widmie '"H NMR do odpowiadajacych im atomom zestawitem w tabeli
(Tabela 1).
Ostatecznie, strukture d-spirolaktonu 263 potwierdzono metoda rentgenowskiej analizy
strukturalnej (Rysunek 17). Monokrysztal, odpowiedni do jej wykonania, otrzymalem metoda
dyfuzji par eteru dietylowego do roztworu d-spirolaktonu 263 w etanolu. Odleglosci
pomiedzy atomami azotu w pier§cieniach A oraz D, a atomem kobaltu, sa nieco krotsze od
analogicznych odleglosci pomiedzy atomami azotu z pierscieni B oraz C, a atomem kobaltu
(kolejno dtugosci wigzan N—Co w pierécieniach A-D: 1.867(4) A, 1.905(4) A, 1.919(4) A,
1.870(4) A). Pierécien koryny nie jest plaski, kat pomiedzy plaszczyzng utworzong przez
pierscienie pirolowe A oraz B, wzgledem plaszczyzny utworzonej przez pierscienie pirolowe
C oraz D wynosi 10.8°. Rentgenowska analiza strukturalna potwierdzita retencje konfiguracji
na atomie wegla C8. Terminalna grupa hydroksylowa amidu w pozycji c- tworzyla
wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe z f3 aksjalnym ligandem cyjankowym.

Tworzenie si¢ d-spirolaktonu 262 jako zwigzku posredniego wyjasnilo przebieg
1 regioselektywnos¢ reakceji c-laktonu z etanoloaming, prowadzaca do powstania c,d-diamidu
262 (Schemat 55). W pierwszym etapie zachodzi nukleofilowy atak etanoloaminy na
pierscien c-laktonu 4, w wyniku ktérego powstaje monoamid 261. Nast¢gpnie w warunkach
reakcji tworzy si¢ pierScien d-spirolaktonu 263, ktéry reagujac z druga czasteczka

etanoloaminy daje c¢,d-diamid 262.
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4 261 263
Schemat 55. Przebieg reakcji c-laktonu 4 z etanoloamina.

3.2.2. Dobor rozpuszczalnika reakcji

Wynik przeprowadzonej reakcji byt bardzo obiecujacy, poniewaz poza otrzymaniem
c-monoamidu 261, w reakcji tworzyty si¢ nieznany dotad c¢,d-diamid 262 i d-spirolakton 263.
Ten ostatni potencjalnie mogt postuzy¢ do otrzymywania pochodnych selektywnie
modyfikowanych w pozycji d-. W momencie rozpoczgcia przeze mnie badan, nie istniata
metoda selektywnej modyfikacji pozycji d-, dlatego tez postanowilem zbada¢ przebieg reakcji
i zoptymalizowa¢ warunki selektywnego otrzymywania kolejno: c-monoamidu 261,
¢,d-diamidu 262 i d-spirolaktonu 263.

Optymalizacj¢ rozpoczatem od zbadania wpltywu rozpuszczalnika na omawiang
reakcje (Tabela 2). Najwyzsza wydajno$¢ syntezy c-monoamidu 261 otrzymalem stosujac
jako rozpuszczalnik 1,4-dioksan (Tabela 2, wiersz 1).

Tabela 2. Wptyw rozpuszczalnika na wydajnos¢ reakcji laktonu 4 z etanoloamina.

L.p. Rozpuszczalnik Monoamid 261 [%] Diamid 262 [%)] d-Spirolakton 263 [%]

1 1,4-Dioksan 72 - -

2 AcOEt 62 8 -

3 CHCl3 58 - Slady
4 MeCN 57 - -

5 DCM 56 18 3

6 THF 55 - -

7 Aceton 48 7 -

8 i-PrOH 47 13 Slady
9 EtOH 19 34 -
10 Toluen( 2 4 -
1 CClyta) Slady Slady Slady

Warunki reakcji: c-lakton 4 14 umol, etanoloamina 10 ekwiwalentdw, rozpuszczalnik 1 mL, temperatura pokojowa, 5 godzin. (a)
Zaobserwowatem tworzenie sie polarnych produktéw ubocznych reakcji (analiza TLC).

Reakcja w tym rozpuszczalniku byla rowniez najbardziej selektywna, w mieszaninie
reakcyjnej poza produktem 261 obserwowalem jedynie nieprzereagowany substrat 4. Z tych
powoddéw, wybratem 1,4-dioksan do dalszej optymalizacji syntezy c-monoamidu 261. Wsrod
testowanych rozpuszczalnikdéw najwigksza wydajnos¢ otrzymywania c¢,d-diamidu 262

zaobserwowatem w reakcji prowadzonej w etanolu (wiersz 9), jednak reakcja ta nie byta
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selektywna. Podobna sytuacja miata miejsce w przypadku reakcji w 2-propanolu (wiersz 8).
Z powodu niskiej selektywnosci rozpuszczalniki te nie byly brane pod uwage w dalszych
badaniach. W reakcji prowadzonej w DCM c,d-diamid 262 otrzymalem z wydajnoscia 18%
(wiersz 5) 1 prowadzita ona wylacznie do mieszaniny pozadanych produktow 261-263,
dlatego tez do dalszych badan jako rozpuszczalnik wybratem DCM. Okazat si¢ on réwniez
dobrym rozpuszczalnikiem do syntezy d-spirolaktonu 263. Tworzenie si¢ tego zwiagzku
obserwowalem w rozpuszczalnikach chlorowcopochodnych oraz w 2-propanolu (wiersze 3, 5,
8, 11). W przypadku najmniej polarnych rozpuszczalnikow konwersja reakcji byta
praktycznie catkowita, niska wydajno$§¢ wynikata z powstawania licznych polarnych

produktow ubocznych.

3.2.3. Optymalizacja reakcji otrzymywania c-monoamidu 261

W reakcji c-laktonu 4 z etanoloaming istotnym parametrem reakcji byt czas.
W reakcjach prowadzonych zbyt krotko, nie obserwowalem peinej konwersji substratu 4,
natomiast w reakcjach prowadzonych zbyt dlugo, nastgpowato zamykanie pier§cienia
spirolaktonu 263, ktory reagowal dalej z etanoloaming dajac c,d-diamid 262 (Tabela 3,
wiersze 1 1 2). Po 5 godzinach pozadany zwiazek 263 otrzymatem z wydajnoscia 72%.
Przedluzenie czasu reakcji powodowalo powstawanie c,d-diamidu 262. Nastepnie,
postanowitem przeprowadzi¢ reakcje c-laktonu 4 ze zmniejszong iloscig etanoloaminy, co
stwarzalo konieczno$¢ wydtuzenia czasu reakcji (wiersze 3 1 4). Zarbwno w reakcjach
prowadzonych w DCM jak i 1,4-dioksanie nie obserwowatem powstawania c¢,d-diamidu 262.
Ostatecznie za optymalne warunki otrzymywania c-monoamidu 261 przyjalem: steZenie
c-laktonu 4 0.014 M, 10 ekwiwalentow aminy, rozpuszczalnik — 1,4-dioksan, temperature
pokojowa, czas reakcji 5 godzin (wiersz 1).

Tabela 3. Optymalizacja otrzymywania monoamidu.

Lp. llo$¢ aminy [ekwiw.] Rozpuszczalnik Czas [godz.] Monoamid 261 [%] Diamid 262 [%)]
1 10 1,4-Dioksan 5 72 -
2 10 1,4-Dioksan 16 68 20
3 4 1,4-Dioksan 29 72 -

4() 4 DCM 29 61 -

50) 4 1,4-Dioksan 16 38 37

6() 4 DCM 6 57 -

Warunki reakcji: c-lakton 4 14 pmol, rozpuszczalnik 1 mL. (a) Wydajnos$¢ d-spirolaktonu — 11%. (b) Temperatura 50 °C, reakcje prowadzono
w probdwece cisnieniowej.

W reakcjach c-laktonu z etanoloaming prowadzonych w DCM stwierdzitem, ze gdy uzyto

mniejszej ilosci aminy (4 ekwiwalenty) tworzyta si¢ duza ilo$¢ d-spirolaktonu 263 (11%)
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(Tabela 3, wiersz 4), a gdy aminy uzyto wigcej (10 ekwiwalentow) obserwowalem tworzenie
si¢ ¢,d-diamidu 262 (Tabela 2, wiersz 5). Informacje te postuzyly mi do dalszej optymalizacji
syntezy d-spirolaktonu 263.

3.2.4. Optymalizacja reakcji otrzymywania c,d-diamidu 262

Optymalizujac warunki reakcji otrzymywania pochodnej diamidowej 262, skupitem
si¢ na reakcjach prowadzonych w DCM w temperaturze pokojowej, poniewaz podwyzszanie
temperatury prowadzito do skomplikowanych mieszanin reakcyjnych. (Tabela 3, wiersze 5
16). Na poczatku zwigkszytem nadmiar aminy do 120 ekwiwalentéw (Tabela 4, wiersze 1-4).
Po 16 godzinach w mieszaninie reakcyjnej zaobserwowalem jedynie $lady amidu 261,
natomiast pozadany diamid 262 tworzyt si¢ z wydajnoscia 57%, powstawalo rowniez duzo
innych produktéw. Okazato si¢, ze skrocenie czasu reakcji do 6 godzin pozwolito otrzymac
produkt 262 z wydajnoscia 75% (wiersz 2). Zbyt duzy nadmiar aminy powodowat tworzenie
si¢ produktow nastgpczych reakcji aminolizy grup estrowych (wiersze 5 i 6). Ostatecznie
najwyzsza wydajnos¢ c,d-diamidu 262 otrzymalem w nastepujacych warunkach: stezenie
c-laktonu 4 0.014 M, 120 ekwiwalentéw aminy, rozpuszczalnik DCM, temperatura pokojowa,
czas reakcji 6 godzin (wiersz 2).

Tabela 4. Optymalizacja otrzymywania diamidu 262.

Lp. Etanoloamina [ekwiw.] Czas Monoamid 261 [%] Diamid 262 [%)]
1 120 3 godz. 10 43
2 120 6 godz. 19 75
3 120 16 godz. Slady 57
4@ 120 40 min. 48 32
5 1200 3 godz. - 37
6@ 1200 40 min - 29

Warunki reakgji: c-lakton 4 14 umol, DCM 1 mL, temperatura pokojowa. (a) Jako substrat zostat uzyty akwakompleks c-laktonu.
Doniesienia literaturowe sugeruja, ze akwakompleksy sa bardziej reaktywne niz kompleksy

dicyjankowe pochodnych kwasu kobyrynowego.'

W  moim przypadku reakcje
akwakompleksu c-laktonu z etanoloaming w r6znych warunkach biegly szybciej (40 minut),

lecz tworzyto si¢ w nich duzo produktéw ubocznych (wiersze 4 1 6).

3.2.5. Optymalizacja reakcji otrzymywania d-spirolaktonu 263

W 1985 roku Gossauer opisal zwigzek 264 analogiczny do d-spirolaktonu 263
i sugerowal, ze tworzy si¢ on na drodze cyklizacji katalizowanej cyjankami (Rysunek 18).*
Wiadomo réwniez, ze cyjanki sa efektywnymi katalizatorami reakcji aminolizy."”’"*° Bazujac

na tych informacjach, jak i wynikach dotychczas przeprowadzonych eksperymentdéw, w celu
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optymalizacji syntezy d-spirolaktonu 263, postanowitem
sprawdzi¢ wplyw cyjanku potasu na przebieg reakcji
c-laktonu 4 z etanoloaming (Tabela 5, wiersze 1, 3 1 5).
Wreakcji tej w obecnosci katalitycznej ilosci KCN

zaobserwowalem  tworzenie  si¢  $ladowych  ilo$ci

d-spirolaktonu 263 (wiersz 1). Dopiero zastosowanie 15

COzMe
264 ekwiwalentow cyjanku  potasu  spowodowalo  wzrost

CO,Me

Rysunek 18. Spirolakton opisany
przez Gossauera.

wydajnos$ci produktu 263 do 45% (wiersz 5).

Spirolakton 263 jest produktem reakcji c-laktonu 4
z etanoloaming, dlatego tez w toku dalszych badan, wyizolowany c-monoamid 261 poddalem
dziataniu KCN w 1,4-dioksanie (wiersze 2, 4 1 6). Wzrost ilosci cyjanku uzytego do reakcji
powodowat wzrost wydajnos$ci d-spirolaktonu 263, ostatecznie zastosowanie KCN w iloéci 15
ekwiwalentow pozwolito otrzymac pozadany produkt 263 z wydajnoscia 83% (wiersz 6).

Tabela 5. Wptyw cyjanku potasu na wydajnos¢ tworzenia d-spirolaktonu 263.

Lp. Substrat KCN [ekwiw.] d-Spirolakton 263 [%)]
1 4 0.07 Slady

2@ 261 0.07 -
3 4 1 29

4(a) 261 1 37
5 4 15 45

6@ 261 15 83

Warunki reakcji: substrat 14 umol, etanoloamina 4 ekwiw., 1,4-dioksan 1 mL, temperatura pokojowa, 48 godzin. (a) Brak etanoloaminy w
reakcji.

Przeprowadzone badania wykazaly, Ze lepszym rozwigzaniem jest prowadzenie syntezy
d-spirolaktonu 263 dwuetapowo. Sumaryczna wydajno$¢ dwoch, oddzielnych reakcji
(syntezy c-monoamidu 261 z c-laktonu 4, a nastgpnie transformacji c-monoamidu 261
w d-spirolakton 263) byla wyzsza (60%) niz wydajno$¢ syntezy d-spirolaktonu 263
bezposrednio z c-laktonu 4 (45%).

3.2.6. Zakres i ograniczenia reakcji otwierania c-laktonu 4 aminami

W kolejnym etapie badan przystagpitem do okreslenia zakresu stosowalnos$ci
1 ograniczen opracowanej metody otwierania c-laktonu 4 aminami (Tabela 6). W przypadku
kazdej z amin czas reakcji musial by¢ odpowiednio dobrany w celu osiggnig¢cia peinej
konwersji (TLC). Proste, pierwszorzedowe aminy reagowaly zazwyczaj szybko dajac
pozadane produkty z zadowalajagcymi wydajnosciami (wiersze 1-4). Reakcje ze sterycznie

zattoczonymi aminami biegly stabo lub nie zachodzity wcale (wiersze 5 1 6). W reakcji
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c-laktonu 4 z propargiloaming (10 ekwiw.), pomimo wydtuzonego czasu reakcji, pozadany
produkt 277 otrzymatem z wydajnoscia 10% (wiersz 8). Dopiero zastosowanie znacznie
wiekszego nadmiaru aminy, prowadzito do podwyzszenia wydajnosci do 69%.

Tabela 6. Zakres i ograniczenia stosowania reakcji otwierania c-laktonu aminami.

NHR NHR

OH
" CoMe T NR
o)
4 Monoamid Diamid

Lp. RNH2 Monoamid [wydajnos¢, %)) Diamid [wydajnos¢, %]®)
1 Etanoloamina 261[72] 262 [75]
2 Diglikoloamina 265 [71] 266 [70]
3 n-Butyloamina 267 [65] 268 [53]
4 n-Oktyloamina 269 [67] 270 [40]
5 i-Propyloamina 271 [25] 272 [58]
6 {-Butyloamina 273 [0] 274 [0]
7 Benzyloamina 275[0] 276 [0]
8 Propargiloamina 277 [10] 278 [0]
9 Propargiloamina 277 [69] 278 [0]

(a) Warunki reakcji: c-lakton 4 (14 umol), amina (10 ekwiwalentéw), 1,4-dioksan (1 mL), temperatura pokojowa. (b) Warunki reakcji:
c-lakton 4 (14 pmol), amina (0.1 mL), DCM (1 mL), temperatura pokojowa. (c) Warunki reakgcji: c-lakton (14 umol), amina (0.1 mL), 1,4-
dioksan (1 mL), temperatura pokojowa.

Struktury wszystkich nowo otrzymanych pochodnych 265-272 1 277 zostaly ustalone na
podstawie widm spektrometrii mas (HRMS/ESI) oraz NMR (‘H i C). Analizy NMR
niektorych amidow byly trudne do interpretacji, w widmach 'H NMR obserwowatem
pojawienie si¢ drugiego zestawu sygnatéw. Zjawisko to bylo wczesniej obserwowane przez

13 W przypadku moich badan zjawisko

Alberto, ale przyczyna nie zostala ostatecznie podana.
pojawienia si¢ drugiego zestawu sygnaléw dotyczyto pochodnych posiadajacych alifatyczne
podstawniki w pozycji c-, zwlaszcza gdy pomiar NMR wykonywany byt w CD,Cl,. Efekt ten
znaczaco zmniejszal si¢, gdy dla tej samej substancji pomiar wykonano w deuterowanym
toluenie. Drugi zestaw sygnaldw prawdopodobnie wynika z labilnego charakteru liganda
CN'. W przypadku pochodnych posiadajacych w pozycji c- terminalng grupe hydroksylowa
nie obserwowalem tego zjawiska. Wyjasnienie tego faktu sugeruje struktura krystalograficzna
d-spirolaktonu 263 (Rysunek 17), w ktorej wyraznie wida¢ oddzialywanie pomigdzy
terminalng grupa hydroksylowa a ligandem CN'. Mozliwe, Zze obecno$¢ terminalnej grupy

hydroksylowej w pozycji c- stabilizuje strukture rowniez w roztworze.
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3.2.7. Selektywna modyfikacja pochodnych kwasu kobyrynowego w pozycjach c- i d-

Kontynuujagc badania postanowitem skupi¢ si¢ na selektywnej modyfikacji
podstawnika w pozycji d- (Schemat 56). Przeprowadzilem reakcje d-spirolaktonu 263
z trzema aminami posiadajacymi terminalne grupy funkcyjne. Otrzymane pochodne w tatwy
sposob mozna dalej funkcjonalizowaé, na przyklad w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji
azydku do alkinu. Zatozytem, ze warunki zoptymalizowane dla reakcji otwierania c-laktonu
4, prowadzace do monoamidu, bedg odpowiednie réwniez dla reakcji otwierania
d-spirolaktonu 263. W reakcji d-spirolaktonu 263 z aming (10 ekwiw.) w 1,4-dioksanie,
otrzymatem zwiazki 279-281 bedace pierwszymi pochodnymi kwasu kobyrynowego,

selektywnie zmodyfikowanymi w pozycjach c- oraz d-.

R= %O "oy 279, 44%
WSS 280, 65%
1{\ 281, 38%

263
Schemat 56. Otwieranie d-spirolaktonu 263. (i) amina, 1,4-dioksan, 16-24 godz.

Otrzymane zwigzki zostaly poddane badaniom biologicznym w zespole Emila Martina
z The University of Texas Health Science Center w Houston. Wyniki tych badan zostang

przedstawione w rozdziale 3.8.

3.3. mezo-Amidy

W toku dalszych badan skupilem si¢ na pochodnych kwasu kobyrynowego,
posiadajacych podstawniki w pozycji mezo-. Proton w pozycji mezo- wykazuje charakter
czg¢sciowo aromatyczny. Duza gesto$¢ elektronowa w tej pozycji sprawia, ze mozliwe jest
prowadzenie reakcji substytucji elektrofilowej 1 wprowadzenie w ten sposéb np. grupy
nitrowej (284). Modyfikacje w pozycji mezo- opisat w 1977 roku Gossauer (Rysunek 19)."*

Badacze niemieccy, w reakcji nitrowania heptaestru 3 zastosowali tetrafluoroboran nitrozylu

MeO,C (NO,BF,). Reakcja ta przebiegata
CO,Me

z wysoka wydajnoscia, jednak

=" COMe R= Br 282 wymagata SciSle bezwodnych
R [ 283

NO, 284
NH, 5
NH;* CF,CO,” 285

warunkow oraz dhlugiego czasu

reakcji (48 godz.).

MeOZC & v 2
) —\/CO Me
MeO,C 2

Rysunek 19. Modyfikacje w pozycji mezo- opisane przez Gossauera.
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Tabela 7. Optymalizacja otrzymywania nitrozwigzku 284.

Lp. Reagent/[ekwiw.](@) Rozpuszczalnik Stezenie® [mmol-mL-1] Czas [godz] Produkt 284 [%)]
1 NO2BF4/1.1 AcOH 0.04 48 86150
2 NO:BF4/8 DCM 0.02 3 80
3 NO2BF4/10 DCM 0.03 0.1 60
4 HNOs/1000 MeCN 4.1 05 74
5 HNOs/750 MeCN 2.4 45 78

(a) Stosunek molowy reagenta nitrujacego do heptaestru 3. (b) Stezenie czynnika nitrujacego w mieszaninie reakcyjnej.
Sprawdzitem czy reakcje nitrowania mozna przeprowadzi¢ w tagodniejszych warunkach.
W analogicznej reakcji, lecz przeprowadzonej w DCM zamiast AcOH, otrzymatem
nitrozwigzek 284 ze zblizong wydajnoscia, ale w znacznie krétszym czasie (Tabela 7, wiersz
1 i 2). Nastepnie sprawdzitem czy reakcje mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu 65% kwasu
azotowego(V) w acetonitrylu. Zaleta tej metody bylo uzycie tanich odczynnikéw, jak réwniez
brak konieczno$ci utrzymania bezwodnego rezimu. Okazato si¢, Ze heptaester 3 ulega
nitrowaniu kwasem azotowym w acetonitrylu ze zblizong wydajnoscia (wiersz 4 1 5) do
podanej w oryginalnej procedurze. Za optymalne warunki syntezy nitrozwigzku 284
przyjatem: stezenie heptaestru 3 — 3.1 mM, stezenie kwasu azotowego — 2.4 M,
rozpuszczalnik — acetonitryl, temperatura pokojowa 4.5 godziny (wiersz 5). Otrzymany
nitrozwiazek 284 poddatem redukcji borowodorkiem sodu w metanolu, zgodnie z procedurg

opisana przez Inhoffena (Schemat 57)."°

Amina 5 postuzyta mi jako materiat wyjsciowy do
syntezy zwigzkow posiadajacych w pozycji mezo- grupe amidowa. Celem tej czesci pracy
byto otrzymanie zwigzkow 1 przebadanie wptywu terminalnej grupy funkcyjnej na zdolnosé

oddziatywania tych zwiazkow z sGC.

CO,Me

3 284 5
Schemat 57. Otrzymywanie mezo-aminy 5. (i) HNOs;, MeCN, 4.5 godz., 78%; (ii) NaBH,;, MeOH, 0 °C, 2 min., 53%.

3.3.1. Reakcje aminy S z cyklicznymi bezwodnikami

W 1998 roku Hisaeda opisal reakcje mezo-aminy 5 z bezwodnikiem octowym.'®'
Zainspirowany ta pracg zaplanowalem syntezg¢ trzech pochodnych kwasu kobyrynowego
posiadajacych  terminalne grupy karboksylowe. Aby osiggng¢é zamierzony cel,
przeprowadzitem reakcje aminy S z cyklicznymi bezwodnikami kwasoéw dikarboksylowych.
Otrzymane pochodne roznity si¢ jedynie fragmentem struktury, stanowiagcym lacznik migdzy
koryng i grupg karboksylowa (Schemat 58).
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COzMe

N COMe 0._0__0O X= - 289, 53%

T f — CH, 290, 45%

)—NH, X o 291, 82%
X= 286
5 CH, 287
o 288

Schemat 58. Otwieranie cyklicznych bezwodnikéw mezo-aming 5.

Badania rozpoczatem od proby otrzymania pochodnej 289. Jednak w reakcji aminy 5
z czterema ekwiwalentami bezwodnika bursztynowego 286 w toluenie otrzymalem jedynie
slady pozadanego produktu 289. Stopniowe zwigkszanie iloSci bezwodnika do 25
ekwiwalentow pozwolito na wydzielenie mezo-amidu 289 z wydajnoscia 11% (Tabela 8,
wiersz 1). Reakcje otwierania bezwodnikéw katalizowane sa aminami trzeciorzedowymi.'®*
Dodatek DIPEA, w rownomolowej ilosci w odniesieniu do bezwodnika 286, spowodowat
zwigkszenie wydajnosci reakcji amidowania do 34%. Ostatecznie, przedluzenie czasu reakcji
pozwolito mi na wydzielenie produktu 289 z wydajnoscia 53% (wiersz 6). Zardwno
zwigkszenie ilo$ci bezwodnika 286 uzytego do reakcji, jak i zmiana stosunku molowego
dodatek/bezwodnik, powodowato obnizenie wydajnos¢ reakcji. Opracowane warunki reakcji
zastosowatem w reakcji aminy 5 z bezwodnikiem glutarowym 287 oraz diglikolowym 288.
Najbardziej reaktywny okazal si¢ bezwodnik diglikolowy 288, ktory przereagowat z mezo-
aming 5 w ciaggu 30 minut (wydajnos¢ 82%). Bezwodnik glutarowy 288 rowniez reagowat
szybciej niz bursztynowy 286 (14 godzin), jednak wydajno$¢ otrzymanego produktu byta
nizsza (45%,).

Tabela 8. Otwieranie cyklicznych bezwodnikéw kwaséw karboksylowych mezo-aming 5.

Lp. Bezwodnik Dodatek Dodatek/bezwodnik Czas [godz] Wydajno$¢ amidow [%)]
1 286 - - 24 "
2 286 Pirydyna 1 3 9
3 286 DMAP 1 0.1 25
4 286 DIPEA 1 0.5 34
5 286 DMAP 4 5 12
6 286 DIPEA 1 24 53

7@) 286 DIPEA 1 24 42
8 286 DIPEA 1.5 24 46

9t 286 DIPEA 1 48 43

100 286 DIPEA 1 24 29
1 288 DIPEA 1 0.5 82
12 287 DIPEA 1 14 45

Warunki reakcji: Amina 5, bezwodnik kwasowy (25 ekwiw.), bezwodny toluen, reakcja prowadzona w atmosferze argonu, 50 °C.
(a) Bezwodnik kwasowy (50 ekwiw.). (b) Temperatura pokojowa. (c) Bezwodnik kwasowy (10 ekwiw.).
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Hydrofobowe pochodne kwasu kobyrynowego posiadajace terminalng grupe
karboksylowa bardzo trudno jest w pelni zanalizowaé. Powodem tego jest prawdopodobnie
oddziatywanie kwasowej grupy z atomem kobaltu. W takiej sytuacji pojawia si¢ rownowaga,
ktora powoduje poszerzenie sygnaldw w widmach NMR, ktore nie nadaja si¢ do

interpretacji.'®

3.3.2. Reakcje amidowania w pozycji mezo-

Wydajng i 0ogolng metoda otrzymywania amidow z amin i kwaséw karboksylowych

164 . .
h.””™ W celu opracowania warunkéw

jest reakcja przy uzyciu odczynnikdéw sprzegajacyc
reakcji sprzegania mezo-aminy 5 z kwasami karboksylowymi wybratem, jako zwigzek
modelowy, N-Boc-glicyne (Tabela 9).

Tabela 9. Reakcje sprzegania mezo-aminy 5 z Boc-Gly-OH.

HO,C” “NHBoc ~—
5 292

Lp. Odcz. sprzegajacy Stosunek molowy odcz. sprz./amina Czas [godz.] Wydajnos¢ [%)]

1 EDC-HCI 4 3 39
2() HBTU 3 48 n. w.

3 DEPC 4 48 n. w.
4 EDC-HCI 1 3 9
50) EDC-HCI 4 3 19
6 EDC-HCI 10 3 42

7 EDC-HCI 4 5 40
8@ EDC-HCI 4 5 29

9 EDC-HCI 4 16 58
100) EDC-HCI 4 24 32
1@ EDC-HCI 4 24 Slady
12 DCC 4 5 77

Warunki reakcji: Amina 5, N-Boc-Gly-OH (4 ekwiw.), DCM, temperatura pokojowa. (a) Reakcja w DMF, HOBt (4 ekwiw.). (b) Jako substrat
uzyto akwakompleks aminy 5. (c) TEA (4 ekwiw.). (d) DMAP (4 ekwiw.). n. w. — nie wykryto.

Badania rozpoczatem od przetestowania efektywnosci réznych  odczynnikow
sprzegajacych.'® Reakcja prowadzona w obecnosci EDC-HCI, jako jedyna, data pozadany
produkt (Tabela 9, wiersz 1), stad w kolejnych eksperymentach stosowalem wytacznie ten
odczynnik. Wydtuzenie czasu reakcji do 16 godzin spowodowato wzrost wydajnosci (wiersz
9). Zastosowanie jako substratu akwakompleksu mezo-aminy 5 skutkowalo nizszymi

wydajnosciami (wiersze 5 1 10). Zmiany ilosci reagentow miaty tylko niewielki wptyw na
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ilo§¢ powstajacego produktu. Dodatek trzeciorzgdowych amin powodowal znaczace
obnizenie wydajnosci (wiersze 8 i 11). Zastgpienie EDC-HCI innym karbodiimidem (DCC)
spowodowato znaczace przyspieszenie reakcji 1 zwigkszenie wydajnosci (77%). Jako
optymalne warunki sprz¢gania mezo-aminy 5 z N-Boc-glicyng 292 przyjatem ostatecznie:
N-Boc-glicyna (4 ekwiw.), DCC (4 ekwiw.), DCM, temperatura pokojowa, 5 godzin.

Stosujac opracowane warunki reakcji otrzymalem seri¢ mezo-amidowych pochodnych
293-297 (Rysunek 20). Zwiagzki te mozna réwniez otrzymac przy uzyciu EDC-HCI, lecz
wydajnosci poszczegolnych reakcji byly nizsze ze wzgledu na niskg konwersje.

COzMe

R= r’é\/\NHBoc ;\/\/\IC])/O\/ ;\/\/\I(OK

o}
294 83% 295 46% 296 67%
o. o~ N NHR!
rré\/\/\/ Si/ ‘:é 3 ;\/
R'=Boc,293 77%
297 33% 298 slady (i)
R'=H, 299 99%

Rysunek 20. Produkty sprzegania aminy 5 z kwasami karboksylowymi w obecnosci DCC. (i) TFA, Et;SiH, DCM.

Ostatnig metoda, ktorg przetestowatem byta reakcja mezo-aminy 5 z chlorkami
kwasowymi (Schemat 59). Zastosowana przeze mnie technika omne-pot pozwolila na
uniknigcie wydzielania chlorkow kwasowych. Kluczowym elementem, od ktérego zalezato
powodzenie reakcji sprzegania, bylo doktadne pozbycie si¢ nadmiaru chlorku oksalilu wraz

z rozpuszczalnikiem, przed dodaniem aminy 5.

(i R= SN 298, (99%)
RCO,H ——= RCOCI
R'=Et, 295, (93%)
OR'
;\/\/\[( " R = {-Bu, 296, (94%)
o) ii
R'=H, 300, (37%)

(if) R2 = TBDMS, 297, (89%)

?ﬁ\/\/\/OR2 (iv)

RZ=H, 301, (67%)
Schemat 59. Reakcje sprzegania mezo-aminy z kwasami karboksylowymi przy uzyciu chlorku oksalilu. (i) (COCI),,
DCM, DMFkat), 15 min; (ii) DCM, 2 godz.; (iii) TFA, Et3SiH, DCM, 60 min.; (iv) THF, TBAF, 6 godz.

mezo-Ester tert-butylowy 296 poddalem hydrolizie kwasem trifluorooctowym. W ten
sposOb otrzymalem analogi zwigzkéw otrzymywanych w reakcji otwierania bezwodnikdéw

(Schemat 59). W celu syntezy pochodnej 301 posiadajacej terminalng grupe hydroksylowa,
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zwigzek 297 poddalem dziataniu fluorku tetra-n-butyloamoniowego (67%). Z kolei grupe
Boc- usunatem stosujac TFA w obecnosci trietylosilanu, otrzymatem aming 299 w postaci
chromatograficznie czystej (Rysunek 20).

Opracowane przeze mnie metody sprzegania mezo-aminy 5 z kwasami
karboksylowymi pozwolily na synteze szeregu mezo-amidow 293-301. Reakcje prowadzone
przy uzyciu odczynnikow sprzegajacych pozwolity na otrzymanie prostych amidow 293-297.
Z kolei, zwigzki 295-298, ktorych nie udato si¢ otrzymaé z zadowalajacymi wynikami przy
pomocy odczynnikow sprzegajacych, otrzymatem w reakcji chlorkow kwasowych z aming 5.
Zwiazki te zostaly przeslane do laboratorium w Houston w celu przeprowadzenia badan

biologicznych.

3.4. Laktam

W reakcjach sprzggania aminy 5 z kwasami karboksylowymi, prowadzonych
w obecnos$ci EDC-HCI, zauwazylem tworzenie si¢ produktu ubocznego (m/z = 1045). Ten
sam zwigzek powstawat réwniez w reakcji aminy 5 z bezwodnikami (patrz rozdziat 3.3.1).
Produkt ten wydzielitem i okreslitem jego struktur¢ na podstawie dwuwymiarowych widm
NMR (COSY, HSQC, HMBC). Otrzymanym zwigzkiem byla pochodna kwasu
kobyrynowego 302, posiadajaca siedmioczionowy pierscien laktamu, ktory tworzyl sig
w wyniku wewnatrzczasteczkowej reakcji grupy estrowej w pozycji d- oraz grupy aminowej

w pozycji mezo- (Rysunek 22).

3.4.1. OkreSlenie struktury

W widmie spektrometrii mas zaobserwowatem pare sygnatow pseudomolekularnych
[M—CN]" oraz mniej intensywny [M+Na]’, odpowiednio o m/z = 1045 oraz 1094.
Zaobserwowany zestaw sygnatow, roznigcych si¢ o 49 Da, jest czesto obserwowany
w przypadku pochodnych kwasu kobyrynowego i1 pozwala, w posredni sposob, na okreslenie
m/z jonu molekularnego (1071). W widmie HRMS znaleziona wartos¢ dla sygnatu jonu
pseudomolekularnego [M—CN]" wynosita m/z = 1045.4447 i byta zgodna z obliczong
warto$cig m/z z doktadnoscig 0.2 mDa (0.2 ppm).

W widmie 'H NMR charakterystyczny sygnat przy 8.03 ppm przypisalem protonowi
amidowemu. Ponadto, zaobserwowatem jedynie sze$¢ singletow w zakresie 3.3-3.6 ppm
odpowiadajacych protonom grup metylowych CO,CHz. W widmie C NMR w zakresie
170-176 ppm znajdowato si¢ 11 sygnatéw. Siedem z nich odpowiadalo weglom
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karbonylowym, natomiast pozostate cztery pochodzily od czwartorzedowych wegli

pierscienia koryny (C4, C9, C11 oraz C16).

C25 (C35
T

6xCO CH
)

2.0
r21
-2.2
r2.3
2.4
]
F2.6
r2.7
2.8
29
r3.0
31
r3.2

(PPm)

ﬂ

— —= = 3.5
) F3.6

1755 1750 1745 1740 1735 173.0( 1?2.5 1720 1715 1710 1705 1700
ppm

Rysunek 21. Fragment widma HMBC mezo-laktamu 302 wykonane w toluenie-ds.

Szes¢ sygnalow pochodzacych od C=O grup estrowych fatwo bylo przypisaé, poniewaz

w widmie HMBC widoczne byly sygnaly korelacyjne z sygnatami pochodzacymi od

protonow grup CO,CHj;. Dwa sygnaty pochodzace od wegli C4 (175.18 ppm) oraz C16

(175.20 ppm) korelowaty z sygnatami protonow przy weglach C25 oraz C34, ktore w widmie

'"H NMR sg charakterystycznymi singletami, wystepujacymi w zakresie 2.0-2.2 ppm. Sygnaty

40 47

CO,Me

41 48
z4|\:zs s 2 §—CO,Me

Rysunek 22. Struktura i numeracja
laktamu 302.

pochodzace od wegli C9 (170.8 ppm) oraz C11 (171.6 ppm)
przypisatem dzigki korelacjom 2z sygnalami protondéw
polozonych odpowiednio przy weglach C8 (3.87 ppm) oraz
C13 (2.83 ppm). Ostatni sygnal w omawianym zakresie
widma *C NMR (174.2 ppm) pochodzit od poszukiwanego
wegla karbonylowego (€42, czego dowodza sygnaly
korelacyjne z sygnatami protonow przy weglach C28 1 C29
(1.48, 2.14 oraz 2.67 ppm) wyrdznione niebieskim kolorem

na widmie HMBC (Rysunek 21).

3.4.2. Optymalizacja syntezy laktamu 302

Laktamy ulegaja reakcjom, ktére moga przebiega¢ z rozerwaniem wigzania C—N,

N-CO lub C-CO."® Stosunkowo latwo pierscien laktamu moze zosta¢ otwarty w reakcji

z nukleofilami, nastgpuje wowczas rozerwanie wigzania N-CO. W S$wietle powyzszych

informacji uznatem, ze laktam 302 moze by¢ uzytecznym substratem do selektywnych
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modyfikacji w pozycji d-. Badania rozpoczalem od opracowania wydajnej metody
otrzymywania tego zwigzku (Tabela 10).
Tabela 10. Synteza laktamu 302.

5 302
Lp.  Kwas Stezenie kwasu [%] Rozpuszczalnik Czas [godz] Wydajno$¢ laktamu 302 [%]

1 HCI 4 MeOH 7 45

2 HCI 5 MeOH 7 46

3 HCI 8 MeOH 7 48

4 HCI 20 MeOH 7 12

5 TFA 0.3 DCM 3 63

6 TFA 0.35 DCM 5 82

7 TFA 0.5 DCM 5 79

Warunki reakeji: Amina 5 (0.01 mmol), rozpuszczalnik (1 mL), temperatura pokojowa. n. w. — nie wykryto.
Wiadomo, ze niektore pochodne kwasu kobyrynowego sa wrazliwe na dzialanie temperatury,
dlatego tez, w pierwszym etapie badan sprawdzitlem stabilno$¢ aminy 5 w podwyzszonej
temperaturze. Ogrzewanie roztworu aminy 5 w toluenie, w temperaturze 50 °C powodowatlo
niewielki rozktad substratu. Laktam 302 byt produktem ubocznym reakcji opisanych
w poprzednich rozdziatach, stwierdzitem wigc, Ze jego powstawanie moglo by¢
spowodowane reakcja z ktorym$§ z odczynnikdw uzywanych w tych przemianach.
Postanowilem zbada¢ wptyw TEA, KCN, BuyN'CN i EDC-HCI na amine 5. W zadnym
przypadku nie zaobserwowalem tworzenia si¢ pozadanego produktu 302. Z kolei, reakcja
aminy 5 z HCI (8% w MeOH) dawata laktam 302 z wydajnoscig 48% (Tabela 10, wiersz 3),
natomiast zmiana st¢zenia HCl miata znikomy wplyw na przebieg reakcji. Laktam 302
tworzyl si¢ ze znacznie lepsza wydajnoscia w obecnosci TFA (wiersze 5-7). Najlepsze
rezultaty osiggnalem stosujac cztery ekwiwalenty tego kwasu jako roztwor w DCM (stezenie
roztworu — 0.35%).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzitem ze, laktam 302 tworzyt si¢
w katalizowanej kwasem reakcji amidowania. Najlepszymi warunkami syntezy tego zwigzku
byty: 0.35% roztwor TFA w DCM (4 ekwiwalenty kwasu), temperatura pokojowa, czas

reakcji 5 godzin.
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3.4.3. Modyfikacja pozycji d- poprzez otwieranie pierscienia laktamu 303

Jedng z metod wykorzystania laktamow jako blokéw budulcowych jest reakcja
otwierania pierScienia nukleofilami. Jako modelowy nukleofil wybralem etanoloaming.
Niestety, w pierwszej reakcji laktamu 302 z etanoloaming odzyskatem nieprzereagowany
substrat. Z danych literaturowych wynika, ze zabezpieczenie grupy NH laktamu, na przyktad
grupa Boc-, ulatwia rozerwanie wiazania N—CO,'® stad postanowilem otrzymaé Boc-

pochodng laktamu 303.

@‘\/\OH 304, (85%)

X 305, (68%)

& Moty N3 306, (44%)

302 303
Schemat 60. Synteza amidéw w pozycji d-. (i) (Boc),0, DMAP, DCM, 23 godz., 73%; (ii) RNH,, NaCN, TEA, DMF,
24 godz.

Rozpuszczony w DCM laktam 302 poddatem reakcji z Boc,O w obecnosci DMAP,
otrzymujac zabezpieczony zwigzek 303 (Schemat 60). Reakcja pochodnej 303 z etanoloaming
dawata §ladowe ilosci amidu 304. Podlech i wspotpracownicy wykazali, ze reakcje otwierania
laktamu katalizowane sa azydkiem sodu.'®'®® Dodatek NaN; poprawil nieco wydajno$¢ tej
reakcji. Pozadany produkt 304 otrzymatlem z wydajnoscia 28% (3 dni). Palomo
i wspotpracownicy, w analogicznej reakcji uzywali cyjanku sodu jako katalizatora.'®
Stwierdzilem, Ze uzycie NaCN przyspieszylo reakcj¢ (czas reakcji 24 godziny) oraz
korzystnie wplyneto na wydajnos¢ reakcji (85%). Zgodnie z opracowang procedurg
przeprowadzitem reakcje laktamu 303 z propargiloaming oraz
2-(2-(2-(2-azydoetoksy)etoksy)etoksy)etyloaming, otrzymujac zmodyfikowane w pozycji d-
pochodne 305 i1 306, z wydajno$ciami odpowiednio 68 1 44%. Opracowana metoda jest
dogodng drogg modyfikacji pochodnych kwasu kobyrynowego w pozycji d-.

Amid 304 poddatem dalszym modyfikacjom (Schemat 61). W pierwszej kolejnosci

R =Boc, 304

@ l: R=H, 307

Schemat 61. Synteza diamidéw w pozycjach d- i mezo-. (i) TFA, EtsSiH, DCM, 61%; (ii) Boc-B-Ala-OH, EDC-HCI,
DCM, 6 godz., 74%.
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usungtem grupe zabezpieczajaca w reakcji pochodnej 304 kwasem trifluorooctowym
w obecnosci trietylosilanu. W reakcji pochodnej 307 z Boc-f-Ala-OH zastosowalem
EDC-HCI, w obecnosci ktorego reakcja tworzenia amidow z aminy S biegla szybciej niz
wobec DCC (patrz rozdziat 3.3.2). Zastosowanie wczesniej opracowanych warunkéw syntezy
amidéw pozwolito mi na otrzymanie pochodnej 308 z wydajnosciag 74%. Zwiagzek ten byt
pierwsza diamidowa pochodng kwasu kobyrynowego selektywnie zmodyfikowang
w pozycjach d- 1 mezo-.

Otrzymanie mezo-laktamu 302 wyznaczyto nowa droge modyfikacji pochodnych
kwasu kobyrynowego w pozycji d-. Dodatkowo, zastosowanie tego laktamu jako substratu
umozliwia selektywne wprowadzanie grup funkcyjnych réwniez w pozycje mezo-. Otrzymane
zwigzki zostaty przebadane w laboratorium w Houston, a ich zdolno§¢ do aktywacji sGC

pomogta ustalié, jak istotng role w tym procesie odgrywaja modyfikacje w pozycji d-.

3.5. Proby reakcji sprzegania w pozycji mezo- przy uzyciu katalizatorow
metali przejsciowych
Dobrze znanymi 1 tatwo dostgpnymi pochodnymi kwasu kobyrynowego sa zwiazki
posiadajace w pozycji mezo- atom chlorowca. Wigzanie C—X (gdzie X to halogen) jest
stosunkowo stabe, wlasciwos$¢ ta wykorzystuje si¢ w wielu reakcjach tworzenia nowych
wigzan C—C. Najczegsciej do aktywacji wigzania C—X, stosuje si¢ zwigzki metali

COMe COMe przejSciowych, sposrod

“““ ~_COMe g e _COMe ktorych gtownie uzywane sa
X= Br 282
N L .
H X | 283 zwigzki palladu. W oparciu
Schemat 62. Synteza mezo-halogenkéw. (i) NXS, AcOH, 30 min, X = Br 0 powyzsze informacje,
(89%), X =1(79%). postanowitem sprobowac

zmodyfikowa¢ pochodne kwasu kobyrynowego w tego typu reakcjach.

Opisana w literaturze metoda syntezy jodku 283 jest malo wydajna (54%)
i czasochtonna (2 dni)."”® Zastosowanie kompleksu dicyjankowego zamiast akwakompleksu
oraz uzycie wigkszego nadmiaru N-jodosukcynoimidu, pozwolito mi otrzyma¢ pozadany
zwigzek 283 w krotszym czasie (30 min) 1 ze znacznie wigksza wydajnoscia (79%) (Schemat

62).
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3.5.1. Proby reakcji Sonogashiry

Sposrod wielu reakceji halogenopochodnych, ktore prowadza do powstawania nowych

wigzan C—C, wybralem do badan reakcje Sonogashiry. Wiadomo, ze daje ona zadowalajace

wyniki dla zattoczonych sterycznie substratow.'”

COyMe ‘ ’ warunki X \
+ R W

COzMe

W

W\

X

X= Br 282
| 283
Schemat 63.Reakcja halogenkéw korynowych z fenyloacetylenem.

0

/
309

We wszystkich reakcjach jako substratow uzywatem pochodnej 282 Iub 283, oraz

fenyloacetylenu (Schemat 63). Poczatkowo, reakcje Sonogashiry prowadzitem w warunkach

Rysunek 23. Numeracja zwigzku 310.

opracowanych dla zwigzkow tetrapirolowych — porfiryn
ikoroli.”'?  Uklad  katalityczny  skfadal  sie
z Pd(PPh;),Cl, oraz trifenyloarsyny, natomiast
rozpuszczalnikiem byta mieszanina THF i TEA. Po 48
godzinach w reakcji nie zaobserwowalem tworzenia si¢
produktu 1 odzyskiwalem substrat. Podniesienie
temperatury tej reakcji nie miato wpltywu na jej przebieg.
Przetestowatem reakcje katalizowane Pd(PPhs),Cl,/Cul.
Po 24 godzinach w  reakcji  bromku 282

z fenyloacetylenem, prowadzonej w diizopropyloaminie (DIPA), nie obserwowatem

powstawania pozadanego produktu sprzegania 309, a jedynie slady mniej polarnego produktu

ubocznego. Podobne rezultaty otrzymatem w reakcji w temperaturze 50 °C. Zastgpienie DIPA

mieszaning THF/TEA nie miato wptywu na przebieg reakcji. Zarbwno w temperaturze

pokojowej, jak 1 podwyzszonej do 50 °C, gtownym produktem byt zwigzek 310 (Rysunek

23). W temperaturze pokojowej tworzyt sie on z wydajnosciag 37%. W reakcji jodku 283

z fenyloacetylenem katalizowanej Pd(PPh;),Cl,/Cul nie zaobserwowalem odpowiedniego

analogu zwigzku 310. Obserwowalem natomiast dehalogenacje jodku 283, ktorej produktem

byt heptaester 3.
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3.5.2. Charakterystyka alkinu 310

Pomimo przeprowadzenia licznych prob syntezy pochodnych sfunkcjonalizowanych
W pozycji mezo-, w warunkach reakcji Sonogashiry nie otrzymatem pozadanego produktu
309, tworzyt si¢ natomiast zwigzek 310 (Rysunek 23).

W widmie spektrometrii mas zaobserwowatem dwa sygnaly: najintensywniejszy o m/z
= 1217.9 przypisatem jonowi pseudomolekularnemu [M—CN]" oraz m/z = 1266.6, [M+Na]".
Profil izotopowy obu sygnatow $wiadczyl o obecnosci atomu bromu. W widmie IR
zaobserwowalem pasmo przy v = 2112 cm ', potwierdzajace obecno$é potrojnego wiazania
wegiel-wegiel.

W widmie '"H NMR w zakresie 7.1-6.7 ppm znajduja si¢ sygnaty charakterystyczne
dla jednopodstawionego piercienia aromatycznego, obecne byly rdéwniez sygnaty
pochodzace od siedmiu grup estrowych CO,CHs. Wnikliwa analiza widm NMR ('H, "*C
iwidm korelacyjnych) pozwolita na przypisanie wszystkich sygnatléw wystepujacych
w widmie 'H NMR (Rysunek 23). W widmie ?C NMR nieprzypisane pozostaty jedynie trzy
sygnaty — 135.1, 103.7 oraz 86.9 ppm, poniewaz nie korelowaty one w eksperymencie HMBC
z zadnymi sygnatami w widmie '"H NMR.

Tworzeniu si¢ pochodnej 310 zawsze towarzyszylo pojawienie si¢ sladowych ilosci
nieco mniej polarnego produktu, posiadajacego blizniaczo podobne widmo MS. Zwigzkiem
tym najprawdopodobniej byl regioizomer zwigzku 310 (grupa PhC=C w pozycjach a lub B).
Jak podaje literatura, regioizomery takie mozna rozdzieli¢.”'™ Przesuniecia chemiczne
sygnatow w widmach NMR regioizomerdéw roznig si¢, dlatego fatwo odnotowac obecnosé
drugiego regioizomeru w mierzonej probce. W otrzymanych widmach zwigzku 310 nie
zaobserwowatem dodatkowych sygnatow.

Podsumowujac, reakcje prowadzone w warunkach przewidzianych dla reakcji
Sonogashiry prowadzity tylko do utworzenia wigzania C—Co.

Z badan prowadzonych w zespole XV IChO PAN wynika, ze analogiczne
acetylenkowe pochodne witaminy B, sa bardzo trwale.'”” Stad mozna wnioskowaé, ze
w przypadku heptaestru kwasu kobyrynowego jest podobnie, a zatem fenyloacetylen latwiej
ulega konkurencyjnej reakcji tworzenia wigzania Co—C niz C-C w reakcji Sonogashiry.
We wszystkich przypadkach nie obserwowatem pozadanego produktu 309, dlatego ta droga

syntetyczna zostata zarzucona.
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Tabela 11. Tabela zaobserwowanych sprzezen w widmach dwuwymiarowych 310.

Zaobserwowane korelacje

Zaobserwowane korelacje

 BCNMR _ uCNMR
p P
F2YPISANE o] 'E';%(]: HMBC YPISANE oom] HsQC [ppm] HMBC
035, 036", C34.
C16 1735 o
C3, C23, C25,
ca 1733 - 052 51.9 367
043 173.0 032, C33, C50 c47 516 362
42 172.9 028, C29*, C49 C“C%“b 516 3.65
C46 ub
C40 172.4 C24, CA7 o 515 3.65
ca4 1723 C37, C51 C51 51.4 361
C45 172.2 038, C52 C49 51.1 343
039 1716 022, C46 C50 50.8 3.20
Cif 1706 C13, C30, C31 C12 49.7 C13, C30, C31
025, C26,
a1 170.4 C27, C48 o7 46.4 ooy o
s o C3. C19, G20,
9 169.1 Ca7* C28*, C8 2 45.1 i o o
06 1624 C28, Cég car, c27 21 2760raz2.19 C8, C26
14 161.1 C34, C32" 22 40.7 237 C3, 21
. C19, G20,
135.0 18 39 271 o5 o Cas
056 1302 679  C56,C57,C58 24 330  24Toraz256  C3,C23
C57 1274 703 056, C57 036 317 1780raz230  C35,C37,C18
055 1273 C57 C38 310  264oraz279  C18,C19
C58 1246 697 056 C33 296 2.49 032, C13
C5 105.1 025 c29 204 2440raz252 8, C28*
C54 1045 056 Ca7 204 2120raz255 G35, C36,
103.6 C31 27.8 118 C13,C30
1.71 oraz 2.11
Co8lb 253 1ub 08, C13, C29,
C15 1028 C19, C34 2 SN0 11.6921oraz 3
86.9 23 240  1890raz212  C3.C24
C21,C20. C22,
Ct 82.2 o o 20 23.2 153 C19
C19 745 369  C20,C38,C18 C30 231 159 31
c17 57.5 C35, Cc?)fs C38, 26 187 158 c27
C21,C23, C22,
c3 562 348 i o5 035 180 118 c18
cs 554 403 % 833:327' c21 16.1 127 22
C30,C31,C32, | C250raz
c13 543 342 o oo 155  2.160raz 215 26

*Zaobserwowano sprzezenie tylko z jednym z diastereotopowych protondéw. ** Sygnat naktada sie z sygnatem rozpuszczalnika, stad
niemozliwe jest doktadne okreslenie wartosci przesuniecia chemicznego.
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3.5.3. Proby bezposredniego arylowania

W toku badan postanowitem sprobowac otrzymacé pochodne kwasu kobyrynowego
z podstawnikiem arylowym w pozycji mezo-. Do tego celu planowatem zastosowac reakcje
bezposredniego arylowania (Schemat 64). W tym przypadku, rowniez istnieje mozliwosé
utworzenia wigzania Co—Ar. Arylokobalamina jest zwigzkiem znanym, lecz
w przeciwienstwie do acetylenowej pochodnej, jest niestabilna. Stad miatem nadzieje, ze
unikng¢ konkurencyjnych reakcji tworzenia wigzania Co—C. Ponadto, uzycie reakcji
bezposredniego arylowania do modyfikacji pochodnych kwasu kobyrynowego uznatem za
warto§ciowe, poniewaz umozliwiatoby sfunkcjonalizowanie tego zwiazku w pozycji mezo-,
w jednym etapie syntetycznym. Spodziewany produkt powinien posiada¢ rozszerzony
chromofor, zatem pasma widma UV/Vis powinny by¢ przesuni¢te batochromowo, a kolor

produktu powinien ulec zmianie.

(A) X=Brlubl, 282 lub 283
Y =H,
(B) X=H, 3
Y =Brlubl,
Schemat 64. Dwie koncepcje bezposredniego arylowania (A) halogenkéw estru metylowego 282 lub 283
(B) estru metylowego kwasu kobyrynowego 3.

Zwiazki biarylowe sg klasg zwigzkow o bardzo duzym znaczeniu, wigzanie aryl-aryl
czgsto wystepuje w strukturze wielu zwigzkéw biologicznie czynnych. Sposrod metod
syntezy tych zwiazkéw, jednymi z najistotniejszych sg reakcje sprzggania katalizowane
metalami przejéciowymi (glownie solami palladu) — reakcje Suzuki,'’® Stille,'”” Kumady'™
iNegishi.'”  Jednakze  wymagaja one czgsto  przygotowania  odpowiednio
sfunkcjonalizowanych substratow. Alternatywa dla powyzszych reakcji jest tzw. bezposrednie
arylowanie (Schemat 65). Metodologia ta zostala odkryta stosunkowo niedawno i posiada
jeszcze wiele niedoskonatosci.'™ Niemniej jednak obserwuje sie znaczacy postep i obecnie

opracowywane metody pozwalajg na prowadzenie reakcji w tagodnych warunkach.

kat.
H + X — O O X = halogen, triflan, itp.

311
Schemat 65. Reakcja bezposredniego arylowania.

Pierwsze proby arylowania przeprowadzitem stosujac halogenki estru metylowego
kwasu kobyrynowego 282 1 283 (Schemat 64, wariant A). Najczg$cie] stosowanym
katalizatorem w tej reakcji jest octan palladu, dlatego w moich badaniach byl on

podstawowym katalizatorem.
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Tabela 12. Préby bezposredniego arylowania mezo-halogenkéw 282 i 283.

Lp. Halogenek Zwigzek aromatyczny Ligand Zasada Dodatek Rozpuszczalnik
1 283 Benzimidazol PPhs K2COs - DMF
2 283 Benzotiazol PPhs Cs2C03 Cul DMF
3 283 N-tlenek p-nitropirydyny PCys-HBF4 K2COs Ag2C0s 1,4-Dioksan
4 282 Benzen DavePhos® K2COs - DMF
5 282 Toluen PPhs K2COs PivOH DMA
6 282 Nitrobenzen DavePhos® K2COs - DMF
7 282 Nitrobenzen DavePhos® K2COs PivOH DMF

Warunki reakcji: halogenek (14 umol), zwigzek aromatyczny (2 ekwiw)., Pd(OAc), (20% mol)., ligand (40% mol.), zasada (2 ekwiw.), dodatek
(1 ekwiw.), rozpuszczalnik (0.2 mL), 80 °C, 24 godz.

Badacze wloscy wykazali, ze benzimidazol reaguje z halogenkami arylowymi
w obecnosci octanu palladu 1 trifenylofosﬁny.181 Prowadzac reakcje zwiazku 283
z benzimidazolem w analogicznych warunkach zaobserwowalem wytacznie rozktad jodku
283 (Tabela 12, wiersz 1). Kolejng metoda, ktora przetestowatem byla opisana przez Fagnou
reakcja sprzggania N-tlenkow pirydynowych z halogenkami arylowymi w obecnosci weglanu

srebra (wiersz 3).'*?

W reakcji jodku 283 z N-tlenkiem p-nitropirydyny ponownie
zaobserwowalem tylko rozktad substratu. Fagnou wykazal, Zze stosowanie zatloczonych
biarylowych fosfin (np. DavePhos™) w reakcji bezposredniego arylowania czesto korzystnie
wplywa na wydajnos¢ reakcji.'® Jednak przelomem w jego badaniach bylo uzycie, jako
dodatkow, prostych kwasow karboksylowych (gtéwnie kwasu piwalowego). Postulowano, ze
uczestnicza one w tworzeniu stanu przejSciowego, znaczaco obnizajac energi¢ wigzania
C—H."™ Niestety, pomimo zastosowania obu z wymienionych dodatkéw, nie zaobserwowatem
tworzenie si¢ pozadanego produktu. Konwersja we wszystkich wyzej opisanych reakcjach
bylta bardzo niska, a wsréd produktow nie zaobserwowatem pozadanego produktu reakc;ji.
Rownolegle prowadzitem reakcje estru metylowego kwasu kobyrynowego
z halogenkami arylowymi (Schemat 64, wariant B). Na poczatku sprawdzilem metodg
zaproponowang przez Fagnou, w ktorej kluczowym dodatkiem byl kwas piwalowy.
Heptaester 3 w roztworze zawierajacym katalizator, PPhs 1 kwas piwalowy w temperaturze
80 °C rozktada si¢ bardzo szybko (Tabela 13, wiersz 1). Po obnizZeniu temperatury do 50 °C
rozktad substratu byl bardzo powolny, dlatego tez uznatem podjecie dalszych préb w tych
warunkach za zasadne. Przetestowalem rozne warianty tej reakcji, ale niezaleznie od
zastosowanych warunkéw, nie zaobserwowalem tworzenia si¢ pozadanego produktu, liczne
byty natomiast produkty rozktadu substratu (w widmie MS nie bylo sygnatéw o m/z > od

substratu) (Tabela 13).
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Tabela 13. Préby bezposredniego arylowania heptaestru 3 wspomaganego kwasem piwalowym.

Lp. Substrat Zasada Ligand Rozpuszczalnik
1@ - - - DMF
2 Bromobenzen K2COs PPhs DMA
3 Bromobenzen K2COs PPhs DMF
4 Bromobenzen K2COs PCys'HBF4 DMF
5 Bromobenzen K2COs PCys-HBF4 DMA
6 p-Nitrobromobenzen K2COs DavePhos® DMF
7 p-Nitrobromobenzen Cs2C03 DavePhos® DMF
8 p-Nitrobromobenzen K2COs PPhs DMF
9 p-Nitrobromobenzen K2COs PPhs DMF
10 p-Metoksybromobenzen K2COs DavePhos® DMF

Warunki reakcji: heptaester 3 (14 umol), substrat (2 ekwiw.), Pd(OAc), (20% mol.), ligand (40% mol.), kwas piwalowy (40% mol.), zasada
(2 ekwiw.), dodatek (1 ekwiw.), rozpuszczalnik (0.2 mL), 50 °C, 24 godz.; (a) 80 °C, 16 godz.

Sharp zaproponowat ciekawg metode sprzegania furanéw oraz tiofendéw z bromkami
arylowymi.'™ W zaleznosci od uzytego ukfadu katalitycznego reakcja przebiegala z rdzna
regioselektywnoscig. W reakcji heptaestru 3 z bromobenzenem wyprébowalem dwie metody
(Tabela 14, wiersze 1 1 3). Niestety proby te, jak i ich modyfikacje, zakonczyly si¢
niepowodzeniem. W podobnych warunkach, do tych opracowanych przez Gevorgyana dla
indolizyn, rowniez nie obserwowalem powstawania arylowanej pochodnej kwasu
kobyrynowego (wiersz 4).'®® Scott opracowal warunki reakcji, w ktorych jako zasade
stosowal DBU oraz katalizator — Pd,dbas/P(¢-Bu)s. Przeprowadzil on kaskadowo reakcje

Suzuki, a nastgpnie bezposrednie arylowanie.'®’

Warunki te okazaly si¢ jednak zbyt
drastyczne dla heptaestru 3, ktory pod wplywem DBU rozkladat sie. Wykonatem reakcje
testowe, w ktorych heptaester 3 poddatem dziataniu réznych zasad, w celu ustalenia, ktore
znich nie powoduja rozktadu substratu. Zasada spelniajaca to kryterium, okazatl sig
tert-butanolan sodu. Niestety, przeprowadzone reakcje jodobenzenu z heptaestrem 3
w obecnos$ci fert-butanolanu sodu, w roznych rozpuszczalnikach, nie doprowadzity do
otrzymania nawet §ladowych ilosci pozadanego produktu (wiersze 6 1 8). W toku dalszych

188 Badacze

badan wykorzystalem metod¢ opracowang przez Mori 1 wspotpracownikow.
japonscy zasugerowali, ze w reakcji sprzggania tiofendw z jodoarenami, w obecno$ci
AgNOs/KF, in situ, generuje si¢ fluorek srebra(I), a ten z kolei ma istotny wptyw na przebieg
reakcji, pozwala na obnizenie temperatury procesu do temperatury pokojowej. Niestety,
w analogicznych warunkach reakcja heptaestru 3 z jodobenzenem nie data pozadanego

produktu sprzegania (wiersz 9).

101



Badania wtasne

Tabela 14. Préby arylowania heptaestru 3.

Lp. Substrat Katalizator Ligand Zasada Rozpuszczalnik
1 Bromobenzen Pd/C KOAc NMP

2 Bromobenzen Pd(PPhs)a KOAc NMP

3 Bromobenzen Pd(PPha)a KOAc Toluen
4@ Bromobenzen Pd(PPhs)2Cl2 KOAc NMP

5 Jodobenzen Pd.dbas P(t-Bu)s KOAc DMA

6 Jodobenzen Pd.dbas P(t-Bu)s NaOt-Bu DMA

7 Jodobenzen Pd.dbas P(t-Bu)s DBU DMA

8 Bromobenzen Pd.dbas X-Phos® NaOt-Bu Toluen

9g(b) Jodobenzen Pd(PPhs)2Cl2 KF DMSO

Warunki reakcji: heptaester 3 (14 umol), substrat (2 ekwiw.), katalizator (20% mol.), ligand (40% mol.), zasada (2 ekwiw.), rozpuszczalnik
(0.2 mL), 80 °C, 24 godz. (a) H,0 (1 ekwiw.). (b) AgNO; (1 ekwiw.).

Zestawione powyzej reakcje s3 reprezentatywng czescig przeprowadzonych badan.
Pomimo wielu préb nie udato mi si¢ otrzymaé pozadanego produktu sprzegania. Niemniej
jednak wsérod tworzacych sie produktow zaobserwowatem takie, ktore staly sie obiektem

bardziej wnikliwych badan.

3.5.4. Proby arylowania solami diarylojodoniowymi

Pionierskie prace Sanford, poswigcone reakcjom wykorzystujacym zwiazki
hiperwalencyjnego jodu, wniosty nowa jako$¢ do chemii organicznej.'™ '™ Opracowano,
miedzy innymi, katalizowana zwigzkami palladu metodologi¢ tworzenia wigzania aryl-aryl,
w ktorej cykl katalityczny biegnie przez uktad Pd(II)/Pd(IV). Reakcje te prowadzi si¢
w temperaturze pokojowej, co jest pozadane z punktu widzenia obserwowanych
w poprzednich probach arylowania reakcji ubocznych. W literaturze opisano réwniez wiele
modyfikacji tej procedury. Gaunt wykazat, ze mozliwe jest zastgpienie soli palladu(Il) solami
miedzi(Il). Wéwecezas, postulowany cykl katalityczny, przebiega przez ukitad Cu(l)/Cu(III).
Zaktada sig, ze etap rozerwania wigzania aryl-H katalizowany jest zwigzkami miedzi(IIl),
ktére sa duzo bardziej elektrofilowe niz zwiazki palladu(Il), w zwigzku z tym etap ten
zachodzi duzo szybcie;j.

Badania rozpoczalem od reakcji triflanu difenylojodoniowego z heptaestrem 3
w warunkach opisanych przez Sanford (Tabela 15, wiersz 1)."® Po 48 godzinach nie
zaobserwowalem postgpu reakcji, mimo dodawania kolejnych porcji soli diarylojodoniowe;j

oraz podwyzszenia temperatury reakcji do 50 °C.

102



Badania wtasne

Tabela 15. Wybrane préby reakcji heptaestru 3 z triflanem difenylojodoniowym.

Lp. Katalizator Zasada Rozpuszczalnik Temperatura [°C]
1@ Pd(OAc)2 - AcOH Pokojowa

2 Cu(OTf), - DCM 40

30 Cu(OTf)2 - DCE 70

4 - K2COs DMF 80

Warunki reakcji: ester 3 (14 umol), [Ph,I]"OTf™ (2 ekwiw.), katalizator (20% mol.), zasada (2 ekwiw.), rozpuszczalnik (1 mL), 24 godz. (a) Po 24
godzinach zwiekszono temperature do 50 °C oraz dodano [Ph,I]"OTf (1 ekwiw.). (b) Po 24 godzinach dodano katalizatora (1 ekwiw.) oraz
[PhaI]"OTF (1 ekwiw.).

Kolejng proba byta reakcja heptaestru 3 z triflanem diarylojodoniowym, w warunkach

L9 Ratalizatorem reakcji  indolu

opisanych przez Gaunta i wspotpracownikow.
z [Ph,I]"OTf byt triflan miedzi(Il), a dodatek zasady pozwalat unikngé ubocznej reakcji
dimeryzacji indolu. Opisana metoda dawata dobre wyniki, zwtaszcza dla zwigzkow bogatych
w elektrony, posiadajacych podstawniki metoksylowe w pier§cieniu benzenowym. Metoda ta
pozwolita na otrzymanie pochodnych indolu arylowanych w pozycji C3. Heptaester 3 tatwo
ulega reakcji nitrowania w pozycji mezo-, stad zatozylem, ze jest ona bogata w elektrony.
Heptaester 3 nie reagowal jednak z triflanem difenylojodoniowym w obecnosci triflanu
miedzi(Il), zarbwno w DCM (40 °C) jak 1 DCE (70 °C) (wiersze 2 i1 3). Po 24 godzinach
W mieszaninie pozostawal nieprzereagowany substrat. Dodanie kolejnej porcji katalizatora
oraz soli diarylojodoniowej prowadzito jedynie do niewielkiego rozktadu substratu.

Z kolei, Zhang opisal reakcj¢ sprzegania piroli 1 pirydyn z solami
diarylojodoniowymi.193 Zgodnie z procedurg, kluczowym w tej reakcji bylo zastosowanie
zasady (np. K,COs) oraz podwyzszonej temperatury. Co ciekawe, dodatek katalizatora
w postaci soli metalu przejsciowego (np. octanu palladu), nie byt wymagany. Praca Zhanga
zawierala liczne przyktady arylowania zwigzkow heterocyklicznych, lecz zastosowanie
opracowanych warunkéw nie pozwolito mi otrzyma¢ pozadanej pochodnej kwasu

kobyrynowego.

3.5.5. Podsumowanie

W tej czesci pracy opisalem reprezentatywne proby przeprowadzenia reakcji
pochodnych kwasu kobyrynowego ze zwigzkami arylowymi. Warunki reakcji dobrane zostaty
na podstawie danych o reaktywnosci substratdow oraz unikaniu stosowania wysokich
temperatur, mocnych kwasow 1 zasad, itd. Cho¢ bezposredni cel, w postaci opracowania
metody syntezy pochodnych zmodyfikowanych w pozycji mezo-, nie zostal osiggnigty, to
przeprowadzone przeze mnie badania dostarczyly wielu informacji na temat reaktywnos$ci

pochodnych kwasu kobyrynowego wobec zastosowanych reagentéw. Podstawowy katalizator
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— octan palladu(Il) — powodowal powolny rozkiad heptaestru 3 juz w temperaturze
pokojowej. Inne katalizatory mogly by¢ stosowane jedynie w temperaturze pokojowej,
poniewaz w podwyzszonej temperaturze powodowaty rozkiad substratu. W obecnosci
mocnych zasad heptaester 3 rozktada si¢ do polarnych produktéw; prawdopodobnie
zachodzita hydroliza estrow metylowych. Przyczyn niepowodzen reakcji prowadzonych
wobec katalizatorow palladowych upatrywatem gltownie w strukturze substratu. Grupy
estrowe stosunkowo tatwo moga koordynowa¢ atom palladu i w ten sposob przerywaé cykl
katalityczny. Kolejnym ligandem, ktory moégt koordynowa¢ do atomu palladu, byt anion
cyjankowy. Czynnik ten mozna wyeliminowa¢ pracujac na akwakompleksach, pochodnych
kwasu kobyrynowego. Jednak kilka podjetych prob wykazato, ze nie zmienia to negatywnego
wyniku reakcji, w ktorej dominowaty niezidentyfikowane produkty rozktadu.

Wykonane eksperymenty nie okazaly si¢ jednak zupelnie bezowocne. W wielu
reakcjach zauwazylem powstawanie tych samych produktéw rozktadu. Swoja uwage
skupialem na zwigzkach o rozszerzonym chromoforze, ktére sukcesywnie wydzielatem.
W niektorych przypadkach pierwsze analizy zwigzkéw okazaty si¢ na tyle ciekawe, ze staly

si¢ podstawa do dalszych badan.

3.6. Dimer

Jedng z prob bezposredniego arylowania przeprowadzilem w warunkach
zaproponowanych przez Larrose.'” Reakcja sprzegania indolu z jodobenzenem zachodzita
efektywnie w obecnosci Pd(OAc), 1 Ag,O, w temperaturze 25 °C. Dodatek kwasow
nitrobenzoesowych zwigkszat wydajnos$¢ reakcji sprzegania. Heptaester 3 poddatem reakcji
z jodobenzenem w obecnosci Ag,O 1 kwasu m-nitrobenzoesowego, zaobserwowatem
tworzenie si¢ zielonego produktu (23%). Widmo spektrometrii mas nowopowstatego zwiazku
bylo bardzo zlozone, jednak wnikliwa analiza pozwolita mi przypisa¢ pi¢¢ najbardziej
intensywnych sygnatow. Dwa sygnaty m/z = 2143 oraz 2192 odpowiadaty jednododatnim
jonom pseudomolekularnym [M—CN]" oraz [M+Na]'. Z wartoéci tych latwo obliczyé, ze
monoizotopowa masa zwigzku wynosi 2169 Da. Ponadto sygnatom m/z = 1058, 1083 oraz
1107 przypisatem dwudodatnie jony, odpowiednio: [M—2CN]*", [M-CN+Na]*" oraz
[M+2Na]*". Na tej podstawie zalozylem wstepnie, ze w warunkach reakcji utworzyl sie
dimer, powstaty w wyniku potaczenia dwoch jednostek substratu. W literaturze nie znalaztem
informacji na temat dimeré6w pochodnych kwasu kobyrynowego. Znane s3 natomiast

. . . . 1
dimeryczne potaczenia witaminy By,.'”
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Czesto w widmach spektrometrii mas typowych pochodnych kwasu kobyrynowego
obserwuje si¢ sygnaly odpowiadajace klasterom, ktdre tworzg si¢ podczas pomiaru. Sg to jony
powstale w wyniku niekowalencyjnego potaczenia dwoch czgsteczek. Posiadajg one mase
okoto dwukrotnie wigksza od poszukiwanej masy zwigzku. Majac na uwadze tg informacje,
ponownie wykonano analizy MS/ESI stosujac wyzsza energi¢ jonizacji. Metoda ta czesto
pozwala na wyeliminowanie sygnatow pochodzacych od klasterow. Nalezy pamigtaé, ze
zastosowanie zbyt duzej energii jonizacji prowadzi do rozerwania wigzan kowalencyjnych.
Oszacowanie energii jonizacji potrzebnej do rozbicia klasterow, jednoczesnie nie powodujacej
zrywania wigzan kowalencyjnych, zostalo wyznaczone na podstawie pomiaréw wykonanych
dla substratu — heptaestru 3. Podczas pomiaréw stopniowo zwigkszano energi¢ jonizacji
1 obserwowano zmiany w widmach MS. Tworzenie si¢ klasterow heptaestru 3 o m/z = 2151
(odpowiadajace jonowi [2M—CN]") obserwowano przy zastosowaniu energii jonizacji nizszej
niz 20 eV. W zakresie energii jonizacji 20-40 eV, w widmie MS obserwowatem jedynie jon
pseudomolekularny [M—-CN]" (m/z = 1062). Stosujac energic powyzej 40 eV
zaobserwowalem stopniowo poglebiajaca si¢ fragmentacje, pierwszy jon fragmentacyjny
posiadal m/z = 962. Natomiast w widmie spektrometrii mas dimeru, pierwsze zmiany
zaobserwowalem juz przy zastosowaniu energii jonizacji 40 eV. W widmie pojawily si¢
sygnaty o m/z = 2092, $wiadczace o fragmentacji jonu pseudomolekularnego [M—CN]", m/z =
2143. Wynik przeprowadzonych eksperymentow potwierdzit prawidtowe przypisanie masy
monoizotopowej badanemu zwigzkowi (2169 Da).

Potwierdzenie wynikéw eksperymentow wykonanych metodg spektrometrii mas
zweryfikowatem przy uzyciu techniki NMR. Wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji
w eksperymencie NMR DOESY, ktory pozwala na oszacowanie masy molowej badanego
zwigzku. Wspodlczynnik ten wyznaczony zostat dla heptaestru 3 1 dimeru; na jego podstawie
oszacowano mas¢ molowa substratu na okoto 950 Da oraz dimeru na 2400 Da. Wynik ten
potwierdzit informacje uzyskane technikg MS.

Niestety, otrzymany zwigzek byt nietrwatly, rozktadal si¢ na powietrzu i na zelu
krzemionkowym, co obserwowatem na plytkach TLC jako zmian¢ koloru z zielonej na
brunatng, dlatego tez nie udato mi si¢ uzyskac probki o czystosci odpowiedniej do wykonania
analiz. Z zarejestrowanych widm NMR udalo mi si¢ wyciggnaé¢ interesujagce wnioski.
Pierwsze, zarejestrowane w deuterowanym chloroformie widmo 'H NMR posiadato bardzo
szerokie sygnaly. Zmiana uzytego do pomiaru rozpuszczalnika z CDCl; na aceton-ds lub
DMSO-ds wptyneta pozytywnie na jako$¢ widma. Jednak, najwigksza poprawe ostro$ci

sygnatéow widma 'H NMR uzyskalem dzieki zastosowaniu podwyzszonej, do 80 °C,
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temperatury pomiaru. Niestety, taka temperatura pomiaru wykluczata, na dostgpnych
aparatach, rejestrowanie widm HMBC i HSQC ze wzglgdu na wymagany, dlugi czas
akwizycji. Widmo 'H NMR otrzymanego zwiazku byto bardzo podobne do widma substratu.
Zaktadajac dimeryczng strukture zwigzku spodziewalem si¢ znacznie wigkszej ilosci
sygnatéw, trudno wyobrazi¢ sobie, aby powstaly zwigzek posiadal elementy symetrii.
W zakresie wystgpowania sygnatow pochodzacych od protonéow grup estrowych —CO,CHj3
obecnych bylo tylko siedem singletéw, kazdy o intensywnos$ci integralnej trzy. Interpretujac
widmo 'H NMR, w zakresie 5.9-6.5 ppm zaobserwowatem dwa singlety o intensywnosci
integralnej 1H. Jeden z nich przypisalem jako sygnal protonu mezo-, ktory byl mocno
przesunigty w dot pola, w stosunku do substratu. Drugi z protonéw posiadal sygnat
korelacyjny w widmie HSQC, stad wywnioskowatem, Ze byl to proton zwigzany z atomem

wegla. W zwigzku z niepowodzeniem w okre$leniu struktury za pomoca technik NMR,

podjatem prébe przygotowania
Wykres 1. Zaleznos$¢ wydajnosci syntezy dimeru od pK, ) ) )
uzytego kwasu karboksylowego. monokrysztalu. Niestety, pomimo licznych
50 - prob, do tej pory, nie udalo si¢ otrzymac
< 40 - * odpowiedniego monokrysztatu do wykonania
Eg 30 - “ rentgenowskiej analizy strukturalne;.
(=
T 20 - * ¢ * Jednoczesnie do badan nad ustalaniem
>
=10 ¢ struktury dimeru, przeprowadzitem
0 - - - optymalizacje syntezy. Pierwsze
0 2 ok 4 6

eksperymenty wykazaly, ze reakcja bez Ag,O
prowadzi do powstania jedynie S$ladowych ilosci produktu. Wydajnos¢ reakcji ulegtla
poprawie w obecnosci kwasu karboksylowego (1 ekwiw.). Ponadto okazato sie, ze zalezy ona
od pK, uzytego kwasu (Wykres 1). Najlepsze wyniki uzyskalem dla reakcji prowadzonej
w obecnos$ci kwasu benzoesowego — pK, = 4.20 (39%). St¢zenie substratu miato niewielki
wplyw na wydajnos¢ reakcji, najlepsze wyniki uzyskatem stosujac 0.02 M roztwor heptaestru
3. Zastosowanie innego rozpuszczalnika niz DMF, powodowato obnizenie wydajnosci
1 czesto wigzato si¢ z konieczno$cig wydtuzenia czasu reakcji (Tabela 16). Zmiana proporcji

zastosowanych reagentéw nie przyniosta poprawy wydajnosci.
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Tabela 16. Synteza dimeru w réznych rozpuszczalnikach.

Lp. Czas [godz] Wydajno$¢ dimeru [%] Rozpuszczalnik
1 20 39 DMF

2 20 19 NMP

3 40 17 Toluen

4 92 8 1,4-dioksan

5 40 5 t-BuOH

6 20 5 DCE

Warunki reakcji: Heptaester 3 14 umol, Ag,0 1 ekwiw., kwas benzoesowy 1 ekwiw., stezenie 0.02 M, temperatura 80 °C

Podsumowujac, otrzymatem zwigzek, ktorego doktadnej struktury, jak dotad nie udato

mi si¢ okresli¢. Wiadomo jednak, ze jest to zwigzek o strukturze dimeru.

3.7. Kobryketon

Jednym z czesto powstajacych produktow ubocznych, obserwowanych podczas prob
bezposredniego arylowania heptaestru 3, prowadzonych w obecnosci katalizatorow
palladowych byl zwigzek o niebieskiej barwie i polarno$ci bardzo zblizonej do substratu.
W literaturze opisano kilka interesujacych przyktadow
pochodnych witaminy B, o rozszerzonym chromoforze,
zwykle sg one nietrwate lub otrzymywane z bardzo niska
wydajnoscia. Analiza MS/ESI nowego zwigzku wykazala,

ze posiada on mas¢ monoizotopowag 1016 Da, mniejsza

0 72 Da od masy monoizotopowej substratu. Informacja

Cone COZMe
312 ta sugerowata eliminacj¢ tancucha weglowego, jest to

Rysunek 24. Pirokobester 312
otrzymany przez Inhoffena.

sytuacja bardzo rzadka w przypadku pochodnych
witaminy Bj,. Inhoffen opisat pochodng witaminy Bi»,
pozbawiong tancucha weglowego w pozycji c- (Rysunek 24)."° Pirokobester 312 otrzymano
w wyniku termicznej pirolizy heptaestru metylowego 3 we wrzacej dekalinie z niska
wydajnoscia (34%). Zwiazek ten posiadal dodatkowe wigzanie podwojne pomiedzy weglami

C71Cs.

3.7.1. Ustalenie struktury kobryketonu

Struktur¢ nowego zwigzku ustalilem na podstawie widm NMR ('"H i C oraz

korelacyjnych). Nowa pochodna 313 zostala nazwana kobryketonem (Rysunek 25).
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W widmie spektrometrii mas obserwowatem jedynie sygnaty

pochodzace

od jondw pseudomolekularnych

(990.39) oraz [M+Na]"

[M—CN]"
(1039.39), co jest typowe dla

hydrofobowych pochodnych kwasu kobyrynowego. Zatem
masa molowa zwiazku 313 (1016 Da) jest o 72 Da mniejsza
od masy heptaestru 3. Takiej utracie masy odpowiadato

oderwanie od struktury substratu fragmentu propionianu

Rysunek 25. Numeracja atomow metylu z jednoczesnym przytaczeniem atomu tlenu.

kobryketonu 313.

W widmie UV/Vis pasma o oraz [ ulegly

3 znacznemu
1 -

0,8 -

W\ AT

przesunigciu

grupa karbonylowa

batochromowemu,

w wyniku rozszerzenia chromoforu pierscienia

B koryny (Rysunek 26). W pozycji C8 znajduje si¢

sprzgzona z Wwigzaniami

podwojnymi obecnymi w pier§cieniu. Ponadto

o zaobserwowatem obnizenie intensywnosci
250 350 450 550 650 750 wszystkich pasm.
Rysunek  26. Natozone widma  UV/Vis cy 1 .
kobryketonu 313 oraz estru 3 przy stezeniu W widmie 'H NMR smglet przy 6.41 ppm
3.5x10° M.

przypisatem protonowi w pozycji mezo- (Rysunek

27). Sygnat ten przesuniety jest o Ad = 0.7 ppm w strong nizszego pola w stosunku do sygnatu

zarejestrowanego dla substratu. W zakresie wystgpowania sygnatow pochodzacych od estrow

metylowych (-CO,CH3) wystepuje sze$S¢ dobrze wyizolowanych singletow o intensywnosci

integralnej rownej trzy kazdy. Potwierdza to zatoZenie, ze w strukturze zwigzku obecne jest

H10 H19 H3 H8

|

Rysunek 27 Natozenie widm '"H NMR heptaestru 3 oraz kobryketonu
313 (500 MHz, CgDg).
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tylko sze§¢ grup estrowych.

W widmie “C  NMR jeden

z sygnalow jest silnie przesuniety

pola  (200.8

ppm).

przesunigcie

w  dot
Analogiczne

obserwuje si¢ dla sygnatow wegli

karbonylowych w sprzezonych
z pierScieniem aromatycznym
ketonach. Potozenie wegla

karbonylowego C8 potwierdzaja

korelacyjne ~ obecne

sygnaty



Badania wtasne

Tabela 17. Tabela zaobserwowanych sprzezein w widmach dwuwymiarowych kobryketonu 313.

Prvpisanie 13C NMR Zaobserwowane korelacje Provoisanie 13C NMR Zaobserwowane korelacje
P [opm]  HSQC HMBC yP [opm] HSQC HMBC
008 2008 C10, C39, C38 C36 5133 343
c1 1786 C10,C13 030 51.07 319
C16 176.2 C13, C13, G55, 052 51.0 3.29

C53
co4 1740 C3, C37 007 50.4 039, C37,C38
C49 1736 052, C48, CA7 C12 476 C10, C13, C47
. C19, C3, C26,
C57 1727 060, C56, C55 02 46.7 Gt oo e
C33 17222 036, C32, C31 C39 4222 3'1207°5raz C38
ca7 1719 030,026 26 M1 2'8262°2raz C3, C25
062 1717 065, C61 c18 39.8 288 C19 %52% cet,
C40 168.8 C43, C39 032 343 2'524 ez C3, C31
C19, C13, C47, 240 oraz
c14 1637 o 055 33.4 oo 018, C56
006 1572 C39*,C37, C38 061 317 2'228107“2 C19, 18
009 152.3 C10 48 30.7 2'5276°2raz C13, C47
C15 105.9 C19,C13, C53 | C45 lub C46 3%839';b 089  C13 C45, CAT*
30.03lub  2.72 oraz
005 105.6 C3, C37 C56 s i C54, C55
C10 876 641 ca7 25.9 2'011 oz C13,C48
C19, C3, C18, 2.05 oraz
cot 83.4 G5 oo o C31 24.9 oo C3, C32
C19 760 400  C18,C61*,C20 G20 23.0 145 C19
c17 58.7 018, C55, C61 C38 215 0.94 C38, C39
03 57.6 363 C%2 %2265 C3h | casbces 193 0.92 c13
c13 542 282 048, C47 C54 186 0.92 C18, C55
c43 532 355 025 166 115 C26
065 517 333 C53 160 221
060 514 336 C37 140 2.03

*Zaobserwowano sprzezenie tylko z jednym z diastereotopowych protondw.

w dwuwymiarowych widmach NMR. W widmie HMBC proton w pozycji mezo- koreluje

z czterema sygnalami weglowymi 47.6 ppm (C12), 152.3 ppm (C9), 178.6 ppm (C11) oraz

200.8 ppm (C8). Obecnos¢ wsrdd nich sygnatu pochodzacego od wegla karbonylowego

pozwala przypuszczaé, ze potozony jest on w odlegtosci nie wigkszej niz dwa wigzania od

wegla C10. Skoro wecze$niej

stwierdzitem, w widmie protonowym, brak sygnatu

pochodzacego od jednej z grup estrowych, zatem wegiel C8 musi by¢ weglem karbonylowym.
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Jednak, aby mie¢ pewnos$¢ prawidlowego rozwigzania struktury pozostate sygnaty zostaty

przypisane, a zaobserwowane sygnaty korelacyjne zestawiono w tabeli (Tabela 17).

3.7.2. Otrzymywanie kobryketonu — optymalizacja syntezy

Kobryketon 313 jest przykladem bardzo nielicznych pochodnych kwasu
kobyrynowego, w ktorych jedna pozycja ulegla selektywnemu wyeliminowaniu. Jest to
bardzo cenny zwigzek, poniewaz moze by¢ prekursorem innych d-nor pochodnych. Te z kolei
po przebadaniu zdolnosci do regulacji sGC moglyby pomoéc wyjasni¢ jaki wplyw na
aktywacje enzymu ma brak grupy w pozycji d-. W przypadku dramatycznego spadku
aktywnosci, bede mogl stwierdzi¢, ze obecnos¢ tancucha d- jest kluczowa i odwrotnie, jezeli
zaobserwowany zostanie wzrost aktywnos$ci moze to oznacza¢, ze obecnos¢ w strukturze
tancucha d- powoduje inhibowanie aktywacji enzymu przez koryne. Z tej przyczyny
postanowitem zoptymalizowa¢ synteze kobryketonu 313 1 uzy¢ go jako zwigzku wyjSciowego
do syntezy kolejnych d-nor pochodnych kwasu kobyrynowego.

W literaturze znajduje si¢ jeden przyktad podobnego
zwigzku 313, opisany przez Maaga w swojej pracy doktorskiej
(Rysunek 28).'7 Zostal on otrzymany z bardzo niska
wydajnosciag (7%) jako produkt uboczny w reakcji pochodne;j
kobinamidu z KMnO, w bezwodnej pirydynie. Proba

wykorzystania tych warunkow zakonczyta si¢
COMe COMe . . . L
niepowodzeniem. KMnOj, utlenia heptaester 3 dajac liczne
314
Rysunek 78. zwiazek  polarne produkty, ktorych nie analizowatem.

otrzymany przez Maaga. Na poczatku ustalitem cechy wspolne reakcji, w ktorych

obserwowalem powstawanie kobryketonu. Byly nimi, obecno$¢ katalizatora palladowego
iligandéw fosfinowych. W kazdej reakcji obserwowalem powstawanie c-laktonu 4 jako
produktu ubocznego. Optymalizacje otrzymywania kobryketonu 313 rozpoczatem od
zastosowania Pd(OAc), w roli katalizatora. Jest to s6l czgsto uzywana w probach reakcji

bezposredniego arylowania (Schemat 66, Tabela 18).

COzMe

a \/COQMe Warunki
—_—
3

~N

Schemat 66. Otrzymywanie kobryketonu 313.
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W obecnosci katalitycznych ilosci octanu palladu(Il) ester metylowy kwasu kobyrynowego 3,
w bezwodnych i beztlenowych warunkach, pozostawal niezmieniony, tworzyla si¢ jedynie
niewielkg ilos¢ polarnych produktéw (Tabela 18, wiersz 1). Powtdérzenie tej reakcji
z dodatkiem wody (1 ekwiw.) nie prowadzitlo do powstawania kobryketonu 313 (wiersz 2).
Natomiast, w analogicznej reakcji prowadzonej w rozpuszczalniku nasyconym tlenem,
kobryketon 313 tworzyt si¢ z wydajnoscig 14% (wiersz 3). Stato si¢ wigc jasne, ze obecno$¢
tlenu jest czynnikiem kluczowym 1 kolejne reakcje prowadzitem w rozpuszczalniku
nasyconym tlenem. Dodatek trifenylofosfiny spowodowat zwigkszenie wydajnosci do 24%,
przy czym konwersja substratu byta catkowita (wiersz 4). W reakcji jako produkt uboczny
tworzyt si¢ c-lakton 4. Niewielki dodatek wody poprawit wydajnos$¢ syntezy kobryketonu do
32% (wiersz 5). Dalsze proby zwigkszenia wydajnosci nie powiodly si¢ (wiersze 6-11). Jako
warunki optymalne przyjatem: Pd(OAc),/PPh; (0.2/0.4 ekwiw.), H,O (1 ekwiw.), DMF
nasycony O,, czas reakcji — 4.5 godziny, 80 °C.

Tabela 18. Optymalizacja otrzymywania kobryketonu.

Lp. Utleniacz Fosfina Dodatek Czas [godz.] Kobryketon 313 [%]
1@ - - - 24 n. w.
2(0) - - H20 4.5 n. w.
3 02 - - 3 14
4 02 PPhs - 3 24
5(b) 02 PPhs H20 45 32
6 02 PPhs H20 45 26
7 02 DavePhos® H20 4.5 22
8 02 t-BusP H20 45 19
9 02 CysP H.0 4.5 Slady
10 02 PPhs H20, KOAc 45 21
1 02 PPhs H20, CsOAc 45 10

Warunki reakgji: heptaester 3 (14 pmol), Pd(OAc), (20% mol), fosfina (40% mol), dodatek (2 ekwiw.), DMF nasycony O,, stezenie 0.07 M,
80 °C. (a) Odgazowany rozpuszczalnik, reakcja w atmosferze argonu. (b) Dodatek (1 ekwiw.). n. w. — nie wykryto.

Wiadomo, Ze rozpuszczalno$é tlenu w DMF jest niska,'”®'” dlatego spodziewatem sie, ze
zmiana rozpuszczalnika moze mie¢ istotny wpltyw na przebieg reakcji. Jednak proby reakcji
w rozpuszczalnikach, w ktorych tlen rozpuszcza si¢ dobrze (np. acetonitryl, toluen, THF)
zawiodly (Tabela 19). Tylko w DMSO obserwowatem podobny przebieg reakcji, mimo ze
rozpuszczalnos$¢ tlenu w tym rozpuszczalniku jest w przyblizeniu o polow¢ mniejsza (wiersz

1). Wynika z tego, ze rozpuszczalno$¢ tlenu nie jest czynnikiem determinujacym.
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Tabela 19. Wptyw rozpuszczalnika na wydajnosé kobryketonu 313.

Lp. Rozpuszczalnik Czas [godz] Kobryketon 313 [%]
1 DMSO 3 29

2 DMA 72 21

3 MeCN 72 Slady

4 DCE 72 n. w.

5 Toluen 72 n. w.

6 NMP 60 23

7 THF 72 n. w.

Warunki reakcji: heptaester 3 14 umol, Pd(OAc), 20% mol, fosfina 40% mol, dodatek 1 ekwiw., rozpuszczalnik nasycony O,, stezenie 0.07 M,
80 °C. n. w. — nie wykryto.

Operowanie nasyconymi roztworami tlenu nie jest wygodne, a ilo§¢ rozpuszczonego tlenu
moze ulega¢ zmianie. Postanowitem wyeliminowaé te problemy poprzez zastgpienie tlenu
innym utleniaczem. Przetestowalem nastgpujace utleniacze: DDQ, Ag,O, Cu(OAc),,
Sc(OTf),, FeCl;, CAN. Wszystkie przeprowadzone reakcje zakonczyly si¢ jednak
niepowodzeniem. Heptaester 3 okazal si¢ trwaly wobec wigkszo$ci utleniaczy. Wyjatkiem
byla reakcja w obecnosci tlenku srebra, pod wptywem tego utleniacza obserwowalem
znaczacy rozktad substratu.

Najwigkszym problemem optymalizacji syntezy kobryketonu 313 bylo wykluczenie
tworzenia si¢ produktu ubocznego — c-laktonu 4. Niestety, nie udato mi si¢ catkowicie
wyeliminowa¢ powstawania tego zwigzku. Wobec tego postanowilem zastosowaé¢ w roli
substratu pochodne zmodyfikowane w pozycji c-, tak aby nie mogt tworzy¢ si¢ lakton
(Schemat 67). W reakcji c-n-butyloamidu 315 powstawata skomplikowana mieszanina
produktéw, w ktorej nie zaobserwowalem tworzenia si¢ ani c-laktonu 317 ani odpowiedniego
kobryketonu 316. Natomiast w reakcji heptaestru n-butylowego kwasu kobyrynowego 318

tworzyt si¢ zarowno c-lakton 320 jak i kobryketon 319, ale reakcja biegta znacznie wolnie;.

CO,R?

2

CO,R? COzR
R'= NH-n-Bu, R?= Me, 315 316 317
R'= 0-n-Bu, RZ?= pn-Bu, 318 319 320

Schemat 67. Préby otrzymania analogéw kobryketonu 313. (i) Pd(OAc),, DMF, O,, 80 °C.
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W reakcji prowadzonej w  przeptywie tlenu
zaobserwowalem, ze pozadany kobryketon 313 tworzyl si¢
znieco nizszg wydajnoscia (24%). Wigzalo sie¢ to
Z powstawaniem niepolarnego produktu ubocznego
o fioletowej barwie (6%). Sladowe ilosci tego produktu

obserwowalem rowniez w niektorych reakcjach, na etapie

Rysunek 26, Numeracia atomow optymalizacji. Analiza tego zwigzku technikg spektrometrii
ksantokobryketonu 321. mas wykazata, ze m/z = 1018, czyli mas¢ mniejsza od substratu
o 71 Da. Produktem ubocznym tworzacym si¢ podczas syntezy
kobryketonu 313 w zwickszonej skali okazat si¢ ksantokobryketon 321 (Rysunek 29).
W widmie spektrometrii mas zwigzku 321 zaobserwowatem zestaw trzech sygnatow o
m/z =992.7, 1018.6 oraz 1041.5. Sygnaly te przypisalem kolejno jonom [M—CN]", [M]" oraz
[M+Na]". W widmie '"H NMR w zakresie 5.3-5.8 zaobserwowalem dwa singlety (5.71, 5.39
ppm) o intensywnos$ci integralnej jeden kazdy. W tym zakresie zazwyczaj obserwuje si¢
pojedynczy sygnal pochodzacy od protonu mezo-. Sygnal przy 5.39 ppm nie koreluje
z zadnym sygnatem w widmie HSQC, zatem nie jest to proton polaczony bezposrednio
z atomem wegla. Sugerowato to obecnos$¢ grupy hydroksylowej. W zakresie wystepowania
sygnaldow pochodzacych od estrow metylowych zaobserwowatem jedynie pi¢¢ singletow
przypisanych jako —CO,CHj. Strukture zwigzku 321 ustalitem przypisujac sygnaty
korelacyjne w dwuwymiarowych widmach NMR (COSY, HSQC i HMBC). Analize
przeprowadzitem analogicznie do poprzednio wykonywanych, co pozwolito mi przypisaé
wszystkie sygnaly. Odpowiednie zestawienie znajduje si¢ w tabeli w czesci eksperymentalne;)
(Tabela 21).
Analogiczne zwiazki byly otrzymywane przez Chemaly’ego w reakcji heptaestru 3

200

z kwasem askorbinowym i co ciekawe posiadaty barweg z6ita.” Taka barwa wigze si¢

z przerwaniem sprzg¢zenia wigzan podwojnych

11 —3 tworzacych chromofor. Otrzymany przeze mnie
—321

038 1 zwigzek posiadat barwe fioletowa, poniewaz

06 1 zjednej strony doszto do zmniejszenia ilo$ci

0,4 -

wigzan podwojnych wchodzacych w  sktad

02 1 chromoforu, a z drugiej strony chromofor ulegt

0 T T T T —

250 350 450 550 650 750 rozszerzeniu przez Sprzgzenic z grupag

Rysunek 30. Natozone widma UV/Vis estru 3 oraz karbonylowa. Taka zmiana strukturalna
ksantokobryketonu 321. Stezenie 3.5x10” M.
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zaznaczyla wyraznie swoj wplyw w widmie absorpcyjnym UV/Vis, ktére w poréwnaniu do
substratu utracito swoja subtelng struktur¢ (Rysunek 30). Zarejestrowane pasma sg wyraznie
poszerzone, a ich wspodtczynniki ekstynkcji zmalaty. Jest to zgodne z analogicznymi

obserwacjami Chemaly’ego.””

3.7.3. Mechanizm reakcji syntezy kobryketonu

W toku badan postanowitem sprobowa¢ wyjasni¢é mechanizm tworzenia si¢
kobryketonu 313. Produktem ubocznym w tej reakcji jest c-lakton 4, ktory tworzyl sie
w kazdej reakcji. Zwigzek ten, w warunkach reakcji, nie ulegat przemianie w kobryketon 313,
a wigc musiat tworzy¢ si¢ rownolegle z produktem 313.

Znanych jest niewiele przykltadow katalitycznego rozerwania wigzania C—C.
Najczgéciej, sa to reakcje otwierania naprezonych pierscieni cyklopropanowych™' lub

cyklobutanowych.””>  Natomiast do bardziej

OH
orp @) T znanych przykladéw katalitycznego rozrywania
+ r —_—
niepierscieniowego wigzania C—C naleza
322 311 reakcje  alkoholi  trzeciorzedowych, ktore
! wykorzystywano jako substrat w bezposrednim
; !
OPdPh . arylowaniu.’”®  Przykladowo, Miura opisat
B-eliminacja o) . O]
--------------- - + L reakcje, w ktorej 2-fenylopropan-2-ol (322)
reagowal z bromobenzenem w obecnosci
323 324 Aceton . .
Schemat 68. Bezposrednie arylowanie opisane Pd(OAc),/PPh3/Cs,CO;  dajac  bifenyl  (311)
przez Miure. (i) Pd(OAc),, PPh;, Cs,COs,

o-ksylen, wrzenie, 15 godz. taceton jako produkt uboczny (Schemat

68).2%2% Kluczowym etapem w tej reakcji jest
B-eliminacja, podczas ktoérej nastgpuje rozerwanie wigzania C—C zwigzku posredniego 323
1 utworzenie ketonu.

W literaturze dotyczacej pochodnych witaminy B, jak rowniez w naszym zespole
zaobserwowano tworzenie si¢ zwigzkéw z grupa hydroksylowa w pozycji C8.'# Zatozylem
wiec, ze powstanie takiego alkoholu moze by¢ pierwszym etapem w reakcji prowadzacej do
powstawania kobryketonu 313 (Schemat 69). Nastepnie, alkohol 325 moglby reagowac,
w sposoOb analogiczny do przedstawionego przez Miurg alkoholu 322, dajac kobryketon 313

lub cyklizowaé do c-laktonu 4.

114



Badania wtasne

4 313 327
Schemat 69. Propozycja etapdw rekcji tworzenia kobryketonu.

W trakcie reakcji prowadzacej do powstania kobryketonu 313, przebiegajacej z rozerwaniem
wigzania C—C, tworzy si¢ pochodna propionianu metylu 327. W celu wykrycia tego typu
zwigzkow postanowitem przeprowadzi¢ analiz¢ GC/MS surowej mieszaniny reakcyjne;.
W otrzymanym chromatogramie znalazlem sygnat, w ktérego widmie masowym sygnat jonu
molekularnego posiadal m/z = 103 Da. Widmo fragmentacyjne tego zwigzku potwierdzito
strukture 3-hydroksypropionianu metylu 327. Ostatecznie, dodatek standardu wewnetrznego
do probki mieszaniny reakcyjnej jednoznacznie potwierdzil obecno$¢ 3-hydroksypropionianu
metylu 327.

Otrzymalem pierwszy stabilny zwigzek 313 z wyeliminowang selektywnie pozycja d-.
Opracowalem metode otrzymywania tego zwigzku, jak rowniez wykonatem eksperymenty,

ktore przyblizyly do ustalenia mechanizmu jego powstawania.

3.7.4. Modyfikacje w pozycji c-

W toku dalszych badan za cel obratem otrzymanie analogu heptaestru 3 pozbawionego
podstawnika w pozycji d-. W tym celu kobryketon 313 poddatem redukcji borowodorkiem
sodu w metanolu. W wyniku reakcji otrzymatem skomplikowang mieszaning produktow.
Czesto stosowanym uktadem redukcyjnym w przypadku pochodnych kwasu kobyrynowego
jest $wiezo aktywowany pyl cynkowy w 20% roztworze kwasu octowego w toluenie.'”
W tych warunkach reakcja przebiegta bardzo szybko 1 selektywnie. Nieoczekiwanie,
produktem tej reakcji okazat si¢ d-nor-c-kwas 328 (Schemat 70). Prawdopodobnie
w warunkach reakcji powstajacy alkohol cyklizuje do odpowiedniego laktonu, ktory

natychmiast ulega redukcji do kwasu 328.
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R= §-0— 329, 65%

COR H
E—N4< 330, 82%

E_H_/_OH 331, 90%

313 328 E—H /T 332,80%

Schemat 70. Synteza d-nor-c- zmodyfikowanych pochodnych kwasu kobyrynowego. (i) Zn, AcOH/toluen, 30 min,
81%; (ii) sprzeganie amin: DEPC, DIPEA, DMF, 16 godz.; sprzegania z metanolem: EDC-HCI, DMAP, DCM, 16 godz.

Wychodzac z heptaestru 3 w dwoch etapach otrzymatem kwas 32, zwigzek tatwy do
funkcjonalizacji. c-Kwas 328 przeprowadzilem w reakcji sprzggania z aminami
pierwszorzedowymi przy uzyciu DEPC w zmodyfikowane w pozycji c- analogi. W reakcjach
tych, pozadane amidy 330-332 tworzyly si¢ z bardzo dobrymi wydajnosciami 80-90%.
Sprzegajac c-kwas 328 z metanolem przy uzyciu EDC-HCI otrzymatem heksaester 329.
Otrzymane przeze mnie zwigzki 330-332 sg pierwszymi stabilnymi nor-d-pochodnymi
kwasu kobyrynowego. Opisane powyzej analogi zostaly przekazane do laboratorium Emila
Martina w celu przebadania ich wtasciwosci biologicznych. Mam nadzieje, ze pozwolg one na
okreslenie sposobu laczenia si¢ pochodnych kwasu kobyrynowego z miejscem aktywnym
enzymu. Porownujac dane, dotyczace zdolnosci aktywowania sGC dla pochodnych
nieposiadajacych tancucha d- z analogami posiadajacymi ten element struktury, mozliwe
bedzie okreslenie wplywu tego elementu dla samego procesu taczenia si¢ w miejscu

aktywnym enzymu.

3.7.5. Pentaester

Jedyng dotychczas znang nor-pochodng kwasu kobyrynowego byt pirokobester 312,

opisany przez Inhoffena w 1981 roku (Rysunek 24).1%

Zwiazek ten otrzymano na drodze
termicznej pirolizy heptaestru 3 w dekalinie (34%). W przeciwienstwie do kobryketonu 313,
pirokobester 312 jest zwigzkiem nietrwatlym 1 ulega degradacji pod wplywem $wiatla 1 tlenu.
Zwiazek ten, po uwodornieniu daje nor-c-analog heptaestru 3.2°° Na podstawie powyzszych
informacji zaplanowatlem syntez¢ analogu estru 3, pozbawionego podstawnikow
alkiloestrowych w pozycjach c- i d- — pentaestru 336. Teoretycznie, dwie drogi syntetyczne
prowadza do otrzymania tego zwigzku: 1) piroliza, a nastepnie usunigcie grupy propionianu
metylu w pozycji d- na drodze katalitycznego rozerwania wigzania C—C lub 2) otrzymanie

heksaestru 329, a nastepnie piroliza i uwodornienie (Schemat 71). Wydawalo sie, ze

korzystniejsze bedzie przeprowadzenie pirolizy w pierwszym etapie, poniewaz otrzymany
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z pirokobestru 312, w reakcji redukcji, c-nor-heksaester 333 nie mogtby ulega¢ niepozadane;j

reakcji tworzenia c-laktonu. Ponadto ta droga syntezy bytaby krotsza.

CO,Me
CO,Me
MeO,C
z “N\_-CO,Me
Pd(OAc),,
—_—
0, DMF

MeO,C

313 328 329
MeO,C 3 CO,Me Dekalina,
MW, 210 °C
Dekalina,
MW, 210 °C
XN
N CO,Me Zn, N=
N= AcOH
/
335
312
Pd(OAc),,
—_—
0, DMF

333

Schemat 71. Zatozone $ciezki syntetyczne moggce prowadzi¢ do pentaestru 336.

Obecnie reakcje w wysokich temperaturach czesto prowadzi si¢ w reaktorach

mikrofalowych.*7>%

Wygoda uzycia takiego reaktora sktonita mnie do opracowania metody
pirolizy estru 3 w nowych warunkach. Prowadzac reakcj¢ w reaktorze mikrofalowym w ciaggu
5 minut w temperaturze 210 °C otrzymatem pozadany zwigzek 312 z wydajnoscia 55%.
Pirokobester 312 poddatem redukcji w warunkach opisanych przez Kriutlera (Zn/AcOH).>
Powstala mieszanine stereoizomerdéw probowatem przeksztalci¢ w kobryketon. Okazalo sie,
ze w warunkach reakcji substrat bardzo szybko rozkladatl si¢. Z tego powodu zarzucitem t¢
Sciezke syntetyczna.

Druga droga syntetyczna dala lepsze rezultaty. Heksaester 329 poddatem pirolizie
w opracowanych przeze mnie warunkach. Piroliza prowadzona w reaktorze mikrofalowym
w temperaturze 210 °C data pozadany produkt 335 z wydajnoscia 38%. Redukcja pochodne;j
335 pylem cynkowym w kwasie octowym do pentaestru 336 przebiegta jednak z bardzo niska
wydajnoscig (25%). Pochodna 335, podobnie jak pirokobester 312, jest zwigzkiem bardzo

wrazliwym na $wiatto 1 tlen, dlatego postanowitem mieszaning reakcyjng podda¢ redukc;ji
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bezposrednio po pirolizie. Takie postgpowanie przyniosto zadowalajace rezultaty i pozwolito
mi wydzieli¢ pentaester 336 w postaci mieszaniny stereoizomerow z catkowita wydajnos$cia
dwoch etapow 35%.

Otrzymane zwiazki zostaly przestane w celu przebadania zdolnosci aktywacji sGC do

laboratorium Emila Martina w Houston.

3.8. Badania biologiczne otrzymanych zwiazkow

Cz¢$¢ otrzymanych zwigzkow zostala przekazana do University of Texas Health
Science Center w Houston gdzie zostala przebadana ich zdolno$¢ aktywowania sGC.

W celu zbadania aktywnosci biologicznej zwigzku uzywa si¢ oczyszczony enzym oraz
znakowany  radioizotopem 32p guanozyno-5’-trifosforan ([0-*P]GTP -  337).
Do inkubowanego w temperaturze 37 °C enzymu dodaje si¢ badany zwigzek, a nast¢pnie
[a-*P]GTP. Po odpowiednim czasie reakcja tworzenia cyklicznego guanozynomonofosforanu
(cGMP — 338) zostaje przerwana poprzez dodanie octanu cynku (Schemat 72). Nastepnie
technikami chromatograficznymi wydziela si¢ powstajacy cGMP. Tloé¢ [**P]cGMP oznacza
sie¢ za pomocg spektrometru scyntylacyjnego mierzac emisj¢ promieniowania
Czerniakowa/Czerenkowa. Otrzymane wyniki standaryzowane sa do ilosci cGMP

powstajacego w kontrolnej reakcji enzymatycznej prowadzonej bez dodatku regulatora.

0
o N
0O o o) N (ﬂ
noon ¢ INH sGC NTONTONH,
HO-P-0-P-0-%P-0 NN — » HO( [
- - ° N NH, o
o =
OH OH 632|\:>\o/
1"
337 © 338

Schemat 72. Katalizowana sGC reakcja [a-azP]GTP do [32P]CGMP.

Poréwnujac wyniki zdolnosci aktywowania sGC przez ester 3 oraz heksaester 329
mozna zauwazy¢, Ze usuniecie estru z pozycji d- powoduje ostabienie aktywacji sGC (Wykres
2). Taki sam ksztalt krzywej aktywnosci dla heksaestru 1 heptaestru sugeruje podobny
mechanizm dziatania obu zwigzkow. W przypadku pentaestru 336, w matych stezeniach
zdolno$¢ do aktywowania sGC jest porownywalna do heptaestru 3, jednak ze wzrostem

stezenia wzrasta efekt hamujacy aktywacje.
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Wykres 2. Poréwnanie aktywnosci zwigzkéw 3, 329 oraz 336.

4 329
® 336

aktywnos¢, pmol/min/mg

1 10 100 1000
[stezenie aktywatora], pM

MeOZC M602C MeOZC
CO,Me

\\\\

M902C M602C

\_-CO,Me

¢

Heptaester, 3 Heksaester, 329 Pentaester, 336

) \/CO Me ) :\/CO Me
MeO,C 2 MeO,C 2 MeO,C

Jednym 2z przyktadow naturalnie wystepujacych pochodnych witaminy B
o udowodnionej aktywnosci wzgledem sGC jest kobinamid 1. Aktywnos$¢ poszczegdlnych
zwigzkéw odniesiono do kobinamidu. Najprostsza hydrofobowa pochodna — heptaester 3 —
wykazuje podobng zdolno$¢ do aktywacji sGC (Wykres 3, 3). Monoamidy posiadajace
podstawniki alkilowe w pozycji c- maja poréwnywalna zdolno$¢ do aktywacji (267, 271 oraz
277), przy czym zbyt duzy podstawnik (n-oktylowy) powoduje jej wyrazny spadek (269).
Najstabszymi aktywatorami sposréd przebadanych pochodnych monoaminowych byty
zwigzki posiadajace w pozycji c- podstawnik etanoloamidowy lub etoksyetanoloamidowy
(265, 261 oraz 266). Wyjatek stanowi diamid posiadajacy podstawniki etanoloamidowy oraz
etoksyetanoloamidowy odpowiednio w pozycjach c- oraz d- (279). Aktywno$¢ tej pochodnej
byla znaczaco wigksza od aktywnosci kobinamidu 1. Najlepszym aktywatorem byt diamid
posiadajacy podstawniki izopropyloamidowe. Jego aktywno$¢ byla ponad dwukrotnie

wigksza od kobinamidu 1.
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Wykres 3. Wzgledna zdolno$¢ do aktywacji sGC w odniesieniu do kobinamidu 1.

Wzgledna aktywnos¢ wobec zwigzku 1

272 266 279

Wszystkie mezo-amidy, ktore zostaly przebadane wykazaly podobna, cho¢ nieco
mniejszg, aktywno$¢ w poréwnaniu do kobinamidu (Wykres 4). Jedynie w przypadku
pochodnej 295 posiadajacej terminalny ester etylowy zanotowano spadek aktywnos$ci przy
duzym stezeniu. Wydaje si¢, ze obecno$¢ podstawnikow w pozycji mezo- nie ma istotnego

wplywu na aktywnos$¢ badanego zwiazku.
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Wykres 4. Aktywnos$é mezo-zmodyfikowanych pochodnych.
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Wsrod przetestowanych zwigzkow, ktore posiadaty selektywne modyfikacje w pozycji
d- najlepsze wyniki uzyskano aktywujac sGC zwiagzkiem 306 posiadajacym w pozycji d-
krotki tancuch glikolowy zakonczony grupa azydkowa (Wykres 5). Jednak, zaden ze
zwigzkow nie posiadat lepszej zdolnosci do aktywacji sGC niz kobinamid 1.

Wykres 5. Aktywnos¢ d-zmodyfikowanych pochodnych.
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Wyeliminowanie ze struktury tancucha d- wplywa niekorzystnie na witasciwosci
biologiczne  zwiazkdw.  Pochodne  posiadajagce  w  pozycji  ¢-  podstawnik

etoksyetanoloamidowy znacznie stabiej aktywuja sGC. Podstawniki izoprpyloamidowe
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w pozycjach c- i d- zwickszaja aktywno$¢ zwigzku ponad dwukrotnie. Wprowadzenie
podstawnikéw amidowych w pozycje mezo- zmniejsza lub nie zmienia zdolnosci aktywacji

sGC badanych zwigzkow.
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4. Podsumowanie i wnioski

Celem mojej pracy bylo znalezienie metod selektywnych modyfikacji pochodnych
kwasu kobyrynowego i zbadanie ich wptywu na rozpuszczalng cyklaze¢ guanylows.

Badania rozpoczatem od otrzymania serii pochodnych heptaestru 3 selektywnie
zmodyfikowanych w pozycji c-. Opracowalem efektywng metode otwierania c-laktonu 4
aminami dajaca odpowiednio mono- lub diamidy oraz spirolakton 263 w zaleznosci od
zastosowanych warunkow reakcji. Stosujac opracowane warunki otrzymatem biblioteke c-
zmodyfikowanych pochodnych estru metylowego kwasu kobyrynowego. Z kolei, spirolakton
263 pozwolit na opracowanie metody selektywnego wprowadzania podstawnikow w pozycje
d-. Wtoku dalszych badan zsyntetyzowatem kilka c,d- diamidow. Badania biologiczne
otrzymanych zwigzkow wykazaly, ze aktywno$¢ silnie zalezy od rodzaju podstawnika
W pozycji c-1d-.

Nastepnie, wykorzystujac jako substrat aming 5, opracowalem warunki reakcji
otrzymywania mezo-amidéw. Pierwsza polegala na reakcji aminy z cyklicznymi
bezwodnikami. Warunki tej reakcji zostaly zoptymalizowane, a nastgpnie wykorzystane do
syntezy kilku analogdéw ro6znigcych si¢ rodzajem i dtugo$cia tancucha amidu w pozycji mezo-.
Druga metoda polegata na reakcji aminy 5 z kwasami karboksylowymi w obecnosci
odczynnikow sprzegajacych, wykorzystujac te procedur¢ zsyntetyzowatem mezo-amidy
posiadajacych rézne terminalne grupy funkcyjne. Ostatnia metoda polegata na wykorzystaniu
chlorku oksalilu do generowania in situ chlorkow kwasow karboksylowych, ktore nastgpnie
reagowaly z aming 5. Metoda ta pozwolita mi na otrzymanie kilku mezo-amidow, ktorych nie
udalo mi si¢ otrzyma¢ innymi metodami. Badania biologiczne wykazaly, ze zwigzki
modyfikowane w pozycji mezo- aktywuja sGC znacznie stabiej niz kobinamid.

Za wazne osiagniecie uwazam odkrycie mezo-d-laktamu 302. Opracowalem
wydajna metod¢ otrzymywania tego zwiazku i wykazalem jego uzytecznos¢ jako
prekursora modyfikowanych w pozycji d- pochodnych kwasu kobyrynowego. Polega ona
na otwieraniu pierscienia laktamu aminami i pozwolita mi na otrzymanie serii d-amidow.
Niestety, zwiazki te nie byly lepszymi aktywatorami sGC niz dotychczas zbadane pochodne
kwasu kobyrynowego.

Nastepnie probowatem opracowa¢ metode bezposredniej funkcjonalizacji prostych
pochodnych kwasu kobyrynowego w pozycji mezo-. Z badan tych wynika, ze w klasycznych
warunkach dla reakcji Sonogashiry nie nastgpuje z rozerwanie wigzania C—X lecz Co—CN

i ostatecznie zachodzi alkilowanie atomu kobaltu. W przypadku prob wprowadzania
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w pozycje mezo- podstawnikdw na drodze bezposredniego arylowania okazato sie, ze
pomimo wyboru opisanych w literaturze tagodnych warunkéw, substrat 3 jest
niewystarczajaco trwaty i1 najczesciej zachodzi jego degradacja. Jednak najwazniejszym
owocem tych prac bylo odkrycie kobryketonu 313 — zwiazku powstajacego przez
selektywne rozerwanie wigzania C—C. Jest to pierwszy przyklad trwalego analogu
heptaestru 3 nie posiadajacego podstawnika w pozycji d-, tzw. nor-pochodne;j.
Zoptymalizowatem syntez¢ kobryketonu oraz podjatem proby wyjasnienia mechanizmu jego
powstawania. Przeprowadzone eksperymenty pozwolity stwierdzi¢, ze elementem
odrywajacym si¢ od koryny jest 3-hydroksypropionian metylu, a substratem niezb¢dnym do
zaj$cia reakcji jest tlen. Na podstawie doniesien z literatury zasugerowalem, ze mechanizm
tworzenia kobryketonu przebiega w sposob opisany przez Miurg 1 wspdipracownikow
i zaktada jako etap kluczowy katalizowane palladem rozerwanie wigzania C(sp>)-C(sp?).
Nastepnie, w wyniku redukcji kobryketonu 313 otrzymalem nor-c-kwas 328, ktory jest
prekursorem c-zmodyfikowanych pochodnych z wyeliminowana pozycja d-. Zwiazek ten
wykorzystatem do syntezy kilku takich analogéw. Badania biologiczne pozwolily na
stwierdzenie, Ze obecno$¢ podstawnika w pozycji d- jest istotna w kontekscie wiazania
koryny do enzymu, bowiem zwigzek nie posiadajacy tego elementu struktury wykazywat
znacznie mniejsza aktywnos$¢ wzgledem analogu posiadajacego pozycje d-.

Ostatnig czg¢scig mojej pracy bylo zaplanowanie syntezy i otrzymanie pochodnej nie
posiadajacej podstawnikéw w pozycjach c- 1 d-. Na podstawie literatury wytyczylem dwie
sciezki syntezy, z ktorych tylko jedna okazata si¢ mozliwa do przeprowadzenia. Ostatecznie
udalo mi si¢ otrzymac pentaester 336. Zwigzek ten posiadal niespodziewane wihasciwosci
biologiczne. W niskich st¢zeniach posiadala aktywno$¢ podobna do swojego analogu,
heptaestru 3, z kolei w wyzszych stezeniach obserwowano inhibicj¢ enzymu.

Wyniki uzyskane w toku mojej pracy doktorskiej uwazam za bardzo cenne i znacznie
wzbogacajagce zakres wiedzy na temat selektywnych modyfikacji pochodnych kwasu
kobyrynowego. Otrzymane przeze mnie pochodne moga przyczyni¢ si¢ do lepszego
zrozumienia sposobu aktywacji sGC 1 w przyszto$ci przyczynic¢ si¢ do otrzymania aktywatora

tego enzymu nie posiadajacego wad obecnie stosowanych lekow.
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5. Cze$¢ eksperymentalna

5.1. Informacje ogo6lne

e Bezwodne rozpuszczalniki przygotowywane byly zgodnie z  procedurami
literaturowymi.”'® Odczynniki dostepne handlowo uzywane byly bez dodatkowego
oczyszczania.

e Chromatografia: Do chromatografii DCVC (ang. — Dry Column Vacuum
1

Chromatography) uzywano zelu krzemionkowego GF,s4 0 wielko$ci ziaren 10-40 um.”!
Chromatografia TLC byla wykonywana na ptytkach aluminiowych pokrytych warstwg
zelu krzemionkowego (0.20 mm) z indykatorem — Silica Gel F,s4 lub tlenku glinu
(0.20 mm) — Aluminiumoxid 60 F,s4. Rozpuszczalniki uzywane jako eluenty posiadaly
czysto$¢ co najmniej cz.d.a. lub byty destylowane przed uzyciem. W przypadkach
chromatografii na SiO, do eluentow stosowano dodatek NaCN, jesli nie wspomniano
inaczej.

e Temperatury topnienia nie byly korygowane.

e Widma spektrometrii mas wykonywane byly na aparatach 4000 Q-TRAP (Applied
Biosystems) i SYNAPT G2-S HDMS (Waters).

e Widma w podczerwieni wykonywane byly na aparacie Perkin-Elmer 1640 FT-IR.

Probki do pomiaru przygotowywane byly w postaci pastylek z KBr.

e Widma UV/Vis rejestrowane byty w DCM (jesli nie wspomniano inaczej) na aparatach
Perkin-Elmer A-25 lub Jenaway 7315.

e Widma NMR rejestrowane byly na aparatach Bruker 500 MHz lub Varian 500 MHz.

Przesunigcia chemiczne podano w ppm 1 kalibrowano na sygnat TMS lub resztkowe
sygnaly rozpuszczalnikow.

o 2-(2-(2-(2-Azydoetoksy)etoksy)etoksy)etyloamina, 6-azydo-n-heksyloamina 1 kwas
6-azydoheksanowy byly dostgpne w laboratorium.

e Nastepujace zwiazki otrzymano wedlug procedur literaturowych: 5,"°° 31872"2

213 214

wodoroadypinian tert-butylu, wodoroadypinian etylu, kwas

6-((tert-butylodimetylosilil)oksy)heksanowy,”">  3-hydroksypropionian metylu oraz

3-hydroksypropionian zn-butylu.?'®
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5.2. Opis syntez i charakterystyka nieznanych zwigzkow

(SCN)(CN)Cby(III)(OMe); (259)

Meozc\\ Heptaester 3 (30 mg, 0.03 mmol) rozpuszczono w DCM

(5mL) 1 wytrzagsano z wodnym roztworem kwasu

nadchlorowego (30%, 5 mL) do zmiany koloru roztworu

z fioletowego na pomaranczowy (okoto minuty), a nastepnie

) s N\-COMe faz¢ organiczng wytrzagsano z nasyconym roztworem

MeO,C

rodanku potasu (3 mL) do czasu catkowitej konsumpcji
substratu (TLC, SiO,, DCM/EtOH 5%, bez dodatku NaCN w eluencie). Produkt
ekstrahowano DCM (2x5 mL), potaczone ekstrakty organiczne osuszono bezwodnym
Na,SO4, odsaczono iodparowano rozpuszczalniki. Surowa mieszaning reakcyjng
oczyszczano metoda chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym (DCVC, SiO,,
DCM/EtOH 1-5% bez dodatku NaCN w eluencie). Glowng frakcje zawierajaca pozadany
produkt odparowano, suchg pozostato$¢ rozpuszczono w minimalnej ilo$ci benzenu i stracono
n-heksanem. Osad odwirowano i osuszono. Pozadany zwigzek otrzymano w postaci
czerwonego proszku (28 mg, 90%). Ry = 0.44 (SiO,, toluen/DCM/i-PrOH, 10/10/1). Anal.
elem. obliczono dla CssH73CoNgO14S+2H,0: C 57.39, H 6.60, N 7.44, S 2.84; otrzymano: C
57.28, H 6.58, N 7.41, S 3.01. LRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs4H73CoNO14S [M]" 1120.4;
otrzymano: 1120.4, profil izotopowy zgodny z teoretycznym. UV/Vis, A (e, M 'xem™'): 274
(1.62x10%), 304 (1.35x10%), 362 (2.94x10%), 415 (4.34x10%), 523 (1.16x10%), 556 (1.34x10%)
nm. IR (KBr) v: 3453, 2952, 2134, 2078, 1734, 1581, 1501, 1436, 1393, 1367, 1353, 1300,
1202, 1153, 1104, 1003, 885, 806, 738, 684, 619, 482 cm '. '"H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &:
5.92-5.89 (m, 1H), 4.01 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.88-3.80 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.70 (s, 6H),
3.69 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.64 (s, 1H), 3.62 (s, 2H), 3.59 (s, 1H), 3.19 (m, 1H),
2.92 (m, 1H), 2.8-2.6 (m, 4H), 2.6-2.4 (m, 5H), 2.4-2.1 (m, 15H), 1.9-1.7 (m, 3H), 1.67
(s, 2H), 1.62 (s, 1H), 1.59 (s, 1H), 1.48 (s, 2H), 1.45 (s, 1H), 1.42 (s, 3H), 1.37 (s, 2H),
1.33-1.28 (m, 4H), 1.18 (s, 2H) ppm. >C NMR (125 MHz, CD,Cl,) &: 176.7, 176.2, 176.1,
173.9, 173.8, 173.7, 173.5, 173.1, 173.0, 173.0, 172.9, 172.5, 172.2, 172.1, 171.2, 171.1,
164.1, 164.0, 104.6, 104.5, 103.2, 92.6, 84.2, 83.1, 75.2, 75.1, 58.9, 57.5, 57.0, 54.8, 54.7,
54.3, 52.6, 52.6, 52.1, 52.1, 52.0, 52.0, 52.0, 51.9, 51.8, 51.8, 51.8, 51.7, 49.6, 49.1, 47.7,
47.6, 46.3, 46.1, 43.1, 42.3, 41.6, 41.5, 39.7, 39.7, 34.0, 32.9, 32.7, 32.1, 32.0, 31.9, 31.6,
31.2, 31.2, 31.1, 30.9, 30.1, 29.9, 27.1, 26.9, 26.5, 26.0, 25.5, 25.4, 23.4, 22.3, 20.2, 20.0,
19.7,19.7,19.5,19.4, 18.4,17.2,17.1, 16.3, 16.2, 15.8, 15.6 ppm.
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1. Otwieranie laktonow
Odpowiedni lakton (15 mg, 14 umol) i pierwszorzedowa amin¢ (0.14 mmol) mieszano
w 1,4-dioksanie (I mL), w temperaturze pokojowej, w atmosferze argonu. Mieszaning
reakcyjng rozcienczono DCM 1 przemyto solankg. Faze organiczng osuszono bezwodnym
Na,SO4. Otrzymang surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metodg chromatografii

DCVC na zelu krzemionkowym.

2. Otrzymywanie diamidow z c-laktonu
c-Lakton"’ 4 (15 mg, 14 pmol) rozpuszczono w DCM (1 mL), a nastepnie w atmosferze
argonu wkroplono aming¢ (0.1 mL). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez
okreslony dla danej aminy czas, w atmosferze argonu. Reakcje rozcienczono DCM
i przemyto solanka. Faze organiczng osuszono bezwodnym Na,SO4. Otrzymang surowg

mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda chromatografit DCVC na zelu krzemionkowym.

(CN),Cby(1II)(c-(2-hydroksyetyloamid))(8-OH)(OMe)s (261)

Otrzymano wedtug procedury 1: c-Lakton 4 (29 mg, 0.03
mmol) i etanoloamine (30 pL, 0.27 mmol) mieszano
w 1,4-dioksanie (2 mL) przez 5 godzin. Surowy produkt

oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej DCVC

(DCM/EtOH, 2.5-5%). Otrzymany produkt rozpuszczono

MeOZC) 261 \—~COMe w minimalnej ilo$ci AcOEt i strgcono n-heksanem, powstaty

osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 261 otrzymano w postaci fioletowego
proszku (22 mg, 72%). Ry = 0.20 (Si0,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla
CssH76CoN70;5+2H,0: C 56.45, H 6.89, N 8.38; otrzymano: C 56.16, H 7.09, N 8.18. HRMS
ESI (m/z) obliczono dla Cs4H76CoNgO;s [M—CN]™ 1107.469; otrzymano: 1107.469. UV/Vis,
A (e, M'xem™): 281 (8.99x10%), 319 (9.11x10%), 371 (2.64x10%), 552 (7.84x10%), 591
(9.76x10*) nm. 'H NMR (500 MHz, CD,CL,) &: 6.97 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 5.72 (s, 1H), 3.77
(d,J = 2 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.74 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.67 (s, 9H), 3.61
(s, 3H), 3.5-3.4 (m, 2H), 3.3-3.1 (m, 2H), 3.07 (dd, J = 3.6, 6.3 Hz, 1H), 2.82-2.77 (m, 1H),
2.7-2.4 (m, 10H), 2.33-2.29 (m, 1H), 2.25 (s, 3H), 2.2-1.9 (m, 7H), 2.10 (s, 3H), 1.9-1.6
(m, 5H), 1.67 (s, 3H), 1.47 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.20 (s, 3H) ppm.
BC NMR (125 MHz, CD,Cl) &: 176.8, 176.7, 176.5, 175.9, 174.0, 173.1, 172.9, 172.8,
172.1, 172.0, 171.9, 163.5, 159.5, 106.9, 103.1, 90.0, 85.6, 83.1, 74.9, 61.4, 58.8, 56.9, 56.5,
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52.6, 52.5, 52.2, 52.1, 52.0, 51.8, 47.1, 46.5, 43.6, 42.7, 42.0, 39.7, 33.9, 32.6, 32.0, 31.8,
31.7,30.9, 30.0, 29.9, 25.9, 25.3,22.3, 19.6, 18.2, 17.2, 17.1, 15.7, 15.6 ppm.

(CN),Cby(III)(c-d-di-(2-hydroksyetylo)amid)(8-OH)(OMe)s (262)
Otrzymano wedtug procedury 2: c-Lakton 4 (14 mg,

13 umol) i etanoloaming (0.1 mL, 6.1 mmol) mieszano
w DCM (1 mL) przez 6 godzin. Surowg mieszaning
reakcyjng  oczyszczono  metoda  chromatografii

kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 5-10%). Otrzymany

MeOZC) 262 \—CO:Me produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt

i strgcono n-heksanem, powstaly osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt otrzymano
w postaci fioletowego proszku (11 mg, 75%). Ry = 0.22 (SiO,, DCM/EtOH, 10%). Anal.
elem. obliczono dla Cs¢H79CoNgO;s+2H,0: C 56.09, H 6.98, N 9.34; otrzymano: C 56.48,
H 6.98, N 9.31. UV/Vis, A (&, M 'xcm '): 282 (8.99x10%), 319 (9.09x10%), 372 (2.68x10%),
553 (7.71x10%), 592 (9.84x10°) nm. '"H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 7.99 (t, J = 3.2 Hz, 1H),
6.95 (bs, 1H), 6.51 (bs, 1H), 5.80 (s, 1H), 3.81 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.68 (s, 6H),
3.67 (s, 3H), 3.58 (s, 3H), 3.53 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 3.47 (m, 2H), 3.42 (m, 1H), 3.29-3.23
(m, 2H), 3.20-3.14 (m, 3H), 3.09 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 2.81-2.77 (m, 1H), 2.7-2.6 (m, 2H),
2.5-2.3 (m, 6H), 2.27 (s, 3H), 2.2-2.1 (m, 9H), 1.89 (m, 1H), 1.8-1.7 (m, 6H), 1.64 (s, 3H),
1.52 (m, 1H), 1.43 (s, 3H), 1.73 (s, 6H), 1.27 (s, 3H), 1.19 (s, 3H) ppm. *C NMR (125 MHz,
CD,Cl,) 6: 176.1, 175.5, 174.2, 173.5, 173.4, 172.4, 172.3, 171.6, 171.4, 162.6, 159.3, 106.0,
102.4, 89.9, 85.4, 82.6, 74.4, 61.1, 60.6, 58.3, 56.3, 55.9, 52.0, 51.6, 51.5, 51.43, 51.40, 46.4,
45.8, 43.1, 42.5, 42.3, 41.4, 39.1, 33.5, 33.3, 32.1, 32.0, 31.2, 31.1, 30.1, 29.4, 24.9, 24.5,
21.6, 18.8,17.6, 16.6, 15.0, 14.9 ppm.

(CN),Cby(1II)(c-(2-hydroksyetylo)amid)(8-O-c-lakton)(OMe)s (263)
H Monoamid 261 (15 mg, 13 pumol) oraz KCN (15 mg,

: 2.3 mmol) mieszano w 1,4-dioksanie (1 mL), w temperaturze
"Flo pokojowej przez 2 dni. Reakcje rozcienczono DCM

i przemyto solanka. Fazg¢ organiczng osuszono bezwodnym

o

MeO,C Na;SO4. Po odsaczeniu $rodka suszacego i odparowaniu

M9020) 263 \—COMe rozpuszczalnikOw otrzymano surowg mieszaning reakcyjna,

ktora oczyszczono metoda chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym (DCM/EtOH,

2.5%). Glowna frakcja zawierata produkt. Sucha pozostato§¢ po jej odparowaniu,
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rozpuszczono w minimalnej ilo$ci etanolu i stragcono eterem dietylowym, powstaly osad
odwirowano 1 osuszono. Pozadany produkt 263 otrzymano w postaci fioletowoczerwonego
proszku (12 mg, 83%). Ry = 0.29 (Si0,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla
Cs4H72CoN70,4+2H,0: C 56.99, H 6.73, N 8.61; otrzymano: C 57.05, H 6.76, N 8.68. HRMS
ESI (m/z) obliczono dla Cs4H7,CoN-O14 [M]Jr 1101.4463; otrzymano: 1101.4412. UV/Vis,
A(e, M'xem™): 277 (2.18x10%, 313 (9.66x10%), 369 (2.73x10%), 549 (8.28x10°), 588
(9.71x10%) nm. "H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 6.99 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 5.57 (s, 1H,), 3.75
(m, 5H), 3.70 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.44 (m, 2H), 3.19-3.17
(m, 2H), 2.80 (m, 1H), 2.73-7.63 (m, 6H), 2.52-2.47 (m, 3H), 2.44-2.38 (m, 3H), 2.30
(d, J=8.5 Hz, 1H), 2.26 (s, 3H), 2.21-2.15 (m, 5H), 2.1-2.0 (m, 6H), 1.9-1.8 (m, 2H), 1.78
(s, 3H,), 1.49 (s, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.20 (s, 3H) ppm. °C NMR
(125 MHz, CD,Cl,) &: 178.5, 176.9, 176.2, 175.5, 173.8, 173.7, 172.9, 172.8, 172.0, 171.9,
170.4, 168.7, 163.4, 156.6, 108.2, 104.2, 93.7, 86.4, 83.4, 75.1, 61.4, 59.0, 57.0, 54.9, 54.2,
52.7, 52.7, 52.2, 52.1, 52.0, 51.8, 47.6, 46.5, 43.8, 42.7, 42.0, 40.0, 39.7, 33.9, 32.5, 31.9,
31.8, 30.8,29.9, 28.8, 28.0, 25.7, 22.3, 19.7, 18.1, 17.2, 16.8, 15.8, 15.4 ppm.

Numer depozytu w baize CCDC 789895.

(CN),Cby(1II)(c-(2-(2-hydroksyetoksy)etyloamid))(8-OH)(OMe); (265)

Otrzymano wedlug metody 1: c-Lakton 4 (16 mg,
15 umol) i 2-(2-aminoetoksy)etanol (15 pL, 0.15 mmol)
mieszano w 1,4-dioksanie (1 mL) przez 16 godzin.
Surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda

chromatografii  kolumnowe; DCVC (DCM/EtOH,

MeOZC) 265 \—CO:Me 2.5-5%). Otrzymany produkt rozpuszczono

w minimalnej ilosci AcOEt i stracono n-heksanem, powstaty osad odwirowano i osuszono.
Pozadany produkt 265 otrzymano w postaci fioletowego proszku (14 mg, 84%). R, = 0.44
(S10,, DCM/EtOH, 10%). Anal. elem. obliczono dla Cs7HgoCoN-O,6+2H,0: C 56.38, H 6.87,
N 8.07; otrzymano: C 56.03, H 6.87, N 7.70. HRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs¢HgyCoNgO1s
[M—CN]" 1151.4962; otrzymano: 1151.4957. UV/Vis, A (¢, M 'xcm™): 282 (8.99x10%), 319
(9.09x10%), 372 (2.68x10%, 553 (7.71x10%), 592 (9.84x10%) nm. 'H NMR (500 MHz,
CD,Cly) 8: 7.36 (bs, 1H), 5.92 (bs, 0.3H), 5.78 (bs, 0.7H), 5.71 (s, 0.7H), 5.60 (s, 0.3H), 3.90
(d, J =11 Hz, 0.3H), 3.80-3.76 (m, 1.7 H), 3.75 (s, 2H), 3.74 (s, 1H), 3.72-3.68 (m,11 H),
3.61 (s, 2H), 3.60 (s, 1H), 3.56-3.46 (m, 4H), 3.4-3.3 (m, 5H), 3.2-3.1 (m, 0.6H), 3.1-3.0
(m, 1.4H), 2.30-2.28 (m, 11H), 2.24 (s, 3H), 2.2-2.1 (m, 4H), 2.10 (s, 2H), 2.09 (s, 1H),
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2.1-2.0 (m, 3H), 1.9-1.7 (m, 3H), 1.68 (s, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.61 (s, 1.4H), 1.58 (s, 0.6 H),
1.47 (s, 2H), 1.43 (s, 1H), 1.35 (s, 6H), 1.27 (s, 3H), 1.25 (s, 1H), 1.21 (s, 1H), 1.18 (s, 2H)
ppm. °C NMR (125 MHz, CD,Cl,) &: 177.1, 176.7, 176.6, 176.4, 176.3, 176.0, 175.9,
175.82, 175.79, 174.0, 173.8, 173.1, 172.9, 172.4, 172.3, 172.22, 172.21, 172.1, 171.8, 163.5,
163.2, 160.3, 159.7, 106.7, 106.6, 103.1, 90.5, 89.9, 85.3, 83.8, 83.1, 75.1, 74.9, 72.9, 72.8,
69.9, 69.8, 61.7, 61.6, 58.9, 58.8, 56.9, 56.3, 56.1, 52.6, 52.4, 52.2, 52.1, 52.0, 51.9, 51.85,
51.80, 47.2, 47.1, 47.0, 42.9, 42.5, 42.4, 42.2, 40.2, 40.1, 39.7, 39.5, 34.0, 32.7, 32.6, 32.5,
32.0, 31.8, 31.5, 31.0, 30.7, 30.0, 29.9, 29.8, 29.7, 29.5, 29.4, 25.9, 25.8, 25.5, 25.3, 22.2,
21.8,19.9,19.7, 18.2, 17.9, 17.3, 17.2, 16.7, 15.7, 15.6, 15.4 ppm.

(CN),Cby(1II)(c-d-di-(2-(2-hydroksyetoksy)etylo)amid)(8-OH)(OMe)s (266)

H Otrzymano wedlug procedury 2: c-Lakton 4
. 0 (25 mg, 0.02 mmol) 1 2-(2-aminoetoksy)etanol
““‘VLHNOV\OH (0.1 mL, 1.4 mmol) mieszano w DCM (2 mL)

\\\\

przez 5 godzin. Surowa mieszaning reakcyjna

MeO,C oczyszczono metoda chromatografii kolumnowe;j

MeOZC) 266 \-COMe DCVC (DCM/EtOH, 2-5%). Otrzymany produkt

rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i stracono n-heksanem, powstaty osad odwirowano
1 osuszono. Pozadany produkt 266 otrzymano w postaci fioletowego proszku (20 mg, 70%).
R;=0.22 (S10,, DCM/EtOH, 10%). Anal. elem. obliczono dla CsyHg;CoNgO;7+2H,0:
C 5598, H 7.12, N 8.70; otrzymano: C 56.18, H 7.13, N 8.72. HRMS ESI (m/z) obliczono dla
CsoHg7CoN7017 [M—CN]" 1224.550; otrzymano: 1224.548. UV/Vis, A (e, M 'xem'): 372
(2.92x10%), 507 (5.07x10%), 552 (8.48x10%), 591 (1.11x10*) nm. 'H NMR (500 MHz,
CD,Cl,) &: 7.45 (m, 0.2H), 7.39 (t, J = 5.0 Hz, 0.8H), 7.35 (m, 0.8H), 7.33 (m, 0.2H), 6.56
(bs, 0.8H), 6.49 (bs, 0.2H), 5.78 (s, 0.8H), 5.64 (s, 0.2H), 4.04 (bs, 1H), 3.94 (d, /= 11.0 Hz,
0.2H), 3.82 (d, J = 11.0 Hz, 0.8H), 3.75 (s, 3H), 3.74 (m, 1H), 3.69-3.68 (m, 10H), 3.60
(s, 2H), 3.59 (s, 1H), 3.26-3.18 (m, 0.4H), 3.10-3.02 (m, 1.6H), 2.82-2.76 (m, 1H), 2.7-2.3
(m, 12H), 2.25 (s, 2H), 2.24 (s, 1H), 2.2-2.0 (m, 5H), 2.11 (s, 2H), 2.09 (s, 1H), 1.88-1.80
(m, 2H), 1.77 (bs, 4H), 1.63 (s, 2H), 1.58 (s, 1H), 1.43 (s, 2H), 1.39 (s, 1H), 1.36 (s, 1H), 1.28
(s, 3H), 1.26 (s, 1H), 1.22 (s, 1H), 1.19 (s, 2H) ppm. *C NMR (125 MHz, CD,Cl,) &: 177.0,
176.7, 176.5, 176.1, 175.9, 174.2, 173.3, 173.1, 172.9, 172.2, 171.5, 163.3, 160.9, 160.4,
106.2, 103.1, 102.9, 101.3,99.9, 90.2, 85.5, 83.8, 83.1, 75.5, 73.3, 73.0, 72.8, 72.7, 69.9, 69.8,
61.6, 61.5, 58.9, 58.8, 56.9, 55.9, 55.8, 52.6, 52.1, 52.0, 51.9, 51.8, 47.1, 46.8, 46.4, 42.6,
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42.1, 40.1, 40.0, 39.9, 39.7, 34.1, 34.0, 32.7, 32.4, 31.9, 31.5, 31.0, 30.0, 25.7, 25.1, 22.0,
19.6,18.3,17.2,17.1, 16.5, 15.6, 15.4 ppm.

(CN),Cby(III)(c-(n-butyloamid))(8-OH)(OMe); (267)
Otrzymano wedlug procedury 1: c-Lakton 4 (15 mg,

14 pmol) 1 n-butyloaming (14 pL, 0.14 mmol) mieszano
w 1,4-dioksanie (1 mL) przez 16 godzin. Surowa mieszaning
reakcyjng oczyszczono metodg chromatografii kolumnowe;j

DCVC (DCM/EtOH, 2.5%). Otrzymany  produkt

Me02C) 267 \—~COMe rozpuszczono w minimalnej ilo$ci AcOEt i strgcono

n-heksanem, powstaly osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 267 otrzymano
w postaci fioletowego proszku (10 mg, 65%). R,= 0.20 (Si0,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem.
obliczono dla Cs;HgpCoN-0,4+H,0: C 58.80, H 7.10, N 8.42; otrzymano: C 59.23, H 7.07, N
8.25. HRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs;HgoCoN7O,4 [M]+ 1145.5095; otrzymano:
1145.5112. UV/Vis, A (e, M 'xcm '): 282 (8.88x10%), 319 (9.22x10%), 372 (2.74x10%), 592
(1.06x10") nm. "H NMR (500 MHz, toluen-ds) &: 8.08 (bs, 1H), 6.10 (s, 1H), 3.50 (s, 3H),
3.49 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.36 (s, 3H), 3.35-3.29 (m, 1H), 2.9-2.7 (m, 6H), 2.30 (s, 3H), 2.18
(s, 4H), 2.11-2.09 (s, 6H), 2.1-1.9 (m, 3H), 1.8-1.7 (m, 6H), 1.5-1.4 (m, 5H), 1.3-1.1 (m, 2H),
1.20 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.87-0.84 (m, 7H) ppm. >C NMR (125
MHz, toluen-dg) 6: 176.5, 175.7, 175.2, 174.6, 173.8, 173.7, 172.7, 172.3, 172.2, 172.1,
171.8, 163.4, 161.2, 102.4, 96.5, 90.9, 85.6, 83.0, 75.1, 58.6, 56.7, 56.3, 54.1, 51.68, 51.63,
51.3, 51.2, 51.0, 50.9, 46.7, 46.4, 42.7, 42.2, 40.0, 39.9, 33.7, 33.3, 32.9, 31.8, 31.7, 31.1,
30.3,29.8,29.7,25.7,25.1,22.4,19.3, 18.0, 17.1, 16.9, 15.9, 15.5, 13.8 ppm.

(CN),Cby(IIT)(c-d-di-n-butyloamid)(8-OH)(OMe)s (268)

H Otrzymano wedlug procedury 2: c-Lakton 4 (15 mg,

MeO,C O Noo~ . . ‘
0 15 pmol) i n-butyloaming (0.1 mL, 1.0 mmol) mieszano
MeO,C” o H w DCM (1 mL) przez 16 godzin. Surowg mieszaning

reakcyjng  oczyszczono  metoda  chromatografii

kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2.5%). Otrzymany

MeO,C
1 stracono n-heksanem, powstaty osad odwirowano 1 osuszono. Pozadany produkt 268
otrzymano w postaci fioletowego proszku (7 mg, 41%). R,= 0.19 (Si0,, DCM/EtOH, 5%).
Anal. elem. obliczono dla CgoHg;CoNgO3+H,O: C 59.79, H 7.44, N 9.30; otrzymano:

268 \/COQMG

MeO,C produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt
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C 59.79, H 7.81, N 9.28. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CgHs;CoNgO3 [M]" 1186.5719;
otrzymano: 1186.5723. UV/Vis, A (&, M 'xem'): 283 (9.30x10%), 321 (9.26x10%), 374
(2.68x10%), 555 (8.12x10°), 593 (1.03x10*) nm. '"H NMR (500 MHz, toluen-dg) &: 7.70 (bs,
0.7H), 7.62 (bs, 0.3H), 7.3-7.1 (m, 1H), 6.10 (s, 0.7H), 5.95 (s, 0.3H), 4.03 (d, J = 6.4 Hz,
0.2H), 4.0-3.9 (m, 0.8H), 3.86-3.81 (m, 1H), 3.48-3.46 (m, 6H), 3.44 (s, 3H), 3.43 (s, 2H),
3.41 (s, 2H), 3.37 (s, 1H), 3.35 (s, 1H), 3.21 (s, 1H), 3.17-3.07 (m, 2H), 2.84-2.68 (m, 6H),
2.28 (s, 2H), 2.25 (s, 1H), 2.19 (s, 2H), 2.16 (s, 1H), 2.1-1.9 (m, 3H), 1.86 (s, 2H), 1.82 (s,
1H), 1.8-1.7 (m, 3H), 1.53-1.50 (m, 2H), 1.45-1.39 (m, 4H), 1.36-1.25 (q, J = 4.6 Hz, 4H),
1.23 (s, 3H), 1.11-1.04 (m, 5H), 0.94 (s, 3H), 0.88-0.83 (m, 7H), 0.61 (bs, 5H) ppm. *C NMR
(125 MHz, toluen-dg) &: 176.4, 176.2, 176.0, 175.4, 173.5, 172.5, 172.6, 172.1, 171.9, 171.6,
163.3, 116.7, 102.3, 96.5, 91.0, 86.3, 83.3, 74.9, 58.7, 54.2, 51.6, 51.5, 51.2, 51.1, 50.9, 46.6,
46.5, 46.4, 42.2, 39.9, 39.6, 39.5, 33.8, 32.9, 32.8, 31.9, 31.7, 31.6, 31.2, 30.6, 30.4, 29.7,
25.6,25.0,22.1,18.0, 17.7, 16.9, 16.6, 15.6, 15.3, 15.1, 14.0, 13.8 ppm.

(CN),Cby(ITI)(c-(n-oktyloamid))(8-OH)(OMe); (269)

Otrzymano wedlug procedury 1: c-Lakton 4 (16 mg,
15 pmol) 1 mn-oktyloaming (22 pL, 0.15 mmol)
mieszano w 1,4-dioksanie (1 mL) przez 24 godziny.
Surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda

chromatografii kolumnowej DCVC (DCM/EtOH,

M602C) 269 \—COMe 2.5%). Otrzymany produkt rozpuszczono

w minimalnej ilosci AcOEt 1 stragcono n-heksanem, powstaly osad odwirowano 1 osuszono.
Pozadany produkt 269 otrzymano w postaci fioletowego proszku (11 mg, 67%). Ry = 0.25
(Si0,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla Cg;HggCoN;O14+H,0: C 60.04, H 7.43,
N 8.03; otrzymano: C 60.03, H 7.39, N 7.98. HRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs;HgsCoN7O 4
[M]" 1201.5715; otrzymano: 1201.5739. UV/Vis, A (5, M 'xem™): 281 (9.96x10%), 319
(9.54x10%), 372 (2.66x10%), 554 (8.51x10%), 592 (9.84x10%) nm. 'H NMR (500 MHz,
toluen-ds) 6: 8.18 (bs, 1H), 6.11 (bs, 1H), 4.0-3.9 (m, 2H), 3.51 (s, 3H), 3.45 (s, 3H), 3.40-
3.32 (m, 6H), 3.34-3.32 (m, 6H), 3.2-3.1 (m, 1H), 2.85-2.75 (m, 3H), 2.73-2.70 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 2.7-2.5 (m, 6H), 2.24-2.20 (m, 2H), 2.17 (s, 3H), 2.02-1.94 (m, 2H), 1.8-1.7 (m, 6H),
1.54-1.51 (t,J= 3.0 Hz, 2H), 1.44-1.39 (m, 3H), 1.25-1.15 (m, 18H), 1.11 (s, 3H), 1.02 (s,
3H), 0.87-0.82 (m, 6H) ppm. >C NMR (125 MHz, toluen-dg) &: 176.6, 175.7, 175.4, 175.3,
174.6, 173.7, 172.7, 172.3, 172.2, 172.1, 171.8, 163.5, 102.5, 91.0, 85.7, 83.0, 75.1, 58.7,
56.7, 54.2, 51.6, 51.3, 51.2, 51.0, 50.9, 46.7, 46.4, 42.3, 40.4, 39.9, 33.7, 32.9, 32.3, 31.8,
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31.1, 30.3, 29.86, 29.80, 29.7, 27.6, 25.7, 25.1, 23.1, 22.4, 19.3, 18.0, 17.1, 16.9, 15.9, 15.5,
14.3 ppm.

(CN),Cby(IIT)(c-d-di-n-oktyloamid)(8-OH)(OMe)s (270)

Otrzymano wedtug procedury 2: c-Lakton 4
(15mg, 14 pmol) i n-oktyloaming (0.1 mL,
0.6 mmol) mieszano w DCM (1 mL) przez

24 godziny. Surowg mieszaning reakcyjng

0CZySZCZOono metodg chromatografii

Meozc) 20 \—COMe kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2.5%).

Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i stragcono n-heksanem,
powstaty osad odwirowano i1 osuszono. Pozadany produkt 270 otrzymano w postaci
fioletowego proszku (7 mg, 41%). Ry= 0.32 (S10,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono
dla CegHj93CoNgO3+H,0: C 61.99, H 8.03, N 8.50; otrzymano: C 61.90, H 8.01, N 8.31.
HRMS ESI (m/z) obliczono dla CegH;93CoNgO3 [M]+ 1298.6976; otrzymano: 1298.6982.
UV/Vis, A (e, M 'xem™'): 281 (8.87x10°), 319 (9.46x10%), 372 (2.58x10%), 553 (7.84x10%),
591 (9.95x10%) nm. "H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 7.19 (bs, 0.8H), 6.99 (bs, 0.2H), 6.66
(t,J=3.4 Hz, 0.7H), 6.63-6.60 (t, J = 3.4 Hz, 0.3H), 5.77 (s, 0.7H), 5.62 (s, 0.3H), 3.82
(d,J= 6.3 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.68 (m, 7H), 3.66 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.23 (m, 1H),
3.10-3.04 (m, 3H), 2.82-2.76 (m, 2H), 2.7-2.6 (m, 2H), 2.25 (s, 2H), 2.23 (s, 1H), 2.2-2.0
(m, 10H), 1.64 (s, 2.4H), 1.60 (s, 0.6H), 1.43 (s, 2H), 1.40 (m, 2H), 1.36 (bs, 4H), 1.33
(s, 4H), 1.28-1.25 (m, 18H), 1.20-1.18 (m, 15H), 0.88-0.83 (m, 8H) ppm. “C NMR
(125 MHz, CD,Cl,) 6: 176.9, 176.6, 176.5, 176.3, 175.8, 175.6, 174.3, 174.1, 173.7, 173.1,
172.9, 172.2, 172.0, 171.4, 163.4, 163.2, 160.1, 106.4, 102.7, 96.4, 90.9, 90.2, 85.8, 83.7,
84.1, 74.8, 58.89, 58.85, 56.9, 56.4, 56.3, 54.2, 52.5, 52.14, 52.10, 51.98, 51.92, 47.0, 46.9,
46.8, 46.4, 42.7, 42.0, 40.3, 40.2, 40.0, 39.9, 39.6, 39.5, 33.9, 33.7, 32.7, 32.5, 32.3, 32.2,
32.0, 31.9, 31.5, 30.8, 30.0, 29.8, 29.6, 29.65, 29.62, 29.60, 27.49, 27.44, 27.35, 27.31, 25.9,
25.6,25.3,25.1, 23.03, 23.02, 22.2, 19.5, 18.4, 18.1, 17.1, 17.0, 16.6, 15.6, 15.5, 15.4, 14.24,
14.23 ppm.
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(CN),Cby(III)(c-(2-propyloamid))(8-OH)(OMe)s (271)

Otrzymano wedlug procedury 1: c-Lakton 4 (16 mg,
14 pmol) 1 izopropyloaming (12 pL, 0.14 mmol) mieszano
w 1,4-dioksanie (1 mL) przez 5 dni. Surowa mieszaning
reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej

DCVC (DCM/EtOH, 2.5%). Otrzymany  produkt

) 2711 \—CO,Me

MeO,C rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt 1 strgcono

n-heksanem, powstaly osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 271 otrzymano
w postaci fioletowego proszku (4 mg, 25%). Ry= 0.37 (SiO,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem.
obliczono dla CsgH73CoN;014+H,0: C 58.48, H 7.01, N 8.52; otrzymano: C 58.41, H 7.85,
N 8.41. HRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs¢H7sCoN,Oy4 [M]" 1131.4933; otrzymano:
1131.4921. UV/Vis, A (g, M 'xem™): 319 (1.02x10%), 372 (2.62x10%), 553 (8.25x10°), 592
(1.02x10* nm. 'H NMR (500 MHz, toluen-dg) &: 7.86 (bs, 1H), 6.09 (bs, 1H), 4.23-4.16 (m,
1H), 3.95 (dd, J = 8.7 oraz 10.2 Hz, 2H), 3.48-3.45 (m, 6H), 3.40-3.38 (m, 6H), 3.34-3.33 (m,
6H), 3.31-3.28 (m, 1H), 2.9-2.7 (m, 6H), 2.65 (s, 1H), 2.23-2.19 (m, 1H), 2.16 (s, 4H), 2.02-
1.92 (m, 2H), 1.80 (s, 3H), 1.76-1.68 (m, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.16-1.10 (m, 12H), 1.05 (s, 1H),
1.00 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.86-0.80 (m, 6H) ppm. °C NMR (125 MHz, toluen-
dg) 0: 176.5,175.7, 175.2, 174.8, 173.7, 172.7, 172.3, 171.8, 171.0, 163.4, 161.2, 102.4, 90.8,
85.7, 83.1, 75.1, 58.6, 56.8, 56.5, 54.1, 51.6, 51.5, 51.3, 51.2, 51.0, 50.9, 46.6, 46.0, 42.7,
41.9, 41.6, 39.9, 33.7, 32.9, 31.8, 31.1, 30.3, 29.7, 25.7, 25.0, 22.58, 22.51, 19.3, 18.0, 17.1,
16.6, 16.3, 15.5 ppm.

(CN),Cby(1II)(c-d-di-(2-propylo)amid)(8-OH)(OMe)s (272)

H Otrzymano wedtug procedury 2: c-Lakton 4 (15 mg,

MeO,C ° NY o ‘ _
— o) 14 umol) i1 izopropyloaming (0.1 mL, 1.2 mmol) mieszano
' w DCM (1 mL) przez 5 dni. Surowa mieszaning reakcyjng

\\\\

oczyszczono metoda chromatografii kolumnowe; DCVC

MeO,C (DCM/EtOH, 2.5%). Otrzymany produkt rozpuszczono

)
powstaly osad odwirowano 1 osuszono. Pozadany produkt 272 otrzymano w postaci
fioletowego proszku (9 mg, 53%). Ry = 0.18 (S10,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono
dla CsgHg3CoNgO3+H,0: C 59.53, H 7.34, N 9.37; otrzymano: C 59.53, H 7.25, N 9.37.
HRMS ESI (m/z) obliczono dla CsgHgzCoNgOy3 [M]+ 1158.5406; otrzymano: 1158.5439.
UV/Vis, A (e, M 'xem™): 283 (1.49x10%), 321 (9.42x10%), 374 (2.67x10%), 555 (8.16x10°),

272 \—CO,Me

MeO,C w minimalnej ilosci AcOEt 1 stragcono n-heksanem,
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593 (1.05x10%) nm. '"H NMR (500 MHz, toluen-ds) &: 7.61 (bs, 1H), 7.42 (bs, 1H), 6.12
(s, 1H), 4.20 (sext, J = 3.9 Hz, 1H), 4.18 (sext, J= 3.9 Hz, 1H), 3.91 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 3.45
(s, 3H), 3.41-3.40 (m, 12H), 2.9-2.7 (m, 7H), 2.68-2.55 (m, 4H), 2.29 (s, 4H), 2.17 (s, 4H),
2.07-2.00 (m, SH), 1.85 (bs, 4H), 1.7-1.6 (m, 2H), 1.32 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.13-1.07 (m,
9H), 1.02-0.97 (m, 9H), 0.87 (s, 3H) ppm. '*C NMR (125 MHz, toluen-ds) &: 176.1, 176.0,
1753, 173.5, 173.2, 172.7, 172.3, 171.9, 170.8, 163.3, 102.3, 91.1, 86.3, 83.1, 74.9, 58.6,
56.8, 54.2, 51.7, 51.4, 51.27, 51.23, 51.21, 46.5, 46.0, 43.1, 41.7, 39.9, 33.7, 32.9, 31.7, 31.3,
30.9,29.7, 25.5, 25.0, 22.6, 22.58, 22.52, 22.3, 19.1, 18.0, 16.9, 16.3, 16.1, 15.3 ppm.

(CN),Cby(1II)(c-propargiloamid)(8-OH)(OMe)s (277)

Otrzymano wedlug procedury 2: c-Lakton 4 (14 mg,
13 umol) 1 propargiloamine (0.1 mL, 1.5 mmol) mieszano
wDCM (1 mL) przez 24 godziny. Surowa mieszaning
reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej

DCVC (DCM/EtOH, 2.5%). Otrzymany  produkt

) 277 \—CO,Me

Me0,C rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt 1 stragcono

n-heksanem, powstaly osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 277 otrzymano
w postaci fioletowego proszku (10 mg, 68%). Ry= 0.41 (SiO,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem.
obliczono dla Cs¢H74CoN-014+H,0: C 58.68, H 6.68, N 8.55; otrzymano: C 58.61, H 6.65,
N 8.58. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CssH74CoNgO14 [M—CN]™ 1101.4589; otrzymano:
1101.4595. UV/Vis, A (g, M 'xem™): 281 (9.80x10%), 319 (9.50x10%), 372 (2.63x10%), 553
(8.33x10%), 592 (1.01x10%) nm. 'H NMR (500 MHz, toluen-dg) &: 8.33 (bs, 1H), 6.67 (bs,
1H), 6.04 (s, 1H), 4.0-3.8 (m, 4H), 3.46 (s, 3H), 3.43 (s, 3H), 3.39 (m, 6H), 3.34 (s, 3H), 3.33
(s, 3H), 2.83-2.77 (m, 3H), 2.7-2.6 (m, 3H), 2.26 (s, 4H), 2.16 (s, 3H), 2.02-1.92 (m, 2H),
1.89-1.88 (t,J = 1.5 Hz, 1H), 1.72 (bs, 6H), 1.41 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.02 (s,
3H), 0.94 (s, 3H), 0.85 (s, 4H) ppm. >C NMR (125 MHz, toluen-ds) &: 176.5, 175.8, 175.4,
174.9, 173.7, 173.5, 172.7, 172.4, 172.3, 171.9, 171.8, 163.4, 160.6, 102.5, 90.7, 85.6, 83.0,
80.7, 75.1, 70.6, 58.7, 57.1, 56.3, 54.1, 51.7, 51.5, 51.3, 51.2, 51.1, 50.9, 46.7, 46.2, 42.4,
42.0, 39.9, 33.7, 33.0, 32.9, 31.8, 31.1, 30.3, 29.8, 29.1, 25.8, 25.0, 22.4, 19.3, 18.0, 17.1,
16.8, 16.1, 15.5 ppm.
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(CN)Cby(III)(c-(2-hydroksyetyloamid))(d-(2-(2-hydroksyetoksy)-etyloamid))(8-OH)(OMe)s (279)

H Otrzymano wedlug procedury 1: Spirolakton 263

MeO,C O Non ) .
0 (15 mg, 13 pmol) 1 2-(2-aminoetoksy)etanol
MeO,C”™ ( "\;:)LH/\/O\/\OH (14 uL, 0.13 mmol) mieszano w 1,4-dioksanie

\\\\

(1 mL) przez 16 godzin. Surowa mieszaning

MeO,C reakcyjng oczyszczono metodg chromatografii

279 \—COyMe kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2.5-5%).

¢

Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i stragcono n-heksanem,

MeOZC

powstaty osad odwirowano i osuszono. Pozadany diamid 279 otrzymano w postaci
fioletowego proszku (11 mg, 71%). Ry = 0.33 (SiO,, DCM/EtOH, 10%). Anal. elem.
obliczono dla CssHg3CoNgO6+H,0: C 56.85, H 6.99, N 9.15; otrzymano: C 56.64, H 6.93,
N 8.92. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CsgHg3CoNgOyg [M]+ 1206.5253; otrzymano:
1206.5241. UV/Vis, A (e, M 'xem™'): 281 (8.16x10%), 318 (8.45x10%), 371 (2.46x10%), 552
(7.42x10%), 590 (7.42x10°) nm. '"H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 7.25 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 6.84
(t, J = 2.5 Hz, 1H), 6.58 (bs, 1H), 5.77 (s, 1H), 3.8-3.7 (m, 5H), 3.69 (s, 3H), 3.68 (s, 6H),
3.61 (s, 3H), 3.59 (s, 1H), 3.55-3.54 (m, 2H), 3.50-3.45 (m, 6H), 3.27-3.21 (m, 1H), 3.19-3.15
(m, 2H), 3.08-3.06 (m, 1H), 2.81-2.78 (m, 1H), 2.65 (d, J = 3.7 Hz, 3H), 2.57-2.41 (m, 8H),
2.34-2.29 (m, 2H), 2.26 (s, 3H), 2.19-2.16 (m, 2H), 2.13-2.11 (m, 2H), 2.10-2.04 (m, 6H),
1.66-1.62 (m, 11H), 1.44 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.36 (s, 3H) ppm. “C NMR (125 MHz,
CD,Cl,) &: 176.6, 176.1, 174.6, 174.1, 173.1, 172.9, 172.1, 172.0, 171.9, 163.5, 159.8, 106.9,
102.8, 90.4, 85.8, 85.8, 83.1, 74.9, 73.0, 69.8, 61.7, 61.3, 58.8, 56.9, 56.6, 52.19, 52.11, 51.9,
51.4, 47.0, 46.4, 43.7, 42.8, 42.0, 40.0, 39.7, 33.9, 33.3, 32.6, 32.4, 31.0, 29.9, 25.7, 25.2,
22.0,19.0, 18.2, 17.1, 17.0, 16.5, 15.6, 15.0 ppm.

(CN),Cby(III)(c-(2-hydroksyetyloamid))(d-(6-azydoheksyloamid)(8-OH)(OMe)s (280)

H Otrzymano wedtug procedury 1: Spirolakton 263
MeO,C O Noon
o (14 mg, 13 pmol) 1 6-azydo-n-heksyloaming
\)LN/\/\/\/NS

(20 mg, 0.13 mmol) mieszano w 1,4-dioksanie

(1 mL) przez 24 godziny. Surowag mieszaning

MeO,C reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii

280 \—COzMe kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2.5-5%).

¢

Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt 1 strgcono n-heksanem,

MeO,C

powstaly osad odwirowano i1 osuszono. Pozadany diamid 280 otrzymano w postaci

fioletowego proszku (10 mg, 65%). Ry = 0.67 (Si0,, DCM/EtOH, 10%). Anal. elem.
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obliczono dla CeoHgsCoN;;014+2H,0: C 56.28, H 7.09, N 12.03; otrzymano: C 56.22, H 7.13,
N 11.81. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CgHgsCoN;1O14 [M]+ 1243.5682; otrzymano:
1243.5623. UV/Vis, A (e, M 'xem™): 284 (8.92x10%), 321 (9.30x10%), 372 (2.76x10%), 553
(8.21x10%), 592 (1.04x10%) nm. 'H NMR (500 MHz, toluen-ds) &: 7.69 (bs, 1H), 7.52 (bs,
1H), 7.24 (bs, 1H), 6.10 (s, 1H), 3.95 (t, J= 3.2 Hz, 1H), 3.76 (dd, J = 6.3 oraz 4.6 Hz, 1H),
3.52 (t,J=2.4 Hz, 2H), 3.44 (s, 3H), 3.43 (s, 4H), 3.3-3.2 (m, 2H), 3.12 (m, 1H), 2.83-2.74
(m, 5H), 2.71-2.67 (m, 1H), 2.61-2.56 (m, 2H), 2.5-2.3 (m, 9H), 2.26 (s, 6H), 2.17 (s, 5H),
2.10-2.00 (m, 3H), 1.88 (bs, 3H), 1.67-1.62 (m, 2H), 1.38 (dd, J = 3.4 oraz 4.8 Hz, 2H), 1.33
(s, 3H), 1.28-1.21 (m, 5H), 1.16 (s, 3H), 1.09-1.07 (m, 7H), 0.9-0.8 (m, 11H) ppm. *C NMR
(125 MHz, toluen-dg) &: 176.3, 176.1, 176.0, 175.3, 174.3, 173.5, 172.6, 172.3, 171.9, 171.8,
171.7, 163.5, 160.7, 102.4, 91.0, 86.4, 83.0, 74.9, 61.5, 58.6, 57.7, 54.3, 51.7, 51.43, 51.40,
51.3, 51.2, 46.3, 44.1, 43.8, 41.8, 39.8, 39.7, 33.7, 32.8, 32.5, 32.0, 31.6, 31.3, 29.6, 29.5,
28.9,26.7, 26.6,25.8,25.1,23.0,22.2,19.1, 17.9, 17.0, 16.4, 15.6, 15.3, 14.3 ppm.

(CN),Cby(1II)(c-(2-hydroksyetyloamid))(d-propargiloamid)(8-OH)(OMe)s (281)

H Otrzymano wedtug procedury 1: Spirolakton 263 (15 mg,
: 0 13 umol) 1 propargiloaming (7 pL, 0.13 mmol) mieszano
\)J\H/\ w 1,4-dioksanie (1 mL) przez 24 godziny. Surowa

mieszaning reakcyjng 0CZYSZCZONno metoda

chromatografii kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2.5%).

K

MeO,C J
AcOEt 1 stragcono n-heksanem, powstaty osad odwirowano i osuszono. Pozagdany diamid 281
otrzymano w postaci fioletowego proszku (6 mg, 38%). R, = 0.41 (Si0,, DCM/EtOH, 5%).
Anal. elem. obliczono dla Cs7H77CoNgO4+2H,0: C 57.70, H 6.93, N 9.28; otrzymano:
C 57.85, H 6.85, N 9.28. HRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs;H77CoNgO4 [M]" 1156.4885;
otrzymano: 1156.4877. UV/Vis, A (e, M 'xem'): 276 (1.79x10%), 318 (9.34x10%), 372
(2.76x10%), 552 (7.99x10%), 590 (1.02x10") nm. 'H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 7.09
(t,J=2.9 Hz, 1H), 6.84 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 6.45 (bs, 1H), 5.76 (s, 1H), 3.99 (m, 2H), 3.8-3.7
(m, 6H), 3.69 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.58 (m, 1H), 3.46-3.40
(m, 2H), 3.19-3.18 (m, 2H), 3.08 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.64 (d, J = 3.6 Hz, 1H),
2.6-2.4 (m, 6H), 2.34-2.29 (m, 2H), 2.26 (m, 3H), 2.20 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 2.17-2.14 (m, 2H),
2.10 (s, 3H), 1.9-1.7 (m, 2H), 1.66-1.62 (m, 8H), 1.45 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.27
(s, 4H), 1.19 (s, 3H), 0.89-0.84 (m, 1H) ppm. *C NMR (125 MHz, CD,Cl,) &: 176.8, 176.6,
176.0, 174.5, 174.1, 174.0, 173.0, 172.9, 172.1, 172.0, 171.9, 163.2, 159.7, 106.9, 102.9, 90.1,

281 \/COZMG

MeO,C Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci
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85.8, 83.2, 80.2, 80.2, 80.1, 75.0, 71.0, 61.4, 58.9, 56.9, 56.7, 52.6, 52.19, 52.12, 52.02, 52.00,
47.0, 46.4, 43.7, 42.8, 41.9, 39.7, 33.9, 33.1, 32.6, 32.2, 31.8, 31.7, 30.8, 30.0, 29.2, 25.5,
25.2,22.2,19.5,18.3,17.1,16.9, 15.6, 15.5 ppm.

(CN),Cby(III)(10-NO,)(OMe); (284)"*°

Zwiazek znany, nowa metoda otrzymywania:

MeOZC\\ Do roztworu aminy 5 (25 mg, 23 pmol) w MeCN (6 mL)
: 5 wkroplono HNO; (1.2 mL, 65%), a nastgpnie mieszano
w temperaturze pokojowej, bez dostepu $wiatla przez 90

minut. Mieszaning reakcyjng rozcienczono DCM (20 mL)

J 284 i:\/co Me iwylano do wodnego roztworu NaHCO; (20 mL). Faze

MeO,C

organiczng przemywano wodnym roztworem NaHCOs; do
uzyskania zasadowego odczynu fazy wodnej. Nastepnie, przemyto ja wodnym roztworem
NaCN oraz solanka, osuszono bezwodnym Na,;SOy4, odsaczono i odparowano rozpuszczalniki.
Surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii DCVC na zelu
krzemionkowym (DCM/EtOH, 0.5-3%) Gltdéwna frakcja zawierala nitrozwiagzek 284, ktorg po
odparowaniu rozpuszczono w minimalnej ilo$ci AcOEt i stracono n-heksanem, a powstaty
osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 284 otrzymano w postaci czerwonego
proszku (20 mg, 78%). Ry = 0.41 (S10,, DCM/EtOH, 5%). LRMS ESI (m/z) obliczono dla
Cs4H7,CoN;NaO ;¢ [M+Na]" 1156.4; otrzymano: 1156.6.

3. Otrzymywanie monoamidow z aminy 5
Aming 5 (25 mg, 23 pmol) rozpuszczono w bezwodnym toluenie (0.5 mL) w atmosferze
argonu, a nastgpnie dodano DIPEA (0.1 mL, 0.55 mmol) oraz odpowiedni bezwodnik
(0.57 mmol). Reakcje¢ mieszano w temperaturze 50 °C bez dostgpu $wiatla przez wskazany,
inny dla kazdego bezwodnika, czas. Nastgpnie mieszaning reakcyjng rozcienczono DCM
(15mL) i przemyto wodnym roztworem NaCN (15 mL) oraz solanka. Faze organiczng
osuszono bezwodnym Na,;SOy, odsgczono 1 odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano surowg
mieszaning reakcyjng, ktorg oczyszczono metodg chromatografii DCVC na zelu

krzemionkowym. Gloéwna frakcja zawierata pozadany amid.
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(CN),Cby(1II)(10-(3-karboksypropyloamid))(OMe); (289)

MeOZC\\ Otrzymano wedlug procedury 3: Amine 5 (15 mg,
: : 14 umol), DIPEA (59 uL, 0.34 mmol) oraz bezwodnik

bursztynowy (34 mg, 0.34 mmol) mieszano w toluenie

(0.3 mL) przez 24 godziny. Surowg mieszaning
) 280 E\/CO " reakcyjng  oczyszczono  metoda  chromatografii
slvie

kolumnowej DCVC (DCM/MeOH, 5-15%). Otrzymany

M902C

produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci DCM 1 stragcono n-heksanem, a powstaty osad
odwirowano 1 osuszono. mezo-Amid 289 otrzymano w postaci czerwonofioletowego proszku
(8.7 mg, 53%). Ry = 0.40 (SiO,, DCM/MeOH, 10%). HRMS ESI (m/z) obliczono dla
Cs7H73CoNgO 17 [M—CN]+ 1177.47500; otrzymano: 1177.4732. Ze wzgledu na obecno$¢
w strukturze grupy karboksylowej analiza NMR nie byla mozliwa (zob. Badania wtasne str.

89).

(CN),Cby(11I)(10-(4-karboksybutyloamid))(OMe); (290)

MeOZC\\ Otrzymano wedlug procedury 3: Amin¢ 5 (25 mg,
§ 23 pumol), DIPEA (96 pL, 0.55 mmol) oraz bezwodnik
glutarowy (65 mg, 0.57 mmol) mieszano w toluenie

(0.5 mL) przez 16 godzin. Surowg mieszaning

)‘ \/ cote reakcyjng  oczyszczono  metoda  chromatografii
200 2

kolumnowe;j DCVC (DCM/MeOH, 5-15%).

MeO,C

Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej iloSci DCM 1 stracono n-heksanem,
apowstalty osad odwirowano 1 osuszono. mezo-Amid 290 otrzymano w postaci
czerwonofioletowego proszku (13 mg, 45%). R, = 0.62 (Si0,, DCM/MeOH, 15%). HRMS
ESI (m/z) obliczono dla CsgHggCoNgO7 [M—CN]" 1191.49065; otrzymano: 1191.49248.
Ze wzgledu na obecnos¢ w strukturze grupy karboksylowej analiza NMR nie byta mozliwa

(zob. Badania wlasne str. 89).

(CN),Cby(1II)(10-(2-(karboksymetoksy)acetamid))(OMe); (291)

MeOZC\\ / Otrzymano wedlug procedury 3: Aming 5 (25 mg,
23 umol), DIPEA (96 pL, 0.55 mmol) oraz bezwodnik
diglikolowy (66 mg, 0.57 mmol) mieszano w toluenie
(0.5 mL) przez 30 minut. Surowg mieszaning reakcyjng

oczyszczono metoda chromatografii  kolumnowej
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DCVC (DCM/MeOH, 5-20%). Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci DCM
i strgcono n-heksanem, a powstaty osad odwirowano i osuszono. mezo-Amid 291 otrzymano
w postaci czerwonofioletowego proszku (23 mg, 82%). Ry= 0.37 (S10,, DCM/MeOH, 15%).
HRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs;H73CoNgNaOs [M—CN+Na]*" 608.22956; otrzymano:
608.2270. Ze wzgledu na obecnos¢ w strukturze grupy karboksylowej analiza NMR nie byta

mozliwa (zob. Badania witasne str. 89).

4. Sprzeganie aminy S z kwasami karboksylowymi.
Aming 5§ (15 mg, 14 umol), kwas karboksylowy (10 mg, 54 pmol), oraz odczynnik
sprzegajacy (54 umol) rozpuszczono w bezwodnym DCM (0.5 mL). Reakcj¢ prowadzono
w ciemnosci, w atmosferze argonu, w temperaturze pokojowej przez kilka godzin (doktadny
czas podany ponizej). Mieszaning rozcienczono DCM (25 mL) i przemyto wodnym
roztworem NaCN (25 mL). Faze organiczng osuszono bezwodnym Na,SO4, odsgczono
i odparowano. Surowa mieszanine reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii DCVC na

zelu krzemionkowym, mezo-amidy stanowilty glowng frakcje.

5. Otrzymywanie amidow z aminy 5 w reakcji Schottena-Baumanna.
Kwas karboksylowy (0.06 mmol) rozpuszczono w bezwodnym DCM (1 mL) i dodano
chlorek oksalilu (10 pL, 0.12 mmol). Nastgpnie wkroplono DMF (10 pL) i mieszanie
kontynuowano przez 40 min w temperaturze pokojowej, po czym zawartos¢ lotng
odparowano pod prdéznig. Otrzymang pozostalo$¢ rozpuszczono w bezwodnym DCM (1 mL)
idodano aming 5 (14 pumol). Reakcje mieszano w ciemno$ci, w temperaturze pokojowe;j
przez 10 minut, rozcienczono DCM (10 mL) 1 wylano do wody (10 mL). Faze organiczng
przemyto wodnym roztworem NaHCO; oraz NaCN, osuszono bezwodnym Na,SOy,
odsaczono i1 odparowano. Surowg mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii

DCVC na zZelu krzemionkowym, mezo-amidy stanowity gldwna frakcje.

(CN),Cby(IIT)(10-(NHCO-B-Ala-NHBoc))(OMe); (294)

MeOZC\\ Otrzymano wedlug procedury 4: Aming 5 (61 mg,
; : ?OzMe 55 umol), N-Boc-B-alanine (64 mg, 0.34 mmol), oraz
MeO,C™ "\_-CO,Me
e H \hgoe, EPCHCL (37 mg, 0.19 mmol) rozpuszczono w DCM
N . o )
) imieszano w temperaturze 0 °C przez 3 godziny,
MeO,C :
) N _com a nastgpnie w temperaturze pokojowej przez 17 godzin.
ivVie

MeO,C 294

Surowg mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda

chromatografii kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2-6%). Otrzymany produkt rozpuszczono
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w minimalnej ilosci AcOEt i stragcono n-heksanem, powstaty osad odwirowano i osuszono.
Pozadany mezo-amid 294 otrzymano w postaci fioletowego proszku (60 mg, 86%).
t.t. 134-137 °C. Ry = 0.32 (SiO,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla
Ce2Hg7CoNgO17+H,0: C 57.58, H 6.94, N 8.66; otrzymano: C 57.60, H 7.05, N 8.44. HRMS
ESI (m/z) obliczono dla CgHg;CoN;O;7 [M—CN]+ 1248.5485; otrzymano: 1248.5501.
UV/Vis, A (e, M 'xem™): 284 (9.42x10%), 310 (8.39x10°), 320 (8.85x10%), 372 (3.09x10%),
424 (2.86x10%), 557 (8.28x10%), 594 (9.52x10*) nm. "H NMR (500 MHz, toluen-ds) &: 8.39
(s, 1H), 6.28 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 3.98 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.90 (m, 1H), 3.77 (m, 1H),
3.67-3.58 (m, 2H), 3.56 (s, 3H), 3.44 (s, 3H), 3.43 (s, 3H), 3.42 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.40
(s, 3H), 3.37 (s, 3H), 2.94 (d, J = 17.2 Hz, 1H), 2.85 (m, 1H), 2.8-2.6 (m, 6H), 2.6-2.5
(m, 2H), 2.50 (m, 2H), 2.5-2.2 (m, 8H), 2.19 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.06-1.99 (m, 1H), 1.95
(m, 2H), 1.85 (m, 1H), 1.76 (m, 1H), 1.56 (s, 3H), 1.50 (s, 9H), 1.46 (s, 3H), 1.42 (s, 3H),
1.37 (s, 1H), 1.20 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.13 (s, 3H) ppm. °C NMR (125 MHz, toluen-ds) &:
176.1, 175.2, 174.6, 174.4, 174.3, 173.6, 173.3, 172.8, 172.5, 172.4, 172.3, 172.1, 164.4,
163.2, 156.5, 105.4, 105.0, 102.5, 83.1, 78.4, 74.7, 58.4, 57.0, 55.6, 52.9, 51.7, 51.6, 51.4,
51.3, 51.3, 51.2, 51.2, 48.3, 48.2, 46.0, 41.4, 41.3, 40.0, 37.4, 36.6, 33.6, 33.0, 31.6, 31.1,
30.5, 30.5, 29.9, 28.7, 28.1, 26.5, 26.1, 25.2,22.3, 19.0, 17.8, 17.0, 16.2, 15.9 ppm.

(CN),Cby(IID)(10-(NHCO-(CH,),~CO,Et))(OMe); (295)

MeOZC\\ Otrzymano wedtug procedury 5: Do reakcji uzyto
/ ?OzMe wodoroadypinian etylu (11 mg, 0.06 mmol), chlorek
MeO,C™ ""\-CO,Me
7\ HW\/COzEt oksalilu (10 pL, 0.12 mmol), DMF (10 pL) oraz
o 0 aming 5 (16 mg, 14 pmol). Surowg mieszaning
MeO, S :
) A _com reakcyjna  oczyszczono metoda chromatografii
MeO,C 295 2he

kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 1-3%). Otrzymany
produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i stragcono n-heksanem, powstaty osad
odwirowano 1 osuszono. Pozadany mezo-amid 295 otrzymano w postaci fioletowego proszku
(17 mg, 93%). t.t. 135-137 °C.Ry= 0.41 (Si0,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla
Ce2HssCoN70,7+2H,0: C 57.44, H 7.00, N 7.56; otrzymano: C 57.33, H 7.10, N 7.68. HRMS
ESI (m/z) obliczono dla CgHgsCoNgO7; [M—CN]" 1233.5376; otrzymano: 1233.53204.
UV/Vis, A (e, M 'xem™): 285 (9.84x10%), 310 (9.00x10%), 320 (9.46x10%), 372 (3.37x10%),
425 (2.95%x10%), 558 (8.81x10%), 596 (1.06x10*) nm. 'H NMR (500 MHz, CD,CL,) 8:7.34 (s,
1H), 4.11 (q, /= 7.1 Hz, 2H), 3.81 (d, /= 10.6 Hz, 1H), 3.76-3.71 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.70
(s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.50 (t, /= 5.9 Hz,
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1H), 2.97 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.7-2.5 (m, 8H), 2.5-2.3 (m, 7H), 2.22 (s, 3H),
2.16 (s, 3H), 2.3-2.0 (m, 5H), 1.85 (m, 1H), 1.8-1.6 (m, 5H), 1.75 (s, 3H), 1.56 (s, 3H), 1.47
(s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.24 (t, J= 7.1 Hz, 3H), 1.10 (s, 3H) ppm. >*C NMR (125
MHz, CD,Cl,) o: 176.1, 175.8, 175.2, 174.7, 174.3, 173.9, 173.8, 173.6, 173.3, 173.2, 172.4,
172.3, 171.7, 164.1, 163.4, 105.8, 104.5, 103.1, 83.2, 75.1, 60.7, 58.8, 57.3, 55.7, 54.0, 53.0,
52.7, 52.4, 52.3, 52.2, 52.1, 52.0, 51.8, 48.8, 48.5, 46.0, 41.7, 41.5, 39.8, 36.3, 34.5, 34.1,
33.0, 32.2, 31.8, 30.9, 30.2, 30.0, 26.9, 26.1, 25.4, 25.3, 25.0, 22.5, 19.3, 18.5, 17.2, 16.5,
16.1, 14.6 ppm.

(CN),Cby(I1T)(10-(NHCO-(CH,)s-CO;-t-Bu))(OMe); (296)

MeOZC\\ Otrzymano wedtug procedury 5: Do reakcji uzyto
\COZMe wodoroadypinian tert-butylu (12 mg, 0.06 mmol),

Meo,c = Tenl )™ \_-CO,Me
\\\\\\ H COpt-Bu chlorek oksalilu (10 pL, 0.12 mmol), DMF (10 uL)
\\\\\ o) oraz aming S (16 mg, 14 pmol). Surowa mieszaning

MeO,C
reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii

kolumnowej DCVC  (DCM/EtOH, 1-3%).

\_-CO,Me

¢

MeO,C 296

Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i1 stracono n-heksanem,
powstaty osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 296 otrzymano w postaci
fioletowego proszku (18 mg, 99%). Ry= 0.30 (S10,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono
dla CesHgoCoN-O,7: C 59.66, H 7.04, N 7.61; otrzymano: C 59.78, H 7.01, N 7.35. LRMS
ESI (m/z) obliczono dla Cg3HggCoNgOy7 [M—CN]+ 1261.6; otrzymano: 1261.6, profil
izotopowy zgodny z teoretycznym. UV/Vis, A (e, M 'xcm™): 284 (9.54x10%), 310 (8.49x10°),
320 (8.89x10%), 373 (3.13x10%), 425 (2.85x10%), 558 (8.16x10%), 596 (9.87x10°) nm.
"H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 7.32 (s, 1H), 3.82 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.77-3.71 (m, 1H),
3.74 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.68 (s, 6H), 3.67 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.49
(t,J=5.9 Hz, 1H), 2.96 (t, J= 5.1 Hz, 1H), 2.79 (m, 1H), 2.7-2.5 (m, 9H), 2.5-2.0 (m, 14H),
2.22 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 1.84 (m, 1H), 1.8-1.6 (m, 6H), 1.57 (s, 3H), 1.53 (s, 3H), 1.46
(s, 3H), 1.43 (s, 9H), 1.36 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.10 (s, 3H) ppm. °C NMR (125 MHz,
CD,Cl,) 9:176.0, 175.8, 175.1, 174.7, 174.2, 173.8, 173.6, 173.3, 173.2, 173.1, 172.4, 172.3,
171.7, 164.1, 163.4, 105.8, 104.5, 103.1, 83.2, 80.3, 75.1, 58.7, 57.3, 55.7, 54.0, 52.9, 52.7,
52.4, 52.3, 52.2, 52.1, 51.9, 51.8, 48.7, 48.5, 46.0, 41.6, 41.5, 39.8, 36.3, 35.8, 34.1, 33.0,
32.2, 31.8, 30.9, 30.2, 30.0, 28.4, 28.3, 26.9, 26.1, 25.5, 25.4, 25.0, 22.4, 19.3, 18.5, 17.2,
16.5, 16.1 ppm.
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(CN),Cby(IIT)(10-(NHCO-(CH2)s-OTBDMS))(OMe); (297)

MeOZC\\ Otrzymano wedhug procedury 5: Do reakcji uzyto
: : ?OzMe kwas  6-((tert-butylodimetylosilil)oksy)heksanowy
Meo,c = Tenl )™ \_-CO,Me
\\\\\\ H (57 mg, 0.23 mmol), chlorek oksalilu (40 pL,
N "oteDMS )
oo o0 0.47 mmol), DMF (40 pL) oraz aming 5 (60 mg,
| 54 mol). Surowg mieszaning reakcyjn
Meozcj NS M 3 ¢ yjng

oczyszczono metodg chromatografii kolumnowe;j
DCVC (DCM/EtOH, 0.5-3%). Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt
i stragcono n-heksanem, powstalty osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 297
otrzymano w postaci fioletowego proszku (62 mg, 86%). R,= 0.36 (SiO,, DCM/MeOH, 5%).
Anal. elem. obliczono dla CecHosCoN7O6Si+H,O: C 58.69, H 7.41, N 7.36; otrzymano:
C58.67, H 7.32, N 7.20. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CgsHogCoNgO16Si [M—CN]+
1305.61351; otrzymano: 1305.61670. UV/Vis, L (g, M 'xem'): 284 (9.60x10%), 310
(8.67x10%), 320 (9.02x10%), 372 (3.11x10%, 425 (2.99x10%), 558 (8.20x10°), 596 (9.72x10%)
nm. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 9.09 (s, 1H), 3.69 (d, J=10.3 Hz, 1H), 3.67 (s, 3H),
3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.64-3.60 (m, 2H), 3.56 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.52-
3.49 (m, 1H), 3.52 (s, 3H), 3.29 (s, 1H), 3.25 (t, J=4.8 Hz, 1H), 3.04 (t, /=4.7 Hz, 1H), 2.81
(dd, J = 17.8, 8.5 Hz, 1H), 2.65-2.53 (m, 4H), 2.5-1.9 (m, 16H), 2.18 (s, 3H), 2.11 (s, 3H),
1.87 (m, 1H), 1.73 (m, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.59-1.47 (m, 3H), 1.44 (s, 3H), 1.38-1.31 (m, 2H),
1.33 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.18 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.87 (s, 9H), 0.04 (s, 6H) ppm. *C NMR
(125 MHz, DMSO-dg) &: 175.6, 174.8, 173.9, 173.8, 173.5, 173.2, 172.8, 172.7, 172.0, 171.1,
164.0, 162.5, 129.6, 128.1, 104.5, 104.3, 102.0, 82.6, 74.0, 62.8, 57.8, 56.3, 54.2, 52.4, 52.1,
52.0, 51.8, 51.7, 51.6, 51.3, 47.8, 47.2, 45.7, 41.7, 41.0, 35.5, 33.3, 32.6, 31.7, 31.0, 30.8,
30.6, 30.2, 29.5, 26.3, 25.9, 25.8, 25.5, 24.9, 24.8, 22.0, 18.5, 18.4, 17.6, 16.7, 15.9, 15.6, —4.8

(CN),Cby(IID)(10-(NHCO-(CH,)s-N3))(OMe); (298)

MeOQC\\ Otrzymano wedlug procedury 5: Do reakcji uzyto

kwas 6-azydoheksanowy (10 mg, 0.06 mmol), chlorek
oksalilu (10 pL, 0.12 mmol), DMF (10 pL) oraz
aming 5 (16 mg, 14 pumol). Surowa mieszaning
reakcyjng  oczyszczono metoda chromatografii

kolumnowe;j DCVC  (DCM/EtOH,  0.5-2%).

Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i stragcono n-heksanem,
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powstaty osad odwirowano i osuszono. Pozadany mezo-amid 298 otrzymano w postaci
fioletowego proszku (18 mg, 99%). R,= 0.45 (SiO,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono
dla CeoHgsCoN1oO15+2H,0: C 56.33, H 6.85, N 10.95; otrzymano: C 56.53, H 6.93, N 10.83.
HRMS ESI (m/z) obliczono dla CsoHg3CoNyO;s [M—CN]+ 1216.53351; otrzymano:
1216.53035. UV/Vis, A (&, M 'xem™): 285 (9.69x10%), 310 (8.95x10%), 320 (9.33x10%), 372
(3.27x10%), 424 (3.09x10%), 558 (8.54x10%), 596 (1.03x10*) nm. 'H NMR (500 MHz,
CD,Cly) &: 7.28 (s, 1H), 3.82 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.8-3.7 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.69 (s, 3H),
3.69 (s, 6H), 3.68 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.50 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 3.31
(t, J= 6.9 Hz, 2H), 2.97 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 2.79 (m, 1H), 2.7-2.5 (m, 9H), 2.45-2.25 (m, 7H),
2.22 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.25-2.00 (m, 5H), 1.84 (m, 3H), 1.75 (m, 3H), 1.65 (m, 3H), 1.57
(s, 3H), 1.54 (s, 3H), 1.47 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.10 (s, 3H) ppm. *C NMR
(125 MHz, CD,Cl) &: 176.1, 175.8, 175.2, 174.6, 174.2, 173.8, 173.7, 173.3, 173.2, 172.4,
172.3, 171.7, 164.0, 163.4, 105.8, 104.5, 103.2, 83.2, 75.1, 58.8, 57.3, 55.7, 54.0, 53.0, 52.7,
52.4, 52.3, 52.2, 52.1, 51.9, 51.9, 51.7, 48.7, 48.5, 46.0, 41.6, 41.5, 39.8, 36.4, 34.1, 33.0,
32.2,31.8,30.9, 30.2, 30.0, 29.3, 27.2, 26.9, 26.1, 25.4, 25.1, 22.5, 19.3, 18.5, 17.2, 16.5, 16.1

(CN),Cby(IIN)(10-(NHCO-Gly-NHBoc))(OMe); (293)

MeOzC\\ Otrzymano wedlug procedury 4: Aming 5 (15 mg,
: : ‘\(\:Ei/le 14 pmol), N-Boc-glicyne (17 mg, 82 umol), oraz DCC

MeO,C”~ : CO,Me
\\\\\\ H (11 mg, 54 pmol) rozpuszczono w DCM 1 mieszano

N NHBoc
oo e w temperaturze 0 °C przez 3 godziny, a nastgpnie
J sos \/ CoMe w temperaturze pokojowej przez 17 godzin. Surowa
MeO,C

mieszaning reakcyjna oczyszczono metodg chromatografii
kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2-6%). Otrzymany produkt rozpuszczono w minimalne;j
ilosci AcOEt 1 stracono n-heksanem, powstaly osad odwirowano i osuszono. Pozadany
mezo-amid 293 otrzymano w postaci fioletowego proszku (14 mg, 77%). t.t. 129-131 °C.
R;=0.34 (Si0,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla CgHgsCoNgO7+3H,0:
C 55.70, H 6.97, N 8.52; otrzymano: C 55.55, H 6.92, N 8.57. HRMS ESI (m/z) obliczono dla
CgoHssCoN;07 [M—CN]" 1234.53285; otrzymano: 1234.5331. UV/Vis, A (¢, M ' xcm '): 284
(1.01x10%), 310 (8.91x10°), 320 (9.45x10%), 372 (3.40x10%), 425 (3.02x10°), 558 (8.83x10°),
595 (1.05x10% nm. 'H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 7.81 (s, 1H), 5.51 (s, 1H), 3.99
(dd, J=6.4 oraz 17.2 Hz, 1H), 3.87-3.79 (m, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.70 (s, 3H),
3.69 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.54 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 2.97
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(t, J=4.6 Hz, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.7-2.6 (m, 3H), 2.61-2.58 (m, 1H), 2.58-2.46 (m, 4H),
2.46-2.35 (m, 3H), 2.34-2.26 (m, 1H), 2.26-2.13 (m, 3H), 2.22 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.13-2.08
(m, 1H), 2.08-1.94 (m, 2H), 1.9-1.8 (m, 1H), 1.8-1.7 (m, 2H), 1.76 (s, 2H), 1.57 (s, 3H), 1.51
(s, 3H), 1.46 (s, 12H), 1.36 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.11 (s, 3H) ppm. °C NMR (125 MHz,
CD,Cl) &: 175.7, 175.5, 174.9, 174.2, 173.8, 172.9, 172.8, 172.0, 171.9, 171.5, 170.7, 163.3,
163.1, 105.7, 103.1, 102.9, 82.9, 80.1, 74.7, 58.4, 56.8, 55.3, 52.4, 52.3,52.1, 51.9, 51.8, 51.7,
51.6, 51.5, 48.5, 48.5, 45.7, 44.6, 41.3, 41.1, 39.4, 33.7, 32.6, 31.8, 31.5, 30.6, 29.8, 29.7,
28.2,26.7,25.7,25.0,22.1,21.8, 19.0, 18.1, 16.8, 16.1, 15.7 ppm.

(CN),Cby(IIT)(10-(NHCO-Gly-NH,))(OMe); (299)

MeOzc\\ W atmosferze argonu mezo-amid 293 (14 mg, 11 pmol) oraz
\COZMe Et;SiH (3 pL, 18 pmol) rozpuszczono w bezwodnym DCM
MeO,C ""\-CO,Me ‘ .
§ (0.5 mL), a nastepnie wkroplono TFA (0.5 mL). Reakcje
NH
: joWA ‘| mieszano w temperaturze pokojowej przez 90 minut bez

dostepu swiatta. Po rozcienczeniu DCM (20 mL) mieszaning

MeO,C 299

reakcyjna wylano do wodnego roztworu NaHCOj3 (40 mL).
Produkt ekstrahowano DCM (2x20 mL), a potaczone fazy organiczne przemyto wodnym
roztworem NaCN. Faze organiczng osuszono bezwodnym Na,SO,, odsgczono 1 odparowano
rozpuszczalniki. Surowg mieszaning reakcyjng oczyszczono metodg chromatografii DCVC na
zelu krzemionkowym (DCM/EtOH, 10-15%), gtowna frakcja zawierata produkt. Otrzymany
mezo-amid 299 rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i stragcono n-heksanem, powstaty
osad odwirowano 1 osuszono. Pozadany produkt 299 otrzymano w postaci
czerwonofioletowego proszku (13 mg, 99%). t.t. 119-122 °C. R, = 0.37 (S10,, DCM/EtOH,
15%). Anal. elem. obliczono dla Cs¢H77CoNgO;5+2H,0: C 56.18, H 6.82, N 9.36; otrzymano:
C 55.96, H 6.77, N 9.28. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CssH77CoN;O;sNa [M—CN]+
1134.48042; otrzymano: 1134.4860. UV/Vis, A (e, M 'xem™): 285 (1.34x10%, 310
(1.18x10%), 320 (1.24x10%), 373 (4.42x10%), 425 (3.90x10%), 560 (1.17x10%), 597 (1.38x10%)
nm. '"H NMR (500 MHz, CD,Cl,) &: 8.67 (s, 1H), 3.81 (d, J=10.6 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.70
(s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.55 (m, 1H), 3.44
(s, 2H), 2.96 (t, J=4.9 Hz, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.7-2.6 (m, 3H), 2.6-2.5 (m, 6H), 2.41 (m, 2H),
2.34-2.26 (m, 2H), 2.26-2.14 (m, 2H), 2.23 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.14-2.00 (m, 4H), 1.9-1.7
(m, 6H), 1.57 (s, 3H), 1.53 (s, 3H), 1.48 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.10 (s, 3H) ppm.
3C NMR (125 MHz, CD,ClL) &: 175.6, 174.2, 174.1, 173.4, 173.1, 173.0, 172.2, 172.1,
171.6, 164.0, 163.3, 105.5, 103.8, 102.9, 83.1, 74.9, 58.6, 57.1, 55.5, 52.8, 52.6, 52.1, 52.07,
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52.01, 51.9, 51.8, 51.6, 48.6, 48.3, 45.9, 45.3, 41.6, 39.7, 34.0, 32.8, 32.0, 31.3, 30.8, 30.0,
26.5,25.9,25.3,22.3,19.2, 18.3, 17.0 ppm.

(CN),Cby(IIT)(10-(NHCO-(CH,)~CO,H))(OMe); (300)

MeO,C W atmosferze argonu, mezo-amid 296 (15 mg,
. CO,Me

""\_-CO,Me

11 pmol) oraz Et;SiH (3 pL, 18 umol) rozpuszczono

MeOZC \\\\\ .
\\\\\ H\”/\/\/COZH w bezwodnym DCM (0.5 mL) i wkroplono TFA
0 (0.5mL). Reakcj¢ mieszano w temperaturze
MeO,C :
) N COMe pokojowej bez dostepu $wiatla przez godzing,

MeO,C 300

a nast¢pnie rozcienczono DCM (20 mL) i wylano do
wodnego roztworu NaHCO; (40 mL). Produkt ekstrahowano DCM (2x20 mL), polaczone
fazy organiczne przemyto wodnym roztworem NaCN. Faze¢ organiczng osuszono bezwodnym
Na,S04, odsgczono 1 odparowano rozpuszcezalnik. Surowg mieszaning reakcyjng oczyszczono
metoda chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym (CHCl3/MeOH, 5-20%), gtéwna
frakcja zawierata produkt. Otrzymany mezo-amid 300 rozpuszczono w minimalnej ilosci
DCM 1 stragcono n-heksanem, powstaly osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 300
otrzymano w postaci czerwonego proszku (5 mg, 37%). Ry = 0.48 (Si0,, CHCl3/MeOH,
10%). Anal. elem. obliczono dla CgyHg;CoN;0;7+3H,0: C 56.02, H 6.90, N 7.62; otrzymano:
C56.10, H 6.88, N 7.62. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CsoHgCoNgO;7 [M—CN]"
1205.50629; otrzymano: 1205.50826. Ze wzgledu na obecno$¢ w strukturze grupy

karboksylowej analiza NMR nie byta mozliwa (zob. Badania wtasne str. 89).

(CN),CbyII)(10-(NHCO-(CH,)s-OH)(OMe); (301)

MeO,C W atmosferze argonu mezo-amid 297 (21 mg,
\\ 002Me

""\_-CO,Me
\\\\\\ H 1 wkroplono roztwor TBAF (53 pL, 1Mm). Reakcje

16 pumol) rozpuszczono w bezwodnym THF (0.3 mL)

\\\\\ o) mieszano w temperaturze pokojowej bez dostepu
MeOZC

swiatla przez 6 godzin, a nastgpnie rozcienczono

DCM (20 mL) 1 przemyto woda (20 mL) oraz

¢

MeO,G 301 \—COMe

wodnym roztworem NaCN. Faze¢ organiczng osuszono bezwodnym Na,SO4, odsaczono
i odparowano rozpuszczalnik. Surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda
chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym (DCM/MeOH, 3-10%), gtowna frakcja
zawierala produkt. Otrzymany mezo-amid 301 rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt

i strgcono n-heksanem, powstalty osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 301
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otrzymano w postaci czerwonego proszku (13 mg, 67%). Ry= 0.43 (Si0,, DCM/MeOH, 7%).
Anal. elem. obliczono dla CgoHgsCoN;O;4+H,O: C 58.29, H 7.01, N 7.93; otrzymano:
C 58.24, H 7.30, N 8.11. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CgHssCoN;O¢Na [M-+Na]"
1240.51988; otrzymano: 1240.51985. UV/Vis, A (¢, M 'xem'): 285 (8.81x10%), 310
(8.16x10%), 320 (8.64x10%), 372 (3.26x10%), 425 (2.45x10%), 453 (1.37x10%), 457 (1.41x10°),
557 (8.37x10%), 595 (1.03x10%) nm. 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) 8:9.09 (s, 1H), 4.35
(t,J= 5.1 Hz, 1H), 3.72-3.64 (m, 2H), 3.67 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 (s, 3H),
3.56 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.52 (s, 3H), 3.53-3.48 (m, 1H), 3.42 (dd, J = 11.9, 6.6 Hz, 2H),
3.25 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 3.04 (t, J = 4.6 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 17.8, 8.5 Hz, 1H), 2.7-2.5
(m, 4H), 2.5-1.9 (m, 15H), 2.18 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 1.88 (m, 1H), 1.74 (m, 3H), 1.61-1.51
(m, 2H), 1.56 (s, 3H), 1.50-1.41 (m, 2H), 1.44 (s, 3H), 1.38-1.29 (m, 2H), 1.33 (s, 3H), 1.27
(s, 3H), 1.18 (s, 3H), 0.95 (s, 3H) ppm. >°C NMR (125 MHz, DMSO-dq) &: 175.2, 174.4,
173.6, 173.4, 173.1, 172.8, 172.5, 172.4, 172.3, 171.5, 170.7, 163.6, 162.1, 129.2, 127.7,
104.0, 103.9, 101.5, 82.1, 73.5, 62.7, 60.5, 57.4, 55.8, 53.7, 52.0, 51.9, 51.7, 51.6, 51.4, 51.3,
51.2, 50.9, 47.3, 46.7, 45.3, 41.2, 40.6, 39.5, 35.1, 32.9, 32.4, 31.3, 30.5, 30.3, 30.2, 29.7,
29.0,25.4,25.3,24.6,24.3,21.5,18.1, 17.1, 16.2, 15.4, 15.1 ppm.

(CN),Cby(II1)(10-NH-d-laktam)(OMe)s (302)

MeO,E Aming 5 (145 mg, 0.13 mmol) rozpuszczono w DCM (13 mL),

25 26 27 41 48
a2 Z

COMe| g nastgpnie wkroplono TFA (41 pL, 0.53 mmol). Reakcje¢

° mieszano w temperaturze pokojowej bez dostgpu $wiatla przez 5
o
N
- godzin, rozcienczono DCM 1 wylano do wodnego roztworu

MeO,C 13 .
\ |° i, . .| NaHCOs. Faze organiczng przemyto wodnym roztworem NaCN
34
50 44 )y \&.CO,Me
MeO,C 302

1 solanka, osuszono bezwodnym Na,SOs, odsaczono

i odparowano rozpuszczalnik. Surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda
chromatografii. DCVC na zelu krzemionkowym (DCM/EtOH, 2-5%), glowna frakcja
zawierala produkt. Otrzymany osad rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt 1 stracono
n-heksanem, powstaly osad odwirowano i1 osuszono. Pozadany produkt 302 otrzymano
w postaci niebieskofioletowego proszku (116 mg, 82%). t.t. 151-155 °C. Ry = 0.30 (SiO,,
DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla Cs3H7¢CoN;0O;3+3H,0: C 56.53, H 6.80, N 8.71;
otrzymano: C 56.66, H 6.90, N 8.58. LRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs;H70CoNgO;3
[M—CN]" 1045.4; otrzymano 1045.5. UV/Vis, L (5, M 'xecm'): 294 (9.80x10%), 309
(8.77x10%), 320 (8.54x10%), 373 (2.99x10%), 564 (7.81x10%), 603 (9.08x10°) nm. 'H NMR
(500 MHz, toluen-dg) &: 8.03 (s, 1H), 3.96 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 3.90-3.84 (m, 2H), 3.50
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(s, 3H), 3.45 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.35 (s, 3H), 3.32 (s, 3H), 2.9-2.8 (m, 2H),
2.8-2.6 (m, 3H), 2.6-2.4 (m, 4H), 2.4-2.3 (m, SH), 2.3-2.1 (m, 2H), 2.17 (s, 3H), 2.10 (s, 3H),
2.05-1.93 (m, 3H), 1.84 (m, 1H), 1.73 (m, 1H), 1.56-1.44 (m, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.41 (s, 3H),
1.21 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.03 (s, 3H) ppm. °C NMR (125 MHz, toluen-ds)
8: 1752, 175.1, 174.2, 173.8, 172.7, 172.4, 172.2, 171.9, 171.6, 170.8, 170.6, 164.2, 163.8,
106.5, 105.5, 103.4, 82.9, 75.3, 58.6, 57.5, 55.6, 52.7, 52.0, 51.7, 51.4, 51.3, 51.2, 51.1, 48.2,
46.5, 45.9, 43.7, 41.3, 39.8, 33.9, 33.1, 31.9, 31.3, 30.7, 30.0, 29.6, 27.1, 26.0, 24.8, 22.5,
21.5,19.1, 18.4, 16.8, 16.0, 15.9 ppm.

Tabela 20. Tabela zaobserwowanych sprzezen w widmach dwuwymiarowych laktamu 302.

13C Zaobserwowane korelacje 13C Zaobserwowane korelacje
Przypisanie  NMR HSQC Przypisanie  NMR HSQC
[bpm]  [ppm] HMBC [ppm] [ppm] HMBC
C16 17520 C35,C34 OCHs 5127 345
ca 17518 025 OCHs 5107 335
C42,C=0 1742 029, C28* C12 48.2 030, C13
c=0 1738 o7 465 026, C27, C8
) C21, G20 C22, C3,
c=0 1727 c2 459 Cio Got
c=0 1724 ca7 437 252 026, C8
c=0 1722 c2 a3 2o c21,C3
c=0 171.9 c18 39.8 284 C35, G20, C19
Cif 1716 030, C31, C13 24 339 243256 023, C3
c9 170.8 c8, 331
c=0 1706 38 31.9 2.41 C18, C19, C35
C6 1642 026,C25,C27,C8  C29 313 2.1246o7raz C28*
c14 163.8 c13 30.8
C10 1065 30.0
c5 1055 C25 C30 296 114 C31,C13
C15 1034 C34 28 271 1'4189°gaz C8, 026, C29
C20; C21: C22*
Ct 82.9 o 1o 26.0
19 753 396 C20,C18 c23 248 198 024, C3
c17 58.6 035, C38, C18 20 225 141 c19
c3 575 386  C2h gé C28, C31 215 142 C30
c13 556 283 030, C31 26 19.1 121 c7
cs 528 387 026, C27 35 18.4 103 c18
O-CHs 5199 350 c21 16.8 116 c22*
OCHs 5171 339 34 15.99 217
O-CHs 5137 341 25 15.95 2.10

O-CHs 51.33 3.32

*Zaobserwowano sprzezenie tylko z jednym z diastereotopowych protondw.
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(CN),Cby(III)(10-NBoc-d-laktam)(OMe); (303)
MeOzc\\ Laktam 302 (24 mg, 22 umol), Boc,O (46 mg, 0.21 mmol) oraz

DMAP (5.0 mg, 39 umol) rozpuszczono w bezwodnym DCM

MeO,C N Tenl )" l . . .
\\\\\ ol W atmosferze argonu. Reakcj¢ mieszano przez 23 godziny

\\\\\ w temperaturze pokojowej, bez dostgpu $Swiatta. Rozcienczono

DCM (50 mL) i przemyto wodnym roztworem NaCN (25 mL).

MeOZC

¢

MeO,C 303

\_-CO,Me

Faze¢ organiczng osuszono bezwodnym Na,SO4, odsaczono
i odparowano rozpuszczalnik. Surowg mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda
chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym (DCM/EtOH, 1-1.5%), gtéwna frakcja
zawierata produkt. Wyizolowany laktam 303 rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt
i strgcono n-heksanem, powstalty osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 303
otrzymano w postaci fioletowego proszku (14 mg, 73%). tt. 141-144 °C. R, = 0.38
(Si0,, DCM/EtOH, 5%). Anal. elem. obliczono dla CsgH7sCoN;O;s: C 59.43, H 6.71,
N 8.36; otrzymano: C 59.33, H 6.60, N 8.11. LRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs;H73CoNgO;5s
[M—CN]" 1145.5; otrzymano 1145.5, profil izotopowy zgodny. UV/Vis, A (e, M 'xem): 287
(9.64x10%), 309 (8.32x10°), 320 (8.81x10%), 371 (3.03x10%), 420 (2.54x10°), 554 (8.27x10%),
592 (9.44x10°) nm. '"H NMR (500 MHz, CDCl;) &: 3.87 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 3.81
(d, /=79 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.63
(s, 3H), 3.05 (m, 1H), 2.9-2.8 (m, 2H), 2.77 (m, 1H), 2.7-2.4 (m, 9H), 2.4-2.3 (m, 2H), 2.3-2.2
(m, 2H), 2.21 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.16-2.04 (m, 3H), 1.81-1.75 (m, 1H), 1.74 (s, 2H),
1.7-1.6 (m, 2H), 1.54 (s, 3H), 1.49 (s, 3H), 1.46 (s, 9H), 1.43 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.27
(s, 6H) ppm. °C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 175.8, 175.3, 173.9, 173.1, 172.83, 172.78,
172.2,172.0, 171.8, 170.4, 168.8, 163.81, 163.77, 150.3, 108.1, 105.8, 104.4, 84.6, 82.7, 75.5,
59.0, 57.3, 55.9, 52.6, 52.04, 52.01, 51.96, 51.9, 51.8, 51.4, 49.0, 46.4, 45.5, 42.9, 40.6, 39.3,
34.2,33.8,32.8,32.1, 30.9, 30.0, 29.0, 28.0, 26.1, 25.6, 24.6, 22.4,21.2, 19.2, 18.2, 16.9, 16.0

6. Otwieranie laktamu 303 aminami.
Laktam 303 (124 mg, 0.11 mmol), NaCN (31 mg, 0.63 mmol), TEA (0.24 mL, 1.72 mmol)
oraz odpowiednig aming (1.1 mmol) zmieszano w DMF (2.5 mL) w atmosferze argonu.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej, bez dostepu $wiatta przez okreslony ponizej
czas. Nastepnie mieszaning reakcyjng rozcienczono DCM (50 mL) i przemyto kolejno woda
(20 mL) oraz wodnym roztworem NaCN (20 mL). Fazg¢ organiczng osuszono bezwodnym

Na;S04, odsaczono 1 odparowano rozpuszcezalnik. Surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono
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metoda chromatografii DCVC na Zelu krzemionkowym, gldwna frakcja zawierata pozadany

produkt.

(CN),Cby(IIT)(d-(2-hydroksyetyloamid))(10-NHBoc)(OMe); (304)

MeO,C Otrzymano wedlug procedury 6: Laktam 303 (124 mg,

COzMe
QOL __on| 011 mmol), NaCN (31 mg, 0.63 mmol), TEA
N

H (024 mL, 1.72 mmol) i etanoloaming (64 puL,

. 1.1 mmol) rozpuszczono w DMF (2.5 mL) 1 mieszano
Me 2C

przez 16 godzin. Surowg mieszaning reakcyjng

MeOZC) 304 \/COQMG

oczyszczono metoda chromatografii  kolumnowej
DCVC (DCM/EtOH, 1.5-3.5%). Wyizolowany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci
AcOEt i stracono n-heksanem, powstaty osad odwirowano i osuszono. Pozadany d-amid 304
otrzymano w postaci fioletowego proszku (111 mg, 85%). tt. 169-173 °C. Ry = 0.43
(Si0,, DCM/EtOH, 10%). Anal. elem. obliczono dla CgHgsCoNgOjs: C 58.43, H 6.95,
N 9.09; otrzymano: C 58.25, H 6.87, N 8.78. LRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs9HgsCoN7O
[M—CN]" 1206.5; otrzymano 1206.6, profil izotopowy zgodny z teoretycznym. UV/Vis,
A(e, M 'xem™): 285 (8.77x10%), 309 (8.12x10%), 319 (8.38x10%), 372 (3.13x10%, 425
(2.71x10%), 557 (8.06x10%), 594 (9.46x10°) nm. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 8.20
(s, 0.8H), 7.89 (s, 0.2H), 7.13 (t, J = 5.5 Hz, 0.8H), 7.11-7.02 (m, 0.2H), 4.53
(t,J=5.8Hz, 1H), 444 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 439 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 3.71
(d, J=10.5 Hz, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.59-3.45 (m, 1H),
3.55 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.38 (m, 1H), 3.3-3.2 (m, 2H), 3.18-3.12 (m, 1H), 3.1-3.0 (m, 2H),
2.79 (m, 1H), 2.66-2.54 (m, 3H), 2.5-2.2 (m, 7H), 2.2-2.1 (m, 1H), 2.18 (s, 3H), 2.11 (s, 3H),
2.1-1.8 (m, 5SH), 1.8-1.6 (m, 3H), 1.58 (s, 3H), 1.48 (s, 3H), 1.42 (s, 7H), 1.32 (s, 3H), 1.27
(s, 3H), 1.26 (s, 1H), 1.18 (s, 3H), 1.10-1.06 (m, 1H), 1.00 (s, 3H), 0.99 (s, 1H) ppm.
BCNMR (125 MHz, DMSO-dy) &: 175.2, 174.64, 174.60, 173.5, 173.3, 172.4, 172.34,
172.31, 172.1, 171.6, 170.5, 163.8, 162.2, 155.4, 104.2, 103.9, 101.6, 82.2, 78.3, 73.7, 67.23,
67.16, 59.8, 57.5, 56.0, 53.8, 52.5, 52.0, 51.7, 51.6, 51.4, 51.2, 50.9, 47.9, 47.4, 46.6, 45.1,
41.3, 41.1, 40.7, 33.0, 32.0, 30.6, 30.1, 29.2, 28.2, 27.8, 26.3, 25.2, 24.3, 21.6, 21.2, 20.0,
18.2,17.3,16.2, 15.5, 15.0 ppm.
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(CN),Cby(1II)(d-propargiloamid)(10-NHBoc)(OMe); (305)

M602C

Otrzymano wedtug procedury 6: Laktam 303 (32 mg,
0.03 mmol), NaCN (8 mg, 0.16 mmol), TEA (61 pL,
0.44 mmol), propargiloaming (18 pL, 0.28 mmol)

rozpuszczono w DMF (0.6 mL) i mieszano przez

) 205 15\/002Me 32 godziny. Mieszaning reakcyjng oczyszczono metodg

MeO,C
: chromatografii  kolumnowej DCVC (DCM/EtOH,

1.5-3.5%). Wyizolowany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i1 stragcono
n-heksanem, powstaty osad odwirowano i osuszono. Pozadany d-amid 305 otrzymano
w postaci fioletowego proszku (23 mg, 68%). t.t. 133-136 °C. R, = 0.37 (SiO,, DCM/EtOH,
5%). Anal. elem. obliczono dla C¢ Hg3CoNgO5+3H,0: C 57.18, H 7.00, N 8.75; otrzymano:
C 57.12, H 7.01, N 8.54. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CgHg3CoNgO;sNa [MJrNat]+
1249.52021; otrzymano: 1249.51754. UV/Vis, A (¢, M 'xem"): 285 (8.95x10%), 309
(8.12x10%), 319 (8.36x10%), 372 (3.12x10%), 424 (2.78x10%), 555 (8.12x10°), 593 (9.74x10%)
nm. '"H NMR (500 MHz, DMSO-d) &: 8.19 (s, 0.8H), 7.88 (s, 0.2H), 7.53 (t, J = 5.1 Hz,
0.8H), 7.43 (t, J = 5.1 Hz, 0.2H), 4.45 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.39 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 3.83
(m, 1H), 3.74-3.70 (m, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.6-3.4
(m, 1H), 3.55 (s, 3H), 3.52 (s, 3H), 3.39 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 3.25 (m, 0.5H), 3.16 (m, 0.5H),
3.04 (m, 2H), 2.81 (m, 1H), 2.74-2.56 (m, 4H), 2.48-2.24 (m, 6H), 2.23-2.09 (m, 2H), 2.18
(s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.07-1.98 (m, 1H), 1.98-1.88 (m, 3H), 1.84-1.63 (m, 3H), 1.57 (s, 3H),
1.48 (s, 3H), 1.42 (s, 8H), 1.32 (s, 3H), 1.30-1.23 (m, 1H), 1.28 (s, 3H), 1.18 (s, 3H),
1.10-1.06 (m, 0.5H), 1.00 (s, 3H), 0.99 (s, 0.5H) ppm. °C NMR (125 MHz, DMSO-d;) :
175.2, 174.6, 174.5, 173.5, 173.3, 172.4, 172.34, 172.30, 171.7, 171.6, 163.8, 162.2, 155.3,
104.2, 104.0, 101.6, 82.2, 81.1, 78.3, 73.7, 72.9, 67.23, 67.16, 57.5, 56.0, 53.8, 52.4, 52.0,
51.7, 51.6, 51.4, 51.2, 50.9, 47.4, 46.5, 45.1, 41.1, 40.7, 33.0, 31.9, 31.4, 30.6, 30.1, 29.15,
29.12,28.2,27.8,27.7,26.1,25.1,24.2,21.6, 21.2, 20.0, 18.1, 17.3, 16.2, 15.5, 15.0 ppm.

(CN),Cby(ITT)(d-(2-(2-(2-(2-azydoetoksy)etoksy)etoksy)etyloamid))(10-NHBoc)(OMe)s (306)

Otrzymano wedlug procedury 6: Laktam 303
(24 mg, 0.02 mmol), NaCN (6 mg, 0.12 mmol),
TEA (46 uL, 0.33 mmol) oraz

MeO,C

2-(2-(2-(2-azydoetoksy)etoksy)etoksy)etyloaming
(46 mg, 0.21 mmol) rozpuszczono w DMF

(0.5 mL) i mieszano przez 32 godziny. Surowa
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mieszaning reakcyjng oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej DCVC (DCM/EtOH,
1-5%). Wyizolowany produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt i stragcono
n-heksanem, powstalty osad odwirowano i osuszono. Pozadany d-amid 306 otrzymano
w postaci fioletowego proszku (13 mg, 44%). t.t. 91-93 °C. R, = 0.32 (Si0,, DCM/EtOH,
5%). Anal. elem. obliczono dla CgcHosCoN;;O15: C 57.01, H 6.96, N 11.08; otrzymano:
C 57.00, H 7.09, N 10.89. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CgsHosCoN;oO3 [M—CN]"
1363.62306; otrzymano: 1363.62394. UV/Vis, L (¢, M 'xem™'): 285 (9.03x10%), 310
(8.51x10%), 319 (8.78x10%), 372 (3.32x10%), 424 (2.82x10%), 555 (8.59x10°), 594 (1.04x10%)
nm. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 8.20 (s, 0.8H), 7.89 (s, 0.2H), 7.24 (t, J = 5.5 Hz,
0.8H), 7.2-7.1 (m, 0.2H), 3.77 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H),
3.62 (s, 3H), 3.58 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.55 (s, 3H), 3.54-3.52 (m, 2H), 3.5-3.4 (m, 6H), 3.51
(s, 3H), 3.38 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.32-3.28 (m, 2H), 3.19-3.11 (m, 1H), 3.11-2.99 (m, 2H),
2.85-2.75 (m, 1H), 2.74-2.54 (m, 4H), 2.5-2.2 (m, 7H), 2.23-2.08 (m, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.11
(s, 3H), 2.07-1.98 (m, 1.5H), 1.98-1.86 (m, 3.5H), 1.8-1.6 (m, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.48 (s, 3H),
1.42 (s, 7H), 1.40 (s, 2H), 1.32 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.26 (s, 2H), 1.18 (s, 3H), 1.11-1.06 (m,
0.8H), 1.00 (s, 2.2H) ppm. >C NMR (125 MHz, DMSO-dy) &: 175.1, 174.6, 174.5, 173.5,
173.3, 172.4, 172.34, 172.31, 172.1, 171.6, 170.5, 163.8, 162.2, 155.4, 104.2, 103.9, 101.5,
82.2, 78.3, 73.6, 69.8, 69.7, 69.6, 69.5, 69.2, 69.0, 57.5, 56.0, 53.9, 52.4, 52.0, 51.7, 51.6,
51.4, 51.2, 50.9, 50.0, 47.4, 46.6, 45.1, 41.1, 40.7, 38.4, 33.0, 32.1, 31.4, 30.6, 30.1, 29.2,
29.1,28.2,27.8,26.3,25.2,24.3,21.6,21.2,18.1, 17.3, 16.2, 15.5, 15.0 ppm.

(CN),Cby(III)(d-(2-hydroksyetyloamid))(10-NH;)(OMe)s (307)
Amid 304 (111 mg, 0.09 mmol) oraz Et;SiH (21 pL,

MeOZC COzMe

\)OL _OH 0.13 mmol) rozpuszczono w bezwodnym DCM (3 mL)
N

MeOZC \\\\\ . .
\\\\\ NH H 1 w atmosferze argonu wkroplono TFA (2 mL). Reakcje
2
mieszano w temperaturze pokojowej, bez dostgpu
MeOZC R ¢
) N COMe swiatla przez 30 minut, rozcienczono DCM (20 mL)
MeO,C 307 2

1wylano do wodnego roztworu NaHCO; (50 mL).
Mieszaning reakcyjng przemyto wodnymi roztworami NaHCO; oraz NaCN. Fazg organiczng
osuszono bezwodnym Na,SO4, odsaczono i odparowano rozpuszczalnik. Surowa mieszaning
reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym (DCM/EtOH,
3-6%), gléwna frakcja zawierata pozadany produkt. Otrzymany amid 307 rozpuszczono
w minimalnej ilosci AcOEt i stracono cykloheksanem, powstaty osad odwirowano

1 osuszono. Pozadany produkt 307 otrzymano w postaci niebieskiego proszku (62 mg, 61%).
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tt. 113-116 °C. R, = 0.37 (SiO,, DCM/EtOH, 7%). Anal. elem. obliczono dla
CssH77CoNgO14+H,0: C 57.38, H 6.92, N 9.73; otrzymano: C 57.46, H 6.94, N 9.60. HRMS
ESI (m/z) obliczono dla CssH7,CoNgO4Na [M+Na]" 1155.47834; otrzymano: 1155.47582.
UV/Vis, L (&, M 'xem™): 313 (9.18x10%), 372 (3.13x10%), 425 (2.71x10%), 557 (8.06x10%),
594 (9.46x10%) nm. "H NMR (500 MHz, C¢Dy) 8: 7.28 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 4.24 (t, J = 6.3 Hz,
1H), 4.02 (m, 1H), 3.96 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.88 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 3.56 (q, J = 4.5 Hz,
2H), 3.41 (s, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.36-3.28 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.31 (s, 3H),
3.21 (s, 3H), 2.83 (d, J=15.2 Hz, 1H), 2.81-2.71 (dt, J = 3.1, 10.0 Hz, 1H), 2.7-2.6 (m, 3H),
2.58 (s, 2H), 2.52-2.45 (m, 1H), 2.45-2.25 (m, 8H), 2.25-2.16 (m, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.04 (s,
3H), 2.03-1.97 (m, 1H), 1.94 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.86 (m, 1H), 1.74 (m, 1H), 1.46 (s, 2H),
1.38 (s, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 0.95 (s, 3H) ppm. °C NMR
(125 MHz, C¢Dy) 8: 175.0, 174.9, 173.7, 173.2, 172.7, 172.4, 172.0, 171.7, 171.0, 163.5,
163.1, 113.4, 104.0, 101.7, 82.7, 74.7, 62.0, 61.8, 58.2, 56.7, 55.5, 52.9, 51.7, 51.4, 51.30,
51.26, 48.7, 48.1, 45.8, 43.5, 42.8, 41.6, 39.7, 33.8, 33.1, 33.0, 31.7, 30.2, 29.8, 29.0, 28.2,
28.1,28.0,27.2,25.5,25.0,22.2,22.1, 20.0, 18.0, 16.9, 15.9, 15.7 ppm.

(CN),Cby(IIT)(d-(2-hydroksyetyloamid))(10-(NHCO-B-Ala-NHBoc))(OMe); (308)

MeO,C CO,Me Otrzymano wedhig procedury 4: Aming 307 (9.8 mg,
. o) .
8.7 umol), Boc-B-alanine (6.8 mg, 36 umol) oraz
TN ,\MQLHNOH pmol) B ¢ ( g pmol)
\\\\\ NH \HE EDC-HCI (6.8 mg, 36 umol) rozpuszczono w DCM
OoC
oo mo/V (0.5 mL) 1 mieszano w temperaturze 0 °C przez
e, & 7
) N _COMe 3 godziny, a nastgpnie pozostawiono w temperaturze
MeO,C 308 2

pokojowej przez 3 godziny. Surowa mieszaning
reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 2-4%).
Otrzymany zwiazek rozpuszczono w minimalnej iloSci AcOEt i stragcono n-heksanem,
powstaly osad odwirowano 1 osuszono. Pozadany produkt 308 otrzymano w postaci
fioletowego proszku (8.4 mg, 74%). t.t. 143-147 °C. Ry = 0.53 (SiO,, DCM/EtOH, 10%).
Anal. elem. obliczono dla Cg3HgoCoNgO7+2H,0: C 56.45, H 7.07, N 9.40; otrzymano:
C56.60, H 697, N 9.26. HRMS ESI (m/z) obliczono dla CgHgCoNgO7 [M—CN]+
1277.57504; otrzymano: 1277.57743. UV/Vis, A (e, M 'xem™): 285 (8.93x10%), 309
(7.89x10%), 319 (8.25x10%), 372 (2.99x10%), 424 (2.79x10%), 556 (7.74x10°), 593 (8.78x10%)
nm. '"H NMR (500 MHz, DMSO-dq) &: 9.65 (s, 0.1H), 9.24 (s, 0.9H), 7.14 (t, J = 5.6 Hz, 1H),
6.84-6.74 (m, 0.2H), 6.58 (t, J = 5.8 Hz, 0.8H), 4.6-4.5 (m, 1H), 3.73 (d, J = 10.3 Hz, 1H),
3.67 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.3-3.2

153



Czes¢ eksperymentalna

(m, 3H), 3.2-2.9 (m, 5H), 2.82 (m, 1H), 2.7-2.5 (m, 4H), 2.5-2.4 (m, 3H), 2.4-2.2 (m, 5H),
2.2-2.1 (m, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.1-2.0 (m, 2H), 1.96-1.87 (m, 2H), 1.86-1.60
(m, 4H), 1.56 (s, 3H), 1.44 (s, 3H), 1.40 (s, 8H), 1.37 (s, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.28 (s, 3H), 1.24
(s, 1H), 1.18 (s, 3H), 1.03 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 0.95 (s, 3H) ppm. *C NMR (125 MHz,
DMSO-ds) o: 175.2, 174.7, 174.0, 173.5, 172.5, 172.4, 172.35, 172.32, 172.2, 171.6, 171.4,
171.3, 163.5, 162.0, 155.4, 104.2, 103.8, 101.6, 82.3, 77.7, 73.6, 59.8, 57.5, 56.0, 53.8, 52.5,
52.0, 51.68, 51.65, 51.5, 51.3, 47.2, 46.9, 45.7, 45.2, 41.3, 41.2, 40.7, 36.5, 36.1, 35.4, 33.0,
32.0, 31.4, 30.6, 30.3, 29.2, 28.2, 26.6, 25.1, 24.3, 23.0, 21.6, 21.5, 19.2, 18.1, 17.3, 16.2,
15.4,15.0, 13.5 ppm.

(2-Fenylopropyno)(CN)Cby(I1I)(10-Br)(OMe); (310)

W atmosferze argonu bromek 282 (15 mg, 13 pmol),

MeO,C Pd(PPh3),Cl, (1.5 mg, 2.1 pmol) oraz jodek miedzi(I) (5.5 mg,
\\

0.03 mmol) rozpuszczono w bezwodnej mieszaninie TEA

(0.8 mL) i THF (1.1 mL). Do reakcji wkroplono fenyloacetylen

\\\\

(14 pL, 0.13 mmol) i mieszano w temperaturze pokojowej bez
MeO,C
’ dostepu Swiatta przez 24 godziny. Mieszaning reakcyjng

¢

310 \—COMe

MeO,C

rozcienczono DCM (25 mL) i przemyto wodnym roztworem
NaCN. Fazg organiczng osuszono bezwodnym Na;SO4, odsaczono 1 odparowano
rozpuszczalniki. Otrzymang surowg mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda
chromatografii DCVC na tlenku glinu (MTBE/MeOH, 0.5-2.5%). Gtowna frakcje zawierajaca
pozadany produkt odparowano. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w minimalnej ilosci AcOEt
1 stracono n-heksanem. Powstaly osad odwirowano i1 osuszono. Produkt 310 otrzymano
w postaci niebieskofioletowego proszku (6 mg, 37%). Ry = 0.60 (Al,O3, MTBE/MeOH,
2.5%). Anal. elem. obliczono dla CgH77BrCoNsO4+H,0: C 59.82, H 6.76, N 9.39;
otrzymano: C 59.80, H 6.73, N 9.17. LRMS ESI (m/z) obliczono dla CgH77BrCoN4O,4
[M—CN]" 1215.4; otrzymano: 1215.6, profil izotopowy zgodny z teoretycznym. UV/Vis,
Ae, M 'xem™): 264 (2.49x10%), 375 (1.81x10%, 579 (7.93x10%), 616 (7.35x10%) nm.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dq) 8: 7.03 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 6.97 (t, J= 7.3 Hz, 1H), 6.79 (d, J
= 7.0 Hz, 2H), 4.03 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 3.71-3.64 (m, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.65 (s, 6H), 3.62 (s,
3H), 3.61 (s, 3H), 3.47 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 3.42 (s, 3H), 3.20 (s, 3H), 3.12 (m, 1H), 2.8-2.5
(m, 6H), 2.5-2.4 (m, 4H), 2.37 (s, 2H), 2.31 (m, 2H), 2.22-2.08 (m, 4H), 2.153 (s, 3H), 2.146
(s, 3H), 1.96-1.85 (m, 2H), 1.8-1.6 (m, 3H), 1.59 (s, 3H), 1.58 (s, 3H), 1.53 (s, 3H), 1.27 (s,
3H), 1.18 (s, 6H) ppm. °C NMR (125 MHz, DMSO-de) &: 173.5, 173.3, 173.0, 172.9, 172.4,
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172.3, 172.3, 171.7, 170.6, 170.4, 169.1, 162.4, 161.1, 135.0, 130.2, 127.4, 127.3, 124.6,
105.1, 104.5, 103.6, 102.8, 86.9, 82.2, 74.5, 57.5, 56.2, 55.4, 54.3, 51.9, 51.7, 51.6, 51.5, 51.4,
51.1, 50.8, 49.7, 46.4, 45.1, 42.1, 40.7, 33.0, 31.7, 31.0, 29.6, 29.4, 29.1, 27.8, 25.3, 25.2,
24.0,23.2,23.1, 18.7, 18.0, 16.1, 15.5 ppm.

(CN),Cby(III)(8-CO)(OMe); (313)
MeOZC\\ Octan palladu(Il) (0.6 mg, 2.8 umol), trifenylofosfing (1.4 mg,

CO,Me
o

5.5 umol) 1 heptaester 3 (15 mg, 14 umol) odwazono

“““

w naczyniu Schlenka. Bezwodny DMF nasycono tlenem,

\\\\\ poprzez przepuszczanie delikatnego strumienia gazu przez
MeOZC

) é\/COM godzing, dodano wody (st¢zenie 0.07 M), a nastepnie
MeO,C 313 2Me

sporzadzony roztwér (0.2 mL) dodano do odwazonych
odczynnikow. Mieszaning reakcyjng mieszano w atmosferze tlenu, bez dostgpu $wiatta
w temperaturze 80 °C przez 4.5 godziny, a nastgpnie rozcienczono DCM (20 mL) 1 wylano do
wodnego roztworu NaCN. Produkt ekstrahowano DCM (2x20 mL), a potaczone fazy
organiczne osuszono bezwodnym Na,SO4, odsaczono 1odparowano rozpuszczalniki.
Otrzymana surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii DCVC na Zelu
krzemionkowym (toluen/MeOH, 0.8-3%). Pierwsza frakcja o kolorze niebieskim zawierata
produkt. Po odparowaniu, produkt 313 rozpuszczono w minimalnej ilo$ci benzenu i stragcono
n-heksanem, powstaly osad odwirowano i osuszono. Kobryketon 313 otrzymano w postaci
zielononiebieskiego proszku (4.5 mg, 32%). t.t. 140-142 °C. Ry = 0.41 (SiO,, toluen/MeOH,
15%). Anal. elem. obliczono dla CsoHgsCoNgO13: C 59.05, H 6.44, N 8.26; otrzymano:
C 58.89, H 6.55, N 8.04. HRMS ESI (m/z) obliczono dla C49HssCoNsO;3 [M—CN]"990.3905;
otrzymano: 990.3914. UV/Vis, A(e, M 'xem'): 305 (5.63x10%), 324 (5.30x10%), 380
(2.13x10%), 436 (3.53x10%), 461 (3.63x10°%), 623 (7.94x10%), 673 (7.93x10°) nm. '"H NMR
(500 MHz, C¢Dg) 6: 6.41 (s, 1H), 4.00 (d, J=10.4 Hz, 1H), 3.63 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.55 (s,
3H), 3.43 (s, 3H), 3.36 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.29 (s, 3H), 3.19 (s, 3H), 3.10 (d, J = 16.2 Hz,
1H), 2.92-2.83 (m, 2H), 2.82 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 2.75 (d, /= 16.2 Hz, 1H), 2.76-2.68 (m, 1H),
2.6-2.5 (m, 2H), 2.5-2.3 (m, 3H), 2.3-2.1 (m, 4H), 2.21 (s, 3H), 2.11-1.95 (m, 2H), 2.03 (s,
3H), 1.9-1.7 (m, 3H), 1.45 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.92 (s, 6H), 0.89 (s, 3H) ppm.
BC NMR (125 MHz, C¢Ds,) 8: 200.8, 178.6, 176.2, 174.0, 173.6, 172.7, 172.2, 171.9, 171.7,
168.8, 163.7, 157.2, 152.3, 105.9, 105.6, 87.6, 83.4, 76.0, 58.7, 57.6, 54.2, 53.3, 51.7, 51.5,
51.3, 51.2, 51.0, 50.4, 47.6, 46.7, 42.2, 41.1, 39.8, 34.3, 33.4, 31.7, 30.7, 30.0, 29.9, 25.9,
24.9,23.0,21.5,19.3, 18.6, 16.6, 16.0, 14.9 ppm.
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(CN),Cby(III)(5-OH)(6-O-c-lakton)(8-CO)(OMe)s (321)
Octan palladu(Il) (12 mg, 0.06 mmol), trifenylofosfing (14 mg,

0.06 mmol) i1 heptaester 3 (300 mg, 0.28 mmol) odwazono
w naczyniu Schlenka. Bezwodny DMF nasycono tlenem,

poprzez przepuszczanie delikatnego strumienia gazu przez

godzing, dodano wody (stezenie 0.07 M), a nastgpnie

) 321 \/COZMe

MeOZC

sporzadzony roztwor (4 mL) dodano do odwazonych
odczynnikow. Mieszaning reakcyjng mieszano w przeptywie tlenu przez 6 godzin. Nastepnie,
rozcienczono toluenem (20 mL) i wylano do wodnego roztworu NaCN. Produkt
ekstrahowano toluenem (2x30 mL), a potaczone fazy organiczne osuszono bezwodnym
Na,S0O,4. Otrzymang surowa mieszaning reakcyjna oczyszczono metoda chromatografii
DCVC na zelu krzemionkowym (toluen/MeOH, 0.5-3%). Pierwsza frakcje (kolor
niebieskofioletowy) odparowano i rozpuszczono w minimalnej ilo$ci benzenu i stragcono
n-heksanem. Powstaly osad odwirowano i osuszono otrzymujac lakton 321 w postaci
niebieskofioletowego ciata statego (13 mg, 4%). Ry = 0.42 (Si0,, toluen/MeOH, 15%). Anal.
elem. obliczono dla C49Hg3CoNgOy4: C 57.76, H 6.23, N 8.25; otrzymano: C 57.91, H 6.33,
N 8.09. HRMS ESI (m/z) obliczono dla C49Hg3;CoNgO4Na [M—CN]+ 1041.3632; otrzymano:
1041.3634. UV/Vis MeCN, A (g, M 'xem ') 352 (1.91x10%), 569 (1.24x10%) nm. "H NMR
(500 MHz, C¢Dg) 6: 5.71 (s, 1H), 5.39 (s, 1H), 3.93 (d, /= 10.8 Hz, 1H), 3.71 (t, J = 3.8 Hz,
1H), 3.37 (s, 3H), 3.36 (s, 3H), 3.35 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 2.98 (m, 2H), 2.83-
2.72 (m, 2H), 2.71 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 2.65-2.56 (m, 3H), 2.48 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 2.49-
2.41 (m, 1H), 2.37 (ddd, J = 15.5, 9.5, 3.9 Hz, 1H), 2.24-2.06 (m, 5H), 2.13 (s, 3H), 2.03-1.74
(m, 3H), 1.84 (s, 3H), 1.67 (m, 1H), 1.58 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 0.93 (s, 6H), 0.91 (s, 3H), 0.82
(s, 3H) ppm. °C NMR (125 MHz, C¢Ds,) &: 197.8, 188.1, 177.8, 174.7, 173.2, 173.1, 172.7,
171.5, 171.0, 166.2, 163.5, 160.1, 128.0, 104.2, 92.1, 87.3, 84.6, 83.5, 76.2, 58.5, 56.9, 54.0,
51.8, 51.7, 51.5, 51.2, 51.1, 49.7, 49.1, 47.5, 42.3, 40.7, 36.9, 34.3, 33.2, 31.3, 30.4, 30.0,
29.2,25.7,23.8,22.9,19.9,19.5,19.4, 17.7, 16.9, 15.1 ppm.
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Tabela 21. Tabela zaobserwowanych sprzezen w widmach dwuwymiarowych ksantokobryketonu 321.

13C Zaobserwowane korelacje 13C Zaobserwowane korelacje
Przypisanie NMR Przypisanie NMR
pom] SOC HMBC o] HSQC HMBC
cs 1978 C10,C42* C43 | COCHs; 5110
c4 188.1 038, C31*, C3 COCHs  51.09
o 1778 C10, C13, C45 C46 c7 496 C37, C42, C43
C54, C55*, C53, C19, G20 C25,
C16 1747 - 2 49.1 o o oy
C10, C45, C46,
C49 1732 C52,C48,C47,C13 | C12 475 A
033 173.0 036, C32,C31 26 423 2'1237°3raz 03,025
C54, C61, C55,
057 17256 060, C56, C55 c18 407 2.98 i
062 1715 065, C61, C18 042 36.9 2'42770532 C43
ca7 1710 030,026 032 343 2'62090;32 C31,C3
1.78 oraz C54, C56, C18,
C40 166.2 42 055 332 o R
053, C19, C13, C47, 211 oraz
14 1635 2 c C61 3.3 o C18, C19, C54
c9 160.1 048 304  2160raz C47, C13
2.60
C15 104.2 053, C19, C10 C56 30.0 2'4247°6raz C54, C55
038, C43, C42"
C6 92.1 ko7 1h 046 29.2 0.92 C13, C45
c5 87.3 038, C37 ca7 257 1'61690632 C45, C48, C13
C18, C19, C20, C25,
C1 84.6 o g 043 238 0.92 42
C10 835 570 C31 22.9 1'927005;32 C3, 032, C25,
C19 762 392 C18,C20, C61 020 19.9 157 C19
c17 58.5 C54,061,C55,C18 | C38 19.4 183
c3 569 370 C25,C31,C26,C32 |  C45 193 0.81 C46
c13 540 259  C45 C46,C47,C48 |  Csa 177 0.90 c18
COCH: 518 025 16.8 122 C20,C26
COCHs 517 053 15.0 212
COCH: 515 Ca7 _ 5.38

*Zaobserwowano sprzezenie tylko z jednym z diastereotopowych protondw.
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(CN),Cby(IIT)(8-CO)(O-n-Bu)s (319)

n-BuO,C Octan palladu(Il) (5.5 mg, 11 pmol), trifenylofosfing (5.8 mg,
\\, - CO,n-Bu
o

22 umol) 1 ester butylowy kwasu kobyrynowego 318 (77 mg,
55 umol) odwazono w naczyniu Schlenka. Bezwodny DMF
nasycono tlenem, poprzez przepuszczanie delikatnego

n-BUOZC
strumienia gazu przez godzing, dodano wody (st¢zenie

_\/CO n-Bu
n-BuO,C 319 2

0.07 M), a nastepnie sporzadzony roztwoér (0.8 mL) dodano
do odwazonych odczynnikow. Powstaty roztwor mieszano w przeptywie tlenu przez 24
godziny, nastgpnie rozcienczono DCM (20 mL) 1 wylano do wodnego roztworu NaCN.
Produkt ekstrahowano DCM (3%20 mL), a polaczone fazy organiczne osuszono bezwodnym
Na,S0y4, odsaczono i odparowano rozpuszczalniki. Otrzymang surowa mieszaning reakcyjng
oczyszczono metoda chromatografii DCVC na Zelu krzemionkowym (DCM/i-PrOH, 0.5-3%).
Frakcje (kolor zielononiebieski) zawierajaca wyizolowany produkt 319 odparowano do sucha
otrzymujac zielononiebieskie ciato state (14.5 mg, 21%). t.t. 114-117 °C. Ry = 0.41 (SiO»,
n-heksan/i-PrOH, 15%). Anal. elem. obliczono dla CgsH9;CoNgO13+H,0: C 63.43, H 8.06,
N 6.53; otrzymano: C 63.27, H 8.01, N 6.30. HRMS ESI (m/z) obliczono dla C¢7H19iCoNsO3
[M—CN]" 1242.6728; otrzymano: 1242.6771. UV/Vis, A (e, M 'xem'): 305 (6.82x10%), 380
(2.57x10%), 434 (4.30x10%), 460 (4.21x10%), 623 (9.91x10%), 673 (1.01x10*) nm. '"H NMR
(500 MHz, C¢Dg) &: 6.40 (s, 1H), 4.22 (m, 2H), 4.14-3.93 (m, 10H), 3.93-3.86 (m, 3H), 3.10
(d, J = 15.9 Hz, 1H), 3.0-2.9 (m, 2H), 2.9-2.8 (m, 2H), 2.76 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 2.71-2.44
(m, 5H), 2.41-2.25 (m, 3H), 2.31 (s, 3H), 2.24-1.97 (m, 5H), 2.13 (s, 3H), 1.96-1.88 (m, 1H),
1.82-1.72 (m, 1H), 1.52 (s, 3H), 1.50-1.31 (m, 16H), 1.30 (s, 3H), 1.28-1.12 (m, 15H), 0.91 (s,
3H), 0.85-0.72 (m, 18H) ppm. “C NMR (125 MHz, C¢Ds,) 8: 200.8, 178.5, 176.3, 174.1,
173.3, 172.4, 172.0, 171.7, 171.4, 168.3, 163.8, 157.3, 152.5, 105.8, 105.7, 87.6, 83.5, 76.1,
66.0, 65.1, 64.8, 64.7, 64.6, 64.2, 58.8, 57.7, 54.2, 50.4, 47.5, 46.7, 42.5, 41.3, 39.8, 34.5,
33.6, 32.0, 31.03, 30.95, 30.92, 30.89, 30.74, 30.72, 30.69, 30.3, 30.2, 30.1, 25.9, 25.0, 23.0,
21.4,19.5,19.42, 19.37, 19.34, 19.1, 18.7, 16.7, 15.8, 14.9, 13.9, 13.79, 13.78, 13.73, 13.70

(CN),Cby(III)(8-O-c-lakton)(O-n-Bu)s (320)

Octan palladu(Il) (5.5 mg, 11 pumol), trifenylofosfing (5.8 mg, 22 umol) 1 ester butylowy
kwasu kobyrynowego 318 (77 mg, 55 umol) odwazono w naczyniu Schlenka. Bezwodny
DMF nasycono tlenem, poprzez przepuszczanie delikatnego strumienia gazu przez godzing,

dodano wody (stgzenie 0.07 M), a nastgpnie sporzadzony roztwor (0.8 mL) dodano do
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n-Buozok o odwazonych  odczynnikow.  Mieszaning  reakcyjna
mieszano w przeptywie tlenu przez 24 godziny, nastgpnie
rozcienczono DCM (20 mL) i wylano do wodnego

roztworu NaCN. Produkt ekstrahowano DCM (3x20 mL),

n-BuO,C y .
N\ COmBu a polaczone fazy organiczne osuszono bezwodnym

¢

n-BuO,C 320

Na,SO4.  Otrzymang surowa mieszaning reakcyjng
oczyszczono metoda chromatografii DCVC na Zelu krzemionkowym (DCM/i-PrOH, 0.5-3%).
Frakcje (kolor czerwonofioletowy) zawierajgcg wyizolowany produkt odparowano do sucha,
otrzymujac lakton 320 w postaci czerwonofioletowego ciata statego (9 mg, 13%). t.t. 98-102
°C. Ry=0.32 (SiO;, n-heksan/i-PrOH, 15%). Anal. elem. obliczono dla
C71H105CoNgO14+H,0: C 63.47, H 8.03, N 6.25; otrzymano: C 63.63, H 7.95, N 6.16. HRMS
ESI (m/z) obliczono dla C70H;9sCoNsO14 [M—CN]+ 1298.6990; otrzymano: 1298.7003.
UV/Vis, A (e, M 'xem '): 279 (1.06x10%), 319 (9.50x10%), 370 (2.65x10%), 422 (2.80x10%),
577 (9.03x10°), 595 (1.03x10* nm. '"H NMR (500 MHz, C¢Dy) &: 5.87 (s, 1H), 4.2-3.9 (m,
14H), 3.02 (d, /= 15.0 Hz, 1H), 2.94 (m, 1H), 2.8-2.6 (m, 4H), 2.62-2.34 (m, 8H), 2.3-2.2 (m,
3H), 2.25 (s, 3H), 2.20-1.93 (m, 5H), 1.96 (s, 3H), 1.87 (m, 1H), 1.78 (m, 1H), 1.5-1.1 (m,
30H), 0.98 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.84-0.75 (m, 15H), 0.73 (t, J = 7.3 Hz, 3H),
0.68 (t, J = 7.4 Hz, 3H) ppm. °C NMR (125 MHz, C¢Ds,) &: 178.7, 176.1, 175.4, 173.3,
172.4,172.2,171.93,171.89, 171.7, 171.4, 166.0, 163.6, 160.6, 104.2, 103.8, 93.7, 89.1, 83.1,
75.5, 65.1, 64.9, 64.64, 64.59, 64.57, 64.1, 58.6, 57.2, 54.1, 50.7, 47.5, 46.2, 42.2, 41.9, 39.8,
33.9, 33.3, 32.0, 31.04, 30.99, 30.91, 30.85, 30.73, 30.71, 30.4, 30.2, 29.2, 26.0, 25.0, 22.3,
19.43, 19.37, 19.36, 19.33, 19.33, 19.29, 18.9, 18.2, 17.04, 17.02, 15.7, 13.82, 13.80, 13.78,
13.74, 13.65 ppm.

(CN),-8-nor-Chby(IIT)(c-CO,H)(OMe)s (328)

MeO,C Kobryketon 313 (61 mg, 0.06 mmol) rozpuszczono w toluenie
COH

(4 mL) i dodano kwas octowy (0.8 mL). Przez umieszczong
w pluczce ultradzwigkowe] mieszaning przepuszczano delikatny

strumien argonu przez godzing. Nastgpnie dodano S$wiezo
MeO,C

) é\/co - zaktywowany pyt cynkowy (0.9 g, 14 mmol) i intensywnie
MeO,C 328 §

mieszano w temperaturze pokojowej przez 30 minut bez dostepu
$wiatta. Mieszanine reakcyjna przesaczono przez warstwe celitu® i produkt ekstrahowano
wodnym roztworem NaHCO; (3x50 mL). Polaczone fazy wodne przemyto toluenem

(25 mL), a nastepnie dodano NaCN (100 mg) i ekstrahowano DCM (4x25 mL). Potaczone
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fazy organiczne osuszono bezwodnym Na,SO4, odsaczono i odparowano rozpuszczalnik do
sucha. Pozostalo$¢ rozpuszczono w minimalnej ilosci DCM 1 stragcono n-heksanem,
a powstaty osad odwirowano i osuszono. Pozadany produkt 328 otrzymano w postaci
czerwonego proszku (48 mg, 81%). Ry = 0.46 (Si0,, toluen/MeOH, 25%). HRMS ESI (m/z)
obliczono dla C4gHesCoNsO, [M—CN]™ 962.3962; otrzymano: 962.3951. Ze wzgledu na
obecno$¢ w strukturze grupy karboksylowej analiza NMR nie byla mozliwa (zob. Badania

wlasne str. 89).

(CN),-8-nor-Cby(I111)(OMe); (329)
MeOzc\\ c-Kwas 328 (29 mg, 29 umol), EDC-HCI (14 mg, 88 pumol) oraz
: : DMAP (11 mg, 88 upmol) rozpuszczono w DCM (3 mlL),

w temperaturze 0 °C. W atmosferze argonu, do mieszaniny

reakcyjnej wkroplono metanol. Nastgpnie tazni¢ chtodzaca

) usunieto i mieszanie kontynuowano w temperaturze pokojowej
329 \—CO:Me

MeOZC

przez 16 godzin, w ciemnos$ci. Mieszaning reakcyjna
rozcienczono DCM (25 mL) 1 przemyto wodnym roztworem NaCN. Faze¢ organiczng
osuszono bezwodnym Na;SO4, odsaczono i odparowano. Surowa mieszaning reakcyjng
oczyszczono metoda chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym (toluen/MeOH, 0.5-4%).
Glowna frakcja zawierata produkt, ktora odparowano i1 suchg pozostatos¢ rozpuszczono
w minimalnej ilo$ci benzenu i stragcono n-heksanem, powstaly osad odwirowano 1 osuszono.
Heksaester 329 otrzymano w postaci fioletowego proszku (19 mg, 65%). t.t. 178-182 °C.R,=
0.37 (SiO; toluen/MeOH, 15%). Anal. elem. obliczono dla CsoHg;CoNgO,+H,0O: C 58.82,
H 6.81, N 8.23; otrzymano: C 58.97, H 6.84, N 8.02. HRMS ESI (m/z) obliczono dla
CsoHg7CoNO12 [M]™ 1002.4149; otrzymano: 1002.4133. UV/Vis, A (g, M 'xem™): 277
(8.21x10%), 311 (8.52x10°%), 370 (2.54x10%), 417 (2.46x10%), 546 (8.52x10%), 584 (8.75x10%)
nm. "H NMR (500 MHz, C¢Dy) 8: 5.33 (s, 1H), 3.98 (d, J= 10.5 Hz, 1H), 3.75 (d, J= 7.7 Hz,
1H), 3.41 (s, 3H), 3.38 (d, /= 17.7 Hz, 1H), 3.364 (s, 3H), 3.362 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.30 (s,
3H), 3.21 (s, 3H), 2.94 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 2.85 (td, J=10.1, 3.1 Hz, 1H), 2.78 (t, J = 5.6
Hz, 1H), 2.77-2.68 (m 2H), 2.56 (d, J = 17.7 Hz, 1H), 2.5-2.3 (m, 8H), 2.24 (d, J = 15.3 Hz,
1H), 2.20 (s, 3H), 2.2-2.1 (m, 2H), 2.02 (s, 3H), 2.08-1.97 (m, 1H), 1.96-1.74 (m, 3H), 1.49
(s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.95 (s, 3H) ppm. °C NMR (125
MHz, C¢Dg,) 8: 176.4, 175.4, 174.7, 173.8, 172.9, 172.3, 172.1, 171.7, 170.5, 168.5, 164.7,
163.9, 103.7, 102.3, 89.9, 82.9, 75.4, 58.4, 57.4, 53.8, 51.7, 51.5, 51.4, 51.3, 51.2, 51.0, 49.6,
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46.7, 46.3, 44.8, 42.2, 41.4, 39.8, 34.2, 33.3, 31.9, 30.9, 30.7, 30.0, 26.0, 24.9, 24.7, 22.5,
19.6, 18.4, 16.8, 15.5, 15.4 ppm.

7. Sprzeganie c-kwasu 328 z aminami
W atmosferze argonu, c-kwas 328 (0.03 mmol), DIPEA (0.07 mmol) oraz aming¢ (0.14 mmol)
rozpuszczono w bezwodnym DMF (2 mL). Nastepnie, do reakcji wkroplono DEPC
(0.14 mmol) i mieszano w temperaturze pokojowej bez dostgpu $wiatla. Mieszaning
rozcienczono DCM (25 mL) i przemyto wodnym roztworem NaCN. Faze organiczng
osuszono bezwodnym Na;SO4, odsgczono i odparowano rozpuszczalniki. Surowg mieszaning
reakcyjng oczyszczono metoda chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym. Gléwna

frakcja zawierata pozadany produkt.

(CN),-8-nor-Cby(IIT)(c-(2-propyloamid))(OMe)s (330)

MeOZC\\ o Otrzymano wedlug procedury 7: c-Kwas 328 (30 mg,
3 : 0.03 mmol), DIPEA (12 pL, 0.07 mmol), izopropyloaming
(11 puL, 0.14 mmol) oraz DEPC (22 puL, 0.14 mmol)

rozpuszczono w DMF (2 mL) 1 mieszano przez 16 godzin.

) \/ CoMe Surowa  mieszaning  reakcyjng  oczyszczono  metodg
330 2

chromatografii kolumnowej DCVC (DCM/MeOH, 0.5-2.5%).

MeO,C

Gtowng frakcje zawierajaca pozadany produkt odparowano. Suchg pozostalo$¢ rozpuszczono
w minimalnej ilosci benzenu i stracono n-heksanem. Osad odwirowano i osuszono, c-amid
330 otrzymano w postaci fioletowego proszku (26 mg, 82%). t.t. 149-151 °C.R,= 0.35 (SiO,
toluen/MeOH, 15%). Anal. elem. obliczono dla Cs;H7,CoN;0O;;+2H,0: C 58.58, H 7.19,
N 9.20; otrzymano: C 58.75, H 7.22, N 9.17. HRMS ESI (m/z) obliczono dla
Cs,H7,CoN;0;Na [M+Na]" 1052.4520; otrzymano: 1052.4518. UV/Vis, A (¢, M 'xcm ™) 278
(1.06x10%), 312 (9.13x10%), 371 (2.60x10%), 422 (2.48x10%), 547 (8.26x10%), 587 (1.01x10%)
nm. '"H NMR (500 MHz, toluen-ds) &: 7.04-6.93 (m, 1H), 5.31 (s, 1H), 4.15 (dq, J = 13.5,
6.7 Hz, 1H), 3.84 (m, 1H), 3.74 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.43 (s, 3H), 3.40 (s, 3H), 3.38 (s, 3H),
3.34 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 2.83-2.76 (m, 2H), 2.73 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 2.70-2.18 (m, 13H),
2.16 (s, 6H), 2.14-2.06 (m, 1H), 2.0-1.9 (m, 3H), 1.8-1.6 (m, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.45 (s, 3H),
1.15 (s, 3H), 1.05 (d, /= 2.2 Hz, 3H), 1.04 (d, /= 2.2 Hz, 3H), 1.03 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.89
(s, 3H) ppm. *C NMR (125 MHz, toluen-ds) &: 176.0, 175.5, 175.3, 173.8, 172.8, 172.3,
171.8, 171.6, 168.6, 163.8, 163.6, 106.1, 102.1, 90.4, 83.1, 75.1, 58.5, 57.4, 53.8, 52.4, 51.7,
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51.4, 51.3, 51.2, 51.0, 48.0, 46.5, 46.1, 46.0, 41.6, 41.5, 39.8, 33.8, 32.9, 31.9, 31.5, 30.6,
29.8,25.8,24.9,23.2,22.7,22.6,22.4,19.5, 18.0, 16.9, 16.1, 15.6 ppm.

(CN),-8-nor-Cby(I1I)(c-(2-hydroksyetyloamid))(OMe)s (331)

Otrzymano wedhlug procedury 7: c-Kwas 328 (30 mg, 0.03 mmol), DIPEA (12 uL, 0.07
mmol), etanoloaming (8 puL, 0.14 mmol) oraz DEPC (22 pL, 0.14 mmol) rozpuszczono w
DMF (2 mL) i mieszano przez 16 godzin. Surowa mieszaning reakcyjng oczyszczono metoda
chromatografii kolumnowej DCVC (DCM/EtOH, 1-5%). Glowna frakcje zawierajaca

pozadany produkt odparowano. Suchg pozostalo$¢ rozpuszczono w minimalnej ilo$ci benzenu

MeOzC\\ o 1 stragcono n-heksanem. Osad odwirowano i osuszono, c-amid
331 otrzymano w postaci fioletowego proszku (28 mg, 90%).
t.t. 138-142 °C. Ry = 0.45 (SiO, toluen/MeOH, 20%). Anal.
elem. obliczono dla CsH7¢(CoN;01,+2H,0: C 57.35, H 6.98,
N 9.18; otrzymano: C 57.38, H 6.77, N 9.17. HRMS ESI
(m/z) obliczono dla Cs;H70CoN;O;Na [M+Na]Jr 1054.4312;
otrzymano: 1054.4303. UV/Vis, A (e, M 'xem'): 278 (1.09x10%), 311 (9.18x10%), 370
(2.71x10%), 420 (2.49%x10°), 547 (8.68x10%), 586 (9.52x10°) nm. "H NMR (500 MHz, toluen-
dg) 6: 7.05-7.00 (m, 1H), 5.30 (s, 1H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 3.91 (m, 1H), 3.69 (d, J=10.6
Hz, 1H), 3.53 (m, 2H), 3.43 (s, 3H), 3.41-3.37 (m, 2H), 3.40 (s, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.38 (s,
3H), 3.35 (s, 3H), 2.83-2.76 (m, 3H), 2.67 (m, 1H), 2.58 (m, 1H), 2.48 (d, J= 15.9 Hz, 1H),
2.45-2.32 (m, 5H), 2.3-2.2 (m, 2H), 2.2-2.1 (m, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.03-1.86 (m,
4H), 1.76 (m, 1H), 1.67 (m, 1H), 1.51 (s, 3H), 1.45 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.04 (s, 3H), 0.96 (s,
3H), 0.85 (s, 3H) ppm. °C NMR (125 MHz, toluen-dg) &: 176.2, 175.8, 175.7, 173.7, 172.7,
172.2, 171.9, 171.6, 169.6, 168.4, 163.7, 162.7, 106.9, 102.3, 90.3, 83.0, 75.1, 61.9, 58.5,
57.0, 53.8, 52.4, 51.7, 51.3, 51.2, 51.0, 48.0, 46.7, 46.5, 46.4, 43.8, 41.7, 39.7, 33.9, 32.8,
31.7,31.5, 30.5, 29.8, 25.7, 24.9, 23.6, 22.4, 19.5, 17.9, 17.0, 15.7, 15.6 ppm.

) N\__CO,Me
MeO,C 331 2

(CN);-8-nor-Cby(III)(c-propargiloamid)(OMe)s (332)

MeOZC\\ / o Otrzymano wedlug procedury 7: c-Kwas 328 (10 mg,
: 0.01 mmol), DIPEA (4 pL, 23 umol), propargiloaming (3 pL,
45 umol) oraz DEPC (7 puL, 48 pmol) rozpuszczono w DMF
(0.7 mL) 1 mieszano przez 16 godzin. Surowa mieszaning
reakcyjng oczyszczono metodg chromatografii kolumnowe;j

DCVC (DCM/MeOH, 0.5-2.5%). Gtowna frakcje zawierajaca
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pozadany produkt odparowano. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w minimalnej ilo§ci benzenu
i stragcono n-heksanem. Osad odwirowano i osuszono, c-amid 332 otrzymano w postaci
fioletowego proszku (8.3 mg, 80%). t.t. 145-147 °C. Ry = 0.40 (SiO, toluen/MeOH, 15%).
Anal. elem. obliczono dla Cs;HgCoN-,O1+H,O: C 59.82, H 6.76, N 9.39; otrzymano:
C59.80, H 6.73, N 9.17. HRMS ESI (m/z) obliczono dla Cs;HgCoN70O;;Na [M+Na]+
1048.4207; otrzymano: 1048.4200. UV/Vis, A (g, M 'xcm™'): 278 (8.84x10°), 312 (7.42x10°),
371 (2.18x10%, 421 (2.07x10°), 547 (6.86x10%), 587 (8.41x10*) nm. 'H NMR (500 MHz,
toluen-dg) : 7.39 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 5.30 (s, 1H), 3.95 (qdd, /= 17.3, 5.4, 2.4 Hz, 2H), 3.74
(t, J = 9.4 Hz, 2H), 3.43 (s, 3H), 3.40 (s, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.34 (s, 3H),
2.84-2.77 (m, 2H), 2.7-2.5 (m, 4H), 2.5-2.3 (m, 7H), 2.3-2.1 (m, 4H), 2.18 (s, 3H), 2.11
(s, 3H), 2.0-1.9 (m, 2H), 1.93-1.84 (m, 2H), 1.8-1.7 (m, 2H), 1.52 (s, 3H), 1.44 (s, 3H), 1.16
(s, 3H), 1.04 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.94 (s, 3H) ppm. *C NMR (125 MHz, toluen-ds) &: 178.7,
178.1,177.9,176.2,175.2, 174.8, 174.5, 174.1, 171.7, 170.9, 166.3, 165.8, 108.6, 104.7, 92.8,
85.5, 83.5, 77.6, 73.1, 61.1, 59.9, 56.3, 54.2, 54.1, 53.9, 53.8, 53.7, 53.5, 50.0, 49.1, 48.8,
47.8, 44.3, 42.2, 36.3, 35.5, 34.4, 33.8, 33.1, 32.3, 31.3, 28.3, 27.3, 26.1, 24.9, 22.0, 20.6,
19.4, 18.4, 18.1 ppm.

(CN)y-c-d-di-nor-Cby-7-en(IIT)(OMe)s (335)

MeOZC\\ Heksaester 329 (15 mg, 15 pumol) zawieszono w dekalinie

(1.5 mL) 1 zawiesing odgazowano (3 razy cykl préznia/argon).
MeO,C”

\\\\\ Mieszaning reakcyjng poddano dzialaniu mikrofal (reaktor

oo \AN A mikrofalowy, 210 °C, 5 min.,, moc maksymalna 150 W).
eL)

) : Nastepne czynnosci prowadzono w atmosferze argonu oraz przy
MeO,C 335 \/COzMe
2

ograniczonym dostgpie $wiatta. Do mieszaniny reakcyjnej
dodawano ostroznie nasycony roztwoér NaCN w metanolu do zmiany koloru na zielony.
Produkt ekstrahowano metanolem (2x5 mL). Potaczone frakcje odparowano. Otrzymang
surowg mieszaning reakcyjng zanieczyszczong dekaling tugowano n-heksanem (2x5 mlL),
anastgpnie oczyszczono metodg chromatografii DCVC na zelu krzemionkowym
(DCM/MeOH, 0.5-3%). Gléwna frakcje (kolor zielony) zawierajaca pozadany produkt
odparowano. Sucha pozostalo§¢ rozpuszczono w minimalnej ilo$ci benzenu i stragcono
n-heksanem. Osad odwirowano i osuszono, pozadany produkt 335 otrzymano w postaci
zielonego proszku (5.3 mg, 38%). Ry=0.25 (510, toluen/MeOH, 10%). Anal. elem. obliczono
dla C47He1CoNgO;9tH,0: C 59.61, H 6.71, N 8.87; otrzymano: C 59.93, H 6.77, N 8.88.
HRMS ESI (m/z) obliczono dla C46Hs;CoNsOo [M—CN]" 902.3750; otrzymano: 902.3757.
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UV/Vis, A (&, M 'xem™): 291 (1.15%10%), 335 (8.88x10%), 367 (1.46x10%), 687 (9.93x10°),
730 (9.85x10%) nm. "H NMR (500 MHz, CDCl;) &: 6.83 (s, 1H), 5.87 (s, 1H), 3.94 (d, J= 8.6
Hz, 1H), 3.81 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.61
(s, 3H), 3.13 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 2.97-2.91 (m, 1H), 2.74-2.42 (m, 8H), 2.54 (s, 3H), 2.48
(s, 3H), 2.38-2.15 (m, 5H), 2.30 (s, 3H), 2.13-2.05 (m, 1H), 1.90-1.75 (m, 2H), 1.61 (s, 3H),
1.43 (s, 6H), 1.29 (s, 3H), 1.27 (s, 3H) ppm. *C NMR (125 MHz, CDCls) &: 176.0, 175.7,
175.3, 173.9, 172.8, 172.6, 171.9, 171.7, 163.9, 157.6, 151.0, 148.0, 135.5, 128.2, 112.9,
103.4, 92.2, 84.0, 77.2, 74.9, 58.1, 56.8, 53.8, 52.3, 51.8, 51.7, 51.6, 51.5, 47.2, 46.0, 40.7,
39.5, 33.7, 32.6, 31.9, 31.3, 30.6, 29.7, 25.6, 24.9, 23.5, 20.0, 19.4, 18.6, 16.96, 16.95, 15.3

(CN);-c-d-di-nor-Cby(I11)(OMe)s (336)

MeO,C Heksaester 329 (15 mg, 15 pmol) zawieszono w dekalinie
(1 mL) i zawiesing odgazowano (3 razy cykl préznia/argon).
Mieszaning reakcyjng poddano dziataniu mikrofal (reaktor
mikrofalowy, 210 °C, 5 min.,, moc maksymalna 150 W).

Nastepne czynnosci prowadzono w atmosferze argonu oraz przy

ograniczonym  dostepie  $wiatla. Reakcje  rozcienczono
lodowatym kwasem octowym (3 mL) i dodano $wiezo zaktywowany pyt cynkowy (0.6 g,
9 mmol). Po 2 minutach mieszania zawiesing rozcienczono DCM (25 mL) i1 przesaczono
przez warstwe celitu®, a nastepnie zneutralizowano NaHCO;. Produkt ekstrahowano DCM
(2x25 mL). Polaczone fazy organiczne przemyto wodnym roztworem NaCN, osuszono
bezwodnym Na,SO4, odsgczono 1 odparowano rozpuszczalniki. Otrzymang surowg
mieszaning reakcyjna zanieczyszczong dekaling tugowano n-heksanem (2x5 mL), a nastgpnie
oczyszczono metodg chromatografii DCVC na Zelu krzemionkowym (DCM/MeOH, 0.5-3%).
Glowng frakcje zawierajaca pozadany produkt odparowano, pozostato$¢ rozpuszczono
w minimalnej ilo$ci benzenu i strgcono n-heksanem. Osad odwirowano 1 osuszono, pozadany
produkt 336 otrzymano w postaci czerwonofioletowego proszku (5 mg, 35%). Ry = 0.24
(Si0; toluen/MeOH, 10%). Anal. elem. obliczono dla C47Hg;CoNgO19+2H,0: C 58.38,
H 6.98, N 8.69; otrzymano: C 58.72, H 6.87, N 8.31. HRMS ESI (m/z) obliczono dla
C46He3CoNsOqg [M—CN]+ 904.3907; otrzymano: 904.3911. UV/Vis, A (e, M*IXcmfl): 276
(7.23x10%), 313 (6.55%10%), 370 (1.83x10%), 546 (6.04x10%), 586 (7.29x10°) nm. 'H NMR
(500 MHz, C¢Dg) 6: 5.36 (s, 0.6H), 5.32 (s, 0.4H), 4.0-3.9 (m, 2H), 3.76 (d, /= 8.5 Hz, 0.6H),
3.69 (d, /=79 Hz, 0.4H), 3.43-3.03 (m, 15H), 2.9-2.6 (m, 6H), 2.6-2.3 (m, 9H), 2.26-1.73
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(m, 12H), 2.23 (s, 3H), 1.51 (s, 1.7H), 1.48 (s, 1.3H), 1.18-0.89 (m, 12H), 0.79 (d, J = 6.9 Hz,
1.7H), 0.72 (d, J = 7.0 Hz, 1.3H) ppm. >C NMR (125 MHz, C¢Ds) &: 176.32, 176.29, 175.3,
175.1, 173.9, 173.8, 173.7, 173.5, 172.89, 172.86, 172.41, 172.37, 172.2, 172.1, 171.8, 171.7,
170.2, 170.0, 165.7, 165.5, 163.9, 163.7, 102.7, 102.6, 102.4, 102.2, 90.2, 89.9, 82.6, 82.4,
76.0, 75.4, 58.5, 58.3, 57.2, 57.1, 53.9, 53.7, 51.7, 51.36, 51.35, 51.23, 51.21, 51.12, 51.09,
51.02, 50.96, 46.9, 46.6, 46.2, 42.4, 41.7, 41.4, 41.3, 40.0, 39.8, 36.3, 35.8, 34.2, 34.1, 33.6,
33.3, 32.0, 31.9, 31.2, 30.8, 30.7, 30.4, 30.1, 30.0, 26.1, 26.0, 24.8, 24.6, 22.6, 22.5, 19.8,
19.67, 19.66, 19.5, 18.7, 18.3, 16.8, 16.7, 16.0, 15.7, 15.5, 15.4 ppm.
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