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CAL-B - lipaza B z Candida antarctica
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DCC — NN-dicykloheksylokarbodiimid
DCM - dichlorometan

de — nadmiar diastereoizomeryczny
DIPEA — N,NdiizopropylaN-etyloamina
DMAP — 4-(N,N-dimetyloamino)-pirydyna
DMB - grupa 2,4-dimetoksybenzylowa
DMBA - 2,4 - dimetoksybenzyloamina
d.r. — proporcja diasterecizomeréw

E — enancjoselektywnosé¢

EDC - N-(3-dimetyloaminopropyloN"-
etylokarbodiimid

e.e. -nadmiar enancjomeryczny

EKR — enzymatyczny kinetyczny rozdziat
Et — grupa etylowa ¢Hs-

FAD - Dinukleotyd nikotynoamido-
adeninowy

His — histydyna

HPLC — wysokosprawna chromatografia
cieczowa

MCR - reakcja multikomponentowa

Me — grupa metylowa -CH

MeCN — acetonitryl

Ms — grupa metanosulfonylowa GHIO;-
NAD - dinukleotyd nikotynoamido-
adeninowy

Novozym 435 — immobilizowana lipaza B z
Candida antarctica

OMe — grupa metoksy CiD-

PG — grupa zabezpiecaap

PLP —fosforan 5’-pirydoksalu

Ph — grupa fenylowa £EHs-

RP-HPLC — wysokosprawna chromatografia
cieczowa na fazach odwrdoconych

SAR — badania zalmosci aktywnogi od
struktury

Ser — seryna

TEA - trietyloamina

THF — tetrahydrofuran

t. pok. — temperatura pokojowa

TLC - chromatografia cienkowarstwowa
Trx — tioredoksyna

TrxR — reduktaza tioredoksyny

Ts — grupa 4-toluenosulfonylowa
4-(CH;)CeHaSOs-

U-MCR - reakcja multikomponentowa
Ugiego

Wyd. — wydajna¢ reakcji
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1. Wstep

Choroby nowotworowessjednymi z najbardziej groch schorze wspétczesnego
Swiata. Co roku zostaje zdiagnozowanych 14 min przypadkike, z ktérych ponad
potowa (8.2 min) kodzy sk zgonemSwiatowa organizacja zdrowia (WHO) szacuje,w
ciggu najblizszych dwdch dekadwiat begdzie zmagat si z tzw. ,falg ptywows” liczby
chorych na raka i juav 2025 r. liczba diagnozowanych przypadkéw waredo 19 min, a
w 2035r., do 24 miliondw!: Najbardziej powszechnymi metodami leczenia nowotworéw
s3. zabiegi operacyjne, chemioterapia i radioterapia.n@bierapia to metoda leczenia
polegajca na zabiciu lub powstrzymaniu rozwoju komorek novewowych przez
zastosowanie odpowiednich lekow. Niestety, obecnie stosowane chemoterapeutyki
charakteryzyj si¢ duza toksyczno€i ma efektami ubocznymi. Ponadto, szybko

@m()jp?
ﬁidla ktoryc

s@achorob nowotworowycle,
Podstawa skut qp,ej q" znaIQzle ie odpowiggmiewizku o
zdeiniowanej strukt r.;en ktamlﬁmk ekt)ﬁh efekt cytotoksyczny lub
cytostatyczny tylko orkach nowotworowych Jrojektowaniu takichaziedw
e@stalenle tzw. celu ter

dziatanie leku wywotuje’ ct%/ ny efekt‘&d&i
* ¥

receptor lub enzym, ktorych Ibicja powoduje stkne dziatanie na

dzielagce s¢ komorki rakowe ig Na terapie, co drastycznie obai

ich skutecznos¢. & to ieje efektywna i jedresore

bezieczna metoda le

chemcznych pomocne cznego, czyli miejsca, w ktérym

y. W wielu przypadkach jest to

L]

komorki rakowe. Znajomoscstruktury enzymu, logcego celem terapeutycznym daje
modiwos¢ zaprojektowania zwiku chemicznego, ktéry mezselektywnie modyfikowa
ten enzym i wywota odpowiedni efekt biologiczny.

W ogatnich dekadach znagm zwikszyt st potencjat badan przesiewowych
(ang. Hgh Throughput Screening, HTS), ktére pozwalag szybk identyfikacg nowych
zZwigzkow biologcznie aktywnych lub nowych kierunkow aktywaio biologicznych
znarych zwihzkow. Dodatkowo, rasie znaczenie metod teoretycznyktgre umotiwiaja
projektowaniein silico zwigzkbw o budowie dopasowanej do struktury przestrzennej

enzymu.

! International Agency for Research on Cancer, GlobCan Program, World Health Organization;
www.globcan.iarc.fr
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Pomimo dynamicznego rozwoju tych metod, sicidecydugcym etapem jest
synteza zwazkow o $cisle okre&lonej budowie chemicznej. Jest to niedbe do
weryfikacji ich aktywnogi biologiczne] w testachn vitro i/lub in vivo. Ponadto, po
zidentyfikowaniu aktywnego zwkku, konieczne jest okikenie zaleénosci pomiedzy
aktywnoscig biologicznga jego struktur przestrzenngNie zawsze jednak, znane metody
syntezy, prowadgz do zwpzkOw enancjomerycznie czystych. Uzasadnia to kon@egz
badax nad opracowaniem nowych, uniwersalnych oraz prbstynetod syntezy
opisywanych substancji, réwriev formie enancjomerycznie czyste;.

Niniejsze badania miaty na celu otrzymanie nowychazidw, ktore miaty by
inhibitorami ukfadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny. Ukfad ten jest jednym z
nowych celéw terapeutycznych w leczeniu chordb nowotworowych.zB\sa, ze jego
hamowanie destabilizuje procesy w komdrkach rakowych, co powinno prawaalzach
smierci lub uwréliwienia na juzstosowane terapie.

W przeditonej pracy przeprowadzono badania nad opracowanietody syntezy
nowej grupy inhibitorow, o strukturze peptydomimetykow, ktére anqupsiada
aktywnos¢ przeciwnowotworow. Narzdziami wybranymi do realizacji obranego celu
syntetycznego byty multikomponentowa reakcja Ugiego, Uiwiej agca wygodn syntez
peptydomimetykdéw oraz wybrane reakcje enzymatyczne. Reakcje enzymatyczge mog
postuzy¢ do stereoselektywnej syntezy substratow do rekgiefb, co moe prowadz do
uzyskania nieracemicznych peptydomimetykéw. Aktywsidsiologiczne otrzymanych w
pracy peptydomimetykow zostazpadane w modelach enzymatycznych, na izolowanym

uktadzie tioredoksyna — reduktaza tioredoksyna oraz w modelach komorkowych.

Reakcje
enzymatyczne
Uktad
‘ TrxR-Trx
Substraty do

reakcji Ugiego .

Reakcja
Ugiego

» Peptydomimetyki

Reakcje
enzymatyczne Efekt
biologiczny



2. Reakcje multikomponentowe w syntezie peptydomimetykéw

Peptydomimetyki stanowi grupe zwigzkow, posiadajcych cechy strukturalne
takie jak w naturalnych peptydach, ¢kii czemu mog wigzat si¢ z tymi samymi
enzymami lub receptorami, co naturalne peptydy, powgdich aktywag} lub inhibicje.?

Duze znaczenie peptydomimetykdw w chemii medycznej weyre faktu, & w
naturze olbrzymia liczba zwizkdéw biologicznie aktywnych to peptydy. Wyrdz mozna
wsrod nich zarowno endogenne hormony (np. oksytocyal) rowniez egzogenne
toksyny, wystpujace np. w jadzie pakéw.> Pomimo to, peptydy nieasszeroko
stosowane jako leki. Spowodowane jest to ich szybkim metabolizmem w organizmie
(rozkltad przez proteazy obecne w komorkach i przewodzie pokarmowym) oraz
ograniczonym wchtanianiem i przenikaniem przez btony biologiczne. Peptydomimetyki
projektowane s tak, aby wykazywaly wkszy odpornos¢ na proteazy (np. poprzez
zastosowanie nienaturalnych aminokwaséw) oraz tegszenikalnos¢przez btony w
porownaniu do naturalnych peptydéw (np. przez zmiamlarnogi). Dzigki temu, zwazki
te mogaposiadé aktywnos¢biologiczngtaka jak peptydy, jednocZaie wykazujc lepsze
parametry farmakokinetyczne. Obecnie peptydomiemtyki stosowanen.sin. jako:
inhibitory proteazy HIV, inhibitory preoteasoméworaz inhibitory ysekretazy.

Poniewa peptydomimetyki zawiergj fragmenty niewyspujace w naturalnych
peptydach, ich synteza jest adubardziej ztodna ni synteza naturalnych peptydow.
Jednymi z bardziej efektywnych metod otrzymywania peptydomimetylkde, sv ktdrych
wykorzystuje s} reakcje multikomponentowe.gS0o przemiany w ktérych reaguijco
najmniej trzy substraty, przy czym gkiszos¢é ich atoméw jest wprowadzanych do
czasteczki produktd. W ich wyniku otrzymuje si w prosty sposéb rozbudowana
biblioteke zwiazkéw® Spogéd reakcji multikomponentowych stosowanych do syyte
peptydoéw i peptydomimetykow szczegdlne znaczeniegnv@j w ktérych jednym z
komponentéw jest izocyjanek. gSto: tréjkomponentowa reakcja Passeriniego oraz
czterokomponentowa reakcja Ugiego (4-UMCR).

2 Gante, J.Angew. Chem., Int. EA994 33, 1699
® Tsetlin, V.,Eur. J. Biochem1999 264,281
“ Park, C.; Choi, H.; Son, Y.-C.; Lee, C.S.; Choy, N.; Koh, J.S.; Lee, T.G.; Kwon, Y.D.; Kim, S.C.; Yoon, H.
Bioorg. Med. Chem. Lett1996 6, 585
® Swieten van, P.F.; Samuel, E.; Hernandez, R.O.; van den Nieuwendijk, A.M.C.H.; Leeuwenburgh, M. A.;
Marel van der, G.A.; Kessler, B.M.; Overkleefta, H.S.; Kisselev, Biborg. Med. Chem. Lejt2007, 17,
3402
® Prasad, C.V.C.; Vig, S.; Smith, D.W.; Gao, Q.; Polson, C.T.; Corsa, J.A.; Guss, V.L.; Loo, A.; Barten, D.M.
Zheng, M.; Felsenstein, K.M.; Roberts, SHoorg. Med. Chem. Let2004 14, 3535
"Domling, A.; Ugi, . Angew. Chem. Int. EQ200Q 39, 3168
8 Démling, A.,Chem. Rev2006 106, 17
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2.1. Reakcja Ugiego

Reakcja Ugiego jest jedna najwaniejszych reakcji multikomponentowych do
otrzymywania struktur o szkielecie matych peptydéw oraz ich analogéw. Po raz pierwszy
zostata opublikowana w roku 1959 przez Ivara Ugiegopisat on § jako: ,reakcg

addycji jondw immoniowych do izocyjankow gz#ong z drugorowymi reakcjanii

—_— N H,O
A

Ivar Ugi
Schemat 1 Przebieg reakcji Ugiego.

Reakcja Ugiego jest czterokomponenjokondensag zwigzku karbonylowego
(aldehydu lub, rzadziej, ketonu), aminy (pierwszd@vej lub drugorgdowej), kwasu
karboksylowego oraz izocyjanku. Otrzymanym produktem geatnidoamidl (Schemat
1). Pomimo zioenego mechanizmu tej reakcji, wykonuje gi wedtug procedury gne-
pot’, co niewatpliwie jest jej zasadniczzalet.

i
RZ
4 P
RO . NH, R4 N
e R2 * R1J\~
R4COOH * ] |
k H,O
H ,R2 R2
R4COOH | HN HN"
RI._N RI_N? I J\
N g \RZ N> RZ = R1 —_— R']J} <
4 -
A R*COO R4CO, R4\n/o
B C o D

Schemat 2 Proponowany mechanizm reakcji Ugiego

Przyjmuje s¢, ze w pierwszym etapie tej reakcji z aminy i aldehpdwstaje imina
A i wydziela s¢ czgsteczka wody (Schemat 2). ImiAa jest nasfpnie protonowana przez
kwas karboksylowy twokr zwigzek B. Zwigzek ten w kolejnym etapie ulega reakcji z
izocyjankiem tworzc tzw. ,a-addukt” C. W kolejnym etapie da-adduktu przydczony
zostaje kwas karboksylowy i powstaje produkt nedhi D. Ostatnim etapem jest

przegrupowanie Mumma, polegeg na przeniesieniu grupy acylowej z atomu tlenu na

°Ugi, I., Meyr R., Fetzer, A., Steinbrueckne, @ngew. Chem. Int. EdL959 71, 386
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atom azotu. Jest to etap nieodwracalny, co stanowinsipglowg reakcji (Schemat 2).
Warto zauway¢, ze zgodnie z tym mechanizmem, teoretycznie, opréazdyktu

gtéwnegol, w reakcji tworzy si dodatkowo tylko cgsteczka wody. Dlatego zaeakcja
Ugiego charakteryzujeesivysoka, wydajnogcig atomow;” co bardzo dobrze wpisujegsi
w zatozenia ,zielonej chemii.

W praktyce wydajnosdeakcji Ugiegoscisle zalery od reaktywnosi stosowanych
substratow. Ztodnos¢ mechanizmu reakcji oraz wielosktadnikowosmieszaniny
reakcyjnej powodujezipodczas reakcji magtworzy¢ si¢ inne produkty uboczne. ¥bd
nich wyréni¢ mo:na produkt reakcji Passerinie§ow celu otrzymania produktu z
najwyzszy wydajnogia czgsto zachodzi potrzeba optymalizacji warunkéw provesiz
reakcji dla kadego zestawu substratow. Ze walyl na jonowy charakter mechanizmu,
produkt reakcji Ugiego zwykle otrzymuje ¢si z najwyszg wydajnocia w
rozpuszczalnikach protycznych takich jak: metanol, etanol oraz trifluoroetanol (TFE).
Znane g réwniez przyktady reakcji Ugiego prowadzonych w wodZieRzadziej stosuje
sie rozpuszczalniki aprotyczne (chloroform, dimetylof@amid, chlorek metylenu,
tetrahydrofuran). Na przebieg reakcji dobrze wplywa rowstesowanie dwego s¢zenia
substratow, dlatego #e modiwe jest przeprowadzenie tej reakcji w warianciez be

rozpuszczalnika®

Jak wynika z mechanizmu przedstawionego na Schemacie 2, podczas etapu addycji

izocyjanku doa-adduktuC, tworzy s¢ nowe centrum stereogenicznesliJe srodowisku

nie wystpuja czynniki stereoraiicujace, produktem reakcji jest zawiek racemiczny.
Stanowi to jej istotngwade i gtdwne ograniczenie zastosowania w synteziegzkdw
biologicznie aktywnych. Ma to szczegOllne znaczenie wobec cgsha wymaga
dotyczcych czystogi optycznej substancji w przesig farmaceutycznym. Wynikajone

z odmiennej aktywnad biologicznej poszczegélnych stereocizomerdPomimo,ze od
odkrycia reakcji Ugiego mirte ponad 50 lat, wgiz nie istniej uniwersalne metody na
przeprowadzenie reakcji w sposOb wysoce stereoselektywny. dsfathjake warianty
diastereoselektywne reakcji Ugiego, ktére prowada otrzymania produktow w postaci

diastereoizomeréw. Opracowano réwnienodyfikacje reakcji Ugiego w wariancie

% pirrung, M. C.; Sarma, K. 0. Am. Chem. So2004 126, 444
Y ju, N., Cao, S., Wu, J., Yu, J., Shen, L., Feng, X., QianT&trahedror2008 64,3966
2 Koch H.P., Czejka M.JJ. Biosci.1986 41,11
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enacjoselektywnym, jednak dotyczy to tylko Kkatalitycznych, tréjkomponentowych
wariantéw reakcji Ugiegd®**

2.1.1. Diastereoselektywne warianty reakcji Ugiego

W diastereoselektywnym wariancie reakcji Ugiego co najmniej jeden z
substratow jest stosowany w postaci enancjomerycznie czystej. Jak wynika z mechanizmu
reakcji, etapem decydigym o stereordicowaniu jest ten, w ktérym napiuje atak
izocyjanku na protonowareasad¢Schiffa (Schemat 3). Obecnoshiralnej grupy jednego
z substratow ragicuje przestrzepo stroniere i si, a co za tym idzie mezprowadz do
powstania ronych proporcji stereocizomeréw (Schemat 3). Nadmiastereoizomeryczny
produktu jest uzalaiony od tego, ktory z reagentéw zostaltyzw formie optycznie

czystej®

[ atak "od gory"
® o B B
R:—N=C R2C02' =<R2
(0]
H
1 0]
o} R/,\ ® zlaCHs R3_
| HasCa_NH, R2CO,H CENT L. N= =CHj
R1J + \(4 RoH H/" \R . \\"C'N'\kR“
R ' H R"™ { \H
1a: R*= -Fc ®_ o L H _
1b: R*=-Ph RA—N=C ™
’ atak "od dolu" \
R® O CH,

2a: R' = i-Pr, R2 = Ph, R®= t-Bu, R* = Ph HN
A N R4

2b:R'= iPr,R2= Ph,R3 = tBuR‘= () T R
£/
H >\R2
o

2a:d.r.: 78:22
2b: d.r.:79:21

Schemat 3.Sterechemiczny przebieg reakcji Ugiego

2.1.1.1. Reakcja Ugiego z chiralnymi aminami

Badania wykazatyze najwekszy wptyw na diastereoselektywna&akcji Ugiego,
ma zastosowanie chiralnej amifJednymi z pierwszych chiralnych amin zastosowanych

w reakcji Ugiego byty: 1-ferrocenyloetyloamindla) oraz 1-fenyloetyloaminallp)

%7hao, W., Huang, L., Guan, Y., Wulff, W. DAngew. Chem. Int. E@014 53,3436
“Yue, T., Wang, M-X., Wang, D-X., Masson, G., ZhuAhgew. Chem. Int. E@009 48, 6717
* Ramon, D. J., Yus, MAngew. Chem. Int. E@005 44, 1602
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(Schemat 3§° W celu uzyskania produktéw z najiszs diastereoselektywnoia, reakcje
Ugiego przeprowadzano w warunkach kinetycznych, tj. w niskiej temperaturze oyea duz
rozcieaczeniu. Uzyskane wyniki wskazijze dla przebiegu reakcji najgksze znaczenie
ma stzenie substratow, a w mniejszym stopniu niska tentpexaProporcje uzyskanych
diastereoizomeréw zwzkdw 2a i 2b w reakcji przeprowadzonej w temperaturze -60 °C
dla duzgo s¢zenia substratéw (1M) wynosity 1:2, natomiast w ytuzrozciéiczeniu (c =
0,038 M) proporcje diastereoizomerow zwkoéw 2a,b wynosity ok. 1:4 dla obu
omawianych amin (Schemat 3* R Fc, R = Ph)!®

PVQ _OPiv H?gﬁg pvo PV il g PVO _OPiv
R ~
0 _REO o A . &/CHOO
PivO NH, >L PIVO N/ R PivO N%N
NC Rt M

OPiv o__¢ OPiv 24
3
ZnCl, t-Bu 5
- 4 ‘ HCI, MeOH
(0] o 0 PivO _OPiv
HNT 6NHCL80°C .
3 OH ~——— s N Q
1 1 H PivO OH
R R OPiv
7 6

Schemat 4 Synteza aminokwasoéw z wykorzystaniem diastereoselektywnej reakcji Ugiego z amino8ukrem

W kolejnym przyktadzie, w reakcji Ugiego zastosowano chirah3,4,6—tetrd>-
piwaloilo-a-D-galaktozylopyranozyloaming3) (Schemat 4§” W tym przypadku ugta
amina petnita ro} pomocnika chiralnego, gdybyta ona ostatecznie usuwana z finalnego
produktu. Autorzy przeprowadzili reakcje Ugiego z mgeni aldehydami, aming3,
izocyjankiem tert-butylowym oraz kwasem mrowkowym, uzyskoj pochodne5 z
wysokimi nadmiarami diastereocizomerycznymi (de>89%) (Schemat 4). Wysoka
diastereoselektywnoséizyskano poprzez zastosowanie dodatku kwasu Le(dis€l,),
ktdrego postulowane dziatanie polega na tworzeniu kompleksu powstad iming
(Schemat 4). Zwizki 5 zostaly naspnie poddane reakcji z kwasem solnym, w ktorej

otrzymano optycznie czyste &minokwasy 7.
Wada opracowane] metody byta mozosé otrzymania wydcznie jednego
enancjomeru peptydomimetyku5, poniewa autorzy nie dysponowali drugim

enancjomerem aminocuki® W pdhiejszych badaniach, autorzy zastosowali 2{8;0-

'8 Marquarding, D.; Hoffmann, P.; Heitzer, H.; Ugi,J.,Am. Chem. So:97Q 92, 1969
" Kunz, H.; Pfrengle, WJ. Am. Chem. So&988 110, 651
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piwaloilo-a-D-arabinozylopyranozoloamir® co prowadzito do otrzymania produktéw o
przeciwnej konfiguracji. Przy zastosowaniu opisanej \imizg ogolnej metodologii
otrzymano szereg nienaturalnych aminokwaséw o konfiguraciji L.

Przeprowadzono réwnie syntez 2-acetamido-3,4,6-t®-acetylo-I-amino-2-
deoksy#-D-glucopyranozy, ktdra nie zawierata grup piwaoilowych, co zg@rpbnizyto
mas; molowyg pomocnika chiralnego. Wykorzystanie tej aminy ré@nprowadzito do
otrzymania szeregu peptydomimetykow z wysokydajnocia oraz bardzo dobrymi

nadmiarami diastereoizomerycznymi (>95%).

W literaturze istnigy rowniez przyktady zastosowania chiralnych estréw
aminokwasow, ktore byly ute w reakcji Ugiego. W przypadku zastosowania @stro
metylowych fenyloalaniny, leucyny, tyrozyny oraz metioniny produktem reakcji Ugiego
byt odpowiednie peptydomimetykBa-d, ktére otrzymano z dobrymi nadmiarami
diastereoizomerycznymi (>82%). Pochodne te gpasé poddano redukcji, uzyskgj

optycznie czyste benzodiazepiny 104°d

Cl

H
CO,H o N
/C[ /@/\ _MeOH R H Fe/AcOH o) :S\Q
4971%  MeO,C” N Ncghy N cl
i oo Sl
O/Nc . HZN/H(OMe . o, N

(¢}
(R)-10a-d
9a: R=Bn; d.r.: 955

9b: R = j-Bu; d.r.: 95:5
9c¢: R = 4-(OH)CgH4CH,; d.r.: 91:9
9d: R = MeSCH,CH,; d.r.: 95:5
Schemat 5 Zastosowanie wariantu diastereoselektywnego reakcji Ugiego do syntezy benzodiazepin
2.1.1.2. Wybrane przykiady reakcji Ugiego z innymi niz amina chiralnymi

substratami

W reakcji Ugiego oprocz chiralnej aminy stosowano rowribkiralne aldehydy.
Istotnym problemem przy zastosowaniu chiralnych aldehyddéw jest ich enolizacja, co w
konsekwencji prowadzi do ich racemizacji. Badania nad reakigiego z optycznie
czystymi 2-metylobytanalem oraz 3-fenylo-2-metylopropanalem wykazeatyacemizuj

one w warunkach reakcji prowaglz do mieszaniny wszystkich masiych

8 Kunz, H.; Pfrengle, WSynthesid4991, 1039
91 ehnoff, S., Goebel, M., Karl, R.M., Klosel, R.,UgiAng. Chem. Int. Ed1995 34, 1104
%0 Faggi, C.; Marcaccini, S.; Pepino, R.; Pozo, MS@nthesi®002, 2756
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stereoizomerdvit Racemizacii nie obserwowano w przypadku, aldehydéw posizd

w pozycjia atom tlent?? Jako przyktad maia przytoczy uzycie jako aldehydu optycznie
czynnego 2-benzyloksypropionowegozydie tego aldehydu prowadzito do otrzymywania
zwiagzku 11, w proporcji diastereoizomeréw 3:2 (Schemat &A). Wyzsz
diastereoselektywnosébserwowano dla aldehydéw dagych analogami aminokwasow.
W reakcji z Boc-alaninalem otrzymano dwa diastereoizomeryzikwil2 w proporcji 2:1
(Schemat 6B¥?°

“'OBn

) ROUS NS
_ MeOH _ cpe. N
56% NI/Y %N
e NH o~
HoC™ o 2

11, d.r. 58:42

H o+ NH, Boc
N o “yeNH
o) H
MeOH 0N \ N
O,N COLH NC 61% Bn O
| F
F

12, d.r. 75:25

Schemat 6.Reakcja Ugiego z chiralnymi aldehydami

Opisane w literaturze gs réwniez przyklady 2z zastosowaniem chiralnych,
nieracemicznych izocyjankoéw i kwaséw karboksylowych. Jedaaktizymywane w ten
spos6b peptydomimetyki byly mieszanindiastereoizomeréw w proporcji 1*1. W

najlepszym z opisanych przyktadéw, proporcja ta nie przekraczatad®:2.

W literaturze opisano réwnieprzyktady reakcji Ugiego, w ktérych jednoénée
stosowany byt wicej niz jeden chiralny nieracemiczny reagéhtJednake wysokie
nadmiary diastereocizomeryczne uzyskiwano jedynie, gdy jednym z nich byfa chiralna
amina® Z tego powodu jedynie chiralne aminy byly do tej pory opisane, jako pomocniki

chiralne do reakcji Ugiego.

2L C. L. Kelly, K. W. M. Lawrie, P. Morgan, C. L. Willi§letrahedron Letf 200Q 41, 8001

22 a) Tempest, P., Pettus, L.; Gore, V., HulmeT€trahedron Lett 2003 44, 1947-1950 b) Bauer, S. M.,
Armstrong,W., J. Am. Chem. Sod 999 121,6355

23 Hulme, C., Morrissette, M. M., Volz, F. A., Burns, C.Tefrahedron Lett.1998 39, 1113

2 Ziegler, T., Kaisers, H. J., Schlomer, R., Koch, T&trahedron]1999 55,8391

% Kelly, C.L., Lawrie, K. W. M. Morgan, P. , Willis, C. LTetrahedron Lett.200Q 41, 8001

% a) T. Yamada, N. Motoyama, T. Taniguchi, Y. Kazuta, T. Miyazawa, S. Kuwata, K. Matsumoto, M.
Sugiura,Chem. Lett.1987, 723; b) C. Hebach, U. Kazmai€hem. Commun2003 596
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2.1.1.3. Wybrane przykfady reakcji Ugiego z nieracemicznymi aminokwasami i
iminami

Reakcg Ugiego mohna przeprowadzi rowniez z chiralnymi aminokwasami, tak
jak to przedstawiono na Schemacie 7. Reakcja Ugiego z aminokwasamiskood
klasycznej reakcji tymze w reakcji bierze udziat rownieezgsteczka alkoholu (najegciej

rozpuszczalnika), a jej produktem jest zrek 13, zawierajcy grupeaminows i estrova.”’

o)
MeOH
N o\)\ — >L N
>‘\NC + OH + NS ”Jj\:/ /%70
13 7 >d N\

98%
0]

de = 88%
Schemat 7.Reakcja Ugiego z aminokwasami

Wykorzystupc powy:szg reakcg, opracowano pomocnik chiralny o strukturze
B-aminokwasul4 do syntezya—aminoamidéwl8a-d (Schemat 85 W odré:ieniu od
aminocukrow, fragment pomocnika byt usuwany w tagodniejszych warunkach, poprzez
reakcg retro-Dielsa-Aldera, w ktérej otrzymywano zwek 16. Nastpnie po reakcji z

kwasem solnym otrzymywano optycznie czyskalkilowane amidyl7 lub aminoamidy
18.

o HN—Bn HN=Bn
Bn o. O 0O
1 i BnNC, RCHO, MeOH toluen R
NH m R ————
PN 53-97% N t. wrzenia Q / N,
HO™ Yo i Bn Bn
N
14 O "0 45 MeO
16
de>90%
HN—Bn
HCl o Pd, HCOOH HN-Bn
_— O
dioksan - R R
n H,N
17 18a: R = j-Bu,
18b: R = j-Pr
18c: R = p-CI-Ph-

18d: R = p-MeO-Ph
Schemat 8 Wykorzystanie chiralneg8-aminokwasu w reakcji Ugiego.

Zastosowanie aminokwasl4 o przeciwnej konfiguracji, umdiavito otrzymanie
przeciwnych enancjomerow zyukow 18.

2 Demharter, A., Horl, W., Herdtweck, E., Ugi, Angew. Chem. Int. EdL995 35, 173
*® Basso, A., Banfi, L., Riva, R., Guant, G.,0rg. Chem.2005 70, 2, 575
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Interesugce modiwosci, szczegOlnie w syntezie zygkow heterocyklicznych,
stwarza tréjkomponentowa reakcja Ugiego z cyklicznymi imindhw klasycznej wersji
reakcji imina tworzona jesin situ z aldehydu (lub ketonu) i aminy. Iminy mogy¢
rowniez bezpofednio wprowadzane do reakcji. Tak zwana reakcjsiedubiego jest
wariantem, w ktérej jednym z substratéw jest analog 1-pirdfinfroblemem w
przeprowadzeniu tego typu reakcji jest nietrwatdspirolin prowadaca do wielu reakgc;ji
ubocznych (np. trimeryzacji). Dlategozt@ochodne te, otrzymywane g odpowiedniej
dihydropiroliny i bez wydzielania yiavane do reakcji Ugiego. Pochodne 1-piroliny maz
otrzyma: poprzez eliminagj chlorowodoru z N-chloro-dihydropirolif§ lub poprzez
bezpogtednie utlenianie dihydropiroliny. Synteza glikomimetykéw o strukturze
pirolidyny z chiralnej nieracemicznej imirR0ab jest przykladem diastereoselektywnego

wariantu reakcji tego typu (Schemat %).

PGO,  OPG PGO, ,0PG PGO_  OPG
SRR st ¢
Vs Y
N THF N
cl

N
20a:erytro 20b:treo
19a:erytro R'CO,H
19b:treo Rchz
MeOH

PGO,  ,OPG

PGQ, OPG
" “R =
N ’\g N g R
R! o)\w

A

0]

21 22
de>98% dr.:1:1

Schemat 9.Reakcja Ugiego z chiralnymi iminami

W przypadku zastosowania sterecizomeru er@@a, produkt reakcj2l otrzymany byt z
wysokim nadmiarem diastereoizomerycznym (de>98%). W przypadku zastosowania
izomeru treo nie obserwowano indukcji asymetryczne] agzaii 23 otrzymano jako
rownomolovwg mieszaning diastereoizomerow. Autorzy niestety nie wyjii

zaobserwowanego fenomenu.

29 Koopmanschap, G., Ruijter, Orru, R. V. Bgilstein J. Org. Chem2014 10,544

% Bowers, M. M.; Carroll, P_; Joullié, M. M. Chem. Soc., Perkin Trans1989,857

1 Ngouansavanh, T., Zhu, Angew. Chem. Int. E@007, 46, 5775

% Chapman, T. M., Davies, I. G., Gu, B., Block, T. M., Scopes, D. I. C., Hay, P. A., Courtney, S. M.,
McNeill, L. A., Schofield, C. J., Davis, B. GI, Am. Chem. So2005 127, 506
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2.1.2. Reakcja Ugiego z ekwiwalentem amoniaku

Zastosowanie pierwszamowych amin w reakcji Ugiego prowadzi do otrzymania
odpowiednioN-alkilowanych amidoamidéw (Schemat 1, R= alkil, aryl). Nie zawsze
jednak grupa alkilowa przy atomie azotu jest plara w produkcie. Teoretycznie,
stosupc amoniak zamiast aminy pierwszetpwej powinno by modiwe otrzymanie
produktu reakcji Ugiego bez grupy alkilowej przyazaniu amidowym (Schemat 12R
H).

0O R!

H
R3JJ\N)\[(N‘R2

R OR4O 24a: R*=Me

1 1
+RICHO  p4q, o R 24b: R*=i-Pr
+ R3COOH H

O 0O R

) H
23a: R® = Ph; R' = i-Pr;
R3JJ\N)ﬁ(N\R2

R2 = CH,CO,Me
23b:R®=Ph;R'=tBu;, R g ©
R? = CH,CO,Me

Schemat 10Reakcja Ugiego z amoniakiem
W praktyce, zastosowanie amoniakwx@ st z szeregiem niedogodrms Hebach

przeprowadzit szczegétowe badania dotyezprzebiegu tej reakcji, w ktorych wykazad, z

problemy te wynikaj z reaktywnoéi imin utworzonych z cgsteczki amoniaku i aldehydu.

Prowadzi to do tworzenia produktéw ubocznych, a oczekiwany produkt reakcji twerzy si

z niskimi wydajnogiami®*>*3*W standardowych warunkach, w reakcji zasamoniovy

kwasu benzoesowego, aldehydem izopropylowym, oraz izocyjanooctanem metylu,

standardowy produkt reakcji UgieggBa tworzy st z wydajno€ia 5%, podczas gdy

gtbwnym produktem reakcji jest zgaek 24a (33% wyd.). Zwizek 24a moze sk tworzye

z powodu relatywnie wysokiej nukleofilowo$ metanolu. Okazuje sijednak, ze

zastosowanie mniej nukleofilowegop2epanolu prowadzi do powstawania analogicznego

produktu24b. Dopiero zastosowanie 2,2,2-trifluoroetanolu (TFE) ulmolo otrzymanie

produktu 23a z wydajnécia 45%3* Reaktywnosétworzacej sk w reakcji z amoniakiem

iminy moz by zredukowana poprzez zastosowanie sterycznie rom@argggo aldehydu

(Schemat 10, R=1t-Bu), co prowadzi do klasycznego produl®b z wydajnogia >50%.

W tym przypadku nie jest konieczne stosowanie TFE. W dalszych badaniach okazato si

% Thompson, M.J., Chen, B, Org. Chem 2009 74, 7084
% Kazmaier, U.; Hebach, Gynlett2003 1591
% pick, R.; Bauer, M.; Kazmaier, U.; Hebach,Synlett2005 757
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ze przy zwgkszonej proporcji molowej substratdbw wedém izocyjanku, powstaje
produkt széciokomponentowej reakcji 25

Pomimo przedstawionych powgj przyktadéw, reakcja Ugiego z yroiem
amoniaku pozostaje problematyczna, przez co nie ma charakteru uniwersalnego. Z tego
powodu opracowano szereg metod z zastosowaniem aminy piergtkroeg posiadajce]
grupe zabezpieczafa, ktéra moz by usungta z finalnego produktu. M@z wiec ona
stanowk formalny ,,ekwiwalent amoniaku” w reakcji Ugiego (Sanat 11).

1 1 O R
NH, TR SHO JCJ)\ Y odb. 1L H
PG +R°NC - R3 N)\H/N\Rz - R3 N N\Rz
+ R3COOH . -PG H
PG O 0

Schemat 11Zastosowanie labilnych grup zabezpiegeggh jako ekwiwalent amoniaku

Do tego celu najegciej uzywane g pochodne benzyloaminy takie jak: 4-
metoksybenzyloamina (PMBA) oraz 2,4-dimetoksybenzyloamina (DMBA). W przypadku
tych amin, wprowadzone do peptydu grupy 4-metoksybenzylowa oraz 2,4-
dimetoksybenzylowa magby¢ usungte z wykorzystaniem kwasu trifluorooctowego
(TFA)_36,37,38,39

Dobrym przyktadem takiej strategii jest synteza inhibitora proteasomu — MG-132
(28) (Schemat 12). W tym przykitadzie, w reakcji Ugiego otrzymano diastereoizomery
Zwigzku tripeptydu26 (d.r.: 1:1), z wiazaniem amidowym zabezpieczonego gr4-
dimetoksybenzylow. Po rozdzieleniu sterecizomeréw zwék 26 odbezpieczono za
pomocg kwasu trifluorooctowego, otrzymag czyste optycznie stereoizomety z bardzo
dobrymi wydajnogiami (>90%). Otrzymane w ten sposob zyki zostaty naspnie
przeksztalcone w stereoizomery amku MG-132 £8).3° Opracowana metoda umosita
otrzymanie wszystkich o8iu stereoizomerdéw, ktére nie zostaly wazej otrzymane z
uwagi na wieloetapowsyntez klasycznymi metodami spggania. Badania nad wptywem
budowy przestrzennej tych zwzkéw na aktywnosdwzgledem proteasomu wykazatye
dotychczas opisywany stereoizomer MG-132 nie byt najbardziej aktywnym inhibitorem

proteasomu spodd otrzymanych sterecizomerow.

% Mroczkiewicz, M.; Winkler, K.; Nowis, D.; Placha, G.; Golab, J.; Ostaszewski, Rled. Chem.201Q

53, 1509

% Costa, S. P. G.; Maia, H. L. S.; Pereira-Lima, S. M. MOAg. Biomol. Chem2003 1, 1475

% Sheehan, S. M.; Masters, J. J.; Wiley, M. R.; Young, S. C.; Liebeschuetz, J. W.; Jones, S. D.; Murray, C.
W.; Franciskovich, J. B.; Engel, D. B.; Weber, W. W.; Marimuthu, J.; Kyle, J. A.; Smallwood, J. K.; Farmen,
M. W.; Simth, G. FBioorg. Med. Chem. Let2003 13, 2255
% Thompson, M. J.; Chen, Betrahedron Lett.2008 49, 5324
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Schemat 12Wykorzystanie 2,4-dimetoksybenzyloaminy w reakcji Ugiego do syntezy wszystkich
diastereoizomerow MG-132

2-Nitrobenzyloamin® oraz 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzyloamfthéyty réwnie: z
powodzeniem zastosowane do syntezy analogow peptydow w reakcji Ugiego. Fragmenty

tych amin mog by¢ usuwane z finalnego peptydomimetyku fotochemicznie.

Podsumowujc, przedstawiona metodologia jest skutecznym coiem do
otrzymywania analogbéw peptyddw i jest mniej problematyczna od reakcjiyziem
amoniaku. Ponadto, reakcpusunecia fragmentu pochodzego od aminy ¢xsto mohna
przeprowadzi wedtug procedury qne-pot z zadowalajcymi wydajnociami

sumarycznymr®
2.1.3. Reakcja Ugiego z izocyjankiem modyfikowalnym

Kolejng z metod rozszerzenia mowosci reakcji multikomponentowych jest
zastosowanie koncepcji zwanej: ,drugedpwa modyfikach produktéw” reakcji Ugiegd?
Znakomitym przykitadem wykorzystania tej strategii jest zastosowanie tzw. ,izocyjanku
modyfikowalnego” (angconvertible isocyanide ktory moz by transformowany w inne
grupy funkcyjne w finalnym produkcie. Najszerzej stosowany w tym celu jest izocyjanek
cykloheksylidenowy %Z9), ktory moz by otrzymany cykloheksanonu w trzyetapowej
syntezie?® Stosujc ten izocyjanek, otrzymujecsilipeptyd30 posiadajcy grupeamidows
potaczonagz piekcieniem cykloheksylidenowym. W zaleosci od dodatku odpowiedniego

nukleofila, grupete moza transformowa z uzyciem kwasow w kierunku rdwch grup

“0Sung, K., Chen, F-L, Huang, P-Gynlett 2006 2667

“l Bayer, T.; Riemer, C.; Kessler, Bl.Pept. Sci.2001, 7, 250

“2Domling, A., Wang, W., Wang, KGhem. Rev2012 112,3083

43 Maison, W., Schlemminger, I., Westerhoff, O., MartensBidorg. Med. Chem200Q 8, 1343
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cyklicznych i acyklicznych (Schemat 1%)W celu otrzymania kwaséw karboksylowych

31la, grug cykloheksylidenow usuwa sj stosujc wodny roztwoér kwasu solnego.

2 L otmxen
X + X =NHy,
R® "N 31c: X =OR*

R2 O 31d:X=SR®

Nu
o R ; » R /
NC +R'CHO I 1 A R R R
+ R2NH2 E— R3 N)\”/ —_— @NF [0) | \ R1
+ R3COOH RZ O R1J\K< R———R N
O

Rs

34 k2 32
29 30
L%{\\ Q R?
R3= @ N
NH, (W
N
H O

33
Schemat 13Zastosowanie modyfikowalnego izocyjanku do syntezy peptydomimetykow, piroli i benzodiazepin
Prowadzenie tej reakcji Wwrodowisku bezwodnym (np. kwas trifluorooctowy w THF)
prowadzi do otrzymania peptydomimetyldib, z grupa amidows. Natomiast dodatek
alkoholi do srodowiska reakcji umdiwia otrzymanie zwgzkOw 31c z grupami estrowymi
(MeO-, t-BuO-, EtO-). Stosuar izocyjanek cyklohesylidenowy moa rownie otrzyma
tioestry 31d(Schemat 13).

Mozliwo$¢ prostego odbezpieczania grupy cykloheksylidenovesitata réwnie
wykorzystana do przeprowadzenia reakcji Ugiego na fazie statgjvica z
immobilizowanym izocyjankien29, zostata wta w reakcji co prowadzito do powstania
peptydow na powierzchni fazy statej. Po mechanicznym oddzieleniu fazy statej od
mieszaniny reakcyjnej, otrzymane awki zostalty naspnie odhczone odzywicy przy
uzyciu TFA®

Izocjanek 29 byt tez zastosowany do syntezy zwkow heterocyklicznych.
Przeprowadzajc reakcg usunecia grupy cykloheksylidenowej w obedcwo dipolarofila
34 otrzymano zwgzek 32 o budowie pirolu (Schemat 13). W innym przyktadzie
izocyjanek 29 zostat zastosowany wraz z kwasem 2-aminobenzoesowym jako substraty do
reakcji Ugiego. Usumrcie  grupy  cykloheksylidenowej prowadzito  do
wewndrzczsteczkowej cyklizacji, w wyniku ktérej tworzyla esi odpowiednia

benzodiazepina 3%.

“ Keating, T.A., Armstrong, R.WJ. Am. Chem. Socl995 118,2574
* Hulme, C., Ma, L., Cherrier, M-P., Romano, J.J., Morton, G., Duquenne, C., Salvino, J., Labaudiniere, R.,
TetrahedroMAsymm.200Q 41, 1883
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2.1.4. Katalityczne warianty reakcji Ugiego

W ostatnich latach opisano wariant tréjkomponentowych reakcji Ugiego. W
wariancie tym, zamiast kwasu karboksylowego zastosowano kwasy Brgnstdgiee be
katalizatorami tej reakcji. Przyktadem takiej reakcji jest trojkomponentowa kondensacja
aldehydu, aminy oraz izocyjanku prowada do otrzymaniai-aminoamidéw35 (Schemat
14). Najlepszym katalizatorem tej reakcji okazat kiwas fenylofosfinowy® Autorzy
udowodnili,ze ten wariant reakcji ma charakter uniwersalny i m@ogo przeprowad&idla

szeregu aldehyddw, amin oraz izocyjankéw, zaréwno z podstawnikami aromatycznymi jak

OMe
NH; toluen, 80 °C Q/
Ph._O . + . tBu HN
CN PhPHO,H 10%;y Ph)}(NK
95% o
35

.

MeO
& H,0
OMe /@/ OMe oMe
| WO e [ oy
N HX HN
P T PO
Ph SN N
36 X A Ph™ \K
4\ OH

37 38

i alifatycznymi.

Schemat 14 Katalityczna reakcja Ugiego

Kolejne modyfikacje tej reakcji polegaly na zastosowaniu innych katalizatorow.
Kwas borowy katalizowat podobngeakcg dla aldehydow i amin aromatycznych w
wodzie?” W przypadku tréjkomponentowej reakcji 6-aminofenolu z izocyjankiem i
aldehydem, mdiwe jest uycie chlorku cynku lub sulfononowanej celulozy jako
katalizatorow?®4°

W katalitycznych reakcjach typu Ugiego bardzo istotna w przebiegu reakcji jest
rola wody. Podobnie jak w klasycznej reakcji, w wariancie trojkomponentowym rdwnie
tworzy sk imina 36 z wydzieleniem cgteczki wody. W czterokomponentowej reakcji
Ugiego, woda byla produktem ubocznym a kwas karboksylowy petnit mokleofila.
Natomiast w omawianym wariancie Kkatalitycznym, kwas jest katalizatorem ¢a rol

nukleofila petni casteczka wody, ktora ulega addycji deadduktu37 (Schemat 14). W

“pan, S. C., List, BAngew. Chem. Int. EQ2008 47, 3622

4" Kumar, A., Saxena, D., Kumar-Gupta, RSC Adv.2013 3, 410

“8 Shaabani, A., Keshipour, S., Shaabani, S., MahyariT&trahedron Lett2012 53, 1641
9 Mofakham, H., Hezarkhani, Z., Shaabani, A.Mol. Catal. A2012, 360, 26
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tym wypadku w mechanizmie reakcji nie wysiije przegrupowanie Mumma a etapem
nieodwracalnym jest tautomeryzacjagaania amidowego w zwiku 3.

2.1.5. Podsumowanie rozdziatu

W rozdziale 2 przedstawiono multikomponentoweakcg Ugiego i wybrane
przyktady jej zastosowania do syntezy peptydomimetykdéw. W rozdziale pokazano,
reakcja Ugiego jest dogodnym nedziem w konstruowaniu szkieletow zawie@jch
wigzania amidowe. JednocGree przedstawiono gtdwne ograniczenie tej reakcji
polegajce na braku stereoselektywibdsPrzedstawiono przyktady diastereoselektywnych
wariantow reakcji Ugiego, w tym reakcje z chiralnymi aminami. Pomiraoy reakcjach
tych otrzymywano peptydomimetyki z dobrymi nadmiarami diastereoizomerycznymi, nie
byly one wykorzystane do syntezy nieracemicznych peptydomimetykdéw z pojedynczym

centrum stereogenicznym.

Przedstawiono mdizvosci modyfikowania produktéw reakcji Ugiego, co
umoZiwia syntez nowych zwgzkOw, o zrohicowanej budowie bez konieczmbs
stosowania wieloetapowej syntezy. Opisano rOownieybrane modyfikacje klasycznej
reakcji Ugiego, ktére rozszeraanoAdiwosci jej aplikacji w syntezie organicznej.

Przytoczone maiwosci wykorzystania reakcji Ugiego uzasadgiaivybor tej
reakcji do syntezy nowych zgdkow biologicznie aktywnych. ROwnocgee pokazano
koniecznos¢opracowania nowych metod prowadgch do otrzymania nieracemicznych

peptydomimetykow.
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3. Enzymy, jako naturalne katalizatory , nienaturalnych” reakcji

Procesy katalityczne to jedne z najbardziej efektywnych proceséw stosowanych w
przemyle. Optymalny katalizator powinien cechawai¢: wysoka wydajnogcia, niska
cengoraz selektywnagig. Wskazane jest dodatkowo aby katalizator byt bioaégwalny
oraz kompatybilny ze&rodowiskiem wodnym. Wszystkie te wymagania, mapeiné
katalizatory wystpujace naturalnie - enzymy.

Enzymy g to struktury biatkowe, ktére m@jzdolnosé przyspieszania reakcji
chemicznych. Wystepajone w kadym zywym organizmie, stergjprocesamgyciowymi
i umodiwiajg prawidiowe funkcjonowanie komorki. Izolacja enzymaéav komorek
sprawita, ze stuzaone od wielu dekad jako naturalne katalizatory cgathemicznych.
Co wane, biokatalizatory g czsto rownie efektywne wsrodowisku wodnym jak
i w rozpuszczalnikach organicznych. Rosmgznaczenie enzymoOw syntezie organicznej
zwigzane jest giébwnie z ich wysolgelektywndcig. Jako katalizatory homochiralneg s
one czsto uywane do syntezy zwikow o wysokiej czystad optycznef’>*Niewatpliwa
zalety biokatalizatoréw jest rownieich chemoselektywnogéco ogranicza powstawanie
produktéw ubocznych. Enzymyastez na ogét efektywne w tagodnych warunkach
temperatury i @nienia®® Obecnie, dziki technikom modyfikacji enzyméw (np. poprzez
mutacje) znacznie rozszerzagic modiwosci ich stosowania w syntezie organicznej.
Biokataliza mog by zastosowana do catego spektrum reakcji, roaviyeh, z pozoru

nienaturalnych reakcji jak redukcjaazei podwéjnychi® czy reakcji Dielsa-Aldera’

3.1. Enzymy jako katalizatory do rozdziatu kinetycznego enancjomeréw

Jak wspomniano wcgeiej, enzymy g katalizatorami stereoselektywnymi, a co za
tym idzie z rOha predkoscig katalizup reakcg z poszczegodlnymi stereocizomerami
substratu. € cecke enzymow szeroko wykorzystuje esido rozdziatu kinetycznego
enancjomerédw w mieszaninie racemicznejang. Kkinetic resolution, KR).
Enancjoselektywnoséenzymow wynika z raicy w energii aktywacji powstawania

kompleksu enzym-enancjomer A- [EAJraz enzym-enancjomer B — [EBRycina 1), co

*0 Faber, K., "Biotransformations in Organic Chemistry", Springer-Verlag, B&gip¢
*1 Bornscheuer, U., T., Kazlauskas, R. J., “Hydrolases in Organic Synthesis: Stereoselective
Biotransformations” Wiley VCH, Weinhein2006.
*2H. Drauz, M. Waldman, “Enzyme Catalysis In Organic Synthesis” Wiley-VCH, Weinl2€6a?,
**Yanto, Y., Winkler, C. K., Lohr, S., Hall, M., Faber, K., Dommarius, ACBg. Lett.,2011, 13, 2540
** Kim, H. J., Ruszczycky, M. W., Choi, S-H., Liu, Y-N., Liu, H-WWature,2011,473,109
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w konsekwencji prowadzi do rdicy w szybkogi tworzenia sj enancjomeréw produktu
P. i P.. Im wieksza jest romica w energii aktywacjinG,” i AGy", tym wicksza jest
enancjoselektywnos@&nzymu E, okrdana jako stosunek gutkosci reakcji zwiazku A i B
(odpowiedniova orazvg). Teoretycznie, jubardzo mata wartosAAG = 4.5 kcal/mol
moze prowadzi do powstawania jednego z enancjomerow P w formtgcapie czystej
(ee>99%)Y°

[EA] — E+P, AG

A+B

[EB] ——— E+ Py

AG}- AG; = AAG” = -RTInYA = _RTInE
VB

Rycina 1.Rozktad energii dla enancjoselektywnej reakcji enzymatycznej t. E - enzym; A ,B - enancjomeryczne

substraty, PP, - enancjomeryczne produkiy, . predkos¢ powstawania produktu; R . predkosé powstawania produktu
P2,

Istotnym ograniczeniem kinetycznych rozdziatow jest wydajn&sdéra nie moe
przekroczy¢ 50%. Istnieje jednak modyfikacja enzymatycznego KiRktérej podczas
reakcji, dochodzi do racemizacji substratéw.dRztemu, transformowany enancjomer jest
stale odtwarzany poprzez racemizadrugiego z nich (np. poprzez zastosowanie metali
przegciowych). Metoda ta, nazywana dynamicznym rozdziakemetycznym teoretycznie
pozwala na uzyskanie optycznie czystego produktu z wydzijna90%> Aby jednak
dynamiczny rozdziat byt efektywny, musi dgpetniony szereg warunkéw zganych

Z procesem racemizacji, ktore czasem mst@nowé ograniczenie tej metody.

3.2. Zastosowanie enzymatycznego rozdzialu kinetycznego w syntezie

chiralnych amin pierwszorzedowych

Jak pokazano w sekcji (2.1.1) chiralne, pierwszdozve aminy § szeroko
wykorzystywane w diastereoselektywnym wariancie reakcji Ugiego. Oprocz tego, s

niezwykle przydatnymi blokami budulcowymi oraz iwmgmi zwigzkami pogednimi

*°3) Reetz, M.T., Schimossek K., Chimia, 1996, 50, 668P&tzold, J., Backvall, J. E. Am. Chem.
So0c.2005 127, 17620
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w syntezie pochodnych amin, ktére bardzesta posiadaj silng aktywnosé biologiczna

(np. muskaryna lub tzw. ,serum prawdy” — skopolamina). 8abkcznych metod syntezy
chiralnych amin, bardzo waa czes¢ zajmup metody enzymatyczrm8. Wiréd metod
enzymatycznych, wyr@di¢ moma trzy gtdwne podégia syntetyczne poleggje na:
enzymatycznej hydrolizie amidow, amidowaniu estrow (katalizowane przez hydrolazy)

oraz poprzez reakgputleniania amin (katalizowarprzez transaminazy).
3.2.1. Rozdziat kinetyczny racemicznych amin z wykorzystaniem hydrolaz

W przypadku hydrolizy amidéw, naturalnymi enzymami katalieyni t¢ reakcg
sa amidazy (EC 3.5.1.4.). Jednak to lipazy (EC 3.},1z3racji swojej dospnosi, §
najczsciej wykorzystywane do rozdziatu kinetycznego amidéwreakcji hydrolizy.
Przyktadem takiego rozdziatu jest opracowana przezefiBayer metoda hydrolizy
racemicznego amid@9, prowadzaca do optycznie czystej-(4-chlorofenylo)etyloaminy
(40). Reakaj te katalizowata lipaza z &hdida antarctica (CAL-B) (Schemat 15).

0 /ji
/JLNH CAL-B NH . NH;
—_—
/J[:::]//L\\ bufor 8.0, 7 dni /J[:::]//l\\ //[::::[/ﬁ\\
ol Cl cl
rac-39 ent-39 40

43%, ee>99%
Schemat 15Enzymatyczny rozdziat kinetyczny przez hydrelamidow
Lipaza zCandida antarctica mag by réwniez wykorzystana w reakcji acylowania
amin (Schemat 16). CAL-B katalizuje acylowanie wielu amin wykorzystupne donory
grupy acylowej. Jednym z nich mezby octan etylu, ktory zastosowano podczas
enzymatycznego rozdziatu kinetycznego pochodnych fenylopropargilogiffimraz amin
o strukturze42 (Schemat 16}° Rozdziat kinetyczny racemicznych amac-41 zachodzit
z bardzo dobr konwersy (48-49%), prowadic do otrzymania optycznie czystego amidu
43. Nieprzeragowanamingent-41, z dobrymi nadmiarami enancjomerycznymi (ee>88%)
odzyskiwano z mieszaniny reakcyjnej. W przypadkugziwdw selenoorgnicznych, w

reakcji enzymatycznej tworzyt ienancjomerycznie czysty amidlt przy konwersji na

*6 Monografia na temat chiralnych amin: Nugent, T.C., “Chiral amine synthesis”, Wiley VCH, Weinheim,.
2010

>’ Smidt, H., Fischer, A., Fischer, P., Schmid, R.D., Stelzer} 296 Patent DE:19507217

8 Messina, F., Botta, M., Corelli, F., Schneider, M.P., and Fazib, Btg. Chem1,999 64,3767

%9 Andrade, L.H. and Silva, A.Vletrahedron: Asymm2008 19, 1175
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poziomie 18-29%. Amid ten nagginie chemicznie hydrolizowano, otrzymajchiralne,
nieracemicznej aminy.

CAL-B X X
R2|_ h 1 2.1 1 + R2_' .
SR EtoAc AR AR
NH, NHAc NH,
rac-41:R"=C,H; R?=H,Alk.  43:R'=C,H; R®=H,Ak. ent-41: R'=C,H; R2=H, Ak
rac-42: R' = Me, R? = -SeFt 44: R' = Me, R? = -SeEt ee=88-97%
ee>99% ent-42;: R' = Me, R? = -SeEt

Schemat 16 Reakcja acylowania amin z wykorzystaniem lipafiendida antarctica
Innymi donorami grupy acylowej stosowanymi w rozdziatach kinetycznych amin
pierwszorzdowych byly estry kwasu metoksyoctowego. Ester teykorzystata firma
BASF do opracowania o0golnej (ponad 25 przyktadow amin alifatycznych

I aromatycznych) metody syntezy chiralnych, nieracemicznych amin pierwdnorgch
45 za pomog EKR (Schemat 17°

0
N HNJ\/OMe

NH; CAL-B 1 :
+ N
R"ORZ  MeOCH,COOX R" "R? R "R?
rac-45 (S)-45 (R)-46 ee>99%
NaOH
NH, NH, H.0O
NH,
NH> R1/\R2
45 ©)\ )W (R)-45 ee>99%
NH,
45c: OO 45f: )\/ OBn

Schemat 17 Rozdziat kinetyczny zayciem estréw kwasu metoksyoctowego

Wykorzystanie metoksyoctanu izopropylu (Schemat 17, X — 2-propyl) ogranicza
spontaniczng (nieenzymatyczrja reakcg amidowania, prowadea do racemicznego
produktu. Uzyskanegtmetodaaminy charakteryzowatly siwysoka czystogia optyczng

Firma BASF wykorzystuje tak opracowamgetod¢do syntezy chiralnych amin w skali

% Breuer, M., Ditrich, K., Habicher, T., Hauer, B., Kesseler, M., Sturmer, R., Zelinskigew. Chem., Int
Ed.2004 43, 788
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3000 ton/rok. Dodatkowa efektywfto uzyskana byta dgki racemizacji drugiego
z enancjomerdow i jego ponownemu wykorzystaniu. Ceceji metoda daje dagt do
obydwu enancjomerow aminy, ponieivaeakcja hydrolizy amidu4d6 zachodzi bez
racemizacji aminy. Oprocz metoksyoctanu izopropylu, do reakcji stosowany byt #gownie

tanszy metoksyoctan metylu (Schemat 17, X = ffe).

Opisane powsej przyktady pokazuaj ze wykorzystanie hydrolaz w syntezie
chiralnych, nieracemicznych amin jest metoogrdzo efektyws i mozna p stosowa
w skali przemystowej. Wplyw na to ma dgshos¢ enzymow (Novozym 435) oraz
donorow grupy acylowej (np. octan etylu). Niekiedy jednak, reakcja spontanicznego,
nieenzymatycznego amidowania estrow, konkuruje z rgadcgymatyczng co obnia
czystos¢ optyczna produktu. W wielu przypadkach, konieczny jestcavikazdorazowy
dobdr odpowiedniego donora grupy acylowej oraz odpowiednich warunkéw reakcji.
Metody niezawarte z niniejszym rozdziale zostaly kompleksowo przedstawione

w przeghdzie [60].

3.2.2. Rozdziat kinetyczny racemicznych amin z wykorzystaniem

transaminaz

Do rozdziatu kinetycznego amin pierwszgitpwych mohna rownie zastosowa
transaminazy (grupa aminotransferaz EC 2.6.1.X) — enzymy kaiakzyjrzeniesienie
grupy aminowej na zwizek karbonylowy? Enzymy te wymagajzastowania kofaktora —
fosforanu 5’-pirydoksalu (PMP).

Opisano dwa podsgia syntezy chiralnych amin z wykorzystaniem transami
rozdziat kinetyczny oraz stereoselektyweyntez amin (Schemat 18). W pierwszym
podefciu, uzwajagc mieszaniny racemicznej aming, przeprowadza ei selektywnie
jeden z enancjomeréw aminy w awgk karbonylowyD, natomiast drugi enancjomer
aminy pozostaje nieprzereagowany. Drugie paiejumoliwia stereoselektywnsyntez
amin. Z prochiralnego zwiku karbonylowegoA, otrzymywana jest czysta optycznie
aminaB, za& aminaC petni w tym podejciu role donora grupy aminowej. W przypadku
rozdziatu kinetycznego wygtuje ograniczenie zwtane z maksymalnavydajnocia
reakcji, natomiast przy stereoselektywnej syntezie amin, problemem logozé6wnowaga

chemiczna przesugtia w kierunku ketonu A

¢ |smail, H., Lau, R. M., Rantwijk van, F., Sheldon, RAdy. Synth. Catal2008 350,1511
62 Koszelewski, D., Tauber, K., Faber, K., Kroutil, Wrends in Biotech2010,28,324

22



synteza stereoselektywna

a) Rozdzial kinetyczny:

0 .
transaminaza
2JJ\ 1 > 2J\ 1
R R R R enzym
rac-C —> ent-C+B+D
A B A

PMP PLP
b) Synteza stereoselektywna:
Q N2 enzym
R3JLR4 R3J\R4 A c—y> ent-B + D
D rozdzial kinetyczny c

Schemat 18 Wykorzystanie transaminaz do syntezy chiralnych amin: a) Rozdziat kinetycznyzekwarbonylowy
jako reagent, b) Synteza stereoselektywna -gzaki karbonylowy jako prochiralny substrat. PMP — fosforan
5'pirydoksalu, PLP — pirydoksaloamina

Przyktadem zastosowania tych enzymdéw w rozdziale kinetycznym amin
pierwszorzdowych jest reakcja opracowana przez §irGalgene® Wykorzystano w niej
aldehyd propionowy jako akceptor grupy aminowd}).( W reakcji powstawata
propyloamina B), zwigzek karbonylowy D) oraz nieprzereagowany enancjomer aminy
(C). Ograniczeniem tej metody jest konieczna&stosowaniarodowiska wodnego, co w

przypadku hydrofobowych substratéw stwarza konieczawdékszenia ohjtosci reakcji.

W celu zwekszenia efektywnad rozdzialu kinetycznego z zastosowaniem
transaminaz, stosujecssystem przesuwagy rownowag reakcji w kierunku tworzenia i
enancjomerycznie czystej aminy. Podczas tych reakcji jeden z produktow reakcji (amina
lub keton) jest usuwany z reakcji. Na Schemacie 19 przedstawiono dwa przykfady takich
systemow uytych w reakcji z porogronianem, ktory jeststo stosowanym akceptorem
grupy aminowef?

W pierwszym z tych systemOw polega na odtwarzaniu pirogroniardgcdgo
akceptorem grupy aminowej z twaie] St alaniny. Stosuje siw tym celu proces
enzymatyczny, w ktdrym stosujeesim. in. a-transaminazy. (Schemat 19A). Dodatkow
zalefy tego systemu jest mibnwos¢ stosowania katalitycznych ilok pirogronianu, dziki

czemu unika si inhibicji transaminazy przez ten zwk.%

W drugim z przedstawianych systeméw, w celu przesimirOwnowagi usuwano
powstapcy keton. Ketony utworzone z lotnych amin, np. 2ytnaminy, mog by¢
usuwane poprzez odparowafitaV przypadku mniej lotnych ketonéw, stosuije Isardziej

ztozony ukiad, polegary na enzymatycznej redukcji powstatego ketonu dahallu

% Matcham, G.W., Bowen, A.R.€him. Oggi, 1996 14, 20
® Cho, B.K., Cho, H.J., Park, S.H., Yun, H., Kim, B.Bigtechnol. Bioeng2003 81, 783
5 Yun, H., Cho, B. K., Kim, B.GBiotechnol. Bioeng2004 87,772
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(Schemat 19B). Do tego celu wykorzystano dehydrogeafkoholowg (ADH). System
ten komplikuje faktze konieczne jest odtwarzanie ywanego podczas redukcji NADPH.
Wymaga to dodatkowej reakcji enzymatycznej w ktorej glukoza utleniana jest do kwasu

glukonowego w reakgji katalizowanej dehydrogenginikozy®®

o-transaminaza NH2

¥ RZ "R!
/ \ NADPH Glukoza
NH, ADH %P
)J\H/OH )\H/OH NADP+ Kwas glukonowy

progronian alanina J\

g N e

R “COOH  a-transaminaza COOH

NH2
R1

R2

Schemat 19 Systemy przesuwagge réwnowag w reakcjach transaminaz. A: usuwaniegku karbonylowego, B:

Odtwarzanie pirogronianu
Dzigcki przedstawionym powsej systemom wykorzystagym transaminazy
otrzymano wiele istotnych w przerlg farmaceutycznym amin w formie optycznie
czystej. W niniejszym rozdziale przedstawiono jedynie wybrane przyktadiciauz
transaminaz. Dw liczba metod z ich wykorzystaniem zostaty szcamgotzestawione w
artykule przegldowym [67].

3.3. Metody chemoenzymatyczne wykorzystujce reakcj Ugiego

W sekcji 1.1. opisano reakcjUgiego jako wygodne nagdzie w syntezie
peptydomimetykdéw. Paktzenie tej reakcji z metodami biokatalitycznymi padav na
wykorzystanie zalet obydwu metod, szczegolnie w syntezie nieracemicznykawi

Przyktadem wykorzystania lipaz w kombinacji z reakidjgiego jest enzymatyczna
desymetryzacja bezwodnikow glutarowych, ktore bemmsio wprowadzane byly do
reakcji Ugiego (Schemat 20). W wyniku monoestryfikacji enzymatycznej bezwodiika
otrzymywano monokwasy48 z nadmiarami enancjomerycznymi ee=63-88%, ktore
nastpnie zastosowane byty w reakcji Ugiego. Opracowastoda byta wykorzystana do

syntezy szeregu nieracemicznych peptydomimetykéw 49 (Schem@t 20).

®yun, H., Yang, Y. H., Cho, B. K., Hwang, B., Y., Kim, B.Biotechnol. Lett2003 25, 809
®” Simon, R.C., Richter, N., Busto, E., Kroutil, WACS Catal2014 4, 129
% Ostazewski, R.; Portlock, D. E.; Fryszkowska, A.; Jeziorsk@ue Appl. Chen2003 75, 413
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R R R!

Novozym 435 o o R2CHO o o R R
EtOH, i-PrOH o on  RONCRNH2 N}ﬁrNH
0”00 K N R O
47 48 49
€e=64-80% dr.1:1

Schemat 20 Asymetryczna monoestryfikacja bezwodnikéw z wykorzystaniem lipazy oragpoaatreakcja Ugiego

Interesujcym przyktadem takiej strategii jest opracowana prf&ru synteza
telapreviru 63), inhibitora proteazy wirusaéttaczki typu C° Autorzy wykorzystali
enzymatycznagmetode syntezy pirolin51 z uxciem monoaminooksydazy &spergilus
niger (MAO-N) opracowanawczeniej przez Nicholasa Turnera ( Schemat 2Horma
mezo aminys50 byta utleniana z wykorzystaniem kofaktora FAD przez transformowane
komorki Aspergillus niger Otrzymana cykliczna imin®d1 zostata nagpnie uxyta w
reakcji Ugiego z kwasem karboksylowym oraz izocyjankiem.¢kdzzastosowaniu
specjalnie przygotowanego kwasu oraz izocyjanku byto lmwezotrzymanie 4§ metod

Telapreviru z ogdlngvydajnogcia wszystkich etapow 45%.

MAO N _RICOOH _ 5° 0
H Hey —=, HN
RNG N-g2 HN._O ~/
o) N
mezo-50 FADHZ 51 RV&O H)K[ j
% / 52 ”

dr.>10:1
H20; ©: ee>93%

Schemat 21 Strategia chemoenzymatycznej syntezy Telapreviru z wykorzystaniem reakcji Ugiego.

Telaprevir (63)

3.4. Promiskuityzm enzymatyczny

Podstaw klasyfikacji enzymow pod wzgtlem ich funkcji (liazy, hydrolazy) jest
zatozenie, ze dany rodzaj enzymow katalizuje jeden rodzaj réakcpp. hydrolazy $
enzymami katalizujcymi hydroliz, oksydazy katalizgj reakcje utleniania etc.
Rzeczywsicie, enzymy w olbie jednej rodziny wykazugj znacace podobiéstwa w

budowie centrum aktywnego (np. triada katalityczna w hydrolazach). Sugeruje to,

% Znabet, A., Ruijter, E., Kanter de, F.J.J., Kohler, V., Helliwell, M., Turner, N. J., Orru, RAhdew.
Chem. Int. Ed.201Q 49, 5289

OKobhler, V., Bailey, K.R., Znabet, A., Raftery, J., Manaleine, H., Turner, Anjew. Chem. Int. E®201Q
122,228
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wyewoluowaly one w kierunku konkretnej aktywéicow komérce’ Okazuje si jednak,
ze wiele enzymoéw posiada zdolnok@talizowania reakcji znacznie mjch od tych

katalizowanych naturalni&.

(0] OH R
_enzym _ PN
)S( tiamina )\(\2" ~0 +CO
(0]
PhCHO
(0]
OH

54

produkt nienaturalny

Schemat 22Przykiad nienaturalnej reakcji dekarboksylazy pirogronianowej

Jednym z pierwszych przyktadéw takiego zjawiska, bylo odkrycie dodatkowej,
nienaturalnej reakcji dekarboksylazy pirogronianowej, ktéra naturalnie katalizujec¢reakc;
dekarboksylowania pirogronianu do aldehydu octowego z wykorzystaniem tiaminy
(Schemat 22). Okazatoesjednak,ze wykazuje ona rownieaktywnoséliazy, katalizugc
reakcg sprzgania aldehydu octowego z aldehydem benzoesowympyr@eadzi do R)-
fenyloacetylokarbinolug4).”®

W poémiejszych latach wykazanage wiele innych enzyméw wykazuje podobnag
zdolno$é¢ do katalizowania reakcji nietlgcych ich naturalnie katalizowanymi procesdfi.
Zaobserwowano rownteaktywnosé katalitycznadla niektorych biatek strukturalnych lub
przeciwcial, ktére nie g biatkami katalitycznymi. Cechig, nazwano promiskuityzmem
(rozwigztoscig) enzymatycznym (angenzyme promiscuijyi zdefiniowano jako: zdolnos¢
enzymu do katalizowania dodatkowej, wynge romnej (od naturalnej) reakcji
chemicznej’® Promiskuityzm enzymatyczny jest zjawiskiem intergsyin nie tylko ze
wzgledu na mechanizm dziatania enzyméw, ale réwniea znaczenie praktyczne,

poniewa zwigksza mo#iwosci ich zastosowania w syntezie organicznej.

" Khersonsky, O., Roodveldt, C., Tawfik, D.Gurr.Opin. Chem. Biol 2006 10, 498

2Bornscheuer, U., T., Kazlauskas, RAhgew. Chem. Int. E®2004 43, 6032

3 Bringer-Meyer, S., Sahm, HBjocatalysis1988 1, 321

Q) Copley, S.D.Curr. Opin. Chem. Biol 2003 7,265; b) Hult, K., Berglund, PTrends Biotechnol2007,
25, 231

S Taglieber, A. Hobenreich, H., Carballeira, J. D., Mondire, R. J. G., Reetz, MAngew. Chem. Int. Ed.,
2007, 46, 8597
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3.4.1. Promiskuityzm lipaz

Lipazy @ jednymi z najcgsciej uzywanych enzymoOw w syntezie organicznej.
Naleza do grupy hydrolaz, a wt naturalnie katalizgjone reakej hydrolizy tluszczow?®
W bardzo wielu przyktadach wykorzystywane sowniez do reakcji estryfikacii,
transestryfikacji a nawet, jak wykazano w sekcji 3.2, reakcji amidowania amin oraz
hydrolizy amidéw. Warto zauwgc¢, ze lipazy zdolne gdo hydrolizy amidow pomima,e
jest to naturalna reakcja dla proteaz. Wynika to z fadwgbie grupy enzymow naig do
tej samej rodziny (w gfiu ewolucyjnym) i posiadajw swoim centrum aktywnym
konserwatywn w budowie tzw. triadekatalityczng Triade katalityczng stanowi zespoét
trzech aminokwaséw: kwasowego (asparaginy), zasadowego (histydyna) oraz
nukleofilowego (seryna, cystein¥).Reszty aminokwaséw w triadzie katalitycznej jak
rowniez w innych fragmentach enzymu zawiaragrupy funkcyjne o okrdonych
wiasciwosciach chemicznych, co mez by odpowiedzialne za dodatkowe reakcje
katalizowane przez lipaZy.

Berglund opisal, jako pierwszy, przyktad promiskuitywnej reakcji lipaz, w ktorej
enzym katalizowat tworzenie wdania wgiel-wegiel. W tej pracy, autorzy zaprezentowali
kondensagj aldolows heksanalu, katalizowanprzez lipaz z Candida antarctica,
prowadaca do zwizku 55 (Schemat 23Y’

i
CAL-B
SN >
~o
OH

55
Schemat 23Kondensacja aldolowa katalizowana przez lipaz

Autorom dodatkowo udato gizwickszy¢ szybkoséreakcji poprzez zastosowanie
enzymu, w ktérym zagpiono aminokwas Serl05, alaninfaka mutacg wykonano w
oparciu o0 postulowany mechanizm reakcji, zaktachaj wykorzystanie tzw. “luki
oksyanionowej” w enzymie, ktora stabilizuje w tym przypadku forenolows aldehydu.
Wedtug autoréw, obecio reszty seryny w olbie tej luki prawdopodobnie powodowata
spowolnienie reakcji poprzez tworzenie acetalu z heksanalem. WegE#ych badaniach
autorzy wykorzystali tak zmodyfikowany enzym do przeprowadzenia reakcji addyciji

Michaela zwgzkow 1,3-karbonylowych (malonian dietylu, 1,3-pernda) do akroleiny lub

S O'Brien, P. J., Herschlag, DGhem. Biol.19996, R91
" Branneby, C., Carlqvist, P., Magnusson, A., Hult, K., Brinck, T., Berglund, Rm. Chem. So2003
125, 874
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akrylanu metyld® W przypadku tej reakcji, obliczenia kwantowo mechaniczne
sugerowaly, ze luka oksyanionowa stabilizowata azek karbonylowy (akrolei),

natomiast reszta histydyny aktywowata geek dikarbonylowy.

Znane § rowniez przyktady katalizowania przez lipazy reakcji
multikomponentowych takich jak reakcja Hanttharaz Mannich&’ W reakcji aldehydu
benzoesowego, acetonu oraz aniliny, otrzymywano produkt reakcji Mankiéha
wydajnogiag 3%. Gdy reakcja prowadzona byla w obeandfpazy z Mucor miehei

wydajnoséreakcji wzrosta do 72% (Schemat 24).

Ilpaza Q HN

o )J\/kPh
30 C, H,O

72 %

Schemat 24Reakcja Mannicha katalizowana przez lipaMucor miehei

3.5. Podsumowanie rozdziatu

W rozdziale przedstawiono wybrane przyktady zastosowania enzymow w syntezie
organicznej. Wiele syntez z wykorzystaniem enzyméw przebiega stereoselektywnie, co
umodiwia otrzymanie optycznie czystych zgkow. Zaprezentowano wykorzystanie
enzymOow do rozdzialu Kkinetycznego racemicznych amin pierwsdowych z
wykorzystaniem lipaz i transaminaz. Przedstawiono szereg metod uzyskania optycznie
czystych amin na drodze hydrolizy amidéw, acylowania amin oraz utlenienia amin.
Reakcje utlenienia amin katalizowane przez transaminazyysoce seteroselektywne
jendak lipazy s tatwiej dos¢pne i nie wymagaj kofaktorow, co utatwia przeprowadzenie
reakcji w skali preparatywnej.

Wykazano, ze enzymy mog by¢ stosowane w kombinacji z reakcjami
multikomponentowymi co znacznie rozszerza fiveasci reakcji Ugiego i umdiawia
otrzymanie w tej reakcji zwzkow nieracemicznych.

Przytoczono réwnig wiele przyktadow pokazagych, ze pomimo swojej
selektywnogi, enzymy mog wykazywa tzw ,promiskuityzm katalityczny”. Polega on na
katalizowaniu dodatkowych, nienaturalnych reakcji przez dany enzym. Promiskuityzm
enzymatyczny, wynikapy z budowy chemicznej enzymu, pozwala na zastosewan

enzymow do zupetnie nowych i czasem nieprzewidywalnych reakcjickDzemu

8 Svedendahl, M., Hult, K., Berglund, B.,Am. Chem. Sq005 127, 17988

Wang, J.-L., Liu, B.-K., Yin, C., Lin, X.-F.Tetrahedror2011, 67, 2689

81§, K., He, T., Li, C., Feng, X. W., Wang, N., Yu, X. @reen Chem2009 11, 777
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zjawisku, lipazy zwyczajowo shgce do reakcji estrow i alkoholi megzosta
zastosowane do katalizowania reakcji aldolowej, addycji Michaela a nawet niektorych

reakcji multikomponentowych.
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4. Uktad tioredoksyna - reduktaza tioredoksyny jako cel terapeutyczny

w leczeniu nowotworow

Zaangaowanie oddychania tlenowego do pozyskiwania enengymagato od
komorki wyksztatcenia sposobu na elimiracpiebezpiecznych produktow ubocznych,
ktOre towarzysz temu procesowi. Produktami tymy s&zw. reaktywne formy tlenu (ROS,
ang. Reactive Oxygen SpegiedDo reaktywnych form tlenu nalg m.in.: anion
nadtlenkowy (@), rodnik hydroksylowy (OM), tlen singletowy 0,) oraz nadtlenek
wodoru (H0O,).*! Powstaj one gléwnie w mitochondrium gdzie zachodzihdach
oddechowy oraz inne procesy azane z produkgjenergii. Niektére ROS przeksztatcane
s3 przez dysmutaz nadtlenkowy w nadtlenek wodoru, ktory jako gteczka obagna
elektrycznie moe dyfundowa do wndrza komoérki®? Dlatego te zwickszone stzenie
ROS w mitochondrium ma bezpedni wptyw na funkcjonowanie innych organelli w

komorce.

Prawidtowo funkcjonujca komorka utrzymuje réwnowagpomidzy aktywnogia
metaboliczng skutkupca produkch ROS, a zdolnasfig do ich neutralizowania, utrzynyg
tym samym tzw. ,réwnowag redoks"®®> W momencie, gdy komérka wykazuje zbyt
intensywny metabolizm, systemy neutralgag reaktywne formy tlenu megie nadaaé
z ich neutralizag. Komérka zaczyna wtedy zmagessic z tak zwanym ,stresem
oksydacyjnym”. Stres oksydacyjny mn®by spowodowany rdxymi czynnikami. Nalg
do nich m. in.: promieniowanie UV, szok termiczny, promienie Rontgena, szok
osmotyczny oraz zatrucie chemiczne. Zaburzenia rownowagi redoks posgpdowa
uszkodzenia DNA, biatek btony komérkow®jutlenianie reszt cysteiny (prowage do
agregacji biatek) oraz utlenianie reszt nienasyconych kwasowepnjstych w btonie
komorkowej?>®® W niektérych przypadkach, csenie reaktywnych form tlenu pehni
funkcie przekazywania sygnaté®.Niewielki poziom ROS mie stymulowa kinazy ERK
(biatka stuzge przekazywaniu sygnatu w komorce poprzez fosfopylannych biatek),
ktore pobudzaj podziat komérek lub wptywajna czynniki stymulujce wzrost i podziat
komorki. Do czynnikéw tych nakg: EGF @ng: epidermal growth factgdub PDGF ang.
platelet-derived growth factdr - odpowiedzialne za angiogegezwzrost naczy

8 Nordberg, J., Arner, E. Sree Radic.Biol. Med 2001, 31, 1287

8 7hang, D. X., Gutterman, D. DAm. J.Physiol. Heart Circ. PhysioR007 292p. H2023
8 Nguyen, P., Awwad, R.T. Smart, D.D. K., Spitz D.R., Gius@ancer Lett.2006 236,164
% Rhee, S. G., Chae, H. Z., Kim, Itee Radic. Biol.Med 2005 38, 1543

% Burcham, P. CMutagenesid998 13, 287

% Orrenius, S., Gogvadze, V., Zhivotovsky, Bnnu. Rev. Pharmacol. Toxica2Q07, 47, 143
8 Fujino, G. Noguchi, T., Kohsuke T., Ichijo Ksem. Cancer Biol2006 16, 427
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witosowatych mgdzy komérkami). W konsekwencji, mate¢stnia reaktywnych form
tlenu mog pobudza podziat komérkowy. Zbyt wysoki stres oksydacyjngkg efekt
nieprawidtowego dziatania komorki, indukuje szlaki komoérkowe proweslzdo jej

Zzaprogramowanejmaierci - apoptozy.

Utrzymanie prawidiowego @tenia ROS jest kluczowe dla prawidiowego
funkcjonowania komorki i chrongjprzed dziataniem czynnikéw zewtrznych. Wraz z
pokarmem przyjmowaneggak zwane przeciwutleniacze (zawarte m. in. w kawiglonej
herbacie), ktére pomagapeutralizowa reaktywne formy tlenu i wolne rodniki. Jednak do
petnej ochrony komodrka potrzebuje nie tylko substancji przyjmowanych z newade
endogennego systemu utrzymecggo ,rownowag redoks”. Dwoma najwaniejszymi
systemami stuzgymi temu celowi & tioredoksyna (Trx) — reduktaza tioredoksyny (TrxR)

oraz system oparty na reduktazie glutationdtve;.

A H,0, NADP*
- @]
Prdx)/ S
( NADPH
utlenione g L

SH

HS

HS

biatko
B zredukowane

Rycina 2.Zasada dziatania systemu tioredoksyny oraz gtowne funkcje w komorce: A) likwidacja reaktywnych form

tlenu, B) redukcja uszkodzonych biatek. Trx — tioredoksyna, TrxR — Reduktaza tioredoksyny, Prdx - peroksyredoksyna

Uktad tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny (Trx-TrxR) sktada zsidwoch
elementéw biatkowych; wkszego biatka reduktazy tioredoksyny i mniejszej
tioredoksyny. Tioredoksyna redukuje dany substrat w komérce, przy czym sama zostaje
utleniona. Utleniona Trx nie mezdalej dziaté jako reduktor, dlatego w kolejnym etapie
reduktaza tioredoksyny redukuje tioredoksyme udziatem NADPH, dzki czemu

tioredoksyna odzyskuje swpaktywnosé(Rycina 2).

8 Tonissen K. F., Trapani D.GVlol. Nutr. Food. Res2009 53,87
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4.1. Reduktaza tioredoksyny

Reduktaza tioredoksyny jest enzymem o wietk@éedniej 55 kDa wyspujacym
w formie aktywnej jako homodimé&F. W komérkach ssakéw rozrdiane g dwa typy
TrxR: cytoplazmatyczna (TrxR1) oraz mitochondrialna (TrxR2). Reduktaza tioredoksyny
posiada dwa miejsca aktywne, tzw. N-terminalne miejsce aktywne i C-terminalne miejsce
aktywne. Pierwsze z nich zawiera dwie reszty cysteiny w pozycjach Cys59 i Cys64,
natomiast miejsce C-terminalne zawiera cysteingozycji Cys497 i selenocysteirw
pozycji Sec498. Fakt obecrmsselenu zamiast atomu siarki, ttumaczony jest anyen
napgzeniem wjzan S-Se miedzy gsiadupcymi resztami selenocysteiny i cysteiny w
pordwnaniu do wjzania médzy dwiema cysteinami. Sugeruje to fake niektore
bakteryjne reduktazy tioredoksyny, ktére nie posigadsglenocysteiny maj mniejsz
aktywnosé¢.®® Pomimo, ze ludzka reduktaza tioredoksyny zdolna jest do rediakia
niektorych matych cgsteczek, jej gtdwnym substratem pozostaje tioreduksWW proces
redukcji tioredoksyny zaangewane § dwie czsteczki TrxR, ktére tworg dimer.
Mechanizm redukcji tioredoksyny polega na kaskadowej redukcji mostkow
disiarczkowych w enzymie. W pierwszym etapie para Cys-Cys w N-terminalnym miejscu
aktywnym jest redukowana przez NADPH. Nasiie, redukowana jest druga, C-kofiva
para Cys-Sec pochoglza z drugiego monomeru. Tak zredukowane miejscenaidywize
utleniongtioredoksyng redukuje §. Zredukowana tioredoksyna jest r@stie uwalniana i

moze znOw petnd swop rolg przeciwutleniajcs.

4.2. Tioredoksyna

Tioredoksyna jest mniejszym od reduktazy tioredoksyny biatkiem o masie ok. 12
kDa. Jako miejsce aktywne posiada tzw. ,motyw tioredoksyny”, ktory jest obecny w wielu
innych biatkach. Motyw ten zawiera sekwendfW)CGPC(K), przy czym aminokwasy
umieszczone w nawiasach magje rézni¢ w réznych typach tioredoksyny. Podobnie jak
w przypadku TrxR podczas redukcjigsteczek docelowych, obecne w miejscu aktywnym

reszty cysteiny (Cys33 i Cys35) formupostek disiarczkowy.

Analiza krystalograficzna ujawnitae jedna z cystein jest wyeksponowana na
zewngrz enzymu, natomiast druga schowana do wéwn@gRycina 3). Trzecia cysteina
(Cys73) stuy formowaniu homodimeru, zionego z dwéch esteczek tioredoksyny.
Dopiero w takiej postaci tioredoksyna jest aktywna. Podobnie jak reduktaza tioredoksyny,

8 Gromer S., Urig S., Becker Kled. Res. Rey2004 24, 1, 40
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tioredoksyna mize bezpokednio redukow& mate casteczki (Rycina 2A), ale jej
podstawowymi substratami do redukcjiisne biatka, ktore ulegly uszkodzeniu na skutek
utlenienia reszt cysteiny (Ryc. 2B). Poprzez redgkojostkow disiarczkowych w
uszkodzonych biatkach tioredoksyna przywraca ich aktywmn@&gpobiega ich agregacii.
Na stzenie ROS6w Trx wptywa rowrniepogendnio, utrzymuc w stanie zredukowanym
biatka z rodziny peroksyredoksyn, ktére reguligkzenie nadtlenku wodoru (Rycina
2A).90

Rycina 3. Struktura miejsca aktywnego tioredoksyn

Wsrod biatek regulowanych przez tioredoksyrsa rowniez m.in. czynniki
transkrypcji zwazane z reakcjami komorki na mego rodzaju stres: p53 (supresor
nowotworowy), HIF-1 (reakcja na niedobdr tlenu), NF-kB (reakcja na ¢tmdtresowe)
oraz AP-1 (reakcja na zakenie)®®°%% Trx uczestniczy réwnie w syntezie
deoksynukleotydéw jako donor protonéw dla reduktazy rybonukleotyddoredoksyna
petni wazna role w inhibicji szlakéw proapoptycznych. Zredukowanania Trx inhibuje,
bowiem kinaz Askl, ktéra aktywuje szlaki prowagtze do apoptozy’ Ta obserwacja ma
szczegoblne znaczenie w przypadku, kiedy proces apoptozy jest hamowany ndivet, je
komorka dziata nieprawidtowo. Poniewvaaka sytuacja ma miejsce w komoérkach
nowotworowych, tioredoksyna mezby¢ obiecugcym celem terapeutycznym w leczeniu

raka.

“Rhee, S. G., Chae, H. Z., Kim, Kree Radic. BioMed.,2005 38,1543
°1 Ueno, M., Masutani, H., Arai, R. J.;: Yamauchi, A., Hirota, K., Sakai, T., Inamoto, T., Yamaoka, Y.,
Yodoi, J., Nikaido, T.)). Biol. Chem.1999 274,35809
%2 powis, G.; Montfort, W. Annu, RRev. Pharmacol. ToxicoP001, 41, 261
% Holmgren, A.,J. Biol. Chem.1989 264,13963
% |chijo, H., Nishida, E., Irie, K., ten Dijke, PSciencel 997,275, 90
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4.3. Uktad tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny w leczeniu nowotworow

Jednaz pierwszych obserwacji sugescy zwigzek aktywnogi uktadu tioredoksyny
z chorobgnowotworovwg byt znacznie podwaszony poziom tioredoksyny w komorkach
nowotworowych (w poréwnaniu z komérkami zdrowyrfi)Okazuje si, ze rola uktadu
Trx-TrxR w chorobach nowotworowych jest przewrotna. RBta®vo, ukiad zapewnia
bowiem ochrong przed czynnikami mogymi uszkadz& DNA i biatka, wkc jego
dziatanie jest korzystne dla komorki zdrowej. Z drugiej jednak strony, jak wspomniano
wczesniej, duzy poziom tioredoksyny w komérce mepowodowé hamowanie apoptozy.
Sprzyja to rozwojowi komérek dziakgych nieprawidtowo. Gdy wt nowotwdr zacznie
sie juz rozwijat, uktad Trx-TrxR zostaje jednym z jego gtdbwnych sysbéw obronnych.
Dlatego komorki rakowe potrzehwjznacznie wydajniejszej ekspresji tioredoksyny i
reuktazy tioredoksyny nikomorki zdrowe. Poniewaleczenie chorob nowotworowych
polega m. in. na wywolywaniu w komdrce rn&go rodzaju stresu, tioredoksyna pomaga

uodparnid sic komérkom rakowym na chemioterapeutyki.

Drugi aspekt inhibicji uktadu Trx-TrxR zwzany jest z hamowaniem szlakéw
proapoptyczntych przez tioredoksyngWewretrzne szlaki apoptyczne magbyc
aktywowane przez rawego rodzaju czynniki stresowe, jak np.: promienioeaJV czy
cytotoksyczne substancje. Jednym ze szlakow aktywowanychgrelseomorkowo przez
stres, jest szlak aktywowany czynnikiem TNF (amgmor Necrosis Factor). TNF dziata
na odpowiednie receptory, uruchama@jproapoptyczne szlaki przez aktywajaskady
kinaz z rodziny MAPK &ng. Mitogen Activated Protein Kinase®)askada ta prowadzi
ostatecznie démierci komorki, w przypadku gdy dziata ona niepraawdo. Szlak ten
rozpoczyna kinaza Asklag. Apoptosis Signal-regulating kinase, téra jest
inhibowana przez zredukowantprme tioredoksyny. W prawidiowej komorce, sje
stezenie ROS radie, spada stenie zredukowanej tioredoksyny, co prowadzi do wzros
aktywnosé Askl i szlak apoptyczny jest uruchamidiyw komérkach rakowych, dez
stezenie reduktazy tioredoksyny i tioredoksyny hamujealg Askl, co umoliwia ich
dalsze funkcjonowanie pomimo stresu oksydacyjnego.

Podsumowujc powysze obserwacije, uktad tioredoksyna — reduktazadioksyy
moze by zastosowany jako cel terapeutyczny w leczeniu nanaiw. Hamowanie tego

9% Berggren, M., Gallegos, A., Gasdaska, J.R., Gasdaska, P.Y., Warneke, J., PoWwiic@cer Res.,
1996 16, 3459
% Kim, S. J., Miyoshi, Y.; Taguchi, T.; Tamaki, Y., Nakamura, H.; Yodoi, J.; Kato, K.; NogucBiirs.
Cancer Res2003 11, 8425
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ukladu mae wplywa& na komorki nowotworowe bezp@dnio, na drodze indukcji
apoptozy lub pokednio, poprzez uwediwienie komdrek nowotworowych na istniep

terapie.

4.3.1. Inhibitory uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny

Jak wczéniej wspomniano, zarowno tioredoksyna jak i reduktéibredoksyny
dzialap na zasadzie wymiany mostkow disiarczkowych paolmy dwiema resztami
cystein (lub selenocysteiny) znajdoych s¢é w centrach aktywnych obu enzymow
(Rycina 2). Wiadomo rownig ze jedna z cystein centrum aktywnego tioredoksyny jes
wyeksponowana na zewnz, co czyni § bardziej nukleofilow. Z tych wzgtdow
wigkszos¢inhibitoréw uktadu TrxR-Trx dziata poprzez oddziaBnie z resztami cysteiny
w enzymie. Oddziatywania te polegaja kompleksowaniu siarki atomami metalu lub na

kowalencyjnym tioalkilowaniu czynnikami elektrofilowymi.

4.3.1.1. Zwiazki zawierajace atom metalu

Wiadomo, 2 reszty tiolowe tworgtrwate kompleksy z wieloma metalami. Dlatego
wiele spofdd zwihzkOéw zawierajcych atom metalu meztrwale inaktywow& enzym
zawierapcy resz¢ cysteiny w centrum aktywnym. Przykiadem jest cigpla 69) oraz
CDDP ©0), ktére od dawna stosowarge g chemioterapii (Schemat 25). Useask, ze
cisplatyna dziata poprzez bezpednie uszkadzanie faucha DNA w komodrkach
rakowych tworzc z nim trwate addukty. Okazuje¢sjednak, ze zwpzki platyny g
rowniez efektywnymi inhibitorami reduktazy tioredoksyny. Nge silnymi, ze mog
dziata® na enzym nawet w stechiometrycznych diagh?®’ ICso tych zwiazkéw wynosz
ok 2 nM, co czyni z nich bardzo efektywne inhibitory reduktazy tioredoksyny. €oepvi
oba zwhpzki wykazup selektywnos¢ wobec reduktazy tioredoksyny, nie hamugas
reduktazy glutationu, ktora rowrieawiera cysteing centrum aktywnym.

Zwigzki zawieragce atom ziota byly pogtkowo stosowane na schorzenia
reumatoidalne, jednak z uwagi na ich silne dziatanie cytotoksyczne na komorki rakowe,
zwigzki ztota (1) i ztota (lll) g stosowane w terapii przeciwnowotworowej. Ich medan
nie jest do konca potwierdzony. Poniewadnak ztoto wykazuje silne powinowactwo do
siarki tioredoksyna magz by¢ jednym z celéw tego zwiku w komorce. Potwierdzonge
zZwigzki zawieragce atom ziota w swojej strukturze — auratioglukd@ raz auranofina

" Sasada, T., Nakamura, H., Ueda, S., Sato, N., Kitaoka, Y., Gon, Y., Takabayashi, A., Spyrou, G.,
Holmgren, A.,Yodoi J.Free Radic. Biol. Med1999 27, 504
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(58) rzeczywicie wykazuy silne dziatanie hamage na reduktaz tioredoksyny na
poziomie s¢zen nanomolowych (Schemat 2%)Podobnie jak cisplatyna, auranofina jest
rowniez selektywna wobec reduktazy tioredoksyny jednak hadduktaza glutationu
hamowana jest na poziomie mikromolowym. Reduktaza glutationowa nie posiada
C-terminalnego miejsca aktywnego z selenocysteigzna, wec przypuszczg ze to
wiasnie centrum z selenocysteingst celem dziatania auranofiny. Badano rownie
cytotoksycznos¢ auranofiny wzgidem komoérek nowotworowych, ktore wyksztatcity
opornosé¢ na cisplatyn. Zaobserwowano duzgytotoksycznosdego zwigzku wobec tych

komorek, co moe potwierdza ochronny efekt uktadu Trx-TrxE.

O,N
O =
HOH HOAc cl YI\-IN
Ho Ho |
HO™ s AQ S S. Cl—Pt—=NH, /Pt__ NH2
\Au AU ‘ CI
OH OAc Il NH
H H rF’\/ 2
auratioglukoza (57) auranofina (58) cis-platyna (59) CDDP (60)
N
{
2
O\/\O/\/O\/\O L §H\CI
le) fe) ci-Ru~cj
D S N éH
H2N\(
\_J
gadolina (61) 62

Schemat 25Znane inhibitory tioredoksyny oddziadge z grupami tiolowymi

Kompleksy rutenu réwnie wykazywaty aktywnos¢ hamupca reduktaz
tioredoksyny, jednak as mniej efektywne od zwekow platyny i ziota. Zwjzek 62,
wykazuje jednak selektywnoszgledem cytoplazmatycznej reduktazy tioredoksyny i jest
mniej aktywny wobec mitochondrialnej TrxR. Podstawa tej selektyeinug byta jednak
wyjasniona®

Wiele innych zwizkéw zawierggcych atom metalu posiada potwierdzong

aktywnos¢ wzgledem ukladu tioredoksyna-reduktaza tioredoksyna w sgasowany w

% Gromer, S., Arscott, L.D., Williams, Jr, C.H., Schrimer, R.H., Becker] KBjol. Chem.1998 273,20096
% Marzano, C., Gandin, V., Folda, A., Scutari, Bree Radic. Biol. Me¢2007, 42, 872

1% Mura, P., Camalli, M., Bindoli, A., Aorrentino, F., Casini, A., Gabbiani, C., Corsini, M., Zanello, P.,
Rigobello M.P., Messori, PJ, Med. Chem2007, 50,5871
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terapii zwizek 61, zawierajcy w swojej strukturze atom gadolinf. Istotnym problemem
w stosowaniu jednak zwzkow zawierggcych atom metalu jest wysoka toksycznoégo

rodzaju inhibitorow.

4.3.1.2. Zwiazki alkiluj ace

Drugi mechanizm, z jakim zwzki chemiczne magdziat& na uktad tioredoksyna
—reduktaza tioredoksyny, wynika z budowy centrum aktywnego i reaktywvr@dartych
w nim reszt cysteiny. Jako grupy nukleofilowe, rpogne wsgpowa w reakcje ze
zwigzkami elektrofilowymi. W rzeczywista$ nawet proste czynniki alkilgge takie jak
jodoacetamit!? (63) oraz 3-bromo-2-bromometylopropionian met{fu(64) wykazuj
silng aktywnos¢ hamugca Trx-TrxR. Jodoacetamid jest zyzkiem szeroko stosowanym
przy sekwencjonowaniu peptydow, jako zmek alkilupcy. Stosuje $i go rownie czesto
w biologii molekularnej, jako nieselektywnego inhibitora enzymow zawjeyah cysteine

w centrum aktywnynt®* dlatego jego zastosowanie terapeutyczne jest ograniczone.

o ﬁ)k @ @
63 (PMX4646 lub AW464)

&
MeO NN OMe s

C C wﬁ :
HO OH N 66: R = H: Palmarumicin CP1

Kurkumina (68) PX-12 (69) 67: R = OOCCH,NH3"™X : PX-916

Schemat 26 Znane inhibitory uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny z fragmentem elektrofilowym
Opracowano szereg bardziej abmych, elektrofilowych inhibitorow systemu
tioredoksyny oraz odkrytaze wiele zwjzkéw pochodzenia naturalnego wykazuje silng
aktywnos¢ wobec uktadu tioredoksyny. Przykladem gakiu pochodzenia naturalnego jest
kurkumina 68), obecna w przyprawie, ktdra dziata korzystnie na organizm cziowieka i
wykazuje dziatanie przeciwnowotworow®. Ten antyutleniacz w kulturach azjatyckich
byt stosowany na szeroki wachlarz dolegliwofoczwszy od anoreksji, przez kaszel,

choroby wgtroby po zapalenie zatok. W swojej strukturze kurkuarposiada aktywowane

101 Cai, W., Zhang, L., Song, Y., Wang, B., Zhang, B., Cui, X., Hu, G., Liu, Y., Wu, J., FaRged Radic.

Biol. Med.,2012 52, 257

925un, Q., Wu, Y., Zappacosta, F., Jeang, K.T., Lee, B. J., Hetfield, L.D., Gladyshew.N8\], Chem

1999 274, 24522

193pCT Int. Appl. WO 2000006088 A2 20000210, 2000

1% Gomi, T., Fujioka, M.Biochemistryl982 21, 4171

05 Calabrese, V., Bates, B.E., Mancuso, C., Cornelius, C., Ventimiglia, B., Cambria, M.T., Di Renzo, L.,De
Lorenzo, A., Dinkova-Kostova DMol. Nutr. Food Res2008 52, 1062
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wigzanie podwdjne spezone z grupami karbonylowymi. Takie agania znane asze
swojej elektrofilowogi i podatne s na addygj Michaela. §dzi sk, ze kurkumina alkiluje
dwie reszty cysteiny i selenocysteiny w reduktazie tioredoksynymetgpoprzez reakej

Michaela'®®

Kurkumina nie jest jednak selektywnym inhibitorem uktadu Trx-TrxRzgdy
dziata na wiele innych enzyméw takich jak: kinazy, cykliny oraz cykooksygetfiazy.
Innymi inhibitorami Trx-TrxR zawieragymi aktywowane wjzanie podwdjne
(sprzzone z grupakarbonylow) sa PMX464°7 (65), Palmarumycyna CPB&) i inne
naftochinony (np. zwizek 67).1° Proponowany mechanizm dziatania zxkiu PMX464
na tioredoksyn opiera s} na podwojnej addycji Michaela do jednepsteczki inhibitora i

utworzeniu makrocyklicznego adduktu w miejscu aktywnym enzymu (Schem#f27).

@\ SH i
sb ®\SH SQ @/ S/J&EOH
R ~s
(0] I-F 5

HO SH ©

PMX464 (65)
Schemat 27 Proponowany mechanizm dzialania gakiu 65

Mechanizm inhibicji polegagy na reakcji Michaela reszt tiolowych potwierdgaj
badania zalenosci aktywnogi od struktury analogoéw spirochinon®6. Synteza wielu
analogdbw zwjzku 66 i ich badania biologiczne wykazalye obecnoscwigzania
podwojnego jest niezlolpa dla inhibicji uktadu tioredoksyny — reduktazyrédoksyny:'°

Opisano rownig zwigzek, ktory selektywnie hamuje aktywnofioredoksyny.
Disulfid 1-metylopropylo-2-imidazylowy, PX-12,69) obecnie znajduje giw Il fazie
bada klinicznych w leczeniu zaawansowanego raka trzud$tkPX-12 mo# odwracalnie
tworzy¢ disiarczki w miejscu aktywnym zaréwno TrxR jak ixJrco prowadzi do ich
utlenienia. Tak utlenione enzymy, mpQy¢ jednak zregenerowane. Za inhikignzymu
odpowiedzialne jest dopiero zawanie z Cys73. Po pierwsze, blokuje to powstawanie

aktywnego dimeru Trx, po drugie gdoredoksyna zwizana w tej pozycji nie lizie ju

1% Fang, J., Lu, J., Holmgren, Al, Biol. Chem.2005 280, 25284

97 Bradshaw, T. D., Matthews, C. S., Cookson, J., Chew, E. H., Shah, M., Bailey, K., Monks, A., Harris, E.,
Westwell, A. D., Wells, G., Laughton, C. A., Stevens, MJancer Res2005 65, 3911

1% powis, G., Wipf, P., Lynch, S. M., Birmingham, A., Kirkpatrick, D.Mol. Cancer Ther.2006 5, 630

109 Pallis, M.; Bradshaw, T. D.; Westwell, A. D.; Grundy, M. Stevens, M. F.; RusselBidthem.
Pharmacol. 2003 66, 1695

Y0 wipf, P., Lynch, S. M., Birmingham, A., Tamayo, G., Jimenez, A., Campos, N., Powrds Biomol.

Chem. 2004 2, 1651

11 Kirkpatrick, D. L., Kuperus, M., Dowdeswell, M., Potier, N. Donald, L. J., Kunkel, M., Berggren, M.,
Angulo, M., Powis, GBiochem. Pharmacoll998 55, 987
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substratem dla reduktazy tioredoksyny, acamie moz by zregenerowana. Dodatkowym
dziataniem PX-12, obserwowanymm vivo jest hamowanie wytwarzania VEGF (ang.
Vascular Endothelial Growth Factor, czynnik wzrostu nabtodk@dnaczyniowego).
Wykazano,ze podwyszona produkcja VEGF towarzyszy nadekspresji tidiegoy i
przyspiesza wzrost naazykrwiononych wewntrz guza. Jeeli stzenie VEGF maleje,
hamowany jest wzrost naazywtosowatych w olgbie nowotworu, co w konsekwencji
prowadzi do zahamowania rozwoju guza.

Pomimo dobrych wynikowin vitro, badania kliniczne wykazaly szereg wad tego
zwigzku. Wykazuje on stabe dziatanie przeciwnowotworawadzi (badania u pacjentéw
z rakiem trzustki), a jego metabolit — 2-merkaptobutan powoduje wiele efektow
ubocznych. Dodatkowo, zwaek ten sprawia,ezleczeniu towarzyszy bardzo nieprzyjemny
i intensywny zapach (w salach, gdzie podawano PX-12 konieczne bylo stosowanie

podcknienia, aby zapach tiolu nie wydostawat sa zewntyz).

4.4. Podsumowanie rozdziatu

Uklad tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny jest obijega) celem
terapeutycznym w leczeniu choréb nowotworowych. Wynika to z wptywu tego uktadu na
procesy stabilizace srodowisko wewntrz komérek nowotworowych oraz hamowanie
szlakow aktywugcych zaprogramowan smieré komoérki — apoptoz Jak wynika z
powyzszych opisow znanych inhibitorow uktadu Trx-TrxR,ek8z0$¢ z nich oddziatuje
bezpogednio z resztami tiolowymi lub selenolowymi w obozgmach. Wréd opisanych
inhibitorow zawierajcych atom metalu mma przypuszcza ze oddzialywania z
enzymem maj charakter bardzo silnych swan kowalencyjnych lub trwatych
kompleksow z resztami cysteiny. Wzijednak mechanizmy dziatania wielu z nich rie s
do konca wyjanione. Pomimo bardzo wysokiej aktywmbdsiektorych zwyzkow (np.
cisplatyna, auranofina) problemem pozostaje ich toksyczniédkt, ze tioredoksyna jest
jednym z wielu miejsc dziatania tych zmkow. Cechawspodlnadla inhibitorow opisanych
w rozdziale 4.3.2.1., jest obecno&ektrofilowego fragmentu, ktory mezalkilowa
nukleofilowe reszty cysteiny w enzymie. Inhibitory tg jednak czsteczkami relatywnie
mato stabilnymi, dlatego niektore z nich mogykazywa si¢ stabaselektywnogia wobec
innych reszt cysteiny w innych enzymach. Jedynie w przypadku PX-12, wykonano

badania, ktore sugen)jze efekt cytotoksyczny jest spowodowany przez ingbitrx-
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TrxR. W przypadku tego zwzku jednak badania kliniczne wykazaty jego niska

skutecznoséw leczeniu nowotwordw.
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5. Badania wtasne
5.1. Koncepcja i cel badan

Celem wykonywanych bada byto znalezienie nowego inhibitora ukfadu

tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny o strukturze peptydomimetyku.

Przedstawione w ¢%ci teoretycznej dane literaturowe wskaguje nie § znane
inhibitory uktadu tioreoksyna — reduktaza tioredoksyny o strukturze peptydomimetyku. Ze
wzgledu na fakt, z jest to uktad odpowiedzialny m. in. za redygkbjatek, uzasadnionym
jest poszukiwanie inhibitorow tego ukftadusréad analogéw peptydow. Projektowane
zwigzki powinny jednoczénie posiadé odpowiedni fragment elektrofilowy, ktéry jest
wspolng cechawiekszogi inhibitorow uktadu tioredoksyny przedstawionychrezdziale
4.3.1.2. Zwjzane to bezie niewgtpliwie z mechanizmem dziatania znanych inhibitorow,
polegajcym na kowalencyjnym wraniu reszt cysteiny zlokalizowanych w centrum
aktywnym enzymu. Zwgzki takie powinny posiadaw swojej strukturze aktywowane
wigzanie podwojne lub atom halogenu jak w inhibitor&368, co jest niezbgne dla
uzyskania aktywnasi wobec uktadu tioredoksyny — reduktaza tioredoksyn

Koniecznym jest opracowanie metod syntezy uivmejacych otrzymanie
peptydomimetykéw o zrGrcowanej budowie i z rawmi fragmentami elektrofilowymi.
Uzyskanie szerokiej biblioteki zwakow umaliwia przeprowadzenie badazaleznosci
pomigdzy aktywnogia biologicznga struktug (ang:structure-activity relationship, SAR
Badania takie, z kolei magumodiwi¢, optymalizag; poszczegodlinych fragmentow

docelowych zwazkow prowadzca do podwyszenia ich aktywnad biologicznej.

NH,
+ R1B
0O R? H I
i 7 .)kN N-gs o Ry
2
OH + R @ I‘?1 5 —_— N)ﬁ]/N R3
_ 1
A 0 E R (e]
+ N~ I
RS F
D

Schemat 28 Strategia syntezy nowych inhibitoréw uktadu tioredoksyny. PG — prekursor grupy elektrofilowej, E — grupa
elektrofilowa

W przediobnej pracy zaproponowano wykorzystanie reakcji Ugieglyz, jak
wykazano w cgci literaturowej, jest to niezwykle wygodne neuizie do syntezy

peptydomimetykow. Proponowana strategia syntezy zaktada wykorzystanie kwasu
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karboksylowegoA, jako prekursora fragmentu elektrofilowego, amiBy aldehyduC
i izocyjankuD, z ktorych otrzymywaneglla zwigzki o budowie ogolnek. Ich nasgpcza
funkcjonalizacja prowadéi bedzie do peptydomimetykdwF, zawieragce fragment

elektrofilowy | oraz fragment Il o budowie analogicznej do peptydéw (Schemat 28).

Dodatkowo, biogc pod uwag ztozonos$¢ oddziatywa inhibitora z enzymem,
niezbedne jest opracowanie stereoselektywnej metody syrgiich inhibitoréw tak, aby
mozna bylo uzyskéa petne dane dotygeze wptywu budowy przestrzennej tych zukdéw
na aktywnosc¢biologiczrg. Wymaga to bedzie zastosowania odpowiednich pomocnikéw
chiralnych do syntezy peptydomimetykdéw o strukturge Dotychczas, nie opisano
optycznie czynnej aminy, ktéra mogtabycbyastosowana jako pomocnik chiralny do
syntezy zwizkéw E. Z tego teé powodu, przeprowadzone zostarmadania nad
wykorzystaniem enzymow do syntezy chiralnej, nieracemiczne;j
1-(2,4-dimetoksybenzylo)etyloaminy. Zyziek ten belzie stosowany jako nowy pomocnik
chiralny w reakcji Ugiego prowadeej do enancjomerycznie czystych peptydomimetykow
E.

Poniewa zastosowanie katalizy enzymatycznej stanowi baedeakcyjry metode
nowoczesnej syntezy organicznej, przeprowadzone zostd@mniez badania nad
mozliwosciag opracowania nowego wariantu reakcji Ugiego, z wygletaniem

biokatalizatoréw.

Prezentowane w tej i zwigzki pogrupowano na sekcje, w ktorych numeracj

rozpoczto od petnej liczby, wielokrotnoisstu (100, 200 etc).
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5.2. Badania nad synteg peptydomimetykéw z fragmentami elektrofilowymi

Celem tego etapu bafladbytlo opracowanie metody syntezy peptydomimetykow z
réznymi bifunkcjonalnymi fragmentami elektrofilowymi,abupc na strukturze zweku
64, zawieraggcym grupe¢ dibromometyloy. Mechanizm dziatania zwzku 64 nie byt
przedmiotem bada Najprawdopodobniej dziala on zgodnie z mechanizmem
analogicznym do mechanizmu zaproponowanego dlazkwi PMX464, polegagym na
podwadjnej reakcji tioalkilowania dwdch reszt cysteiny Cys33 i Cys35, kiiduszowe
dla aktywnogi tioresoksyny (Schemat 28F Biorac pod uwag mechanizm
przedstawiony na Schemacie 29, zaproponowano syntpeptydomimetykéw

zawierapcych fragment dibromometylowy oraz jego analogéw.

x‘
o] o)
SH X X P
Br OMe ) OMe D)(OMe
S s
Br Br

Schemat 29Postulowany mechanizm alkilowania reszt cysteiny przezzaki64 w tiroeoksynie (X=S) lub w

reduktazie tioredoksyny (X=Se)

5.2.1. Badania nad opracowaniem syntezy peptydomimetykow,

zawierajacych grupe dibromometylowg oraz ich analogow

Zaproponowana strategia syntezy zaktada przeprowadzenie reakcji Ugiego z
odpowiednim kwasem, klgcym prekursorem docelowych fragmentéw elektrofilotvyc
Zaproponowano wykorzystanie kwasu karboksylowey04, ktéry posiada dwie
zabezpieczone grupy hydroksylowe.

0o ) rekcja o} o9 0 o}
+i-BuCHO Ugiego N\)k H\A
PGO OH  +PhNH, ———> PGO N OoBn —> HO N OBn
+NCCH,CO-R Bn O Bn O
PGO (105) PGO HO
104 101 102

e} y ©
xj*N .
X Bn O
103

Schemat 30Strategia syntezy peptydomimetykoéw z fragmenéem

W pierwszym etapie syntezy, oprocz kwakd¥, w reakcji Ugiegauzyte beda:

adehyd izowalerianowy, benzyloamina oraz izocyjanooctan benzylu. Zastosowanie
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aldehydu izowalerianowego prowadzi do otrzymania peptydomimetykod,
zawierajcego tacuch boczny leucyny (Schemat 30). Wybdr tego aldetpatyktowany

byt faktem, # reszta leucyny obecna jest w szeregu peptydomirdetyl dziataniu
przeciwnowotworowynt?*® Pozostate substraty — benzyloamina oraz izocyjanooctan
benzylu zostaty zaproponowane, poniewgrupy benzylowe meg by¢ usungte ze
struktury produktu, co stwarza dodatkowe riwdsci funkcjonalizacji produktow.

W kolejnym etapie bada opracowane zostangvarunki, ktore umdiwiag
odbezpieczenie grup hydroksylowych w zwku 101, w celu uzyskania diold02.
Peptydomimetyk102 kzdzie w kolejnych etapach transformowany do gakbéw 103,
zawierajcych réne grupy opuszczge (X = Br, I, OTs, OMs).

5.2.1.1. Synteza substratow do reakcji Ugiego

W celu przeprowadzania zaproponowanej syntezy, konieczne byto otrzymanie kwasu
karboksylowegd 04 oraz izocyjanooctanu benzylu (SchematB15a). Opisanych zostato
wiele metod syntezy izocyjankéiwWsréd nich wysgpuja metody wykorzystujce jako
substraty: halogenki alkilow&?® aminy (synteza z wykorzystaniem karbendif),
alkohold™ lub izocyjaniany*® Najpopularniejszymi i jednocgeie najbardziej
uniwersalnymi metodami syntezy izocyjankowy ®, w ktérych zachodzi odwodnienie
formamiddw, otrzymanych z odpowiednich amin. Jako czynniki odwageigtosowane
sa najczsciej chlorek oksalilt’, fosgen (réwnig mniej niebezpieczne w weiu: difosgen
i trifosgen}® oraz tlenochlorek fosfortt?

Stosujc jako substrat ester glicyny (benzylowy lub etylpvotrzymano formamidy
106ai 106h Reakcje odwodnienia przeprowadzono stgsujenochlorek fosforu, w
obecnogi nadmiaru zasady (DIPEA) w temperaturze’@ W reakcji tej otrzymano
izocyjanooctan benzylu z wydajrag 83% oraz izocyjanooctan etylu z wydajoias65%
(Schemat 31).

12 5hah, J.J., Orlowski, R. Z.eukemia2009 23, 1964

113 Engemyr, L.B.; Martinsen, A.; SongstadAtta Chem. Scand. Ser, 974 28, 255

114 3) Hofmann, A.WJustus Liebigs Ann. Cheni867 144 114; b) Gokel, G.W.; Widera, R.P., Weber,
W.P.Org. Synth.1976 55, 96

5 Kitano, Y.; Chiba, K.; Tada, Mletrahedron Let;.1998 39, 1911

118 Hofmann, A.W Ber. Dtsch. Chem. Ge4.87Q 3, 766

7Ugi, I.; Meyr, R.Chem. Ber.196Q 93, 239

118 3) Barton, D.H.R.; Bowles, T.; Husinec, S.; Forbes, J.E.; Llobera, A; Porter, AE.A.;; Zard, S.Z.
Tetrahedron Lett.1988 29, 3343 (fosgen); b) Skorna, G.; UgiAngew. Chem1977, 89, 267 (difosgen); c)
Eckert, H.; Forster, BAngew. Chem. Int. Ed. Engl.987, 26, 894, (trifosgen)

119 eusen van, A.M.; Boerma, G.J.M.; Helmholdt, R.B.; Siderius, H.; Stratifigttaheron Let;.1972 13,
2367
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Schemat 31 Synteza izocyjankéw z wykorzystaniem tlenochlorku fosforu

Kwas karboksylowy do reakcji Ugiegd@4) zostat otrzymany w wyniku trzyetapowej
syntezy. W pierwszym etapie przeprowadzono reakgg-(hydroksymetylo)malonianu
dietylu (108 z cykloheksanonem w obecrmokwasu 4toluenosulfonowego, otrzymag
zwigzek 109 z wydajnogia 63%. Nasipnie przeprowadzono reakcjydrolizy grup
estrowych, otrzymujc kwas dikarboksylowyl10 z wydajnogiag 50%. W kolejnym etapie
kwas tenpoddano reakcji dekarboksylowania ogrzeywwayo z pirydym w dioksanie, co
prowadzito do uzyskania oczekiwanego zzku 104 z wydajnogig 75%.

HO Q o 0 o 0
OEt  TsOH OEt KOH OH
HO cykloheksanon (0] etanol 0
OFt 63 % OEt 50 % o

Y d o]
108 109 110

. o}
pirydyna Q(J\(O
dioksan o
90 °C OH
75%
104

Schemat 32Synteza kwasu karboksylowe$04

5.2.1.2. Badania nad otrzymaniem peptydomimetykow w reakcji Ugiego

Otrzymany kwasl104 oraz izocyjanooctan benzylu zostaly wykorzystane jako
substraty w reakcji Ugiego z benzyloaminaldehydem izowalerianowym. W wyniku
reakcji przeprowadzonej w temperaturze pokojowej, w etanolu otrzymano
peptydomimetykl01 z wydajnogia 49%. W kolejnym etapie przeprowadzono reakcj
odbezpieczania grup hydroksylowych, w celu otrzymania didlf. Stosujc reakcg z
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80% wodnym roztworem kwasu octowego otrzymano didP z wydajndcia 71%
(Schemat 33).

6] 0] HO O
105a +104 <:>< :>—/< CH3CO,H, 80% :>_‘/<
EtOH, 18 godz. o N 32 aq HO N

Bri NH O

+ i-BuCHO ;
NH O 71% Bn

+ BnNH 49%
2 ° 0 \_42 (@]

OBn 102 OBn

101

Schemat 33Synteza 1,3-diolu z wykorzystaniem reakcji Ugiego z kwadérh
Zwigzek 102 zastosowano jako prekursor do syntezy peptydomimetykow
zawierajcych grupy opuszczgge w pozycji 1,3 wzgldem siebie, analogicznie do
struktury zwigzku 64. Peptydomimetyk103a, zawierajcy atomy bromu (X = Br)
otrzymano w reakcji Appela z bromkiem fosforu oraz trifenylofosfingvydajno£ia 60%
(Schemat 34).

W kolejnym etapie przeprowadzono badania nad syraealogéw zwjzku 103a.
W tym celu, podjto proby przeksztatlcenia grup hydroksylowych w eskwasu
4-toluenosulfonowego (TsO) oraz metanosulfonowego (MsO). Reakcja z chlorkiem
mesylu (MsCI), przeprowadzona zostata w obecnhddetyloaminy (TEA), w chlorku

metylenu. Diester mesylowy 103X = OMSs) otrzymano z wydajnoig 84%.

TSO:>_<O TsCl. DIPEA, PBry, PPhj, BI’:>_<O
CCly4 t. pok.
TsO /N CHQC'Q, DMAP 4, p Br N
Bn N

102 ——————~

NH O Br H O
92% 60%
o A ’ ’ o
103b OBn 103a OBn
Nal MsCl, TEA
84% ’
68% | aceton ° | CH,Cl,, 0°C
t. wrzenia
I:>_<O MSO:>_<O
| N MsO N
Bri NH O Bri NH O
o 0
103c OBn 103d OBn

Schemat 34 Synteza peptydomimetykéw, analog6y z wykorzystaniem diold02

Reakcja zwizku 102 z chlorkiem tosylu, w analogicznych warunkach, nie
prowadzita do otrzymania oczekiwanego produktu. W przypadku tej reakcji, konieczne
byto zastosowanie diizopropyloaminy  (DIPEA) z dodatkiem 10%
dimetyloaminopirydyny (DMAP), co umdwito uzyskanie zwizku 103b (X = OTSs) z
wydajno&ia 63%. Wydajnoséreakcji wzrosta do 92% gdy zastosowano rGwnomeglow
(wzgledem 102) ilos¢ DMAP. Zwigzek 103b wykorzystano do syntezy peptydomimetyku
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z grupami dijodometylowymi. W wyniku reakcji substytucji grup tosylowych jonami
jodkowymi, otrzymano zwizek 103cz wydajno€ia 68%.

5.2.2. Wyniki badan aktywnosci biologicznej uzyskanych zwigzkow

wzgledem uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny

Po zakonczeniu syntezy chemicznej zostaty wykonane badawizokréleniem
aktywnosci biologicznej otrzymanych zwikow 103 na rekombinowanych enzymach Trx-
TrxR zgodnie z opisanprocedus eksperymentaln¥® Wszystkie badania biologiczne
prezentowane w niniejszej pracy byly opracowane i wykonane przez dr Angelike

Muchowicz, w zespole Prof. Jakuba gt w Warszawskim Uniwersytecie Medycznym.

Tabela 1. Aktywnos¢biologiczna peptydomimetykow z fragmentem dibromometylowym i jego
analogow.

L.p. Zwigzek ICs0 [UM]© HOsolkM] HOsolkM]

EMT6? Panc0?
1 PX-12 12.3+ 0.6 11.6 3.9
2 64 1.2+0,8 >50 >50
3 103a >50 n/o’ n/o
4 103b >50 n/o n/o
5 103c >50 n/o n/o
6 103d >50 n/o n/o
7 114 >50 n/o n/o
8 111 0.44+0.02 >50 >50

®Komorki mysiego raka sutkdKomoérki raka trzustki;*Aktywnosé wobec rekombinowanego systemu Trx-
TrxR:%n/o — nie oznaczano

Do celéw poréwnawczych zastosowano gki: PX-12 oraz 64. Wartogi
parametru Gy dla oznacz& enzymatycznych oraz wartmslLDso dla oznacze w modelu
komoérkowym zaprezentowano w Tabeli 1. Wartd€éso reprezentuje stenie, przy
ktorym enzym wykazywat 50% aktywnaswzgledem ukfadu bez inhibitora. Wartos¢
LDsp 0znacza natomiastegenie badanego inhibitora, ktdre powoduje spadek lpopu
zywych komorek o 50% wzgtlem uktadu bez inhibitora.

120 Klossowski, S., Muchowicz, A., Redzej, A., Swiech, M., Firczuk, M.,aBal., Ostaszewski, Rl, Med.
Chem. 2012 55, 55
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Zwigzek referencyjny PX-12 hamowat aktywnagktadu tioredoksyna — reduktaza
tioredoksyny w stosowanych warunkach, co potwierdzato prawidtowe dziatanie testu.
Stezenie tego zwizku , przy ktorym uktad Trx-TrxR zachowywat 50% sejofktywnosé
wynosito 12 puM. Zwigzek 64 wykazywat du® nizsze 1G, w o0znaczeniu na
rekombinowanym enzymie i wyniosto ono 1. WartoLi ICso wyznaczone dla
badanych peptydomimetykéw03a-c byly znacznie wiksze od wartasi dla PX-12.
Zwigzek PX-12 wykazywat rownie efekt cytotoksyczny/cytostatyczny w modelach
komorkowych i jego LIg wyniosto 11.6uM dla komoérek mysiego raka sutka (EMTG6)
oraz 3.9 M dla komoérek raka trzustki (Tabela 1, I.p. 1). Znek 64 nie wykazywat dla
tych komorek efektu cytotoksycznego w badanygnestiu (Tabela 1, I.p. 2).

Badania biologiczne wykazaty; peptydomimetykilO3 nie g aktywne wzgidem
uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny w badanygtersach (50uM), pomimo
faktu, iz zawieraj ten sam fragment co zyviek 64. Sam este64, pomimo bardzo
wysokiej aktywnog&i wobec rekombinowanego ukiadu TrxR-Trx, nie wykazefektu
cytotoksycznego na komoérkach rakowych, co potwierdza jego bardzo niski potencjat

terapeutyczny.

X Mechanizm |
(0] SH « 0]
) substytucja S Br substytuqa
A
eliminacjaJ @ix_ T addycja
Br/\H)J\OMe addycja ellmlnaqa

111

Mechanizm Il

Schemat 35Mozliwe mechanizmy dziatania zgiku 64. Mechanizm 164—A—E (czerwony); Mechanizm II:
64—111—-B—E (niebieski).

Ze wzgkdu na brak aktywna$ zwigzkow 103, przeanalizowano inne niowe
mechanizmy dziatania zwizku 64. Oprécz zaproponowanego peikowo mechanizmu |
(kolor czerwony, Schemat 35), move jest,ze zwhzek 64 w warunkacheksperymentu
ulega reakcji eliminacji twosr ester metylowy kwasu 2-(bromometylo)akrylowegihl
na drodze reakcji eliminacji bromowodoru (mechanizm II, niebieski, Schemat 35).
Zwigzek 111 moz alkilowa enzym, w reakcji addycji reszty cysteiny dogmdnia
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podwadjnego, tworgc adduktB. Z adduktuB, w nasgpnym etapie, eliminacja anionu
bromkowego moe prowadzti do tworzenia si adduktuC. Addukt C moz poprzez
kolejng reakcg addycji Michaela przeksztalasic w makrocykliczny zwizek E o

strukturze zaproponowanej poprzednio (Schemat 35).

W celu zaprojektowania aktywnych peptydomimetykow, redte sprawda, ktory
z przedstawionych mechanizméw inhibicji Trx-TrxR jest bardziej prawdopodobny.
Wyniki bada na izolowanym ukfadzie sugegyj ze Mechanizm 1 jest mniegj
prawdopodobny, jednak na tym etapie nie meogo catkowicie wykluczy Aby okreli¢
czy alkilowanie przebiega przez utworzenie gkiu 111 lub adduktuC z wigzaniem
podwdéjnym (mechanizm niebieski), zaproponowano strgkiwvigzku modelowegdl14
(Schemat 36).Zwigzek ten posiada dodatkgwgrupz metylowy, ktéra uniemotiwia
eliminacje czasteczki bromowodoru, przez co z@&ek ten nie mag dziatd mechanizmem
[l. Porownanie aktywrii zwigzkéw: 64, 114 oraz111 pozwoli przybliy¢ modiwy

mechanizm i przez to okste¢ dalszy kierunek syntezy nowych inhibitorow.

Przeprowadzono syntezwiazku 114. Estryfikacja kwasuL 12 prowadzita do estru
metylowego 113 z wydajnog<ia 54%. Zwhzek tenzostat nasfpnie poddany reakcji z
chlorkiem tosylu. Otrzymany diester tosylowy zostat od razptyuw reakcji z bromkiem

litu, prowadzcej do oczekiwanego zwiku 114, z wydajnogia 25% (dla dwoch etapow).

HO HO 1. TsCl, DIPEA, DMAP Br
SOCly MeOH / 2. LiBr, aceton, t. wrz. /
HO OH 54 % HO 1) 25% Br o)

O e} O
112 113 114

Schemat 36:Synteaza zwizku 114do bada modelowych nad mechanizmem alikolowania
Otrzymany zwdazek 114 oraz zwgzek 111 zostat nagpnie przebadany w geie
enzymatycznym. Badania aktywrodiologicznej (Tabela 1, 1.p.7,8) wykazalyawigzek
114 jest nieaktywny w badanyclestniach. Zwazek 111 jest natomiast prawie trzykrotnie
bardziej aktywny ni badany wczaniej zwigzek 64. Wyniki te sugeruj iz alkilowanie
cystein w tioredoksynie prawdopodobnie nie zachodzi poprzez eeaagiwdjnego
podstawienia, zatem Mechanizm Il (niebieski) jest bardzie] prawdopodobny.

Ten etap bada a w szczego6lna$ wyniki bada w modelach komérkowych pokaayj
ze pomimo bardzo dobrych aktywrmddv tescie enzymatycznym, zwiki 64 1 111 niesg

cytotoksyczne/cytostatyczne wzdem komorek nowotworowych (w¢geniach do 50
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pUM). Oznacza to,ze zwhgzki 64 i 111 te prawdopodobnie nie dociegado celu

komorkowego i przez to nie wykaawgfektu przeciwnowotworowego.

5.2.3. Badania nad opracowaniem metody syntezy zwiazkdéw z grupa 2-

(bromometylo)akrylowa

Badania modelowe wykazatye zwigzek 111, zawierajcy aktywowane wjzanie
podwdjne oraz grup opuszczajca W postaci anionu bromkowego, jest efektywnymi
inhibitorem ukfadu tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny. Poriewmaigzek ten nie
wykazuje dziatania wobec komdrek nowotworowych, w kolejnym etapie, przeprowadzono
badania nad metodayntezy peptydomimetykow, zawiegaych fragment zwizku 111.
Zaproponowano struktury peptydomimetyk6®l5 oraz 116a, w ktorych fragment
elektrofilowy skfada s} z aktywowanego vgzania podwdjnego oraz grupy opuszeezaj
X (X =TsO, Br, Schemat 37). Dodatkowo zaproponowano symigizzku 116b (X = H),

ktory zawiera tylko akceptor Michaela, bez grupy opuszacegj

78'\1‘?3 2THFd LiBr, aceton, o L0
90 z. t. pok. 1 godz.
103b \)J\osn — X N N\)J\OBn
1% 95% I
Bn (0] Bn O

116a: X=Br
116b: X=H

EtOH
36%

kwas metakrylowy +
BnNH, +

i-BuCHO +

105a

Schemat 37 Synteza zwizkow z wykorzystaniem zwiku 103b
Do syntezy tej grupy zwzkow zastosowano dwie metody syntezy. Pierwsza &2 nic
polegata na przeksztatceniu otrzymanego \waeg zwigzku 103b w zwigzek nienasycony
115 w reakcji eliminacji cgsteczki kwasu 4-toluenosulfonowego. Do tego celu
wykorzystano pocgkowo aminy trzeciorgdowe. Zbadano wptyw rd@wch amin na
reakcg eliminacji stosujc nas¢pujace reagenty: DIPEA, TEA, DMAP, DBU. Nie
zaobserwowano jednak tworzenig produktull5. Modyfikacja warunkéw prowadzonej
reakcji, polegajca na zastosowaniu wodorku sodu w tetrahydrofur@rtt=), prowadzita
do otrzymania zwzku 115 wydajnogiag 71%. Nasipnie, zwhzek 115 uzyty zostat w
reakcji z bromkiem litu twormr peptydomimetyk 116a, z fragmentem

2-(bromometylo)akrylowym, z wydajdoig 95%. Zwpzek 116b otrzymano z wydajnaia

50



36% stosujc reakcg Ugiego, w ktorej jednym z reagentow byt kwas metkdwy
(Schemat 37).

Przeprowadzono réwniebadania nad opracowaniem metody syntezyzui 118
zawieragcych grupe2-(bromometylo)akrylow jednak bez grupy alkilowej przy gaaniu
amidowym (Schemat 38). W tym celu, zastosowano kwas 2-(bromometylo)akrylowy w
reakcji Ugiego. Kwas ten byt jubpisany jako substrat w reakcji Ugiego, jednak
wydajno&i reakcji z nim byly niskié? Najprawdopodobniej spowodowane to byto

szeregiem reakcji ubocznych jakim neaizlegé ten kwas w warunkach reakcji Ugiego.

Zastosowano procedumwykonania reakcji Ugiego, ywang we wczéniejszych
etapach bada wykorzystugc jako substraty kwas 2-(bromometylo)akrylowy,
2,4-dimetoksybenzyloamin@ldehyd izowalerianowy oraz izocyjanooctan etWureakcji

zaobserwowano tworzeniegeptydomimetyku 17 z niewielkawydajno<ia (<10%).

o)
Br/\H)J\OH etanol X/d(\ \)L TFA, CH,CI X
ot FA CHaCl
\)J\OEt

Tabela 2 70%
+iBuCHO

+ DMB-NH, ~ /

+ NCCH,COOEt 117

Schemat 38 Reakcja Ugiego z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym i reakcja gsiangrupy dimetoksybenzylowe;j.

Przeprowadzono optymalizgojvarunkow reakcji stosgg m. in. rohe rozpuszczalniki
oraz procedury eksperymentalne (Tabela 2). Przy zastosowaniu standardowej procedury
(Tabela 2, procedura A), niezatee od rozpuszczalnika produkt nie powstawat lub
tworzyt sk z niska wydajnogia (Tabela 2, l.p. 1-5). Zmiana kolejredsdodawania
substratow (Procedura B) skutkowata wzrostem wydainosakciji, przy jednoczesnym
skréceniu jej czasu (Tabela 2, l.p. 6). Dodatkowe nbmie temperatury reakcji

spowodowato wzrost wydajnoido 61%.

Badania te wykazatyze dla reakcji Ugiego z kwasem 2-(bromometylo)akrylow
kluczowa jest kolejnos¢dodawania substratbw oraz niska temperatura prcawvealz
reakcji.  Obecnos$¢ izocyjanooctanu  etylu przed dodaniem  kwasu  2-
(bromometylo)akrylowego w niskiej temperaturze prawdopodobnie ogranicza zachodzenie

21 Greef de, M.; Abeln, S.; Belkasmi, K.; Domling, A.; Orru, V. A. R.; Wessjohann, A. Bynthesi2006
23, 3997
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reakcji ubocznych, co s&aokrotnie podniosto wydajnosdeakcji. Zoptymalizowane

warunki reakcji zastosowano do syntezyazkiu 117.

Tabela 2. Optymalizacja warunkow reakcji Ugiego z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym

L.p. Procedura Rozpuszczalnik Temperatura Wydajnos¢
1 A Etanol t. pok. <5%
2 A Etanol 0°C 11%
3 A Chloroform 0°C 0%
4 A Tetrahydrofuran 0°C 0%
5 A - 0°C 0%
6 B Etanol 0°C 34%
7 B Etanol -78 °C 61%

Procedura A: Do roztworu 2,4-dimetoksybenzyloaminy dodano aldehyd izowalerianowy i mieszano przez 15 min.
Dodano kwas 2-(bromometylo)akrylowy i mieszano przez kolejne 15 min. Dodano izocyjanooctan etylu w podanej
temperaturze. Naginie mieszano przez 24 godziny w podanej temperaturze.

Procedura B: Do roztworu 2,4-dimetoksybenzyloaminy dodano aldehyd izowalerianowy i mieszano przez 15 min.
Mieszanirg schlodzono do podanej temperatury, dodano izocyjanooctan etylu i kwas 2-(bromometylo)akrylowy.
Mieszano przez 6 godzin w podanej temperatuizecyjanek i kwas 2-(bromometylo)akrylowy dodano w®©,
nastpnie schtodzono do -7

Zastosowanie 2,4-dimetoksybenzyloaminy, zamiast benzyloaminy, lwnhoz
usunkicie grupy 2,4-dimetoksybenzylowej, jak opisano wdwmale 2.1.2, z zyciem
20%y,; kwasu trifluorooctowego w chlorku metylenu. Stasujte reakcg, otrzymano

peptydomimetyk 118 z wydajnoi 70% (Schemat 38).

5.2.3.1. Wyniki badan biologicznych nad aktywnogia peptydomimetykow

zawierajacych aktywowane wizanie podwaojne.

Otrzymane na tym etapie peptydomimetyki zawigrajakceptory Michaela zostaty
poddane badaniom biologicznym. W Tabeli 3 przedstawiono wyniki aktysvnos
biologicznej tych zwizkéw. Dla poréwnania umieszczono rowni@ktywno&i dla
zwigzkow referencyjnych (PX-1264). Najwyzsze 1Go, sposod aktywnych zwgzkow,
odnotowano dla peptydomimetyku z gaupstru tosylowego (l.p. 3). Lepsze aktywecios
wyznaczono dla zwekéw zawierajcych fragment 2-(bromometylo)akrylowyll(6a,
117). Wartdci ICso tych zwgzkow byty nieznacznie wasze od zwgzku PX-12 (l.p. 4,6,

Tabela 3). Najmisze wartoéi 1Cso otrzymano dla peptydomimetyk@l8 bez grupy
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zabezpieczapre] przy whzaniu amidowym. Aktywnosdego zwiazku byta zblkona do
zwigzku 64 (I.p. 7, Tabela 3)Peptydomimetykl16b zawieragcy pojedynczy akceptor
Michaela nie byt aktywny w badanych warunkach (l.p. 5).

Jak wynika z bada biologicznych, peptydomimetyki zawiegap aktywowane
wigzanie podwojne oraz gruppuszczajca byly aktywne w técie na rekombinowanym
uktadzie tioredoksyna — reduktaza tioredoksy. Najbardziej aktywne byty peptydomimetyki
z fragmentem 2-(bromometylo)akrylowym, dla ktorychdByto nizsze ni dla zwhzku
referencyjnego PX-12. Ponadto wykazame,obecnosdedynie pojedynczego akceptora
Michaela, jak ma to miejsce w zwku 116b, nie jest wystarczaga dla uzyskania
aktywnosci wzgledem ukladu Trx-TrxR. Potwierdza to duzznaczenie obecnos
podwadjnego centrum elektrofilowego w strukturach otrzymanych inhibitorow i jest zgodne

z proponowanym mechanizmem dziatania (Schemat 35).

Tabela 3. Aktywnoscbiologiczna zwizkéw zawierajcych akceptor Michaela

L.p. Zwiazek |Cs0 [UM] LD 5o [UM] LDso[uM]

EMT6 Panc02
1 PX-12 12.3+ 0.6 11.6 3.9
2 64 1.2+ 0,8 >50 >50
3 115 22.3+ 4.2 >50 >50
4 116a 10.0+£ 0.7 >50 >50
5 116b >50 >50 >50
6 117 89x+1.6 >50 >50
7 118 24+0.5 >50 >50

Poniewa uzyskane zwizki byly aktywne w testach enzymatycznych,
przeprowadzono rowniebadania cytotoksycznow modelach komérek nowotworowych
raka sutka (EMT6) oraz raka trzustki (Panc02). Niestety, pomimo wysokiej akigvmos
warunkach rekombinowanego testaden z badanych peptydomimetykow, nie wykazywat
aktywnosci cytotoksycznej wobec badanych komorek (Tabela 3).

Pomimo braku aktywna$ w modelach komdorkowych, wysoka aktywnoygé
testach enzymatycznych sugerujee zwihzki zawieragce fragment elektrofilowy

Zzbudowany z akceptora Michaela oraz grupy opusgcepjmog by¢ efektywnymi
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inhibitorami uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny. Brak akt§evne uktadach
komorkowych moe by natomiast  spowodowany  niska stabilnogia
2-(bromometylo)akryloamidow w mediach biologicznych. Dlatego w kolejnym etapie

bada zaproponowano inny rodzaj grupy opuszge@j zamiast atomu bromu.

5.2.4. Badania nad metoda syntezy3-acyloksymetakryloamidow

Jak wykazano w poprzedniej ¢8zi bada, aniony halogenkowe oraz estry
tosylowe g bardzo dobrymi grupami odchagymi. Dzigki temu mog efektywnie
alkilowac reszty cysteiny w tioredoksynie lub reduktazieddawksyny, co prawdopodobnie
sprawia,ze zwizki te g aktywne wobec izolowanego ukfadu Trx-TrxR. Z drygieony,
substancje takieasbardzo reaktywne i w ukladach biologicznych mageg& wielu
reakcjom, co maz prowadz do ich degradacji. Z tego powodu, do dalszych hada
zaproponowano inngyrupg ktora moe dziald jako grupa odchodeza, a mianowicie
anion kwasu karboksylowego. Zainspirowane to byto studium literaturowym nad pracami
Wagnera i jego zespotu, ktory opisat w 1984hcyloksyketonl119, bgacy inhibitorem
proteazy cysteinowef

0]

Enz. O
oy B
HsC” ~NH Enz-SH H,C” “NH
B
O%\'\\ Bn O)\\ n

HN “Cbz HN “Cbz

119

Schemat 390-Acyloksyketony jako inhibitory proteaz cysteinowych

Autorzy tej pracy zaproponowali mechanizm dziatania inhibittt8, w ktérym
kwas arylokarboksylowy penit relgrupy opuszczagej w reakcji alkilowania cysteiny w
proteazie (Schemat 39). Bazajna tych danych, zaproponowano wykorzystanie amvono
kwaséw  arylokarboksylowych  jako grupy odchgckj w  otrzymanych
peptydomimetykach.

5.2.4.1. Badania modelowe nad aktywnécia biologiczng zwiazkdw 2z grupa
p-acyloksymetakrylowa.

W celu weryfikacji tej koncepcji zastosowania nowych grup odcimah,

przeprowadzono badania modelowe nad aktywiadsiologiczngzwigzkow zawierajcych

122 Krantz, A.; Copp, L. J.; Coles, P. J.; Smith, R. A.; Heard,. RiBchemistry1991, 30, 4678
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fragment S-acyloksymetakrylowy. Zapropopowane struktury gzzkiow modelowych 20a
oraz 120bprzedstawiono na Schemacie 40.

Br Y o Y o
aceton o
O + OCs —o> /f
88-97% vy oo
(ONG Y
111 121a: Y =ClI 120a: Y =ClI
121b: Y = CF5 120b: Y = CF;

Schemat 40 Synteza zwizkow modelowych z grupB-acyloksymetakrylow.

Jako grupy odchodze zastosowano kwasy arylokarboksylowe:
2,6-dichlorobenzoesowy oraz kwas 2,6-bis-(trifluorometylo)benzoesowygzKivil20a
i 120b, otrzymano ze zwerku 111 na drodze estryfikacji solami cezowymi kwaséw
karboksylowych. Gdy sol cezawkwasu 121a generowanon situ w DMF z kwasu
karboksylowego i wglanu cezu, nie otrzymano oczekiwanego produktQa. Dlatego
zastosowano sole cezowe kwaséw przygotowane uprzednio w THF z niewielkim
dodatkiem wody (ok. 2%g). Tak utworzone sol&21a,bwprowadzono w reake¢jz estrem
111, otrzymugc zwigzki 120a,h Pocztkowo do reakcji ze zwrkiem 111 wykorzystano
DMF jako rozpuszczalnik. Dalsze badania wykazaty jedaalgroduktyl20a,b powstag
rowniez w acetonie, z porownywalngydajnogcia. Bioragc pod uwag wzgledy praktyczne,
ostatecznie upwano acetonu jako rozpuszczalnika do reakcji subsjy W wyniku
reakcji estrulll z solami 121b i 121b w acetonie, otrzymano oczekiwane zZxki
modelowe z wydajnadami 88% (20a) i 97% 120b).

Otrzymane estry przebadano wédie enzymatycznym na izolowanym ukfadzie Trx-
TrxR. Stzenia 1Go dla otrzymanych zwzkoéw modelowych byly bardzo niskie
I wynosity 0.4uM dla estrul20a, oraz 0.21M dla estrul20b. Oba zwazki, podobnie jak
estry 111 i 64 nie byly jednak aktywne w modelach komorkowych (EMT5 oraz Panc02).

Tabela 4. Wyniki aktywno<&i biologicznej dla zwjzkéw modelowych

120a,b
L.p. Zwigzek |Cs0 [UM] LD so[pM]
1 64 1.2 >50
2 111 0.4 >50
3 120a 0.2 >50
4 120b 0.4 >50
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5.2.4.2. Badania nad synteg peptydomimetykow z fragmentem
p-acyloksymetakrylowym.

Wyniki badan na zwihzkach modelowych potwierdzity efektywnoséragmentu
p-acyloksymetakrylowego w inihbicji uktadu tioreodkysna — reduktaza tioredoksyny.
W kolejnym etapie bada opracowano syntez peptydomimetykOw z opisanym
fragmentem (Schemat 41). Do syntezy gakdw 122a,b i 123ab zastosowano
opracowang wczeniej metodg polegagca na wykorzystaniu soli cezowej kwasow
2,6-dichlorobenzoesowegolZla) i bis<2,6-trifrluorometylo)benzoesoweg@¢l21b) w

reakcji z peptydomimetykami 117118 (Schemat 41).

W reakcji peptydomimetykull7, z wigzaniem amidowym zabezpieczonym ggup
2,4-dimetoksybenzylow w acetonie otrzymano odpowiednie peptydomimefyda,b z
wydajnogia odpowiednio 71% i 80% . Peptydomimetik8 w reakcji z solami cezowymi
prowadzit do otrzymania produktot?23aoraz123b z wydajnogiami odpowiednio 59%
I 87% (Schemat 41).

121a lub 121b, 121a lub 121b,

Y (0]
aceton aceton
t. wrzenia :l O/f N0 t. wrzenia
5 godz.
117 5909z Y 0PN N\)j\oEt 9 118
R" O

71 -80% 59 - 87%

122a: Y =CI; R'= DMB
122b: Y = CF; R' = DMB
123a:Y=Cl, R"=H
123b: Y =CF5, R'=H

Schemat 41 Syntezaf-acyloksymetakryloamidéw z wykorzystaniem reakcji estryfikacj selzowy kwaséw

karboksylowych

Istotng zalet otrzymanych zwjzkéw 123a,b byta znaczca poprawa stabilnok
w poréwnaniu do zwizkow z fragmentem 2-(bromometylo)akrylowym. Zwuek 123b byt
stabilny przez wiele miegiy w temperaturze 3 °C, podczas gdy peptydomimétyk
ulegat w tym czasie rozktadowi (TLC).

5.2.4.3. Wyniki badan biologicznych nad aktywnogia #-acyloksyakryloamidow

Otrzymane w tej cgci bada p-acyloksyakryloamidy zostalty poddane badaniom
biologicznym, a ich wyniki przedstawiono w Tabeli 5. Zwki 122a,b posiadajce
zabezpieczone wranie amidowe grup 2,4-dimetoksybenzyloyv byty nieaktywne
w testach na izolowanym enzymie (Tabela 5, l.p. 3,4). Niskie $@rtGsy otrzymano

natomiast dla zwizkéw 123a,h ktére nie posiadaty grupy 2,4-dimetoksybenzylowej
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w swojej strukturze. $tenia 1Go byty zblizone do tych, wyznaczonych dla zzku 64.

Z uwagi na brak aktywne$ zwigzkdéw 122a,hh badania komoérkowe wykonano dla

zZwigzkobw 123a,b  Dla tych zwijzkow zaobserwowano wyiae dziatanie

przeciwnowotworowe. Dla komorek mysiego raka sutka (EMT6) weirtddso zwigzkow

123a,bbyly poréwnywalne do PX-12. Natomiast efekt cytotoksyczny peptydomimetykow

123a,bbyt silniejszy od efektu PX-12 wobec komorek raka trzustki (Tabela 5, I.p. 5,6).
Wyniki te pokazu wyraznie, ze p-acyloksyakryloamidy g efektywnymi inhibitorami

uktadu tioreoksyna — reduktaza tioredoksyny, co pozostaje w zgadnoé/nikami bada

na zwhgzkach modelowych. Kluczowym aspektem  dotyyan  struktury

peptydomimetyku jest obecnosigrupy 2,4-dimetosybenzylowej. Peptydomimetyki

posiadajce t grupe byly nieaktywne w badanychegeniach wobec izolowanego uktadu

tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny. Mg, ze przyczym braku aktywnosi,

w przypadku tych zwizkow, byt zbyt duy rozmiar casteczki. Usuricie tej grupy

i otrzymanie zwjzkow 123a,b skutkowato uzyskaniem bardzo efektywnych inhibitorow

uktadu Trx-TrxR. Dla zwjzkéw 123a,bbardzo wana jest rownig aktywnos¢w modelu

komoérkowym. Peptydomimetyki te wykazujsilny efekt cytotoksyczny wobec obu

badanych linii komorek nowotworowych.

Tabela 5. Aktywnos¢ biologiczna gacyloksyakryloamidéw

L.p. Zwigzek |Cs0 [UM] LD 5o [uM] LDso[uM]

EMT6 Panc02
1 PX-12 12.3+ 0.6 11.6 3.9
2 64 1.2+ 0,8 >50 >50
3 122a >50 >50 >50
4 122b >50 >50 >50
5 123a 3.3 5.2 3.8
6 123b 3.0 55 3.0

Brak aktywno¢i w modelach komorkowych zwikoéw modelowych120a i 120b
wobec wysokie] aktywriwi peptydomimetykow123a,b z tym samym fragmentem

elektrofilowym, dobrze koresponduje z zaaiami niniejszej pracy. Badania te wykazaty,
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ze pohkczenie fragmentu elektrofilowego z fragmentem pemtynetykdéw znaczo
wplywa na uzyskan aktywnos¢ prawdopodobnie zwkszapc prawdopodobigstwo
dotarcia inhbitora do komorki. Dgki temu, otrzymane peptydomimetyki wykazugilne

dziatanie przeciwnowotoworowe.
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5.3. Badania nad opracowaniem chemoenzymatycznej metody syntezy

nowego pomochnika chiralnego do reakcji Ugiego

W rozdziale 5.2. opracowano ogolngnetodologé umodiwiajacg otrzymanie
racemicznych peptydomimetykéw z gruphacyloksymetakrylow. W kolejnym etapie
bada, konieczne byto opracowanie metody, za pognkidrej moiwe jest otrzymanie
poszczegllnych enancjomerow peptydomimetykéw 123a,b z grup

[-acyloksymetakrylowy.

Podjeto prébe otrzymania enancjomerycznie czystego gaku 123b, wykorzystujc
klasyczne metody spggania. W tym celu wykonano syntegnancjomerycznie czystego
dipeptydu 130 z L-leucyny, wedlug opisanej wcZaiej procedury?® Przeprowadzono
reakcje sprggania z zastosowaniem rggch czynnikow sprgyajgcych: EDC, DCI, CDI.

W zadnym przypadku nie otrzymano zwku (S)118. Dopiero, w wyniku trojetapowej
syntezy z chlorkiem kwasu 2-(bromometylo)akrylowego otrzymanoazaki 123b
(Schemat 42). Wydajdé reakcji spregania byta jednak bardzo niska (6%), dlatego ta
metoda syntezy nie byta efektywna dla tej grupyazkow.

CF3 O
o 121b
1.80Cl, t wizenia ~ Br O H aceton 0O O H
N — N
B’Aﬂ)\o” 2.130, DMAP, 0 °C KH)J\” R 57% CFaKH)J\” 3
6% O CO,Et O CO,Et
(S-118 (S)-123b

iBu H [(X]D =-23
N._ COOEt

130: H,N
HCl 0O

Schemat 42 Synteza zwizku (S)-123bmetod, klasycznego spegania

Prawdopodobnym powodem niskich wydajciosreakcji sprzgania z kwasem
2-(bromometylo)akrylowym jest obecnotizech centréw elektrofilowych w aktywowane;j
formie tego kwasu. Me to prowadz do wielu reakcji ubocznych z grgamminows
pochodaca od zwhzku 130. Grupa aminowa mez bowiem reagowa z innym
fragmentem cgsteczki kwasu (np. z atomem bromu lulyzeiniem podwdéjnym), nie Za
z aktywowan grupm karbonylowg.

Reakcja Ugiego z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym bytaodoerdziej efektywna w
syntezie tych peptydomimetykdéw, ponieivev tej reakcji kwas karboksylowy peni rol
nukleofila (Schemat 2). Ponadto reakcja Ugiego zachodzi w niskiej temperaturze, co

prawdopodobnie ogranicza zachodzenie reakcji ubocznych i wplywa korzystnie na

123 Frelek, J., Fryszkowska, A., Kwit, M., Ostaszewski, TRtrahedron: Asymm2006 17, 2469
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wydajna¢ otrzymywanego produktu reakcji. Z tego powodu ptmdpréby wykorzystania
reakcji Ugiego do syntezy nieracemicznego peptydomimetyku.123b

W czsci teoretycznej opisano szereg przyktadoéw zastos@wahiralnych amin
w diastereoselektywnym wariancie reakcji Ugiego. Nie zostaly jednak opisane dogodne
metody usuwania tych amin z produktu reakcji, ktére mogltyby bgstosowane do
syntezy zwazku 123b. Teoretycznie, mdiwe jest zastosowanie 1-fenyloetyloaminy
w reakcji Ugiego. Grupa benzylowa n@oby usuneta w warunkach redukagych (np.
wodér na palladzie}®* Ta metoda nie me: by jednak zastosowana w obeccio$
reaktywnego wjzania podwdjnego.

W celu opracowania ogoélnej metody syntezy chiralnych, nieracemicznych
peptydomimetykow opisanych w rozdziale 5.2., koniecznecwbhyto zastosowanie
nowego pomocnika chiralnego, ktory mogtby cbuzyty jako ,chiralny ekwiwalent
amoniaku” w reakcji Ugiego.

3
HN” N R

R3
N
MeO +RICHO MeO R%O MeO R! (§
NH, +R2COOH —> LR ro
+R3N N R
OMe c T T
OMe [e] OMe o}

ent-200

1. rozdzial stereoizomeréw
2.20 %TFA/DCM

3 3
N R HN’R
RH/&O Ri-(&o
HN._ _R2 HN._ _R2
b bl
o} o}

Schemat 43Koncepcja wykorzystania 1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloam2Qf do syntezy chiralnych
peptydomimetykow

Jak juw wczeniej pokazano, 2,4-dimetoksybenzyloamina jest stes@w jako
ekwiwalent amoniaku w reakcji Ugiego i noby w prosty sposéb uswta ze struktury
otrzymanych  wczesniej  peptydomimetykOw  poprzez  zastosowanie  kwasu
trifluorooctowego. Bazuc na tych wynikach, zaproponowano wykorzystanieath&go
analogu 2,4-dimetoksybenzyloaminyl-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy 200) jako
pomocnika chiralnego do reakcji Ugiego. Z racji analogii do DMBA powinrtonhgdiwe
zastosowanie amin®00 w reakcji Ugiego i usuggie jej ze struktury otrzymanego
peptydoimimetyku w analogicznych warunkach co grupgt-dimetoksybenzyloav

24 Ding, K., Chen, J., Ji, M., Wu, X., Varady, J., yang, C-Y, Lu, Y.,, Deschamps, J. R., Levant, B., Wang, S.,
J. Med Chem2005 48,3171
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Koncepcja syntezy nieracemicznych peptydomimetykdéwzyciam tej aminy, zakfada
rozdziat otrzymanych diastereoizomerow, ktore mbg nastpnie odbezpieczone, @ki

czemu mofiwe bedzie otrzymanie obu enancjomero@3b (Schemat 43).

5.3.1. Synteza racemicznej 1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy

W  literaturze nie zostala opisana metoda syntezy  nieracemicznej
1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy. Racemicznaming 200 otrzymano wedtug
zmodyfikowanej metody opisanej w literaturZ8.W pierwszym etapie zastosowano
reakcg Leukcharta, 2,4-dimetoksyacetofenonu z generowamgnsitu formamidem,

w wyniku ktorej otrzymano amid201 z wydajnogia 37%. W kolejnym etapie,
zastosowano 2N kwas solny w celu hydrolizy formamifll jak opisano w literaturze.
W tych warunkach nie zaobserwowano tworzenig <wigzku 200, dlatego
przeprowadzono hydrokz zasadow. Reakcja z wodorotlenkiem sodu prowadzita do

otrzymania racemicznej 1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy z wydajpds8% (Schemat

HCONH, PR 2N NaOH
O 180°C H ~o0 twrzenla
o o~ 3% ~o o~ N
201

rac-, 200

Schemat 44Synteza racemicznej 1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy.
Tak otrzymanagracemiczngaming 200 zastosowano w modelowej reakcji Ugiego z
kwasem benzoesowym, aldehydem izowalerianowym oraz izcyjankiem cykloheksylowym,
otrzymupc zwigzek 202 z wydajnogia 77% (Schemat 45). Nagginie przeprowadzono
reakcg zwigzku 202 z kwasem trifluorooctowym w wyniku koérej otrzymano
odbezpieczony peptydomimety® 03 z wydajnogia 73%. Potwierdzono w ten sposoéb
mozliwos¢ usunécia fragmentu aminy200 z produktu reakcji Ugiego w tych samych
warunkach, co grup DMB, co z kolei uzasadnia dalsze badania nad syntez

nieracemicznej aminy 200.

i-BUCHO + —— —_—

c-Heks-NC 7% 73%
MeO OMe

o]

EtOH H )\

rac-200 + 24 godz, Ph)LN%f N i H

PhCOOH + ¢t pok. 20% TFA/CH,Cl, N
o]

202d.r.: 2:1

Schemat 45Reakcja modelowa wykorzystigia racemiczgamirg 200

125 Dem'yanovich, V. M.; Shishkina, I. NRuss. J. Org. Chen1.996 32, 1336
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5.3.2. Badania nad opracowaniem metody syntezy chiralnej nieracemicznej
1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy

Jednaz podstawowych metod rozdziatu enancjomeréw amemwsizorzdowych jest
krystalizacja diastereoizomerycznych soli amoniowych utworzonych z chiralnym kwasem,
co zostato opisane dla fenyloetyloaminy oraz jej pochodMdArzeprowadzono badania
nad zastosowaniem kwasdwwinowego orazD-migdatowego do rozdziatu racemicznej
aminy 200. W Tabeli 6 przedstawiono wyniki badana #§ metods rozdziatu
enancjomeréwNadmiar enancjomeryczny wyznaczono za pamdPLC, po uprzednim
przeprowadzeniu amin200 w acetamid, yivajac bezwodnika octowego. Krystalizacja
aminy 200 z kwasemD-migdatowym prowadzita do otrzymania aminy z nadmiarem
enancjomerycznym 14% (Tabela 6, I.p. 1,2). Przy zastosowaniu kwagoolwego nie
obserwowano znagezego rozdzialu enancjomeréw (Tabela 6, l.p. 3,4).nWiyte
wskazug, iz ta metoda rozdziatu enancjomerow 1-(2,4-dimetoksgfdetyloaminy nie
przyniosta zamierzonych rezultatow. Z tego powodu ¢godprobe opracowania metody

enzymatycznego rozdziatu kinetycznego racemicznej 1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy.

Tabela 6. Krystalizacja aminy®0C z chiralnymi kwasami karboksylowymi.

Liczba rzutow _
L.p. Kwas karboksylowy o ee [%] Wydajnosé
krystalizacji

1 D-migdatowy 1 11% 44%
2 D-migdatowy 3 14% 33%
3 L-winowy 1 <2% 49%
4 L-winowy 2 4% 42%

®Wyznaczone za pomg@tPLC dla amidu, otrzymanego w reakcji amizf( z bezwodnikiem octowym.

5.3.2.1. Enzymatyczny kinetyczny rozdziat enancjomerow
1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy

Jak opisano w rozdziale 3.2 e¢sgi teoretycznej istnieje wiele przyktadow

enzymatycznego rozdziatu kinetycznego amin pierwsgmwych. Kluczowym aspektem

wplywajacym na  wybor metody enzymatycznego rozdzialu  kinetggo

126 Kinbara, K., Sakai, K., Hashimoto, Y., Nohira, H., Saigo,etrahedron Assyml199§ 7, 1539
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1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy, byta rmowos¢ otrzymania tej aminy w skali
preparatywnej, aby mdisve byto przeprowadzenie zgweakcji Ugiego.

Spo&dd opisanych we wgpie literaturowym metod enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego amin, zdecydowang; sia metody wykorzystgge hydrolazy. Wybor ten
uzasadniagj wzgledy ekonomiczne oraz deginos¢ enzymow. Hydrolazy g rowniez
bardziej stabilne, a ich ygie do rozdziatu kinetycznego amin nie wymaga si@soa
kofaktoréw, co jest konieczne w przypadkuycia transaminaz. Jak pokazano wesci
literaturowej, przy ugciu hydrolaz, kinetyczny rozdziat racemicznych ammoz by

przeprowadzony poprzez reakdjydrolizy amidéw lub reakgjamidowania (Schemat 46).

(o]
0 3
NJJ\ enzym NH;  enzym N
H — > -
MeO OMe MeO OMe

ACQO/' MeO OMe bufor bufor
ent-200 rac-201

rac-200 204

MeOCHQCOO$\ o]
enzym /©\/LNJ\/OMG /@\/\NH2
H +
MeO OMe MeO OMe

ent-205 ent-200

Schemat 46 Strategia wykorzystania enzyméw do rozdziatu kinetycznego ad@ifly

W pierwszym podéfiu przeprowadzono probenzymatycznej hydrolizy formamidu
201, jako ze jest on produktem padnim syntezy racemicznej aming00.
Przeprowadzono badania przesiewowe enzymu, ktory katalizowatbgakcg. Jako
rozpuszczalnik zastosowano mieszartigoru (pH = 7.4Y’ i acetonu w proporcji (7:3,
obj:obj). Badania te, wykazaly, zeaden z dospnych w laboratorium enzyméw nie
katalizowat reakcji hydrolizy201. Analogiczne badania przesiewowe wykonano réwnie
dia reakcji hydrolizy amidi204, jednak i w tym przypadku nie zidentyfikowano enzymu

katalizupcego ¢ reakcg w badanych warunkach.

W kolejnym podejciu przeprowadzono badania nad zastosowaniem reakcji
enzymatycznego amidowania z zastosowaniem racemicznej apiiy Bazuc na
metodzie opracowanej przez figtnBASF (opisane] w rozdziale 3.2.1¢8ei teretycznej),
zastosowano ester metylowy kwasu metoksyoctowego. Jako rozpuszczalnik wykorzystano

toluen, poniewa jest on dobrze tolerowany przez enzylffy.W wyniku bada

127 Dla niektérych enzyméw zastosowano inne pH, rekomendowane przez produdériglojpodane
128 3)Brodzka, A., Koszelewski, D. Ostaszewski, R.Mol. Cat. B: Enzymati2012 82, 96 b) Brodzka, A.,
Koszelewski, D., Cwiklak M., Ostaszewski, Retrahedron: Asymm2013 24, 427
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przesiewowych zidentyfikowano cztery enzymy, ktore katalizowathgakcg i okreslono
nadmiary enancjomeryczne uzyskanych amid@@5. We wszystkich przypadkach
otrzymano produkt z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi (Tabela 7). Wysoka
wydajnos¢ otrzymano jednak jedynie dla immobilizowanej lipa&y Candida antarctica.

W reakcji z tym enzymem, ami@05 otrzymano z wydajnoig 49% i nadmiarem
enancjomerycznym wynogezym 99% (Tabela 7, I.p. 4).

Tabela 7. Enzymatyczny rozdziat kinetyczny ami@@C

o) -
MeOCH,COOMe J_ome :
N NH,
rac-200 H +
toluen MeO OMe MeO OMe

enzym

:SPgE.dz. ent-205 ent-200
L.p. Enzym Wydajnosé¢[%)]° ee [%] =
1 Lipaza Pseudomonas sp. 10% 96% 54
2 CALB (natywna) 10% 97% 73
3 Lipaza Candida rugose <5% 98% n/w
4 Novozym 435 49% >99% 751

ln[(l—cx(1+eep)] b

In[i-ox(1ee,)] ee produktu 205 wyznaczone za pomgcHPLC; “Wydajnai¢

%bliczona wedtug wzoru:E =

izolowanego produktu

Rycina 4.0braz ORTEP dla krysztatu ami@05uzyskanego w reakcji z Novozym 435.

Po otrzymaniu wisciwego krysztatu amidu205, zostaly przeprowadzone badania
krystalograficzne, ktére potwierdzily strukéuotrzymanego amidt?® Badania te miaty na
celu okrglenie konfiguracji absolutnej zaaku 205. Dzkki otrzymaniu odpowiedniego
parametru Flacka, byto miwve okreslenie konfiguracji absolutnej pomimae zwihzek

129 Badania zostaly wykonane przez Przemystawa Kalickiego z grupy Prof. Zofii Lipkowskiej, w Instytucie
Chemii Organicznej PAN.
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nie zawierat atomu etkiego pierwiastkd>® Na Rycinie 6 przedstawiono strukgtemidu
205, ktoéra wskazuje,ze enzym selektywnie katalizowat reakcjamidowania

(R)-1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminy.
Nieprzereagowaf) optycznie czyst (ee>99%) $)1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloamine

odzyskano po reakcji enzymatycznej z wydapi®s42% (po redestylacji). W celu
otrzymania optycznie czystejR)-1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminyprzeprowadzono
reakcp hydrolizy amidu205. Pocatkowo zastosowano metodiydrolizy z Novozymem
435, ktén przeprowadza siw tagodnych warunkacH. Nie zaobserwowano jednak
powstawania aminy00 w tych warunkach. Reakgjte przeprowadzono chemicznie, z
uzyciem 2N NaOH, analogicznie jak w przypadku hydmpl201. Pomimo prowadzenia
reakcji przez 24 godziny w temperaturze wrzenia,agiv@bserwowano znaczne ios$
nieprzeragowanego amidu. Z tega ppwodu zastosowano 4N NaOH z dodatkiem glikolu
etylenowego (20% obj.), co umkbddito otrzymanie
(R)-1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaming wydajnogia 88%. Podczas reakcji hydrolizy,
zaobserwowano e#ciowg racemizagi aminy R)-200 a wyznaczony nadmiar
enancjomeryczny wyniést 94%.

Glowng zalety wykorzystania opracowanej metody jest mweas¢ syntezy chiralnej,
nieracemicznej aminy200 w skali gramowej deki zastosowaniu fatwo daginego
enzymu. Jednoczaeie zastosowanie immobilizowego katalizatora dodatkautatwiata
proces oczyszczania mieszaniny poreakcyjnej. Z uwagi ¢taiowa racemizacgj izomeru
aminu (R)-200 podczas reakcji hydrolizy, w kolejnym etapie lfar@stosowano optycznie

czysty (S)1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaming

5.3.3. Badania nad diastereoselektywng reakg@ Ugiego z wykorzystaniem
nowego pomocnika chiralnego
Reakcg Ugiego wykonano poradzy kwasem 2-(bromometylo)akrylowym, chiraln
aming (S)200, aldehydem izowalerioanowym oraz izocyjanooctanem etylu (Schemat 47).
W wyniku tej przemiany otrzymano diastereoizom&fba i1206b, z wydajnofia 84%

i w proporcji 2:3 (wyznaczona za pomoRP-HPLC).

130 Flack, H. D., Bernardinelli, GActa Cryst. 1999 A55, 908
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206a 206b

Schemat 47Reakcja Ugiego z3)-1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloamin
W kolejnym etapie przeprowadzono badania wptywu rozpuszczalnika i dodatku kwasu
Lewisa na wydajnos¢éoraz diastereoselektywnodbadanej reakcji Ugiego. Wiadomo
bowiem, ze dodatek chlorku cynku wplywa na 2k$zenie nadmiaru
diastereoizomerycznego produkfuZ bada przeprowadzonych przez Kuntza wynika
réwniez, ze stzenie reagentdbw ma dyzwplyw na diastereoselektywngsdlatego
w prowadzonych badaniach zastosowano mniejgzersia reagentéw (c=0.03M}.

Tabela 8. Wptyw rozpuszczalnika oraz dodatkdéw na reakdgiego z amingS)20C

L.p. Rozpuszczalnik d.r.° Wydajnosé
1 EtOH’ 40:60 84%
2 EtOH 35:65 67%
3 Toluen 30:70 23%
4 CHCl; 31:69 27%
5 THF 29:71 48%
6 i-PrOH 40:60 54%
7 AcCN 30:70 48%
8 TFE n/w 0%
9 THF + ZnC} 20:80 24%
10 EtOH + ZnCJ 23:77 119

Warunki reakcji: Temp. = -21 °C, 24 godz.c&inia reagentow c=0,03M Obserwowano ozktad
substratow Stezenie reagentéw c=0.5M, temp. 0 “@.r. wyznaczone zayciem HPLC!Wydajnai¢ dla
mieszaniny diastereoizomeréw

Zastosowanie mniejszego estnia reagentdbw w etanolu, nieznacznie poprawito
diastereoselektywnos¢ reakcji (Tabela 8). Diastereoselektywnosdeakcji w
tetrahydrofuranie, toluenie oraz acetonitrylu bytazsaa ni w etanolu, proporcje
doastereoizomeréw wynosity okoto 70:30 (I.p. 3,5,7, Tabela 8). Badana reakcja nie
zachodzita w trifluoroetanolu, ktéry zastosowano zediglna opisany pozytywny wptyw

tego rozpuszczalnika na diastereoselektégmeakcji Ugiego:> Dodatek chlorku cynku
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poprawit diastereoselektywbd reakcji, jednak jednoczeie spowodowat zmniejszenie
wydajno&i w poréwnaniu do reakcji w etanolu (I.p. 9,10, Tal®la

Wyniki bada nad przebiegiem reakcji Ugiego z kwasem 2-(bromglojgtkrylowym i
aming (S)}200 pokazuj, ze zwizek 206 otrzymywany jest z najwysza wydajnocia w
rozpuszczalnikach protycznych, co jest zgodne z ogolnie gbyryjmechanizem reakcji
Ugiego. Z drugiej jednak strony, diastereoselektywn@gkcji Ugiego z amingS)200
jest wyzsza w rozpuszczalnikach aprotycznych. Poniew@lem tego fragmentu bada
byto otrzymanie obydwu enancjomerow zwku 123b, wybrano warunki w ktérych

wydajnoséreakcji byta najwysza.

5.3.4. Badania nad syntea chiralnych nieracemicznych
[acyloksymetakryloamidow z wykorzystaniem §)-1-(2,4-dimetoksy-

fenylo)etyloaminy

Relatywnie dua roica w polarnodi diastereoizomer6®06ai 206b sprawita,ze byto
mozliwe rozdzielenie stereoizomerow z wykorzystaniemtadechromatograficznych.
Rozdzielone diastereoizomer206a i 206b zostaly naspnie poddane reakcji
odbezpieczenia w warunkach opisanych w rozdziale 5.3.1 z wykorzystaniem 20%
roztworu kwasu trifluorooctowego. Ze wezdu na obecnoséproduktow ubocznych
trudnych do oddzielenia, surowa mieszanina reakcyjna zostata bedpos poddana
reakcji z sod cezows kwasu 121b, co prowadzito do otrzymania nieracemicznych

[acyloksyakryloamiddw.

Otrzymane w ten sposob peptydomimety®i-123b oraz R)-123b zostaty otrzymane
Z bardzo dobrymi wydajnetami dla dwoch etapow — odpowiednio 57 i 68% (Sciiem
48), a wyznaczone nadmiary enancjomeryczne dla obu enancjomeréw wynosity ponad
90%. Konfigurag; absolutng otrzymanych enancjomeréw okleno poprzez pomiar
skrecalnoci  optycznej. Skycalnos¢ optyczna zwgzku (S)123b otrzymanego
z diastereoizomeri206b, wynosita plp = -26 (c = 0.5, CHG). Zgadza s ona
z wartogig skrcalnoci zwigzku (S)123b otrzymanego w wyniku spggania z

nieracemicznym dipeptydem 130 (Schemat 425 E -23 (c = 0.8, CHG)).
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Schemat 48 Synteza enancjomerow zyku 123bz wykorzystaniem nowego pomocnika chiralnego.
Otrzymanie obu enancjomerow z@&ku z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi
uzupetnialo metodologi syntezy racemicznych peptydomimetykbw o wariant
stereoselektywny, co pozwalato na przeprowadzanierbbitdogicznych, ktérych wyniki
przedstawiono w kolejnym rozdziale. Opisane w tym rozdziale badania zostaty

opublikowane w Tetrahedron Asymmetry.
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5.4. Synteza biblioteki S-acyloksymetakryloamidow do badan zalenoséi

aktywnos¢i od struktury

W kolejnym etapie badawykorzystano opracowany rozdziale 5.2.4.2. metodolegi
do otrzymania biblioteki S-acyloksymetakryloamidéw. W celu przeprowadzenia
systematycznych baflapodzielono struktgr wiodaca zwigzku 123b na trzy fragmenty:
Po — fragment elektrofilowy zawierggy gruge S-acyloksymetakryloamidu, P~ fragment
formalnie tworacy tancuch boczny N-terminalnego aminokwasu we fragmencie
peptydowym inhibitora, P— fragment stanowcy C-terminalny koniec fragmentu peptydu
(Rycina 5). Dz¢ki zastosowaniu reakcji Ugiego zmiana tych fragmentde wymagata
kazdorazowego wykonania wieloetapowej syntezy.W praktycagment P pochodzit od
stosowanego w reakcji Ugiego aldehydu, natomiast fragmebiiPelementem, ktérego

budowa byta uzalaiona od uytego do reakcji izocyjanku. (Rycina 5)

Rycina 5.Podziat struktury inhibitora na optymalizowane fragmenty g P,

5.4.1. Synteza peptydomimetykow z rémymi fragmentami P,

W celu syntezy pochodnych?23b z ronym fragmentem Pprzeprowadzano reakci
Ugiego z roaymi aromatycznymi oraz alifatycznymi aldehydami. Bgntezy uyto
kwasu 2-(bromometylo)akrylowego, odpowiedniego aldehydiCH®), izocyjanooctanu
etylu oraz 2,4-dimetoksybenzyloaminy. wW RSty M etapie grup
2,4-dimetoksybenzylow usuwano w reakcji z kwasem triflluorooctowym w ahkio
metylenu.  Ostatnim  etapem  bylo  podstawienie g solcezow  kwasu
2,6-bis-(trifluorometylo)benzoesowego, prowade do peptydomimetykdéw 309a-j
(Schemat 49). W celu skrocenia metody syntezy, jeden z etapéw (odbezpieczania lub
podstawienia sal cezows) wykonywano z zastosowaniem surowego gzku, bez
oczyszczania chromatograficznego produktur@dtiego.

Do syntezy zwjzkow 31la-e zastosowano bezpednig reakcg odbezpieczania
produktu reakcji UgiegoNatomiast do syntezy zwiku 309) zastosowano procedyr

w ktorej zwigzek 310 poddawany byt reakcji odbezpieczania i ¢@asie bezpoednio
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uzywany byt do reakcji z sglcezows (Schemat 49). Generalnie, wydajopgeakciji
Ugiego byly niskie i rzadko przekraczaly 40%. Ri@e w wydajnosiach zales
prawdopodobnie od rownowagi reakcji tworzenia iminy z aldehydu i amin§li Je
rownowaga ta jest przesgta w strongaminy, moz to prowadzi do niepozglanych
reakcji z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym i jednagcde obnizac wydajnosé
wydajnos¢ catego procesu. Wydajnas pomiejszych etapdédw odbezpieczenia i reakcji
Z sob cezowy zostaty przedstawione na Schemacie 49.
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O
B OH NC
I’/ﬁ% . \)kOEt o R1 o
EtOH H\)k
- =
N
)}( OEt

R1 + H2N BF/YLN
k\ P DMB O
0 0

O ~
310: R'= p-CHO-CgH,-, 36%

1 EtOH 1. 20% TFA/CH,CI,
2. 20% TFA/CH,CI, 2. 121b, aceton
12 - 23% (2 etapy) 57%
1 1
Q R “i 121b, aceton CFs O o R Hi
BrYLN)}( OEt 2 6ov oﬁ%NJ}(N OEt
H - 69% H
0 0
311a: R'=n-Pr
311b: R'=n-Bu 309a: R! = Et 309g: R' = Ph
311c: n-Oktyl 309b: R! = j-Pr 309h: R = 2-Naftyl
311d: R'=p-F-C4H, 309¢c: R = n-Pr 309i: R = p-F-CgH,-
311e: R'=2-naftyl 309d: R' = n-Bu 309j: R! = p-CHO-CgH,-

309e: R' = n-Heptyl
309f: R = n-Oktyl

TFA/DCM
58 - 67%
CFy O o)
CF, —_— N
30 - 36% @5&0%"‘# OFt
DMBA + 307 DMB O
R1CHO CFy
NCCH,CO,Et
312a: R'=i-Pr
312b: R'=Ph

Schemat 49 Strategia syntezy peptydomimetykéw zmgm fragmentem P
W celu opracowana krotszej metody syntezy, zaproponowagicieukwasu 307
zamiast kwasu 2-(bromometylo)akrylowego. W tym przypadku zcacmprogitoby to
metode syntezyp-acyloksymetakryamidow. W celu otrzymania kwa3di7 zastosowano
metod syntezy wykorzystuca zabezpieczony kwas 2-(bromometylo)akrylovdp8

(Schemat 50). Zwrek ten moe by estryfikowany solami cezowami analogicznie do
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zwiazkéw 123a,h Znanych jest wiele metod zabezpieczenia grupy karboksyfGwe;.
Wsrdd nich, estry - etylowy i metylowy - kwasu 2-(brometylo)akrylowego gdostpne
komercyjnie. Selektywne usuiie grup etoksylowej lub metoksylowej w obecngséipy
estrowe] kwasu 2,6-(trifluorometylo)benzoesowego endi¢ jednak problematyczne.
Jako rozwjzanie tego problemu, zastosowano grtgtrahydropyranylu (THP). Grupa
tetrahydropyranylu maby usunita w reakcji z kwasem octowy*

Zabezpieczony kwas zostat otrzymany w reakcji kwasu 2-(bromometylo)akrylowego z
DHP z wydajnogiag 38% (Schemat 50). Naginie, tak zabezpieczompchodngpoddano
reakcji substytucji sal cezowg kwasu 2,6-bis-(trifluorometylo)benzoesowego w wynik
ktorej otrzymano zwizek 308, z wydajnogiag 39%. W ostatnim etapie grupa THP zostata
usunkta, co prowadzito do otrzymania zgku 37 z wydajnogiag 80% (Schemat 50).

CF; O

0
/»\ﬂ/ﬂ\ _121baceton [:i:liﬂ\ /”\ﬂ/J\OTHP
Br/ﬁﬁko 38% 390/0

CF3 O

AcOH, HZO @\)k Yk

80%

Schemat 50 Synteza kwas@07

Stosujc strategi z uzciem kwasu karboksylowegB07, otrzymano zwaizki 309b
I 309g. Wydajnoéi reakcji Ugiego z kwasem karboksylowy8@7 byty zblizone do tych,
z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym i wynosity odpowiednio 30 i 36%. Reakcje
usunecia grupy 2,4-dimetoksybenzylowej przebiegaty z wgdsciami 58 - 67%.
W przypadku zastosowania tej metodologii proces oczyszczania odbezpieczonych
zwigzkow 309b,g byt skomplikowany, ze wzellu na produktéw ubocznych o podobnej
polarnogi. Ponadto wydajnoséatkowita syntezy kwasB07 jest stosunkowo niska (12%).
Z tych powodow pomimo wkszej liczby etapdéw, metoda z kwasem
2-(bromometylo)akrylowym  jest dogodniejsz metoda syntezy tej grupy
peptydomimetykéw.

Stosujc opisang powyzej metodologi otrzymano szereg peptydomimetykow z
alifatycznymi i aromatycznymi kcuchami bocznymi R(Schemat 49). Cel syntetyczny

31Greene, T. W, Wuts, P. G. MPfotective Groups in Organic Synthési/iley-Interscience, New York,
1999
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zostat zrealizowany, dlatego nie pedj sk préb dalszej optymalizacji etapu reakcji
Ugiego. Zales opracowanej metody bytla mo#os¢ syntezy inhibitorow zawieragych
fragment peptydowy o réorodnej budowie, rownie z fragmentami nienaturalnych
aminokwasow. Z tego powodu, metoda ta byla konkurencyjna dla syntezy metodami

klasycznego spegania.

5.4.2. Synteza peptydomimetykow z rémymi fragmentami P,

Synteza peptydomimetykéw z miymi fragmentami w pozycji Pwymagata
dodatkowo otrzymania réych izocyjankow. Wykonano syntezocyjankow105¢ 105d
oraz modyfikowalnego izocyjank2O, ktéry postugt do uzysaknia peptydomimetyku bez
fragmentu B lzocyjanki 105cd oraz 29 zostaty otrzymane zgodnie z procedurami
literaturowymi®®**  Zastosowanie octanu 2-izocyjanoetylul0%d prowadzito do

otrzymania peptydomimetyki814, z fragmentem etanolominy z acylowaggupm

hydroksylow.
DMBNH,, +
BuCHO + Br DMB O 1. TFAIDCM  Ar
Br EtOH N R1 2 ACOOCs \lr)\’(
- N
;\H/OH 67 - 79% 5 H 91 - 95%
o}
Rt
CN-R 314: R: CH,CH,0ACc 316: R" = CH,CH,0Ac ) i co,
1056: R1=CH,CH,OAG 315: R' = CH(i-Bu)CO,Me gn;zH
105d: R'=CH(/-Bu)CO,Me 317: R" = CH,CH,0H
38:R1= ¥ COOMe
Schemat 51 Synteza zwizkow z ré&nym fragmentem £
Wykonano reakej Ugiego z izocyjankiem  105¢ kwasem
2-(bromometylo)akrylowym, aldehydem izowalerianowym oraz

2,4-dimetoksybenzyloaming otrzymupc peptydomimetyk 314 z wydajnogia 67%.
Podobnie jak w poprzedniej e¢xi badaé, reakcg usungcia  grupy
2,4-dimetoksybenzylowej i reakcje podstawienia wykonano bez oczyszczania
chromatograficznego produktu peéiniego. W wyniku tych przemian otrzymano gxek

316, z wydajnogia 91%. Opracowano réwnianetodechemoselektywnej hydrolizy grupy
estru kwasu octowego. Aby zminimalizowayzyko hydrolizy drugiej grupy estrowej,
reakcg t¢ przeprowadzono 2N roztworemeglanu potasu w metanolu w temperaturze

0 °C, co prowadzito do produktu 317 z wydajoigs97%.
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Z estru metylowega-leucyny otrzymano roéwniechiralny izocyjanekl05d, ktory
wykorzystano w uprzednio opracowanej metodzie syntgzgcyloksymetakrylanow.
Reakcja Ugiego z tym izocjankiem prowadzita do otrzymania peptydoimimetykw 315
wydajnogcia 79%. Nastpnie, zwizek ten poddano reakcji odbezpieczenia i podstawieni
otrzymupc w ten sposob peptydomimetyk&z wydajnogiag 95% (Schemat 51).

o}
NC
BrYkOH + \O + 0
EtOH Yk N
29 - Br N
)\L 45% DMB O \©
N 319

1. TFA/ICH,Cl,
2, 121b, aceton
24%

0
oF, OYLN NH,
H o
@O
CF,

320

Schemat 52 Synteza peptydomimetykéw bez fragmeniu P
Zastosowanie izocyjank®9 umodiwit synteze peptydomimetykéw bez fragmentu
P,. Reakcja Ugiego z izocyjankie@9 prowadzita do zwiku 319 z wydajnogig 45%.
Grupe cykloheksylidenow usuwano razem z grupa,4-dimetoksybenzylogv reakcji z
kwasie trifluorooctowym (Schemat 52). Otrzymany produktr@ddi od razu byt ugty do
reakcji z sod cezowg kwasu 2,6-bis(trifluorometylo)benzoesowym, co prdwi to do

otrzymania zwjzku 30 z wydajnogiag 24% dla obu etapow.

5.4.3. Badania nad syntea cyklicznych peptydomimetykdw - zmiana

fragmentu Py

W ostatnim etapie badanad syntez biblioteki peptydomimetykéw z fragmentem
[-acyloksymetakrylowym, zaproponowano cykliczne agalotrzymanego wczaiej
peptydomimetyku 123bSynteza cyklicznych analogow zkow biologicznie aktywnych
jest czsto stosowanym podgjem w badaniach zaleosci aktywnogi od struktury?
Zwiagzki cykliczne g zwigzkami bardziej sztywnymi i zmiana ich konformacjiste
ograniczona. Mog to pozoytywnie wptywa na aktywnoscbiologiczng Zaproponowano
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dwa nowe cykliczne peptydomimetyki o strukturze ogdéB&3(Schemat 53). Kluczowym
etapem tej syntezy byla reakcja metatezy olefin odpowiednich peptydomimetykdw

zawierajcych wigzanie podwojne32la,b).

o)
Br OH 4 A yNH2
+ = n (o) v
EtOH
BrYLN N.__CO,Et
OEt )n O

)\L N CNW (()

N o 321a:n=1, 32%

(¢}
321b:n=2, 34%
kat.
DCM

CF; O o) Y o
N. _CO.Et 121b, aceton H
0 N T e————— N.___CO,Et
\ 5 Br™ N N
Jn O

CF3 In
323a:n=1, 31% 322a:n=1, 45% kat. Hoveydy-Grubbsa 2-gen.
323b:n=2, 44% 322b:n=2, 89% kat. Grubbsa 2-gen.

Schemat 53Synteza cyklicznych peptydomimetykdw do syntezy cyklicznych peptydomimetykow

W pierwszym etapie przeprowadzono reakdjgiego, w ktérej komponentem
aminowym byly: 3-butenyloamina oraz allloamina, otrzygoj odpowiednie
peptydomimetyki 321a,h zawieragce w swojej strukturze wkania podwdjne,

z wydajnociami odpowiednio 32% i 34% . Tak otrzymane g wykorzystano do
reakcji metatezy, w ktérej jako katalizatorowyt: katalizatora Grubbsa drugiej generacji
lub katalizatora Hoveydy-Grubbsa drugiej generacji. Do cyklizacjigzmi 321a
zastosowano pogikowo reakcg metatezy w temperaturze pokojowej z katalizatorem
Grubbsa drugiej generacji. Zaobserwowano jednak tworzepiedyniesladowych iloci
Zwigzku 322a. Zastosowano we reakcg w temperaturze wrzenia, jednak katalizator
Grubbsa drugiej generacji szybko rozktada wi warunkach reakcji. Z tego powodu
zastosowano trwalszy katalizator Hoveydy-Grubbsa drugiej generacji. W tych warunkach
otrzymano laktam322a z wydajnogcia 45%. Cyklizacja zwjzku 321b zachodzita w
tagodniejszych warunkach. W tym przypadku, gzek 322b otrzymano stosef
katalizator Grubbsa drugiej generacji w temperaturze pokojowej z wydan89%.

W nastpnym etapie cykliczne peptydomimetyk322a,b zostaly poddane reakcji
podstawienia s@l cezow 121b, otrzymupc zwigzki 323a,b z wydajnociami 31 i 41%
(Schemat 53).
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Podgto rowniez préby syntezy zwizkdw cyklicznych o strukturz826 (Schemat 54).
W tym celu przeprowadzono reakcjJgiego z aldehydami zawiegaymi wigzanie
podwdjne: krotonowym oraz 4-pentenowym (Schemat 54). Zastosowanie aldehydu
3-butenowego nie bytlo mbwe, poniewa szybko izomeryzowat on w warunkach reakciji
do termodynamicznie trwalszego aldehydu krotonowego. W reakcji Ugiego z aldehydem
krotonowym nie zaobserwowano tworzenig siczekiwanego produkt@325a. Byto to
prawdopodobnie spowodowane duzeaktywnogia tego aldehydu. Reakcja Ugiego
zachodzita natomiast z aldehydem 4-pentenowym. W wyniku tej reakcji otrzymano
peptydomimetyk325b z wydajnogia 31%. Podjto préby zamkricia piekcienia w
zwigzku 325b z wykorzystaniem reakcji metatezy Niestety, pomimo zastosowamgaidz
katalizatoréw (Grubbsa pierwszej i drugiej generacji, Hoveydy-Grubbsa drugiej generacji),

reakcja metatezy nie prowadzita do oczekiwanego produktu.326b

R1

\
RMO + 1) )n H O
o EtOH N__COEt  Xat Br NPME o
> Br N | H %
Brﬁ%QH + DMB O C n OEt
o)
DMBNH, + 325a: n=0, R"=Me, brak prod. 326a: n=0, R'=Me, brak produktu
NCCH,CO,Et 325b: n=2, R'=H, 31% 326b: n=2, R'=H, brak produktu

Schemat 54Préby syntezy zvazkdw cyklicznych o strukturza26

Pomimo niepowodzenia syntezy zwkéw 326a,hh reakcja metatezy olefin
umodiwita syntez: peptydomimetykow cyklicznych z fragmentem

[acyloksymetakrylamidu, ktére zostaty oddane do hdmalogicznych.

5.4.4. Wyniki badan biologicznych dla otrzymanej biblioteki zwigzkow

Otrzymane zwjzki zostate przebadane w testach enzymatycznychoakiez w
modelach komérkowych raka trzustki (Panc02). W Tabeli 9 przedstawiono wyniki tych
bada dla otrzymanych peptydomimetykoéw. Wyznaczone waitd€so dla zwizkdw
309a-f, zawieragcych grupy alkilowe w pozycji Poyty zblizone i wynosity wgcej niz 20
UM. W modelu komoérkowym dla tych zgakow, warto€i LDso bylty wyzsze nk dla
zwigzku 123b, za wyptkiem zwizku 309b, ktérego efekt cytoksyczny byt silniejszyzni
dla pozostatych peptydomimetykow (I.p. 2).
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Tabela 9. Badania zalaosci aktywnogi od strukturyB-acyloksymetakryloamidow.

1Cs0 LDso[uM]
L.p. Zwiazek R? P,°
[UM] (Panc02)
1  309a Et -CH,CO,Et 21,0 8,0
2 309b i-Pr -CHCO:Et 25,2 2,8
3 309c n-Pr -CHCO,Et 24,8 8,0
4 309d n-Bu -CHCO:Et 24,4 8,2
5 309 n-Heptyl -CHCO,Et 23,6 >25
6  309f n-Oktyl -CH,CO,Et 25,7 >25
7 309g Ph -CH,CO,Et 9.2 6,7
8  309h 2-naftyl -CHCOEt 3,5 >25
9 309 p-F-CeHa -CH,CO,Et 12,0 >25
10 309 p-CHOGH;  -CH,CO,Et 4,4 6,2
11 316 i-Bu- CHCH,OAc 9,6 5,2
12 317 i-Bu- CH,CH,OH 9,9 4,5
i-BU- \; COOMe

13 318 Tj >25 >25
14 320 i-Bu- H 10,4 4,2
15  323¢ i-Bu- -CH,COsEt ~20 n/o
16  323t° i-Bu- -CH,CO,Et ~15 n/o
17 (R)-123t i-Bu -CH,COsEt 3.5 n/o
18  (S)4123k i-Bu -CH,CO,Et 2.8 n/o
17 123b i-Bu -CH,CO,Et 3,3 3,8

#Zmiana podstawnika poprzez zmiasldehydu®Zmiana podstawnika poprzez zmiamocyjanku:*Doktadne 1G, nie
zostato oznaczoné&Zmiana fragmentu $n/o — nie oznaczono

Nizsze warto§i 1Cs posiadaty zwjzki z aromatycznym fecuchem bocznym (I.p. 7-10).

Dla zwigzkdw zawierajcych grupe2-naftylowg (309h) orazp-fluorofenylowg (309i) LDsg

byto wysokie, pomimo niskiego Kg na izolowanym uktadzie enzymatycznym (l.p. 8,9).

Dla raznych fragmentow P (l.p. 11-14), wartodi ICso byly zblizone, za wyjtkiem

zwigzku 318, ktory nie byt aktywny w badanyches¢niach. Gdy zwizek nie zawierat
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fragmentu R (l.p. 14), IGo bylo nieznacznie wksze ni zwigzku 123b, przy
jednoczesnym zachowaniu niskiej wadiokDsow modelu komorkowym. Warta$ ICsg
dla cyklicznych peptydomimetykow 323akiyty wysokie w porownaniu do zwaku 123b.
Enancjomery $-123b i (R)-123b wykazywaly r@&na aktywnos¢na izolowanym uktadzie
Trx-TrxR (1.p.17,18)

Otrzymanie szeregu zyakow, dla ktérych wyniki przedstawiono w Tabeli 9
umodiwity wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych pegtynimetykéw. W modelu
enzymatycznym, na izolowanym ukiadzie tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny,
najbardziej aktywne byty zwzki 309, 309horaz otrzymany wczaiej peptydomimetyk
123b.

Pomimo bardzo diej aktywnogi na izolowanym enzymie, zgdek 309h nie
wykazywat efektu cytotoksycznego/cytostatycznego w modelu komorkowyme Nimz
swiadczy o tym, iz zwigzek dobrze dokuje sido miejsca aktywnego w enzymie jednak
jego dystrybucja w komorce jest ograniczona z racjeplipofilowosci. Zwigzek 309b
wykazuje odwrotny profil aktywnas. Zwigzek ten jest bardzo cytotoksyczny jednak
wykazuje stabsg inhibicjc Trx-TrxR niz pozostate inhibitory. Oznacza toze
cytotoksyczne dziatanie zwzku moz by spowodowane oddziatywaniem z innymi
enzymami. Zwazki posiadajce diugie tacuchy weglowodorowe 809ef) byly najmniej
aktywne, najprawdopodobniej z powodu zbyt guipofilowosci, co mogto ograniczaich
rozpuszczalnosév wodzie. Zbyt dua lipofilowos¢ moz by réwniez powodem niskiej
aktywnosci zwigzku 318. Badania wykazaly rownie ze cykliczne peptydomimetyki
323a,b miaty nizszy aktywnoséniz zwigzek 123b. Prawdopodobnie wranie podwdjne w
tego rodzaju zwizkach jest zbyt mato reaktywne. Badania nad aktyaigos
poszczegollnych enancjomeréw inhibitod23b umodiwity dodatkowo identyfikac}
bardziej aktywnego enancjomer@}123h.

Spogod badanych zwizkow najwikszy aktywnacig zarowno wobec izolowanego
uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny jak i wobec modeli komorkowych
wykazywat zwagzek 123b. Dla tego zwizku przeprowadzono dodatkowo badania jego
stabilno&i w buforze oraz medium, w ktérym hodowane byly Kokn do bada.
Peptydomimetyk 123b inkubowany byt w buforze PBS pH = 7,4 oraz medium
hodowlanym przez 7 dni w temperaturze 37 °C. Dla celéw poréwnawczych takie badania
przeprowadzono réwniedla zwbhzkow PMX-464 oraz PX-12. Badania te pokazaig,

peptydomimetyk 123b byt stabilny w buforze przez 7 dni.
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Rycina 6.Badania trwatéci w medium biologicznym i buforze PBS (pH = 7.4, 0.01M).

% poczatkowego steienia

W medium hodowlanym stenie zwjzku 123b gwattownie spada w poréwnaniu
do PX-12 i PMX464. Pomimo tego spadkwzsnia, zwjzek nadal wykazuje efekt
cytotoksyczny poréwnywalny do PX-12 (Tabela 5). Na tym etapierbaiajest moliwe
wyjasnienie, czy efekt biologiczny wywotany jest przezpstah w medium ilos¢zwigzku
W swojej pocatkowe] postaci, czy ma jest to spowodowane aktywdoy biologczng

adduktéw utworzonych ze zgzku 123b.

Whikliwa analiza literaturowa sugeruje jedna&,jednym z maiwych wyjasnien tego
zjawiska jest koncepcja opisana w 1979 przez Lawtona i Mitra. Opisali oni 0golng
koncepog interakcji zwizkéw o strukturzeE, z biatkamil®? Autorzy koncepcji postuly;
ze przedstawione na Rycinie 7 zwki o strukturzeE mog odwracalnie oddziatywaz
nukleofilowymi resztami aminokwasow w biatkach. Nukleofil (grupa NH, OH pociaiz
z biatka) moe bowiem ulegaaddycji do wazania podwojnego, powodyg jednoczénie
eliminacje grupy opuszczagej X. Utworzony w ten sposéb drugi akceptor Michael
produkcie pokednim E3, moze wstpowa w reakcg z innym nukleofilem. W wyniku
takiej reakcji moggpowstad dwa produkty: zwjzek E4, lub zwigzek E5, wytworzony w
wyniku reakcji retroaddycji Michaela. Zw#ek E5, podobnie jak zwizek E3 moze
reagowé z kolejnym nukleofilem Ny w wyniku czego mog zaé kolejna retroaddycja
Michaela. Autorzy postulyj ze proces mze st powtarzé az do momentu utworzenia
relatywnie trwatego zwizku E6, w ktorym Nu oraz Ny nie s zbyt dobrymi grupami
opuszczajcymi*? Zgodnie z tym mechanizmem, niiée jest wic, ze zwhzki o
strukturzeE moga,przemieszczé&' si¢ po nukleofilowych tacuchach bocznych biatek do
momentu utworzenia trwatego zyzku E6. Wyniki bada przeprowadzonych przez

132 9)Mitra, S.; Lawton, R. Gl. Am. Chem. Sqd 979 101, 3097 b)Liberatore, F. A., Comeau, R. D.,
McKearin, J. M., Pearson, D. A., Belonfa lll, B. Q., Brocchini, S. J., Kath, J., Phillips, T., Oswell, K.,
Lawton, R. GBioconjugate Chem1,99Q 1, 36
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Liberatore’a na przeciwciatach wskazujze takimi trwatymi zwizkami g tioetery

utworzone z reszt cysteiny.

X

Nu, <
/& g/\/Nua LNUa
EWG EWG EWG £
E E2 H NUD

NUb

NUb NUC_ /QUb J/\/
L - > — - Nia
ewg” e EWGLNUC EWG EWG
H Nuy WjH" E5 IJHJ'
J/\/Nuy EWG NuC EWG Nua

EWG E4

Rycina 7: Koncepcja féwnowagowego transferu reagentow siepiyich' (ang. Equilibrium Transfer Alkylating Cross-
Link reagents, ETAC)

Zaprezentowana powgj teoria opisana zostala dla zwkow w ktérych grupa
opuszczajca byly sulfoniany i pochodne anionéw fenolanowych (X -SOPh,
4-NO,PhO-). Moz ona jednak wyfmia¢c zachowanie zwizku 123b medium
hodowlanym. Medium zawiera aminokwasy oraz bialka, ktore amégzy¢ sie
z peptydomimetykiem123b. Nastpnie moz by on przenoszony na inne grupy
nukleofilowe w innych biatkach. Ostatecznie meoy on przeniesiony na tioredoksyneg
ktora posiada dwie reszty cysteiny w unikalnie bliskiej odlegtd’rzeniesienie zwkku
123b na te cysteiny jest termodynamicznie korzystne i proces stajeiepdwracalny.

Mozna zatem przypuszcozaze zwizki te dziatag wedtug podobnego mechanizmu.
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5.5. Badania nad opracowaniem reakcji Ugiego katalizowanej enzymami

Badania nad synteznowych inhibitoréw ukitadu tioredoksyny przeprowadaoz
wykorzystaniem kombinacji reakcji multikomponentowych oraz metod enzymatycznych.
Dzicki tej kombinacji mofiwa byta efektywna synteza nowych peptydomimetykbw
fragmentem elektrofilowym zarowno w formie racemicznej jak formie enancjomerycznie
wzbogaconej. Pokazano tym samy#e, zastosowanie chemoenzymatycznych metod w
potaczeniu z reakcjami multikomponentowymi daje bardzg@edne i uyteczne nargzie

w chemii organiczne.

Pomimo wielu przyktadéw zastosowania reakcji Ugiego w kombinacji z metodami
enzymatycznymi, przybtonych w czsci literaturowej, nie opisano do tej pory reakciji
Ugiego katalizowanej enzymami. Podczas realizacji opisanych zgpwyada nad
chemoenzymatyczng metodologi syntezy nowych inhibitorow tioredoksyny,
przeprowadzono badania modelowe nad opracowaniem nowego wariantu reakcji Ugiego

katalizowanej lipazami.

Jak pokazano w e%ci literaturowej, lipazy ozsto wykazuy aktywnogi rozne od tych,
wiasciwych dla swojej naturalnej funkcji. Mbwe, ze takie aktywnosi wynikajg z faktu,
ze enzym posiada szereg grup bocznych aminokwasowgaydy dziaté jako czynniki
kwasowe, zasadowe, nukleofilowe etc. ¥etavosci chemiczne tych grup wykorzystywane
w naturalnych reakcjach mggczasem jednak Bywykorzystane do zupetnie nowych
reakcji katalizowanych enzymatycznie. W rozdziale 2.1.4. przedstawiono katalityczne,
trojkomponentowe modyfikacje reakcji Ugiego, w ktérych katalizatorami byty
fosforoorganiczne kwasy Brgnsteda. Lipazy w swoim centrum aktywnym rédwnie
posiadag kwasowe grupy w i&cuchach bocznych aminokwaséw, takie jak np. kwas
asparaginowy. Moliwe jest wkc, ze grupa kwasowa zawarta w enzymielzie rownie
katalizowa tréjkomponentow reakcg Ugiego wedtug mechanizmu podobnego do
mechanizmu przedstawionego dla kwasow fosforoorganicznych. (Schemat 14). W celu
potwierdzenia tej tezy przeprowadzono w ramach niniejszej pracy badania modelowe nad

katalizowangenzymatycznie, trojkomponentgweakcy Ugiego.

5.5.1. Badania modelowe nad opracowaniem reakcji Ugiego katalizowanej

enzymami

Jako punkt wyjcia do nowej reakcji przyjo katalityczngmodyfikacg reakcji Ugiego

opracowan przez Listd'° Przeprowadzono podobny eksperyment przeprowaclzejkcg
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aldehydu izowalerianowego, benzyloaminy oraz izocyjanoctanu etylu w toluenie. Zamiast
odpowiedniego kwasu fosfinowego do reakcji dodanazned lipazy dosfpne
komercyjnie*® Dla wickszo&i enzyméw reakcja nie zachodzita, co mabyto stwierdzi
po intensywnym zapachu izocyjanooctanu etylu. Zapach izocyjanku nie byt jednak
wyczuwalny w mieszaninie reakcyjnej zawiersg] immobilizowanalipaz z Candida

antarctica (Novozym 435praz forng natywnatego enzymu.

L0
H"t N\)J\H/\Ph
O
Ph 400
EtO.__O
WO + H,N Ph + T enzym
CN 5&

N OEt

HN o

Ph° 401
Schemat 55Trojkomponentowa reakcja Ugiego katalizowana lipazami
Pomimo catkowitej konwersiji izocyjanku nie obserwowano jednak powstawania

zwigzku 401, ktory tworzyt s w reakcji kwasem fenylofosfinowy opisanej przeztais
Produkt gtébwny zidentyfikowano jako aminoamid o struku#p®. Zwizek ten tworzyt

sie z wydajnogia 43%. Poniewa w reakcji stosowano rownomolowe i$
poszczegllnych substratow (zgodnie ze stechiometria tréjkomponentowej reakcji Ugiego),
powtdrzono reakej stosujc 2 ekwiwalenty aminy w stosunku do pozostatych eea@w.

Wydajnosc¢tak zmodyfikowanej reakcji wzrosta do 75% po 24 zjodch reakciji.

Znajgc struktue produktu byto moliwe okreslenie czy powstaje on réwniew
obecnogi innych enzymow. Spoédd badanych enzyméw, zidentyfikowanoedilipaz
katalizupcych & reakcg. Reakcy katalizowaly: lipazy z Candida antarctica
(immobilizowana i natywna), lipaza@andida cylindracea oraz Amano Lipaza PS (Tabela
10). Produkt400 tworzyt s¢ z najwekszy wydajnogcia w obecnogi Novozymu 435.
(Tabela 10, I.p.1). Kluczowym byto wyjaienie czy na reakgjma sama obecnoddiatka
w mieszaninie reakcyjnej, czy za katalizowanie reakcji odpowiedzialna jest aktywnosc¢
enzymu. W tym celu przeprowadzono reakg dezaktywowanym enzymem CAL-B.
Enzym dezaktywowano poprzez ogrzewanie go w temperaturze wrzenia toluenu przez 16
godzin. Nasipnie przeprowadzono reakq tak zdezaktywowanym enzymem, jednak nie

zaobserwowano tworzeniagsawigzku 400 (Tabela 10, I.p. 6).

138 Liste wszystkich enzyméw stosowanych w badaniach przesiewowych umieszczonoesei cz
eksperymentalne;.
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Tabela 1C. Wplyw enzymow na tréjkomponentaweakcg Ugiego

L.p. Enzym Wyd. [%]
1 Novozym 435 75
2 Lipaza z Candida antarctica 41
3 “Candida antarctica lipase acrylic resin” 41
4 Lipaza z Candida cylindracea 15
5 Amano lipaza PS 19
6 Lipaza z Candida antarctica (dezaktywowana) 0
7 Brak enzymu 0

*Wydajnai¢ izolowanego produktu; Warunki reakciji: amina (2 réwn.), aldehyd (1 réwn.),
izocyjanek (1 réwn.), ¢ = 0.02 M), , enzym (2Q%

Fakt, ze reakcja nie byta katalizowana przez zdezaktywowarsym, potwierdza,
ze to aktywna forma enzymu jest odpowiedzialna zaelpeg reakcji. W reakcji bez
enzymu nie zaobserwowano tworzeni@ Bivigzku 400 nawet po 7 dniach prowadzenia
reakcji (Tabela 10, I.p. 7).

Tabela 11.Wplyw rozpuszczalnika na przebieg reakcji

L.p. Rozpuszczalnik Wyd. [%]
1 Toluen 75
2 Chloroform 64
3 Woda 45
4 Etanol 96% 0
5 Tetrahydrofuran 0

Kolejnym etapem bada bylo okrélenie wpltywu rozpuszczalnika na przebieg
katalitycznej reakcji Ugiego z enzymami (Tabela 11). Oprécz toluenu, ktory byt
najlepszym rozpuszczalnikiem dla tej reakcji, gzek 400 tworzyt s¢ w reakcji w
chloroformie (Tabela 11, l.p. 2) i, co wae, w wodzie (Tabela 11, l.p. 3). Katalityczna
reakcja Ugiego opracowana poprzednio przez Lista nieenimz przeprowadzona w
wodzie, poniewa obecnos¢ kwasu fenylofosfonowego, jako katalizatora, moz
powodowa rozkitad izocyjanku. Oczekiwany produkt nie jestzginywany w reakcji w
etanolu (Tabela 11, lLp. 4), prawdopodobnie ze ydiglna denaturagjenzymu, co
dodatkowo potwierdza enzymatyczny charakter reakcji. Réwggahydrofuran nie jest
odpowiednim rozpuszczalnikiem do tej reakcji, ponigvpaawdopodobnie powoduje on

denaturagj enzymu (Tabela 11, I.p. 5).
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Wykonanie powyszych bada umodiwialo dobdér optymalnych warunkow
prowadzenia opracowanej reakcji. W dalszych badaniach zastosoyvareiddologs do

syntezya-aminoamidow.

5.5.2. Synteza a-aminoamidow z wykorzystaniem reakcji Ugiego
katalizowanej enzymami

Wykonano szereg enzymatycznych reakcji stgsujone aminy - benzyloamine
aliloaming, n-butyloaming n-heksyloamingoraz aldehydy - octowy, propionowy, 4-
metoksybenoesowy oraz izowalerianowy. W wyniku tych reakcji otrzymano szereg
a-aminoamidéw402 — 407w jednym etapie, w rekcji w toluenie (Schemat 56). Reakcj

wykonano dodatkowo dla izocyjanooctanu benzylu, otrzgmugwigzek 400 z

wydajnogia 78%.
R’ 0
; X0 _O Novozym H\)J\
R\¢O +H N/\R2 + — HN)\H/ N~ R2
2 N toluen o H
(+ 0.5% wody) R?2
105a: X =Bn 24 90dz.
105b: X = Et

H o}

Ho§ o ho© hoO
N N (0]
Bn” N/Y Bn’N N © Bn’N N © Bn” N
H N H/\'// H/\I// H/:rf
Bn HN\Bn HN“Bn

“Bn

400 402 403
OMe
H (0] H 0] H (0] 404
_N 0 _N o0 _~_N 0
n-C,Hg H/\rll//H n-CgHys H/\rll//H = H/\r\i
n-C,Hg” n-CeHig™ )/
=
405 406 407

Schemat 56 Synteza aminoamidéw z wykrzystaniem katalitycznej reakcji Ugiego

Na tym etapie badazaobserwowanoze dla niektorych reakcji kluczowa jest
obecnos¢niewielkiej ilos¢ wody (0.5%). W Tabeli 12 przedstawiono wydajiogkakcji
Ugiego katalizowanej enzymami. Wydajnogéakcji bez dodatku wody byta wyrae
nizsza w przypadku reakcji tworzenia giwigzkow 400 (dla reakcji z izocyjanooctanem
etylu) oraz405 (Tabela 12, l.p. 1,6)Zwiazek 400 nie tworzyt s¢ wcale w przypadku
dodatku wody do reakcji z izocyjanooctanem benzylu (Tabela 12, l.p. 2). Obecnos¢
niewielkiej ilosci podwyzszata natomiast wydajnasreakcji tworzenia i zwigzkow 402,
403, 406 oraz 407 (Tabela 12, lLp. 3,4,7,8). W przypadku reakcji z aldehydem
4-metoksybenzoesowym reakcja bez dodatku wody nie prowadzi do otrzymagkizwi
404.
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Jak wynika z Tabeli 12, wptyw wody jest znacy dla niektérych reakcji. W
przypadku reakcji z izocyjanooctanem benzylu obecnaddy catkowicie hamuje reakgcj
Ugiego. Z drugiej strony, obecnowéody jest kluczowa dla tworzeniagsiwigzku 404. Dla
pozostatych przypadkow wptyw wody nie jest jednoznaczny. Wynika to prawdopodobnie
ze ztaonoki mechanizmu reakcji. Obecno&body moz bowiem wptywa niezalenie na
etap tworzenia si iminy lub na jeden z etapOw zgianych z kataliz enzymatyczng
Poniewa lipazy @ enzymami naturalnie dziakmgymi na granicy faz (olej-woda),
obecnoséwody ma duy wptyw na ich aktywnos&® Doktadne okrélenie tego wptywu nie

byto jednak przedmiotem bafl@a tym etapie.

Tabela12. Wptyw dodatku wody na wydaji’é katalitycznej reakcji Ugiego.

Wydajnosc[%o]
L.p. Zwigzek Izocyjanek
bez dodatku wody z dodatkiem wddy
1 400 105b 75 29
2 400 105a 78 0
3 402 105b 2 63
4 403 105b 76 87
5 404 105b 0 43
6 405 105b 10 0
7 406 105b 12 44
8 407 105b 21 49

®Dodatek wody w iléci 0,5%y;

Dla otrzymanych zwizkOw okré&lono skecalnos¢ optyczng w celu okrélenia
stereoselektywnodc¢ reakcji. Badania wykazaly jednake dla wszystkich zwzkow
skrecalnos¢ wiasciwa wynosita 0. W celu potwierdzenize w reakcji otrzymywana jest
mieszanina racemiczna, dodatkowo wykonano badania z wykorzystaniem HPLC.
Poniewa jednak rozdziat enancjomerow amid@0 nie byt moliwy z uzyciem HPLC,

z wykorzystaniem dogpnych kolumn z chiralnym wypetnieniem, wykonano syt
zwigzku 408 (Schemat 57).Racemiczny zwjzek 400 otrzymano w reakcji Ugiego
z kwasem benzoesowym, aldehydem izowalerianowym, benzyloamziogyjanooctanem

benzylu, z wydajnécia 52%. W przypadku tego zwdku byto mokiwe wyznaczenie
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namiaru enacnjomercznego za pomblPLC. Nasgpnie wykonano reakgjotrzymanej w

reakcji enzymatycznej amid00 z chlorkiem benzoilu. Zwzek 408 otrzymano 4 metoda

z wydajnog<ia 96%. Analiza przy pomocy HPLC obu z&kow wykazataze w reakcji
enzymatyczej powstaje mieszanina racemiczna. Ta obserwacja jest niestety zgodna z
danymi literaturowymi, z ktérych wynikae promiskuitywne reakcje enzymatyczne nje s

na ogot stereoselektywne.

0 0 /LH 0 PhCOOH+
N HQLN/B,, PhCOCI N%(N\)LN,Bn MeOH  BuCHO+
Br O H TEA Bn O H 24h BnNH;+
0,
400 96% 408 52%  CNCH,CONHBn

Schemat 57 Synteza zwjzku 408

Podsumowuyjc badania w tej eZci, opracowano nogy enzymatycznie katalizowang
reakcp multikomponentow z izocyjnakami. Opracowana reakcja prowadzi do pama
aminoamidow z prostych reagentow. W przecisteie do uprzednio opracowanej
katalitycznej trojkomponentowej reakcji Ugiego, zaprezentowana reakcja enzymatyczna
moze by przeprowadzona w temperaturze pokojowej i I jest zastosowanie wody
jako rozpuszczalnika. Oprécz znaczenia praktycznego, opracowana reakcja ilustruje
moZiwosci jakie day promiskuitywne aktywnad lipaz, co znacznie rozszerza aplikacje
tych tatwo dostpnych enzyméw. Wyniki badanad § reakcy zostaty opublikowane w
Organic Lettersw 2013 roku.
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6. Whnioski

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badsd syntez nowych inhibitoréw
uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny z zastosowaniem reakcji
multikomponentowej Ugiego. Otrzymano szereg peptydomimetykow znymdi
fragmentami elektrofilowymi, zaprojektowanymi w oparciu o buglonvejsca aktywnego
tioredoksyny i reduktazy tioredoksyny. Synteza tych peptydomimetykéw lumitaz
przeprowadzenie badabiologicznych i identyfikag peptydomimetykow o najwkszej
aktywnosci wzgledem uktadu tioredoksyny — reduktazy tioredoksyny.niigm tych
bada& bylo opracowanie syntezy nowej grupy peptydomimétykz fragmentem
[-acyloksymetakryloamidéw. Zwrki z taka grup nie byly wczéniej otrzymane.
Peptydomimetyki posiadage taki fragment nie tylko bardzo silnie dziatatyrhgaco na
izolowany uktad tioredoksyny ale roOwnie wykazywaly selektywne dziatanie

cytotoksyczne na komérkach rakowych.

Zgodnie z wymaganiami nowoczesne] chemii medycznej opracowawano metode
syntezy nieracemicznych peptydomimetykow z aktywnymi biologicznie fragmentem
elektrofilowym. W metodzie tej zaproponowano i wykazano przydatnodivego
pomocnika chiralnego -@-2,4-(dimetoksyfenylo)etyloaminy. Poniewvaynteza chiralnej,
nieracemicznej aminy nie byta wcéreej opisana, opracowano ngywchemoenzymatyczng
metode syntezy optycznie czystych enancjomeraw?2,4-(dimetoksy)fenyloetyloaminy.

W metodzie tej opracowano warunki enzymatycznego rozdziatu kinetycznego racemicznej
aminy w reakcji acylowania metoksyoctanem metylu. Opracowany rozdziat kinetyczny
wykorzystuje szeroko daginy enzym — Novozym 435, @ki czemu reakcja ma& by
przeprowadzona w skali preparatywnej. Wykazamoptizymany pomocnik chiralny mez

by¢ zastosowany w reakcji Ugiego do syntezy peptydortyikdsv, poniewa jest on
usuwany w tagodnych warunkach ze struktury produktugkdzemu, otrzymana amina

moze by szeroko stosowana jako ,chiralny ekwiwalent amouiak reakcji Ugiego.

Wykonano réwnig syntez biblioteki peptydomimetykéw z fragmentem
[acyloksymetakrylowym w celu optymalizacji struktury inhibitora uktadu tioredoksyna —
reduktaza tioredoksyny. Synteza tych gz&iéw umodiwita wykonanie bada zaleznosci
aktywnosci od struktury (SAR). Wiele, spo$d otrzymanych zvgzkow byto efektywnymi
inhibitorami ukladu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny. Ich aktywb@slogiczna
byta poréwnywalna do aktywnok zwigzku PX-12, ktéry jest pierwszym inhibitorem

tioredoksyny dopuszczonym do badaklinicznych. Sprawia to, ze grupa
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[-acyloksometakrylowa jesy niezwykle interegym farmakoforem. Wynikiem tych
bada byto wyselekcjonowanie najbardziej aktywnego intaka 123b

Przedmiotem badaw niniejszej pracy byto opracowanie przede wszystkiowych
metod syntezy pozwakgych na otrzymanie nowych zyzkéw. Podczas tych bafla
opracowano now reakcg multikomponentow z izocyjankami. Wykorzystanie
promiskuityzmu lipaz umdiwito przeprowadzenie nowej tréjkomponentowej konsiacii
aldehydu, aminy oraz izocyjanku, prowadg do a-aminoamidéw w jednym etapie
syntezy. Wykazanaze szeroko dogpny enzym, lipaza £andida antarctica, katalizuje
nowg reakcg kondensacji, daf produkty z dobrymi wydajngtami, zaréwno w
rozpuszczalnikach organicznych jak i w wodzie. Pomimo wielu opisanych przyktadow
reakcji Ugiego wykonywanej wraz z reakcjami enzymatycznymi, opracowana w pracy
reakcja jest pierwszym przyktadem bezgokio katalizowanej enzymami reakcji Ugiego.
Opracowana reakcja nie tylko jest wygadnjednaetapow, metods syntezy a-

aminoamidow, ale rOwnierozszerza zastosowanie lipaz w syntezie organicznej
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7. Cze$¢ eksperymentalna
7.1. Uwagi ogdlne

Widma NMR zostaly wykonane na aparatach Varian Gemini 200 (200 MHz), Varian
Gemini 400 (400 MHz) oraz Bruker DMX 500 Avance (500 MHz). Widma rejestrowano z
TMS jako wzorcem wewreznym. Przesugcia sygnatéw §) podano w ppm, a state
sprzezenia (J) w hercach (Hz). Sygnaly w widmach protonowegdrgwego rezonansu
magnetycznego zostaly przypisane dla wybranychhzvéw. Widma masowe wysokiej
rozdzielczosci zarejestrowano na aparacie APl 365 (LIBPomiary skgcalnosci
wiasciwe] zostaty wykonane na polarymetrach Jasco DIP-8Gz Jasco P-2000 przy
diugosci falix = 589 nm, przy wciu kuwety o dlugosci 1.0 cm i pojemnosci 1.2 ml.
Analizy elementarne wykonano w Pracowni Analizy Elementarnej Instytutu Chemii
Organicznej PAN, uawajac aparatow Perkin EImer 240 Elemental Analyzer dtameus
Vario EL IIl. Widma masowe wysokiej rozdzielczmgostaty wyznaczone w zespole prof.
Witolda Danikiewicza w Instytucie Chemii Organicznej PAN na spektrometrze Mariner

(PerSeptive Biosystems).

Do analiz TLC uywano ptytek aluminiowych pokrytych Kieselgel 6Qskfirmy
Merck. Do preparatywnego rozdziatu i oczyszczania produktéw za pochoomatografii
cienkowarstwowej ugwano ptytek PTLC pokrytych Kieselgel 6Qsk-o grubosé 0,25 mm
firmy Merck. Oczyszczanie zwikéw za pomog chromatografii kolumnowej
wykonywano uywajac zelu krzemionkowego Kieselgel 60 (60 mesh, 70-230hme&30-
400 mesh) firmy Merck.

W badaniach przesiewowych enzymow stosowano ¢pagte biokatalizatory:
papaina, Novozym 435, CAL-B (natywna), CAL-B (immobilizowana @gwicy
akrylowej, Sigma), lipaza kietkdw przenicy, Acylaza | (Fluka), Amano lipase AK (Sigma),
lipaza z trzystki wieprzowej oraz reokombinowane enzymy z mikroorganiziRbisopus
niveus, Rhisopus oryzae, Rhisopus arrhisus, Candida lipolitica, Mucor javanicus,

Penicilium rogeufori, Pseudomonas sp.

Do rozdziatlu enancjomerow metotPLC stosowano nagiujace metody: Metoda A:
kolumna chiralna: Chiracel, OD-H, eluent: heksan:2-propanol, 85:15, obj:obj, przeptyw =
1 ml/min, A = 230 nm; Metoda B: kolumna chiralna: Chiracel, OD-H, eluent: heksan:2-
propanol, 85:15, obj:obj, przeptyw = 0.8 ml/mik,= 230 nm; Metoda C: kolumna:
Chiracel, OD-H, eluent: heksan : 2-propanol, 87:13, obj:obj, przeptyw = 1 ml/rnsir230
nm.RP-HPLC, Metoda D: kolumna: C-18 Kromasil, eluent: acetonitril:woda, 55:45
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obj:obj, A = 230 nm, przeptyw = 1.0 ml/min. W pracy enancjoselektyémeakcji (E)

liczona byta ze wzoru (c — konwersja, eenadmiar enancjomeryczny produktu):

_ ln[(l —-cX (1 + eep)]
ln[l —cX (1 — eep)]

Wykorzystywane reagenty komercyjnie dgste, zakupione byty w Sigma-Aldrich,
TCI lub Alfa Aeaser. Jako eluenty do chromatografii kolumnowej i analiz HPLC
stosowano heksan, octan etylu, chloroform, metanol oraz ,wétizre wczeéniej
oczyszczono przez destylacjPozostate rozpuszczalniki reagenty oczyszczonotuged

ogolnych metod literaturowych?

7.2. Badania nad syntea peptydomimetykow z fragmentami elektrofilowymi

7.2.1.1. Zwiazek 104. Bis-(hydroksymetylo)-malonian dietulul@8, o
9.6 g, 0.04 mol), kwap-toluenosulfonowy (0.816 g, 4 mmole) oraQ( 0o
cykloheksanon (6.7 ml) rozpuszczono w heksanie (50 ml). Reagenty OH
mieszano przez 48 godzin w temperaturze pokojowej. Mieszaaiparowano do sucha,
rozpuszczono w octanie etylu, przemyto wodagglanem sodu (2 x 25ml), solankd x

30 ml). Produkt oczyszczono przez destyaegjtemperaturze 120 — 121 °C, 0.1 mm Hg
(Iit.*3° 120 °C, 0.1 mm Hg). Otrzymano 8.30 g a&ku 109 (63 %). Widmo NMR zgodne

z literaturowym.™** *H NMR (200 MHz, CDCJ): 5 1.23 — 1.25 (m, 6H), 1.27 — 1.60 (m,

6H), 1.64 — 1.80 (m, 4H), 4.10 — 4.17 (m, 8H); Zzek 109 (5.5 g, 0.02 mol)
rozpuszczono w etanolu (45 ml) i dodano wodorotlenek potasu (4 g). Ogrzewano w
temperaturze 90 °C przez 6 godzin. Wgtmy osad odgzono, przemyto acetonem,
rozpuszczono w wodzie a ngsbie dodano kwasu solnego (10%) do uzyskania pH 4.0.
Mieszanineg ekstrahowano octanem etylu (3 x 50 ml). Po odpanawaozpuszczalnika
uzyskano 2.2 g zwkku 110 (wyd. 50 %). Zwijzek ten rozpuszczono w mieszaninie
dioksanu (22 ml) i pirydyny (8 ml). Mieszaniregrzewano przez 2 godziny w temp. 90

°C. Rozpuszczalniki odparowano, pozostalmZpuszczono w eterze etylowym, przemyto
kwasem solnym (5%) i wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu. Otrzymano 1.35 g
(75% wyd.) kwasu karboksylowegh04. Analiza NMR zgodna z literaturaw[38] H*

NMR (200 MHz, CDC§): 6 1.40 — 1.53 (m, 6H), 1.69 — 1.80 (dd5= 6.4 Hz, 4H), 2.76 —

2.87 (m, 1H), 4.07 — 4.11 (m, 4H), 10.04 (bs, 1H);

134 Armarego, W. L. F.; Perrin, D. D. Purification of laboratory Chemicals, 4th ed, Elsevier: Oxford, 2000.
1% Ralbovsky J., L., Sicola, P. M., Sugino, E., Burgos-Garcia, C., Weinreb, S. M., Parvelst&acycles,
1996,43,7, p. 1497 — 1512
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7.2.1.2. 1zocyjanooctan benzylu (105a). Alkohol benzylowy (100 OBn

ml), glicyne (18.8 g, 0.25 mol) oraz kwagutoluenosulfonowego (48.55///N/\é(

g, 0.255 mol) rozpuszczono w toluenie (50 ml) i mieszano w temperaturze wrzenia przez 3
godziny, usuwajc azeotropowo powstgla wode. Mieszanineschtodzono do temperatury
pokojowej, dodano 200 ml toluenu oraz 300 ml eteru etylowego. Pozostawiono na 12
godzin w temperaturze 2 °C. Wytony osad odg&zono, przemyto eterem, ngshie
rekrystalizowano z uktadu metanol - eter etylowy uzygk60.8 g produktu w postaci soli
kwasu ptoluenosulfonowego (wyd. 81 %).

W nastpnym etapie, do 56 g (0.17 mola) soli p-toluenoswise] estru benzylowego
glicyny dodano mréwczan etylu (84 ml). Zawiesimjeszano w temperaturze wrzenia,
dodapc trietyloaming(25 ml). Mieszaningpozostawiono na noc w temperaturze wrzenia.
Dodano wody (600 ml) i ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 100 ml). Fazy organiczne
pofaczono, przemyto roztworem wodorggéanu sodu (100 ml, 5% nastpnie woda(100

ml). Wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik odparowanoaggzyskuj
21.65 g produktu 28a w postadtiego oleju (66 %);

Do roztworu estru benzylowego N-formyloglicyny (2.0 g, 10 mmoli) w bezwodnym
chlorku metylenu (9 ml) dodano bezwoddgzopropyloetyloaming(4.5 ml, 26 mmoli).
Mieszaning schtodzono do -67 °C. Naghie wkroplono roztwor tlenochlorku fosforu
(0.97 ml, 10.3 mmolawv suchym chlorku metylenu (1 ml). Roztwor mieszano w
temperaturze 5 °C przez 2 godziny. Dodano wabelstylowang2 ml) tak, aby temperatura

nie przekroczyta 10 °C. Mieszaninekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 15 ml).
Potaczone fazy organiczne przemyto 10% roztworemskwgo wglanu sodu (3 x 15 ml).

Faz organiczngsuszono bezwodnym siarczanem magnezu. Otrzymanpadgszczono

za pomog chromatografii kolumnowej chlorkiem metylenu a gpsie krystalizowano z
heksanu. Otrzymano 1,52 g produktu z wydapmp$83 %. Widmo NMR zgodne z
literaturowym™°*H NMR (200 MHz, CDCJ): 34.25 (s, 2H), 5.24 (s, 2H), 7.37 — 7.38 (m,
5H);

7.2.1.3. lzocyjanooctan etylu (105b). Do roztworu N-formylowej s ///,t,AH/OEt
pochodnej 106bestru etylowego glicyny (2.0 g, 15.25 mmol) w 0
bezwodnym chlorku metylenu (9 ml) dodano bezwodimaopropyloetyloaming(6.7 ml,
38 mmol). Mieszaningchtodzono do -78 °C. Nagghie wkroplono roztwor tlenochlorku

136 Burs, D. H., Jabara S. C., Burden W. Byn. CommL995,25, 379
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fosforu (1.4 ml, 15.3 mmolw suchym chlorku metylenu (2 ml). Roztwér mieszano w
temperaturze 5 °C przez 1 godziypdano wod destylowan (2 ml) tak, aby temperatura
nie przekroczyta 10 °C. Mieszaninekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 30 ml).
Potagczone fazy organiczne przemyto 10% roztworemskwgo wglanu sodu (3 x 30 ml).
Faz organiczngsuszono bezwodnym siarczanem magnezu. Otrzymanpadgszczono
za pomog chromatografii kolumnowej chlorkiem metylenu. Otrzano 1,12 g zvdzku z
wydajnogia 65 %. Widmo NMR zgodne z literaturowytif. H! NMR (200 MHz, CDCY):
01.34 (t,J =6.9 Hz, 3H), 4.30 (s, 2H), 4.38 (q, J = 6.9 Hz, 2H);

7.2.1.4. Zwiazek 101. Do roztworu aldehydu

0 0
izowalerianowego (0.25 ml, 2.3 mmol) w metanolu (2 n@<o>—/<N

dodano benzyloaming€0.25 ml, 2.3 mmol) i mieszaning BrY 4 NH O
pozostawiono na 15 min. Dodano kwasu 1,5-diokso- OBn
spiro[5.5]undekanokarboksylowego (457 mg, 2.3 mmol). Mieszasthtodzono do 0 °C i
dodano izocjanooctanu benzylu (400 mg, 2.3 mmol). Mieszaporpstawiono na 24
godziny w temperaturze pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano i pozostatosé
oczyszczono za pomechromatografii kolumnowej uktadem heksan:octanue(i@=0.16

8:2 obj:obj). Uzyskano 614 mg produktu z 49% wydagip$H NMR (200 MHz, CDCJ):

6 0.80 (d,J = 6.8 Hz, 6H, C(El3),), 1.25-1.58 (m, 12H, 6Xd,), 1.64 - 2.05 (m, 3H,
CH,CHMey), 3.02 - 3.18 (m, 1H, BCO), 3.72 - 3.92 (m, 3H, &, CHH), 4.00 - 4.34 (m,

4H, CH,, CHH, CH(i-Bu)), 4.61 (s, 2H, H5), 5.16 (s, 2H, Ar@El,), 6.80 — 6.95 (m, 1H

NH), 7.10 - 7.17 (m, 2H, At), 7.23 - 7.38 (m, 8H, At). **C NMR (50 MHz, CDCJ): &

22.6, 22.7, 22.8, 23.1, 25.5, 26.0, 27.7, 36.9, 38.3, 40.4, 41.4, 48.5, 55.9, 61.3, 61.6, 67.5,
98.4,126.1, 127.9, 128.8, 128.9, 129.0, 129.2, 135.5, 137.4, 169.7, 171.3, 173.8;

7.2.1.5. Zwiazek 102.Zwiazek 101 (579 mg, 1.0 mmol)yo

0
rozpuszczono w wodnym roztworze kwasu octowego (70%,. N
/
Roztwér mieszano przez 18 godzin w temperaturze BN 4 NH O
pokojowej. Kwas octowy z wodaodparowano pod OBn

zmniejszonym @inieniem, a pozostatos¢oczyszczono za pomgc chromatografii
kolumnowe] uktadem heksan:octan etylu; R 0.08 5:5 obj:obj). Uzyskano 353 mg
zwiazku z wydajnogia 71%.'H NMR (200 MHz, CDCJ): 6 0.72 (d,J = 6.4 Hz, 3H,
CHCH3), 0.84 (d,J = 6.6 Hz, 3H, CHEl3), 1.40 - 1.58 (m, 2H, B,CH(CH;),), 1.82 -
1.98 (m, 1H, €(CHjg)y), 3.02 - 3.18 (m, 1H, BCO), 3.25 - 3.53 (m, 2H, 2xOH), 3.70 -
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3.88 (m, 4H, 2xEi,0H), 4.25 - 4.60 (m, 2H, NiE,CO), 5.00 - 5.22 (m, 3H, Arg,, NH),
7.18-7.41 (m, 10H, A4). *C NMR (50 MHz, CDCJ): § 14.5, 21.3, 22.5,23.0, 25.6, 36.7,
41.4, 46.8, 48.6, 56.4, 60.7, 62.3, 63.4, 67.8, 126.2, 127.7, 128.4, 128.7,129.0, 129.1,
135.2, 137.7, 171.0, 171.4, 178.3 Analiza elementarna obliczogds,N,0s + H,O: C,

63.92; H, 7.43; N, 5.73; zbadana: C, 63.92; H, 7.27; N, 5.62;

7.2.1.6. Zwizek 103a.Zwigzek 102 (100 mg, 0.2 mmola)g, o)
rozpuszczono w chlorku metylenu (10 ml), doda@p:>_/<N4§;<
czterobromku wgla (148 mg, 0.4 mmola) oraz trifenylofosfiny Brl g N'\J'_/<O
(123 mg, 0.5 mmola). Calosthieszano przez 24 godziny w OBn
temperaturze pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostat®yszczono za
pomog chromatografii kolumnowej uktadem heksan:octanwe(i® = 0.82, 1:1, obj:obj).
Otrzymano 76 mg produktu z wydajmis 60%."H NMR (200 MHz, CDCJ): 6 0.77 (d,J
= 6.4 Hz, 3H, CHE3), 0.85 (d,J = 6.4 Hz, 2H, CHEl3), 1.20 - 1.20 (m, 2H,
CH,CH(CHg)2), 1.64 - 1.88 (m, 1H, B(CHs),), 3.21 - 3.88 (m, 6H, BCHO,
2XCH,,CHH ), 4.03 (d, J = 5.6 Hz, 1H, CH), 4.28 - 4.78 (m, 2H, 2x4,), 5.13 - 5.30 (M,
3H, ArCH,, CH(i-Bu)), 7.08 - 7.40 (m, 10H, Af). °C NMR (50MHz, CDC}): § 22.7,
23.1, 25.6, 30.0, 36.6, 41.4, 48.1, 56.0, 64.5, 68.0, 126.5, 126.9, 127.8,128.2, 128.8, 129.0,
169.5, 171.3, 173.2, HR-MS (ESI, [M+Npa zbadana: gHs.N.OsBroNa: 617.0621,
zbadana: 617.0643 m/z

7.2.1.7. Zwiazek 103b.Do roztworu zwazku 102 (30 mg, TsO 0
0.06 mmol) w chlorku metylenu (2 ml) dodand,N- Tso:>_/<

N
/
dietyloaminopirydyne (10 mg, 0,08 mmol) i Bn 3 NP

diisopropyloetyloaming (0.027 ml, 2.5 mmol). Nagbnie OBn
dodano roztwér chlorku kwasp-toluenosulfonowego (27 mg, 0.14 mmola) w chlorku
metylenu (3 ml). Reake¢jprowadzono w temperaturze pokojowej przez 18 gdcialorek
metylenu zostat odparowany a pozostatoézyszczono na kolumnie chromatograficznej
(zel krzemionkowy, R = 0.69, 1:1, heksan:octan etylu obj:obj). Otrzymano 45 mg
produktu z wydajnagia 92%.'H NMR (200 MHz, CDC})): § 0.85 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCH3), 0.93 (d,J = 6,2 Hz, 3H, CHEl3), 1.35 — 1.63 (m, 2H, E,CH(CH),), 1.84 —
1.97 (m 1H, ®(CHjg)y), 2.50 (s, 3H, ArEls), 2.53 (s, 3H, ArEls), 3.32 — 3.6 (m, 1H,
CHCO), 4.03 — 4.27 (m, 6H, 2xQ6, ArCH,N), 4.53 — 4.76 (m, 2H, E,CO), 5.15 —
5.30 (m, 1H, Ei(i-Bu), 5.24 (s, 2H, Ar€l,0), 6.75 — 6.80 (m, 1H, M), 7.16 — 7.42 (m,
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14H, AH), 7.70-7.83 (m, 4H, A1), *C NMR (50 MHz, CDC}J):  20.0,22.8, 25.4, 37.0,

41.6, 42.8, 48.8, 56.6, 67.3, 67.9, 68.2, 126.4, 128.0, 128.2, 128.6, 128.7, 128.9, 129.2,
130.3, 130.4, 132.4, 136.9, 145.5, 169.9, 170.8, 171.3 ; Analiza elementarna obliczona dla:
CaoHaeN2010S,: C, 61,68; H, 5.95; N, 3.60; S 8.23; zbadana: C, 61.76; H, 5.81; N, 3.55; S,
8.46%;

7.2.1.8. Zwigzek 103c. Do roztworu estru tosylowegdO3b 0

(46 mg, 0.06 mmola) w acetonie (3 ml) dodano jodku sodu @_/(N4§;<

mg, 0.36 mmola). Reagenty mieszano przez 6 godzin w Bri g Nt'_/<0
temperaturze wrzenia oraz przez 72 godziny w temperaturze OBn
pokojowej. Odparowano rozpuszczalnik i pozostatoézyszczono za pomgdkolumny
chromatograficznej uktadem heksan:octan etylu=R.87, 7:3 obj:obj). Uzyskano 28 mg
produktu z wydajnasia 68%. 'H NMR (200 MHz, CDCJ): § 0.85-0.90 (m, 6H,
CH(CH3)2), 1.46 - 1.70 (m, 2H, B>CH(CH),), 1.86 - 1.96 (m,1H, CHMe,), 3.18 - 3.23

(m, 5H, 2x@H,l, CHCO), 4.01 - 4.05 (m, 2H, N&Ar), 4.66 (d,J = 6.4 Hz, 2H, ,
NCH,CO), 5.09 — 5.15 (m, 1H, KXi-Bu)), 5,18 (s, 2H, Ar€,0), 7.24 - 7.37 (m, 10H,

ArH); *C NMR (50 MHz, CDCJ): 6 5.2, 5.6, 22.8, 23.1, 23.1, 25.5, 37.4, 41.6, 48924,

56.8, 67.5, 126.9, 128.2, 128.7, 128.9, 129.0, 129.4, 135.5, 137.1, 169.6, 170.9, 173.6;
Analiza elementarna obliczona dlaigh3,1,N,04: C, 45.24; H, 4.67; N, 4.06; zbadana: C,
45.34; H 4.77; N 4.05;

7.2.1.9. Zwiazek 103d.Zwigzek 102 (35 mg, 0.07 mmola)uso 0
zostat rozpuszczony w bezwodnym chlorku metylenu (3 mMsio:>_/<N
Br

dodano trietyloaming (25 ul, 0.18 mmola). Mieszanina 4 NH /<O
reakcyjna zostata schiodzona do 0 °C. Chlorek kwasu OBn

metanosulfonowego zostat dodany kroplami. (15 pl, 0.17 mmola). Po dodaniu chlorku
kwasu metanosulfonowego reakgozostawiono na 20 godzin w temperaturze pokojowej.
Rozpuszczalnik zostat odparowany a pozostatoéczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. Otrzymano 37 mg produktu z wydajimo84%.H NMR (200 MHz,
CDCly): &: 0.80 (t,J = 6.8 Hz, 6H, 2xCHEl3), 1.25 - 1.58 (m, 2H, B,CH(CH;),),
1.64 - 2.05 (m1H, CH(CHa),), 2.91 (s, 3H, SB3), 2.94 (s, 2H, SB3) 3.40 — 3.51 (m,
1H, CHCO), 3.72 - 3.92 (m, 1H, IgH), 4.03 - 4.55 (m, 6H, 2x,), 4.55 — 4.78 (m, 1H,
CHH), 5.12 — 5.20 (m, 2H, Arg,0, CH(-Bu)), 7.10 - 7.17 (m, 2H, At), 6.75 (bt,J =
5.8 Hz, 1H, NH) 7.23 - 7.38 (m, 8H, A); *C NMR (50 MHz, CDCI3):5: 22.6, 22.7,
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22.8, 23.1, 25.5, 26.0, 27.7, 36.9, 38.3, 40.4, 41.4, 48.5, 55.9, 61.3, 61.6, 67.5, 98.4, 126.1,
127.9, 128.8, 128.9, 129.0, 129.2, 135.5, 137.4, 169.7, 171.3, 173.8; HR-MS (ESI,
[M+Na']) obliczona dla GgH3gN,010S,Na: 649.1860, zbadana: 649.1870;m/z

/

propionowego (113). Kwas bis-(hydroksymetylo)-propionowy (2,5 g,q 4

7.2.1.10.Ester metylowy kwasu 2,2is-(hydroksymetylo)- HO
0,019 mol) rozpuszczono w metanolu (3,77ml 0,093 mola) i uzyskan%
roztwor schiodzono do temperatury 0 °C w atmosferze azotu.gpxeest wkroplono
chlorek tionylu (2.0 ml, 0.028 mol), mieszanirreakcyjng w temperaturze wrzenia
mieszano przez 16 godzin. Rozpuszczalnik odparowano i pozostatayszczono za
pomog chromatografii kolumnowej uktadem heksan:octanwe(i® = 0.16, 5:5 obj:obj).
Otrzymano 1,5g produktu (wyd. 54%). Analiza NMR zgodna z liteg&tlrH! NMR (200
MHz, CDCk): &: 1.05 (s, 3H), 3.25 (s, 2H), 3.65 — 3.90 (m, 4H), 3.73 (s, 38)NMR

(50 MHz, CDC}): &: 17.5, 49.6, 50.7, 52.5, 67.3, 176.6.;

7.2.1.11Ester metylowy kwasu 2,2-bis-(bromometylo)propionowego g,

(114). Do roztworu estru metylowego kwasu bis—(hydroksymetylg)- O/
propionowego w chlorku metylenu (2 ml) dodano diizopropyloetyloaming &

(0.4 ml, 2 mmole) oraz dimetyloaminopirydyi§¢00 mg). Nasfpnie wkroplono chlorek
p-toluenosulfonowy (406 mg, 2 mmole) w chlorku metylenu (1 ml). Regkagwadzono
przez 72 godziny w temperaturze pokojowej, a ¢g@se 6 godzin w temperaturze 40 °C.
Odparowano rozpuszczalnik i pozostata@zdzielano na kolumnie chromatograficznej
uktadem heksan:octan etylu ¢(R 0.24, 7:3 obj:obj). Uzyskano 208 mg produktu (wyd.
45%).

Do roztworu estru metylowego kwasu bpstbluenosulfoksy)propionowego (70 mg, 0.15
mmoli) w bezwodnym acetonie (1 ml) dodano bromku litu (266 mg, 3 mmoli). Reakcj
prowadzono przez 48 godzin w temperaturze wrzenia. Odparowano rozpuszczalnik i
produkt oczyszczono za pompochromatografii kolumnowej ukladem heksan:octanuetyl
(Rf = 0.56, 7:3 obj:obj). Uzyskano 23 mg produktu z wydajimos5%.H NMR (200
MHz, CDCk): &: 1.43 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.65 W+ 10.2 Hz, 2H), 3,73 (d] = 10.2 Hz,
2H): *C NMR (50 MHz, CDCI3):5: 22.1, 37.6, 48.8, 53.1, 175,9 Analiza elementarna
obliczona dla GH10Br,O.: C 26,31; H 3.68, zbadana: C 26.73; H 4.00;

13" McKenna, M. J., Halley, F., Souness J. E., McLay, I. M., Picket S.D., Collis, A. J., Page, K., Ahthed, I.,
Med. Chem2002,45,2173
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7.2.1.12.Zwiazek 115.Roztwér zwhzku 103b (27 mg,

0.04 mmola) w tetrahydrofuranie schtodzono do 0o g9
temperatury -67°C w atmosferze azotu. DodandsO N N\)J\OBn
wodorek sodu (1 mg, 0.4 mmola). Po 1 godzinie Bn O
temperatura osgreta temperatur pokojowy. Rozpuszczalnik odparowano a pozostatosé
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej uktadem heksan:octan et@ud(R9, 5:5,
obj:obj). Uzyskano 15 mg produktu z wydajoms71%.*H NMR (200 MHz, CDC)): &

0.77 - 0.85 (m, 6H, 2xCHB3), 1.40 - 1.68 (m1H, CHCH3), 1.80 - 2.10 (m, 2H,
CH,CHCHg), 2.44 (s, 3H, Ar@El3), 3.92 (d,J = 5.8 Hz, 2H, OEi,), 3.80 - 4.0 (m, 5H,
ArCHN, NCH,CO, NCHCO), 5.17 (s, 2H, Ar8,0), 5.44 (s, 1H, BH=C), 5.55 (s, 1H,
CHH=C), 7.23-7.34 (m, 12H, Af), 7.77 (d,J = 8.6 Hz, 2H, AH); **C NMR (50 MHz,
CDCl): 6 22.0, 22.9, 23.8, 25.3, 32.7, 41.6, 67.4, 69.1,4,029.9, 127.9, 128.1, 128.4,
128.6, 128.7, 128.9, 130.3, 135.6, 137.9, 169.8, 170.7, 171.3; Analiza elementarna
obliczona dla: GH3gN.0O;S + 0.5 HO: C, 64.37; H, 6.38; N, 4.55; S, 5.21; zbadana: C,
64.31; H, 6.33; N, 4.41; S, 5.17.;

7.2.1.13Zwiazek 116a.Do roztworu zwazku 115 (94
mg, 0,15 mmola) w acetonie (3 ml) dodano bromku Iltu
(13 mg, 0,15 mmola). Po 1 odparowano rozpuszczalnlskl \)J\OBn
pozostatos¢ oczyszczono za pompcchromatografii

kolumnowe] ukladem heksan:octan etylus R 0.26, 7:3, obj:obj). Otrzymano 76 mg
produktu z wydajnagia 95%'H NMR (500 MHz, CDCJ): &: 0.82 - 0.87 (m, 6H,
CH(CH3),), 1.51 - 1.53 (m, 1H, CH¥H(CHs),), 1.66 - 1.77 (m, 1H, BHCH(CH),), 1.96

-2.01 (m, 1H, CHICH(CHg),), 3.89 — 4.01 (m, 2H,1&5), 4.15 - 4.26 (m, 2H, B,), 4.58 -

4.81 (m, 3H, NEICO, (H,), 5.18 (s, 2H, ArE,0), 5.37 (s, 1H, HC=C), 5.49 (s, 1H,
HHC=C), 7.32 - 7.37 (m, At 10H); **C NMR (125 MHz, CDGJ): &: 22.4, 23.0, 25.1,

26.9, 33.2, 37.3, 41.3, 41.5, 52.4, 67.1, 118.9, 127.5, 128.4, 128.5, 128.6, 135.2, 140.1,
169.9, 170.4, 171.Analiza elementarna obliczona dla;sB83:BrN,O,: C, 60.59; H, 6.06;

N, 5.43; zbadana: C, 60.92; H, 6.11; N, 5.01; HR-MS (ESI, [MPNaobliczona:
Ca6H31N204BrNa: 537.1359, zbadana: 537.1356.m/z

7.2.1.14Zwiagzek 116b. . Do roztworu aldehydu
izowalerioanowego (20 mg, 0.2 mmola) w metanolu (1
go (20 mg, ) ( QKOBn

95



dodano benzyloamin (25 mg, 0.2 mmola). Mieszano 15 minut. Dodano kwas
metakrylowy (20 mg, 0.2 mmola) i mieszano przez kolejne 15 minut. Dodano
izocjanooctan benzylu (40 mg, 0.2 mmola). Mieszarpogostawiono na 20 godzin w
temperaturze pokojowej. Odparowano rozpuszczalnik a pozostalcggszczono na
kolumnie chromatograficznej ukladem heksan:octan etyll{R0.58, 5:5, obj:obj).
Otrzymano 36 mg produktu z wydajmis 36%.*H NMR (200 MHz, CDCY): &: 0.76 —

0.87 (m, 6H, 2xEl3), 1.40 — 1.80 (m, 3H, IB,CHMe;, ), 1.82 — 1.92 (m, 3H, I&3), 3.90

(d,J = 5.0 Hz, 2H, ®,), 4.62 (s, 2H, E,), 4.76 (t,J = 10 Hz, 1H, CH(i--Bu)), 5.0 —
5.25 (m, 4H, ArOGl,, C=CH>), 7.21 — 7.36 (m, 10H, ArH}’C NMR (50 MHz, CDC})):

0. 20.8, 22.7, 22.9, 25.4, 41.5, 67.4, 116.5, 127.8, 128.0, 128.7, 128.8, 128.8, 129.0, 141.0,
169.7, 171.4; HR-MS (ESI, [M+N} obliczona dla GsH3:N,OsNa: 459.2254, zbadana:
459.2237 miz

(96 ul, 0.88 mmola) w etanolu 99% (1 ml) dodano 2,4- BFT
07N

dimetoksybenzyloaming133 pl, 0.88 mmola) i mieszano przez J@\)
0

30 minut. Mieszaningchtodzono do temperatury 0 °C i dodanm

7.2.1.15.Zwiazek 117.Do roztworu aldehydu izowalerianowego
0
H
J#wtoa
o)

e

izocjanooctan etylu (100 pl, 0.88 mmola) Naspnie dodano kwas
bromometylometakrylowy (146 mg, 0.88 mmola) i mieszano przez 6 godz. w temperaturze
0 °C. Odparowano rozpuszczalnik a pozostalmézyszczono za pomgchromatografii
kolumnowej uktadem heksan:octan etylus €R0.33, 5:5, obj:0obj). Otrzymano 274 mg
produktu (61%)'H NMR (200 MHz, CDCJ): 5 0.84 - 0.89 (m, 6H, CH(83),), 1.21 -
1.28 (m, 4H, OCKCH3;, CH,CH(CHg),), 1.50 - 1.67 (m, 1H, BHCH(CHs),), 1.88 — 2.00
(m, 1H, CHHCH(CH) ), 3.77 (s, 6H, ArO8l3), 3.85 (d, J = 5.2 Hz, 1H, NECO), 4.04 -
4.23 (m, 4H, Br@®,, -CH,CHj3), 4.55 - 4.70 (m, 2H, NB,CO), 5.43 (s, IHHHC=C),
5.54 (s, 1H, HC=C), 6.39 - 6.43 (m, 2H, At), 7.43 (d,J = 9.2 Hz, 1H, AH) **C NMR
(50 MHz, CDC}): 6 14.5, 22.8, 22.9, 25.5, 33.4, 37.6, 41.7, 55.66,589.1, 61.6, 98.7,
104.3, 119.3, 130.3., 140.4, 160.5, 171.8, 175.5. HR-MS (ESI, [M}Naliczona dla
Co3H33BrN,Og Na: 535,1414, zbadana: 535.1402;m/z

7.2.1.16.Zwiazek 118.Zwigzek 117 (117 mg, 0.23 mmola)
rozpuszczono w chlorku metylenu (2 ml), rastie dodano w BfAf /¢4\)(J3\
N
temperaturze pokojowej kwas trifluorooctowy (475 ul). ©° N I OFEt
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Mieszanig pozostawiono na 1 godzirabserwujc zmiangkoloru z bezbarwnego, przez
z0kty, bordowy na ciemnofioletowy. Zawartoskolby przeniesiono do rozdzielacza,
dodano chlorku metylenu (4 ml) i dodawano nasycony roztw@lamu sodu do momentu
zniknigcia barwy fioletowej. Faz wodna ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 8 ml)
nastpnie pohczone fazy organiczne wysuszono solamkadparowano rozpuszczalnik.
Pozostatos¢oczyszczono za pomoahromatografii kolumnowej uktadem heksan:octan
etylu (R = 0.25, 6:4, obj:obj). Otrzymano 58 mg produktu (70 ¥i)NMR (200 MHz,
CDCly): 6 0.87-0.94 (m, 6H, CH(B3),), 1.25 (t,J = 7.2 Hz,3H, OCHCH3), 1.38 - 1.70
(m, 3H, (H,CH(CHg),), 3.88 - 4.12 (m, 2H, NHE,), 4.12 - 4.22 (m, 4H, O&,CHj;
BrCH,C), 4.60-4.78 (m, 1H, NHB), 5.69 (s, 1H, C=CH), 5.85 (s, 1H, C=8H), 6.90

(d, J = 8.0 Hz, 1H, M), 7.14 (bs, 1H, N). *C NMR (50 MHz, CDC)): & 14.5, 22.4,
23.3, 25.1, 30.7, 41.4, 41.7, 52.1, 61.8, 123.0,141.3, 166.4, 170.0, 172.6; HR-MS (ESI,
[M+Na']) obliczona dla G4H,3BrN,O4Na: 385.0733, zbadana: 385.0740;m/z

7.2.1.170g06lna metoda estryfikacji soj cezowy syntezy zwiazkow 120a,b, 122a,b,
123a,b. Zwigzek z grupa?2-(bromometylo)akrylowa 1(L1, 117, 118) rozpuszczono w
acetonie (c=0.04 mmol/ml) i dodano soél cezowl2la lub121b, 3 réwn.). Zawiesing
mieszano w temperaturze wrzenia do zaniku substratu. Aceton odparowano a pozostatosé
zawieszono w octanie etylu. Dodano nasyconego roztworu wodorotlenku sodu. Gdy osad
sie rozpugit, przemyto naczynie octanem etylu i fazy rozdanel. Przemyto solanki
wysuszono siarczanem magenzu. Gdy zachodzita potrzeba, produkt oczyszczono za

pomo@ chromatografii kolumnowep€l krzemionkowy, eluent: heksan, octan etylu);

7.2.1.18Zwiazek 120a. Otrzymano wedtug ogolnej metody syntezyci o

7.2.1.17 z estrd11i soli cezowejl21a. Wydajné¢ 97%.'"H NMR (200 OX/
MHz, CDCH): 5 3.81 (s, 3H, OBls), 5.13 (d,J = 0.8 Hz, 2H, &), 6.04 . © °

(d,J = 1.0 Hz, 1H, CEH), 6.46 (s, 1H, CCH), 7.29-7.31 (m, 3H, At); **C NMR (50
MHz, CDCI3):6 52.5, 64.3, 128.2, 129.1, 131.3, 132.2, 134.7,5.384.7, 164.5, 165.8.
Analiza elementarna obliczona dlaj»B:10,Cl.O4: C, 49.85; H, 3.49; obliczona: C, 49.52;
H, 3.39;

7.2.1.19.Zwiazek 120b. Otrzymano wedtug ogolnej metody syntezycr, o
7.2.1.17 z estrd11i soli cezowej121b. Wydajndé¢ 88%.'H NMR OT

CF; 07 07
(200 MHz, CDC}): 6 3.80 (s, 3H, O€3), 5.01 (d,J = 0.6Hz, 2H, ¢&>),
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6.00 (d,J = 0.8 Hz, 1H, CEIH), 6.47 (s, 1H, CCH), 7.71 (m, 1H, AH), 7.92 (d,J = 8

Hz, 2H, AH); **C NMR (50 MHz, CDCJ): § 52.5, 65.2, 120.4, 129.9, 130.0, 130.6, 134.3,
165.8, 164.0; Analiza elementarna obliczona dlgHgFsO4: C, 47.21; H, 2.83; zbadana:
C, 47.26; H, 2.97;

7.2.1.20Zwiazek 122a. Otrzymany metodaogolng 7.2.1.17.z o o
peptydomimetykull7 i soli cezowejl21a. Wydajnos¢ 71%. 'H @f:oz /@ioa
NMR (200 MHz, CDCY): &: 0.85 (d,J = 6.2 Hz, 6H), 1.26 (tJ = Q\) 0

7.2 Hz, 3H, CHCH3), 1.42 — 1.60 (m, 1H, l8Me,), 1.74 — 1.99 ? ?

(m, 2H, H,CHMe,), 3.60 — 3.74 (m, 2H, 18,)3.77 (s, 6H, 2x083), 4.17 (9J = 7.2 Hz,

2H, OH,CHg), 4.44 — 4.56 (m, 1H, iE(i-Bu)), 4.63 (s, 2H, 8,), 5.14 (s, 2H, E,), 5.55

(s, 1H, C=®H), 5.70 (s, 1H, C=CH), 6.32 (d,J = 8.2 Hz, 1H, AH), 6.37 (d,J =24

Hz, 1H, AH), 7.08 (d,J = 8.2 Hz, 1H, AH), 7.31 — 7.35 (m, 3H, Af). *C NMR (50

MHz, CDCk): &:: 14.5, 22.6, 23.0, 23.1, 25.3, 30.0, 41.6, 55.6, 55.6, 61.6, 97.3, 98.6,
104.2, 119.1, 128.2, 131.4, 132.3, 138.72, 164.5. Analiza elementarna obliczona dla
CsoH36CloN20Og+2H,0: C, 54.63; H, 6.11; N, 4.25; zbadana: C, 54.69; H, 5.98; N, 4.00;
HR-MS (ESI, [M+N4d]) obliczona dla GoH3sCl,N,OgNa 645.1741, zbadana: 645.1743
m/z

7.2.1.21.Zwiazek 122b Otrzymany metodpgolng7.2.1.17 z ¢, o
peptydomimetykull17i soli cezowejl21b Wydajnos¢ 80%, @fkoﬁ/d(\ni

4 NMR (200 MHz, CDCJ): &: 0.83 — 0.88 (m, 6H, 2xd5), ROy T ooe
1.27 (t,J = 7.2 Hz, 3H, CHCHj3), 1.40 — 1.62 (m, 1H, O/Qin

CHMey), 1.68 — 2.00 (m, 2H, IB,CHMe,), 3.50 — 3.70 (m, 2H, i&,), 3.76 (s, 6H,
2X0OCH3), 4.18 (q,J = 7.2 Hz, 2H, ®G1,CHj3), 4.40 — 4.54 (m, 1H, i&(i-Bu)), 4.61 (s, 2H,
CHy), 5.11 (s, 2H, @), 5.55 (s, 1H, C=8H), 5.65 (s, 1H, C=CH), 6.31 (d,J = 8.4 Hz,
1H, ArH), 6.38 (d,J = 2.4 Hz 1H, AH), 7.06 (d,J = 8.4 Hz, 1H, AH), 7.72 - 7.78 (m,
1H, ArH), 7.94 (d,J = 8.0 Hz, 2H, AH), C** NMR (50 MHz, CDC}): :14.4, 22.5, 23.0,
25.3, 30.0, 37.3, 41.6, 55.5, 55.6, 61.6, 66.9, 98.7 104.2, 119.3, 125.8, 130.1, 130.7, 138.2,
158.6, 169.7, 171.5; Analiza elementarna obliczona elBl4FsN,Os: C, 55.65; H, 5.25;

N, 4.06; zbadana: C, 55.56; H, 5.39; N, 3.90;
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7.2.1.22.Zwigzek 123a.0trzymany metodgg0llng 7.2.1.17 ¢ ©

ze zwizku 118 i soli cezowejl21a.. Wydajnos&9%, biate d% /¢4 i
krysztaty, tt = 120-121 °C*H NMR (200 MHz, CDCJ): ¢ X.’i o N%OB
5:0.83 (d,J = 6 Hz, 6H, CH(®3),), 1.20 (t,d = 7.0 Hz, 3H, OCHCH3), 1.47 - 1.69 (m,
3H, CH,CH(CHs),), 3.81 - 4.07 (m, 2H, NHB,COO), 4.12 (q,J = 7.0 Hz, 2H,
OCH,CHs), 4.51 - 4.60 (m, 1H, NB), 5.07 (d,J = 4.2 Hz, 2H, OG®i,C), 5.78 (s, 1H,
C=CHH), 6.00 (s, 1H, C=CH), 6.56 (d,J = 8.2 Hz, 1H, M), 6.77 (bs, 1H, N), 7.20-
7.25 (m, 3H, AH); **C NMR (50 MHz, CDCI3)5:14.5, 22.4, 23.2, 25.1, 41.2, 41.7, 51.9,
61.9, 65.1, 124.6, 128.2, 131.4, 132.2, 138.1, 166.4, 169.8, IHR-M8S (ESI, [M+N4])
obliczona dlaC;1H26CI.N2,0s Na: 495.1060; zbadano: 495.1081 m/z

7.2.1.23.Zwigzek 123b.Otrzymany metodgpgoding 7.2.1.17 cF; 0
ze zwizku 118 i soli cezowej121b. Wydajnosc87% biate @OT Ji(\“ i
krysztaly, mp = 114-115 °GH NMR (400 MHz, CDCY): 5 MERRA | OFt

0.89 (d,J = 6.1 Hz, 6H, CH(®l3),), 1.27 (t,J = 7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.52 - 1.76 (m, 3H,
CH,CH(CHg),), 3.87 - 4.10 (m, 2H, NHE,), 4.19 (q,J = 7.0 Hz, 2H, ®,CHy), 5.07 -

5.17 (m, 2H, ArC®i,), 5.81 (s, 1H, C=8H), 6.04 (s, 1H, C=CH), 6.62 (d,J = 8.2 Hz,

1H, NH) 6.89 (t,J = 5.2 Hz, 1H, M), 7.68 - 7.77 (m, 1H, At) 7.92 (d,J = 8.0 Hz, 2H,

ArH) *C NMR (50 MHz, CDG)): § 14.4, 22.4, 23.0, 25.0, 30.7, 41.2, 41.6, 51.98,61.
65.6, 120.0, 124.3, 125.8, 129.0, 129.7, 130.2, 130.7 137.9, 164.8 166.4, 169.9, 172.6;
Analiza elementarna obliczona dlais8,6FsN2Os: C, 51.11; H, 4.85; N, 5.18; zbadana: C,
51.00; H, 5.07; N, 4.86, HPLC: Metoda i £ 6.8 min, k> = 7.7 min; RP-HPLC, Metoda

D: tr = 10.2 min

7.3. Badania nad opracowaniem enzymatycznej syntezy nowego pomocnika
chiralnego do reakcji Ugiego

7.3.1.1. a-2,4-(dimetoksyfenylo)etyloamina (200). Amina zostatg,eo

otrzymana wedlug zmodyfikowanej procedury opisanej w \Q\(NHz
: 125

literaturze.*> Weglan amonu (13,5 g, 0,14 mola) rozpuszczono w 10.2 OMe

ml kwasu mrowkowego (80%9). Mieszaningogrzano do temp. 135 °C i mieszano przez 2
godz. Nestpnie schiodzono do temperatury pokojowej. Dodano - 2,4

dimetoksybenzofenonu (12.7 g, 70 mmoli). Ogrzano mieszaturtemperatury wrzenia i

oddestylowano wogldo momentu atemperatura reakcji agineta 175 °C a mieszanina
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stata s¢ jednofazowa. Mieszaningchtodzono do temperatury pokojowej po czym dodano
dichlorometan (400 ml). Fgzorganiczngprzemyto 2N NaOH (100ml), naghie woda
(100 ml). Fazy rozdzielono i faz organiczng wysuszono siarczanem magnezu.
Rozpuszczalnik odparowano uzyskugotto-czerwony osad. Zwkek rekrystalizowano z
uktadu heksan — octan etylu. Uzyskano 12 g biatego proszku z wydiajB3@%%6.

Uzyskany w poprzednim etapie amiD1l (2 g, 9.5 mmoli) zawieszono w wodnym
roztworze NaOH (2 N, 20 ml). Mieszaningrzano to wrzenia (110 °C) i mieszano w tej
temperaturze przez 4 godziny. Mieszanseéitodzono i dodawano kroplamesabny kwas
solny do momentu apH = 2. Faz wodm przemyto eterem dietylowym (2 x 50 ml).
Nastpnie dodawano 4N NaOH kroplami do momentu gdy pH 3z Eaz wodng
ekstrahowano dichlometanem (2x100 ml). Rozpuszczalnik odparowano. $Sarowe
200 oczyszczono przez destykagod zmniejszonym émieniem (100 — 101°C, 0.1 mm
Hg). Otrzymano 1 g produktu z wydajmis 58%."H NMR (200 MHz, CDCJ): & 1.44 (d,
J=6.6 Hz, 3H, ®l3), 1.72 (s, 2H, M), 3.86 (s, 3H, OH3), 3.88 (s, 3H, OH3), 4.34 (q,

J = 6.6 Hz, 1H, -EBIPh(CH,)), 6.50 — 6.55 (m, 2H -At), 7.26 — 7.31 (m, 1H, -At); °C
NMR (50 MHz, CDC}): 6 23.6, 45.9, 55.5, 55.6, 98.9, 104.0, 126.4, 128.6, 158.0, 159.7;

7.3.1.2. Zwiazek 202.1-(2,4-dimetoksy)fenyloetyloaming )\
(220 mg, 1.21 mmola) rozpuszczono w metanolu , dodano )J\ H
aldehyd izowalerianowy (13Qul, 1.21 mmola). Po 15 Nj\f(
minutach dodano kwas benzoesowy (148 mg, 1.21 mmola) i

mieszanine schtodzono do 0 °C. Dodano izocyjandkeC OMe
heksylowy (151ul, 1.21 mmola). Reakejprowadzono przez 30 min w 0 °C a rppsie 6
godzin w temperaturze pokojowej. Metanol odparowano, a pozostat®¢szczano na
kolumnie chromatograficznej. Otrzymano 450 mg mieszaniny diastereocizomeréw (2:1) z
wydajnogia 77 %. (Ri=0.33; R,=0.16, heksan:octan etylu 3:2, obj:obj). Diastereoizomer
1: *H NMR (500 MHz, CDGJ): 50.45 (d,J = 6.5 Hz, 3H, Els3), 0.6 (d,J = 6.6 Hz, 3H,

CH3), 1.05 - 1.11 (m, 1H, 4&(CHj3),-), 1.16 — 1.26 (m, 4H, 2x4€,-), 1.32 — 1.40 (m, 2H
—CH>), 1.51 — 1.56 (m, 1H — G##), 1.60 (d,J = 7.1 Hz, 3H, ArCH(El3)), 1.65 — 1.69

(m, 2H -CH»-), 1.83 — 1.89 (m, 2H, I8,), 2.33 — 2.39 (m, 1H, CHi), 3.61 (dd,J; = 10.4

Hz, J, = 5.0 Hz, 1H, €(CHy)), 3.74 (s, 3H, OH3), 3.79 (s, 3H, O83), 3.75 — 3.81 (m,

1H, CH(i-Bu)), 5.10 (q, J =7.1 Hz, 1H,HXCH3)Ar), 6.39 (d, J = 2.4 Hz, 1H, AH), 6.49
(dd,J; =8.6 Hz,J, = 2.4 Hz, 1H, AH), 7.3 (d,J= 8.7 Hz, 1H, AH), 7.41 — 7.50 (m, 5H,

ArH) 7.96 (bs, 1H, M); **C NMR (125 MHz, CDCJ): 518.1, 21.6, 23.0, 24.6, 25.3, 25.6,
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32.6, 32.7, 39.7, 47.6, 53.4, 54.1, 54.8, 55.5, 61.0, 98.6, 103.7, 119.1, 126.0, 128.1, 129.1,
129.5, 138.3, 158.9, 161.1, 172.0, 173.8; Diastereoizomét RMR (500 MHz, CDCY)

5:0.81 — 0.91 (m, 1H, BH), 0.94 — 1.01 (m, 6H, 2xd3), 1.10 — 1.20 (m, 1H, CHi), 1.24

—1.33 (m, 3H, €, CH(CHs),), 1.48 — 1.54 (m, 2H, 1g,), 1.58 — 1.65 (m, 2H, I8,), 1.60

(d,J = 7.1 Hz, 3H, ArCH®ls), 1.77 — 1.82 (m, 2H, i8,), 1.87 — 1.93 (m, 1H, CH) 2.16

— 2.22 (m, 1H, €H), 3.36 — 3.42 (m, 1H, IE(CH,),), 3.63 — 3.67 (m, 1H, K&(i-Bu)),

3.96 (s, 3H, O@3), 3.78 (s, 3H, OB3), 5.18 (q,J = 7.0 Hz, 1H, Ei(i-Bu)), 6.34 (dJ =

2.3 Hz, 1H, AH), 6.48 (ddJ; = 2.3 Hz,J, = 8.5 Hz, 1H, AH) 7.24 — 7.26 (m, 1H, At),

7.46 — 7.47 (m, 3H, At), 7.55 — 7.56 (m, 2H, Af); *C NMR (125 MHz, CDG)): 517.8,

22.8, 23.0, 24.5, 25.7, 25.8, 29.7, 32.7, 39.8, 47.4, 52.8, 53.4, 54.9, 55.4, 59.0, 98.8, 103.9,
119.3, 126.8, 128.1, 128.8, 129.8, 137.8, 137.8 158.4, 161.0 171.1, 173.1; HR-MS (ESI,

[M+Na']) obliczono dlaCygH4N20sNa: 503.2880, zbadano: 503.2895;m/z

7.3.1.3. Zwigzek 203. Otrzymano wedlug metody opisanej w )\
7.2.1.16 ze zwizku 202. Otrzymano Wydajrié 73%. ‘H NMR j’\ %(H

Ph” "N
(400 MHz, CDC}): 6 0.97 (d,J = 4.7 Hz, 6H, 2xEl3), 1.07 — 1.23 H g \O

(m, 3H, -CHy-, CH(CHs),), 1.25 — 1.40 (m, 2H, 485-), 1.57 — 1.60 (m, 1H, -CH-), 1.64

- 1.77 (m, 5H, -€lH-, 2x-CH>-), 1.81 — 1.92 (m, 2H, 48>-), 3.68 — 3.77 (m, 1H, -
NHCH-), 4.63 — 4.69 (m, 1H, 4d(i-Bu)-), 6.35 (dJ = 8.0 Hz, 1H, N{), 6.90 (d,J = 8.2

Hz, 1H, NH), 7.39 — 7.43 (m, 2H, Af), 7.47 — 7.51 (m, 1H, At), 7.78 — 7. 82 (m, 2H,
ArH); 1°C NMR (100 MHz, CDGJ): 8 22.8, 23.2, 25.1, 25.3, 25.8, 33.1, 33.3, 41.9, 48.7,
52.6, 127.4, 128.9, 132.0, 134.3, 167.7, 171.4; HR-MS (ESI, [NM}N#bliczono dla
CigH2gNoOoNa: 339.2043, zbadana: 339.2057 m/z

7.3.1.4. N-[1-(2,4-Dimetoksyfenylo)etylo]-2- o}
metoksyacetamid (205) Synteza chemiczna. Racemican®,4-
(dimetoksyfenylo)etyloamine (100 mg, 0.55  mmola)"e° OMe
rozpuszczono w metoksyoctanie metylu (12 ml, 11 mmoli). Regtowadzono przez 18
godz. w temperaturze wrzenia. Regksghtodzono do temperatury pokojowej i dodano
octanu etylu. Fag organicznaprzemyto kwasem cytrynowym (1Q%oraz solankaFaz
organiczngodparowano i wysuszono siarczanem magnezu. Amithizogzymany jako
biate krysztaly z wydajn@ia 68% (90 mg)*H NMR (200 MHz, CDCY): & 1.51 (d,J =

6.8 Hz, 3H, ®13), 3.45 (s, 3H, -CBDCH3) 3.85 (s, 3H, O83), 3.87 (s, 3H, Od3), 3.80

— 4.01 (m, 2H, -€,0CHs) 5.27 — 5.34 (m, 1H, 48Ph(CH)), 6.46 — 6.54 (m, 2H -At),
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7.16 — 7.20 (m, 1H, -At), 7.43 (bs, M); **C NMR (50 MHz, CDCY) 521.9, 46.3, 55.6,
55.6, 59.4, 72.4, 99.5, 104.3, 123.6, 128.6, 158.3, 160.4, 168.4; HR-MS (ESI, TM+Na
obliczono dla: C;3H10NO4Na: 276.1206, zbadana, 276.126%#z; Analiza elementarna
obliczona dla: GH1dNO4: C, 61.64; H, 7.56; N, 5.53; zbadana: C, 61.50; H, 7.59; N, 5.46;
HPLC: (Metoda B),d#1= 8.9 min; k2= 10.6 min;

7.3.1.5. (R)-N-[1-(2,4-Dimetoksyfenylo)etylo]-2-metoksyacetamid. Racemiczna
1-(2,4-dimetoksyfenylo)etyloaminkpzpuszczono w toluenie (20 mg/ml) i dodano enzym.
(10%,). nastpnie dodano metoksyoctan metylu (3 eq). Reakpjowadzono na
wytrzasarce przez 48 godz. Enzym ecimono i faz organiczna przemywano kwasem
solnym (1N), kiedy w roztworze nie byto juaminy (TLC). Toluen odparowano,
otrzymujc czysty amid.Wyniki przedstawiono w Tabeli 7. Nadmenancjomeryczny
badano za pom@gcHPLC (Metoda B, mieszanina racemicznga:% 8.9 min; k= 10.6
min). Dla Novozymu 435, ee > 99.9%q]p = +111 (¢ = 0.50, CHG). Reakcja z
Novozymem 435 wykonana zostata dla 6 g aminy. W tym wypadku surowy produkt
rekrystalizowano z uktadu heksan-octan etylu. Po krystalizacji otrzymano 206id ee >
99.9 % i wydajnogig 48%. HPLC: Metoda Brt 8.9 min; (izomer R

7.3.1.6. (S)—a-2,4-(dimetoksyfenylo)etyloamina. Synteza enzymatyczna. Reakcj
enyzmatycznawykonano jak w punkcie 7.3.1.5 z Novozymem 435. go&czonej fazy
wodnej, zawierajcej chlorowodorek utworzony z nieprzereagowanej &miz0O0,
dodawano 2N NaOH, do momentu gdy pH = 13. Dodano chlorek metylenu i ekstrahowano
3 razy. Chlorek metylenu odparowano, a odzyskamine oczyszczono przez destylac]
analogicznie do racemicznej aminy. Otrzyami®)-{-2,4-(dimetoksyfenylo)etyloaminz
wydajnogia 42%. j]p = -17 (¢ = 0.85, CHG). W celu wyznaczenia nadmiaru
enancjomerycznego, aminprzeprowadzono w acetamidamizd4. W tym celu do
roztworu aminy w DCM, dodano 2 rown. A& w temperaturze pokojowej. Po 2 godz.
reakcg przemyto roztworem kwasu solnego (1N)astpnie solankai wysuszono
siarczanem magnezu. Surowy produkt reakcji badano za pohiBtC, Metoda A, g =

11.2 min, ee > 99%. HPLC dla racemicznego amidu: Metodg@&4tmin, k,= 11.2 min;

7.3.1.7. Zwiazek 206a,b. Procedura dla wysokiego ¢genia reagentow: Do
roztworu aminy200 (393 mg, 2.17 mmola) w etanolu (99%, 4 ml) dodano aldehyd

izowalerianowy (232ul, 2.17 mmola) i reakej mieszano przez 30 min w temperaturze
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pokojowej. Reakegj schtodzono do temperatury 0 °C, dodano izocyjaravoetylu (237ul,

2.17 mmola) oraz kwas 2-(bromometylo)akrylowy (358 mg, 2.17 mmola). Reakcj
prowadzono 2 godziny w 0 °C, a nastepnie 24 godz. w -78 °C. Etanol odparowano, a
pozostatoséoczyszczano na kolumnie chromatograficznej uktatbelksan — octan etylu.
Otrzymano 957 mg mieszaniny diastereoizomerow z wydeiin@&4%. Diastereoizomery
rozdzielano z wciem preparatywnych ptytek TLC lub chromatografiollkmnowej
ukladem heksan - izopropanol 95:5, obj:obj. Stosowano réawem@logiczngprocedug

przy stzeniu reagentéw ¢c=0.03M (Opis w Tabeli 8).

7.3.1.8. Zwiazek 206a, (stereoizomer$,R)): 'H NMR )\

(400 MHz, CDC})):50.39 (d,J = 6.7 Hz, 3H, CH), 0.58 (d,J Brj C o OFt
= 6.5 Hz, 3H, CH), 1.05 — 1.12 (m, 1H, -CHCH(CH),), 1.18 ° NA{{ ©
- 1.27 (m, 1H, -€IHCH(CHg)), 1.25 (t,J = 7.1 Hz, 3H, - Meo)@fc:e

CHCH3), 2.28 — 2.35 (m, 1H, -C}€H(CHs),), 3.60 — 3.66 (m, 1H, -CiH@u)), 3.80 (s,
3H, OCHp), 3.80 (s, 1H, OCH), 3.86 (dd,J; = 18.5 Hz,J, = 5.1 Hz, 1H, -NHEIHCO-),
4.07 (dd,J; = 18.0 Hz J; = 6.3 Hz, 1H, -NHEIHCO-), 4.17 (q,) = 7.0 Hz, 2H, CHCH),
4.20 (d,J = 11.7 Hz, 1H, BrCH-), 4.48 (d,J = 11.7 Hz, 1H, Br&H-), 5.36 (q,J = 6.8
Hz, 1H, -GHCHs), 5.69 (s, 2H, C=C}), 6.44 (d,J = 2.3 Hz, 1H, AH), 6.52 (ddJ; = 8.5
Hz, J; = 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.31 (dJ = 8.4 Hz, 1H, ArH), 8.08 (bs, 1H, NH}*C NMR
(100 MHz, CDC}): 514.5, 18.8, 21.6, 23.3, 25.4, 32.0, 39.8, 41.6, 54.1, 55.5, 55.8, 60.1,
61.5,99.1, 104.4, 119.0, 119.5, 130.1, 141.4, 158.9, 161.5, 170.0, 171.6, 173.5;

7.3.1.9. Zwiazek 206b, (stereocizomer$,9). 'H NMR

(400 MHz, CDCY): 0.93 (dd.J; = 6.5 Hz,J, = 1.8 Hz, 6H, BXNﬁ,(\HvOQ

2XCH), 1.22 (1, = 7.1 Hz, 3H, CHCHs), 1.59 (d,J = 7.0 Hz, I

3H, CHQH3), 1.63 — 1.76 (M, 1H, 46,CH-), 2.23 — 2.29 (m,MeOQ\/c:e

1H, -CH(CHa)s), 3.49 (dd,J; = 18.4 Hz,J, = 4.7 Hz, 1H, -CHICOOE), 3.58 (s, 1H,
CH(i-Bu)), 3.77 (s, 3H, OCH, 3.78 (m, 4H, OCk| CHHCOOEY), 4.12 (g = 7.2 Hz,

2H), 4.26 (dJ = 12.3 Hz, 1H, Br&IH-), 4.43 (d.J = 12.3 Hz, 1H BrCH-), 5.43 (q,J =

6.8 Hz, 2H GICHy), 5.68 (s, 1H, C=8H), 5.78 (s, 1H, C=CH), 6.37 (d,J = 2.5 Hz, 1H

ArH), 6.48 (ddJi = 8.6 Hz,J, = 2.3 Hz, AH), 7.24 — 7.26 (m, 1H, At), 7.34 (bs, 1H,

NH); *C NMR (100 MHz, CDGY): 5 14.4, 18.5, 22.9, 23.2, 25.1, 26.2, 32.0, 40.2, 41.8,
52.9, 55.7, 55.8, 58.4, 61.4, 99.0, 104.3, 118.9, 120.0, 129.4, 141.4, 158.5, 161.5, 169.9,
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171.2, 172.0; Analiza elementarna obliczona dlgH&gN-OsBr+0.25H0: C, 54.19; H,
6.73; N, 5.27; zbadana: C, 54.18; H, 6.80; N, 5.30;

7.3.1.10. Zwiazek 123b. 1zomer R): Zwigzek 206a cF, o

(111 mg, 0.2 mmola) rozpuszczono w chlorku metyl 0 )\
(1.8 ml) i dodano kwas trifluorooctwy (43d). Mieszano CF3>]/ S H

o N/\H/N\/COOEt
przez 1 godzing Dodano chlorek metylenu (15ml) oraz H §

roztwor wodorowglanu sodu (nas.) do momentu odbarwienia mieszaniny. Fazy
rozdzielono a chlorek metylenu odparowano. Surowy produkt rozpuszczono w acetonie i
dodano soél cezoyv kwasu 2,6-bis-(trifluorometyl)benzoesowego (215 mBeakacy
prowadzono w temperaturze wrzenia przez 2 godz. Aceton odparowano a pozostatosé
zawieszono w octanie etylu. kamrganiczngprzemyto wodorowglanem sodu, solanka
nastpnie wysuszono siarczanem sodu. Octan etylu odpamwa pozostatosc
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Otrzymano 73 mg produktu z wyadgjnos
68%. [a]p =23 (c = 0.9, CHG), ee = 92%, HPLC: Metoda Gixt= 7.7 min);

lzomer (S): Zwigzek 206b (186 mg, 0.36 mmola) CFs O

rozpuszczono w chlorku metylenu (3.2 ml) i dodano kv@i“\o

trifluorooctwy (750ul). Mieszano przez 1 godzinPodano CFaﬁj QVCOOH
chlorek metylenu (20 ml) oraz roztwoér wodorgglanu o o}

sodu (nas.) do momentu odbarwieniasiieszaniny. Fazy rozdzielono a chlorek metylenu
odparowano. Surowy produkt rozpuszczono w acetonie i dodano sol £énasu 2,6-
bis-(trifluorometyl)benzoesowego (425 mg). Realmjowadzono w temperaturze wrzenia
przez 2 godz. Aceton odparowano a pozostalpafvieszono w octanie etylu. kaz
organiczngprzemyto wodorowglanem sodu, solanka nasgpnie wysuszono siarczanem
sodu. Octan etylu odparowano a pozostatloséczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. Otrzymano 112 mg produktu z wydajnads7%. fp]p = -26 (c = 0.5,
CHCl), ee = 90%,. HPLC: Metoda Gi;t= 6.8 min;

7.4. Badania nad syntea biblioteki Bacyloksymetakryloamidow

7.4.1. Synteza substratow do reakcji Ugiego

7.4.1.1. Octan-2-izocyjanoetylu  (105c). Mieszaning 2- 0O
aminoetanolu (10 ml, 166 mmoli) i mréwczanu etylu (30 ml, 3%\'\/\0)1\

mmoli) ogrzewano do temperatury wrzenia przez 3 godziny. Mieszamakcyjn
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ochtodzono do temperatury pokojowej, sktadniki lotne odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem otrzymujc N-(2-hydroksyetylo)formamid (15 g), ktéry ywio do kolejnej
reakcji bez dalszego oczyszczenia. Do produktu dodano bezwodnik kwasu octowego (30
ml, 32 mmoli). Mieszaningeakcyjra ogrzewano do temperatury wrzenia przez 5 godzin,
nastpnie ochtodzono do temperatury pokojowej i skiladnigine odparowano pod
zmniejszonym @nieniem otrzymuyjc octan 2-formamidoetylu (21 g) w postaci
bezbarwnego oleju, ktéry yio do kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenizes&C
otrzymanego formamidy3 g, 23 mmoli) rozpuszczono w dichlorometanie (30 ml) i
dodano trietyloaming16 ml, 115 mmol). Mieszaningchtodzono do temperatury -60 °C i
wkraplano tlenochlorek fosforu (2.5 ml, 27.6 mmol) przez 30 minut. Mieszzakcyjn
mieszano podnoge temperatur do temperatury pokojowej, w ktorej reakg@rowadzono
przez kolejne 2 godziny. Mieszgmnieakcyjry wylano na wod z lodem. Fazy rozdzielono,

faze wodng ekstrahowano dichlorometanem (3 x 30 ml). Fazy riogae poiczono,
przemyto solank (50 ml), wysuszono (MgS{) i rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym @énieniem. Produkiwwydzielono za pomec chromatografii kolumnowej

(zel krzemionkowy, 60 mesh, dichlorometan). Wydajnostkowita 50%; 1.35 g (11.9
mmola) z6ttego oleju;*H NMR (200 MHz, CDCY): § 2.08 (s, 3H, El3), 3.55-3.65 (m, 2H,
CH,0), 4.15-4.25 (m, 2H, B,N); **C NMR (50 MHz, CDCJ): § 20.8, 41.0, 61.4, 97.4,
170.7;

7.4.1.2. (29)-2-(formyloamino)-4-metylopentanian metylu. y 9
Mieszaninechlorowodorku estru metylowego leucyny, (2 g, 11am Ox N o~
ortomréwczanu etylu (15 ml, 90 mmol) ogrzewano do temperatuty 40

C. Nadmiar ortomréwczanu etylu odparowano pod zmniejszonym

cisnieniem. Produkt wydzielono za pomodestylacji pod zmniejszonym saieniem.
Wydajnos¢ 71%; 1.35 g (7.8 mmola) produktu; t. wrz. 150 °@(@mHg)*H NMR (200
MHz, CDCk): 6 0.95 (dd,J; = 5.8 Hz,J; = 2.0 Hz, 6H), 1.50-1.76 (m, 3H), 3.75 (s, 3H),
4.65-4.82 (m, 1H), 6.25-6.55 (bd, 1H), 8.22 (s, 11§, NMR (50 MHz, CDCJ): § 22.1,
23.0, 25.1, 41.8, 49.6, 52.7, 161.1, 173.4.

7.4.1.3. (29)-2-1zocyjano-4-metylopentanian  metylu (§)-105d): o
Do roztworu zwgzku otrzymanego powgj, (1 g, 5.8 mmola) i N- CN o}
metylomorfoliny (2.75 ml, 25 mmol) w dichlorometanie (10 ml) w
temperaturze -40 <«C, w atmosferze azotu, dodawano przez 1 godzin.

roztwor difosgenu (422 pl, 3.5 mmol) w dichlorometanie (5 ml). Mieszanie
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kontyuowano przez kolejne 2 godziny w -40 °C. Do mieszaniny reakcyjnej dodano wody

(15 ml), fazy rozdzielono, faz. organiezprzemyto wodnym roztworem wodoroglanu

sodu (15 ml, 7.5%) i wysuszono (Mg9QO Rozpuszczalnik odparowano pod

zmniejszonym @hnieniem. Produkt oczyszczono za pomabromatografii kolumnowej

(heksan/EtOAc, 97:3, obj:obj). Wydajno&d%; 516.8 mg lekkadttego oleju; R= 0.75

(CHxCl,); *H NMR (200 MHz, CDCJ) 5 0.98 (dd,J; = 6.4 Hz,J; = 4.6 Hz, 6H), 1.65-2.0

(m, 3H), 3.82 (s, 3H), 4.29 (ddy = 9.7 Hz,J, = 4.7 Hz, 1H);*C NMR (50 MHz, CDCJ):
021.2,22.9, 25.1, 41.6, 53.6, 55.4, 167.9;

7.4.1.4. Zwigzek 307. Kwas 2-(bromometylo)akrylowy cF, O 0
(350 mg, 2.1 mmola) rozpuszczono w chlorku metylenu (5 ') OH
Dodano dihydropyran (DHP, 1,9 ml, 21 mmoli), i miesza CF,

przez 24 godz. Dodano chlorku metylenu (10 ml) i przemyto nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu (10 ml) oraz solankgl0 ml). Faz organiczng wysuszono
siarczanem magnezu i odparowano rozpusczalnik. Pozostaéz§szczono na kolumnie
chromatograficznej zelem krzemionkowym uktadem heksan — eter dietyld@tyzymano

202 mg z wydajnagia 38 %.'H NMR (400 MHz, CDCJ): & 1.47 - 1.97 (m, 6H), 3.72 —
3.75 (m, 1H), 3.89 - 4.01 (m, 1H), 4.18 (dd= 0.8, 3 = 10.4 Hz,1H), 4.22 (dd,), = 0.8,

J> = 10.4 Hz,1H), 5.99 (dJ = 0.8 Hz, 1H), 6.12 (t) = 2.6 Hz, 1H), 6.41 (dJ = 0.6 Hz,
1H); °C NMR (100 MHz, CDGJ): 518.7, 25.2, 29.4 ,29.5 ,63.5, 93.9, 130.0, 137.9, 163.8.
Otrzymany zwizek (300 mg, 1,2 mmola) rozpuszczono w acetonie Ij5 niodano soli
cezowej kwasu 2,6-bis-(trifluorometylo)benzoesowego (644 mg, 3.63 mmola). Mieszano
przez 4 godz. w temperaturze pokojowej. Osadaaxisio, aceton odparowano a
pozostatoscrozpuszczono w octanie etylu. kaarganiczngprzemyto wodorowglanem
sodu (15 ml) i solank410 ml). Wysuszono siarczanem sodu i odparowanpusxxzalnik.
Pozostatos¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznejzelem krzemionkowym
uktadem heksan — eter dietylowy. Otrzymano 202 mg produktu z wyd#n@d %.H
NMR (400 MHz, CDC}) 6 1.55 - 1.85 (m, 6H), 3.65 - 3.80 (m, 1H), 3.87 — 3.90 (m, 1H),
5.03 - 5.24 (m, 2H) 6.01 - 6.08 (m, 1H), 6.12J€2.7 Hz, 1H), 6.49 - 6.56 (m, 1H), 7.65 -
7.78 (m, 1H), 7.88 - 8.01 (m, 2H}*C NMR (100 MHz, CDGJ): 6 18.7, 25.2, 29.4, 63.5,
64.9, 93.7, 130.0, 130.2, 130.7, 134.6, 137.9, 163.8;

Otrzymany w ten sposob zwek (67 mg, 0.16 mmola) rozpuszczono w uktadzie
rozpuszczalnikbw THF:kwas octowy:woda (4:2:1, obj@bj Mieszano do zaniku

substratu. Rozpuszczalniki odparowano i wysuszono nha pompie olejowej. Osad
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rekrystalizowano z uktadu heksan — octan etylu. Otrzymano 43 mg produktu z végdajno
80%. 'H NMR (200 MHz, CDCY): & 5.10 (s, 2H), 6.13, (s, 1H) 6.60 (s, 1H), 7,70 — 7.76
(m, 1H), 7.90 — 7.94 (m, 2H}’C NMR (50 Mhz, CDGJ) & 63.8, 128.3, 131.4, 131.6,
132.3, 133.4, 134.2, 164.5, 170.9; LR-MS (ESI, [M¥)abliczono dla:C;3HgFsOsNa:
365.0, zbadana, 365.m/z (ESI, [M-H]): obliczono dla: GsH/F¢Os: 341.2, zbadana:
341.2 m/z

7.4.2. Synteza peptydomimetykdéw

7.4.2.1. Synteza peptydomimetykow z wykorzystaniem kwasu 307.

7.4.2.1.1.0gd6lna proceura wykonania reakcji Ugiego z kwasem 307. Do roztworu
aldehydu (1 mmol) w etanolu 99% dodano 2,4-dimetoksybenzylogihimgwn.). Reakgj
mieszano przez 30 min. Mieszaningchtodzono do temperatury 0 °C. Dodano
izocyjanooctan etylu (1 rown.) oraz kwae7 (1 rown.). Reakeg prowadzono przez 2
godziny w temperaturze 0 °C a ngstie przez 12 godzin w temperaturze pokojowej.
Etanol odparowano a pozostato@czyszczono na kolumnie chromatograficznegl (

krzemionkowy, ukiad heksan — octan etylu).

CF3; O (0]
Etanol 99%
CF, - O l}l CO,Et
0°C DMB O
RCHO + CFs
DMBA + =
312a: R = j-Pr

CNCH,CO,Et 312b: R=Ph

Schemat 58:Reakcja Ugiego z kwaseg®7

7.4.2.1.1. Wydajnos86%, bezbarwny olefH NMR (200 MHz, @i:Tg;

CDCl3): 6 0.80 (d,J=6.5 Hz, 3 H, -El3), 0.91 (d,J=6.6 Hz, 3H, \
CH3), 1.26 (t,J=7.1 Hz, 3H, -OCHCH3), 3.73 (s, 3H, -085), e
3.75 (s, 3 H, OBl3), 3.83 (dJ=5.5 Hz, 2 H, -®,-), 4.17 (9J = 7.3 Hz, 2H, -®»-), 4.57
(m, 1H, -CH-), 4.91 - 5.16 (m, 2H, 48,0Ar), 5.51 (s, 1H, C=BH), 5.59 (s, 1H,
C=CHH), 6.25 - 6.39 (m, 2H, At), 7.00 (d,J=8.2 Hz, 1H, AH), 7.65 - 7.79 (m, 1H,
ArH), 7.85 - 7.98 (m, 3H, At, NH); LR-MS (ESI, [M+Nd]) obliczono dia:

C31H34N>,OgNa: 699.6, zbadana, 699.7 m/z;

7.4.2.1.2.Zwiazek 312a.0trzymany wedtug procedury ogolnejcFs o o j;(”
N N._ COEt
o
Q
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7.4.2.1.3.Zwiazek 312b. Otrzymany wediug procedury

ogélnej 7.4.2.1.1. Wydajnos80 %, bezbarwny olefH NMR &% ¢ Q %N coet
(200 MHz, CDC}): 61.16 (t,J = 7.2 Hz, 3H, CHCH3), 3.58 @5:0% ol -

(s, 2H, O®3), 3.69 (s, 3H, O83), 3,70 — 3.90 (m, 1H, 48H- QO\

), 3,92 — 4.18 (m, 3H, 48,CHjz, -CHH-), 4.34 (d,J = 18 Hz,

1H, -CHH-), 4.64 (d,J = 18 Hz, -CHH-), 4.95 — 5.17 (m, 3H, -(Ph}&, -CH>-), 5.54 (s,
1H, C=CHH), 5.57 (s, 1H, C=CH) 6.21 - 6.35 (m, 3H, At), 7.12 — 7.35 (m, 5H, At),
7.58 — 7.70 (m, 1H, At), 7.78 — 7.87 (m, 2H, Af); LR-MS (ESI, [M+N4]) obliczono
dla: C34H32N,OgNa: 733.6, zbadana, 733.4 m/z

7.4.2.1.4.0g6lna procedura odbezpieczania zwizkoéw 312a,b.Do roztworu zwazku
312a lub312b w chlorku metylenu (0.1 mmol/1ml) dodano kwas trifluorooctowy (1:4,
TFA:DCM, obj:obj). Roztwor zmieniat bamrwz zo6ttej do fioletowej. Reakejprowadzono

do momentu catkowitego ubytku substratu. Roztwor rozazieno chlorkiem metylenu,
dodano roztwér wodorogglanu sodu (nas.), stale wyisapc, do momentu zaniku
fioletowe] barwy. Faz wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x). &aone fazy
organiczne przemyto solanka nasipnie wysuszono siarczanem magezu. Chlorek
metylenu odparowano a pozostal@&zyszczono na kolumnie chromatograficzneglem

krzemionkowym, uktadem heksan — octan etylu.;

CFz O O R CF3 O o R
@5&0 YLN )\(\COZB TFA/DCM @\)ko%”)}(\coza
cFy DMB O CFs %
oo 4

Schemat 59.0dbezpieczanie zgikéw 312a,b

7.4.2.1.5. Zwigzek 309b. Otrzymany wedlug metody cr, o 0 e
ogélnej 7.4.2.1.4. Wydajnosg8 %, R = 0.37, (heksan —@f%ﬁﬁkujig”¢oa

octan etylu, 5:5, obj:obj)'H NMR (200 MHz, CDCJ): & s

0.78 — 1.05 (m, 6H, B3), 1.25 (t,J = 7.1 Hz, 3H, ChCH3), 2.02 — 2.21 (m, 1H), 3.89 (dd,
J=18.3, 5.2 Hz, 1H, NHBH), 4.05 — 4.16 (m, 1H, NHCH), 4.18 (g,J = 7.2 Hz,
CH,CHs), 4.42 (dd,J, = 8.6,J, = 7.0 Hz, 1H, E(i-Pr)), 5.11 (s, 2H, B,0Ar), 5.80 (s,

1H, C=CHH), 6.01 (s, 1H, C=CH), 6.77 (bd,J = 8.7 Hz, 1H, M), 6.89 (bt,J = 5.3 Hz,

1H, NH), 7.64 - 7.79 (m, 1H, At) 7.84 - 7.98 (m, 2H, Af); **C NMR (50 MHz, CDCY):

5 14.4, 18.4, 19.4, 31.5, 41.6, 58.8, 61.8, 65.6, 123.8, 130.1, 130.2, 130.3, 130.6, 138.3,
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166.4, 169.7, 171.5; Analiza elementarna obliczona eib:GFsN-Og: C, 50.19; H, 4.60;
N, 5.32; zbadana: C, 50.39; H, 4.54; N, 5.19;

7.4.2.1.6.Zwiazek 309g.0trzymany wedtug metody ogolnej 7.4.2.1.4. Wydajn63&%o,

biate ciato state’H NMR (200 MHz, CDCJ): 8 1.23 (t,J = 7.2 Hz, 3H, El3), 3.91 - 4.02

(m, 2H, -CH-), 4.16 (9J = 7.1 Hz, 2H, ®1,CHs), 5.10 (s,

2H, CH,0Ar), 5.56 - 5.66 (dJ = 6.6 Hz, 1H, -Gi(Ph)-) ¢ Q %%Hi

5.82 (s, 1 H, C=6H) 6.04 (s, 1H, C=CH) 6.54 (t,J = @f:: N o

5.0 Hz, 1H, M) 7.22 - 7.48 (m, 6H, A, NH), 7.64 -

7.78 (m, 1H, AH), 7.84 - 7.97 (m, 2H, At); °C NMR (100 MHz, CDG)): 5 14.4, 41.9,

57.5, 62.0, 65.5, 123.8, 127.71, 128.9, 129.3, 130.0, 130.1, 130.2, 130.6, 137.6, 137.6,

138.0, 165.6, 165.7, 169.5, 170.19; Analiza elementarna obliczona dla:
CosH2oFgN2Ogx0,75H0: C, 52.32; H, 4.13; N, 4.88; zbadana: C, 52.05; H, 4.17; N, 4.62;

7.4.2.2. Synteza peptydomimetykébw z  wykorzystaniem  kwasu 2-
(bromometylo)akrylowego.

7.4.2.2.1.0g6lna procedura reakcji Ugiego z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym.
Do roztworu aldehydu (1 mmol) w etanolu 99% dodano 2,4-dimetoksybenzyloginine
rown.). Reakgj mieszano przez 30 min. Mieszanieechtodzono do temperatury 0 °C.
Dodano izocyjanek (1 réwn.) oraz kwas 2-(bromometylo)akryldvyréwn.). Reakeg
prowadzono przez 2 godziny w temperaturze 0 °C acpa&t przez 12-16 godzin w
temperaturze 3 °C. Etanol odparowano a pozostaloézyszczono na kolumnie

chromatograficznej#el krzemionkowy, uktad heksan — octan etylu).
0

BrA”)J\ on + 0 R 310: R' = p-CHOCgHy; R? = CH,CO,Et
Etanol 99% BrAH)L )\WRZ 314: R' = /-Bu-; R? = CH,CH;0Ac

Rl = . R2 =
R1CHO + 0°C 316: R' = j-Bu-; R“ = L-Leu-CO,Me

DMBA + 319: R' = i-Bu-; R? = c-CgHg
R’NC

Schemat 60Reakcja Ugiego z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym

7.4.2.2.2. Zwiazek 310. Otrzymany wedtug procedury ogollnej 7.4.2.2.1. Wydajnos¢

36%. bezbarwny olefH NMR (400 MHz, CDCJ): & 1.23 (t,J = 7.1 Hz, 3H, OCKCH3),

3.69 (s, 3H, OE3), 3.76 (s, 3H, O83), 3.87 - 3.96 (m, 1H, -BH-), 4.02 — 4.07 (m, 2H,

CHy), 4.15 (9J = 7.2 Hz, 2H, €1,CH3), 4.11 — 4.18 (m, 1H, -CH) , 4.40 - 4.56 (m, 2H,
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1H, C=CHH), 6.30 - 6.37 (m, 1H, At), 6.40 - 6.54 (m, 2H, At), 7.44

(br. s., 1H, NH), 7.57 (d,J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.82 (d) = 8.2 Hz, 2 Bfﬁ%
H), 9.97 (s, 1H, €0); *C NMR (100 MHz, CDGJ): 3 14.4; 41.9, » A

55.4, 55.7; 61.8, 62.0, 64.6, 65.5, 98.7, 104.5, 116.3, 119.6, 130.0, 130.2, 136.4, 139.7,

141.6, 158.3, 161.0, 168.7, 169.8, 171.0, 171.6, 192.0;

CH,), 4.84 (d, J = 15.8 Hz, 1H,KYAT)), 5.51 (s, 1H, C=EIH), 5.55 (s, %

7.4.2.2.1. Wydajnos67%. bezbarwny olefH NMR (400 MHz,

CDCly): 0. 0.87 — 0.91 (m, 6H, 2%#d), 1.55 — 1.61 (m, 1H

CH(CHa),), 1.74 — 1.93 (m, 2H, 4@,CH(CH),), 2.06 (s, 3H, \

OCOCH3), 3.29 — 3.43 (m, 2H, -NHE,CH,OAc), 3.78 (s,

OCHg), 3.79 (s, OCH), 4.03 — 4.05 (m, 1H, 4€,-), 4.16 — 4.22 (m, 2H, 44,-), 4.30 —
4.36 (m, 1H, -CH¢(BuU)-), 4.55 — 4.69 (m, 2H, {€,-), 5.38 (s, C=EH), 5.54 (s,
C=CHH), 6.41 — 6.44 (m, 2H, ArH), 7.10 — 7.19 (m, 2HHANH); **C NMR (100 MHz,
CDCly): 621.2, 22.6, 23.0, 25.5, 33.5, 37.6, 38.5, 48.3, 55.5, 55.7, 59.5, 63.4. 98.8. 104.3.
116.8. 119.4. 130.1, 140.3, 158.3, 161.0, 171.2, 171.5, 171.7; HR-MS (ESI,"M+Na
obliczona dla: GsH33N2OsBrNa: 535.1414, zbadana: 535.1404z Analiza elementarna
obliczona dla: gH33N2OsBr +0.33H0: C, 53.18; H, 6.53; N, 5.39; zbadana: C, 53.20; H,
6.53; N, 5.48;

7.4.2.2.3.Zwiazek 314.0trzymany wedtug procedury ogolnej
/q/\\/\OAc

7.4.2.2.4.Zwigzek 315. Otrzymany wedtug procedury ogolnej

7.4.2.2.1. Wydajnosc79%. bezbarwny olej. Zwzek otrzymany Ji(\

jako mieszanina diastereoizomeréw w proporcji ILNMR (400 jk

MHz, CDCh): 5 0.84 — 0.95 (m, 24H), 1.46 — 1.60 (m, 8H), 1.73 -

1.85 (m, 2H), 1.96 — 2.07 (m, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.79\

(s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 4.19 — 4.29 (m, 6H), 4.42 — 4.48 (m, 2H, )
4.52 — 4.58 (m, 2H), 4.73 (s, 1H), 4.77 (s, 1H), 5.40 (s, 1H), 5.43 (s, 1H), 5.55 (s, 2H), 6.41
—6.46 (m, 4H), 7.13 — 7.17 (m, 2HJC NMR (100 MHz, CDGJ): 522.1, 22.8, 22.8, 22.9,

25.0, 25.0, 25.5, 25.5, 27.2, 33.4, 33.4, 41.5, 41.8, 50.9, 51.0, 52.3, 52.4, 55.6, 55.6, 98.8,
99.0, 104.4, 104.5, 116.9, 119.2, 130.3, 140.5. 158.4, 161.0, 161.1, 171.0, 171.1, 171.1,
171.2,171.4,171.4, 173.4;
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procedury ogolnej 7.4.2.2.1. Zywiek wytgcit sie z mieszaniny ﬁﬁi

N
Br N
reakcyjnej. Po reakcji, osad @dgono i przemyto ukladem heksan o @
— octan etylu (8:2, obj:obj) do odmycia izocyjanku. Osad Q

—0

H

7.4.2.2.5.Zwiazek 319. Otrzymany wedtug zmodyfikowanej Ji(\

rekrystalizowano z ugblu heksan — octan etylu. Wydajno$6%,
biate krysztatyH NMR (400 MHz, CDCJ): 3 0.84 - 0.94 (m, 6H, CH(85),), 1.47 - 1.58

(m, 2H, -CH»), 1.59 - 1.69 (m, 3H, -CH, -CH,CH(CHs),)), 1.72 - 1.85 (m, 1 H, -
CHHCH(CHs),), 1.87 - 1.98 (m, 1 H, -CHCH(CH),)), 2.00 — 2,08 (m, 4 H, 2x-GH),

3.77 (s, 3H, -OCH), 3.78 (s, 3H, -OCHj, 4.15 - 4.30 (m, 2H, -B,.) 4.36 — 4,47 (m, 1H, -
CH(i-Bu)-) 4.62 (s, 2H, -CH) 5.40 (s, 1H, C=8H), 5.56 (s, 1H, C=CH) 5.90 (s, 1H, -
CHx-HC=C-), 6.33 - 6.52 (m, 2H, ArH) 7.08 — 7.11 (m, 1H, ArH) 7.88 (br. s., 1H); N

3C NMR (100 MHz, CDGJ): & 22.4, 22.8, 23.0, 24.2, 25.5, 28.3, 33.3, 37.4, 48.4, 53.8,
55.5, 55.7, 60.0, 77.0, 77.4, 77.7, 78.6, 98.9, 104.4, 112.4, 116.6, 119.3, 119.7, 125.7,
130.3, 132.8, 140.4, 158.4, 161.0, 169.1, 172.0, 172.1; Analiza elementarna obliczona dla:
CasH3sN204Br: C, 59.17; H, 6.95; N, 5.52; zbadana: C, 59.39; H, 7.22; N, 5.37;

7.4.2.2.6.Zwigzek 321a Do roztworu  aldehydu

izowalerianowego (258iL, 3 mmole) w etanolu 99% (2 ml) YOL Ji(\ni
dodano alliloaming(225 pL, 3 mmole). Mieszaninschtodzono i NH o) .
do temperatury -78 °C. Dodano izocyjanooctan etylu (32,73 |

mmoli) oraz kwas 2-(bromometylo)akrylow#94 mg, 3 mmole). Reakcjprowadzono
przez 16 godzin w temperaturze 0 °C. Etanol odparowano a pozostamggzczono na
kolumnie chromatograficznejél krzemionkowy, uktad heksan — octan etylu). Otrapm
385 mg produktu wydajneia 32%.'H NMR (200 MHz, CDCJ): 5 0.92 (d,J = 6.6 Hz,
6H, -CH(H3),), 1.26 (t,J = 7.2 Hz, 3H, -OCHCH3), 1.48 — 1,66 (m, 1H, I&(CHs),),
1.72 — 1.96 (m, 2H, -B,CHMe,), 3.95 — 3.99 (m, 2H, -CH), 4.12 — 4.24 (m, 6H, 3x-
CH,-), 4.78 — 4.87 (m, 1H, i&(i-Bu)), 5.15 — 5.24 (m, 2H, HC3%,), 5.35 (s, C=EIH),
5.55 (s, 1H, C=CH), 5.75 — 6.02 (m, 1H, 4€=CH,), 7.08 (bs, 1H, NH); HR-MS (ESI,
[M+Na']) obliczona dla: GH,7N,O4BrNa: 425,1046, zbadana: 425,1030;m/z

7.4.2.2.7.Zwiazek  321b. Do roztworu  aldehydu 0 Ji(\ 0
izowalerianowego (152iL, 1.4 mmola) w chlorku metylenu®" N I
dodano chlorowodorek but-3-enyloaminy (152 mg, 1.4 >

mmola), trietyloamin (198 pL, 1.4 mmola) i siarczan magnezu (kat.). Regkgjeszano
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przez 18 godzin w temperaturze pokojowej. §dsno siarczan magnezu i odparowano
chlorek metylenu. Pozostaloséozpuszczono w etanolu 99% (1.5 ml). Mieszaning
schtodzono do temperatury 0 °C. Dodano izocyjanooctan etylu |{L53.4 mmola) oraz
kwas 2-(bromometylo)akrylowy233 mg, 1.4 mmola). Reakcjprowadzono przez 2
godziny w temperaturze 0 °C. Etanol odparowano a pozostaéz§szczono na kolumnie
chromatograficznejzel krzemionkowy, uktad heksan — octan etylu). Otrapm 201 mg
produktu z wydajnasia 34%. *H NMR (200 MHz, CDCJ): & 0.89 — 0,95 (m, 6H,
CH(CHaj)y), 1.24 (t,J = 7.0 Hz, 3H, -OCHCH3), 1.42 — 1.62 (m, 1H, I&(CHj3),), 2.28 —
2.46 (m, 2H, -Gl1,CHMe,), 3.40 — 3.64 (m, 2H, 48,-CH=CH,), 3.87 — 4.11 (m, 2H, -
NCH,AII), 4.16 (q, 2H, O®,CHs), 4.21 (s, 2H, -Cht), 4.82 — 4.90 (m, 1H, 4€(i-Bu)-),
4.98 — 5.07 (m, 2H, CH44,), 5.32 (s, C=ElH), 5.56 (s, 1H, C=CH), 5.62 — 5.72 (m,
1H, CH=CHy); 7.27 (bs, 1H M), *C NMR (100 MHz, CDGJ): 5 14.4, 22.4, 23.1, 25.2,
33.3, 34.0, 36.6, 41.6, 47.5, 56.8, 61.6, 117.5, 118.7, 134.5, 140.6, 169.7, 171.4, 171.8;
HR-MS (ESI, [M+N4d]) obliczona dla: @H,9N,O4BrNa: 439.1203, zbadana: 439.1212
m/z

7.4.2.2.8.0g6lIna procedura reakcji Ugiego z kwasem 2-(bromometylo)akrylowym i
nastepczej rekcji odbezpieczania.Do roztworu aldehydu (1 mmol) w etanolu 99%
dodano 2,4-dimetoksybenzyloamingl rown.). Reakej mieszano przez 30 min.
Mieszaningschtodzono do temperatury 0 °C. Dodano izocyjardiekogvn.) oraz kwas 2-
(bromometylo)akrylowy1 rown.). Reakegj prowadzono przez 2 godziny w temperaturze 0
°C. Etanol odparowano. Pozostatogzpuszczono w chlorku metylenu i przemono
przez zel krzemionkowy.Zel przemyto uktadem heksan — octan etylu (1:1, bpjo
Rozpuszczalniki odparowano. Pozostatostozpuszczono w chlorku  metylenu
(0.2mmol/1ml) i dodano kwas trifluorooctowy (1:4, TFA:DCM, obj.obj). Mieszano do
momentu catkowitego ubytku substratu. Roztwor rozdzeno chlorkiem metylenu, a
nastpnie dodawano roztwor wodor@glanu sodu (nas) do momentu zaniku fioletowej
barwy. Faz wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu. &#one fazy organiczne
przemyto solankaga nastpnie wysuszono siarczanem magezu. Chlorek metylenu
odparowano a pozostatosé©czyszczono na kolumnie chromatograficznejzelem

krzemionkowym, uktadem heksan — octan etylu.
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0]

Br OH * o R o R
Aﬂ)k Etanol 99% )\[(H TFA/DCM )\Wﬂ
e —— B N
R1CHO + 0°C Br N D ' H 7

|
DMBA + DMBO  CO,Et O  CO,Et
NCCH,CO,Et I
311b: R' = n-Pr;
311c: R' = n-Bu

311d: R' = n-C;Hy5
311e: R" = n-CgHy7
311f: R' = 2-naftyl
311g: R' = p-F-C5H4-

Schemat 61Reakcja Ugiego z nagicz reakcy usunécia grupy DMB.

7.4.2.29. Zwigzek 311la.Otrzymany wedtug procedury

0golnej 7.4.2.2.8. Wydajnoséatkowita dwoch etapdw: 23%Br/\ﬂ)?\Nj\H/H\/COZEt
H NMR (200 MHz, CDCJ): 5 0.98 (t,d = 7.3 Hz, 3H, Gis), e

1.27 (t,J = 7.2 Hz, 3H, OCHCH3), 1.59 - 1.84 (m, 1H, BHCH;), 1.84 - 2.11 (m, 1H,
CHHCHj3), 3.97 (dd, J,=18.4 Hz,J, = 5.2 Hz, 1H, -€GIH), 4.12 (ddJ;=18.4,J, = 5.6
Hz, 1H), 4.18 - 4.27 (m, 4H, 2x-GH, 4.51 - 4.66 (m, 1H, B(Et)), 5.72 (s, 1H, C=8H),
5.85 (s, 1H, C=CH) 6.73 - 6.93 (m, 2H, 2xN), 3C NMR (50 MHz, CDC}): & 10.1,
14.5, 26.1, 30.6, 41.7, 54.7, 61.9, 123.0, 141.4, 166.3, 169.8, 171.9, 220.0;

ej 7.4.2.2.8. Wydajnosicatkowita dwoch etapéw: 19%H 9

NMR (200 MHz, CDCY): 5 0.93 (t,J = 7.2 Hz, 3H, CHCHy), BrAH)kH I

1.28 (t,J = 7.2 Hz, 3H, OCHCH3), 1.38 — 1.46 (m, 2H, 48,CHs), 1.65 — 1.74 (m, 1H, -
CHHCH,-), 1.84 — 1.91 (m, 1H, -CHCH,-), 3.97 (ddJ; = 5 Hz,J = 18 Hz, 1H, -GiH-),
4.01 (dd, J, = 6 Hz,J = 18 Hz, 1H, -CHH-), 4.17 — 4.24 (m, 4H, 2x4€,-), 4.64 — 4.69
(m, 1H, -GH(CsH-)-) 5.72 (s, 1H, C=EH), 5.87 (s, 1H, C=CH), 6.91 (bd,J = 8Hz, 1H,
NH), 7.09 (btJ = 5 Hz, NH); *C NMR (100 MHz, CDGJ): & 14.1, 14.4, 19.0, 30.7, 34.9,
41.7,53.4, 61.8, 123.0, 141.3, 166.3, 169.9, 172.2;

7.4.2.2.10Zwiazek 311b.Otrzymany wedtug procedury ogdln
i(”
N._CO,Et

7.4.2.2.11.Zwiazek 311c. Otrzymany wedtug procedury O CiHgy,
N._ CO,Et
ogllnej 7.4.2.2.8. Wydajnoséatkowita dwoch etapéw: 16%5" N I R

bezbarwny olej'H NMR (200 MHz, CDCJ): 50.84 — 0.91 (m, 3H, igs), 1.22 - 1.40 (m,
7H, -GHy4-; OCH,CH3), 1.57 - 1.79 (m, 1H, BH(CsH;), 1.80 - 2.02 (m, 1H,
CHH(CsHY)), 3.89 - 4.14 (m, 2H, NHB,), 4.14 - 4.26 (m, 2H, 2xX&,), 4.56 — 4.67 (m,
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1H, -CH(n-Bu)-), 5.71 (s, 1H, C=BH), 5.85 (s, 1H, C=CH), 6.78 (bd,J = 8.1 Hz, 1H,
NH), 6.92 (bt,J = 5.1 Hz, 1H, MICH,), *C NMR (50 MHz, CDCJ): & 14.2, 14.5, 22.7,
27.8,30.7, 32.5, 41.7, 53.6, 61.9, 76.7, 77.4, 78.0, 123.0, 141.4, 166.2, 169.8, 172.1;

7.4.2.2.12.Zwigzek 311d. Otrzymany wedlug procedury 0 CH,
ogoélnej 7.4.2.2.8.Wydajnostatkowita dwoch etapow: 14 % br
NMR (200 MHz, CDC})): & 0.73 - 0.98 (m, 3H, C¥), 1.14 -
1.46 (m, 13H, -(€l,)s-; OCH,CH3), 1.55 - 1.78 (m, 1H, BH(CsH13)), 1.80 - 2.01 (m,
1H, CHH(CgH13)), 3.89 - 4.14 (m, 2H, NHB,), 4.14 - 4.30 (m, 4H, 2X@,), 4.52 - 4.68
(m, 1H, -GH(C7H1s)-), 5.71 (s, 1H, C=8H), 5.84 (s, 1H, C=CH), 6.75 (bdJ = 8.1 Hz,
NH) 6.86 (t,J=5.2 Hz, 1H, NHCH,) **C NMR (50 MHz, CDC}): & 14.2, 14.4, 14.5, 22.9,
25.7, 29.4, 29.6, 30.7, 32.0, 32.8, 41.7, 53.6, 61.9, 122.9, 141.4, 166.3, 169.8, 172.1;

5
" N._CO,Et
H oo

7.4.2.2.13. Zwigzek 31le.Otrzymany wedtug procedury O  CgHy

ogolnej 7.4.2.2.1. Wydajnoséatkowita dwoch etapow: 12%pBr N N~ ACOE
bezbarwny olej'H NMR (400 MHz, CHCJ): 5 0.85 (t,J = 7.2

Hz, 3H, -(CH),CHa), 1.21 — 1.34 (m, 15H, -CKCH>)sCHs, -OCH,CH5), 1.64-1.72 (m,

1H, CHH(CH,)e-), 1.84 — 1.91 (m, 1H, CH(CH,)s-), 3.96 (dd,J; = 18 Hz,J, = 5.2 Hz,

1H, -CHH-), 4.07 (ddJ; = 18 Hz, 3 = 5.2 Hz, 1H, -CH-), 4.12 — 4.22 (m, 4H, 2x4;-),

4.61 — 4.66 (m, 1H, -B(CgH17)-), 5.70 (s, 1H, C=BH), 5.8 (s, 1H, C=CH), 6.89 (d,J

= 8.0 Hz, 1H, -NHCH(CgH17)- ), 7.09 (t,J = 5.6 Hz, NH)**C NMR (100 MHz, CDG)): &

14.4, 14.4, 23.0, 25.7, 29.5, 29.6, 29.7, 30.7, 32.1, 32.9, 41.7, 53.6, 61.8, 77.0, 77.4, 77.7,
122.9, 141.3, 166.2, 169.8, 172.2;

o

7.4.2.2.147Zwiazek 311f. Otrzymany wedtug procedury

0golnej 7.4.2.2.8. Wydajnoséatkowita dwoch etapow: 14% . O‘
'H NMR (400 MHz, CHCJ): 5 1.18 (t,J = 7.1 Hz, 3H, CH), Q
3.96 (m, 2H, CH), 4.07 - 4.22 (m, 4H, 2xCh| 5.72 (s, 1H, BrAH)L o

C=CHH), 5.88 (d,J = 6.7 Hz, 1H, -Ei(Ar)-), 5.92 (s, 1H, C=EH) 6.87 (t,J = 5.2 Hz,

1H, -NHCHy-), 7.42 - 7.54 (m, 3H, ArH) 7.61 (d,= 6.5 Hz, 1H, NH), 7.72 - 7.82 (m, 3H,
ArH), 7.93 (m, 1H, ArH);**C NMR (100 MHz, CDGJ): & 14.3, 30.4, 41.9, 57.6, 61.9,
123.6,124.8, 126.7, 127.3, 128.0, 129.3, 133.5, 133.5, 135.0, 141.0, 165.7, 169.5, 170.3;

H
N N._CO,Et
H
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7.4.2.2.15. Zwiazek 311g.Otrzymany wedtug procedury £
0golnej 7.4.2.2.8. Wydajnoscatkowita dwoch etapow: 17%,

biate ciato statle’H NMR (400 MHz, CHCY): & 1.24 (t,J = 0

7.2 Hz, 3H, CH), 4.00 (d,J = 5.3 Hz, 2H, -Ci#), 4.13 - 4.23 ™ Nl
(m, 4H, 2x-CH-), 5.67 (d,J = 6.7 Hz, 1H, -Ei(Ar)-), 5.75 (s, 1 H, C=6H), 5.90 (s, 1H,
C=CHH), 6.74 (bt,J = 4.9 Hz, 1H, -NiCH,-), 6.99 - 7.06 (m, 2H, ArH) 7.39 - 7.50 (m,
3H, ArH, NH).13C NMR (100 MHz, CDG)): 6 14.4, 30.4, 41.9, 56.7, 62.0, 116.2, 120.6,
123.7, 129.5, 129.6, 133.5, 141.0, 161.8, 165.7, 169.5, 170.1; HR-MS (ESI,"M+Na
obliczona dla: GH1gN,O4FBrNa: 423.0326, zbadana: 423.0332;m/z

H
N._ CO,Et

7.4.2.2.16. 0Ogolna procedura estryfikacji peptydomimetykow 31la-g z usuwia
grup 3 dimetoksybenzylows. Substrat rozpuszczono w acetonie (0,05 mmol substratu/ml).
Dodano sol cezogvkwasu 2,6kis-(trifluorometylo)benzoesowego (3 réwn.). Mieszano od
2 — 16 godzin, w zalmosci od substratu, do catkowitej konwersji. Aceton ardpvano, a
pozostatosdozpuszczono w mieszaninie dwufazowej octan etylasycony wglan sodu.
Faz organicznaprzemyto dodatkowo potgjwodoroweglanu sodu, solanka nasgpnie
siarczanem magnezu. Octan etylu odparowano i oczyszczono pogostatkolumnie

chromatograficznej zedlem krzemionkowym, uktadem heksan — octan etylu.

1
O R COEt 1b, acston CF; O O R' CO,Et
Br/\H)J\H)\”) t. pok. 2-16 godz. O/\H)J\N)\H)
(6] H o)
CF,
311a-g

309a: R' = £t
309c: R! = n-Pr;
309d: R" = n-Bu

309e: R' = n-C7H5
309f: R' = n-CgH,7
309h: R' = 2-naftyl
309i: R' = p-F-CgHy-

Schemat 62 Estryfikacja zwazkéw 311a-g

7.4.2.2.17.  Zwigzek 309a.0trzymano wedtug metody .. o y o
0ogolnej 7.4.2.2.16. Wydajnosc42%, R = 0.39, @O%H%N%OH
(toluen:octan etylu, 3:2, obj:obj).*H NMR (400 MHz, CFs

CDClg): 8 0.92 (t,J = 7.4 Hz, 3H, CHCH3), 1.27 (t,J = 7.2 Hz, 3H, OCHKCH3), 1.66 —
1.76 (m, 1H, GIHCHy), 1.89 — 1.97 (m, 1H, CHCHs), 3.95 (ddJ; = 5.0 Hz;J, = 18.2
Hz, 1H, NHQHH), 4.08 (ddJ; = 5.8 Hz;J, = 18.2 Hz, 1H, NHEIH), 4.16 (q,J = 7.2 Hz,

CH,CHs), 4.56 (dd,J; = 6.8 Hz;J, = 14.4 Hz, 1H, GI(Et), 5.12 (d,J = 2.4 Hz, 2H,
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ArOCH,), 5.82 (s, 1H, C=8H), 6.03 (s, 1H, C=CH), 6.81 (bd,JJ = 8.0 Hz, 1H, NH),

7.00 (bt,J =5.2 Hz, 1H, M), 7.72 (t,J = 8.0 Hz, 1H, AH), 7.92 (d,J = 8.0 Hz, 2H,

ArH); 13C NMR (100 MHz, CDGJ): 3 9.9; 14.4; 25.9; 41.6; 54.6; 61.8; 65.6; 121.7; 124.1;
129.1; 1295; 130.2; 130.7; 138.1; 164.9; 166.3; 169.8; 172.0; Analiza elementarna
obliczona dla: GH2,FsN2Os: C, 49.22; H, 4.33; N, 5.47; zbadana: C, 49.20; H, 4.57; N,
5.22;

7.4.2.2.18. Zwiazek 309c.Otrzymano wedtug metody
ogélnej 7.4.2.2.16. Wydajno&9%.'H NMR (400 MHz, §F ¢ ﬁﬁi ﬁ(“ﬂ

(6] N OEt
CDCly): 50.87 (t,J = 7.2 Hz, 3H, (CH),CH3), 1.27 (t,J @5:3 H o
= 3.6 Hz, 3H, OCHCH3), 1.29 — 1.40 (m, 2H, I&,CHj3),
1.60 — 1.69 (m, 1H, BH(Et)), 1.80 — 1.89 (m, 1H, I€H(EY)), 3.94 (dd,J, = 18 Hz;J, =
5.2 Hz, 1H, NHG@H), 4.07 (ddJ; = 18 Hz;J, = 5.6 Hz, 1H, NHCHH), 4.19 (qJJ=7.2
Hz, 2H, GH,CHs), 4.62 (ddJ; = 14 Hz;J, = 7.6 Hz, 1H, G (Pr)), 5.07 — 5.15 (m, 2H,
ArOCH,), 5.81 (s, 1H, C=8H), 6.03 (s, 1H. C=CH), 6.81 (d,J = 8.0 Hz, 1H, M), 7.04
(t, J = 5.2 Hz, 1H, NH), 7.72 (t,J = 7.8 Hz, 1H, AH), 7.92 (d,J = 8 Hz, 2H, AH); °C
NMR (100 MHz, CDCY) 6 13.6; 14.0; 18.6; 34.4; 41.2; 52.9; 61.4; 65.2; 121.3; 123.7,
124.1; 128.8; 129.1; 129.8; 130.3; 137.7;164.5; 165.9; 169.4; 171.8; Analiza elementarna
obliczona dla:gH24FsN2Os: C, 50.19; H, 4.60; N, 5.32; zbadana: C, 50.40; H, 4.86; N,
5.21,

7.4.2.2.19. Zwiazek 309d.0trzymano wedtug metody cr, o O ChHey O
ogolnej 7.4.2.2.16. Wydajnos2%. *H NMR (500 Mhz, 0 u*oﬁ N Mo
CDCL): 50.83 (t,J = 7.2 Hz, 3H; CHCH,CHs), 1.27 (t.J o

= 7.2 Hz, 3H; OCHCH3), 1.28 — 1.30 (m, 4H; C}¥H,CH,CHs), 1.63 — 1.70 (m, 1H;
CHHC3H7), 1.85 — 1.91 (m, 1H; CHCzH;), 3.96 (dd,J; = 5.2 Hz J = 18.1 Hz, 1H, -
NHCHHCOOEV), 4.06 (ddJ, = 5.6 Hz 3, = 18.1 Hz, 1H, -NHCHCOOEY), 4.20 (gJ =

7.2 Hz, 2H; O®1,CHs), 4.56 (dd, d= 7.6 Hz J = 13.9 Hz, 1H, -NHE (C4Hg)CO-), 5.09

(d, J = 12,9 Hz, 1H, -OBIHC(=CH)-), 5.14 (d,J = 12,9 Hz, 1H, -OCHIC(=CH,)-),

5.82 (s, 1H, -C(=BH)-) 6.03 (s, 1H, -C(=CH)-), 6.66 (d,J = 8.0 Hz, 1H, -
CONHCH(C4Ho)-), 6.80 (t,J = 5.2 Hz, 1H, COMICH,COOE), 7.71 (tJ = 8.0 Hz, 1H,
p-Aryl), 7.92 (d,J = 8.0 Hz, 2H, m-aryl)}*C NMR (125 Mhz, CDGJ)): 5 13.7; 14.1; 22.3;

27.4; 32.0; 41.3; 53.1; 61.5; 65.3; 121.7; 123.8; 123.9; 126.0; 128.6; 128.9; 129.1; 129.4,

129.8; 129.8; 130.1; 130.3; 137.8; 164.5; 165.9; 169.4; 171.7; Analiza elementarna
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obliczona dla: gH»eFsN2Og: C, 51.11; H, 4.85; N, 5.18; zbadana: C, 51.36; N, 4.96; N,
5.19;

7.4.2.2.20. Zwiazek 309e.0trzymano wedtug metody cF; o 0
ogolnej 7.4.2.2.16: Wydajnos4%.*H NMR (500 MHz, ° N
CDCl): 50.86 (t, & 7,0 Hz, 3H, -@H1.CH3), 1.22 - 1.28 o

(m, 12H, -CH(CH)sCHs), 1.27 (t,J = 7.1 Hz, 3H, -OCHCH3), 1.61 — 1.69 (m, 1H, -
CHHCeH12), 1.85 — 1.93 (m, 1H, 48HCgH12), 3.97 (dd,J: = 5.1 Hz;J, = 18.3Hz, 1H, -
NHCHHCO-), 4.05 (dd,); = 5.5 Hz;J, = 18.3Hz, 1H, -NHEIHCO-), 4.20 (q,) = 7.1 Hz,

2H, -OCH,CHs), 4.50 (q, J = 6,45 Hz;, 1H, -NHEI(CgH17)CONH-), 5.12 (s, 2H, -
OCH,C(=CHy)-), 5.82 (s, 1H, -OCKC(=CHH)-), 6.03 (s, 1H, -OCKC(=CHH)-), 6.55 (d,
J=7,87 Hz, 1H, -M CH(CgH17)CONH-), 6.58 (tJ = 5,0 Hz, 1H, -COMICH,-), 7.71 (t,J

= 7,76 Hz, 1H, p-aryl), 7.92 (d, = 7.9 Hz, 2H, m-aryl);*C NMR (120 MHz, CDG)):

014.1, 14.1, 22.6, 25.4, 29.0, 29.2, 31.7, 32.2, 41.3, 53.2, 61.5, 65.3, 121.7, 123.8, 124.0,
128.9, 129.1, 129.4, 129.8, 13.1, 130.3, 137.8, 164.5, 165.9, 169.4, 171.6; Analiza
elementarna obliczona dlaxdBisoFsN2Oe: C, 53.61; H, 5.54; N, 4.81; zbadana: C, 53.39;

H, 5.78; N, 4.65;

NJLOEt

(0]

7.4.2.2.21. Zwiazek 309f.Otrzymano wedtug metody cF, o 0
ogoélnej 7.4.2.2.16: Wydajno®4%."H NMR (400 MHz, 0 N
CDCk): 50.86(t, J = 7.0 Hz, 3H, -GHyCH2), 1.19 —

1.36 (M, 12H, -CB(CH2)¢CHs), 1.26 (t,J = 7.2 Hz, 3H, -OCHCH3), 1.61 — 1.71 (m, 1H,
-CHHC7H15), 1.82 — 1.91 (m, 1H, H8HC/H;1s), 3.95 (dd,J; = 5.2 Hz;J, = 18.0Hz, 1H, -
NHCHHCO-), 4.06 (ddJ; = 5.6 Hz;J, = 18.0Hz, 1H, -NHEIHCO-), 4.19 (g, = 7.0 Hz,

2H, -OCH,CHs), 4.60 (ddJ; = 7.2 Hz;J, = 18.0Hz, 1H, -NHE&(CgH17)CONH-), 5.08 (d,

J =13.2 Hz; 1H, -OCHIC(=CH,)-), 5.15 (d,J = 13.2 Hz; 1H, -OGBIHC(=CH,)-), 5.81 (s,

1H, -OCHC(=CHH)-), 6.03 (s, 1H, -OCKC(=CHH)-), 6.80 (d,J = 8.0 Hz, 1H, -
NHCH(CgH17)CONH-), 7.40 (tJ = 7.0 Hz, 1H, -COMICH,-), 7.20 (t,J = 8.0 Hz, 1H, p-

aryl), 7.92 (dJ = 8.0 Hz, 2H, m-aryl)*C NMR (100 MHz, CDGJ): & 14.4,22.9, 25.7,

29.5, 29.6, 32.1, 33.0, 41.6, 53.5, 61.8, 121.7, 124.0, 124.4, 129.1, 129.5, 130.2, 130.2,
130.5, 130.7, 138.1, 164.8, 166.3, 169.8, 172.2 Analiza elementarna obliczona dla:
Cyo7/H3z4FsN2Os: C, 54.36; H, 5.74; N, 4.70; zbadana: C, 54.25; H, 5.50; N, 4.54;

NJLOEt

(o)
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7.4.2.2.22. Zwigzek 309h. Otrzymano wedtug

metody ogolnej 7.4.2.2.16. Wydajno&2%, R = 0.23 o . .
(toluen:octan etylu, 5:5, obj:obj}H NMR (400 MHz, &OYLH HQLOH
CDCls): $1.18 (t,J = 7.1 Hz, 3 H, CHCH3), 3.93 (ddJ; CF, ©

=18.2,J, = 5.3 Hz, 1H, NHEiIH), 4.00 (ddJ; =18.2,J, = 5.5 Hz, 1H, NHCHi), 4.12 (q,

J=7.2 Hz, 2H, ®,CHs), 5.10 (s, 2H, €,0Ar), 5.78 - 5.88 (m, 2H, C=gH; CH), 6.06

(s, 1H, C=CHH), 6.71 (btJ = 5.2 Hz, 1H, NH), 7.38 - 7.56 (m, 4H, Ar NH), 7.61 - 7.82

(m, 4H, AH), 7.82 - 7.95 (m, 3H, At); *C NMR (100 MHz, CDGJ): & 14.3, 41.9, 57,

61.9, 65.5, 123.9, 124.8, 126.7, 127.3, 127.9, 128.4, 129.1, 129.3, 130.1, 130.6, 133.4,
133.5, 135.0, 137.9, 167.8, 169.5, 170.3; HR-MS (ESI, M¥Nabliczona dla:
CaoH24N20gFsNa: 633.1431, zbadana: 633.1454;m/z

7.4.2.2.23. Zwigzek 309i. Otrzymano wedlug metody F
ogélnej 7.4.2.2.16. Wydajnosd2%: ‘H NMR (500 MHz,
CDCl): 8 1.25 (t,J = 7.1 Hz, 3H, -COOCKCH3), 4.00 (d, §° 7 ﬁﬁi P

(6] N OEt
J = 5.0 Hz, 2H, -CONHEI,COOEt), 4.18 (qJ = 7.1 Hz, @its H o
2H, -COOQH,CHjg), 5.10 (s, 2H, -CO0OB,C(=CHp)-), 5.57 (d,J = 6.5 Hz, 1H, -
CONHCH (p-F-fenyl)CO-), 5.83 (s, 1H, -OGIE(=CHH)-), 6.04 (s, 1H, -OCKC(=CHH)-
), 6.35 (btJ = 4.9 Hz, 1H, -COMICH,-), 6.98 — 7.02 (m, 2H, afl), 7.31 (d,J = 6.2 Hz,
1H, -CONHCH(p-F-Ph)CO-), 7.71 (t) = 8.1 Hz, 1H, aryl), 7.90 (d] = 8.0 Hz, 2H, aryl).
3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 6 14.1; 41.6; 56.4; 61.7; 65.1; 115.9; 116.1; 119.4; 121.6;
123.8; 123.9; 126.0; 128.6; 128129.2; 129.3; 129.4; 129.4; 129.8; 129.9; 130.1; 130.3;
161.7; 163.7; 164.4; 165.4; 169.1; 169.7; Analiza elementarna obliczona dla:
CasH21F7N2Os @ C, 51.91; H, 3.66; N, 4.84; zbadana: C, 52.04; H, 3.86; N, 4.61;

7.4.2.2.24. 0Ogoblna procedura odbezpieczania peptydomimetykdw z nagicza
reakcja podstawienia. Substraty rozpuszczono w chlorku metylenu (0.1 mmol/lml) i
dodano kwas trifluorooctowy (1:4, TFA:DCM, obj:obj). Mieszano do momentu
calkowitego ubytku substratu. Roztwér rozdzizono chlorkiem metylenu, a neghie
dodawano roztwor wodorayglanu sodu (nas) do momentu zaniku fioletowej bavaz
wodng ekstrahowano chlorkiem metylenRolczone fazy organiczne przemyto solarka
nastpnie wysuszono siarczanem magezu. Chlorek metyleiparowano. Pozostatosé
niezwtocznie rozpuszczono w acetonie (zzek przechowywany w tej postaci ulegat

rozkladowi) (0,05 mmol substratu/ml). Dodano soOl cezovkwasu 2,6bis-
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(trifluorometylo)benzoesowego (3 réwn.). Mieszano od 4 do 16 godzin, wnpabé od
substratu, do petnej jego konwersji. Aceton odparowano, a pozostappéiszczono w
mieszaninie dwufazowej octan etylu — nasycorgghan sodu. Fazorganicznaprzemyto
dodatkowo porg wodoroweglanu sodu, solanka nasgpnie siarczanem magnezu. Octan
etylu odparowano i oczyszczono pozostateid kolumnie chromatograficznej zelem
krzemionkowym, uktadem heksan — octan etylu.

Aﬂ)k )\[(NH 1.TFA/DCM FsC” £ CF; O R 32
/\H)J\ )\H/NH

DMB o 2.121b, aceton o~ O N I

H

309j: = p- (CHO) CeH4 CH2002Et
316: R1 = j-Bu; R? = CHZCHzoAc

318: R'=/Bu; R?=-L-Leu-CO;Me

320: R'=/iBu;R?=-H

Schemat 630gd6lna metoda reakcji odbezpieczania i ¢acstej reakcji podstawienia satezovg 121b

7.4.2.2.25. Zwiazek 309} Otrzymany wedtug metody
0golnej 7.4.2.2.24, Wydajnosc¢catkowita po dwdch %
CF; O (0] (0]

etapach: 57%H NMR (400 MHz, CDCY): & 1.21 (t,J = &LOYLH N,
7.2 Hz; 3H, -OCHCH3), 3.98 (d,J = 5.6 Hz, 2H, &,), CF, ©
4.15 (q,J = 7.2 Hz, 2H, -OE1,CH;g), 5.08 (d,J = 12.8 Hz, 1H, E€IH), 5.13 (d,J = 12.8
Hz, 1H, CHH), 5.84 (d,J = 6.8 Hz, 1H, NH® (p-OHC-fenyl) -), 5.86 (s, 1H, C3aH),
6.08 (s, 1H, C=CH), 7.04 (bt,J = 5.6 Hz, 1H, -COMICH,-), 7.53 (d,J = 6.4 Hz, 1H,
NH), 7.57 (d,J = 8.0 Hz, 2H, AH), 7.69- 7.76 (m, 3H, A), 7.90 (d,J = 8.0 Hz, 2H,
ArHI), 9.94 (s, 1H, -EI0); **C NMR (100 MHz, CDCJ): 5 14.3, 41.9; 57.0; 62.0; 65.4;
121.7; 124.4; 124.7; 128.2; 129.1; 129.4; 129.8; 130.2; 130.5; 130.7; 136.5; 137.8; 144.2;
164.8; 165.9; 169.5; 192.0; Analiza elementarna obliczona dt,&E:N.O;: C, 53.07;
H, 3.77; N, 4.76; zbadana: C, 53.04; H, 3.91; N, 4.57,
7.4.2.2.26. Zwiazek 316.0trzymany wedlug metody
ogllnej 7.4.2.2.24. Wydajnosécatkowita po dwdch CFe Ji(\
etapach: 91%; R= 0,68 (toluen:octan etylu 6:4, OijObj) ~ons
'H NMR (400 MHz, CDC}): 0.85 (d,J = 5.2 Hz, 6H, -
CH(CH3)y), 1.50 - 1.67 (m, 3H, 8,CH(CHj3),), 2.02 (s, 3H, -O0OCRB3), 3.37 — 3.44 (m,
1H, -NHCHHCH,0-), 3.45 — 3.55 (m, 1H, -NHQHCH,O-), 4.02 — 4.12 (m, 2H,
NHCH,CH,0-), 4.50 (m, 1H, -CONHH(i-Bu)-), 5.01 (s, 2H, -COOB,C(=CH,)-), 5.80
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(s, 1H, C=EiH), 6.04 (s, 1H, C=CH), 6.76 (d,J = 8.4 Hz, 1H, -COMI CH(i-Bu)-), 6.90

(t, J = 5.6 Hz, 1H, -COMCH,-), 6.90 (t,J = 8.0 Hz, 1Hp-aryl), 7.91 (dJ = 8.0 Hz, 2H,
m-aryl); *C NMR (100 MHz, CDGJ): 5 21.1, 22.4, 23.0, 25.0, 38.9, 41.1, 52.1, 63.1, 65.6,
124.4, 124.5, 129.1, 129.4, 130.2, 130.7, 137.9, 164.8, 166.4, 171.4, 172.4 Analiza
elementarna obliczona dlaz4El,6FsN2Og: C, 51.11; H, 4.85; N, 5.18; zbadana: C, 51.03;

H, 4.82; N, 5.06;

7.4.2.2.27. Zwigzek 318.0trzymany wedlug metody

0ogolnej 7.4.2.2.24. Wydajnosécatkowita po dwoch CFs O 0 Ji)

etapach: 95%:; 'H NMR (400 MHz, CDC)): @\)%Ykﬁ 5 Nﬁzme
Diastereoizomer 15 0.84 — 0.86 (m, 12H 4x-CH{dx),), o

1.49 - 1.70 (m, 6H, 2x 4&,CH(Me),), 3.65 (s, 3H, O83), 4.46 - 4.66 (m, 2H, 2x4&(i-

Bu)-), 4.98 - 5.19 (m, 2H, 4,0Ar), 5.78 (s, 1 H, C=8H), 6.01 (s, 1H, C=CH), 6.69

(d,J = 8.2 Hz, 1H, NH), 6.94 (d] = 8.0 Hz, 1H, NH), 7.63 - 7.78 (m, 1H, ArH), 7.89 —
7.91 (m, 2H, ArH) Diastereoizomer 2:0.86 — 0.92 (m, 12H 4x-CH3),), 1.50 - 1.68

(m, 6H, 2x -GH1,CH(Me),), 3.71 (s, 3H, O83), 4.51 - 4.63 (m, 2H, 2x44(i-Bu)-), 5.06 —

5.16 (m, 2H, -E1,0Ar), 5.79 (s, 1 H, C=8H), 6.01 (s, 1H, C=CH), 6.63 (d,J= 8.2 Hz,

1H, NH), 6.76 (dJ = 8.0 Hz, 1H, NH), 7.69 - 7.73 (m, 1H, ArH), 7.90 — 7.92 (m, 2H,
ArH); **C NMR (100 MHz, CDGJ): Mieszanina diastereoizomerédv11 22.0, 22.4, 22.4,

23.0, 23.0, 23.1, 24.9, 25.1, 25.2, 41.2, 41.4, 41.5, 51.1, 51.9, 52.5, 65.5, 65.6, 121.7,
124.0, 124.0, 124.4, 127.2, 129.2, 129.5, 130.2, 130.2, 130.4 ,130.7 ,138.0 ,138.0 ,164.8
,166.3 , 166.5,172.0 , 172.1, 173.3 Analiza elementarna obliczona gtkgN,Os: C,

53.61; H, 5.54; N, 4.81; zbadana: C, 53.45; H, 5.54; N, 4.62;

7.4.2.2.28. Zwigzek 320. Otrzymanyy wedlug procedury
0golnej ogolnej 7.4.2.2.24. Wydajno&atkowita po dwoch s 0 YOL /i;%
etapach: 24 %'H NMR (400 MHz, CDC}): 5 0.88 (d,J = 6.0 @ito i 0

Hz,3H, CH(CHj3),), 0.88 (d,J = 6.0 Hz, 3H, CH(E3),), 1.53 - 1.72 (m, 3H,
CH,CH(Me),), 4.57 - 4.66 (m, 1H, -B(iBu)-), 5.10 (s, 2H, -8,0Ar), 5.82 (s, 1H,
C=CHH), 6.05 (s, 1H, C=CH), 6.10 (bs, 1H, NH), 6.66 (bs, 1H, NH), 6.83 (dJ=8.0

Hz, 1H, NH), 7.61 - 7.81 (m, 1H, ArH), 7.91 (d=8.0 Hz, 2H, ArH);**C NMR (100

MHz, CDCk): 6 22.4, 23.1, 25.1, 41.2, 51.6, 65.7, 77.0, 77.4, 77.6, 77.7, 121.7, 124.5,
124.8, 129.2, 129.5, 130.3, 130.7, 137.9, 164.9, 166.4, 174.5; HR-MS (ESI, [N1+Na

obliczono dla: GoH>oN>,OsNaBr: 477.1220, zbadana: 477.1226;m/z
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mg, 0.1 mmol) w metanolu (1,2 ml) chtodzono dof™

7.4.2.2.29. Zwiazek 317.Roztwoér zwizku 316 (58
o)
NS
H

temperatury 0 °C. Dodanto wodny roztwroreghanu o)

potasu (2N, 64ul) i reakcje prowadzono przez 15 min.

Odparowano metanol a pozostateézpusczono w DCM (10 ml). Faza organicza zostata
przemyta solank43 ml) i wysuszona siarczanem magndzozpuszczalnik odparowano a
pozostatoséoczyszczono za pomochromatografii kolumnowejz€l krzenmionkowy, R

= 0.12, 5:5, obj:obj). Otrzymano 51 mg produktu z wydajiz95%.*H NMR (500 Mhz,
CDCl): 6 0.89 (d,J = 1.5 Hz, 3H, -CH(Gi3)(CH;), 0.91 (d,J = 1.5 Hz, 3H, -
CH(CHs)(CH3)) 1.54 — 1.65 (m, 2H, 48,CH(CH),), 1.69 — 1.75 (m, 1H), 1.92 (bs, 1H, -
OH), 3.34 — 3.45 (m, 2H, -NH&,CH,OH), 3.66 — 3.70 (m, 2H, -NHGIEH ,OH) 4.45 —

4.51 (m, 1H, -NH® (i-Bu)CO-), 5.11 (s, 2H, -COOE,C(=CH,)-), 5.83 (s, 1H, =6 H),

6.05 (s, 1H, =CHi). 6.47 (d,J = 7.8 Hz, -CNHCH(i-Bu)-), 6.67 (bs, 1H, -CNCH,-),

7.73 (t,J = 8.0 Hz, 1H,p-aryl), 7.93 (dJ = 7.9 Hz, 2H,m-aryl); **C NMR (100 MHz,
CDCl) 6 22.1; 22.7; 24.8; 40.8; 42.5; 52.1; 62.0; 65.3; 121.7; 123.9; 124.8; 128.9; 129.2;
129.9; 129.9; 130.4; 137.6; 164.5; 166.3; 172.7; Analiza elementarna obliczona dla:
Co1H24F6N2Os: C, 50.61; H, 4.85; N, 5.62; zbadana: C, 50.66; H, 4.86; N, 5.40;

Schlenka przeptukano argonem przez 1 godz. Rozpuszczono i
Br

7.4.2.2.30. Zwiagzek 322a.Wygrzane w 110 °C naczynie
N/q?ﬂvcoza
zwigzek 32l1a (100 mg, 0.25 mmola) w suchym chlorku ! o)

metylenu (25 ml). Dodano katalizator Hoveydy-Grubbsa 2-giej generacji (2 mg) igeakcj
ogrzewano w temperaturze wrzenia w atmosferze argonu przez 4 godziny. Dodano kolejna
porcje katalizatora (2 mg) i reakgjprowadzono przez kolejne 16 godzin w temperaturze
pokojowej. Odparowano ezé¢ chlorku metylenu do ok. 1 ml. Ze wzdlu na obecnos¢

wielu produktéw ubocznych pozostato&@czyszczono na preparatywnej ptytce TLC,
uktadem heksan octan etylu (1:1, obj:olfjel przeptukano uktadem chloroform — metanol
(95:5, obj:obj) i odsczono przegczono przez celit. Otrzymano 42 mg produktu z
wydajnogia 45%. *H NMR (400 MHz, CDCY): 5 0.93 (t,J = 6.4 Hz, 6H), 1.24 (= 7.1

Hz, 3H), 1.44 — 1.49 (m 1H), 1.62 - 1.75 (m, 1H,), 1.77 — 1.87 (m,1H), 3.89 - 4.01 (m, 3H),
4.07 - 4.26 (m, 5H), 4.82 (dd, = 8.7,J, = 6.9 Hz, 1H)), 6.99 (] = 5.0 Hz, 1H), 7.12 (s,

1 H) *C NMR (125 MHz, CDG)) & 14.4, 22.4, 22.7, 23.1, 25.0, 38.3, 41.5, 48.6, 53.4,
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61.7, 135.9, 1412, 169.8, 169.8, 171.0: HR-MS (ESI, [M}Nabliczono dla
Ci5H23N>0O4NaBr: 397.0733, zbadana: 397.0730;:m/z

7.4.2.2.31. Zwigzek 322b. Wygrzane w 110 °C naczynie

Schlenka przeptukano argonem przez 1 godz. Rozpuszcngpo\&lJi;ﬂvcoza
zwigzek 321b (50 mg, 0.12 mmola) w suchym chlorku metylenu ©

(12 ml). Dodano katalizator Grubbsa 2-giej generacji (2 mg). Reakcatmosferze
argonu, w temperaturze pokojowej przez 16 godzin. Po tym czasie zaobserwowano
catkowity konwersg substratu. Chlorek metylenu odparowano a pozost&czyszczono
na kolumnie chromatograficznejzelem krzemionkowym uktadem heksan — octan etylu.
Otrzymano 38 mg produktu z wydajruig 89%.H NMR (400 MHz, CDCY): & 0.94 (dd,
J;=13.7,J,= 6.5 Hz, 6 H) 1.25 (t)= 7.1 Hz, 3H) 1.47 - 1.60 (m, 1 H) 1.62 - 1.72 (m, 1
H) 1.73-1.84 (m, 1 H) 2.34 - 2.60 (m, 2 H) 3.33 - 3.50 (m, 2 H) 3.85J)(dd 18.1,J, =

5.0 Hz, 1 H) 4.09 (dd}; =18.1,3 = 6.4 Hz, 1 H) 4.16 (g = 7.1 Hz, 2 H) 5.14 (s, 2 H)
5.25 (ddJ; =9.2,J, = 6.3 Hz, 1 H) 6.63 (t, 3 5.5 Hz, 1 H) 6.85 (t, 3 4.1 Hz, 1 H) 7.66 -
7.74 (m, 1 H) 7.88 - 7.96 (m, 2 HJC NMR (50 Mhz, CDGJ) & 14.5, 22.2, 23.4, 24.5,
25.2, 29.4, 36.4, 40.9, 41.5, 54.0, 61.7, 132.8, 139.5, 164.2, 169.9, HREMS (ESI,
[M+Na']) obliczono dla C;gH2sN,0sNaBr: 411.0890, zbadana: 411.0901;m/z

7.4.2.2.32. Zwigzek 323a.Zwigzek 322a (40 mg, 0.11

mmola) rozpuszczono w acetonie (2.7 ml) i dodano s(;lF3 i O%Nji;ﬂvcoza
cezows kwasu 2,6-bis-(trifluorometylo)benzoesowegﬁj\); \ 0o

(125 mg, 0,32 mmola). Mieszano w temperaturze pokojowej przez 16 godzin. Aceton
odparowano. Pozostatofézpuszczono w octanie etylu i wodorgglanie sodu (nasycony
roztwor wodny). Fazy rozdzielono. kazorganiczng przemyto solankgi osuszono
siarczanem magenzu. Octan etylu odparowano a pozosta&zi(szczono na kolumnie
chromatograficznej zelem krzemionkowym uktadem heksan — octan etyluzydtano 18

mg, produktu z wydajnaéa 31%.'H NMR (500 MHz, CDCY)): 5 0.94 — 0.96 (m, 6H),

1.25 (t,J=7.2 Hz, 3H), 1.43 - 1.53 (m, 1H), 1.71 - 1.79 (m, 1H), 1.80 - 1.87 (m, 1H), 3.89
- 4.02 (m, 3H), 4.17 (q) = 7.1 Hz, 2H), 4.10 - 4.24 (m, 1 H), 4.79 (dd= 9.5,J, = 6.4

Hz, 1H), 5.11 - 5.20 (m, 2H), 6.57 (= 5.5 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.69 - 7.75 (m, 1H),
7.92 (d,J = 8.0 Hz, 2H):**C NMR (125 Mhz, CDGJ): 5 14.4, 22.3, 23.2, 25.0, 37.9, 41.6,
48.9, 53.4, 60.5, 61.8, 122.0, 124.2, 129.3, 129.6, 130.2, 130.2, 130.7, 133.3, 141.4, 164.9,
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169.7, 170.4, 171.0; Analiza elementarna obliczona dlad&FsN-Os: C, 52.18; H, 4.74;
N, 5.07; zbadana: C, 52.29: H, 4.87; N, 4.96;

7.4.2.2.33. Zwigzek 323b.Zwigzek 322b (60 mg, 0.15

mmola) rozpuszczono w acetonie (3.9 ml) i dodano %{\j’% Q NQVC%E‘
cezowy kwasu 2,6-bis-(trifluorometylo)benzoesowego (1 CFS% 0

mg, 0.46 mmola). Mieszano w temperaturze pokojowe]

przez 16 godzin. Aceton odparowano. PozostalmZpuszczono w octanie etylu i
wodoroweglanie sodu (nasycony roztwor wodny). Eaarganiczngprzemyto solank i
osuszono siarczanem magenzu. Octan etylu odparowano a pozoskerg$zczono na
kolumnie chromatograficznej zelem krzemionkowym uktadem heksan — octan etylu.
Otrzymano 38 mg, produktu z wydajruig 44%. *H NMR (500 MHz, CDCY): 5 0.92 (d,
J=6.6 Hz, 3H), 0.96 (d) = 6.6 Hz, 3H), 1.25 (t) = 7.1 Hz, 3H), 1.49 - 1.58 (m, 1H),
1.62 — 1.67 (m, 2H), 1.74 - 1.82 (m, 1H), 2.37 - 2.47 (m, 1H), 2.48 - 2.58 (m, 1H), 3.34 -
3.48 (m, 2H), 3.85 (dd}; = 18.0, J, = 5.1 Hz, 2H), 4.09 (ddl; = 18.1,J, = 6.4 Hz, 1H),

4.16 (q,J=7.2 Hz, 2H), 5.14 (s 2H), 5.24 (dd, = 9.3, 3 = 6.1 Hz, 1H), 6.58 (tJ = 5.3

Hz, 1H) 6.84 (tJ = 4.2 Hz, 1H) 7.64 - 7.75 (m, 1H) 7.86 - 7.94 (m, 2HE NMR (125

Mhz, CDCE): 614.1, 21.9, 23.0, 24.1, 24.8, 35.9, 40.3, 41.1, 53.5, 61.3 ,64.1, 121.7, 123.9,
128.8, 129.1, 129.2, 129.8, 129.8, 130.1, 140.4, 164.3, 164.6, 169.5, 171.1; Analiza
elementarna obliczona dlay4El,sFsN2O6+0.3H:0: C, 52.45; H, 5.05; N, 4.89; zbadana: C,
52.30; H, 5.32; N, 4.89;

7.5. Modelowe badania nad reakcja Ugiego katalizowana enzymatycznie

7.5.1. Procedura ogolna dla enzymatycznej reakcji UgiegdAldehyd (1 réwn.) dodano

do zawiesiny enzymu (20%s9 W toluenie (0.02 mmola/ml) lub w toluenie z dodatkiem
wody (5 pl/ml). Nastpnie dodano aminé2 réwn.) i reakg mieszano na wytgsarce
przez 15 min. Po tym czasie dodano izocyjanek (1 rown.). Regkeyvadzono przez 24
godziny w temperaturze pokojowej. Enzym odfiltrowano, toluen odparowano a

pozostatosdoczyszczono na kolumnie chromatograficznej.

7.5.1.1. Zwihzek 401. Procedura wykonana na podstawie reakciji J

opisanej poprzednif. Do mieszaniny aldehydu (1Q., 1 mmol) i H\/i

benzyloaminy (109uL, 1 mmol) w toluenie (1 ml) dodanoHNk o °
Ph
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izocyjanooctanu etylu (11QL, 1 mmol). Nasfpnie dodano kwasu fenylofosfoniowego

(18 mg). Reakegj ogrzewano w 80 °C przez 8 godzin. Toluen odparovapozostatosc
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Otrzyamangzeki227 jako bezbarwny

olej z wydajnogia 52%.*H NMR (400 MHz, CDCY): & 0.83 (d,J = 6.3 Hz, 3H, Ei3),

0.92 (d,J = 6.5 Hz, 3H, ®3), 1.28 (t,J = 72 Hz, 3H, CHCH3), 1.40 — 1.47 (m, 1H,
CHMey), 1.57 — 1.71 (m, 3H, &x(i-Pr), NH), 3.22 (ddJ; = 9.3 Hz,J, = 4.6 Hz, 1H, ©),

3.65 (d,J =12.9 Hz, 1H, E€IH), 3.85 (dJ = 12.9 Hz, 1H, CH), 3.97 (ddJ; = 5.3 Hz,J;

=20 Hz, 1H, GiH), 4.11 (dd, J= 6.1 Hz,J, = 20 Hz, 1H, CHH), 4.21 (q, J =7.2 Hz, 2H,
CH,CHs), 7.24 — 7.34 (m, 5H, At), 7.77 (bs, 1H, N); **C NMR (100 MHz, CDG)): &

145, 22.0, 23.6, 25.4,41.2, 43.2,53.2, 61.1, 61.7, 127.6, 128.6, 128.9, 139.8, 170.3, 175.6;

7.5.1.2. Zwizek 400.Otrzymany wedtug procedury ogolnej  Bu O

7.5.1; (WydajnoscTabela 11)*H NMR (500 MHz, CDCJ): & HN N N~ Ph

0,80 (d,J = 6.5 Hz, 3H, -CH(Ei3),), 0.89 (d,J = 6.5 Hz, 3H, - pr°

CH(CH3),), 1.36 — 1.42 (m, 1H, -CI€H(CHs),), 1.49 — 1.55 (m, 1H, CHCH(CHk),),

1.59 — 1.63 (M, 1H, -CHCH(CH),) 2,03 (bs, 1H, BnN-), 3.19 (dd,J; = 4.7 Hz,J, =

9.0 Hz, 1H, -®i(iBu)-), 3.63 (dJ = 13.1 Hz, 1H, PhCHNH-), 3.77 (d,J = 13.0 Hz, 1H,
PhCHHNH-), 3.93 (dd,J; = 5.7 Hz,J, = 1,6Hz, 2H, -NHE,CO-), 4.42 — 4.46 (m, 2H,
NHCH,Ph), 6.77 (bs, 1H, N), 7.23 — 7.33 (m, 10H, 2 x ArH), 7.94 (bs, 1HA)y **C
NMR (125 MHz, CDCJ): 6 22.1, 23.5, 25.4, 43.0, 43.6, 43.8, 53.2, 60.9, 127.8, 127.8,
128.0, 128.7, 128.9, 129.0, 138.3,139.2,169.3,176.0; HR-MS (ESI, [M] ol¥iczona

dla: GoH3oN3O,, 368.2333, zbadana: 368.2317. Analiza elementarna obliczona dla:

CaoH3oN30, + 3/2H,0: C, 69.63; H, 8.06; N, 11.43; zbadana: C, 69.33; H, 8.03; N, 10.77;

7.5.1.3. Zwizek 402.0trzymany wedtug procedury ogolnej 7.5.1; 4O

(Wydajnos¢ Tabela 11)*H NMR (500 MHz, CDC}): 51.30 (d,J = Bn H/\l//o

7.0 Hz, 3H, -®13), 2.32 (bs, 1H, BnN-), 3.30 (q,J = 7.0 Hz, 1H, - N-gn
NHCH(Me)-), 3.73 (d,J = 23.0 Hz, 1H, PhBHNH-), 3.76 (d,J = 23.0 Hz, 1H,
PhCHHANH-), 3.93 (d,J = 5.7 Hz, 2H, -NHE&,CO-), 4.43 (dd,J; = 5.7 Hz,J, = 3.3 Hz,
2H, -NHCH.Ph), 6.69 (bs, 1H, -COML), 7.23 — 7.34 (m, 10H, Af), 7.95 (bs, 1H, -
CONH-); °C NMR (125 MHz, CDGJ): 5 19.7, 43.6, 43.8, 52.8, 57.8, 127.9, 128.0,128.6,
128.9, 129.0, 138.2, 139.0, 169.2, 175.9; HR-MS (ESI, [M % bbliczona dla:
Ci19H24N30,, 326.1869, zbadana, 326.186 m/z
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7.5.1.4. Zwizek 403.0trzymany wedtug procedury ogolnej 7.5.1 ho©
(WydajnoséTabela 11)'H NMR (500 MHz, CDCY): 50.88 (t, = Bn/N\il\N/\l//o
7.6 Hz, 3H, CHCH3), 1.55 — 1.64 (m, 1H, -CHCH,), 1.68 — 1.76 HN.
(m, 1H, -GHHCHy), 2.09 (bs, 1H, BnN-), 3.11 (t,J = 6.3 Hz, 1H, -NHEI(Et)-), 3.67 (d,
J=15.0 Hz, 1H, PhCHNH-), 3.76 (d,J = 15.0 Hz, 1H, PhBHNH-), 3.94 (d, J = 5.7 Hz,

2H, NHCH,CO-), 4.42 (ddJ; = 5.7 Hz,J, = 1.9 Hz, 2H, -NH@&,Ph), 6.86 (bs, 1H, -
CONH-), 7.22 — 7.33 (m, 10H, At), 7.92 (bs, 1H, -CON-); *C NMR (125 MHz,
CDCly): & 10.4, 26.7, 43.5, 43.8, 53.1, 63.7, 127.8, 127.8, 128.0, 128.6, 128.9, 129.0,
138.3, 139.3, 169.2, 175.3; HR-MS (ESI, [M +]rbbliczona: GgHoeNzO,, 340.2025,
zbadana, 340.2026 m/z

Bn

7.5.1.5.Zwhzek 404.0trzymany wedtug procedury ogolnej 7.5.1 4 O

(Wydajnos¢ Tabela 11)*H NMR (400 MHz, CDCY): & 1.94 (bs, o ”/\(0

1H -NH-), 3.74 — 3.78 (m, 2H, PHGNH-), 3.94 (m, 2H, - “Bn
NHCH,Ph), 4.18 (s, 1H, NH(4-MeO-Ph-})G), 4.31 — 4.42 (m, 2H,

-CONHCH,CO-), 6.51 (bs, 1H, -N-), 6.79 (d,J = 8.6 Hz, 2H,

ArH), 7.18 — 7.35 (m, 12H, At), 7.82 — 7.85 (m, 1H -N-) *C NMR (125 MHz,
CDCly): 0 43.6, 43.8, 52.4, 55.6, 66.0, 114.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.8, 128.9, 129.0,
138.2, 160.0, 169.0, 173.4. HR-MS (ESI, [M #Hobliczona dla: GsHogN3O,, 418.2131,
zbadana dla: 418.2130 m/z

OMe

7.5.1.6.Zwhzek 405. Otrzymany wedtug procedury ogolnej e
7.5.1, Wydajnos¢Tabela 11.'*H NMR (400 MHz, CDCJ): 5 n-C4H9/N ”/\fo
0.77 — 0.91 (m, 12H, 4%@s), 1.09 — 1.14 (m, 1H, B(CHs),), n-CyHy

1.19 — 1.46 (m, 10H, 2x-GKCH,),CHs; .CH(iPr)), 1.74 - 1.89

(m, 1H, AKNH-), 2.47 — 2.52 (m, 2H,nfCsH;)CH,NH-), 2.92 — 2.99 (m, 1H, -
NHCH(iBu)CO-), 3.17 — 3.22 (m, 2H, -NHG(n-CsH-)), 3.92 — 3.89 (m, 2H, -
NHCH,CO-), 6.80 (bs, 1H, -CON-), 7.98 - 8.09 (m, 1H, -CON-): *C NMR (100 MHz,
CDCly): & (ppm) 12.1, 12.3, 14.0, 14.2, 14.6, 16.2, 20.3, 20.6, 25.3, 27.1, 31.8, 32.6, 32,
38.1, 38.6, 39.4, 43.5, 49.7, 49.8, 66.7, 68.0, 169.3, 169.3, 175.3, 175.8; HR-MS (ESI, [M
+ H'] obliczona dla: @H34N30,, 300.2651, zbadana 300.2651 m/z
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7.5.1.7.Zwihzek 406.0trzymany wedtug procedury ogolnej 7.5.1 e

(Wydajnosé Tabela 11)*H NMR (500 MHz, CDCY): 5 0.83 — 0.91 ety H/\,If

(M. 8H,), 0.93 — 0.97 (m, 3H), 1.13 — 1.19 (M, 1H), 1.26 — 1.37 (m, | "

12H), 1.41 — 1.49 (m, 5H), 1.81 — 1.95 (m, 1H), 2.52 - 2.58 (m, 2H), 3.02 — 3.07 (m, 1H),
3.23 (g,d = 6.5 Hz, 2H), 3.87 — 3.99 (m, 2H), 6.58 (bs, 1H), 8.0 - 8.10 (M, “}EINMR

(125 MHz, CDC}): 6 12.2, 12.3, 14.3, 14.3, 14.7, 16.2, 22.9, 22.9, 25.5, 26.9, 27.1, 27.2,
29.8, 30.0, 30.5, 31.8, 32.0, 38.1, 38.6, 39.9, 43.8, 43.8, 50.0, 50.2, 66.7, 67.9, 169.4,
169.4; HR-MS (ESI, [M + F) obliczona dla: GoHa:N3O,, 356.3277, zbadana, 356.3282

m/z

7.5.1.8.Zwiazek 407. Otrzymany wedtug procedury ogolnej 7.5.1 [, ©
(Wydajnosé Tabela 11)*H NMR (500 MHz, CDC}): & 0.93 (d,J = /\/%IJ)LN/\,EO
6.5 Hz, 3H, -®i3), 0.95 (dJ = 6.5 Hz, 3H, -Gi3), 1.41 — 1.47 (m, 1H, /j
-CH(CHs),), 1.57 — 1.63 (m, 1H, 48H(iPr)), 1.67 — 1.74 (m, 1H, ¥H(iPr)), 2.53 (bs,
1H, -NH-, amine), 3.18 — 3.28 (m, 3H, CH2=CHENH; -CH(iBu)), 3.88 (it,J; = 5.7 Hz,
J,= 1.5 Hz, 2H, -CONHE,-), 3.96 (d,J = 5.8 Hz, 2H, CONH@El-), 5.11 — 5.13 (m, 1H,
-C=CHH), 5.13 -5.15 (m, 1H, -C=CH)), 5.18 (dqg,J; = 11.4 Hz,J, = 1.5 Hz, 1H, -
C=CHH), 5.21 (dg,J; = 11.3 Hz,J, = 1.5 Hz, 1H, -C=EiH), 5.78 — 5.91 (m, 2H, 2x-
CH=CHj), 6.62 (bs, 1H, -CON-), 7.97 (bs, 1H, -CON-); *3*C NMR (125 MHz, CDGJ):

0 22.3, 23.4, 25.4, 42.2, 42.9, 43.6, 51.4, 60.6, 116.8, 117.6, 134.1, 135.6, 169.3, 175.9;
HR-MS (ESI, [M + Nd]) obliczona: G4H2sN30.Na, 290.1844, zbadana, 290.184;m/z
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