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Autor rozprawy doktorskiej: Olga Ciupak

Ja, nizej podpisana, oswiadczam, iz jestem $wiadoma, ze zgodnie z przepisem art. 27 ust. 1i 2
ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych (t.j. Dz.U. z 2021 poz.
1062), uczelnia moze korzysta¢ z mojej rozprawy doktorskiej zatytutowane;:

,ZJAnalogi strukturalne i koniugaty kwasu foliowego jako nowe inhibitory sulfatazy steroidowej
(STS)”,

do prowadzenia badan naukowych lub w celach dydaktycznych.!

Swiadoma odpowiedzialno$ci karnej z tytutu naruszenia przepisow ustawy z dnia 4 lutego 1994 r.
0 prawie autorskim i prawach pokrewnych i konsekwencji dyscyplinarnych okreslonych
w ustawie Prawo o0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021.478 tj.), a takze
odpowiedzialnosci cywilno-prawnej oswiadczam, ze przedktadana rozprawa doktorska zostata
napisana przeze mnie samodzielnie.

Oswiadczam, ze tre$¢ rozprawy opracowana zostata na podstawie wynikow badan prowadzonych
pod kierunkiem i w $cistej wspodtpracy z promotorem dr hab. inz. Sebastianem Demkowiczem
oraz promotorem pomocniczym dr inz. Mateuszem Dasko.

Niniejsza rozprawa doktorska nie byta wczesniej podstawa zadnej innej urzedowej procedury
zwigzanej z nadaniem stopnia doktora.

Wszystkie informacje umieszczone w ww. rozprawie uzyskane ze zrddel pisanych
i elektronicznych, zostalty udokumentowane w wykazie literatury odpowiednimi odno$nikami,
zgodnie z przepisem art. 34 ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych.

Potwierdzam zgodno$¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z zataczong wersjg elektroniczna.
GAansK, dNUA ..o e
podpis doktorantki

Ja, nizej podpisana, wyrazam zgod¢ na umieszczenie ww. rozprawy doktorskiej w wersji
elektronicznej w otwartym, cyfrowym repozytorium instytucjonalnym Politechniki Gdanskie;j.

GAansK, dNIA ..o e

podpis doktorantki

! Art. 27. 1. Instytucje o§wiatowe oraz podmioty, o ktérych mowa w art. 7 ust. 1 pkt 1, 2 i 4-8 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce, moga na potrzeby zilustrowania tresci przekazywanych w celach dydaktycznych lub w celu
prowadzenia dziatalno$ci naukowej korzysta¢ z rozpowszechnionych utworéw w oryginale i w thumaczeniu oraz zwielokrotnia¢ w
tym celu rozpowszechnione drobne utwory lub fragmenty wigkszych utworéw.

2. W przypadku publicznego udostepniania utworéw w taki sposob, aby kazdy mogt mie¢ do nich dostep w miejscu i czasie przez
siebie wybranym korzystanie, o ktérym mowa w ust. 1, jest dozwolone wylacznie dla ograniczonego kregu osob uczacych sie,
nauczajacych lub prowadzacych badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty wymienione w ust. 1.
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Streszczenie rozprawy w jezyku polskim: Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy otrzymywania
nowych inhibitoréw sulfatazy steroidowej (STS) o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu
nowotworow hormonozaleznych i sktada si¢ z pigciu gtownych czgéci. Pierwsza z nich stanowi
wstep teoretyczny obejmujacy opis budowy 1 mechanizm dziatania STS wraz z jej inhibitorami,
informacje dotyczace kwasu foliowego (FA) i jego transportu w ciele cztowieka, oraz tematyke
koniugatow FA powigzang z wykrywaniem i leczeniem nowotworow. W kolejnej czesci
przedstawiony zostal cel oraz zakres prac. Potem nastepuje rozdzial poswiecony badaniom
wilasnym, w ktorym zaprezentowano wyniki dokowania molekularnego oraz metody syntezy 3
serii nowych, potencjalnych inhibitoréw STS, w tym 2 serii czasteczek zawierajacych w swojej
budowie elementy strukturalne upodobniajace je do FA. Ponadto, zawarto tam synteze koniugatu
STS-FA oraz wyniki badan biologicznych sprawdzajacych aktywno$¢ inhibicyjng otrzymanych
zwiazkow, ktéra zbadana zostatla z wykorzystaniem enzymu STS oraz w testach z uzyciem
komoérek MCF-7 i1JEG-3. Dla wybranych zwiazkow przeprowadzono testy majace na celu
ustalenie mechanizmu transportu tych czgsteczek do wnetrza komorki nowotworowej. Dwie
ostatnie czesci stanowig podsumowanie oraz opis eksperymentu, gdzie przedstawiono dokowanie
molekularne, syntezy chemiczne wraz z charakterystyka otrzymanych zwiazkow oraz procedury
badan biologicznych.
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Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: This dissertation deals with the preparation of
novel steroid sulfatase (STS) inhibitors with potential applications in the treatment of hormone-
dependent cancers and consists of five main parts. The first is a theoretical introduction including
a description of the structure and mechanism of STS along with its inhibitors, information on folic
acid (FA) and its transport in the human body, and the topic of FA conjugates related to cancer
detection and treatment. The next section presents the purpose and scope of the work. This is
followed by a chapter devoted to its own research, which presents the results of molecular docking
and methods for the synthesis of 3 series of new potential STS inhibitors, including 2 series of
molecules containing structural elements in their structure that make them similar to FA. The
synthesis of an STS-FA conjugate is included, as well as the results of biological tests verifying
the inhibitory activity of the obtained compounds, which were tested using the STS enzyme and
in assays using MCF-7 and JEG-3 cells. For selected compounds, tests were carried out to
determine the mechanism of transport of these molecules inside the cancer cell. The last two
sections are a summary and description of the experiment, where molecular docking and chemical
syntheses along with characterization of the obtained compounds and bioassay procedures are
presented.
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Streszczenie

Zagadnienia zwigzane z rozwojem NOWOtWOrow piersi, ze wzglgdu na nieznang
etiologie, zwracalo uwage zarowno wielu lekarzy jak i zespotdéw naukowych na przestrzeni
ostatnich wiekow. Pomimo prowadzenia wiclowatkowych badan w tym temacie oraz
wykorzystywania roznego rodzaju terapii, rak piersi wcigz pozostaje jedng z glownych
przyczyn $mierci wsrdd kobiet na calym $wiecie. Wedtug danych pochodzacych z 2022 roku,
kobiety stanowily 9,7 miliona pacjentow z nowotworami, a W 23,8% przypadkoéw byty to guzy
piersi. Kwestig wartg podkreslenia jest to, iz ok. 95% nowotworow w swojej poczatkowej fazie
wzrostu wykazuje charakter hormonozalezny. W konsekwencji tego, biologicznie aktywne
steroidy, takie jak androgeny czy estrogeny, odgrywaja kluczowa role podczas proliferacji oraz
wzrostu komérek nowotworowych. Z tego powodu wielu naukowcoédw w swoich pracach skupia
si¢ nad stworzeniem strategii leczenia, ktora w sposob selektywny oraz efektywny bedzie
W stanie uniemozliwi¢ dostarczanie aktywnych hormonéw do komodrek nowotworowych.
Aktualnie jedna z gtéwnych metod terapii przeciwnowotworowych opiera si¢ na stosowaniu
zwiazkow biologicznie czynnych, ktére sa w stanie zablokowa¢ dzialanie biatek
odpowiedzialnych za transformacje biologicznie nieaktywnych czasteczek do ich aktywnych
form. Jednym z takich enzymow jest sulfataza steroidowa (STS), ktora bierze udziat
w hydrolizie siarczanowych form steroidow do ich aktywnych biologicznie pochodnych. Od
kilkunastu lat prowadzone sa intensywne proby stworzenia howych, skutecznych inhibitorow
STS, ktore beda wykazywaty wysoki poziom aktywnosci inhibicyjnej przy prezentowaniu matej
iloéci efektow niepozadanych. Niestety do tej pory wiele z takich zwigzkow charakteryzowato
si¢ wlasciwosciami estrogenowymi, ktore pobudzaja komoérki nowotworowe do proliferacii.
Zwigzane byto to miedzy innymi z tym, iz czgsteczki te w swojej strukturze zawieraly rdzenie
steroidowe, dlatego kolejne noworozwijane, potencjalne farmaceutyki powinny zawierac
W swojej strukturze rdzenie niesteroidowe. Dodatkowo wiele lekow znajdujacych si¢ aktualnie
na rynku farmaceutycznym, ktore posiadajg wlasciwosci cytotoksyczne, charakteryzuje si¢ dosé¢
wysokim stopniem toksycznosci ogolnoustrojowej oraz duzg iloscig niepozadanych skutkéw
ubocznych, co zwigzane jest bezposrednio z niski poziomem specyficznosci. Z tego powodu,
wiele zespotow naukowych podejmuje probe stworzenia leku, ktory w sposodb efektywny oraz
selektywny bedzie w stanie dotrze¢ do komodrek zmienionych chorobowo oraz w dalszej
kolejnosci zablokowaé ich dziatanie. Z tego powodu, STS jest bardzo atrakcyjnym celem
molekularnym dla rozwoju terapii nowotworéw hormonozaleznych, a opracowanie skutecznych
oraz selektywnych inhibitoréw tego enzymu jest ogromnym wyzwaniem dla wspotczesnej
chemii medycznej. Faktem wartym podkreslenia jest rowniez to, iz kluczowe znaczenie w tym
przypadku moze odegra¢ kwas foliowy, ktory jest zwigzkiem niezb¢gdnym dla szybko
nowotworzacych si¢ komorek rakowych. Istotne znaczenie ma sam sposob dystrybucji tej
czagsteczki w ciele ludzkim, gdyz dociera ona do wnetrza wszystkich komoérek wykorzystujac
odpowiednie transportery m.in receptory kwasu foliowego w podtypie alfa. Charakteryzuja si¢
one bowiem tym, iz w przypadku zdrowych komorek ich poziom ekspresji jest niski,
w przeciwienstwie do komorek nowotworowych. Fakt ten wtasnie moze zosta¢ wykorzystany
w celu opracowania leku, ktory bedzie w sposob selektywny docieral do komorek
nowotworowych. Dodatkowo biorge pod uwage to, ze ekspresja receptorow kwasu foliowego
ciggle ro$nie wraz z rozwojem guza, mozna rowniez zalozy¢, ze potencjalne leki beda rowniez
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skutecznie w leczeniu zaawansowanych stanéw nowotworowych, a nowo opracowana metoda
stanie si¢ wysoce efektywna terapiag celowana.

W niniejszej pracy przedstawitam studium literaturowe dotyczace budowy oraz
mechanizmu dziatania sulfatazy steroidowej jak i jej inhibitorow wykorzystywanych w leczeniu
nowotworéw hormonozaleznych. Ponadto, dokonatam przegladu literatury dotyczacego kwasu
foliowego oraz jego pochodnych wraz z charakterystyka transportu tych czasteczek w ludzkim
organizmie. Dodatkowo, zebralam material literaturowy na temat otrzymywania oraz
wykorzystywania koniugatow kwasu foliowego w wykrywaniu oraz leczeniu nowotworéw
posiadajacych nadekspresje receptorow kwasu foliowego.

Przedstawiona dysertacja zawiera réwniez szereg badan wykorzystujacych techniki
dokowania molekularnego oraz metody syntezy trzech serii nowych, potencjalnych inhibitorow
sulfatazy steroidowej, w tym dwoch serii czasteczek zawierajacych w swojej budowie elementy
strukturalne upodobniajace je do kwasu foliowego. Ponadto, w pracy tej odnalezé mozna
wieloetapowa synteze koniugatu kwasu foliowego z inhibitorem sulfatazy steroidowej,
a aktywnos¢ biologiczna wszystkich otrzymanych zwigzkéw zbadana zostata w testach in vitro
z wykorzystaniem wyizolowanego z ludzkiego lozyska enzymu STS oraz w testach
komoérkowych zuzyciem linii komorkowej MCF-7 oraz JEG-3. Dodatkowo, w przypadku
niektorych, wyselekcjonowanych zwiazkoéw przeprowadzono testy majace na celu ustalenie
mechanizm transportu tych czgsteczek do wnetrza komorki nowotworoweyj.
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Abstract

The issues related to the development of breast cancer, due to its unknown etiology,
have attracted the attention of many doctors and research teams over the past centuries. Despite
conducting multifaceted studies on this topic and using various types of therapies, breast cancer
remains one of the leading causes of death among women worldwide. According to data from
2022, women accounted for 9.7 million cancer patients, of which 23.8% were breast tumors. It
is worth emphasizing that approximately 95% of cancers in their early stages show
a hormonally dependent character. As a result, biologically active steroids, such as androgens
and estrogens, play a key role in the proliferation and growth of cancer cells. For this reason,
many researchers focus on developing treatment strategies that will selectively and effectively
prevent the delivery of active hormones to cancer cells. Currently, one of the main methods of
cancer therapy involves the use of biologically active compounds capable of blocking the
activity of proteins responsible for the transformation of biologically inactive molecules into
their active forms. One such enzyme is steroid sulfatase (STS), which participates in the
hydrolysis of steroid sulfate forms into their biologically active derivatives. For several years,
intense efforts have been made to develop new, effective inhibitors of STS that would
demonstrate a high level of inhibitory activity with minimal side effects. Unfortunately, many of
these compounds have been characterized by estrogenic properties, which stimulate cancer cells
to proliferate. This was partly due to the fact that these molecules contained steroid cores in
their structure. Therefore, future potential pharmaceuticals should incorporate non-steroidal
cores in their structure. Additionally, many drugs currently available in the pharmaceutical
market, which possess cytotoxic properties used in cancer therapies, are associated with a high
level of systemic toxicity and a significant number of side effects, which is directly linked to
their low specificity. For this reason, many research teams are attempting to create a drug that
will effectively and selectively target cancer cells and subsequently block their activity.
Therefore, STS is a very attractive molecular target for the development of therapies for
hormonally dependent cancers, and developing effective and selective inhibitors of this enzyme
presents a huge challenge for modern medicinal chemistry. Another important point is that folic
acid may play a crucial role in this context, as it is essential for rapidly proliferating cancer
cells. The distribution of this molecule within the human body is significant because it reaches
all cells using appropriate transporters, including folic acid receptors in the alpha subtype. These
receptors are characterized by low expression levels in healthy cells, in contrast to cancer cells.
This fact may be utilized to develop a drug that selectively targets cancer cells. Additionally,
considering that the expression of folic acid receptors continues to increase as the tumor
develops, it can also be assumed that potential drugs will be effective in treating advanced
cancer stages, and the newly developed method will become a highly effective targeted therapy.

In this thesis, | present a literature study on the structure and mechanism of action of
steroid sulfatase as well as its inhibitors used in the treatment of hormonally dependent cancers.
Furthermore, | conducted a literature review on folic acid and its derivatives, along with
a characterization of the transport of these molecules in the human body. Additionally,
| gathered literature material on the production and use of folic acid conjugates in the detection
and treatment of cancers that overexpress folic acid receptors.

The presented dissertation also includes a series of studies using molecular docking
techniques and the synthesis methods of three series of new potential steroid sulfatase
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inhibitors, including two series of molecules containing structural elements resembling folic
acid. Moreover, the thesis describes a multi-step synthesis of a folic acid conjugate with
a steroid sulfatase inhibitor, and the biological activity of all the obtained compounds was
evaluated in in vitro tests using the isolated STS enzyme from human placenta and in cell-based
assays using the MCF-7 and JEG-3 cell lines. Additionally, for some selected compounds, tests
were conducted to determine the mechanism of transport of these molecules into cancer cells.
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1.1 Wstep

W dzisiejszych czasach wystepowanie nowotworow wsrod ludzi stanowi bardzo powazny
problem spoteczny, zdrowotny oraz eckonomiczny. Zgodnie z aktualnymi statystykami,
odpowiadajg one za 16,8% wszystkich zgondéw na catym $wiecie. Choroba ta powoduje trzy na
dziesig¢ przedwczesnych zgonéw z powodu chorob niezakaznych w przedziale wiekowym od
30 do 69 roku zycia i jest jedng z trzech gtownych przyczyn zgonow w tej grupie wiekowej.[1]
Wedlug Migdzynarodowej Agencji Badan Nad Nowotworami (International Agency for
Research on Cancer) ilos¢ zachorowan na nowotwory wszelkiego typu w roku 2045 wzros$cie
012,6 miliona w stosunku do roku 2022 i wyniesie az 32,6 miliona nowych przypadkow.
Szacuje sie, ze najwigkszy przyrost procentowy w ciggu 23 lat w stosunku do danych z 2022
roku wystapi w Afryce i bedzie sie on plasowal na poziomie az 106,8%. Prognozuje si¢
rowniez, ze na terenie Europy w latach od 2022 do 2045 zdiagnozowanych zostanie
sumarycznie 5 476 168 nowych zachorowan[2]. Na Rys. 1.1 zaprezentowano niepokojaca
tendencje wzrostowa nowych przypadkow nowotworow dotyczaca wszystkich czesci §wiata.

+64,5%

18 000 000
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14 000 000
12 000 000
10 000 000

8 000 000 +22,5%

6 000 000 +43,2%

+69,2% +106,8%
4000 000
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m2022 ®m2023-2045

Rys. 1.1 Szacowana liczba nowych przypadkéw nowotwordéw w latach 2022-2045 (obojga plci).

Wedlug danych pochodzacych z roku 2022 przedstawionych na Rys. 1.2 w dwczesnym
roku ublisko 20 milionow pacjentéw zdiagnozowane zostaly choroby nowotworowe. Do
najczesciej] wystepujacych typow tego schorzenia zaliczy¢ mozna byto guzy phuc, piersi, jelita
grubego, prostaty oraz watroby, ktore stanowity az 50% wszystkich przypadkow. Z powodu
tych chordb $mier¢ poniosto ok. 10 milionéw ludzi na catym swiecie (Rys. 1.2).

Wsrod kobiet, ktore stanowity 9,7 miliona pacjentéw z nowotworami, najczgsciej
wystepujacym nowotworem byly guzy piersi i odpowiadaty one za 23,8% nowych przypadkow.
Konsekwencja wystepowania tej jednostki chorobowej bylo 665 684 zgonow kobiet (15,4%
wszystkich zgonow) na catym $wiecie. [1]
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Rys. 1.2 Liczba nowych zachorowan na nowotwory (gorny diagram) i zgonéw (dolny diagram) w 2022 r.
(u obojga pici, w kazdym wieku) na catym §wiecie.

26



1.2 Nowotwory piersi

1.2.1 Statystyki dotyczace nowotworow piersi

Migdzynarodowa Organizacja Zdrowia (Word Health Organization WHO) sporzadzita
raport przedstawiajagcy dane statystyczne pochodzace z roku 2022 (Rys. 1.3 i Rys. 1.4)
ukazujace najczeSciej wystepujace typy nowotworéw w danym panstwie. Gdy pod uwage
wezmiemy calg populacje dominujagcym typem nowotworu w 82 panstwach byl nowotwor
piersi co plasuje go na pierwszym migjscu najczesciej wystepujacej choroby tego typu.
W przypadku statystyk dotyczacych wylacznie kobiet guzy piersi wystepuja na pierwszym
miejscu az w 158 panstwach i sg gtowna przyczyng Smierci w 111 krajach.[2]

Rys. 1.3 Mapa $wiata pokazujaca panstwa (kolor czerwony), w ktorych nowotwor piersi jest najczesciej
wystepujacym W catej populacji zaréwno u kobiet jak 1 mezczyzn.

Rys. 1.4 Mapa $wiata pokazujaca panstwa (kolor czerwony), w ktorych nowotwor piersi jest najczesciej
wystepujacym typem nowotworu u kobiet.
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Rowniez w Polsce problem nowotwordéw piersi jest zagadnieniem powszechnie
wystepujacym, gdyz Krajowy Rejestr Nowotworéw przedstawit dane z 2021 roku, w ktorych
zawarte sg informacj¢ mowigce o tym, ze sumaryczna ilo§¢ nowych przypadkéw zachorowan na
nowotwory piersi wynosita ok. 21 tysiecy. Dane te zaprezentowane zostaly na Rys. 1.5
i wskazuja na tendencj¢ wzrostowg dotyczacg zarowno wykrywania nowych przypadkow
chorobowych jak i zgonoéw do przedziatu wiekowego z zakresu od 65 do 70 roku zycia. Jednak,
co moze wydawac si¢ dos¢ zaskakujace, odnotowane zostaly rowniez dwa przypadki bardzo
mitodych pacjentek tzn. z przedziatu wiekowego od 15 do 19 roku zycia.[3]
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Rys. 1.5 Schemat przedstawiajacy ilos¢ nowych zachorowan na nowotwory piersi wérdd Polek (niebieski) oraz ilosé¢
zgonow (czerwony) w 2021.

1.2.2 Czynniki ryzyka

Wozrastajgca zapadalno$¢ na choroby nowotworowe jest konsekwencja wystgpowania
roznych czynnikow ryzyka, czyli cech, stanow czy zachorowan, ktéore w znaczny sposob
zwigkszaja prawdopodobienstwo zachorowania na dang jednostke chorobowa.

Pierwszym i zarazem jednym z najistotniejszych czynnikow ryzyka w przypadku
nowotworow piersi jest pte¢, gdyz wedtug najnowszych danych WHO przytlaczajaca wigkszosé
pacjentow z tego typu nowotworem to kobiety, a tylko 0,5-1% mgzczyzn choruje na to
schorzenie. Pte¢ zenska stanowi uwarunkowanie bezposrednio zwigzane ze wzrostem ryzyka
pojawienia si¢ nowotworu, gtéwnie ze wzgledu na zwigkszona stymulacje hormonalng.
W przeciwienstwie do mezczyzn, u ktoérych poziom estrogenow jest nieznaczny, kobiece ciato,
w tym komorki piersi, sa szczegolnie wrazliwe na dzialanie hormonow, a takze na wszelkie
zaktocenie ich rownowagi.[4] Z tego powodu wystepowanie okreslonych zdarzen, takich jak
cigza, karmienie piersia, czas pojawienia si¢ pierwszej menstruacji oraz menopauzy wraz
Z towarzyszacymi im wahaniami hormonalnymi, sa kluczowe pod wzgledem potencjalnego
poczatku zdarzen rakotworczych.

Liczne badania naukowe potwierdzajg to, Zze istotnym czynnikiem ryzyka, ktory
powoduje wzrost niebezpieczenstwa pojawienia si¢ nowotworu piersi jest rozpoczecie
miesigczkowania dziewczagt w mtodym wieku. [5] Poczatek miesigczkowania ponizej 11 roku
zycia uznawany jest za okoliczno$¢ sprzyjajaca zachorowaniom w pozniejszych latach zycia.
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Z kolei czynnikiem przyjmowanym za swoistego rodzaju ochronne jest pojawienie si¢
pierwszego okresu w wieku 15 lat lub starszym, gdyz jest to powigzane z sumarycznie mniejsza
ilo$cig cykli menstruacyjnych w przeciagu calego cyklu rozrodczego kobiety, a co z tym
zwigzane z krotsza stymulacjg hormonalng.[6] Ponadto, innym czynnikiem prewencyjnym jest
op6znienie miesigczkowania o rok, gdyz wigze si¢ ono z 5% zmniejszeniem ryzyka
zachorowania na raka piersi w pozniejszym okresie zycia.[7]

Réwniez posiadanie potomstwa ma wplyw na ryzyko wystapienia guza piersi.
Wykazuje ono jednak dwojaki charakter, mianowicie w okresie okoto potogowym ryzyko to
jest znacznie zwigkszone, ale z czasem maleje ono stopniowo, by w dtuzszej perspektywie
pordd stat si¢ specyficzng ochrong przed choroba nowotworowa.[8] W' literaturze naukowej
odnalez¢ mozna badania méwigce o tym, ze W pordwnaniu z nierédkami, kobiety, ktore
donosily chociaz jedna ciaze, sa srednio o 25% mniej obcigzone mozliwo$cig pojawienia si¢
guza.[9] Ponadto, ochrona ta wzrasta wraz z liczbg cigz donoszonych, i wlasnie z tego powodu
kobiety posiadajace piecioro lub wigcej potomstwa maja o polowe mniejsze ryzyko
zachorowania niz kobiety bezdzietne.[9], [10] Roéwniez istotnym aspektem jest sam wiek
kobiety ci¢zarnej. Jest on waznym czynnikiem, gdyz dowiedziono, ze zajScie w cigze
w miodym wieku oraz jej donoszenie moga mie¢ pozytywne skutki zdrowotne w zakresie
nowotworow piersi, a im mlodszy wiek rodzacej tym ochrona przed zachorowaniem jest
wigksza.[11]

Kolejnym czynnikiem ryzyka wartym odnotowania jest menopauza oraz czas w zyciu
kobiety, kiedy ona nastepuje. Wedlug aktualnych danych, kobiety przechodzace naturalng
menopauze po 55 roku zycia, sa dwukrotnie bardziej narazone na rozwoj raka piersi niz kobiety,
ktore doswiadczaja menopauzy przed 45 rokiem zycia.[12] Waznym jest tez fakt, iz kazdy rok
op6znienia pojawienia si¢ klimakterium wigze si¢ z 3% wzrostem ryzyka rozwinigcia si¢
nowotworu.[13]

Drugim po plci najwazniejszym czynnikiem ryzyka jest wiek. Czestos¢ wystgpowania
raka piersi u pacjentek znaczaco wrasta wraz z dlugoscia zycia i obecnie ryzyko zachorowania
w ciggu catego zycia jest szacowane w stosunku 1 do 8 (12,5%). Ciekawym jest to, iz przed 49
rokiem zycia szacowane ryzyko zachorowania na guza piersi wynosi 1 do 53, by w przedziale
wiekowym od 50 do 59 roku zycia wzrosng¢ do stosunku 1 do 43 i ostatecznie w zakresie
wiekowym od 60 do 69 wynies¢ 1 do 23. Waznym jest rowniez fakt, ze najwyzszy stopien
ryzyka posiadajg pacjentki powyzej 70 roku zycia, gdyz prawdopodobienstwo pojawienia si¢
choroby nowotworowej wynosi az 1 do 15.[14]

Rowniez wczesniejsze wystgpowanie nowotworow piersi w rodzinie stanowi jeden
z gtownych czynnikow ryzyka, poniewaz badania naukowe donosza, ze istnieje duza zalezno$¢
pomigdzy pacjentka, u ktorej zdiagnozowano nowotwor a przesztoScia chorobows jej
najblizszych krewnych. Dane naukowe wskazuja, iz dwukrotne podniesienie ryzyka
zachorowania ma miejsce w momencie, gdy krewny pierwszego stopnia, czyli matka, siostra
badz corka, chorowaly na nowotwodr. Rodzinne zachorowania mogg by¢ przypisywane
wspolnemu miejscu zamieszkania, stylowi zycia, ale prawdopodobnie co najwazniejsze,
wspolnym genom.[15] Szacuje sie, ze od 5 do 10% wszystkich przypadkéw raka piersi
zwigzanych jest z dziedziczng mutacjg w autosomalnych genach dominujacych. Dwie kluczowe
mutacje wystepuja w genach BRCA1 oraz BRCA?2, ktére znajdujg si¢ na chromosomach 17
oraz 13 i ryzyko zachorowania na nowotwoér u nosicielek tej mutacji wynosi 80-85%.
Dodatkowo, uwaza sig¢, ze taczna czgstos¢ wystepowania tej mutacji w populacji wynosi ok. 1,2
na 1000 kobiet.[16]
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Ponadto, w literaturze mozna znalez¢ doniesienia moéwigce o tym, iz kobiety stosujace
hormonalng terapi¢ zastgpcza w celu zlagodzenia objawdw menopauzy sg wysoce narazone na
nowotwory piersi.[17] Odnotowano, ze ryzyko jest wigksze podczas stosowania preparatow
zawierajacych zarowno estrogen jak i1 progesteron w pordwnaniu z chemoterapeutykami
w ktorych sktad wchodzi jedynie sam estrogenem. Kobiety stosujace zastgpcza terapie
hormonalng, ktére zachorowaty na schorzenia nowotworowe, cierpialy w gtownej mierze na
nowotwory z dodatnim receptorem estrogenowym o niskim stopniu ztosliwo$ci. Do najczesciej
chorujacych kobiet zaliczy¢ bylo mozna, te ktdre rozpoczety stosowanie tego typu leczenia
bezposrednio po menopauzie. Po zaprzestaniu tego typu terapii zwigkszone ryzyko ustepuje
w przeciggu dwoch lat. [17] Kilka publikacji naukowych wskazuje, ze przyjmowanie niektorych
lekow przeciwdepresyjnych takich jak paroksetyny, trojpiersieciowe leki przeciwdepresyjne
i selektywnie inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny moga rowniez sprzyjaé rozwojowi
nowotworow piersi.[18] [19]

1.2.3 Klasyfikacja nowotwordéw piersi

Klasyfikacja nowotwordéw piersi jest niezwykle waznym zagadnieniem, poniewaz jest
ona bezposrednio powigzana z wyborem potencjalnej drogi leczenia oraz przewidywanymi
rokowaniami pacjenta. Nie istnieje jeden ogoélny podziat wariantéw tej choroby ze wzgledu na
zbyt duzg ilo§¢ wystepujacych zmiennych, jednak wyrdézni¢ mozna tutaj klasyfikacje ze
wzgledu na: typ histopatologiczny, zréznicowanie komorek, stopien zaawansowania choroby
oraz status receptorow:

e Podzial histopatologiczny: opiera si¢ on na cechach widocznych w mikroskopii

swietlnej probek biopsyjnych. Wyrdzni¢ tutaj mozna nowotwory in situ inaczej zwane
nowotworami przedinwazyjnymi z ang. Carcinomain situ (stanowiag 15-30%
przypadkow, majg korzystne rokowania[20]) oraz nowotwory inwazyjne (stanowig 70-
85% przypadkow, najczesciej wystepujacym rakiem w tej grupie jest inwazyjny rak
przewodowy[21]).

e Podzial ze wzgledu na wyglad komorki: skupia si¢ on na porownywaniu zréoznicowania

komoérek nowotworowych ze zdrowymi komoérkami. Normalne komoérki w zdrowym
narzadzie sa niejednolite, co oznacza, ze przybieraja okre$lone ksztalty oraz formy
w zaleznosci od petnionej funkcji. Komorki rakowe tracg to zréznicowanie, a podziat
komoérkowy staje si¢ niekontrolowany. Lekarze klasyfikuja komorki te jako: dobrze
zrdéznicowane (o niskim stopniu zto§liwos$ci), Srednio zréznicowane (o $rednim stopniu
ztosliwosci) i stabo zréznicowane (o wysokim stopniu ztosliwosci).[22]

e Podzial ze wzgledu na stopnien zaawansowania choroby: wyrdzni¢ tutaj mozna 5 stopni

rozwinigcia choroby. Stopien zerowy jest tym najtagodniejszym, stopien pierwszy oraz
drugi okreslane sa jako wczesno inwazyjne, stopnien trzeci odpowiada lokalnemu
zaawansowaniu oraz stopnien czwarty jest tym najwyzej zaawansowanym.[23]

e Podzial ze wzgledu na obecno$é oraz rodzaj receptorow: komorki raka piersi moga, lecz
nie muszg posiadac receptoro6w na swojej powierzchni, w cytoplazmie, badz w jadrze
komoérkowym.  Obecnie  wsérdéd  trzech  najwazniejszych  typow  receptorow
charakteryzujacych komoérki nowotworowe zaliczane sg: receptor estrogenowy (ER),
receptor progesteronowy (PR) i ludzki receptor naskorkowego czynnika wzrostu
(HER2). Komorki z receptorami nazywane sa ER dodatnimi (ER+), PR dodatnimi
(PR+), HER2 dodatnimi (HER2+). Komorki bez poszczegolnych receptorow okreslane
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sa odpowiednio receptorami ujemnymi. Dodatkowo wyrdzni¢ mozna jeszcze typ
komorek, ktory nie posiada zadnych receptoréw i nazywany jest podstawowym lub
potrdjnie ujemnym (z ang. triple-negative TN). [21]

Tabela 1.1 Klasyfikacja podtypéw nowotworow piersi.

. . Luminalny B
Podtypy rakapiersi |  Luminalny A TR e HER2+ TN
ER+ ER+ ER+ ER- ER-
Typreceptora PR+ PR- PR+- PR- PR-
HER2- HER2- HER2+ HER2+ HER2-
Czestotliwose
oW (%) 4050 20-30 1520 1020
Stopien Dobrze Umiarkowanie zroznicowane Malo Malo
histopatologiczny |  zrdimicowane zrdznicowane zrdznicowane
Prognozy Dobre Srednie Stabe Stabe
Propo Hormonoterapia Honm_r‘oterap_)ia Honm_noterar_Jia Chemioterapia Cr_lemioterapia
terapie Chemioterapia Cher_‘nloterapla Terapiacelowana |  Inhibitory PARP
Terapia celowana

W erze nowoczesnej medycyny klasyfikacja nowotworow piersi oparta jedynie na
wlasciwosciach histopatologicznych oraz klinicznych parametrach takich jak np. wielko$¢ guza,
zajecie weztdw chlonnych, czy obecnos¢ przerzutow, to zdecydowanie za mato. Z tego wilasnie
powodu, aktualnie wiele badan naukowych koncentruje si¢ na analizie profilu ekspresji genow
oraz zwigzanych z nimi czynno$ciami danego receptora. Pionierem takiego podejscia byt Perou
wraz ze wspotpracownikami, ktory blisko 25 lat temu opublikowal nowatorska prace, gdzie
sklasyfikowano podtypy nowotworu piersi w oparciu 0 podobienstwo ekspresji genow, przy
uzyciu techniki mikromacierzy cDNA.[24] W oparciu o te badania ujawniono 4 gtéwne
podtypy nowotwordéw: luminal A, luminal B, HER2 oraz potrdjnie ujemny.[21] Dane
podsumowujace profil ekspres;ji i wystepowanie odpowiednich typow receptorow, czestotliwosé
przypadkow, stopien histopatologiczny prognozy oraz proponowane terapie przedstawiono
w Tabeli 1.1.
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1.3 Znaczenie biologicznie aktywnych hormonéw w przypadku
nowotworow piersi

1.3.1 Rys historyczny nowotworow hormonozaleznych

Aktualny stan wiedzy pozwala stwierdzi¢, iz steroidowe hormony piciowe, takie jak
androgeny oraz estrogeny odgrywaja jedna z kluczowych rél w patogenezie nowotworow piersi.
Jednakze to naukowiec o nazwisku Schinzinger [25] w roku 1889 jako pierwszy postawit
hipoteze mowiaca o hormonozaleznosci nowotworéw piersi, ktora siedem lat podzniej
potwierdzil Beatson przeprowadzajagc obustronng owariektomie, czyli usunigcie jajnikow,
u kobiety znajdujacej si¢ jeszcze W wieku przed menopauzalnym z nieoperacyjnym,
nawracajacym nowotworem tkanek miekkich piersi. Pacjentka ta po 8 miesigcach od operacji
doswiadczyta catkowitej reemisji choroby, co byto wystarczajacym dowodem potwierdzajgcym
stusznos¢ stanowiska obydwu naukowcow.[26][27] Skorelowanie czynnosci jajnikow
Z przebiegiem choroby nowotworowej stanowito kamien milowy w badaniach dotyczacych
guzow piersi, a lata 60-te XX wieku przyniosty kolejny przetom. Wiasnie wtedy odkryto oraz
opisano mechanizm faczenia si¢ estradiolu z wewnatrzkomérkowym, biatkowym receptorem,
ktérym nazwany zostal receptorem estrogenowym (ER).[28] [29][30]

Obecnie wiadomo, iz ok. 95% nowotwordéw piersi, zarowno u kobiet, przed jak i po
menopauzie, w swojej poczatkowej fazie ma charakter hormonozalezny, gdzie hormon jakim
jest estradiol odgrywa kluczowg role w rozwoju oraz progresji guza. Prawdopodobnym jest, ze
kompleks hormonu oraz ER moze posredniczy¢ w aktywacji protoonkogenéw oraz onkogenow,
biatek jadrowych, a takze innych genow docelowych, a co z tym zwigzane procesy wplywajace
na wewnatrzkomorkowe stgzenia aktywnych biologicznie hormondéw moga mie¢ znaczacy
wplyw na etiologie¢ choroby nowotworowej piersi.[31]

1.3.2 Biosynteza biologicznie aktywnych hormonow

Biosynteza biologicznie aktywnych hormondéw zaréwno androgenéw jak i estrogenow
w komoérkach nowotworowych odbywa sie z udziatem trzech gtéwnych enzymoéw, ktoérymi sa:
aromataza (Arom), dehydrogenaza 17 p-hydroksysteroidowa (174-HSD) oraz sulfataza
steroidowa (STS) (Schemat 1.1).[32] Kazdemu z tych enzyméw przypisane jest odmienne
zadanie. Mianowice, aromataza odpowiedzialna jest za przeksztalcanie androgendéw oraz
testosteronu w estrogeny, 175-HSD redukuje estron (E1) do estradiolu (E2), siarczanu
dehydroepiandrosteronu (DEHAS) do siarczanu androstendiolu, dehydroepiandrosteronu
(DHEA) do androstendiolu oraz andreostendion do testosteronu. Sulfataza steroidowa
odpowiedzialna jest za konwersje siarczanu estronu (E1S) do estronu, siarczanu
dehydroepiandrosteronu do DHEA oraz siarczanu androstendiolu do androstendiolu. Sag to
bardzo istotne transformacje, gdyz zmieniaja charakter zwiazku z charakteru hydofilowego na
hydrofobowy. Zgodnie z badaniami, w przeciwienstwie do estronu, E1S ma bardzo niskie
powinowactwo do receptorow estrogenowych. Dodatkowo stezenie krazacego we krwi E1S jest
5-10 krotnie wyzsze od sprzezonego z nim E1 oraz E1S jest swoistag rezerwa do tworzenia
biologicznie aktywnych steroidow, gdyz ma dtuzszy czas pottrwania we krwi niz E1 lub E2,
poniewaz ma zdolnos$¢ wigzania si¢ z albuminami.
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Schemat 1.1 Szlak biosyntezy biologicznie aktywnych hormonow (ST — sulfotransferaza steroidowa).
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1.4 Sulfataza steroidowa
1.4.1 Sulfataza steroidowa — budowa, wystgpowanie, charakterystyka

Sulfataza steroidowa (STS) (Rys. 1.6) jest enzymem odgrywajacym kluczowa rolg
W biosyntezie steroidow w organizmie ludzkim. Jest ona odpowiedzialna za hydrolize
siarczanowych form hormonoéw, ktore sa nieaktywne biologicznie, do ich biologicznie
aktywnych pochodnych. [32][33]

Rys. 1.6 Struktura STS oraz jej naturalnego substratu (E1S) zwigzanego w miejscu aktywnym enzymu.

STS wystepuje powszechnie w calym organizmie, bowiem jest ona zaangazowana
w liczne procesy fizjologiczne oraz patologiczne. Jej dystrybucja tkankowa rézni si¢ znacznie
migdzy odmiennymi gatunkami ssakow, jednak w przypadku ludzi najwyzsza aktywno$¢ tego
enzymu stwierdzono w lozysku. Odnalez¢ mozna jg jednak jeszcze w nadnerczach, jajnikach,
jadrach, prostacie, skorze czy tez w mo6zgu.[34] Enzym ten znajduje si¢ rowniez w tkankach
raka prostaty czy piersi oraz w nowotworowych liniach komérkowych np. LNCaP, DU-145,
PC-3, MCF-7, JEG-3.[35]

W roku 2001 zespot Francisco G Hernandez-Gurmana jako pierwszy oczyscit,
wykrystalizowat oraz scharakteryzowat sulfataze steroiodowa pochodzaca z ludzkiego
lozyska.[36] Wedlug tych naukowych doniesien STS jest glikozylowanym biatkiem
zbudowanym z 583 aminokwasow w tym 21 reszt N-koncowego peptydu sygnatowego.[37]
Enzym ten jest integralnym bialkiem btonowym, gléwnie zwigzanym z retikulum
endoplazmatycznym, ale mniejsze ilo§ci powigzane sg z aparatem Golgiego, otoczkami
jadrowymi czy powierzchnig samej komorki.[35] STS ksztaltem swym przypomina ,,grzyba”,
gdyz zbudowana jest z dwoch domen: globularnej czesci o0 charakterze polarnym oraz

34



hydrofobowej domeny w sktad, ktorej wchodza dwie antyréwnolegte helisy.[38] Najistotniejsza
cze$¢ tego enzymu, czyli jego miejsce aktywne zlokalizowane jest jednak na granicy tych
dwoch domen i w jego sktad wchodzi 9 istotnych reszt aminokwasowych, ktoére biorg udziat
w odpowiedzi enzymatycznej: Asp35, Asp36, Arg79, Lys134, His136, His290, Asp342, GIn343
oraz Lys368. Jednak najwazniejszym aminokwasem w rejonie katalitycznym jest bez watpienia
fGly75, ktéora powstaje podczas posttranslacyjnej modyfikacji reszty cysteinowej.[39] To
wlasnie ona bierze bezposredni udziat w mechanizmie hydrolizy siarczanowych pochodnych
steroidow, a w stanie wolnym fGly75 przybiera siarczanowa gem-diolowa formg, do ktorej
skoordynowany jest dwuwarto§ciowy jon wapnia. Warto jest tez zaznaczy¢, ze podczas procesu
wigzania substratu do centrum aktywnego kluczowa role moga odgrywac nastepujace reszty
aminokwasowe: Leu74, Arg98, Thr99, Vall101, Leul03, Leul67, Vall77, Phel78, Thr180,
Gly181, Thr484 oraz Phe488. Rozpoznanie naturalnego substratu (np. E1S Rys. 1.6 oraz Rys.
1.8) z wykorzystaniem wcze$niej juz wymienionych aminokwaséw obywac si¢ moze na drodze
tworzenia szeregu odzialywan elektrostatycznych i hydrofobowych.

1.4.2 Mechanizm dziatania sulfatazy steroidowe;j

Przypuszczalny mechanizm reakcji hydrolizy siarczanowych pochodnych steroidéw
z wykorzystaniem STS przedstawiony zostat na Schemacie 1.2. W proponowanym
mechanizmie reakcji enzymatycznej moga wystepowa¢ dwie odmienne $ciezki. Sciezka
A rozpoczyna si¢ od degradacji O-siarczanowej gem-diolowej pochodnej formyloglicyny
(fGlyS) poprzez nukleofilowy atak czasteczki wody na atom siarki, w wyniku czego
uzyskiwana jest jej gem-diolowa forma. Poczatek $ciezki B ma miejsce w momencie odejscia
anionu wodorosiarczanowego od czasteczki fGlyS. W wyniku tego otrzymywana jest fGly,
ktora w wyniku dziatania czasteczki wody, zostaje przeksztalcana w swoja gem-diolowa formg.
Odtworzenie fGlyS odbywa si¢ poprzez reakcje Sn2 fGly75 na swoj naturalny substrat, np. E1S,
w wyniku czego uwolniona zostaje niesiarczanowa pochodna steroidowa (np.E1).[40]
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Schemat 1.2 Proponowany mechanizm hydrolizy siarczanowych pochodnych steroidow z wykorzystaniem STS.
1.4.3 Inhibitory sulfatazy steroidowej

Jednym z podej$¢ w leczeniu hormonozaleznych nowotworow piersi jest stosowanie
inhibitorow zapobiegajacym syntezie estrogenéw w tkankach obwodowych.[39] W ostatnich
latach wiele grup badawczych podejmowato ten temat w swoich badaniach naukowych czego
skutkiem jest opracowanie bogatej biblioteki zwigzkéw wykazujacych wlasciwosci inhibicyjne
w stosunku do STS. Jednak czynnikiem limitujagcym zastosowanie tych substancji w praktyce
klinicznej sa wystepujace czgsto liczne skutki uboczne, w tym estrogenowe wlasciwosci
metabolitow prowadzace do stymulacji wzrostu guza.

Podejscie do projektowania skutecznych inhibitorow STS obejmuje trzy rézne kategorie
zwigzkéw: alternatywne substraty, inhibitory odwracalne i inhibitory nieodwracalne. Innym
podziatem, ktory mozna zastosowaé¢ w przypadku inhibitoréw STS jest wyodrgbnienie
pochodnych o rdzeniu steroidowym oraz niesteroidowym.

Poczatkowy rozwdj inhibitoréw STS opierat si¢ na syntezie analogow steroidowych.
Najbardziej znaczgcy przetom w procesie projektowania tych struktur nastgpit podczas zamiany
grupy siarczanowej, naturalnie wstepujacej w siarczanie estronu, na grupe amidosiarczanowa.
Otrzymanie zwigzku zawierajagcego w swojej konstytucji wilasnie to ugrupowanie stato si¢
kamieniem milowym w rozwoju pochodnych wykazujacych wysoce inhibicyjng aktywno$é
wobec STS. Jedng z pierwszych pochodnych tego typu byt EMATE 1 (Rys. 1.7). Hamowat on
dziatanie enzymu w komorkach MCF-7 z warto$cig ICso na poziomie 65 pM.[41] Niemnigj
jednak, zastosowanie tego zwiagzku jako $rodka terapeutycznego w leczeniu nowotworow
hormonozaleznych okazato si¢ ograniczone ze wzgledu na bardzo silne wtasciwosci
estrogenowe jego metabolitu.
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Rys. 1.7 Struktura chemiczna EMATE 1, Irosustatu 2 oraz E1S.

W celu uniknigcia potencjalnych ograniczen wynikajacych ze stosowania inhibitoréw
STS opartych o rdzenie steroidowe, zaprojektowano i otrzymano szereg zwigzkoéw bedacych
niesteroidowymi pochodnymi zawierajacymi ugrupowanie amidosiarczanowe. Teoretycznie,
pozwala to unikaé niebezpieczenstwa zwigzanego z ewentualnymi cechami estrogenowymi ich
metabolitow, jednak moze réwniez powodowa zmniejszenie zdolno$ci wigzania tych
pochodnych w miejscu aktywnym enzymu. W literaturze odnalezé mozna inhibitory
0 rdzeniach tyraminy, triazolu, bifenylu, flawonu, kumaryny i wielu innych, ktore zostaty
opisane jako silne inhibitory STS.[42] Sposrdd tej grupy bardzo obiecujace wyniki uzyskaty
pochodne kumarynowe, zaprojektowane w grupie badawczej prof. Pottera. Zastosowali oni
bowiem modyfikacje struktury polegajacej na wprowadzeniu dodatkowego pierscienia
alifatycznego, w wyniku czego uzyskali szereg pochodnych trojcyklicznych, ktorych rdzenie
strukturalnie nasladowaty pierscienic ABC naturalnego substratu E1S. Przyktadem takiego
zwigzku byt Irosustat 2 (Rys. 1.7) znany rowniez pod nazwag 667-COUMATE lub STX-64.
Zwiazek ten dotart do drugiej fazy badan klinicznych, jednak do chwili obecnej na rynku
farmaceutycznym nie znajduje sie zaden inhibitor STS.

W ostatnich latach w zespole dr hab. inz. Sebastiana Demkowicza z Katedry Chemii
Organicznej Politechniki Gdanskiej, prowadzono szeroko zakrojone badania nad synteza
nowych czasteczek, ktore charakteryzowac si¢ miaty wysoka aktywnos$cia inhibicyjng wobec
STS. Przez ponad dekade stworzono bogata biblioteke zwigzkow, ktore w swojej strukturze
zawieraly farmakofory fosforanowe, amidofosforanowe, tiofosforanowe, amidotiofosforanowe
oraz amidosiarczanowe, ktore miaty bra¢ udziat w mechanizmie deaktywacji enzymu. Ponadto,
zwigzki te w swojej konstytucji zawieraly réznego rodzaju rdzenie takie jak: rdzen
tyraminowy[43][44],  flawonowy,  bis-flawonowy[45],  kumarynowy[46]-[50],  bis-
kumarynowy[51], bifenylowy, bis-bifenylowy[52] czy triazolowy[53]. Ogdlne struktury tych
pochodnych zostaly przedstawione na Rys. 1.8.
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Rys. 1.8 Inhibitory STS otrzymane w zespole dr hab. inz. Sebastiana Demkowicza w Katedrze Chemii Organicznej
Politechniki Gdanskie;.

Jedna z najnowszych prac zespotu dr hab. inz. Sebastiana Demkowicza, pochodzaca z 2022,
dotyczyta sulfamoilowych pochodnych 4-(1-fenylo-1H-1,2,3,-triazol-4-ylo)fenolu (Struktura
17, Rys. 1.8). Zwiazki opisane w tej pracy charakteryzowaty si¢ bardzo dobrymi wiasciwosci
inhibicyjnymi STS zaré6wno w testach enzymatycznych jak i komoérkowych, z uzyciem linii
komoérkowej ludzkiego raka piersi (MCF-7). Zwiazek, ktory zawierat trzy podstawniki fluorowe
(Rys 1.8 Ry, Ry oraz Rs), wykazal najlepsze z caltej grupy badanych czasteczek wlasciwosci
hamujace dziatanie enzymu STS. Jego wartos¢ ICsp w poréwnaniu ze zwigzkiem
referencyjnym, jakim byt Irosustat, byta pieciokrotnie lepsza (0,21 vs 1,06 nM). Te bardzo
dobre wyniki testow in vitro sktonily naukowcoéw do przeprowadzenia dalszych badan,
konsekwencja czego byto zbadanie pigciu najlepiej rokujagcych pochodnych w testach in vivo
wykorzystujacych mysi model raka gruczolu sutkowego 67NR. Najwyzsza aktywnos¢
przeciwnowotworowg wykazal zwigzek z dwoma atomami chloru w swojej budowie
W potozeniu Ry oraz Rs. Zahamowat on bowiem wzrost guza 0 51% przy dawkowaniu rownym
50 mg/kg. Dodatkowo, co bardzo wazne, zwigzek ten nie wykazal zadnych skutkéw ubocznych
oraz nie byt toksyczny.[53]

1.4.4 Mechanizm inhibicji sulfatazy steroidowej z wykorzystaniem amidosiarczanéw

Mechanizm dziatania sulfatazy steroidowej do tej pory zostat dobrze poznany
W przeciwienstwie do sposobu inhibicji tego enzymu z wykorzystaniem amidosiarczanowych
pochodnych. Przez lata wiele grup badawczych staralo si¢ odkry¢ sposéb w jaki
amidosiarczanowy farmakofor blokuje dziatanie STS. Postulowano kilka mechanizmoéw, jednak
ostatecznie, zaden znich nie zostal definitywnie udowodniony. Wczesne prace, rowniez ta
pochodzaca z roku 2000 autorstwa Woo0 i wspotpracownikoéw, sugerowala znaczgcy udzial
reszty lizyny oraz histydyny w mechanizmie reakcji enzymatycznej, ktorej koncowym
produktem miat by¢ ten zawierajacy podstawniki amidosiarczanowe na wyzej wymienionych
resztach aminokwasowych.[54] Z czasem jednak uznano, ze najbardziej istotny w procesie
inhibicji jest udziat reszty aminokwasowej fGly75. Dokonano tego migdzy innymi na podstawie
badan dokowania molekularnego, gdzie zauwazono niewielkg odlegto§¢ pomigdzy wczesniej
juz wymieniong resztg fGly75, zarowno w formie uwodnionej jak i aldehydowej, a reszta
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sulfamoilowa lrosustatu oraz innych potencjalnych inhibitorow STS.[55] Warto jednak
zaznaczy¢, ze wszelkiego rodzaju badania, ktore nie sa prowadzone in silico sg utrudnione ze
wzgledu na budowe samego enzymu, a doktadnie jego potaczenia z btong oraz to, ze moze by¢
ona heterogenicznie glikozylowana. Jest to swoistego rodzaju utrudnieniem podczas proby
krystalizacji tego enzymu po jego dezaktywacji, dlatego wiele testow prowadzone byto
z wykorzystaniem bakteryjnej arylosulfatazy Pseudomonas aeruginosa (PaAtsA), ztego
wzgledu, iz ona réwniez odpowiada za hydrolizg arylowych siarczanéw i moze by¢ uznawana
za odpowiednik ludzkiej sulfatazy. Wykorzystanie tego modelu wniosto wiele cennych
informacji miedzy innymi to, ze inaktywacja z wykorzystaniem amidosiarczandw zalezna jest
od czasu oraz stgzenia, a mechanizm z ich uzyciem jest nieodwracalny. Stan ten powigzany jest
z rozerwaniem wigzania ArO-S, zachodzacym podczas reakcji z fGly75. Dodatkowo, w tym
czasie zachodzi zjawisko odwracalnego ,multisulfonowania” STS, ktore polega na
przeniesieniu od 3 do 6 grup amidosiarczanowych na reszty aminokwasowe lizyny i histydyny
znajdujace si¢ w centrum aktywnym. Fakt ten opisany zostal do$¢ szczegétowo w pracy
autorstwa Williamsona.[56]

Ogromny wktad naukowy w poznanie mechanizmu inaktywacji sulfatazy steroidowej
wlozyt angielski uczony Barry Potter wraz ze swoim zespotem. Udalo si¢ im otrzymac krysztat
PaAtsA wraz z zainkludowanym Irosustatem, ktory w tym eksperymencie catkowicie
zahamowat dziatanie enzymu. Badania wykorzystujgce techniki biologii strukturalnej, ktore
przeprowadzono dowiodly wystepowaniu zmienionej gestosci elektronowej w okolicy fGly75,
co ciekawe bez jakichkolwiek modyfikacji w obrgbie lizyny czy histydyny, jak wczesniej
sugerowal Woo czy w poézniej Bojarov. Dodatkowo, udato si¢ ustali¢ za pomoca badan
rentgenograficznych, ze gestos¢ ta przyjmuje ksztalt tetragonalny, a jedna z grup OH jest wolna.
Na podstawie powyzszych informacji udato si¢ przedstawi¢ trzy propozycje trwatych,
kowalencyjnych potaczen fGly75 z resztag amidosiarczanowa Rys. 1.9.
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Rys. 1.9 Formyloglicyna75 w gem-diolowej oraz proponowane potaczenia fGly57 wraz z reszta amidosiarczanowa
po zajsciu inhibicji w centrum aktywnym enzymu.

Wyro6zni¢ tutaj mozna byto jako pierwszy Addukt 1 (Schemat 1.3), ktory jest N-
siarczanem iminy. Struktura ta poczatkowo zostata zaproponowana przez Willamsona, jednak
w $wietle dodatkowych informacji migdzy innymi obecno$¢ wolnej grupy OH w produkcie
inhibicji, nalezato odrzuci¢ te¢ propozycj¢. Kolejng mozliwoscig byt Addukt 2 (Schemat 1.3),
gdzie wystepuj¢ wiazanie tlen-siarka, a w Addukcie 3 (Schemat 1.3), mozna wyrdzni¢ wigzanie
typu azot-siarka. Wykorzystujac jedynie dane krystalograficzne, nie da si¢ z cala pewnoscig
ustali¢, czy ma si¢ do czynienia z Adduktem 2 czy 3 jednak na podstawie rozwazan
teoretycznych mozna bylo wnioskowaé, ze polaczenie przez atom tlenu jest niekorzystne
z energetycznego punktu widzenia. Warto jest rowniez zaznaczy¢, ze zarowno Addukt 2 jak i 3
wystepuje w potaczeniu z gem-diolowa forma fGly, co oznacza, ze obecna jest tam jedna wolna
grupa hydroksylowa. Podsumowujac, korzystajac z powyzszych rozwazan najbardziej
prawdopodobng forma biorgcg udziat w dezaktywacji STS jest Addukt 3.[57]
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Schemat 1.3 Dwie alternatywne mozliwo$ci mechanizmu inhibicji STS.

Na podstawie powyzszych informacji zaproponowano dwa mozliwe mechanizmy
inhibicji STS, ktére zaprezentowano na Schemacie 1.3. Znajduja si¢ tam dwie alternatywne
Sciezki. Sciezka A rozpoczyna si¢ od przeksztalcenia ugrupowania amidosiarczanowego
zawartego w inhibitorze. Aktywacja ta ma charakter katalityczny, gdyz biora w niej udziat
reszty aminokwasowe budujace centrum aktywne enzymu. To one oddziatujagc na inhibitor
wymuszaja powstanie sulfonyloaminy, ktora nastgpnie przeprowadza atak na karbonylowy
atom wegla. Powstaly w ten sposob produkt posredni podatny jest na nukleofilowy atak
czasteczki wody w wyniku ktorego powstaje produkt finalny. Sciezka B poczatek swoj ma
w momencie ataku wolnej pary elektronowej pochodzacej z grupy hydroksylowej gem-diolowej
formy fGly75 na atom siarki znajdujacy si¢ w farmakoforze inhibitora. W taki oto sposob
powstaje Addukt 2, ktory ulega wewnatrzczasteczkowemu transferowi atomu wodoru, czego
konsekwencjg jest powstanie czgsteczki sulfonoamidu w formie zjonizowanej. Dodatkowo
W ten sposob odtwarzana jest aldehydowa forma fGly, ktora ulega reakcji z nowo powstalym
anionem tworzac finalnie Addukt 3.[57]
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1.5 Kwas foliowy
1.5.1 Charakterystyka kwasu foliowego

Wrhasciwoscei fizjologiczne kwasu foliowego (FA) zostaty odkryte juz w latach 30-tych
XX wieku przez badaczke Lucy Wills. Zajmowata si¢ ona badaniami kobiet w ciagzy oraz
tropikalnej anemii i dokonata kluczowej obserwacji podczas proby leczenia tych schorzen dieta
wzbogacona 0 drozdze piwowarskie oraz watrobe, co pdzniej doprowadzilo do identyfikacji
kwasu foliowego jako bardzo istotnego sktadnika odzywczego.[58] Jednak dopiero w roku 1941
zespotowi H. K. Mitchella udato si¢ wyizolowaé kwas foliowy z lisci szpinaku na drodze
ekstrakcyjnej.[59] Tutaj wiasnie mozna doszukiwaé si¢ etymologii nazwy tego zwiazku
chemicznego, gdyz ,folic” pochodzi od tacinskiego stowa folium, czyli 1lis¢. Innymi
historycznymi nazwami FA, ktore warto wymieni¢ sg to czynnik L. casei, witamina Bc ze
wzgledu na badania przeprowadzane na kurczg¢tach czy witamina M po eksperymentach
przeprowadzanych na matpach.[60] W potowie lat 40-tych zespolowi biochemikow
nazywanych ,,chtopcami od kwasu foliowego” pracujacych w laboratorium Lederle'a w Pearl
River udalo si¢ zsyntezowaé kwas foliowy w jego krystalicznej formie, co umozliwito
szczegdtowa ocene whasciwosci fizykochemicznych tego zwiazku.[61]
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Rys. 1.10 Struktura chemiczna kwasu foliowego 18.

Kwas foliowy 18 (FA) (Rys. 1.10) znany jest rowniez jako rozpuszczalna w wodzie
witamina B9 lub jako kwas N-[p-{[(2-amino-4-hydroksy-6-
pterydynylo)metyloJamino}benzoilo]-L-glutaminowy. Czasteczka FA sktada si¢ z reszty 2-
amino-4-hydroksy-pterydyny, ktora polaczona jest mostkiem metylenowym C(9)-N(10)
z fragmentem pochodzacym od kwasu p-aminobenzoesowego, ktéry kolejno przez wigzanie
amidowe potaczony jest z reszta kwasu L-glutaminowego. FA zaliczany jest do do§¢ obszerne;j
grupy zwigzkow jaka sg foliany. Zbidr ten zawiera w sobie wiele form kwasu foliowego
i powigzanych z nim zwigzkow. Wymieni¢ tutaj mozna m.in. dihydrofolian (DHF),
tetrahydrofolian (THF), 5,10-metylenohydrofolian (5,10-MTTHF), 5-metylenotetrahydrofolian
(5-MTHEF), kwas lewofolinowy, folacyna, pochodne mono czy poliglutaminowe.

Jedna z podstawowych, a za razem bardzo wazng informacja na temat FA, jest to, iz nie
jest on syntezowany w organizmie czlowieka de novo. Jednak bakterie bytujace w jelitach
ludzkich sa go w stanie wytworzy¢ w do$¢ niewielkich ilosciach. Z tego powodu gtownym
zrodtem folianow jest dieta, a w szczegolno$ci warzywa lisciaste takie jak szpinak, satata czy
kapusta oraz zottka jaj, drozdze piwowarskie czy watroba. Warto jednak zaznaczy¢, ze
syntetyczna forma kwasu foliowego charakteryzuje si¢ wigksza stabilnoscig termiczng niz
naturalnie wystepujace foliany i wlasnie z tego powodu w wielu krajach produkty, takie jak
chleb, makaron, ryz czy ptatki $niadaniowe, s sztucznie wzbogacane o t¢ witaming.[62]
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Co wigcej, kwas foliowy w organizmach ssakow redukowany jest do tetrahydrofolianu
przez reduktaze dihydrofolianowa w dwoch etapach, przy uzyciu NADPH jako kofaktora.
Pozniejsza transformacja tetrahydrofolianu prowadzi do powstania 5,10-MTTHF, 5-
formylotetrahydrofolianu (5-formylo-THF) oraz 10-formylotetrahydrofolianu (10-formylo-
THF). Ta biotransformacja przedstawiona zostata na Schemacie 1.4 i jest ona bardzo istotna ze
wzgledu na fakt, ze wszystkie funkcje biologiczne sa wykonywane przez tetrahydrofolian oraz
jego pochodne, a nie przez sam kwas foliowy.
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Schemat 1.4 Biotransformacja kwasu foliowego w organizmach ssakow.

CO,H

Ponadto, kwas foliowy pelni réznego rodzaju istotne funkcje w ludzkim organizmie,
miedzy innymi jest waznym kofaktorem w metabolizmie jednoweglowym (z ang. one-carbon
metabolism) oraz bierze udziat w biosyntezie podstawowych sktadnikéw kwaséw nukleinowych
tj. puryn itymidyn. Co wiecej, jest on posrednio zaangazowany w proces metylacji DNA,
biatek, neuroprzekaznikow czy lipidow.[62][63] Wazny jest rowniez fakt, iz z niedoborem
kwasu foliowego wigzane sg negatywne skutki zdrowotne w tym wady cewy nerowej, choroby
uktadu krazenia czy nowotwory.[62]
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1.5.2 Transport folianow w organizmach ludzkich

Foliany w organizmie ludzkim wystepuja w formie wysoce hydrofilowych czasteczek,
przez co nie sg w stanie w latwy sposob dyfundowaé przez btony biologiczne.[64] Z tego
powodu musza one wykorzystywac¢ specjalnego rodzaju systemy transportowe, aby dostac si¢
do wnetrza komorek. Korzystaja one w tym celu z: zredukowanych transporterow folianow
(z ang. Reduced Folate Carrier (RFC)), receptoréw folianow (z ang. Folate Receptors (FR))
oraz transporterow folianow sprzgzonych z protonem (z ang. Proton-Coupled Folate
Transporter (PCFT)).[65]

1.5.2.1 Zredukowane transportery folianéw

Do tej pory najlepiej poznang grupa nosnikow pochodnych kwasu foliowego sa
zredukowane transportery folianow RFC (Rys. 1.11). Naleza one do rodziny MFS (z ang. Major
Facilitator Superfamily) bedacych biatkami transportujacymi substancje rozpuszczone.
Ponadto, RFC sg gléwnym szlakiem dostarczania folianoéw 2z surowicy oraz przestrzeni
pozakomorkowej do wigkszosci komorek. Wystepuja one powszechnie w lozysku, bialych
krwinkach, nerkach, ptucach, szpiku kostnym, hepatocytach, jelicie cienkim, okreznicy,
komorkach nabtonkach splotu naczynidéwkowego czy w blonie podstawno-bocznej nablonka
kanalikow nerwowych.[66]

Rys. 1.11 Struktura krystalograficzna RFC.

Czwartorzgdowa struktura bialka RFC charakteryzuje si¢ obecno$cig 12 domen
transbtonowych, gdzie zar6wno C- jak i N- konce sg skierowane do cytoplazmy. Ponadto, kazda
z tych domen funkcjonuje jako niezalezna jednostka transmembranowa, a w 4, 5, 7, 8, 10 oraz
11 domenie znajdujg si¢ aminokwasy zawierajace reszty tiolowe, ktore prawdopodobnie
odpowiadaja za tworzenie ,.Kieszeni” wiazacej substraty.[67] Warto zaznaczy¢, ze RFC ma
niskie powinowactwo do kwasu foliowego w poréwnaniu do jego zredukowanych metabolitow,
gdzie powinowactwo to jest 50 do 100 razy wyzsze w przypadku tych drugich. Bardzo istotng
informacja jest robwniez to, ze optimum dziatania tego transportera to pH ok. 7, a obnizenie tej
warto$ci powoduje zmniejszenie transportu za posrednictwem RFC, stajagc si¢ niemal
niemozliwym przy pH ponizej 6,0-6,5, z wyjatkiem przypadkow nadekspresji tego biatka.[68]
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1.5.2.2 Protonowe transportery folianow

W 2006 roku po raz pierwszy opisane zostaly protonowe transportery folianow PCFT
(Rys. 1.12).[66] Jest to biatko zawierajace dwanascie domen transmembranowych z C- oraz N-
koncami zorientowanymi do cytoplazmy i duzg glikozylowang pe¢tla zewnatrzkomorkowa.[69]
W odréznieniu od RFC optimum pH dziatania tego no$nika znajduje si¢ w przedziale od 5,5 do
7,3, a powyzej tej wartosci transport z wykorzystaniem tego no$nika nie ma juz miejsca. [70]

Rys. 1.12 Struktura krystalograficzna PCFT.

Istotnym faktem jest réwniez to, iz przenoszenie to odbywa si¢ na drodze symportu
folianowo-protonowego, czyli transportu aktywnego, w trakcie ktorego czasteczce (w postaci
dwuwartosciowego anionu folianowego) przechodzacej przez btone towarzysza dwa protony.
Cechg taczaca PCFT z RFC jest stereospecyficznos¢ dla zredukowanych folianow, a w tym
przypadku najwyzszy poziom powinowactwa wystepuje do 5-formylotetrahydrofolian.[66]
Ponadto, wysoka ekspresja PCFT wystepuje w enterocytach, (najwyzsza w proksymalnym
odcinku jelita czczego oraz dwunastnicy), kanalikach nerkowych, hepatocytach, tozysku
i siatkowce.[71] PCFT mozna réwniez odnalez¢ w jelicie §lepym i okreznicy, jadrach, mézgu,
plucach czy zotadku, ale juz w znacznie mniejszych ilosciach. [72] W proksymalnym odcinku
jelita czczego, gdzie wchtanianie folianow jest na najwyzszym poziomie, wystepuja jelitowe
wymienniki sodowo-protonowe (wymienniki NHE) i to wlasnie one odpowiadaja za
generowanie pH 5,8-6,0, ktore jak juz wspomniano jest optymalne dla PCFT.[65]
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1.5.2.3 Receptory kwasu foliowego

Receptory kwasu foliowego w organizmie ludzkim wystepuja w postaci trzech izoform:
o, B oraz y. Sg to bogate w cysteing glikoproteiny, ktore od 70 do 80% posiadajg takg sama
sekwencje reszt aminokwasowych, jednak podtypy te roznig si¢ migdzy soba wzorcami
ekspresji.[73]

Rys. 1.13 Struktura krystalograficzna FR.

Ponadto, charakteryzuja si¢ one wysokim powinowactwem do kwasu foliowego oraz 5-
metylotetrahydrofolianu, a nizszym do innych, zredukowanych pochodnych folianow. Transport
aktywny z wykorzystaniem tych nosnikow odbywa si¢ na drodze endocytozy, a warunkami
optymalnymi dla dziatania tych jednostek jest pH réwne badz wyzsze od 5. Dodatkowo,
wewnatrzkomorkowe, kwasne S$rodowisko endosomu wplywa korzystnie na uwalnianie
foliandéw, ktore nastepnie dostaja si¢ do cytoplazmy z wykorzystaniem PCTF.[63]

W 2013 w czasopismie Nature ukazat si¢ artykut naukowy autorstwa Chena oraz
wspotpracownikow opisujacy rozpoznanie kwasu foliowego przez jego receptory na podstawie
budowy strukturalnej FRo (Rys. 1.13), ktora cechuje sie globularng budowa, w sktad ktorej
wchodzi cztery diugie a-helisy (al, 02, a3, a6), dwie krotkie (a4, a5) oraz cztery krotkie [3-
kartki (B1-4) oraz wiele regionow petli. Sama struktura trzeciorzedowa FRa jest stabilizowana
poprzez wystgpowanie o$miu wigzan disiarczkowych pochodzacych od szesnastu reszt
cysteinowych. Wyr6zni¢ tutaj mozna trzy prawdopodobne miejsca glikozylacji i sa to Asn47,
Asn139 oraz Asnl79. Najistotniejszym jednak miejscem tego receptora jest obszar wigzania
folianow, ktory przyjmuje ksztatt dtugiej kieszeni. Tylna cze$¢ miejsca aktywnego tworzona
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jest przez helisy al, 02 i a3 oraz p¢tle amino-koncowa. Z kolei B1 oraz 2 zamykaja t¢ kieszen
od dotu, a petle al-a2 oraz a3-04 od lewej oraz gornej czesci. Po prawej stronie znajduja sie o4,
a5, B3 oraz P4.[63] Czasteczka kwasu foliowego znajdujaca si¢ w miejscu aktywny
zorientowana jest w ten sposdb w przestrzeni, ze jego pterydynowa cze§¢ zadokowana jest
gleboko w ujemnie natadowanej czgsci tej kieszeni, a czg$¢ glutaminowa wystaje z dodatnio
natadowanego fragmentu. Naukowcom udato si¢ rowniez zaobserwowal wyrazng gestosS¢
elektronowa dla kwasu foliowego oraz otaczajacych go reszt aminokwasowych, co z kolei
pozwolito na dokladne ustalenie oddziatywan wystepujacymi pomigdzy tymi dwoma
strukturami. Wyrdzni¢ tutaj mozna wigzania wodorowe jak i odziatywania hydrofobowe, ktore
wystepuja w odniesieniu zarowno do czesci pterydynowej, jak i tej pochodzacej od kwasu p-
aminobenzoesowego. Po pierwsze bicykliczny pierscien pterydynowy utozony jest pomiedzy
réwnolegtymi tancuchami bocznymi Tyr85 oraz Trpl171, dodatkowo majac po swojej lewej
stronie reszte¢ Tyrl75. Po drugie, atomy azotu oraz tlenu, pochodzace z tej czgsci czasteczki,
tworzg do$¢ liczne odziatywania wodorowe migdzy innymi z grupa karboksylowa pochodzaca
z Asp81, z grupa hydroksylowa Serl174, z resztami guanidowymi ArglO3 oraz Argl06 oraz
Z fancuchem bocznym His135. Kolejno warto nadmieni¢, ze reszta His135 stabilizuje roéwniez
wigzanie peptydowe, odzialywujace na znajdujacy si¢ tam atom azotu. Nastepne rozlegle
interakcje obserwuje si¢ w obrebie reszty kwasu glutaminowego i sg to odziatywania z resztami
takimi jak: Trpl38, Trpl40, Lys136, Glyl37 i Trpl02. Wszystkie te oddziatywania
przedstawione zostaly na Rys 1.14. Udowodniono rowniez, ze najczestszy metabolit kwasu
foliowego, czyli 5-metylotetrahydrofolian, dokuje si¢ w centrum aktywnym FR w bardzo
podobny sposdb zachowujac podstawowy mechanizm rozpoznawania FA przez FR.[63]
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Rys. 1.14 Odziatywania pomigdzy FA a resztami aminokwasowymi w centrum aktywnym FRa.

Warto zaznaczy¢, ze wérod trzech izoform to podtyp a wystepuje najczesciej w ludzkim
organizmie, jednak bardzo istotng informacja jest to, iz w normalnych, zdrowych tkankach
poziom jego ekspresji jest do$¢ niski. Receptor ten odnalezé mozna w komorkach
nabtonkowych  tozyska, piersi, pluc, kanalikéw prokastynalnych nerek, splotu
naczyniowkowego, jajnikdw, macicy, szyjki macicy i gruczotéw $linowych.[74]-[76] Z kolei,
podtyp B ulega ekspresji w tozysku i dojrzatych komoérkach mielomonocytarnych.[77]-[79],
a FRy tylko w komérkach limfoidalnych.[80]
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1.5.3 Receptory kwasu foliowego a nowotwory piersi

Receptory kwasu foliowego okazaly si¢ w ostatnich latach niezwykle interesujacym
celem molekularnym w kontekScie wykorzystania ich jako potencjalnych transporterow
zwigzkéw  przeciwnowotworowych. Zastosowanie receptorow kwasu foliowego jako
transporterow lekow, jest zwigzane z roznym poziomem ich ekspresji zarowno w zdrowych
tkankach jak itych zmienionych nowotworowo. Temat ten zostatl zgl¢biony przez wykonanie
znacznej ilo§ci badan z wykorzystaniem m.in. technik immunohistochemii z uzyciem
przeciwcial monoklonalnych, testow wiagzania ligandow folianowych, pomiaru pozioméw
mRNA za pomoca qPCR i cytometrii przeptywowej. Badania te wykazaly, ze ekspresja FRa
w normalnych tkankach ograniczona jest jedynie do powierzchni luminalnej nerek, jelit, ptuc,
siatkowki, tozyska oraz splotu naczyniowego i znajduje si¢ ona na do$¢ niskim poziomie.
Dodatkowo, bardzo istotnym faktem jest to, iz we wszystkich normalnych tkankach,
z wyjatkiem nerek, receptory te ograniczajg si¢ do apikalnej powierzchni komorek nabtonka,
ktéra nie ma bezposredniego kontaktu z naczyniami krwiono$nymi, w ktorych moga krazy¢
foliany czy inne $rodki mogace wykorzysta¢ te droge transportu.[81] W przeciwienstwie do
lokalizacji receptorow kwasu foliowego w tkance prawidtowej, w wielu typach nowotworow
nablonkowych FRo ulega wysokiej ekspresji. Komodrki nowotworowe charakteryzuja sie¢
rOwniez utrata polaryzacji, na ktora sktada si¢ morfologiczna, strukturalna oraz funkcjonalna
organizacja danej komorki, a konsekwencja tych zmian jest tatwy kontakt FRa
z krwioobiegiem. Odpowiednim przyktadem, ktory warto tu przytoczy¢ jest nabtonkowy rak
jajnika, gdyz wykazuje on nadekspresje FRa w ponad 90% przypadkéw. Réwniez w co trzecim
guzie piersi wykrywa si¢ nadekspresje tego typu transportera.[82]

Hartmann wraz ze wspoipracownikami[83], w 2007 roku, zaprezentowal bardzo
cickawe wyniki badan dotyczace powigzania nadekspresji receptora foliandw ze zlymi
rokowaniami w przypadku raka piersi. Przeprowadzili oni testy na grupie 63 chorych kobiet.
Trzydziesci trzy z nich stanowily grupe Zle rokujaca, gdzie nawrot choroby nastgpit w okolicach
dwoch lat, a pozostate trzydziesci stanowity grupe wolng od wznowienia choroby od siedmiu
lat. Badane kobiety byly zréznicowane miedzy soba pod wieloma wzglgdami m. in. statusem
weztow chlonnych, obecno$cig lub brakiem receptoréw estrogenowych czy wczes$niejszym
sposobem leczenia. Testy te wykazaly, ze nie mozna wyznaczy¢ bezposredniej korelacji
pomiedzy statusem wezlowym, receptora estrogenowego czy stopniem zaawansowania choroby
a ekspresja FRa. Jednak co jest bardzo istotne odkryli oni silng zalezno$¢ pomigdzy intensywnag
nadekspresja receptora folianowego a wczesnym nawrotem choroby. Wyniki te sugerujg, ze
analiza ekspresji FR w pierwotnych rakach piersi moze by¢ bardzo cennym zrédtem informacji
dotyczacych przysztych rokowan pacjenta.
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1.6 Zastosowanie pochodnych kwasu foliowego oraz jego koniugatow
w wykrywaniu oraz leczeniu nowotworow

Pochodne kwasu foliowego bedace jego koniugatami sg tematem intensywnie
zglebianym juz od wielu lat przez wiele grup badawczych. Szczegbdlnym zainteresowaniem
ciesza si¢ tematy powigzane z nowotworami ze wzgledu na to, iz nadal istnieje duzy nacisk na
zaprojektowanie skutecznych farmaceutykow, ktore charakteryzowac si¢ beda duza swoistoscia
i selektywnoscia W stosunku do komorek nowotworowych, a tym samym ograniczong
toksycznoscia wobec komorek zdrowych. Dodatkowo koniugaty FA moga by¢ stosowane
w diagnostyce choréb nowotworowych jako radioznaczniki, co rowniez moze pozwoli¢ wykry¢
w szybki i nieinwazyjny sposdb komorki zmienione chorobowo. Obydwa wyzej wymienione
zastosowania opieraja si¢ na zjawisku nadekspresji receptoréw kwasu foliowego typu alfa, ktore
ma czgsto miejsce w przypadku komoérek zmienionych nowotworowo.

1.6.1 Obrazowanie

Jednym z bardzo istotnych zastosowan koniugatow kwasu foliowego w obrebie
tematyki nowotworowej, jest wykorzystanie ich jako odczynnikow obrazujacych obecnosé
komorek zmienionych chorobowo znajdujacych si¢ w organizmie ludzkim. Jest to bardzo
wazna kwestia poniewaz dostepnos¢ skutecznej a zarazem nieinwazyjnej diagnostyki chordb
ma kluczowe znaczenie dla ich leczenia oraz, co z tym zwigzane, z poprawa jakoSci zycia
pacjentow. Badania uzytecznosci receptorow folianowych ujawnity obiecujacy potencjat tych
transporterow w potaczeniu z odpowiednimi radiofarmaceutykami na bazie FA ze wzgledu na
nadekspresje receptorow folianowych w komorkach rakowych oraz zdolno$¢ do wigzania
i wnikania kwasu foliowego i jego pochodnych do tych komorek. Zaletami podejscia
z wykorzystaniem koniugatow FA jako ,.koni trojanskich” jest niewatpliwie ich maty rozmiar,
stabilno§¢ w dos¢ szerokim zakresie temperatur i wartosci pH, mozliwos¢ modyfikacji struktur
chemicznych w do$¢ szerokim zakresie oraz brak immunogenno$ci. Aktualnie w zakresie tej
tematyki najwigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ znaczniki SPECT oparte na emisji
pojedynczych fotonéw (z ang. Single-Photon Emission Computed Tomography) oraz
radioznaczniki PET zwigzane z emisjg pozytonowa (z ang. Positron Emission Tomography)
wlasnie na bazie pochodnych kwasu foliowego.[84]

Jednym z pierwszych radiokoniugatow typu SPECT, ktory mozna odnalez¢
w literaturze byt ten bedacy pochodng deferoksaminy 21 (Schemat 1.5), ktora odpowiedzialna
byta za chelatowanie radioizotopu ®’Ga emitujgcego promieniowanie y. Zwigzek ten zostat
otrzymany na drodze prostej reakcji sprzegania kwasu foliowego z deferoksaming 19
z wykorzystaniem odczynnika sprzggajacego jakim jest N,N'-dicykloheksylokarbodiimid
(DCC). W wyniku tej syntezy uzyskane zostaly dwa izomery, odpowiednio stworzone
Z udzialem o oraz y grupy karboksylowej. Pochodne te zostaly rozdzielone za pomoca
chromatografii anionowymiennej z uzyciem gradientu NH4HCOs, by w dalszej kolejnosci
czasteczki te moglyby zosta¢ zbadane pod katem rozpoznawalnosci przez FR. Wyniki analiz
wigzania konkurencyjnego méwity jasno, ze tylko jeden z izomeréw (izomer y) rozpoznawany
jest przez receptory alfa, a wystepujace tam odzialywanie jest porownywalne
Z powinowactwem niesprzezonego kwasu foliowego. W dalszej kolejnosci koniugat y 21 zostat
znakowany radionuklidem ®’Ga3* (z wykorzystaniem acetyloacetonianu galu) i przetestowany
pod katem wychwytu poprzez komorki KB (linia komorkowa ludzkiego raka nosogardzieli oraz
naskorka), charakteryzujace si¢ nadekspresjg receptora FA. Wyniki tych badan wskazywaty na
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akumulacje radiokoniugatu w komorkach nowotworowych oraz na to, ze zalezna jest ona od
czasu, temperatury i stezenia. Dodatkowo zauwazono, iz wystgpowata swoista konkurencja
pomigdzy nowo otrzymang czasteczka a kwasem foliowym w odniesieniu do transportera
FA.[85] Uzyskujac tak pozytywne wyniki badan zadecydowano o ich kontynuacji
z wykorzystaniem juz mysiego modelu guza KB. Badania te dowiodly kierunkowe dziatanie
radiokoniugatu i co za tym idzie jego akumulacje w komorkach nowotworowych, jednak
skutkiem ubocznym stosowania tego potencjalnego znacznika bylo jego znaczne wydalanie
przez watrobg i drogi zotciowe oraz gromadzenie si¢ tego zwigzku W jamie brzusznej.[86]
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Schemat 1.5 Szlak otrzymywania koniugatu deferoksaminy z kwasem foliowy.

Konsekwencjg powyzszych negatywnych wynikow koncowych byla modyfikacja
poprzedniej struktury i zaprojektowanie bardziej hydrofilowego znacznika w sktad ktorego
wchodzita reszta kwasu dietylenotriaminopentaoctowego (DTPA) oraz '!In. Pochodna ta
jedynie w ok. 3% akumulowata si¢ w jamie otrzewnej.[87] Otrzymana zostata ona na drodze
trzyetapowej syntezy, ktora rozpoczeta si¢ od reakcji L-metylofolianu tetrametyloguanidyny vy
(TMGH - 1,1,3,3-tetrametyloguanidynian) 22 z etylenodiaming w wyniku ktorej uzyskano
pochodng 23, ktéora w kolejnym etapie potraktowana zostala DTPA. Produktami tej
transformacji byt zar6wno oczekiwany produkt, czyli koniugat FA-DPTA 24 jak i produkt
poboczny jakim byt bis folian 25. Ostatnim etapem tej syntezy bylo otrzymanie, z duza
wydajnoscia radiochemiczng, finalnego znacznika 26 iodbylo si¢ ono na drodze wymiany
ligandu z cytrynianem indu-111. Caly przebieg syntezy zostal przedstawiony na Schemacie
1.6.[88] Pochodna 26 data bardzo dobre wyniki na etapie badan przedklinicznych, dlatego
naturalnym byto przeprowadzenie dalszych badan juz na etapie klinicznym. Rezultaty tych
analiz wskazywaly na to, iz znacznik gromadzi si¢ w FR-dodatnich nowotworach zto§liwych
U pacjentdow z rakiem jajnika oraz endometrium, podczas gdy radioaktywno$¢ w normalnych
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tkankach i narzadach na podwyzszonym poziomie zaobserwowana zostata w nerkach, watrobie
oraz $ledzionie.[89]
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Schemat 1.6 Szlak syntezy radiokoniugatu na bazie *In.

Prawdopodobnie najczesciej wykorzystywanym w praktyce szpitalnej radionuklidem
jest ®™Tc, Ten metastabilny izomer jadrowy technetu cechuje si¢ bardzo dobrymi
wlasciwosciami fizycznego rozpadu (promieniowanie vy: E=140 keV, ti, = 6 h), niskim
kosztem produkcji oraz mozliwoscig generowania go juz w budynku szpitalnym. Zostal on
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odkryty jako produkt cyklotronowego bombardowania molibdenu, w wyniku ktorego
otrzymywano molibden-99, ktoéry po 2,75 dnia rozpadat si¢ wiasnie do ®™Tc. To wiasnie ten
dtuzszy czas potowicznego rozpadu pozwala na wysylke ®Mo do placowek medycznych, gdzie
¥mTc jest wyodrebniany i wykorzystywany do radiosyntezy odpowiednika odczynnika
obrazujacego.

W roku 1998 zespot W. Guo zaprezentowal nowy rodzaj radiokoniugatu, ktory
w swojej budowie posiadat wyzej opisanym radionuklid 27 (Rys. 1.15).
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Rys. 1.15 Wzor strukturalny ®MTc-HYNIC-FA 27.

Natomiast, szlak otrzymania koniugatu HYNIC-Folate 33 zostat przedstawiony na Schemacie
1.7 i sktadat si¢ on z pigciu etapow. Krok pierwszy polegat na reakcji kwasu foliowego 18 z N-
hydroksysukcynoimidem w obecnosci odczynnika sprzggajacego jakim jest DCC. Tak
aktywowana pochodna 28 w dalszym etapie reagowata z hydrazyng w wyniku czego otrzymano
produkt posredni 29, ktory kolejno poddano reakcji z aktywowang pochodng kwasu 6-
chloronikotynowego 31. Etap koncowy tej syntezy polegal na wymianie atomu chloru
znajdujacego si¢ przy terminalnym pierscieniu aromatycznym 32 na podstawnik bedacy
pochodng hydrazyny. Tak otrzymany koniugat 33 poddany zostat radiosyntezie w wyniku ktorej
otrzymany zostat finalny znacznik 27, gdzie wokot centrum metalicznego oprocz wczesniej
opisanej czasteczki znajdowaly si¢ takie koligandy jak tricyna oraz sol trisodowa kwasu
trifenylofosfino-3,3',3"-trisulfonowego (TPPTS), ktoére w znaczacy sposéb miaty wptynaé na
stopien hydrofilowosci tego zwiazku.[90]
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Schemat 1.7 Szlak syntezy koniugatu HYNIC-Folate 33.

Wyniki badan przedklinicznych z  wykorzystaniem tej pochodnej zostaty
przeprowadzone na myszach posiadajacych podskorne guzy 24JKFBP, czyli komoérki migsaka
transferowane ludzkim FR. Wykazaty one znaczg specyficzno$¢ w stosunku do receptorow
kwasu foliowego (~17,8 %ID/g po 4 godzina od iniekcji), ktora malata do poziomu tla po
wstrzyknieciu myszom nadmiaru FA, co wskazuje na selektywnos$¢ koniugatu HYNIC-folate 27
w stosunku do receptorow FA.

Kolejnym znacznikiem na bazie technetu oraz kwasu foliowego jest ®“™Tc-EC20 40
(Rys. 1.16), ktory zostat po raz pierwszy otrzymany w roku 2002 przez Christopher P. Leamona
wraz z zespoltem. Czasteczka EC20 39 (Schemat 1.8) zostala otrzymana z wykorzystaniem
techniki syntezy peptydoéw na fazie statej, a jej produkcja sktada sie z siedmiu etapow, ktore
zostaty przedstawione na Schemacie 1.8.
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Schemat 1.8 Szlak otrzymywania EC20 39 (1) 20% piperydyna, DMF; (2) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH, PyBop, DIPEA,
DMF; (3) Boc-Dap(Fmoc)-OH, PyBop, DIPEA, DMF; (4) Fmoc-D -Glu-O'Bu, PyBop, DIPEA, DMF; (5) N -TFA-
Pte-OH, DIPEA, DMSO; (6) TFAA, HSCH2CH2SH, PrsSiH; (7) HaNOH, pH = 10,3.

Czasteczka 40 w swojej strukturze zawiera, krotka sekwencje peptydow (Cys-Asp-Dap-
D-Glu-Pte), ktora jest odpowiedzialna za chelatowanie atomu technetu.[91] Badania in vivo
przeprowadzone na modelu myszy BALB/c, ktore posiadaty FR(+) guzy M109, wykazaty
wysoki wychwyt tych czasteczek przez komoérki nowotworowe (~17,7 %ID/g, 4 h po iniekcji)
oraz to, ze sg wydalane glownie przez nerki. Powyzsze wyniki sktonity naukowcow do
kontynowania badan, ktore rowniez przyniosty bardzo dobre rezultaty. Mianowicie,
przeprowadzono testy na 154 pacjentach z potwierdzonym lub podejrzewanym nowotworem,
Z co najmniej jedng zmiang o wielkoSci minimum 1,5 cm. Wyniki wskazywaty na dobra
tolerancj¢ radiokoniugatu, ktory zostat wychwycony przez komorki rakowe u 68% pacjentow,
gdzie dla poréwnania wyniki barwienia immunohistochemicznego (IHC), ktore opieraja si¢ na
poszukiwaniu antygenow plasowaly si¢ na poziomie 67%, a zgodnos¢ pomigdzy dwoma
metodami wynosita 72% w przypadku pozytywnych wynikow oraz 38% negatywnych
wynikéw. Zgodnos$¢ ta jednak byla zbyt niska, ale rdznice moglty wynikaé ze zbyt dlugiego
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czasu pomi¢dzy pobraniem probki a pomiarem, niejednorodna ekspresja FR w zmianach
nowotworowych. Jednak to pilotazowe badanie wykazato, ze zwigzek *"Tc-EC20 40, mozna
uzna¢ za bezpieczny i dobrze tolerowany oraz to, ze ta nieinwazyjna procedura moze by¢
przydatna w selekcji pacjentow, ktorzy moga odnies¢ korzysci ptynace z terapii ukierunkowanej
na FR.[92]
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Rys. 1.16 Struktura *™Tc-EC20 40.

W literaturze odnalezé mozna réwniez radioznaczniki, ktore syntezowane zostaly
z wykorzystaniem reakcji typu ,,click”, dzieki miedzy innymi, ktorej Barry Sharpless w 2022
zostal laureatem Nagrody Nobla. Takie podejScie zaprezentowane zostalo w publikacji
autorstva Thomasa Mindta, gdzie z wykorzystaniem jednego prekursora udato si¢ otrzymaé
szereg sond roznego typu, ktore mogg by¢ wykorzystywane do obrazowania nowotworow.[93]
Substratem wyj$ciowym do wszystkich dalszych przeksztatcen byt zwigzek 49, ktorego synteza
zostata przestawiona na Schemacie 1.9 rozpoczynajaca si¢ od reakcji zamiany grupy aminowej
w zwigzku 41 na grupe azydkowa 42, w dalszym etapie zostalo przeprowadzenie usunigcie
grupy tert-butylokskarbonylowej (Boc) oraz reakcja sprzegania zwigzku 43 z podwdjnie
chroniong pochodng kwasu glutaminowego 44 i ponowne usunigcie grupy Boc ze zwigzku 45.
Tak otrzymana pochodna 46, poddana =zostata reakcji z kwasem  N2-N,N-
dimetyloaminometyleno-10-formylopterydynowym 47  z wykorzystaniem  odczynnika
sprzegajacego jakim jest heksafluorofosforan 3-tlenku 1-[bis(dimetyloamino)metyleno]-1H-
benzotriazoliowego (HBTU). Ostatnim etapem tej syntezy bylo usunigcie wszystkich grup
ochronnych za pomocg wodnego roztworu NaOH. Catkowita wydajnos¢ tej 6 etapowej syntezy
wynosita 80%. Bardzo cickawa kwestig z syntetycznego punktu widzenia byto to, ze autorzy tej
publikacji natrafili na problem podczas drugiej reakcji sprzegania. Poczatkowo probowali oni
otrzymac¢ zadany produkt z wykorzystaniem 1,1'-karbonylodiimidazolu (CDI), ale wydajnos¢ tej
reakcji wyniosta jedynie od 2do 15% pomimo modyfikowania tej metody. Roéwniez
zastosowanie DCC czy tez 1-(3-dimetyloaminopropylo)-3-etylokarbodiimidu (EDC) nie dato
oczekiwanych rezultatbw dopiero zastosowanie HBTU oraz odpowiednia modyfikacja
pozostatych warunkow reakcji, czyli rodzaju rozpuszczalnika, wysokos$¢ temperatury oraz czas
trwania reakcji pozwolita otrzyma¢ oczekiwany produkt z wydajnoscia rzedu 90%.[94]

55



N N .
Boc \/\/\NH2 ) Boc” \/\/\N3 HZN\/\/\N —
41 42 CF;CO0 43
OYO\
B OH
OCE/\/\g “ OYO\ O%/O\
H H Y
Boc< ~ N\/\/\ [C) ® = E
3) E/\/\n/ N; @H3N/\/\"/ \/\/\N3 .
(6] CF;CO0
45 3 46 (6]
I
(6] o 0\40

(6) j OHO\éO

H H
' N
0 E/\/\n/ \/\/\N3
N 0
HN 7N
K AS B
H,N” "N” °N 49

Schemat 1.9 Szlak syntezy prekursora 49. Warunki reakcji (1) Tf20, NaNs, DCM/Hz0, O °C-rt, (1)
K2COs, CuSOs * 5H20, MeOH/ H.0; (2) TFA/ DCM (1:5), rt; (3) HBTU, TEA, DMF, O °C-rt; (4) TFA/DCM (1:7),
rt (5) HBTU, TEA, DMF, O °C-rt; (6) 1M NaOH, rt.

Ciekawym przyktadem pochodzacym réwniez z tego artykutu jest radioznacznik 51
(Schemat 1.10) zawierajacy w  swojej  strukturze organometaliczny  element
[*®™Tc(CO)3(H20)s]" przedstawiony na Schemacie 1.10. Przeksztalcenie prekursora 49
(Schemat 1.9) w gotowy znacznik odbywato sie¢ na dwa sposoby, ktore przedstawione zostaty
na Schemacie 1.10. Pierwsza $ciezka polegata na reakcji typu ,,one-pot” zwigzku 49 z L-
propargyloglicyna 50 w obecno$ci octanu miedzi(ll) oraz askorbinianu sodu. Reakcja ta
przebiegala w roztworze wodnym, przez 30 minut w temp. 100 °C, po czym catos¢ uktadu
doprowadzona zostata do temp. otoczenia by w kolejnym kroku dodaé [*™T¢c(CO)s(H20)s]* .
Calos¢ ponownie zostata doprowadzona do temp 100 °C, by po 30 minutach zakonczy¢ te
radiosyntez¢ z wydajnoscia powyzej 90%. W alternatywnej $ciezce syntezy produkt reakcji
typu ,.click” zostat wyizolowany i oczyszczony (w obydwu reakcjach zastosowano te same
odczynniki chemiczne, ajedynie czym réznily sie te dwie $ciezki na tym etapie to rodzajem
rozpuszczalnika oraz dlugo$cia trwania reakcji i temperaturg). W drugim przypadku byto to
odpowiednio mieszanina butanolu oraz wody, reakcja biegta przez 20 minut w temp 80 °C.
Reakcja ta zaszla z wydajnoscia 96%, a gotowy produkt posredni 52 poddano reakcji
Z [*®"Tc(CO)3(H20)3]*, w obecnosci buforu PBS. Koncowa reakcja chelatowania trwata 30
minut i biegta w temp. 100 °C.[94]
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Schemat 1.10 Szlak otrzymywania dwoma metodami radiokoniugatu zawierajacego w swojej strukturze element
metaloorganiczny [**"Tc(CO)s(H20)3]* 51.

Zwigzek 51 zostal zbadany w testach in vivo z wykorzystaniem myszy posiadajgcych
ludzkie guzy jamy nosowogardzielowej z FR(+). Wyniki pomiarow wskazywaty na pobor tej
pochodnej przez komorki w ok. 50%, z czego jedna trzecia wszystkich czasteczek zostala
zinternalizowana.  Dodatkowo  eksperyment  blokowania transportu  poprzez FR
z wykorzystaniem nadmiaru kwasu foliowego spowodowaly spadek radioaktywnosci do mniej
niz 1% co dowodzi wychwytu specyficznego dla FR.[95]

Kolejnymi bardzo interesujacym zwigzkiem pochodzacym z publikacji Mindta jest
DOTA-Clik-folate 53 przedstawiony na Rys. 1.17, ktory zostal réwniez otrzymany
z wykorzystaniem prekursora 49 (Schemat 1.12). W swojej budowie zawiera on
dwunastocztonowy pierscien DOTA, w sktad ktorego wchodza migdzy innymi cztery atomy
azotu. Fragment ten odpowiedzialny jest za kompleksowanie jondéw lantanowcoOw.
W powyzszej publikacji atomem takim jest gal, jednak w literaturze odnalez¢ mozna réwniez
przyktady z wykorzystaniem indu czy lutetu.[96]
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Rys. 1.17 Przedstawiajacy strukture dwoch koniugatow zawierajacych w swojej budowie fragment DOTA.

Pochodna DOTA-Clik-folate 53 zostata otrzymana na drodze dwuetapowej syntezy
przedstawionej na Schemacie 1.11 i rozpoczyna si¢ ona reakcja DOTA-NHS 55
z propargiloaming w obecnosci DIPEA. Kolejnym etapem tej $ciezki syntetycznej byta reakcja
cykloaddycji z wykorzystaniem prekursora 49. Uzyskanie pierscienia 1,2,3-triazolowego odbyto
sie z w obecnosci octanu miedzi(ll), DIPEA i askorbinianu sodu w pierwszym etapie reakcji
oraz 1 M roztworu kwasu chlorowodorowego w etapie drugim, ktory pozwolit na usuniecie
grup ochronnych. W taki sposob udato si¢ uzyska¢ koniugat kwasu foliowego 53 z wydajnoscia
45%. Finalna reakcja chelatowania zostata przeprowadzona z uzyciem chlorku galu-67 oraz
roztworu buforowego octanu sodu, prowadzona byta ona przez 30 minut w temperaturze 85 °C
po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano Na-DTPA w celu usunigcia wolnych
radionukleoidoéw. Finalnie produkt 54 otrzymano w wydajnoscia radiochemiczng powyzej 90%.
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Schemat 1.11 Szlak syntezy koniugatu DOTA-Clik-folate-6’Gal 54.

Nastepnym przyktadem radiokoniugatu z wyzej wymieniane]j publikacji jest zwigzek 60
przedstawiony na Schemacie 1.12. Czasteczka ta jest pochodng p-NH2-Bn-DTPA 57 i uzyskana
zostala ona poprzez przeprowadzenie trzech reakcji. Sciezka syntetyczna otrzymania tej
pochodnej rozpoczyna si¢ od reakcji p-NH2-Bn-DTPA 57 z bromkiem propargilu, ktora
przebiegla z wydajnoscia 55%. Kolejno ma miejsce reakcja cykloaddycji, w ktorej ponownie
wykorzystany zostat prekursor 49 oraz katalizator miedziowy i askorbinian sodu. W tym
przypadku reakcja trwata jedynie 25 minut, a etap deprotekcji z wykorzystaniem wodnego
roztworu HCI przebiegt ilosciowo. Koncowa reakcja radiosyntezy zaszta z wykorzystaniem
nCls w obecnosci PBS jako buforu (pH = 6,5). Trwata ona 1 h i przebiegala w temperaturze
pokojowej by koncowo uzyskac¢ radiokoniugat 60 z wydajnoscia powyzej 95%.
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catkowitej radioaktywnosci,
eksperymenty z zastosowaniem nadmiaru FA spowodowaly catkowitg blokade internalizacji,
udowodniajac w ten sposob wychwyt specyficzny dla FR. Dodatkowo przeprowadzono badania

NH,

pirydyna, THF,

reflux

1) 0,2 mol % Cu(OAc), askorbinian sodu,
H,0, 85 °C
2) DCM, TFA (2:1), rt
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Schemacie 1.12 Szlak syntezy koniugatu FA-(y)-pNHBnDTPA-!In 60.

Testy in vitro oraz in vivo dla koniugatu DOTA-Clik-folate-*’Gal 54 (Schemat 1.11)

oraz koniugatu FA-(y)-pNHBNDTPA-''!In 60 (Schemat 1.12) zostaly przeprowadzone w taki
sam sposob. Pierwsze z nich polegaly na sprawdzeniu mozliwosci wychwytu potencjalnych
radioznacznikéw przez komoérki KB (linia komoérkowa ludzkiego raka nosogardzieli oraz
naskorka) z nadekspresja FA. Wyniki dla obu sond SPECT byly zbiezne i wynosity ok. 50%
z czego 1/3 czasteczek zostala zinternalizowana. Ponadto,

60



na myszach z ksenografami guza KB. Wskazaty one na gromadzenie si¢ sond w znacznych
iloSciach w guzach, jednak pewne ilosci zwigzkow DOTA-Clik-folate-5’Gal 54 (Schemat 1.11)
oraz koniugatu FA-(y)-pNHBnDTPA-'!In 60 (Schemat 1.12) zostaty znalezione w nerkach,
ktore posiadaly FR(+). Jednak sposrod metalicznych znacznikow gromadzily si¢ one
w niewielkich ilosciach w watrobie oraz jelitach.

Wszystkie opisane do tej pory radiokoniugaty nalezaty do grupy SPECT, jednak jak to
zostato wspomniane juz wczesniej wyr6zni¢ mozna jeszcze jedng grupe znacznikOw na bazie
FA jaka sg pochodne typu PET (zwigzane z emisjg pozytonowa). Sa one bardzo istotng grupg ze
wzgledu na to, iz sa one najdokladniejszg nieinwazyjna metoda wykrywania nowotworéw
W szczegolnosci W postaci do$¢ matych przerzutow. Przedstawicielem tej grupy jest
radioznacznik rowniez zsyntezowany z wykorzystaniem reakcji typu ,.click”. Struktura tego
zwigzku zaprezentowana zostala na Schemacie 1.13 wraz ze sposobem jego otrzymywania.
Réwniez w tym przypadku substratem wyjsciowym byt prekursor 49, ktéry prezentowany byt
W tym rozdziale juz kilkukrotnie. Sama radiosynteza sktadata si¢ tylko dwoch krokow, gdzie
W pierwszym etapie z bardzo dobra wydajnoscia radiochemiczna (70-85%) otrzymywany zostat
6-8F-fluoro-1-heksyn 62, ktoéry w etapie kolejnym ulegal reakcji cykloaddycji katalizowanej
Cul w wyniku, ktorej otrzymano finalny znacznik 63.
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Schemat 1.13 Szlak otrzymywania koniugatu 63 zawierajacego w swojej strukturze 8F.

Zwiazek ten w testach in vivo badany byt z wykorzystaniem myszy z guzem KB.
Badania te wykazaty stosunkowo wysoki stopnien specyficznosci wzgledem FR, gdyz poziom
wychwytu wyniost ~3 %ID/g 45 minut po inkubacji. Jednakze, silnie lipofilowy charakter
czasteczki spowodowat wysokg akumulacje radioaktywnos$ci w zotci (>600 %ID/g, 45 minut po
inkubacji) oraz w przewodzie pokarmowym. W celu zastosowania tego konkretnego znacznika
PET w praktyce laboratoryjnej wskazanym jest wprowadzenie pewnych modyfikacji
w strukturze czasteczki, ktore w znaczacy sposob wptynety by na polarnosé tego zwiazku.[97]

Podsumowujac, w literaturze jak i w diagnostyce laboratoryjnej wyr6zni¢ mozna wiele
radioznacznikow o zréznicowanej budowie. Otrzymanie wielu z nich bylo niewatpliwie
ogromnym wyzwaniem z syntetycznego punktu widzenia. Funkcjonalizacja pochodnych FA
poprzez wykorzystanie tylko jednej grupy funkcyjnej bedacej czgscig kwasu glutaminowego nie
bylo trywialnym zadaniem, zwlaszcza biorgc pod uwage bardzo staba rozpuszczalnos¢ FA
ijego produktéw posrednich. Z tego powodu podejscie opierajace sie na Syntezie
z wykorzystaniem pochodnych, w ktorych grupy karboksylowe reszty kwasu glutaminowego
nie byty chronione oraz rozdziale otrzymanych izomeroéw alfa i gamma pochodnej kwasu
glutaminowego, zostalo W wiekszosci wyparte poprzez wykorzystanie odpowiednio alfa
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chronionych pochodnych kwasu glutaminowego. Dodatkowo, zastosowano podczas syntezy
reakcje typu ,click”, ktore pozwolitly ulatwi¢ samag procedur¢ syntetyczng i w wielu
przypadkach podnie$¢ wydajno$¢ otrzymywania gotowego radioznacznika.
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1.6.2 Leki przeciwnowotworowe
1.6.2.1 Budowa koniugatow o wtasciwos$ciach przeciwnowotworowych

Leczenie wszelkiego rodzaju nowotwordéw jest bardzo skomplikowanym i ztozonym
procesem polegajacym w ogromnym uproszczeniu na unicestwieniu komorek rakowych bez
jednoczesnego uszkodzenia komorek zdrowych. Bez watpienia jest to ogromnym wyzwaniem,
z ktorym nie radzito sobie wiele tradycyjnych chemoterapeutykow. Zwiazki te w wielu
przypadkach nie wykazywaty selektywnosci w stosunku do komoérek guza w wyniku czego
oprocz oczekiwanych rezultatow terapii, wywotaly rowniez niekorzystne efekty uboczne.
W ciggu ostatnich trzech dekad projektowanie oraz synteza potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych przeszty diametralng zmiane szczegdlnie jesli chodzi o selektywnos$¢
oraz specyficzno$¢ tych zwigzkdéw wihasnie wzgledem tkanek zmienionych nowotworowo.[98]
Jednym z nowoczesnych podejs¢ do projektowania lekéw jest synteza zwigzkéw, ktore
w swojej budowie zawieraja konkretny lek, ktory zwigzany jest hydrofilowym tacznikiem
z ligandem odpowiedzialnym za specyficzno$¢ czasteczki oraz jej wychwyt przez komorki
nowotworowe. Schematyczny rysunek takiego koniugatu przedstawiony zostat na Rys. 1.18.

< LIGAND >._< ]_,\_czm]()._n( LABILNE WIAZANIE Cf_"EK pRZEcmNoqun.-ORm\iz)

Rys. 1.18 Og6lna budowa koniugatu leku przeciwnowotworowego z odpowiednim ligandem.

Pierwszym bardzo istothym elementem koniugatu projektowanego jako potencjalny
prolek jest bez watpienia ligand. Jego zadaniem jest zwigkszenie selektywnosci, swoistosci oraz
powinowactwa do docelowego miejsca dziatania substancji aktywnej w ciele pacjenta.
Projektowanie tego elementu powinno odbywaé si¢ w oparciu o bardzo dobre poznanie celu
molekularnego potencjalnego leku oraz jego otoczenia, ze szczegdlnym uwzglednieniem typow
receptorOw wystepujacych w jego sasiedztwie. Zwigzanie proleku z wybranym receptorem
transportujacym go do wnetrza komodrki mozliwe jest dzieki zastosowaniu czasteczek
wykazujagcych powinowactwo do tego transportera. W literaturze odnalezé mozna bardzo
bogata biblioteke zwigzkoéw petnigcych te role rozpoczynajac od biatek, peptydow, naturalnych
ligandow receptoréw komoérkowych takie jak lektyna czy hormony. Do tej grupy zaliczy¢
mozna rowniez biatka transportowe dla substancji endogennych (cholesterol LDL czy
transferryna), jak tez czasteczki pochodzace z patogenow lub toksyn, takie jak peptydy
przenikajace komorki fuzogenne. Ponadto, kwasy nukleinowe takie jak aptamery, mate
czasteczki bedace witaminami (np. kwas foliowy) czy niektorymi cukrami (np. mannoza)
sprawdzajg sie doskonale w roli ligandow wigzgcych sie z odpowiednimi receptorami na
powierzchni komorki.[99]

Kolejnym fragmentem wchodzacym w sklad koniugatu jest tacznik inaczej nazywany
linkerem, ktérego rolg jak sama nazwa wskazuje jest wigza¢ ligand z substancjg aktywna.
Ponadto, jego zadaniem jest zwigkszenie hydrofilowosci catej czasteczki, jak roéwniez
zapobieganie niepozadanym reakcjom wewnatrzczgsteczkowym oraz zmniejszenie Kirensu
watrobowego (wspotczynnika oczyszczania).[100] Bardzo waznym jest réwniez to, iz tacznik
powinien umozliwia¢ specyficzne, wewnatrzkomorkowe uwalnianie czasteczki leku pod
wplywem okre§lonych warunkéw srodowiskowych. Za to zadanie odpowiedzialna jest cze$é
facznika jaka jest wigzanie labilne. Przyktady takich potaczen przedstawione zostalty w Tabeli
1.2 wraz z czynnikiem dzieki, ktoremu wigzanie to zostaje rozczepione.[101], [102]
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Tabela 1.2 Przyktady wigzan labilnych wykorzystywanych w koniugatach wraz z

rozczepienie czasteczki i produktami rozpadu.

warunkami powodujacymi

T . _
Nr yp . Struktura Warunki rozczepienia Produkt rozpadu
polaczenia
R
Rl | I_I,N_R3 R):O
1 | Hydrazon )N pH kwasowe 2
R
2 HN-R;
H,N
H H RI_NH2 H
. . N AN N N.
2 | Cis-asconityl | Ri" - Ry pH kwasowe o="> R,
(6] (0] o) o)
HO” S0 0
_0._O. Q@  _oH
3 | Ortoester R { fO Ry pH kwasowe &o R
R
HO™ 2
OH
0.__O. 0 R
4 | Acetal/ketal R/ R, pH kwasowe )K ! R
HO™ *
R,
R;, R, /=0
5 Imina "N pH kwasowe Ry
R,
R,
H,N
e P Redukcja (wymiana z ~SH
6 Disulfid R Sxg-Ra ja (wy R
1 GSH) HS/ 2
7 Az0 R(N" Ry Redukcja ! R
H,N™ 2
H,N._NH
HZN\[//NH H\If
HN
. Enzymatyczne 0
8 | Valcit o ymayy 8L ) on
H \)J\ H (proteaza) RPN
MY N TR A0
PN o
H,N-R,
. Enzymatyczne
9 | B-Glukuronid ymaty

X=Linker

(glukozydaza)

R,—OH
X=Linker

64




Enzymatyczne Q
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Aktywno$¢ koniugatow w duzym stopniu skorelowana jest ze zdolnoscig uwalniania
substancji aktywnej poprzez rozpad wigzania labilnego w miejscu docelowym. Gléwnym
zadaniem czasteczki jest dotrze¢ w stanie niezmienionym z uktadu naczyniowego do wnetrza
guza, w przeciwnym razie, gdy uwolnienie nastagpi wcze$niej moze mie¢ miejsce sytuacja
nieswoistej toksycznosci dla normalnych komorek. Z tego wlasnie powodu zwigzki te
projektowane sg w taki sposdb by aktywowac si¢ pod wptywem specjalnych warunkéw rozpadu
i wyr6zni¢ mozna tutaj trzy gtéwne typy rozpadu jakimi sg: rozczepienie wrazliwe na zmiany
pH, rozczepienie redukcyjne oraz rozczepienie enzymatyczne.

Pierwsza grupg polaczen labilnych, ktére warto omowic¢ sg taczniki wrazliwe sg na
zmiany pH, ktore czgsto ulegajg rozpadowi pod wptywem kwasnego srodowiska. Sprzyjajacymi
warunkami dla takiej sytuacji jest sSrodowisko tkanki nowotworowej, ktore charakteryzuje si¢
lekko kwasnym odczynem w poréwnaniu z tkanka prawidtowa. Warto$¢ pH wewnatrz komorki
rakowej jest ok. 0,5-1,0 jednostki nizsza niz w normalnych komoérkach ze wzgledu na wysokie
tempo konwersji glukozy do mleczanu.[103] Najczes$ciej stosowanymi strukturami ulegajacymi
rozktadowi w tych warunkach sg hydrazony, ktore wykazuja wyzsza stabilno$¢ w warunkach
fizjologicznych w poréwnaniu z kwasnymi warunkami w komoérkach nowotworowych.[104] Sa
one bardzo istotnymi elementami, ktore wniosty duzy wktad w rozwoju koniugatow przeciwciat
oraz lekow, jednak badania in vivo wykazaly, ze sa one niestabilne podczas krazenia
w krwioobiegu oraz powoduja wystepowanie znacznych skutkéw ubocznych np. moga by¢
toksyczne dla watroby. Pierwszym prolekiem, bedacym koniugatem przeciwciala
monoklonalnego zawierajacego polaczenie hydrazonowe w swojej strukturze, ktory zostat
wprowadzony na rynek byt Mylotarg. Jednak w zwiazku ze skutkami ubocznymi zostat on
wycofany z rynku farmaceutycznego w roku 2007. Z drugiej strony jednak, wykazano, ze
stabilno$¢ wigzania hydrazonowego moze by¢ regulowana przez rodzaj podstawnika w poblizu
tego wigzania wigc daje to duze mozliwosci wprowadzenia korzystnych modyfikacji
W przyszto$ci.[105]

Przykltadowy mechanizm uwalniania substancji aktywnej z proleku zawierajgcego
potaczenie iminowe zostat przedstawiony na Schemacie 1.14. Sktada si¢ on z pigciu glownych
etapow i rozpoczyna sie od ataku wolnej pary elektronowej atomu azotu na jon H*, w wyniku
czego na tym atomie pojawia si¢ tadunek dodatni. Ten zwiazek posredni posiada strukturg
rezonansowyg, gdzie tadunek dodatni zlokalizowany jest na atomie wegla 1 to na niego
prowadzony jest atak nukleofilowy wolnej pary elektronowej pochodzacej z czasteczki wody.
W kolejnym etapie nastgpuje przeniesienie protonu z atomu tlenu na atom azotu oraz
pojawienie si¢ wigzania podwdjnego pomigdzy atomem tlenu a wegla oraz uwolnienie ligandu
potaczonego z linkerem. W konsekencji tego otrzymywany jest wolny lek z fadunkiem
dodatnim, ktory w ostatnim etapie ulega deprotonacji.
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Schemacie 1.14 Mechanizm uwalniania leku z czasteczki koniugatu zawierajacego linker iminowy.

Innymi labilnymi wigzaniami wrazliwymi na zmiang¢ S$rodowiska sa potaczenia
iminowe, ortoestrowe, cis-asonitylowe czy acetalowe. Te ostatnie sa bardzo obiecujgcymi
strukturami wrazliwymi na kwasne $rodowisko, poniewaz udowodniono, ze spadek pH o jedng
jednostke powoduje az 10 krotny wzrost szybkosci rozpadu tego potacznia.[106] Mechanizm
uwalniania czasteczki z proleku zawierajacego w swojej strukturze potaczenie acetalowe zostat
przedstawiony na Schemacie 1.15. Rozpoczyna si¢ on od ataku pary elektronowej na jon
wodorowy w czego konsekwencji powstaje m.in. finalny lek posiadajacy grupe hydroksylowa.
Z kolei druga czeg$¢ koniugatu uzyskuje poczatkowo tadunek dodatni zlokalizowany na atomie
tlenu, ktéry w wyniku struktury rezonansowej zostaje przeniesiony na atom wegla tworzac
karbokation, z ktorym oddzialuje wolna para elektronowa czasteczki wody. W konsekwencji
tego powstaje produkt posredni poczatkowo z *ladunkiem dodatnim na atomie tlenu
pochodzacym od przytaczonej czasteczki wody, ktory ulega przeniesieniu na atom tlenu grupy
metoksylowej w wyniku transferu protonu. Kolejno czasteczka metanolu opuszcza zwigzek
atadunek dodatni zlokalizowany zostaje na atomie wegla. W etapie koncowym grupa
hydroksylowa ulega deprotonacji tworzac resztg karbonylowa.
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Schemacie 1.15 Mechanizm uwalniania leku z czasteczki koniugatu zawierajacego linker acetalowym.

O—LINKER-LIGAND

W przypadku kolejnego typu potaczen, czyli wigzan labilnych ulegajacych rozpadowi
pod wpltywem warunkow redukcyjnych, wiele wigzan tego rodzaju ulega rozpadowi pod
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wplywem dziatania glutationu (GSH). Glutation nazywany inaczej
v-glutamylocysteinyloglicyna jest tripeptydem powszechnie wystepujacych w organizmach
zywych, przy czym jest najbardziej rozpowszechnionym i najobficiej wystepujacym tiolem
wewnatrzkomorkowym. Jego gtéwnym zadaniem biochemicznym jest redukcja, ktora opiera sig¢
na wykorzystaniu grupy tiolowej bedacej reszta cysteiny. Bardzo istotnym faktem jest to, iz
stezenie glutationu jest zwykle podwyzszone w komorkach nowotworowych piersi, jajnikow,
glowy, szyi oraz ptluc, w przeciwienstwie do nowotworow mozgu oraz watroby, ktére jest
nizsze w poréwnaniu z tkankami wolnymi od choroby. Dodatkowo, wewnatrzkomorkowe
stezenie W cytoplazmie komorki, bedace na poziomie 2-10 mM, jest znacznie wyzsze niz
poziomy pozakomorkowe wigc potencjal redukujacy jest prawie zawsze znacznie wWyzSzy
wewnatrz niz na zewnatrz komorki.[107] Doskonalym przyktadem wigzania labilnego, ktore
ulega rozpadowi pod wplywem GSH jest mostek disiarczkowy, ktéry jest stabilnym
potaczeniem podczas krazenia czasteczki w krwioobiegu i ptynach $rodmigzszowych,
a rozpadajacym si¢ wewnatrzkomorkowo.[108] Laczniki oparte na disulfidach sg tymi, ktore
mozna zaliczy¢ do najczesciej wykorzystywanych, a sama redukcja moze biec dwoma
odrgbnymi mechanizmami eliminacji 1,2 lub 1,6, ktére zostaty przedstawione na Schemacie
1.16.
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Schemacie 1.16 Mechanizmy uwalniania leku z czgsteczki koniugatu zawierajacego mostek
disiarczkowy.

Ostatnig grupa potaczen labilnych w prolekach sa wigzania, ktdre ulegaja rozczepieniu
pod wptywem reakcji enzymatycznej. W organizmie ludzkim wyst¢puje bogata gama réznego
rodzaju enzyméw hydrolitycznych, ktore zdolne sg do ciecia potaczen w czgsteczkach, ktore sg
wyspecjalizowane w dziataniu tzn. dany enzym przypisany jest swoim dziataniem do danej
grupy zwiazkéw chemicznych. Dobrym przyktadem koniugatu, ktérego substancja aktywna
moze zosta¢ uwolniona pod wplywem dziatania takiego typu biatka jest koniugat 64
zawierajacy w swojej budowie trzy czasteczki leku jakim jest Paklitaksel 66 (Schemat 1.17).
Mechanizm uwalniania tego leku zostal przedstawiony na Schemacie 1.17. Obywa sie on pod
wplywem dziatania katepsyny B, czyli lizosomalnej proteazy cysteinowej, ktora odgrywa
wazna role W protolizie wewnatrzkomorkowej. Dodatkowo w niektorych typach nowotworow,
W zmianach przednowotworowych oraz w réznych innych stanach patologicznych ludzkiego
ciata odnotowano wzrost jej aktywno$ci w stosunku do tkanek zdrowych.[109]
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Schemat 1.17 Mechaniz

3x

uwalniania enzymatycznego Paklitaksenu 66. Wszystkie aminokwasy w tej
strukturze miaty konfiguracje L.
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1.6.2.2 Przyktady koniugatow kwasu foliowego wykorzystywane w leczeniu nowotworow
1.6.2.2.1 Koniugaty kwasu foliowego z winblastyng

Winblastyna (z fac. vinblastinum) 67, ktorej struktura zostata przedstawiona na Rys.
1.19, zaliczana jest do naturalnych alkaloidéw barwinka rézyczkowego (z fac. Catharanthus
roseus) z ktorego zostata wyizolowana w 1958 roku. Mechanizm jej dziatania polega na
wigzaniu si¢ Ztubuling, co prowadzi do zahamowania powstawania mikrotubul
i w konsekwencji zaburza proces tworzenia wrzeciona podzialowego CO zatrzymuje mitozg
w fazie metafazy.
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Rys.1.19 Struktura Winblastyny 67.

Pierwsze proby oceny wilasciwosci medycznych tego zwigzku miaty miejsce podczas
badan prowadzonych na krolikach. Mianowicie, zwierzetom podano eckstrakt z wyzej
wymienionej rosliny w celu zbadania przypuszczalnych wiasciwos$ci przeciwcukrzycowych i to
wlasnie wtedy po raz pierwszy ujawniono potencjal winblastyny jako $rodka
chemioterapeutycznego. Eksperyment ten zakonczyl si¢ $miercig zwierzat spowodowang
infekcja bakteryjng powigzang z brakiem biatych krwinek. Od tego czasu, zwigzek ten cieszyt
si¢ bardzo duzym zainteresowaniem zaréwno naukowcow jak i lekarzy. Ponadto, od prawie
pi¢édziesieciu lat stosowana jest ona w onkologii klinicznej w leczeniu miedzy innymi
chtoniaka Hodgkina, chtoniakoéw nieziarnistych, nowotowordéw piersi, migsaka Kaposiego, raka
nerokowokomorkowego i nowotworu jader.[110]

W literaturze odnalez¢ mozna szereg folianowych koniugatow zawierajagcych w swojej
strukturze fragment pochodzacy od winblastyny. Zostaly one przedstawione w Tabeli 1.3
i charakteryzuja si¢ tym, iz r6znig si¢ one mi¢dzy soba rodzajem linkera oraz sposobem rozpadu
wigzania labilnego. Pierwszym, a zarazem prawdopodobnie najwazniejszym zwigzkiem z tej
grupy jest pochodna EC145 75 (Schemat 1.18), ktora w swojej budowie zawiera wigzanie
disulfidowe oraz jednostki peptydowe odpowiedzialne za dystansowanie fragmentu substancji
aktywnej od fragmentu kwasu foliowego. Synteza tej pochodnej przedstawiona zostata na
Schemacie 1.18 i rozpoczyna si¢ ona w momencie przeksztatcenia 2-merkaptoetanolu 68
w pochodng pirydynowa 69 za pomocg chlorku metoksykarbonylosulfenylu oraz 2-
merkaptopirydyny. Tak otrzymany produkt posredni 69 potraktowany zostal difosgenem
W obecnosci trietyloaminy (TEA) oraz DCM. Reakcja ta biegla w temperaturze pokojowej
przez 1 h. Produkt tej reakcji nie zostal wyizolowany, tylko zostat in situ potraktowany HOBt
w obecnosci TEA. Uzyskano w ten sposdb zwigzek 71 z wydajno$cia 75%. Warto zaznaczyc,
ze pochodna ta jest zwigzkiem powszechnie wykorzystywanym w tworzeniu koniugatow kwasu
foliowego, a jej zastosowanie ulatwia proces syntezy zapewniajac dobre wydajnosci etapow
posrednich oraz stabilnos¢ koncowego produktu.
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Kolejny fragment zwigzku EC145 75 zsyntezowany zostal z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnej winlastyny 67, ktora poddana zostata reakcji z hydrazynag w obecnos$ci
MeOH. Konsekwencja tego byto uzyskanie pochodnej 72, ktoéra w kolejnym etapie zostala
sprzegnieta ze zwigzkiem 71. Reakcja ta przebiegta z wydajnoscia 80% dajac ester 2-
(winblastynylo)hydrazynokarboksylowy kwasu 2-pirydyloditioetylowego 73, ktory zostat
oczyszczony z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej. Koncowym etapem tej dosc¢
rozbudowanej syntezy byta reakcja z pochodna kwasu foliowego 74, ktéra zostata uzyskana na
drodze syntezy peptydow na fazie stalej. Przebiegta ona w temperaturze pokojowej
w mieszaninie wody oraz THF przy pH rownym 6,9. Reakcja trwata zaledwie kwadrans
i pozwolila otrzymac¢ czysty produkt koncowy 75 z wydajnoscia 70%.[111]
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Schemacie 1.18 Szlak syntezy otrzymywania EC145 75.
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Wiazaniem labilnym w EC145 jak wspomniano powyzej jest mostek disiarczkowy,
ktory w srodowisku endosomalnym ulega rozpadowi, co zostato potwierdzone podczas badania
mechanizmu rozpadu w laboratoryjnym eksperymencie bez wykorzystania komorek.
Uwolnienie substancji aktywnej z proleku odbyto si¢ w 1 mM roztworze EC145, w obecnosci
buforu PBS (pH = 7,4) oraz 20 mM czynnika redukujgcego jakim byt GSH w temp 37 °C.
Catkowite rozczepienie wigzania disulfidowego nastgpito w ciagu 6 h (i = 1 h) poprzez
mechanizm eliminacji 1,2, ktory przedstawiony zostat w podrozdziale 1.6.2.1 na Schemacie
1.16. Tworzenie wolnego leku zostalo potwierdzone poprzez wykorzystanie chromatografii
cieczowe] sprzgzonej ze spektrometrem mas. Warto zaznaczy¢, ze podczas braku czynnika
redukujacego w wyzej wymienionej mieszaninie, zwiazek EC145 byl stabilny ponad 24 h.
Ponadto, dowiedziono, ze podobne profile uwalniania uzyskano réwniez z wykorzystaniem
innych czynnikow redukujacych ditiotreitolem (DTT), ktory spowodowal jeszcze szybszy
rozpad niz przy uzyciu GSH, gdyz czas poitrwania wynosit zaledwie 5 minut.[111]

EC145 zostal przetestowany w badaniach przedklinicznych na wielu modelach
zwierzgcych. Wyniki tych badan wykazaty dziatania przeciwnowotworowe przeciwko guzom
FR-dodatnim. Testy te prowadzone byly migdzy innymi na nagich myszach posiadajacych
podskorne ludzkie ksenografy (np. agresywny model chtoniaka J6456) z dodatnim receptorem
kwasu foliowego. U wszystkich osobnikéw odnotowano catkowita odpowiedz i wyleczenie,
a u wickszosci roéwniez brak nawrotu  choroby. Aktywnosci EC145 nie towarzyszyla
zauwazalna utrata masy ciata ani degeneracja tkanek narzadow glownych. Dodatkowo
wykonano testy sprawdzajace selektywnos$¢ tego proleku z wykorzystaniem nadmiaru kwasu
foliowego, ktére wykazaty specyficznos¢ proleku wzgledem RF. Podczas tych badan wykazano,
ze niesprzgzony lek okazat si¢ catkowicie nieaktywny, gdy byl podawany na nietoksycznych
poziomach dawkowania, badz tylko marginalnie aktywny w przypadku wysoce toksycznych
ilosciach dawek.[112] Konsekwencjg bardzo dobrych wynikow badan przedklinicznych byta
kontynuacja testow na poziomie badan klinicznych i z tego powodu EC145 w roku 2006, stat
si¢ pierwszym koniugatem kwasu foliowego, ktory dotart do tego etapu badan klinicznych.
Badania fazy Ilb dotyczace niedrobnokomorkowego raka ptuc z zastosowaniem samego EC145
oraz kombinacji EC145 wraz z docetakselem i samego docetakselu zakonczone zostaty w 2015
roku (CTI:NCTO01577654). Polaczenie tych dwoch substancji skutkowato poprawa przezycia
wolnego od progresji o 7,1 miesigca oraz przezycia catkowitego wynoszacego 10,9 miesigca.
Badania fazy III oceniajace EC145 w skojarzeniu z Doxilem w leczeniu raka jajnika odpornego
na platyne zostaty zawieszone w 2014 roku, czego powodem byt brak poprawy przezywania
wolnego od progresji.[113]

W Tabeli 1.3 zebrano inne koniugaty kwasu foliowego zawierajace w swojej strukturze
winblastyne opisane w literaturze naukowej. Zwiazki te réznig sie miedzy soba rodzajem
lacznika oraz wigzania labilnego, chociaz najczgsciej wystepujacym jest juz wczesniej
wymieniane wigzanie disiarczkowe. Pochodne EC0O265, ECO272, ECO276 ro6znig si¢ migdzy
sobg obecnoscig grup metylowych w rejonie wigzania disiarczkowego. Powoduje to
zwigkszenie stabilnosci oraz spadek szybkos$ci rozczepienia tacznika niz bylto to w przypadku
zwigzkoéw niezmodyfikowanych. Czas pottrwania ECO265 przy wykorzystaniu 8 mM DTT, pH
= 7,4, 37 °C wynosit 1 h, dla ECO272 30 minut, a dla ECO276 8 h przy zachowaniu tych
samych warunkéw. Ponadto, EC195 ulegat potowicznemu rozpadowi w 45 minut przy uzyciu
GSH, aw mniej niz 5 minut przy wykorzystaniu DTT, a sam zwigzek byt w roztworze
buforowym PBS stabilny przez ponad 24 h. EC193 oraz EC140 sa stabilne w neutralnym pH,
jednak jego obnizenie do warunkéw lekko kwasnych (pH = 5-6) powoduje ich rozpad
odpowiednio w25 minut oraz 5,5 h. Podsumowujac, wprowadzajac roéznego rodzaju
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modyfikacje do elementu tacznika mozna wptywaé w sposodb bezposredni zaré6wno na trwatosé

samego proleku oraz na czas uwolnienia substancji aktywnej w miejscu docelowym w ciele
pacjenta.

Tabela 1.3 Przyktady koniugatow kwasu foliowego zawierajacego w swojej strukturze winblastyne.

Warunki
Nazwa Struktura ..
rozczepienia

EC140 Zalezne od pH
|
NH, ONO HN
OH HN O %
05”1\1 o
H
OH
0
Redukcja
EC145 (eliminacja
1,2)
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EC193

o—

Zalezne od pH

EC195

Redukcja
(eliminacja
1,2)

EC216

Redukcja
(eliminacja
1,2)
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ECO265

Redukcja
(eliminacja
1,2)

ECO272

Redukcja
(eliminacja
1,2)

ECO276

Redukcja
(eliminacja
1,2)

ECO489

HO

HO/.

HO/..

o HO O

Redukcja
(eliminacja
1,2)
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ECO492

""OH

"'OH

OH

O =z

HO.../ "'OH

HO~ "OH

Redukcja
(eliminacja
1,2)
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1.6.2.2.2 Koniugaty kwasu foliowego z mitomycyng C

Mitomycyna C 76 przedstawiona na Rys. 1.20, zostata odkryta w latach 50-tych XX
wieku przez japonski zespot mikrobiologow w kulturach fermentacyjnych Stveptomyces
caespitosus. Zwiazek ten jest inhibitorem replikacji DNA, ktory jest w stanie zwigzac si¢
kowalencyjnie z matrycg DNA, co powoduje brak mozliwosci jej rozplecenia.[114] Wtasnie
zpowodu takich wlasciwosci pochodna ta charakteryzuje si¢ szerokim spektrum dziatania
przeciwnowotworowego. Wykazano bowiem, ze jest skutecznym farmaceutykiem w leczeniu
nowotworow zotadka, piersi, trzustki, szyjki macicy, gtlowy oraz szyi czy pgcherza moczowego.
Jednak szybkie usuwanie mitomycyny C z organizmu oraz toksycznos¢ dla zdrowych tkanek
sprawiaja, ze jej zastosowanie kliniczne jest ograniczane.

Rys. 1.20 Wzér strukturalny mitomycyny C.

W celu poprawienia specyficznosci potencjalnych farmaceutykoéw zawierajacych
w swojej strukturze fragment pochodzacy od mitomycyny C wzgledem komorek
nowotworowych zastosowano strategi¢ projektowania koniugatow tego zwiazku z kwasem
foliowym. Przedstawiciele tej grupy zostali zaprezentowani w Tabeli 1.4. Pierwszym
przyktadem takiego zwigzku jest EC72, ktory wswojej strukturze zawiera mostek
disiarczkowy, ktéry jak juz wczesniej wykazano jest czgsto stosowanym rodzajem wigzania
labilnego. Zwigzek ten zostal zbadany zaréwno w testach in vitro na linii komorkowej
zawierajacej FR(+), co dato dobre wyniki, jak i na modelu zwierzecym, ktore przedstawity
dobra aktywno$¢ przeciwnowotworowa, bez widocznej toksyczno$ci czy patologicznej
degeneracji zdrowych tkanek.[115]

Innym bardzo ciekawym przyktadem tego typu koniugatu jest zwigzek EC110, ktory
jako tacznik wykorzystuje tancuch weglowy. Usunigcie mostku disiarczkowego spowodowato
brak mozliwosci rozpadu i co za tym uwolnienia substancji aktywnej. Co ciekawe zwigzek ten
nie wykazatl aktywno$ci przeciwnowotworowej przy zastosowaniu takiej samej dawki jak
w przypadku jego odpowiednika, czyli EC72 W jednoznaczny sposob wskazuje to, iz etap
rozczepienia jest jednym z wazniejszych momentéw w trakcie dziatania proleku. Niestety
potencjat terapeutyczny EC72 zmniejszat si¢ wraz ze wzrostem wielkos$ci guza podskornego.
Dlatego naturalng kontynuacja tych badan byto zaprojektowanie nowego koniugatu z pewnymi
modyfikacjami. Takim zwiagzkiem byt ECI118, ktoéry oprocz redukowalnego wigzania
disiarczkowego posiadal w swojej budowie wigzanie hydrazonowe, ktore ulega rozczepieniu
w $srodowisku kwasnym. Zmiany te wplynely korzystnie na wlasciwosci medyczne tej
pochodnej, gdyz stosujac jg nastgpita znaczna poprawa w stosunku do prob leczenia
podskornych nowotworow M109 w stosunku do wykorzystania zwigzku EC72.[116]

Z onkologicznego punktu widzenia najbardziej obiecujacymi zwigzkami czgsto sa
srodki wykazujgce aktywno$¢ wobec wigcej niz jednego celu molekularnego (tzw. ,,multi-
targeting agents”). Przedstawicielem tej grupy, ktory co warto zaznaczy¢ zostat otrzymany jako
pierwszy z tego typow, jest zwigzek EC0O225 83 (Schemat 1.19), ktory taczy kwas foliowy
z mitomycyng C oraz winblastyna. Jego synteza zostata przedstawiona na Schemacie 1.19. Ta
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wieloetapowa droga syntetyczna rozpoczyna si¢ od otrzymania pochodnej kwasu foliowego
potaczonego z peptydowym linkerem 77, gdzie wszystkie grupy funkcyjne sg chronione.
Zwiazek 77 zostal otrzymany z wykorzystaniem techniki syntezy peptydow na fazie stalej.
Lacznik peptydowy znajdujacy si¢ w tej czasteczce, pelni nie tylko funkcje scalajaca substancje
aktywne z kwasem foliowym, ale rowniez odpowiada za odpowiedni poziom hydrofilowosci
i ttumi pasywna dyfuzje¢ przez blon¢ komodrkowa, dzigki czemu zmniejsza niepozadane
dostarczanie tego proleku do komorek nie posiadajagcych RF. Grupa tiolowa cysteiny, ktora
poczatkowo zabezpieczona byta grupa zawierajacg S-metanotiosulfonian metylu (MmTS), jest
pierwszym miejscem przytaczenia kolejnych fragmentow czasteczki, a zarazem miejscem
stworzenia wigzania labilnego w dalszej drodze syntetycznej. Drugie miejsce taczenia uzyskano
poprzez reakcje grupy aminowej z FmocS(CH,).COOH (Fmoc - grupa 9-
fluorenylometoksykarbonylowa). Rownolegle prowadzone byly reakcje modyfikacji
winblastyny 67 poprzez reakcje 2z hydrazyng w  etapie pierwszym  oOraz
z PySS(CH,),0C(0)O'Bu w etapie kolejnym. Tak przygotowany zwigzek 79, poddany zostat
reakcji z wczesniej otrzymang pochodng 78. Reakcja ta prowadzona byta w roztworze woda
: THF i przebiegta z wydajnoscig rzedu 75%. W ten sposdb uzyskano pierwsze wigzanie
disulfidowe z wykorzystaniem atomu siarki pochodzacego od reszty cysteinowej. Nastgpnym
zadaniem syntetycznym niezbednym do uzyskania gotowego koniugatu bylo usunigcie grupy
Fm-S. Tutaj wykonano kilka prob w celu optymalizacji metody, gdyz niektdre z nich konczyty
si¢ ograniczonym sukcesem. Mianowicie, usunigcie grupy Fmoc przy uzyciu pirydyny
przebiegato dos¢ powoli i generowato wiele produktéw ubocznych, dlatego sprobowano
wykorzysta¢ 2-tert-butyl-1,1,3,3-tetrametyloguanidyne (TBTMG) zamiast pirydyny jednak
spowodowalo to powstanie ztozonej mieszaniny pozadanego produktu oraz dwdch produktéw
ubocznych w postaci cyklicznego disulfidu 84 oraz 2-pirydylodisulfidowej pochodnej 85 (Rys.
1.21). Kolejnym cickawym pomystem byto zastosowanie 1,8-diazabicyklo(5.4.0)undek-7-enu
(DBU) jako silnej, nienukleofilowej zasady. W obecnosci zwigzku 80 te nowatorskie warunki
pozwolity w czasie krotszym od pieciu minut uzyska¢ mieszaning oczekiwanego produktu oraz
2-pirydylodisulfidowej pochodnej. Finalnie drugie potaczenie disulfidlowe zostalo uzyskane
z uzyciem pochodnej 82 zawierajacej w swojej strukturze grupe nitrowa, ktéra odpowiedzialna
jest za efekt silnego wyciggania elektronow z pierScienia aromatycznego. Dodatkowo do
mieszaniny reakcyjnej dodana zostata diizopropyloamina oraz DBU. W ten oto sposob reakcja
zakonczyla sie w przeciggu pieciu minut z wydajnoscig 88%.[117]
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Schemat 1.19 Szlak otrzymywania pochodnej ECO255 83. Warunki reakcji (1) 2% NHz2NH2, DMF, 5 min, rt (2)
FmS(CH2)2CO2H, PyBoP, "Pr.NEt, DMF (3) TFA, H20, TIPS, EDT (4) THF/H20 (1:1) (5) NH2NHz, MeOH, 15 h
(6) PySS(CH2).0C(O)OBt, TEA, DCM, 83%
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Tabela 1.4 Przyktady koniugatow kwasu foliowego zawierajacego w swojej strukturze mitomycyne C.

Nazwa Struktura Warunki rozczepienia
' Redukcja (eliminacja
ECT72 ] on o B 12)
EC110 E H Nierozczepiany
OH O
HN
(6]
OH Q 0
EC118 o= | N&)J\N, Redukcja (eliminacja
A and H 1,2)
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ECO225

Redukcja (eliminacja
1,2)
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1.6.2.2.3 Koniugaty kwasu foliowego z tubulizyna

Tubulizyny sg rodzing zwiazkow pierwotnie wyizolowanych ze szczepu myksobakterii
Archangium gephyra i Angiococcus disciformis w roku 2000 przez zesp6t Hoflea.[118]
Charakteryzuja si¢ one wlasciwo$ciami przeciwnowotworowymi, antyangiogennymi
i antyproliferacyjnymi ukierunkowanymi na mikrotubule. Wzor strukturalny tubulizyn zostat
przestawiony na Rys. 1.22., a w Tabeli 1.5. zostaly zaprezentowane réznego rodzaju warianty
tej substancji.

S\/S]/NH
Ry

Rys. 1.22 Wz6r og6lny tubulizyny 86.

Tabela 1.5. Rézne typu tubulizyny.

Tubulizyna R: R> R3 R4
A CH20C(O)CH:CH(CH3)3 Ac H OH
B CH,OC(O)CH,CH,CH3 Ac OH OH
D CH20C(0O)CH,CH(CH3)3 Ac H H
H CH,OC(O)CHs Ac H H
U H Ac H H
\Y H H H H

Tubulizyny charakteryzuja sie silng aktywnoscia w testach in vitro jednak ich
zastosowanie terapeutyczne jest ograniczone przez wystepowanie wysokiego stopnia
toksycznosci w testach in vivo. Miedzy innymi z tego powodu zaproponowano, aby
ukierunkowa¢ ich dzialanie poprzez potaczenie ich z ligandem celujgcym jakim jest kwas
foliowy. W literaturze odnalez¢ mozna cztery koniugaty, ktore w swojej strukturze zawierajg
tego rodzaju pochodne (Tabeli 1.6.). Zwigzek ECO305 jest hydrazydem tubulizyny B
zawierajacy ten sam rodzaj lacznika peptydowego co pochodna ECI145. Zwigzek ten
w badaniach in vivo z wykorzystaniem komoérek KB wykazal wartos¢ ICso na poziomie 7
nM.[119] Kolejnym koniugatem jakim jest czgsteczka ECO510, bedaca pochodng tubulizyny A,
wykazala podobne wartosci ICso jak czasteczka EC305, jednak te dwa koniugaty
charakteryzowatly si¢ rézng skuteczno$¢ w dawce 0,5 umol/kg. Koniugat ECO510 wykazat
bardzo dobra aktywnos$¢ przeciwnowotworowa, a u 80% zwierzat wystapit calkowity zanik
choroby. W tej samej dawce ECO305 prezentowal umiarkowang aktywnos¢
przeciwnowotworowsg, gdy dawkowanie zwiekszono do 10 pumol/kg, odpowiedZz organizméw
byta znaczaca, gdyz guzy wszystkich myszy zniknety po ok. 80 dniach. Warto jest podkresli¢
fakt, iz czgsteczki te rézni jedynie obecno$¢ lub brak jednej grupy metylowej w tancuchu
weglowym podstawnika Ri. W Tabeli 1.6 znajduj¢ si¢ rowniez zwigzek ECO317, bedacy
pochodna eteru metylowego tubulizyny B. Wykazywatl on mniejsze aktywnos$ci zar6wno
w testach in vivo czy in vitro niz pochodna EC305 nawet po zwigkszeniu dawki do 2
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umol/kg.[120] Ostatnim przyktadem tego rodzaju koniugatu jest zwiazek EC1456 zwierajacy
w sobie ligand peptydowy drugiej generacji. Aktywnos$¢ tego zwigzku zostata zbadana
z wykorzystaniem komorek FR(+) KB, a wyniki testu ICso wyniosty 1,5 nM. Ciekawym jest
jednak fakt, ze dokonano réwniez pomiarow L-enancjomeru tego zwigzku, a wynik, ktory
otrzymano byl identyczny, co §wiadczy o tym, iz uwalnianie leku z tego typu koniugatu
opartego na tacznikach disulfidowych nie jest zalezna od stereospecyficznosci fragmentu
bedacego linkerem. W badaniach tych réwniez potwierdzono specyficzno$¢ tego zwiazku
poprzez wykorzystanie kwasu foliowego jako ligandu konkurencyjnego w stosunku do
receptoréw folianowych. Prace nad tg pochodng byly kontynuowane w testach in vivo, gdzie
oceniano aktywnosci przeciwnowotworowa na mysim modelu guza KB z FR(+). Gryzoniom
tym podawana byta dawka potencjalnego proleku w ilosci 2 pmol/kg trzy razy w tygodniu przez
14 dni. Zwierzgta te podzielone zostaly na trzy podgrupy, a leczenie rozpoczeto, gdy wielkos$ci
guzéw byly nastepujace: 224-312 mmd, 389-617 mm?® oraz 640-821 mm3. Wyniki jakie
otrzymano po 14 dniach byly nastepujace: guzy nieleczonych osobnikéw osiagnely rozmiary
rozmiar ok. 1500 mm?, a w przypadku zwierzat objetych dawkowaniem leczenie bylo 100%
skuteczne i wszystkie myszy, nie zalezenie od poczatkowej wielkosci guza, zostaty wyleczone.
Co rowniez wazne, masa myszy nie ulegla zmianie w sposob znaczacy ani podczas trwania
terapii ani po jej zakonczeniu. Warto dodaé, ze zwigzek ten dotart do I fazy badan
klinicznych.[121]
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Tabela 1.6 Przyktady koniugatow kwasu foliowego zawierajacego w swojej strukturze tubulizyne.

Warunki
Nazwa Struktura .
rozczepienia
o
me |
0
/\)J\o/\N [0}
.0
Y : >7 o 0
s\}o e OH oy 2 .
i ir;; o~ 0 N Redukcja
ECO305 i S ).\(}N\ (eliminacja
0 0 _
HN 03\~NH O uN N N{ 12)
OH “"'NH HN
HN 0
N— < O
, O 7
ud H o\, OHHN
0
NH
0
OH
o L)
me |
\O/\N 0
Ty, O
0
Y\Q‘O% 0] OH o HZN
S\\N o I:II;II o~ o HN>:N Redukcja
ECO317 i SS o NH )\8/‘1\\1 (eliminacja
0 0 _
HN OQ—NH O uN 0 N\{ 1,2)
OH “'NH HN
HN 0
N=— B (0]
’ () ’e
HO H NH2 OHHN
0
NH
0
OH
o)
me |
(6]
)\)j\o/\N (6}
o 0,
(0]
Y\?‘O% 2 OH oy N .
S { o H/N’/< 0 =N RedUija
N NH O\ 0 HN L
ECO510 5 NH 7N\ (eliminacja
0 0 _
HN 0 N0 gy © N{ 12)
OH ""INH HN
HN 0
N= . o
. o) -
HO i NH, OHHN
0
NH
0
OH
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o ()

HO

OH o,

M'OH - Ho,.

’ . Redukcja
EC1456 s%o v HN i (eliminacja
LN ‘ #% j)t% 1,2)

HO

Podsumowujac, temat koniugatow kwasu foliowego z substancjami o charakterze
przeciwnowotworowym jest zakresem nauki, ktory warto eksplorowaé, gdyz daje on zaréwno
ogromne mozliwosci modyfikacji struktur, ktore mozna projektowa¢ na wiele sposobow, jak
i wnioskowa¢ mozna, ze jest tez zakresem, gdzie juz w tym momencie odniesiono wiecle
sukcesow na polu uzyskiwania przysztych prolekow.
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W ramach realizacji mojej pracy doktorskiej w zespole dr hab. inz. Sebastiana
Demkowicza, prof. PG, w Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej otrzymatam nastepujace zadania:

1.
2.

Wykonanie przegladu literatury z zakresu budowy oraz mechanizmu dziatania STS.

Zgromadzenie informacji na temat opisanych w literaturze inhibitoréw STS oraz ich
zastosowania w leczeniu nowotwordéw hormonozaleznych.

Dokonanie przegladu literaturowego na temat kwasu foliowego wraz z jego
pochodnymi oraz przedstawienie charakterystyki transportu tych czasteczek
w ludzkim organizmie.

Zebranie materiatu literaturowego na temat syntezy oraz wykorzystania koniugatéw
kwasu foliowego w wykrywaniu oraz leczeniu nowotworéw posiadajacych
nadekspresje receptoréw kwasu foliowego.

Zaprojektowanie struktur chemicznych dla trzech serii potencjalnych inhibitoréw
STS, wtym dwoch serii czasteczek zawierajacych w swojej budowie elementy
strukturalne upodobniajace je do kwasu foliowego korzystajac z techniki dokowania
molekularnego.

Przeprowadzenie syntezy wyselekcjonowanych na podstawie wynikow badan in
silico, potencjalnych inhibitorow STS, ktorych aktywno$¢ biologiczna zostanie
oceniona w teScie enzymatycznym z wykorzystaniem STS wyizolowanego
z ludzkiego tozyska oraz w badaniach komoérkowych wykorzystujacych linie
nowotworowe MCF-7 oraz JEG-3.

Zaprojektowanie struktury oraz szlaku syntetycznego koniugatu kwasu foliowego
z wyselekcjonowanym inhibitorem STS.

Przeprowadzenie wieloetapowej syntezy w celu otrzymania koniugatu FA
z inhibitorem STS, ktorego aktywnos$¢ biologiczna zostanie oceniona w tescie na
wyizolowanym enzymie, w testach komorkowych oraz w badaniach selektywnosci
i swoisto$ci tego zwigzku wzgledem receptorow kwasu foliowego w podtypie a.

89



|1l Badania wlasne

90



3.1 Uzasadnienie podjetych badan oraz opis planowanych eksperymentow

Synteza inhibitorow STS charakteryzujacych si¢ Kkorzystnymi wilasciwosciami
biologicznymi bez wywotywania negatywnych skutkow ubocznych od lat cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem wielu zespolow naukowych. Co warto podkresli¢, réwniez w grupie
badawczej dr hab. inz. Sebastiana Demkowicza z Katedry Chemii Organicznej Politechniki
Gdanskiej, od przeszto dekady, trwaja prace z zakresu tej tematyki. Zaowocowaly one do tej
pory opracowaniem bogatej biblioteki zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu
nowotworoOw hormonozaleznych (patrz podrozdzial 1.4.3). Z wieloletniego dos$wiadczenia
cztonkéw zespolu wynika, iz poziom aktywno$ci nowo otrzymanych zwigzkow wobec STS
wigzany jest bezposrednio, zaréwno zrodzajem zastosowanego farmakofora, jak i rdzenia
samej czasteczki.

W zwiazku z chgcia poprawy wlhasciwosci terapeutycznych juz otrzymanych
inhibitorow STS poprzez zwigkszenie ich selektywnosci wobec komorek nowotworowych
w toku podjetych przeze mnie badan realizowanych w ramach dyscypliny Nauk Chemicznych
Szkoty Doktorskiej Politechniki Gdanskiej, postanowitam zaprojektowac i otrzymaé szereg
nowych zwigzkéw bedacych potencjalnymi inhibitorami STS zawierajacych fragmenty
strukturalne upodobniajgce je do struktury kwasu foliowego (m.in. reszta Kkwasu
glutaminowego) (zwiazki I1A-B, 111A-B, IVA-B, VA-B oraz VIA-L, Rys. 3.1) oraz koniugat
kwasu foliowego z inhibitorem STS (STS-FA) (zwiazek VII, Rys. 3.2). W ramach syntezy
inhibitorow STS otrzymatam amidosiarczanowe pochodne 1,2,3-triazolu, kumaryny, flawonow,
tyraminy, a uzasadnieniem wyboru powyzszych rdzeni byta ich potwierdzona aktywno$é
biologiczna. Dodatkowo, rdzenie te sg uktadami pierscieni aromatycznych, ktore skutecznie
imitujg steroidowa strukture naturalnych substratow STS. Jednak fakt, ze nie sa one steroidami
zmniejsza ryzyko wystgpienia skutkéw ubocznych wynikajacych z wiasciwosci estrogenowych.
Dodatkowo, przed synteza jednej z pierwszych serii zwigzkow I11A-B, otrzymatam serie 1A-L
(Rys. 3.1), wktorej pierscien fenylowy potaczony z ugrupowaniem amidosiarczanowym
(wystepujacy pierwotnie w tego typu inhibitorach STS otrzymanych w grupie badawczej dr hab.
inz. Sebastiana Demkowicza) zastapiony zostal ukladem zawierajacym naftalen. Badania te
przeprowadzono w celu oceny czy taka zmiana strukturalna, upodobniajaca czasteczki do kwasu
foliowego, w ktorym rowniez wystepuje uktad dwoch skondensowanych sze$cioczionowych
pierScieni, nie wptynie negatywnie na aktywno$¢ wzgledem STS.
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Rys. 3.1 Struktura ogélna amidosiarczanowych pochodnych IA-L (R1 = H, F, CI, Br), 11A-B, 111A-B, IVA-B, VA-B
(R2=H, Me), VIA-L (Rs = H, Me, Et, 'Pr, Bu, Bn).

Z drugiej strony, struktura koniugatu kwasu foliowego z potencjalnym inhibitorem STS,
bazujacym na pierscieniu 1,2,3-triazolu oraz farmakoforze amidosiarczanowym, zostala
wybrana przeze mnie bazujac na wieloletnim do$wiadczeniu zespotu prof. Demkowicza
z zakresu inhibitorow STS oraz na podstawie doktadnego przestudiowania tematyki koniugatow
kwasu foliowego z uwzglgdnieniem wyboru linkera zawierajacego w swojej konstytucji labilne
wigzanie umozliwiajace uwolnienie inhibitora STS po dotarciu koniugatu do wnetrza komorki
NOWOtworowej.
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Rys. 3.2 Struktura chemiczna otrzymanego koniugatu kwasu STS-FA VII.
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3.2 Pochodne amidosiarczanowe 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)-
naftaleno-2-ylu 1A-L

3.2.1 Modelowanie molekularne pochodnych amidosiarczanowych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-
triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu 1A-L

Etap syntezy chemicznej kazdej serii potencjalnych inhibitoréw STS poprzedzitam
przeprowadzeniem badan z zakresu dokowania molekularnego co pozwolito wyselekcjonowaé
zwiazki, ktére wykazywaty najkorzystniejsze warto$ci swobodnej energii wigzania, a co za tym
idzie prezentowaly one teoretycznie najwigksza zdolno$¢ do wigzania si¢ w miejscu aktywnym
STS (badania te przeprowadzitam z uzyciem programu AutoDock Vina 1.1.2.). Ponadto, testy te
byly bardzo dobrym sposobem pozwalajacym na przeprowadzenie analizy relacji struktura-
aktywnos$¢ (SAR), gdyz w tatwy sposob mozna byto sprawdzi¢ potencjalne interakcje pomigdzy
resztami aminokwasowymi budujacymi miejsce aktywne STS, a poszczegdlnymi atomami
wchodzgcymi w sktad danego inhibitora. Etap ten byt rowniez bardzo pomocny podczas analizy
wynikow badan biologicznych i interpretacji réznic pomiedzy aktywnosciami poszczegdlnych
zwigzkéw W danej serii. Czg$¢ z zaprojektowanych zwigzkow zostato dodatkowo zadokowane
do receptora kwasu foliowego.

Procedura dokowania molekularnego obejmowata nastepujace odrebne etapy:

1) Odpowiednie przygotowanie struktury enzymu STS oraz struktury receptora kwasu
foliowego w podtypie a pobranych z bazy Protein Date Bank (PDB) ((PDB ID:1P49
(STS) oraz 4LRH (FRa)).

2) Przygotowanie struktur potencjalnych inhibitorow STS i optymalizacja ich geometrii
Z uzyciem programu HyperChem 8.0.7.

3) Przeprowadzenie dokowania molekularnego zoptymalizowanych ligandéw do
przygotowanej struktury enzymu oraz receptora z wykorzystaniem oprogramowania
AutoDock Vina 1.1.2.

4) Zestawienie otrzymanych wynikow poprzez wykonanie analizy otrzymanych wartosci
swobodnych energii wigzania oraz graficzna ich wizualizacja (z wykorzystaniem
oprogramowania VMD 1.9).

Dodatkowo z wuzyciem programu Discovery Studio Visualiser v20.1.0.19295
zidentyfikowatam potencjalnie wystepujace interakcje pomigdzy ligandami a STS oraz FRa.

Jak wczes$niej wspomniano prace nad syntezg serii zwigzkow I1IA-B poprzedzitam
otrzymaniem serii IA-L, w ktorej pierscien fenylowy potaczony 2z ugrupowaniem
amidosiarczanowym zastgpitam ukladem zawierajgcym naftalen. Badania te przeprowadzitam
w celu oceny czy taka zmiana strukturalna, upodobniajaca czasteczki do FA, nie wptynie
negatywnie na aktywnos$¢ wzgledem STS w pordéwnaniu z wcze$niej otrzymanymi w grupie
badawczej dr hab. inz. Sebastiana Demkowicza inhibitorami STS, w ktorych polaczony
Z ugrupowaniem amidosiarczanowym byt jedynie pierscien fenylowy. Prace nad ta serig
zwigzkow rozpoczetam od przeprowadzenia badan komputerowych, ktorych konsekwencja byto
wybranie dwunastu amidosiarczanowych pochodnych 1,2,3-triazolu zawierajacych w swojej
konstytucji m.in. atomy halogenow znajdujace sie w réznych pozycjach terminalnego
pierscienia aromatycznego. Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczeniowych i analizy
wartosci swobodnej energii wigzania kazdego potaczenia ligand-enzym, wyselekcjonowatam
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dwanascie struktur dla potencjalnych inhibitorow STS (zwiazki 1A-L). Szczegdétowe dane
wygenerowane przez program Auto Dock Vina 1.1.2 zawartam w Tabeli 3.1.

Tabela 3.1 Wyniki analizy dokowania molekularnego zwiazkéw IA-L oraz zwigzku referencyjnego — Irosustatu
otrzymane z wykorzystaniem oprogramowania Auto Dock Vina 1.1.2.

0
O—S—NH,
O (6]
-
Ry { N ’oN r \//S/?o 0\ o)
N o}
Rsﬁ& IA-L Irosustat
R,

Nr Swobodna energia
zwiazku Ra R, Rs Ry Rs wiazania [kcal/ n?ol]

1A H H H H H -7,4

1B H F H H H -7,7

IC H Cl H H H -6,4

ID H Br H H H -6,3

IE H H F H H -7,6

IF H H Cl H H -7,6

1G H H Br H H -6,0

IH F H H H H -8,0

1 Cl H H H H -7,9

1J Br H H H H -8,0

IK H F H F H -7,9

1L F F F H H -8,3
Irosustat - - - - - 54

Wartosci swobodnej energii wigzania dla proponowanych struktur potencjalnych
inhibitorow IA-L okazaly si¢ korzystne i miescity si¢ w zakresie od -6,0 do -8,3 kcal/mol, przy
czym warto zwrdci¢ uwage na to, iz btad pomiaru dla wykorzystywanego programu wynosi ok.
2,85 kcal/mol. Ponadto, prezentowane wyniki osiagaly wartoSci nizsze niz zwiazek
referencyjny, a najkorzystniejsza warto$¢ swobodnej energii wigzania wykazata pochodna IL (-
8,3 kcal/mol), co moze sugerowal, ze zwiazek ten teoretycznie zdolny jest do stworzenia
najbardziej stabilnego kompleksu ligand-enzym w jego centrum aktywnym. Dodatkowo, w celu
wykrycia potencjalnych interakcji ligand-biatko, ktére mogtyby wyptywaé w znaczny sposob na
stabilizacje¢  powstalego  kompleksu, przeprowadzitam symulacje z wykorzystaniem
oprogramowania BIOVIA, Dassault Systeme, Discovery Studio Visualiser, ktorych wyniki
zaprezentowatam w Tabeli 3.2.
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Tabela 3.2 Interakcje ligand — STS (wraz z dystansem [A]) dla zwigzkéw IA-L zidentyfikowane przy uzyciu
oprogramowania BIOVIA, Dassault Systemes, Discovery Studio Visualiser wraz z ich schematycznym
rozmieszczeniem dla zwigzku IL.

Interakcje

o O O W — e
A181 e [] Metal - Akceptor
HIS I = - Sigma
A:290 [ w - Siarka
THR ] m-AKil
A6 LYs
& G
Ao Ley A Ales
O AW
TRP GLY
A:550 i A:100 g * AC;SO
- kE;:I A?%l GLN
A343
ASP
A36
Wiazanie
Nr . . — Wi i — —
. n—AlKil Alkil _n 1azanie wodorowe n. .n
zwigzku Siarka | wodorowe 2 weglem Kation | Sigma
LEU103 (6,16, 6,50); H1S290
IA VAL486 (5,86); VAL101 B (5,76); THR165 B B B
(4,93, 6,33); VAL177 HIS136 (4,11)
(6,12) (6,93)
LEU103 (6,13, 6,47); FGLY75
B VAL486 (5,50, 6,07), B H1S290 (4,18), HIS136 B B
VAL101 (5,31), VAL177 (6,00) LYS368 (5,74,7,12)
(5,50, 5,57) (5,02)
, ARGY98 | HIS290
IC L(lélié;)é\fiﬂ)dl\/gligi.e (2,99), | (5.,75); B HIS136 ARG98 -
\’/ AL’177 (5.43 563)’ TRP550 | HIS136 (6,04) (4,40)
AR 6,97) | (7,13)
ARG98 | HIS290
LEU103 (5,51); VAL101 308) | (5.79); ARGOS
ID (4.85); V?é‘sl)ﬁ (4,85, TRP550 | HIS136 a a (4,83)
' (6,86) (7,11)
LYS134
) H1S290 (6,65);
IE V:I-Rlc;?i 6(42’3 ’3:22’ 86 (5,43); ASP36 THR165 VAL101
e a HIS136 (4,96); (5,41) a (4,93)
(5,36), VAL101 (6,07) (6.78) GLN343
(5,61)
H1S290
ARG9S (4,74); VAL1T7 (5,29); L(;zii’d' VALL0L
IF (6,49); VAL101 (5,81), - HIS36 | o o - - 4.78)
VAL486 (5,37) (6,73) (4.20) '
LYS368
(5,58),
H1S290 LYS134
ARG98 (4,95); VAL177 (4,87, (6,45),
6 | Gassvaus | US| sy | i | MISKS | vaLo:
(5,30), VAL101 (6,42) ' HIS136 (5,45), ' '
(6,72) ASP36
(4,95),
ASP35
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(4,95)
FGLY75
LEU103 (6,23, 6,49); '?;226?0 (4,25, HIS136
IH VAL486 (6,21); VAL101 - hioras | 514) (5.74) - -
(5,38); VAL177 (5,49, 5,69) 709 LYS368 :
’ (3,69)
PHEL78 (4,53); LEU103 HIS290
. (6,27, 6,56); VAL177 - (6,01); | LYS368 HIS136 B B
(5,46, 5,79); VAL486 HIS136 |  (5,15) (5,73)
(5,96), VAL101 (5,42) (7,08)
PHE178 (4,48); LEU103 LYS368
(6,15, 6%43), )\/AL177 HIS290 1~ 5 1g).
1J (5,50, 5,67); VAL486 - 92): | £ v7s HIS136 | ARG98 -
HIS136 (5,69) (4,90)
(6,08); (7.05) (3,04,
VAL101 (5,34) ’ 4,27)
LEU103 (6,18, 6,60); HIS290
1K VAL486 (5,95); VAL101 - (5.91); | ARG98 HIS136 B B
(5,40); VAL177 (5,26, HIS136 |  (5.14) (5,67)
5,68) (7,05)
" VALL77 (4,32); VAL486 - HIS290 - B B VAL101
(5,09, 5,61); LEU74 (6,53) (5,57) (5,12)
HIS290 | LYS368
rosustat | VALL77 (6.51); VAL486 - (5,73); (5,49); HIS136 B VAL486
(4,87, 5,08) VAL101 (5,09) HIS136 | FGLY75 (6,03) (4,67)
(6,84) (3,04)

Badania obliczeniowe dowiodty, ze pochodne IA-L sg w stanie tworzy¢ szereg ro6znego
rodzaju odziatywan, w tym takie jak: m-alkilowe, alkilowe, m-siarkowe, wigzanie wodorowe,
wigzanie wodorowe z weglem, m-kationowe albo m-sigma (Tabela 3.2). Obecnos¢ tych
potencjalnych oddzialywan moze w pozytywny sposob wptywac na stabilno$¢ tworzacych sie
kompleksow, a zwigzkami, ktore teoretycznie sa w stanie tworzy¢ najwigksza ilos¢ mozliwych
oddziatywan okazaty si¢ pochodne IE, IF oraz 1G. Jednakze, oprocz wspomnianych wyzej
interakcji niezwykle waznym aspektem, w przypadku inhibitoréw opartych na farmakoforze
amidosiarczanowym, jest ich zdolno$¢ do ulegania reakcji substytucji nukleofilowej na atomie
siarki. Tak jak wspomniano w podrozdziale 1.4.4 mechanizm inhibicji STS nie zostat
catkowicie potwierdzony i nadal pozostaje tematem dyskusji, jednak prawdopodobnie
amidosiarczanowa grupa funkcyjna moze zosta¢ przeniesiona na reszt¢ fGly75, co moze
doprowadzi¢ do nieodwracalnej inhibicji enzymu. Z tego powodu wykonatam wizualizacje
zwigzku IL (dla ktorego wyznaczono najnizszg warto$¢ swobodnej energii wigzania),
z wykorzystaniem oprogramowania VMD 1.9, przedstawiong na Rys. 3.3. Na wizualizacji
dostrzec mozna, iz amidosiarczanowa grupa inhibitora (ktora bezposrednio odpowiada za
inhibicj¢ enzymu), znajduje si¢ w rejonie katalitycznym STS w niedalekiej odleglosci od reszty
fGly75 oraz to, ze stabilizowana jest przez odzialywanie m-siarka z HIS290 (odleglos¢
pomiedzy atomem siarki IL a grupg OH fGly75 wynosi 2,9 A). Wiasnie z tego powodu mozna
przypuszczaé, ze zwiazek ten, pomimo mniejszej ilosci innych, teoretycznych oddzialywan
elektrostatycznych wskazanych przez program dokujacy, moze okaza¢ si¢ najbardziej
efektywnym potencjalnym inhibitorem. Dodatkowo, mozna zauwazy¢, ze rdzen zwiagzku IL jest
dobrze dopasowany do miejsca aktywnego enzymu i stabilizowany jest przez obecnos$¢ reszt
aminokwasowych takich jak LeulO3, Leul67, Phel78, Phel82, Phe237, Val486, Phe488
i Phe553. Wartym podkreslenia, jest tez niewielka odlegtos¢ pomiedzy atomem fluoru zwigzku
IL, a atomami azotu reszty Arg98, ktore mogg indukowac¢ odziatywania elektrostatyczne (4,12
14,29 A, ktére nie zostaty zidentyfikowane przez program BIOVIA). Z drugiej tez strony,
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obecnos¢ atomu fluoru w strukturze czgsteczki, moze mie¢ kluczowe znaczenie dla jego
zwigkszonej zdolnosci do ulegania reakcji enzymatycznej. Wysoce elektroujemne atomy fluoru
jako podstawniki wyciagajace elektrony, wplywaja na obnizenie pKa czasteczki, czyniac ja
lepsza grupa opuszczajaca w reakcji substytucji nukleofilowej na atomie siarki. Ponadto,
badania dokowania molekularnego wykazaty, ze pierscien triazolowy zwiazku IL, znajduje si¢
blisko reszty Trp484, co sugeruje dodatkowa interakcje, w tym wigzanie wodorowe pomigdzy
grupa OH Trp484 a atomem azotu w pierscieniu (5,81 A).

FGEXZ5

§  VAL486

ARG98

------- -l THR484

HIS290

. / LEU167
Rys. 3.3 Miejsce aktywne STS z zadokowanym zwiagzkiem IL (kolory CPK) oraz z Irosustatem (r6zowy) wraz
z odlegto$ciami od fGly75, ARG9S oraz THR484 (A).
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3.2.2 Synteza pochodnych amidosiarczanowych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftaleno-
2-ylu 1A-L

Po etapie badan z zakresu modelowania molekularnego przystapitam do syntezy
potencjalnych inhibitorow STS IA-L, ktorych szlak syntetyczny zostat przedstawiony na
Schemacie. 3.1.

TMS

=z

PdCl,
Ph,P

Cul OH
" .
Br ACN = OH
" oo ()

R, -BuONO R, R,
R, NH, TMSN; R, N, R, Kt
—_— » N
Ry Rs ACN R; Rs TBAF Ry R
R, R, 1 M askorbinian sodu R, 3
CusO; 5 H,0
89A-L 90A-L in situ 91A-L
0, 0
O:C:Nl \Cl
oH HCOOH DCM )
N,N-DMA 1l
O—S—NH,

(6]
a

R, = H,N Cl
N. .N R,
N R, =
Ry N. -N

Rs IA-L

Y

91A-L

Schemat 3.1 Szlak otrzymywania pochodnych IA-L.

Otrzymywanie zaprojektowanych pochodnych rozpoczgtam od reakcji sprzggania
Sonogashiry pomiedzy 6-bromo-2-naftolen 87 a trimetylosililoacetylenem i otrzymania
pochodnej 88 przy zadowalajacej wydajno$ci reakcji wynoszacej 64%. Kolejny krok mojej
pracy obejmowal przygotowanie dwunastu pochodnych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-
ylo)naftalen-2-olu 91A-L. Zwiazki te zostaly otrzymane w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji
z wykorzystaniem odpowiednich azydkow 90A-L, ktére uzyskane zostaly z komercyjnie
dostepnych pochodnych aniliny 89A-L w reakcji z t-BuONO (gdzie sole diazoniowe oraz
pochodne azydkowe generowane byly in situ) oraz TMSNs; Otrzymane pochodne 90A-L
poddatam reakcji ze zwigzkiem 88 w obecnosci TBAF, siarczanu miedzi(Il) i askorbinianu
sodu. Dzigki temu udato mi si¢ uzyska¢ pochodne 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ylo)naftalen-
2-olu 91A-L, ktore ostatecznie zostaly przeksztalcone w amidosiarczanowe pochodne 6-(1-
fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu 1A-L na drodze reakcji z chlorkiem sulfamoilu.
Zwigzek ten byl generowany in situ w reakcji izocyjanianu chlorosulfurylu z kwasem
mréwkowym oraz katalitycznej ilosci N,N-DMA. Wydajnosci reakcji dla finalnych produktow
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miescity si¢ w przedziale od 26 do 70%. W Tabeli 3.3 zestawitam wydajnosci wszystkich
przeprowadzonych reakcji.

Tabela 3.3 Wydajnoéci wszystkich reakcji syntezy pochodnych amidosiarczanowych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazolo-

4-ylo)-naftaleno-2-ylu 1A-L.

Nr zwigzku | Wydajnos¢ [%] | Nrzwiazku | Wydajnosé [%]| Nrzwigzku | Wydajnos¢ [%]

88 64 911 62 IF 40

91A 64 91J 68 €] 45

91B 43 91K 39 IH 34

91C 45 91L 13 1 40

91D 42 IA 70 1J 52

91E 74 IB 43 IK 37

91F 74 IC 67 IL 26

91G 62 ID 34

91H 47 IE 36
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3.2.3 Badania biologiczne in vitro pochodnych amidosiarczanowych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-
triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu 1A-L

Wszystkie wyniki badan biologicznych, ktére zostang zaprezentowane w mojej
rozprawie doktorskiej uzyskane zostaty dzigki wspotpracy z zespolem pod kierownictwem dr
hab. Macieja Mastyka z Wydziatu Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu Instytutu Biotechnologii
Katolickiego Uniwersytety Lubelskiego. Wszystkie zwiazki, ktore zaprojektowatam
Zz wykorzystaniem dokowania molekularnego i otrzymatam na drodze syntezy chemicznej
zostaly zbadane pod katem aktywnosci inhibicyjnej STS w teécie enzymatycznym
wykorzystujagcym  znakowany radioizotopowo siarczan estronu ([*H]-E1S). Nastepnie
przeprowadzone zostaly badania komoérkowe z wykorzystaniem linii MCF-7. Zwiazki te
testowane byly w wykorzystaniem trzech réznych stezen (100 nM, 10 nM oraz 1 nM)
i poddawane byly selekcji po kazdym etapie testow. Koncowo dla najbardziej obiecujacych
pochodnych wyznaczone zostato ICsq.

3.2.3.1 Aktywnos¢ biologiczna pochodnych amidosiarczanowych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-
triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu 1A-L — test enzymatyczny

Test enzymatyczny =zostal przeprowadzony z wykorzystaniem enzymu STS
wyizolowanego z ludzkiego tozyska, a stg¢zenie potencjalnych inhibitoréw wyniosto 0,5 pM.
Wyniki tych badan przedstawione zostaty w Tabeli 3.4. Prezentowane dane wskazaty na to, iz
wszystkie zwigzki skutecznie hamowaty aktywnos¢ sulfatazy steroidowej, a warto$ci mierzonej
po eksperymencie pozostatej aktywnosci STS miescity si¢ w zakresie od 7,98 do 27,17%.

Tabela 3.4 Wyniki testow enzymatycznych przedstawiajace efekt inhibicji STS zwiazkow IA-L (przy stezeniu 0,5

UM inhibitorow).
Rl
R, 4
R;ﬁks IA-L
Ry
Nr Pozostala
2wiazku R1 R2 R3 R4 Rs aktywnos$¢ STS
[%0]
1A H H H H H 24,50+ 1,36
1B H F H H H 17,40 £0,87
IC H Cl H H H 9,66 +0,48
ID H Br H H H 9,62 +0,48
IE H H F H H 23,75 +1,22
IF H H Cl H H 18,71 £0,94
1G H H Br H H 23,07+1,15
IH F H H H H 27,17 +1,36
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1 Cl H H H H 16,93 £0,83
1J Br H H H H 15,93 +£0,80
IK H F H F H 14,03 £0,70
IL F F F H H 7,98 +0,40

Otrzymane wyniki wskazaly, ze najbardziej aktywna pochodng okazat sie zwigzek IL
(z pozostatg aktywnoscig STS na poziomie 7,98%) zawierajacy w swojej strukturze az trzy
atomy fluoru. Wynik ten byl zbiezny z danymi otrzymanymi podczas badan dokowania
molekularnego, gdzie swobodna energia wigzania tego zwigzku byta najnizsza i wynosita -8,4
kcal/mol. Dodatkowo, podczas analizy wynikow biologicznych zauwazytam fakt, iz wraz
z mniejsza iloScig atomow halogenow w terminalnym pier$cieniu inhibitora aktywnos$¢
badanego zwigzku wobec STS malata. Obserwacja ta moze potwierdzaé wczesniej wysunigty
wniosek dotyczacy zmiany warto$ci pKa wzgledem réznej ilosci halogenow w danym zwiazku,
tzn. im wigksza liczba podstawnikow wyciagajacych elektrony tym nizsze pKa i co za tym idzie
wicksza podatno$¢ na reakcje substytucji nukleofilowej na atomie siarki. Dodatkowo,
zauwazylam, ze uzyskane wyniki moga roéwniez sugerowal, ze pozycja podstawnika
halogenowego w pierscieniu aromatycznym moze mie¢ kluczowe znaczenie dla sit oddziatywan
wystepujacych w badanych zwiazkach. Wnioskowa¢ mozna roéwniez, ze sama obecno$¢
heteropodstawnika w pozycji R: lub R, ma duzy wpltyw na wzrost sily inhibicyjnej. Warto
jednak doda¢, ze sam rodzaj tego heteroatomu nie ma az tak duzego znaczenia, jesli chodzi
0 wplyw na aktywno$¢ STS.

3.2.3.2 Aktywnos¢ biologiczna pochodnych amidosiarczanowych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-
triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu 1A-L — test komorkowy

Kolejnym etapem badan biologicznych byt eksperyment z wykorzystaniem linii
komoérkowej MCF-7. W trakcie tych badan udato si¢ okresli¢ poziom zahamowania STS przy
zastosowaniu trzech réznych poziomow stezen potencjalnych inhibitoréw. Komorki te
poczatkowo inkubowano z wykorzystaniem st¢zenia 100 nM inhibitoréw, a szczegétowe dane
przedstawiono w Tabeli 3.5. Uzyskane wyniki pokazaty, ze wszystkie zwigzki skutecznie
hamowaty dziatanie STS, a najlepszym okazata si¢ pochodna IK (5,43% pozostatej aktywnoS$ci
STS) oraz IL (5,29% pozostatej aktywnosci STS). Warto zauwazy¢, ze W strukturze tych
pochodnych w potozeniu Ri, Rz lub R; badz we wszystkich jednoczesnie znajduje si¢ atom
fluoru. Ponadto, aktywnos¢ inhibicyjna tych zwigzkow okazata si¢ nieco wyzsza przy zadanym
stezeniu niz lrosustatu (5,72%) uzytego jako zwigzek referencyjny. Do kolejnego etapu badan
zakwafilikowanych zostato sze$¢ najbardziej aktywnych pochodnych IG-L, dla ktorych
pozostala aktywno$¢ STS przy stezeniu 100 nM inhibitora wynosita mniej niz 10%. Na tym
etapie badan stezenie inhibitoréw obnizono dziesieciokrotnie (10 nM) w poréwnaniu do
pierwszego eksperymentu, a najlepsze wyniki zanotowano dla zwiazkow 11, IK oraz IL
(odpowiednio pozostata aktywno$¢ STS wynosita 42,09%, 42,01% i 27,48%). Do ostatniego
etapu badan zakwalifikowano zwigzki, dla ktorych pozostata aktywnosé STS przy stezeniu 10
nM inhibitora wynosita mniej niz 50% (zwiazki 11, IK oraz IL), a nastgpnie powtérzono
eksperyment przy stezeniu 1 nM inhibitora. Dodatkowo wyznaczony zostal parametr ICsp.
Wiyniki tych badan wskazaty, ze analizowane zwiazki zaliczy¢ mozna do grupy bardzo silnych
inhibitorow STS charakteryzujacymi si¢ niskimi warto§ciami ICso wynoszacymi 30,14, 17,02
oraz 15,97 nM odpowiednio dla Il, IK oraz IL (parametr 1Cso wyznaczony dla lrosustat
wynosil 1,14 nM). Podsumowujgc, wszystkie otrzymane przeze mnie pochodne wykazaty
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aktywno$¢ biologiczng w stosunku do STS, jednak to te zawierajace atomy fluoru w Swojej
strukturze przejawiaty najwyzsza aktywno$¢ inhibicyjng. Tak jak wczes$niej wspomniatam moze
mie¢ to kluczowe znaczenie przy tworzeniu oddziatywan elektrostatycznych z Arg98
znajdujacej si¢ w centrum aktywnym tego enzymu. Poparciem dla tego stwierdzenia sa wyniki
badan dokowania molekularnego. Uzyskane wyniki dla pochodnych amidosiarczanowych 6-(1-
fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu moga by¢ bardzo obiecujagce w kolejnych
etapach badan przedklinicznych, m.in., w testach in vivo. Powyzszy materiat eksperymentalny
stal si¢ podstawa publikacji naukowej w czasopismie Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry (Ciupak O., Dasko M., Biernacki K., Rachon J., Mastyk M., Kubinski K.,
Martyna A., Demkowicz S.; New potent steroid sulphatase inhibitors based on 6-(1-phenyl-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)naphthalen-2-yl sulphamate derivatives J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2021,
36, 238-247).[122]

Tabela 3.5 Pozostata aktywno$¢ STS w komorkach MCF-7 po inkubacji ze zwiazkami IA-L i Irosustatem
w stezeniach 100, 10 i 1 nM inhibitora oraz wyznaczony parametr ICso.

9
O=S—NH,

R4 Ref. Irosustat
Pozostala aktywnos$¢ STS [%0]

NP Red Re Re ) Re | Rs —0n T T 10 (] 1[nM] |Cso [nM]
1A H H H H H | 15,52 +0,78 - — -

1B H F H H H | 12,22 +0,61 - — -

IC H Cl H H H | 22,05+1,10 - — -

ID H Br H H H | 20,59+1,03 - - —

IE H H F H H | 11,32+0,57 — - —

IF H H Cl H H | 13,25+0,66 - - —

1IG H H Br H H 8,68 +£0,43 | 59,86 +2,99 - —

IH F H H H H 8,80+0,44 | 55,84+2,79 - -

11 Cl H H H H 7,44 +0,37 | 42,09 £2,10 84,32 +422 | 30,14+151
1J Br H H H H 7,30 +0,37 | 59,45+2,97 - —

IK H F H F H 543+0,27 | 42,01 +2,10 | 79,30+3,96 | 17,02 +0,85
IL F F F H H 529+0,26 | 27,48+1,37 | 99,00+4,95 | 15,97 +0,80
Ref | — - - - - 5,72+0,29 | 12,93+0,65 | 16,83+0,84 1,14 +£0,06
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3.3 Analogi kwasu foliowego zawierajgce W swojej strukturze ugrupowanie
amidosiarczanowe

3.3.1 Modelowanie molekularne potencjalnych inhibitorow STS bedacych analogami kwasu
foliowego zawierajacymi w swojej strukturze ugrupowanie amidosiarczanowe

Zachecona dobrymi wynikami otrzymanej przeze mnie poprzedniej serii inhibitoréw STS
oraz po potwierdzeniu, ze zamiana pierScienia fenylowego potaczonego z ugrupowaniem
amidosiarczanowym na naftalen nie powoduje utraty aktywno$ci inhibicyjnej wzgledem STS,
postanowitam w dalszym ciggu prowadzi¢ badania nad rozwojem tej klasy zwigzkow.
W przypadku nowej grupy czasteczek skupitam si¢ na dwoch aspektach: 1) ocenie zmiany
rdzenia czgsteczki oraz 2) wprowadzeniu reszty kwasu glutaminowego jako elementu
upodabniajacego czasteczki do FA, na zarowno potencjalng moc tworzenia kompleksu ligand-
STS (oraz co za tym idzie mocy inhibicji) oraz na mozliwo$¢ wykorzystania receptorow kwasu
foliowego jako potencjalnej drogi transportu czasteczek do wngtrza komorki. Rodzaje rdzeni
czasteczek zostaly wybrane na podstawie do$wiadczen zespotu dr hab. inz. Sebastiana
Demkowicza dotyczacego tematyki inhibitorow STS. Biorac je pod uwage postanowitam
rozpoczaé prace nad czasteczkami zawierajgcymi w swojej konstytucji uktady 1,2,3-triazolu,
kumaryny, flawonoéw oraz tyraminy.

Prace nad nowymi zwigzkami ponownie rozpocze¢tam od przeprowadzenia badan
dokowania molekularnego, jednak w tym przypadku, oprocz wykonywania obliczen
dotyczacych stabilno$ci komplekséw STS-ligand, przeprowadzitam dodatkowe analizy, gdzie
obliczytam warto$¢ energii swobodnej wigzania przyktadowych czgsteczek z FRa (kod PDB:
4lrh). Efektem tego etapu pracy byto zaprojektowanie zwigzkow 11A-B, 111A-B, IVA-B, VA-B,
na bazie rdzeni 1,2,3-triazolu, kumaryny, flawonu oraz tyraminy zawierajacych w swojej
strukturze reszte kwasu glutaminowego w postaci wolnego kwasu karboksylowego oraz estru
metylowego, ktore zaprezentowane zostaty w Tabeli 3.6.
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Tabela 3.6 Wyniki analizy dokowania molekularnego zwiazkow 11-V-A-B, Irosustatu oraz FA
otrzymanych z wykorzystaniem oprogramowania Auto Dock Vina 1.1.2.

RO NH
1IA-B IIIA-B
RO, (o)
S HoN & O |
CF;C00 0 0 g0 o ; o
H,N ©) OR N
o) OR
o NH, HN"
{ >—/ 0
© 0~ TOR
IVA-B o VA-B
RO

0 A N 5)
HN HNTY j/\H
g Ne) 0~ Yo /J\\ Z

Irosustat .
Kwas foliowy

] Swobodna energia wigzania [kcal/mol]
Nr zwiazku R

STS FRa
1A Me -6,0 -8,4
11B H -6,9 -8,4
1A Me -6,2 9,1
1B H -7,0 -7,9
IVA Me -6,6 -8,0
VB H -6,4 -9,5
VA Me -4,8 -9,3
VB H -7,0 -9,0

Irosustat - 5,4 -

FA - - -10,5

Korzystajac z programu AutoDock Vina 1.1.2 wyznaczylam wartosci swobodnej energii
wigzania dla o$miu zaprojektowanych zwigzkow w stosunku do STS oraz FRo. Wyniki te
okazaty si¢ satysfakcjonujace i wskazaly, ze analizowane czasteczki sag w stanie teoretycznie
wigza¢ si¢ Z miejscem aktywnym zaréwno STS jaki FRa. W przypadku dokowania ligandow do
struktury STS miescily si¢ one w zakresie od -4,8 do -7,0 kcal/mol, a w przypadku
modelowania z wykorzystaniem FRa zakres ten wynosit od -7,9 do -9,5 kcal/mol. Wartosci te
oscylowaly w poblizu wartosci swobodnej energii wigzania wyznaczonych dla zwigzkéw
referencyjnych (nieco nizsze w pordwnaniu z warto$cig swobodnej energii wigzania FA z FRa),
€0 mogto $wiadczy¢ o tym, ze zwigzki te z jednej strony potencjalnie mogg charakteryzowac sie
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dobrymi wlasciwosciami inhibicyjnymi wobec STS, atakze moga by¢ teoretycznie
transportowane do wnetrza komorki z wykorzystaniem szlaku FRa.

Po pozytywnym zakonczeniu tej czg$ci symulacji przesztam do identyfikacji
potencjalnych odziatywan w powstalych kompleksach. Réwniez w tym przypadku sprawdzatam
dwa cele molekularne, czyli STS oraz FRa a szczegétowe dane zestawione zostaty w Tabeli 3.7
oraz w Tabeli 3.8.

Tabela 3.7 Interakcje ligand-STS (wraz z dystansem [A]) dla zwigzkéw 1I-1IVA-B zidentyfikowane przy uzyciu
oprogramowania BIOVIA, Dassault Systemes, Discovery Studio Visualiser wraz z ich schematycznym
rozmieszczeniem dla zwigzku I1B.

GLY VAL
LEU us €W & GLN
A:185 A:36 A:343
/0 LEU HIS
0= A:103 A:290
. LYS
/, A:368 A(:::OO e
LEU & A:134
A:554
N @O ), @
A:104 . VAL s o~ \‘0 * 2172
A:177 fGLY
TRP PHE A75
PHE A:S55  A:S53 VAL
A:233 A:101 i
Ati7 L1 HIS
Interakcje A:136
[:] van der Waals
i i E x-Siarka 11B
[] mAlil
Wigzanie
Nr n -Alkil n -Siarka 1azanie wodorowe z | m-Sigma
wodorowe
weglem
VALA486 (6,47),
VAL101 (4,85, 6,21), | HIS290 (6,03), HIS136 THR99
TRP HIS1
HA VAL177 (6,09), (7,26) 555(5,06) SI6(586) | 4 05)
LEU103 (5,58, 6,23)
VALA486 (6,27),
TRP555 (5,30),
1B LEU103 (5,32, 5,74), | HIS290 (5,96), HIS136 LYS368 (4,36), HIS136 (5.95) i
VALL77 (4,84, 5,44), (7,06) FGLY75 (3,25)
VAL101 (5,32) '
ARG98 (5,89),
VALA486 (6,25),
HIS2 HIS2 LY 4,91 THR
1A LEU103 (5,23, 6,03), 5290 ((2233)) 5290 ARS(:;SZ §4’$7;' GLY181 (4,09) @ 73?;)
VAL101 (5,32), ' ' '
VAL177 (5,06)
VALL177 (4,84, 5,60),
VAL101 (5,46), HIS136 (7,14), HIS290
LY 4 HIS1 7 -
B || eu0s (5,37, 6,02), (6,06) S368 (5,04) S136 (5,73)
VALA486 (6,19)
VALL177 (4,15),
IVA VALA486 (5,45) HIS290 (6,01) ARLGYQSSSfélé 257)' - VQI;ASG
ARG98 (3,69) ' '
THR484 (4,68),
1IVB - HIS290 (6,18) LYS368 (5,59) PHE488 (5,60) -
VALA486 (6,05),
HIS1 HIS2 AR 4,42
VA VAL101 (6,30, 4,85), S136 ((f_;gssl))’ 5290 LYSGS’9688((5, 13?)’ HIS136 (5,75) -
LEU103 (5,97, 6,32), ' '
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VALL177 (6,07)

VB

ARGOS (6,03),
VALA486 (5,71),
VAL177 (5,11),
VAL101 (5,39, 6,33),
LEU103 (5,66)

HIS136 (6,79), HIS290
(5,91)

LYS368 (5,37),
HIS290 (4,76),

GLY181 (4,06),
HIS136 (5,74)

Tabela 3.8 Interakcje ligand-FRo (wraz z dystansem [A]) dla zwigzkéw 11-1VA-B zidentyfikowane przy uzyciu
oprogramowania BIOVIA, Dassault Systemes, Discovery Studio Visualiser wraz z ich schematycznym
rozmieszczeniem dla zwigzku 11B.

f nioa LEy
b A:59
o TRP
A:171
Ha
—_— / » TAL
' A ¢ HS TRP
A:64
—0
m &S TN as
T.RP PHE
A:102 oy = A:78
Interakcje A:135 A:85
I:J van der Waals
[ Odsishywania wodorowe [ =-Kation
1 ('Jix::l\;:ani:wodomwe B == 1B E:le:s
Wiazanie
Nr Wigzanie wodzrowe z2| " n-n T | Sigma | n-AlKil|
wodorowe Kation ksztalt g Siarka
weglem
TRP140
(6,51),
A LYS136 (5,14), HIS135 HIS135 TRPEO TRP102
PHE78 (5,69) (5,58) (4,89) (4,04 (5,73,5,73)
6,11)
TRP140
THR82 (3,58, TRP140 Hisizs | &0
1B 378) (5,13), (5.98) TRP60 - - - -
' THR82 (3,93) ' (4,27,
4,36)
TYRS85
(4,19),
TRP171
SER174 (3,81), S(izg“ (4,69, TRP102
I1IA| TYR175 (4,66), TR’P 17’1 - 5,93, (4.67) - - -
ASP 81 (4,14) (4.48) 4,61), '
' TYR60
(4,40,
4,61)
HIS135 | TYR60
TRP1 TRP102
1B ASP81 (3,48) 5 483;8 (4,78, (3,98, - @ 900) - -
’ 4,83) 5,26) ’
GLY137 (3,36),
IVA TRP102 (4,85) ALA52 i TRP102 TRP102 i TRP64 i
SER57 (4,11), (3,82) (4,56) (4,34) (6,14)
LYS54 (6,54, 6,75)
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GLY137 (2,00),

TRP140 (2,18),
LYS54 (2,43, LYS136
IVB 2,61), ALA52 (3,69), HIS135 TRP64 TRP102 TYR60 TRP64
(3.08), ALAS2 | (489) | (518) | (573573) | (389 | (6.18)
SER212)HISI35 | (3.62)
(1,80), TRP102
2.22)
GLY137 (3,22), TYR60
TRP138 (5,04, (4,29,
VA | 572), TRP140 - . 4,38), ]
(5,21), GLU86 TRP171
(4.68) (5.88)
TRP171
(5,98,
7,35),
TRP60
TRP138 (5,05),
VB | TRP140(528), - g“gg’ ) TSTG‘;O
GLY137 (3,99) e
(7.09),
TRP102
(6.06)

Zebrane przeze mnie wyniki badan dowiodly, iz proponowane zwigzki sa w stanie
stworzy¢ szereg silnych odziatywan zaréwno w stosunku do STS jak i FRa. W przypadku
kompleksow STS-ligand, sg to odziatywania typu: m-alkil, m-siarka, m-sigma, wodorowe czy
odziatywania wodorowe zweglem. Zaden z proponowanych zwigzkéw nie wyrdznial sie
szczegodlnie matg czy nadmiernie duzg iloscig interakcji w porownaniu z innymi pochodnymi tej
serii. W przypadku par ligand-FRa, sytuacja byta analogiczna tzn. nie wystgpowal Zaden
zwiagzek silnie si¢ wyrdzniajacy. Jednak w przypadku kompleksow z FRa zidentyfikowac
mozna wigkszg ilos¢ réznych odziatywan, ktore nie miaty miejsca w przypadku kompleksow
STS, m.in. odziatywania typu n- @, n-kation, czy odziatywania typu n- 7w, ale w ksztalcie litery
T. Taka ilo$¢ potencjalnych odziatywan dawala dobre prognozy w stosunku do zdolnosci
wigzania si¢ czgsteczek z FRa. Jednak kluczowag kwestiag w kontekscie osiggnigcia wysokiej
aktywnos$ci inhibicyjnej wobec STS przez czasteczki byla sama odleglos¢ pomiedzy
farmakoforem a resztg fGly75 znajdujaca si¢ w miejscu aktywnym STS. Dystans ten zostat
sprawdzony dla pochodnej 11B co przedstawia Rys. 3.4. Odleglos¢ pomigdzy atomem siarki
grupy amidosiarczanowej potencjalnego inhibitora 11B a atomem tlenu fGly75 wyniosta 2,81 A,
a dla zwigzku referencyjnego wynosita 3,16 A. Swiadczy¢ to moze o duzym
prawdopodobienstwie inhibicji STS zgodnie z mechanizmem zaproponowanym w podrozdziale
1.4.4. Dodatkowo, zwigzek ten znajduje si¢ w bliskich odleglosciach wzgledem reszt
aminokwasowych takich jak Asp36, His136, Lys368, Trp555, His290, Leul67, Trpl80,
Phe484, Arg98, Vall01, GIn343, Val484, Vall77 czy Leul03, co moze powodowa¢ dobra
stabilizacje w miejscu aktywnym enzymu.
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Rys. 3.4 Migjsce aktywne STS z zadokowanym zwigzkiem 11B (koloru CPK) oraz z Irosustatem (r6zowy) wraz
z odlegtosciami od fGly75 (A).
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3.3.2 Synteza analogéw kwasu foliowego zawierajacych w swojej strukturze ugrupowanie
amidosiarczanowe

Kolejny etap moich badan w ramach przygotowywania rozprawy doktorskiej
rozpoczetam od syntezy, ktora przeprowadzona zostala z zaproponowaniem czterech rdéznych
strategii  syntetycznych majacych na celu otrzymanie czterech podserii inhibitoréw
zawierajacych rozne rdzenie. Strategie te przedstawitam na Schematach 3.2, 3.3, 3.5 oraz 3.6.
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Schemat 3.2 Szlak syntezy pochodnych 1A oraz 11B
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Otrzymywanie zaprojektowanych pochodnych I1A oraz 11B, zawierajacych w swojej
strukturze pier§cien triazolowy, rozpoczetam od reakcji sprzegania Sonogashiry pomiedzy 6-
bromo-2-naftolem 87 a trimetylosililoacetylenem analogicznie jak to miatlo miejsce
w podrozdziale 2.4. W kolejnym kroku, poczatkowo chciatam uzy¢ otrzymanej pochodnej 88
do reakcji typu ,.click” z wykorzystaniem bezposrednio kwasu para-aminobenzoesowego 92,
jednak proba ta zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Po etapie reakcji, generowanego in situ
azydku z pochodng 88 na ptytce TLC zaobserwowatam powstawanie licznych produktow
ubocznych tej reakcji. Z tego powodu postanowitam przeprowadzi¢ kwas para-
aminobenzoesowy 92 w ester metylowy, co udato mi si¢ z wykorzystaniem klasycznej reakcji
estryfikacji, gdzie reagentami byt metanol oraz chlorek tionylu. W taki oto sposob otrzymatam
zwigzek 93, ktory nastgpnie z sukcesem wykorzystatam do reakcji cykloaddycji ze zwigzkiem
88 otrzymujac pochodng 95 z wydajnoscia 69%. Nastepnie przeprowadzitam reakcje hydrolizy
z wykorzystaniem roztworu wodorotlenku litu, a produkt wyizolowatam z iloSciows
wydajnoscig. Kolejno pochodng 96 uzytam w reakcji sprzegania z estrem dimetylowym kwasu
L-glutaminowego, gdzie odczynnikami sprzggajacymi byly HOBt, TBTU, a form¢ zasady
petnita DIPEA. Reakcja ta przebiegla z zadowalajaca wydajnoscia 60% dajac produkt 97, ktory
zostatl nastgpnie uzyty jako substrat do dwoch réznych reakcji. Pierwsza z nich byta reakcja
otrzymania pochodnej I1A, ktora przeprowadzitam z zastosowaniem mianowanego roztworu
komercyjnie dostgpnego chlorku sulfamoilu w acetonitrylu (ACN). Wykorzystanie roztworu
mianowanego pozwolito zoptymalizowa¢ warunki reakcji amidosiarczanowania, dzigki czemu
produkt 1A uzyskany zostal z wydajnosciag 80%. Nastepnie, w celu uzyskania drugiego
produktu finalnego 11B, przeprowadzitam hydroliz¢ pochodnej 97, ktora przebiegta z iloSciowa
wydajnoscig. Ostatecznie zwigzek 98 poddany zostal amidosiarczanowaniu, w wyniku czego
otrzymatam drugi produkt koncowy IIB. Przebieg tej syntezy zostal zaprezentowany na
Schemacie 3.2 a wydajnosci poszczegblnych reakcji zaprezentowatam w Tabeli 3.9.

Tabela 3.9 Wydajnosci wszystkich reakcji przedstawionych na Schemacie 3.2.

Nr zwigzku | Wydajnos¢ [%] | Nrzwiazku | Wydajnos¢ [%]| Nrzwiazku | Wydajno$¢ [%]
93 98 97 60 11B 86
95 69 1A 80
96 90 98 92
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W dalszej kolejnosci opracowalam metode syntezy zwigzkéw IH1A oraz 111B, ktore
byly pochodnymi kumaryny zawierajacymi w swojej strukturze reszte kwasu glutaminowego.
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Schemat 3.3 Szlak syntezy pochodnych I11A oraz I11B.
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Procedurg syntetyczna rozpoczetam od reakcji otrzymywania estru dimetylowego 100
z wykorzystaniem kwasu para-karboksyfenylooctowego 99. Transformacja ta prowadzona byta
z wykorzystaniem chlorku tionylu oraz metanolu i przebiegla z wydajnoscia ilosciows.
Nastgpnie przeprowadzitam seri¢ eksperymentow majacg na celu doprowadzenie do
selektywnej hydrolizy jednej grupy estrowej stosujgc r6znego rodzaju zasady oraz ilosci ich
ekwiwalentow. Najlepsza wydajnos¢ selektywnej hydrolizy zostata osiggnigta w przypadku
wykorzystania weglanu potasu w ilosci 1.1 eq. Po zoptymalizowaniu tej reakcji, produkt
posredni 101 przeksztatcitam in situ w chlorek kwasowy, ktory nastgpnie traktowatam 2,4-
dihydroksybenzaldehydem otrzymujac pochodng 102 zawierajaca w swojej konstytucji uktad
kumaryny. Nastepnie przeprowadzitam hydroliz¢ ugrupowania estrowego wykorzystujac
wodny roztwor wodorotlenku litu, ktéra ponownie zaszta w wydajnoscig ilosciowa. Produkt
posredni 103 zostal poddany przeze mnie reakcji sprzegania z chlorowodorkiem estru
dimetylowego kwasu L-glutaminowego dajac produkt posredni 104. Poczatkowo zwigzek ten
chciatam wykorzysta¢ do dwoch reakeji, gdzie pierwszg z nich byla koncowa reakcja
amidosiarczanowania W celu otrzymania zwigzku IlIA. Drugg znich miata by¢ reakcja
hydrolizy estrow metylowych (zwiazek X, Schemat 3.4), po czym nastgpowaé miata reakcja
amidosiarczanowania. Obydwie z tych reakcji zakonczyly si¢ sukcesem, jednak problem
pojawit si¢ w momencie proby przeprowadzenia reakcji amidosiarczanowania pochodnej po
hydrolizie estrow metylowych bowiem reakcja ta zatrzymywata sie¢ w pewnym jej etapie,
0 czym $wiadczyly wyniki monitorowania tej reakcji z wykorzystaniem chromatografii TLC.
Pomimo, proby poprawy konwersji substratu tej reakcji poprzez zwigkszenie iloSci
ekwiwalentéw uzytego chlorku sulfamoilu, nie udato si¢ uzyskaé catkowitego przereagowania
substratu. Zazwyczaj taka sytuacja nie jest problemem syntetycznym, jednak tutaj trudng
kwestig byla proba oddzielenia zwigzkéw znajdujacych si¢ w mieszaninie reakcyjnej, gdyz
proby krystalizacji konczyly si¢ wynikiem negatywnym, a proba rozdzielenia tych zwigzkow
z wykonaniem kolumny chromatograficznej rowniez okazata si¢ nieskuteczna ze wzgledu na
zblizong polarno$¢ substratu i produktu. Przebieg reakcji zakonczonej niepowodzeniem zostat
zaprezentowany na Schemacie 3.4. Z tego powodu postanowitam zmodyfikowaé procedurg
syntetyczng na etapie sprzggania zwigzku 103 tym razem z pochodng di-tert-butylowg kwasu
glutaminowego uzyskujac w ten sposob pochodng 105, ktora poddana zostala przeze mnie
reakcji amdosiaczanowania (Schemat 3.3). Po wprowadzonej modyfikacji udato si¢ wyizola¢
pochodng 106 na drodze krystalizacji. W celu uzyskania produktu koncowego 111B, ostatecznie
usunetam grupy tert-butylowe z uzyciem kwasu trifluorooctowego (TFA). Caly przebieg
syntezy zostal przedstawiony na Schemacie 3.3, a wydajnosci poszczegolnych reakcji zostaty
zebrane w Tabeli 3.10..

Tabela 3.10 Wydajnosci wszystkich reakcji przedstawionych na Schemacie 3.3.

Nr zwigzku | Wydajnos¢ [%] | Nrzwiazku | Wydajnos¢ [%]| Nrzwigzku | Wydajnos¢ [%]
100 98 103 86 106 77
101 65 104 78 A 81
102 80 105 64 1B 86
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LiOH
THF : H20

Schemat 3.4 Przebieg planowanej syntezy zwiazku I11B, ktora zakonczyla si¢ niepowodzeniem.
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W ramach kontynuacji prac syntetycznych otrzymatam dwie kolejne pochodne, IVA
oraz IVB, zawierajace w swojej strukturze rdzen tyraminowy. Szlak tej syntezy zostat
przedstawiony na Schemacie 3.5.
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Schemat 3.5 Szlak syntezy pochodnych IVA oraz IVB.
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Prace z tg grupa zwigzkoéw rozpoczgtam od reakcji redukcyjnego aminowania w wyniku
czego otrzymatam zwigzek 109. W kolejnym etapie przeprowadzitam reakcj¢ acylowania
pochodnej 109 w celu ochrony grupy aminowej z wykorzystaniem ugrupowania Boc. Dziatanie
to spowodowato, iz reakcja sprz¢gania pochodnej 110 zaszta bez wigkszych utrudnien
i pozwolita mi wyizolowa¢ pochodng 111 z wydajnosciag 45%. Kolejnymi etapami syntezy byty
reakcja amidosiarczanowania oraz reakcja usunigcia grupy ochronnej Boc z wykorzystaniem
TFA. W taki sposob uzyskatam produkt koncowy VA w postaci soli kwasu trifluorooctowego.
Synteze¢ pochodnej VB przeprowadzitam wedtug procedury syntetycznej opracowanej dla
zwigzku I11IB z wykorzystaniem estru di-tertbutylowego kwasu L-glutaminowego oraz
pochodnej 110. Po otrzymaniu produktu posredniego 113 przeprowadzitam jego
amidosiarczanowanie otrzymujac zwiazek 114. Ostatecznie, reakcja z TFA umozliwita mi
otrzymanie zwiazku koncowego 1VB.

Tabela 3.11 Wydajnos$ci wszystkich reakcji przedstawionych na Schemacie 3.5.

Nr zwiazku | Wydajnosé [%]] Nr zwiazku | Wydajnosé [%]| Nr zwiazku | Wydajnosé [%]
109 81 112 83 114 79
110 90 IVA 96 IVB 95
111 45 113 52

Otrzymywanie kolejnych zwiazkow koncowych VA oraz VB, bedacymi pochodnymi
flawondéw rozpoczetam od reakcji kondensacji aldolowej pomiedzy zwigzkami 115 oraz 116
(Schemat 3.6). Uzyskany w ten sposob zwigzek 117 poddatam transformacji z wykorzystaniem
jodu w DMSO, ktéra pozwolita mi na uzyskanie czasteczki 118 z rdzeniem flawonowym.
Wszystkie wyzej opisane reakcje zostaly przeprowadzone zgodnie z procedurami zawartymi
w publikacji autorstwa O. L. Kobzara i wspdtpracownikdéw o tytute ,,Carboxylated chalcones
and related flavonoids as inhibitors of xanthine oxidase”.[123] Nastepnie przeprowadzitam
reakcje usunigcia grupy metylowej z wykorzystaniem chlorowodorku pirydyny. W ten sposob
otrzymatam pochodng 119. W kolejnym kroku, pochodna 119 zostata wykorzystana do dwoch
reakcji sprzegania z estrami dimetylowymi oraz di-tert-butylowymi kwasu L-glutaminowego.
Dalsza cz¢$¢ syntez byta analogiczna do opisanych juz wczesniej w tym rozdziale i obejmowata
amidosiarczanowania usuniecia  estrow  tert-butylowych.  Wydajnosci

reakcje oraz

poszczegblnych reakcji przedstawiono w Tabeli 3.12.

Tabela 3.12 Wydajnosci wszystkich reakcji przedstawionych na Schemacie 3.6.

Nr zwigzku Wydajnosc¢ [%] Nr zwigzku Wydajnos¢ [%]
119 68 121 86
120 61 122 56
VA 51 VB 61
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Schemat 3.6 Szlak syntezy pochodnych VA oraz VB.
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3.3.3 Badania biologiczne in vitro analogéw kwasu foliowego — test ezymatyczny oraz
komoérkowy

Po zakonczeniu etapu syntezy chemicznej zostaty przeprowadzone testy enzymatyczne
z wykorzystaniem sulfatazy steroidowej, ktora zostata wyizolowana z ludzkiego tozyska,
a stezenie potencjalnych inhibitorow jakie zostato wykorzystane w tym tescie wynosito 10 pM.
Jako ze produkty posrednie 106, 114 oraz 122 posiadaly w swojej konstytucji ugrupowanie
amidosiarczanowe, postanowitam uwzgledni¢ je w eksperymentach biologicznych. Uzyskane
wyniki zostaty zaprezentowane w Tabeli. 3.13. Zebrane dane wskazuja na to, iz zwiazki
pochodzace z grupy pochodnych tyraminowych IVA oraz IVB nie wykazuja zadnej aktywnosci
inhibicyjnej, dlatego zostaty wykluczone z kolejnych etapow badan. Pozostata aktywnos$¢ STS
dla reszty zwigzkoéw zawierata si¢ w przedziale od 4,35 do 79,38%. Na tym etapie badan
najlepsza aktywno$¢ wykazaty zwigzki I11A (pochodna kumarynowa) oraz 122 (pochodna
flawonowa), ktore uzyskaty wyniki kolejno 4,35% oraz 8,17% pozostatej aktywnosci STS,
gdzie zwiazek referencyjny osiagnat wartos¢ 6,31%.

Tabela 3.13 Pozostata aktywno$¢ STS w teScie na wyizolowanym enzymie oraz w te§cie komorkowym
z wykorzystaniem komoérek JEG-3 po inkubacji ze zwigzkami 11A-B, 111A-B, IVA-B, VA-B, 106,
114, 122 i Irosustatem oraz wyznaczony parametr 1Cso.
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Nr R [%] — testy enzymatyczny STS [%] - testy 1Cso [NM]
zwiazkow komorkowy %0
10 pM 0,1 pM
1A Me 79,28 + 4,81 - -
11B H 25,28 + 2,78 95,24+ 5,71 1436 + 244
1A Me 4,35+ 0,20 91,47 £ 5,59 2655 £ 671
1B H 30,36 + 0,83 88,86 + 4,71 >5000
106 ‘Bu 41,75+ 2,53 - -
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IVA Me 100,00 + 3,62 - -

VB H 100,00 + 7,42 - -

114 '‘Bu 21,84+0,51 88,59 + 8,86 4336 + 649

VA Me 44,84 + 2,00 - -

VB H 74,09 £ 3,20 - -

122 '‘Bu 8,17+ 1,03 93,78 + 4,27 >20000
Irosustat - 6,31+1,18 18,59 + 0,50 2,7+0,2

Kolejnym etapem badan biologicznych byly testy komorkowe z wykorzystaniem linii
komorkowej JEG-3. Do testow tych wyselekcjonowatam pie¢ zwiazkow, dla ktdrych pozostata
aktywno$¢ STS przy stezeniu inhibitorow 10 uM w teScie enzymatycznym miescita si¢ ponizej
40%. W ramach eksperymentu komorkowego wyznaczony zostal parametr 1Cso. Najnizsza
warto$¢ tego parametru zostala wyznaczona dla pochodnej 11B zawierajacej w swojej strukturze
pierscien triazolowy (wartos¢ 1Cso na poziomie 1436 nM). Niespodziewanie, zwigzek 122, ktory
charakteryzowat si¢ jednym z najwyzszych stopni zahamowania STS w te$cie enzymatycznym,
w tescie komorkowym okazal si¢ nieaktywny. Moze to $wiadczy¢ o niestabilno$ci
metabolicznej tego zwigzku w komorkach lub o problemie z jego transportem do wngtrza
komorki. Niestety, pomimo najwyzszej aktywnosci pochodnej 1B okazata si¢ ona znacznie
nizsza w poréwnaniu z aktywnoscig Irosustatu (warto$¢ ICsp na poziomie 2,7 nM). W celu
proby poprawy aktywnosci tej klasy zwiazkow opartych o rdzen triazolowy postanowitam
zmodyfikowac ich strukture poprzez wprowadzenie do ich konstytucjit atomu fluoru. Jak
dowiodtam podczas badan nad pierwszg serig inhibitorow | opisanych w rozdziale 3.2.3,
wprowadzenie atoméw fluoru moze znaczgco wpltynaé na poprawe aktywnosci inhibicyjnej
wzgledem STS. Ponadto, w ramach rozszerzenia badan postanowilam otrzymac seri¢
zwigzkow, w ramach ktorych reszty kwasu glutaminowego obecne beda w postaci rdznego
rodzaju estrow (metylowego, etylowego, izo-propylowego, tert-butylowego, benzylowego),
a takze pozycja samej reszty kwasu glutaminowego bedzie zmieniona.
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3.4 Pochodne (2-fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftalen-2-ylo)-1H-1,2,3-1-
ylo)benzoilo)glutaminowe oraz pochodne (3-fluoro-5-(4-(6-
(sulfamiloksy)naftalen-2-ylo)-1H-1,2,3-1-ylo)benzoilo)glutaminowe
VIA-L

3.4.1 Modelowanie molekularne pochodnych (2-fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftalen-2-ylo)-
1H-1,2,3-1-ylo)benzoilo)glutaminowych oraz pochodnych (3-fluoro-5-(4-(6-
(sulfamiloksy)naftalen-2-ylo)-1H-1,2,3-1-ylo)benzoilo)glutaminowych VIA-L

Po uzyskaniu wynikow testow biologicznych zwigzkow 11A-B, 111A-B, IVA-B, VA-B,
106, 114, 122 i ich doglebnym przenalizowaniu zadecydowatam, ze dalsze badania bede
kontynuowaé z wykorzystaniem rdzeni triazolowych, jako tych ktore charakteryzowaly sie
najnizszg warto$cig parametru 1Csp w tescie komoérkowym. Na podstawie wczeéniej nabytych
doswiadczen, zdecydowalam o wprowadzeniu atomu fluoru w pozycje 3 przy terminalnym
pierScieniu aromatycznym. Moja decyzja poparta byla wystgpieniem mozliwych interakcji
pomigdzy tym halogenem a resztami aminokwasowymi w centrum Katalitycznym STS, co
z kolei pozwolitoby na stworzenie stabilnego kompleksu enzym-inhibitor. Ponadto, chciatam
sprawdzi¢ czy rodzaj ugrupowania estrowego oraz samo polozenie reszty kwasu
glutaminowego przy terminalnym pier§cieniu aromatycznym moze wplynaé na wartos¢
aktywnosci inhibicji oraz na to czy dane czasteczki beda mogty przedosta¢ si¢ do wnetrza
komoérki wykorzystujac mechanizm angazujacy FRo. Z wyzej wymienionych powodow
ponownie postanowitam rozpoczaé swoje prace od przeprowadzenia dokowania molekularnego
z wykorzystania oprogramowania AutoDock Vina 2.1.1. Otrzymane wyniki zaprezentowatam
w Tabeli 3.14.

Tabela 3.14 Wyniki analizy dokowania molekularnego zwigzkow VIA-L oraz zwigzkow lrosustatu i FA
otrzymanych z wykorzystaniem oprogramowania Auto Dock Vina 1.1.2.
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Ff*@

VIA-F VIG-L
0
OR HO.__O
0
OH
X 0
g TN
20) 0" Yo
Irosustat N .
Kwas foliowy
NF R Swobodna energia wiazania [kcal/mol]

STS FRa
VIA Me -6,5 -10,4
VIB Et -7,4 -9,0
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VIC 'Pr -7,6 9,5
VID ‘Bu 4,1 9,5
VIE Bn 71 9,0
VIF H 75 -11,0
VIG Me 6,9 -10,3
VIH Et 75 9,8
VII 'Pr -6,4 9,0
VIJ ‘Bu -7.8 9,8
VIK Bn 9,7 9,8
VIL H -7.8 -10,9
Irosustat - 5,4 -
FA - -10,9

Zaréwno w przypadku STS jak i FRa, wykorzystanych jako cele molekularne, wyniki
ktore otrzymatam byty zadawalajace, gdyz byty zblizone do wartos$ci zwiazkéw referencyjnych
(Irosustat -5,4 kcal/mol, FA -10,9 kcal/mol), a w niektorych przypadkach byly nawet
korzystniejsze. Kolejnym bardzo waznym etapem moich badan byta identyfikacja mozliwych
interakcji ligand-cel molekularny z wykorzystaniem oprogramowania BIOVA. W przypadku
kompleksow ligand-STS wykryto wiele mozliwych odziatywan, takich jak: wigzania
wodorowe, wiagzania wodorowe z weglem, 7-siarka, m-alkil, metal-akceptor, - ©, n-Kation czy
tez halogenowe. Ostatni typ o0dzialtywan teoretycznie mogt w bardzo intensywny sposob
wptyna¢ na trwatos¢ powstatego kompleksu, dlatego bardzo dobra informacja byta mozliwos¢
pojawienia si¢ takiej interakcji w przypadku pochodnych VID, VIE, VIG oraz VIK. Wyniki
tych analiz zostaty podsumowane w Tabeli. 3.15. Réwniez w przypadku kompleksow ligand-
FRa wykryto szereg mozliwych interakcji, ktore zostaty zaprezentowane w Tabeli 3.16. W tym
przypadku byly to odzialywania typu wigzania wodorowe, wigzania wodorowe z weglem, 7-
siarka, m-alkil, 7 -sigma, nt- ®, - © w ksztalcie litery T, n-kation, halogenowe oraz odziatywania
o charakterze negatywnym. Dodatkowo sprawdzitam rowniez odleglo$¢ pomigdzy atomem
siarki przyktadowego zwiazku VIK oraz atomem tlenu w reszcie fGly75 sulfatazy steroidowej,
co zostalo przedstawione na Rys. 3.5. Wyniosta ona 3,02 A, co jest korzystne, gdyz odleglos¢
pomiedzy atomem tlenu a atomem siarki zwigzku referencyjnego wyniosta 3,16 A, dlatego
mozna bylto sadzi¢, ze inhibicja poprzez udziat reszty amidosiarczanowej bedzie mogta miec
miejsce.
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Tabela 3.15 Interakcje ligand — STS dla zwigzkéw VIA-L (wraz z dystansem [A]) zidentyfikowane przy uzyciu
oprogramowania BIOVIA, Dassault Systemes, Discovery Studio Visualiser oraz schemat oddziatywan
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Tabela 3.15 Interakcje ligand — FRa dla zwigzkow VIA-L (wraz z dystansem [A]) zidentyfikowane przy uzyciu
oprogramowania BIOVIA, Dassault Systemes, Discovery Studio Visualiser oraz schemat oddziatywan

dla zwigzku VIK.

SER

A:101

LYS

A:19

TRP
A:171

TRP

GLU
A:86

THR
A:82

IS A:85
\ A:35
o~ /O %
/ e
4
S o A1
| PHE
A AL:;S% A62
TRP
= A:140
A:102 VIK
GLY
A137 TRP
A:138
Interakeje
van der Waals r
Wiazania wodorowe - w ksztaleie litery T
. . Wiazania
Wiazania - . - - n-n T
NI | wodorowe | VO9OTOWEZ | giaryq | T -ATKI Sigma Ton Kation | 109N |\ ieare | N
weglem
TRP102
SER101
(5,13), SER174 (5’63';;)@60
TRP102 (3,67), TYR85 n ASP81
VIA (4,48), TYR60 (4,53) TRP171 (6,74, (5,01)
ASP81 (5,31) 465, 3,90),
(4.49) ' TYRS85 (6,05,
' 4,88)
TRP140
VIB (5,17), HIS135 i LYS136 ) -:_T(P;gg((i%? HIS135 i i i
PHE78 (5,28) (5,40) 6.10) 1 (6,10)
(5,47) '
TRP140 TRP102
vic| ©93), . ) ) _ | (5,27), TYR60 |HIS135| ) )
THR82 (4,05, 4,78), | (5,66)
(3,98) TRP140 (5,49)
PHE78
(5,90),
VID TRP140 LYS136 I;;?éi%g HIS135 TRP140
GLY137 '
(3,34)
TRP171 (4,61,
SER174 TRP171 5,61), TYR85
VIE (3,78), (4,89), i TRP140 ) (5,22), ) TRP140 i
TRP102 SER174 (6,17) TRP102 (5,75, (6,52)
(5,24) (3,80) 6,16), TRP60
(4,49)
VIF GLY137 SER174 TYR175 ) ) TRP102 ) i i i
(3,52), (3,45) (4,65) (5,53), TYR60

126




TRP138 (4.14),
(5,24), TRP171 (4,48,
HIS135 4,94,7,16),
(6,23), TYRS5 (4,57,
SER101 6,64)
(4,76),
SER174
(4,04)
TRP138
(5,59), TYR60
GLY137 (4,81),
T(;’Sfib ?7'52115;5 TRP102 | HIS135 TRP140
VIG e - - | (6,41), TYR60 | (5,80, (4,74, -
(4,86), TYREO (4,21,4,46) | 5,93) 5,94)
ASP81 (4,81), e ’ ’
(3,40), TRP171
PHR78 (3,71)
(5,30)
TRP171
(5.11),
HIS135 TYRS85 TRP102 (4,34,
(575 | TvRe0(4.80 (4,52), | TYR60 5,95),T\((R60 Tipzlo‘lo
VIHT ARG103 (4.80) TYR175 | (4,80) (4,34), i (4’90)’ i
(6,37) (5,31), HIS135 (5,84) ‘
ARG61
(6,64)
TRP140
(5,27),
ASP81 THR82 TYREO (4,16, TRP171
Vil - - |451), TRP140| - -
(3,59), (3,14) (4.76, 5.47) (5,40)
PHE78 S
(5,28)
SER101
(382, TRP102
4.93), (4,86). ARG61 TPL71 (5,98, TRP140 | TRP171
VIJ | ASP81 TRPE? (7.10) - 7,03), TYR60 - 6.78) | (5.15)
(4,09), (3.11) ’ (4,36, 4,96) ’ ’
PHET78 ’
(5,40)
TRP102 (6,04,
GLY137 6,68), TRPEO TRP140
VIK 3.93) - - - (4,17, 5,48), - (560) -
’ TRP171 (6,81,
8,08)
TRP138
(4,86, TRP102
5.92), (6:41), TRP6O |\ c13 TRP140 | TRP171
VIL| ASP81 - - - (4,12, 4,37, (5.90) 470 | (5.3)
(3,51), 5,16). HIS135 | ’ ’
TRP140 (6,00)
(5,36)

127




LEU167

7

VAL101

-

Rys. 3.5 Miejsce aktywne STS z zadokowanym zwiazkiem VIK (koloru CPK) oraz z Irosustatem (ré6zowy) wraz
z odlegtosciami od fGly75 (A).
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3.4.2 Synteza pochodnych  (2-fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftalen-2-ylo)-1H-1,2,3-1-
ylo)benzoilo)glutaminowych oraz pochodnych (3-fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftalen-
2-ylo)-1H-1,2,3-1-ylo)benzoilo)glutaminowych VIA-L

Po zaprojektowaniu struktur nowych inhibitoréw w oparciu o wyniki dokowania
molekularnego oraz sprawdzeniu mozliwosci wystgpienia interakcji pomiedzy ligandami a STS
oraz FRa, w kolejnym etapie przystagpitam do otrzymywania ich na drodze syntezy chemicznej
wedtug procedur przedstawionych na Schematach 3.7 oraz 3.8. W celu uzyskania zwigzkow
majacych imitowa¢ kwas foliowy, nauczona do$wiadczeniem zwigzanym z trudno$cia
przeprowadzenia reakcji typu ,,click” z wykorzystaniem pochodnej kwasowej, prace nad ta serig
zwigzkoéw rozpoczegtam od reakcji estryfikacji kwasu 4-amino-2-fluorobenzoesowego 123, ktora
zaszta z wydajnoscig iloSciowg (Schemat 3.7). Otrzymany w ten sposob zwigzek 124, po
przeksztatceniu w pochodng z grupa azydkowa 125, wykorzystatam w reakcji 1,3-dipolarnej
[3+2] cykloaddycji Hiiisgena CUAAC z pochodng 88, dzigki czemu uzyskatam oczekiwany
rdzen 126. Nastgpnie pochodng 126 poddatam reakcji hydrolizy z uzyciem wodnego roztworu
wodorotlenku litu uzyskujac w ten oto sposob zwiazek 127, ktory posiadal wolna grupe
hydroksylowa i karboksylowa. W dalszej kolejnosci proébowatam przeprowadzi¢ reakcje
sprzegania z odpowiednia pochodng kwasu L-glutaminowego z wykorzystaniem takich samych
warunkéw jak bylo to przedstawione na Schemacie 3.2, jednak miatam duzg trudno$é
z wyodrebnieniem zadanego produktu z mieszaniny poreakcyjnej, ktora byta ztozonym zbiorem
kilku zwigzkéw. Prawdopodobnie obecnos¢ grupy hydroksylowej zwiazku 127, ktéora mogla
bra¢ udzial wtej reakcji sprawiata, ze byla ona nieselektywna i prowadzita do powstania
mieszaniny produktow. Z tego powodu postanowilam w pierwszej kolejnosci ochroni¢ grupe
hydroksylowa z wykorzystaniem chlorku tert-butylodimetylosililowego. Poczatkowo
spodziewalam si¢, ze grupa ochronna zostanie wprowadzona zaréwno ha grupie COOH jak
i OH, dlatego moim kolejnym krokiem miata by¢ reakcja selektywnego usunigcia jednej z nich.
Jednak okazato si¢, ze w przypadku zastosowania substratu 127, gtdéwnym produktem reakcji
sililowania byt produkt 128, dzigki czemu nie byto koniecznosci selektywnego usuwania reszty
sililowej z grupy karboksylowej. Nastepnie majac juz tak przygotowany substrat 128
przeprowadzitam pig¢ reakcji sprzggania z roznymi rodzajami estrow kwasu L-glutaminowego
(zastosowane w postaci chlorowodorkéw) w obecnosci HOBt, TBTU oraz DIPEA. Byly to
pochodne: dimetylowe, dietylowe, di-izo-propylowe, di-tert-butylowe oraz dibenzylowe.
Uzyskane pochodne 129A-E, w dalszej kolejnosci poddatam szybkiej reakcji usunigcia ochrony
sililowej z uzyciem fluorku tetra-n-butyloamoniowego (TBAF), a uzyskane w ten sposob
produkty posrednie 130A-E poddatam finalnej reakcji z wykorzystaniem chlorku sulfamoilu.
W ten sposob otrzymatam pig¢ koncowych zwigzkow (VIA-E) z dobrymi wydajnosciami.
Dodatkowo jeden z koncowych produktow jakim byt VID, zostat przeze mnie wykorzystany
w reakcji otrzymania pochodnej z wolnymi grupami COOH w tancuchu pochodzacym od
kwasu glutaminowego VIF. Transformacja ta przeprowadzona zostata z wykorzystaniem kwasu
trifluorooctowego i zakonczyta sie bardzo dobrg wydajnoscig. Otrzymanie pochodnych VIG-L
odbyt sie¢ w sposdb analogiczny i zostat zaprezentowany na Schemacie 3.8.
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Tabela 3.17 Wydajnosci wszystkich reakcji przedstawionych na Schemacie 3.7 oraz Schemacie 3.8.

Nr zwigzku | Wydajnos¢ [%]| Nr zwigzku | Wydajnos¢ [%]| Nrzwiazku | Wydajnos¢ [%]
124 92 130E 79 1373 63
126 76 VIA 81 137K 59
127 96 VIB 76 138G 52
128 88 VIC 90 138H 91

129A 56 VID 82 138l 89
1298 64 VIE 94 138J 85
129C 61 132 89 138K 93
129D 62 134 94 VIG 79
129E 69 135 73 VIH 81
130A 95 136 96 VIl 79
130B 96 137G 80 AN 86
130C 85 137H 64 VIK 81
130D 83 1371 59 VIL 92
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3.4.3 Badania biologiczne in vitro pochodnych (2-fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftalen-2-ylo)-
1H-1,2,3-1-ylo)benzoilo)glutaminowych oraz pochodnych (3-fluoro-5-(4-(6-
(sulfamiloksy)naftalen-2-ylo)-1H-1,2,3-1-ylo)benzoilo)glutaminowych VIA-L

Po pozytywnie zakonczonym etapie syntezy chemicznej i uzyskaniu dwunastu
pochodnych, zwiagzki te zostaly poddane badaniom biologicznym, ktére ponownie zostaty
wykonane w ramach wspolpracy z zespotem dr hab. Macieja Mastyka z Wydziatu Nauk
Scistych i Nauk o Zdrowiu Instytutu Biotechnologii Katolickiego Uniwersytety Lubelskiego.
W pierwszym etapie badan in vitro zwiazki VIA-L zostaly poddane testowi na wyizolowanym
enzymie STS. Badania te zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem trzech réznych stezen
potencjalnych inhibitorow i wynosity one kolejno 10 uM, 1 uM oraz 0,1 uM. W wyniku analiz
moglam stwierdzi¢, ze wszystkie zwiagzki posiadajg aktywno$¢ inhibicyjng wzgledem STS.
W przypadku stezenia inhibitora na poziomie 10 pM zakres pozostalej aktywnosci STS wynosit
od 10,6 do 53,9%, a zwigzek referencyjny osiagnagt wartos¢ 6,31%. Najlepsze wyniki uzyskaty
zwiazki VII, VIJ, VIK (13,59, 10,63, 12,97%). W kolejnej serii badan st¢zenie inhibitorow
bylo dziesigciokrotnie nizsze i w tym przypadku wyniki mniej réznicowaty si¢ miedzy soba,
dodatkowo warto zaznaczy¢, ze najlepsze wartosci nalezy przypisa¢ zwiazkom VII, VIJ, VIK
(kolejno 17,70, 15,46, 17,58%). W przypadku zastosowywania st¢zenia inhibitora na poziomie
0,1 uM najlepszy wynik osiagnat zwigzek VIK i byto to 20,52%, a drugim w kolejnosci
zwigzkiem byt VIJ, ktory osiagnat wynik prawie dwukrotnie gorszy (39,72%). Warto zwrocic¢
uwage, ze ponownie najlepsze warto$ci osiagnety zwiazki, ktére naleza do grupy pochodnych,
gdzie tancuch pochodzacy od kwasu glutaminowego znajduj¢ si¢ w potozeniu meta wzgledem
terminalnego pierscienia triazolowego.

Do kolejnego etapu badan, czyli do testu komoérkowego z wykorzystaniem linii
komorkowej JEG-3, wybrano jedenascie pochodnych, gdyz zwigzek VID zostal
wyeliminowany ze wzgledu na problemy z jego rozpuszczalnoscia przez co wyniki mogtly nie
by¢ wiarygodne. W przypadku tego badania zwigzkiem, ktory ponownie okazat si¢ najbardziej
aktywnym byta pochodna VIK, ktorej wynik pozostatej aktywnosci STS wyniost 41,43% przy
zastosowaniu stezenia inhibitora na poziomie 1 pM. Warto$ci jakie osiagnetly pozostale zwiazki
zawieraly si¢ w przedziale od 47,9 do 82%, przy czym warto$¢ pozostatej aktywnosci STS
wyznaczonej dla Irosustatu wyniosta 18,59%. Na tym etapie zauwazy¢ mozna pewng tendencjg,
polegajaca na tym, iz generalnie nizsze warto$ci pozostalej aktywnosci STS wyznaczone
zostaty dla zwiazkow z grupy VIG-VIL w porownaniu z grupa VIA-F (poza para VIF oraz
VIL, gdzie tendencja ta jest odwrdocona). Tutaj rowniez warto zaznaczy¢, ze wyniki dokowania
molekularnego przedstawione w Tabeli 3.9 w podrozdziale 3.9 réwniez charakteryzowaty sig¢
takimi zalezno$ciami tzn. wyniki grupy VIG-VIL wstosunku do grupy VIA-VIF byly
zasadniczo lepsze. Z powyzszych informacji mozna wysung¢ wniosek, ze pozycja reszty kwasu
glutaminowego w terminalnym pierscieniu aromatycznym ma znaczenie i w tym przypadku
preferowane jest polozenie meta w stosunku do pierscienia triazolowego. Wyznaczenie
parametru 1Cso, ponownie wskazato na najnizszg wartos$¢ dla zwigzku VIK (22 nM vs 2,7 nM
Irosustatu). Warto$¢ energii wigzania wyznaczona dla tego zwiazku podczas dokowania
molekularnego do STS rowniez byta najnizsza (-9,7 kcal/mol) sposréd wszystkich
analizowanych pochodnych co moglo sugerowa¢ juz na etapie badan in silico, iz zwigzek ten
bedzie aktywny w stosunku do STS. Dodatkowo warto zaznaczy¢, ze réwniez podczas tego
badania zaobserwowa¢ mozna wyzsza aktywnos¢ pochodnych grupy VIG-K, co potwierdza
pozytywny wplyw potozenia reszty kwasu glutaminowego w pozycji meta w stosunku do
pierScienia triazolowego. Dane uzyskane podczas badan biologicznych zostaty podsumowane
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w Tabeli 3.18. Warto jednak zaznaczy¢, ze wprowadzenie atomu fluoru wptyneto w pozytywny
sposob na aktywno$¢ biologiczng zwiazkéw. Mozna to zaobserwowaé pordwnujac pochodna
I1A (Tabela 3.9 podrozdziat 3.14) oraz zwigzek VIA (Tabela 3.17), gdyz jedynag rdznicg
pomigdzy tymi dwoma strukturami byta obecno$¢ lub brak atomu fluoru, a wynik w tescie

enzymatycznym, podczas gdy warto$¢ stezenia inhibitora w obydwu przypadkach wynosita 10
uM, wyniost odpowiednio 79,28 % oraz 24,86 % pozostatej aktywnosci STS. W tym
przypadku, wprowadzenie atomu halogenu poprawito wynik okoto 3 krotnie, z tego powodu
zaprojektowanie zwigzkow VIA-K zawierajacych dodatkowy atom fluoru w swojej konstytucji
bylo bardzo dobrym pomystem. Dodatkowo warto zaznaczy¢, ze zwiazki VIA oraz VIE zostaty
wyeliminowane z etapu badan ICso ze wzgledu na problemy z rozpuszczalnosciag W medium
komorkowym.

Tabela 3.18 Wyniki badan biologicznych in vitro dla pochodnych VIA-L.
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0
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RO
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HO (0]
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OH
N (0]
HN N N
A)j g
\S ~
H,NT NN

Kwas foliowy

Pozostala aktywno$§¢ STS [%] - test

Pozostala aktywnos$¢
STS [%] - test

Nr | R enzymatyczny Komérkowy I1Cso [NM]
10 pM 1M 0,1 pM 1pM

VIA |Me| 24,86 +4,26 | 39,91+ 1,23 | 100,00 + 4,49 82,04 £4,71 -
VIB| Et | 26,3+0,89 |41,50+5,40| 100,00+ 2,81 68,18 + 5,91 1259 +209,8
VIC | 'Pr | 38,28 +4,22 | 68,24+ 3,66 | 100,00 + 4,23 76,7 + 10,09 1393 £ 209,4
VID |'Bu| 53,89+9,12 |81,39+3,39 | 84,32+5,33 - -
VIE |Bn| 30,99 +3,15 | 54,51+5,63| 76,98 + 9,56 61,43+ 2,76 -
VIF| H | 1695+7,46 |65,22+3,39| 92,44+9,12 68,47 £ 2,13 689 +302,6
VIG |Me| 17,08 + 19,91 | 41,9+ 20,61 | 99,64 + 6,47 76,48 + 2,33 3035 + 685
VIH | Et | 15,18+ 1,50 | 33,73+0,86 | 90,15+ 5,70 66,36 + 1,28 362 +82,3
VIl | 'Pr| 13,59+250 | 17,70+ 1,36 | 66,70 + 4,13 56,84 + 0,56 179+422
VI1J |'Bu| 10,63+1,50 | 15,46+ 0,54 | 39,72 +2,25 47,91+ 2,62 393 +£292
VIK|Bn| 1297 +457 |17,58+2,60 | 20,52 +2,08 41,43+1,23 22+£3,7
VIL| H | 16,31+0,88 |52,99+5,20| 93,3+8,06 76,28 + 1,03 600 + 238

134




|Ref | - | 631+118 | 511+107 | 646+135 1859+050 | 27402 |

Co wazne, pochodne I11A-B, 111A-B, IVA-B, VA-B, VIA-L projektowane byty w taki
sposob, aby zawieraly elementy strukturalne upodabniajace je do kwasu foliowego (obecnosé
dodatkowej reszty kwasu glutaminowego) co miato wplynaé na zapewnienia skutecznego
i selektywnego transportu poprzez FRo. W celu sprawdzenia tego zalozenia wykonano
dodatkowy test, w ktorym komorki JEG-3 inkubowano w pozywce nasyconej kwasem
foliowym. Komorki te posiadaja oczywiscie receptory FRa, a nasycenie ich kwasem foliowym
(1 mM) miato spowodowac, zablokowanie mozliwosci tej drogi transportu. Wynik analizy
(Tabela 3.19) po zastosowaniu tego zabiegu i inkubacji komorek wraz z 1 mM FA oraz
zwigzkiem VIK wskazal na to, ze warto$¢ pozostatej aktywnosci STS nie ulegta zmianie. Taki
wynik nie wyklucza mozliwosci wigzania VIK z FRoa. i jego transportu z jego udziatem. Jednak
brak zmiany stopnia zahamowania STS w obecnosci FA wskazuje, ze zwigzek ten dostaje si¢ do
komorki na drodze jeszcze innego mechanizmu lub bezposrednio poprzez dyfuzje przez blong
biologiczng, co nalezaloby w przysztosci potwierdzi¢ poprzez wykonanie dodatkowych badan,
np. testu PAMPA, ktory pozwala okresli¢ czy dana czasteczka moze dostawac si¢ do wnetrza
komorki w sposdb pasywny poprzez btong komorkowa.

Tabela 3.19 Prezentujgca wyniki testu dotyczacego badania selektywnos$ci drogi docierania analogow kwasu
foliowego do komorek zawierajacych receptory kwasu foliowego.

I
O—S—NH,

)

Q...
S

VIK

Pozostala aktywno$¢ STS w Pozostala aktywnosci STS w obecnosci
Numer P - e -
) obecnosci inhibitora o0 Stezeniu 1 pM | inhibitora o stezeniu 1 pM oraz 1 mM
zwiazku !
[96] kwasu foliowego [%0]
VIK 42 44

Material eksperymentalny dotyczacy tej serii zwiazkéw jest podstawa manuskryptu,
ktory znajduje sie aktualnie w recenzji w czasopiémie The European Journal of Medicinal
Chemistry.
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3.5 Koniugat kwasu foliowego STS-FA
3.5.1 Synteza chemiczna koniugatu kwasu foliowego STS-FA

Kolejnym, a zarazem moim ostatnim wyzwaniem syntetycznym podczas realizacji tej
rozprawy doktorskiej byto otrzymanie koniugatu kwasu foliowego z inhibitorem STS.
W budowie tej czasteczki wyrdzni¢ mozna trzy glowne elementy: 1) amidosiarczanowy
inhibitor, ktory oparty jest 0 rdzen 1,2,3-triazolu (kolor niebieski), 2) relatywnie krotki linker
w sktad, ktérego wchodzi miedzy innymi szes¢ jednostkek CH» oraz pierScien triazolowy (kolor
czarny) oraz wigzanie disulfidowe (kolor czerwony), 3) kwas foliowy (zielony) (Rys. 3.6).
Czeg$¢ odpowiedzialna za inhibicj¢ zaprojektowana zostala na podstawie wynikow analiz
pochodzacych zaréwno z tej rozprawy z czesci badan wlasnych poprzednio otrzymanych serii
jak i doswiaczenia catego zespolu dr hab. inz. Sebastiana Demkowicza ze szczegdlnym
uwzglednieniem publikacji z roku 2022 o tytule: ,,Development of Sulfamoylated 4-(1-
Phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phenol Derivatives as Potent Steroid Sulfatase Inhibitors for
Efficient Treatment of Breast Cancer”. Na tej podstawie jako najlepszy kandydat do sprzegania
z kwasem foliowy zostal wybrany zwigzek zawierajacy rdzen triazolowy, a takze atom fluoru
W pierscieniu terminalnym w pozycji meta w stosunku do pierscienai triazolowego. Dzigki temu
podstawnikowi wystapi¢ moze teoretycznie wigksza ilo$¢ odziatywan elektrostatycznych, ktore
w pozytywny sposob beda mogly wptyna¢ na stabilnos¢ kompleksu inhibitor-STS, juz po jego
uwolnieniu wewnatrz komorki nowotoworowej. Za rozpad koniugatu po jego transporcie do
komorki odpowiedzialne jest wigzania labilne jakim jest potaczenie disulfidowe, ktore rozpada
si¢ wewnatrz komorki pod wptywem dziatania GSH zgodnie z mechanizmem przedstawionym
na Schemacie 1.16 w podrozdziale 1.6.2.1. W sktad linkera wchodzi réwniez pierscien
triazolowy, ktory jest efektem metody syntezy w oparciu o reakcje typu ,,click”, co pozwala
laczy¢ w dos¢ tatwy sposob duze fragmenty przysztego koniugatu FA-STS.
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Rys. 3.6 Struktura STS-FA VII.
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Ten dos¢ ztozony problem syntetyczny postanowitam podzieli¢ na trzy gtéwne etapy,
W ktorych moim zadaniem bylo otrzymanie: 1) fragmentu zawierajagcego inhibitor potaczony
z cze$cig linkera, w sktad ktorego wchodzito m.in. wigzanie disulfidowe oraz terminalna grupa
azydkowa, 2) kwasu foliowego potgczonego z drugg czgscig linkera zakonczonego reszta
acetylenowa, 3) potaczenie dwoch powyzszych elementow.
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Schemat 3.9 Szlak syntetyczny otrzymywania pochodnej 149.

Pracg nad otrzymaniem pierwszego fragmentu koniugatu (zwigzek 149) przedstawitam
na Schemacie 3.9. Synteze t¢ rozpoczetam od reakcji 2-merkaptoetanolu, ktora prowadzona
byta w roztworze dimetylosulfotlenu (DMSQO), dzieki czemu uzyskatam produkt posredni 140,
zawierajacy w swojej strukturze mostek disiarczkowy i1 dwie wolne grupy OH. Moim kolejnym
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zadaniem bylto uzyskanie pochodnej azydkowej 141, co odbylo si¢ na drodze dwuetapowej
reakcji z wykorzystaniem chlorku metanosulfonylu oraz TEA w etapie pierwszym oraz azydku
sodu w etapie drugim. Reakcja ta zaszta z wydajnoscia rowng 30%, co bylo zadowalajace na
tym etapie syntezy. Nastgpnie zajelam si¢ przygotowaniem czesci zwiazku zawierajacej
inhibitor STS, ktéory uwolniony mial zosta¢ po rozpadzie czasteczki wewnatrz komorki
nowotworowej. W tym przypadku czes¢ reakcji byta analogiczna do tych, ktére prowadzitam
juz wezedniej, gdyz pierwsza reakcja byta reakcja Sonogashiry, gdzie substratem wyjsciowym
byt para-jodofenol 142. Otrzymana w ten sposob pochodna 143, zostala nast¢pnie
wykorzystana w reakcji typu ,,click” ze zwigzkiem 125, otrzymanym in situ z aminy 124.
Konsekwencja tego bylo uzyskanie rdzenia przysztego inhibitora, ktory w kolejnym etapie
poddatam hydrolizie otrzymujac zwigzek z wolng grupga COOH 145. Nastepnie ponownie
zastosowalam strategie ochronng 2z wykorzystaniem grupy tert-butylodimetylosiliowej
otrzymujac zwigzek 146, ktory nastepnie poddatam reakcji sprzegania z uzyciem wcze$niej
otrzymanego zwiazku 141. Dzigki temu uzyskatam pochodng 147, na ktéra zadziatatam HCI
w Et,0 w celu usunigcia grupy ochronnej. Reakcja ta zaszta z bardzo dobra wydajnoscia rowna
92%. Koncowym etapem przygotowania czgsteczki majgcej zawierajaca fragment inhibitora
byla reakcja amidosiarczanowiania, ktora zaszta z wykorzystaniem 2M roztworu chlorku
sulfamoilu w acetonitrylu. W ten oto sposob otrzymatam zwigzek 149 z wydajnoscia 88%.
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Schemat 3.10 Szlak syntetyczny otrzymywania pochodnej 156.

W dalszej kolejnosci zajelam si¢ przygotowaniem czasteczki bedacej fragmentem
lacznika oraz czgécig pochodzaca od samego kwasu foliowego (zwigzek 156). Przebieg tych
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transformacji zostat zaprezentowany na Schemacie 3.10. W tym przypadku prace rozpoczetam
od aktywacji grupy karboksylowej zwiazku 150 poprzez wykorzystanie  N-
hydroksysukcynoimidu 151 oraz odczynnika sprzegajacego jakim byto DCC. Zwigzek 152
wykorzystatam do dalszych syntez bez uprzedniego jego oczyszczania, a kolejng reakcja, ktora
przeprowadzitam byla ta z wykorzystaniem chlorowodorku propalgiloaminy, dzigki czemu
uzyskatam pochodng z nowym wigzaniem amidowym i wigzaniem potréjnym na koncu
fancucha zwigzku 153. Nastepnie pochodng ta potraktowalam piperydyna w celu usuniccia
grupy ochronnej Fmoc. W tym przypadku transformacja zaszta z wydajnoscig 72% i pozwolita
otrzyma¢ pochodna 154, ktéra zostala wykorzystania w reakcji sprzegania ze zwiazkiem 155,
dzigki czemu udato mi si¢ uzyskaé pochodng kwasu foliowego 156, chroniong na grupie alfa
karboksylowej za pomoca za pomoca elementu tert-butoksylowego.
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Schemat 3.11 Szlak otrzymywania zwigzku VII.

Koncowe reakcje sprzegania dwoch wczesniej otrzymanych fragmentow zostaty
przedstawione na Schemacie 3.11, na ktérym pochodna 156 zostata poddana transformacji typu
»click” z wcezedniej przygotowanym zwigzkiem 149. Dzigki temu uzyskalam pochodng 157

bedaca juz koniugatem kwasu foliowego, jednak zwigzek ten chroniony byt nadal na grupie alfa
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karboksylowej reszty kwasu glutaminowego. Usunigcie grupy ochronnej i uzyskanie finalnego
koniugatu kwasu foliowego V11 za pomoca roztworu TFA w DCM przebiegto ilosciowo.

Tabela 3.20 Wydajnosci wszystkich reakcji przedstawionych na Schematach 3.9, 3.10, 3.11.

Nr zwigzku | Wydajno$¢ [%] | Nr zwiazku | Wydajnos$¢ [%]| Nr zwigzku | Wydajnos¢ [%]
140 59 146 79 154 72
141 30 147 42 156 33
143 76 148 92 157 82
144 80 149 88 Vil 99
145 92 153 75
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Schemat 3.12 Przedstawiajacy proponowany mechanizm rozpadu koniugatu V11 pod wptywem DTT.
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Dodatkowo przeprowadzono eksperyment pozwalajacy okreslic czy otrzymany
koniugat VIl ulega rozpadowi wedlug zamierzonego mechanizmu oraz wyznaczyé Czas
w jakim nastgpi catkowity rozpad wigzania labilnego i uwolnienie inhibitora. Badanie to
polegato na stworzeniu w fiolce warunkow odpowiadajagcym tym, ktore maja miejsce
w komoérce nowotworowej i zostato to osiggnigte poprzez zastosowanie buforu fosforanowego
0 pH = 7,0 oraz ditiotreitolu (DTT), zastosowanego jako analog GSH, ktory powoduje rozpad
wigzania SS. Po rozpuszczeniu koniugatu VII w mieszanie DMSO/PBS (v:v 1:9), dodano go
do roztworu DTT réwniez rozpuszczonego w tej samej mieszaninie. Uzyskang w taki sposob
probke utrzymywano w temp. 37 °C i co pewien czas dokonywano analizy HPLC.
Monitorowano tam obecno$¢ sygnatu pochodzacego od samego koniugatu oraz sygnatow
pochodzacych od jego fragmentdw juz po rozpadzie. Calkowity zanik sygnalu zwiazku VII
mial miejsce po 72 h, a proponowany mechanizm rozpadu tej czasteczki zostat przedstawiony
na Schemacie 3.12. Na Rys 3.7, 3.8, 3.9 oraz 3.10 przedstawiono chromatogramy, ktore
wykonano kolejno po 5 min., 1 h, 24 h oraz po 72 h od rozpoczgcia analizy. Prezentuja one
postepujacy w czasie rozpad czasteczki VII. Na kazdym z tych chromatograméw znajduje sie
sygnat o czasie retencji 12,53 pochodzacy od czasteczki koniugatu VI, ktéry w trakcie trwania
eksperymentu traci na intensywno$ci. Na kolejnych chromatografach pojawiajac si¢ jednak
nowe sygnaty o czasie retencji 6,11 oraz 7,11 min. pochodzace prawdopodobnie od fragmentow
kwasu foliowego oraz produktu posredniego z inhibitorem STS zawierajacym jeszcze wolng
grupe SH po rozpadzie mostka disulfidowego. Po 24 godzinach pojawia si¢ intensywny pik
0 czasie retencji 11,60, ktory nalezy do uwolnionego z czasteczki FA-STS inhibitora 158
powstatego po rozpadzie grupy estrowej produktu posredniego (co zostato potwierdzone
wykonaniem widma mas tego sygnatu). Intensywnos¢ tego sygnatu rosnie proporcjonalnie do
zaniku sygnatu od koniugatu VII (12,53 min) oraz produktu pochodnej posredniej inhibitora
(7,11 min), ktore po 72 h obecne sa w mieszaninie reakcyjnej w niewielkiej ilosci.
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3.5.2 Badania biologiczne koniugatu kwasu foliowego

W celu sprawdzenia poprawnosci zatozenia dotyczacego dziatania koniugatu FA-STS
VIl jako inhibitora sulfatazy steroidowej, ktory miat trafia¢ do komoérek nowotworowych
W sposdb selektywny, wykonano kilka testow biologicznych. Badania te ponownie odbyly si¢
we wspotpracy z zespotem dr hab. Macieja Mastyka z Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego.
Testy te zostaly podzielone na dwie kategorie, pierwsza z nich byly te, ktore oceniaty zdolnosé
inhibicyjng otrzymanych czasteczek wobec STS.W drugim przypadku celem byto sprawdzenie
mechanizmu transportu tych molekut do wnetrza komorek nowotworowych.

Pierwszy z testow sprawdzajacych wlasciwosci inhibicyjne wobec STS otrzymanych
czasteczek byt ten polegajacy na zbadaniu inhibicji na wyizolownym enzymie, w sposob
analogiczny jak to miato miejsce przy wczesniej prezentowanych zwigzkach. W badaniu tym
oprocz samego koniugatu VIl zbadane zostaty dodatkowo dwie czasteczki: pochodna 158
(Tabela 3.20), ktora jest zwigzkiem uwolnionym po rozpadzie koniugatu wewnatrz komorki
nowotworowej (pod wplywem glutationu) oraz lrosustat jako zwiazek referencyjny. Wyniki
tych testow zaprezentowane zostaty w Tabeli 3.20 i wskazujg na to, iz zarowno zwiagzek VI
jak i pochodna 158 sg dobrymi inhibitorami STS, gdyz poziom pozostatej aktywnos$ci tego
enzymu, z wykorzystaniem stezenia zwigzkéw na poziomie 10 pM, w kazdym przypadku jest
bardzo zblizony. Najlepszy wynik osiggneta czasteczka 158 z wartoscia 6,24%, jednak rezultat
tego testu dla koniugatu V11, byt bardzo zblizony, gdyz wynosit 6,73%. Warto tez podkreslic,
7e na tym etapie badan wartos$ci te sg praktycznie takie same jak dla zwiazku referencyjnego
(6,31%). Nastepnie obnizono stezenie inhibitora 10-krotnie uzyskujgc nastepujace wyniki:
11,80%, 17,00% oraz 5,11% kolejno dla zwiazku VI, 158 oraz Irosustatu. Wyniki te wskazuja
na to, iz aktywnos$¢ koniugatu oraz uwolnionego inhibitora sg praktycznie takie same. Ostatnim
stezeniem jakie zbadano w tym tescie byto 0,1 uM. Badanie to wykazato, ze zwiazki rowniez na
takim poziomie stezen sa aktywne, gdyz koniugat VIl zahamowal dziatanie sulfatazy na
poziomie 36,50% a zwigzek 158 na poziomie 58,29%. Po zakonczeniu tego etapu badan,
kolejnym testem byt ten wykorzystujacy linie komorkowa JEG-3. Rowniez w tym przypadku
otrzymane wyniki potwierdzity aktywno$¢ inhibicyjna zwiazkow, gdyz pozostala aktywnosé
STS wynosita 41,90% oraz 41,66% kolejno dla zwigzku VII oraz 158, a zwigzek referencyjny
osiagnat warto$¢ 18,59% (wszystkie zwigzki badano przy stezeniu 0,1 pM). Wartosci ICso,
wyznaczone dla zwigzkéw VII oraz 158 wyniosty 32,0 oraz 8,5 nM kolejno dla koniugatu VII
oraz pochodnej 158 i okazaty si¢ nieco gorsze w porownaniu zwigzkiem referencyjnym (ICsp =
2,70 nM). Niemniej jednak aktywnos$¢ inhibicyjna zwiazkow VII oraz 158 okazata si¢ bardzo
dobra, dlatego w kolejnym kroku przeprowadzone zostaly badania nad mechanizmem
transportu tych zwigzkow.
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Tabela 3.21 Wyniki badan in vitro dla koniugatu V11 oraz zwigzku 158.
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Pozostala
Pozostala aktywnos$¢ STS na wyizolowanym aktywnorsc‘ STS
Numer enzymie [%] W tescie 1Cs0 [NM]
zwigzku komérkowym
JEG-3 [%)]
10 [uM] 1 [uM] 0,1 [uM] 0,1 [uM]

1 6,73+0,61 | 11,80+ 0,38 36,50 + 1,89 41,90 + 0,95 32,0+8,80
158 6,24+1,01 | 17,00+1,21 58,29 + 5,39 41,66 + 3,59 8,5+ 0,93
Irosustat | 6,31+ 1,18 5,11+ 1,07 6,46 + 1,35 18,59 + 0,50 2,70 £0,20

Po potwierdzeniu aktywnos$ci inhibicyjnej, w kolejnym etapie badan, podjeto probe
wyjasnienia jaka droga koniugat VIl moze dociera¢ do wnetrza komorki nowotworowej. Warto
przypomnie¢, iz komorki nowotworowe wykazujg znaczne zapotrzebowanie na kwas foliowy
W poréwnaniu z komérkami prawidlowymi z powodu szybkiej proliferacji oraz szybkiego ich
wzrostu. Dlatego tez, czesto wystepuje w nich nadekspresja receptorow kwasu foliowego
w podtypie alfa, ktory w zdrowych komorkach jest na niskim poziomie. W celu sprawdzenia
czy zwiazek VIl moze dostawaé si¢ do komorki przy udziale tego receptora wykonano test
opierajacy si¢ na wysyceniu tych receptoroéw wykorzystujac kwas foliowym o stgzeniu 1 mM
(tak jak to miato miejsce W podrozdziale 3.4.3). Badanie to polegato na tescie porownawczym,
gdzie komorki JEG-3 podzielona na dwie podgrupy, jedng byty komoérki inkubowaniu jedynie
z koniugatem V11, a druga grupa byly te inkubowane z koniugatem V11 oraz kwasem foliowym.
Wyniki tej analizy zostaly przedstawione w Tabeli 3.21 i wskazuja one na poréwnywalna
aktywnos$¢ zwigzku VIl w obecnosci i bez kwasu foliowego, co nie wyklucza jego transportu
z wykorzystaniem receptorow kwasu foliowego, ale wskazuje, ze moze on dostawac si¢ do
wnetrza komorki na drodze dodatkowych mechanizmoéw lub poprzez dyfuzje przez blone
komorkowa.
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Tabela 3.22 Wyniki badan transportu koniugatu V11 przez receptor FRa.
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Ta ostatnig mozliwo$¢ wykluczono przeprowadzajac test PAMPA, ktory wskazatl, ze
zarowno koniugat VI jak i zwigzek 158 nie sg w stanie przeniknac przez btong. Test PAMPA,
jest eksperymentem sprawdzajacym szybko$¢ przenikania przez sztuczng blong czasteczek,
gdzie wykorzystywane sg 3 zewnetrzne wzorce, charakteryzujace si¢ r16zng predkoscia wnikania
(cm/s). Sa to czgsteczki: szybko, $rednio i wolno docierajace do wnetrza komorki. W przypadku
tego eksperymentu zaréwno zwigzek 158 jak i koniugat VII uzyskaly wyniki z zakresu
czgsteczek stabo przenikajgcych blone, gdyz osiggnely one kolejno warto$ci rowne -2,52*1077
oraz -4,34*107 cm/s, gdzie warto$¢ referencyjna dla zwigzku stabo transportowanego wynosita
-3,52*10°" cm/s. Wyniki te zostaty zaprezentowane na Rys. 3.7 i wskazujg na to, ze inhibitory te
muszg pokonywaé¢ inng droge do wnetrza komorki, np. moze to by¢ transport oparty na
anionowych transporterach zwiazkow organicznych[124]-[126], jednak aby tego dowies¢
nalezatoby przeprowadzi¢ dodatkowe badania biologiczne.

148



5,00E-06

4,00E-06

3,00E-06

2,00E-06

1,00E-06

Przepuszczalno$é [cm/s]

0,00E+00

-1,00E-06
LC MC HC 158 VII

Rys. 3.7 Prezentujacy szybkos¢ przenikania przez sztuczna blong czasteczek: LC — zwiazek, przechodzacy z mata
predkoscia, MC — zwiazek, przechodzacy ze $rednig predkoscia, HC — zwigzek przechodzacy z duzg predkoscia, 158
oraz koniugat VII.
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W przedstawionej dysertacji opisatam wyniki badan, ktore realizowatam w zespole dr
hab. inz. Sebastiana Demkowicza, prof. uczelni, w Katedrze Chemi Organicznej Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej. Zakres przeprowadzonych przeze mnie badan obejmowat
techniki dokowania molekularnego, syntez¢ chemicznag, oceng aktywnosci biologicznej nowych
ihbititorow STS i koniugatu STS-FA w testach in vitro oraz probe ustalenia drogi docierania
wybranych zwigzkow do wnetrza komorki nowotworowej.

Moja prace badawcza mozna podzieli¢ na trzy gléwne etapy, gdzie kazdy z nich
obejmowat fazg¢ projektowania, syntezy oraz oceny biologicznej otrzymanych zwigzkow, gdzie
sumarycznie udato mi si¢ otrzyma¢ bogatg biblioteke nowych czasteczek, w tym 36 finalnych
pochodnych.

W pierwszym etapie badan podjetam si¢ proby otrzymania nowych inhibitorow STS,
ktére w swojej budowie zawieraly pierScien naftalenowy oraz réznego rodzaju halogenowe
podstawniki. Zadanie to miato na celu sprawdzenie czy dodanie kolejnego pierscienia
aromatycznego do konstytucji tego typu inhibitorow nie wptynie negatywnie na aktywnosc¢
biologiczng tych czasteczek. Dzigki zastosowaniu technik dokowania molekularnego udato mi
si¢ wyselekcjonowac seri¢ dwunastu pochodnych, charakteryzujacych si¢ najkorzystniejszymi
warto§ciami energii swobodnej wiazania oraz najlepszym dopasowaniem w miejscu
katalitycznym STS. Wartosci energii swobodnej tych zwigzkéw miescity si¢ w zakresie od - 6,0
do -8,3 kcal/mol, gdzie wartos¢ zwigzku referencyjnego wynosita -5,4 kcal/mol. Dodatkowo,
w celu wykrycia potencjalnych interakcji ligand-enzym, ktore w sposob znaczacy mogtly
wplyng¢ na stabilno$¢ tych komplekséw, przeprowadzitam uzupelniajagce symulacje
z wykorzystaniem oprogramowania BIOVIA, Dassault Systeme, Discovery Studio Visualiser,
ktorych wyniki wskazaty na mozliwos¢ pojawienia si¢ szeregu rdéznego rodzaju dodatkowych
odzialywan. Ponadto, graficzna interpretacja modelowania molekularnego wybranego zwigzku
IL (charakteryzujacego si¢ najnizszg warto$cig energii swobodnej) wskazata, ze stabilnos¢
potencjalnego kompleksu ligand-enzym wynika nie tylko z licznych odziatywan pomiedzy
rdzeniem czasteCzKi a resztami aminokwasowymi STS, a rowniez mata odlegto$cia pomiedzy
grupa hydroksylowa formyloglicyny75 a atomem siarki wchodzacym w sktad ugrupowania
amidosiarczanowego.

W kolejnym etapie wyniki dokowania molekularnego weryfikowatam na drodze
eksperymentalnej przeprowadzajac synteze serii dwunastu amidosiarczanowych pochodnych 6-
(1-fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu.

Nastepnie, dzigki wspotpracy z zespolem dr hab. Macieja Mastyka z Katolickiego
Uniwersytetu Lubelskiego, dokonatam oceny aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkow
chemicznych w testach in vitro. Przeprowadzone badania obejmowaty testy na wyizolowanym
enzymie STS z zastosowaniem 0,5 uM stezenia potencjalnych inhibitorow. Ten przesiewowy
test enzymatyczny, przeprowadzony przy uzyciu STS wyizolowanego z ludzkiego tozyska
wykazat, ze wszystkie nowo zsyntezowane inhibitory IA-L byly w stanie skutecznie hamowac
dziatanie STS. Wséréd nich najwyzszg aktywno$¢ inhibicyjng wykazal zwigzek IL (7,98%
pozostatej aktywnosci STS) zawierajacy w swojej strukturze trzy atomy fluoru. W kolejnym
etapie wykonano testy z wykorzystaniem linii komorkowej MCF-7, podczas ktorego najwyzsza
inhibicje STS zaprezentowaly pochodne Il, IK oraz IL. Wartos¢ ICso dla nich wynosita
odpowiednio 30,14, 17,02 oraz 15,97 nM (warto$¢ ICso dla Irosustatu wynosita 1,14 nM).
Przedstawione wyniki wykazaty, ze amidosiarczanowe pochodne 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazolo-
4-ylo)naftaleno-2-ylu moga by¢ bardzo obiecujacymi srodkami przeciwnowotworowymi a ich
potencjat terapeutyczny powinien zosta¢ W przysztosci sprawdzony w dalszych badaniach in
vivo. Ponadto, dane eksperymentalne pochodzace z testu enzymatycznego jak i tego na linii
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komoérkowej, sugerujg silng korelacje pomigdzy obecnoscia heteroatoméw w budowe inhibitora
a jego aktywnoscig biologiczng. Jest to szczegélnie widoczne w przypadku potencjalnie
tworzacych si¢ odziatywan pomiedzy atomem fluoru a reszta Arg98, co moze wplywac
W sposdb bezposredni na podatno$¢ na podstawienie nukleofilowe na atomie siarki grupy
amidosiarczanowej co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla wlasciwosci hamujgcych dziatanie
STS. Ten material eksperymentalny stal si¢ podstawa publikacji naukowej w czasopi$mie
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry (Ciupak O., Dasko M., Biernacki K.,
Rachon J., Mastyk M., Kubinski K., Martyna A., Demkowicz S.; New potent steroid sulphatase
inhibitors based on 6-(1-phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)naphthalen-2-yl sulphamate derivatives J.
Enzyme Inhib. Med. Chem. 2021, 36, 238-247).[122]

W drugiej czgéci badan eksperymentalnych otrzymatam dwie serie zwigzkoéw, ktorych
struktura zostata zaprojektowana, aby imitowaé czasteczke kwasu foliowego. Prace te mozna
bylo podzieli¢ na dwa etapy, gdzie w pierwszym moim zadaniem bylo wyselekcjonowanie
najlepiej dopasowanego rdzenia zawierajacego w swojej budowie migdzy innymi reszte kwasu
glutaminowego, ktora réwniez wchodzi w sktad kwasu foliowego. Badania te rozpoczetam
ponownie od przeprowadzenia modelowania molekularnego pochodnych triazolowych,
kumarynowych, flawonowych oraz tyraminowych, jednak w tym przypadku dokowanie miato
miejsce zarowno do enzymu jakim jest sulfataza steroidowa jak i do receptora kwasu foliowego
w podtypie alfa. W obydwu przypadkach wartosci swobodnej energii wigzania byly dobre,
zawierajace si¢ w przedziatach od -4,8 do -7,0 kcal/mol w przypadku kompleksow ligand-STS
(Irosustat -6,3 kcal/mol), a w przypadku potgczen ligand-FRa byt to przedziat od -7,9 do -9,5
kcal/mol (FA -10,5 kcal/mol). Rowniez w tym przypadku wykonatam dodatkowe symulacje
sprawdzajace mozliwos¢ wystapienia ro6znego rodzaju odziatywan pomiedzy zaprojektowanymi
czasteczkami a dwoma wyzej wymienionymi celami molekularnymi. Zaréwno wyniki
dokowania molekularnego jak i dodatkowych badan in silico wskazywaty na to, ze pochodne te
mogg cechowac si¢ dobrymi wlasciwosciami inhibicyjnymi jak i tym, ze beda moglty w sposob
selektywny dociera¢ do komérek nowotworowych.

Po zakonczeniu eksperymentdéw obliczeniowych przesztam do pracy syntetycznej,
polegajacej na otrzymaniu amidosiarczanowych pochodnych réznigcych sie miedzy soba
rodzajem rdzenia czasteczki. Z bardzo dobrymi wydajnosciami przeprowadzitam szereg reakcji
wchodzacych w sktad czterech szlakow syntetycznych. Migdzy innymi byly to reakcje
optymalizacji reakcji, gdzie udato si¢ opracowac nowa, tatwiejsza i co najistotniejsze bardziej
wydajng reakcje amidosiarczanowania.

W nastepnym kroku otrzymane czasteczki zostaly poddane ocenie w testach
biologicznych in vitro. Ponownie w tego rodzaju badaniach zostala zmierzona warto$¢
pozostatej aktywnosci STS zaréwno wteScie na wyizolowanym enzymie jak
i z wykorzystaniem linii komérkowej JEG-3. W badaniu enzymatycznym najlepszy wynik
osiagneta pochodna kumarynowa IHA z wartoscia 4,13%, jednak juz w przypadku testu
komorkowego najlepszy wynik ICso przypisany zostat czasteczce bedacej pochodng triazolowa
1B i wynosit on 1436 nM.

Konsekwencjg powyzszych wynikow oraz wczesniej zgromadzonych doswiadczen
zdecydowatam, iz trzecia seria moich zwiazkow opiera¢ si¢ bedzie na bazie pierScienia
triazolowego, a zwiazki w swojej konstytucji oprocz reszty kwasu glutaminowego beda réwniez
zawieraly elektroujemny atom fluoru. Warto dodaé, ze seria ta skladata si¢ z dwunastu
pochodnych, gdzie wystepowalo sze$¢ par izomerdw roéznigeych si¢ miedzy soba potozeniem
lancucha kwasu glutaminowego przy terminalnym pier$cieniu aromatycznym, a takze rodzajem
ugrupowania estrowego na reszcie tego kwasu.
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Rowniez w przypadku tej grupy zwigzkoéw prace nad nimi rozpocz¢tam od badan
obliczeniowych, ktore wskazaly, ze czasteczki posiadajace tancuch kwasu L-glutaminowego
W pozycji meta w stosunku do pierscienia triazolu w wigkszosci beda tworzy stabilniejsze
kompleksy ligand-STS ze wzglgdu na nizsze warto$ci swobodnej energii wigzania, przy czym
zakres dla wszystkich pochodnych tej serii miescit si¢ w przedziale od -4,1 do -9,7 kcal/mol
a najlepszy wynik prezentowata pochodna VIK. Dodatkowo warto zaznaczy¢, ze czasteczki te
wykazywaty dobre powinowactwo do miejsca aktywnego FA.

Nastepnie przeprowadzitam szereg reakcji chemicznych, ktore pozwolity mi uzyskac
dwanascie potencjalnych inhibitorow STS, ktére rowniez zostaly sprawdzone pod katem
wiasciwosci biologicznych. Wyniki tych badan wskazaly na dobre wtasciwosci inhibicyjne tych
czasteczek, gdyz w teScie na wyizolowanym enzymie Czasteczka, ktora osiagnela najlepszy
wynik byla pochodna VIK (20,52% pozostalej aktywno$ci przy zastosowaniu inhibitora
0 stezeniu 0,1 uM). Ten san zwigzek wypadl najkorzystniej w tescie komorkowym osiggajac
wynik ICso na poziomie 22 nM. Niestety, wynik eksperymentu z zastosowaniem 1 mM FA
majacego na celu sprawdzenie drogi transportu wskazat, ze czasteczki docieraja do wnetrza
komorki inng droga niz poprzez wyzej wymienione receptory. Sposob tego transportu powinien
zosta¢ rozwini¢ty badaniach w przysziosci. Na podstawie tej czeSci materiatu
eksperymentalnego przygotowany zostal manuskrypt, ktory aktualnie znajduj¢ si¢ na etapie
recenzji w czasopismie The European Journal of Medicinal Chemistry.

Ostatnim etapem mojej pracy badawczej byto zaprojektowanie, synteza oraz ocena
biologiczna koniugatu kwasu foliowego STS-FA VII. Praca syntetyczna w przypadku
czasteczki VII, byla do$¢ skomplikowana ze wzgledu na swodj wieloetapowy charakter.
Zakonczylta si¢ ona jednak sukcesem i dzigki temu mozna bylo przeprowadzi¢ szereg badan
biologicznych sprawdzajacych wtasciwosci inhibicyjne, zaréwno samego koniugatu jak
i uwolnionego inhibitora, jak i sposob transportu tego zwiazku do wngtrza komorki, a takze
potwierdzi¢ mechanizm rozpadu koniugatu w eksperymencie z DTT. Wyniki badan
biologicznych zar6wno na wyizolowanym enzymie jak i w tescie komorkowym wskazaty, ze
zardbwno czasteczka koniugatu VI jak i inhibitor 158, czyli czasteczka uwalniana po rozpadzie
wigzania SS, posiadaja bardzo dobre wilasciwosci inhibicyjne. Sam czas redukcji mostu
disiarczkowego w eksperymencie z wykorzystaniem DTT trwat ok. 72 h, ale wartym
podkreslenia jest fakt, iz po tym czasie sam inhibitor nadal byt stabilny. Podjeto si¢ réwniez
proby ustalenia drogi docierania koniugatu do wnetrza komorek nowotworowych, ktore
posiadaja nadekspresje receptoréw kwasu foliowego w podtypie alfa. Wykonano testy, ktore
ustalily, iz czasteczka ta prawdopodobnie nie dociera do wnegtrza komoérek poprzez wyzej
wymienione receptory ani poprzez pasywny transport przez btong i z tego wzgledu temat ten
powinien zosta¢ zglebiony w przysztosci. Na podstawie uzyskanego materiatu dotyczacego
zwiazku VII aktualnie przygotowwana jest kolejny manuskrypt.
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Niniejsza praca powstata przy wsparciu finansowym projektu badawczego koordynowanego
przez Narodowe Centrum Nauki, za ktore bardzo dzigkuje:

1.

Grant PRELUDIUM: ,Nowy typ analogdéw i koniugatéw kwasu foliowego o potencjalnym
zastosowaniu w terapii nowotworow hormonozaleznych” (nr 2021/41/N/NZ7/01851)

Opisane badania zostaly przeprowadzone przy wspotpracy z:

1.

Zespotem dr. hab. Macieja Mastyka z Wydziatu Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu Instytutu
Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego (zakres badan in vitro).

Zespotem prof. dr hab. Janusza Raka z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego (zakres
badan rozpadu koniugatu kwasu foliowego oraz analizy masowej).

Materiat doswiadczalny zaprezentowany w niniejszej dysertacji zostal opublikowany
W nastepujacym czasopismie:

1.

Ciupak O., Dasko M., Biernacki K., Rachon J., Mastyk M., Kubinski K., Martyna A.,
Demkowicz S.; New potent steroid sulphatase inhibitors based on 6-(1-phenyl-1H -1,2,3-
triazol-4-yl)naphthalen-2-yl sulphamate derivatives; Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, 2021, 36, 238-247

oraz trzech doniesieniach konferencyjnych, w tym jednym o zasiggu mi¢dzynarodowym:

1.

Ciupak O., Dasko M., Biernacki K., Demkowicz S., Rachon J., Datta M., Rak J., Mastyk
M., Kubinski K.; Structural analogs of folic acid as novel steroid sulfatase (STS) inhibitors.
The European Federation of Medicinal Chemistry Young Medicinal Chemists' Symposium,
Rzym (Wlochy), 04.09-06.09.2024, Sesja posterowa

Ciupak O., Biernacki K., Walter M., Dasko M., Rachon J., Demkowicz S.; Analogi
strukturalne kwasu foliowego jako nowe inhibitory sulfatazy stetoidowej (STS).

64 Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Lublin (Polska), 11.09-
16.09.2022, Sesja posterowa

Ciupak O., Dasko M., Biernacki K., Rachon J., Mastyk M., Kubinski K., Aleksandra M.,
Demkowicz S.; Nowe inhibitory sulfatazy sterodiowej na bazie amidosiarczanowych
pochodnych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-traizolo-4-ylo)naftalen-2-ylu.

XIV Kopernikanskie Seminarium Doktoranckie, Torun (Polska), 20.09-22.09.2021, Sesja
posterowa

W ramach tej rozprawy doktorskiej planowanym jest przygotowanie minimum dwoch
kolejnych publikacji naukowych.
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DOROBEK NAUKOWY

ARTYKULY NAUKOWE:

10.

Ievtukhov V., Monka M., Ciupak O., Bylinska 1., Bojarski P., Krzeminski K., Sedriuk E.
I.; Experimental evidence of the excited-state mixing in the blue emitter for organic light-
emitting diodes; Journal of Materials Chemistry C, 2025, 13, 68-80.

Rybczynska M., Hoffman Estera, Kozakiewicz K., Monka M., Grzywacz D., Ciupak O.,
Liberek B., Bojarski P., Serdiuk E. I.; Charge separation control in organic photosensitizers
for photocatalytic water splitting without sacrificial electron donors; Journal of Catalysis,
2024, 435, 115539.

Datta M., Szczyrba A., Zdrowowicz M., Wyrzykowski D., Ciupak O., Demkowicz S.,
Izadi F., Denifl S., Rak J.; Surprising Radiolytic Stability of 8-Thiomethyladenine in an
Agueous Solution; Journal of Physical Chemistry B, 2024, 128, 3621-3630.

Walter M., Ciupak O., Biernacki K., Rachon J., Witt D., Demkowicz S.; Convenient and
efficient N-methylation of secondary amines under solvent-free ball milling conditions;
Scientific reports, 2024, 14, 8810.

Monka M., Gogoc S., Kozakiewicz K., Ievtukhov V., Grzywacz D., Ciupak O., Kubicki
A., Bojarski P., Data P., Serdiuk E. I.; Application of the Heavy-Atom Effect for
(Sub)microsecondThermally Activated Delayed Fluorescence and an All-Organic Light-
Emitting Device with Low-Efficiency Roll-off; ACS Applied Materials & Interfaces, 2024,
16, 15107-15120.

Biernacki K., Ciupak O., Dasko M., Rachon J., Flis D., Budka J., Inkielewicz-Stepniak 1.,
Czaja A., Rak J., Demkowicz S.; Development of potent and effective SARS-CoV-2 main
protease inhibitors based on maleimide analogs for the potential treatment of COVID-19;
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2024, 39, 2290910.

Izadi F., Szczyrba A., Datta M., Ciupak O., Demkowicz S., Rak J., Denifl S.; Electron-
Induced Decomposition of 5-Bromo-4-thiouracil and 5-Bromo-4-thio-2'-deoxyuridine: The
Effect of the Deoxyribose Moiety on Dissociative Electron Attachment; Molecular
Sciences, 2023, 24, 8706.

Biernacki K., Ciupak O., Dasko M., Rachon J., Kozak W., Rak J., Kubinski K., Mastyk
M., Martyna A., Sliwka-Kaszynska M., Wietrzyk J., Switalska M., Nocentini A., Supuran
T. C., Demkowicz S.; Development of Sulfamoylated 4-(1-Phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)phenol Derivatives as Potent Steroid Sulfatase Inhibitors for Efficient Treatment of
Breast Cancer; Journal of Medicinal Chemistry, 2022, 65, 5044-5056.

Dasko M., Dotega A., Siedzielnik M., Biernacki K., Ciupak O., Rachon J., Demkowicz S.;
Novel 1,2,3-Triazole Derivatives as Mimics of Steroidal System—Synthesis, Crystal
Structures Determination, Hirshfeld Surfaces Analysis and Molecular Docking; Molecules,
2021, 26, 4059

Ciupak O., Dasko M., Biernacki K., Rachon J., Mastyk M., Kubinski K., Martyna A.,
Demkowicz S.; New potent steroid sulphatase inhibitors based on 6-(1-phenyl-1H -1,2,3-
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triazol-4-yl)naphthalen-2-yl sulphamate derivatives; Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, 2021, 36, 238-247.

11. Biernacki K., Dasko M., Ciupak O., Kubinski K., Rachon J., Demkowicz S.; Novel 1,2,4-
Oxadiazole Derivatives in Drug Discovery; Pharmaceuticals, 2020, 13, 111.

12. Dasko, M., Demkowicz, S., Biernacki, K., Ciupak, O., Kozak, W., Mastyk, M., Rachon,
J.; Recent progress in the development of steroid sulphatase inhibitors — examples of the
novel and most promising compounds from the last decade.; Journal of Enzyme Inhibition
and Medicinal Chemistry, 2020, 35, 1163-1184.

PROJEKTY:

1. ,Nowy typ analogéw i koniugatoéw kwasu foliowego 0 potencjalnym zastosowaniu
w terapii nowotworéw hormonozaleznych.”
Projekt PRELUDIUM (nr 2021/41/N/NZ7/01851)
Udziat — kierownik
Opiekun projektu — dr hab. inz. Sebastian Demkowicz
25.01.2022-25.01.2025 r.

2. ,Breaking bad w materiatach organicznych: czy emitery do OLED lamig zasady
fotofizyki?”
Projekt SONATA (nr 2020/39/D/ST5/03094)
Udziat — wykonawca
Kierownik projektu — dr hab. Illia E. Serdiuk (Uniwersytet Gdanski)
28.11.2022-28.10.2024 .

3. ,,Projektowanie, synteza oraz badania aktywnosci biologicznej nowych inhibitorow
proteazy SARS-Cov-2Mpro jako potencjalnych chemoterapeutykéw w leczeniu
COVID19.”

COMBATING CORONAVIRUS

Udziat — wykonawca

Kierownik projektu — dr hab. inz. Sebastian Demkowicz
01.09.2020-31.08.2021 r.

4. Inhibitory sulfatazy steroidowej na bazie amidosiarczanowych pochodnych 4-(1-
fenylo-1H-[1,2,3]triazol-4-ylo)-fenolu jako potencjalne $rodki przeciwnowotworowe.”
Projekt TANGO (TANGO-1V-A/0004/2019-00)

Udzial — wykonawca
Kierownik projektu — dr inz. Mateusz Dasko
01.10.2020-31.12.2022

5. ,,Radiosensybilizujace  pochodne zasad pirymidynowych lub  purynowych:
spektrometria mas i metody kwantowochemiczne w badaniach nad oddziatywaniami
z niskoenergetycznymi elektronami w fazie gazowej, klastrach z woda oraz roztworze.”
Projekt CEUS-UNISON
Udziat — wykonawca
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Kierownik projektu — prof. dr hab. Janusz Rak (Uniwersytet Gdanski)
12.07.2021-12.07.2025 .

ZGLOSZENIA PATENTOWE:

1. Serdiuk E. I, levtukhov V., Ciupak O., Monka M.; Zwigzki organiczne wykazujace
aktywowang termicznie opdzniong fluorescencje, sposob ich otrzymywania oraz
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5.1 Opis modelowania molekularnego

Struktury chemiczne 3D wszystkich inhibitorow przygotowano z wykorzystaniem
programu HyperChem 8.0.7 Release (Hypercube, Inc., Gainesville, FL, USA). Przed
przeprowadzeniem dokowania kazda z czasteczek zostata zoptymalizowana z wykorzystaniem
pola sitowego MM+ algorytmem sprz¢zonych gradientow Polak-Ribier konczacym si¢ roznica
energii nie wigksza niz 0,05 kcal/(mol*A). Strukture rentgenowska ludzkiego STS oraz
receptora kwasu foliowego (FRa) pozyskano z Protein Data Bank (PDB ID:1P49 (STS) oraz
4LRH (FRa)) i zostaty one przygotowane przy uzyciu standardowych procedur. W przypadku
enzymu STS ze struktury usuni¢to czasteczki wody oraz usunicto siarczanowg forme gem-
diolowej formyloglicyny. Nastepnie do enzymu dodano fGly75 za pomoca oprogramowania
Preparation Wizard, bedacego czescia pakietu Maestro (Schrodinger, LLC, NY, USA) oraz
dodano brakujace atomy wodoru. W taki sposob przygotowang strukturg STS zoptymalizowano
z uzyciem pola sitowego OPLS-AA w programie Maestro. Optymalizacja struktury FRa
odbywata si¢ w ten sam sposob pomijajac etap zwigzany z formyloglicyna.

Obliczenia dokowania zoptymalizowanych ligandow do przygotowanych struktur STS
oraz FRa przeprowadzono z uzyciem programu AutoDock Vina 1.1.2 (The Molecular Graphic
Laboratory, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA). Podczas wszystkich dokowan
do struktury STS zastosowano pudetko z siatkg o rozmiarze 30 A x 30 A x 30 A ze érodkiem na
atomie Cp reszty aminokwasowej 75, a w przypadku FRo ze $rodkiem na Ca reszty
aminokwasowej 135.

Po zakonczeniu dokowania molekularnego, dla wybranych czasteczek, z wykonane
zostaty modele 3D z uzyciem programu VMD 1.9 (University of Illinois at Urbana-Champaign,
Urbana, IL, USA)
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5.2 Synteza chemiczna
5.2.1 Aparatura oraz odczynniki

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego zostaly wykonane przy uzyciu
spektrometru Varian Inowa 500 MHz lub Bruker Avance III HD 400 MHz. Przesuniecia
chemiczne zostaly podane wzgledem sygantu resztowego rozpuszczalnika (DMSOgs = 2,50
ppm dla H, 39,5 ppm dla C, CDCl; = 7,26 ppm dla H, 77,2 ppm dla *3C) a state sprzezenia
zostaty podane w hercach. Widma mas zostalty wykonane na aparacie Agilent 6540 Accurate
Mass Q-TOF LC/MS System oraz TripleTOF 5600+ (SCIEX, Framingham, MA, USA). Widma
IR zostaty zarejestrowane z wykorzystaniem aparatu Nicolet 8700 FTiR spectrometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA) wyposazonego w przystawke ATR wykonanej z diamentu. Kazde
z rejestrowanego widma zostato otrzymane poprzez usrednienie 128 niezaleznych skanow przy
rozdzielczosci 2 cm™.  Spektrometr byl przeplukiwany suchym azotem w celu
zminimalizowania wptywu pary wodnej oraz dwutlenku wegla. Temperatury topnienia
mierzone byt z uzyciem kriometru Stuart Scientific SMP30. Do chromatografii kolumnowej
wykorzystywano zel krzemionkowy 60 (230-400 mesh) (Merck KGaA, Darmstad, Niemcy).
Chromatografie typu "Flash" przeprowadzano przy uzyciu wkladow Biichi FlashPure
(nieregularny zel krzemionkowy 10 pm) w systemie chromatograficznym Biichi Pure
z wbudowanym detektorem UV oraz ELSD. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) zostata
wykonana przy uzyciu plytek Polygram SIL G/UV254 (SiliCycle Inc., 2500, Parc-
Technologique Blvd, Quebec City, G1P4S6, Canada). Analiza LC-MS zostata zarejestrowana
przy uzyciu Nexera X2 Ultraperformance Liquid Chromatography (UHPLC) sprze¢zonego
z tandemowym spektrometrem mas Triple TOF 5600+ (SCIEX), wyposazonym w interfejs duo-
electrospray, pracujacym w trybie jonizacji dodatniej. Analizy HPLC oznaczano metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwroconymi fazami RP-HPLC, przy uzyciu
chromatografu Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific) i kolumny analitycznej Wakopak
Handy ODS (150 x 4,6 mm).

Wszelkie odczynniki chemiczne wykorzystane do syntezy chemicznej zakupione
zostaty w firmie Sigma-Aldrich (Merck), Chemat, Fluorochem 1lub uzyskane wedilug
dostepnych w literaturze procedur. Rozpuszczalniki organiczne suszone oraz destylowane byly
wedlug standardowych metod. Stosowane szlo byto czyste i jesli wymagatly tego warunki
reakcji, to byto suszone z wykorzystaniem palnika Bunsena.
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5.2.2 Procedura otrzymywania 6-((trimetylosililo)etynylo)naftolu (88)

Do suchej kolby okragtodennej wprowadzono 6-bromo-2-naftol 87 (1 eq, 24,50 mmol,
5,47 g), trimetylosililoacetylen (1,6 eq, 39,20 mmol, 3,85 g), PdCl; (0,05 eq, 1,23 mmol, 0,22
0), PhsP (0,1 eq, 2,45 mmol, 0,64 g), Cul (0,025 eq, 0,63 mmol, 0,12 g), TEA (7 eq, 171,50
mmol, 25,59 g) oraz 125 mL bezwodnego ACN. Catos¢ mieszano w temperaturze wrzenia
przez 3 h. Kolejno, mieszaning reakcyjng ochtodzono, roztwor przesaczono przez celit,
auzyskany w ten sposdb przesacz odparowano na wyparce obrotowej. Otrzymany SUrowy
produkt oczyszczano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie
AcOEt : heksan (1 : 4). Uzyskano w ten sposob zwigzek 88 w postaci pomaranczowego,
krystalicznego ciata statego.

:
TMS

6-((Trimetylosililo)etynylo)naftol 88

Wydajnosé 64%
Temperatura topnienia 92-94 °C
'H NMR dn (500 MHz, CDCls) 7,96 (1H, s, Ar-H), 7,73-7,70 (1H, m, Ar-

H), 7,61 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,49 (1H, dd, J = 8,5, 1,6 Hz,
Ar-H), 7,14-7,11 (2H, m, Ar-H), 5,55-4,53 (1H, brs, OH) 0,31

(9H, s, CH3)

BC NMR dc (125 MHz, CDCls) 154,1, 134,2, 132,0, 129,9, 129,3, 128,3,
126,3, 118,4, 118,1, 109,6, 105,7, 93,8, 0,1

IR (KBr)/cm™ 3245, 2166, 1602, 1506, 1248, 941, 836, 703

HRMS [M-H] obliczone: 239,1155, zmierzone: 239,0897

52.3 Ogoélna procedura otrzymywania pochodnych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-
ylo)naftalen-2-olu (90 A-L)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono odpowiednia pochodng aniliny
89A-L (1 eq, 2,63 mmol) oraz 6,1 mL suchego ACN. Nastepnie caty uktad reakcyjny
ochtodzono korzystajac ztazni z lodem po czym dodano t-BuONO (1,2 eq, 3,16 mmol)
i mieszano przez 10 minut w atmosferze gazu obojetnego. Po tym czasie, ostroznie wkroplono
TMSN; (1,1 eq, 2,89 mmol). Po zakonczeniu wkraplania mieszaning reakcyjng doprowadzono
do temperatury otoczenia i mieszano przez 4 h. Po tym czasie do kolby dodano 6-
((trimetylosililo)etynylo)naftol 88 (1 eq, 2,63 mmol) oraz 1 M roztwér TBAF w THF (1,1 eq,
2,89 mmol) i mieszano w temp. 0 °C przez 30 minut. Nastepnie przygotowano $wiezy 1 M
roztwor askorbinianu sodu (0,2 eq, 0,53 mmol) oraz CuSOs - 5H.0 (0,1 eq, 0,26 mmol) po
czym dodano je do mieszaniny reakcyjnej i mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 h. Po
uptywie tego czasu, zawartos¢ kolby zatezono z wykorzystaniem wyparki obrotowej,
a otrzymany surowy produkt rozpuszczono w 30 mL octanu etylu i przemyto trzykrotnie 0,1 M
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roztworem HCIl. Kolejno faz¢ organiczng suszono z wykorzystaniem MgSOs, nast¢pnie
odparowano a pozostalo$¢ w kolbie rekrystalizowano z uzyciem ACN w celu uzyskania
zgdanego produktu 91A-L.

6-(1-Fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91A

Wydajnosé 64%
Temperatura topnienia 228-230 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,87 (1H, s, OH), 9,35 (1H, s, CH),

8,39 (1H, s, Ar-H), 8,02-7,96 (3H, m, Ar-H), 7,86 (1H, d, J= 8,8
Hz, Ar-H), 7,82 (1H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,65 (2H, t, J = 7,9
Hz, Ar-H), 7,53 (1H, t, J = 7,4 Hz, Ar-H), 7,18 (1H, d, J = 2,3
Hz, Ar-H), 7,15 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, Ar-H)

BC NMR dc (125 MHz, DMSO-¢) 156,2, 148,2, 137,2, 134,9, 1304,
130,2, 129,1, 128,2, 127,3, 125,0, 124,4, 124,3, 120,4, 1198,
119,7, 109,3
IR (KBr)/cm™ 3293, 3137, 1598, 1504, 1228, 1036, 871, 683
HRMS [M+H]* obliczone: 288,1132, zmierzone: 288,3504
OH

6-(1-(3-Fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91B

Wydajnosé 43%
Temperatura topnienia 219-220 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,40 (1H, s, CH),

8,37 (1H, s, Ar-H), 7,95 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz, Ar-H), 7,93
7,80 (4H, m, Ar-H), 7,70 (1H, td, J = 8,3, 6,5 Hz, Ar-H), 7,38
(1H, tdd, J = 8,5, 2,5, 0,7 Hz, Ar-H), 7,18 (1H, d, J = 2,1 Hz, Ar-
H), 7,15 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, Ar-H)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-4) 162,9 (d, Ncr = 2451 Hz),156,3,
148,3, 138,4 (d, 3Jcr = 10,5 Hz), 134,9, 132,4 (d, 3Jcr = 9,2 Hz),
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130,2, 1281, 127,3, 124,8, 124,3, 119,9, 119,8, 116,3 (d,
43¢ = 3,0 Hz), 115,8 (d, Zcr = 21,0 Hz), 109,3, 107,9 (d, 2cs =

26,5 Hz)
IR (KBr)/cm™ 3251, 3125, 2352, 1600, 1498, 1231, 1033, 870, 677
HRMS [M+H] * obliczone: 306,1038, zmierzone: 306,3540

6-(1-(3-Chlorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91C

Wydajnosé 45%
Temperatura topnienia 229-231 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,43 (1H, s, CH),

8,37 (1H, s, Ar-H), 8,12 (1H, t, J = 2,0 Hz, Ar-H), 8,01 (1H,
ddd, J = 8,1, 2,0, 0,9 Hz, Ar-H), 7,95 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz,
Ar-H), 7,86 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,82 (1H, d, J = 8,6 Hz,
Ar-H) 7,68 (1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,59 (1H, ddd, J=8,1, 1,9,
0,9 Hz, Ar-H), 7,19-7,17 (1H, m, Ar-H), 7,15 (1H, dd, J = 8,7,
2,4 Hz, Ar-H)

BC NMR d. (125 MHz, DMSO-¢) 156,3, 148,3, 138,2, 134,9, 1347,
132,2, 130,2, 128,9, 128,1, 127,3, 124,8, 124,3, 120,2, 119,9,
119,8, 118,9, 109,3

IR (KBr)/cm™ 3254, 3129, 2345, 1598, 1221, 1035, 869, 679
HRMS [M+H]* obliczone: 321,0669, zmierzone: 322,3397
OH

6-(1-(3-Bromofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91D

Wydajnosé 42%
Temperatura topnienia 226-228 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,43 (1H, s, CH),

8,37 (1H, s, Ar-H), 8,24 (1H, s, Ar-H), 8,04 (1H, d, J = 8,1 Hz,
Ar-H), 7,95 (1H, d, J = ,2 Hz, Ar-H), 7,86 (1H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 7,82 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,72 (1H, d, J = 7,8 Hz,
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Ar-H), 7,61 (1H, t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,18 (1H, s, Ar-H), 7,15
(1H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H)
3C NMR 8 (125 MHz, DMSO-4) 156,3, 148,3, 138,3, 134,9, 132,4,
1318, 130,2, 128,1, 127,3, 1248, 124,3, 123,0, 122,9, 119,9,
119,8, 119,3, 109,3

IR (KBr)/cm™ 3271, 3130, 2922, 2350, 1583, 1489, 1034, 782
HRMS [M+H]* obliczone: 366,0237, zmierzone: 366,3458
OH

6-(1-(4-Fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91E

Wydajnosé 74%
Temperatura topnienia 237-239 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-g) 9,86 (1H, s, OH), 9,33 (1H, s, CH),

8,37 (1H, s, Ar-H), 8,06-8,00 (2H, m, Ar-H), 7,96 (1H, dd, J =
8,5, 1,5 Hz, Ar-H), 7,86 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,82 (1H, d, J
= 8,6 Hz, Ar-H), 7,52 (2H, t, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,17 (1H, s, Ar-
H), 7,15 (1H, dd, J = 8,8, 2,3 Hz, Ar-H);

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-4) 162,1 (d, Jcr = 2458 Hz), 156,2,
148,2, 134,9, 133,8 (d, “Jcr = 2,8 Hz), 130,1, 1282, 127.3,
125,0, 124,4, 124,2, 122,8 (d, 3Jcr = 8,8 Hz), 120,0, 1198,
117,3 (d, 2Jcr = 23,3 Hz), 109,2

IR (KBr)/cm™ 3651, 3199, 3124, 2920, 2347, 1614, 1507, 1039, 802
HRMS [M+H]* obliczone: 306,1038, zmierzone: 306,3524
OH

6-(1-(4-Chlorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91F

Wydajnosé 74%
Temperatura topnienia 256-257 °C (z rozktadem)
'H NMR o (500 MHz, DMSO-¢) 9,86 (1H, s, OH), 9,38 (1H, s, CH),

8,37 (1H, s, Ar-H) 8,03 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,95 (1H, dd,
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J=8,5, 1,6 Hz, Ar-H), 7,86 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,82 (1H,
d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,73 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,17 (1H, s,
Ar-H), 7,15 (1H, dd, J = 8,7, 2,3 Hz, Ar-H)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 156,3, 148,3, 136,0, 134,9, 133,44,
130,4, 130,2, 128,2, 127,3, 124,9, 1244, 124,3, 122,1,119,8,
109,3
IR (KBr)/cm™3286, 3119, 2294, 1611, 1550, 1032, 831
HRMS [M+H]* obliczone: 322,0742, zmierzone: 322,3345
OH

6-(1-(4-Bromofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91G

Wydajnos$é 62%
Temperatura topnienia 254-256 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-4) 9,86 (1H, s, OH), 9,38 (1H, s, CH),

8,37 (1H, s, Ar-H), 7,99-7,93 (3H, m, Ar-H), 7,88-7,80 (4H, m,
Ar-H), 7,17 (1H, s, Ar-H), 7,15 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, Ar-H)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 156,3, 148,3, 136,4, 134,9, 133,3,
130,2, 128,1, 127,3, 124,9, 124,4, 1243, 122,3, 121,7, 119,8,
119,7,109,3

IR (KBr)/cm™ 3470, 3119, 1612, 1495, 1200, 1030, 867, 810

HRMS [M+H]" obliczone: 366,0237, zmierzone: 366,3154

OH

6-(1-(2-Fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91H

Wydajnosé 47%
Temperatura topnienia 207-208 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,86 (1H, s, OH), 9,12 (1H,d, J =19

Hz, CH), 8,41 (1H, s, Ar-H), 8,02-7,91 (2H, m, Ar-H), 7,83 (2H,
dd, J = 20,5, 8,7 Hz, Ar-H), 7,68-7,58 (2H, m, Ar-H), 7,54-7,45
(1H, m, Ar-H), 7,19-7,09 (2H, m, Ar-H)
13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 156,3, 154,3 (d, Jcr =250,8 Hz),
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147,8, 134,8, 131,8 (d, 2Jc.r = 7,8 Hz), 130,2, 128,2, 127,3,
126,5, 126,1 (d, 3Jc.r = 3,7 Hz), 125,3 (d, 2Jcr = 11,0 Hz), 124,8,
124,4, 122,9 (d, 3Jcr = 4,1 Hz), 119,8, 117,8, 117,6, 108,9

IR (KBr)/cm'3177, 1614, 1511, 1048, 864, 819
HRMS [M+H] obliczone: 306,1038, zmierzone: 306,3529
OH

6-(1-(2-Chlorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 911

Wydajnosé 62%
Temperatura topnienia 104-106 °C
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,86, (1H, s, OH), 9,08 (1H, s, CH),

8,39 (1H, s, Ar-H), 7,96 (1H, dd, J = 8,5, 1,6 Hz, Ar-H), 7,90-
7,75 (4H, m, Ar-H), 7,73-7,59 (2H, m, Ar-H), 7,21-7,11 (2H, m,
Ar-H)

3C NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 156,3, 147,4, 135,1, 134,9, 1322,
131,1, 130,2, 129,0, 128,9, 128,8, 128,2, 127,3, 124,9, 1244,
1243, 123,7,119,8, 109,3

IR (KBr)/cm™ 3133, 1616, 1493, 1493, 1196, 1050, 862, 804
HRMS [M+H]* obliczone: 322,0742, zmierzone: 322,3377
OH

6-(1-(2-Bromofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91J

Wydajnosé 68%
Temperatura topnienia 105-107 °C
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,86 (1H, s, OH), 9,05 (1H, s, CH),

8,39 (1H, s, Ar-H), 7,97-7,95 (2H, m, Ar-H), 7,83 (2H, dd, J =
18,6, 8,7 Hz, Ar-H), 7,77 (1H, dd, J = 7,8, 1,6 Hz), 7,67 (1H, td,
J=77,1,4 Hz, Ar-H), 7,60 (1H, td, J = 7,7, 1,4 Hz, Ar-H),
7,21-7,18 (1H, m, Ar-H), 7,14 (1H, dd, J = 8,8, 2,4 Hz, Ar-H)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-i) 1562, 147,3, 136,8, 1349, 1342,
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132,5, 130,2, 129,5, 129,2, 128,2, 127,3, 125,0, 124,4, 1243,
123,7, 119,8, 119,4, 109,3

IR (KBr)/cm™3135, 1611, 1493,1283, 1048, 909
HRMS [M+H]* obliczone: 366,0237, zmierzone: 366,3130
OH

6-(1-(3,5-Difluorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91K

Wydajnosé 39%
Temperatura topnienia 210-212 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,43 (1H, s, CH),

8,35 (1H, s, Ar-H), 7,95-7,80 (4H, m, Ar-H), 7,46 (1H, tt, J =
9,2, 2,2 Hz, Ar-H), 7,20-7,17 (2H, m, Ar-H), 7,15 (1H, dd, J =
8,7, 2,4 Hz, Ar-H)
13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-4) 163,2 (dd, Ycr = 246,9, Jcr = 14,6
Hz), 156,4, 148,4,138,9 (t, *Jcr = 13,3 Hz), 135,0, 130,2, 128,1,
127,4, 124,6, 124,4, 124,2,120,0, 119,9, 109,3, 104,4, 104

IR (KBr)/cm™ 3128, 1607, 1482, 1303, 1050, 911
HRMS [M+H]* obliczone: 324,0943, zmierzone: 324,3554
OH

6-(1-(2,3,4-Trifluorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ol 91L

Wydajnosé 13%
Temperatura topnienia 105-107 °C
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,43 (1H, s, CH),

8,35 (1H, s, Ar-H), 7,95-7,80 (4H, m, Ar-H), 7,46 (1H, tt, J =
9,2, 2,2 Hz, Ar-H), 7,20-7,17 (2H, m, Ar-H), 7,15 (1H, dd, J =
8,7, 2,4 Hz, Ar-H)

BC NMR Oc (125 MHz, DMSO-ds) 163,2 (dd, 1Jc.F = 246,9, SJC.F = 14,6
Hz), 156,4, 148,4, 138,9 (t, 3Jcr = 13,3 Hz), 135,0, 130,2, 128,1,
127,4,124,6,124,4, 124,2, 120,0, 119,9, 109,3, 104,4, 104
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IR (KBr)/cm™ 3128, 1607, 1482, 1303, 1050, 911
HRMS [M+H]* obliczone: 324,0943, zmierzone: 324,3554

5.2.4 Ogolna procedura otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-
triazolo-4-ylo)naftaleno-2-ylu (1A-L)

Do wysuszonej kolby okraglodennej, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng oraz rurke
z chlorkiem wapnia, wprowadzono 0,5 mL DCM, izocyjanian chlorosulfurylu (1 eq, 1,50
mmol), kwas mrowkowy (1,05 eq, 1,54 mmol) oraz katalityczng ilos¢ N,N-DMA (0,11 eq,
0,0016 mmol), po czym doprowadzono uktad reakcyjny do temperatury 40 °C i mieszano przez
3,5 h. Nastgpnie, odpowiednie pochodne 91A-L rozpuszczono w N,N-DMA i tak przygotowany
roztwor dodano do mieszaniny reakcyjnej. Uktad reakcyjny mieszano przez noc w temperaturze
otoczenia. Nastepnego dnia, zawarto$¢ kolby przeniesiono do zlewki z 50 mL wody, w wyniku
czego stracono osad, ktéry w dalszej kolejnosci odsgczono i przemyto woda destylowana.
Otrzymany surowy produkt rekrystalizowano z uzyciem ACN otrzymujac pozadany produkt
IA-L.

Amidosiarczan 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ylu IA

Wydajnos$é 70%
Temperatura topnienia 210-211 °C (z rozktadem)
IH NMR 8u (500 MHz, DMSO-4) 9,47 (1H, s, CH), 8,59 (1H, s, Ar-H),

8,16 (1H, dd, J = 8,6, 1,5 Hz, Ar-H), 8,15-8,10 (4H, m, Ar-H,
NH,), 8,00 (2H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,88 (1H, d, J = 2,2 Hz,
Ar-H), 7,67 (2H, t, = 7,9 Hz, Ar-H), 7,54 (1H, t, J = 7,4 Hz, Ar-
H), 7,51 (1H, dd, J = 8,9,2,4 Hz, Ar-H)

BC NMR dc (125 MHz, DMSO-¢) 148,5, 147,6, 137,1, 133,4, 1319,
130,5, 130,4, 129,3, 129,1, 128,4, 125,0, 124,0, 122,9, 120,6,
120,5, 119,8

IR (KBr)/cm™ 3119, 2915, 2358, 1595, 1352, 1168, 759, 672

HRMS [M+H]* obliczone: 367,0860 , zmierzone: 367,3750
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Amidosiarczan 6-(1-(3-fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ylu IB

Wydajnosé 43%
Temperatura topnienia 210-212 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-¢) 9,52 (1H, s, CH), 8,58 (1H, s, Ar-H),

8,18-8,06 (5H, m, Ar-H, NHy), 7,96-7,86 (3H, m, Ar-H), 7,72
(1H, g, J = 7,4 Hz, Ar-H), 7,50 (1H, dd, J = 8,9, 2,2 Hz, Ar-H),
7,41 (1H,td, J=8,7, 2,3 Hz, Ar-H)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 162,9 (d, Ycr = 2452 Hz), 1486,
147,7, 138,3, (d, 3Jcr = 10,5 Hz), 133,5, 132,4 (d, *Jcr = 9,1
Hz), 131,9, 130,5, 129,2, 128,2, 125,0, 124,1, 122,9, 120,8,
119,8, 116,4 (d, “Jcr = 3,0 Hz), 116,0 (d, 2Jcr = 21,0 Hz), 108,0
(d, ZJC.F =26,5 HZ)

IR (KBr)/cm™ 3120, 2560, 1600, 1358, 1173, 782, 673
HRMS [M+H]* obliczone: 385,0766 , zmierzone: 385,3810
?
0—S—NH,

Amidosiarczan 6-(1-(3-chlorofenylo)-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalen-2-ylu IC

Wydajnosé 67%
Temperatura topnienia 214-216 °C (z rozktadem)
IH NMR 81 (500 MHz, DMSO-g6) 9,53 (1H, s, CH), 8,57 (1H, s, Ar-H),

8,16-8,07 (6H, m, Ar-H, NH,), 8,01 (1H, dd, J =7,9, 1,2 Hz, Ar-
H), 7,88 (1H, d, J = 2,1 Hz, Ar-H), 7,69 (1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-
H), 7,61 (1H, dd, J = 8,0, 0,8 Hz, Ar-H), 7,51 (1H, dd, J = 8,9,
2,3 Hz, Ar-H)

BC NMR o (125 MHz, DMSO-¢) 148,5, 147,7, 138,1, 134,7, 133,5,
132,2, 131,9, 130,5, 129,2, 129,0, 128,2, 124,9, 124,1, 122,9,
120,8,120,3, 119,8, 119,0

IR (KBr)/cmt 3132, 2915, 2376, 1591, 1381, 1177, 784, 676

HRMS [M+H]" obliczone: 401,0470, zmierzone: 401,3646
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Amidosiarczan 6-(1-(3-bromofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu ID

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

34%

219-221 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-¢) 9,55 (1H, s, CH), 8,58 (1H, s, Ar-H),
8,26 (1H, t, J = 1,8 Hz, Ar-H), 8,16-8,09 (5H, m, Ar-H, NH,),
8,06 (1H, dd, J=8,1, 1,2 Hz, Ar-H), 7,88 (1H, d, J = 2,1 Hz, Ar-
H), 7,75 (1H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,63 (1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-
H), 7,50 (1H, dd, J = 8,9, 2,3 Hz, Ar-H)

BC NMR dc (125 MHz, DMSO-¢) 148,6, 147,7, 138,2, 133,5, 1324,
132,0, 131,9, 130,5, 129,2, 128,2, 124,9, 124,1, 123,0, 122,99,
122,90, 120,9, 119,8, 119,4
IR (KBr)/cm™ 3298, 3171, 2363, 1484, 1368, 1182, 800
HRMS [M+H]* obliczone: 444,9965 , zmierzone: 445,3408
]
O—ﬁ—NHZ
)
N\’ N
Lo
F
Amidosiarczan 6-(1-(4-fluorofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu IE
Wydajnosé 36%

Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

IR
HRMS

226-227 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-g) 9,44 (1H, s, CH), 8,57 (1H, s, Ar-H),
8,17-8,09 (5H, m, Ar-H, NHy), 8,07-8,01 (2H, m, Ar-H), 7,88
(1H, dd, J = 2,0 Hz, Ar-H), 7,58-7,46 (3H, m, Ar-H)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 162,2 (d, YJcr = 245,9 Hz), 1485,
147,6, 133,7 (d, “Jcr = 2,8 Hz), 133,4, 131,9, 130,5, 129,1,
128,4, 125,0, 124,0, 122,9 (d, 3Jc¢ = 5,0 Hz), 122,8, 120,9,
119,8, 117,3 (d, 2Jcr = 23,3 Hz)

(KBr)/cm™ 3314, 3159, 1515, 1357, 1180, 838

[M+H]* obliczone: 385,0766, zmierzone: 385,3823
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Amidosiarczan 6-(1-(4-chlorofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu IF

Wydajnosé 40%
Temperatura topnienia 226-229 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,49 (1H, s, CH), 8,58 (1H, s, Ar-H),

8,15-8,09 (5H, m, Ar-H, NH,), 8,04 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H),
7,88 (1H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H),
7,50 (1H, dd, J = 8,9, 2,4 Hz, Ar-H)

3C NMR dc (125 MHz, DMSO-4) 148,5, 147,7, 135,9, 133,52, 133,48,
131,9, 130,5, 130,4, 129,2, 128,3, 125,0, 124,1, 122,9, 122,2,
120,7,119,7

IR (KBr)/cm™ 3372, 3269, 1502, 1352, 1173, 813

HRMS [M+H]* obliczone: 401,0470, zmierzone: 401,3596

9
0—S—NH,

Amidosiarczan 6-(1-(4-bromofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu IG

Wydajnos$é 45%
Temperatura topnienia 234-235 °C (z rozktadem)
'H NMR o1 (500 MHz, DMSO-¢) 9,50 (1H, s, CH), 8,58 (1H, s, Ar-H),

8,16-8,10 (5H, m, Ar-H, NH>), 7,97 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H),
7,89-7,86 (3H, m, Ar-H), 7,50 (1H, dd, J = 8,9, 2,3 Hz, Ar-H)

BC NMR oc (125 MHz, DMSO-¢) 148,5, 147,7, 136,3, 133,5, 133,44,
131,9, 130,5, 129,2, 128,2, 125,0, 124,1, 122,9, 122,4, 1219,
120,7,119,7

IR (KBr)/cm™ 3378, 3273, 3143, 1498, 1144, 710;

HRMS [M+H]* obliczone: 445,3490, zmierzone: 446,9945
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Amidosiarczan 6-(1-(2-bromofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu IH

Wydajnosé 34%
Temperatura topnienia 206-207 °C (z rozktadem)
'H NMR o+ (500 MHz, DMSO-¢) 9,50 (1H, d, J = 1,8 Hz, CH), 8,61 (1H,

s, Ar-H), 8,21-8,06 (5H, m, Ar-H, NHy), 7,95 (1H, td, J = 7,9,
1,1 Hz, Ar-H), 7,88 (1H, d, J = 2,0 Hz, Ar-H), 7,70-7,60 (2H, m,
Ar-H), 7,55-7,45 (2H, m, Ar-H)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-4) 154,5 (d, Xcr = 250,9 Hz), 148,5,
147,2, 133,5, 131,9, 130,5, 129,1, 128,2, 126,5, 126,1 (d, 3Jc.r =
3,8 Hz), 125,3 (d, 2Jcr = 10,5 Hz), 125,1, 124,1, 123,8 (d, 3Jo.r =
4,1 Hz), 122,9, 119,7, 117,8, 117,6

IR (KBr)/cm™ 3398, 3277, 3148, 1502, 1111, 728
HRMS [M+H]* obliczone: 385,0766, zmierzone: 385,3785
?
O=S=NH,
()"
Cl _
N. -N
N

Amidosiarczan 6-(1-(2-chlorofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu II

Wydajnosé 40%
Temperatura topnienia 176-178 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-¢) 9,21 (1H, s, CH), 8,60 (1H, s, Ar-H),

8,21-8,06 (5H, m, Ar-H, NHy), 7,88 (1H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H),
7,83 (2H, td, J = 7,7, 1,7 Hz, Ar-H), 7,62 (2H, m, Ar-H), 7,50
(1H, dd, J=8,9, 2,4 Hz, Ar-H)

BC NMR & (125 MHz, DMSO-¢) 170,8, 148,55, 146,8, 135,0, 133,5,
132,3, 132,0, 131,1, 130,5, 129,1, 129,0, 128,9, 128,3, 125,0,
124,6, 1241, 122,9, 119,7

IR (KBr)/cm™ 3242, 3162, 3027, 1728, 1493, 1120, 721

HRMS [M+H]" obliczone: 401,0470, zmierzone: 401.3615
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Amidosiarczan 6-(1-(2-bromofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu 1J

Wydajnosé 52%
Temperatura topnienia 188-189 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-¢) 9,19 (1H, s, CH), 8,60 (1H, s, Ar-H),

8,20-8,06 (5H, m, Ar-H, NHy), 7,98 (1H, dd, J = 8,0, 1,3 Hz, Ar-
H), 7,88 (1H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H), 7,79 (1H, dd, J = 7,8, 1,6 Hz,
Ar-H), 7,68 (1H, td, J = 7,6, 1,4 Hz, Ar-H), 7,61 (1H, td, J = 7,7,
1,7 Hz, Ar-H), 7,50 (1H, dd, J = 8,9, 2,4 Hz, Ar-H)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-i) 1537, 150,4, 137,9, 1331, 1322,
132,1, 131,4, 129,0, 128,9, 128,5, 126,2, 1258, 124,7, 122,1,
120,7, 118,7, 115,5, 114,9

IR (KBr)/cm™ 3307, 3146, 3052, 1605, 1491, 1370, 929
HRMS [M+H]* obliczone: 444,9965, zmierzone: 445,3399
0
O—S—NH,
(0}

Amidosiarczan 6-(1-(3,5-difluorofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu IK

Wydajnosé 37%
Temperatura topnienia 214-215 °C (z rozktadem)
'H NMR o1 (500 MHz, DMSO-g) 9,55 (1H, s, CH), 8,56 (1H, s, Ar-H),

8,19-8,05 (5H, m, Ar-H, NH,), 7,88 (1H, d, J = 2,1 Hz, Ar-H),
7,85 (2H, dd, J = 7,8, 2,0 Hz, Ar-H), 7,51 (1H, dd, J = 8,8, 2,3
Hz, Ar-H), 7,46 (1H, dt, J = 9,2, 2,2 Hz, Ar-H)

BC NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g6) 163,3 (dd, *Jc.r = 247,0 Hz, 3Jcr = 14,6
Hz), 148,6, 147,7, 138,8 (t, *Jcr = 13,2 Hz), 133,6, 131,9, 130,5,
129,3, 128,0, 124,9, 124,2, 122,9, 121,0, 119,8, 104,8, 104,5,

104
IR (KBr)/cm™ 3296, 3153, 3052, 1627, 1473, 1357, 916
HRMS [M+H]" obliczone: 403,0671, zmierzone: 403,3818
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Amidosiarczan 6-(1-(2,3,4-trifluorofenylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)naftalenu-2-ylu IL

Wydajnosé 26%
Temperatura topnienia 198-200 °C (z rozktadem)
'H NMR o+ (500 MHz, DMSO-¢) 9,27 (1H, d, J = 1,6 Hz, CH), 8,61 (1H,

s, Ar-H), 8,20-8,07 (5H, m, Ar-H, NH>), 7,91-7,83 (2H, m, Ar-
H), 7,67 (1H, qd, J = 9,8, 2,2 Hz, Ar-H), 7,50 (1H, dd, J = 8,9,
2,3 Hz, Ar-H)

BC NMR dc (125 MHz, DMSO-¢) 152,4-152,1 (m), 149,9-149,6 (m),
148,6, 147,3, 145,9-145,6 (m), 143,3-143,0 (m), 141,7-141,2
(m), 139,2-138,7 (m), 133,5, 131,9, 130,5, 129,2, 127,9, 125,0,
124,3, 123,8 (d, *Jcr = 3,3 Hz), 123,0 (dd, 3Jc.r = 8,3, “Jcr = 3,7
Hz), 122,9, 121,1 (dd, 3Jcr = 8,5, {Jcr = 4,0 Hz), 119,7, 113,8
(dd, 2Jcr = 18,6, Jcr = 3,8 Hz)

IR (KBr)/cm™ 3262, 3175, 3021, 1618, 1509, 1384, 915

HRMS [M+H]* obliczone: 421,0577, zmierzone: 421,3945

5.2.5 Procedura otrzymywania 4-aminobenzoesanu metylu (93)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zaopatrzonej w rurke z chlorkiem wapnia, dodano
kwas 4-aminobenzoesowy (1eq, 7,23 mmol, 0,99 g) oraz 25 mL suchego MeOH. Nastepnie
mieszaning reakcyjna ochtodzono do temp. 0 °C z wykorzystaniem tazni lodowej. Po
osiggnieciu tej temperatury, ostroznie wkroplono chlorek tionylu (3eq, 21,69 mmol, 1,58 mL).
Kolejno, uktad reakcyjny doprowadzono do temperatury otoczenia i pozostawiono mieszajac
przez 12 h. Po zakonczeniu reakcji odparowano rozpuszczalnik z wykorzystaniem wyparki
obrotowej, a pozostatos¢ w kolbie trzykrotnie zalano §wieza porcja metanolu, ktory rowniez
usuni¢to korzystajac z rotatora. Nastgpnie do kolby dodano nasycony roztwér NaHCOs oraz
DCM. Nastepnie trzykrotnie wykonano ekstrakcje, a potgczone warstwy organiczne wysuszono
z uzyciem MgSO4. W kolejnym kroku odparowano DCM otrzymujac czysty, pozadany produkt
93 w postaci bezowego ciala statego.
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NH,

0% >o”

4-Aminobenzoesan metylu 93

Wydajnosé 98%

Temperatura topnienia 109-110 °C

'H NMR du (500 MHz, DMSO-g) 7,62 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,54
(2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 5,96 (2H, bs, NH,), 3,71 (3H, s, CHs)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 166,76, 153,93, 131,51, 116,12, 113,07,
51,58

5.2.6 Procedura otrzymywania 4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
benzoesan metylu (95)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono pochodng 93 (1 eq, 4,16 mmol,
0,629 g) oraz 20 mL suchego ACN. Nastepnie caty uktad reakcyjny ochtodzono, korzystajac
Z tazni z lodem, po czym dodano t-BuONO (1,2 eq, 4,99 mmol, 0,59 mL) i cato$¢ mieszano
przez 10 minut w atmosferze gazu obojetnego. Po tym czasie, ostroznie wkroplono TMSN3 (1,1
eq, 4,48 mmol, 0,59 mL). Po zakonczeniu wkraplania, mieszaning reakcyjng doprowadzono do
temperatury otoczenia imieszano przez 4 h. Po tym czasie, do kolby dodano 6-
((trimetylosililo)etynylo)naftol 88 (1 eq, 4,16 mmol, 0,90 g) oraz 1 M roztwor TBAF w THF
(1,1 eq, 4,48 mmol, 4,48 mL) i mieszano w temp. 0 °C przez 30 minut. Nastepnie przygotowano
swiezy 1 M roztwor askorbinianu sodu (0,2 eq, 0,83 mmol, 0,16 g, V0= 0,83 mL) oraz CuSO,
- 5H,O (0,1 eq, 0,42 mmol, 0,104 g) po czym dodano je do kolby. Tak przygotowang
mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 h. Po uptywie tego czasu,
w kolbie pojawit si¢ osad, ktory odsaczono i przemyto zimnym ACN otrzymujac czysty produkt
95 w postaci jasnozottego ciala statego.

4-(4-(6-Hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoesan metylu 95

Wydajnosé 69%
Temperatura topnienia > 250 °C (z rozktadem)
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'H NMR S (500 MHz, DMSO-g) 9,90 (1H, bs, OH), 9,46 (1H, s, CH),
8,36 (1H, bs, Ar-H), 8,18 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 8,13 (2H, d,
J =88 Hz, Ar-H), 7,94 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz, Ar-H), 7,84
(1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,80 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,88
(3H, s, CHs)

3C NMR 8 (125 MHz, DMSO-gs) 165,80, 156,30, 148,45, 140,27, 134,92,
131,51, 130,17, 129,69, 128,08, 127,31, 124,67, 124,35, 124,30,
120,12, 119,80, 119,74, 109,25, 52,87

5.2.7 Procedura otrzymywania kwasu 4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-
ylo)benzoesowego (96)

Do okragtodennej kolby, zaopatrzonej w chtodnice zwrotna, wprowadzono pochodng
95 (1 eq, 2,89 mmol, 1,00 g), 50 mL wody, 50 mL MeOH oraz wodorotlenek litu (10 eq, 28,90
mmol, 0,70 g). Nastepnie catos¢ doprowadzono do temperatury 50 °C i w tych warunkach
pozostawiono na 2,5 h. Po tym czasie, korzystajac z wyparki obrotowej zredukowano ilos¢
rozpuszczalnikow. Nastepnie, zawartos¢ kolby zakwaszono z uzyciem 1 M HCI do uzyskania
czerwonej barwy papierka uniwersalnego. W wyniku tego w kolbie pojawit si¢ osad, ktory
nastgpnie odsaczono i przeptukano duza iloscia wody destylowanej. W ten sposob otrzymano
produkt 96 w postaci bezowego ciata statego.

Kwas 4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoesowy 96

Wydajnos$é 90%
Temperatura topnienia > 250 °C °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,44 (1H, s, CH), 8,37 (1H, s, Ar-H),

8,16 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 8,07 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H),
7,95 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz, Ar-H), 7,84 (1H, d, J = 8,9 Hz, Ar-
H), 7,80 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,16 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-
H), 7,14 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, Ar-H)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-4) 167,27, 156,35, 148,35, 139,36, 134,90,
131,43, 130,12, 128,08, 127,28, 124,77, 124,31, 119,84, 119,81,
119,74, 109,26
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5.2.8 Procedura otrzymywania (S)-(4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-
yl)benzoilo)glutaminanu dimetylu (97)

Do wysuszonej, zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, Kkolby okraglodennej
wprowadzono 15 mL bezwodnego DMF, zwigzek 96 (1 eq, 2,40 mmol, 0,80 g), chlorowodorek
esteru dimetylowego kwasu L-glutaminowego (2 eq, 4,80 mmol, 1,02 g) oraz DIPEA (6 eq,
14,40 mmol, 2,50 mL). Nastepnie mieszaning ochtodzono w tazni lodowej. Po osiagnigciu
temp. 0 °C wprowadzono do kolby HOBt (2 eq, 4,80 mmol, 0,65 g) i TBTU (2 eq, 4,80 mmol,
1,54 g). Nastepnie, reakcje utrzymywano w temp. 0 °C przez 15 minut, a p6zniej doprowadzono
do temperatury otoczenia. W kolejnym kroku uktad reakcyjny mieszano przez 1,5 h
W atmosferze gazu oboje¢tnego. PO uptywie tego czasu, kolbe umieszczono na wyparce
obrotowej w celu pozbycia si¢ rozpuszczalnika. Nastgpnie, zawarto$¢ kolby rozpuszczono
w octanie etylu i przeptukano kolejno nasyconym roztworem kwasu cytrynowego, nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu oraz solanka, po czym warstwe organiczng wysuszono
z wykorzystaniem bezwodnego MgSO. i odsgczono, a uzyskany przesacz odparowano na
rotatorze. Surowy produkt oczyszczano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii
kolumnowej w uktadzie MeOH : DCM (1 : 100) otrzymujac oczekiwany produkt 97.

(S)-(4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-yl)benzoilo)glutaminanu dimetylu 97

Wydajnosé 60%
Temperatura topnienia 233-235 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-g) 9,87 (1H, s, OH), 9,45 (1H, s, CH),

8,95 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,37 (1H, d, J = 1,7 Hz, Ar-H),
8,18-8,09 (4H, m, Ar-H), 7,95 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz, Ar-H),
7,85 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,81 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
7,16 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,13 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, Ar-
H), 7,13 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, CH), 3,65 (3H, s, CH3), 3,58
(3H, s, CHa), 2,21-2,09 (1H, m, CH), 2,14-1,94 (1H, m, CH)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-46) 173,13, 172,60, 166,01, 156,27, 148,37,
139,14, 134,90, 133,67, 130,16, 129,79, 128,12, 127,31, 124,79,
124,32, 119,83, 119,80, 119,75, 109,26, 52,51, 52,49, 51,86,
30,39, 26,15
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5.2.9 Procedura otrzymywania (S)-(4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-
ylo)benzoilo)glutaminianu dimetylu (11A)

Do suchej okraglodennej kolby wprowadzono zwigzek 97 (1 eq, 0,25 mmol, 120 mg)
oraz 1 mL bezwodnego N,N-DMA. Nast¢pnie kolbe umieszono w tazni lodowej na 10 minut.
Po tym czasie do przygotowanej mieszaniny wkroplono 2 M roztwér chlorku sulfamoilu
w ACN (3 eq, 0,75 mmol, 0,38 mL). Po zakonczeniu wkraplania usunig¢to taznie lodowa
i doprowadzono uktad do temperatury otoczenia. Nastepnie, reakcje mieszano w atmosferze
gazu obojetnego przez 15 minut. Po tym czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono do zlewki z woda,
w wyniku czego wytracit si¢ osad, ktéry odsaczono i przemyto zimna woda destylowana.
Surowy produkt krystalizowano z uktadu octan etylu : DCM otrzymujac produkt 1A w postaci
jasnozottego ciata statego.

Wydajnosé 80%
Temperatura topnienia 204-206 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-¢) 9,57 (1H, s, CH), 8,96 (1H,d, J=7,3

Hz, NH), 8,58 (1H, s, Ar-H), 8,18-8,06 (9H, m, ArH, NH,), 7,86
(1H, d, J = 2,3 Hz, Ar-H), 7,48 (1H, dd, J = 8,9, 2,4 Hz, Ar-H),
4,54-4,48 (1H, m, CH), 3,66 (3H, s, CHs), 3,58 (3H, s, CHa),
2,21-2,10 (1H, m, CH), 2,09-1,99 (1H, m, CH)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 173,13, 172,60, 166,00, 148,51, 147,75,
139,07, 133,82, 133,47, 131,90, 130,49, 129,82, 129,16, 128,18,
124,96, 124,12, 122,90, 120,70, 119,95, 119,76, 52,50, 51,87,
30,39, 26,15

HRMS [M+H]* obliczone: 568,1502, zmierzone: 568,2371

5.2.10 Procedura otrzymywania kwasu (S)-(4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-
triazolo-1-yl)benzoilo)glutaminowego (98)

Do okragtodennej kolby, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, wprowadzono pochodng
97 (1 eq, 0,51 mmol, 250 mg), 50 mL wody, 50 mL MeOH oraz wodorotlenek litu (10 eq, 5,10
mmol, 123 mg). Nastgpnie cato$¢ doprowadzono do temperatury 50 °C i w tych warunkach
pozostawiono na 2,5 h. Po tym czasie, korzystajac z wyparki obrotowe] zredukowano ilo$¢
rozpuszczalnikow. Nastepnie, zawartos¢ kolby zakwaszono z uzyciem 1M HCI do uzyskania
czerwonej barwy papierka uniwersalnego. W wyniku tego w kolbie pojawit si¢ osad, ktory
nastgpnie odsaczono i przeptukano duza iloscia wody destylowanej. W ten sposob otrzymano
produkt 98 w postaci bezowego ciata statego.
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Kwas (S)-(4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-yl)benzoilo)glutaminowy 98

Wydajnosé 92%
Temperatura topnienia 235-237 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 12,47 (2H, bs, COOH), 9,92 (1H, s,

OH), 9,46 (1H, s, CH), 8,82 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH), 8,37 (1H,
s, Ar-H), 8,17-8,08 (4H, m, Ar-H), 7,95 (1H, dd, J = 8,5, 1,8 Hz,
Ar-H), 7,84 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,80 (1H, d, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,16 (1H, d, J = 2,3 Hz, Ar-H), 7,13 (1H, dd, J = 8,8, 2,4
Hz, Ar-H), 4,43 (1H, ddd, J = 9,8, 7,6, 4,9 Hz, CH), 2,38 (2H, t,
J=7,5Hz, CHy), 2,17-2,06 (LH, m, CH), 2,02-1,91 (1H, m, CH)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-gs) 174,30, 173,76, 165,90, 156,30, 148,36,
139,03, 134,89, 134,01, 130,14, 129,75, 128,10, 127,30, 124,79,
124,32, 119,80, 119,76, 109,26, 52,55, 30,91, 26,39

5.2.11 Procedura otrzymywania kwasu (S)-(4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminowego (11B)

Do wysuszonej kolby okraglodennej wprowadzono zwigzek 99 (1 eq, 0,22 mmol, 103
mg) oraz 1 mL bezwodnego N,N-DMA. Nastepnie kolbe umieszono w tazni lodowej na 10
minut. Po tym czasie do przygotowanej mieszaniny wkroplono 2 M roztwor chlorku sulfamoilu
w ACN (3 eq, 0,66 mmol, 0,33 mL). Po zakonczeniu wkraplania usuni¢to taznie lodowsg
i doprowadzono uktad do temperatury otoczenia. Nastepnie, reakcje mieszano w atmosferze
gazu obojetnego przez 15 minut. Po tym czasie zawartos$¢ kolby przeniesiono do zlewki z woda,
w wyniku czego wytracit si¢ osad, ktéry odsgczono i przemyto zimng wodg destylowana.
Surowy produkt krystalizowano z uktadu octan etylu : heksan otrzymujac produkt 11B w postaci
jasnobrazowego ciala statego.
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Kwas (5)-(4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminowy I1B

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

86%

196-198°C (z rozktadem)

dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,55 (1H, s, CH), 8,81 (1H,d, J =74
Hz, NH), 8,57 (1H, s, Ar-H), 8,17-8,05 (9, m, Ar-H, NH>), 7,85
(1H, s, Ar-H), 7,48 (1H, dd, J = 8,9, 2,4 Hz, Ar-H), 4,48-4,38
(1H, m, CH), 2,38 (2H, t, J = 7,4 Hz, CHy), 2,17-2,07 (1H, m,
CH), 2,02 -1,94 (1H, m, CH)

d¢ (125 MHz, DMSO-4) 174,29, 173,76, 165,92, 148,50, 147,74,
134,15, 133,47, 131,90, 130,49, 129,78, 129,16, 124,97, 124,12,
122,89, 120,70, 119,92, 119,80, 119,75, 52,51, 37,89, 34,93,
30,84, 26,34, 21,86

[M+H]* obliczone: 540,1118 , zmierzone: 540,2037

5.2.12 Procedura otrzymywania 4-(2-metoksy-2-oksoetylo)benzoesanu metylu (100)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zaopatrzonej w rurke z chlorkiem wapnia,
wprowadzono kwas 4-(karboksymetylo)benzoesowy (1 eq, 16,70 mmol) oraz 60 mL
bezwodnego MeOH. Nastepnie caty uklad reakcyjny umieszczono w tazni z lodem. Po
osiggnieciu temp. 0 °C rozpoczgto ostrozne Wkraplanie chlorku tionylu (2,5 eq, 41,75 mmol).
Po zakonczeniu wkraplania, taznie lodowa usunig¢to, a reakcje mieszano w temperaturze
pokojowej przez 12 h. Po tym czasu odparowano rozpuszczalnik z wykorzystaniem rotatora, by
nastepnie do kolby dodaé trzy porcje $wiezego metanolu, ktore ponownie zostaty oparowane,
uzyskujac w taki sposdb czysty produkt 100 w postaci zottego oleju.
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4-(2-Metoksy-2-oksoetylo)benzoesanu metylu 100

Wydajnosé 98%
Temperatura topnienia olej
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-g) 7,89 (2H, d, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,40

(2H, d, J = 7,9 Hz, Ar-H), 3,82 (3H, s, CH3), 3,77 (2H, s, CH,),
3,60 (3H, s, CHs)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g5) 200,80, 200,72, 171,51, 166,49, 140,36,
130,26, 129,61, 128,65, 52,49, 52,25, 21,15, 14,48

5.2.13 Procedura otrzymywania kwasu 2-(4-(metoksykarbonylo)fenylo)octowego (101)

Do okragtodennej kolby wprowadzono K,COs (1,1 eq, 17,60 mmol, 2,43 g), 10 mL
wody oraz 10 mL MeOH. Po uzyskaniu klarownego roztworu do mieszaniny wprowadzono
zwigzek 100 (1 eq, 16,00 mmol, 2,88 g). Catos¢ mieszano przez 24 h w temperaturze
pokojowej. Po wuplywie tego czasu, mieszaning rozpuszczalnikow odparowano pod
zmiejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ znajdujaca si¢ w kolbie zalano woda i ekstrahowano
z wykorzystaniem octanu etylu. Warstwy organiczne potaczono ze sobg, wysuszono
z wykorzystaniem MgSQO, i odparowano na rotatorze odzyskujgc nieprzereagowany substrat.
Nastepnie zakwaszono warstwe wodng stosujagc 1 M roztwor HCI. W nastepnym kroku,
ponownie przeprowadzono ekstrakcje z wykorzystaniem octanu etylu, a uzyskang w ten sposob
faze organiczg wysyszono i odparowano otrzymyjac produkt 101 w postaci biatego ciata
statego.

OH

07 >0~

2-(4-(Metoksykarbonylo)fenylo)octowy 101

Wydajnosé 65%
Temperatura topnienia 111-112 °C
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 7,91 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 7,42

(2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 3,85 (3H, s, CHs), 3,69 (2H, s, CH,)
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BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,56, 166,56, 141,10, 130,30, 129,52,
128,41, 52,51, 40,93

5.2.14 Procedura otrzymywania 4-(7-hydroksy-2-okso-2H-chromeno-3-ylo)benzoesanu metylu
(102)

Do wysuszonej kolby okraglodennej, zaopatrzonej w chlodnice zwrotng oraz rurke
z chlorkiem wapnia, wprowadzono zwiagzek 101 (1 eq, 5,15 mmol, 1,00 g) oraz 10 mL suchego
DCM. Nastgpnie ostroznie wkroplono chlorek tionylu (2,5 eq, 12,88 mmol, 0,94 mL).
Mieszaning reakcyjng doprowadzono do temperatury wrzenia i mieszano w tych warunkach
przez 5 h. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem,
a zawarto$¢ kolby zalano trzema porcjami $wiezego DCM i ponownie odparowano je
z wykorzystaniem rotatora. Nast¢pnie do kolby dodano 2,4-dihydroksybenzaldehyd (1 eq, 5,15
mmol, 0,71 g), K:COs (4 eq, 20,60 mmol, 2,85 g) oraz 15 mL acetonu. W kolejnym kroku,
Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 h. Nastgpnie ponownie
odparowano rozpuszczalnik iwykonano ekstracj¢ z wykorzytaniem octanu etylu. Fazy
organiczne potgczono, wysuszono bezwodnym MgSQs i odparowano rozpuszczalnik uzyskujac
czysty produkt 102 w postaci zottego ciata statego.

(0}

o~
\O
HO‘O o

4-(7-Hydroksy-2-okso-2 H-chromeno-3-ylo)benzoesan metylu 102

Wydajnosé 80%
Temperatura topnienia 199-201 °C (z rozktadem)
IH NMR 8u (500 MHz, DMSO-g4) 10,74 (1H, bs, OH), 8,31 (1H, s, Ar-

H), 8,02 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,88 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-
H), 7,64 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,85 (1H, dd, J = 8,5, 2,3 Hz,
Ar-H), 6,78 (1H, d, J = 2,1 Hz, Ar-H), 3,90 (3H, s, CHs)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-gs) 166,35 162,19, 160,01, 155,62, 142,66,
140,12, 130,62, 129,41, 129,17, 128,98, 121,21, 114,01, 112,29,
102,18, 52,62

5.2.15 Procedura otrzymywania kwasu 4-(7-hydroksy-2-okso-2H-chromeno-3-ylo)benzo-
esowego (103)

Do kolby okragtodennej, zaopatrzonej w chlodnicg zwrotng, wprowadzono pochodna
101 (1eq, 3,36 mmol, 1,00 g), 35 mL wody, 35 mL MeOH oraz wodorotlenek litu (10 eq, 33,60
mmol, 0,80 g). Nastepnie catos¢ doprowadzono do temperatury 50 °C i mieszajagc W tych
warunkach pozostawiono na 2,5 h. Po tym czasie, korzystajac z wyparki obrotowej
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zredukowano ilo$¢ rozpuszczalnikow. W kolejnym kroku, zawartos¢ kolby zakwaszono
zuzyciem 1 M HCI do uzyskania czerwonej barwy papierka uniwersalnego. W wyniku tego
w kolbie pojawil si¢ osad, ktory nastgpnie odsgaczono i przeptukano duza iloscia wody
destylowanej. Surowy produkt oczyszczano z wykorzystaniem kolumny preparatywnej
w uktadzie DCM : MeOH : CH3COOH (100 : 5 : 1). W ten sposéb otrzymano produkt 102
W postaci jasnozottego ciata statego.

e
X

O 6}

Kwas 4-(7-Hydroksy-2-okso-2 H-chromeno-3-ylo)benzoesowy 103

HO

Wydajnosé 86%
Temperatura topnienia > 250 °C
'H NMR on (500 MHz, DMSO-¢) 13,01 (1H, bs, COOH), 10,70 (1H, bs,

OH), 8,27 (1H, s, Ar-H), 7,97 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,82
(2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,61 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,82
(1H, dd, J = 8,4, 2,3 Hz, Ar-H), 6,75 (1H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H)
13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 167,52, 162,19, 160,37, 155,58, 142,59,
139,82, 130,74, 130,39, 129,47, 128,72, 121,42, 114,04, 112,31,
102,23

5.2.16 Procedura otrzymywania (S)-(4-(7-hydroksy-2-okso-2H-chromeno-3-ylo)benzoilo)gluta-
minianu dimetylu (104) oraz (S)-(4-(7-hydroksy-2-okso-2H-chromeno-3-ylo)benzoilo)-
glutaminianu di-tert-butylu (105)

Do wysuszonej kolby okraglodennej, zabezpieczonej przed dostepem wilgoci,
wprowadzono 15 mL bezwodnego DMF, zwigzek 103 (1eq, 2,40 mmol, 0,68 g), chlorowodorek
esteru dimetylowego kwasu L-glutaminowego (2 eq, 4,80 mmol, 1,02 g) lub chlorowodorek
estru di-tert-butylowego kwasu L-glutaminowego (2 eq, 4,80 mmol, 1,42 g) oraz DIPEA (6 eq,
14,40 mmol, 2,50 mL). Nastepnie mieszaning ochtodzono w tazni lodowej. Po osiggnigciu
temp. 0 °C wprowadzono do kolby HOBt (2 eq, 4,80 mmol, 0,65 g) i TBTU (2eq, 4,80 mmol,
1,54 g). W kolejnym kroku, reakcje utrzymywano w temp. 0 °C przez 15 minut, a pdzniej
doprowadzono do temperatury otoczenia. Nastgpnie uktad reakcyjny mieszano przez 1,5 h
w atmosferze gazu obojetnego. Po uplywie tego czasu, kolbe umieszczono na wyparce
obrotowej w celu pozbycia si¢ rozpuszczalnika, auzyskana zawarto$¢ kolby rozpuszczono
W octanie etylu i przeptukano kolejno nasyconym roztworem kwasu cytrynowego, nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu oraz solanka, po czym warstwe¢ organiczng wysuszono
z wykorzystaniem bezwodnego MgSQOas, odsaczono i odparowano na rotatorze. Surowy produkt
104 lub 105 oczyszczano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej
w uktadzie MeOH : DCM (1 : 100).

184



(S)-(4-(7-Hydroksy-2-okso-2 H-chromeno-3-ylo)benzoilo)glutaminianu dimetylu 104

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

78%

122-124 °C

81 (500 MHz, DMSO-g) 10,69 (1H, bs, OH), 8,81 (1H, d, J =
7.4 Hz, NH), 7,93 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,81 (2H, d, J = 8,5
Hz, Ar-H), 7,62 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,83 (1H, dd, J = 8,5,
2,3 Hz, Ar-H), 6,76 (1H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H), 4,52-4,41 (1H, m,
CH), 3,64 (3H, s, CHs), 3,57 (3H, s, CH3), 2,46 (2H, t, J = 7,7
Hz, CH,), 2,18-2,07 (1H, m, CH), 2,07-1,93 (1H, m, CH)

BC NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 173,14, 172,68, 166,66, 166,59, 162,03,
160,31, 155,55, 142,34, 138,61, 133,19, 130,71, 128,50, 127,79,
121,58, 113,97, 112,34, 102,19, 52,44, 52,41, 51,85, 30,39,
26,14, 24,91
(S)-(4-(7-Hydroksy-2-okso-2 H-chromeno-3-ylo)benzoilo)glutaminianu dimetylu 104
Wydajnosé 64%
Temperatura topnienia 101-102 °C

'H NMR

BC NMR

&1 (500 MHz, DMSO-g) 10,69 (1H, bs, OH), 8,65 (1H, d, J =
7,6 Hz, NH), 8,26 (1H, s, Ar-H), 7,92 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ar-H),
7,80 (2H, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,62 (1H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 6,82
(1H, dd, J = 8,5, 2,3 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2,3 Hz, Ar-H),
4,33 (1H, ddd, J = 9,8, 7,4, 5,0 Hz, CH), 2,34 (2H, t, J = 7,5 Hz,
CH_), 2,10-1,98 (1H, m, CH), 1,97-1,85 (1H, m CH), 1,40 (9H,
s, CHs), 1,37 (9H, s, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-4) 172,00, 171,52, 166,69, 162,03, 160,34,
155,56, 142,32, 138,48, 133,53, 130,71, 128,48, 127,76, 121,63,
113,98, 112,36, 102,19, 81,08, 80,26, 52,97, 31,82, 28,18, 28,12,
26,37
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5.2.17 Procedura otrzymywania (S)-(4-(2-0kso-7-(sulfamoiloksy)-2H-chromeno-3-
ylo)benzoilo)glutaminianu dimetylu (I111A) oraz (S)-(4-(2-okso-7-(sulfamoiloksy)-
2H-chromeno-3-ylo)benzoilo)glutaminianu di-tert-butylu (106)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwiazek 104 (1 eq, 0,63 mmol, 277
mg) lub 105 (1 eq, 0,38 mmol, 199 mg) oraz 1 mL bezwodnego N,N-DMA. Nastepnie kolbg
umieszono W tazni lodowej na 10 minut. Po tym czasie do przygotowanej mieszaniny
wkroplono 2 M roztwor chlorku sulfamoilu w ACN (3 eq, 1,89 mmol lub 1,14 mmol, 0,95 mL
lub 0,57 mL). Po zakonczeniu wkraplania usunigto tazni¢ lodowa i doprowadzono uktad do
temp. otoczenia. Nastgpnie, reakcja mieszana byla w atmosferze gazu obojetnego przez 15
minut. Po tym czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono do zlewki z woda, w wyniku czego wytracit
si¢ osad, ktory odsgczono i przemyto zimng wodg destylowang. Surowy produkt krystalizowano
z uktadu octan etylu : DCM otrzymujac produkt 111A lub 106.

(S)-(4-(7-Hydroksy-2-okso-2 H-chromeno-3-ylo)benzoilo)glutaminianu dimetylu 104

Wydajnosé 1%
Temperatura topnienia 144-146 °C
'H NMR o+ (500 MHz, DMSO-¢) 8,85 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,39 (1H,

s, Ar-H), 8,27 (2H, s, NH>), 7,96 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,84
(2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 4,53-4,42 (1H, m, CH), 3,64 (3H, s,
CHs), 3,57 (3H, s, CH3), 2,50-2,43 (2H, m, CH,), 2,18-2,08 (1H,
m, CH), 2,05-1,98 (1H, m, CH)

BC NMR 3¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,96, 172,51, 166,92, 159,94, 154,086,
152,44, 140,97, 138,69, 133,77, 130,16, 128,99, 127,67, 125,60,
118,85, 118,19, 52,61, 51,43, 30,71, 25,99

HRMS [M+H]* obliczone: 519,1073, zmierzone: 519,1868

(S5)-(4-(2-Okso-7-(sulfamoiloksy)-2 H-chromeno-3-ylo)benzoilo)glutaminianu di-ferz-butylu 106

Wydajnosé 81%
Temperatura topnienia 155-157 °C
'H NMR o+ (500 MHz, DMSO-¢) 8,69 (1H, d, J = 7,5 Hz, NH), 8,39 (1H,
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s, Ar-H), 8,26 (2H, bs, NHy), 7,95 (2H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H),
7,89 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,84 (2H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H),
7,37 (1H, s, Ar-H), 7,30 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,39-4,28
(1H, m, CH), 2,34 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,04 (1H, dqg, J = 13,6, 7,1
Hz, CH), 1,92 (1H, dq, J = 14,8, 8,0 Hz, CH), 1,40 (9H, s, CH5),
1,38 (9H, s, CHs)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,00, 171,49, 166,62, 159,69, 154,02,
152,77, 141,17, 137,79, 134,18, 130,53, 128,91, 127,83, 126,00,
119,17, 118,19, 109,91, 81,10, 80,26, 52,99, 31,82, 28,18, 28,11,
26,37

HRMS [M+H]* obliczone: 603,2012, zmierzone: 603,4749

5.2.18 Procedura otrzymywania kwasu (S)-(4-(2-okso-7-(sulfamoiloksy)-2H-chromeno-3-ylo)-
benzoilo)glutaminowego (111B)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwiazek 106 (1eq, 0,41 mmol, 247
mg), 4,1 mL TFA oraz 12,3 mL DCM. Calo$§¢ mieszano przez 3 h w temp. pokojowej. Po tym
czasie, lotne sktadniki mieszaniny odparowano z uzyciem wyparki obrotowej. Nastepnie
zawarto$¢ kolby zalano trzykrotnie $§wiezym DCM, ktoéry po6zniej odparowno pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac czysty produkt I11B.

i W\/\/Y
o OH
N
S
X
HZN\S//O O
O’/ ~0 O (6]

Kwas (5)-(4-(2-Okso-7-(sulfamoiloksy)-2H-chromeno-3-ylo)benzoilo)glutaminowy IIIB

Wydajnosé 86%
Temperatura topnienia 168-170 °C
'H NMR dr (500 MHz, DMSO-¢) 12,26 (2H, s, COOH), 8,70 (1H, d, J =

7,6 Hz, NH), 8,38 (1H, s, Ar-H), 8,28 (2H, bs, NH>), 7,96 (2H,
d,J=7,9Hz, Ar-H), 7,96 (1H, d, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,84 (2H, d,
J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,37 (1H, s, Ar-H), 7,30 (1H, d, J = 8,5 Hz,
Ar-H), 4,55-4,22 (1H, m, CH), 2,36 (2H, t, J = 7,5 Hz, CH,),
2,18-2,02 (1H, m, CH), 2,03-1,90 (1H, m, Ar-H)

BC NMR 3¢ (125 MHz, DMSO-¢) 174,35, 173,85, 166,51, 159,69, 154,02,
152,75, 141,15, 137,77, 134,19, 130,53, 128,53, 127,82, 126,00,
119,17, 118,19, 109,91, 52,45, 30,86, 26,37

HRMS [M+H]" obliczone: 491,0760, zmierzone: 491,1546
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5.2.19 Procedura otrzymywania kwasu 4-(((4-hydroksyfenylo)amino)metylo)benzoesowego
(109)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci rurka
z chlorkiem wapnia, wprowadzono 4-karboksybenzaldehyd 108 (1 eq, 21,31 mmol, 3,20 g),
tyraming (0,85 eq, 18,11 mmol, 2,48 g) oraz 75 mL bezwodnego MeOH. Nastepnie mieszaning
reakcyjng ochtodzono do temp. 0 °C w tazni z lodem. Po osiagnigciu tej temperatury ostrozenie
wkroplono roztwor cyjanoborowodorku sodu (1,3 eq, 27,70 mmol, 1,74 g) w 25 mL suchego
MeOH. Po zakonczeniu wkraplania, tazni¢ z lodem usunigto, a uktad w temperaturze pokojowej
mieszano przez 12 h. Po tym czasie odsaczono powstaty osad i przemyto go kilkukrotnie
zimnym MeOH uzyskujac czysty, oczekwiany produkt 109 w postaci biatego ciata statego.

(0]
NH OH
HO@J / :: :: :

Kwas 4-(((4-hydroksyfenylo)amino)metylo)benzoesowy 109

Wydajnosé 81%
Temperatura topnienia > 250 °C
'H NMR o+ (500 MHz, DMSO-¢) 9,60-8,70 (1H, bs, OH), 7,85 (2H, d, J

= 8,2 Hz, Ar-H), 7,39 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 6,95 (2H, d, J =
8,4 Hz, Ar-H), 6,63 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 3,79 (2H, s, CHy),
2,70-2,64 (2H, m, CHy), 2,64-2,58 (2H, m, CH)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-) 198,41, 167,84, 155,90, 130,67, 129,81,
129,60, 128,32, 115,49, 52,78, 51,01, 35,23

5.2.20 Procedura otrzymywania kwasu 4-(((tert-butoksykarbonylo)(4-hydroksyfenylo)-
amino)metylo)benzoesowego (110)

Do kolby okragtodennej wprowadzono NaOH (2,1 eq, 7,75 mmol, 0,31 g) oraz 7,8 mL
wody. Nastepnie do tak przygotowanego roztworu dodano zwigzek 109 (1 eq, 3,69 mmol, 1,00
g). W kolejnym kroku ochtodzono cato$¢ z wykorzystaniem tazni lodowej by pdzniej wkropli¢
roztwor diweglanu di-tert-butylu (1,2 eq, 4,42 mmol, 0,97 g) w 10,3 mL THF. Po zakonczeniu
wkraplania, usuni¢to lazni¢ lodows, doprowadzono uktad reakcyjny do temp. otoczenia
i mieszano go przez 12 h w temperaturze pokojowej. Po uptywnie tego czasu, rozpuszczalniki
odparowano pod zmiejszonym ci$nieniem. Nastgpnie do zawartosci kolby dodano wodg¢ oraz
eter dietylowy i przeprowadzono ekstrakcje. Faze wodg zakwaszono roztworem kwasu
cytrynowego do pH ok. 4. Pdzniej ponownie wykonano ekstrakcjie, w tym przypadku
wykorzystujac octan etylu jako faze organiczna, ktéra nastgpnie Wysuszono z wykorzystaniem
bezwodnego MgSOs4. Po przesaczeniu i odparowaniu rozpuszczalnika z uzyciem rotatora,
uzyskano czysty zwigzek 110.
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Kwas 4-(((tert-butoksykarbonylo)(4-hydroksyfenylo)amino)metylo)benzoesowy 110

Wydajnosé 90%
Temperatura topnienia 168-172 °C
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,00-8,75 (1H, bs, OH), 7,89 (2H, d, J

= 8,2 Hz, Ar-H), 7,31 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,31 (2H, d, J =
8,2 Hz, Ar-H), 6,93 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 6,66 (2H, d, J =
8,5 Hz, Ar-H), 4,38 (2H, s, CH,), 3,31 (2H, t, J = 7,5 Hz, CHo),
2,63 (2H, 1, J = 7,5 Hz, CH,), 1,37 (9H, 5, CHs)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-s) 171,95, 171,55, 166,85, 156,12, 155,40,
142,67, 133,14, 133,10, 133,05, 130,01, 129,45, 128,08, 127,62,
127,19, 115,62, 81,08, 80,12, 79,22, 52,87, 49,23, 49,09, 31,75,
28,24, 28,10, 26,26

5.2.21 Procedura otrzymywania (S)-(4-((tert-butoksykarbonylo)(4-hydroksyfenylo)amino)-
metylo)benzoilo)glutaminianu dimetylu (111) oraz (S)-(4-((tert-butoksykarbonylo)(4-
hydroksyfenylo)amino)metylo)benzoilo)glutaminianu di-tert-butylu (113)

Do wysuszone] kolby okragltodennej, zabezpieczonej przed dostepem wilgoci,
wprowadzono 15 mL bezwodnego DMF, zwiazek 110 (1eq, 1,35 mmol, 0,50 g), chlorowodorek
esteru dimetylowego kwasu L-glutaminowego (2 eq, 2,70 mmol, 0,57 g) lub chlorowodorek
estru di-tert-butylowego kwasu L-glutaminowego (2 eq, 2,70 mmol, 0,80 g) oraz DIPEA (6 eq,
8,10 mmol, 1,40 mL). W kolejnym kroku, mieszaning ochtodzono w tazni lodowej. Po
osiggnieciu temp. 0 °C wprowadzono do kolby HOBt (2 eq, 2,70 mmol, 0,36 g) i TBTU (2 eq,
2,70 mmol, 0,87 g). Nastepnie, reakcje utrzymywano w temp. 0 °C przez 15 minut, a pdzniej
doprowadzono do temp. otoczenia. W kolejnym kroku, uktad reakcyjny mieszano przez 1,5 h
w atmosferze gazu oboje¢tnego. Po uptywie tego czasu, kolbg¢ umieszczono na wyparce
obrotowej w celu pozbycia si¢ rozpuszczalnika. Nastepnie, zawarto$¢ kolby rozpuszczono
w octanie etylu i przeptukano kolejno nasyconym roztworem kwasu cytrynowego, nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu oraz solanka, po czym warstwe organiczng wysuszono
z wykorzytstaniem MgSQOs, przesaczono iodparowano na rotatorze. Surowy produkt
oczyszczano z wykorzystaniem chromatografii typu Flash jako eluentu uzywajac mieszaniny
octan etylu : heksan (1 : 1), uzyskujac czysty produkt 111 lub 113.
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(S)-(4-((Tert-butoksykarbonylo)(4-hydroksyfenylo)amino)metylo)benzoilo)glutaminian dimetylu 111

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

45%

olej

dn (500 MHz, DMSO-¢) 8,88 (1H, s, OH), 8,45 (1H,d,J=7,5
Hz, NH), 7,82 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,30 (2H, d, J = 8,1 Hz,
Ar-H), 6,93 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 6,66 (2H, d, J = 8,3 Hz,
Ar-H), 4,49 (1H, td, J = 8,5, 5,6 Hz, CH), 4,38 (2H, s, CH,),
3,64 (3H, s, CHs), 3,58 (3H, s, CHs), 3,30 (2H, t, J = 7,5 Hz,
CHy), 2,64 (2H, t, J = 7,5 Hz, CHy), 2,43 (2H, t, J = 7,6 Hz,
CHy), 2,13 (1H, qt, J = 21,1, 10,5 Hz, CH), 2,03 (1H, ddd, J =
16,4, 14,4, 7,3 Hz, CH), 1,38 (9H, s, CHs)

3¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,99, 172,44, 166,96, 159,21, 155,29,
142,92, 133,17, 133,21, 129,88, 129,59, 128,05, 127,48, 115,74,
79,40, 65,18, 52,40, 52,13, 51,65, 49,13, 30,57, 28,53, 26,42
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(S)-(4-(((Tert-butoksykarbonylo)(4-hydroksyfenylo)amino)metylo)benzoilo)glutaminian di-terz-butylu 113

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

52%

olej

du (500 MHz, DMSO-¢) 9,17 (1H, s, OH), 8,54 (1H,d, J=7,6
Hz, NH), 7,82 (2H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,29 (2H, d, J = 7,8 Hz,
Ar-H), 7,01-6,85 (2H, m, Ar-H), 6,65 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H),
4,42-4,33 (2H, m, CHy), 4,33-4,26 (1H, m, CH), 3,33-3,27 (1H,
m, CH), 3,26-3,20 (1H, m, CH), 2,66-2,54 (2H, m, CH,), 2,31
(2H, t, J = 8,0 Hz, CHy), 2,07-1,96 (1H, m, CH), 1,95-1,81 (1H,
m, CH), 1,38 (9H, s, CHj3), 1,36-1,32 (18 H, bs, CHa)

d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 171,97, 171,51, 166,87, 156,14, 155,32,
142,71, 133,14, 133,11, 131,56, 129,99, 129,41, 128,10, 127, 62,
127,22, 115,51, 81,05, 80,21, 79,27, 52,98, 31, 84, 28,39, 28,14,
28,09, 26,35
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5.2.22 Procedura otrzymywania  (S)-(4-((tert-butoksykarbonylo)(4-(sulfamoksy)fenetylo)-
amino)metylo)benzoilo)glutaminianu  dimetylu  (112) lub  (S)-(4-((tert-butoksy-
karbonylo)(4-(sulfamoksy)fenetylo)amino)metylo)benzoilo)glutaminianu di-tert-butylu
(114)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwigzek 111 (1 eq, 0,38 mmol, 200
mg) lub 113 (1 eq, 0,33 mmol, 200 mg) oraz 1 mL bezwodnego N,N-DMA. Nastepnie kolbg
umieszono wtazni lodowej na 10 minut. Po tym czasie do przygotowanej mieszaniny
wkroplono 2 M roztwor chlorku sulfamoilu w ACN (3 eq, 1,14 mmol lub 0,99 mmol, 0,57 mL
lub 0,50 mL). Po zakonczeniu wkraplania usunieto tazni¢ lodowa i doprowadzono uktad do
temp. otoczenia. Nastepnie, reakcje mieszano w atmosferze gazu obojetnego przez 15 minut. Po
tym czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono do zlewki z wodg, w wyniku czego wytracit si¢ osad,
ktéry odsaczono i przemyto zimng woda destylowana. Surowy produkt oczyszczano za pomoca
chromatografii typu Flash jako eluentu uzywajac mieszaniny octan etylu : heksan (3 : 7)
uzyskujac czysty produkt 112 lub 114.

(S)-(4-((Tert-butoksykarbonylo)(4-(sulfamoksy)fenetylo)amino)metylo)benzoilo)glutaminian dimetylu 112

Wydajnos$é 83%
Temperatura topnienia olej
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 8,46 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH), 7,83 (2H,

d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,70 (2H, s, NH,), 7,31 (1H, d, J = 8,1 Hz,
Ar-H), 7,22 (2H, d, J = 7,5 Hz, Ar-H), 7,18 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 4,55-4,46 (1H, m, CH), 4,42 (2H, s, CH>), 3,65 (3H, s,
CHs), 3,58 (3H, s, CHs), 3,38 (2H, t, J = 7,6 Hz, CHy), 2,77 (2H,
t,J=7,6 Hz, CHy), 2,43 (2H, t, J = 7,9 Hz, CH,), 2,22-2,09 (1H,
m, CH), 2,08-1,98 (1H, m, CH), 1,38 (9H, s, CHs)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 173,15, 172,72, 166,90, 149,08, 137,95,
132,83, 130,40, 128,21, 128,12, 127,66, 127,29, 122,45, 115,57,
79,46, 61,02, 52,42, 51,86, 30,20, 28,45, 26,14
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(S)- (4-(((Tert-butoksykarbonylo)(4-(sulfamoksy)fenetylo)amino)metylo)benzoilo)glutaminian di-zert-butylu 114
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Wydajnosé 79%

Temperatura topnienia olej

'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 8,55 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH), 7,92 (2H,
s, NH»), 7,83 (2H, d, J = 7,7 Hz, Ar-H), 7,32 (2H, d, J = 7,9 Hz,
Ar-H), 7,28-7,20 (2H, m, Ar-H), 7,17 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H),
4,42 (2H, d, J = 6,8 Hz, CHy), 4,36-4,18 (1H, m, CH), 2,92 (1H,
s, CH), 2,83-2,70 (3H, m, CH; CH), 2,31 (3H, t, J = 7,6 Hz,
CHy), 2,13-1,95 (1H, m, CH), 1,93-1,79 (1H, m, CH)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 171,88, 171,51, 166,94, 148,92, 138,86,
130,34, 128,11, 127,64, 127,25, 81,02, 80,22, 79,51, 52,98,
31,77, 28,38, 28,17, 28,02, 26,32,

5.2.23 Procedura otrzymywania trifluorooctanu (S)-N-(4-((1,5-dimetoksy-1,5-dioksopentan-2-
ylo)karbamoilo)benzoilo)-2-(4-(sulfamiloksy)fenylo)etano-1-aminy (IVA) oraz
trifluorooctanu  (S)-N-(4-((1,5-di-tert-butoksy-1,5-dioksopentan-2-ylo)karbamoilo)ben-
zoilo)-2-(4-(sulfamiloksy)fenylo)etano-1-aminy (1VB)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwigzek 112 (1 eq, 0,25 mmol, 150
mg) lub 114 (1 eq, 0,22 mmol, 150 mg), 2,5 mL TFA oraz 7,5 mL DCM. Calo$¢ mieszano
przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, lotne sktadniki mieszaniny odparowano
z uzyciem wyparki obrotowej. Nastepnie zwarto$¢ kolby zalano trzykrotnie $wiezym DCM,

ktory pozniej odparowno pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac czysty produkt IVA lub
IVB.

Trifluorooctan (S)-N-(4-((1,5-dimetoksy-1,5-dioksopentan-2-ylo)karbamoilo)benzoilo)-2-(4-(sulfamiloksy)fenylo)etano-1-aminy IVA

Wydajnos$é 96%
Temperatura topnienia 180-181 °C
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,21 (2H, bs, NH,"), 8,83 (1H, d, J =

7,4 Hz, NH), 7,99 (2H, s, NH), 7,93 (2H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H),
7,59 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,31 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H),
7,22 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 4,53-4,38 (1H, m, CH), 4,26 (2H,
s, CHy), 3,63 (3H, s, CHs), 3,56 (3H, s, CHz), 3,15 (2H, dd, J =
10,4, 6,4 Hz, CHy), 2,96 (2H, dd, J = 10,4, 6,3 Hz, CH>), 2,45
(2H, t, J = 7,5 Hz, CHy), 2,16-2,06 (1H, m, CH), 2,05-1,92 (1H,
m, CH),

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-4) 173,10, 172,61, 166,49, 158,82, 158,52,
149,45, 135,85, 135,74, 134,47, 130,36, 130,29, 128,25, 122,83,
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52,49, 51,81, 50,04, 47,91, 31,35, 30,36, 26,15
HRMS [M+H]* obliczone: 508,1748 , zmierzone: 508,2563
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Trifluorooctan (S)-N-(4-((1,5-di-tert-butoksy-1,5-dioksopentan-2-ylo)karbamoilo)benzoilo)-2-(4-(sulfamiloksy)fenylo)etano-1-aminy IVB

Wydajnosé 95%
Temperatura topnienia 164-165 °C
'H NMR o1 (500 MHz, DMSO-g) 9,07-9,04 (2H, bs, NH"), 8,67 (1H, d,

J=7,7Hz, NH), 7,98 (2H, s, NH>), 7,94 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ar-
H), 7,58 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,32 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-
H), 7,23 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 4,39 (1H, ddd, J = 9,9, 7,6,
4,9 Hz, CH), 4,26 (2H, t, J = 5,8 Hz, CH>), 3,15 (2H, q, J = 8,4,
6,6 Hz, CH,), 3,00-2,89 (2H, m, CHy), 2,34 (2H, t, J = 7,5 Hz,
CHy), 2,16-2,04 (1H, m, CH), 2,00-1,87 (1H, m, CH)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-4) 179,78, 178,24, 174,45, 173,91, 166,60,
148,82, 133,45, 130,34, 128,77, 128,76, 127,81, 122,53, 52,67,
51,93, 50,46, 49,84, 34,26, 31,28

HRMS [M+H]* obliczone: 480,1435 , zmierzone: 480,2153

5.2.24 Procedura otrzymywania kwasu 4-(7-hydroksy-4-oxo-4H-chromeno-2-yl)benzoesowego
(118)

Do kolby okragtodennej wprowadzono zwigzek 117 (1 eq, 2,03 mmol, 0,6 g) oraz
chlorowodorek pirydyny (10 eq, 20,3 mmol, 2,34 g). Catos¢ mieszano przez 5 h w temperaturze
180 °C. Po tym czasie cato$¢ ochtodzono do temp. 100 °C i dodano 50 mL. Kolejno otzymany
osad, odsaczono, przepukano duzg iloscig wody i wysuszono. Surowy produkt rekrystalizowano
z wykorzystaniem MeOH uzyskujac czysty produkt 118.

Kwas 4-(7-hydroksy-4-ox0-4 H-chromeno-2-yl)benzoesowy 118

Wydajnosé 68%
Temperatura topnienia > 250 °C
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'H NMR 8+ (400 MHz, DMSO-6) 13,28 (1H, bs, COOH), 10,89 (1H, bs,
OH), 8,19 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 8,08 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-
H), 7,90 (1H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,90 (1H, d, J = 8,7 Hz, Ar-
H), 7,02 (1H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H), 7,00 (1H, s, Ar-H), 6,95 (1H,
dd, J = 8,7, 2,3 Hz, Ar-H)

3C NMR 8 (101 MHz, DMSO-gs) 176,80, 167,10, 163,42, 161,26, 158,00,
135,63, 133,56, 130,28, 127,08, 126,85, 116,66, 115,74, 108,35,
103,05

5.2.25 Procedura otrzymywania (S)-(4-(7-hydroksy-4-okso-4H-chromeno-2-ylo)benzoilo)-
glutaminianu dimetylu (120) oraz (S)-(4-(7-hydroksy-4-okso-4H-chromeno-2-ylo)-
benzoilo)glutaminianu di-tert-butylu (121)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zabezpieczonej przed dostepem wilgoci,
wprowadzono 15 mL bezwodnego DMF, zwiagzek 119 (1 eq, 1,42 mmol lub 1,35 mmol, 0,40 g
lub 0,38 g), chlorowodorek esteru dimetylowego kwasu L-glutaminowego (2 eq, 2,48 mmol,
0,52 g) lub chlorowodorek estru di-tert-butylowego kwasu L-glutaminowego (2 eq, 2,70 mmol,
0,80 g) oraz DIPEA (6 eq, 8,52 lub 8,10 mmol, 1,50 mL lub 1,41 mL). Mieszanin¢ ochtodzono
w tazni lodowej. Po osiagnieciu temp. 0 °C wprowadzono do kolby HOBt (2 eq, 2,48 mmol lub
2,70 mmol, 0,34 g lub 0,36 g) i TBTU (2eq, 2,48 mmol lub 2,70 mmol, 0,80 g lub 0,89 g).
Nastepnie, reakcje utrzymywano W temp. 0 °C przez 15 minut, a p6zniej doprowadzono do
temperatury otoczenia. W kolejnym kroku uktad reakcyjny mieszano przez 3 h w atmosferze
gazu obojetnego. Po uptywie tego czasu, kolb¢ umieszczono na wyparce obrotowej w celu
pozbycia si¢ rozpuszczalnika. Nastepnie, zawarto$¢ kolby rozpuszczono w octanie etylu
i przeptukano kolejno nasyconym roztworem kwasu cytrynowego, nasyconym roztwOrem
wodoroweglanu sodu oraz solankg, po czym warstwe organiczng wysuszono z Wykorzytstaniem
MgSO4, przesaczono | odparowano na rotatorze. Surowy produkt oczyszczano
z wykorzystaniem chromatografii preparatywnej wykorzystujgc jako eluent mieszaning DCM :
MeOH (100 : 6 lub 100 : 3), uzyskujac czysty produkt 120 lub 121.

(S)-(4-(7-Hydroksy-4-okso-4 H-chromeno-2-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu 120

Wydajnosé 61%
Temperatura topnienia 164-166 °C
'H NMR dn (400 MHz, DMSO-¢) 10,87 (1H s, OH), 8,97 (1H,d, J =74

Hz, NH), 8,20 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 8,05 (2H, d, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,91 (1H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,06-7,02 (2H, m, Ar-H),
6,95 (1H, dd, J = 8,7, 2,3 Hz, Ar-H), 4,51 (1H, ddd, J = 9,6, 7,3,
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5,3 Hz, CH), 3,67 (2H, s, CHs), 3,60 (3H, s, CH3), 2,50-2,42
(2H, m, CHy), 2,50-2,42 (1H, m, CH), 2,12-1,98 (1H, m, CH)
3C NMR 8c (101 MHz, DMSO-s) 176,85, 173,19, 172, 62, 166,30,
163,44, 161,31, 158,01, 136,26, 134,45, 128,66, 127,08, 126,56,
116,65, 115,72, 108,04, 103,16, 52,50, 51,84, 30,46, 26,10

ﬂk
o

(S)-4-(7-Hydroksy-4-okso-4 H-chromeno-2-ylo)benzoilo)glutaminian di-tert-butylu 121

Wydajnosé 86%
Temperatura topnienia 189-190 °C
'H NMR o+ (400 MHz, DMSO-¢) 10,84 (1H, s, OH), 8,81 (1H,d, J=7,5

Hz, NH), 8,20 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 8,05 (2H, d, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,91 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,08-7,02 (2H, m, Ar-H),
6,95 (1H, dd, J = 8,7, 2,3 Hz, Ar-H), 4,37 (1H, ddd, J = 9,8, 7,4,
5,1 Hz, CH), 2,37 (2H, t, J = 7,5 Hz, CHy), 2,18-2,04 (1H, m,
CH), 2,01-1,87 (1H, m, CH), 1,43 (9H, s, CHs), 1,40 (9H, s,
CHs)
13C NMR 8 (101 MHz, DMSO-4) 176,79, 171,96, 171,43, 166,33, 163,36,
161,45, 157,88, 136,47, 134,31, 12856, 127,015, 126,05,
126,69, 116,65, 115,68, 108,06, 103,11, 81,15, 80,28, 53,14,
31,85, 28,20, 28,12, 26,37

5.2.26  Procedura otrzymywania  (S)-(4-(4-okso-7-(sulfamoiloksy)-4H-chromeno-2-ylo)-
benzoilo)glutaminianu dimetylu (VA)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwiazek 120 (1 eq, 0,29 mmol, 127
mg) oraz 1 mL bezwodnego N,N-DMA. Nastepnie kolbe umieszono w tazni lodowej na 10
minut. Po tym czasie do przygotowanej mieszaniny wkroplono 2 M roztwor chlorku sulfamoilu
w ACN (3 eq, 0,87 mmol, 0,43 mL). Po zakonczeniu wkraplania usunig¢to tazni¢ lodowa
i doprowadzono uktad do temperatury otoczenia. Nastepnie, reakcje mieszano w atmosferze
gazu obojetnego przez 15 minut. Po tym czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono do zlewki z woda,
w wyniku czego pojawita sie warstwa olejowa. W dalszym kroku, przeprowadzono ekstrakcje
z wykorzystaniem octanu etylu, aotrzymane warstwy organiczne polaczono i wysuszono
z wykorzystaniem bezwodnego MgSO.. Po odsaczeniu $rodka suszacego przesacz odparowano,
Otrzymany surowy produkt oczyszczano z wykorzystaniem chromatografii preparatywnej,
gdzie eluentem byta mieszanina octan etylu : PE (50 : 50), uzyskujac w ten sposob oczekiwany
produkt VA.
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(S)-(4-(4-Okso-7-(sulfamoiloksy)-4 H-chromeno-2-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu VA

Wydajnosé 51%
Temperatura topnienia 150-151 °C
'H NMR on (400 MHz, DMSO-¢) 8,99 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,35 (2H,

s, NHy»), 8,27 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 8,15 (1H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 8,08 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,79 (1H, d, J = 2,2 Hz,
Ar-H), 7,42 (1H, dd, J = 8,7, 2,2 Hz, Ar-H), 7,23 (1H, s, Ar-H),
4,51 (1H, ddd, J = 9,5, 7,3, 5,3 Hz, CH), 3,67 (3H, s, CH3), 3,60
(3H, s, CH3), 2,50-2,43 (2H, m, CH,), 2,25-2,10 (1H, m, CH),
2,10-1,98 (1H, m, CH)

3C NMR ¢ (101 MHz, DMSO-¢) 176,81, 173,18, 172,61, 166,20, 162,33,
156,62, 154,49, 136,69, 133,99, 128,62, 127,27, 126,73, 122,06,
120,32, 111,78, 108,62, 52,54, 51,86, 30,41, 26,13

HRMS [M+H]* obliczone: 519,1073 , zmierzone: 519,1906

5.2.27 Procedura otrzymywania  (S)-4-(4-okso-7-(sulfamoiloksy)-4H-chromeno-2-ylo)-
benzoilo)glutaminianu di-tert-butylu (122)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwiazek 121 (1 eq, 0,57 mmol, 300
mg) oraz 1 mL bezwodnego N,N-DMA. W kolejnym kroku dodano NaH (1 eg, 0,57 mmol).
Nastegpnie kolbg umieszono w tazni lodowej na 10 minut. Po tym czasie do przygotowanej
mieszaniny wkroplono 2 M roztwor chlorku sulfamoilu w ACN (3 eq, 1,71 mmol, 0,86 mL). Po
zakonczeniu wkraplania usunigto tazni¢ lodowa i doprowadzono uklad do temperatury
otoczenia. Nastepnie, reakcj¢ mieszano w atmosferze gazu oboj¢tnego przez 15 minut. Po tym
czasie zawartos¢ Kolby przeniesiono do zlewki z woda, w wyniku czego pojawita si¢ warstwa
olejowa. Kolejno, przeprowadzono ekstrakcje zwykorzystaniem octanu etylu, a uzyskane
warstwy organiczne potaczono i wysuszono z wykorzystaniem MgSOas. Po odsaczeniu srodka
suszgcego przesacz odparowano. Otrzymany surowy produkt rekrystalizowano z uzyciem
mieszaniny CHsCl : PE otrzymujac czysty zwigzek 122.
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(S5)-4-(4-Okso-7-(sulfamoiloksy)-4 H-chromeno-2-ylo)benzoilo)glutaminianu di-fert-butylu 122

Wydajnosé 56%
Temperatura topnienia 157-158 °C (z rozktadem)
'H NMR on (400 MHz, DMSO-¢) 8,83 (1H, d, J = 7,5 Hz, NH), 8,36 (2H,

s, NHy), 8,27 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,16 (1H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 8,08 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,79 (1H, d, J = 2,3 Hz,
Ar-H), 7,42 (1H, dd, J = 8,7, 2,3 Hz, Ar-H), 7,22 (1H, s, CH),
4,38 (1H, ddd, J =9,8, 7,4, 5,1 Hz, CH), 2,37 (2H, t, J = 7,5 Hz,
CHy), 2,14-2,02 (1H, m, CH), 2,03-1,87 (1H, m, CH), 1,43 (9H,
s, CHzs), 1,40 (9H, s, CH3)

3C NMR d¢ (101 MHz, DMSO-¢) 176,92, 172,02, 171,29, 166,19, 162,50,
156,54, 154,48, 136,08, 134,01, 128,74, 127,24, 126,80, 122,07,
120,35, 111,94, 108,49, 81,28, 80,38, 53,01, 31,86, 28,24, 28,13,
29,37

HRMS [M+H]* obliczone: 603,2012, zmierzone: 603,2936

5.2.28 Procedura otrzymywania kwasu (S)-(4-(4-okso-7-(sulfamiloksy)-4H-chromeno-2-
ylo)benzoilo)glutaminowego (VB)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwiazek 122 (1eq, 0,23 mmol, 140
mg), 2,5 mL TFA oraz 7,5 mL DCM. Cato$¢ mieszano przez 3 h w temperaturze pokojowej. Po
tym czasie, lotne sktadniki mieszaniny odparowano z uzyciem wyparki obrotowej. Nastepnie do
uktadu dodano Et,O, po czym umieszczono kolbe w tazni ultra dzwigkowej przez 5 minut.
Ciecz znajdujacg si¢ nad osadem zdekantowano, a surowy produkt rekrystalizowano z uzyciem
ACN otrzymujac produkt VB.

Kwas (S)-(4-(4-okso-7-(sulfamiloksy)-4 H-chromeno-2-ylo)benzoilo)glutaminowy VB

Wydajnosé 61%
Temperatura topnienia 172-175 °C (z rozktadem)
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'H NMR on (400 MHz, DMSO-¢) 12,40 (2H, bs, OH), 8,85 (1H, d, J =
7,7 Hz, NH), 8,36 (2H, s, NH»), 8,27 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H),
8,15 (1H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 8,09 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H),
7,79 (1H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H), 7,42 (1H, dd, J = 8,7, 2,3 Hz, Ar-
H), 7,22 (1H, s, Ar-H), 4,45 (1H, ddd, J =9,9, 7,6, 4,9 Hz, CH),
2,39 (2H, t, J = 7,5 Hz, CH,), 2,27-2,08 (1H, m, CH), 2,06-1,88
(1H, m, CH)

BC NMR d¢ (101 MHz, DMSO-4) 176,87, 174,29, 173,68, 166,03, 162,41,
156,68, 154,37, 137,01, 133,89, 128,63, 127,22, 126,83, 122,01,
120,37, 112,07, 108,49, 52,49, 30,87, 26,32

HRMS [M+H]* obliczone: 491,0760, zmierzone: 491,1544

5.2.29 Procedura otrzymywania 4-amino-2-fluorobenzoesanu metylu (124) oraz 3-amino-5-
fluorobenzoesanu metylu (132)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zaopatrzonej w rurke z chlorkiem wapnia,
wprowadzono kwas 4-amino-2-fluorobenzoesowy lub kwas 5-amino-2-fluorobenzoesowy (leq,
19,40 mmol, 2,66 g) oraz 25 mL suchego MeOH. Nastepnie mieszaning reakcyjna ochtodzono
do temp. 0 °C z wykorzystaniem tazni lodowej. Po osiagnigciu tej temperatury, ostroznie
wkroplono chlorek tionylu (3 eqg, 58,20 mmol, 4,25 mL). Kolejno, uktad reakcyjny
doprowadzono do temperatury otoczenia i mieszano przez 12 h. Po zakonczeniu reakcji
odparowano rozpuszczalnik z wykorzystaniem wyparki obrotowej, a pozostatlos¢ w kolbie
trzykrotnie zalano $§wieza porcja MeOH, ktéra roéwniez usunigto korzystajac z rotatora.
Nastepnie przeprowadzono ekstrakcje zroztworem NaHCO; oraz octanem etylu. Fazy
organiczne potaczono, wysuszono z wykoryztsaniem MgSO4 oraz odparowano na rotatorze
otrzymujgc czysty, pozadany produkt 124 lub 132.

NH,

F

o0

4-Amino-2-fluorobenzoesan metylu 124

Wydajnosé 92%
Temperatura topnienia 108-111°C
'H NMR o (500 MHz, DMSO-¢) 7,58 (1H, t, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,40

(1H, dd, J = 8,7, 2,1 Hz, Ar-H), 6,35-6,25 (3H, m, Ar-H, NH,),
3,73 (3H, s, CHa)
13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 163,83 (d, LJc.r = 245,7 Hz), 164,52 (d,
3er = 4,2 Hz), 155,93 (d, 3Jcr = 12,9 Hz), 133,63 (d, 3Jcr =
3,2 Hz), 109,80 (d, “Jcr = 1,3 Hz), 103, 89 (d, 2Jcr = 9,9 H2),
100,01 (d, *Jcr = 25,2 Hz), 57,70
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3-Amino-5-fluorobenzoesan metylu 132

Wydajnosé 94%
Temperatura topnienia 109-111°C
'H NMR on (500 MHz, DMSO-¢) 7,04 (1H, dd, J = 2,1, 1,4 Hz, Ar-H),

6,75 (LH, ddd, J = 9,3, 2,4, 1,4 Hz, Ar-H), 6,56 (1H, dt, J = 11,4,
2,3 Hz, Ar-H), 5,77 (2H, bs, NH,), 3,81 (3H, s, CHs)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-) 166,22 (d, “.r = 3,6 Hz), 163,46 (d,
Yer = 240,3 Hz), 151,60 (d, 3Jcr = 11,6 Hz), 132,24 (d, 3Jcr =
10,2 Hz), 111,14 (d, “Jcs = 1,8 Hz), 104,47 (d, 2Jcr = 24,4 Hz),
102,41 (d, 2Jcr = 23,9 Hz), 52,63

5.2.30 Procedura otrzymywania 2-fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-
ylo)benzoesanu metylu (126) oraz 3-fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)benzoesanu metylu (134)

Do wysuszonej kolby okraglodennej wprowadzono pochodng 124 lub 132 (1 eq, 11,82
mmol, 2,00 g) oraz 50 mL suchego ACN. Naste¢pnie caly uktad reakcyjny ochtodzono,
korzystajac z tazni z lodem, po czym dodano t-BuONO (1,2 eq, 14,18 mmol, 1,70 mL) i cato$é
mieszano przez 10 minut w atmosferze gazu obojetnego. Po tym czasie, ostroznie wkroplono
TMSNs (1,1 eq, 13,00 mmol, 1,71 mL). Po zakonczeniu wkraplania, mieszaning reakcyjna
doprowadzono do temperatury otoczenia i pozostawiono w stanie mieszania przez 1 h. Po tym
czasie, do kolby dodano 6-((trimetylosililo)etynylo)naftol 88 (1 eq, 11,82 mmol, 2,56 g) oraz 1
M roztwor TBAF w THF (1,1 eq, 13,00 mmol, 13 mL) i mieszano w temp. 0 °C przez 30 minut.
Nastepnie przygotowano $wiezy 1 M roztwor askorbinianu sodu (0,2 eq, 2,36 mmol, 0,45 g,
V2o =2,36 mL) oraz CuSO, . 5H,0 (0,1 eq, 1,18 mmol, 0,30 g) po czym dodano je do kolby.
Tak przygotowang mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 h. Po
uptywie tego czasu, w kolbie pojawil si¢ osad, ktory odsaczono i przemyto zimnym ACN
otrzymujgc czysty produkt 126 lub 134.
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2-Fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoesan metylu 126

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

76%

245-246 °C

81 (500 MHz, DMSO-) 9,90 (1H, s, OH), 9,47 (1H, s, CH),
8,34 (1H, s, Ar-H), 8,24 -7,66 (6H, m, Ar-H), 7,27-7,09 (2H, m,
Ar-H), 3,88 (3H, s, CHs)

8¢ (125 MHz, DMSO-46) 163,57 (d, 3Jcr = 3,6 Hz), 161,95 (d,
Yer = 259,1 Hz), 153,36, 148,52, 141,21 (d, 3Jor = 10,8 Hz),
134,96, 134,11, 130,19, 128,07, 127,35, 124,47, 124,30 (d, *Jcr
= 20,3 Hz), 119,81, 117,74 (d, 2Jcr = 10,1 Hz), 115,60 (d, “Jcr
= 3,1 Hz), 109,27, 108,66 (d, ZJcs = 27,8 Hz), 53,00

3-Fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoesan metylu 134

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

73%

>250 °C

81 (500 MHz, DMSO-¢) 9,94 (1H, s, OH), 9,49 (1H, s, CH),
8,35 (2H, s, Ar-H), 8,17 (1H, d, J = 9,2 Hz, Ar-H), 7,92 (1H, d, J
= 8,5 Hz, Ar-H), 7,86-7,73 (3H, m, Ar-H), 7,26-7,06 (2H, m, Ar-
H), 3,92 (3H, s, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 164,72 (d, “Jcr = 3,0 Hz), 162,72 (d,
Yer = 246,9 Hz), 156,37, 148,46, 138,49 (d, 3Jcr = 10,4 Hz),
134,94, 133,65 (d, %Jcr = 8,7 Hz), 130,16, 128,08, 127,29,
124,58, 124,32, 124,22, 119,87, 119,81, 116,28 (d, “Jc.r = 2,4
Hz), 115,88 (d, 2Jcr = 23,4 Hz), 112,01 (d, 2Jcr = 26,9 Hz),
109,26, 53,54

200



5.2.31 Procedura otrzymywania kwasu 2-fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)benzoesowego (127) oraz kwasu 3-fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-
ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoesowego (135)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, wprowadzono
pochodng 126 lub 134 (leq, 8,26 mmol, 3,00 g), 200 mL wody, 200 mL MeOH oraz
wodorotlenek litu (10 eq, 82,60 mmol, 1,98 g). Nast¢pnie cato$¢ doprowadzono do temperatury
50 °C i w tych warunkach mieszajac pozostawiono na 2,5 h. Po tym czasie, korzystajac
zwyparki obrotowej zredukowano ilo$¢ rozpuszczalnikow. Nastepnie, zawartos¢ Kkolby
zakwaszono z uzyciem 1 M roztworu HCI do uzyskania czerwonej barwy papierka
uniwersalnego. W wyniku tego w kolbie pojawil si¢ osad, ktory nastepnie odsaczono
i przeptukano duza iloscig wody destylowanej. W ten sposob otrzymano produkt 127 lub 135.

Kwas 2-fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoesowy 127

Wydajnosé 96%
Temperatura topnienia 248-246 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-g) 13,51 (1H, bs, COOH), 9,91 (1H, s,

OH), 9,50 (1H, s, CH), 8,37 (1H, s, Ar-H), 8,14 (1H, t, J = 8,2
Hz, Ar-H), 8,03 (1H, dd, J = 11,5, 2,1 Hz, Ar-H), 7,99 (1H, dd, J
= 8,5, 2,1 Hz, Ar-H), 7,94 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz, Ar-H), 7,85
(2H, dd, J = 18,2, 8,7 Hz, Ar-H), 7,18 (1H, d, J = 2,3 Hz, Ar-H),
7,15 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, Ar-H)
13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-) 164,67 (d, 3Jc.r = 3,4 Hz), 162,12 (d,
Uer = 258,3 Hz), 156,37, 148,53, 140,95 (d, 3Jc.r = 10,8 Hz),
134,99, 134,32, 130,23, 128,11, 127,40, 124,55, 124,34 (d, 3Jcr
= 17,5 Hz), 119,92, 119,86, 119,17 (d, 2Jor = 10,4 Hz), 115,62
(d, YJcr = 3,7 Hz), 109,29, 108,74 (d, 2Jc.r = 27,8 H2)

HO N. - N

Kwas 3-fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoesowy 135
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Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

96%

226-228 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-g) 13,73 (1H, bs, COOH), 9,96 (1H, s,
OH), 9,54 (1H, s, CH), 8,37 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ar-H), 8,17 (1H,
d, J=8,9 Hz, Ar-H), 7,94 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 7,83 (1H, d,
J =8,6 Hz, Ar-H), 7,78 (2H, dd, J = 12,8, 8,8 Hz, Ar-H), 7,29-
7,11 (2H, m, Ar-H)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 165,77 (d, *Jcr = 2,5 Hz), 162,74 (d,
er = 246,4 Hz), 156,35, 148,44, 138,43 (d, *Jcr = 10,4 Hz),
135,18 (d, %Jcr = 8,3 Hz), 134,92, 130,92, 128,08, 127,30,
124,63, 124,35, 124,23, 119,98, 119,83, 116,53 (d, *Jc-r = 2,0
Hz), 116,00 (d, 2Jc.r = 22,7 Hz), 111,70 (d, 2Jcr = 27,0 H2z),
109,28

5.2.32 Procedura otrzymywania kwasu 4-(4-(6-((tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-
ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoesowego (128) oraz kwasu 3-(4-(6-((tert-
butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzoeso-

wego (136)

Do wysuszonej kolby okraglodennej wprowadzono zwiazek 127 lub 135 (1 eq, 5,96
mmol, 2,00 g), TMSCI (3 eq, 17,88 mmol, 1,94 g), TEA (3 eq, 17,88 mmol, 2,50 mL) oraz 120
mL bezwodnego DMF. Cato$¢ mieszano przez 12 h w temperaturze pokojowej w atomsferze
gazu obojetnego. Po uplywie tego czasu do kolby dodano 100 mL 1 M roztworu HCI. Nastepnie
przeprowadzono ekstrakcje z wykorzystaniem octanu etylu. Kolejno warstwy organiczne
potaczono, wysuszono z wykorzystaniem MgSO., przesaczono, a rozpuszczalnik organiczny
odparowano z wykorzystaniem rotatora. Surowy produkt oczyszczono z wykorzystaniem
preparatywnej chromatografii kolumnowej z uzyciem mieszaniny DCM : MeOH (100 : 5) jako

elumentu uzyskujac w ten sposob oczekiwany produkt 128 lub 136.

Ve

O-Si

oN

N, N
O N
HO

F

Kwas 4-(4-(6-((tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoesowy 128

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

88%
> 250 °C

81 (500 MHz, DMSO-g) 13,58 (1H, bs, COOH), 9,55 (1H, s,
CH), 8,44 (1H, s, Ar-H), 8,14 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ar-H), 8,03
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(1H, dd, J = 11,5, 2,1 Hz, Ar-H), 8,01-7,98 (2H, m, Ar-H), 7,97-
7,92 (2H, m, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,18 (1H,
dd, J = 8,8, 2,5 Hz, Ar-H), 1,00 (9H, s, CHs), 0,27 (3H, s, CH3)

3C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 164,69 (d, 3Jc.r = 3,0 Hz), 162,09 (d,

Yer = 258,4 Hz), 153,90, 148,32, 140,87 (d, 3Jcr = 10,9 Hz),
134,62, 134,30, 130,33, 129,30, 128,06, 125,80, 124,32 (d, 3Jcr
= 20,1 Hz), 123,05, 120,25, 119,38 (d, 2Jcr = 10,1 Hz), 115,62
(d, “Jcr = 3,3 Hz), 115,09, 108,76 (d, 2Jcr = 28,0 Hz), 26,05,
18,48, -4,00

HO

Kwas 3-(4-(6-((tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzoesowy 136

Wydajnosé 80%
Temperatura topnienia 241-242 °C
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-g) 13,85 (1H, bs, COOH), 9,60 (1H, s,

CH), 8,42 (1H, s, Ar-H), 8,37 (1H, s, Ar-H), 8,20 (1H, d, J = 9,3
Hz, Ar-H), 8,02 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,98 (1H, d, J =8,6
Hz, Ar-H), 7,97-7,90 (2H, m, Ar-H), 7,34 (1H, d, J = 1,9 Hz, Ar-
H), 7,17 (1H, dd, J = 8,8, 2,2 Hz, Ar-H), 1,00 (9H, s, CHs), 0,27
(6H, s, CH3)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 165,79 (d, (d, “Jcr = 2,9 Hz), 162,75 (d,

Jc.r = 246,3 Hz), 153,84, 128,24, 138,45, 138,37, 135,39 (d, *Jc-
r = 8,1 Hz), 134,56, 130,28, 129,30 ,127,98, 125,90, 124,39,
124,18, 123,00 120,31, 116,61, 116,07 (d, 2Jcr = 22,3 Hz),
115,06, 111,72 (d, 2Jc-r = 26,8 Hz), 26,03, 18,46, -4,02

5.2.33

Ogolna procedura otrzymywania pochodnych estrowych (S)-(4-(4-(6-((tert-
butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzo-
ilo)glutaminianu  (129A-E) oraz pochodnych estrowych (S)-(3-(4-(6-((tert-
butylodimetylosililo)oksy)-naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzo-
ilo)glutaminianu (137G-K)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zabezpieczonej przed dostepem wilgoci,

wprowadzono 15 mL bezwodnego DMF, zwiazek 128 lub 136 (1leq, 1,08 mmol), odpowiedni
chlorowodorek esteru kwasu L-glutaminowego (2 eq, 2,16 mmol) oraz DIPEA (6 eq, 6,48
mmol). Mieszaning ochlodzono w tazni lodowej. Po osiggnigciu temperatury 0 °C

203



wprowadzono do kolby HOBt (2 eq, 2,16 mmo) i TBTU (2eq, 2,16 mmol). Nastepnie, reakcje
utrzymywano w temperaturze 0 °C przez 15 minut, a p6zniej doprowadzono do temperatury
otoczenia. W kolejnym kroku ukiad reakcyjny mieszano przez 3 h w atmosferze gazu
oboj¢tnego. Po uptywie tego czasu, kolbe umieszczono na wyparce obrotowej w celu pozbycia
si¢ rozpuszczalnika. Nastepnie, zawarto$¢ kolby rozpuszczono w octanie etylu i przeptukano
kolejno nasyconym roztworem kwasu cytrynowego, nasyconym roztworem wodorowgglanu
sodu oraz solanka, po czym warstwe organiczng wysuszono z wykorzytstaniem MgSO4
przesaczono i odparowano na rotatorze. Surowy produkt oczyszczano z wykorzystaniem
chromatografii preparatywnej stosujac jako eluent mieszaning DCM : MeOH (100 : 1),
uzyskujac czysty produkt 129A-E lub 137G-K.

V-

O-Si
\

(8)-(4-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoilo)glutaminian dimetylu 129A

Wydajnos$é 56%
Temperatura topnienia 168-170 °C
'H NMR o1 (500 MHz, DMSO-¢) 9,51 (1H, s, CH), 8,90 (1H,d, J = 7,0

Hz, NH), 8,44 (1H, s, Ar-H), 8,06-7,92 (5H, m, Ar-H), 7,88 (1H,
t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,17 (1H,
dd, J = 8,8, 2,4 Hz, Ar-H), 4,54 (1H, ddd, J = 9,5, 7,5, 5,1 Hz,
CH), 3,70 (3H, s, CHs), 3,62 (3H, s, CHs), 2,50-2,48 (2H, m,
CHy), 2,20-2,11 (1H, m, CH), 2,09-1,96 (1H, m, CH), 1,00 (9H,
s, CHs), 0,27 (6H, s, CH3)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 173,09, 172,22, 163,69, 160,07 (d, YJc.r
= 251,2 Hz), 153,91, 148,30, 139,57 (d, 3Jer = 10,6 Hz), 134,63,
132,32, 132,29, 130,32, 129,32, 128,04, 125,88, 124,42, 124,24,
123,59 (d, 2Jc.r = 14,7 Hz), 123,05, 120,26, 115,88 (d, “Jor = 3,3
Hz), 115,10, 108,30 (d, 2Jcr = 27,9 Hz), 52,57, 52,36, 51,89,
30,22, 26,24, 26,05, 18,48, -3,99
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=z
Z
z

(8)-(3-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzoilo)glutaminian dimetylu

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

137G

62%
140-144 °C

8 (500 MHz, DMSO-g) 9,49 (1H, s, CH), 9,11 (1H, d, J = 7,3
Hz, NH), 8,45 (1H, s, Ar-H), 8,39 (1H, s, Ar-H), 8,11 (1H, d, J =
9,2 Hz, Ar-H), 7,99 (1H, dd, J = 8,6, 1,2 Hz, Ar-H), 7,95-7,88
(2H, m, Ar-H), 7,84 (1H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,32 (1H, d, J =
1,9 Hz, Ar-H), 7,14 (1H, dd, J = 8,9, 2,2 Hz, Ar-H), 4,56-4,46
(1H, m, CH), 3,66 (3H, s, CHs), 3,57 (3H, s, CHs), 2,50 (2H, m,
CHy), 2,21-2,10 (1H, m, CH), 2,04 (1H, m, CH), 0,97 (9H, s,
CHs), 0,24 (6H, s, CH3)

8 (125 MHz, DMSO-) 173,10, 172,35, 164,73 (d, “Jcr = 2,5
Hz), 162,65 (d, YJcr = 246,0 Hz), 153,84, 148,20, 138,33 (d, 3Jc.
£ = 10,7 Hz), 137,58 (d, 3Jcr = 7,9 Hz), 134,56, 130,29, 129,29,
128,01, 125,87, 124,39, 124,29, 123,01, 120,38, 115,43 (d, “Jcr
= 2,7 Hz), 115,06, 114,72 (d, 2Jcr = 23,0 Hz), 110,80 (d, 2Jc.r =
26,6 Hz), 52,67, 52,56, 51,86, 30,33, 26,10, 26,06, 18,45, -4,02

NV

O-Si
o

(S5)-(4-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoilo)glutaminian dietylu 129B

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

64%

170-172 °C

8 (500 MHz, DMSO-g) 9,52 (1H, s, CH), 8,88 (1H, d, J = 7,3
Hz, NH), 8,45 (1H, s, Ar-H), 8,07-7,91 (5H, m, ar-H), 7,87 (1H,
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BC NMR

t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,18 (1H,
dd, J = 8,8, 2,4 Hz, Ar-H), 4,54-4,46 (1H, m, CH), 4,16 (2H, qd,
J=71,28 Hz, CHy), 4,08 (2H, g, J = 7,1 Hz, CH,), 2,50-2,46
(2H, m, CH), 2,20-2,10 (1H, m, CH), 2,05-1,95 (1H, m, CH),
1,23 (3H,t, J = 7,1 Hz, CHs), 1,20 (3H, t, J = 7,1 Hz, CHs), 1,01
(9H, s, CHs), 0,28 (6H, s, CH3)

8 (125 MHz, DMSO-4) 172,60, 171,72, 163,72, 160,04 (d, Ycr
= 251,3 Hz), 153,89, 148,28, 139,51 (d, 3Jcr = 10,6 Hz), 136,62,
132,24 (d, 3Jcr = 3,8 Hz), 130,31, 129,32, 128,04, 125,88,
124,43, 124,23, 123,69 (d, 2Jcr = 14,9 Hz), 120,25, 115,87 (d,
“cr = 3,2 Hz), 115,09, 108,29 (d, Zcr = 27,8 Hz), 61,22,
60,45, 52,17, 30,34, 26,20, 26,05, 18,47, 14,55, 14,51, -3,99

(5)-(3-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzoilo)glutaminian dietylu 137H

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

59%

136-138 °C

84 (500 MHz, DMSO-g) 9,53 (1H, s, CH), 9,11 (1H, d, J = 7,3
Hz, NH), 8,46 (1H, d, s, Ar-H), 8,43 (1H, d, s, Ar-H), 8,14 (1H,
dt, J =9,3, 2,1 Hz, Ar-H), 8,02 (1H, dd, J = 8,6, 1,6 Hz, Ar-H),
7,95 (2H, dd, J = 8,8, 5,2 Hz, Ar-H), 7,88 (1H, dd, J = 8,7, 1,7
Hz, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 2,3 Hz, Ar-H), 7,18 (1H, dd, J = 8,8,
2,4 Hz, Ar-H), 4,51 (1H, ddd, J = 9,5, 7,2, 5,4 Hz, CH), 4,15
(2H, tt, J = 7,1, 3,6 Hz, CH2), 4,07 (2H, g, J = 7,1 Hz, CH,),
2,50-2,49 (2H, m, CHy), 2,16 (1H, tt, J = 13,3, 6,7 Hz, CH), 2,05
(1H, ddd, J = 16,8, 14,3, 7,4 Hz, CH), 1,22 (3H,t, J = 7,1 Hz,
CHs), 1,18 (3H, t, J = 7,1 Hz, CH3), 1,00 (9H, s, CH3), 0,27 (6H,
S, CH3)

8 (125 MHz, DMSO-g) 172,62, 171,91, 164,77 (d, “Jr = 2,5
Hz), 162,68 (d, *Jc.r = 246,1 Hz), 153,86, 148,22, 138,36 (d, 3Jc.
r = 10,5 Hz), 137,69 (d, 3Jcr = 8,0 Hz), 134,59, 130,30, 129,32,
128,01, 125,91, 124,42, 124,21, 123,01, 120,38, 115,44 (d, *Jcr
= 2,4 Hz), 125,07, 114,71 (d, 2Jcr = 23,1 Hz), 110,76 (d, 2Jcr =
26,9 Hz), 61,22, 60,45, 52,80, 30,60, 26,14, 26,03, 18,47, 14,54,
-4,01
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(S5)-(4-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoilo)glutaminian di-izo-

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

propylu 129C

61%
100-102 °C

81 (500 MHz, DMSO-4) 9,51 (1H, s, CH), 8,84 (1H, d, J = 8,0
Hz, NH), 8,45 (1H, s, Ar-H), 8,05-8,01 (1H, m, Ar-H), 8,00 (1H,
dd, J =52, 1,9 Hz, Ar-H), 7,98-7,93 (3H, m, Ar-H), 7,86 (1H, t,
J=8,0 Hz, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,18 (1H, dd,
J =88, 2,5 Hz, Ar-H), 5,02-4,92 (1H, m, CH), 4,96-4,86 (1H,
m, CH), 4,44 (1H, ddd, J = 9,6, 7,4, 5,2 Hz, CH), 2,47-2,41 (2H,
m, CHy), 2,17-2,06 (1H, m, CH), 2,02-1,91 (1H, m, CH), 1,24
(6H, t, J = 6,6 Hz, CH3), 1,20 (6H, d, J = 6,2 Hz, CHs), 1,01
(9H, s, CHs), 0,28 (6H, s, CHa)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,08, 141,22 163,69, 160,01 (d, Wcr
= 249,9 Hz), 153,90, 148,27, 139,48 (d, ¥Jc = 10,5 Hz) 134,62,
132,19, 132,16, 130,32, 129,33, 128,05, 124,43, 124,23, 123,81
(d, 2Jcr = 15,1 Hz), 123,05, 120,28, 115,91 (d, “Jor = 3,4 Hz),
108,33 (d, 2Jcr = 27,6 Hz), 68,69, 67,75, 52,58, 30,71, 26,20,
26,07, 22,06, 22,00, 21,96, 18,49, -3,97

(5)-(3-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo- 1 -ylo)-5-fluorobenzoilo)glutaminian di-izo-

Wydajnosé
Temperatura topnienia

propylu 1371

63%
89-90 °C
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'H NMR

BC NMR

81 (500 MHz, DMSO-) 9,60 (1H, s, OH), 8,48 (1H, s, CH),
8,02 (2H, dt, J = 38,8, 1,41 Hz, Ar-H), 7,93 (1H, dd, J = 7,4, 1,5
Hz, Ar-H), 7,89 (1H, dt, J = 7,8, 1,4 Hz, Ar-H), 7,77 (1H, dd, J
= 7,5, 1,4 Hz, Ar-H), 7,59 (1H, dd, J = 7,5, 1,4 Hz, Ar-H), 7,43
(1H, dd, J = 7,5, 1,4 Hz, Ar-H), 7,29 (1H, dt, J = 8,1, 1,6 Hz, Ar-
H), 7,15 (1H, t, J = 1,5 Hz, Ar-H), 4,95-4,90 (1H, m, CH), 4,90-
4,83 (1H, m, CH), 4,31 (1H, t, J = 7,6 Hz, CH), 2,47 (2H, t, J =
5,3 Hz, CH,), 2,42-2,36 (1H, m, CH), 2,35-2,28 (1H, m, CH),
1,38 (6H, d, J =5,5 Hz, CHs), 1,34 (6H, d, J =5,5 Hz, CHs), 1,07
(9H, s, CHs), 0,30 (9H, s, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-) 174,13, 174,04, 166,87 (d, “Jcr = 3,7
Hz), 162,05 (d, Jcr = 262,3 Hz), 156,10, 154,59, 138,56 (d, 3Jc.
£ = 6,7 Hz), 135,94 (d, *Jcr = 6,7 Hz), 134,82, 131,43, 130,95,
128,89, 128,46, 123,95, 122,06, 120,07, 119,50, 118,72, 115,44
(d, 2Jcr = 27,7 Hz), 114,26, 112,58 (d, 2Jcr = 26,7 Hz), 71,33,
70,05, 53,97, 30,67, 25,96, 25,66, 22,55, 18,48, -0,98

V-

O-Si

oN

(S)-(4-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoilo)glutaminian di-tert-butylu

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

129D

62%

111-113 °C

81 (500 MHz, DMSO-4) 9,50 (1H, s, CH), 8,75 (1H, d, J = 6,1
Hz, NH), 8,42 (1H, s, Ar-H), 8,07-7,89 (5H, m, Ar-H), 7,84 (1H,
t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,32 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,15 (1H,
dd, J = 8,8, 2,4 Hz, Ar-H), 4,35 (1H, ddd, J = 9,7, 7,4, 5,0 Hz,
CH), 2,41-2,26 (2H, m, CHy), 2,13-1,98 (1H, m, CH), 1,96-1,81
(1H, m, CH), 1,43 (9H, s, CH3), 1,39 (9H, s, CH3), 0,98 (9H, s,
CHs), 0,25 (6H, s, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-4) 171,93, 170,98, 163,61, 160,00 (d, YJcr
= 251,1 Hz), 153,87, 148,25, 139,42 (d, 3Jc.r = 10,6 Hz), 134,60,
132,19 (d, “Jor = 4,1 Hz), 130,31, 129,31, 128,03, 125,87,
124,40, 124,20, 123,88 (d, Ycr = 14,9 Hz), 123,03, 120,25,
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115,83 (d, “Jer = 3,4 Hz), 115,08, 108,25 (d, 2Jcr = 27,7 Hz),
81,31, 80,29, 52,97, 31,58, 28,19, 28,08, 26,38, 26,03, 18,46

(5)-(3-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzoilo)glutaminian di-tert-butylu 137J

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

63%
99-102 °C

8 (500 MHz, DMSO-6) 8 9,50 (1H, s, CH), 8,95 (1H, d, J = 7,4
Hz, NH), 8,43 (1H, s, Ar-H), 8,39 (1H, s, Ar-H), 8,11 (1H, dt, J
= 9,3, 2,2 Hz, Ar-H), 7,99 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz, Ar-H), 7,92
(2H, dd, J = 8,8, 5,0 Hz, Ar-H), 7,86-7,77 (1H, m, Ar-H), 7,32
(1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,15 (1H, dd, J = 8,8, 2,4 Hz, Ar-H),
4,38 (1H, ddd, J = 9,7, 7,4, 5,0 Hz, CH), 2,37 (2H, t, J = 7,5 Hz,
CHy), 2,07 (1H, ddd, J = 13,4, 7,8, 5,4 Hz, CH), 1,94 (1H, ddt, J
= 14,1, 9,7, 7,2 Hz, CH), 1,41 (9H, s, CHs), 1,38 (9H, s, CH3),
0,98 (9H, s, CHs), 0,25 (6H, s, CHs)

8¢ (125 MHz, DMSO-) 171,93, 171,19, 164,72 (d, “Je.r = 2,5
Hz), 162,66 (d, Jcr = 2459 Hz), 153,86, 148,21, 138,33 (d, 3Jc.
¢ = 10,5 Hz), 137,88 (d, %Jcr = 7,8 Hz), 134,58, 130,31, 129,31,
128,02, 125,91, 124,42, 124,20, 123,03, 120,41, 115,43 (d, “Jcr
= 3,0 Hz), 115,07, 114,68 (d, 2Jc.r = 22,9 Hz), 110,71 (d, Xcr =
26,8 Hz), 81,34, 80,31, 53,25, 31,79, 28,19, 28,11, 26,34, 26,04,
18,47, -4,01,
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¢

(5)-(4-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoilo)glutaminian dibenzylu

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

129E

69%

114-115 °C

81 (500 MHz, DMSO-4) 9,52 (1H, s, CH), 8,95 (1H, d, J = 6,3
Hz, NH), 8,45 (1H, s, Ar-H), 8,03 (1H, dd, J = 11,1, 2,0 Hz, Ar-
H), 7,99 (1H, dd, J = 10,3, 1,9 Hz, Ar-H), 7,98-7,93 (3H, m, Ar-
H), 7,85 (1H, t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,41-7,31 (10H, m, Ar-H),
7,18 (1H, dd, J = 8,8, 2,4 Hz, Ar-H), 5,20 (2H, d, J = 3,8 Hz,
CH,), 5,12 (2H, s, CHy), 4,60 (1H, ddd, J = 9,6, 7,4, 5,1 Hz,
CH), 2,62-2,53 (2H, m, CH,), 2,33-2,14 (1H, m, CH), 2,11-1,99
(1H, m, CH), 1,01 (9H, s, CHs), 0,28 (6H, s, CHs)

8¢ (125 MHz, DMSO-4) 172,48, 171,59, 163,81, 160,05 (d, Wc.r
= 251,3 Hz), 153,90, 148,29, 139,55 (d, 3Jcr = 10,7 Hz), 136,57,
136,36, 134,63, 132,27, 132,24, 130,32, 129,33, 128,89, 128,88,
128,73, 128,54, 128,46, 128,37, 128,27, 128,04, 127,96, 127,87,
127,06, 128,86, 125,89, 124,43, 124,24, 123,62 (d, Vs = 14,7
Hz), 123,05, 120,27, 115,84 (d, “Jcr = 3,4 Hz), 115,10, 108,30
(d, 2Jcr = 27,7 Hz), 67,15, 66,05, 52,53, 30,42, 26,11, 18,48, -
3,98

ﬁ
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(5)-(3-(4-(6-((Tert-butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzoilo)glutaminian

dibenzylu 137K
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Wydajnosé 52%

Temperatura topnienia 108-110 °C

'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,50 (1H, s, CH), 9,14 (1H,d,J=7,2
Hz, NH), 8,43 (1H, s, Ar-H), 8,39 (1H, s, Ar-H), 8,11 (1H, d, J =
9,1 Hz, Ar-H), 7,99 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,92 (2H, dd, J =
17,7, 8,9 Hz, Ar-H), 7,87-7,78 (2H, m, Ar-H), 7,45-7,26 (10H,
m, Ar-H), 7,22-7,08 (1H, m, Ar-H), 5,15 (2H, s, CH), 5,07 (2H,
s, CHy), 2,56 (2H, t, J = 7,4 Hz, CH>), 2,30-2,14 (1H, m, CH),
2,14-1,98 (1H, m, Ar-H), 0,98 (9H, s, CHj3), 0,25 (6H, s, CH3)

BC NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,51, 171,75, 164,90 (d, “Jcr = 2,4
Hz), 162,64 (d, *Jc.r = 246,1 Hz), 154,00, 147,75, 138,33 (d, 3Jc.
r = 10,1 Hz), 137,64 (d, %Jcr = 7,5 Hz), 136,49, 136,33, 134,62,
131,85, 130,31, 129,45, 128,87, 128,84, 128,52, 128,45, 128,39,
128,26, 128,02, 127,30, 126,82, 125,88, 124,41, 142,27, 123,05,
120,41, 120,07, 119,82, 115,15, 114,71 (d, 2Jcr = 18,8 Hz),
110,86 (d, ZJcr = 14,7 Hz), 66,60, 66,03, 52,82, 30,53, 26,04,
19,02, -4,00

5.2.34 Ogodlna procedura otrzymywania pochodnych (S)-(4-(4-(6-((tert-butylodimetylo-
sililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-2-fluorobenzoilo)glutaminianu
zwolng grupg OH  (130A-E) oraz  pochodnych (S)-(3-(4-(6-((tert-
butylodimetylosililo)oksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-5-fluorobenzoilo)-
glutaminianu z wolng grupa OH (139G-K)

Do kolby okragtodennej wprowadzono zwigzek 129A-E lub 138G-K (1 eq, 8,24 mmol)
oraz 10 mL THEF. Nastepnie cato$¢ ochtodzono z wykorzystaniem tazni lodowej. Po osiagnieciu
temperatury O °C ostroznie wkroplono 1 M TBAF w THF (1 eq, 8,24 mmol) po czym usuni¢to
faznie z lodem. Cato$¢ pozostawiono mieszajac w temperaturze pokojowej przez 1 h. Po tym
czasie odparowano rozpuszczalnik i wykonano ekstrakcje z uzyciem octanu etylu oraz 0,5 M
roztworu HCl. W nastepnym kroku potaczono warstwy organiczne, wysuszono je bezwodnym
MgSOs, przesaczono i odparowano z wykorzystaniem rotatora uzyskujac czysty, oczekiwany
produkt 130A-E lub 139G-K.
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(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu 130A

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

95%

194-195 °C

84 (500 MHz, DMSO-g) 10,17 (1H, s, OH), 9,63 (1H, s, CH),
8,97 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,38 (1H, s, Ar-H), 8,07 (1H, dd, J
= 11,0, 2,0 Hz, Ar-H), 8,01 (1H, dd, J = 8,4, 2,0 Hz, Ar-H), 7,96
(1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz, Ar-H), 7,86 (2H, dd, J = 17,5, 8,6 Hz,
Ar-H), 7,80 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,26-7,16 (2H, m, Ar-H),
4,51 (1H, ddd, J = 9,5, 7,4, 5,1 Hz, CH), 3,69 (3H, s, CHs), 3,61
(3H, s, CHs), 2,49-2,47 (2H, m, CHy), 2,23-2,08 (1H, m, CH),
2,06-1,93 (LH, m, CH)

8¢ (125 MHz, DMSO-4) 173,11, 172,23, 163,75, 160,09 (d, Wc.r
= 251,4 Hz), 156,59, 148,53, 139,58, 134,27, 130,04, 128,06,
127,31, 124,56, 124,42, 124,28, 12351 (d, 2Jcr = 14,7 Hz),
119,99, 120,12, 115,79 (d, “Jc+ = 3,4 Hz), 109,36, 108,24 (d,
2)cr = 27,9 Hz), 58,03, 52,57, 52,36, 51,90, 30,23, 26,17, 23,56,
19,67, 13,94

. —
0 N, -N

H N
_0

(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu 138G

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

91%

188-190 °C

81 (500 MHz, DMSO-4) 9,87 (1H, s, OH), 9,46 (1H, s, CH),
9,11 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH), 8,39 (1H, s, Ar-H), 8,36 (1H, s,
Ar-H), 8,11 (1H, d, J = 9,2 Hz, Ar-H), 7,94 (1H, d, J = 8,5 Hz,
Ar-H), 7,84 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,81 (1H, d, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,13 (2H, dd, J = 13,8, 5,0 Hz, Ar-H), 4,52 (1H, dt, J =
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BC NMR

9,1, 7,2 Hz, CH), 3,66 (3H, s, CHs), 3,57 (3H, s, CH3), 2,50 (2H,
m, CHy), 2,15 (1H, td, J = 13,4, 7,6 Hz, CH), 2,07-1,91 (1H, m,
CH)

8 (125 MHz, DMSO-) 173,10, 172,35, 164,74 (d, “Jcr = 2,5
Hz), 156,31, 148,40, 138,36 (d, *Jcr = 10,7 Hz), 137,58 (d, 3Jcr
= 7,9 Hz), 131,92, 130,17, 128,10, 127,34, 124,64, 124,35,
124,27, 120,07, 119,81, 115,39 (d, “Jcr = 2,4 Hz), 114,67 (d,
2)cr = 22,8 Hz), 110,77 (d, 2Jcr = 26,9 Hz), 109,25, 52,68,
52,55, 51,86, 30,34, 26,11

(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dietylu 130B

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

96%

170-172 °C (z rozktadem)

dn (500 MHz, DMSO-g) 9,89 (1H, s, OH), 9,49 (1H, s, CH),
8,88 (1H, d, J = 7,7 Hz, NH), 8,38 (1H, s, Ar-H), 8,04 (1H, dd, J
=11,0, 2,1 Hz, Ar-H), 7,99 (1H, dd, J = 8,4, 2,1 Hz, Ar-H), 7,99
(1H, dd, J = 8,4, 2,1 Hz, Ar-H), 7,96 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz,
Ar-H), 7,88 (1H, d, J = 3,0 Hz, Ar-H), 7,87 (1H, d, J = 3,9 Hz,
Ar-H), 7,86-7,81 (1H, m, Ar-H), 7,19 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H),
7,16 (1H, dd, J = 8,8, 2,4 Hz, Ar-H), 4,53-4,46 (1H, m, CH),
4,16 (2H, qd, J = 7,1, 2,8 Hz, CHy), 4,08 (2H, q, J = 7,1 Hz,
CHy), 2,50-2,44 (2H, m, CH,), 2,20-2,08 (1H, m, CH), 2,06-
1,93 (1H, m, CH), 1,23 (3H, t, J = 7,1 Hz, CHs), 1,20 (3H, t, J =
7,1 Hz, CHa)

8¢ (125 MHz, DMSO-g) 172,60, 171,72, 163,73, 160,04 (d, *Jc-r
= 251,3 Hz), 156,36, 148,48, 139,54 (d, 3Jc.r = 10,7 Hz), 134,98,
132,23 (d, %Jc¢ = 3,8 Hz), 130,18, 128,13, 127,37, 124,64,
124,40, 124,29, 123,65 (d, 2cr = 14,8 Hz), 119,69, 119,86,
115,86 (d, “Jcr = 3,1 Hz), 108,26 (d, ?Jc.r = 27,7 Hz), 61,22,
60,45, 52,46, 30,44, 26,23, 15,53
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(5)-(3-Fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu 138H

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

89%

160-164 °C (z rozktadem)

dn (500 MHz, DMSO-g) 9,90 (1H, s, OH), 9,49 (1H, s, CH),
9,11 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH), 8,41 (1H, s, Ar-H), 8,39 (1H, s,
Ar-H), 8,14 (1H, dd, J = 9,3, 2,0 Hz, Ar-H), 7,96 (1H, dd, J =
8,5, 1,5 Hz, Ar-H), 7,85 (3H, dd, J = 19,1, 8,7 Hz, Ar-H), 7,24-
7,12 (2H, m, Ar-H), 4,55-4,43 (1H, m, CH), 4,15 (2H,q,J=7,1
Hz, Ar-H), 4,07 (2H, q, J = 7,1 Hz, Ar-H), 2,50-2,48 (2H, m,
CH2), 2,16 (1H, td, J = 13,3, 7,7 Hz, CH), 2,11-1,99 (1H, m,
CH), 1,22 (3H,t,J =7,1 Hz, Ar-H), 1,18 (t, J = 7,1 Hz, 3H)

8¢ (125 MHz, DMSO-g) 172,64, 171,91, 164,79 (d, “Jcr = 2,3
Hz), 162,68 (d, WJcr = 246,0 Hz), 156,33, 148,43, 138,38 (d, 3Jc-
r = 10,7 Hz), 137,69 (d, *Jcr = 8,0 Hz), 134,95, 130,19, 128,12,
127,37, 124,67, 124,38, 124,30, 120,10, 119,84, 115,42 (d, “Jcr
= 2,4 Hz), 114,68 (d, 2Jc-r = 23,5 Hz), 110,77 (d, ZJcr = 26,6
Hz), 109,28, 61,23, 60,45, 52,80, 30,60, 26,13, 14,54

(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian di-izo-propylu 130C

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

85%

190-191 °C

on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,47 (1H, s, CH),
8,84 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,38 (1H, s, Ar-H), 8,07-8,01 (1H,
m, Ar-H), 8,00-7,91 (2H, m, Ar-H), 7,90-7,76 (3H, m, Ar-H),
7,18 (1H,d, J=2,3 Hz, Ar-H), 7,15 (1H, dd, J = 8,7, 2,4 Hz, Ar-
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BC NMR

H), 5,01-4,94 (1H, m, CH), 4,94-4,87 (1H, m, CH), 4,45 (1H,
ddd, J = 9,6, 7,4, 5,1 Hz, CH), 2,48-2,41 (2H, m, CH,), 2,17-
2,07 (1H, m, CH), 2,02-1,92 (1H, m, CH), 1,23 (6H, t, J = 6,7
Hz, CHs), 1,20 (6H, d, J = 6,3 Hz, CHs)

8¢ (125 MHz, DMSO-4) 172,09, 171,23, 163,72, 160,03 (d, YJc.r
= 251,3 Hz), 156,36, 148,48, 139,51 (d, 3Jcr = 10,6 Hz), 134,98,
132,19, 132,16, 130,18, 128,11, 127,37, 124,65, 124,40, 124,30,
123,74 (d, 2Jcr = 14,9 Hz), 129,98, 129,86, 115,85 (d, *Jc.r = 3,0
Hz), 109,31, 108,27 (d, 2Jcr = 27,7 Hz), 68,68, 67,75, 52,58,
30,73, 26,26, 26,20, 22,05, 22,00, 21,96

(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu 1381

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

91%

188-190 °C (z rozktadem)

84 (500 MHz, DMSO-g) 9,91 (1H, s, OH), 9,48 (1H, s, CH),
9,07 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH), 8,42 (1H, s, Ar-H), 8,38 (1H, s,
Ar-H), 8,13 (1H, dt, J = 9,3, 1,9 Hz, Ar-H), 7,96 (1H, dd, J =
8,5, 1,5 Hz, Ar-H), 7,90-7,85 (2H, m, Ar-H), 7,83 (1H, d, J = 8,6
Hz, Ar-H), 7,24-7,07 (2H, m, Ar-H), 4,95 (1H, dt, J = 11,6, 5,8
Hz, CH), 4,90 (1H, td, J = 12,4, 6,1 Hz, CH), 4,46 (1H, ddd, J =
9,5,7,2, 5,5 Hz, CH), 2,46 (2H, t, J = 7,5 Hz, CHy), 2,13 (1H, td,
J=13,3, 7,6 Hz, CH), 2,08-1,97 (1H, m, CH), 1,26-1,20 (6H, m,
CHs), 1,18 (6H, d, J = 6,3 Hz, CH3)

8 (125 MHz, DMSO-) 172,12, 171,46, 164,82 (d, “Jcr = 2,3
Hz), 162,68 (d, Yc.r = 246,1 Hz), 156,33, 148,43, 138,37 (d, 3Jc.
¢ = 10,9 Hz), 137,74 (d, 3Jcr = 7,8 Hz), 134,95, 130,20 ,128,12,
124,66, 124,38, 124,30, 120,10, 119,84, 115,41 (d, “Jc.r = 2,0
Hz), 114,67 (d, 2Jcr = 22,9 Hz), 110,75 (d, 2Jcr = 26,9 Hz),
109,28, 68,72, 67,76, 52,90, 30,87, 26,26, 26,12, 22,01, 22,05,
21,97
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(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian di-fert-butylu 130D

Wydajnosé 83%
Temperatura topnienia 192-193 °C (z rozktadem)
'H NMR o (500 MHz, DMSO-g) 9,87 (1H, s, OH), 9,46 (1H, s, CH),

8,74 (1H, d, J = 7,5 Hz, NH), 8,36 (1H, s, Ar-H), 8,01 (1H, dd, J
= 10,6, 2,3 Hz, Ar-H), 7,98-7,90 (2H, m, Ar-H), 7,85 (2H, d, J =
8,4 Hz, Ar-H), 7,81 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H), 7,16 (1H, s, Ar-
H), 7,13 (1H, d, J = 9,3 Hz, Ar-H), 4,55-3,90 (1H, m, CH), 2,43-
2,25 (2H, m, CH,), 2,11-1,98 (1H, m, CH), 1,97-1,80 (1H, m,
CH), 1,42 (9H, s, CHs)
13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-4) 171,93, 170,98, 163,62, 160.01 (d, Wc.r
= 251.1 Hz), 156,35, 148,46, 139.46 (d, 3Jcr = 10.7 Hz), 134,96,
132,16 (d, 3cr = 155 Hz), 130,18, 128,11, 127,35, 124,63,
124,37, 124,28, 123.87, 123,75, 119.87 (d, 2Jcr = 9.7 Haz),
115.79 (d, “Jer = 3.2 Hz), 109,28, 108.21 (d, 2cr = 27.6 Hz),
81,31, 80,29, 52,98, 31,58, 28,18, 28,09, 26,39

o}
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Z

(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian di-fert-butylu 138J

Wydajnosé 85%
Temperatura topnienia 186-188 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,46 (1H, s, CH),

8,95 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,39 (1H, s, Ar-H), 8,36 (1H, s,
Ar-H), 8,10 (1H, d, J = 9,2 Hz, Ar-H), 7,94 (1H, d, J = 8,5 Hz,
Ar-H), 7,82 (3H, dd, J = 19,4, 8,7 Hz, Ar-H), 7,23-7,08 (2H, m,
Ar-H), 4,45-4,24 (1H, m, CH), 4,45-4,24 (2H, m, CH,), 2,16
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BC NMR

2,01 (1H, m, CH), 1,99-1,86 (1H, m, CH), 1,41 (9H, s, CHa),
1,38 (9H, s, CHs)

3 (125 MHz, DMSO-g) 171,92, 171,18, 164,74, 162,64 (d, YJc.r
= 246,2 Hz), 156,30, 138,34 (d, 3Jc.r = 10,7 Hz), 137,88, 137,79,
134,92, 130,17, 128,10, 127,34, 124,64, 124,32 (d, 3Jcr = 9,6
Hz), 120,07, 119,81, 115,38 (d, “Jc.r = 2,5 Hz), 110,67 (d, 2cr =
27,2 Hz), 109,25, 81,34, 80,31, 53,24, 31,78, 28,18, 28,10, 26,33

N, N
N
o O,
oAt

(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dibenzylu 130E

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

79%

160-163 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-g) 9,90 (1H, s, OH), 9,46 (1H, s, CH),
8,95 (1H, d, J = 7,3 Hz, NH), 8,36 (1H, s, Ar-H), 8,01 (1H, d, J
=11,0 Hz, Ar-H), 7,94 (2H, t, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,83 (3H, dd, J
=191, 9,0 Hz, Ar-H), 7,43-7,25 (10H, m, Ar-H), 7,14 (2H, dd, J
= 14,2, 5,5 Hz, Ar-H), 5,26-5,12 (2H, m, CH>), 5,09 (2H, s,
CHy), 4,64-4,51 (1H, m, CH), 2,57 (2H, ddd, J = 20,5, 13,8, 6,5
Hz, CHy), 2,18 (1H, td, J = 13,3, 7,5 Hz, CH), 2,03 (1H, td, J =
14,6, 8,6 Hz, CH)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢6) 174,47, 171,59, 163,82, 160,04 (d, Yc.r
= 257,2 Hz), 156,33, 148,46, 139,53 (d, 3Jcr = 8,6 Hz), 136,53,
136,32, 133,95, 132,30, 132,15, 130,18, 128,87, 128,53, 128,45,
128,26, 128,10, 127,36, 124,60, 124,37, 124,27, 123,51 (d, 2Jcr
= 14,8 Hz), 119,92, 119,84, 115,77 (d, *Jcr = 2,7 Hz), 109,28,
108,23 (d, 2Jcr = 27,9 Hz), 66,63, 66,03, 52,50, 30,38, 26,11
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(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-hydroksynaftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dibenzylu 138K

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

93%

154-156 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-g) 9,88 (1H, s, OH), 9,46 (1H, s, CH),
9,14 (1H, d, J = 7,3 Hz, NH), 8,39 (1H, s, Ar-H), 8,37 (1H, s,
Ar-H), 8,11 (1H, ddd, J = 19,9, 10,9, 8,9 Hz, Ar-H), 8,02-7,91
(1H, m, Ar-H), 7,83 (3H, dd, J = 18,9, 8,9 Hz, Ar-H), 7,38-7,28
(11H, m, Ar-H), 7,18-7,11 (2H, m, Ar-H), 5,17 (2H, s, CHy),
5,11-5,02 (2H, m, CHy), 4,65-4,54 (1H, m, CH), 2,56 (2H, t, J =
7,5 Hz, CHy), 2,26-2,15 (1H, m, J = 13,2, 7,7 Hz, CH), 2,15-2,03
(1H, m, CH)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,51, 171,75, 164,92 (d, *Jcr = 2,5
Hz), 162,64 (d, “Jc.r = 246,1 Hz), 156,31, 148,41, 138,35 (d, 3Jc-
¢ = 10,7 Hz), 137,64 (d, 3Jcr = 7,8 Hz), 136,50, 163,33, 134,93,
130,18, 128,86, 128,53, 128,45, 128,39, 128,39, 128,26, 128,10,
127,36, 127,05, 126,84, 126,64, 124,20, 115,42 (d, Ycr = 2,5
Hz), 114,68 (d, 2Jc+ = 23,3 Hz), 110,78 (d, ?Jcr = 25,0 Hz),
109,26, 66,60, 66,05, 52,82, 30,53, 26,05

5.2.35 Ogodlna procedura otrzymywania estrowych pochodnych (S)-(2-fluoro-4-(4-(6-
(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminianu (VIA-E)
oraz (S)-(3-fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-
ylo)benzoilo)glutaminianu (VI1G-K)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono odpowiednio zwigzek 130A-E lub
138G-L (1 eq, 0,20 mmol) oraz 1 mL bezwodnego N,N-DMA. Nastepnie kolbg umieszczono
w tazni lodowej na 10 minut. Po tym czasie do przygotowanej mieszaniny wkroplono 2 M
roztwor chlorku sulfamoilu w ACN (3 eq, 0,60 mmol). Po zakonczeniu wkraplania usuni¢to

taznie lodowg i doprowadzono uktad do temperatury otoczenia. Nastepnie, reakcja mieszana

byla w atmosferze gazu obojetnego przez 15 minut. Po tym czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono
do zlewki z woda, w wyniku czego wytracit si¢ osad, ktory odsaczono i przemyto zimng woda

destylowang. Surowy produkt krystalizowano z uktadu octan etylu : DCM otrzymujac produkt

VIA-E oraz VIG-L.
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(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu VIA

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

81%

188-189 °C

on (500 MHz, DMSO-¢) 9,58 (1H, s, CH), 8,91 (1H,d,J=7,5
Hz, NH), 8,56 (1H, s, Ar-H), 8,17-8,06 (5H, m, Ar-H, NH>),
8,02 (1H, dd, J = 10,9, 2,1 Hz, Ar-H), 7,97 (1H, dd, J=8,4, 2,0
Hz, Ar-H), 7,90-7,80 (2H, m, Ar-H), 7,48 (dd, J = 8,9, 2,3 Hz,
1H), 4,55-4,46 (1H, m, CH), 3,67 (3H, s, CHs), 3,59 (3H, s,
CHj3), 2,17-2,04 (1H, m, CH), 2,01-1,88 (1H, m, CH) (CH: pod
dmso)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢6) 173,09, 172,22, 163,69, 160,01 (d, Yc.r
= 251,4 Hz), 148,59, 147,84, 139,51, 139,42, 133,53, 132,32,
132,29, 130,53, 129,23, 128,00, 124,91, 124,18, 123,67 (d, 2Jc-r
= 14,7 Hz), 122,94, 120,90, 119,77, 115,94 (d, *Jcr = 3,4 Hz),
108,37 (d, 2Jcr = 27,9 Hz), 52,58, 52,31, 51,90, 30,17, 26,17
[M+H]* obliczone: 586,1408, zmierzone: 586,2314

=z
=
z

(5)-(3-Fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dimetylu VIG

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

79%

138-140 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-¢) 9,56 (1H, s, CH), 9,12 (1H,d, J=7,2
Hz, NH), 8,57 (1H, s, Ar-H), 8,38 (1H, s, Ar-H), 8,20-8,01 (5H,
m, NH,, Ar-H), 7,93-7,78 (2H, m, Ar-H), 7,48 (1H, d, J = 10,1
Hz, Ar-H), 4,52 (1H, dd, J = 14,4, 7,3 Hz, Ar-H), 3,66 (3H, s,
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BC NMR

HRMS

CHj3), 3,58 (3H, s, CHs), 2,52-2,49 (2H, m, CHy), 2,15 (1H, td, J
= 13,6, 7,5 Hz, CH), 2,04 (1H, dq, J = 14,5, 7,4 Hz, CH)

8¢ (125 MHz, DMSO-4) 172,27, 172,36, 164,72 (d, “Jcr = 2,4
Hz), 162,65 (d, YJc.r = 246,4 Hz), 148,51, 147,77, 138,27 (d, 3Jc-
¢ = 10,7 Hz), 137,58 (d, 3Jcr = 7,9 Hz), 133,49, 138,87, 130,50,
129,19, 128,02, 124,90, 124,16, 122,90, 120,98, 119,71, 115,49
(d, 9Jcr = 2,7 Hz), 114,81 (d, 2Jcr = 23,0 Hz), 110,87 (d, 2Jc.F =
26,7 Hz), 52,69, 52,56, 51,87, 30,34, 26,10

[M+H]* obliczone: 586,1408, zmierzone: 586,227

(S5)-(2-Fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dietylu VIB

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

76%

136-138 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-¢) 9,57 (1H, s, CH), 8,89 (1H,d, J=6,5
Hz, NH), 8,56 (1H, s, Ar-H), 8,17-8,06 (5H, m, Ar-H), 7,99 (2H,
dd, J = 26,5, 9,3 Hz, Ar-H), 7,90-7,78 (2H, m, Ar-H), 7,48 (1H,
d, J =8,6 Hz, Ar-H), 4,52-4,37 (1H, m, J = 7,1 Hz, Ar-H), 4,18-
4,09 (2H, m, J = 4,7 Hz, CHy), 4,05 (2H, q, J = 13,8, 6,8 Hz,
CH,), 2,42-2,30 (2H, m, J = 6,5 Hz, CH,), 2,16-2,01 (1H, m,
CH), 2,04-1,84 (1H, m, CH)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢6) 172,59, 171,71, 163,71, 159,98 (d, Yc.r
= 251,1 Hz), 148,56, 147,82, 139,41 (d, *Jcr = 10,4 Hz), 133,51,
133,23, 131,88, 130,51, 129,21, 127,93, 124,90, 124,17, 123,79
(d, Wcr = 16,6 Hz), 122,92, 120,89, 119,74, 115,94 (d, “Jcr =
2,7 Hz), 108,26, 108,37 (d, 2Jcr = 29,6 Hz), 61,22, 60,45, 52,39,
30,40, 26,54, 14,49

[M+H]* obliczone: 614,1721, zmierzone: 614,2634
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(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dietylu VIH

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

81%

160-164 °C (z rozktadem)

dn (500 MHz, DMSO-4) 9,57 (1H, s, CH), 8,97 (1H, d, J = 13,7
Hz, NH), 8,57 (1H, s, Ar-H), 8,48-8,37 (1H, m, Ar-H), 8,17-8,05
(6H, m, Ar-H), 7,97-7,82 (2H, m, Ar-H), 7,48 (1H, dd, J = 8,9,
2,0 Hz, Ar-H), 4,60-4,41 (1H, m, CH), 4,13 (2H, q, J = 6,9 Hz,
CHy), 4,04 (2H, q, J = 7,1 Hz, CHy), 2,41 (2H, q, J = 7,2 Hz,
CHy), 2,16-2,07 (1H, m, CH), 1,99 (1H, tdd, J = 24,5, 15,8, 8,6
Hz, CH), 1,99 (3H, tdd, J = 24,5, 15,8, 8,6 Hz, CHs), 1,16 (3H, t,
J=17,1Hz, CHy)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 174,27, 173,53, 166,48 (d, “Jc-r = 2,7
Hz), 162,65 (d, *Jc.r = 246,5 Hz), 148,54, 147,77, 138,28 (d, 3Jc-
r = 10,7 Hz), 137,70 (d, %Jc.r = 8,7 Hz), 133,49, 131,88, 130,50,
129,149, 128,04, 124,91, 124,17, 122,91, 121,00, 119,75,
115,49, 115,49 (d, YJcr = 1,4 Hz), 114,79 (d, 2Jcr = 25,7 Hz),
110,84 (d, 2Jcr = 26,3 Hz), 61,22, 60,44, 52,66, 30,84, 26,37,
14,52

[M+H]* obliczone: 614,1721, zmierzone: 614,2615

(5)-(2-Fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian di-izo-propylu VIC

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

90%
170-172 °C (z rozkladem)
8 (500 MHz, DMSO-g) 9,58 (1H, s, CH), 8,85 (1H, d, J = 7,4
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BC NMR

HRMS

Hz, NH), 8,56 (1H, s, Ar-H), 8,11 (5H, m, J = 5,8 Hz, Ar-H),
8,02 (1H, d, J =10,9 Hz, Ar-H), 7,96 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H),
7,89-7,81 (2H, m, Ar-H), 7,48 (1H, J = 8,8 Hz, Ar-H), 4,99-4,91
(1H, m, CH), 4,93-4,85 (1H, m, CH), 4,41 (1H, ddd, J = 10,2,
7,3, 5,1 Hz, CH), 2,46-2,38 (2H, m, CHy), 2,15-2,01 (1H, m,
CH), 2,01-1,89 (1H, m, CH), 1,21 (6H, t, J = 6,8 Hz, CHs), 1,17
(6H, d, J =6,3 Hz, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,07, 171,22, 163,67 (d, “Jcr = 2,9
Hz), 159,96 (d, YJcr = 252,0 Hz), 148,55, 147,81, 139,39 (d, 3Jc.
r = 9,6 Hz), 133,51, 132,17, 131,87, 130,50, 129,21, 128,00,
124,89, 124,15, 123,94, 123,78, 122,53, 120,89, 119,75, 115,94,
108,37 (d, 2Jcr = 28,6 Hz), 68,67, 67,73, 52,81, 30,66, 26,14,
22,01, 21,98, 20,91

[M+H]* obliczone: 642,2034, zmierzone: 642,3005

(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian di-izo-propylu VII

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

79%

160-162 °C (z rozktadem)

dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,58 (1H, s, CH), 9,05 (1H, d, J = 6,0
Hz, NH), 8,57 (1H, s, Ar-H), 8,40 (1H, s, Ar-H), 8,25-8,02 (6H,
m, Ar-H), 7,86 (2H, s, Ar-H), 7,48 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H),
5,00-4,81 (2H, m, CH), 4,54-4,34 (1H, m, H), 2,47-2,34 (2H, m,
CH,), 2,18-2,05 (1H, m, CH), 2,02 (1H, d, J = 7,2 Hz, CH), 1,19
(6H, t, J =6,1 Hz, CHs), 1,16 (6H, d, J = 5,1 Hz, CH>)

8¢ (125 MHz, DMSO-4) 172,09, 171,43, 164,75 (d, *Jcr = 2,0
Hz), 162,64 (d, 1Jcr = 246,5 Hz), 148,54, 147,77, 138,28 (d, Jc-
r = 10,8 Hz), 137,74 (d, %Jc.r = 7,6 Hz), 133,50, 131,88, 130,50,
129,20, 124,90, 124,15, 122,92, 121,02, 119,74, 115,50 (d, “Jc-r
= 2,3 Hz), 114,78 (d, 2Jcr = 20,4 Hz), 110,83 (d, 2Jcr = 26,8
Hz), 109,26, 68,70, 67,73, 52,88, 30,85, 26,11, 22,03, 21,99,
21,95

[M+H]* obliczone: 642,2034, zmierzone: 642,2940
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(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian di-terz-butylu VID

Wydajnosé 82%
Temperatura topnienia 166-168 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,57 (1H, s, CH), 8,76 (1H,d,J=7,5

Hz, NH), 8,56 (1H, s, Ar-H), 8,12 (3H, d, J = 7,3 Hz, NH,, Ar-
H), 7,99 (2H, ddd, J = 10,1, 9,6, 1,7 Hz, Ar-H), 7,85 (2H, dd, J =
13,7, 5,1 Hz, Ar-H), 7,48 (1H, dd, J = 8,9, 2,2 Hz, Ar-H), 4,34
(1H, ddd, J = 9,5, 7,6, 5,3 Hz, CH), 2,40-2,28 (2H, m, CHy),
2,04 (1H, td, J = 13,2, 7,6 Hz, CH), 1,95-1,74 (1H, m, CH), 1,42
(9H, s, CHs), 1,39 (9H, s, CH3)

BC NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 171,92, 170,96, 163,60, 159,96 (d, *Jcr
= 251,1 Hz), 148,55, 147,81, 139,34 (d, 3Jc.r = 10,8 Hz), 133,51,
132,20, 132,15, 131,87, 130,51, 129,21, 128,00, 124,90, 124,16,
123,99 (d, cr = 15,0 Hz), 122,52, 120,88, 119,75, 115,93 (d,
*Jcr = 3,3 Hz), 108,36 (d, 2Jc.r = 27,8 Hz), 81,33, 80,31, 52,96,
31,57, 28,18, 28,08, 26,37

HRMS [M+H]* obliczone: 670,2347, zmierzone: 670,3339

]
Tz
Z
Z

(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian di-zert-butylu VIJ

Wydajnosé 86%
Temperatura topnienia 150-154 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,59 (1H, s, CH), 8,95 (1H,d,J =74

Hz, NH), 8,58 (1H, s, Ar-H), 8,40 (1H, s, Ar-H), 8,20-8,05 (5H,
m, NH,, Ar-H), 7,93-7,80 (2H, m, Ar-H), 7,48 (2H, dd, J = 8,9,
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BC NMR

HRMS

2,3 Hz, Ar-H), 4,47-4,32 (1H, m, CH), 2,37 (2H, t, J = 7,5 Hz,
CHy), 2,10-2,01 (1H, m, CH), 2,00-1,87 (1H, m, CH), 1,42 (9H,
s, CHgs), 1,38 (9H, s, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢6) 174,27, 173,52, 164,63, 162,66 (d, JJc.r
= 245,9 Hz), 156,30, 148,40, 156,30, 148,40, 138,12 (3Jcr J =
10,6 Hz), 131,92, 128,10, 127,15, 124,65, 124,35, 124,26,
120,04, 119,79, 115,38, 114,63 (d, 2Jcr = 23,2 Hz), 110,61 (d,
2Jcr = 26,6 Hz), 109,24, 60,18, 55,30, 52,69, 49,01, 30,83,
26,35, 21,14, 14,48

[M+H]* obliczone: 670,2347, zmierzone: 670,3412

(S)-(2-Fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dibenzylu

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

VIE

94%

184-186 °C (z rozktadem)

dn (500 MHz, DMSO-g) 9,58 (1H, s CH), 8,96 (1H,d, J =73
Hz, NH), 8,57 (1H, s Ar-H), 8,17-8,06 (4H, m, NHz, Ar-H), 7,99
(4H, dd, J = 30,2, 9,7 Hz, Ar-H), 7,84 (2H, dd, J = 16,5, 8,5 Hz,
Ar-H), 7,49 (1H, d, J = 7,1 Hz, Ar-H), 7,42-7,23 (10H, m, Ar-
H), 5,22-5,13 (2H, m, CH), 5,09 (2H, s, CH), 4,58 (1H, dd, J =
13,5, 8,3 Hz, CH), 2,58-2,51 (2H, m, CHy), 2,18 (1H, td, J =
13,1, 7,3 Hz, CH), 2,03 (1H, td, J = 14,7, 8,5 Hz, CH)

8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 172,47, 171,58, 163,80, 160,00 (d, *Jc.r
= 251,7 Hz), 148,56, 147,83, 139,45 (d, 3Jc.r = 10,4 Hz), 136,53,
136,32, 133,52, 132,27, 132,22, 131,88, 130,52, 129,22, 128,87,
128,54, 128,46, 128,36, 128,26, 128,00, 124,90, 124,17, 123,69
(d, Wcr = 14,8 Hz), 122,93, 120,88, 119,76, 115,91 (d, *Jcr =
3,3 Hz), 108,37 (d, 2Jcr = 28,3 Hz), 66,63, 66,03, 52,49, 30,37,
26,11

[M+H]* obliczone: 738,1095, zmierzone: 738,3069
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(S)-(3-Fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1 H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminian dibenzylu VIK

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

81%

168-170 °C (z rozktadem)

dn (500 MHz, DMSO-¢) 9,58 (1H, s, CH), 9,14 (1H,d, J=7,2
Hz, NH), 8,58 (1H, s, Ar-H), 8,40 (1H, s, Ar-H), 8,18-8,06 (6H,
m, J = 5,2 Hz, NH,, Ar-H), 7,89-7,80 (2H, m, Ar-H), 7,48 (1H,
dd, J=8,9, 2,1 Hz, Ar-H), 7,41-7,23 (10H, m, Ar-H), 5,16 (2H,
s, CHy), 5,07 (2H, s, CH>), 4,68-4,41 (1H, m, CH), 2,56 (2H, t, J
=7,5Hz, CH,), 2,24-2,15 (1H, m, CH), 2,13-2,04 (1H, m, CH)
8¢ (125 MHz, DMSO-¢6) 172,51, 171,74, 164,82, 162,63 (d, Nc.r
= 245,9 Hz), 148,57, 147,63, 136,41 (d, 3Jcr = 21,0 Hz), 133,49,
131,90, 130,51, 129,22, 128,87, 128,85, 128,53, 128,46, 128,40,
128,26, 128,03, 124,93, 124,18, 124,18, 122,92, 121,04, 119,73,
115,56, 66,60, 66,03, 52,82, 30,58, 25,91

[M+H]* obliczone: 738,1095, zmierzone: 738,3111

5.2.36 Procedura otrzymywania kwasu (S)-(2-fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-
1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminowego (VIF) oraz kwasu (S)-(3-fluoro-4-(5-
(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)benzoilo)glutaminowego

(VIL)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwiazek VID lub VIJ (1eq, 0,22
mmol, 150 mg), 2,5 mL TFA oraz 7,5 mL DCM. Calo$¢ mieszano przez 3 h w temp.
pokojowej. Po tym czasie, lotne sktadniki mieszaniny odparowano z uzyciem wyparki
obrotowej. Nastepnie do ukladu dodano Et;O, po czym umieszczono kolbe w tazni ultra
dzwigkowej przez 5 minut. Ciecz znajdujaca si¢ nad osadem zdekantowano, a surowy produkt
rekrystalizowano z uzyciem octanu etylu oraz heksanu otrzymujac produkt VIF lub VIL.
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0™ Non

Kwas (S)-(2-fluoro-4-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo- 1-ylo)benzoilo)glutaminowy VIF

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

HRMS

89%

104-106°C (z rozktadem)

o1 (500 MHz, DMSO-¢) 12,33 (2H, bs, COOH), 9,59 (1H, s, J =
9,1 Hz, CH), 8,72 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,57 (1H, s, Ar-H),
8,12 (4H, d, J = 7,2 Hz, NH;, Ar-H), 8,01 (1H, d, J = 11,0 Hz,
Ar-H), 7,99-7,93 (2H, m, Ar-H), 7,87 (2H, dd, J = 8,2, 5,0 Hz,
Ar-H), 7,48 (1H, dd, J = 8,9, 2,0 Hz, Ar-H), 4,42 (1H, dd, J =
13,4, 8,5 Hz, CH), 2,43-2,33 (2H, m, CHy), 2,09 (1H, dt, J =
12,8, 7,5 Hz, CH), 1,92 (1H, dt, J = 14,6, 8,1 Hz, CH)

8¢ (125 MHz, DMSO-g6) 174,27, 173,36, 163,40, 158,05 (d, Jc-r
= 245,4 Hz), 148,54, 147,61, 139,36 (d, *Jc-r = 10,4 Hz), 133,51,
132,34, 132,31, 130,88, 130,51, 129,21, 127,99, 124,84, 124,16,
123,85 (d, 2Jc-r = 15,5 Hz), 122,93, 120,90, 119,75, 115,90 (d,
*Jc.r = 2,8 Hz), 108,35 (d, 2Jc-r = 27,9 Hz), 52,44, 30,66, 26,50
[M+H]* obliczone: 558,1095, zmierzone: 558,1956

=z
Z
z

Kwas (S)-(3-fluoro-5-(4-(6-(sulfamiloksy)naftaleno-2-ylo)-1H-1,2,3-triazolo- 1-ylo)benzoilo)glutaminowy VIL

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

92%

100 — 101 °C (z rozktadem)

on (500 MHz, DMSO-g) 12,94 (2H, bs, COOH), 9,57 (1H, s,
CH), 8,98 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,57 (1H, s, Ar-H), 8,41 (1H,
s, Ar-H), 8,12 (6H, s, NH», Ar-H), 7,86 (2H, s, Ar-H), 7,48 (1H,
d, J =8,9 Hz, Ar-H), 4,52-4,38 (1H, m, CH), 2,39 (2H,t,J=7,3
Hz, CHy), 2,16-2,08 (1H, m, CH), 1,97 (1H, m, CH)
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B3C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-¢6) 174,27, 173,53, 164,60 (d, *Jcr = 2,2
Hz), 162,65 (d, YJcr = 246,1 Hz), 148,53, 147,76, 138,26 (d, “Jc-
¢ = 10,5 Hz), 137,93 (d, “Jc-r = 7,9 Hz), 133,50, 131,88, 130,51,
129,20, 128,05, 124,92, 124,16, 121,02, 119,75, 115,50 (d, *Jcr
= 2,1 Hz), 114,79 (d, ZJcr = 23,2 Hz), 110,76 (d, 2Jcr = 26,5
Hz), 52,70, 30,82, 26,34

HRMS [M+H]* obliczone: 558,1095, zmierzone: 558,1962

5.2.37 Procedura otrzymywania dwusiarczku bis(2-hydroksyetylu) (140)

Do kolby okraglodennej, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, wprowadzono 2-
merkaptoetanol (1 eq, 96,00 mmol, 6,75 mL) oraz 30 mL DMSO. Uktad reakcyjny
doprowadzono do temperatury 80 °C i mieszano w tych warunkach przez 12 h. Po uptywie tego
czasu, reakcje ochodzono ido kolby wprowadzono solanke. Nastepnie przeprowadzono
ekstrakcje z uzyciem octanu etylu, a uzyskane warstwy organiczne potaczono, Wysuszono
bezwodnym Na,SO4, przesaczono i odparowano z uzyciem wyparki obrotowej. Surowy produkt
oczyszczono z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej uzywajac jako
eluentu mieszaniny heksan : octan etylu (90 : 10) otrzymujac oczekiwany produkt 140.

S OH

Dwusiarczek bis(2-hydroksyetylu) 140

Wydajnosé¢ 59%

Temperatura topnienia 25-26 °C

'H NMR dr (500 MHz, DMSO-g) 4,85 (2H, t, J = 5,5 Hz, OH), 3,60 (4H,
g, J=6,6 Hz, CHy), 2,77 (4H, t, J = 6,6 Hz, CHy)

3C NMR 3¢ (125 MHz, DMSO-gs) 59,97, 41,50

5.2.38 Procedura otrzymywania 2-((2-azidoetylo)disulfanylo)etanolu (141)

Do kolby okragtodennej wprowadzono 140 (leq, 26,80 mmol, 4,13 g), TEA (1,2 eq,
32,16 mmol, 45 mL) oraz 17 mL THF. Nastepnie przygotowano roztwor chlorku
metanosulfonylu (1 eq, 26,80 mmol, 2,07 mL) w 8,5 mL THF, ktory w kolejnym kroku
ostroznie wkroplono do mieszaniny reakcyjnej. Cato$¢ mieszano przez 3 h w temperaturze
pokojowej. Po uptywie tego czasu do kolby dodano 100 mL wody by kolejno przeprowadzi¢
ekstrakcje z wykorzytsaniem octanu etylu. Uzyskane warstwy organiczne potaczono,
wysuszono z wykorzytaniem bezwodnego Na,SOs, przesaczono iodparowano zuzyciem
wyparki obrotowej. Pozostatos¢ znajdujaca si¢ w kolbie rozpuszczono w 17 mL DMF,
nastepnie do kolby wprowadzono azydek sodu (3 eq, 80,40 mmol, 5,23 g) i doprowadzono
mieszaning reakcyjng do temp. 60 °C, po czym cato§¢ mieszano przez 12 h. Po uptywie tego
czasu do kolby wprowadzono 100 mL wody i ponownie przeprowadzono ekstrakcje z uzyciem
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octanu etylu. Uzyskane warstwy organiczne polaczono, wysuszono z uzyciem bezwodnego
Na;SQO4, przesgczono i odparowano z wykorzystaniem wyparki obrotowej. Surowy produkt
oczyszczano poprzez preparatywng chromatografie kolumnowsg jako eluent stosujagc mieszaning
eter naftowy : octan etylu (60 : 40) otrzymujac oczekiwany produkt 141.

S« OH
Ns/\/ g7 N
2-((2-Azidoetylo)disulfanylo)etanol 141

Wydajnosé 30%

Temperatura topnienia olej

'H NMR dn (500 MHz, DMSO-¢) 4,88 (1H, t, J = 5,4 Hz, OH), 3,71-3,55
(4H, m, CHy), 2,91 (2H, t, J = 6,5 Hz, CH>), 2,80 (2H,t,J = 6,4
Hz, CH,),

3C NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢6) 59,79 49,58, 41,50, 37,35

5.2.39 Procedura otrzymywania 4-((trimetylosililo)etynylo)fenolu (143)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono 4-jodofenol 142 (1 eq, 49,54 mmol,
10,90 g), trimetylosililoacetylen (1,6 eq, 79,26 mmol, 11,20 mL), PdClI, (0,05 eq, 2,48 mmol,
0,44 g), PhsP (0,1 eq, 4,95 mmol, 1,30 g), Cul (0,025 eq, 1,24 mmol, 0,24 g), TEA (7 eq, 346,78
mmol, 48,60 mL) oraz 250 mL bezwodnego ACN. Cato$¢ ogrzewano w temperaturze wrzenia
przez 3 h. Kolejno, mieszaning reakcyjng ochtodzono, roztwor przesaczono przez celit,
auzyskany w ten sposdb przesacz odparowano na wyparce obrotowej. Otrzymany surowy
produkt oczyszczano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie
AcOEt : heksan (1 : 4). Uzyskano w ten sposob zwigzek 143 w postaci brazowego,
krystalicznego ciata statego.

OH
e

TMS
4-((Trimetylosililo)etynylo)fenol 143

Wydajnosé 76%

Temperatura topnienia 63-66 °C (z rozktadem)

'H NMR on (500 MHz, DMSO-4) 9,90 (1H, s, OH), 7,25 (2H, d, J = 8,6
Hz, OH), 6,72 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 0,17 (9H, s, CH3)

BC NMR d¢ (125 MHz, DMSO-¢) 158,62, 133,70, 116,03, 112,91, 106,46,
91,79, 0,50
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5.2.40 Procedura otrzymywania 2-fluoro-4-(4-(4-hydroksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-
benzoesanu metylu (144)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono pochodnag 124 (1 eq, 11,82 mmol, 2,00
g) oraz 50 mL suchego ACN. Nastepnie caty uktad reakcyjny ochtodzono, korzystajac z tazni
z lodem, po czym dodano t-BuONO (1,2 eq, 14,18 mmol, 1,69 mL) i calo$¢ mieszano przez 10
minut w atmosferze gazu obojetnego. Po tym czasie, ostroznie wkroplono TMSN3 (1,1 eq,
13,00 mmol, 1,71 mL). Po zakonczeniu wkraplania, mieszaning reakcyjng doprowadzono do
temperatury otoczenia imieszano przez 1 h. Po tym czasie, do kolby dodano 4-
((trimetylosililo)etynylo)fenol 143 (1 eq, 11,82 mmol, 2,25 g) oraz 1 M roztwér TBAF w THF
(1,1 eq, 13,00 mmol, 13,00 mL) i mieszano w temperaturze 0 °C przez 30 minut. Nastepnie
przygotowano $wiezy 1 M roztwor askorbinianu sodu (0,2 eq, 2,36 mmol, 0,47 g, Vo = 2,36
mL) oraz CuSO4 - 5H20 (0,1 eq, 1,18 mmol, 0,29 g) po czym dodano je do kolby. Tak
przygotowang mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 h. Po
uptywie tego czasu, w kolbie pojawit si¢ osad, ktory odsaczono i przemyto zimnym ACN
otrzymujac czysty produkt 144,

OH

2-Fluoro-4-(4-(4-hydroksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)benzoesan metylu 144

Wydajnosé 80%
Temperatura topnienia 210-214 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,71 (1H, s, OH), 9,25 (1H, s, CH),

8,11 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ar-H), 8,00 (1H, dd, J = 11,7, 2,1 Hz,
Ar-H), 7,95 (1H, dd, J = 8,6, 2,1 Hz, Ar-H), 7,72 (2H, d, J = 8,6
Hz, Ar-H), 6,87 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,87 (3H, s, CH3)

3C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-¢) 162,62 (d, *Jc.r = 3,8 Hz), 161,95 (d,
er = 258,8 Hz), 158,27, 148,50, 141,29 (d, 3Jcr = 11,0 Hz),
134,13 (d, 3Jcr-4,0 Hz), 127,32, 121,11, 118,74, 117,73 (d, 2Jc-r
= 10,1 Hz), 116,25, 115,64 (d, “Jer = 3,5 Hz), 108,67 (d, 2Jc =
27,8 Hz), 53,02

5.2.41 Procedura otrzymywania kwasu 2-fluoro-4-(4-(4-hydroksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-
ylo)benzoesowego (145)

Do wysuszonej kolby okragtodennej, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, wprowadzono
pochodng 144 (1eq, 8,52 mmol, 2,67 g), 200 mL wody, 200 mL MeOH oraz wodorotlenek litu
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(10 eq, 85,20 mmol, 2,05 g). Nastegpnie catos¢ doprowadzono do temperatury 50 °C i w tych
warunkach pozostawiono na 2,5 h. Po tym czasie, korzystajac z wyparki obrotowej
zredukowano ilo$¢ rozpuszczalnikow. Nastepnie, zawarto$¢ kolby zakwaszono z uzyciem 1M
roztworu HCI do uzyskania czerwonej barwy papierka uniwersalnego. W wyniku tego w kolbie
pojawil si¢ osad, ktory nastgpnie odsaczono i przeplukano duza iloscia wody destylowane;.
W ten sposob otrzymano produkt 145.

OH

—

N‘N"
HO

O F
Kwas 2-fluoro-4-(4-(4-hydroksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)benzoesowy 145

N

Wydajnosé 92%
Temperatura topnienia > 250 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-g) 13,48 (1H, bs, COOH), 9,72 (1H, s,

OH), 9,24 (1H, s, CH), 8,09 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ar-H), 8,00-7,85
(2H, m, Ar-H), 7,72 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,87 (2H, d, J =
8,6 Hz, Ar-H)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-) 164,63 (d, 3Jcr = 3,2 Hz), 162,09 (d,
Uer = 258,3 Hz), 158,27, 148,46, 140,97 (d, *Jor = 10,9 Hz),
134,25 (d, 3Jc.r = 2,0 Hz), 127,32, 121,15, 119,00 (d, 2Jc.r = 10,4
Hz), 1818,73, 116,25, 115,51 (d, “Jcr = 3,6 Hz), 108,62 (d, X+
= 27,8 Hz)

5.2.42 Procedura otrzymywania kwasu 4-(4-((tert-butylodimetylosililo)oksy)fenylo)-1H-1,2,3-
triazol-1-ylo)-2-fluorobenzoesowy (146)

Do wysuszonej kolby okragltodennej wprowadzono zwigzek 145 (1 eq, 1,42 mmol, 1,28
g), TMSCI (3 eq, 4,26 mmol, 0,46 g), TEA (3 eqg, 4,26 mmol, 0,60 mL) oraz 20 mL
bezwodnego DMF. Cato$¢ mieszano przez 12 h w temperaturze pokojowej w atomsferze gazu
obojetnego. Po uptywie tego czasu do kolby dodano 100 mL 1 M roztworu HCI. Nastepnie
przeprowadzono ekstrakcje z wykorzystaniem octanu etylu. Kolejno warstwy organiczne
potaczono, wysuszono z wykorzystaniem bezwodnego MgSQa, przesaczono, a rozpuszczalnik
organiczny odparowano z wykorzystaniem rotatora. Surowy produkt oczyszczono
z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej z uzyciem mieszaniny DCM :
MeOH (100 : 5) jako elumentu uzyskujac w ten sposob oczekiwany produkt 146.

230



HO

O F
Kwas 4-(4-((tert-butylodimetylosililo)oksy)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-fluorobenzoesowy 146

Wydajnosé 79%
Temperatura topnienia > 250 °C (z rozktadem)
'H NMR dn (500 MHz, DMSO-g) 13,52 (1H, bs, COOH), 9,32 (1H, s,

CH), 8,09 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ar-H), 8,01-7,88 (2H, m, Ar-H),
7,80 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 0,94 (9H, s, CHs), 0,20 (6H, s,
CHs)

13C NMR 3 (125 MHz, DMSO-) 164,63 (d, 3Jcr = 3,3 Hz), 162,08 (d,
Ler = 258,1 Hz), 155,88, 148,00, 140,89 (d, 3Jcr = 10,6 Hz),
134,26 (d, “Jor = 2,0 Hz), 127,35, 123,68, 120,92, 119,36,
119,19 (d, Zcr = 10,3 Hz), 115,53 (d, “Jcr = 3,6 Hz), 108,66 (d,
2)cr = 28,0 Hz), 25,98, 18,40, -4,10

5.2.43 Procedura otrzymywania 4-(4-((tert-butylodimetylo-sililo)oksy)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-
1-ylo)-2-fluorobenzoesanu 2-((2-azidoetylo)disulfanylo)etylu (147)

Do wysuszonej kolby okragtodennej wprowadzono zwiazek 146 (1 eq, 0,51 mmol, 0,21
0), 141 (2 eq, 1,02 mmol, 0,18 g), HOBt (1,5 eq, 0,77 mmol, 0,10 g), EDCI - HCI (1,5 eq, 0,77
mmol, 0,15 g), TEA (1,5 eq, 0,77 mmol, 0,10 mL) oraz 6 mL bezwodnego DMF. Catos¢
mieszano W temperaturze pokojowej przez 12 h. Po uplywie tego czasu do kolby dodano octan
etylu, po czym warstwe organiczna przemyto nasyconym roztworem NaHCOs; oraz 1 M
roztworem HCI. Nastepnie frakcj¢ organiczng wysuszono z wykorzystaniem bezwodnego
MgSOs, przesaczono i odparowano. Surowy produkt oczyszczano z wykorzystaniem
preparatywnej chromatografii kolumnowej, gdzie jako elument zastosowano mieszaning PE :
octan etylu w zmiennych ilosciach (od 100 : 0 do 50 :50). Uzyskano w ten sposob dwa produkty
147.

OH

—

N\N"
N3/\/S\S/\/O

(¢} F
2-Fluoro-4-(4-(4-hydroksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-benzoesan 2-((2-azidoetylo)disulfanylo)etylu 148

N
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Wydajnosé 42%

Temperatura topnienia 98-100 °C

'H NMR on (500 MHz, DMSO-¢) 9,33 (1H, s CH), 8,12 (1H, t, J = 8,2
Hz, Ar-H), 8,06-7,93 (2H, m, Ar-H), 7,79 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-
H), 4,55 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH), 3,61 (2H, t, J = 6,4 Hz, CH>),
3,14 (2H,t, J = 6,2 Hz, CHy), 2,96 (2H, t, J = 6,4 Hz, CH>), 0,94
(9H, s, CHs), 0,20 (6H, s, CHs)

BC NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 162,82 (d, *Jcr = 4,0 Hz), 162,06 (d,
Jcr = 259,6 Hz), 155,91, 148,06, 141,36 (d, *Jcr = 10,9 Hz),
134,11, 127,36, 123,61, 120,92, 119,35, 117,66 (d, 2Jcr = 10,0
Hz), 115,66 (d, “Jc¢ = 3,6 Hz), 108,74 (d, cr = 27,7 Hz),
63,39, 49,58, 37,28, 36,67, 25,98, 18,40, -4,10

5.2.44 Procedura otrzymywania 2-fluoro-4-(4-(4-hydroksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-
benzoesanu 2-((2-azidoetylo)disulfanylo)etylu (148)

Do kolby okragtodennej wprowadzono 147 (1 eq, 0,33 mmol, 0,19 g), 4 mL MeOH
oraz 4 ml HCI w Et,0. Cato$¢ mieszano przez 4 h w temperaturze pokojowej, a po uptywie tego
czasu do kolby dodano 60 mL nasyconego NaHCOs. Uzyskang mieszaning ekstrahowano
z wykorzystaniem octanu etylu, by nastgpnie polagczone warstwy organiczne wysuszy¢
z uzyciem bezwodnego MgSOs i przesaczono. W kolejnym etapie odparowano rozpuszczalnik
z wykorzystaniem rotatora uzyskuja oczekiwany produkt 148.

OH

—

N

N\N'
N3/\/S\S/\/O

O F
2-Fluoro-4-(4-(4-hydroksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-benzoesan 2-((2-azidoetylo)disulfanylo)etylu 148

Wydajnos$é 92 %
Temperatura topnienia 135-137 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 9,72 (1H, s, OH), 9,27 (1H, s, CH),

8,13 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ar-H), 8,07-7,89 (2H, m, Ar-H), 7,73
(2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,87 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 4,56
(2H, t, = 6,2 Hz, CH,), 3,61 (2H, t, J = 6,4 Hz, CHy), 3,15 (2H,
t,J = 6,3 Hz, CH,), 2,96 (2H, t, J = 6,5 Hz, CHy)
13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g5) 162,85 (d, 3Jcr = 4,3 Hz), 162,0 (d, Yc.
= 259,5 Hz), 158,28, 148,51, 141,41 (d, 3Jcr = 11,3 H2),
134,11, 127,33, 121,08, 118,77, 117,65, 116,26, 115,69 (d, “Jc.r
= 3,7 Hz), 108,74 (d, 2Jc.r = 27,2 Hz), 63,39, 49,56, 37,27, 36,67
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5.2.45 Procedura otrzymywania 2-((2-azidoetylo)disulfanylo)etylo-2-fluoro-4-(4-(4-
(sulfamoiloksy)-fenylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)benzoesanu etylu (149)

Do wysuszonej kolby okraglodennej wprowadzono zwigzek 148 (1 eq, 0,48 mmol, 220
mg) oraz 3 mL bezwodnego N,N-DMA. Nastepnie kolbe umieszono w tazni lodowej na 10
minut. Po tym czasie do przygotowanej mieszaniny wkroplono 2 M roztwor chlorku sulfamoilu
w ACN (3 eq, 1,45 mmol, 0,73 mL). Po zakonczeniu wkraplania usuni¢to tazni¢ lodowsa
i doprowadzono uktad do temperatury otoczenia. Nastepnie, reakcja mieszana byla
w atmosferze gazu obojetnego przez 15 minut. Po tym czasie zawartos¢ kolby przeniesiono do
zlewki z woda, w wyniku czego wytracit si¢ osad, ktoéry odsaczono i przemyto zimng woda
destylowang uzyskujac czysty produkt 149.

P N N
Ny S
(¢} F
2-((2-Azidoetylo)disulfanylo)etylo-2-fluoro-4-(4-(4-(sulfamoiloksy)fenylo)-1 H-1,2,3-triazol-1-ylo)benzoesan etylu 149

Wydajnosé 88%
Temperatura topnienia 151-152 °C
IH NMR 81 (500 MHz, DMSO-g) 9,48 (1H, s, CH), 8,14 (1H, t, J = 8,1

Hz, Ar-H), 8,08 (2H, s, NH,), 8,03 (1H, d, J = 13,5 Hz, Ar-H),
7,99 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,42 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H),
4,56 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH,), 3,62 (2H, t, J = 6,5 Hz, CH;), 3,15
(2H, t, J = 6,2 Hz, CH,), 2,96 (2H, t, J = 6,4 Hz, CH,)

13C NMR 8¢ (125 MHz, DMSO-g) 162,82 (d, 3Jc.r = 3,8 Hz), 162,02 (d,
er = 259,7 Hz), 150,57, 147,30, 141,24 (d, 3Jcr = 10,9 Hz),
134,14, 128,59, 127,20, 123,40, 120,53, 117,86 (d, 3Jcr = 9,9
Hz), 115,82 (d, “Jcr = 3,6 Hz), 108,93 (d, 2Jc.r = 27,4 Hz),
63,42, 49,57, 37,28, 36,67

5.2.46 Procedura otrzymywania (S)-1-tert-butylo-5-(2,5-dioksopirrolidyn-1-ylo) 2-((((9H-
fluoren-9-ylo)metoksy)karbonylo)amino)pentanodioatu (152)

Do kolby okragtejdennej wprowadzono zwigzek 150 (1 eq, 11,20 mmol, 4,77 g), 151
(1eq, 11,20 mmol, 1,29 g), DCC (leq, 11,20 mmol, 2,30 g) oraz 100 mL dioksanu. Catos¢
mieszano w temperaturze pokojowej przez 4 h. Po uplywie tego czasu odsaczono powstaly
osad, a otrzymany przesacz odparowano z wykorzytstaniem rotatora. Uzyskany w ten sposob
surowy produkt wykorzystano w kolejnym etapie syntezy bez uprzedniego oczyszczania.
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(S)-1-Tert-butylo-5-(2,5-dioksopirrolidyn-1-ylo) 2-((((9H-fluoren-9-ylo)metoksy)karbonylo)amino)pentanodioat 152

5.2.47 Procedura otrzymywania (S)-tert-butylo-2-((((9H-fluoren-9-ylo)metoksy)karbonylo)-
amino)-5-(but-3-yn-1-yloamino)-5-oksopentanianu (153)

Do kolby okragtodennej wprowadzono surowy produkt 152 (1eq, 11,20 mmol, 5,85 g),
chlorowodorek propalgiloaminy (1,1 eq, 12,30 mmol, 1,13 g), TEA (1,1 eq, 12,30 mmol, 1,72
mL) oraz 100 mL DCM. Calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 h, po czym
mieszaning reakcyjng ekstrahowano z uzyciem 1 M roztworu HCI. Nastgpnie, potgczone
warstwy organiczne wysuszono z wykorzystaniem bezwodnego MgSOs, przesgczono,
arozpuszczalnik odparowano pod zmiejszonym cisnieniem. Otrzymany surowy produkt
oczyszczono z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii  kolumnowej z uzyciem
mieszaniny rozpuszczalnikéw DCM : MeOH (100 : 2) jako eluentu uzyskujac w ten sposéb
czysty, oczekiwany produkt 153.

(o)

o4

NH

AN

(S)-Tert-butylo-2-((((9H-fluoren-9-ylo)metoksy)karbonylo)-amino)-5-(but-3-yn-1-yloamino)-5-oksopentanian 153

Q)

Wydajnosé 75%
Temperatura topnienia 104-105 °C (z rozktadem)
'H NMR on (500 MHz, DMSO-g) 8,00 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH), 7,88 (2H,

d,J=75Hz, Ar-H), 7,71 (2H, d, J = 7,5 Hz, Ar-H), 7,68 (1H, d,
J=7,8Hz, Ar-H), 7,40 (2H, t, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,31 (2H, t, J
= 7,5 Hz, Ar-H), 4,35-4,11 (3H, m, CH,, CH), 3,87 (1H, ddd, J =
9,4, 7,8, 5,0 Hz, CH), 3,13 (2H, g, J = 6,7 Hz, CH,), 2,80 (1H, t,
J=2,6 Hz, CH), 2,25 (2H, td, J = 7,1, 2,7 Hz, CH2), 2,15 (2H, t,
J = 7,7 Hz, CHy), 2,03-1,86 (1H, m, CH), 1,83-1,70 (1H, m,
CH), 1,37 (9H, s, CHs)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-s) 171,85, 171,74, 156,53, 144,25, 141,17,
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130,69, 127,52, 125,71, 121,23, 83,72, 80,99, 72,50, 66,07,
52,97, 46,60, 38,18, 31,89, 28,64, 28,64, 27,09, 19,21

5.2.48 Procedura otrzymywania (S)-2-amino-5-(but-3-yn-1-yloamino)-5-oksopentanianu tert-
butylu (154)

Do kolby okragtodennej wprowadzono zwigzek 153 (1 eq, 2,10 mmol, 1,00 g) oraz 11
mL DCM. Nastgpnie przygotowano roztwor piperydyny (9 eq, 18,90 mmol. 1,87 mL) w 18 mL
DCM, ktory powoli wkroplono do kolby. Cato$¢ w temperaturze pokojowej mieszano przez 2 h.
Po ulywie tego czasu odparowano rozpuszczalnik a surowy produkt oczyszczono
z wykorzystaniem chromatografii typu flash wykorzystujac jako eluent mieszaning DCM :
MeOH (100 : 7), uzyskujac W ten sposob oczekiwany produkt 154,

(S)-2-Amino-5-(but-3-yn-1-yloamino)-5-oksopentanian tert-butylu 154

Wydajnos$¢ 2%
Temperatura topnienia  olej
IH NMR 81 (500 MHz, DMSO-g6) 7,97 (1H, t, J = 5,9 Hz, NH), 3,20-3,00

(3H, m, CHa, CH), 2,79 (1H, t, J = 2,6 Hz, CH), 2,24 (2H, tt, J =
7.2, 1,8 Hz, CHy), 2,12 (2H, t, J = 7,8 Hz, CH), 1,83-1,67 (1H,
m, CH), 1,60 (2H, bs, NH>), 1,58-1,48 (1H, m, CH), 1,39 (9H, s,
CHs)

13C NMR 8 (125 MHz, DMSO-) 177,65, 172,30, 82,73, 79,33, 73,08,
51,56, 51,56, 36,04, 32,06, 31,01, 28,14, 22,70

5.2.49 Procedura otrzymywania (S)-2-(4-(((2-amino-4-o0kso-3,4-dihydropterydyn-6-
ylo)metylo)amino)benzamido)-5-(but-3-yn-1-yloamino)-5-oksopentanianu tert-
butylu (156)

Do okragtodennej kolby wprowadzono zwigzek 155 (1 eq, 12,10 mmol, 3,78 g), 154
(1,25 eq, 15,13 mmol, 3,71 g), HOBt (1,5 eq, 18,15 mmol, 2,45 g), EDCI - HCI (1,5 eq, 18,15
mmol, 3,48 g), TEA (1,5 eq, 18,15 mmol, 2,54 mL) oraz 20 mL DMSO. Cato$¢ mieszano
w temperaturze 40 °C przez 12 h. Po uptywie tego czasu do kolby dodano 20 mL MeOH oraz
200 mL Et20. Nastenie cato$§¢ mieszano przez 1 h w tazni z lodem w celu wytracenia osadu,
ktory nastepnie odsgczono i wysuszono. Uzyskany w ten sposob surowy produkt rozpuszczono
w 10 mL DMSO i wlano do goracego roztworu EtOH : H>O w stosunku 50 : 50. Goracy
roztwor przesaczono, a przesacz pozostawiono do krystaliazcji. W kolejnym kroku uzyskany
produkt odsaczono i przeptukano ostroznie zimng mieszaning EtOH/H,O oraz samg woda
uzyskujac czysty produkt 156.
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(S)-2-(4-(((2-Amino-4-okso-3,4-dihydropterydyn-6-ylo)metylo)amino)benzamido)-5-(but-3-yn-1-yloamino)-5-oksopentanian fert-butylu 156

Wydajnosé
Temperatura topnienia
'H NMR

BC NMR

33%
121-123 °C (rozklad)

S (500 MHz, DMSO-) 11,45 (1H, bs. NH), 8,63 (1H, s, Ar-
H), 8,17 (1H, d, J = 7,4 Hz, NH), 8,01 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH),
7.63 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 6,93 (1H, t, J = 6,1 Hz, NH),
6,93 (2H, bs, NH,), 6.62 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 4,47 (2H, d,
J = 6,1 Hz, CHy), 4,23-4,15 (1H, m, CH), 8,17 (2H, d, J = 7,4
Hz, CH,), 2,78 (1H, t, J = 2.7 Hz, CH), 2,23 (2H, td, J = 7,2, 2,6
Hz, CH,), 2,20-2,11 (2H, m, CHy), 2,02-1,95 (1H, m, CH), 1,90-
1,82 (1H, m, CH), 1,37 (9H, s, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-g6) 172,08, 171,99, 166,85, 154,29, 151,20,
149,06, 149,01, 129,42, 128,33, 121,70, 111,62, 82,70, 80,76,
72,47, 53,33, 46,30, 40,77, 38,17, 32,23, 28,12, 26,90, 19,16

5.2.50 Procedura otrzymywania (S)-2-((2-(4-(4-(((2-amino-4-okso-3,4-dihydropterydyn-6-
ylo)metylo)amino)benzamido)-5-(tert-butoksy)-5-oksopentanamido)etylo)-1H-1,2,3-
triazol-1-ylo)etylo)disulfanylo)etylo-2-fluoro-4-(4-(4-(sulfamoksy)fenylo)-1H-1,2,3-
triazol-1-ylo)benzoesanu etylu (157)

Do kolby okragtodennej wprowadzono zwigzek 156 (1 eq, 0,19 mmol, 104 mg), 149
(1,1 eq, 0,21 mmol, 110 mg), TBTA (0,02 eg, 0,00038 mmol, 2 mg) oraz 3,16 mL bezwodnego
DMF. Nastepnie caly uktad ptukano argonem przez kilka minut, by w kolejnym kroku doda¢ do
kolby rozpuszczony w wodzie CuSO, - 5H;0 (0,3 eq, 0,057 mmol, 14 mg) oraz askorbinian
sodu (1 eq, 0,19 mmol, 37 mg, Vio = 0,19 mL). Cato$¢ mieszana byla w temperaturze
pokojowej w atmosferze argonu przez 3 h. Po uptywie tego czasu do kolby dodano 10 mL H>O

w wyniku czego w kolbie pojawit si¢ osad, ktory odsaczono i przeptukano ostroznie zimna
wodg oraz ACN uzyskujac oczekiwany produkt 157.
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(8)-2-((2-(4-(4-(((2-Amino-4-okso-3,4-dihydropterydyn-6-
ylo)metylo)amino)benzamido)-5-(tert-butoksy)-5-oksopentanamido)etylo)-1H-1,2,3-
triazol-1-ylo)etylo)disulfanylo)etylo-2-fluoro-4-(4-(4-(sulfamoksy)fenylo)-1 H-1,2,3-

triazol-1-ylo)benzoesan etylu 157

82%

Temperatura topnienia 121-123 °C (rozktad)

'H NMR

BC NMR

HRMS

S+ (500 MHz, DMSO-4) 11,40 (1H, bs, NH), 9,49 (1H, s, CH),
8,63 (1H, s, Ar-H), 8,18-8,16 (1H, m, NH), 8,14-8,13 (1H, m,
NH), 8,08 (2H, d, NHy), 8,05-7,93 (5H, m, Ar-H), 7,88 (1H, s,
CH), 7,63 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,42 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-
H), 6,93 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH), 6,93 (2H, bs, NH,), 6,61 (2H,
d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 4,59 (2H, t, J = 6,7 Hz, CH,), 4,53 (2H, t, J
= 6,2 Hz, CHy), 4,46 (2H, d, J = 5.8 Hz, CHy), 4,20-4,16 (1H, m,
CH), 3.27-3,25 (2H, m, CHy), 3,24-3,20 (2H, m, CHy), 3,14-3,11
(2H, m, CH,), 2,71 (2H, d, J = 2,5 Hz, CHy), 2,19-2,12 (2H, m,
CH,), 2,00-1,95 (1H, m, CH), 1,88-1,84 (1H, m, CH), 1,37 (9H,

S, CH3)

8¢ (125 MHz, DMSO-~g) 172,04, 171,89, 166,82, 162,76 (d, 3Jc.r
= 4,6 Hz), 162,03 (d, YJcr = 259,5 Hz), 151,19, 150,56, 149,19,
148,93, 147,30, 141,23 (d, 3cr = 11, 1 Hz), 134,16, 129,41,
128,59, 127,21, 123,40, 122,97, 121,73, 120,56, 117,87 (d, 3Jcr
= 10,1 Hz), 115,85 (d, “Jcr = 2,9 Hz), 111,60, 108,96 (d, 2Jcr =
27,4 Hz), 82,70, 80,71, 73,32, 63,39, 53,31, 48,36, 46,11, 38,87,
38,17, 37,62, 36,52, 36,23, 32,25, 31,20 ,28,12, 26,86, 25,95,

19,18
[M+H]* obliczone: 1088,3084, zmierzone: 1088,4587
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5.2.51 Procedura otrzymywania trifluorooctanu (S)-2-(4-(((2-amino-4-okso-3,4-dihydropteridin-
6-yl)methylo)amino)benzamido)-5-((2-(1-(2-((2-((2-fluoro-4-(4-(4-(sulfamoyloksy)feny-
lo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)benzoilo)oksy)etylo)disulfanylo)ety-lo)-1H-1,2,3-triazol-4-
ylo)etylo)amino)kwasu 5-oksopentanowego (VI1)

Do okragtodennej kolby wprowadzono zwiazek 157 (1 eqg, 0,09 mmol, 100 mg), 9 mL
DCM oraz 3 mL TFA. Cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 3 h. Po uplywie tego
czasu rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Nastepnie do kolby dodano
Et20 i umieszczono kolb¢ w tazni lodowej na 15 minut. Nastgpnie odsgczono otrzymany osad
uzyskujac oczekiwany produkt koncowy VII.

F N
F 8
F S/ S
N=N o f
~ N
HZN\S//O o)
g o

Trifluorooctan (S)-2-(4-(((2-amino-4-okso-3,4-dihydropteridin-6-yl)methylo)amino)benzamido)-
5-((2-(1-(2-((2-((2-fluoro-4-(4-(4-(sulfamoyloksy)fenylo)-1 H-1,2,3-triazol-1-ylo)benzoilo)oksy)
etylo)disulfanylo)etylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ylo)etylo)amino)-kwasu 5-oksopentanowego VII

Wydajnosé 99%
Temperatura topnienia 154-156 °C (rozktad)
IH NMR 81 (500 MHz, DMSO-g6) 12,43 (2H, bs, NH;*), 9,48 (1H, s, CH),

8,81 (1H, bs, Ar-H), 8,17-8,16 (1H, m, NH), 8,14-8,12 (1H, m,
NH), 8,08 (2H, s, NH,), 8,05-7,94 (5H, m, Ar-H), 7,91 (1H, s,
CH), 7,63 (2H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,41 (d, J = 8,2 Hz, Ar-H),
6,62 (2H, d, J = 6,8 Hz, Ar-H), 7,07 (4H, bs, NH2, NH;"), 4,58
(2H, t, J = 6,2 Hz, CHy), 4,52 (2H, t, J = 5,9, Hz, CH,), 4,50
(2H, bs, CH>), 4,52 (1H, bs, CH), 3,27-3,18 (2H, m, CHy), 3,16-
3,06 (2H, m, CHy), 2,74-2,66 (2H, m, CHy), 2,16 (2H,t,J=7,1
Hz), 2,09-1,98 (1H, m, CH), 1,95-1,78 (1H, m , CH)

B3C NMR dc (125 MHz, DMSO-¢6) 174,29, 172,11, 172,05, 166,71, 162,81
(d, 3Jcr = 4,6 Hz), 161,90 (d, YJcr = 228,5 Hz), 151,11, 150,58,
147,31, 141,24 (d, 3Jcr = 10,9 Hz), 134,17, 129,41, 128,59,
127,22, 123,40, 121,88, 120,57, 117,88 (d, 3Jcr = 9,7 Hz),
115,85 (d, “Jc-r = 2,9 Hz), 111,72, 108,97 (d, 2Jcr = 26,5 Hz),
72,51, 65,36, 63,38, 52,61, 48,51, 39,12, 38,17, 37,53, 36,50,
32,38, 26,89, 25,99, 19,19, 15,60

HRMS [M+H]* obliczone: 1032,2458, zmierzone: 1032,3770
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5.3 Badania biologiczne
5.3.1 Procedura izolacji oraz oczyszczania enzymu

Testy sprawdzajace aktywno$¢ biologiczna otrzymanych inhibitorow przeprowadzono
Z wykorzystaniem sulfatazy steroidowej wyizolowanej z ludzkiego tozyska. Enzym ten zostat
przygotowany do przeprowadzenia tego testu w nastgpujacy sposob:

1) Komorki tozyska ludzkiego pozbawiono bton i zhomogenizowano w zimnym buforze
Tris-HCI o pH = 7,4, zawierajagcym 0,1% surfaktantu Triton X-100 oraz 0,02% NaNs

2) Otrzymany w ten sposOb homogenat kilkukrotnie zamrazano oraz rozmrazano, by
kolejno odwirowac¢ go przy 100 000 g przez 1 h.

3) Uzyskany supernatant usunigto, a procedur¢ od momentu homogenizacji do
odwirowywania powtarzano pigciokrotnie.

4) Po zakonczeniu etapu izolacji enzymu oczyszczono go na drodze trdjstopniowej
chromatografii z uzyciem kolumn: DEAE-celuloza, Con A-Sefaroza oraz Bio-Gel A-
1,5 z wykorzystaniem odpowiednich buforow.

5) Wszystkie etapy izolacji sulfatazy steroidowej przeprowadzono w temp. 4 °C.

5.3.2 Procedura badania aktywnosci biologicznej wobec wyizolowanego enzymu

Oznaczenie aktywnos$ci inhibicyjnej otrzymanych zwiazkow zostato przeprowadzone
W mieszaninie reakcyjnej o objetosci 100 puL sktadajacej sie z: 20 mM Tris-Hcl pH = 7,4, 3 nM
radioznakowanego [*H] siarczanu estronu, odpowiedniego stezenia badanego inhibitora oraz 5
U oczyszczonego enzymu (1U to ilo$¢ enzymu, ktora hydrolizuje 100 nM radioznakowanego
[*H] siarczanu estronu) w ciggu 30 minut w temp. 37 °C). Badania prowadzone byly przez 30
minut w temp. 37 °C. Po tym czasie pobrano 90 pL z kazdej studzienki, a produkt utworzony
w trakcie hydrolizy [*H] siarczanu estronu ekstrahowano toluenem (0,5 mL). Nastepnie 0,3 mL
toluenu zostato potaczone z 0,3 mL cieczy scyntylacyjej. W ostatnim kroku pozostalg
aktywno$¢ STS mierzono przy uzyciu radioluminometru MicroBeta (Prekin Elmer). Test ten
zostat wykonany w trzech powtorzeniach.

5.3.3 Procedura badania aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem linii komorkowych MCF-7
oraz JEG-3

Hamowanie aktywnos$ci STS z uzyciem linii komérkowych MCF-7 oraz JEG-3
mierzono  zgodnie z  procedura opisang w  publikacji  autorstwa  Purohita
i wspotpracownikow.[41] Komorki zawieszono w pozywce Dulbecco Modified Eagle Medium
uzupetnionej 0 10% plodowej surowicy bydlecej i hodowano do momentu uzyskania 80%
konfluencji. Nastepnie komorki te wysiano do 96-dotkowych mikroptytek (Nest Biotechnology)
w gestosci 2*10* komorek/dotek. W celu zapewnienia statej iloci komorek w kazdej probce
reakcyjnej ilo$¢ ich okreslono przy uzyciu komory liczacej firmy Bruker lub Scepter 3.0
Handheld Automated Cell Counter. Nastepnie, prowadzono inkubacje przez 20 h w temp. 37 °C
w inkubatorze z 5% CO,, w pozywce bez surowicy (0,1 mL) z dodatkiem [*H] siarczanu
estronu oraz odpowiedniego st¢zenia inhibitora lub bez niego. Po przeprowadzonej inkubacji
zebrano pozywke zawierajacg produkty reakcji STS (0,09 mL z kazdej studzienki), a produkt
wyizolowano z mieszaniny poprzez ekstarakcje z toluenem (0,5 mL). Aktywno$¢ STS wyrazana
jako poziom radioaktywnos$ci mierzono przy uzyciu radioluminometru MicroBeta (Prekin
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Elmer). Test komoérkowy przeprowadzono w trzech powtoérzeniach, a warto§¢ ICsp. zostala
obliczona przy uzyciu programu GraphPad Prism.

5.3.4 Procedura badania transportu zwiazkow do wngtrza komorek przez FRa

Procedura ta byla analogiczna do metodyki przedstawionej w podrozdziale 5.5.3 z ta
roznica, iz w tescie sprawdzajacym mozliwos¢ wykorzystania FRa, jako selektywej drogi
transportu, przeprowadzono inkubacje¢ komorek z pozywka dodatkowo zawierajaca 1 mM
kwasu foliowego.

5.3.5 Procedura badania transportu zwigzkéw do wnetrza komoérek z wykorzystaniem testu
PAMPA

Badanie sprawdzajace mozliwo$¢ transportu wybranych zwiazkéw przez blong
komoérkowa przeprowadzony zostal z wykorzystaniem testu PAMPA, ktory sktadal sie
Z nastepujacych etapow:

1) W oddzielnych probowkach wirowych przygotowano po 500 pL 500 uM zwigzkow
badanych rozpuszczonych w DMSO wraz z 475 pL PBS. Dodatkowo
przygotowano kontrole przepuszczalnos$ci, ktore rozcienczono do 500 pL, po czym
pobrano z nich 24 pL, ktére zmieszano z 475 uL. PBS.

2) Nastepnic w odzielnnych probowkach przygotowano po 200 uM wzorcow
rownowagi dla kazdego testowanego zwiazku oraz roztowordéw kontrolnych.
W tym celu zmieszano po 80 uL 500 uM zwigzkow z 120 pL PBS. Kolejno,
W osobnej probowce wymieszano 5 pL. DMSO wraz z 245 pL PBS, ktére stanowié
beda slepa probe kontrolna.

3) W kolejnym kroku dodano 300 pL PBS do studzienek na ptytce akceptora.

4) Nastepnie dodano 5 puL 4% lecytyny w dodekanie bezposrednio do membran
dotkéw znajdujacych sie na plytkach donora oraz po 200 uL 500 uM zwigzku
badanego oraz 500 pM kontroli przepuszczalnos$ci.

5) W dalszym kroku ostrozenie umieszczono plytke donora w dotkach ptytki
akceptora i inkubowano w temp. 37 °C przez 18 h.

6) Po tym czasie ostrozenie usuni¢to plytke donora i zebrano ciecz ze studzienek
ptytki akceptora, ktore nastgpnie zostaly przeanalizowane poprzez wykonanie
widma absorbancji w zakresie od 200 do 500nm. Koncowo korzytajac z ponizszego
Wz0ru wyznaczono przepuszczalnosé¢ dla kazdego badanego zwigzku.

P,=C x —1n<1—(0)—ll;;‘) [?

Pe - wspotczynnik przepuszczalnosci
C-7,72x 107
OCa - absorbancja roztworu akceptora minus proba $lepa

OCkg — absorbancja wzorca rownowagi minus proba Slepa
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5.4

Badania dotyczace szybkosci uwalniania czasteczki inhibitora
z koniugatu STS-FA

5.4.1 Procedura pomiaru szybkosci rozpadu wigzania disulfidowego pod wpltywem DTT

Test sprawdzajacy szybkos¢ wigzania disulfidlowego pod wptywem DTT

przeprowadzony zostal w nastepujacy sposob:

1)
2)
3)

4)
5)

6)

Przygotowano 0,08 mM roztwor Zwigzku VII w mieszaninie DMSO : PBS (1 :9).
Przygotowano 8,00 mM roztwér DTT w mieszaninie DMSO : PBS (1 : 9).

Pobrano po 700 pL z kazdego przygotowanych roztworéw. Zmieszano je ze soba
i umieszczono w tazni o temp. 37 °C.

Po 5 min., 30 min., 1 h, 24 h, 48 h oraz 72 h wykonywano nastrzyki po 70 pL kazdy.
Analize¢ HPLC wykonywano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w uktadzie odwroconych faz RP-HPLC, przy uzyciu chromatografu Dionex Ultimate
3000 (Thermo Scientific) i kolumny Wakopak Hanndy ODS (150 x 4,6 mm). Faze
ruchomg stanowit uklad rozpuszczalnikow A 1 B, stosowany w 20-minutowym
gradiencie 0-100% fazy B, gdzie: A - 0,1% HCOOH w wodzie; B - 80% ACN.
Objetosciowe natezenie przeptywu eluentow wynosito 1 ml/min. Detekcje
przeprowadzono przy dtugosci fali 260 nm.

Analiza LC-MS zostata zarejestrowana przy uzyciu Nexera X2 Ultraperformance
Liquid Chromatography (UHPLC) sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas
Triple TOF 5600+ (SCIEX), wyposazonym w interfejs duo-electrospray, pracujagcym
w trybie jonizacji dodatniej. Warunki chromatograficzne jakie zostaly zastosowane to:
kolumna C18 (Kinetex Phenomenex; C18; 2,1 x 150 mm; 2,6 um, 100 A) z szybkoscig
przeptywu réwng 0,3 ml/min i objetoscia iniekcji 35 pl; program analizy zostal
ustawiony na liniowy gradient 0-100% fazy B przez 20 minut i 25 °C; faza A: 0,1%
HCOOH w wodzie dejonizowanej, faza B: 80% ACN w wodzie dejonizowanej.
Podczas analizy eluent byt kierowany do odpadéw przez 1 minute po wstrzyknieciu.
Warunki MS: napigcie rozpylania wynosito -4,5 kV, temperatura zrodta wynosita 300
°C, a ci$nienie gazu nebulizatora (N2) wynosito 25 psi.
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