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OSWIADCZENIE

Autor rozprawy doktorskiej: Joanna Stefaniak-Skorupa

Ja, nizej podpisany(a), oswiadczam, iz jestem Swiadomy(a), ze zgodnie z
przepisem art. 27 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i
prawach pokrewnych (t.j. Dz.U. z 2021 poz. 1062), uczelnia moze korzystac z
mojej rozprawy doktorskiej zatytutowanej:

,Nowe potencjalne chemoterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe oparte na
strukturze aminokwasow.”

do prowadzenia badan naukowych lub w celach dydaktycznych.!

Swiadomy(a) odpowiedzialnoéci karnej z tytutu naruszenia przepiséw ustawy z
dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych i konsekwencji
dyscyplinarnych okreslonych w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U.2021.478 t.].), a takze odpowiedzialnosci cywilno-prawnej oswiadczam, ze
przedktadana rozprawa doktorska zostata napisana przeze mnie samodzielnie.

Oswiadczam, ze tres¢ rozprawy opracowana zostata na podstawie wynikéw
badan prowadzonych pod kierunkiem i w Scistej wspdtpracy z promotorem prof.
dr hab. inz. Marig J. Milewska.

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

Wszystkie informacje umieszczone w ww. rozprawie uzyskane ze Zrddet
pisanych i elektronicznych, zostaty udokumentowane w wykazie literatury
odpowiednimi odnosnikami, zgodnie z przepisem art. 34 ustawy o prawie
autorskim i prawach pokrewnych.

Potwierdzam zgodno$¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z zatgczong wersjg
elektroniczna.

GAANSK, ANi3uuiiiiiiiiiiiiiiiecis e b

Podpis doktoranta

Ja, nizej podpisana, wyrazam zgode na umieszczenie ww. rozprawy doktorskiej
w wersji elektronicznej w otwartym, cyfrowym repozytorium instytucjonalnym
Politechniki Gdanskiej.

GAANSK, ANi3eiiiiiiiiiieieeeee e e e

Podpis doktoranta

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

2. W przypadku publicznego udostepniania utworéw w taki sposdb, aby kazdy mégt mie¢ do nich dostep w miejscu i czasie przez
siebie wybranym korzystanie, o ktérym mowa w ust. 1, jest dozwolone wytgcznie dla ograniczonego kregu oséb uczacych sieg,
nauczajgcych lub prowadzacych badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty wymienione w ust.
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Streszczenie rozprawy w jezyku polskim: Coraz wieksza liczba bakterii i grzybéw
wykazuje wielolekooporno$é, co znaczgco ogranicza dostepne mozliwosci
terapeutyczne. Z tego wzgledu niezbedne jest projektowanie i poszukiwanie nowych
srodkéw przeciwdrobnoustrojowych oraz doskonalenie tych juz dostepnych. W
niniejszej pracy opisano badania, ktérych celem byto opracowanie i synteza nowych
zwigzkéw o potencjalnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Obejmowato to
projektowanie i otrzymanie koniugatow zwigzkéw o strukturze aminokwasow z
nosnikami molekularnymi, a takze potencjalnych inhibitorow wybranych enzymow
szlaku biosyntezy L-metioniny (MBP). Przedstawione wyniki badan wskazujg, ze
zaproponowany syntetyczny siderofor hydroksamowy moze stuzy¢ jako skuteczny
nosnik molekularny w syntezie koniugatéw potencjalnych chemoterapeutykow.
Koniugaty te stanowig nowy typ uktadu prolekowego, przy czym sg zdolne do
skutecznego penetrowania komdrek grzybowych z rodzaju Candida. Potgczenia
zawierajgce labilny tgcznik wykazaty, ze sg one tatwo rozktadane w bezkomérkowym
ekstrakcie C. albicans, natomiast potgczenia zawierajgce inhibitor enzymatyczny
wykazaly aktywnosé przeciwgrzybowg. Ponadto w ramach niniejszej pracy
zaproponowano i przeprowadzono synteze pieciu aminokwasoéw, jako potencjalnych
inhibitorow wybranych enzyméw MBP. Dwa z tych zwigzkéw okazaty sie
stosunkowo silnymi inhibitorami sulfhydrylazy O-acetylohomoserynowej Met15p.
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Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: An increasing number of bacterial
and fungal micro-organisms exhibit multidrug resistance, significantly limiting
available therapeutic options. Therefore, it is essential to design and discover new
antimicrobial agents, as well as to improve the existing ones. This PhD thesis
describes research aimed at the development and synthesis of novel compounds
with potential antimicrobial activity. The research project involved design and
synthesis of conjugates of amino acid—based compounds with molecular carriers, as
well as potential inhibitors targeting specific enzymes in the L-methionine
biosynthesis pathway (MBP). The results obtained suggest that the synthetic
hydroxamate siderophore can be utilized as an effective molecular carrier for the
synthesis of compounds exhibiting antifungal activity. These conjugates represent a
new type of prodrugs and can effectively penetrate fungal cells of the Candida spp.
Conjugates featuring a labile linker were easily cleaved in cell-free extracts of C.
albicans, as well as conjugates containing the enzymatic inhibitor showed an
antifungal activity. Furthermore, in this study the synthesis of five amino acid
structures as potential inhibitors of selected MBP enzymes was proposed. Two of
these compounds were found to be relatively potent inhibitors of O-acetyl-L-
homoserine sulfhydrylase Met15p.
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Streszczenie

Opornos¢ drobnoustrojéw na antybiotyki stanowi jedno
Z najpowazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny. Coraz wieksza liczba
bakterii i grzybéw wykazuje wielolekoopornosé¢, co znaczaco ogranicza dostepne
mozliwosci terapeutyczne. Z tego wzgledu niezbedne jest projektowanie
i poszukiwanie nowych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych oraz doskonalenie
tych juz dostepnych. Wiele skutecznych inhibitoréw enzyméw mikroorganizmdow
nie wykazuje dzialania przeciwdrobnoustrojowego z powodu stabej penetracji
przez btony komérkowe. Obiecujacym rozwigzaniem tego problemu jest strategia
prolekowa, ktéra pozwala zwiekszy¢ transport substancji aktywnej do wnetrza
komorki patogenu. Jednym z jej wariantow jest tzw. strategia ,Konia Trojanskiego”,
ktdra polega na transporcie leku w postaci koniugatu. Jest on potaczeniem nosnika
molekularnego i czasteczki aktywnej, zazwyczaj uwalnianej w wyniku reakcji
chemicznej lub enzymatycznej, co pozwalaja jej na osiggniecie celu molekularnego.

W niniejszej pracy opisano badania, ktérych celem bylo opracowanie
i synteza nowych zwigzkéw o potencjalnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.
Obejmowato to projektowanie i otrzymanie koniugatéw zwigzkéw o strukturze
aminokwas6w z no$nikami molekularnymi, a takze potencjalnych inhibitoréw
wybranych enzymoéw szlaku biosyntezy L-metioniny.

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna wysnu¢ wnioski, ze
zaproponowany syntetyczny siderofor hydroksamowy w-N-acetylo-w-N-hydroksy-
L-ornityna (AHO) moze stuzy¢ jako skuteczny nos$nik molekularny w syntezie
koniugatéw potencjalnych chemoterapeutykéw. Czasteczka aktywna jest
przytaczana do C- lub N-konica uproszczonego sideroforu na dwa sposoby: albo
bezposrednio, albo z uzyciem rozszczepialnego tgcznika ,trimethyl lock” (TML).
Koniugaty AHO:TML stanowig nowy typ uktadu prolekowego, przy czym sa zdolne
do skutecznego penetrowania komoérek grzybowych z rodzaju Candida. Potgczenia
zawierajace labilny tgcznik TML wykazaly, Ze s3 one tatwo rozkladane
w bezkomoérkowym ekstrakcie C. albicans, natomiast potaczenia zawierajace
inhibitor przeciwgrzybowy - cispentacyne wykazaty aktywnos¢ przeciwgrzybowa.

Ponadto w ramach niniejszej pracy zaproponowano i przeprowadzono
synteze pieciu aminokwasow, jako potencjalnych inhibitoréw wybranych enzyméow
szlaku biosyntezy L-metioniny. Dwa z tych zwigzkéw, w tym N*-acetylowa pochodna
kwasu 2,4-diaminobutanowego oraz 1,2-oksazol-5-on-2-ylowa pochodna alaniny,
okazaly sie stosunkowo silnymi inhibitorami sulthydrylazy 0-acetylo-L-
homoserynowej Met15p. Dodatkowo pochodna alaniny wykazuje aktywnos$¢
przeciwgrzybowa w wyniku hamowania aktywnos$ci enzymu Met15p.

12



Abstract

Microbial resistance to antibiotics represents one of the most serious
challenges facing modern medicine. An increasing number of bacterial and fungal
micro-organisms exhibit multidrug resistance, significantly limiting available
therapeutic options. Therefore, it is essential to design and discover new
antimicrobial agents, as well as to improve the existing ones. Many effective
inhibitors of microbial enzymes do not exhibit antimicrobial activity due to the poor
penetration through cell membranes. A promising solution to this problem is the
prodrug strategy, which enables delivery of an active substance into pathogen cells.
One variant of this approach is the so-called “Trojan Horse” strategy, in which
a conjugate molecule consists of a molecular carrier and an active compound, which
is usually released upon chemical or enzymatic reaction, enabling it to reach its
molecular target.

This PhD thesis describes research aimed at the development and synthesis
of novel compounds with potential antimicrobial activity. The research project
involved design and synthesis of conjugates of amino acid-based compounds with
molecular carriers, as well as potential inhibitors targeting specific enzymes in the
L-methionine biosynthesis pathway.

The results obtained suggest that the synthetic hydroxamate siderophore
w-N-acetyl-w-N-hydroxy-L-ornithine (AHO) can be utilized as an effective
molecular carrier for the synthesis of compounds exhibiting antifungal activity. The
AHO molecule can be directly attached to either the C- or N-terminus of the
siderophore or via a cleavable “trimethyl lock” (TML) linker. AHO:TML conjugates
represent a new type of prodrugs and can effectively penetrate fungal cells of the
Candida spp. Conjugates featuring the labile TML linker were easily cleaved in cell-
free extracts of C. albicans. Furthermore, conjugates containing the antifungal
inhibitor cispentacin showed an antifungal activity.

Furthermore, in this study the synthesis of five amino acid structures as
potential inhibitors of selected enzymes in the L-methionine biosynthetic pathway
was proposed. Two of these compounds, including N*-acetyl derivative of
2,4-diaminobutanoic acid and 1,2-oxazol-5-on-2-yl alanine derivative, were found
to be relatively potent inhibitors of 0-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase Met15p.
Additionaly, the alanine derivative exhibits antifungal activity by inhibiting the
activity of Met15p enzyme.
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Finansowanie

Badania zaprezentowane w tej rozprawie doktorskiej byly czeSciowo
finansowane ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu nr ,UMO-
2020/39/B/NZ7/01519”

m NARODOWE CENTRUM NAUKI

Wsparcie finansowe realizacji niniejszych badan udzielone zostato rowniez
przez Politechnike Gdanska w ramach grantu ,DEC-9/2021/IDUB/I1.3.3”,
finansowanego z programu Argentum Triggering Research Grants - ,Inicjatywa
Doskonatosci - Uczelnia Badawcza”.

ARGENTUM esiieer'c
RESEARCH GRANTS
Znaczna cze$¢ aparatury wykorzystanej podczas prowadzonych badan
(Mikroskop konfokalny Zeiss LSM T-PMT, chromatograf cieczowy Teledyne
CombiFlash NextGen 300+ oraz spektrometr mas Agilent Triple Quad LC/MS)

zostala sfinansowana dzieki hojnosci Fundacji Foster i prof. Ryszarda
Andruszkiewicza.

FOSTER

14



Wykaz stosowanych skrotow

Ac acetyl

ADP adenozyno-5'-difosforan

AHO w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-ornityna

ATP adenozynotrifosforan

Bn grupa benzylowa

Boc grupa tert-butoksykarbonylowa

bs szeroki sygnat

Cbz grupa benzyloksykarbonylowa

Cch cytochalazyna D

CNTrp 4-cyjanotryptofan

CoA koenzym A

CP cispentacyna, kwas (1R,25)-2-aminocyklopentanokarboksylowy
CPP peptydy penetrujace komoérki

CPT kamptotecyna

d dublet

DAD detektor z zestawem diod (ang. diode array detector)
DCC N,N-dicykloheksylokarbodiimid

DCM dichlormetan

DEPBT 3-dietoksyfosforyloksy-1,2,3-benzotriazyn-4(3H)-on
DIAD azodikarboksylanu diizopropylu

DIPEA N,N-dizopropyloetyloamina

DMAP 4-dimetyloaminopirydyna

DMF N,N-dimetyloformamid

DMSO dimetylosulfotlenek

DNA kwasu deoksyrybonukleinowy

EDCI 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
EDTA kwas (etylenodiamino)tetraoctowy

ESI jonizacja typu elektrosprej

Et grupa etylowa

FER ferrichrom

HBTU heksafluorofosforan benzotriazolu tetrametylouroniowego
HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa

HSer L-homoseryna

IE inhibitor enzymatyczny

iPr grupa izopropylowa

KR kwas rodotorulowy

KSer O-karbamoilo-D-seryna

LC chromatografia cieczowa
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1. Przeglad literaturowy

Oporno$¢ drobnoustrojéw na antybiotyki stanowi obecnie jedno
z gtdwnych zagrozen dla zdrowia publicznego na $wiecie. Ze wzgledu na szybkie
tempo rozprzestrzeniania zjawisko lekoopornosci moze byé w skutkach
katastrofalne dla wspotczesnej medycyny i jej mozliwosci terapeutycznych.
Stosowane antybiotyki moga sta¢ sie nieskuteczne nawet w przypadku drobnych
chor6b zakaznych, ktérych leczenie stanowi¢ bedzie w przysztosci wyzwanie.!
Warto zaznaczy¢, ze lekooporno$¢ zagraza roéwniez takim dziedzinom medycyny,
jak transplantologia czy onkologia.

Do najbardziej niebezpiecznych drobnoustrojéw chorobotwdrczych
charakteryzujacych sie czesto wystepujaca lekoopornoscia mozna zaliczy¢
wielolekooporne bakterie Gram-ujemne, takie jak: Acinetobacter, Pseudomonas
i Enterobacteriae oraz grzyby chorobotwoércze, w tym lekooporne Candida albicans,
Candida glabrata i coraz czeSciej pojawiajaca sie Candida auris. Dodatkowo,
drobnoustroje drozdzopodobne, np. z rodzaju Candida, wywotuja grzybice
uktadowe, ktore sa szczegdlnie niebezpieczne dla pacjentéw z obnizong
odpornoscig (np. cierpigcych na choroby prowadzace do niedoboréw odpornosci
lub poddawanych terapiom immunosupresyjnym, takim jak terapia
przeciwnowotworowa czy sterydowa).? Ze wzgledu na pdzne rozpoznanie i bardzo
ograniczony zestaw skutecznych lekdw przeciwgrzybiczych,? leczenie grzybic
uktadowych jest niezwykle trudne. Co wiecej, stosowane Kklinicznie leki
przeciwgrzybicze, takie jak flukonazol, kaspofungina czy 5-fluorocytozyna, moga
utraci¢ skuteczno$¢ z powodu narastajgcego zjawiska wielolekoopornosci.

W przypadku wielolekoopornych bakterii Gram-ujemnych, biatka btony
zewnetrznej (poryny) ulegajg cigglym zmianom wskutek zwiekszonej liczby
mutacji.#5 Zmniejszenie rozmiaréw poryn ogranicza lub catkowicie uniemozliwia
przenikanie antybiotykéw przez zewnetrzng blone komérkowa, co dodatkowo
zwieksza oporno$¢ bakterii. Podobnie, jak w przypadku lekoopornych grzybéw
chorobotwdrczych - terapie kliniczne wykorzystujagce aktualnie dostepne $rodki
przeciwbakteryjne moga nie wykazywa¢ pozadanych rezultatéw. Dlatego tez
istnieje  potrzeba  projektowania lub  odkrywania  nowych lekéw
przeciwdrobnoustrojowych, a takze udoskonalania juz istniejgcych.
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1.1. Strategia ,Konia Trojanskiego” w projektowaniu
nowych potencjalnych zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych

Wiele zwiazkéw organicznych bedacych skutecznymi inhibitorami
enzymow, Kkatalizujacych kluczowe reakcje w szlakach metabolicznych
mikroorganizmow chorobotworczych, nie wykazuje aktywno$ci
przeciwdrobnoustrojowej. Przyczyna takiego zjawiska moze by¢ niewystarczajaca
penetracja inhibitor6w enzymatycznych przez btony komérkowe drobnoustrojéw.
Jedna z  najbardziej  obiecujacych  strategii = projektowania  lekéw
przeciwdrobnoustrojowych jest podejScie prolekowe. Strategia ta pozwala na
przezwyciezenie jednej z najbardziej niekorzystnych cech patogenéw
lekoopornych, a mianowicie zmniejszonej przepuszczalnosci btony komoérkowe;.
W jednej z odmian tego podejScia, znanej jako strategia ,Konia Trojaniskiego”,®
czasteczka proleku jest projektowana jako potgczenie no$nika molekularnego oraz
czasteczki transportowanej (ang. cargo), zazwyczaj substancji aktywnej
biologicznie, ktéra oddzialuje z okreslonym celem wewngtrzkomérkowym. Oba
komponenty moga by¢ potgczone w sposdéb, ktéry umozliwia uwolnienie czasteczki
transportowanej w poblizu celu molekularnego w wyniku chemicznego lub
enzymatycznego rozszczepienia koniugatu (Rys. 1.1).

przestrzen zewngtrzkomdrkowa blona komékowa przestrzen wewngtrzkomorkowa

F " ni y
molekularny transportowana molekularny transportowana

l uwolnienie
icuturny [ R R
transportowana molekularny transportowana
[
transportowana
cel

molekularny

B)

Rys. 1.1 A) Schemat dziatania koniugatu zgodnie z ideg strategii ,Konia Trojanskiego”. B) Brak
transportu czasteczki aktywnej przez btone komdrkowa.

Istnieje szeroka gama 1acznikéw i no$nikéw molekularnych,”8 ktore
znacznie rézniag sie pod wzgledem budowy, jak i sposobem potaczenia ze soba.
Wybér odpowiednich zwigzkédw zalezy od wielu czynnikédw, zaré6wno wewnatrz- jak
i zewnatrzkomérkowych. Jednakze dobdér odpowiedniego nos$nika, ktéry jest
rozpoznawalny i transportowany przez komorki bakteryjne czy grzybowe moze
pozwoli¢ na przezwyciezenie zwiekszonej lekoopornosci drobnoustrojéw
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chorobotwérczych. Jak dotad, zaproponowano wiele rodzajow no$nikéw
molekularnych, w tym takie, ktére wykorzystuja naturalnie wystepujgce
mechanizmy transportu transbtonowego u drobnoustrojéw, jak np. wychwyt
oligopeptyd6ow? lub systemy pozyskiwania jondw za posrednictwem sideroforow.10
Wsrod szerokiego spektrum dostepnych nos$nikdéw mozna wyrézni¢ zaréwno
struktury nieorganiczne, jak i organiczne, zréznicowane réwniez rozmiarami - od
form matoczasteczkowych po wielkoczasteczkowe uktady (Rys. 1.2).
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kropka kwantowa liposom dendrymer rurka weglowa

Rys. 1.2 Schematyczne przedstawienie struktur wybranych no$nikéw molekularnych.

Nieorganiczne no$niki molekularne wykorzystywane do projektowania
koniugatow zgodnie z ideg strategii ,Konia Trojanskiego” to zazwyczaj
wielkoczasteczkowe struktury potaczone niekowalencyjnie z czasteczka
transportowanga. Przedstawicielami tej grupy no$nikéw sa m. in. kropki kwantowe
oraz nanoczastki srebra, ztota lub tlenku zelaza.l'’> Mechanizm transportu
nanoczastek oparty jest na dyfuzyjnym przenikaniu bton biologicznych
wynikajgcym z ich niewielkich rozmiaréw. Odpowiednia modyfikacja powierzchni
takiego nos$nika pozwala na przytaczenie zwigzkéw aktywnych biologicznie, ktére
nastepnie sg transportowane do wnetrza zywych komérek. Kropki kwantowe (Rys.
1.2) to nanoskalowe struktury pétprzewodnikowe, ktérych wtasciwosci fizyko-
chemiczne pozwalajg na monitorowanie lokalizacji koniugatéw z ich udziatem
w przestrzeni wewnatrzkomoérkowej.16

Kolejng grupe nos$nikdw stanowia makromolekularne struktury
organiczne, do ktérych zalicza sie m. in. nanorurki weglowe,17-20 liposomy?%.22 oraz
dendrymery?23-25 (Rys. 1.2). Ze wzgledu na ich budowe mozna przeprowadzac ich
modyfikacje na drodze syntezy organicznej, co stanowi istotng przewage nad
no$nikami nieorganicznymi - metody syntetyczne charakteryzuja sie wieksza
réznorodnoscia i elastycznoscia w projektowaniu funkcjonalnych systeméw
transportowych w pordéwnaniu do metod syntezy zwiazkéw nieorganicznych.
Nanorurki weglowe to wydtuzone, cylindryczne struktury zbudowane z atoméw
wegla o hybrydyzacji sp?, ktorych powierzchnia moze by¢ funkcjonalizowana, co
umozliwia przylaczenie czasteczek transportowanych. Hydrofobowy charakter
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tych no$nikéw pozwala na przenikanie bton biologicznych bez ich uszkadzania.
Liposomy natomiast to fosfolipidowe pecherzyki zdolne do transportu substancji
umieszczonych w ich wnetrzu na drodze endocytozy. Dendrymery sa zbudowane
z wysoko rozgatezionych polimeréw o zdefiniowanej strukturze, zakonczonych
grupami funkcyjnymi podatnymi na modyfikacje. Podobnie jak liposomy, sa zdolne
do transportu zwigzkéw aktywnych na drodze endocytozy.

W sktad ostatniej, najliczniejszej grupy no$nikéw molekularnych wchodza zwiazki
organiczne o malej masie czasteczkowej, czesto wykorzystujace specyficzne
mechanizmy  transportu  transbtonowego  drobnoustrojow.  Gléwnymi
reprezentantami tej grupy sa peptydy penetrujace komérki (CPP),2627
siderofory?829 oraz parasole molekularne.3%31 Siderofory to naturalnie wystepujace
substancje produkowane i wydzielane przez mikroorganizmy bakteryjne, grzybowe
oraz ro$linne w odpowiedzi na niedobdér jonéw zelaza (III) w przestrzeni
pozakomoérkowej.32 S3  one zdolne do kompleksowania tych jonéw
i transportowania ich do wnetrza komorki. Peptydy penetrujgce sktadajg sie
z krotkich sekwencji 5-30 reszt aminokwasowych, z wyrazng przewaga
aminokwasow zasadowych, takich jak arginina lub lizyna. Mechanizm transportu
tych struktur do wnetrza komorki nie jest do konca znany, ale prawdopodobnie
przenikaja przez blony na drodze dyfuzji lub endocytozy.33 Parasole molekularne
(Rys. 1.3) to zwigzki o charakterze amfifilowym, zbudowane z co najmniej dwéch
reszt steroidowych, zazwyczaj kwasu cholowego lub deoksycholowego, ktére s3
potaczone ze sobg za pomocga poliaminowego taficucha (sperminy lub spermidyny).
Amfifilowa natura parasoli molekularnych wymusza specyficzne zmiany
konformacyjne struktury zalezne od polarnosci otaczajacego $rodowiska, co
w efekcie pozwala na maskowanie polarnego charakteru czgsteczki

transportowanej, umozliwiajac jej przenikanie przez dwuwarstwe lipidowa.
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Rys. 1.3 Struktura koniugatu parasol molekularny - czasteczka transportowana. Parasol zaznaczono na

niebiesko.
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1.2. Siderofory jako matoczasteczkowe organiczne
nosniki molekularne

Zelazo jest niezbednym elementem dla prawidtowego wzrostu
i funkcjonowania zaréwno organizméw eukariotycznych, jak i wielu
prokariotycznych, bioragcym udziat w wielu istotnych procesach komoérkowych,
takich, jak oddychanie komoérkowe, metabolizm aminokwas6w czy biosynteza DNA
i steroli3* Pomimo faktu, ze pierwiastek ten jest szeroko rozpowszechniony
w skorupie ziemskiej, jego biodostepnos¢ jest stosunkowo niska, gdyz obecnos$¢
tlenu w atmosferze sprzyja powstawaniu trudno rozpuszczalnych w wodzie
zwigzkéw zelaza (III), np. wodorotlenkow. W organizmach zywych zelazo
wystepuje gldwnie w formie zwigzanej z biatkami (np. z ferrytyna, hemoglobing), co
znacznie ogranicza jego dostepno$¢ dla mikroorganizméw chorobotwoérczych.
W odpowiedzi na te ograniczenia zaréwno patogenne, jak i niepatogenne
drobnoustroje wyksztatcity zaawansowane mechanizmy pozyskiwania zelaza
Z potoczenia.

Siderofory to zwigzki o matej masie czgsteczkowej, ktore wykazuja wysokie
powinowactwo do jonéw zelaza (III). W warunkach fizjologicznych, przy pH
typowym dla surowicy ludzkiej, stezenie jonéw zelaza (III) wynosi ok. 10-2* M, co
jest wartoscig niewystarczajaca do prawidtowego wzrostu i rozwoju patogennych
mikroorganizméw, gdyz minimalne zapotrzebowanie na wewnatrzkomoérkowe
stezenie Zelaza tych drobnoustrojow wynosi zazwyczaj 10-¢ M.32 ZdolnoSci
chelatujace sideroforé6w, produkowanych i wydzielanych przez mikroorganizmy,
umozliwiaja tworzenie stabilnych komplekséw jonéw zZelaza (III), sprawiajac, ze
staja sie one biodostepne.3> Kompleksy jon6éw zelaza (III) z sideroforami moga by¢
transportowane przez btony komoérkowe, po czym w przestrzeni
wewnatrzkomdrkowej ulegaja redukcji do komplekséw jonéw zelaza (II),
a nastepnie, w wyniku rozpadu komplekséw, dochodzi do uwolnienia tych jondéw.
Siderofory majg okoto 20-krotnie mniejsze powinowactwo do jonéw Fe®* niz do
Fe®*, co czyni redukcje skutecznym mechanizmem wewngtrzkomérkowego
uwalniania zelaza.3¢ Dotychczas w literaturze naukowej opisano juz ponad 500
réznych struktur sideroforéw, ktore zostaty sklasyfikowane w cztery gtéwne grupy,
w zalezno$ci od rodzaju grup funkcyjnych odpowiedzialnych za chelatowanie jonéw
zelaza. Mozna wyrdzni¢: katecholany, kwasy hydroksamowe, karboksylany i , typy
mieszane”, ktére zawieraja kombinacje réznych grup koordynujacych.3?

Siderofory typu katecholanowego s3 najczeSciej wytwarzane przez
organizmy bakteryjne, a przykltadem takich zwigzkéw s3a wibriobaktyna,38
produkowana przez V. cholerae, enterobaktyna,® syntetyzowana przez E. coli czy
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wytwarzana przez B. anthracis bacillibaktyna*® (Rys. 1.4). Jedynym znanym
sideroforem katecholanowym produkowanym przez organizmy grzybowe jest
pistilaryna znaleziona w komoérkach grzyba Penicillium bilaiae.*' Siderofory typu
katecholowego zawierajg w swojej strukturze fragment 1,2-dihydroksyfenylu
(katecholu), ktory petni kluczowa role w procesie kompleksowania jonéw zelaza.

@*\ ]? @*Nﬁr 1f”j©

OH
wibriobaktyna enterobaktyna bacilibaktyna

Rys. 1.4 Przyktadowe struktury sideroforéw typu katecholanowego. Na niebiesko zaznaczono grupy
katecholowe biorace udziat w tworzeniu komplekséw.

W przeciwienstwie do katecholanéw, siderofory typu hydroksamowego
dominuja wsréd organizmoéw grzybowych, cho¢ sa réwniez wytwarzane przez
niektére gatunki bakterii glebowych, w tym organizmy z rodzaju Streptomyces,
Pseudomonas, Erwinia lub Nocardia.3* Grupa hydroksamowa odpowiada za zdolno$¢
tych zwigzkéw do chelatowania Zelaza. Struktury sideroforéw hydroksamowych
pochodzenia grzybowego oparte sa na motywie w-N-acylo-w-N-hydroksy-L-
ornityny i mozna je sklasyfikowaé¢ ze wzgledu na budowe na trzy gtéwne grupy:
fusarininy, koprogeny oraz ferrichromy. Dodatkowo wyrézni¢ mozna kwas
rodotorulowy, ktéry nie klasyfikuje sie do Zadnej z powyzszych grup. Jest to
najprostszy w budowie znany hydroksamowy siderofor, ktéry dzieki swojej
diketopiperazynowej strukturze stanowi potencjalnie uzyteczny szkielet do
tworzenia koniugatéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Zwiazek ten ztozony
jest z dwbch jednostek w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-ornityny potaczonych ze soba
fragmentami aminokwasowymi tworzac pierScien diketopiperazynowy (Rys. 1.5).
Natomiast fusarininy sktadaja sie z trzech czasteczek w-N-cis-anhydromewalonylo-
w-N-hydroksy-L-ornityny potaczonych wigzaniami estrowymi utworzonymi
pomiedzy grupa a-karboksylowa ornityny a grupg w-hydroksylowa mewalonianu.
Struktury te moga by¢ zaréwno liniowe, jak i cykliczne. Koprogeny sktadajg sie
z trzech tych samych jednostek co fusarininy, jednakze anhydromewalonian jest
o konfiguracji trans. W przeciwienstwie do fusarinin, struktury koprogendéw sg
zawsze liniowe, a dwie jednostki potgczone s3 w sposéb tworzacy pierscien
diketopiperazyny (Rys. 1.5). Ostatnia grupa omawianych zwigzkéw
hydroksamowych to ferrichromy, ktére mozna okresli¢ jako cykliczne
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heksapeptydy zbudowane z trzech jednostek w-N-acylo-w-N-hydroksy-L-ornityny
oraz trzech aminokwaséw, gdzie zawsze jednym z nich jest glicyna. Grupg acylowa
obecna we fragmencie hydroksamowym moze by¢ acetyl, malonyl, czy podobnie jak
w fusarynach i koprogenach, cis- lub trans-anhydromewalonyl.
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Rys. 1.5 Przyktadowe struktury sideroforéw typu hydroksamowego. Na niebiesko zaznaczono grupy
hydroksamowe biorace udziat w tworzeniu kompleksow.

WSs$réd bakteryjnych sideroforéw hydroksamowych przewazaja przede
wszystkim ferrioksaminy (np. ferrioksamina E), ktérych struktura zawiera
powtarzajace sie jednostki N-hydroksy-diaminoalkanu oraz kwasu bursztynowego
(Rys. 1.6).32

Y Ho’Nj(

(0]

ferrioksamina E aerobaktyna

Rys. 1.6 Przykladowe struktury sideroforéw typu hydroksamowego obecnych w organizmach
bakteryjnych. Na niebiesko zaznaczono grupy funkcyjne biorace udziat w tworzeniu komplekséw.

Innym przedstawicielem tej grupy jest aerobaktyna,3” produkowana przez bakterie
E. coli, jednakze jest rozpoznawana i pobierana réwniez przez inne organizmy

bakteryjne, m. in. z rodzaju Pseudomonas. Ze wzgledu na obecno$¢ specyficznych
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transporterow w btonach komdérkowych bakterii zdolnych do rozpoznawania
i wychwytu sideroforé6w hydroksamowych, zwigzki te mozna uzna¢ za dos¢
uniwersalne.

Karboksylany to kolejna klasa sideroforéw, wsrdéd ktérych wyroéznia sie
zwiazki organiczne zawierajace w swojej strukturze ugrupowania karboksylowe
oraz hydroksykarboksylowe odpowiedzialne za kompleksowanie jonéw zelaza.
Siderofory karboksylowe s3a syntezowane raczej przez organizmy bakteryjne,
a najbardziej znanym przedstawicielem tej grupy zwigzkoéw jest rizoferryna#? (Rys.
1.7). Ciekawym jest fakt, ze jest to jedyny znany karboksylanowy siderofor
wytwarzany przez komorki grzybowe.3” Zar6wno mikroorganizmy bakteryjne, jak
i grzybowe s3 zdolne do jej produkcji, jednakze w komdrkach grzybowych
stwierdzono obecno$¢ wytgcznie R,R-rizoferryny, natomiast niektére bakterie moga
tworzy¢ jej enancjomeryczng forme - S,S-rizoferryne.*3
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Rys. 1.7 Przyktadowe struktury sideroforu karboksylanowego oraz sideroforu typu mieszanego. Na
niebiesko zaznaczono grupy biorgce udziat w tworzeniu kompleksow.

Siedrofory typu ,mieszanego” to wszystkie inne siderofory, ktore ze
wzgledu na grupy chelatujgce nie mogg by¢ jednoznacznie przyporzadkowane do
wcze$niej oméwionych grup. Przykladem takiego sideroforu jest yersinibaktyna*4
produkowana przez bakterie K. pneumoniae (Rys. 1.7). Wérod grup funkcyjnych
obecnych w strukturze, ktére biorg udzial w wigzaniu Zelaza mozna znaleZ¢ grupy
karboksylowe oraz dwie hydroksylowe: alkoholowa oraz fenolowa. W tworzeniu
komplekséw zaangazowane s3 réwniez atomy azotu obecne w pierScieniach
dehydrotiazolowych.

1.2.1. Wiasciwosci chelatujace sideroforow

Zdolno$¢ sideroforéw do tworzenia statych komplekséw z jonami Zelaza
(II) wynika z obecnosci grup atoméw donorowych wykazujacych wysokie
powinowactwo do tych jondw. Atomy tlenu, na ktérych zlokalizowany jest tadunek
ujemny, charakteryzuja sie najwyzszym powinowactwem w efekcie tworzac silne
oddziatywania. W zwigzku z powyzszym, w strukturach sideroforéw najczesciej
spotyka sie grupy katecholowe, hydroksamowe lub a-hydroksykarboksylowe.
Ponadto, grupy te sg ligandami bidentnymi i zazwyczaj wystepuja w liczbie trzech
struktur w jednej czasteczce, co sprawia, ze zelazo wigzane jest w sze$ciu miejscach
(taki siderofor nazywany jest ligandem heksadentnym), a tworzone kompleksy
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posiadajg oktaedryczna geometrie koordynacyjnga. Taki uklad przestrzenny
potaczenia pozwala na powstawanie termodynamicznie stabilnych kompleksow,
gdzie ligandy roztozone sg wokoét centralnego atomu zelaza przy minimalnym
wzajemnym odpychaniu sie. Dla sideroforé6w wykorzystujacych inne atomy
donorowe (jak atomy siarki czy azotu) geometria ta moze by¢ lekko znieksztatcona.

Przyktadem ligandu heksadentnego jest enterobaktyna*s (Rys. 1.8), ktéra
jest jednym z najsilniejszych znanych naturalnych chelatoréw jonéw zelaza (III),3*
a jej wysokie powinowactwo wynika z obecnoSci orto-fenolanowych grup,
zawierajacych atom tlenu o wysokiej gestosci elektronowej. Podobnie oddziatuja
wszystkie inne katecholanowe siderofory posiadajace w swojej strukturze trzy
jednostki katecholu (np. wibriobaktyna, bacillibaktyna).3840
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Rys. 1.8 Struktury komplekséw sideroforow heksadentnych z jonem zelaza (III): kompleks
enterobaktyny oraz ferrichromu A.

Innymi heksadentnymi ligandami sa siderofory hydroksamowe takie jak
koprogen, fusarinina C czy ferrichrom (Rys. 1.8). Grupy hydroksamowe sg hybryda
dwoéch struktur rezonansowych, czego konsekwencja jest wysoka gestos¢
elektronowg na atomie tlenu grupy karbonylowej. W zaleznoSci od tancuchow
bocznych w otoczeniu grupy hydroksamowej moze wystapic¢ zjawisko sprzezenia
i w efekcie wzmocnienie delokalizacji tadunku zwiekszajac jeszcze gestos$¢
elektronowg na atomach tlenu.#¢6 Zjawisko to mozna zaobserwowac dla
komplekséw ferrichromu A (Rys. 1.8).

Wysokie powinowactwo do jondéw zelaza wykazujg réwniez grupy
a-hydroksykarboksylowe. Przyktadem heksadentnego karboksylanu jest
rizoferryna, ktoérej powinowactwo do zelaza jest dodatkowo zwiekszone poprzez
powstawanie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych (Rys. 1.9).47 To
zjawisko sprawia, ze jony zelaza moga z latwoscia konkurowa¢ z protonami
o wigzanie z grupami alkoksylowymi, co w efekcie znaczaco zwieksza selektywno$¢
tych grup wzgledem zelaza.
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rizoferryna - Fe(III)

Rys. 1.9 Struktura kompleksu rizoferryny z jonem zelaza (III).

Niekiedy, w strukturze sideroforu wystepuja grupy wiazace zelazo w inny
sposo6b niz w sze$ciu miejscach. W przypadku ligandéw heksadentnych i bidentnych
tworzone kompleksy z jonem Zelaza maja charakter monojadrowy, gdzie centrum
kompleksu stanowi atom Zelaza. Jednak dla ligand6w tetradentnych lub tridentnych
mozliwym jest tworzenie kompleksow bi- lub wielojagdrowych. Kwas rodotorulowy,
bedacy ligandem tetradentnym, tworzy kompleksy w stosunku Fe2KR3 koordynujac
dwa atomy zelaza (KR - kwas rodotorulowy) (Rys. 1.10). Carrano i Raymond#*8
zaproponowali geometrie czasteczki kompleksu Fe:KR3, jednakze w literaturze
mozna takze znalez¢ model mozliwej geometrii ligandu transportera
sideroforowego FhuE w miejscach wigzania metalu w E. coli, opracowany przez
Grinter’a i Lithgow’a*® na podstawie obliczen dokowania molekularnego.

kwas rodotolurowy - Fe (I1I) kwas rodotolurowy - Fe (III)
model Carrano i Raymond'a model Grinter'a i Lithgow'a

Rys. 1.10 Struktury kompleksu kwasu rodotorulowego z jonami zelaza (III) wg literatury.*84°

Kompleksy ligandéw symetrycznych heksadentnych (np. ferrichromu C)
moga wystepowa¢ w dwoch formach enancjomerycznych: lewoskretnej formie
lambda A oraz prawoskretnej formie delta A (Rys. 1.11).46 W przypadku
asymetrycznych ligandéw, takich jak grupy hydroksamowe, rozréznia sie izomery
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zarobwno geometryczne, jak i optyczne: A-cis, A-trans, A-cis, A-trans. Warto
zaznaczy¢, ze zdecydowana wiekszo$¢ heksadentnych ligandéw hydroksamowych
wystepuje wytacznie w konfiguracji cis. Dla przyktadu, spo$réd wymienionych
powyzej struktur, kompleksy enterobaktyny*6 charakteryzuja sie konfiguracja A-cis,
a ferrichromu A% wykazujg konfiguracje A-cis, podobnie jak kompleksy kwasu
rodotorulowego.50

7N\ 7N\
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konfiguracja A konfiguracja A

Rys. 1.11 Dwie mozliwe konfiguracje heksadentnych komplekséw.

1.2.2. Mechanizmy pobierania zelaza z wykorzystaniem sideroforow

Mechanizmy pobierania zelaza z wykorzystaniem sideroforéw wystepuja
zaréwno w organizmach bakteryjnych, jak i grzybowych. Pomimo analogicznej
funkcji r6znia sie miedzy soba zaréwno pod wzgledem pobierania, jak i uwalniania
zelaza z komplekséw. Najdoktadniej przebadane i opisane w literaturze zostaty
systemy charakterystyczne dla bakterii Gram-ujemnych, obejmujace szczegétowo
poznane struktury biatkowych elementéw bioracych udziat w bezposrednim, jak
i poSrednim transporcie komplekséw przez btony biologiczne. Niemniej jednak,
mechanizmy transportu zelaza dla organizméw grzybowych réwniez zostaty
zidentyfikowane, a wiedza na ich temat systematycznie sie poszerza.

W literaturze opisano cztery mozliwe mechanizmy transportu komplekséw
zelazo-siderofor hydroksamowy przez btone komérkowa organizméow
grzybowych.5! Pierwszy mechanizm, tzw. mechanizm ,wahadtowy” opiera sie na
transporcie niezmienionego kompleksu siderofor-zelazo do wnetrza komorki
grzybowej. Uwolnienie Zelaza mozliwe jest dzieki dziataniu reduktaz lub poprzez
bezposredng wymiane liganda, podczas ktoérej siderofor odbierajacy jon staje sie
czasteczka magazynujgca. Ligand oddajacy zelazo moze by¢ ponownie uwalniony
w celu kompleksowania kolejnych czasteczek zelaza. Mechanizm ten jest
charakterystyczny dla transportu sideroforéw z rodzaju koprogendw

i ferrichromow.52

Kolejnym typem jest mechanizm bezposredniego transferu, zgodnie
z ktéorym kompleksy siderofor-zelazo nie wnikaja bezposrednio do komdrki. Po
zblizeniu sie do btony komérkowej nastepuje wymiana, za posrednictwem btony,
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pomiedzy sideroforem znajdujgcym sie na zewngtrz a wewnetrznym czynnikiem
chelatujgcym. Proces ten nie ma charakteru redukcyjnego, a czynnik chelatujacy
pelni role zwigzku magazynujacego. Ten typ mechanizmu pobierania zelaza zostat
opisany dla kwasu rodotorulowego wystepujacego u niektérych gatunkéw
grzybowych, np. R. pilimanae.53

Mechanizm esterazo-reduktazowy jest charakterystyczny dla sideroforéw
posiadajacych wigzania estrowe w swojej strukturze, np. dla triacetylofusarininy C.
Po pobraniu kompleksu nastepuje rozszczepienie wigzan estrowych liganda,
a reszty fusarinowe sg wydalane, podczas gdy jony zelaza ulegaja redukcji i s3

magazynowane.>*

Ostatnim omawianym mechanizmem jest proces redukcyjny, ktéry
przebiega podobnie do mechanizmu bezposredniego transferu, gdzie kompleks
siderofor-zelazo nie jest pobierany do wnetrza komoérki przez organizm grzybowy,
tylko redukowany, a powstate jony Zelaza (II) s transportowane przez blone
komoérkowa. Mechanizm ten uczestniczy w transporcie niektdrych ferrichroméw
i jest czesto wykorzystywany przez grzyby, ktére nie syntezuja samodzielnie
sideroforéow.5>

Kluczowa role w transporcie sideroforow petnig struktury biatkowe
zlokalizowane w btonie komérkowej organizmoéw grzybowych.5¢ Niektére gatunki,
np. S. cerevisiae pomimo braku zdolnosci syntezy wtasnych sideroforéw, posiadaja
w swojej btonie sideroforowe transportery biatkowe. Jak dotad zidentyfikowano
i scharakteryzowano cztery transportery sideroforéw w komorkach S. cerevisiae:
Arn1,57 Tafl/Arn2,58 Sit1/Arn3%° oraz Enb1/Arn4.6° Arn1 odpowiada za pobieranie
ferrichromu i podobnych mu sideroforéw posiadajacych reszty anhydromewa-
lonylowe potaczone z w-N-hydroksy-L-ornityng - ferrirubiny oraz ferrirodiny.
Homologi tego transportera zostaly zlokalizowane m in. u S. pombe®! czy
u patogennego grzyba C. albicans.6? Biatko Tafl/Arn2 bierze udziat w transporcie
triacetylfusarininy,® natomiast substratem Sitl/Arn3 jest ferrioksamina B.5°
W  przeciwienistwie do omdwionych transporteréw, Enb1l/Arn4 umozliwia
pobieranie sideroforu katecholowego - enterobaktyny.60

Pobieranie sideroforu przez Arnl odbywa sie mechanizmem
swahadlowym” (Rys. 1.12).63 Transporter ten zlokalizowany jest w blonie
komoérkowej i posiada dwa miejsca wigzace ferrichrom. Zewnatrzkomérkowy
kompleks siderofor-zelazo pobierany jest na drodze endocytozy ptynéw i wigze sie
do miejsca o wysokim powinowactwie na powierzchni Arnl zlokalizowanym
w endosomie, w wyniku czego struktura biatka ulega zmianom konformacyjnym
i transporter przemieszcza sie do btony komérkowej. Po relokalizacji druga
czasteczka kompleksu ferrichromu zostaje zwigzana do miejsca o niskim
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powinowactwie, co inicjuje kolejng zmiane konformacyjng skutkujgc szybka
endocytoza i przemieszczeniem kompleksu siderofor-zelazo do cytoplazmy.
Niezmieniony kompleks ferrichromu odiacza sie od transportera, po czym zostaje
zredukowany, a Arn1 ulega w tym czasie recyklingowi.

4
& "
kompleks

ferrichrom-Fe (I11) | ) ¢ ) 4 )

.) ,_\1' Aml —— Am;

Rys. 1.12 Mechanizm dziatania transportera biatkowego Arn1.63

Poza transporterami btony komdrkowej Arn, w pobieraniu komplekséw
zelaza biorg udzial réwniez struktury biatkowe zlokalizowane w $cianie
komorkowej. Dla S. cerevisiae zidentyfikowano i opisano trzy takie biatka - Fit1,
Fit2 oraz Fit3.56

Siderofory odgrywaja kluczowa role w wirulencji wielu patogennych
drobnoustrojéw, w tym patogendw cztowieka. Przyktadem jest A. fumigatus, ktory
jest zdolny do produkowania i wydzielania fusarininy C oraz triacetylofusarininy C
peligcych  funkcje  chelatora  Zelaza, a takze ferrikrocyny oraz
hydroksyferrikrocyny, odpowiedzialnych za magazynowanie pobranych jonow.6434
Dla szczepu pozbawionego genu sidA, kodujacego enzym niezbedny w szlaku
biosyntezy sideroforéw, obserwowano zaburzenie wzrostu w podtozu o niskiej
zawartos$ci zelaza. Szczep ten rowniez nie rozwijat sie w podtozu zawierajacym
ludzka surowice, co wskazuje, ze biosynteza sideroforéw jest niezbedna dla

wirulencji tego organizmu.56

Kolejnym przyktadem jest patogenny grzyb C. albicans, ktory nie jest zdolny
do samodzielnej biosyntezy sideroforéw, jednakze posiada on jeden, jak dotad
zidentyfikowany, transporter sideroforowy w swojej btonie komdrkowej. Sit1/Arnl
jest zdolny do wychwytu i transportu sideroforow hydroksamowych, takich jak
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ferrichrom® i moze petni¢ role w wirulencji tego organizmu grzybowego.6¢
Ekspresja genu SIT1/ARN1 byla obserwowana dla szczepéw znajdujacych sie
w podtozu o niskiej zawartosci zelaza, a transporter ten okazat sie niezbedny dla
wirulencji w modelu in vitro kandydozy jamy ustnej.®5 U innych gatunkéw Candida,
np. C. glabrata homolog Sitl jest jedynym sideroforowym transporterem i jest
kluczowy dla przetrwania tego organizmu wewngatrz makrofagéw.6”

Mechanizmy pozyskiwania zelaza charakterystyczne dla komorek
bakteryjnych zostaty najdoktadniej zbadane i opisane dla Gram-ujemnych bakterii
jelitowych takich jak E. coli, czy S. typhimurium.*¢ Organizmy te posiadaja dwie btony
komorkowe, w ktérych obecne sg specyficzne transportery biatkowe zdolne do
wychwytu sideroforéw. Dla bakterii E. coli i innych z rodzaju Enterobacteriaceae
scharakteryzowano osiem rodzajow transporteréw sideroforéw. Struktury
biatkowe btony zewnetrznej wykazujg wysokie powinowactwo do kompleksow
siderofor - zelazo (1 - 50 nM), co umozliwia im skuteczne wigzanie tych
kompleksdw i przekazywanie do przestrzeni periplazmatycznej. W zaleznosci od
rodzaju sideroforu, zaangazowany jest specyficzny nosnik biatkowy (Rys. 1.13).

Fe-cytrynian Fe-enterobaktyna Fe-DBS Fe-| koprogen
l Fe- salmﬂchemma l Fe- DBS l Fe- ferrmksamma Fe- ferrlchrom

mmm@ @’@m

@ @ |
peiplazma

komplek: blona
WWWWWMM PR i

transporter transporter transporter
cytrynianéw enterobaktyny kwasow
hydroksamowych cytoplazma

Rys. 1.13 Systemy transportu zelaza (III) w E. coli i innych Enterobacteriaceae z wykorzystaniem
sideroforéw.*6

Po przejsciu kompleksu przez zewnetrzng btone komoérkows, jest on wigzany
z odpowiednim biatkiem transportowym, ktére przenosi go w okolice btony
cytoplazmatycznej, gdzie zostaje on wychwycony i przeniesiony przez obecne
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w btonie transportery typu ABC napedzane hydroliza adenozynotrifosforanu
(ATP).68

Niektéore biatka transportowe, takie jak FecA, FepA, czy FhuA
scharakteryzowano metodami krystalografii rentgenowskiej.® No$niki te mozna
opisa¢ jako homologiczne struktury zlozone =z transbtonowej beczulki
B zbudowanej z 22 nici 8, ktéra budowa przypomina strukture poryn bakteryjnych
(Rys. 1.14). Wewnatrz beczutki znajduje sie domena globularna zbudowana
z polaczenia struktur a-helikalnych oraz (-nici. Powierzchnie beczutki pokrywa
domena zewnatrzkomdrkowa, ktéra jest catkowicie eksponowana na srodowisko
zewnetrzne. Domena zewnetrzna zlozona jest z wielu hydrofobowych
aromatycznych aminokwaséw, co zapewnia prawidlowe umiejscowienie w btonie,
natomiast wnetrze struktury zawiera hydrofilowe i zjonizowane reszty
aminokwasowe.”? Kompleks wigze sie najpierw z zewnetrzng domeng, po czym
przenika przez kanal utworzony pomiedzy globularng domeng a wewnetrzng
powierzchnig beczultki. Proces ten obejmuje dwie zmiany konformacyjne. Najpierw
zachodzi zmiana na obu koncach beczutki wywotana wigzaniem kompleksu do
transportera, co prowadzi do ,zamkniecia” kanatu od strony zewnatrzkomoérkowej
oraz powstawaniem miejsca wigzania dla biatka TonB od strony periplazmatyczne;.
Kolejna zmiana konformacyjna spowodowana jest wigzaniem biatka TonB do
transportera, co umozliwia utworzenie kanatu przejsciowego dla kompleksu. Warto
zaznaczy¢, ze poszczegOlne transportery sa selektywne wzgledem konkretnych
komplekséw siderofor-zelazo, np. biatko FhuA wiaze kompleks Zelazo-ferichrom,
a FepA Zelazo-entarobaktyne.46

Rys. 1.14 Struktura transportera biatkowego FhuA obecnego w btonie zewnetrznej E. coli. Struktura
dostepna w RCSB Protein Data Bank (PDBID: 1BY3).

Biatko TonB wystepuje zaréwno w btonie wewnetrznej, jak i zewnetrznej,
a jego glownym celem jest transport energii metabolicznej z blony
cytoplazmatycznej do btony zewnetrznej, co umozliwia zmiane energetyczna
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transportera sideroforowego, co pokazano na przyktadzie wychwytu kompleksu
ferrichriom-zelazo (Fe-FER, Rys. 1.15)7071 We wszystkich bakteryjnych
transporterach siderofor6w obecna jest pentapeptydowa sekwencja konsensusu
zwana , TonB box”, ktéra uczestniczy w sprzezeniu z biatkiem TonB zakotwiczonym
w blonie zewnetrznej. Reszta biatka TonB mostkuje przestrzen periplazmatyczng
konczac sie w blonie wewnetrznej. Integralne biatka btonowe ExbB, ExbD oraz
TonB wspoétpracuja, przeksztatcajac site protonomotoryczng (PMF) btony
cytoplazmatycznej w energie dla transportera FhuA (Rys. 1.15).72
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Rys. 1.15 Schemat procesu transportu kompleksu ferrichrom-zelazo (FeFRC) z udzialem biatka TonB
obecnego w komdrkach bakteryjnych E. coli.

Po przekroczeniu pierwszej btony siderofor jest szybko przechwytywany
przez odpowiednie biatko wiazace, np. FhuD, ktéry wykazuje szeroka specyficzno$¢
substratowa dla sideroforé6w hydroksamowych, w tym koprogenu, ferrichromu,
ferrioksaminy B czy kwasu rodotorulowego. FhuD transportuje zwigzany siderofor
do systemu transportowego ABC w blonie cytoplazmatycznej, sktadajacego sie
z dwdch biatek - FhuB (charakterystycznego dla pochodnych hydroksamowych)
i FhuC. Pierwsze biatko dziata jako permeaza, a drugie hydrolizuje ATP, dostarczajac
energie niezbedng do transportu. Kompleks Zelazo-siderofor jest uwalniany po
stronie cytoplazmatycznej btony, a nastepnie Zelazo jest szybko uwalniane
z kompleksu poprzez redukcje. Kompleks FER-Fe3* jest rozktadany przez reduktaze
sideroforowa FhuF, luZzno zwiazana z btona cytoplazmatyczna, a jon Fe?* jest
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przechwytywany przez inny ligand wewnatrzczasteczkowy, pozostawiajgc wolny
siderofor, ktéry moze zosta¢ ponownie wydzielony przez mikroorganizm.”?

Bakterie Gram-dodatnie nie posiadajg dodatkowej btony komadrkowej, jak
iréwniez nie wystepuje w nich przestrzen periplazmatyczna. W przeciwienstwie do
bakterii Gram-ujemnych, ich mechanizmy wychwytu zelaza nie sg tak szczegétowo
zbadane i opisane. Wiadomo jednak, ze organizmy te posiadaja zaréwno
lipoproteinowe receptory odpowiedzialne za rozpoznanie oraz wychwyt
sideroforéw, jak i sideroforowe transportery typu ABC podobne do tych obecnych
w  komoérkach bakterii Gram-ujemnych. Receptory wykazuja wysokie
powinowactwo do komplekséw sideroforéw, ktére po zwigzaniu s nastepnie
przenoszone do odpowiedniego transportera. W komérkach bakterii Gram-
dodatnich nie wystepuje biatko TonB.46

1.2.3. Polaczenia siderofor-chemoterapeutyk

Pomyst wykorzystania idei ,Konia Trojanskiego” jako efektywnej strategii
prolekowej  zapoczgtkowaty  badania nad naturalnie  wystepujacymi
sideromycynami, ktére wykorzystujac bakteryjne, specyficzne transportery
btonowe moga wnika¢ do komoérek bakteryjnych.”37¢ Obecno$¢ sideroforowego
elementu pozwala sideromycynom nasladowa¢ dziatanie tych chelatoréw,
wykorzystujac specyficzne transportery biatkowe i tym samym dostarczac
chemoterapeutyki do wnetrza drobnoustrojéw. Ich budowa jest zazwyczaj
nastepujgca: siderofor - linker - antybiotyk.”> Braun et al’? wyizolowali oraz
zaproponowali dziatanie albomycyn, zawierajacych w swojej strukturze podobny
do ferrichromu siderofor hydroksamowy oraz tionukleozyd (Rys. 1.16) -
antybakteryjny inhibitor syntetazy tRNA. Taki koniugat po przedostaniu sie do
wnetrza komoérki ulega rozpadowi pod wplywem dziatania peptydaz, uwalniajac
chemoterapeutyk.
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Rys. 1.16 Struktura albomycyn.
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Kolejnymi naturalnymi sideromycynami sg salmycyny, zawierajace
danoksamine - siderofor z rodziny ferrioksamin oraz aminoglikozyd (Rys. 1.17A),
ktdrych struktury opisat Vértesy et al.’¢ Ten bakteryjny inhibitor syntezy biatek
zostaje uwalniony w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji inicjowanej przez
obecne w komorce reduktazy. W wyniku redukcji jonu zelaza (III), kompleks
salmycyna-zelazo ulega rozpadowi, co pozwala na nukleofilowy atak grupy
hydroksamowej sideroforu na wigzanie estrowe tworzac szesciocztonowy pierscien
i uwalniajac aminoglikozyd (Rys. 1.17B).

A

siderofor likozvd
hydroksamowy - danoksamina (n = 5) ammog tkozy
(0] H (?H
H NH
HO. N\/\/\/N
O N)W /m/g
(CH,),OH O O
Salmycyny

(X =0, (OH),, NOH, n=4, 5)

\ |
O
reduktaza
HN N

I
N 0 O0—{aminoglikozyd

(CHap),OH

o
32

o aminoglikozyd

Rys. 1.17 A) Struktura salmycyn B) mechanizm uwalniania aminoglikozydu w salmycynach.

Sideromycyny sa w stanie skutecznie pokonywa¢ btony komoérkowe
bakterii Gram-ujemnych, przezwyciezajac narastajacy problem lekoopornosci.
W zwigzku z powyzszym na podstawie ich struktur powstat szereg syntetycznych
sideroforéw i ich potaczen z antybiotykami, takimi jak ciprofloksacyna, lorabid czy
triklosan.” Przyktadem moga by¢ koniugaty zaproponowane przez Wencewicza et
al’%77 bedace potaczeniem syntetycznej desferridanoksaminy (Rys. 1.18)
z antybiotykiem przeciwbakteryjnym.
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Rys. 1.18 Struktury koniugatéw desferridanoksaminy z antybiotykami.

Badania potwierdzity, ze uzyskane zwiazki sg transportowane do wnetrza
drobnoustrojéw, a ich skutecznos¢ zalezala od rodzaju wigzania pomiedzy
sideroforem a chemoterapeutykiem. Wigzanie amidowe ostabiato aktywnos¢
koniugatu, natomiast estrowe ja zwiekszato lub pozostawialo bez zmian. Ta
wlasciwo$¢ wskazywata na kluczowe znaczenie mechanizmu uwalniania leku na
jego aktywno$¢ biologiczna. Co wiecej, dobér odpowiedniego tgcznika moze
zapewni¢ skuteczne uwalnianie i dziatanie antybiotyku w komérkach patogenéw.

Inny przyktad wykorzystania syntetycznego sideroforu hydroksamowego
podaja Ghosh i Miller,”8 opisujgc synteze potaczen trihydroksamowego sideroforu
opartego na izocyjanuranie z antybiotykami przeciwgrzybowymi: 5-fluorocytozyna
oraz norneoenaktyng (Rys. 1.19). Kompleksy zelaza (I1I) obu koniugatéw okazaty
sie rozpoznawane i transportowane do wnetrza komoérek grzybéw z rodzaju
Candida, a potaczenie zawierajace 5-fluorocytozyne wykazywato umiarkowang
aktywno$¢ wobec C. albicans. Koniugat ten wykazat réwniez umiarkowang
aktywnos$¢ inhibicyjng  wzgledem niektérych  bakterii Gram-dodatnich
(Enterococcus, Staphylococcus).
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Rys. 1.19 Struktury koniugatéw syntetycznego sideroforu trihydroksamowego z antybiotykami.

Wsrod koniugatéw naturalnych sideroforé6w z chemoterapeutykami mozna
wyrozni¢ potaczenia bakteryjnych sideroforéw katecholanowych, w szczegdlnosci
potaczenia enterobaktyny. Siderofor ten okazat sie obiecujgcy jako no$nik
molekularny, co wykazano na serii jego potaczen z niewielkimi czasteczkami
organicznymi.”® Badania nad wilasciwosSciami oraz metabolizmem tego zwigzku
w komdrkach bakteryjnych pozwolity nad wyznaczeniem ,bezpiecznej” pozycji
modyfikacji enterobaktyny, ktéra jest wegiel C5 w pier$cieniu aromatycznym (Rys.
1.20).80 Nolan et al8!' zsyntetyzowali dwa koniugaty enterobaktyny: jeden
z ampicyling, a drugi z amoksycyling, oba potaczone z no$nikiem molekularnym za
pomoca tacznika polietylenoglikolowego. W poréwnaniu z samymi antybiotykami,
koniugaty wykazaty wyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng, lepsza selektywnos$é¢
i nizsza cytotoksycznos$¢ wobec ludzkich komérek jelitowych.

Niedtugo po ukazaniu sie badan dotyczacych koniugatéw naturalnej
enterobaktyny zaczety pojawia¢ sie doniesienia naukowe dotyczace potaczen
zawierajacych zmodyfikowang strukture tego sideroforu. Zesp6t Nolan’a82
zaproponowat chemoenzymatyczng synteze potaczen glikozylowanej w pozycji C5’
enterobaktyny z ampicyling lub amoksycyling, ktérych przyklady sa
zaprezentowane na Rys. 1.20. Struktury te wykazaty od 100 do 1000-krotne
zwiekszenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec niektérych badanych
szczepow E. coli, w poréwnaniu z natywnymi antybiotykami (-laktamowymi
w warunkach niedoboru zelaza.
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Rys. 1.20 Struktury polaczen enterobaktyny oraz C5’-glikozydowanej enterobaktyny z ampicyling oraz
amoksycyling. Kolorem pomarariczowym oznaczono pozycje C5 i C5’ pier$cieni aromatycznych.
Dalsze prace nad potgczeniami enterobaktyny wykazaty, ze receptory
i transportery sideroforowe nie musza rozpoznawaé peinych struktur tych
chelatorow.83 W przypadku enterobaktyny, szkielet trilaktonowy nie jest
koniecznym do tego celu elementem. Co wazniejsze, moze zosta¢ zastgpiony inng
strukturg. Jednak warunkiem koniecznym jest zachowanie o$rodka tris-
katecholowego wiagZzacego Zelazo oraz skoordynowanych z nim grup amidowych
katecholu. Zespét Millerad4 zaprojektowat i zsyntetyzowat koniugaty ampicyliny
i amoksycyliny oparte na uproszczonej enterobaktynie (Rys. 1.21). Uzyskane w ten
spos6b koniugaty wykazywaty bardzo wysoka aktywnos¢ przeciwbakteryjng
wobec dzikich szczepéw E. coli i P. aeruginosa (MICoo > 0,05 pM), podczas gdy same
antybiotyki byty niemal nieaktywne (MIC9o > 100 uM). Kolejnymi przyktadami sg
koniugaty zawierajgce ciprofloksacyne,8 jednakze byly one mniej aktywne niz
potaczenia zawierajace ampicyline czy amoksycyline. Zsyntetyzowano i przebadano
takze szereg koniugatéw enterobaktyny zawierajacych 1facznik polietyleno-
glikolowy (PEG3).8186 Ponadto zgromadzone wyniki oraz analiza danych
potwierdzity, Ze rodzaj tgcznika ma wptyw na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

J\/\f 'uproszczony' siderofor

NH
HOOC ;( S

(e] NH HN O HN 0
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Rys. 1.21 Struktura polgczenia sztucznego sideroforu katecholanowego z ampicyling oraz amoksycylina.

koniugatow.81

katecholanowy
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W literaturze mozna nalez¢ wiele innych potaczen chemoterapeutykow
z sideroforami katecholanowymi zaréwno naturalnie pozyskanymi, jak i w pelni
syntetycznymi, czy tez modyfikowanymi. Coraz cze$ciej pojawiaja sie propozycje
nowych, uproszczonych struktur o charakterze sideroforéw, co mozna
zaobserwowa¢ w koniugacie zaproponowanym przez Liu et al8” Przedstawiony
zwigzek jest tzw. ,podwdjnym” koniugatem, gdyz siderofor potgczony jest
z cefalosporyna, do ktérej z kolei dotagczono oksazolidynon. Wykorzystany siderofor
katecholanowy jest ztozony tylko z dwéch jednostek katecholowych. Cefalosporyna
odgrywa role 1acznika, ktéry uwalnia oksazolidynon pod wptywem dziatania
B-laktamaz. To umozliwia dostarczanie antybiotyku przeciwko bakteriom Gram-
dodatnim do komorek bakterii Gram-ujemnych (Rys. 1.22).

/Q\f cefalosporyna oksazolidynon
siderofor \)L /\\
fN
katecholanowy OH N% )W ?\Q\/ \Q )L
™9 J)/ COOH
HO o
H cefalosporynaza, —QH ?ﬁ

l
Ho%oji” 2{ riio;:oz RN } Q )k

OH O

Ho\©/MH Fo

Rys. 1.22 Struktura podwdjnego koniugatu sideroforu katecholanowego z cefalosporyna oraz
oksazolidynonem. Czerwonymi strzatkami przedstawiono mechanizm uwalniania aktywowany
dziataniem cefalosporynaz.

Kolejnym przyktadem zwigku utylizujacego syntetyczny siderofor jest
cefiderocol, znany réwniez pod nazwa handlowg Fetroja. Cefiderocol (Rys. 1.23) jest
potaczeniem syntetycznej cefalosporyny oraz syntetycznego sideroforu
katecholanowego ztozonego z jednej jednostki wigzacej zelazo. Jest dopuszczony do
obrotu jako produkt leczniczy i wykazuje skutecznos$¢ przeciwko ztosliwym,
wielolekoopornym szczepom Gram-ujemnych bakterii, w tym z rodzaju
Pseudomonas, Klebsiella oraz Escherichia.88
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Rys. 1.23 Struktura cefiderocolu, niebieskim kolorem oznaczono komponent bedacy syntetycznym
analogiem sideroforu katecholowego.

Siderofory karboksylanowe réwniez znalazly zastosowanie jako no$niki
molekularne w prolekach inspirowanych ideg ,Konia Trojanskiego”. Milner et al.8%90
wykorzystali stafyloferryne A oraz pochodne kwasu cytrynowego do konstrukcji
koniugatow zawierajgcych ciprofloksacyne (Rys. 1.24). Niestety potaczenia
stafyloferryny nie wykazaly znaczacej aktywnosci przeciwbakteryjnej. Pochodne
kwasu cytrynowego zademonstrowaty nieco lepsza aktywno$¢ inhibicyjng wobec
niektorych szczepéw bakterii Gram-ujemnych. Autorzy zaznaczajg potrzebe
wprowadzenia do struktury koniugatu labilnego linkera, aby umozliwi¢ uwolnienie
ciprofloksacyny w poblizu celu molekularnego, tym samym zwiekszajac jej
aktywno$¢ biologiczna.
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Rys. 1.24 Struktury koniugatu ciprofloksacyny ze stafyloferryng lub kwasem cytrynowym.

1.3. Uklady ,trimethyl lock” jako rozszczepialne taczniki
organiczne

Jednym z najwazniejszych wyzwan w projektowaniu nowych,
ukierunkowanych prolekéw jest zapewnienie, aby czasteczki aktywne biologicznie
dotarty w okolice celu molekularnego oraz mogly by¢ uwolnione w przestrzeni
wewnatrzkomdrkowej drobnoustroju. Proces ten zachodzi w wyniku dziatania
okreslonego bodZca, np. specyficznego enzymu, ktéry znajduje sie wewnatrz
komorki. Taka strategia prolekowa ma na celu zwiekszenie dziatania biologicznego,
poprawienie wtasciwosci farmakokinetycznych oraz ograniczanie niepozadanych
efektéw ogolnoustrojowych.?!
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Uktady ,trimethyl lock” (TML) s3a dos$¢ uniwersalnymi tgcznikami
wykorzystywanymi przy tworzeniu prolekéw, obrazowaniu komoérek czy
opracowywaniu nowych narzedzi chemicznych.”? Mechanizm dziatania tych
system6w bazuje na zwiekszonej podatnosci do samorzutnej laktonizacji, jaka
wykazujg trimetylopodstawione pochodne kwasu 3-(2-hydroksy-4,6-dimetylo-
fenylo)-3-metylobutanowego.?? Obecnos$¢ trzech grup metylowych znaczaco
przyspiesza proces cyklizacji ze wzgledu na ich wzajemne steryczne oddzialywania
(Rys. 1.25). Podstawniki te niejako blokuja strukture w okreslonej konformacji, co
pozwala czasteczce bezposrednio osiaggna¢ stan przejSciowy reakcji. W efekcie
koncowym prowadzi to do zwiekszenia tempa procesu laktonizacji. Szybko$¢ tego
procesu znaczaco przewyzsza szybkosSci reakcji laktonizacji dla analogéw
biomolekularnych i doréwnuje, a niekiedy przekracza tempo reakcji katalizo-
wanych enzymatycznie.?* Proces ten inicjowany jest okreslonym bodzcem,
a odpowiednie modyfikacje strukturalne pozwalajg na wykorzystywanie wielu
rodzajow ‘wyzwalaczy’ zaréwno chemicznych, jak i enzymatycznych. W efekcie
uwolniona zostaje czgsteczka transportowana, a uktad TML jest przeksztatcany do
pochodnej dihydrokumaryny (Rys. 1.25). Ze wzgledu na ‘zablokowanie’ laktonizacji
poprzez wprowadzenie odpowiedniego fragmentu na fenolowy atom tlenu oraz
zaangazowanie trzech oddzialujacych ze soba przestrzenie grup metylowych
w procesie uwolnienia czgsteczki transportowanej, tgcznik nazywany jest uktadem
‘trimethyl lock’.

OH ZOH

Rys. 1.25 Reakcja cyklizacji czasteczki kwasu 3-(2-hydroksy-4,6-dimetylofenylo)-3-metylobutanowego
z zaznaczeniem sterycznych oddziatywan pomiedzy istotnymi dla procesu trzema podstawnikami
metylowymi.

1.3.1. Uklady TML rozszczepiane za pomoca esteraz

Uktady TML, bedace estrami fenylowymi, moga zosta¢ aktywowane za
pomoca esteraz obecnych w komoérkach drobnoustrojow. Enzymy te rozktadaja
obecne w strukturze wigzanie estrowe doprowadzajac do spontanicznej
laktonizacji i uwolnienia czasteczek powigzanych z grupg karboksylowa kwasu.
Pomimo obecno$ci esteraz w komdrkach ludzkich, co moze wskazywa¢ na
podatnosci uktadu na hydrolize w warunkach fizjologicznych, potaczenia tego typu
wykazujg znaczng odpornos$¢ na ten proces. Zjawisko to jest spowodowane
przeszkodami sterycznymi wystepujacymi w estrach fenylowych TML, a hydroliza
uktadu zachodzi dopiero po nagromadzeniu sie czasteczek w komorce.?!
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Pierwszy modelowy zwiazek ukladu TML wrazliwego na esterazy zostat
zaproponowany przez Wanga et al.% Czasteczka ta byta amidem, ktory zawierat
ugrupowanie acetylowe na fenolowym atomie tlenu. Co ciekawe, potgczenie to
okazato sie do$c¢ stabilne w buforze fosforanowym (ti/2 = 4039 min). Dopiero po
dodaniu esterazy z watroby $wini zaobserwowano rozszczepienie octanu
iuwolnienie p-metoksyaniliny w wyniku nastepczej laktonizacji w ciggu kilku minut
(Rys. 1.26).

hydrolizaY

esteraza
—_—

-CH3CO,H

Rys. 1.26 Mechanizm procesu laktonizacji p-metoksyanilidu kwasu 3-(0-acetylo-2-hydroksy-4,6-
dimetylofenylo)-3-metylobutanowego katalizowanego przez esterazy.

Grupa hydroksylowa fenolu moze by¢ potgczona z dowolnym zwigzkiem
organicznym pod warunkiem, Ze utworzy sie wigzanie estrowe pomiedzy tymi
elementami. Zalezno$¢ tg wykorzystano do tworzenia potgczen uktadu TML
z roznymi no$nikami molekularnymi, np. peptydami penetrujacymi® czy
sideroforami. Ji el al.%7 zaprezentowali polaczenie desferrioksyaminy B z esterazo-
labilnym ukladem TML oraz ciprofloksacyna (Rys. 1.27). Pomimo stabszego
dziatania przeciwbakteryjnego w poréwnaniu do natywnego inhibitora, prolek
wykazat do$¢ dobrg aktywnos$¢ biologiczna wobec wybranych szczepow
bakteryjnych. Ponadto potwierdzono rozszczepianie tagcznika TML pod wptywem

esteraz i uwolnienie leku w komoérkach drobnoustrojow.
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Rys. 1.27 Struktura koniugatu desferrioksyaminy z ciprofloksacyna potaczonych esterazo-labilnym
TML.

Prezentowane w literaturze koniugaty TML zazwyczaj zawierajg wigzanie
amidowe w tancuchu bocznym, jednakze uktad ten z powodzeniem réwniez zostat
zastosowany do tworzenia prolekéw o strukturze sulfidéw.%8

1.3.2. Uklady TML rozszczepiane za pomocq fosfataz

Kolejnym Kkatalizatorem laktonizacji uktadéw TML s3a fosfatazy, ktdre
rozpoznajg i rozszczepiaja ester fosforanowy utworzony na fenolowej grupie
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hydroksylowej (Rys. 1.28). Fosforany, ze wzgledu na swoja polarnos¢
i hydrofilowos¢, mogg by¢ uzywane w potaczeniach ze zwigzkami stabo
rozpuszczalnymi w wodzie. Wprowadzenie takiego ugrupowania znacznie zwieksza
rozpuszczalno$c¢ i pozwala na podawanie prolekéw droga doustna. Rozszczepienie
nastepuje dopiero w jelicie cienkim, gdyz wtasnie w komoérkach wyscielajacych ten
organ fosfatazy wystepuja w duzych ilo$ciach.?? Niestety, zastosowanie tego
rozwigzania jest ograniczone przez dwa zjawiska, a mianowicie specyficzno$¢
substratowa fosfatazy oraz przenikalno$¢ proleku przez btony enterocytéw w jelicie
cienkim.100101 pPrzyktadem takiego zastosowania jest modyfikacja Taksolu -
chemoterapeutyka wykorzystywanego w leczeniu przeciwnowotworowym.
Wprowadzenie do struktury taksolu fosfatazo-labilnego uktadu TML (Rys. 1.28)
znaczaco poprawito rozpuszczalno$¢ leku, a nie wplyneto na jego aktywnos$¢
biologiczna. Pozwolito to na formulacje bez stosowania dodatkowych
solubilizatorow.102
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Rys. 1.28 Uproszczony schemat mechanizmu dziatania fosfatazo-labilnego uktadu TML na przyktadzie
koniugatu Taksolu.

Lacznik ten zastosowano réwniez w polaczeniu sideroforu -
desferrioksyaminy B z ciprofloksacyng (Rys. 1.29).%7 Niestety, w poréwnaniu
z analogiem zawierajacym esterazo-labilny TML byt on nieaktywny, wobec tego
samego zestawu szczepow bakteryjnych.
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Rys. 1.29 Struktura koniugatu desferrioksyaminy B z fosfatazo-labilnym tacznikiem TML oraz
ciprofloksacyna.

1.3.3. Uklady TML rozszczepiane za pomocg oksydoreduktazy
chinonowej

Wsréd systemé6w TML, w ktédrych zdolno$¢ do laktonizacji jest
»Zablokowana” nalezatoby wyrézni¢ utleniona forme chinonowa. Pierscien
chinonowy jest redukowany na skutek dzialania oksydoreduktaz chinonowych
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(NQO1), co umozliwia cyklizacje uktadu (Rys. 1.30).103 Uktad chinonowy TML jest
szczegblnie wykorzystywany do obrazowania komoérek nowotworowych oraz
w systemach dostarczania do nich lekéw, gdyz obserwuje sie nadekspresje enzymu
NQO1l w niektérych typach nowotwor6éw.1%¢ Opracowano wiele prolekéw
przeciwnowotworowych opartych na systemach TML NQO1-labinych takich, jak
inhibior angiogenezy zaleznej od VEGF,105 inhibitor transferazy farnezylowej10¢ czy
cytotoksyne Zerumbon.107

O redukcja
PGS oksydoreduktaza
chinonowa

kamptotecyna

Rys. 1.30 Mechanizm enzymatycznego uwalniania kamptotecyny z koniugatu zawierajacego chinonowy
uktadu TML.

Liu et al.198 przedstawili przyktad proleku kamptotecyny (CPT) - inhibitora
topoizomerazy wykorzystujacy chinonowy ukilad TML. Jako Ze inhibitor ten
wykazuje silng fluorescencje, mozliwym jest monitorowanie uwalniania leku
podczas terapii przeciwnowotworowej. W formie chinonu uktad pemi funkcje
akceptora elektronéw wzbudzonych czasteczek fluorofora, co prowadzi do
ttumienia fluorescencji. CPT zostalo potaczone z TML w sposéb umozliwiajacy
uwolnienie go w przestrzeni wewnatrzkomoérkowej (Rys. 1.30).

Ji el al1%® zaprojektowali oraz zsyntezowali dwa koniugaty zawierajace
chinonowy TML potgczony z sideroforem oraz ciprofloksacyna (Rys. 1.31). Pierwsza
struktura zawiera desferrioksyamine, natomiast druga zawiera sztuczny siderofor
mieszanego typu. Pomimo potwierdzenia, Ze lek zostaje uwalniany w komoérkach
drobnoustrojéw pod wptywem dziatania oksydoreduktazy, dziatanie inhibicyjne
obydwoch koniugatéw byto stabsze w poréwnaniu do natywnej ciprofloksacyny.
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Rys. 1.31 Struktury koniugatéw ciprofloksacyny z chinonowym TML oraz desferrioksyaming lub
sztucznym, mieszanym sideroforem.

Z uwagi na wrazliwo$¢ chinonowych uktadéw TML na oksydoreduktazy,
Iaczniki tego typu mogg by¢ takze rozktadane przy zastosowaniu wyzwalaczy
elektrochemicznych.110

1.3.4. Pozostale uklady TML

Sposrod wielu systeméw TML opisanych w literaturze warto wyréznié
takze te rozktadane pod wptywem dziatania nitro-reduktazy, cytochromu-P450 czy
glutationu. Uktady TML wykorzystujace nitro-reduktazy jako wyzwalacze musza
posiada¢ w swojej strukturze odpowiednie azotowe grupy funkcyjne, takie jak
nitrowe, nitrozowe czy hydroksyaminowe. Enzym ten wystepuje w duzych ilo$ciach
w komoérkach nowotworowych,! jednakze mozna go tez zaobserwowacl
w niektérych organizmach bakteryjnych.12 Mechanizm dziatania przedstawiono na
przyktadzie koniugatu opisanego przez Shigenage et al.113 (Rys. 1.32). W wyniku
redukcji grupy nitrowej zlokalizowanej w estrze p-nitrobenzylowym dochodzi do
uwolnienia fenolowego atomu tlenu i cyklizacji z utworzeniem pochodnej
dihydrokumaryny.
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o
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Rys. 1.32 Mechanizm aktywowania procesu laktonizacji z udziatem nitroreduktazo-labilnego TML.
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Cytochrom  P450 jest przedstawicielem rodziny enzymow
odpowiedzialnych za oksydatywny metabolizm wielu zwigzkéw organicznych,
w tym chemoterapeutykow czy toksyn.!1# Szczegdlnie podatne na dziatanie tego
enzymu s3a etery etylowe, ktore ulegaja hydroksylacji w pozycji a do atomu tlenu
tworzagc hemiacetal. Yatzeck et al!!'> wykorzystali tg zalezno$¢ projektujac
potaczenie rodaminy C z tacznikiem TML aktywowanym cytochromem P450.
N-Acylowanie rodaminy ttumi jej fluorescencje, jednakze w wyniku dziatania

enzymu zachodzi laktonizacja i uwolnienie wskaznika fluorescencyjnego (Rys.
1.33).

o _~ o
CLTT = TR T Y
o (0] (o}

O,
"wygaszona" S

[¢]
rodamina

fluorescencyjna
rodamina

Rys. 1.33 Mechanizm aktywowania procesu laktonizacji z udziatem tgcznika TML wrazliwego na
dziatanie cytochromu P450

Podobne rozwigzanie zastosowali Zhou i wspoélpracownicy,116
wykorzystujac system TML do tlumienia fluorescencji nitrobenzodiazolu.
Modyfikacja na fenolowym atomie TML pozwolita na aktywowanie uktadu po
wptywem dziatania glutationu (Rys. 1.34). W wyniku addycji Michaela atomu siarki
glutationu do akrylanu nastepuje atak grupy aminowej na wigzanie estrowe fenolu,
co umozliwia laktonizacje, a wiec uwolnienie i aktywacje wskaznika
fluorescencyjnego.
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Rys. 1.34 Mechanizm aktywowania procesu laktonizacji tacznika TML wrazliwego na dziatanie
glutationem.

Kolejnymi ciekawymi rozwigzaniami wydaja sie taczniki TML wrazliwe na
promieniowanie UV. Takie uktady zawierajg fotorozszczepialne grupy ochronne
(np. o-nitrobenzylow3) potaczone z fenolowg grupg hydroksylowa, blokujac proces

45



laktonizacji. Po wzbudzeniu takich ugrupowan s$wiattem UV zachodza reakcje
rekombinacji rodnikowej oraz przegrupowan prowadzac do uwolnienia atomu
tlenu i nastepczego procesu cyklizacji.11?

1.4. Projektowanie nowych, potencjalnych inhibitorow
enzymatycznych w oparciu o nowe cele molekularne

Tak jak juz wspomniatam, mimo stale rosnacego zagrozenia dla zdrowia
i zycia cztowieka spowodowanego pojawianiem sie wielolekoopronych szczepow
grzybéw oraz bakterii istnieja ograniczone opcje terapeutyczne. W leczeniu
klinicznym dostepny jest waski repertuar chemoterapeutykow, ktdrego naduzycie
zwieksza tylko tempo pojawiania sie lekoopornosci u drobnoustrojéw. Stosowanie
strategii prolekowych umozliwia dostarczanie lekéw do komoérek patogendw,
jednakze niekiedy i te rozwiazania nie przynosza pozadanych rezultatéw. Innym
podej$ciem do przezwyciezenia narastajacej lekoopornosci jest projektowanie oraz
synteza nowych, potencjalnych chemoterapeutykdow.

W przypadku farmaceutykéw przeciwgrzybowych zaséb dostepnych lekow
jest szczeg6lnie ograniczony.!18 Jednym z powodow tego zjawiska jest niewielka
liczba poznanych celéw molekularnych dla chemoterapeutykéw przeciwgrzy-
bowych. Optymalnym celem bytaby czasteczka o kluczowym znaczeniu dla wzrostu,
rozwoju i zjadliwo$ci patogennych grzybéw, ktéra jest nieobecna w komoérkach
ssakow. Najcze$ciej, warunek ten spetniony jest przez enzymy, ktére biorg udziat
w procesach biochemicznych niezachodzacych w komoérkach ludzkich. Selektywne
zahamowanie dziatania takiego enzymu mogtoby skutkowac¢ w uzyskaniu nowych
chemoterapeutykéw o ukierunkowanym dziataniu na patogeny ludzkie. Niestety,
podobienistwo proceséw metabolicznych organizméw grzybowych oraz ssaczych
znacznie ogranicza liczbe dostepnych i skutecznych cel6w molekularnych.

Jedna z atrakcyjnych opcji jest wykorzystanie enzyméw szlaku biosyntezy
aminokwas6w egzogennych, ktéra zachodzi w komoérkach grzybowych. Jako zZe
komorki ludzkie nie sa zdolne do produkcji egzogennych aminokwaséw, wiele
enzymo6w biorgcych udziat w biosyntezie tych zwigzkéw organicznych jest w nich
nieobecna. Zahamowanie dzialania wspomnianych enzyméw nie powinno wiec
wplywaé na metabolizm cztowieka. Takie inhibitory enzymatyczne moga zatem
charakteryzowac sie wysoka selektywnoscig oraz niska toksycznos$cia dla komoérek
gospodarza, a jednocze$nie blokowaé biosynteze zwigzkéw niezbednych do
prawidtowego rozwoju patogennych organizméw grzybowych. Ponadto inhibitory
omawianych enzyméw mogg dziata¢ jako antymetabolity, czyli zwigzki nasladujace
naturalne metabolity komérkowe. Dzieki ich strukturalnemu podobienistwu do tych
zwigzkéw sa one stabiej rozpoznawane i usuwane przez biatka obecne
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w komorkach szczepéw wielolekoopornych. Niekiedy, skuteczno$¢ takich
inhibitor6w wobec szczepéw opornych moze by¢ wyzsza niz w przypadku
szczepow wrazliwych.119

Chociaz proponowane enzymy szlakow biosyntezy aminokwaséw nie
wystepuja w komorkach ssakéw, to jednak niektére aminokwasy i peptydy sa
obecne w surowicy ssaczej w ilosciach wystarczajacych do prawidtowego wzrostu
komoérek grzybéw chorobotwoérczych. Znacznie zaweza to zakres poszukiwan
nowych grzybowych celéw molekularnych w obrebie szlakéw metabolicznych
aminokwasdédw. Najlepszymi kandydatami sg szlaki biosyntezy metioniny oraz
tryptofanu, poniewaz stezenie tych dwdéch aminokwaséw w surowicy jest
szczegoblnie niskie.120-122

1.4.1. Szlak biosyntezy L-metioniny

L-Metionina nalezy do pieciu proteogennych aminokwaso6w zaliczanych do
tzw. rodziny asparaginianowej, do ktérej nalezy réwniez kwas asparaginowy,
asparagina, treonina i izoleucyna. Wszystkie aminokwasy z tej grupy powstaja
z jednego wspolnego prekursora - szczawiooctanu. Biotransformacja szczawio-
octanu w L-homoseryne (Rys. 1.35) zachodzi w czterech etapach z udziatem m. in.
adenozynotrifosforanu (ATP) oraz dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
w formie zredukowanej (NADPH).

Szlak biosyntezy L-metioniny (ang. L-methionine biosynthesis pathway,
MBP) z L-homoseryny wystepuje zar6wno u bakterii, grzybow, jak i u roslin, jednak
jego przebieg rézni sie w zaleznosci od organizmu.?2 W najcze$ciej spotykanym
wariancie grzybowego MBP (Rys. 1.35) L-homoseryna ulega najpierw
0-acetylowaniu w reakcji katalizowanej przez transacetylaze L-homoseryny Met2p.
W organizmach bakteryjnych na tym etapie powstaje O-bursztynylohomoseryna,
natomiast u roslin ladowych (Viridiplantae) grupa hydroksylowa L-homoseryny jest
O-fosforylowana.23 W kolejnym kroku wprowadzany jest atom siarki, ktorego
zrédtem moze by¢ L-cysteina lub nieorganiczny siarczek. U czeSci grzybow atom
siarki, pochodzacy =z siarczku, wbudowywany jest przez sulfthydrylaze
O-acetylhomoseryny Met15p, prowadzac do powstania L-homocysteiny. Niektore
mikroorganizmy katalizuja te reakcje za pomoca bifunkcyjnego enzymu
sulfthydrylazy O-acetyloseryny/0-acetylhomoseryny. Jon siarczkowy, dostarczany
do tej reakcji, powstaje z siarczanu w szeregu biotranformacji poprzez siarczynowy
zwigzek przejsSciowy.

47



L-glutaminian

a-ketoglutaran

kwas szczawiooctowy L-kwas asparaginowy L-4-fosforan
asparaginowy
NADPH
AcCoA NADPH NADP", P;
o \ o o
(0] Met2 P
Y \/\‘).LOH et p\ HO\/\‘)'LOH HNOH
0 NH, . NH, O NH,
A .
O-acetylo-L-homoseryna 0 R L-homoseryna NADP™  4.semialdehyd
(S L-asparaginowy
L-cystei
D-/q ~eysteina Me{7 (S)-2-amino-4-oxobutanoic acid
~ 5‘,

Str.

octan /
5-metylo-TH-folian

ww?ﬁ%w» i SO

NHg, pirogronian TH-folian

L-cystationina L-homocysteina L-metionina

Rys. 1.35 Szlak biosyntezy L-metioniny w komoérkach grzybowych.

Istnieje rowniez alternatywny szlak, obecny m.in. u gatunkdw Aspergillus,
w ktérym L-homocysteina syntetyzowana jest w dwéch etapach. Najpierw y-syntaza
cystationiny Str2p katalizuje powstanie cystationiny z O-acetylo-L-homoseryny
i L-cysteiny, a nastepnie B-liaza cystationiny Str3p przeksztatca cystationine w
L-homocysteine.

Ostatni etap biosyntezy, wspolny dla wszystkich grzybéw, polega na
S-metylowaniu L-homocysteiny katalizowanej przez syntaze metioniny Met6p.
Donorem grupy metylowej w tej reakcji jest 5-metylo-5,6,7,8-tetrahydrofolian
(5-metylo-TH-folian).

1.4.2. Enzymy szlaku biosyntezy L-metioniny jako nowe potencjalne
cele molekularne

Dotychczas przebadano jedynie dwa enzymy MBP jako potencjalne cele
molekularne nowych lekéw przeciwgrzybiczych. Nazi et all?* w swojej pracy
wskazali na znaczenie Met2p jako enzymu niezbednego do prawidtowego wzrostu
Cryptococcus neoformans. Autorzy wykazali, ze delecja genu METZ, kodujacego
Met2p, prowadzi do auksotrofii metioninowej w warunkach niedoboru tego
aminokwasu. Szczepy pozbawione METZ byty zdolne do wzrostu dopiero przy
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stezeniu L-metioniny powyzej 60 pM, czyli znacznie wyzszym od fizjologicznego
poziomu w surowicy (20-25 uM). Co wiecej, udowodniono, ze obecno$¢ METZ jest
niezbedna dla zjadliwosci C. neoformans w modelu infekcji oddechowej u myszy.
Niemniej jednak, zidentyfikowany inhibitor Met2p - CTCQC - nie wykazywat efektu
przeciwgrzybiczego, prawdopodobnie z powodu nieskutecznego transportu lub
metabolizmu wewnatrzkomoérkowego.125

Drugim proponowanym celem molekularnym MBP byta L-metioninowa
syntaza Met6p, gdyz szczepy Candida albicans z usunietymi obydwoma kopiami
genu MET6 nie byly zdolne do wzrostu w minimalnym skladzie podtoza
odzywczego.126 Ponadto Tsai i wspotpracownicy'?’ przedstawili dowody, ze
dehydrogenaza homoseryny Homé6p réwniez moze by¢ rozwazana jako potencjalny
cel terapeutyczny. Delecja HOM6 powodowata powazne zaburzenia wzrostu
szczepu mutanta C. albicans oraz silnie obnizata jego zdolno$¢ adhezji. Co wiecej,
specyficzny inhibitor Homé6p, kwas (S)-2-amino-4-okso-5-hydroksypentanowy,
znany takze jako antybiotyk RI-331, hamowat wzrost wielu patogennych grzybéw
zaréwno in vitro, jak i in vivo.128

Kolejnym enzymem, ktéry moze by¢ rozwazany jako potencjalny cel
molekularny jest Met15p. Azoksybacylina jest potencjalnym chemoterapeutykiem
przeciwgrzybowym, ktérego aktywno$¢ in vitro prawdopodobnie wigze sie
z wplywem na ekspresje genéw bioracych udziat w asymilacji siarczanow,
dostarczajacych jonu siarczkowego niezbednego wreakcji katalizowanej wtasnie
przez Met15p.12 Jednakze u szczepow C. albicans z podwoéjng delecja MET15
obserwowano zdolno$¢ do wzrostu w podtozu pozbawionym metioniny, cho¢ byt
on istotnie spowolniony w poréwnaniu z komérkami typu dzikiego.13° Podobng
metioninowg prototrofie stwierdzono u szczepéw Aspergillus nidulans z defektem
sulfhydrylazy O-acetyloseryny/0-acetylhomoseryny.131 Brak pelnej auksotrofii
metioninowej w tych przypadkach ttumaczy sie istnieniem alternatywnego szlaku
prowadzacego od O-acetylohomoseryny do homocysteiny, najprawdopodobniej
z udziatem cystationiny i enzyméw Str2p oraz Str3p.

Opisano réwniez inne przyktady inhibitoréw enzymoéw grzybowego szlaku
MBP, jednak w Zadnym przypadku nie stwierdzono bezposredniej korelacji miedzy
hamowaniem aktywno$ci enzymatycznej a efektem przeciwgrzybiczym.132.133
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2.

Cel i zakres pracy

Glownymi celami badan, ktorych wyniki opisano w niniejszej rozprawie

doktorskiej, byto:

iy

2)

wykorzystanie zwigzkéw o strukturze aminokwaséw o potencjalnym
dzialaniu przeciwgrzybowym oraz zaprojektowanie ich koniugatéow
z no$nikami molekularnymi,

zbadanie mozliwo$ci syntezy potencjalnych inhibitoréw szlaku biosyntezy
L-metioniny bedacymi inhibitorami enzymoéw drobnoustrojowych
zlokalizowanych w cytoplazmie docelowych komérek.

Otrzymane w wyniku badan inhibitory MBP stanowig potencjalne nowe zwiazki o

dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, podobnie jak koniugaty wykorzystujace

nos$nik molekularny. Osiggniecie sformutowanych powyzej celéw gtéwnych byto

mozliwe dzieki realizacji nastepujgcych celow szczegbtowych:

Wybér inhibitoréw enzymatycznych wykorzystywanych w koniugatach
oraz ich strukturalna modyfikacja w wybranych, niektérych przypadkach.

Wybdér i synteza znacznikéw fluorescencyjnych umozliwiajgcych
otrzymanie fluorescencyjnych analogéw tworzonych koniugatow.

Wybér i opracowanie metody syntezy uproszczonego sideroforu
hydroksamowego, ktéry zostanie wykorzystany jako no$nik.

Zbadanie mozliwosci potaczenia otrzymanego sideroforu, bedacego
no$nikiem molekularnym z czgsteczkami transportowanymi.

Opracowanie metody syntezy potaczenia sideroforu z czasteczkami
transportowanymi.

Wybér oraz synteza rozszczepialnego tgcznika typu ,trimethyl lock” oraz
zbadanie mozliwosci potaczenia tacznika TML z wybranym nos$nikiem
molekularnym.

Opracowanie metody syntezy potaczenia siderofor-TML i zbadanie
mozliwosci otrzymania koniugatéw tego polaczenia z czasteczkami
transportowanymi.

Wybér struktur aminokwasowych jako potencjalnych inhibitoré6w MBP
oraz opracowanie metod ich syntezy.

Identyfikacja otrzymanych zwiazkéw z wykorzystaniem technik
spektralnych (NMR, MS) i chromatograficznych (TLC, LC, HPLC).

Potaczenia zawierajace sondy fluorescencyjne zostaly przeznaczone do

badania efektywnos$ci wnikania koniugatéw do komérek drobnoustrojéw,
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natomiast dla potgczen zawierajacych inhibitory enzymatyczne zostata okreslona
ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Aktywnos$¢ biologiczna potencjalnych
inhibitoré6w MBP zostata zbadana dla wybranych enzyméw szlaku MBP.
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3. Wyniki i dyskusja

Zainteresowana mozliwo$cia opracowania nowych zwigzkéw o potencjale
przeciwdrobnoustrojowym postanowilam zaprojektowa¢ i otrzyma¢ na drodze
syntezy chemoterapeutyki przeciwgrzybowe oparte na strukturze aminokwasdéw.
Zadanie to zrealizowatam stosujac dwie strategie.

Pierwsza metoda implementuje zalozenia ideii ,Konia Trojaniskiego”,
zgodnie z ktérag wykorzystatam dostepne inhibitory enzymatyczne, aby utworzy¢
nowe potaczenia aminokwasowe z wybranym no$nikiem molekularnym -
sideroforem. Takie podejécie pozwala na przezywciezenie niektorych
niekorzystnych cech drobnoustrojéw chorobotwérczych, takich jak zmniejszona
przepuszczalno$¢ przez btony biologiczne. Utworzenie proleku moze w efekcie
doprowadzi¢ do zwiekszenia pobierania chemoterapeutyku do wnetrza komorki,
skutkujac wyzsza aktywnoscig biologiczng czasteczki czynne;j.

Proponowane przeze mnie koniugaty mozna podzieli¢ na rozszczepialne,
wykorzystujace labilny tgcznik oraz bezposrednio zwigzane kowalencyjnie
z czasteczka transportowana. Jako tgcznik wybratam rozszczepialny pod wptywem
esteraz uktad ,trimethyl lock” (TML). W swoich rozwazaniach zatozytam, zZe
zaréwno bezposrednie, jak i posrednie potaczenia siderofor-czasteczka biologicznie
aktywna beda w stanie wykazywac aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Wnikanie
koniugatu do wnetrza komérki mogloby zachodzi¢ na drodze transportu aktywnego
z wykorzystaniem naturalnie wystepujacego mechanizmu pozyskiwania zelaza
przez patogenne komoérki. W przypadku potaczen z wykorzystaniem tacznika TML,
czasteczka aktywna zostaje uwolniona w cytoplazmie w wyniku dziatania esteraz
i moze swobodnie wigza¢ sie z celem molekularnym. Wykorzystanie tego
specyficznego mechanizmu zaprezentowatam na ponizszym schemacie (Rys. 3.1).

przestrzen zewnatrzkomérkowa blona komérkowa przestrzen wewnatrzkomérkowa

rozklad
- T enrymatyerny
E— ==

p T reduktaza Fe(Ill)
receptor -
3+ s IE/SF sideroforowy; . — 1IE/SF
& tponils bialko > (Fe3* lacznik 1E/SF

transportowe
Fe®* T
lacznik IE/SF
siderofor

Rys. 3.1 Schemat transportu do wnetrza komoérki oraz metabolizm dziatania potaczen siderofor-tacznik-
czasteczka transportowana. IE - nhibitor enzymatyczny; SF - sonda fluorescencyjna.
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Druga strategia, ktora zastosowatam w projektowaniu i syntezie czasteczek
o potencjale przeciwgrzybowym, zaktada wybér oraz zaprojektowanie syntezy
zwigzkéw o strukturze aminokwaséw w oparciu o nowe cele molekularne.
Dzialanie proponowanych czasteczek jest ukierunkowane na wybrane enzymy
szlaku biosyntezy L-metioniny, ktére mogg by¢ uznawane za potencjalne cele
molekularne, co opisalam w czesci literaturowej (str. 47).

3.1. Planowanie struktur i dobodr skladnikow koniugatow
sideroforow

Proponowane struktury prolekdw mozna podzieli¢ na koniugaty bedace
bezposrednim potaczeniem nosnika molekularnego z czasteczka transportowang
oraz potaczenia wykorzystujace facznik pomiedzy tymi dwoma elementami. Na Rys.
3.2 przedstawitam struktury otrzymanych zwigzkow.

potaczenie posrednie

potaczenie bezposrednie poprzez lacznik

no$nik molekularny czasteczka transportowana lacznik  no$nik molekularny
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Rys. 3.2. Struktury dwéch rodzajéw proponowanych potaczen siderofor - czasteczka transportowana:
potaczenia bezposrednie oraz posrednie, zawierajace w swojej strukturze tacznik.

Nos$nikiem molekularnym wykorzystywanym w proponowanych przeze
mnie potgczeniach jest uproszczony siderofor hydroksamowy - @m—N-acetylo-w-N-
hydroksy-L-ornityna (AHO). Dla potgczen zawierajacych w swojej strukturze
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tacznik zastosowatam rozszczepialny uktad ,trimethyl lock” (TML), co umozliwia
uwolnienie natywnej formy czasteczki transportowanej (leku lub zwigzku
fluorescencyjnego) w poblizu celu molekularnego. Czasteczka transportowang
w proponowanych strukturach jest zwigzek fluorescencyjny SF (4-cyjanotryptofan)
albo inhibitor enzymatyczny IE, bedacy antymetabolitem bakteryjnym
(O-karbamoilo-D-seryna) lub grzybowym (cispentacyna). Struktury poszczegdlnych
elementéw przedstawitam na Rys. 3.3.

no$nik molekularny facznik sonda fluorescencyjna inhibitor enzymatyczny
u HO,C,
o o] OH N O
HOZCW ,\\\/\N)J\ HO / HZN\\.
NH OH NHz
2 CN cispentacyna
o
HO OH NH,
o) o~
®-N-acetylo-o-N-hydroksy-  "trimethyl lock" 4-cyjanotryptofan o
L-ornityna HoN

0O-karbamoilo-D-seryna
Rys. 3.3. Struktury poszczegélnych elementéw wykorzystywanych do konstrukcji koniugatow.

Cispentacyna (CP) jest B-aminokwasem, ktory jako inhibitor enzymatyczny jest do$¢
skuteczny przeciwko zakazeniom uktadowym wywotanym przez grzyby z rodzaju
Candida oraz Cryptococcus neoformans.13* Dziatanie tego inhibitora zwigzane jest
z kompetytywym blokowaniem jednego z enzyméw grzybowych (syntazy Ile-
tRNAl€). Polarna i prosta budowa czasteczki sprawila, ze zdecydowatam sie
wykorzysta¢ cispentacyne jako czasteczke transportowang w proponowanych
koniugatach. Zatozytam, ze utworzone proleki zwieksza transport cispentacyny do
wnetrza komdrek, co przetozy sie na wzrost jej aktywnosci przeciwgrzybowe;.
Ponadto, aby sprawdzi¢ czy koniugaty wykorzystujace hydroksamowy siderofor
jako nos$nik molekularny moga by¢ réwniez rozpoznawane przez organizmy
bakteryjne wykorzystatam O-karbamoilo-D-seryne (KSer) jako czasteczke
transportowana. Z kolei, ten inhibitor hamuje synteze $ciany komoérkowej bakterii
jako antagonista D-alaniny, co zaobserwowano dla organizméw bakteryjnych
z gatunku B. subtilis oraz S. aureus.’35 Podobnie, jak w przypadku cispentacyny,
zdecydowatam sie wykorzysta¢ inhibitor, ktérego struktura jest polarna
i relatywnie prosta. W celu zbadania transportu koniugatéw do wnetrza komérek
patogennych grzybéw postanowitam wykorzysta¢ koniugaty niebieskiego
znacznika fluorescencyjnego 4-cyjanotryptofanu (CNTrp), ktéry jest pochodna
endogennego aminokwasu. Ponadto, odznacza sie silng fluorescencja, dobra
fotostabilnos$cig oraz widmem emisyjnym w zakresie $wiatta widzialnego.13¢ Cechy
te sprawiaty, ze CNTrp jest wykorzystywany w obrazowaniu biologicznym
w warunkach in vitro oraz in vivo. Uzyskane koniugaty tej sondy fluorescencyjnej
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zostaty poddane badaniom z wykorzystaniem techniki mikroskopii fluorescen-
cyjnej.

Zdecydowatam, ze no$nikiem molekularnym bedzie siderofor. Z catej gamy
tego typu zwigzkéw moja uwage skupitam na kwasie rodotorulowym z kilku
powoddéw.50 Po pierwsze jest zbudowany z pochodnych aminokwaséw. Ponadto,
jest sideroforem zawierajacym ugrupowania hydroksamowe, a wtasnie tego typu
jonofory sa zdecydowanie cze$ciej produkowane i wydzielane przez komdrki
grzybowe. Byly to przestanki, aby wykorzysta¢ fragment kwasu rodotorulowego do
uproszczenia struktury no$nika molekularnego. Proponowany przeze mnie no$nik
sideroforowy jest strukturg ,uproszczong”, sktadajacy sie z grupy aminokwasowej
oraz grupy hydroksamowej zlokalizowanej w fancuchu bocznym aminokwasu (Rys.
3.3). ,Uproszczenie” struktury w tym przypadku oznacza wykorzystanie tylko
pojedynczej jednostki wiazacej jony zelaza, czyli w przypadku sideroforéw
hydroksamowych jest to pojedyncza grupa hydroksamowa. Zaproponowana przeze
mnie struktura oparta zostata na idei uproszczonego ‘sideroforu’ wystepujacego
w strukturze komercyjnie dostepnego leku cefiderocolu (str. 39, Rys 1.23). Obecny
w czgsteczce katecholanowy siderofor nie wystepuje naturalnie w srodowisku oraz
posiada pojedyncza jednostke zdolng do wigzania jonéw zelaza - fragment
katecholowy. Na podstawie tego fragmentu w analogiczny sposéb zaplanowatam
strukture sideroforu hydoksamowego, ktéra wykorzystatam jako no$nik
molekularny.

Dla koniugatéw wykorzystujagcych tgcznik pomiedzy no$nikiem
molekularnym a czasteczky transportowang zastosowatam rozszczepialny uktad
strimethyl lock”, ktéry rozpada sie pod wptywem esteraz obecnych w cytoplazmie

zgodnie z mechanizmem przedstawionym na Rys. 3.4.

siderofor om
VG o ] esteraza QH Iparkot((:)ensizacji oo
LEK
*)J\OH

Rys. 3.4 Mechanizm uwalniania leku potaczonego z TML-no$nik.

W  wyniku hydrolizy enzymatycznej uwolniona zostaje fenolowa grupa
hydroksylowa, ktéra atakuje elektrofilowy atom wegla karbonylowego wigzania
amidowego utworzonego pomiedzy uktadem TML a czasteczka transportowana.
W wyniku tego ataku czgsteczka transportowana zostaje uwolniona i powstaje
cykliczny produkt uboczny. Ze wzgledu na strukture fragmentu TML zdecydowatam
sie na potaczenie inhibitoréw enzymatycznych lub sondy fluorescencyjnej
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z tacznikiem w dwojaki sposob poprzez grupe: karboksylowg oraz fenolowa uktadu
TML.

Jako, ze wybrany nosnik molekularny ma strukture aminokwasu,
postanowitam zsyntezowac koniugaty taczac czasteczke transportowang zaréwno
poprzez aminowy, jak i karboksylowa grupe sideroforu. Ogélng idee struktury
tworzonych koniugatéw - z wykorzystaniem tagcznika TML lub potaczonych ze soba
bezposrednio zamie$citam na Rys. 3.5. Tworzac potgczenia poprzez rézne grupy
funkcyjne no$nika molekularnego chciatam sprawdzi¢, czy uzyskane proleki beda
w tym samym stopniu rozpoznawane i transportowane do wnetrza komdrek

grzyboéw.
koniugaty C-terminalne koniugaty N-terminalne
SIS W SN
OH NH, OH HO,C O

O O
)'LN/\/\H'L ? H P
O O
H

Rys. 3.5 Struktury koniugatéw C- oraz N-terminalnych potaczonych bezposrednio z czasteczka
transportowanag albo z zastosowaniem rozszczepialnego tacznika TML.

Ze wzgledu na nukleofilowy charakter grupy hydroksylowej TML,
w przypadku potaczen poprzez aminowa grupe sideroforu, wymagane byto
zastosowanie dodatkowego krotkiego tacznika. W tym celu wybratam kwas
bursztynowy. Jego prosta budowa (brak chiralnych atoméw wegla czy dodatkowych
grup funkcyjnych, m. in. aminowych, hydroksylowych) pozwala na tatwe
wprowadzenie struktury do czgsteczki tacznika, a takze zastosowanie ortogonalnej
grupy ochronnej dla reszty karboksylowej. Ponadto zapewnione jest wigzanie
estrowe z grupa fenolowa, co jest kluczowe dla prawidlowego uwalniania czasteczki
transportowanej. W  wiekszo$ci koniugatéw czasteczke transportowang
przytaczytam poprzez jej ugrupowanie nukleofilowe, czyli poprzez jej grupe
aminowa. Dla koniugatéw bezposrednio potgczonych poprzez grupe aminowa
sideroforu logicznym wydawato sie wykorzystanie elektrofilowego ugrupowania
czasteczek transportowanych.

Synteza koniugatéw opierata sie na idei otrzymania oraz tjczenia
poszczegblnych jego elementéw - sideroforu jako no$nika molekularnego, tacznika
TML (jesli wystepowal w koniugacje) oraz IE lub SF jako czasteczki
transportowanej. Zar6wno nosnik - siderofor, jak i tgcznik TML oraz czasteczki
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transportowane: CNTrp oraz KSer syntezowatam de novo z prostych i komercyjnie
dostepnych odczynnikow chemicznych. Najwiekszym wyzwaniem podczas
projektowania struktur koniugatéw oraz ich syntezy byto dobranie odpowiednich
iortogonalnych wzgledem siebie grup ochronnych. Dodatkowym wymaganiem byta
ich stabilno$¢ w warunkach przeprowadzanych kolejnych przemian chemicznych.
Jako ze ugrupowanie hydroksamowe obecne w no$niku molekularnym jest silnie
nukleofilowe oraz jest w stanie tworzy¢ kompleksy z jonami zelaza, uznatam, ze jest
to grupa funkcyjna, ktéra musi zosta¢ uwolniona w mozliwie najp6zniejszym etapie
syntezy. Aby to umozliwi¢ zdecydowatam sie na konstrukcje sideroforu w taki
sposéb, aby hydroksylowa grupa byta w formie benzylowego eteru. Zaleta tego
ugrupowania jest stabilno$§¢ w warunkach kwasnych, zasadowych oraz tagodnie
redukcyjnych. Reszte grup ochronnych dobieratam tak, aby mozliwym byto ich
usuwanie bez naruszenia ochrony grupy hydroksylowe;.

Dla koniugatéw typu C-terminalnego, no$nik molekularny najpierw
potaczytam z tacznikiem TML, po czym zmodyfikowatam jego tanicuch boczny, aby
finalnie wprowadzi¢ czasteczke transportowang do struktury. Dla koniugatow typu
N-terminalnego na poczatku przytaczytam czasteczke transportowang do uktadu
TML zawierajgcego dodatkowy kroétki tacznik, po czym do uzyskanej struktury
wprowadzitam siderofor. Struktury otrzymanych w ten sposéb koniugatéw zostaty
potwierdzone z wykorzystaniem trzech metod badan strukturalnych: H oraz 13C
NMR, a takze MS. Dodatkowo dla kazdego koncowego, chiralnego produktu
sprawdzitam skrecalno$¢ witasciwg. Na zwigzkach zawierajacych CNTrp zostata
sprawdzona zdolno$¢ koniugatéw do przenikania i akumulacji w komoérkach
grzybowych z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Zwiazki zawierajace
CPiKSer zostaty przekazane do zbadania ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.
Ponadto potagczenia CP zawierajgce tacznik TML poddatam hydrolizie
enzymatycznej w celu sprawdzenia efektywno$ci uwalniania czasteczki

transportowanej.

3.1.1. Synteza nos$nika molekularnego - sideroforu hydroksamowego
w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-ornityny

Zaproponowana przeze mnie droga syntezy sideroforu hydroksamowego
w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-ornityny (AHO) zostata oparta na syntezie kwasu
rodotorulowego opisanej przez Nakao i wspétpracownikéw.137 Zdecydowatam sie
uzy¢ opisang metode, stosujac modyfikacje niektérych etapéw. Decyzje
o wykorzystaniu tej drogi syntezy uzasadnitam kilkoma argumentami. Po pierwsze,
autorzy rozpoczynaja synteze wykorzystujac ester vy-benzylowy kwasu
L-glutaminowego, ktéry mozna otrzyma¢ na wiele sposobéw z kwasu
L-glutaminowego jako substratu. Aminokwas ten jest takze komercyjnie dostepny
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oraz tani. Waznym argumentem jest to, ze zawiera juz w swojej strukturze
odpowiednia konfiguracje na stereogenicznym atomie wegla C% Kolejnym
powodem jest dogodne wprowadzanie grupy hydroksamowej do czasteczki i to
w pozadanej przeze mnie formie eteru benzylowego. Ponadto wykorzystywane
podczas syntezy grupy ochronne, a mianowicie ugrupowania: tert-
butoksykarbonylowe (Boc), 2,2,2-trichloroetoksykarbonylowe (Troc), ester
metylowy oraz eter benzylowy sg wzgledem siebie ortogonalne. Taka sytuacja
umozliwita mi utworzenie potaczen zaréwno od strony grupy aminowej, jak
i karboksylowej sideroforu z wykorzystaniem tego samego substratu. Schemat
syntezy no$nika molekularnego przedstawitam na Rys. 3.6.
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Rys. 3.6 Synteza chronionej o-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-ornityny 7.

Pierwszym etapem syntezy jest tworzenie estru benzylowego na grupie
karboksylowej umiejscowionej w tancuchu bocznym aminokwasu. Zdecydowatam
sie na przeprowadzenie prostej estryfikacji metodg Fisheral38 z wykorzystaniem
alkoholu benzylowego w S$rodowisku kwasu siarkowego. Czysty produkt 1
uzyskalam po wykonaniu dwoch krystalizacji: pierwsza przeprowadzitam
z mieszaniny etanol-pirydyna w 0°C, a nastepng w wodzie z dodatkiem pirydyny.
Pomimo tego, ze wydajnos$¢ reakcji nie przekracza 60%, jako ze kwas glutaminowy
jest tanim i dobrze dostepnym odczynnikiem chemicznym, nie stanowito to
wiekszego problemu. Ester kwasu glutaminowego 1 prébowatam réwniez uzyskaé
stosujac metode kompleksowania grup aminokwasowych jonami miedzi Cu?2+
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w ktdrej grupy a-aminokwasowe sg dezaktywowane poprzez utworzenie stabilnych
komplekséw z jonami miedzi Cu?+, co pozwala na modyfikacje tanicucha bocznego.
Wprowadzenie do aminokwasu CuClz wraz z alkoholem benzylowym
w podwyzszonej temperaturze pozwala na estryfikacje grupy o-karboksylowej bez
obecnosci kwasu. Prawdopodobny mechanizm tej reakcji zostat opisany przez Ma
i wspotpracownikow.13? Wydajno$¢ procesu byta podobna do estryfikacji metoda
Fisher’a, co byto zapewne spowodowane dodatkowym procesem usuwania jonéw
miedzi z pochodnej aminokwasu 1 z wykorzystaniem EDTA.

Po uzyskaniu estru benzylowego 1 kolejnymi etapami syntezy byto
wprowadzenie grup ochronnych na ugrupowania: aminowe oraz a-karboksylowe.
Po zastosowaniu klasycznej ochrony tert-butyloksykarbonylowej na atomie azotu,
utworzytam ester metylowy przy uzyciu jodku metylu.l40 W opisie syntezy
przeprowadzonej przez Nakaol37 etap estryfikacji oparty jest na metodzie
Steglich’a, gdzie odczynnikiem sprzegajacym jest chlorowodorek EDC w obecnosci
katalitycznej ilos¢ DMAP. Pomimo tego, Ze metoda ta jest wydajna to ze wzgledu na
ilos¢ substratu, dla ktdrej musiatam wykonac estryfikacje nie byta ona
ekonomicznie faworyzowana. Ester metylowy 3 uzyskatam dzialajac jodkiem
metylu na pochodng 2 w $rodowisku bezwodnego acetonu oraz weglanu cezu. Na
tym etapie niezbednym byto oczyszczenie produktu 3 cieczowa chromatografia
kolumnowa, co w efekcie skutkowato wydajnoscia reakcji ok 85%.

W kolejnym kroku otrzymatam pochodna 4 z wolng grupa o-karboksylowg
umiejscowiong w tancuchu bocznym aminokwasu. Zdjecie estru benzylowego
przeprowadziatam w standardowych warunkach reakcji redukcji wodorem na
katalizatorze palladowym. Jako, zZe reakcja ta zachodzi iloSciowo a powstajacy
produkt jest chemicznie czysty, po odsaczeniu katalizatora oraz odparowaniu
rozpuszczalnikéw do suchej pozostatosci uzyskatam czysty kwas karboksylowy 4.
Nastepnie zwigzek 4 poddatam reakcji redukcji grupy w-karboksylowej, co
skutkowato utworzeniem ugrupowania hydroksymetylenowego. Tym sposobem
pozyskatam dogodny substrat do przeprowadzenia reakcji Mitsunobu, w wyniku
ktérej do czasteczki wprowadzitam strukturalny prekursor pozadanej grupy
hydroksamowej. Redukcje kwasu 4 przeprowadzitam dwuetapowo. W pierwszym
etapie przeksztatcitam zwiazek 4 w mieszany bezwodnik, dziatajac
chloromréwczanu etylu, a w drugim - zastosowatam borowodorek sodowy jako
wilasciwy reduktor. Kontrola TLC wykazata brak substratu po godzinie od
rozpoczecia reakcji. Czynnik redukujacy NaBH4 nalezy do tagodnych reduktoréw,
zdolnych do selektywnej redukcji grup karbonylowej oraz karboksylowej wzgledem
estrow lub amidéw. Autorzy!37 przeprowadzaja redukcje w srodowisku wodnym
i uzyskuja produkt z wydajnoscig 89%. Stosujac takie same warunki otrzymywatam
produkt 5 z wydajno$ciami co najwyzej 40%, co na tym etapie jest czynnikiem dos$¢
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ograniczajgcym. Uznatam, ze dodatek wody, pomimo stosowania niskiej
temperatury doprowadza do hydrolizy pewnych ilosci utworzonego bezwodnika
zanim zostanie on zredukowany, co w efekcie skutkuje znacznym obnizeniem
wydajnosci. Dlatego tez zdecydowatam sie zastosowal¢ metanol!#! jako
rozpuszczalnik, co spowodowato zwiekszeniem wydajnos$ci do 64%. Ponadto,
borowodorek wprowadzatam w dwoch porcjach w odstepie 30 min w obnizonej
temperaturze. Po zakonczeniu reakcji wyizolowatam czysty produkt 5 stosujac
cieczowa chromatografie kolumnowas i tak otrzymany alkohol 5 poddatam reakcji
Mitsunobu w celu wprowadzenia grupy hydroksyaminowej do czasteczki.

Reakcja Mitsunobu wykorzystuje trifenylofosfine oraz azozwiazki, np.
azodikarboksylanu diizopropylu DIAD do przeksztatcenia alkoholi pierwszo- lub
drugorzedowych w obecno$ci ugrupowan o charakterze nukleofilowym do
réznorakich zwigzkéw organicznych, takich jak estry, aminy, etery czy sulfidy. Jest
ona szeroko stosowana w syntezie produktéw naturalnych, a jej mechanizm
przedstawitam na przyktadzie zwigzku 5 na Rys. 3.7.142 Reakcje rozpoczyna atak
trifenylofosfiny na atom azotu azozwigzku, w tym przypadku DIAD. Kolejno,
utworzony produkt przejsSciowy odrywa proton sprzezonego z nukleofilem kwasu,
ktdry stosuje sie w reakcji. Jako prekursor grupy hydroksamowej zastosowatam
Troc chroniong O-benzylohydroksyloamine (BnONHTroc), ktdra uprzednio
otrzymatam z O-benzylohydroksyloaminy. Wiele czynnikéw utwierdzito mnie
w decyzji zastosowania pochodnej benzylowej, w tym fakt, Ze zostata ona juz
z powodzeniem zastosowana w tej konkretnej syntezie.13” Dodatkowym atutem jest
odporno$¢ eteru benzylowego na niskie pH, warunki hydrolizy zasadowej czy
tagodnej redukcji. W nastepnym etapie wolna para elektronowa umiejscowiona na
atomie tlenu alkoholu atakuje atom fosforu, przy czym opuszczajgca grupa
azozwiazku odbiera atom wodoru grupy hydroksylowej. W efekcie tworzy sie
addukt alkohol-fosfina, ktory charakteryzuje sie zmniejszona gestoscia elektronowg
na atomie wegla sasiadujacym z grupa hydroksylowa, czynigc go dobrym centrum
elektrofilowym podatnym na ataki odczynnikow nukleofilowych. Po ataku
chronionej hydroksyloaminy otrzymatam zwigzek 6 oraz produkt uboczny
w postaci tlenku trifenylofosfiny (Rys. 3.7).
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Rys. 3.7 Mechanizm reakcji Mitsunobu przedstawiony na kwasie (S)-2-amino-5-hydroksypentanowym
w Srodowisku DIAD, PhsP oraz N-Troc-O-benzylohydroksyloaminy.

Ze wzgledu na charakter reakcji nalezy ograniczy¢ wystepowanie innych niz
BnONHTroc odczynnikéw nukleofilowych, dlatego tez jako rozpuszczalnik
stosowatam $wiezo destylowany THF. Ponadto w trakcie procesu powstaje produkt
uboczny hydrazyno-1,2-dikarboksylan diizopropylu, ktéry réwniez moze
zaatakowa¢ centrum elektrofilowe. Z tego wzgledu DIAD wprowadzatam do
mieszaniny reakcyjnej powoli wkraplajac jego roztwér w THF. Wydajno$¢ tego
procesu zazwyczaj przekraczata 85%, a pozyskany produkt nalezy oczysci¢ na
drodze cieczowej chromatografii kolumnowe;.

W ostatnim kroku syntetycznym przygotowania sideroforowego elementu
usunetam grupe ochronng Troc z atomu azotu znajdujacym sie w taficuchu bocznym
i w jej miejsce wprowadzitam grupe acetylowa. W ten sposéb utworzytam
ugrupowanie hydroksamowe w chronionej na atomie tlenu formie. W reakcji
Mitsunobu mozna réwniez wykorzysta¢ wolng O-benzylohydroksyloamine bez
ostony Troc, jednakze izolacja produktu z zastosowaniem chromatografii
kolumnowej zachodzi zdecydowanie trudniej. Usuniecie grupy Troc prowadzitam
w warunkach tagodnej redukcji z uzyciem cynku w kwasie octowym. W tych
warunkach pozostate grupy ochronne - Boc, eter benzylowy lub ester metylowy nie
zostaja naruszone. Podczas prowadzenia reakcji redukcji dodatek bezwodnika
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octowego pozwala na jednoczesne usuniecie grupy Troc i wprowadzenie w to
miejsce grupy acetylowej. Po odsaczeniu cynku i usunieciu rozpuszczalnikéw
produkt oczysScitam stosujgc standardowa metode chromatografii kolumnowe;j.
Otrzymany tym sposobem siderofor 7 mogtam wykorzysta¢ do tworzenia potaczen
bezposrednio z inhibitorami enzymatycznymi czy wskaznikiem fluorescencyjnym
lub do tworzenia potaczen wykorzystujacych labilny tacznik TML. Jako ze wszystkie
pozostate w produkcie 7 grupy ochronne s3 ortogonalne mogtam usuna¢
selektywnie metylowy ester lub grupe Boc, aby sprzega¢ siderofor na dwa mozliwe
sposoby. Jak juz wczes$niej wspomniatam, eter benzylowy musial pozostaé
w strukturze do konca syntezy, poniewaz ugrupowanie hydroksamowe jest
reaktywna grupa funkcyjng i mogtoby ulega¢ niepozadanym przemianom
chemicznym podczas dalszych krokéw syntetycznych.

3.1.2. Synteza pochodnych przeciwgrzybowych i przeciw-
bakteryjnych inhibitoré6w enzymatycznych oraz markera
fluorescencyjnego

Aby otrzyma¢ planowane koniugaty na poczatku musiatam uzyskac
odpowiednio zmodyfikowane struktury inhibitoréw enzymatycznych lub zwigzkéw
fluorescencyjnych. Do konstrukcji sond fluorescencyjnych wykorzystatam substrat
w postaci 4-cyjanotryptofanu CNTrp, ktéry otrzymatam korzystajac z procedury
zamieszczonej w literaturze patentowej.143 Synteza zaczyna sie od reakcji Mannicha,
ktéra wykorzystuje 4-cyjanoindol, formaldehyd oraz N,N-dimetyloamine jako
substraty (Rys. 3.8). Tak powstalg 4-cyjanogramine 8, w nastepnym kroku
syntetycznym, poddatam reakcji kondensacji z nitrooctanem etylu. Tworzy sie
pochodna nitrowa 9, ktéra przeksztatcitam w warunkach tagodnej redukcji w ester
etylowy 4-cyjanotryptofanu i wyodrebnitam w postaci soli 10. Warto zaznaczy¢, ze
tym sposobem uzyskuje sie mieszanine racemiczng, co oznacza, iz otrzymane przeze
mnie koniugaty CNTrp z czasteczkami zawierajacymi centra stereogeniczne s3
mieszaning diastereoizomerdw. Fakt ten jednak nie stanowit dla mnie problemu,
gdyz stosowatam CNTrp jako wskaznik fluorescencyjny, ktérego zadaniem byto
pokazanie wnikania koniugatéw do wnetrza komoérek drobnoustrojéw
z zastosowaniem metody mikroskopii fluorescencyjnej. Konfiguracja absolutna
chiralnego wegla CNTrp nie powinna w Zaden sposéb na ten proces wplywac.
Ponadto dla bezposrednich N-terminalnych potaczen z sideroforem
hydroksamowym uzyskatam m. in. pochodng 11, ktéra moze tworzy¢ amidowe
wigzanie z wykorzystaniem wolnej grupy karboksylowej. Wiedzac, Ze ostatnim
etapem syntezy koniugatow sideroforé6w jest usuniecie eteru benzylowego
z zastosowaniem katalitycznej redukcji wodorem, staratam sie dobiera¢ pozostate
grupy funkcyjnie tak, aby mozna je byto usungé réwnocze$nie (Rys. 3.8).
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Rys. 3.8 Synteza 4-cyjanotryptofanu oraz jego pochodnych.

Do konstrukcji koniugatéw bedacych potencjalnymi chemoterapeutykami
o dziataniu przeciwgrzybowym wykorzystatam cispentacyne CP jako czasteczke
transportowang. CP jest aminokwasem, co pozwolilo na utworzenie potgczen
z sideroforem lub tacznikiem poprzez grupe aminowa albo karboksylowa
z zastosowaniem uprzednio przygotowanych pochodnych 12 i 15 jako substraty
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(Rys. 3.9).
Boc,0 Bn-Cl
COOH  NaHCO; COOH  NaHCO,4 COO0Bn COOBn
H,O/dioksan H,O/dioksan TFA, DCM
NH, NH NH NH,
Boc Boc
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Cbz-Cl,
H20/dioksan
COOH koniugaty C-terminalne
— > koniugaty N-terminalne
N\H
Cbz
12

Rys. 3.9 Syntezy pochodnych cispentacyny.

Zwiazek 12 - substrat do tworzenia bezposrednich N-terminalnych potgczen
z nos$nikiem molekularnym, otrzymatam przez wprowadzenie grupy Cbz do
czasteczki CP. Drugi z substratéw, ester benzylowy 15 zsyntezowatam w trzech
etapach. Obejmowaly one przygotowanie Boc-CP 13, ktérej grupa Boc jest
ortogonalna wzgledem estru benzylowego. Nastepnie zestryfikowatam grupe
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karboksylowa, a aminowa uwolnitam przy uzyciu TFA. Zwigzek 15 wykorzystalam
do syntezy C-terminalnych koniugatéw bezposrednio taczonych z nosnikiem oraz
koniugatéw zawierajgcych tacznik TML (Rys. 3.9).

Kolejny chemoterapeutyk, ktory wykorzystatam w swoich badaniach to
O-karbamoilo-D-cykloseryna. Substrat w tej syntezie, D-seryne, przeprowadzitam
w pochodng Boc 16, a nastepnie w ester benzylowy 17, stosujac standardowe
warunki tak, jak przedstawitam na ponizszym schemacie (Rys. 3.10).

O (0] (0]
Boc,0, Na,CO3 1. Cs,CO3 EtOH
HO/\;)J\OH H,O/dioksan HO/\;)J\OH 2. Bn-Br, DMF HO/\;)J\Q
NH NH NH Bn
2 Boc” Boc”
D-seryna 16 17

_N__CCly

_C
1. 7
l °" 5 bem
2. K,CO3 MeOH

) ) H,/Pd, ) )
MeOH TFA, DCM J\
oot A I e Ao A
NH, NH, Bn Boc- M Bn
KSer 19 18

koniugaty C-terminalne
Rys. 3.10 Synteza 0-karbamoilo-D-seryny KSer

Lancuch boczny zmodyfikowatam stosujgc izocyjanian trichloroacetylu,
ktéory reagujac z grupa hydroksylowa alkoholu tworzy trichloroacetylo-
karbaminian.14¢ Podatny na hydrolize produkt posredni przeprowadzitam
w karbaminian 18 za pomocg weglanu potasu w metanolu. Jako Ze chciatam uzyskac
C-terminalne potgczenia z no$nikiem molekularnym, usunetam grupe ochronng Boc
uzyskujac ester benzylowy 19. Synteza wolnej KSer wymagata pozbycia sie
pozostatych grup ochronnych, co przeprowadzitam stosujgc standardowe metody.

3.1.3. Synteza bezposrednich polgczen siderofor hydroksamowy-
czasteczka transportowana

Po  otrzymaniu  no$nika  molekularnego oraz  odpowiednio
zmodyfikowanych czasteczek inhibitoréw albo zwiazkéw fluorescencyjnych,
postanowitam je potaczy¢ za pomoca wigzania amidowego. Wydawato mi sie to
naturalne ze wzgledu na charakter budowy obydwu elementéw. Wykorzystujac
grupe aminowga albo karboksylowa sideroforu AHO mogtam wybra¢ kompatybilng
grupe aminokwasowa czasteczek transportowanych, tak aby utworzy¢ wigzanie.
Koniugaty, w ktérych wigzanie amidowe utworzylam angazujac grupe
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karboksylowa AHO nazywam potgczeniami C-terminalnymi, natomiast jesli
zZaangazowang grupa w tworzone wigzanie byla grupa aminowa AHO, to takie
polaczenia nosza nazwe N-terminalnych.

Synteza N-terminalnych polqczen sideroforu w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-
ornityny z czqsteczkq transportowanq

N-Terminalne bezposrednie koniugaty sktadaja sie z nosnika
molekularnego AHO, ktéry zwigzany jest kowalencyjnie poprzez grupe aminowa
z CNTrp albo CP. Tym samym koncowe produkty posiadajg wolng grupe
karboksylowa AHO oraz aminowa pochodza od CP lub CNTrp. Droge syntezy
poszczegolnych potaczen przedstawitam na schemacie Rys. 3.11.

H
CN N-Cbz CN NH,
@\/{W;o 1. LioH Q{M %o
H,O/dioksan HN
2 HN 2 7
2. Hy/Pd N A
N FCOZMe MeOH & OO0
" N —_—
DEPBT ?
DIPEA, DMF
e
BocHN.__CO,Me HN.__CO,Me N-Ac N=Ae
H : BnO HO
21a 22a
\L _Ac M \L _Ac Cbz OL O\\‘
N N HN N—NH 1.LOH  H,N  Y—NH
OBn OBn O “—CO,Me H:Ofdioksan ~ ——\ —CO,H
B 2 12 O S 2. Hy/Pd Q N
DEPBT MeoH .
DIPEA, DMF
A
N-Ac N-Ac
BnO HO
21b 22b

Rys. 3.11 Synteza N-terminalnych bezposrednich potaczenn AHO z 4-cyjanotryptofanem 22a oraz
cispentacyna 22b.

Synteze rozpoczetam od usuniecia ochrony grupy aminowej z uprzednio
przygotowanego sideroforu hydroksamowego 7. Kolejno, utworzytam odpowiednie
potaczenia zwigzku 20 z pochodng 4-cyjanotryptofanu 11 lub cispentacyny 12
stosujgc metode estréw aktywnych DEPBT. Wybratam ten odczynnik sprzegajacy ze
wzgledu na jego wyjatkowo niskie ryzyko racemizacji w trakcie tworzenia wigzania
peptydowego, ktére przebiega z wysoka wydajnoscia. Po utworzeniu estru
aktywnego, zawsze oczyszczatam go stosujac cieczowg chromatografie kolumnowa
i dopiero do tak przygotowanego, czystego produktu posredniego wprowadzatam
siderofor 20. Reakcje prowadzitam stosujac bezwodny DMF jako rozpuszczalnik
w obecnosci DIPEA jako zasady. Powstate koniugaty 21ab réwniez oczyszczatam
stosujac te samg technike, jak w przypadku estréw aktywnych. Koicowe zwigzki
22ab otrzymatam po usunieciu grup ochronnych, kolejno estru metylowego za
pomoca zasadowej hydrolizy oraz grupy Cbz i eteru benzylowego stosujac
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katalityczng redukcje wodorem. Struktury czystych produktéw zostaty
potwierdzone za pomoca spektroskopii 1H oraz 13C NMR, a takze spektrometrig mas
MS. Ponadto, dla finalnej struktury z CP zmierzytam skrecalno$¢ wlasciwg. Zwigzek
22a przekazatam do sprawdzenia efektywnosci pobierania czasteczek koniugatu do
wnetrza komdrek grzybowych z rodzaju Candida z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej. Natomiast zwigzek 22b zostat przekazany do badan aktywno$ci
przeciwgrzybowej na wybrane szczepy z rodzaju Candida.

Synteza C-terminalnych potqczen sideroforu w-N-acetylo-w-hydroksy-L-
ornityny z czgsteczkq transportowanq

Drugi typ bezposrednich potaczen AHO z czasteczkami biologicznie
aktywnymi zsyntezowatam za posrednictwem jej grupy karboksylowej uzyskujac
koniugaty C-terminalne. Podobnie jak w przypadku N-terminalnych pochodnych,
substratami byty odpowiednio chronione aminokwasy CNTrp oraz CP. Chciatam
poréwnac uzyskane struktury pod wzgledem zdolno$ci do akumulacji koniugatow
w komorkach patogennych drobnoustrojéw (potaczenia CNTrp) oraz aktywnosci
przeciwgrzybowej (potaczenia CP). Ewentualne réznice moga wynika¢ z obecnosci
réznych wolnych grup aminokwasowych sideroforu, podczas gdy jedna z nich jest
zaangazowana w tworzenie wigzania amidowego.

Synteza takich potaczen, ktérej droge podatam na schemacie ponizej (Rys.
3.12), jest analogiczna do otrzymywania koniugatéw N-terminalnych. Po usunieciu
estru metylowego korzystajac z metody estréw aktywnych DEPBT potgczytam
odpowiednio ochroniong AHO 23 z estrami: etylowym 10 lub benzylowym 15.
Podobnie jak w przypadku syntezy N-terminalnych pochodnych, aby
przeprowadzi¢ reakcje sprzegania najpierw oczy$citam otrzymany ester aktywny
kwasu 23. Koniugat zawierajacy w strukturze zwigzek fluorescencyjny poddatam
kolejno hydrolizie zasadowej w celu usuniecia estru etylowego, acydolizie, aby
pozby¢ sie grupy Boc oraz katalitycznej redukcji wodorem, by uzyska¢ wolng grupe
hydroksylowa. Zdolno$¢ koncowego produktu 25a do akumulacji w komérkach
grzybowych z rodzaju Candida zostatla sprawdzona za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej, podobnie jak w przypadku zwigzku 22a. Analogicznie, zwigzek
25b zostat przekazany do badan na aktywno$¢ przeciwgrzybowa.
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Rys. 3.12 Synteza bezposrednich C-terminalnych potaczen AHO z CNT 25a oraz CP 25b.

Sugerujac sie wynikami badan biologicznych postanowitam réwniez
otrzymac C-terminalne potgczenie no$nika molekularnego z chemoterapeutykiem
przeciwbakteryjnym, aby sprawdzi¢, czy uproszczony siderofor hydroksamowy
AHO moégtby by¢ réwniez rozpoznawany i pobierany przez organizmy bakteryjne.
Aby odpowiedzie¢ na tak postawiony problem, przeprowadzitam synteze
potaczenia AHO z KSer, ktéra zaprezentowatam na ponizszym schemacie (Rys.
3.13).
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BocHN 7 ~-CO2Me BocHNYCOZH BnO HN Boc 1.TFA, HO HN
) LiOH ) DE1PgBT >/‘ NH SCHM/Pd /" NH;
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Rys. 3.13 Synteza bezposrednich C-terminalnych potaczen AHO z Kser.

Potaczenie no$nika molekularnego z KSer utworzytam stosujac metode DEPBT, po
czym usunetam grupe ochronng Boc oraz eter benzylowy ze struktury 26, co
pozwolito mi uzyska¢ produkt 27.

Aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ akumulacji C-terminalnych potaczen AHO
w  komérkach bakteryjnych przekazatam zwigzek 25a na badania
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej, ktére tym razem przeprowadzono
na szczepach B. subtilis. Natomiast aktywno$¢ przeciwbakteryjna koniugatu 27
zostata zbadana na szczepach B. subtilis, S. aureus oraz E. col.
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3.1.4. Synteza rozszczepialnego lacznika ,trimethyl lock”

Kolejne struktury potaczen AHO, ktére zostaty przeze mnie zaplanowane,
sktadaja sie z trzech elementéw: nosnika molekularnego, tacznika oraz czasteczki
transportowanej. Zdecydowatam sie wykorzysta¢ rozszczepialny tacznik TML,
ktéry pod wpltywem dziatania esteraz uwalnia czgsteczke, np. inhibitora
enzymatycznego w przestrzeni cytoplazmatycznej komorki. Szczegdétowo
omoéwitam dziatanie tacznika TML oraz innych wybranych przyktadéw
rozszczepialnych tgcznikéw oraz ich potaczen, w tym z sideroforami w czesci
literaturowe;.

Rdzen TML, ktéry wykorzystatam w dalszej syntezie otrzymatam metoda
opisang w literaturze przez Amsberry’ego i Borchardta.145-147 Droge syntezy
prekursora rdzenia tacznika TML przedstawilam na Rys. 3.14.

stez. HySOy
)\)(i MeOH, A M _MSA 70°C__ 7o°c
N > N
OH O

kwas 28
LiAIH,
THF
TBDMS-CI,

3-metylo-2-butenowy
OH _OTBDMS OH _OH

31
Rys. 3.14 Synteza prekurskora rdzenia ,trimethyl lock”.

W pierwszym kroku otrzymatam ester metylowy kwasu 3-metylo-2-
butenowego stosujac klasyczng estryfikacje Fishera przy uzyciu metanolu oraz
kwasu siarkowego (VI) jako katalizatora. Kolejno, powstaty ester 28 poddatam
reakcji kondensacji z 3,5-dimetylofenolem w obecnos$ci katalizatora - kwasu
metanosulfonowego. Nastepnie lakton 29 zredukowatam do alkoholu dziatajac
glinowodorkiem litu w bezwodnym THF. Powstalg fenolowg pochodng 30
przeprowadzitam w eter sililowy 31 wykorzystujac chlorek tert-
butylodimetylosililowy w obecno$ci DMAP. Selektywna ochrona pierwszorzedowej
grupy hydroksylowej pozwolita mi na prowadzanie dalszych modyfikacji na
fenolowym atomie tlenu zwigzku 31, co wykorzystatam w kolejnych syntezach.
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3.1.5. Synteza polaczen siderofor-inhibitor enzymatyczny z
wykorzystaniem rozszczepialnego tacznika TML

Koniugaty sideroforéw wykorzystujace tacznik TML, podobnie jak
w  przypadku koniugatéw  bezposrednich, postanowitam zsyntezowaé
wykorzystujac grupe aminowg lub karboksylowa no$nika molekularnego. W tym
przypadku siderofor AHO musiat by¢ zwigzany z TML poprzez fenolowy atom tlenu
w taki sposéb, aby umozliwi¢ enzymatyczny rozpad koniugatu. To skutkowatoby
spontaniczng cyklizacja uktadu, w wyniku ktérej zostaje uwolniona czasteczka
zwigzku transportowanego. Jako zZe w swojej pracy wykorzystuje rozszczepialny
pod wplywem esteraz tacznik, fenolowy atom tlenu TML musiat tworzy¢ wigzanie
estrowe. Zaplanowanie syntezy C-terminalnych potaczen sideroforu z TML byto
do$¢ oczywiste, jednakze wiekszy problem stanowily potgczenia N-terminalne.
Poniewaz niemozliwym jest potaczenie dwoch nukleofilowych fragmentéw
bezposrednio ze sobg, zdecydowatam sie na wykorzystanie dodatkowego tacznika.
W syntezie tego typu potaczen najwiekszym wyzwaniem byto dobranie
odpowiednich grup ochronnych, ktére beda wzgledem siebie ortogonalne oraz
stabilne w warunkach poszczegdlnych etapow syntezy.

Synteza C-terminalnych polgczen sideroforu w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-
ornityny z czqsteczkq transportowanq z wykorzystaniem tqcznika TML

Planujgc synteze potaczen zawierajacych 1acznik TML pierwotnie
zaktadatam, Ze struktury C-terminalnych oraz N-terminalnych koniugatéw beda jak
najbardziej zblizone budowa. Dlatego tez chciatam utworzy¢ potaczenia
C-terminalne wykorzystujac jak najkrotszy tacznik pomiedzy strukturg TML
a sideroforem, podobnie jak w analogach N-terminalnych. Moje zainteresowanie
skierowatam w strone B-alaniny. Jednak moje badania skonczyty sie potowicznym
sukcesem. Udato mi sie uzyskaé potaczenie B-alaniny z TML oraz zwigzkiem
fluorescencyjnym 11, ktére otrzymatam zgodnie z drogg syntezy przedstawiong na
ponizszym schemacie (Rys. 3.15). W pierwszym etapie przeprowadzitam 3-alanine
w pochodng benzyloksykarbonylowg,#8 aby kolejno w dogodny sposéb potaczy¢
otrzymany zwigzek 32 z fenolowa pochodna TML 31. W tym celu zdecydowatam sie
na uzycie DCC w obecnosci DMAP, co jest klasyczng metoda sprzegania
wykorzystywang w syntezie wigzan typu peptydowego. W nastepnym kroku
usunetam ze struktury 33 ochronng grupe sililowa stosujac mieszanine
AcOH/THF/woda.l*® Ten zabieg umozliwit mi dalsza modyfikacje tancucha
bocznego TML w ten sposéb, aby uzyskac¢ grupe karboksylowa - miejsce wigzania
z czasteczka transportowang. Utlenianie grupy hydroksylowej przeprowadzitam
w dwdch etapach, najpierw stosujac chlorochromian pirydyny otrzymatam aldehyd
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35, ktory po oczyszczeniu na drodze chromatografii kolumnowej zostaty poddany
utlenianiu Pinnicka z zastosowaniem chlorynu sodu, diwodorofosforanu sodu oraz
2-metylo-2-butenu. Po oczyszczeniu uzyskanego zwigzku 36 polaczytam go ze
zwigzkiem fluorescencyjnym 11 stosujac metode estréow aktywnych DEPBT.
Podobnie jak w poprzednich przypadkach, najpierw wyizolowalam czysty
chromatograficznie ester aktywny, po czym przeprowadzitam sprzeganie
w $rodowisku bezwodnego DMF oraz DIPEA. Ostatnim etapem byto redukcyjne
usuniecie grupy ochronnej Cbz z tjcznika za pomoca katalitycznej redukcji
wodorem. Uzyskany, chromatograficznie czysty, produkt 38 postanowitam
potaczy¢ z sideroforem 23 stosujagc metode estrow aktywnych DEPBT. Niestety
pomimo kilku préb, w ktérych prébowatam zmieni¢ warunki prowadzenia reakcji,
np. rozpuszczalnik, stosowang zasade, czas czy temperature nie udato mi sie
uzyska¢ produktu. Z tym samym problemem spotkat sie dr inz. M. G. Nowak, ktéry
w swojej dysertacji opisal prawdopodobny mechanizm rozpadu potgczenia 38
w warunkach prowadzenia reakcji sprzegania.t>0
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HyO/dioksan Cbz.. DCM
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Rys. 3.15 Synteza potaczenn TML z CNTrp oraz sideroforem AHO z wykorzystaniem B-alaniny jako
dodatkowego tacznika.
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Podejmujac kolejng probe uzyskania C-terminalnych koniugatow

zdecydowatam sie nie stosowac¢ dodatkowego lacznika i bezposrednio potaczy¢
no$nik molekularny do TML. Tym sposobem uzyskatam dwa produkty, jeden
z CNTrp oraz jeden z CP. Droge syntezy przedstawilam na ponizszym schemacie

(Rys. 3.16).
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Rys. 3.16 Synteza C-termialnych koniugatéw sideroforu AHO z CNTrp (44a) oraz CP (44b) z

wykorzystaniem tgcznika TML.

Do sprzegania fenolowego atomu tlenu TML ze zwigzkiem 23

zastosowatam odczynnik EDCI zamiast DCC, majgc nadzieje na uzyskanie lepszej
wydajnosci. Jako, Ze jest to wieloetapowa synteza, gdzie siderofor wprowadzam juz
na pierwszym etapie bardzo zalezato mi na jak najmniejszych stratach. Szczegé6lng
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zaleta uzycia EDCI jest mozliwo$¢ odmycia woda powstatej mocznikowe;j
pochodnej, co przektada sie na wydajniejsza izolacje produktu podczas rozdziatu
chromatograficznego. Nastepnie uzyskany produkt 39 poddatam podobnym
przemianom, jak podczas syntezy potacznia -alaniny z TML. Po usunieciu eteru
sililowego utlenitam dwuetapowo grupe hydroksylowa do karboksylowej. Nie
zdecydowatam sie jednak na utlenianie chlorochromianem pirydyny ze wzgledu na
konieczno$¢ zastosowania techniki cieczowej chromatografii kolumnowej po
zakonczeniu reakcji. Alkohol przeprowadzitam w aldehyd stosujac utlenianie
Swerna, co jest zdecydowanie tagodniejsza wersja tego typu procesu oraz nie
wykorzystuje sie w niej toksycznych chlorochromianéw. Ponadto otrzymany
aldehyd 41 po ekstrakcji byt wystarczajaco czysty, aby przeprowadzi¢ kolejny etap
bez dodatkowej izolacji produktu. Kolejnym krokiem bylto utlenienie grupy
aldehydowej stosowang wcze$niej metodg Pinnicka, po czym produkt 42
oczyscitam na drodze chromatografii kolumnowej. W kolejnym kroku staratam sie
potaczy¢ kwas 42 z czgsteczkg CNTrp albo CP. Pierwotnie zastosowatam do
sprzegania metode estrow aktywnych DEPBT, gdyz byta juz ona przeze mnie
stosowana i dawata zamierzone rezultaty z zadowalajacymi wydajnoSciami.
Niestety w przypadku omawianych C-terminalnych potaczen z TML, pomimo
powstawania produktdw, wydajnosci reakcji sprzegania nie przekraczaty 50%.
Dlatego tez zastosowatam inny odczynnik sprzegajacy HBTU, stosujac te same
warunki reakcji, tj. bezwodny DMF jako rozpuszczalnik oraz DIPEA jako zasade.
Wydajnosci reakcji sprzegania w tych warunkach osiggaty ponad 80%. Ostatnim
etapem syntezy byto pozbycie sie pozostalych w strukturze grup ochronnych.
Najpierw acydolitycznie usunetam ochrone grupy aminowej (Boc), a nastepnie
hydrogenolitycznie w obecnosci katalizatora Pd/C estry i etery benzylowe.
W przypadku koniugatu z CNTrp w strukturze pozostat ester etylowy. Jako ze
w taczniku TML obecne jest wrazliwe na hydrolize zasadowg wiagzanie estrowe, to
na tym etapie, nie byto mozliwosci usuniecia tej ostony. Pomimo tego, jako zZe
zwigzek 44a przeznaczony byt do oceny mozliwo$ci wnikania koniugatu do wnetrza
komoérek grzybowych nie stanowilo to wiekszego problemu. Podobnie, jak
w przypadku pozostatych koniugatéw CNTrp, zwigzek 44a przekazatam do
sprawdzenia przenikania czasteczek koniugatu do wnetrza komoérek grzybowych
z rodzaju Candida z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Natomiast
zwigzek 44b zostal przekazany do badan aktywno$ci przeciwgrzybowej na
wybrane szczepy z rodzaju Candida.

Struktury  wszystkich  oméwionych  zwigzkéw  potwierdzitam
spektroskopia 'H oraz 13C NMR, a takze spektrometrig mas. Dla optycznie czynnego
produktu 44b wyznaczytam skrecalno$¢ witasciwg. Czysto$¢ produktéw
potwierdzitam stosujagc metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
z detektorem absorpcji Swiatta (DAD).
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Synteza N-terminalnych polqczen sideroforu w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-
ornityny z czgsteczkq transportowanq z wykorzystaniem lqcznika TML

N-Terminalne potgczenia, jak juz wczesniej wspomniatam, wymagaty
uzycia dodatkowego tacznika, ktéry umozliwil zwigzanie grupy aminowe;j
sideroforu oraz utworzenie wigzania estrowego z fenolowym atomem tlenu, co jest
istotne dla prawidtowego mechanizmu uwalniania uktadu TML. Wybranym przeze
mnie dodatkowym tgcznikiem byt kwas bursztynowy, ktéry wprowadzitam do
struktury TML w pierwszych krokach syntezy koniugatéw (Rys. 3.17).
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Rys. 3.17 Schemat syntezy N-terminalnych koniugatéw sideroforu AHO z CNT (51a) oraz CP (51b)
z wykorzystaniem tacznika TML.
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Na fenolowy atom tlenu zwigzku 16 dzialalam monoestrem wybranego kwasu
w obecnosci odczynnika sprzegajacego EDCI oraz diizopropyloaminy jako zasady.
W syntezie potaczenia z CNTrp zastosowatam monoester benzylowy kwasu
bursztynowego,’>! gdyz mozna go bezpiecznie i wydajnie usunac¢ ze struktury
koncowej. Natomiast dla potaczenia z CP uzycie tego estru jest niemozliwe, gdyz
w czasteczce 12 znajduje sie juz taka grupa ochronna. Ze wzgledu na brak
mozliwosci selektywnego zdjecia grupy benzylowej z tacznika bursztynowego
musiatam zastosowac inny ester i zdecydowatam sie na monoester tert-butylowy.152
Jest on ortogonalny wzgledem estru benzylowego oraz mozna go tatwo i wydajnie
usuna¢ acydolitycznie.

W przeciwienistwie do C-terminalnych potgczen, w pierwszej kolejnosci
wprowadzatam do tgcznika TML czasteczke transportowanego zwigzku, np. CNTrp,
a dopiero pdzniej uzyskany zwigzek taczytam z nosnikiem molekularnym.
Rozwigzanie to wydawato mi sie bezpieczniejsze, gdyz mogtam przeprowadzi¢
modyfikacje boczne tancucha TML nie narazajac struktury sideroforu na
ewentualne zmiany w Srodowisku prowadzenia kolejnych reakcji. W przypadku
C-terminalnych potaczen nie miatam takiej mozliwosci, jako ze w pierwszej
kolejnosci nalezato utworzy¢ wigzanie estrowe pomiedzy nos$nikiem a uktadem
TML.

Przed rozpoczeciem syntezy N-terminalnych potaczen zastgpitam obecny
w AHO ester metylowy estrem benzylowym (Rys. 3.18). Po sprzezeniu TML
z no$nikiem molekularnym usuniecie estru metoda hydrolizy zasadowej jest
niemozliwe ze wzgledu na wrazliwo$¢ tacznika TML. Dlatego wybratam ester
benzylowy, ktéry mozna roztozy¢ hydrogenolitycznie. Dodatkowo, w ostatnim
etapie syntezy grupy ochronne zwigzku 53 usuwa sie jednocze$nie z ochrong
benzylowa grupy karboksylowej CP.

BocHNvCOZH BocHNvCOZBn HszCOZBn
= Bn-Br, K,CO3 H z
\L H,O/dioksan \L TFA, DCM \L
—_— e
_Ac _Ac _Ac
N N N
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23 52 53

Rys. 3.18 Schemat syntezy estru benzylowego sideroforu hydroksamowego 53.

Modyfikacje tancucha bocznego przeprowadzitam analogicznie do
potaczen TML z f-alaning. W pierwszym etapie ze struktur zwiazkéw 45ab
usunetam sililowa grupe ochronng stosujagc mieszanine AcOH/THF/woda (Rys.
3.17). W kolejnym kroku dwuetapowo utlenitam uwolniona grupe hydroksylowg
w grupe karboksylowa. Dokonatam tego zaczynajgc od utleniania metoda Swerna
do aldehydu, a nastepnie metodg Pinnicka do kwasu karboksylowego. Tak
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przygotowane pochodne 48ab 1aczytam z pochodnymi aminokwaséw 11 albo 12
stosujgc metode estrow aktywnych HBTU w obecnosci DIPEA jako zasady. Po
izolacji i oczyszczeniu produktéw metoda cieczowej chromatografii kolumnowej,
z otrzymanych zwigzkéw 49ab usunetam ochronne grupy za pomoca katalitycznej
redukcji wodorem - w przypadku estru benzylowego lub acydolitycznie -
w przypadku estru tert-butylowego. Wolne grupy karboksylowe poddatam reakcji
sprzegania z odpowiednio przygotowanym sideroforem hydroksamowym 53
stosujac ponownie estry aktywne HBTU. Po katalitycznej redukcji wodorem
otrzymatam chromatograficznie czyste produkty 51ab. Analogicznie do innych
koniugatow, zwigzek 51a zostat przekazany do pomierzenia zdolnosci penetracji
btony komérkowej patogennych komdrek grzybowych, natomiast zwigzek 51b - do
badan aktywnosci przeciwgrzybowej na wybrane szczepy z rodzaju Candida.

Struktury =~ wszystkich  oméwionych  zwigzkéw  potwierdzitam
spektroskopia 'H oraz 13C NMR, a takze spektrometrig mas. Dla optycznie czynnego
produktu 51b wyznaczytam skrecalno$¢ witasciwa. Czystos¢ produktow
potwierdzitam stosujac metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
z detektorem absorpcji Swiatta (DAD).

3.2. Wyniki badania wlasciwosci biologicznych
otrzymanych koniugatow sideroforow

Otrzymane przeze mnie koniugaty sideroforéw poddane zostaty analizie
wlasciwosci biologicznych, obejmujacych pomiar aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej in vitro oraz transportu i akumulacji w komérkach. Badania aktywno$ci
przeciwgrzybowej i/lub przeciwbakteryjnej wobec modelowych szczepéw grzybéw
z rodzaju Candida oraz bakterii Escherichia coli i Staphylococcus aureus zostaty
wykonane w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii przez dr hab. inz. Piotra
Szwede, dr inz. Justyne Goérska oraz Hire Zahoor Rajput, MSc. Badania
z wykorzystaniem metod mikroskopii fluorescencyjnej zostaty wykonane przez dr
inz. Natalie Maciejewska. Analize rozktadu enzymatycznego koniugatéw w uktadzie
modelowym przez esteraze z watroby §wini wykonatam wraz z Hirg Zahoor Rajput
z wykorzystaniem systemu HPLC-DAD-MS, pod kierunkiem dr inz. Katarzyny
Koztowskiej-Tylingo.

3.2.1. Badanie wnikania Kkoniugatéw sideroforé6w do wnetrza
komorek drobnoustrojow

Cztery koniugaty zawierajace CNTrp: 22a, 25a, 44a oraz 51a zostaly
przekazane w celu weryfikacji ich zdolnosci do wnikania oraz akumulacji
w komorkach grzybowych z rodzaju Candida (m. in. C. glabrata i C. albicans) oraz
A. niger, a takze w komoérkach bakteryjnych E. coli, B. subtilis oraz S. aureus.
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Akumulacje znacznikéw fluorescencyjnych obserwowano przy uzyciu metody
mikroskopii konfokalnej w przedziale czasowym 0-15 minut. Obrazy
dokumentujgce proces pobierania i gromadzenia koniugatéw zawierajacych sonde
fluorescencyjna w komadrkach C. albicans przedstawitam na Rys. 3.19 i 3.20.
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Rys. 3.19 Wychwyt i akumulacja koniugatéw 22a (A) i 25a (B) w komoérkach C. albicans. Koniugat
dodano do zawiesiny komdrek w podtozu RPMI-1640 w okreSlonym stezeniu. Prébki pobrane
w odstepach czasu poddano mikroskopii konfokalnej przy powiekszeniu x63, Aex = 350 nm, Aem = 430 nm.
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Rys. 3.20 Wychwyt i akumulacja koniugatéw 44a (A) i 51a (B) w komérkach C. albicans. Koniugat
dodano do zawiesiny komérek w podiozu RPMI-1640 w okreslonym stezeniu. Probki pobrane
w odstepach czasu poddano mikroskopii konfokalnej przy powiekszeniu x63, Aex = 350 nm, Aem = 430 nm.

Uzyskane wyniki sugerujg, Ze wszystkie cztery koniugaty AHO zawierajace
CNTrp byty skutecznie transportowane i akumulowane w komoérkach C. albicans
w sposéb zalezny od czasu i stezenia. Co ciekawe, w przypadku koniugatéw 22a
i 25b niebieska fluorescencja pochodzaca z CNTrp wydaje sie zwigzana
z niezidentyfikowanymi organellami wewnatrzkomérkowymi lub btong
komérkowa (Rys. 3.19), podczas gdy jej réwnomierne rozmieszczenie wewnatrz
komoérek poddanych dziataniu koniugatéw 44a i 51a (Rys. 3.20) wskazuje na
akumulacje sondy fluorescencyjnej w cytozolu. W komérkach C. glabrata réwniez
zaobserwowano transport i akumulacje wszystkich czterech koniugatéw, jednakze
koniugat 25a byt wychwytywany i akumulowany w wyraznie wolniejszym tempie
niz pozostate zwigzki. U A. niger nie zaobserwowano wewngatrzkomoérkowej
akumulacji sond fluorescencyjnych. Wyniki uzyskane dla C. krusei, C. parapsilosis i
C. tropicalis byty niejednoznaczne. Wyniki badan mikroskopowych wskazuja, ze
komorki C. tropicalis nie pobieraty koniugatow 44a i 51a, podczas gdy dla C. krusei
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i C. parapsilosis zaobserwowano pewng akumulacje sond fluorescencyjnych, ale
szybkos¢ ich transportu i akumulacji w cytozolu wydaje sie stosunkowo niska.
Rdéznice w efektywnosci transportu do komoérek grzybowych wydaja sie wynikaé
z obecnosci lub braku indukowalnego systemu transportu sideroforéw
hydroksamowych u danego gatunku. Niewatpliwie C. albicans i C. glabrata posiadaja
system Sitl/Arnl, aktywowany w warunkach ograniczonej dostepnosci
zelaza.15315¢ 7 drugiej strony, obecno$¢ takiego systemu u A. niger nie zostata
opisana, a ponadto wiadomo, Ze grzyb ten wydziela cytrynian i posiada odpowiedni
system do pobierania komplekséw cytrynian:Fe(Ill).155 W literaturze brakuje
danych dotyczacych systemdéw pozyskiwania zelaza u C. krusei, C. parapsilosis
i C. tropicalis, jednak wyniki naszych badan sugeruja, ze przynajmniej C. tropicalis
nie dysponuje prawdopodobnie zadnym systemem transportu sideroforéw
hydroksamowych.

Kierujac sie ciekawoscig, czy koniugaty zawierajace uproszczony siderofor
hydroksamowy moga by¢ rozpoznawane i pobierane przez mikroorganizmy
bakteryjne, postanowiliSmy sprawdzi¢ zdolno$¢ wnikania koniugatu 44a do
wybranych komorek bakteryjnych. Przeprowadzone badania z uzyciem
mikroskopii konfokalnej wykluczyly mozliwos¢ transportu i akumulacji sondy
fluorescencyjnej, gdyz nie zaobserwowano chociazby S$ladowej fluorescencji
wewnatrzkomoérkowej w komdrkach Bacillus subtilis i Escherichia coli poddanych
dziataniu tego koniugatu w stezeniu 100 uM przez 15 minut.

Stwierdzony brak aktywnosci przeciwbakteryjnej zwigzku 27, czyli
koniugatu AHO i karbamoiloseryny, wobec E. coli i B. subtilis wydaje sie potwierdza¢
niemoznos$¢ transportu i akumulacji koniugatéw AHO w komoérkach bakteryjnych.
Nie jest to jednak zaskakujace, gdyz wiadomo, Ze bakterie niemal wytacznie
wykorzystuja siderofory katecholowe, a nie hydroksamowe, do pozyskiwania

zelaza.32
3.2.2. Badanie rozkladéw enzymatycznych koniugatéw sideroforéow

Aby czasteczka transportowana mogla skutecznie oddziatywac
z wewnatrzkomérkowym celem molekularnym, konieczne jest uwolnienie
kowalencyjnie zwigzanej grupy aminokwasowej z koniugatu w cytozolu
komérkowym. Zatozytam, ze wigzanie peptydowe tgczace AHO i CP w zwigzkach
22ab oraz 25ab moze by¢ hydrolizowane przez wewngtrzkomérkowe peptydazy,
podczas gdy koniugaty zawierajgce tgcznik TML 44ab i 51ab powinny by¢
rozszczepiane przez esteraze (esterazy) obecne w cytozolu. W koniugatach 44ab
reszta acylowa tworzaca wigzanie estrowe pochodzi od AHO, natomiast
w koniugatach 51ab - od mostka bursztynylowego (Rys. 3.21).
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Rys. 3.21 Schematyczne przedstawienie produktéw rozpadéw enzymatycznych koniugatéw
cispentacyny

Wrazliwo$¢ koniugatéw na hydrolize enzymatyczng zostata przetestowana
w uktadzie modelowym z uzyciem esterazy z watroby wieprzowej (tylko koniugaty
zawierajgce TML) oraz w ekstrakcie bezkomérkowym z komoérek C. albicans.
Zalezne od czasu zanikanie substratu (koniugatu) i pojawianie sie produktéw
rozszczepienia, w szczeg6lnos$ci CNTrp lub CP, monitorowano za pomoca analizy
HPLC-DAD-MS.

Rozszczepienie enzymatyczne potaczen zawierajacych TML postanowitam
najpierw przeprowadzi¢ na zwigzkach 44a i 51a, gdyz mozna bylo latwo
monitorowac postep rozktadu za pomoca detekcji DAD. Wynikato to z obecno$ci
uktadu chromoforowego absorbujacego promieniowanie UV, znajdujgcego sie
zarowno w CNTrp, jak i koniugacie go zawierajagcym. Skanowanie MS (tryb
dodatniej jonizacji ESI) potwierdzilo tozsamos$¢ poszczegédlnych pikéw. Wyniki
analizy HPLC-DAD rozszczepienia enzymatycznego przedstawitam na przyktadzie
zwigzku 51a (Rys. 3.22). Zgodnie z uzyskanymi danymi, koniugat 51a ulegt
szybkiemu rozszczepieniu w reakcji katalizowanej esteraza. Po 60 minutach mozna
zaobserwowac, ze pozostato mniej niz 40% nienaruszonego substratu, (Rys. 3.22 B)
co korelowato ze wzrostem ilo$ci uwolnionego produktu rozpadu (Rys. 3.22 A).
Obecnos¢ CNTrp jako produktu reakcji rozktadu katalizowanej esteraza wskazuje,
ze dwa wigzania estrowe obecne w zwigzku 51a (ester TML oraz etylowy) sa
hydrolizowane przez enzym. Réwnie szybki proces rozktadu enzymatycznego
zaobserwowatam dla zwigzku 44a.
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Rys. 3.22 Zalezny od czasu rozktad enzymatyczny zwigzku 51a katalizowany przez esteraze z watroby
wieprzowej. Probki analizowano metoda HPLC-DAD-MS. Przedstawiono piki odpowiadajace produktowi
(A) oraz substratowi (B), ktére wyekstrahowano z chromatograméw.

Badania rozktadéw enzymatycznych przeprowadzone dla zwigkéw 44a
oraz 51a potwierdzity, ze czasteczka transportowana ulega uwolnieniu w wyniku
dziatania esteraz. W kolejnym kroku chciatam sprawdzié, czy podobnie zachowajg
sie ich analogi zawierajace fragment TML oraz CP 44b i 51b, potraktowane
ekstraktem bezkomoérkowym uzyskanym z komoérek C. albicans. Analize rozktadéw
enzymatycznych tych zwigzkéw monitorowatam za pomocg HPLC-MS, ze wzgledu
na brak chromoforéw w czasteczce CP mozliwych do selektywnego wykrycia za
pomoca systemu DAD. Wyniki rozktadu dla koniugatow 44b oraz 51b
przedstawitam na Rys. 3.23. Oba zwiazki, podobnie jak w przypadku
fluorescencyjnych analogéw, okazaly sie tatwo rozszczepiane przez esteraze(y)
obecne w cytozolu komoérek C. albicans. Po 120 minutach, ilo$¢ substratu
zmniejszyla sie do mniej niz 30% poczatkowej dla obu zwigzkéw (Rys. 3.23 A1, B1).
Natomiast po 8 godzinach, rozszczepienie koniugatu 44b byto niemal catkowite
(Rys. 3.23 A1). W mieszaninie poreakcyjnej zarejestrowatam sygnat pochodzacy od
produktu o masie czgsteczkowej 129, ktérego ilos¢ zwiekszata sie wraz z czasem,
w korelacji ze spadkiem ilo$ci substratu. Obecno$¢ na chromatogramie dwéch
pikbw o m/z 128 (ESI'), oczekiwanej dla CP, jest najprawdopodobniej
spowodowana pojawieniem sie produktu w postaci dwoch stereoizomeréw cis-
i trans- kwasu 2-aminocyklopentanokarboksylowego. Mozliwe, Ze cytozol komoérek
C. albicans zawiera enzym(y) katalizujace procesy izomeryzacji kwaséw.

80



x102| A1 +ESI EIC(506.0)Scan Frag=135.0V x102[ B1 +ESI EIC(606.0) Scan Frag=135.0V
4 . Otime i o
et
0.8 30 min 0.8 kN 0 time oo
60 min A, s NN,Q m/z = 606 / \ 30 min o
0.6 a:vo/]&éo Lo 06l / ‘ H e
90 min Lo
/ “e——— 60 min o
0.4 0.4 / L ) /@é
120 44b N i
min MW = 505 i - 51b
0.2 8 02 MW = 605
0 overnight o] — |
48 15 152 154 156 158 16 162 164 16.6 166 167 168 169 17 171 172 173
x10 2 AZ ESI EIC(128.0) Scan Frag=135.0V x10 2 BZ -ESI EIC(128.0)Scan Frag=135.0V
1 ovemight _
cispentacyna cispentacyna
o L L
HoN 06 3 HoN'
o6 120 min COH a COH
0.4 MW =129 0.4 \ MW =129
| \ 0 time \ £
0.2 | \‘ 0.2 0 time
J . ¥
Ot — ol L —
22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 212223 24 2526272829 3 3132333435

Rys. 3.23 Zalezny od czasu rozkiad enzymatyczny zwiaku 44b (Al, A2) oraz 51b (B1, B2)
w bezkomdérkowym ekstrakcie C. albicans. Prébki analizowano metoda HPLC-DAD-MS. Przedstawiono
odpowiednie piki odpowiadajace substratom (Al i B1) oraz produktom (A2 i B2), wyekstrahowane
z chromatogramoéw i powiekszone w celu lepszej wizualizacji drobnych zmian.

Rozktady enzymatyczne w ekstrakcie bezkomérkowym C. albicans
przeprowadzono réwniez dla potgczen CP niezawierajgcych fragmentéw TML, czyli
zwigzkéw 22b i 25b. Wyniki analizy rozktadéw enzymatycznych tych zwigzkéw

monitorowanych HPLC-MS przedstawitam na Rys. 3.24.

¥102 1C(302. 35.0v 10 1 [+ESI EIC(302.0) Scan Frag=135.0v
0 time
1 15 min ) tin HN O
A1 miz=300  J — 30min _FOM 7 B1 % 15min AC\N/\i:L«
0.8 60 min Q_\*{N W SN 6 Amin g “N’Q
90 min b OH 5 / N Ho,¢
/ \ 80 mir 25b i
06 e g0p 4 Vi ) oo MW =602
0.4 Y MW = 602 3 Vi \
2
0.2 1
) — | 0 — —
9.1 9.2 9.3 9.4 95 9.6 9.7 98 9.9 10 104 1045 105 1055 106 1065 107 10.75 108 10.85 109
110 2 [-ESI EIC(128.0) Scan Frag=135.0V 1102 | ESI EIC(128.0) Scan F 5.0V
14 [ L t
A2 _ "‘ 0+ 11B2 cispentacyna mfz=128 | i 90 mir
08 cispentacyna w8 60 min 08 |
p 30T 60 mir
06 > /) | HQN’Q / \ 30 min
HaN Lo \ - 0time 08 CoH / i
0.4 2 / Y/ 0.4 MW = 129 // A v
MW = 129 /1 / \
0.2 / 02 /
o S _ Sp— o L S _
" 1516171819 2 212223242526 272829 3 31 " 1516171819 2 212223242526272829 3 31

Rys. 3.24 Zalezny od czasu rozktad enzymatyczny zwigku 22b (A1, A2) oraz 25b (B1, B2)
w bezkomérkowym ekstrakcie C. albicans. Probki analizowano metoda HPLC-MS. Przedstawiono
odpowiednie piki odpowiadajgce substratom (A1l i B1) oraz produktom (A2 i B2), wyekstrahowane
z chromatograméw i powiekszone w celu lepszej wizualizacji drobnych zmian.

W poréwnaniu do analogéw zawierajacych TML, oba koniugaty ulegaty
bardzo powolnemu rozszczepianiu - po 90 minutach ilo$¢ substratu zmniejszyta sie
o mniej niz 5%. Uwolniong cispentacyne wykryto w niewielkich ilo$ciach, réwniez
w postaci dwdch pikéw o m/z 128. Otrzymane wyniki sugeruja, ze zwigzki 22b
i 25b nie stanowig dobrych substratéw dla peptydaz obecnych w cytozolu komoérek
C. albicans. Nie jest to szczegdlnie zaskakujace, poniewaz oba aminokwasy obecne
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w tych koniugatach, potagczone wigzaniem peptydowym, nie naleza do biatkowych,
a wiec réznig sie strukturalnie od sktadnikéw ,typowych” substratéw peptydowych
tych enzymow.

Porownujac rozktady enzymatyczne przeprowadzone w ekstrakcie
bezkomérkowym mozna zauwazy¢, ze zwigzki zawierajgce rozszczepialny system
TML 44b i 51b byty rozktadane znacznie szybciej i wydajniej niz zwiazki 22b i 25b.
Oznacza to, ze zastosowanie labilnego iacznika znacznie zwiekszyto wydajnos¢
i tempo uwalniania czasteczki transportowanej, co moze przetozy¢ sie na aktywnos$¢
biologiczna.

3.2.3. Badanie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej koniugatéow
sideroforow

Cztery zwigzki zawierajace CP 22b, 25b, 44b, 51b przekazatam na badania
aktywnosci przeciwgrzybiczej in vitro przeciwko ludzkim patogennym drozdzakom
z rodzaju Candida. Uzyskane wyniki poréwnano do aktywnosSci niezwigzanej
cispentacyny. Wartosci MICoo (minimalne stezenie zwigzku hamujacego wzrost
komorek grzybowych w 90% w poréwnaniu z proba kontrolng) okreslono metoda
seryjnych rozcienczen stosujac trzy media wzrostowe: minimalne YNB (Tabela 3.1),
YNB pozbawione miedzi i Zelaza (Tabela 3.2) oraz bogate, buforowane RPMI-1640
(Tabela 3.3). Medium RPMI-1640 jest rekomendowane przez CLSI do
standaryzowanego oznaczania aktywnos$ci przeciwgrzybiczej in vitro. Wartosci
stezen MICoo przedstawiono w dwdéch wersjach jako pg/mL i mM. Badane zwigzki
réznig sie istotnie masami czgsteczkowymi (129, 301, 301, 505 i 605 D,
odpowiednio dla CP, 22b, 25b, 44b i 51b), tak wiec warto$ci wyrazone w mM
pozwalaja na bardziej obiektywne poréwnanie aktywnosci poszczegdlnych
zwigzkéw. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 3.1, 3.2 i 3.3. Brak
jakiejkolwiek mierzalnej aktywnos$ci danego zwiagzku jest reprezentowany przez
wartos¢ >1024. Eksperymenty przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.

Tabela 3.1 Aktywno$¢ przeciwgrzybowa koniugatéw sideroforu AHO oraz cispentacyny. Warto$ci MICoo

okreslono dlawybranych szczepdéw z rodzaju Candida oraz A. niger w podtozu YNB.

MICoo p.g/ml (mM)

Szczep CcP 22b 25b 44b 51b
C. albicans 32 (0.25) 512 (1.70) 512 (1.70) 128 (0.25) 256 (0.42)
C. glabrata 32 (0.25) >512 (>1.70) >512 (>1.70) 256 (0.5) 512 (0.85)
C. krusei 32 (0.25) >512 (>1.70) >512 (>1.70) >512 (>1.01) >512(>0.85)
C. parapsilosis 64 (0.5) >512 (>1.70) >512 (>1.70) >512 (>1.01) >512(>0.85)
C. tropicalis 128 (1.0) >512 (>1.70) >512 (>1.70) >512 (>1.01) >512(>0.85)
A. niger 256 (2.0) >512 (>1.70) >512 (>1.70) >512(>1.01) >512(>0.85)
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Tabela 3.2 Aktywno$¢ przeciwgrzybowa koniugatéw sideroforu AHO oraz cispentacyny. Warto$ci MICoo

okreslono dlawybranych szczep6w z rodzaju Candida oraz A. niger w podtozu YNB pozbawionego zelaza

oraz miedzi.
MiICso ug/ml (mM)
Szczep CcP 22b 25b 44b 51b
C. albicans 32 (0.25) 256 (0.85) 512 (1.70) 16 (0.03) 16 (0.025)
C. glabrata 32 (0.25) 512 (1.70) >512 (>1.70) 32 (0.06) 64 (0.11)
C. krusei 32 (0.25) >512 (>1.70) >512(>1.70) 64 (0.13) 128 (0.21)
C. parapsilosis 64 (0.5) 256 (0.85) >512 (>1.70) 128 (0.25) 256 (0.42)
C. tropicalis 128 (1.0) >512 (>1.70) >512(>1.70) >512(>1.01) >512(>0.85)
A. niger 256 (2.0) >512 (>1.70) >512(>1.70) >512(>1.01) >512(>0.85)

Tabela 3.3 Aktywno$¢ przeciwgrzybowa koniugatéw sideroforu AHO oraz cispentacyny. Warto$ci MICoo

okreslono dla wybranych szczepéw z rodzaju Candida oraz A. niger w podtozu RPMI-1640 stosujac

warunki oznaczania rekomendowane przez CLSI.

MICso pg/ml (mM)

Szczep CP 22b 25b 44b 51b
C. albicans 128 (1.0) 512 (1.70) 512 (1.70) 32 (0.06) 32 (0.05)
C. glabrata 256 (2.0) 512 (1.70) >512 (>1.70) 64 (0.13) 128(0.21)
C. krusei 256 (2.0) >512 (>1.70) >512(>1.70) 128 (0.25) 256 (0.42)
C. parapsilosis 256 (2.0) 256 (0.85) >512 (>1.70) 256 (0.51) 512 (0.85)
C. tropicalis 512 (4.0) >512 (>1.70)  >512(>1.70) >512(>1.01) >512 (>0.85)
A. niger 512 (4.0) >512 (>1.70) >512(>1.70) >512(>1.01) >512(>0.85)

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa referencyjnej CP w obu pozywkach YNB byta
wyraznie wyzsza niz w RPMI-1640. Réznica ta wynika z odmiennego sktadu
obu pozywek. RPMI-1640

proteinogennych, w tym L-proline w stezeniu 200 pg/mL, ktéra nie wystepuje

chemicznego zawiera zestaw aminokwasow
w YNB. Wiadomo, Ze CP jest transportowana do komérek C. albicans przez permeaze
proliny,134 kodowanga przez gen GNP2,'5¢ a wiec konkuruje z L-proling o miejsce
wigzania w tym transporterze.’>? Obecno$¢ L-proliny w RPMI-1640 ogranicza
mozliwo$¢ wigzania CP z biatkiem transportujacym, co zmniejsza jego wychwyt

i w rezultacie redukuje aktywnos$¢ przeciwgrzybicza.

Wszystkie badane koniugaty AHO wykazywaly staba, jesli w ogodle,
aktywno$¢ w minimalnym podtozu YNB (Tabela 3.1) oraz hamowaty wzrost
C. albicans z warto$ciami MICgo w zakresie 128-512 pg/mL. Koniugaty 44b i 51b
byty bardzo stabo aktywne przeciwko C. glabrata, natomiast zwigzki 22b i 25b nie
wykazaty zadnej aktywnosci.

Znacznie wyzszg aktywnos$¢ inhibicyjng zaobserwowano dla koniugatow
zawierajacych AHO w podtozu YNB bez miedzi i zelaza oraz RPMI-1640. Wszystkie
z badanych zwigkéw wykazaty wartosci MICoo w zakresie 16-512 pg/mL dla
C. albicans, podczas gdy C. tropicalis i A. niger okazaly sie oporne (MICoo >512
png/mkL). Zwigzki niezawierajace tgcznika TML okazaty sie mniej aktywne niz ich
analogi zawierajgce ten element. W podtozu YNB bez miedzi i zelaza zwiazki 44b
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i 51b wykazaty znacznie wyzsza aktywnos¢ (nizsze wartosci MIC wyrazone w mM)
przeciwko C. albicans, C. glabrata i C. krusei, niz CP. Koniugaty zawierajagce TML
wykazywaly rowniez wieksza aktywno$¢ inhibicyjng niz CP dla oznaczenia
przeprowadzonego w podtozu RPMI-1640, szczegdlnie w przeliczeniu na mM, gdzie
warto$ci MICoo dla zwigzkéw 44b i 51b byly o ponad rzad wielkosci nizsze niz
wartosci dla CP. Warto wspomnie¢, ze wartoSci MICoo badanych zwigzkéow
zawierajacych CP byty takie same lub tylko nieznacznie sie réznity w podtozach YNB
bez miedzi i zelaza oraz RPMI-1640.

Przyczyng znacznie stabszej aktywnoSci inhibicyjnej zwigzkéw zawiera-
jacych AHO w standardowym podtozu YNB moze by¢ obecno$¢ FeCl; w stezeniu 200
pg/mL w tym medium, podczas gdy pozostate dwie stosowane w badaniu pozywki
pozbawione s3 zelaza. Mozliwym jest, Ze w warunkach deficytu zelaza aktywno$¢
przeciwgrzybicza koniugatéow 22b, 25b, 44b i 51b ulega wyraznej intensyfikacji.
Podobne zjawisko opisat wczesniej Bernier i wspétpracownicy, badajgc dziatanie
przeciwgrzybicze koniugatéw desketoneoenaktyna-siderofor.1>® Zgodne jest to
z koncepcja, Ze ograniczona dostepnos¢ zelaza moze zwieksza¢ wychwyt
sideroforéw przez komoérki Candida, ktére posiadaja mechanizmy pobierania zelaza
oparte na transporcie sideroforow. W konsekwencji potaczenia lek-siderofor
skuteczniej wywieraja efekt inhibicyjny na komorki zawierajgce odpowiednie
transportery. Poniewaz u C. albicans i C. glabrata wystepuje system Sit1/Arn1,65159
nie jest zaskakujgce, ze wlasnie dla tych dwéch szczepédw zaobserwowaé¢ mozna
najsilniejszy efekt niedoboru zelaza na aktywnos$¢ przeciwgrzybowa potaczen AHO.
Warto zaznaczy¢, ze najwyzsza aktywnos$¢ inhibicyjng in vitro badane koniugaty
wykazywaly w  podtozu RPMI-1640, ktorego sktad pod wzgledem
matoczasteczkowych zwigzkéw odzywczych odpowiada sktadowi surowicy krwi
ludzkiej, co sugeruje, zZe poziom aktywnosci obserwowany w tym medium moze by¢

odzwierciedleniem podobnej skutecznosci in vivo.

Zwigzek 44b, ktory wykazal najlepsza aktywnoscia przeciwgrzybowa,
zostal poddany badaniom nad hamowaniem wzrostu C. albicans w obecnosci
cytochalazyny D (Cch) i trifluoperazyny (TFP) w podtozu RPMI-1640. Obydwa
zwiazki Cch i TFP to inhibitory precesé6w endocytozy: Cch hamuje endocytoze
zalezng od klatryny, natomiast TFP - endocytoze niezalezng od klatryny
w komérkach C. albicans.1¢® Jak pokazano na Rys. 3.25, stezenie 8 pg/mL (0,25 x
MICo0) zwigzku 44b hamowato wzrost komoérek C. albicans o okoto 50% po
8 godzinach, natomiast stezenie 32 pg/mL (MICoo) catkowicie zatrzymywato ich
rozwéj. Dodanie Cch (1 pg/mL) i TFP (50 pg/mL) razem z koniugatem 44b
w stezeniu 32 pg/mL nie zmienito efektu inhibicji, co wskazuje, Ze potaczenie AHO
44b nie dziata poprzez drogi endocytotyczne podczas hamowania wzrostu komoérek

grzybowych.
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Rys. 3.25 Efekt inhibicyjny zwiazku 44b na wzrost komoérek C. albicans w podtozu RPMI-1640
w obecno$ci inhibitoréw endocytozy: cytochalazyny D oraz trifluoperazyny.

Dodatkowo sprawdzono, czy koniugaty AHO z cispentacyna wykazuja
aktywnos¢ przeciwbakteryjng lub toksyczno$¢ wobec komorek ssaczych. Zwigzki
testowano pod katem dziatania wobec bakterii Gram-dodatnich (Bacillus subtilis)
oraz Gram-ujemnych (Escherichia coli) metoda seryjnych rozcienczen w pozywce
MHB 2, zgodnie ze standardami. Nie zaobserwowano zadnego efektu hamowania
wzrostu nawet przy stezeniu do 512 pug/mL. Podobne rezultaty otrzymano dla
potaczenia z Kser 27.

Testy cytotoksyczno$ci przeprowadzone na ludzkich komoérkach nerki
embrionalnej (HEK293) nie wykazaly zadnych efektéw toksycznych przy
stezeniach do 200 pg/mL.

3.3. Planowanie struktur potencjalnych inhibitorow
enzymatycznych wybranych enzymow szlaku MBP

Drugim watkiem moich prac badawczych byto zaprojektowanie i synteza
nowych, potencjalnych chemoterapeutykéw w oparciu o nowe, obiecujace cele
molekularne. Jak juz wspominatam, liczba zidentyfikowanych celéw molekularnych
dla przeciwgrzybowych chemoterapeutykéw jest dos$¢ ograniczona, wiec
zaproponowanie nowej struktury potencjalnego leku przeciwgrzybowego nie
nalezy do zadan prostych. Ostatnio trzy enzymy MBP: transacetylaza L-homoseryny
Met2p, sulfhydrataza O-acetylohomoseryny Metl5p oraz y-syntaza cystationiny
Str2p zostaly uznane za dobre, potencjalne cele molekularne dla
przeciwgrzybowych chemoterapeutykéw w komdrkach patogennych grzybdw,
m. in. z rodzaju Candida.l® Na Rys. 3.26 przedstawilam modele molekularne
struktur analogédw bakteryjnych enzyméw Met2p oraz Metl5p oraz model
struktury rdzenia katalitycznego Str2p Candida albicans.162
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Rys. 3.26 Modele molekularne struktur enzyméw MBP: A) transacetylaza L-homoseryny!63
B) sulfhydrataza O-acetylohomoseryny!6* oraz rdzenia katalitycznego enzymu C) y-syntazy
cystationiny.!62 Struktury dostepne w RCSB Protein Data Bank (PDBID: 2B61, 3RI6, 7XRQ).

Na podstawie budowy centrum aktywnego omawianych enzymdw, a takze
mechanizméw reakcji katalizy przez nie przeprowadzanych (Rys. 3.27A) oraz po
analizie struktur wykorzystywanych substratéw, zaproponowatam pie¢ czasteczek
54-58, ktére moga by¢ potencjalnymi inhibitorami enzymatycznymi (Rys. 3.27B).

A o o]
Met2p

HO o

N L. I W

NH, o] NH,
L-homoseryna O-acetylo-L-homoseryna
o (0]
Met15p HS

WOMOH + s ", OH

0 NH2 5'-fosforan pirydoksalu NHZ
O-acetylo-L-homoseryna L-homocysteina

o} o) NH, o)
Str2p HO B s

YO\/\‘)kOH * HS/\‘)kOH — Yy OH

0 NHZ NH, 5'-fosforan pirydoksalu 0 NH,
O-acetylo-L-homoseryna L-cysteina L-cystationina

B 0. LOH o] o] H o]
P g N
- O/\)kOH \,P\\o\/\‘)kOH N MOH
NH, HO O NH, 0 NH,

54 55 56
\/\‘)kOH o:/\C)/\’N /\‘)kOH

O NH, — NH,

57 58

Rys. 3.27 A) Reakcje zachodzace w szlaku biosyntezy L-metioniny katalizowane przez wybrane enzymy:
Met2p, Met15p oraz Str2p. B) Proponowane struktury potencjalnych inhibitoréw enzymatycznych MBP.
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Zwiazki 54 oraz 55 to fosfonowe analogi strukturalne przypuszczalnego
tetraedrycznego intermediatu powstajgcego w centrum aktywnym enzymu Met2p
podczas przeksztatcania L-homoseryny w O-acetylo-L-homoseryne.165 Zatozytam, ze
zaproponowane zwiagzki moga by¢ skutecznymi inhibitorami tego enzymu,
kompetycyjnymi wobec substratu - L-homoseryny. Warto zaznaczy¢, iZ pomimo
tego, ze zwigzek 54 jest pochodng seryny, to ugrupowanie fosfonowe teoretycznie
nadal powinno imitowac stan przej$ciowy w centrum aktywnym enzymu. Tworzac
analog z krétszym tancuchem bocznym chciatam sprawdzi¢, czy jest to istotny
czynnik wptywajacy na aktywno$¢ inhibicyjng tych analogéw.

Zaproponowane zwigzki 56 oraz 57 powinny wykazywac dziatanie
hamujace aktywnos$¢ biologiczng enzyméw Metl2p oraz Str2p, gdyz s3 one
strukturalnymi analogami O-acetylo-L-homoseryny, bedacej substratem dla obu
tych enzymoéw. Tak wiec podobnie, jak w przypadku zwigzkéw 54 oraz 55 powinny
one dziata¢ na zasadach inhibicji kompetycyjnej. Ponadto, w literaturze zwiazek 56
byl juz oznaczany jako inhibitor enzymatyczny bakteryjnego odpowiednika
Met15p,166 natomiast struktura zwigzku 57 zostata zaproponowana w oparciu
o wyniki dokowania molekularnego czasteczki 57 do centrum aktywnego enzymu
Met15p.167

Zwiazek 58 zostal opisany w literaturze jako substancja pochodzenia
naturalnego, wykazujagca efekt hamowania wzrostu fitopatogennych
drobnoustrojéow grzybowych. Efekt grzybostatyczny tego zwigzku byt skutecznie
odwracany przez dodatek L-metioniny albo L-cystationiny do podtoza
hodowlanego.168 Moze to wskazywac¢ na hamowanie przez zwigzek 58 aktywnosci
ktérego$ z enzymoéw MBP i takie sugestie byty prezentowane w literaturze.17? Brak
jednak wynikéw badan eksperymentalnych potwierdzajacych powyzsza hipoteze,
nie zostat zidentyfikowany konkretny cel molekularny zwigzku 58, a ponadto nie
byto wiadomo, czy wykazuje on aktywno$¢ wobec drobnoustrojéw grzybowych
patogennych dla cztowieka. Z tego powodu postanowitam otrzymac¢ zwiazek 58, aby
sprawdzi¢ skuteczno$c¢ jego dzialania wobec drozdzakéw z rodzaju Candida oraz
bezposrednio na wybrane enzymy MBP.

Po zaprojektowaniu struktur potencjalnych inhibitor6w 54-58
przystapitam do opracowania ich syntezy oraz otrzymania planowanych zwigzkéw.

3.3.1. Synteza potencjalnych inhibitoréw enzymatycznych szlaku
biosyntezy L-metioniny

Pierwszymi potencjalnymi inhibitorami enzymatycznymi MBP, ktérych
metode otrzymania opracowatam byly fosfonowe analogi L-seryny 54 oraz
L-homoseryny 55. Podczas projektowania szlaku syntezy powyzszych zwigzkéw,
naturalnym dla mnie rozwigzaniem byto wykorzystanie jako substratow L-seryne
(Ser) oraz L-homoseryne (HSer), gdyz s3 one zwigzkami o prostej strukturze
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aminokwasow oraz posiadajg zdefiniowana konfiguracje na chiralnym atomie
wegla C% Ser jest komercyjnie dostepnym odczynnikiem chemicznym, natomiast
HSer samodzielnie zsyntezowatam metoda opisang przez Song et all7°
z L-metioniny. Posiadajac potrzebne substraty przystapitam do syntezy, ktéra
przedstawitam na Rys. 3.28. W pierwszym kroku, obydwa aminokwasy
potraktowatam chloromréwczanem benzylu w obecnosci wodoroweglanu sodu,
tworzac odpowiednie karbaminiany 59ab, ktdre nastepnie przeksztatcitam w estry
benzylowe 60ab dziatajagc bromkiem benzylu oraz weglanem cezu.1’t Wolng grupe
hydroksylowa chronionych aminokwaséw poddatam reakcji kondensacji
z dichlorkiem kwasu metylofosfonowego.1’2 Do bezwodnego toluenu wprowadza
sie dichlorek, a nastepnie dodaje sie odpowiednig ilo$¢ wody i ogrzewa, co skutkuje
utworzeniem sie bezwodnika metylofosfonowego. Po wprowadzeniu do mieszaniny
alkoholu 60ab, bezwodnik ten reaguje z grupa hydroksylowg tworzac ester kwasu
metylofosfonowego 61ab. Otrzymane zwigzki izolowatam stosujac cieczowg
chromatografie kolumnowa. Z chromatograficznie czystych produktéw
jednoczesnie usunetam wszystkie grupy ochronne za pomocag katalitycznej redukcji

wodorem.
Cbz-Cl,
Q Naﬁco3 0 1. Cs,CO5 EtOH o
i 2. Bn-Br, DMF
oty om0 o Aoy ety o
NH HN N
2 Cbz AN~z
Ser:n=1 59a:n=1 60a: n=1
HSer:n=2 59b: n=2 60b: n=2
CH3P(0)Cly,
toluen, H,0,
A
o) o) Ho/Pd o) 0
H/ MeOH lg/
HO™ YoT T OH HO” “oT 1) OBn
NH HN_
2 Cbz
54:n=1 61a:n=1
55:n=2 61b:n =2

Rys. 3.28 Synteza fosfonowych analogéw L-seryny 54 oraz L-homoseryny 55.

Dichlorek kwasu metylofosfonowego, wykorzystany w reakcji kondensacji,
otrzymatam metoda stosowang przy syntezie sarinu.l’3 Proces ten inicjowata
reakcja jodku metylu z fosforynem trietylu. Powstaty metylofosfonian dietylu 62
poddawatam hydrolizie kwasowej. Wymiane grup hydroksylowych w kwasie
metylofosfonowym 63 na atomy chloru przeprowadzitam poprzez dziatanie
chlorkiem oksalilu w obecnosci DIPEA. W oryginalnym przepisie autorzy stosujg
trietyloamine, jednak zastosowanie DIPEA z uwagi na jej wlasciwosci utatwito
izolowanie produktu 64. Surowy produkt 64 uzytam do syntezy fosfonowych
analogéw omawianych aminokwaséw (Rys. 3.29).
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Rys. 3.29 Synteza dichlorku kwasu metylofosfonowego

Struktury konicowych produktéw 54 i 55 potwierdzitam spektroskopia
NMR jader 1H, 13C oraz 3P, a takze spektrometria mas. Warto zaznaczy¢, ze na
atomie fosforu grupy metylofosfonowej wystepujacej w czasteczkach 54 i 55
znajduje sie centrum stereogeniczne, ktére nie zostato jednoznacznie ustalone
podczas reakcji z dichlorkiem. Tym samym uzyskane produkty s3 mieszaning
diastereoizomeréw o dwoch centrach stereogenicznych. Otrzymane zwigzki zostaty
przekazane do badan aktywnosci biologicznej wobec wybranych enzyméw szlaku
MBP.

Kolejne zwigzki 56 oraz 57 to pochodne kwasu 2,4-diaminobutanowego,
ktdre strukturg przypominajg O-acetylo-L-homoseryne - substrat enzymu Met15p
oraz Str2p. Projektujac otrzymywanie powyzszych zwigzkéw postanowitam
wykorzysta¢ L-glutamine jako substrat. Aminokwas ten jest komercyjnie dostepny,
a co wazniejsze posiada odpowiednio zdefiniowane centrum stereogeniczne na
a-atomie wegla. Synteze tych zwigzkéw przedstawitam na Rys. 3.30.

0 0 Cbz-Cl, (o} (o} PIDA (o}
NaHCO;, H,0, THF HN
HoN OH H,O/dioksan H,N OH 0°C 2 \/\‘)kOH
NH _NH
2 Ry R(NH
L-glutamina 65 R,=Cbz 66a R,=Cbz
66b R,= Boc*
Ac,0, Py
lub
PhCOCI, NaOH
H,O/dioksan
H,/Pd, MeOH
H 2 ? lub H Q
RN oo oo g N~
NH NH
2 R1/
X . ) 56: R, = Ac 67a: R4=Cbz, R, = Ac
odczynnik komercyjny 57: R, = PhCO 67b: R,= Boc, R, = PhCO

Rys. 3.30 Synteza pochodnych kwasu 2,4-diaminobutanowego: N-acetylowej 56 oraz N-benzoilowej 57.

Po wprowadzeniu ochrony benzyloksykarbonylowej zwigzek 65 poddawatam
przegrupowaniu Hoffmana z wykorzystaniem (diacetoksyjodo)benzenu (PIDA),
zgodnie z ktérym grupa amidowa przeksztalcita sie w aminowg réwnocze$nie
skracajac tancuch weglowy o jeden atom.'7* W kolejnym kroku wprowadzitam
ugrupowanie acetylowel’> na atom azotu nowo powstalej grupy aminowej
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zlokalizowanej w tancuchu bocznym zwigzku 66a. W rezultacie uzyskatam
pochodng kwasu N-acetylo-2,4-diaminobutanowego 67a, ktéra w ostatnim etapie
poddatam Kkatalitycznej redukcji wodorem, aby usung¢ grupe ochronng Cbz.
Benzoilowy analog 57 otrzymatam w podobny sposoéb, jednakze tym razem
substratem byta pochodna Boc kwasu 2,4-diaminobutanowego 66b. Na substrat
66b dziatatam chlorkiem benzoilu w $rodowisku wodorotlenku sodu, a nastepnie
acydolityczne usunelam grupe ochronng. Takie postepowanie pozwolito na
uzyskanie finalnego produktu 57. Podobnie jak w przypadku fosfonowych
pochodnych, struktury zwigzkéw 56 i 57 potwierdzitam spektroskopig 'H i 13C NMR
oraz spektrometria mas, a otrzymane zwigzki zostaly przekazane do badan
aktywnosci biologicznej wobec wybranych enzyméw szlaku MBP. Dla zwigkéw
optycznie czynnych pomierzytam skrecalno$¢ optyczna.

Ostatnim zwigzkiem, ktéry otrzymatam w ramach tej serii byl znany
i opisany w literaturze zwigzek 58, pochodna (2H)-1,2-isoksazol-5-onu.
Poczatkowo prébowatam otrzymac ta pochodng metoda opisang przez Baldwina et
al, 176 gdzie substratem jest Boc chroniony zwiazek 71. Zaznacze, Ze w tej pracy
autorzy, z uwagi na charakter czasopisma (Tetrahedron Letters), nie zamiescili
zadnych przepiséw preparatywnych. Synteze rozpoczetam wiec od konstrukcji
laktamu, ktory w kilku etapach pozyskuje sie z komercyjnie dostepnej L-seryny.177
W pierwszym etapie tej syntezy na grupe aminowg seryny wprowadzitam ochrone
Boc, po czym dziatajac na uzyskany produkt 68 O-benzylohydroksyloaming wobec
odczynnika sprzegajacego DCC przeprowadzitam Boc-seryne w amid 69 (Rys. 3.31).

Boc,0

0 Na,COs3 0] H,NOBn, DCC o
H,O/dioksan THF/H,0, NaOH
HO OH — = HO OH — ™= HO NHOBnN
HN.
NH, HN\Boc Boc
L-seryna 68 69
DIAD, PhsF
H H./Pd H THF, 50°C
Boc—N MzeOH Boc—N
-
]/:N\ j;N\
(¢] OH (e} OBn
71 70

Rys. 3.31 Synteza (S)-3-(N-tert-butoksykarbonylo)amino-1-hydroksy-azetydyn-2-onu 71.

W kolejnym etapie, stosujac DIAD oraz trifenylofosfine uzyskatam laktam
70, ktéry utworzyt sie w wyniku wewnatrzczasteczkowej reakcji Mitsunobu.
Ostatnim krokiem, po izolacji produktu metoda chromatografii kolumnowej, byto
hydrolityczne usuniecie ostony benzylowej z grupy hydroksylowej znajdujacej sie
na atomie azotu w pierscieniu laktamowym. Czysty chromatograficznie zwigzek 71
poddatam dalszym przemianom, zgodnie ze schematem przedstawionym na Rys.
3.32.
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Rys. 3.32 Schemat syntezy (S)-B-(2H-1,2-oksazol-5-on-2-ylo)-L-alaniny 58 zgodnie z metoda Balwina et

al 176

Dziatanie etanotiolanem sodu na (3-laktam 71 pozwolito na izomeryzacje
pierscienia poprzez jego otwarcie i ponowne zamkniecie do 5-cztonowegow wyniku
utworzenia wigzania estrowego. Po oczyszczeniu produktu, kolejny etap syntezy
zaktadal réwnoczesne hydrolityczne otwarcie nowo powstatego pierscienia,
wprowadzenie grupy ochronnej Boc na powstajaca w wyniku hydrolizy grupe
a-aminowg oraz estryfikacje rowniez nowo powstatej grupy karboksylowej przy
uzyciu chlorku p-metylobenzylowego (PMB-Cl). Dodam, ze chlorek wprowadzitam
do mieszaniny reakcyjnej po przeprowadzeniu liofilizacji, zgodnie z opisem
zamieszczonym w literaturze.l7¢ Otrzymany produkt 73 wyizolowatam stosujac
chromatografie kolumnowa, po czym poddatam go sprzeganiu z kwasem
propargilowym w obecnosci DCC. Po standardowym oczyszczeniu uzyskatam
zwigzek 74. Problematyczny jednak okazat sie ostatni etap reakcji, zgodnie z ktérym
w wyniku dziatania kwasem mréwkowym na ester propargilowy 74 powinno dojs¢
do usuniecia wszystkich grup ochronnych znajdujacych sie w czasteczce. Ponadto,
powinna zaj$¢ wewnatrzczasteczkowa cyklizacja z utworzeniem wigzania
podwdjnego, co w konsekwencji dawatoby pozadany produkt koncowy 58. Niestety
autorzy nie okreslili sposobu izolacji produktu, a podczas wyzej omawaianego
procesu powstatato sporo zanieczyszczen. Aby uzyska¢ czysty chromatograficznie
zwigzek 58 zastosowatam preparatywng chromatografie cieczowa. Uzyskatam
pozadany produkt 58, jednak jego oczyszczanie okazato sie wyjatkowo trudne
i czasochtonne. Pomimo licznych préb i zmian warunkéw reakcji koricowa
wydajno$¢ byta niska, a uzyskanie czystego zwigzku wymagato duzego naktadu
pracy. Biorgc to pod uwage postanowitam otrzyma¢ zwigzek 58 na innej drodze
(Rys. 3.33).178 W poréwnaniu do poprzedniej metody, ta zaktadata rozpoczecie
syntezy od Boc chronionej chlorowej pochodnej L-alaniny, ktéra jest komercyjnie
dostepnym aminokwasem. Ponadto redukcja liczby etapéw syntezy umozliwita
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minimalizacje potencjalnych strat zwigzku wystepujacych na poszczegdlnych
etapach procesu.

1. NaH, DMF

H BocNHOH H 2. Cs,CO;4 Boc,
Boc—Ny® ' Epcioem Boc-N ' H,0 N N-oH
I/ —_— —— > Boc
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75 76
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Rys. 3.33 Synteza (S)-B-(2H-1,2-oksazol-5-on-2-ylo)-L-alaniny 58.178

Synteze rozpoczetam od reakcji sprzegania Boc-hydroksyloaminy
z chloroalaning stosujac EDCI jako odczynnik sprzegajacy. Oczyszczony produkt 75
poddatam dziataniu wodorku sodu. W wyniku odszczepienia protonu nastepuje
cyklizacja uktadu, polegajgca na nukleofilowym ataku grupy hydroksylowej na atom
wegla B z rownoczesng eliminacja atomu chloru. Utworzony przejsciowy
czterocztonowy pierScien ulega otwarciu pod wplywem weglanu cezu
z utworzeniem wolnej grupy karboksylowej. Te ostatnig zestryfikowatam dziatajac
na zwiazek 76 difenyodiazometanem. Difenylodiazometan przygotowatam stosujac
metode opisang przez Klimcovica et all7”® Produkt 77 oczyScitam
chromatograficznie, po czym potaczytam go z kwasem propargilowym za pomoca
DCC. Koficowym etapem byto grzanie uzyskanego estru 78 w kwasie mréwkowym,
co doprowadzito do cyklizacji uktadu i usuniecia wszystkich obecnych w czasteczce
grup ochronnych. Podobnie jak w poprzedniej metodzie, produkt 58 oczyszczatam
poprzez preparatywng chromatografie cieczowa. Nowo zastosowana metoda
pozwolita na uzyskanie produktu z istotnie wyzszg wydajno$cia. Strukture zwigzku
58 potwierdzitam widmami 'H i 13C NMR oraz spektrometria mas. Dla optycznie
czynnego zwigzku 58 zmierzytam skrecalno$¢ optyczna. Otrzymany zwigzek
przekazatam na badania biologiczne wobec wybranych enzymoéw szlaku MBP.
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3.4. Wyniki badania wlasciwosci biologicznych
otrzymanych potencjalnych inhibitoréw szlaku
biosyntezy L-metioniny

Potencjalne inhibitory szlaku biosyntezy L-metioniny 54-57, ktdre
otrzymatam na drodze syntezy organicznej, przekazalam do badan aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej in vitro, ktére obejmowaly ewaluacje aktywnosci
przeciwgrzybowej oraz ocene zdolnoSci inhibicji wybranych enzyméw MBP.
Badania aktywnos$ci przeciwgrzybowej wobec modelowych szczepdw grzybow
z rodzaju Candida oraz S. cerevisiae zostaty wykonane w Katedrze Technologii
Lekédw i Biochemii przez dr inz. Aleksandre Kuplinska.

3.4.1. Badanie efektu inhibicji aktywnos$ci wybranych enzymow
szlaku biosyntezy L-metioniny

Zdolno$¢ do hamowania poszczego6lnych enzyméw MBP zwigzkéw 54-58
zostalta przebadana w warunkach optymalnych, przy uzyciu statego stezenia
substratu wynoszacego 10 mM. Uzyskane wyniki przedstawitam w formie
wykreséw na Rys. 3.34.
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Rys. 3.34 Hamowanie aktywnosci enzyméw Met2p, Met15p oraz Str2p przez zwiazki 54-58 bedace w
stezeniu 10 mM.

Badania nad aktywnoScig inhibitoréw pokazuja, Ze pochodne fosforanowe
54 oraz 55 nie wykazaty wysokiej inhibicji w stosunku do enzymu Met2p, na ktéry
powinny by¢ te zwiazki ukierunkowane. Aktywno$¢ pochodnej homoseryny 55,
byta lepsza niz serynowego odpowiednika 54, jednakze dla stezenia 10 mM nie
przekroczyta 25%. Niewielka aktywno$¢ tych zwiazkéw moze wynika¢ m. in.
Z obecnos$ci centrum stereogenicznego na atomie fosforu, ktére nie jest $cisle
okreslone lub z ich niskiej stabilno$ci w roztworach wodnych.
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W przeciwienstwie do potencjalnych inhibitorow Met2p, zwigzki 56 oraz
58, ktérych potencjalnym celem molekularnym byly enzymy Met15p oraz Str2p,
wykazaty bardziej obiecujagce witasciwosci. Kwas (S)-4-N-acetylo-2,4-diamino-
butanowy 56 charakteryzowat sie inhibicja wynoszaca ~70% przy stezeniu 10 mM.
Co wiecej, przy stezeniu 5 mM zaobserwowano zahamowanie aktywnos$ci enzymu
na poziomie 53%, natomiast przy stezeniu 2 mM warto$¢ inhibicji wynosita 25%.
Benzoilowy analog 57 zostal zbadany tylko na modelu Met15p, gdzie uzyskano efekt
449% inhibicji aktywno$ci, czyli wyraZnie mniej niz dla jego analogu 56.

Pochodna 58 charakteryzwata sie najwyzsza zdolnos$cia do inhibicji
zaréwno enzymu Met15p (~75% przy 10 mM), jak i Str2p (~68% przy 10 mM).
Wyniki te sg zgodne z poczatkowymi zatozeniami opracowanymi na podstawie
danych literaturowych dotyczacych aktywnos$ci przeciwgrzybowej.180

3.4.2. Badanie aktywnosci przeciwgrzybowej wybranych
potencjalnych inhibitoréw szlaku biosyntezy L-metioniny

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa zwigzkéw 56-58 zostata zbadana in vitro
wyznaczajac minimalne stezenie hamujgce aktywnos¢ wzrostu komorek grzybowch
0 90% (MICoo) lub 50% (MICso) w poréwnaniu z préba kontrolng. Oznaczenie
wykonano przeciwko szczepom C. albicans, C. glabrata oraz S. cerevisiae stosujac
metode seryjnych dwukrotnych rozcienczen stosujac mikroptytki oraz minimalne
poditoze YNB wzbogadzone o siarczan amonu ((NH4)2S04) lub glutaminian sodu
(L-GluONa) jako zrdédito azotu. Dodatkowo, badanie przeprowadzono stosujac
medium YNB z dodatkiem L-metioniny w stezeniu 10 mM oraz ztozone podtoze
PRMI 1640, ktdre jest najbardziej zblizone do surowicy ludzkiej. Uzyskane wyniki
przedstawiono w Tabeli 3.4. Eksperymenty przeprowadzono w trzech

powtorzeniach.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze pomimo silnego zahamowania aktywno$ci
enzymu Metl5p, zwigzek 56 charakteryzowat sie bardzo stabym dziataniem
przeciwgrzybowym, a w wiekszo$ci przypadkéw wrecz jego brakiem we wszystkich
badanych podtozach. Jedynym wyjatkiem byto podtoze YNB L-GluONa, w ktérym
zaobserwowano niewielkie zahamowanie wzrostu C. albicans. Dodanie L-metioniny
do podtoza hodowlanego catkowicie znosito aktywno$¢ tego zwigku, co stanowi
dowdd na ukierunkowane dziatanie wobec enzymu szlaku MBP. Niska aktywno$¢
przeciwgrzybowa, kontrastujaca z do$¢ silnym dziataniem inhibicyjnym wobec
enzymu Met15p moze wynika¢ z nieefektywnego transportu do wnetrza komorek.
Benzoilowy analog 57 nie wykazat zadnej aktywnoS$ci przeciwgrzybowej in vitro
wobec badanych szczepéw. Brak jakiejkolwiek mierzalnej aktywno$ci danego
zwiazku jest reprezentowany przez warto$¢ >1024.
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Tabela 3.4 Aktywno$¢ przeciwgrzybowa zwigzkéw 56-58. Warto$i MICeo oraz MICso okre$lono dla
wybranych szczepdw z rodzaju Candida oraz S. cerevisiae w podtozu RPMI 1640 lub YNB z dodatkiem
siarczanu amonu ((NH4)2S04) lub glutaminianu sodu (L-GluONa). Dla niektérych oznaczenn w podtozu

YNB zastosowano dodatek L-metioniny (L-Met) w stezeniu 10 mM.

MICso (MICso) l.lg/ml

Medium C. albicans C. glabrata S. cerevisiae
ATCC 10231 ATCC 90030 ATCC 9763
Kwas (S)-4-N-acetylo-2,4-diaminobutanowy 56
YNB (NH4)2S04 >1024 (1024) >1024 >1024
YNB (NH4)2S04 + L-Met >1024 >1024 >1024
YNB L-GluONa >1024 (128) >1024 (512) >1024 (512)
YNB L-GluONa + L-Met >1024 >1024 >1024
RPMI 1640 >1024 >1024 >1024
Kwas (S)-4-N-benzoilo-2,4-diaminobutanowy 57
YNB (NH4)2S04 >1024 >1024 >1024
YNB (NH4)2S04 + L -Met >1024 >1024 >1024
YNB L-GluONa >1024 >1024 >1024
YNB L-GluONa + L -Met >1024 >1024 >1024
RPMI 1640 >1024 >1024 >1024
(S)-B-(2H-1,2-oksazol-5-on-2-ylo)-L-alanina 58
YNB (NH4)2S04 2 (1) 4(1) 1024 (2)
YNB (NH4)2S04 + L -Met >64 (>64) >64 (>64) >1024 (>1024)
YNB L-GluONa 2 (1) 2 (1) 512 (1)
YNB L-GluONa + L -Met >1024 (128) >1024 (512) >1024 (512)
RPMI 1640 >64 (>64) >64 (>64) >64 (>64)

Zdecydowanie najlepsze rezultaty uzyskano dla zwigzku 58, ktéry wykazat
poréwnywalng aktywnos$¢ przeciwgrzybicza wobec C. albicans i C. glabrata
w podtozach - YNB z siarczanem amonu oraz YNB z glutaminianem sodu. Najwyzsza
skuteczno$¢ obserwowano w podtozu YNB L-GluONa, gdzie warto$¢ MICoo wynosita
2 pg/mL. Dziatanie przeciwgrzybowe zwigzku 58 bylo istotnie stabsze wobec
S. cerevisiae, co moze wskazywa¢ na jego selektywno$¢ wzgledem enzymoéw
charakterystycznych dla rodzaju Candida. Podobnie jak w przypadku zwigzku 56,
dodanie L-metioniny do podioza hodowlanego prowadzilo do catkowitego lub
znacznego obnizenia aktywnoS$ci przeciwgrzybowej. Zwigzek wykazywat brak
aktywnosci w podtozu RPMI 1640.

Potencjat przeciwgrzybowy zwigzku 58 zostat réwniez sprawdzony wobec
innych szczepdw Candida (Tabela 3.5). Oznaczenia wykonano metoda seryjnych
rozcienczen stosujac odzywke hodowlang YNB z dodatkiem siarczanu amonu.
Pomiary wykonano réwniez w podtozu o tym samym sktadzie z dodatkiem

L-metioniny.
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Tabela 3.5 Aktywno$¢ przeciwgrzybowa zwigzku 58. Warto$ci MICoo okres$lono dlawybranych szczepow
z rodzaju Candida w podtozu YNB z dodatkiem siarczanu amonu. Do jednej z odzywek hodowlanych YNB

zastosowano dodatek L-metioniny (L-Met) w stezeniu 10 mM.

MICso pg/ml
Medium YNB (NH4)2S04 + L-MET YNB (NH4)2S04
Candida parapsilosis ATCC 22019 >64 4
Candida krusei ATCC 6258 >64 >64
Candida famata DSM 3428 >64 >64
Candida rugosa DSM 2031 >64 >64
Candida dublinensis CBS 7987 >64 0,5

Poréwnujac uzyskane wartoSci mozna zauwazy¢, ze zwigzek 58 byt
skuteczny wobec C. parapsilosis i C. dublinensis w podlozu niezawierajacym
L-metioniny z warto$ciami MICe0 wynoszacymi odpowiednio 4 oraz 0,5 pg/ml.
Réznice aktywnosci przeciwgrzybowej tego zwigzku wobec réznych szczepdw
Candida mogg $wiadczy¢ o pewnej selektywnos$ci enzymdéw MBP w obrebie jednego
rodzaju. Dodatkowo zaobserwowano, podobnie jak w poprzednich
eksperymentach, ostabienie dziatania hamujacego wzrost komérek grzybowych po
dodaniu L-metioniny do podtoza.

Aby okresli¢ minimalne stezenie L-Met niezbedne do przywrécenia wzrostu
komorek grzybowych, wykonano badanie w podtozu YNB z siarczanem amonu
uzupetnianym L-Met w zakresie stezen 0 - 10 mM. Wyniki przedstawitam w formie
wykresu na Rys. 3.35.

Zwigzek 58 [64 pug/ml]
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Wzgledny wzrost komorek grzyba [%)]

Q O N N H O O
VWSS
Q<? Q‘} Q"\

Stezenie L-metioniny w podtozu [mM]
Rys. 3.35 Efekt hamowania wzrostu komoérek C. glabrata przez zwiazek 58 w podtozu YNB z siarczanem

amonu uzupeinianym o L-Met w zakresie stezen 0 -10 mM. Linig przerywanga zaznaczono poziom 10%
wzrostu komérek, ponizej ktdrego nie obserwuje sie dalszego wzrostu organizmu.
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Zgodnie z uzyskanymi danymi, aby zniwelowa¢ dziatanie inhibitora 58 (wzrost
komorek grzybowych powyzej 10%) wystarczy dodatek 0,015 mM L-Met
w podtozu. Obserwowany efekt moze wynika¢ z konkurencji w pobieraniu
aminokwasow i ich metabolitéw wzgledem zwigzku 58. Mozliwym jest, ze zwigzek
ten oraz L-Met sg transportowane do komdrki za posrednictwem tych samych
transporteré6w btonowych, ktére wykazuja wieksze powinowactwo do
aminokwasu. Jako, Ze szacowane stezenie tego aminokwasu w surowicy ludzkiej
mie$ci sie w zakresie 0,027 - 0,031 mM,!81 wykorzystanie zwigzku 58, jako
skutecznego inhibitora wzrostu komoérek grzybowych z rodzaju Candida, moze

okazac sie nieefektywne.
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4.

Podsumowanie i wnioski koncowe

Celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto

zaprojektowanie oraz zbadanie mozliwosci syntezy potencjalnych chemotera-

peutykdw przeciwgrzybowych na podstawie struktur aminokwaséw. Zadanie to

zrealizowalam na dwa sposoby: otrzymujac koniugaty znanych zwigzkéw

o strukturze aminokwaséw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym z sideroforami

oraz synteza potencjalnych inhibitoréw szlaku biosyntezy L-metioniny.

Podsumowujac, na podstawie wynikéw badan zrealizowanych w ramach

projektu stanowigcego podstawe rozprawy doktorskiej mozna sformutowac naste-

pujace wnioski:

1.

Uproszczony siderofor hydroksamowy AHO moze by¢ z powodzeniem
stosowany jako no$nik molekularny do syntezy koniugatéw potencjalnych
chemoterapeutykéw przeciwdrobnoustrojowych o strukturze amino-
kwaséw. Potaczenie no$nika molekularnego moze by¢ przeprowadzone dla
C- lub N-konca sideroforu zaré6wno na sposéb bezposredni, jak
i z wykorzystaniem rozszczepialnego tacznika.

Lacznik ,trimethyl lock” moze by¢ z powodzeniem stosowany do syntezy
koniugatow potencjalnych chemoterapeutykdw przeciwdrobnoustro-
jowych o strukturze aminokwasow. Przytaczenie czasteczki transport-
owanej do uktadu siderofor-TML jest utrudnione jedynie w przypadku
uktadéw, ktérych synteza wymaga zastosowania srodowiska zasadowego
lub reagentéw o silnych wtasciwosciach nukleofilowych. Labilno$¢ tacznika
TML w tych warunkach sprawia, ze stopien skomplikowania syntezy
drastycznie ros$nie wraz ze wzrostem liczby nukleofilowych i elektro-
filowych grup funkcyjnych w czasteczce.

Przeprowadzone badania wtlasciwosci biologicznych otrzymanych

koniugatéw pozwolity na wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1.

Potaczenia 22a, 25a, 44a oraz 51a zawierajgce AHO jako no$nik
molekularny oraz CNTrp jako sonde fluorescencyjng, byly skutecznie
transportowane i akumulowane w komérkach C. albicans i C. glabrata. Ich
wychwyt przez C. krusei i C. parapsilosis byt mniej efektywny, lecz
wykrywalny, natomiast C. tropicalis, A. niger, B. subtilis i E. coli nie pobieraty
ich wcale. Wyniki badan nad wychwytem i akumulacja koniugatéw
zawierajagcych AHO w komadrkach drobnoustrojéw dostarczyty dowodéw
na mozliwos¢ wykorzystania AHO jako nosnika molekularnego
w  konstrukcji koniugatéw typu AHO:czasteczka transportowana,
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skutecznie pobieranych przez komorki Candida posiadajgce system
Sitl/Arnl. Odkrycie to otwiera nowg droge do projektowania koniugatéw
typu ,Kon trojanski” zawierajacych AHO, wykazujacych aktywnos$¢
przeciwgrzybicza.

Koniugaty zawierajgce cispentacyne wykazywaty aktywno$¢ przeciw-
grzybicza in vitro w podtozach ubogich w zelazo, w tym w zalecanym przez
CLSI podtozu RPMI-1640. Najwyzsza aktywnos$¢, objawiajaca sie
najnizszymi warto$ciami MICy, (w zakresie 16-128 pg/mL), odnotowano
dla koniugatéw zawierajacych tacznik TML (44b i 51b) wobec C. albicans
i C. glabrata. Wynik ten koreluje z efektywnoscia wychwytu odpowiednich
analogow strukturalnych zawierajacych CNTrp (44a i 51a) przez komorki
grzybéw. Poniewaz stwierdzono, ze koniugaty 44b i 51b s3 tatwo
rozktadane w bezkomoérkowym ekstrakcie C. albicans, mozna wnioskowag,
ze w przypadku koniugatéw AHO:cispentacyna zawierajacych TML,
utatwiony transport — prawdopodobnie mediowany przez system
Sitl/Arn1 — decyduje o ich dobrych wiasciwosciach hamujacych wzrost.
Koniugaty bezposrednie 22b i 25b, ktére prawdopodobnie byty
transportowane do komdrek C. albicans i C. glabrata z podobnie wysoka
efektywnoscig jak ich fluorescencyjne odpowiedniki 22a i 25a, wykazaty
stabg lub Zadng aktywnos$¢ hamujaca wzrost. Jednak te dipeptydowe
analogi okazaty sie bardzo odporne na enzymatyczny rozkiad
w bezkomoérkowym ekstrakcie C. albicans. Zaktadajac, ze podobna sytuacja
zachodzi w cytozolu zywych Kkomorek, Kkoniugaty dipeptydowe
AHO:cispentacyna gromadza sie wewnatrzkomérkowo w postaci
nienaruszonej, a cispentacyna nie moze zosta¢ uwolniona, by dotrze¢ do
swojego celu.

Chociaz aktywno$¢ hamujaca wzrost koniugatéw 44b i 51b jest znacznie
wieksza niz samej cispentacyny, nie jest ona wystarczajaco wysoka, by
uznac te zwigzki za kandydatéw na leki przeciwgrzybicze. Niemniej jednak,
wyniki badan wyraZnie wskazujg, ze AHO moze by¢ wykorzystywane jako
no$nik molekularny w konstrukcji koniugatéw typu , Kon Trojanski”, ktére
wykazuja zadowalajacg aktywno$é przeciwgrzybicza wobec istotnych
ludzkich drozdzakéw chorobotwoérczych. Uwazam, Ze jest to mozliwe, jesli
jako tadunek zastosuje sie inhibitor enzymatyczny bardziej aktywny niz cis-
pentacyna. Jednak warunkiem koniecznym uzyskania wysokiej aktywnoSci
hamujacej wzrost jest obecno$¢ systemu TML (lub innego tatwo
rozktadalnego tacznika) w strukturze koniugatu.
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Przeprowadzone badania wtasciwosci biologicznych otrzymanych struktur

potencjalnych inhibitoréw enzyméw MBP 54-58 pozwolily na wyciggniecie

nastepujacych wnioskow:

1.

Pochodne fosforanowe 54 i 55 wykazatly niskga aktywno$¢ wobec enzymu
Met2p, co moze by¢ skutkiem nieokreslonej stereochemii atomu fosforu lub
niskiej stabilno$ci hydrolitycznej. Zwigzki 56 i 58, ukierunkowane na
enzymy Met15p i Str2p, wykazaty znacznie wyzsza aktywnos$¢ inhibicyjng
(powyzej 70% przy stezeniu 10 mM), co potwierdza ich potencjat jako
inhibitoréow enzymoéw MBP. Co wiecej, otrzymane wyniki potwierdzaja
trafno$¢ zalozen opartych na danych literaturowych dotyczacych
aktywnosci przeciwgrzybowej zwigzku 58.

Zwiazek 56, mimo silnego hamowania enzymu Met15p, wykazywat bardzo
stabg lub brak aktywnosci przeciwgrzybowej na komorki grzybowe
z rodzaju Candida, co najprawdopodobniej wynika z ograniczonego
transportu do wnetrza komorek.

Zwiazek 58 wykazat dobra aktywno$¢ przeciwgrzybowa, szczegdlnie
wobec szczepow z rodzaju Candida, z warto$cia MICo do 0,5-2 pg/mlL,
natomiast réznice w aktywnosci przeciwgrzybowej w obrebie jednego
rodzaju moga wynikac z selektywno$ci wobec enzymoéw réznych gatunkéow
Candida.

Dodatek L-metioniny do podtoza hodowlanego znaczaco zmniejszat lub
catkowicie znosit aktywnos$¢ zwiazkéw 56-58, co potwierdza ich
ukierunkowane dziatanie na enzymy MBP. Niemniej jednak, wysokie
stezenie L-Met w surowicy ludzkiej moze ogranicza¢ skutecznosé¢
terapeutyczng zwigzku 58.
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5. Czesc eksperymentalna

5.1. Informacje ogdlne

Struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzono w oparciu o widma NMR,
ktére zostaty wykonane w Wydziatowym Laboratorium NMR Wydziatu Chemicz-
nego Politechniki Gdaniskiej, przy uzyciu spektrometru Unity 500 plus firmy Va-rian
(500 MHz), natomiast analize MS-ESI przeprowadzono na aparacie Triple Quad
LC/MS firmy Agilent Technologies w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii
Politechniki Gdanskiej oraz na aparacie Pur lon S firmy Teledyne ISCO.

Analize HPLC wykonano na aparatach 1260 Infinity II 6470 oraz 1200 se-
ries firmy Agilent Technologies w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Poli-
techniki Gdanskiej.

Do pomiaréw temperatury topnienia ciat statych wykorzystano technike
otwartej kapilary, przy czym zmierzone temperatury topnienia otrzymanych
zwigzkow nie byty korygowane.

Do pomiaréw skrecalno$ci optycznej wykorzystano polarymetr Autopol II
firmy Rudolph Research Analytical w Katedrze Chemii Organicznej Politechniki
Gdanskie;.

Do Kklasycznej chromatografii kolumnowej wykorzystano zel krzemion-
kowy SiliaFlash GE60 60-200 pum SiliCycle. Preparatywne rozdzialy chromato-
graficzne zostaly wykonane na aparacie CombiFlash NEXTGEN 300+ firmy Teledyne
ISCO z zastosowaniem jednorazowych kolumn SiliaSep firmy SiliCycle. Ponadto do
preparatywnej chromatografii cienkowarstwowejj uzyto ptytek PLC Silica Gel 60
F254 firmy Merck o grubosci ztoza 0,5 mm.

Liofilizacja zwigzkéw zostata wykonana na aparacie Alpha 1-2Ldplus firmy
Christ.

Zdjecia mikroskopowe zostaty otrzymane za pomoca skanujgcego lase-
rowego mikroskopu konfokalnego LSM T-PMT Confocal Laser Scanning Microsco-
pe firmy Zeiss.

Do analizy TLC wykorzystano ptytki TLC Silica Gel F254 firmy Merck. Do
detekcji UV zastosowano lampe V-240 firmy Kriiss Optronic o dtugo$ciach fali
A = 254 oraz 366 nm. Do wywotywania plytek stosowano wywotywacze: cerowy,
anyzowy, cerowo-molibdenowy, ninhydrynowy oraz zielein bromokrezolowa.

Reagenty i rozpuszczalniki pochodzity ze Zzrédet komercyjnych firm Merck,
Alfa Aeasar, Avantor, TCI, Acros Organics oraz Ambeed.
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5.2. Przepisy preparatywne

5.2.1 Synteza sideroforu w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-ornityny

L-glutaminian y-benzylu 1

W kolbie kulistej o pojemnosci 2 1 umieszczono 500 ml eteru
- MCH dietylowego oraz 50 ml stezonego kwasu siarkowego(VI). Do
NH, mieszaniny powoli wprowadzono 500 ml alkoholu benzylowego,
po czym odparowano eter dietylowy korzystajac z wyparki prézniowej. Do
pozostatej zawartosci kolby w kilku porcjach w czasie 15 min wprowadzono 73.5 g
(0,5 mol) kwasu L-glutaminowego. Roztwdr pozostawiono stale mieszany na noc
w RT, po czym zawartos$¢ kolby rozcienczono 11 etanolu (96%) oraz wprowadzono
250 ml pirydyny. Mieszanine ochtodzono do 0°C i pozostawiono w tej temperaturze
przez noc do krystalizacji. Uzyskany osad odsaczono i przemyto zimnym,
bezwodnym eterem dietylowym. Osad rekrystalizowano z wrzacej mieszaniny
pirydyna/woda 1/9, v/v, uzyskujac 71,1 g (0,3 mol, 60%) biatego, krystalicznego
osadu o tt. 165-168°C (lit.145 167-168°C).

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,96 (m, 2H, CHCHz), 2,39 (m ,2H, COCH>), 3,81 (m,
1H, CH), 4,89 (s, 2H, CHz-Ph), 2,08-2,18 (m, 5h, Ph)

N-tert-butoksykarbonylo-L-glutaminian y-benzylu 2

W kolbie kulistej o pojemnosci 1 1 umieszczono 10 g (42,2 mmol)
0 o)

- WOH estru y-benzylowego kwasu L-glutaminowego wraz z 300 ml
HNL G mieszaniny dioksan-woda w stosunku 1/1, v/v. Kolejno
zawarto$¢ kolby ochtodzono do 0°C za pomoca taZzni lodowej

oraz wprowadzono 12 ml (8,8 g, 84,4 mmol) trietyloaminy. Po chwili wkroplono 11
g (50,4 mmol) diweglanu di-tert-butylu rozpuszczonego w 20 ml dioksanu, po czym
pozostawiono mieszanine na noc w RT. Po zakoniczeniu reakcji dioksan
odparowano, a pozostato$¢ zakwaszono za pomoca 1M wodnego roztworu HCl do
pH ok. 2. Cato$¢ ekstrahowano octanem etylu (3x30 ml), po czym potaczone
warstwy organiczne przemyto kolejno 30 ml wody i 30 ml solanki. Roztwoér
wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, Srodek suszacy odsaczono, a roztwoér
odparowano do sucha. Uzyskano 12,3 g bezbarwnego oleju (36,5 mmol, 87%), ktéry
uzyto do dalszych reakcji bez dodatkowego oczyszczania. [a]%)o -13 (c1, CH30H),

lit.182 [a]4° -13,2 (c1, CH30H).

1H NMR (500 MHz, CDCls): & = 1,36 (s, 9H, Boc), 1,77 (m, 1H, CH-CH>), 1,96 (m, 1H,
CH-CH>), 2,41 (m, 2H, -CH-C0), 3,9 (m, 1H, CH), 5,07 (s, 2H, CH>-Ph), 7,1 (d, ] = 8,1
Hz, 1H, NH), 7,29-7,35 (m, 5H, Ph)
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13CNMR (125 MHz, CDCls): & = 26,48; 27,29; 28,29; 30,54; 31,73; 52,99; 65,88;
78,50; 126,83; 127,04; 128,27; 128,40; 128,46; 128,84; 136,61; 156,0; 172,56;
174,15

N-tert-butoksykarbonylo-L-glutaminian a-metylo-y-benzylu 3

Uwaga: reakcje prowadzono w atmosferze gazu obojetnego

W kolbie kulistej o pojemnosci 500 ml zaopatrzonej w chtodnice

BHOWOW oraz mieszadto, umieszczono kolejno 12 g (35,5 mmol) Boc-L-

HN. G Glu(OBn)-OH 2, 4,9 g (35,5 mmol) weglanu potasu oraz 6,6 ml

(106,5 mmol) jodometanu. Do mieszaniny dodano 200 ml

bezwodnego acetonu i ogrzewano do wrzenia przez dwie godziny. Po zakoniczeniu

reakcji rozpuszczalnik odparowano, a pozostato$¢ zawieszono w 50 ml octanu etylu.

Cato$¢ przeniesiono do rozdzielacza i przemyto 10% wodnym roztworem kwasu

cytrynowego (2x50 ml). Warstwe organiczng osuszono nad siarczanem magnezu,

osad oddzielono poprzez filtracje, a przesacz odparowano do sucha. Otrzymany olej

0CZysSzczono za pomocy cieczowej chromatografii kolumnowej uzywajac uktadu

octan etylu/heksan 3/7, v/v jako eluent. Uzyskano 10,25 g (29,17 mmol, 82%)

bezbarwnego oleju o skrecalnosci [a]3? -16,8 (0,9, CH30H), lit.183 [a]2° -17 (c1,

CHs0H).

H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1,35 (s, 9H, tBu), 1,79 (m, 1H, CHCHz), 1,94 (m, 1H,

CHCH>), 2,43 (m, 2H, CH2C0), 3,59 (s, 3H CH30), 4,0 (m, 1H, CHCH>), 4,48 (d, ] = 5,9
Hz, 1H, CONH), 5,05 (s, 2H, CH2Ph), 7,28-7,37 (m, 5H, Ph);

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 26,33; 28,67; 30,25; 52,14; 53,17; 65,59; 78,5;
126,84; 128,28; 128,83; 136,74; 155,88; 172,37; 173,11

N-tert-butoksykarbonylo-L-glutaminian a-metylu 4

W kolbie kulistej o pojemnos$ci 500 ml zaopatrzonej w mieszadto
o) o

HOWOMe magnetyczne rozpuszczono 10,2 g (29,03 mmol) diestru
HN. benzylometylowego 3 w 200 ml metanolu. Dodano 0,1 g

o katalizatora 10% pallad na weglu, po czym przez mieszanine
reakcyjng przepuszczano woddr w czasie 5h (kontrola TLC; eluent heksan/octan
etylu 7/3). Po zakonczeniu reakcji sprzet ostroznie odtaczono, a mieszanine
przesaczono przez celit, sptukujac kilkukrotnie osad duzymi porcjami metanolu.
Przesacz odparowano do sucha uzyskujac 7,58 g (29,03 mmol, 100%) bezbarwnego

oleju o skrecalnosci [a]2° -25 (c1, CHsOH), lit.183[a]2° -24,9 (c1, CH30H).
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1H NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,44 (s, 9H, tBu), 1,92 (m, 1H, CHCHz), 2,17 (m, 1H,
CHCH2), 2,44 (m, 2H, CH>C0), 3,73 (s, 3H CH50), 4,34 (m, 1H, CHCH2), 5,18 (d, ] =
7,8 Hz, 1H, CONH), 7,5-9,0 (bs, 1H, COOH)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 27,76; 28,24; 29,87; 51,64; 52,55; 80,56; 155,33;
172,83; 176,69

N-tert-butoksykarbonylo-8-hydroksy-L-norwalinian metylu 5

Uwaga: reakcja prowadzona jest w atmosferze gazu obojetnego

Kolbe kulistg o pojemnosci 250 ml zaopatrzong w chtodnice,

Ho“/ﬁ)okonvm balon z azotem oraz dipol magnetyczny, umieszczono w tazni
N o lodowej z sola. Do naczynia wprowadzono 100 ml bezwodnego

THF ($wiezo destylowanego znad LiAlH4) oraz 7,55 g (28,9

mmol) pochodnej kwasu glutaminowego 4. Kolejno dodano 6 ml (43,35 mmol)
trietyloaminy i po chwili ostroznie wkroplono 4,23 ml (43,35 mmol) chloro-
mroéwczanu etylu. Cato$¢ pozostawiono na 2 h w -15°C w atmosferze azotu caty czas
intensywnie mieszajac. Nastepnie do kolby dodawano w niewielkich porcjach 3,3 g
(86,7 mmol) NaBHs, utrzymujac temperature, po czym wKkroplono 15 ml
bezwodnego metanolu i reakcje pozostawiono na 1h w -15°C, a nastepnie 2h w RT.
Po zakonczeniu reakcji cato$¢ zakwaszono 1M wodnym roztworem HCl
doprowadzajac pH do ok. 5-6. Mieszanine ekstrahowano octanem etylu (4x30 ml),
a polaczone warstwy organiczne przemyto solanka (30 ml), osuszono nad
siarczanem magnezu, osad odsaczono, a przesacz odparowano do sucha. Uzyskany
metny olej oczyszczono na drodze cieczowej chromatografii kolumnowej stosujac
jako eluent uktad heksan/octan etylu w gradiencie 2/1, v/v do 1/1, v/v. Uzyskano
4,43 g (18,21 mmol, 63%) bezbarwnego oleju o skrecalnosci [a]2° -36 (c1, CH30H),

lit.183 [a]4? -37,5 (c0,2, CH30H).
1H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 1,42 (s, 9H, tBu), 1,61 (m, 2H, CH2CH>), 1,71 (m, 1H,

CHCH>), 1,89 (m, 1H, CHCH>), 3,66 (t,] = 6,2 Hz, 2H, CH20H), 3,73 (s, 3H CHs0),
4,34 (m, 1H, CHCH>), 5,21 (d, ] = 8,1 Hz, 1H, CONH)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 28,22; 28,27; 29,41; 51,96; 53,3; 62,28; 80,09;
155,5; 172,21

®-N-benzyloksy-w-N-(2,2,2-trichloroetoksy)karbonylo-o-N-tert-
butoksykarbonylo- L -ornitynian metylu 6

Do kolby kulistej o pojemnosci 100 ml zaopatrzonej

Troc.. w mieszadto magnetyczne wprowadzono roztwér 4,4 g (17,79
OBn  HN. mmol) alkoholu 4 w 50 ml bezwodnego THF ($wiezo
destylowanego znad LiAlH4). Do roztworu dodano 5,31 g

104



(17,79 mmol) N-Troc-0-benzyloksyaminy oraz 6,06 g (23,13 mmol) trifenylofosfiny.
Cato$¢ mieszano do catkowitego rozpuszczenia reagentéw, po czym wkroplono
roztwor 4,55 ml (23,13 mmol) DIAD w 10 ml THF w czasie 30 min. Reakcje
pozostawiono na noc w RT. Mieszanine poreakcyjng odparowano do sucha pod
zmniejszonym ciSnieniem, a produkt oczyszczono na drodze cieczowej
chromatografii kolumnowej stosujac uktad heksan/octan etylu 3/1, v/v jako eluent.
Otrzymano 6,85 g (12,99 mmol, 73%) lekko zéttego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,42 (s, 9H, (CH3)3C), 1,61 -1,83 (m, 4H, CHCH2CH?),
3,53 (t, 2H, CH2N), 3,7 (s, 3H CH30), 4,29 (m, 1H, CHCHz), 4,82 (s, 2H, CHzPh), 4,93
(s, 2H, CH2CCl3),5,01 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, CONH), 7,35-7,44 (m, 5H, Ph)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 22,77; 28,18; 29,96; 49,03; 52,41; 53,21; 75,08;
80,25;95,37; 128,47; 128,88; 129,92; 134,66; 155,03; 171,54; 173,04

®-N-benzyloksy-®-N-acetylo-a-N-tert-butoksykarbonylo-L-ornitynian metylu 7

Do kolby kulistej o pojemnosci 100 ml zaopatrzonej
o

AC‘NW\‘)LOMe w mieszadto magnetyczne wprowadzono 6,8 g (12,88 mmol)

0Bn HN G chronionego aminokwasu 6 w 30 ml lodowatego kwasu
octowego. Nastepnie dodano 6,3 g (96,6 mmol) pytu

cynkowego oraz 2,43 ml (25,76 mmol) bezwodnika octowego. Zawiesine mieszano
w RT przez 4h, po czym cato$é rozcieficzono 30 ml octanu etylu i przesgczono. Osad
kilkukrotnie przemyto duzymi porcjami octanu etylu. Nastepnie przesacz przemyto
woda (40 ml), nasyconym wodnym roztworem wodoroweglanu sodu (3x40 ml),
wodg (40 ml) oraz solanka (40 ml). Warstwe organiczng suszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu i po odsaczeniu $rodka suszgcego odparowano do sucha na
wyparce obrotowej. Produkt oczyszczono wykorzystujac chromatografie
kolumnowa stosujac jako eluent mieszanine heksan/octan etylu 7/3, v/v. Uzyskano

3,71 g (9,4 mmol, 73%) bezbarwnego oleju o skrecalnoséci [«]3° +8,7 (c3,1, CHCI3).

1H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 1,44 (s, 9H, (CH3)3C), 1,56 -1,86 (m, 4H, CHCH.CH>),
2,1 (s, 3H, CH3CO), 3,66 (t, 2H, CH2N), 3,71 (s, 3H CH30), 4,3 (m, 1H, CHCH>), 4,81
(s, 2H, CH2Ph), 5,07 (d, 1H, CONH), 7,33-7,4 (m, 5H, Ph);

13CNMR (125 MHz, CDCls): 6 = 20,62; 23,10; 28,43; 29,88; 45,10; 52,55; 53,28;
76,40;80,06; 128,95; 129,13; 129,32; 134,90; 153,54; 172,56; 173,23

ESI-MS: obliczono dla C20H30N206 394,21, znaleziono m/z 395,2 [M+H]*
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N-(benzyloksy)karbaminian 2,2,2-trichloroetylu

W kolbie kulistej o pojemno$ci 500 ml umieszczono 6,15 g (50

Cl\Tl/\O)oLN/O\/Ph mmol) O-benzylohydroksyloaminy oraz 8,4 g (100 mmol)
cl H wodoroweglanu sodu w 200 ml mieszaniny woda/THF 1/1,
v/v. Do roztworu wkroplono 8,26 ml (60 mmol) chloromréwczanu trichloroetylu
i reakcje pozostawiono przez noc w RT stale mieszajac. Nastepnie THF odparowano
pod zmniejszonym ciSnieniem, a pozostato$¢ przeniesiono do rozdzielacza
i ekstrahowano octanem etylu (3x40 ml). Warstwy organiczne potaczono
i przemyto 10% wodnym roztworem kwasu cytrynowego (2x30ml) oraz woda
(2x20ml), po czym osuszono nad siarczanem magnezu, $rodek suszacy odsaczono
i filtrat odparowano do sucha na wyparce obrotowej. Produkt oczyszczono na
drodze cieczowej chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszanine

heksan/octan etylu9/1, v/v. Otrzymano 13 g (43,5 mmol, 87%) bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 4,82 (s, 2H, CH2-CCls), 4,95 (s, 2H, CHz-Ph), 7,36-
7,48 (m, 5H, Ph), 7,67 (m, 1H, NH)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 74,68; 78,94; 94,93; 128,66; 128,91; 129,36;
134,89; 155,16

5.2.2 Synteza pochodnych 4-cyjanotryptofanu

4-cyjanogramina 8

. W kolbie kulistej o pojemno$ci 100 ml umieszczono 1g (7,03 mmol)

N CN  4-cyjanoindolu, 1,72 g (21,1 mmol) chlorowodorku dimetyloaminy
}jij oraz 254 mg (8,47 mmol) paraformaldehydu. Dodano 20 ml
N

H n-butanolu i cato$¢ ogrzano az do wrzenia. Nastepnie utrzymywano
mieszanine w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 2h stale mieszajac. Po
tym czasie mieszanine ochtodzono do RT i dodano 30 ml octanu etylu. Po
przeniesieniu do rozdzielacza mieszanine przemyto 1M wodnym roztworem
wodorotlenku sodu (3x50 ml) zachowujac fazy wodne. Polaczone frakcje wodne
ekstrahowano octanem etylu (3x50 ml). Potgczone warstwy organiczne przemyto
woda (3x50 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO4, odsgczono Srodek suszacy,
a przesacz zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Do pozostatos$ci dodano 20 ml
zimnego (-20°C) eteru dietylowego, doktadnie wymieszano i odsaczono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 900 mg (4,52 mmol, 64%) statego
bezbarwnego osadu o tt 173-178°C, lit.184 tt 173,5-176,5°C.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): 8 = 2,16 (s, 6H, 2xCHs-), 3,62 (s, 2H, CHz-), 7,21 (t,
1H, Ph), 7,48 (d, 1H, Ph), 7,51 (s, 1H, CH-NH), 7,71 (d, 1H, Ph), 11,57 (s, 1H, NH)
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3-(4-cyjanoindol-3-yl)-2-nitropropanian etylu 9

Uwaga: reakcje prowadzono w atmosferze gazu obojetnego

// W  kolbie kulistej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng

o}
umieszczono 817 mg (4,1 mmol) 4-cyjanograminy 8 oraz 765 mg
N NO, (5,74 mmol) nitrooctanu etylu, po czym dodano 15 ml ksylenu.
N Mieszanine ogrzano do temperatury 130-140°C i pozostawiono
N . . . : .
H w tej temperaturze stale mieszajgc przez 18h. Mieszanine

poreakcyjng ochtodzono do RT, odsaczono powstaly osad pod zmniejszonym
ci$nieniem i przemyto go octanem etylu. Otrzymano 868 mg (3,02 mmol, 74%)
produktu w postaci kremowego ciala statego.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,15 (t, ] = 7,6 Hz, 3H, CHs-), 3,79 (dd, 1H, ] = 15,9
Hz, 5,6 Hz, CH-CH), 3,86 (dd, 1H, ] = 15,5 Hz, 9,2 Hz, CH-CHz), 4,22 (q,] = 6,9 Hz,
2H, CHs-CH>), 6,01 (dd, ] = 9,1 Hz, 5,3 Hz, 1H, CH-CHz), 7,25 (t,] = 7,4 Hz, 1H, Ph),
7,54 (m, 2H, Ph, CH-NH), 7,48 (d, ] = 7,8 Hz, 1H, Ph), 11,73 (s, 1H, NH)

chlorowodorek rac-4-cyjanotryptofanianu etylu 10

— W kolbie kulistej o pojemnos$ci 100 ml zaopatrzonej

o}
o w chtodnice zwrotng umieszczono 830 mg (2,89 mmol)
CN . .
NH,x Hcl hitropropanianu 9 oraz 10 ml kwasu octowego. Do
N uzyskanej zawiesiny dodano powoli 1,33 g (20,34 mmol)
H pytu cynkowego i ogrzewano do temperatury 70°C stale

mieszajac przez 1h. Mieszanine poreakcyjna przesgczono na goraco, odrzucajac
osad. Przesacz zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem, a oleista pozostatosc¢
rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto 75 ml nasyconego wodnego
roztworu wodoroweglanu sodu. Warstwe organiczna przemyto solanka (2x50 ml),
osuszono nad bezwodnym MgS04, odsgczono Srodek suszacy, a przesacz zatezono
pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w 10 ml 4M roztworu
chlorowodoru w dioksanie i mieszano przez 1h, a nastepnie odparowano
rozpuszczalniki. Otrzymano 524 mg (1,78 mmol, 62%) produktu w postaci
kremowego ciata statego.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,01 (t, ] = 7,1 Hz, 3H, CHs), 3,43 (dd, ] = 15 Hz,
7,7 Hz, 1H, CH-CHz), 3,54 (dd, ] = 15,4 Hz, 7 Hz, 1H, CH-CH>), 4,08 (q, ] = 6,9 Hz, 2H,
CHs-CH>), 4,26 (m, 1H, CH-CH2), 7,25 (t, ] = 8,2 Hz, 1H, Ph), 7,53 (d,] = 8,1 Hz, 1H,
Ph), 7,61 (d,] = 2,4 Hz, 1H, CH-NH), 7,77 (d, ] = 8,1 Hz, 1H, Ph), 8,64 (bs, 3H, NH3),
11,91 (s, 1H, NH)
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rac-N-tert-butoksykarbonylo-4-cyjanotryptofan 11

o W kolbie kulistej o pojemnosci 100 ml umieszczono 1 g (3,88
N o mmol) chlorowodorku estru etylowego 4-cyjanotryptofanu 10,
NH 650 mg (7,76 mmol) wodoroweglanu sodu oraz 40 ml
N\ cbz mieszaniny woda/dioksan 1/1, v/v. Do zawiesiny wkroplono
H

635 ml (4,66 mmol) chloromréwczanu benzylu i reakcje
pozostawiono w RT przez noc, intensywnie mieszajac. Mieszanine poreakcyjna
przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano octanem etylu (3x30 ml), po czym
potaczone warstwy organiczne przemyto 1M wodnym roztworem HCl (2x20ml),
wodg, nasyconym wodnym roztworem wodoroweglanu sodu (2x20ml), woda
(20ml) i solanka (20ml). Warstwe octanowa osuszono nad bezwodnym MgSO4,
Srodek suszgcy odseparowano poprzez filtracje, a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ciSnieniem. Uzyskany olej oczyszczono stosujac cieczowg
chromatografie kolumnowa stosujgc jako eluent mieszanine heksan/octan etylu
4/1, v/v. Otrzymany biaty osad umieszczono w kolbie o pojemnosci 100 ml
i rozpuszczono w 25 ml dioksanu. Nastepnie dodano 25 ml 1M wodnego roztworu
wodorotlenku litu i reakcje pozostawiono na 2h w RT. Po tym czasie dioksan
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a warstwe wodna potraktowano 1M
wodnym roztworem HCl doprowadzajac pH do ok. 2. Zawiesine ekstrahowano
octanem etylu (3x30ml), po czym potaczone warstwy organiczne przemyto solanka
(30 ml), osuszono nad bezwodnym MgS0s, odsaczono $rodek suszacy i pozostatos¢
odparowano do uzyskania 1,08 g (2,99 mmol, 77%) biatego bezpostaciowego osadu.

1H NMR (500 MHz, CD30D): § = 3,29 (m, 1H, CH-CHz-), 3,67 (dd, ] = 15 Hz, 7,4 Hz,
1H, CH-CHz-), 4,65 (m, 1H, CH-CHz), 5,03 (s, 2H, CHz-Ph), 7,13-7,38 (m, 7H, Ar Cbz
oraz CNT), 7,45 (d, ] = 7,4 Hz, 1H, Ph CNT), 7,69 (d, ] = 8 Hz, 1H, Ph CNT)

5.2.3 Synteza pochodnych cispentacyny

(1R,2S)-N-benzyloksykarbonylocispentacyna 12

o N-Cbz W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 100 mg (0,78

0\ f mmol) cispentacyny oraz 5 ml dioksanu. Dodano 5 ml wody, w ktorej
HO uprzednio rozpuszczono 145 mg (1,71 mmol) NaHCOs. Mieszanine
ochtodzono do temperatury 0°C i wkroplono 132 pl (0,93 mmol) chloromréwczanu
benzylu. Mieszanine pozostawiono intensywnie mieszajagc w RT na 20h. Po tym
czasie odparowano dioksan, a pozostalg faze wodng rozcienczono woda do
objetosci 50 ml i przemyto eterem dietylowym (3x20 ml). Faze wodng zakwaszono
1M wodnym roztworem HCl do pH ok. 2 i ekstrahowano octanem etylu (4x20 ml).
Potagczone warstwy organiczne przemyto solanka (20 ml), osuszono nad
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bezwodnym MgS0O4, oddzielono $rodek suszacy, a przesacz zatezono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczano na drodze chromatografii
kolumnowej w uktadzie heksan/octan etylu 1/1, v/v. Otrzymano 148 mg (0,56
mmol, 72%) produktu w postaci lepkiego oleju o skrecalnosci [a]2’ -46 (c1, CHCl3),
1it.185 [@]2°-44,7 (c1,1, CHCl3).

1H NMR (500 MHz, DMSO0-ds): 6 =1,57 (dd, / = 15,1 Hz, 8,0 Hz, 2H, CH: pierscienia),
1,73 - 1,90 (m, 2H, CH: pierscienia), 1,97- 2,12 (m, 1H, CH: pierscienia), 2,94 (dd, J
= 13,8 Hz, 7,1 Hz, 1H, CH: pierscienia), 4,35 - 4,50 (m, 1H, CH-CO), 4,99 - 5,24 (m,
1H, CH-NH), 5,75 (d, / = 9,5 Hz, 1H, CH2-Ph), 7,29 - 7,43 (m, 5H, Ph)

(1R,2S5)-N-tert-butoksykarbonylocispentacyna 13

o un-Boc W kolbie kulistej o pojemno$ci 25 ml umieszczono 250 mg (2 mmol)

cispentacyny oraz 310 mg NaHCOs3 (3,8 mmol) rozpuszczone w 10

Ho ml wody. Roztwdr ochtodzono do 0°C i nastepnie powoli dodawano
465 mg (2,2 mmol) Bocz0 rozpuszczone w 5 ml 1,4-dioksanu. Mieszanine ogrzano
do RT i pozostawiono stale mieszajac na 24h. Po tym czasie odparowano dioksan na
wyparce obrotowej, a do pozostato$ci dodano 1M wodny roztwér HCI do pH ok. 2.
Zakwaszong warstwe wodng rozcienczono do 100 ml i ekstrahowano octanem etylu
(4x30 ml). Polaczone ekstrakty organiczne przemyto solankg (2x50 ml), osuszono
nad bezwodnym MgS0Os, odsaczono i odparowano rozpuszczalniki pod
zmniejszonym ci$nieniem do otrzymania stalej pozostatosci. Otrzymano 380 mg
(1,7 mmol, 84%) produktu w postaci bialego osadu o tt 122-125°C (lit.186 124-

127°C); i skrecalno$ci wiasciwej [a]3° -44 (c1, CHCl3), 1it.187 [a]3° -42,4 (c1,1 CHCl3).

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 =1,37 (s, 9H, Boc), 1,45 (m, 1H, CH: pierscienia),
1,56 (m, 1H, CH: pierscienia), 1,66 - 1,94 (m, 4H, CH: pierscienia), 2,78 (q, 1H, CH-
C0), 4,05 (m, 1H, CH-NH), 6,56 (d,] = 7,4 Hz, 1H, NH), 11,92 (bs, 1H, COOH)

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6 = 22,2; 27,2; 29,0; 32,2; 47,9; 53,9; 66,8; 77,6;
79,7;155,3; 175,2

(1R,2S5)-N-tert-butoksykarbonylocispentacynian benzylu 14

o un-Boc W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 250 mg (1,1

\ J: mmol) Boc-cispentacyny 13 oraz 180 mg NaHCO3 (2,2 mmol)
BnO rozpuszczone w 20 ml mieszaniny woda/dioksan, 1/1, v/v.
Nastepnie powoli dodawano 150 pl (1,3 mmol) chlorku benzylu i mieszanine
pozostawiono stale mieszajagc na 24h. Po tym czasie odparowano dioksan na
wyparce obrotowej, a do pozostato$ci dodano 1M wodny roztwér HCI do pH ok. 2.
Zakwaszong warstwe wodna rozcieniczono do 100 ml i ekstrahowano octanem etylu
(4x30 ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto solankg (2x50 ml), osuszono
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nad bezwodnym MgSOs4, odsaczono i odparowano rozpuszczalniki pod
zmniejszonym ci$nieniem do otrzymania statej pozostatosci. Otrzymano 220 mg
(0,7 mmol, 64%) produktu w postaci bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCI3): 6 = 1,41 (s, 9H, Boc), 1,57-1,65 (m, 1H, CH: piersScien)
1,79 (m, 1H, CH: pierscien), 1,94 (m, 4H, CH: pierscien), 4,21 (m, 1H, CHCO), 4,92
(m, 1H, CH-NH), 5,08 - 5,15 (dd uktad ab, J = 12.3 Hz, 2H, CH2-Ph), 7,31-7,38 (m,
5H, Ph)

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 22,07, 27,72, 28,35, 32,12, 46,87, 53,84, 66,36,
79,24,128,14, 128,20, 128,55, 135,84, 155,28, 174,23

(1R,2S)-cispentacynian benzylu 15

o NH; W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 200 mg (0,63
BnG mmol) estru benzylowego Boc-cispentacyny 14, 6 ml DCM oraz 2 ml
TFA. Zawarto$¢ kolby mieszano w RT przez 2h, po czym
rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem. Uzyskany olej
rozpuszczono w 20 ml octanu etylu, przeniesiono do rozdzielacza i przemyto
dwukrotnie nasyconym wodnym roztworem wodoroweglanu sodu (2x25 ml).
Warstwe organiczng osuszono nad bezwodnym MgSOs, odseparowano $rodek
suszacy, a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem uzyskujac 133 mg

(0,61 mmol, 96%) produktu w postaci bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 1,58 (m, 1H, CH>- pierscien) 1,71 (m, 1H, CH:
pierscien), 1,92 (m, 1H, CH: pierscien), 2,08 (m, 2H, CH: pierscien), 2,18 (m, 1H,
CH- pierscien), 3,04 (m, 1H, CH-NH), 3,87 (q, 1H, CHCO), 5,11 (uktad AB, J=12,2
Hz, 2H, CH2-Ph), 7,29-7,39 (m, 5H, Ph)

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 22,17, 27,85, 32,46, 47,12, 54,32, 66,87, 128,23,
128, 32,135,88,174,12

ESI-MS: obliczono dla C13H17NO2 219,13, znaleziono m/z 220 [M+H]*

5.2.4 Synteza pochodnych 0-karbamoilo-D-seryny

N-tert-butoksykarbonylo-D-seryna 16

o] W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml umieszczono 5 g (47,6 mmol)
HO” " ~oH D-seryny, 10,1 g (95,2 mmol) NazCOs oraz 100 ml mieszaniny
L woda/1,4-dioksan 1/1, v/v. Roztwér ochtodzono do 0°C i dodano

15,6 g (71,4 mmol) Bocz0. Mieszanine ogrzano do RT i pozostawiono na noc, po
czym odparowano dioksan pod zmniejszonym ci$nieniem, a do pozostatosci dodano
50 ml wody. Warstwe wodng przemyto eterem dietylowym (2x30 ml) i zakwaszono
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1M wodnym roztworem HCI do pH ok. 2. Zawiesine przeniesiono do rozdzielacza
i ekstrahowano octanem etylu (3x40 ml), a potaczone warstwy organiczne
przemyto wodg (30 ml) i solankg (30 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO04, $rodek
suszacy oddzielono, a filtrat odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskano
8,8 g (42,8 mmol, 90%) surowego oleju, ktéry uzyto do kolejnej reakcji; [a]3’+21,4
(c 0,9, CH30H), lit.188 [a]3°+21,6 (c1, CH30H).

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,39 (s, 9H, Boc), 3,62 (d, ] = 4,7 Hz, 2H, CH2),
3,96 (m, 1H, CH), 6,72 (d, ] = 8,2 Hz, 1H, NH)

(2R)-N-tert-butoksykarbonyloserynian benzylu 17

o} W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml umieszczono 8,5 g (41,5

HO™ ™ o Bn mmol) Boc-D-seryny 16, 6,8 g (20,75 mmol) weglanu cezu oraz

_NH

Boc 100 ml bezwodnego etanolu (99,8%). Roztwér pozostawiono
w RT na 1h stale mieszajac, po czym rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w 100 ml bezwodnego DMF i wprowadzono
7,4 ml (62,3 mmol) bromku benzylu. Mieszanine pozostawiono w RT przez noc, po
czym rozcieniczono ja 100 ml wody i ekstrahowano octanem etylu (4x50ml).
Potagczone ekstrakty organiczne przemyto woda (2x30 ml), wysuszono nad
bezwodnym MgS04, Srodek suszacy oddzielono, a przesgcz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono na drodze cieczowej
chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent uktad heksan/octan etylu 8/1, v/v.
Uzyskano 7,3 g (24,9 mmol, 60%) bezbarwnego oleju o skrecalnoéci [a]%® +15,5 (c1,
C2Hs0H), 1it.189 [a]% +15,8 (c0,9, C2HsOH).

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,37 (s, 9H, Boc), 3,62 (m, 2H, CHz), 4,10 (m, 1H,
CH), 5,11 (s, 2H, CHz-Ph), 7,37-7,47 (m, 5h, Ph)

(2R)-0-karbamoilo- N-tert-butoksykarbonyloserynian benzylu 18

o] o] W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml umieszczono 7 g (23,9
HZNJko/\;)ko”Bn mmol) estru benzylowego Boc-D-seryny 17 oraz 100 ml DCM

BOC/NH imieszanine ochtodzono do 0°C. Do roztworu powoli dodano
5,4 g (28,7 mmol) izocyjanianu trichloroacetylu, po czym zawarto$¢ kolby ogrzano
do RT i pozostawiono na 5h. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w 100 ml metanolu i dodano 330 mg (2,39
mmol) weglanu potasu. Mieszanine pozostawiono w RT na 4h, a nastepnie
rozpuszczalnik odparowano, pozostatos$¢ rozpuszczono w 50 ml DCM i przemyto 40
ml nasyconego wodnego roztworu NH4Cl. Warstwe wodng ekstrahowano DCM (30
ml). Potaczone warstwy organiczne przemyto solanka (2x30 ml), osuszono nad

bezwodnym MgS0s, S$rodek suszacy oddzielono, a filtrat odparowano pod
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zmniejszonym ci$nieniem. Czysty produkt uzyskano po oczyszczeniu z uzyciem
cieczcowej chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent mieszanine
heksan/octan etylu 4/6, v/v. Otrzymano 6,1 g (17,93 mmol, 75%) produktu
w postaci biatego proszku.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,36 (s, 9H, Boc), 4,02, (dd, ] = 11 Hz, 7,5 Hz, 1H,
CH>), 4,20 (dd, ] = 11,1 Hz, 4,9 Hz, 1H, CH>), 4,28 (m, 1H, CH), 5,11 (s, 2H, CH>-Ph),
6,45-6,72 (bd, ] = 48,3 Hz, 2H, NH2C0), 7,27-7,40 (m, 6H, Ph i NH)

13C NMR (125 MHz, D20): 6 = 28,55; 53,86; 62,75; 66,62; 79,00; 128,18; 128,49;
128,84; 136,21; 155,76; 156,71; 170,45

O-karbamoilo-N-tert-butoksykarbonylo-D-seryna 19

0 o] W kolbie kulistej o pojemnosci 100 ml umieszczono 6 g (17,75
Hszo ~~>oH mmol) estru benzylowego Boc-0-karbamoilo-D-seryny 18, 50
Boc” N ml metanolu oraz 200 mg 10% katalizatora Pd/C. Przez

zawiesine przepuszczano wodoér w RT stale mieszajgc przez 2h, po czym katalizator
przesaczono przez celit pod zmniejszonym ci$nieniem. Osad przemyto wielokrotnie
metanolem, a uzyskany przesacz zatezono na wyparce obrotowej. Otrzymano 4,2 g
(16,86 mmol, 95%) produktu w postaci bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,38 (s, 9H, Boc), 4,11, (m, 1H, CHz), 4,34 (m, 1H,
CH>), 4,52 (m, 1H, CH), 7,87 (d, 2H, NHz), 12,96 (bs, 1H, COOH)

chlorowodorek O-karbamoilo-D-seryny KSer

o] o W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 2 g (8,03
Hszo/\L)kOH mmol) Boc-0-karbamoilo-D-seryny 19, 30 ml DCM oraz 10 ml
gH%‘ TFA. Zawarto$¢ kolby mieszano w RT przez 2h, po czym

rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a
pozostato$¢ rozpuszczono w 15 ml 4M roztworu HCl w 1,4-dioksanie i mieszano
przez 1h w RT. Po tym czasie odparowano rozpuszczalniki i otrzymano 1,4 g (7,47
mmol, 93%) produktu w postaci biatawego proszku.

1H NMR (500 MHz, D20): § = 4,05, (m, 1H, CH>), 4,14 (m, 1H, CH>), 4,34 (m, 1H, CH)
13C NMR (125 MHz, D20): § = 63,04; 66,25; 156,78; 171,67

ESI-MS: obliczono dla C4HsN204 148,05, znaleziono m/z 149 [M+H]*

112



5.2.5 Synteza N-terminalnych potaczen w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-
ornityny z czasteczka transportowana

(28)-w-N-acetylo-w-N-benzyloksyornitynian metylu 20

0 o] W kolbie kulistej o pojemno$ci 50 ml umieszczono 1,8 g (4,56
)LN/\/\‘)ko/ mmol) estru metylowego 7 oraz 12 ml mieszaniny
OBn NH, DCM/TFA, 3/1, v/v. Reakcje pozostawiono na 1h w RT, po
czym odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos¢
rozpuszczono w 50 ml octanu etylu. Warstwe organiczng przemyto nasyconym
wodnym roztworem NaHCO3 (2x30 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO4, Srodek
suszacy odrzucono, a przesjcz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Uzyskano 1.33 g (4,56 mmol, 100%) produktu w postaci bezbarwnego oleju, ktory
uzyto w kolejnych reakcjach bez dalszego oczyszczania.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1,73 -1,98 (m, 4H, CHCH2CH5), 2,07 (s, 3H, CH3CO),
3,68 (m, 1H, CH2N), 3,72 (m, 1H, CH2N), 3,77 (s, 3H CH30), 4,11 (m, 1H, CHCH>),
4,83 (s, 2H, CH2Ph), 7,33-7,41 (m, 5H, Ph);

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 19,48; 22,26; 26,98; 44,25; 52,67; 53,42; 76,65;
128,86; 129,30; 129,40; 133,39; 160,82; 169,43

ESI-MS: obliczono dla C1sH22N204 294,16, znaleziono m/z 295 [M+H]*

Zwiazki 21ab - przepis ogdlny

0 o] W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 1 eq
)LN/\/\‘)ko/ pochodnej 4-cyjanotryptofanu 11 lub cispentacyny 12 oraz
OBn  HN.o 25 ml bezwodnego DMF. Nastepnie w jednej porcji
wprowadzono 1.2 eq odczynnika sprzegajacego DEPBT oraz 2 eq zasady DIPEA.
Mieszanine pozostawiono na noc w RT, po czym zawarto$¢ kolby wylano na 1M
wodny roztwé6r HCl umieszczony w rozdzielaczu, co skutkowato pojawieniem sie
biatlego zmetnienia. Warstwe wodng ekstrahowano octanem etylu (3x20 ml),
a polaczone warstwy organiczne przemyto nasyconym wodnym roztworem
NaHCO3 (3x20 ml), woda (2x20ml) i solanka (2x20ml). Potgczone warstwy
octanowe osuszono nad bezwodnym MgSO04, Srodek suszgcy odrzucono, a przesacz
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskany olej oczyszczono na drodze
cieczowej chromatografii kolumnowej otrzymujac odpowiednie estry aktywne.
Nastepnie 1 eq estru aktywnego rozpuszczono w 20 ml bezwodnego DMF i dodano
1.1 eq estru metylowego 20, 0.1 eq DMAP oraz 2 eq DIPEA. Reakcje pozostawiono
w RT przez noc, po czym produkt izolowano z mieszaniny poreakcyjnej analogicznie
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jak dla estru aktywnego CNTrp 11 lub CP 12. Produkt oczyszczono stosujac
cieczowg chromatografie kolumnowa.

rac-N-benzyloksykarbonylo-4-cyjanotryptofanylo-m-N-acetylo-o-N-benzyloksy-L-
ornitynian metylu 21a

CN o CcoMe ©OBn Wychodzac z 200 mg (0,41 mmol) pochodnej
HL . ? N 4-cyjanotryptofanu 11 oraz 150 mg (0,49 mmol)
N 1N ~Ac
AY Iy H DEPBT uzyskano 156 mg (0,31 mmol, 75%)
“Cbz

estru aktywnego po oczyszczaniu cieczowa
chromatografig kolumnowa (eluent: heksan/octan etylu 4/1, v/v).

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § = 3,47 (m, 1H, CH2CH), 3,71 (m, 1H, CHzCH), 5,00
(m, 1H, CH2CH), 5,03 (s, 2H, CH2Ph), 7,24-7,40 (m, 5H, Ph), 7,55 (d, ] = 7,46 Hz, 1H
ArCNT), 7,57 (d,] = 2,89 Hz, 1H, Ar CNT), 7,76 (d, ] = 7,46 Hz, 1H, Ar CNT), 8,04 (t, ]
= 7,61 Hz, 1H Ar CNT), 8,19-8,37 (m, 4H, Ar DEPBT), 11,6 (s, 1H, NH indol).

150 mg (0,29 mmol) uzyskanego estru aktywnego 4-cyjanotryptofanu sprzegano
z 95 mg (0,32 mmol) pochodnej 20. Surowy produkt oczyszczono stosujac
chromatografie kolumnowg w uktadzie heksan/octan etylu, 2/1, v/v w rezultacie
uzyskujac 130 mg (0,21 mmol, 71%) oleju w postaci mieszaniny
diastereoizomerow.

1H NMR (500 MHz, CDCI3): 6 = 1,52 -1,96 (m, 4H, CHCH2CH>), 2,13 (s, 3H, CH3CO),
3,17, (m, 1H, CH2CH CTR), 3,55 (m, 1H, CH:CH CTR), 3,57-3,74 (m, 2H, CH:N), 3,70
(s, 3H CH30), 4,6 (m, 1H, CHCH: AHO), 4,72 (2xm, 1H, CHCHz CTR), 4,82 (d, 2H,
CO02CH:Ph), 4,85 (s, 2H, NOCH:Ph), 6,66 (2xd, ] = 8,2 Hz, 1H, CONH), 6,88-7,46 (m,
14H, 2xPh oraz Ar CNT), 7,55 (m, 1H, OCONH), 9,3 (d, 1H, NH indol)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 20,52; 23,13; 29,32; 29,32; 31,46; 36,53; 52,44;
55,97; 66,76; 66,87; 76,28; 109,99; 116,63; 121,37; 125,99; 127,98; 128,41;
128,70; 128,76; 129,04; 129,13; 129,23; 134,27; 136,44; 162,58; 171,66; 171,92;
171,94; 172,05

ESI-MS: obliczono dla C3sH37Ns07 639,27, znaleziono m/z 640 [M+H]*

(2R,35)-N-benzyloksykarbonylocispentacylo-(S)-w-N-acetylo-m-N-
benzyloksyornitynian metylu 21b

O COMe OBn Wychodzac z 150 mg (0,57 mmol) pochodnej
N SN cispentacyny 12 oraz 205 mg (0,68 mmol) DEPBT,
N=Cbz uzyskano 190 mg (0,47 mmol, 82%), estru aktywnego
H pochodnej  cispentacyny  oczyszczonego metoda

chromatografii kolumnowej (eluent: heksan/octan etylu 7/1, v/v).
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1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § = 1,50-2,12 (bs, 6H, 3xCHz CP), 3,53 (m, 1H, CHCO),
4,43 (m, 1H, CHNH), 5,06 (m, 2H, CH:Ph), 7,26-7,40 (bs, 5H, Ph), 7,59 (d, ] = 8,1 Hz,
1H, CONH), 8,02-8,37 (t,] = 7,6 Hz, 1H; t, ] = 7,2 Hz, 1H; dd ] = 15,1 Hz, 8 Hz, 2H, Ar
DEPBT)

Wychodzac z 180 mg (0,44 mmol) estru aktywnego cispentacyny oraz 140 mg
pochodnej 20 (0,49 mmol) otrzymano, po oczyszczeniu chromatografig kolumnowa
(eluent: heksan/octan etylu 1/1, v/v), 173 mg (0,32 mmol, 73%) produktu 21b.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1,5-1,96 (bs, 10H, 3xCHz CP oraz CHCH2CHz AHO),
2,03 (3H, CH5CO), 2,89 (m, 1H, CHNH CP), 3,5 - 3,7 (m, 2H, CHCH:N), 3,71 (s, 3H,
CH30), 4,20 (m, 1H, CHCO), 4,54 (m, 1H, CHCH>), 4,75 (d, 2H CH:Ph), 5,08 (uktad
AB, 2H, CHPh), 5,69 (dd, ] = 22 Hz, 6,4 Hz, 1H, OCONH), 6,51 (dd, ] = 27,8 Hz, 7,3
Hz, 1H, NHCO), 7,26-7,39 (m, 10H, 2xPh)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 20,41; 22,21; 22,99; 28,06; 28,62; 32,12; 47,24;
51,17; 51,78; 52,42; 54,70; 66,51; 76,18; 127,91; 128,04; 128,07; 128,41; 128,48;
128,75; 128,78; 129,05; 129,09; 129,18; 134,19; 136,67; 156,24; 172,62; 173,77;
173,93

ESI-MS: obliczono dla C29H37N307 539,26, znaleziono m/z 540 [M+H]*

Zwigzki 22ab - przepis ogdlny

0 o] W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 1 eq
)LN/\/\‘)kOH pochodnej 21ab, 10 ml 1,4-dioksanu oraz 10 ml 1M wodnego
OH  HN.o roztworu LiOH. Mieszanine pozostawiono w RT na 2-3h, po

czym dioksan zostat odparowany pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostatos$¢
potraktowano 1M wodnym roztworem HCl i doprowadzono pH do ok. 2. Warstwe
wodng ekstrahowano octanem etylu (3x20 ml), a potagczone warstwy organiczne
przemyto woda (20 ml) i solankg (20 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO4, $rodek
suszacy odrzucono, a przesgcz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany olej rozpuszczono w 20 ml metanolu oraz dodano 0,01 eq 10%
katalizator Pd/C. Przez zawiesine przepuszczano wodér, a reakcje pozostawiono
w RT na kilka godzin, po czym katalizator odsaczono przez celit pod zmniejszonym
cisSnieniem kilkukrotnie przemywajac osad metanolem. Uzyskany przesacz
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem do uzyskania oleju, ktéry rozpuszczono

w niewielkiej ilo$ci wody i liofilizowano.
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rac-4-cyjanotryptofanylo-(S)-o-N-acetylo-o-N-hydroksyornityna 22a

CN o CooH  OH Wychodzac z 120 mg (0,19 mmol) zwigzku 21a
. ‘ kano 60 duktu 22a (0,15 1, 80%).
[ H) N, uzyskano 60 mg produktu a( mmo 0)
HN NH,
'H NMR (500 MHz, D20): § = 1,34 -1,44 (m, 4H, CHCH:CH?), 1,87 (s, 3H, CH3CO),
2,96-3,48 (m, 4H, CH2CH CNT oraz CH2N), 4,02 (m, 1H, CHCHz CNT), 4,43 (m, 1H,

CHCHz), 7,21-7,78 (m, 5H, CNT oraz CONH)

13C NMR (125 MHz, D20): 6 =9,14; 22,09; 28,02; 28,71; 28,95; 29,22; 47,1; 47,52;
54,62; 55,61; 56,03; 99,15; 108,36; 117,26; 120,56; 121,1; 125,63; 126,24; 127,79;
136,14; 172,69; 178,04; 178,69; 181,50

ESI-MS: obliczono dla C19H23Ns0s5 401,17, znaleziono m/z 402,1[M+H]*

(2R,3S)-cispentacynylo-(S)-m-N-acetylo-m-N-hydroksyornityna 22b

O COH  OH  Wychodzac z 160 mg (0,30 mmol) zwigzku 21b
d\m)""/\/N\Ac otrzymano 70 mg (0,23 mmol, 78%) produktu 22b
NH, o skrecalnoéci [a]2’ -6,67 (0,6, H20)
1H NMR (500 MHz, D20): § = 1,5-2,0 (bs, 10H, CHz CP i CHCH.CH: AHO), 1,95 (s, 3H,
CH3C0), 2,25 (m, 1H, CHCO CP), 2,72 (m, 1H, CHNH.), 3,47 (t,] = 5,2 Hz, 2H, CH2N),
3,96 (m, 1H, CHCH>)

13CNMR (125 MHz, D20): 6 = 19,17; 21,24; 21,60; 21,81; 22,58; 26,07; 28,05;
30,31; 31,92; 43,30; 45,34; 45,85; 47,37; 53,76; 61,90; 69,68; 173,69; 174,13;
177,48

ESI-MS: obliczono dla C13H23N305 301,15, znaleziono m/z 302,1[M+H]*; 300,1 [M-
H]~

5.2.6 Synteza C-terminalnych polaczen w-N-acetylo-w-hydroksy-L-
ornityny z czasteczka transportowana

w-N-acetylo-w-N-benzyloksy-a-N-tert-butyloksykarbonylo-L-ornityna 23

COH  0Bn W kolbie kulistej o pojemnosci 100 ml umieszczono 1.8 g

BoCs 7 Nspg (4,56 mmol) estru metylowego pochodnej ornityny 7
" rozpuszczonego w 25 ml THF. Do kolby dodano 25 ml 1M
wodnego roztworu LiOH i roztwdr pozostawiono na 2-3h w RT stale mieszajac.
Nastepnie THF odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a do pozostatosci

dodano 1M wodny roztwér HCl doprowadzajac pH do ok. 2. Mieszanine
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ekstrahowano octanem etylu (3x30 ml), po czym potaczone warstwy organiczne
przemyto woda (30 ml) oraz solanka (30 ml), osuszono nad bezwodnym MgSOs4,
$rodek suszacy odrzucono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem
uzyskujac 1.65 g (4,33 mmol, 95%) produktu w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1,42 (s, 9H, Boc), 1,61-1,88 (m, 4H, CHCH.CH>), 2,08
(s, 3H, CH5CO), 3,64 (m, 1H, CH:N), 3,7 (m, 1H, CHzN), 4,32 (m, 1H, CH-CHz), 4,8 (s,
2H, CH;Ph), 5,22 (d, 1H, CO-NH), 7,34-7,40 (m, 5H, Ph)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 20,31; 22,96; 28,30; 29,70; 44,64; 52,78; 76,18;
79,94; 128,76; 129,06; 129,10; 134,27; 155,70; 173,07; 175,11

ESI-MS: obliczono dla C19H2sN206 380,19, znaleziono m/z 381 [M+H]*

Zwiazki 24ab oraz 26 - przepis og6lny

H W kolbie kulistej o pojemnosci 100 ml umieszczono 0,5 g
Oj/N‘R OBn (1,26 mmol) pochodnej hydroksyornityny 23, 25 ml
BOC‘H SN bezwodnego DMF, 455 mg (1,52 mmol) odczynnika
sprzegajacego DEPBT oraz 440 pl (2,52 mmol) DIPEA.
Reakcje pozostawiono w RT na noc, po czym zawarto$¢ kolby wylano na 50 ml 1M
wodnego roztworu HCl. Mieszanine ekstrahowano octanem etylu (4x40 ml),
a potaczone warstwy organiczne przemyto Kkilkukrotnie nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs3 (3x30 ml), woda (2x30 ml) oraz solanka (30 ml). Warstwe
octanowg wysuszono nad bezwodnym MgSOs, Srodek suszacy odsaczono, a filtrat
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Powstaty produkt oczyszczono za
pomoca cieczowej chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent uktad
heksan/octan etylu 2/1, v/v. Uzyskano 510 mg (0,97 mmol, 77%) estru aktywnego
AHO w postaci zéttego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1,48 (s, 9H, Boc), 1,58 -1,98 (m, 4H, CHCH2CH>), 2,14
(s, 3H, CH3C0), 3,79 (m, 2H, CHzN), 4,84 (m, 1H, CHCH>), 4,89 (s, 2H, CH:Ph), 5,24
(d,] = 4,39 Hz, 1H, CONH), 7,33-7,42 (m, 5H, CsHs), 7,89 - 8,35 (t, ] = 7,6 Hz, 1H; t, ]
=74 Hz, 1H; d,] = 8,2 Hz, 1H; d,] = 7,9 Hz, 1H; Ar DEPBT)

Nastepnie w kolbie kulistej o pojemnos$ci 50 ml umieszczono 250 mg (0,48 mmol)
estru aktywnego AHO, 20 ml bezwodnego DMF, 1,1 eq zwigzku 10, 151ub 19, 0,1 eq
DMAP oraz 2 eq DIPEA. Reakcje pozostawiono w RT na noc, po czym produkt
izolowano analogicznie do estru aktywnego AHO 23. Produkt oczyszczono poprzez
cieczowg chromatografie kolumnowg stosujac uktad heksan/octan etylu 1/1, v/v,
jako eluent.
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(2S)-»-N-benzyloksy-m-N-acetylo-a-N-tert-butoksykarbonylo-ornitylo-rac-(4-
cyjano)tryptofanian etylu 24a

H Wychodzac z 135 mg (0,53 mmol) pochodnej tryptofanu 10
o }\@ uzyskano 223 mg (0,36 mmol, 75%) produktu 24a
EtO

w postaci oleju.
o
j/ QBn
Boc., .-, N
oc N 1SN Ac

H
1H NMR (500 MHz, CDCI3): 6 = 1,23 (2t, 3H, CH3CH:0), 1,39 (2s, 9H, (CH3)3C), 1,42-
2,0 (m, 4H, CHCH>CH>), 2,06 oraz 2,11 (2s, 3H, CH3CO0), 3,3-3,7 (m, 4H, CH.CH CNT
oraz CH2N), 3,78 oraz 3,96 (2m, 1H, CHCH2 CNT), 4,09-4,28 (m, 3H, CHCH: oraz
CH3CH:0), 4,79 (s, 2H, OCH2Ph), 4,85 (s, 2H, NOCH:Ph), 4,87 oraz 4,97 (2m, 1H,
tBuNH), 5,21 oraz 5,29 (2m, 1H, CONH), 7,15-7,55 (m, 9H, Ph), 9,08 oraz 9,51 (2s,
1H, NH indol);

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 14,13; 20,26; 22,77; 27,05; 28,16; 30,03; 44,38;
52,55;53,43; 60,49; 76,17; 80,09; 101,02; 109,41; 116,62; 119,62; 121,20; 126,21;
126,32; 126,68; 128,77; 128,78; 127,07; 129,11; 129,17; 133,95; 155,99; 172,37;
173,15; 173,82

ESI-MS: obliczono dla C33H41Ns07 619,30, znaleziono m/z 620 [M+H]*

(25)-®-N-benzyloksy-w-N-acetylo-a-N-tert-butoksykarbonylo-ornitylo-(2R,35)-
cispentacynian benzylu 24b

Wychodzac z 116 mg (0,53 mmol) pochodnej cispentacyny
cooBn 15 otrzymano 204 mg (0,35 mmol, 73%) produktu 24b jako
NH

Oj OBn  bezbarwny olej.
Boc\H -,,,/\/N\AC

1H NMR (500 MHz, CDCI3): 6 = 1,4 (s, 9H, Boc), 1,4-2,0 (m, 10H, 6H od CP oraz 4H
CHCH:CH->), 2,07 (s, 3H, CH3CO), 3,01 (m, 1H, CHNH CP), 3,50 (m, 1H, CHCO CP),
3,90 (m, 1H, CHCH2), 4,11 (m, 1H, CHCH?), 4,44 (m, 1H, CHCH2), 4,81 (m, 2H,
CH>Ph), 5,10 (m, 2H, CH2Ph), 6,67 (bs, 1H, NHCO), 7,27-7,41 (m, 10H, 2xPh), 8,1 (s,
1H, BocNH);

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 20,38; 22,94; 23,98; 27,84; 28,28; 28,98; 31,71;
38,92;46,76; 52,2; 66,41; 67,71; 76,20; 79,80; 128,26; 128,36; 128,60; 128,75;
129,04; 129,23; 129,45; 134,04; 156,03; 155,56; 165,86; 171,56; 173,81

ESI-MS: obliczono dla C32H43N307 581,31, znaleziono m/z 582 [M+H]*
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(25)-®-N-benzyloksy-w-N-acetylo-a-N-tert-butoksykarbonylo-ornitylo-(2R)-0-
karbamoilo-serynian benzylu 26

NH,  Wychodzac z 116 mg (0,53 mmol) pochodnej 15 otrzymano

0B
" 0/&0 187 mg (0,31 mmol, 65%) produktu 26 jako bezbarwny ole;j.

()

(0) NH
j/ QBn
Boc. Y N
00 SN

H

1H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 1,43 (s, 9H, Boc), 1,51-1,88 (m, 4H, CHCH.CH>), 2,08
(s, 3H, CH5C0), 3,54 (m, 1H, CH>N), 3,89 (m, 1H, CH2N), 4,32 (m, 1H, CH20), 4,45
(m, 1H, CH:0), 4,81 (m, 3H, CH2Ph i CH), 5,18 (s, 2H, CH2Ph), 5,28 (m, 1H, CH), 7,05
(m, 1H, NHCO), 7,30-7,40 (m, 10H, 2xPh)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 20,42; 22,95; 28,30; 30,47; 44,41; 52,22; 53,17;
63,73;67,62;76,32; 79,84; 128,23; 128,48; 128,59; 128,76; 129,06; 129,23;
135,05; 155,64; 156,21; 169,12; 172; 172,87

ESI-MS: obliczono dla C30H40N409 600,28, znaleziono m/z 601 [M+H]*

(25)-®-N-acetylo-®-N-hydroksy-ornitylo-rac-4-cyjanotryptofan 25a

H Do kolby kulistej o pojemnosci 50 ml dodano 200 mg (0,32
0 5\@ mmol) zwiazku 24a, 10 ml 1,4-dioksanu oraz 10 ml 1M

HO wodnego roztworu LiOH. Reakcje pozostawiono stale
OTNH (;f mieszang na 3h w RT, po czym dioksan odparowano pod
_ zmniejszonym ci$nieniem, a do pozostalo$ci dodano 1M

HN "’/\/N\Ac ) y p

wodny roztwér HCl doprowadzajac pH do ok. 2. Warstwe
wodna ekstrahowano octanem etylu (3x20 ml), a potaczone warstwy organiczne
przemyto woda (20 ml) i solankg (20 ml), osuszono nad bezwodnym MgS04, Srodek
suszacy odrzucono, a przesjcz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany olej rozpuszczono w 9 ml DCM i dodano 3 ml TFA. Mieszanine
pozostawiono w RT na 2h, po czym rozpuszczalniki odparowano. Otrzymany olej
rozpuszczono w 20 ml metanolu oraz dodano 15 mg 10% katalizatora Pd/C. Przez
zawiesine przepuszczano gazowy woddr, a reakcje pozostawiono w RT na kilka
godzin, po czym katalizator odsaczono przez celit pod zmniejszonym ci$nieniem
kilkukrotnie przemywajac osad metanolem. Uzyskany przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac 110 mg (0,27 mmol, 85%) oleju jako
mieszanine diastereoizomerdéw 25a.
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1H NMR (500 MHz, D20): & = 1.06-1.7 (m, 4H, CHCH2CH>), 1.95 oraz 1.96 (2s, 3H,
CH3C0), 3.23-3.52 (m, 4H, CH2-CH oraz CH2N), 3.73 (m, 1H, CHCHz), 4.63 oraz 4.75
(2xm, 1H, CHCH), 7.2-8.07 (m, 4H, Ar), 8.76 (m, 1H, CONH), 9.67 oraz 9.75 (2s, 1H,
NH indol), 1.49 oraz 11.59 (2s, 1H, NOH), 12.85 (bs, 1H, COOH);

13C NMR (125 MHz, D20): § = 19.1, 20.63, 21.16, 26.03, 26.53, 27.49, 27.89, 46.49,
46.52,52.43,52.53, 53.25, 54.28,108.53, 115.05, 117.37, 121.20, 125.59,
125.71,126.41,127.80,127.27,127.97,136.09, 136.19, 140.9, 147.05, 162.76,
163.05, 169.02

ESI-MS: obliczono dla C19H23Ns0s] 401,17, znaleziono m/z 402,1[M+H]*

(25)-w-N-acetylo-w-N-hydroksy-ornitylo-(2R,3S)-cispentacyna 25b

W kolbie kulistej o pojemnosci 20 ml rozpuszczono 180 mg

Q\COOH (0,31 mmol) zwigzku 24b w 9 ml chloroformu oraz dodano
OTNH OH 3 ml TFA. Reakcje pozostawiono na 1h w RT, po czym
H,N SN rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci§nieniem.
Pozostatos¢ rozpuszczono w 10 ml metanolu, dodano 10 mg katalizatora 10% Pd/C
i przez zawiesine przepuszczano gazowy woddr. Po zakonczeniu reakcji osad
odfiltrowano przez celit pod zmniejszonym ciSnieniem, przeptukujgc go
kilkukrotnie woda i odrzucono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Uzyskano 80 mg (0,27 mmol, 86%) produktu 25b w postaci oleju,

o skrecalnosci [a]3° -8,6 (0.7, H20)

1H NMR (500 MHz, D20): & = 1.12-1.87 (bs, 10H, 6H oraz 4H CHCH:CH), 1.99 (s,
3H, CH3C0), 2.83 (m, 1H, CHCO), 3.52 (m, 1H, CHNH2), 3.68 (m, 1H, CH>CH), 4.22
(m, 1H, CH2CH), 4.39 (m, 1H, CHCHz), 8.04 (s, 1H, OH), 8.22 (d,] = 8.7 Hz, 1H
NHCO)

13C NMR (125 MHz, D20): 6 = 19.20, 21.26, 21.75, 26.59, 28.05, 31.23, 46.91, 48.28,
52.52,52.79,168.73,174.02,177.85

ESI-MS: obliczono dla C13H23N30s 301,16, znaleziono m/z 302,2 [M+H]*

(25)-w-N-acetylo-w-N-hydroksy-ornitylo-(2R)-0-karbamoiloseryna 27

on NH; W Kkolbie kulistej o pojemnosci 20 ml rozpuszczono 170 mg
o O/&o (0,28 mmol) zwigzku 26 w 9 ml chloroformu oraz dodano 3 ml

TFA. Reakcje pozostawiono na 1h w RT, po czym

O _NH

j/ ﬁl) rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
0 NS L,

HzN AC  pozostatosé rozpuszczono w 10 ml metanolu, dodano 10 mg
katalizatora 10% Pd/C i przez zawiesine przepuszczano gazowy woddr. Po

zakonczeniu reakcji osad odfiltrowano przez celit pod zmniejszonym ci$nieniem
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przeptukujac go kilkukrotnie woda i odrzucono, a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskano 70 mg (0,22 mmol, 78%) produktu 27
w postaci oleju o skrecalnoéci [a]2°+4,44 (0,45, H20)

1H NMR (500 MHz, D20): 6 = 1,42-1,75 (m, 4H, CHCH:CH>), 1,96 (s, 3H, CH3CO),
3,50 (m, 2H, CHCH?), 3,91 (t,/ = 6,7 Hz, 1H, CH), 4,15 (m, 1H, CHz), 4,19 (m, 1H,
CHz), 4,39 (m, 1H, CH)

13C NMR (125 MHz, D20): 6 = 19,14; 21,32; 22,33; 27,79; 28,22; 46,90; 52,80;
54,12; 60,65; 64,87; 158,71; 169,10; 173,89; 174,54

ESI-MS: obliczono dla C11H20N407 320,13, znaleziono m/z 321,1[M+H]*

5.2.7 Synteza rdzenia ukltadu TML

3-metylo-2-butenian metylu 28

W kolbie kulistej o pojemnosci 1 1 zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
)\io/ umieszczono 50 g (0,5 mol) kwasu 3-metylo-2-butenowego
rozpuszczonego w 300 ml bezwodnego metanolu. Do mieszaniny
dodano 7,5 ml stezonego kwasu siarkowego(VI). Catos¢ doprowadzono do wrzenia
i prowadzono reakcje przez 18h. Nastepnie mieszanine poreakcyjna ochtodzono do
temperatury pokojowej i wylano na 1000 ml zimnej wody. Cato$¢ przeniesiono do
rozdzielacza i ekstrahowano eterem dietylowym (3x200 ml). Potaczone ekstrakty
organiczne przemyto nasyconym roztworem wodnym NaHCOs (3x200 ml) oraz
woda (3x200 ml), osuszono nad bezwodnym MgSOas. Rozpuszczalnik odparowano
z wykorzystaniem wyparki obrotowej, nie przekraczajagc temperatury 30°C.
Pozostato$¢ w postaci zéttego oleju oczyszczono na drodze destylacji prostej
zbierajac frakcje wrzaca w temperaturze 137-139°C (lit.1%0 135-138°C). Otrzymano
37,1 g (0,33 mmol, 67%) produktu w postaci lekko z6ttawej cieczy.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1,97 (s, 6H, 2xCH3), 3,87 (s, 3H, CH30), 5.,7 (m, 1H,
CH)

4,4,5,7-tetrametylo-2-chromanon 29

W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml zaopatrzonej w chtodnice

00 zwrotng umieszczono 14,5 g (117 mmol) 3,5-dimetylofenolu, 50 ml
W kwasu metanosulfonowego oraz 15 g (130 mmol) estru 28.
Mieszanine ogrzano do 70°C i w tej temperaturze mieszano przez

15h, a nastepnie ochtodzono do RT i wylano na 500 ml zimnej wody. Catosé
ekstrahowano octanem etylu (3x100 ml), potgczone warstwy organiczne przemyto

woda (3x100 ml), nasyconym wodnym roztworem NaHCOs (3x100 ml) oraz
ponownie woda (2x100 ml). Warstwe octanowa suszono nad bezwodnym MgSOs4,
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odsaczono S$rodek suszacy, arozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ciSnieniem. Stalg pozostato$¢ krystalizowano na gorgco z eteru dietylowego.
Otrzymano 23 g (112,5 mmol, 96%) produktu w postaci bezbarwnych krysztatow
0 tt 88-90°C (lit.146 89-90°C).

1H NMR (500 MHz, DMSO-d): & = 1,34 (s, 6H, 2xCH3), 2,21 (s, 3H, CH3Csp2), 2,42 (s,
3H, CHs Csp2), 2,65 (s, 2H, CH2), 6,72 (s, 1H, Ar), 6,78 (s, 1H, Ar),

13C NMR (125 MHz, DMSO-d): 6 = 20,4; 23,0; 27,6; 35,1; 45,0; 115,8; 127,3; 129,5;
136,3; 137,3; 151,8; 168,4

2-(3-hydroksy-1,1-dimetylopropylo)-3,5-dimetylofenol 30

W kolbie kulistej o pojemnosci 1 1 zaopatrzonej w chtodnice

o on zwrotng zabezpieczong przed dostepem wilgoci umieszczono
\;:;g 7,1 g (184 mmol) LiAlH4 oraz 500 ml bezwodnego THF.
Nastepnie, stale mieszajac, powoli wprowadzono 15 g (74 mmol)

laktonu 29, po czym mieszanie kontynuowano przez Kkolejne 4h. Nastepnie
roztozono nadmiar odczynnika redukujacego poprzez stopniowe dodawanie
poczatkowo octanu etylu, kolejno metanolu i finalnie wody. Czynno$¢ te
przeprowadzono chtodzac kolbe w lodzie i intensywnie mieszajac jej zawartos¢.
Nastepnie, nadal chtodzac mieszanine, powoli dodawano 2M kwas solny az do
pelnego rozpuszczenia wytrgconych soli. Powstala mieszanine ekstrahowano
octanem etylu (3x300 ml), potaczone warstwy organiczne przemyto woda (2x300
ml), nasyconym wodnym roztworem NaHCOs (2x300 ml) i ponownie woda (2x300
ml). Faze organiczng osuszono nad bezwodnym MgS0s, a rozpuszczalnik usunieto
pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ krystalizowano z bezwodnego DCM.

Otrzymano 14 g (67,3 mmol, 91%) produktu 30 w postaci bezbarwnych krysztaléw
ott112-114°C (lit.146 112-114°C).

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,44 (s, 6H, 2xCH5), 2,04 (t,] = 7,9 Hz, 2H, CH>),
2,07 (s, 3H, CH3 Ar), 2,35 (s, 3H, CH3 Ar), 3,20 (m, 2H, CH:0), 4,11 (t, ] = 4,9 Hz, 1H,
CH:0H), 6,28 (s, 1H, Ar), 6,43 (s, 1H, Ar), 8,96 (s, 1H, Ar-OH)

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6 = 20,6; 26,0; 32,3; 40,0; 45,2; 59,6; 116,2; 125,8;
128,9; 135,2; 137,3; 157,4

2-(3-((O-tert-butylodimetylosililo)hydroksy)-1,1-dimetylopropylo)-3,5-
dimetylofenol 31

J< W dwuszyjnej kolbie kulistej o pojemnos$ci 250 ml,
OH O‘/Si\ zaopatrzonej we wkraplacz oraz chtodnice zwrotng,
umieszono roztwor 20 g (96 mmol) zwigzku 30 oraz 19,52 g

(160 mmol) DMAP w 100 ml bezwodnego DCM. Mieszanine
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ochtodzono do temperatury 0°C, a nastepnie wkroplono roztwér 17,40 g (104
mmol) TBDMSCI w 50 ml bezwodnego DCM. Zawarto$¢ kolby mieszano przez 2h
w temperaturze 0°C, po czym mieszanine reakcyjng ogrzano do RT i kontynuowano
mieszanie przez kolejne 3h. Po tym czasie mieszanine przemyto kolejno: woda
(3x50 ml), 5% wodnym roztworem NaHCO3 (3x50 ml) i ponownie woda (3x50 ml).
Frakcje organiczng suszono nad bezwodnym MgS04, odsgczono $rodek suszacy,
a rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢
krystalizowano z DCM, otrzymujac 28,8 g (86,4 mmol, 90%) produktu 31 w postaci
bezbarwnych krysztatéw o tt 107-109°C (lit.146107-110°C)

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = -0,08 (s, 6H, 2xCH5-Si), 0,79 (s, 9H, tBu-Si), 1,42
(s, 6H, 2xCH3), 2,05 (s, 3H, CHz-Ar), 2,09 (m, 2H, CHz), 2,36 (s, 3H, CHz-Ar), 3,39
(t, 2H,] = 7,4 Hz, CH20), 6,28 (s, 1H, Ar), 6,43 (s, 1H, Ar), 8,99 (s, 1H, Ar-OH)

13CNMR (125 MHz, DMSO-ds) 8: -4,7; 18,2; 20,7; 25,9; 26,4; 32,4; 45,5; 61,5;
115,9; 125,9; 128,3; 134,9; 137,3; 157,3

5.2.8 Synteza C-terminalnych polaczen w-N-acetylo-w-N-hydroksy-L-
ornityny z lacznikiem TML oraz czasteczka transportowang

N-benzyloksykarbonylo-§-alanina 32

o Cbz-B-alanine zsyntezowano w standardowych warunkach.191
Cbz\NA)kOH Wychodzac z 10 g (56,2 mmol) B-alaniny i 10 g (11,9 mmol)
; chloromréwczanu benzylu otrzymano 11,5 g (50 mmol, 89%)
produktu w postaci krystalicznego bezbarwnego ciata statego o tt 103-106°C, (lit.192

tt 104-106°C).

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 2,35 (t,] = 6,9 Hz, 1H, NH) 2,51 (q,] = 7,1 Hz 2H,
CH:N), 3,33 (t,] = 6,9 Hz, 2H, CH>C0), 5,13 (s, 2H, CHzPh), 7,46 (m, 5H, Ph), 12,2
(bs, 1H, COOH)

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 =33,3; 40,4; 66,7; 128,2; 128,3; 137,1; 157,8;
175,1

3-((N-benzyloksykarbonylo)amino)propionian 2-(3-tert-butylodimetylosililo-
hydroksy-1,1-dimetylopropylo)-3,5-dimetylofenylu 33

o Do kolby kulistej o pojemnos$ci 250 ml dodano 4,6 g
oz~ g (14,2 mmol) fenolu 31, 100 ml bezwodnego DCM, 3,9

H
/©i</\OTBDMS g (18 mmol) chronionego aminokwasu 32 oraz 3,74
g (23,4 mmol) DMAP. Roztwér ochtodzono do
temperatury 0°C, a nastepnie wkroplono do niego roztwoér 7,38 g (36 mmol) DCC
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w 50 ml bezwodnego DCM. Otrzymang mieszanine ogrzano do RT i pozostawiono
stale mieszajagc przez 20h. Po tym czasie odsgczono osad N,N-dicyklo-
heksylomocznika, a przesacz odparowano na wyparce obrotowej. Do pozostatosci
dodano octan etylu i raz jeszcze przesaczono utworzong zawiesine. Przesacz
przeniesiono do rozdzielacza, warstwe organiczng przemyto 5% wodnym
roztworem NaHSO4 (2x30 ml), woda (1x30 ml), nasyconym wodnym roztworem
NaHCOs (1x30 ml) i solanka (1x30 ml). Warstwe organiczng oddzielono, osuszono
nad bezwodnym MgSO04, oddzielono $rodek suszacy i odparowano rozpuszczalnik.
Oczyszczono produkt na drodze chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent
uktad heksan/octan etylu 4/1, v/v. Otrzymano 5,85 g (11,1 mmol, 78%) produktu
33 w postaci bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = -0,05 (s, 6H, 2xCHs-Si), 0,72 (s, 9H, tBu-Si), 1,37 (s,
6H, 2xCH3), 1,96 (t, 2H, CCH> TML), 2,15 (s, 3H, CHs-Ar), 2,45 (s, 3H, CHz-Ar), 2,86
(t, 2H, CH2C0), 3,32 (t, 2H, CH:0), 3,38 (q, 2H, CH2NH), 5,11 (s, 2H, CH2Ph), 6,66 (s,
1H, Ar), 6,87 (s, 1H, Ar), 7,56 (m, 5H, Ph), 8,12 (s, 1H, NH)

3-((N-benzyloksykarbonylo)amino)propionian 2-(3-hydroksy-1,1-dimetylopro-
pylo)-3,5-dimetylofenylu 34

o W kolbie kulistej o pojemnos$ci 250 ml umieszczono

Cbz‘m/\)ko 5,8 g (11 mmol) eteru sililowego 33 oraz 100 ml
/©i</\o|-| mieszaniny THF/woda/kwas octowy 3/1/1, v/v/v.
Roztwér mieszano w RT przez 6h, po czym
rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostatos¢
rozpuszczono w 100 ml octanu etylu, przeniesiono do rozdzielacza i przemyto woda
(30 ml), nasyconym wodnym roztworem NaHCOs3 (2x30 ml) i ponownie woda (30
ml). Warstwe organiczng osuszono nad bezwodnym MgS04, oddzielono $rodek
suszacy, a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zZelu krzemionkowym
stosujac jako faze ruchoma mieszanine heksan/octan etylu, 7/3, v/v. Uzyskano
3,31 g (7,75 mmol, 70%) produktu 34 w postaci bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,39 (s, 6H, 2xCH3), 1,91 (t, 2H, CCH2 TML), 2,17 (s,
3H, CHs-Ar), 2,48 (s, 3H, CH3-Ar), 2,74 (t, 2H, CH2C0), 3,22 (t, 2H, CHz0), 3,37 (q,
2H, CH:NH), 5,05 (s, 2H, CHzPh), 6,64 (s, 1H, Ar), 6,83 (s, 1H, Ar), 7,36 (m, 5H, Ph),
7,50 (t, 1H, -OH), 8,33 (s, 1H, NH)

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 8 = 20,1; 25,2; 32,0; 35,3; 36,8; 39,0; 46,0; 58,7; 65,8;
123,7; 128,2; 128,8; 132,3; 134,3; 135,7; 137,6; 138,3; 149,9; 156,6; 171,0
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3-(((benzyloksy)karbonylo)amino)propionian 3,5-dimetylo-2-(2-metylo-4-okso-
butan-2-ylo)fenylu 35

o W kolbie kulistej o pojemnosci 100 ml zaopatrzonej

Cbz. /\)k . . .
N 0] (o) w chtodnice zwrotng i balon napetniony azotem
/@iQLH umieszczono 3,3 g (8 mmol) alkoholu 34 oraz 40 ml
bezwodnego DCM. Do roztworu dodano 3,44 g (16
mmol) chlorochromianu(VI) pirydyny i reakcje pozostawiono stale mieszang w RT
przez 1h. Po zakonczeniu reakcji odparowano okoto 3/4 objetosci DCM,
a pozostatos¢ poddano chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

stosujac mieszanine heksan/octan etylu 7/3, v/v jako eluent. Otrzymano 2,5 g
(6,2 mmol, 77%) produktu 35 w postaci zéitego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 1,46 (s, 6H, 2xCHs), 2,17 (s, 3H, CHs), 2,49 (s, 3H,
CHs), 2,82 (m, 4H, CH>, CHO, CH2C0), 3,32 (m, 2H, CH:N), 5,04 (s, 2H, CHPh), 6,68
(s, 1H, Ar), 6,85 (s, 1H, Ar), 7,36 (m, 5H, Ph), 7,50 (t, 1H, NH), 9,45 (t, 1H, CHO)

13C NMR (125MHz, CDCls): 6 = 20,2; 25,3; 31,5; 36,8; 35,2; 38,1; 56,4; 65,8; 123,7;
128,3; 128,8; 132,5; 133,4; 136,3; 137,6; 138,0; 149,5; 156,5; 171,1; 203,1

kwas 3-(2-(((N-benzyloksykarbonylo)amino)propioksy)-4,6-dimetylofenylo)-3-
metylobutanowy 36

o) W kolbie kulistej o pojemnos$ci 100 ml umieszczono
CbZ\N/\)ko o 2,5 g (6,2 mmol) aldehydu 35, 44 ml mieszaniny
. wOH aceton/tert-butanol/woda (6/4/1,v/v/v) oraz 6,94 g

(57,7 mmol) wodorofosforanu(V) potasu i 3,9 ml

(2,6 g, 37,2 mmol) 2-metylo-2-butenu. Nastepnie do powstatej zawiesiny dodano
1,11 g (37,2 mmol) drobno zmielonego chloranu(Ill) sodu, po czym reakcje
pozostawiono stale mieszajagc w RT na 18h. Po tym czasie mieszanine wylano na
50 ml nasyconego roztworu NH4Cl i ekstrahowano eterem dietylowym (3x40 ml).
Faze organiczng przemyto woda (30 ml), osuszono bezwodnym MgSO4, odsaczono
Srodek suszacy, a rozpuszczalniki odparowano. Otrzymano chromatograficznie
czysty produkt, najcze$ciej w postaci bezbarwnego ciata stalego. Produkt jest
zwykle wystarczajaco czysty, aby bezposrednio go wykorzysta¢ w dalszych
syntezach. Jezeli zachodzi taka potrzeba surowy kwas karboksylowy dodatkowo
oczyszcza sie chromatograficznie stosujac chromatografie kolumnowa na Zelu
krzemionkowym w uktadzie heksan/octan etylu/kwas octowy (10-40% obj. octanu

etylu i 1% obj. kwasu octowego). Otrzymano 2,5 g (6 mmol, 97%) produktu 36
w postaci kremowego oleju krzepngcego w nizszych temperaturach.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 8 = 1,45(s, 6H, 2xCH3), 2,16 (s, 3H, CH3), 2,50 (s, 3H,
CH3), 2,67 (s, 2H, CH2,CO2H), 2,75 (t, 2H, CH2C0), 3,37 (m, 2H, CH:N), 5,04 (s, 2H,
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CH:Ph), 6,64 (s, 1H, Ar), 6,80 (s, 1H, Ar), 7,36 (m, 5H, Ph), 7,49 (t, 1H, NH), 11,87 (s,
1H, COOH)

13C NMR (125 MHz, CDCls): & = 20,2; 25,3; 31,5; 35,2; 36,8; 38,6; 47,9; 65,8; 123,5;
128,2; 128,8; 132,2; 134,3; 135,6; 137,6; 138,1; 149,7; 156,5; 170,9; 173,1

N-(3-(4-cyjano-1H-indol-3-ylo)-1-etoksy-1-oksypropylo)-3-(2-(((N-benzyloksy-
karbonylo)-3-amino)propioksy)-4,6-dimetylofenylo)-3-metylobutanamid 37

CbZ\NA)kO 0950 N W kolbie kulistej zaopatrzonej w chiodnice
H /&ANLEQ zwrotng i rurke z chlorkiem wapnia,
H umieszczono 970 mg (2,3 mmol) kwasu
karboksylowego 36, ktéry rozpuszczono w 20
ml bezwodnego DMF. Nastepnie do mieszaniny dodano 1,38 g (DEPBT) oraz 1,2 ml
(6,9 mmol) DIPEA. Mieszanine reakcyjna pozostawiono stale mieszajac
w temperaturze pokojowej na 5h. Po tym czasie mieszanine reakcyjna wylano
powoli na 1M roztwér kwasu solnego i ekstrahowano octanem etylu (3x30 ml).
Ekstrakty organiczne potgczono i przemyto kolejno wodg (1x20 ml), nasyconym
roztworem NaHCOs (3x30 ml) i solanka (20 ml). Frakcje organiczng osuszono nad
bezwodnym MgS0Os4, odsaczono Srodek suszacy, przesacz zatezono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczono na drodze chromatografii
kolumnowej na Zelu krzemionkowym stosujac jako faze ruchoma mieszanine
heksan/octan 7/3, v/v. Otrzymano 700 mg (1,2 mmol, 54%) estru aktywnego
w postaci bezbarwnego ciata statego.

W kolbie kulistej o pojemnosci 15 ml umieszczono 260 mg (0,45 mmol) estru
aktywnego, 5 ml bezwodnego DMF, 120 mg (0,5 mmol) pochodnej cyjanotryptofanu
10 oraz 250 pl (205 mg, 1,6 mmol) DIPEA. Cato$¢ mieszano w RT przez 2h, po czym
mieszanine wylano na 100 ml 1M wodnego roztworu HCl, przeniesiono do
rozdzielacza i ekstrahowano octanem etylu (5x30 ml). Potaczone warstwy
organiczne przemyto woda (3x50 ml), nasyconym roztworem NaHCO3 (3x50 ml)
i solanka (3x50 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO4, przesaczono, a przesacz
zatezono pod zmniejszonym ciSnieniem. Produkt oczyszczono na drodze
chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan/octan etylu 3/7, v/v. Otrzymano
220 mg (0,33 mmol, 73%) produktu 37 w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,05 (t, 3H, CH3CHz), 1,34 (d, 6H, 2xCH; TML),
1,99 (s, 2H, CH.CONH), 2,18 (s, 3H, CH3Ar), 2,39 (s, 3H, CH3Ar), 2,53 (d, 2H, CH>),
2,72 (t, 2H, CH2C02), 3,19 (dd, ] = 18 Hz, 6,4 Hz 1H, CH:NH), 4,01 (m, 3H, CH:NH i
CH:CHs), 4,54 (m, 1H, CH), 5,04 (s, 2H, CH2Ph), 6,58 (s, 1H, Ar), 6,74 (s, 1H, Ar),
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7,22 (t, 1H, Ar), 7,33 (m, 5H, Ph), 7,37 (m, 1H, NHCH>), 7,49 (d, 2H, Ar), 7,72 (d, 1H,
Ar), 8,19 (d, 1H, NHCO), 11,54 (d, 1H, NH indol)

13CNMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 =20,1; 21,2; 25,1; 26,8; 31,2; 35,3; 36,7; 39,1;
47,6; 53,2; 60,2; 60,7; 65,8; 100,6; 109,6; 117,4; 119,7; 121,3; 125,9; 126,3; 128,2;
128,8; 132,1; 135,1; 135,4; 136,9; 137,6; 138,0; 149,6; 156,6; 170,8; 171,0; 172,3

N-(3-(4-cyjano-1H-indol-3-ylo)-1-etoksy-1-oksypropylo)-3-(2-((3-
aminopropioksy)-4,6-dimetylofenylo)-3-metylobutanamid 38

W  kolbie Kkulistej o pojemnosci 25 ml

i <

umieszczono 210 mg (0,32 mmol) zwiazku 37,
HZN/\)kO 0 O8O0 N g( ) zwia

l 10 ml metanolu oraz 50 mg katalizatora 10%
Pd/C. Przez =zawiesine przepuszczano

NC - .
strumien wodoru przez 4h, po czym zawiesine

Iz

przesaczono przez zloze celitowe, a przesacz zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymano 140 mg (0,26 mmol, 81%) produktu w postaci bezbarwnego
oleju.

1H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6 = 1,05 (t, 3H, CH3CH2CNT), 1,35 (d, 6H, 2xCH3
TML), 1,82 (s, 2H, CH2CONH), 2,22 (s, 3H, CH3Ar), 2,42 (s, 3H, CH3Ar), 3,11 (d, 1H,
CH2NH), 3,17 (d, 1H, CH:NH), 3,21 (m, 2H, CH2CH3), 3,67 (t, 2H, CH2C02), 3,98 (dd, J
=17,6 Hz, 6,7 Hz 2H, CH2), 4,13 (m, 1H, CH), 6,73 (s, 1H, Ar), 6,78 (s, 1H, Ar), 7,21
(t, 1H, Ar), 7,44 (s, 1H, Ar), 7,49 (d, 1H, Ar), 7,70 (d, 1H, Ar), 11,56 (d, 1H, NH indol)

13C NMR (125 MHz, DMSO0-de): 6 = 14,7; 19,9; 21,8; 29,5; 30,2; 35,5; 38,4; 39,3;
48,4; 51,3; 61,8; 109,3; 116,1; 120,1; 120,3; 122,9; 124,1; 125,2; 125,6; 130,8;
130,8; 133,8; 135,3; 136,8; 138,6; 151,2; 171,7; 172,8; 173,9

(5)-5-(N-(benzyloksy)acetamido)-2-((tert-butoksykarbonylo)amino)pentanian 2-
((4-tert-butylodimetylosililoksy)-2-metylobutan-2-ylo)-3,5-dimetylofenylu 39

o} W  kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml
AC‘NMO umieszczono 0,5 g (1,55 mmol) prekursora
OBn BOC/%OTBDMS TML 31, 0,59 g (1,55 mmol) pochodnej
N-hydroksyornityny 23 oraz 357 mg (1,86

mmol) chlorowodorku EDCI w 10 ml bezwodnego DMF. Do roztworu dodano 430 pl
(3,1 mmol) EtsN, po czym reakcje mieszano w RT przez noc. Nastepnie do
mieszaniny poreakcyjnej dodano 30 ml octanu etylu i calo$¢ przemyto nasyconym
wodnym roztworem NaHCO3 (2x20 ml), 5% wodnym roztworem NaHSO4 (1x20 ml),
woda (20 ml) oraz solankg (20 ml). Warstwe organiczng osuszono nad bezwodnym
MgS0s4, $rodek suszacy odrzucono, a przesgcz odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt oczyszczono stosujac chromatografie kolumnowg w uktadzie
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heksan/octan etylu, 3/1, v/v uzyskujac 830 mg (1,21 mmol, 78%) zwigzku 39
w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCl3) & = -0,05 (s, 6H, (CH3)2Si), 0,81 (s, 9H, tBu-Si), 1,43 (m,
15H, Boc i (CH3)2C), 1,71-2,02 (m, 6H, CHCH>CHi CH:C), 2,1 (s, 3H, CH5C0), 2,17
(s, 3H, CH3Ar), 2,5 (s, 3H, CH3Ar), 3,47 (t,] = 7,1 Hz, 2H, -CH208Si), 3,7 (m, 2H,
CH2CH:N), 4,49 (m, 1H CHCHz), 4,83 (s, 2H, CH2Ph), 5,16 (d, ] = 8,5 Hz, 1H, NHBoc),
6,45 (s, 1H, Ar), 6,8 (s, 1H, Ar), 7,37 (m, 5H, Ph);

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 =-5,31; 18,21; 20,12; 20,52; 23,21; 25,22; 25,92;
28,30; 29,41; 31,82; 39,11; 45,90; 53,87; 60,75; 76,37; 79,99; 122,50; 128,73;
128,99; 129,19; 132,55; 134,13; 136,13; 138,58; 149,68; 155,36; 171,93

(8)-5-(N-(benzyloksy)acetamido)-2-((tert-butoksykarbonylo)amino)pentanian 2-
(4-hydroksy-2-metylo)butan-2-ylo-3,5-dimetylofenylu 40

o] Do kolby kulistej o pojemno$ci 100 ml wprowadzono

AC‘N 0 750 mg (1,1 mmol) zwigzku 39 rozpuszczonego w 50
OBn BOC’%OH ml mieszaniny THF/H20/AcOH, 1/1/3, v/v/v.
Reakcje pozostawiono w RT przez 4h, po czym

rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a stalag pozostatos¢
rozpuszczono w 20 ml octanu etylu. Mieszanine przemyto woda (20 ml), nasyconym
wodnym roztworem NaHCOs (2x20 ml) oraz ponownie woda (20 ml). Warstwe
organiczng osuszono nad bezwodnym MgSO4, osad oddzielono i odrzucono,
a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za
pomoca chromatografii kolumnowej stosujac mieszanine heksan/octan etylu 7/3,
v/v jako eluent. Uzyskano 526 mg (0,9 mmol, 82%) czystego alkoholu 40 w formie
bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,34 (s, 6H, (CHz)2C), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,61-1,84
(m, 4H, CHCH2CH:), 1,86 (m, 2H, CH2C(CH3)2), 1,97 (s, 3H, CH3C0), 2,12 (s, 3H,
CH:AT), 2,45 (s, 3H, CH3Ar), 3,17 (q,] = 3,17 Hz, 2H, CH:0), 3,63 (m, 2H, CH2N), 4,16
(m, 1H CHCHz), 4,85 (s, 2H, CH2Ph), 6,43 (s, 1H, Ar), 6,8 (s, 1H, Ar), 7,36-7,44 (m,
5H, Ph), 7,48 (d, ] = 8,0 Hz, 1H, NHBoc);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 20,55; 21,77; 25,63; 28,38; 29,03; 32,56; 32,60;
39,62; 46,48; 54,85; 60,72; 76,19; 79,41; 122,95; 128,9; 129,11; 129,88; 132,19;
134,57;135,74; 138,42; 151,16; 156,45; 171,52; 172,71
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(5)-5-(N-(benzyloksy)acetamido)-2-((tert-butoksykarbonylo)amino)pentanian
3,5-dimetylo-2-(2-metylo-4-oksobutan-2-ylo)fenylu 41

o} Do kolby kulistej o pojemnos$ci 100 ml umieszczonej
AC‘NMO o  w taZni sporzadzonej z suchego lodu oraz acetonu
OBn Boc*"t@iQLH wprowadzono 50 ml bezwodnego DCM i naczynie
ochtodzono do -78°C. W tej temperaturze dodano

0,15 ml (1,76 mmol) chlorku oksalilu, po czym wkroplono 0,28 ml (3,96 mmol)
DMSO w 1 ml DCM utrzymujac niska temperature uktadu (ponizej -60°C). Po 15 min
do mieszaniny wprowadzono 500 mg (0,88 mmol) alkoholu 40 rozpuszczonego
w 1 ml bezwodnego DCM i reakcje pozostawiono na 1,5h w -78°C. Nastepnie, do
kolby wkroplono 1,2 ml trietyloaminy i mieszanine pozostawiono do powolnego
ogrzania do RT. Po osiaggnieciu temperatury pokojowej dodano 5 ml DCM oraz 5 ml
wody i zawarto$¢ kolby mieszano do wydzielenia sie dwdch widocznych warstw.
Warstwe wodng ekstrahowano DCM (2x10 ml), a polagczone warstwy organiczne
przemyto solanka (10 ml), osuszono nad bezwodnym MgSOs, Srodek suszgcy
odrzucono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskany olej
rozpuszczono w 20 ml octanu etylu, przemyto 5% wodnym roztworem NaHSO4
(2x10 ml), nasyconym wodnym roztworem NaHCOs3 (2x10 ml) oraz solanka (10 ml).
Warstwy organiczne osuszono nad bezwodnym MgS04, $Srodek suszacy odrzucono,
a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskano 330 mg (0,58
mmol, 66%) aldehydu 41 w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,36 (s, 9H, Boc), 1,40 (s, 3H, (CHz)2C), 1,44 (s,
3H, (CH3)2C), 1,61-1,85 (m, 4H, CHCH2CH>), 2,0 (s, 3H, CH3CO), 2,12 (s, 3H, CH3Ar),
2,46 (s, 3H, CH3Ar), 2,81 (qd, J = 17 Hz, 2,1 Hz, 2H, CH.CHO), 3,64 (m, 2H, CH2N),
4,18 (m, 1H CHCHz), 4,87 (s, 2H, CH2Ph), 6,48 (s, 1H, Ar), 6,81 (s, 1H, Ar), 7,37-7,44
(m, 5H, Ph), 7,55 (d,] = 7,8 Hz, 1H, NHBoc), 9,42 (s, 1H, CHO);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 20,06; 21,14; 25,35; 27,77; 28,57; 31,5; 31,64;
38,16; 54,26; 56,40; 75,67; 79,02; 122,98; 128,89; 129,10; 129,86; 132,46; 133,67;
135,28; 136,36; 138,06; 150,2; 156,04; 170,26; 172,44; 202,91

(5)-5-(N-(benzyloksy)acetamido)-2-((tert-butoksykarbonylo)amino)pentanian
3,5-dimetylo-2-(2-metylo-4-karboksylobutan-2-ylo)fenylu 42

o Do kolby kulistej o pojemnos$ci 250 ml wprowadzono
AC‘NMO o) 310 mg (0,55 mmol) aldehydu 41, 55 ml mieszaniny
OBn BOC/WOH aceton/tBuOH/woda 6/4/1, v/v/v, 120 mg (0,82
mmol) KH2P04, 350 pl (3,28 mmol) 2-metylobut-2-

enu oraz 300 mg (3,28 mmol) NaClO2. Mieszanine reakcyjng mieszano w RT przez
6h, po czym powoli dodano 15 ml nasyconego wodnego roztworu Na:S:0s.
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Nastepnie za pomoca 1M wodnego roztworu HCl doprowadzono pH mieszaniny do
ok. 2 i ekstrahowano octanem etylu (3x20 ml). Potaczone warstwy organiczne
przemyto solanka (2x10 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO4, Srodek suszgcy
odrzucono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
oczyszczono stosujac chromatografie kolumnowa oraz uktad heksan/octan etylu/
kwas octowy 70/30/1, v/v/v, jako eluent. Otrzymano 310 mg (0,53 mmol, 97%)
produktu 42 w postaci delikatnie z6ttego oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,36 (s, 9H, (CH3)3C), 1,39 (s, 3H, Boc), 1,42 (s,
3H, (CHs)2C ), 1,62-1,9 (m, 4H, CHCH2CH?>), 2,0 (s, 3H, CH3CO), 2,11 (s, 3H, CH3Ar),
2,46 (s, 3H, CH3Ar), 2,7 (m, 2H, CH2C00), 3,63 (m, 2H, CHzN), 4,18 (m, 1H CHCH2),
4,85 (s, 2H, CH2Ph), 6,46 (s, 1H, Ar), 6,77 (s, 1H, Ar), 7,37-7,44 (m, 5H, Ph), 7,5 (d, ]
= 7,9 Hz, 1H, NHBoc), 11,73 (bs, 1H, COOH);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 20,1; 23,81; 25,29; 27,83; 28,56; 31,37; 31,53;
31,69; 38,62; 47,76; 54,26; 75,92; 79,02; 122,77; 128,90; 129,11; 129,88; 132,11;
134,51; 135,61; 138,20; 150,16; 156,21; 172,30; 172,3; 173,1

Zwiazki 43ab - przepis ogdlny

o}
Aovy o o Do kolby kulistej o pojemnosci 50 ml wprowadzono
OBn Boc—NH o 150 mg (0,26 mmol, 1 eq) kwasu 42 rozpuszczonego

w 10 ml bezwodnego DMF, 1,1 eq pochodnej:

tryptofanu 10 lub cispentacyny 15, 110 mg (0,28
mmol, 1,1 eq) HBTU oraz 140 pl (0,81 mmol, 3,1 eq) DIPEA. Mieszanine reakcyjng
mieszano w RT przez noc, po czym zawarto$¢ kolby wylano na 15 ml 1M wodnego
roztworu HCl. Mieszanine ekstrahowano octanem etylu (3x30 ml), a polaczone
warstwy organiczne przemyto nasyconym wodnym roztworem NaHCOs3 (3x30 ml),
woda (30ml) oraz solankg (30 ml). Warstwe octanowg osuszono nad bezwodnym
MgS0s4, osad odrzucono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt oczyszczono stosujac cieczowa chromatografie kolumnowa.
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N-(3-(4-cyjano-1H-indol-3-ylo)-1-etoksy-1-oksypropan-2-ylo)-3-(2-((2S5)-5-(N-
(benzyloksy)acetamido)-2-((tert-butoksykarbonylo)amino)-1-oksypentylo)-4,6-
dimetylofenylo)-3-metylobutanamid 43a

5 s Wychodzac z 83 mg (0,26 mmol) pochodnej

5\@ tryptofanu 10 po oczyszczeniu zwigzku
Bno-N  Boc HN NC z zastowaniem chromatografii kolumnowej oraz
] mieszaniny heksan/octan etylu 1/1, v/v, jako
0 eluenta, uzyskano 180 mg (0,2 mmol, 84%)

zwiazku 43a w postaci bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 = 1,01 (2t,] = 7,1 Hz, 3H, CH3CH20), 1,3 (2s, 3H,
(CH5)2C), 1,2-1,36 (m, 12H, Boc oraz (CH3)2C ), 1,62-1,85 (m, 4H, CHCHzCHz), 1,97
(s, 3H, CH3CO0), 2,07 (2s, 3H, CH3Ar), 2,31 (s, 3H, CH3Ar), 2,51 (m, 2H, CH2C00),
3,16 (m, 1H, CHCHz), 3,3 (m, 1H, CHCHz), 3,61 (m, 2H, CH2N), 3,95 (m, CH3CH:0),
4,12 (m, 1H, CHCHz2), 4,51 (m, 1H, CHCH2), 4,84 (AB, 2H, CH2Ph), 6,41 (s, 1H, TML
Ar), 6,68 (s, 1H, Ar), 7,18-7,51 (m, 9H, Ph oraz Ar), 7,68 (d,/ = 8,1 Hz, 1H, NHBoc),
7,84 (d,J/ = 7,1 Hz, 1H, NHCO), 11,47 (2s, 1H, NH indol);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 14,5; 20,77; 21,21; 25,33; 23,74; 27,77; 26,87;
28,55; 31,23; 31,42; 47,74; 53,19; 53,23; 54,28; 60,66; 75,66; 78,82; 100,67; 109,6;
117,4;119,65; 121,29; 122,74; 125,89; 126,29; 128,08; 128,88; 129,1; 129,87;
132,04; 135,25; 135,49; 136,84; 138,11; 150,33; 156,2; 170,87; 172,18; 172,22;
172,38

N-((1R,25)-2-((benzyloksy)karbonylo)-cyklopentylo)-3-(2-((2S)-5-(N-(benzylo-
ksy)acetamido)-2-((tert-butoksykarbonylo)amino)-1-oksypentylo)-4,6-
dimetylofenylo)-3-metylobutanamid 43b

BnO
" Wychodzac z 62 mg (0,28 mmol) pochodnej
Ac © cispentacyny 15 po oczyszczeniu zwiazku
BnO-N Boc, HN . . .
NH o z zastosowaniem chromatografii kolumnowej oraz
o mieszaniny heksan/octan etylu 2/1, v/v, jako eluenta,
© uzyskano 187 mg (0,2 mmol, 83%) zwigzku 43b

w postaci bezbarwnego oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,34 (s, 3H, (CH3)2C), 1,35 (s, 9H, Boc), 1,41 (s,
3H, (CH3):C), 1,41-1,88 (m, 10H, CHCH2CH: oraz 3xCH>), 1,98 (s, 3H, CH3C0), 2,09
(s, 3H, CH3AY), 2,32 (m, 1H, CH2CON), 2,41 (s, 3H, CH3Ar), 2,56 (m, 1H, CH2CON),
3,29 (m, 1H, CHCO), 3,62 (m, 2H, CH2CH:zN), 4,19 (m, 1H, CHNH), 4,26 (m, 1H
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CHCH2), 4,83-5,01 (m, 4H, NOCH:Ph oraz CO.CH:Ph), 6,43 (s, 1H, Ar), 6,74 (s, 1H,
Ar), 7,23-7,51 (m, 11H, 2xPh- oraz NHBoc);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 20,05; 21.,3; 25,39; 26,74; 25,42; 28,55; 31,23;
31,49; 31,59; 38,65; 39,13; 39,23; 47,53; 48,06; 52,33; 54,17; 65,73; 75,64; 78,88;
128,3; 128,34; 128,74; 128,89; 129,10; 129,86; 132,12; 135,26; 135,57; 136,59;
138,23; 150,16; 156,21; 170,26; 172,51; 172,58; 173,12

Zwiazki 44ab - przepis og6lny

Os_R

W kolbie kulistej o pojemnosci 15 ml umieszczono 0,19
OH NH; o mmol zwigzku 43a lub 43b oraz 9 ml DCM i 3 ml TFA.

_N
Ac M{ Mieszanine pozostawiono w RT przez 1h, po czym

rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym

ciSnieniem. Oleistg pozostato$¢ rozpuszczono w 10 ml
metanolu i dodano 10 mg katalizatora 10% Pd/C. Nastepnie przez zawiesine
przepuszczano wodér, a po kilku godzinach mieszanine przesaczono przez celit pod
zmniejszonym ci$nieniem. Osad kilkukrotnie przemyto sporg objetos$cig metanoluy,
a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

N-(3-(4-cyjano-1H-indol-3-ylo)-1-etoksy-1-oksypropan-2-ylo)-3-(2-((2S)-5-(N-
(hydroksy)acetamido)-2-amino-1-oksypentylo)-4,6-dimetylofenylo)-3-
metylobutanamid 44a

H
<o \N Wychodzac z 160 mg (0,19 mmol) zwigzku 43a,
OZ&M otrzymano 94 mg (0,15 mmol, 78%) zwigzku 44a
N NC w postaci oleju jako mieszanine diastereo-
o

IAc
HO-N H
NH, . ’
1ZOmerow.
L\—;O
o

TH NMR (500 MHz, D20): 6 = 1,01 (t, 3H, CH3CH20), 1,36 (s, 6H, (CH3)2C), 1,49-1,83
(m, 4H, CHCH2CH?), 1,99 (2s, 3H, CH3CO), 2,09 (2s, 3H, CH3Ar), 2,38 (2s, 3H,
CH3Ar), 2,51 (m, 2H, CH.CON TML), 3,04 (m, 1H, CHCH?) 3,5 (m, 1H, CHCHz), 3,64
(m, 2H, CH2CH2N), 4,05 (m, CH3CH20), 4,4 oraz 4,44 (2m, 1H, CHCH2), 4,73 (m, 1H,
CHCHz), 6,49 (s, 1H, Ar), 6,72 (s, 1H, Ar), 7,09-7,56 (m, 4H, Ar);

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6 = 12,91; 18,75; 21,82; 24,09; 23,1; 27,15; 26,56;
29,11; 30,48; 38,89; 53,49; 59,46; 60,61; 60,81; 100,34; 109,37; 115,54; 116,48;
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117,81; 119,27; 120,75; 122,03; 125,46; 126,29; 127,04; 127,89; 132,58; 136,46;
136,89; 138,24; 148,90; 162,77; 171,95; 172,28; 172,74

ESI-MS: obliczono dla C32H39Ns07 633,316, znaleziono m/z 634,4 [M+H]*

N-((1R,2S)-2-karboksylo-cyklopentylo)-3-(2-((2S5)-5-(N-(hydroksylo)acetamido)-
2-amino-1-oksypentylo)-4,6-dimetylofenylo)-3-metylobutanamid 44b

HO
Wychodzac z 150 mg (0,19 mmol) zwiazku 43b,

otrzymano 82 mg (0,16 mmol, 85%) zwigzku 44b

Ac 0
HO-N HN
NH, o w postaci oleju. [a]Z® +7,5 (c1,2, MeOH)
0
o

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): 8 = 1,42-1,50 (dd, ] = 24 Hz, 14.2 Hz, 6H, (CH3)2C),
1,53-1,84 (m, 10H, CHCH2CH> oraz 3xCH:), 2,0 (s, 3H, CH3C0), 2,12 (s, 3H, CH3Ar),
2,37 (m, 1H, CH2CON), 2,44 (s, 3H, CH3Ar), 2,54 (m, 1H, CH2CON), 3,31 (m, 1H,
CHCO), 3,44 (m, 1H, CHNH), 3,56-3,76 (m, 2H, CH2CH:N), 4,17 (m, 1H CHCH>), 4,49
(m, 1H, CONH), 6,56 (s, 1H, Ar), 6,76 (s, 1H, Ar), 7,85 (N-OH)

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 19,88; 20,08; 21,55; 21,86; 24,03; 23,85; 30,36;
31,94; 39,44; 45,03; 53,43; 54,26; 56,7; 61,76; 125,72; 126,62; 129,59; 131,38;
141,9; 154,08; 165,5; 168,55; 168,6; 172,32

ESI-MS: obliczono dla C26H39N307 505,278, znaleziono m/z 506,3[M+H]*

5.2.9 Synteza N-terminalnych potaczen w-N-acetylo-w-hydroksy-L-
ornityny z tacznikiem TML oraz czasteczka transportowana

Zwiazki 45ab - przepis ogdlny

o} W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono
R/ONO 0,5 g (1,55 mmol, 1 eq) prekursora TML 31, 357 mg
© /©i</\OTBDMS (1,86 mmol, 1,2 eq) chlorowodorku EDCI, 1 eq
wybranego monoestru kwasu bursztynowego

(benzylowego lub tert-butylowego) oraz 10 ml bezwodnego DCM. Nastepnie
dodano 430 pl (3,1 mmol, 2 eq) trietyloaminy i reakcje pozostawiono w RT przez
noc. Po standardowej obrébce (patrz przepis dla zwigzku 39) produkty 45ab

oczyszczono stosujac chromatografie kolumnowa oraz uktad heksan/octan etylu
4/1,v/v,jako eluent.
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bursztynian (2-(4-(tert-butylodimetylosililoksy)-2-metylobutan-2-ylo)-3,5-
dimetylofenylo)-benzylu 45a

o} Wychodzac z 0,5 g (1,55 mmol) prekursora TML 31
B”ONO oraz 322 mg (1,55 mmol) wodorobursztynianu

° /@iQ\OTBDMS benzylu uzyskano 613 mg (1,32 mmol, 85%)
zwigzku 45a w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = -0,09 (s, 6H, (CH3)2Si), 0,78 (s, 9H, tBu-Si), 1,37 (s,
6H, (CH3)2C), 1,92 (t,] = 7,4 Hz, 2H, CH-CH:0), 2,13 (s, 3H, CH3Ar), 2,43 (s, 3H,
CHsAr), 2,71 (t,] = 6,3 Hz, 2H, CH2C02), 2,81 (t,] = 6,4 Hz, 2H, CH2C02), 3,38 (t, ] =
7,3 Hz, 2H, CH20), 5,1 (s, 2H, CHzPh), 6,50 (s, 1H, Ar), 6.80 (s, 1H, Ar), 7,29-7,33 (m,
5H, Ph)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = -4,83; 18,03; 20,02; 25,14; 25,88; 28,73; 29,98;
31,92; 38,87; 45,99; 60,74; 66,83; 122,96; 128,24; 128,30; 128,59; 132,35; 133,96;
135,70; 135,97; 138,35; 149,74; 171,10; 172,01

bursztynian (2-(4-(tert-butylodimetylosililoksy)-2-metylobutan-2-ylo)-3,5-
dimetylofenylo)-tert-butylu 45b

0 Wychodzacz 0,5 g (1,55 mmol) prekursora TML 31

tBu_ONO oraz 270 mg (1,55 mmol) wodorobursztynianu

© /@iQOTBDMS tert-butylu uzyskano 626 mg (1,26 mmol, 81%)
zwiazku 45b w postaci oleju.

TH NMR (500 MHz, DMSO0-ds): 6 =-0,9 (s, 6H, (CH3)2Si), 0,78 (s, 9H, tBu-Si), 1,38 (s,

9H, Boc), 1,39 (s, 6H, (CH3)2C), 1,92 (t,/ = 7,3 Hz, 2H, CH2CH20), 2,14 (s, 3H, CH3Ar),

2,45 (s, 3H, CH3AT), 2,53 (t,] = 6,62 Hz, 2H, CH2C02), 2,72 (t, ] = 6,58 Hz, 2H,
CH:C0>), 3,39 (t,] = 7,48 Hz, 2H, CH20), 6,53 (s, 1H, Ar), 6,80 (s, 1H, Ar);

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6 = -4,87; 18,08; 20,01; 25,15; 26,23; 28,15; 30,07;
32,05; 39,17; 46,02; 60,83; 80,45; 123,37; 132,25; 134,00; 135,58; 138,24; 150,06;
171,44;171,74

zwiazki 46ab - przepis ogdlny

o} W kolbie kulistej o pojemnos$ci 100 ml umieszczono 50
RONO ml mieszaniny THF /woda/kwas octowy 1/1/3, v/v/v
© /©i</\OH oraz  zwigzek  45ab. Mieszanine  reakcyjng
pozostawiono w RT przez 4h, po czym rozpuszczalniki

odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w 20 ml

octanu etylu i przeniesiono do rozdzielacza. Warstwe octanowg przemyto woda (20
ml), nasyconym wodnym roztworem NaHCOs (2x20 ml) oraz ponownie woda (10
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ml). Warstwe organiczna osuszono nad bezwodnym MgSOs, osad odrzucono,
a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono
stosujgc cieczowg chromatografie kolumnowa w uktadzie heksan/octan etylu 7/3,
v/v.

bursztynian (2-(4-hydroksylo-2-metylobutan-2-ylo)-3,5-dimetylofenylo)-benzylu
46a

o) Wychodzac z 600 mg (1,2 mmol) zwigzku 45a
B”ONO uzyskano 432 mg (0,91 mmol, 76%) zwigzku 46a

© /©i</\OH w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,38 (s, 6H, (CH3)2C), 1,91 (t,] = 7,8 Hz, 2H, (CHzs)2C-
CHz), 2,17 (s, 3H, CH3Ar), 2,48 (s, 3H, CH3Ar), 2,75 (m, 2H, CH2C02), 2,84 (m, 2H,
CH:C03), 3,21 (t,] = 6,8 Hz, 2H, CH20), 4,12 (bs, 1H, -OH), 5,14 (s, 2H, CH2Ph), 6,51
(s, 1H, Ar), 6,84 (s, 1H, Ar), 7,36 (m, 5H, Ph);

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 19,92; 25,22; 28,77; 30,14; 32,05; 38,88; 45,88;
58,66; 66,2; 123,40; 128,36; 128,47; 128,87; 132,22; 134,41; 135,68; 136,50;
138,36; 149,86; 171,55; 172,21

bursztynian (2-(4-hydroksylo-2-metylobutan-2-ylo)-3,5-dimetylofenylo)-tert-
butylu 46b

o} Wychodzac z 600 mg (1,29 mmol) zwigzku 45b
tBu-O 0 .
o) uzyskano 344 mg (0,98 mmol, 76%) zwigzku 46b

° /@iQOH w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 = 1,39 (s, 9H, Boc), 1,40 (s, 6H, (CH3)2C), 1,90 (t, ] =
7,9 Hz, 2H, (CHs)2C-CHz), 2,15 (s, 3H, CH3Ar), 2,48 (s, 3H, CH3Ar), 2,55 (dd,J = 7,5
Hz, 5,4 Hz, 2H, CH2C02), 2,76 (dd, ] = 7,5 Hz, 5,4 2H, CH2C02), 3,20 (m, 2H, CH20),
4,20 (t,] = 5,0 Hz, 1H, OH), 6,54 (s, 1H, Ar), 6,81 (s, 1H, Ar)

13CNMR (125 MHz, DMSO-ds): § = 19,37; 24,58; 27,48; 29,68; 31,30; 38,41; 45,43;
58,06; 79,78; 122,79; 131,55; 133,79; 135,04; 137,73; 149,28; 170,92; 171,25

zwigzki 47ab - przepis ogbélny

o} Do kolby kulistej o pojemnos$ci 100 ml umieszczonej
RONO o w laZni sporzadzonej z suchego lodu oraz acetonu

° wH wprowadzono 50 ml bezwodnego DCM i ochtodzono do
-78°C. W tej temperaturze dodano 1,2 eq chlorku
oksalilu, po czym wkroplono 5 eq DMSO w 1 ml DCM utrzymujac niska temperature
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uktadu (ponizej -60°C). Po 15 min do mieszaniny wprowadzono 1 eq zwigzku 46ab
rozpuszczonego w 10 ml bezwodnego DCM i reakcje pozostawiono na 1,5h
w temperaturze -78°C. Nastepnie, do kolby wkroplono 15 eq trietyloaminy,
a mieszanine pozostawiono do powolnego ogrzania do RT. Po osiggnieciu
temperatury pokojowej dodano 10 ml DCM oraz 10 ml wody i zawartos¢ kolby
mieszano do utworzenia sie dwéch widocznych warstw. Po standardowej obrébce
poreakcyjnej (patrz przepis dla zwigzku 41) uzyskano wystarczajaco czysty
produkt 47ab, ktéry uzyto w dalszych etapach bez dodatkowego oczyszczania.

bursztynian (3,5-dimetylo-2-(2-metylo-4-oksobutan-2-ylo)fenylo)-benzylu 47a

o Wychodzac z 420 mg (0,84 mmol) alkoholu 46a
B"ONO o uzyskano 370 mg (0,74 mmol, 88%) aldehydu 47a.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 8 = 1,57 (s, 6H, (CH3)2C), 2,25 (s, 3H, CH3Ar), 2,56 (s, 3H,
CH:AY), 2,83 (m, 4H, 2x CH2C02), 2,91 (m, 2H, CH2CHO), 5,18 (s, 2H, CHzPh), 6,61
(s, 1H, Ar), 6,87 (s, 1H, Ar), 7,37 (m, 5H, Ph), 9,55 (t, ] = 2,4 Hz, 1H, CHO);

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 20,45; 25,1; 28,67; 29,6; 31,60; 37,82; 56,41; 66,42;
123,24; 128,26; 128,34; 128,60; 132,77; 136,90; 137,85; 149,14; 171,02; 171,88;
202,77

bursztynian (3,5-dimetylo-2-(2-metylo-4-oksobutan-2-ylo)fenylo)-tert-butylu 47b

o Wychodzac z 320 mg (0,69 mmol) alkoholu 46b
tBu-O 0
o o) uzyskano 280 mg (0,61 mmol, 88%) aldehydu 47b.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 = 1,37 (s, 9H, Boc), 1,46 (s, 6H, (CH3)2C), 2,15 (s,
3H, CH3AY), 2,47 (s, 3H, CH3Ar), 2,54 (dd, ] = 7,3 Hz, 5,5 Hz, 2H, CH2C02), 2,76 (dd, ]
=7,3 Hz, 5,4 Hz, 2H, CH2C02), 2,88 (d, ] = 2,2 Hz, 2H, CHCHO), 6,58 (s, 1H, Ar), 6,85
(s, 1H, Ar), 9,44 (t,] = 2,3 Hz, 1H, CHO);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 19,9; 25,19; 28,09; 30,1; 31,40; 37,96; 56,31;
80,59; 123,56; 132,17; 133,51; 136,12; 138,10; 149,60; 171,61; 171,99; 202,74

Zwiazki 48ab - przepis ogdlny

o} W kolbie kulistej o pojemno$ci 250 ml umieszczono 1 eq
RONO o aldehydu 47ab, 55 ml mieszaniny aceton/tBuOH/woda

© ww 6/4/1, v/v/v, 1,5 eq KH2PO4, 6 eq NaClOz oraz 6 eq
2-metylobut-2-enu. Mieszanine reakcyjna pozostawio-
no w RT na ok. 6h, po czym dodano powoli 20 ml nasyconego wodnego roztworu
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NazS203. Nastepnie, za pomocg 1M wodnego roztworu HCl doprowadzono pH
mieszaniny do ok. 2 i przeprowadzono standardowsq izolacje (patrz przepis dla
zwigzku 42). Produkty oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej stosujac
mieszanine heksan/octan etylu/kwas octowy 70/30/1 jako eluent.

bursztynian (3,5-dimetylo-2-(2-metylo-4-karboksylobutan-2-ylo)fenylo)-benzylu
48a

0 Wychodzac z 350 mg (0,7 mmol) aldehydu 47a
Bno\ﬂ/\)J\o o uzyskano 330 mg (0,64 mmol, 92%) zwigzku 48a

o] /©i</”\OH w postaci z6ttego oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,57 (s, 6H, (CHz)2C), 2,23 (s, 3H, CH3Ar), 2,54 (s, 3H,
CHsAT), 2,80 (t, ] = 6,7 Hz, 2H, CH2C03), 2,84 (s, 2H, (CH3)2CCH2C03), 2,90 (t, ] = 6,6
Hz, 2H, CH2CO3), 5,17 (s, 2H, CH2Ph), 6,57 (s, 1H, Ar), 6,82 (s, 1H, Ar), 7,35 (m, 5H,
Ph);

13C NMR (125MHz, CDCls): 8 = 20,18; 25,21; 28,76; 29,85; 31,28; 38,61; 47,6;
66,72;122,92; 128,25; 128,31; 128,59; 132,54; 133,32; 135,66; 136,32; 138,03;
149,38;171,37;172,11; 177,26

bursztynian (3,5-dimetylo-2-(2-metylo-4-karboksylobutan-2-ylo)fenylo)-tert-
butylu 48b

o} Wychodzac z 270 mg (0,58 mmol) aldehydu 47b
tBu-O 0 ;
o o} uzyskano 250 mg (0,52 mmol, 90%) zwigzku 48b

© wOH w postaci z6ttego oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 = 1,41 (s, 9H, Boc), 1,48 (s, 6H, (CH3)2C), 2,17 (s,
3H, CHzAr), 2,47 (s, 3H, CH3Ar), 2,58 (dd, / = 7,3 Hz, 5,6 Hz, 2H, CH2COz2), 2,71 (s,
2H, CH2CO02), 2,78 (dd, ] = 7,4 Hz, 5,5 Hz, 2H, CH2C032), 6,55 (s, 1H, Ar), 6,80 (s, 1H,
Ar), 11,79 (s, 1H, COOH);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 20,12; 25,16; 28,36; 30,21; 31,26; 38,45; 48,14;
80,51; 123,17; 132,00; 134,25; 135,70; 138,0; 149,74; 171,56; 171,82; 173,2

zwigzki 49ab - przepis ogdlny

o} W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 1 eq
R1ONO o kwasu 48a i 1,1 eq pochodnej tryptofanu 11 lub 1 eq

°© sz kwasu 48b i 1,1 eq pochodnej cispentacyny 12. Do
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kolby dodano 10 ml bezwodnego DMF, 1,1 eq HBTU oraz 3,1 eq DIPEA. Reakcje
pozostawiono w RT przez noc, po czym mieszanine wylano na 1M wodny roztwor
HCl umieszczony w rozdzielaczu. Izolacje produktéw przeprowadzono
analogicznie, jak dla zwigzk6w 43ab, a otrzymane surowe produkty oczyszczono na
drodze chromatografii kolumnowe;j.

bursztynian 2-(4-((3-(4-cyjano-1H-indol-3-ylo)-1-etoksy-1-oksypropan-2-
ylo)amino)-2-metylo-4-oksybutan-2-ylo)-3,5-dimetylofenylo-benzylu 49a

o) Wychodzac z 310 mg (0,6 mmol) kwasu 48a, 170 mg
Josn (0,66 mmol) pochodnej 11, 250 mg HBTU (0,66 mmol)
° oraz 250 pl (1,86 mmol) DIPEA otrzymano 330 mg
© b o (0,52 mmol, 86%) zwigzku 49a w postaci bezbarwnego
%N o™ olejuw postaci racemicznej.
o

~NH
NC

1H (500 MHz, DMSO-d¢): 6 = 1,02 (t,/ = 7,1 Hz, 3H, CH3CH20), 1,32 (s, 3H, (CH3)2C),
1,33 (s, 3H, (CH3)2C), 2,10 (s, 3H, CH3Ar), 2,37 (s, 3H, CH3Ar), 2,51 (m, 2H,
CH>CON), 2,70 (dt,J = 12,8 Hz, 5,9 Hz, 4H, CH2CH2CO03), 3,16 (dd, / = 14,9 Hz, 9,4 Hz,
1H, CH:CH) 3,33 (dd, J = 14,9 Hz, 9,4 Hz, 1H, CH:CH), 3,97 (m, 2H, CH3CH:0), 4,52
(m, 1H, CHCH?2), 5,10 (s, 2H, CH2Ph), 6,43 (s, 1H, Ar), 6,72 (s, 1H, Ar), 7,20-7,69 (m,
9H, Ph oraz Ar), 8,14 (d, /= 7,4 Hz, 1H, CONH), 11,52 (s, 1H, NH indol);

13C NMR (125MHz, DMSO-de): & = 14,24; 21,25; 25,25; 26,79; 29,05; 29,89; 31,21;
39,06; 47,74; 53,22; 60,75; 66,23; 100,55; 109,62; 117,41; 121,27; 123,15; 125,90;
126,37; 128,16; 128,34; 128,45; 128,84; 132,04; 135,13; 135,41; 136,46; 136,82;
138,01; 149,74; 170,72; 171,8; 172,23; 172,43

bursztynian 2-(4-(((1R,2S)-2-(benzyloksykarbonylo)cyklopentylo)amino)-2-
metylo-4-oksybutan-2-ylo)-3,5-dimetylofenylo-tert-butylu 49b

o) Wychodzac z 230 mg (0,48 mmol) kwasu 48b, 115 mg
0-tBu (0,53 mmol) pochodnej cispentacyny 12, 200 mg
o HBTU (0,53 mmol) oraz 200 ul (1,49 mmol) DIPEA

0 ’ Oy _oBn otrzymano 200 mg (0,36 mmol, 74%) zwigzku 49b
%N\g w postaci bezbarwnego oleju.
o

1H (500 MHz, DMSO-ds): & = 1,36 (s, 3H, (CH3)2C), 1,37 (s, 9H, Boc), 1,41 (s, 3H,
(CH3)2C), 1,42-1,92 (m, 6H, 3xCH?), 2,12 (s, 3H, CH3Ar), 2,43 (s, 3H, CH3Ar), 2,37
(m, 1H, CH2CON), 2,52 (m, 1H, CH2CON), 2,54 (t, ] = 6,5 Hz, 2H, CH2C02), 2,73 (m,
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2H, CH>C02), 2,89 (m, 1H, CHCO CP), 4,28 (m, 1H, CHNH CP), 4,88 (AB, ] = 12,6 Hz,
2H, CH>-Ph), 6,50 (s, 1H, Ar), 6,75 (s, 1H, Ar), 7,31 (m, 5H, Ph), 7,39 (d,] = 8,4 Hz,

1H, CONH);

13C NMR (125MHz, DMSO0-ds): § = 20,09; 25,46; 22,04; 26,89; 28,19; 30,12; 30,18;
31,32; 31,68; 39,02; 47,63; 48,8; 52,34; 66,07; 80,56; 123,31; 132,10; 135,20;

135,55; 138,16; 128,38; 128,71;

136,57; 149,89; 171,58; 171,98; 173,19

N-((25)-5-((N-benzyloksy)acetamido)-1-benzyloksy-1-oksypentan-2-ylo)-4-(2-(4-
((3-(4-cyjano-1H-indol-3-ylo)-1-etoksy-1-oksypropan-2-ylo)amino)-2-metylo-4-

oksybutan-2-ylo)-3,5-dimetylofenylo)-4-oksybutanamid 50a

O._0Bn
i i/\/e\c
w N
H OBn
(e]

o
\EP;WH 0
N O/\
0 =
NH
NC

W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono
310 mg (0,49 mmol) zwigzku 49a, 10 ml metanolu
oraz 30 mg katalizatora 10% Pd/C. Przez
zawiesine przepuszczano strumien/ gazowy
wodo6r i mieszanine pozostawiono na kilka godzin
w RT. Nastepnie zawiesine przesaczono przez celit,
osad kilkukrotnie przemyto metanolem, a przesacz
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

Uzyskang oleista pozostato$¢ rozpuszczono w 10 ml bezwodnego DMF i do

roztworu dodano 185 mg (0,32 mmol) w-N-acetylo-w-N-hydroksyornityny 23, 205

mg (0,54 mmol) HBTU oraz 205 ul (1,52 mmol) DIPEA. Mieszanine pozostawiono w

RT przez noc, po czym zawarto$¢ kolby wylano na 1M wodny roztwoér HCI. Izolacje

wykonano analogicznie, jak dla zwigzkéw 43ab, a otrzymany produkt oczyszczono

na drodze chromatografii kolumnowej stosujac uktad heksan/octan etylu 1/1, v/v

jako eluent. Uzyskano 255 mg (0,28 mmol, 58%) zwigzku 50a w postaci oleju jako

mieszanine diastereoizomerdw.

1H (500 MHz, DMSO-ds): § = 1,02 (t,] = 7,1 Hz, 3H, CH3CH20), 1,32 (s, 3H, (CH3)2C),
1,33 (s, 3H, (CH3)2C), 1,53-1,71 (m, 4H, CH2CH2), 1,97 (s, 3H, CH5C0), 2,08 (s, 3H,
CHsAr), 2,36 (s, 3H, CH3AT), 2,52 (m, 4H, CH>CO> oraz CH>-CONH) 2,71 (m, 2H,
CH:C0:), 3,16 (dd, ] = 14,8 Hz, 9,5 Hz, 1H, CH2CH) 3,33 (m, 1H, CHzCH), 3,56 (m,
2H, NCH2), 3,97 (m, 2H, CH20), 4,33 (m, 1H, CHCH2), 4,52 (m, 1H, CHCH2CH>), 4,80
(s, 2H, CH2Ph), 5,08 (s, 2H, NOCH:Ph), 6,51 (s, 1H, Ar), 6,70 (s, 1H, Ar), 7,21-7,69
(m, 14H, 2xPh oraz Ar), 8,14 (d, ] = 7,4 Hz, 1H, CONH), 8,43 (d,] = 7,5 Hz, 1H,

CONH), 11,51 (s, 1H, NH indol);

13CNMR (125 MHz, DMSO-ds): § = 14,46; 20,73; 21,35; 25,22; 23,53; 26,94; 28,63;
29,85; 31,19; 31,14; 31,23; 39,09; 44,01; 47,61; 52,24; 53,2; 60,75; 66,61; 75,74;

100,51;109,63; 117,41; 119,67;

121,27;123,28; 125,89; 126,30; 128,12; 128,23;
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128,43; 128,88; 129,09; 129,88; 131,95; 135,18; 135,38; 136,33; 136,82; 137,92;
149,95;170,74; 171,51; 171,52; 172,1; 172,23; 172,29

N-((25)-5-((N-benzyloksy)acetamido)-1-benzyloksy-1-oksypentan-2-ylo)-4-(2-(4-
((1R,25)-2-((benzyloksy)karbonylo)cyklopentyloamino)-2-metylo-4-oksybutan-2-
ylo)-3,5-dimetylofenylo)-4-oksybutanamid 50b

W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono

OBn
(0] Ac
ﬁ/HLNi/\/N\OBn 180 mg (0,32 mmol) zwigzku 49b oraz 12 ml
o

H mieszaniny DCM/TFA 3/1, v/v. Roztwér

o O_0Bn pozostawiono w RT przez 1h, po czym
H s . s

N ? rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym

o} ciSnieniem, a oleistg pozostatoS¢ rozpuszczono

w 10 ml DMF. Kolejno dodano 120 mg (0,32 mmol) w-N-acetylo-w-N-
hydroksyornityny 23, 133 mg (0,35 mmol) HBTU oraz 133 pl (1 mmol) DIPEA
i mieszanine pozostawiono w RT na noc. Po tym czasie zawartos$¢ kolby wylano na
1M wodny roztwoér HCL I1zolacje wykonano analogicznie, jak dla zwigzkéw 43ab,
a otrzymane produkty oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej stosujac
uktad heksan/octan etylu 1/1, v/v jako eluent. Uzyskano 180 mg (0,21 mmol, 65%)
zwigzku 50b w postaci oleju.

1H (500 MHz, DMSO-ds): & = 1,35 (s, 3H, (CH3)2C), 1,41 (s, 3H, (CH3)2C), 1,42-1,92
(m, 10H, 3xCH: oraz CH>CH>), 1,95 (s, 3H, CH3CO), 2,1 (s, 3H, CHs-Ar), 2,35 (s, CHz-
CONH), 2,42 (s, 3H, CHz-Ar), 2,52 (m, 2H, CH2C02), 2,71 (m, 2H, CH2C02), 2,88 (m,
1H, -CH-C0), 3,56 (m, 2H, NCH), 4,27 (m, 1H, CHNH), 4,33 (m, 1H, CHCH:), 4,8 (s,
2H, CH2Ph), 4,88 oraz 4,99 (AB, ] = 8,4 Hz, 2H, CHzPh), 5,06 (s, 2H NOCH:Ph), 6,52
(s, 1H, Ar), 6,72 (s, 1H, Ar), 7,35 (m, 16H, 3xPh oraz CONH), 8,43 (d, ] = 8,42 Hz, 1H,
CONH);

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 20,09; 25,35; 20,5; 23,50; 25,65; 26,76; 28,68;
29,15; 29,88; 30,14; 31,55; 31,4; 39,18; 47,42; 47,56; 47,97; 52,21; 52,37; 65,91;
66,29; 75,75; 116,05; 123,31; 125,79; 128,12; 128,30; 128,33; 128,43; 128,74;
128,83; 128,89; 129,09; 129,87; 131,98; 135,19; 135,39; 136,34; 136,61; 138,03;
149,97;170,27;171,38; 171,48; 172,17; 172,3; 173,19
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N-((25)-5-((N-hydroksy)acetamido)-1-karboksylopentan-2-ylo)-4-(2-(4-((3-(4-
cyjano-1H-indol-3-ylo)-1-etoksy-1-oksypropan-2-ylo)amino)-2-metylo-4-
oksybutan-2-ylo)-3,5-dimetylofenylo)-4-oksybutanamid 51a

0 O OH o W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono
ﬁ))‘\NL\/N‘OH 230 mg (0,26 mmol) zwigzku 50a, 10 ml metanolu
o H oraz 30 mg katalizatora 10% Pd/C. Przez zawiesine
o o przepuszczano strumien gazowego wodoru
%H N w czasie kilku godzin, po czym zawiesine
o) przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem przez

~NH : ) i
Nc% celit. Osad wielokrotnie przemyto metanolem,
a przesacz odparowano do sucha otrzymujac 170

mg (0,24 mmol, 91%) zwigzku 51a w postaci oleju jako mieszanine
diastereoizomeréw.

1H (500 MHz, DMSO-ds): § = 1,03 (t, 3H, CH3CH:0), 1,32 (s, 3H, (CH3)2C), 1,33 (s,
3H, (CHs)zC), 1,46-1,85 (m, 4H, CH2CH2), 1,94 (s, 3H, CH5C0), 2,11 (s, 3H, CH3Ar),
2,37 (s, 3H, CH3Ar), 2,51 (m, 2H, CH2C02), 2,71 (m, 2H, CH2C02), 3,15 (s, 2H,
CH>CONH), 3,43-3,78 (m, 4H, CH>CH oraz NCH?) 3,98 (m, 2H, CH3CHz0), 4,14 (m,
1H, CHCH2), 4,50 (m, 1H, CHCHzCHz), 6,50 (s, 1H, Ar TML), 6,70 (s, 1H, Ar TML),
7,19 (t, 1H, Ar), 7,37 (s, 1H, Ar), 7,47 (d, 1H, Ar ), 7,7 (d, 1H, Ar), 8,08 (bs, 1H,
CONH), 8,16 (d, 1H, CONH), 10,06 (bs, 1H, -OH), 11,62 (s, 1H, NH indol);

13C NMR (125MHz, DMSO-ds): 6 = 14,87; 20,82; 20,82; 26,29; 24,94; 28,49; 30,74;
31,56; 31,71; 32,56; 32,69; 41,06; 49,03; 54,74; 55,17; 55,2; 62,79; 102,65; 109,26;
116,46; 119,18; 120,69; 122,80; 125,44; 126,29; 127,09; 127,20; 131,87; 133,72;
133,85; 136,08; 136,87; 137,95; 151,65; 173,9; 173,92; 174,25; 172,45; 174,49;
174,69

ESI-MS: obliczono dla C3sH47Ns010 733,33, znaleziono m/z 734,3 [M+H]*

N-((25)-5-((N-hydroksy)acetamido)-1-karboksylopentan-2-ylo)-4-(2-(4-((1R,25)-
2-karboksylocyklopentyloamino)-2-metylo-4-oksybutan-2-ylo)-3,5-
dimetylofenylo)-4-oksybutanamid 51b

W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono

OxOH
o Ac
ﬁrl\ I/\/N‘OH 160 mg (0,19 mmol) zwigzku 50b, 10 ml metanolu
o)

oraz 20 mg katalizatora 10% Pd/C. Przez zawiesine

o] ., O _on przepuszczano wodér przez kilku godzin, po czym
N ? mieszanine przesgczono pod zmniejszonym
o) cisnieniem przez celit. Osad wielokrotnie sptukano

metanolem, a przesacz odparowano do sucha otrzymujgc 110 mg (0,19 mmol, 98%)
zwigzku 51b w postaci oleju. [a]3° +7,8 (c0.9, MeOH)
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1H (500 MHz, DMSO-de): & = 1,26-2,07 (m, 10H, 3xCHz oraz CH:CH2), 1,51 (s, 3H,
(CH3)2C), 1,63 (s, 3H, (CH3)2C), 1,98 (s, 3H, CH3C0), 2,08 (s, 3H, CHAr), 2,20 (s, 3H,
CH3Ar), 2,42 (dd, ] = 13,3 Hz, 5,4 Hz, 1H, CH.CONH), 2,6-3,03 (m, 6H, CH.CONH, OC-
CH>CH,-CO, CHCO), 3,57 (dt, ] = 12 Hz, 5,7 Hz, 2H, NCH2CH), 4,14 (m, 1H, CHNH),
4,30 (m, 1H, CHCH2), 6,64 (s, 1H, Ar), 6,83 (s, 1H, Ar);

13C NMR (125MHz, DMSO-de): 6 = 18,85; 21,57; 24,4; 21,88; 22,87; 27,70; 29,30;
30,03; 31,06; 31,19; 31,5; 39,57; 48,99; 52,21; 54,61; 61,35; 66,44; 122,95; 132,03;
133,47; 135,95; 137,91; 150,07; 171,92; 172,12; 172,52; 172,69; 177,76

ESI-MS: obliczono dla C30H43N3010 605,29, znaleziono m/z 606,3 [M+H]*

(8)-w-N-acetylo-w-N-benzyloksy-a-N-tert-butoksykarbonyloornitynian benzylu 52

Oy 0Bn . W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 250 mg
BOC\NI/\/N‘OBn (0,42 mmol) w-N-acetylo-w-N-benzyloksy-a-N-tert-
H

butoksykarbonylo-L-ornityny 23 rozpuszczonej w 20 ml
mieszaniny woda/1,4-dioksan 1/1, v/v oraz 180 mg (2,2 mmol) NaHCOs. Nastepnie
wkroplono 150 pl (1,3 mmol) chlorku benzylu i rekcje pozostawiono w RT przez
noc. Po tym czasie 1,4-dioksan odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a do
pozostatos$ci dodano wodny roztwdr 1M HCl doprowadzajac pH do ok. 2. Zawarto$¢
kolby przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano octanem etylu (4x30 ml).
Potaczone wartwy organiczne przemyto dwukrotnie solanka (2x50 ml), osuszono nad
bezwodnym MgSOs4, Srodek suszacy oddzielono, a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ciSnieniem. Uzyskany surowy produkt oczyszczono na drodze
chromatografii kolumnowej stosujgc uktad heksan/octan etylu 4/1, v/v jako eluent.
Otrzymano 150 mg (0,32 mmol, 76%) produktu w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & = 1,34 (s, 9H, Boc), 1,52-1,65 (m, 4H, CHCH2CH>),

1,96 (s, 3H, CH3CO), 3,56 (m, 2H, CH2N), 4,00 (m, 1H, CHCH2), 4,83 (s, 2H, CH2Ph),
5,10 (s, 2H, CHzPh), 7,27-7,43 (m, 10H, 2xPh)

(25)-w-N-acetylo-w-N-benzyloksyornitynian benzylu 53

o W kolbie kulistej o pojemnosci 15 ml umieszczono 150 mg

OBn
Ac
I/VN\ . (0,32 mmol) estru benzylowego ornityny 52 oraz 16 ml

e o mieszaniny DCM/TFA 3/2, v/v. Reakcje pozostawiono w RT na
1h, po czym rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy
produkt rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przeniesiono do rozdzielacza.
Warstwe organiczng przemyto nasyconym wodnym roztworem NaHCO3 (2x50 ml)
oraz solankg (1x40 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO4, $rodek suszacy oddzielono,
a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 118 mg (0,32

mmol, 100%) produktu w postaci bezbarwnego oleju.
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1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 = 1,56-1,64 (m, 4H, CHCH2CH_), 2,05 (s, 3H,
CH3CO), 3,64 (m, 2H, CHzN), 4,11 (m, 1H, CHCHz), 5,02 (s, 2H, CHzPh), 5,16 (s, 2H,
CH:Ph), 7,27-7,43 (m, 10H, 2xPh),

5.2.10 Synteza potencjalnych inhibitoréw enzymatycznych szlaku
biosyntezy L-metioniny

Zwiazki 59ab - przepis ogélny

o) W kolbie Kkulistej o pojemnosci 250 ml umieszczono 1leq
HOMOH aminokwasu, 100 ml mieszaniny woda/1,4-dioksan 1/1, v/v, 4 eq
HN..,, ~ NaHCO3 oraz 1,2 eq chloromréwczanu benzylu. Reakcje

pozostawiono w RT przez noc, po czym zawartos¢ kolby
przeniesiono do rozdzielacza i przemyto dwoma porcjami octanu etylu (2x20 ml).
Do warstwy wodnej dodano 1M wodny roztwdér HCl doprowadzajac pH do ok. 2
i ekstrahowano octanem etylu (4x30 ml). Potgczone warstwy organiczne przemyto
solanka (30 ml), osuszono nad bezwodnym MgSO4, $rodek suszacy oddzielno,
a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskany produkt
wykorzystano w nastepnym etapie bez dodatkowego oczyszczania.

N-benzyloksykarbonylo-L-seryna 59a

o) Wychodzac z 1g (9,5 mmol) L-seryny, 3,2 g (38,1 mmol) NaHCO3

HO on oraz 1,6 ml (11,4 mmol) chloromréwczanu benzylu uzyskano 2 g

ANy, (8,5 mmol, 89%) Cbz-seryny 59a w postaci bialego proszku
ott117-120°C (lit.193 tt 118-119°C).

1H (500 MHz, CDCls): 6 = 2,29 (t, 1H, OH), 3,96 (m, 1H, CHz), 4,04 (m, 1H, CH>), 4,51
(m, 1H, CH), 5,14 (s, 2H, CHzPh), 5,78 (d, 1H, NH), 7,37 (m, 5H, Ph)

N-benzyloksykarbonylo-L-homoseryna 59b

o Wychodzac z 1g (8,4 mmol) L-homoseryny, 2,8 g (33,6 mmol)
HO on NaHCOs3 oraz 1,4 ml (10,1 mmol) chloromréwczanu benzylu

AN, uzyskano 1,8 g (7,3 mmol, 87%) Cbz-homoseryny 59b.

1H (500 MHz, CDCls): 6 = 1,74 (t, 1H, OH), 2,19 (m, 2H, CH>), 3,66 (m, 1H, CH>), 3,72
(m, 1H, CH>), 4,62 (m, 1H, CH), 5,18 (s, 2H, CHzPh), 5,72 (d, 1H, NH), 7,38 (m, 5H,
Ph)
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Zwiazki 60ab - przepis ogdlny

o W kolbie kulistej o pojemnos$ci 250 ml umieszczono 1 eq
HOMOBn aminokwasu, 100 ml etanolu oraz 0,5 eq CsCOs. Mieszanine
AN~ b, pozostawiono na 1h w RT, po czym rozpuszczalnik odparowano

pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w 100
ml bezwodnego DMF i dodano 1,5 eq bromku benzylu. Mieszanine reakcyjna
pozostawiono stale mieszang w RT przez noc stale mieszajac, po czym zawarto$¢
kolby rozcieniczono 50 ml wody i ekstrahowano octanem etylu (3x40 ml). Potagczone
ekstrakty organiczne przemyto woda (2x30 ml), solankg (30 ml), wysuszono nad
bezwodnym NaSOs4, $rodek suszacy odrzucono, a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskane produkty oczyszczono na drodze chromato-
grafii kolumnowej stosujac heksan/octan etylu 5/1, v/v, jako eluent.

N-benzyloksykarbonylo-L-serynian benzylu 60a

o Wychodzac z 2 g (8,5 mmol) Cbz-L-seryny, 1,4 g (4,3 mmol)
HO oBn Weglanu cezuoraz 1,2 ml (10,2 mmol) bromku benzylu otrzymano
HN<p2 1,8 g (5,5 mmol, 65%) estru 60a.

1H (500 MHz, CDCl3): & = 2,29 (t, 1H, OH), 3,95 (m, 1H, CH2), 4,02 (m, 1H, CH), 4,51
(m, 1H, CH), 5,14 (s, 2H, CH2Ph), 5,24 (s, 2H, CH:Ph), 5,78 (d, 1H, NH), 7,37 (m,
10H, Ph)

N-benzyloksykarbonylo-L-homoserynian benzylu 60b

o) Wychodzac z 1,8 g (7,3 mmol) Cbz-L-homoseryny, 1,2 g (3,7
HO ogn mmol) weglanu cezu oraz 1,05 ml (8,8 mmol) bromku benzylu
AN b, otrzymano 1,7 g (5 mmol, 68%) estru 60b.

1H (500 MHz, CDCls): § = 1,72 (t, 1H, OH), 2,23 (m, 2H, CH2), 3,66 (m, 1H, CH>), 3,72
(m, 1H, CHz), 4,67 (m, 1H, CH), 5,15 (s, 2H, CHzPh), 5,21 (s, 2H, CHzPh), 5,72 (d, 1H,
NH), 7,38 (m, 10H, Ph)

Zwiazki 61ab - przepis ogdlny

0 o) W kolbie kulistej o pojemnos$ci 100 ml umieszczono 26,6 g
HO™ %MOB” (0,25 mol) dichlorku metylofosfonowego oraz 40 ml toluenu.
ANy, Do mieszaniny dodano 2,25 g (0,25 mol) wody w tempe-

raturze nie przekraczajgcej 60°C w okresie 30 min. Kolejno
Nastepnie roztwor ogrzano do 110°C i pozostawiono w tej temperaturze na przez
4h, po czym przez mieszanine przepuszczono kilkukrotnie strumien powietrza
w celu usuniecia gazowego HCI. Kolejno wprowadzono 0,25 mol zwigzku 60a lub
60b i zawarto$¢ kolby pozostawiono na przez 2h w temperaturze 100°C.
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Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem, a pozostatosc
oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej stosujgc uktad chloroform
/metanol/woda 60/10/1, v/v/v jako eluent.

N-benzyloksykarbonylo-0-(hydroksy(metylo)fosforylo)-L-serynian benzylu 61a

o) Wychodzac z 1,5 g (4,55 mmol) zwigzku 60a uzyskano 0,74 g
HO/P\/O/\‘)kOBn (1,82 mmol, 40%) zwigzku 61a.
HN\Cbz

1H (500 MHz, CDCls): § = 1,37 (d, J= 18,0 Hz, 3H, CH3-P), 4,29 (m, 1H, CH>), 4,42 (m,
1H, CH2), 4,62 (m, 1H, CH), 5,23 (s, 2H, CHzPh), 5,21 (s, 2H, CHzPh), 7,36 (m, 10H,
2xPh)

31P (202,4 MHz, CDCl3): § = 34,25

ESI-MS: obliczono dla C19H22NO7P 407,11, znaleziono m/z 408 [M+H]*

N-benzyloksykarbonylo-0-(hydroksy(metylo)fosforylo)-L-homoserynian benzylu
61b

0 Wychodzac z 1,5 g (4,37 mmol) zwiazku 60a uzyskano 1 g
//\P\/O\/\)kOBn (2,4 mmol, 55%) zwiazku 61a.
0 OH HN\Cb
z

1H (500 MHz, DMSO-ds): § = 1,28 (d, ] = 17,2 Hz, 3H, CH3P), 1,91 (m, 1H, CHCH>),
2,06 (m, 1H, CHCH>), 3,94 (m, 2H, CH20), 4,24 (m, 1H, CH), 5,03 (ab, 2H, CH:Ph),
5,13 (s, 2H, CHzPh), 7,33 (m, 10H, 2xPh), 7,85 (d, ] = 7,9 Hz, 1H, NH)

31P (202,4 MHz, CDCl3): § = 27,73

ESI-MS: obliczono dla C20H24NO7P 421,13, znaleziono m/z 422 [M+H]*

Zwiagzki 541 55 - przepis ogdlny

o) o) W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 1 eq

1]
HO \/OMOH zwigzku 61a lub 61b, 0,05 eq katalizatora 10% Pd/C oraz 20
NH; ml metanolu, Przez roztwér przepuszczano wodoér przez 4h,

Po tym czasie zawarto$¢ kolby przesaczono przez celit, osad odrzucono, a przesacz
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
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0-(hydroksy(metylo)fosforylo)-L-seryna 54

¢ o) Wychodzacz 0,7 g (1,72 mmol) zwigzku 61a uzyskano 315 mg
HO/F’\/O%OH (1,72 mmol) zwigzku 54.

NH
? 1H (500 MHz, D20): & = 1,18 (d, ] = 17,4 Hz, 3H, CHsP), 4,08
(m, 1H, CH>), 4,11 (t, 1H, CH), 4,21 (m, 1H, CH>)

13C (125 MHz, D20): & = 10,13, 11,22, 54,88, 62,35, 171,46
31P (202,4 MHz, D20): § = 27,48

ESI-MS: obliczono dla C4H10NOsP 183,03, znaleziono m/z 184 [M+H]*

O-(hydroksy(metylo)fosforylo)-L-homoseryna 55

o) Wychodzacz 0,9 g (2,14 mmol) zwigzku 61b uzyskano 420 mg

o)
/“P\/O\/\‘)ko,_, (2,14 mmol) zwigzku 55.

OH NH,
1H (500 MHz, D20): 8 = 1,19 (d, ] = 16,6 Hz, 3H, CH5P), 2,08 (m, 1H, CH>), 2,21 (m,
1H CH>), 3,94 (m, 2H, CH20), 4,07 (m, 1H, CH)
13C (125 MHz, D20): 6 = 10,14, 30,45, 11,23, 50,96, 60,26, 171,92
31P (202,4 MHz, D20): § = 28,51

ESI-MS: obliczono dla CsH12NOsP 197,05, znaleziono m/z 198 [M+H]*

Metylofosfonian dietylu 62

o) Do kolby kulistej o pojemnosci 50 ml wprowadzono 1 ml (5,88

o F"\O/\ mmol) fosforynu trietylowego oraz 370 pl (594 mmol)

jodometanu. Zawarto$¢ kolby ogrzano do 100°C i w tej tempera-

turze pozostawiono przez 2h. Nastepnie mieszanine poreakcyjna odparowano pod

zmniejszonym ci$nieniem uzyskujac 715 mg (4,7 mmol, 80%) produktu w postaci
biatego osadu.

1H (500 MHz, CDCls): 8 = 1,19 (m, 6H, CHs), 1,29 (d, ] = 17,1 Hz, 3H CHsP), 3,92 (m,
4H, CH>)

Kwas metylofosfonowy 63

o) Do kolby kulistej o pojemnosci 50 ml dodano 700 mg (4,6 mmol)

HO*F"*OH metylofosfonianu dietylowego 62 oraz 20 ml 1M wodnego roztworu
HCL. Mieszanine ogrzano do 150°C i w tej temperaturze prowadzono
reakcje przez 24h. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym

ci$nieniem, a pozostato$¢ ogrzano do temperatury 100°C i pozostawiono na kilka
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godzin w tej temperaturze do catkowitego odparowania pozostatej wody
i zanieczyszczen. Uzyskano 340 mg (3,54 mmol, 77%) produktu w postaci biatego
osadu.

1H (500 MHz, CDCl3): § = 1,23 (d, ] = 17,1 Hz, 3H, CH3)

Dichlorek kwasu metylofosfonowego 64

o Do kolby kulistej o pojemnosci 25 ml dodano 650 mg (4,27 mmol) kwasu
C'*'%’C' metylofosfonowego 63, 15 ml chloroformu oraz katalityczne ilo$¢
trietyloaminy (20 pl). Do mieszaniny wprowadzono 600 pl chlorku

oksalilu i kolbe ogrzano do 70°C. Mieszanine reakcyjna pozostawiono az do zaniku
osadu, ok. 6h. Zawartos¢ kolby destylowano pod zmniejszonym ciSnieniem
i zbierano frakcje wrzacg w 85°C pod ci$nieniem 47 mmHg.19¢ Uzyskano 270 mg

(2,04 mmol) oleju zawierajgcego niewielkie ilo$ci zanieczyszczen.
1H (500 MHz, CDCls): 6 = 1,56 (d, ] = 18,1 Hz, 3H, CH3)

31P (202,4 MHz, CDCl3): 6 = 26,92

N-benzyloksykarbonylo-L-glutamina 65

o o) Do kolby kulistej o pojemnos$ci 100 ml wprowadzono 5 g (34,2
H,N WOH mmol) L-glutaminy, 40 ml mieszaniny woda/1,4-dioksan 1/1,
L v/v oraz 575 g (68,5 mmol) wodoroweglanu sodu. Do

mieszaniny dodano wkroplono 5,8 ml (41 mmol) chloro-
mréwczanu benzylu i reakcje pozostawiono w RT na przez noc. Po tym czasie
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem dioksan, a do pozostatosci dodano 1M
wodny roztwér HCl do uzyskania przez roztwér pH ok. 2. Zawartos¢ kolby
przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano octanem etylu (3x30 ml), a potaczone
warstwy organiczne przemyto wodg (20 ml) i solanka (20 ml). Warstwe octanowa
osuszono nad bezwodnym MgSO4, S$rodek suszacy oddzielono, a przesacz
odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem. Produkt oczyszczono stosujac
chromatografie kolumnowa w uktadzie heksan/octan etylu 1/1, v/v, Uzyskano 8,3
g (29,75 mmol, 87%) produktu w postaci ciata statego o tt 135-137°C (lit.195
tt 137°C). [a]Z -9,1 (c1, H20), lit.1% [a]2° -8,9 (c1, H20).

1H (500 MHz, DMSO-ds): § = 1,87 (m, 1H, CH2), 1,98 (m, 1H, CH2), 2,18 (m, 2H, CH2),
4,01 (m, 1H, CH), 5,05 (s, 2H, CH2Ph), 6,78 (d, 1H, NH), 7,42 (m, 5H, Ph), 7,67 (d,
NH?)
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Kwas (S)-2-N-benzyloksykarbonylo-2,4-diaminobutanowy 66a

o) Do kolby kulistej o pojemnos$ci 100 ml dodano 5 g (17,85 mmol)
HZN\/\A)kOH L-glutaminy, 10 ml THF, 1,2 ml wody oraz 6,8 g (21,45 mmol)
L PIDA. Zawiesine ochtodzono do 4°C i w tej temperaturze
prowadzono reakcje przez 8h, po czym rozpuszczalniki
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wyizolowano stosujac
chromatografie kolumnowa w uktadzie chloroform/metanol/woda 7/4/1, v/v/v.
Uzyskano 2 g (7,94 mmol, 44%) czystego produktu w postaci biatego osadu o
skrecalnoéci [a]2 -9,6 (c1, H20), (1it.17 [a]Z® -9,6 (c1, H20)).

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): 8 = 1,69 (m, 1H, CH:CH), 1,88 (m, 1H, CH:CH), 2,82-
2,91 (m, 2H, NH2CH>), 3,6 (m, 1H, CH2CH), 4,99 (s, 2H, CHzPh), 6,59 (d, 1H, NH),
7,24-7,39 (m, 5H, Ph)

1H NMR (500 MHz, D20): § = 1,84-1,92 (m, 2H, CH:CH), 1,94 (s, 3H CH3C0), 3,27 (t,
2H, CH:NH), 4,2 (m, 1H, CHCH2), 5,13 (s, 2H, CHzPh), 7,36-7,49 (m, 5H, Ph)

Kwas (S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-N-acetylo-2,4-diaminobutanowy 67a

o o W kolbie kulistej o pojemno$ci 25 ml umieszczono 500 mg (1,98
HN\/\‘)kOH mmol) zwigzku 66a, 5 ml pirydyny oraz 188 ul (1,98 mmol)
. bezwodnika octowego. Reakcje pozostawiono w RT przez noc,

Z

po czym do mieszaniny dodano 1M wodny roztwdér HCI
doprowadzajac do pH ok, 2. Zawarto$¢ kolby przeniesiono do rozdzielacza
i ekstrahowano octanem etylu (3x20 ml). Polaczone warstwy organiczne
ekstrahowano 5% wodnym roztworem NaHCOs (3x20 ml). Potaczone warstwy
wodne zakwaszono 1M roztworem HCIl i ponownie ekstrahowano octanem etylu
(3x20 ml). Warstwy octanowe potaczono i przemyto solanka (10 ml), osuszono nad
bezwodnym MgS04, Srodek suszacy oddzielono, a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono na drodze chromatografii
kolumnowej stosujac uktad chloroform/metanol /kwas octowy 65/10/1, v/v/v jako
eluent. Uzyskano 350 mg (1,18 mmol, 60%) produktu w postaci biatego osadu.

1H NMR (500 MHz, D20): & = 1,84-1,92 (m, 2H, CH:CH), 1,94 (s, 3H CH5C0), 3,27 (t,
2H, CH:NH), 4,2 (m, 1H, CHCH2), 5,13 (s, 2H, CHzPh), 7,36-7,49 (m, 5H, Ph)

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 25,87, 30,57, 37,59, 52,52, 69,06, 128,21,
133,43, 136,33, 159,05, 168,41, 175,43
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Kwas (S)-2-N-tert-butyloksyksykarbonylo-4-N-benzoilo-2,4-diaminobutanowy
67b

Yo o W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 1 g (4,79
HN\/\)kOH mmol) Boc-chronionego kwasu L-2,4-diaminobutanowego

66b, 390 mg (9,63 mmol) NaOH oraz 20 ml mieszaniny
woda/1,4-dioksan 1/1, v/v. Roztwér ochtodzono do 0°C,
a nastepnie wkraplano 670 pl (5,75 mmol) chlorku benzoilu. Reakcje pozostawiono
w RT przez noc, po czym do kolby dodano 1M wodny roztwér HCl doprowadzajac
pH do 2. Mieszanine ekstrahowano eterem dietylowym (3x20 ml), a potaczone
ekstrakty organiczne przemyto solanka (1x20 ml), osuszono nad bezwodnym
MgS04, Srodek suszacy oddzielono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym
ciSnieniem. Produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej stosujac
uktad heksan/octan etylu/kwas octowy 60/40/1 v/v/v, jako eluent. Otrzymano
1,24 g (4,02 mmol, 84%) produktu w postaci biatego proszku.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): 8 = 1,36 (s, 9H, Boc), 1,79 (m, 1H, CH-CH), 1,97 (m,
1H, CH:CH), 3,27-3,32 (m, 2H, CH:NH), 3,97 (m, 1H, CHCH:), 7,14 (m, 5H, Ph), 12,5
(bs, 1H, COOH)

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 = 28,64, 30,97, 36,88, 51,89, 78,49, 127,59,
128,65, 131,5, 134,94, 156,00, 166,68, 174,43

kwas (S)-4-N-acetylo-2,4-diaminobutanowy 56

0 o W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 350 mg (1,19
HN\/\)kOH mmol) zwigzku 67a, 5 ml THF oraz 10 mg katalizatora 10%
NH, Pd/C. Przez zawiesine przepuszczano wodor i reakcje prowa-

dzono przez 4h. Po tym czasie mieszanine przesgczono przez
celit, osad przemyto kilkakrotnie woda i odrzucono, a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 187 mg (1,17 mmol, 98%) produktu

w postaci biatego osadu o skrecalnosci [«]2° -10,7 (c1,4, EtOH).

1H NMR (500 MHz, D20): = 1,96 (s, 3H, CH5C0), 1,97-2,12 (m, 2H, CH2CH), 3,22-
3,28 (m, 1H CHzNH), 3,31-3,37 (m, 1H, CH:NH), 3,68 (dd, J = 7,6 i 5,6 Hz, 1H,
CHCH?)

13CNMR (500 Hz, D20): 6 = 21,6, 30,0, 35,3, 52,3, 174,1, 174,6

ESI-MS: obliczono dla CsH12N203 160,08 znaleziono m/z 161 [M+H]*
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kwas (S)-4-N-benzoilo-2,4-diaminobutanowy 57

Ph. _O o W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 1 g (3,11

HN mmol) zwigzku 67b, 9 ml DCM oraz 3 ml TFA, Zawartos¢
\/YJ\OH kolby mieszano w RT przez 2h, po czym rozpuszczalniki

NH; odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Do pozostatosci
dodano 0,5 ml DCM oraz 10 ml eteru dietylowego, co skutkowato wypadnieciem
biatego osadu, ktéry odsaczono i kilkukrotnie przemyto eterem dietylowym.
Produkt przeprowadzono w forme soli chlorkowej stosujac mieszanine
HCl/dioksan. Otrzymano 0,74 g (2,86 mmol, 92%) produktu w postaci biatego osadu

o skrecalnosci [a]2® +3 (c1, H20).

1H NMR (500 MHz, D20): § = 2,0 (m, 2H, CH:CH), 3,3 (m, 2H, CH:NH), 3,87 (t, 1H,
CHCH2), 7,18-7,44 (m, 5H, Ph)

13C NMR (500 MHz, DMSO-ds): 27,74, 30,8, 36,8, 127,68, 129,02, 132,02, 135,03,
166,8,170,82

ESI-MS m/z: obliczono dla C11H14N203 222,10 [MH]* znaleziono m/z 223 [M+H]*

N-tert-butoksykarbonylo-L-seryna 68

o) W kolbie kulistej o pojemno$ci 250 ml umieszczono 5 g (47,6
HO/\‘)kOH mmol) L-seryny, 10,1 g (95,2 mmol) NazCOs3 oraz 100 ml
HN-goc mieszaniny woda/1,4-dioksan 1/1, v/v. Kolejno roztwor

ochtodzono do 0°C i dodano 15,6 g (71,4 mmol) Boc20. Mieszanine ogrzano do RT
i pozostawiono na noc, po czym odparowano dioksan pod zmniejszonym
ciSnieniem, a do pozostato$ci dodano 50 ml wody. Warstwe wodng przemyto
eterem dietylowym (2x30 ml) i zakwaszono 1M wodnym roztworem HCIl do pH ok.
2. Zawiesine przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano octanem etylu (3x40 ml),
a potaczone warstwy organiczne przemyto woda (30 ml) i solankg (30 ml),
osuszono nad bezwodnym MgS04, Srodek suszacy oddzielono, a filtrat odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskano 8,5 g (41,4 mmol, 87%) surowego oleju,
ktéry uzyto do kolejnej reakcji. [a]3°+1,1 (c1, CH30H), 1it.198 [a]2°+1,2 (c1, CH30H).

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 1,36 (s, 9H, Boc), 3,61 (d, 2H, CHz), 3,95 (m, 1H,
CH), 6,72 (d, 1H, NH)

(8)-N-(N-tert-butoksykarbonylo-serylo)-0-benzylo-hydroksyloamina 69

o W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml umieszono 8,5 g
(41,4 mmol) Boc-L-seryny rozpuszczonej w 100 ml THF. Do

HO NHOBnN
HN roztworu dodano 15,6 g (98 mmol) chlorowodorku
“Boc O-benzylohydroksyloaminy rozpuszczonego w 400 ml
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wody. Doprowadzono pH roztworu do 4,5 przy uzyciu 50% wodnego roztworu
NaOH. Nastepnie dodano w kilku porcjach roztwér 20 g (98 mmol) DCC w 300 ml
THF, tak aby otrzymac¢ pH 4,5; w razie potrzeby pH obnizano 6M wodnym
roztworem HCI. Reakcje kontynuowano przez 3h stale monitorujac pH. Po tym
czasie odparowano THF pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ przesaczono
zbierajac osad. Osad zawieszono w 300 ml goracego octanu etylu, a nierozpuszczony
dicykloheksylomocznik odsaczono. Octan etylu odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem uzyskujac surowy produkt, ktéry oczyszczono na drodze chromatografii
kolumnowej stosujac octan etylu jako eluent. Produkt krystalizowano z uktadu
heksan/octan etylu uzyskujac 9,5 g (30,64 mmol, 74%) zwigzku 67 w postaci
bialych krysztatéw o tt 131-133°C (lit.169 tt 130-131°C); [«]3°-38,1 (c1, CH30H),
(1it.26 [a]2°-37,7 (c1,94, CH30H)).

1H NMR (500 Hz, CDCls): 8 = 1,43 (s, 9H, Boc), 3,55 (m, 1H, CHz), 3,65 (m, 1H, CHz)
4,46 (m, 2H, CH>), 4,84 (s, 2H, CH2Ph), 5,85 (d, 1H, NH), 7,47 (m, 5H, Ph), 7,51 (bs,
1H, NHO)

(S)-3-(N-(tert-butoksykarbonylo)amino)-1-benzyloksy-azetydyn-2-on 70

s W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml umieszczono 8 g (25,8
Boc j/j mmol) zwigzku 69 oraz 6,85 g (25,8 mmol) PhsP rozpuszczonych
o N\OBn w 40 ml THF. Do roztworu wkroplono 4,1 ml (25,8 mmol) DIAD

w 50 ml THF. Mieszanine reakcyjna pozostawiono w temperaturze 50°C przez 6h.
Po tym czasie rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a z pozo-
stato$ci wyizolowano produkt stosujac chromatografie kolumnowa w uktadzie
heksan/octan etylu 1/1, v/v. Uzyskano 3,2 g (15,1 mmol, 58%) czystego produktu
69 w postaci oleju. [a]3 -4 (c1, CH30H), lit. 169 [a]2° -3,9 (¢2,65, CH30H).

1H NMR (500 Hz, CDCl3): § = 1,48 (s, 9H, Boc), 3,18 (m, 1H, CHz), 3,28 (m, 1H, CHz),
4,55 (t, 1H, CH), 5,05 (s, 2H, CHzPh), 7,45 (m, 5H, Ph)

(8)-3-(N-(tert-butoksykarbonylo)amino)-1-hydroksy-azetydyn-2-on 71

H W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 3,15 g (14,86
Boc/Nj/j mmol) zwigzku 70 rozpuszczonego w 10 ml metanolu. Do kolby

o N\OH dodano 10 mg Kkatalizatora 10% Pd/C i przez mieszanine
przepuszczano gazowy wodor. Po 2h zawartos$¢ kolby przesaczono przez celit,
kilkukrotnie przemywajac osad metanolem, a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 3 g (14,86 mmol, 100%) produktu w postaci
biatego osadu o tt 124-128°C, 1it.169 tt 122-124,5°C; [a]3 -23 (c1, CH30H), 1it.169 [ ]3°
-21,1 (¢1,07, CH30H).
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1H NMR (500 Hz, CDCls): & = 1,47 (s, 9H, Boc), 3,21 (m, 1H, CHz), 3,32 (m, 1H, CH>),
4,56 (t, 1H, CH)

(S)-(4-(N-tert-butoksykarbonylo)amino)-1,2-oksazolidyn-5-on 72

y W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 2,95 g (14,61
Boc” I\NH mmol) zwigzku 71 rozpuszczonego w 20 ml THF. Do kolby dodano
o7 ©° 2,45 g (29,22 mmol) etanotiolanu sodu i reakcje pozostawiono

w RT przez 48h. Po tym czasie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym
ciSnieniem, a z pozostatosci izolowano produkt stosujac chromatografie
kolumnowa w uktadzie heksan/octan etylu 1/1, v/v. Uzyskano 1,92 g (9,5 mmol,
65%) produktu w postaci biatego osadu.

1H NMR (500 Hz, DMSO-de): & = 1,37 (s, 9H, Boc), 3,36 (m, 1H, CH>), 3,62 (m, 1H,
CH>), 4,55 (m, 1H, CH), 7,41 (d, 1H, NHBoc), 8,27 (bs, 1H, NHO)

(8)-N,N’-di(tert-butoksykarbonylo)-w-N-hydroksy-2,3-diaminopropanian
4-metoksybenzylu 73

HO. -Boc W kolbie kulistej o pojemno$ci 50 ml umieszczono 1,9 g (9,4
Boc

Hr mmol) zwigzku 71 rozpuszczonego w 20 ml mieszaniny

THF/woda 1/1, v/v. Nastepnie dodano 3,32 g (9,4 mmol) weglanu

O~ "OPMB

cezu i mieszanine reakcyjng pozostawiono w RT przez 4h. Po tym
czasie do kolby wprowadzono 2,05 g (9,4 mmol) Bocz0 i reakcje kontynuowano
w RT przez 1h, po czym odparowano THF pod zmniejszonym ci$nieniem,
a pozostatosc¢ liofilizowano. Uzyskany osad rozpuszczono w 30 ml bezwodnego
DMF, dodano katalityczne ilo$ci Nal (20 mg) oraz 1,4 ml (10,34 mmol) chlorku
4-metoksybenzoilu. Mieszanine reakcyjna ogrzano do temperatury 40°C
i pozostawiono w tej temperaturze przez 24h. Po tym czasie zawarto$¢ kolby
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a produkt izolowano z mieszaniny na
drodze chromatografii kolumnowej stosujac uktad heksan/octan etylu 2/1, v/v.
jako eluent. Uzyskano 0,84 g (1,23 mmol, 20%) czystego produktu w postaci oleju.

1H NMR (500 Hz, CDCl3): & = 1,43 (s, 9H, Boc), 1,46 (s, 9H, Boc), 2,45 (s, 3H, OCH3),
3,68 (m, 1H, CHz), 3,90 (m, 1H, CHz), 4,64 (m, 1H, CH), 5,16 (s, 2H, CH2Ph) 5,38 (d,
1H, NHBoc), 7,11-7,73 (m, 4H, Ph)
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(8)-N,N’-di(tert-butoksykarbonylo)-w-N-propargiloksy-2,3-diaminopropanian
4-metoksybenzylu 74

O% W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 800 mg (1,17

b mmol) zwigzku 72 rozpuszczonego w 20 ml DCM. Dodano 82 mg
<,,-bo0C

N (1,17 mmol) kwasu propargilowego oraz 240 mg (1,17 mmol)

H
Boc” Nf DCC. Mieszanine reakcyjna pozostawiono w RT przez noc. Po tym
O~ "OPMB czasie odsaczono powstaty osad dicykloheksylomocznika,
a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem i zawieszono w octanie etylu,
po czym ponownie odsaczono osad, a przesacz odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej stosujac
uktad heksan/octan etylu 7/3, v/v, jako eluent. Uzyskano 270 mg (0,55 mmol, 47%)
produkt w postaci oleju.

1H NMR (500 Hz, CDCls): § = 1,43 (s, 9H, Boc), 1,46 (s, 9H, Boc), 2,45 (s, 3H, OCHs),
3,7 (m, 1H, CH>), 3,88 (m, 1H, CHz), 4,27 (t, 1H, CH), 4,65 (m, 1H, C=CH), 5,16 (s,
2H, CH2Ph) 5,39 (d, 1H, NHBoc), 7,11-7,73 (m, 4H, Ph)

(R)-N,N’-di(tert-butoksykarbonylo)-B-chloroalanino-N’-hydroksyamid 75

H . W kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 1 g (4,3 mmol)
BOC/f N-tert-butoksykarbonylo-B-chloro-L-alaniny, 572 mg (4,3 mmol)
07 >\-OH  N-tert-butoksykarbonylo-hydroksyloaminy oraz 826 mg (4,3

Boc mmol) EDCI rozpuszczone w 50 ml bezwodnego DCM. Reakcje
pozostawiono w RT przez 15 h. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml octanu etylu
i przemyto woda (2x30 ml), osuszono nad bezwodnym MgS04, Srodek suszacy
oddzielono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 1,25

g (3,7 mmol, 86 %) produktu w postaci biatego osadu.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 1,45 (s, 9H, Boc), 1,49 (s, 9H, Boc), 3,88 (dd, 1H, ] =
11,0 Hz, 4,0 Hz, CH2CH), 4,0 (dd, 1H, ] = 11,0 Hz, 4,0 Hz, CH:CH), 4,87 (m, 1H,
CH2CH), 5,41 (d, 1H, -NHCO-), 7,96 (s, 1H, -NHO-)

13CNMR (500 MHz, CDCls): 6 = 27,96, 28,21, 44,75, 53,29, 80,96, 83,87, 154,82,
154,95, 168,93

Kwas (S)-N,'N-di(tert-butoksykarbonylo)-w-N-hydroksy-2,3-diaminopropanowy
76

o) W kolbie kulistej o pojemnosci 100 ml umieszczono 1,2 g (3,5
BOC\N/\‘)kOH mmol) zwigzku 75 rozpuszczonego w 50 ml bezwodnego DMF.
OHHN. . - Kolbe ochtodzono do 0°C, po czym wprowadzono 140 mg (3,5
mmol, 60% zawiesina w oleju mineralnym) NaH. Mieszanine reakcyjna
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pozostawiono w tej temperaturze na przez 3h, po czym do mieszaniny dodano 685
mg (0,18 mmol) Cs2C03 rozpuszczonego w 10 ml wody i reakcje kontynuowano
w RT na przez kolejng godzine. Po tym czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono do
rozdzielacza i przemyto eterem dietylowym (2x10 ml), a nastepnie za pomoca 1M
wodnego roztworu KHSO4 doprowadzono pH warstwy wodnej do ok. 2. Otrzymany
roztwdr ekstrahowano octanem etylu (3x20 ml), po czym potaczone ekstrakty
organiczne przemywano wodg (3x10 ml), osuszono nad bezwodnym MgS0s4, $rodek
suszacy oddzielono, a przesjcz odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem.
Otrzymano 850 mg (2,66 mmol, 76%) z6ttego oleju, ktory uzyto w nastepnym etapie
bez dodatkowego oczyszczania.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 1,42 (s, 9H, Boc), 1,45 (s, 9H, Boc), 3,75 (dd, 1H, ] =

11,0 Hz, 4,0 Hz, CH2CH), 3,92 (dd, 1H, ] = 11,0 Hz, 4,0 Hz, CH:CH), 4,59 (m, 1H,
CH2CH), 5,49 (d, 1H, -NHCO-)

(8)-N,N’-di(tert-butoksykarbonylo)-w-N-hydroksy-2,3-diaminopropanian
difenylometylu 77

CHPh, W kolbie kulistej o pojemnos$ci 100 ml umieszczono 800 mg (2,5

0O

mmol) zwigzku 76 rozpuszczonego w 10 ml acetonitrylu,
BOC\N]\;’ a nastepnie wkraplano roztwo6r 485 mg (2,5 mmol) difenylo-
HHo’N‘Boc diazometanu (przygotowany wg, metody Klimovica)!7? w 30 ml

acetonitrylu do momentu statego fioletowego zabarwienia
mieszaniny reakcyjnej. Mieszanine reakcyjng pozostawiono w RT przez 3h, po czym
wkraplano kwas octowy do zaniku barwy (kilka kropel). Nastepnie rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a produkt oczyszczono na drodze
chromatografii kolumnowej stosujgc uktad heksan/octan etylu 8/2, v/v jako eluent.
Otrzymano 850 mg (1,75 mmol, 70%) produktu w postaci oleju.

1H NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,42 (s, 9H, Boc), 1,46 (s, 9H, Boc), 3,75 (m, 1H,
CHCH), 3,93 (m, 1H, CH>CH), 4,76 (m, 1H, CH2CH), 5,40 (d, 1H, -NHCO), 6,93 (s, 1H,
CHPh2), 7,23-7,4 (m, 10H, 2xPh), 8,1 (s, 1H, NOH)

(S)-N,N’-di(tert-butoksykarbonylo)-w-N-propargiloksy-2,3-diaminopropanian

difenylometylu 78
cHph, W Kolbie kulistej o pojemnosci 50 ml umieszczono 800 mg (1,64
0,0 mmol) zwigzku 77, 184 mg (2,62 mmol) kwasu propargilowego
BOC\N\\\\-E’ oraz 15 ml bezwodnego DCM. Do mieszaniny dodano 380 mg
H o NBoc (1,97 mmol) EDCI i pozostawiono w RT przez noc. Po tym czasie
P odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem,

a pozostato$¢ zawieszono w 10 ml octanu etylu. Powstaty osad
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dicykloheksylomocznika odsaczono, a przesacz odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt oczyszczono stosujac chromatografie kolumnowg w uktadzie
heksan/octan etylu 7/3, v/v. Otrzymano 740 mg (1,38 mmol, 84%) produktu
w postaci biatego osadu.

1H NMR (500 MHz, DMSO-d): & = 1,36 (s, 9H, Boc), 1,37 (s, 9H, Boc), 3,48 (m, 1H,
C=CH), 3,84 (m, 1H, CH>CH), 4,0 (m, 1H, CH2CH), 4,36 (m, 1H, CHzCH), 4,95 (d, 1H,
-NHCO), 6,74 (s, 1H, CHPh), 7,21,-7,45 (m, 10H, 2xPh)

13C NMR (500 MHz, DMSO-d): 6 = 27,95; 28,54; 52,12; 60,12; 72,37; 77,57; 79,01;
83,31; 81,4; 125,7; 128; 21; 128,81,140,49; 140,50; 153,82; 153,99; 155,69; 169,2

(8)-B-(1,2-oksazol-5-on-2-ylo)-L-alanina 58

NH, W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 700 mg (1,3

//T>Z/OH mmol) zwigzku 78 oraz 10 ml 98% kwasu mréwkowego.

O"\; o Mieszanine ogrzano do 35°C i pozostawiono w tej temperaturze

o) przez noc. Po tym czasie odparowano rozpuszczalnik pod

zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w 15 ml wody, ktérg

przemyto eterem dietylowym (2x5 ml). Warstwe wodna liofilizowano do uzyskania

statego osadu, z ktdérego izolowano produkt stosujac metode preparatywnej TLC

w uktadzie DCM/metanol/woda 7/4/1, v/v/v. Uzyskano 80 mg (0,47 mmol, 36%)
czystego produktu w postaci biatego osadu.

1H NMR (500 MHz, D20): & = 3,98 (t, 1H, CHCHz), 4,18 (m, 2H, CHCH>), 5,15 (d, ] =
3,5 Hz, 1H, CH=CH), 8,12 (d, ] = 3,5 Hz, 1H, CH=CH);

13CNMR (125 MHz, D20): § = 52,82, 53,14, 86,7, 154,15, 171,33, 174,4

ESI-MS: obliczono dla CéHsN204172,05, znaleziono m/z 171,0 [M-H]*
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