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Streszczenie

W pracy Badania nad zastosowaniem reakcji Ugiego do syntezy tripeptydow oraz
peptoidow o aktywnosci biologicznej gtownym zatozeniem badan byto opracowanie ogolnej
metody syntezy tripeptydow z C-koncowa grupa aldehydowa posiadajacych dowolng
konfiguracj¢ absolutng na kazdym centrum stereogenicznym. Do budowy szkieletow
peptydowych wykorzystano multikomponentowg reakcje Ugiego z zastosowaniem aminy A,
aldehydu B a takze chiralnych, nieracemicznych reagentéw karboksylowych C oraz
izocyjankowych D. Diastereoizomeryczne produkty reakcji Ugiego E poddano dalszym
przemianom polegajacym na: (a) usunig¢ciu grupy R, zabezpieczajacej wigzanie amidowe, (b)
rozdziale mieszaniny diastereoizomerycznych zwigzkow, oraz (c) funkcjonalizacji prekursora

grupy aldehydowej X z otrzymaniem produktow docelowych F.

Tz
NH
R, 2
R R o] R R R
Cbze_ OH a R 4 ow 4
/k reakcja N N
H + N X — > Cbz-N N X ——>, CbzN Y N
Ugiego H H H z H
c o D Rs Rs
AN F(+ .
E (+ stereoizomery)
R3
B

Opracowang ogdlng metode syntezy zastosowano do otrzymania wszystkich o§miu
stereocizomerow znanego inhibitora proteasomow MG-132 (Cbz-Leu-Leu-Leu-al). Badania
biologiczne wykazaly zasadniczg zalezno$§¢ pomiedzy strukturg a aktywno$cig uzyskanych
zwigzkow. Wykazano, ze stereoizomer o konfiguracji (S,R,S) posiadat najwyzsza aktywnos¢
biologiczng.

W  pracy przedstawiono wyniki badan nad synteza tripeptydow @z
a,o-dipodstawionymi aminokwasami oraz z innymi niz aldehydowa grupami C-koncowymi,
a takze aldehydow dipeptydowych z niepeptydowymi grupami N-koncowymi.

Reakcje Ugiego wykorzystano takze do syntezy peptoidow o strukturze
N-alkilowanych oligoglicyn. Stwierdzono, ze odpowiednig formg formaldehydu stosowanego
jako reagent karbonylowy w syntezie tego typu zwigzkéw jest paraformaldehyd. Metode
syntezy peptoidow z zastosowaniem reakcji multikomponentowej wykorzystano do syntezy
grupy pentapeptoidow z réznymi podstawnikami na atomach azotu w wigzaniach amidowych.

Wykazano w ten sposob mozliwos¢ szerokiego zastosowania reakcji Ugiego do

syntezy peptyddw oraz r6znych analogow tej grupy zwigzkow.



Abstract

The main matter of the thesis Studies on the application of Ugi reaction for the
synthesis of biologically active tripeptides and peptoids was the elaboration of the
methodology for the synthesis of tripeptides with C-terminal aldehyde group possessing
arbitrary absolute configuration at stereogenic centers. For the construction of peptide
skeletons multicomponent Ugi reaction was applied. As a substrates amine A, aldehyde B and
chiral, non-racemic carboxylic acids C and isocyanides D were used. Diastereoisomeric
products of Ugi reaction E were subjected to the subsequent reactions: (a) removal of amide
bond protecting group Ry (b) resolution of diastereoisomeric mixtures, and

(c) functionalisation of aldehyde precursor group X leading to the final compounds F.

Tz
R, NH,
A R
CbZ\N)ﬁ(OH /K /k \)J\
H + cn x—> Csz X —> Csz
(6] reaction
C Q D
ﬁ F(+ steremsomers)
R3
B

Developed methodology was applied for the synthesis of all stereoisomers of the
known proteasome inhibitor MG-132 possessing a structure of tripeptide aldehyde
Cbz-Leu-Leu-Leu-al. Biological studies confirmed a high proteasome inhibitory activity of
peptides possessing amino acids with non-natural absolute configuration. In this way it was
shown that activity of compounds is highly dependent on their spatial structure.

In the thesis were also presented results of the studies on the synthesis of tripeptides
with o,a-disubstituted amino acids and other than aldehyde C-terminal functional groups as
well as dipeptide aldehydes with non-peptidyl N-terminal groups.

Ugi reaction was also used for the synthesis of peptoids having the N-substituted
oligoclycine structure. It was found that appropriate form of formaldehyde used as formyl
substrate of multicomponent reaction is paraformaldehyde. A method of peptoid synthesis
with the application of Ugi reaction was used for the preparation of a group of pentapeptoids
with a variety of N-protection of amide bonds.

Generally in the thesis a wide application of Ugi reaction for the synthesis of peptides

and their various analogues was shown.



Wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej zostaly opisane w nastepujacych

publikacjach:

Mroczkiewicz, M.; Ostaszewski, R. ,,A new and general method for the synthesis of
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4025-4034.

Mroczkiewicz, M.; Winkler, K.; Nowis, D.; Placha, G.; Golab, J.; Ostaszewski, R. ,, The
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tumor targeting approach”, J. Med. Chem., (praca wystana do recenzji)

Mroczkiewicz, M; Ostaszewski, R. ,,Studies on the application of Ugi reaction for a new

and rapid method of peptoids synthesis”, Arkivoc, (praca wystana do recenzji)

Ponadto wyniki badan zostaly zaprezentowane w formie czterech wystgpien ustnych oraz

siedmiu plakatow na konferencjach krajowych i zagranicznych

Opublikowane prace, ktore nie wchodza w sklad niniejszej pracy doktorskiej:

Ortowska, M.; Kledzik, K.; Mroczkiewicz, M.; Ostaszewski, R.; Klonkowski, A. M.
»Photoinduced electron transfer and surface plasmon resonance in materials consisting of a
pyrene fluorophore and Au nanorods immobilized on MCM-48 surface”, J. Non-Cryst.
Solids, 2008, 354, 4426-4432.
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»Recognition material for Cu(ll) ions based on photoinduced electron transfer and surface
plazmon resonance effects”, Polish J. Chem. 2008, 82, 1289-1293.

Mroczkiewicz, M.; Fryszkowska, A.; Ostaszewski, R. ,,Zastosowanie esterazy z watroby
swinskiej w syntezie organicznej”, Biotechnologia 2005, 62, 32-47.

Fryszkowska, A.; Mroczkiewicz, M.; Ostaszewski, R. ,,Application of home made pig
liver esterase for the synthesis of selected peptidomimetics”, Ann. Pol. Chem. Soc. 2004,
3, 700-703.
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Spis skrétow
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2-Nal - 2-naftyloalanina

2-Pyz - grupa 2-pirazynowa

4-Morph - grupa 4-morfolina
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Aloc - grupa alliloksykarbonylowa,
CH2=CHCH20C(O)-

Ar - grupa arylowa

Arg - arginina

Bn - grupa benzylowa, CsHsCH,-

Boc - grupa tert-butoksykarbonylowa,
(CH3)30C(0)-

BOP - heksafluorofosforan benzotriazol-1-
iloksy-tris-(dimetyloamino)-fosfonowy

Bz - grupa benzoilowa, C¢HsC(O)-

CAN - azotan cerowoamonowy

Cbz - grupa benzyloksykarbonylowa,
CsHsCH,OC(0O)-

DCM - dichlorometan, CH,Cl,

DDC - dicykloheksylokarbodiimid

d.e. - nadmiar diastereoizomeryczny

DIBAL-H - wodorek diizobutyloglinowy

DIC - N,N'-diizopropylokarbodiimid

DIEA - diizopropyloetyloamina

DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

Dmb - grupa 2,4-dimetoksybenzylowa

DMF - dimetyloformamid

Dmp - grupa 2,4-dimetoksyfenylowa

DMSO - dimetylosulfotlenek

d.r. - proporcja diastereocizomerow

EDC - chlorowodorek 1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo)karbodiimidu

Et - grupa etylowa, CH3CH,-

EtOAC - octan etylu

Fmoc - grupa 9-fluorenylometylokarbonylowa

Glu - kwas glutaminowy

Gly - glicyna

His - histydyna

HOBt - 1-hydroksybenzotriazol

HPLC - wysokosprawna chromatografia

cieczowa
IBX - kwas jodoksybenzoesowy
Ile - izoleucyna

i-Pr - grupa izo-propylowa, (CH3),CH-

LAH - wodorek litowoglinowy, LiAIH,4
Leu - leucyna
MBHA - zywica 4-metylobenzhydrylo-
aminowa
Me - grupa metylowa, CH3
Met - metionina
MW - mikrofale
n-Bu - grupa n-butylowa, CH3(CHy)s-
nLeu - norleucyna
NMM - N-metylomorfolina
OMe - grupa metoksylowa, CH30-
PCC - chloromréweczan pirydyny
PDC - dwuchromian pirydyny
Ph - grupa fenylowa, CgHs-
Phe - fenyloalanina
Piv - grupa piwaloilowa, (CH3)3C(O)-
PLE - esteraza z watroby $winskie;j
Pmb - grupa 4-metoksybenzylowa
Pmc - grupa 2,2,5,7,8-pentametylo-6-
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s-Bu - grupa sec-butylowa
Su - imid kwasu bursztynowego
TBACI - chlorek trietylobenzyloamoniowy
TBTU - tetrafluoroboran 2-(1H-
benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-
tetrametylouroniowy
t-Bu - grupa tert-butylowa
TEA - trietyloamina, (CH3CHy)3N
TEMPO - 2,2,6,6-tetrametylopiperidyno-1-
oksyl
TFA - kwas trifluorooctowy, CF;COOH
THF - tetrahydrofuran
Thr - treonina
TLC - chromatografia cienkowarstwowa
t.t. - temperatura topnienia
t. wrz. - temperatura wrzenia
Tyr - tyrozyna
U-4CR - multikomponentowa reakcja
Ugiego
Ub - ubikwityna
Val - walina
VS - grupa winylosulfonowa
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1. Wstep

W dobie wzmozonej walki z chorobami cywilizacyjnymi prowadzi si¢ liczne badania
majace na celu opracowanie nowych struktur lekow o aktywnosci terapeutycznej. Jednym z
najszerzej obecnie badanych kierunkbw w medycynie i chemii medycznej sa choroby
nowotworowe, na ktore w Polsce umiera $rednio ok. 70 000 0s6b rocznie. Wiele uwagi
po$wieca si¢ zwalczaniu nowotworéOw z wykorzystaniem zjawiska selektywnej inhibicji
proteasoméw, ktorych aktywnos$¢ zwigzana jest z procesami regulacyjnymi komorek. Do
leczenia choréb nowotworowych coraz czesciej jako leki stosowane sg chemoterapeutyki 0
strukturze peptydéw. Szczegblnie duze znaczenie majg di- oraz tripeptydy posiadajace
roznego typu C-konowe grupy funkcyjne.

Poszukiwane sga réwniez nowe, udoskonalone metody syntezy zwigzkéw, rowniez
peptydowych, ktorych aktywno$é przeciwnowotworowa zostata juz wczesniej potwierdzona.
Obecnie stosowane klasyczne metody syntezy tych zwigzkow posiadaja liczne ograniczenia
wynikajace z waskiego komercyjnego dostgpu do peptydowych substratow. Ponadto w
metodach tych rzadko poruszano problem syntezy zwigzkéw posiadajacych w swej strukturze
aminokwasy o nienaturalnej konfiguracji. Z tego tez powodu istnieje niewiele doniesien na
temat aktywnos$ci biologicznej zwigzkow posiadajacych tego typu elementy strukturalne.
Problem ten jest niezmiernic wazny albowiem wiadomo, ze rozne stereoizomery moga
przedstawia¢ inny profil aktywno$ci biologiczne;j.

Nowym, nieklasycznym narzedziem stosowanym do syntezy peptyddéw sa reakcje
multikomponentowe oparte na chemii izocyjankéw. Szczeg6lnym rodzajem tego typu
przemian jest reakcja Ugiego, ktorej produktami sg zwigzki 0 lokalnej strukturze peptydéw
posiadajacych dwa wigzania amidowe. Zastosowanie tej reakcji umozliwia ponadto
otrzymanie peptyddéw o duzym zréznicowaniu strukturalnym, w tym takze zbudowanych z
nienaturalnych mono- i dipodstawionych a.-aminokwasow.

Badania opisane w niniejszej pracy sg takze proba odpowiedzi na pytanie, ktore
zawsze nurtuje badaczy: czy znany stereoizomer leku jest rzeczywiscie najbardziej aktywny i
najmniej toksyczny? Nie mozna na to pytanie odpowiedzie¢ jednoznacznie bez wykonania
syntez wszystkich stereoizomerycznych jego struktur. Dopiero wtedy mozna udzieli¢ takiej

odpowiedzi, ktéra z punktu widzenia pacjenta ma zasadnicze znaczenie.
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2. Reakcje multikomponentowe

Reakcja multikomponentowa (MCR) nazywamy taka reakcje, w ktorej wiecej niz dwa
substraty reaguja z utworzeniem produktu, w taki sposob, ze w jego sktad wchodzag wszystkie
lub niemal wszystkie atomy substratow.'® Produkt jest tworzony zgodnie z kaskada
nastepujacych po sobie reakcji chemicznych (kondensacja, przegrupowanie, eliminacja, itp.).
W odroznieniu od proceséw wieloetapowej syntezy reakcje multikomponentowe wymagaja
matego naktadu pracy oraz czasu, a wydajnos¢ oczekiwanych produktow czgsto jest
ilosciowa. Problemem w prowadzeniu tego typu reakcji jest dobdr takich warunkéw, przy

zastosowaniu ktorych nie obserwuje si¢ reakcji ubocznych na zadnym z etapow.

2.1. Reakcja Ugiego

Szerokg, a zarazem intensywnie badang grupa reakcji multikomponentowych sg
reakcje, w ktorych jako jeden z reagentdw stosowane sa izocyjanki.'*’ Przyktadem tego typu
reakcji jest czterokomponentowa reakcja Ugiego (U-4CR). Ivar Ugi przeprowadzit ja po raz
pierwszy w 1958 roku.2? W reakcji Ugiego substratami sa amina A, zwiazek karbonylowy
(aldehyd lub keton) B, kwas karboksylowy C oraz izocyjanek D. Produktami tej reakcji sa

zwiazki 0 strukturze peptydow posiadajacych dwa ugrupowania amidowe (Schemat 1).

Tz
NH,
R, _OH A ) TZ ?
\ﬂ/ Ry, reakcja R, _N _Ry
CN — > N
(0] Ugiego H
O o Rs
C SN D
Z
Rs
B

Schemat 1. Schemat reakcji Ugiego.

Reakcj¢ Ugiego charakteryzuje wysoka wydajno$¢ atomowa, poniewaz jedynym produktem
ubocznym jest czasteczka wody. Reakcje prowadzi si¢ przewaznie w rozpuszczalnikach
alkoholowych takich jak metanol, etanol, trifluoroetanol, rzadziej w rozpuszczalnikach
aprotycznych (dimetyloformamid, dichlorometan, chloroform), niekiedy stosuje si¢ réwniez
uktady wodne lub dwufazowe. " ZwykKle stosuje si¢ wysokie stezenia reagentow 0,5 — 2,0 M
w réwnomolowych proporcjach.

Reakcja Ugiego przebiega zgodnie z nastgpujacym mechanizmem. W pierwszym
etapie w reakcji kondensacji aminy A z aldehydem B, z wydzieleniem czasteczki wody,
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Schemat 2. Mechanizm reakcji Ugiego.
powstaje imina V (zasada Schiffa). Nastepnie dochodzi do protonowania atomu azotu (W)
przez kwas karboksylowy C, co powoduje aktywowanie iminy poprzez zwigkszenie
elektrofilowoséci wigzania C=N. Aktywacje mozna rowniez osiggnaé poprzez dodatek
kwaséw Lewisa (TiCls, ZnCl,, BF;-OEt,)."™ Kolejnym etapem jest nukleofilowy atak
izocyjanku D na iminiowy wegiel karbonylowy z utworzeniem produktu posredniego X.
Nukleofilowy atak anionu kwasu karboksylowego na wegiel pochodzacy od izocyjanku
prowadzi do powstania a-adduktu Y. Ostatnim etapem jest wewnatrzczasteczkowe
przegrupowanie Mumma z przeniesieniem grupy acylowej z atomu tlenu na atom azotu
prowadzace do produktu Z (Schemat 2). Sila napedowa reakcji jest utlenienie atomu C"
izocyjanku do amidowego atomu C'V. Poznanie mechanizmu wskazuje prawidtowa kolejnosé
podawania reagentow A + B + C + D. Zmiana tej kolejnosci moze by¢ efektem tworzenia
licznych produktow ubocznych. Jednym z produktéw ubocznych reakcji Ugiego moze byé
produkt trojkomponentowej reakcji Passeriniego, zachodzaca pomiedzy zwigzkiem
karbonylowym, kwasem karboksylowym oraz izocyjankiem.*

Nalezy zwroci¢ uwage, ze zgodnie z mechanizmem produkt reakcji Ugiego Z
powstaje jako réwnomolowa mieszanina izomerow réznigcych si¢ konfiguracja na atomie
wegla pochodzacym od grupy karbonylowej aldehydu. Na tym weglu powstaje nowe centrum
stereogeniczne. W pierwszym etapie reakcji Ugiego powstaje mieszanina sterecizomerdw
E i Z iminy. Bez wzgledu na proporcj¢ tych stereoizomerow, gdy w uktadzie nie znajduja si¢
czynniki stereordznicujace atak nukleofilowy izocyjanku na protonowang imin¢g mozliwy jest
zaréwno od strony Si jak i Re dajac w rezultacie dwa produkty, odpowiednio o konfiguracji
R i S (Schemat 3). Jakkolwiek w innych reakcjach multikomponentowych np. w reakcji

Passeriniego,** przy zastosowaniu achiralnych substratéw istnicje mozliwo$¢ uzyskania
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Schemat 3. Schemat tworzenia w reakcji Ugiego mieszaniny produktow o réznej konfiguracji absolutne;j.
enancjoselektywnosci poprzez dodatek kwasow Lewisa, tak w reakcji Ugiego takiego efektu
nie obserwuje sie.*> W przypadku stosowania w reakcji Ugiego chiralnych, enancjomerycznie
czystych substratow, ktore nie racemizuja w warunkach reakcji, produkty otrzymuje si¢ jako
mieszaning dwdch diastereoizomerdw. Niekiedy substraty tego typu majg wilasciwosci
stereordznicujgce, a wowczas poprzez stereokontrole reakcji otrzymuje si¢ nierbwnomolowe
mieszaniny produktéw. Kwasy Lewisa mogg nieznacznie intensyfikowa¢ wplyw chiralnych
substratow na diastereoselektywnos¢ reakcji Ugiego.”> Kwasy te wplywaja rowniez na
kinetyke reakcji Ugiego przyspieszajac ja.'> Problemem staje sic jednak rozdzial mieszanin
produktéw. W momencie, w ktorym opracuje si¢ metode rozdzielania mieszanin produktow
reakcji multikomponentowych fakt tworzenia si¢ dwoch izomerow, mozna wykorzystaé¢ do
otrzymywania zwigzkow, takze peptydéw, o nienaturalnej konfiguracji na centrach

stereogenicznych.

2.1.1. Stereoselektywna reakcja Ugiego

Istnieje wiele doniesien na temat wptywu chiralnych reagentéw na stereoselektywny
przebieg reakcji Ugiego.'®® Bardzo duzo przyktadéw syntezy z wykorzystaniem chiralnych
reagentOw opiera si¢ na wykorzystaniu réoznego typu pochodnych o-aminokwasow. Kazdy
rodzaj stosowanych substratdw moze by¢ uzyty w postaci chiralnej, jednakze stosowanie nie
kazdego z nich osobno prowadzi do uzyskania jednego z diastereoizomerycznych produktow
w nadmiarze. Przyktadowo stosowanie chiralnych izocyjankow nie powoduje zadnej

17,18

diastereoselektywnosci w reakcji Ugiego. Podobnie ma si¢ sytuacja w wigkszosci

przypadkéw stosowania chiralnych aldehydéw™ oraz kwaséw,??

a produkty powstaja
woweczas jako mieszanina dwoch diastereocizomerow w proporcji 1:1. Istnieje natomiast
mozliwos¢ uzyskania stereokontroli reakcji poprzez stosowanie co najmniej dwodch

chiralnych komponentow.
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2.1.1.1. Wplyw chiralnych amin na stereoselektywnos¢ reakceji Ugiego

Najwigkszy wptyw na stereoselektywnos$¢ reakcji Ugiego maja chiralne aminy, a
nadmiary diastereoizomeryczne uzyskane przy ich zastosowaniu czesto sg bardzo wysokie.
Przyktadem chiralnych amin stosowanych w diastereoselektywnym wariancie reakcji Ugiego
sa (R)-p-metoksy-1-fenyloetyloamina (1) oraz (S)-m-metoksy-1-fenyloetyloamina (2). Aminy
te stosowane byty w reakcji Ugiego z N-zabezpieczonymi grupa alliloksykarbonylowg (Aloc)
chiralnymi a-aminokwasami 3, aldehydem izobutylowym (4) oraz izocyjanooctanem allilu
(5). W rezultacie otrzymano diastereoizomeryczne mieszaniny tripeptydéw 6 i 7

funkcjonalizowane na N- oraz C-koncach (Schemat 4). W reakcji Ugiego z zastosowaniem

/H(OH + >—\ + CN/\H/
Aloc-N

ﬁ/ \Y@

O“N « 3 «b
i 5

(S,R,S)/(S,R,R)-6 (S,S,9)/(S,S,R)-7

Schemat 4. Diastereoselektywna reakcja Ugiego z chiralnymi aminami 1 i 2. Na schemacie przedstawiono
produkty 6 i 7 o konfiguracji, ktorej powstawanie jest preferowane w reakcji diastereoselektywnej.

aminy 1 i pochodnej (S)-L-waliny 3 (Aloc-Val-OH, R = i-Pr) jako komponentu kwasowego
otrzymano mieszaning diasterecoizomerow (S,R,S)/(S,R,R)-6 w proporcjach zaleznych od
temperatury prowadzenia reakcji. W temperaturze pokojowej otrzymano mieszaning
diastereoizomerow w proporcji 25:75, podczas gdy obnizenie temperatury do -30 °C
powodowalo znaczny wzrost diastereoselektywnosci, a produkty otrzymano w proporcji
10:90, z sumaryczng wydajnoscia 71%. Uzyskane diastereoizomery z powodzeniem
rozdzielno metoda chromatografii kolumnowej.”” Metode ta badano szerzej z zastosowaniem
aminy 2 z r6znymi pochodnymi oi-aminokwasow 3 stosowanych jako komponent kwasowy.

Najlepsze efekty, wysoka wydajnos¢ oraz wysoki nadmiar diastereoizomeryczny, otrzymano
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przy zastosowaniu pochodnej alaniny (Aloc-Ala-OH, R = CH3). Réwniez w tym przypadku
obserwowano wzrost diastereoselektywnos$ci przy obnizeniu temperatury. W temperaturze
pokojowej otrzymano mieszanine (S,S,S)/(S,S,R)-7 z wydajnosciag 96% i w proporcji 75:25.
Obnizenie temperatury reakcji do -30 °C powodowato nieznaczny spadek wydajnosci do 91%
przy jednoczesnym wzroscie proporcji diastereoizomerow do 955222 Nalezy zwrdcic¢
uwage, ze zmiana konfiguracji absolutnej aminy powoduje zmiane diastereoselektywnosci
reakcji Ugiego. Mozna zatem poprzez odpowiedni dobor aminy dowolnie kontrolowaé
diastereoselektywno$¢ tej reakcji. Dobor jest jednak ograniczony waskim komercyjnym
dostepem chiralnych, enancjomerycznie czystych amin. Peptydowe produkty reakcji Ugiego
6 i 7 w kolejnym etapie byly badane pod katem mozliwosci cyklizacji na drodze reakcji
metatezy.

Bardzo dobra kontrole stereochemiczng reakcji Ugiego osiagnigto przy zastosowaniu
funkjonalizowanej galaktozyloaminy 8 jako pomocnika chiralnego (Schemat 5).2
Jednoczesnie nie obserwowano istotnego wplywu struktury stosowanych aldehydow i
izocyjankdw na wyniki reakcji. W reakcji stosowano jeden ekwiwalent eteratu chlorku cynku
jako kwasu Lewisa, ktory wymusza odpowiednig konformacje stanu przejsciowego iminy
poprzez chelatowanie atomu azotu w aminie oraz atomu tlenu grupy karbonylowej. Produkty
kondensacji 9 otrzymano z wysokimi wydajnosciami (75-93%) oraz bardzo wysokimi
proporcjami diastereoizomerow si¢gajacymi wartosci  97:3, z przewaga produktu o
konfiguracji (R) na nowym centrum stereogenicznym (atom wegla o). Reakcje prowadzono w
niskiej temperaturze (-78, -25 lub 0 °C). Z otrzymanych produktéw reakcji Ugiego 9 po
dalszej funkcjonalizacji (usuni¢cie grup zabezpieczajacych atom azotu i grupg karboksylowa)
otrzymano a-aminokwasy 0 nienaturalnej D-konfiguracji posiadajace nienaturalne alifatyczne

i aromatyczne tancuchy boczne (Schemat 5, Ry = Alk, Ar).

Pivo (OPIV TEA PivO OPié cHo

+ HCOOH + R;CHO 4 RyNC ——— >
znci,0Et, VO N_~CONHR,

OPiv ¢
H R;
9

PivO NH,
OPiv

8

Schemat 5. Diastereoselektywna reakcja Ugiego z pochodng galaktozyloaminy jako pomocnikiem chiralnym
(Piv = grupa piwaloilowa = COC(CHys)s).

2.1.1.2. Stereoselektywna reakcja Ugiego z zastosowaniem innych niz aminowe

chiralnych reagentéw

Rzadko osiagga si¢ znaczng diastereoselektywnos¢ w reakcjach Ugiego z chiralnymi

substratami, w$rod ktorych nie wystgpuje reagent aminowy. Przykladem tego typu syntezy
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jest reakcja z zastosowaniem chiralnego aldehydu w postaci funkcjonalizowanego
weglowodanu — fukozy 10. Stosowano tu takze chiralne (réwniez pochodne fukozy) i
achiralne (propionowy) kwasy karboksylowe, izocyjanooctan metylu (12) oraz aming w
postaci zywicy Wanga (13) (synteza na staltym nosniku). Produkty 14 otrzymano jako
mieszaning dwoch diastereoizomerow, a najwicksza proporcja izomerow wynoszgca 80:20

zostata osiagnieta przy zastosowaniu kwasu propionowego (11) (Schemat 6). °

oBnOBN

e}
BnO. CH,
Bno OBn OBn
o O 9 U-4CR o) y o)
BnO o + \)J\ + CN\)J\ + HzN—O —— N\)J\
oBn OH OMe N OMe
10 11 12 13 é o

14
Schemat 6. Diastereoselektywna reakcja Ugiego z chiralnym aldehydem.

Istnieje takze mozliwos¢ zastosowania chiralnych reagentow dwufunkcyjnych, w
ktérych wystepuja dwie grupy reagujace w reakcji Ugiego. Za przyklad mozna tu podaé
pochodne aminokwasowe 15 posiadajagce w swej strukturze grupe karboksylows oraz
formylowa (Schemat 7). W reakcji z benzyloamina (R, = Bn) lub 4-metoksyaniling
(R = 4-MeOCgH,), izocyjankiem tert-butylowym (R; = t-Bu) oraz dwufunkcyjnym
zwigzkiem 15 jako pochodng waliny (R; = i-Pr), leucyny (R; = i-Bu), izoleucyny (R; = s-Bu)
lub fenyloalaniny (R; = Bn) otrzymano cykliczne ketopiperazyny 16. Proporcje otrzymanych
diastereoizomerow byly jednak niskie i zawieraly si¢ w zakresie 66:34 do 76:24 (R,S/S,S).
Przy zastosowaniu chiralnych amin w postaci pochodnych (S)- i (R)-1-fenyloetyloaminy
podniesiono nieznacznie diastereoselektywno$¢ reakcji, ale proporcja uzyskiwantch

produktéw nie byta wyzsza niz 80:20.

o} o}

R, R, R,
\#OH R,NH,, R,;NC \#N/
—_ =
N MeOH, 40 °C N o
\ [/ o \ _/
HN_
R
15 16 3

Schemat 7. Diastereoselektywna reakcja Ugiego z chiralnym zwigzkiem dwufunkcyjnym 15.
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2.1.2. Zastosowanie reakcji Ugiego do syntezy peptyddéw z odbezpieczong grupa

amidowa

W produktach reakcji Ugiego jedno z wigzan amidowych jest podstawione grupa R;
pochodzagcg od aminy B (Schemat 1). Jest to jeden ze sposobow otrzymywania
N-alkilowanych peptydow. Istotng zaletag w poréwnaniu do innych metod syntezy tego typu
zwigzkow jest jednoetapowe tworzenie szkieletu peptydowego i1 podstawienie grupy
amidowej. Niekiedy jednak grupa R; jest niepozadana w czgsteczce produktu, szczegdlnie ma
to miejsce w syntezie peptydow, a problem ten rozwigzywany jest na dwa sposoby. Poprzez
taki dobor aminy, ktorej reszta jest mozliwa do usuniecia z wigzania peptydowego na drodze
prostej przemiany chemicznej lub zastosowanie do reakcji Ugiego amoniaku, w postaci

roztworu lub soli amonowej.

2.1.2.1. Reakcja Ugiego z amoniakiem

Podejsciem do syntezy dipeptydow w reakcji  Ugiego bez koniecznosci
przeprowadzenia nastepczej reakcji odbezpieczania wigzania amidowego jest stosowanie
amoniaku jako reagenta aminowego.”””® Amoniak moze byé stosowany w postaci
mianowanego roztworu w rozpuszczalniku uzytym do reakcji lub jako s6l amonowa kwasu
karboksylowego stosowanego w reakcji Ugiego jako reagent karboksylowy. Stosowanie
amoniaku wigze si¢ jednak z niedogodnosciami zwigzanymi z powstawaniem licznych
produktow ubocznych reakcji szeSciokomponentowych. Na drodze optymalizacji wptywu
struktury substratow, ich proporcji oraz rodzaju rozpuszczalnika na przebieg reakcji
konkurencyjnych opracowano warunki, w ktorych reakcja Ugiego byta faworyzowana. W
reakcji modelowej substratami byly benzoesan amonu (17), aldehyd izobutylowy (4) oraz
izocyjanooctan metylu (12) (Schemat 8).2% Przy proporcji reagentéw 1:1:1 spodziewany
produkt 19a otrzymano w $ladowych ilosciach (5%), a gtownym produktem okazat si¢
zwigzek 20a powstaly w wyniku reakcji szeSciokomponentowe] migdzy kwasem
karboksylowym, aming (amoniakiem), izocyjankiem, dwoma czasteczkami aldehydu oraz
czasteczka metanolu stosowanego jako rozpuszczalnik. Produkt 20a wydzielono z
wydajnoscig 33%. W celu otrzymania zwigzku 20a z wyzsza wydajnoscig zastosowano
nadmiar aldehydu, a reagenty 17, 4 i 12 uzyto w proporcji 1,2:2:1. Zaskakujgco, gtownym
produktem reakcji byt zwigzek cykliczny 21a, powstaty zgodnie z innym mechanizmem
pomiedzy dwoma czasteczkami amoniaku, dwoma czasteczkami aldehydu oraz jedna

czasteczkyg kwasu i izocykanku. Produkt 21a wydzielono z wydajnos$cia 62%, a zwigzek 19a
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Schemat 8. Reakcja Ugiego z zastosowaniem soli amoniowej.

obserwowano w §ladowych ilo$ciach. Poniewaz metanol stosowany jako rozpuszczalnik byt
zbyt nukleofilowy i reagowat z elektrofilowg iming powstata w reakcji kondensacji amoniaku
i aldehydu izobutylowego, zastapiono go mniej nukleofilowym trifluoroetanolem (ponownie
w uktadzie substratow 1:1:1). W efekcie zahamowano powstawanie zwigzku 20a a produkt
19a wydzielono z wydajnoscia 45%. Zahamowanie powstawania obydwu produktow
ubocznych 20b i 21b osiagni¢to poprzez zastosowanie przestrzennie rozbudowanego
aldehydu piwaloilowego (18). Produkt 19b otrzymano z dobra wydajnoscia 50%, nawet przy
zastosowaniu metanolu jako rozpuszczalnika (Schemat 8).%

Opracowang metode zastosowano do syntezy tripeptydow. Kwas benzoesowy
zastgpiono roznymi N-zabezpieczonymi pochodnymi waliny 22 (R; = Cbz, Boc, Cbz-(S)-Pro,
Bz) (Schemat 9). Jako komponent karbonylowy stosowano aldehyd piwaloilowy (R, = t-Bu)
(18) oraz izobutylowy (R, = i-Pr) (4), natomiast jako komponent izocyjankowy
izocyjanooctan metylu (R3 = Me) (12) oraz t-butylu (R3 = t-Bu) (24). Amoniak stosowany byt
jako 1,5 M roztwér w metanolu. Zastosowanie sterycznie rozbudowanych kwaséw w postaci
pochodnych waliny oraz prolilowaliny prowadzito do otrzymania produktow 25 z

wydajnoscia 64 — 79%.%

0
U-4CR H
\/( + NHy + R,—CHO 4+ N SCOOR, ———> \/Q(Ni)k ORj4
RN NCooH RN N/\”/
H 4,R,=iPr  12,R,=Me H ETo
25

22 23 o
18,R,=t-Bu 24, R,=t-Bu

Schemat 9. Synteza tripeptydow w reakcji Ugiego z amoniakiem jako komponentem aminowym.
Najwigksza trudno$cig spotykang w reakcji Ugiego z amoniakiem jako reagentem
aminowym jest przede wszystkim wystepowanie reakcji ubocznych. Problem ten jest na tyle

powazny, ze metody tej nie mozna skutecznie stosowa¢ w wigkszosci przypadkow. Dlatego
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tez najczesciej stosowang metodg syntezy niepodstawionych peptydow jest odbezpieczanie

wigzania amidowego otrzymanego w reakcji Ugiego z pierwszorzedowg aming.

2.1.2.2. Reakcja Ugiego z aminami R-NH; posiadajacymi labilne grupy zabezpieczajace

wiazanie amidowe

W reakcjach Ugiego stosuje si¢ dwa gtowne rodzaje amin R-NH,, ktdrych grupy R
wbudowujac sie¢ w strukture produktu stanowig labilne zabezpieczenia wigzania amidowego.
Aminy te s3 pochodnymi benzyloaminy. Do pierwszego rodzaju nalezg
4-metoksybenzyloamina  (Pmb-NH,;) oraz  2,4-dimetoksybenzyloamina  (Dmb-NH,).
Usunigcie grup Pmb®® i Dmb* mozliwe jest na drodze katalizy kwasnej (kwas
trifluorooctowy — TFA) przy czym grupa Dmb jest bardziej kwasolabilna i podatna na
usuni¢cie. Do drugiego rodzaju naleza podstawione 2-nitrobenzyloaminy z najczegsciej
stosowang 3,4-dimetoksy-2-nitrobenzyloaming. Podstawiona grupa benzylowa usuwana jest
w tym wypadku poprzez naswietlanie uzyskanego produktu §wiattem (reakcja fotolizy).

2,4-Dimetoksybenzyloamina stosowana byla w syntezie inhibitoréw czynnika Xa
(proteazy serynowej), ktory uczestniczy w procesach koagulacji krwi. Kontrola funkcji
czynnika Xa, mi¢gdzy innymi poprzez stosowanie inhibitorow, jest istotna przy zapobieganiu
powstawania szkodliwych dla zdrowia i zycia zakrzepéw. W reakcji Dmb-NH; (26), kwasu
4-metoksybenzoesowego (27), aromatycznych aldehydow 28 oraz N-benzyloksykarbonylo-4-
izocyjanometylopiperydyny (29) otrzymano produkty 30 (wydajnos¢ 15-78%), z ktdrych
grupa zabezpieczajgca Dmb wraz z grupa benzyloksykarbonylowa (Boc) usuwana byla w
reakcji z TFA w dichlorometanie. Nie ma jednak doniesien na temat wydajnosci tego etapu

syntezy (Schemat 10).30

CN MeOH
OA N - o
N U-4CR
SBoc

CQ%A@ QW%AQ

OMe
Schemat 10. Reakcja Ugiego z Dmb-NHj; (26) oraz usunigcie grupy Dmb z grupy amidowej w reakcji z TFA.
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Zabezpieczenie amidu w postaci grupy 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylowej stosowano
miedzy innymi w syntezie tripeptydow 37. W reakcji 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzyloaminy
(32) oraz trzech pochodnych aminokwasowych: kwasu 33, aldehydu 34 oraz izocyjankow 35
otrzymano zabezpieczone tripeptydy 36a i 36b jako mieszaniny diastereoizomerdw. Produkty
tych reakcji bezposrednio, bez oczyszczania poddano fotolizie, czego rezultatem byto
usunigcie grupy 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylowej i otrzymanie tripeptydow 37a i 37b,
odpowiednio z wydajno$ciami 61% i 48% dla dwoch etapow (Schemat 11).%

O,N OMe
r\ : :OMe MeO NO, R

NH,
B Phe-OH MeOH Meo i
oc-D-Phe-
T uacR Boc-D-Phe~N
N CO,Bn
H H
Fmoc-N
Co,All 36a, R=H
Fmoc- N COLAll 36b, R = OtBu

' i R
o)
" . BocN N CO,Bn
MeOH H

Fmoc-N 37a, R =H, (61%)
H
COAI 37p, R = OtBu, (48%)

Schemat 11. Reakcja Ugiego z aming 32 oraz usuwanie grupy 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylowej w reakcji
fotolizy.

Waki i Meienhofer otrzymali di- tri- oraz tetrapeptydy w reakcji Ugiego z
zastosowaniem pochodnych aminokwasowych lub dipeptydowych. W pierwszym podejsciu
jako zwigzek modelowy w roznych rozpuszczalnikach otrzymano tripeptyd 40 w reakcji
N-acetyloglicyny (38), benzyloaminy (39), aldehydu izobutylowego (4) oraz izocyjanooctanu
tert-butylu  (24). Produkt 40 otrzymano jako  mieszaning  enancjomerow
Ac-Gly-N-Bz-DL-Val-Gly-OtBu (Schemat 12). Najwyzsze wydajnosci otrzymano przy
zastosowaniu jako rozpuszczalnika metanolu (72%), 1-butanolu (72%) i trifluoroetanolu

j\ﬂ/\g/% + QT °j\+ /\[O]/O\k s )CL%XLH /\L]/O\k

38 39 4 24

Schemat 12. Synteza tripeptydéw w reakcji Ugiego.
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(68%), oraz nieco nizsze w chlorku metylenu i chloroformie (po 51%). W tej samej pracy
opracowano metode usuwania z produktéw reakcji Ugiego atomdéw pochodzacych z aldehydu
oraz izocyjanku. Metodg ta wykorzystano do syntezy di- oraz tetrapeptydow, w sktad ktorych
wchodzity atomy pochodzace z komponentu kwasowego 41 (Cbz-Gly-Ala-OH) oraz
aminowego 42 (H-Leu-Gly-OtBu). Do reakcji Ugiego stosowano izocyjanek cykloheksylowy
(43) natomiast jako aldehyd pochodne 2-nitro- oraz 2,4-dimetoksy- aldehydu benzoesowego
(44a i 44b). Usunigcie grupy N-(a-cykloheksylokarbamoilo-2-nitrobenzylowej) (Ri=NO.,
R,=H) z produktu 45a osiagni¢to na drodze fotolizy przy naswietleniu $wiattem o dhugosci
350 nm. Produkt 46a otrzymano z wysoka wydajnoscia 78%. Z kolei grupe
N-(a-cykloheksylokarbamoilo-2,4-dimetoksybenzylowej)  (R;=R,=OCHs) usuni¢to ze
zwigzku 45b w reakcji z kwasem trifluorooctowym, otrzymujac tetrapeptyd 46b z niska
wydajnoscia 10% (Schemat 13).%

R1
R,=NO,, R,=H, 71%
Cbz-Gly-Ala-OH + H-Leu-Gly-OtBu + CN + R, cHo ——
R,=R,=OCH,, 75%
41 42
43 44a
Q s
R R
2 N

0 [hv] (R,=NO,, R,=H), 78%
o)

Cbz-Gly-Ala-Leu-Gly-OR

H\)J\ TFA (R,=R,=OCH,), 10%

CbzN N. OtBu

N /\n/ 46a, R = tBu
H

N
H 46b,R=H
O 0]

45a, R,=NO,, R,=H
45b, R,=R,=OCH,

Schemat 13. Synteza tetrapeptydéw na drodze reakcji Ugiego i usunigcia zabezpiecznia grupy amidowej.

2.1.3. Synteza a,a’-dipodstawionych aminokwasow w reakcji Ugiego

Ogolnie, duzym wyzwaniem jest synteza o,a-dipodstawionych aminokwaséw oraz
wprowadzenie ich do struktury peptydow. Zagadnienie to jest mozliwe do zrealizowania,
aczkolwiek w ograniczonej dowolnos$ci, na drodze reakcji Ugiego z zastosowaniem ketondw.

Charakter struktury produktu reakcji Ugiego, w ktorym wystepuja dwa wigzania
amidowe, sprzyja wykorzystaniu tej reakcji do syntezy funkcjonalizowanych di- tri- oraz
tetrapeptydéw (Schematy 4, 8-13). Poprzez odpowiedni dobor reagenta karbonylowego w
postaci aldehydu lub ketonu mozna dowolnie budowac tancuchy boczne aminokwasow,
zarowno naturalnych (kodowanych) jak i nienaturalnych (nieckodowanych), a takze

a,a’-dipodstawionych glicyn. Ponadto na drodze wcze$niej przedstawionych metod
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Schemat 14. Synteza nowego ugrupowania a,o.'-dipodstawionego aminokwasowego w reakcji Ugiego.
stereokontrolowanej reakcji Ugiego mozna tworzy¢ aminokwasy o przeciwnej do naturalnej
konfiguracji absolutnej na weglu o.. W tym miejscu chciatbym zwréci¢ uwage na istotng role
w reakcji Ugiego reagenta karbonylowego w postaci ketonu, ktorego reszty (Rs, R3’ = Alk,
Ar) wchodzg w sktad tancuchéw bocznych wbudowanego w czasteczke produktu 47
a,o'-dipodstawionego aminokwasu (Schemat 14). Nowe ugrupowanie aminokwasowe
powstaje miedzy dwoma wigzaniami amidowymi generowanymi w reakcji Ugiego.
Jakkolwiek stosowanie aldehydéw (Rs = Alk, Ar; R’ = H) nie wigze si¢ z wigkszymi
utrudnieniami, a produkty otrzymuje si¢ z wysokimi wydajno$ciami, tak stosowanie ketondw
w wiekszosci przypadkoéw ogranicza si¢ do stosowania gtoéwnie zwigzkow z dwoma takimi
samymi grupami aliklowymi takich jak aceton®® lub cykloheksanon oraz innych.** Ketony z
dwoma roznymi grupami W reakcji Ugiego stosuje si¢ rzadko i sg to na og6t ketony z jedng
grupg metylowa (Rz = Me).g‘r"36 Problemy zwigzane ze stosowaniem ketonow, w
szczegllnosci acyklicznych, wynikaja z utrudnionej kondensacji z aminami. Zwigzane to jest
z odwracalnoscia tego procesu, dlatego tez jedna ze skuteczniejszych metod rozwigzania tego
problemu jest przesunigcie rownowagi reakcji w kierunku tworzenia iminy poprzez
azeotropowe oddestylowanie wody powstatej w tym procesie. Za przyktad moze tu postuzy¢
synteza oraz wstgpne wydzielenie imin 50 otrzymanych z 4-metoksybenzyloaminy (48) oraz
ketonow 49. Iminy te w kolejnym etapie stosowane byty do reakcji Ugiego z izocyjankami
oraz kwasem octowym. Otrzymane w ten sposob funkcjonalizowane o,o’-dipodstawione

aminokwasy 51 w reakcjach odbezpieczania grupy aminowej oraz karboksylowej

MeO
CH COOH, CN-R,
+ >— .

toluen N\ R MeOH (EtOH)
ap. Deana-Starka

48 49 50 R
51
; TFA
R = Et, Pr, i-Bu, Bn l

R, = CH,COOEt, P o o)
;= Chy , Pmp, Dmp, Pmb, Dmb Hel H
HoN O N

OH \n/ OH
R R 0 R R

53

Schemat 15. Synteza acyklicznych a,a-dipodstawionych glicyn w reakcji Ugiego ze wstepnie wydzielonych
imin 50; Pmp = 4-MeO-C¢H,4, Dmp = 2,4-MeO-C¢H3, Pmb = 4-MeO-Bn, Dmb = 2,4-MeO-Bn.
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przeprowadzone byty w produkty 53 (Schemat 15).* Metody te mozna skutecznie stosowaé
do syntezy nienaturalnych mono- i di- podstawionych a-aminokwaséw.?*%

Istotnym problemem w syntezie aminokwasow i peptydow w reakcji Ugiego jest
jednak rozdzial powstatych w reakcji enancjomeréow lub diastereoizomeréw produktu. W
przypadku diastereoizomerycznych zwiazkoéw peptydowych czesto mozliwy jest rozdzial z
wykorzystaniem metod chromatograficznych poniewaz poszczegdlne diastereoizomery na
tyle r6znig si¢ polarnoscia, ze mozliwy jest ich rozdziat. W przypadku syntezy zwigzkow z

jednym centrum stereogenicznym nie ma takiej mozliwosci dlatego tez nalezy poszukiwaé

innych metod rozdziatu.

2.1.4. a-lzocyjanooctany jako pochodne a-aminokwasow

W syntezie peptyddéw w reakcji Ugiego reagenty izocyjankowe czesto stosowane sg
jako pochodne a-aminokwasowe. Izocyjanki te majg na ogot strukture o-podstawionych lub
niepodstawionych izocyjanooctanéw otrzymywanych z odpowiednich o-aminokwasow.
Istnieje wiele metod syntezy izocyjankdw o strukturze 57 z aminokwasdéw, a ogdlny schemat

przedstawiony jest ponizej (Schemat 16). Pierwszym etapem jest zabezpieczenie grupy

HCOOEt
lub

¥ R,OH | HC(OEt) Ol 1 czynnik 1
t .
OH 1 el HN O\R 3 kN O\R odwadniajgcy N O\R
H-N 2 1 1 1
2 socl, H
(e} O

o 0]
54 55 56 57

Schemat 16. Ogolny schemat syntezy a.-podstawionych izocyjanooctanéw z a-aminokwasow.

karboksylowej aminokwasu 54, na ogot poprzez estryfikacj¢. W ten sposob otrzymywany jest
aminoester w postaci chlorowodorku 55, ktérego grupa aminowa w dalszych etapach
przeksztatcana jest w grupe izocyjankowa. Najczgséciej izocyjanki otrzymywane sg z amin w
dwuetapowym procesie formylowania atomu azotu oraz odwadniania (dehydratacji) tak
powstatej grupy formamidowej. Metody te beda w niniejszej pracy szerzej zaprezentowane.
Jako czynniki formylujace najczgsciej stosuje sie mrowczan etylu lub ortomrowczan etylu.
Proces odwadniania prowadzony jest z zastosowaniem szerokiej gamy $rodkow
odwadniajacych. Po raz pierwszy proces odwadniania grupy formamidowej zaprezentowat
Ugi w 1958 roku, a srodkiem odwadniajacym byt wowczas chlorek oksalilu (COCI,) z
roznymi  zasadami w  postaci trzeciorzedowych amin® Kolejnymi  $rodkami
odwadnianiajgcymi sg: (a) tlenochlorek fosforu (POCIs3) z trietyloaming (TEA) oraz innymi

aminami uzywanymi jako zasada (najczeSciej stosowana metoda), (b) czterochlorek wegla z
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trifenylofosfing oraz TEA (warunki odwadniania Appela), (c) fosgen (CICOOCI) i jego
pochodne (difosgen - CICOOCCI3, trifosgen - (Cl3C0O),CO) z N-metylomorfoling (NMM) lub
TEA, (d) odczynnik Burgessa, (e) chlorek tionylu (SOCL) i inne.¥ W wickszosci
przedstawionych metod reakcja prowadzona jest w obnizonej temperaturze (-78 °C do
-40 °C), a proces oczyszczania produktu wymaga szczegdlnej ostroznosci ze wzgledu na
zagrozenie rozktadu izocyjankow w $rodowisku kwasnym stosowanym na etapie ekstrakcji.
Przedstawione metody odwadniania majg zastosowanie do syntezy wigkszos$ci izocyjankéw
achiralnych. Natomiast w przypadku izocyjankdw chiralnych, a w szczego6lnosci pochodnych
o-aminokwasowych, warunki wielu z tych metod odwadniania powoduja racemizacje.
Dlatego tez najczesciej stosowane srodki odwadniajace jak POCls czy COCI, nie mogg by¢
skutecznie uzywane do syntezy chiralnych, enancjomerycznie czystych izocyjankdw. Istnieje
Kilka doniesien na temat syntezy enancjomerycznie czystych —a-podstawionych
izocyjanooctanow, a jedyne srodki odwadniajace, w obecnosci ktorych racemizacja nie

3839 oraz trifosgen®® w obecnosci NMM. W pracy Danishefskiego

wystepuje to difosgen
wykazano, ze w przypadku syntezy izocyjanku 59 z estru metylowego (S)-fenyloalaniny
jedyna skuteczng metodg odwadniana formylowej pochodnej 58 jest zastosowanie trifosgenu
z NMM w niskiej temperaturze -78 °C. W ten sposob otrzymano izocyjanek 59 z wysoka
wydajnoscia (82%) oraz proporcja enancjomeréow (>99:1). Inne czynniki (tlenochlorek
fosforu, fosgen, difosgen, trifosgen w temp. -40 °C) powodowaty czesciowa lub catkowitg

racemizacje produktu (Schemat 17).%°

Olk czynnik
(o) odwadniajgcy (o)
H
58 59

Schemat 17. Odwadnianie N-formylo-O-metylo-(S)-fenyloalaniny.

2.1.4.1. Zastosowanie a-izocyjanooctanow jako substratow do reakcji Ugiego

Poza problemem stabilnosci konfiguracyjnej izocyjankow w warunkach reakcji
odwadniania ryzyko racemizacji pojawia si¢ ponownic w warunkach reakcji Ugiego.
Jakkolwiek ryzyko to jest niskie w warunkach multikomponentowej reakcji Passeriniego

gdzie stosowanie izocyjnakéw otrzymanych z o-aminokwasow jest mozliwe,* tak w reakcji

Ugiego obserwuje si¢ znaczng lub catkowita racemizacje chiralnych o-podstawionych
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izocyjanooctanow,”’ w tym takze izocyjanku 59. Wyjatkiem jest jeden przyklad reakcji
Ugiego migdzy chiralnym (3S)-(4-cyjanofenoksy)-4,5-dihydropirolem (60) (stosowanym jako
cykliczna imina), kwasem benzoesowym (61) oraz izocyjankiem 62 otrzymanym z estru
metylowego izoleucyny. Produkt otrzymano w postaci mieszaniny tylko dwoch
diastereoizomeréw 63 i 64 w proporcji 57 : 43 (Schemat 18). Produkty réznily sie

O-CoHy-p-CN O-CoHa-p-CN

O-CeHaP-CN MeOH § H § H

R 80 °C No  COOMe No COOMe

+ PhCOOH + OMe ——» ""ll[r 3 + Oj( N

{ /5 CN 48% N N
N Ie) )\ O \\\\"- )\ (0] \\\\“.

O Ph O Ph

%0 61 62 63 57:43 64
Schemat 18. Reakcja Ugiego bez racemizacji chiralnego izocyjanku.
konfiguracja na weglu w pozycji 2 pochodzacym z piericienia pirolowego. Racemizacja
izocyjanku mogta by¢ powstrzymana badz poprzez rozbudowang sterycznie strukturg
izocyjanku badz poprzez zastosowanie wczesniej przygotowanej i wydzielonej cyklicznej

iminy i braku w uktadzie wolnej aminy.

2.1.5. N-Podstawione oligoglicyny jako peptoidy otrzymywane w reakcji Ugiego

Szczegdlng grupa zwiazkoéw, ktére sa pochodnymi peptydow lecz czesto
charakteryzuja si¢ lepszymi parametrami fizykochemicznymi sg N-podstawione oligoglicyny
nazywane peptoidami. Peptoidy o strukturze N-podstawionych oligoglicyn sg zwigzkami, w
ktérych aminokwasowe tancuchy boczne z wegli a przeniesione sg na sgsiadujgce z nimi
atomy azotu. W przypadku retropeptoidow tancuch oligomeryczny budowany jest w

odwrotnym kierunku. Poréwnanie struktury peptyddéw oraz peptoidow i retropeptoidow

y o) R,
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przedstawione jest na Rysunku 1.%%%3
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Rysunek 1. Struktura og6lna (A) peptyddw, (B) peptoidéw, (C) retropeptoiddw.
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Reakcja Ugiego jest znakomitym narzedziem do syntezy peptoidow o strukturze
N-aliklowanych oligoglicyn. Glownym zatozeniem przy stosowaniu reakcji Ugiego do
syntezy tego typu zwiazkoéw jest stosowanie jako komponentu karbonylowego najprostszego
aldehydu czyli formaldehydu. Formaldehyd stosuje si¢ najczesciej w  postaci
paraformaldehydu (CH,0),.*** Rzadziej stosuje si¢ formaldehyd w roztworze metanolowym
otrzymanym z formaliny, a jego stosowanie ogranicza si¢ do syntezy zwigzkéw sprzezonych
z grupami we;glowodanowymi.46'48 Jako pozostate komponenty na ogot stosuje si¢
N-zabezpieczone glicyny jako kwasy, izocyjanooctany jako izocyjanki oraz aminy z resztami
stanowigcymi czgsto tancuchy boczne naturalnych aminokwaséw. Formalnie produktem jest
tripeptyd Gly-Gly-Gly funkcjonalizowany na N- i C-koncach oraz posiadajgcy podstawnik R,
pochodzacy od aminy przy jednej grupie peptydowej (Schemat 19).

U-4CR
A\

R, O
S l
RyN COOH4 H,N—R, 4+ HCHO + CN COORy —— N/\H/N N/\H/ORs
.
H H
0 o)

H

Schemat 19. Zastosowanie reakcji Ugiego do syntezy peptoidéw (N-podstawionych oligoglicyn).

Metoda ta byla ostatnio wykorzystana do wspomaganej mikrofalami syntezy
tripeptoidow w reakcji N-benzyloksykarbonyloglicyny (65), izocyjanooctanu metylu (12),
paraformaldehydu (67) oraz réznych pierwszorzedowych amin 66 (Schemat 20).*° Produkty
68 otrzymano z wydajnosciami 74 — 91%.
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Schemat 20. Zastosowanie reakcji Ugiego do syntezy peptoidéw wspomaganych mikrofalami.

Reakcja Ugiego byla takze wykorzystana do syntezy pochodnych peptoidowych
cyklicznego peptydu RGD (arginina—glicyna—kwas asparaginowy) 69. Peptyd RGD jest
ligandem integryn - receptorow wystepujacych na powierzchni komorek i posredniczacych w
interakcjach komorek z macierza pozakomorkowa. Jest odpowiedzialny za agregacje
komorek 1 ich ukierunkowang migracje. Peptyd o sekwencji RGD oraz jego peptoidowsa
pochodng 70 przedstawia Rysunek 2. Liniowe peptoidy 72 i 73 byly otrzymane w procesie
dwoch kolejnych reakcji Ugiego z zastosowaniem paraformaldehydu jako reagenta

karbonylowego z wydajnoscia odpowiednio 68 i 85%. Etapami posrednimi byty odpowiednie
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Rysunek 2. Peptyd o sekewncji RGD (arginina-glicyna-kwas asparaginowy i jego peptoidowy odpowiednik.

funkcjonalizacje z uwolnieniem grup funkcyjnych bioragcych udziat w reakcji Ugiego jako
reagenty. Do wewnatrzczasteczkowej makrocyklizacji  tancucha peptoidowego 73
zastosowano trzecig reakcje Ugiego wraz z odpowiednig funkcjonalizacja tancucha, a produkt
70 otrzymano ze stosunkowo niska wydajnoscia 33% (Schemat 21).>° Niska wydajnosé
wewnatrzczgsteczkowej cyklicznej reakcji Ugiego wynika z wystepowania licznych reakcji
ubocznych pomiedzy rdéznymi czasteczkami tego samego zwigzku. Reakcjom ubocznym
mozna zapobiega¢ przez odpowiednie rozcienczenie mieszaniny reakcyjnej. Cykliczny
tratrapeptoid o sekwencji RGD otrzymano rowniez na drodze klasycznej syntezy sprzegania

monomerow na nosniku statym.>
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Schemat 21. Synteza peptoidu RGD 70 na drodze trzykrotnej reakcji Ugiego.
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2.1.6. Podsumowanie zastosowania reakcji Ugiego do syntezy peptyddw i peptoidéw

Podsumowujac cz¢$¢ poswiecong zastosowaniu reakcji Ugiego do syntezy zwigzkow
o strukturze peptydow i peptoidéw mozna stwierdzié, ze metody te maja wiele zalet. Jedng z
nich jest niespotykana w innych reakcjach szybkos$¢ tworzenia duzych, skomplikowanych
szkieletéw peptydowych wychodzac z prostych, minimalnie zabezpieczonych pochodnych
a-aminokwasowych. Ponadto w reakcji Ugiego mozna wprowadza¢ dowolne tancuchy
boczne jako reszty $rodkowego aminokwasu w tripeptydach poprzez odpowiedni dobor
aldehydu stosowanego jako substrat. Cecha reakcji Ugiego jest tworzenie nowego centrum
stereogenicznego. Produktem reakcji jest zatem mieszanina dwoch enancjomeréw lub
diastereoizomeréw o ile nie nastgpuje racemizacja na zadnym z centréw stereogenicznych
substratow uzytych do reakcji. Fakt tworzenia mieszanin enancjomerow (diastereoizomerow)
mozna wykorzysta¢ do otrzymania zwigzkow o nienaturalnej konfiguracji, nalezy jednak
opracowa¢ metode rozdzielania tych mieszanin.

Nalezy takze zwrdci¢ uwage na problemy zwigzane ze stosowaniem reakcji Ugiego w
syntezie peptyddw. Pierwszym z nich jest rozwigzanie problemu budowy szkieletu
peptydowego bez N-zabezpieczonych wigzan amidowych. Nalezy zatem dobra¢ odpowiednie
reagenty aminowe, takie jak amoniak lub aminy, z grupami, ktorych usunigcie mozliwe jest
na drodze prostej przemiany chemicznej. Drugim problemem jest opracowanie metody
otrzymywania z o-aminokwaséw chiralnych izocyjankdéw, bez utraty czystosci optycznej
zaréwno na etapie ich syntezy jak i w warunkach reakcji Ugiego. Ponadto izocyjanki powinny
posiada¢ odpowiednie grupy, ktére po wbudowaniu w strukture tripeptydéw oraz dalszej
funkcjonalizacji dadza C-koncowe grupy funkcyjne odpowiedzialne za aktywnos¢
biologiczng danych zwigzkéw. W momencie rozwigzania tych probleméw oraz
wykorzystania zalet reakcje Ugiego mozna wykorzysta¢ do syntezy zwigzkow o réznorodnej
strukturze opartej na szkiclecie peptydowym w tym takze réznych stereoizomeréw danego

zwiazku.
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3. Proteasom

3.1. Funkcje proteasomu w organizmie

Degradacja protein w komorkach eukariotycznych jest szybkim i nieodwracalnym
procesem  utrzymujacym  stezenie  wewnatrzkomorkowych  bialek na  poziomie
umozliwiajacym precyzyjng regulacje funkcji kom()rkowych.52 Sktadnikami organizmow
powodujacymi degradacje protein sa mi¢dzy innymi enzymy z grupy proteaz katalizujace
reakcje nazywane proteoliza. Enzymem proteolitycznym majacym ogromne znaczenie w
procesach regulacyjnych komorki jest proteasom, ktéry jest odpowiedzialny za
nielizosomalne usuwanie biatek uszkodzonych i nieprawidtowo uksztattowanych w wyniku
wystgpienia mutacji lub pod wptywem czynnikow zewngtrznych powodujacych stres
oksydacyjny.”® Proteasom jest wlasciwie multikatalitycznym kompleksem endopeptydazy
(EC 3.4.25.1), ktdrego pierwszy opis wraz z jego inhibitorami przypisuje si¢ Wilkowi i
Orlowskiemu.> Do prawidlowego funkcjonowania proteasom wymaga wspotdziatania z
innym biatkiem — ubikwityna, z ktora tworzy uklad zapewniajacy wewnatrzkomoérkowa
homeostazg protein. Dziatanie ukladu ubikwityna — proteasom poprzez proteoliz¢ prowadzi
do kontroli takich proceséw jak cykle komérkowe,*® rytm dobowy,> przewodnictwo komérek
nerwowych®’ czy tez transkrypcj a.”® Istotne okazaly si¢ badania, ktore wykazaty, ze inhibicja
aktywnos$ci proteasomoéw wywotuje apoptoze wielu typoéw komoérek rakowych jednoczesnie
wykazujac niska cytotoksycznosé wobec komorek bez zmian nowotworowych.**®® Uktad
ubikwityna — proteasom bierze udzial w rozkladzie ponad 90% biatek komorkowych.
Proteasom jest glownym sktadnikiem tego uktadu i1 kontrola jego aktywno$ci ma ogromne
znaczenie w prawidlowym przebiegu wielu kluczowych proceséw biologicznych. Dlatego tez
zwigzki wywolujace inhibicj¢ lub aktywacj¢ dziatania proteasomu stanowig narzg¢dzie do
badan nad funkcjami uktadu ubikwityna — proteasom oraz petnig role struktur wiodacych w
projektowaniu nowych selektywnych inhibitoréw z perspektywa na opracowanie nowych
lekdw. Na celowos$¢ badan nad poznaniem fundamentalnych zasad rzadzgcych mechanizmem
proteolizy biatek wskazuje fakt uhonorowania w 2004 roku Aarona Ciechanovera, Avrama
Hershko i Irvina Rose Nagroda Nobla w dziedzinie chemii za odkrycie ubikwitynozaleznej

degradacji protein.®*
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3.2.  Mechanizm biologicznej aktywnosci ukladu ubikwityna-proteasom

Proces degradacji protein sktada si¢ z trzech zasadniczych etapdw: rozpoznanie
zbednego substratu i jego znakowanie przez ubikwityne (Ub), wykrywanie znakowanych
substratow przez proteasom oraz proteoliza znakowanych substratow (Schemat 22).

Ubikwityna jest biatkiem wystepujacym we wszystkich komorkach eukariotycznych,
bioracym udziat w modyfikacji posttranslacyjnej protein w celu ich nielizosomalne;j
proteolizy. Ubikwityna jest tancuchem polipeptydowym sktadajacym si¢ z 76 aminokwasow.

Struktura pierwszorzgdowa tego bialka jest niemalze niezmienna w zaleznos$ci od organizmu,

A A
ATP + O . @ !
SH <
SH S

S,

trat proteinowy
r @D (O
y NH,

198

proteasom

198

. ' produkty proteolizy
. peptydy 3-25 AK

Schemat 22. A - Schemat proteolizy katalizowanej przez proteasom oraz B - model i C - przekroj przez kata-
lityczna cze$é proteasomu 208 (kolorem zottym zaznaczone miejsca aktywne w podjednostkach g1, 52 i 5.
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a roznice obserwowane sg jedynie na czterech aminokwasach. Ubikwityna laczy si¢ ze
zbednymi, zniszczonymi lub starymi proteinami w wyniku ATP-zaleznej reakcji
katalizowanej przez kaskade trzech enzymow:

- E1 - enzym aktywujacy ubikwityng: katalizuje tworzenie wysokoenergetycznego
wigzania tioestrowego miedzy E1 a ubikwityng (E1-Ub),

- E2 - enzym sprzegajacy ubikwityne: katalizuje reakcje trans(tio)estryfikacji
prowadzac do transferu ubikwityny z E1 do E2 tworzac kompleks E2-ubikwityna
(E2-Ub), oraz

- E3 - ligaza ubikwitynowa: wykrywa substrat tworzac z nim kompleks E3-S,
nast¢pnie taczy si¢ z E2 w kompleksie E2-Ub i katalizuje utworzenie wigzania
mi¢dzy reszta lizynowa substratu a ubikwityna.

Proces ten prowadzi do poliubikwitynacji substratu co stanowi sygnat do degradacji przez

proteasom (Schemat 22A)262

3.3. Budowa proteasomu

Proteasomy  wystepuja we  wszystkich  organizmach  prokariotycznych i1
eukariotycznych. Ich struktura bardzo nieznacznie zmienia si¢ w zalezno$ci od stopnia
rozwoju organizméw, w ktérych wystepuja. W pracy zostanie przedstawiona struktura i

mechanizm dzialania proteasomu ludzkiego.

3.3.1. Proteasom 26S

Proteasom jest duzym kompleksem biatkowym zbudowanym z ponad 30 tancuchow
polipeptydowych o lacznej masie czasteczkowej rownej ok. 2000 kDa.®® Stata sedymentacji
tego kompleksu wynosi 26S (26 Svedbergow) dlatego tez opisuje si¢ go jako proteasom 26S.
Sktada si¢ on z dwoch zasadniczych cze$ci: regulatorowej — proteasom 19S oraz katalitycznej
— proteasom 20S (Schemat 22B i 22C).+%

3.3.1.1. Proteasom 19S

Zadaniem proteasomu 19S jest rozpoznawanie oraz rozwijanie protein, ktore w
wyniku znakowania czgsteczkami ubikwityny stanowig substraty w reakcji degradacji
katalizowanej przez proteasom 20S. Proteasom 19S, w sklad ktorego wchodzi 19 bialek,
zbudowany jest z dwoch réznigcych si¢ funkcjg czesci: podstawy oraz wieka. Wieko

odpowiedzialne jest za rozpoznanie substratu oraz rozklad taczacego si¢ z nim tancucha
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poliubikwitynowego. W jego sktad wchodzi 10 protein. Podstawa proteasomu 19S sktada si¢
z 9 protein, wérdd ktorych wyrozni¢ mozna sze§¢ ATPaz bezposrednio oddziatujacych z
podjednostka o proteasomu 20S. Wspomagaja one energozalezne rozwijanie tancucha
peptydowego substratu, otwieranie kanatow pierScienia « proteasomu 20S oraz przenoszenie
substratu do komory w obregbie podjednostek [ tego proteasomu. W sktad jednego
proteasomu 26S wchodza dwa proteasomy 19S (Schemat 22A).

3.3.1.2. Proteasom 20S

Proteasom 20S jest polipeptydem o masie ok. 700 kDa i jest jednym z podstawowych
sktadnikow komorkowych stanowigc ok. 1% masy wszystkich biatek w komorce. Posiada
strukture w ksztalcie cylindra sktadajacego si¢ z 28 podjednostek utozonych w cztery
heptameryczne pierscienie, przy czym kazdy z nich zbudowany jest z 7 podjednostek « lub g
(Schemat 22B). Dwa zewngt rzne pierscienie zbudowane z podjednostek o1—7 maja charakter
strukturalny. Pozostale dwa pierscienie lezace wewnatrz sktadajg si¢ z podjednostek A1-7,
wérod ktoryeh S1, B2 i 5 wykazuja wiasciwosci katalityczne.®® Badania rentgenograficzne
proteasomu 20S wykazaly, ze ksztalt pierScieni utozonych w sekwencji affBa determinuje
strukture cylindra o dtugoéci 150 A. Posiada on wolny kanat biegnacy przez srodek.®
Wejscie do kanatu jest bardzo waskie i ma szeroko$é 13 A, natomiast wewnatrz znajduje sie
komora o szerokoéci 53 A, w obrebie ktérej usytuowane sg centra aktywne enzymu. Sktadajg
si¢ one z 6 reszt aminokwasowych treoniny kluczowych w procesie katalizy reakcji
proteolizy. Sa one rozmieszczone w trzech podjednostkach kazdego z pierscieni £ (Schemat
22C)."%™ Waski dostep do centrum aktywnego enzymu pociaga za soba koniecznosé
wstepnego rozwini¢cia struktury hydrolizowanego biatka z udziatem proteasomu 19S.

Kazda z wystgpujacych w proteasomie 20S podjednostek [ wykazujacych
wlasciwosci katalityczne posiada inny rodzaj aktywnos$ci. Kazda z podjednostek S1, f2 1 5
posiada N-koncowa treonine (Thrl), ktorej obecnosé jest kluczowa do osiggnigcia aktywnosci
proteolitycznej enzymu i ktora stanowi jego zasadnicze centrum aktywne. Grupa
hydroksylowa tancucha bocznego treoniny odpowiedzialna jest za nukleofilowy atak na
wegiel karbonylowy wigzania peptydowego, natomiast rodzaj wigzania peptydowego, na
ktére nastepuje atak determinuje obecno$¢ innych lancuchow bocznych aminokwasow

tworzacych tak zwane wneki wigzace.
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Zgodnie z modelem dla proteaz stworzonym przez Schechtera i Bergera wneki
opisywane sg symbolami S1, S2, ..., Sn i S1’, S2°, ..., Sn’ odpowiadajacymi miejscom
wigzacym reszty aminokwasowe substratu (liganda) wystepujacym przed (P1, P2, ..., Pn) i po
(P1’, P2’, ..., Pn’) hydrolizowanym wigzaniu peptydowym (P1-P1’) (Rysunek 3).” Symbole
Pn i Pn’ stosowane sg rowniez do opisu reszt wystepujagcych w peptydowych inhibitorach
enzymow proteoilitycznych. Analogicznie numerowanie tych reszt rozpoczyna si¢ od miejsca
(wigzania), ktore bierze udziat w tworzeniu kowalencyjnego wigzania z enzymem
(Rysunek 3). Wiadomo, ze nie kazdy zwigzek moze by¢ dowolnie hydrolizowany w reakcji
katalizowanej danym enzymem. To samo twierdzenie odnosi si¢ do inhibitoréw, Co 0znacza,
ze nie kazdy inhibitor moze oddziatywa¢ z enzymem jednoczesnie hamujac jego aktywnos¢
biologicznga. Wiaze si¢ to z definicjg farmakofora. Farmakofor jest to zestaw sterycznych oraz
elektronowych wlasciwosci zwigzku, ktoérych wystegpowanie jest niezb¢dne do zapewnienia
optymalnych supramolekularnych oddziatywan ze specyficznym biologicznym celem
(enzymem) z osiggni¢ciem zamierzonej aktywnosci biologicznej lub jej inhibicji. Farmakofor
nie oznacza struktury konkretnego zwiazku, a raczej wskazuje grupe zwiazkoéw posiadajacych
zblizone, okreslone grupy funkcyjne oraz co za tym idzie whasciwosci.”® Tak wiec do
osiggni¢cia zamierzonego dzialania enzymu (aktywno$¢ proteolityczna lub jej inhibicja)
potrzebna jest obecno$¢ odpowiednich grup funkcyjnych w pozycjach P1-Pn i P1’-Pn’
substratu lub inhibitora specyficznie oddziatujacego z kieszeniami S1-Sn i S1°-Sn’ enzymu.
Zatem w strukturze substratu lub inhibitora kluczowa role ma zarbwno rodzaj tfancuchow
bocznych aminokwaséw wchodzgcych w sktad tancucha peptydowego jak i konfiguracja

absolutna na centrach stereogenicznych poszczegdlnych aminokwasow.
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Rysunek 3. Schematyczny model proteaz z oznaczonymi wnekami oddziatujagcymi z resztami substratow oraz
przyktadowego inhibitora; linig przerywana wskazano w substracie miejsce dziatania hydrolitycznego enzymu
oraz w inhibitorze miejsce, w ktorym nastgpuje utworzenie kowalencyjnego wiazania z enzymem.
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3.3.1.2.1. Selektywnos$¢ podjednostek B proteasomu 20S

Najistotniejszg roéznica w budowie podjednostek [ proteasomu wplywajaca na
selektywno$¢ danej podjednostki jest tancuch boczny w pozycji 45. Znajduje si¢ on we wngce
wigzacej S1, w ktorej usytuowuje si¢ tancuch boczny aminokwasu sgsiadujacy z
hydrolizowanym wiazaniem peptydowym P1.”* W ten sposob rozrézniamy trzy selektywne
aktywnosci charakterystyczne dla kazdej podjednostki:

- chymotrypsynopodobna (ang. chymotrypsin-like) dla /5 (reszta Met45): hydroliza
wigzania peptydowego wystepujacego po aminokwasie z rozbudowanym, hydrofobowym
tancuchem bocznym,

- trypsynopodobna (ang. trypsin-like) dla f2 (reszta Gly45): hydroliza wigzania
peptydowego wystepujacego po aminokwasie z zasadowym tancuchem bocznym,

- kaspazopodobna (ang. caspase-like), pokwasowa (ang. postacidic) lub peptydylo-
glutamylowa hydrolizujaca peptydy (ang. peptidyl-glutamyl peptide hydrolyzing, PGPH) dla
PL (reszta Arg 45): hydroliza wigzania peptydowego wystepujacego po aminokwasie z
kwasnym tancuchem bocznym.*®’

Réznorodno$é selektywnosci powoduje, ze proteasom jest zdolny do zhydrolizowania
niemal kazdego wigzania w tancuchu peptydowym. Produktami proteolizy katalizowanej
przez proteasom s3 oligopeptydy o dlugosci tancuchow sktadajacych sie¢ od 3 do 25
aminokwas6w, ze $rednig iloscia 8 do 12 aminokwaséw w tancuchu.”

Wykazano, ze inhibicja lub inaktywacja poprzez mutacj¢ podjednostki /5 powoduje
znaczny spadek aktywnosci proteolitycznej proteasomu. Podobnych zalezno$ci nie
obserwowano jednak dla aktywno$ci podjednostek Sl oraz (2. Wyniki te wskazuja na
kluczowe znaczenie aktywno$ci chymotrypsynowej dla ogdlnej proteolizy katalizowane;j
przez proteasom.” Inne badania wykazaly, ze do inhibicji degradacji protein w komorkach
raka szyjki macicy HeLa, ktérej rezultatem jest apoptoza tych komoérek i dziatanie
przeciwnowotworowe, potrzebne jest blokowanie wszystkich centréw aktywnych w
podjednostkach S1, 2 i f5 w proteasomie.’

W kolejnej czgscei pracy szczegdtowo przedstawiony zostanie mechanizm proteolizy
katalizowanej przez proteasom oraz inhibicja tego enzymu z podzialem na grupy inhibitoréw

1 ich dziatanie.
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3.4. Mechanizm dzialania proteasomu

Jak wspomniano w poprzedniej czesci pracy obecno$¢ reszt treoninowych Thrl w
podjednostkach f1, 42, i /5 ma kluczowe znaczenie w osiagnigciu aktywnosci proteolitycznej
proteasomu 20S. N-Koncowa treonina posiada grupe hydroksylowa, ktora bierze udziat w
nukleofilowym ataku na wigzanie peptydowe w proteinach. Tym samym aktywne
podjednostki £ proteasomu nalezg do grupy hydrolaz, w strukturze ktorych na N-koncu
fancucha peptydowego znajdujg si¢ aminokwasy posiadajace nukleofilowe tancuchy boczne
(treonina, seryna lub cysteina). Przyktadem tego typu enzymow jest acylaza penicylinowa
(z N-koncowa grupa serynowa) oraz glutamino (5-fosforybozylo-1-pirofosforano)
amidotransferaza (z N-koncowa grupa cysteinowa). Reszta N-koncowa tych enzymow
stanowi ich centrum aktywne, w ktérym grupa hydroksylowa lub sulfhydrylowa petni funkcje
katalitycznego nukleofila, a reszta aminowa =zasady w reakcji hydrolizy. Ponizej
przedstawiono mechanizm proteolizy katalizowanej przez proteasom (enzym z N-koncowa

grupa treoninowa) (Schemat 23).%°

aminowa czes¢é kwasowa czes¢
substratu substratu
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/ H o} OH
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stan przejsciowy acyl-enzym

Schemat 23. Mechanizm proteolizy katalizowanej przez proteasom; a) atak nukleofilowy, b) tworzenie
acylowanego enzymu, c) hydroliza acylowanego enzymu.

Pierwszym etapem proteolizy jest deprotonowanie grupy hydroksylowej tancucha
bocznego Thrl proteasomu katalizowane przez N-koncowa grup¢ aminowa, ktora jest
akceptorem protonu. Nastepnie w wyniku nukleofilowego ataku anionu alkoholanowego
aktywowanego proteasomu na wegiel karbonylowy wigzania peptydowego hydrolizowanego
fancucha peptydowego powstaje tetraedryczny stan przejsciowy. W kolejnym etapie w
wyniku przegrupowania nast¢puje odtaczenie aminowej cz¢sci substratu (z wolng N-koncowa
grupa aminowa). W ostatnim etapie nast¢puje hydroliza produktu posredniego z uwolnieniem
kwasowej czesci substratu (z wolng C-koncowa grupa karboksylowa) oraz czasteczki

katalizatora czyli proteasomu (Schemat 23).
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3.5. Inhibicja proteasomu

Zasadniczym warunkiem inhibicji proteasomu jest zablokowanie grupy Thrl poprzez
utworzenie najczeSciej kowalencyjnego wigzania miedzy jej grupami funkcyjnymi
(hydroksylowa 1 aminowa) a inhibitorem. Wigzanie to moze by¢ tworzone w sSposob
odwracalny lub nieodwracalny, co z kolei zalezne jest od grup funkcyjnych wystepujacych w
inhibitorze.

Po odkryciu mechanizmu dzialania proteasomu przebadano szereg zwiazkéw pod
katem ich zdolnosci hamowania funkcji tego enzymu. Inhibitory proteasomow mozna
podzieli¢ ze wzglgdu na ich pochodzenie tj.: (a) otrzymywane syntetycznie (struktura oparta
na szkielecie matych peptydow liniowych) oraz (b) pochodzenia naturalnego (o szkielecie
malych peptydéw liniowych, cyklicznych i makrocyklicznych). W zaleznosci od grup
funkcyjnych wystepujacych w strukturze inhibitorow réznig si¢ one od siebie sposobem
wigzania si¢ z centrum aktywnym, specyficzno$cig oraz odwracalno$cia wigzania.

Aktywno$¢ inhibitora opisuje si¢ kilkoma wielko$ciami:

- ICsp — jest to stezenie inhibitora, przy ktérym obserwuje si¢ 50% spadek aktywnosci
enzymu (proteasomu);

- LCso, LCg — stezenie inhibitora, przy ktorym nastepuje 50%, 80% zahamowanie
wzrostu komorek;

- ECso — stezenie inhibitora, ktore odpowiada potowie réznicy aktywnosci migdzy linig
bazowa (najmniejsza odpowiedz enzymu po dodaniu inhibitora) a maksymalng odpowiedzig;

- Kj — stata inhibicji — jest to st¢zenie inhibitora, ktore jest potrzebne do obnizenia

maksymalnej szybkosci reakcji katalizowanej przez enzym (proteasom) do 50% jej wartosci.

3.5.1. Przeglad inhibitorow proteasomow

Przewazajaca cz¢$¢ inhibitor6w proteasomow ma strukture matych peptydow
zbudowanych z 2 do 4 aminokwasoéw, a poszczegolne ich klasy roznig si¢ grupami
funkcyjnymi wystepujacymi na C-koncu tancucha. Wyrdznia si¢ zatem nastepujace gtéwne,
bardziej liczne grupy inhibitoréw proteasomow o szkielecie peptydowym:

- peptydowe aldehydy;

- peptydowe kwasy boronowe;

- peptydowe epoksyketony;

- peptydowe winylosulfony;

oraz inne, mniej liczne grupy.
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Ponizej opisane zostang poszczegdlne grupy inhibitorOw z przedstawieniem
aktywnosci, selektywnosci oraz przyktadowych syntez ich przedstawicieli. Szczegotowe

metody syntezy wybranych tripeptyddw przedstawione zostang w dalszej czesci pracy.

3.5.1.1. Aldehydy

Historycznie pierwsza klasg inhibitorow proteasoméw byly syntetyczne aldehydy
peptydowe co spowodowane byto ich szeroka dostepnoscia komercyjng w latach 80-tych
ubiegltego wieku. Wstepnie aldehydy peptydowe zostaly zidentyfikowane jako inhibitory
proteaz serynowych i cysteinowych. Pierwszym przedstawicielem tej grupy zwigzkow byta
leupeptyna (Ac-Leu-Leu-Arg-al, 74), ktora wczesniej byla znana jako inhibitor proteaz
serynowych: trypsyny’’ i plazminy’® oraz cysteinowych: papainy’® i katepsyny B.%
Leupeptyna posiada powinowactwo do podjednostki f2 proteasomu posiadajacej
selektywno$¢ trypsynopodobng. Pod koniec lat 90-tych ubieglego stulecia najwigkszy wktad
w syntez¢ nowych inhibitoréw opartych o szkielet peptydowy oraz ich zastosowanie w
badania inhibicji proteasomu majg wspotpracujacy ze sobg Julian Adams i Ross Stein.t38183
Zwiazki opracowane przez ich zespoly otrzymywaly najczesciej stosowang obecnie w
literaturze numeracjg¢ MG-XXX. Pierwszym inhibitorem z tej grupy jest opracowany przez
Adamsa i Steina inhibitor kalpainy I (Ac-Leu-Leu-nLeu-al, MG-101, ALLN, 75) powodujacy
réwniez hamowanie aktywno$ci chymotrypsynopodobnej proteasomu. Zwigzek ten jest
jednak okoto 25-krotnie bardziej aktywny jako inhibitor katepsyny B i kalpainy wobec czego
nie jest inhibitorem selektywnym. Badania rentgenograficzne tego inhibitora doprowadzity do

identyfikacji miejsc aktywnych w proteasomie wydzielonym z Saccharomyces cerevisiae i
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o
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Rysunek 4. Przyktady inhibitoréw proteasomow jako matych peptydow z C-konicows grupg aldehydows.
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Thermoplasma acidophilium.?*®® Badania te pozwolity opracowa¢ model farmakofora dla
inhibitorow proteasoméw, w efekcie czego projektowanie nowych aktywnych inhibitorow
stalo si¢ mozliwe. Najbardziej rozpowszechnionym, a zarazem najszerzej i najlepiej
zbadanym przedstawicielem zaréwno tej jak i catej grupy inhibitorow proteasomow jest
MG-132 (Cbz-Leu-Leu-Leu-al, Z-LLL-H, 76). Jest on inhibitorem odwracalnym dajagcym
bardzo szybko odpowiedz. Dodatkowo w pordéwnaniu do innych bardziej specyficznych
inhibitorow jest stosunkowo tani (ok. 600 PLN / 5 mg). Wykazuje selektywna inhibicje
aktywnosci chymotrypsynopodobnej proteasomu (K; = 4 nM) przy czym jego aktywnosc¢ jest
znacznie silniejsza niz w przypadku MG-101 (K; = 140 nM).2*® Do inhibicji innych
enzymow (kalpainy i katepsyny) potrzebne sg 10-krotnie wyzsze stezenia tego inhibitora co
wskazuje na specyficzne hamowanie aktywnos$ci proteasornu.86 Wiasciwosci MG-132
powoduja roéwniez, ze jest on najcze$ciej stosowany w badaniach wpltywu inhibicji
proteasomu na przebieg wielu proceséw na poziomie komérkowym i tkankowym oraz jako
odnosnik w badaniach nowych inhibitorow proteasomow. Inne aldehydy peptydowe jak
MG-101, PSI (Cbz-lle-Glu(Ot-Bu)-Ala-Leu-al) czy MG-112 (Chz-Leu-Leu-nVal-al) moga
by¢ stosowane jako odno$niki w badaniach inhibicji enzyméw jednakze nie daja one
jednoznacznych wynikow. Efekty ich aktywnos$ci wywotane na poziomie komérkowym moga
by¢ rezultatem inhibicji enzyméw innych niz proteasom. Pomimo, ze MG-132 jest bardziej
selektywny, wyniki badan, w ktérych mechanizm hamowania czynno$ci komorkowych jest
niepewny, powinno si¢ popiera¢ dodatkowymi badaniami z zastosowaniem bardziej
specyficznych inhibitorow. Przyktadem takich zwigzkéw sg opisane w dalszej czeéci,
posiadajace inne grupy funkcyjne laktacystyna, epoksomycyna lub kwas boronowy
(MG-262). Jednakze stosowanie tych inhibitorow we wszystkich rutynowych badaniach
bytoby zdecydowanie zbyt kosztowne.

Mechanizm inhibicji proteasomu przez aldehydy peptydowe polega na utworzeniu
odwracalnego wigzania kowalencyjnego miedzy grupg aldehydowsa inhibitora a grupa
hydroksylowa reszty Thrl enzymu dajac w efekcie ugrupowanie hemiacetalowe w
kompleksie proteasom — inhibitor proteasomu (Schemat 24).%>? Zablokowanie reszty Thrl w
proteasomie jest warunkiem koniecznym do uzyskania aktywnosci tego typu inhibitorow.
Aktywno$¢ poszczegolnych inhibitoréw o strukturze tripeptydéw z N-koncowag grupa
zabezpieczajaca zalezy natomiast od charakteru tancuchéw bocznych w pozycjach P1, P2 1 P3

oraz rodzaju grupy zabezpieczajacej opisywanej jako P4.
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Schemat 24. Mechanizm inhibicji proteasomu przez aldehyd tripeptydowy na przyktadzie MG-132.

Ostatnie badania z wykorzystaniem dynamiki molekularnej komplekséw proteasom —
inhibitor proteasomu (MG-101 i MG-132) dostarczyly wyniki, ktore potwierdzity
dotychczasowe doniesienia na temat faworyzowanych podstawnikdéw w strukturze inhibitora,
a takze dostarczyly nowe rezultaty, ktore w badaniach zaleznosci struktura — aktywnos¢
(ang. structure-activity relationship, SAR) pozwola opracowaé¢ nowe, bardziej aktywne
inhibitory.®”  Na podstawie tych oraz poprzednich badaf do$wiadczalnych®! i
obliczeniowych® okreslono, ze najwickszy wplyw na aktywno$é i selektywno$é inhibitora
ma jego oddzialywanie z wnekami S1 1 S3 proteasomu. Jednakze doktadny mechanizm
oddziatywania grup funkcyjnych tych wngk z tancuchami P1 i P3 nie jest dobrze poznany.
Obecnosc¢ sredniej wielko$ci, rozbudowanej grupy izobutylowej (reszta leucynowa) w pozycji
P1 inhibitora wydaje si¢ kluczowym warunkiem do osiggni¢cia wysokiej aktywnosci.
Obserwuje si¢ réwniez wzrost aktywnosci w momencie wprowadzenia w pozycje P2
obszernej, sterycznie rozbudowanej grupy (najlepiej aromatycznej takiej jak naftylowa). W
ten sposob nastepuje wypelnienie wneki S2 co moze zapobiega¢ wnikaniu do niej czasteczki
wody. W przypadku obecno$ci mniejszych grup, niewypetniajacych wneki S2, czasteczka
wody, ktora ma mozliwo$¢ dostania si¢ do wneki, bierze udziat w rozktadzie kompleksu
proteasom — inhibitor co doprowadza do odzyskania czasteczki proteasomu i jednocze$nie
zmniejszenia aktywnosci inhibitora (Rysunek 5).” Rowniez w pozycji P3 inhibitora
preferowana jest obecno$¢ rozbudowanej, bogatej w elektrony grupy. Tutaj takze najlepsze

efekty daje wprowadzenie grupy aromatycznej (naftylowej).
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Rysunek 5. Czgsteczka wody (niebieska) we wnece S2 w dostepie do wigzania kowalencyjnego kompleksu
proteasom — MG-132.%

Istotne znaczenie w osiggnigciu wysokiej aktywnos$ci inhibitora ma takze charakter
grupy zabezpieczajacej N-koniec tripeptydu. Wykazano, ze preferowana jest obecnos¢
obszernej grupy aromatycznej potgczonej z N-koncem 2-4 atomowym tacznikiem. Jest to
spowodowane obecnosciag we wngce S4 proteasomu tancuchéw bocznych z pier§cieniami
aromatycznymi 1 alifatycznymi, ktore tworza z pierScieniem aromatycznym inhibitora
oddziatywania hydrofobowe CH/xt oraz n/r.

Zgodnie z wyzej przedstawionymi zalezno$ciami aktywnosci od struktury opracowano
najbardziej aktywng strukturg¢ inhibitora proteasomu na bazie aldehydu tripeptydowego 77
(Cbz-2Nal-1Nal-Leu-al, MG-167) (K; = 0,015 nM). Ma on dwie duze reszty naftyloalaninowe
w tancuchach bocznych w pozycjach P2 oraz P3, a takze reszte leucynowa w pozycji P1 i
grupe benzyloksykarbonylowa zabezpieczajaca N-koniec (Rysunek 6). ## Pomimo wysokiej
aktywnosci zwigzki tego typu nie hamujg specyficznie aktywnosci proteasomu, dlatego tez

nie maja one zastosowania w dalszych badaniach.

MG-167 (77) O

Rysunek 6. MG-167 — najbardziej aktywny inhibitor proteasomu o strukturze aldehydu tripeptydowego.

Istnieje wiele opiséw przeciwnowotworowego dziatania aldehydoéw tripeptydowych.
MG-132 migdzy innymi indukuje apoptoz¢ i1 hamuje wzrost komodrek ztosliwych
miedzybloniaka optucnej,® raka piersi,” raka prostaty® i miesaka kostnego™ (najbardziej

powszechnego ze ztosliwych nowotworow kosci, najczesciej wystepujacego u dzieci i
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milodziezy). Wedtug ostatnich doniesien MG-132 powoduje réwniez sensybilizacje komorek
rakowych na promieniowanie jonizujace”™ oraz skutecznie zapobiega rozwojowi tolerancji
morfinowej u szczuréw.”

Generalnie, aldehydy peptydowe sa bardzo aktywnymi inhibitorami proteasomu, tatwo
przenikajacymi btony komoérkowe 1 wcigz czesto uzywanymi w badaniach biologicznych.
Jednakze z powodu obecno$ci wysoko reaktywnej grupy aldehydowej zwiazki tego typu nie
sa specyficzne i istnieja ograniczenia ich zastosowania jako terapeutyki oraz probniki w
badaniach szlakéw sygnalizacyjnych.

Synteza inhibitorow proteasomow o strukturze aldehydow tripeptydowych takich jak
MG-132 oraz jego analogdw rozpoczyna si¢ od wprowadzenia prekursora grupy aldehydowej
w postaci amidu Weinreba (kwasu N,O-dimetylohydroksamowego),®* do struktury
N-zabezpieczonego dipeptydu (Boc-Leu-Leu-OH) (78) poprzez sprzgganie wolnej
C-koncowej grupy karboksylowej z N,O-dimetylohydroksyloaming. Nastepnie po
odbezpieczeniu grupy aminowej dipeptyd poddaje si¢ kolejnemu sprzeganiu z
N-benzyloksykarbonyloleucyng (Cbz-Leu-OH). Ostatnim etapem jest przeprowadzenie amidu
Weinreba 80 w aldehyd 76 poprzez redukcje wodorkiem litowo-glinowym (Schemat 25).2
Reakcja ta nie powoduje epimeryzacji na s3siadujagcym centrum stereogenicznym.
Opracowane w 1981 roku amidy Weinreba w reakcji z reagentami Grignarda oraz czynnikami
organolitowymi sg fatwo przeksztalcane w ketony oraz aldehydy. W przypadku reakcji z LAH
glownym produktem jest aldehyd jednak obserwowane jest rowniez powstawanie produktu
ubocznego w postaci alkoholu.*®*  Czynnikiem sprzegajacym w obydwu reakcjach jest
najczesciej stosowany A4 chemii peptydow chlorowodorek 1-etylo-3-

(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC) w obecnosci 1-hydroksybenzotriazolu (HOBt)

T\)J\Ji(\ T\)\ﬁ;
@M? O%Wé
O76 Y

Schemat 25. Synteza tripeptydu aldehydowego MG-132: a) HN(Me)OMe, EDC, HOBt, DMF; b) TFA,
CH,CI;; ¢) Cbz-Leu-OH, EDC, HOBt, NMM, DMF; d) LAH, THF.
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zapobiegajacego racemizacji. MG-132 zostat otrzymany tg metoda z catkowita wydajnoscia
32%.% Nalezy jednak jeszcze dodatkowo uwzgledni¢ proces otrzymywania zabezpieczonego
dipeptydu, ktéry byt uzyty w tej reakcji jako komercyjnie dostepny substrat.

Otrzymane tg metoda tripepeptydy z C-koncowa grupa aldehydowa poza jednym
wyjatkiem zbudowane byly wylacznie z aminokwasdéw o naturalnej konfiguracji. Sposrod
o$miu mozliwych diastereoizomerow Cbz-Leu-Leu-Leu-al otrzymano tylko dwa, a
mianowicie MG-132 o konfiguracji L,L,L oraz jego epimer MG-192 o konfiguracji D,L,L.%
Mata ilo$¢ syntez diastereoizomeréw o nienaturalnej konfiguracji wynika z braku
komercyjnie dostgpnych dipeptydéow Cbz-Leu-Leu-OH oraz innych o strukturze
Cbz-Aa-Aa-OH, ktore bylyby zbudowane z aminokwasow 0 konfiguracji D (Sigma, Aldrich,
Merck). Zatem do otrzymania wszystkich diastereoizomeréw nalezy wykona¢ wieloetapowe
syntezy wychodzac z enancjomerycznie czystych a-aminokwasow o konfiguracji D i L.

Pozostate metody otrzymywania tripeptydow z C-koncowa grupg aldehydowa zostang

przedstawione w dalszej czesci pracy.

3.5.1.2. Kwasy boronowe

Sposroéd wszystkich inhibitorow proteasoméw najwigksze znaczenie terapeutyczne
majg obecnie mate peptydy z N-koncowym ugrupowaniem kwasu boronowego —B(OH),,
ktore nalezg do grupy inhibitoréw pochodzenia syntetycznego. Jest to spowodowane duza
selektywno$cig oraz aktywnoscia tego typu zwiazkéw. Wzorujac si¢ na wysokiej aktywnosci

inhibitorow z grupa aldehydowsa otrzymano i zbadano tripeptyd Chz-Leu-Leu-Leu-B(OH),

o o]
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Rysunek 7. Przyktady inhibitoréw proteasoméow jako peptydow z C-koncowa grupg kwasu boronowego.
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(MG-262, 81) jako analog struktury MG-132. Zwigzek ten byt 100-krotnie bardziej aktywny
jako inhibitor proteasomu (Ki = 0,035 nM) niz MG-132.%2% Przypuszcza sie, ze wzrost
aktywnosci spowodowany jest mozliwo$cig utworzenia pseudokowalencyjnego wigzania
migdzy wolnym orbitalem p atomu boru a wolng parg elektronowag atomu tlenu grupy
hydroksylowej reszty Thrl katalitycznie aktywnych podjednostek /S proteasomu. Efektem
tego jest utworzenie stabilnego tetraedrycznego stanu przejSciowego kwasu boronowego z
N-koficowa reszta treoninowa Thrl (Schemat 26).° Inhibitory te tworza kompleksy z
proteasomem w sposob odwracalny, przy czym szybko$¢ dysocjacji tworzonego adduktu jest
znacznie wolniejsza niz w przypadku adduktow inhibitoréw z grupg aldehydowa. Prowadzi to
do znacznie dtuzszej inhibicji proteasomu przez jedng czasteczke inhibitora co pociaga za
soba mozliwo$¢ stosowania w terapii nizszych jego stquﬁ.97 Dodatkowo kwasy boronowe sg
stabilne w wigkszosci rozpuszczalnikow 1 nie rozktadaja si¢ pod wplywem czynnikow

nukleofilowych.

/proteasom /proteasom
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Schemat 26. Mechanizm inhibicji proteasomu przez dipeptyd z grupa kwasu boronowego na przyktadzie PS-341.

Wysoka aktywnos$¢ inhibitorow z grupa kwasu boronowego umozliwita skrécenie
tancucha peptydowego o jeden aminokwas co spowodowato nieznaczny spadek aktywnos$ci
ale jednocze$nie wzrost selektywnosci. Do inhibicji innych enzymow takich jak
chymotrypsyna czy elastaza niezb¢dne jest oddziatywanie wnek S3 i S4 tych enzyméw z
resztami P3 i P4 inhibitora. Dlatego tez zredukowana wielko$¢ tych inhibitorow (brak
obecnosci reszty peptydowej P3 oraz reszty P4 w strukturze) pocigga za sobag spadek
aktywnosci wzgledem tych enzyméw, a jednoczesnie jest powodem wspomnianego wzrostu
ich selektywnosci wzgledem proteasomow. Powoduje to rowniez wzrost rozpuszczalnosci
oraz przenikalnosci blon komoérkowych co jest wymogiem w przypadku projektowania
zwiazkow o wiasciwosciach terapeutycznych. Nalezy takze zwroci¢ uwage na fakt, ze w
przypadku innych Klas inhibitorow proteasomow do osiggniecia umiarkowanych aktywnosci
tancuch peptydowy musi zawiera¢ 3-4 aminokwasy.”?

Najbardziej aktywnym przedstawicielem tej grupy dipeptydowych inhibitoréw jest
MG-273 (4-Morph-1-Nal-Leu-B(OH),, 82) (K; = 0,18 nM). Z kolei nieco mu ustepujacy
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aktywnoscig dipeptyd PS-341 ((2-Pyz)-C(O)-Phe-Leu-B(OH),, MG-341, bortezomib, 83)
znalazt zastosowanie praktyczne w medycynie. W niskich, terapeutycznych stezeniach
hamuje on specyficznie aktywno$¢ podjednostek Sl i S5 nie wptywajac jednoczes$nie na
aktywno$¢ podjednostki 42 proteasomu.” Bortezomib jako inhibitor proteasomu o wysokiej
aktywnosci (Ki = 0,62 nM) oraz specyficznosci® po przejsciu wszystkich faz badan

klinicznych'%%-102

zostal zaakceptowany do uzytku w praktyce medycznej oraz wprowadzony
w 2003 roku przez firm¢ Millennium Pharmaceuticals jako lek Velcade®. Velcade® jest
stosowany w monoterapii. Jest wskazany do leczenia pacjentdéw z progresja szpiczaka
mnogiego, ktorzy wczesniej otrzymali co najmniej jeden program leczenia oraz u ktorych
zastosowano juz transplantacje szpiku lub do takiego leczenia nie kwalifikuja sie.'***%*
Bortezomib powoduje rowniez akumulacj¢ komorek raka prostaty PC-3 w fazie wzrostu
G2-M co w efekcie moze doprowadzi¢ do ich apoptozy w wyniku dlugotrwatego dziatania
inhibitora.?® Ostatnie badania wykazaly rowniez podatno$¢ raka pluc na aktywno$é
bortezomibu.'%®

Dipeptydy z C-koncowa grupa kwasu boronowego 88 otrzymuje si¢ zgodnie z
przedstawionym Schematem 27. W pierwszym etapie pochodna leucynowa estru
pinanediolowego kwasu boronowego 85 sprzggana byta z N-benzyloksykarbonylowanym
aminokwasem 84 z TBTU (tetrafluoroboran  2-(1H-benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-
tetrametylouroniowy) stosowanym jako czynnik sprzggajacy. Odbezpieczenie i acylowanie
grupy aminowej prowadzito do otrzymania dipeptydowego estru boronowego 87. Kwas
boronowy 88 otrzymano w reakcji odbezpieczenia estru 87 w dwufazowej reakcji

82,106

transestryfikacji z kwasem izobutyloboronowym. Do osiagni¢cia wysokiej aktywnosci
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Schemat 27. Synteza dipeptydéw z C-koficowg grupg kwasu boronowego.
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otrzymanych dipeptydéw z grupg kwasu boronowego 88 niezbedna jest obecnos¢ L-leucyny
w pozycji P1. W pozycji P2 dipeptydu najwickszy wplyw miata obecnos¢ duzych grup
aromatycznych takich jak wystepujaca w zwigzku 82 grupa 1-naftylometylowa (Schemat 27,
R = 1-Nal, R; = 4-Morph). Wprowadzenie tego typu grup jako lancuchow bocznych

aminokwaséw wymaga jednak wieloetapowej syntezy substratow typu 84.*%

3.5.1.3. Epoksyketony

Do przedstawicieli o’,p’-epoksyketondw nalezg zaréwno zwigzki pochodzenia
naturalnego epoksomycyna (89) oraz eponemycyna (90) jak rowniez syntetyczne Carfilzomib
(91) oraz dihydroeponemycyna (92) (Rysunek 8). Epoksomycyna, wydzielona ze szczepu

T ﬁfﬁ:&@ Mj*%?

epoksomycyna (89) eponemycyna (90)

hﬁr&ﬁ;&@ MH%{

H
0
AGN ;
é HO
Carfilzomib (91) dihydroeponemycyna (92)

Rysunek 8. Przyktady inhibitoréw proteasomow z grupg epoksyketonowa; A — pochodzenia naturalnego,
B - syntetyczne.

Actinomycetes, hamuje aktywno§¢ chymotrypsynopodobna proteasomu,’”’  z  kolei
eponemycyna i jej syntetyczna pochodna dihydroeponemycyna hamuja zaréwno aktywnos¢
chymotrypsynopodobna jak i kaspazopodnobna.’® Epoksyketony stanowia grupe inhibitorow
proteasoméw o najwigkszej specyficznosci co wynika z mechanizmu tworzenia adduktow
inhibitor — proteasom. Inhibitory te jako jedyne tworza nieodwracalne wigzanie z obydwoma
grupami funkcyjnymi wystepujacymi w reszcie Thrl aktywnych podjednostek proteasomu.
Zarowno grupa hydroksylowa jak i aminowa w wyniku reakcji z ugrupowaniem
epoksyketonowym inhibitora  tworzy szczeSciocztonowy  pierscien  morfolinowy

(Schemat 28).°2% Selektywno$é¢ ta wynika z faktu, Zze inne proteazy jak serynowe i

cysteinowe nie posiadaja wolnej grupy aminowej sgsiadujacej z nukleofilowa grupa
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katalityczng (hydroksylowa), co uniemozliwia tworzenie pierscienia morfolinowego.109
Carfilzomib jest jedynym inhibitorem tej klasy wprowadzonym do etapu badan klinicznych i
wykazuje wysoka aktywno$¢ pordownywalng do aktywnos$ci bortezomibu ale znacznie wyzsza

a1l
selektywnosé. 10

0 N\ & 0L
N e —_ N W
N proteasom o H ‘)
' H—N \ proteasom
|
H
H o proteasom OH 5

o}
Schemat 28. Mechanizm inhibicji proteasomu przez inhibitor z grupa epoksyketonows.

Peptydy z C-koncowa grupa o’,3’-epoksyketonowa otrzymuje si¢ miedzy innymi na
drodze sprzegania o’,f’-epoksyketonowej pochodnej leucyny 96 z grupa karboksylowa
wczesniej przygotowanego tancucha peptydowego. Pochodng 96 otrzymuje si¢ z
N-Boc-leucyny. W pierwszym etapie zabezpieczony aminokwas sprzega si¢ z
N,O-dimetylohydroksyloaming otrzymujgc amid Weinreba 93, ktory poddaje si¢ reakcji z
bromkiem 2-propenylomagnezowym. Tak otrzymany o’,3’-nienasycony keton 94 w reakcji
epoksydowania nadtlenkiem wodoru przeprowadzono w mieszaning o’,f’-epoksyketondéw
95a i 95b o proporcji 1,7 : 1 (Schemat 29).'** 2-(R)-Epoksyd 95a odbezpieczono w reakcji z
TFA i przeprowadzono w epoksomycyne 89 poprzez sprzgganie z tripeptydem Ac-Melle-lle-
Thr-OH. Epoksydowanie mozna takze przeprowadzi¢ na tetrapeptydzie z C-koncowa grupa

111

winyloketonowa.”~ Jednakze w tej metodzie problemem jest osiggni¢cie odpowiedniej

selektywno$ci w reakcji epoksydowania, poniewaz produkt w postaci 2-(S)-epoksydu jest

produktem ubocznym co powoduje znaczne obnizenie wydajnos$ci reakcji.

HN(Me)OMe o BFMQJL
HBTU, HOBL, DIEA | THF
Boc-N DCM, 95% Boc-N ~ -78 °C Boc-N
H H H

o} o} 0 94
92 48% H,0,
PhCN, DIEA, MeOH

0-4°C, 76%
.,,,,o
R-N
H

95a R =Boc

TFA
96 R=H

Schemat 29. Synteza o’,3’-epoksyleucyny 96 jako substratu w syntezie epoksomycyny.
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3.5.1.4. Winylosulfony

Kolejng obszerna grupa inhibitoréw proteasomoéw sa peptydy z C-koncowa grupa
winylosulfonowa. Sg to syntetyczne inhibitory nieodwracalnie i kowalencyjnie wigzace si¢ z
proteasomem, blokujace strukture jego podjednostek f. Po raz pierwszy opisane zostaty przez

112

grupe Bogyo w 1997 roku. Przyktadem tej grupy inhibitoréw sa tripeptydy

Cbz-Leu-Leu-Leu-VS (97) oraz NIP-Leu-Leu-Leu-VS (NLVS, 98) (Rysunek 9). Inhibitory

NO,
HO
OJJ\N N\:)J\N /|S— [ N N\.)J\N /g—

(e}
Cbz-Leu-Leu-Leu-VS (97) NIP-Leu-Leu-Leu-VS (98)

Rysunek 9. Przyktady inhibitorow proteasoméw z grupg winylosulfonows.

te, zbudowane na bazie inhibitora MG-132, charakteryzuja si¢ rownie wysoka aktywnoscia
jednakze nieco nizsza selektywnoscia ze wzgledu na zdolno$¢ inhibicji proteinaz
cysteinowych jak katepsyna B i S.*? Mechanizm dziatania winylosulfonéw jako inhibitorow
proteasomOw polega na nieodwracalnym utworzeniu kowalencyjnego wigzania z resztg
hydroksylowa grupy Thrl proteasomu w reakcji Michaela (Schemat 30).%” Tripeptyd 86 po

wymianie atomu jodu na izotop [**°I]

moze by¢ rowniez stosowany jako probnik w badaniach
radioznakowania centrow aktywnych podjednostek f proteasomu w réznych tkankach i

komérkach organizmu.**?

f‘H_B
o) : 0
N\ ||) O
S S / Il
f‘{N 4 x“{N \s\ }{N s
H [ H 4 H Il
o] - > o o]
(o) 3 o > o
H\O b o o -
ll'\/AH\ proteasom N proteasom proteasom
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Schemat 30. Mechanizm inhi_bicji proteasomu przez inhibitor z grupa winylosulfonowa.

Podobnie jak w przypadku syntezy a’,’-epoksyketonow winylosulfony otrzymuje si¢
w reakcji sprzegania pochodnej winylosulfonowej odpowiedniego aminokwasu z
N-funkcjonalizowanym dipeptydem. Grup¢ winylosulfonowa wprowadza si¢ do struktury
aminokwasu zgodnie ze Schematem 31. W pierwszym etapie N-zabezpieczony aminokwas
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przeprowadza si¢ w pochodng amidu Weinreba 93 analogicznie do metody przedstawionej na
Schemacie 29. Nastepnie w reakcji redukcji amidu Weinreba wodorkiem litowoglinowym
otrzymano aldehyd 99, ktéry poddano reakcji Wittiga z otrzymaniem ugrupowania
winylosulfonowego w produkcie 100. W ostatnim etapie odbezpieczono grupe aminowa,
ktora nastepnie sprzegana byla z grupg karboksylowa odpowiedniego dipeptydu.112 Po
odpowiedniej prostej funkcjonalizacji produktéw sprzegania otrzymano inhibitory
proteasoméw w tym roéwniez zwigzki 97 i 98 (Schemat 31). Alternatywa do tej syntezy jest
synteza na stalym nos$niku, ktérg otrzymano zwigzek 97, ale wykorzystano ja roéwniez do

syntezy o’,p’-epoksyketonow.**?

_ LiAIH, (EtO),P(O)CH,S(0),CH,
CI) Et,0 NaH, TsOH, Et,0 ﬁ
N > S
Boc-N ~ Boc-N RN XN
H 3 H | H ©
o) o
93 99 — 100, R = Boc

TFA

— 101,R=H

Schemat 31. Synteza winylosulfonowej pochodnej leucyny 101 jako prekursora w syntezie inhibitorow
proteasomow z C-koncows grupg winylosulfonows..

3.5.1.5. Inne grupy inhibitoréw proteasoméw

Do pozostatych, mniej licznych grup syntetycznych i naturalnych inhibitoréw
proteasoméw nalezg [B-laktony A, makrocykliczne winyloketony B, ketoaldehydy C,
cykliczne peptydy D oraz niekowalencyjne inhibitory proteasomow E (Rysunek 10).

Do przedstawicieli B-laktonéw nalezg zwigzki pochodzenia naturalnego jak
laktacystyna (102) wydzielona ze szczepu Streptomyces lactacystinaeus oraz salinosporamid
A (NPI-0052, 104) ze szczepu morskiego promieniowca Salinispora tropica. Laktacystyna
selektywnie i nieodwracalnie modyfikuje podjednostke /5 proteasomu, blokujac jego
aktywnosc¢. Blokuje rowniez aktywnos$¢ pozostatych katalitycznie aktywnych podjednostek 3
proteasomu, jednakze w sposob odwracalny i z mniejszym potencjatem. Dalsze badania
wykazatly, ze laktacystyna bezposrednio nie blokuje proteasomu in vitro a aktywnos¢
uzyskuje w pH = 8 w wyniku przeksztalcenia w clasto-laktacystyno-p-lakton — omuralid
(103). Dotychczas podjeto wiele prob syntezy totalnej laktacystyny, omuralidu oraz ich

114-116 117

pochodnych. Problemem tym zajmowali si¢ mi¢dzy innymi Corey oraz Kobayashi.

Jednakze, wada tych metod jest ich wieloetapowos$¢ 1 pracochtonnos¢.
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Rysunek 10. Przyktady inhibitoréw proteasoméw; A — g-laktony; B — winyloketony; C — ketoaldehyd;
D - cykliczny peptyd; E — inhibitory niekowalencyjne.

Grupe makrocyklicznych winyloketondéw reprezentuja naturalnego pochodzenia
syryngolina A (SylA, 105) oraz glidobaktyna A (Glb, 106), ktore blokuja proliferacje

komoérek nowotworow ztosliwych oraz indukuja apoptoz¢ wynikajaca ze specyficznej
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inhibicji proteasomu. Hamujg gtéwnie aktywno$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu bez
wyraznego wplywu na inne proteazy.118 Synteza pochodnych syryngoliny zostata opracowana
dopiero w 2009 r.**®

Ketoaldehydy sg analogami aldehydoéw peptydowych o tancuchach sktadajacych sie
na ogot z 3-4 aminokwasow. Jednym z przyktadéw tego typu inhibitorow jest Bz-Leu-Leu-
Leu-COCHO (107). Oddziatuje on ze wszystkimi podjednostkami /£ proteasomu, przy czym
hamuje aktywno$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu 2z podobng intensywnoscig
(Ki = 3.7 nM) do MG-132.% Jednakze w przypadku apoptozy komorek szpiczaka mnogiego
znacznie ustepuje skutecznoscia zaréwno MG-132 jak i bortezomibowi.” Ketoaldehydy
otrzymuje si¢ z N-zabezpieczonych peptydéw z wolng C-koncowa grupa karboksylowa, ktore
przez etap mieszanego bezwodnika przeprowadzono w pochodne diazoketonowe. Nastgpnie
w reakcji utleniatywnego usunigcia grupy diazowej z zastosowaniem dimetylodioksiranu
(Me,COy) otrzymano docelowe ketoaldehydy w tym takze 107.%

Kolejng wazng grupa sa cykliczne peptydy z gléwnym przedstawicielem TMC-95
(108). Jest on naturalnym inhibitorem, wydzielonym z Apiospora montagnei, ktory oddziatuje
ze wszystkimi aktywnymi podjednostkami S proteasomu w sposob odwracalny i
niekowalencyjny w zwigzku z czym nie blokuje on bezposrednio grupy hydroksylowej w
reszcie Thrl (ICsp = 5,4 nM, K; = 1,1 nM).120 Ten posiadajacy heterocykliczne ugrupowanie
indolinonu inhibitor oddziatuje z centrum aktywnym proteasomu poprzez uktad licznych
wiazan wodorowych.'?*

Ostatnig istotng grupa inhibitoréw proteasomoéw sg pochodne 2-aminobenzylostatyny,
ktore niekowalencyjnie oraz selektywnie hamujg chymotrypsynopodobng aktywno$é
proteasomu, czyli tak zwane inhibitory niekowalencyjne. Zwiazki tego typu byly wstepnie
badane pod katem inhibicji proteazy HIV jednak w 2001 roku zostata potwierdzona ich
aktywno$¢ wzgledem proteasomu.122 Inhibicja proteasomu polega na blokowaniu dostepu do
centrum aktywnego poprzez jego oddzialywanie z inhibitorem przez szereg wigzan
wodorowych oraz oddzialywan hydrofobowych z licznymi, obszernymi i rozbudowanymi
grupami aromatycznymi i alifatycznymi w czasteczce inhibitora. Do najbardziej aktywnych w
tej grupie naleza zwiazki 109 (ICso = 7,0 nM) i 110 (ICso = 15,0 nM).***"® Do osiagniecia
znacznej aktywnosci przez te zwigzki wymagana jest obecnos¢ C-koncowej grupy fenolowej
wypetniajacej wneke S1 centrum aktywnego proteasomu oraz reszty 2-amino-(3,4,5)-
trimetoksybenzylowej, ktora wypelnia wngke S3. Podstawienie atomu tlenu w grupie
fenolowej oraz zamiana grupy trimetoksybenzylowej na mniejszag lub zmiana potozenia

podstawnikéw metoksylowych w pierécieniu prowadzi do spadku aktywnosci.'®
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W odréznieniu do wszystkich opisanych do tej pory inhibitorow, ktore hamuja
aktywno$¢ proteolityczng proteasomu 208, istnieje nieliczna grupa zwigzkow posiadajacych
zdolno$¢ blokowania aktywno$ci regulatorowej czesci proteasomu 19S. Sa to zwiazki o
strukturze peptoidbw - N-podstawionych oligoglicyn. Przebadano bibliotek¢ 32 768
zwigzkow o tej strukturze i w przypadku tylko jednego z nich wykazano zdolno$¢ hamowania
aktywnosci proteasomu 19S. Aktywno$¢ ta polega na inhibicji procesu rozwijania tancuchow
peptydowych przez regulatorowa cze¢$¢ proteasomu. Zwigzkiem tym jest RIP-1 (regulatory
particle inhibitor peptoid-1) (111) (Rysunek 11).*?**?” Posiada on reszty aminokwasowe

e H) kkwﬁ%}m \

RIP-1(111) NH
Rysunek 11. Inhibitor blokujacy aktywnosé czesci regulatorowej proteasomu 19S — RIPL.
lizyny, leucyny oraz nienaturalnych homotryptofanu i B-metylofenyloalaniny przesunigte z
atomow wegla o aminokwasow na sasiadujace z nimi atomy azotu a takze grup¢ purynowa
potaczong ze szkieletem peptydowym facznikiem alkiloamidowym. Aktywnos¢ RIP-1
powoduje w komorkach nowotworowych HelLa indukcj¢ akumulacji biatka p27 co pociaga za
sobg inhibicje aktywnos$ci proteolitycznej uktadu ubikwityna — proteasom. Aktywnos$¢ RIP-1
nie jest jednak wysoka. Do osiggniecia aktywno$ci porownywalnej do aktywnosci MG-132
nalezy stosowa¢ 100-krotnie wigksze stezenie RIP-1.'%° Jest to jednak ciekawy, nowy

kierunek badan mechanizmu hamowania i dziatania proteasomu.

3.5.1.6. Podsumowanie przegladu inhibitoréw proteasomow

Nalezy zwrdci¢ uwage na zasadnicze podobienstwa i réznice w strukturze opisanych
inhibitorow proteasomoéw. Otoéz poréwnujac wyniki badan inhibicji tych zwigzkéw mozna
stwierdzi¢, ze do osiggni¢cia znacznej aktywnosci inhibitory powinny mie¢ struktur¢ matych
peptydoéw zbudowanych z 2-4 aminokwasow. Reszte w pozycji P1 peptydu powinien
stanowi¢ rozgaleziony tancuch alifatyczny 1 w przewazajacej ilosci przypadkow jest to grupa
izobutylowa (reszta leucynowa), np.: MG-132 (76), bortezomib (80), Carfilzomib (83). W

pozycjach P2 i P3 peptydu powinny znajdowac si¢ obszerne grupy, na ogét aromatyczne, jak
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fenylowa czy naftylowa, zdolne do oddziatlywania hydrofobowego z wnekami S2 i S3
centrum aktywnego proteasomu (MG-167 (77), MG-273 (79), bortezomib (80)).
Najistotniejsze rdéznice w aktywnosci oraz selektywnosci inhibitorow obserwuje si¢ w
przypadku poréwnania zwigzkow z réznymi grupami funkcyjnymi na C-koncu tancucha
peptydowego. Zwiazki posiadajgce najwyzsza aktywno$¢ posiadaja w tej pozycji grupe
aldehydowa (MG-167, 77). Sa one jednoczesnie najszerzej poznane i w dalszym ciagu badane
pod katem ich nowego zastosowania. Wada tej grupy jest jednak niska selektywno$¢ i
wzglednie wysoka niepozadana reaktywnos$¢. Najskuteczniejszag grupa inhibitorow
proteasoméw okazaly si¢ kwasy boronowe ze stosowanym W kuracji szpiczaka mnogiego
bortezomibem (80). Jego zaletami s mata masa czgsteczkowa, dobra biodostepno$¢ oraz
wysoka selektywno$¢. Pozostate inhibitory o strukturze peptydow okazaly si¢ niezwykle
selektywne ze wzgledu na specyficzne oddzialywanie z proteasomem. Pomimo nizszej
aktywno$ci niejednokrotnie zostaty dopuszczone do zaawansowanych faz badan klinicznych.
Jesli chodzi o sposéb dzialania, odmienng grupa inhibitorow proteasoméw sa zwigzki
niekowalencyjnie blokujace centrum aktywne enzymu (TMC-95 (108), oraz 109 i 110). W
tym wypadku nie nast¢puje modyfikacja miejsca katalitycznego proteasomu czyli reszty Thrl
tylko blokowanie dostepu substratu do centrum aktywnego poprzez wbudowanie si¢ w nie
czasteczki inhibitora z udzialem oddzialywan hydrofobowych 1 wigzan wodorowych. Nowym
kierunkiem w badaniach inhibicji proteasomu jest stosowanie do tego procesu peptoidéw o
strukturze N-podstawionych glicyn.

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt, iz jakkolwiek w strukturze inhibitorow
proteasomow niekiedy obecne sg tancuchy boczne aminokwaséw niekodowanych (nie
wchodzacych w sktad 20 podstawowych L-aminokwasow tworzacych biatka) z takimi
resztami jak naftyloalanina (MG-167), homofenyloalanina (Carfilzomib) lub tez proste,
symetryczne o,o-dipodstawione aminokwasy,” to niemalze nicobecne sa aminokwasy o
nienaturalnej konfiguracji D. Wynika to przede wszystkim z trudnoéci napotykanych w
syntezie nienaturalnych aminokwasow, a co za tym idzie bardzo waskim komercyjnym
dostepem do tego typu prekursoréw peptydoéw oraz ich wysoka cena jednostkowa. Potwierdza
to rowniez fakt, ze nie istnieje zaden komercyjnie dostepny funkcjonalizowany dipeptyd o
strukturze X-Aa-Aa-OH (X = Cbz, Boc, Fmoc; Aa = aminokwas), ktory posiadatby w swej
strukturze aminokwasy o nienaturalnej konfiguracji. W dostepnej literaturze znanych jest
tylko kilka struktur inhibitorow proteasomow z D-aminokwasem w strukturze i jest to jeden
ze stereoizomerow MG-132, a mianowicie epimer Cbz-D-Leu-L-Leu-L-Leu-al (MG-192) oraz

jego pochodna B-hydroksyaminowa MG-217.%" Aktywnosé tych inhibitorow jest jednak
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nieporownywalnie nizsza od aktywnos$ci MG-132 i wynosi odpowiednio Ki mc-192 = 96 nM i
Ki mc-217 = 57 nM. Z braku tego typu inhibitorow wynika rownolegle brak mozliwo$ci
sprawdzenia ich biologicznych wiasciwosci. Niekiedy zmiana konfiguracji na o weglu

. . . . , . . . , . .. , . 128
aminokwasu w inhibitorze moze dawac w efekcie zwiazki o rGwnie wysokiej aktywnosci.
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4.  Synteza tripeptydow

4.1. Metody klasycznej syntezy tripeptyddw

Klasyczna synteza szkieletu tripeptydowego ogranicza si¢ do zastosowania reakcji
sprz¢gania (kondensacji) odpowiednio zabezpieczonych aminokwasow. Do tego celu stosuje
si¢ rozne czynniki sprzegajace z dodatkami aktywujacymi grupy funkcyjne oraz
zapobiegajacymi racemizacji. W przypadku wprowadzania do struktury tripeptydow
nienaturalnych aminokwaséw dokonuje si¢ réwniez syntezy tych prekursordw poprzez
odpowiednie modyfikacje tancuchéw bocznych. Ostatnim etapem syntezy jest na ogot
odpowiednia funkcjonalizacja (np. odbezpieczenie, hydroliza, utlenienie) grup funkcyjnych
wystepujacych na C- i N-koncach tripeptydu oraz w tancuchach bocznych tworzacych go
aminokwasoéw. Niekiedy dokonuje si¢ takze modyfikacji jednego lub kilku wigzan
peptydowych poprzez alkilowanie atomu azotu tej grupy. Wszelkie tego typu modyfikacje, tj.
obecnos¢ grup funkcyjnych na C- i N-koncach oraz na wigzaniach peptydowych a takze
zastgpienie ~ wigzan  peptydowych  np. estrowym (w  depsipeptydach) lub
B-hydroksyaminowym prowadza do utworzenia struktur zwanych peptydomimetykami.
Peptydomimetyki sa to zwiazki, zawierajace niepeptydowe elementy strukturalne, ktdre
zdolne sa do nasladowania lub antagonizowania dziatania biologicznie naturalnego peptydu.”

Rozroznia si¢ takze dwie zasadnicze techniki syntezy peptydow, a mianowicie w
roztworze oraz na fazie stalej (na statym nos$niku). W przypadku syntezy w roztworze stosuje
si¢ standardowe metody postepowania z probka. Natomiast w przypadku syntezy tripeptydu
na stalej fazie jedna z grup funkcyjnych jednego substratu (aminokwasu) polaczona jest
bezposrednio lub za pomoca lacznika z nierozpuszczalnym polimerowym nosnikiem. W
dalszych etapach dobudowywane sa kolejne aminokwasy, a w ostatnim nastgpuje usunigcie
nos$nika 1 wydzielenie wolnego tripeptydu. Metoda ta po raz pierwszy zostata zastosowana
przez Merrifieda'® i obecnie jest szeroko stosowana w przemystowej syntezie peptydow przy

uzyciu automatycznych syntezatoréw.

4.1.1. a-Aminoaldehydy oraz tripeptydy z grupg aldehydowa

Zwiazki z grupg aldehydows, takie jak a-aminoaldehydy (pochodne a-aminokwasow)
oraz male peptydy w tym tripeptydy (np. MG-132), odgrywaja ogromng role w syntezie

organicznej z racji ich szerokiego zastosowania wynikajacego z reaktywnosci grupy
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aldehydowej. W syntezie zwigzkow biologicznie czynnych w tym takze inhibitoréw
proteasomow funkcjonalizacja grupy aldehydowej jest dobrym narz¢dziem tworzenia nowych
grup zwiazkow.**** Otrzymywanie aldehyd6éw posiadajacych centrum stereogeniczne w
pozycji o wymaga szczegOlnego doboru odpowiednich reagentow i warunkow reakcji,
ktorych stosowanie nie niesie ryzyka epimeryzacji lub znacznie je ogranicza.

Dotychczas opracowano wiele metod syntezy aldehydow peptydowych oraz
a-aminoaldehydéw. Do syntezy aldehydow stosuje si¢ miedzy innymi metody:

a) selektywnego utleniania grupy alkoholowej:

- silnymi reagentami utleniajagcymi np. reagent Collinsa (CrO3sxPy, dichlorometan),
dwuchromian pirydyny (PDC), chloromréwczan pirydyny (PCC),

- w warunkach réznych wariantéw z zastosowaniem dimetylosulfotlenku, np. metoda
Parikh-Doeringa (DMSO/SO3xPy), metodag Swerna (DMSO, chlorek oksalilu), metoda
Pfitznera i Moffata (DMSO, DCC, H3PO,),

- 2,2,6,6-tetrametylopiperidyno-1-oxylem (TEMPO) i jego pochodnymi,

- hiperwalentnymi reagentami jodowymi, np. kwasem 2-jodobenzoesowym kwasem
jodoksybenzoesowym (IBX), reagentem Dess-Martina,

- metodami enzymatycznymi z zastosowaniem dehydrogenaz;

b) selektywnej redukcji kwasow karboksylowych, estrow oraz amidoéw réznymi
wariantami wodorkow litowo-glinowych; najczesciej w tej grupie reakcji stosuje si¢ wodorek
diizobutyloglinowy (DIBAL-H) do redukcji estrow kwasow karboksylowych;

c) redukcji ugrupowania amidu Weinreba (R-CON(Me)OMe) lub jego pochodnych
wodorkiem litowo-glinowym (LAH);

d) ozonolizy grupy winylowej.

Przy doborze warunkow reakceji nalezy jednak pamigta¢ o ryzyku racemizacji (epimeryzacji)
na centrum stereogenicznym aminoaldehydu (peptydu).

Istnieje wiele doniesien na temat badafn nad synteza o-aminoaldehydéw,® ktérych
prekursory stosuje si¢ rowniez jako bloki budulcowe w syntezie aldehyddw peptydowych. W
badaniach tych niejednokrotnie poruszano problem racemizacji na centrum stereogenicznym
sgsiadujgcym z grupa aldehydowsg. Dotychczas zostalo opracowanych wiele metod syntezy
tego typu zwigzkow w warunkach, w ktérych epimeryzacja byta wyeliminowana lub
zmniejszona do minimum. Z wigkszym problemem spotykano si¢ w przypadku prob
oczyszczania i wydzielania czystych produktéw. Metody oczyszczania opisane w literaturze

powoduja bowiem znaczng epimeryzacje tych zwigzkow, dlatego tez, gdy aldehydy uzywane
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sg do dalszych przemian na ogét stosuje si¢ jedynie ich proste 0czyszczenie w postaci

ekstrakcji.

4.1.1.1. a-Aminoaldehydy

W prowadzonych przez zespot Ito badaniach nad synteza a-aminoaldehydow w
reakcji redukcji a-aminoestrow z zastosowaniem DIBAL-H wykazano, ze warunki reakcji
powoduja racemizacj¢ produktu w minimalnym stopniu. Dopiero w warunkach
chromatograficznego oczyszczania produktéw obserwowano znaczng lub wrgcz pelng
racemizacje.>> Inne metody oczyszczania o-aminoaldehydéw okazaly si¢ w tym przypadku
nieskuteczne.  Przeprowadzono takze proby oczyszczania aldehydéw  poprzez
przeprowadzenie ich w posta¢ semikarbazonu w reakcji z semikarbazydem bezposrednio
dodanego do mieszaniny reakcyjnej. W tym wypadku racmizacja byla praktycznie
zatrzymana 1 jedynie w przypadku pochodnej cysteiny obserwowano nieznaczng racemizacj¢
rzgdu 5%. Autorzy zaproponowali prawdopodobny mechanizm racemizacji aldehydow 112
przez keto-enolowg tautomeryzacje, ktora niemozliwa jest w przypadku semikarbazonéw co

wyjasniatoby ich wigkszg stabilnos¢ (Schemat 32).

CH,R' CH,R' CH,R'
H -H
R\N%(H - R\N%(H - R\N/%/H
H H ¥ H
O HO OH
112 113 114

Schemat 32. Mechanizm racemizacji przez tautomeryzacj¢ keto-enolows katalizowana na kwasno.

Podobne badania przeprowadzono na Boc-L-leucynalu, ktéry otrzymano poprzez
wydajng redukcje Boc-L-leucyny w uktadzie BH3/THF do alkoholu i jego selektywne
utlenienie do aldehydu metodg Collinsa (CrOs/pirydyna). Czysto$¢ optyczng produktu
bezposrednio po otrzymaniu oraz po okresie 1 1 9 dni przechowywania okre§lono poprzez
przeprowadzenie go w N-dansyloleucyne (dansyl = 5-(dimetyloamino)naftaleno-1-sulfonyl))
w nastepujacych etapach: redukcja do alkoholu (NaBH,), utlenienie do Boc-leucyny
(KMnQOy), usuniegcie grupy zabezpieczajacej (HCI), reakcj¢ z chlorkiem dansylu. Analize
przeprowadzono z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz
skrecalnosci wilasciwej. Wykazano, ze przechowywanie aldehydu w temperaturze -30 °C
praktycznie nie wplywa na jego czysto$¢ enancjomeryczng. Natomiast przechowywanie
zwiazku w temperaturze 24 °C powoduje znaczng racemizacje;.134

Grupa Jurczaka otrzymata a-aminoaldehydy 117 na drodze selektywnego utleniania

odpowiednich a-aminoalkoholi 116 z zastosowaniem TEMPO oraz metodg Swerna a takze
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poprzez selektywng redukcje a-aminoestréw 115 z zastosowaniem DIBAL-H. Wykazano, ze

pod katem minimalnej racemizacji, do syntezy pochodnych seryny, alaniny oraz

R

R, OMe
R, O b)
115 \ R
la) Ri_ 7

|
R / Ra
c) lub d) 117
R, OH
N a)

|
R,
116

Schemat 33. Synteza a-aminoaldehydéw 117: R = H, p-MeOC¢H,, OTBS, OBOM; R; = Cbz, Boc, Ts; R, =
H, Bn; a) LiBH,, EtOH-THF, 0 °C lub NaBH,4, MeOH, 0 °C lub LiAIH,, EtOH, 0 °C; b) DIBAL-H, Et,0, -
78 °C, 1 godz.; c) TEMPO, NaOClI, NaBr, NaHCO3, H,0, toluen, EtOAc; d) (COCI),, DMSO, CH,Cl,.

p-metoksyfenyloalaniny najlepsza metodg jest utlenianie alkoholi z zastosowaniem TEMPO.
Ta metoda otrzymano produkty o czystosci optycznej siegajacej 100% z wydajnosciami
przekraczajacymi 90%. Produkty o nizszej czysto$ci optycznej otrzymano w wyniku
utleniania metoda Swerna, a zdecydowanie najgorsza okazata si¢ metoda redukcji estrow.
Aldehydy 117 nie byly jednak oczyszczane, a ich czysto$¢ enancjomeryczna byta okre$lana
metodg skrecalnosci  optycznej lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej po

przeprowadzeniu ich w alkohole 116 w reakcji redukcji (Schemat 33).**

4.1.1.2. Tripeptydy z C-koncowa grupg aldehydowa

W analogiczny sposdb wprowadza si¢ C-koncowa grupe aldehydowa w strukture
tripeptydow. Szkielet tripeptydowy buduje si¢ na drodze dwuetapowego sprzegania
aminokwaséw, przy czym jeden z nich posiada grupe, ktorej funkcjonalizacja prowadzi do
otrzymania grupy aldehydowej i najczeSciej jest to amid Weinreba. Grupa inhibitorow
proteasoméw o strukturze tripeptydowych aldehydéw w tym takze MG-132 (76) byta
otrzymana wedlug metody przedstawionej na Schemacie 25. Ponizej opisane zostang
pozostale przyklady ogoélnych metodologii syntezy tripeptydow z C-koncowa grupa
aldehydowa.

W podobnej do opisanej wczesniej metodzie amid Weinreba wprowadzany jest do
N-zabezpieczonego aminokwasu po czym ten po odbezpieczeniu sprzegany jest z dipeptydem
Cbz-Leu-Leu-OH i redukowany do aldehydu. Ta droga zostal otrzymany migdzy innymi

Cbz-Leu-Leu-Phe-al (121).** Ten sam zwiazek moze by¢ takze otrzymany z zastosowaniem
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innego prekursora grupy aldehydowej, ktorg jest grupa hydroksylowa. W tym wypadku
szkielet tripeptydu otrzymany zostal poprzez amidowanie L-fenyloalaninolem dipeptydu
zabezpieczonego grupg imidu kwasu bursztynowego (Cbz-Leu-Leu-OSu) (119). Efektem

amidowania jest alkohol 120, ktéry utleniany jest selektywnie do aldehydu*®

metoda
Pfitznera i Moffata™’ modyfikowanej i przystosowanej do syntezy aldehydéw peptydowych
przez Wilka i Orlowskiego.” Reagentami utleniania sa dimetylosulfotlenek oraz EDC
(zastgpujacy ucigzliwy na etapie oczyszczania dicykloheksylokarbodiimid — DCC) i kwas

fosforowy (HsPO,) (Schemat 34).%

g
)LJ# S JLJi;\)L .

Schemat 34. Synteza tripeptydu aldehydowego Cbz-Leu-Leu-Phe-al. (109): a) HOSu; DCC, THF;
b) L-Phe-ol, THF; ¢c) DMSO, EDC, H3PO,.

Kolejng metoda otrzymywania aldehydow jest utlenianie alkoholi kwasem
0-jodoksybenzoesowym. Jest to metoda selektywna i réwnie czgsto stosowana do syntezy
aldehydow. Przyktadem zastosowania tej metody jest synteza tripeptydu Cbz-Leu-Phe-Gln-al
(124) z alkoholu tripeptydowego otrzymanego w reakcji sprzegania a-aminoalkoholu 123

(glutaminolu) z N-zabezpieczonym dipeptydem (Schemat 35).*!

Innym reagentem
utleniajagcym dziatajagcym w podobny sposob jest reagent Dess-Martina, ktory otrzymuje si¢

przez perjodowanie IBX.

o NH, o NH, o) NH,
a) b) c) d)e)
—_— —_—
OH OH _0

Cbz-N H,N Cbz-L-Leu-L-Phe-N

H H

o]
122 123 124

Schemat 35. Synteza tripeptydu aldehydowego Chz-Leu-Peu-GlIn-al: a) AcCl, MeOH; b) NaBHj,, LiCl,
THF, EtOH; c) 10% Pd/C, H,, MeOH; d) Cbhz-Leu-Phe, N-hydroksyimid kwasu bursztynowego, DCC,
CH,Cl,, DMF; e) IBX, DMSO.
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Podobnie jak w przypadku a-aminoaldehydow, jednakze w bardziej systematycznych
badaniach sprawdzono wptyw warunkdéw réznych chromatograficznych metod oczyszczania
aldehydow peptydowych na ich epimeryzacje. Aldehydy (S,S,S)-128 i (S,S,R)-128 otrzymano
na drodze reakcji klasycznego sprzegania (Schemat 36). Obydwa enancjomery alaniny z
prekursorem grupy aldehydowej w postaci amidu Weinreba (S)-126 i (R)-126 w sekwencji
reakcji poddano reakcjom sprzegania kolejno z enancjomerami (S) waliny i fenyloalaniny.
Otrzymano w ten sposob dwa epimery tripeptydu z grupg amidu Weinreba ((S,S,S)-128 i
(S,S,R)-128). Redukcja  amidéw  Weinreba  doprowadzita  do otrzymania
Boc-L-Phe-L-Val-L-Ala-al ((S,S,5)-128) oraz Boc-L-Phe-L-Val-D-Ala-al ((S,S,R)-128).

Nastepnie w warunkach chromatografii cieczowej: roztwor w mieszaninie heksan:EtOAc z
2x

1) sprzeganie | 1) odbezpieczenie
OH N
BOC_H 2) oczyszczenie BOC_H T 2) sprzeganie
(e} (0}

3) oczyszczenie

(S)-125 (S)-126
(R)-125 (R)-126
An/l redukcja %
NG, ———
Boc-L-Phe-L-Val-N (0] Boc-L-Phe-L-Val-N
H | H |
[¢] (e]
(S,S,9)-127 (S,S,5)-128
(S,S,R)-127 (S,S,R)-128

Schemat 36. Synteza epimerdw tripeptydu Boc-L-Phe-L-Val-L,D-Ala-al ((S,S,S)-128 + (S,S,R)-128).
dodatkiem Zelu krzemionkowego, zelu krzemionkowego z pirydyna lub tlenku glinu zbadano
postep epimeryzacji aldehydow. Spodziewano si¢, ze zastosowanie dwoch ostatnich bardziej
zasadowych warunkow powinno zapobiega¢ epimeryzacji katalizowanej kwasem poprzez
hamowanie enolizacji grupy formylowej. Wykazano jednak, ze wszystkie ze zbadanych
warunkéw powodowaly 25-49% epimeryzacj¢. Roéwniez przechowywanie aldehydéw w
postaci roztworé6w w deuterowanym chloroformie w ciggu jednego tygodnia powodowato
znaczng epimeryzacj¢ (30 — 32%).1%8

Wszystkie wyzej opisane syntezy aldehydow prowadzone sa w roztworze. Jednakze w
syntezie peptydow, w tym takze aldehydow, czesto stosuje si¢ wczeSniej wspomniang
technike syntezy na fazie statej. Szkielet tripeptydowy jest w tym wypadku budowany na
polimerowym nosniku, z ktorym jedna z reszt aminokwasowych potaczona jest przy pomocy

lacznika olefinowego™® lub z grupa amidu Weinreba'*®'*

I jednoczes$nie stanowi reszte
C-koncowsg (P1) w docelowym tripeptydzie. W kolejnych etapach stosuje si¢ standardowe
procedury syntezy peptydow: sprzeganie zabezpieczonych grupg Boc, Cbz lub Fmoc

(9-fluorenylometylokarbonylowa) aminokwasow oraz odbezpieczanie kolejnych produktow
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kondensacji. Duza zaletg tej techniki jest fatwy i szybki przeréb reakcji oraz oczyszczanie
produktow. Stosuje si¢ w tym wypadku odsaczenie 1 przemywanie zwiazkdw osadzonych na
no$niku. Takie oczyszczenie produktow jest wystarczajace do zastosowania ich w kolejnych
etapach syntezy.

W przypadku stosowania lgcznika olefinowego w pierwszym etapie zabezpieczony
a-aminoaldehyd taczony jest z nosnikiem (polistyrenem) w reakcji Wittiga z osadzonym na
nim ylidem trifenylofosfoniowym 129. W efekcie pomiedzy pochodng reszty aminokwasowej
oraz no$nikiem utworzone zostaje wigzanie podwojne C=C w zwigzku 130. Nastepnie
prowadzi si¢ standardowa synteze tripeptydu poprzez dobudowywanie kolejnych reszt
aminokwasowych do N-konca tej struktury. W ostatnim etapie nastepuje usuni¢cie no$nika w
reakcji ozonolizy wigzania podwodjnego C=C w 132 z reduktywnym przerobem co prowadzi
do uwolnienia tripeptydu z C-koncowsg grupa aldehydowa 133. Metoda tg w uktadzie 3x3x3
bloki budulcowe otrzymano biblioteke¢ 27 aldehydow tripeptydowych 133 o wysokiej

czystosci i bez obserwowanej racemizacji (Schemat 37).%

R, H o Ry
a b) c) Fmoc-N\)J\
Php?” ~9 Boc—N/k/\O - £ N Z
H z H
R
129 130 2 131

L d)e)
Ry 0 R Ry o R
A e PP
Cbz-N Y N Z Cbhz-N Y N
H H H H E H
O Ry 0 Ry

133 132
Schemat 37. Synteza aldehyddw tripeptydowych 133 na stalym nosniku z tgcznikiem winylowym;
a) N-Boc-L-a-aminoaldehyd, THF; b) TFA, DCM; ¢) N-Fmoc-L-a-aminokwas, PyBop, DIPEA, DMF;
d) piperydyna, DMF; e) N-Cbz-L-a-aminokwas, PyBop, DIPEA, DMF; f) O3, DCM; g) Me,S, DCM.

Lacznik w postaci amidu Weinreba 134 stosowany byl migedzy innymi przez zespo6t
Fehrentza. Byl on sprzggany z zywica 4-metylobenzhydryloaminowa (MBHA). Nastepnie
usuwano grupe zabezpieczajaca (Boc) i w standardowej procedurze prowadzono synteze
tripeptydéw. W ostatnim etapie w reakcji redukcji (LAH) amidu Weinreba 136 otrzymano
aldehydy jednoczesnie uwalniajac produkty z powierzchni zywicy (Schemat 38).'
Boc-L-Phe-L-Val-L-Ala-al (137) badany byt pod katem stabilno$ci konfiguracji na centrum
stereogenicznym sgsiadujacym z grupg aldehydowa w warunkach reakcji oraz oczyszczania.
Wykazano, ze zwigzek ten jest stabilny w warunkach reakcji redukcji grupy amidu Weinreba
I nieoczyszczony produkt wystepuje jako pojedynczy epimer. Do okreSlenia czystosci

wykorzystano analize 'H NMR odczytujac sygnal pochodzacy od protonu aldehydowego
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Boc synteza, BOP/DIPEA
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Schemat 38. Synteza aldehydu tripeptydowego 137 na statym no$niku z tgcznikiem w postaci amidu Weinreba.

(-CHO). W analizie nieoczyszczonego produktu obserwowano pojedynczy sygnat. Natomiast
w przypadku produktu oczyszczonego przy pomocy chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym w uktadzie z 0,1% dodatkiem pirydyny oraz przy pomocy wysokosprawnej
chromatografii kolumnowej z wypelieniem o odwroconych fazach (RP HPLC)
obserwowano dwa sygnaty protonéw aldehydowych pochodzace od oczekiwanego produktu i
jego epimeru (Boc-L-Phe-L-Val-D-Ala-al), przy czym produkt byl bardziej stabilny w
warunkach drugiej z metod.**°

Podsumowujac, dotychczas zostalo opracowanych wiele syntez tripeptydow z
C-koncowa grupa aldehydowa. Jednakze Zadna z nich nie rozwigzuje problemu prostego
wprowadzenia do struktury produktu aminokwasow z nienaturalng konfiguracja na weglu a.
Brak komercyjnego dostepu do N-zabezpieczonych dipeptyddéw o nienaturalnej konfiguracji
pociaga za soba konieczno$¢ dodatkowej syntezy tego typu prekursorow co wplywa na

szybkos¢ przygotowania poszczegolnych produktow.

4.2. Enzymatyczna synteza peptyddw

Istniejg rowniez, aczkolwiek mniej liczne, doniesienia na temat chemoenzymatycznej
syntezy peptydow. Podejscie to polega na zastosowaniu enzymdw hydrolitycznych jako
katalizatorow reakcji. Metody enzymatyczne syntezy peptydow posiadajag wiele zalet w
poréwnaniu do metod klasycznych, a najwazniejsze z nich to:

a)  Przebieg reakcji w tagodniejszych warunkach wynikajacy z obnizenia energii
aktywacji poszczegdlnych etapow reakcji, a takze ze specyfikacji prowadzenia
reakcji katalizowanych enzymami (uktady woda (bufor) / tagodny rozpuszczalnik
organiczny), stosowanie szkodliwych odczynnikow chemicznych jest
wyeliminowane;

b)  Wysoka regioselektywno$¢ enzymOw umozliwiajagca stosowanie minimalnie

sfunkcjonalizowanych  (zabezpieczonych)  substratbw  aminokwasowych

66



(peptydowych) co wigze si¢ ze zmniejszeniem ilosci etapdw syntezy,
przyspieszeniem procesu syntezy oraz obnizeniem kosztéw pozyskiwania
substratow;

Wysoka  stereoselektywno$¢  enzymoéw  pozwala na  przeprowadzenie
(dia)stereokontrolowanej syntezy;

Mniejszy wymog czystosci substratow i rozpuszczalnikow;

Minimalne ilo$ci produktéw ubocznych;

Brak ryzyka racemizacji (epimeryzacji) wynikajacy rowniez ze stosowania

. L 142
tagodnych warunkow oraz reagentow.

Wyrodznia si¢ trzy zasadnicze reguly, ktore majg zastosowanie podczas enzymatycznej

syntezy peptyddéw:
a)  Odwracalna hydroliza (acylowanie) (Schemat 39A);
b)  Transpeptydowanie (Schemat 39B);
c)  Nieodwracalna aminoliza estréw (Schemat 39C).**2

R H,N coy

Ry
hydrolaza N coy
)\ + Y —_— XHN)ﬁN/ Y + HZO
o R,

XHN CO,H R,

Ry Ry
H,N CO,H XHN CO,H
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HN Y XHN Y
R R
0 R, ° 0 R, z

R, H,N coy

Ri
hydrolaza N covy
)\ + Y - = XHN)ﬁN/ \r + RoH
XHN CO,R R,
o] R,

Schemat 39. Gtéwne reguly enzymatycznej syntezy peptydéw: A) odwracalna hydroliza, B) transpeptydowanie,

C) aminoliza estrow.

W syntezie enzymatycznej prowadzi si¢ zardwno procesy polegajace na

stereoselektywnej kondensacji enancjomerycznie czystych pochodnych aminokwasowych jak

rébwniez procesy diastereoselektywne z zastosowaniem substratow w postaci racemicznych

mieszanin. W przypadku drugiej z metod enzym obniza energi¢ aktywacji tworzenia jednego

z mozliwych produktow faworyzujac jego powstawanie. Diastereoselektywna synteza jest

niezwykle trudna do osiggni¢cia w warunkach klasycznych metod otrzymywania peptydow,
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dlatego tez synteza enzymatyczna ma ogromne znaczenie w syntezie wielu peptydow, w tym

takze zwigzkoéw 0 nienaturalnej konfiguracji na centrach stereogenicznych.

HO HO.
R
+ OMe PPL H 7
_—
OEt HN N
Bz-N o Bz-N OMe
H H
e} 0 R
138 139 140

Schemat 40. Synteza dipeptydéw 140 w diastereoselektywnej enzymatycznej reakcji aminolizy.

Do enzymatycznej syntezy peptydow 140 zawierajacych D-aminokwasy stosowano
miedzy innymi lipaze z trzustki wieprzowej (PPL, ang. porcine pancreatic lipase). W
reakcjach aminolizy estru etylowego N-benzylotyrozyny (Bz-L-Tyr-OEt) (138) obydwoma
enancjomerami estrow metylowych histydyny, seryny oraz treoniny (139) otrzymano
dipeptydy 140 (Schemat 40). Wykazano, ze lipaza ta jest bardziej selektywna wobec form
D-aminokwasow i dipeptydy o konfiguracji L,D byty otrzymywane z wyzsza wydajnoscia.
Najwigksza roznicg W selektywnosci PPL obserwowano w przypadku syntezy epimerow
dipeptydu Bz-L-Tyr-L-His-OMe i Bz-L-Tyr-D-His-OMe. Enzym katalizowat bowiem rowniez
nastepcza reakcje uboczng hydrolizy grupy estrowej produktu o konfiguracji L,L. Produkty
hydrolizy wydzielono w tej reakcji z wydajnoscig ilosciowa. Enzym nie byl natomiast
aktywny wobec hydrolizy peptydu Bz-L-Tyr-D-His-OMe, ktéry wydzielono z wysoka
wydajnoscia 91%. Korzystajac z wyze] wymienionych wlasciwosci PPL  mozna
przeprowadzi¢ synteze enancjomerycznie czystego dipeptydu Bz-L-Tyr-D-His-OMe z
zastosowaniem racemicznej mieszaniny H-DL-His-OMe. Metoda ta moze stuzy¢ zatem do
syntezy peptydéw o nienaturalnej konfiguracji.**®

Podobng metodologi¢ zastosowano w syntezie dipeptydéw na statym no$niku
katalizowanej przez termolizyne (metaloproteinaza). Badano selektywno$¢ tego enzymu w
reakcji hydrolizy i acylowania zgodnie ze Schematem 41. W reakcji katalizowanego
enzymatycznie acylowania osadzonej na zywicy L-fenyloalaniny (142) mieszaning
racemiczng N-zabezpieczonego aminokwasu (fenyloalaniny (Ri = CH,Ph) lub norleucyny
(R1 = (CH2)3CHg)) (D/L-141) otrzymano produkty o konfiguracji L,L (L,L-143). Termolizyna
katalizuje tylko reakcj¢ acylowania pomiedzy aminokwasami o naturalnej konfiguracji L-141
pozostawiajac nieprzereagowane D-141 enancjomery N-zabezpieczonych aminokwasow.
Produkty kondensacji otrzymano z bardzo wysoka wydajnoscia (99%) oraz znakomitym

nadmiarem diastereoizomerycznym (99%). W reakcji chemicznego sprzegania otrzymano
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Schemat 41. Stereoselektywna synteza dipeptyddw 143 na statym no$niku; R; = CH,Ph (Phe), (CH,)sCHs (Nle).
mieszaning epimeréw L,L i D,L dipeptydow 143. W reakcji enzymatycznej hydrolizy
mieszanin epimeréw D/L,L-143 ponownie katalizowana jest tylko hydroliza dipeptydu o
konfiguracji L,L natomiast na zywicy pozostaje nieprzereagowany epimer D,L-143. W efekcie
otrzymano Fmoc N-zabezpieczone aminokwasy L-141 z wydajnosciami 43-48%
(maksymalna teoretyczna wydajno$¢ wynosi 50%) 1 ze znakomitymi nadmiarami
enancjomerycznymi (99%).*

Wsréd enzymatycznych metod syntezy peptydow rzadko spotyka si¢ reakcje
diastereoselektywnej hydrolizy C-koncowego wiagzania estrowego. Istnieje tylko kilka
doniesien na temat tego typu reakcji. Jednym z nich jest rozdziat kinetyczny mieszaniny L,L i
L,D diastereoizomerdw dipeptydu Boc-Val-(BnO)Gly-OMe (L,D/L-144) przez endopeptydaze
serynowg subtilizyng Carlsberg, ktora izolowana jest ze szczepu Bacillus licheniformis. Takze
w tym wypadku enzym katalizowat tylko reakcj¢ hydrolizy dipeptydu o naturalnej
konfiguracji L,L-144 do kwasu L,L-145 pozostawiajac nieprzereagowany L,D-144

diastereoizomer. Obydwa zwigzki wydzielono z prawie iloSciowymi wydajnosciami,

(0]
H
N

Boc-N v OH
o subtilizyna Carlsberg H (e] C=)Bn
H H,0, DMF L,L-145
Ve

BocN © pH=7.2, 55 °C + o

O OBn H
L,D/L-144 Boc-N N O/
H
OBn

L,D-144

Schemat 42. Diastereoselektywna enzymatyczna hydroliza grupy estrowej w dipeptydzie 144.
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odpowiednio 96% i 93%, oraz z doskonalym nadmiarem diastereoizomerycznym
przekraczajacym w obydwu przypadkach 99% (Schemat 42).**

Ten sam enzym stosowany byl do rozdziatu kinetycznego czterech par epimeréw
dipeptydéw z C-koncowa grupa estrowg, metylowg lub benzylows. Analogicznie otrzymano
produkty hydrolizy L,L epimerow, jednakze z nieco nizszymi wydajnosciami (82 - 92%) niz
w poprzednim przyktadzie. Rowniez czysto$¢ optyczna produktow byta nizsza (87 - 95%).
Badania kinetyki reakcji wykazaly, ze szybko$¢ reakcji hydrolizy epimerow L,L byla
30-krotnie wigksza niz hydroliza epimeréw L,D. Analogiczne badania na estrach
tripeptydowych nie przyniosty podobnych wynikow. Wydtuzenie tancucha peptydowego o
jeden aminokwas powodowat zmniejszenie roznicy pomiedzy szybkoscig hydrolizy jednego
oraz drugiego diastereoizomeru do 4 razy co spowodowato znaczny spadek selektywnosci tej
reakcji.*®

Analizujac przyktady enzymatycznej syntezy peptydow mozna zauwazy¢, ze ma ona
zastosowanie do otrzymywania zwigzkow peptydowych nie dtuzszych niz zbudowanych z
dwoch reszt aminokwasowych. Ponadto enzymy katalizujg reakcje, w ktorych substraty maja
naturalng konfiguracj¢ na a-weglach. Wiasciwos$¢ ta mozna jednak wykorzysta¢ w reakcjach
rozdziatu kinetycznego réwniez do otrzymywania diastereomerycznie czystych peptydéw o
nienaturalnej konfiguracji. Niekiedy rezultaty sg rewelacyjne i niemozliwe do powtorzenia w
warunkach klasycznej, chemicznej syntezy. Dlatego tez poszukuje si¢ nowych rozwigzan,
ktore pozwolityby zastosowaé procedury enzymatyczne do diastereoselektywnej syntezy

tripeptydow oraz dtuzszych ich homologow.
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5.  Synteza i wlasciwos$ci peptoidow

Najwazniejszymi réznicami miedzy wiasciwosciami peptoidow o strukturze N-
podstawionych oligoglicyn i peptydow, ktore wpltywaja na aktywno$¢ biologiczng tych
zwigzkow sa:

1) Zwickszenie lipolifolowosci peptoidow poprzez podstawienie atomu azotu w
hydrofilowym drugorzedowym wigzaniu amidowym 2z utworzeniem amidu
trzeciorzedowego; z wlasciwoscia ta wigze si¢ lepsza zdolno$¢ przenikania lipidowych
bton komoérkowych co wpltywa na lepsza biodostepnos¢ zwigzku stosowanego jako
terapeutyk podawany droga doustng; prowadzi to takze do utracenia zdolnosci
tworzenia wigzania wodorowego, ktorego amidy drugorzgdowe sa donorami, oraz
tworzenia struktur drugorzedowych przez tego typu struktury.

2) Wyzsza odpornos¢ peptoidow na proteolityczne dziatanie enzyméw. Powoduje to
wyzszg tolerancje wzgledem enzymow wystepujacych w przewodzie pokarmowym.

3) Zwickszenie labilnosci konfiguracji wigzania peptydowego, wystepujacego jako
czeSciowo podwodjne w formach cis 1 trans z przewaga drugiego izomeru.
Podstawienie atomu azotu z utworzeniem trzeciorzedowego wigzania amidowego
powoduje zmniejszenie roznicy energii pomig¢dzy izomerami 1 zwigkszenie
wyst¢gpowania izomeru Cis €0 niekiedy daje w rezultacie lepsze dopasowanie struktury
zwiazku do receptora z nim oddziatujacego. '’

4) Dodatkowo w przypadku peptoidow usunigcie tancuchow bocznych z wegla o
powoduje utratg chiralno$ci na tym centrum co pocigga za sobg wyeliminowanie

ryzyka racemizacji (epimeryzacji) i utatwienie wielu procedur syntezy tych zwigzkow.

Peptoidy w postaci N-podstawionych oligoglicyn stanowia szczegblng grupe
zwigzkow, a wynika to z ich wlasciwosci zblizonych do peptyddéw oraz stosunkowo wysokiej
stabilnoéci.* Po raz pierwszy zostaly zdefiniowane wraz z okre$leniem ich wlasciwosci w
1992 roku przez Zuckermanna.*? Istnieje wiele doniesien na temat wlasciwosci biologicznych
zwiazkoéw o strukturze peptoidow. Grupa Kodadka skupita si¢ nad badaniem przenikalnos$ci
bton komorkowych przez peptoidy™® oraz ich wczesniej opisanej aktywnosci inhibitorow

126,127

regulatorowej czgsci proteasomu 19S (RIP-1, 111). Znane sg rowniez peptoidy o

aktywnosci inhibitoréw proteazy HIV-1,"° antyproliferacyjnie dziatajace na komorki

nowotworowe piersi, ptuc oraz okrgznicy™* oraz o dziataniu antybakteryjnyrn.152
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Istnieje kilka metod otrzymywania peptoidow. Do otrzymywania peptoidow stosuje
si¢ zarowno technike syntezy w roztworze jak i na no$niku statym. Historycznie pierwsza z
nich jest zaproponowana przez Zuckermanna synteza polegajaca na powtarzanej reakcji
sprzggania monomerdow peptoidowych o strukturze N-alikilowanych glicyn. Jeden z
monomerdéw jest w tym przypadku zabezpieczony (najczesciej grupa Fmoc) na N-koncu
(np. Fmoc-Gly-OH - brak tancucha bocznego, Fmoc-NLeu-OH — tancuch boczny leucyny (i-
Bu) przeniesiony na atom azotu). Po reakcji sprzegania dokonuje si¢ odbezpieczenia grupy

aminowej i ponownego sprzggana z kolejnym monomerem z wolng grupa karboksylowa
(Schemat 43).441%3

Fmoc-Gly-OH
O O
PyBroP DiPEA \)J\
H
N/

. 4¢@¢ .

2 Fmoc-NLeu-OH Fmoc/

PyBroP, DIPEA
148 ::

Schemat 43. Synteza peptoiddw w reakcji sprzggania monomerdéw peptoidowych.

Druga z metod jest modyfikacja wyzej opisanej i czesto stosowana jest w technice
syntezy na stalym no$niku. Jako no$nika najczgs$ciej uzywa si¢ zywicy polistyrenowej z
tacznikiem w postaci amidu Rinka (150) z zabezpieczong pierwszorzedowa grupg aminowa,
na ktérej po odbezpieczeniu budowany jest fancuch peptoidu od C- do N-konca. Stosowanie
innego lacznikia, tzw. tacznika amidowego szkieletowego (BAL — ang. backbone amide
linker) (151), polega na utworzeniu na jego wolnej grupie aldehydowej w reakcji
reduktywnego aminowania ugrupowania aminowego (drugorzedowego) 152, na Kktorym
budowany jest szkielet peptoidu. W odrdéznieniu od metody z zastosowaniem zywicy Rinka
otrzymana grupa aminowa wchodzi w tym wypadku w sklad jednej z wewnetrznych
(szkieletowych) grup amidowych pozostawiajac jednocze$nie wolny C-koniec peptoidu, ktory
mozna dowolnie modyfikowaé przed ostatecznym usuni¢ciem z no$nika. £aczniki te stosuje
si¢ rowniez w syntezie peptydow. W reakcji sprzggania (czynnik sprzegajacy

DIC - diizopropylokarbodiimid) kwasu halogenooctowego z drugorzedowa grupg aminowg W
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zwiazku 152 tworzone jest wigzanie amidowe. W nastepnym etapie prowadzi si¢ alkilowanie
kolejnej aminy pierwszorzedowej po czym ponownie w reakcji sprzggania z kwasem
halogenooctowym tworzone jest drugie wigzanie amidowe. Ten dwuetapowy proces powtarza
si¢ do momentu otrzymania tancucha o pozadanej dtugosci 155. Ostatnim etapem syntezy jest
usuni¢cie tacznika w reakcji z kwasem trifluorooctowym i1 uwolnienie tancucha peptoidowego
156 (Schemat 44).1°115415

. RINH,, NaCNBH, Q

piperydyna, DMF Rl\ AcOH, DMF-MeOH )J\
Fmoc-N—RINK S—— N -~ H BA'-_O
H H
150 152 151
¥
2

R _CICH,COOHIDIC \)J\ R'NH, \)J\
~N N
N I ELN, DMF L,

152

nx
I) CICH,COOH/DIC \)J\ TFA H,O \)J\
i) R”NH i : 95/5

Schemat 44. Synteza peptoidow na no$niku statym z tgcznikiem w postaci amidu Rinka i BAL w procesie
powtarzanych sekwencji reakcji (a) sprzggania aminy z kwasem chlorooctowym (b) alkilowania aminy
pierwszorzedowej; Ry = H, Alk.

Analizujac syntez¢ peptoidow mozna dostrzec jeszcze jedng zalete w stosunku do
syntezy peptydoéw. Poprzez dobor odpowiedniej aminy mozna bowiem tatwo wprowadzac¢ do
ich struktury dowolny tancuch boczny jako podstawnik amidowy, a ich réznorodnos¢
ograniczona jest jedynie dostepem do odpowiednich amin. W ten sposdb mozna zatem
tworzy¢ peptoidy (peptydomimetyki) posiadajace dowolne niekodowane tancuchy boczne w

swojej strukturze.
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6. Wyniki wlasne

6.1. Cel badan

Kluczowym zatozeniem pracy bylo opracowanie nowej, wydajnej metody syntezy
tripeptyddw z C-koncowa grupa aldehydows, posiadajagcych dowolng konfiguracje absolutng
na kazdym centrum stereogenicznym. W metodzie tej postanowiono zastosowaé
multikomponentowa reakcje Ugiego, ktora jest znakomitym narzedziem do otrzymywania
zwigzkow o zroéznicowanych strukturach peptydowych. Fakt tworzenia w tej reakcji
mieszaniny dwodch diastereoizomerycznych produktéw, po opracowaniu metody ich
rozdzialu, mozna wykorzysta¢ do szybkiego tworzenia par zwigzkoéw docelowych. W
przypadku klasycznych metod otrzymywania tego typu zwigzkow wymagane jest
przeprowadzenie wieloetapowych, rownoleglych syntez.

Ogolna koncepcja syntezy aldehyddéw tripeptydowych G z zastosowaniem reakcji
multikomponentowej przedstawiona jest na Schemacie 1. Poszczegdlnymi etapami
planowanej syntezy byty: (a) budowa szkieletu tripeptydowego w reakcji Ugiego,
(b) odbezpieczenie grupy amidowej oraz (c) funkcjonalizacja prekursora grupy aldehydowej
(grupa X w zwigzkach o strukturze F) z otrzymaniem produktéw G. Metodologia wymaga
zastosowania chiralnych, enancjomerycznie czystych reagentow karboksylowych C i
izocyjankowych D w postaci pochodnych a-aminokwasowych. Poniewaz literaturowo znane
izocyjanki tego typu sg zwigzkami niestabilnymi w warunkach reakcji Ugiego, dodatkowym

problemem do rozwigzania bylo opracowanie struktury oraz metody syntezy

Ugiego

o A R; Flez 0 R,
Cbz:N /L reakcja N /L
H + o X ——>  cbzN N7 X
o} H H
0 Rs
E

R
; _R lodbezpieczenie
B 2 . .
grupy amidowej

R, o R, R, o) R,
H H
N otrzymanie N )\
Cbz-N N ~ Cbz-N N X
H H | grupy aldehydowej G H
0 Ry 0 0 Ry
G F

Schemat 1. Ogdlna koncepcja syntezy tripeptydéw z C-koficowsa grupa aldehydowa.
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enancjomerycznie stabilnych izocyjankow. Produkty reakcji Ugiego w przypadku stosowania
tego typu chiralnych reagentdbw powstaja jako mieszanina diasterecoizomerow, dlatego
metodologia wymagata opracowania sposobu rozdziatu tych mieszanin.

Kolejnym celem pracy byto zastosowanie opracowanej metody do syntezy wszystkich
stereocizomerow jednego z najbardziej aktywnych i najczgsciej badanych inhibitorow
proteasomow - MG-132 (Cbz-Leu-Leu-Leu-H, 1) (Rysunek 1).

o 0
)J\ H\)J\
(o) N/d‘:\l - N + 7 stereoizomerow
H ioon |
¢} Y e}

(S,S,9)-1

Rysunek 1. Struktura docelowych tripeptydéw z C-koncowa grupg aldehydows:
MG-132 (S,S,S)-1 oraz jego 7 sterecizomerdw.

Metod¢ postanowiono réwniez zastosowaé do syntezy tripeptydéw z innymi niz
aldehydowa grupami C-koncowymi i tripeptydow z o, a-dipodstawionymi aminokwasami. Do
struktur peptydowych postanowiono wprowadzi¢ takze elementy niepeptydowe poprzez
zastosowanie do reakcji Ugiego reagentow karboksylowych niebedacych pochodnymi
aminokwasowymi.

Metody syntezy powinny by¢ maksymalnie ogdlne i mozliwe do zastosowania dla
szerokiej klasy zwigzkow. Metode postanowiono réwniez zastosowaé do syntezy analogow
peptydow o strukturze peptoidéw (N-alkilowanych oligoglicyn) z N-koncowymi grupami
fluoroforowymi. Zwiazki tej klasy sg bardzo pozadanymi markerami do badan procesow

komorkowych.
W celu przejrzystosci pracy numeracje zwigzkow, rysunkow, schematOw i tabel rozpoczeto w

tej czesci od poczatku. W przypadku odnoszenia si¢ do elementow z CzgSci literaturowej

pracy zostanie to wyraznie wskazane.
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6.2. Badania nad opracowaniem ogdlnej metody syntezy tripeptydow z

C-koncowg grupa aldehydowa

Celem pierwszych badan bylo opracowanie ogdlnej metody syntezy tripeptydow z
C-koncowa grupa aldehydowa. Synteza tripeptydow w reakcji Ugiego mozliwa jest przy
zastosowaniu reagentdw kwasowych 2 oraz izocyjankowych 5 w postaci pochodnych
a-aminokwasowych. Przy stosowaniu reagentow chiralnych, enancjomerycznie czystych
istnieje  ryzyko racemizacji oraz = powstawania  skomplikowanych  mieszanin
diastereoizomerycznych produktow. W celu unikni¢cia tego zjawiska i uproszczenia badan na
tym etapie stosowano reagenty w postaci pochodnych najprostszego achiralnego
a-aminokwasu, czyli glicyny — kwasu aminooctowego. Ponadto istotnym punktem tej czegsci
pracy bylo opracowanie takich struktur izocyjankoéw 5, ktoére posiadalyby ugrupowania X

bedace prekursorami grupy aldehydowej (Schemat 2).

R, O
ChaN OH R, Oﬁ o~ reakcja ,L A~
b + ’LH + + cN X — Cbz-N/\”/ N X
lo) 2 R Ugiego H H
O Ry

2 3 4 5
Schemat 2. Schemat og6lny syntezy tripeptydéw z C-koficowym prekursorem grupy aldehydowe;.

6.2.1. Synteza reagentéw kwasowych

Dobor reagenta kwasowego byt w tym wypadku jednoznaczny, a zwigzkiem tym byta
N-benzyloksykarbonyloglicyna (Cbz-Gly-OH, 2), otrzymana z wydajno$cig 83% w reakcji
N-acylowania glicyny (8) chloromréwczanem benzylu (7) w $rodowisku alkalicznym
(Schemat 3). Otrzymano rowniez s6l amonowg 2a poprzez reakcje kwasu 2 z amoniakiem w
roztworze wodnym. Produkt otrzymano z wydajnosciag iloSciowa. SOl amonowa
wykorzystano w dalszej czesci badan jako reagent wnoszacy do reakcji Ugiego zarowno
sktadnik kwasowy jak 1 aminowy. S6l stosowano w reakcjach, w ktérych podjeto proby

otrzymania szkieletu tripeptydowego bez grupy zabezpieczajgcej wigzanie amidowe.

o)
)J\ OH
c + HZN/\H/ NaOH,q (2 M) O)J\N/\H/OH
T aw Hoo Ul
2

7
T
NH3 4, o N/\n/o NH,
100% H 5
2a

Schemat 3. Synteza N-benzyloksykarbonyloglicyny (2) oraz jej soli amonowej 2a.
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6.2.2. Badania nad synteza achiralnych izocyjankow

Jedng z wlasciwosci izocyjankow jest ich nieprzyjemny, ostry 1 duszacy zapach, ktory
rézni si¢ w zaleznosci od struktury poszczegélnych zwigzkéw. Ponadto, poza kilkoma
wyjatkami izocyjankéw krystalicznych, zwiazki te najczeSciej sg substancjami ciektymi i
bardzo lotnymi co intensyfikuje rozprzestrzenianie si¢ zapachu. Nalezy zatem zachowywac
szczegllng uwage przy syntezie i uzywaniu tego typu zwigzkow.

W tej czgdci pracy celem bylo opracowanie struktur izocyjankow 5 posiadajacych
grupy X, ktérych prosta funkcjonalizacja prowadzi do otrzymania grupy aldehydowej.
Zaproponowano pig¢ grup, bedacych prekursorami grupy aldehydowej. Grupami tymi oraz
metodami ich funkcjonalizacji sg:

- grupa winylowa — ozonoliza;

- amid Weinreba — redukcja wodorkiem litowoglinowym;

- grupa acetalowa — hydroliza katalizowana kwasem;

- grupa acetoksylowa — hydroliza do alkoholu oraz selektywne utlenienie;

- grupa estrowa — redukcja do alkoholu oraz selektywne utlenienie.

Izocyjanki 5a — 5e posiadajace wyzej wymienione grupy przedstawione sg na

Rysunku 2.
|
o \F CN Mo CN O o ™° CN o~
Y e T oY
5a 5b 5c 5d 5e

Rysunek 2. 1zocyjanki 5a — 5e z prekursorami grupy aldehydowe;j.

Izocyjanek allilowy (5a) byt historycznie pierwszym izocyjankiem. Byt on otrzymany
w 1859 r. przez Lieke w reakcji jodku allilu z cyjankiem srebra.’®® Z powodu wysokiej
toksycznosci drugiego z reagentow metoda ta jest obecnie rzadko stosowana do syntezy
izocyjankow. Do syntezy izocyjanku 5a zaproponowano zatem opisang w punkcie 2.1.4.
Czesci literaturowej metode polegajaca na formylowaniu pierwszorzedowej grupy aminowe;j
oraz odwadnianiu tak otrzymanej grupy formamidowej. Zgodnie z nig, w reakcji
formylowania alliloaminy (9) mréwczanem etylu otrzymano formylowa pochodng 10 z

wydajnoscig 87% (Schemat 4). Etap odwadniania prowadzono z zastosowaniem POCl3 z

ﬁ\ POCI,, Et,N, DCM
HZN/\/ HCOOEt N/\/ CN/\/
85 °C,2dni,87%  H
9 10 5a

Schemat 4. Synteza izocyjanku allilowego (5a) na drodze formylowania i odwadniania alliloaminy (9).
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trictyloaming. W reakcji otrzymano izocyjanek 5a, o czym $wiadczyt nieprzyjemny,
charakterystyczny zapach. Produktu reakcji nie wydzielono jednak w postaci czystej.
Wynikato to po czesci z wysokiej lotnosci produktu i utrudnionym wydzieleniem na drodze
destylacji. Wszelkie proby oczyszczenia produktu przy pomocy chromatografii kolumnowej
rowniez nie daly oczekiwanego efektu. Problem z wydzieleniem produktu moégt rowniez
wynika¢ z niskiej wydajnosci reakcji. Wszelkie bezposrednie analizy izocyjanku allilowego
byty utrudnione ze wzgledu na wyjatkowo nieprzyjemny zapach tego zwigzku. Jest on
zaliczany do $cistej czotowki zwigzkow o najbardziej nieprzyjemnym znanym zapachu.157

Kolejnym podejsciem do syntezy izocyjanku allilowego bylo zastosowanie metody
Hofmanna prowadzonej w warunkach katalizy przeniesienia miedzyfazowego (PTC).**® W
metodzie tej izocyjanek 5a otrzymuje si¢ bezposrednio z alliloaminy w reakcji z
dichlorokarbenem generowanym in situ z chloroformu w warunkach silnie zasadowych
(Schemat 5). Produkt po ekstrakcji wydzielono na drodze destylacji z wydajnoscig 65%.
Temperatura wrzenia produktu byta zgodna z danymi literaturowymi. Zaletg tej metody jest
mozliwo$¢ prowadzenia reakcji w duzej skali dzigki stosowaniu prostych reagentow. Wiaze
si¢ to rowniez z utatwieniem etapu oczyszczania produktu. Metoda Hofmanna jest stosowana
do potwierdzenia obecnosci pierwszorzedowych amin czego dowodzi pojawiajacy si¢
charakterystyczny dla izocyjankdw zapach.

CHCI,, NaOH 50%

HZN/\/ TBACI, DCM CN/\/
65%
9 5a

Schemat 5. Synteza izocyjanku allilowego (5a) w warunkach reakcji PTC.
Nastgpnym izocyjankiem z prekursorem grupy aldehydowej byl zwigzek 5b z

ugrupowaniem amidu Weinreba (kwasu N,O-dimetylohydroksamowego).®* Zwiazek ten

159

otrzymany byt zgodnie z metodg opisang przez Pelkey (Schemat 6).”> W pierwszym etapie

otrzymano  N-benzyloksykarbonyloglicyne  (11), ktéra poddano  sprzgganiu z
N,O-dimetylohhydroksyloaming otrzymujac amid Weinreba 12. Nast¢pnie grupe aminowa

(Boc),0, t-BuOH HN(Me)OMe-HCI |
NaOH, H,0 DCC, DMAP

OH N
OH ———M W » _ ; ~,
HzN/\”/ 83% Boc H/\ﬂ/ EtN, DCM Boc E/\ﬂ/ T
o

Ie) o 82%
8 11 12

a) HCOOH POCI,, Et,N
b) HCOOEY, Et,N DCM |

fl |
k N\ —_— N
53% m/\n/ T 53% CN \T
0 o
13

5b

Schemat 6. Synteza izocyjanku 5b z grupa amidu Weinreba.
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odbezpieczono w reakcji z kwasem mrowkowym i formylowano mréwczanem etylu do
otrzymania pochodnej formamidowej 13, ktéra odwodniono z zastosowaniem POClIs.
Izocyjanek 5b otrzymano zatem z glicyny w pigcioetapowym procesie z catkowita
wydajnoscig 19%. Poszczegdlne etapy nie byly optymalizowane. Izocyjanek ten zostat
wydzielony w postaci krysztatow.

Izocyjanek 5¢ z grupg dietyloacetalowa otrzymano z 2,2-dietoksyetyloaminy (14) na
drodze formylowania i odwadniania wedlug procedury opisanej przez Marcacciniego

(Schemat 7).'%° Produkt otrzymano z catkowita wydajnoscia 66%.

o| PPh,, CCI,
Et.N, DCM
o._~ _ HoooE k o~ o
H-N —_— N —> CN \/
2 /\/ 83% H/\/ 79% /\/
O O 0.
14 15 5c

Schemat 7. Synteza izocyjanku z grupa acetalowg 5c.

Kolejne dwa izocyjanki 5d i 5e posiadaja grupy estrowe. Octan 2-izocyjanoetylu (5d)
otrzymany byt z 2-aminoetanolu (16) na drodze nast¢pujacych etapoéw: formylowania grupy
aminowej, acetylowania grupy hydroksylowej i odwadniania grupy formamidowej w zwigzku
17. Produkty poszczegdlnych etapow byly oczyszczane jedynie poprzez odparowanie
sktadnikow lotnych mieszaniny. Produkt 5d otrzymano z catkowita wydajnoscia 50%
(Schemat 8). Ostatni z tej grupy izocyjankdw izocyjanooctan etylu (5e) jest zwiagzkiem

komercyjnie dostepnym.'®*

1) HCOOEt (@] POCI,
2) Ac,O Et.N, DCM
OH 2 O 3 (0]
HZN/\/ B — N/\/ \n/ R — CN/\/ \n/
H
16 17 o 5d

50%

Schemat 8. Synteza izocyjanku 5e jako pochodnej 2-aminoetanolu.
Otrzymane izocyjanki, wykorzystano do opracowania ogélnej metodologii syntezy

tripeptydow z C-koncowa grupg aldehydowsa.

6.2.3. Badania nad zastosowaniem amoniaku jako reagenta aminowego w reakcjach

Ugiego

W reakcjach Ugiego z zastosowaniem amin pierwszorz¢gdowych powstaja produkty z
jedng trzeciorzgdowa grupg amidowa. W strukturach docelowych tripeptydow F i G
(Schemat 1) wystepuja wylacznie drugorzedowe grupy amidowe, dlatego tez pojawia si¢

koniecznos¢ przystosowania metody do otrzymywania tego typu zwigzkéw. Mozna tego
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dokona¢ poprzez: (a) zastosowanie amoniaku lub jego pochodnej jako reagenta aminowego,
lub (b) zastosowanie aminy H,N-R z labilng grupa R zabezpieczajaca jedno z powstajacych w
reakcji wigzan amidowych oraz usunigcie grupy R w kolejnym etapie.

W pierwszej kolejnosci podjeto proby zastosowania roznych postaci amoniaku jako
reagenta aminowego. Reakcje prowadzono z zastosowaniem Cbz-Gly-OH (2) jako kwasu
karboksylowego, aldehydu izowalerianowego (18) oraz izocyjanooctanu etylu (5e). Amoniak
stosowano w postaci roztworu alkoholowego, soli amonowej kwasu karboksylowego 2a lub
jako 25% roztwor wodny (Schemat 9). W reakcjach obserwowano bardzo niskg konwersje
substratow lub powstawanie skomplikowanych mieszanin produktow bez mozliwosci ich
wydzielenia, oczyszczenia oraz identyfikacji z zastosowaniem dost¢pnych metod. Dlatego tez

oczekiwanego produktu reakcji Ugiego w tym etapie badan nie otrzymano.

o)
% Y
o akefa
2 + NHg + + CN/\”/ ~ _ CbZ-N/\n/N N/\n/o\/
lub o g1eyQ H 5 H S
2a 18 5e

Schemat 9. Reakcja Ugiego z zastosowaniem amoniaku lub soli amonowej jako reagenta aminowego.

Rozwigzaniem zagadnienia syntezy tripeptydow typu F i G (Schemat 1) pozostato
wigc zastosowanie pierwszorzgdowych amin z labilnymi grupami wprowadzanymi jako

zabezpieczenie wigzania amidowego.

6.2.4. Badania nad syntezqg szKieletu peptydowego w reakcji Ugiego

Otrzymane izocyjanki 5a — 5e uzyto w modelowych reakcjach Ugiego. Jako aming
stosowano p-metoksybebzyloamine (19), dzieki czemu do struktury produktu wprowadzona
zostala reszta Pmb jako labilne zabezpieczenie wigzania peptydowego. Uzyto rowniez
aldehyd izowalerianowy (18), ktory wprowadza do szkieletu peptydowego produktu resztg
izobutylowg formalnie przypisang do struktury leucyny.

W reakcji Ugiego z izocyjankiem allilowym 5a z zastosowaniem metanolu jako
rozpuszczalnika nie otrzymano oczekiwanego produktu 20a. Z mieszaniny reakcyjnej
wytrgcal  si¢  osad, ktory  scharakteryzowano jako  wodzian  N-benzyloksy-
karbonyloaminooctanu p-metoksybenzyloamoniowego (Cbz-Gly-O™-Pmb-NH3"-H,0) (21), w
sktad ktorego wchodzity atomy pochodzace od kwasu karboksylowego 2 oraz aminy 19
(Schemat 10).
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Schemat 10. Reakcja Ugiego z zastosowaniem izocyjanku allilowego (5a).

W reakcji z zastosowaniem uktadu rozpuszczalnikoéw metanol — dichlorometan osad
nie wytracal si¢ z mieszaniny reakcyjnej jednakze konwersja substratow byta niska. Po
zatezeniu mieszaniny reakcyjnej ponownie wytracit si¢ osad soli amoniowej 21.

Poniewaz istnialo podejrzenie niskiej reaktywnos$ci izocyjanku allilowego w tej
reakcji, przeprowadzono na nim reakcje modelowe z zastosowaniem benzyloaminy (23),

cykloheksanonu (24) oraz kwasu octowego (22) (Schemat 11). Reakcje prowadzono w

(o}
NH, rozpuszcz. )J\Q
o 40 °C N v N\F
)J\ + + + o \F H
OH
O
22 23 24 5a

25

Schemat 11. Modelowa reakcja Ugiego z izocyjankiem allilowym (5a).
temperaturze 40 °C. W reakcji z zastosowaniem dichlorometanu jako rozpuszczalnika
otrzymano produkt 25 =z wydajnoscia 63%. W reakcjach bez rozpuszczalnika z
zastosowaniem cykloheksanonu w nadmiarze lub w ilo$ci réwnomolowej w odniesieniu do
pozostatych reagentéw produkt 25 otrzymano odpowiednio z wydajnosciami 17 i 45%
(Tabela 1). W przeciwienstwie do reakcji przedstawionej na Schemacie 9 tworzenie produktu
25 moglo by¢ faworyzowane poprzez zastosowanie sterycznie rozbudowanego cyklicznego

ketonu jako reagenta karbonylowego.

Tabela 1. Modelowa synteza zwiazku 25 w reakcja Ugiego z izocyjankiem allilowym (5a) w temperaturze 40 °C.

L.p.  Cykloheksanon Rozpuszczalnik — wydajno$é [%]

1 Leq. DCM 63
2 9 eq. - 17
3 1eq. - 45

Reakcje syntezy zwigzku 20a powtdérzono wiec w warunkach reakcji w ktorych
otrzymano produkt 25 z najlepsza wydajnoscig. Niestety, przy zastosowaniu tych warunkow,
ponownie nie udato si¢ otrzymaé¢ produktu 20a, a jednoczesnie konwersja substratow byta

bardzo niska. Nie wytracat si¢ osad jak miato to miejsce w przypadku reakcji w metanolu.
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Analizujgc wyniki powyzszych reakcji stwierdzono, ze duzy wpltyw na wydajnos¢
reakcji Ugiego z zastosowaniem izocyjanku allilowego ma rodzaj stosowanego reagenta
karbonylowego. Reaktywnos$¢ izocyjanku jest zdecydowanie wyzsza w przypadku stosowania
ketonu w postaci cykloheksanonu. W przypadku stosowania aldehydu izowalerianowego
izocyjanek nie wchodzit w reakcje z pozostatymi reagentami co prowadzito do tworzenia si¢
soli amoniowej 21.

W kolejnym etapie badan zastosowano izocyjanki 5b — 5e do syntezy tripeptyddw 20b
— 20e zawierajace C-koncowe prekursory grupy aldehydowe;j.

W reakcjach z izocyjankami 5b i 5d jako rozpuszczalnika uzyto metanolu. Etanol
natomiast byl stosowany w przypadku reakcji z izocyjankami 5¢ oraz 5e w celu uniknigcia
transestryfikacji, ktora szczegolnie tatwo zachodzi w przypadku izocyjanooctanu etylu (5e).
W przypadku pojawienia si¢ w trakcie reakcji problemu z rozpuszczalno$cig reagentow lub
produktow posrednich do mieszaniny reakcyjnej dodano dichlorometan, ktéry powodowat
rozpuszczenie zwigzkow nierozpuszczalnych w alkoholach.

W reakcji Ugiego z izocyjankiem 5b otrzymano tripeptyd z C-koncowym
ugrupowaniem amidowym Weinreba 20b z wydajnoscig 48%. Zastosowanie izocyjanku z
grupg acetalowg 5C prowadzito do tripeptydu 20c, ktéry wydzielono z wydajnoscig 67%.
Najwyzszg wydajnoscig charakteryzowata si¢ reakcja Ugiego z octanem 2-izocyjanoetanolu
(5d). Produkt 20d wydzielono z bardzo wysoka wydajnoscia 89%. W reakcji z
izocyjanooctanem etylu (5e) otrzymano produkt 20e w postaci estru etylowego z wydajnoscia
71%. (Schemat 12). Produkty 20b — 20e oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej i

na tym etapie nie napotkano na zadne utrudnienia.
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| |
N N
5b CbZN’/ﬁ\\ﬂ// N,/”\\ﬂ// *\O//’
OH 48% H o . H o
Cbzu/\n/ i-Bu 20b

2 O Pmb O
+ l!l o)
5 Csz/\n/ N/\/ ~
MeOH 67% H H
le} .
/©/\NH2 (EtOH) i-Bu 20c N~
. Pmb O
\\O 2 dni |

N (o)
19 5d CbZN/\n/ N/\/ Y
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5e N O
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Schemat 12. Synteza tripeptydéw 20b — 20e w reakcjach Ugiego z zastosowaniem izocyjankéw 5b — 5e.
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6.2.5. Badania nad opracowaniem metody funkcjonalizacji C-koncowych grup
funkcyjnych - prekursoréw grupy aldehydowej

Kolejnym etapem badan byta synteza aldehydu 27 na drodze funkcjonalizacji
C-koncowych grup w tripeptydach 20b — 20e (Schemat 13). Aldehyd otrzymano na drodze
redukcji amidu Weinreba 20b z zastosowaniem wodorku litowoglinowego wedtug procedury
opisanej w literaturze,'®? jednakze wydajnos¢ tej reakcji byta niska (39%). Ten sam produkt
otrzymano poprzez hydrolize acetalu 20c w uktadzie aceton/woda. W reakcji katalizowane;j
kwasem p-toluenosulfonowym produkt 27 wydzielono z dobrg wydajnoscia 81%. Kolejne
dwie metody syntezy modelowego aldehydu 27 byty procesami dwuetapowymi, przy czym w
kazdej z nich produktem pierwszego etapu byt alkohol 26. Produkt reakcji Ugiego 20d

Pmb O

| |
N N
CbZN/\n/ %N/\H/ \O/ X)& i
H H Pm (@]
© B 200 ° e n': )
Csz/\n/ NM
F|>mb (@] b) H H
N (o) © i-Bu
Csz/\n/ N/\/ ~ 81% 27
H H
o . o)
i-Bu 20c ~ 0
Pmb O 46%

|
N O
Csz/\n/ NN \n/ c)
H H o Pmb O
(@] i-Bu 20d (@] 96% ’L oH
b o Cbz-N/\n/ N/\/
|m d) H H
N O i-Bu
Csz/\n/ %N/\H/ ~ 93%
(@] . (o]
i-Bu 20e

Schemat 13. Synteza tripeptydu z C-koncowg grupa aldehydowg 27; (a) LAH, THF, 10 min., -10 °C, 90 min.,
0 °C (b) p-TosH, aceton/woda 2:1, 90 min, 50 °C; (c) NaOH,q, MeOH, 30 min, temp. pok.; (d) NaBH,, CaCl,,
LiCl, THF, 20 godz., 35 °C ; () TEMPO, NaClO, NaBr, woda, DCM, 50 min., 0 °C.
przeprowadzono w alkohol na drodze hydrolizy grupy acetoksylowej, katalizowanej zasadg.
Produkt 26 otrzymano z wysoka wydajnoscig 96%. Z kolei ester 20e poddano reakcji redukc;ji
z zastosowaniem borowodorku sodu modyfikowanego dodatkiem soli, chlorku wapnia oraz
chlorku litu. W reakcji tej otrzymano alkohol 26 z wydajnosciag 93%. W ostatnim etapie
alkohol poddano selektywnemu utlenianiu do aldehydu w reakcji z podchlorynem sodu
katalizowanej rodnikowo reagentem TEMPO (2,2,6,6,-tetrametylopiperydyn-1-oksyl).
Aldehyd 27 otrzymano tg metoda z wydajnoscig 46%. Reakcji utleniania alkoholu 26 na tym

etapie badan nie optymalizowano.
Poniewaz wydajnosci reakcji hydrolizy grupy acetoksylowej w 20d oraz redukcji

grupy estrowej w 20e byly bardzo wysokie, wlasnie te drogi syntezy aldehydow
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postanowiono wykorzysta¢ w dalszych etapach badan. Metodologia ta wymaga jednak
optymalizacji etapu utleniania grupy hydroksylowej oraz opracowania metody usuwania
grupy zabezpieczajacej wigzanie amidowe. Ponadto metody syntezy izocyjankéw 5d 1 5e
powinny mie¢ rowniez zastosowanie do syntezy chiralnych izocyjankéw otrzymywanych z
leucyny. W przypadku syntezy chiralnych izocyjankow z grupa acetalowg jako analogow
izocyjanku 5c konieczne by byto przeprowadzenie wieloetapowej syntezy odpowiednich

substratow.

6.2.6. Badania nad opracowaniem optymalnych warunkow selektywnego utleniania

grupy alkoholowej w pochodnych 2-amidoetanolu

Do opracowania metody selektywnego utleniania alkoholu pierwszorzgdowego do
aldehydu jako modelowy substrat wybrano N-(2-hydroksyetylo)benzamid (29). Otrzymano go
w reakcji N-acylowania 2-aminoetanolu (16) chlorkiem benzoilu (28) (Schemat 14). Alkohol
29 poddano utlenianiu do aldehydu 30 z zastosowaniem sze$ciu znanych literaturowo metod

o NaHCO,

(o] (@]
AcOEt/H,0
A~_OH 2 N/\/OH [ox] N/\/O
Cl 4+ HN 71% H H
28 16 29 30

Schemat 14. Schemat syntezy modelowego alkoholu 29 oraz selektywnego utleniania do aldehydu 30.
utleniania (Tabela 2). W reakcji katalizowanej reagentem TEMPO otrzymano produkt z
wydajnoscig 67%, jednakze wada metody jest konieczno$¢ oczyszczania produktu poprzez
wielokrotng ekstrakcje, ktora nie zawsze jest w tej metodzie procesem wydajnym. Kolejna
metoda bylo utlenianie w warunkach Swerna (chlorek oksalilu, DMSO). Produkt w tym
przypadku wydzielono z wydajnoscig 59%. Wada tej metody jest powstawanie produktéw
ubocznych w tym zwigzku o nieprzyjemnym zapachu, dwutlenku siarki, oraz tak jak w
poprzednim przypadku ucigzliwy etap ekstrakcji. Aldehyd 30 otrzymano z dobrag wydajnos$cia
85% w reakcji z zastosowaniem reagenta Dess-Martina. Reakcja ta charakteryzuje si¢ tatwym
przerobem oraz brakiem produktéw ubocznych. Przy zastosowaniu PCC jako czynnika
utleniajgcego otrzymano skomplikowang mieszaning reakcyjng, a produkt 30 byt
obserwowany dopiero po dtuzszym czasie (24 godziny). Nie udato si¢ go wydzieli¢ w formie
czystej. W pozostatych dwoch metodach z uzyciem chlorku cyjanurowego w DMSO oraz
kompleksu pirydyny z trojtlenkiem siarki w DMSO, oczekiwanego produktu nie
obserwowano a konwersja byla bardzo niska. W obydwu metodach odzyskano

nieprzereagowany substrat.
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Poniewaz w reakcji z zastosowaniem reagenta Dess-Martina produkt wydzielono z
najwyzsza wydajnoscia a jednoczesnie proces oczyszczania byt prosty i efektywny wtasnie tg
metod¢ stosowano w kolejnych etapach badan, w ktorych prowadzono reakcje utleniania

grupy alkoholowej do aldehydowe;j.

Tabela 2. Metody selektywnego utleniania alkoholu 29 do aldehydu 30.

L.p. Warunki utleniania 29 do 30 Wydajno$¢ [%]  Uwagi

1 TEMPO, KBr, NaClO, DCM, H,0 67 problemy z ekstrakcja

2 (COCI),, DMSO, DCM, TEA 59 zapach, ekstrakcja, zanieczyszczenia
3 reagent Dess-Martina 85 fatwy oczyszczenie produktu

4 PCC, DCM - zanieczyszczenia, diugi czas reakcji
5 chlorek cyjanurowy, DMSO, TEA, DCM - brak produktu

6 Pyr-SO;, DMSO, TEA, DCM - brak produktu

6.2.7. Badania nad usunieciem grupy zabezpieczajgcej wigzanie peptydowe

Kolejnym etapem pracy bylo opracowanie metody usuwania grupy zabezpieczajacej
wigzanie peptydowe w produktach reakcji Ugiego. W pierwszej kolejnosci podjeto probe
usuni¢cia grupy Pmb ze zwigzku 20e (Schemat 15). Grupa 4-metoksybenzylowa nalezy do
labilnych zabezpieczen zaréwno amin jak 1 amidow drugorzedowych 1 istnieje wiele
udokumentowanych metod usuwania tej grupy. Najczesciej stosowanymi czynnikami
usuwajagcymi  grupe Pmb s3 azotan cerowoamonowy (CAN)163 oraz  kwas

trifluorooctowy.?1%4

Pmb O

o)
| H
N o - = N o
Csz/\H/ N/\n/ ~ CbZN/\n/ N/\n/ ~—
H H H H
o) o) e} 0
20e 3le

Schemat 15. Usunigcie grupy 4-metoksybenzylowej jako zabezpieczenia wigzania amidowego.

Przy zastosowaniu tych reagentéw nie udato si¢ wydzieli¢ produktu, a obserwowana
konwersja substratu byta bardzo niska. W reakcji z kwasem trifluorooctowym obserwowano
jedynie sladowe ilosci produktu 31e. W reakcji z CAN produktu nie obserwowano.

Nastgpnie zastosowano reagent utleniajacy Jonesa (CrOs, H,SOs H20). W tych
warunkach otrzymano produkt 31e, ktory wydzielono z wydajnoscig 18%. Niska wydajnosé¢
wynikata z niepetnej konwersji substratu 20e, ktory odzyskano z wydajnoscig 43%.

Poniewaz usuwanie grupy 4-metoksybenzylowej, zabezpieczajacej wigzanie amidowe,
nie bylo procesem wydajnym postanowiono zmodyfikowa¢ strukture tej grupy. Jako grupe
zabezpieczajaca wybrano wigc bardziej labilng grupe 2,4-dimetoksybenzylowa (Dmb). Do
reakcji Ugiego zastosowano zatem 2,4-dimetoksybenzyloaming (32) oraz izocyjanki 5c, 5d i
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5e. Otrzymano produkty 33c, 33d i 33e, odpowiednio z wydajnosciami 57, 83 i 57%

(Schemat 16).
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Schemat 16. Synteza aldehydu 35 z zastosowaniem 2,4-dimetoksybenzyloaminy do reakcji Ugiego i dalszych
funkcjonalizacji produktoéw tych reakcji.

Otrzymane produkty reakcji Ugiego poddano reakcjom odbezpieczania wigzania
amidowego. W przypadku prob usunigcia grupy Dmb ze zwigzku 33d z zastosowaniem
azotanu cerowoamonowego ponownie nie otrzymano oczekiwanego produktu 31d. Grupe
Dmb skutecznie usuni¢to z produktu 33d w obecnosci kwasu trifluorooctowego uzytego w
nadmiarze. Do pelnej konwersji, osiggnigtej po 1 godzinie, wymagane bylo podniesienie
temperatury do temperatury wrzenia rozpuszczalnika (DCM). Produkt 31d otrzymano ta
metoda z wysoka wydajnoscia 88%. Analogicznie grupe Dmb usuni¢to z produktu reakcji
Ugiego z grupa estrowa 33e. W tej reakcji petna konwersj¢ osiggni¢to po 30 minutach w
temperaturze pokojowej przy zastosowaniu TFA w nadmiarze bez dodatku rozpuszczalnika.
Produkt 31e otrzymano z wydajno$cig 76%. Wyniki reakcji usuwania grup Pmb i Dmb z

zabezpieczonych tripeptydow skompletowane sg w Tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki usuwania grup zabezpieczajacych Pmb i Dmb.

Lp. Substrat Grupazabezp. Warunki odbezp. Produkt Wydajno$¢ [%]
1 20e Pmb CAN, MeCN, woda, temp. pok., 1 godz.  3le -

2 20e Pmb reagent Jonesa, temp. pok., 1 godz. 3le 18

3 20e Pmb TFA, temp. wrz., 1 godz. 3le <5

4 33d Dmb CAN, MeCN, woda, temp. pok., 1 godz.  31d -

5 33d Dmb TFA, temp. pok., 30 min 31d 88

6 33e Dmb TFA, DCM, temp. wrz., 1 godz. 3le 76
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Z otrzymanych rezultatow wynika, ze odpowiednig grupa zabezpieczajacg wigzanie
amidowe wprowadzang do struktury tripeptydow w reakcji Ugiego jest grupa
2,4-dimetoksybenzylowa. Jednocze$nie skutecznym czynnikiem usuwajacym ta grupg jest

kwas trifluorooctowy stosowany jednak w warunkach zaleznych od struktury substratu.

6.2.8. Synteza tripeptydu z C-koncowa grupa aldehydowsg bez zabezpieczenia wigzania

amidowego

W  kolejnym etapie, wykorzystujac metodologi¢ opracowana dla zwigzkow
zabezpieczonych grupag Pmb (Schemat 13), funkcjonalizacji poddano C-koncowe grupy
funkcyjne w zwigzkach 31d oraz 3le. Tripeptyd z grupa acetoksylowa 31d poddano reakcji
hydrolizy natomiast zwigzek z grupa estrowa 31e zredukowano do alkoholu 34. Produkt ten
otrzymano odpowiednio z wydajnosciami 88 1 50%. Alkohol 34 z zastosowaniem
zoptymalizowanej metody selektywnego utleniania (reagent Dess-Martina) przeprowadzono

w aldehyd 35 z bardzo wysoka wydajnoscia 93% (Schemat 17).

Py ey

i-Bu 31d

MeOH, NaOH, NaBH,, CaCl,
45 min. LiCl, THF, 45 min.
85% 50% o
H
r. Dess Martina, DCM
' N (0]
Csz N/\/OH CbzN N
93% H H
o) .
i-Bu I-Bu g

Schemat 17. Synteza aldehydu 35 z zastosowaniem 2,4-dimetoksybenzyloaminy do reakcji Ugiego i dalszych
funkcjonalizacji produktdw tych reakcji.

Dalszej funkcjonalizacji poddano rowniez produkt reakcji Ugiego z grupa acetalowa
33c. Poniewaz zwigzek ten posiada w swej strukturze dwie kwasolabilne grupy, czyli grupe
Dmb oraz grup¢ acetalows, ideg bylo opracowanie metody jednoczesnego usunig¢cia grupy
Dmb oraz hydrolizy grupy acetalowej. Wydajna metoda réwnoleglej funkcjonalizacji tych
grup pozwolitaby zmniejszy¢ ilo$¢ etapoéw syntezy aldehydu 35. Analizujac poprzednie
wyniki stwierdza si¢, ze do wydajnego usuniecia grupy Dmb niezbedna jest obecno$¢ TFA. Z
kolei hydroliza grupy acetalowej prowadzgca do otrzymania grupy aldehydowej mozliwa jest
w obecnosci wody w srodowisku kwasnym. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono reakcje
z zastosowaniem kwasu p-toluenosulfonowego analogicznie do reakcji hydrolizy zwigzku 22¢
(Schemat 18). W tym wypadku otrzymano jedynie produkt hydrolizy grupy acetalowej 36 z

wydajnoscig 82%. Nie obserwowano produktu reakcji odbezpieczenia wigzania amidowego.
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Schemat 18. Synteza tripeptydéw z C-koncowym grupg aldehydowa 35 i 36 w reakql hydrollzy grupy acetaloweyj.
Najskuteczniejszym w reakcji jednoczesnego usunigcia grupy Dmb oraz hydrolizy grupy
acetalowej okazat si¢ uktad TFA/woda (19:1). W tych warunkach aldehyd 35 otrzymano z
wydajnoscia 18%. Wydajnos¢ tej reakcji byla zbyt niska, aby metode ta mozna by
wykorzysta¢ w dalszych etapach badan (Schemat 18).

6.2.9. Podsumowanie etapu badan nad modelowg synteza tripeptydow z C-koncowa

grupg aldehydowa

Analizujac wyniki tego etapu badan mozna wyciggna¢ kilka wnioskow. Odpowiedni
dobdr reagentow aminowych oraz izocyjankowych umozliwia przeprowadzenie wydajnej
syntezy zwigzkéw docelowych. 1zocyjankami posiadajgcymi grupy funkcyjne, ktorych prosta
oraz wydajna funkcjonalizacja prowadzi do otrzymania grupy aldehydowej, sa octan
2-izocyjanoetylu (5d) oraz izocyjanooctan etylu (5e). Sa to pochodne achiralnego
aminokwasu - glicyny oraz produktu jej redukcji - glicynolu. Ponadto metody otrzymywania
izocyjankéw 5d i 5e wydajg si¢ by¢ najprostsze do przeniesienia na syntez¢ odpowiednich
pochodnych z chiralnych a-aminokwaséw. Z kolei odpowiednim wyborem je$li chodzi o
reagent aminowy jest 2,4-dimetoksybenzyloamina (32). Zastosowanie tej aminy w reakcji
Ugiego powoduje wprowadzenie do struktury produktu labilnego zabezpieczenia wigzania
amidowego, ktore jest tatwo usuwalne w obecnosci kwasu trifluorooctowego. Najbardziej
wydajng metoda selektywnego utleniania alkoholi w tej grupie zwigzkéw okazala si¢ metoda

z zastosowaniem reagenta Dess-Martina.

6.3. Badania nad syntezg chiralnych substratow reakcji Ugiego

Docelowa w tej pracy grupa zwigzkow sktada si¢ ze wszystkich diastereoizomeréw

tripeptydu Cbz-Leu-Leu-Leu-al. Poprzez sprecyzowanie ogolnego schematu zastosowania
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reakcji Ugiego do syntezy tripeptydow z C-koncowsa grupg aldehydowa mozna stwierdzié, ze
zardbwno reagent kwasowy jak i izocyjankowy w tym wypadku powinien by¢ pochodng
leucyny. Jednocze$nie w celu otrzymania wszystkich mozliwych diastereoizomeréw produktu
konieczne jest dysponowanie kazdym z dwoch enancjomeréw chiralnych substratow w
postaci czystej. Spetienie tego warunku jest niezb¢dne do otrzymania w wyniku reakcji
Ugiego mieszanin ztozonych z nie wigcej niz dwoch diastereoizomerycznych produktow.
Zwrbcono réwniez uwage na opracowanie struktury izocyjanku nieracemizujacego w

warunkach przechowywania oraz w warunkach reakcji Ugiego.

6.3.1. Synteza chiralnych kwaséw karboksylowych

Poprzez analogi¢ do kwasu karboksylowego 2 uzywanego w modelowych reakcjach
syntezy tripeptydéw zwigzek stosowany do otrzymywania produktow docelowych 1 powinien
by¢ pochodng leucyny i mie¢ strukturg¢ N-benzyloksykarbonyloleucyny (38). Obydwa
enancjomery tego produktu otrzymano w reakcjach N-acylowania (S)- oraz (R)-leucyny (37)
chloromrowczanem benzylu (7) w warunkach zasadowych, odpowiednio z wydajnosciami 87
I 88% (Schemat 19).

0 o}
)J\ oH _ NaOH(@M) )J\ OH
o) Cl 4 H,N > o N
o "0
7 (8)-37 (S)-38, 87%
(R)-37 (R)-38, 88%

Schemat 19. Synteza N-benzyloksykarbonyloleucyny (S)-38 i (R)-38.

6.3.2. Badania nad syntezg chiralnych izocyjankow

Istnieje kilka literaturowych doniesien na temat syntezy chiralnych, enancjomerycznie
czystych izocyjankéw otrzymywanych z a-aminokwasOw. Najczesciej zwigzki te maja
strukture  o-podstawionych izocyjanooctanéw. Metody syntezy tych izocyjankdw
przedstawione zostaly w rozdziale 2.1.4. czg$ci literaturowej pracy. Analogicznie do syntezy
izocyjanku 59 (Cz. lit.) otrzymanego z (S)-fenyloalaniny przeprowadzono synteze¢ izocyjanku
(S)-41 z (S)-leucyny (37) (Schemat 20). W pierwszym etapie na drodze estryfikacji otrzymano
chlorowodorek estru metylowego (S)-leucyny (39). Nastepnie w reakcji formylowania grupy
aminowej ortomréwczanem etylu otrzymano formylowa pochodng (S)-40 w postaci optycznie
czystej. lzocyjanek (S)-41 otrzymano poprzez odwadnianie pochodnej formylowej z

zastosowaniem difosgenu, jednego z czynnikdéw najczesciej stosowanych do otrzymywania
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Schemat 20. Synteza chiralnego izocyjanku (S)-41.

chiralnych izocyjankéw (Schemat 20). Produkt otrzymano w formie optycznie czynnej,
jednakze bezposrednie okreslenie jego czystosci optycznej nie byto mozliwe z powodu braku
mozliwos$ci korelacji danych analitycznych z dostgpnymi danymi literaturowymi. Korelacja
mozliwa byla natomiast poprzez ponowne przeprowadzenie izocyjanku w znang literaturowo
pochodng formylowg (S)-40, oraz okreslenie czystosci optycznej na podstawie pordwnania z
opublikowanymi danymi analitycznymi.**®> W wyniku hydrolizy izocyjanku (S)-41 otrzymano
zwigzek (S)-40 o czystosci optycznej rownej 24%. Wskazuje to na czg¢§ciowa racemizacje,
wystepujaca badz na etapie otrzymywania izocyjanku, badz w reakcji jego hydrolizy. Zgodnie
z literaturowymi doniesieniami mozna stwierdzi¢, ze problem moze wynikaé z zastosowania
metody odwadniania powodujacej racemizacj¢, badz z samej struktury izocyjanku. Zwigzek
ten jest podatny na racemizacj¢ w zwigzku z obecno$cia w sasiedztwie centrum
stereogenicznego dwoch elektronoakceptorowych grup utatwiajacych proces racemizacji.
Dodatkowo w zwigzkach tego typu pojawia si¢ ryzyko zwigzane z dalsza racemizacja na
etapie reakcji Ugiego, co powodowatoby powstawanie skomplikowanych mieszanin
diastereoizomerycznych produktdw.

Poniewaz napotkano na wyzej opisane problemy zwigzane z otrzymywaniem
izocyjanku (S)-41, konieczne bylo opracowanie nowej, enancjomerycznie stabilnej struktury
izocyjanku oraz metody jego otrzymywania. Wzorujac si¢ na strukturze octanu
2-izocyjanoetylu (5d) z powodzeniem stosowanego w modelowej syntezie tripeptydéw z
C-koncowa grupa aldehydowa zaprojektowano analogiczng strukture oraz metode
otrzymywania pochodnej leucynowej 45. W pierwszej kolejnosci skupiono si¢ na
opracowaniu metody syntezy enancjomeru S izocyjanku 45 wychodzgc z leucyny o naturalnej
konfiguracji na centrum stereogenicznym ((S)-37). W pierwszym etapie zredukowano grupe
karboksylowa w leucynie przy zastosowaniu diboranu (B;Hg) generowanego in situ z
borowodorku sodu poprzez utlenienie jodem. W ten sposéb otrzymano (S)-leucynol ((S)-42) z
wydajnoscig 55%. Produkt redukcji poddano N-formylowaniu mréwczanem etylu do

pochodnej (S)-43 z wydajnoscig iloSciowg, a nastepnie O-acylowaniu bezwodnikiem
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Schemat 21. Synteza chiralnych izocyjankéw (S)- i (R)-45.
octowym z wydajnoscia 73%. Ostatnim etapem syntezy byt proces odwadniania grupy
formamidowej prowadzacy do otrzymania izocyjanku (S)-45 (Schemat 21). W celu okreslenia
optymalnych warunkéw tej reakcji zastosowano pie¢ metod z uzyciem roznych srodkow
odwadniajacych.

Jednym z zastosowanych §rodkéw odwadniajacych byt reagent Burgessa (48). Procesy
odwadniania grupy formamidowej z zastosowaniem tego $srodka charakteryzuje przebieg w
fagodnych warunkach, bez konieczno$ci znacznego obnizania temperatury reakcji.
Otrzymano go w dwuetapowym procesie. W pierwszym etapie w reakcji izocyjanianu

chlorosulfonylu (46) z metanolem otrzymano karbaminian (47), ktory nastepnie w reakcji z

trietyloaming przeprowadzono w dipolarny reagent Burgessa (48) (Schemat 22).2%61¢
0 MeOH o EtN e o
| benzen || H benzen .l B
Cl—S—N —————> o-S—N__O_ ———> Et—N—S—N___O
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Schemat 22. Synteza reagenta Burgessa.
Pozostatymi czynnikami odwadniajacymi byly: difosgen, tlenochlorek fosforu,
chlorek tionylu oraz trifenylofosfina z czterochlorkiem wegla. Wydajnosci reakcji oraz

skrecalno$ci wlasciwe wydzielonych produktow przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Warunki i wyniki reakcji odwadniania formylowej pochodnej (S)-44 do izocyjanku (S)-45.

L.p. Reagenty i warunki Czas [godz] Wydajnosé [%]  [a]p”
1 difosgen, NMM, DCM, -40 °C 2,0 31 +1,30
2 reagent Burgessa, DCM, temp. pok. 3,5 54 +5,08
3 POCI;, TEA, THF, <5°C 3,0 86 +5,05
4 SOCI,, DMF, -30 °C 1,0 71 +4,59
5 PPhs, CCl,, TEA, DCM, reflux 3,0 57 +7,30
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Produkt o najwyzszej wartosci skrgcalnosci wlasciwej otrzymano przy zastosowaniu
uktadu trifenylofosfiny z czterochlorkiem wegla jako $rodka odwadniajacego (L.p. 5, Tabela
4). Nizszymi ale zblizonymi do siebie warto§ciami skrecalnosci wlasciwej charakteryzowaty
si¢ produkty otrzymane poprzez odwadnianie reagentem Burgessa, tlenochlorkiem fosforu
oraz chlorkiem tionylu. Produkt z najnizsza wartoscig skrgcalnosci wlasciwej otrzymano w
reakcji z difosgenem. Jednoczesnie izocyjanek (S)-45 otrzymano z najwyzsza wydajnoscia
86% w procesie odwadniania z zastosowaniem tlenochlorku fosforu.

Opracowang metod¢ syntezy izocyjanku (S)-45 zastosowano do otrzymania
enancjomeru tego zwiazku (R)-45 (Schemat 21). Produkty poszczegolnych -etapdw
wydzielono z wydajno$ciami zblizonymi do wartosci dla enancjomerow (S). lzocyjanek
otrzymano w reakcji odwadniania uktadem PPhs, CCly z wydajnoscia 65%, a skrecalnosé
wla$ciwa produktu miata wartos$¢ [a]p” = —7,15.

Zbadano roéwniez stabilno$¢ enancjomeryczng otrzymanych izocyjankow @ w
warunkach przechowywania (-20 °C) poprzez powtdrzenie pomiaréw skrecalnosci wlasciwe;j
po okresie 4 miesigecy. Stwierdzono niewielki spadek czynno$ci optycznej rzedu 0,5% na
miesigc. Wskazuje to na wzglednie wysoka stabilno$¢ tych zwigzkéw w warunkach
przechowywania.

Pomimo wyznaczenia wartos$ci skrecalnosci wlasciwej nie mozna bylo okresli¢
czysto$ci enancjomerycznej otrzymanych izocyjankéw (S)- i (R)-45 z powodu braku
literaturowych doniesien na temat tych zwigzkow. Problem ten rozwigzano w dalszej cze$ci
pracy poprzez analize sktadu mieszanin diastereoizomerycznych produktéw reakcji Ugiego

otrzymanych z zastosowaniem tych izocyjankow.

6.4. Badania nad synteza Cbz-Leu-Leu-Leu-al w reakcji Ugiego z

zastosowaniem chiralnych substratow

Celem tego etapu pracy byla synteza wszystkich stereoizomerow aldehydu
Cbz-Leu-Leu-Leu-al (1) z zastosowaniem opracowanej metodologii otrzymywania
tripeptydow z C-koncowa grupa aldehydowa. Zatozeniem byto rowniez wydzielenie kazdego
ze stereoizomerow produktow docelowych w postaci diastereoizomerycznie czystej. W
zwigzku z tym kolejnym problemem pojawiajacym si¢ w tej czgsci pracy byta koniecznosé

opracowania metody rozdziatu mieszanin diastereoziomerycznych produktow reakcji Ugiego.
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6.4.1. Badania nad zastosowaniem reakcji Ugiego do syntezy inhibitora proteasoméw
MG-132 ((S,S,S)-1) oraz jego epimeru (S,R,S)-1

Zgodnie z mechanizmem reakcji Ugiego przy zastosowaniu chiralnych,
enancjomerycznie  czystych  substratow  produkty = powstaja  jako  mieszanina
diastereoizomerow roznigcych sie konfiguracjag absolutng na nowopowstatym centrum
stereogenicznym. Przy zastosowaniu reagentéw, ktore nie ulegaja racemizacji w warunkach
reakcji, mieszanina produktow powinna sktada¢ si¢ tylko z dwoch diasterecoizomerow.
Zastosowanie do reakcji Ugiego reagentow kwasowych oraz izocyjankowych o naturalnej
konfiguracji (S) powinno wigc prowadzi¢ do otrzymania produktow w postaci mieszaniny
diastereoizomeréw o konfiguracji (S,S,S) oraz (S,R,S). Dlatego tez do syntezy prowadzonej
zgodnie z opracowang ogdlng metodologia otrzymywania tripeptydéow z C-koncowa grupa
aldehydowa zastosowano (S)-N-benzyloksykarbonyloleucyne ((S)-38) oraz izocyjanek (S)-45.
Jako pozostale reagenty uzyto 2,4-dimetoksybenzyloaming (32) oraz aldehyd izowalerianowy
(18) wprowadzajacy do struktury produktu reakcji multikomponentowej trzeci tancuch
boczny leucyny. W reakcji Ugiego otrzymano mieszaning produktow (S,S,S5)-49 oraz
(S,R,S)-49, ktora wydzielono z wydajnoscig 83% (Schemat 23). Kolejne reakcje prowadzono
bez rozdzielania sktadnikéw mieszanin diastereoizomerycznych. Produkt reakcji Ugiego
poddano reakcji odbezpieczenia wigzania amidowego z zastosowaniem TFA. Otrzymano
mieszaning tripeptydéw (S,S,S)-50 oraz (S,R,S)-50 z wysoka wydajnoscia 91%. Nastgpnie
mieszaning poddano reakcji hydrolizy prowadzaca do alkoholi (S,S,5)-51 oraz (S,R,S)-51,
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Schemat 23. Synteza stereoizomerdw (S,S,S) i (S,R,S) tripeptydu Cbz-Leu-Leu-Leu-al. (1).
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ktore w ostatnim etapie utleniono do aldehydéw (S,S,S)-1 (MG-132) oraz (S,R,S)-1 z
wydajnosciag 88%. Wida¢ zatem, Ze opracowang metodologi¢ mozna z powodzeniem
wykorzysta¢ do syntezy tripeptydow z zastosowaniem chiralnych reagentoéw. Wszystkie etapy
syntezy charakteryzuja sic wysoka wydajnoscia przekraczajaca 80% (Schemat 23).*

Kolejnym problemem do rozwigzania bylo okreslenie skladu mieszanin
diastereoizmoerycznych produktéw powstajacych w reakcji Ugiego oraz w kolejnych etapach
syntezy. Nie mozna bowiem wykluczy¢ epimeryzacji na ktéryms$ z centrow stereogenicznych.
Przy zastosowaniu najprostszej metody okreslajacej sktad mieszaniny, a mianowicie
chromatografii cienkowarstwowej (TLC), w mieszaninie produktow reakcji Ugiego (S,S,S)-49
oraz (S,R,S)-49 wykazano obecnos¢ dwoch sygnatow o zblizonej intensywnosci, réznigcych
si¢ wyraznie wskaznikiem opdznienia (Rs — ang. retardation factor). Wskazuje to na obecno$¢
W mieszaninie co najmniej dwoch diastereoizmerow réznigcych sie od siebie polarnoscig. Na
podstawie tych wynikow nie mozna jednak wykluczy¢ obecno$ci innych diastereoizomerow,
ktorych polarno$¢ moze by¢ zblizona do polarnosci gléwnych produktow, w zwigzku z czym
sygnaty pochodzace od nich nakrywalyby si¢ na siebie. Do precyzyjnego okreslenia sktadu
mieszanin wykorzystano metod¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz
odwrdconych (RP-HPLC). Wykazata ona obecno$¢ w mieszaninie dwoch produktow w
proporcji zblizonej do rownomolowej wynoszace] 49,2 / 50,8. Poniewaz przypisanie
konfiguracji absolutnej do poszczegdlnych diastereoizomerdéw nie bylo mozliwe, w pierwszej
kolejnosci podawane sa wartosci odpowiadajace wynikom analiz bardziej polarnych
diastereoizomerow.

W celu wykluczenia lub potwierdzenia powstawania produktéw ubocznych
tworzonych w wyniku racemizacji ktdrego$ z reagentéw przeprowadzono analogiczng reakcje
Ugiego z zastosowaniem reagenta kwasowego o przeciwnej konfiguracji absolutnej czyli
kwasu (R)-38 (Schemat 24). Produktem reakcji byta mieszanina zwigzkow (R,S,S)-49 oraz
(R,R,S)-49 wydzielona z wydajno$cig 80%. Sktad mieszaniny kontrolowano podczas reakcji z

zastosowaniem TLC. Z analizy wynikalo, ze produkty rowniez tworza si¢ jako mieszanina

O\
o
Il g
p N MeOH 5
H + + + 48 godz. H
: OH o —_— : N O
Csz/\n/ CN \H/ CbzN N \n/
H 83% H H
o NH, o} o) 0

(R)-38 32 18 (S)-45

(R,S,S)-49 + (R,R,S)-49

Schemat 24. Synteza mieszaniny diastereocizomerow (R,S,S)-49 oraz (R,R,S)-49 w reakcji Ugiego.
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zwiazkow roznigcych si¢ polarnoscig. Réznica ta nie byla jednak na tyle wyrazna jak w
przypadku poprzednich diastereoizomeréw. Analiza HPLC réwniez wykazata obecno$é tylko
dwoch diastereoizomerow produktow w rowniez zblizonej do réwnomolowej proporcji
wynoszacej 51,4 / 48,6.

Ostatecznie sktad obydwu mieszanin potwierdzono poprzez zmieszanie ich zawartosci
oraz wykonanie analizy sktadu z zastosowaniem HPLC. Wykazano obecno$¢ czterech
wyraznie oddzielnych sygnatéw pochodzacych od roznych zwigzkéw. Wskazuje to na
obecnos$¢ w kazdej z mieszanin tylko dwoch sktadnikow.

Wynik ten jest kluczowy do rozwigzania kilku zagadnien. Wyklucza on wystepowanie
zjawiska racemizacji zarOwno reagenta kwasowego jak i izocyjankowego. W przypadku
racemizacji reagenta kwasowego w mieszaninie zwigzkow (S,S,5)-49 oraz (S,R,S)-49
wystepowalyby bowiem S$ladowe ilosci diastereoizomerow (R,S,S)-49 oraz (R,R,S)-49.
Obecnosci ich nie stwierdzono przy zastosowaniu analizy HPLC. Z kolei racemizacje
reagenta izocyjankowego mozna wykluczy¢ poniewaz w wyniku wystepowania tego procesu
produktami reakcji Ugiego bylyby rowniez diastereoizomery (S,S,R)-49 oraz (S,R,R)-49,
bedace enancjomerami otrzymanych juz diastereoizomeréw (R,R,S)-49 oraz (R,S,S)-49. Czasy
retencji tych zwiazkow powinny zatem odpowiada¢ czasom retencji ich enancjomerow
zgodnie z zasadg identycznych wlasciwosci chemicznych enancjomerow. Brak tych sygnatow

w obydwu mieszaninach wyklucza wigc wystgpowanie racemizacji izocyjankow.

Ponadto powstawanie w reakcji Ugiego mieszanin sktadajacych si¢ wylacznie z
dwoch diastereoizomeréw potwierdza wysoka czystos¢ enancjomeryczng otrzymanych
izocyjankow (S)-45 oraz (R)-45. Poniewaz bezposrednie okreslenie czystosci optycznej tych
izocyjankow nie byto mozliwe, na tym etapie potwierdzono réwniez, ze w warunkach
odwadniania pochodnej formylowej z zastosowaniem trifenylofosfiny oraz czterochlorku

wegla reacemizacja nie nastgpuje.

Problemem dotad nierozwigzanym pozostaje rozdzial diastereoizomerycznych
mieszanin produktéw. Rozwigzanie tego problemu jest niezbedne do otrzymania wszystkich
stereoizomerow zwigzkow docelowych w formie czystej. W pierwsze] kolejnosci podjeto

proby wykorzystania enzymow do rozdziatu otrzymanych zwigzkow.
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6.4.2. Badania nad enzymatycznym rozdzialem mieszanin diastereoizomerycznych

produktow reakcji Ugiego

Enzymy znajduja coraz szersze zastosowanie w syntezie organicznej. Obnizajg one
energi¢ aktywacji poszczegoélnych reakcji i poprzez modyfikacje kinetyki tych reakcji
przyspieszaja ich szybko$¢. Szczegélnie duze znaczenie enzymy majg w reakcjach
kinetycznego rozdzialu mieszanin enancjomeréw lub diastereoizomeréw. Aby procesy
rozdziatu tego typu byly efektywne enzym powinien przyspiesza¢ reakcj¢ tylko jednego ze
stereoizomerow.

Otrzymane produkty reakcji Ugiego o strukturze 49 posiadajg ugrupowanie estrowe w
postaci octanu alkoholu. Rozdziat tych zwigzkoéw powinien by¢ zatem mozliwy na drodze
diastereoselektywnej reakcji hydrolizy wigzania estrowego z zastosowaniem enzymow
hydrolitycznych takich jak lipazy oraz esterazy.

W reakcji modelowej mieszaning tripeptydow (S,S,S)-49 oraz (S,R,S)-49 poddano
reakcji hydrolizy do alkoholi (S,S,S)-52 oraz (S,R,S)-52 (Schemat 25). W pierwszej kolejnosci

O— O—
O O
/ /
enzym
e rozp./bufor fosf. 7:0 O
N O. N OH
CbzN N \H/ CbzN N
H H H H
0 o] o]
(S,5,5)-49 + (S,R,S)-49 (S,5,9)-52 + (S,R,S)-52

Schemat 25. Kinetyczny rozdzial enzymatyczny mieszaniny (S,S,S)-48 oraz (S,R,S)-48.
przeprowadzono przeglad enzymoéw pod katem aktywnosci hydrolitycznej wzgledem tych
zwiazkow. Sprawdzono dwanascie preparatow enzymatycznych w postaci proszkow
acetonowych otrzymanych z tkanek zwierzgcych: (a) z watrdb: §winskiej, jagniecej, cielecej,
kaczej, gesiej, dziczej, jeleniej, indyczej, kroliczej oraz bydlecej; (b) z nerek: $winskiej i
bydlecej. Zbadano rowniez komercyjne lipazy wydzielone z kietkéw pszenicy, trzustki
wieprzowej, bakterii: Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens, Chromobacterium
viscosum i preparatu Amano AK oraz grzybow Candida cylindracea, Candida rugosa,
Rhizopus niveus, Rhizopus arrhizus, Rhizomucor miehei, Mucor miehei, Mucor javanicus,
Aspergillus oryzae, Pennicylium roqueforti oraz preparatu Novozym 435 z Candida
antarctica. Reakcje prowadzono w uktadzie aceton/bufor fosforanowy (pH = 7,0), 2:8.
Przebieg reakcji kontrolowano z zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej. Produkty
obserwowano w reakcjach katalizowanych przez proszki acetonowe z watroby $§winskiej,

kroliczej oraz indyczej, a takze przez lipazy z kietkow pszenicy, Candida cylindracea,
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Pennicylium roqueforti oraz Rhizomucor miehei. Produkt o najwyzszym stezeniu w
mieszaninie reakcyjnej osiggnieto z zastosowaniem lipazy z kietkow pszenicy. W przypadku
pozostatych enzymow produkt obserwowano w ilo$ciach §ladowych.

W kolejnym etapie zbadano wptyw rodzaju rozpuszczalnika oraz jego zawartosci w
mieszaninie reakcyjnej na przebieg reakcji katalizowanej lipazg z kietkéw pszenicy.
Sprawdzono  nastgpujace  rozpuszczalniki: aceton, Et,0, i-Pr,0, n-BuyO, eter
tert-butylowometylowy, cykloheksanon, DMF, THF, toluen, DMSO, metanol oraz etanol. Na
tym etapie przebieg reakcji oraz sktad wydzielonych mieszanin produktow kontrolowano z
zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Reakcje najwydajniej przebiegaty
w metanolu, DMSO oraz acetonie. Pomimo wysokiej wydajnosci reakcji prowadzonej w
metanolu (83%) proporcja produktow byta rowna 80:20 i odpowiadata niewysokiej warto$ci
nadmiaru diastereoizomerycznego d.e. = 60% (d.e. = 100% - (P1 — P2), gdzie wartosci P1 i
P2 odpowiadaja wzglednej zawartosci poszczegdlnych produktow i spelniajg rownanie:
P1 + P2 = 1). W reakcji z zastosowaniem DMSO produkty wydzielono z wydajnoscig 52%.
Niestety wyniki analizy sktadu mieszaniny produktow wykazaly ponownie niezbyt wysoki
nadmiar jednego z produktow (d.e. = 76%). W reakcji prowadzonej w acetonie wydzielono
mieszaning o wysokim nadmiarze d.e. = 90%. Wydajnos¢ tej reakcji byta jednak bardzo niska
(17%).

Tabela 5. Wyniki kinetycznego rozdziatu diastereoizomerdw (S,S,S)-49 oraz (S,R,S)-49 w réznych
rozpuszczalnikach z zastosowaniem lipazy z kietkow pszenicy.

L.p. Rozpuszczalnik  Wydajnoéé [%]  d.r. d.e. [%]
1 metanol 83 80:20 60
2 DMSO 52 88:12 76
3 aceton 17 95:5 90

Analizujac te wyniki trudno jest jednoznacznie wskazaé rozpuszczalnik odpowiedni
do zastosowania w reakcji enzymatycznej hydrolizy estrow (S,S,S)-49 oraz (S,R,S)-49.
Wysoka wydajnos¢ reakcji wigze si¢ bowiem z wydzieleniem produktéw z niskim nadmiarem
diastereoizomerycznym. I na odwrdt. Reakcje, w ktorych otrzymuje si¢ mieszaniny
produktéw wystepujacych z duzym nadmiarem charakteryzujg si¢ niskimi wydajnos$ciami.

Niska selektywno$¢ tej reakcji mogta by¢ spowodowana oddaleniem najblizszego
centrum stereogenczinego o dwa atomy od miejsca, w ktorym nastepuje reakcja hydrolizy.
Ponadto zwigzki (S,S,S)-49 oraz (S,R,S)-49 sg estrami alkoholi pierwszorzedowych.
Natomiast najlepsze rezultaty rozdziatu z zastosowaniem enzymoéw hydrolitycznych
obserwuje si¢ w przypadku substratow w postaci estrow alkoholi drugorzgdowych z centrum

stereogenicznym wystepujacym na weglu o tych alkoholi.'*
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Poniewaz rozdzial mieszanin diastereoizomeréw z zastosowaniem metod
enzymatycznych byl nieefektywny problem ten postanowiono rozwigza¢ z uzyciem metod

fizyczcnych.

6.4.3. Badania nad rozdzialem mieszanin diastereoizomerycznych produktéw reakcji
Ugiego z zastosowaniem metod chromatograficznych oraz synteza wszystkich
stereoizomerow aldehydu Cbz-Leu-Leu-Leu-al

W tej czesdci pracy badano mozliwo$¢ zastosowania metod chromatograficznych do
rozdzialu mieszanin produktéw reakcji Ugiego. Poniewaz na podstawie analizy sktadu
mieszanin z zastosowaniem chromatografii cienkowartstwowej oraz wysokosprawnej
chromatografii cieczowej stwierdzono, ze poszczeg6lne diastereoizomery rdznig si¢ od siebie
polarnoscia, do rozdziatu skladnikéw postanowiono wykorzysta¢ zelowa chromatografi¢
kolumnowa. Metoda ta shuizy do rozdziatu skladnikéw mieszaniny na podstawie ich
zroznicowanego powinowactwa do stosowanej fazy stalej i1 ruchomej. Do rozdziatu
zastosowano jako faze stata, zel krzemionkowy o drobnych ziarnach (wysokiej zdolnosci
rozdzielczej) w trzydziestokrotnym nadmiarze wagowym w stosunku rozdzielanej
mieszaniny. Rozdziat prowadzono metoda gradientowa z zastosowaniem uktadu heksan/octan
etylu jako fazy ciekte;j.

W  przypadku rozdziatu mieszaniny zwigzkéw (S,S,S)-49 oraz (S,R,S)-49,
charakteryzujacych si¢ duzag rdznicg polarnosci dobre efekty osiggnigto po przeprowadzeniu
trzech powtarzanych procesow chromatograficznych. W kazdym z nich otrzymano dwie
frakcje diastereoizomerycznie czystych zwigzkéw oraz nierozdzielong mieszaning, ktorg
poddawano kolejnemu rozdzialowi. W ten sposdb wydzielono dwa czyste (>95%, HPLC)
diastereoizomery z wydajnosciami 35 i 33% liczonymi jako wydajnosci reakcji Ugiego.
Opracowana metoda jest z pewnoscig mniej doktadna i mniej wydajna niz metody rozdzialu z
zastosowaniem preparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Zaleta tej metody
jest jednak nieporéwnywalnie nizszy koszt procesu oraz mozliwo$¢ rozdziatu wigkszych
ilosci probek.

Rozwigzanie  problemu  rozdzialu  tych  diastereoizomerow  umozliwito
przeprowadzenie syntezy dwoch z o$miu docelowych aldehydow Cbz-Leu-Leu-Leu-al o
konfiguracji (S,S,S) oraz (S,R,S) w postaci czystej. Sposdb przypisania konfiguracji
absolutnych do kazdego ze zwigzkow opisany jest w kolejnym akapicie. Synteze

przeprowadzono zgodnie z opracowang wczesniej metodologig. W reakcji usunigcia grupy
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Dmb ze zwigzkéw (S,S,S)-49 oraz (S,R,S)-49 z zastosowaniem kwasu trifluorootowego
otrzymano produkty (S,S5,5)-50 oraz (S,R,S)-50 z bardzo wysokimi wydajno$ciami,
wynoszacymi odpowiednio 100 i 91%. Nastepnie w reakcji hydrolizy otrzymano alkohole
(S,S,5)-51 oraz (S,R,S)-51, z wydajnosciami 100 i 93%, ktore w ostatnim etapie utleniono z
zastosowaniem reagenta Dess-Martina do aldehydéw (S,S,S)-1 oraz (S,R,S)-1, odpowiednio z
wydajnosciami 79 1 63%. W ten sposob otrzymano znany literaturowo zwigzek MG-132 oraz

jego epimer roznigcy si¢ konfiguracja absolutng na $srodkowym centrum stereogenicznym

(Schemat 26).
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Schemat 26. Synteza tripeptydéw (S,S,S)-1 oraz (S,R,S)-1 w postaci diastereoizomerycznie czystej.

Pomimo prowadzonych licznych badan z zastosowaniem inhibitora MG-132, nie
znane sg zadne doktadne doniesienia opisujace spektroskopowe oraz optyczne wlasciwosci
tego zwigzku. Nie mozliwe wiec byto przypisanie konfiguracji poszczegolnych produktéw na
podstawie porownania danych tego typu z danymi literaturowymi. Mozliwe to byto natomiast
na drodze poréwnania wiasciwosci fizykochemicznych otrzymanych produktow z
wlasciwosciami handlowo dostgpnego inhibitora MG-132. Poniewaz poszczegdlne
diastereoizomery aldehyddw réznig sie polarnoscig do przypisania struktur uzyto metode
chromatografii cienkowarstwowej. Przez poroéwnanie wartosci wskaznika opdznienia - Rs
stwierdzono jednoznacznie, ze otrzymanym diastereoizomerem (S,S,S)-1 jest zwigzek mniej
polarny. Dlatego tez poprzez analogi¢ konfiguracje absolutne zostaty przypisane
automatycznie do wszystkich produktow poszczeg6lnych etapdw syntezy.

Po opracowaniu metody syntezy diastereoizomeréw (S,S,S)-1 oraz (S,R,S)-1 mozna

bylo z jej zastosowaniem przeprowadzi¢ syntez¢ enancjomerow tych zwigzkow czyli
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(RR,R)-1 oraz (R,S,R)-1. Szkielety tripeptydowe otrzymano w reakcji Ugiego z
zastosowaniem (R)-N-benzyloksykarbonyloleucyny ((R)-38), 2,4-dimetoksybenzyloaminy
(32), aldehydu izowalerianowego (18) oraz izocyjanku (R)-45. W reakcji otrzymano
mieszaning produktow (R,R,R)-50 oraz (R,S,R)-50 z wydajnoscig 79%. Diastereoizomery w
postaci czystej wydzielono odpowiednio z wydajnosciami 32 1 31%. Na drodze dalszej
funkcjonalizacji otrzymano aldehydy (R,R,R)-1 oraz (R,S,R)-1 z wydajnosciami zblizonymi
do wydajnosci otrzymanych w syntezie enancjomerow tych zwigzkow. W ten sposob
otrzymano kolejne dwa sposrod o$miu stereoizomerow tripeptydu Cbz-Leu-Leu-Leu-al.

W przypadku dwoéch pozostatych par diastereoizomeréow nalezalo wyzej opisang
metode zmodyfikowac. Bezposredni rozdzial wczesniej otrzymanej w reakcji Ugiego
mieszaniny produktow (R,S,S)-49 oraz (R,R,S)-49 (Schemat 20) z zastosowaniem
chromatografii kolumnowej byl niemozliwy z powodu zbyt matej réznicy polarnosci tych
zwigzkow. Niestety na drodze usuni¢cia grupy Dmb, hydrolizy grupy estrowej oraz utlenienia
grupy alkoholowej réowniez nie otrzymano zwigzkow, ktorych rozdziat z wykorzystaniem
roéznicy ich polarnosci bylby mozliwy. Zmieniono wigc kolejnos¢ reakcji. Jako pierwsza
przeprowadzono hydroliz¢ wigzania estrowego otrzymujac mieszaning alkoholi (R,I,S)-52
oraz (R,11,S)-52 z wydajnoscia 95% (Schemat 27). Rodznica polarno$ci otrzymanych
diastereoizomerow alkoholi byla wystarczajagco duza, aby rozdzial tych zwigzkéw byt
mozliwy z zastosowaniem chromatografii kolumnowej. Ponownie w trzykrotnie
powtorzonym procesie rozdzielono alkohole na sktadniki (R,1,S)-52 oraz (R,lI,S)-52
odpowiednio z wydajnoscig 36 1 25%. Niestety, przypisanie konfiguracji poszczegdlnym
sktadnikom mieszaniny produktéow oraz zwigzkom otrzymanym w wyniku ich dalszej
funkcjonalizacji nie bylo mozliwe. Poszczegolne diastereoizomery oznaczano zatem poprzez
umowny zapis (R,1,S) oraz (R,II,S) przypisany odpowiednio do zwigzku mniej oraz bardziej
polarnego w parze. Nastepnie kazdy z wydzielonych diastereoizomerow poddano reakcji
usuni¢cia grupy Dmb otrzymujac alkohole (R,1,S)-51 oraz (R,II,S)-51 odpowiednio z
wydajnosciami 49 1 61%. Wydajnosci tych reakcji byly nizsze niz w przypadku reakcji
odbezpieczania estréw (S,S,S)-49 oraz (S,R,S)-49 poniewaz w reakcjach tych obserwowano
powstawanie produktéw ubocznych, a ponadto proces wydzielenia produktéw z mieszaniny
reakcyjnej byt utrudniony, co wynikato z zasadowego sposobu oczyszczania (odmycie kwasu
trifluorooctowego), a jednoczes$nie kwasowego charakteru substratu (alkohol). Pomimo tych
utrudnien zwigzki te byty na tyle hydrofobowe, ze mozliwe byto ich wydzielenie w procesie
ekstrakcji. W ostatnim etapie selektywnie utleniono grupe hydroksylowa do aldehydowej i

otrzymano diastereoizomery (R,1,5)-1 oraz (R,I1,S)-1 odpowiednio z wydajnosciami 45 i 56%.
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Schemat 27. Synteza tripeptydow (R,1,S)-1 oraz (R,I1,S)-1 w postaci diastereoizomerycznie czystej.

Zmodyfikowang metod¢ zastosowano rowniez do syntezy pozostaltych dwoch
diastereoizomeréw aldehydéw. W pierwszym etapie w reakcji Ugiego z zastosowaniem
(S)-N-benzyloksykarbonyloleucyny ((S)-38), 2,4-dimetoksybenzyloaminy (32), aldehydu
izowalerianowego (18) oraz izocyjanku (R)-45 otrzymano mieszaning produktéow (S,1,R)-49
oraz (S,I1,R)-49 z wydajnoscia 82%. Proporcja sktadnikoéw wynosita 51:49 co wskazuje na
brak racemizacji izocyjanku (R)-45 oraz tak samo jak w przypadku jego enancjomeru wysoka
czystos¢ enancjomeryczng. Kolejne etapy syntezy przeprowadzono w tej samej sekwencji co
w przypadku syntezy zwigzkow (R,1,S)-1 oraz (R,I1,S)-1 przedstawionej na Schemacie 23, a
produkty poszczegdlnych etapéw otrzymano ze zblizonymi wydajno$ciami. Otrzymano wigc
ostatnie dwa aldehydy (S,I,R)-1 oraz (S,I1,R)-1.

Czystos¢ wszystkich produktow poszczegélnych etapoéw syntezy okreslano przy
pomocy wysokosprawnej chromatografii kolumnowej. Przekraczala ona warto$¢ 95%.
Ponadto dla wszystkich zwigzkow oznaczono czynno$¢ optyczng poprzez pomiar
skrecalnosci wilasciwej. W Tabeli zestawiono wyniki pomiaréw skrgcalnosci wiasciwej
wszystkich o$miu otrzymanych aldehydow 1. Mozna wyraznie zauwazyé, ze warto$ci
skrecalnosci wiasciwej poszczegolnych par enancjomeréw sa do siebie zblizone, a r6znig si¢

tylko znakiem skrecalnosci.
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Tabela 6. Wartoéci skrecalno$ci whasciwej wszystkich stereoizomeréw aldehydu Cbz-Leu-Leu-Leu-al (1).

Aldehyd [a]p® Enancjomer
(S,5.9)-1 +37,1 A

(S,R,S)-1 57,3 B

(RRR)-1  -365 A
(R,S,R)-1 +55,5 B’

(R,1,9)-1 +45,9 c

(R,11,9)-1 27,1 D

(S,1,R)-1 47,1 c
(S,11,R)-1 +29,0 D’

Podsumowujac. Opracowano ogolng metode otrzymywania tripeptydow z C-koncowa
grupa aldehydowa z dowolng konfiguracjg przestrzenng na centrach stereogenicznych.
Metodologic tg =zastosowano do syntezy wszystkich stereoizomerow aldehydu
Cbz-Leu-Leu-Leu-al. Tym samym zaprezentowano nowa i szybka metode syntezy znanego
inhibitora proteasoméw MG-132 ((S,S,S)-1) oraz dotad nieznanych a takze niezbadanych
stereoizomerow tego zwigzku. Zastosowanie tej metody ulatwia syntezg tripeptydow
zbudowanych z aminokwaséw o nienaturalnej konfiguracji. Dotychczas znanych bylo tylko
Kilka struktur zbudowanych z takich aminokwaséw.

Przypisanie konfiguracji absolutnych wszystkich stereoizomerow produktow z
zastosowaniem metody protonowego jadrowego rezonansu magnetycznego nie powiodlo si¢.

Na tym etapie nie podj¢to dalszych prob okreslenia konfiguracji absolutnych tych zwigzkow.

6.5. Badania biologicznej aktywnos$ci stereoizomerow aldehydu

Cbz-Leu-Leu-Leu-al

Badania biologiczne opisane w tym rozdziale przeprowadzone byly w Zaktadzie
Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego przez zespot prof. dr. hab. med.
Jakuba Gotaba.

Wszystkie otrzymane stereoizomery aldehydéw Cbz-Leu-Leu-Leu-al zbadano pod
katem  dzialania  przeciwnowotworowego w  procesie  inhibicji  aktywnosci
chymotrypsynopodobnej (ChTL) proteasomow wyizolowanych z komorek szpiczaka
mnogiego (J558L) oraz komorek raka piersi (EMT6). Badano aktywnos¢ proteasomOw po 15,
30 oraz 60 minutach od dodania do probki aldehydu stosujac aktywnos$¢ proteasomu w
DMSO bez dodatku aldehydu jako aktywno$¢ odniesienia (100%) (Tabela 7 i Tabela 8).
Wykazano, ze zdolno$¢ wysokiej inhibicji posiadatl handlowy inhibitor MG-132 oraz
stereoizomer (S,R,S)-1, ktory wykazal najwyzsza aktywnos¢ w przypadku inhibicji

proteasomow zaréwno w komdrkach szpiczaka mnogiego jak i w komorkach raka piersi.
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Pozostate stereoizomery aldehydu 1 powodowaly nieznaczng inhibicje lub aktywacje
chymotrypsynopodobnej aktywno$ci proteasomow. Przy stezeniu 1000 nM réwniez
stereoizomer (R,I1,5)-1 powodowat znaczng inhibicj¢ proteasomoéw w komorkach szpiczaka
mnogiego (Tabela 7), natomiast stereoizomer (S,S,S)-1 hamowat aktywnos$¢ proteasomoéw w

komorkach raka piersi (Tabela 8).

Tabela 7. Wptyw MG-132 i jego stereoizomer6w na chymotrypsynopodobng aktywno$¢ proteasomow w
komérkach szpiczaka mnogiego (J558L).

aktywno$¢ proteasomu przy aktywno§$¢ proteasomu przy

aldehyd stezeniu aldehydu 100 nM? stezeniu aldehydu 1000 nM?
15 min 30 min 60 min 15 min 30 min 60 min
DMSQP 100 £5 100 £3 100£2 100 %5 100 £ 3 100 £ 2
(R,1,5)-1 115+3 118 £2 1232 114 £3 117 £2 121 £3
(S,1,R)-1 104 £2 105 +3 107 £5 107 £3 106 £ 3 106 £ 3
(R,S,R)-1 100£5 110+ 2 112 +1 102 +2 96 +8 99+3
(S,I,R)-1 92+3 931 94 %2 553 64 +3 77+4
(R,R,R)-1 87+x2 892 891 58 £2 66 2 71£3
(S,5,9)-1 843 913 955 71+4 72%2 74£3
(R,11,5)-1 71+£2 77£2 82+2 301 40+ 2 53+4
(S,R,S)-1 25+%2 36+2 50%2 11+0 21%1 38+2
MG-132 32+£3 44 x4 60 %5 150 251 44 =3

Tabela 8. Wptyw MG-132 i jego stereoizomeréw na chymotrypsynopodobng aktywno$¢ proteasomow w
komorkach raka piersi (EMT6).

aktywno$¢ proteasomu przy aktywno§$¢ proteasomu przy

aldehyd stezeniu aldehydu 100 nM? stezeniu aldehydu 1000 nM?
15 min 30 min 60 min 15 min 30 min 60 min
DMSO 100 +£5 100+ 4 100+ 4 1005 100+ 4 100+ 4
(R,1,5)-1 97 x1 951 951 104 £ 6 100£5 993
(S,11,R)-1 110+ 2 103+1 99+2 118+ 10 111+8 106 + 7
(S,I,R)-1 95+1 912 91+2 44 +4 46 £ 4 53+4
(R,R,R)-1 90+4 90 £3 912 62+3 70+4 78+6
(S,5,9)-1 71+£3 774 865 293 37£2 50£2
(R11,5)-1 874 855 84+7 61+3 61+3 67+3
(S,R,S)-1 17+4 22+4 31+4 5+0 7+0 13+1
MG-132 20£3 25%3 35%2 12+1 141 191
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W kolejnych badaniach biologicznych wszystkie otrzymane stereocizomery aldehydu 2
byty badane pod katem inhibicji chymotrypsynopodobnej (ChTL), trypsynopodobnej (TL) 1
peptydylo-glutamylowej hydrolizujacej peptydy (PGPH) aktywnosci oczyszczonego
proteasomu 20S wyizolowanego z ludzkich erytrocytow. Bdania te wykazaly, ze tylko dwa
sposrdd otrzymanych stereoizomerow ((S,R,S)-(-)-1 i (S,1,R)-(-)-1) oraz komercyjny MG-132
hamowaty aktywno$¢ ChTL proteasomu z wartoscig ICsp nizszg od 1 uM (Tabela 9).
Aktywnosci TL 1 PGPH byly inhibowane przy wyraznie wyzszych stezeniach, przy czym
izomery (S,R,S)-(-)-1i (S,1,R)-(-)-1 byly bardziej selektywne niz MG-132.

Tabela 9. Wptyw MG-132 i jego stereoizomerow na ChTL, TL i PGPH aktywnos$ci oczyszczonych
proteasomoéw 20S wydzielonych z ludzkich erytrocytow.

aldefyd ChTL - [LTul\_/I] PGPH
(R,1,9)-(+)-1 >100 >100 >100
(S,1L,R)-(+)-1 >100 >100 >100
(R,S,R)-(+)-1 >100 >100 >100
(S,1,R)-(-)-1 0.97 91.33 22.82
(RRR,R)-(-)-1 9.81 >100 11.29
(S,S,9)-(+)-1 5.46 >100 >100
(R,11,9)-(-)-1 1.79 >100 17.25
(S,R,9)-(-)-1 0.22 34.4 2.95

MG-132 0.89 104.43 5.70

Analizujagc powyzsze wyniki nalezy podkreslic wysoka aktywno$¢ stereoizomeru
(S,R,S)-1 jako inhibitora proteasomow. Aktywno$¢ poszczegoélnych stereoizomerow jest
zalezna od stopnia oczyszczenia badanych proteasomoéw oraz od rodzaju komoérek z ktorych
pochodzg, jednakze wykazano, ze izomer (S,R,S)-1 jest najbardziej aktywnym inhibitorem w
badanej grupie we wszystkich prowadzonych badaniach biologicznych. Tym samym tripeptyd
0 najwyzszej aktywnosci posiada w swej strukturze aminokwas o nienaturalnej konfiguracji.
Wyniki wskazuja na mozliwo$¢ zwigkszenia aktywnosci zwiazku poprzez zmiang
konfiguracji na jednym z trzech centrow stereogenicznych. Wykazanie wysokiej aktywnosci
zwigzku (S,R,S)-1, a takze niskiej pozostatych stereoizomeréow wskazuje na duzy wplyw
budowy przestrzennej tripeptydu Chbz-Leu-Leu-Leu-al na biologiczne wlasciwosci tych

zwiazkow.
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6.6. Badania biologicznej aktywno$ci zwigzkéw otrzymanych w

poszczegblnych etapach syntezy

Badania opisane w tym rozdziale przeprowadzone byly w Katedrze i Zaktadzie
Histologii i Embriologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego przez zesp6t dr Izabeli
Mtynarczuk-Biaty.

Badania prowadzone byty na liniach komérkowych:

— NIH-3T3 - unie$Smiertelnione mysie fibroblasty — najliczniejszy rodzaj
komorek tkanki tacznej wiasciwej — wykazuja prawidtowe funkcje w
organizmie;

— RAS-3T3 — mysie fibroblasty transfekowane onkogenem RAS, w ktorych
kinaza RAS jest ciggle aktywna — wykazuja wtasciwosci nowotworowe.

Jako miare aktywnos$ci poszczegdlnych zwigzkow stosowano wspotczynnik 1Csq dla
linii komorkowych NIH oraz RAS. Aby zwiazek byl aktywnym oraz selektywnym
inhibitorem proteasomow powinien wpltywa¢ na komorki RAS-3T3 (wartosci ICsg powinny
by¢ niskie) oraz nie powinien hamowac¢ aktywnosci proteasoméw w komoérkach NIH-3T3
(warto$ci ICsp powinny by¢ wysokie).

Zbadano produkty poszczegdlnych etapdw przedstawionej na Schemacie 19 syntezy
mieszaniny tripeptydow (S,S,S)-1 i (S,R,S)-1 (Tabela 11). Wyniki wskazujag na wysoka
aktywno$¢ zarowno mieszaniny aldehydow Cbz-Leu-Leu-Leu-al 1 jak i produktow reakcji
Ugiego 49, z ta roznica, ze aldehydy byty bardziej selektywne oraz okoto 10 razy bardziej
aktywne jako inhibitory proteasoméw w komaorkach nowotworowych RAS. Produkty reakcji
odbezpieczania wigzania amidowego 50 oraz hydrolizy grupy estrowej nie wykazywaty

zadnej znaczacej aktywnosci (Tabela 10).

Tabela 10. Inhibicja aktywnos$ci proteasoméw w komoérkach NIH-3T3 i RAS-3T3 przez mieszaniny zwigzkow

49,50,51i 1.
; ; ICso [UM]
L.p. Badana mieszanina NIH-3T3 RAS-3T3
1 (S,S,9)- + (S,R,S)-49 4 5
2 (S,S,9)- + (S,R,S)-50 >40 >40
3 (S,5,9)- + (S,R,5)-51 >40 >40
4 (5S,9)-+ (SR,)9)-1 25 0,6

W kolejnych badaniach poréwnano aktywno$¢ komercyjnie dostepnego inhibitora
MG-132 z otrzymang mieszaning tego zwiazku (S,S,S)-1 i jego epimeru (S,R,S)-1. Wykazano,
ze mieszanina epimeréw w kazdym ze stosowanych stezen byta mniej aktywna jako inhibitor

proteasomow w komorkach zdrowych NIH-3T3 niz czysty MG-132 (Wykres 1). Natomiast w
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przypadku badan inhibicji proteasoméw w komorkach nowotworowych RAS-3T3 mieszanina
epimerow wykazywata wyzsza aktywno$¢ przy stezeniu 1 uM. W przypadku wyzszych
stezen aktywno$¢ mieszaniny epimerow byla poréwnywalna do aktywnosci handlowego
MG-132 (Wykres 2). Wyniki te wskazuja na wyzsza aktywnos$¢ oraz selektywnos¢ jednego ze
sktadnikéw mieszaniny. Poniewaz epimer (S,S,S)-1 ma strukturg inhibitora MG-132 wskazuje
to na wyzszg aktywnos$¢ drugiego sktadnika mieszaniny czyli epimeru (S,R,S)-1. Wyniki te
wraz z wynikami przedstawionymi w Tabelach 7-10 potwierdzajg zatem wyzsza aktywno$¢

jako inhibitora proteasoméw stereoizomeru (S,R,S)-1 niz (S,S,S)-1.

Wykres 1. Wptyw MG-132 oraz mieszaniny (S,S,S)- i (S,R,S)-1 na inhibicje aktywno$ci proteasomu w
komérkach NIH-3T3 po 1 godz. inkubacji; k — préba kontrolna bez dodatku inhibitora — 100%.

100
80 N NIH-3T3
60 \
NN

40 T
20
0 T T T
k 1pM 10 uM 100 uM
-20
—— - MG-132 -(S,8,9)- + (SR,9)-1

Wykres 2. Wptyw MG-132 oraz mieszaniny (S,S,S)- i (S,R,S)-1 na inhibicje aktywno$ci proteasomu w
komorkach RAS-3T3 po 1 godz. inkubacji; k — proba kontrolna bez dodatku inhibitora — 100%.

ol I\

60 l \

40 \
2 N
0 . . — &

k 1uM 10 uM 100 uM

RAS-3T3

-20

—— - MG-132 -(5,3,9)- + (S,R,S)-1
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6.7. Synteza aldehydow tripeptydowych posiadajacych N-zabezpieczone

grupy amidowe

Po opracowaniu ogolnej metodologii syntezy tripeptydow z C-koncows grupa
aldehydowa, postanowiono zmodyfikowa¢ ja do syntezy aldehydow tripeptydowych
zawierajacych grupy zabezpieczajgce wigzanie amidowe wprowadzane do struktury w reakcji
Ugiego. W ogdlnej metodologii pomijany jest zatem etap usuwania tej grupy. Na tym etapie
badan nie rozdzielano diastereoizomerycznych mieszanin produktow poszczegolnych etapow.

Szkielety tripeptydowe otrzymano w reakcji Ugiego z zastosowaniem kwasu
karboksylowego (S)-38, aldehydu izowalerianowego (18), izocyjanku (S)-45 oraz czterech
amin zawierajagcych w strukturze pierScienie aromatyczne 53a - 53d. Dla przejrzystosci
wynikéw tych badan nadano nowg numeracje dla dwoch stosowanych juz wczesniej amin.
Jest to 2,4-dimetoksybenzyloamina (53a) (poprzednia numeracja 32) oraz benzyloamina
(53b) (poprzednia numeracja 23). Pozostale dwie stosowane aminy to 2-fenyloetyloamina
(53c) oraz anilina (53d). Produktami reakcji Ugiego byla grupa mieszanin zwigzkow
diastereoizomerycznych 54a-d, otrzymanych z wydajno$ciami 42-82% (Schemat 28).
Mieszanina zwigzkow (S,S,S)- i (S,R,S)-54a posiada rdwniez wczes$niej nadang numeracje
(S,S,S)- 1 (S,R,S)-49. Nowa numeracja zostata dokonana z tego samego powodu co w
przypadku amin. Produkty reakcji multikomponentowych w reakcjach hydrolizy
przeprowadzono w mieszaniny alkoholi 55 z wysokimi wydajno$ciami 94-98%. W ostatnim
etapie, grupy alkoholowe w reakcjach z reagentem Dess-Martina utleniono do aldehyddéw 56,

ktére wydzielono z wydajnosciami 71-89%. Wszystkie zwigzki otrzymano jako mieszaniny

R MeOH

OH + | 48 godz
CbzN NH, T 7 chzn
H H

(S)-38 53a-d (S)-45
(S,s S) -54a-d
(SR S) -b4a-d
NaOH,,, MeOH /ﬁj r. Dess-Martina /é
30 min. DCM, 1.5 godz.
— =T . CbZN ——————— CbzN
H
(SSS) -55a-d (SSS) -56a-d
(SRS) -55a-d (SRS) -56a-d

Schemat 28. Synteza aldehydow 56 z N-podstawionymi grupami amidowymi.
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diastereoizomerdéw (S,S,S) i (S,R,S). Wydajnosci poszczegdlnych etapow syntezy aldehydow
56a-d zgromadzone zostaly w Tabeli 11. Nizszymi wydajnosciami niz zwykle osiggane
charakteryzowaly si¢ reakcje Ugiego z zastosowaniem innych amin niz

2,4-dimetoksybenzyloamina.

Tabela 11. Wydajnosci etapow syntezy aldehydow 56a-d.

. Wydajnosé Wydajnosé Wydajnos¢
L.p. Amina R reakcji Ugiego  reakcji hydrolizy  reakcji utleniania
1 53a 2,4-(Me0),-CgH3- 82% 95% 89%
2 53b CsHsCH,- 42% 98% 73%
3 53c CeHs(CHz)z' 56% 95% 81%
4 53d CeHs- 50% 94% 71%

W reakcji Ugiego z =zastosowaniem izocyjanku z grupa acetalowg 5C oraz
N-benzyloksykarbonyloleucyng (S)-38, 4-metoksybenzyloaming (19) i aldehydem
izowalerianowym (18) otrzymano pochodng acetalowa 57. Produkt reakcji Ugiego w postaci
mieszaniny epimerow poddano hydrolizie katalizowanej kwasem p-toluenosulfonowym
analogicznie do metody syntezy zwigzku 27 z acetalu 20c. Produktem reakcji hydrolizy byt
aldehyd 58 otrzymany z dobrg wydajnoscia 83%. Produkt ten ma strukturg tripeptydu
Cbz-Leu-nPmb-Leu-Gly-al jako mieszanina epimerow réznigcych si¢ konfiguracjg absolutng

na weglu a srodkowego aminokwasu (Schemat 29).

O
EtOH o
72 godz N o
Csz Cbz- N ~
67%

” )

o—

O

Iz

O
p-TosH
aceton/woda (o]
4:3 N o
—_—
83% Cbz-N NTNF
H H
(0]
58

Schemat 29. Synteza aldehydu 58.

Opracowane wczesniej metody majg zatem rowniez zastosowanie do syntezy
N-podstawionych tripeptydow z grupa aldehydowa. Grupy zabezpieczajace wigzanie
amidowe moga by¢ zardwno grupami alkiloaromatycznymi (R = Dmb, Pmb, Bn, PhCH,CH>)
lub grupg aromatyczng (R = Ph).
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6.8. Badania nad zastosowaniem ketonow jako reagentow karbonylowych
w reakcjach Ugiego

Kolejnym etapem badan bylo zastosowanie ketonow jako reagentéw karbonylowych
w reakcji Ugiego. Zastosowanie tego typu reagentow prowadzi do produktow o strukturze
tripeptydéow zawierajacych w swym szkielecie jeden a,o’-dipodstawiony aminokwas. W
sktad tancuchoéw bocznych tego aminokwasu wchodza atomy pochodzace od grup R i R’
stosowanego jako substrat ketonu o wzorze ogélnym RCOR’.

Przeprowadzono szereg reakcji Ugiego z zastosowaniem
N-benzyloksykarbonyloleucyny ((S)-38), aldehydu izowalerianowego (18), izocyjanku (S)-45
oraz pigciu ketonéw. Ketonami tymi byly cykloheksanon (24) 1 aceton (59) oraz
3-metylocykloheksanon (60), keton metylowoizobutylowy (61) i keton etylowoizobutylowy
(62). Produktami reakcji Ugiego bylty zwigzki 63-67 (Schemat 30). Produkty otrzymano z

MeOH
48 god
go Z. o
Csz Csz
83%
(¢}

(S)- 38 24, 59-62 (S)-45 63 67

Schemat 30. Reakcje Ugiego z zastosowaniem ketondw jako reagentow karbonylowych.
dobrymi wydajnosciami w przypadku zastosowania cyklicznych ketonow 24 i 60,
odpowiednio 66 i 67% (Tabela 12). Przy zastosowaniu acetonu jako reagenta karbonylowego
wydajno$¢ reakcji byla zdecydowanie nizsza (35%). Najgorsze rezultaty osiagni¢to przy
zastosowaniu ketondw acyklicznych 61 i 62 posiadajacych dwie rézne grupy alifatyczne. W
przypadku zastosowania ketonu metylowoizobutylowego (61) otrzymano produkt 66 z bardzo
niska wydajnoscia 6%. W reakcji z ketonem 62 oczekiwanego produktu 67 nie wydzielono.
W obydwu przypadkach w mieszaninach reakcyjnych obserwowano ztozone mieszaniny

produktéw ubocznych.

Tabela 12. Wydajnosci reakcji Ugiego z ketonami jako reagentami karbonylowymi.

L.p. Keton R R’ Produkt  Wydajno$é¢ [%]
1 24 -(CHy)4- 63 66

2 59 -CHj3 -CH; 64 35

3 60 -CH,CH(CH3)CH,CH,- 65 67

4 61 -CHj3 -CH,CH(CH3), 66 6

5 62 'CH20H3 -CH2CH(CH3)2 67 -
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Reakcje z ketonami 61 i 62 powtorzono w warunkach modyfikowanych poprzez:

- zmiang rozpuszczalnika (dichlorometan, acetonitryl, toluen, dioksan);

- wydtuzenie czasu reakcji do kilku dni;

- zmiang stosunku stechiometrycznych substratéw;

- zmiang¢ temperatury reakcji;

- dodatek kwasu Lewisa (BF3-Et,0);

- usuwanie wody powstajacej w procesie tworzenia iminy przez dodatek bezwodnego
siarczanu magnezu lub wyprazonych sit molekularnych.
Zmiana warunkow reakcyjnych nie powodowata jednak wzrostu wydajnosci reakcji Ugiego.

Wyzsze wydajnosci reakcji z zastosowaniem cyklicznych ketonéw moga by¢
spowodowane wiekszym naprezeniem wigzan sasiadujacych z grupa karbonylowa co wigze
si¢ z odstonigciem dostepu do niej. Reaktywno$¢ tych ketonow jest zatem porownywalna do
reaktywnos$ci aldehydow. W przypadku ketondéw acyklicznych dobre rezultaty mozna
osiggna¢ jedynie z nierozbudowanymi sterycznie zwigzkami tego typu takich jak aceton. W
przypadku stosowania rozbudowanych sterycznie ketondéw 61 i 62 produkty otrzymano z
bardzo niska wydajnoscia lub w ogdle nie byly obserwowane. Podobne zaleznosci
obserwowane byly w przypadku innych badan nad zastosowaniem ketonéw w reakcjach
Ugiego.™

Poniewaz bezposrednie stosowanie sterycznie rozbudowanych ketondéw nie bylo
efektywne, przeprowadzono wstgpng syntez¢ 1 wydzielenie iminy w reakcji
p-metoksybenzyloaminy (19) z ketonem metylowoizobutylowym (61). Reakcje prowadzono
w aparaturze Deana-Starka metoda destylacji azeotropowej powstajacej wody z toluenem.

Iming 68 otrzymano tg metoda z wydajnoscig 68% (Schemat 31).

o/
toluen
o -H,0
+ _ =
68%
N
19 61 68

Schemat 31. Synteza iminy 68.

o

Iming 68 wprowadzono w modelowa reakcje Ugiego z kwasem octowym (22) oraz
izocyjanooctanem etylu 5e (Schemat 32). W reakcji powstawata ztozona mieszanina
produktow, z ktdrej wydzielono produkt 69 z niska wydajnoscig 14%. W kolejnych syntezach
zastosowano bardziej rozbudowane sterycznie reagenty kwasowe oraz izocyjankowe. Niestety
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przy  zastgpieniu  kwasu  octowego  N-benzyloksykarbonyloglicyng  (2)  lub
N-benzyloksykarbonyloleucyna ((S)-38) oraz izocyjanku 5e izocyjankiem (S)-45 ponownie
otrzymano ztozone mieszaniny, z ktérych nie wydzielono oczekiwanych produktow reakcji

Ugiego.

/

OH
(o) U4CR
\”/ + + CN ~
g T

22 N ‘se \ﬂ/ /\ﬂ/
68 M

Schemat 32. Reakcja Ugiego z zastosowaniem iminy 68.

W nastgpnym etapie tej czgsci badan jeden z otrzymanych produktow reakcji Ugiego
przeprowadzono w aldehyd zgodnie z opracowang wczesniej metodologia. Zwigzkiem tym
byt produkt 63 otrzymany w reakcji Ugiego z zastosowaniem cykloheksanonu. W reakcji
usuni¢cia grupy 2,4-dimetoksybenzylowej, hydrolizy grupy estrowej oraz utlenienia grupy

alkoholowej otrzymano aldehyd 72 z catkowita wydajnoscia 21% dla czterech etapoéw

syntezy (Schemat 33).
Oo0—
o
/
TFA
Q DCM H f /é
N o —_— N o
CbzN N \H/ 44% CbzN N \H/
H H H H
ol o} o o}
63 & 70
NaOH
MeOH

100%

r. Dess-Martina

ﬁﬁ ;#ﬁ
CbzN 7% CbzN
H H

(0] (0]

Schemat 33. Synteza aldehydu 72 z a,a-dipodstawionym aminokwasem w czasteczce.

Podsumowujac. Wyniki badan nad zastosowaniem ketonéw do reakcji Ugiego
potwierdzaja doniesienia literaturowe w tym zakresie. Produkty otrzymano z umiarkowanag
wydajnoscig w reakcjach, w ktorych zastosowano ketony cykliczne lub nierozbudowane
sterycznie. Zastosowanie rozbudowanych przestrzennie ketonéw zarowno w formie wolnej
jak i otrzymanej wstgpnie iminy prowadzito w nielicznych reakcjach do produktow. Produkty
te byly jednak wydzielone z niska wydajnoscig < 14%. Niemniej jednak przy zastosowaniu

ketonéw do reakcji Ugiego oraz dalszej funkcjonalizacji produktow tych reakcji zgodnie z
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opracowang wczesniej metodg mozna otrzymaé aldehydy tripeptydowe z jednym

o, a-dipodstawionym aminokwasem w strukturze, ktorego przyktadem jest aldehyd 72.

6.9. Badania nad synteza tripeptydow z C-koncowymi ugrupowaniami

soli tiomocznikowych i grupami estrowymi kwasow fosfonowych

W czegdci literaturowej niniejszej pracy przedstawiono wpltyw réznych C-koncowych
ugrupowan na aktywno$¢ biologiczng zwigzkow o strukturze tripeptydow. Do otrzymanych
wczesniej zwigzkow postanowiono wigc wprowadzi¢ ugrupowania, ktorych obecnos$¢ moze
wplynaé na aktywnos$¢ enzymow proteolitycznych. Sa to ugrupowania soli tiomocznikowych

oraz estrow kwasow fosfonowych.

6.9.1. Badania nad wprowadzeniem ugrupowania soli tiomocznikowej do struktury

tripeptydow

Znane s3 zwiazki posiadajace w swej strukturze ugrupowania soli tiomocznikowych
hamujace aktywno$é trypsynopodobna enzymoéw proteolitycznych.’®® Zwiagzkami tymi sa
estry nirtrofenylowe kwasu benzenosulfonowego (BSA) oraz kwasu

fenylometanosulfonowego (PMS). Zwiazkami o najwyzszej aktywnosci w tej grupie s3
. NO, .
H,N o 2 H,N o}
e LT CQ
Br >—S S\O Br S, S\O NO
HoN HoN
73 74

Rysunek 3. Przyktady inhibitoréw enzymoéw proteolitycznych z ugrupowaniem soli tiomocznikowej.

2

struktury 73 i 74 (Rysunek 3). Sa to odpowiednio estry para- i meta-nitrofenolu kwasu PMS.
Ponadto s to sole bromkowe N-niepodstawionych tiomocznikow. Wykazano, ze zwigzki te w
sposob selektywny hamujg aktywnos¢ trypsyny. Zwigzek 73 w mniejszym stopniu hamuje
rowniez aktywnos¢ urokinazy oraz plazminy, natomiast 74 jest inhibitorem nie powodujacym
zmiany aktywnos$ci pozostalych badanych enzymow. Wykazano réwniez, ze obecno$¢
ugrupowania soli tiomocznikowej jest warunkiem niezbednym do osiagnigcia aktywnosci
tych zwigzkéw. Zastgpienie tej grupy innymi (dimetylosulfoniowa, amoniowg lub
pirydyniowg) powodowato dezaktywacj¢ zwigzku. Przypuszcza si¢, ze to obdarzone
tadunkiem dodatnim ugrupowanie soli tiomocznikowej odpowiedzialne jest za oddziatywanie

z ugrupowaniem [-karboksylowym reszty kwasu asparaginowego znajdujacej si¢ w jednej z
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wnek centrum aktywnego enzymu. Ponadto, podstawienie grupg metylowa jednego z atomow
azotu grupy tiomocznikowej powodowato réwniez zmniejszenie aktywnosci inhibitora.*®

Wykorzystujac powyzsze informacje postanowiono wprowadzi¢ ugrupowanie soli
tiomocznikowej do struktury tripeptydow. Jako, ze duzy wplyw na aktywnos¢ biologiczng ma
rodzaj grup C-konowych =zaprojektowano proces zastgpienia grupy aldehydowej w
aldehydach tripeptydowych 1 grupa soli tiomocznikowej. Reakcje prowadzono na
mieszaninach epimeréw (S,S,S)- i (S,R,S)-1.

Sole tiomocznikowe otrzymuje si¢ poprzez S-alkilowanie podstawionych lub
niepodstawionych tiomocznikéw odpowiednimi pochodnymi halogenowymi. Odpowiednia
mieszaning bromkoéw otrzymano poprzez reakcje mieszaniny diastereoizomerycznych
alkoholi 51 z czterobromkiem wegla w obecnosci trifenylofosfiny. W ten sposob otrzymano
bromek 75 jako mieszaning epimerow z wydajnoscia 71%. Bromek 75 postuzyt do
alkilowania niepodstawionego tiomocznika 76 i N-n-propylotiomocznika 77. W przypadku
dostepu mieszaniny reakcyjnej do wilgoci lub stosowania niedosuszonych rozpuszczalnikow
obserwuje si¢ powstawanie znacznej ilosci alkoholu 51. W reakcji w takich warunkach
mieszaning alkoholi 51 otrzymano z wydajnoscia 31%. Wydzielono réwniez
nieprzereagowany substrat z wydajnoscig 20%. Reakcje alkilowania tiomocznika 76 nalezy
prowadzi¢ w $cisle bezwodnych warunkach. W takich warunkach otrzymano mieszaning

produktow z grupg soli tiomocznikowej 78 z niskg wydajnoscia 37% (Schemat 34).

CBr,, PPh, [e) [e)
)J\ pen )J\ N
OH __—~ o N Br
71% o N N
H H
o
-51 5

(s S,S)-51 + (S,R,S)- (S,S,9)-75 + (S,R,S)-7

H,NC(S)NHR
R=H, 76
R n-Pr, 77 )j\
EtOHbezw YBr

R=H, (S,S,S)-78+(S,R,S)-78, 37%
R =n-Pr, (S,S,S)-79 + (S,R,S)-79, 0%

Schemat 34. Synteza tripeptyddw z C-koncowym ugrupowaniem soli tiomocznikowe;.
W przypadku reakcji z N-podstawionym tiomocznikiem 77 produktu 79 nie otrzymano
nawet w $ci$le bezwodnych warunkach. Obserwowano pelng konwersj¢ substratu, jednakze

jedynym produktem reakcji byta mieszanina alkoholi 51.
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Otrzymanie soli tiomocznikowych okazalo si¢ wigc trudne do zrealizowania. W
stosowanych warunkach obserwowano produkty uboczne, a oczekiwane produkty, o ile w
ogole uzyskano, wydzielono z niskg wydajnoscia.

Badania biologiczne soli tiomocznikowej 78 nie wykazaly wysokiej aktywnosci jako
inhibitora proteasoméw w komorkach NIH-3T3 i RAS-3T3.

6.9.2. Badania nad wprowadzeniem do struktury tripeptydéw C-koncowej grupy
estrowej kwasu fosfonowego
Znane sg liczne struktury peptydowe i niepeptydowe z grupami estrowymi kwasow
fosfonowych wykazujace aktywno$¢ inhibitorow enzymow hydrolitycznych. Zwigzki te sa
inhibitorami butyrylocholinesterazy'™ a takze proteaz serynowych takich jak subtilizyna,'"
trypsyna, 171170172

W zwigzku z duza aktywnoscig biologiczng zwiazkéw posiadajacych grupy estrowe

170,173 171,174

a-chymotrypsyna, urokinaza, oraz katepsyna G.'"

kwasow fosfonowych postanowiono wprowadzi¢ grupy tego typu do struktury tripeptydow na
ich C-koncach. Grupy te mozna wprowadzi¢ w tg pozycje poprzez zastosowanie do reakcji
Ugiego izocyjankow zawierajacych te ugrupowania. Syntezg izocyjankow prowadzono

zgodnie z metoda opracowana przez Rachonia i Schollkopfa (Schemat 35).7%'"7 w

pierwszym etapie w reakcjach Mannicha'™

miedzy formamidem (80), dimetyloaming (82) w
formie roztworu wodnego oraz paraformaldehydem (81) lub aldehydem izowalerianowym
(18) otrzymano formamidowe pochodne amin trzeciorzedowych 83a i 83b. Zwigzki te
otrzymano odpowiednio z wydajnosciami 56 1 80%. Nastepnie przeprowadzono
czwartorzgdowanie grupy aminowej i otrzymano sole amoniowe 84a i 84b z wydajnosciami
73 1 26%. Kolejnym etapem byla synteza estrow kwasu fosfonowego w reakcji soli
amoniowej z estrem kwasu fosforowego (I11). W reakcji soli 84a z fosforanem (111) trimetylu

nie otrzymano oczekiwanego estru fosfonowego. Produkt 85a otrzymano natomiast po

R Mel |
H,0 }\ MeOH }\
S = oA\ N — oA +
Hoo

o)
0P > NH, )J\ + HT R=H,56% O R=H, 73% N T\
R H R =iBu, 80% R =i'Bu, 26%
80 R=H, 81 82 R =H, 83a R =H, 84a
R =i-Bu, 18 R =i-Bu, 83b R =i-Bu, 84b
P(OEY), R POCI, R
MeNO, /i Et,N, DCM /i
0y O/\N P<0Et _ oN P<OEI
R =H, 88% H [ okt R=H, 43% ™okt
R =iBu, 0% o] o]
R =H, 85a R =H, 86
R =i-Bu, 85b

Schemat 35. Synteza izocyjanku z grupa estrowa kwasu fosfonowego 86.
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zastosowaniu fosforanu (III) trietylu. Wydzielono go w procesie destylacji z dobrg
wydajnoscia 88%. Niestety w analogicznej reakcji nie udato si¢ otrzymac produktu 85b. W
ostatnim etapie przeprowadzono odwodnienie grupy formamidowej z zastosowaniem
tlenochlorku fosforu. Izocyjanek 86 otrzymano tag metodg z wydajno$cig 43% (Schemat 35).
Otrzymany izocyjanek 86 zastosowano do syntezy zwigzkoéw o strukturze peptydow.
Stosowano go jako substrat w reakcji Ugiego razem z N-Cbz-Gly-OH (2) lub N-Cbz-Leu-OH
((S)-38), 4-metoksybenzyloaming (19) lub 2,4-dimetoksybenzyloaming (32) oraz aldehydem
izowalerianowym (18). Produkty reakcji Ugiego 87a — 87C otrzymano ze zblizonymi
wydajnosciami 70 — 72% (Schemat 36). Produkty 87b i 87c poddano reakcji odbezpieczenia
wigzania amidowego poprzez usuni¢cie grupy Dmb. W reakcji z kwasem trifluorooctowym

otrzymano zwiazki 88b i 88¢ odpowiednio z wydajnosciami 63 i 61%.

—O0

2
Ry o
OH \ o Npg Ot EtoH R o
—_—

Cbz-N + + + ”\OEI 1

H R, o N OEt

o Cbz-N/H( N el

_ H H [| ~OEt

R,=H,2 NH, 18 o

86 0
R,=i-Bu, (S)-38 R,=H,19
R, = OMe, 32

TFA Ry 2
DCM N OEt
—_— CbZ_N/H( N/\P<
temp. wrz. H H || TOEt
O O

R, =H, R, = OMe, 88b, 63%
R, = -Bu, R, = OMe, 88c, 61%

Schemat 36. Synteza tripeptydéw z C-koncowsa grupa estru kwasu fosfonowego.

R, =H, R,=H, 87a, 72%
R, =H, R, = OMe, 87b, 70%
R, =i-Bu, R, = OMe, 87c, 72%

W zwigzku z trudno$ciami zwigzanymi z syntezg izocyjanku z grupg estrowa kwasu
fosfonowego 1 grupa izobutylowa niemozliwe byto otrzymanie tripeptydow z trzema
fancuchami bocznymi leucyny. Przedstawiono natomiast wydajng metod¢ zastosowania tego

typu izocyjankdw do syntezy pochodnych peptydowych 88b i 88c.

6.10. Badania nad synteza dipeptyddéw na drodze reakcji Ugiego z niepeptydowymi
kwasami karboksylowymi

W  kolejnych badaniach wykorzystano rdznego typu niepeptydowe kwasy
karboksylowe jako reagenty w reakcji Ugiego. W ten sposob otrzymano zwigzki o strukturze

dipeptyddw z niepeptydowymi grupami N-koncowymi.
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6.10.1. Badania nad zastosowaniem kwasu 2-pirazynokarboksylowego w reakcji Ugiego

Wzorujac si¢ na strukturze jednego z najbardziej aktywnych inhibitoréw
proteasomow, ktorym jest bortezomib (83 w Czgsci literaturowej), postanowiono wprowadzi¢
do struktury produktéw N-koncowsg grupe 2-pirazynokarbonylows. Syntez¢ prowadzono na
drodze reakcji Ugiego 2z zastosowaniem kwasu 2-pirazynokarboksylowego (89),
4-metoksybenzyloaminy (19), aldehydu izowalerianowego (18) oraz izocyjanooctanu etylu
(5e) lub chiralnego izocyjanku (S)-45. W reakcjach otrzymano odpowiednio produkty 90 i 91
z wydajnosciami 88 i 82% (Schemat 37). Produkt 91 otrzymany z zastosowaniem izocyjanku
(S)-45 pochodnego leucyny poddano reakcji hydrolizy do alkoholu 92 i utlenieniu reagentem
Dess-Martina do aldehydu 93. Wszystkie etapy syntezy charakteryzowaly si¢ bardzo

wysokimi wydajnosciami.

o
AN
o
[ \ i EtOH N
N o+ + + /k —_— A o R
cN” R, | P ! /k
© N N7 R,
R, =H, R, = COOEt, 5e
89 NH, 18 :
19 R, = i-Bu, R, = CH,OAc, (S)-45
R; =H, R, = COOEt, 90, 88%
R, = i-Bu, R, = CH,OAc, 91, 82%

—0 —O0
NaOH,,
MeOH N r. Dess-Martina N
1 — A o} R X o
100% | 94% |
= N OH = N 0
N N N N
H H
o o
92 93

Schemat 37. Synteza dipeptydow z N-koncowsg grupg 2-pirazynokarbonylowa.

6.10.2. Badania nad zastosowaniem pochodnych indolowych z grupa karboksylowa jako

reagentow kwasowych w reakcji Ugiego

Wsréd inhibitoréw proteasomOw znane s3 struktury zawierajagce pierScienie
indanonowe, indolinonowe oraz indolowe. Pochodne indanonowe majg strukture dipeptydow,
a w sktad najbardziej aktywnych przedstawicieli tej grupy zwiazkow wchodzi czgsteczka
leucyny o nienaturalnej konfiguracji. Przyktadem tej grupy jest zwiazek 94 (1Cso = 0,93 uM),

w ktorym grupa indanonowa znajduje si¢ na N-koncu tancucha peptydowego (Rysunek 1).'"
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Rysunek 1. Zwiazki biologicznie czynne z ugrupowaniem indanowym 94 i indolowym 95.

Przyktadem inhibitora z grupa indolinonowg jest opisany w Czesci literaturowej cykliczny
zwiazek TMC-95 (108 Cz. lit.).*° Inhibitory proteasoméw z grupa indolowa reprezentowane
sg przez grupe cyklicznych oraz liniowych pochodnych zwiazku TMC-95,"*'% oraz przez
grupe zwigzkéw liniowych z grupg indolowa na ich N-koncach. Najbardziej aktywnym
zwigzkiem w tej grupie jest tripeptyd 95 (ICsp = 1 pg / ml) posiadajacy nienaturalny
4-fenylobenzylowy tancuch boczny jednego z aminokwasow budujacych peptyd (Rysunek
l).181 Ponadto zwiazki z ugrupowaniem indolowym posiadaja inne wiasciwosci biologiczne:
inhibicja cyklooksygenazy-2,* antagonizm receptora CRTH2,*®® inhibicja cytozolowej
fosfolipazy Aza.'*

Wzorujac si¢ na strukturach zwigzkow biologicznie aktywnych posiadajacych
ugrupowanie indolowe jako reagent kwasowy reakcji Ugiego zaproponowano zwiazek 96

(Rysunek 2).

Rysunek 2. Zwiazek indolowy 96 zaproponowany jako reagent kwasowy reakcji Ugiego.
Ugrupowanie indolowe moze by¢ otrzymane na drodze cyklizacji Fischera
N-arylohydrazonow typu | (Schemat 38). W wyniku tautomeryzacji katalizowanej kwasem
powstaje eno-hydrazyna Il, ktéra ulega przegrupowaniu sigmatropowemu typu [3,3] z
utworzeniem produktu posredniego o strukturze bis-iminy [1ll. Struktura ta ulega
aromatyzacji, ktorej produktem jest pochodna anilinowa V. Wewnatrzczasteczkowy atak
nukleofilowy atomu azotu na wegiel iminiowy prowadzi do aminalu V, ktory po utracie

amoniaku daje indol o strukturze \/1.*®
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Schemat 38. Mechanizm reakcji cyklizacji Fischera hydrazonéw do indoli.

N-Arylohydrazony typu | otrzymuje si¢ w reakcji Jappa-Klingermanna
aromatycznych hydrazyn z odpowiednimi ketoestrami.'®® Synteze indolu 96 rozpoczeto od
otrzymania hydrazonu 99 w wyniku kondensacji chlorowodorku 4-fluorofenylohydrazyny 97
z esterm etylowym kwasu lewulinowego 98 w obecnosci octanu sodu oraz kwasu octowego.
Produkt kondensacji otrzymano z wydajnoscia 90%. Nastgpnie hydrazon poddano reakcji
cyklizacji Fischera katalizowanego kwasem siarkowym. Otrzymano w ten sposéb indol 100 z
wydajnoscig 44%. Poniewaz produkt reakcji cyklizacji otrzymano ze $rednig wydajnoscia,
metod¢ syntezy indolu 100 zmodyfikowano. Produkt ten otrzymano w jednoetapowym
procesie kondensacji i cyklizacji w reakcji hydrazyny 97 i ketonu 98 w kwasie octowym w
temperaturze wrzenia. W reakcji otrzymano indol 100 z wydajnosciag 100% oraz czystoscig

83% okreslong za pomocg chromatografii gazowej (Schemat 39).

CH,COONa t 0
CH,COOH H,SO,
o) EtOH fo
44% AN

100

[{e)
Co’
=
; ﬂ
A
-
4

97 98

CH,COOH

97 + 98 —> 100
100%

Schemat 39. Synteza indolu 100 na drodze syntezy dwu- i jednoetapowe;j.
Indol 100 otrzymany zaréwno w procesie jednoetapowym, jak i dwuetapowym
charakteryzowat si¢ zblizong reaktywno$cig w kolejnym etapie syntezy. Indol 100 poddano

reakcji N-alkilowania z zastosowaniem chloro- oraz bromooctanu tert-butylu. Bardziej
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wydajnym reagentem alkilujgcym byt bromooctan tert-butylu, w reakcji z ktérym otrzymano
diester 101 z wydajnoscia 70%. W przypadku zastosowania chlorooctanu tert-butylu ten sam
produkt otrzymano z wydajno$cig 45% (Schemat 40).

(0] O

[e) XCH,COOtBu O
F \ /\ Nalz-l, DMF F \ /\
B —
N X =Cl, 45%

H X = Br, 70% N O7L
100 101

(0]
Schemat 40. Reakcja N-alkilowania indolu 100 do diestru 101.

Diester 101 byt funkcjonalizowany do dwdch monokwasoéw. W reakcji hydrolizy
grupy estrowej alkoholu tert-butylowego katalizowanej kwasem trifluorooctowym otrzymano
monokwas 102 z wysoka wydajnoscia 89% (Schemat 41). Z kolei problem stanowita
hydroliza grupy estrowej alkoholu etylowego w diestrze 101. W zasadowych warunkach
reakcji hydrolizy labilna jest bowiem réwniez grupa estrowa alkoholu tert-butylowego. W
efekcie powstawal produkt uboczny hydrolizy obydwu grup estrowych w postaci dikwasu.
Monokwas 96 otrzymano z wydajnoscia nie przekraczajaca 38% w reakcji katalizowanej
wodorotlenkiem potasu w tetrahydrofuranie uzytym jako rozpuszczlanik (Schemat 41).
Zastosowanie innych zasad, rozpuszczalnikow oraz obnizenie temperatury reakcji i skrocenie

czasu reakcji nie powodowato podwyzszenia wydajnosci reakcji.

(e} O (0]

E O/\ TEA E O/\ KOH,,. F OH

\ DCM \ THF
- —_—

A\
N 89% N 7L 38% N 7L
OH (0] (0]
102 \\\< 101 \\< 96 \\\<
(6] (6]

(e}

Schemat 41. Hydroliza kwasowa i zasadowa diestru 101.

Otrzymany monokwas 96 zastosowano jako reagent kwasowy do reakcji Ugiego.
Pozostatymi reagentami byta 2,4-dimetoksybenzyloamina (32), aldehyd izowalerianowy (18)
oraz izocyjanek 5c lub (S)-45. W reakcji Ugiego z izocyjankiem 5c otrzymano produkt z
grupa acetalowa 103 z wydajnoscia 80% (Schemat 42). Hydroliza grupy acetalowej w 103
katalizowana kwasem p-toluenosulfonowym prowadzita do aldehydu 104. W reakcji z
izocyjankiem (S)-45 otrzymano natomiast produkt 105 z wydajnoscia 74%. Hydroliza grupy

acetoksylowej i utlenienie grupy hydroksylowej do alkoholowej z zastosowaniem reagenta
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Schemat 42. Synteza aldehydu 104 na drodze reakcji Ugiego oraz hydrolizy grupy acetalowej.

Dess-Martina prowadzita do aldehydu dipeptydowego 106 z ugrupowaniem indolowym z
sumaryczng wydajnoscig dla dwoch etapow wynoszaca 48% (Schemat 43).
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Schemat 43. Synteza aldehydu z ugrupowaniem indolowym 106.

W produktach reakcji Ugiego 103 i 105 niemozliwe bylo usunigcie grupy Dmb
zabezpieczajacej grupy amidowe. Bylo to spowodowane obecnoscia w tych zwigzkach
kwasolabilnych grup estrowych alkoholi tert-butylowych. W zwigzku 103 znajduja si¢ trzy

kwasolabilne ugrupowania: ester tert-butylowy, grupa acetalowa oraz grupa Dmb
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zabezpieczajaca grupe amidowa. Jednoetapowa funkcjonalizacja tych trzech grup bylaby
cennym narzedziem w syntezie karboksyaldehydow peptydowych tego typu. W wyniku
reakcji 103 1 105 z kwasem trifluoroctowym kazdorazowo otrzymywano skomplikowane

mieszaniny produktow.

Zaprezentowane syntezy aldehydoéw 93, 103 i 105 wskazuja na mozliwosé
zastosowania opracowanej metodologii rowniez do syntezy zwigzkow z ugrupowaniami
niepeptydowymi. Niekiedy dobor substratu karboksylowego powoduje brak mozliwo$ci
usunigcia grupy 2,4-dimetoksybenzylowej zabezpieczajacej wigzanie amidowe w produktach
reakcji Ugiego. Niemniej jednak metoda ta jest dobrym narzedziem do syntezy zwigzkéw o

potencjalnej aktywnosci biologiczne;.

6.11. Badania nad zastosowaniem reakcji Ugiego do syntezy peptoidow o strukturze N-

alkilowanych oligoglicyn

Klasyczne metody syntezy peptoidow o strukturze N-alkilowanych oligoglicyn
zgodnie z przyktadami przedstawionymi w Rozdziale 5 Czesci literaturowej ograniczaja si¢
gléwnie do =zastosowania wielokrotnie powtarzanej reakcji sprz¢gania monomerow
peptoidowych oraz alkilowania tak otrzymanych struktur oligoglicynowych.

W tym rozdziale przedstawione zostang wyniki badan nad alternatywna synteza
peptoidow z zastosowaniem reakcji Ugiego. Aby w reakcji Ugiego otrzymaé szkielet
peptoidowy zbudowany z trzech czasteczek glicyny jako reagent karbonylowy stosuje si¢
formaldehyd natomiast jako reagenty karboksylowe oraz izocyjankowe stosowane sg
pochodne glicyny.

Wplyw stosowanej jako reagent karbonylowy formy formaldehydu na wydajnosé
reakcji Ugiego nie byl jak dotad szczegétowo dyskutowany w literaturze. Dlatego tez w
pierwszej kolejnosci wykonano badania majace na celu wskazanie odpowiedniej formy
formaldehydu, ktorej stosowanie prowadzi do powstawania produktow z najwyzsza
wydajnoscig. Sprawdzono takie formy formaldehydu jak: paraformaldehyd (forma
polimerowa (CH0),), formalina (37% wodny roztwor) oraz 1,3,5-trioksan (cykliczna forma
trimerowa formaldehydu - C3HgO3).

W modelowych reakcjach Ugiego z zastosowaniem paraformaldehydu, formaliny oraz
trioksanu uzyto rowniez kwas octowy (22) lub N-benzyloksykarbonyloglicyne (2) jako
reagenty kwasowe, benzyloamine (23) lub 4-metoksybenzyloaming (19) jako reagenty
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Schemat 44. Synteza peptoidéw w reakcji Ugiego z zastosowaniem formaldehydu.
aminowe oraz izocyjanooctan etylu (5e) (Schemat 44). Wszystkie reagenty stosowane byly w
ilosciach rownomolowych. Jako rozpuszczalnik zastosowano etanol. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej przez 7 dni. Wydajnosci reakcji zebrano w Tabeli 13. W reakcjach
Ugiego z zastosowaniem benzyloaminy (Tabela 13, L.p. 1-6) widoczny jest duzy wplyw
formy formaldehydu na wydajno$¢ reakcji. W reakcjach, z zastosowaniem odpowiednio
kwasu octowego (22) oraz Cbz-Gly-OH (2), w ktorych formaldehyd stosowany byt w formie
paraformaldehydu (L.p. 1 i 4) produkty 107a i 107b wydzielono odpowiednio z
wydajnosciami 77 1 89%. Zdecydowanie nizszymi wydajnosciami charakteryzowaly si¢
reakcje z zastosowaniem formaliny (L.p. 2 i 5). Produkty 107a i 107b wydzielono z prawie
czterokrotnie nizszymi niz poprzednio wydajnosciami, odpowiednio 22 i 24%. Produktow nie
obserwowano natomiast w przypadku reakcji z zastosowaniem 1,3,5-trioksanu. Mogto to
wynika¢ z braku rozpuszczalnosci tego reagenta w etanolu, co wptyneto jednoczes$nie na jego

niska reaktywnosc.

Tabela 13. Wyniki syntez zwigzkéw 107a-c w reakcjach Ugiego z zastosowaniem roznych form formaldehydu.

L.p. Kwas R; Amina R, Forma formaldehydu  Produkt Wydajno$¢ [%]
1 paraformaldehyd 107a 77

2 22 CH; 23 H formalina 107a 22

3 trioksan 107a 0

4 paraformaldehyd 107b 89

5 2 Cbz-NH-CH, 23 H formalina 107b 24

6 trioksan 107b 0

7 paraformaldehyd 107c 48

8 22 CHjs 19 OMe formalina 107c 47

9 trioksan 107c 0

Inng zalezno$¢ wydajnosci reakcji od stosowanej formy formaldehydu otrzymano w
reakcjach z 4-metoksybenzyloaming (19). W reakcjach tych z zastosowaniem
paraformaldehydu oraz formaliny otrzymano produkt 107c z bardzo zblizonymi
wydajnosciami wynoszacymi odpowiednio 48 i 47% (Tabela 13, L.p. 7 i 8). Ponownie nie

wydzielono produktu reakcji prowadzonej z zastosowaniem trioksanu.
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W kolejnym etapie sprawdzono wplyw rodzaju rozpuszczalnika (etanol lub woda)
oraz roznego typu dodatkdw na wydajnos¢ reakcji z zastosowaniem paraformaldehydu. Jako
modelowa reakcj¢ w tej czesSci badan wybrano reakcje z zastosowaniem paraformaldehydu,
ktorej produktem byl peptoid 107a. Zgodnie z mechanizmem reakcji Ugiego jedynym
produktem ubocznym jest czasteczka wody. Usuwanie lub wigzanie powstajacej w procesie
wody moze powodowaé przesunigcie rOwnowagi reakcji w kierunku tworzenia produktu,
wptywajac jednoczesnie na wzrost wydajnosci. Efekt ten mozna osiagna¢ poprzez dodatek do
mieszaniny reakcyjnej czynnika suszacego lub poprzez wytworzenie w mieszaninie efektu
hydrofobowego poprzez dodatek czynnika wysalajacego.’®*®”  Niekiedy zamiana
rozpuszczalnika organicznego stosowanego w reakcji Ugiego na wode moze réwniez
powodowac wzrost szybkosci reakcji.10

Czas reakcji skrocono z 7 do 3 dni. W reakcji bez dodatkéw wydajnos¢ reakcji spadta
z 77 do 55% (Tabela 14, L.p. 1). Dodatek bezwodnego siarczanu magnezu jako czynnika
suszgcego (wigzacego wode) nie wywolywatl oczekiwanego efektu i powodowat nieznaczny
spadek wydajnosci do 49% (L.p. 2). Z kolei nasycenie etanolu chlorkiem sodu wywotujace
efekt hydrofobowy powodowato wzrost wydajnosci reakcji do 64% (L.p. 3). Nastepnie etanol
zastgpiono wodg 1 sprawdzono rozne warianty dodanego chlorku sodu na wydajno$¢ reakc;ji.
Stwierdzono, ze zastosowanie wody jako rozpuszczalnika powoduje znaczne obnizenie
wydajnosci do 30% (L.p. 4). Moglo to by¢ spowodowane niska rozpuszczalno$cia substratow
oraz utrudnionym wydzieleniem produktu na drodze ekstrakcji z mieszaniny reakcyjnej.
Zastgpienie wody roztworami chlorku sodu powodowato dalszy spadek wydajnosci, ktory byt

tym wyzszy im wyzsze stezenie chlorku sodu byto zastosowane (L.p. 51 6).

Tabela 14. Wydajnosci reakcji Ugiego z zastosowaniem paraformaldehydu w r6znych uktadach
rozpuszczalnikow.

L.p. Uktad rozpuszczalnika Wydajno$é [%]
1 EtOH (2 ml) 55
2 EtOH (2 ml) + Na,SO, (50 mg) 49
3 EtOH (2 ml) + NaCly, 64
4 H,O (2 ml) 30
5 H,0, NaCl (2 ml, 2 M) 28
6 H,0, NaCly,s (2 ml, ~8.5 M) 22

Wyniki wskazujg, ze lepszym rozpuszczalnikiem w reakcji Ugiego jest etanol, a
dodatek soli wywotujacej efekt hydrofobowy w mieszaninie powoduje wzrost wydajnosci.
Obecnos¢ wody w mieszaninie reakcyjnej wyraznie powoduje spadek wydajnos$ci, zarowno w
reakcjach w ktorych zastepowata rozpuszczalnik organiczny (Tabela 14) jak i w reakcjach w

ktorych formaldehyd stosowany byt w formie wodnego roztworu czyli formaliny (Tabela 13).
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Pomimo, ze synteza zwigzku 107a byta faworyzowana poprzez nasycenie rozpuszczalnika
organicznego chlorkiem sodu, w analogicznych warunkach z zastosowaniem innego kwasu
(N-benzyloksykarbonyloglicyna (2)) powstawaty produkty uboczne, ktorych obecnosc
utrudniala wydzielenie gtownego produktu i powodowala obnizenie wydajnosci reakcji.
Dlatego tez w kolejnych reakcjach jako rozpuszczalnik stosowano etanol bez dodatku soli.
Kolejnym etapem bylo zastosowanie reakcji Ugiego do syntezy peptoidéw
zawierajacych grupy fluoroforowe. Zwiazki tego typu sa stosowane mig¢dzy innymi do
znakowania protein oraz badania szlakow transportu wewna}trzkom(')rkowego.188 Grupy
fluoroforowe wprowadzono do struktur peptoidéw poprzez zastosowanie do reakcji Ugiego
kwasow karboksylowych w postaci kwasow glutaramowych (monoamidéw kwasu
glutarowego) 110a-h otrzymanych w reakcjach bezwodnika glutarowego (108) z
odpowiednimi aminami aromatycznymi 53d i 109a-g (Schemat 45). Otrzymano w ten sposob
8 pochodnych z grupami aromatycznymi, z wydajno$ciami mieszczacymi si¢ w zakresie 57 -

87% (Tabela 15).

DCM
o o 0 3dni H
U + R—NH, ———* R/N\n/\/\n/o"'
O O
108 53d, 109a-g 110a-h

Schemat 45. Synteza kwaséw glutaramowych 110a-h.

Tabela 15. Wydajnosci reakcji syntezy kwasow glutaramowych 110a-h.

L.p. Amina R Produkt Wydajno$¢ [%]
1 109a  1-naftyl 110a 82
2 109b  2-naftyl 110b 87
3 109c  2-fluorenyl 110c 80
4 109d  2-pirydynyl 110d 57
5 109e  8-chinolinyl 110e 68
6 109f  1-pirenyl 110f 64
7 109g 1-pirenylometyl 1109 67
8 53d fenyl 110h 81

Do syntezy peptoiddow z grupami fluoroforowymi na drodze reakcji Ugiego
wykorzystano trzy wybrane kwasy glutaramowe. Byly to pochodne 2-fluorenylowa 110c, 1-
pirenylowa 110f oraz fenylowa 110h. W celu sprawdzenia wplywu struktury tych kwasow
karboksylowych na wydajno$¢ reakcji multikomponentowej, syntezy prowadzono w
warunkach identycznych do warunkow reakcji, ktoérych wyniki przedstawione sa w Tabeli 12
(etanol bez dodatkéw soli, 7 dni). W reakcjach stosowano paraformaldehyd (81) oraz
benzyloaming (23) lub 4-metoksybenzyloamine (19) i izocyjanek 5e (Schemat 46). W
reakcjach Ugiego z kwasami 110h (Tabela 16, L.p. 1 i 2, Ry = fenyl) i 110c (L.p. 3 i 4,
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Schemat 46. Synteza peptoidéw 111 z zastosowaniem kwaséw glutaramowych 110.

R1 = 2-fluorenyl) otrzymano produkty 111a-d z wydajnosciami zblizonymi do wartosci 70%.
Wydajnosci nie byly zalezne od rodzaju uzytej do reakcji aminy tak jak miato to miejsce w
syntezie zwigzkow 107a i 107c (Tabela 12). Produktu nie otrzymano natomiast w reakcji z
zastosowaniem pochodnej 1-pirenylowej 110f. Wynikato to z braku rozpuszczalnosci tego
reagenta. Rozpuszczalnosci kwasu 110f nie udalo si¢ zwiekszy¢ poprzez dodatek innych
rozpuszczalnikow (DCM, DMF, THF). Nalezy zatem zwréci¢ uwage na fakt, ze problemem
limitujagcym wydajno$¢ syntezy peptoidow w reakcji Ugiego jest rozpuszczalnos¢ reagentow.
Ma to miejsce w przypadku opisanym powyzej z zastosowaniem pochodnej pirenowej 110f
jako kwasu karboksylowego oraz w przypadku stosowania jako reagenta karbonylowego
1,3,5-trioksanu.

Tabela 16. Wyniki syntezy peptoidéw 111 z zastosowaniem kwaséw glutaramowych 110.

L.p. Kwas Ry Amina R; Produkt Wydajnos¢ [%]
1 23 H 111a 72
19 OMe 111b 65
23 H 111c 70
19 OMe 111d 70
110f  1-pirenyl 19 OMe 11le 0

110h  fenyl

110c  2-fluorenyl

gl Wi

W ostatnim etapie tej czgsci badan metode syntezy peptoidow na drodze reakcji
Ugiego wykorzystano do otrzymania grupy N-podstawionych oligoglicyn. Ogdlne podejscie
do syntezy tego typu zwiazkéw polega na powtarzanej sekwencji (a) reakcji Ugiego z
izocyjankiem 5e posiadajgcym grupe estrowg kwasu karboksylowego, oraz (b) reakcji
hydrolizy C-koncowej grupy estrowej prowadzacej do uwolnienia grupy karboksylowej, ktora
w kolejnym etapie wchodzi w reakcj¢ jako reagent kwasowy nastgpnej reakcji Ugiego. W
pierwszej serii reakcji Ugiego zastosowano pi¢¢ amin: benzyloaming (23), n-butyloaming
(112a), i-butyloaming (112b), s-butyloaming (112c) oraz alliloaming (9). Otrzymano pigé
produktow w postaci estrow etylowych N-benzyloksykarbonyloglicyloglicyloglicyny 113a-e
podstawionych na jednym z wigzan amidowych (Schemat 47) (Tabela 17). W reakcjach z

benzyloaming, n-butyloaming i i-butyloaming produkty 113a-c otrzymano z wysokimi
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Schemat 47. Wykorzystanie reakcji Ugiego do syntezy oligomerycznych peptoidéw 115.
wydajno$ciami mieszczacymi sie¢ w zakresie 82 — 89%. W przypadku reakcji z s-butyloaming
oraz alliloaming produkty 113d i 113e otrzymano z wydajnosciami nizszymi, odpowiednio 62
I 23%. Produkty 113a-c otrzymane z najwyzszymi wydajnosciami poddano dalszej
funkcjonalizacji. Przeprowadzono hydrolize C-koncowych grup estrowych i otrzymano trzy
zwigzki 114a-c z wolnymi grupami karboksylowymi (Schemat 47). Kwasy 1l14a-c
zastosowano nastgpnie do kolejnych reakcji Ugiego z aminami, z ktorymi peptoidy 113
otrzymano z najwyzszymi wydajnosciami. W rezultacie otrzymano grupg dziewigciu
pentapeptoidow z dwoma podstawionymi grupami amidowymi 115a-i (Schemat 47).
Produkty te otrzymano z wydajnosciami 42 — 87%, przy czym wigkszo$¢ z nich przekraczata

warto$¢ 65% (Tabela 17).
Tabela 17. Wyniki syntezy peptoidéw 113 i 115 otrzymanych na drodze powtarzanej reakcji Ugiego.

Wyd. r. Wydajno$é Wyd. r.

L.p. Amina R; Br;i(églgtlr' Ug%egol E;%‘:gh;y hyﬁrojlizy Amina R, Br;)ii;l;tzr' Ug;/iegoz
[%] [%] [%]

1 23 Bn 115a 71

2 23 Bn 113a 89 114a 100 112a n-Bu 115b 42

3 112b  i-Bu 115c 67

4 23 Bn 115d 73

5 112a n-Bu 113b 87 114b 91 112a n-Bu 115e 83

6 112b  i-Bu 115f 65

7 23 Bn 115¢ 87

8 112b  i-Bu 113c 82 114c 77 112a n-Bu 115h 75

9 112b  i-Bu 115i 75

10 112¢ s-Bu 113d 62

11 9 allil  113e 23

W czeéci tej zaprezentowano mozliwo$ci zastosowania reakcji Ugiego do syntezy

peptoidow z zastosowaniem réznych kwaséw karboksylowych w tym pochodnych z grupami
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fluoroforowymi. Przedstawiona metoda syntezy peptoidow pozwala otrzymaé w prosty
sposob zwiazki o strukturze N-alkilowanych oligoglicyn posiadajacych podstawione co
drugie wigzanie amidowe. Podstawniki mozna dowolnie dobiera¢ poprzez zastosowanie
odpowiednich amin jako reagentéw reakcji Ugiego. Dalsze powtarzanie sekwencji reakcji
doprowadzitoby do otrzymania oligopeptoidow 116, ktorych struktura przedstawiona zostata
na Schemacie 47.

Opracowana metoda syntezy peptoiddw z zastosowaniem reakcji Ugiego jest
konkurencyjna do metod klasycznych, a glowng jej zaleta jest zmniejszenie ilosci etapow
budowy szkieletu oligoglicynowego. Ponadto, poszczegélne ectapy wydtuzajace szkielet
peptoidowy nie wymagaja stosowania skomplikowanych i kosztownych reagentéw

sprzegajacych jak ma to miejsce w przypadku syntezy klasycznej.
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7.  \Whnioski

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badan nad opracowaniem nowej,
nieklasycznej metody syntezy tripeptydow z C-koncowsa grupa aldehydowa z zastosowaniem
reakcji Ugiego. Porownano kilka rownoleglych s$ciezek modelowej syntezy tego typu
zwigzkow z wykorzystaniem réznych izocyjankow z ugrupowaniami b¢dacymi prekursorami
grupy aldehydowej. Sciezke, w ktorej otrzymano produkt z najwyzsza wydajnoscia
przystosowano do syntezy znanego inhibitora proteasomow - MG-132 (S,S,S)-1, oraz
rozszerzono do syntezy wszytkich stereoizomeréw tego zwigzku W  postaci
diastereoizomerycznie czystej.

Zgodnie z wymogami metody opracowano rowniez struktur¢ izocyjankOw
(S)- i (R)-45, ktdére nie racemizowaly w warunkach syntezy, przechowywania oraz w
warunkach reakcji Ugiego. Umozliwilo to otrzymanie w reakcjach Ugiego mieszanin
wylacznie dwoch diastereoizomeréw. Rozdziat skladnikéw tych mieszanin byl mozliwy z
wykorzystaniem metod chromatograficznych.

Badania biologiczne otrzymanej grupy osmiu stereoizomeroéw zwiazku Cbz-Leu-Leu-
Leu-al (1) wykazaty ogromny wptyw konfiguracji absolutnych na aktywno$¢ tych zwigzkow.
Wykazano, ze stereoizomery zawierajagce aminokwasy o nienaturalnej konfiguracji jako
inhibitory proteasoméw posiadaty zarowno wyzszg aktywno$¢ ((S,R,S)-(-)-1) jak i
selektywno$¢ ((S,I,R)-(-)-1) niz stereoizomer (S,S,S)-1 (Tabela 9). Wskazuje to na wyrazng
zaleznos$¢ aktywnosci tych zwigzkow od ich struktury. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze w
wielu badaniach problem stereochemii poszczegolnych zwigzkéw (gldwnie peptydowych) lub
ich mieszanin jest rzadko poruszany. Jestem przekonany, ze zaprezentowane w tej czesci
pracy wyniki badan sg dobrym punktem wyjscia do syntezy kolejnych grup zwigzkéw o
strukturze peptydow posiadajacych dowolng konfiguracje absolutng na centrach
stereogenicznych. Badania takie moglyby owocowa¢ w wyniki bardzo atrakcyjne z punktu
widzenia chemii medycznej.

Opracowang metodologi¢ zastosowano takze do syntezy aldehyddw tripeptydowych z
réznymi grupami zabezpieczajacymi jedno z wiazah peptydowych. Otrzymano réwniez
tripeptydy z a,o-dipodstawionymi aminokwasami oraz z innymi niz aldehydowa grupami
C-koncowymi, a takze aldehydy dipeptydowe z niepeptydowymi grupami N-koncowymi w
tym pochodne indolowe. Wykazano w ten sposob mozliwos¢ szerokiego zastosowania reakcji

Ugiego do syntezy réznych analogéw zwigzkow peptydowych.
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W dalszej cze$ci badan zbadano wplyw formy formaldehydu, stosowanego jako
reagent formylowy w reakcji Ugiego, na wydajno$¢ syntezy peptoidow o strukturze
N-alkilowanych oligoglicyn. Stwierdzono, ze forma odpowiednia w syntezie tego typu
zwigzkéw jest paraformaldehyd. Metode syntezy peptoidow z zastosowaniem reakcji
multikomponentowej wykorzystano do syntezy zwigzkow z N-koncowymi grupami
fluoroforowymi oraz grupy pentapeptoidéw z réznymi podstawnikami na atomach azotu w
wigzaniach amidowych. Wykazano w ten sposob mozliwos¢ syntezy zwigzkow tego typu z

zastosowaniem metody konkurencyjnej do metod klasycznie stosowanych.

129



8.  Czes¢ eksperymentalna

8.1. Uwagi wstepne

Widma NMR zostaly wykonane na aparatach Varian Gemini 200 (200 MHz), Varian
Gemini 400 (400 MHz) oraz Bruker DMX 500 Avance (500 MHz). Widma rejestrowano z
TMS jako wzorcem wewnetrznym. Przesuniecia sygnatéow (0) podano w ppm, a state
sprzezenia (J) w hercach (Hz). Sygnaly w widmach protonowego jadrowego rezonansu
magnetycznego zostalty przypisane dla wybranych zwigzkéw. Widma masowe wysokiej
rozdzielczosci zarejestrowano na aparacie APl 365 (SCIEX). Widma IR zarejestrowano na
aparacie Perkin Elmer FT-IR Spectrum 2000. Pomiary skrecalnosci wilasciwej zostaty
wykonane na polarymetrach Jasco DIP-360 oraz Jasco P-2000 przy dtugosci fali A = 589 nm,
przy uzyciu kuwety o dtugosci 1.0 dm i pojemnosci 1.2 ml. Analizy elementarne wykonano w
Pracowni mikroanalizy PAN, uzywajac aparatow Perkin Elmer 240 Elemental Analyzer oraz
Heraeus Vario EL Ill. Analizy HPLC przeprowadzono na aparacie z pompa Merck Hitachi
L-7100 LACHROM, z detektorem UV WATERS 486, na kolumnie Kromasil 100 C18,
| =230 nm:

Metoda A. Eluent: metanol/woda 85:15 (v/v) z przeptywem 1,0 ml/min.
Metoda B. Eluent: metanol/woda 80:20 (v/v) z przeptywem 1,2 ml/min.
Metoda C. Eluent: metanol/woda 83:17 (v/v) z przeptywem 1,0 ml/min.
Metoda D. Eluent: metanol/woda 80:20 (v/v) z przeptywem 1,0 ml/min.

Do analiz TLC uzywano ptytek aluminiowych pokrytych Kieselgel 60 Fs4 firmy
Merck. Do preparatywnego rozdzialu i oczyszczania produktow za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej uzywano ptytek PTLC pokrytych Kieselgel 60 Fass 0 gruboséi 0,25 mm
firmy Merck. Oczyszczanie zwigzkéw za pomocg chromatografii kolumnowej wykonywano
uzywajac zelu krzemionkowego Kieselgel 60 (60 mesh, 70-230 mesh i 230-400 mesh) firmy
Merck.

Wykorzystywane reagenty byly komercyjnie dostepne, natomiast przy zwigzkach
niekomercyjnych podano sposob ich otrzymania. Uzywane w reakcjach rozpuszczalniki byty
czystosci analitycznej. Jako eluenty do chromatografii kolumnowej i analiz HPLC stosowano
heksan, octan etylu, chloroform, metanol oraz wode, ktore wczesniej 0CzyszCzono przez
destylacj¢. Pozostate rozpuszczalniki reagenty oczyszczano wedlug ogoélnych metod

literaturowych.*®
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Proszki acetonowe z tkanek zwierzecych otrzymano zgodnie z procedurg opisang w
literaturze.*® Lipaze Amano PS zakupiono od firmy Amano. Lipazy z trzustki wieprzowej,
kietkow pszenicy (wheat germ) i esterazy z watroby swinskiej (PLE) zakupiono od firmy
Sigma. Novozym 435 (lipaza z Candida antarctica, typ B) zakupiono od firmy Novo
Nordisk. Lipazy z Candida lipolytica, Candida rugosa, Candida cylindracea, Mucor
javanicus, Mucor miehei, Pseudomonas cepacia, Rhizophus niveus, Rhizopus arrhizus,

Candida cylindracea oraz pozostate enzymy zakupiono od firmy Fluka.

8.2.  Synteza a-aminokwasowych karboksylowych reagentow reakcji Ugiego

Cbz-Gly-OH: kwas (((benzyloksy)karbonylo)amino)octowy (2): o

Do roztworu glicyny (3 g, 40 mmol) w wodnym roztworze OJ\H/\H/ o
o

wodorotlenku sodu (2 M, 30 ml) wkraplano réwnolegle

chloromrowczan benzylu (6.85 ml, 48 mmol) i wodny roztwor wodorotlenku sodu (2M, 30

ml). Podczas wkraplania temperatura wzrosta do 50 °C. Po 16 godzinach dodano roztwor

kwasu solnego (2 M) do osiagnigcia pH = 2 i ekstrahowano octanem etylu (2 x 70 ml). Fazy

organiczne potaczono i zat¢zono otrzymujac biaty osad. Osad krystalizowano z ukladu

EtOAc/heksan. Wydajno$é 83%; 6.98 g (33 mmol) biatych krysztatow; t.t. 117-120 °C (lit.**

120).

Cbz-glicynian amonu: Benzyloksykarbonyloaminooctan amonu (2a): Mieszaning Cbz-
glicyny (2) (1.05 g, 5 mmol) i wodnego roztworu amoniaku (7 ml, 0 o
O)I\N O NH,
30 mmol, 42 M) mieszano przez 30 minut. Mieszaning @A H/\L]/
odparowano do suchej masy i wysuszono pod zmniejszonym
ci$nieniem otrzymujac produkt. Wydajno$¢ 100%, 1.12 g (5 mmol) biatego osadu; t.t. 125-
126 °C; Analiza elementarna: obliczona dla CioH14N204: C, 53.09; H, 6.24; N, 12.38;
zbadana: C, 52.88; H, 6.35; N, 12.20.

Synteza enancjomeréw (S)- i (R)- kwasu Cbz-Leu-OH

Procedura ogolna 1: Do schtodzonego do O °C roztworu leucyny (1.312 g, 10 mmol) w
wodnym roztworze wodorotlenku sodu (5 ml, 2 M) dodawano jednocze$nie porcjami
chloromréwczan benzylu (1.43 ml, 10 mmol) i wodny roztwér wodorotlenku sodu (5 ml, 2
M). Po 4 godzinach dodano wodny roztwér kwasu solnego (2 M) do osiagni¢cia pH = 2, a
nast¢pnie ekstrahowano octanem etylu (3 x 15 ml). Fazy organiczne zebrano i wysuszono

(MgSO4). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$é
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WYsuSzono na pompie olejowej otrzymujac produkt w postaci bezbarwnego oleju, Ktory

stosowano w kolejnych reakcjach bez dalszego oczyszczania.

Cbz-L-Leu-OH: kwas (2S)-benzyloksykarbonyloamino-4-metylopentanowy ((S)-38):
Produkt otrzymano zgodnie z Procedurg ogolng 1: Wydajnos$¢ 87%;

2.31 g (8.7 mmol) bezbarwnego oleju; *H NMR (200 MHz, CDCls) & O)OI\N/¢)H
0.80-1.00 (m, 6H), 1.45-1.80 (m, 3H), 5.11 (s, 2H), 5.24 (d, J=9.0 Hz, EjA "o
1H), 7.34 (s, 5H), 9.14 (br s, 1H); **C NMR (50 MHz, CDCls) § 22.0, 23.2, 25.1, 41.8, 52.7,

67.5, 128.4, 128.5, 128.8, 156.5, 178.3; [a]o?* = —=15.5 (c 2.0, EtOH), (lit."** -16.7 (c 2.0,
EtOH)).

Cbz-D-Leu-OH: kwas (2R)-benzyloksykarbonyloamino-4-

metylopentanowy ((R)-38): Produkt otrzymano zgodnie z o )\
Procedurg ogolna 1: Wydajnos¢ 88%; 2.33 g (8.8 mmol) OJ\N/E\H/O“
bezbarwnego oleju; *H NMR (200 MHz, CDCls) § 0.80-1.00 (m, 6H), ©A too
1.45-1.80 (m, 3H), 5.11 (s, 2H), 5.25 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.34 (s, 5H), 9.14 (br s, 1H); **C
NMR (50 MHz, CDCl3) 6 22.0, 23.2, 25.2, 41.8, 52.8, 67.5, 128.4, 128.5, 128.8, 156.6, 178.2;
[a]p? = +15.2 (c 2.0, EtOH), (lit.*® +14.7 (c 2.0, MeOH)).

8.3.  Synteza izocyjnakoéw achiralnych 5a-5d

Synteza izocyjanku 5a

N-Alliloformamid (10): Mieszaning alliloaminy (10.0 ml, 133 mmol) i o
mrowczanu etylu (12.9 ml, 160 mmol) ogrzewano do temperatury 85 °C przez 48 ﬂ/\/
godzin. Mieszaning zat¢zono. Produkt wydzielono za pomoca destylacji pod zmniejszonym
cisnieniem. Wydajnos¢ 87%; 9.9 g (116 mmol) bezbarwnego oleju; t. wrz. 80 °C (0.4 mmHQ)
(1it.** 109 (15)); *H NMR (200 MHz, CDCls) § 3.75-3.97 (m, 2H), 5.05-5.32 (m, 2H), 5.70-

6.30 (m, 2H), 8.21 (s, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCl5) & 40.8, 117.1, 133.8, 161.3.

3-1zocyjanoprop-1-en: izocyjanek allilowy (5a): Do podgrzanego do temperatury N\
45 °C wodnego roztworu wodorotlenku sodu (60 ml, 50 %) wkraplano przez 20

minut mieszaning alliloaminy (11.4 g, 152 mmol), chloroformu (11.7 g, 146 mmol), chlorku
trietylobenzyloamoniowego (0.2 g, 0.9 mmol) i dichlorometanu (30 ml). Mieszaning
ogrzewano do temperatury 45 °C i intensywnie mieszano przez kolejne 3 godziny. Nastepnie
mieszaning reakcyjng ekstrahowano dichlorometanem (2 % 50 ml). Fazy organiczne

polaczono 1 przemyto woda (30 ml). Produkt wydzielono z zastosowaniem destylacji
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frakcyjnej. Wydajnos¢ 65%; 6.6 g (99 mmol) bezbarwnego oleju o intensywnym,

nieprzyjemnym zapachu; t. wrz. 90 °C (atm.) (lit.**® 98).

Synteza izocyjanku 5b
N-Boc-glicyna: Kwas N-tert-butoksykarbonyloaminooctowy (11): Do

S )LH ﬁ(

dodano glicyne (0.96 g, 13.0 mmol) i alkohol tertbutylowy (10 ml). Do mieszaniny w

roztworu wodorotlenku sodu (0.572 g, 14.3 mmol) w wodzie (15 ml)

temperaturze pokojowej wkraplano przez 20 minut bezwodnik tert-butoksykarbonylowy
(2.90 g, 13.0 mmol). Podczas wkraplania temperatura wzrosta do 30 °C. Po 16 godzinach
mieszaning przemyto heksanem (2 x 40 ml), fazy organicznie polgczono i ekstrahowano
nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (2 x 40 ml). Zebrane fazy wodne potaczono,
dodano wodny roztwor wodorosiarczanu potasu (10%) do osiagnigcia pH = 2-3 i
ekstrahowano eterem etylowym (4 x 40 ml). Fazy organiczne polaczono, wysuszono
(Na;SO4). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujgc gesty
bezbarwny olej. Olej rozpuszczono w EtOAc, dodano heksan i zatgzono. Po odparowaniu
rozpuszczalnika i wysuszeniu pod zmniejszonym ci$nieniem olej wykrystalizowatl w postaci
biatych krysztatow produktu, ktéry uzyto do dalszej reakcji bez oczyszczania. Wydajnosé
83%; 1.9 g (10.8 mmol); t.t. 84 — 86 °C (lit.*** 87-88). *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.46 (s,
9H, (CCHa)s), 3.95 (s, 2H, CHy), 6.84 (s, 1H, NH), 10.24 (s, 1H, OH); *C NMR (50 MHz,
CDCls) & 28.6, 42.6, 80.8, 156.3, 175.1; IR (film w CHClI3) vmax: 3315, 2913, 2847, 1617,
1571, 1532, 1434, 1310, 1241, 1068, 1044 cm™.

Karbaminian tert-butylo-2-metoksymetyloamino-2-oksoetylowy (12):

i I
Ay

mmol) w dichlorometanie (30 ml) w temperaturze 0 °C dodano trietyloaming (0.92 ml, 6.6

Do roztworu chlorowodorku N,O-dimetylohydroksyloaminy (0.585 g, 6.0

mmol) i N-Boc-glicyng (11) (0.876 g, 5.0 mmol). Po 30 minutach dodano
dicykloheksylokarbodiimid (1.15 g, 5.5 mmol) i 4-dimetyloaminopirydyn¢ (20 mg).
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze 0 °C przez 2 godziny, a nastepnie w
temperaturze pokojowej przez 16 godzin. Wytragcony bialy osad dicykloheksylomocznika
oraz chlorowodorku trietyloaminy (t.t. 230-235 °C) odsgczono i przemyto octanem etylu.
Przesacz zat¢zono pod zmniejszonym cisnieniem. Wytragcony w trakcie zat¢zania bialy osad
produktu odsaczono, czynno$¢ powtdrzono trzykrotnie otrzymujac produkt, ktéry uzyto do
kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajnos¢ 82%, 0.899 g (4.1 mmol) biatego
osadu; t.t. 95 — 98 °C (lit."*® 102-103); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.46 (s, 9H, (CCHa)3),
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3.21 (s, 3H, CH3), 3.72 (s, 3H, CHy), 4.08 (d, J=4.8 Hz, 2H, CH}), 5.30 (br s, 1H, NH); *C
NMR (50 MHz, CDCls) & 28.7, 32.7, 42.0, 61.7, 79.9, 156.1, 175.0.

2-Formyloamino-N-metoksy-N-metyloacetamid (13): Roztwor karbaminianu 9 |
tert-butylo-2-metoksymetyloamino-2-oksoetylowego (12) (0.785 g, 3.60 mmol) ﬂ/\n/N\‘f
w kwasie mrowkowym (10 ml) ogrzewano do temperatury wrzenia przez 1.5 godoziny.
Nadmiar kwasu odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, pozostalo$¢ rozpuszczono w
mroéwczanie etylu (5 ml), dodano trietyloaming (1.05 ml, 7.56 mmol) i ogrzewano do
temperatury wrzenia przez 16 godzin. Mieszaning zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem,
rozcienczono woda (20 ml) i ekstrahowano dichlorometanem (4 x 20 ml). Fazy organiczne
potaczono, wysuszono (MgSQO,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem
otrzymujac produkt, ktory uzyto w kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajnosé
53%: 0.278 g (1.9 mmol) bezbarwnego oleju; *H NMR (200 MHz, CDCls) & 3.24 (s, 3H,
CHa), 3.74 (s, 3H, CH3), 4.25 (d, J=4.4 Hz, 2H, CHy,), 6.70 (br s, 1H, NH), 8,28 (s, 1H,
CHO).

2-1zocyjano-N-metoksy-N-metyloacetamid (5b): Roztwor 2-formyloamino-N- L\

metoksy-N-metyloacetamidu (13) (0.278 g, 1.9 mmol) w dichlorometanie (15 CN/\Q/ (I)
ml) ochlodzono do temperatury -50 °C, dodano trietyloaming (0.800 ml, 5.7 mmol) i
wkraplano tlenochlorek fosforu (0.260 ml, 2.85 mmol) przez 30 minut. Mieszaning ogrzano
do temperatury pokojowej, mieszano przez 2 godziny, ochtodzono do temperatury 0 °C,
rozcienczong wodg (10 ml) i dodano schtodzony do temperatury 0 °C wodny roztwor
wodoroweglanu sodu (20 ml, 1 M). Fazy rozdzielono, faze wodng eckstrahowano
dichlorometanem (3 x 20 ml), fazy organiczne potaczono, wysuszono (MgSOg4) i
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca
chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 75:25). Wydajnos$¢ 53%; 130 mg (1.01 mmol)
kremowego osadu; t.t. 77-79 °C (Iit.*® 85-86); R; = 0.26 (heksan/EtOAc, 5:5); *H NMR (200
MHz, CDCls) & 3.24 (s, 3H, CH3), 3.73 (s, 3H, CHs), 4.40 (s, CHy); *C NMR (50 MHz,
CDCl3) 6 32.7, 44.0, 62.5, 160.9, 164.0; IR (film w CHClI3) vmax: 3336, 2994, 2957, 2163,
1682, 1467, 1406, 1328, 1200, 1011, 961, 916, 615, 556 cm™.

Synteza izocyjanku 5¢
N-(2,2-Dietoksyetylo)formamid (15): Mieszaning 2,2-dietoksyetyloaminy

kN Ov
(10 ml, 69 mmol) i mrowczanu etylu (6.7 ml, 83 mmol) ogrzewano do H/\O(v
temperatury wrzenia przez 48 godzin. Nadmiar mrowczanu etylu odparowano pod

zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono za pomoca destylacji pod zmniejszonym
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cisnieniem. Wydajnos¢ 83%; 9.21 g (57 mmol) bezbarwnego oleju; t. wrz. 80 °C (0.4 mmHQ)
(1it.**° 110-111 (0.5)); *H NMR (200 MHz, CDCl3) (widma NMR wykazaly obecno$é dwoch
rotamerow): gtowny rotamerd 1.16 (t, J=7.1 Hz, 6H), 3.38 (t, J=5.4 Hz, 2H), 3.44-3.90 (m,
4H), 4,47 (t, J=5.4 Hz, 1H), 6.18 (br s, 1H), 8.14 (s, 1H); poboczny rotamer 6 3.25 (dd, J=5.5
Hz, J=6.5 Hz, 2H), 4,39 (t, J=5.2 Hz, 1H), 7.99 (d, J=13.5 Hz, 1H); *C NMR (50 MHz,
CDCl3): gtéwny rotamerd 15.5, 40.7, 63. 1, 100.7, 161.5; poboczny rotamer & 44.9, 63.6,
101.9, 165.2; Analiza elementarna: obliczona dla C;H13NO;: C, 58.72; H, 9.15; N, 9.78;
zbadana: C, 58.75; H, 9.10; N, 9.75.

1,1-Dietoksy-2-izocyjanoetan  (5c): ~ Mieszaning  N-(2,2-dietoksyetylo) o._-
formamidu (15) (5 g, 31 mmol), trietyloaminy (4.3 ml, 31 mmol), o
trifenylofosfiny (9.18 g, 35 mmol), tetrachlorku wegla (3.2 ml, 33 mmol) i1 dichlorometanu
(30 ml) ogrzewano do temperatury wrzenia przez 3.5 godziny. Mieszanin¢ schtodzono w do
temperatury 5 °C. Po 15 minutach odsaczono osad (celit) i przemyto go eterem etylowym (20
ml). Skfadniki lotne odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostalo$¢ rozdrobniono 1
dodano dodano eter etylowy (20 ml) i pentan (20 ml) otrzymujac zawiesing, ktorg
pozostawiono na 16 godzin w temperaturze -20 °C. Osad odsgczono i przemyto pentanem (30
ml). Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono za
pomocg destylacji zmniejszonym ci$nieniem. Wydajnos¢ 79%; 3.517 g (25.4 mmol)
bezbarwnego oleju; t. wrz. 45 °C (0.5 mmHg) (Iit.**® 60-61 (1.0)) bezbarwnego oleju; *H
NMR (200 MHz, CDCls) 6 1.20 (t, J=7.2 Hz, 6H), 3.46 (d, J=5.6 Hz, 2H), 3.50-3.90 (m, 4H),
4.67 (t, J=5.4 Hz, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 15.3, 44.7, 44.8, 45.0, 63.4, 99.7.

Synteza izocyjanku 5d

Octan-2-izocyjanoetylu (5d): Mieszaning 2-aminoetanolu (10 ml, 166 mmol) o /\/o\n/
i mréwczanu etylu (30 ml, 370 mmol) ogrzewano do temperatury wrzenia o
przez 3 godziny. Mieszaning reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej, sktadniki lotne
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac N-(2-hydroksyetylo)formamid (15 g),
ktory uzyto do kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Do produktu dodano bezwodnik
kwasu octowego (30 ml, 32 mmol). Mieszaning reakcyjng ogrzewano do temperatury wrzenia
przez 5 godzin, nastepnie ochtodzono do temperatury pokojowe;j i sktadniki lotne odparowano
pod zmniejszonym cis$nieniem otrzymujac octan 2-formamidoetylu (17) (21 g) w postaci
bezbarwnego oleju, ktéry uzyto do kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Czgsé
otrzymanego zwigzku 17 (3 g, 23 mmol) rozpuszczono w dichlorometanie (30 ml) i dodano

trietyloamine (16 ml, 115 mmol). Mieszaning schtodzono do temperatury -60 °C i wkraplano
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tlenochlorek fosforu (2.5 ml, 27.6 mmol) przez 30 minut. Mieszan¢ reakcyjng mieszano
podnoszac temperatur¢ do temperatury pokojowej, w ktorej reakcje prowadzono przez kolejne
2 godziny. Mieszani¢ reakcyjng wylano na wod¢ z lodem. Fazy rozdzielono, faz¢ wodna
ekstrahowano dichlorometanem (3 x 30 ml). Fazy organiczne potaczono, przemyto solanka
(50 ml), wysuszono (MgSQ,) i rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt 5d wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowe;j (zel krzemionkowy, 60 mesh,
dichlorometan). Wydajno$é¢ catkowita 50%; 1.35 g (11.9 mmol) z6ttego oleju; *H NMR (200
MHz, CDCl3) & 2.08 (s, 3H, CH3), 3.55-3.65 (m, 2H, CH,0), 4.15-4.25 (m, 2H, CH,N); °C
NMR (50 MHz, CDCls) 6 20.8, 41.0, 61.4, 97.4, 170.7; IR (film) vmax: 2960 (CH3), 2150
(N=C), 1740 (C=0), 1225 (CH>-0) cm™,

8.4. Modelowe reakcje Ugiego z izocyjankiem allilowym (5a)

1-[Acetylo(benzylo)amino]-N-allilocykloheksanokarboksyamid (25):
Metoda A: Mieszaning benzyloaminy (111 mg, 1.04 mmol),

0
cykloheksanonu (103 mg, 1.05 mmol), kwasu octowego (63 mg, 1.04 )]\Q(E\/\
mmol), izocyjanku allilowego (79 mg, 1.17 mmol) i dichlorometanu (1 o
ml) ogrzewano do temperatury 40 °C przez 10 godzin. Rozpuszczalnik Q)
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii
kolumnowej (70-230 mesh, heksan:EtOAc, 7:3). Wydajno$¢ 63%; 209 mg (0.66 mmol)
bezbarwnego oleju; *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.25-1.40 (m, 1H), 1.45-1.85 (m, 7H),
2.18 (s, 3H), 2.54 (d, J=9.0 Hz, 2H), 3.96 (t, J=5.4 Hz, 2H), 4.73 (s, 2H), 5.15-5.40 (m, 2H),
5.80-6.05 (m, 1H), 6.59 (br s, 1H), 7.25-7.55 (m, 5H); **C NMR (50 MHz, CDCls) & 23.3,
24,5, 25.7, 33.3, 42,5, 49.2, 66.5, 67.4, 116.5, 126.2, 127.5, 129.1, 134.8, 138.8, 173.6;
Analiza elementarna obliczona dla CigH2N2O,: C, 72.58; H, 8.33; N, 8.91; zbadana: C,
72.46; H, 8.29; N, 8.98.

Metoda B: Mieszaning benzyloaminy (111 mg, 1.04 mmol), cykloheksanonu (1 ml, 9,6
mmol), kwasu octowego (63 mg, 1.04 mmol) i izocyjanku allilowego (78 mg, 1.16 mmol)
ogrzewano do temperatury 40 °C przez 10 godzin. Skladniki lotne odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (70-
230 mesh, heksan:EtOAc, 7:3). Wydajnos¢ 17%; 58 mg (0.18 mmol) bezbarwnego oleju;
Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metoda A.

Metoda C: Mieszaning benzyloaminy (109 mg, 1.02 mmol), cykloheksanonu (102 mg, 1.04

mmol), kwasu octowego (62 mg, 1.04 mmol), izocyjanku allilowego (80 mg, 1.18 mmol)
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ogrzewano do temperatury 40 °C przez 10 godzin. Skladniki lotne odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (70-
230 mesh, heksan:EtOAc, 7:3). Wydajnos¢ 45%; 145 mg (0,46 mmol) bezbarwnego oleju;
Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metodg A.

8.5.  Modelowa synteza aldehydu 27 i jego pochodnych z zastosowaniem reakcji
Ugiego z izocyjankami 5a-5e

Procedura ogoélna 3 (reakcja Ugiego): Do roztworu aldehydu (1 eq., 1 M) w metanolu (lub
etanolu jesli w reakcji stosowany byt izocyjanek z grupg estru etylowego 5e lub acetalu
dietylowego 5¢) dodano aming (1 eq.) i mieszano przez 15 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie dodano kwas karboksylowy (1 eq.) i po kolejnych 15 minutach dodano izocyjanek
(1 eq.). Mieszaning reakcyjna mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 dni,
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca
chromatografii kolumnowej w gradiencie uktadéw rozpuszczalnikow (zel krzemionowy, 70-

230 mesh, heksan/EtOAC).

8.5.1. Reakcje Ugiego z izocyjankami 5a-5e

N-Benzyloksykarbonyloaminooctan  p-metoksybenzyloamoniowy  (21):  Zwigzek
otrzymano jako produkt uboczny w reakcji prowadzonej zgodnie z Procedurg ogolna 3 z
zastosowaniem izocyjanku 5a. Produkt 21 wytrgcat si¢ z mieszaniny reakcyjnej w postaci
biatych krysztaléw. Produkt odsgczono, przemyto metanolem i wysuszono. Wydajnos$¢ 55%,
190 mg (0.55 mmol) biatych krysztatow; t.t. 134-137 °C; 'H NMR (400 MHz, CDs;OD) &
3.73 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 4.02 (s, 2H), 5.07 (s, 2H), 6.96 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.20-7.40 (m,
7H); *C NMR (100 MHz, CDsOD) & 44.7, 45.5, 56.6, 68.4, 116.3, 127.2, 129.7, 129.8,
130.3, 132.4, 139.1, 159.7, 162.7, 176.5; Analiza elementarna: obliczona dla C;gH2,N,05 +
H,0: C, 59.33; H, 6.64; N, 7.69; zbadana: C, 59.57; H, 6.51; N, 7.60.

Cbz-Gly-N(Pmb)-Leu-Gly-N(Me)OMe (20b): Produkt fmb 0 |
otrzymano zgodnie z Procedura ogélna 3. Wydajnos¢ 48%; 130 Cbz'ﬂ/\g/N\d‘%ﬂ/\lfN\T
mg (0.24 mmol) bezbarwnego oleju; Rt = 0.27 (CHCIl3/MeOH,

95:5, v/v); *"H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.86 (dd, J=6.3 Hz, J=11.7 Hz, 6H), 1.26 (s, 1H),
1.42-1.58 (m, 2H), 1.86 (t, J=7.4 Hz, 1H), 2.05 (d, J=3.3 Hz, 1H), 3.19 (s, 3H), 3.69 (s, 3H),
3.78 (s, 3H), 3.99-4.10 (m, 2H), 4.52 (s, 2H), 5.07 (t, J=7.0 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H), 5.81 (br s,
1H), 6.84 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.92 (br s, 1H), 7.11 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.27-7.39 (m, 5H); **C
NMR (100 MHz, CDCl3) & 22.4, 22.7, 25.1, 37.0, 40.1, 43.4, 47.5, 55.2, 56.4, 61.4, 66.8,

137



114.2, 127.4, 127.9, 128.0, 128.2, 128.4, 136.4, 156.1, 158.9, 169.4, 170.5, 170.6; IR (film w
CHCl3) vmax: 3329, 2958, 1722, 1655, 1513, 1442, 1249, 1177, 1030, 807, 754, 698 cm™;
HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CsHasN4O7Na [M+Na]*: 565.2633; zbadano: 565.2643.

Cbz-Gly-N(Pmb)-Leu-Gly-CH(OEt), (20c): Produkt Pmb 0

otrzymano zgodnie z Procedura ogélma 3. Produkt cev Y W NN
krystalizowat podczas suszenia pod zmniejszonym ci$nieniem. ’ \¢ o~
Produkt przekrystalizowano (aceton/woda). Wydajnos¢ 67%; 372 mg (0.67 mmol) biatych
krysztalow; t.t. 92-93 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 0.85 (dd, J=6.4 Hz, J=8.4 Hz, 6H),
1.18 (dt, J=2.7 Hz, J=6.8 Hz, 6H), 1.40-1.56 (m, 2H), 1.78-1.93 (m, 1H), 3.18-3.30 (m, 1H),
3.30-3.40 (m, 1H), 3.42-3.55 (m, 2H), 3.57-3.71 (m, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.96 (d, J=4.4 Hz,
2H), 4.44 (t, J=5.4 Hz, 1H), 4.51 (s, 2H), 4.96 (t, J=6.8 Hz, 1H), 5.08 (s, 2H), 5.74 (t, J=4.3
Hz, 1H), 6.54 (t, J=5.2 Hz, 1H), 6.85 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.08 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.20-7.40 (m,
5H); *C NMR (100 MHz, CDCl3) & 15.2, 22.3, 22.7, 25.0, 37.1, 41.6, 43.3, 47.5, 55.2, 56.6,
62.5, 62.6, 66.8, 100.3, 114.2, 127.4, 127.9, 128.1, 128.4, 136.2, 156.1, 159.0, 170.4; IR (film
W CHCls) vmax: 3328, 2957, 1723, 1648, 1514, 1455, 1249, 1176, 1128, 1058, 755, 698 cm™.
Analiza elementarna obliczona dla C3pHs3N3O7: C, 64.61; H, 7.77; N, 7.53; zbadano: C,
64.55; H, 7.42; N, 7.58.

Cbz-Gly-N(Pmb)-Leu-Gly-CH,OAc (20d): Produkt otrzymano Pmb 9

zgodnie z Procedura ogélna 3. Wydajnos¢ 89%; 471 mg (0.89 Cbz'g/\n/N NN
mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.36 (heksan/EtOAc, 4:6, v/v); *H ’

NMR (400 MHz, CDCls) & 0.85 (dd, J=6.4 Hz, J=8.4 Hz, 6H), 1.40-1.52 (m, 2H), 1.82-1.93
(m, 1H), 2.03 (s, 3H), 3.41 (q, J=5.5 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.98 (dd, J=4.8 Hz, J=12.0 Hz,
2H), 4.02-4.10 (m, 1H), 4.10-4.18 (m, 1H), 4.51 (s, 2H), 4.92 (t, J=4.8 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H),
5.71 (br s, 1H), 6.70 (br s, 1H), 6.86 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.09 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.28-7.38 (m,
5H); *C NMR (100 MHz, CDCl3) & 20.8, 22.3, 22.6, 25.1, 36.9, 38.5, 43.3, 47.6, 55.2, 56.9,
62.8, 66.9, 114.3, 127.4, 128.0, 128.1, 128.5, 136.2, 156.2, 159.0, 170.4, 170.8, 171.1; IR
(film w CHCI3) vmax: 3329, 2957, 1726, 1650, 1514, 1455, 1368, 1249, 1177, 1051, 754, 698
cm™®; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CasHs;N3O/Na [M+Na]™: 550.2524; zbadano:
550.2502.

Cbz-Gly-N(Pmb)-Leu-Gly-OEt  (20e):  Produkt otrzymano Pmb O

|
OEt
zgodnie z Procedura ogolng 3. Wydajnos¢ 71%; 750 mg (1.42 Cbz'ﬂ/\n/N\i‘%u/\n/ E
O (¢]
mmol) bezbarwnego oleju; R = 0.46 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); *H

NMR (200 MHz, CDCls) & 0.78 (t, J=5.7 Hz, 6H), 1.19 (t, J=7.1 Hz, 3H), 1.28-1.58 (m, 2H),
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1.60-1.94 (m, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.83 (t, J=5.8 Hz, 2H), 3.93 (br s, 2H), 4.11 (q, J=7.2 Hz,
2H), 4.44 (s, 2H), 4.97 (m, 1H), 5.03 (s, 2H), 5.64 (br s, 1H), 6.78 (d, J=7.8 Hz, 3H), 7.04 (d,
J=7.4 Hz, 2H), 7.10-7.40 (m, 4H); IR (film w CHCI3) vmax: 3330, 2958, 1724, 1649, 1514,
1465, 1418, 1249, 1200, 1178, 1030, 755, 698 cm™; Analiza elementarna obliczona dla
CasH37N3O7: C, 63.74; H, 7.07; N, 7.96; zbadana: C, 63.62; H, 7.46; N, 7.57.

8.5.2. Synteza alkoholu 26

Metoda A: Hydroliza estru 20d: Do roztworu estru 20d (196 mg, Pmb 0

0.38 mmol) w metanolu (2 ml) dodano wodny roztwér Cbz'ﬂ/\g/N\‘fé’j/\/OH
wodorotlenku sodu (375 ul, 1.50 mmol, 4 M). Reakcj¢ prowadzono

przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Mieszaning reakcyjng rozcienczono octanem etylu
(10 ml), przemyto wodnym roztworem kwasu solnego (10 ml, 1 M), faz¢ wodna
ekstrahowano octanem etylu (10 ml), potaczone fazy organiczne przemyto woda (10 ml) i
wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujgc
produkt, ktory uzyto w kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajno$¢ 96%, 177 mg
(0.36 mmol) bezbarwnego oleju; R = 0.13 (heksan:EtOAc = 4:6, v/v); *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 0.86 (dd, J=6.2 Hz, J=12.0 Hz, 6H), 1.42-1.55 (m, 2H), 1.83-1.95 (m, 1H), 3.20-
3.32 (m, 1H), 3.33-3.43 (m, 1H), 3.60-3.66 (m, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.83 (dd, J=5.2 Hz, J=16.8
Hz, 1H), 3.99 (dd, J=5.2 Hz, J=17.2 Hz, 1H), 4.50 (d, J=17.2 Hz, 1H), 4.57 (d, J=17.2 Hz,
1H), 4.70 (s, 1H), 4.96 (t, J=7.0 Hz, 1H), 5.09 (d, J=2.4 Hz, 2H), 5.75 (br s, 1H), 6.81 (br s,
1H), 6.87 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.11 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.28-7.38 (m, 5H); *C NMR (100 MHz,
CDClg) 0 22.4, 22.6, 25.1, 37.0, 42.4, 43.3, 47.9, 55.3, 56.9, 61.8, 67.1, 114.4, 127.5, 128.0,
128.1, 128.2, 128.5, 136.1, 156.8, 159.1, 171.1, 171.2; IR (film w CHCl3) vmax: 3329, 2957,
1726, 1650, 1514, 1455, 1368, 1249, 1177, 1051, 753, 698 cm™; HRMS-ESI: (m/z) obliczono
dla CsH3asN3OgNa [M+Na]": 508.2418; zbadano: 508.2414.

Metoda B: Redukcja estru 20e: Do roztworu estru 20e (150 mg, 0.28 mmol) w
tetrahydrofuranie (5 ml) dodano chlorek wapnia (62 mg, 0.56 mmol), chlorek litu (24 mg,
0.56 mmol) i borowodorek sodu (53 mg, 1.4 mmol). Mieszaning ogrzewano do temperatury
35 °C przez 20 godzin, po czym ochtodzono do temperatury pokojowej i dodano metanol (5
ml). Osad odsgczono, przesacz odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem. Pozostato§é
rozpuszczono w dichlorometanie (5 ml), przemyto wodnym roztworem kwasu solnego (10
ml, 1 M), wysuszono (MgSO,), rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 8:2—5:5, v/v).
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Wydajno$¢ 93%; 126 mg (0.26 mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.23 (CHCI3/MeOH, 95:5,
v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metoda A.

8.5.3. Synteza aldehydu 27

Metoda A: Redukcja amidu Weinreba 20b. Do roztworu amidu Pmb 0
Weinreba 20b (54.2 mg, 0.1 mmol) w suchym tetrahydrofuranie (3 CbZ'u/ﬁfN\i‘%uMo
ml) w temperaturze -50 °C dodano wodorek litowo-glinowy (4.8

mg, 0.125 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze -50 °C przez 10 minut, a
nastepnic w temperaturze 0 °C przez 90 minut. Do mieszaniny dodano roztwor
wodorosiarczanu potasu (0.15 ml, 0.15 mmol, 1 M), rozcienczono woda (10 ml) i dodano eter
etylowy (10 ml). Fazy rozdzielono, faz¢ wodng ekstrahowano eterem etylowym (10 ml), fazy
organiczne potaczono i przemyto kolejno roztworem kwasu solnego (2 x 15 ml, 1 M),
nasyconym roztworem wodorowgglanu sodu (15 ml) i solankg (15 ml) i wysuszono (MgSQy).
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca
chromatografii kolumnowej. Wydajnos¢ 39%, 19 mg (0.39 mmol) bezbarwnego oleju; Rs =
0.36 (heksan/EtOAc, 4:6, viv); *H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.70-0.95 (m, 6H), 1.42-1.54
(m, 2H), 1.82-1.94 (m, 1H), 3.70-3.82 (m, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.94-4.15 (m, 2H), 4.52 (s, 2H),
5.09 (br s, 1H), 5.10 (s, 2H), 5.73 (br s, 1H), 6.86 (d, J=8.1 Hz, 2H), 7.01 (br s, 1H), 7.11 (d,
J=8.4 Hz, 2H), 7.24-7.39 (m, 5H), 9.56 (s, 1H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 22.4, 22.6,
25.1, 36.8, 43.4, 47.8, 50.0, 55.3, 56.6, 67.0, 114.3, 127.5, 128.0, 128.1, 128.5, 136.3, 156.3,
159.1, 170.9, 194.3; IR (film w CHCI3) vmax: 3330, 2958, 1710, 1653, 1514, 1456, 1420,
1350, 1249, 1177, 1031, 803, 754, 698 cm™; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla C,;H3;N307Na
[M+MeOH+Na]": 538.2524; zbadano: 538.2548.

Metoda B: Hydroliza acetalu 20c: Do roztworu acetalu 20c (114 mg, 0.204 mmol) w
acetonie (2 ml) dodano wode (1 ml) i kwas p-toluenosulfonowy (41 mg, 0.214 mmol).
Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 48 godzin oraz w
temperaturze 50 °C przez 1.5 godziny. Mieszaning ochtodzono do temperatury pokojowej,
rozcienczono octanem etylu (10 ml) i przemyto kolejno nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu (15 ml), woda (15 ml) i solanka (15 ml). Faze organiczng wysuszono
(MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono
za pomoca chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 7:3, v/v). Wydajnos¢ 81%; 80 mg
(0.165 mmol) bezbarwnego oleju; Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu
otrzymanego Metodg A.
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Metoda C: Utlenienie alkoholu 26.

Procedura ogolna przygotowania roztworu podchlorynu sodu do reakcji utleniania
katalizowanej  2,2,6,6-tetrametylopiperidyno-1-oksylem (TEMPO). Roztwdr nalezy
przygotowac bezposrednio przed reakcja poprzez nasycenie wodoroweglanem sodu 12%
wodnego roztworu podchlorynu sodu do otrzymania roztworu o st¢zeniu 5.5% i pH = 9.36.
Do roztworu alkoholu 26 (63 mg, 0.13 mmol) w dichlorometanie (3 ml) dodano wodg (1 ml),
2,2,6,6-tetrametylopiperydynoksyl (TEMPO) (1.4 mg, 0.013 mmol) i bromek sodu (1.3 mg,
0.013 mmol). Do mieszaniny schtodzonej do temperatury 0 °C dodawano przez 30 minut
5.5% roztwor podchlorynu sodu w nasyconym roztworze wodoroweglanu sodu (0.5 ml). Po
kolejnych 20 minutach mieszaning rozcienczono dichlorometanem (10 ml) i woda (10 ml),
fazy rozdzielono. Faz¢ wodng ekstrahowano dichlorometanem, fazy organiczne potaczono,
przemyto wodnym roztworem kwasu solnego (10 ml, 1 M) zawierajacego jodek potasu (166
mg, 1 mmol), wodnym roztworem tiosiarczanu sodu (10 ml, 10%), woda i wysuszono
(MgSO0.). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci§nieniem. Produkt wydzielono
za pomoca chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 8:2, v/v). Wydajnos¢ 46%; 28 mg
(0.06 mmol) bezbarwnego oleju; Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu

otrzymanego Metoda A.

Synteza zwigzku 31e: Usuniecie grupy Pmb z produktu reacji Ugi’ego 20e: Do roztworu
zwiagzku 20e (51.1 mg, 0.097 mmol) w dioksanie (300 ul) dodano Wl
odczynnik Jones’a (220 ul, 0.5 mmol, 2.3 mmol). Mieszaning H § o8
wytrzasano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.

Mieszaning rozcienczono octanem etylu (5 ml) i przemyto woda (2 x 5 ml). Faz¢ organiczng
wysuszono (MgSQOy), rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Mieszaning
rozdzielono za pomoca chromatografii kolumnowej. Odzyskany substrat 20e: wydajnosé¢
43%; 22.1 mg (0.042 mmol) bezbarwnego oleju. Produkt 31: wydajnos¢ 18%; 7 mg (0.017
mmol) bezbarwnego oleju; R = 0.12 (heksan/EtOAc, 4:6, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) &
0.60-0.98 (m, 6H), 1.19 (t, J=7.1 Hz, 3H), 1.30-1.70 (m, 2H), 1.72-2.00 (m, 1H), 3.82 (d,

J=5.2 Hz, 2H), 3.90 (d, J=5.2 Hz, 2H), 4.11 (q, J=7.2 Hz, 2H), 4.36-4.56 (m, 1H), 5.05 (s,
2H), 5.54 (t, J=5.4 Hz, 1H), 6.60-6.90 (m, 2H), 7.10-7.38 (m, 5H).

Synteza zwigzku 57: Produkt otrzymano zgodnie z Procedura
ogolng 3 jako mieszaning diastereoizomerow. Wydajnos$¢ 67%; Pmb Q

|

413 mg (0.67 mmol) bezbarwnego oleju; "H NMR (400 MHz, cv=v g/\(ov
] (®)

CDCly) & 0.61 (d, J=6.4 Hz, 1H), 0.70 (d, J=6.8 Hz, 1H), 0.74- b
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1.00 (m, 10H), 1.20 (qu, J=7.0 Hz, 6H), 1.40-1.64 (m, 3H), 1.70-1.80 (m, 1H), 3.18-3.28 (m,
1H), 3.28-3.40 (m, 1H), 3.42-3.57 (m, 2H), 3.57-3.71 (m, 2H), 3.78 (s, 3H), 4.42 (t, J=5.6 Hz,
1H), 4.45 (t, J=5.6 Hz, 1H), 4.47-4.80 (m, 2H), 4.91 (t, J=7.8 Hz, 1H), 4.97 (t, J=7.8 Hz, 1H),
5.09 (s, 2H), 5.31-5.44 (m, 1H), 6,42 (br s, 1H), 6.69 (br s, 1H), 6.76 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.86
(d, J=8.4 Hz, 2H), 7.10-7.21 (m, 2H), 7.27-7.40 (m, 4H); **C NMR (100 MHz, CDCls) 5 21.0,
21.2, 21.6, 22.1, 22.4, 22,5, 22.6, 23.1, 23.3, 23.4, 24.3, 24.6, 24.7, 25.0, 25.2, 36.9, 37.2,
41.6, 41.7, 41.9, 42.1, 48.1, 48.3, 50.2, 55.3,, 55.2, 56.5, 56.7, 61,8, 62.1, 62.2, 62.5, 62.6,
66.8, 67.0, 100.3, 100.5, 113.5, 114.1, 114.2, 127.8, 127.9, 128.0, 128.1, 128.2, 128.5, 128.6,
128.9, 129.0, 129.1, 129.1, 135.8, 136.1, 136.3, 155.9, 156.2, 157.1, 158.4, 159.0, 159.1,
169.0, 170.4, 170.7, 173.5, 1745, 174.7, 175.4; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
Ca4Hs5:N307Na [M+Na]": 636.3619; zbadano: 636.3650.

mb O

Synteza aldehydu 58. Do roztworu acetalu 57 (61.4 mg, 0.1 mmol)
w acetoniec (I ml) dodano wode (0.75 ml) i kwas p- E
Cbz-N
H
(0]

o8
toluenosulfonowy (20 mg, 0.105 mmol). Mieszaning reakcyjna H
mieszano w temperaturze pokojowej przez 20 godzin, mieszaning

rozcienczono octanem etylu (10 ml) i przemyto kolejno nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu (15 ml), woda (15 ml) i solanka (15 ml). Faze organiczng wysuszono
(MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono
za pomocg chromatografii olumnowej (heksan/EtOAc, 8:2, v/v). Wydajnos¢ 83%; 43.3 mg
(0.083 mmol) bezbarwnego oleju; *H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.70-1.00 (m, 12H), 1.40-
1.68 (m, 4H), 1.70-1.90 (m, 1H), 1.92-2.40 (m, 1H), 3.79 (s, 3H), 4.40-4.54 (m, 2H), 4.55-
4.70 (m, 2H), 4.74-4.90 (m, 2H), 5.07 (s, 2H), 5.10-5.18 (m, 1H), 6.86 (d, J=8.4 Hz, 2H), 6.97
(br s, 1H), 7.18 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.24-7.40 (m, 5H), 9.46 (s, 1H); *C NMR (100 MHz,
CDCls3) 6 20.7, 21.2, 22.3, 22.5, 23.4, 24.3, 24.4, 24.6, 25.0, 25.3, 36.6, 37.3, 41.1, 41.7, 28.6,
28.9, 49.6, 50.3, 55.3, 56.3, 67.0, 114.2, 114.3, 127.3, 128.0, 128.5, 128.7, 129.1, 136.0,
136.1, 156.2, 156.6, 159.2, 171.1, 171.2,173.7, 174.3, 176.0, 196.5, 197.2.

8.6. Optymalizacja modelowego utleniania N-(2-hydroksyetylo)benzamidu (29) do
N-(2-oksoetlyo)benzamidu (30)

N-(2-hydroksyetylo)benzamid (29): Do roztworu etanoloaminy (3.00 g, 0

49.1 mmol) w octanie etylu (50 ml) dodano chlorek benzoilu (7.51 g, 53.4 ﬂ/\/OH

mmol) i roztwér wodoroweglanu sodu (10 g, 120 mmol) w wodzie (50

ml). Reakcje prowadzono przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Fazy rozdzielono, faze
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wodng ekstrahowano octanem etylu (2 x 30 ml). Fazy organiczne potgczono, wysuszono
(MgSO0,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostaly bezbarwny
olej rozpuszczono w octanie etylu i dodano eter etylowy. Mieszaning ochtodzono 1 wytracone
biate krysztaty produktu odsaczono. Przesacz zatezono, wytrgcanie powtdrzono. Krysztaty
produktu otrzymane w dwoch rzutach wytrgcania potgczono i wysuszono pod zmniejszonym
cisnieniem. Wydajno$é 71%; 5.77 g (35.0 mmol) biatych krysztatow; t.t. 60-62 °C (Iit.'% 52-
56); Rt = 0.27 (CHCIs/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCl3) & 3.63 (t, J=4.7 Hz,
2H, NHCH,), 3.83 (t, J=5.1 Hz, 2H, CH,0), 3.87 (s, 1H, OH), 7.20 (br s, 1H, NH), 7.35-7.70
(m, 3H, ArH), 7.81 (d, J=7.4 Hz, 2H, ArH); **C NMR (50 MHz, CDCls) 5 43.1, 62.2, 127.3,
128.8, 131.9, 134.3, 169.0; IR (film w CHCI3) vmax: 3307 (O-H), 1630 (C=0), 1535 (C-H).

N-(2-Oksoetlyo)benzamid (30): o

Metoda A: Utlenianie katalizowane TEMPO ©)‘\N/\%O
Do roztworu N-(2-hydroksyetylo)benzamidu (165.2 mg, 1.0 mmol) w )
dichlorometanie (5 ml) schtodzonego do 5 °C dodano roztwér bromku potasu (11.9 mg, 0.1
mmol) w wodzie (2 ml) i TEMPO (2.5 mg). Do intensywnie mieszanej mieszaniny przez 7
minut dodawano 5.5% roztwor podchlorynu sodu w nasyconym roztworze wodoroweglanu
sodu (1.62 ml, 1.2 mmol). Po 15 minutach mieszanin¢ rozcienczono woda (5 ml) i
dichlorometanem (10 ml). Fazy rozdzielono, faz¢ wodng ekstrahowano dichlorometanem (5 x
10 ml). Polagczone fazy organiczne wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac produkt. Wydajnos¢ 67%; 110 mg (0.67 mmol)
bezbarwnego oleju; R¢ = 0.32 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 4.20-
4.35 (m, 2H, NHCH,), 7.12 (br s, 1H, NH), 7.30-7.70 (m, 3H, ArH), 7.80 (d, J=7.4 Hz, 2H,
ArH), 9.52 (s, 1H, CHO); **C NMR (50 MHz, CDCls) & 65.7, 127.5, 128.9, 131.2, 134.0,
169.2, 194.6; IR (film w CHCl3) vmax: 3322 (N-H), 1725 (HC=0), 1642 (NC=0), 1540 (C-
H).

Metoda B. Utlenianie metoda Swerna

Do roztworu chlorku oksalilu (93 ul, 1.1 mmol) w dichlorometanie (10 ml) schtodzonego do
temperatury -60 °C dodano roztwor DMSO (89 ul, 1.25 mmol) w dichlorometanie (1 ml). Po
5 minutach dodano roztwor N-(2-hydroksyetylo)benzamidu (165.2 mg, 1.0 mmol) w
dichlorometanie (2 ml). Po 15 minutach dodano trietyloaming (0.7 ml, 5.0 mmol) i
pozostawiono do ogrzania do temperatury pokojowej. Mieszaning mieszano przez kolejne 16
godzin. Mieszaning przemyto nasyconym roztworem chlorku amonu (10 ml), faz¢ wodnag

ekstrahowano dichlorometanem (2 x 10 ml), polaczone fazy organiczne przemyto 10%

143



roztworem kwasu cytrynowego (2 x 10 ml), wodg (10 ml) i solankg (10 ml) i wysuszono
(MgSO0,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac produkt jao
pozostato$¢é. Wydajnosé 31%, 51 mg (0.31 mmol) bezbarwnego oleju; Dane spektroskopowe
byty zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metodg A; IR (film) vimax: 3330 (N-H), 1725
(HC=0), 1642 (NC=0), 1534 (C-H).

Metoda C. Utlenianie reagentem Dess-Martina

Do zawiesiny reagenta Dess-Martin’a (127.2 mg, 0.3 mmol) w dichlorometanie (2 ml)
dodano N-(2-hydroksyetylo)benzamid (33 mg, 0.2 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano w
temperaturze pokojowej przez 1.5 godziny. Mieszaning przesaczono przez krotka kolumne z
zasadowego tlenku glinu (2.5 g, DCM). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc,
8:2—>7:3, v/v). Wydajnos¢ 85%; 27.6 mg (0.17 mmol) bezbarwnego oleju; Dane
spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metodg A; IR (film w
CHCI3) vimax: 3330 (N-H), 1724 (HC=0), 1645 (NC=0), 1540 (C-H).

Metoda D. Utlenianie chlorochromianem pirydyny

Do zawiesiny neutralnego tlenku glinu (1.5 g) i chlorochromianu pirydyny (323 mg, 1.5
mmol) w dichlorometanie (10 ml) dodano N-(2-hydroksyetylo)benzamid (165 mg, 1.0 mmol)
w dichlorometanie (2 ml). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Mieszaning przesaczono przez celit, przesacz zatezono otrzymujgc 160 mg
surowego produktu w postaci ciemnobrunatnego oleju. Analiza chromatografii
cienkowarstwowej wykazata obecno$¢ produktu (Rf = 0.31, CHCI3/MeOH, 95:5, v/v) i
znacznej ilo$ci zanieczyszczen (Rs = 0.20; 0,39; 0.63; CHCIl3/MeOH, 95:5, v/v). Oczyszczanie
produktu z zastosowaniem chromatografii kolumnowej nie byto efektywne; Dane
spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metodg A; IR (film w
CHCI3) vimax: 3320 (N-H), 1713 (HC=0), 1640 (NC=0), 1532 (C-H).

8.7.  Modelowa synteza aldehydu 35 z zastosowaniem reakcji Ugiego z izocyjankami
5c-5e

8.7.1. Reakcje Ugiego z izocyjankami 5c-5e

Synteza zwiazku 33c: Produkt otrzymano zgodnie z Procedurg bmb O

|
N. O
ogolna 3. Produkt po wydzieleniu z zastosowaniem c= Y I dhd
(0] [©)
chromatografii kolumnowej na zelu rzemionkowym zawierat j

zanieczyszczenia. Po odparowaniu eluentu pozostalo$¢ rozpuszczono w ukladzie
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heksan/EtOAc, 5:5, v/v (20 ml) 1 przesaczono przez warstwe tlenku glinu (5 g) otrzymujac
produkt w postaci czystej. Wydajnos¢ 57%; 332 mg (0.57 mmol) bezbarwnego oleju; Rt =
0.44 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCls) § 0.87 (dd, J=1.3 Hz, J=6.4 Hz,
6H), 1.18 (dt, J=4.3, J=7.1 Hz, 6H), 1.46-1.64 (m, 2H), 1.93 (qu, J=7.0 Hz, 1H), 3.12-3.26
(m, 2H), 3.44-3.54 (m, 2H), 3.65 (dq, J=7.0 Hz, J=9.4 Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.82 (s, 3H),
4.13-4.20 (m, 2H), 4.32-4.48 (m, 3H), 4.57 (t, J=7.0 Hz, 1H), 5.12 (s, 2H), 5.74 (br s, 1H),
6.39-6.46 (m, 3H), 7.00 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.28-7.38 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, CDCls) &
15.2, 15.3, 22.5, 22.6, 25.2, 36.8, 41.9, 43.2, 45.0, 55.4, 57.2, 62.9, 62.9, 66.8, 98.7, 100.8,
104.0, 115.7, 128.0, 128.1, 128.5, 129.3, 136.4, 156.1, 157.1, 160.9, 169.7, 170.5; HRMS-
ESI: (m/z) obliczono dla C3;H4sN30gNa [M+Na]*: 610.3099; zbadano: 610.3070.

Synteza zwiazku 33d: Produkt otrzymano zgodnie z Procedura omb 0

ogolng 3. Wydajnos¢ 83%; 926 mg (1.66 mmol) bezbarwnego CbZ'ﬂ/\n/N\d‘%u/\/o\n/
oleju; Rs = 0.38 (CHCI3y/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (400 MHz, ’ ’
CDCl3) 5 0.86 (t, J=6.5 Hz, 6H), 1.50 (qu, J=6.5 Hz, 1H), 1.51-1.63 (m, 1H), 1.86-1.96 (m,
1H), 2.03 (s, 3H), 3.35 (g, J=5.6 Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.05 (t, J=5.4 Hz, 2H),
4.12 (d, J=7.2 Hz, 2H), 4.41 (s, 2H), 4.64 (br s, 1H), 5.12 (s, 2H), 5.70 (br s, 1H), 6.45 (s,
2H), 6.63 (br s, 1H), 6.99 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.29-7.38 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, CDCl5)
0 20.8, 22.5, 22.6, 25.1, 36.7, 38.4, 43.1, 44.7, 55.2, 55.4, 57.5, 62.9, 66.8, 98.6, 104.0, 115.8,
128.0, 128.1, 128.4, 128.9, 136.4, 156.2, 158.0, 160.8, 170.3, 170.6, 171.0; HRMS-ESI: (m/2)
obliczono dla CxgH3gN30gNa [M+Na]*: 580.2629; zbadano: 580.2606.

Synteza zwiazku 33e: Produkt otrzymano zgodnie z Procedura b0

ogolna 3. Wydajnos¢ 57%, 301 mg (0.57 mmol) zoéltego oleju; Cbz'ﬂ/\n/N ﬂ/\n/ov
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 0.85 (d, J=6.2 Hz, 6H), 1.25 (t, ’ \¢ ’
J=7.2 Hz, 3H), 1.46-1.60 (m, 2H), 1.85-1.97 (m, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.84 (d,
J=5.5 Hz, 2H), 3.98 (d, J=5.3 Hz, 1H), 4.17 (q, J=7.2 Hz, 2H), 4.42 (s, 2H), 4.74 (t, J=6.8 Hz,
1H), 5.11 (s, 2H), 5.80 (br s, 1H), 6.43 (s, 2H), 6.85 (t, J=5.0 Hz, 1H), 7.01 (d, J=9.0 Hz, 1H),
7.27-7.38 (m, 6H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 14.0, 22.5, 25.0, 36.7, 41.2, 43.1, 36.7,
41.2, 43.1, 44.7, 55.2, 55.3, 57.1, 61.3, 66.8, 67.0, 98.6, 103.9, 115.8, 127.9, 128.0, 128.1,
128.4, 128.4, 128.9, 136.4, 156.2, 158.0, 160.8, 169.5, 170.4, 170.8; HRMS-ESI: (m/z)
obliczono dla Cy9H39N30gNa [M+Na]": 580.2629; zbadano: 580.2602.
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8.7.2. Reakcje usuwania grupy Dmb i synteza aldehydu 35

Synteza zwiazku 31d: Do roztworu estru 33d (569 mg, 1.02 W f

mmol) w dichlorometanie (5 ml) dodano kwas trifluorooctowy (2 Cbz'ﬂ/\(ljl/N\d‘%ﬂ/\/O\ﬂ/
ml). Mieszaning reakcyjng podgrzano do temperatury 50 °C i

mieszano przez 1 godzing. Mieszanina zmienila barwe na malinowa. Mieszaning reakcyjng
ochtodzono w tazni z woda i lodem, rozcienczono dichlorometanem (5 ml) i zoboj¢tniano
wodnym nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu do momentu odbarwienia roztworu.
Fazy rozdzielono, faze wodng ekstrahowano dichlorometanem (2 x 15 ml), fazy organiczne
potaczono i przemyto kolejno; woda (20 ml), solanka (20 ml), a nastgpnie wysuszono
(MgSO0.). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono
za pomoca chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 5:5, v/v). Wydajno$¢ 88%; 367 mg
(0.90 mmol) bezbarwnego oleju; Rt = 0.29 (CHCls/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 0.90 (t, J=6.8 Hz, 6H), 1.45-1.55 (m, 1H), 1.55-1.72 (m, 2H), 2.05 (s, 3H), 3.40-
3.55 (m, 2H), 3.84-3.92 (m, 2H), 4.06-4.20 (m, 2H), 4.43 (dt, J=6.1 Hz, J=8.5 Hz, 1H), 5.12
(s, 2H), 5.77 (br s, 1H), 6.89 (br s, 1H), 6.91 (br s, 1H), 7.30-7.37 (m, 5H); *C NMR (100
MHz, CDCls) 6 14.2, 20.6, 20.8, 22.0, 22.7, 24.7, 38.7, 40.1, 44.5, 51.6, 60.4, 62.7, 67.2,
128.1, 128.3, 128.5, 136.1, 156.7, 169.3, 171.2, 172.0; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
Ca0H20N30sNa [M+Na]": 430.1949; zbadano: 430.1959.

Synteza zwigzku 31e: Ester 33e (214 mg, 0.38 mmol) b9
rozpuszczono w kwasie trifluoroctowym (1 ml, 13.4 mmol) i Cbz'ﬂ/\([)]/N\i‘%H/\[(l/Ov
mieszano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Mieszanina

zmienita barwe na malinowa. Mieszaning¢ reakcyjng rozcienczono dichlorometanem (10 ml) i
zobojetniano nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu do momentu odbarwienia
roztworu. Fazy rozdzielono, faze¢ wodng przemyto dichlorometanem (10 ml). Fazy organiczne
polaczono, przemyto wodg (10 ml), solankg (10 ml), wysuszono (MgSQO,). Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii
kolumnowej (heksan/EtOAc, 8:2, v/v). Wydajno$¢ 76%; 117 mg (0.29 mmol) bezbarwnego
oleju; 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.89 (dd, J=5.9 Hz, J=9.9 Hz, 6H), 1.24 (t, J=7.2 Hz,
3H), 1.47-1.57 (m, 1H), 1.57-1.72 (m, 2H), 3.90 (d, J=4.6 Hz, 2H), 3.92-3.97 (m, 2H), 4.15
(9, J=7.2 Hz, 2H), 4.57-4.66 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 6.00 (t, J=5.0 Hz, 1H), 7.26-7.36 (m, 6H),
7.41 (t, J=5.0 Hz, 1H); *C NMR (100 MHz, CDCls) § 14.0, 20.6, 21.9, 22.7, 24.6, 41.0, 44.3,
51.5, 61.4, 67.0, 127.9, 128.1, 127.4, 136.2, 156.7, 169.6, 169.7, 172.3; HRMS-ESI: (m/z)
obliczono dla CyoH29N3OgNa [M+Na]": 430.1949; zbadano: 430.1927.
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Synteza alkoholu 34:

Metoda A: Hydroliza estru 31d: Do roztworu estru 31d (367 mg, b0

0.90 mmol) w metanolu (5 ml) dodano wodny roztwor Cbz'ﬁ/\([)]/N\i;’j/\/OH
wodorotlenku sodu (0.56 ml, 2.25 mmol, 4 M). Mieszaning

reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 45 minut. Rozpuszczalnik odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w wodnym roztworze kwasu
solnego (10 ml, 1 M) i ekstrahowano octanem etylu (3 % 10 ml). Fazy organiczne potaczono i
wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (CHCIl3/MeOH, 97.5:2.5, v/v).
Wydajnos¢ 85%; 278 mg (0.76 mmol) bezbarwnego oleju. Ry = 0.23 (CHCI3/MeOH, 98:2,
viv); 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.89 (dd, J=5.9 Hz, J=9.6 Hz, 6H), 1.48-1.70 (m, 3H),
3.16-3.28 (m, 2H), 3.38-3.50 (m, 2H), 3.54-3.68 (m, 2H), 3.85 (dq, J=5.3 Hz, J=17.5 Hz,
2H), 4.46-4.5 (m, 1H), 5.08 (s, 2H), 6.11 (br s, 1H), 7.28-7.37 (m, 5H), 7.40 (t, J=5.5 Hz,
1H); *C NMR (100 MHz, CDCls) 3 21.9, 22.8, 41.0, 42.2, 44.3 52.0, 61.3, 67.2, 128.0, 128.3,
128.5, 136.0, 157.0, 169.9, 173.0; IR (film w CHClI3) vmax: 3299, 3069, 2957, 1709, 1651,
1541, 1455, 1255, 1155, 1052, 754, 697 cm™; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla C1gH,7N30OsNa
[M+Na]": 388.1843; zbadano: 388.1825.

Metoda B: Redukcja estru 3le: Do roztworu estru 3le (41 mg, 0.10 mmol) w
tetrahydrofuranie (5 ml) dodano chlorek wapnia (22 mg, 0.20 mmol), chlorek litu (8.4 mg,
0.20 mmol) i borowodorek sodu (19 mg, 0.50 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano w
temperaturze 50 °C przez 24 godziny. Mieszaning reakcyjna ochtodzono do temperatury
pokojowej i dodano metanol (2 ml). Osad odsaczono, przesacz zatgzono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostalo$¢ rozpuszczono w dichlorometanie (10 ml), przemyto wodnym
roztworem kwasu solnego (10 ml, 1 M). Faz¢ wodng ekstrahowano dichlorometanem (5 ml).
Fazy organiczne potaczono i wysuszono (MgSO4). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii kolumnowej
(CHCI3/MeOH, 98:2, v/v). Wydajnos¢ 50%; 17 mg (0.05 mmol) bezbarwnego oleju; R; =
0.22 (CHCI3/MeOH, 98:2, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu
otrzymanego Metodg A.

Synteza aldehydu 35: o
"
Metoda A: Utlenienie alkoholu 34: Do zawiesiny reagenta Dess- Cbz-N/\n/N\i‘;/\/O
H H

Martina (63.6 mg, 0.15 mmol) w dichlorometanie (1 ml) dodano
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roztwor alkoholu 34 (36.5 mg, 0.10 mmol) w dichlorometanie (1 ml). Mieszaning reakcyjna
mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Mieszaning przesaczono przez kolumneg
z zasadowym tlenkiem glinu (2.1 g) wymywajac produkt uktadem CHCls/MeOH, 95:5, vi/v.
Wydajnosé 93%; 33.8 mg (0.093 mmol) bezbarwnego oleju, R=0.27 (CHCIs/MeOH, 95:5,
v/v); 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.89 (d, J=4.4 Hz, 6H), 1.40-1.75 (m, 2H), 1.90-2.15 (m,
1H), 3.34-3.47 (m, 1H), 3.70-3.90 (m, 2H), 4.00-4.10 (m, 1H), 4.40-4.65 (m, 1H), 5.09 (s,
2H), 5.83 (br s, 1H), 7.02 (d, J=8.4 Hz, 1H), 7.20-7.40 (m, 5H), 9.52 (s, 1H); **C NMR (50
MHz, CDCls) 6 22.3, 23.2, 25.1, 41.3, 44.9 50.3, 51.9, 67.6, 128.4, 128.6, 128.9, 136.4, 169.9,
169.9, 172.9, 197.0; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CigH,sN3OsNa [M+Na]": 386.1687;
zbadano: 386.1697.

Metoda B: Usunig¢cie grupy Dmb i hydroliza grupy acetalowej w zwiazku 33c: Zwigzek
33c (90 mg, 0.204 mmol) rozpuszczono w uktadzie kwas trifluorooctowy/woda (1 ml, 19:1).
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Mieszanina
zmienita barwe na malinowg. Mieszaning reakcyjng rozcienczono dichlorometanem (5 ml) i
zobojetniano nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu do momentu odbarwienia. Fazy
rozdzielono, faze¢ wodng ekstrahowano dichlorometanem (3 x 10 ml). Fazy organiczne
potaczono, przemyto wodg (10 ml), solankg (10 ml) i wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii
kolumnowej. Wydajnos¢ 18%; 13 mg (0.035 mmol) bezbarwnego oleju; Rf = 0.36
(CHCIs/MeOH, 9:1, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu
otrzymanego Metodg A.

Synteza aldehydu 36.

Metoda A: Hydroliza grupy acetalowej w zwigzku 33c: Do fmb O
roztworu acetalu 33c (182 mg, 0.31 mmol) w acetonie (3 ml) dodano Cbz'ﬂ/\L]/N\‘il%ﬂMo
wode (1 ml) i kwas p-toluenosulfonowy (59 mg, 0.31 mmol).

Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze 55 °C przez 2.5 godziny. Mieszaning
reacyjng ochtodzono do temperatury pokojowej, rozcienczono octanem etylu (10 ml) i
przemyto kolejno nasyconym roztworem wodorowgglanu sodu (15 ml), wodg (15 ml) 1
solankg (15 ml). Faze organiczng wysuszono (MgSQO,). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii kolumnowej
(heksan/EtOAc, 7:3, v/v). Wydajnos¢ 82%; 130 mg (0.25 mmol) bezbarwnego oleju; R; =
0.28 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.88 (d, J=6.5 Hz, 6H), 1.47-
1.59 (m, 1H), 1.59-1.69 (m, 1H), 1.89-1.99 (m, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.93 (dd,
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J=3.8 Hz, J=5.0 Hz, 2H), 4.22 (dq, J=4.5, J=16.8 Hz, 2H), 4.41 (q, J=17.2 Hz, 2H), 4.65 (t,
J=7.2 Hz, 1H), 5.12 (s, 2H), 5.75 (br s, 1H), 6.44 (s, 2H), 6.91 (br s, 1H), 7.02 (d, J=9.0 Hz,
1H), 7.27-7.39 (m, 5H), 9.49 (s, 1H); **C NMR (100 MHz, CDCls) & 20.5, 22.4, 22.7, 25.1,
36.7, 43.2, 45.2, 50.1, 55.4, 55.4, 57.1, 66.9, 98.7, 104.0, 115.5, 128.0, 128.1, 128.5, 129.6,
136.4, 156.3, 158.2, 161.0, 170.3, 171.1, 175.2, 196.6; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
C27H3sN307Na [M+Na]': 536.2367; zbadano: 536.2381.

Metoda B: Hydroliza grupy estrowej w zwigzku 33d: Do om0
roztworu estru 33d (406 mg, 0.73 mmol) w metanolu (8 ml) = Y v >
dodano roztwor wodorotlenku sodu (0.460 ml, 1.83 mmol, 4 M). ’

Reakcje prowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Mieszanine zatezono pod
zmniejszonym ci$nieniem, pozostato$¢ rozpuszczono w kwasie solnym (5 ml, 1 M) i
ekstrahowano octanem etylu (3 x 10 ml). Fazy organiczne potaczono, wysuszono (MgSQO,).
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac produkt, ktory uzyto
do kolejnej reakcji bez salszego oczyszczania. Wydajnos¢ 98%; 368 mg (0.71 mmol)
bezbarwnego oleju. Rf = 0.26 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla

Cy7H37N307Na [M+Na]+: 538.2524; zbadano: 538.2520.

Utlenienie grupy alkoholowej: Do roztworu otrzymanego w omb 0
poprzedniej reakcji alkoholu (34 mg, 0.066 mmol) w Cbz-g/\n/N gMO
dichlorometanie (2 ml) dodano reagent Dess-Martina (42.4 mg, 0.10 ’ \i‘%
mmol). Po 30 minutach do mieszaniny reakcyjnej dodano roztwdér NaOH (5 ml, 5%) i
mieszano przez kolejne 5 minut. Mieszaning rozcienczono dichlorometanem (5 ml), fazy
rozdzielono, faz¢ wodng ckstrahowano dichlorometanem (4 x 10 ml). Fazy organiczne
potaczono, wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik odparowano poz zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (CHCls/MeOH, 99:1, v/v).
Wydajnosé 92%; 31 mg (0.060 mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.36 (CHCIs/MeOH, 95:5,
v/V); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metodg A.

8.8.  Synteza reagenta Burgessa

N-Chlorosulfonylokarbaminian metylu (47): Do roztworu izocyjanianu ¢

chlorosulfonylowego (2 g, 14.1 mmol) w bezwodnym benzenie (2 ml) w CI_!SD'_N\L]/O\
temperaturze 0 °C, w atmosferze azotu wkraplano przez 5 minut mieszaning bezwodnego
metanolu (0.6 ml, 14.8 mmol) i benzenu (2 ml). Mieszaning reakcyjng mieszano w

temperaturze 0 °C przez 30 minut. Sktadniki lotne odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem
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otrzymujac olej. Dodano heksan i ochtodzono do wytracenia krysztatéw produktu, ktore

odsaczono. Wydajnos¢ 93%; 2.2691 g (13.1 mmol); t.t. 69-74 °C (lit.166 70-71).

Reagent Burgessa (48): Do roztworu trietyloaminy (3.1 ml, 22.5 mmol) w B0
Et—N"—S—N

O.
bezwodnym benzenie (10 ml) w atmosferze azotu wkraplano przez 30 minut LIy ™
[¢]

roztwor N-chlorosulfonylokarbaminianu metylu (1.75 g, 10.1 mmol) w bezwodnym benzenie
(25 ml). Po 20 minutach odsaczono przez celit wytragcony osad chlorowodorku trietyloaminy.
Z przesaczu pod zmniejszonym cisnieniem odparowano rozpuszczalnik. Pozostaty olej
krystalizowat po ochtodzeniu. Krysztaty lugowano heksanem i odsaczono. Wydajnos¢ 92%;

2.22 g (9.3 mmol) biatych krysztatow; t.t. 71-73 °C (1it.*®® 71-72).

8.9.  Synteza chiralnych izocyjankdéw z leucyny

8.9.1. Synteza izocyjanku (S)-41

Chlorowodorek O-metylo-L-leucyny: Chlorowodorek (2S)-2-amino-4-metylopentanianu
metylu ((S)-39): Do zawiesiny L-leucyny (5 g, 38.1 mmol) w metanolu (50

ml, 1.23 mol) ochtodzonej do OC wkraplano chlorek tionylu (5.6 ml, 76.2 —_ o
mmol) przez 10 minut. Osad rozpuscil si¢. Mieszaning reakcyjna podgrzano do 0
temperatury 50°C i1 mieszano przez 3 godziny. Mieszaning ochtodzono, a rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Do pozostalosci dodano eter etylowy. Z

mieszaniny wytracit si¢ produkt w postaci biatych krysztatow. Wydajnos¢ 90%; 6.2 g (34.2
mmol) biatych krysztatow; t.t. 150-151 °C (lit.**” 150-151).

N-Formylo-O-metylo-L-leucyna: (2S)-2-(formyloamino)-4-metylopentanian metylu ((S)-
40): Mieszaning zwigzku (S)-39 (2 g, 11 mmol) i ortomréwczanu etylu (15 ml,

(o]
90 mmol) ogrzewano do temperatury°@5przez 4 godziny. Nadmiar lN o

4 . . ey . . H
ortomréwczanu etylu odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt o

wydzielono za pomoca destylacji pod zmniejszonym ci$nieniem. Wydajnos$¢ 71%; 1.35 g (7.8
mmol) bezbarwnego oleju; t. wrz. 150 °C (2.0 mmHg) (lit."®® 132 (1.0)); *H NMR (200 MHz,
CDCls) § 0.95 (dd, J=5.8 Hz, J=2.0 Hz, 6H), 1.50-1.76 (m, 3H), 3.75 (s, 3H), 4.65-4.82 (m,
1H), 6.25-6.55 (bd, 1H), 8.22 (s, 1H); **C NMR (50 MHz, CDCl3) & 22.1, 23.0, 25.1, 41.8,
49.6, 52.7, 161.1, 173.4. [o]p® = -42.5 (c 1.0, MeOH) (lit.*** 43,2 (c 1.0, MeOH)).

(2S)-2-1zocyjano-4-metylopentanian metylu ((S)-41): Do roztworu zwiazku
(S)-40 (1 g, 58 mmol) i N-metylomorfoliny (2.75 ml, 25 mmol) w

N

dichlorometanie (10 ml) w temperaturze -40 °C, w atmosferze azotu, dodawano -

przez 1 godzing roztwor difosgenu (422 ul, 3.5 mmol) w dichlorometanie (5 ml). Mieszanie
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kontyuowano przez kolejng godzing w -40 °C. Do mieszaniny reakcyjnej dodano wodg (15
ml), fazy rozdzielono, faze¢ organiczng przemyto wodnym roztworem wodoroweglanu sodu
(15 ml, 7.5%) i wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
cis$nieniem. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc,
97:3, vIv). Wydajnos¢ 57%; 516.8 mg (3.33 mnmol) lekko zottego oleju; Ry = 0.75 (CH,Cly);
'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 0.98 (dd, J=6.4 Hz, J=4.6 Hz, 6H), 1.65-2.0 (m, 3H), 3.82 (s,
3H), 4.29 (dd, J=9.7 Hz, J=4.7 Hz, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCl3) & 21.2, 22.9, 25.1, 41.6,
53.6, 55.4, 167.9. IR (film) vmax: 2961 (CHa3), 2148 (-N=C), 1760 (C=0) cm™; Analiza
elementarna obliczona dla CgH13NO;: C, 61.91; H, 8.44; N, 9.02; zbadana: C, 61.72; H, 8.52;
N, 8.90; [a]o®® = —4.38 (c 2.0, CHCls).

N-formylo-O-metylo-L-leucyna: (2S)-2-(formyloamino)-4-metylopentanian metylu ((S)-
40): (hydroliza izocyjanku (S)-41): Roztwor izocyjanku (S)-41 (50 mg, 0.36

mmol) w eterze etylowym (5 ml) schtodzono do temperatury —20 °C. Dodano OIkN o
stezony kwas solny (350 ul). Po 20 minutach dodano nasycony roztwér " o
wodoroweglanu sodu do osiagnigcia pH > 8. Mieszaning ekstrahowano eterem etylowym (15
ml). Fazg organiczng przemyto woda i wysuszono (MgSQOy). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cis$nieniem otrzymujac oleisty produkt. Wydajnos¢ 67%; 42 mg (0.24 mmol)
bezbarwnego oleju; *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.89 (d, J=4.0 Hz, 6H), 1.42-1.72 (m, 3H),
3.68 (s, 3H), 4.54-4.82 (m, 1H), 6.20-6.60 (m, 1H), 8.14 (s, 1H); **C NMR (50 MHz, CDCl5)
§22.1,23.0, 25.1, 41.8, 49.6, 52.7, 161.2, 173.4; [a]po** = —10.5 (c 1.0, MeOH) (lit."** -43,2 (c
1.0, MeOH)).

8.9.2. Synteza izocyjankow (S)-45 i (R)-45

L-Leucynol: (2S)-2-amino-4-metylopentan-1-ol ((S)-42): Procedura ogolna 4:

Do zawiesiny borowodorku sodu (5.77 g, 1524 mmol) w bezwodnym o /CH
tetrahydrofuranie (100 ml) dodano L-leucyn¢ (10.0 g, 76.2 mmol) w atmosferze azotu.
Mieszaning ochtodzono do O0C 1 przez 1 godzing wkraplano roztwor jodu (19.3 g, 76.2
mmol) w bezwodnym tetrahydrofuranie (50 ml). Mieszano do momentu, w ktérym przestaty
wydziela¢ si¢ pecherzyki gazu (okoto 30 minut), nastgpnie mieszaning reakcyjng 0grzewano
do temperatury wrzenia przez 16 godzin, ochtodzono do 0 °C i porcjami dodawano metanol
do momentu rozpuszczenia osadu. Po 30 minutach skfadniki lotne odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w wodnym roztworze wodorotlenku
potasu (100 ml, 20%) i mieszano przez 3 godziny. Ekstrahowano dichlorometanem (4 x 75

ml). Fazy organiczne zebrano, wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik odparowano pod
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zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca destylacji pod zmniejszonym
cisnieniem. Wydajnos¢ 73%; 6.49 g (55.3 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.42
(CHCI3/MeOH/NH,OH, 10:2:0.25, v/vIv); t. wrz. 57 °C (1.0 mmHg); *H NMR (200 MHz,
CDCl3) 8 0.89 (t, J=6.4 Hz, 6H), 1.17 (t, J=7.0 Hz, 2H), 1.68 (nonet, J=6.8 Hz, 1 H), 2.10 (br
s, 3H), 2.82-2.96 (m, 1H), 3.21 (dd, J=10.6 Hz, J=7.8 Hz, 1H), 3.55 (dd, J=10.6 Hz, J=3.8
Hz, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 22.5, 23.7, 25.0, 44.0, 50.9, 67.4; [a]p> = +4.1 (c
4.00, EtOH) (lit.**® = +4.2 (c 9.0, EtOH)).

D-Leucynol: (2R)-2-amino-4-metylopentan-1-ol ((R)-42): Produkt otrzymano )\
zgodnie z Procedura ogélng 4. Wydajnos¢ 44%; 3.93 g (33.5 mmol)
bezbarwnego oleju; R; = 0.41 (CHCIl3/MeOH/NH4OH, 10:2:0.25, v/viv); t. wrz.
55 °C (1.0 mmHg); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla enancjomeru (S)-42;
[a]p?® = —4.1 (c 4.00, EtOH) (lit. (enancjomer)'*® +4.2 (c 9.0, EtOH));

OH
HoN

N-Formylo-L-leucynol: (1S)-1-hydroksymetylo-3-metylobutyloformamid ((S)-43):
Procedura ogolna 5: Mieszanine L-leucynolu (6.3 g, 53.8 mmol) i mréwczanu

etylu (60 ml, 0.74 mol) ogrzewano do temperatury wrzenia przez 3 godziny. OlkN oH
Mieszaning ochlodzono, sktadniki lotne odparowano pod zmniejszonym

ciSnieniem otrzymujac produkt, ktory zostal uzyty do kolejnej reakcji bez dalszego
oczyszczenia. Wydajnos¢ 100%; 7.68 g (53.7 mmol) lekko zottego oleju; t. wrz. 132-136 °C
(0.3 mmHg); R; = 0.69 (CHCls/MeOH/NH,OH, 10:2:0.25, viv/v); 'H NMR (200 MHz,
CDClg) 6 0.93 (d, J=6.6 Hz, 6H), 1.20-1.48 (m, 2H), 1.50-1.66 (m, 1 H), 3.40-3.78 (m, 3H),
4.12 (br s, 1H), 6.11 (br s, 1H), 8.18 (s, 1H) ; *C NMR (50 MHz, CDCls) & 22.4, 23.4, 25.2,
40.4, 49.2, 65.8, 162.3; IR (film) vimax: 3280 (O-H), 2958 (CHs), 1660 (C=0), cm™; [0]p™ = -
32.5 (c 4.00, CHCls).

N-Formylo-D-leucynol:  (1R)-1-hydroksymetylo-3-metylobutyloformamid  ((R)-43):
Produkt otrzymano zgodnie z Procedura ogélng 5. Wydajnos¢ 95%; 4.55 g

(31.3 mmol) lekko zéttego oleju; Rt = 0.69 (CHCI3/MeOH/NH,OH, 10:2:0.25, OlkN/?\/OH
VIVIV); [o]o® = +31.8 (c 4.00, CHCIs); Dane spektroskopowe byly zgodne z "

danymi dla enancjomeru (S)-43.

O-Acylo-N-formylo-L-leucynol: octan (2S)-2-(formyloamino)-4-metylopentylu ((S)-44):
Procedura ogolna 6: Do roztworu N-formylo-L-leycynolu (7.66 ¢, 52.8
mmol) w dichlorometanie (100 ml) w atmosferze azotu dodano pirydyne (8.5 OL o

N

Y

ml, 105.6 mmol), bezwodnik kwasu octowego (15.0 ml, 158.4 mmol) oraz 0
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katalityczng ilos¢ N,N-dimetyloaminopirydyny (20 mg). Mieszaning reakcyjng mieszano w
temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Mieszaning reakcyjng przemyto wodnym
roztworem siarczanu miedzi (3 x 25 ml, 10%), nasyconym wodnym roztworem
wodoroweglanu sodu (2 x 25 ml) oraz wodg (2 x 25 ml). Faze organiczng wysuszono
(MgSQ,). Rozpuszczalnik  odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
krystalizowano z eteru etylowego. Wydajnos¢ 73%,; 7.25 g (38.8 mmol) biatych krysztatow;
t.t. 45-48 °C; Ry = 0.50 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.80-1.00
(m, 6H), 1.28-1.48 (m, 2H), 1.50-1.75 (m, 1H), 2.08 (s, 3H), 3.90-4.20 (m, 2H), 4.30-4.50 (m,
1H), 5.72 (br s, 1H), 8.19 (s, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 22.3, 23.2, 24.6, 25.0, 40.8,
45.7,50.1, 66.5, 161.1, 171.4; IR (film) vmax: 2960 (CH3), 1740 (NC=0), 1660 (OC=0), 1242
(CH,—0) cm™; [a]p?® = —47.3 (c 1.5, CHCl5).

O-Acylo-N-formylo-D-leucynol: octan (2R)-2-(formyloamino)-4-metylopentylu ((R)-44):
Produkt otrzymano zgodnie z Procedura ogélng 5. Wydajnos¢ 74%; 4.30 g
(22.9 mmol) biatych krysztatow; t.t. 40-43 °C; [a]p>> = +46.5 (¢ 1.5, CHCI,);

SO
Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla enancjomeru (S)-44. H o
Octan (25)-2-izocyjano-4-metylopentylu ((S)-45)

Metoda A: Do ochtodzonego do temperatury -40 °C roztworu O-acylo-N-
formylo-L-leucynolu (223.9 mg, 1.2 mmol) i N-metylomorfoliny (660 ul, 6.0 /é
mmol) w dichlorometanie (5 ml) w atmosferze azotu wkraplano przez 1 - \ﬂ/
godzing roztwor difosgenu (145 pl, 1.2 mmol) w dichlorometanie (3 ml). Nastepnie mieszano
przez kolejng godzing w temperaturze -40 °C. Dodano wode (10 ml), fazy rozdzielono, fazg
organiczng przemyto wodnym roztworem wodoroweglanu sodu (10 ml, 7.5%) 1 wysuszono
(MgSO0,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono
za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 98:2, v/v). Wydajnos¢ 31%; 62 mg
(0.37 mnmol) bezbarwnego oleju; *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.90 (dd, J=8.8 Hz, J=6.6
Hz, 6H), 1.14-1.34 (m, 1H), 1.50-1.71 (m, 1H), 1.71-1.91 (s, 1H), 2.06 (s, 3H), 3.70-3.88 (m,
1H), 3.94-4.20 (m, 2H); **C NMR (50 MHz, CDCl3) & 20.9, 21.4, 23.2, 24.9, 40.3, 52.3, 65.6,
170.7; IR (film) vmax: 2962 (CH3), 2143 (—N=C), 1747 (C=0), 1237 (CH,-0) cm™; [a]p* =
+1.30 (c 1.0, CHCly).

Metoda B: Do roztworu O-acylo-N-formylo-L-leucynolu (187 mg, 1.0 mmol) w bezwodnym
dichlorometanie (5 ml) dodano odczynnik Burgessa (357 mg, 1.5 mmol). Mieszaning
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 3.5 godziny oraz w temperaturze

wrzenia przez 30 minut. Mieszaning rozcienczono dichlorometanem (10 ml) i przemyto woda
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(3 x 10 ml). Faze organiczng wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii kolumnowe;j
(heksan/EtOAc, 98:2, v/v). Wydajnos¢ 54%; 91.7 mg (0.54 mnmol) bezbarwnego oleju; IR
(film) vmax: 2962 (CHs), 2142 (-N=C), 1747 (C=0), 1238 (CH>—0) cm™; [o]p® = +5.08 (c
1.0, CHCI3); Dane spektroskopowe byty zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metoda
A

Metoda C: Do roztworu O-acylo-N-formylo-L-leucynolu (215 mg, 1.15 mmol) i
trietyloaminy (800 ul, 5.75 mmol) w bezwodnym tetrahydrofuranie (10 ml), w atmosferze
azotu wkraplano roztwor tlenochlorku fosforu (129 pl, 1.38 mmol) w bezwodnym
tetrahydrofuranie (5 ml) nie dopuszczajac do wzrostu temperatury powyzej 5 °C. Po 3
godzinach mieszaning wylano na wode z lodem i ekstrahowano eterem etylowym (3 % 15 ml).
Fazy rozdzielono, fazg organiczng wysuszono (MgSQ,). Produkt wydzielono za pomoca
chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 98:2, v/v). Wydajnos¢ 86%; 168.2 mg (0.99
mnmol) lekko zottego oleju; IR (film) vmax: 2962 (CHj3), 2142 (-N=C), 1750 (C=0), 1235
(CHx-0) cm™: [OL]D23 = +5.05 (c 1.0, CHCI3); Dane spektroskopowe byty zgodne z danymi
dla produktu otrzymanego Metoda A.

Metoda D: Do roztworu O-acylo-N-formylo-L-leucynolu (187 mg, 1.0 mmol) w bezwodnym
dimetyloformamidzie (5 ml) w atmosferze azotu wkraplano roztwoér chlorku tionylu (80 pl,
1.1 mmol) w bezwodnym dimetyloformamidzie (2 ml) nie dopuszczajac do wzrostu
temperatury powyzej —50 °C. Temperatur¢ mieszaniny podniesiono do —30 °C, schtodzono do
-50 °C i dodano bezwodny weglan sodu (122 mg, 1.15 mmol). Do mieszaniny dodano
schtodzong do temperatury 0 °C wode (10 ml) i ekstrahowano octanem etylu (2 x 10 ml).
Faze¢ organiczng wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc,
98:2, vIv). Wydajno$¢ 71%; 121 mg (0.71 mnmol) lekko zottego oleju; IR (film) vmax: 2963
(CH3), 2142 (-N=C), 1748 (C=0), 1238 (CH,—0) cm™; [a]p® = +4.59 (c 1.0, CHCI3); Dane
spektroskopowe byty zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metoda A.

Metoda E: Procedura ogélna 6: Do roztworu O-acylo-N-formylo-L-leucynolu (187 mg, 1.0
mmol) w bezwodnym dichlorometanie (5 ml) dodano trifenylofosfing (289 mg, 1.1 mmol),
tatrachlorek wegla (102 ul, 1.05 mml) i trietyloamine (146 upl, 1.05 mmol). Mieszaning
reakcyjng ogrzewano do temperatury wrzenia przez 3 godziny, ochtodzono do temperatury
poojowej, rozcienczono dichlorometanem (10 ml) i przemyto woda (2 % 10 ml). Faze
organiczng wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 98:2, v/v).
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Wydajno$¢ 57%; 96.3 mg (0.57 mnmol) lekko zottego oleju; IR (film) vimax: 2960 (CH3), 2142
(-N=C), 1745 (C=0), 1235 (CH-0) cm™; [o]o® = +7.30 (c 1.0, CHCIs); Dane
spektroskopowe byty zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metoda A.

Octan (2R)-2-izocyjano-4-metylopentylu ((R)-45): Produkt otrzymano )\
zgodnie z Procedura ogolng 6. Wydajnos¢ 62%; 105.0 mg (0.62 mmol) lekko cN/\/O\n/
zottego oleju; IR (film) vmax: 2962 (CHs), 2142 (-N=C), 1746 (C=0), 1237 5
(CHx-0) cm™: [OL]D23 = -7.15 (c 1.0, CHCIs); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi
dla enancjomeru (S)-45.

8.10. Synteza mieszaniny epimerow (S,S,S)-11i (S,R,S)-1

Reakcja Ugiego

Procedura ogdélna 7: Do roztworu aldehydu (1 eq.) w metanolu (2 ml / 1 mmol) dodano
amin¢ (1 eq.) i mieszano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Dodano kwas
karboksylowy (1 eq.) rozpuszczony w metanolu (2 ml / 1 mmol). Po kolejnych 15 minutach
dodano izocyjanek (1 eq.). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 2
dni, rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt (w postaci
mieszaniny lub poszczegoélnych diastereoizomeréw) wydzielono za pomoca chromatografii
kolumnowej w gradiencie uktadéw rozpuszczalnikow (zel krzemionowy, 230-400 mesh,

heksan/EtOAC).

Reakcja usuwania grupy Dmb

Procedura ogdélna 8. Do roztworu zabezpieczonego peptydu (lub mieszaniny
diastereoizomerdw) (1.0 mmol) w dichlorometanie (2 ml) dodano kwas trifluorooctowy (0.5
ml). Reakcje prowadzono przez 1 godzing w temperaturze 50 °C. Mieszaning ochtodzono do
temperatury 0 °C i1 dodano nasycony roztwor wodorowgglanu sodu do momentu odbarwienia
malinowego zabarwienia. Fazy rozdzielono, faz¢g wodng ekstrahowano dichlorometanem (3 X
10 ml). Fazy organiczne polaczono, przemyto woda (20 ml) i solanka (20 ml) i wysuszono
(MgSO0.). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt (w postaci
mieszaniny lub poszczegodlnych diastercoizomerow) wydzielono za pomocg chromatografii
kolumnowej (zel krzemionkowy, 70-230 mesh) (heksan/EtOAC).

Reakcja hydrolizy wigzania estrowego.
Procedura og6lna 9. Do roztworu estru (lub mieszaniny diastereoizomeréw) (0.5 mmol) w

metanolu (5 ml) dodano roztwor wodorotlenku sodu (1.25 mmol, 4 M). Reakcj¢ prowadzono

155



przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Metanol odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu (15 ml) i dodano kwas solny (15 ml, 1
M). Fazy rozdzielono, faze¢ wodng ekstrahowano octanem etylu (2 x 15 ml). Fazy organiczne
potaczono, wysuszono (MgSQO,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci§nieniem.
Produkt (w postaci mieszaniny lub poszczegolnych diastereoizomerow) wydzielono zgodnie z

procedurg opisang dla danej syntezy.

Reakcja utleniania alkoholu do aldehydu

Procedura og6lna 10. Do roztworu alkoholu (lub mieszaniny diastereocizomeréw) (0.10
mmol) w dichlorometanie (2 ml) dodano reagent Dess-Martina (0.20 mmol). Reakcj¢
prowadzono przez 1.5 godziny w temperaturze pokojowej. Dodano roztwdr wodorotlenku
sodu (2 ml, 5%) 1 mieszano przez kolejne 10 minut. Mieszaning rozcienczono woda (10 ml) i
dichlorometanem (10 ml), fazy rozdzielono, faze wodng ekstrahowano dichlorometanem (3 x
10 ml). Fazy organiczne potaczono, wysuszono (MgSQO,). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt (w postaci mieszaniny lub poszczegolnych

diastereoizomeréw) wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy,

70-230 mesh) (heksan/EtOAC).

mb O

Synteza mieszaniny zwigzkow (S,S,S)-49 i (S,R,S)-49.
Produkty otrzymano zgodnie z Procedurg ogélng 7. Wydajnos¢ /¢D
82%; 551 mg (0.82 mmol) bezbarwnego oleju; Ry=0.38, o \¢

Rm=0.30 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls)

§ 0.70-1.05 (m, 18H), 1.10-1.35 (m, 3H), 1.35-1.70 (m, 6H), 1.85-2.05 (m, 3H), 3.78 (s, 6H),
3.87-4.05 (m, 1H), 4.05-4.25 (m, 2H), 4.26-4.45 (m, 1H), 4.46-4.70 (m, 1H), 4.73-4.95 (m,
1H), 5.08 (s, 2H), 6.35-6.52 (m, 2H), 6.70-6.80 (m, 1H), 6.98-7.20 (m, 2H), 7.34 (s, 5H); **C
NMR (50 MHz, CDCls) 8 20.7, 20.8, 22.1, 22.3, 22.6, 23.0, 23.5, 24.5, 24.7, 25.3, 36.9, 40.5,
42.4, 46.1, 50.2, 55.3, 55.4, 66.4, 66.9, 98.8, 103.6, 116.8, 128.1, 128.2, 128.6, 129.1, 136.4,
156.2, 158.0, 160.7, 170.1, 171.0, 175.6; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla C37Hs5NsO10Na
[M+Na]": 692.3881; zbadano, 692.3874; Czas retencji epimeréw (Metoda D): t=10.29 min,

tr=11.38 min.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-50 i (S,R,S)-50.

Produkty otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 8. Wydajnosé¢ H i o
Cbz-N N

91%; 249 mg (0.48 mmol) bezbarwnego oleju; R = 029 " § A \L(

(CHCIy/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.80-
1.14 (m, 18H), 1.20-1.40 (m, 2H), 1.41-1.75 (m, 7H), 2.04 (d, J=2.8 Hz, 3H), 3.90-4.30 (m,
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4H), 4.31-4.52 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 5.30-5.50 (M, 1H), 6.45-6.70 (m, 2H), 7.33 (s, 5H); 1°C
NMR (50 MHz, CDCl3) 6 21.3, 22.4, 22.6, 23.4, 25.0, 40.8, 41.0, 42.1, 46.8, 47.8, 52.3, 66.5,
67.5, 128.3, 128.6, 128.9, 136.7, 170.9, 171.6, 172.5; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
C2H1sN3OsNa [M+Na]': 542.3201; zbadano, 542.3176.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-51 i (S,R,S)-51. Produkty

otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 9. Produkty uzyto do H i on
Cbz-N N

kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczania. Wydajnos¢ 91%; 192.5 Ho 8 A

mg (0.40 mmol) bezbarwnego oleju; Rs = 0.19 (CHCIl3/MeOH, =

95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCl3) § 0.78-1.05 (m, 18H), 1.15-1.42 (m, 3H), 1.43-1.80
(m, 6H), 2.93 (br s, 1H), 3.30-3.70 (m, 2H), 3.90-4.08 (m, 1H), 4.10-4.28 (m, 1H), 4.30-4.55
(m, 1H), 5.09 (s, 2H), 5.40-5.58 (M, 1H), 5.60-5.73 (m, 1H), 6.65-6.70 (M, 1H), 7.25-7.45 (m,
5H); **C NMR (50 MHz, CDCls) § 22.3, 22.5, 23.2, 23.4, 25.1, 25.2, 40.2, 40.6, 40.9, 41.5,
50.5, 52.3, 54.3, 66.0, 67.6, 128.4, 128.7, 128.9, 136.3, 172.4, 173.0; HRMS-ESI: (m/z)
obliczono dla Cy6H43N30sNa [M+Na]": 500.3065; zbadano: 500.3113.

Synteza mieszaniny zwiazkéw (S,S,S)-1 i (S,R,S)-1. Produkty

otrzymano zgodnie z Procedurg ogolng 10. Wydajnos¢ 88%; 44 N i 0
Cbz-N N

mg (0.093 mmol) bezbarwnego oleju; Rs= 0.48 (CHCI3/MeOH, 9:1, 0 A

v/v); 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.80-1.20 (m, 18H), 1.40-1.90

(m, 9H), 4.10-4.40 (m, 1H), 4.42-4.55 (m, 1H), 4.56-4.78 (m, 1H), 5.15 (s, 2H), 5.64-5.94 (m,
1H), 6.98-7.32 (m, 2H), 7.38 (s, 5H), 9.57 (s, 1H); **C NMR (50 MHz, CDCls)  22.1, 22.4,
22.5, 23.0, 23.2, 23.4, 25.0, 25.1, 37.7, 40.1, 41.0, 41.7, 51.8, 52.0, 53.9, 57.6, 67.4, 128.2,
128.5, 128.9, 136.4, 156.6, 172.5, 173.0, 199.9; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
C26H41N3OsNa [M+Na]': 498.2938; zbadano: 498.2936.

8.11. Katalizowana enzymatycznie hydroliza wiazania estrowego w mieszaninie
diastereoizomerow (S,S,S)-49 i (S,R,S)-49 do alkoholi (S,S,S)-52 i (S,R,S)-52

8.11.1. Chemiczna hydroliza mieszaniny diastereoizomerdw (S,S,S)-49 i (S,R,S)-49

mb O

Produkty otrzymano zgodnie z Procedura ogélng 7. Wydajnosc¢
95%; 75.3 mg (0.12 mmol) bezbarwnego oleju; R;=0.30, R=0.23 ;
(heksan/EtOAc, 7:3, viv); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.69 (d, cozN

J=6.4 Hz, 2H), 0.76-1.04 (m, 16H), 1.12-1.32 (m, 3H), 1.33-1.86 \¢
(m, 6H), 2.82 (s, 1H), 3.20-3.70 (m, 2H), 3.80 (s, 6H), 3.90-4.40 (m, 2H), 4.50-5.00 (m, 3H),
5.09 (s, 2H), 5.30-5.60 (m, 1H), 6.32-6.55 (M, 2H), 6.95-7.25 (m, 1H), 7.30-7.50 (m, 6H);
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Analiza elementarna obliczona dla CssHssN3O; + 0.6 H,O: C, 65.83; H, 8.55; N, 6.58;
Znaleziono: C, 65.71; H, 8.69; N, 6.38; Czas retencji epimerow (Metoda D): tg=7.55 min,
tr=8.78 min.

8.11.2. Przeglad enzymow — dobdr odpowiedniego enzymu jako katalizatora reakcji
hydrolizy
Reakcje prowadzono w fiolkach o pojemnosci 4 ml. Do roztworu mieszaniny
diastereoizomeréw (S,S,5)-49 i (S,R,S)-49 (5 mg) w acetonie (0.4 ml) dodano bufor
fosforanowy (1.6 ml, pH = 7.0) oraz enzym (1 mg). Jedna z probek nie zawierata enzymu i
stosowana byta jako ,,Slepa proba”. Fiolki z probkami byly wytrzasane przez 24 godziny w
temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej. Produkt o najwigkszym stezeniu obserwowano w reakcji katalizowane;j

lipaza z kietkdéw pszenicy.

8.11.3. Enzymatyczna hydroliza mieszaniny estréow (S,S,S)-49 i (S,R,S)-49 z
zastosowaniem roznych rozpuszczalnikow organicznych
Mieszaning diastereoizomerow (S,S,5)-49 i (S,R,S)-49 (50 mg) wytrzasano z lipazg z kietkow
pszenicy (5 mg) w uktadzie bufor fosforanowy (pH = 7.0) / rozpuszczalnik organiczny w
proporcji 4:1 (20 ml). Mieszaning reakcyjng wytrzasano przez 3 dni w temperaturze
pokojowej, a nastgpnie ekstrahowano octanem etylu (3 x 15 ml). Fazy organiczne potaczono i
wysuszono (MgS0O,). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Mieszaning produktow (S,S,S)-52 i (S,R,S)-52 wydzielono za pomoca chromatografii

kolumnowe;j. Sktad mieszaniny okre$lono za pomocg HPLC. Wyniki zebrano w Tabeli 5.

8.12. Synteza wszystkich stereoizomeréw aldehydu Cbz-Leu-Leu-Leu-al (1)
8.12.1. Synteza aldehydow (S,S,S)-(+)-1 1 (S,R,S)-(-)-1 oraz ich enancjomerow

Synteza zwigzkow (S,S,S)-(+)-49 (Cbz-L-Leu-N(Dmb)-L-Leu-L-Leu-CH,OAc) i
(S,R,S)-(-)-49 (Cbz-L-Leu-N(Dmb)-D-Leu-L-Leu-CH,;OACc). Produkty otrzymano zgodnie
z Procedurg ogolna 7. Produkty (S,S,S)-(+)-49 i (S,R,S)-(-)-49 rozdzielono za pomoca
trzykrotnej chromatografii kolumnowej. Zwigzek (S,S,S)-(+)-49: Wydajnos¢ 35%; 459 mg
(0.69 mmol) bezbarwnego oleju; R = 0.38 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 0.69 (d, J=6.3 Hz, 3H), 0.80-0.96 (m, 15H), 1.20-1.40 (m, 3H), 1.45-1.68 (m, 6H),
2.04 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.88 (dd, J=6.0 Hz, J=11.1 Hz, 1H), 3.96 (dd, J=4.4
Hz, J=11.1 Hz, 1H), 4.16 (oktet, J=4.5 Hz, 1H), 4.34 (d, J=17.2 Hz, 1H), 4.62 (t, J=7.7 Hz,
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1H), 4.71 (d, J=17.0 Hz, 1H), 5.08 (g, J=11.9 Hz, 2H), 5.37 (d, J=7.6 Hz, 1H), 6.43 (d, J=3.9
Hz, 1H), 6.44 (d, J=4.1 Hz, 1H), 6.76 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.04 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.30-7.40
(m, 6H); °C NMR (100 MHz, CDCls) & 20.7, 20.8, 22.0, 22.3, 22.6, 23.1, 23.5, 24.4, 24.7,
25.3, 36.9, 40.5, 42.3, 46.1, 50.2, 55.3, 55.4, 66.3, 66.9, 98.6, 103.8, 116.9, 128.0, 128.2,
128.5, 129.1, 136.2, 156.1, 158.0, 160.8, 170.2, 171.0, 175.3; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
Ca7HssN3OgNa [M+Na]*: 692.3885; zbadano: 692.3862; [a]o> = +6.1 (c 1.0, CHCIs); Czas
retencji (Metoda A): tr=17.42 min. Zwigzek (S,R,S)-(-)-49: Wydajnos¢ 33%; 438 mg (0.65
mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.30 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCl3) &
0.80-0.96 (m, 18H), 1.12-1.40 (m, 3H), 1.44-1.63 (m, 4H), 1.65 (m, 2H), 1.99 (s, 3H), 3.77 (d,
J=4.3 Hz, 1H), 3.80 (s. 3H), 3.81 (s, 3H), 4.06-4.14 (m, 1H), 4.14-4.24 (m, 1H), 4.34 (d,
J=16.0 Hz, 1H), 4.62 (d, J=16.2 Hz, 1H), 4.88 (t, J=8.5 Hz, 1H), 5.04-5.16 (m, 2H), 5.53 (d,
J=8.6 Hz, 1H), 6.03 (d, J=8.8 Hz, 1H), 6.43-6.49 (m, 2H), 7.11 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.30-7.38
(m, 6H); °C NMR (100 MHz, CDCls) & 20.7, 21.3, 22.3, 22.6, 22.7, 23.3, 23.5, 23.6, 24.3,
24.6, 25.3,29.7, 37.0, 40.5, 43.1, 45.9, 50.4, 55.3, 55.4, 66.3, 66.7, 98.7, 104.4, 116.2, 127.9,
128.0, 128.1, 128.3, 128.5, 130.0, 136.4, 155.9, 158.2, 161.1, 170.3, 170.9, 173.4; HRMS-
ESI: (m/z) obliczono dla Cs;HssN3OgNa [M+Na]*: 692.3881; zbadano: 692.3885; [a]p” = -
54.2 (c 1.0, CHCI3). Czas retencji (Metoda A): tg=15.39 min.

Synteza zwigzkéw (R,R,R)-(-)-49 (Cbz-D-Leu-N(Dmb)-D-Leu-D-Leu-CH,OAc) i
(R,S,R)-(+)-49 (Cbz-D-Leu-N(Dmb)-L-Leu-D-Leu-CH,;OACc). Produkty otrzymano zgodnie
z Procedura ogolna 7. Produkty (R,R,R)-(-)-49 i (R,S,R)-(+)-49 rozdzielono za pomocg
trzykrotnej chromatografii kolumnowej. Zwigzek (R,R,R)-(-)-49: Wydajnos¢ 32%; 425 mg
(0.64 mmol) bezbarwnego oleju; Rf = 0.37 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Dane spektroskopowe
byly zgodne z danymi dla enancjomeru (S,S,5)-(+)-49; [a]o®®> = 5.3 (¢ 1.0, CHCls); Czas
retencji (Metoda A): tg=17.22 min. Zwiazek (R,S,R)-(+)-49: Wydajnos¢ 30%; 404 mg (0.60
mmol) bezbarwnego oleju; Rs = 0.30 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Dane spektroskopowe byly
zgodne z danymi dla enancjomeru (S,R,S)-(=)-49; [a]o® = +62.9 (c 1.0, CHCIs); Czas retencji
(Metoda A): tg=15.20 min.

Synteza zwiazku (S,S,S)-(+)-50 (Cbz-L-Leu-L-Leu-L-Leu-CH,OACc). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 8. Wydajnos¢ 91%; 265 mg (0.51 mmol) biatych krysztatow, t.t.
128-131 °C; Ry = 0.25 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 0.87-0.97 (m,
18H), 1.26-1.33 (m, 1H), 1.37-1.45 (m, 1H), 1.45-1.55 (m, 2H), 1.56-1.71 (m, 4H), 1.74-1.85
(m, 1H), 2.04 (s, 3H), 4.00 (dd, J=5.7 Hz, J=11.1 Hz, 1H), 4.04-4.16 (m, 2H), 4.18-4.28 (m,
1H), 4.38-4.49 (m, 1H), 5.05 (d, J=12.3 Hz, 1H), 5.14 (d, J=12.1 Hz, 1H), 5.30 (d, J=6.9 Hz,
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1H), 6.37 (d, J=6.7 Hz, 1H), 6.55 (br s, 1H), 7.30-7.39 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, CDCls)
0 20.9, 21.7, 22.0, 22.1, 22.8, 23.0, 24.7, 24.7, 24.9, 40.1, 40.3, 40.7, 46.8, 51.7, 54.1, 66.3,
67.2, 128.0, 128.3, 128.6, 135.9, 156.4, 171.2, 171.4, 172.2; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
CosHasN306Na [M+Na]": 542.3201; zbadano: 542.3193; [o]p® = +0.27 (c 1.0, CHCI5); Czas
retencji (Metoda C) tg=6.31 min.

Synteza zwiazku (R,R,R)-(-)-50 (Cbz-D-Leu-D-Leu-D-Leu-CH,;OAc). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 8. Wydajnos¢ 89%; 255 mg (0.49 mmol) biatych krysztatow, t.t.
127-130 °C; Ry= 0.24 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi
dla enancjomeru (S,S,S)-(+)-50; [o]o®®> = —0.39 (¢ 1.0, CHCIs); Czas retencji (Metoda C)
tr=6.42 min.

Synteza zwiazku (S,R,S)-(-)-50 (Cbz-L-Leu-D-Leu-L-Leu-CH,0Ac). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogdlna 8. Wydajnos¢ 82%; 245 mg (0.47 mmol) biatych krysztatow, t.t.
144-146 °C; R;= 0.24 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 0.85-0.97 (m,
18H), 1.22-1.31 (m, 1H), 1.32-1.42 (m, 1H), 1.44-1.54 (m, 3H), 1.54-1.66 (m, 3H), 1.66-1.77
(m, 1H), 2.05 (s, 3H), 3.98-4.10 (m, 2H), 4.16-4.29 (m, 2H), 4.38 (g, J=7.6 Hz, 1H), 5.04-
5.18 (m, 2H), 5.39 (d, J=7.6 Hz, 1H), 6.35 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.61 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.29-
7.38 (m, 5H); °C NMR (100 MHz, CDCls) & 20.8, 22.0, 22.2, 22.6, 22.9, 23.0, 24.6, 24.8,
40.4, 40.6, 41.3, 46.4, 51.9, 53.6, 66.2, 67.1, 128.0, 128.3, 128.5, 136.0, 156.2, 171.0, 171.2,
172.2; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CasHssN3O¢Na [M+Na]™: 542.3201; zbadano:
542.3175; [o]p?® = —63.1 (c 1.0, CHCI5); Czas retencji (Metoda C) tz=5.99 min.

Synteza zwiazku (R,S,R)-(+)-50 (Cbz-D-Leu-L-Leu-D-Leu-CH,OACc). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogélng 8. Wydajnos¢ 89%; 275 mg (0.55 mmol) biatych krysztatow, t.t.
147-148 °C; Ri= 0.24 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Dane spektroskopowe byty zgodne z danymi
dla enancjomeru (S,R,S)-(-)-50; [a]o® = +62.1 (c 1.0, CHCIs); Czas retencji (Metoda C)
tr=6.12 min.

Synteza zwiazku (S,S,S)-(+)-51 (Cbz-L-Leu-L-Leu-L-Leu-CH,OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogélna 9. Wydajno$¢ 95%; 204 mg (0.43 mmol) biatych krysztatow; t.t.
111-113 °C; R¢ = 0.20 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.86-0.96
(m, 18H), 1.18-1.30 (m, 1H), 1.32-1.43 (m, 1H), 1.44-1.57 (m, 2H), 1.57-1.68 (m, 4H), 1.68-
1.80 (m, 1H), 3.26 (br s, 1H), 3.38 (dd, J=6.4 Hz, J=11.5 Hz, 1H), 3.61 (dd, J=3.4 Hz, J=11.4
Hz, 1H), 3.96-4.09 (m, 1H), 4.10-4.18 (m, 1H), 4.42-4.52 (m, 1H), 5.02 (d, J=12.3 Hz, 1H),
5.11 (d, J=12.2 Hz, 1H), 5.68 (d, J=7.0 Hz, 1H), 6.85 (d, J=8.3 Hz, 1H), 7.25 (br s, 1H), 7.29-
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7.36 (m, 5H); °C NMR (100 MHz, CDCls) § 21.9, 22.1, 22.8, 22.9, 23.1, 24.7, 24.8, 24.8,
39.9, 40.1, 41.0, 49.9, 52.0, 54.0, 65.2, 67.2, 128.0, 128.2, 128.5, 135.9, 156.6, 172.4, 173.1,
HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CasH43N3OsNa [M+Na]™: 500.3095; zbadano: 500.3093;
[o]p? = +10.3 (¢ 1.0, CHCl5); Czas retencji (Metoda B) tz=4.73 min.

Synteza zwiazku (R,R,R)-(-)-51 (Cbz-D-Leu-D-Leu-D-Leu-CH,OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogdlna 9. Wydajnos$¢ 98%; 213 mg (0.45 mmol) biatych krysztatow; t.t.
109-112 °C; R = 0.21 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z
danymi dla enancjomeru (S,S,S)-(+)-51; [a]o®® = 9.5 (¢ 1.0, CHCI5); Czas retencji (Metoda
B) tr=4.80 min.

Synteza zwigzku (S,R,S)-(-)-51 (Cbz-L-Leu-D-Leu-L-Leu-CH,OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 9. Wydajnos¢ 84%; 148 mg (0.31 mmol) biatych krysztatow; t.t.
161-163 °C; Ry = 0.19 (CHCI3/MeOH, 95:5, viv); 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 0.85-0.96
(m, 18H), 1.27-1.36 (m, 1H), 1.36-1.46 (m, 1H), 1.46-1.56 (m, 2H), 1.56-1.67 (m, 4H), 1.67-
1.78 (m, 1H), 2.76 (br s, 1H), 3.52 (dd, J=5.7 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 3.65 (dd, J=3.5 Hz, J=11.3
Hz, 1H), 3.95-4.07 (m, 1H), 4.12-4.22 (m, 1H), 4.35-4.44 (m, 1H), 5.10 (s, 2H), 5.47 (d,
J=5.9 Hz, 1H), 6.72 (d, J=6.3 Hz, 1H), 6.78 (d, J=6.5 Hz, 1H), 7.30-7.38 (m, 5H); *C NMR
(100 MHz, CDCls) 6 22.0, 22.1, 22.9, 23.0, 24.7, 24.8, 24.9, 39.8, 40.4, 41.1, 50.2, 52.4, 54.0,
65.6, 67.3, 128.1, 128.3, 128.6, 135.9, 156.5, 172.1, 172.7; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
CusH43N30sNa [M+Na]*: 500.3095; zbadano: 500.3087; [a]po®> = —63.6 (c 1.0, CHCI3); Czas
retencji (Metoda B) tg=4.47 min.

Synteza zwiazku (R,S,R)-(+)-51 (Cbz-D-Leu-L-Leu-D-Leu-CH,;OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogdlna 9. Wydajnos$¢ 90%; 167 mg (0.35 mmol) biatych krysztatow; t.t.
162-163 °C; Rt = 0.20 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z
danymi dla enancjomeru (S,R,S)-(-)-51; [a]o®® = +64.1 (c 1.0, CHCIs); Czas retencji (Metoda
B) tr=4.52 min.

Synteza aldehydu (S,S,S)-(+)-1 (Cbz-L-Leu-L-Leu-L-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogolng 10. Wydajnos¢ 79%; 55 mg (0.12 mmol) bezbarwnego oleju; Ry
= 0.22 (CHCIls/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.88-1.00 (m, 18H,
CH(CH3),), 1.38-1.48 (m, 1H, CH(CHs),), 1.49-1.58 (m, 1H, CH(CHs),), 1.60-1.74 (m, 6H,
CH,CH(CHs),), 1.74-1.86 (m, 1H, CH(CHs),), 4.04-4.15 (m, 1H, CHCHO), 4.40-4.49 (m,
1H, NHCHCO), 4.50-4.58 (m, 1H, NHCHCO), 5.00-5.14 (m, 2H, OCH,Ph), 5.29 (d, J=6.4
Hz, 1H, NHC(O)O), 6.59 (d, J=8.3 Hz, 1H, NHCHCHO), 7.06 (d, J=7.1 Hz, 1H, NH), 7.29-
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7.38 (m, 5H, ArH), 9.49 (s, 1H, CHO); **C NMR (100 MHz, CDCls) § 21.6, 21.7, 22.1, 22.7,
23.0,23.1,24.7, 24.7, 24.9, 37.4, 40.1, 40.6, 51.6, 54.1, 57.2, 67.3, 128.0, 128.3, 128.6, 135.8,
156.5, 172.2, 172.6, 199.8; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CasHs1N3OsNa [M+Na]*:
498.2938; zbadano: 498.2943; [a]o®® = +37.1 (c 0.5, CHCIs).

Synteza aldehydu (R,R,R)-(-)-1 (Cbz-D-Leu-D-Leu-D-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélng 10. Wydajnos$¢ 76%; 35 mg (0.073 mmol) bezbarwnego oleju;
Rf = 0.23 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); '"H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.88-0.96 (m, 18H,
CH(CHs3),), 1.35-1.47 (m, 1H, CH(CHj3),), 1.47-1.57 (m, 1H, CH(CH3),), 1.58-1.74 (m, 6H,
CH,CH(CHs),), 1.74-1.86 (m, 1H, CH(CHs),), 4.05-4.15 (m, 1H, CHCHO), 4.38-4.49 (m,
1H, NHCHCO), 4.49-4.57 (m, 1H, NHCHCO), 4.98-5.15 (m, 2H, OCH.Ph), 5.29 (d, J=6.5
Hz, 1H, NHC(0)0), 6.56 (d, J=8.8 Hz, 1H, NHCHCHO), 7.07 (d, J=6.3 Hz, 1H, NH), 7.29-
7.38 (m, 5H, ArH), 9.49 (s, 1H, CHO); *C NMR (100 MHz, CDCls) 6 21.6, 21.7, 22.1, 22.7,
23.0, 23.1, 24.7, 24.7, 24.9, 26.9, 37.4, 40.1, 40.7, 41.5, 51.6, 54.1, 57.2, 67.2, 128.0, 128.3,
128.6, 135.9, 156.5, 172.2, 172.6, 199.7; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CsH41N3OsNa
[M+Na]*: 498.2938; zbadano: 498.2928; [a]p* = —36.5 (c 0.5, CHCls).

Synteza aldehydu (S,R,S)-(-)-1 (Cbz-L-Leu-D-Leu-L-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogélna 10. Wydajnos¢ 63%; 39 mg (0.082 mmol) bezbarwnego oleju;
Rf = 0.22 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.88-0.98 (m, 18H,
CH(CH3),), 1.40-1.58 (m, 3H, CH(CHs),), 1.59-1.79 (m, 6H, CH,CH(CHj),), 4.12-4.22 (m,
1H, CHCHO), 4.40-4.54 (m, 2H, NHCHCO), 5.10 (s, 2H, OCH,Ph), 5.24 (d, J=7.5 Hz, 1H,
NHC(0)O), 6.50 (d, J=7.9 Hz, 1H, NHCHCHO), 6.77 (d, J=7.0 Hz, 1H, NH), 7.32-7.39 (m,
5H, ArH), 9.53 (s, 1H, CHO); **C NMR (100 MHz, CDCls) & 21.7, 21.9, 22.0, 22.8, 22.9,
23.1, 24.6, 24.7, 24.8, 37.6, 40.3, 41.1, 51.7, 53.7, 57.2, 67.3, 128.0, 128.3, 128.6, 135.9,
156.4, 171.9, 172.3, 199.6; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CysHsN3OsNa [M+Na]™:
498.2938; zbadano: 498.2951; [a]p®® = —57.3 (¢ 0.5, CHCls).

Synteza aldehydu (R,S,R)-(+)-1 (Cbz-D-Leu-L-Leu-D-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogélna 10. Wydajnos¢ 25%; 15 mg (0,032 mmol) bezbarwnego oleju;
Rf = 0.22 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (500 MHz, CDCls) & 0.88-0.98 (m, 18H,
CH(CHs),), 1.40-1.57 (m, 3H, CH(CHj3)), 1.58-1.79 (m, 6H, CH,CH(CHs),), 4.12-4.22 (m,
1H, CHCHO), 4.40-4.52 (m, 2H, NHCHCO), 5.10 (s, 2H, OCH,Ph), 5.28 (d, J=7.6 Hz, 1H,
NHC(0)O), 6.53 (d, J=6.2 Hz, 1H, NHCHCHO), 6.77 (d, J=7.0 Hz, 1H, NH), 7.30-7.38 (m,
5H, ArH), 9.52 (s, 1H, CHO); **C NMR (125 MHz, CDCls) & 21.8, 21.9, 22.0, 22.8, 22.9,
23.1, 24.7, 24.7, 24.8, 37.6, 40.4, 41.1, 51.8, 53.8, 57.3, 67.2, 128.0, 128.1, 128.3, 128.6,
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128.6, 136.0, 156.4, 172.0, 172.4, 199.3; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla Cp7HssNsOgNa
[M+CHsOH+Na]*: 530.3201; zbadano: 530.3177; [a]o? = +55.5 (¢ 0.5, CHCls).

8.12.2. Synteza aldehydow (R,1,S)-(+)-1 i (R,11,S)-(-)-1 oraz ich enancjomerow

Synteza mieszaniny zwiazkow (R,1,S)-49 (Cbz-D-Leu-N(Dmb)-I-Leu-L-Leu-CH,0AC) i
(R,11,S)-49 (Cbz-D-Leu-N(Dmb)-11-Leu-L-Leu-CH,OACc). Produkty otrzymano zgodnie z
Procedura ogélng 7. Produkty (R,1,5)-49 i (R,11,S)-49 otrzymano jako mieszaning o proporcji
51:49. Wydajnos¢ 82%; 1.098 g (1.64 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.65 (heksan/EtOAc,
7:3, vIv); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.70 (d, J=6.4 Hz, 2H), 0.74-1.06 (m, 16H), 1.06-
1.40 (m, 3H), 1.40-1.70 (m, 6H), 2.03 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.85-4.45 (m, 3H),
4.50-5.0 (m, 3H), 5.02-5.15 (m, 2H), 5.34 (d, J=6.9 Hz, 0.5H), 5.53 (d, J=6.8 Hz, 0.5H), 6.02
(d, J=7.2 Hz, 0.5H), 6.35-6.50 (m, 2H), 6.71 (d, J=7.0 Hz, 0.5H), 7.04 (d, J=7.4 Hz, 0.5H),
7.12 (d, J=7.5 Hz, 0.5H), 7.35 (s, 6H); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 21.2, 22.2, 22.5, 23.0,
23.4, 23.9, 25.0, 25.6, 37.3, 40.6, 42.7, 43.3, 45.8, 46.7, 50.5, 55.7, 58.6, 66.6, 67.1, 67.3,
99.0, 104.1, 117.2, 128.3, 128.8, 129.6, 156.4, 170.6, 171.2, 175.4; Analiza elementarna
obliczona dla C3;HssN3Og: C, 66.34; H, 8.28; N, 6.27; zbadana: C, 66.18; H, 8.34; N, 6.12;

Czas retencji epimer(')w (Metoda A): tR(R1|,s).4g:19.48 min; tR(R1||’s).49:16.17 min.

Synteza mieszaniny zwiazkéw (S,1,R)-49 (Cbz-L-Leu-N(Dmb)-I-Leu-D-Leu-CH,OAC) i
(S,11,R)-49 (Cbz-L-Leu-N(Dmb)-I1-Leu-D-Leu-CH,OACc). Produkty otrzymano zgodnie z
Procedura ogolna 7. Produkty (S,1,R)-49 i (S,11,R)-49 otrzymano jako mieszaning o proporcji
51:49. Wydajnos¢ 76%; 1.018 g (1.52 mmol) bezbarwnego oleju; R = 0.64 (heksan/EtOAc,
7:3, VIV); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla mieszaniny epimeréw (R,1,S)-49 i
(R,11,S)-49; Czas retencji epimerow (Metoda A): trs,,r)-49=19.23 mMin; tr 11,5)-49=15.97 min.

Synteza  zwiazkow (R,1,S)-(+)-52 (Cbz-D-Leu-N(Dmb)-I-Leu-L-Leu-CH,OH) i
(R,11,S)-(-)-52 (Cbz-D-Leu-N(Dmb)-11-Leu-L-Leu-CH,OH). Produkty otrzymano zgodnie
z Procedura ogolna 9. Produkty (R,1,S)-(+)-52 i (R,II,S)-(-)-52 rozdzielono za pomoca
trzykrotnej chromatografii kolumnowej. Zwiazek (R,I,S)-(+)-52: Wydajno$¢ 36%; 328 mg
(0.52 mmol) biatych krysztalow; t.t. 80-83 °C; R; = 0.46 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); 'H NMR
(400 MHz, CDCls) & 0.76 (d, J=6.2 Hz, 6H), 0.82-1.04 (m, 15H), 1.04-1.15 (m, 1H), 1.38-
1.58 (m, 2H), 1.60-1.70 (m, 1H), 1.70-1.90 (m, 2H), 2.73 (br s, 1H), 3.13 (dd, J=5.8, J=11.5,
1H), 3.52 (dd, J=2.6 Hz, J=11.5 Hz, 1H), 3.81 (s, 6H), 3.86-3.95 (m, 1H), 4.07 (d, J=14.9 Hz,
1H), 4.84 (d, J=14.7 Hz, 1H), 5.02-5.11 (m, 1H), 5.12 (s, 2H), 5.41 (d, J=8.6 Hz, 1H), 5.54 (d,
J=8.8 Hz, 1H), 6.50 (s, 2H), 7.24 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.28-7.41 (m, 6H); **C NMR (100 MHz,
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CDCls) 6 20.9, 21.0, 21.3, 21.9, 22.0, 22.3, 23.0, 23.3, 23.5, 24.4, 24.8, 25.3, 37.4, 39.9, 41.9,
48.3, 49.3, 50.7, 55.4, 55.5, 58.4, 65.4, 66.9, 99.2, 104.6, 115.1, 128.0, 128.4, 131.8, 136.4,
156.7, 158.8, 161.7, 170.3, 172.9; Analiza elementarna obliczona dla C3sHs3N3O7: C, 66.96;
H, 8.51; N, 6.69; zbadana: C, 66.84; H, 8.44; N, 6.48; [a]p®® = +29.4 (c 1.0, CHCIls); Czas
retencji (Metoda B) tg=14.18 min. Zwiazek (R,I1,S)-(-)-52: Wydajnos¢ 25%; 225 mg (0.36
mmol) biatych krysztatow; t.t. 55-58 °C; Ry = 0.34 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (400
MHz, CDCls) & 0.73 (d, J=6.4 Hz, 3H), 0.81-0.94 (m, 15H), 1.20-1.44 (m, 3H), 1.46-1.68 (m,
6H), 2.42 (br s, 1H), 3.43 (dd, J=6.1 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 3.59 (dd, J=3.1 Hz, J=11.4 Hz, 1H),
3.79 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.82-3.89 (m, 1H), 4.39 (d, J=16.5 Hz, 1H), 4.62-4.72 (m, 1H),
474 (d, J=16.5 Hz, 1H), 5.04-5.16 (m, 2H), 5.40 (d, J=7.7 Hz, 1H), 6.44 (s, 2H), 6.64 (d,
J=6.6 Hz, 1H), 7.11 (d, J=8.6 Hz, 1H), 7.35 (s, 6H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 20.9,
22.2, 22.2, 22.7, 23.0, 23.5, 24.5, 24.8, 25.3, 37.0, 39.7, 42.0, 46.0, 50.2, 50.7, 55.3, 55.4,
58.3, 65.9, 67.0, 98.7, 103.9, 116.5, 128.0, 128.1, 128.5, 129.7, 136.2, 156.3, 158.2, 161.0,
171.5, 175.1; Analiza elementarna obliczona dla CssHs3N3O7: C, 66.96; H, 8.51; N, 6.69;
zbadana: C, 66.63; H, 8.44; N, 6.45; [a]po®®> = -29.7 (c 1.0, CHCI;); Czas retencji (Metoda B)
tr=11.42 min.

Synteza  zwiazkow  (S,1,R)-(-)-52  (Cbz-L-Leu-N(Dmb)-I-Leu-D-Leu-CH,OH) i
(S,11,R)-(+)-52 (Cbz-L-Leu-N(Dmb)-11-Leu-D-Leu-CH,OH). Produkty otrzymano zgodnie
z Procedura ogolna 9. Produkty (S,1,R)-(-)-52 i (S,11,R)-(+)-52 rozdzielono za pomoca
trzykrotnej chromatografii kolumnowej. Zwiazek (S,1,R)-(-)-52: Wydajnos¢ 33%; 313 mg
(0.50 mmol) biatych krysztatow; t.t. 81-83 °C; Rt = 0.46 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Dane
spektroskopowe byty zgodne z danymi dla enancjomeru (R,1,8)-(+)-52; [a]o® = -19.3 (c 1.0,
CHCI,); Czas retencji (Metoda B) tg=14.30 min. Zwiazek (S,I1,R)-(+)-52: Wydajnos¢ 30%;
244 mg (0.39 mmol) biatych krysztatow; t.t. 56-57 °C; Ry = 0.33 (heksan/EtOAc, 7:3, V/Iv);
Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla enancjomeru (R,11,8)-(-)-52; [a]o®> = +26.7
(c 1.0, CHCIy); Czas retencji (Metoda B) tg=11.58 min.

Synteza zwigzku (R,I,S)-(+)-51 (Cbz-D-Leu-I-Leu-L-Leu-CH,OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogélna 8. Wydajnos$¢ 49%; 73 mg (0.152 mmol) biatych krysztatow; t.t.
124-127 °C; R = 0.21 (CHCIly/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (500 MHz, CDCls) & 0.88-0.96
(m, 18H), 1.24-1.34 (m, 1H), 1.38-1.46 (m, 1H), 1.46-1.56 (m, 2H), 1.56-1.69 (m, 4H), 1.70-
1.79 (m, 1H), 2.77 (br s, 1H), 3.40-3.47 (m, 1H), 3.58-3.66 (m, 1H), 3.97-4.06 (m, 1H), 4.11-
4.19 (m, 1H), 7.38-4.46 (m, 1H), 5.05 (d, J=12.1 Hz, 1H), 5.12 (d, J=12.0 Hz, 1H), 5.40 (d,
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J=5.2 Hz, 1H), 6.57 (d, J=6.9 Hz, 1H), 6.73 (d, J=7.2 Hz, 1H), 7.30-7.37 (m, 5H); *C NMR
(125 MHz, CDCls) 6 21.8, 22.1, 22.8, 22.9, 23.0, 24.8, 24.9, 39.9, 40.3, 41.0, 50.1, 52.1, 54.2,
65.5, 67.4, 128.1, 128.3, 128.6, 135.9, 156.5, 172.2, 172.8; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
CasH43N30sNa [M+Na]": 500.3095; zbadano: 500.3079; [o]p® = +38.4 (c 1.0, CHCI;); Czas
retencji (Metoda B) tr=4.73 min.

Synteza zwigzku (S,1,R)-(-)-51 (Cbz-L-Leu-I-Leu-D-Leu-CH,OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 8. Wydajnos¢ 35%; 50 mg (0.105 mmol) biatych krysztatow; t.t.
125-127 °C; Ry = 0.21 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z
danymi dla enancjomeru (R,1,9)-(+)-51; [a]o® =—35.2 (c 1.0, CHClIs); Czas retencji (Metoda
B) tr=4.65 min.

Synteza zwiazku (R,I1,S)-(-)-51 (Cbz-D-Leu-Il-Leu-L-Leu-CH,OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 8. Wydajnos¢ 61%; 88 mg (0.184 mmol) biatych krysztatow; t.t.
107-109 °C; Rs = 0.19; (CHCIs/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (500 MHz, CDCl3) & 0.87-0.97
(m, 18H), 1.29-1.36 (m, 1H), 1.38-1.47 (m, 1H), 1.49-1.56 (m, 2H), 1.57-1.68 (m, 4H), 1.75-
1.85 (m, 1H), 2.47 (br s, 1H), 3.44-3.51 (m, 1H), 3.62 (dd, J=3.5 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 3.95-
4.03 (m, 1H), 4.03-4.10 (m, 1H), 4.35-4.42 (m, 1H), 5.05 (d, J=12.1 Hz, 1H), 5.14 (d, J=12.0
Hz, 1H), 5.34 (br s, 1H), 6.43 (br s, 1H), 6.66 (br s, 1H), 7.30-7.38 (m, 5H); *C NMR (125
MHz, CDClg) 6 21.6, 22.1, 22.2, 22.7, 23.0, 24.7, 24.8, 25.0, 29.7, 39.8, 40.4, 40.8, 50.2,
52.6, 54.3, 65.5, 67.4, 128.0, 128.3, 128.6, 135.8, 156.6, 172.0, 172.7; HRMS-ESI: (m/z)
obliczono dla CasHa3N3OsNa [M+Na]*: 500.3095; zbadano: 500.3090; [a]o®® = —24.0 (c 1.0,
CHCIy); Czas retencji (Metoda B) tg=4.87 min.

Synteza zwigzku (S,11,R)-(+)-51 (Cbz-L-Leu-ll-Leu-D-Leu-CH,;OH). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 8. Wydajnos¢ 37%; 53 mg (0.110 mmol) biatych krysztatow; t.t.
105-108 °C; Rf = 0.20; (CHCls/MeOH, 95:5, v/v); [a]o® = +26.2 (c 1.0, CHCIs); Czas
retencji (Metoda B) tg=4.80 min.

Synteza aldehydu (R,I,S)-(+)-1 (Cbz-D-Leu-I-Leu-L-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 10. Wydajnos¢ 45%; 33 mg (0.069 mmol) bezbarwnego oleju;
R = 0.23 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (500 MHz, CDCls) & 0.87-0.98 (m, 18H), 1.40-
1.57 (m, 2H), 1.57-1.69 (m, 6H), 1.69-1.83 (m, 1H), 4.11-4.21 (m, 1H), 4.40-4.55 (m, 2H),
5.09 (s, 2H), 5.24 (d, J=5.9 Hz, 1H), 6.49 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.86 (d, J=6.5 Hz, 1H), 7.30-
7.38 (m, 5H), 9.49 (s, 1H); *C NMR (125 MHz, CDCl3) & 21.7, 21.8, 22.9, 22.9, 23.1, 24.7,
24.8, 24.9, 29.7, 37.4, 40.3, 41.0, 51.6, 54.2, 57.3, 67.4, 128.0, 128.0, 128.3, 128.6, 135.9,
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156.6, 172.1, 172.3, 199.5; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla Cy7HssN30sNa
[M+CH;OH+Na]*: 530.3201; zbadano: 530.3212; [a]o> = +45.9 (c 0.5, CHCl5).

Synteza aldehydu (S,I,R)-(-)-1 (Cbz-L-Leu-I-Leu-D-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedurg ogélna 10. Wydajnos¢ 40%; 19 mg (0.041 mmol) bezbarwnego oleju;
R = 0.23 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (500 MHz, CDCls) & 0.80-1.02 (m, 18H), 1.42-
1.57 (m, 2H), 1.58-1.69 (m, 6H), 1.69-1.82 (m, 1H), 4.13-4.20 (m, 1H), 4.40-4.56 (m, 2H),
5.09 (s, 2H), 5.30 (d, J=5.9 Hz, 1H), 6.57 (d, J=8.1 Hz, 1H), 6.91 (d, J=6.8 Hz, 1H), 7.30-
7.38 (m, 5H), 9.48 (s, 1H); **C NMR (125 MHz, CDCls) § 21.7, 21.8, 22.8, 22.9, 23.1, 24.7
24.8, 24.9, 29.7, 37.4, 40.3, 41.0, 51.6, 54.2, 57.3, 67.4, 128.0, 128.1, 128.4, 128.6, 135.9,
156.6, 172.1, 172.4, 199.6; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla CysHsN3OsNa [M+Na]™:
498.2938; zbadano: 498.2947; [a]p®> = —47.1 (c 0.5, CHCls).

Synteza aldehydu (R,I1,S)-(-)-1 (Cbz-D-Leu-ll-Leu-L-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélng 10. Wydajnos¢ 56%; 30 mg (0.063 mmol) bezbarwnego oleju;
Rf = 0.21 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.86-0.99 (m, 18H), 1.39-
1.57 (m, 2H), 1.58-1.73 (m, 6H), 1.75-1.85 (m, 1H), 4.04-4.15 (m, 1H), 4.38-4.46 (m, 1H),
4.46-4.58 (m, 1H), 4.97-5.06 (m, 1H), 5.06-5.13 (m, 1H), 5.25 (d, J=5.9 Hz, 1H), 6.41 (d,
J=6.5 Hz, 1H), 7.07 (br s, 1H), 7.30-7.36 (m, 5H), 9.45 (s, 1H); **C NMR (100 MHz, CDCls)
d21.6,21.7,22.1, 22.8, 23.0, 23.1, 23.1, 24.7, 24.7, 24.9, 40.3, 40.9, 51.8, 54.2, 57.2, 67.3,
128.0, 128.3, 128.6, 135.9, 156.5, 172.1, 172.5, 199.5; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
CosH41N305Na [M+Na]*: 498.2938; zbadano: 498.2937; [a]o® = —27.1 (c 0.5, CHCls).

Synteza aldehydu (S,11,R)-(-)-1 (Cbz-L-Leu-Il-Leu-D-Leu-CHO). Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélna 10. Wydajnos¢ 32%; 15 mg (0.031 mmol) bezbarwnego oleju;
R = 0.22 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (500 MHz, CDCls) & 0.89-0.97 (m, 18H), 1.40-
1.58 (m, 2H), 1.60-1.72 (m, 6H), 1.74-1.85 (m, 1H), 4.06-4.14 (m, 1H), 4.39-4.45 (m, 1H),
4.46-4.54 (m, 1H), 4.98-5.05 (m, 1H), 5.07-5.12 (m, 1H), 5.28 (d, J=6.5 Hz, 1H), 6.46 (d,
J=7.3 Hz, 1H), 7.00 (br s, 1H), 7.29-7.38 (m, 5H), 9.49 (s, 1H); **C NMR (125 MHz, CDCl5)
821.7,21.7,22.1, 22.7, 23.0, 23.1, 24.7, 24.7, 24.9, 37.4, 40.4, 41.0, 51.9, 54.2, 57.2, 67.3,
128.0, 128.3, 128.6, 135.9, 156.5, 172.1, 172.5, 199.6; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
CasHa1N3OsNa [M+Na]": 498.2938; zbadano: 498.2945; [o]p> = +29.0 (c 0.5, CHCls).
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8.13. Synteza aldehydow 56 z grupami zabezpieczajacymi wiazanie amidowe

Synteza mieszaniny zwiazkéw (S,S,S)-54b i (S,R,S)-54b.
Produkty otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 7. Wydajnos¢ r@

42%; 129 mg (0.21 mmol); bezbarwnego oleju; Ry = 0.53, Ry = ., N N/ﬁjo\n/
0.61 (heksan/EtOAc, 7:3, Viv); *H NMR (200 MHz, CDCl3) 5 © ’ o
0.41 (d, J=6.2 Hz, 1H), 0.64 (m, 18H), 1.03-1.17 (m, 1H), 1.20-

1.36 (m, 2H), 1.37-1.72 (m, 5H), 1.74-1.94 (m, 1H), 2.04 (d, J=2.0 Hz, 3H), 3.84-4.38 (m,
3H), 4.40-4.54 (m, 1H), 4.55-5.00 (m, 2H), 5.08 (s, 2H), 5.20-5.54 (m, 1H), 6.68 (d, J=9.6
Hz, 1H), 7.15-7.50 (m, 10H); *C NMR (50 MHz, CDCl3) & 21.2, 22.4, 22.9, 23.4, 22.8, 24.6,
24.9, 25.1, 25.6, 25.8, 27.2, 37.4, 40.8, 46.6, 46.8, 50.6, 57.7, 65.4, 66.6, 67.4, 126.8, 128.0,
128.3, 128.5, 128.4, 128.9, 129.2, 137.7, 170.2, 17.2, 176.1; Analiza elementarna obliczona

dla C35H51N3O06: C, 68.94: H, 8.43; N, 6.89; zbadana: C, 68.97; H, 8.61; N, 6.96.

Synteza mieszaniny zwigzkow (S,S,S)-54c i (S,R,S)-54c.

Produkty otrzymano zgodnie z Procedura ogélna 7. Wydajno$¢

56%; 111 mg (0.18 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.29, Ry = 0 /é
0.39 (heksan/EtOAC, 7:3, VIv): *H NMR (200 MHz, CDCly) & ©=* N\d?g ~
0.78-1.08 (m, 18H), 1.16-1.74 (m, 7H), 1.79 (s, 2H), 2.04 (s, ’ ’
3H), 2.70-3.05 (m, 2H), 3.30-3.49 (m, 1H), 3.50-3.80 (m, 1H), 3.82-4.25 (m, 1H), 4.26-4.40
(m, 2H), 4.50-4.90 (m, 1H), 4.95-5.10 (m, 1H), 5,12 (s, 2H), 5.35-5.55 (m, 1H), 6.55 (d, J=8.6
Hz, 1H), 7.28 (d, J=5.2 Hz, 4H), 7.35 (s, 6H); *C NMR (50 MHz, CDCls)  20.8, 21.8, 22.2,
22.4, 23.3, 23.8, 25.0, 25.2, 25.4, 27.0, 36.9, 37.5, 41.0, 46.9, 50.5, 55.8, 66.5, 67.4, 127.1,
128.3, 128.5, 128.7, 128.9, 129.0, 129.1, 138.0, 161.0, 170.7, 170.8, 173.4, 175.3; Analiza
elementarna obliczona dla CssHs3N3Og: C, 69.31; H, 8.56; N, 6.74; zbadana: C, 69.15; H,
8.73; N, 6.76.

Synteza mieszaniny zwigzkow (S,S,S)-54d i (S,R,S)-54d.

Produkty otrzymano zgodnie z Procedurg ogélng 7. Mieszanine Q o ﬁ
doczyszczono z zastosowaniem preparatywnej chromatografii o N\¢ﬂ O\n/
cienkowarstwowej (heksan/EtOAc, 8:2, v/v). Wydajnos¢ 50%; ° °
93 mg (0.16 mmol) bezbarwnego oleju; Rs = 0.49 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (200
MHz, CDCl3) 6 0.25 (d, J=6.4 Hz, 1H), 0.43 (t, J=6.1 Hz, 1H), 0.70 (d, J=6.6 Hz, 1H), 0.82
(t, J=5.4 Hz, 2H), 0.82 (d, J=6.2 Hz, 2 H), 0.91 (t, J=5.4 Hz, 9H), 1.18-1.76 (m, 9H), 2.06 (d,

J=3.2 Hz, 3H), 3.34-3.82 (m, 1H), 3.88-4.21 (m, 3H), 4.22-4.50 (m, 2H), 4.73-5.10 (m, 3H),
5.12-5.42 (m, 2H), 7.20-7.54 (m, 10H); *C NMR (50 MHz, CDCl3) & 20.4, 21.0, 21.2, 22.0,
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22.4, 22.6, 22.8, 23.0, 23.4, 23.7, 23.7, 24,5, 24.9, 25.1, 25.3, 30.0, 37.4, 40.8, 41.9, 46.5,
47.0, 50.9, 51.3, 58.4, 66.8, 67.2, 128.2, 128.4, 128.8, 129.2, 129.4, 129.8, 136.5, 137.8,
138.1, 156.5, 161.0, 170.1, 171.2, 174.9; Analiza elementarna obliczona dla C34H49N30s: C,
68.54; H, 8.29; N, 7.05; zbadana: C, 68.61; H, 8.40; N, 7.00.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S5)-55a i (S,R,S)-55a. _o SN
Produkty otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 9 i uzyto do )jﬁ‘/p/ /é
kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajnos¢ 95%; 75.3 ..y N \ OH
mg (0.12 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.23, Ry = 0.35 "o g
(heksan/EtOAc, 7:3, v/v); 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.69 (d,

J=6.4 Hz, 2H), 0.76-1.04 (m, 16H), 1.12-1.32 (m, 3H), 1.33-1.86 (m, 6H), 1.88-2.04 (m, 1H),
2.82 (br s, 1H), 3.20-3.70 (m, 2H), 3.80 (s, 6H), 3.90-4.40 (m, 2H), 4.50-5.00 (m, 3H), 5.09
(s, 2H), 5.30-5.60 (m, 1H), 6.32-6.55 (m, 2H), 6.95-7.25 (m, 1H), 7.30-7.50 (m, 5H); Analiza
elementarna obliczona dla CssHssN3O; + 2 H,O: C, 65.09; H, 8.58; N, 6.51; zbadana: C,
65.17; H, 8.69; N, 6.38.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-55b i (S,R,S)-55b.

Produkty otrzymano zgodnie z Procedurg ogoélna 9 i uzyto do r@ /ﬁj
kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajnos¢ 98%; 54.1 N " OH
mg (0.095 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.23, Ry = 0.35 "o g

(heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Analiza elementarna obliczona dla
Ca3H49N30s5 + 3 H20: C, 66.64; H, 8.81; N, 7.06; zbadana: C, 66.57; H, 8.79; N, 6.89.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-55¢ i1 (S,R,S)-55c.

Produkty otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 9 i uzyto do

kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajnos¢ 95%; 61.6 Q /dr
mg (0.106 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.23, Ry = 0.43 N " N >
(heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Analiza elementarna obliczona dla ’

Cs4H51N305 + 0.5 H,0: C, 69.12; H, 8.87; N, 7.11; zbadana: C, 69.11; H, 9.01; N, 6.96.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-55d i (S,R,S)-55d.

Produkty otrzymano zgodnie z Procedura ogélng 9 i uzyto do Q o /dr
kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajnos¢ 94%; 55.8 CozN N\i‘;} or
mg (0.10 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.23, Ry = 0.35 °

(heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Analiza elementarna obliczona dla C3;H47N3Os + 0.5 H,0: C,
68.30; H, 8.60; N, 7.47; zbadana: C, 68.30; H, 8.69; N, 7.21.
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otrzymano zgodnie z Procedurg ogolna 10. Wydajno$¢ 89%; 40.0 /é
mg (0.064 mmol); Ry = 0.56, Ry=0.64 (heksan/EtOAC, 5:5, VIV); *H .oy N NGO
NMR (200 MHz, CDCls) § 0.65-1.05 (m, 18H), 1.06-1.20 (m, 3H),  ° d
1.21-1.80 (m, 5H), 1.82-2.10 (m, 1H), 3.75-3.85 (m, 6H), 4.00-4.50

(m, 3H), 4.51-4.95 (m, 2H), 4.96-5.05 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 5.40-5.70 (m, 1H), 6.30-6.55 (m,
2H), 7.00-7.14 (m, 1H), 7.15-7.45 (m, 5H), 9.24 (s, 1H); Analiza elementarna obliczona dla

CasHs1N3O7: C, 67.17; H, 8.21; N, 6.71; zbadana: C, 67.01; H, 8.20; N, 6.39.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-56a i (S,R,S)-56a. Produkty /(Pg/o\
(o]

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-56b i (S,R,S)-56b. Produkty
otrzymano zgodnie z Procedurga ogolna 10. Wydajnos¢ 73%; 30.0 2 /é
mg (0.053 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.47, Ry=0.55 cpoy N N NFP
(heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) § 0.37-0.47 ’
(m, 1H), 0.65-1.02 (m, 16H), 1.03-1.20 (m, 1H), 1.30-1.90 (m, 8H),
1.92-2.15 (m, 1H), 4.00-5.00 (m, 5H), 5.01-5.12 (m, 2H), 5.13-5.60 (m, 1H), 7.05-7.15 (m,
1H), 7.16-7.50 (m, 10H), 9.41 (s, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCl3) & 21.0, 22.1, 22.9, 23.5,
23.7, 24.6, 24.8, 25.1, 25.8, 37.5, 37.8, 40.5, 46.9, 50.3, 57.6, 67.5, 97.3, 127.0, 128.0, 128.2,
128.4, 128.9, 129.0, 129.2, 137.5, 170.3, 171.0, 200.2; Analiza elementarna obliczona dla
Ca3H47N30s + 0.4 H,0: C, 69.18; H, 8.41; N, 7.33; zbadana: C, 69.19; H, 8.45; N, 7.16.

H
(0]

Synteza mieszaniny zwigzkow (S,S,S)-56¢ i (S,R,S)-56¢. Produkty

otrzymano zgodnie z Procedura ogolna 10. Wydajnos¢ 81%; 37.0

mg (0.064 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.40, Ry=0.53 o /é
(heksan/EtOAC, 7:3, viv); *H NMR (400 MHz, CDCls) 5 0.82-1.04 N\d;u #°
(m, 18H), 1.20-1.32 (m, 1H), 1.32-1.52 (m, 2H), 1.54-1.84 (m, 5H), ’

1.86-2.04 (m, 1H), 2.86-2.98 (m, 2H), 3.34-3.46 (m, 1H), 3.60-3.75 (m, 1H), 4.35-4.45 (m,
1H), 4.76-4.86 (m, 1H), 5.12 (s, 2H), 5.13-5.20 (m, 1H), 5.44 (d, J=7.7 Hz, 1H), 7.06 (d,
J=7.7 Hz, 1H), 7.20-7.40 (m, 10H), 9.49 (s, 1H); Analiza elementarna obliczona dla
Cs4H49N30s + 0.7 H,0: C, 68.94; H, 8.58; N, 7.09; zbadana: C, 68.95; H, 8.33; N, 7.09.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-56d i (S,R,S)-56d. Produkty

otrzymano zgodnie z Procedura ogolna 10. Wydajnos¢ 71%; 32.4 /dr
mg (0.059 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.34, Ry = 0.42 coz

(heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (400 MHz, CDCls) § 0.26 (d,

J=6.4 Hz, 1H), 0.48 (d, J=6.1 Hz, 1H), 0.70 (d, J=6.7 Hz, 1H), 0.82 (d, J=6.7 Hz, 1H), 0.85 (t,
J=6.8 Hz, 3H), 0.93-1.02 (m, 7H), 1.05-1.85 (m, 10H), 4.10-4.18 (m, 1H), 4.38-4.56 (m, 1H),
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5.00-5.16 (m, 2H), 5.17-5.30 (m, 1H), 7.01 (d, J=8.3 Hz, 1H), 7.20-7.27 (m, 1H), 7.30-7.55
(m, 10H), 9.59 (d, J=10.8 Hz, 1H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 20.0, 20.6, 21.5, 21.8,
22.4, 22.6, 22.7, 23.1, 23.2, 23.3, 23.4, 24.1, 24.5, 24.6, 24.8, 24.9, 36.9, 37.5, 41.5, 41.7,
50.5, 51.0, 57.2, 57.3, 66.9, 127.9, 128.1, 128.5, 129.0 129.2, 129.5, 130.4, 136.2, 137.7,
156.2, 170.8, 171.4, 174.8, 199.6, 200.0; Analiza elementarna obliczona dla C3,HsN3Os + 0.5
H,O: C, 68.54; H, 8.27; N, 7.49; zbadana: C, 68.63; H, 8.27; N, 7.39.

8.14. Reakcje Ugiego z zastosowaniem ketondw jako reagentow karboksylowych

Synteza zwigzku 63. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura
ogolng 7. Wydajnos¢ 66%; 224 mg (0.33 mmol) biatych )j\(?mb Q /é
krysztatow; t.t. 35-40 °C; Ry = 0.59 (heksan/EtOAC, 5:5, viv); 'H I T éH OTO(
NMR (200 MHz, CDCl3) 6 0.74-1.00 (m, 12H), 1.04-1.82 (m,

16H), 1.99 (s, 3H), 2.14-2.32 (m, 1H), 2.33-2.52 (m, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.88-4.82
(m, 5H), 5.04-5.12 (m, 2H), 5.44 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.2 (d, J=8.8 Hz, 1H), 6.40-6.54 (m, 2H),
7.20-7.30 (m, 1H), 7.34 (s, 4H); °C NMR (50 MHz, CDCls) 6 14.5, 21.1, 21.6, 22.4, 23.2,
23.5, 23.9, 24.9, 25.7, 32.6, 33.1, 41.0, 42.9, 43.7, 46.5, 51.7, 55.7, 66.9, 67.1, 99.0, 104.6,
118.7, 128.3, 128.8, 160.7, 171.2, 172.9, 175.3; [a]o®® = —24.2 (c 1.0, CHCI3); HRMS-ESI:

(m/z) obliczono dla C3gHssN3OgNa [M+Na]: 704.3881; zbadano: 704.3898.

Synteza zwiazku 70. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura
ogolna 8 i uzyto do kolejnej reakeji. Wydajnos¢ 42%; 42 mg )j\'(n i /6:)
(0.08 mmol) bezbarwnego oleju. R; = 0.51 (heksan/EtOAc, 5:5, > I iﬁ}\u \L(

v/Vv); Analiza elementarna obliczona dla CygH4sN30s: C,65.51;
H, 8.53; N, 7.90; zbadana: C, 65.33; H, 8.50; N, 7.67.

Synteza zwiazku 71. Produkt otrzymano zgodnie z Procedurg
ogolng 9 i uzyto do kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. H i /d;“
Wydajnos¢ 100%; 38.3 mg (0.07 mmol) bezbarwnego oleju; Rs = o iﬁ}\ H

0.32 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v).

Synteza zwiazku 72. Produkt otrzymano zgodnie z Procedurg
ogolng 10. Wydajnos¢ 77%; 26.4 mg (0.054mmol) bezbarwnego H i /d;o
oleju: Ry = 0.59 (heksan/EtOAG, 5:5, vAv): 'H NMR (200 MHz,  # ék N

CDCl3) 6 0.80-1.05 (m, 12H), 1.20-2.24 (m, 16H), 3.95-4.15 (m,

1H), 4.26-5.46 (m, 1H), 5.03-5.20 (m, 4H), 6.05-6.20 (m, 1H), 7.34 (s, 5H), 9.49 (d, J=6.4
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Hz, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 21.7, 21.8, 22.0, 22.8, 22.9, 23.8, 24.7 24.8, 25.2,
29.7, 37.5, 40.3, 41.6, 52.7, 54.2, 57.3, 67.9, 128.0, 128.1, 128.3, 128.6, 135.7, 157.0, 172.2,
172.5, 199.8; Analiza elementarna obliczona dla C;;H41N3Os: C, 66.50; H, 8.47; N, 8.62;
zbadano: C, 66.29; H, 8.49; N, 8.49.

Synteza zwiazku 64. Produkt otrzymano zgodnie z Procedurg
ogolna 7. Wydajnos¢ 35%; 0.23 g (0.35 mmol) bezbarwnego )j\'(imb%?\ /djo
oleju; Ry = 0.46 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); *H NMR (200 MHz, it y

CDCl3) 6 0.73 (d, J=6.0 Hz, 2H), 0.80-0.98 (m, 8H), 1.21-1.75 (m, 14H), 2.01 (s, 3H), 3.78
(s, 3H), 3.80 (s, 3H), 4.01 (d, J=4.8 Hz, 2H), 4.16-4.84 (m, 2H), 5.05-5.16 (m, 2H), 5.46 (d,
J=8.4 Hz, 1H), 5.74 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.44-6.54 (m, 2H), 7.34 (s, 6H), 7.46 (d, J=8.4 Hz,
2H): 3C NMR (50 MHz, CDCl3) 6 21.2, 21.5, 22.6, 23.4, 23.9, 24.9, 41.0, 43.0, 46.9, 51.1,
57.7, 66.7, 67.1, 98.9, 104.6, 118.8, 128.3, 128.4, 128.8, 160.7, 171.4, 174.4; Analiza
elementarna obliczona dla C3sHs1N3Og: C, 65.50; H, 8.01; N, 6.55; zbadana: C, 65.66; H,
8.29; N, 6.33.

Synteza zwigzku 65. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura
ogolng 7. Wydajnos¢ 67%; 0.46 g (0.67 mmol) bezbarwnego )j\’(imb i /d:)
oleju; Ry = 0.55 (heksan/EtOAC, 5:5, viv): 'H NMR (200 MHz, . # g

CDCl3) 6 0.70-1.05 (m, 18H), 1.10-2.90 (m, 15H), 3.78 (s, 6H),

3.86-5.06 (m, 5H), 5.09 (s, 2H), 5.30-5.50 (m, 1H), 5.50-5.65 (m, 1H), 5.96-6.12 (m, 1H),
6.40-6.72 (m, 3H), 7.14-7-22 (m, 1H), 7.34 (s, 4H); *C NMR (50 MHz, CDCl3) & 21.1, 22.4,
23.2, 23.5, 24.0, 24.9, 29.3, 34.6, 39.1, 41.1, 46.5, 51.5, 55.7, 67.1, 67.3, 67.9, 99.2, 104.7,
1149, 118.9, 128.4, 128.8, 160.5, 171.1, 174.4; Analiza elementarna obliczona dla
CsgHs7N3Og: C, 67.31; H, 8.26; N, 6.04; zbadana: C, 67.47; H, 8.45; N, 5.96.

Synteza zwiazku 66. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura

ogolna 7. Wydajnos¢ 6%; 42 mg (0.06 mmol) bezbarwnego b)j\’(mb i

oleju; Rs = 0.68 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); *H NMR (200 MHz, o Zik

CDCls) 6 0.60 (d, J=6.6 Hz, 2H), 0.74-1.02 (m, 16H), 1.16-1.88

(m, 12H), 1.92-2.12 (m, 4H), 3.70-3.86 (m, 6H), 3.92-5.02 (m, 5H), 5.04-5.14 (m, 2H), 5.44
(dd, J=9.4 Hz, J=33 Hz, 1H), 5.75 (t, J=9.3 Hz 1H), 6.42-6.58 (m, 2H), 7.33 (s, 5H), 7.62
(dd, J=8.3 Hz, J=54.7 Hz, 1H); 3¢ NMR (50 MHz, CDCl3) 6 21.2, 22.1, 22.5, 23.3, 24.2,
24.9, 25.1, 25.7, 29.1, 30.6, 41.1, 43.1, 44.6, 46.9, 51.4, 55.7, 66.6, 67.1, 98.8, 104.6, 118.7,
128.2, 128.3, 128.8, 129.1, 156.3, 160.6, 171.3, 174.1; Analiza elementarna obliczona dla
CssHs7N30g + 1.0 H,0: C, 65.03; H, 8.47; N, 5.90; zbadana: C, 65.07; H, 8.51; N, 5.62.
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1-(4-Metoksyfenylo)-N-[4-metylopentan-2-ylideno]metyloamina (68): Do
mieszaniny ketonu metylowoizobutylowego (11 g, 110 mmol) i toluenu (30 /6\
X
ml) dodano 4-metoksybenzyloaming (13.7 g, 100 mmol). Mieszaning 1
(0]

reakcyjng przez 20 godzin ogrzewano pod chlodnicg zwrotng do temperatury

160 °C oddestylowujac azeotropowo wod¢ w aparaturze Deana-Starka. |
Mieszanine ochtodzono, rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
wydzielono z zastosowaniem destylacji pod zmniejszonym ci$nieniem. Wydajnos¢ 68%;
15.02 g (68 mmol) zottego oleju; t. wrz. 82-100 °C (0.3-0.5 mmHg); R = 0.05
(CHCIl3/MeOH, 9:1, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.02 (t, J=6.5 Hz, 6H, CH(CHs3),),
1.95 (s, 3H, N=CCHg3), 2.00-2.20 (m, 1H, CH(CHs),), 2.27 (d, J=6.2 Hz, 2H, CH,CH), 3.85
(s, 3H, OCHs), 4.50 (s, 2H, CHAr), 6.93 (d, J=8.4 Hz, 2H, ArH), 7.30 (d, J=8.2 Hz, 2H,
ArH); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 22.8, 23.1, 26.5, 41.6, 52.2, 54.8, 55.5, 114.0, 114.1,
129.0, 129.1, 133.1, 158.5, 170.1; Analiza elementarna obliczona dla C14H2:NO: C, 76.67; H,

9.65; N, 6.39; zbadana: C, 76.27; H, 9.83; N, 6.30.

Synteza zwigzku 69. Do roztworu iminy 68 (222 mg, 1 mmol) w Pmb
N O.
etanolu (2 ml) w temperaturze pokojowej dodano kwas octowy (57 ul, \[c]j iﬂ/\g/ ~

1 mmol). Po 15 minutach dodano izocyjanooctan etylu (109 pl, 1

mmol). Po 20 godzinach rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
wydzielono za pomoca chromatografii kolumnowej. Wydajno$¢ 14%; 56.2 mg (0.14 mmol)
bezbarwnego oleju; Rt = 0.63 (CHCls/MeOH, 6:4, viv); *H NMR (200 MHz, CDCls) § 0.91
(dd, J=2.4 Hz, J=6.4 Hz, 6H, CH(CH3)2), 1.28 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH,CH3), 1.44 (s, 3H,
CCHg), 1.60-1.78 (m, 3H, CH,CH), 2.07 (s, 3H, COCHj3), 3.80 (s, 3H, OCH3), 4.04 (dd,
J=2.6 Hz, J=4.8 Hz, 2H, NHCH,), 4.21 (q, J=7.0 Hz, 2H, CH,CHj3), 4.58 (d, J=5.8 Hz, 2H,
NCHy), 6.31 (t, J=3.8 Hz, 1H, NH), 6.92, (dt, J=2.3 Hz, J=8.8 Hz, 2H, ArH), 7.44 (d, J=8.8
Hz, 2H, ArH); °C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.5, 22.5, 23.7, 24.2, 25.0, 25.7, 42.2, 44.5,
48.9, 55.6, 61.8, 65.5, 114.7, 127.6, 130.7, 159.1, 170.7, 172.4, 175.0; Analiza elementarna
obliczona dla C,;H32N>Os + 0.5 H,0: C, 62.82; H, 8.28; N, 6.98; zbadana: C, 63.03; H, 8.39;
N, 6.89.
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8.15. Synteza tripeptydéw z innymi niz aldehydowa grupami C-koncowymi

8.15.1. Synteza tripeptyddw z ugrupowaniem soli tiomocznikowej

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,S)-75 i (S,R,S)-75. Do

roztworu mieszaniny alkoholi (S,S,S)-51 i (S,R,S)-51 (195 mg, o ¢ o /d:
0.41 mmol) w dichlorometanie (6 ml) dodano tetrabromek ©A°J\ﬁ I Nf;ﬁ i
wegla (272 mg, 0.82 mol). Mieszaning schtodzono do

temperatury 5 °C po czym wkraplano roztwor trifenylofosfiny (270 mg, 1.03 mmol) w
dichlorometanie (4 ml) przez 15 minut. Mieszaning reakcyjng ogrzewano stopniowo do
temperatury pokojowej przez 1 godzing, nast¢pnie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowe;.
Wydajnos¢ 71%; 158 mg (0.29 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.75 (heksan/EtOAc, 5:5,
viv); 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.74-1.05 (m, 18H, CH(CHs)), 1.35-1.80 (m, 9H,
CH,CH(CHj3),), 3.30-3.65 (m, 2H, CH;Br), 4.08-4.36 (m, 2H, NHCHC(O)), 4.38-4.58 (m,
1H, CHNHC(0)O), 5.09 (s, 2H, CH,Ph), 5.50-5.70 (m, 1H, NHC(0O)0), 6.96 (dt, J=9.0 Hz,
J=44.7 Hz, 1H, NHC(0)0), 7.32 (s, 5H, ArH), 8.30 (d, J=9.0 Hz, 1H, NH); *C NMR (50
MHz, CDCls) 6 22.2, 22.4,22.5,22.6,25.0, 25.1, 37.9, 38.3, 40.6, 41.3, 42.0, 47.7, 48.1, 52.2,
53.8, 67.5, 127.9, 128.3, 128.6, 128.9, 136.3, 156.7, 171.7, 172.2, 173.4; Analiza elementarna
obliczona dla C26H42N3O4Br: C, 57.77; H, 7.83; N, 7.77; zbadana: C, 57.34; H, 7.70; N, 7.56.

Synteza mieszaniny zwiazkow (S,S,5)-78 i (S,R,S)-78.

Mieszanine bromkéw (S,S,S)-75 1 (S,R,S)-75 (61 mg, 0.113 o o /é
mmol) i tiomocznika (8.5 mg, 0.112 mmol) w suchym @o*f@ﬁ S\N@N”
etanolu (6 ml) ogrzewano do temperatury 60 °C przez 24 o
godziny. Mieszaning¢ ochtodzono, rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej. Wydajno$¢ 37%; 26 mg (0.042
mmol) zoltego krystalizujacego oleju; Ry = 0.75 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); *H NMR (400
MHz, CDCl5) 6 0.86-1.00 (m, 18H), 1.20-1.35 (m, 3H), 1.53-1.80 (m, 6H), 2.75-2.90 (m, 1H),
3.20-2.32 (m, 1H), 3.64-4.00 (m, 2H), 4.12-4.50 (m, 2H), 5.02-5.17 (m, 2H), 5.94 (br s, 1H),
7.37 (s, 5H), 7.50 (br s, 1H), 7.77 (br s, 1H), 8.54-9.30 (m, 2H), 10.8 (br s, 1H); **C NMR
(100 MHz, CDCls) 8 8.6, 14.1, 21.2, 21.7,22.9, 23.0, 23.3, 24.8, 25.0, 29.7, 31.9, 34.9, 39.6,
40.8, 41.1, 46.1, 49.0, 53.1, 54.5, 55.8, 67.3, 127.9, 128.6, 135.8, 156.8, 171.4, 173.4, 174.4,
HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla C;H46Ns04S [M-Br]": 536.3265; zbadano: 536.3281.

173



8.15.2. Synteza tripeptyddw z ugrupowaniem estru kwasu fosfonowego
N-((Dimetyloamino)metylo)formamid (83a): Mieszaning formaldehydu (4 ml, (IL Ny
0.1 mmol) i wodnego roztworu dimetyloaminy (12.6 ml, 0.1 mmol, 40%) | ’|“
schtodzono do temperatury 5 °C po czym wkraplano wodny roztwér formaldehydu (7.9 ml,
0.1 mmol, 35-37%) przez 10 minut. Mieszanin¢ reakcyjng ogrzano do temperatury pokojowej
1 mieszano przez 20 godzin, po czym zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢
rozpuszczono w dichlorometanie (50 ml), wysuszono (MgSQ,) i rozpuszczalnik odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Do pozostatego oleistego osadu dodano eter etylowy (50 ml) 1
ogrzewano do temperatury wrzenia przez 30 minut. Roztwér oddzielono od osadu i
ochtodzono do temperatury -70 °C. Wytracone krysztaty produktu odsaczono. Wydajnosé
56%; 5.672 g (55.5 mmol) biatych krysztatow; t.t. 55-59 °C (lit.**® 65); *H NMR (200 MHz,
de-DMSO) 8 2.10 (s, 6H, N(CHs3),), 3.84 (dd, proporcja 3:1, J=6.1 Hz, J=13.3 Hz, 2H, CH,),
8.12 (s, 1H, HCO), 8.21 (br s, 1H, NH); *C NMR (50 MHz, d-DMSO) & 59.4, 64.1, 161.6,
165.3.

:

((dimetyloamino)metylo)formamidu (3.40 g, 33.3 mmol) w metanolu (35 ml) N/\T<

H

Jodek formamido-N,N,N-trimetylometanoamoniowy (84a). Do roztworu N- (|J

dodano w jednej porcji jodek metylu (2.07 ml, 33.3 mmol). Temperatura mieszaniny
reakcyjnej wzrosta z 17 do 27 °C. Po 10 minutach zaczat wytracac si¢ biaty osad. Mieszaning
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Wytracone krysztaty
produktu odsgczono. Wydajnos$¢ 73%; 5,95 g (24.4 mmol) biatych krysztatow; t.t. 152-155 °C
(1it.* 151-156); *H NMR (200 MHz, dg-DMSO) & 2.96 (s, 9H, N(CH3)s3), 4.68 (dd, proporcja
1:5, J=7.5 Hz, J=26.1 Hz, 2H, CHy), 8.29 (s, 1H, HCO), 9.33 (br s, 1H, NH); *C NMR (50
MHz, de-DMSO) & 49.7, 65.0, 163.1, 166.0; Analiza elementarna obliczona dla CsH13N,0: C,
24.60; H, 5.37; N, 11.48; zbadana: C, 24.70; H, 5.42; N, 11.31.

(Formamidometylo)fosfonian dietylu (85a). Mieszaning jodku formamido- ?

N,N,N-trimetylometanoamoniowego (3.75 g, 15.4 mmol) i fosforanu (IlI) z/\j)f;a
trietylu (4 ml, 23.1 mmol) w nitrometanie (25 ml) ogrzewano do temperatury wrzenia przez 3
godziny. Mieszaning reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej, dodano eter etylowy
(25 ml) i odsaczono wytragcony osad. Przesacz zatezono do objetosci 30 ml i schtodzono.
Wytracony biaty osad odsaczono. Przesacz zatgzono i przedestylowano pod zmniejszonym
ci$nieniem otrzymujac produkt. Wydajnos¢ 88%; 2.66 g (13.6 mmol) bezbarwnego oleju; t.

wrz. 160 °C (1.5 mmHg).

174



(1zocyjanometylo)fosfonian dietylu (86): Do mieszaniny (formamidometylo)- RN
fosfonianu dietylu (2.65 g, 13.6 mmol) i trietyloaminy (5.7 ml, 40.8 mmol) w b
dichlorometanie (30 ml) schtodzonej do temperatury -45 °C dodawano przez 5 minut roztwor
tlenochlorku fosforu (1.4 ml, 15.0 mmol) w dichlorometanie (5 ml). Mieszaning reakcyjng
ogrzano do temperatury pokojowej, mieszano przez 3 godziny, wylano na schtodzony wodny
roztwor wodoroweglanu sodu (30 ml, 1 M) z lodem. Fazy rozdzielono, faz¢ wodna
ekstrahowano dichlorometanem (2 x 20 ml), fazy organiczne potagczono, wysuszono
(MgSO0.). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzieloni za
pomocg destylacji pod zmniejszonym ci$nieniem. Wydajno$¢ 43%; 1.05 g (5.9 mmol)
bezbarwnego oleju; t. wrz. 105 °C (1 mmHg) (1it.*® 90 (0.2)); *H NMR (200 MHz, CDCls) &
1.40 (t, J=7.2 Hz, 6H), 3.78 (d, J=16.0 Hz, 2H), 4.27 (dq, J=7.0 Hz, J=7.8 Hz, 4H); **C
NMR (50 MHz, CDCl3) § 16.6, 16.7, 36.3, 41.1, 64.3, 64.4; IR (film) vmax: 2985, 2153 (NC),
1256 (P=0), 1025 (P-0).

Synteza zwigzku 87a: Produkt otrzymany zgodnie z Procedura pmb 0 on
0goIng 7: Czas reakcji wydtuzono do 7 dni. Wydajnos¢ 72%; 0.214 Cbz‘u/\n/N u/\ﬁ/oa
g (0.36 mmol) bezbarwnego oleju; Rf = 0.36 (CHCI3/MeOH, 9:1, ° °

v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.85 (dd, J=4.3 Hz, J=5.9 Hz, 6H), 1.30 (dt, J=1.6 Hz,
J=7.0 Hz, 6H), 1.38-1.60 (m, 2H), 1.76-2.02 (m, 1H), 3.40-3.74 (m, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.90-
4.02 (m, 2H), 4.10 (qu, J=7.2 Hz, 4H), 4.52 (s, 2H), 4.95-5.05 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 5.86 (br
s, 1H), 6.86 (d, J=8.4 Hz, 3H), 7.09 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.33 (s, 5H); *C NMR (50 MHz,
CDCl3) 6 16.7, 16.8, 22.6, 23.2, 25.5, 33.4, 36.5, 37.5, 43.7, 48.0, 55.6, 57.0, 62.8, 62.9, 67.3,
97.3, 114.7, 127.6, 128.3, 128.4, 128.8, 171.1; Analiza elementarna obliczona dla

C29H42N30gP: C, 58.87; H, 7.16; N, 7.10; zbadana: C, 58.59; H, 7.79; N, 6.97.

Synteza zwigzku 87b: Produkt otrzymany zgodnie z Procedura om>
ogo6lna 7: Czas reakcji wydtuzono do 6 dni. Wydajnos¢ 70%; 0.436 Cbz‘ﬁ/\n/N

g (0.70 mmol) bezbarwnego oleju; R = 0.44 (CHCI3/MeOH, 9:1, ’

v/v); 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 0.76-0.94 (m, 6H), 1.29 (t, J=7.0 Hz, 6H), 1.40-1.62 (m,
2H), 1.80-2.00 (m, 1H), 3.56 (dt, J=6.1 Hz, J=11.0 Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.08
(dqu, J=2.8 Hz, J=7.4 Hz, 6H), 4.40 (s, 2H), 4.66 (t, J=6.3 Hz, 1H), 5.11 (s, 2H), 5.79 (br s,
1H), 6.38-6.50 (m, 2H), 6.76 (br s, 1H), 6.98 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.34 (s, 5H); *C NMR (50
MHz, CDCls3) 6 16.6, 16.7,22.8,22.9, 25.5, 33.4, 36.5, 37.2,43.5,45.2, 55.7, 57.7, 62.8, 63.0,
67.2,99.1, 104.5, 116.2, 128.3, 128.4, 128.8, 129.2, 136.7, 161.2, 170.6; Analiza elementarna
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obliczona dla C3H44N3OgP + 1.3 H,0O: C, 55.86; H, 7.28; N, 6.51; zbadana: C, 55.87; H,
6.83; N, 6.15.

Synteza zwiazku 88b: Do roztworu zwiazku 87b (100 mg, 0.16 o

H OEt
mmol) w dichlorometanie (5 ml) dodano kwas trifluorooctowy (0.5 Cbz‘ﬂ/\n/N ﬂ/\ﬁ/oa
ml). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze wrzenia przez ’ ’

3 godziny i w temperaturze pokojowej przez kolejne 16 godzin. W trakcie reakcji mieszanina
zmienita barwe na fioletowa. Do mieszaniny reakcyjnej dodano nasycony roztwor
wodoroweglanu sodu do momentu odbarwienia fioletowego zabarwienia (10 ml),
rozcienczono woda (10 ml) i ekstrahowano dichlorometanem (4 x 10 ml). Fazy organiczne
potaczono i wysuszono (MgSQO4). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowej (CHCIl3/MeOH, 99:1,
v/v). Wydajnos¢ 63%; 45 mg (0.10 mmol) bezbarwnego oleju; Rs = 0.34 (CHCIl3/MeOH,
95:5, v/v); "H NMR (200 MHz, CDCls) § 0.89 (s, 6H), 1.27 (t, J=7.0 Hz, 6H), 1.42-1.76 (m,
3H), 3.66 (dt, J=5.9 Hz, J=12.4 Hz, 2H), 3.80-3.96 (m, 2H), 4.08 (qu, J=7.2 Hz, 4H), 4.54-
4.76 (m, 1H), 5.10 (s, 2H), 6.18 (br s, 1H), 7.09 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.33 (s, 5H), 7.58 (br s,
1H); **C NMR (50 MHz, CDCls)  16.6, 16.7, 22.5, 23.1, 25.0, 30.0, 33.4, 36.6, 41.7, 44.7,
52.0, 62.9, 63.0, 63.2, 67.4, 128.4, 128.5, 128.8, 136.6, 157.0, 169.7, 172.5; HRMS-ESI: (m/z)

obliczone dla C,1H34N307NaP [M+Na]": 494.2027; zbadane: 494.2047.

Synteza zwiazku 87c: Produkt otrzymany zgodnie z —
Procedurg ogo6lna 7: Wydajnos¢ 72%; 244.8 mg (0.36 mmol) QO\
wigniowego oleju; Ry = 0.41 (CHCIy/MeOH, 95:5, viv); *H @AOJKN g /\l'(

NMR (200 MHz, CDCl3) & 084 (d, J=7.0 Hz, 6H,

CH(CHs3),), 0.87 (d, J=7.0 Hz, 6H, CH(CHa)y), 1.28 (t, J=7.1 Hz, 6H, CH,CH3), 1.40-1.78
(m, 4H, CHCH,CH), 1.79-2.00 (m, 2H, CH(CHz3),), 3.56 (dd, J=6.3 Hz, J=11.4 Hz, 2H,
CH,P), 3.72-3.90 (m, 6H, OCHs), 4.06 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CHj3), 4.09 (g, J=7.2 Hz, 2H,
CH,CHs), 4.26-4.68 (m, 2H, NCH,Ar), 4.70-4.95 (m, 2H, CHC=0), 5.10 (s, 2H, OCH,Ph),
5.62 (t, J=8.5 Hz, 1H, NHC(=0)0), 6.45 (d, J=8.8 Hz, 2H, ArH), 6.61 (br s, 1H, NH), 6.82
(br s, 1H, NH), 7.05 (t, J=8.4 Hz, 1H, ArH), 7.35 (s, 5H, CgHs); *C NMR (50 MHz, CDCl5)
8 16.7, 16.8, 21.7, 23.1, 23.9, 24.9, 25.4, 33.4, 37.0, 38.3, 43.2, 50.8, 55.7, 62.8, 67.2, 98.9,
104.2, 128.3, 128.3, 128.8, 130.0, 159.4, 169.5; Analiza elementarna obliczona dla
CasHs2N3OgP + 0.4 H,0: C, 59.62; H, 7.77; N, 6.13; zbadana: C, 59.50; H, 7.67; N, 7.83.
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Synteza zwigzku 88c: Do roztworu zwigzku 87c¢ (122 mg,

0.18 mmol) w dichloroetanie (5 ml) dodano kwas q /¢ o
trifluorooctowy (0.5 ml). Mieszaning reakcyjng ogrzewano do @AOJ\S I N\¢ﬂ/\ﬁ/oa
temperatury wrzenia przez 3 godziny, ochtodzono i dodano

wodny nasycony roztwor wodoroweglanu sodu do odbarwienia mieszaniny. Mieszaning
rozcienczono woda (10 ml) i ekstrahowano dichlorometanem (4 x 10 ml). Fazy organiczne
potaczono i wysuszono (MgSO4). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomocga chromatografii kolumnowej. Wydajnos¢ 61%; 59
mg (0.11 mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.39 (CHCIls/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200
MHz, CDClz) 6 0.76-1.02 (m, 12H, CH(CHy)), 1.24 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH.CHj3), 1.29 (t,
J=7.2 Hz, 3H, CH,CH3), 1.40-1.76 (m, 6H, CH,CH(CHy)y), 3.79 (dt, J=7.1 Hz, 2H, CH,P),
3.94-4.18 (m, 4H, CH,CHj3), 4.24 (q, J=7.2 Hz, 1H, NHCHC(O)NHCH,), 4.60-4.76 (m, 1H,
CHNHC(0)0), 5.09 (s, 2H, CH,Ph), 6.17 (t, J=7.5 Hz, 1H, NHC(0)0), 6.99 (dd, J=8.3 Hz,
J=23.8 Hz, 1H, NHCH,), 7.32 (s, 5H, ArH), 7.62-7.80 (m, 1H, NHCH); *C NMR (50 MHz,
CDCl3) 8 16.6, 16.7,22.2,22.4,22.6, 23.0, 23.1, 23.3, 24.9, 25.0, 33.3, 36.5, 41.9, 51.8, 54.0,
62.9, 63.0, 67.2, 128.3, 128.4, 128.8, 136.7, 156.6, 172.5, 172.8; Analiza elementarna
obliczona dla CyH4,N3O7P + 0.7 H,O: C, 55.58; H, 8.10; N, 7.78; zbadana: C, 55.63; H,
8.29; N, 7.57.

8.16. Synteza dipeptyddw z N-koncowg grupa 2-pirazynokarbonylowa

Synteza zwiazku 90. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura

ogolna 7: Wydajnos¢ 88%; 0.388 g (0.88 mmol) bezbarwnego N i ) JI\O A~
oleju; Ry = 0.20 (heksan/EtOAG, 5:5, viv); *H NMR (200 MHz, | w Yoo &

CDCls3) 6 0.50 (d, J=6.4 Hz, 2H), 0.69 (d, J=6.4 Hz, 2H), 0.90 (d, J=6.4 Hz, 2H), 1.30 (t,
J=7.1 Hz, 3H), 1.40-1.64 (m, 1H), 1.70-2.00 (m, 2H), 3.52-3.70 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.92-
4.15 (m, 1H), 4.22 (q, J=7.2 Hz, 2H), 4.40-5.00 (m, 3H), 6.60-6.90 (m, 1H), 7.00-7.25 (m,
1H), 7.34 (d, J=8.6 Hz, 1H), 8.45-8.90 (m, 3H), 9.13 (s, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCl;) &
14.4, 21.8, 23.1, 37.0, 41.8, 46.1, 55.5, 58.9, 61.7, 113.8, 130.4, 141.8, 146.5, 147.0, 172.4,
174.3; Analiza elementarna obliczona dla C»3H30N4Os + 0.3 H20: C, 61.67; H, 6.89; N, 12.51;
zbadana: C, 61.61; H, 6.98; N, 12.27.

Z T

Synteza zwigzku 91. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura
H
N
|

ogolna 7: Wydajnos$¢ 82%; 0.407 g (0.82 mmol) bezbarwnego Nj)cj)\ H j\
A (0]
= Pmb O \(;

oleju; Ry = 0.25 (heksan/EtOAc, 5:5, viv); *H NMR (200 MHz, [N
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CDCl3) 6 0.48 (d, J=6.6 Hz, 2H), 0.60 (dd, J=1.8 Hz, J=6.6 Hz, 2H), 0.80-1.04 (m, 8H),
1.05-1.90 (m, 6H), 2.07 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.80-3.92 (m, 1H), 3.94-4.30 (m, 2H), 4.42-4.56
(m, 1H), 4.56-4.70 (m, 2H), 4.72-4.88 (m, 1H), 6.64-6.76 (m, 1H), 6.82 (d, J=8.6 Hz, 1H),
7.00 (d, J=7.6 Hz, 1H), 7.86 (t, J=8.6 Hz, 1H), 8.40-8.60 (m, 1H), 8.62-8.80 (m, 1H), 9.12 (s,
1H); 3C NMR (50 MHz, CDCls) & 21.2, 22.6, 23.0, 23.4, 24.5, 25.1, 25.5, 37.4, 41.3, 46.6,
46.8, 55.5, 59.8, 66.3, 114.1, 129.1, 130.3, 141.3, 142.7, 1455, 146.5, 147.2, 169.6, 171.2;
Analiza elementarna obliczona dla Cy7H3sN4Os + 0.4 H,O: C, 64.11; H, 7.73; N, 10.08;
zbadana: C, 64.10; H, 7.82; N, 10.90.

Synteza zwiazku 92. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura

ogolng 9. Produkt uzyto do kolejnej reakcji bez dalszego i "
N
|

N\ OH
oczyszczenia. Wydajnos$¢ 100%, 115 mg (0.25 mmol) bezbarwnego [Nj‘\ Pmb O \C;

oleju.

Synteza zwigzku 93. Produkt otrzymano zgodnie z Procedura
)?
N
|

'"H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.50 (d, J=6.4 Hz, 2H), 0.66 (d, Lo & \E?
J=6.6 Hz, 2H), 0.74-1.10 (m, 8H), 1.20-2.10 (m, 6H), 3.77 (s, 3H),

4.00-4.60 (m, 1H), 4.67 (s, 2H), 4.70-5.00 (m, 1H), 6.60-6.95 (m, 2H), 7.04 (d, J=8.2 Hz,
1H), 7.25-7.50 (m, 2H), 8.40-8.70 (m, 1H), 8.41-9.00 (m, 1H), 9.15 (s, 1H), 9.60 (s, 1H); **C
NMR (50 MHz, CDCls) 8 21.9, 23.2, 23.4, 24.4, 25.2, 29.7, 30.0, 37.3, 38.2, 38.5, 46.3, 55.6,
57.9,59.3, 97.3, 114.0, 129.4, 130.3, 130.4, 141.7, 142.8, 145.7, 146.7, 170.2, 199.7; HRMS-
ESI: (m/z) obliczone dla CosH34sN4O4Na [M+Na]*: 477.2472; zbadane, 477.2465.

ogolna 10. Wydajnos¢ 94%; 47 mg (0.10 mmol) bezbarwnego oleju; . i
>

8.17. Synteza reagenta karboksylowego z ugrupowaniem indolowym

Synteza zwigzku 99. W roztworze octanu sodu (2,77 g, 33,8 mmol) ( > o
. N
w kwasie octowym (60 ml, 1 M) podgrzanym do temperatury 75 °C . i

rozpuszczono chlorowodorek 4-fluorofenylohydrazyny (5 g, 30,7

mmol). Do mieszaniny reakcyjnej dodano lewulinian etylu (5,24 ml, 36,8 mmol).
Temperaturg podniesiono do 85 °C. Lewulinian rozpuscit si¢ i wytracit si¢ pomaranczowy
osad. Po 20 minutach mieszaning ochtodzono. Wytragcony osad produktu odsgczono i
przemyto woda. Produkt uzyto do kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia. Wydajnosé
90%; 7.02 g (27.8 mmol) pomaranczowego osadu; dwa izomery E i Z; Ry = 0.59, Ry = 0.63
(heksan/EtOAc, 7:3, viv); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.32 (t, J=7.1 Hz, 3H, CH,CHs),
1.83 (s, 3H, N=CCHj3), 2.60-2.95 (m, 4H, CH,CHy), 4.20 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CHj3), 6.95-
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7.15 (m, 4H, ArH), 7.78-7.88 (m, 1H, NH); *C NMR (50 MHz, CDCls) 5 14.6, 15.5, 30.8,
33.6,60.7, 114.0, 114.2, 115.6, 116.1, 142.6, 173.7.

Synteza zwigzku 100 2
Metoda A: Do roztworu stezonego kwasu siarkowego (0.25 ml) w ¢ { SN
bezwodnym etanolu (3 ml) dodano hydrazon 99 (252 mg, 1.0 ml). N

H
Mieszaning reakcyjng ogrzewano do temperatury wrzenia przez 3 godziny. Mieszaning

reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej i dodawano kroplami roztwér wodorotlenku
sodu (ok. 10 ml, 1M) do osiggni¢cia pH = 6. Ekstrahowano dichlorometanem (2 x 25 ml).
Fazy organiczne polaczono i wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowe;j
(heksan/EtOAc, 5:5, v/v). Wydajnos¢ 44%; (103 mg, 0.44 mmol) lekko zottego oleju; Ry =
0.45 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.24 (t, J=7.1 Hz, CH,CH),
2.33 (s, 3H, CCH3), 3.62 (s, 2H, CH,C=0), 4.13 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH3), 6.82 (dt, J=2.4
Hz, J=9.1 Hz, 1H, ArH(4)), 7.09 (dd, J=4.4 Hz, J=8.8 Hz, 1H, ArH(6) lub ArH(7)), 7.16 (dd,
J=2.4 Hz, J=9.8 Hz, 1H, ArH(7) lub ArH(6)), 7.5 (br s, 1H, NH); *C NMR (50 MHz,
CDCls) 6 12.1, 14.6, 30.8, 61.2, 103.3, 103.8, 105.1, 109.2, 109.7, 111.0, 111.2, 131.9, 135.0,
155.9, 160.5, 172.3; IR (film w CHCl3) vimax: 3368, 2983, 1722, 1588, 1488, 1177 cm™;
Analiza elementarna obliczona dla Ci3H14FNO,: C, 66.37; H, 6.00; N, 5.95; zbadana: C,
66.17; H, 6.25; N, 5.67.

Metoda B:

Do zawiesiny chlorowodorku 4-fluorofenylohydrazyny (3.0 g, 18.5 mmol) w lodowatym
kwasie octowym (50 ml) dodano lewulinian etylu (3 ml, 21.0 mmol). Mieszanin¢ reakcyjng
ogrzewano do temperatury wrzenia przez 3 godziny, nast¢pnie ochtodzono do temperatury
pokojowej. Kwas octowy odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Do pozostatosci
dodano wodg (50 ml) i ekstrahowano octanem etylu (3 x 50 ml). Fazy organiczne potaczono i
przemyto kolejno nasyconym roztworem wodoroweglanem sodu (50 ml), kwasem solnym (50
ml, 1 M), wodg (50 ml) i solankg (50 ml) i wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac produkt, ktory uzyto do kolejnej reakcji bez
dalszego oczyszczenia. Wydajnos¢ 100%; 4.4 g (18.5 mmol) brazowego oleju. R = 0.48
(heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu
otrzymanego Metodg A.
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Synteza zwiazku 101.

Metoda A: Do zawiesiny wodorku sodu (41 mg, 1.02 mmol, 60% 7
zawiesina w oleju) w dimetylofrmamidzie (0.5 ml) ochlodzonego do F \ N\
temperatury 0 °C dodano kroplami roztwor indolu 100 (151 mg, 0.68 N og(
mmol) w dimetyloformamidzie (2 ml). Po 45 minutach mieszaning \\<o
przeniesiono strzykawka do roztworu chlorooctanu tert-butylu (146 ul, 1.02 mmol) w
dimetyloformamidzie (1 ml) schtodzonego do temperatury 0 °C. Mieszanina reakcyjna byta
mieszana przez 1.5 godziny w temperaturze pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Do pozostato$ci dodano wode (10 ml) i ekstrahowano octanem
etylu (4 x 15 ml). Fazy organiczne polaczono, wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono z zastosowaniem
chromatografii kolumnowej (heksan/EtOAc, 95:5, v/v). Wydajnos¢ 45%; 100 mg (0.29
mmol) zélego krystalizujacego oleju; t.t. 77-79 °C; R; = 0.61 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); *H
NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.23 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH,CH3), 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 2.35 (s,
3H, CCHj3), 3.65 (s, 2H, CH,C=0), 4.12 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CHg), 4.65 (s, 2H, NCHy,),
6.88 (dt, J=2.4 Hz, J=9.1 Hz, 1H, ArH(4)), 7.07 (dd, J=4.1 Hz, J=8.7 Hz, 1H, ArH(6) lub
ArH(7)), 7.20 (dd, J=2.3 Hz, J=9.7 Hz, 1H, ArH(7) lub ArH(6)); **C NMR (50 MHz, CDCls)
6 10.7, 14.6, 28.3, 31.1, 46.2, 61.1, 82.9, 103.7, 104.2, 105.5, 109.1, 109.3, 109.8, 128.6,
133.3, 136.3, 156.1, 160.7, 167.9, 172.1; IR (film w CHCI3) vmax: 2981, 1736, 1483, 1156 cm’
' Analiza elementarna obliczona dla CigH24FNO,: C, 65.31; H, 6.92; N, 4.01; zbadana: C,
65.02; H, 7.09; N, 3.73.

Metoda B: Do zawiesiny wodorku sodu (1.13 g, 28.2 mmol, 60% zawiesina w oleju) w
dimetyloformamidzie (5 ml) ochtodzonego do temperatury 0 °C dodano kroplami roztwor
indolu 100 (4.42 g, 18.8 mmol) w dimetyloformamidzie (10 ml) nie dopuszczajac do wzrostu
temperatury powyzej 10 °C. Po 45 minutach mieszaning przeniesiono do roztworu
bromooctanu tert-butylu (4.16 ml, 28.2 mmol) w dimetyloformamidzie (15 ml) schtodzonego
do temp 0 °C. Mieszanina reakcyjna byla mieszana przez 1,5 godziny w temperaturze
pokojowej po czym rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Do
pozostalosci dodano wode (75 ml) i1 ekstrahowano octanem etylu (4 x 40 ml). Fazy
organiczne potgczono 1 wysuszono (MgSO4). Rozpuszczaknik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Do pozostatego zoéttego oleju dodano etanol (40 ml). Mieszaning

ochtodzono do temperatury -70 °C pozostawiajac na noc. Wykrystalizowany produkt
odsaczono. Wydajnos¢ 70%; 4.574 g (13.1 mmol) jasno zoéttych krysztatow; t.t. 78-79 °C; Ry
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= 0.61 (heksan/EtOAc, 7:3, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla produktu
otrzymanego Metodg A.

Synteza zwigzku 96. Do schiodzonego do temperatury 0 °C roztworu 0
diestru 101 (349 mg, 1.0 mmol) w mieszaninie tetrahydrofuranu (2.5 ml)

i etanolu (2.5 ml) dodano roztwor wodorotlenku potasu (2.5 ml, 2.50 N\

mmol, 1 M). Mieszanin¢ reakcyjng ogrzano do temperatury pokojowej i \\(OA(
mieszano przez 1.5 godziny po czym dodano wode (30 ml) i eter etylowy (30 mI).OFazy
rozdzielono, fazg organiczng ekstrahowano woda (30 ml). Fazy wodne potaczono, dodano
roztwor kwasu solnego (1 M) do osiagnigcia pH = 6-7 i ekstrahowano eterem etylowym (2 x
30 ml). Fazy organiczne potaczono i wysuszono (MgSO4). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono z zastosowaniem chromatografii kolumnowe;j
(CHCI3/MeOH, 98:2, v/v). Wydajnos¢ 38%; 122 mg (0.38 mmol) zoéttego krystalizujacego
oleju; Ry = 0.29 (CHCIs/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.41 (s, 9H,
C(CHa3)3), 2.33 (s, 3H, CCHj3), 3.68 (s, 2H, CH,C=0), 4.65 (s, 2H, NCH,), 6.88 (dt, J=2.4
Hz, J=9.2 Hz, 1H, ArH(4)), 7.07 (dd, J=4.2 Hz, J=8.8 Hz, 1H, ArH(6) lub ArH(7)), 7.17 (dd,
J=2.4 Hz, J=9.8 Hz, 1H, ArH(7) lub ArH(6)); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 10.2, 27.8, 30.4,
45.6, 82.3, 103.1, 103.6, 108.5, 108.7, 108.9, 109.0, 132.8, 135.9, 160.8, 167.4, 173.6;
Analiza elementarna obliczona dla Ci7H2FNO4: C, 63.54; H, 6.27; N, 4.36; zbadana: C,
63.39; H, 6.40; N, 4.23.

8.18. Reakcje Ugiego z zastosowaniem kwasu 96 z ugrupowaniem indolowym

Synteza zwiazku 103: Produkt otrzymano zgodnie z
Procedura ogolng 7. Wydajnos¢ 80%: 292 mg (0.40 mmol) O/\i’/ <
bezbarwnego oleju; R; = 0.62 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); *H

NMR (500 MHz, CDCls) § 0.81-0.85 (m, 6H), 1.17 (dt, J=4.4

Hz, J=7.0 Hz, 6H), 1.42 (d, J=2.6 Hz, 9H), 1.45-1.57 (m, 2H), \\< 3(
1.81-1.91 (m, 1H), 2.23 (d, J=6.6 Hz, 3H), 3.11 (dt, J=5.8 Hz,

J=13.6 Hz, 1H), 3.27 (dt, J=5.6 Hz, J=13.9 Hz, 1H), 3.44-3.52 (m, 2H), 3.60-3.67 (m, 1H),
3.72 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.30-4.40 (m, 1H), 4.42-4.44 (m, 1H), 4.47 (m, 1H),
4.49-4.55 (m, 2H), 4.63 (d, J=4.76 Hz, 2H), 4.80-4.90 (m, 1H), 6.46-6.50 (m, 2H), 6.82-6.89
(m, 1H), 7.02-7.08 (m, 2H), 7.12 (dd, J=2.4 Hz, J=9.7 Hz, 1H); *C NMR (125 MHz, CDCls)
5 10.3, 104, 15.3, 18.4, 22.6, 25.1, 25.2, 27.9, 31.2, 31.5, 36.4, 36.7, 45.9, 49.8, 55.2, 55.4,
56.7, 58.4, 62.5, 82.6, 98.6, 100.7, 103.6, 103.9, 105.3, 108.7, 108.9, 109.0, 109.2, 117.6,
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128.2, 157.1, 157.7, 158.9, 160.6, 167.5, 171.2, 173.6; HRMS-ESI: (m/z) obliczono dla
CagHs4N30gFNa [M+Na]*: 722.3787; zbadano: 722.3768.

Synteza zwiazku 105: Produkt otrzymano zgodnie z OMe
Procedurg ogélng 7. Wydajnos¢ 74%: 335 mg (0.46 mmol) - )
bezbarwnego oleju; Ri = 0.65 (heksan/EtOAc, 5:5, v/v); *H i w NHZ/>/
NMR (500 MHz, CDCls) 8 0.77-0.87 (m, 12H), 1.09- 1.17 (m, N o
2H), 1.42 (s, 9H), 1.43-1.52 (m, 2H), 1.65-1.80 (m, 1H), 1.82- N\\(g(o’{

o

1.94 (m, 1H), 1.98 (d, J=26.8 Hz, 3H), 2.21 (s, 3H), 3.44-3.49

(m, 1H), 3.64-3.74 (m, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.95-4.02 (m, 1H), 4.04-4.13 (m, 1H),
4.38 (d, J=17.61 Hz, 1H), 4.47 (d, J=17.61 Hz, 1H), 4.52-4.60 (m, 1H), 4.61-4.64 (m, 2H),
4.72-4.90 (m, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.51 (t, J=2.2 Hz, 1H), 6.86 (dt, J=2.2 Hz, J=9.0 Hz, 1H),
7.04 (dt, J=4.2 Hz, J=8.8 Hz, 1H), 7.10 (dd, J=2.4 Hz, J=9.7 Hz, 1H), 7.16 (dd, J=2.6 Hz,
J=9.5 Hz, 1H); *C NMR (125 MHz, CDCls) § 10.3, 10.3, 20.6, 20.7, 21.9, 22.0, 22.4, 22.4,
22.7, 22.7, 22.8, 22.9, 24.7, 25.3, 28.0, 31.1, 31.4, 36.5, 36.6, 36.9, 40.1, 40.2, 45.9, 46.1,
55.2, 55.2, 55.4, 66.1, 66.2, 82.5, 82.6, 98.6, 98.6, 103.7, 103.8, 103.9, 104.0, 105.2, 108.8,
108.9, 109.0, 109.2, 109.2, 109.4, 109.4, 117.6, 127.6, 128.2, 128.3, 133.1, 135.9, 135.8,
157.1, 157.5, 159.0, 160.4, 167.5, 170.6, 170.8, 173.4; Analiza elementarna obliczona dla
CoHs6FN3Og: C, 66.19; H, 7.78; N, 5.79; zbadana: C, 65.97; H, 7.69; N, 5.79.

8.18.1. Synteza aldehyddw z ugrupowaniem indolowym
Synteza zwiazku 104. Do roztworu zwiagzku 103 (54.5 mg, 0.080 ome
mmol) w acetonie (0.8 ml) dodano wode (0.4 ml) i kwas p-

MeO N NH

toluenosulfonowy (16 mg, 0.084 mmol). Mieszaning reakcyjna )

F
ogrzewano do temperatury 50 °C przez 40 minut, nastepnie

N
N
ochtodzono do temperatury pokojowej, dodano octan etylu (15 ml) i \\<OA<
przemyto nasyconym wodnym roztworem wodoroweglanu sodu (15 °
ml) i solanka (15 ml). Faz¢ organiczng wysuszono (MgSQO,). Rozpuszczalnik odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono za pomocg chromatografii kolumnowe;.
Wydajno$¢ 81%; 41 mg (0.065 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.25 (heksan/EtOAc, 5:5,
v/v); 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 0.80-0.88 (m, 6H), 1.42 (s, 9H), 1.45-1.60 (m, 2H), 1.82-
1.95 (m, 1H), 2.24 (s, 3H), 3.65-3.82 (m, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.86-3.94 (m, 1H),
4.47 (dd, J=17.5, J=48.1, 2H), 4.64 (s, 2H), 4.87 (t, J=6.7 Hz, 1H), 6.45-6.51 (m, 2H), 6.86
(dt, J=2.5 Hz, J=9.1 Hz, 1H), 7.02-7.09 (m, 3H) 7.12 (dd, J=2.3 Hz, J=9.8 Hz, 1H), 9.37 (s,
1H); °C NMR (125 MHz, CDCls) & 10.3, 22.5, 22.6, 23.0, 25.1, 27.9, 29.7, 31.5, 36.4, 44.9,
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45.8, 49.8, 55.2, 55.4, 56.6, 82.6, 98.6, 103.5, 103.8, 103.8, 105.2, 108.8, 108.9, 109.1, 109.4,
117.2, 128.2, 133.0, 135.9, 157.8, 160.5, 167.6, 171.8, 173.6, 197.0; HRMS-ESI: (m/z)
obliczono dla C34H44N30,FNa [M+MeOH+Na]*: 680.3323; zbadano: 680.3331.

Synteza zwiazku 106. Do roztworu zwigzku 105 (73 mg, 0.10 OMe
mmol) w metanolu (5 ml) dodano wodny roztwoér - ) N
wodorotlenku sodu (63 pl, 0.25 mmol, 4 M). Mieszaning - m/
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 3 F N %
godziny. Metanol odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, N\\(O¥

0

pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu (10 ml) i dodano

roztwor kwasu solnego (10 ml, 1 M). Fazy rozdzielono, faz¢ wodng ekstrahowano octanem
etylu (2 x 10 ml). Fazy organiczne potaczono i wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato§¢ rozpuszczono w dichlorometanie (4
ml) i dodano reagent Dess-Martina (84 mg, 0.20 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano w
temperaturze pokojowej przez 45 minut. Dodano wodny roztwér wodorotlenku sodu (2 ml,
5%) 1 mieszano przez kolejne 15 minut. Mieszaning rozcienczono woda (10 ml) i
dichlorometanem (15 ml). Fazy rozdzielono, faz¢ wodng ekstrahowano dichlorometanem (3 x
20 ml). Fazy organiczne potaczono i wysuszono (MgSQ,). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cis$nieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii kolumnowe;j.
Wydajno$¢ 48%; 33 mg (0.048 mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.30 (heksan/EtOAc, 5:5,
viv); 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 0.80-0.90 (m, 12H), 1.22-1.29 (m, 2H), 1.42 (s, 9H),
1.45-1.54 (m, 2H), 1.55-1.62 (m, 1H), 1.85-2.00 (m, 1H), 2.23 (s, 3H), 3.73-3.81 (m, 2H),
3.82-3.86 (m, 6H), 4.11-4.31 (m, 1H), 4.40 (t, J=16.8 Hz, 1H), 4.56-4.62 (m, 1H), 4.63 (s,
2H), 4.72-4.94 (m, 1H), 6.49 (d, J=8.0 Hz, 2H), 6.8 (br s, 1H), 6.85 (dt, J=2.5 Hz, J=9.0 Hz,
1H), 7.04 (dd, J=4.2 Hz, J=8.8 Hz), 7.06-7.11 (m, 1H), 7.12-7.15 (m, 1H), 9.12 (s, 0.5H,
diast. 1), 9.29 (s, 0.5H, diast. I1); **C NMR (100 MHz, CDCls) § 10.3, 10.3, 14.1, 21.6, 22.5,
22.7, 25.2, 27.9, 29.7, 31.3, 31.3, 36.2, 37.2, 37.2, 45.8, 45.9, 55.4, 56.9, 57.0, 82.6, 82.6,
98.6, 98.7, 103.9, 105.2, 108.8, 108.9, 117.2, 117.4, 128.0, 128.1, 128.3, 133.1, 135.9, 156.8,
157.7, 159.2, 160.5, 167.5, 171.6, 173.5, 173.6, 199.9, 200.0; Analiza elementarna obliczona
dla CssHs2FN3O7: C, 66.94; H, 7.69; N, 6.16; zbadana: C, 67.09; H, 8.00; N, 5.60.

8.19. Synteza peptoidow

Procedura ogolna 11: Do roztworu aldehydu (1 eq.) w etanolu (4 ml / 1 mmol) dodano

aming (1 eq.) i mieszano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Dodano kwas

183



karboksylowy (1 eq.). Po kolejnych 15 minutach dodano izocyjanek (1 eq.). Mieszaning
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 7 dni, rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono za pomoca chromatografii kolumnowej z
zastosowaniem gradientu uktadow rozpuszczalnikow (zel krzemionowy, 230-400 mesh,
heksan/EtOAC).

8.19.1. Synteza peptoidéw w reakcji Ugiego z zastosowaniem roé6znych form
formaldehydu

(((Acetylo(benzylo)amino)acetylo)amino)octan etylu (107a): Produkt otrzymano zgodnie z

Procedurg ogolna 11. o

Metoda A: Z zastosowaniem paraformaldehydu. Wydajno$¢ 77%; \ﬂ/ /\ﬂ/

112 mg (0.38 mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.19 (CHCls/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200

MHz, CDCl3) dwa rotamery & 1.20 (dt, J=3.0 Hz, J=7.2 Hz, 3H, CH,CH3), 2.14 (d, J=5.8

Hz, 3H, CH5CO), 3.80-4.00 (m, 4H, CH,CONHCH,), 4.12 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH3), 4.59

(s, 2H, CH,Ar), 6.87 (br s, 1H, NH), 7.00-7.35 (m, 5H, ArH); *C NMR (50 MHz, CDCls)

dwa rotamery 6 14.4, 21.6, 22.0, 41.5, 49.8, 50.0, 51.4, 53.4, 61.7, 126.9, 128.1, 128.2, 128.6,

129.0, 129.3, 135.9, 136.8, 168.8, 169.4, 169.9, 172.4; Analiza elementarna obliczona dla

CisH20N204 + 0.3 H,0: C, 60.51; H, 6.97; N, 9.41; zbadana: C, 60.59; H, 7.07; N, 9.57.

Metoda B: Z zastosowaniem formaliny (37% wodny roztwor formaldehydu). Wydajnosé

22%; 32 mg (0.11 mmol) bezbarwnego oleju; Rt = 0.20 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); Dane

spektroskopowe byty zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metoda A.

Metoda C: Z zastosowaniem 1,3,5-trioksanu. Analiza sktadu mieszaniny reakcyjnej z

zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej nie wykazata obecnosci produktu.

(((Benzyloksykarbonylo(benzylo)amino)acetylo)amino)octan  etylu (107b):  Produkt
otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 11. i

Metoda A: Z zastosowaniem paraformaldehydu. Wydajnosc¢ Cbz'ﬂ/\ﬂ/NQJ\N/\ﬂ/
89%; 786 mg (1.78 mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.27 (CHCls/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR
(200 MHz, CDCls) 6 1.27 (t, J=7.1 Hz, 3H, CH,CH3), 3.97 (d, J=5.4 Hz, 2H, CH,C(0)0),
4.04 (s, 2H, NCH,CO), 4.10-4.18 (m, 2H, NHCH,CO), 4.19 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CHs),
4.62 (s, 2H, NCH,Ph), 5.10 (s, 2H, OCH,Ph), 5.80 (br s, 1H, NHC(O)O), 6.70 (br s, 1H,
NH), 7.12-7.30 (m, 5H, NCH,CsHs), 7.34 (s, 5H, OCH,CsHs); **C NMR (50 MHz, CDCl3) &
14.5, 41.6, 43.0, 49.8, 50.6, 51.8, 61.9, 67.3, 127.1, 128.3, 128.5, 128.8, 129.5, 135.1, 136.6,
168.7, 169.5; Analiza elementarna obliczona dla C3H27N3O¢ + 0.3 H,0: C, 61.82; H, 6.23; N,
9.40; zbadana: C, 61.86; H, 6.46; N, 9.32.
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Metoda B: Z zastosowaniem formaliny (37% wodny roztwér formaldehydu). Wydajnos¢
24%; 53 mg (0.12 mmol) bezbarwnego oleju; Rs = 0.27 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); Dane
spektroskopowe byty zgodne z danymi dla produktu otrzymanego Metoda A.

Metoda C: Z zastosowaniem 1,3,5-trioksanu. Analiza skladu mieszaniny reakcyjnej z
zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej nie wykazata obecnosci produktu.
(((Acetylo(4-metoksybenzylo)amino)acetylo)amino)octan etylu (107c): Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélng 11. im0

Metoda A: Z zastosowaniem paraformaldehydu. Wydajnos¢ 48%; 78 \L]/N H/\ﬂ/ov
mg (0.24 mmol) bezbarwnego oleju; R; = 0.39 (CHCIls/MeOH, 9:1, v/v); *H NMR (200 MHz,
CDCl3) dwa rotamery 6 1.28 (t, J=7.1 Hz, 3H, CH,CH3), 2.21 (d, J=14.8 Hz, 3H, CH3CO),
3.80 (d, J=3.0 Hz, 3H, OCH3), 3.88-4.05 (m, 4H, CH,CONHCHy), 4.20 (dt, J=3.2 Hz, J=7.1
Hz, 2H, CH,CHs), 4.59 (s, 2H, CHAr), 6.70 (br s, 1H, NH), 6.78-6.95 (m, 2H, ArH), 7.05-
7.25 (m, 2H, ArH); °C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.5, 21.8, 41.5, 49.7, 53.0, 55.6, 61.8,
114.5, 114.7, 127.8, 128.4, 130.3, 159.6, 169.5, 172.3; Analiza elementarna obliczona dla
Ci16H22N20s: C, 59.62; H, 6.88; N, 8.69; zbadana: C, 59.52; H, 6.95; N, 8.55.

Metoda B: Z zastosowaniem formaliny. Wydajnos¢ 47%; 75 mg (0.23 mmol) bezbarwnego
oleju; Ry = 0.38 (CHCI3/MeOH, 9:1, v/v); Dane spektroskopowe byly zgodne z danymi dla
produktu otrzymanego Metoda A.

Metoda C: Z zastosowaniem 1,3,5-trioksanu. Analiza skladu mieszaniny reakcyjnej z

zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej nie wykazata obecnos$ci produktu.

8.19.2. Synteza kwasow glutaramowych 110a-110h

Procedura og6lna 12: Do schtodzonego do temperatury 10 °C roztworu o 0

. . R N
bezwodnika glutarowego (570.5 mg, 5.0 mmol) w dichlorometanie (50 | o
ml) dodano amine¢ (5.0 mmol). Mieszaning reakcyjng ogrzano do temperatury pokojowej i

mieszano przez 3 dni. Produkt krystalizujacy z mieszaniny reakcyjnej odsaczono.

Kwas 5-(1-naftyloamino)-5-oksopenatanowy (110a): Produkt . .
otrzymano zgodnie z Procedura ogélng 12. Wydajnos¢ 82%; NJ\/\/”\OH
1.046 g (4.10 mmol) biatych krysztatow; Rs = 0.14 (heksan/EtOAc, l‘ "

2:8, VIv); t.t. 168-171 °C; *H NMR (200 MHz, d-DMSO) & 1.88 (qu, J=7.0 Hz, 2H,
CH,CH,CHy), 2.33 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,COOH), 2.52 (t, J=7.4 Hz, 2H, CH,CONH), 3.36
(br's, 1H, NH), 7.40-7.60 (m, 3H, ArH), 7.67 (d, J=7.0 Hz, 1H, ArH), 7.75 (d, J=8.0 Hz, 1H,
ArH), 7.87-7.98 (m, 1H, ArH), 7.95-8.10 (m, 1H, ArH), 9.89 (s, 1H, OH): **C NMR (50
MHz, d¢-DMSO) 6 20.7, 33.1, 35.0, 121.7, 122.7, 125.1, 125.5, 125.7, 125.9, 128.0, 133.6,
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133.6, 171.4, 174.1; Analiza elementarna obliczona dla C;sHsNO3 + 0.2 H,O: C, 69.06; H,
5.95: N, 5.37; zbadana: C, 69.09; H, 5.89; N, 5.26.

Kwas 5-(2-naftyloamino)-5-oksopenatanowy (110b): Produkt o o
otrzymano zgodnie z Procedurg ogélng 12. Wydajnos¢ 87%; NJ\/\/U\OH
112 g (435 mmol) bialych krysztatéw: R; = 0.16 "
(heksan/EtOAc, 2:8, v/v); t.t. 168-174 °C; *H NMR (200 MHz, ds-DMSO,) & 1.83 (qu, J=7.2
Hz, 2H, CH,CH,CH,), 2.30 (t, J=7.3 Hz, 2H, CH,COOH), 2.41 (t, J=7.5 Hz, 2H,
CH,CONH), 3.42 (br s, 1H, NH), 7.30-7.50 (m, 2H, ArH), 7.56 (dd, J=2.1 Hz, J=8.9 Hz, 1H,
ArH), 7.72-7.88 (m, 3H, ArH), 8.29 (s, 1H, ArH), 10.10 (s, 1H, OH); *C NMR (50 MHz, d¢-
DMSO) & 20.5, 33.0, 35.5, 115.0, 120.0, 124.5, 126.4, 127.2, 127.4, 128.2, 129.6, 133.4,
136.8, 171.0, 174.2; Analiza elementarna obliczona dla C;5sH3sNO3s + 0.5 H,0: C, 67.66; H,
6.06; N, 5.26; zbadana: C, 67.80; H, 5.97; N, 5.02.

Kwas 5-(2-fluorenyloamino)-5-oksopentanowy (110c):

Produkt otrzymano zgodnie z Procedura ogélna 12. N)O]\/\/E\OH
Wydajnos¢ 80%; 1.171 g (4.00 mmol) biatych krysztatow; Ry "

= 0.05 (heksan/EtOAc, 2:8, v/v); t.t. 201-203 °C; *H NMR (200 MHz, dg-DMSO) & 1.82 (qu,
J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,CH,), 2.28 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,COOH), 2.37 (t, J=7.2 Hz, 2H,
CH,CONH), 3.33 (br s, 1H, NH), 3.87 (s, 2H, ArCH,Ar), 7.08-7.45 (m, 2H, ArH), 7.52 (d,
J=7.6 Hz, 2H, ArH), 7.78 (d, J=8.2 Hz, 2H, ArH), 7.93 (s, 1H, ArH), 9.97 (s, 1H, OH); *C
NMR (50 MHz, de-DMSO) 6 20.5, 33.0, 35.5, 36.5, 115.9, 117.8, 119.3, 120.0, 124.9, 126.0,
126.6, 136.0, 138.3, 141.0, 142.7, 143.6, 170.6, 174.1; Analiza elementarna obliczona dla
Ci1sH17NO3 + 0.5 H,0: C, 71.04; H, 5.96; N, 4.60; zbadana: C, 71.10; H, 5.76; N, 4.48.

Kwas 5-0kso-5-(2-pirydynyloamino)pentanowy (110d): Produkt N . .
otrzymano zgodnie z Procedura ogélng 12. Po 3 dniach z ENJ\NJ\/\/U\OH
mieszaniny  reakcyjnej rozpuszczalnik ~ odparowano  pod "
zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w tetrahydrofuranie (15 ml), produkt
wytrgcano heksanem. Wydajnos¢ 57%; 0.562 g (2.84 mmol) biatych krysztatow; Ry = 0.63
(CHCI3/MeOH/NH4aq,, 10:2:0.25, viviv); t.t. 188-191 °C; 'H NMR (200 MHz, d-DMSO) &
1.78 (t, J=7.3 Hz, 2H, CH,CH,CH,), 2.25 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,COOH), 2.41 (t, J=7.3 Hz,
2H, CH,CONH), 3.33 (br s, 1H, NH), 7.06 (t, J=5.7 Hz, 1H, ArH), 7.74 (t, J=7.8 Hz, 1H,
ArH), 8.07 (d, J=8.2 Hz, 1H, ArH), 8.27 (d, J=3.6 Hz, 1H, ArH), 10.04 (s, 1H, OH); *C
NMR (50 MHz, dg-DMSO) 6 20.2, 32.9, 35.1, 113.4, 119.1, 138.0, 147.8, 152.0, 171.6,
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174.0; Analiza elementarna obliczona dla C1oH12N,O3: C, 57.68; H, 5.81; N, 13.45; zbadana:
C,57.60; H, 5.75; N, 13.20.

Kwas 5-0kso-5-(8-chinolinyloamino)pentanowy (110e): Produkt o o
otrzymano zgodnie z Procedurg ogoélng 12. Po 3 dniach z &HMOH
mieszaniny  reakcyjnej  rozpuszczalnik  odparowano  pod A

zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$¢ rozpuszczono w tetrahydrofuranie, dodano heksan (15
ml) 1 schtodzono. Wytragcony osad produktu odsaczono. Wydajnos¢ 68%; 0.874 g (3.38
mmol) zoltych krysztatow; Ry = 0.14 (heksan/EtOAc, 2:8, v/v); t.t. 98-102 °C; *H NMR (200
MHz, dg-DMSO) & 1.87 (dt, J=7.0 Hz, J=7.0 Hz, 2H, CH,CH,CH,), 2.31 (t, J=7.0 Hz, 2H,
CH,COOH), 2.60 (t, J=7.3 Hz, 2H, CH,CONH), 3.32 (br s, 1H, NH), 7.50-7.76 (m, 3H,
ArH), 8.24-8.48 (m, 1H, ArH), 8.56-8.68 (m, 1H, ArH), 8.86-8.98 (m, 1H, ArH), 10.04 (s,
1H, OH); **C NMR (50 MHz, ds-DMSO) & 20.6, 32.9, 35.8, 116.5, 121.7, 122.0, 126.9,
127.7, 134.4, 136.5, 148.7, 171.1, 174.0; Analiza elementarna obliczona dla C14H14N2O3: C,
65.11; H, 5.46; N, 10.85; zbadana: C, 64.83; H, 5.47; N, 10.64.

Kwas 5-(1-pirenyloamino)-5-oksopentanowy (110f): Produkt o o
otrzymano zgodnie z Procedurg ogélna 12. Reakcje HJ\/\/U\OH
prowadzono z 1 mmol 1-aminopirenu. Wydajnosé¢ 64%; 0.213

g (0.64 mmol) jasnozielonych krysztatow; Ry = 0.05 (heksan/EtOAc, 2:8, v/v); t.t. 233-237
°C: 'H NMR (200 MHz, dg-DMSO) & 1.96 (qu, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,CH,), 2.40 (t, J=7.2
Hz, 2H, CH,COOH), 2.63 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CONH), 3.10-3.90 (br s, 1H, NH), 8.00-8.40
(m, 9H, ArH), 10.31 (s, 1H, OH); *C NMR (50 MHz, ds-DMSO0) & 20.7, 33.2, 35.0, 122.3,
123.4, 123.9, 124.3, 124.8, 124.9, 125.1, 126.3, 126.5, 127.0, 127.2, 128.1, 130.4, 130.8,
131.9, 171.6, 174.2; Analiza elementarna obliczona dla C;;H17NO5; + 0.7 H,O: C, 73.33; H,
5.39; N, 4.07; zbadana: C, 73.51; H, 8.25; N, 4.10.

Kwas 5-((1-pirenylometylo)amino)-5-oksopentanowy . .
(1109g): Do schtodzonego do temperatury 10 °C roztworu O‘ NJ\/\/U\OH
bezwodnika glutarowego (114.1 mg, 1.0 mmol) w ‘O "
dichlorometanie (10 ml) dodano trietyloaming (145 ul, 1.05 mmol) i chlorowodorek 1-(1-
pirenylo)metanoaminy (217.3 mg, 1.00 mmol). Mieszaning reakcyjng ogrzano do temperatury
pokojowej i mieszano przez 3 dni po czym rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ciSnieniem. Produkt wytrgcano z ukladu EtOAc/heksan. Produkt byl zanieczyszczony
trietyloaming. Wydajno$¢ 67%; 0.232 g (0.67 mmol) bialych krysztatow; Rs = 0.59
(CHCI3/MeOH, 8:2, viv); 'H NMR (200 MHz, ds-DMSO) & 1.77 (qu, J=7.2 Hz, 2H,
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CH,CH,CHy), 2.16-2.30 (m, 4H, CH,CONH + CH,COOH), 5.00 (d, J=5.6 Hz, 2H, CH,Ar),
8.04 (g, J=7.5 Hz, 2H, ArH), 8.15 (s, 2H, ArH), 8.19-8.40 (m, 5H, ArH), 8.54 (t, J=5.6 Hz,
1H, NH); *C NMR (50 MHz, de-DMSO) & 20.8, 22.8, 33.2, 34.5, 123.2, 124.6, 125.2, 126.2,
126.6, 126.9, 127.3, 127.4, 130.3, 130.7, 171.5, 177.2; Et;N *H NMR (200 MHz, dg-DMSO)
8 0.94 (t, J=7.2 Hz, 9H, CH3), 2.49 (g, J=7.0 Hz, 6H, CH,); **C NMR (50 MHz, d-DMSO0) &
11.3, 45.6; Analiza elementarna obliczona dla C,,H1sNO3 + 0.4 Et;N + 0.2 H,0O: C, 75.23; H,
6.58; N, 5.04; zbadana: C, 75.30; H, 6.77; N, 5.05.

Kwas 5-anilino-5-oksopentanowy (110h): Produkt otrzymano ] )
zgodnie z Procedura ogolna 12. Wydajno$¢ 81%; 0.839 mg (4.05 ) )l\/\/lLOH
mmol) biatych krysztatow; R; = 0.07 (heksan/EtOAc, 2:8, v/v); t.t. "

126-128 °C (lit.*® 126-127); *H NMR (200 MHz, d-DMSO) & 1.79 (qu, J=7.4 Hz, 2H,
CH2CH,CH,), 2.26 (t, J=7.3 Hz, 2H, CH,COOH), 2.34 (t, J=7.4 Hz, 2H, CH,CONH), 3.35
(br's, 1H, NH), 7.00 (t, J=7.3 Hz, 1H, ArH), 7.27 (t, J=7.8 Hz, 2H, ArH), 7.57 (d, J=7.8 Hz,
2H, ArH), 9.87 (s, 1H, OH); *C NMR (50 MHz, dg-DMSO) § 20.4, 33.0, 35.4, 119.0, 122.9,
128.6, 139.2, 170.6, 174.1; Analiza elementarna obliczona dla C;1;H13NO3: C, 63.73; H, 6.32;

N, 6.76; zbadana: C, 63.51; H, 6.38; N, 6.69.

8.19.3. Synteza peptoidow w reakcji Ugiego z zastosowaniem kwasow glutaramowych

Zwigzek 111a. Zwigzek otrzymano zgodnie z

Procedura ogélng 11 z  zastosowaniem Q

paraformaldehydu. Wydajno$¢ 72%; 158 mg (0.36 ! NJJ\N o~
mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.42 (CHCI3/MeOH, ©/ m H/\g/

9:1, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.28 (t, J=7.1 Hz, 3H), 2.14 (qu, J=6.3 Hz, 2H), 2.46
(t, J=6.7 Hz, 2H), 2.57 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.88-4.03 (m, 2H), 4.05 (s, 2H), 4.21 (q, J=7.0 Hz,
2H), 4.61 (s, 2H), 6.98-7.16 (m, 3H), 7.20-4.38 (m, 6H), 7.55 (t, J=8.6 Hz, 2H), 8.57 (s, 1H);
C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.5, 21.7, 31.2, 36.2, 41.5, 50.3, 53.1, 62.0, 120.1, 124.3,
126.9, 128.3, 128.7, 129.2, 129.3, 135.9, 138.7, 169.6, 170.5, 171.7, 174.6; Analiza
elementarna obliczona dla CsH29N3Os + 0.5 H,O: C, 64.27; H, 6.74; N, 9.37; zbadana: C,
64.37; H, 6.92; N, 9.06.

Zwigzek 111b. Zwigzek otrzymano zgodnie z

MeO.
Procedurg ogélng 11 z  zastosowaniem Q

(o]
’
formaldehydu. Wydajnos¢ 65%: 62 mg (0.13 g GNP
paraformaldehydu ydajnosc 0 g ( ©/ M u/\[c])/
mmol) bezbarwnego oleju; Ry = 0.32 (CHCl3/MeOH,

9:1, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.28 (t, J=7.2 Hz, 3H), 2.14 (t, J=6.2 Hz, 2H), 2.47
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(t, J=6.5 Hz, 2H), 2.59 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.93 (br s, 1H), 3.99 (s, 1H), 4.02 (s,
2H), 4.15 (t, J=3.6 Hz, 1H), 4.22 (q, J=7.2 Hz, 2H), 4.53 (s, 2H), 6.74-6.88 (m, 2H), 6.96-
7.20 (m, 3H), 7.22-7.38 (m, 2H), 7.46-7.64 (m, 2H), 8.58 (s, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCl5)
0 14.5, 21.7, 31.3, 36.2, 41.5, 50.0, 52.6, 55.6, 62.0, 97.3, 114.4, 114.7, 120.1, 124.3, 127.8,
128.4, 129.2, 130.2, 138.7, 159.6, 169.7, 170.5, 171.7, 174.4; Analiza elementarna obliczona
dla C,sH3:N3Og + 0.3 H,0: C, 63.22; H, 6.71; N, 8.85; zbadana: C, 63.35; H, 6.83; N, 8.78.

Zwigzek 111c. Zwiazek otrzymano zgodnie z

Procedurg ogélng 11 z zastosowaniem Q

(o]
H
paraformaldehydu. Wydajnos¢ 70%; 182 mg N\n/\/\n/NQ]\N/\n/ov
H
(0] [¢] o

(0.35 mmol) biatych krysztatow; t.t. 148-151

°C; R = 0.38 (CHCIs/MeOH, 9:1, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) § 1.28 (t, J=7.1 Hz, 3H),
2.18 (qu, J=6.4 Hz, 2H), 2.50 (t, J=6.7 Hz, 2H), 2.59 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.87 (s, 2H), 3.90-
4.04 (m, 2H), 4.06 (s, 2H), 4.21 (q, J=7.0 Hz, 2H), 4.62 (s, 2H), 6.94-7.16 (m, 3H), 7.20-7.34
(m, 4H), 7.35-7.46 (m, 2H), 7.47-7.56 (m, 1H), 7.60-7.76 (m, 2H), 7.96 (s, 1H), 8.68 (s, 1H);
BC NMR (50 MHz, CDCl3) 6 14.5,21.8, 31.2, 36.3, 37.4,41.6, 50.4, 53.2, 62.1, 117.0, 118.8,
119.8, 120.3, 125.3, 126.5, 126.9, 127.1, 128.3, 128.7, 129.3, 135.9, 137.6, 143.5, 1445,
169.6, 170.5, 171.6, 174.6; Analiza elementarna obliczona dla C3;H33N30s: C, 70.57; H, 6.30;
N, 7.96; zbadana: C, 70.38; H, 6.43; N, 7.93.

Zwiazek 111d. Zwigzek otrzymano zgodnie MeO

z Procedura ogolng 11 z zastosowaniem ) Q J)I\
paraformaldehydu. Wydajnosé 70%; 78 mg ” N N o
(0.14 mmol) biatych krysztatow; t.t. 93-96 ‘I m H/\ﬂ/

°C; Ry = 0.36 (CHCI3/MeOH, 9:1, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.28 (t, J=7.2 Hz, 3H),
2.17 (t, J=6.2 Hz, 2H), 2.50 (t, J=6.5 Hz, 2H), 2.61 (t, J=6.2 Hz, 2H), 3.71 (s, 3H), 3.74-3.80
(m, 1H), 3.86 (s, 2H), 3.90-3.96 (m, 1H), 4.03 (s, 2H), 4.08-4.12 (m, 1H), 4.21 (q, J=7.2 Hz),
4.54 (s, 2H), 6.80 (t, J=8.3 Hz, 2H), 7.02 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.10-7.32 (m, 2H), 7.33-7.56 (m,
2H), 7.60-7.76 (m, 2H), 7.95 (s, 1H), 8.69 (s, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.5, 21.8,
31.3, 36.3, 37.4, 41.6, 50.1, 52.7, 55.5, 62.0, 114.7, 117.0, 118.8, 119.7, 120.3, 125.3, 126.5,
127.0, 127.7, 128.4, 130.2, 137.6, 143.4, 144.5, 159.6, 169.7, 170.5, 171.7, 174.4; Analiza

elementarna obliczona dla C3,H3sN3Og + 0.7 H,O: C, 67.40; H, 6.43; N, 7.37; zbadana: C,
67.42; H, 6.56; N, 7.43.

8.19.4. Synteza pentapeptoidéw 115a-i z zastosowaniem reakcji Ugiego
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Reakcja Ugiego

Procedura ogdlna 13. Do roztworu aminy (1 eq.) w etanolu dodano paraformaldehyd (1 eq.)
w temperaturze pokojowej. Po 15 minutach dodano kwas karboksylowy (1 eq.). Po kolejnych
15 minutach dodano izocyjanek (1 eg.). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze
pokojowej. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt wydzielono

za pomocg chromatografii kolumnowe;j.

Hydroliza grupy estrowej w produktach reakcji Ugiego.

Procedura ogdlna 14. Do roztworu produktu reakcji Ugiego (1 eqg.) w metanolu (5 ml)
dodano wodny roztwor wodorotlenku sodu (2.5 eq., 4 M). Mieszaning reakcyjng mieszano w
temperaturze pokojowej przez 30 minut. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Do pozostatosci dodano kwasu solny (10 ml, 1 M) i ekstrahowano octanem etylu
(3 x 15 ml). Fazy organiczne potaczono i wysuszono (MgSO,). Rozpuszczalnik odparowano

pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt uzyto do kolejnej reakcji bez dalszego oczyszczenia.

Cbz-Gly-N(Bn)-Gly-Gly-OEt (113a): Produkt otrzymano

zgodnie z Procedurg ogélna 13. Czas reakcji: 7 dni. )OL | \)OI\ ]
Wydajnos¢ 89%; 786 mg (1.78 mmol) bezbarwnego oleju; @Ao S/T u/\ﬂ/ >
Rf = 0.27 (CHCI3y/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.27 (t, J=7.1 Hz, 3H,
CH,CH3), 3.97 (d, J=5.4 Hz, 2H, CH,C(0)0), 4.04 (s, 2H, NCH,CO), 4.10-4.18 (m, 2H,
NHCH,CO), 4.19 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH3), 4.62 (s, 2H, NCHPh), 5.10 (s, 2H, OCH_Ph),
5.80 (br s, 1H, NHC(0)0), 6.70 (br s, 1H, NH), 7.12-7.30 (m, 5H, NCH,Cg¢Hs), 7.34 (s, 5H,
OCH.CsHs); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.5, 41.6, 43.0, 49.8, 50.6, 51.8, 61.9, 67.3,
127.1, 128.3, 128.5, 128.8, 129.5, 135.1, 136.6, 168.7, 169.5; Analiza elementarna obliczona
dla C23H27N306 + 0.3 H,0: C, 61.82; H, 6.23; N, 9.40; zbadana: C, 61.86; H, 6.46; N, 9.32.

Cbz-Gly-N(Bn)-Gly-Gly-OH (114a): Produkt otrzymano
zgodnie z Procedura ogélng 14. Wydajnos¢ 95%; 663 mg Q

1.60 mmol) bezbarwnego oleju; Rf = 0.04 (CHCIl3/MeOH, )O'\ N I oH
( ) g ] f ( 3 ©/\o u/\g/ \)I\ﬁ/\ﬂ)/
95:5, v/v).

Cbz-Gly-N(Bn)-Gly-Gly-N(Bn)-Gly-Gly-OEt (115a): Produkt otrzymano zgodnie z

Procedurg ogolnag 13. Czas reakcji: 4 dni. @ Q

Wydajno$¢  71%; 111 mg (0.17 mmol) j\ N\)O]\ N\)O]\ .
o} N N N ~

bezbarwnego oleju; R¢ = 0.46 (CHCIs/MeOH, 9:1, @A “/T “/I “/I

viv); *H NMR (200 MHz, CDCls) § 1.31 (dt, J=2.2 Hz, J=7.6 Hz, 3H, CH,CH3), 3.88-4.00
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(m, 4H, NHCH,CO), 4.00-4.24 (m, 8H, NCH,CO + OCH,CH3), 4.52-4.65 (m, 4H, NCH,Ph),
5.08 (s, 2H, OCH_Ph), 5.90 (br s, 1H, NHC(O)O), 6.95 (br s, 1H, NH), 7.14 (br s, 1H, NH),
7.15-7.28 (m, 10H, NCH,CgHs), 7.32 (s, 5H, OCH,CgHs); *C NMR (50 MHz, CDCls) &
14.4, 41.5, 43.0, 49.5, 50.5, 51.7, 61.7, 67.2, 127.1, 128.1, 128.3, 128.3, 128.7, 129.0, 129.3,
135.2, 135.6, 136.6, 156.7, 168.3, 168.8, 169.5, 170.0, 170.2; Analiza elementarna obliczona
dla C34H39NsOg + 1.2 H,0: C, 61.20; H, 6.25; N, 10.49; zbadana: C, 61.15; H, 6.48; N, 10.15.
Cbz-Gly-N(Bu')-Gly-Gly-N(Bu')-Gly-Gly-OEt (115b): Produkt otrzymano zgodnie z
Procedurg ogolna 13. Czas reakcji: 4 dni.

Wydajnos¢  42%; 65 mg (0.10 mmol) @ \)j\\/\
bezbarwnego oleju; Ry = 0.45 (CHCI3/MeOH, 9:1, @A /\"/ /\"/
v/v); 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 0.93 (t, J=7.0 Hz, 3H, CH,CH2CH3), 1.24 (t, J=7.1 Hz,
3H, OCH,CHg), 1.20-1.39 (m, 2H, CH,CH,CHj3), 1.42-1.66 (m, 2H, NCH,CH,), 3.31 (t,
J=7.6 Hz, 2H, NCH,CH,), 3.90-4.00 (m, 4H, NHCH,CO), 4.04 (s, 4H, NCH,CO), 4.05-4.14
(m, 2H, NHCH,CO), 4.14 (q, J=7.0 Hz, 2H, OCH,CHj3), 4.61 (s, 2H, NHCHPh), 5.09 (s,
2H, OCH_Ph), 5.94 (br s, 1H, NHC(0)O), 7.08 (br s, 1H, NH), 7.14 (br s, 1H, NH), 7.15-
7.25 (m, 5H, NHCH,Cg¢Hs), 7.33 (s, 5H, OCH,CsHs); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.1,
14.4, 20.3, 30.6, 41.5, 43.0, 48.8, 50.3, 51.8, 61.8, 67.2, 127.1, 128.3, 128.4, 128.8, 129.4,
135.2, 156.7, 169.1, 169.3, 170.1; Analiza elementarna obliczona dla C3;H41NsOg + 1.0 H,O:
C,59.13; H, 7.17; N, 11.12; zbadana: C, 59.14; H, 7.18; N, 10.94.

\)I\/\n/v

Cbz-GIy-N(Bn)—GIy-GIy-N(Bui)-GIy-GIy-OEt (115c): Produkt otrzymano zgodnie z

Procedurg ogolna 13. Czas reakcji: 4 dni.
Wydajnos¢  67%; 97 mg (0.16 mmol) °

N o
bezbarwnego oleju; Rf = 0.42 (CHCIl3/MeOH, @A /\"/ “/\ﬂ/

95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCl3) & 0.80-1.00 (m, 6H, CH(CH3)), 1.23 (t, J=7.1 Hz,
3H, OCH,CHs), 1.84-2.06 (m, 1H, NCH,CH), 3.15 (d, J=7.1 Hz, 2H, NCH.Ph), 3.80-4.00
(m, 4H, NHCH,CO), 4.02-4.10 (m, 4H, NCH,CO), 4.12-4.40 (m, 2H, NHCH,CO), 4.13 (q,
J=7.2 Hz, 2H, OCH,CHj3), 4.61 (s, 2H, NHCHPh), 5.08 (s, 2H, OCH,Ph), 5.95 (br s, 1H,
NHC(0)0), 7.11 (br s, 1H, NH), 7.14 (br s, 1H, NH), 7.15-7.30 (m, 5H, NHCH,Cg¢Hs), 7.33
(s, 5H, OCH2CgHs); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.4, 20.2, 27.6, 41.5, 43.0, 49.5, 50.6,
51.7, 56.1, 61.7, 67.2, 127.1, 128.3, 128.4, 128.8, 129.0, 129.4, 135.2, 136.7, 156.7, 168.7,
169.0, 169.3, 169.8, 170.1; Analiza elementarna obliczona dla C3;H4;NsOg + 1.0 H,O: C,
59.13; H, 6.88; N, 11.12; zbadana: C, 59.11; H, 7.03; N, 10.99.

191



Cbz-Gly-N(Bu")-Gly-Gly-OEt (113b): Produkt otrzymano zgodnie z Procedura ogélna 13.
Czas reakcji: 2 dni. Wydajnos¢ 87%; 708 mg (1.74 mmol) G
bezbarwnego oleju; R; = 0.41 (CHCI3/MeOH, 95:5, v/v); H @AC’J\S/\Q/N\)I\S/\Q/OV
NMR (200 MHz, CDCl3) 6 0.94 (t, J=7.0 Hz, 3H, CH,CH,CH3), 1.27 (t, J=7.1 Hz, 3H,
OCH,CHj3), 1.30-1.40 (m, 2H, NCH,CHy), 1.46-1.66 (m, 2H, CH,CH,CH3), 3.22-3.40 (m,
2H, NCH,CHy), 3.98 (d, J=5.6 Hz, 2H, CH,C(0)0), 4.04 (s, 2H, NCH,CO), 4.10 (d, J=4.4.
Hz, 2H, NHCH,CO), 4.19 (q, J=7.2 Hz, 2H, OCH,CH3), 5.12 (s, 2H, OCH,Ph), 5.78 (br s,
1H, NHC(0)0), 6.80 (br s, 1H, NH), 7.35 (s, 5H, ArH); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.1,
14.5, 0.3, 30.7, 41.5, 42.8, 48.9, 50.7, 61.8, 67.3, 128.3, 128.4, 128.8, 136.7, 169.1, 169.5;
Analiza elementarna obliczona dla CyH29N3Os + 0.8 H,O: C, 56.94; H, 7.31; N, 9.96;
zbadana: C, 56.91; H, 7.03; N, 9.609.

Cbz-Gly-N(Bu")-Gly-Gly-OH (114b): Produkt otrzymano

zgodnie z Procedura ogélng 14. Wydajnos¢ 91%; 516 mg )OI\\/\N\)OI\ on
(1.36 mmol) bezbarwnego oleju; R = 0.05 (CHCIl3/MeOH, @AO ﬁ/j]/ E/\Icf
95:5, v/v).

Cbz-Gly-N(Bu")-Gly-Gly-N(Bn)-Gly-Gly-OEt (115d): Produkt otrzymano zgodnie z

Procedurg ogélng 13. Czas reakcji: 2 dni.
Wydajnos¢  73%; 115 mg (0.19 mmol) j\\/ﬁ \)l\: ) i

07 N N N N N O
bezbarwnego oleju; Rf = 0.41 (CHCI3/MeOH, @A “/\ﬂ/ “/\ﬂ/ “/\ﬂ/

95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.93 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH,CH,CH3), 1.26 (t, J=7.2
Hz, 3H, OCH,CHs), 1.24-1.40 (m, 2H, CH,CH,CH3), 1.42-1.66 (m, 2H, NCH,CHj), 3.20-
3.46 (m, 2H, NCH,CH,), 3.86-4.00 (m, 4H, NHCH,CO), 4.05 (s, 4H, NCH,CO), 4.06-4.12
(m, 2H, NHCH,CO), 4.17 (g, J=7.2 Hz, 2H, OCH,CHs), 4.61 (s, 2H, NHCH.Ph), 5.10 (s,
2H, OCH,Ph), 5.88 (br s, 1H, NHC(0)O), 6.88 (br s, 1H, NH), 7.14 (br s, 1H, NH), 7.15-
7.30 (m, 5H, NHCH,CgHs), 7.34 (s, 5H, OCH,CgHs); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.1,
14.5, 20.3, 30.7, 41.5, 42.8, 50.3, 51.8, 61.9, 67.3, 127.1, 128.3, 128.8, 129.5, 168.7, 169.4,
169.8; Analiza elementarna obliczona dla C33;H41NsOg + 1.0 H,O: C, 59.13; H, 7.17; N, 11.12;
zbadana: C, 59.07; H, 7.13; N, 11.06.

Cbz-Gly-N(Bu')-Gly-Gly-N(Bu')-Gly-Gly-OEt (115¢): Produkt otrzymano zgodnie z
Procedura ogolng 13. Czas reakcji: 2 dni. 0 NN 0 N o
Wydajnos¢  83%; 124 mg (021 mmol) ) J\/YQI\/YQI\/YV
bezbarwnego oleju; Rs = 0.41 (CHCI3/MeOH, 9:1,

vIv); 'H NMR (200 MHz, CDCl3) 6 0.93 (t, J=7.0 Hz, 3H, CH,CH,CHj3), 0.94 (t, J=7.0 Hz,
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3H, CH,CH,CHj3), 1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H, OCH,CH3), 1.24-1.40 (m, 4H, CH,CH,CH3), 1.42-
1.66 (m, 4H, NCH,CH,), 3.31 (t, J=7.6 Hz, 4H, NCH,CHy), 3.92-4.02 (m, 4H, NHCH,CO),
4.04 (s, 2H, NCH,CO), 4.05 (s, 2H, NCH,CO), 4.06-4.14 (m, 2H, NHCH,C(0)0), 4.17 (q,
J=7.2 Hz, 2H, OCH,CHg3), 5.12 (s, 2H, OCH,Ph), 5.88 (br s, 1H, NHC(0)0), 6.92 (br s, 1H,
NH), 7.14 (br s, 1H, NH), 7.35 (s, 5H, ArH); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.1, 14.5, 20.3,
30.7, 41.5, 42.8, 48.8, 50.3, 61.8, 67.3, 128.3, 128.8, 168.8, 169.4; Analiza elementarna
obliczona dla C3H43N50g + 1.0 H,O: C, 56.46; H, 7.61; N, 11.76; zbadana: C, 56.34; H, 7.90;
N, 11.39.

Cbz-GIy-N(Bu”)-GIy-GIy-N(Bui)-GIy-GIy-Et (115f): Produkt otrzymano zgodnie z
Procedurg ogélna 13. Czas reakcji: 2 dni. )\

Wydajnos¢  65%; 98 mg (0.17 mmol) Oim\iﬂ/YN\iﬂ/Yov
bezbarwnego oleju; R; = 0.41 (CHCly/MeOH, ° ° °
95:5, v/v); 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.86-1.30 (m, 9H, CH(CHs3),+(CH,),CHs3), 1.32 (t,
J=7.2 Hz, 3H, OCH,CHp3), 1.30-1.48 (m, 2H, CH,CH,CH3), 1.50-1.74 (m, 2H, NCH,CHy),
1.94-2.10 (m, 1H, CH(CHs)y), 3.22 (d, J=7.6 Hz, 2H, NCH,CH), 3.26-3.54 (m, 2H,
NCH,CH,), 4.00-4.09 (m, 4H, NHCH,C(0)O), 4.11 (s, 4H, NCH,CO), 4.10-4.24 (m, 2H,
CH;NHC(0)0), 4.24 (q, J=7.2 Hz, 2H, OCH,CH3), 5.18 (s, 2H, OCH,Ph), 5.94 (br s, 1H,
NHC(0)0), 7.02 (br s, 1H, NHCH,C(0)O), 7.22 (br s, 1H, NH), 7.41 (s, 5H, ArH); **C
NMR (50 MHz, CDCls) 6 14.1, 14.5, 20.2, 27.7, 30.7, 41.6, 42.8, 48.7, 50.1, 50.8, 56.2, 61.8,
67.3, 128.3, 128.8, 130.4, 156.6, 168.9, 169.4; Analiza elementarna obliczona dla C2sH43N50g
+ 1.0 H,0: C, 56.46; H, 7.61; N, 11.76; zbadana: C, 56.32; H, 7.83; N, 11.54.
Cbz-Gly-N(Bu')-Gly-Gly-OEt (113c): Produkt otrzymano

zgodnie z Procedura ogélna 13. Czas reakcji: 4 dni. @AO )Ol\u /\H/N\)OLu O
Wydajnos$¢ 82%; 665 mg (1.63 mmol) bezbarwnego oleju; ° °

Rf = 0.26 (CHCIls/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.89 (d, J=7.0 Hz, 3H,
CHCHg3), 0.94 (d, J=7.0 Hz, 3H, CHCHj3), 1.27 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH,CH3), 1.88-2.10 (m,
1H, CH(CHs),), 3.15 (d, J=7.6 Hz, 2H, NCH,CH), 3.98 (d, J=5.4 Hz, 2H, NHCH,CO), 4.05
(s, 2H, NCH,CO), 4.10 (d, J=4.6 Hz, 2H, NHCH,CO), 4.19 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH,CHs),
5.12 (s, 2H, CH,Ph), 5.78 (br s, 1H, NHC(0)0), 6.85 (br s, 1H, NH), 7.35 (s, 5H, ArH); **C
NMR (50 MHz, CDCl3) 6 14.5, 20.2, 27.7, 41.6, 43.0, 51.1, 56.3, 61.8, 67.3, 128.3, 128.5,
128.8, 169.1, 170.0; Analiza elementarna obliczona dla CyoH29N306 + 0.3 H,O: C, 58.18; H,
7.23; N, 10.18; zbadana: C, 58.20; H, 7.62; N, 10.08.
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Cbz-Gly-N(BU')-Gly-Gly-OH (114c): Produkt otrzymano )\
zgodnie z Procedura ogélna 14. Wydajno$¢ 77%; 357 mg ! )OI\N /\H/N\)OI\N /\H/OH
(0.94 mmol) bezbarwnego oleju; Rf = 0.05 (CHCI3/MeOH, QA too boe

95:5, v/v).

Cbz-Gly-N(Bu')-Gly-Gly-N(Bn)-Gly-Gly-OEt (115g): Produkt otrzymano zgodnie z
Procedura ogélna 13. Czas reakcji: 2 dni.
Wydajnos¢  87%; 138 mg (0.23 mmol) i 1 1] .
bezbarwnego oleju; Rs = 0.34 (CHCI3/MeOH, 9:1, @AOJ\S/T \)I\u/\ﬂ/ \)I\u/jl/ =
viv); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.87 (d, J=6.8 Hz, 3H, CHCH3), 0.93 (d, J=6.8 Hz, 3H,
CHCHg3), 1.25 (t, J=7.0 Hz, 3H, CH,CHj3), 1.80-2.06 (m, 1H, CH(CH3),), 3.14 (d, J=7.4 Hz,
2H, NCH,CH), 3.86-4.00 (m, 4H, NHCH,C(0)), 4.05 (s, 4H, NCH,CO), 4.07-4.12 (m, 2H,
NHCH,CO), 4.16 (g, J=7.1 Hz, 2H, CH,CHs), 4.61 (s, 2H, NCH,Ph), 5.10 (s, 2H, OCH,Ph),
5.90 (br s, 1H, NHC(0)O), 6.93 (br s, 1H, NH), 7.18 (br s, 1H, NH), 7.10-7.26 (m, 5H, ArH),
7.33 (s, 5H, ArH); *C NMR (50 MHz, CDCls) 5 11.7, 14.5, 20.3, 27.7, 41.7, 49.7, 56.1, 61.8,
67.2,127.1, 128.3, 128.8, 129.5, 168.9, 169.9; Analiza elementarna obliczona dla C31H41N50g
+ 0.1 H,0: C, 60.69; H, 6.77; N, 11.42; zbadana: C, 60.54; H, 7.00; N, 11.42.

Cbz-GIy-N(Bui)-GIy-GIy-N(Bu”)-GIy-GIy-OEt (115h): Produkt otrzymano zgodnie z
Procedura ogolng 1. Czas reakcji: 2 dni. ] ] ]
Wydajnos¢  75%; 112 mg (0.19 mmol) @AOJI\S/TN\)I\E;;N\)\SWOV
bezbarwnego oleju; Ry = 0.41 (CHCI3/MeOH, 9:1,

v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls)  0.80-1.00 (m, 9H, CH(CH3),+(CH2),CHa), 1.25 (t, J=7.1
Hz, 3H, OCH,CH3s), 1.30-1.40 (m, 2H, CH,CH,CH3), 1.46-1.64 (m, 2H, CH,CH,CH3), 1.80-
2.06 (m, 1H, CH(CHs3),), 3.15 (d, J=7.6 Hz, 2H, NCH,CH), 3.20-3.40 (m, 2H, NCH,CH,),
3.92-4.14 (m, 10H, NCH,CO+NHCH,CO), 4.17 (g, J=7.1 Hz, 2H, OCH,CH3), 5.11 (s, 2H,
OCH,Ph); 5.89 (br s, 1H, NHC(0)0), 6.95 (br s, 1H, NH), 7.17 (br s, 1H, NH), 7.35 (s, 5H,
ArH); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.1, 14.5, 20.3, 27.8, 30.7, 41.5, 43.0, 48.8, 50.5, 56.1,
61.8, 67.2, 128.3, 128.8, 168.9, 169.1, 169.3, 169.8; HRMS-ESI: (m/z) obliczone dla
C2sH43NsOgNa [M+Na]*: 600.3004; zbadane: 600.2977.

Cbz-Gly-N(BU')-Gly-Gly-N(Bu')-Gly-Gly-OEt  (115i): Produkt otrzymano zgodnie z
Procedura ogolna 1. Czas reakcji: 2 dni. . )\ . )\ .
Wydajnos¢  75%; 112 mg (0.19 mmol) @AOJ\S N\)I\N/YN\)I\(E/OV
bezbarwnego oleju; Ry = 0.49 (CHCI3/MeOH, 9:1,

viv); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 0.80-1.20 (m, 12H, CH(CHs)), 1.25 (t, J=7.1 Hz,

[¢] O
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CH,CHs), 1.80-2.06 (m, (2H, CH(CHs3)), 3.15 (d, J=7.6 Hz, 4H, NCH,CH), 3.90-4.03 (m,
4H, NHCH,CO), 4.05 (s, 4H, NCH,CO), 4.07-4.12 (m, 2H, NHCH,CO), 4.17 (q, J=7.0 Hz,
2H, CH,CHs), 5.11 (s, 2H, CH,Ph), 5.88 (br s, 1H, NHC(0)O), 6.97 (br s, 1H, NH), 7.18 (br
s, 1H, NH), 7.34 (s, 5H, ArH); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.5, 20.3, 27.7, 41.6, 43.0,
50.6, 56.2, 61.8, 67.2, 128.3, 128.8, 168.8, 169.7; Analiza elementarna obliczona dla
CasH43Ns0g + 0.8 H,0: C, 56.80; H, 7.59; N, 11.83; zbadana: C, 56.91; H, 7.85; N, 11.46.

Cbz-Gly-N(Bu®)-Gly-Gly-Et (113d): Produkt otrzymano o Y o

zgodnie z Procedura ogélng 13. Czas reakcji: 2 dni. @Ao)l\g/\cn)/ N\)I\:/\ﬂ/ o~
Wydajnos¢ 62%; 251 mg (0.62 mmol) bezbarwnego oleju;

Rf = 0.44 (CHCIls/MeOH, 9:1, v/v). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 0.89 (t, J=7.3 Hz, 3H,
CHCH,CHj3), 1.24 (d, J=6.6 Hz, 3H, OCHCHj3), 1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H, OCH,CH3), 1.48-1.70
(m, 2H, CHCHy,), 3.67 (sekstet, J=6.9 Hz, 1H, NCH), 3.76-3.91 (m, 2H, NHCH,CO), 3.92-
4.02 (m, 2H, CH,NC(0)0O), 4.03-4.13 (m, 2H, NHCH,CO), 4.18 (q, J=7.2 Hz, 2H,
OCH,CHj3), 5.13 (s, 2H, OCH,Ph), 5.85 (br s, 1H, NHC(0)O), 7.01 (br s, 1H, NH), 7.36 (s,
5H, ArH); **C NMR (50 MHz, CDCl3) & 11.4, 14.4, 19.2, 27.9, 41.6, 43.3, 45.6, 54.8, 61.8,
67.3, 128.3, 128.4, 128.8, 136.6, 156.5, 169.7, 169.8, 169.9; Analiza elementarna obliczona
dla CoH29N306: C, 58.95; H, 7.17; N, 10.31; zbadana: C, 58.76; H, 7.30; N, 10.14.

Cbz-Gly-N(All)-Gly-Gly-OEt (113e): Produkt otrzymano . .

zgodnie z Procedura ogélng 13. Czas reakcji: 4 dni. @AOJ\(\Q/”\)\{TOV
Wydajnosé¢ 23%; 90 mg (0.23 mmol) bezbarwnego oleju; Ry

= 0.20 (CHCls/MeOH, 95:5, v/v); *H NMR (200 MHz, CDCls) & 1.26 (t, 7.2 Hz, 3H, CHs),
3.80-3.92 (m, 2H, CH,CH=CH,), 3.92-4.04 (m, 4H, NHCH,CO), 4.06 (s, 2H, NCH,CO),
4.17 (g, J=7.2 Hz, 2H, CH,CHs3), 5.10 (s, 2H, CH,Ph), 5.13-5.30 (m, 2H, CH=CH,), 5.66-
5.82 (m, 1H, CH=CH,), 5.87 (br s, 1H, NHC(0)0), 6.96 (br s, 1H, NH), 7.34 (s, 5H, ArH);
B3C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.4, 41.4, 42.1, 42.7, 49.9, 50.8, 61.7, 67.2, 118.4, 128.2,
128.4, 128.7, 1315, 136.6, 156.6, 168.9, 170.0; Analiza elementarna obliczona dla
Ci19H25N306: C, 58.30; H, 6.44; N, 10.74; zbadana: C, 58.12; H, 6.64; N, 10.52.
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