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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.
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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.
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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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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-
chromanosulfonowa
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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

20



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

26
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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 @ (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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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
e ¢

leupeptyna (74) MG-101 (75)
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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

AP & 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, HOB, 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.**?
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o] - > o o]
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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 