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1. WSTEP

Jednym z czynnikéw postepujgcej rewolucji w dziedzinie medycyny byto zastosowanie
po raz pierwszy antybiotykdw. Po odkryciu penicyliny przez Fleminga i kontynuacji badan
przez Chaina Florey’a i Abrahama, nastgpita ztota era antybiotykdw. Od tego
momentu w réznych laboratoriach poszukiwano coraz to nowych substancji
antybiotycznych, a ostatecznie podjeto préby otrzymania pétsyntetycznych pochodnych
antybiotykow o znacznie lepszych wtasciwosciach.

Duza skutecznos$¢, mnogos¢ substancji oraz coraz tatwiejszy dostep do antybiotykéw
doprowadzit w konsekwencji do zbyt czestego ich stosowania. Ostatecznie nie tylko nie
wyeliminowano zupetnie problemu zwigzanego z mikroorganizmami chorobotwérczymi,
ale pojawit sie szereg zupetnie nowych zagrozen. Zaobserwowano wystepowanie bakterii
(m.in. szczep MRSA) opornych na stosowane dotychczas chemoterapeutyki.® W niektérych
przypadkach zakazenie takim mikroorganizmem prowadzito do braku efektu
terapeutycznego antybiotyku czy ostatecznie do $mierci pacjentow.

Innym negatywnym skutkiem stosowania antybiotykoterapii jest problem wyjatowienia
sie naturalnej flory bakteryjnej cztowieka. Brak symbiotycznych bakterii w organizmie
cztowieka tworzy wolng nisze Srodowiskowa, ktéra moze zosta¢ zaadaptowana przez
patogeny grzybowe. Do rozwoju takiej sytuacji dodatkowo przyczynia sie fakt znacznego
postepu medycyny. Zwiekszona liczba pacjentéw z ostabionym uktadem odpornosciowym
prowadzi szczegdlnie do rosnacej fali zachorowalnosci na grzybice uktadowe.

Problem grzybic uktadowych jest istotny ze wzgledu na fakt, ze znalezienie skutecznego
chemoterapeutyku przeciwgrzybowego jest bardzo skomplikowane. Trudnosci
w opracowaniu nowych lekdéw przeciwgrzybowych wynikajg gtéwnie z podobienstwa
na poziomie komérkowym organizmow grzybow i ludzi. Rozwigzaniem tego problemu jest
poszukiwanie nowych skutecznych substancji, spetniajgcych wszystkie wymagania
stawiane idealnym chemoterapeutykom przeciwdrobnoustrojowym.? Jedno z wymagan
dotyczy substancji oddziatywujgcych z wybranym celem molekularnym, obecnym tylko
w komodrkach zwalczanego mikroorganizmu.

W te strategie wpisujg sie zwigzki nalezgce do grupy inhibitorow syntazy
glukozamino-6-fosforanu, nad ktérymi prowadzone s juz od wielu lat badania w Katedrze

Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskie;j.
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2. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AmB amfoterycyna B

ATCC amerykanska kolekcja kultur komérkowych, ang. American Type Culture

BADP kwas (E)-N-(4-fenylo-4-okso-2-butenoilo)-(S)-2,3-diaminopropanowy

Boc - grupa tert-butoksykarbonylowa

BocFMDP kwas N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowy

CHxCly chlorek metylenu

DBU 1,8-diazobicyklo[5.4.0]-undec-7-en

DCC N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

DMAP N,N-dimetyloaminopirydyna

DMF N,N-dimetyloformamid

DMSO dimetylosulfotlenek

DON 6-diazo-5-okso-L-norleucyna

EtsN trietyloamina

faze ruchoma w chromatografii cienkowarstwowej

FMDP kwas N3-(4-metoksyfumarolilo)-L-2,3-diaminopropanowy

Fru-6-P D-fruktozo-6-fosforan

GAT domena glutaminowa syntazy glukozamino-6-fosforanu

GlcN-6-P glukozamino-6-fosforan

ICso  zahamowanie aktywnosci enzymu w 50% w stosunko do kontroli

MIC  minimalne stezenie hamujgce wzrost, ang. minimal inhibitory concentration

MICso minimalne stezenie hamujgce wzrost w 50% w stosunku do kontroli hodowli

NAG N-acetyloglukozamina

Nva norwalina

ODsso gestos¢ optyczna mierzona przy dtugosci fali A = 660 nm, ang. optical density

OPT permeaza oligopeptydowa, ang. oligopeptide transport

PIDA - dioctan jodobenzenu

Rf stosunek dtugosci drogi przebytej przez substancje do drogi przebytejprzez

t.t. temperatura topnienia

THF  tetrahydrofuran

TLC  chromatografia cienkowarstwa

TNBS kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy

YNB pozywka minimalna, ang. Yeast Nitrogen Base
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3. CZESC TEORETYCZNA

3.1.Infekcje grzybicze

Ocenia sie, iz catkowita liczba gatunkéw grzybdw na $wiecie przekracza 1500000.3
Jednak, tylko niewielka liczba, bo okoto 100 gatunkow, jest przyczyng réznych choréb
u cztowieka. Infekcje wywotane przez patogeny grzybowe prowadzg do szerokiego zakresu
choréb, w tym alergii, infekcji powierzchniowych i powaznych inwazyjnych grzybic.

Kazdy zdrowy cztowiek moze by¢ narazony na grzybice powierzchniowe, do ktérych
zaliczy¢ mozna infekcje skdry, bton sluzowych i paznokci. Szacuje sie, iz problem grzybicy
powierzchniowej moze dotyczy¢ nawet 25% spoteczeristwa na $wiecie.® Znacznie rzadziej
u pacjentéw obserwuje sie wystepowanie grzybic systemowych, czyli ogélnoustrojowych
zakazen prowadzacych do rozsianej po catym organizmie infekcji. Tego typu infekcje
charakteryzuje nie tylko wysoka zachorowalnos¢, ale réwniez Smiertelnos¢, ktéra wedtug
niektdrych badan dochodzi nawet do 50%.6 W ciggu ostatnich dwdch dekad czestotliwo$é
inwazyjnych zakazen grzybiczych (ang. IFl Invasive Fungal Infections) stale wzrasta’.
IFI dotyczg powaznych infekcji narzagdéw wewnetrznych, w szczegélnosci organdéw takich
jak ptuca, watroba, ale réwniez stawy, czy zatoki. Tego rodzaju infekcje nalezg
do przypadkéw szczegdlnych, wymagajgcych wystgpienia warunkdw sprzyjajgcych ich
rozwojowi. Zakazenia grzybem patogennym w znacznej mierze zalezg od statusu
immunologicznego organizmu gospodarza. Osoby posiadajgce ostabiony ukfad
odpornosciowy sg przewaznie bardziej narazone na zakazenie i rozwéj powaznej infekgji
grzybiczej.

Do grupy ryzyka nalezg pacjenci, ktéorzy juz w wyniku innych schorzen posiadajg
ostabiony ukfad odpornosciowy, a wiec nosiciele wirusa HIV, chorzy na nowotwory,
pacjenci po terapii immunosupresyjnej, ale takze wczesniaki oraz pacjenci po dtugotrwate;j
antybiotykoterapii.  Przypadki  grzybic uktadowych to nie tylko infekcje
Cryptococcus i Aspergillus wywotane przez chorobotwdrcze mikroorganizmy pochodzgce
ze $rodowiska. Mogg to byé rowniez infekcje, ktérych przyczyna jest nadmierny rozwd;j
mikroorganizmow oportunistycznych. Statystyki wskazujg, iz Candida albicans, gatunek
grzyba zasiedlajacy fizjologiczng flore zdrowego cztowieka u ponad potowy ludzkiej

populacji, jest przyczyna takze okoto 50-90% ludzkich kandydoz,® przy czym 95% kandydoz
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to infekcje spowodowane przez C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis i C.
krusei.®
Czynniki ryzyka najczesciej prowadzace do uktadowej kandydozy u dorostych i dzieci

przedstawione zostaty w tabeli 1.

Czynniki ryzyka inwazyjnej kandydozy u dorostych i dzieci:

e guzy uktadu krwionosnego i lite e zastosowanie  antybiotykow  z
e neutropenia szerokim spektrum
e niewydolnos¢ nerek e obecnos¢ centralnych cewnikéw
e ciezkie ostre zapalenie trzustki zylnych
e dtugi okres hospitalizacji w e wentylacja mechaniczna
oddziale intensywnej terapii e petne zywienie pozajelitowego
e wysoki wynik APACHE Il (Acute e zastosowanie lekdw
Physiology and Chronic Health immunosupresyjnych
Evaluation) e kolonizacja grzybem z gatunku
e hemodializa Candida

e zabiegi chirurgiczne
e zakazenie wirusem HIV
Tabela 1. Czynniki ryzyka inwazyjnej kandydozy°

Narazenie na infekcje grzybem z rodzaju Candida i rozwiniecie sie inwazyjnej kandydozy
jest zalezne nie tylko od czynnikdw ryzyka znajdujacych sie po stronie gospodarza.
Na zapoczgtkowanie inwazyjnych grzybic systemowych wptyw ma takze m.in. pofozenie
geograficzne, dieta, warunki srodowiskowe. Istotne znaczenie majg czynniki wirulencji
charakteryzujgce patogenny szczep. Szczegdlnie niebezpieczne mogg okazaé sie
mikroorganizmy posiadajgce w swoim mechanizmie zjadliwosci zdolnos¢ do tworzenia
biofilmu, wykazujgce polimorfizm czy zdolnos¢ do produkcji wyspecjalizowanych biatek:
adhezyn i inwazyn, umozliwiajgcych tatwe wigzanie sie i wnikanie do komérek gospodarza.
Wiele szczepdw z rodzaju Candida charakteryzujg szerokie zdolnos$ci adaptacyjne,
mozliwos¢ modyfikowania metabolizmu w zaleznosci od dostepnego Zrédta pozywienia,
tatwo$é reakcji na stres $rodowiskowy, czy produkcja biatek szoku cieplnego. ! Zatem
identyfikacja szczepu i rozpoznanie jego zjadliwosci informuje o potencjalnym zagrozeniu.
Dodatkowo poznanie mechanizmdéw zjadliwosci moze da¢ nowa szanse w terapii
przeciwgrzybowej, ukierunkowanej na czynniki wirulencji.'2

Zwiekszona ilos¢ przypadkdéw infekcji Candida wsrdd oséb podlegajacych intensywnej

terapii, charakteryzuje sie wyjatkowo wysokim ryzykiem zgonu, zwtaszcza gdy zakazenie
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prowadzi do wstrzasu septycznego. Spdziniona terapia kandydemii moze okazaé sie
wyznacznikiem rezultatu leczenia i $miertelnosci pacjentéw?3 .

Problem grzybic uktadowych w mykologii klinicznej jest bardzo powazny i wymaga
szczegbdlnego zainteresowania. Szereg publikacji i danych statystycznych prezentuje
liczebnos¢ opisanych przypadkdw grzybic systemowych. Istote zagrozenia idealnie
podsumowujg dane zebrane w Stanach Zjednoczonych w latach 1979-2000, gdzie
zarejestrowano wzrost 0 207% ilosci seps powodowanych przez mikroorganizmy grzybicze,
co bezdyskusyjnie mozna okredli¢ najwyzszym wzrostem u jakiejkolwiek opisanej grupy
organizmow.4

Z biegiem czasu odkryty i przebadany zostat szereg lekdw przeciwgrzybowych, jednak
jak wskazujg dane, zaden z opracowanych dotychczas chemoterapeutykéw nie sprawdza
sie wobec stawianych mu oczekiwan. ¥

Posaconazoia

Voriconazode

First azole antfungal Fluconazols

Ampnoiercin B

Antiiungal activity
of E-flucytosing

Caspatungin
Echinocandin

Anidulatngin

Rysunek 1 Rys historyczny poszukiwania lekéw przeciwgrzybowych

Wciaz prowadzone sg badania majgce na celu znalezienie nowych skutecznych substancji

aktywnych, ktére sprawdzityby sie w chemoterapii przeciwdrobnoustrojowe;j.

3.2.Terapia grzybic uktadowych
3.3.Cele molekularne w terapii grzybic uktadowych

O ile w przypadkach zachorowania na grzybice powierzchniowg skutecznos¢ terapii
jest wysoka (mozliwos¢ korzystania z silnie toksycznych chemoterapeutykéw ze wzgledu na
ich stabe wchtanianie do tkanek wewnetrznych i brak efektu toksycznego dla organizm
cztowieka), tak w sytuacji infekcji systemowej skutecznos¢ terapii przeciwgrzybowe;j jest

znikoma. Przyczyna tego problemu jest widoczna juz na poziomie molekularnym, poniewaz
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pomiedzy komdédrkami ludzkimi i grzybowymi istnieje wysoki stopien pokrewienstwa
filogenetycznego (przynaleznos¢ do eukariota). Oznacza to, ze bardzo zblizona budowa
komodrkowa staje sie powaznym problemem w znalezieniu skutecznej substancji
posiadajgcej wytgcznie efekt toksyczny dla komoérek grzybdw, a pozostajacej bez efektu
szkodliwego dla komorki gospodarza. Rozwigzania tego problemu poszukiwano wtasnie
w strukturach molekularnych komérek grzybéw, w ich budowie oraz metabolizmie,
ze wzgledu na fakt, iz komérki ludzkie i grzybicze sg podobne, ale nie identyczne.
Zaproponowano kilka celéw molekularnych dla terapii grzybic uktadowych. 1® Zostaty one

zaprezentowane na schemacie:

M’"‘M m

P16 ¢luau~‘ xt t t t - Cell Wal
FCHINOCANDING

£1,3-glucan- T T I O
NICKOMYCINS: Chitin — 3‘* xt’ x

FOLYENES: Plasma membrane -

FLUCYTOSINE : Nucleic Ac

SORDARINS: Protein Synthesis

GRISEOFULVIN: Microtubules
|

Sl -

TERBIN, 'ul.A

Squslene-2. 3-epovide

i

&,34.04 rrw-h.lwm wrol 24 Met ylereditpdrolasoiter ol

I\Pﬂoﬂtfd Obﬂuﬂotol

14 Mﬂ»."xm erol
K Ergostersi J /

Rysunek 2 Schemat gtéwnych celéw molekularnych w terapii przeciwgrzybowej.t’



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

3.3.1. Inhibicja biosyntezy grzybowych steroli

Ergosterol jest jednym z kluczowych sktadnikéw btony komdrkowej grzybdw, jest
odpowiednikiem cholesterolu w komdrkach zwierzat i petni analogiczne funkcje. 2
Do najwazniejszych zadan ergosterolu w komdrce nalezy regulacja ptynnosci btony, jej
asymetrii oraz integralnosci. Inhibitory biosyntezy ergosterolu oddziatujg bezposrednio
na wybrane enzymy w szlaku, m.in. 14-a—demetylaze, ktérej to zahamowanie powoduje
zmniejszong produkcje ergosterolu i prowadzi do towarzyszgcego temu zjawisku wzrostu

ilosci  14-metylowanych steroli. *°

Poza hamowaniem przeksztatcenia lanosterolu
do ergosterolu, a w zwigzki z tej grupy oddziatujg takze na przeksztatcenie skwalenu
w komorkach, ostatecznie dajgc takze efekt hamujacy dla rozwoju komorki grzybowej.

Do gtéwnych zwigzkdw przeciwgrzybowych wptywajacych na synteze ergosterolu
nalezg azole, m.in. ketokonazol, itrakonazol, flukonazol czy vorikonazol. Leki z tej grupy,
czesciowo juz wycofane z uzycia ze wzgledu na wystepujgce efekty uboczne i narastajgcg
opornos¢, stosowane byly jako pierwsze w terapii grzybic wewnetrznych. Obecnie stanowig
gtowny element w profilaktyce grzybicy, ze wzgledu na ich dziatanie grzybostatyczne.?°
Nalezacy do nich flukonazol wykazuje najlepszg biodostepnos$é, spowodowang dobrg
rozpuszczalnoscig zwigzku w wodzie oraz niewielkim powinowactwem do biatek osocza.
Wsrod nowych triazoli na uwage zastuguje vorikonazol nalezgcy do drugiej generacji triazoli
i stosowany jako lek pierwszego rzutu w inwazyjnych aspergilozach, chodz réwniez
wykazujacy jako skutki uboczne podraznienie skdry, podniesienie poziomu transaminaz,
encefalopatie czy halucynacje.?!

Nowe triazole drugiej generacji to przede wszystkim leki stosowane prewencyjnie
wobec inwazyjnej aspergilozy i kandydozy, np. postkonazol, ale takze rawukonazol
dziatajgcy wobec szczepdw opornych na flukonazol, szczegélnie skuteczny u pacjentéw
zakazonych HIV. V7

Konsekwencjg tak szerokiego ich zastosowanie jest narastajgca lekoopornosc,
a takze mozliwosc¢ interakcji z dotychczas stosowanymi w terapii lekami (postaconazol
oddziatuje na enzymy szlaku cytochromu P450, dlatego tez stosowanie go z innymi lekami

metabolizowanymi tym szlakiem moze nie przynies¢ oczekiwanego skutku).

10
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3.3.2. Inhibitory syntazy skwalenu- alliloaminy i morfoliny

Kolejng grupg zwigzkéw o wtasciwosciach przeciwgrzybowych sg alliloaminy, ktére
hamuja produkcje ergosterolu poprzez inhibicje epoksydazy skwalenowej.?? Konsekwencja
inaktywacji tego enzymu jest niedobdr ergosterolu i akumulacja skwalenu wewnatrz
komorki, co nastepnie prowadzi do przepuszczalnosci btony i $mierci komorki. W przypadku
stosowania tych zwigzkéw w terapii grzybic, takie obserwowane byty juz przypadki
opornosci.

Gtéwnym celem molekularnym, na ktéry oddziatujg zwiazki tej grupy sa enzymy
szlaku biosyntezy lanosterolu: epoksydaza skwalenu i cyklaza skwalenu.?®> Zahamowanie
aktywnosci enzymoéw powoduje zablokowanie przeksztatcenia skawlenu do lanosterolu,
a w konsekwencji utrudnia przeksztatcenie lanosterolu w ergosterol. Do grupy tych

zwigzkow zalicza sie pochodne morfoliny, amoroline i terbinafine.

3.3.3. Zwigzki wigzace sie do ergosterolu - makrolidy polienowe

Makrolidy polienowe to zwigzki, ktére nalezy zaliczyé do antybiotykdéw
przeciwgrzybowych. Produkowane sg przez mikroorganizmy producenckie, gtéwnie
promieniowce Streptomyces, jako substancje pozwalajgce na stworzenie konkurencji
w srodowisku wobec mikroorganizmow grzybowych. Czgsteczki tych substancji tworzone
sg w szlakach biochemicznych, co pozwala na biosynteze cyklicznej struktury zawierajgcej
szereg wigzan podwadjnych (szesciu wigzan w przypadku heptaenu-amfoterycyna B oraz
czterech w tetraenie jakim jest nystatyna). Ksztatt tych zwigzkéw oraz wysokie
powinowactwo do steroli stanowi kluczowy element ich aktywnosci, gdyz wigzac sie
z ergosterolem w btonie tworzg transbfonowe kanaty prowadzace do wyptywu sktadnikdéw
komorki na zewnatrz i ostatecznie doprowadzajac do lizy komérki.

Amfoterycyna B to jeden z gtdwnych lekédw stosowanych w terapii grzybic
uktadowych, wykazujgcy wysoky skutecznos¢, jednak posiadajacy wiele witasciwosci
toksycznych, takich m.in. jak dziatanie nefrotoksyczne, neurotoksyczne. Najbardziej
popularng formg podawania Amfoterycyny B jest pofgczenie z deoksycholanem sodu jako
preparat Fungizon, ale stosowane sg takze modyfikacje chemiczne prowadzace
do uzyskania poétsyntetycznej formy leku. Najwiekszy efekt obnizonej toksycznosci

wykazujg formy liposomalne amfoterycyny B.
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Nystatyna zostata odkryta w 1950 roku i wcigz pozostaje w zastosowaniu, jako
gtéwny lek przeciwgrzybowy, ale jest rowniez stosowana w szczegdlnych przypadkach
grzybic. Charakteryzuje ja mniejsza toksycznos¢ niz amfoterycyna B. Dodatkowo fakt,
iz makrolidy nie ulegajg wchtanianiu z uktadu pokarmowego, jest dobrym wskazaniem do
stosowania tego leku w przypadkach grzybic jamy ustnej czy wtasnie uktadu pokarmowego.
Nowe organizmy modyfikowane genetycznie pozwalajg na biosynteze pochodnych
nystatyny ze zmienionymi elementami strukturalnymi badz odmiennymi sktadnikami

kompleksu.

3.3.4. Inhibitory syntezy kwaséw nukleinowych - antymetabolity

Antymetabolity to zwigzki o wtasciwosciach przeciwnowotworowych, co uzasadnia
ich zdolno$¢ do inhibicji syntezy kwasow nukleinowych: DNA i RNA. Nieobecnos¢
w komorkach ssaczych enzymu deaminazy cytozynowej uniemozliwia przeksztatcenie
5- fluorocytozyny do 5-fluorouracylu. Jest to podstawg selektywnej toksycznosci tego
zwigzku wobec organizmdw przeciwgrzybowych. Niestety spektrum dziatania tych

zwigzkow nie jest zbyt szerokie, a stosowanie prowadzi do spontanicznej lekoopornosci.

3.3.5. Inhibitory syntazy B-(1,3)-glukanu.

Sciana komérkowa w zaleznosci od gatunkéw grzybédw wykazuje odmienny skfad.
W wiekszosci przypadkéw gtdwnym skfadnikiem, bo w ilosci okoto 30-60%, pozostaje

B- (1,3)-glukan. B-glukan nalezy do grupy polisacharydédw naturalnie wystepujacych
w Scianie komdrkowej wielu organizmdéw, m.in. zbdz, bakterii, drozdzy i innych grzybéw,
przy czym u tych ostatnich jego obecnos¢ ma szczegblne znaczenie dla zapewnienia
wytrzymatosci i strukturalnej integralnosci $ciany oraz stabilnosci osmotycznej. Zwigzek ten
zbudowany jest z potgczonych w rézny sposéb (np. B-(1,3)-i B-(1,6)-glukan) monomerdéw
D-glukozy i wykazuje odmienne witasciwosci fizykochemiczne w zaleznosci od struktury.
W komorce zmniejszona zawartosc¢ tego sktadnika moze doprowadzi¢ do ostabienia sciany
komodrkowej, prowadzgc ostatecznie do osmotycznej lizy komarki.

Za produkcje B-(1,3)-glukanu na drodze biosyntezy odpowiada jeden z enzyméw
okreslony jako syntaza glukanu. Jego inhibicja skutkuje ograniczeniem ilosci tego
polisacharydu w komoérce, co zostato zaproponowane jako kolejny cel molekularny
w terapii przeciwgrzybowej. Wsréd chemoterapeutykéw oddziatywujgcych z tym

enzymem mozna wyrozni¢ echinokandyny, enfumafungin oraz papulakandyny.
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Echinokandyny
Echinokandyny to duze (masa ok. 1200 Da), lipopetydowe czasteczki.
W zastosowaniu klinicznym czy jeszcze na etapie projektowania wszystkie z tych zwigzkéw
charakteryzujg sie obecnoscig cyklicznego amfifilowego pierscienia heksapeptydowego,
z N-acylowanym lipidowym tancuchem bocznym réznej dtugosci. Gtéwne z nich to:
e anidulafungin z alkoksyfenylowym (terfenyl) podstawnikiem, ktory jako
LY303366 zostat zidentyfikowany w 1974 roku;
e w 1989 opisano caspofungin (MK991) zwigzek zawierajacy tancuch kwasu
ttuszczowego- obecnie na rynku pod nazwg Cancidal,
e micafungin (FK463), ktérego prekursor zostat wyodrebniony w 1990, w sktad

ktérego wchodzi aromatyczny tancuch boczny (3,5-difenylo-podstawiony

izoksazol)
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Rysunek 3 Struktury zwiazkéw nalezacych do grupy echinokandyn

Do analogicznej grupy otrzymanych zwigzkéw, nalezg substancje uzyskane
na drodze fermentac;ji, ale takze ich modyfikowane chemicznie pochodne. Dla wszystkich
zwigzkdw z tej grupy sktad pierscienia polipeptydowego jest specyficzny, poniewaz zawiera
dihydroksyornityne,  4-hydroksyproline,  dihydroksyhomotyrozyne i  3-hydroksy-
4- metyloproline, uzupetnione w peptydowym rdzeniu o czgsteczki treoniny. Znajdujgcy sie
w ich czasteczkach tancuch boczny odpowiada za interkalacje do fosfolipidéw
wystepujgcych w btonie komérkowej.?* Pomimo, iz mechanizmy dziatania tych zwigzkéw
sg podobne, to spektrum dziatania okazuje sie by¢ odmienne. Przyktadem moze byc
anidulafungin, wykazujacy aktywnos¢ wobec opornych na azole czy polieny szczepéw
Candida i Aspergillus, stad tez zwigzek ten mozna nazwaé¢ mianem ratujgcego zycie.?®
Obserwuje sie jednak przypadki zmniejszonej wrazliwos$ci na echinokandyny u Candida
ze wzgledu na mutacje w genach w regionach FKS. Obecnos¢ tych mutacji prowadzi do

zmian aminokwasowych w dominujgcej podjednostce biatka docelowego - syntazy
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glukanu. 26 Mutacje zmniejszajg wrazliwosci syntazy B-glukanu na lek, co wymusza
zwiekszenie dawki nawet 100-krotnie, jednak kliniczne przypadki takiej opornosci zdarzajg
sie do$é rzadko.?’

Jak wida¢, inhibitory syntazy B-(1,3)-D-glukan s istotng alternatywa dla lekéw
przeciwgrzybiczych wigzgcych sie do ergosterolu. Niemniej jednak ich staba biodostepnos¢
na drodze doustnej jest ich gfdwnym ograniczeniem, przez co zwigzki te podawane s3 tylko

w postaci preparatow dozylnych.

3.3.6. Inne inhibitory syntazy B-glukanu

Dotychczas oprdocz cyklicznych lipopeptydéw znane sg tylko dwa inne rodzaje
inhibitoréw syntezy glukanu, papulakandyny oraz triterpeny.?®

Papulakandyny sg glikolipidami odkrytymi w latach 1970. W ostatnim czasie zostat
zaproponowany szereg analogicznych zwigzkéw, skadingd wszystkie z nich sg pochodzenia
naturalnego i produkowane sg przez grzyby. Pomimo wysitkdw chemii medycznej, ani
papulakandyny, ani zadne z ich pochodnych nie zostaty zastosowane jako leki. Przede
wszystkim ze wzgledu na ich waskie spektrum dziatania oraz nizszg skutecznos¢
w badaniach in vivo, w stosunku do wynikéw in vitro.?®

Do stosunkowo niedawno odkrytych zwigzkéw nalezgcych do klasy inhibitoréw
syntezy glukanu nalezg triterpeny. Do tej grupy mozna zaliczy¢ polarny glikozyd
(enfumafungin), bursztynian (w arundifungin) lub siarczanowg pochodng aminokwasu

(ergokonin A) (rysunek 4).
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Rysunek 4 Struktury chemiczne innych inhibitoréw syntazy glukanu
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3.3.7. Inhibitory biosyntezy chityny

Chityna to jeden z elementédw budulcowych sciany komdérkowej, przy czym
procentowo wchodzi w jej sktad w niewielkiej ilosci, bo okoto 1%. Pomimo niskiej
zawartosci, ten liniowy polisacharyd ma jednak istotne znaczenie dla ksztattu komorki oraz
cytokinezy. Ten nierozpuszczalny homopolimer jest zbudowany 1z czasteczek
N- acetyloglukozaminy potgczonych ze soba wigzaniem [—(1,4)-glikozydowym, pomimo iz
w Scianie komodrkowej tworzy odrebng warstwe, zwigzany jest z glukanem poprzez
wigzanie kowalencyjne. 30

Do najlepiej poznanych, gtéwnych inhibitoréw syntazy chitynowej nalezg
nikomycyna i polioksyna. Oba te zwigzki posiadajg podobne elementy strukturalne,
do ktorych nalezy nukleozydowy szkielet i jedna badz dwie reszty peptydylowe oraz
mechanizm inhibicji (dziatajg jak kompetytywne analogi UDP-N-acetyloglukozaminy -

substratu w reakcji biosyntezy chityny).3! 32
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Rysunek 5 Struktury inhibitorow syntazy chityny

Zastosowanie kliniczne inhibitorow syntazy chityny jest obecnie mato
prawdopodobne z powodu wykazywania stabej aktywnosci in vivo, ze wzgledu na ich
niestabilno$¢ hydrolityczng i nieefektywng przepuszczalnosé sciany komérkowej grzybow.
Klinicznie uzyteczne aspekty wykorzystania nikomycyny moga pochodzi¢ z jej dodatkowej
lub synergistycznej interakcji z innymi lekami przeciwgrzybiczymi.?3 Poniewaz nie sg to
zwigzki toksyczne dla komdrek ssakéw, dlatego takze stanowig one potencjalne modele do

opracowania skutecznych lekéw w leczeniu zakazen grzybiczych.

3.3.8. Inhibitory anhydrazy weglanowej

Anhydrazy weglanowe to metaloenzymy odpowiadajgce za przemiane CO; do
wodoroweglanu, ktory jest nastepnie wykorzystywany w metabolizmie komdrkowym.
Wsréd enzyméw  wyodrebniony zostat podziat na a,fB,v,0 i (,a takie m.CO,
wodoroweglan i proton sg podstawowymi czgsteczkami / jonami w wielu procesach

fizjologicznych, obecnych we wszystkich krélestwach zycia (bakterie, archea i eukariotow).
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Z tego tez powodu poznano wiele rodzajow tych enzymdw, a ich obecnos¢ zaobserwowano
w wielu miejscach komérek czy tkanek wiekszosci poznanych organizméow.3*

Hamowanie aktywnosci anhydrazy weglanowej ma farmakologiczne zastosowanie
w wielu dziedzinach, takich jak leki przeciwjaskrowe, przeciwdrgawkowe, leczenie otytosci
i Srodki przeciwnowotworowe czy narzedzia diagnostyczne. Jednakze inhibitory anhydrazy
weglanowej majg zastosowanie réwniez przy projektowaniu srodkéw przeciwinfekcyjnych,
to znaczy substancji przeciwgrzybiczej i przeciwbakteryjnej o nowym mechanizmie
dziatania.®

Dotychczas poznano dwie gtdwne klasy inhibitorow: metalo-kompleksujgce aniony,
a takze niepodstawione sulfonamidy i ich bioizostery, na przyktad zwigzki z grupy

sulfaminiandw i sulfamiddéw.3®
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Rysunek 6 Inhibitory anhydrazy weglanowej

Sulfonamidy to najbardziej klasyczne i najszerzej badane substancje z tych dwéch
grup zwigzkédw. Obecnos¢ grupy RSO2NH; w strukturze inhibitoréw czyni je bardzo
aktywnymi wobec anhydrazy weglanowej, stad tez rosnie potencjat pochodnych z tej grupy
zwigzkdw, na znalezienie nowego leku przeciwdrobnoustrojowego. Wiele z tych zwigzkdw,
w tym metazolamid, etoksyzolamid, brynzolamid, benzolamid wykazujg aktywnosc
hamujgcg wobec Can2 - jednej z form anhydrazy weglanowej zaangazowanej miedzy
innymi w przezywalno$c i proliferacje w $rodowisku,3” np. u C. neoformans®® czy aktywacje
cyklazy adenylowej. Natomiast dla jednego z najstarszych lekdw, jakim jest metazolamid,
stwierdzono istotne dziatania niepozadane, takie jak zaburzenia rownowagi elektrolitowej
i rozwoj kwasicy. Acetazolamid wydaje sie by¢ najlepszym inhibitorem enzymu,3® jednakze

podobnie jak dichlorofenamid oraz benzolamid, wykazujg niskg site dziatania i stabg
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selektywnos¢ wobec grzybow. W zwigzku z tym poszukiwanie nowych klas inhibitorow
- CA (nie obecnych u ssakéw) o wysokiej specyficznosci jest obecnie przedmiotem badan
wielu grup badawczych. Ditiokarbaminiany zaproponowano niedawno, jako nowej klasy
inhibitory o podobnym mechanizmie dziatania, jak w przypadku sulfonamidéw, przez

wigzanie sie z jonem metalu w centrum aktywnym enzymu.%°

3.3.9. Inhibitory szlakow biosyntezy aminokwasow

Sposrod 20 aminokwasow biatkowych, dziewieé jest uwazane za szczegdlnie istotne
dla ludzi, nalezg do nich: fenyloalanina, walina, treonina, tryptofan, metionina, izoleucyna,
leucyna, lizyna i histydyna. Zrédtem tych aminokwaséw, niezbednych do optymalnego
rozwoju i wzrostu, moze by¢ tylko dieta, jednakze bakterie, rosliny i grzyby rozwinety
wilasne sposoby biosyntezy tych aminokwaséw. Kilka etapow z tych szlakow
katalizowanych jest poprzez enzymy, ktdre nie sg obecne w komdrkach ssakdéw.

Te unikalne dla komdrek drobnoustrojéw elementy metabolizmu sg potencjalnymi
celami w projektowaniu nowych selektywnych chemioterapeutykow. Zwigzki te przyjmuja
posta¢ antymetabolitow strukturalnie podobnych zwigzkéw posrednich lub produktow
koricowych pierwotnych szlakéw metabolicznych. Dodatkowo sg one stabymi substratami
dla biatek btonowych uczestniczacych w transporcie ksenobiotykéw, ktdrego obecnosé
odpowiada za wystepowanie grzybowej opornosci wielolekowej. #* Dodatkowo, jak
w przypadku A. fumigatus, wiadomym jest, ze niektdre szlaki biosyntezy aminokwaséw,
wptywajg na jego zjadliwosci, okreslajgc patogennos¢ szczepu. Hamowanie aktywnosci
enzymoéw odpowiadajgcych za mechanizm zjadliwos$ci moze znalez¢ kolejne zastosowanie
w chemoterapii. Biosynteze lizyny, aromatycznych aminokwaséw czy tych zawierajgca
siarke, takich jak metionina i cysteina, przebadano pod katem ich roli w patogenezie A.
fumigatus.*?

Dzieki wykonaniu szeregu badan przesiewowych, zostata zaproponowana pewna
liczba inhibitoréw nalezacych do grupy zwigzkéw odpowiedzialnych za inaktywacje wielu
ze szlakdw biosyntezy aminokwaséw. Obejmuje ona zwigzki oddziatujgce
na dehydrogenaze homoseryny, kinaze homoseryny czy tez transacetylaze homoseryny.
Wsréd  nich  zaproponowana zostata czasteczka kwasu  (S)-2-Amino-4-okso-5-
hydroksypentanowego, definiowana takze jako RI-331 - antybiotyk produkowany przez

Streptomyces. Zwigzek ten jest aktywny wobec powaznych z punktu widzenia medycznego
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drozdzy i niektdrych plesni, ale nie ma efektu przeciw Aspergillus spp.** Co wiecej, RI-331
okazat sie skuteczny w leczeniu mysiej uktadowej kandydozy, a dodatkowo jest dobrze
tolerowany przez myszy.*

Przyktadem inhibitoréw wskazujgcych na obiecujgce wtasciwosci przeciwgrzybowe
jest substancja naturalna, ebelakton A i jego syntetyczne pochodne, ktdre sg takze
inhibitorami bakteryjnej transacetylazy homoseryny.  Azoksybacillin, inny produkt
naturalny z B. cereus, wykazuje dziatanie antagonistyczne w stosunku do Aspergillus spp.,
jednakze zaobserwowano dla niego stabg biodostepno$é na modelach zwierzecych.*®

Podobnie, w biosyntezie metioniny jako inhibitor zaproponowano zwigzek
6- karbamoilo-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyklopenta[c]chinolino-4-karboksylowy (CTCQC),
dla ktérego jako cel molekularny zzasugerowano réwniez enzym transacetylaze
homoseryny. Zwigzek ten wykazywat jednak stabg przeciwgrzybiczg aktywno$é.*” Podobnie
wsrod enzymoéw w tym szlaku zaproponowano jako cel molekularny syntaze metioniny, dla
ktdrej wykazane zostato, ze jej inhibitorami jest popularny w terapii grzybowej flukonazol,
jak i zwigzek FK506, ktéry wykazywat niezbyt zadowalajgce wartosci MIC w badaniach in
vitro.

Dla szeregu patogennych szczepow z gatunku Aspergillus oraz Candida
zaobserwowano szlak kwasu a-adypinowego - element szlaku biosyntezy lizyny, jako
potencjalne miejsce poszukiwania nowych inhibitoréw, dla ktérych mozna znalei¢

zastosowanie takze w rolnictwie.
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Poszukiwania zwigzkéw przeciwgrzybiczych w obrebie inhibitoréw biosyntezy
leucyny i waliny zostaty skoncentrowane, na zwigzkach, ktére wykazywaty wczesniej
aktywnos¢ jako inhibitory wzrostu grzybdéw chorobotwérczych u roslin lub herbicydy.

Syntaza acetohydroksykwasu (llv2p) katalizuje pierwszy etap biosyntezy waliny i
leucyny, zatem inhibitory tego enzymu mogg by¢ skutecznymi Srodkami
przeciwgrzybicznymi. Jako inhibitory tego enzymu zaproponowano zwigzki
sulfonylomocznikowe.*® Ze wzgledu na niska cytotoksyczno$¢ oraz wysokie powinowactwo
do syntazy acetohydroksykwasdw, zwigzki nalezgce do pochodnych sulfonylomocznika

wydajg sie by¢ idealnym punktem wyjscia dla rozwoju nowych lekéw przeciwgrzybiczych.
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Wiele zwigzkdw tego typu byto badanych pod katem ich zdolno$ci do hamowania wzrostu
C. albicans w pozywkach do hodowli komdrkowej i w metodzie dyfuzyjnej. Najsilniejszymi
inhibitorami sg pochodne sulfonylomocznika, jednakze inne inhibitory: etoksysulfuron oraz
chlorimuron etylowy prezentujg jednak odmienne wartosci aktywnosci.*®

Odnotowano réwniez enzym: NAD(P)-zalezng dehydrogenaze glutaminianu, jako
jeden z punktéw kontroli metabolizmu grzybéw odnoszacych sie do transformacji
morfologicznych. Stwierdzono, iz silnymi inhibitorami tego enzymu mogg by¢ zwigzki
otrzymane w formie koniugatéw 1,2,3-triazol-B-laktamu i kwaséw zétciowych B18 i B20.

W przypadku innych aminokwasdéw istnieje mate prawdopodobienstwo
wykorzystania w chemioterapii przeciwgrzybiczej szlakéw biosyntezy cysteiny, ze wzgledu
na wystepowanie dwadch alternatywnych szlakow.

Podsumowujac, wiele ze zwigzkdw o obiecujgcej aktywnosci hamowania enzymu

w szlaku biosyntezy aminokwasdw sg skuteczne in vitro, ale nie zawsze okazujg sie
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silniejsze w warunkach in vivo. Chociaz dziatanie przeciwgrzybicze in vitro jest bardzo
efektywne, w warunkach in vivo komorki grzybowe wykorzystujg obecnosé wymaganych
aminokwasdéw w krwi gospodarzy, co uczyni te inhibitory nieskutecznymi.

Jednakze dostepno$é metioniny i tryptofanu jest znacznie nizsza w surowicy ssakéw
i nie jest wystarczajgca dla grzybéw, dla ich prawidtowego wzrostu i rozwoju. W zwigzku
z tym, inhibitory enzymoéw biosyntezy metioniny i tryptofanu wydaja sie by¢ najbardziej

obiecujgcymi kandydatami do wykorzystania w terapii.
3.3.10.Inhibitory syntazy glukoazmino-6-fosforanu

Syntaza glukozamino-6-fosforanu

Enzym syntaza glukozamino-6-fosforanu (w skrocie GIcN-6-P) nalezy do rodziny
amidotransferaz, a w systematyce jest okre$lona nazwg L-glukozamina : D-fruktoza-9-
fosforan amidotransferaza EC 2.6.1.16.. Enzym ten odgrywa kluczowa role w regulacji
metabolicznej biosyntezy makroczgsteczek zawierajgcych cukier aminowy.

Szlak biosyntezy heksozoamin rozpoczyna sie poczatkowo z czasteczki
D- fruktozo- 6-fosforanu (Fru6P), wytworzonego z glukozy na drodze glikolizy. Nastepnie
Fru-6-P przeksztatca sie w D-glukozamino-6-fosforan (GICN6P) przez aktywnosé¢ enzymu -
syntazy glukozamino-6-fosforanu (GIcN6P syntazy). Syntaze GIcN6P w zaleznosci od jej
pochodzenia prokariota czy nizszego lub wyzszego eukariotycznego okresla sie réznymi
terminami m.in. : GImS, Gfa lub Gfat.

Jak dotad ten proces to jedyna znana droga biosyntezy D-glukozamino-6-fosforanu.
GIcN6P moze ulega¢ ponownemu deaminowaniu do Fru6P i amoniaku przez deaminaze
GIcN6P. Enzym ten, pomimo, iz wykonuje reakcje odwrotng do GImS, stanowi element
kataboliczny w szlaku wykorzystywania cukréw aminowych, jako Zzrédta wegla. Te dwie
konkurencyjne aktywnos$ci muszg byé jednak w komérce prowadzone w odmiennych

miejscach, ze wzgledu na sprzeczng aktywnosc.
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Nastepnie w szlaku biosyntezy GIcN6P poddaje sie izomeryzacji do D-glukozamino-
1-fosforanu (GIcN1P) poprzez mutaze fosfoglukozaminy, a dalej przy udziale urydyny
poprzez enzym acetylotransferaze przeksztatcony zostaje do urydyno-difosfo-N-acetylo-D-

glukozaminy (UDP-GIcNAc). Te elementy szlaku doktadnie prezentuje rysunek 7:

GlcNACc GlcN Gle
our ! :
48
: il
membrane ‘ ‘ A
T T T T T 1 11 1 1 1 2 O 7 20 7 Y Y T v ey 1 1
N i ; Glc6P
- T 1)
4 WL
W7
P /, -2
; S _ GlcN6P | @ M,
v @ __—
,-—',7’4"\ @
GICNACEP «— -
u‘5) A GleN1P
@ &gl
B
GlcNActP <« ©
i l(e, Peptydoglikan
PP =
(bakterie)

UDP-GIcNAc ngg Chityna (grzyby)

Glikoproteiny
(ssaki)

Rysunek 7 Szlak biosyntezy heksozoamin

UDP-GIcNAc jest aktywng formg N-acetyloglukozaminy, ktdra stanowi waziny
element peptydoglikanu bakteryjnego czy lipopolisacharydéw u gram-ujemnych bakterii,
chityny i mannoprotein w S$cianie komodrkowej grzybow, a takze glikoprotein
i mukopolisacharydéw u organizméw  wyzszych. Dodatkowo mannozamina
i galaktozoaminowe pochodne konieczne w syntezie polimerdw takich, jak chondroityny
i siarczan keratanu, powstajg przez epimeryzacje C-2 i C-4 UDP-GIcNAc. Cukier ten,
zawierajgc w strukturze nukleotydowy fragment, jest substratem dla praktycznie
wszystkich sciezek glikozylacji potencjalnie zaangazowanych w regulacje glukozy.

Zaburzenie aktywnosci syntazy glukozamino-6-fosforanu ma szczegdlnie
niekorzystny wptyw na biosynteze $ciany komdérkowej u drobnoustrojow. Brak produktéw
reakcji katalizowanej przez enzym uniemozliwia prawidlowe tworzenie $ciany, w jej
strukturze powstajg luki, a w konsekwencji powazne defekty w budowie prowadzg do lizy
komorki. W komérkach ssaczych enzym réwniez petni funkcje w syntezie glikolipidow
i glikoprotein, jednak zahamowanie aktywnosci enzymu nie przynosi powaznych skutkéw

dla komorki, nie obserwuje sie efektu letalnego. Najswiezsze badania sygnalizujg takze
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zastosowanie syntazy Glc-6-P jako potencjalnego celu molekularnego do walki
z problemem cukrzycy. Enzym jako intermediat w syntezie aminocukréw wptywa na
poziom glukozy w komdrkach. Badania pokazujg, ze u oséb chorych na cukrzyce typu Il
obserwuje sie nadmierng aktywnos$é enzymu syntazy Glc-6-P, co w konsekwencji prowadzi
do insulinoopornosci. Mozna przewidywac, ze inhibicja enzymu moze miec¢ pozytywny
wptyw na regulacje zaburzonych proceséw w komorkach eukariotycznych. W tym
konteksécie jest niezwykle wazine, aby pozna¢ strukture oraz aktywnos¢ enzymu,
w szczegblnosci mechanizm katalizy tego .

Syntaza GIcN-6-P nalezy do klasy enzyméw GATT amidotransferaz
glutaminozaleznych, ktére katalizujg przeniesienie amidowego atomu azotu L-glutaminy do
réznych akceptoréw. Do tej rodziny zalicza sie blisko 20 enzyméw, przy czym niektére (np.
zaangazowane w biosynteze histydyny lub tryptofanu) sg ograniczone wystepowaniem
wyfacznie u mikroorganizméw. Poréwnanie mechanizmu generowania amoniaku
w obrebie tej rodziny enzymoéw doprowadzito do zidentyfikowania dwdch gtéwnych
podklas. Enzymy nalezgce do klasy | wykorzystujg w mechanizmie dziatania aminokwasy
triady katalitycznej, natomiast enzymy klasy Il, do ktérych nalezy m.in. syntaza GIcN6P,
swojg aktywnos$¢ wykazujg poprzez dziatanie N-korcowej cysteiny, prowadzace do
zerwania wigzania amidowego L-glutaminy i przeniesienia grupy aminowej.

Dotychczas glutamino-zaleznych amidotransferaz zostato opisanych kilkanascie i do
tej rodziny nalezg enzymy odpowiadajgce za biosynteze puryn i pirymidyn, niektérych
aminokwasow, koenzymow, antybiotykow i w szczegdlnosci glukozamino-6-fosforanu.
Enzymy z tej grupy charakteryzuje wiele specjalnych wtasciwosci, jak np. brak wymogu
kofaktoréw czy tez zdolnos$¢ do wigzania egzogennego amoniaku, jako alternatywnego

Zrodta azotu w stosunku do L-glutaminy.

Mechanizm katalizowanej reakcji.

Wsrédd wszystkich dotychczas poznanych syntaz GIcN6P, szczegdétowo zbadano
kinetyczny mechanizm dziatania biatka pochodzgcego z E. coli.”® Reakcja katalityczna sktada
sie z nastepujacych etapow: hydrolizy glutaminy, transferu amoniaku oraz izomeryzacji
utworzonego intermediatu iminowego: FruN-6-P do GIcN-6-P. W pierwszej kolejnosci
nastepuje utworzenie wigzania Fru-6-P, a nastepnie z glutaming.>* Formacja GIcN-6-P jest

gtéwnym mechanizmem dziatania GIcN-6-P syntazy. Jednakze, w przypadku braku Fru-6-P,
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enzym katalizuje tylko hydrolize glutaminy do kwasu glutaminowego. Natomiast
w przypadku braku glutaminy enzym dalej wykazuje aktywnos¢, przy czym zachowuje sie,
jak izomeraza fosfoglukozowa. Zatem brak glutaminy w $rodowisku reakcji nie powoduje
zahamowania aktywnosci domeny izomerazowej. W tych warunkach enzym katalizuje
odwracalna izomeryzacje Fru-6-P do Glc-6-P.>?

Mechanizm aktywnosci enzymu wskazuje na fakt prowadzenia reakcji
dwojakiego typu, katalitycznej i hydrolitycznej, co ma swoje odzwierciedlenie w strukturze
enzymu. Wszystkie z enzymow nalezacych do glutamino-zaleznych amidotransferaz,
a zatem réwniez syntaza GIcN-6-P, charakteryzujg sie posiadaniem dwdch centrow
aktywnych, zlokalizowanych w dwéch domenach:

e domena transferu amidu glutaminy (ang. glutamine amide transfer domain (GAH)))
odpowiadajgca z hydrolize glutaminy

e domenta syntazowa (ISOM), odpowiedzialna za tworzenie | izomeryzowanie Fru-6-

P 53
Hz0
L-Gin L-Glu
NH3
OH OH
H NHz
HO: Hi HO
OH OH H
H H
OPOs OPCs OPOs
Fru-6P FruN-6P GlcN-6P

Rysunek 8 Reakcja katalizowana przez GImS.

Aby mozliwe byto zajscie zaprezentowanej na rysunku 5 reakcji, konieczny jest
transfer grupy aminowej pomiedzy dwiema domenami w strukturze enzymu. Co ciekawe,
sg juz dostepne struktury krystalograficzne wskazujgce iz dwa miejsca wigzgce wewnatrz
enzymu, dedykowane Fru-6-P i L-Glu sg od siebie oddalone o 20 A, co silnie sugeruje

istnienie w budowie syntazy GIcN-6-P kanatu dla czasteczki amoniaku.>*

Inhibitory syntazy GIcN-6-P.

Syntaza glukozamino-6-fosforanu zostata obecnie dos¢ dobrze zbadana, co
pozwolito na znalezienie szeregu zwigzkéw majacych zdolnos¢ do hamowania jej
aktywnosci. Waznym elementem znacznie uftatwiajgcym poszukiwanie nowych zwigzkdéw

byto zbadanie centrum aktywnego, zanalizowanie jego budowy i sktadu aminokwaséw go
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tworzacych, a takze mechanizmu wigzania substratow czy inhibitorow. Do znanych
specyficznych inhibitoréw syntazy GIcN-6-P nalezg zwigzki klasyfikowane do dwéch
réoznych grup strukturalnych: analogi L-glutaminy i analogi stanu przejsciowego w reakgcji
cukru w C-konicowej domenie izomerazowe;j.

Okazuje sie, ze zasadniczg role w oddziatywaniach inhibitora z centrum aktywnym
petni grupa tiolowa Cys1.>> Aminokwas ten jest odpowiedzialny za wigzanie L-glutaminy,
a w przypadku oddziatywan z inhibitorem zachodzi nieodwracalne alkilowanie Cys1.

Zdolnosci inhibicyjne w stosunku do syntazy glukozamino-6-fosforanu wykazuje
szereg niewielkich zwigzkdéw o zdolnosciach oddziatywania z centrum aktywnym. Zwigzki te
niestety charakteryzujg sie brakiem selektywnosci ze wzgledu na mozliwos¢ wigzania sie do
innych enzyméw. S3 to np.: N-etyloimid kwasu maleinowego, jodoacetamid,
dietylopiroweglan czy fosforan pirydoksalu. >®

Do grupy inhibitorow syntazy glukozamino-6-fosforanu nalezg takzie zwigzki
o charakterze elektrofilowym w postaci diazoketonu - DON (6-diazo-5-okso-L-norleucyna),
diazoestru (azaseryna) i 2,3-epoksyketonu (antakapsyna) czy chloroketonu-CONV (kwas
L- 2-amino-4-okso-5-chloropentanowy). W przypadku syntazy glukozamino-6-fosforanu,
DON trwale wigze sie z enzymem, powodujac jego trwatg inaktywacje.?” Antykapsyna to
wyizolowany naturalnie niebiatkowy aminokwas, ktéry wchodzi w sktad antybiotyku
tetainy.>® Antykapsyna wykazuje znacznie wieksze powinowactwo do miejsca wigzania
glutaminy w niszy enzymatycznej niz sama glutamina - naturalny substrat syntazy GIcN-6-
P.>° Niestety ten skuteczny inhibitor nie znalazt zastosowania w terapii, gdyz wykazywat

dziatanie cytotoksyczne %% 61

Analogi D-fruktozo-6-fosforanu

Inhibicyjne dziatanie tej grupy analogéw polega na blokowaniu domeny
izomerazowej syntazy GIcN-6-P, zatem domeny wigzgcej substrat D-fruktozo-6-fosforan.
Zwigzki w tej grupie nalezg do analogéw stanu przejsciowego pracujgcego enzymu - cis-
enoloaminy.®?, 83 Sg to APO (oksym arabinozo-5-fosforan), AMPO (6-fosforan-2-amino-2-
deoksy-D-glucitol), MPAH (5-metylenofosfono-D-arabinozohydroksymolakton).

Niestety wykorzystanie tych zwigzkow w terapii przeciwgrzybowej jest trudne,
ze wzgledu na ich wtasciwosci, gdyz czasteczki te wykazujg staby charakter lipofilowy.

Zaproponowano odpowiednie modyfikacje tych zwigzkdw w celu poprawy biodostepnosci:
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miedzy innymi grupe aminowg acetylowano, a grupe fosforanowg estryfikowano. Zbadano,
iz modyfikacje zwiekszyty lipofilowos¢ AGDP, ale niestety zmniejszyta sie zdolnos¢ inhibicji
enzymu. Natomiast estryfikacja 6-fosforan-2-amino-2-deoksy-D-glucitolu znacznie
poprawita aktywnos¢ tego analogu, co dato sygnat do kierunku modyfikacji kolejnych

zwigzkdéw, w kierunku poprawy ich dziatania przeciwgrzybowego.

Analogi L-glutaminy
Cennym antybiotykiem o wtasciwosciach inhibitora syntazy GIcN-6-P okazat sie
dipeptyd A 19009, wystepujacy naturalnie, wyizolowany ze Streptomyces collinus. W skfad

czasteczki wchodzi L-alanina i kwas N3-fumaramoilo-(S)-2,3-diaminopropanowy (FCDP).%>

&H)LOCHJ
~g
>~ Cys1 Cys1
. HaN
" ~coo™

O HQN

O: @Sﬂ
& Cys1
N H HZN
+/( 2
HEN/\.COO’ H,aN CqO
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Rysunek 9 Mechanizm inhibicji enzymu syntazy GIcN-6-P przez czasteczke FMDP

Skutecznos$é tej grupy zwigzkdw jest oparta na ugrupowaniu, ktére bedzie zdolne
do reakcji z grupg tiolowg Cysl w centrum aktywnym enzymu (mechanizm inhibicji
prezentuje rysunek 9%,

Jednoczesnie tego typu element elektrofilowy nie powinien byé podatny
na dziatanie innych centrow nukleofilowych wystepujgcych w komadrce. Mogg to by¢
zwigzki zawierajgce grupe oksiranowg, epoksyketonu, diazoestru, diazoketonu czy
wigzanie podwdjne. Zwigzkami nalezgcymi do grupy najskuteczniejszych inhibitorow

syntazy glukozamino-6-fosforanu sg FMDP, EADP, BSDP.
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4. CEL | ZAKRES BADAN

Celem pracy byto otrzymanie na drodze syntezy chemicznej inhibitoréw syntazy
glukozamino-6-fosforanu zwierajgcych w swych strukturach pochodne amidowe i estrowe
(z funkcjg amidowa oraz karbonylowg). Zaproponowane do otrzymania zwigzki, nalezgce
do grupy zmodyfikowanych inhibitoréow FMDP i BADP, miaty spetnia¢ warunek zwiekszonej
lipofilowosci oraz lepszej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, przy czym zachowac wcigz
cechy inhibitora enzymu syntazy glukozamino-6-fosforanu.

Zakres badan prowadzonych w ramach realizacji przedstawionego celu obejmowat:

-syntezy inhibitoréw FMDP i BADP podlegajacych modyfikacjom

-projektowanie drogi syntezy zaplanowanych pochodnych i ich otrzymanie

-potwierdzenie struktur otrzymanych zwigzkéw na podstawie wynikéw badan
spektroskopowych

-badania aktywnosci zwigzkdw in vitro wobec réznych szczepdw mikroorganizmow
oraz interpretacje wynikéw inhibicji enzymu poprzez otrzymane pochodne

- sprawdzenie sposobu transportu zwigzkéw do wnetrza komodrek

mikroorganizmodw dla najbardziej aktywnych pochodnych

26


http://mostwiedzy.pl

5. WYNIKI I ICH DYSKUSJA.

5.1.Projektowanie nowych inhibitoréw

Badania aktywnosci inhibitoréw syntazy glukozamino-6-fosoforanu wykazaty,
ze FMDP, jak i BADP charakteryzowaty sie dobrym powinowactwem do enzymu (dla FMDP
wynoszacym ICso 4 uM, a dla BADP ok. 200 uM).7¢8 FMDP opisano dotychczas jako jeden
z najbardziej specyficznych i najsilniejszych inhibitoréw enzymu, natomiast BADP jako
jeden z najbardziej lipofilowych inhibitoréw. Zwigzki te wykazujg stabg aktywnosci
biologiczng w testach in vitro co, mimo ich silnych wfasciwosci inhibicyjnych, raczej
wyklucza mozliwosci  zastosowania tych substancji jako potencjalne leki
przeciwdrobnoustrojowe.

W Katedrze Technologii Lekdw i Biochemii przez wiele lat prowadzone byty badania
polegajgce na modyfikacjach opracowanych dotychczas inhibitoréw. Ich zmiany
strukturalne miaty na celu poprawe biodostepnosci poprzez tatwiejszy transport do
wnetrza komorki oraz zwiekszenie zdolnosci inhibitora do wigzania sie z centrum aktywnym
enzymu. Najbardziej szczegdétowo zaprojektowane i przebadane zostaty pochodne FMDP.
Ta niewielkich rozmiarow molekuta inhibitora charakteryzuje sie matg liczbg grup
funkcyjnych, przez co sposoby modyfikacji tego zwigzku sg ograniczone.

Projektowane i otrzymane wczesniej pochodne zawieraty zamiast elementu kwasu
fumarowego, czyli uktadu o,B-nienasyconego (a-enonu), inne ugrupowania zdolne do
reakcji z grupg tiolowa, obecng w centrum aktywnym enzymu. Do grupy tych zwigzkdéw
nalezg pochodne zawierajgce w czasteczce uktad oksiranowy ©° czy kwas
a- halogenoctowy’®. Mimo ze zwigzki te posiadaty niezbedny elektrofilowy fragment
podatny na atak grupy tiolowej, to wskazywaty mniejszg aktywnos$é niz wiodgaca czgsteczka
FMDP.

Dlatego w projektowaniu nowych inhibitoréw syntazy glukozamino-6-fosforanu
unika sie zmian w miejscu wigzania podwdjnego, pozostawiajgc w czgsteczce ugrupowanie
elektrofilowe. Jest ono silnie podatne na interakcje z Cys 1, istotng z punktu widzenia
mechanizmu inaktywacji enzymu syntazy glukozamino-6-fosforanu.

Niestety zaréwno FMDP, jak i BADP sg zbyt polarne, aby mogty by¢ transportowane
do wnetrza komérki na drodze prostej dyfuzji. Jednym ze sposobow transportu zwigzkdw

przez btone cytoplazmatyczng jest wykorzystanie systemu transportu aminokwaséw
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i peptydow. Wsrdd otrzymanych do tej pory koniugatow FMDP, najbardziej aktywnymi
zwigzkami okazaty sie pochodne dipeptydowe, gdzie najaktywniejszym z nich okazat sie
dipeptyd L-norwalilo-FMDP.”!: 72 Wprawdzie aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa tego
zwigzku byta dosé¢ wysoka przy niskich stezeniach, to dalsze badania wykazaty pojawienie
sie opornosci u mikroorganizméw. Badania transportu dipeptydu dowiodty, ze zwigzek ten
jest transportowany do komodrek drobnoustrojéw przez permeazy peptydowe.
Krotkotrawate wytgczenie tego systemu transportu u drobnoustrojow skutkuje
pojawieniem sie spontanicznej opornosci na peptydy zawierajgce inhibitor syntazy GlcN-6-
P.73 Dlatego poszukiwano innych lipofilowych pochodnych, ktérych transport mégtby
przebiegaé na zasadzie dyfuzji prostej lub z wykorzystaniem innych nosnikdw.

Badania prowadzone w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii wskazuja, iz proste
modyfikacje grup funkcyjnych czasteczki FMDP prowadzga do obnizenia lub zaniku
wtasciwosci inhibicyjnych zwigzku. Dla przyktadu, acylowanie grupy aminowej skutkuje
zanikiem zdolnosci inhibicyjnych, natomiast estryfikacja wolnej grupy karboksylowej
rowniez nieznacznie obniza witasciwosci inhibicyjne (dla pochodnej AcFDMP uzyskano
warto$é ICso > 150 pM, a dla pochodnej FMDPOMe ICsp = 44 puM).”* 75Stad mozna
wnioskowac, ze modyfikacje grupy karboksylowej FMDP mogg prowadzi¢ do otrzymania
nowych pochodnych, wykazujacych wcigz aktywnos¢ inhibicyjna.

W badaniach nad inhibitorami syntazy glukozamino-6-fosforarnu przedstawiono
szereg analogéw FMDP, bedacych estrami i amidami.’® Dodatkowo, zakres pochodnych
zostat poszerzony takze o lipofilowe estry zaprojektowane w formie koiugatéw bicyny, co
miato stanowi¢ nowy sposéb transportu inhibitora do komdrek.”” Pochodne te miaty
spetnia¢ funkcje latentnych potgczen, jednoczesnie wptywajgc na znaczng poprawe
lipofilowosci zwigzku. Modyfikacje te oparte byly na przyktadzie korzystnych zmian
strukturalnych w zwigzkach biologicznie czynnych, m.in. penicyliny. 7 Ta droga
projektowania nowych chemoterapeutykéw opierata sie na konstrukcji prolekéw, czyli
tworzeniu labilnych potgczen zwigzku aktywnego z substancjg o charakterze obojetnym
pod wzgledem aktywnosci, ale korzystnym z punktu widzenia transportu do wnetrza
komorki. Otrzymana w ten sposéb pochodna leku po wniknieciu do komorki ulega
przeksztatceniom przez wewngtrzkomorkowe enzymy (acylazy, hydrolazy, esterazy), az do

uwolnienia substancji aktywnej, spetniajgcej zatozone funkcje.
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5.2.Syntezy inhibitoréw FMDP i BADP

Modyfikacje chemiczne inhibitoréw syntazy glukoazmino-6-fosforanu poprzedzone
zostaty syntezg wymienionych inhibitoréw FMDP i BADP zgodnie z opracowanymi
dotychczas metodami. 7°

Procedura otrzymywania kazdego z tych zwigzkéw sktadata sie z dwdch etapow,

zaprezentowanych na schemacie:
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Rysunek 10 Schemat syntezy Boc-FMDP i Boc- BADP

Synteza kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego (Boc-FMDP) opierata sie na stworzeniu wigzania amidowego miedzy
czasteczkg kwasu L-2,3-diaminopropanowego (otrzymanego poprzez przegrupowanie
Hofmanna Boc-L-asparaginy) a monoestrem metylowym kwasu fumarowego. Jako metode
syntezy wigzania amidowego wykorzystano metode estréw aktywnych.®°

Otrzymywanie kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-4-okso-2-
butenoilo]-2,3-diaminopropanowego (Boc-BADP) przebiegato wedtug analogicznej
procedury z wykorzystaniem estru N-hydroksysukcynimidowego kwasy 4-okso-4-fenyl-2-

obutenowego.
5.3. Synteza amidow FMDP i BADP oraz okreslenie ich aktywnosci
biologicznej.

5.3.1. Synteza amidéw FMDP i BADP
W dotychczas prowadzonych badaniach amidy FMDP otrzymano na drodze reakcji

inhibitora z aminami, zawierajgcymi podstawniki alkilowe rdznej wielkosci: od grupy
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metylowej, po propylowa, izopropylowg, sec-butylowg czy heksylowg. Pomimo tych
modyfikacji, wskazujgcych na znaczng poprawe lipofilowosci tych zwigzkéw, inhibicja
enzymu utrzymywata sie na poziomie od 500 po 2910 pM. 8 Modyfikacje grupy
karboksylowej, przez wprowadzenie podstawnika znacznej objetosci, mogty wptynaé na
utrudnienie oddziatywania zwigzku z centrum aktywnym enzymu, co zaobserwowano przez
zwiekszong wartosci ICso.

W toku badan amidowych analogéw FMDP zaobserwowano, iz zastosowanie
niewielkich podstawnikédw amidowych nie wptywa istotnie na zmiane ksztattu czasteczki
inhibitora. Wprowadzenie nieznacznych modyfikacji na grupie karboksylowej inhibitora
pozwala na zachowanie oddziatywan enzym - inhibitor.

W niniejsze]j pracy zaprojektowano synteze szeregu pochodnych inhibitoréw FMDP
i BADP. W tym celu zaplanowano syntezg kilku amidéw FMDP | BADP. Otrzymano je
w  wyniku reakcji inhibitoréow z amoniakiem, N-metyloaming i N,N-dimetyloaming,
po uprzedniej aktywacji grupy karboksylowej. W tym celu funkcje karboksylowg
przeprowadza sie w bardziej podatny na reakcje aminolizy chlorek kwasowy, ester czy
bezwodnik.

Aminokwasowy charakter inhibitoréw wymaga zastosowanie tagodnych warunkow
syntezy, uwzgledniajgcych stabilnos¢ otrzymanych zwigzkéw. Zatem, do syntezy amidow
FMDP i BADP zaplanowano strategie mieszanych bezwodnikdw.®? Metoda ta wykazuje
skuteczno$é w tworzeniu wigzania peptydowego, jak rowniez jest wykorzystywana
do modyfikacji aminokwaséw. W tej reakcji najczesciej stosowane sg estry alkilowe kwasu
chloromréwkowego (estry alkilowe kwasu chloroweglowego), w szczegdlnosci
chloromréweczan etylu czy chloromréwczan izobutylu. Uzycie w syntezie chloromréwczanu
izobutylu, jak i zastosowanie N-metylomorfoliny jako zasady, chroni zwigzki przed
racemizacjg, co w przypadku syntezy z udziatem aminokwaséw jest dos¢ istotne.
Utworzony z substratu karboksylowego i chloromréwczanu alkilu mieszany bezwodnik
ulega aminolitycznemu rozszczepieniu przy atomie wegla aminokwasu, skutkujac

powstaniem aminokwasu podstawionego grupg aminowg i uwolnieniem kwasu
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pomocniczego, ktory natychmiast rozpada sie do CO; i odpowiedniego alkoholu (droga ,,a”

na schemacie).
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Rysunek 11 Schemat reakcji w metodzie mieszanych bezwodnikéw. a-aminoliza

aktywowanego aminokwasu; b-reakcja dysproporcjonowania

W tej metodzie mozina zaobserwowac konkurencyjng do reakcji aminolizy
aminokwasu reakcjie dysproporcjonowania. W reakcji tej dochodzi do ataku
nukleofilowego aminy na odmienng grupe karbonylowg niz grupa karbonylowa
aminokwasu. Podstawienie na elektrofilowym atomie wegla kwasu tworzgcego mieszany
bezwodnik, prowadzi do eliminacji acyloaminokwasu, a produktami ubocznymi reakgcji
sg uretany (droga ,,b”). Tej teoretycznej reakcji mozna unikng¢ poprzez zastosowanie
w trakcie syntezy obnizonej temperatury (ponizej 0°C).

Postepujagc zgodnie z opisang metodg, reakcje Boc-FMDP z dodatkiem
N- metylomorfoliny prowadzono w obnizonej temperaturze i traktowano
stechiometryczng iloscig chloromréwczanu izobutylu. Po kilku minutach do mieszaniny
reakcyjnej wkroplono porcje 23,9% roztworu amoniaku w metanolu. Reakcje
kontynuowano przez 48h, a po tym czasie przeprowadzono oczyszczanie produktu przez
ekstrakcje.

Uzyskanie wysokich wydajnosci tej reakcji jest trudne ze wzgledu na fakt

stosowania roztworu amoniaku, co skutkuje problemem z doborem doktadnej
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stechiometrii reakcji. Dodatkowo w czgsteczce substratu obecne s3g inne grupy funkcyjne

(ester metylowy, wigzanie podwdjne), ktére mogg takze reagowac z amoniakiem.

R1
y y R1, cr .
Boc—N OH Boc —N N—R2 H;'N N—
4 \S——< =
H g H o &
[ — 0 H 5 0 [Np— 0
0 0
0 .
——
o 3 0 6a, 7a, 8a o 6,78
A
H4C HaC HaC

Rysunek 12 Schemat syntezy amidéw FMDP. i-1.N-metylomorfolina, chloromréwczan sec-butylu, THF,-10°C,

10min; 2. NH3/MeOH (6a); CHsNH,/H,0 (7a); NH(CHs)2/H,0 (8a);24h; ii-HCl/Dioksan, 4 godz.

Metoda mieszanych bezwodnikdw zastosowana zostata takie w syntezie
metyloamidéw FMDP zaprezentowanych na schemacie. W trakcie syntezy pochodnej
N,N- dimetyloamidowej zaobserwowano powstajgce zanieczyszczenia, ktére wymagaty

usuniecia metodg chromatografii kolumnowe;j.

Synteza amidu Boc-BADP poczatkowo prowadzona byta wedtug procedury opisanej
dla amidéw FMDP. Jednakze analiza chromatograficzna po krétkim czasie syntezy
wskazywata obecnos¢ zanieczyszczen. Pojawienie sie zanieczyszczerh moze by¢ zwigzane
z obecnoscig bardzo podatnej na atak nukleofilowy grupy karbonylowej kwasu 4-fenylo-4-

oksobutenowego.

OH

NH

Rysunek 13 Schemat ataku czasteczki

amoniaku na Boc BADP
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Rysunek 14 Schemat syntezy ketalu Boc-BADP (i-1.glikol etylenowy, ortomréwczan trietylu,kwas p-TsOH/benzen, 2.
KOH/MeOH,3. H; ii- N, hydroksysukcynoimid, DCC/THF; iii- kwas S-2,3-diaminopropanowy, NaHCO3,H,O/THF, 24 h

Wystgpienie kilku produktdw reakcji sugerowato koniecznos$é zabezpieczenia grupy
funkcyjnej karbonylowej, mogacej reagowaé z grupg aminowa. Zabezpieczenie funkgji
karbonylowej BADP przebiegato wedtug reakcji przedstawionych na schemacie.®3

Do zabezpieczenia grupy karbonylowej kwasu 4-fenylo-4-okso-2-butenowego
zastosowano glikol etylenowy, benzen jako rozpuszczalnik oraz dodatek ortomréwczanu
trietylu i katalitycznej ilodci kwasu p-TsOH.2* Produktem tej reakcji byta mieszanina kwasu
(E)-3-(2’-alkilo-1’,3’-dioksolan-2’-ylo)-2-propenowego i jego estru. Nastepnie wykonano
hydrolize zasadowg produktu reakcji otrzymujgc sél, ktorej zakwaszenie przeksztatcito
zwigzek w wolny kwas. Zwigzek ten w dalszym etapie oczyszczony przez krystalizacje, az do
otrzymania biatych krysztatéw  kwasu (E)-3-(2"-alkilo-1’,3’-dioksolan-2"-ylo)-2-
propenowego.

Kolejny etap syntez przebiegat zgodnie z reakcjg zaprezentowang na schemacie......
Zwigzek 2f przeprowadzono w reakcji z N-hydroksysukcynimidem i DCC w odpowiedni ester
aktywny, ktéry nastepnie przeprowadzono w kwas N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-
3-(2-fenylo-1,3-dioksolan-2-ylo)-2-propenowo]aminopropanowy w reakcji sprzegania z
chronionym kwasem S-2,3-diaminopropanowym.

Produkt syntezy przeprowadzono w mieszany bezwodnik i potraktowano
amoniakiem w metanolu, a reakcje prowadzono, az do zaobserwowania odpowiednigj
ilosci produktu za pomocg analizy chromatograficznej. Produkt reakcji oczyszczono przez

wytrgcenie przy uzyciu z eteru dietylowego.

f/\ Boe i
o cl
o y “NH O!/\o Boc “NH 0 NHJ
NS _on i = i s i P Noo o ls wm,
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o
5 o o o o
9a © 9

Rysunek 15 Schemat syntezy amidu BADP (i-1.N-metylomorfolina, chloromréwczan sec-butylu, THF,-10°C, 10min; 2.

NHs/MeOH; ii-HCl/dioksan
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Uzyskany zwigzek 9a wecigz zawierat grupe zabezpieczajgca funkcje karbonylowa.
Usuniecie ketalu z grupy karbonylowe] byto konieczne w celu przywrdcenie czasteczce
wiasciwosci inhibitora i zostato wykonane jednoczednie w trakcie reakcji usuwania grupy
zabezpieczajgcej tert-butoksykarbonylowej gazowym chlorowodorem w dioksanie.

Otrzymywanie N-metylo i N,N-dimetyloamidu kwasu N2-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo]diaminopropanowego przeprowadzono zgodnie z opisang wczesniej
procedurg dla zwigzkéw 7, 8 izolujac oczekiwane produkty. Reakcje prowadzono wedtug

procedury zaprezentowanej na rysunku 16.

R1
Bochn Bocq_._n A\

cl- R1
: \
OH N—R2 Ha N N—gy
s
S H
1
\ o}

0 N o s 5
‘H"““ 0 - o 5)
\\ Vs \ © i \ Y/ \0 i \ V4
4 10a, 11a © 10,11

Rysunek 16 Schemat syntezy N-metylo (10) i N,N-dimetyloamidu BADP (11) [1.N-metylomorfolina, chloromrowczan
sec-butylu, THF,-10°C, 10min; 2. CH3NH/H,0 (10a) lub NH(CHs),/H,0(11a); ii-HCl/dioksan

5.3.2. Omdwienie wynikow aktywnosci biologicznej amidéw FMDP i BADP

Przeprowadzono badanie wptywu podstawnikéw amidowych na grupie
karboksylowej inhibitoréw na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg zwigzkéw i inhibicyjng
enzymu syntazy glukozamino-6-fosforanu.

Dla otrzymanych zwigzkéw wyniki aktywnosci biologicznej przedstawiono w tabeli:

MICgo [pg/ml]
Zwigzek C.albicans C. P.
ATCC C. glabrata parapsilosis ~ S. aureus > E. coli B. subtilis  aeruginosa
10231 epidermidis
6 4 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>.1024
7 32 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
8 512 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
9 >1024 >1024 >1024 nb nb nb nb
nb
10 >1024 >1024 >1024 nb nb nb nb
nb
11 >1024 >1024 >1024 nb nb nb nb
nb
FMDP >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
>2000
>2000
BADP >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
34


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 2 Aktywnos¢ przeciwdropbnoustrojowa amidéow FMDP i BADP.

Testy hamowania wzrostu drobnoustrojéow dla zwigzkéw 6-11 wykonano wobec
réznych szczepow grzybow z rodzaju Candida oraz wobec bakterii gram dodatnich i gram
ujemnych. Wyniki wskazaty jedynie na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg zwigzkdéw
bedacych amidami FMDP. Nie zaobserwowano w zakresach badanych stezen zdolnosci do
hamowania wzrostu mikroorganizmow w przypadku pochodnych BADP. Wéréd badanych
zwigzkdw najbardziej aktywny okazat sie amid pierwszorzedowy FMDP. Aktywnos$¢
pochodnych spadata wraz ze wzrostem ilo$ci grup metylowych na amidowym atomie azotu
oraz wskazywata na specyficzng zdolno$é tych zwigzkéw do hamowania wzrostu jedynie
dla szczepu Candida albicans. Spadek wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych nastepowat
wraz ze wzrostem lipofilowosci zwigzkdw. Wynik ten wskazat, iz zdolnos¢ do hamowania
wzrostu drobnoustrojéw nie jest zalezna od lipofilowosci amidéw FMDP. Dodatkowo, dla

tych zwigzkdw wykonano oznaczenie parametru ICso,

Zwigzek ICs0 [mMM]

6 0,08 +0,0059
7 0,127+0,0126
8 2,894+0,331
9 1,216+0,085
10 0,489+0,037
11 0,370+0,010

FMDP 0,004+0,00026

BADP 0,256+0,0027

Tabela 3 Wyniki inhibicji syntazy glukozamino-6-fosforanu przez amidy FMDP i BADP.

Analiza wynikdw ICso potwierdzita fakt, iz zwigzki z tej grupy wykazujg stabsze
wiasciwosci inhibicyjne syntazy glukozamino-6-fosforanu niz niezmienione FMDP i BADP.
Dodatkowo w przypadku amidéw FMDP zaobserwowana zostata korelacja pomiedzy
zdolnoscig tych pochodnych do hamowania wzrostu C. albicans a wartoscig parametru ICso.
Najbardziej aktywny z pochodnych amid pierwszorzedowy, réwniez jest jednym
z najsilniejszych inhibitorow enzymu, przy czym wzrost ilosci podstawnikéw metylowych

w przypadku amidéw FMDP wskazywat na spadek inhibicji enzymu. Natomiast w przypadku
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amidowych pochodnych BADP zaobserwowana zostata sytuacja odwrotna. Wieksza ilo$¢
podstawnikdw na amidowym atomie azotu poprawiata zdolnos¢ pochodnej do inhibicji
enzymu.

Witasciwosci inhibicyjne amidéw FMDP wskazujg na fakt odpowiedniego
dopasowania tych zwigzkdw do centrum aktywnego enzymu. Wyniki modelowania
molekularnego wykazaty najbardziej prawdopodobny sposdb wigzania sie pochodnych 6,

7, 8 z centrum aktywnym enzymu syntazy glukozamino-6-fosforanu.

Rysunek 17 Oddzialywania pierwszorzedowego

amidu FMDP z enzymem syntaza GIcN-6-P

Wyniki okazaty sie bardzo obiecujgce dla pierwszorzedowego amidu FMDP, gdyz
wskazaty na najnizszg energie i uktad najbardziej przypominajgcy oddziatywania z ligandem
(HGA - hydroksyglutaming) (rys. 17)8°. Niemodyfikowana grupa amidowa FMDP odtwarza
interakcje odpowiedniej grupy amidowej i natywnej glutaminy z resztami aminokwasdw
Gly99, Thr76 i Aspl123. Pomimo faktu, ze najkorzystniejsze oddziatywania z enzymem
obserwujemy w ujemnie natadowanej grupie karboksylowej obecnej w FMDP, to
w zaprojektowanych inhibitorach ugrupowanie amidowe jest w stanie czeSciowo
odtworzy¢ korzystne oddziatywania z enzymem, jak rdéwniez tworzg sie nowe
oddziatywania. Mianowicie ugrupowanie karbonylowe, obecne w amidzie, nasladuje
oddziatywania grupy karboksylowej FMDP z tancuchami bocznymi aminokwaséw Arg73
i His86 z udziatem wigzan wodorowych (O----HN odlegtosci 1,87 i 1,88). Z drugie] strony
okazuje sie, ze grupa NH; amidu, tworzy stabe wigzania wodorowe z grupg karboksylowg

tancucha bocznego Asp123 i grupa karbonylowg His77 (odlegtosci NH----O 2,18 i 2,13).
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Wszystkie te interakcje z udziatem reszt aminokwasowych sg niezbedne do stworzenia
mozliwosci oddziatywania synatzy GIcN-6-P z nowymi inhibitorami.

Dodatkowo, pochodna N-metyloamidowa FMDP miesci sie réwniez dobrze
w kieszeni syntazy GIcN-6-P wigzacej glutaminy, pomimo ze jeden z atoméw wodoru

zastgpiono grupg metylowa (rys. 18).

—

THR 1?/2

HIS 77

Rysunek 18 Oddzialywania drugorzedowego amidu FMDP z

aminokwasami centrum aktywnego enzymu syntazy GlcN-6-P

Okazato sie, ze objetos¢ ugrupowania drugorzedowego amidu moze powodowa¢d
jedynie niewielkie zmiany oddziatywan z enzymem, z zachowaniem wielu istotnych
interakcji. Ugrupowanie karbonylowe drugorzedowego amidu nadal tworzy wigzania
wodorowe z ugrupowaniem guanidynowym Arg73 i taiicuchem bocznym His86 (O---HN
odlegtosé 1,92 i 2,09), za$ pozostata grupa NH tworzy stabe wigzania wodorowe z grupg
karboksylowg tancucha bocznego Asp123 (odlegtosci O--HN 2,01). Co ciekawe, zastgpienie
w wyniku podstawienia drugiego atomu wodoru grupg metylowag powoduje, ze wigzanie
wodorowe z His77 jest zastgpione oddziatywaniem van der Waalsa grupy metylowej
z alifatyczng czescig taricucha bocznego Thr122 (C--CG2 odlegtos¢ 3,06). Wigzanie
N- metyloamidu FMDP jest stabsze w pordéwnaniu do pierwszorzedowej amidowej
pochodnej, co ma swoje odzwierciedlenie w przewidywanej energii swobodnej wigzania,
ktéra wzrosta o 1,5 kcal / mol.

Dokowanie N, N-dimetyloamidu FMDP nie daty spéjnych wynikdw. Wydaje sie, ze

trzeciorzedowy amid, posiadajacy dwie obszerne grupy metylowe, utrudnia jego wigzanie
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z enzymem w odpowiedniej orientacji, poniewaz nie ma wystarczajaco duzo przestrzeni
wewnatrz miejsca wigzgcego. Ugrupowanie N, N-dimetyloamidu umieszczone jest raczej
na zewnatrz kieszeni wigzace;.

Podsumowujgc, dla amidowych pochodnych FMDP wyniki modelowania
potwierdzity wigzanie sie nowych zwigzkdw w centrum aktywnym enzymu, co znalazto
swoje odzwierciedlenie we witasciwosciach biologicznych nowych  zwigzkow,
przedstawionych w postaci ICsoi aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.

Zaobserwowane  wyniki  aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej  wskazuja
na hamowanie wzrostu mikroorganizméw nalezgcych tylko do szczepu C. albicans.
Wykazaty takze, iz amid FMDP (6) wykazuje poprawe biodostepnosci zwigzku dla komérek
grzybowych w stosunku do niemodyfikowanego FMDP, co sugerowato sprawdzenie
transportu pochodnej do wnetrza komadrek.

Dla badanego zwigzku i zwigzku referencyjnego wyznaczono poczatkowo krzywg

WzOorcowa.
cFMDPNH, krzywa wzorcowa
0,5 ~
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Wyznaczenie zaleznosci stezenia zwigzku od absorbancji w prébkach pozwolito

na interpretacje stezenia w prébkach zwigzkéw. Test przeprowadzono réwniez wobec

hodowli z dodatkiem NaNs, wykluczajgc mozliwos¢ transportu aktywnego w probce.

Zmiana stezenia zwigzku (Ala),FMDP w czasie
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Wyniki wskazaty na brak zmiany stezenia zwigzku 6 w eksperymencie, co w tym
zakresie stezenia oraz czasie eksperymentu wskazuje na bardzo maty transport substancji
do komorek.

Badanie transportu amidéw FMDP do komdrek grzybowych wykluczyto transport
aktywny z udziatem permeaz petydowych. Jako zwigzek referencyjny stosowano dipeptyd
(Ala)2 FMDP, ktory jest transportowany do komérek z udziatem permeaz peptydowych.
W przypadku amidu FMDP dodatek NaNs (znanego inhibitora transportu z udziatem
permeaz peptydowych) nie miat wptywu na szybkos¢ transportu tego amidu do komorek
grzybowych.

Wynik eksperymentu wykazuje, ze pochodna amidowa nie ulega transportowi
aktywnemu przez permeazy peptydowe, co moze sugerowac przebieg transportu tego

zwigzku jedynie przez dyfuzje prosta.

5.4. Syntezy pochodnych estrowych FMDP i BADP oraz okreslenie ich

aktywnosci biologicznej.

5.4.1. Synteza pochodnych ketoestrowych FMDP i BADP

Do tej pory otrzymano kilka latentnych estrow FMDP oraz ester metylowy. Badania
te miaty na celu znalezienie nowych inhibitoréw enzymu, jak réwniez latentnych
modyfikacji poprawiajgcych aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg FMDP. Na podstawie
wykonanych wczesniej doswiadczen zauwazono, ze ester metylowy FMDP wykazuje
obnizona zdolnos¢ inhibicyjng wobec syntazy GIcN-6-P z C. albicans (IC50=220 pM).
W ramach badan nad poszukiwaniem nowych inhibitoréw syntazy GIcN-6-P otrzymano
kilka estréw latentnych FMDP. Ester acetoksymetylowy GMDP i ester piwaliloksymetylowy
FMDP wykazaty w poréwnaniu do estru metylowego FMDP wysoki potencjat inhibicyjny
w stosunku do syntazy GIcN-6-P, a takze wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybowa. Otrzymane
wyniki wskazywaty, ze zwigzki te sg transportowane na drodze dyfuzji.

Dodatkowo zaprojektowana zostata szeroka grupa latentnych estréw bedacych
koniugatami bicyny, petnigcymi funkcje proleku dla FMDP. Modyfikacje te miaty na celu
poprawie transportu zwigzkéw przez btony biologiczne, przez znaczng poprawe ich

lipofilowosci. Badania wskazaty na skuteczne zmniejszenie hydrofobowosci
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zaproponowanych analogoéw, (logkiam = 0,91:2,11, gdzie dla FMDP logkiam = -0,85) oraz
wzrost aktywnosci w stosunku do niemodyfikowanego FMDP. Otrzymane wartosci MIC nie
stanowity obiecujgcych wynikéw, nie wskazujgc na zastosowanie tych pochodnych jako
skutecznych lekéw (wartosci MIC od 15,6 do 1000 ug/ml).

Wyniki dla dotychczas otrzymanych analogow FMDP wskazaty na mozliwos¢
modyfikacje grupy karboksylowej jako kierunek prowadzgcy do otrzymania potencjalnych
lekdw przeciwgrzybowych. Efektywnym dziataniem moze by¢ zwiekszanie lipofilowosci
czasteczek inhibitora, przez wprowadzenie do grupy estrowej podstawnikéw o niewielkich
rozmiarach. Tak modyfikowane czasteczki inhibitora powinny zachowaé takze wtasciwosci
inhibicyjne w stosunku do syntazy GIcN-6-P.

Wymiana grupy karboksylowej na pochodne estrowe jest konwencjonalng metoda
przeksztatcania zwigzkéw, w celu zwiekszenia ich lipofilowosci. Strategia ta znajduje
zastosowanie w szczegdlnosci do tworzenia pochodnych szerokiej grupy lekéw i zwigzkow
aktywnych. Literatura prezentuje szeroka game metod otrzymywania estrow kwasdow
karboksylowych. Aminokwasowy charakter inhibitora, obecnos¢ labilnych, ugrupowan
w czgsteczce FMDP wymaga zastosowania tagodnych metod estryfikacji, w celu
otrzymania zaplanowanych zwigzkéw.

Pierwszy z kierunkdéw badan zaktadat synteze zwigzkdéw, ktére swojg strukturg beda
zblizone do otrzymanej wczeséniej grupy acetoksyestrow.® Sposéb modyfikacji obejmowat
syntezy pochodnych estrowych FMDP, zawierajgcych w swojej strukturze grupe
karboksylowa.

Préba syntezy potgczenia Boc-FMDP z halogenoketonem opieratfa sie na zasadzie
reakcji substytucji nukleofilowej, przez atak anionu karboksylowego Boc-FMDP na atom
wegla podstawiony chlorowcem, znajdujacy cie w pozycji a do grupy karbonylowej.
Metoda ta polega na potraktowaniu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(N3-(4-
metoksyfumaroilo)-(S)-2,3-diaminopropanowego rozpuszczonego w THF, rdwnomolowa
iloscig trietyloaminy. Otrzymany w tych warunkach anion karboksylanowy podstawia atom
chlorowca w czgsteczce chloroacetonu. Staby postep reakcji sugerowat modyfikacje
tej metody w celu poprawy jej wydajnosci. Dodatek katalitycznej ilos¢ jodku potasu
znacznie poprawit wydajno$é reakcji. Synteza przebiegta w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Produkt reakcji wymagat oczyszczenia z wykorzystaniem chromatografii

kolumnowej, a po oczyszczeniu zwigzek zostat dodatkowo krystalizowany z eteru
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dietylowego. Po usunieciu grupy zabezpieczajace,j zwigzek poddany zostat badaniom

in vitro wobec szczepu C. albicans.
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Rysunek 19 Schemat syntezy estru acetylometylowego FMDP. (i-Nets/THF, 24h, ii-HCl/dioksan, 3h)
Zadowalajgca wydajnos¢ otrzymanego produktu oraz wstepny wynik aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej estru acetylometylowego FMDP wskazat na kierunek syntezy

innych ketoestrowych analogéw tego inhibitora syntazy glukozamino-6-fosforanu.
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Rysunek 20 Schemat estrow FMDP otrzymanych w reakcji FMDP z

3-chloro-butan-2-onem (13) i z chloropinakolonem (14)

Poczatkowo podjeto prébe potgczenia Boc-FMDP z 3-chloro-2-butanonem.
Zastosowana w tym przypadku analogiczna procedura, jak dla zwigzku 12, wskazywata
na staby postep reakcji. Wydtuzenie czasu reakcji do 72 godzin oraz oczyszczenie produktu
za pomocg chromatografii kolumnowej i krystalizacji, pozwolito na otrzymanie zwigzku
z zadowalajgca wydajnoscia.

Przedstawiona strategia syntezy pochodnych ketoestrowych inhibitora FMDP
wykorzystana zostata réwniez do reakcji BocFMDP z chloropinakolonem. Wydtuzony czas
syntezy nie wskazywat na powstawanie satysfakcjonujacej ilosci produktu. Opisana reakcja
przebiega wedtug mechanizmu Sn2. Szybkos¢ tej reakcji zalezy w znacznym stopniu
od zawady sterycznej substratu, ktéra moze znaczgco utrudnia¢ przebieg reakcji.

Wystepowanie w czgsteczce substaratu tert-butylowego podstawnika moze istotnie
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wptywac na szybkos$¢ reakcji. Dodatkowo ze wzgledu na rozpuszczalnos¢ Boc-FMDP jako
rozpuszczalnik stosuje sie THF, a dla reakcji substytucji dwuczgsteczkowej preferowane
sg rozpuszczalniki aprotyczne o polarnym charakterze, jak aceton, acetonitryl, DMF oraz
DMSO. Dlatego zaplanowano modyfikacje metody przez wykorzystanie innego
rozpuszczalnika.

Poszukiwana procedura syntezy miata spetnia¢ warunki reakcji chemicznej
przebiegajgcej w warunkach tagodnych zmian pH czy w niezbyt wysokiej temperaturze.
Takie podejscie gwarantuje ochrone czgsteczek inhibitora przed degradacjg czy zajsciem
reakcji ubocznych. Synteza estru 3,3-dimetylo-2-okso-butylowego kwasu
N2- tert- butoksykarbonlo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego  zostata
przeprowadzona w sposéb analogiczny do metody zastosowanej w syntezie enkefaliny.®’

Metoda opiera sie na miareczkowaniu roztworu kwasu za pomocg weglanu cezu,
z utworzeniem soli cezowej, ktorg to nastepnie poddaje sie reakcji z halogenoalkanem
w roztworze DMF. Ten sposdb syntezy estrow jest szybki, fatwy w wykonaniu, nie stanowi
problemu zwiekszenie skali, a takze nie prowadzi do racemizacji zwigzkéw. Procedura ta
jest czesto wykorzystywana do modyfikacji peptyddw i aminokwaséw.88

Metoda syntezy estréw przy uzyciu weglanu cezu zostata wykorzystana réwniez do
otrzymania potgczen Boc-FMDP z chloropinakolonem. Substrat ten jest zwigzkiem
toksycznym oraz silnym lakrymatorem. Otrzymane wedfug schematu zwigzki 15-17a
wymagaty oczyszczenia poprzez chromatografie kolumnowa na zelu krzemionkowym,
a dodatkowo byty krystalizowane z mieszaniny octan etylu:heksan.

Ze wzgledu na zadowalajacg skutecznosc¢ tej metody w syntezie estrow z BocFMDP,
poprzez zastosowanie soli cezowej, przeprowadzono reakcje analogiczne Boc BADP

z chloroacetonem, 3-chloro-2-butanonem oraz chloropinakolonem.
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Rysunek 21 Schemat syntezy pochodnych ketoestrowych z BADP (i-1.Cs,C03/MeOH,H,0, 2.R2CO(R1)CH,Cl/DMF, 72h;
ii-HC/dioksan, 3h
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Chromatografia kolumnowa produktow reakcji pozwolita na izolacje i uzyskanie
oczekiwanych analogéw BADP.

W toku badan zaplanowano otrzymanie pochodnych ketoestrowych o dtuzszym
tancuchu alifatycznym. W reakcjach zastosowano substrat dodatkowo zawierajgcy atom
chlorowca, podstawiony na innym atomie wegla niz pozycja a do grupy karbonylowej.
Zastosowaniem soli cezowej lub trietyloamoniowej BocFMDP w reakcji z 5-chloro-2-
pentanonem nie prowadzito do satysfakcjonujgcej wydajno$ci reakcji.

Badany za pomoca analizy TLC przebieg reakcji wskazywat na praktycznie znikomg
ilos¢ powstajgcego produktu. Dlatego zaproponowano inng metode syntezy
z halogenoalkilami, ktéra prowadzitaby do otrzymania oczekiwanego produktu.
Postanowiono zastosowad procedure, ktdra z powodzeniem stosowana byta wczesniej do
otrzymywania latentnych estréw acetoksymetylowych FMDP. 8°

Reakcje Boc-FMDP z halogenoketonem prowadzono w benzenie, z DBU jako zasadg
oraz katalityczng iloscig jodku sodu.®® Cato$é byta ogrzewana w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika przez 8 godzin, a w trakcie syntezy postep reakcji byt kontrolowany
za pomocg chromatografii TLC. Wraz z czasem reakcji obserwowano niewielky ilos$é
powstajgcego produktu, a po dtuzszym czasie nie byto widoczne zwiekszanie sie jego ilosci,
natomiast widoczny byt ubytek ilosci Boc-FMDP oraz zwiekszajace sie ilosci zwigzkow,
Swiadczgce o degradacji substratu.

Dane literaturowe wskazujg, iz stosowanie w reakcji jodkéw alkilowych prowadzi
do zwiekszenia wydajnosci. Mozna przypuszczaé, ze katalityczna ilo$¢ jodku sodu byta
niewystarczajgca, aby wptynac na postep reakcji.

Kolejna proba syntez ketoestrowego analogu FMDP polegata na przeprowadzeniu
czasteczki chloroketonu w odpowiedni jodoketon. Zwigzek te zastosowano w reakgji
estryfikacji z Boc-FMDP, jednakze dtuzszy czas syntezy nie wskazywat na jej postep.
Natomiast wyizolowany produkt po oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowej
otrzymany zostat w zbyt matej ilosci, aby mozliwe byto usuniecie grupy zabezpieczajgce
tert-butoksykarbonylowej czy dalsze badanie aktywnosci, przez co zrezygnowano z tej
Sciezki syntezy nowej pochodne;j.

Przeksztatcenie 5-jodo-2-pentanonu w odpowiedni ketoalkohol i wykorzystanie
alkoholu do syntezy ketoestrowej pochodnej FMDP zostato zaproponowane jako

alternatywna metoda syntezy. Jednak przeksztatcenie halogenoketonu do alkoholu,
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za pomoca wody i dodatku HMPA, nie dato pozytywnego wyniku ze wzgledu na mozliwos$¢

wewnatrzczasteczkowych reakcji.

5.4.2. Oméwienie wynikow aktywnosci biologicznej ketoetréw FMDP i BADP

Grupa ketoestrowych pochodnych FMDP w  tescie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wykazata obiecujgce wyniki wartos$ci MICsgo. Wyraznie
zaobserwowano hamowanie wzrostu drobnoustrojéw grzybowych, gtéwnie szczepu
C. albicans. W zakresie wysokich stezen obserwuje sie takze zahamowanie wzrostu dla
innych grzybdéw z rodzaju Candida.

Jako zwigzek referencyjny w tescie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j
zastosowano pochodng peptydowg FMDP: NvaFMDP, ktéra jest najbardziej aktywna
pochodng FMDP. Nowe ketoestrowe analogi pomimo obiecujacej aktywnosci
przeciwgrzybowej nie wykazaty silniejszego efektu niz dipeptyd Nva FMDP, choc

reprezentujg bardziej obiecujgce wyniki aktywnosci niz niemodyfikowany FMDP.

A\ MOST

MICso [g/ml]
Zwigzek C.albicans C. P.
ATCC C. glabrata parapsilosis ~ S. aureus > E. coli B. subtilis  aeruginosa
10231 epidermidis
12 0,25 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>.1024
13 0,5 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
14 0,5 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
15 >1024 >1024 >1024 nb nb Nb nb
nb
16 >1024 >1024 >1024 nb nb Nb nb
nb
17 512 256 256 nb nb nb nb
nb
Nva-FMDP 0,25 8 8 >1024 128 >1024 >1024
>1024

Tabela 4 Aktywnosc przeciwdrobnoustrojowa ketoestrowych pochodnych FMDP i BADP.

Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze pochodne ketoestrowe BADP nie wykazaty
aktywnosci. Jedynie w przypadku pochodnej 17 zaobserwowano stabe hamowanie wzrostu
komorek grzybow przy zastosowaniu wysokiego stezenia zwigzku. Ze wzgledu na trudng
rozpuszczalno$é zwigzku, do wyznaczenia wartosci 1Csp zastosowano dodatek DMSO.
W doswiadczeniu tym zwigzek 17 wykazywat inhibicje enzymu syntazy glukozamino-6-
fosforanu w bardzo wysokim zakresie stezen, co Swiadczy o aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej niezaleznej od mechanizmu bezposredniej inhibicji enzymu.
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Dodatkowo wykonano doswiadczenie z dodatkiem do pozywki N-acetyloglukozaminy,

gdzie zaobserwowano dla tego zwigzku brak zmiany aktywnosci. Potwierdza to

przypuszczenie, iz za aktywnos¢ zwigzku nie odpowiada oddziatywanie z enzymem.

RPMI YNB-SA YNB-SA + NAG
Zwigzek MICso MICso MICso MICso MICso MICso
17 2048 2048 512 1024 512 1024
Nva-FMDP |8 16 0,25 0,5 >16 >16

Tabela 5 Wyniki aktywnosci zwigzku 17 w podtozu RPMI oraz minimalnym z dodatkiem NAG

Wysoka aktywno$é¢ pochodnych w testach in vitro wobec szczepu C. albicans

wykazuje powigzanie z wartoscig ICsp nowych pochodnych. Jak prezentujg przedstawione

w tabeli 5 dane, najwiekszg zdolno$¢ do hamowania aktywnosci enzymu wykazujg

pochodne FMDP, przy czym wartos¢ ICso nie odbiega znaczgco od wartosci wyznaczonej dla

samego FMDP. W przypadku pochodnych BADP, wartosci ICso réwniez przewyzszaty

wartos¢ 1Cso niemodyfikowanego inhibitora, i byty o dwa rzedy wielkos$ci wieksze niz dla

pochodnych FMDP.

Zwigzek ICso [MM]

12 0,0051 +0,0001

13 0,00491+0,0004

14 0,0052+0,00013

15 0,314+0,035

16 0,309+0,007)

17 2,67341,281 (rozp. w
DMSO)

FMDP 0,004+0,0002

BADP 0,256+0,0027

Wysoki potencjat inhibicyjny ketoestrowych pochodnych FMDP potwierdzajg

rowniez wyniki badan z wykorzystaniem modelowania molekularnego.
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Rysunek 22 Oddziatywania ketoestrowych pochodnych FMDP z centrum aktywnym syntazy GIcN-6-P

Inhibitory syntazy glukozamino-6-fosforanu, jako analogi glutaminy, majg podobne
cechy strukturalne, a w konsekwencji podobny sposdb wigzania wewnatrz kieszeni
wigzacej enzymu. Do interakcji grup funkcyjnych czasteczki inhibitora z centrum aktywnym
naleza: oddziatywania grupy hydroksylowej w czgsteczce inhibitora z Arg73 i His86, grupy
aminowej inhibitora z Gly99 i Thr76 oraz interakcje grupy amidowej z Gly99 i Trp74. Zwigzki
12, 14 zaprojektowane i przedstawione w niniejszej pracy wykazujg w tym zakresie
odmienne oddziatywania.(rys. 22).

Estryfikacja grupy karboksylowej FMDP prowadzi do znacznego powiekszenia tej
czesci inhibitora. W zwigzku 12 podstawnik estrowy znajdujacy sie w miejscu grupy
karboksylowej inhibitora powoduje zmiane utozenia tej pochodnej w centrum aktywnym
enzymu. W konsekwencji grupa fumaroilowa ligandu jest przesunieta poza kieszen wigzaca,
w kierunku hydrofobowego kanatu taczgcego dwa miejsca wigzania enzymu. Obecnos¢
dodatkowej karbonylowa odtwarza interakcje grupy karboksylowej inhibitora tworzacej
wigzania wodorowe z Arg73, His86 i Thr124. Grupa aminowa zwigzku, pomimo znacznego
przesuniecia, nadal jest w stanie tworzy¢ wigzania wodorowe z Gly99 i grupy karbonylowg
His97. Z drugiej strony, estryfikowana grupa karboksylowa moze oddziatywa¢ z wolng
grupg aminowa Cys 1 . Efekt ten jest podkreslony w przypadku pochodnej 14, zawierajgce;j
duzy podstawniki, tert-butylowy, ktory wyrdznia utrudnione dopasowanie w kieszeni
wigzacej. Grupg karbonylowa tego ligandu jest przesuwana jeszcze bardziej w kierunku
miejsca interakcji z grupg aminowg GIly99. W wyniku przesuniecia zwigzku nie tylko
estryfikowana grupa karboksylowa miesci sie w zakresie 2 nm do Cysl, a takze grupa
4- metoksylofumaroylowa przybliza sie do Arg26 i tworzy wigzania wodorowe z grupa

guanidynowa.
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Istotna zmiana oddziatywan nowych pochodnych spowodowata, ze podwdjne
wigzanie w ugrupowaniu fumaroilowym znajduje sie blisko grupy tiolowej Cys1, pozwalajac
na zapoczatkowanie wigzania kowalencyjnego miedzy tymi dwoma grupami funkcyjnymi.
Ta obserwacja wyjasnia wysokg aktywnos¢ zwigzkéw 12 i 14 mimo, ze nie majg one wolnej
grupy karboksylowej, petnigcej funkcje ,,kotwicy”” wewnatrz miejsca wigzania inhibitoréw
w centrum aktywnym syntazy glukozamino-6-fosforanu.

Intersujace wyniki aktywnosci biologicznej zwigzkow 12-14, wskazaty na poprawe
biodostepnosci tych pochodnych. Badanie transportu zwigzku przez bfone
cytoplazmatyczng C. albicans wybrano pochodng 12. W doswiadczeniu jako kontrole uzyto
dipeptydu Ala-Ala, ktdry jest dobrze transportowany do komadrki grzybowej przez permeazy
peptydowe. Struktura chemiczna zwigzku 12 jest zblizona do struktury molekuty estru

acetoksymetylowego FMDP, ktdra jest transportowana do komoérek na drodze dyfuzji

prostej.
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Zmiana stezenia zwigzku 12 0.1mM
0,20
0,10 - y =-0,0005x + 0,1549
0,00 T T T T T T \
0 5 10 15 20 25 30 35
0,12 Krzywa zmiany stezenia (Ala)2 w czasie
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
O T T T T T T 1
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Zaobserwowany w tym przypadku nieznaczny spadek ilosci zwigzkul2 wskazuje

na nieznaczny transport substancji do wnetrza komérki.

5.5.Syntezy koniugatébw FMDP i BADP z hydroksyamidami oraz ich

witasciwosci biologiczne.

5.5.1. Syntezy koniugatéw FMDP i BADP z hydroksyamidami

Jedna z koncepcji tworzenia aktywnych pochodnych FMDP i BADP dotyczyta
utworzenia ich estrowych koniugatéw z czasteczkami niewielkich amidéw. W literaturze
amidy kwasu glikolowego zastaty opisane jako nowe systemy lekdw. N-podstawione amidy
kwasu glikolowego, zwierajgce podstawniki alkilowe, zostaty rdwniez zbadane jako
substancje przeciwdrobnoustrojowe, o dziataniu przeciwgruzliczym °! . Interesujgcym

sposobem modyfikacji FMDP okazato sie zastgpienie grupy karboksylowej podstawnikiem
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glikolamidowym niewielkiej objetosci. Stworzenie estrowego koniugatu moze wptywac

na oddziatywania takich zwigzkéw z centrum aktywnym enzymu.

Syntezy koniugatow wymagaty otrzymania amidu i N-alkiloamidéw kwasu
glikolowego. Aktywacje grupy karboksylowej wykonano przez estryfikacje alkoholem
metylowym w obecnosci chlorku tionylu. Ta metoda syntezy pozwolita na otrzymanie
esteru metylowego kwasu glikolowego z niezadowalajgcg wydajnoscia. W celu uzyskania
wiekszej ilosci estru kwasu glikolowego zastosowano droge syntezy, w ktérej jako
katalizatora uzyto kwasu borowego. Metoda ta pozwala na otrzymywanie estrow

a- hydroksykwaséw zgodnie z zaprezentowanym schematem.
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Rysunek 23 Mechanizm reakcji otrzymywania estrow kwasu

glikolowego(lit)

Wykorzystanie tej metody reakcji pozwala otrzymaé estry kwasu glikolowego
z wysokimi wydajnosciami, a oczyszczenie produktu mozna wykonaé¢ w prosty sposéb
za pomocg destylacji pod zmniejszonym ci$nieniem. °2,%3

Otrzymany ester metylowy poddano nastepnie rekcjom aminolizy, co pokazano

na rysunku 24.°*
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Rysunek 24 Schemat syntezy estru metylowego kwasu glikolowego i odpowiednich glicynamidéw ( i-

B(OH)s/MeOH, 20h; ii- [23,9% NH3/MeOH (19), 40% CH3NH/H,0 (20) lub 40% NH(CH3)./H20 (21)],/THF, 6-24h

Poczagtkowo  sprzeganie  Boc-FMDP z  glikolamidem  przeprowadzono
z wykorzystaniem dicykloheksylokarbodiimidu, jako odczynnika aprzegajgcego. Zwigzek
22a po oczyszczeniu za pomocg chromatografii kolumnowej otrzymano w formie
krystalicznego zwigzku.

Syntezy koniugatéw z glikolamidami z wykorzystaniem odczynnika sprzegajagcym
DCC zaprezentowano w literaturze. W syntezie zastosowano takie DMAP w ilosci
katalitycznej, a jako rozpuszczalnik CH,Cl,.%>

Zastosowanie tej procedury do glikolamidowych modyfikacji FMDP i BADP
pozwolito na znaczne skrécenie czasu syntezy do 6 godz. Reakcje byly przeprowadzone

wedtug schematow

R1
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RQ"-—-,.N/ R2 s
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Rysunek 25 Schemat syntezy glicynamidéw FMDP i BADP (i-DCC/dioksan (22a) lub DCC/DMAP/THF (24a)
lub DCC/DMAP/CH,CI, (23a-26a), 6-24h; ii- HC/dioksan, 3h

Metoda syntezy z dodatkiem DMAP pozwolita na wyeliminowanie zanieczyszczen,
trudnych do usuniecia przy pomocy chromatografii kolumnowej. Produkt oczyszczono
przez odsgczenie osadu DCU i ptukaniem warstwy organicznej wodg i roztworami NaHSO4

i NaHCOs3, tylko cze$¢ preparatbw wymagata dodatkowego oczyszczanie przez
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chromatografie kolumnowg, a produkty wystepowaty w postaci krystalicznej. Usuniecie
grupy zabezpieczajgcej Boc wykonano standardowoza pomocg 4N HCl w dioksanie.

Otrzymana grupa koniugatéw FMDP z amidem, N-metylo i N,N-dimetyloamidem
kwasu glikolowego wykazywata znaczng aktywnos¢ przeciwgrzybowga. Zatem w kolejnym
etapie badan zaplanowano otrzymanie potgczenie FMDP z amidami kwasu L-mlekowego.

Kwas mlekowy to jeden z zwigzkéw naturalnych o szerokim wystepowaniu
i dziataniu. Ze wzgledu na obecnos¢ grup karboksylowej i hydroksylowej znalazt szerokie
zastosowanie w produkcji biodegradowalnych polimeréw.’® Obecno$é tych dwdch grup
funkcyjnych daje duze mozliwosci polimeryzacji czy modyfikacji. Fakt ten zastat
wykorzystany do produkcji zmodyfikowanych form lekdw w tym takze prolekdéw, poniewaz
potgczenia estrowe charakteryzuja sie mozliwoscig hydrolizy w uktadach biologicznych.®’
W komoérkach niektdrych grzybéw obecne sg takze permeazy transportujgce nizsze kwasy
karboksylowe do wnetrza komérek, w tym takze kwas mlekowy, zatem takie potaczenia
z tym zwigzkiem moga stworzy¢ nowy system transportujgcy.®®, 2°

Synteze koniugatéw laktamidéw z FMDP nalezato rozpocza¢ od syntezy 3 réznych

amidéw kwasu mlekowego.1%°

Rysunek 26 Schemat syntezy estrowych konigatéw FMDP z L-latamidami. (i-23,9% NH3/MeOH (28), 40%
CH3NH,/H,0 (29) lub 40% NH(CHs),/H.0 (30); ii-DCC/DMAP/CH,Cl,, 24h. iii- HCI/ dioksan, 3h.

L-mleczanu etylu traktowano roztworem odpowiedniej aminy, a reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24h. Po zakonczeniu reakcji pozostatosci
substratéw i rozpuszczalnik zostaty odparowane pod zmniejszonym ciSnieniem, a
w nastepnym etapie syntez produkt byt wykorzystany w formie oleju, tylko w przypadku

N,N-dimetylolaktamidu udato sie uzyskaé produkt krystaliczny.
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Kolejny etap syntez obejmowat potfgczenie otrzymanych laktamidéw z czasteczka
FMDP i zostat przedstawiony na rysunku 19. Reakcja sprzegania przeprowadzona zostafa
w analogiczny sposéb, jak w przypadku otrzymywania koniugatow FMDP z glikolamidami.
Produkty reakcji zostaly oczyszczone przez ekstrakcje i krystalizacje z octanu etylu

i heksanu.

5.5.2. Aktywnos¢ biologiczna koniugatéw FMDP i BADP z hydroksyamidami
Ponizej przedstawiono zestawienie wynikdw aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
koniugatéw glikolamidowych z FMDP i BADP oraz serii koniugatow laktamidowych z FMDP.
Ze wzgledu na najbardziej obiecujgce wyniki aktywnosci biologicznej koniugatéw FMDP,
pozostate pochodne zostaty otrzymywane tylko dla tego inhibitora. Podobnie, jak dla serii
amidowych i ketoestrowych pochodnych, korzystniejsze witasciwosci hamujace wzrost
u mikroorganizméw wykazujg pochodne FMDP. Najmniejsze wartosci MIC wykazuja
zwigzki wobec szczepu C. albicans. Zaobserwowano, iz pochodne glikolamidowe FMDP
wykazujg najkorzystniejsze witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, jednakze duzo stabsze
niz referencyjny zwigzek NvaFMDP.

Wsréd pochodnych glikolamidowych FMDP najstabszg aktywnos¢ zaobserwowano
w przypadku niepodstawionej pochodnej glikolamidowej, natomiast zwigzki
z podstawnikiem N-metylowym i N,N-dimetylowym wykazaty podobne wartosci MIC.
Natomiast w przypadku pochodnych laktamidowych wraz ze wzrostem ilosci
podstawnikéw metylowych na amidowym atomie azotu spada aktywnos¢
przeciwgrzybowa. Zwigzki z tej grupy 34-36 wykazaty zdolno$¢ do hamowania wzrostu

jedynie mikroorganizméw ze szczepu C.albicans.
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MICso [ug/ml]

Zwigzek C.albicans C. P.
ATCC L . . - .
10231 C. glabrata parapsilosis ~ S. aureus epidermidis E. coli B. subtilis  aeruginosa
22 128 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>.1024
23 1 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
24 2 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
25 >1024 >1024 >1024 Nb nb nb nb
nb
26 >1024 >1024 >1024 Nb nb nb nb
nb
27 >1024 >1024 >1024 Nb nb nb nb
nb
34 8 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
35 16 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
36 256 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
Nva-FMDP 0,25 8 8 >1024 128 >1024 >1024
>1024

Tabela 6 Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa koniugatow estrowych FMDP i BADP z hydroksyamidami.

Badania wptywu podstawnikéw na zdolno$¢ zwigzkdw do inhibicji enzymu syntazy
glukozamino-6-fosforanu przeprowadzono w tescie in vitro i zaobserwowano wyrazne
zahamowanie aktywnosci enzymu ws$réd dwoch glikolamidowych pochodnych FMDP.
Wyniki te wyraznie korelujg z wynikami testu aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, jednak
zwigzki te okazujg sie byé stabszymi inhibitorami niz niemodyfikowany inhibitor. Pochodne
BADP réwniez okazaty sie stabymi inhibitorami. Ciekawe witasciwosci wykazaty
laktamidowe  pochodne. Mimo stabej inhibicji enzymu, zaobserwowano
przeciwdrobnoustrojowe wifasciwosci tych pochodnych wobec C albicans, co moze

wskazywac, na inny mechanizm dziatania niz hamowanie aktywnosci syntazy GIcN-6-P.
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Zwigzek ICs0 [MM]

22 0,202+0,021
23 0,026+0,0004
24 0,066+0,004
25 0,465+0,021
26 0,432+0,042
27 0,496+0,113
34 0,821+0,003
35 0,199+0,003
36 >5

FMDP 0,004+0,0002
BADP 0,256+0,0027

Tabela 7 Aktywnos¢ inhibicyjna koniugatow FMDP i BADP z amidami hydroksywaksow

5.6. Syntezy koniugatéw FMDP z glicynamidami i L-alaninamidami oraz
badania aktywnosci biologicznej
5.6.1. Syntezy glicynamidow i L-alaninamidéw FMDP
Syntezy koniugatow peptydowych z amidami glicyny wymagaty w pierwszym etapie
otrzymania pochodnych amidowych kwasu aminooctowego. Do otrzymania glicynamidéw

poczatkowo zaplanowana zostata synteza poprzez aminolize estru etylowego glicyny.

R1
0 [ N

|
NH, k NH, R2

Rysunek 27 Schemat syntezy amidow glicyny. i-NH; w
MeOH/THF

Aminoliza prowadzona poprzez potraktowanie estru roztworem amoniakiem

w metanolu skutkowata pojawieniem sie produktéw ubocznych reakcji. Oczyszczenia
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produktu reakcji poprzez chromatografie jonowymienng nie przyniosty oczekiwanego
skutku, zatem zrezygnowano z tej metody otrzymywania glicynamiddéw.

Do syntezy amiddw glicyny wykorzystano glicyne chroniong grupg zabezpieczajaca
tert-butoksykarbonylowa. Grupe karboksylowg przeprowadzono w mieszany bezwodnik,
ktory w reakcji aminolizy przeprowadzono w odpowiednie amidy glicyny zgodnie ze
schematem, ktéry przedstawiono na rysunku 27.

Tert-butoksykarbonyloglicyne przeprowadzono z chloromréwczanem izobutylu w
obecnosci N-metylomorfoliny w mieszany bezwodnik, ktéry nastepnie traktowano, jak
w przypadku syntezy amidéw FMDP i BADP odpowiednimi aminami. Produkty reakcji
oczyszczone zostaty przez ekstrakcje oraz krystalizacje. Ostatnim krokiem przed podjeciem
dalszej syntezy byto usuniecie z grupy aminowej grupy zabezpieczajacej Boc, poprzez uzycie
HCl w dioksanie.

8]

0 T
OH R1 R1
-
i HJ\N i N/
NH MNH I|?2 |
+
Boc” HaN R2

34a-36a cr 3436

-
Boc

Rysunek 28 Schemat syntezy amidow glicyny. I-1.N-metylomorfolina, chloromréwczan sec-butylu,THF,-

10°C, 10min; 2. NH3/MeOH (34a); CH3NH»/H,0 (35a); NH(CHs),/H,0 (36a);24h; ii -HCl/dioksan, 3h

Analogiczna metoda zostata zastosowana do otrzymywania amidéw L-alaniny

zgodnie z zaprezentowanym na rysunku 29

o 0

o
H4C H.C R1
— | — |
NH NH  R2 H.N'  R2

Boc Boc”
37a-39%a (vl 37-39

Rysunek 29 Schemat syntezy amidéw L-alaniny metoda mieszanych bezwodnikéw.

W celu uzyskania koniugatéw FMDP z glicynamidami wykorzystano metode opisang
wczesniej do syntezy amidow FMDP. Jednak ilo$¢ otrzymanego zwigzku 41a po reakgji

prowadzonej wedtug metody mieszanych bezwodnikéw byta niezadowalajgca.
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Jako alternatywng droge syntezy dla zwigzku 4la zaplanowano reakcje
z  wykorzystaniem estru aktywnego N-hydroksysukcynoimidowego BocFMDP,
co doprowadzito do poprawy wydajnosci.

o]

o BOC\‘NH Boc—yy 9]
H s OH H s o~ NH
0 = S i 0 N \ + z
o] 0] _
3 8] O 40 Cl

\ ..
I}
H,N

o Boc ~NH 0
H
5 NH
D)v\‘\/h"\\m' \\ﬂ/
| \ 41a
) o]

Rysunek 28 Schemat syntezy koniugatu FMDP glicynamidem. I-DCC/HOSu,

Sprawdzona zostafta takze inna metoda sprzegania z uzyciem EDC i HOBt,
ale wydajnos¢ tej metody byta takze niezadowalajgca.

HN/CH?’

Boc o
.
s} NH Boc
| H _-CHs i o “NH e
N 8 OH + N
= ~a H — H
0 ¢ ' N s NH
| , | H.N o — —
o] s} cr 38 I s o 42a

Rysunek 29 Schemat syntezy koniugatu FMDP z N-metyloglicynamidu

Analiza wszystkich przeprowadzonych reakcji oraz kolejnych etapdéw oczyszczania,
wykazata znaczng rozpuszczalno$¢ produktu syntezy w wodzie co utrudniato ich
wyodrebnienie z fazy wodnej z wykorzystaniem ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi.

Tradycyjna metoda syntezy z wykorzystaniem krystalicznego estru aktywnego, data
rezultaty najbardziej satysfakcjonujgce i umozliwiajgce przeprowadzenie badan
biologicznych. Zwigzki przed badaniem w testach in vitro zostaty przeprowadzono

w odpowiednie chlorowodorki, z uzyciem HCl/dioksan.
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Rysunek 30 Schemat syntezy koniugatéw FMDP z L-alaninamidami

Zgodnie z tg strategig z pozytywnymi wynikami otrzymano pochodne FMDP z

L- alaninamidami.

5.6.2. Aktywnos¢ koniugatéw FMDP z glicynamidami i L-alaninamidami

Serie zwigzkéw nalezgcych do analogéw amidowych dipeptydéw FMDP przebadano
pod wzgledem zdolnosci do hamowania wzrostu drobnoustrojéw. Pomimo analogicznych
podstawnikéw, jak w przypadkéow pochodnych glikolamidowych oraz laktamidowych,
potgczenie amidowe z koniugatami znacznie obnizyto aktywnosé¢ zwigzkow.
Dla glicynamidéw odnotowano stabg aktywnos¢ biologiczng w zakresie wysokich stezen
wobec szczepdéw z rodzaju Candida. Koniugaty alaninamidowe FMDP wykazaty takze stabg
aktywnos¢ wobec szczepu C. albicans. Nie zaobserwowano aktywnosci wobec uzytych

w eksperymencie innych mikroorganizmoéw.

A\ MOST

MICgo [pg/ml]
Zwiazek C.albicans C b
ATCC C. glabrata parapsilosis ~ S. aureus > E. coli B. subtilis  aeruginosa
10231 -9 parap : epidermidis = : g
41 1024 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>.1024
42 1024 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
43 >>1024 512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024
>1024
44 256 >1024 >1024 nb nb nb nb
Nb
45 1024 >1024 >1024 nb nb nb nb
Nb
46 128 >1024 >1024 nb nb nb nb
Nb
Nva-FMDP 0,25 8 8 >1024 128 >1024 >1024
>1024

Tabela 8 Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa koniugatéw FMDP z amidami aminokwaséw
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W kolejnych eksperymentach sprawdzono, czy zwigzki z grupy koniugatéw
glicynamidéw i alaninamidéw FMDP oraz analogiczne koniugaty estrowe
sg transportowane przez permeazy peptydowe. Wykonano testy aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéw wobec szczepu C. albicans SC5314 oraz tego szczepu
z usunietym genem peremeaz di- i tripeptydowych. Utrzymanie sie zblizonej wartosci MIC
w przypadku testu na obu szczepach C.albicans moze wskazywac, ze zwigzki te nie
sg transportowane systemem permeaz peptydowych. Zjawisko to potwierdzajg wyniki
otrzymywane dla referencyjnego zwigzku LysNvaFMDP, ktéry jako peptydowy koniugat
swg wysokg aktywnos$¢ zawdziecza szybkiemu transportowi przez permeazy. Szczepu
C. Albicans OPTPTR SC5314 pozbawiony permeaz petydowych jest oporny na dziatanie
peptydu LysNvaFMDP.

MICso [g/ml] MICgo [g/ml]

Zwiazki C. albicans | C. albicans | Zwiazki | C. albicans | C. albicans

SC5314 OPTPTR SC5314 OPTPTR

SC5314 SC5314

41 1024 >>1024 22 16 32
42 1024 >>1024 23 16 64
43 >>1024 >>1024 24 4 64
LysNvaFMDP 0,5 >>1024

Tabela 9 Aktywnos¢ przeciwdrobnoustojowa glicynamidéw i glikolamidow FMDP wobec mutantéw

delecyjnych C. albicans

Dla koniugatéw glicynamidowych obserwuje sie catkowite zahamowanie
aktywnosci wobec szczepu C. albicans OPTPTR. Brak permeaz peptydowych uniemozliwia
transport testowanych koniugatéw peptydowych do komédrek tego szczepu. W zwigzkach
zawierajgcych analogiczne koniugaty estrowe 22-23 obserwuje sie tylko nieznaczne

obnizenie aktywnosci.

Zwigzki MICeo [ug/ml] Zwiazki | MICso [pg/ml]
C. albicans C. albicans C. albicans MICsgo
SC5314 SC5314 SC5314 [ug/ml]
34 512 >>1024 44 32 >>1024
35 32 64 45 1024 >>1024
36 64 128 46 256 >>1024
LysNvaFMDP 0,5 >>1024

Tabela 10 Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa koniugatéw FMDP z L-laktamidami i glicynamidami
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Analogiczne wyniki obserwuje sie w przypadku pochodnych L-alaninamidowych.
Zwigzki te hamujg wzrost mikroorganizméw silniej niz koniugaty z amidami glicyny,
przy czym spadek zahamowania aktywnosci wobec szczepu OPTPTR C.albicans
w przypadku tych pochodnych jest bardziej wyrazny. Dodatkowo, jak mozna
zaobserwowac, pochodne estrowe wobec tego mutanta sg stabo aktywne, ale catkowity

brak aktywnosci wida¢ tylko wobec pierwszorzedowego L-laktamidu FMDP.
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Przedmiotem rozprawy doktorskiej s3 modyfikacje chemiczne analogéw glutaminy
— kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego (FMDP) oraz kwasu N3-[(E)-
4-fenylo-4-okso-2-butenoilo]-S-2,3-diaminoaminopropanowego  (BADP).  Zwigzki te
sg inhibitorami syntazy glukozamini-6-fosforanu, enzymu zaproponowanego jako jeden
z celéw molekularnych w terapii grzybic uktadowych. Pomimo silnych wtasciwosci
inhibicyjnych tych zwigzkéw, nie obserwuje sie zdolnosci do hamowania wzrostu
drobnoustrojéow. Brak aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej inhibitoréw spowodowany
jest ich stabym transportem do wnetrza komérki. Poprawe biodostepnosci mozna osiggngé
m. in. przez modyfikacje chemiczne grupy karboksylowej inhibitora. Szereg wykonanych
wczesniej badan wskazat, iz pochodne amidowe jak i estrowe dajg szanse poprawy
wtasciwosci biologicznych, przy réwnoczesnym zachowaniu zdolnosci inhibicyjnych.

Zatozenia niniejszej pracy obejmowaty syntezy prostych amidowych pochodnych
FMDP i BADP. Zaplanowano otrzymanie pochodnych estrowych, zawierajacych funkcje
karbonylowg, a w dalszym etapie synteze koniugatéw FMDP i BADP z glicynamidami. Zakres
badan rozszerzono o pochodne FMDP potaczone z L-laktamidami oraz z amidowymi
pochodnymi aminokwaséw glicyny i L-alaniny. Wykonano badania aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej nowych pochodnych oraz inhibicie enzymu syntazy
glukozamino-6-fosforanu. Zbadano mechanizm transportu najbardziej aktywnych
zwigzkéw do komorki grzybowej. Metodg modelowania molekularnego zbadano
dopasowanie najsilniejszych inhibitorow do centrum aktywnego enzymu.

W serii zwigzkéw nalezacych do grupy amidowych pochodnych FMDP i BADP
otrzymano amid pierwszorzedowy oraz N-metylo i N,N-dimetyloamid. Aktywnos$¢ wobec
szczepu C.albicans wykazaty tylko pochodne FMDP, a ich aktywno$é spadata wraz ze
wzrostem ilosci grup metylowych. Aktywnos$¢ tych zwigzkéw zalezy w znacznym stopniu od
inhibicji enzymu, co poza wynikami IC50 potwierdzity wyniki modelowania molekularnego.
Pierwszorzedowy amid FMDP najlepiej odtwarza wigzania wodorowe substratu w centrum
aktywnym enzymu. Badania transportu wykonane dla tej pochodnej nie wskazaty
na transport aktywny zwigzku.

Wsréd ketoestrowych pochodnych FMDP i BADP zanotowano obiecujgce wyniki

MIC gtéwnie dla analogdw FMDP. Najlepsze wyniki uzyskano w tescie in vitro dla szczepow
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grzybdéw z rodzaju Candida w szczegdlnosci C. albicans. Zwigzki w zakresie wysokich stezen
hamowaty takze wzrost C. glabrata i C.parapsilosis. Wsréd ketoestréw BADP tylko jedna
z pochodnych wykazata aktywnos¢, rowniez przy bardzo wysokich parametrach MIC.
Pochodne z tej grupy przebadano jako potencjalne inhibitory syntazy glukozamino-6-
fosforanu. Wyniki potwierdzity korelacje aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéw
in vitro ze zdolnoscig inhibicyjna, wyjgtek stanowita pochodna 17, dla ktérej aktywnosci
biologicznej nie obserwowano inhibicji enzymu. Dla ketoestrowych pochodnych FMDP
wykonano dodatkowo modelowanie molekularne. Zdolnos¢ tych zwigzkéw
do oddziatywania z aminokwasami znajdujgcymi sie w centrum aktywnym enzymu
potwierdzita inhibicyjne wiasciwosci estréw FMDP.

Grupa pochodnych w formie koniugatéw z hydroksyamidami wykazata aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg wytgcznie wsréd analogéow FMDP. Grupa glikolamidowych
pochodnych wykazywata najbardziej obiecujgce wartosci MIC. Nie zaobserwowano wptywu
ilosci podstawnikdw na amidowym atomie azotu na aktywno$é tych zwigzkéw. Natomiast
parametr 1Cso wskazat pochodne N-metylowe, jako najsilniejsze inhibitory w tej grupie.
W przypadku L-laktamidowych pochodnych aktywnos¢ koniugatéw maleje z iloscig grup
metylowych.

W toku badan otrzymano grupe glicynamidéw i L-alaninamidéw FMDP. Pochodne
te w badaniach aktywnosci in vitro wskazywaty na staby potencjat
przeciwdrobnoustrojowy. Zwigzki te charakteryzowaty sie bardzo wysokimi wartosciami
MIC. Poréwnanie wynikdw aktywnosci tych zwigzkéw z ich estrowymi analogami wskazuje,
iz potgczenia estrowe charakteryzujg sie lepszg aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa.
Za pozytywnym aspektem potgczen estrowych przemawia réwniez obiecujgcy wynik
testéw in vitro wobec szczepdw C. albicans OPTPTR (mutantami delelcyjne nie posiadajace
gendw premeaz peptydowych). W tescie wobec mutantéw delecyjnych pochodne
amidoestrowe wcigz wykazujg aktywnos¢ hamujacg wzrost. Wynik eksperymentu
potwierdzit natomiast dla koniugatéw FMDP z amidami aminokwaséw mechanizm
transportu przez premeazy. Wyniki pozwalajg przypuszczaé, iz estrowe potgczenia moga
byé¢ efektywnym systemem transportu. Unikniecie mechanizmu transportu aktywnego
nowych pochodnych, zapobiega indukcji opornosci mikroorganizmow na stosowany

chemoterapeutyk.
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Podsumowujgc, w zakresie pracy doktorskiej zrealizowano synteze nowych
estrowych i amidowych pochodnych FMDP i BADP. W sktad pochodnych BADP wchodzity
analogi amidowe oraz keto-estrowe, a takze potgczenia z glikolamidami. Dla FMDP
otrzymano pochodne amidowe, ketoestrowe, koniugaty glikolamidowe, L-laktamidowe
oraz glicynamidowe i L-alaninamidowe. Struktury zwigzkéw potwierdzono wynikami badan
strukturalnych. Pochodne zbadano w testach inhibicji syntazy glukozamino-6-fosforanu
oraz w testach in vitro wobec szczepdéw grzybdw z rodzaju Candida, a takze wobec
wybranych bakterii.  Otrzymane wyniki potwierdzity kierunek modyfikacji grupy
karboksylowej inhibitoréw jako korzystny pod wzgledem aktywnosci biologicznej jak

i inhibicyjnej.
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7. CZESC EKSPERYMENTALNA

7.1.Informacje ogdlne

Postep reakcji chemicznych monitorowano wykorzystujgc metode chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) przy uzyciu ptytek aluminiowych pokrytych Zelem
krzemionkowym DC-Alufolien Kieselgel 60 firmy Merck oraz DC- Alufolien Kieselgel 60
F254.

Stosowano nastepujgce ukfady rozwijajace:

1) octan etylu : metanol : woda (5:1:0,75)

2) butanol : kwas octowy : woda (4 :1:1)

3) octan etylu : heksan (1:1)

4) heksan:octan etylu (4:1)

5) octan etylu

6) eter dietylowy

7) chloroform:metanol:kwas octowy (40:1:1)

Sktady faz ruchomych zostaty podane w stosunkach objetosciowych.

Do wizualizacji zwigzkéw zastosowane odczynniki wywotujgce:

-wywotywacz siarczanowy: 20% roztwar siarczanu amonu w wodzie, 4ml kwasu siarkowego
na 100ml roztworu
- wywotywacz ninhydrynowy: 400 mg ninhydryny, 200 ml alkoholu metylowego, 40 ml
kwasu octowego, 2 ml kolidyny
-wywotywacz wanilinowy: 1g waniliny na 100ml 97% kwasu siarkowego

W chromatografii kolumnowej zastosowano jako faze stacjonarng zel
krzemionkowy Silica Gel 60 (0,063-0,200mm) firmy Merck.

Widma *H NMR wykonane zostaty na aparacie Gemini Varian 200 MHz oraz Varian
Unity Plus 500MHz. Widma masowe zarejestrowano za pomocg spektrometru Agilient
Technologies 6540 UDH Accurate-Mass Q-TOF w zespole Prof. dr hab. inz. Agaty Kot-Wasik.

Temperatury topnienia nie byty korygowane.

Badania inhibicji syntazy glukozamino-6-fosforanu wykonane zostaty przez

dr. inz. Karoline Kwiatkowska i dr. inz. Iwone Gabriel. Enzym grzybowy z C. albicans,
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wyprodukowanego w komodrkach E. coli i oczyszczono wedtug opisanej wczesniej
procedury.0

Modelowanie molekularne uwzgledniajgce dokowanie zwigzku w centrum
aktywnym syntazy glukozamino-6-fosforanu zostato wykonane przez dr. inz. Marka
Wojciechowskiego. In silico projektowane zwigzki przygotowano w programie Accelrys

Discovery Studio, 192

a ich geometrie optymalizowano w CHARMM. Struktura enzymu
wykorzystana do obliczen zostata oparta na 1GMS (PDB), obliczenia wykonano w programie
Autodock.103

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz transportu zwigzkéw zostaty
wykonane dzieki wsparciu dr. inz. Marty Schielmann. Aktywnos$¢ zwigzkéw zdefiniowano
jako MICgo (minimalne stezenie zwigzku hamujace wzrost hodowli mikroorganizméw w 80%

w stosunku do kontroli). Pomiary absorbancji wykonane zostaty przy uzyciu czytnika

mikroptytek Victor3, Perkin Elmer.

7.2.0trzymywanie kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-

metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego (BocFMDP).

7.2.1. Synteza N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-asparaginy (Boc-L-Asn) 1a

50 g (0,33 mola) L-Asn H,O i 27,7 g (0,33 mola) NaHCOs rozpuszczono w 350 ml
wody, a nastepnie do roztworu wkroplono 80 g (0,37 mola) piroweglanu tert-butylu
rozpuszczonego w metanolu i mieszano za pomocg mieszadta magnetycznego. Reakcje
prowadzono przez 32 h w temperaturze pokojowej, po czym odparowano rozpuszczalnik,
a pozostatos¢ kolby rozpuszczono w 200 ml wody i zakwaszono do pH=3 przy uzyciu
NaHSO4. Wytrgcony osad ochtodzono, odsgczono i przemyto zimng woda do obojetnego
odczynu, a nastepnie niewielkg iloscig eteru dietylowego. Otrzymano 54,5g Boc-L-Asn, t.t.

173-174°C, (lit.t.t. 174-176°C).

7.2.2. Synteza kwasu N?-tert-butoksykarbononylo-(S)-2,3-diaminopropanowego
(BocAypr) 1b

W kolbie wyposazonej w mieszadto magnetyczne rozpuszczono 15 g (64,5 mmola)

N2-tert-butoksykarbonylo-L-asparaginy i 22 g (68,3 mmola) PIDA w 72 ml octanu etylu, 72

ml acetonitrylu oraz 36 ml wody. Rekcje prowadzono przez 30 min w temperaturze 16°C,

a nastepnie ogrzewano do temperatury pokojowej i kontynuowano reakcje przez 4
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godziny. Wytrgcony biaty osad schtodzono do temperatury 0°C i odsgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, po czym przemyto zimnym octanem etylu. Zwigzek suszono
na lejku pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 7,76 g (38 mmoli) BocA;pr, wydajnosé

reakcji 59%, t.t. 204-205°C (lit.t.t.1%* 203-206°C).

7.2.3. Synteza monoestru metylowego kwasu maleinowego 2a

Do 49 g (0,5 mola) bezwodnika maleinowego wkroplono 16 g (0,5 mola) metanolu,
poczatkowo 10% objetosci, a po ogrzaniu reagentéw do 55°C i dodano pozostatg ilo$é
odwazonego alkoholu. Reakcje prowadzono przez 3 godziny w temperaturze 50-55°C,
po czym ochtodzono do temperatury pokojowej. Otrzymano 65 g (0,5 mola) produktu

w formie oleju.

7.2.4. Synteza monoestru metylowego kwasu fumarowego 2b

65 g (0,5 mola) monoestru metylowego kwasu maleinowego rozpuszczono w 65 ml
wody i dodano 3,1 (40,79 mmola) tiomocznika. Cato$s¢ mieszano za pomocg mieszadta
magnetycznego przez 4 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie ochtodzono do
temperatury 5°C. Wytrgcony osad odsgczono pod zmniejszonym cisnieniem i przemyto
trzema porcjami 50ml zimnej wody. Przesgcz umieszczono w kolbie i dodano 2,6 g
tiomocznika, a nastepnie mieszano przez 24 godziny, po czym ponownie schtodzono
mieszanine reakcyjng i odsgczono produkt w formie biatego osadu. Zwigzek suszono na
powietrzu, a nastepnie oczyszczano przez krystalizacje z mieszaniny metanol: heksan.

Otrzymano 25 g biatych krysztatow produktu, wydajnos¢ 39 %, t.t. 139-142°C.

7.2.5. Synteza estru N-hydroksysukcynoimidowometylowego kwasu
fumarowego 2c

7,8 g (60 mmoli) monoestru metylowego oraz 6,9 g (60 mmoli)
N- hydroksysukcynoimidu rozpuszczono w 90 ml bezwodnego tetrahydrofuranu (THF).
Roztwdr schtodzono do temperatury 0-5°C po czy wkroplono do niego 13,6 g (66 mmoli)
N,N'-dicykloheksylokarbodiimidu rozpuszczonego w 200 ml THF. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Wytrgcony produkt uboczny w formie osadu
DCU odsgczono pod zmniejszonym cisSnieniem, a w dalszej kolejnosci przemyto niewielkg
iloscig THFu. Przesgcz odparowano do gestego oleju, a nastepnie zwigzek krystalizowano
z mieszaniny octanu etylu i heksanu. Otrzymano 5,99g (26,4 mmoli), wydajnos¢ 44%, t.t.

91-93°C (t.t. lit1%5 93-94°C)

66


http://mostwiedzy.pl

7.2.6. Synteza kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego 3a

Do kolby zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne, zawierajgcej 2,04 g (10 mmol)
kwasu N3-tert-butoksykarbonylo-S-2,3-diaminopropanowego i 0,84 g (10 mmol) NaHCO3
rozpuszczonych w 15 ml wody i 5ml THF, wkroplono roztwér 1,98 g (10 mmol) estru
N- hydroksysukcynoimidowometylowego kwasu fumarowego w 30 ml THF. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po tym czasie rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ rozpuszczono w wodzie, po czym
dwukrotnie ekstrahowano eterem dietylowym. Nastepnie warstwe wodng zakwaszono do
pH=2 i ekstrahowano trzykrotnie octanem etylu. Wszystkie warstwy organiczne potfgczono,
przemyto wodg destylowang do obojetnego odczynu, po czym suszono bezwodnym
MgSQs. Po odsaczeniu srodka suszacego, odparowano rozpuszczalnik, az do uzyskania
suchego produktu. Ostatecznie otrzymano 2,69 g (89,77%) biatego proszku kwasu

N3- (4- metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego. TLC w uktfadzie 1: Rt = 0,26.

7.3.0trzymywanie  amidéw  kwasu  N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-

diaminopropanowego (FMDP).

7.3.1. Otrzymywanie amidu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego (Boc-FMDP-NH;) 6a

Do 1,2 g (3,4 mmol) kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-
2,3-diaminopropanowego rozpuszczonego w 15 ml THF i schtodzonego do ok. -10°C,
dodano kolejno 0,37 ml (3,4 mmol) N-metylomorfoliny oraz 0,44 ml (3,4 mmol)
chloromréwczanu izobutylu. Po 10 minutach dodano 0,94 ml (3,4mmola) 23,9% roztworu
NHs; w MeOH. Po 48 godzinach prowadzenia reakcji, odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$é rozpuszczono w octanie etylu. Tak otrzymang
warstwe organiczng przemyto kolejno wodg destylowang, 0,1M H,COs, a nastepnie
roztworem NaHSOas,

Otrzymano 0,732 g Boc-FMDP-NH,. t.t. 136-138°C, R¢0.76 (ukt. 1), wydajnosé 61%.

IH NMR (200 MHz, DMSO): & 1.45 (s, 9H. C(CHs)s,) 3,8(s, 5H, OCHs, NCHa), 4,1(t,
1H, CH), 6,8(d, 3H, CH=CH, NH), 7,25(d, 2H, NH>), 8,6(t, 1H, NH).
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7.3.2. Otrzymywanie N-metyloamidu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego (Boc-FMDP-NHCH3) 7a

Z 0,95 g (3 mmole) kwasu N?-tert-butoksykarbononylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-
2,3-diaminopropanowego prowadzono reakcje wedtug procedury dla zwigzku 6a
z dodatkiem 0,26ml (3 mmole) N-metyloaminy. Otrzymano 0,880 g Boc-FMDP-NHCH3.t.t.
115 °C, Rf 0. 0.59 (ukt. 1), wydajnos$¢ 65,6%.

'H NMR (200 MHz, DMSO): § 1.4(s, 9H. C(CH3)s,), 3,4(s, 3H, CHs) 3,75(s, 5H, OCHj,
NCH,), 4,1(t, 1H, CH), 6,8(d, 3H, CH=CH, NH), 7,85(t, 1H, H), 8,6(t, 1H, NH)

7.3.3. Otrzymywanie N,N-dimetyloamidu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-
(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego Boc-FMDP-N(CH3)2 7b

Z 0,45 g (1,4 mmola) kwasu N?-tert-butoksykarbononylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-
S-2,3-diaminopropanowego wedtug procedury jak dla zwigzku 6a w reakcji
z rozpuszczonego w 0,17 ml (1,4 mmola) dimetyloaminy. Produkt oczyszczono za pomoca
chromatografii kolumnowej w uktadzie octan etylu:metanol 5:1. Otrzymano 0,320 g
produktu t.t. 96-98°C, Rf 0.74 (ukt. 1), wydajnos¢ 89%.

'H NMR (200 MHz, DMSO): & 1.45 (s, 9H. C(CH3)s,), 2,85 (s, 3H, CHs), 3,1 (s, 3H, CH3),
3,5 (s, 5H, OCHs, NCHz2), 4,6 (t, 1H, CH), 6,8 (d, 3H, CH=CH, NH), 8,65 (t, 1H, NH)

7.3.4. Otrzymywanie chlorowodorku  kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego FMDP-NH; 6
Do 1 mmola zwigzku dodano 5 ml roztworu 4 M HCl w dioksanie. Mieszanine
reakcyjng pozostawiono na 3 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie odparowano
do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, a uzyskany produkt trzykrotnie przemyto eterem
dietylowym i odsgczono, po czym suszono w eksykatorze i przechowywano w obecnosci
srodka suszgcego. W wyniku reakcji otrzymano biatego proszku 0,551 g FMDP-NH; (6), t.t.
203-204°C, Rf0.18 (ukt. 5:1:0,75), wydajnosé 84%,
'H NMR (200 MHz, D;0): 6 3,7 (s, 5H, OCH3, NCH2), 4,15 (t, 1H, CH), 6,8(d, 2H,
CH=CH), MS (m/z): 198,0868 [M-H,0]*, 216,0977 [M+H]*, 238,0797 [M+Na]*.

7.3.5. Otrzymywanie chlorowodorku N-metyloamidu kwasu N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego FMDP-NHCHs 7
Reakcje prowadzono wedtug procedury dla zwigzku 6 w formie biatego proszku

0,600 g FMDP-NHCH 3 (7) t.t. 190-194 °C, Rf 0.21 (ukt. 5:1:0,75), wydajnos¢ 87%,
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1H NMR (200 MHz, D20): & 2,7(s, 3H, CH3) 3,7(s, 5H, OCH3, NCH2), 4,1(t, 1H, CH),
6,8(d, 2H, CH=CH), MS (m/z): 212,1026 [M-H,0]*, 230,1132 [M+H]*, 252,0958 [M+Nal*

7.3.6. Otrzymywanie chlorowodorku kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego FMDPN(CHs), 8

Reakcje prowadzono wedtug procedury dla zwigzku 6, uzyskano produkt w formie
biatego proszku 0, 215 g FMDP-N(CHs), (4b) t.t. 150 °C, Rf 0.19 (ukt. 5:1:0,75), wydajnosé
63%.

'H NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 2,85(s, 3H, CHs), 3,1(s, 3H, CHs), 3,5(d, 2H, NCH>),
3,5(s, 3H, OCHs) 4,5(t, 1H, CH), 6,7(d, 3H, CH=CH), 8,3(s, 2H, NH2), 9,15(t, 1H, NH), MS
(m/z): 226,1183 [M-H,01* 244,1291 [M+H]*, 266,1108 [M+Na]*.

7.4.0trzymywanie kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-4-

oksobutenoilo]diaminopropanowego (BocBADP).

7.4.1. Synteza kwasu (E)-4-fenylo-4-okso-2-butenowego (B-benzoiloakrylowego
kwasu) 2d

W kolbie 3-szyjnej 500ml z mieszadtem i chfodnicg zwrotng umieszczono 17,1g
(0,174 mola) bezwodnika maleinowego w 100ml benzenu (1,12 mola), po rozpuszczeniu
bezwodnika dodawano w ciggu 20 min, porcjami 50g (0,375 mola) bezwodnego chlorku
glinu. Mieszanine ogrzewano w temperaturze 90°C przez 1 godzine. Po tym czasie
mieszanine oziebiono w fazni lodowej, a do kolby wkroplono 100ml wody i 25 ml stezonego
roztworu HCl. Nastepnie oddestylowano pod zmniejszonym cisnieniem benzen i cze$é
wody. Kolbe ptukano gorgcg woda, a powstaty brunatny osad rozpuszczono w eterze
dietylowym, przemyto wodg i roztworem HCl. Otrzymany osad rozpuszczono w roztworze
weglanu sodu i sgczono z dodatkiem ziemi fulerenowej. Przesgcz podgrzano z dodatkiem
2g wegla aktywnego, nastepnie ponownie sgczono i ochtodzono delikatnie odbarwiony
roztwoér. Do roztworu dodano 35 ml roztworu HCI, kolbe oziebiono i otrzymano zétty osad.
Osad sgczono pod ci$nieniem i przemyto zimng wodg, suszono w temperaturze 50°C,
a nastepnie rekrystalizowano z ok.70 ml benzenu. Otrzymano 22,21g (72%) kwasu (E)-4-

fenylo-4-okso-2- butenowego. TLC (1) Ri=0,54, t.t.=92-94°C. t.t.1it.1%6=95-96° C

69


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

7.4.2. Synteza estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu (E)-4-fenylo-4-okso-2-
butenowego 2 e
W $wiezo przedestylowanym THF (40ml) rozpuszczono 3,54 g (20 mmoli) kwasu (E)-
4-fenylo-4-okso-2-butenowego i 2,3 g (20 mmoli) N-hydroksysukcynoimidu. Kolbe
oziebiono do temperatury 0°C i wkroplono roztwér 4,5 g (22 mmoli) w 20ml THF. Reakcje
kontynuowano przez 20 godzin, a po tym czasie odsgczono osad DCU, przesacz zostat
zatezony do potowy objetosci i pozostawiony w temperaturze 10°C przez kolejne 2 godziny.
Ponownie odsgczono osad DCU, a nastepnie odparowano nadmiar THF i krystalizowano
przez dodanie eteru dietylowego i niewielkiej ilosci heksanu. Otrzymano 2,73g (50%)

26ttych krysztatow estru aktywnego. TLC (6) Rf=0,56, t.t=96-101°C.

7.4.3. Synteza kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo]-2,3-aminopropanowego 4

2,04g (0,01mola) kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-2,3-diaminopropanowego i
0,84g (0,01mola) NaHCOs3 rozpuszczono w 20 ml wody i 5 ml THF, roztwér oziebiono do
temperatury 0-5°C i powoli wkroplono roztwér 2,7g (0,01lmola) estru
N- hydroksysukcynimidowego kwasu (E)-4-fenylo-4-okso-2-butenowego w 20 ml THF.
Reakcje mieszano i pozostawiono w temperaturze pokojowej na 24 godziny. Po tym czasie
odparowano THF, pozostatosé zostata rozpuszczona w wodzie i zakwaszona za pomoca
NaHSO4 do pH ok. 2. Nastepnie warstwe wodng ekstarhowano 3 porcjami octanu etylu
(po ok. 50 ml). Warstwy organiczne potgczono, przemyto wodg i suszono przez dodanie
bezwodnego MgS0O4. Po odparowaniu rozpuszczalnika analiza TLC (1) wykazatfa
zanieczyszczenie produktu, zatem konieczne byto oczyszczanie zwigzku za pomocg
chromatografii kolumnowej. Przeprowadzono jg na zelu krzemionkowym w uktadzie octan
etylu:metanol 1:1. Oczyszczonego kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilolaminopropanowego otrzymano 2,33g (63%). TLC (1) R«=0,39.

14 NMR (200 MHz, CDCl3): & 1,44 (s, 9H, 3x(CHs)); 2,77 (s, 3H, NH); 3,84 (t, 2H,
CH2NH) 4,43 (m, 1H, CH) 6,03 (d, 1H, CONH); 7,06 (d, 1H, HC=); 7,4 (m,5H, Ph), 7,61 (d, 1H,
HC=); 8,02 (t, 1H, CONH).
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7.5.0trzymywanie kwasu N>-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-fenylo-

1,3-dioksolan-2-ylo)-2-propenowegolaminopropanowego.

7.5.1. Synteza ketalu kwasu (E)-4-fenylo-4-okso-2-butenowego 2f

Do roztworu 0,354g (2 mmole) kwasu (E)-4-fenylo-4-okso-2-butenowego w 15ml
benzenu dodano 1,6ml (9,69 mmola) ortomréwczanu trietylu, 1,1ml (19,38 mmola) glikolu
etylenowego oraz katalityczna ilos¢ kwasu p-toluenosulfonowego (0,05g , 0,3 mmola).
Kolbe zabezpieczono przed dostepem wilgoci ogrzewano w temperaturze 35°C przez 30
godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozpuszczono w octanie etylu ok. 20ml i przemyto
roztworem solanki. Warstwe wodng ekstrahowano 3 porcjami octanu etylu (po 50 ml).
Warstwy organiczne potgczono i suszono przy uzyciu bezwodnego MgS0QO4. Po odsaczeniu
srodka suszacego i odparowaniu rozpuszczalnika uzyskano mieszanine kwasu (2E)-3-(2-
fenylo-1,3-dioksolan-2- ylo)-2-propenowego i jego estru etylowego, ktéry hydrolizowano w
mieszaninie 10ml 2M KOH i 40 ml metanolu w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Po tym czasie roztwér zakwaszono HCl do pH 4, a nastepnie ekstrahowano chlorkiem
metylenu. Warstwa organiczna zostata osuszona nad MgSO4, a po odparowaniu
rozpuszczalnika produkt oczyszczono na kolumnie z zelem krzemionkowym w uktadzie
chloroform: kwas octowy 60:1.0trzymano 0,267g (61%) biatego krysztatoéw kwasu (2E)-3-
(2-fenylo-1,3-dioksolan-2- ylo)-2-propenowego. TLC (4) Rf = 0,44, t.t=98-102°C.

'H NMR (200 MHz, CDCl3): 6 4,2 (m, 4H, CH,CH>), 6,3 (d, 1H, HC=, ); 7,2 (d, 1H, HC=,);
7,53 (m, 3H, Ph), 7,68 (m, 3H, Ph)

7.5.2. Synteza estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu (2E)-3-(2-fenylo-1,3-
dioksolan-2- ylo)-2-propenowego 2g

0,267g (1,2 mmola) kwasu (2E)-3-(2-fenylo-1,3-dioksolan-2-ylo)-2-propenowego
i 0,138g (1,2 mmola) N-hydroksysukcynoimidu rozpuszczono w 10 ml suchego THF,
nastepnie roztwdr schtodzono w faini lodowej do temperatury 0-5°C. Do mieszaniny
wkroplono roztwér 0,269g (1,2 mmola) DCC w 7 ml THF, a nastepnie reakcje prowadzono
przez 24 godziny. Po tym czasie wytrgcony osad DCU odsgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastepnie odparowano cze$é rozpuszczalnika i pozostawiono do wytrgcenia
sie kolejnej porcji osadu DCU. Po tym czasie odfiltrowano pozostato$¢ osadu DCU,
a przesgcz odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem do postaci oleju. Produkt

rozpuszczono w octanie etylu, a nastepnie krystalizowano eterem dietylowym z dodatkiem
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heksanu. Otrzymano 0,201g (53%) biatych krysztatéw estru N-hydroksysukcynimidowego
kwasu (2E)-3-(2-fenylo-1,3- dioksolan-2-ylo)-2-propenowego.TLC (1) Rs=0,9, t.t. = 125-
128°C

7.5.3. Synteza kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-fenylo-1,3-
dioksolan-2-ylo)- 2-propenowego]diaminopropanowego 5

Do 0,065 g (0,32 mmola) kwasu  N3-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-
diaminopropanowego i 0,027g (0,32 mmola) NaHCOs3 rozpuszczonych w 5 ml wody i 2 ml
THF, wkroplono 0,1 g (0,32 mmol) estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu (2E)-3-(2-
fenylo-1,3-dioksolan-2-ylo)-2-propenowego w 5 ml THF. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny w kolbie z mieszadtem magnetycznym.
Po tym czasie odparowano THF, a pozostato$¢ rozpuszczono w wodzie, nastepnie
doprowadzono do pH=2 za pomocg roztworu NaHSOs i ekstrahowano octanem etylu.
Warstwy octanowe pofaczono, suszono bezwodnym MgSOa, a nastepnie po odsaczeniu
srodka suszgcego odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem.

Analiza TLC otrzymanego produktu na tym etapie wykazata zanieczyszczenia, zatem
przeprowadzono oczyszczanie za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym w uktadzie octan etylu : metanol 2:1 (v/v). Otrzymano 0,088g (55%)
biatego osadu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-fenylo-1,3-dioksolan-2-

ylo)- 2-propenowego]aminopropanowego TLC (1) Rf=0,51.
7.6.0trzymywanie amidéw BADP

7.6.1. Otrzymywanie amidu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-
fenylo-1,3-dioksolan-2-ylo)- 2-propenowego]-2,3-diaminopropanowego 9a

Do 0,084 g (0,2 mmola) kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-fenylo-

1,3- dioksolan-2-ylo)-2-propenowego]laminopropanowego rozpuszczonego w 5 ml THF
i schtodzonego do temperatury ok. -10°C, dodano kolejno 0,024 ml (0,2 mmola)
N- metylomorfoliny oraz 0,026 ml (0,2 mmola) chloro mréwczanu izobutylu. Po 10
minutach dodano 0,02 ml (0,2 mmol) 23,9% roztworu NHz w MeOH. Po 18 godzinach
prowadzenia reakcji, odparowano rozpuszczalnik, a pozostaty osad ptukano eterem

dietylowym i odsgczono. Otrzymano biaty osad w ilosci 0,072 g (89%), TLC(1) Rf=0,76.
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1H NMR (200 MHz, DMSO): & 1,37 (s, 9H, 3x(CHs)), 3,3 (s, 3H, CHCO); 3,62 (t, 2H,
CHCH2NH), 3,92 (t, 2H, CHa), 4,05 (t, 2H, CH>), 6,17 (d, 1H, HC=, ); 6,6 (d, 1H, HC=,); 6,7 (d,
NHCH), 7,1 (t, 1H, CONH), 7,4 (m, 5H, Ph), 7,7 (s, 1H,CONH), 8,3 (s, 1H,CONH),.

7.6.2. Otrzymywanie N-metyloamidu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-
[(E)-4-fenylo-4-oksobutenoilo]-2,3-aminopropanowego  Boc-BADP-NHCHs
10a

0,362g BocBADP (0,001mola) rozpuszczono w 4ml destylowanego THF, po czym

dodano 0,11ml N-metylomorfoliny i ochtodzono mieszanine reakcyjng do temperatury —
59C. Do kolbki wkroplono 0,13 ml chloromréwczanu sec-butylu, a po czasie 10 minut
dodano 0,0863ml 40% wodnego roztworu metyloaminy. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej z mieszaniem i obserwowano wytrgcajacy sie osad. Po 20h
odparowano THF, a pozostato$¢ rozpuszczono w 100ml octanu etylu, aby rozpuscic
w catosci trudno rozpuszczalny osad. Warstwe organiczng ptukano 1M NaHSO4 , NaHCOs,
wodg do pH=7. Nastepnie warstwe organiczng suszono przy uzyciu bezwodnego MgSOas.
Srodek suszacy zostat odsaczony, a w trakcie odparowywania rozpuszczalnika osad szybko
wypadat. Krystalizowano z niewielkiej ilosSci octanu etylu i eteru, otrzymujgc 0,135g
zwigzku.

'H NMR (200 MHz, DMSO): & 1,4 (s, 9H, 3x(CHa)), 3,3 (s, 3H, CH3NH); 3,72 (t, 2H, CHCH,NH),
3,9 (t, 2H, CH), 4,6 (t, 2H, CH2), 5,7 (d, 1H, HC=, ); 6,5 (d, 1H, HC=,); 6,7 (d, NHCH), 7,4 (m,
5H, Ph), 7,7 (s, 1H,CONH), 8,3 (s, 1H,CONH),

7.6.3. Otrzymywanie N,N-dimetyloamidu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-
N3-[(E)-4-fenylo-4-oksobutenoilo]- 2,3- aminopropanowego Boc-BADP-

N(CH3), 11a
0,362g BocBADP (0,001mola) rozpuszczono w 5ml THFu, schlodzono
do temperatury -5°C po czym dodano 0,1ml N-metylomorfoliny i 0,13 ml
chloromréwczanu sec-butylu. Po czasie ok. 10 min wkroplono 0,13ml 40% wodnego
roztworu dimetyloaminy. Nastepnie prowadzono reakcje przez 24h w temperaturze
pokojowej z mieszaniem. Po tym czasie odparowano rozpuszczalniki, biaty osad
rozpuszczono w octanie etylu i ptukano wodg, 1M NaHSQO4, 5% NaHCOs, a nastepnie

warstwe organiczng suszono na bezwodnym MgSQOs. Po odsgczeniu srodka suszgcego
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odparowano nadmiar octanu etylu i krystalizowano produkt, krysztaty odsgczono i ptukano
eterem dietylowym. Otrzymano 256mg biatych krysztatéw z wydajnosciag 66%. Analiza
TLC(ukt.1) R=0,76

H NMR (200 MHz, DMSO): & 1,45 (s, 9H, 3x(CHs)), 2,7 (s, 3H, CHsN); 3,1 (s, 3H,
CHsN); 3,72 (t, 2H, CHCH2NH), 3,9 (t, 2H, CH2), 4,6 (t, 2H, CH>), 6,2 (d, 1H, HC=, ); 6,8 (d, 1H,
HC=,); 6,7 (d, NHCH), 7,4 (m, 5H, Ph), 7,7 (s, 1H,CONH).

7.6.4. Otrzymywanie chlorowodorku amidu  kwasu  N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego BADP-NH; 9

0,072 g (0,177mmol) amidu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-
fenylo-1,3- dioksolan-2-ylo)-2-propenowegolaminopropanowego rozpuszczono w 3ml4M
roztworu HCl/dioksan i pozostawiono na 2,5 godziny w szczelnie zamknietej kolbce
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie zawartos¢ kolbki odparowano do sucha,
a otrzymany osad ptukano 2-krotnie eterem dietylowym i odparowywano do sucha. Osad
rozdrobniono i odsgczono, kilkakrotnie przeptukano eterem dietylowym, a nastepnie
odparowano rozpuszczalniki do sucha otrzymujgc 25mg produktu. (49%)

'H NMR (200 MHz, D>0): & 3,129 (s, 3H, CH3), 3,8 (d, 2H, CH>), 4,7(t, 1H, CH), 5,91(d,
1H, CH=), 6,4 (d, 1H, CH=), 7,7 (m, 5H, Ph)

7.6.5. Otrzymywanie chlorowodorku N-metyloamidu kwasu N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego BADP-NHCH3 10
100mg (0,276mmola) N-metyloamidu Boc-BADP rozpuszczono w 3ml 4M roztworu
HCl/dioksan i pozostawiono na 2,5 godziny. Postepujgc zgodnie z procedurg dla zwigzku 9
otrzymano 70 mg produktu.(84%)
'H NMR (200 MHz, D,0): 6 2,73(s, 3H, CH3); 3,76 (m, 2H, CH,CH), 4,05(t, 1H, CH),
6,91(d, 1H, CH=), 7,8 (d, 1H, CH=), 7,6 (m, 5H, Ph)

7.6.6. Otrzymywanie chlorowodorku N,N-dimetyloamidu kwasu N3-[(E)-4-fenylo-
4-oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego BADP-N(CH3s), 11

200mg (0,552mmola) N,N-dimetyloamidu Boc-BADP rozpuszczono w 5ml 4M

roztworu HCl/dioksan i pozostawiono na 3 godziny. Postepujgc zgodnie z procedurg dla

zwigzku 9 otrzymano 163 mg produktu.(97%)
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1H NMR (200 MHz, D;0): & 2,905(s, 3H, CHs), 3,129 (s, 3H, CHs), 3,76 (m, 2H, CHa),
4,7(t, 1H, CH), 6,91(d, 1H, CH=), 7,8 (d, 1H, CH=), 7,7 (m, 5H, Ph)

7.7.0trzymywanie amidowych i N-metyloamidowych pochodnych kwasu

glikolowego i mlekowego

7.7.1. Synteza estru metylowego kwasu glikolowego 18

W kolbie z mieszadtem magnetycznym umieszczono 5g kwasu glikolowego
(0,068mola) rozpuszczonego w 70ml metanolu (1,73 mola), nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej zostato dodane 12,38g (0,2mola) kwasu borowego, jako katalizatora reakcji.
Mieszanie kontynuowano przez 20 godzin, nastepnie odparowano nadmiar metanolu oraz
powstaty w reakcji B(OMe)s. Wytrgcony osad zostat odsgczony, a z pozostatosci

wydestylowano w temp. 35°C w 10mmHg 3,882g bezbarwnej cieczy (wydajnos¢ 65,6%).

7.7.2. Synteza glikolamidu 19

Do 4,686 g ( 0,052 mola ) estru metylowego kwasu glikolowego w 5 ml MeOH
ochtodzonego do ok. 0°C wkroplono 4,74 ml roztworu 23,9 % NH3/MeOH. Reakcje
kontynuowano przez 6 godzin w temperaturze pokojowej, a po tym czasie zaobserwowano
wytrgcanie sie biatego krystalicznego osadu, a nastepnie mieszanine zostawiono na noc
w lodéwce. W celu zwiekszenia ilosci wykrystalizowanego produktu dodano niewielkg ilosé
eteru dietylowego. Otrzymano 2,245 g (57%) biatych krysztatow glikolamidu, analiza TLC(1)
Rt=0,36, t.t= 113-116°C t.tj.=118-120°C

7.7.3. Synteza N-metyloglikolamidu 20

W kolbie kulistej umieszczono 1,5 ml 40% wodnego roztworu N-metyloaminy w
2 ml THF, nastepnie mieszanine ochtodzono do temp. Ok. 5 °C i powoli wkroplono 1 ml
estru metylowego kwasu glikolowego. Przez 1,5 godziny utrzymywano temperature
15- 20°C i mieszano w temperaturze pokojowej przez nastepne 24 godziny. Po tym czasie
nadmiar rozpuszczalnikéw odparowano uzyskujgc gesty olej, w celu pozbycia sie
pozostatosci wody, kilkakrotnie dodawano porcje acetonitrylu i odparowywano. Nastepnie
do otrzymanego oleju dodano eter dietylowy na ciepto i krystalizowano. Odsgczone
krysztaty ptukano eterem dietylowym oraz kilkoma mililitrami heksanu. Uzyskano 0,213g

zwigzku (18%) o t.t. 54-56, t.t=64-65. Analiza TLC Rf=0,38 (ukt. 1)
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7.7.4. Synteza N,N-dimetyloglikolamidu 21

W kolbce z mieszaniem umieszczono 1,2 g (0,013mola) estru metylowego kwasu
glikolowego, a nastepnie wkroplono 3ml 40% wodnego roztworu dimetyloaminy. Reakcje
prowadzono z mieszaniem przez 24 godziny. Nadmiar rozpuszczalnikéw odparowano,
a pozostatos¢ oczyszczono za pomocg kolumny chromatograficznej z zelem
krzemionkowym, jako eluent octan etylu. Po odparowaniu rozpuszczalnikdw otrzymano
krystaliczny zwigzek o masie 0,286 g. Wyd. 21%

Analiza TLC Ri=0,469(ukt. 1) wywotywacz jod T.t 43-45, t.t lit=40-42°C

7.7.5. Synteza amidu kwasu L-mlekowego 28

W 2 ml metanolu rozpuszczono 4ml (0,012mol) L-mleczanu etylu. Po schtodzeniu do
temperatury ok. 5°C dodano 1,1ml (0,013mola) 23.9% roztworu amoniaku w metanolu.
Po 24h prowadzenia reakcji w temperaturze pokojowej rozpuszczalnik i substraty
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, otrzymano 1,181g (82%) 28 w postaci gestego

oleju.

7.7.6. Synteza N-metyloamidu kwasu L-mlekowego 29
Otrzymano wedtug procedury dla zwigzku 28 z wykorzystaniem 40% wodnego N-

metyloaminy. Otrzymano 1,23g (75%) zwigzku 29 w postaci bezbarwnego oleju.

7.7.7. Synteza N,N-dimetyloamidu kwasu L-mlekowego 30

Otrzymano 1,13g oleju wedtug procedury dla zwigzku 28 przy uzyciu 40% wodnego
roztworu N,N-dimetyloaminy. Olej (64%) rozpuszczono w kilku mililitrach octanu etylu, a
nastepnie krystalizowano przez dodatek eteru naftowego, otrzymano 250mg biatych

krysztatéw zwigzku 30.

7.8.0trzymywanie amidowych i N-metyloamidowych pochodnych glicyny i L-

alaniny.

7.8.1. Synteza Boc-glicynamidu 34a

1 g Boc-Gly rozpuszczono w 7ml THF mieszano mieszadtem magnetycznym
i schtodzono do temperatury —10°C, nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano 0,63ml
N- metylomorfoliny oraz 0,75 chloromréwczanu izobutylu. Po czasie 10 min do kolby
wkroplono 0,7 ml roztworu 23,9% amoniaku w metanolu. Po 24h mieszanine reakcyjng

odparowano do sucha, rozpuszczono w octanie etylu, a nastepnie ptukano kolejno wodg,
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NaHSO4, wodg, NaHCOs, oraz wodg do pH=7, suszono nad MgS0a. Po odsaczeniu srodka
suszgcego, produkt zatezono i krystalizowano z dodatkiem eteru naftowego. Otrzymano

670 mg (wyd. 67%) biatych krysztatow zwigzku o t.t 79-81°C, Rf=0,66 (ukt. 1)

7.8.2. Synteza chlorowodorku glicynamidu 34
Zgodnie z procedura otrzymywania zwigzki 6 otrzymano 188mg,(79%) t.t 194-
198°C, t.t.;t=204 °C, R=0,14 (ukt. 2)

7.8.3. Synteza N-metylo Boc-glicynamidu 35a
Synteze wykonano zgodnie z procedurg opisang dla zwigzku 34a przy uzyciu 40%
roztworu N-metyloaminy w metanolu. Uzyskano 869 mg (wyd. 80%) biatych krysztatow

produktu o t.t. 75-77°C, R¢=0,67 (ukt. 1).

7.8.4. Synteza chlorowodorku N-metyloglicynamidu 35
Zgodnie z procedurg otrzymywania zwigzku 6 zostato otrzymane 183 mg

(85%)produktu w postaci biatego proszku, t.t. 143-145°C, Rf=0,28 (ukt. 2)

7.8.5. Synteza N,N-dimetylometylo Boc-glicynamidu 36a

Synteza z wykorzystaniem 40% roztworu N,N-dimetyloaminy w metanolu zostata
przeprowadzona wedfug metody dla zwigzku 34a . Otrzymano 540 mg (wyd.46%) biatych
krysztatow zwigzku, t.t 69-70°C, Rf=0,7 (ukt. 1).

7.8.6. Synteza chlorowodorku N,N-dimetyloglicynamidu 36
Z 500mg zwigzku 36a potraktowanego 10ml HCl w dioksanie zgodnie z metoda
wykorzystang dla otrzymywania zwigzku 6 otrzymano 250 mg (84%) produktu w postaci

biatego proszku, t.t. 116-120°C, Rf=0,19 (ukt. 2)

7.8.7. Synteza Boc-L-alaninamidu 37a

700 mg Boc-alaniny rozpuszczono w 7ml THF mieszano mieszadtem magnetycznym
i schtodzono do temperatury —10°C, nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano 0,41 ml
N- metylomorfoliny oraz 0,48 ml chloromréwczanu izobutylu. Po czasie 10 min do kolby
wkroplono 0,5 ml roztworu 23,9% amoniaku w metanolu. Po 18h mieszanine reakcyjng
odparowano do sucha, rozpuszczono w octanie etylu, a nastepnie ptukano kolejno wodg,
NaHSO4, wodg, NaHCOs, oraz wodg do pH=7, suszono nad MgSQ04. Po odsgczeniu srodka
suszgcego, produkt zatezono i krystalizowano z dodatkiem eteru naftowego. Otrzymano

0,581mg biatych krysztatéw zwigzku o t.t 79-81°C, Rf=0,66 (ukt. 1)
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7.8.8. Synteza chlorowodorku L-alaninamidu 37
Zgodnie z procedurg otrzymywania zwigzku uzyskano w formie sypkiego proszku

174m g produktu.

7.8.9. Synteza N-metyloamidu Boc-L-alaniny 38a
Z 700 mg Boc-alaniny wedtug procedury otrzymywania zwigzku 37a otrzymano

872mg zwigzku o t.t, Rf=0,66 (ukt. 1)

7.8.10.Synteza chlorowodorku N-metyloamidu-L-alaniny 38
Z 300mg zwigzku 38a zgodnie z metodg wykorzystang dla otrzymywania zwigzku 6

otrzymano 202 mg produktu w postaci biatego proszku, Rf= 0, 68(ukt. 2)

7.8.11.Synteza N,N-dimetyloamidu Boc-L-alaniny 39a
Synteza prowadzono jak dla zwigzku 34z wykorzystaniem 0,47ml 40% roztworu
N,N- dimetyloaminy w metanolu. Otrzymano zwigzek w formie oleju 600 mg Rf=0,7 (ukt.

1).

7.8.12.Synteza chlorowodorku N,N-dimetyloamidu-L-alaniny 39
Z 600mg oleju zwigzku zgodnie z metodg wykorzystang dla otrzymywania zwigzku 6

zostato otrzymane 316 mg produktu w postaci biatego proszku.

7.9.0trzymywanie ketoestrowych pochodnych kwasu N3-(4-

metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego FMDP.

7.9.1. Synteza estru acetylometylowego kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego. 12a

Do 1,2 g (4 mmol) kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego rozpuszczonego w 30 ml THF, dodano 0,56 ml (4 mmol)
trietyloaminy, 0,34 ml (4 mmol) chlorku acetonu oraz 0,132 g (0,8 mmol) jodku potasu.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Po odparowaniu pod
zmniejszonym cisnieniem rozpuszczalnika, otrzymano olej, ktéry nastepnie rozpuszczono
w octanie etylu. Tak otrzymang warstwe organiczng przemyto kolejno woda destylowang
a nastepnie 5% NaHCOs. Po osuszeniu warstwy octanowej bezwodnym MgSQs, kolejno
odsgczono $rodek suszacy, po czym odparowano rozpuszczalnik. Jako ukfadu
rozdzielajgcego uzyto uktad 5. Po zebraniu odpowiednich frakcji, odparowano do sucha

rozpuszczalnik. Produkt krystalizowano przez dodatek 10 ml eteru dietylowego. Otrzymano

78


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

0,882 g (2,4 mmol) estru acetylometylowego kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z wydajnoscig 65%. TLC w ukfadzie 1: Rf =
0,8, t. t. 86-88°C.

1H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1,43 (s, 9H, 3x(CHs)); 2,22 (s, 3H, COCHs); 3,8 (s, 3H,
COOCH;3); 5,7 (d, 1H, CONH);

7.9.2. Synteza estru 1-metylo-2-oksopropylowego kwasu N2-tert-
butoksykarbonlo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-5S-2,3-diaminopropanowego 13a
Do 0,6g (2mmole) kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego rozpuszczonego w 15 ml THF dodano 0,28ml (2mmole)
trietyloaminy, a nastepnie 0,22g (2mmole) 3-chloro-2-butanonu.Do mieszaniny reakcyjnej
dodany zostat takze jodek potasu w katalitycznej ilosci (0,05g) . Reakcje prowadzono przez
72 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem, az do otrzymania gestego oleju, ktéry nastepnie zostat
rozpuszczony w octanie etylu. Warstwe organiczng przemyto kolejno wodg destylowang,
5% roztworem NaHCOs, a nastepnie suszono bezwodnym MgSOas. Po ods3gczeniu $rodka
suszgcego, odparowano rozpuszczalnik do sucha, a pozostatos¢ oczyszczono z
zastosowaniem chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym z ukfadu
chloroform:aceton 4,5:1. Produkt otrzymano w ilosci 0,716g (81%)
'H NMR (200 MHz, CDCl3): 6 1,4 (s, 9H, 3x(CHs)); 1,5(s, COCH3), 3,79 (s, 3H, COOCH3);
4,14 (t, 2H, CHCH2NH), 4,5 (m, 1H, CH), 4,85 (d, 1H, CHCO), 5,25 (d, 1H, CHCO), 5,7 (d, 1H,
CONH); 6,81 (d, 2H, HC=); 6,92 (d, 1H, HC=); 7,4 (t, 1H, CONH).

7.9.3. Synteza 3,3-dimetylo-2-okso-butylowego kwasu N?-tert-butoksykarbonlo-
N3-(4- metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego 14a
0,3 g (1 mmol) kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego rozpuszczono w 15ml MeOH i 2 ml wody, nastepnie miareczkowano
20% roztworem wodnym CsCOs, az do otrzymania roztworu o pH = 7. Tak otrzymang sél
cezowg odparowano do sucha, po czym rozpuszczono jg w 7 ml DMF. Do mieszaniny
reakcyjnej dodano 0,135ml (1mmol) 1-chloropinakolonu, a reakcje prowadzono przez 48
godzin. Po tym czasie odparowano cze$s¢ DMFu, pozostato$¢ rozpuszczono w wodzie
i ekstrahowano 3 porcjami octanu etylu. Warstwy organiczne zostaty potgczone, suszone

nad MgS04, a po odsaczeniu $Srodka suszgcego odparowano rozpuszczalnik do oleju.
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Pozostatos$¢ oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w uktadzie chlorek metylenu : aceton 4:1 (v/v). Oczyszczony produkt krystalizowano z
mieszaniny octanu etylu i heksanu, otrzymano 0,241g (61%) biatych krysztatéw Boc-FMDP-
pinakolonu, analiza TLC (1) R+=0,85, t.t =94-96°C.

'H NMR (200 MHz, CDCls): 6 1,23 (s, 9H, 3x(CH3)); 1,43(s, 9H, 3x(CHs)), 3,79 (s, 3H,
COOCHs3); 4,14 (t, 2H, CHCH2NH), 4,5 (m, 1H, CH), 4,85 (d, 1H, CHCO), 5,3 (d, 1H, CHCO), 5,7
(d, 1H, CONH); 6,81 (d, 1H, HC=, ) = 81Hz); 6,92 (d, 1H, HC=, J = 81Hz); 7,63 (t, 1H, CONH).

7.9.4. Synteza chlorowodorku estru acetylometylowego kwasu N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego 12
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 150mg zwigzku 12,
wyd. 89%.
'H NMR (200 MHz, D20): 6 2,2 (s, 3H, COCH3); 3,8 (s, 3H, COOCH3); 4,5 (t, 2H, NH>);
5,05 (s, 2H, COOCH,CO); 6,75 (d, 1H, HC=, J = 75Hz); 7,04 (d, 1H, HC=, J = 75Hz). ESI-Q-TOF
MS m/z 273.1083 [M+H]*

7.9.5. Synteza chlorowodorku estru 3-butan-2-onu N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-
2,3-diaminopropanowego 13
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 111mg zwigzku 13,
wyd. 78%.
'H NMR (500Hz, D20): 6 1.89 (s, 3H, CH2COCH3); 2.15 (m, 1H, COOCH(CHs)CO); 3.63
(s, 3H, CHz30); 3.55 (dd, 2H, NHCH,CH); 3.73 (t, 1H, CHNH); 4.75 (s, 2H, OCH,C(O)CHs );
6.71(ABq, 2H, CH=CH). ESI-Q-TOF MS m/z 287.123 [M+H]*

7.9.6. Synteza chlorowodorku estru 3,3-dimetylo-2-okso-butylowego N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego 14
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 111mg zwigzku 14,
wyd. 65%
'H NMR (200Hz, D20): & 1.06 (s, 9H, COC(CHs)s); 3.68 (s, 3H, CH30); 3.84 (dd, 2H,
NHCH2CH); 4.41 (m, 1H, CH2CHNH); 5.16 (s, 2H, OCH,C(O)CH3); 6.83 (ABq, 2H, CH=CH). ESI-
Q-TOF MS m/z 315.1593 [M+H]*
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7.10. Otrzymywanie ketoestrowych pochodnych BADP.

7.10.1.Synteza estru acetylometylowego kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-
[(E)-4-fenylo-oksobutenoilolaminopropanowego 15a
0,362g Boc-BADP (1mmol) rozpuszczono w 10ml metanolu i 1Iml wody, nastepnie
miareczkowano 20% wodnym roztworem Cs;COs, az do uzyskania pH roztworu ok. 7.
Otrzymang sél odparowano do sucha, po czym rozpuszczono w 6ml DMFu. Do kolby
wkroplono powoli 0,08ml (1Immol) chloroacetonu, i mieszano w temperaturze pokojowej
przez 48 godzin. Po tym czasie odparowano czes¢ DMFu, a pozostatos¢ rozpuszczono
w wodzie destylowanej i ekstrahowano trzykrotnie 30ml porcjami octanu etylu. Warstwy
organiczne potgczono i suszono za pomocy bezwodnego MgS0a4. Po odparowaniu octanu
etylu, otrzymany olej oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej z zelem
krzemionkowym jako fazg stacjonarng w uktadzie chlorek metylenu: aceton 6:1 (v/v).
Krystalizowano z ukfadu octan etylu: eter naftowy, otrzymujgc 100mg czystego zwigzku.
(wyd. 24%) TLC (ukt. 1) Rf=0,84
'H NMR (200 MHz, CDCl3): 6 1,44 (s, 9H, 3x(CHs)); 2,3 (s, 3H, CH3CO); 3,68 (t, 2H,
CH2NH), 4,15 (m, 1H, CH), 5,27 (q,1H,CH3CHCO) 6,03 (d, 1H, CONH); 7,04 (t, 1H, CONH),
5,95 (d, 1H, HC=); 6,6 (d, 1H, HC=);7,5 (m,3H, Ph), 8,03 (m, 2H, Ph ).

7.10.2.Synteza estru 1-metylo-2-oksopropylowego kwasu N?-tert-
butoksykarbonylo-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-4-oksobutenoilo]
aminopropanowego 16a
0,362 g (1 mmol) kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo] aminopropanowego rozpuszczono w 10ml MeOH i 1 ml wody, nastepnie
miareczkowano 20% roztworem wodnym CsCOs, az do otrzymania roztworu o pH = 7.
Tak otrzymang sdl cezowg odparowano do sucha, po czym rozpuszczono jg w 5 ml DMF.
Do mieszaniny reakcyjnej dodano 0,1 ml (1mmol) 3-chloro-2-butanonu, a reakcje
prowadzono przez 48 godzin. Po tym czasie odparowano cze$¢ DMFu, pozostatosé
rozpuszczono w wodzie i ekstrahowano 3-krotnie 10ml porcjami octanu etylu. Warstwy
organiczne pofgczono, suszono nad MgS04, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik do
oleju. Analiza TLC wykazata obecnos¢ zanieczyszczen, zatem zastosowano chromatografie
kolumnowa na zelu krzemionkowym w uktadzie chlorek metylenu:aceton 3,5:1 (v/v).

Produkt otrzymano w formie zéttego osadu amorficznego osadu. TLC (1) Rf=0,91
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1H NMR (200 MHz, CDCls): & 1,44 (s, 9H, 3x(CHs)); 2,3 (s, 3H, CH30); 3,68 (t, 2H,
CH2NH), 4,15 (m, 1H, CH), 5,27 (g, 1H,CHsCHCO) 6,03 (d, 1H, CONH); 7,04 (t, 1H, CONH),
6,95 (d, 1H, HC=); 7,03 (d, 1H, HC=);7,6 (m,3H, Ph), 8,03 (m, 2H, Ph ).

7.10.3.Synteza  estru  3,3-dimetylo-2-okso-butylowego  kwasu  NZ?-tert-
butoksykarbonylo-(S)-N3-[(E)-4-fenylo-oksobutenoilo]aminopropanowego
17a
0,362g Boc-BADP (1mmol) przeprowadzono sél cezowa przy uzyciu weglanu cezu,
a nastepnie rozpuszczono w 6ml DMFu. Do mieszniny reakcyjnej dodano 0,131ml (1mmol)
chloropinakolonu, i mieszano w temperaturze pokojowej przez 72 godzin. Po tym czasie
odparowano czes¢ DMF, a pozostatos¢ rozpuszczono w wodzie destylowanej
i ekstrahowano trzykrotnie 30ml porcjami octanu etylu. Warstwy organiczne potaczono
i suszono za pomocg bezwodnego MgSQ4. Po odparowaniu octanu etylu, otrzymany olej
oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej z zelem krzemionkowym jako fazg
stacjonarng w uktadzie chlorek metylenu: aceton 9:1 (v/v). Otrzymano 120mg zéttego oleju
z wyd. 26%) TLC (ukt.3) R=0,52
'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1,41 (s, 9H, 3x(CH3)); 1,62 (s, 9H,C(CHs)3); 3,68 (t, 2H,
CH2NH), 4,15 (m, 1H, CH), 4,9 (s, 1H, CH2CO),5,27 (q,1H,CH3CHCO) 6,03 (d, 1H, CONH); 7,04
(t, 1H, CONH), 5,9 (d, 1H, HC=); 6,45 (d, 1H, HC=);7,7 (m,3H, Ph), 8,1 (m, 2H, Ph ).

7.10.4.Synteza chlorowodorku estru acetylometylowego kwasu N3-[(E)-4-fenylo-
4-oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego 15
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 86mg zwigzku,
wyd. 92%.
!H NMR (200 MHz, D,0): & 2,18 (s, 3H, (CO)CHs); 4,5 (t, 2H, CH-CH,); 5,05 (s, 2H,
COOCH,CO0); 6,95 (d, 1H, HC=); 7,84 (d, 1H, HC=, ); 7,56-7,9 (m,5H, Ph).

7.10.5.Synteza chlorowodorku 1-metylo-2-oksopropylowego kwasu N3-[(E)-4-
fenylo-4-oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego 16
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 80mg zwigzku,

wyd. 71%.
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1H NMR (200 MHz, D20): & 1,44 (d, 1H, COOCH(CH3)CO); 1,8 (s, 3H, (CO)CHs); 4,5 (t,
2H, CH-CH,); 5,25 (g, 1H, COOCH(CH3)CO); 5,95 (d, 1H, HC=); 6,4 (d, 1H, HC=, ); 7,56-7,9
(m,5H, Ph).

7.10.6.Synteza chlorowodorku estru 3,3-dimetylo-2-okso-butylowego kwasu N3-
[(E)-4-fenylo-4-oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego 17
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 86mg zwigzku,
wyd. 88%.
'H NMR (200 MHz, D,0): & 0.96 (s, 9H, COC(CH3)s), 3,65 (d,2H CH-CH,); 4,15 (t, 2H,
CH-CH3); 4,95 (s, 2H, COOCHCO); 5,95 (d, 1H, HC=); 6,84 (d, 1H, HC=, ); 7,46-7,9 (m,5H, Ph).

7.11. Otrzymywanie estrowych koniugatow z glikolamidami.

7.11.1.Synteza koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-
fenylo-1,3-dioksolan-2-ylo)-2-propenowego]-2,3-diaminopropanowego  z
glikolamidem (Boc-BADP-OCH,CONH3).25a
362mg (0,0001mol) Boc BADP i 75mg (0,0001mol) glikolamidu rozpuszczono w 5ml
CH2Cly i dodano katalityczng ilos¢ DMAP 10mg. Mieszanine reakcyjng schtodzono do ok. 0°
C i wkroplono 226mg DCC rozpuszczone w 2ml CH,Cl,. Po zakonczeniu reakcji (24 h),
przeniesiono do rozdzielacza i przemyto NaHSO4, woda, 5% NaHCOs, i kilkoma porcjami
wody do pH =7, a warstwe organiczng suszono bezwodnym MgS0Oa. Po odsgczeniu srodka
suszgcego i odparowaniu rozpuszczalnika, konieczne byto oczyszczenie zwigzku przez
chromatografie kolumnowga w uktadzie 50:1 (v/v) octan etylu:metanol, fazg stacjonarng byt
zel krzemionkowy. Otrzymano 210mg produktu (wyd.50%). Rf=0,78 (ukt.1)
'H (200MHz, DMSO0) 1,39 (s, 3H,(CH3)3CO); 3,35 (m, 2H, CH,CH); 4,48 (t, 1H, CHNH),
6,91(d, 1H, CH=), 7,8 (d, 1H, CH=), 7,7 (m, 5H, Ph), 8,05 (s, 2H, CONH2)

7.11.2.Synteza koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-
fenylo-1,3-dioksolan-2-ylo)-  2-propenowego]-2,3-diaminopropanowego.
(Boc-BADP-OCH,CONHCH3).26a
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg jak dla pochodnej 25a, z Boc BADP 309mg
(0,00085mol) z 76mg (0,00085mol) N-metyloglikolamidu. Uzyskano 227mg produktu. TLC
(ukt.1) Rf=0,75

83


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

1H (200MHz, DMSO) 1,39 (s, 3H,(CHs)sCO); 2,32 (s, 3H, CONHCHs); 3,35 (m, 2H,
CH.CH); 4,44 (t, 1H, CHNH), 6,8(d, 1H, CH=), 7,6 (d, 1H, CH=), 7,7 (m, 5H, Ph), 8,05 (s, 2H,
CONH,)

7.11.3.Synteza koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-(S)-N3-[(2E)-3-(2-
fenylo-1,3-dioksolan-2-ylo)-2-propenowego]-2,3-diaminopropanowego.
(Boc-BADP-OCH,CONH(CHs), 27a
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg jak dla pochodnej 25a Boc BADP 145mg
(0,0004mol) z 42mg (0,0004mol) N,N-dimetyloglikolamidu Uzyskano 212mg produktu. TLC
(ukt.1) Rf=0,75
'H (200MHz, DMSO) 1,39 (s, 3H,(CH3)3CO); 2,65 (s, 3H, CONHCH3); 3,2 (m, 2H,
CH2CH); 3,52(m, 2H, CH2CH); 4,4 (t, 1H, CHNH), 6,87(d, 1H, CH=), 7,5 (d, 1H, CH=), 7,7 (m,
5H, Ph),

7.11.4.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego z  glikolamidem. (BADP-
OCH2CONH2).25
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 25mg zwigzku,
wyd. 65%.
'H (200MHz, DMSO) 3,35 (m, 2H, CH,CH); 4,48 (t, 1H, CHNH), 6,91(d, 1H, CH=), 7,8
(d, 1H, CH=), 7,7 (m, 5H, Ph), 8,05 (s, 2H, CONH>)

7.11.5.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego  z N-metyloglikolamidem
(BADP-OCH2CONHCH3). 26.
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 227 mg zwigzku,
wyd. 91%.
'H (200MHz, DMSO) 2,9 (s, 3H, CONHCH3); 3,6 (m, 2H, CH2CH); 4,5 (t, 1H, CHNH),
6,8(d, 1H, CH=), 7,6 (d, 1H, CH=), 7,7 (m, 5H, Ph), 8,2 (s, 2H, CONH)
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7.11.6.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N3-[(E)-4-fenylo-4-
oksobutenoilo]- (S)-2,3- aminopropanowego z N,N-dimetyloglikolamidem
Boc-BADP-OCH2CONH(CHs)2. 27
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 82 mg zwigzku,
wyd. 74%.
'H (200MHz, DMSO) 2,80 (s, 3H, CONHCH3); 2,86 (s, 3H, CONHCH3); 3,5 (m, 2H,
CH2CH); 4,44 (t, 1H, CHNH), 6,91(d, 1H, CH=), 7,8 (d, 1H, CH=), 7,7 (m, 5H, Ph),

7.12. Otrzymywanie koniugatow FMDP z hydroksyamidami.

7.12.1. Synteza koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z glikolamidem.

0,4g (1,33mmola) kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-
2,3- diaminopropanowego i 0,1 g (1,33mmola) glikolamidu rozpuszczono w 20 ml dioksanu,
nastepnie schtodzono w fazni lodowej. Do mieszaniny reakcyjnej wkroplono 0,27 g DCC
(1,33mmola) w 5ml dioksanu. Po 18 godzinach zaobserwowano wytrgcajgcy sie osad DCU,
ktdry nastepnie odsgczono, a kolbke z przesgczem umieszczono w lodéwce. Nastepnie
odsgczono kolejng porcje wytragconego osadu DCU, a przesgcz odparowano do sucha
Analiza TLC (1) wykazata obecnos$é¢ zanieczyszczen. ktére zostaty usuniete za pomoca
chromatografii kolumnowej w uktadzie chlorek metylenu: aceton 4:1 (v/v). Otrzymano 0,21
(42%) biatego osadu Boc-FMDP-glikolamidu TLC (1) Rt=0,93.

'H NMR (200Hz, CDCl3): & 1.4 (s, 9H, (CH3)3CO); 3.7 (m, 2H, NHCH>CH); 3.8 (s, 3H,
CH30); 4.1 (m, 1H, CONHCH_2); 4.5 (m, 1H, COOCH,CO); 5.8 (m, 1H, NHOCOC(CHs)3); 6.9
(ABq, 2H, CH=CH, J=15.5); 7.26 (m, 2H, CONH2).

7.12.2.Synteza N-metyloglikolamidu koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-

N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N-
metyloglikolamidem.

0,337g (0,0011mola) Boc FMDP, 0,1 g (0,0011mola) N-metyloglikolamidu i 0,02g

DMAP rozpuszczono w 5ml CHyCl,. Mieszanine reakcyjng nieznacznie schtodzono i

wkroplono 0,297g (0,0013mola) DCC, reakcje prowadzono przez 4 godziny, po tym czasie
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odsgczono wytrgcony osad DCU, zatezono i pozostawiona na noc w lodéwce. Odsgczono
kolejng porcje wytrgconego DCU, a nastepnie rozpuszczono w CH,Cl, i ptukano wodg,1M
NaHSO4, 5% nancos | wodg do pH=7, a nastepnie warstwe organiczng suszono nad bezw.
MgSOa. Po usunieciu srodka suszgcego odparowano do sucha, a nastepnie rozpuszczono w
niewielkiej ilosci octanu etylu i krystalizowano przez dodatek eteru dietylowego. Uzyskano
250mg biatych krysztatéw zwigzku (wyd. 58%). TLC (ukt.1) Re=0,72

'H NMR (500Hz, CDCls): 6 1.42 (s, 9H, (CH3)3CO); 2.78 (s, 3H, CONHCH3); 3.79 (s, 3H,
CH30); 3.85 (m, 2H, NHCH,CH); 4.12 (m, 1H, CONHCH>); 4.3 (m, 1H, CHNHCOC(CH3)3); 4.6
(s, 2H, COOCH,CO); 5.89 (m, 1H, NHOCOC(CHs)s); 6.85 (ABq, 2H, CH=CH, J=15.5); 7.41 (m,
1H, CONHCHB3).

7.12.3.Synteza koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N,N-
dimetyloglikolamidem.
0,510g (1,7mmola) BocFMDP, 0,175g (1,7mmola) N,N-dimetyloglikolamidu i 0,02g
(0,2mmola) DMAP rozpuszczono w 5 ml THF. Mieszanine schtodzono i wkroplono powoli
0,44g (2,1mmola) DCC rozpuszczonego w 2 ml THFu. Nastepnie reakcja byta prowadzona w
temperaturze pokojowej przez 24h. Po tym czasie odsgczono osad wytrgcajacego sie DCU,
nastepnie odparowano THF i rozpuszczono w CHClz, po czym ptukano 1M roztworem
NaHSO4, wodg, 5% NaHCOs, i kilkkoma porcjami wody, az do pH =7, a warstwe organiczna
suszono bezw. MgS04. Po odsaczeniu $rodka suszgcego, odparowano nadmiar octanu
etylu, a pozostatos¢ krystalizowano z mieszaniny octan etylu: eter dietylowy. Otrzymano
0,271g biatych krysztatéw zwigzku (wyd.41%). Analiza TLC AcOEt: Et20 4:1 v/v Rf=0,62.
'H NMR (500Hz, CDCl3): 6 1.22 (s, 9H, (CH3)3CO); 3.18 (d, 6H, CON(CHs)2); 3.4 (m, 2H,
NHCH2CH); 3.78 (m, 1H, CONHCH>); 3.81 (s, 3H, CH30); 4.7 (m, 1H, CH2CH(NHBoc)CO); 4.81
(s, 2H, COOCH,CO0); 5.72 (m, 1H, NHOCOC(CHs)3); 6.85 (ABq, 2H, CH=CH, J=15.5).

7.12.4.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z glikolamidem.

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedura dla zwigzku 6. Uzyskano 0.08g, 76%, H

NMR (500Hz, D20): 6 2.62 (s, 3H, CONHCH3); 3.66 (s, 3H, CH30); 3.82 (dd, 2H, NHCH,CH,

86


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

J=5); 4.35 (t, 1H, CHNH, J=5); 6.73 (ABq, 2H, CH=CH, J=15.6). ESI-Q-TOF MS m/z 298.1767
[M+H]*

7.12.5.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N-metyloglikolamidem.
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 0.1 g, 65%. *H NMR
(500Hz, D20): 6 2.62 (s, 3H, CONHCH3); 3.66 (s, 3H, CH30); 3.82 (dd, 2H, NHCHCH,J=5); 4.35
(t, 1H, CHNH, J=5); 4.92 (dd, 2H,CH,CO J3=15.63, J,=19.28); 6.73 (ABq, 2H, CH=CH, J=15.6).
ESI-Q-TOF MS m/z 288.119 [M+H]*

7.12.6.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N,N-
dimetyloglikolamidem.
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 0.085 g, 73% 'H
NMR (500Hz, D20): & 2.803 (s, 3H, CONHCH3z); 2.873 (s, 3H, CONHCH3); 3.659 (s, 3H, CH30);
3.76 (dd, 1H, NHCHCH, J3=4.5; J,=15.1); 3.91 (dd, 1H, NHCHCH, J3=5.37, J,=15.1); 4.377 (t,
1H, CHNH, J=5); 4.92 (dd, 2H,CH,CO J3=15.63, J,=19.28); 6.73 (ABq, 2H, CH=CH, J=15.6). [a]=
-24.24 ESI-Q-TOF MS m/z 302.1354 [M+H]*

7.12.7.Synteza koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S -2,3-diaminopropanowego L-laktamidem.

0,486g Boc FMDP (0,015mol) oraz 0,138g (0,015) rozpuszczono w 5ml THF oraz
katalityczna ilos¢ DMAP (0,02g). Mieszanine reakcyjng mieszano mieszadtem
magnetycznym i schtodzono do temperatury 0°C i powoli wkroplono 0,33mg DCC.
Nastepnie po 24h czasu reakcji odsgczono nadmiar DCU, mieszanine zatezono w celu
wytrgcenia pozostatosci DCU. Po odsgczeniu odparowano do sucha, rozpuszczono w
octanie etylu i ptukano kolejno 1M NaHSQO4, wodg, 5% NaHCOs, wodg i NaCl. Warstwe
organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem sodu, a nastepnie krystalizowano z
mieszaniny octan etylu:heksan. Otrzymano 380mg biatych krysztatéw zwigzku (24c)
(wyd.63%), t.126-128, R=0,78 (ukt. 1)

'H NMR (500Hz, CDCl3): & 1,23(s, 9H, (CH3)3CO); 1,56 (d, 3H, CH3CH, J=4,6); 3,8 (s,
3H, CH30); 4,05 (m, 2H, NHCH2CH ); 4,5 (m, 1H, CHNH); 5,21 (q, 1H, OCHCH3 J=5); 5,75 (m,
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1H, CONHCH,); 6,53 (s, 1H, NHOCOC(CHs)3 ); 6,81(m, 2H, CH=CH); 7,1 (s,1H, CONH.); 7,6 (s,
1H, CONH,)

7.12.8.Synteza koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N-metylo-L-laktamidem.

Zwigzek otrzymano wedtug procedury wykorzystanej dla syntezy pochodnej .
Uzyskano 400mg krystalicznego zwigzku (wyd. 66%), t.t=79-83°C, Rf=0,76 (ukt.1).

'H NMR (500Hz, CDCl3): 6 1,42 (s, 9H, (CH3)3CO ); 1,5 (d, 3H, CH3CH, J=6 ); 2,84 (d,
3H, CONHCHs, J=4,5) 3,78 (s, 3H, CH30); 3,9 (m, 2H, NHCH,CH ); 4,42 (m, 1H, CHNH); 5,17
(9, 1H, OCHCHs, J=6 ); 5,85 (m, 1H, CONHCH2); 6,8(s, 1H, NHOCOC(CHs)s ); 6,9(ABq, 2H,
CH=CH, J=15,5); 7,43 (m, 1H, CONHCH3 ).

7.12.9.Synteza koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N,N-dimetylo-L-
laktamidem.

Zgodnie z procedura dla zwigzku otrzymano po krystalizacji otrzymano 168mg
biatego krystalicznego zwigzku (25c) (wyd. 28%), t.t= 96-99, Rf=0,75 (ukt.1) .

'H NMR (500Hz, CDCls): & 1,44 (s, 9H, (CH3)3CO); 1,638 (d, 3H, CH3CH, J=6); 2,973 (s,
3H, CON(CHs)2); 3,136 (s, 3H, CON(CHs)2 ); 3,41 (m, 2H, NHCH2CH ); 3,76 (m, 1H, CHNH)
3,799 (s, 3H, CHz30); 4,76 (q, 1H, OCHCHs, J=4 ); 5,72 (m, 1H, CONHCH>); 6,83(s, 1H,
NHOCOC(CHs)3); 6,85(ABq, 2H, CH=CH, J=16).

7.12.10. Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N?-tert-
butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S -2,3-diaminopropanowego z
L-laktamidem.

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 0.28g, 89% H

NMR (500Hz, D,0): & 1.38 (d, 3H, CHsCH,J=6 ); 3.64 (s, 3H, CH30); 3.7 (dd, 2H,
NHCH,CH,J=4); 4.3 (m, 1H, CHNH); 5.08 (g, 1H, OCHCHs, J=6.5); 6.75 (ABq, 2H, CH=CH,
J=15). [a]=-20.45 ESI-Q-TOF MS m/z 288.1187 [M+H]*
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7.12.11. Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N?-tert-
butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego.z
N-metylo-L-laktamidem

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 0.1g, 75% *H NMR

(500Hz, D20): 61.3 (d, 3H, CH3CH,J=6.6); 2.6 (s, 3H, CONHCHB3s); 3.63 (s, 3H, CH30); 3.78 (dd,
2H, NHCHCH, J=4 ); 4.31 (m, 1H, CHNH); 5.02 (g, 1H, OCHCH3s, J=6); 6.7(ABq, 2H, CH=CH,
J=14.6). [a]=-22.74 ESI-Q-TOF MS m/z 302.1354 [M+H]*

7.12.12. Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N2-tert-
butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-5S-2,3-diaminopropanowego z
N,N-dimetylo-L-laktamidu.

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6. Uzyskano 0.09 g, 68% H

NMR (500Hz, D,0): & 1.3 (d, 3H, CH3CH,J=6.6 ); 2.8 (s, 3H, CONCH3); 3.0 (s, 3H, CONCH3);
3.63 (dd, 2H, NHCH,CH,J=5); 3.67 (s, 3H, CH30); 4.31 (m, 1H, CHNH); 5.02 (q, 1H, OCHCH3,
J=6); 6.7(ABq, 2H, CH=CH, J=15.6). [a]= -22,53 ESI-Q-TOF MS m/z 316.7240 [M+H]*

7.13. Otrzymywanie koniugatéw FMDP z amidami aminokwasdw.

7.13.1.Synteza koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z amidem glicyny. 22a

Synteze prowadzono wedfug metody dla zwigzku z wykorzystaniem 110mg
chlorowodorku glicynamidu i 0,072ml NEtsi 413mg BocFMDPOSu. Po oczyszczeniu zwigzku
z pomoca chromatografii kolumnowej, substancje krystalizowano z mieszaniny octan etylu
heksan, uzyskano 292 mg biatego, silnie higroskopijnego zwigzku t.t. 143-145°C, R=0,59
(ukt. 1), wyd. 53%

1H NMR (500Hz, CDCl3): & 1,44(s, 9H, (CH3)sCO); 3,4(m, 2H, NHCH,CH); 3,67 (m, 1H,
CHNH); 3,8 (s, 3H, CH30); 4,0 (m, 2H, NHCH2CO); 5,52 (s,1H, CONH3); 6,01 (s, 1H, CONH>);
6,28 ('s,1H,CONHCH,CONH,); 6,9(ABq, 2H, CH=CH);7,08 (s, 1H, CONHCH2CH); 7,17 (s, 1H,
NHOCOC(CHs)3);
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7.13.2.Synteza koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N-metyloglicynamidem .
23a
Synteze prowadzono z wykorzystaniem metody dla zwigzku 22a z 69,25mg
(0,5mmola) chlorowodorku N-metyloglicynamidu oraz 0,07ml NEts oraz 207,5 mg
BocFMDPOSu. Otrzymano 180 mg zwigzku 23a w formie biatego proszku t.t=171-173°C,
Rf=0,64, wyd. 93%.
'H NMR (500Hz, CDCl3): & 1,43(s, 9H, (CH3)3CO); 2,8 (d, 3H, CH,CONHCH3, J=6); 3,59
(m, 2H, NHCH2CH); 3,8 (s, 3H, CH30); 3,9 (m, 1H, CHNH); 4,24 (m, 2H, NHCH>CO); 6,31(s,1H,
CONHCHs) 6,58 ( s,1H,CONHCH,CONH,); 6,91(ABq, 2H, CH=CH); 7,22 (t, 1H, CONHCH,CH);
7,56 (s, 1H, NHOCOC(CH3)3);

7.13.3.Synteza koniugatu kwasu N?-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N,N-
dimetyloglicynamidem. 43a
138mg (1mmol) chlorowodorku N,N-dimetyloamidu glicyny i 1mmol NEts
rozpuszczono w 3ml THF i 2ml wody, po czym mieszanine reakcyjng schtodzono do temp.
59C, a nastepnie wkroplono roztwér 413mg (1 mmol) Boc FMDPOSu. Po 24h rozpuszczalniki
odparowano do sucha, zawieszono w octanie etylu i odsgczono, a osad przeptukano eterem
dietylowym. Pozostate zanieczyszczenia usunieto poprzez chromatografie kolumnowg
z wykorzystaniem rozpuszczalnikow w uktadzie 1:1 octan etylu: metanol. Uzyskano 354mg
biatego zwigzku 24a, t.t. 172-174°C, Ri=0,61 (ukt. 1); wyd.89%.
'H NMR (500Hz, CDCl3): & 1,23(s, 9H, (CH3)3CO); 1,56 (d, 3H, CH3CH, J=4,6); 3,8 (s,
3H, CH30); 4,05 (m, 2H, NHCH2CH ); 4,5 (m, 1H, CHNH); 5,21 (q, 1H, OCHCH3 J=5); 5,75 (m,
1H, CONHCHz2); 6,53 (s, 1H, NHOCOC(CHs)3 ); 6,81(ABq, 2H, CH=CH); 7,1 (s,1H, CONH2); 7,6
(s, 1H, CONH>)

7.13.4.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego z glicynamidem.
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg dla zwigzku 6 uzyskano98 mg.
'H NMR (500Hz, D;0): & 3,66 (s, 3H, CH30); 3,7 (dd, 2H, NHCH,CH,); 3,83(m, 2H,
NHCH,CONH,); 4,12 (t, 1H, CHNH, J=5,5); 6,72 (ABq, 2H, CH=CH, J=16).
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7.13.5.Synteza chlorowodorku koniugatu N-metyloglicynamidu kwasu N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N-metyloglicynamidem.
Zwigzek otrzymano wedtug procedury dla zwigzku 6 uzyskano 93mg biatego osadu.
H NMR (500Hz, D,0): 6 2,6 (s, 3H, CONHCH3); 3,66 (s, 3H, CH30); 3,68 (dd, 2H,
NHCH2CH, J=4); 3,83 (dd, 2H, NHCH,CONH>, J=16); 4,11(t, 1H, CHNH, J=5,5); 6,74 (ABq, 2H,
CH=CH, J=16).

7.13.6.Synteza chlorowodorku koniugatu kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-
diaminopropanowego z N,N-dimetyloglicynamidu.
Zwigzek otrzymano wedtug procedury dla zwigzku 6. Z 300 mg
BocFMDPGIyNH(CH3)2 uzyskano 250mg biatego osadu.
'H NMR (500Hz, D;0): 6 2,78 (s, 3H, CONCH3); 2,86 (s, 3H, CONCH3s); 3,66 (s, 3H,
CH30); 3,69 (m, 2H, NHCHCH, J=5); 4,01 (dd, 2H, NHCH2CONH, J=17); 4,14(t, 1H, CHNH,
J=5,5); 6,73 (ABq, 2H, CH=CH, J=16).

7.13.7.Synteza koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-

metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z L-alaninamidu.

Synteze prowadzono wedtug metody dla zwigzku 43a z wykorzystaniem 110mg
chlorowodorku glicynamidu i 0,072ml NEt3 i 413mg BocFMDPOSu. Po oczyszczeniu zwigzku
z pomoca chromatografii kolumnowej, substancje krystalizowano z mieszaniny octan etylu
heksan, uzyskano 292 mg biatego, silnie higroskopijnego zwigzku t.t. 143-145°C, Rf=0,59
(ukt. 1), wyd. 53%

'H NMR (500Hz, CDCl3): & 1.41 (d, 3H, CHsCH, J=4,6); 1,45 (s, 9H, (CHs3)3CO); 1,59
(s,1H,CONHCHCONH,); 3,78 (m, 2H, NHCH,CH); 3,81 (s, 3H, CHs30); 4,25 (m, 1H, CHNH);
4,48 (m, 2H, NHCHCO); 5,4 (s, 1H, CONHCH2CH); 6,13 (s,1H, CONHz); 6,47 (s, 1H, CONH>);
6,88(ABq, 2H, CH=CH); 6,98 (s, 1H, NHOCOC(CH3)3 );

7.13.8.Synteza koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego N-metylo-L-alaninamidu.
Synteze prowadzono z wykorzystaniem metody dla zwigzku 23c z 69,25mg

(0,5mmola) chlorowodorku N-metyloglicynamidu oraz 0,07ml NEts oraz 207,5 mg
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BocFMDPQOSu. Otrzymano 180 mg zwigzku 22c w formie biatego proszku t.t=171-173,
Rf=0,64, wyd. 93%.

'H NMR (500Hz, CDCls): 6 1.35 ( d, 3H, CH3CH, J=); 1,45(s, 9H, (CH3)3CO); 2,79 ( d,
3H, CH2CONHCH3, J=); 3,73 (m, 2H, NHCH,CH); 3,8 (s, 3H, CH30); 4,29 (m, 1H, CHNH); 4,45
(m, 1H, NHCHCO); 6,21(s,1H, CONHCH3s), 6,67 ( s,1H,CONHCHCONH); 6,92(ABq, 2H,
CH=CH); 7,12 (m, 1H, CONHCH2CH); 7,52 (s, 1H, NHOCOC(CH3)3);

7.13.9.Synteza koniugatu kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-
metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego N,N-dimetylo-L-
alaninamidu.
138mg (1mmol) chlorowodorku N,N-dimetyloamidu glicyny i 1mmol NEt3
rozpuszczono w 3ml THF i 2ml wody, po czym mieszanine reakcyjng schtodzono do temp.
50C, a nastepnie wkroplono roztwér 413mg (1 mmol) Boc FMDPOSu. Po 24h
rozpuszczalniki odparowano do sucha, zawieszono w octanie etylu i odsaczono, a osad
przeptukano eterem dietylowym. Pozostate zanieczyszczenia usunieto poprzez
chromatografie kolumnowa z wykorzystaniem rozpuszczalnikow w uktadzie 1:1 octan etylu
: metanol. Uzyskano 354mg biatego zwigzku 23c, t.t. 172-1740C, Rf=0,61 (ukt. 1); wyd.89%.
'H NMR (500Hz, CDCl3): 6 1.35 ( d, 3H, CH3CH, J=); 1,42 (s, 9H, (CH3)3CO); 2,95(s,3H,
CONCH3); 3,09 (s,3H, CONCHs3), 3,67 (m, 2H, NHCH,CH ); 3,79 (s, 3H, CH30); 4,28 (m, 1H,
CHNH); 4,28 (m, 1H, CHsCH, ); 4,81 (m, 1H, OCHCH3, ); 5,63 (d, 1H, CONHCH); 6,89(ABq, 2H,
CH=CH); 7,05 (s,1H, CONHCHy); ); 7,16 (s, 1H, NHOCOC(CHs)3);

7.13.10. Synteza koniugatu chlorowodorku L-alaninamidu kwasu N3-(4-

metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z L-alaninamidu.

W celu usuniecia grupy zabezpieczajacej tert-butoksykarbonylowej z 180 mg Boc
FMDPGIyNH2 , zwigzek traktowano 3ml 4M HCl w dioksanie, reakcje prowadzono przez 3
godziny. Po tym czasie mieszanine reakcyjng odparowano do sucha, a nastepnie
dwukrotnie odparowywano z dodatkiem eteru dietylowego. Strgcony produkt w postaci
biatego osadu odsgczono i suszono pod zmniejszonym ciSnieniem otrzymano 98 mg

FMDPGIyNH2*HCI (24).
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IH NMR (500Hz, D20): & 1.35 (d, 3H, CH3CH,J=6 ); 3.6 (s, 3H, CHs0); 3.9 (dd, 2H,
NHCH2CH,J=4); 4.3 (m, 1H, CHNH); 5.08 (g, 1H, NCHCH3, J=6.5); 6.75 (ABq, 2H, CH=CH,
J=15).

7.13.11. Synteza koniugatu chlorowodorku N-metylo-L-alaninamidu kwasu
N3-(4-metoksyfumaroilo)-S-2,3-diaminopropanowego z N-metylo-L-
alaninamidem.
Synteze przeprowadzono wedtug procedury dla zwigzku 21. Z 120 mg
BocFMDPGIYNHCH3 otrzymano 93mg biatego osadu

'H NMR (500Hz, D,0): 61.3 (d, 3H, CH3CH,J=6.6 ); 2.6 (s, 3H, CONHCH3); 3.63 (s, 3H,
CH30); 3.78 (dd, 2H, NHCH,CH, J=4 ); 4.31 (m, 1H, CHNH); 5.02 (g, 1H, OCHCH3, J=6);
6.7(ABq, 2H, CH=CH, J=14.6)

7.13.12. Synteza koniugatu chlorowodorku kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-
S-2,3-diaminopropanowego z N,N-dimetylo-L-alaninamidem
Synteze przeprowadzono wedtug procedury dla zwigzku 21. Z 300 mg
BocFMDPGIyNH(CH3)2 (23c) otrzymano 250mg biatego osadu FMDPGIyN(CH3)2*HCI (25)
'H NMR (500Hz, D>0): & 1.3 (d, 3H, CH3CH,J=6.6 ); 2.8 (s, 3H, CONCH3); 3.0 (s, 3H,
CONCH3); 3.64 (dd, 2H, NHCH,CH,J=5); 3.67 (s, 3H, CH30); 4.3 (m, 1H, CHNH); 5.02 (q, 1H,
NCHCHjs, J=6); 6.7(ABq, 2H, CH=CH, J=15.6).
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7.14. Wyznaczanie  aktywnosci  przeciwgrzybowej  otrzymanych

zZwigzkow.

Podtoza stosowane w hodowli

W badaniach wykorzystano podtoza ptynne i state, ktérych sktad i sposdb
przygotowania zestawiono ponizej.

Podtoze YPG (glukoza 20 g/L, ekstrakt drozdzowy 10 g/L, pepton 10 g/L),
w podtozu statym stosowano dodatek agaru mikrobiologicznego (25 g/L).

Podtoze YNB z siarczanem amonu (YNB-SA), pH 5.4 + 0.2 (glukoza 20 g/L, YNB bez
aminokwasow, z siarczanem amonu 6,7 g/L).

Aktywnos$¢ przeciwgrzybowag pochodnych FMDP i BADP, a takze zwigzkéw
kontrolnych okreslano poprzez wyznaczenie najmniejszego stezenia zwigzku
powodujgcego zahamowanie wzrostu komérek grzybowych w 50% i 80%, odpowiednio
MICso i MICgo, metodg podwdjnych seryjnych rozcienczen. Badanie prowadzono
w sterylnych 96-studzienkowych mikroptytkach w ptynnych podfozach: YNB-SA oraz
w podfozu zmodyfikowanym z dodatkiem N-acetyloglukozaminy.

Po catonocnej hodowli (16-18h) na podfozu statym YPG (YNB-SA w przypadku
mutantéw spontanicznych) komdrki badanego szczepu zawieszano w sterylnej wodzie
destylowanej. Po ustawieniu gestosci optycznej zawiesiny ODeso na poziomie okoto 0,1
(co odpowiada 106 komérek w 1 mL zawiesiny), inoculum rozcieczano 50-krotnie,
do uzyskania gestosci komdrek wynoszacg 2 x 10* komdrek w 1 mL zawiesiny.

Roztwory badanych zwigzkéw przygotowywano w dwukrotnie stezonych
podtozach. Do studzienek pierwszego rzedu mikroptytki dodawano 200 uL przygotowanych
roztwordw zwigzkéw, a do studzienek rzedéw 2-10 po 100 pL odpowiednich podtozy.
Po wykonaniu seryjnych rozcieficzen, do studzienek 1-10 dodawano po 100 pL zawiesiny
komorek. Studzienka 11, do ktérej dodano 100 ulL podtoza i 100 pL inoculum, stanowita
kontrole hodowli. Studzienka 12 natomiast, do ktérej dodano 100 plL podfoza i 100 pL
sterylnej wody destylowanej, stanowita kontrole podtoza. Po dodaniu 100 pL inoculum
(przygotowanego w wodzie destylowanej) lub wody destylowanej uzyskiwano

we wszystkich studzienkach wiasciwe stezenie sktadnikéw pozywki.
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Ptytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 24 h. Gestos¢ optyczng hodowli
odczytano za pomocy czytnika mikroptytek Victor? przy dtugosci fali A = 531 nm. Za MICso
oraz MICgp przyjmowano najnizsze stezenie zwigzku powodujace odpowiednio 50% i 80%
spadek wartosci absorbancji w stosunku do kontroli hodowli (wartos¢ absorbancji mniejszg
lub réwng odpowiednio 50% i 20% wartosci absorbancji kontroli hodowli). Badania

wykonywano przynajmniej w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

7.15. Okreslanie szybkosci transportu pochodnych FMDP i zwigzkéw

referencyjnych

Catonocng hodowle komérek odswiezano w podtozu YPG do gestosci optycznej
zawiesiny, ODeso W przedziale 0,1 + 0,15. Hodowle prowadzono w wytrzgsarce (180 rpm),
w temp. 30°C, do osiggniecia ODsso oOk. 3,0 tak by uzyskaé komérki w logarytmicznej fazie
wzrostu. Po uptywnie ok. 3 h zawiesine odwirowywano (3 tys. rpm, 5 min) i dwukrotnie
przemywano 50 mM buforem fosforanowo-potasowym o pH 5.0. Po ostatnim wirowaniu
komorki zawieszano w 1% roztworze glukozy w 50 mM buforze fosforanowo-potasowym
o pH 5.0 i ustalano ODeso zblizone do wartosci 1,0.

Do trzech 50 mL kolbek dodawano po 5 mL zawiesiny komdrek w 1% roztworze
glukozy w buforze fosforanowo-potasowym, a nastepnie inkubowano w cieplarce w temp.
30°C z intensywnym wstrzgsaniem. Po uptywie 15 min, do kontroli hodowli dodawano
50 pL wody destylowanej, do prébki badanej 50 pL roztworu peptydu o stezeniu 5 mM
(konncowe stezenie peptydu wynosito 50 uM), a do kontroli transportu 50 pL roztworu
azydku sodu o stezeniu 5 mM (koricowe stezenie NaN3 wynosito 50 uM).

Zaraz po sporzadzeniu (czas 0) powyzszych mieszanin pobierano 1 mL i nanoszono
na filtry szklane Whatmana GF/A w celu oddzielenia komdrek. W okreslonych odstepach
czasu (punkty czasu: 10 min, 30 min, 60 min) czynnos¢ powtarzano prowadzac ciggfa
inkubacje zawiesin w 30°C z wytrzgsaniem. W celu oznaczenia stezenia peptyddw
w przesgczach przygotowano krzywag wzorcowg. Do 100 uL uzyskanych przesgczy oraz
roztwordw peptydu dodano 125 plL odczynnika sporzgdzonego przez zmieszanie roztworu
TNBS (4 mg/mL) z 5% roztworem tetraboranu sodu w stosunku 1 : 4, a nastepnie
inkubowano 30 min w temp. 37°C.

Po inkubacji odczytywano absorbancje przy dtugosci fali A = 405 nm przy pomocy

czytnika mikroptytek Victor3. Korzystajac z zaleznoéci absorbancji mieszanin od stezenia
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peptydu w wodzie (krzywa wzorcowa) sporzadzono wykresy przedstawiajgce zmiany

stezenia peptydu w przesgczach w czasie inkubacji.

7.16. Wyznaczanie inhibicji enzymu
Oczyszczanie syntazy glukozaminy-6-fosforanu C. albicans produkowanej w E. coli
przeprowadzono zgodnie z opisang wczesniej metodga. Stezenie biatka oznaczano zgodnie
ze zmodyfikowang procedurg Elsona-Morgana. Standardowa mieszanina testowa sktadata
sie z 7,5 mM D-fruktozo-6-fosforan, 10 mM L-glutaminy, 25 mM buforu fosforanu potasu
(pH 6,9-7,1), inhibitora w odpowiednim stezeniu i 1-4 pg enzymu syntazy GIcN-6-P

w catkowitej objetosci 400 pl mieszaniny inkubacji.

Zahamowanie aktywnosci syntazy glukozamino-6-fosforanu:

Oznaczenia 1Csop wykonywano w sposdb opisany wczesniej. Roztwor inhibitora
preinkubowano w standardowej mieszaniny przez 30 minut w 37°C. Reakcje zakoriczono
przez ogrzewanie w temperaturze 100°C przez 1 min. FMDP i BADP wykorzystano jako

inhibitory odniesienia.
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