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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Ac,O
ADGP
AMB
AMPO
APO

ATP

Boc
Boc,O
BocFMDP

BSDP
CH,(CI,
DBU
DCC
DCU
DMAP
DMF
DON
DPPA
EADP
Et;:N
FCDP
FMDP
Fru-6-P
GAT
GIcN-6-P
'HNMR
HOSu
IAM
MF-AME
MPAH
PIDA

bezwodnik octowy

2-amino-2-deoksy-D-glucitolo-6-fosforan

amfoterycyna B

oksym arabinoso-5-metylofosfonianu

oksym arabinoso-5-fosforanu

adenozynotrifosforan

grupa fert-butoksykarbonylowa

diweglan di-fert-butylu

kwas  N-tert-butoksykarbonylo-N’-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamino-
propanowy

kwas N°-(L-2-bromobursztynamoilo)-L-2,3-diaminopropanowy
chlorek metylenu

1,8-diazobicyklo[5.4.0]-undec-7-en
N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

N,N’-dicykloheksylomocznik

N,N-dimetyloaminopirydyna

N,N-dimetyloformamid

6-diazo-5-okso-L-norleucyna

azydofosforan difenylu

kwas N°-(LD-trans-epoksybursztynamoilo)-L-2,3-diaminopropanowy
trietyloamina

kwas N°-fumaroilo-L-2,3-diaminopropanowy

kwas N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowy
D-fruktozo-6-fosforan

domena glutaminowa syntazy glukozamino-6-fosforanu
D-glukozamino-6-fosforan

spektroskopia protonowego jadrowego rezonansu magnetycznego
N-hydroksysukcynoimid

immobilozowana sztuczna membrana

ester metylowy N-metylo-N-fruktopiranozyloamfoterycyny B
hydroksymolakton 5-metylenofosfono-D-arabinozy

dioctan jodobenzenu



R¢

TFA
THF
TLC
t.t.

t.w.

UDP-GIcNAc -
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1. WSTEP

Znaczne zmniejszenie $miertelnosci wskutek infekcji bakteryjnych spowodowane jest
gtéwnie wprowadzeniem do lecznictwa nowych, skutecznych i bezpiecznych antybiotykow.
Do najwazniejszych naleza potsyntetyczne antybiotyki f-laktamowe z grupy cefalosporyn i
penicylin, antybiotyki aminoglikozydowe, makrolidowe i glikopeptydowe. Powszechne
stosowanie antybiotykoéw nie tylko nie wyeliminowato catkowicie zagrozen spowodowanych
przez bakterie, lecz przeciwnie stato si¢ przyczyna nowych zagrozen. Zagrozenia te zwigzane
sa glownie z pojawieniem sig szczepow opornych', a w szczegbdlnosci szczepdw o opornosci
wielolekowej. Innym niebezpieczenstwem spowodowanym powszechnym stosowaniem
antybiotykow jest zaktocenie rownowagi flory bakteryjnej cztlowieka, co prowadzi do wzrostu
ilosci infekcji grzybowych. Grzybice uktadowe sa szczegodlnie niebezpieczne dla ludzi z
ostabionym ukladem odpornosciowym. Problem ten dotyczy glownie pacjentéw
przyjmujacych leki immunosupresyjne™, chorych na AIDS®, czy nowotwory. Grzybice
narzadow wewngtrznych spowodowane sa przewaznie przez drobnoustroje z rodzaju
Candida, Cryptococcus, Aspergillus i Histoplasma. Pomimo wieloletnich prac nad lekami
zwalczajacymi infekcje grzybowe do tej pory nie wprowadzono skutecznych i zarazem

bezpiecznych  chemoterapeutykow™ .

Powodem tych niepowodzen jest bliskie
pokrewienstwo obu eukariotycznych organizmow: cztowieka i drobnoustroju grzybowego.
Poszukiwanie nowych i skutecznych chemoterapeutykow prowadzone moga by¢ w kierunku
modyfikacji chemicznej istniejacych juz grup zwiazkow w celu usunigcia ich wad lub w
kierunku poszukiwania nowych celow molekularnych i otrzymania zwiazkéw oddziatujacych

Z nimi.



2. CZESC TEORETYCZNA

2.1 Syntaza glukozamino-6-fosforanu

Wieloletnie prace prowadzone w Katedrze Technologii Lekéw i1 Biochemii Politechniki
Gdanskiej doprowadzity do zaproponowania enzymu syntazy glukozamino-6-fosforanu jako
celu molekularnego dla projektowania nowych chemoterapeutykow przeciwdrobnoustro-
jowych i przeciwgrzybiczych 2.

Enzym syntaza glukozamino-6-fosforanu'® (w skrocie: syntaza GlcN-6-P), dla ktorego
przyjeto systematyczna nazwe L-glukozamina: D-fruktoza-6-fosforan amidotransferaza,
EC 2.6.1.16, nalezy do grupy amidotransferaz glutaminy. Enzym ten katalizuje pierwsza
reakcje¢ w szlaku biosyntezy heksozoamin, podczas ktorej dochodzi do przeniesienia grupy
aminowej z L-glutaminy na D-fruktozo-6-fosforan (Fru-6-P), a nastgpnie izomeryzacji

powstatej ketozaminy z utworzeniem D-glukozamino-6-fosforanu (GIcN-6-P), wedlug

schematu:
o
.
Os_ _NH, O_Fl’_o 0 _O
e} OH
o syntaza GIcN-6-P
; + H HO —_— + R
+ o + o
H3N H OH H3N
o] OH H H +NHg 0
L-glutamina D-fruktozo-6-fosforan D-glukozamino-6-fosforan ~ kwas L-glutaminowy

Schemat 1. Reakcja katalizowana przez syntaz¢ glukozamino-6-fosforanu.

Powstajacy GIcN-6-P jest prekursorem 5’-difosfourydyno-N-acetylo-D-glukozaminy
(UDP-GIcNAc), substratu bedacego istotnym elementem w biosyntezie makromolekut
zawierajacych aminocukry. UDP-GIcNAc stuzy jako aktywna forma N-acetyloglukozaminy
wchodzacej w sklad peptydoglikanu i lipopolisacharydéw u bakterii, chityny i mannoprotein
u grzybow'* oraz glikoprotein i mukopolisacharydéw u organizméw wyzszych. Pomimo
szerokiego wystgpowania syntaze glukozamino-6-fosforanu mozna uzna¢ za dobry cel
molekularny dla chemoterapeutykéw, z uwagi na roznice konsekwencyjne wynikajace z
inhibicji enzymu u réznych organizméw. Zablokowanie enzymu w komorkach grzybowych
powoduje zahamowanie biosyntezy makromolekut $ciany komodrkowej zawierajacych

glukozaming, co w konsekwencji prowadzi do glebokich zmian morfologicznych 1 lizy
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komorki'®. W komorkach ssaczych zahamowanie biosyntezy glikoprotein nie powoduje
efektow toksycznych z uwagi na dlugi okres pottrwania istniejacych biatek oraz szybka
ekspresje genu kodujacego ten enzym'®"”.

Reakcja katalizowana przez syntaz¢ GIcN-6-P jest nieodwracalna, nie wymaga udzialu
ATP ani zadnych innych kofaktorow'®. W przeciwienstwie do innych enzyméw z grupy
amidotransferaz, syntaza GlcN-6-P jest jedynym enzymem, ktéry nie moze wykorzystywaé
egzogennego amoniaku jako  alternatywnego zrodla azotu'’. Enzymy bedace
amidotransferazami posiadaja dwie domeny: domeng glutaminowa (GAT) odpowiedzialna za
zwigzanie glutaminy oraz domen¢ wigzaca drugi substrat petniaca funkcje syntazy lub
syntetazy”’.W zaleznosci od budowy domeny wiazacej glutaming, amidotransferazy dzielimy
na dwie grupy trpG (klasa I lub triada) oraz purF (klasa II lub Nn). W pierwszej grupie,
kluczowa dla aktywnosci wszystkich amidotransferaz reszta cysteinylowa zlokalizowana jest
W pozycji pomigdzy resztami aminokwasow 80-90, natomiast w grupie purF, do ktorej
zaliczana jest rowniez syntaza GIcN-6-P reszta ta jest zlokalizowana jako N-terminalny
aminokwas tancucha bialkowego®'.

Znane sa sekwencje aminokwasowe kilkudziesigciu syntaz glukozamino-6-fosforanu
pochodzenia bakteryjnego, siedmiu eukariotycznych oraz jedna wirusowa. Bez wzgledu na
pochodzenie, wszystkie te bialka zawieraja domeng N-koncowa wiazaca glutaming i
wykazujaca aktywnos$¢ amindohydrolazowa oraz C-terminalna katalizujaca izomeryzacje
D-fruktozo-6-fosforanu do D-glukozamino-6-fosforanu. Tak wigc syntaza GIcN-6-P bierze
udziat w dwoch reakcjach enzymatycznych: generowania czasteczki NH3 z ugrupowania
amidowego glutaminy 1 przeniesienie go na akceptor D-fruktozo-6-fosforan oraz jego
izomeryzacji do D-glukozamino-6-fosforanu. Natywny enzym pochodzenia bakteryjnego
zbudowany jest z dwoch identycznych podjednostek o tacznej masie 130-150 kDa, natomiast
enzym pochodzenia eukariotycznego jest homotertamerem o masie 320-340 kDa®%.
Eukariotyczna syntaza GIcN-6-P jest hamowana na zasadzie sprz¢zenia zwrotnego przez
UDP-GIcNAc, w przypadku prokariotycznej wersji enzymu brak jest tego typu kontroli®.
Dodatkowo stwierdzono ze tylko enzym z Eucaryota podlega fosforylacji co zmienia jego
aktywnos$¢ — fosforylacja zwigksza aktywno$¢ enzymu, lecz nie jest niezbgdna dla jego
aktywnos$ci’’. Znana jest struktura krystalograficzna obu domen syntazy glukozamino-6-
fosforanu pochodzacej z Escherichia coli*>*® oraz struktura krystalograficzna natywnej

syntazy GIcN-6-P rowniez z E. coli*'.
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Rys. 1. Struktura N-terminalnej domeny syntazy GIcN-6-P w kompleksie z substratem

L-glutaming®'. Z prawej strony zblizenie centrum aktywnego enzymu.

Rys. 2. Struktura dimeru domeny izomerazowej syntazy GIcN-6-P z Escherichia coli w

kompleksie z produktem D-glukozamino-6-fosforanem?’.

12



Rys. 3. Struktura natywnej dimerycznej syntazy GIcN-6-P z E. coli’" .

Obie domeny enzymu mozna od siebie oddzieli¢ przez kontrolowana proteolizg przy
pomocy chymotrypsyny, przy czym tak otrzymane fragmenty posiadaja zdolnos¢ hydrolizy
L-glutaminy oraz izomeryzacji D-fruktozo-6-fosforanu.

Reakcja katalizowana przez syntaz¢ GIcN-6-P rozpoczyna si¢ od zwiazania D-Fru-6-P przez
reszte Lys603 z domeny C-koncowej z utworzeniem zasady Schiffa’**’. Poczatkowo brak
byto dowodow wskazujacych na to, czy syntaza GIcN-6-P katalizuje otwarcie pierScienia
cukru, czy wiaze tylko Fru-6-P w formie otwartej struktury tancuchowej. Obecnie posrednie

obserwacje wskazuja na pierwsza z tych mozliwosci 25,

23 P‘(\
Nwﬂ NH. ‘Jﬁ |
: H/o\ N

do domeny izomerazowe;j

Asp1
A

oz

Arg73

+
HO: HoN,

J Lys603

Schemat 2. Proponowany mechanizm reakcji katalizowanej przez domeng glutaminowa'”.
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Zwiazanie Fru-6-P powoduje zmiany konformacyjne w domenie enzymu i umozliwia
zblizenie si¢ reszty Cysl do centrum aktywnego enzymu®’. Nastepnie dochodzi do zwiazania
drugiego substratu L-glutaminy z jednoczesnym utworzeniem y-tioesteru kwasu L-
glutaminowego. Reszta Cys1 bierze udziat bezposrednio w hydrolizie L-glutaminy, niemniej
takze inne reszty aminokwasowe sa zaangazowane w wigzaniu L-glutaminy: Arg73 i Asp123
i bezposrednio oddziatuja z grupa a-karboksylowa i a-aminowa substratu, przy posrednim
udziale Thr76 i His77%°. Natomiast w stabilizacji produktu przejsciowego uczestniczy Gly99
oraz Asn98. Proponowane sa dwa mechanizmy w ktérych dochodzi do utworzenia stanu
przejsciowego w ktorym enzym jest kowalencyjnie zwiazany z substratem (Rys. 4). Pierwszy
zaktada uwolnienie czasteczki amoniaku i przeniesienie jej do domeny izomerazowej”,
natomiast w drugim nastgpuje bezposredni atak pary elektronowej azotu amidowego na
zwiazany Fru-6-P*°. Prowadzone sa szczegotowe badania sposobu transportu uwolnionej w
domenie glutaminowej czasteczki amoniaku z wykorzystaniem analogow stanu
przejsciowego’ . Eksperymenty wskazuja na istnienie hydrofobowego kanatu pomiedzy
dwoma domenami*’***. Badania dynamiki molekularnej wskazuja na kluczowa rolg reszty
Tyr74, petniaca role uszczelnienia kanatu oraz zaangazowanie reszt Ala602 i Val605*',

’./_/’ .
\

)
o N ;/'j) Fru-6P
s -//'

o

-
_4

Gludss

Rys. 4. Schematyczny cykl katalityczny syntazy GIcN-6-P  wraz z tworzeniem
hydrofobowego kanatu pomiedzy domenami®'.
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W domenie izomerazowej reszta His504 zapoczatkowuje reakcje otwarcia pier§cienia
D-Fru-6-P, natomiast w tworzenie zasady Schiffa uczestniczy Lys603°*** a reszta Glu488
stuzy jako akceptor i donor protonu. Proponowany mechanizm reakcji katalizowanej w

domenie izomerazowej zostal przedstawiony na schemacie 3.

@ ')
0:P0 “o4p0 e % .po
O | bbbt | 3 -,
HO ....20H0 ”U\_)/ /(;'H;’ Ho 24—
bt - (— N -
10 —OH HO - HO o
= ' 2N OH
H; He OH B
\ N
.\xzoapq , “ ‘-'\baPO " 5PO <
{1 s \
HO _“Zon '\3 H{?_,_,)OH( HO)O'_L) Hs
HO TOH g SOH = HO/\\ﬁ’\o
HND (NHZ HoN S
\ K 2 h
s e I
rf b \...r,...r;,z: (Lyxiss . I:}'.:{:\' )

Schemat 3. Mechanizm reakcji katalizowanej w domenie izomerazowe;j’".

Obecnie znana jest struktura krystalograficzna domeny izomerazowej enzymu z
Candida Albicans®, natomiast nie jest znana struktura krystalograficzna calej eukariotycznej
syntazy GlcN-6-P, chociaz znane sa sekwencje aminokwasowe takich bialek, a ostatnio
otrzymano homogenna ludzka syntaze GIcN-6-P**. Przypuszczalnie pomimo wystgpowania
znacznych roznic pomigdzy syntaza GIcN-6-P  pochodzenia prokariotycznego i
eukariotycznego mechanizm reakcji katalizowanej przez ten enzym reakcji powinien by¢

bardzo podobny z uwagi na duza homologi¢ regionoéw bioracych udziat w katalizie.

2.2 Inhibitory syntazy glukozamino-6-fosforanu

Wsrod  inhibitorow  syntazy GIcN-6-P  pierwsza grupg stanowia inhibitory
niespecyficzne®. Zwiazki te hamuja aktywno$¢ wielu enzymow i z tego powodu nie moga

by¢ rozpatrywane jako potencjalne chemoterapeutyki. Wsrod nich mamy analogi glutaminy,

N N
+7 +7
N N
(0] ! O%‘) OYNHZ
O NH
. o . o . o
H3N H3N H3N
(6] (0] (6]
DON Azaseryna Albizyna

Rys. 5. Niespecyficzne inhibitory syntazy GlcN-6-P.
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ktore blokuja niespecyficznie centra aktywne enzymow dla ktorych glutamina jest donorem
grupy aminowej: DON (6-diazo-5-okso-L-norleucyna)®, azaseryna  (O-diazoacetylo-L-
seryna)’’ oraz albizyna - N°-karbamoilowa pochodna kwasu L-2,3-diaminopropanowego.
Wzgledem syntazy GIcN-6-P wlasciwosci inbibicyjne wykazuje réwniez szereg matych
czasteczek oddzialujacych z centrum aktywnym enzymu: N-etyloimid kwasu malonowego,
jodoacetamid®® czy fosforan pirydoksalu.*®

Analogi glutaminy wykazujace aktywnos$¢ inhibicyjna posiadaja w swojej strukturze
ugrupowanie o charakterze elektrofilowym reagujace z reszta Cys1, znajdujaca si¢ w centrum

37,46

aktywnym enzymu’ . Tak wigc skuteczny, a zarazem selektywny inhibitor syntazy

GlcN-6-P powinien posiada¢ w swojej strukturze reaktywne ugrupowanie alkilujace reszte
Cysl, ale rbwnocze$nie nie reagujace z innymi ugrupowaniami o charakterze nukleofilowym
wystepujacymi w komorce.

Pierwszym selektywnym inhibitorem syntazy GlcN-6-P byl dipeptydowy antybiotyk

tetaina izolowany z brzeczki fermentacyjnej Bacillus pumilus**

. Badania nad mechanizmem
dziatania tetatiny wykazaly, iz jest ona transportowana do wngtrza komorek na drodze
transportu aktywnego, a nastgpnie hydrolizowana przez peptydazy z uwolnieniem
C-koncowego aminokwasu - antykapsyny. Tetaina nie znalazta zastosowania w chemoterapii
Z uwagi na swoja nietrwalo$¢ oraz dzialanie cytotoksyczne wynikajace z oddziatywania z
polimeraza DNA i polimeraza RNA II’°. Antykapsyna jest niebiatkowym aminokwasem o
wlasciwosciach inhibicyjnych, wyodregbnionym z hodowli Streptomyces griseoplanus NRRL
3507°!. Natomiast bedac C-koficowym aminokwasem tetainy jest odpowiedzialna ze

selektywne dziatanie antybiotyku.

(0] O
\\O ,\t\o
+ "
NHS : H
H H + H
- NH > HgN >
(0] B N
e e
Tetaina Antykapsyna

Rys. 6. Specyficzne inhibitory syntazy GlcN-6-P.
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Kolejnym antybiotykiem wykazujacym selektywne dziatanie wobec syntazy GIcN-6-P
jest zwiazek o symbolu A 190092 produkowany przez szczep Streptomyces collinus™.
Dipeptyd A 19009 zbudowany jest z L-alaniny oraz amidu kwasu AN°-fumaroilo-L-2,3-

diaminopropanowego (FCDP)** — whasciwego inhibitora enzymu.

T o
R

FCDP FMDP EADP BSDP

Rys. 7. Selektywne inhibitory syntazy GlcN-6-P pochodne kwasu L-2,3-diaminopropanowego.

Prowadzone w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii badania dotyczace wskazania
zalezno$ci pomigdzy elementami struktury pochodnych i analogow FCDP, a ich aktywnoscia
inhibicyjna doprowadzily do uzyskania grupy skutecznych i selektywnych inhibitorow
syntazy GIcN-6-P>>°°. Wirod nich najlepszymi okazaly sie: kwas N°-(4-metoksyfumaroilo)-
L-2,3-diaminopropanowy (FMDP)*’, kwas N°-(L-2-bromobursztynamolilo)-L-diaminopropa-
nowy (BSDP)™* oraz kwas N’-(LD-trans-epoksybursztynamoilo)-L-2,3-diaminopropan-
owy (EADP) — stanowiacy C-koficowy fragment antybiotyku Sch 37137,

Poznany zostal mechanizm inhibicji bakteryjnej syntazy GlcN-6-P przez FMDP®®. W
pierwszym etapie nastepuje addycja Michaela grupy tiolowej Cys1 do podwojnego wiazania
wegiel — wegiel inhibitora. Nastgpnie w wyniku ataku amidowego atomu azotu na wegiel
karbonylowy grupy estrowej dochodzi do cyklizacji adduktu z utworzeniem
pigcioczlonowego pierscienia i odejsciem czasteczki metanolu. Powstala w ten sposob
pochodna sukcynoimidu ulega przegrupowaniu przy udziale azotu grupy a-aminowej Cysl do
szesciocztonowego 1,4-tiazyn-3-onu. Przedstawiony mechanizm inaktywacji enzymu zostat
potwierdzony metodami chemii teoretycznej z wykorzystaniem modelowania molekularnego

oraz mechaniki molekularne;j.
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Schemat 4. Mechanizm inaktywacji bakteryjnej syntazy GlcN-6-P przez FMDP".

Wsrod analogow glutaminy posiadajacych w swojej strukturze ugrupowanie o
charakterze elektrofilowym na uwage zashuguje L-p-glutamylo-{[(p-
difluorometylo)fenylo]tio} glicyna®. Zwiazek ten zaprojektowano w oparciu o mechanizm
dziatania syntazy GIcN-6-P. Posiada w swojej strukturze latentne ugrupowanie elektrofilowe,
ktérego aktywacja nastgpuje wewnatrz komorki po zhydrolizowaniu wigzania peptydowego.

Inng grupg inhibitorow syntazy GIcN-6-P stanowia analogi stanu przejsciowego
blokujace domeng wigzaca D-fruktozo-6-fosforan z ktorych najsilniejszymi okazaty sig
analogi strukturalne cis-enoloaminy®”’’: 2-amino-2-deoksy-D-glucitolo-6-fosforan (ADGP),
oksym arabinoso-5-fosforanu (APO) oraz jego metylenofosfonianowa pochodna (AMPO).
Silne wtlasciwosci inhibicyjne wykazuje rowniez analog fruktozoimino-6-fosfornu:
5-metylenofosfono-D-arabinozohydroksymolakton (MPAH)'. Analogi strukturalne fruktozo-
6-fosforanu nie byly rozwazane jako potencjalne inhibitory syntazy GIcN-6-P z wyjatkiem
1,2-anhydroheksitolo-6-fosforanu, ktory w dos$¢ nieoczekiwany sposdéb wiaze si¢

kowalencyjnie z reszta Cys1 enzymu E.coli*”.
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Rys. 8. Inhibitory syntazy GlcN-6-P blokujace domeng izomerazowa.

Podejmowane sa réwniez proby poszukiwania nowych inhibitorow syntazy GlcN-6-P
przez przeszukanie baz danych znanych zwiazkéw z wykorzystaniem technik komputerowych
i modelowania molekularnego. Wytypowane zwiazki sa nast¢pnie sprawdzane pod katem

aktywnosci inhibicyjnej w stosunku do syntazy GlcN-6-P pochodzenia bakteryjnego’”.

2.3 Transport inhibitorow syntazy glukozamino-6-fosforanu do komorki
patogennej

FMDP, EADP i BSDP pomimo, tego iz charakteryzuja si¢ bardzo wysoka aktywnos$cia
inhibicyjna oraz selektywnos$cia dziatania w stosunku do syntazy glukozamino-6-fosforanu,
pochodzenia zaréwno bakteryjnego jak i1 grzybowego, nie wykazuja lub wykazuja w
niewielkim stopniu zahamowanie wzrostu drobnoustrojéw. Zwiazki te bedac niebiatkowymi
aminokwasami nie sg transportowane przez btong cytoplazmatyczna przy uzyciu permeaz
aminokwasowych, biatek transportujacych aminokwasy, wykazujacych wysoka specyficzno$é
substratowa w stosunku do aminokwasow biatkowych™. Problem ten rozwiazano z
zastosowaniem koncepcji transportu nos$nikowego, wbudowujac inhibitor w strukturg
peptydu’”". Peptydy takie byly transportowane do komorek za pomoca mniej specyficznych
biatek transportowych - permeaz peptydowych. Wewnatrz komoérki pod wpltywem mato
specyficznych peptydaz nastgpowata hydroliza enzymatyczna peptydu i uwolnienie
inhibitora. Peptydy FMDP wykazywaly wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjna oraz
przeciwgrzybicza. Niestety, pojawienie si¢ opornosci wsrod patogendéw drobnoustrojowych
zwiazanej z zanikiem permeaz’® peptydowych zmniejszyto skuteczno$é pochodnych
peptydowych. Dodatkowo zwiazki tego typu wykazuja niewielka stabilno$cia w surowicy
krwi”®. Zamiana wiazania amidowego na tioamidowe doprowadzilo do otrzymania
endotiopeptydow™, ktore charakteryzowaly si¢ wicksza opornoscia na dzialanie peptydaz

surowicy krwi. Niemniej proces transportu tak zmodyfikowanych peptydow do komorek
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drobnoustrojéow zachodzit wolniej niz peptydéw naturalnych®. Obserwowany rozwoj
opornosci drobnoustojéw na preparaty peptydowe stat si¢ przyczyna poszukiwan nowych
inhibitorow syntazy GIcN-6-P transportowanych do komoérki inng droga niz przy uzyciu
permeaz.

Otrzymane inhibitory syntazy GlcN-6-P (FMDP, EADP i BSDP) ze wzgledu na swoja
polarno$¢ nie moga by¢ transportowane do komorki na drodze dyfuzji prostej. Zwigkszenie
lipofilowosci omawianych zwiazkow powinno sprzyja¢ ich penetracji przez blony
biologiczne, co poprawi ich aktywno$¢ przciwdrobnoustrojowa. Przyktadem zwiazkéw tego
typu sa pochodne peptydowe FMDP, w ktorych wolne grupy aminowe acylowano
lipofilowymi kwasami organicznymi®® lub analogi FMDP w ktorych grupa karboksylowa
przeprowadzona zostala w odpowiednie estry lub amidy®. Zwickszona lipofilowo$é
otrzymanych zwiazkéw skutkowata spadkiem ich rozpuszczalnosci w fizjologicznym pH, co
w konsekwencji nie poprawito ich aktywnosci biologicznej. Otrzymane tez zostaty pochodne
kwasu L-2,3-diaminopropanowego, w ktorych grupe f-aminowa acylowano p-ketokwasami
zawierajacymi uktad a.f-nienasycony®. Zwiazki takie nie posiadaja w swojej strukturze
ugrupowan tatwo hydrolizujacych in vivo, takich jak ester metylowy w przypadku FMDP,
przez co sa stabilniejsze chemicznie.

Kolejnym rozwigzaniem poprawiajacym transport inhibitora do komorki jest
rownoczesne podanie zwiazku zwigkszajacego przepuszczalno$¢ bton biologicznych —
takiego jak AMB czy jej pochodna MF-AME. W przypadku FMDP nie zaobserwowano
duzego efektu synergistycznego™.

Modyfikacje istniejacych inhibitorow w kierunku otrzymania zwiazkow o zwigkszonej
lipofilowosci zachowujacych wysoka aktywno$¢ inhibicyjna moze by¢ trudne. Zwiazane jest
to z faktem, ze podstawienie grup funkcyjnych moze powodowaé¢ zmiany konformacyjne
inhibitora, uniemozliwiajac mu tym samym dostgp do centrum aktywnego i skutkujac
spadkiem lub utrata aktywnos$ci biologicznej. Powszechnie znana metoda zwigkszajaca
biodostepnos¢ lekow jest zastosowanie strategii tworzenia ,,prolekéw”. Metoda ta polega na
przeksztalceniu zwiazku aktywnego w nietrwate, biodegradowalne pochodne o zwigkszone;j
lipofilowosci, ktdre po transporcie do wngtrza komorki na zasadzie dyfuzji, ulegaja hydrolizie
uwalniajac aktywny inhibitor. Wykorzystanie latentnych polaczen np. w postaci estrow
acetoksymetylowych czy piwaloiloksymetylowych w celu poprawy farmakokinetyki jest
znane w grupie penicylin®™*’. Zastosowanie koncepcji estrow latentnych do inhibitorow

syntazy GIcN-6-P doprowadzilo do otrzymania estru acetoksymetylowego FMDP.
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Rys. 9. Ester acetoksymetylowy FMDP.

Zwiazek ten okazal si¢ nie tylko silnym inhibitorem syntazy glukozamino-6-fosforanu, ale
takze wzrostu komorek drobnoustroju grzybowego, co dowodzi mozliwosci wprowadzenia
inhibitorow syntazy glukozamino-6-fosforanu do komérek na drodze dyfuzji™.
Dalsze modyfikacje FMDP w kierunku zwigkszenia lipofilowos$ci poprzez modyfikacje grupy
o-aminowej FMDP, z uwagi na jej udzial w wiazaniu inhibitora z enzymem wymagaja
rowniez uzycia potaczenie nietrwatego, tatwo hydrolizowalnego. Zastosowanie bis-N,N-(2-
hydroksyetylo)glicyny (bicyny) jako metody transportu zwiazkow biologicznie czynnych
zawierajacych wolna grupe aminowa zostato zrealizowane dla pochodnych daunorubicyny™.
Punktem wyjscia byla obserwacja, ze pierwszorzedowy amid bicyny w temperaturze
25°C i przy pH = 7 ulega szybko procesowi hydrolizy w porownaniu do amidu glicyny. Czas
potowiczny rozpadu amidu bicyny wynosi t;, = 3h, natomiast dla amidu glicyny mamy
ti,=7lat’®. Przyspieszenie hydrolizy amidu bicyny spowodowane jest powstaniem
cyklicznego laktonu morfolinowego, ktérego tworzenie jest sila napedowa reakcji.

HO (0]

HO
NH,
N - - [Nl +  NHj
O/ amid bicyny o o

lakton morfolinowy

HO

o

HO bicyna

H

Schemat 5. Mechanizm reakcji hydrolizy amidu bicyny.

Powyzsza obserwacje mozna wykorzysta¢ do utworzenia latentnego polaczenia w postaci
wigzania amidowego pomigdzy bicyna, a FMDP lub bicyng a estrem acetoksymetylowym
FMDP. Szybkie uwalnianie w §rodowisku wodnym czasteczki zwiazku biologicznie czynnego z

takiego potaczenia jest pozadane dopiero wewnatrz komorki. W tej sytuacji konieczna byta
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estryfikacja grup hydroksylowych bicyny, zwigkszajaca trwato§¢ uktadu oraz umozliwiajaca w

R
»—o 0 HO 0
(0] —\ NHR NHR
} ! wewnatrzkomorkowe \ } 1
N N
esterazy
o) /—/ /_/
>—o
R

HO

H,O

Schemat 6. Uwalnianie substancji czynnej z amidowej pochodnej bicyny.

szerokim zakresie zmiang wlasciwosci lipofilowych. Dodatkowo obecno$¢ trzeciorzedowej grup
aminowej W czasteczce bicyny powinna poprawi¢ rozpuszczalnos¢ tych zwiazkéw. Po
transporcie pochodnej bicyny zawierajacej inhibitor (NHR;) do wnetrza komorki, mato
specyficzne esterazy powinny hydrolizowa¢ wigzania estrowe, a powstajacy zwiazek ulega

szybkiej przemianie uwalniajac w przestrzeni wewnatrzkomorkowej substancj¢ czynna.
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3. CEL I ZAKRES PRACY

Celem moich badan byto zaprojektowanie i1 synteza: estrow latentnych FMDP, potaczen
pomiedzy pochodnymi bicyny i FMDP oraz zwiazkéw zawierajacych w swojej strukturze
pochodne bicyny i estry latentne FMDP. Otrzymane zwiazki powinny charakteryzowac sig
zwigkszong lipofilowoscia w stosunku do wolnego inhibitora przez co zwicksza si¢ ich
zdolnos$¢ do penetracji przez btony biologiczne drobnoustroju grzybowego na drodze dyfuzji
prostej.

Najwigkszy udziat w hydrofilowosci FMDP maja grupy karboksylowa i aminowa. W
przypadku grupy karboksylowej wykorzystano strategi¢ polegajaca na zastosowaniu estrow
latentnych (acyloksyalkilowych) jako ,,prolekow”. Potaczenia takie sa nietrwale 1 po
penetracji przez blony biologiczne sa tatwo hydrolizowane w wyniku dziatania mato
specyficznych esteraz. Z kolei grupa aminowa, z uwagi na fakt, iz jest niezbedna do
zachowania powinowactwa zwiazkow do centrum aktywnego syntazy glukozamino-6-
fosforanu, wymaga réwniez zastosowania polaczenia nietrwalego i fatwo biodegradowalnego.
Wykorzystanie bicyny jako sposobu transportu inhibiotra do wnetrza komorki
drobnoustrojowej wydaje si¢ by¢ obiecujace i zostalo zbadane w przedstawionej pracy.
Zaprojektowane polaczenia pochodnych bicyny i inhibitora charakteryzuja sig
zréznicowanymi wlasciwosciami lipofilowymi. Dla otrzymanych zwiazkow wykonane
zostaty badania aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej. Wyznaczono rowniez
parametry lipofilowosci oraz okre§lono powinowactwo otrzymanych pochodnych do bton
biologicznych przez zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej na kolumnie
IAM. Zbadane zostata réwniez stabilno$¢ otrzymanych pochodnych w roztworze wodnym
oraz wobec ekstraktu bezkomdrkowego z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w uktadach faz odwroconych.

Uzyskane wyniki pozwolity ustali¢, jaki wplyw na aktywno$¢ mikrobiologiczna maja
podstawniki zwiazane z czasteczka bicyny oraz pomoga okresli¢ kierunek dalszych
modyfikacji pochodnych FMDP w celu stworzenia skutecznego chemoterapeutyku

przeciwgrzybiczego.
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4. BADANIA WLASNE - WYNIKI I DYSKUSJA

4.1 Synteza zwigzkow

4.1.1 Synteza estréw 1-chloroalkilowych odpowiednich kwaséw

Do syntezy estrow latentnych kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamino-
propanowego niezbedne sa estry 1-chloroalkilowe odpowiednich kwaséw. W literaturze
opisana jest synteza estrow 1-chloroalkilowych polegajaca na reakcji aldehydow z

odpowiednimi chlorkami kwasowymi w obecnosci bezwodnego ZnCl, jako katalizatora’.

0 0 zncl, 0 R,
)k * )k )L /g\
Ry cl R; H Ry O Cl

1

Schemat 7. Synteza estrow 1-chloroalkilowych.

Wykorzystujac ta metod¢ otrzymano szereg estrow 1-chloroalkilowych odpowiednich
kwasow 1, ktére z mieszaniny poreakcyjnej oczyszczano przez destylacje pod normalnym

cisnieniem 1a lub pod zmniejszonym cisnieniem 1b-g.

Nr zwigzku R R, t.w./ci$nienie | Wydajnos$é

(°C/ mmHg) (%)
la CH; H 112-114 /745 55
1b C(CHs)s3 H 29-30/ 15 49
1c CH(CHj3), H 33-35/15 43
1d Ce¢HsCH, H 120-123 /1 27
le CH(CH,CHs), H 60-63 /15 51
1f CH; CH; 34-36/15 45
1g CH; CH;CH; 38-40/15 41

Tabela 1. Zestaw otrzymanych estrow 1-chloroalkilowych.
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4.1.2 Synteza kwasu Nz-tert-butoksykarbonylo-Ns-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamino-

propanowego

Kwas N-tert-butoksykarbonylo-N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowy (4)
jest podstawowym substratem w syntezie estrow latentnych kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-
L-2,3-diaminopropanowego (6) oraz pochodnych kwasu N*-(N,N-2-acyloksyetylo)glicylo)-
N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (12). Zwiazek ten otrzymuje si¢ w
wyniku acylowania wolnej grupy aminowej kwasu N*-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-diamino-
propanowego (3) estrem aktywnym = N-hydroksysukcynoimidowometylowym kwasu

fumarowe go92 (2).

NHBoc NHBoc
M{ A OH )W \/\[(

Schemat 8. Synteza kwasu N*-tert-butoksykarbonylo-N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-

diaminopropanowego.

Reakcje prowadzono przez 24h w temperaturze pokojowej w mieszaninie rozpuszczalnikow
THF-woda. Zwiazek 4 oczyszczono w wyniku krystalizacji z ukladu octan etylu : eter naftowy.
Kwas  N-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-diaminopropanowy, jeden z  substratow

niezbednych do syntezy zwiazku 4 otrzymano =z L-asparaginy (Schemat9).

0] NH, o} NHBoc /O—<
B OH (Boc),0 l H OH + I\ (0]
H,N —————=  HN o

H,0 PIDA
|
CH3COO NHBoc
HSN\/\[(OH + + CO, + CHCOOH
o)

Schemat 9. Synteza kwasu N*-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-diaminopropanowego.
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W pierwszej kolejnosci wprowadzono ostong fert-butoksykarbonylowa na grupe
aminowa L-asparaginy za pomoca diweglanem di-ters-butylu’. Nastepnie w wyniku reakcji
przegrupowania Hofmanna realizowanego za pomoca dioctanu jodobenzenu (PIDA)
otrzymano kwas N’-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-diaminopropanowy’®, ktéry wypadal z
roztworu w trakcie reakcji. Reakcje prowadzono w mieszaninie rozpuszczalnikow
octanu etylu:acetonitryl:woda. Ubocznym produktem jest jodobenzen, ktoérego pozostatosci
usuwa sie przez 3-krotne  przemycie kwasu  N>-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-
diaminopropanowego zimnym octanem etylu. Degradacja ugrupowania amidowego do grupy
aminowej przeprowadzona przy uzyciu PIDA przebiegata w tagodnych warunkach z dobra
wydajnoscia.

Kolejnym substratem w syntezie zwiazku 4 jest ester N-hydroksysukcynoimidowo-
metylowy kwasu fumarowego (2). Ogolny sposob jego otrzymywania zostat przedstawiony
na schemacie 10. W pierwszym etapie w wyniku reakcji bezwodnika maleinowego z
alkoholem metylowym otrzymano monoester metylowy kwasu maleinowego z wydajnoscia
ilosciowa. Reakcje¢ kontrolowano chromatograficznie w uktadzie 1 prowadzono przez 3h.
Nastgpnie monoester metylowy kwasu maleinowego poddano reakcji izomeryzacji pod
wplywem katalitycznych ilo$ci tiomocznika do monoestru metylowego kwasu fumarowego.
Wypadajacy z roztworu produkt izomeryzacji krystalizowano z mieszaniny rozpuszczalnikow
benzen : metanol. W ostatnim etapie, otrzymano zwiazek 2 w wyniku sprzegania monoestru
metylowego kwasu fumarowego z N-hydroksysukcynoimidem (SuOH), za pomoca
dicykloheksylokrbodiimidu (DCC)’*. Reakcje prowadzono w $wiezo przedestylowanym THF

poczatkowo w obnizonej temperaturze (0°C), a nastgpnie w temperaturze pokojowej.

o

CH
MeOH o °® CS(NHy),
= o = (e} =

(0]
o OH
SuOH / DCC
i i
HsC o)
\O/U\/\(( \N
o
2 o)

Schemat 10. Synteza estru N-hydroksysukcynoimidowometylowego kwasu fumarowego.
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Produkt uboczny reakcji, dicykloheksylomocznik (DCU) odsaczono. Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a oleista pozostatos¢ krystalizowano z uktadu

octan etylu : heksan.

4.1.3 Syntezy estrow acyloksymetylowych kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)—L—2,3-
diaminopropanowego (6)
W literaturze opisana jest synteza estréw latentnych ampicyliny polegajaca na reakcji
odpowiedniego estru chlorometylowego z pochodna ampicyliny w obecnosci trietyloaminy

"% Reakcja prowadzona byla w DMF lub acetonie jako rozpuszczalniku.

oraz Na
Wykorzystanie tej procedury do estryfikacji kwasu N-tert-butoksykarbonylo-N>~(4-
metoksyfumaroilo)-1.-2,3-diaminopropanowego (4) nie dalo oczekiwanego produktu z
zadawalajaca wydajnoscia. Inna metode estryfikacji kwasow halogenkami zaproponowat
Naboru Ono i wsp. Reakcja prowadzona byta w obecnosci 1,8-diazobicyklo[5.4.0]-undec-7-
enu (DBU) w benzenie jako rozpuszczalniku’. Zastosowanie tej metody do zwiazku 4
podwyzszylo wydajno$¢ otrzymanego produktu, ale pojawily si¢ rowniez zanieczyszczenia o
zblizonym Ry, ktorych usunigcie metoda chromatografii kolumnowej byto stosunkowo trudne.
W zwiazku z tym zaproponowalem inng metode syntezy estrow latentnych kwasu N*-tert-
butoksykarbonylo-N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (5. Reakcje

prowadzilem w acetonitrylu jako rozpuszczalniku w obecnosci DBU jako zasady oraz

HaC : i Re
3 NH A OH +
\O / )k /i
R; O cl
4 0 o]
DBU / CH5CN
Nal*2H,0
CF3CO0
o NH3 TEA o NHBoc
H3C\O)WNH O\E/OW(R3 HgC\O/[WNH\/'\ﬂ/O\{O\”/
0 R, © o Ry
6 5

Schemat 11. Synteza trifluorooctanéw estrow latentnych kwasu AN°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-

diaminopropanowego.
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Nal*2H,0 jako katalizatora. Po usunigciu oslony tert-butoksykarbonylowej w wyniku
dziatania bezwodnego TFA” otrzymano trifluorooctany estrow latentnych kwasu N°-(4-
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6) w postaci amorficznych osadéw, ktore
zestawiono w tabeli 2. Nadmiar TFA usunig¢to przez odparowanie pod zmniejszonym

cisnieniem.

Nr zwigzku R, R3
6a H CH;
6b H C(CH3)3
6¢ H CH(CHs3),
6d H CsHsCH,
6e H CH(CH,CH3),
of CH; CH;
6g CH;CH, CH;
6h CH;CH,O CH;

Tabela 2. Zestawienie otrzymanych estrow latentnych kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-

diaminopropanowego.

4.1.4 Synteza estrow tert-butylowych pochodnych N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny
Pierwszym etapem syntezy estrow tert-butylowych pochodnych N,N-(2-acyloksy-
etylo)glicyny, jak przedstawiono na schemacie 12, byto otrzymanie estru tert-butylowego bis-
N,N-(2-hydroksyetylo)glicyny (8)'”. Zwiazek ten otrzymano w wyniku reakcji bromooctanu
tert-butylu z dietanoloaming, prowadzonej w bezwodnym chlorku metylenu przez 18h przy
3-krotnym nadmiarze dietanolominy. Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-
acetoksyetylo)glicyny (9a) otrzymano przez acylowanie grup hydroksylowych zwiazku 8 za
pomocg bezwodnika octowego w pirydynie. Natomiast w syntezie pochodnych 9b-h

wykorzystano metode DCC/DMAP'™. W  przypadku estru  fert-butylowego
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bis-N,N-(2-(2,2-dimetylopropionyloksy)etylo)glicyny 91 wykorzystanie metody
DCC/DMAP prowadzito do estryfikacji tylko jednej grupy hydroksylowej estru tert-
butylowego bis-N,N-(2-hydroksyetylo)glicyny (8). Z tego wzgledu otrzymanie zwiazku 91
przeprowadzono poprzez acylowania grup hydroksylowych pochodnej 8 chlorkiem piwaloilu.
Z kolei pochodne 9i-k otrzymano w dwuetapowej procedurze. W pierwszym etapie jedna
grupe¢ hydroksylowa zwiazku 8 acylowano przy uzyciu metody DCC/DMAP, a druga

uzywajac bezwodnika octowego w pirydynie.

o} \_\
O CH
} ° * N—H
Br CHg
HaC /
° l HO

AcO o] HO o) }-—o o)
\—\ 4>—OtBu Ac,0 / Pirydyna \—\ }OIBU Piv-Cl %
- N _—

N
/_/ R /_/
91, R = C(CH3)3

9a O
1. DCC / DMA DCC / DMAP
2. Ac,0 / pirydyna

3

AcO
\—\ 4>—o CHjy
N >LCH3

o}

g .

/_/

O

\—\ 4>—o CHg
N >LCH
HsC

H3C 9i, R=CgHs R 9b, R=CHsCH, 9f, R = CgHg
9j, R = m-(CF3)CqH, 9¢, R = CH(CH,), 9g, R = m-BrCgH,
9k, R = CgHyN 9d, R = CH3(CH,), 9h, R = CgH4N

9e, R = CHg(CHy),

Schemat 12. Synteza estrow tert-butylowych pochodnych N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny.
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Ester tert-butylowy z pochodnych 10 usuni¢to w wyniku dziatania bezwodnego TFA, ktorego
nadmiar, po zakonczeniu reakcji, usunig¢to przez odparowane pod zmniejszonym ci$nieniem

otrzymujac trifluorooctany pochodnych N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny.

R
CF,C00"

o%O

HN
0 /—/ _>70H
>—o o)

10

R1

Rys. 10. Trifluorooctany pochodnych N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny.

Nr zwiazku R R, Nr zwiazku R R;
10a CH; CH; 10g m-BrCeHy m-BrCeHy
10b CH;CH, CH;CH, 10h CeH4N Ce¢H4N
10c CH3(CHz), | CH3(CHy), 10i CeHs CH;
10d CH3(CHz); | CH3(CHy)s 10j m-CF3CeHy CH;
10e CH3(CHz)s | CH3(CHz)4 10k CsHuN CH;
10f CsHs CeHs 101 C(CH3); C(CH3);

Tabela 3. Zestaw otrzymanych trifluorooctanéw pochodnych N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny.

4.1.5 Synteza estrow acyloksymetylowych kwasu N*-(V,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-/NV°-

(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego

Do tworzenia wigzania amidowego pomigdzy pochodna N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny a
estremi latentnymi 6 zastosowano metod¢ estrow aktywnych, poniewaz w poréwnaniu z
metoda azydowa przy uzyciu DPPA'® daje wigksze wydajno$é produktu. Zastosowanie
metody azydowej prowadzi do powstania §ladowych ilo$ci produktu, a jeden z substratow -
zwiazeki 6 ulegaja rozpadowi.

W pierwszym etapie otrzymane zostaly N-hydroksysukcynoimidowe estry aktywne
pochodnych N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny. Jako odczynnika kondensujacego uzyto DCC.
Estry aktywne 11 zostatly bez izolacji uzyte do acylowania wolnej grupy aminowej estrow

acyloksymetylowych kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6).
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Schemat 13. Synteza estrow acetoksymetylowych kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-

N*-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego.

Ostatnim etapem bylo utworzenie chlorowodorkow na trzeciorzedowej grupie aminowej
bicyny w pochodnych 12, poprzez dodanie suchego chlorowodoru w eterze dietylowym.
Utworzenie chlorowodorkow zwigksza rozpuszczalnos¢ otrzymanych zwiazkéw w wodzie, co

umozliwito wykonanie odpowiednich testow aktywnos$ci biologiczne;j.

1 NU

Rysunek 11. Chlorowodorki estrow acyloksymetylowych kwasu N*-(,N-(2-acyloksy-
etylo)glicylo)-N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego.

an
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Nr
R R, R, R3
zwigzku

13a CH; CH3 H CH3;
13b CH;CH, CH;CH; H CH;
13¢ CH;3(CH,), | CH3(CH»), H CH;
13d CH3(CH»); | CH3(CH»); H CH;
13e CH3(CHz)s4 | CH3(CHa)s4 H CH;
13f CeHs CeHs H CH;
13g m-BrC¢Hs | m-BrCgHy H CH;
13h CsHaN CeH4N H CH3;
13i CeHs CH; H CH3;
13j m-CF;CsHy CH; H CH;
13k CeHuN CH; H CH;
131 C(CH3)3 C(CH3)3 H CH;
13m CH; CH3 H C(CH3)3
13n CH; CH3 H CH(CH,CHs),
130 CH; CH3 H CH(CHs3),
13p CH; CH3 H CH,C¢Hs
13r CH; CH; CH3; CH;
13s CH; CH3 CH;CH; CH3;
13t CH; CH; CH; OCH,CH3
13u CH;CH, CH;CH, H C(CHs);
13w CeHs CeHs H C(CHs);
13v CH;CH; CH;CH; H CH(CH,CHs),

kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N*-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropa-

nowego.
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4.1.6 Synteza pochodnych kwasu Nz-(N,N-(Z-acyloksyetylo)glicylo)-Ns-(4-met0ksy-

fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (16)

Do syntezy pochodnych 16 potrzebny byt kwas N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowy z chroniona grupa karboksylowa. Do ostony grupy karboksylowe;
wybrano ester fert-butylowy, gdyz w przypadku uzycia estru benzylowego nie jest mozliwe
jego selektywne usunigcie, metoda Kkatalitycznego wodorowania'”’, wobec wiazania

podwojnego. W pierwszym etapie syntezy zwiazku 14, przeprowadzono estryfikacje grupy

NHBoc NHBoc

)W “\(( occiowe. )W W 4(%

HaC

l 25% TFA, CH,Cl,

e St

H3C

| L@oi

O HsC

16 l o
TFA /U\

o} R

o )

/U\/ éﬁoo Q
HNL )k

o NH \/\O R,

R,

Schemat 14. Synteza trifluorooctanéw kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N*~(4-metoksy-

fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego.
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karboksylowej pochodnej 4 fert-butanolem przy uzyciu metody DCC/DMAP otrzymujac ester

tert-butylowy kwasu N*-tert-butoksykarbonylo-N"-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-

diaminopropanowego (14). Nastgpnie konieczne bylo selektywne usunigcie ostony
tert-butoksykarbonylowej wobec estru tert-butylowego. Obie te ostony sa usuwane w wyniku
dzialania suchego TFA, niemniej jednak ostona fert-butoksykarbonylowa jest bardziej
podatna na acydolityczne odszczepienie. Stosujac 25% roztwor bezwodnego TFA w chlorku
metylenu, w reakcji kontrolowanej chromatograficznie, selektywnie usunigto oslong tert-
butoksykarbonylowa grupy aminowej zwiazku 14, otrzymujac ester zert-butylowy kwasu N°-
(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (14). W kolejnym etapie acylowano grupg
aminowa zwiazku 15 estrem aktywnym, N-hydroksysukcynimidowym pochodnych N,N-(2-
acyloksyetylo)glicyny (11). Ostatnim etapem bylo usunigcie estru tert-butylowego z pochodnych 16
w wyniku dziatania bezwodnego TFA. Nadmiar TFA usunigto przez odparowanie pod
zmnigjszonym ci§nieniem, a nastgpnie

otrzymane trifluorooctany pochodnych kwasu

N’~(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N"-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego a7
przemyto trzykrotnie zimnym eterem dietylowym.
(0]

A

o R

o] -0
dﬁq}coo
HN\/\ )J\
H o Ry

0 N
HSC\O)J\/YNH\/H(OH
o (o]
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Rysunek 12. Trifluorooctany  kwasu  N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N°-(4-metoksy-fuma-

roilo)-L-2,3-diaminopropanowego.

Nr Nr
R R, R R,

zwigzku zwigzku

17a CH; CH; 17g m-BrCgHy m-BrCesHy4

17b CH;CH; CH;CH; 17h Ce¢HsN CeHsN

17¢ CHj3(CHy), | CH3(CHa), 17i Ce¢Hs CH;

17d CHj3(CH,); | CH3(CHy);3 17j m-CF;CgHy CH;

17e CH3(CHy)4 | CH3(CHy)4 17k CeHsN CH;

17f CeHs CsHs 171 C(CHj3)s3 C(CHj3)s3

Tabela 5. Zestawienie otrzymanych trifluorooctanéw kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)-

glicylo)N*-(4-metoksy-fumaroilo)- L-2,3-diaminopropanowego.
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4.2 OkresSlenie powinowactwa pochodnych FMDP do blony biologicznej w
oparciu o wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa na kolumnie IAM

Dziatanie farmakologiczne potencjalnych chemoterapeutykdéw uzaleznione jest zar6wno
od procesu transportu zwiazku do komorki (najbardziej pozadana jest dyfuzja bierna) jak
réwniez od oddzialywania ze specyficznymi receptorami. Oba te zjawiska zaleza od
charakteru lipofilowego badanej substancji'®. Dlatego tez lipofilowosé (hydrofobowosc)
substancji biologicznie czynnej jest jedna z wazniejszych cech wptywajacych na wtasnosci
farmakokinetyczne 1 farmakodynamiczne zwiazku. Zdolno$¢ substancji aktywnej do
pokonywania bariery btony biologicznej na drodze dyfuzji prostej jest Scisle zwiazana z
lipofilowos$cia zwiazku. Pochodne hydrofilowe, a w szczegdlnosci te obdarzone tadunkiem,
nie przekraczaja tatwo bariery blony biologicznej, natomiast zwiazki silnie hydrofobowe
wykazuja duze powinowactwo do lipidow znajdujacych si¢ w blonie, w zwiazku z czym sa
akumulowane i nie przedostaja si¢ do wnegtrza komorki. Z tego powodu parametr
lipofilowosci stanowi jeden z wazniejszych Kkryteriow branych pod uwage podczas
projektowania nowych chemoterapeutykow.

Wszystkie odzialywania wystgpujace pomigdzy roztworem substancji rozpuszczonej a
btona biologiczna charakteryzuje wspdtczynnik podziatu (K.,)'”. Wielkos¢ ta opisuje podziat
substancji migdzy faz¢ wodna a blong. Dla zwiazkow absorbowanych na drodze biernej
dyfuzji wspotczynnik przenikalnosci zwiazku przez btong (Pp,) jest wprost proporcjonalny do
K., 1 opisywany jest zaleznoscia: P, = D K/L, gdzie: Dy, jest wspolczynnikiem dyfuzji
badanego zwiazku przez blong, a L jest gruboscia btony biologiczne;.

Istnieje wiele metod stuzacych do okreslenia lipofilowo$ci zwiazku przez wyznaczenie
wspolczynnika podzialu. Najprostsza metoda jest badanie substancji w uktadzie podziatowym
dwoéch wzajemnie nie mieszajacych sie rozpuszczalnikow: n-oktanol-woda''!, wprowadzona
przez Hanscha i wsp. Wada tej metody jest jej pracochlonnos¢ i staba powtarzalno$s¢ w
poszczeg6lnych laboratoriach. Innym sposobem stuzacym do wyznaczania wspotczynnika
podziatu jest wykorzystanie uktadoéw liposomalnych, ktéore dobrze oddaja charakter
oddziatywan zwiazkéw z blonami biologicznymi. Ograniczenia tej metody wynikaja z
trudnosci w przygotowaniu liposomow, okresleniu doktadnych stezen zwiazkdéw wewnatrz
pecherzykow, oraz stosunkowo duzych ilosci zwiazkow potrzebnych do przeprowadzenia
oznaczen. Obecnie coraz cze$ciej do oznaczania wlasciwosci hydrofobowych zwiazkéw
wykorzystuje si¢ technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadach faz

odwréconych (RP) z uzyciem oktadecylokrzemionki (ODS). Metoda ta pozwala na
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wyznaczenie lipofilowosci zwigzku, nie uwzglednia natomiast ztozonych interakcji migdzy
badanym zwiazkiem, a blona biologiczna. Wszystkich wyzej wymienionych wad pozbawione
sa badania prowadzone za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadach faz
odwréconych z zastosowaniem kolumny IAM''*''? (immobilized artificial membrane) . Jako
faz¢ stacjonarna, stanowiaca wypehienie kolumn chromatograficznych IAM stosuje sig tzw.
immobilizowana sztuczna membrang. Wypehienie to stanowi uktad modelowy w badaniach
farmakokinetyki zwiazkow biologicznie czynnych. Podstawowym skladnikiem chemicznym
ztoza jest fosfatydylocholina (fosfolipid naturalnie wystepujacy w blonach komoérkowych),
ktora kowalencyjnie zwiazana jest z krzemionka obsadzona resztami propyloaminowymi.
Uktad pomiarowy zawierajacy fazg wodna oraz uporzadkowana warstwe fosfolipidowa
stanowi model btony biologicznej bardzo zblizony do blon naturalnych, dzigki czemu jest
najbardziej odpowiedni do ilo§ciowej oceny lipofilowo$ci zsyntetyzowanych przeze mnie

zwiazkow chemicznych.

IAM.PC. IAM.PC.DD. IAM.PC.DD2,
+ +
N(Me); N(Me);

o\' J N
P N(Me);
O o7\
S o)
N .
o
CHg \P/ o
07\

zel krzemionkowy

zel krzemionkowy

zel krzemionkowy

Rys. 13. Struktura  chemiczna faz stacjonarnych handlowo dostgpnych  kolumn

chromatograficznych IAM.
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Handlowo dostepne sa trzy rodzaje kolumn z wypetieniem IAM roézniace si¢ migdzy
soba rodzajem estrow grupy fosforanowej reszty fosfatydylocholiny (rys.13).
Do moich badan wybratem kolumng TAM.PC.DD 2, ktéra w odroznieniu od innych kolumn
charakteryzuje si¢ dwukrotnie wigksza liczba hydrofobowych podstawnikéw na reszcie
fosfatydylocholiny, co zdecydowanie wydtuza czas retencji analizowanych zwiazkow. Dzigki
takiej budowie ztoza mozliwe jest badanie zwiazkéw o umiarkowanej lipofilowosci, ktorych
oddziatywanie z faza stacjonarna innych kolumn mogloby by¢ na tyle stabe, ze
uniemozliwitoby zaobserwowanie istotnych réznic w ich czasach retencji. Zaleta kolumn z
wypehieniem IAM w przewidywaniu powinowactwa do blon biologicznych jest fakt, ze
oprocz oddziatywan hydrofobowych uwzglednia si¢ rowniez tworzenie wiazan wodorowych,
oddziatywania elektrostatyczne i efekty steryczne'’. Niemniej podczas badania
powinowactwa zwiazkow do bton biologicznych nalezy pamigtaé, ze jest ona zbudowana nie
tylko z warstwy fosfolipidowej, ale réwniez z bialek, ktorych procentowy udziat w blonie
moze siggna¢ do 80%. Ponadto fosfolipidy twarzace btong maja réznorodny charakter, czego
nie uwzglednia wypelienie kolumny IAM, zbudowane zazwyczaj z jednego typu
fosfolipidow.

W  chromatografii cieczcowej] RP HPLC z kolumna IAM parametrem
charakteryzujacym lipofilowo§¢ zwiazku oraz jego interakcje z btona biologiczna jest

logarytm pojemnos$ciowego wspolczynnika retencji logk’ay, ktory wyraza si¢ wzorem:

t, —t
1ng'IAM = log[ k0 ]

Ly

gdzie:
to - martwy czas retencji, wyznaczony dla kwasu cytrynowego

tr — czas retencji zwiazku

Wielkos¢ ta uzalezniona jest od czasu retencji zwiazku (t;) i charakteryzujacego wlasciwosci
kolumny tzw. martwego czasu retencji (tp) substancji nie oddziatywujacej z wypetieniem
kolumny dla réznych sktadow eluenta. Pomiaréw dokonano w warunkach, w ktérych jako
faz¢ ruchoma stanowila mieszanina skladajaca si¢ z buforu fosforanowo-potasowego
(0.1M, pH 7.2) i réznych ilosci acetonitrylu (10-50%). Dla kazdego zwiazku i dla kazdego
eluenta oznaczono logarytm pojemnosciowego wspotczynnika retencji logk’au, a usrednione

jego wartos$ci wykorzystano do wyznaczenia zalezno$ci pomigdzy logk’;,y, a sktadem eluenta.
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Na rys 14. przedstawiono zalezno$¢ logk’;jam od sktadu fazy ruchomej dla niektérych

otrzymanych przeze mnie zwigzkow.
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Rys. 14. Wykres zaleznosci log(k'1am) od sktadu fazy ruchome;.

Zaobserwowano liniowa zmiang log(k’;am) Wraz ze zmiana zawarto$ci acetonitrylu w fazie
ruchomej. Dla badanych zwiazkéw otrzymano wysokie wspotczynniki korelacji R w
zakresie: 9.234-9.534. Nastepnie przeprowadzono ekstrapolacje¢ parametroOw retencyjnych,
oznaczonych przy rdéznych sktadach wodno-organicznej fazy ruchomej, do warto$ci

otrzymanych dla czystego buforu jako hipotetycznej fazy ruchomej (log(k’o)).

log(k’1am) = log(ko) + bC
gdzie:

b - stata liczbowa

C — stgzenie rozpuszczalnika organicznego (acetonitrylu) w fazie ruchome;j (% v/v)
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Uzyskane wartos$ci parametrow charakteryzujacych powinowactwo otrzymanych zwiazkow

zestawiono w tabeli 6.

Symbol zwiazku log(ko) Symbol zwigzku log(ko)
6a 0.25 13n 1.72
6b 0.56 130 1.34
6c 0.45 13p 1.76
6d 0.63 13r 1.41
6e 0.74 13s 1.55
6f 0.34 13t 1.26
6g 0.41 13u 1.89
6h 0.46 13w 2.34
13a 0.91 13v 2.25
13b 1.01 17a 0.33
13c 1.36 17b 0.62

13d 1.49 17¢ 0.84
13e 1.89 17d 1.11
13f 2.11 17e 1.39
13g 2.15 17f 1.73
13h 0.73 17g 1.80
13i 1.42 17h 0.71
13j 1.51 17i 0.94
13k 1.19 17j 1.01
131 1.94 17k 1.12
13m 1.67 171 2.01

Tabela 6. Wartosci log(ko) dla otrzymanych zwiazkow.

W grupie estrow latentnych FMDP (6a-h) zaobserwowaé¢ mozna wzrost warto$ci
log(ko) wraz ze wzrostem objgtosci reszty estrowej R3. Zwigzek 6e zawierajacy podstawnik
2-etylobutylowy charakteryzuje si¢ najwyzsza w tej grupie pochodnych wartoscia log(ko), co
wskazuje jego silne powinowactwo do btony biologicznej. Takze wprowadzenie podstawnika
w pozycje R, (metylowy lub etylowy) poprawia wilasciwosci lipofilowe otrzymanych
zwiazkow 6f oraz 6g w poréwnaniu ze zwiazkiem 6a zawiarajacym w tej pozycji atom
wodoru.

Zwiazki 17a-e wykazuja wzrost wiasciwosci hydrofobowych wraz ze wzrostem
dhugosci tancucha alkilowego w pozycji R. Z kolei wprowadzenie podstawnika benzylowego,
m-bromobenzylowego lub fert-butylowego drastycznie poteguje charakter lipofilowy
zwiazkow 171, 17g oraz 171. Pochodne 17h-j w ktorych na pozycji R i Ry znajduja si¢ r6zne

grupy wykazuja $rednie powinowactwo do btony komoérkowe;.
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W przypadku pochodnych 13a-v odpowiedni dobor podsawnikow w pozycjach: R, Ry,
R, R3 umozliwit otrzymanie zwiazkow wykazujacych szeroki zakres zmiennos$ci wiasciwosci
lipofilowych. Wraz ze wzrostem dtugosci oraz rozgatgzienia podstawnikow zwigksza si¢ ich
powinowactwo do immobilizowanej sztucznej btony. Zwiazki, ktére wykazuja umiarkowane
odziatywanie z blona biologiczna moga by¢ transportowane przez ta blong na drodze dyfuz;ji

bierne;j.

4.3 Aktywnos$¢
zwiazkow

przeciwbakteryjna 1 przeciwgrzybicza otrzymanych

Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej zostaly wykonane w
Katedrze Technologii Lekéw i1 Biochemii Politechniki Gdanskiej przez mgr inz. Izabelg
Lacka. Aktywnos¢ przeciwgrzybicza i przeciwbakteryjna nowych zwiazkow wyrazono jako
MIC, czyli stgzenie zwiazku wywolujace przynajmniej 50% zahamowania wzrostu
mikroorganizméw w poréwnaniu do kontroli lub procent zahamowania wzrostu. Badania
przeprowadzono metoda seryjnych rozcienczen na mikroptytkach. Dla mikroorganizmow
grzybowych zastosowano podloze YNBG bez aminokwaséw 1 siarczanu amonu

zawierajacego 2% glukozy 1 L-proling (4 mg/ml), natomiast w przypadku bakterii
wykorzystano gotowe podtoze TSB (Triptic Soy Broth).

4.4.1 Aktywno§¢ przeciwdrobnoustrojowa estréw latentnych kwasu N’-(4-metoksy-

fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego

MICs /ml
Symbol s0 [ng/mil
zwiazku C’:,III,’ écgns C. glabrata | C. tropicalis | S. cerevisiae chgg B. St. aureus
10231 DSM 11226 KKP 334 ATCC 9763 10536 subtilis | ATCC 6538
6a 2000 1000 1000 500 250 15,6 125
6b 2000 2000 1000 2000 250 62,5 125
6¢ 2000 2000 >2000 2000 500 125 250
6d 1000 2000 1000 1000 500 125 125
6e 2000 >2000 1000 500 500 125 250
6f >2000 >2000 1000 2000 1000 250 125
6g 500 2000 1000 1000 500 125 62,5
6h >2000 >2000 >2000 2000 1000 125 125
FMDP >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000

Tabela 7. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa estrow latentnych FMDP.
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Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze otrzymane estry latentne wykazuja wigksza
aktywno$¢ w poréwnaniu do wolnego FMDP w stosunku do badanych mikroorganizméw.
Aktywno$¢ ta jest prownywalna dla wszystkich estrow latentnych i w wyrazny sposob nie
zalezy od lipofilowosci zwiazku. Otrzymane pochodne sa bardziej aktywne w stosunku do

bakterii niz do mikroorganizmoéow grzybowych.

4.4.2 Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa pochodnych kwasu NZ-(N,N-(Z-acyloksy-

etylo)glicylo)-N3 -(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego

MIC o/ml
Symbol s0 [ng/mil
zwiazku C.Z’ll? éc(t;ns C. glabrata | C. tropicalis | S. cerevisiae i{gg B. St. aureus
10231 DSM 11226 KKP 334 ATCC 9763 10536 subtilis | ATCC 6538

17a >1000 1000 1000 250 >1000 >1000 >1000
17b >1000 1000 1000 1000 >1000 >1000 >1000
17¢ >1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 >1000
17d > 500 500 500 125 500 > 500 > 500
17e > 500 500 500 250 500 500 > 500
17f > 125 > 125 > 125 > 125 > 125 > 125 > 125
17g > 125 > 125 > 125 > 125 > 125 > 125 125
17h 1000 1000 >1000 1000 1000 1000 500
17i 1000 1000 1000 1000 1000 1000 500
17j 1000 1000 >1000 1000 1000 1000 500
17k 1000 1000 500 >1000 1000 1000 500
171 > 500 500 500 250 500 > 500 > 500

Tabela 8. Aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa pochodnych kwasu N*-(N, N-(2-acyloksy-
etylo)glicylo)-N*-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego.

Pochodne kwasu N?-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N"-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowego wykazuja slaba aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, niemniej
aktywno$¢ ta jest wyzsza niz w przypadku wolnego FMDP. Aktywnos¢ w stosunku do

mikroorganizmow grzybowych jest nieco wyzsza niz dla bakterii.
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4.4.3 Aktywno§¢ przeciwdrobnoustrojowa estrow latentnych kwasu N*-(V,N-(2-

acyloksyetylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)—L-Z,3-diamin0pr0pan0weg0

MICsp [ng/ml
Symbol s [ng !
zwiazku | C. albicans C. olabrat C. s . . E. coli St
ATCC  SHOrard - opicalis | O VIS | ATCC | B. subtilis - aureus
L0231 DSM 11226 | (P00 | ATCC 9763 | ‘| o ATCC 6538
13a 500 500 1000 1000 1000 1000 >1000
13b 1000 1000 1000 >2000 2000 2000 2000
13¢ >1000 1000 500 >1000 >1000 | >1000 1000
13d >250 250 250 >250 >250 >250 >250
13e >2000 2000 1000 250 >2000 | >2000 500
13f 500 125 2000 >2000 500 500 1000
13g 250 125 250 >250 >250 >250 >250
13h >1000 1000 1000 >1000 >1000 | >1000 >1000
13i 1000 1000 1000 >1000 1000 1000 1000
13 >2000 2000 2000 >2000 1000 >2000 2000
13k >2000 1000 >2000 2000 >2000 2000 >2000
131 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 500 500
13m >250 >250 250 250 500 >250 500
13n 31,3 250 250 >500 125 250 1000
130 250 125 62,5 31,3 125 62,5 250
13p 31,3 125 62,5 250 250 62,5 125
13r 250 >500 500 500 500 >500 >500
13s 62,5 250 250 500 500 >500 500
13t 250 >250 15.6 125 250 250 250
13u 500 1000 500 >500 250 500 500
13w >1000 >1000 1000 >1000 >100 >1000 >1000
13v >2000 1000 500 >2000 >2000 1000 1000

Tabela 9. Aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojowa estrow  latentnych kwasu  N*-(N,N-(2-
acyloksyetylo)glicylo)-N"-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego.

Esty latentne kwasu N°-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N-(4-metoksyfumaroilo)-L-
2,3-diaminopropanowego wykazuja zréznicowana aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Najwyzsza  wartoSci  ICsp  posiadaja  pochodne 130 oraz 13p, tj.  ester
2-metylopropionyloksymetylowy oraz fenyloacetoksymetylowy —N-(bis-N,N-(acetoksy-
etylo)glicylo)-N"-(4-metoksy-fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego. w przypadku
pochodnych bardziej lipofilowych czynnikiem ograniczajacym aktywnos¢ biologiczng jest ich

staba rozpuszczalno$¢ w wodzie — tak jest dla zwiazkow: 13e, 13g, 13f, 131, 13u, 13w, 13v.
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4.4 Ocena trwalos$ci otrzymanych pochodnych

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa otrzymanych pochodnych jest $cisle zwiazana z
uwalnianianiem FMDP w przestrzeni wewnatrzkomérkowej w  wyniku dzialania
niespecyficznych esteraz. Z tego wzgledu uzasadnione jest przeprowadzenie badan majacych
na celu ustalenie stopnia hydrolizy zsyntetyzowanych zwiazkéw w réznych warunkach. Dla
zwiazku 13a oraz 17a przeprowadzono badanie ich trwatosci w roztworze wodnym oraz w
obecnosci ekstraktu bezkomorkowego. Przebieg reakcji obserwowano z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografi cieczowej w uktadzie faz odwroconych. Doktadny opis

doswiadczenia umieszczony zostal w czegsci eksperymentalnej pracy w pkt. 6.9 na str. 85.
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Rys.15. Ocena trwalo$ci zwiazku 13a w $rodowisku wodnym

a) Chromatogram po uptywie 15 min; b) Chromatogram po uptywie 8 h.
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Rys.16. Ocena trwalosci zwiazku 13a w ekstrakcie bezkomorkowym.

a) Chromatogram po uptywie 15 min; b) Chromatogram po uptywie 8 h.

Zaobserwowano, iz w roztworze wodnym ester acetoksymetylowy w zwiazku 13a ulega
powolnej reakcji hydrolizy przeksztatcajac si¢ w pochdna 17a. Po uplywie 8h stopien
hydrolizy wynosi 18%. Natomiast w przypadku ekstaktu bezkomoérkowego hydroliza zwiazku
13a jest znacznie szybsza i po 8h stopien hydrolizy wynidst 85%. Zwiazek 17a zarowno w
roztworze wodnym jak i w ekstrakcie bezkomorkowym okazat si¢ trwaty przez ponad 48h i
nie zaobserwowano jego hydrolizy. W zwiazku z czym nie nast¢puje uwalnianie FMDP z
pochodnej 17a, a wiec takze ze zwiazku 13a, co prawdopodobnie jest przyczyna niskiej

aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych pochodnych.
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4.5 Ogolna charakterystyka otrzymanych zwigzkow

4.5.1 Trifluorooctany estrow latentnych kwasu N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0pr0panowego

CF3CO0

(0]
H;C NH
\O)J\/W
(@]

V\ﬂ/o\éo\ﬂ/%

+

NH3

6
zw?airzku Ry Ry sum\;/rzyécrzny Maz ;/ Egg)wa [ﬁjacd Ry log(kia) WYd?‘g/?)OS’é '
6a CH; H C14H oF3N,04 402 1 0.60 0.25 56
6b C(CHs)s H C17H5F3N,0, 444 1 0.63 0.56 69
6¢ CH(CHa), H C16Ha7F3N,00 430 1 0.61 0.45 58
6d C¢HsCH, H CaoHa3F3N,0 478 1 0.63 0.63 63
6e CH(CH,CHs), H C1sHa7F3N,04 458 1 0.64 0.74 75
of CH; CH; C5Ha F3N,0g 416 1 0.61 0.34 60
6g CH; CH;CH, | C4H,5F3N,0, 430 1 0.64 0.41 53
6h CH;CH,O CH, C16Ha3F3N,04 446 1 0.63 0.46 Sl

* - sumaryczna wydajnos$c reakcji syntezy pochodnych 5 oraz usunigcia ostony Boc

Tabela 10. Trifluorooctany estrow latentnych kwasu N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego.
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4.5.2 Chlorowodorki estrow acyloksymetylowych pochodnych kwasu NZ-(N,N-(Z-acyloksyetylo)glicylo)-N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-

2,3-diaminopropanowego o

R (6]

o

e cf\
Rl)J\o/\/Jr NH\/U\

NH 0

R, _O_ _O ; NH CH
T]/ \g/ NO/ 3
© R O . 0O

zwIi\airzku R R, R, R; Wzér sumaryczny r(ngl\élfcl)s:};l I,jrlilacd R¢ log(kjam) Wy((i(;{;lOéé
13a CH; CH; H CH; C,1H3,CIN;Oy 554 9 0.14 091 41
13b CH;CH, CH;CH, H CH; Ca3H3CIN;O 582 9 0.25 1.01 48
13c¢ CH;3(CH,), | CH5(CH,) H CH; CasH4CIN;O 610 9 0.33 1.36 46
13d CH3(CH,); | CH5(CH,) H CH; CyH4CIN;O) 638 9 0.44 1.49 45
13e CH3(CHp)s | CH;(CHy) H CH; Ca9H4sCIN;O 666 9 0.48 1.89 40
13f CeHs CeHs H CH, C31H36CIN;O 678 9 0.41 2.11 41
13g m-BrCeHy | m-BrCeH, H CH; C31H3Br,CIN;O, 836 9 0.43 2.15 35
13h CeHuN CeHaN H CH; CaoH34CIN5O,, 680 11 0.39 0.73 47
13i CeHs CH; H CH; Ca6H34CIN;O, 616 9 0.23 1.42 47
13j m-CF3C¢Hy CH; H CH; C»7H33CIF;N;05, 684 9 0.26 151 40

Tabela 11. Chlorowodorki estréw acyloksymetylowych pochodnych kwasu N*-(N, N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-

2,3-diaminopropanowego
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Ciag dalszy Tabeli 11.

Masa .
Nr Wzor Uktad Wydajnosc
zwiazku R R, Ry R sumaryczny I(I;(/)Ilzgz)i TLC Ry log(kiam) (%)
13k CeHuN CH; H CH; C,5sH3;CIN,O1 617 11 0.56 1.19 45
131 C(CHas); C(CHs); H CH; Co;HuCIN;O, 638 9 0.55 1.94 42
13m CH; CH; H C(CHa)s C,4H35CIN;O 1 596 9 0.57 1.67 52
13n CH; CH; H CH(CHCH3)» | CysH4CIN;O) 610 9 0.47 1.72 43
130 CH; CH; H CH(CH3), Cy3H3CIN;O1 582 9 0.39 1.34 40
13p CH; CH; H CH,CeHs C,7H36CIN;O 630 9 0.53 1.76 37
13r CH; CH; CH; CH; CH3,CIN;O), 568 9 0.37 1.41 35
13s CH; CH, CH;CH, CH; C13H36CIN;O) 582 9 0.42 1.55 41
13t CH; CH; CH; OCH,CH; Ca3HisCIN;O 5 598 9 0.44 1.26 38
13u CH;CH, | CH;CH, H C(CHa)s C6HuCIN;O) 624 9 | 055 1.89 45
13w CeHs CeHs H C(CHa)s C2HppCIN;O) 720 9 0.75 2.34 42
13v CH;CH, CH;CH, H CH(CHCH:) | C,;H.,CIN;O), 638 9 0.61 225 44
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4.5.3 Trifluorooctany kwasu Nz-(N,N-(Z-acyloksyetylo)glicylo)-N3-(4-metoksy-fumaroilo)-L-Z,3-diaminopropan0weg0

O

PR

R O

icacoo\
+
NH \/U\
Rl O/\/

o]
HO : NH CH
W NO/ 3

o] o]

17

o}

mz

H

zwlij;ku R R, Wzér sumaryczny Mazg /Egig)wa log(kjam) Wyd(ag/?)o s¢x t.t. (°C)
17a CH; CH; CaoHa9F3N;0), 560 0.33 47 99-101
17b CH;CH, CH;CH, CpH33F3N;04, 588 0.62 43 90-92
17¢ CH;(CH,), CH;(CH,), C,,H37F3N;04, 616 0.84 46 86-87
17d CH;(CH,); CH;(CH,); CasHaiF3N;015 645 1.11 40 87-88
17e CH3(CH,), CH3(CH,), CogHu6F3N;04, 673 1.39 40 93-94
17f CoHs CoHs C30H33F3N;0), 685 1.73 38 -
17g m-BrC¢H,4 m-BrC¢H, C;0H;; Bty FsN304, 842 1.80 34 58-59
17h C¢HuN C¢HuN C3,H33FoN5O ¢ 915 0.71 38 54-56
17i C¢Hs CH; CasH3,F3N;04, 623 0.94 40 53-55
17j m-CF3CeH, CH; CasH30FsN30), 691 1.01 36 *
17k CeH4N CH; CeH3 FeN,O14 738 1.12 38 55-56
171 C(CHa); C(CHs); CasHa F3N;04, 645 2.01 37 142-143

* - sumaryczna wydajnos¢ syntezy pochodnej 16 oraz usuwania estru fert-butylowego
** - zwiazki otrzymano w postaci amorficznego osadu

Tabela 12. Trifluorooctany kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N°-(4-metoksyfumaroilo)- L-2,3-diaminopropanoweg
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5. STRESZCZENIE I WNIOSKI

Przedmiotem prezentowanej rozprawy doktorskiej sa ukierunkowane modyfikacje
chemiczne jednego z analogéw glutaminy — kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowego (FMDP) oraz ich wplyw na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
FMDP jest bardzo aktywnym i selektywnym inhibitorem syntazy glukozamino-6-fosforanu.
Stwarza to mozliwosci projektowania nietoksycznych zwiazkow o dzialanmiu
przeciwgrzybiczym. FMDP bedac niebiatkowym aminokwasem nie jest transportowany do
wnetrza komorek za posrednictwem permeaz aminokwasowych — biatek transportujacych
aminokwasy, ktore wykazuja wysoka specyficzno$¢ substratowa w stosunku do
aminokwasow biatkowych. Ponadto, transport zwiazku czynnego przez btony biologiczne z
wykorzystaniem odpowiednich permeaz nie jest korzystne, z uwagi na rozwdj wsrdd
patogendéw grzybowych opornosci zwiazanej z zanikiem permeaz peptydowych, ktore nie sa
niezbedne dla zycia drobnoustrojow. Z tego wzgladu najkorzystniejsza droga transportu
zwiazkow do komorki jest transport dyfuzyjny. Niestety, omawiany inhibitor, wykazuje
typowa dla aminokwasow duza hydrofilowos¢ i nie moze by¢ transportowany do komorki na
drodze dyfuzji. Tak wiec, wykorzystanie inhibitora syntazy glukozamino-6-fosforanu jako
skutecznego chemoterapeutyku przeciwgrzybiczego zalezy od modyfikacji chemicznej
czasteczki FMDP w kierunku wzrostu jej lipofilowosci, aby mozliwy byt jej transport
dyfuzyjny przez blony biologiczne.

W przypadku grupy o-karboksylowej FMDP zastosowano strategi¢ polegajaca na
wykorzystaniu estrow latentnych (acyloksyalkilowych) jako ,,prolekéw”. Estry te ulegaja w
warunkach in vivo enzymatycznej hydrolizie z jednoczesnym uwolnieniem w pozadanej
przestrzeni biologicznej wyjsciowego inhibitora enzymatycznego. W wyniku realizacji tego
podejscia zaplanowano i opracowano wydajng syntezg estrow latentnych FMDP oraz
otrzymano 8 takich pochodnych o zréznicowanych wiasciwosciach lipofilowych. Dla
zsyntetyzowanych zwiazkow przeprowadzono badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
oraz ich powinowactwo do blony biologicznej. Wszystkie pochodne wykazuja wyzsza
aktywno$¢ zardwno przeciwbakteryjna jak i przeciwgrzybicza w porownaniu do wolnego
FMDP. Aktywnos¢ ta jest wyzsza w stosunku od bakterii niz mikroorganizmoéow grzybowych.
Nie zaobserwowano zaleznos$ci pomigdzy aktywnos$cia biologiczng badanych zwiazkow a ich

charakterem lipofilowym.



Poprawa wtasciwosci lipofilowych FMDP wymaga réwniez modyfikacji grupy
a-aminowej. Z uwagi na fakt, iz wolna grupa aminowa jest niezbgdna do zahowania
powinowactwa zwiazkow do centrum aktywnego syntazy glukozamino-6-fosforanu
konieczne jest utworzenie potaczenia nietrwatego. W tym celu wykorzystano obserwacje, ze
pierwszorzedowy amid bicyny w tem. 25°C i przy pH = 7 ulega duzo szybciej procesowi
hydrolizy niz amid glicyny. Kowalencyjne wigzanie miedzy grupa karboksylowa bicyny, a
aminowa FMDP powinno ulega¢ w warunkach fizjologicznych rozpadowi w wyniku
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, ktorej sita napedowa jest utworzenie sze$cioczlonowego
laktonu morfolinowego. Dla zwigkszenia trwalosci takiego potaczenia wolne grupy
hydroksylowe bicyny przeprowadzono w estry, wykorzystujac do tego celu kwasy
karboksylowe o r6znej budowie chemicznej. Wzrost lipofilowosci takich zwiazkéw powinien
sprzyja¢ procesowi ich dyfuzji do komorek drobnoustrojow. Z kolei obecnosé
trzeciorzgdowej grupy aminowej w czasteczce bicyny poprawi rozpuszczalnosé otrzymanych
zwiazkéw w roztworach wodnych. Realizujac powyzsza strategi¢ zaplanowano i otrzymano
12 potaczen bis-N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny z wolnym FMDP. Zwiazki te posiadaja w
swojej strukturze zar6wno grupe¢ karboksylowa jak i aminowg (trzecirzedowa), w zwiazku z
czym wykazuja slabe powinowactwo do btony biologicznej. Badanie trwalosci
przeprowadzone na  przyktadzie zwiazku bedacego  potaczeniem  bis-N,N-(2-
acetoksyetylo)glicyny i FMDP pokazato, iz jest on stabilny zarowno w srodowisku wodnym
jak i w ekstrakcie bezkomorkowym. Wszystkie otrzymane zwiazki z tej grupy wykazuja staba
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, aczkolwiek jest ona nieco wyzsza niz dla FMDP.
Powodem stabej aktywnosci biologicznej moze by¢ niskie powinowacto zsyntetyzowanych
pochodnych do blony biologicznej, a wigc ich staba penetracja do wnegtrza komorki, jak
rowniez ich trwatos¢ wobec ekstraktu bezkomorkowego, co wskazuje iz wolny inhibitor nie
jest uwalniany z potaczenia z bis-N, N-(2-acyloksyetylo)glicyna.

Inna grupa zwiazkow zawierajacych w swojej strukturze zar6wno pochodne bicyny jak
rownie FMDP stanowia zwiazki bedace potaczenie bis-N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny z
estrami latentnymmi FMDP. Otrzymano 22 zwiazki tego typu rdznigce si¢ miedzy soba
budowa oraz wiasciwosciami lipofilowymi. Zaobserwowano, iz aktywno$¢ biologiczna nie
zalezy od rodzaju przylaczonej pochodnej bis-N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny, natomiast
wigkszy wplyw ma rodzaj przylaczonego estru latentnego. Zsyntetyzowane pochodny
wykazuja umiarkowana aktywnos¢ przeciwdrobnoustojowa, niemniej jest ona wyzsza niz dla
zwiazku macierzystego. Badanie trwalosci przeprowadzone na przyktadzie zwiazku bedacego

potaczeniem bis-N,N-(2-acetoksyetylo)glicyny i estru acetoksymetylowego FMDP pokazalo,
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iz jest on stabilny w srodowisku wodnym, natomiast w obecnosci ekstraktu bezkomorkowego
ester latentny FMDP ulega hydrolizie. Mozna wigc stwierdzi¢, iz dla pochodnych z tej grupy
po penetracji przez blon¢ biologiczna nastepuje hydroliza estru latentnego natomiast nie
dochodzi do uwolnienia w przestrzeni wewnatrzkomorkowej zwiazku aktywnego — FMDP.
Zwiazki zawierajace w swojej strukturze podstawniki powodujace duzy wzrost lipofilowosci
sa trudno rozpuszczalne w wodzi, co z pewnoscia obniza ich aktywno$¢ biologiczna.
Przedstawione w pracy wyniki moga by¢ wazne z punktu widzenia racjonalnego
projektowania latentnych i lipofilowych zwiazkéw przeciwgrzybiczych dyfundujacych przez

btony biologiczne drobnoustroju.
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6. CZESC EKSPERYMENTALNA

Temperatury topnienia otrzymanych zwiazkoéw zmierzono w kapilarze i nie byly one
korygowane. Widma "H NMR wykonano na aparacie Gemini Varian 200 MHz lub Varian
Unity Plus 500 MHz stosujac tetrametylosilan jako wzorzec wewnetrzny. Widma *C NMR
wykonano na aparacie Gemini Varian 200 MHz. Oczyszczanie zwiazkow przeprowadzono
stosujac  chromatografi¢ = kolumnowa na  zelu  krzemionkowym  Silica Gel 60
(0.063 — 0.200 mm) firmy Merck. Do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) uzywano
plytek aluminiowych pokrytych zelem krzemionkowego DC-Alufolien Kieselgel 60 lub DC-

Alufolien Kieselgel 60 F,s4 firmy Merck. Stosowano nast¢pujace uktady rozwijajace:

- ukfad 1 - octan etylu : metanol : woda 5:1:0.75
- ukfad 2 - octan etylu : eter naftowy 1.5:2
- ukfad 3 - octan etylu : eter naftowy 1:2

- uklad 4 - octan etylu : eter naftowy 1:8

- uklad 5 - octan etylu : eter naftowy 1:10
- uklad 6 - octan etylu : eter naftowy 1:12
- ukltad 7 - octan etylu : eter naftowy 6:1

- uklad 8 - octan etylu : eter naftowy 1:2

- uklad 9 - octan etylu : eter naftowy 3:1

- ukfad 10 - octan etylu : eter naftowy 5:2

- ukfad 11 - octan etylu : metanol 10:1

Sktad uktadéw rozwijajacych podano w stosunku objetosciowym.
Jako odczynniki wywolujace stosowano:
- wywotywacz ninhydrynowy o sktadzie:
400 mg ninhydryny
200 ml alkoholu metylowego
40 ml kwasu octowego
2 ml kolidyny
- wywolywacz cerowo — molibdenowy o skladzie:
3.74 g Na;MoO4* 2H,0
1.215 g Ce(S04),*2H,0
6.27 ml stgzonego (95-98%) H,SO4
83.5 ml H,O
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- wywotywacz siarczanowy o sktadzie:
300 ml 20% roztworu siarczanu amonu

12 ml stgzonego (95-98%) H,SO4
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6.1 Synteza estrow 1-chloroalkilowych odpowiednich kwasow (1)

6.1.1 Octan chlorometylu (1a)

Do 6.00 g (0.20 mola) paraformaldehydu dodano 15.70 g (0.20 mola) chlorku acetylu
oraz katalityczng ilo$¢ bezwodnego ZnCl,. Cato$¢ mieszano pod chlodnica zwrotna w
temperaturze 90°C przez 4h. Po tym czasie przeprowadzono destylacje zbierajac frakcje
wrzaca w temperaturze 108—114°C. Frakcje ta ponownie przedestylowano zbierajac produkt
wrzacy w temperaturze 112-114°C. Otrzymano 11.94 g (0.11 mola) zwiazku la z wydajnoscia
55%.
'H NMR (200 MHz, CDCls): § 2.15(s, 3H, CH3); 5.70 (s, 2H, CH,Cl).
BC NMR (200 MHz, CDCl3): 8 21.19, 73.45, 165.96.

6.1.2 Ester chlorometylowy kwasu piwalinowego (1b)

Do 5.10 g (0.17 mola) paraformaldehydu dodano 20.49 g (0.17 mola) chlorku kwasu
piwalinowego oraz katalityczng ilo$¢ bezwodnego ZnCl,. Calo$¢ mieszano pod chtodnica
zwrotna w temperaturze tagodnego wrzenia przez 6h. Po tym czasie przeprowadzono
destylacj¢ prozniowa zbierajac produkt wrzacy w temperaturze 29-30°C przy 15 mmHg.
Otrzymano 12.49 g (83 mmola) zwiazku 1b z wydajnoscia 49%.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.23 (s, 9H, 3x(CH3)); 5.71(s, 2H, CH,CI).
C NMR (200 MHz, CDCls): § 27.12, 39.59, 74.51, 174.45.

6.1.3 Ester chlorometylowy kwasu 2-metylopropanowego (1¢)

Do 5.70 g (0.19 mola) paraformaldehydu dodano 20.24 g (0.19 mola) chlorku kwasu
2-metylopropanowego oraz katalityczna ilos¢ bezwodnego ZnCl,. Calo$¢ mieszano pod
chlodnica zwrotna w temperaturze tagodnego wrzenia przez Sh. Po tym czasie
przeprowadzono destylacj¢ prozniowa zbierajac produkt wrzacy w temperaturze 33-35°C przy
15 mmHg. Otrzymano 11.19 g (82 mmola) zwiazku 1¢ z wydajnoscia 43%.

'H NMR (200 MHz, CDCly): 8 1.16 (d, 6H, J=9.4 Hz, 2x(CHs)); 2.58-2.66 (m, 1H, CH);
5.71 (s, 2H, CH,Cl).
C NMR (200 MHz, CDCLy): & 27.12, 39.59, 74.51, 174.45.
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6.1.4 Ester chlorometylowy kwasu fenylooctowego (1d)

Do 4.80 g (0.16 mola) paraformaldehydu dodano 24.72 g (0.16 mola) chlorku kwasu
fenylooctowego oraz katalityczng ilo§¢ bezwodnego ZnCl,. Catos¢ mieszano pod chtodnica
zwrotng w temperaturze tagodnego wrzenia przez 3h. Po tym czasie przeprowadzono
destylacj¢ prézniowa przy uzyciu pompy olejowej, zbierajac produkt wrzacy w temperaturze
120-123°C przy 1 mmHg. Otrzymano 7.93 g (43 mmola) zwiazku 1d z wydajnoscia 27%. 'H
NMR (200 MHz, CDCls): 6 3.71 (s, 2H, CH,); 5.71 (s, 2H, CH,Cl); 7.17-7.30(m, 5H, aromat.)
C NMR (200 MHz, CDCly): & 42.03, 73.14, 127.51, 129.38, 131.32, 137.12, 166.85.

6.1.5 Ester chlorometylowy kwasu 2-etylobutanowego (1e)

Do 5.70 g (0.19 mola) paraformaldehydu dodano 25.55 g (0.19 mola) chlorku kwasu
2-etylobutanowego oraz katalityczna ilo§¢ bezwodnego ZnCl,. Cato$¢ mieszano pod
chtodnica zwrotna w temperaturze lagodnego wrzenia przez 6h. Po tym czasie
przeprowadzono destylacj¢ prozniowa zbierajac produkt wrzacy w temperaturze 60-63°C przy
15 mmHg. Otrzymano 15.96 g (97 mmoli) zwiazku 1e z wydajno$cia 51%.

'H NMR (200 MHz, CDCl3): 8 0.91 (t, 6H, J = 7.2 Hz, 2x(CH3)); 1.42-1.61(m, 4H, 2x(CH,));
2.28 (m, 1H, CH); 5.73 (s, 2H, CH,Cl).
C NMR (200 MHz, CDCls): & 12.31, 24.60, 47.39, 74.21, 172.11.

6.1.6 Octan 1-chloroetylu (1f)

Do 8.80g (0.20 mola) aldehydu octowego ochtodzonego na tazni lodowej do
temperatury -10°C dodano katalityczng ilo§¢ bezwodnego ZnCl,, a nastgpnie wkroplono
15.70 g (0.20 mola) chlorku acetylu. Catos¢ mieszano pod chiodnica zwrotna w temperaturze
tagodnego wrzenia przez 5 h. Po tym czasie przeprowadzono destylacje prozniowa zbierajac
produkt wrzacy w temperaturze 34-36°C przy 15 mmHg. Otrzymano 11.03 g (90 mmoli)
zwiazku 1f z wydajnoscia 45%.

'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1.78 (d, 3H, J=6.6 Hz, CH;); 2.11(s, 3H, CH;C(O));
6.55 (q, 1H, J= 6.6 Hz, CHCI).
C NMR (200 MHz, CDCly): & 21.51, 24.75, 77.84, 168.52.
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6.1.7 Octan 1-chloropropylu (1g)

Do 9.86 g (0.17 mola) aldehydu propionowego ochlodzonego na tazni lodowej do
temperatury -10°C dodano katalityczng ilo§¢ bezwodnego ZnCl,, a nastgpnie wkroplono
13.35 g (0.17 mola) chlorku acetylu. Cato$¢ mieszano pod chtodnica zwrotna w temperaturze
tagodnego wrzenia przez 6h. Po tym czasie przeprowadzono destylacjg prozniowa zbierajac
produkt wrzacy w temperaturze 38-40°C przy 15 mmHg. Otrzymano 9.56 g (70 mmoli)
zwiazku 1g z wydajnoscia 41%.

'H NMR (200 MHz, CDCL;): & 1.05(t, 3H, J=7.2Hz, CHs); 2.03-2.18 (m, 2H, CH,);
2.12 (s, 3H, CH3C(0)); 6,36 (m, 1H, CHCI).
C NMR (200 MHz, CDCls): & 8.52, 21.35, 32.58, 88.79, 168.21.

6.2 Synteza kwasu N’-fert-butoksykarbonylo-N'-(4-metoksyfumaroilo)-L-
2,3-diaminopropanowego (4)

6.2.1 Nz-tert-butoksykarbonylo-L-asparagina

18.48 g (0.140 mola) L-asparaginy i 11.76 g (0.140 mola) NaHCO; rozpuszczono w
200 ml wody, a nastepnie wkroplono 30.52 g (0.140 mmola) diwgglanu di-tert-butylu
rozpuszczonego w 100 ml THF. Catos¢ mieszano przez 15h. Po tym czasie mieszaning
poreakcyjna odparowano do sucha, dodano 200 ml wody i zakwaszono 1 M NaHSO4 do
pH =2. Wytracony osad przemyto zimna woda do pH obojetnego, a nastgpnie dwukrotnie
zimnym eterem dietylowym. Otrzymano 20.88 g (0.090 mola) N*-fert-butoksykarbonylo-L-
asparaginy z wydajnoscia 64%, t.t. 172-173°C (lit.t.t. 174-176°C).

6.2.2 Kwas Nz-tert-butoksykarbonylo-L-Z,3-diamin0pr0panowy

Do 20.00 g (86.21 mmola) N-tert-butoksykarbonylo-L-asparaginy rozpuszczonej w
mieszaninie rozpuszczalnikow: octan etylu (96 ml), acetonitryl (96 ml) i woda (48 ml),
dodano 29.00 g (90.06 mmola) PIDA. Reakcje prowadzono w temperaturze 16°C przez
30 min, a nastgpnie w temperaturze pokojowej przez 4h. Wytracil si¢ bialy osad, ktory po
ozigbieniu mieszaniny odsaczono i przemyt zimnym octanem etylu. Po osuszeniu otrzymano
9.85g (48.28 mmola) kwasu N’-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-diaminopropanowego, z
wydajnoscia 56%, t.t. 204-205°C (lit.t.t. 203-206°C).
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6.2.3 Monoester metylowy kwasu maleinowgo

Do 49 g (0.5 mola) bezwodnika maleinowego dodano z wkraplacza zawierajacego 16 g
(0.5 mola) metanolu okoto 10% alkoholu. Mieszaning ogrzano na !azni wodnej do
temperatury 50-55°C intensywnie mieszajac, az do rozpuszczenia bezwodnika. Nastgpnie
wkroplono pozostata czgs$¢ alkoholu. Catos$¢ mieszano w temperaturze 50-55°C przez 3h, po
czym cato$¢ ochtodzono. Otrzymano 65 g (0.5 mola) monoestru metylowego kwasu

maleinowego w postaci cieczy.

6.2.4 Monoester metylowy kwasu fumarowego

Do 65,00 g (0.50 mola) monoestru metylowego kwasu maleinowego rozpuszczonego w
65 ml wody dodano 3.10 g (40.79 mmola) tiomocznika. Calo$¢ intensywnie mieszano przez
4h, a nastgpnie ochtodzono na tazni lodowej do temperaturze 5°C. Wytracony osad monoestru
metylowego kwasu fumarowego odsaczono i przemyto trzykrotnie zimna woda. Do przesaczu
dodano 2.60 g (34.21 mmola) triomocznika, a nastepnie calo$§¢ mieszano przez 24h i
powtorzono izolacje produktu. Uzyskany ester krystalizowano z mieszaniny
rozpuszczalnikow benzen : matanol. Otrzymano 40.30 g (0.31 mola) monoestru metylowego

kwasu fumarowego z wydajnos$cia 62 %, t.t. 140-142°C.

6.2.5 Synteza esteru N-hydroksysukcynoimidowometylowego kwasu fumarowego (2)

Do ochtodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu 9.60 g (73.85 mmola) monoestru
metylowego kwasu fumarowego 1 8.49g (73.85 mmola) N-hydroksysukcynoimidu
rozpuszczonego w 30 ml suchego THF wkroplono 16.73 g (81.21 mmola) DCC
rozpuszczonego w 20 ml suchego THF. Reakcje prowadzonoo przez 16h. Po tym czasie
odsaczono osad DCU, przesacz zatezono do potowy objetosci i pozostawiono w temperaturze
10°C przez 2h. Ponownie usuni¢to osad DCU, a przesacz odparowano do sucha pod
zmniejszonym cis$nieniem. Otrzymany olej krystalizowano z mieszaniny rozpuszczalnikow
octan etylu : heksan. Otrzymano 10.88 g (47.93 mmola) zwiazku 2 z wydajnoscia 65%,
t.t. 90-91°C (lit.t.t 93-94°C), TLC w ukladzie 3, Ry = 0.55.

6.2.6 Synteza kwasu Nz-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamin0-
propanowego. (6)
Do 9.77 g (47.90 mmoli) kwasu N*-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-diaminopropanowego i
4.03 g (47.90 mmoli) NaHCO; w 15 ml wody, wkroplono 10.88 g (47.92 mmoli) estru
N-hydroksysukcynoimidowometylowego kwasu fumarowego (2) rozpuszczonego w 125 ml

THF. Po 24h prowadzenia reakcji w temperaturze pokojowej THF odparowano, pozostatosé
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rozpuszczono w wodzie, a nastgpnie dwukrotnie ekstrahowano eterem dietylowym. Warstwe
wodng zakwaszong do pH = 2 i ekstrahowano octanem etylu dwukrotnie. Warstwy octanowe
potaczono, suszono bezwodnym MgSOQOy, przesaczono i odparowano do sucha.Otrzymany olej
krystalizowano z uktadu heksan : octan etylu. Otrzymano 8.78 g (27.79 mmola) zwiazku 6 z
wydajnoscia 58%, t.t. 75-77°C (lit.t.t 74-76°C), TLC w uktadzie 1, Re= 0.43.

'HNMR (200 MHz, CDCly): & 1.45(s, 9H, C(CHs)3); 3.80 (s, 5H, OCHj;, NCH,);
4.38 (m, 1H, CH); 6.90 (ABq, 2H, J= 15,6 Hz, CH=CH).

6.3 Ogélny sposob  syntezy estréw latentnych kwasu  N-(4-

metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6)

a) Ester latentny kwasu N’-fert-butoksykarbonylo-N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamino-
propanowego (5).

Do roztworu 2.00 g (6,33 mmola) kwasu N-fert-butoksykarbonylo-N-(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (4) w 20 ml acetonitrylu dodano 0.96 g (6.33 mmola)
DBU oraz 0.35g (1.90 mmola) NaJ*2H,O po czym wkroplono 7.60 mmola estru
chloroalkilowego odpowiedniego kwasu. Reakcje prowadzono w temperaturze 65°C pod
chlodnica zwrotna przez 6h. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano, a pozostalos¢
rozpuszczono w octanie etylu. Warstwg organiczna przemyto 1M NaHCOs, dwukrotnie
woda, a nastgpnie suszono bezwodnym MgSQO,4. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym.

b) Ester latentny kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6).

Do 1.03mmola estru latentnego kwasu  N’-tert-butoksykarbonylo-N-(4-
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego dodano 3 ml bezwodnego kwasu TFA.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 2h po tym czasie nadmiar kwasu TFA
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ przemyto bezwodnym eterem
dietylowym. Otrzymany trifluorooctan odpowiedniego estru latentnego kwasu N°-(4-
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego przechowywano w eksykatorze prézniowym

nad pastylkami wodorotlenku sodu.

58



6.3.1 Ester acetoksymetylowy kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamin0propa-
nowego (6a)
a) Ester acetoksymetylowy kwasu N°-fert-butoksykarbonylo-N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowego (5a).

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 2. Otrzymano 1.42 g (3.67 mmola) zwiazku 5a z wydajnoscia 58%, t.t. 84-86°C,
TLC w ukladzie 2, R¢= 0.25.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 1.45 (s, 9H, C(CHs)3); 2.15 (s, 3H, (O)CCHa); 3.82 (s, 5H,
OCHj3, NCH,); 4.45(m, 1H, CH); 5.81 (dd, 2H, J = 5Hz, OCH,0); 6,90 (ABq, 2H, J= 15Hz,
CH=CH).

BC NMR (200 MHz,CDCl;): &21.11, 28.40, 42.90, 51.50, 52.12, 77.71, 80.09, 131.10,
135.20, 154.33, 163.10, 165.21, 168.44, 169.90.

b) Ester acetoksymetylowy kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego(6a).

Otrzymano 040g (1.00 mmola) zwiazku 6a =z wydajnoscia 97%. TLC w
uktadzie 1, R¢= 0.60.

6.3.2 Ester piwaloiloksymetylowy kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0-
propanowego (6b)
a) Ester piwaloiloksymetylowy kwasu N°-fert-butoksykarbonylo-N~(4-metoksyfumaroilo)-L-
2,3-diaminopropanowego (5b).

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 3. Otrzymano 1.96 g (4.56 mmola) zwiazku Sb z wydajnoscia 72%. TLC w
uktadzie 2, Ry = 0.46.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 1.20 (s, 9H, C(CHs)3); 1.45 (s, 9H, C(CHs)3); 3.78 (s, 5H,
OCHj3;, NCH,); 4.40 (m, 1H, CH); 5.75 (dd, 2H, J = 5Hz, OCH,0); 6.86 (ABq, 2H, J= 15Hz,
CH=CH).
C NMR (200 MHz,CDCLy): § 26.65, 28.01, 38.56, 41.12, 47.55, 51.89, 77.85, 81.14, 131.40,
135.89, 155.34, 165.34, 166.17, 166.78, 176.32.
b) Ester piwaloiloksymetylowy kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego
(6b).

Otrzymano 0.44 g (0.99 mmola) zwiazku 6b z wydajnoscia 96%. TLC w ukladzie 1,

R¢=0,63.
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6.3.3 Ester 2-metylopropionyloksymetylowy kwasu N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowego (6¢)
a) Ester 2-metylopropionyloksymetylowy kwasu N’-fert-butoksykarbonylo-N°-(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (5c¢).

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 3. Otrzymano 1.58 g (3.80 mmola) zwiazku 5S¢ z wydajnoscia 60%. TLC w
uktadzie 2, R¢=0.35.

'H NMR (500 MHz, CDCly): & 1.18 (d, 6H, J=6.5Hz, 2x(CH3)); 1.41 (s, 9H, C(CHs)s);
2.64 (m, 1H, CH); 3.80 (s, SH, OCH3, NCHy); 5.75 (dd, 2H, J= 5Hz, OCH,0); 6.86 (ABq, 2H,
J=15Hz, CH=CH).

BC NMR (200 MHz,CDCls): 8 18.51, 28.03, 32.66, 41.14, 48.65, 51,69, 79.97, 81.70, 131.50,
135.79, 155.66, 165.40, 166.24, 166.94, 175.43.

b) Ester 2-metylopropionyloksymetylowy kwasu N3—(4—metoksyfumaroilo)—L—2,3—diamin0—
propanowego (6c¢).

Otrzymano 0.43 g (1.00 mmola) zwiazku 6c z wydajnoscia 97%. TLC w ukladzie 1,
Re=0.61.

6.3.4 Ester fenyloacetoksymetylowy kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamin0-
propanowego (6d)
a) Ester fenyloacetoksymetylowy kwasu N°-tert-butoksykarbonylo-N*-(4-metoksyfumaroilo)-
L-2,3-diaminopropanowego (5d).

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 3. Otrzymano 191 g (4.11 mmola) zwiazku Sd z wydajnoscia 65%. TLC w
uktadzie 2, Rr=0.44.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 1.45 (s, 9H, C(CH3)3); 3.71 (s, 2H, CH,); 3.80 (s, 5H, OCHs,
NCH,); 4.42(m, 1H, CH); 5.75 (dd, 2H, J=5Hz, OCH;0); 6.86 (ABq, 2H, J= 15Hz,
CH=CH); 7.32 (m, SH, aromat.).

BC NMR (200 MHz,CDCLy): §27.95, 40.85, 41.44, 4837, 51.11, 77.84, 81.89, 127.62,
129.87, 130.54, 131.23, 135.76, 136.46, 155.23, 165.49, 166.48, 166.96, 167.71.

b) Ester fenyloacetoksymetylowy kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6d).

Otrzymano 0.48 g (1.00 mmola) zwiazku 6d z wydajnoscia 97%. TLC w ukladzie 1,
R¢=0.63.
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6.3.5 Ester 2-etylobutyryloksymetylowy kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-Z,3-diamino-

propanowego (6e)

a) Ester 2-etylobutyryloksymetylowy kwasu N’-fert-butoksykarbonylo-N’-(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (5e).

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 3. Otrzymano 2.19 g (4.94 mmola) zwiazek Se z wydajnoscia 78%, t.t. 75-76°C,
TLC w uktadzie 2, R¢= 0.47.

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 0.86 (t, 6H, J=7.4Hz, 2x(CH3)); 1.43 (s, 9H, C(CHs)3);

1.62 (m, 4H, 2x(CH,)); 2.35 (m, 1H, CH); 3.79 (s, SH, OCHs, NCH;); 4.42 (m, 1H, CH);

5.78 (dd, 2H, J = 5.6Hz, OCH,0); 6.88 (ABq, 2H, J = 15Hz, CH=CH).

BC NMR (200 MHz,CDCls): § 12.44, 24.41, 28.38, 41.32, 48.21, 48.65, 51.77, 79.08, 81.32,

131.54, 135.79, 156.04, 165.78, 166.32, 166.94, 173.97.

b) Ester  2-etylobutyryloksymetylowy kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamino-
propanowego (6e).

Otrzymano 0.46 g (0.99 mmola) zwiazku 6e z wydajnoscia 96%. TLC w ukladzie 1,
Rf=0.64.

6.3.6 Ester 1-(acetoksy)etylowy kwasu N’-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropa-
nowego (6f)
a) Ester 1-(acetoksy)etylowy kwasu N°-tert-butoksykarbonylo-N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowego (5f).

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 3. Otrzymano 1.60 g (3.99 mmola) zwiazku 5f z wydajno$cia 63%, t.t. 75-78°C, TLC
w ukladzie 2, R¢= 0.34.

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 1.41 (s, 9H, C(CHs)3); 1.77 (d, 3H, J=5.3Hz, CH3); 2.11 (s,
3H, CH3C(0)); 3.80 (s, SH, OCH3, NCH,); 4.45 (m, 1H, CH); 5.75 (m, 1H, OCHO); 6.86 (m,
2H, CH=CH).

PC NMR (200 MHz,CDCls): & 20.77, 21.47, 28.34, 41.29, 49.34, 51.79, 77.94, 93.49, 131.56,
135.89, 155.76, 165.73, 166.03, 166.84, 169.26.

b) Ester 1-(acetoksy)etylowy kwasu N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6f).

Otrzymano 0.41 g (0.99 mmola) zwiazku 6f z wydajnoscia 96%. TLC w ukladzie 1,
R¢=0.61.
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6.3.7 Ester 1-(acetoksy)propylowy kwasu N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0pr0pa-
nowego (6g)
a) Ester 1-(acetoksy)propylowy N’-tert-butoksykarbonylo-N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowego (5g).

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 3. Otrzymano 1.45 g (3.48 mmola) zwiazku Sg z wydajnoscia 55%. TLC w
uktadzie 2, R¢=0.42.

'H NMR (500 MHz, CDCl3): § 0.99 (m, 3H, CHs); 1.43 (s, 9H, C(CHs)3); 1.84 (m, 2H, CH,);
2.11 (s, 3H, CH;C(0)); 3.80 (s, SH, OCH3, NCH»); 4.45 (m, 1H, CH); 5.65(m, 1H, OCHO);
6.86 (m, 2H, CH=CH).

BC NMR (200 MHz,CDCls): & 7.94, 21.49, 28.08, 28.55, 41.33, 49.23, 51.59, 78.21, 96.49,
131.66, 135.75, 154.87, 165.45, 165.88, 166.89, 169.14.

b) Ester 1-(acetoksy)propylowy kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6g).

Otrzymano 0.43 g (1.00 mmola) zwiazku 6g z wydajnoscia 97%. TLC w uktadzie 1,
Rf=0.64.

6.3.8 Ester 1-(etoksykarbonyloksy)etylowy kwasu N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-2,3-diami-
nopropanowego (6h)
a) Ester 1-(etoksykarbonyloksy)etylowy kwasu N’-tert-butoksykarbonylo-N-(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (5h)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 3. Otrzymano 1.45g (3.35 mmola) zwiazku Sh z wydajnoscia 53%. TLC w
uktadzie 2, Rr=0.43.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 1.35 (m, 3H, CHs); 1.45 (s, 9H, C(CHs)3); 1.58 (m, 2H, CH,);
3.80 (s, SH, OCH3, NCH,); 4.28 (m, 2H, CH,); 4.45 (m, 1H, CH); 5.78 (m, 1H, OCHO); 6.86
(m, 2H, CH=CH)

C NMR (200 MHz,CDCly): & 14.54, 19.82, 28.73, 41.94, 52.67, 54.44, 65.45, 77.71, 93.11,
130.98, 136.39, 154.21, 154.79, 165.80, 166.98, 167.74.

b) Ester  1-(ctoksykarbonyloksy)etylowy kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diamino-
propanowy (6h).
Otrzymano 0.44 g (0.99 mmola) zwiazku 6h z wydajnoscia 96%. TLC w uktadzie 1,
R¢=0.63.
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6.4 Otrzymywanie estrow fert-butylowych pochodnych N,N-(2-acyloksy-
etylo)glicyny (9)

6.4.1 Synteza estru tert-butylowego bis-NV,N-(2-hydroksyetylo)glicyny (8)

Do 8.64 g (44.31 mmola) bromooctanu tert-butylu w 250 ml chlorku metylenu dodano
13.96 g (133.00 mmola) dietanoloaminy. Cato$¢ mieszano przez 18h. Po tym czasie
mieszaning poreakcyjna przemyto dwukrotnie 1M NaHCOs, a nastgpnie dwukrotnie woda.
Warstwe organiczna suszono bezwodnym MgSQ,, przesaczono i odparowano. Otrzymano
6.50 g (29.69 mmola) zwiazku 8 z wydajnoscia 67%. TLC w uktadzie 1, R¢=0,70.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.45 (s, 9H, C(CHs)s); 2.89 (t, 4H, J= 4.4 Hz, 2x(CH,N));
3.40 (s, 2H, NH,C(0)); 3.60 (t, 4H, J = 4.4 Hz, 2x(HOCH2)).

6.4.2 Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-acetyloksyetylo)glicyny (9a)

Do 1.20 g (5.48 mmola) estru tert-butylowego bis-N,N-(2-hydroksyetylo)glicyny (8)
dodoano 7 ml bezwodnika octowego i 7 ml pirydyny. Cato$¢ mieszano przez 15h. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostatos$c¢
rozpuszczono w chlorku metylenu, a nastepnie przemyto trzykrotnie woda. Warstwe
organiczna suszono bezwodnym MgSQ,, przesaczono i odparowano. Otrzymano 1.61 g
(5.31 mmola) zwiazku 9a w postaci oleju z wydajnoscia 97%. TLC w uktadzie 4, R¢= 0.25.
'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.45 (s, 9H, C(CH;)3); 2.05 (s, 6H, 2x(CH3C(0))); 3.01 (t, 4H,
J=5.8 Hz, 2x(CH:N)); 3.41 (s, 2H, NH,C(0)); 4.15 (t, 4H, J = 5.8 Hz, 2x(HOCH.)).

C NMR (200 MHz, CDCl3): § 21.34, 28.56, 56.84, 57.46, 63.21, 81.29, 170.73, 170.85.

6.4.3 Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-propionyloksyetylo)glicyny (9b)

Do ochlodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu 1.31 g (5.98 mmola) estru tert-
butylowego bis-N,N-(2-hydroksyetylo)glicyny, 0.89 g (11.96 mmola) kwasu propanowego i
0.15 g (1.23 mmola) DMAP w 20 ml chlorku metylenu wkroplono 2.48 g (12.04 mmola)
DCC rozpuszczonego w 10 ml chlorku metylenu. Reakcj¢ prowadzono przez 20h. Po tym
czasie odsaczono osad DCU, przesacz przemyto 1 M NaHCOj; i woda. Warstwe organiczna
suszono bezwodnym MgSQO,, przesaczono i odparowano. Zwiazek oczyszczono metoda
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie 4. Otrzymano 1.56 g
(4.72 mmola) zwiazku 9b z wydajnoscia 79%. TLC w ukladzie 4, R¢= 0.47.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.13 (t, 6H, J = 7.5Hz, 2x(CH3)); 1.46 (s, 9H, C(CHs)3);
233 (q,6 H,J= 7.5Hz, 2x(CH,)); 3.00 (m, 4H, 2x(CH:N)); 3.42 (s, 2H, NH,C(0O));
4.17 (t, 4H, 2x(C(O)CH))).
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C NMR (200 MHz,CDCls): & 9.44, 27.34, 28.32, 55.92, 57.24, 63.56, 81.52, 170.58, 171.45.

6.4.4 Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-butyryloksyetylo)glicyny (9¢)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla estru tert-butylowego bis-N,N-(2-
propionyloksyetylo)glicyny (9b). Do reakcji uzyto 1.31 g (5.98 mmola) zwiazku 8,
1.05 g (11.96 mmola) kwasu butanowego, 0.15g (1.23 mmola) DMAP oraz
2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym w uktadzie 5. Otrzymano 1.56 g (4.36 mmola) zwiazku 9¢ z wydajnoscia 73%
w postaci oleju. TLC w uktadzie 4, R¢=0.61.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 0.94 (t, 6H, J = 7.4 Hz, 2x(CH3)); 1.46 (s, 9H, C(CHs)3);
1.66 (q, 4H, J=7.4 Hz, 2x(CH,)); 2.28 (t,4 H,J= 7.4 Hz, 2x(CH,C(0))); 2.98 (t, 4H,
J =6 Hz, 2x(CH:N)); 3.39 (s, 2H, NH,C(0)); 4.13 (t, 4H, J = 6 Hz, 2x(C(O)CH,)).

BC NMR (200 MHz,CDCls): & 13.82, 18.67, 28.43, 35.97, 56.42, 57.69, 63.31, 81.44,
171.84, 179.73.

6.4.5 Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-pentanoiloksyetylo)glicyny (9d)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla estru fert-butylowego bis-N,N-(2-
propionyloksyetylo)glicyny (9b). Do reakcji uzyto 1.31g (5.98 mmola) zwiazku 8,
1.22 g (11.96 mmola) kwasu pentanowego, 0.15g (1.23 mmola) DMAP oraz
2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym w ukladzie 6. Otrzymano 1.52 g (3.95 mmola) zwiazku 9d z
wydajnoscia 66% w postaci oleju. TLC w uktadzie 4, Ry = 0.65.

'"H NMR (200 MHz, CDCl;): & 0.91 (t, 6H, J=7.4Hz, 2x(CH3)); 1.35 (m, 4H, 2x(CH,));
1.46 (s, 9H, C(CHs)3); 1.60 (m, 4H, 2x(CHb»)); 2.31 (t, 4 H, J = 7.5Hz, 2x(CH,C(0))); 2.98 (t,
4H, J= 5.8 Hz, 2x(CH,N)); 3.39 (s, 2H, NH,C(0O)); 4.14 (t, 4H, J = 5.8 Hz, 2x(C(O)CH,)).
PC NMR (200 MHz,CDCls): & 13.64, 22.53, 27.41, 28.41, 34.59, 49.91, 51.77, 64.11, 77.98,
170.23, 173.68.
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6.4.6 Ester tert-butylowy bis-NV,N-(2-heksanoiloksyetylo)glicyny (9e)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla estru fert-butylowego bis-N,N-(2-
propionyloksyetylo)glicyny (9b). Do reakcji uzyto 1.31g (5.98 mmola) zwiazku 8,
1.39 g (11.96 mmola) kwasu heksanowego, 0.15g (1.23 mmola) DMAP oraz
2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym w uktadzie 6. Otrzymano 1.51 g (3.65 mmola) zwiazku 9e z
wydajnoscia 61% w postaci oleju. TLC w uktadzie 4, R¢= 0.68.

'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 0.94 (t, 6H, J=6.8Hz, 2x(CH3)); 1.29 (m, 8H, 4x(CH,));
1.46 (s, 9H, C(CHj3)3); 1.69 (m, 4H, 2x(CH,)); 2.30 (t, 4 H, J = 7.5Hz, 2x(CH,C(0))); 2.98 (t,
4H, J = 5.8 Hz, 2x(CH,N)); 3.39 (s, 2H, NH,C(0)); 4.13 (t, 4H, J = 5.8 Hz, 2x(C(O)CH»)).
C NMR (200 MHz,CDCls): § 13.97, 22.45, 24.87, 28.23, 31.38, 34.38, 49.73, 51.69, 64.04,
77.78, 170.03, 172.47.

6.4.7 Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-benzoiloksyetylo)glicyny (9f)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla estru fert-butylowego bis-N,N-(2-
propionyloksyetylo)glicyny (9b). Do reakcji uzyto 1.31 g (5.98 mmola) zwiazku 8,
1.46 g (11.96 mmola) kwasu benzoesowego, 0.73 g (5.98 mmola) DMAP oraz
2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym w ukladzie 6. Otrzymano 1.48 g (3.47 mmola) zwiazku 9f z
wydajnoscia 58% w postaci oleju. TLC w uktadzie 4, R¢= 0.63.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.41 (s, 9H, C(CHs)3); 3.25 (t, 4H, J= 5.8 Hz, 2x(CH,N));
3.58 (s, 2H, NH,C(0)); 4.46 (t, 4H, J = 5.8 Hz, 2x(C(O)CH,)); 7.36-7.58 (m, 6H, aromat.);
7.99-8.05 (m, 4H, aomat.).

BC NMR (200 MHz,CDCls): & 28.34, 50.84, 51.32, 64.71, 77.87, 129.12, 130.82, 131.67,
133.21, 164.85, 169.79.

6.4.8 Ester tert-butylowy bis-NV,N-(2-(3-bromobenzoiloksy)etylo)glicyny (9g)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla estru fert-butylowego bis-N,N-(2-
propionyloksyetylo)glicyny (9b). Do reakcji uzyto 1.31 g (5.98 mmola) zwiazku 8,
2.40 g (11.96 mmola) kwasu 3-bromobenzoesowego, 0.73 g (5.98 mmola) DMAP oraz
2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym w uktadzie 6. Otrzymano 1.68 g (2.87 mmola) 9g z wydajnoscia 48% w
postaci oleju. TLC w uktadzie 4, Ry = 0.65.
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'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.44 (s, 9H, C(CHs)s); 3.18 (t, 4H, J= 5.8 Hz, 2x(CH,N));
3.51 (s, 2H, NH,C(O)); 4.41 (t, 4H, J = 5.8 Hz, 2x(C(O)CHy)); 7.23-8.12 (m, 8H, aromat.).
13C NMR (200 MHz,CDCly): §28.47, 50.82, 51.47, 64.34, 77.73, 122.64, 127.69, 130.52,
132.05, 135.74, 162.34, 169.83.

6.4.9 Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-nikotynoiloksyetylo)glicyny (9h)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla estru fert-butylowego bis-N,N-(2-
propionyloksyetylo)glicyny (9b). Do reakcji uzyto 1.31g (5.98 mmola) zwiazku 8,
1.47 g (11.96 mmola) kwasu nikotynowego, 1.46g (11.96 mmola) DMAP oraz
2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym stosujac jako faz¢ ruchoma octan etylu. Otrzymano 1.31¢g
(3.05 mmola) zwiazku 9h z wydajnoscia 51% w postaci oleju. TLC w octanie etylu,
R¢=0.40.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 1.36 (s, 9H, C(CHs)3); 3.25 (t, 4H, J= 6.0 Hz, 2x(CH,N));
3.44 (s, 2H, NH,C(0)); 4.46 (t, 4H, J = 6.0 Hz, 2x(C(O)CH>)); 7.27-9.10 (m, 8H, aromat.).
BC NMR (200 MHz,CDCls): & 28.34, 50.84, 51.11, 64.48, 77.98, 122.47, 124.43, 13491,
148.22, 151.89, 160.83, 169.85.

6.4.10 Ester fert-butylowy N-(2-(acetyloksy)etylo)-/N-(2-(benzoiloksy)etylo)glicyny (9i)

Do ochtodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu 1.31 g (5.98 mmola) estru tert-

butylowego  bis-N,N-(2-hydroksyetylo)glicyny (8), 0.73 g (5.98 mmola) kwasu
benzoesowego, 0.11g  (0.90 mmola) DMAP w 20ml chlorku metylenu wkroplono
1.23 g (5.98 mmola) DCC rozpuszczonego w 10 ml chlorku metylenu. Reakcje prowadzono
przez 20h. Po tym czasie odsaczono osad DCU, przesacz przemyto 1 M NaHCO; i woda.
Warstwe organiczng suszono bezwodnym MgSQOy4, przesaczono i odparowano. Do
pozostatosci dodano 5 ml bezwodnika octowego i 5 ml pirydyny. Cato$¢ mieszano przez 15h.
Po zakonczeniu reakcji mieszaning odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Zwiazek
oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie 4.
Otrzymano 1.20 g (3.29 mmola) zwiazku 9i z wydajnoscia 55% w postaci oleju. TLC w
uktadzie 4, R¢= 0.37.
'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.45 (s, 9H, C(CH3)3); 2.00 (s, 3H, CH;C(0)); 3.04 (t, 2H,
J=5.8Hz, CH:N);  3.13(t,2H,J=5.8 Hz, CH,N);  3.45 (s, 2H, NH,C(0));4.15 (t, 2H,
J=5.8 Hz, C(O)CH,); 4.39 (t, 2H, J = 5.8 Hz, C(O)CH,); 7.39-7.56 (m, 3H, aromat.);
8.00-8.06 (m, 2H, aromat.).
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C NMR (200 MHz,CDCls): §21.11, 28.42, 55.91, 57.23, 58.35, 62.47, 81.52, 129.34,
131.52, 133.06, 164.85, 170.21, 171.97.

6.4.11 Ester tert-butylowy N-(2-(acetyloksy)etylo)-/NV-(2-(3-(trifluorometylo)benzoilo-
ksy)etylo)glicyny (9j)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla pochodnej 9i. Do reakcji uzyto 1.31 g (5.98
mmola) zwiazku 8, 1.14 g (5.98 mmola) kwasu 3-(trifluorometylo)benzoesowego, 0.15 g
(1.23 mmola) DMAP oraz 2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie 4. Otrzymano 1.29 g
(2.99 mmola) zwiazku 9j z wydajnoscia 50% w postaci oleju. TLC w uktadzie 4, R¢= 0.37.
'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1.45 (s, 9H, C(CHs)3); 2.01 (s, 3H, CH3C(0)); 3.05 (t, 2H,
J=58Hz, CH,N); 3.16(t, 2H, J=58Hz, CH;N); 3.46(s, 2H, NH,C(O));
4.16 (t, 2H, J = 5.8 Hz, C(O)CH,); 4.44 (t, 2H, J = 5.8 Hz, C(O)CH,); 7.55-8.30 (m, 4H,
aromat.);

C NMR (200 MHz,CDCls): §21.11, 28.39, 53.25, 57.07, 58.04, 62.41, 82.09, 114.49,
125.81, 129.23, 129.41, 130.50, 132.27, 162.09, 170.21, 171.45.

6.4.12 Ester tert-butylowy N-(2-(acetyloksy)etylo)-/NV-(2-(nikotynoiloksy)etylo))glicyny
(k)

Otrzymano wedlug procedury opisanej dla pochodnej 9i. Do reakcji uzyto 1.31 g (5.98
mmola) zwiazku 8, 0.74 g (5.98 mmola) kwasu nikotynowego, 0.73 g (5.98 mmola) DMAP
oraz 2.48 g (12.04 mmola) DCC. Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej
na zelu krzemionkowym w ukladzie 7. Otrzymano 1.27 g (3.47 mmola) zwiazku 9k z
wydajnoscia 58%. TLC uktadzie 7, Rg=0.71.

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 1.33 (s, 9H, C(CHs)s); 2.03 (s, 3H, 2x(CH3C(0))); 3.21 (t, 4H,
J=6.0 Hz, 2x(CH,N)); 3.47 (s, 2H, NH,C(0O)); 4.43 (t, 4H, J = 6.0 Hz, 2x(C(O)CH,)); 7.23-
9.05 (m, 4H, aromat.).

BC NMR (200 MHz,CDCls): §20.25, 28.33, 55.91, 57.32, 58.41, 62.43, 80.97, 122.17,
124.59, 134.92, 148.47, 151.90, 159.64, 170.64, 171.58.
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6.4.13 Ester tert-butylowy bis-N,N-(2-(2,2-dimetlopropionyloksy)etylo)glicyny (91)

Do ochlodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu 1.31 g (5.98 mmola) estru tert-
butylowego bis-N,N-(2-hydroksyetylo)glicyny (8), 1.21 g (12.00 mmola) trietyloaminy w
20 ml chlorku metylenu wkroplono 1.44 g (12.00 mmola) chlorku piwaloilu. Reakcjg
prowadzono przez 16h. Po tym czasie mieszaning poreakcyjna odparowano. Pozostatosé
rozpuszczono w octanie etylu, przemyto 1M NaHCO; i dwukrotnie woda. Warstwe
organiczng suszono bezwodnym MgSOQO., przesaczono i odparowano. Zwiazek oczyszczono
metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie 6. Otrzymano 1.69 g

(4.36 mmola) zwiazku 91 z wydajnoscia 73%. TLC w 4, R¢= 0.80.

'H NMR (200 MHz, CDCL): & 1.41(s,9H, C(CHs)s); 1.45 (s, 18H, 2x(C(CH3)3));
3.01 (t, 4H, J= 5.8 Hz, 2x(CHyN)); 3.41 (s, 2H, NH,C(O)); 4.15(t, 4H, J= 5.8 Hz,
2x(HOCH))).

C NMR (200 MHz,CDCls): §27.09, 28.45, 41.25, 50.27, 51.56, 64.78, 78.34, 170.39,
174.68.

6.5 Ogolny sposob syntezy chlorowodorkow estrow acyloksymetylowych
kwasu  N’-(N,N-(2- acyloksyetylo)glicylo)-NV’-(4-metoksyfumaroilo)-L-
2,3-diaminopropanowego (13)

a) Otrzymywanie pochodnych N, N-(2-acyloksyetylo)glicyny

Do 1.00 mmola estru fert-butylowego N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny dodano 3 ml
bezwodnego TFA. Reakcje acydolizy prowadzono przez 12h, po tym czasie nadmiar TFA
usunigto przez odparowanie pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostalos¢ przemyto
bezwodnym eterem dietylowym. Otrzymano 0.99 mmola trifluorooctanu odpowiedniej

pochodnej N, N-(2-acyloksyetylo)glicyny.

b) Otrzymywanie estrow N-hydroksysukcynoimidowych N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny (11).
Do ochtodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu 0.99 mmola trifluorooctanu N,N-
(2-acyloksyetylo)glicyny dodano 0.20 g (2.00 mmola) trietyloaminy i 0.114 g (0.99 mmola)
N-hydroksysukcynoimidu w 10 ml suchego THF, a nastepnie wkroplono 0.216¢g
(1.05 mmola) DCC rozpuszczonego w 8 ml suchego THF. Po 24h odsaczono osad DCU.
Otrzymany surowy ester N-hydroksysukcynoimidowy pochodnych N,N-(2-acyloksyetylo)-

glicyny uzyto w nastgpnym etapie syntezy.
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¢) Otrzymywanie  estrow latentnych kwasu  N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N>-(4-
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (12).

Do ochtodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu 1.00 mmola trifluorooctanu estru
latentnrgo kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (6) w 7 ml suchego
THF dodano 0.165g (1.50 mmola) trietyloaminy i odpowiedniego esteru
N-hydroksysukcynoimidowego N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny (11). Reakcj¢ prowadzono
przez 24 h. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Pozostato§¢ rozpuszczono w octanie etylu, przemyto 1M NaHCOs i dwukrotnie woda.
Warstwg organiczna suszono bezwodnym MgSOy4, przesaczono i odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt reakcji oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej

na zelu krzemionkowym.

d) Otrzymywanie chlorowodorki estrow latentnych kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-
N-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13).

Odpowiedni ester acetoksymetylowy kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N>~(4-
metoksyfumaroilo)-1.-2,3-diaminopropanowego (12) rozpuszczono w octanie etylu, a
nastepnie dodano rownomolowa ilos¢ 2.01 M suchego chlorowodoru w eterze dietylowym.
Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano chlorowodorki odpowiednich esterow
acyloksymetylowych kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo)glicylo)-N-(4-metoksyfumaroilo)-L-

2,3-diaminopropanowego (13) z ilosciowa wydajnoscia w postaci amorficznego osadu.

6.5.1 Chlorowodorek esteru acetoksymetylowy kwasu N~(bis-N,N-(2-
acetoksyetylo)glicylo)—N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopr0panowego (13a)
Zwiazek 12a oczyszczono metoda chromatografi kolumnowej na zelu krzemionkowym

w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.212 g (0.41 mmola) produktu 13a z

wydajnoscia 41%. TLC w ukladzie 9, R¢= 0.14.

'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 2.09 (s, 6H, 2x(CH3C(0)); 2.12 (s, 3H, CH;C(0)); 2.88 (m,

4H, 2x(CH;N)); 3,31(d, 2H,J=35.4Hz, NCH,C(O)); 3.78 (s, 5H, OCH;, HNCH,);

4.10-4.35 (m, 4H, 2x((CH,0C(0O)); 4.70 (m, 1H, NHCH); 5.75 (dd, 2H, J = 5,6Hz, OCH,0);

6.90 (ABq, 2H, J = 15.4 Hz, CH=CH).

5 C NMR (200 MHz, CDCls): & 21.21, 21.44, 42.77, 51.32, 52.76, 56.80, 57.80, 63.45, 78.11,

131.45, 134.82, 163.43, 165.01, 168.77, 169.73, 170.92, 171.74.
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6.5.2 Chlorowodorek esteru acetoksymetylowy kwasu Nz-(bis-N,N-(Z-propionylo-
ksyetylo)glicylo)—N3-(4-metoksyfumaroilo)—L—2,3-diaminopropanowego (13b)
Zwiazek 12b oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.261 g (0.48 mmola) produktu 13b z

wydajnoscia 48%. TLC w ukladzie 9, R¢= 0.25.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.13 (t, 6H, J=7.5 Hz, 2x(CH3); 2.12 (s, 3H, CH3C(0));

2.36 (q, 4H, J= 7.5 Hz, 2x(CH,C(0))); 2.88 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.29 (s, 2H, NCH,C(0));

3.78 (s, 5SH, OCH3;, HNCH,); 4.15-4.35 (m, 4H, 2x((CH,OC(O)); 4.70 (m, 1H, NHCH);

5.75 (dd, 2H, J = 5.6 Hz, OCH,0); 6.90 (ABq, 2H, J=15.4 Hz, CH=CH).

" C NMR (200 MHz, CDCl3): & 9.52, 21.31, 21.57, 42.45, 51.87, 52.97, 56.40, 57.92, 63.55,

77.78,131.07, 135.47, 163.63, 165.39, 168.22, 170.04, 170.83, 171.32.

6.5.3 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu N*~(bis-N,N-(2-butyryloksy-
etylo)glicylo)-NV~(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13c)
Zwiazek 12¢ oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w uktadzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.263 g (0.46 mmola) produktu 13c¢ z
wydajnoscia 46%. TLC w uktadzie 9, R¢= 0.33.
'H NMR (200 MHz, CDCl3): § 0.94 (t, 6H, J= 7.3 Hz, 2x(CH3)); 1.64 (m, 4H, 2x(CH,));
2.12 (s, 3H, CH;C(0)); 2.32 (t,4H, J=7.5Hz, 2x(CH,C(0))); 2.89(t, 4H, J=5.6 Hz
2x(CH,N)); 3.31 (s, 2H, NCH,C(O)); 3.78 (s, 5H, OCHiz, HNCH,); 4.14-4.30 (m, 4H,
2x((CH20C(0)); 4.72 (m, 1H, NHCH); 5.76 (dd, 2H, J=5.6 Hz, OCH,0); 6.88 (ABq, 2H,
J=15.4 Hz, CH=CH).
3 C NMR (200 MHz, CDCls): 8 12.16, 18.05. 21.67, 34.48, 42.01, 51.52, 52.64, 56.92, 58.11,
63.88, 77.49, 131.54, 135.21, 163.84, 165.28, 168.47, 170.43, 171.11, 171.78.

6.5.4 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu Nz-(bis-N,N-(Z-pentanoilo-
ksyetylo)glicylo)-N3 -(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13d)
Zwiazek 12d oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

w ukladzie 10. Po utworzeniu soli otrzymano 0.270 g (0.45 mmola) produktu 13d z

wydajnoscia 45%. TLC w uktadzie 9, Ry = 0.44.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 0.92 (t, 6H, J= 7,5 Hz 2x(CH3)); 1.36 (m, 4H, 2x(CH,));

1.61 (m, 4H, 2x(CH,)); 2.14 (s, 3H, CH3C(0O)); 2.35(t,4 H,J=8.0 Hz 2x(CH,C(0)));

2.86 (m, 4H, 2x(CH2N)); 3.28 (s, 2H, NCH,C(O)); 3.80(s, 5H, OCH;3;, HNCH,)
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4.15-4.28 (m, 4H, 2x((CH,OC(O)); 4.73 (m, 1H, NHCH); 5.76 (dd, 2H, J = 5.5 Hz, OCH,0);
6.86 (ABq, 2H, J = 15.5 Hz, CH=CH).

'3 C NMR (200 MHz, CDCLs): § 13.89, 21.56. 21.98, 27.13, 34.72, 42.87, 51.13, 52.79, 57.28,
58.43, 63.47, 77.87, 132.08, 135.67, 163.51, 165.87, 168.64, 170.11, 171.46, 171.64.

6.5.5 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu N*-(bis-N,N-(2-heksanoilo-
ksyetylo)glicylo)-N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13e)
Zwiazek 12e oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

w uktadzie 10. Po utworzeniu soli otrzymano 0.251 g (0.40 mmola) produktu 13e z

wydajnoscia 40%. TLC w uktadzie 9, Ry= 0.48.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 0.91 (t, 6H, J= 6.8 Hz 2x(CH3)); 1.32 (m, 8H, 4x(CH,));

1.63 (m, 4H, 2x(CH,)); 2.14 (s, 3H, CH3;C(0O)); 2.35(t,4 H,J=7.5Hz 2x(CH,C(0)));

2.89 (m, 4H, 2x(CHN)); 3.31 (m, 2H, NCH,C(O)); 3.80(s, 5H, OCHs;, HNCH,);

4.15-4.32 (m, 4H, 2x((CH,0C(0)); 4.72 (m, 1H, NHCH); 5.78 (dd, 2H, J= 5.5 Hz, OCH,0);

6.86 (ABq, 2H, J=15.5 Hz, CH=CH).

3 C NMR (200 MHz, CDCl3): & 13.21, 21.27. 22.98, 24.56, 30.23, 34.38, 42.36, 51.45, 52.31,

57.63,58.78, 63.17, 77.61, 132.15, 135.42, 163.76, 165.91, 168.35, 170.27, 171.43, 171.87.

6.5.6 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu NZ-(bis-N,N-(Z-benzoiloksy-
etylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diaminopr0panoweg0 (13f)
Zwiazek 12f oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w uktadzie 10. Po utworzeniu soli otrzymano 0.263 g (0.41 mmola) produktu 13f z
wydajnoscia 41%. TLC w uktadzie 9, R¢=0.41.
'H NMR (200 MHz, CDCls): & 2.09 (s, 3H, CH3C(0)); 3.18 (t, J = 5.4 Hz, 4H, 2x(CH,N));
3.53 (s, 2H, NCH,C(0O)); 3.72 (s, 5H, OCHs;, HNCH,); 4.53 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O));
4.58 (m, 1H, NHCH); 5.83 (dd, 2H, J=5.6 Hz, OCH,0); 6.82 (ABq, 2H, J=15.4 Hz,
CH=CH); 7.35-7.90 (m, 10H, aromat.).
BC NMR (200 MHz,CDCls): 8 21.33, 42.56, 50,59, 51.34, 51.87, 52.54, 64.34, 77.89, 128.67,
129.72, 130.54, 131.84, 133.78, 135.92, 163.87, 164.27, 165.69, 168.19, 169.46, 170.43.
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6.5.7 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu N*-(bis-N,N-(2-(3-bromobenzoilo-
ksy)etylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0pr0panowego (13g)
Zwiazek 12g oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

w uktadzie 10. Po utworzeniu soli otrzymano 0.279 g (0.35 mmola) produktu 13g z

wydajnoscia 35%. TLC w ukladzie 9, Ry = 0.43.

'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 2.10 (s, 3H, CH;C(0)); 3.07 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.40 (s, 2H,

NCH,C(O)); 3.73(s, 5H, OCHs;, HNCH,); 449(m, 4H, 2x((CH,OC(0O));

4.66 (m, 1H, NHCH); 5.72 (dd, 2H, J=5.6 Hz, OCH,0); 6.83 (ABq, 2H, J=15.4 Hz,

CH=CH); 7.23-8.07 (m, 8H, aromat.).

C NMR (200 MHz,CDCLy): § 21.89, 42.16, 50,87, 51.12, 51.96, 52.12, 64.87, 78.34, 122.26,

129.38, 130.89, 131.34, 133.29, 135.57, 163.38, 164.67, 165.36, 168.75, 169.18, 170.58.

6.5.8 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu NZ-(bis-N,N-(Z-nikotynoiloksy-
etylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0pr0pan0wego (13h)
Zwiazek 12h oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym
w uktadzie 11. Po utworzeniu soli otrzymano 0.302 g (0.47 mmola) produktu 13h z
wydajnoscia 47%. TLC w uktadzie 11, Ry=0.39.
'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 2.12 (s, 3H, CH3C(0)); 3.14 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.46 (s, 2H,
NCH2C(0)); 3.73 (s, 5SH, OCH;, HNCH>); 4.54 (m, 4H, 2x((CH2OC(O)); 4.69 (m, 1H,
NHCH); 5.83(dd, 2H, J=5.5Hz, OCH;0); 6.82(ABq, 2H, J=15.5Hz, CH=CH);
7.38-9.19 (m, 8H, aromat.).
BC NMR (200 MHz,CDCls): 8 21.37, 42.56, 50,48, 51.32, 51.74, 52.43, 64.39, 78.21, 128.82,
129.51, 130.36, 131.39, 134.29, 148.57, 151.11, 163.38, 164.67, 165.36, 168.75, 169.18,
170.58.

6.5.9 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu Nz-(N-(Z-(acetoksy)etylo)-N-(Z-
(benzoiloksy)etylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0pr0panowego
(13i)
Zwiazek 12i oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.272 g (0.47 mmola) produktu 13i z
wydajnoscia 47%. TLC w ukladzie 9, Ry = 0.23.
'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1.98 (s, 3H, CH3C(0)); 2.10 (s, 3H, CH3C(0)); 2.85-3.08 (m,
4H, 2x(CH;N)); 3.36 (s, 2H, NCH,C(0O)); 3.75 (s, 5H, OCHs, HNCH,); 4.10-4.53 (m, 4H,
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2x((CH20C(0)); 4.67 (m, 1H, NHCH); 5.72 (dd, 2H, J=5.6 Hz, OCH,0); 6.82 (ABq, 2H,
J=15.6 Hz, CH=CH); 7.40-8.08 (m, 5H, aromat.).

BC NMR (200 MHz,CDCls): § 20.58, 21.49, 42.23, 50,73, 51.59, 51.52, 52.82, 64.59, 77.51,
128.79, 129.54, 130.69, 131.47, 133.89, 135.59, 163.27, 164.36, 165.43, 168.59, 169.29,
170.71, 171.51.

6.5.10 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu N*-(N-(2-(acetoksy)etylo)-N-(2-
((3-triﬂuorometylo)benzoiloksy)etylo)glicylo)-N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-
diaminopropanowego (13j)

Zwiazek 12j oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

w ukfadzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.259 g (0.40 mmola) produktu 13j z

wydajnoscia 40%. TLC w uktadzie 9, R¢= 0.26.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 2.01 (s, 3H, CH;C(0)); 2.11 (s, 3H, CH3C(0)); 2.85-3.08 (m,

4H, 2x(CH:N)); 3.35 (s, 2H, NCH,C(0)); 3.75 (s, SH, OCH;, HNCH,); 4.10-4.57 (m, 4H,

2x((CH20C(0)); 4.68 (m, 1H, NHCH); 5.72 (dd, 2H, J=5,6 Hz, OCH,0); 6.86 (ABq, 2H,

J=15.6 Hz, CH=CH); 7.53-8.29 (m, 4H, aromat.).

C NMR (200 MHz,CDCls): §20.21, 21.87, 42.03, 50,31, 51.28, 51.85, 52.63, 64.66, 77.94,

126.82, 129.35, 129.79, 131.25, 133.09, 135.85, 163.12, 164.59, 165.31, 168.42, 169.79,

170.51, 171.20.

6.5.11 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu NZ-(N-(Z-(acetyloksy)etylo)-N—(Z-
(nikotynoiloksy)etylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropano-
wego (13k)

Zwiazek 12k oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
stosujac jako fazg¢ ruchoma octan etylu. Po utworzeniu soli otrzymano 0.261 g (0.45 mmola)
produktu 13k z wydajnoscia 45%. TLC w ukladzie 11, Ry= 0.56.

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 2.04 (s, 3H, CH;C(0)); 2.13 (s, 3H, CH3C(0)); 2.92-3.20 (m,

4H, 2x(CH,N)); 3.40 (m, 2H, NCH>C(0O)); 3.77 (s, SH, OCH3, HNCH,); 4.15-4.57 (m, 4H,

2x((CH,0C(0)); 4.71 (m, 1H, NHCH); 5.75 (dd, 2H, J=5.5 Hz, OCH,0); 6.82 (ABq, 2H,

J=15.5 Hz, CH=CH); 7.31-9.23 (m, 4H, aromat.).

C NMR (200 MHz,CDCls): § 20.55, 21.57, 42.21, 50,63, 51.55, 51.89, 52.71, 64.67, 78.08,

128.21, 129.34, 130.29, 131.58, 134.47, 148.38, 151.56, 163.61, 164.23, 165.59, 168.31,

169.79, 170.81.
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6.5.12 Chlorowodorek estru acetoksymetylowy kwasu Nz-(bis-N,N-(Z-(Z,2-dimetylopro-
popionyloksy)etylo)glicylo)—N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopr0pano-
wego (131)
Zwiazek 121 oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w ukfadzie 10. Po utworzeniu soli otrzymano 0.252 g (0.42 mmola) produktu 131 z
wydajnoscia 42%. TLC w ukiadzie 9, R¢= 0.55.
'H NMR (500 MHz, CDCls): & 1.22 (s, 18H, 2x((CH3)3)); 2.14 (s, 3H, CH3C(0)); 2.91 (m,
4H, 2x(CH,N)); 3.31 (m, 2H, NCH,C(O)); 3.79 (s, SH, OCHs;, HNCH;); 4.24 (m, 4H,
2x((CH,0C(0)); 4.74 (m, 1H, NHCH); 5.79 (dd, 2H, J=5.5 Hz, OCH,0); 6.90 (ABq, 2H,
J=15.5 Hz, CH=CH).
> C NMR (200 MHz, CDCls): & 21.32, 27.96, 42.56, 51.47, 52.51, 56.75, 57.91, 63.08, 77.84,
131.67, 134.42, 163.87, 165.37, 168.52, 169.95, 170.71, 171.82.

6.5.13 Chlorowodorek estru piwaloiloksymetylowy kwasu Nz-(bis-N,N-(Z-acetoksy-
etylo)glicylo)—N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0pr0panoweg0 (13m)

Zwiazek 12m  oczyszczono metoda chromatografii  kolumnowej na zelu
krzemionkowym w uktadzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.257 g (0.46 mmola) produktu
13m z wydajnoscia 52%. TLC w uktadzie 9, R¢= 0.57.

'H NMR (200MHz, CDCl3): & 1.20 (s, 9H, C(CHs)s); 2.09 (s, 6H, 2x(CH3C(0))); 2.86 (m,
4H, 2x(CH,N)); 3.29 (m, 2H, NCH,C(0O)); 3.78 (s, SH, OCH3, HNCH;); 4.10-4.40 (m, 4H,
2x((CH,0C(0)); 4.70 (m, 1H, NHCH); 5.75 (dd, 2H, J=5.4 Hz, OCH,0); 6.90 (ABq, 2H,
J=15.4Hz, CH=CH).

BC NMR (200 MHz,CDCls): & 21.04, 26.43, 38.82, 41.53, 47.89, 51.39, 56.47, 57.51, 63.43,
77.64,131.69, 135.62, 165.67, 166.49, 166.51, 170.63, 170.93, 176.72.

6.5.14 Chlorowodorek estru 2-etylobutyryloksymetylowy kwasu Nz-(bis-N,N-(acetoksy-
etylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diaminopr0panowego (13n)
Zwiazek 12n oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.269 g (0.47 mmola) produktu 13m z
wydajnoscia 43%. TLC w uktadzie 9, R¢= 0.47.
'H NMR (200MHz, CDCly): & 0.87 (t, 6H, J=7.4Hz, 2x(CH3)); 1.57 (m, 6H, 2x(CH,));
2.09 (s, 6H, 2x(CH3C(0O)); 2.27 (m, 1H, CHC(O)); 2.89 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.30 (m, 2H,
NCH,C(0)); 3.78 (s, SH, OCH3, HNCH;); 4.10-4.40 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 4.70 (m, 1H,
NHCH); 5.80 (dd, 2H, J = 5.5 Hz, OCH,0); 6.90 (ABq, 2H, J = 15.6Hz, CH=CH).

74



C NMR (200 MHz,CDCls): & 12.82, 21.12, 24.69, 41.52, 48.42, 48.79, 51.37, 56.46, 57.89,
63.45, 81.61, 131.73, 135.49, 165.36, 166.63, 167.12, 170.28, 170.61, 173.57.

6.5.15 Chlorowodorek estru 2-metylopropionyloksymetylowy kwasu N*-(bis-N,N-(aceto-
ksyetylo)glicylo)-N’-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (130)

Zwiazek 120 oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.218 g (0.40 mmola) produktu 130 z

wydajnoscia 40%. TLC w ukiadzie 9, R¢= 0.39.

'H NMR (200MHz, CDCl;): & 1.16 (d, 6H, J=6.5Hz, 2x(CHz)); 2.09 (s, 6H, 2x(CH3C(0)));

2.69 (m, 1H, CH); 2.98 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.75 (s, SH, OCH3s, HNCH,); 4.10-4.40 (m, 4H,

2x((CH20C(0)); 4.69 (m, 1H, NHCH); 5.78 (dd, 2H, J=5.4 Hz, OCH,0); 6.89 (ABq, 2H,

J=15.4Hz, CH=CH).

C NMR (200 MHz,CDCls): § 18.28, 21.67, 32.89, 41.44, 48.26, 51,38, 56.51, 57.83, 63.49,

81.45, 131.78, 135.37, 165.21, 166.74, 166.62, 170.41, 170.63, 175.87.

6.5.16 Chlorowodorek estru fenyloacetoksymetylowy N2-(bis-N,N-(acetoksyetylo)-
glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13p)

Zwiazek 12p oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.219 g (0.37 mmola) produktu 13p z
wydajnoscia 37%. TLC w uktadzie 9, R¢= 0.53.
'H NMR (200MHz, CDCl3): & 2.09 (s, 6H, 2x(CH3C(0))); 3.05 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.71 (s,
2H, CHy); 3.78 (s, SH, OCH3;, HNCH,); 4.10-4.40 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O)); 4.65 (m, 1H,
NHCH); 5.75 (dd, 2H, J = 5.4 Hz, OCH,0); 6.88 (ABq, 2H, J = 15.4Hz, CH=CH).
C NMR (200 MHz,CDCls): § 21.72, 40.41, 41.86, 48.55, 51.34, 56.72, 57.69, 63.64, 81.51,
127.94, 129.59, 130.88, 131.47, 135.49, 136.75, 165.63, 166.26, 166.83, 167.47, 170.91,
171.20.

6.5.17 Chlorowodorek estru 1-(acetoksy)etylowy kwasu N*~(bis-N,N-(acetoksyetylo)-
glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0propanoweg0 (13r)
Zwiazek 12r oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w uktadzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.186g (0.35 mmola) produktu 13r z
wydajnoscia 35%. TLC w uktadzie 9, R¢=0.37.
'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1.50 (m, 3H, CHs); 2.09 (s, 3H, CH;C(0)); 2.11 (s, 6H,
2x(CH3C(0)); 2.88 (m, 4H, 2x(CH)N)); 3.31 (m, 2H, NCH,C(O)); 3.78 (s, SH, OCHs,
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HNCH,); 4.10-4.35 (m, 4H, 2x((CH,0C(0)); 4.67 (m, 1H, NHCH); 6.90 (m, 2H, OCHO);
6.90 (m, 2H, CH=CH).

13C NMR (200 MHz,CDCL): & 20.49, 21.56, 21.78, 41.50, 49.62, 51.89, 56.47, 57.83, 63.61,
93.76, 131.41, 135.97, 165.38, 166.49, 166.93, 169.80, 170.81, 171.48.

6.5.18 Chlorowodorek estru 1-(acetoksy)propylowy Nz-(bis-N,N-(acetoksyetylo)glicylo)-N3-
(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13s)

Zwiazek 12s oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w uktadzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.223 g (0.41 mmola) produktu 13s z
wydajnoscia 41%. TLC w uktadzie 9, Ry = 0.42.
'H NMR (200 MHz, CDCls): & 0.97 (m, 3H, CH;); 1.82 (m, 2H, CH,); 2.11 (s, 3H,
CH;C(0)); 2.13 (s, 6H, 2x(CH3C(0)); 2.92 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.40 (m, 2H, NCH,C(0O));
3.79 (s, 5SH, OCH3;, HNCH,); 4.10-4.35 (m, 4H, 2x((CH,OC(O)); 4.69 (m, 1H, NHCH);
6.70 (m, 2H, OCHO); 6.80 (m, 2H, CH=CH).
C NMR (200 MHz,CDCls): § 7.54, 21.29, 21.84, 28.77, 41.89, 48.85, 51.79, 56.20, 57.89,
63.49, 96.74, 131.29, 135.96, 165.20, 165.73, 167.08, 169.46, 170.27, 170.92

6.5.19 Chlorowodorek estru 1-(etoksykarbonyloksy)etylowy kwasu  N-(bis-N,N-
(acetoksyetylo)glicylo)—N3-(4-metoksyfumarolilo)—L-Z,3-diamin0pr0panowego
(13¢t)
Zwiazek 12t oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w ukfadzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.213 g (0.38 mmola) produktu 13t z
wydajnoscia 38%. TLC w ukladzie 9, R¢= 0.44.
'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1.32 (m, 3H, CHj); 1.58 (m, 2H, CH,); 2.09 (s, 6H,
2x(CH3C(0)); 2.89 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.28 (m, 2H, NCH,C(O)); 3.75 (s, 5H, OCHj,
HNCH,); 4.10-4.35 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O)); 4.22 (m, 2H, CH3); 4.71 (m, 1H, NHCH);
6.75 (m, 1H, OCHO); 6.90 (m, 2H, CH=CH).
C NMR (200 MHz,CDCly): § 14.22, 19.34, 21.85, 41.21, 52.79, 54.56, 56.36, 57.87, 63.52,
65.67, 93.38, 130.47, 136.81, 154.50, 165.92, 166.59, 167.43, 170.53, 171.21.
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6.5.20 Chlorowodorek estru piwaloiloksymetylowy kwasu Nz-(bis-N,N-(Z-propionyloksy-
etylo)glicylo)-V'-(4-metoksyfumarolilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13u)

Zwiazek 12u oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.271 g (0.45 mmola) produktu 13u z

wydajnoscia 45%. TLC w uktadzie 9, R¢= 0,59.

'H NMR (200MHz, CDCLy): & 1.13(t, 6H, J=7.6 Hz, 2x(CH3), 1.20 (s, 9H, C(CH3)3),

2.36 (q, 4H, J= 7.6 Hz, 2x(CH,C(0))), 2.86 (m, 4H, 2x(CH;,N)), 3.27 (m, 2H, NCH,C(0)),

3.78 (s, SH, OCH3;, HNCH;) 4.10-4.40 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O)), 4.70 (m, 1H, NHCH),

5.75 (dd, 2H, J = 5.5 Hz, OCH,0), 6.90 (ABq, 2H, J = 15.4Hz, CH=CH).

C NMR (200 MHz,CDCls): § 9.68, 26.23, 27.83, 38.22, 41.39, 47.84, 51.42, 55.47, 57.63,

63.23, 81.82, 131.62, 135.58, 165.20, 166.56, 166.91, 170.35, 171.66, 176.88.

6.5.21 Chlorowodorek estru piwaloiloksymetylowy kwasu N*-(bis-N,N-(2-benzoiloksy-
etylo)glicylo)-V-(4-metoksyfumarolilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13w)
Zwiazek 12w  oczyszczono metoda chromatografii  kolumnowej na zZelu
krzemionkowym w uktadzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.293 g (0.42 mmola) produktu
13w z wydajnoscia 42%. TLC w uktadzie 9, R¢= 0.75.
'H NMR (200MHz, CDCls): § 1.19 (s, 9H, C(CHs)3); 3.20 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.55 (m, 2H,
NCH,C(0O)); 3.70 (s, SH, OCHs;, HNCH,); 4.40-4.70 (m, 5H, 2x((CH,OC(O), NHCH);
5.75(dd, 2H, J=5.6Hz, OCH,0); 6.90 (ABq, 2H, J=154Hz, CH=CH); 7.30-7.70
(m, 8H, aromat.), 7.95 (m, 4H, aromat.).
C NMR (200 MHz,CDCls): § 26.21, 38.86, 41.51, 47.89, 51.77, 50.63, 51.08, 64.49, 81.37,
129.66, 130.59, 131.23, 131.51, 133.44, 135.63, 164.91, 165.48, 166.03, 166.55, 170.22,
176.12.

6.5.22 Chlorowodorek estru 2-etylobutyryloksymetylowy kwasu N-(bis-N,N-(propio-
nyloksyetylo)glicylo)-N'-(4-metoksyfumarolilo)-L-2,3-diaminopropanowego (13v)
Zwiazek 12v oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w ukladzie 9. Po utworzeniu soli otrzymano 0.271 g (0.44 mmola) produktu 13v z
wydajnoscia 44%. TLC w ukladzie, 9 R¢=0,61.
'H NMR (200MHz, CDCls): & 0.90 (m, 6H, 2x(CH3); 1.14 (t, 6H, J = 7,50, 2x(CH3); 1.60 (m,
6H, 2x(CH,)); 2.28 (m, 1H, CHC(O)); 2.38 (q, 4H, J=7,50, CH,C(O)); 2.92 (m, 4H,
2x(CH2N)); 3.33 (m, 2H, NCH,C(0O)); 3.79 (s, 5H, OCHj;, HNCH,); 4.10-4.40 (m, 4H,
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2x((CH,OC(O)); 4.72 (m, 1H, NHCH); 5.80 (dd, 2H, J=5,5 Hz, OCH,0); 6.90 (ABgq, 2H,
J=15,5Hz, CH=CH).

13C NMR (200 MHz,CDCly): & 9.67, 12.09, 24.58, 27.67, 41.14, 48.39, 48.21, 51.44, 55.98,
56.82, 63.89, 80.79, 131.26, 136.14, 165.52, 166.62, 167.23, 170.84, 171.14, 174.09.

6.7 Ogélny sposéb syntezy trifluorooctanéw pochodnych kwasu N*-(V,N-(2-
acyloksyetylo)glicylo)-N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-Z,3-diamin0pr0pano-
wego (16)

a) Synteza estru fert-butylowego kwasu N-fert-butoksykarbonylo-N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-
2,3-diaminopropanowego.

Do ochlodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu =zawierajacego 10.10g
(31.96 mmola) N*-tert-butoksykarbonylo-L-2,3-diaminopropanowego (4), 2.36 g (31.96 mmola)
alkoholu fert-butylowego, 3.90 g (31.96 mmola) DMAP w 40 ml chlorku metylenu dodano 6.91 g
(33.55 mmola) DCC rozpuszczonego w 25 ml chlorku metylenu. Cato$¢ mieszano przez 24h. Po
tym czasie osad DCU odsaczono. Warstwe organiczng przemyto 0.25 M roztworem NaHSOy,
1 M NaHCOs i dwukrotnie woda, suszono bezwodnym MgSQOy, przesaczono i odparowano.
Produkt oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 8. Otrzymano 6.54 g (17.58 mmola) zwiazku 14 z wydajnoscia 55% t.t. 77-78°C,
TLC w ukladzie 8, Rf=0.40 .

'H NMR (200 MHz, CDCly): & 1.46 (s, 9H, C(CHs)3); 1.48 (s, 9H, C(CH3)3); 3.72 (m, 2H,
NCH;); 3.81 (s, 3H, OCH3); 4.33 (m, 1H, CH); 6.90 (ABq, 2H, J = 15.5 Hz, CH=CH).

BC NMR (200 MHz,CDCly): §27.33, 28.43, 43.15, 49.21, 51.78, 74.37, 80.58, 130.66,
131.83, 156.61, 163.71, 164.97, 171.94.

b) Synteza estru fert-butylowego kwasu N’-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropa-
nowego (15).

Do 0.44 g (1.18 mmola) estru fert-butylowego kwasu N*-tert-butoksykarbonylo-N-(4-
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (14) dodano 3 ml 30% roztworu TFA w
chlorku metylenu. Reakcje kontrolowana chromatograficznie w uktadzie 8 prowadzono przez
3h. Po zakonczeniu reakcji dodano 10 ml chlorku metylenu. Warstwg organiczna przemyto
1 M NaHCOs, dwukrotnie woda, suszono bezwodnym MgSQ,, przesaczono i odparowano.
Otrzymano 0.27 g (1.00 mmola) zwiazku 15 z wydajnoscia 85%. TLC w ukfadzie 1,
R¢=0.65.
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'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.47 (s, 9H, C(CHs)s); 3.74 (m, 2H, NCH,); 3.79 (s, 3H,
OCHs); 4.36 (m, 1H, CH); 6.91 (ABq, 2H, J = 15.5 Hz, CH=CH).

c) Synteza estru fert-butylowego pochodnych kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo))glicylo)-N’-
(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (16).

Do ochtodzonego na tazni lodowej (0-5°C) roztworu 0.27 g (1.00 mmola) estru tert-
butylowego kwasu  N’-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego ~ (15), 1.01g
(1.00 mmola) trietyloaminy w 10ml THF, dodano 1 mmol odpowiedniego estru
N-hydroksysukcynoimidowego N,N-(2-acyloksyetylo)glicyny (11). Reakcj¢ prowadzono
przez 24h. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Pozostato§¢ rozpuszczono w octanie etylu, przemyto 1M NaHCO;s i dwukrotnie woda.
Warstwe organiczng suszono bezwodnym MgSO,, przesaczono i odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt reakcji oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej

na zelu krzemionkowym.

d) Synteza trifluorooctanéw pochodnych kwasu N*-(N,N-(2-acyloksyetylo))glicylo)-N°-(4-
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (16).

Do estru fert-butylowego  odpowiedniej pochodnej kwasu — N*-(N,N-(2-
acyloksyetylo))glicylo)-N"-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (16) dodano
3 ml bezwodnego TFA. Po 15h nadmiar kwasu odparowano, a pozostato$¢ przemyto
kdwukrotnie bezwodnym eterem dietylowym. Wytracony osad trifluorooctanu odpowiedniej

pochodnej 17 suszono w eksykatorze préozniowym.

6.7.1 Trifluorooctan kwasu N’-(bis-N,N-(2-acetoksyetylo)glicylo)-N’~(4-metoksyfumaro-
ilo)-L-2,3-diaminopropanowy (17a)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 7. Otrzymano 0.260 g (0.52 mmola) zwiazku 16a z wydajnoscia 52%. TLC w
uktadzie 9, R¢= 0.22.

'H NMR (200 MHz, CDCls): § 1.44 (s, 9H, C(CH3)3); 2.10 (s, 6H, 2x(CH3C(0)); 2.12 (s, 3H,
CH;3C(0)); 2.85 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.27 (m, 2H, NCH»C(0O)); 3.80 (s, SH, OCH3, HNCH,);
4.05-4.40 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O)); 4.58 (m, 1H, NHCH); 6.90 (ABq, 2H, J=15,4 Hz,
CH=CH).

Po usunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.263 g (0.47 mmola) zwiazku 17a z

wydajnoscia 90%., t.t. = 99-101°C.

79



'H NMR (200 MHz, D,0): 8 2.11 (s, 6H, 2x(CH3C(0)); 3.68 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.80 (s, 5H,
OCHs;, HNCH,); 4.23(d, 2H, J=4.0Hz, NCH,C(O)); 4.45(t, 4H, J=4.6Hz,
2x((CH,0C(0)); 4.65 (m, 1H, NHCH); 6.90 (ABq, 2H, J = 15.6 Hz, CH=CH).

3 C NMR (200 MHz, CD;0D): & 21.21, 42.77, 43.32, 51.76, 53.26, 55.80, 63.45, 131.45,
134.82, 165.01, 168.77, 169.73, 170.92, 171.74.

6.7.2 Trifluorooctan kwasu N*-(bis-N,N-(2-propionyloksyetylo)glicylo)-NV~(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17b)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 9. Otrzymano 0.259 g (0.49 mmola) zwiazku 16b z wydajnoscia 49%. TLC w
uktadzie 9, Rr=0.37.

'H NMR (200 MHz, CDCl;): & 1.13 (t, 6H, J=7.6 Hz, 2x(CH;); 1.44 (s, 9H, C(CHs)3);
2.38 (q, 4H, J=17.4 Hz, 2x(CH,C(0))); 2.89 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.30 (s, 2H, NCH,C(0O));
3.78 (s, SH, OCH;, HNCH,); 4.10-4.40 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O)); 4.58 (m, 1H, NHCH);
6.90 (ABq, 2H, J=15.6 Hz, CH=CH).

Po wusunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.252 g (0.43 mmola) zwiazku 17b z
wydajnoscia 88%, t.t. =90-92 °C.

'"H NMR (200 MHz, D,0): & 1.05 (t, 6H, J=7.6 Hz, 2x(CHs); 2.38 (q, 4H, J=7.6 Hz,
2x(CH,C(0))); 3.68 (t, 4H, J = 4.6 Hz, 2x(CH,N)); 3.80 (s, SH, OCH3, HNCH,); 4.23 (d, 2H,
J=4.0 Hz, NCH,C(0O)); 4.45(t, 4H, J=4.6 Hz, 2x((CH,OC(0O)); 4.63 (m, 1H, NHCH);
6.90 (ABq, 2H, J=15.8 Hz, CH=CH).

" C NMR (200 MHz, CD;0D): & 9.11, 25.34, 41.23, 42.83, 51.11, 51.39, 52.47, 63.66,
131.08, 133.41, 163.49, 165.28, 167.53, 170.67, 171.14.

6.7.3 Trifluorooctan  kwasu  N*-(bis-N,N-(2-butyryloksyetylo)glicylo)-NV’-(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17¢)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w

uktadzie 9. Otrzymano 0.290 g (0.52 mmola) zwiazku 16¢ z wydajnoscia 52%. TLC w
uktadzie 9, Rr=0.47.
'H NMR (200 MHz, CDCls): & 0.94 (t, 6H, J=7.5 Hz, 2x(CH3)); 1.44 (s, 9H, C(CHs)3);
1.64 (m, 4H, 2x(CH>)); 2.32 (t,4 H, J="7.5Hz, 2x(CH,C(0))); 2.89 (m, 4H, 2x(CH:N));
3.30 (s, 2H, NCH,C(0)); 3.77 (s, SH, OCH;, HNCH;); 4.10-4.35 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O));
4.59 (m, 1H, NHCH); 6.88 (ABq, 2H, J = 15.4Hz, CH=CH).
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Po wusunigciu estru tert-butylowego otrzymano 0.289 g (0.47 mmola) zwiazku 17¢ z
wydajnoscia 89%, t.t. = 86-87 °C.

'H NMR (200 MHz, D,0):  0.87 (t, 6H, J= 7.4 Hz, 2x(CH3)); 1.57 (m, 4H, 2x(CH,)); 2.37
(t, 4 H, J=7.4 Hz, 2x(CH,C(0))); 3.68 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.77 (s, SH, OCH;, HNCH,);
4.23 (d, 2H, J=4,0 Hz, NCH,C(0)); 4.45 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 4.65 (m, 1H, NHCH);
6.90 (ABq, 2H, J = 15.6 Hz, CH=CH).

5 C NMR (200 MHz, CD;OD): & 13.22, 18.61, 35.66, 41.83, 42.75, 51.37, 51.68, 52.35,
63.68, 131.35, 132.89, 163.24, 165.68, 167.34, 171.33, 178.74.

6.7.4 Trifluorooctan Kkwasu NZ-(bis-N,N-(Z-pentanoiloksyetyl0)glicylo)-N3-(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17d)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 10. Otrzymano 0.269 g (0.46 mmola) zwiazku 16d z wydajnoscia 46%. TLC w
uktadzie 9, Rr= 0.54.

'H NMR (200 MHz, CDCly): & 0.92 (t, 6H, J= 7.2 Hz, 2x(CH3)); 1.32 (m, 4H, 2x(CH,));
1.44 (s, 9H, C((CHj3)3)); 1.61 (m, 4H, 2x(CHy)); 2.14(s, 3H, CH;C(O)); 2.35 (t,
4H,J=7.2Hz, 2x(CH,C(0))); 2.89 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.30(s, 2H, NCH,C(O));
3.77 (s, 5SH, OCH;, HNCH,) 4.10-4.35 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O)); 4.59 (m, 1H, NHCH);
6.86 (ABq, 2H, J = 15.4 Hz, CH=CH).

Po usunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.257 g (0.40 mmola) zwiazku 17d z
wydajnoscia 87%, t.t. = 87-88 °C.

'H NMR (200 MHz, DMSO): & 0.88 (t, 6H, J= 7.2 Hz, 2x(CH3)); 1.28 (m, 4H, 2x(CH,));
1.50 (m, 4H, 2x(CHy)); 2.35 (t, 4H, J=7.2 Hz, 2x(CH,C(0))); 3.21 (m, 4H, 2x(CH:N));
3.68(d, 2H, J=4.0Hz, NCH,C(O)); 3.72(s, 5H, OCHs;, HNCH,); 4.22 (m, 4H,
2x((CH20C(0)); 4.55 (m, 1H, NHCH); 6.90 (ABq, 2H, J = 15.6 Hz, CH=CH).

" C NMR (200 MHz, CD;0D): & 13.68, 22.61, 24.35, 35.86, 41.83, 43.72, 51.67, 51.96,
52.86, 62.68, 131.98, 133.21, 163.56, 165.23, 167.68, 171.77, 173.57.

6.7.5 Trifluorooctan kwasu N-(bis-N,N-(2-heksanoiloksyetylo)glicylo)-N~(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17¢)
Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 10. Otrzymano 0.276 g (0.45 mmola) zwiazku 16e z wydajnoscia 45%. TLC w
uktadzie 9, Ry=0.59.

81



'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 0.88 (t, 6H, J = 6.6 Hz, 2x(CH3)); 1.23 (m, 8H, 4x(CH,));
1.44 (s, 9H, C(CH3))3); 1.59 (m, 4H, 2x(CH,)); 2.35(t,4 H, J=7.6 Hz, 2x(CH,C(0O)));
2.98 (m, 4H, 2x(CH:N)); 3.39 (s, 2H, NCH,C(0)); 3.77 (s, 5SH, OCH3;, HNCH,); 4.13-
4.32 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 4.56 (m, 1H, NHCH); 6.86 (ABq, 2H, J = 15.5Hz, CH=CH).
Po usunigciu estru tert-butylowego otrzymano 0.262 g (0.39 mmola) zwiazku 17e z
wydajnoscia 88%, t.t. =93-94°C.

'H NMR (200 MHz, DMSO): & 0.88 (t, 6H, J = 6.6 Hz, 2x(CH3)); 1.27 (m, 8H, 4x(CH,));
1.54 (m, 4H, 2x(CH,)); 2.32 (t,4 H, J="7.6 Hz, 2x(CH,C(0))); 3.22 (m, 4H, 2x(CH2N));
3.69 (m, 2H, NCH,C(0O)); 3.74 (s, SH, OCHi;, HNCH;); 4.24 (m, 4H, 2x((CH,OC(0));
4.46 (m, 1H, NHCH); 6.86 (ABq, 2H, J = 15.6 Hz, CH=CH).

5 C NMR (200 MHz, CD;0D): & 13.32, 22.12, 23.33, 31.56, 34.45, 41.33, 42.98, 51.22,
51.46, 52.55, 62.23, 132.05, 133.74, 163.67, 165.68, 168.13, 171.44, 172.46.

6.7.6 Trifluorooctan  kwasu  N’-(bis-N,N-(2-benzoiloksyetylo)glicylo)-N'-(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17f)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 10. Otrzymano 0.269 g (0.43 mmola) zwiazku 16f z wydajnoscia 43%. TLC w
uktadzie 9, Ry = 0.54.

'H NMR (200 MHz, CDCl;): § 1.36 (s, 9H, C(CH3)3)); 3.11 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.44 (m, 2H,
NCH,C(0)); 3.72 (s, SH, OCHs, HNCH,); 4.49 (m, 4H, 2x((CH,OC(O)); 4.49 (m, 1H,
NHCH); 6.82 (ABq, 2H, J = 15.4 Hz, CH=CH); 7.32-7.96 (m, 10H, aromat.).

Po wusunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.259 g (0.38 mmola) zwiazku 17f z
wydajnoscia 89% w postaci amorficznego osadu.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 3.68 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.72 (s, 5H, OCH;, HNCH,);
4.22 (m, 2H, NCH,C(0)); 4.50 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 4.66 (m, 1H, NHCH), 6.77 (ABq,
2H, J=15.5 Hz, CH=CH); 7.49-8.07 (m, 10H, aromat.).

" C NMR (200 MHz, CD;0D): § 42.21, 43.76, 51.33, 52.43, 53.65, 62.65, 128.87, 130.13,
131.56, 131.79, 131.97, 134.44, 164.68. 165.33, 168.56, 169.11, 170.51.

6.7.7 Trifluorooctan kwasu N’-(bis-N,N-(2-(3-bromobenzoiloksy)etylo)glicylo)-N"-(4-
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17g)
Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 10. Otrzymano 0.297 g (0,38 mmola) zwiazku 16g z wydajnoscia 38%. TLC w
uktadzie 9, Rr=0.55.
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'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1.40 (s, 9H, C(CH3)3)); 3.10 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.40 (s, 2H,
NCH,C(0)); 3.74(s, SH, OCHs;, HNCH,); 4.47(m, 1H, NHCH); 4.49 (m, 4H,
2x((CH,0OC(0)); 6.83 (ABq, 2H, J=15.5 Hz, CH=CH); 7.23-8.12 (m, 8H, aromat.).

Po usunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.286 g (0.34 mmola) zwiazku 17g z
wydajnoscia 90%, t.t. = 58-59°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 3.68 (s, 5H, OCH;, HNCH,); 3.80 (m, 4H, 2x(CH,N));
4.20 (m, 2H, NCH,C(0)); 4.49 (m, 1H, NHCH); 4.65 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O)); 6.83 (ABq,
2H, J=15.5 Hz, CH=CH); 7.40-8.11 (m, 8H, aromat.).

" C NMR (200 MHz, CD;0D): § 41.45, 43.33, 51.85, 52.86, 53.25, 62.68, 122.34, 127.23,
130.54, 131.29, 131.78, 132.44, 134.54, 164.12. 165.06, 168.35, 169.76, 171.24.

6.7.8 Trifluorooctan kwasu N’-(bis-N,N-(2-nikotynoiloksyetylo)glicylo)-N~(4-metoksy-
fumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17h)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 11. Otrzymano 0.251 g (0.40 mmola) zwiazku 16h z wydajnoscia 40%. TLC w
uktadzie 11, Ry=0.30.

'H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1.36 (s, 9H, C(CHs)3)); 3.18 (t, 4H, J = 5.4 Hz, 2x(CH,N));
3.50 (s, 2H, NCH,C(0)); 3.72 (s, SH, OCHs;, HNCH,); 4.53 (m, 4H, 2x((CH,OC(0));
4.53 (m, 1H, NHCH); 6.82 (ABq, 2H, J = 15.4 Hz, CH=CH); 7.38-9.19 (m, 8H, aromat.).

Po usunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.347 g (0.38 mmola) zwiazku 17h z
wydajnoscia 95%, t.t. = 54-56°C.

'H NMR (200 MHz, D,0): & 3.18 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.68 (m, 2H, NCH,C(0)); 4.49 (m,
1H, NHCH); 4.75 (s, SH, OCH3, HNCH,); 4.75 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 6.82 (ABq, 2H,
J=15,6 Hz, CH=CH); 7.83-9.16 (m, 8H, aromat.).

" C NMR (200 MHz, CD;0D): & 41.86, 42.35, 51.24, 53.15, 53.35, 62.29, 122.11, 124.84,
130.34, 133.09, 134.23, 148.75, 148.34, 151.27, 160.45. 165.64, 168.25, 169.96, 170.67.

6.7.9 Trifluorooctan kwasu Nz-(N-(Z-(acetoksy)etylo)-N(-Z-(benzoiloksy)etylo)glicylo)—

N*-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17i)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 9. Otrzymano 0.253 g (0.45 mmola) zwiazku 16i z wydajnoscia 45%. TLC w
uktadzie 9, Rr=0.35.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.40 (s, 9H, C(CHs)3)); 1.99 (s, 3H, CH;C(0)); 3.02 (m, 4H,
2x(CH2N)); 3.36 (s, 2H, NCH,C(0)); 3.74 (s, SH, OCH3, HNCH,); 4.13 (m, 1H, NHCH);
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4.17-4.58 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 6.89 (ABq, 2H, J=15.6 Hz, CH=CH); 7.38-8.06 (m, 5H,
aromat.).

Po usunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.248 g (0.40 mmola) zwiazku 17i z
wydajnoscia 88%, t.t. = 53-55°C.

'H NMR (200 MHz, DMSO): & 2.02 (s, 3H, CH3C(0)); 3.63 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.74 (s, 5H,
OCHj;, HNCHy); 4.14 (s, 2H, NCH,C(0)); 4.32-4.67 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 4.58 (m, 1H,
NHCH); 6.89 (ABq, 2H, J = 15.6 Hz, CH=CH); 7.49-8.04 (m, 5H, aromat.).

> C NMR (200 MHz, CD;OD): & 21.32, 41.88, 43.34, 51.76, 52.55, 53.68, 62.79, 128.34,
130.67, 131.78, 131.89, 132.02, 134.65, 164.23, 164.78. 165.94, 168.27, 169.85, 170.95.

6.7.10 Trifluorooctan kwasu Nz-(N-(Z-(acetoksy)etylo)-N-((Z-(3-triﬂuorometylo)benzo-
iloksy)etylo)glicylo)-N3-(4-met0ksyfumaroilo)-L-Z,3-diaminopr0panoweg0 a7j)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w

uktadzie 9. Otrzymano 0.246 g (0.39 mmola) zwiazku 16j z wydajnoscia 39%. TLC w

uktadzie 9, Rr=0.37.

'H NMR (200 MHz, CDCls): § 1.38 (s, 9H, C(CHs)3)); 2.02 (s, 3H, CH3C(0)); 2.90-3.08 (m,

4H, 2x(CHxN)); 3.35 (s, 2H, NCH,C(0)); 3.75 (s, SH, OCH3, HNCH,); 4.17 (m, 1H, NHCH);

4.30-4.57 (m, 4H, 2x((CH,0OC(0)); 6.86 (ABq, 2H, J = 15.4 Hz, CH=CH),; 7.59-8.30 (m, 4H,

aromat.).

Po usunigciu estru tert-butylowego otrzymano 0.248 g (0.36 mmola) zwiazku 17j z

wydajnoscia 93% w postaci amorficznego osadu.

'H NMR (200 MHz, DMSO): & 2.01 (s, 3H, CH;C(0)); 3.60-3.80 (m, 4H, 2x(CH,N));

3.75 (s, SH, OCH3, HNCHy); 3.68 (s, 2H, NCH,C(0)); 4.15 (m, 1H, NHCH); 4.33-4.68 (m,

4H, 2x((CH,0C(0)); 6.77 (ABq, 2H, J = 15.5 Hz, CH=CH); 7.75-8.96 (m, 4H, aromat.).

3 C NMR (200 MHz, CD;0D): & 20.93, 41.24, 43.82, 51.73, 52.68, 53.28, 62.73, 122.21,

128.63, 130.82, 131.15, 131.59, 132.85, 134.98, 165.23, 165.58. 165.95, 168.62, 169.63,

170.78.
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6.7.11 Trifluorooctan kwasu Nz-(N-(Z-(acetyloksy)etylo)-N—(Z-(nikotynoiloksy)etylo)-
glicylo)-N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (17k)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
stosujac jako fazg¢ ruchoma octan etylu. Otrzymano 0.237 g (0.42 mmola) zwiazku 16k z
wydajnoscia 42%. TLC w uktadzie 11, Ry=0.47
'H NMR (200 MHz, CDCls): § 1.40 (s, 9H, C(CHs)3)); 2.04 (s, 3H, CH3C(0)); 2.95-3.17 (m,
4H, 2x(CH,N)); 3.44 (m, 2H, NCH,C(0O)); 3.75 (s, 5H, OCH;, HNCH)); 4.18 (m, 1H,
NHCH); 4.49-4.56 (m, 4H, 2x((CH,OC(0)); 6.82 (ABq, 2H, J = 15.5 Hz, CH=CH); 7.35-9.25
(m, 4H, aromat.).

Po usunigciu estru tert-butylowego otrzymano 0.250 g (0.34 mmola) zwiazku 17k z
wydjnoscia 90%, t.t. = 55-56°C.

'H NMR (200 MHz, D,0): & 2.00 (s, 3H, CH;C(0)); 3.62 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.77 (s, 5H,
OCHj;, HNCH,); 4.15 (m, 2H, NCH,C(O)); 4.40 (m, 4H, 2x((CH,OC(O)); 4.52 (m, 1H,
NHCH); 6.82 (ABq, 2H, J = 15.5 Hz, CH=CH); 7.95-9.26 (m, 4H, aromat.).

" C NMR (200 MHz, CD;0D): & 20.81, 41.21, 42.95, 51.74, 53.27, 53.93, 62.83, 122.69,
125.24, 130.48, 133.50, 134.28, 148.98, 149.02, 151.84, 161.438, 164.63, 165.21, 168.59,
170.07, 170.59.

6.7.12 Ester tert-butylowy kwasu Nz-(bis-N,N-(Z-(2,2-dimetylopropanoiloksy)etylo)—
glicylo)-N’-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (171)

Zwiazek oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie 10. Otrzymano 0.257 g (0.44 mmola) zwiazku 161 z wydajnoscia 44%. TLC w
uktadzie 9, Ry = 0.68.

'H NMR (200 MHz, CDCls): & 1.21 (s, 18H, 2x(C(CHs)3)); 1.44 (s, 9H, C(CH3)3)); 2,90 (m,
4H, 2x(CH:N)); 3.31 (s, 2H, NCH,C(0O)); 3.77 (s, SH, OCH;, HNCH,); 4.23 (m, 4H,
2x((CH,0C(0)); 4.59 (m, 1H, NHCH); 6.90 (ABq, 2H, J = 15.4 Hz, CH=CH).

Po usunigciu estru fert-butylowego otrzymano 0.238 g (0.37 mmola) zwiazku 171 z
wydajnoscia 85%, t.t. = 142-143°C.

"H NMR (200 MHz, DMSO): § 1.21 (s, 18H, 2x(C(CH3)3)); 3.52 (m, 4H, 2x(CH,N)); 3.72 (s,
5H, OCHj3;, HNCH,); 4.01 (d, 2H, J=4,8 Hz, NCH,C(0)); 4.33 (m, 4H, 2x((CH,OC(0O));
4.47 (m, 1H, NHCH); 6.79 (ABq, 2H, J = 15.6 Hz, CH=CH).

" C NMR (200 MHz, CD;0D): § 27.36, 40.82, 42.21, 43.58, 52.12, 53.59, 56.09, 63.31,
131.39, 134.35, 165.59, 168.59, 169.84, 171.03, 171.73.
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6.8 Wyznaczanie powinowactwa zwiazkow do blony biologicznej (log K'1am)

Oddziatywanie zwiazkoéw z unieruchomiona sztuczna btona biologiczna badano przy pomocy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej faz odwroconych (RF-HPLC) na kolumnie
IAM.PC.DD 2 (Regis Technologies, Inc., Morton Grove, IL, USA) o wymiarach
3.5cmx 4.6 mm, ktérej wypelienie symuluje pojedyncza warstwg btony biologicznej.
Ziarna wypehienia mialy $rednicg 12 pm, a S$rednica porow wynosita 30 nm. Uklad
chromatograficzny sktadat si¢ z pompy model G1311A, detektora UV/VIS model G1315B
integratora model G2070 (Agilent Technologies 1200 Series). Faze ruchoma stanowit uktad
zawierajacy bufor Sorensena (0.1M K,HPO4/KH,PQO,) i acetonitryl zmieszanych w stosunku
50:50, 60:40, 65:35, 70:30, 75:25, 80:20, 90:10 (v:v). Detekcja analizowanych zwiazkow
miala miejsce przy dtugosci fali 254 nm. Objgtos¢ nastrzyku wynosita 20 pl. Do wyznaczania
czasu martwego kolumny (7)) uzyto kwasu cytrynowego, ktorego detekcje przeprowadzono
przy dhugosci fali 220 nm. Predko$¢ przeplywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min. Zwiazki

charakteryzowano przez wyznaczenie logarytméw wspolczynnikow log & 1.

t, —t
1ng'1AM = log( k0 J

Ly

gdzie:

ty - martwy czas retencji, wyznaczony dla kwasu cytrynowego

tr — czas retencji zwiazku

Podstawa ekstrapolacji wyznaczonych parametréw retencji do wartosci dla czystego buforu

byta liniowa zalezno$¢ pomigdzy log & 4, a utamkiem rozpuszczalnika w fazie ruchome;.
log k140 =log ky + bC

gdzie:
b - stata liczbowa

C — stezenie rozpuszczalnika organicznego (acetonitrylu) w fazie ruchomej (% v/v)
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6.9 Wyznaczenie trwalosci otrzymanych pochodnych

1 mg zwiazku rozpuszczono w 1 ml wody lub ekstraktu bezkomorkowego, a nastgpnie
zwiazki inkubowano w temperaturze 30°C. Przebieg reakcji kontrolowano z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej faz odwréconych (RF-HPLC) na kolumnie Zorbax
SB-C18 o wymiarach 15 cm x 4.6 mm pobierajac probki co 30 min. Detekcja analizowanych

zwiazkoéw miata miejsce przy diugosci fali 254 nm. Objgto$¢ nastrzyku wynosita 0,5 pl.
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