ZAKLAD CHEMII BIOORGANICZNEJ
WYDZIAL CHEMICZNY
POLITECHNIKA WROCLAWSKA

Arkadiusz Bialas

Niskoczasteczkowe inhibitory
gingipain

Praca wykonana pod kierunkiem
Dr hab. inz. Artura Muchy

Wroctaw 2008






1 STUDIA LITERATUROWE 7

1.1 Proteazy jako atrakcyjny cel w projektowaniu antybiotykow nowej generacji......c.coceeescveecssenees 8
1.2 Podstawy projektowania inhibitorow proteaz..............eeceeecvercnerenseensveeiseccssercsseecseecrsseeccseees 11
1.3 Klasyfikacja inhibitorow, podstawowe PojJecia.......c.eeeeecreriserirerinssenssecisseccseccsseecsseeessseeseseees 12

1.4 Oméwienie zaleznoSci struktura-aktywno$é dla wybranych inhibitor6w proteaz cysteinowych 15
1.4.1 Charakterystyka inhibitoréw z ugrupowaniem aldehydowym, poréwnanie z analogami

nitrylowymi 15
1.4.2 Semikarbazony 21
1.4.3 Trifluorometyloketony 22
1.4.4 a-Ketokwasy, a-ketoestry, a-ketoamidy i diketony 23
1.4.5 Inhibitory S-nitrozujace 28
1.4.6 Nitryle 30
1.4.7 Halometyloketony 33
1.4.8 Ketony diazometylowe 36
1.4.9 Ketony acyloksymetylowe 37
1.4.10 Pochodne kwasu epoksybursztynowego 40
1.4.11 Pochodne nienasycone - akceptory typu Michael’a 49
1.4.12 Disiarczki 56
1.4.13 Azapeptydy 57
1.4.14 O-Acylowane pochodne kwaséw hydroksamowych 58
1.4.15 Azirydyny i tiirany 64
1.4.16 [1,2,4]-tiadiazole 65
1.5 Charakterystyka gingipain ceseeeeessantesisanteesarrtttesaatesssaateesbateessbat bt eeebRte e saneesssbasesrRaeeseesnaaeee 67
1.5.1 Pochodzenie gingipain oraz ich rola w patogenezie i przebiegu paradontozy 67
1.5.2 Ogélny plan budowy RgpB 71
1.5.3 Budowa domeny katalitycznej enzymu 72
1.5.4 Budowa domeny IgSF 73

1.5.6 Miejsce aktywne, podjednostki wiazace substrat i mechanizm katalityczny gingipain R 74
1.5.7 Syntetyczne i naturalne inhibitory gingipain - aktualny stan wiedzy oraz perspektywa dla

dalszych badan i zastosowan 78
1.5.7.1 Zwiazki pochodzenia naturalnego hamujace aktywnos$¢ gingipain.............................. 79
1.5.7.2 Syntetyczne inhibitory gingipain........................coo 81

2 CEL PRACY 87

3 BADANIA WLASNE 89

3.1 Projektowanie inhibitorow gingipain............coeeeeeenveeinenernseissenssccsscnssecnsecencnens 90
3.2 ChIOrometylOKEtONY ......cccceeevueerriecissscnnrnneeriiisssssssssriscsssssnsssssassssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssses 94
3.2.1 Synteza 94



3.2.2 Analiza oddzialywan chlorometyloketonéw z RgpB 99

3.2.3 Analiza oddziatywan inhibitoréw z Kgp 102
3.3 Akceptory typu MiCRael a.......cccouueeeriiciiirrnnnnineeiiiiiisssneniicsssssssnntissnnssssssssssssssssssssssssssss sessssssns 108
3.3.1 Zalozenia, projektowanie 108
3.3.2 Pochodne a,p-nienasycone 109
3.3. 2.1 RELIOSYIEEZA ...ttt e et e e e e s b e e 109
BL302.2 SYMEEZA. .....eeiiiiiiiiie ettt e et rtt e e e s a e e e e e aae 110
3.3.2.2.1 N-Acylowane estry lizyny i argininy ..............c.ccccooviniiinicncee 110
3.3.2.2.2 Przeksztalcanie N-acylowanych estrow lizyny i argininy w aldehydowe prekursory
0,B-nienasyconych amidOwW ...........ccooouiiiiiiiiiiii e 111
3.3.2.2.2.1 Otrzymywanie N.-Cbz-N,-fenylopropionylolizynalu.......................cccocon 111
3.3.2.2.2.2 Otrzymywanie pochodnych aldehydowych poprzez utlenienie odpowiednich
ALKORNOLE ..o e 111
3.3.2.2.2.3 Otrzymywanie pochodnych aldehydowych poprzez redukcj¢ amidu
WEINEED @ ... e 112
2.3.2.2.3 Otrzymywanie pochodnych a,p-nienasyconych z N,-acylowanych Lys(Cbz)-H i
FLN (0117475 & I PP PP PU PR 113
3.3.3 Synteza pochodnych y-okso-a,f-nienasyconych 120
3.3.3.1 Planowanie SYNEEZY...............ccoeiiiiiiiiiiiiiiiie e 120
3.3.3.2 Otrzymywanie y-okso-o,f-nienasyconych estrow z f-ketoestrow (sciezka I)............. 124
3.3.3.3 Otrzymywanie y-okso-o,-nienasyconych estr6w z bromometyloketonow ................ 125
(SCIEZKA TL)......uiiiiiii e et et e e e e s e e e e e e r e e e e e s raaaeeaane 125
3.3.3.4 Otrzymywanie y-okso-o,B-nienasyconych estréw (amidéw) w oparciu o reakcje HWE
................................................................................................................................................. 127
3.3.3.4.1 Otrzymywanie y-okso-o,p-nienasyconych amidow w reakcji HWE z uzyciem
modyfikowanego reagenta fosforowego (Sciezka III)...............cccooviiiiiiiiniciiii 127
3.3.3.4.2 Synteza y-okso-a,-nienasyconych estréw (amidow) z -ketofosfonianow —
pochodnych N-acylowanych estréw lizyny i argininy (Sciezka IV)............ccccooooiiiine 128
3.3.3.4.3 Otrzymywanie y-okso-a,p-nienasyconego kwasu z odpowiedniego estru ........... 132
3.4 EPOKSYAY cuuveeiirnreniinneeninneicssnnneiisssnnensssaneessssneessssnssesssssssessssssessssasssssssasssssssnne .. 133
3.4.1 Projektowanie inhibitor6w, planowanie syntezy 133
3.4.2 Synteza 135
3.5 ACYIOKSYMELYIOKELOMY ...ceueerriiiiiirnnerrieississnnnenneniiissssssnseniesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 140

4 PODSUMOWANIE 143

4.1 Streszczenie otrzymanych WynNiKOW.....cccveicreeicsssneissssnisrsssssnssssssssssssnssssssssssssssssnsses 144

4.2 PerSPEREYWY couueeeeeriiieiisscrnneriiissssssssssnnsenissssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 146

5 PRZEPISY PREPARATYWNE 149

5.1 Synteza halometyloketonow pochodnych Lys i Arg ......cceeveiccscnerecscnnrssssssonnees .. 153
5.1.1 Otrzymywanie Boc-NHLys(Z)-CHN, 153
5.1.2 Otrzymywanie chlorometyloketonéw, pochodnych lizyny 153
5.1.3 Wprowadzanie podstawnika P2. Przepisy ogélne stosowane przy acylowaniu Boc-Lys-
(Cbz)-CH,CI chlorkami kwasowymi lub mieszanymi bezwodnikami 154

5.1.3.1 Metoda A, acylowanie chlorkami kwasowymi..................cccccoooie, 154



5.1.3.2 Metoda B, acylowanie metoda mieszanych bezwodnikéw ... 155

5.1.3.3 Dane analityczne dotyczace N-acylowanych chlorometyloketonowych pochodnych

TEZYIY .o 155
5.1.4 Przepis ogélny dotyczacy usuwania grup ochronnych Cbz z atoméw azotu grupy
funkcyjnej tancucha bocznego lizyny oraz grup aminowych reszt P2 i P3 pochodnych lizynowych

oraz dane analityczne dla otrzymanych chlorometyloketonow 159
5.1.5 Chlorometyloketony — pochodne argininy 161
5.1.5.1 Otrzymywanie Boc-Arg(Z),-CHN;.........ccccooiiiiiiii 161
5.1.5.2 Otrzymywanie chlorometyloketonu argininy, jego N-acylowanych pochodnych oraz
ICh deprotekeji........ccoooiiiiiiii 161
5.1.5.3 Dane analityczne dla chlorometyloketon6w — pochodnych argininy......................... 162
5.1.6 Bromometyloketony — pochodne lizyny i argininy 164
5.2 Pochodne otrzymywane z N-acylowanych bromometyloketon6w lizyny i argininy.................. 167
5.2.1 Acyloksymetyloketony 167
5.2.1.1 Fenylopropionylo-Lys(Z)-CH,0C(0)-2,6-di-(trifluorometylo)benzen....................... 167
5.2.1.2 Fenylopropionylo-Arg-(Z),-CH,0C(0)-2,6-di-(trifluorometylo)benzen.................... 168
5.2.1.3 Fenylopropionylo-Lys-CH,0C(0O)-2,6-di(trifluorometylo)benzen............................. 168
5.2.2 Oksirany 169
5.2.2.1 3-Fenylopropionylo-Lys(Z)-0Ksiran...................ccccccoiiiiiiiii i, 169
5.2.2.2 Fenylopropionylo-Arg(Z),-0KSiram..............cccccoooiiiiiiiniiiiiii e 169
5.3 Synteza a,p-nienasyconych pochodnych lizyny i argininy.......c.ccceeceeceercrercrercesuncee. 170
5.3.1 Synteza prekursorow aldehydowych 170
5.3.1.1 Otrzymywanie N-acylowanych estréw lizyny i argininy...............ccccoooviiiiiinnnnnn, 170
5.3.1.2 3-Fenylopropionylo-Lys(CDbz)-H ..............ccccoiiiiiiiiiii e 174
5.3.1.3 Otrzymywanie aldehydéw z odpowiednich alkoholi....................ccccoooiiiiiiiiiinnne 175
5.3.1.3.1 Otrzymywanie alkoholi z N-acylowanych eStrow..................ccccooiiieiiiiiinnnnn, 175
5.3.1.3.2 Utlenianie alkoholi do aldehydow ..................ccooooiiiiiiiiiiiii 176
5.3.1.4 Otrzymywanie aldehydu poprzez redukcj¢ amidu Weinreb’a...................c....o. 178
5.3.2 Otrzymywanie a,-nienasyconych amidéw z odpowiednich kwaséw uzyskanego przez
hydrolize estrow zsyntezowanego w oparciu o reakcje Wittiga 180
5.3.2.1 Ester metylowy kwasu (E)-8-N-benzyloksykarbonyloamino-4-[N-((3-
fenylopropionylo)amino] 0Kt-2-enowego .................coooiiiiiiiiiiiiii 180
5.3.2.2 Kwas (E)-8-N-benzyloksykarbonyloamino-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino] okt-2-
[ 111 PP TP TR 181
5.3.2.3 Ester metylowy kwasu 7-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-4-[N-(3-
fenylopropionylo)amino]hept-2-enowego oraz produkt jego odblokowania.......................... 181
5.3.2.4 Przygotowanie 4-N-benzyloksykarbonylo)fenylenodiaminy, prekursora reszty P1’
amidowych akceptoréw typu Michael’a.................coooeiiiiiiiii 182
4-N-benzyloksykarbonylofenylenodiaminy ...............ccccocooiiiiiiiiiniiiic, 183
5.3.2.5 N-[4-N’~(benzyloksykarbonylo)fenylo]amid Kwasu ................ccooiiiiiiiiiiiiine e 184
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego....................... 184
5.3.2.6 N-[4-N’~(benzyloksykarbonyloamino)fenylo]Jamid kwasu...............ccccceeviiinninnnnnnn, 184
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino]-okt-2-enowego...................... 184
5.3.3 Olefinacja w oparciu o reakcje HWE 185
5.3.3.2 N-[4-N’~(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu..................ccccoeviinninnnnnn, 186
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego....................... 186
5.3.3.3 N-[4-N’~(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu.................ccccoviiinninnnnn, 186
8-benzyloksykarbonyloamino-4-{[4-(N-benzyloksykarbonyloaminometylo)fenylo-
acetylo]amino}oKt-2-eNOWEEZO0 ...............cooiiiiiiiiiii i 186
5.3.3.4 N-[4-N’~(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu..................cccceviiinninnnnn. 187
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-(N-benzoiloamino)okt-2-enowego.................cccoccuveeinueineennnnnn. 187
5.3.3.5 N-[4-N’~(benzyloksykarbonylo)fenylo]Jamid Kwasu ................ccooiiiiiiiiiiiiiiiennieee 188

7-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-4-|N-(3-fenylopropionylo)amino]hept-2-enowego188
5.3.4 Odblokowanie koncowych grup aminowych otrzymanych pochodnych a,B-nienasyconych
— dane analityczne 188

5.3.4.1 Ester metylowy kwasu (E)-8-amino-4-[(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego... 189



5.3.4.2 N-(4-aminofenylo)amid kwasu (E)-8-amino-4-[(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-

CILOWEEZ0 ...ttt ettt et et e e s b e e e s bbb e e s bbb e e s e e sk b e e e e s h b e oo s b bt e e s b b e e e e e e e e e n b b e e e s b e e e a e e e e e 189
5.3.4.3 N-(4-aminofenylo)amid kwasu (E)-8-amino-4-.................ccccoviiiiiiiiiii i 189
{[4-(aminometylo)fenyloacetylo]amino} okt-2-enowego....................ccccoeiviiiiiiiiiinn e, 189
5.3.4.4 Produkt (39) wewnatrzczateczkowej cyklizacji N-(4-aminofenylo)amidu kwasu 8-
amino-4-(N-benzoiloamino)oKt-2-eNOWEZO ...............ccoviuiiiiiiiiiiiiiiiiie et 190
5.3.4.5 N-(4-Aminofenylo)amid kwsu (E)-7-guanidyno-4-[(3-fenylopropionylo)amino]hept-2-
enowego (38a) oraz produkt jego wewnatrzczasteczkowej cyklizacji........................ccoool 190
5.4 Synteza pochodnych y-0kso-a,,B-nienasyconychi.........ecceceivecisveecseneisseisscsssnccssnesssnessneerenens 191

5.4.1 Addycja prekursora reszty P1’° do sililowego eteru enolowego 191

5.4.2 Reakcja HWE miedzy oksoaldehydem i karboanionem otrzymywanym

z fosfonoamidowego prekursora reszty P1’ 192
5.4.2.1 Przygotowanie acetonowego roztworu dimetylodioksiranu ............................c. 192
5.4.2.2 3-Fenylopropionylo-Lys(CDbz)-CHNj .........cccoiiiiiiiiiiiiiiieiee e 193

5.4.2.3 7-N-benzyloksykarbonyloamino-2-okso-3-[(3-fenylopropionylo)amino]-heptanal .... 194
5.4.3 Reakcja HWE mie¢dzy karboanionem otrzymywanym z f-ketofosfonianu i

oksoaldehydowym prekursorem reszty P1’ 194
[4-(N-benzyloksykarbonyloamino)fenyloamino]etanalu ...............cccocoooiiiiiiiinnnenn, 195
5.4.3.7 6-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-2-0kso-3-................ccccooiiiiiiiiiniiene, 197
(3-fenylpropanoamido)heksylofosfonian dimetylu.....................cooii 197

3.4.4 Reakcja HWE mi¢dzy karboanionem otrzymywanym z B-ketofosfonianu i

glioksalanem etylu 198
3.4.4.1 Ester etylowy kwasu 9-N-benzyloksykarbonyloamino-4-okso-5-(N-(3-
fenylopropionylo)amino)non-2-en0wWego ................cccoeoviiiiiiiiiiii i 198
5.4.4.2 Ester etylowy kwasu 5-[N-(benzoilo)amino]-9-N-benzyloksykarbonyloamino-4-okso-
TOM=2-CTIOWEEZO0 ...ttt ittt e et et e e e s st e e e s bbb e e s b e e e s s b e b e e e s sab e e e s s b b e e s s ab e s e s st ae e e e s sabe e e s sana e e e sen s 199
5.4.4.3 Ester etylowy kwasu 8-(2,3-dibenzyloksykarbonylguanidyno)-4-oxo-5-(N-(3-
fenylopropionylo)amino)oKt-2-en0OWego.................cceieiiiiiiiiiiiiii e 200
3.4.4.4 Usuwanie grup ochronnych z otrzymanych y-okso-a,p-nienasyconych estréw.......... 201

6 WYKAZ SKROTOW, AKRONIMOW | OZNACZEN
STOSOWANYCH W TEKSCIE 203

6.1 Enzymy i inhibDItory: cceeieiiiiinniiiiniiiiiininieinnnnicnnneeinnneeicnsnneessneeesssseeesssseesssssssassesss 203
6.2 Kinetyka enZymAatyCZna .........eceeiueeecisneecnsneneeicssneessssneesssssnecsssaneseesssssesssssssesssssssssssasessessssnssnse 203
(IR TN VAU AT 1153111 (4 (U 203

7/ LITERATURA 205



1 Studia literaturowe

1.1 Proteazy jako atrakcyjny cel w projektowaniu antybiotykow nowej generacji
1.2 Podstawy projektowania inhibitorow proteaz
1.3 Klasyfikacja inhibitoréw, podstawowe pojecia

1.4 Oméwienie zaleznoSci struktura-aktywno$é dla wybranych inhibitor6w proteaz cysteinowych....
1.4.1 Charakterystyka inhibitoréw z ugrupowaniem aldehydowym, poréwnanie z analogami
nitrylowymi
1.4.2 Semikarbazony
1.4.3 Trifluorometyloketony
1.4.4 a-Ketokwasy, a-ketoestry, a-ketoamidy i diketony
1.4.5 Inhibitory S-nitrozujace
1.4.6 Nitryle
1.4.7 Halometyloketony
1.4.8 Ketony diazometylowe
1.4.9 Ketony acyloksymetylowe
1.4.10 Pochodne kwasu epoksybursztynowego
1.4.11 Pochodne nienasycone - akceptory typu Michael’a
1.4.12 Disiarczki
1.4.13 Azapeptydy
1.4.14 O-Acylowane pochodne kwaséw hydroksamowych
1.4.15 Azirydyny i tiirany
1.4.16 [1,2,4]-tiadiazole

1.5 Charakterystyka gingipain
1.5.1 Pochodzenie gingipain oraz ich rola w patogenezie i przebiegu paradontozy
1.5.2 Ogélny plan budowy RgpB
1.5.3 Budowa domeny katalitycznej enzymu
1.5.4 Budowa domeny IgSF
1.5.6 Miejsce aktywne, podjednostki wigzace substrat i mechanizm katalityczny gingipain R
1.5.7 Syntetyczne i naturalne inhibitory gingipain - aktualny stan wiedzy oraz perspektywa dla
dalszych badan i zastosowan
1.5.7.1 Zwiazki pochodzenia naturalnego hamujace aktywnos¢ gingipain
1.5.7.2 Syntetyczne inhibitory gingipain



1.1 Proteazy jako atrakcyjny cel w projektowaniu antybiotykéw nowej generacji

Hydroliza wiazania peptydowego jest jedna z podstawowych reakcji zachodzacych
w trakcie przemian biochemicznych we wszystkich organizmach zywych. Liczba ponad
560 opisanych przedstawicieli proteaz — najliczniejszej grupy sposrod wszystkich
scharakteryzowanych dotychczas bialek - wyraznie wskazuje na ich powszechnosé¢
w $wiecie istot zywych 1 sugeruje ich istotna role w metabolizmie wszystkich
organizméw.! Zaangazowanie proteaz w podstawowe procesy stwierdza si¢ juz
uwirusbw - form przejsciowych migdzy organiczna materia nieozywiona
I organizmami zywymi, a ich kluczowe znaczenie dla Zycia organizméw komorkowych,
zaczynajac od bakterii i sinic, poprzez pierwotniaki i grzyby, na ros$linach i zwierzgtach
koficzac, w $wietle wspolezesnej wiedzy nie budzi watpliwosci.” Zainteresowanie tymi
makroczasteczkami  zaowocowalo  wicloma  zastosowaniami w  dziedzinie
biotechnologii, a takze przyczynitlo si¢ do opracowania lekoéw dzialajacych jako
inhibitory proteaz.?

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze proteazy pochodzace z roznych zrodet, jako receptory
dla racjonalnie zaprojektowanych inhibitorow spotkaly si¢ ze zrdéznicowanym
zainteresowaniem badaczy. Zastanawiajaca jest niewielka liczba doniesien dotyczacych
projektowania inhibitorow proteaz bakteryjnych.®** Bialka te, ze wzgledu na
podstawowe funkcje pelnione w komoérce, badz w S$rodowisku bytowania
mikroorganizmu, sa atrakcyjnymi celami dla opracowywania nowych strategii
terapeutycznych w leczeniu chordb wywotywanych przez drobnoustroje.?® Koncepcija
profilaktyki i leczenia zakazen bakteryjnych przy pomocy inhibitoréw proteaz opiera
si¢ na zalozeniu, ze inaktywacja tych biatek, petniacych w przypadku wielu schorzen
rolg czynnikéw etiologicznych, prowadzi do §mierci drobnoustroju. Wynika to z faktu,
ze w bardzo wielu przypadkach mechanizmy infekcji bakteryjnej, proliferacja
| przezywanie patogenu w organizmie bazuja na dzialaniu wyspecjalizowanych
enzymoOw proteolitycznych. Uczestnicza one w kolonizacji i degradowaniu tkanek,
z ktorych mikroorganizm pozyskuje sktadniki pokarmowe niezbedne dla rozwoju
i rozprzestrzeniania.** Hamuja odpowiedZz immunologiczna, zaburzaja podstawowe
procesy fizjologiczne poprzez modyfikowanie aktywnosci aktywatorow i/lub
inhibitorow w roznych kaskadowych procesach biochemicznych, degraduja
powierzchniowe receptory komorkowe oraz inhibitory proteaz produkowane przez

komérki gospodarza.®>® Znamienne jest, ze produkowane przez zainfekowany organizm



inhibitory proteaz serynowych (serpiny) wptywaja tylko w niewielkim stopniu na
aktywno$é enzymow bakteryjnych.??

Z przytoczonego powyzej opisu wynika, ze proteazy sa niezbedne dla
podtrzymywania podstawowych funkcji zyciowych komorki bakterii. Staty si¢ rowniez
podstawowymi czynnikami umozliwiajacymi im prowadzenie pasozytniczego trybu
zycia. Poniewaz zaburzenie funkcjonowania tych bialek prowadzi do uposledzenia
funkcji zyciowych pasozyta, a nawet do jego eliminacji, proteazy bakteryjne sa
atrakcyjnym celem dla projektowania nowych antybiotykéw o bardzo Scisle
ukierunkowanym dziataniu.> Rozwijanie tego aspektu chemii medycznej jest coraz
bardziej uzasadnione w sytuacji, kiedy w praktyce klinicznej obserwuje si¢ narastajaca
oporno$¢é na tradycyjne antybiotyki o szerokim spektrum dzialania.” Uzyskiwanie
opornosci na antybiotyki typu inhibitorow proteaz wydaje si¢ o tyle utrudnione, ze lek
wplywatby wybiérczo na okreSlony szczep bakteryjny, ze wzgledu na bardzo
wyspecjalizowany mechanizm dziatania.

Molekularne podstawy wspotcze$nie stosownych terapii antybiotykowych zasadzaja
si¢ na wspoldzielonych przez wiele typow bakterii mechanizmach syntezy $ciany
komorkowej (penicyliny, cefalosporyny), transkrypcji, replikacji (fluorochinolony -
blokowanie gyrazy), czy translacji (makrolidy, linkozamidy - zaburzanie
funkcjonowania podjednostki 50S rybosomdéw bakteryjnych, aminoglikozydy,
tetracykliny - zaburzanie funkcjonowania podjednostki 30S rybosoméw bakteryjnych).®
Stad wyptywa mozliwos¢ skutecznego dziedziczenia opornosci migdzy szczepami. Jesli
farmakoterapia wykorzystywalaby mechanizm obecny tylko u przedstawicieli
okreslonego gatunku, opornos¢ krzyzowa nie powinna mie¢ miejsca.

Wiele sposrod stosowanych antybiotykow wywoluje liczne skutki uboczne, w tym
uposledzenie funkcji wielu narzadéw wewnetrznych i uczulenia.® Opracowanie nowych
zwiazkow o ukierunkowanym dziataniu i niskiej toksycznosci to kolejny atut takiego
podejscia. Podawanie leku, ktory ze wzgledu na wysoka specyficzno$¢ nie narusza
naturalnej flory bakteryjnej organizmu, nie narazaloby pacjenta na zagrozenia zwiazane
z zakazeniami wtoérnymi, na przyktad w uktadzie pokarmowym.

Uwzgledniajac aktualny stan wiedzy w zakresie inhibicji proteaz bakteryjnych
funkcjonujacych jako czynniki zjadliwosci, ktorych eliminowanie wydaje si¢
obiecujacym alternatywnym sposobem walki z mikroorganizmami chorobotworczymi,

mozna stwierdzi¢, ze jest to obszar badawczy wciaz niewystarczajaco eksplorowany.



Z punktu widzenia zadan badawczych podejmowanych w trakcie realizacji tematu
niniejszej pracy, konieczne byly studia literaturowe dotyczace podstaw pozyskiwania
nowych inhibitorow, w szczegdlnosci ligandow inaktywujacych proteazy cysteinowe.
Dlatego najwigcej uwagi w teoretycznej czes$ci dysertacji poswigce molekularnym
podstawom strategii stosowanych przy projektowaniu potencjalnych lekéw, ktore
wywotuja efekt terapeutyczny poprzez oddzialywanie z docelowym enzymem.

Projektujac leki antybakteryjne skierowane przeciwko enzymom proteolitycznym
wytwarzanym przez mikroorganizmy mozna odwotywaé si¢ do wiedzy z zakresu
inhibicji wszystkich scharakteryzowanych proteaz — wirusowych, bakteryjnych,
izolowanych z grzyboéw, roslinnych i zwierzgcych. Wyniki uzyskiwane na tym polu,
w szczegOlnoscei, jesli dotycza one zaleznos$ci miedzy struktura i aktywno$cia, maja
czesto charakter uniwersalny, przynajmniej w obrgbie tej samej rodziny proteaz.
Wynika to z podobienstwa strukturalnego docelowych enzymoéw, analogicznego
sposobu ich faldowania oraz wspdlnych mechanizméw Katalitycznych i inhibicji.
Dlatego wiele opublikowanych rozwiazan wykorzystanych przy projektowaniu
inhibitorow, ktore okazaly si¢ aktywne in vitro i/lub in vivo, mozna adaptowaé przy
otrzymywaniu zwiazkow skierowanych przeciwko nowym celom. Najwigcej informacji
dostarczaja prace opisujace inhibitory proteaz, ktore uczestnicza w patogenezie
powaznych schorzen u ludzi. Jest to zupelie zrozumiale biorac pod uwage fakt, ze
wlasnie dla tych proteaz prowadzi si¢ najwigcej badan w poszukiwaniu nowych strategii
terapeutycznych.>* W czesci teoretycznej niniejszej dysertacji odwoluje sig zaréwno
do starszych opracowan, ktéore kompleksowo omawiaja molekularne podstawy
projektowania inhibitorow i mechanizmy ich dziatania, jak i najnowszej literatury, ktora
uaktualnia te dane w oparciu o najswiezsze doniesienia zarowno w zakresie chemii jak
I wdrozen klinicznych znanych oraz nowoopracowanych inhibitorow. Poniewaz temat
niniejszej dysertacji dotyczy inhibitorow gingipain, ogdlne zagadnienia dotyczace
projektowania i otrzymywania zwiazkéw hamujacych proteazy zostaty ograniczone do
informacji niezbednych przy dyskusji przedmiotu badan wykonanych w ramach tej
pracy. Szczegdlnie dokladnie zamierzam natomiast omowi¢ problematyke inhibitorow

proteaz cysteinowych, do ktorych naleza gingipainy.
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1.2 Podstawy projektowania inhibitorow proteaz

Projektowanie inhibitorow proteaz w oparciu o struktur¢ docelowego enzymu
wpisuje si¢ w szerszy aspekt opracowywania substancji biologicznie czynnych na bazie
zaleznoSci struktura-aktywno$é. Takie podejscie staje si¢ dzisiaj podstawowa strategia
stosowana zarowno w osrodkach akademickich jak i w przemysle farmaceutycznym
jako integralna cze$¢ procesu odkrywania nowych lekéw.'? Dzieje si¢ tak dzieki
ewoluowaniu wielu dziedzin biologii oraz technik analitycznych. Powodzenie projektu
badania ludzkiego genomu, postgpy w proteomice i genomice strukturalnej oraz rozwoj
bioinformatyki powoduja, ze racjonalne projektowanie leku w oparciu o strukturg
docelowego receptora czy enzymu jest coraz bardziej skuteczne, wiarygodne
I oplacalne. Znacznie tatwiej znalez¢ atrakcyjne cele dla potencjalnych lekoéw dzigki
systematycznie tworzonym bioinformatycznym bazom danych. Geny kodujace te cele
moga by¢ tatwo klonowane, a ich produkty biatkowe wyizolowane i dokladnie
oczyszczone.  Udoskonalenia  wysokorozdzielczej  krystalografii  takie  jak
zautomatyzowanie wszystkich etapéw analizy czy zwigkszenie intensywnosci
promieniowania synchrotronéw skracaja czas potrzebny do okreslenia struktury
badanego obiektu. Nowe rozwiazania technologiczne stosowane obecnie przy produkcji
sond i magnesow do spektrometrow NMR doprowadzilty do zwigkszenia czulosci
aparatury i poprawy rozdzielczosci widm rejestrowanych przy jej pomocy. Dzigki
poprawie parametréw technicznych spektrometréw opracowano szereg nowych technik
badawczych w dziedzinie spektroskopii rezonansu magnetycznego, ktorych
z powodzeniem uzywa si¢ do okreslania struktury makroczasteczek oraz w analizie

oddziatywan ligand-receptor.’***

Wreszcie dostep do szybszych komputerow
i relatywnie coraz tanszych klasterow komputerowych znacznie przyspiesza
identyfikacj¢ i oceng potencjalnych struktur wiodacych in silico.

Projektowanie w oparciu o struktur¢ ma sens jako integralna czg$¢ calego procesu
opracowania potencjalnego leku. W potaczeniu z chemia kombinatoryczna pozwala na
rownolegla synteze bibliotek zwiazkéw wiodacych, aktywnych wobec sprecyzowanego
celu. Nalezy podkresli¢, ze znalezione w taki sposob struktury wiodace nie sa lekami,
araczej substancjami o wysokim, co najmniej mikromolarnym powinowactwie do
docelowego enzymu czy receptora.’® Zwiazki uznane za struktury wiodace musza by¢

poddane opracowaniu farmakologicznemu, ktére ma za zadanie poprawi¢ ich parametry

farmakokinetyczne, biodostgpnos¢, wspotczynnik przenikania przez blony biologiczne,
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a takze gwarantowaé bierno$¢ wobec niespecyficznych celow. Powinny rowniez przejsé¢
pozytywnie testy fizjologiczne i toksykologiczne, w ktorych musza wykaza¢ aktywnos¢
wystarczajaca do wywolania okreSlonego efektu terapeutycznego, bez ryzyka
wystapienia skutkow ubocznych. Dopiero woéwczas trafiaja do wlasciwych badan

klinicznych, ktore kwalifikuja je jako produkt handlowy do stosowania w lecznictwie.
1.3 Klasyfikacja inhibitorow, podstawowe pojecia

Celem bardziej czytelnego przedstawienia podstawowych zagadnien zwiazanych
Z opracowywaniem nowych inhibitorow warto odwota¢ si¢ do sformalizowanej
terminologii stosowanej w tej dziedzinie, pozwalajacej na usystematyzowanie
informacji o konstrukcji ligandow enzyméw w powiazaniu z mechanizmem ich
dzialania. Do opisu specyficznosci proteaz powszechnie uzywa si¢ nomenklatury
zastosowanej pierwotnie przez Bergera i Schechtera,*® opartej na modelu, w ktérym
centrum Kkatalityczne enzymu sasiaduje z wngkami wiazacymi, ktorych budowa
decyduje o sposobie wiazania oraz rodzaju preferowanych ligandow. Wneki te
opisywane sa litera S 1 numerowane: S1, S2,..., Sn, zaczynajac od centrum
katalitycznego i kierujac si¢ w stron¢ N-konca oraz S1°, S2°,..., Sn” w kierunku C-
konca. Reszty liganda lezace po stronie aminowej hydrolizowanego wiazania, wigzane
przez kieszenie wiazace Sn, numeruje si¢ odpowiednio P1, P2,..., Pn, a reszty wiazane
przez wngki Sn’ - P1°, P2’,..., Pn’ (rysunek 1.1).

Enzym

S1 S1' /\/\

Rysunek 1.1: Wyjasnienie powszechnie % /H( ﬁ)L )ﬁ( %

stosowanego nazewnictwa wnek

wiazacych enzymu i odpowiadajacych im

reszt ligandow: przyktadowego inhibitora H OMe
i substratu; Miejsce hydrolizy wiazania N oS H/ﬁ(
peptydowego wskazano strzatka. 0 o 0 0

P3 P2 P1 Pl p2' pP3'
Substrat/Inhibitor

W opisie inhibitoréw obok przedstawienia planu ich budowy kolejnym waznym
elementem jest mechanizm przebiegajacej z ich udziatem inhibicji. Stosowana dzisiaj

powszechnie klasyfikacja inhibitorow ze wzgledu na mechanizm dziatania
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zaproponowana w 1992 przez Krantz’a ma oczywiscie charakter formalny.'® Czesto
zaszeregowanie zwiazku hamujacego enzym do okreslonej grupy jest trudne, ze
wzgledu na nie zawsze ostre granice podzialu wyznaczane przez definicje stosowane
w tej klasyfikacji. Niemniej wprowadzenie pewnych porzadkujacych pojeé z zakresu
inhibicji enzyméw ulatwia opisywanie inhibitoréw oraz umozliwia ujednolicenie ich
charakterystyk.

Po pierwsze mozna wzia¢ pod uwage miejsce dzialania inhibitora. To kryterium
pozwala na rozrdéznienie migdzy inhibitorami wigzacymi si¢ z miejscem aktywnym
enzymu a efektorami allosterycznymi, ktore wiaza si¢ poza miejscem aktywnym.

W zaleznosci od charakteru oddzialywania inhibitora z enzymem mozna dokonaé
ich podzialu na kowalencyjne i niekowalencyjne oraz odwracalne i nieodwracalne.
O inhibicji odwracalnej méwimy wtedy, gdy enzym odzyskuje aktywnos$¢ wskutek
Zmniejszenia st¢zenia inhibitora w srodowisku dziatania enzymu poprzez rozcienczenie,
dializg lub filtracje zelowa. W przypadku inhibicji nieodwracalnej zmniejszanie stezenia
inhibitora nie prowadzi do odzyskania aktywnos$ci przez enzym. Inhibitorami
odwracalnymi sa najczesciej zwiazki oddziatujace niekowalencyjnie z miejscem
aktywnym. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze inhibitory wiazace si¢ z resztami miejsca
aktywnego wiazaniem kowalencyjnym labilnym w warunkach hydrolizy (aldehydy,
nitryle) rOwniez nalezy uzna¢ za odwracalne. Czasami wykonanie pomiarow zaniku
aktywnos$ci enzymatycznej w obecnosci inhibitorow, ktdre nie posiadaja fragmentow
mogacych tworzy¢ wiazanie kowalencyjne z enzymem sugeruje inhibicjg
nieodwracalng. Moéwimy w takim przypadku o inhibitorach $cisle wiazacych sig, ktore
ze wzgledu na wysokie powinowactwo do enzymu bardzo wolno dysocjuja
z kompleksu enzym-inhibitor.

Interesujaca grupg stanowia inhibitory wolno wiazace si¢. W grupie tej znajdziemy
zaréwno inhibitory odwracalne, jak i nieodwracalne. Zanik aktywno$ci enzymu
przebiegajacy z udziatem tych pierwszych jest niezwykle powolny ze wzgledu na czas
potrzebny na zmiany konformacyjne konieczne dla utworzenia kompleksu z enzymem.
Wolnowiazace si¢ inhibitory nicodwracalne reaguja z enzymem poprzez utworzenie
nickowalencyjnego stanu przejSciowego, co prowadzi do utraty aktywnos$ci przez
enzym.

Analiza zmian strukturalnych w enzymie wiazacym inhibitor i samego inhibitora
pozwolita na opracowanie jeszcze bardziej szczegdlowego podzialu zwiazanego

z mechanizmem inhibicji. W obrgbie wyrdéznionych w tej klasyfikacji dwoch grup
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inhibitorow kowalencyjnych i niekowalencyjnych wydzielono po dwie podgrupy.
Inhibitory niekowalencyjne moga by¢ analogami substratu. W takim przypadku sa
odwracalnie i szybko wiazane konkurujac z substratem o miejsce aktywne. Kompleks
inhibitora z enzymem jest niefunkcjonalny. Do drugiej podgrupy zaliczono inhibitory
scisle wiazace sig, analogi stanu przejSciowego, ktore struktura przypominaja
wysokoenergetyczne produkty tworzace si¢ w stanie przejsciowym hydrolizy wiazania
amidowego oraz inhibitory wiazace si¢ jednoczesnie z kilkoma domenami blokowanego
enzymu.

Wisrdd inhibitorow kowalencyjnych pierwsza podgrupe stanowia inhibitory, ktorych
dziatanie opiera si¢ na mechanizmie katalitycznym. Podzielono je na cztery typy.

Analogi stanu przejsciowego — zwiazanie takiego inhibitora prowadzi do produktu
analogicznego do stanu przejsciowego, w efekcie enzym catkowicie traci aktywnosc¢.
Tak dzialaja m.in. aldehydowe pochodne peptydow.

Inhibitory aktywowane przez enzym, nazywane takze samobojczymi lub ,.konmi
trojanskimi” — reaguja one z proteaza dajac produkt przejsciowy ulegajacy nastgpnie
kolejnej reakcji, ktéora nie zachodzi w trakcie normalnie przebiegajacego procesu
katalitycznego.

Inhibitory ,,dead-end” — wiaza si¢ kowalencyjnie do enzymu lub tworza z nim
trwaty kompleks.

Substraty zastgpcze — sa wiazane kowalencyjnie przez enzym, a nastgpnie ulegaja
reakcji enzymatycznej normalng droga z wytworzeniem produktu, przy czym reakcja ta
przebiega bardzo wolno.

Druga podgrupa obejmuje zwiazki, ktore dzialaja jak substancje znakujace wskutek
powinowactwa do enzymu. Posiadaja one grupy funkcyjne, ktore reaguja z resztami
miejsca aktywnego tworzac kompleksy nie dajace si¢ rozdzieli¢ poprzez filtracje
zelowa, czy dializ¢. Reakcja prowadzaca do znakowania nie jest specyficzna i nie ma
zwiazku z normalnie przebiegajacym procesem katalizy. Znakowanie moze by¢
dwojakiego rodzaju. Po pierwsze moze ono dotyczy¢ dowolnych czasteczek
chemicznych zawierajacych ugrupowania, z ktérymi inhibitor reaguje w enzymie. Tak
dzialaja reaktywne substancje znakujace, ang. ,,Chemically Reactive Affinity Label”, na
przyktad chlorometyloketony. Po drugie, znakowanie moze ograniczaé si¢ tylko do
grup funkcyjnych obecnych w czasteczce enzymu. Inhibitory dzialajace wedlug tego
mechanizmu nie wykazuja aktywnos$ci wzgledem czasteczek, ktore nie sa enzymami,

ang. ,,Quiescent Affinity Labels”, na przyktad acyloksymetyloketony.
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Przebieg inhibicji zgodnie z jednym z opisanych wyzej mechanizmOw jest
bezposrednia konsekwencja chemicznych wilasno$ci inhibitora wynikajacych z jego

struktury, ktora decyduje o sposobie oddzialywania z docelowym enzymem.

1.4 Omoéwienie zaleznosci struktura-aktywnos$¢ dla wybranych inhibitoréow proteaz
cysteinowych

Wigkszo$¢ opisanych inhibitorow proteaz cysteinowych posiada ten sam schemat
budowy, ktory wynika z dwodch podstawowych kryteriow stosowanych przy ich
projektowaniu — komplementarno$ci z resztami wngk wiazacych oraz zdolnosci do
chemicznej modyfikacji centrum aktywnego. Komplementarno$¢ do miejsca aktywnego
osiaga si¢ poprzez wprowadzenie do struktury inhibitora fragmentu zbudowanego
Zreszt mogacych tworzy¢ sie¢ wigzan (mostki solne, wigzania wodorowe,
oddzialywania hydrofobowe) z resztami eksponowanymi we wngkach wiazacych
enzymu. Okresla sie go jako fragment odpowiedzialny za rozpoznanie przez enzym.’*
Najczgsciej jest to fragment peptydowy o sekwencji zgodnej z sekwencja aminokwaséw
w substracie charakteryzujacy si¢ wysokim powinowactwem do enzymu. Modyfikacja
centrum aktywnego enzymu prowadzaca do jego inaktywacji osiagana jest przez
wbudowanie do struktury inhibitora reaktywnego ugrupowania, ktére po zwiazaniu
takiego liganda przez enzym modyfikuje wybrang reszt¢ aminokwasowa
uniemozliwiajac przebieg procesu katalitycznego. W przypadku inhibitoréw proteaz
cysteinowych jest to ugrupowanie elektrofilowe, podatne na atak nukleofilowego atomu
siarki katalitycznej reszty cysteiny. W jezyku angielskim te fragmenty inhibitorow
okresla si¢ militarnym terminem ,,warheads”, czyli glowice bojowe, co dobrze oddaje
charakter petnionych przez nie funkcji. Szczegétowe omdéwienie poszczegdlnych grup
funkcyjnych wprowadzanych do struktury inhibitorow proteaz cysteinowych w takiej
roli, z uwzglednieniem mechanizmu inhibicji oraz analizy ograniczen ich stosowania,

zostanie przedstawione w kolejnych podrozdziatach.

1.4.1 Charakterystyka inhibitorow z ugrupowaniem aldehydowym, poréwnanie
z analogami nitrylowymi

Postulowany tetraedryczny stan przejSciowy zaproponowany jako element
mechanizmu katalitycznego proteaz cysteinowych i serynowych pozwalal zaktadac¢, ze

reaktywne zwiazki karbonylowe moglyby funkcjonowaé¢ jako analogi stanu
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przejsciowego. To zalozenie, obok doniesien o inhibitorowej aktywnos$ci aldehydowych
pochodnych peptydow (leupeptyny, chymostatyny, antypainy oraz p-MAPI)
wyizolowanych z réznych szczepéw Streptomyces dato podstawy do zainteresowania
si¢ ta grupa zwiazkow w aspekcie przygotowania nowych struktur wiodacych. Pewna
niedogodnoscia jest ograniczona selektywnos¢ tych pochodnych, zwiazana
z reaktywnoscia ~ wzgledem  roznorodnych  nukleofili,  gldéwnie  tiolowych
I hydroksylowych. Wlasnoscia ta do pewnego stopnia mozna sterowaé poprzez
modyfikacje na poziomie sekwencji aminokwasOw rozpoznawanej przez enzym,
ograniczajac mozliwos$¢ niespecyficznego wiazania inhibitora.

Dodatkowym problemem, ktéry pojawia si¢ w warunkach fizjologicznych, jest
mozliwo$¢ utlenienia grupy aldehydowej do znacznie mniej reaktywnego ugrupowania
karboksylowego.

Aldehydowe pochodne peptydow sa odwracalnymi inhibitorami wiazacymi si¢
kowalencyjnie z enzymem. Ze wzgledu na mechanizm dziatania zalicza si¢ je do
analogow  stanu  przejsciowego.  Struktur¢  postulowanego, tetraedrycznego
hemitioacetalu, tworzacego si¢ w reakcji addycji grupy tiolowej cysteiny do
karbonylowego atomu wegla potwierdzono metodami spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego badajac inhibicje papainy.*®*°

W  pozniejszej pracy opisujacej eksperymenty z wykorzystaniem papainy
zmodyfikowanej poprzez ukierunkowana mutageneze w pozycji GInl9 posrednio
wykazano, ze mechanizm inhibicji zwiazkami z tej klasy jest bardziej zfozony.”

Poprzez wprowadzenie modyfikacji we wngce wiazacej oksyanion okres$lano rolg
reszty 19 na etapie formowania si¢ nietrwalego tetraedrycznego stanu przejsciowego,

ktory poprzedza tworzenie acyloenzymu (schemtat 1.1, A).

EnzSH Q 0
R/k'"""SE”Z )J\
R NHR'  TS1 iR TS2 R SEnz
A
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R nz R)J\SEnz
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B C

Schemat 1.1: Poréwnanie struktur produktu przej$ciowego w reakcji proteaz cysteinowych z substratem
(A) oraz inhibitorami z reaktywnym ugrupowaniem CHO (B) i CN (C). ,,TS” stan przej$ciowy

16



W badaniach poréwnano wplyw mutacji GIn19Glu na wiazanie przez enzym dwéch
klas odwracalnych inhibitorow kowalencyjnych — pochodnych aldehydowych
i nitrylowych oraz peptydowych substratow. Zamiana reszty Gin na Glu prowadzi do
destabilizacji stanu przejsciowego zardwno w katalizowanej przez papaing hydrolizie
substratu jak i w przypadku reakcji enzymu z inhibitorem nitrylowym, co manifestuje
si¢ miedzy innymi wzrostem wartosci statej K;. Wplyw mutacji na wiazanie
peptydyloaldehydow jest odwrotny. Jako skutek rejestruje si¢ minimalny wzrost
powinowactwa. Obserwacje te thumaczy si¢ r6znicami mechanizmoéw inhibicji w obu
przypadkach. Tioimidowe produkty w reakcji reszty cysteiny z ugrupowaniem
cyjanowym sa analogami posiadajacego geometri¢ trygonalna acyloenzymu,
kowalencyjnego produktu reakcji enzymu z peptydowym substratem. W reakcji
inhibitorow aldehydowych 2z enzymem tworzy si¢ natomiast tetraedryczny
hemitioacetal, w ktorym atom wegla wiazacy katalityczna resztg cysteiny ma
hybrydyzacje sp°. Z powyzszego wynika, ze peptydyloaldehydy reaguja z enzymem
analogicznie do substratu, a peptydylonitryle powinny formowaé z enzymem addukt
zblizony geometria do acyloenzymu. Niemniej dane eksperymentalne sugeruja, ze
w przypadku obu typdéw ligandow oraz substratu stan przejsciowy podczas reakcji
z enzymem musi by¢ podobny. Po pierwsze, wskazuje na to wysoka korelacja statych K;
i kia/Km otrzymane dla peptydowych substratow oraz ich nitrylowych analogow
w reakcji z papaina.”*?? Po drugie, na przykladzie jedenastu par analogéw nitrylowych
i aldehydowych pokazano liniowa korelacj¢ wyznaczonych wartosci energii
swobodnych wiazania z enzymem, co roOwniez moze przemawia¢ za podobnym
mechanizmem reakcji w obu przypadkach.?* Mimo tego, roznica w geometrii
hemitioacetali oraz tioamidow, a takze odmienny wplyw zmiany w obrgbie wngki
wiazacej oksyanion na wiazanie tych ligandow oraz substratu przez papaing nasuwa
pewne watpliwosci w kwestii przebiegu reakcji z proteaza przez analogiczny
tetraedryczny stan przejsciowy.

Rozne zachowanie aldehydowych ligandow oraz substratu przypisywano
poczatkowo odmiennym oddziatywaniom elektrostatycznym z wnegka wiazaca
oksyanion. Karbonylowy atom tlenu w hydrolizowanym wiazaniu peptydowym
W substracie w stanie przejsSciowym wykazuje tadunek ujemny, podczas gdy
w przypadku inhibitora addukt ma charakter obojetny.?* Niemniej, tioimid tworzacy si¢
w reakcji z inhibitorami nitrylowymi rowniez nie posiada fadunku, a jest stabilizowany

przez reszt¢ GInl9. Na tej podstawie wysunigto hipoteze, ze podobnie jak w przypadku
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proteaz serynowych mozliwe sa dwa sposoby wigzania liganda aldehydowego.
Pierwszy prowadzi do ustawienia ugrupowania hydroksylowego hemiacetalu poza
wneke wiazaca oksyanion, w odleglo$ci wiazania wodorowego od atomu azotu
stabilizujacej reszty His. W sytuacji wiazania drugim sposobem, atom tlenu hemiacetalu
znajduje si¢ we wnece.” Ze wzgledu na podobienstwo mechanizméw katalitycznych
proteaz cysteinowych 1 serynowych zalozono mozliwo$¢ przyjmowania dwodch
konfiguracji réwniez przez kompleks inhibitora i proteazy tiolowej. Chociaz nie
udowodniono tej hipotezy metodami krystalograficznymi, by¢ moze z powodu
trudno$ci z doborem warunkéw krystalizacji dla kompleksu z grupa hydroksylowa
wystajaca poza wngke oksyanionu, catkowicie jej nie odrzucono. Wyniki uzyskane
Z udziatem zmutowanej papainy posrednio wskazuja na mozliwos¢ kilkuetapowego
przebiegu reakcji i tworzenia kompleksow o dwodch konfiguracjach. Zgodnie z tym
mechanizmem, w etapie decydujacym o szybkosci reakcji powstawalby kompleks
niestabilizowany przez wngke wiazaca oksyanion.

Pochodne nitrylowe wobec zmutowanego enzymu zachowywaly si¢ podobnie jak
substrat. Wskazywaty na to profile aktywnosci inhibitorow w zaleznosci od pH, ktére
generalnie dobrze korelowaly z odpowiadajacymi profilami wptywu pH na kinetyke
hydrolizy substratu. Takie same wnioski nasuwaja si¢ po analizie wptywu mutacji na
tendencje zmian warto$ci K; okreslonych dla inhibitorow oraz Ke./Kn dla substratow,
ktére rowniez wykazuja wyrazna zbieznogé.”

Projektujac  pochodne aldehydowe jako inhibitory proteaz cysteinowych
przewidywano, ze jako analogii teraedrycznego stanu przejsciowego w hydrolizie
substratu powinna cechowa¢ je wysoka aktywnos$¢. Uwzgledniajac wartosci statych
tworzenia komplekséw anionéw tiolanowych prostych tioli z odpowiadajacymi sobie
inhibitorami  nitrylowymi 1 aldehydowymi stwierdzono 260 razy wigksze
powinowactwo badanych zwiazkéw siarki do aldehydéw, co wynika z wyzszej
reaktywnos$ci karbonylowego atomu wegla. Te same inhibitory w reakcji z papaina
wykazywaly znacznie mniejsze réznice. Wyznaczone K;byly juz tylko 21 razy mniejsze
dla pochodnych aldehydowych. Dowodzi to stabilizujacego wplywu otoczenia
w centrum aktywnym enzymu. Biorac pod uwage fakt, ze stabilizacja w przypadku
ligandow nitrylowych jest zaburzona poprzez mutacje wneki wiazacej oksyanion,
zaklada sig istotny udzial reszty GInl9 we wzajemnym oddziatywaniu inhibitoréw
nitrylowych z centrum aktywnym. Wydaje si¢ jednak, ze za efekt stabilizacyjny

promujacy katalize odpowiada przede wszystkim oddziatywanie czg$ci peptydowej
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ligandow z centrum aktywnym w kompleksie Michaelis-Menten, ktore znacznie obniza
entropie tworzenia polaczenia kowalencyjnego z enzymem. Swiadczy o tym liniowa
korelacja migdzy statymi K; oraz kea/Knm dla inhibitorow i substratow o roznej geometrii
oraz hybrydyzacji atomu wegla uczestniczacego w reakcji. Jednocze$nie wysoka
korelacja tych parametréow dla roznych ligandéw o odmiennych geometriach stanow
przejsciowych sugeruje, ze nie powinno si¢ jej traktowaé jako wyznacznika Scistego
podobienstwa mechanizméw kowalencyjnego wiazania z enzymem.”

W trakcie pomiaréw kinetyki inhibicji proteaz cysteinowych pochodnymi
z ugrupowaniem aldehydowym zaobserwowano dlugi okres osiagania stanu
stacjonarnego, co sugerowato, ze badane inhibitory naleza do grupy wolno wiazacych.
Jako przyczyng tego zjawiska podaje si¢ jednak nie tyle konieczno$¢ zmian
konformacyjnych w enzymie, ile mata dostgpnos¢ inhibitora w roztworze w najbardziej
aktywnej postaci, tj. wolnego aldehydu. Szacuje si¢, ze w przypadku leupeptyn
zawierajacych w strukturze wolna grupe guanidynowa (schemat 1.2) 42% wystepuje
jako wodzian, 52% jako cykliczny aminol, a tylko 2% stanowi wolny aldehyd.

Ac-Leu-LeuNH OH Ac-Leu-LeuNH 0] HN
>—NH2
OH H N H
- D OH
0, 0,
2%\ 2% \w 56%  hNLeu-Leu-Ac  Schemat 1.2-
HN=< HN=< Mechanizm inhibicji proteaz
NH, NH; cysteinowych peptydami
1 2 3 zreszta aldehydowa na C-
@ koncu na przykladzie N-
acetylowanego leucylo-
- - _
S—Cys  His—imH leucylo-arginalu
Ac-Leu-LeuNH OH
S—Cys His—ImH*
4
NH
HN=<
NH,

Wystepujaca w przewadze forma wodzianu jest bardzo stabym elektrofilem,
a cykloaminol w ogoéle nie reaguje z reszta Cys. Obniza to wypadkowa aktywnos¢
peptydyloaldehydow. Reaktywnos¢ formy karbonylowej jest z kolei przyczyna
ograniczenia ich specyficzno$ci. Wymienione wtasciwosci sa powazna przeszkoda dla

stosowania tych pochodnych in vivo.
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Aldehydowe pochodne peptydow znalazly zastosowanie przy probach otrzymania
inhibitorow selektywnych wobec kaspaz. Enzymy te naleza do klanu CD proteaz
cysteinowych. Nazwa kaspazy ang. ,.caspases” jest akronimem utworzonym z liter
I sylab wyrazow wchodzacych w sklad opisowej nazwy tej rodziny enzymow ,,cysteinyl
aspartate-specyfic proteases”. Wskazuje ona po pierwsze na przynaleznos¢ do klasy
proteaz cysteinowych, a po drugie na ich specyficzno$¢ substratowa, dotyczaca
w przypadku hydrolaz klanu CD pozycji P1 liganda. Zainteresowanie kaspazami
wynika z roli, jaka odgrywaja w apoptozie oraz procesach zapalnych.? Ich aktywno$é
kojarzy si¢ z patogeneza wielu chordob, w tym niedokrwiennego uszkodzenia

1 oraz choréb neurodegeneracyjnych,?’ takich jak zanikowe stwardnienie

narzadow,
boczne, plasawica Huntingtona, czy choroba Alzheimera.

W badaniach nad rola proteaz w patogenezie rutynowo wykorzystuje si¢ dostgpne
komercyjne inhibitory lub sigga si¢ po nowe zwiazki, ktore projektuje si¢ jako
selektywne ligandy wiazace si¢ z wybranym celem. Takze precyzyjne okreslenie
funkcji i miejsca dziatania poszczegdlnych enzymatycznych czynnikéw stanu
zapalnego czy induktorow apoptozy wymaga opracowania ich selektywnych
inhibitorow, ktore ulatwia wnikni¢gcie w mechanizm tych proceséw. Jedna z klas
zwiazkoOw testowanych w takim celu byly aldehydowe pochodne peptyddw. Jako
wyjSciowy wybrano tetrapetyd Ac-Asp-Glu-Val-Asp-H (5), ktdrego pierwsze
modyfikacje polegaly na skroceniu fragmentu rozpoznawanego przez enzym. Usunigcie
jednej reszty z N-konca czasteczki (6) nie wplynglo istotnie na aktywnos$¢ inhibitora
(tabela 1.1). Eliminacja kolejnej reszty (7) doprowadzita do znacznego obnizenia
powinowactwa liganda do enzymu.?

Optymalizacja struktury pochodnych aldehydowych data podstawy dla opracowania
bardziej stabilnych czasteczek, w ktorych zmodyfikowano grupe funkcyjna reagujaca
z atomem siarki katalitycznej reszty Cys. Bardzo dobre rezultaty otrzymano
przeksztalcajac aldehydowe ugrupowanie podstawnika P1 w wewnatrzczasteczkowe;j
reakcji tworzenia hemiacetalu z grupa karboksylowa jego tancucha bocznego (schemat
1.3). W ten sposob otrzymano seri¢ dipeptydowych, stabilnych, odwracalnych
inhibitorow hydroksylaktamowych o szerokim spektrum dziatania antykaspazowego 8-

11 (tabela 1.1).%%
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Schemat 1.3: Maskowanie ugrupowania aldehydowego w inhibitorach kaspaz

Tabela 1.1: Aktywnos¢ odwracalnych inhibitorow z wolnym i zablokowanym

ugrupowaniem aldehydowymzs’ » 0 szerokim spektrum dzialania
antykaspazowego

Nr Wzér inhibitora 1Cso [UM]

Kaspl Kasp2 Kasp3 Kasp4 Kasp$

5 Ac-Asp-Glu-Val-Asp-H 0,05 0,0035 0,01 0,01 0,08

6 Z-Glu-Leu-Asp-H 0.0065  0.0023 - 0,01 0,03

7 Z-Val-Asp-H 5,85 1,75 10 6,81 11,96

8 1-naftylooksyacetylo-Val-Asp-hac” 0,336 0,355 >10 2,1 1,2

9  N-naftyloaminoacetylo-Val-Asp-hac 0,015 1,55 7,0 6,14 0,450

10  1l-naftylooksyacetylo-Leu-Asp-hac 0,570 0,135 0,940 1,81 0,770
11  N-naftyloaminoacetylo-Leu-Asp-hac 0,033 0,013 0,037 1,32 0,0076

hac* - hemiacetalowe pochodne aldehyd6w

1.4.2 Semikarbazony

Semikarbazonowe pochodne peptydyloaldehydow hamuja aktywno$¢é docelowych
enzymOéw slabiej lub znacznie stabiej od swoich prekursoréw (tabela 1.2).
W mechanizmie inhibicji zaktada si¢ powstawanie tetraedrycznego produktu wskutek
ataku tiolanu na iminowy atom wegla semikarbazonu.®® Jest to, podobnie jak
w przypadku aldehydow, reakcja odwracalna, co pozwala na uzycie semikarbazonéw
i aldehydéw jako ligandéw przy oczyszczaniu proteaz cysteinowych i serynowych

metoda chromatografii powinowactwa.*%"
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Schemat 1.4: Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych pochodnymi z ugrupowaniem
semikarbazonowym na przyktadzie inhibitoré6w papainy

Tabela 1.2: Porownanie aktywnosci inhibitorow z ugrupowaniem aldehydowym i
ich semikarbazonowych analogéw

Nr Wz06r inhibitora Ki [nM] Nr Wz6r inhibitora Ki [nM]
Papaina  KatB Papaina Kat B
12 Z-Arg-lle-Phe-Sk” 23 500 16 Z-Arg-lle-Phe-H 1 500
13 Z-lle-Phe-Sk 2700 1200 17 Z-1le-Phe-H 44 1200
14 Z-Phe-Gly-Sk BD™ 20000 18 Z-Phe-Gly-H <50 20000
15  Z-Gly-Phe-Gly-Sk 9,2 1000 19  Z-Gly-Phe-Gly-H 5,2 1000

Ciid

Sk™ — semikarbazon, Kat B” - katepsyna B, BD_ - brak danych

1.4.3 Trifluorometyloketony

W badaniach in vivo nad peptydami z ugrupowaniem aldehydowym
zaprojektowanymi jako inhibitory elastazy zaobserwowano gwaltowny spadek ich
aktywnos$ci wraz z utlenieniem aldehydu do kwasu. Dato to impuls do poszukiwan
metabolicznie stabilniejszej grupy funkcyjnej odpowiedzialnej za kowalencyjne
wiazanie si¢ inhibitora z enzymem, ktéra mozna byloby zastapi¢ ugrupowanie
aldehydowe tatwo inaktywowane w warunkach fizjologicznych. Zadowalajacy efekt
osiagnigto syntezujac trifluorometyloketony (TFMK) jako inhibitory proteaz
serynowych.*> Tetraedryczny hemiketal tworzacy si¢ podczas wiazania TFMK
z centrum aktywnym tych bialek cechuje si¢ wysoka trwaloscia. Jest ona efektem
silnego oddzialywania grupy hydroksylowej hemiketalu z resztami budujacymi wneke

% \Wysokie powinowactwo do tych reszt jest wynikiem

wiazaca oksyanion.
podwyzszonej kwasowosci grupy OH. Wptywa na to bliskie sasiedztwo atoméw fluoru.

Inhibitory z tej grupy okazaly si¢ aktywne wobec réznych enzymoéw, w tym
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metaloproteaz (karboksypeptydaza A, enzym konwertujacy angiotensyng) i proteaz
aspartylowych (pepsyna, renina) oraz esteraz (acetylocholinesteraza). W przypadku
metaloproteaz i proteaz aspartylowych inhibicja przebiega z udzialem hydratowane]
formy liganda i bez tworzenia wigzania kowalencyjnego.

Zblizony mechanizm katalityczny proteaz serynowych i cysteinowych powoduje, ze
moga one by¢ inaktywowane przez te same ligandy. W przypadku
trifluorometyloketonéw 1 metyloketondw, ktére okazaty si¢ skuteczne wzgledem
enzymow serynowych, zaobserwowano ich nizsza aktywno$¢ wobec rutynowo
testowanych proteaz tiolowych. W poréwnaniu do analogéw aldehydowych jest ona

mniejsza o kilka rzedow wielkosci (tabela 1.3).

Tabela 1.3: Poréownanie reaktywnosci analogéw aldehydowych i metyloketonow
wzgledem papainy i katepsyny B

Wzér inhibitora Ki [uM] Wzér inhibitora Ki [uM]
Papaina KatB Papaina KatB
Z-Phe-Ala-CH, 31 Z-Phe-Ala-H 0,021
Ac-Phe-Gly-CHjs 1550 Ac-Phe-Gly-H 0,046

Takze w tym przypadku inhibicja ma charakter odwracalny ze wzgledu na tworzacy
si¢ przejsciowy hemitioketal. Stabszy efekt inhibitorowy tlumaczy si¢ natomiast
mniejsza stabilnoscia termodynamiczna hemitioketali w pordéwnaniu do hemiketali,

pochodnych fluoroketonéw.*

1.4.4 a-Ketokwasy, a-ketoestry, a-ketoamidy i diketony

Dane literaturowe przedstawione w poprzednim podrozdziale wskazuja na niska
aktywno$¢ ugrupowania TFMK wzgledem proteaz cysteinowych. W poszukiwaniach
alternatywnej grupy elektronoakceptorowej odwotano si¢ do wynikdéw otrzymanych dla
proteaz serynowych i C-koniec tancucha peptydowego inhibitorow modyfikowano
r6znymi pochodnymi ugrupowania ketokarboksylowego. Aktywnos¢ tych pochodnych
obserwowana wzgledem proteaz serynowych rosnie w szeregu aldehydy < TFMK < a-
diketony < ketoestry,® podczas gdy dla proteaz cysteinowych szereg ten uklada sie

nastepujaco: TFMK < metyloketony < pochodne o-ketokwaséw = a-diketony <
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%637 Jednak wartosci K; otrzymywane dla tych inhibitoréw bardzo réznig sie

aldehydy.
w zaleznosci od docelowego enzymu. Wyniki mieszcza si¢ tutaj w zakresie od
kilkudziesigciu nM do ponad 100 puM. Waznym czynnikiem wplywajacym na
aktywno$¢ tych zwiazkOw jest stabilizacja produktu przejsciowego w centrum
aktywnym poprzez tworzenie mostkéw solnych, wigzania wodorowego z reszta His we
wnece wiazacej oksyanion, czy w przypadku kalpain — oddziatywanie z jonem Ca®".

Przylaczenie nukleofila do atomu C1 grupy karbonylowej podstawnika P1,
podobnie jak redukcja tego ugrupowania, prowadzi do calkowitego zaniku aktywnosci
inhibitora. Fakt ten sugeruje, ze elementem mechanizmu inhibicji musi by¢ atak tiolu na
atom wegla C1 (schemat 1.5).%°%

Kluczowym zagadnieniem jest mozliwo$¢ uzycia opisywanych pochodnych in vivo.
Z jednej strony konieczne sg ich modyfikacje poprawiajace rozpuszczalnos¢ w wodzie,
ktére jednoczeénie nie zmniejszatyby aktywnosci.® Z drugiej strony, pochodne do
stosowania w warunkach fizjologicznych, skierowane na cele wewnatrzkomoérkowe,

powinny przekracza¢ barier¢ blon biologicznych, co ogranicza mozliwos¢ uzycia

wolnych ketokwaséw.

@ O S——Cys
R%(O)CHN 0O "S—Cys RZC(O)HNWO \@
R1>7\§*R3 RL R

c1 O%cz

R® = NH,, NHR, OR, alkil

Schemat 1.5. Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych pochodnymi kwaséw ketokarboksylowych.

Zainteresowanie omawianymi w tym podrozdziale klasami zwiazkow, a szczegblnie
ketoamidami, jako inhibitorami o potencjalnych zastosowaniach medycznych
systematycznie wzrasta na skutek aktualnych doniesien o ich aktywnosci wzgledem tak
waznych enzymow, jak kalpainy. Skierowanie uwagi na inhibicj¢ tych proteaz wynika
Z potrzeby zrozumienia ich nie w pelni rozpoznanych funkcji fizjologicznych, ktorych
zaburzenie zgodnie z aktualnym stanem wiedzy kojarzy sig¢ z inicjowaniem
I przebiegiem rdéznych procesow degeneracyjnych. Podwyzszona aktywnos¢ tych
enzymOéw stwierdza si¢ w zmienionych chorobowo tkankach w przypadku

niedokrwiennych uszkodzen serca, mozgu, w urazach rdzenia krggowego, przy zawale
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migsnia sercowego. Przypisuje im si¢ takze pewna, nie do konca poznana rolg
w chorobach  Alzheimera, Huntingtona 1 Parkinsona, dystrofii mig$niowej
i nowotworach przewodu pokarmowego.**“%*! Struktury zwiazkow, ktore pomysinie
przeszty testy in vitro, posiadajacych obiecujacy profil farmakokinetyczny

zaprezentowano na rysunku 1.2. Zwiazek 20 przebadano jako potencjalny $rodek

Ph
O
NH,
O
NH,

ostonowy przy urazie mézgu.

O N
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Rysunek 1.2. Ketoamidowe inhibitory kalpainy-1.

Podanie tego inhibitora redukuje liczbe komorek nerwowych uszkodzonych wskutek
stymulowanego urazu u uzytych w eksperymencie szczuréw o 41% w relacji do
poziomu uszkodzen neuronéw u zwierzat kontrolnych. Zwiazek 23 jest analogiem
niedawno poznanego inhibitora BSF 409425, ktérego struktury nie opublikowano.*
Podanie BSF 409425 po stymulowanym niedokrwiennym, indukowanym reperfuzja
uszkodzeniu mitochondriéw serc kroliczych znacznie zmniejsza negatywne skutki
reperfuzji.

Zwiazek 24 i jego pochodne® (w tym ketoamidowe) sa dobrym przyktadem
demonstrujacym sposoby modyfikowania struktury wiodacej celem poprawienia

parametrow farmakokinetycznych modyfikowanego zwiazku przy zachowanej
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aktywnosci. Jest on aktywny tylko wobec kalpain p i m oraz katepsyn B 1 L. Wartos$ci
1Cs osiagane z jego udzialem mieszcza si¢ w zakresie od kilku do kilkudziesigciu nM.
Wobec innych proteaz cysteinowych, a takze trombiny jego aktywnos¢ jest marginalna
(ICs0 > 100 uM). Cechuje go takze brak toksycznosci w wykonanych standardowych
probach na szczurach. Nie indukuje ani nie hamuje aktywno$ci cytochromu P450.
W badaniach in vivo zapobiegal powstawaniu zaémy,** dziatal ochronnie w przypadku
indukowanych reperfuzja uszkodzen w niedokrwionej siatkdwce oka,* wykazywat
korzystny wplyw na odzyskiwanie sprawnosci po rozlegtych urazach glowy.*®

O koniecznosci modyfikacji zwiazku 24 zadecydowaly jego niska rozpuszczalnos¢,
ograniczona zdoIno$¢ przenikania przez blony komérkowe oraz wspotczynnik wigzania

przez skfadniki surowicy powyzej 85 %.
(0] i-Bu (0] i-Bu
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Rysunek 1.3: Inhibitory otrzymane poprzez modyfikacje struktury 24

Dwukrotny wzrost rozpuszczalnosci w wodzie osiagnigto zamieniajac ugrupowanie
aldehydowe na reszt¢ hydrazonu (25), jednakze z dziesigciokrotnym spadkiem
aktywnosci.*’ Odpowiedni analog ketoamidowy (26) wykazywal aktywno$é na
poziomie pochodnej 24, ale nie zaobserwowano w tym przypadku poprawy
rozpuszczalnosci.”® Najlepszy efekt uzyskano modyfikujac N- i C-koniec czasteczek.
Na reaktywne ugrupowanie elektrofilowe wybrano cykliczny hemiacetal. N-koncowy
fragment inhibitora 27 stanowi pierScien p-fluorobenzenowy potaczony z reszta
czasteczki fragmentem tiomocznikowym. W rezultacie poprawil si¢ parametr

przenikalno$ci przez blony komoérkowe (33 razy w stosunku do wyjsciowego inhibitora
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24), a jego skuteczno$¢ w zapobieganiu za¢mie oceniona na podstawie wynikow testu
przeprowadzonego na kulturze soczewek oczu szczurzych jest wysoka.*®

Wiele sposréd bialek komoérkowych bedacych substratami kalpain jest
zaangazowanych w procesy, ktorych zaburzanie prowadzi do powstawania zmian
nowotworowych. Wymienia si¢ tu czynniki transkrypcji c-Fos i c-Jun,*® biatko
supresorowe p53,°°! antyapoptotyczne biatko bel-1 i proapoptotyczne biatko Bax.*?>*
Czynniki te sa zaangazowane w patogeneze roznych nowotwordéw, co wskazuje na
istotne funkcje regulacyjne kalpain. Ponadto stwierdzono udziat tych enzyméw
w regulacji proliferacji i $mierci komorek roznych typow. Wiele doniesien wskazuje na

0 Zaangazowanie kalpain

kooperacje kalpain i kaspaz w indukcji apoptozy.’
w podstawowe procesy fizjologii komdrki oraz potwierdzona rola tych enzymow
w kancerogenezie pozwala uzna¢ je za atrakcyjny cel przy opracowywaniu terapii
nowotworéw.>® Wsréd nowo otrzymanych inhibitoréw kalpain, ktére zaprojektowano
jako potencjalne cytotoksyczne leki przeciwnowotworowe znalazty si¢ a-ketoamidowe

pochodne peptyd6éw 28-30.°
R
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Rysunek 1.4: Ketoamidowe inhibitory Kkalpain jako potencjalne cytotoksyczne substancje
przeciwnowotworowe

Struktury inhibitorow 28-30 zostaly zaplanowane na bazie wcze$niejszych
doniesien o preferencjach substratowych kalpain, z ktoérych wynikalo, ze
peptydyloaldehydy zawierajace D lub L proling w pozycji P2 sa silnie wiazane przez te
hydrolazy.>” Zsyntezowano i przebadano szereg pochodnych, w ktérych modyfikowano
pierscien proliny przylaczajac rézne reszty do atomu N,. Ketoamidy w odrdznieniu od
swoich podatnych na utlenianie i1 hydratacj¢ aldehydowych analogow wykazuja
znacznie wicksza stabilno$¢ w warunkach fizjologicznych.”®** Z tego wzgledu sa
bardziej obiecujaca klasa zwiazkow, ktore wykorzystuje si¢ jako ,narzedzia” przy

opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych. Wiadomo, ze niektére inhibitory
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kalpain wykazuja aktywno$¢ wobec katepsyny B. Niewystarczajaca selektywno$¢ tych
zwiazkéw utrudnia precyzyjne okreslenie fizjologicznej roli kalpain. Przykladem
inhibitorow nadajacych si¢ do tego celu sa pochodne 28-30. Okazaly si¢ one
selektywnymi i skutecznymi inaktywatorami kalpainy p (tabela 1.4), chociaz byty okoto
dziesigciokrotnie mniej aktywne od swoich aldehydowych analogéw. W badaniach
cytotoksycznosci odpowiadajace sobie analogi aldehydowe i ketoamidowe wykazaty
podobna skuteczno$¢ zahamowania wzrostu w badanych liniach komoérkowych,
pomimo wigkszej aktywnosci aldehydow in vitro. Obserwacje te thumaczy si¢ wigksza

58-60

stabilnoscia ketoamiddéw in vivo, a takze ich wyzsza lipofilowos$cia utatwiajaca

penetracje czasteczek do komorek.

Tabela 1.4: Poréwnanie aktywnosci inhibitorow ketoamidowych zawierajacych
w pozycji P2 modyfikowana reszte proliny wzgledem kalpainy p i katepsyny B

Kalp p* KatB™
Ki [uM] Ki [uM]

28 0,850+0,039 6,90+0,17
29 0,280%£0,021 5,18+0,13
30 0,450+0,081 2,59+0,11

Kalp " - kalpaina p Kat B™- katepsyna B
1.4.5 Inhibitory S-nitrozujace

Jednym z mechanizméw regulacji aktywnosci proteaz cysteinowych in vivo jest
nitrozowanie wystgpujacych w nich reszt tiolowych. Zaktadajac mozliwo$¢ skutecznego
nasladowania tego naturalnego sposobu regulacji podjgto proby otrzymania
inaktywatoro6w, hamowatyby enzym poprzez S-nitrozowanie. Zwiazek 31 (rysunek 1.5),
pochodna aspiryny, jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym uwalniajacym tlenek
azotu. Przechodzi on obecnie druga fazg¢ badan klinicznych jako potencjalny lek do
stosowania w chorobach sercowo-naczyniowych, w tym chorobie okluzyjnej tgtnic
obwodowych.™! Stwierdzono, ze w odroznieniu od aspiryny, hamuje on aktywnogé
kaspazy 1 z ECso na poziomie 10 pM,**®? prawdopodobnie poprzez nitrozowanie
katalitycznej reszty Cys.®*®® Ponadto, pochodna 31 nie wykazuje toksycznosci
zoladkowo-jelitowej. Wydaje si¢, ze inhibitory dzialajace poprzez S-nitrozowanie

stwarzaja duze nadzieje jako farmaceutyki w terapii przewleklych zapalen i chorob
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autoimmunologicznych.®? Liczne badania prowadzone z wykorzystaniem zwierzecych
modeli schorzen czlowieka potwierdzaja mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania
inhibitorow kaspaz uczestniczacych w apoptotozie jako lekow. Do zwiazkow
uwalniajacych tlenek azotu, ktore okazaly si¢ inhibitorami kaspaz naleza takze
peptydowe pochodne zawierajace w strukturze zmodyfikowana reszte N-nitrozoaniliny
(32, 33).
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Rysunek 1.5: Nitrozujace inhibitory kaspaz. Pochodna aspiryny NCX-4016, inhibitor kaspazy 1 (31),
pochodne N-nitrozoanilinowe 32, 33, inhibitory kaspazy 3.

W oparciu o ich struktur¢ moga by¢ projektowane nowe zwiazki nitrozujace reszty
docelowych enzyméw.®® Omawiajac inhibicje czynnikami uwalniajacymi tlenek azotu
nie mozna zapominaé, ze czasteczka NO moze wplywaé na r6zne sktadniki komorki.
Fakt, ze niektore kaspazy w $rodowisku inhibitorow nitrozujacych nie odzyskuja
aktywnos$ci po wprowadzeniu do $rodowiska reakcji silnego reduktora (np. ditiotreitolu)
pozwala zaklada¢, ze inaktywacja enzymoéw poprzez przylaczenie grupy nitrozowej do
katalitycznej reszty cysteiny nie jest jedynym mechanizmem z udzialem donoréw NO
zapobiegajacym apoptozie. Prawdopodobnie bezposrednie dziatanie NO Iub jego
metabolitow na poziomie apoptosomu przyczynia si¢ do zablokowania sekwencyjnej

aktywacji kaspaz 9, 3 i 8.%4°
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1.4.6 Nitryle

Peptydy zawierajace grupe cyjanowa do$¢ wczesnie zostaly zidentyfikowane jako
odwracalne inhibitory papainy®® ze stalymi K; na poziomie od kilku do kilkudziesigciu
uM. Zgodnie ze zweryfikowanym technikami NMR modelem inhibicji, na skutek ataku
katalitycznej reszty cysteiny na atom wegla grupy nitrylowej powstaje produkt typu

dead-end”.®” Tworzacy sie w ten sposob izotioamid nie ulega hydrolizie (schemat 1.6).
Yy

R2C(O)HN S-Cys-E  Rr2c(o)HN NH
CN :
R! R! S-Cys-E

Schemat 1.6: Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych pochodnymi z ugrupowaniem nitrylowym; E =
enzym

Peptydylonitryle w ostatnich latach budza coraz wigksze zainteresowanie jako
odwracalne inhibitory proteaz cysteinowych.®®®® Wykazuja one tylko nieznaczna
aktywno$¢ wzgledem enzymow serynowych. Podstawy selektywno$ci mozna wyjasnic¢
w oparciu o regutle HSAB (Hard Soft Acid Base).” Zgodnie z nia, addycja mickkiego,
polaryzowalnego nukleofila siarkowego do migkkiego elktrofila, jakim jest atom wegla
ugrupowania cyjanowego, jest uprzywilejowana wzgledem reakcji z podstawnikiem
hydroksylowym reszty seryny - twardym nukleofilem. Z enzymologicznego punktu
widzenia, selektywno$¢ wynika z rdéznic w stabilnosci tetraedrycznego stanu
przejsciowego w reakcji hydrolizy wiazania peptydowego przez oba typy proteaz.
Reakcje katalizowane przez enzymy cysteinowe przechodza przez mniej napr¢zony stan
przejsciowy w porownaniu do hydrolizy z udzialem proteaz serynowych. Z tego
wzgledu jego stabilizacja przez wneke wiazaca oksyanion nie jest az tak istotna.’?"
Dlatego, w odréznieniu od proteaz serynowych, proteazy tiolowe w reakcji
Z nitrylowym ligandem moga tworzy¢ ptaski tioimid o nizszej energii w poréwnaniu do
tetraedrycznego stanu przejsciowego powstajacego w reakcji enzymu z substratem.
Daje to przewagg nitrylowym ligandom konkurujacym z substratem o miejsce aktywne.

Inhibitory proteaz z reaktywnym ugrupowaniem elektrofilowym CN znalazly si¢
obok peptydyloaldehydow, winylosulfonéw, O-acylowanych kwasow
hydroksamowych, halometyloketonéw, diazoketonow i epoksydow wsrod zwiazkow

skutecznych wzglgdem hydrolaz klanu CA. W tej grupie wyrdéznia je oraz
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peptydyloaldehydy odwracalny charakter uzyskiwanej z ich udzialem inhibicji. Pewna
przewage nad aldehydami daje im nizsza reaktywno$¢, w tym mniejsza wrazliwo$¢ na
warunki utleniajace, co zapewnia im wyzszg stabilnosc¢ i selektywnos¢ in vivo.

Do klanu CA proteaz cysteinowych zaliczaja si¢ enzymy wykazujace podobienstwo
do papainy. Znalazly si¢ tutaj miedzy innymi proteazy pasozytow czlowieka, a takze
enzymy ssakow. Wigkszo$¢ z nich stanowi atrakcyjne cele terapeutyczne ze wzgledu na
ich kluczowa role w patofizjologii choréb pasozytniczych i ogélnoustrojowych.”
Jedenascie opisanych enzymow z grupy papainy wyizolowano z tkanek czlowieka. Sa
to katepsyny B, C, H, F, K, L, O, S, V, W oraz X. Wykazuja one wysoki stopien
homologii. Wystepuja przede wszystkim w lizosomach, ale sa takze wydzielane jako
nieaktywne prekursory przez rézne komoérki, w tym makrofagi, fibroblasty, osteoklasty
oraz komorki uszkodzone. Za rozpoznanie liganda przez te enzymy odpowiadaja
glownie oddziatywania z wngkami S2, S11S1°.

Obok zaangazowania katepsyn w gospodarke biatkowa komorki petnia one rowniez
znacznie bardziej wyspecjalizowane funkcje fizjologiczne.”>’® Z tego powodu ich
aktywnos$¢ w komorce jest bardzo $cisle regulowana zaréwno poprzez kontrolowana
proteolize, jak i hamowanie przez specyficzne endogenne inhibitory.”” Zaburzenie
wewnetrznej kontroli ich aktywnosci moze prowadzi¢ do rozwoju roéznych choréb

879 choréb autoimmunologicznych (miastenia gravis),®

w tym nowotworow,
osteoporozy.®

Z uwagi na udziat katepsyn w patogenezie wielu schorzen ciagle poszukuje sig¢
selektywnych inhibitorow dla tych enzymow. Peptydylonitryle sa ostatnio intensywnie
badane jako jedna z bardziej obiecujacych klas zwiazkow skutecznych wobec proteaz
klanu CA. Niedawno opisano dipeptydy z ugrupowaniem CN, zaprojektowane jako
specyficzne inhibitory katepsyny B.% We wstepnej fazie badan metodami modelowania
molekularnego optymalizowano podstawniki P1 i P2 struktury wiodacej 34 (ICso = 62
uM), opierajac si¢ na danych o strukturze kompleksu enzym-inhibitor, uzyskanymi przy
pomocy krystalografii rentgenowskiej. Otrzymano tym sposobem zwiazki
0 satysfakcjonujacej aktywnosci inhibitorowej z 1Cso od kilku do kilkudziesigciu nM
(tabela 1.5). Metodami krystalograficznymi potwierdzono powstawanie izotioamidu
w wyniku reakcji reszty tiolowej enzymu i grupy nitrylowej inhibitora, jako elementu
mechanizmu inhibicji. Na przyktadzie opisywanej grupy zwiazkéw mozna przesledzi¢
wstepne fazy procesu powstawania potencjalnego leku, w ktérych pierwotna strukturg

wiodaca modyfikuje si¢ celem podniesienia selektywnosci inhibitora i poprawienia jego
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parametréw farmakokinetycznych. Lepsza selektywno$¢ uzyskano rozbudowujac
czasteczki ligandow o dodatkowe reszty P1’ i P3. Okazalo sig, ze estryfikacja grupy
karboksylowej podstawnika P1’ powodowata, ze ligand wiazat si¢ tylko z katepsyna B,
a nie wplywat na aktywno$¢ katepsyn L i S. Sugerowalo to istotny udzial wolnej grupy

karboksylowej P1’ w wigzaniu inhibitorow.

Tabela 1.5: Aktywnos¢ wybranych nitrylowych inhibitorow katepsyn

Rl
I
R
N CN
RN ~ >
H
(0]
34-35
Nr R R' R? R’ ICso nM Surowica
KatB® KatL® KatS§ Stezenie [uM]
34 PhCH,0 H 62000
35 Ph,CH Me 45 6 88
36 Ph,CHCO 3-CO,Me H 47
37 Ph,CHCO 3-COOH H 1,8 20 46
38 2,4-di-F-PhCO 3-COOH H 6,8 554 937 0,09
39 Ph 3-COOH H 49 1800 2000 1,1
40 Ph 3-COOH, CI 8,7 1400 1700 1,88
41 Ph 3-COOH, F 12,2 1400 1600 5,27

* Kat B - katepsyna B, Kat L - katepsyna L, Kat S - katepsyna S

Zwiazek 38 (tabela 1.5) jest dobrym przykladem demonstrujacym, ze nie zawsze
powodzenie testow aktywnos$ci i selektywnosci in vitro przeklada si¢ na pozytywne
rezultaty badan farmakokinetycznych realizowanych w warunkach fizjologicznych.

Zwiazek 38 okazat si¢ zdecydowanie preferowanym ligandem katepsyny B (I1Cso =
6,8 nM), a znacznie stabszym inhibitorem ketepsyny L (1Cso = 554 nM) i S (1Cso = 937
nM). Przy tak korzystnej selektywnosci jest jednak zbyt labilny in vivo. Po uptywie 4
godzin od podania szczurom droga pokarmowa wystegpowat w ich surowicy w niskim

stezeniu 0,09 uM. Dopiero zmodyfikowany zwiazek 41 pomysinie przeszed! testy in

32



vivo wykazujac zadowalajaca trwalo$¢ (stezenie w surowicy po podaniu doustnym
utrzymywalo si¢ na poziomie mikromolarnym przez ponad 7 godzin) oraz
biodostepnos¢ (F = 128+59%), chociaz dwa inne parametry: klirens i okres pdttrwania

miaty warto$ci mniej zadowalajace.
1.4.7 Halometyloketony

Pierwszym powszechnie stosowanym reagentem znakujacym na skutek
powinowactwa do enzymu katalityczna reszt¢ His w chymotrypsynie byt TPCK (1-
(tosyloamino)-2-fenyloetylochlorometyloketon).® Proteazy cysteinowe rowniez ulegaja
tego typu inhibicji pod wpltywem TPCK, przy czym, jak wykazano metodami
krystalografii rentgenowskiej, TPCK wiaze si¢ kowalencyjnie z reszta cysteiny a nie
histydyny w miejscu aktywnym.** Alkilowanie reszty cysteiny moze przebiega¢ na dwa

sposoby(schemat 1.7).*°

R2C(O)HN o] R2C(O)HN o]
Rl>z<—u Rl>—<—s
B (’A \Cys—E
‘S-Cys-E
Schemat 1.7: Mechanizm inhibicji proteaz
cysteinowych chlorometyloketonami ‘ ‘
2
ok NHC((?)R
R?C(O)HN S RY 9
T, —
RY g cys”

/
E

Pierwszy to substytucja nukleofilowa przebiegajaca poprzez bezposredni atak tiolanu na
elktrofilowy atom wegla ugrupowania chlorometylowego (wariant A, schemat 1.7).
Mozliwy jest takze mechanizm trojetapowy. W pierwszym etapiec mamy do czynienia
z nukleofilowa addycja atomu siarki katalitycznej reszty Cys do ugrupowania
karbonylowego liganda 1 utworzeniem tetraedrycznego produktu posredniego.
Nastegpnie tworzy si¢ jon sulfoniowy wskutek ataku pary elektronowej atomu siarki na
elektrofilowy atom wegla ugrupowania chlorometylowego. W ostatniej fazie napr¢zony
trojczlonowy pier§cien jonu sulfoniowego wulega rozerwaniu z odtworzeniem

ugrupowania karbonylowego, dajac w efekcie taki sam produkt, jaki powstaje na drodze
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A. Poniewaz formowanie si¢ tetraedrycznego stanu przejsciowego jest elementem
normalnie przebiegajacego procesu katalitycznego, inhibicja zgodnie z mechanizmem B
kwalifikowataby chlorometyloketony bardziej do grupy inhibitorow dzialajacych
W oparciu o mechanizm katalityczny niz do reagentow znakujacych.

Podobnie jak w przypadku inhibitorow z ugrupowaniem aldehydowym pewna
selektywno$¢ dzialania reaktywnych chlorometyloketonow mozna osiagnaé
wprowadzajac odpowiednie reszty w pozycje P1 i P2. Wiasnie ryzyko niespecyficznych
reakcji jest podstawowym problemem pojawiajacym si¢ przy probie uzycia
chlorometyloketonéw w warunkach in vivo. Bowiem moga one wptywac nie tylko na
aktywno$¢ proteaz serynowych i cysteinowych, ale takze reagowac z innymi waznymi
dla metabolizmu produktami przemian biochemicznych i enzymami, ktore posiadaja
ugrupowanie SH (glutation, enzymy inne niz proteazy). Selektywnos$¢ trudna do
osiagnigcia w przypadku inhibitoréw tak reaktywnych jak chlorometyloketony jest
powaznym ograniczeniem dla ich wykorzystania jako struktur wiodacych przy
opracowywaniu nowych lekow, przede wszystkim ze wzgledu na ich potencjalnie
wysoka toksyczno$¢. Problem ten udalo si¢ czgsciowo rozwiazaé zastepujac atom
chloru w grupie chlorometylowej gorsza grupa odchodzaca — atomem fluoru, co
obnizylo ryzyko niespecyficznego alkilowania grup SH. Zabieg ten dla wszystkich
przebadanych fluorometyloketonow przyczynit si¢ do spadku aktywnosci w reakcji
z glutationem do poziomu 0,2 % wzgledem aktywnosci mierzonej dla odpowiadajacych
im chlorometyloketon6w.”® Tak zmodyfikowane czasteczki pozostawaly wciaz
wystarczajaco aktywne wzgledem proteaz cysteinowych, natomiast proteazy serynowe
hamowaty juz znacznie slabie;.

Omawiajac halometyloketony warto przytoczy¢ rezultaty otrzymane przy
optymalizacji inhibitoréw kaspaz, opartych na strukturze wiodacej 1-naftyloksyacetylo-
Val-Asp-elktrofil.*® Wgrod struktur wyjsciowych znalazly acyloksymetyloketony oraz
fluorometyloketony.®*® W badaniach kinetyki inhibicji kaspaz pochodzacym z tej serii
zwiazkoéw fluorometyloketonem 42 (rysunek 1.6) otrzymano bardzo dobre rezultaty:
kilKi = 129000 M?s? dla kaspazy 1, 207000 M?*s™ dla kaspazy 3, 36842 M™s” dla
kaspazy 6 i 71667 M™s™ dla kaspazy 8. Stosujac ta pochodna jako induktor $mierci i
stanu zapalnego w kilku typach modeli komoérkowych okreslono wartosci stezenia
potowicznego zahamowania aktywnos$ci kaspaz zaangazowanych w te procesy. Dla
komdrek Con A ICso = 3,05 uM, monocytow 0,95 uM, a dla komoérek Jurkat wartosé

ICs0 wyniosta 0,24 upM. Zawierajacy ta sama sekwencje aminokwaséw
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fluorometyloketon 44 scharakteryzowano jako skuteczny nieodwracalny inhibitor o
szerokim spektrum aktywnos$ci wobec kaspaz. Okazal si¢ on efektywny jako $rodek
zapobiegajacy uszkodzeniom watroby bedacym skutkiem procesow, w ktorych

posrednicza przeciwciala anty-Fas, niezaleznie od drogi podania (per os lub dozylnie).*

OH
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Rysunek 1.6: Fluorometyloketony zaprojektowane na podstawie struktury wiodacej 1-naftyloksyacetylo-
Val-Asp-elktrofil jako inhibitory o szerokim spektrum aktywnosci antykaspazowe;.

Rowniez zwiazek 43 0 mniej zaawansowanej strukturze - Cbz-Val-Asp-CH,F -
skutecznie hamowat dziatanie kaspaz 1, 3, 6, 7, 8 19 z 1Cso W zakresie od 5 do 20 nM,
nie wplywajac istotnie na aktywno$¢ katepsyny B, kalpainy I czy czynnika Xa. Uzyty
w badaniach opartych na komorkowych modelach procesow apoptotycznych, np.
procesingu kaspazy-3, czy fragmentacji DNA wykazywal wyzsza aktywnos$¢
w poréwnaniu do analogdéw tri i tetrapeptydowych. Zablokowanie apoptozy
nastgpowato juz przy 0,5 uM stezeniu inhibitora. Nieodwracalny inhibitor kaspaz 43
ujawnia interesujacy profil wlasciwosci zarowno in vitro, jak i in vivo. Okazatl si¢
skuteczng substancja ochronna zapobiegajaca uszkodzeniom komérkowym w trzech
zwierz¢cych modelach apoptozy: towarzyszacej uszkodzeniom watroby, wystepujace]
przy ostrym zawale migsnia sercowego oraz prowadzacej do $mierci komoérek
w indukowanym reperfuzja niedokrwiennym uszkodzeniu mézgu.”' Niestety, takze
w przypadku opisanych wyzej pochodnych o potwierdzonej skutecznosci w blokowaniu
apoptozy w modelach komoérkowych i1 zwierzgcych istnieje powazny problem

toksycznos$ci powstajacego w wyniku ich metabolicznego rozpadu fluorooctanu.
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Zwiazek ten wlaczany jest do cyklu kwasoéw trojkarboksylowych w komoérce zaburzajac

wytwarzanie ATP.%
1.4.8 Ketony diazometylowe

Do postgpu w badaniach nad diazometyloketonami przyczynilo si¢ odkrycie, ze
antybiotyk azaseryna hamuje wzrost komérkowy na skutek alkilowania grupy tiolowej
w amidotransferazie, enzymie zaangazowanym w synteze puryn.’ Badano réwniez
diazometyloketony syntetyczne, ktore byly produktami przejSciowymi w syntezie
chlorometyloketonéw. Nie wykazywaly one zadnej aktywnosci wzgledem proteaz
serynowych.*® Stwarzalo to szanse na otrzymanie inhibitoréw dziatajacych selektywnie
wzgledem proteaz cysteinowych. Dodatkowym atutem tej klasy zwiazkow jest brak
reaktywnosci wobec prostych tioli, takich jak merkaptoetanol czy ditiotreitol. Wiele
sposrod syntetycznych diazometyloketondw okazalo si¢ skutecznymi i specyficznymi
inhibitorami enzyméw z grupy proteaz cysteinowych.®”*® Jeden z proponowanych
mechanizméw inhibicji zaklada, ze w pierwszym etapie nastgpuje atak tiolanu na
karbonylowy atom wegla i utworzenie tetraedrycznego hemitioketalu. Nastgpnie atom
wegla ugrupowania diazometinowego jest protonowany przez atom wodoru
z pierScienia imidazolowego reszty histydyny w etapie okreslajacycm szybko$¢ reakcji.
W koncu, poprzez trojczionowy stan przejsciowy formowany jest tioeterowy produkt
kofcowy z odejéciem czasteczki azotu (schemat 1.8).*° Zgodnie z nomenklatura podana

wyzej jest to przyklad inhibicji samobojczej.**

RZC(OHN O RZC(OHN O S—Cys@
R'  HC=N=N R'  HC=N=N

R?C(O)HN O S—oye R2C(O)HN o @
R H,C—N=N a /

N, R! H,C—S—Cys

Schemat 1.8. Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych diazometyloketonami
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Z punktu widzenia przeznaczenia potencjalnych inhibitoréw warto przyjrze¢ sig
zaleznosci ich aktywnosci od pH $rodowiska reakcji. Chlorometyloketony
w podstawieniu nukleofilowym zdecydowanie lepiej reaguja ze zdeprotonowana grupa
SH, a wiec w pH powyzej 7. Natomiast diazometyloketony, ze wzgledu na etap
protonowania, niezb¢dny do utworzenia niestabilnego kationu diazoniowego, dzialaja
optymalnie w $rodowisku lekko kwasnym.*® Zaburzenie systemu rezonansowego
w ugrupowaniu diazometinowym na skutek tworzenia tetraedrycznego hemitioketalu
dodatkowo utatwia protonowanie.

Brak reaktywnos$ci zwiazkow z omawianej grupy wzgledem prostych tioli
I selektywnos¢ wzgledem jednej grupy proteaz uczynil je cennym narzedziem
W badaniach prowadzonych z wudzialem proteaz cysteinowych w kulturach
komérkowych.>*® Eksperymenty ze znakowanymi radioaktywnie diazometyloketonami
przeprowadzone na réznych tkankach ludzkich potwierdzity, Zze nie wiaza si¢ one
z innymi celami oprécz proteaz tiolowych.*> Mimo to, wielu badaczy wyklucza
stosowanie diazometyloketonow jako lekéw z uwagi na ich labilno$¢ i1 reaktywnos$¢,
ktére moga decydowaé o ich ewentualnej toksycznosci.” Niemniej, udokumentowano
przypadki, ktore pokazuja, ze nie musi to by¢ reguta. Pochodna Z-Leu-Val-Gly-CHN;
hamuje wzrost wielu paciorkowcOw in vitro oraz in vivo. Nawet dziesigciokrotnie
przekroczona dawka terapeutyczna w leczeniu $miertelnej infekcji wywotanej przez
paciorkowce u myszy nie wywoluje efektu toksycznego.®® Te optymistyczne
doniesienia zostaly zweryfikowane na podstawie aktualnych wynikéw badan
toksykologicznych. Stwierdzono, ze peptydowe pochodne =z ugrupowaniem
diazometinowym sa toksyczne dla rozwijajacego si¢ organizmu podczas

embriogenezy.”’
1.4.9 Ketony acyloksymetylowe

Zwiazki z ugrupowaniem acyloksymetylowym pod wzgledem dzialania
przypominaja opisane juz monofluorometyloketony. W tym przypadku objgtosciowa
grupa -OC(O)R, mato reaktywna w warunkach reakcji SN2, decyduje o obnizonej
reaktywnosci potencjalnych ligandow.”® Budowa tych zwiazkéw stwarza duze
mozliwo$ci modelowania specyficznosci, zarbwno na poziomie Sekwencji reszt Pn
rozpoznawanej przez enzym, jak i w obrgbie grupy odchodzacej, funkcjonujacej takze

jako reszta specyficzna wzgledem wneki S1°.%" Na przyklad podstawniki P1°
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Z pierécieniem aromatycznym sa dyskryminowane przez kalpainy.*® Z kolei
przylaczenie podstawnikow polarnych, takich jak ugrupowanie —CF3;, do pier§cienia

benzenowego, ktéry jest konserwatywnym fragmentem reszty P1’ wielu inhibitorow tej

grupy, znacznie zwicksza ich aktywno$¢ wobec katepsyny B in vivo (tabela 1.6).*%

Tabela 1.6: Aktywno$¢ nieodwracalnych acyloksymetylowych inhibitoréow
katepsyn. W tabeli podano takze wartosci pK, grup odchodzacych. Stala k, — stala
szybkosci drugiego rzedu

Nr Wzor inhibitora pK. enzym ky [M"s"]
45 Z-Phe-Ala-CH,-0-CO-(2,6-(CFs),)-Ph 0,58 kat B 1600000
kat L 332000°
kat S 364000°
46 Z-Phe-Ala-CH,-0-CO-(2,5-(CFs),)-Ph 263  katB 38000%
kat L 2400°
kat S 4700°
47 Z-Phe-Ala-CH,-0-CO-(2,6-Me,-4-COOMe)-Ph 2,67 kat L 3600°
kat S 42000°
kat B 610%
48 Z-Phe-Ala-CH,-0-CO-4-NO,-Ph 3,43 .
kat L 44000
kat S 3300°
49 Z-Phe-Ala-CH,-0-CO-(2,4,6-Mes)-Ph 3,45 kat B 14000%
kat L 4200°
kat S 500°
50 Z-Phe-Ala-CH,-0-CO-t-Bu kat B 330°
5,03 .
kat L 7800%
kat S 2700%
51 Z-Phe-Ser(OBzl)-CH,-0-CO-(2,6-(CFs3),)-Ph kat B 26000007
BD" kat L 4290000°
kat S 52000°
kat B 2900000%
52 Z-Phe-Cys(SBzl)-CH2-0-CO-(2,6-(CFs),)-Ph .
BD kat L 10700000
kat S 1550000°

" BD — brak danych

Przyktadem efektywnej optymalizacji sekwencji aminokwasow w celu poprawienia
selektywnosci sa acyloksymetylowe inhibitory enzymu konwertujacego interleuking-1
(tabela 1.7). Sa to pochodne z reszta Asp w pozycji P1.8"'% Cickawostka jest, ze
inhibitor 53 posiadajacy tylko jeden aminokwasowy podstawnik P1 wykazuje

-18-1

relatywnie wysoka aktywnos$¢ 7100 M™s™, podczas gdy jego glutaminianowy analog 56
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w 0go6le nie hamuje enzymu konwertujacego interleuking-1. Brak inhibicji w przypadku
pochodnej 56 pozostaje w zgodzie z potwierdzona eksperymentalnie teza, ze ligandy
muszg zawiera¢ w Strukturze przynajmniej dwie reszty w sekwencji rozpoznawanej
przez enzym, aby inhibitowa¢ endopeptydazy cysteinowe z szybkoscia powyzej 1000

M™s? 8 Natomiast aktywno$¢ inhibitora 53 odbiega od tego schematu.

Tabela 1.7: Aktywno$¢ inhibitorow acyloksymetyloketonowych selektywnych
wzgledem ICE, enzymu konwertujacego interleukine-1, zestawiona z efektem
inhibitorowym wywieranym na katepsyn¢ B oraz porownanie aktywnoSci
ligandow zawierajacych jedna lub wigcej reszt Pn wzgledem ICE

Nr Wz6r inhibitora k; [M's'] ICE k, [M's"| kat B
53 Z-Asp-CH,-0-CO-(2,6-Cl,-Ph) 7100 <10

54  Z-Val-Asp-CH,-O-CO-(2,6-Cl,-Ph) 41000 380

55  Z-Val-Ala-Asp-CH,-0-CO-(2,6-Cl,-Ph) 407000 2250

56 Z-Glu-CH,-O-CO-(2,6-Cl,-Ph) brak inhibicji nie badano

Porownanie struktur adduktow enzym-inhibitor otrzymanych z udzialem
chlorometyloketondw i acyloksymetyloketonéw przy pomocy technik NMR wskazuje
na podobny mechanizm inaktywacji. W obu przypadkach reakcja inhibitora z enzymem
zachodzi prawdopodobnie poprzez tetraedryczny hemitioketal, a jej produktem jest [3-
ketotioeter. Przy czym, o ile te pierwsze nalezy zaliczy¢ do grupy reaktywnych
substancji znakujacych wskutek powinowactwa do enzymu, te drugie, ze wzgledu na
ich ukierunkowana i obnizona reaktywno$¢, uznaje si¢ za ,,quiescent affinity labels”.'%?

Uwaza sig, ze dobry inhibitor, ktory reaguje z enzymem z odejSciem grupy
opuszczajacej, powinien charakteryzowaé si¢ wartoscia statej pK, takiej grupy ponizej
4. Wiele sposrod przebadanych acyloksymetyloketondw nie spetnia tego kryterium, co
thumaczy ich obnizona aktywnos$¢ wzgledem docelowych biatek (tabela 1.6).%

Poniewaz nie ma wyraznych zaleznos$ci migdzy aktywnoscia in vitro i in vivo w tej
klasie zwiazkéw, przy projektowaniu potencjalnych lekéw na ich bazie nalezatoby
zwrdci¢ uwagg na ich dystrybucje w organizmie oraz mozliwe przemiany metaboliczne.
Obiecujaca grupg zwiazkow, ktore opracowywano jako inhibitory kaspaz
Z uwzglednieniem m.in. przenikalno$ci przez blony komérkowe, otrzymano wychodzac
ze struktury 1-naftyloksyacetylo-Val-Asp-elktrofil. W tej grupie znalazly si¢, obok
opisanego w podrozdziale 1.4.7 fluorometyloketonu 42, acyloksymetyloketony 57-62
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(tabela 1.8). Okazaly si¢ one efektywnymi inhibitorami kaspaz, enzymow
uczestniczacych w procesie $mierci komérkowej oraz stanach zapalnych.®

Badano ich aktywnos$¢ w trzech modelach komérkowych osiagajac dobre rezultaty.
Powodem ich skutecznosci sa szczegdlne wihasciwosci grupy odchodzacej. Mozna tu
wymieni¢ wystarczajaca aktywno$¢ przy zachowaniu pewnej selektywnosci
ugrupowania wiazacego katalityczng reszte Cys i lipofilowos$¢, ktora zapewnia dobra
przenikalno$¢ przez blony biologiczne. Obecnos¢ atomu fluoru w podstawnikach
pier§cienia benzenowego dodatkowo poprawia parametr przenikania przez blong

komorkowa.

Tabela 1.8: Aktywnos¢ antykaspazowa inhibitorow opartych na strukturze 1-
naftyloksyacetylo-Val-Asp-elektrofil

OH

y 0 0
O/\"/N\_)J\H R
B

57-62

Nr R Stala szybkosci inhibicji k/Ki [M's"]  Testy komérkowe ICsy [uM]

Kasp 1 Kasp3 Kasp6 Kasp8 ConA monocyty Jurkat

57  0OCO(2,6-Cl,-Ph) 52 109 725222 56883 17010 2,15 11,50 10,61

58 OP(O)(Ph), 142948 350785 39714 59312 3,48 18,42
59 OPh 3630 19152 2399 4258 3800 1117 13,98
60  O(2,4,6-F3-Ph) 20681 114035 5144 9076 2,35 14,87 6,84
61  0O(2,35,6-F4-Ph) 77528 267953 78887 30173 2,17 6,25 4,50
62 0(2,3456-F-Ph) 14675 56615 13576 8040 8,89 3,05

1.4.10 Pochodne kwasu epoksybursztynowego

* silnego

Wyizolowanie w 1978 przez Hanade i wspolpracownikow™
nieodwracalnego inhibitora papainy z ekstraktu kultury Aspergillus japonicus mozna
uzna¢ za poczatek nowego rozdzialu w badaniach nad inhibitorami proteaz
cysteinowych. Wyodrebniona substancje zidentyfikowano jako 1-[[N-(L-3-E-
karboksyoksiran-2-karbonylo)-L-leucylo]-amino]-4-guanidynobutan, E-64 (63, rysunek
1.7).2°* W szeregu badan potwierdzono, Ze reaktywnym fragmentem w czasteczce E-64
odpowiedzialnym za inhibicj¢ proteaz tiolowych jest reszta kwasu E-(S,S)-

6

epoksybursztynowego.'® Okazuje sig, ze pozostale stereoizomery E-64 sa
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zdecydowanie mniej aktywne, co wskazuje na preferowanie przez enzymy ligandow
0 okreslonej budowie stereochemicznej. W przeciwienstwie do wigkszo$ci inhibitorow
izolowanych z mikroorganizmoéw, peptydowe pochodne kwasu epoksybursztynowego
hamuja wylacznie proteazy cysteinowe i w warunkach fizjologicznych nie reaguja
z prostymi tiolami,.'®*'® Mechanizm inhibicji papainy zaproponowany na podstawie
badan z uzyciem spektroskopii NMR uwzglednia atak katalitycznej reszty cysteiny na
atom C-3 pierscienia oksiranowego i w efekcie otwarcie epoksydu z inwersja

konfiguracji na tym atomie (schemat 1.9).'%’

HO\C4O o}
I s E-Cys-S" E-Cys- H
H y Y Cys-S H N\Q\\Rz
W Rz HOOC™
R
R, H  OHY 1

Schemat 1.9: Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych pochodnymi kwasu epoksybursztynowego

Sposob wiazania si¢ analogéw E-64 z proteaza rézni si¢ w zaleznosci od budowy
centrum aktywnego docelowego enzymu. W przypadku papainy reszta Leu 63 (E-64),
64 (E-64c) i 65 (E-64d) oddziatuje z wneka S2, a pierScien epoksydowy otwiera si¢
wskutek ataku reszty Cys na atom C3, co powoduje, ze zwiazany inhibitor ma
orientacje przeciwna do przyjmowanej przez peptydowy substrat.'® Pochodne
epoksybursztynylo-lle-Pro (66, CA-030; 67, CA-074; 68, CA-074Me, rysunek 1.7)
wiaza si¢ z kolei z wnegkami Sn’ katepsyny B. Warunkiem selektywnos$ci inhibitoréw
wzgledem tej proteazy jest wolna grupa karboksylowa C-konicowej reszty proliny. 99
Ma ona wowczas mozliwo§¢ oddziatywania z resztami His110 oraz His111, ktore sa
odpowiedzialne za egzopeptydazowa aktywno$é katepsyny B.1%%*

Derywatyzacja wolnej reszty karboksylowej we fragmencie epoksydowym
prowadzi do upodobnienia obu stron inhibitora, co zwigksza prawdopodobienstwo
ataku nukleofila réwniez na atom C-2 pierécienia.**

Wysoka selektywnos¢ pochodnych 66, 67 i 68 wzgledem katepsyny B sktaniata do
poszukiwan innych pochodnych E-64, ktére wykazywalyby podobna selektywnosé
wzgledem okreslonej katepsyny. Okazalo sig, ze poza zwiazkami, ktorych strukturg
oparto na wzorze epoksyd-lle(Leu)-Pro, pochodne E-64 nie wykazuja preferencji wobec
okreslonej hydrolazy klanu CA. Niemniej, jako zwiazki selektywne wzgledem proteaz

cysteinowych sa cennymi narzedziami w badaniach nad okres§leniem fizjologicznej roli
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réznych enzyméw z tej rodziny.'**™° Z tych samych powodéw w obrebie tej klasy
zwiazkoéw poszukiwano struktur wiodacych dla nowych farmaceutykow.™®™® Wiele

sposrdod nich w procesie opracowywania leku dotarto do etapu préb klinicznych.

NH )\-o o) )\T

: 0
HZNJI\H/\/\/N\"/E\H)L'"“-YJ\OH w/\/N\([)]/\H) WJ\OR

0] (0]
63, E64 64, E64c: R=H
65, E64d: R=Et
13X 9
//I"":.WJ\ : N
(0] N z
Y
(0] (o) O/\ORl

66, CA-030: R=Et, R;=H
67, CA-074: R=NH-n-Pr, R;=H
68, CA-074Me: R=NH-n-Pr, R;=Me

Q L9 o) w9
EtO N
EtO_ N\)J\ S ﬂ/ . N/ﬁ
e} e} Bu k/ N (0] (0] i-Bu N

OMe X

69, NCO700 70, TOP008
OMe

OMe

Rysunek 1.7: Struktury naturalnego, epoksybursztynowego inhibitora E64 oraz zaprojektowanych na jego
podstawie inhibitoréw proteaz cysteinowych

Pochodna 65 stosowana jako prolek 64 w leczeniu dystrofii migSniowej osiagngta
etap 111 fazy badan klinicznych w Japonii.™® W 1992 roku zaniechano dalszych prac po
odkryciu hepatotoksycznych wlasciwosci zwiazku w badaniach na szczurach.'?® Wyniki
testow, w ktorych epoksyd 63 wywotal efekt teratogenny w embriogenezie zarodkow
szczurzych  zadecydowaly o  jego  dyskwalifikacji z  dalszych  badan
farmakologicznych.'*

Modyfikacja inhibitora 67 polegajaca na estryfikacji grupy karboksylowej proliny
zdecydowanie poprawia przenikanie czasteczki przez blony komorkowe. Prowadzi
jednakze do utraty specyficznosci. Zwiazek 68 jest aktywny nie tylko wobec katepsyny
B, ale takze innych katepsyn lizosomalnych, np. katepsyny L. Jako slaby
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i niespecyficzny inhibitor lizosomalnych proteaz cysteinowych, zaréwno in vitro, jak
i in vivo, ma raczej male szanse na wdrozenia farmakologiczne.'??

Interesujace rezultaty osiagnigto projektujac epoksydowe inhibitory zawierajace
pierécien piperazynowy (rysunek 1.7), ktére pierwotnie miaty hamowac katepsyng B
I kalpainy aktywne w roznych schorzeniach ukladu sercowo-naczyniowego, np.
w zawale serca.!’ Okazato sig, ze zarowno 69 (NCO-7000), jak i jego pochodna 70
(TOP-008), sa skutecznymi zwiazkami przeciwnowotworowymi. Wlasciwosci te
wykazano w testach in vitro i in vivo przeprowadzonych na ludzkich nowotworach
prostaty i piersi.

Zwiazek 70 indukowat kaskade kaspaz prowadzaca do apoptozy. Pochodna 69
w testach toksykologicznych prowadzonych na gryzoniach i psach oraz w pierwszej
fazie badan klinicznych z udziatem ludzi okazat si¢ zwiazkiem dobrze tolerowanym,
niewykazujacym wlasciwosci toksycznych.'”® Obecnie jest on w II fazie badan

klinicznych.***

Istnieja jednak przestanki, ze mechanizm dziatania tych pochodnych na
poziomie molekularnym nie polega na inhibicji proteaz cysteinowych.

Proby zsyntezowania nowych inhibitoréw oddziatujacych specyficznie z resztami
Sn i Sn’ katepsyny B doprowadzily do odkrycia skutecznych pochodnych 71-74

(rysunek 1.8).1%7%

)lW)L=

O /\OH

VJ&

71, R = MeO

72, R = (rodamina B)-NH-(CH,)s-NH

73, R = biotyna-NH-(CH,)s-NH

74, R = B-cyklodekstryna-NH-C(O)(CH,)s-NH

Rysunek 1.8: Pochodne epoksydowe zaprojektowane jako zwiazki do badan funkcji katepsyn B wewnatrz
i na zewnatrz komorki

Zwiazek 71 specyficznie wiaze si¢ z fragmentem 46-48 katepsyny B swoja czgscia
Pn, a jego sekwencja po stronie Pn’ jest zgodna z sekwencja znanych substratow
katepsyny B. Katepsyna B jest inaktywowana tym inhibitorem ze stala szybkosci
drugiego rzedu réwna 1520000 M™s™, podczas gdy stata szybkosci inhibicji dla
katepsyny L osiaga warto$¢ 1204 M™s™. Przy okazji omawiania zwiazku 71 warto
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pokaza¢ jeszcze jeden interesujacy aspekt projektowania ligandéw o okreslonych
wlasciwosciach. Jedna z cech struktury 71 po zadokowaniu w czasteczce enzymu jest
eksponowanie N-koncowej reszty Gly na powierzchni proteazy. Dzigki temu mozliwe
jest przylaczanie réznych grup efektorowych do podstawowego szkieletu inhibitora bez
wplywania na aktywnos¢ 1 specyficznos$¢ czasteczki. W taki sposodb, po dotaczeniu na
N-koncu odpowiednio rodaminy i biotyny, otrzymano dwie pochodne (72, 73)
znakujace na skutek powinowactwa do enzymu. Przylaczenie do 71 czasteczki [-
cyklodekstryny prowadzi do struktury 74. Podobnie jak zwiazek 71, pochodna 74 nie
przenika przez blony komérkowe wystarczajaco efektywnie, by w docelowej komorce
spowodowac calkowita inaktywacje lizosomalnej katepsyny B. Jedynymi celami, jakie
osiaga w stezeniu efektywnym, sa czasteczki katepsyny B zwiazane z blona lub
zewnatrzkomorkowe.

Dotaczony fragment cyklodekstrynowy umozliwia tworzenie kompleksow
inkluzyjnych inhibitora i wychwyconej czasteczki. Kompleks z substancja aktywna, np.
cytotoksycznym metotreksatem moze dociera¢ dzigki temu do okreslonych miejsc
ograniczajac pule komoérek uszkadzanych przez lek. Dzigki potaczeniu zwiazku 71
z heptapeptydem penetratyny otrzymano inhibitor 0 znacznie poprawionej
przenikalno$ci przez btony przy w pelni zachowanej aktywnosci czasteczki (tabela 1.9,
75). W odr6znieniu od opisanych pochodnych kwasu epoksybursztynowego 65, czy 68,
ktore jako proleki wymagaly wewnatrzkomorkowej aktywacji poprzez hydrolize
estrowej grupy ochronnej, zwiazek zawierajacy w strukturze heptapeptyd penetratyny
z duza skutecznoscia przenikat przez blony komérek MCF-7 jako aktywny inhibitor.
Wszystkie opisane pochodne tworza kompleksowy ,,zestaw narzedzi” do badan funkcji
komorkowych i pozakomérkowych izoform katepsyny B.

Tabela 1.9: Stale szybkosci drugiego rzedu inhibicji katepsyn B i L
sfunkcjonalizowanymi peptydowymi pochodnymi epoksybursztynianowymi

Nr Katepsyna B Katepsyna L

[M's™] M's™]
71 1520000 1,204
72 1530000 323
73 1726000 256
74 1050000 393
75" 6100000 3590

75"~ pochodna z dolaczonym heptapetydem penetratyny
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Dzigki swojej stabilno$ci, wysokiej aktywno$ci i zazwyczaj dobrej przenikalnosci
do komérek opisane inhibitory z reszta epoksybursztynianu okazaly si¢ bardzo
uzyteczne w badaniach in vitro oraz in vivo z udzialem peptydaz klanu CA.
Potwierdzono ich skuteczno$¢ w redukowaniu objawow chorobowych w zwierzecych
modelach wielu schorzen kojarzonych z aktywnoscia tych biatek, w tym dystrofii
mig$niowej, niedokrwiennym uszkodzeniu neuronow, zakazeniu Leishmania major,
osteoporozie i nowotworach.*?®

Najlepiej przebadane pochodne E-64 wykazywaly raczej umiarkowana lub niska
aktywno$¢ wzgledem proteaz z klanu CD. Dlatego, chcac wykorzysta¢ wymienione
walory pochodnych epoksybursztynianu, podjeto proby zaprojektowania ligandow
epoksydowych, ktore zapemityby luke w grupie potencjalnych lekéw dzialajacych
poprzez inhibicj¢ innych niz kalpainy czy katepsyny enzymoéw uczestniczacych
W procesach zapalnych oraz $mierci komoérkowej. W 2004 roku ukazata si¢ praca
dotyczaca azaepoksydowych inhibitorow kaspaz o wzorze ogdlnym jak na rysunku
1.9.1%8

COOH COOH
o) o) (
ZJ\ NHR ZJ\ _N o)
R N \ R N E-S
H H
o)
es A
R3
Substrat 76-83
R? R’
76 PhCH,CH,C(0O)-Val-Ala  C(O)NHCH,Ph
77 PhPr-Val-Ala CO-Phe-NH,
78 Chz-Asp-Glu-Val COOEt
79 Chz-Asp-Glu-Val COOCH,Ph
80 Chz-Asp-Glu-Val COOEt
81 Chz-Asp-Glu-Val CONHCH,CH,Ph
82 Cbz-lle-Glu-Thr COOCH,Ph
83 Cbz-lle-Glu-Thr COOCH,Ph

Rysunek 1.9: Azaepoksydowe inhibitory kaspaz o sekwencji reszt w czesci peptydowej (R?)
zaprojektowanej w oparciu o strukturg preferowanych substratow oraz postulowany mechanizm inhibicji

Opisano w niej nowa klas¢ zwiazkdéw, ktoére uzupetniaja krotka dotychczas liste
skutecznych, nieodwracalnych inhibitorow kaspaz. Znalazly si¢ one na niej obok
halometyloketondw, acyloksymetyloketondw oraz diazometyloketonéw. Ich otrzymanie

znacznie zwigksza mozliwosci badania fizjologicznej roli kaspaz z wuzyciem
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znakowanych sond dzialajacych w oparciu o mechanizm inhibicji. Powszechnie
stosowane dotychczas do tego celu halometyloketony cechuje ograniczona
selektywno$¢. Nawet zwiazki projektowane jako inhibitory kaspaz wykazuja aktywnos¢
wobec katepsyn, papainy i leguminazy. Ze wzgledu na wysoka reaktywnos¢ sprawdzaja
si¢ one raczej jako sondy znakujace przy wstgpnym modelowaniu wngk wiazacych
enzymoOw. Natomiast nie nadaja si¢ do precyzyjnego okreslania funkcji wybranej
kaspazy, co prawie calkowicie wyklucza rowniez ich uzycie w terapii bazujacej na
selektywnej inaktywacji jednej z nich. Ogoélnie niewielka liczba przebadanych
zwiazkow, ktorych przydatno$¢ w badaniach nad funkcja proteaz tak waznych jak
kaspazy nie budzi zastrzezen, dobitnie przemawia za koniecznos$cia poszukiwania
nowych pochodnych o odpowiedniej charakterystyce. W $wietle aktualnych doniesien
aza-epoksydy uznaje si¢ za bardzo obiecujaca klasg inhibitoréw, wsrdd ktorych mozna
poszukiwa¢ zwiazkéw wiodacych dla nowych lekow.

Struktura azaepoksydowych pochodnych peptydow (rysunek 1.9) nasladuje budowa
substraty, a doktadniej odpowiada ich czgsci od N-konca w kierunku hydrolizowanego
wigzania. Podczas wigzania z enzymem reaktywny elektrofilowy fragment czasteczki
alkiluje katalityczna resztg¢ cysteiny, podobnie jak dzieje si¢ to w przypadku innych
kowalencyjnych inhibitorow proteaz cysteinowych. W zaleznosci od budowy C-konca,
mozliwe sa rézne jego modyfikacje pozwalajace na optymalizacj¢ oddziatywan liganda
z wnegkami S’ enzymu. Sekwencje rdzeni peptydowych dla nowych inhibitoréw
zdefiniowano w badaniach wstepnych z uzyciem odpowiednich wzorcowych
substratow. Wspolna ich cecha jest reszta Asp w pozycji P1. Stale inhibicji k, kaspaz 2,
3, 6 1 8 tymi zwiazkami osiagaty wartosci do 1,9 x 10° M™s™. Najbardziej optymalne
okazaly si¢ sekwencja Val-Ala-aza-Asp dla kaspazy 1, Asp-Glu-Val-aza-Asp dla
kaspazy 3, lle-Glu-Thr-aza-Asp dla kaspazy 6 i Leu-Glu-Thr-aza-Asp dla kaspzay 8.
W celu zbadania specyficznosci wnek S’ oraz mozliwosci wptywania na selektywnosé
czasteczek poprzez zmiany w obrgbie czgSci P’ inhibitorow, fragment epoksydowy
zwiazkéw modyfikowano resztami alkilowymi, arylowymi, estrowymi i amidowymi
(rysunek 1.9, podstawnik R®). Ocenie poddano ogélna skuteczno$é otrzymanych
pochodnych, ich selektywnos$¢ w zaleznosci od sekwencji aminokwasow oraz budowy
podstawnika R®, a takze stabilno$¢ w warunkach testu i niespecyficzna aktywno$é
wzgledem innych proteaz klanu CD.

Najlepszym inhibitorem kaspazy 1 okazatl si¢ zwiazek 76 (tabela 1.10).
Charakterystycznym elementem jego budowy jest podstawnik P4 (reszta kwasu
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fenylopropionowego), ktory korzystnie oddzialuje z wneka S4. Jest to ogdlna tendencja
wsérod analogicznych inhibitoréw wskazujaca na hydrofobowy charakter tej kieszeni
wiazace]. Najwigksza selektywnos$¢ wzgledem kaspazy 1 przy zachowanej wysokiej
aktywnosci wykazywata pochodna 77 bedac od kilkudziesieciu do kilkuset razy
bardziej aktywna wzgledem kaspazy-1 niz wobec kaspaz 3, 6 i 8 (odpowiednio 50, 500
i 80 razy). Podobna selektywno$¢, jednak przy zdecydowanie mniejszej aktywnosci
wykazywaty wszystkie zwiazki z badanej serii z reszta aminokwasowa w pozycji P1°.
Reaktywnos$¢ pochodnych zaprojektowanych dla kaspazy 1 w zaleznosci od struktury
podstawnika R® maleje w szeregu CONHCH,Ph > COOCH,CH,Ph > COOCH,Ph >
CO-Phe-NH; > COOEt > CO-Leu-NH; > CONHCH,CH,Ph > CO-Ala-NHCH,Ph >
CONHCH,CH(OH)Ph > CO-Tyr-NH; > CH,CH,Ph. Zauwazono, ze dla pochodnych
z amidowymi podstawnikami R® istnieja wyrazne réznice w reaktywnosci wobec
kaspazy 1. Natomiast nie rejestruje si¢ zrdznicowanej aktywnosci tych zwiazkow
wzgledem pozostatych kaspaz. Niektore czasteczki z fragmentem amidowym w czgsci
P’ wykazuja wysoka aktywnos$¢ wzgledem kaspazy 1, ale takze nie do pominigcia jest
ich potencjat inhibitorowy wzgledem kaspazy 8. Z kolei ligandy z ugrupowaniem

estrowym w tej czesci hamuja przede wszystkim kaspaze 1.

Tabela 1.10: Aktywnos$¢ azaepoksydowych pochodnych peptydow wzgledem
wybranych kaspaz; (Pierscien oksiranowy pochodnych 76-82 ma konfiguracje S,S,
a w pochodnej 83 R,R)

Nr  Stala szybkosci inhibicji ki/K; [M's”]

Kasp 1 Kasp 3 Kasp6 Kasp 8
76 65900 1610 155 9360
77 32700 625 65 390
78 11800 1070000 5440 95 500
79 54700 1910000 12700 188000
80 58500 50 500 4180 195 000
81 41100 27 300 3130 72 700
82 45800 9500 86200 58500
83 13000 3110 45400 4560

Wyniki zebrane w tabeli 1.10 wskazuja na zwiazek 79 jako najskuteczniejszy
azaepoksyd inhibitujacy kaspaze 3. W czeséci peptydowej zawiera on cztery reszty
aminokwasowe. Proby skracania tej sekwencji w celu usprawnienia procesu
przygotowania ligandow do optymalizacji fragmentu P’ znacznie obnizato aktywnos¢
czasteczek wzgledem kaspazy 3, a jednocze$nie powodowalo jej wzrost wzgledem

kaspazy 1 i 8 (80 i 81). Wskazywalo to na istotng rolg reszty P4 (Asp) w ksztaltowaniu
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selektywnosci ligandow tej hydrolazy. Generalnie, silnie wiazane inhibitory kaspazy 3
wykazywaty rowniez pewna aktywnos$¢ wzgledem kaspaz 1 i 8, ale pozostawaty
znacznie mniej aktywne wobec kaspazy 6. Preferowany podstawnik P4 ligandow
omawiane]j kaspazy powinien posiada¢ niezerowy ladunek, podczas gdy w przypadku
kaspazy 8 wymagana jest obojgtna, rozgaleziona reszta alifatyczna. Porzadek
reaktywnosci azaepoksydowych inhibitorow kaspazy 3 w zalezno$ci od rodzaju
podstawnika R® ksztaltuje si¢ nastepujaco COOCH,Ph > CONHCH,Ph > COOEt > CO-
Ph-NH,. Zmiana reszty alkoholowej podstawnika estrowego R® z etylowej (78) na
benzylowa (79) wywoluje prawie dwukrotny wzrost aktywnosci. Ta modyfikacja
poprawia parametry kinetyczne inhibicji wszystkich testowanych enzyméw, a wigc nie
przyczynia si¢ do wzrostu selektywnosci.

Porownano skutecznos$¢ 79 oraz chlorometyloketonu o tej samej sekwencji reszt
aminokwasowych. W obu przypadkach osiaga si¢ warto$é kp rzedu 10° M?s™, przy
czym selektywno$¢ pochodnej azaepoksydowe;j jest znacznie wyzsza.

Najszybszy spadek aktywnosci kaspazy 6 wywotuje wiazanie zwiazku 82. Jest on
jednak nieselektywnym inhibitorem, ktory inaktywuje rowniez kaspaze 1 i 8. Poprawe
selektywnosci uzyskano w przypadku enancjomeru 83. Inaktywuje on kaspaze 6
dziesigciokrotnie szybciej niz kaspaz¢ 8 i ponad trzykrotnie szybciej niz kaspazg 1.
Porzadek w szeregu reaktywnos$ci inhibitorow kaspazy 6 w zaleznosci od budowy
podstawnika R® odpowiada kolejnosci w szeregu inhibitoréw kaspazy 3: COOCH,Ph >
CONHCH3Ph > COOEt > CO-Ala-NH-CHPh.

Najskuteczniejszym inhibitorem kaspazy 8 byt zwiazek 80 zaprojektowany
pierwotnie jako inhibitor kaspazy 3. Byt on rowniez aktywny wzgledem kaspazy 1.
Stata szybkosci k, miata w tym przypadku wartos¢ odpowiadajaca wartos$ci otrzymane;j
dla zwiazku zaprojektowanego na bazie sekwencji rozpoznawanej przez kaspaze 1.
Zaskakujaca byla obserwacja, ze najefektywniejszymi inhibitorami kaspazy 8 sa
pochodne oparte na sekwencji aminokwaséw preferowanej przez kaspazg 3 (Asp-Glu-
Val-Asp): k. od 73000 do 195 000 Ms™, a nie inhibitory o przewidywanej optymalnej
sekwencji Leu-Glu-Thr-Asp (k; = 35000-75000 M™s™). Z kolei zwiazki zbudowane na
szkielecie aminokwasowym rozpoznawanym przez kaspazy 6 i 8 0 wysokiej
aktywnos$ci wzgledem tych enzyméw, sa reaktywne wzgledem kaspazy 1, podczas gdy
kaspaze 3 inaktywuja znacznie stabiej. Szereg reaktywnos$ci ustalony w oparciu o
wyniki inhibicji dla pochodnych z réznymi podstawnikami R® jest nastgpujacy:
COOCHPh > COOEt > CONHCH,CH,Ph > CO-Ala-NH-CH_Ph.
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Opisujac nowe azapeptydowe pochodne eposkybursztynianu nalezy podkresli¢, ze
okazaly si¢ one wysoce selektywne wzgledem kaspaz i nie wykazywaly znaczacej
aktywnos$ci wzgledem innych hydrolaz z klanu CD, ani tez nie hamowaly proteaz
z klanu CA, czy serynowych. Dodatkowo cechuje je wysoka stabilno$¢ w roztworach
uzywanych do pomiaroéw kinetycznych (ti,, kilka godzin), a takze w okresie dluzszego
przechowywania w obnizonej temperaturze w postaci zat¢zonej. Tak obiecujacy profil
omawianej grupy inhibitorow zachgca do dalszych prac nad przystosowaniem
otrzymanych zwiazkéw do badan fizjologicznych. Przede wszystkim nalezy
zredukowaé peptydowy charakter czgsci Pn ligandow, a takze zastapi¢ ugrupowanie
karboksylowe fragmentu epoksybursztynowego dogodniejszym izosterem w celu
poprawienia parametru przenikania przez blony biologiczne oraz zmniejszeniu ryzyka

degradacji przez proteazy.

1.4.11 Pochodne nienasycone - akceptory typu Michael’a

Jedna ze znanych metod otrzymywania epoksydow jest utlenienie odpowiedniej
pochodnej z ugrupowaniem C=C. Nienasycone prekursory oksiranéw, podobnie jak
produkty ich regioselektywnego utlenienia sa podatne na atak nukleofilowy.'® Z tego
wzgledu mozna je wykorzysta¢ jako inhibitory proteaz cysteinowych. Wstgpne badania
nad ta klasa zwiazkow objety analogi 64, w ktdrych reszta kwasu epoksybursztynowego
zostala zastapiona reszta kwasu fumarowego 84 (np. DC-11, tabela 1.11).
Porownywano szybkosci reakcji par czasteczek: fumaranu i epoksybursztynianu oraz 64
I 84 z cysteing. Wykazano podobng reaktywnos$¢ formy utlenionej i nienasyconej z
pierwszej pary, natomiast zwigzek DC-11 wiazatl si¢ 100 razy wolniej od swojego
eposydowego analogu. W odniesieniu do N-etylomaleimidu - klasycznego inhibitora
proteaz cysteinowych — DC-11 wykazywal wyzsza aktywnos$¢. Podobne wyniki
uzyskano dla nienasyconych analogéw substratéw papainy i katepsyny C.**%*3

Postulowany mechanizm inhibicji z udzialem omawianych pochodnych mozna byto
okresli¢ miedzy innymi dzigki obserwacji, ze aktywne sa tylko te zwiazki, ktore
w sasiedztwie wiazania C=C maja grup¢ elektronoakceptorowa. Sugerowalo to, ze
alkilowanie katalitycznej reszty cysteiny zachodzi zgodnie z mechanizmem addycji
nukleofilowej. Wigkszos¢ z najwczes$niej badanych inhibitorow wykazywata wysokie
powinowactwo do docelowych enzymoéw (K; = 26-220 uM), ale byta mato aktywna ze

wzgledu na bardzo wolny przebieg alkilowania (ki = 0,0018-0,015 s™). Znacznie
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bardziej obiecujace wyniki uzyskano z udzialem winylosulfonowych pochodnych
eptydow,¥*13* dla ktorych stata szybkosci drugiego rzedu osiagata wartosci rzedu 10°
pepty

M1s?,

Tabela 1.11: Aktywno$¢ wybranych akceptorow Michael’a wobec proteaz klanu

CA
H)\E Q Inhibitor enzym Kk, [M's™]
YVN\"/\HJ\MH/ 64 (L,D) Papaina 32500°
o OH 64 (L,D) Katepsyna B 3790
o) 64 (D,L) Papaina 38000
84, DC11 64 (D,L) Katepsyna B 6900
84 Katepsyna B 6251
84 Katepsyna H 111%
84 Katepsyna L 2 272'%®
85 Fum-Phe-OBzI Papaina 0,5°
86  Fum-lle-NH-nBu Papaina 47°
87  Fum-lle-Pro-OBz Papaina 80’
88 N-etylomaleimid Papaina 6322127

88 N-etylomaleimid Katepsyna B 1'%

89 Mu-Phe-hPhe-VsPh™?  Katepsyna B 16 400
89 Mu-Phe-hPhe-VsPh'™?  Katepsyna L 224 000
89 Mu-Phe-hPhe-VsPh™?  KatepsynaS 7 700 000

Mu = morfolinomocznik; hPhe = homofenyloalanina; VsPh = (winylo-
sulfonylo)-benzen -CH=CHSO:Phe

Mozliwo$¢ wykorzystania inhibitorow z wigzaniem C=C w farmakologii zostata
potwierdzona w badaniach nad proteaza HRV-3C™"°. Wystepuje ona we wszystkich
serotypach rinowirusoOw nalezacych do rodziny patogennych pikornawirusow. Uwaza
si¢, ze sa one przyczyna ponad 50 % réznych postaci schorzen uktadu oddechowego
U ludzi, popularnie nazywanych przeziqbieniami.l35 Enzym ten petni kluczowa rolg
W cyklu rozwojowym wirusa. Jest biatkiem wiazacym RNA odpowiedzialnym migdzy
innymi za jego replikacjg. Uczestniczy takze w procesie dojrzewania pozostatych biatek
kodowanych przez wirusa.’® Reagenty alkilujace, typu akceptorow Michael’a,
opracowane na podstawie struktury substratu proteazy HRV-3C™° (90, rysunek 1.10),
badano jako potencjalne leki antywirusowe w terapii choréob wywotywanych przez
rinowirusy. Zwiazkiem, ktory dotart do fazy zaawansowanych prob klinicznych jest

ruprintriwir (92). Jego podawanie wyraznie zmniejszalo objawy zakazenia rinowirusami
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sztucznie wywolywanego u pacjentow poddanych badaniom. W wyniku jego
stosowania zdecydowanie zmniejszata si¢ ilos¢ wydzieliny z nosa oraz liczebnos¢
obecnych w niej wiruséw. Obecnie ruprintriwir jest w fazie I1/I11 prob Klinicznych, w

, . P ;o . . 11
ktérych ocenia sig jego skutecznos¢ w formie spreju do nosa.

O"

HO

920

Os_NH,
P H 7 E\ i \)‘\ /(E)
)J\ N\)k Z CO,Et ‘@)}\ N CO;R

Oé o—N

91 92

F

Rysunek 1.10: Struktury przedstawiajace wyniki réznych etapoéw badaf nad otrzymaniem inhibitorow
HRV14-3C™R°; Pokazano zwiazek wyjsciowy 90 — znany substrat docelowego enzymu, opracowana
strukture wiodaca 91 i zoptymalizowana czasteczke ruprintriwiru 92 (R = -H lub -Et). Hydroliza
ugrupowania estrowego zachodzaca w warunkach fizjologicznych obniza aktywno$¢ inhibitora 400 razy.

Istnieja przestanki, z ktorych wynika, ze najlepszy efekt terapeutyczny w leczeniu
infekcji wywotywanych przez rinowirusy mozna osiagna¢ stosujac inhibitory HRV-
C3™° o dobrej biodostepnosci przy podaniu per 0s. Zwiazki z grupy ruprintriwiru,
zawierajace w strukturze reszt¢ o,f-nienasyconego estru, okazaty si¢ niestabilne
W surowicy laboratoryjnych gryzoni. Wykluczylo to mozliwos¢ wykorzystania
szczuro6w 1 myszy jako modelowych zwierzat w badaniu biodostgpnosci pochodnych
ruprintriwiru. Pewne dane farmakokinetyczne udalo si¢ zgromadzi¢ w badaniach
z wykorzystaniem pséw Otrzymane wyniki dyskwalifikowaty badane zwiazki jako
sktadniki czynne preparatow doustnych. Wsrdéd przyczyn niskiej skutecznosci
pochodnych ruprintriwiru przyjmowanych droga pokarmowa wymienia si¢ ich
peptydowy charakter oraz obecno$¢ w ich strukturze ugrupowania estrowego podatnego

na hydrolizg.
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W celu otrzymania stabilniejszych zwiazkéw hamujacych HRV-3CT*° o lepszej
biodostgpnosci wykorzystano metody modelowania molekularnego. W rezultacie
otrzymano nowa klas¢ peptydomimetykow (93-96, rysunek 1.11), w Kktorych
podstawnik P3 zastapiono reszta 2-pirydynonu. Zsyntezowane pochodne 93 i 94
okazaly si¢ aktywniejsze od ruprintriwiru, ale tylko zwiazek 94, w ktorym C-koncowa
grupe  karboksylowa  zestryfikowano alkoholem izopropylowym, posiadat
satysfakcjonujacy profil farmakokinetyczny (tabela 1.12). Modyfikacje w obrebie
tancucha bocznego reszty P2 (pochodne 95 i 96) przyczynily si¢ do minimalnego
spadku aktywnosci w stosunku do ruprintriwiru, ale zdecydowanie poprawily

biodostgpnos¢ oraz stabilno$¢ inhibitordw in vivo.

o
NH o
NH
o} N o}
L PO &
N - N CO,R N
/] H :H 2 Vi N \)‘\N A co,kt
o—N o = | H :H
o—N O R
F
93, R = Et E 95, R = propargyl
94,R =i-Pr 96, R = Et

Rysunek 1.11: Pochodne ruprintriwiru z reszta 2-pirydynonu w pozycji P3 jako izosterem wigzania
peptydowego.

Tabela 1.12: Wyniki badania aktywnos$ci oraz profilu farmakokinetycznego
pochodnych ruprintriwiru z reszta 2-pirydynonu w pozycji P3 in vivo.

Degradacja w
mikrosomach watroby Biodostepnosé, T, w surowicy

Nr  ECs [uM] ludzkiej F [%] ludzkiej G [eM]
po 30 min

92 0,013 T 8 BD BD

93 0,001 80 NO 1,4h NO

94 0,003 50 48,, 1, 9,7h bNm

95 0,058 BD BD BD 0,248,, 0,057,

96 0,047 BD BD BD 0,682, 0,896,

NO, nie oznaczano, T, catkowita; p, badania na psach; m, badania na matpach; C;, stezenie w surowicy
uzytych w badaniu zwierzat po 7 godzinach od podania

Opisane w poprzednim podrozdziale ,,azaepoksydy” zaprojektowane jako inhibitory
kaspaz byly otrzymane poprzez sprzgganie peptydu o preferowanej przez docelowy
enzym sekwencji aminokwasow z przygotowanym wczesniej fragmentem

zawierajacym reszte epoksybursztynianu. Kierujac si¢ takimi samymi przestankami,
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jakie stanowily punkt wyjécia dla badan nad ,,azaepoksydami”, grupa J. Powers’a™’

opracowala analogiczna metodg syntezy zwiazkéw zawierajacych w strukturze resztg
kwasu fumarowego (rysunek 1.12). Zakladano, ze powinny one wykazywac
reaktywno$¢ zblizona do ich utlenionych analogow i1 wzbogaci¢ pulg znanych
selektywnych inhibitorow kaspaz. Opracowujac ich strukturg oparto si¢ na wstgpnych
wynikach badan z zastosowaniem znakowanych substratdbw, w ktorych ustalono
sekwencje peptydow preferowanych przez kazda z kaspaz. Konserwatywnym
fragmentem czasteczek byla reszta azaaspartylowa w pozycji P1, ktéra sprzegano z
reszta kwasu fumarowego odpowiednio zmodyfikowana poprzez przylaczenie
podstawnika R® (tabela 1.13). Podstawnik R® pemi taka sama role, jak w przypadku
opisanych wyzej ,azaepoksydow” - decyduje o selektywnosci liganda dzigki
specyficznym oddzialywaniom z wneka S1° docelowego enzymu. Konstrukcja tych
inhibitorbw pozwala na ich latwa rozbudowe po stroniec P’, co gwarantuje duza
elastycznos$¢ w badaniach nad okresleniem charakteru wngk Sn’ badanych proteaz.

W celu zweryfikowania przydatno$ci otrzymanych zwiazkéw 97-110 w badaniach
nad fizjologiczna rola kaspaz oceniano ich aktywnos¢, selektywno§¢ w zaleznosci od
sekwencji i rodzaju reszt peptydowego rdzenia oraz budowy podstawnika R?. Badano
takze ich stabilno$¢ w roztworze w warunkach przechowywania oraz pomiaréw
kinetyki inhibicji i wreszcie niespecyficzng aktywnos$¢ wzgledem innych proteaz klanu
CD oraz CA. W badaniach z udzialem kaspazy 2 ujawniono, ze w odréznieniu od
pozostalych kaspaz wykazuje ona szczegblne wymagania dotyczace reszty PS5
ligandow. Preferowana sekwencja jest Val-Asp-Val-Ala-Asp. Poniewaz badane zwiazki
zawieraty krotszy fragment peptydowy o ich skutecznosci zadecydowala wzglednie
komplementarna do miejsca wiazacego sekwencja charakterystyczna dla substratow
kaspazy 3 - AspGluValAsp, chociaz wyznaczone dla wigkszo$ci badanych pochodnych
state ko oscylowaty kolo wartosci rzedu tylko 10° M™s™. Najskuteczniejsze byly
zwiazki 99 i 100 ze stalymi k, rzedu 10* i 10° (tabela 1.13). Sa one izomerami
geometrycznymi. Ciekawe jest, ze izomer Z byl aktywniejszy tylko wzgledem
kaspazy 2. Pozostale kaspazy byly skuteczniej hamowane przez izomer E. Wplyw
podstawnika R? na aktywno$¢ czasteczek ilustruje szereg: COOEt (Z) > COOEt (E) >
CON(CH3)CHsPh > CON(CH3-1-naftoil), > CON(CH3)CH,CH,Ph > COPh >
CONHCH3-4-F-Ph > CONHCH,CH,Ph > CON(CH.Ph),. Wynika z niego, ze
najlepszymi podstawnikami w resztach P’ ligandow Kkaspazy 2 sa estry i
dwupodstawione amidy.
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Zwiazek 103 okazal si¢ najskuteczniejszym inhibitorem kaspazy 3 i kaspazy 7.

Poroéwnanie struktur przebadanych zwiazkow sugeruje, ze zadecydowala o tym

obecno$é w pozycji P1’ duzego aromatycznego podstawnika. Taki podstawnik R?

zawieraty najbardziej aktywne inhibitory kaspazy 3 i 7 z peptydowym rdzeniem Asp-

Glu-Val-Asp. Skrocenie o jedng reszte tancucha peptydowego do Glu-Val-Asp znacznie

obniza szybko$¢ wiazania ligandow. Aktywne okazaly si¢ réwniez pochodne

zawierajace na C-koficu (podstawnik R?) monopodstawiony amid, na przyklad 101.

Otrzymane akceptory Michael’a sa aktywniejsze od znanego chlorometyloketonu Cbz-

Asp-Glu-Val-Asp-CH,CI (ko/K; = 10° M™s™), a przy tym znacznie bardziej selektywne.

Tabela 1.13: Inaktywacja kaspaz azapeptydowymi pochodnymi kwasu
fumarowego
COOH
R! R’ RL _N_ __O
97  Cbz- Glu-Val COOEt N
98 Chz-Asp-Glu-Val COPh AN
99 Chz-Asp-Glu-Val COOEt(2) )
100  Cbz-Asp-Glu-Val COOEL(E) R
101  Cbz-Asp-Glu-Val CONHCH;-4-F-Ph 97-110
102 Chz-Asp-Glu-Val CON(CH_Ph),
103  Cbhz-Asp-Glu-Val CON(CHg,-1-naftoil),
104 Cbz-Val-Glu-Val COOEt
105 Cbz-lle-Glu-Thr CONHPh
106  Cbz-lle-Glu-Thr CON(CH;)CH,Ph
107 Cbz-lle-Glu-Thr CON(CHj3)CH,CH,Ph
108 Cbz-Leu-Glu-Thr COOEt
109 Cbz-Leu-Glu-Thr CON(CHj3)CH,Ph
110 Cbz-Leu-Glu-Thr CON(CHj3)CHy-1-naftoil
Nr Stala szybkosci inhibicji ky/K; [M"s]
Kasp 2 Kasp 3 Kasp6 Kasp7 Kasp8 Kasp 9 Kasp 10
97 90 38 600 3540 52400 244 000 32 900 8 940
98 165 122 000 1800 10 800 9720 BD 930
99 26200 1060000 11000 139000 181000 BD 13 500
100 2640 2130000 35575 239000 272960 BD 49 900
101 130 2100000 4400 329000 85100 900 37 700
102 110 3100000 5100 359000 8 600 450 6 300
103 410 5620000 29700 875000 9 640 150 32 500
104 115 41 200 83 600 3 650 175 800 340 6 600
105 365 7030 99 200 920 245000 940 9210
106 95 6 000 45900 390 59 700 845 8 500
107 38 5480 BD 1020 60 500 760 8770
108 NI 5560 18 700 NI 237 000 37 NI
109 140 6 000 10 800 520 169 000 4 320 8430
110 290 11 200 21 700 1100 179 000 5030 13 600

Duzym problemem okazalo si¢ osiagnigcie selektywnosci inhibitorow kaspaz 6 i 8,

glownie ze wzgledu na podobienstwo ich wymagan substratowych. Najbardziej
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skuteczny inhibitor kaspazy 6 (105) jest ponad dwukrotnie aktywniejszy wzgledem
kaspazy 8. Wigkszo$¢ otrzymanych akceptoréw Michael’a o sekwencjach
preferowanych przez kaspaze 8 okazalo si¢ stosunkowo mato selektywnych, niezaleznie
od podstawnika R? (106, 107). Rowniez inhibitor 104 zaprojektowany dla kaspazy 6
hamowat skutecznie nie tylko kaspaze 8, ale i 3.

Warta odnotowania jest obserwacja, ze w omawianej serii zwiazki z niewielkimi
podstawnikami R?, np. 108, najskuteczniej inaktywowaly kaspaze 8. W przypadku tego
enzymu, kaspazy 9, a w pewnym stopniu takze 10 i 6 skuteczny okazat si¢ trojpeptyd
97, dyskryminowany przez pozostale docelowe hydrolazy. Ciekawostka jest, ze jego
tetrapeptydowy analog hamowat kaspaze 9 tylko w niewielkim stopniu. Otrzymane
wyniki inhibicji zwiazkiem 97 pozwalaja na pewne uogolnienie. Kaspazy 6, 8, 9 i 10
stanowia podzbior o mniej zdefiniowanych preferencjach dotyczacych reszty P4
w poréwnaniu do kaspaz 2, 3 i1 7. Niemniej, obecno$¢ co najmniej trzech reszt
aminokwasowych jest warunkiem koniecznym dla skutecznego oddziatywania liganda
zenzymem, co wykazano osiagajac bardzo niskie szybkosci inaktywacji kaspaz
analogami dipeptydowymi.

W podsumowaniu wynikow badan nad selektywnoscia zwiazkow wymienionych
wtabeli 1.13 potwierdzono korelacj¢ migdzy wyzsza aktywno$cia wzgledem
docelowego enzymu i obecnos$cia w ich strukturze preferowanej przez kaspaze
sekwencji aminokwasoéw. Odchylenia od tej reguly zarejestrowano w przypadku kaspaz
8, 9 1 10, ktore byly skutecznie inhibitowane przez zwiazki o sekwencji innej niz
wynikajaca z ich naturalnych wymagan substratowych. Warto zauwazy¢, ze najbardziej
selektywne inhibitory, chociaz charakteryzowaly si¢ raczej wysoka aktywnos$cia, nie
byty najbardziej aktywne w swojej grupie. W przypadku kaspazy 3 byt to zwiazek 102.
Najbardziej selektywnym inhibitorem kaspazy 8 byla pochodna 108 (tabela 1.13).
Problem osiagnigcia selektywnos$ci poprzez manipulowanie sekwencja aminokwasoéw
wynikajacy z podobnego zachowaniem kaspaz 3 1 7 oraz 8 i 10 wymaga dalszych badan
nad mozliwoscia jej ksztaltowania poprzez podstawnik RZ  Aktywnosé
zaprojektowanych pochodnych 97-110 nie obejmowala natomiast proteaz z klanu CA
oraz innych proteaz z klanu CD.

Stabilno$¢ omawianych akceptoréw Michael’a w duzej mierze zalezata od
podstawnika R%. W testach z prostymi tiolami, takimi jak ditiotreitol, prowadzonych
w buforze do oznaczania resztkowej aktywnosci kaspaz, polowkowy czas zycia

inhibitorow wynosit kilka minut dla pochodnych estrowych, kilkadziesiat dla
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podstawionych amidéw i kilkanascie godzin dla zwiazkow z alkilowym podstawnikiem
R?.

Poniewaz atak nukleofila nastgpuje na atom C2 ugrupowania C=C opisywanych
zwiazkow, do pewnego stopnia moga by¢ tolerowane modyfikacje atomu wegla C-3
tego fragmentu, co poszerza zakres mozliwo$ci wplywania na ich selektywnosc.

Podsumowujac, opisane azapeptydowe akceptory Michael’a stanowia bardzo
obiecujaca klase¢ inhibitoréw o potencjalnych zastosowaniach w precyzyjnych
badaniach funkcji komorkowych kaspaz. W perspektywie, po odpowiednim
opracowaniu dotyczacym przede wszystkim zmniejszenia ich peptydowego charakteru
I optymalizacji fragmentu P’ majacych na celu poprawienie biodostgpnosci i stabilnosci
nie mozna wyklucza¢ zastosowania tych zwiazkéw w terapii schorzen kojarzonych

z aktywnoscia kaspaz.
1.4.12 Disiarczki

Jednym z pierwszych prostych disiarczkéw, ktéry zidentyfikowano jako inhibitor
papainy byla cystamina.”*® Blokuje ona katalityczng reszte cysteiny w centrum

aktywnym. Rozbudowanie tej czasteczki o hydrofobowa reszt¢ P2, co koresponduje ze
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specyficznoscia enzymu, znacznie poprawia parametry inhibicji. Niemniej

symetryczne disiarczki reaguja bardzo wolno. Zastapienie grupy odchodzacej w tych
inhibitorach mniejsza reszta 2-pirydylowa (schemat 1.10) zwigksza ich skuteczno§é.'*
Zwiazki te znalazly zastosowanie w chromatografii powinowactwa, poniewaz osiagana
z ich udzialem inaktywacja miejsca aktywnego proteazy jest procesem odwracalnym
w warunkach nadmiaru tioli.****° Stosuje si¢ je takze jako titranty w oznaczaniu
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stezenia miejsca aktywnego w protezach cysteinowychl™ oraz przy identyfikacji reszt

aminokwasowych miejsca aktywnego jako tzw. ,,sondy reaktywnosci”. *401#*

Schemat 1.10: Mechanizm inhibicji proteaz
cysteinowych pochodnymi disiarczkowymi \"/ \6\ 'S- CYS E \"/

QI KINO2

W tym ostatnim przypadku sa one szczegélnie uzyteczne ze wzgledu na rozna

SCysE

charakterystyke dwoch form inhibitora wynikajaca ze zmiany elektrofilowo$ci atomu
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azotu podstawnika pirydylowego w zaleznosci od pH. W s$rodowisku kwasnym,
W odréznieniu od innych reagentow stosowanych do oznaczania reszt cysteinowych
(np. cystaminy czy kwasu 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowego)), wiaza si¢ selektywnie
tylko z resztami miejsca aktywnego.**°

1.4.13 Azapeptydy

Azapeptydowe inhibitory proteaz to grupa zwiazkow, ktorych wspolna cecha jest
modyfikacja szkieletu peptydowego we fragmencie P1 polegajaca na zastapieniu w nim
atomu wegla C,, atomem azotu.**? Mechanizm inhibicji w tym przypadku polega na
ataku katalitycznej reszty cysteiny na ugrupowanie karbonylowe, co prowadzi do

utworzenia acyloenzymu nie ulegajacego hydrolizie (schemat 1.11).

H J()I\ -S-CyS-E H )()]\
N N Cys—E
Ac-HN \r?l OR! A Ac-HN \I?I s
O R O R

Q Q S-Cys-E
> R ‘S-Cys-E
HN—N HN—N
\ \
m R B m R
ChzHN o) ChzHN o)

Schemat 1.11: Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych pochodnymi diazapeptydowymi uzalezniony
od rodzaju elktrofilowego ugrupowania wiazacego katalityczna reszte Cys: A ester, B halometyloketon

Jednymi z pierwszych badanych inhibitoréw diazapeptydowych, aktywnych
rowniez wzgledem proteaz serynowych, byly pochodne, ktérych C-koncowa grupe
karboksylowa estryfikowano p-nitrofenolem. Ich wada jest niestabilno$¢ w wodzie,
z ktora reaguja tworzac oksadiazolony.® Zastapienie reszty 4-nitrofenylowej w tych
zwiazkach podstawnikiem alkilowym powoduje catkowity spadek aktywnosci
wzgledem enzymoéw serynowych.'*® Wieksza nukleofilowosé atomu siarki katalitycznej
reszty cysteiny pozwala jednak na zastosowanie trudniej odchodzacej grupy, np. reszty

alkoholu alifatycznego, w analogicznych inhibitorach proteaz cysteinowych.**

57



Otrzymane wedlug tego wzoru azapeptydowe analogi halometyloketondw okazaty sig¢

jednak inhibitorami o umiarkowanej aktywnosci (tabela 1.14).**

Tabela 1.14. Stale szybkosci drugiego rzedu inhibicji papainy estrami
diazapeptydow i katepsyny B diazapeptydowymi halometyloketonami

I
HN—N 1 2 Papaina Kat B
R 5 Nr R R R k, [M's7] k, [M's7]
o 111 H OMe  AcN-Phe 13"
112 H ©0-i-Bu  Ac-N-Phe 1844
113 Me O-i-Bu  Ac-N-Phe 0,024
114 H O-Ph Ac-N-Phe 11000
115 H CH,Cl Cbz-N-Leu 184
116 H CH,Br Chz-N-Leu 875

1.4.14 O-Acylowane pochodne kwaséw hydroksamowych

O-acylohydroksaminianowe pochodne peptydow byly pierwotnie zaprojektowane

146,147
V. 6,

jako inhibitory proteazy serynowej DP | Ich aktywno$¢ wzgledem proteaz

cysteinowych (tabela 1.15) okazata si¢ jednak znacznie wyzsza.**®14

Mechanizm dziatania tych pochodnych jest ztozony (schemat 1.12). Po ich reakcji
Z reszta katalityczna enzymu, w etapie nastgpujacym po utworzeniu przejsciowego
produktu tetraedrycznego, na skutek hydrolizy moga powstawaé peptyd i O-
acylohydroksyloamina. = Roéwnolegle, w  wyniku  wewnatrzczasteczkowego
przegrupowania 1,2-anionotropowego, powstaje trwaty produkt przytaczenia fragmentu
inhibitora do enzymu.®” Dyskutowano dwa alternatywne warianty tego etapu. Jesli
w pierwszej fazie przegrupowania odchodzi reszta peptydowa, tworzy si¢
tiokarbaminian. Natomiast, jesli grupa odchodzaca jest reszta Cys enzymu, powstaje
sulfenamid.® Druga mozliwo$é zostala potwierdzona wynikami eksperymentow,
w ktorych wykorzystano spektroskopic NMR.*® Jezeli zrezygnuje si¢ z rutynowo
uzywanych w badaniach nad inhibicja proteaz cysteinowych odczynnikow
redukujacych, acylohydroksamiany sa hydrolizowane i inaktywacja enzymu nastgpuje
wskutek utlenienia katalitycznej reszty cysteiny powstajaca acylohydroksyloamina. Ta
reakcja jest odwracalna w obecnosci tioli. W $rodowisku redukujacym mozna
obserwowa¢ cykl przemian: hydroliza — utlenienie — redukcja, a inhibicja bedzie
skutkiem wytacznie tworzenia sulfenamidu w rownoleglym procesie towarzyszacym

temu cyklowi.™*®
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R,COOH
R, 32

AL

E-Cys-S _
Y \./NH o R hydrollza HN—0

thodzi \ E- Cys SH
R;COOH utlenienie | | redukcia

tiolami
) b
)]\ )]\ nieaktywny
E-Cys-S NHR, R5 NH enzym

S-Cys-E

Schemat 1.12: Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych O-acylowanymi pochodnymi kwasow
hydroksamowych

Tabela 1.15: Aktywno$¢ O-acylowanych pochodnych kwaséw hydroksamowych
wyrazona za pomoca stalych szybkosci inhibicji proteaz cysteinowych i
serynowych

‘Wzér inhibitora Enzym k, [M'ST"]  Wzér inhibitora enzym k, [M'S7]

117 Z-Phe-Ala-NHO-Mes ~ katepsyna B 640000 119 Z-Phe-Phe-NHO-Ma katepsyna S 21000°*
117 Z-Phe-Gly-NHO-Mes  katepsyna B 580000°* 119 Z-Phe-Phe-NHO-Ma katepsyna L 1222000%*
118 Boc-Gly-Phe-NHO-Bz  termitaza 6528 120 Boc-Ala-Ala-NHO-Nbz  elastaza 1234

118 Boc-Gly-Phe-NHO-Bz  subtylizyna ~ 1020%® 121 Ala-Pro-NHO-Nbz DP IV 1,98

Zaprojektowanie skutecznego inhibitora majacego potencjalnie pehlic¢ role leku
w pierwszej kolejnosci wymaga precyzyjnego zdefiniowania celu, do ktorego ma by¢
skierowany 1 okreslenia jego fizjologicznej funkcji. Bardzo cennymi narzedziami
wykorzystywanymi do przeprowadzenia takiego ,,rozpoznania” sg wysoce selektywne
inhibitory zawierajace w strukturze fragmenty pozwalajace na ich latwa lokalizacje
dostepnymi metodami detekcji po wprowadzeniu do ustroju, co umozliwia wskazanie
miejsca dzialania oraz funkcje okre$lonego enzymu. Jest to szczegdlnie pomoc-
ne w Dbadaniu zlozonych uktadow enzymatycznych typu proteasomu.
O-Acylohydroksaminiany stanowia klas¢ zwiazkéw idealnie nadajacych si¢ do badania
fizjologicznej roli proteaz cysteinowych. Sa one zdecydowanie mniej toksyczne,
stabilniejsze i o wiele bardziej selektywne od halometyketonéw czy aldehydow.

Dodatkowym atutem jest prostota ich otrzymywania, co odroznia je od innych
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pochodnych stosowanych jako sondy znakujace dziatajace w oparciu o mechanizm
inhibicji. Reakcje wykorzystywane w ich syntezie z powodzeniem moga by¢
prowadzone na statym podiozu technikami stosowanymi w syntezie peptydéw. Ulatwia
to automatyzacje procesu, a takze pozwala na wzglednie tatwe wprowadzanie do
struktury czasteczki odpowiednio zoptymalizowanych reszt speliajacych kryterium
sterycznego dopasowania do wnek wigzacych enzymu. Serig takich pochodnych

1’151

otrzymano opierajac si¢ na strukturze zwiazku 12 inhibitorze katepsyn rysunek

1.12). Na jego bazie powstat najpierw peptyd z przytaczona do N-konca reszta O-

acylohydroksymocznika (122).%*

Rysunek  1.12: Rézny  sposob  przylaczenia reszt koncowych ~ w  inhibitorach  O-
acylohydroksaminianowych

Fragment ten jest mimetykiem reszty epoksybursztynianu. Umieszczenie go na N-koncu
czasteczki uniemozliwia dofaczenie podstwanika P1. Powoduje to zawegzenie grupy
docelowych enzymow z klanu CD, a takze ogranicza mozliwosci modyfikacji
czasteczki pod katem poprawy selektywnosci. Problem ten rozwiazano syntezujac
pochodne azapeptydowe, w ktorych reaktywna reszta acylohydroksaminianowa
znajduje si¢ na C-koncu czasteczki (123). Pochodne z N-koncowym fragmentem
acylohydroksymocznika byly tatwo otrzymywane na drodze klasycznej syntezy
peptydow na statym podlozu i okazaly si¢ dobrymi inhibitorami katepsyn. Niemniej,
Z powodu réznic w reaktywnosci przedstawionych typow acylohydroksaminianéw 121-
123 (tabela 1.16), a takze stabilnosci kowalencyjnego kompleksu ligand-enzym, tylko
nowe inhibitory z fragmentem azaglicylo-O-acylohydroksaminianowym spehity

wymagania stawiane sondom znakujacym w oparciu o mechanizm inhibicji. Zwiazek
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123 byt aktywniejszy od swojego prekursora 121, zaréwno wzgledem katepsyny B, jak

iL.
OCHs
(@] (@]
AcHN O.
C \)I\ )\’( \)I\H/ \”/©/
(0] (0]
\O\ 124, R = PhCH,
125, R = p-CH3C6H4CH2

o OCH,4
H
o o 126, R = PhCH,
\O\ 127, R =i-Bu
128, R = p-CH3CgH,4CH,

)\ OCH,

Rysunek 1.13: Trzy typy inhibitoréw O-acylohydroksaminianowych

HO

Tabela 1.16: Porownanie aktywnosci i selektywnosci 3 typow pochodnych
O-acylowanych kwasow hydroksamowych 121, 123 i 132

Katepsyna B Katepsyana L

Nr Kass IM'S"] Kags [M's7]
121 6 000 7 400
123 75000 65 000
132 1400 43 000

Chcac oceni¢ skuteczno$¢ przedstawionych typow inhibitoréw w warunkach
zblizonych do fizjologicznych testowano ich aktywnos$¢ wzgledem homogenatu
Zz watroby szczura (struktury 124-129, rysunek 1.13). Okazalo si¢, ze najbardziej
aktywny wzgledem katepsyn objetych testem jest zwiazek 126, dziesigciokrotnie
bardziej skuteczny od swojego prekursora 124 (tabela 1.17). Pochodna 129 hamowata
katepsyny z homogenatu podobnie jak zwiazek 124. Pochodna 126 wykazywata
rowniez pigciokrotnie wyzsza selektywno$¢ wzgledem katepsyny B w relacji do
wyjsciowego zwiazku 124. Umiarkowana selektywno$¢ wzgledem katepsyny

Z zaobserwowano w przypadku inhibitora 129, w ktorym N-kofcowy p-acyloanizol
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wlaczono do czasteczki poprzez reszte mocznika. Zréznicowana selektywnos¢ ttumaczy
si¢ odmienng reaktywno$cia trzech zaprezentowanych typow fragmentow
uczestniczacych w reakcji z katalityczng reszta cysteiny, a takze dopasowaniem reszt P2

do wneki S2 katepsyn.

Tabela 1.17 Aktywnos$¢ i selektywnos¢ trzech typéw pochodnych O-acylowanych
kwasow hydroksamowych wzgledem katepsyn z homogenatu watroby szczurzej

1Cso [uM]
Nr Wspélezynnik
Katepsyna Z Katepsyna B katepsyna H Katepsyan J/C selektywnosci
124 1,1 0,47 >5 >5 2,3
126 0,17 0,013 0,45 0,95 13"
129 0,13 0,33 >5 >5 2,5

* wspolczynnik selektywnosci wyrazony jako ICso dla Katepsyny Z/ 1Cs dla Katepsyny B, ** wsp. sel. wyrazony jako ICs dla
katepsyny B/ 1Cso dla katepsyny Z

Uzyteczno$¢ opisanych pochodnych w roli struktur wiodacych przy poszukiwaniu
nowych inhibitorow czynnikéw chorobotworczych potwierdzono projektujac ich
analogii jako specyficzne inaktywatory falcypainy 1 z Plazmodium falciparum
wywolujacego malari¢. Zwiazek 127 powstal jako analog pochodnej 126 z reszta
leucyny w pozycji P2, o ktorej wiadomo bylo z wczesniejszych doniesien,” Ze jest
preferowana przez wngke S2 znanych falcypain. W inhibitorach 125, 128 i 129 pozycje
P2 zajmuje reszta 4-metylofenyloalaniny, ktéra indukuje selektywnos$¢ wzgledem
falcypainy 1.> W tabeli 1.18 poréwnano aktywno$é i selektywnosé potencjalnych
inhibitorow przeciwmalarycznych. Warto zauwazy¢, ze pochodna z reszta leucyny
w P2, wykazuje 22 razy gorsza selektywnos$¢ od zwiazku 128, zawierajacego w P2
reszt¢ 4-metylofenyloalaniny majaca w zalozeniach indukowac selektywnos$¢ wzgledem

falcypainy 1.

Tabela 1.18: Poréwnanie aktywnosci i selektywnosci wybranych inhibitorow o
wlasciwosciach przeciwmalarycznych

N 1Cso [uM]

r . . Wspotczynnik
Falcypainal Falcypaina 2/3 selektywnosci

124 0,33 0,43 1,3

127 0,094 0,068 0,7

128 0,073 1,6 22

129 0,64 1,0 16
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Fakt kowalencyjnego wiazania zwiazkow 125-129 przez centrum aktywne katepsyn
wykorzystano opracowujac nowe sondy aktywnosci enzymatycznej dzialajace
W oparciu 0 mechanizm inhibicji. Poczatkowo prébowano znakowaé resztg tyrozyny
W czasteczkach inhibitoréw radioaktywnym jodem. Proby te zakonczyly sig
niepowodzeniem z powodu nietrwalosci czasteczek w warunkach jodowania.
Pozytywne rezultaty przyniosto wiaczenie do struktury inhibitorow N.-biotynylowanej
lizyny poprzez dodatkowy fragment heksyloaminowy (130-132, rysunek 1.14).
Przeprowadzone znakowanie katepsyn L i B otrzymanymi sondami dalo pozytywny
efekt  tylko  wprzypadku  biotynylowanych  pochodnych  aza-glicylo-O-
acylohydroksaminianowych, kwalifikujac je jako ,interesujace narzedzia” w
proteomice. Pochodne zawierajace tacznik mocznikowy dawaly w reakcji z enzymem
stosunkowo nietrwaty produkt, co dyskwalifikowalo je jako sondy aktywnosci

enzymatycznej w badaniach nad fizjologiczna funkcja katepsyn.

Ph OCH3
0 o} o}
\"/ - N/\/\/\H/ . N N/
H] H E H H
o S o 3 o

AU o W

NHR 130
Ph OCHs
» 1
N\)‘\ N O
\”/ - N/\/\/\ﬂ/ N N~
i H H H
(0] 3 (0] (0]

Voo

NHR 131
)\ OCHg3
N N = o
H,N \”/\/\j\éj/ \”/\N N/
H H H
(0] (0] (0]
HO
NHR 132

R = biotyna

Rysunek 1.14: Biotynylowane pochodne stosowane jako substancje znakujace ze wzgledu na
powinowactwo do enzymu
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1.4.15 Azirydyny i tiirany

Do zainteresowania tiiranami i azirydynami jako potencjalnymi inhibitorami proteaz
cysteinowych przyczynit si¢ migdzy innymi eksperyment, w ktérym wyznaczono stala
drugiego rzedu szybkosci wiazania si¢ kwasu (S)-azirydyno-2-karboksylowego do
centrum aktywnego papainy (ko = 17 M™s™).'# Zachecajace byly rowniez wyniki badan
nad inhibicja proteaz serynowych zwiazkami azirydyno-2-karboksylowymi oraz
azirydyno-2,3-dikarboksylowymi. Okazalo si¢, ze zwiazki tego typu sa substratami,
a nie inhibitorami proteaz serynowych i esteraz.”**** Gwarantowalo to selektywnosé
projektowanych na ich bazie inhibitorow proteaz cysteinowych. Dodatkowym atutem
tych zwiazkow jest trojkowalencyjny atom azotu pierScienia azirydynowego, ktéry
umozliwia racjonalne modyfikowanie tego fragmentu podstawnikami wplywajacymi na
potencjalna reaktywnos$¢ i selektywnos$¢ syntezowanych ligandow. Te przestanki
zadecydowaty o kontynuacji badan.

Proby przylaczenia reszty azirydyno-2-karboksylowej do tancucha peptydowego,
zarowno po stronie P jak i P’, przebiegly pomyslnie (struktury 133-135, rysunek
1.15)."* Niepowodzeniem zakoficzyly si¢ natomiast pierwsze proby usuniccia grup
ochronnych zastosowanych przy syntezie tych pochodnych, poniewaz po odblokowaniu
okazaly sie one niestabilne.”® Pozytywne wyniki uzyskano po raz pierwszy dla
pochodnej 134. Wyznaczona dla niej warto$¢ stalej szybkosci ko inhibicji papainy
wynosila 262 Ms™.

HNs_ _NH,
d4 9 N hooc o
~ N A~ NH SN NHZ
H o
133

135

Rysunek 1.15: Azirydynowe pochodne znanych inhibitoréw epoksydowych

64



Pierscien azirydynowy jest analogiczny do epoksydowego i wykazuje podobna
reaktywno$¢ wobec nukleofili. Fakt ten wykorzystano opracowujac azirydynowe
analogi znanych inhibitorow epoksydowych, na przyktad 67. Testy enzymatyczne z ich
udzialem pokazaly istotna zalezno$¢ aktywnos$ci od pH, z maksimum przy wartosci 4.
Przy takim pH wykazuja one aktywno$é tego rzedu, co ich epoksydowe analogi.'*®
Wazne jest, ze w przypadku azirydyn skuteczniejsze okazaly si¢ diastereoizomery z
konfiguracja (R,R) atoméw wegla pierscienia. Por6wnanie aktywnosci epoksydu 67 i
jego azirydynowego analogu 135 wzgledem katepsyny B wypadio na niekorzys$¢ 135
(13 M?'st). Ta obserwacje tlumaczy sie obecno$cia protonu na atomie azotu
w pochodnej 135, ktora powoduje zmiang sposobu wigzania inhibitora w centrum

6

aktywnym enzymu.*®® Préba acylowania atomu azotu resztami aminokwasow

doprowadzila do otrzymania mniej aktywnych pochodnych.’
1.4.16 [1,2,4]-tiadiazole

Poszukiwanie skutecznych inhibitorow katepsyny B, celu badawczego waznego
przede wszystkim ze wzgledu na jej udzial w patogenezie wielu chordb (choroby
neurodegeneracyjne,** artretyzm, nowotwory,*®*®* doprowadzity do zaprojektowania
bardzo interesujacej elektrofilowej grupy wiazacej si¢ nieodwracalnie z katalityczna
reszta Cys w katepsynie B.

Do zablokowania docelowego enzymu pochodnymi [1,2,4]-tiadiazolowymi
dochodzi na skutek tworzenia si¢ disiarczkowego produktu: enzym-Cys-S-S-inhibitor.
Powstaje on w wyniku ataku atomu siarki tancucha bocznego Cys na atom siarki
heterocyklicznego pierscienia inhibitora. Formowaniu mostka disiarczkowego
towarzyszy otwarcie pierscienia tiadiazolowego™® (schemat 1.13).

Podstawniki oznaczone na schemacie ,,X” znaczaco wplywaja na powinowactwo
inhibitora do enzymu. K; rosnie w szeregu OMe < Ph < COOH. Natomiast reszty ,,Y”
pehia funkcj¢ fragmentu rozpoznawanego przez enzym idecyduja o selektywnosci.
Najaktywniejszy inhibitor (136, X = OMe, Y = Leu-Pro-OH, tabela 1.19) hamowat

katepsyne B ze stala szybkosci drugiego rzedu ki/K; = 5630 M™s™

, co bylo wynikiem
100 razy korzystniejszym w stosunku do uzyskanego dla papainy (ki'K; = 49 M?s™).
Selektywno$¢ potwierdzono takze w badaniach z udzialem katepsyny S, ktora nie
ulegata inhibicji przy wartosci stezenia inhibitora do 200 pM. Katepsyna H ulegata

odwracalnej inhibicji z 1Csp = 200 pM. Estryfikacja grupy karboksylowej czgsci
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peptydowej inhibitora reszta metylowa (139) prowadzila do obnizenia jego aktywnosci
prawie 1800 razy w stosunku do pochodnej kwasowej (ki/K; = 3,15 M?*s™). Wydtuzenie
dipeptydowego fragmentu Y Leu-Pro-OH do tripeptydu Gly-Leu-Pro-OH prowadzito
do znacznego obnizenia aktywnosci ligandow (kiK; = 1,52 M™s?). Podobnie
modyfikacja Leu-Pro-OH do NH,CO-Leu-Pro-OH wplywala na zmniejszenie szybkosci
wiazania (ki/K; = 36 M™s™).

Bardziej zaawansowane badania patofizjologiczne in vitro nad wpltywem inhibitora
(136) na degradacje proteoglikanu w chrzastce stawowej pobranej ze zdrowych stawdw
indukowana interleuking-1 (IL-1) i przebiegajaca z udzialem katepsyny B wykazaty
zahamowanie procesu degeneracyjnego w 60% przy stezeniu 50 ng/mL IL-1 i 1 uM

stezeniu inhibitora 136.16

X
o
H* N/ \ N\4
g Y HN v
- P
| sS.. _E
Cys—E Cys

Schemat 1.13: Mechanizm inhibicji proteaz cysteinowych pochodnymi diazatiazolowymi

Tabela 1.19: Aktywnos¢ inhibitorow zawierajacych w strukturze pierscien 1,2,4-
tiadiazolu wzgledem wybranych proteaz cysteinowych

X
g
\Sl Y

136-143

nr X v Katepsyna B Katepsyna S  KatepsynaH  Papaina
Ki[uM] k(K [M™s'] ki[s'] ICs[uM]  ICs[uM]  ICs [uM]

136 MeO Leu-Pro-OH 2,6 5630 0,015 Bl 200

137 Ph Leu-Pro-OH 74 175 0,013 BI BI 120

138 COOH Leu-Pro-OH 300 293 0,089

139 MeO Leu-Pro-OMe 3,15

140 MeO Gly-Leu-Pro-OH 1,52

141 MeO  NHCO-Leu-Pro-OH 390 36 0,014 BI BI BI

142 MeO NHCO-Leu-i-amyl 367 84 0,032

143  MeO Chz-Phe-Ala- 37 864 0,032 50 50 142

Ki, stata dysocjacji niekowalencyjnego kompleksu enzym-inhibitor; k;, stata szybkosci przemiany niekowalencyjnego
kompleksu El w kowalencyjny addukt; Bl, brak inhibicji; 1Csp, mierzono przy 10 uM stezeniu substratu
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1.5 Charakterystyka gingipain

1.5.1 Pochodzenie gingipain oraz ich rola w patogenezie i przebiegu paradontozy

Porphyromonas gingivalis, Gram-ujemna beztlenowa bakteria, pozyskujaca
sktadniki pokarmowe na drodze proteolizy bialek kolonizowanego organizmu,
zostala uznana za podstawowy czynnik etiologiczny odpowiedzialny za
powstawanie i rozwdj paradontozy u osob dorostych. Jej morfologia jak i szeroka
gama czynnikéw wewngtrznych o zdefiniowanej roli w kolonizacji kieszonek
dziastowych umozliwiaja patogenowi tatwa adaptacj¢ w srodowisku jamy ustnej
i stosunkowo swobodny rozwoj przy zahamowanej odpowiedzi immunologicznej

gospodarza.*®’

Wsrod tych czynnikéw najmocniej zaznaczona jest rola tzw.
czynnikéw przylegania (adhezyny, fimbrie), hemaglutynin oraz enzymoéw
proteolitycznych. Wsréd kilku typoéw proteaz ekspresjonowanych przez
Porphyromonas gingivalis swoja specyficzno$cia i1 aktywnos$cia wyrdzniaja si¢
enzymy nazwane gingipainami.

Poréwnanie struktury pierwszorzedowej gingipain ze strukturami innych
biatek, w tym enzymow proteolitycznych, zdeponowanych w réznych bazach
danych, dowodzi ich unikalnego charakteru. Zadecydowalo to o zaszeregowaniu
ich do oddzielnej rodziny proteaz cysteinowych.’®® Mimo braku znaczacego
podobienstwa z innymi proteazami na poziomie sekwencji aminokwaséw,
gingipainy wykazuja wyrazne analogie w topologii domeny katalitycznej

gingipainy argininowej (RgpB, gingipaina R2) i domen obecnych w kaspazach'®®

(rodzina C14), enzymach uczestniczacych w apoptozie i dezaktywacji cytokin.*"

Fakt ten pozwala zaktada¢ istnienie wspdlnego przodka w przebiegu ewolucji obu
rodzin bialek. Warto wspomnie¢ réwniez o powielaniu motywu strukturalnego
His-Gly-tacznik-Ala-Cys w obrgbie wneki katalitycznej gingipain, kaspaz,
bakteryjnej klostropainy (rodzina 11), separazy - biatka uczestniczacego w
rozdzielaniu chromatyd siostrzanych podczas anafazy (rodzina 50)'"* oraz
leguminazy - przedstawicieli rodziny 13 wuczestniczacych w modyfikacjach

172
h,

posttranslacyjnyc co wskazuje na podobny mechanizm katalizowanych przez

“ Tekst tego podrozdziatu powstal w oparciu o fragment pracy magisterskiej?>* autora niniejszej dysertacji
i zawiera autocytowania. Przy czym, zostat on w znacznym stopniu zmodyfikowany, uzupelniony o nowe
dane i wzbogacony o dodatkowe komentarze i schematy.
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te enzymy reakcji. Wspolna cecha wszystkich tych enzyméw jest takze
specyficzno$é substratowa okreslana przez budowe kieszeni wiazacej S1, ktora
$cisle definiuje strukture reszty P1 liganda. Sa to odpowiednio reszta Asp dla
leguminaz, Lys dla gingipainy K, Arg dla gingipainy R, klostropain i separazy oraz
Asp dla kaspaz. Przedstawiciele pigciu wspomnianych rodzin proteaz wykazuja
ponadto analogiczne sfaldowanie typu ,,caspase-hemoglobinase”,*’® w ten sposéb
bedac enzymami ewolucyjnie spokrewnionymi z peptydazami cysteinowymi klanu
CD.

Jak wspomniano wyzej, budowa gingipain wymusza ich okreslone preferencje
substratowe. Przede wszystkim charakter wngk S1 gingipain R — argininowych (RgpB i
RgpA) oraz gingipainy K - lizynowej (Kgp) wplywa na wysoka specyficznos¢
ukierunkowana na substraty zawierajace w tancuchu peptydowym sekwencje Arg-Xaa
(Rgp) lub Lys-Xaa (Kgp).'™ Dzieki przystosowaniu wneki S1 w Rgp do wiazania
fancucha bocznego Arg, potozonemu blisko powierzchni, tatwo dostgpnemu miejscu
wiazacemu enzymu oraz przewadze w miejscu aktywnym reszt zawierajacych ujemnie
naladowane tancuchy boczne, gingipainy osiagaja nie tylko specyficznos¢ wzgledem
okreslonej sekwencji aminokwasow, ale takze mozliwo$¢ wigzania substratow o rdznej
dlugosci faficucha peptydowego.!™ Sprawia to, ze enzymy te sa $wietnie przystosowane
jako narzedzia pozyskiwania przez P. gingivalis skladnikow odzywczych z
réznorodnych  zrédet, w tym bialek surowicy, skladnikéw  macierzy
zewnatrzkomorkowej, cytokin i ich receptorow, a takze wielu innych biatek
powierzchniowych komérek gospodarza.'”® Spektrum aktywnosci proteolitycznej
gingipain jest rezultatem bardzo efektywnego ,.ewolucyjnego kompromisu” migdzy
ergonomia metabolizmu catej komorki patogena a okreslona funkcjonalnos$cia
ekspresjonownych w niej bialek 1 jednocze$nie przykltadem doskonatego
przystosowania do roli pasozyta. Okazuje si¢, ze jeden enzym obok wydawaloby si¢
mato ukierunkowanej roli, jaka jest degradacja ro6znych peptydowych skladnikow
komoérki gospodarza w celu dostarczenia patogenowi wegla,'™* wskazujacej na pozornie
mata specyficzno$¢ enzymu, petni jednoczes$nie bardzo specjalistyczne funkcje. Mozna
tu wymieni¢ udziat w przebiegu infekcji tkanek przyzgbia, w tym zaburzanie
mechanizméw obronnych gospodarza poprzez nasladowanie zaangazowanych w nie
wysoce wyspecjalizowanych biatek regulatorowych. Szczegdlnie podkresla sig¢ ich

177,178 9

role w zaburzaniu krzepnigcia, kaskady ukladu dopetniacza'™ oraz
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kaskadowego procesu tworzenia kalikreiny — czynnika uwalniajacego bradykining

z kininogenu (schemat 1.14).*"’

Aktywny czynnik Hegemana
Czynnik Hegemana |:>

Skladnik C5
ukladu
dopelniacza

Kalikreina <:| Prekalikreina

Peptydowy_
czynnik C5a
akumulacja
leukocytow
uszkadzanie
tkanek przyzebia
przez proteazy
uwalniane z
neutrofiléw
powstawanie

ingipaina-R

Gingipaina-

° ::,l;,lslg]%f el; :> %QM stanu zapalnego
masie . powstawanie
czasteczkowej plynu
wysigkowego
Uszkadzanie
fibrynogenu

krwawienie z dzigsel

Schemat 1.14: Rola gingipain R i K w zaburzaniu procesu krzepnigcia, uktadu dopetniacza oraz
kaskady prowadzacej do uwalniania bradykininy w przebiegu parodontozy

Zidentyfikowano dwie formy gingipainy R: sekrecyjna izwiazana z blona. Obie
biora czynny udziat w zwigkszaniu przepuszczalno$ci naczyn poprzez indukowanie
% polipeptydu

rozszerzajacego naczynia, ktory wywoluje miejscowe przekrwienia. Potraktowanie

produkcji kalikreiny, a w konsekwencji uwalnianie bradykininy,®

prébki surowego ekstraktu bakteryjnego P. gingivalis przeciwciatami skierowanymi
przeciwko gingipainie R praktycznie znosi efekt zwigkszonej przepuszczalnosci $cian
naczyn krwionosnych (ang. Vascular Permeability Enhancement) u zwierzat
laboratoryjnych obserwowany w przypadku podziatania ekstraktem, w ktorym
aktywno$¢ RgpB nie zostala zahamowana.'®' Obserwacja ta potwierdza podstawowe
znaczenie gingipainy R w omawianym procesie. Jednocze$nie sugeruje, ze gingipaina K

nie odgrywa w nim istotnej roli.*’’

W rzeczywisto$ci oba enzymy sa odpowiedzialne za
VPE, ale zablokowanie gingipainy R, ktoéra katalizuje aktywacj¢ prekalikreiny we
wczesniejszym etapie kaskady prowadzacej do uwalniania bradykininy, skutecznie
blokuje przejscie: kininogen o wysokiej masie czasteczkowej — bradykinina, nawet
W obecnosci Kgp. Bowiem pokazane na schemacie bezposrednie przeksztalcenie

kininogenu w bradykining bez udziatu kalikreiny wymaga kooperacji obu gingipain
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R i K. Podstawowym skutkiem omowionego zjawiska jest gromadzenie si¢ ptynu
w powstajacych szczelinach dzigstowych, ktory stanowi idealne dla rozwoju, bogate
w sktadniki odzywcze srodowisko bytowania P. gingivalis.'®®

Gingipaina R okazata si¢ enzymem wydajnie katalizujacym przej$cie sktadnika
C5 uktadu dopetniacza w formg C5a, ktora jest czynnikiem chemotaktycznym dla
neutrofildbw. W istocie obserwuje si¢ znaczaca infiltracje tych ciatek do chorobowo
zmienionych tkanek skolonizowanych przez P. gingivalis. Ponadto potwierdzono
zdolno$¢ gingipainy R do degradacji skladnika C3 uktadu dopeiniacza, a tym
samym do blokowania opsonizacji odbywajacej sie z udziatem fragmentow C3.
Uposledzona opsonizacja wiaze si¢ z zahamowaniem fagocytozy — jednego
z podstawowych sktadnikéow odpowiedzi immunologicznej organizmu.®® Podane
fakty tlumacza znaczaca akumulacje neutrofilow w obrebie chorobowo zmienionych
tkanek dziaset, a w zwiazku z tym takze wysoka koncentracj¢ uwalnianych przez nie
proteaz. Zwigkszenie st¢zenia enzymow uszkadzajacych tkanki i w efekcie nasilenie
proteolizy dostarcza bakteriom dodatkowych skladnikow odzywczych w postaci
niskoczasteczkowych peptyddw i aminokwasow.

Gingipaina K wykazuje duzo bardziej zawgzong specyficzno$¢ w pordwnaniu do
gingipain R. Nie umniejsza to jednak w niczym roli, jaka odgrywa w zasiedlaniu
nowego terytorium przez patogena, a takze jego rozwoju i podtrzymaniu istotnych
funkcji zyciowych. Enzym ten zostal sklasyfikowany nawet jako istotniejszy czynnik

zjadliwosci P. gingivalis.'™

Jednym z wazniejszych zadan tej proteazy jest udziat
W mechanizmie przyswajania hemu i zelaza przez bakterig. Z jej udzialem mozliwe jest
posttranslacyjne przeksztalcenie réznych izoform gingipain prowadzace do peinej
funkcjonalno$ci domen wiazacych hemoglobing. Ze wzgledu na bardzo wysoka
specyficznos¢ enzymu, niewiele biatek gospodarza wykazuje wysokie powinowactwo
do jego miejsca aktywnego. Jednym z substratdbw tej proteazy jest fibrynogen.
W warunkach in vitro, w stgzeniach nanomolarnych rozcina ona tancuch Aa
fibrynogenu uniemozliwiajac mu polimeryzowanie w postaci wiokien fibrynowych.'®?
Degradacja fibrynogenu w surowicy wydtuza czas trombinowy i przyczynia si¢ do
zahamowania tworzenia skrzepu. Efekt ten dodatkowo wzmacniany jest przez
degradacje prokoagulacyjnego fragmentu wysokoczasteczkowego kininogenu.'®®
Procesy te wplywaja na kliniczny przebieg paradontozy decydujac o wystapieniu
charakterystycznego objawu, jakim jest nadmierna tendencja do krwawienia z dziasel.

Dodatkowo Kgp degraduje hemoglobing oraz inne biatka zawierajace podobna grupeg
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prostetyczna wiazaca 7elazo. 1% Ta wlasno$¢ moze by¢ kluczowa dla uwalniania
Z biatek gospodarza hemu — jednego z podstawowych sktadnikow odzywczych bakterii.

Nie tylko wlasnosci proteolityczne gingipain gwarantuja patogenowi skuteczna
kolonizacj¢ nowego siedliska. RgpA (gingipaina R1) oraz Kgp uczestnicza w adhezji
komoérek bakterii do tkanek gospodarza wykorzystujac domen¢ hemaglutynacyjna
(HA2), okreslana rowniez mianem receptora hemoglobiny. Badania nad
powinowactwem gingipain do szeregu bialek ujawnity ich szczegdlna sktonnos$¢ do
wigzania si¢ z fibronektyna, lamininami i fibrynogenem poprzez ta domeng.
Zwiazane biatka sa nastgpnie degradowane przez katalityczne domeny
gingipain.’®® Zgodnie z tym mechanizmem przebiega prawdopodobnie réwniez
uwalnianie hemu z hemoglobiny erytrocytéw.'* Czesto obserwowana obecno$é
kompleksow gingipaina — specyficzne biatko na powierzchni bton i pgcherzykow
wskazywa¢ moze na istotna rolg tych enzymdéw w przyleganiu bakterii do

powierzchni komdrkowych gospodarza.
1.5.2 Ogolny plan budowy RgpB
Czasteczka gingipainy R ksztattem przypomina zab, w ktérym mozna wyrdznié

prawie sferyczna cze$¢ gorna o $rednicy 45 A i zakrzywiony , korzen” o dlugosci 40 A.

Cze$¢ goérna zbudowana jest z 351 reszt aminokwasowych i stanowi domeng

katalityczna. Wydtuzona czg$¢ dolna jest zlozona z 84 reszt i budowa przypomina
169

charakterystyczna domeng nadrodziny immunoglobulin (IgSF) (rysunek 1.16).

Rysunek 1.16: Model wstegowy struktury RgpB w dwoch rzutach uwzgledniajacy lokalizacje
charakterystycznych elementdéw struktury drugorzedowej tego biatka (a-helis i B-harmonijek — opis w
tekscie), potozenie centrum katalitycznego, sposdb wiazania inhibitora D-Phe-L-Phe-L-Arg-CH,Cl we
wnekach wiazacych enzymu, zzaznaczeniem przestrzennego ulozenia tancucha bocznego reszty
argininowej inhibitora. Model ilustruje takze ogo6lny plan budowy proteazy — widoczne sa: ,,korzen zgba”
— domena immunoglobulinowa (po lewej stronie) oraz ,korona” — zawierajaca centrum aktywne (prawe
strony w obu rzutach).
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RgpB cechuje wysoki udziat typowych drugorzedowych motywow strukturalnych.
W czgdci katalitycznej wystepuja zardwno motywy strukturalne typu o jak i f. Domena
IgSF z kolei zbudowana jest tylko z fancuchéw o konformacji B. Siedem sposrod reszt
cysteinowych w RgpB jest niesparowanych, przy czym tancuchy boczne trzech z nich
(Cys185, katalitycznej reszty Cys244 oraz Cys299) nie sa wyeksponowane. RgpB
wykazuje niski punkt izoelektryczny i wzglgednie wysoki udziat reszt natadowanych o

nieskompensowanym fadunku.

1.5.3 Budowa domeny katalitycznej enzymu

Domena katalityczna RgpB zbudowana jest z dwédch mniejszych domen - A i B.

Kazda z nich sktada si¢ centralnego fragmentu o konformacji B, kilku facznikowych

struktur typu spinki do wloséw oraz helis oslaniajacych z dwoéch stron nici budujace
169

fragment centralny (rysunek 1.17).

Glul63

SCINSF lSC

Rysunek 1.17: Drugorzedowa struktura RgpB; Na rysunku a-helisy przedstawiono jako walce, struktury
B zaznaczono strzatkami blokowymi, elementy tacznikowe zobrazowano liniami ciagtymi, literami C, N
oznaczono aminowy i karboksylowy koniec glownego tancucha peptydowego, a czarnymi kotkami
wskazano orientacyjne polozenie reszt katalitycznych. Ponadto, struktury B opisano wielka litera S z
odpowiednim numerem, a helisy oznaczono litera H, takze zachowujac numeracjg¢ uzyta w tekscie.
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Fragment o konformacji B domeny A tworza 4 przebiegajace rownolegle nici
uktadajace si¢ w przecinajacych si¢ ptaszczyznach, odchylajacych si¢ od siebie o staty
kat, w taki sposob, ze polozenie dwoch najbardziej zewngtrznych rdzni si¢ o 45°.
Oslaniajace ten fragment helisy przebiegaja prawie rownolegle wzgledem siebie, ale
antyrownolegle do nici struktury p-kartki. Rdzef enzymu ma charakter hydrofobowy,
przy czym obecne sa w nim reszty aminokwasowe tworzace mostki solne: Argl12-
Asp93 i Arg34-Glul132-Lys31.

Domeny tworzace domeng katalityczna polaczone sa potozonym przy powierzchni
enzymu segmentem spinajacym helise 4 domeny A z nicia 5 domeny B. Srodkowa
cz¢$¢ domeny B zajmuje struktura B-kartki zlozona z szeéciu nici. Pig¢ pierwszych nici
tej struktury przebiega rownolegle i lezy praktycznie w jednej ptaszczyznie. Szosta jest
antyrownoleglta wzgledem pozostalych i krzyzuje si¢ z nicia 4 stanowiaca krawedz
domeny A, tworzac wiazania wodorowe migdzy Phe339 i Argl12. Centralny fragment
domeny P jest ostaniany przez siedem helis H5-H11, ktore poza H10 przebiegaja
rownolegle wzgledem siebie i antyrownolegle do nici struktury B. Nalezy zwrocié
uwage na wyjatkowy charakter helisy H9. Jej N-koncowy fragment (Tyr283-Trp284-
Ala285-Pro286-Pro287) polozony w poblizu centrum aktywnego przyjmuje
konformacje otwarta wskutek niemoznosci utworzenia wiazania wodorowego migdzy
Pro287 i ugrupowaniem karbonylowym Tyr283. Centrum katalityczne enzymu znajduje
si¢ we wnece rozpoczynajacej si¢ za karboksylowym koncem struktury . W jego skiad
wchodza reszty His211 oraz Cys244 potozone odpowiednio w petlach S7-S7’ oraz S8-
HS, a takze, prawdopodobnie, reszta Glul52 wchodzaca w sktad petli S5-H5.

1.5.4 Budowa domeny IgSF

Opuszczajac domeng B jako ni¢ 10, tancuch polipeptydowy enzymu od pozycji
Thr352 przechodzi w domene IgSF.'®® Organizacja przestrzenna tej zlozonej z 7 nici
domeny o wydluzonym ksztalcie pozwala sklasyfikowaé ja jako motyw strukturalny
nazywany fB-beczka. Budujace ja tancuchy sa utozone i potaczone jak w domenach IgG,
Z ta r6znica, ze taczace je petle sa krotsze. Wyjatkiem jest motyw B-skretu spinajacy SC
1 SC’, ktory wystaje poza strukture beczki. Ni¢ SA przecina najpierw ni¢ SG i biegnie
dalej antyrownolegle do SB, nastgpnie skreca i jako SA’ uktada si¢ wzdluz SB. Ni¢

polaczona z SC poprzez strukture spinki do wltosoéw, dzigki temu nazwana SC’, na
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swoim C-koncu tworzy petle o strukturze B-spinki do wloséw stanowiaca tacznik z SE.
Taka budowa omawianej domeny jest charakterystyczna dla enzyméw bakteryjnych.

W RgpB domena IgSF nie zawiera typowego mostka disiarczkowego stanowiacego
klamre miedzy SB i SF. Funkcje¢ ta przejmuja prawdopodobnie dwie reszty: zajmujaca
odpowiednia pozycje reszta Cys373 z lancucha SB, ktérej tancuch boczny wnika do
hydrofobowego rdzenia i oddziatuje z druga z reszt - Val417 z SF. Przy powierzchni, po
prawej stronie domeny (rysunek 1.17) pegtle SC-SC’ oraz SE-SF formuja zagl¢bienie,
w ktorym wystepuja zgrupowania reszt kwasowych — odpowiednio Asp384-Asp-Gly-
Asp387 i Glud05-Ser-lle-Ala-Asp-Glu410. Powyzej tego miejsca petla SC-SC’ oraz
tacznik SF-SG zblizaja si¢ do domeny katalitycznej, co umozliwia zaistnienie
oddziatywan o charakterze polarnym migdzy pierwsza z pgtli 1 fragmentem taczacym
obie domeny oraz oddziatywan typu van der Waalsa lacznika SF-SG z petla H1-S2
domeny katalitycznej. Pomigedzy opisanymi miejscami kontaktu obu domen wystepuje

zbudowana gtéwnie z reszt hydrofobowych wneka wypelniona woda.

1.5.6 Miejsce aktywne, podjednostki wigzace substrat i mechanizm
katalityczny gingipain R”

Granice miejsca aktywnego gingipainy R ijego najblizszego otoczenia
usytuowanych na prawie ptaskiej powierzchni domeny B sa wyznaczane przez nié
His211-Glu214, wznoszaca si¢ cze¢$¢ Ala243-Val245, dlugi ulozony rownolegle
segment taczacy S9-H9 oraz przebiegajacy prostopadle fragment Glu152-Asp163.

W centrum eksponowana jest reszta Cys244, atakze wystajacy od dotu
imidazolowy tancuch boczny His211 z jego atomem N&1 oddalonym 0 5,5 A od
atomu Sy Cys244 we wszystkich RgpB Na lewo od Cys244 otwiera si¢ glgboka
kieszen S1, z wystajacymi z dna Val242 i Thr209, funkcjonujaca jak ,,przykrywka”
indolowa czgscia Trp284, ktoéra zamyka kieszen od gory oraz wnoszaca ujemnie
natadowany tancuch boczny reszta Aspl63, ktora tworzy wiazania wodorowe
z atomami azotu guanidynowego ugrupowania tancucha bocznego Arg wiazanego
substratu. We wngce tej, w dolnej czesci, wyeksponowane sa réwniez lancuchy
boczne reszt His211 oraz polozonego na lewo od niej Glul52. Ich wzajemna

relacja w przestrzeni wskazuje na mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego

“ Tekst tego podrozdziatu powstat w oparciu o fragment pracy magisterskiej?>* autora niniejszej dysertacji

i zawiera autocytowania. Przy czym, zostat on w znacznym stopniu zmodyfikowany, uzupelniony o nowe
dane i wzbogacony o dodatkowe komentarze i schematy.
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migdzy atomem azotu Ne2 His211 i atomami tlenu ugrupowania karboksylowego
Glul52. Potwierdzaloby to postulowang rolg obu reszt, z ktorych pierwsza bylaby
donorem protonu dla odszczepianej czg$ci aminowej hydrolizowanego przez
enzym wiazania, a druga stabilizowataby tadunek dodatni pierscienia
imidazolowego tej pierwszej. Wyniki badan krystalograficznych sugeruja jednak,
ze odleglo$¢ migdzy resztami jest zbyt duza i oddziatywanie miedzy nimi zachodzi
poprzez jon metalu pochodzacy z buforu krystalizacyjnego.

Sposob wiagzania liganda w miejscu aktywnym RgpB opisano na podstawie
jedynej dostepnej struktury krystalicznej zdeponowanej w PDB (kod 1CVR).
Stwierdzono, ze peptydowy inhibitor D-Phe-L-Phe-L-Arg-CH,Cl wiaze sig
z atomem siarki Sy Cys244 przez grupg metylenowa wiazaniem kowalencyjnym.
Grupa karbonylowa liganda tworzy wiazania wodorowe z atomami azotu reszt
N Gly212 i N Cys244, pelniacych rolge wngki wiazacej oksyanion. Lancuch
inhibitora uktada si¢ wzdluz segmentu GIn282-Trp284 RgpB tworzac z nim
dwuniciowa strukturg¢  z wiazaniem wodorowym pomig¢dzy atomem tlenu GIn282
I grupa NH reszty P1 oraz dluzszym pomigdzy grupa NH Trp284 i atomem tlenu
Phe reszty P3. Lancuch boczny Arg-P1 wiazany jest w kieszeni S1 tworzac mostek
solny typu 2N-20 z tancuchem bocznym Aspl63, atakze wiazania wodorowe
pomigdzy atomami azotu Ne i NC grupy guanidylowej a karbonylowymi atomami
tlenu reszt Tyr283, Trp284 i1 Gly210. Ta waska szczelina S1 przykrywana
hydrofobowym ,,wieczkiem” i ograniczona resztami zdolnymi formowaé wiazania
wodorowe okresla silne preferencje enzymu wzgledem reszt Arg w pozycji Pl
ligandow. Dodatkowo swoj wktad w ksztattowanie specyficzno$ci wngki S1 wnosi
reszta Met288. Odleglos¢ atomu So jej tancucha bocznego od atomu N( reszty
Arg liganda sprzyja wytworzeniu wiazania wodorowego.

Dotychczas nie opisano struktury krystalicznej gingipainy K. Dysponujac

% nha podstawie zgodnos$ci ze struktura

sewkwencja aminokwaséw w enzymie?
pierwszorzegdowa RgpB zaproponowano model strukturalny Kgp. Bazujac na nim
zalozono, ze w Kgp w miejscu Met288 wystepuje reszta Tyr, ktérej grupa
fenolowa moze by¢ zwrdcona do kieszeni S1 i stanowi¢ dodatkowy donor wigzania
wodorowego dla grupy aminowej reszty P1 inhibitora zawierajacego w tej pozycji

preferowana resztg Lys. Reszta 288, podobnie jak w przypadku RgpB, odgrywa
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istotna role w dyskryminowaniu innych niz Lys-P1 ligandow miejsca aktywnego
w enzymie i moze okresla¢ specyficznos¢ Kgp.

Reszty P2 iP3 inhibitora wystaja nad powierzchni¢ enzymu i oddzialuja ze
znajdujaca si¢ w poblizu reszta Tyr283. Badania z wykorzystaniem modelowania
molekularnego wykazaty, ze polipeptydowy ligand ztozony z L-aminokwasow
moze wiazac si¢ z miejscem aktywnym zajmujac przestrzen od N-koncowej czesci
helisy 9 domeny B, wzdhuiz segmentu Asp281-Tyr283, az do fragmentu His211-
Glu214 oddziatujac tam z tancuchem gléwnym enzymu poprzez formowanie
wigzan wodorowych z resztami w obszarze S5 do S3°. Lancuchy boczne reszt P4
I P2 liganda moga zagniezdzac si¢ w hydrofobowo—kwasnym zaglebieniu, podczas
gdy reszta P3 moze oddzialtywaé¢ swoim tancuchem bocznym z indolowym
s~wieczkiem” Trp284. Prawdopodobne sa rowniez oddziatywania tancuchow

bocznych reszt P1’ lub P2’ z ugrupowaniem karboksylowym Asp281 (rysunek
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Rysunek 1.18: Sposdb wiazania substratu w centrum aktywnym gingipainy R2

Wynika z tego, ze RgpB wiaze peptydowe substraty przede wszystkim poprzez

oddziatywania migdzy gldwnymi tancuchami, przy czym w uzyskiwaniu
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specyficznos$ci nie do pominigcia jest zar6wno rola oddzialywan P1-Arg-S1, jak
I towarzyszacych im interakcji P4-S4, P2-S2 oraz P1’-S1°.

Opierajac si¢ na przytoczonym powyzej opisie miejsca aktywnego gingipainy
mechanizm
grupa
peptydowego Arg-Xaa reaguje z atomem siarki Sy tancucha bocznego katalitycznej

R zaproponowano reakcji  katalizowanych przez enzym.'®

Odpowiednio usytuowana karbonylowa hydrolizowanego wiazania

reszty Cys244. Atakowi nukleofila towarzyszy polaryzacja C=0 we wnece
wigzacej oksyanion (schemat 1.15, B). Reakcje utatwia odpowiednia orientacja
przestrzenna orbitalu z wolna para elektronowa atomu Sy, ktéora wymusza
oddziatywanie z grupa NH GIn282. Kwasny proton na atomie siarki hemitioketalu,
tworzonego po nukleofilowym ataku grupy tiolowej na karbonylowy atom wegla,
moze by¢ tatwo przeniesiony na znajdujaca si¢ najblizej grupe karboksylowa

Asp281.

Asp281-0° é Asp281-0- R %
N Cys244 ~ N Cys244
Cys244__sy N Cys244__SH ~q.— HTOON
He ~ RiHN THO -
N N
__imH* s Gly212 __ImH* é Gly212
His211 A His211 B
AspZBlﬁ'R ’% Cys244 Asp281-OHR ’% Cys2a
Cys244 ~ u Cys244 B
— § O:’::: H S \O ::_ : - H
R1HN Ho _~ H\N P
_imH* g Gly212 __im——H—NHR, g Gly212
His211 His211
C D
Asp281-OHR ’% Cys244 Asp281-OHR ’% Cys244
Cys244 s {«B _______ TN Cys244 S{\ r\o _______ TN
(;O\H H\N/ HO \H\N/
H
__im é Gly212 __imH* g Gly212
His211 E His211 F
Asp281-0 ’% Cys24 Asp281-0 Ej Cys2a4
Cys244 sy Q v Cys244__sH e
- .
R OH \N/ \N/
__imH* g Gly212 __imH* é Gly212
His211 His211
G H

Schemat 1.15: Proponowany mechanizm proteolizy peptydowego substratu przez RgpB: A) wolny enzym, B)
nukleofilowy atak wolnej pary elektronowej atomu siarki tancucha bocznego Cys244 na ugrupowanie
karbonylowe wiazania peptydowego, C) tetraedryczny produkt posredni stabilizowany przez reszty wngki
wiazace] oksyanion, D) protonowanie odchodzacego fragmentu aminowego przez pierScien imidazolowy
His211, E) nukleofilowy atak czasteczki wody na utworzony tioester, F) formowanie tetraedrycznego
hemitioacetalu, G) uwolnienie produktu karboksylowego, H) odtworzenie wolnego enzymu
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Rownoczesnie grupa imidazolowa His211 polozona po przeciwnej stronie
hydrolizowanego wiazania peptydowego wraz z grupa karboksylowa Glul52
obraca si¢ w kierunku atomu azotu grupy odchodzacej Xaa. Silnie ujemny
potencjal powierzchniowy oraz wlasciwie polozona reszta Glul52 stabilizuje
imidazolowy pier§cien His211 w formie sprotonowanej umozliwiajac tym samym
przekazanie protonu na odchodzaca grupe amoniowa promujac rozerwanie
wiazania C-N w substracie oraz uwolnienie fragmentu C-koncowego. Tioester
pozostajacy po uwolnieniu fragmentu C-koncowego jest hydrolizowany przez
czasteczke wody. Nastepnie grupa imidazolowa His211 i atom siarki Sy Cys244

ulegaja protonowaniu, czemu towarzyszy uwalnianie czg$ci aminowej substratu.

1.5.7 Syntetyczne i naturalne inhibitory gingipain - aktualny stan wiedzy oraz
perspektywa dla dalszych badan i zastosowan

»Zardbwno gingipainy R jak i gingipaina K, z ich specyficzna aktywnoscia
I zdolnoscia do unikania inaktywacji przez proteazy gospodarza, produkowane
w znaczacych iloéciach przez P. gingivalis, sa bezposrednio odpowiedzialne za rozwoj
objawdéw paradontozy. W szczegdlnosci dotyczy to powstawania charakterystycznego
ptynu dziastowego w szczelinach uszkodzonego dziasta, akumulacji neutrofiléw oraz
krwawienia, ktore maja podstawowe znaczenie dla przezywania i proliferacji tego
mikroorganizmu w tkankach przyzgbia. Otrzymanie zwiazkow chemicznych, ktore
skutecznie zablokowalyby dziatanie tych podstawowych czynnikéw zjadliwosci
patogenu, niezb¢dnych do podtrzymania jego funkcji zyciowych, moze by¢ przelomowe
w badaniach nad opracowaniem nowoczesnej strategii w profilaktyce 1 leczeniu
schorzen przyzgbia. Jest to wystarczajacym uzasadnieniem dla dzialan zmierzajacych
do uzyskania potencjalnych inhibitoréw gingipain. Dwa aspekty dodatkowo zachecaja
do podjecia prac z zakresu modelowania odpowiednich zwiazkow, jak 1 syntezy
najbardziej obiecujacych sposrod zaprojektowanych czasteczek. Po pierwsze jest to fakt
dos¢ szczegodlnej specyficznosci substratowej gingipain, a co si¢ z tym wigze — WysoKiej
selektywnosci potencjalnych inhibitoréow. Po drugie, w zaatakowanym organizmie brak
jest skutecznych naturalnych inaktywatorow gingipain.

Dodatkowym akcentem nadajacym wysoka range przedsigwzigciu jest zwiazek

migdzy nieleczona parodontoza a mogacymi rozwinaé si¢ w konsekwencji
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schorzeniami. Tkanki przyzgbia objgte przewleklymi stanami zapalnymi staja si¢
potencjalnym ogniskiem wysiewowym, z ktérego patogen moze tatwo migrowad
poprzez krwiobieg do wielu narzadéw inicjujac tam wtérne procesy zapalne.”?>*
Wykazano istotny zwiazek migdzy nieleczong paradontoza i rozwojem chordb ukladu
krazenia, wtym miazdzycy naczyn i choroby wiencowej serca,®®*®" ukladu
oddechowego — zapalenie ptuc,'®® ukladu nerwowego — stwardnienie rozsiane'®® oraz
zaburzeniami przebiegu ciazy, w tym przedwczesnym porodem i niska masa ciata
noworodkéw. '*

Nie mozna bagatelizowa¢ rdwniez pozamedycznych korzy$ci wynikajacych
Z otrzymania niskoczasteczkowych inhibitorow gingipain. Przy ich pomocy mozna
prowadzi¢ dalsze badania w celu jeszcze lepszego =zrozumienia mechanizmu
katalitycznego docelowych enzymdéw. Zgromadzone w nich wyniki pozwola réwniez
udoskonali¢ wstgpny model domeny katalitycznej gingipainy K, stworzony przez
doktor Jolantg Grembecka, w oparciu 0 znana strukturg gingipainy R.

Wszystkie przytoczone powyzej powody wskazuja na atrakcyjnos¢ gingipain jako
celu dla projektowania specyficznych inhibitorow. Mimo tego, lista zbadanych
dotychczas syntetycznych i naturalnych zwiazkéw hamujacych aktywnos$¢ gingipain

jest niezbyt dluga i zawiera tylko nieliczne przyklady czasteczek zaprojektowanych jako

specyficzne inaktywatory Kgp i RgpB.™"

1.5.7.1 Zwiazki pochodzenia naturalnego hamujace aktywnos¢ gingipain

Najliczniej  reprezentowana  grupg zwiazkdw  pochodzenia  naturalnego
zidentyfikowanych jako skuteczne inhibitory gingipain stanowia polipeptydy i biatka.
Ludzkie histatyny, w szczegllnosci histatyna-5 wydzielana w §linie, wykazuja
wlasno$ci inhibitorowe zaréwno wzgledem Kgp, jak i RgpB. Zmierzone w tym
wypadku wartosci 1Cso wynosily odpowiednio 13,8 uM i 22,0 pM.**?

Antyapoptotyczny czynnik bakulowirus P35 jest znanym naturalnym inhibitorem
kaspaz. Podobienstwo strukturalne kaspaz i innych proteaz cysteinowych z klanu CD
bylo przestanka do zbadania jego aktywnosci wzgledem proteaz wykazujacych podobny
sposob sfaldowania.'®® Najefektywniej hamowal Kgp ze stala K; ponizej 0,2 nM.
Podobnym badaniom poddano nalezacy do serpin wirusowy modulator odpowiedzi
cytokinowej CrmA z wirusa ospy bydlecej. Okazalo sig, ze jego zmutowana postaé

(mutacja punktowa Asp>Lys) efektywnie hamuje Kgp ze stata K; < 0,2 nM.
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Potwierdzono takze wlasnosci inhibitorowe analogu oligopeptydu - fenyloalanylo-
ureido-cytrulinylo-walilocykloarginalu (FA-70C1) izolowanego ze Streptomyces (144,
rysunek 1.19).'** Hamowat on aktywno$¢ gingipainy R in vitro ze stala K; w zakresie od
1-10 nM. W badaniach na tkankach wyraznie zmniejszat stopien degradacji réznych
biatek przez Rgp, ktore w warunkach naturalnych sa zrédlem aminokwasow dla
patogenu. Okazat si¢ rowniez skutecznym s$rodkiem redukujacym stymulowany przez
gingipainy efekt zwigkszania przepuszczalnosci naczyn krwionosnych u organizmow
kontrolnych, ktérym zaaplikowano ekstrakt komorkowy z P. gingivalis.

Aktywnos¢ wzgledem Kgp wykazaty réwniez antybiotyki z grupy tetracyklin (145,
146, rysunek 1.19).'*> Sa one nieodwracalnymi inhibitorami gingipain hamujacymi
catkowicie ich aktywno$¢ przy stgzeniu 100 mikromoli, przy czym wykazuja wyzsza
aktywno$¢ wobec enzymow argininowych. Doksycyklina (146) hamowata aktywnos¢
RgpB w 50 % przy stezeniu 3 pM a Kgp przy 20 uM. W badaniach in vivo ograniczata
efekt zwiazany ze zwigkszang przepuszczalnoscia naczyn krwiono$nych (VPE) bedacy

jednym z podstawowych objawdw paradontozy.

H
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Rysunek 1.19: Struktury wybranych inhibitoréw gingipain pochodzenia naturalnego

Ostatnio opublikowano wyniki badan nad wptywem statego pozostatosci po dializie
soku z boréowki amerykanskiej Vaccinium macrocarpon na aktywnos$¢ proteolityczng
enzymoOw z trzech szczepow bakteryjnych kojarzonych ze schorzeniami przyzebia: P.
gingivalis (ATCC 33277), T. denticola (ATCC 35405) oraz T. forsythia (ATCC
43037).1° Preparat ten zawierat 0.35% antocyjanin (0,055% cyjanidyno-3-galaktozydu,
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0,003% cyjanidyno-3-glukozydu, 0,069% cyjanidyno-3-arabinozydu, 0,116%
peonidyno-3-galaktozydu, 0,016% peonidyno-3-glukozydu i 0,086% peonidyno-3-
arabinozydu) oraz 65,1% proantocyjanidyn. Preparat wyraznie hamowat aktywno$é
Rgp oraz Kgp w buforze stosowanym do inkubacji komorek bakteryjnych. Aktywnos¢
Rgp spadata do 50% przy stezeniu 75 mg/ml preparatu w buforze pomiarowym,
podczas gdy Gingipaina K byta inaktywowana w 50% juz przy st¢zeniu 25 mg/ml.

1.5.7.2 Syntetyczne inhibitory gingipain

Scharakteryzowane dotychczas syntetyczne inhibitory gingipain naleza do réznych
klas zwiazkow. Najliczniejsza grupg stanowia chlorometylketony (inhibitory RgpB i
Kgp).*®" Cze$é z nich jest bardzo skuteczna, co wynika miedzy innymi z obecnosci
w ich strukturze reaktywnego elektrofilowego ugrupowania chlorometylowego. Jednak
kinetyka ich wigzania z enzymem istotnie zalezy rowniez od budowy peptydowej czgsci

czasteczki (tabela 1.20).

Tabela 1.20: Aktywno$¢ wybranych peptydowych ketonéw chlorometylowych i
acyloksymetyloketonu wzgledem gingipain

Nr Wzér inhibitora kasii/l[)‘]'}s"] - [ll\ffll;'] K
147 Phe-Pro-Arg-C(0)-CH.CI 22220000 1108 000
148 Phe-Phe-Arg-C(0)-CH,CI 47 650 000 1050 000
149 Tos-Lys-C(0)-CHCI 13500 79910
150 Cbz-Phe-Lys-CH,0CO-2,4,6-MesPh 1920 4200 000
151 Phe-Leu-Phe-C(0)-CH.CI 455 172

Podstawowym kryterium dyskryminujacym ligand jest niedopasowanie do wneki S1
enzymu. Dobrymi inhibitorami sa tylko te czasteczki, ktore speiniaja wymagania
substratowe odpowiedniej izoformy proteazy, tzn. w pozycji P1 zawieraja odpowiednio
Arg lub Lys.

Badano takze acyloksymetyloketony. Zwiazek 150 byl uzyty obok opisanych
powyzej chlorometyloketondw do miareczkowania miejsca aktywnego gingipain.
Szczegblnie silnie hamowat on Kgp.'*” Inny acyloksymetyloketon (152, rysunek 1.20)

zostat zaprojektowany jako inhibitor znakujacy na skutek powinowactwa do enzymow
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hydrolizujacych wiazanie Arg-X. Wykorzystano go migdzy innymi do oznaczania

stezenia i aktywnosci Rgp w badaniach nad mechanizmem aktywacji zymogenu Rgp.'*®
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Rysunek 1.20: Struktura ketonu acyloksymetylowego uzywanego jako substancja znakujaca w badaniach
nad aktywacja zymogenu Rgp

W 2004 roku opublikowano pracg opisujaca syntezg ketopeptydow Cbz-Lys-Arg-
CO-Lys-N(CHs)2 (153, KYT-1, odwracalny inhibitor RgpB) oraz Chz-Glu-(NHN-
(CH3)-Ph)-Lys-CONHCH,Ph (154, KYT-36, odwracalny inhibitor Kgp) (rysunek
1.21)."° Zostaly one zaprojektowane w oparciu o struktury polipeptydow nalezacych do
rodziny histatyn. Sa to bogate w reszty histydyny polipeptydy o wiasnosciach
antybakteryjnych i przeciwgrzybicznych wydzielane przez §linianki cztowieka. Uwaza
si¢ je za jedne z pozaimmunologicznych czynnikow obronnych organizmu w jamie
ustnej.’®® O wyborze aminokwaséw do syntezy inhibitoréw zdecydowaly wyniki
sekwencjonowania fragmentéw begdacych produktami degradacji histatyn 1, 3 i 5
wystepujacych w $linie w najwigkszym stezeniu (80-90% wszytkich 10 histatyn) przez
Rgp 1 Kgp. Okazalo sig, ze preferowanym miejscem hydrolizy przez Rgp jest wiazanie
Arg-Lys w sekwencji Lys-Arg-Lys. W efekcie zaprojektowano 153, dla ktorego stata K;
wynosi 1,3 x 10° M. W przypadku enzymu lizynowego statystycznie najczeicie]
hydrolizowanym wiazaniem bylo Lys-His w sekwencji Glu-Lys-His. Chociaz
zaprojektowane inhibitory Kgp z innymi resztami aminokwasowymi w pozycji P2 i P1’
rowniez charakteryzowaly si¢ niska stata Ki. Niemniej 154 byt najskuteczniejszym
odwracalnym inhibitorem Kgp ze stata Ki = 7,5 x 10" M. Zaréwno pochodna 153 jak
I zwiazek 154 okazaly si¢ wysoce selektywne wykazujac aktywno$¢ nawet kilka rzedow

nizsza wzgledem proteaz cysteinowych innych niz gingipainy. Oba inhibitory
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pozytywnie przeszty testy, w ktorych oceniano korelacje migdzy inhibicja
najwazniejszych czynnikéw zjadliwosci P. gingivalis, a zmniejszaniem si¢ typowych
objawéw zwiazanych z infekcja tym patogenem. Zaréwno w testach na kulturach

tkankowych jak i na zwierzgtach nie wykazywaty one toksycznosci.

HI}I o

N\
NH, 153, Kyt-1 O/ 154, Kyt-36

Rysunek 1.21: Odwracalne inhibitory gingipain zaprojektowane na podstawie analizy struktur produktow
degradaciji histatyn przez gingipainy

Pierwsza prace opisujaca projektowanie i otrzymywanie selektywnego inhibitora
Kgp (struktura 155, rysunek 1.22) w 2002 roku opublikowali Curtis i wspotpracownicy
w Infection and immunity.?®

Zwiazek ten zaprojektowano metodami modelowania molekularnego przy pomocy
technologii RAPID (Rational Proteinase Inhibitor Design) opatentowanej przez
autorow.”® Inhibitor 155 okazat si¢ skutecznym odwracalnym inhibitorem Kgp (K; =
0,9 nM) 1 jednoczesnie byl dyskryminowany przez inne proteazy o podobnych
wymaganiach substratowych. Wykazywal on ponad trzydziestokrotnie nizsza
aktywnos¢ wzgledem trypsyny (K; = 30 nM) oraz byt 120 000 razy mniej aktywny
wzgledem katepsyny B (Ki= 115 puM). Nie hamowat natomiast gingipain R w stgzeniu
do 100 pM.

NH,
H
(@)
155

Rysunek 1.22: Struktura selektywnego odwracalnego inhibitora Kgp zaprojektowanego przy uzyciu
technologii RAPID
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Prace nad aza-epoksydowymi inhibitorami kaspaz przyniosty wyjatkowo dobre
rezultaty w postaci wysoce selektywnych inaktywatorow, ktore nie przejawiaty
aktywnos$ci wzgledem pozostatych proteaz z klanu CD, w tym kalpain, innych proteaz

cysteinowych (papaina, katepsyna B) oraz serynowych.?®*

Wyniki te staly si¢ podstawa
do opracowania nowego typu inhibitoréw azapeptydowych, zawierajacych w strukturze
fragment C=C (156, 157, rysunek 1.23). Okazaly si¢ one efektywnymi inhibitorami
proteaz cysteinowych z klanu CD.** Wprowadzenie dodatkowego atomu azotu
w miejsce atomu wegla C, do struktury tych czasteczek zwigksza mozliwosci ich
modyfikacji. Ugrupowanie karbonylowe fragmentu zawierajacego wiazanie C=C pehi
tutaj rolg taka jak ugrupowanie karbonylowe wigzania peptydowego hydrolizowanego

w substracie. Zwiazki 156 i 157 okazaly si¢ efektywnymi inhibitorami Kgp.

o) o)
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Rysunek 1.23: Nieodwracalne aza-peptydowe inhibitory Kgp zawierajace w strukturze resztg estru kwasu
fumarowego, reagujaca z katalityczna reszta Cys

Tabela 1.21: Aktywno$¢ aza-peptydowych y-okso-o,B-nienasyconych estrow
wzgledem wybranych proteaz z klanu CD

Kass [M's™] Kass [M's™]
klostropaina gingipaina K

156 40750+ 7600 3280000 + 652000
157 728 + 169 927 000 £ 59 000

Nr

Opublikowano takze dane na temat inhibitorow benzamidynowych skierowanych na
RgpB.2%

Wigkszos$¢ z przedstawionych w tym rozdziale zwiazkdéw zostata zsyntezowana jako
analogi substratow lub pozyskana ze Zrddel naturalnych. Pierwsze niskoczasteczkowe
inhibitory gingipain, zaprojektowane na podstawie struktury docelowego enzymu,

zawierajace w strukturze zmodyfikowane reszty Lys/Arg oraz podstawniki



nieaminokwasowe, zostaly opisane w publikacji, ktéra byla rezultatem badan
przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy.”®* Te oraz dalsze wyniki prac
zwiazanych z projektowaniem i otrzymywaniem specyficznych inhibitorow RgpB i Kgp
na bazie modelu struktury kompleksu RgpB z inhibitorem D-Phe-L-Phe-L-Arg-CH,CI
sa szczegdlowo omawiane w kolejnych rozdzialach dysertacji dotyczacych badan

wlasnych autora.
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2 Cel pracy

W pracy doktorskiej autor podjal si¢ rozwiazac cztery gldwne problemy zwiazane
Z otrzymywaniem inhibitorow gingipain. Pierwszym celem byta optymalizacja struktury
ligandow z C-terminalnym ugrupowaniem chlorometyloketonowym, zbudowanych
zdwoch lub trzech reszt komplementarnych do wngk wiazacych Sn gingipain.
Realizowano go w trzech etapach: opracowanie procedur syntetycznych, w tym dobor
metody usuwania reszt ochronnych z grup aminowych docelowych zwiazkow,
optymalizacja warunkow izolacji odblokowanych inhibitoréw z mieszanin reakcyjnych
oraz ocena witasciwosci inhibitorowych otrzymanych pochodnych. Wyniki dotyczace tej
czgsci badan wilasnych uzupehniaja i znacznie rozszerzaja rezultaty badan wstgpnych
dotyczacych inhibicji gingipain zaprezentowane w pracy magisterskiej autora.”>*

Drugim problemem bylo otrzymanie aktywnych pochodnych o wyzszej
selektywno$ci w reakcji z grupa tiolowa cysteiny badanych enzyméw w poréwnaniu do
chlorometyloketonéw otrzymanych w pierwszym etapie. W tym celu zaplanowano
syntez¢ czasteczek, w ktorych strukturze sa obecne reszty Pn wyselekcjonowane na
podstawie wynikow badan kinetycznych przeprowadzonych dla chlorometyloketonéw
oraz odpowiedni fragment reagujacy z centrum aktywnym gingipain zawierajacy
w strukturze ugrupowanie o nizszej elektrofilowosci. Wyboru grupy reagujacej
z katalityczna reszta cysteiny gingipain dokonano na podstawie danych literaturowych
dotyczacych inhibicji proteaz cysteinowych, zaprezentowanych w rozdziale 1.4.
Ostatecznie do syntezy zakwalifikowano pie¢ réznych klas zwiazkdéw: oksirany,
acyloksymetyloketony, a,f-nienasycone estry/kwasy oraz pochodne kwasu fumarowego
lub maleinowego.

Trzecim z postawionych probleméw bylo rozbudowanie struktury inhibitorow
0 dodatkowy fragment oddziatujacy z wngka S1° gingipain w celu okreSlenia jej
znaczenia dla oddziatywania liganda z enzymem.

Czwarte zadanie badawcze to, w przypadku inhibitoréw zawierajacych we
fragmencie Pl wiazanie nienasycone C=C, epoksydacja takich pochodnych
i znalezienie warunkéw odblokowania docelowych oksirandw.

Wszystkie zaprojektowane pochodne musiaty by¢ otrzymane w postaci wolnej (bez
grup blokujacych), co wiaze si¢ z koniecznoscia doboru metody usuwania reszt

ochronnych dla wszystkich typoéw zaplanowanych czasteczek, a nastgpnie opracowania
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warunkow wydzielania koncowych zwiazkéw z mieszanin reakcyjnych. Mimo, iz ta
cze$¢ pracy stanowi integralny etap w syntezie inhibitorow, jest ona szczegdlnie
zlozona ze wzgledu na réznorodnos¢ i1 reaktywnos$¢ grup funkcyjnych w docelowych
zwiazkach 1 moze by¢ uznana za odrgbny problem badawczy.

Otrzymane zwiazki postuzyly przede wszystkim do badan, majacych dostarczy¢
danych do opracowania metodami obliczeniowymi dokladniejszego modelu 3D wnek
wiazacych gingipainy K, na bazie jego wersji wstgpnej zaproponowanej przez Dr
Jolantg Grembecka.

W oparciu 0 wyniki badania kinetyki zaniku resztkowej aktywno$ci gingipain
W obecnosci otrzymanych inhibitorow, proponowany model gingipainy K oraz strukturg
krystaliczna gingipainy R2, w niniejszej dysertacji przedstawiono analiz¢ oddziatywan

zsyntetyzowanych ligandéw z docelowymi enzymami.
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3.1 Projektowanie inhibitorow gingipain

W pierwszej czgséci rozprawy opisano strategi¢ otrzymywania inhibitorow proteaz
cysteinowych polegajaca na projektowaniu i syntezie czasteczek zawierajacych
W swojej strukturze elementy odpowiedzialne za specyficzne wiazanie we wnegkach
Wwiazacych enzymu oraz fragmentu zdolnego do utworzenia kowalencyjnego wiazania
z ugrupowaniem tiolowym cysteiny, kluczowym dla przebiegu reakcji enzymatyczne;.
Do tej samej koncepcji odwotano si¢ w badaniach wiasnych.

W celu zaprojektowania nowych inhibitorow gingipain wykorzystano dostgpnos¢
struktury kompleksu RgpB z inhibitorem D-Phe-L-Phe-L-Arg-CH,C1.?** Analiza
sposobu wiazania liganda z resztami aminokwasowymi centrum aktywnego oraz
kieszeni wiazacych enzymu dostarcza szczegdtowych informacji o ich budowie
I pozwala zaprojektowa¢ zwiazki do nich komplementarne, potencjalnie silnie
I selektywnie oddziatujace z domena katalityczna. Poniewaz nie rozwiazano dotychczas
struktury gingipainy K, aby moc postuzy¢ si¢ wybrana strategia projektowania nowych
ligandow tego enzymu, konieczne bylo zaproponowanie trojwymiarowego modelu jej
centrum aktywnego na podstawie struktury RgpB. Istotne podobienstwo sekwencji
aminokwasowych obu enzymdw uzasadnia wybor struktury RgpB jako matrycy do
opracowania modelu 3D Kgp.

Specyficzno$¢ substratowa enzymow (Arg-Xaa, Lys-Xaa) odgoérnie definiowala
state fragmenty strukturalne w procesie modelowania nowych ligandéw, ktérymi byty
reszta Lys w przypadku Kgp i reszta Arg w inhibitorach RgpB. Pozostale fragmenty
czasteczek ligandow wygenerowano metodami modelownia molekularnego uzywajac

pakietu Ludi/Insightll,2*

wykorzystujac zasoby wbudowanej biblioteki fragmentow
strukturalnych. Wybrane z uzyskanych na tej drodze struktur, zaprojektowanych tak,
aby moc bada¢ przy ich pomocy specyficznos¢ kieszeni wigzacych Sn enzymu,
zsyntezowano i poddano testom kinetycznym. Zwigzkami  otrzymanymi
I zastosowanymi na wstegpnym etapie badan byly N-acylowane chlorometyloketony,
pochodne lizyny i argininy. Wyboru tej klasy zwiazkow dokonano przede wszystkim ze
wzgledu na ich wysoka reaktywnos¢ wzgledem nukleofilowego ugrupowania tiolowego
katalitycznej reszty cysteiny. Wyniki testdw enzymatycznych in vitro pozwolity
wyselekcjonowac podstawniki optymalnie wiazane we wngkach S2 i S3. Wybrane

podstawniki P2 stanowia konserwatywny fragment struktury bardziej rozbudowanych

inhibitoréw oddziatywujacych rowniez z wnekami Sn” enzymow (rysunek 3.1).
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Enzym
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CH,CI
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52T
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Chlorometyloketony zaprojektowane jako inhibitory Kgp i RgpB w celu
S1\ O lSH dokiadniejszego zbadania specyficznosci wnek wiazacych Sn oraz
zoptymalizowania reszt Pn

Akceptory Michael'a jako
produkty posrednie w syntezie
zaprojektowanych epoksydéw.
Wigzanie nienasycone C=C w
tych czasteczkach jest podatne
na atak ugrupowania tiolowego
katalitycznej reszty Cys
gingipain. Fragmenty R?
przedstawionych struktur

odpowiadajg zoptymalizowanym

Enzym Enzym
ys” ! Cys”
S1 o} SH S1 SH
) N R
R = OEt R X _COOMe
st T
(0] 0. NH

O. NH

R R?

resztom P2

N-acylowanych chlorometyloketonéw wyselekcjonowanych na podstawie testéw kinetycznych jako
najaktywniejsze inhibitory Kgp i RgpB. Konstrukcja tych inhibitoréw umozliwia ich rozbudowe po stronie

Pn'.

Akceptory Michael’a oraz
acyloksymetyloketony zawierajgce
w strukturze fragment oddziatujacy
z resztami wneki S1’ gingipain.
Zaprezentowane pochodne
amidowe sg rozbudowanymi
analogami pokazanych wyzej
a,-nienasyconych estréw.
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Pochodne y-okso-a,B-nienasycone dzieki obecnosci dodatkowego
ugrupowania karbonylowego majg szanse na wiekszg liczbe
kontaktow w miejscu aktywnym gingipain.

W ramce ponizej pokazano reszty R?, ktérym odpowiadajg
podstawniki P2 oraz przedstawiono wyselekcjonowane reszty P3 i
P1’ ligandéw wybranych do syntezy.

m
s

P3 P1'
ﬁm//4{<:j> N
WO

NH, o
NH,

Rysunek 3.1: Wzory ogblne réznych typoéw zaprojektowanych inhibitoréw z uwzglednieniem ugrupowania
reagujacego z grupa SH Kkatalitycznej reszty Cys; Podstawniki R* odpowiadaja taficuchom bocznym Lys/Arg. R =
CH,-2,5-(CF3),-Ph w acyloksymetyloketonach lub P1” w pozostatych pochodnych
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O ile w przypadku badania charakteru wnek wiazacych Sn gingipain uzycie bardzo
reaktywnych chlorometyloketonéw w testach in vitro, dajace gwarancje¢ skutecznego
ich wiazania we wngce S1, bylo w pelni uzasadnione, o tyle zastosowanie ich przy
probie poprawiania selektywnos$ci w oddzialywaniu z akceptorami in vivo jest
niemozliwe wiasnie ze wzgledu na ich wysoka reaktywno$é. Powszechne
wystepowanie nukleofilowych ugrupowan tiolowych i hydroksylowych w zwiazkach
stanowiacych sktadniki ptynéw ustrojowych prowadziloby do szybkiej dezaktywacji
potencjalnego inhibitora wskutek ich reakcji z elektrofilowym ugrupowaniem
chlorometyloketonowym. W tej sytuacji prawdopodobienstwo kowalencyjnego
zwigzania liganda z docelowym enzymem byloby znikome. Rozwiazaniem tego
problemu moze by¢é wprowadzenie do czasteczki liganda posiadajacego
zoptymalizowane podstawniki Pn ugrupowania, ktore byloby mniej podatne na atak
nukleofilowy.  Kryterium to speliaja migdzy innymi pochodne typu
acyloksymetyloketondw, aminometyloketony, o,B-nienasycone estry, kwasy i amidy
oraz epoksydy. Synteze tych pochodnych planowano tak, zeby byla mozliwa ich
rozbudowa po stronie Pn’, co zwigkszaloby liczbg¢ oddziatywan liganda z czasteczka
enzymu, a tym samym specyficzno$¢ inhibitora (rysunek 3.2).

Zgodnie z uzyskanym metodami obliczeniowymi modelem (rysunek 3.2)
przedstawiajacym sposob wiazania a,fB-nienasyconych pochodnych w centrum
aktywnym gingipain, obecno$§¢ w ich strukturze wugrupowan karbonylowych
W bezposrednim sasiedztwie ulegajacego reakcji ukladu C=C powinno sprzyjaé
tworzeniu sieci wigzan wodorowych z resztami enzymu otaczajacymi wiazany ligand.
Podobnie, przytaczenie do karboksylowego konca inhibitorow reszty fenylenodiaminy,
ktora spelnia kryterium komplementarnosci do wngki S1’0obu badanych gingipain,
powinno skutkowa¢ zwigkszeniem powinowactwa takich czasteczek do centrum
aktywnego docelowego enzymu. Zalozenia te opieraja si¢ na wynikach analizy
oddziatywan modelowego a,B-nienasyconego amidu z resztami centrum aktywnego
RgpB.

Struktura hipotetycznego o,B-nienasyconego amidu, ktora postuzyta do opracowania
modelu sposobu wigzania tego typu zwiazkéw przez gingipainy, zostala otrzymana in
silico przy pomocy pakietu Ludi/Insightll poprzez podstawienie odpowiednia reszta
ugrupowania  chlorometyloketonowego  w inhibitorze = D-Phe-D-Phe-Arg-CH,ClI,

a nastgpnie, po zoptymalizowaniu, zadokowana w centrum aktywnym RgpB.
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W zaproponowanym modelu dla wszystkich badanych pochodnych nienasyconych
zachowano odpowiednie oddzialywania z resztami wngk S2 i Sl gingipain
przedstawione wczesniej dla chlorometyloketondw.

W przypadku a,p-nienasyconych estrow, dzigki obecnosci ugrupowania
karbonylowego za fragmentem winylowym, po stronie C-konca inhibitora, mozliwe jest
powstawanie  wiazania wodorowego pomigdzy atomem azotu pierScienia
imidazolowego lancucha bocznego His211 oraz z amidowym atomem azotu reszty
Gly212. Ich amidowe analogi oprocz wymienionych oddzialywan, ze wzgledu na
obecno$¢ w ich strukturze podstawnika P1°, moga tworzy¢ dodatkowe wiazania
wodorowe pokazane na rysunku 3.2. Na mozliwos¢ zachodzenia tego typu oddziatywan
wskazuje wynikajaca z obliczen odpowiednia odleglo$¢ (ponizej 3,5 A) migdzy
amidowym atomem azotu reszty fenylenodiaminy i atomem tlenu ancucha bocznego
reszty Asp281 oraz migdzy atomem azotu podstawnika aminowego pier§cienia
fenylowego inhibitora i karbonylowym atomem tlenu tancucha bocznego reszty
Glu214, potozonej w glebi wneki S1°. Ponadto, pierscien fenylowy podstawnika P1’
moze by¢ zaangazowany w oddzialtywania hydrofobowe z tancuchem bocznym Val245

oraz hydrofobowymi fragmentami reszty Ser213.

Rysunek 3.2: Sposob wiazania przyktadowego a,B-nienasyconego amidu, pochodnej argininy
zawierajacej w sruktrze reszt¢ fenylenodiaminy komplementarna do wnegki S1° RgpB. Liniami
przerywanymi zaznaczono wigzania wodorowe tworzace si¢ migdzy resztami budujacymi wngki wiazace
enzymu i resztami inhibitora. Struktura liganda zostata pogrubiona (oznaczenia atoméw: O - -Czerwony,
N - niebieski, S - z6tty)

W przypadku inhibitorow z wbudowana reszta kwasu fumarowego odlegto$¢ atomu
tlenu ugrupowania karbonylowego reszty P1 i atomu azotu N, reszty Cys244 sprzyja
powstawaniu kolejnego wiazania wodorowego, co w efekcie powinno dodatkowo

zwigksza¢ powinowactwo inhibitora do centrum katalitycznego.
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Ze wzgledu na bardzo duze podobienstwo w budowie kieszeni S1”° obu gingipain,
przedstawione wyzej wyjasnienia uzasadniaja WybOr tej samej reszty P1’dla inhibitoréw
projektowanych dla Kgp i RgpB. Podobnie zaprezentowana analiza oddziatywania
pozostatych fragmentow zaprojektowanych pochodnych nienasyconych
z odpowiednimi resztami aminokwasowymi gingipain R, ze wzgledu na liczne analogie
strukturalne centréw aktywnych docelowych enzyméw moze by¢ zastosowana dla Kgp
(rysunek 3.3).

Rysunek 3.3: Analogie w budowie
kieszeni wiazacych S2 i S3 Kgp i RgpB
Atomy reszt budujacych wneki wiazace
Kgp oznaczono: zielony - C, czerwony -
O, niebieski - N. Wszystkie atomy reszt
W RgpB oznaczono kolorem rézowym.

Asn510
(Asp281)

3.2 Chlorometyloketony

3.2.1 Synteza

W literaturze opisano dwa alternatywne podejscia do syntezy peptydowych
chlorometyloketonow. Pierwsze z nich polega na przeksztalceniu odpowiedniego
aminokwasu w chlorometyloketon, a nastgpnie wydtuzaniu lancucha peptydowego
inhibitora w kierunku N-konca.?’” Stosujac drugi sposéb otrzymywania tej klasy
zwiazkéw najpierw syntezuje si¢ peptyd 0 zaprojektowanej sekwencji, a dopiero
wéwczas C-koncowa reszte czasteczki przeksztalca sie w chlorometyloketon.”®
Opierajac si¢ na wynikach wstepnych prob syntezy chlorometyloketondow, autor
zdecydowat si¢ na zastosowanie pierwszego z opisanych wariantow.

Zaprojektowane chlorometyloketony zsyntezowano wychodzac z optycznie
czystych L-argininy i L-lizyny z odpowiednio zabezpieczonymi ugrupowaniami
aminowymi. W przypadku inhibitorow lizynowych stosowano albo komercyjny

zwiazek Boc-Lys(Cbz)-OH, badZz pochodna otrzymywana na drodze selektywnego
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blokowania grupy N.-aminowej w handlowej L-lizynie. Wykorzystano tutaj metode
polegajaca na kompleksowaniu grupy karboksylowej i N, aminowej jonami miedzi przy
takiej wartosci pH, przy ktorej grupa Ng-aminowa pozostaje wolna.® Ta ostatnia
acyluje si¢ chloromrowczanem benzylu w obecnosci NaOH, a natgpnie kompleks
miedzi rozklada si¢ roztworem kwasu solnego i wolne jony Cu?* straca si¢ jonami
siarczkowymi.  Zablokowany aminokwas L-Lys(Cbz)OH wydziela si¢ przez

zobojetnienie odfiltrowanego roztworu.

(0]
RL ab RL c RL
OH CHN, — CH,CI
NHBoc NHBoc NHBoc
1, Lys(Cbz) 3, Lys(Cbz) 5, Lys(Cbz)
2, Arg(Cbz), 4, Arg(Cbz), 6, Arg(Cbz),
o (0]
1
RY RY R
CH,Cl e CH,Cl_flg CHCI
O. NH
NH,xHCI Os_ _NH
Y T
R2
7, Lys(Cbz) 9a-f, Lys(Cbz) 11a-f, Lys
8, Arg(Cbz), 10a-e, Arg(Cbz), 12a-e, Arg

Schemat 3.1: Synteza dipeptydowych chlorometyloketonéw, pochodnych lizyny i argininy. R? w pochodnych 11a-f i
12a-e = P2. Warunki i reagenty: a) chloromréwczan izobutylu, Et;N; b) diazometan; c,d) HCl/MeOH; e) R*C(O)CI
lub R®C(O)OC(0)-i-Bu, Et;N; f/g) TFA, anizol (pochodne lizyny) lub TFA, tioanizol (pochodne argininy).

Sposdb syntezy dipeptydowych chlorometyloketondw przedstawiono na schemacie
3.1. Substraty z wolna grupa karboksylowa (1,2) przeprowadzano w mieszane
bezwodniki w reakcji z chloromréwczanem izobutylu. Produkty tej przemiany
traktowano generowanym z diazaldu i destylowanym z eterowego roztworu
diazometanem otrzymujac odpowiednie diazometyloketony (3,4) z dobrymi
wydajno$ciami. Te ostatnie przeksztalcano w chlorometyloketony (5,6) stosujac 1
ekwiwalent chlorowodoru w postaci metanolowego roztworu HCI. Selektywne
odblokowanie ugrupowania Ng-aminowego przy pomocy albo TFA albo 4-6 M
roztworu HCl w metanolu i nastgpujace po nim acylowanie metoda mieszanych
bezwodnikow lub przy uzyciu odpowiedniego chlorku kwasowego prowadzilo do

otrzymania analogéw dipeptydowych.
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Pochodne tripeptydowe (15a-c) zsyntezowano na bazie chlorometyloketonéw Arg
I Lys w sekwencji dwoch nastepujacych po sobie reakcji acylacji metoda mieszanych
bezwodnikéw. Mieszany bezwodnik zastosowany w pierwszej z nich przygotowano
z pochodnej Boc-N,-Phe-OH w reakcji z chloromréwczanem izobutylu. Otrzymany
dipeptyd oczyszczono chromatograficznie i zrekrystalizowano. Nastgpnie, w etapie
poprzedzajacym kolejna acylacj¢, z jego N-konca usunigto grupe ochronna Boc
(schemat 3.2).

o) o)
CbzHN CbzHN
CH,CI CH,CI

O. NH O. NH

BocHNj:"” HCI x H,N j/

9e
o)
CbzHN 2
CH,CI CH,CI

O. NH O. NH

L = X
OO

14a-c 15a-c

Schemat 3.2: Przytaczanie podstawnika P3 do dipeptydu Phe-Lys-CH,CIl. Warunki i reagenty: a) HCI/MeQOH, b)

Et;N, R3C(0)O(0)C-i-Bu, c) 10% anizol w TFA. R® w 14a to reszta BocPhe, a w 15a odblokowana reszta Phe.

Chlorometyloketon homoargininy otrzymano przeksztalcajac Boc-HN-hArg(Chz),-
OH zgodnie z procedura opisana dla lizyny i argininy. Homoargining otrzymuje si¢
poprzez guanidynowanie Boc-HN-Lys-OH przy pomocy N,N-dibenzyloksykarbonylo-
S-metyloizotiomocznika. Reakcje ta poprzedza hydrogenolityczne usunigciu grupy
ochronnej Chz z atomu Ne tancucha bocznego reszty lizyny.

Wszystkie koncowe produkty oczyszczano przy pomocy chromatografii
kolumnowej i otrzymywano w postaci krystalicznej po rekrystalizacji czystych frakcji
z uktadu heksan/octan etylu.

Procedura otrzymywania chlorometyloketonéw zastosowana dla potrzeb tej
rozprawy obarczona jest pewnym ryzykiem, ze wzgledu na toksyczne i wybuchowe

wiasciwosci stosowanego w tym celu diazometanu. Wtasnie ze wzgledu na koszty oraz
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bezpieczenstwo nie ma ona zastosowania przy wigkszej skali procesu. Zaleta tej metody
w skali laboratoryjnej jest natomiast wysoka wydajnos¢, pod warunkiem zachowania
rezimu calkowicie bezwodnych warunkdéw na etapie otrzymywania mieszanego
bezwodnika i przeksztalcania go w diazozwiazek. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze
wiele grup funkcyjnych dobrze toleruje diazometan, co umozliwia jego stosowanie przy
otrzymywaniu bardziej wyrafinowanych pochodnych zaréwno peptydowych jak

i niepeptydowych, %%

Literatura podaje alternatywne metody otrzymywania
halometyloketonoéw, ktore opracowywano chcac przygotowac tanszy i bezpieczniejszy
proces wytwarzania tej klasy zwiazkéw cieszacej si¢ duzym zainteresowaniem
przemystu farmaceutycznego z powodu ich wiasciwosci biologicznych, a takze z uwagi
na mozliwo$¢ ich zastosowania jako prekursorow bardziej ztozonych pochodnych.?*?
Pierwsza koncepcja opierata si¢ na zachgcajacych wynikach prac Villieras’a
I wspolpracownikow,  ktorzy z  powodzeniem  przeprowadzili  bezposrednie
przeksztalcenie estru aminokwasu w bromometyloketon.”*® Podstawowym reagentem
uzywanym w tej procedurze jest generowany in Situ w obecno$ci a-aminoestru
bromometylolit. Rozwazania mechanistyczne nad przebiegiem tej reakcji doprowadzity
do opracowania jej réznych modyfikacji, w tym procedury z uzyciem aminoestru,
chlorojodometanu i LDA, ktore reagujac dawaty przejSciowy tetraedryczny produkt
przeksztalcany nastepnie z dobra lub bardzo dobra wydajnoscia w chlorometyloketony
w etanolu w obecnosci kwasu.”** Ograniczeniem tej metody, szczegdlnie w skali
przemystowej jest powstawanie jako produktu ubocznego trujacego i wysokowrzacego
chlorodijodometanu. Sprawdza si¢ ona natomiast w sytuacji, kiedy docelowym
zwigzkiem ma by¢ nie chlorometyloketon, ale jego pochodna epoksydowa. Wowczas
tworzacy si¢ w opisanych wyzej warunkach chlorometyloketon i chlorodijodometan sa
redukowane nadmiarem borowodorku sodu. Powstajaca z chlorometyloketonu
chlorohydryna pod wplywem KOH w etanolu przeksztalcana jest nastgpnie
w odpowiedni epoksyd. Wedtug tej procedury w Bristol-Myers Squibb prowadzi si¢
syntezg epoksydow w skali kilogramowej. Problem izolacji chlorometyloketonu
Z mieszaniny zawierajacej CICHI, rozwiazali naukowcy z Pfizer’a modyfikujac
procedurg opracowana przez Bristol-Myers Squibb. Po pierwsze zmniejszyli oni ilo$¢
uzytego chloroiodometanu, a dodatkowo wprowadzili kolejny reagent, butylolit, ktory
reagujac z tetraedrycznym produktem przejSciowym powodowat szybka wymiang
atomu chlorowca i metalu, dajac w rezultacie znacznie lotniejszy jodek butylu, jako

glowny produkt uboczny oraz enolan. Acydoliza mieszaniny reakcyjnej prowadzita do

97



odpowiedniego  chlorometyloketonu. Nalezy doda¢, ze reakcja przebiega
stereospecyficznie, a koncowa wydajno$¢ otrzymywania epoksydow z uzyskiwanych
W oparciu o ta procedurg chlorometyloketonow jest wyzsza niz w procedurze z Bristol-
Myers Squibb.?*

Uzywanie reagentow typu halometylolitu na wigksza skalg¢ rowniez nie jest
najlepszym rozwiazaniem z punktu widzenia bezpieczenstwa. Bristol-Myers Squibb
zaproponowali  kolejne rozwiazanie, ktore scharakteryzowali jako ,,metodg
bezpieczniejsza od tych z uzyciem diazometanu lub reagentéw typu
halomemetylolitu”.® Ich propozycja zakladata przeksztalcenie estru o-aminokwasu
w odpowiedni chlorometyloketon przy uzyciu generowanego in situ ylidu siarkowego
z chlorku trimetylosulfoksoniowego i tert-butanolanu potasu. Przeprowadzana
w kolejnym etapie reakcja ylidu i estru prowadzi do B-ketoylidu siarkowego, ktory
poddaje si¢ acydolizie HCI generowanym z kwasu metanosulfonowego i LiCl. Uzycie
w tej metodzie estrow 4-nitrofenylowych w miejsce metylowych zabezpiecza przed
ewentualna racemizacja produktu.

W niniejszej pracy wykorzystano procedur¢ z diazometanem Kkierujac si¢
zadowalajacymi wynikami wstepnych prob syntezy. Testowanie uzyskanych produktow
jako inhibitoréw gingipain wymagato odblokowania zabezpieczonych grup aminowych.
Najtagodniejsza z opisywanych w literaturze metod usuwania ugrupowania
benzyloksykarbonylowego z reszt aminowych jest katalityczna hydrogenacja. Niestety
nie ma ona zastosowania dla pochodnych posiadajacych ugrupowanie
halometyloketonowe, ktére w tych warunkach tatwo redukuja si¢ do metyloketonow.
Alternatywna metoda jest zastosowanie bromowodoru w kwasie octowym. Niemniej,
ilo§¢ produktéw ubocznych powstajacych w czasie odblokowania nie zachgcata do
wyboru tej drogi. Zadowalajace wyniki dla pochodnych lizyny uzyskano stosujac
mieszaning 10% anizol/TFA. W przypadku pochodnych argininowych przetestowano
takze mieszaning 10% tioanizol/TFA, ktéra zazwyczaj dawala lepsze rezultaty.
Mankamentem tej metody okazala si¢ znaczna ilo§¢ pochodnej tioanizolu
w mieszaninie poreakcyjnej. Pierwszy etap zastosowanej dla zwiazkow 9a-e oraz 15a-c
procedury polegal na rozpuszczeniu zablokowanej pochodnej w przygotowanym
roztworze i mieszaniu w temperaturze pokojowej, co najmniej 24 godziny. W kolejnym,
z surowej mieszaniny odparowywano TFA, a pozostatos¢ traktowano mieszaning eteru i
wody dejonizowanej. Warstwy rozdzielano i wodna kilkakrotnie przemywano eterem.

Nastgpnym etapem byla izolacja produktu z warstwy wodnej metoda wysokosprawne;j
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chromatografii cieczowej na odwrédconej fazie. W przypadku zwiazkdw Arg (10a-e) do
fazy wodnej przechodzila takze pochodna tioanizolu, ktorej udzial w rozdzielanej
mieszaninie, czas retencji zblizony do czaséw rejestrowanych dla wlasciwych
produktow oraz wysoka absorbancja przy zastosowanych dlugosciach fali lamp
detektora bardzo utrudnialy separacje. Czysto$¢ otrzymanych produktéw potwierdzano
w dodatkowych eksperymentach z zastosowaniem analitycznej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, analizujac probki w dwoch roznych gradientach. Otrzymane
preparaty liofilizowano i przechowywano w -20 °C. Odrgbnego postgpowania, ze
wzgledu na bardzo niskie wydajnosci odblokowania metoda tioanizol/TFA wymagaty
dwie pochodne — chlorometyloketony argininy i homoargininy. Do odblokowania tych
zwiazkow zastosowano procedure ze skroplonym HF . Niestety, izolacja pozadanych

produktow metoda HPLC na odwréconej fazie w tym przypadku nie powiodta sig.

3.2.2 Analiza oddzialywan chlorometyloketonow z RgpB

Ocena wtasnosci inhibitorowych zaprojektowanych zwiazkéw polegata na
pomiarze” zaniku resztkowej aktywnoséci enzymu w ich obecnosci, w warunkach
reakcji pierwszorzedowej, osiaganych poprzez zastosowanie duzego nadmiaru
inhibitora wzglgdem proteazy.

Wszystkie testowane dipeptydowe chlorometyloketony argininy okazaty sig
skutecznymi nieodwracalnymi inhibitorami RgpB z warto$ciami Kopy/[I] mieszczacymi
si¢ w zakresie 10° - 10" M's™ (Tabela 3.1). Wyniki te pozwalaja stwierdzi¢, ze ligandy
o budowie R*-Arg-CH,Cl sa wystarczajaco rozbudowane, by zapewni¢ optymalne
oddziatywania z miejscem aktywnym enzymu. Ich szczegdlowa analiza prowadzi do
kolejnego ogdlnego wniosku — obecnos¢ lub brak w czasteczkach inhibitorow N-
koncowej grupy o-aminowej nie wplywa na ich wiagzanie do czasteczki enzymu.
Zgodnie z wynikajacym ze struktury krystalicznej kompleksu D-Phe-Phe-Arg-CH,CI i
RgpB sposobem oddziatywania obu jego sktadnikéw, ta grupa nie jest zaangazowana w
jakiekolwiek oddziatywania z biatkiem. W istocie, warto$¢ Kons/[I] uzyskana dla
pochodnej 12e (1,24 x 10° M™s™) jest bardzo bliska wartoici tego parametru

" Préby odblokowania grup aminowych w pochodnych Arg(Z),-CH,Cl oraz hArg(Z),-CH,CI
przeprowadzono w Zaktadzie Chemii Peptydéw na Uniwersytecie Warszawskim za zgoda prof. J.
Izdebskiego.

" Pomiary zaniku resztkowej aktywnosci gingipain w obecnosci zsyntezowanych inhibitoréw
przeprowadzit dr hab. Daniel Krowarsch z Zaktadu Inzynierii Biatka na Uniwersytecie Wroctawskim.
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otrzymanej dla pochodnej 12a (1,26 x 10°® M's™), ktora pod wzgledem struktury rézni
si¢ od tej pierwszej jedynie brakiem N-koncowej grupy a-aminowej. Duza zmiang w
kinetyce inhibicji RgpB otrzymanymi zwiazkami wywoluje wprowadzenie do

czasteczki liganda polarnej grupy funkcyjnej w podstawniku P2.

Tabela 3.1: Aktywno$¢ otrzymanych peptydowych chlorometyloketonow
wzgledem gingipain

Gingipaina R2 Gingipaina K
R?C(0)-Arg-CH,ClI R2C(0)-Lys-CH,CI
kobs kobs/[l] R kobs kobs/[l]
[s'] [mol™s™] 6 [s'] [mol™s™]

i 0,00298 1260000 i 0,0431 4460000
a +0,00021 +152000 2 40,0045  +690000
0,05878 25100000 0,0554 848000

12b +0,003 +2540000 HO < > b 165002 +732000

0,07858 33200000 0,0572 1060
12¢ +0,0109 +6270000 HNT > He  po0112 #2272
124 0,04055 16900000 11q 200095 132
+0,0061 +3390000 $0,00021 357
H,N
i 0,00283 1240000 Wf@ 1o 000481 115
¢ +0,00029 +189000 ¢ 10,001 29,8
NH,

11f 0,1020 11500000
+0,0115  +1880000

Gingipaina K
R3C(0)-Phe-Lys-CH,ClI

W/_O 1sa 00108 279
? 40,0023 732
NH,
A 00112 105000
/" N\ 15

. $0,00113  +17600
1se 00151 267000
€ 20,0017  +43400
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Obserwowany wzrost powinowactwa inhibitorow 12b-12d do RgpB 10-30 razy
wzgledem pochodnej 12a, zawierajacej w pozycji P2 reszt¢ fenyloetylowa, wyraznie
wskazuje na duzy udziat r6zniacych je grup polarnych w ksztaltowaniu oddziatywan
z resztami aminokwasow budujacych wngke S2 enzymu. Najskuteczniejszym w tej
grupie okazal si¢ zwiazek 12¢ (Kons/[I] = 3,32 % 10’ M'ls'l), ktory, zgodnie ze
stosowanym w analizie modelem oddziatywan, moze utworzyé mostek solny
z ugrupowaniem karboksylowym reszty Asp281 poprzez dodatnio natadowana grupeg
aminowa lancucha bocznego podstawnika P2 (rysunek 3.4). Dodatkowo na szybko$é
inhibicji RgpB ta pochodna wptywaja prawdopodobnie hydrofobowe oddziatywania
tancucha bocznego P2 z resztami wneki S2. Zamiana reszty fenyloetylowej w pozycji
P2 na (p-hydroksyfenylo)etylowa (12b) réwniez poprawia parametry kinetyki wiazania
inhibitora. Osiagana w tym przypadku warto$é kess/[1] = 2,51 x 10" M?s? jest
prawdopodobnie rezultatem tworzacego si¢ wiazania wodorowego miedzy grupa
hydroksylowa podstawnika P2 a reszta karboksylowa Asp281, ktore uzupetnia
obserwowane dla pochodnej 12a oddzialywania hydrofobowe wynikajace
z przestrzennej bliskosci pierscieni benzenowych reszty Tyr283 enzymu i podstawnika
P2 liganda. Wyjasnienie podobne do prezentowanych powyzej mozna przytoczy¢ dla
wyniku uzyskanego z udzialem pochodnej 12d (kes/[I] = 1,69 x 10" M’s™),
zawierajacej w pozycji P2 reszte (p-aminometylo)benzylowa, ktérej budowa wskazuje
na mozliwo$¢ realizowania analogicznego schematu oddziatywan z wngkami

wiazacymi RgpB.

Rysunek 3.4 Sposéb wiazania
inhibitora 12¢ w centrum aktywnym
RgpB.

Wyeksponowano oddziatywania we
wneee S2.
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Konkludujac, mozna stwierdzi¢, ze w pozycji P2 projektowanych inhibitorow
gingipainy R2 powinno si¢ umieszczaé reszty posiadajace jednocze$nie fragment
hydrofobowy oraz ugrupowanie polarne, ze wskazaniem na dodatnio natadowane, ktore
moze shuizy¢ jako donor wiazania wodorowego. Brak odpowiedniej grupy funkcyjnej
uniemozliwia oddziatywanie z reszta Asp281, co obniza powinowactwo inhibitora do

proteazy o ponad 1 rzad wielkos$ci.
3.2.3 Analiza oddzialywan inhibitorow z Kgp

Zsyntezowane dipeptydowe chlorometyloketony zaprojektowane jako specyficzne
inhibitory Kgp okazaty si¢ mniej aktywne w poréwnaniu do ich analogéw argininowych
testowanych jako inaktywatory RgpB. Opierajac si¢ na wstgpnym modelu Kgp mozna
bylo zaklada¢ wyrazne podobienstwo wngk S2 obu badanych gingipain, co
zadecydowato o wyborze tych samych podstawnikéw P2 dla obu grup inhibitorow.
Uzyskane wyniki testow enzymatycznych wykazaty jednak kluczowe znaczenie roznic
strukturalnych odpowiedzialnych za odmienne preferencje substratowe obu enzymow
nie tylko w obrebie kieszeni S1, ale takze we wngkach S2. Najistotniejsza jest tutaj
zamiana odpowiadajacych sobie reszt Asp281 o charakterze kwasowym w RgpB na
obojetng reszte Asn510 w kieszeni S2 Kgp. Zgodnie z pierwotnymi zalozeniami, atom
tlenu ugrupowania amidowego Asn510 miat petni¢ podobna rolg, jak atomy tlenu grupy
karboksylowej Asp281. Szczegdélowa analiza miedzyczasteczkowych oddzialywan
w Kgp dyskwalifikuje te zalozenia. Okazuje sig, ze orientacja lancucha bocznego
Asn510 w Kgp uniemozliwia jego oddziatywanie poprzez karbonylowy atom tlenu
zZ heteroatomami tancucha bocznego wiazanego liganda, najprawdopodobniej tworzy si¢
wewnatrzczasteczkowe wiagzanie wodorowe z ugrupowaniem amidowym lancucha
glownego enzymu. W tej sytuacji przede wszystkim grupa aminowa lancucha bocznego
Asn510 ma szanse kontaktowa¢ sie z inhibitorem, co diametralnie zmienia wlasnosci
wneki S2 w Kgp w poréwnaniu do odpowiedniej kieszeni RgpB.

Najskuteczniejszymi inhibitorami Kgp okazaty si¢ pochodne zawierajace w pozycji
P2 reszty hydrofobowe. Zaskakujaco, najlepszy parametr kon/[1] = 1,15 x 10" M?s™
uzyskano dla modelowej czasteczki 11f, ktora zsyntezowano w trakcie wstgpnych prac
nad optymalizacja $ciezki syntetycznej i poczatkowo nie planowano stosowac jako
inhibitora. Wbudowanie do tej czasteczki reszty benzoilowej w pozycji P2 zwigkszylo

jej powinowactwo do gingipainy K 220 razy wzgledem testowanego dla pordwnania
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chlorometyloketonu lizyny bez podstawnika na atomie N, (Kops/[1] = 5,25 x 10* M™s™).
Ugrupowanie karbonylowe podstawnika ze wzgledow geometrycznych nie ma
mozliwo$ci tworzenia wiazania wodorowego z zadna z reszt wneki S2. Z tego wzgledu
réznica w reaktywnosci pochodnych 11f i 11a wynika prawdopodobnie z mniej
korzystnej orientacji hydrofobowych fragmentéw podstawnika P2 inhibitora 11a, co
przekiada si¢ na obnizenie jego aktywnosci wzgledem Kgp w porownaniu do zwiazku
11f. W jego przypadku najistotniejsze sa kontakty pierscienia aromatycznego reszty P2
liganda z hydrofobowymi fragmentami tancucha bocznego Asn510 oraz tancucha
gldwnego fragmentu 510-512.

W zalozeniach podstawnik fenyloetylowy (zwiazek 11a), jako dluzszy, miat
zwigkszy¢ ilo$¢ kontaktow hydrofobowych liganda z resztami budujacymi wnegke S2
(rysunek 3.5).

Rysunek 3.5: Sposob wiazania inhibitora 11a
w centrum aktywnym Kgp. Wyeksponowano
oddziatywanie pierécieni aromatycznych
reszty P2 i reszty Tyr512 enzymu.

Cys477

Asn510

Tyr512

Uzyskany wynik kep/[I] = 4,46 x 10° M™s' $wiadczy jednak o obnizeniu
powinowactwa tego inhibitora do Kgp w poréwnaniu do pochodnej benzoilowej. Efekt
ten moze by¢ wywolany zwigkszeniem elastycznosci podstawnika P2, co skutkuje
zwigkszeniem liczby mozliwosci jego orientacji w przestrzeni, a tym samym gorszym
wypadkowym dopasowaniem do wneki S2.

Pierwotnie, w procesic modelowania molekularnego postulowano taka orientacj¢
bocznego tancucha reszty Asn510, dzigki ktorej mogiby on poprzez karbonylowy atom
tlenu oddziatywa¢ jako akceptor wigzania wodorowego z odpowiednimi grupami
funkcyjnymi tancuchéw bocznych podstawnikow P2 wiazanych ligandow. Z tego

wzgledu obsadzenie pozycji P2 inhibitora przez reszte p-hydroksyfenyloetylowa
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wydawalo si¢ optymalnym rozwiazaniem. Wyliczony dla zwiazku 11b parametr Kops/[1]
jest, co prawda, 16 razy wigkszy w poréwnaniu do uzyskanego dla LysCH,CI, ale nadal
ma warto$¢ pigciokrotnie nizsza od otrzymanej dla 11a. Wynika z tego, ze grupa
hydroksylowa reszty P2 nie wuczestniczy w tworzeniu sieci oddziatywan
enzym-inhibitor. Potwierdzaloby to dodatkowo tez¢ o niekorzystnej dla formowania
wigzania wodorowego orientacCji przestrzennej reszty Asn510, ktora do wneki S2
przypuszczalnie eksponuje grupe -NH,. Przy sprzyjajacej geometrii czasteczKi
inhibitora moglaby ona pemi¢ role donora wigzania wodorowego dla ugrupowania
hydroksylowego liganda. Niemniej otrzymany wynik kinetyki wigzania pochodnej 11b
do Kgp wyklucza takie oddziatywanie. Dyskryminowanie obecnos$ci grupy o funkcji
donora wiazania wodorowego w tancuchu bocznym podstawnika P2 wydaje si¢ by¢
jednym z elementéw specyficznosci Kgp. Stwierdzenie to znajduje uzasadnienie w
zaobserwowanej preferencji miejsca hydrolizowanego przez enzym w substratach
takich jak ludzkie histatyny. Hydroliza czasteczki substratu nastgpuje raczej za
sekwencja Glu-Lys niz za Tyr-Lys.'

Wyniki zupelie niekorespondujace z zalozeniami uzyskuje si¢ dla zwiazkow
z obdarzona dodatnim tadunkiem grupa amoniowa w strukturze podstawnika P2 (11c i
11d). Podobnie dzieje si¢ tez w przypadku pochodnych z wolna N-koncowa grupa NH;
(11e, 15a). Szybkos¢ inhibicji Kgp w obecnosci tych czasteczek jest co najmniej 50
razy mniejsza w poréwnaniu do obserwowanej w eksperymencie z Lys-CH,CI. Niskie
powinowactwo inhibitorow 11¢ i 11d do Kgp mozna probowaé¢ wyjasnia¢ w oparciu
0 te same przestanki, ktore przytoczono dla pochodnej 11b. Zaskakujaca jest natomiast
siggajaca 4 rzedow roznica wartosci parametrow Kons/[1] zmierzonych dla 11a i 11e.
Bowiem trudno przy pomocy metod modelowania molekularnego wskaza¢ powody, dla
ktérych ta para pochodnych miataby zachowywac si¢ inaczej niz analogiczne inhibitory
RgpB (12a i 12e), ktore praktycznie nie roznily si¢ migdzy soba pod wzglgdem
szybkosci hamowania enzymu. Zainteresowanie budza rowniez niska aktywnosc¢
I odchyleniec od liniowego przebiegu wykresu zaleznosci —In(v/vp) od czasu,
zaobserwowane w przypadku pomiaréw wykonanych dla zwiazkbw 11c-e oraz 15a.
Wyrdzniajaca je cecha wspdlna jest obecna w ich strukturze dodatnio natadowana grupa
amoniowa. Zgodnie z przyjetym modelem oddziatywan ligand-Kgp, powinna ona
wystawa¢ do roztworu i podobnie jak amidowa grupa tancucha gtéwnego w pozycji P2
oraz N-koncowa grupa w pozycji P3 w FFR-CH,Cl w RgpB nie wptywac na wiazanie

czasteczki inhibitora przez enzym. Przy takich zatozeniach trudno znalez¢ molekularne
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podstawy znaczaco obnizonej aktywnos$ci w omawianej grupie zwiazkow. Nietypowa
kinetyka wiazania jej przedstawicieli do Kgp wskazuje jednak na mozliwo$¢ ich
niespecyficznego wiazania wynikajacego z oddzialywania poprzez dodatnio
natadowane grupy amoniowe z resztami spoza miejsca aktywnego gingipainy K.
Odrgbnego omowienia wymaga seria trzech tripeptydowych ligandow (15a-c) Kgp.
W odréznieniu od RgpB, wneka S3 w Kgp wydawata si¢ wystarczajaco gleboka, by
zaprojektowa¢ czasteczki rozbudowane o rézne reszty P3 zwigkszajace ich
specyficzno$¢ i powinowactwo do enzymu. Do zbadania charakteru tej kieszeni
wiazace] postuzyly trzy analogi (15a-c) wyselekcjonowane do syntezy. Okazuje sig, ze
dotaczenie trzeciego podstawnika do macierzystego dipeptydu 1le zmniejsza
powinowactwo powstajacej w rezultacie czasteczki do enzymu. Na podstawie wartosci
zebranych wtabeli 3.1 mozna oszacowa¢ spadek aktywnosci tripeptydowych
pochodnych 15b i 15¢ odpowiednio 40 i 17 razy wzgledem wyjsciowego dipeptydu
11e. W przypadku czasteczki 15¢ oczekiwano korzystnych oddziatywan hydrofobowe;j
reszty 2-naftylowej z aromatycznymi pierscieniami Trp513 i Tyr390. Niewykluczone
jednak, ze przyjmuje ona niesprzyjajaca orientacj¢ i wystaje do roztworu. Pirydylowa
reszta w 15b obok oddziatywan hydrofobowych z Trp513 miata takze uczestniczy¢
W tworzeniu wigzania wodorowego z grupa OH lancucha bocznego Tyr390. Wyniki
pomiarow Kinetycznych nie pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, czy przewidywane
oddziatywania maja miejsce. Hipotetycznie mozliwa jest sytuacja, w ktorej wynikajacy
z nich zysk energetyczny zostaje wykorzystany do zniwelowania niekorzystnych
efektow entropowych pojawiajacych si¢ wskutek obecnosci w czasteczce inhibitora
~elastycznych” elementow tancucha gtéwnego dipeptydowego fragmentu P3-P2.
Przedstawiona powyzej analiza oddzialywan zsyntezowanych w ramach tej
rozprawy inhibitorow z czasteczka Kgp potwierdza poprawnos¢ przyjetego dla potrzeb
ich projektowania modelu docelowego enzymu. Jego wiarygodnosci dowodzi rowniez
duza zgodnos¢ zalozen dotyczacych budowy wnek wiazacych z wynikami inhibicji
uzyskanymi dla znanych syntetycznych inaktywatorow Kgp. Wspomagana
komputerowo analiza przyjetego modelu 3D kompleksu gingipainy K z jednym
z najbardziej aktywnych sposrod opisanych dotychczas w literaturze inhibitorow tej
proteazy ketopeptydu 139 (rysunek 1.21, rozdziat 1.5.7.2, Ki = 7,5 x 10 M) sugeruje
istnienie oddzialywan analogicznych do zaprezentowanych dla odpowiadajacych mu
modeli opracowanych dla chlorometyloketondw serii 11 i 15 (Rysunek 3.6). Zachowane

sa w nim wszystkie obserwowane dla zwiazkow serii 11 i 15 wigzania wodorowe
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wspoltworzone z odpowiednimi fragmentami w strukturze enzymu, a dodatkowo
oddzialywania o takim charakterze pojawiaja si¢ w wyniku kontaktu z resztami Gly445
I Trp513. Aminowa grupa lancucha bocznego reszty lizyny (P1) zaangazowana jest
W tworzenie sieci oddzialywan odpowiadajacych modelowi z rysunku 3.3. Reszta P2
bardzo dobrze wpasowuje si¢ we wngke S2 tworzac migdzy innymi wiazanie wodorowe
z ugrupowaniem amidowym Asn510 oraz wykorzystujac obecno$¢ odpowiednio
usytuowanych hydrofobowych tancuchéw bocznych Tyr512, Asn510, Lys323 i Pro509
(Rysunek 3.6).

Tyr390

Rysunek 3.6 Sposob wigzania ketopeptydu 139 (rysunek 21, rozdziat 1.5.7.2), najaktywniejszego
z opublikowanych dotychczas inhibitoréw Kgp, w centrum aktywnym gingipainy K.

Korzystne oddziatywania hydrofobowe dominuja rowniez przy wiazaniu P3 do
najwazniejszych reszt wneki S3 — Trp513, Tyr390 i Asp388. Dodatkowe obserwacije
wynikaja zobecnosci w139 reszty P1’, nieobecnej w omowionych
chlorometyloketonach. Jej orientacja w zgodzie z zakladanym modelem powinna
umozliwia¢ tworzenie wiazania wodorowego z reszta Gly445, a takze hydrofobowe
oddzialywania z resztami Val478, Cys477 1 Asn510.

Kolejnym zaczerpnigtym z literatury przyktadem potwierdzajacym zgodnos¢
wynikéw symulacji oddziatywan enzym-inhibitor, otrzymanych dla zaproponowanego
modelu Kgp, z uzyskiwanymi w pomiarach kinetycznych, prowadzonych z udziatlem
syntetycznych ligandow Kgp, jest pochodna 140 (rysunek 1.22, rozdziat 1.5.7.2). Takze
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i w tym przypadku podstawa silnego oddziatywania z enzymem jest obecno$¢ reszty
Lys w pozycji P1, hydrofobowego fragmentu P2, ktory moze kontaktowac si¢ z Asn510
oraz podstawnikdéw P3 i P1’ zaangazowanych w podobne oddzialywania, jak opisane
dla inhibitora 139.

O podstawowym znaczeniu obecnosci reszt hydrofobowych w pozycjach P2 i P3 dla
powinowactwa inhibitorow do Kgp, co pozostaje w zgodzie z zaproponowanym
modelem ich wzajemnego oddziatywania, §wiadcza doniesienia literaturowe dotyczace
rezultatow testow kinetycznych przeprowadzanych na zwiazkach zawierajacych takie
fragmenty, w tym: akceptorach typu Michael’a (PhCH,CH,CO-Leu-ALYys-
CH=CHCOOE),*® chlorometyloketonach i acyloksymetyloketonach (Cbz-Phe-Lys-
CH,Cl i Cbz-Phe-Lys-CH,0CO-2,4,6-MesPh).!"

107



3.3 Akceptory typu Michael’a

3.3.1 Zalozenia, projektowanie

Wyniki badan kinetycznych z udziatem chlorometyloketonow oraz analiza sposobu
ich wiazania we wngkach wiazacych gingipain pozwolily na wyselekcjonowanie
podstawnikéw P2 najkorzystniej oddziatujacych z resztami budujacymi centra aktywne
tych enzymow. Wstepne badania stuzace okresleniu specyficzno$ci wnek S2 i1 S3
enzymoéw miaty pomoc w przygotowaniu mniej reaktywnych i bardziej selektywnych
inhibitorow gingipain. Docelowo planowano otrzymanie inhibitorow epoksydowych,
0 ktérych wiadomo, ze sa skutecznymi inaktywatorami proteaz cysteinowych.
Przygotowujac projekt syntezy postanowiono, ze koncowe oksirany beda otrzymywane
przez epoksydacje odpowiednich prekursorow nienasyconych (rysunek 3.7) lub
bromometyloketonéw (schemat 3.27) zawierajacych w strukturze konserwatywne
fragmenty P1 i P2 obecne w najbardziej aktywnych chlorometyloketonach (11a, 11d,
11e, 12a 12d, 12¢).

Rysunek 3.7: Zaprojektowane o, B-nienasycone oraz y-0kso-a, 3-hienasycone amidy.

Wybdr Sciezek syntetycznych z etapem otrzymywania pochodnych zawierajacych
wigzanie C=C byl uzasadniony mozliwoscia wykorzystania tych zwiazkow do trzech
celow. Pierwsze zastosowanie wynika z reaktywnosci wiazania C=C w reakcji addycji

typu Michael’a z ugrupowaniem SH, co pozwolito na ich uzycie w roli inhibitoréw
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gingipain. Druga mozliwo$¢ to, w przypadku pochodnych zawierajacych grupeg
karboksylowa na C-koncu, derywatyzacja tych zwiazkow prowadzaca do optymalizacji
oddzialywan z wngka S1° enzymu. Trzecim wariantem jest epoksydacja tych

pochodnych.
3.3.2 Pochodne a,p-nienasycone
3.3.2.1 Retrosynteza

Jednym z rozwigzan stosowanych powszechnie przy otrzymywaniu o,f-
nienasyconych estrow (amidow) jest utworzenie wigzania C=C w reakcji aldehydu z
odpowiednim ylidem generowanym przy pomocy zasady z soli fosfoniowej (reakcja
Wittiga)?!” lub fosfonianu dietylowego (reakcja Hornera-Wadswartha-Emmonsa)®®2*°

(schemat 3.4).

NHCbz 1 Q
Q ) ) %OMG

Schemat 3.4: Retrosynteza pochodnych a,-nienasyconych.
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Ze wzgledu na rozne trudno$ci towarzyszace przeksztalcaniu wybranych N-

acylowanych estrow lizyny i argininy w aldehydy przetestowano trzy warianty ich

220 redukcje estru do alkoholu, ktory

223

syntezy: bezposrednia redukcje estru do aldehydu,

221222 - - - -
“““ 1 wreszcie redukcje amidu Weinreba

nastepnie utleniano otrzymywanego
z kwasu uzyskiwanego poprzez hydrolizg wyjsciowego N-acylowanego estru.
Woprowadzenie do czasteczki inhibitora fragmentu zawierajacego wiazanie C=C
zrealizowano dwoma sposobami. Pierwszy z nich opierat si¢ na klasycznej reakcji
Wittiga?'” i prowadzit do pochodnej estrowej. Nienasycony ester poddawano hydrolizie
i otrzymany kwas sprzegano z reszta P1°. Drugi sposéb omijal klopotliwy,
przebiegajacy z niska wydajnOscia, etap sprzggania nienasyconego kwasu z aminowym
prekursorem reszty P1° dzigki zastosowaniu zmodyfikowanego odczynnika do reakcji
HWE. W miejsce popularnego fosfonooctanu trietylu uzyto jego amidowy analog
z wbudowanym fragmentem komplementarnym do wnegki S1° gingipain. Wybor tej
strategii znacznie upraszczal procedurg syntetyczna, poniewaz uklad C=C oraz reszta

P1’ byly wprowadzane do docelowej czasteczki w tej samej reakcji.

3.3.2.2 Synteza

3.3.2.2.1 N-Acylowane estry lizyny i argininy

Podobnie jak dla halometyloketonéw, wyjSciowymi zwigzkami w syntezie N-
acylowanych estrow byly Boc-Arg-(Cbz),-OH oraz H;N-Lys-(Cbz)-OH otrzymywany
z lizyny”. Substraty te najpierw przeksztalcano w estry metylowe (16, 17) metoda

*  Chlorowodér, ktérego

zSOCl, w metanolu wedlug standardowej procedury.?
powstawanie towarzyszy reakcji estryfikacji reaguje z grupa ochronna Boc
w przypadku pochodnej argininowej lub jest wiazany przez wolna grupg aminowa
substratu lizynowego 1 w efekcie produkty izoluje si¢ jako chlorowodorki estrow.
Otrzymane sole estrow acylowano w warunkach zasadowych odpowiednimi
chlorkami/mieszanymi bezwodnikami, zgodnie z procedurami przedstawionymi dla
chlorometyloketondw.

Pochodne 18a i 19a otrzymano w reakcji z komercyjnym chlorkiem kwasu

fenylopropionowego. Do syntezy analogu 18f uzyto handlowy chlorek benzoilu.

“ Sposob selektywnego blokowania grupy aminowej tafcucha bocznego handlowej lizyny przedstawiono
w podrozdziale 4.3.1.1.
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W przypadku zwiazkow 18d i 19d zastosowano chlorek  kwasu
4-(N-benzyloksykarbonyloaminometylo)fenylooctowego  otrzymany w  odrgbnej
kilkuetapowej syntezie z handlowego p-BrCH,C¢H4CH,COOH. Ester 19¢ uzyskano
stosujac mieszany bezwodnik wygenerowany z przygotowanego w odrgbnej syntezie

kwasu 4-N-Chz-aminomastowego.

o} o} o}

R a R b/c R
OH OMe OMe
NHR NH,xHCI O NH
T
1, Lys(Cbz), R=H 16, Lys(Cbz), 18a,d,f, Lys(Cbz)
2, Arg(Cbz),, R = Boc 17, Arg(Cbz), 19a,c,d, Arg(Cbz),

Schemat 3.5: Synteza N-acylowanych estrow lizyny i argininy. Warunki i reagenty: a) SOCI,, MeOH,
0°C-t.pok.; b) R%C(0)OC(0)-i-Bu, NMM lub R’C(O)Cl, NEt; THF bezwodny, 0°C. R? odpowiada reszcie P2.
(W przypadku reszt zawierajacych koncowa grupe aminowa, sa one zabezpieczone grupa ochronng Cbz).

3.3.2.2.2 Przeksztalcanie N-acylowanych estrow lizyny i argininy w aldehydowe
prekursory a,f-nienasyconych amidow

3.3.2.2.2.1 Otrzymywanie N-Cbz-N,-fenylopropionylolizynalu

No,-Acylowany ester 18a przeksztalcano w aldehyd 22a redukujac go przy pomocy
DIBAL-H. Zaleta tej metody jest mozliwos$¢ bezposredniej transformacji ugrupowania
estrowego do aldehydowego (schemat 3.6, rozdziat 3.3.2.2.2.2).

Niestety, zadowalajaca, cho¢ niska, wydajnos¢ tej reakcji uzyskiwano tylko
w przypadku uzycia $§wiezego odczynnika i z tego wzgledu nie stosowano jej w syntezie

pozostatych pochodnych aldehydowych.

3.3.2.2.2.2 Otrzymywanie pochodnych aldehydowych poprzez utlenienie
odpowiednich alkoholi

Dla wybranych pochodnych znacznie lepsze rezultaty otrzymywania aldehydow
data procedura dwuetapowa. Najpierw N-acylowane estry redukowano borowodorkiem
sodu do alkoholi (20a, 20d, 21a, schemat 3.6), ktore utleniano nastgpnie w reakcji
Swerna do odpowiednich aldehydéw (22a, 22d i 23a) z umiarkowana badZz dobra
wydajnoscia, szacowana na podstawie widma protonowego magnetycznego rezonansu

jadrowego. Otrzymywanie alkoholi z estrow 18d, 18f oraz 19d przebiegato z duzymi
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trudnos$ciami. Utlenienie metoda Swerna, ani tez kompleksem pirydynaxSOs; nie
przyniosto oczekiwanego wyniku w przypadku alkoholu 21d. Opisanymi metodami nie

udalo si¢ rowniez otrzymacé aldehydu 22f.

Ry~ _CH,OH

Schemat 3.6: Przetestowane metody
syntezy aldehydowych prekursoréw
pochodnych nienasyconych. Warunki i
reagenty: a) DIBAI-H, THFueaodny-

20(a,d,f)

21(a,c,d) O\[/NH

R

78°C; b) NaBHj,, LiCl, EtOH/THF 1:1,
t. pok.: c) (COCI),/DMSO, EtsN, -60°C; © \f

d) 2M NaOH; e) Et;N, chlorowodorek o
N,O-dimetylohydroksyloaminy, BOP, R
THFbezwodnya OOC, f) I—AHa THFbezwodnya Rl OMe a !
0°C, nastepnie KHSO, ag.

CHO

_

Os _NH O ﬁN/H
18(a,d,f)Y T 22(a,d,f)

19(a,c,d) Re 2 23(a)
d ’ f
(0] (0]
Ry OH e Rlﬁ)‘\'?/
(@) NH (@) NH OMe
24(f) 26(f)
25(c,d)

Alkoholu 21¢ nie otrzymano w postaci krystalicznej. Po reakcji redukcji estru 18c
mieszaning przerobiono standardowo. Produkt wysuszony nad $rodkiem suszacym
kilkukrotnie odparowano azeotropowo z absolutnym dichlorometanem i uzyto w reakcji
Swerna. Wynik tej ostatniej przemiany byl niejednoznaczny i rutynowo stosowana
metoda szacunkowego okreslenia wydajnosci przy pomocy spektroskopii ‘*H NMR
pozwolita stwierdzi¢ jedynie jakosciowo obecnos¢ sygnalu od protonu grupy

aldehydowe;.

3.3.2.2.2.3 Otrzymywanie pochodnych aldehydowych poprzez redukcj¢ amidu
Weinreba

Ester dipeptydu 19¢ zhydrolizowano do kwasu 25¢ w warunkach zasadowych, a
nastgpnie sprzggano bez oczyszczania przy pomocy BOP z chlorowodorkiem N,O-
dimetylohydroksyloaminy (schemat 3.6). Na podstawie widma *H NMR otrzymanego

krystalicznego produktu stwierdzono, ze w jego strukturze brakuje reszty
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benzyloksykarbonylowej na atomie azotu reszty kwasu GABA. Nasunglo to
podejrzenie, ze grupa ochronna musiata ulec hydrolizie w czasie saponifikacji estru 2M
NaOH. Przemawia za tym polarno§¢ produktu oceniona w chromatografii
cienkowarstwowej. Podobny efekt zaobserwowano w eksperymencie opisywanym w
podrozdziale 3.3.3.4.2, w ktdrym ester 19¢ traktowano karboanionem generowanym z
metylofosfonianu dimetylu przy pomocy butylolitu. Réwniez w tym przypadku na
widmie *H NMR produktu zaobserwowano brak charakterystycznego sygnatu przy & ~
5 ppm pochodzacego od grupy PhCH,0. Ponadto, integracja i przesunigcia sygnatlow w
obszarze aromatycznym odpowiadaty jedynie dwom resztom Cbz na atomach azotu
ugrupowania guanidynowego. Bazujac na tych wynikach zrezygnowano z proby
testowania analogicznej $ciezki dla estru tert-butylowego. Zastosowanie pochodne;j tert-
butylowej pomogloby rozwiaza¢ problem wynikajacy z zasadowych warunkoéw
hydrolizy estru, poniewaz reszt¢ tert-butylowa mozna usunaé w warunkach kwasnych
zachowawczych dla reszty Cbz. Niemniej, koniecznos$¢ uzycia glinowodorku litu do
redukcji amidu Weinreba w kolejnym etapie stwarza takie samo ryzyko utraty grupy
ochronnej i ubocznych reakcji nastgpczych. Nieoczekiwanie wysoka labilnos¢
ugrupowania karbaminianowego w warunkach zasadowych byla juz opisywana, chociaz
przyktadow tego typu w literaturze jest niewiele.??

Opisana wyzej procedurg przeksztalcenia estru w amid Weinreba i jego redukcji do
aldehydu udalo si¢ z powodzeniem zastosowac dla pochodnej 18f. Docelowy aldehyd

22f otrzymano tym sposobem z wysoka wydajnoscia.

2.3.2.2.3 Otrzymywanie pochodnych a,p-nienasyconych z Ng-acylowanych
Lys(Cbz)-H i Arg(Cbz),-H

Modelowa pochodna 27a i jej argininowy analog otrzymano na dwa sposoby.
Pierwsza droga syntezy oparta o reakcj¢ Wittiga zachodzaca migdzy aldehydem 22a i
karboanionem generowanym przy pomocy n-BuLi y chlorku
[(metoksykarbonylo)metylo]trifenylofosfoniowego prowadzita do a,B-nienasyconego
estru 29a (Schemat 3.7). W ten sam sposob otrzymano pochodna 31 z aldehydu 23a.

Estry 29 i 31 hydrolizowano nastgpnic w warunkach zasadowych. Nienasycony

kwas (zwiazek 30) udato si¢ otrzymacé tylko w przypadku pochodnej lizynowe;.
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W kolejnym etapie sprzggano go =z przygotowana w odrgbnej reakcji
4-(N-benzyloksykarbonylo)fenylenodiamina, zablokowanym prekursorem reszty P1’,
stosujac HBTU (schemat 3.7).

4-(N-Benzyloksykarbonylo)fenylenodiaming 36 otrzymywano w odrgbnych
reakcjach z 4-nitroaniliny lub fenylenodiaminy. W obu przypadkach w pierwszym

etapie wyjsciowa aming acylowano chloromréwczanem benzylu.

RH/CHO a RY\/COOMe b RY\/COOH c

O\I/NH RZ\"/NH RZ\"/NH

R? o) o)
22a, Lys(Cbz) 29 30
23a, Arg(Cbz), 31
NHCbz NH,
o) [ j/ d o) [ j/
RWI\N ’ RWI\N
R? NH H R? NH H
b b
o) o)
27a 28a

Schemat 3.7: Synteza o,f-nienasyconego amidu — pochodnej lizyny — z odpowiedniego nienasyconego
kwasu. R' i R? jak na schemacie 3.4, do ostatniego etapu, w ktorym usuwa si¢ reszty Cbz. Warunki i
reagenty: a) PhsPCH,COOMeCl, n-BuLi, THF, -78 °C; b) 2M NaOH/MeOH; c) Et;N, HBTU, 36,
CH3CNoezwodnys t. pok.; d) 10% anizol w TFA t. pok.

Ze wzgledu na niska wydajno$¢ obserwowana dla drugiej pochodnej i klopotliwa
izolacje koncowego produktu przy pomocy chromatografii kolumnowej, do
przygotowywania tego fragmentu inhibitora zdecydowano si¢ stosowa¢ pochodna
nitrowa 34 (schemat 3.8).

HZN\O\ a CbZHN\O\ b CbZHN\©\
NO NO, NH

2
34 35 36

2

Schemat 3.8: Synteza N-Chz-fenylenodiaminy. Warunki i reagenty: a) chloromréwczan benzylu, NaOH
aq / dioksan; b) SnCl,x2H,0, AcOEt, ogrzewanie do wrzenia.

Acylowana pochodna latwo izoluje si¢ poprzez krystalizacj¢ frakcyjna i ilosciowo
redukuje’®® przy pomocy SnCl,x2H,0 do 4-(N-benzyloksykarbonylo)fenylenodiaminy
36.

Ostatni etap opisywanej $ciezki syntezy a,p-nienasyconego amidu 28a — sprzeganie

nienasyconego kwasu 30a z aming 36 - przebiegat z niska wydajnoscia.
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Przetestowano rowniez alternatywna droge syntezy nienasyconego kwasu,
zaplanowana w oparciu o rozwiazanie zaprezentowane w jednej z prac dotyczacych
olefinacji,??” ktore zakladalo mozliwos¢ uzycia jako czynnika nukleofilowego w HWE
karboanionu wygenerowanego nie z fosfonoestru, a kwasu fosfonowego. Oryginalna
procedur¢ zmodyfikowano i odpowiedni kwas przeksztalcano najpierw w ester
trimetylosililowy w reakcji z chlorkiem trimetylosililowym. Produkt poddawano
deprotonowaniu butylolitem i traktowano odpowiednim aldehydem w temperaturze
ponizej -70°C. Mieszaning reakcyjna powoli ogrzewano do temperatury pokojowej
idodawano do niej odpowiedni nadmiar wody celem zneutralizowania §ladow
butylolitu oraz zhydrolizowania estru sililowego. Widmo protonowego magnetycznego
rezonansu jadrowego z uzyskiwanej mieszaniny nie ujawnialo obecnosci zwiazku
Z nienasyconym wiazaniem C=C. Poniewaz obraz mieszaniny uzyskany technika TLC
wskazywal na wielokierunkowy przebieg przeprowadzonej reakcji, zrezygnowano
z dokladniejszej analizy jej sktadu.

Skutecznym rozwiazaniem okazato si¢ podejScie polegajace na przygotowaniu
W niezaleznym eksperymencie kompletnego czynnika nukleofilowego reakcji HWE,
ktorego zastosowanie pozwala otrzymaé koncowy o,f-nienasycony amid w jednym
przej$ciu. Mozliwos$¢ ta wynika z budowy uzywanego w tym celu amidu 33, ktory po
potraktowaniu zasada, jako karboanion, tworzy wiazanie C=C atakujac karbonylowy
atom wegla aldehydu, a jednocze$nie wprowadza do struktury czasteczki inhibitora
zaprojektowany fragment amidowy P1’. Amid 33 otrzymano sprzggajac kwas 32 przy

pomocy HBTU z amina 36 (schemat 3.9).

H
T
Schemat 3.9: Synteza odczynnika do reakcji (E10),P (E10),P NHCbz
1l 1l
(@) (@)

HWE  wykorzystywanego przy  syntezie
winyloamidéw. Warunki i reagenty: a) 36,

HBTU, Et;N; THF, t. pok. 32 33

Pomimo zZe sprzgganie w tym przypadku przebiega z dobra wydajno$cia, koncowy
produkt 32 w czystej postaci izoluje si¢ przy pomocy chromatografii kolumnowe;j
I krystalizuje.

W celu zoptymalizowania warunkéw ostatniego etapu - reakcji HWE,
przeprowadzono seri¢ eksperymentoOw zmieniajac rodzaj zasady uzywanej do

generowania karboanionu, rozpuszczalnik oraz warunki fizyczne (temperatura,
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ultradzwigki). Proby z aktywowanym wodorotlenkiem baru, zarébwno w warunkach
podwyzszonej temperatury (wrzacy THF), jak i podczas traktowania mieszaniny
reakcyjnej ultradzwigkami nie przyniosty pozadanych rezultatow. Ostatecznie
zdecydowano si¢ na wybor zasady organicznej, ktérej uzycie nie wymagaloby
zachowania tak $cislego rezimu temperatury oraz szczegdlnie trudnego w przypadku
malej skali eksperymentu utrzymania calkowicie bezwodnego $rodowiska reakcji, jak
w przypadku butylolitu czy wodorku sodu. Najbardziej adekwatna wydawata si¢ tutaj
wariacja Masamune’a-Roush’a reakcji HWE.?”® Pozwala ona na zastosowanie duzo
wygodniejszych w uzyciu zasad organicznych (EtsN, i-ProNEt, DBU) dzigki
zwigkszeniu kwasowosci protonu alfa fosfonianu poprzez dodanie nadmiaru LiCl.
Proba z trojetyloaming data wynik negatywny. Natomiast bardzo zachgcajace rezultaty
osiagnigto stosujac jako zasad¢ DBU (schemat 3.10). Po pierwsze, produkt otrzymano
stosujac tylko niewielki nadmiar reagenta fosforowego. Po drugie, krystaliczny produkt
jest jedyna pochodna organiczna wypadajaca z acetonitrylu uzytego jako
rozpuszczalnik. Z tego wzgledu mozna go po reakcji odsaczyé i po odmyciu soli
nieorganicznych uzyska¢ wzglednie czysty a,B-nienasycony amid. Jedynym
mankamentem pozostaje szacowana w przyblizeniu wzgledem uzytego aldehydu
wydajnos¢ tego etapu. Z reguly sigga ona tylko okoto 30%. Powodzeniem zakonczyty
si¢ proby otrzymania ta metoda pochodnych 27a, 27d, 27f oraz 37a.

o NHCbz
RL__CHO RL_ /©/
Y a Y\)‘\ bic

22a,d,f, Lys(Cbz) 27a,d, f
23a, Arg(Cbz), 37a

o NH,
RS /Q/
NN
H

RZ\"/NH
o}

28a,d
38a

Schemat 3.10: Otrzymywanie a,B-hienasyconych amidow, pochodnych lizyny i argininy. R* i R? jak na schemacie
3.4, do ostatniego etapu, w ktorym usuwa si¢ reszty Cbz. Warunki i reagenty: a) 33, DBU, LiCl,
CH3CNpezwodny, t. pok.; b/c) 10% anizol w TFA / 10 % tioanizol w TFA, t. pok.
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Otrzymane pochodne nienasycone 27a, 27d, 27f i1 37a cechuje staba
rozpuszczalno$¢é w wigkszosci popularnych rozpuszczalnikéw. Dlatego oczyszczano je
metoda HPLC po usunigciu z ich grup aminowych reszt ochronnych Cbz.
Odblokowanie tych zwiazkéw z zastosowaniem uktadu 10% anizol/TFA (pochodne
lizynowe) lub  10%  tioanizol/TFA  (pochodne argininowe) przebiegalo
z umiarkowanymi wydajnosciami.

Jednym z powodow niskiej wydajnosci otrzymywania docelowych a,f-
nienasyconych amidow jest potwierdzona eksperymentalnie wewnatrzczasteczkowa
cyklizacja tych zwiazkéw po odblokowaniu ich terminalnych grup aminowych.
W wyniku addycji o przebiegu zaproponowanym na schemacie 3.11 docelowy zwiazek
27f ulegt catkowitej przemianic w produkt 39, ktdrego struktur¢ potwierdzono

jednoznacznie metodami spektroskopowymi (rysunek 3.8).

+

NH3
H* R2 \ o]

- >/NH —_—
HN NH, 4 HN NH,

NH;

B e — R 2 \ /()+_ H

>/NH
HN NH
HNONHZ o 2

NH; NH,
O—H " o—H
R? R2 H*
>/NH N -— >/NH .
4 HN NH, 4 HN NH,
NH
R? P
>/NH
4 HN NH,
39

Schemat 3.11: Proponowany mechanizm cyklizacji o,B-nienasyconych amiddw, na przyktadzie pochodnych N,-
acylowanej lizyny, w warunkach odblokowania (10% anizol w TFA / 10 % tioanizol w TFA, t. pok.).
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Rysunek 3.8: Struktura pochodnej 39 oraz zestaw widm potwierdzajacy budowe tego zwiazku: *H NMR,
COSY, HMBC. Na widmach HMBC strzatkami wskazano sygnaty korelacyjne odpowiadajace
sprzezeniom Cn-Hn+1,...,+3 typu A (karbonylowe atomy C z odpowiednimi protonami) i B (atomy C 2°
i 3° z odpowiednimi protonami), pokazanym za pomoca strzatek o adekwatnych kolorach
umiejscowionych przy odpowiednich atomach struktury 39. Na widmach strzatki dluzsze wskazuja
sygnaly odpowiadajace sprzezeniom typu A, a krotsze - sygnaly pochodzace od sprzezeh typu B.
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Mozna zalozy¢, ze reakcja addycji grupy guanidynowej tancucha bocznego reszty
P1 pochodnej 38a do wiazania C=C prowadzaca do produktu 40 (rysunek 3.9)
przebiega zgodnie z mechanizmem wyja$niajacym powstawanie produktu 39, ktéry
przedstawiono na schemacie 3.11. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze z mieszaniny reakcyjnej

uzyskanej po odblokowaniu zwiazku 37a izolowano zarowno wilasciwy produkt 38a,

jak 1 jego cykliczna pochodna 40.

40

Rysunek 3.9: Struktura produktu wewnatrzczasteczkowej addycji grupy guanidynowej tancucha
bocznego pochodnej 38a do wigzania C=C
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3.3.3 Synteza pochodnych y-okso-a,f-nienasyconych

3.3.3.1 Planowanie syntezy

W literaturze dotyczacej syntezy funkcjonalizowanych olefin mozna znalez¢ wiele

przyktadow otrzymywania pochodnych zawierajacych w strukturze fragment

-C(O)-C=C-C(0O)-NHR. Jednakze, jak si¢ okazalo, odnalezione rozwiazania nic dawaty

si¢ tatwo zaadaptowa¢ w przypadku zaprojektowanych inhibitoréw gingipain. Swiadczy

otym liczba i rodzaj zaproponowanych, przeprowadzonych i podsumowanych na

schemacie 3.12 prob ich syntezy.

“PhsT sy —
ST Ry
OMe
o NHC(O)R,
o} ﬁj A
RS s, R
OMe
2 Synteza na bazie ﬂ
NHC(O)R B-ketoestru (I) lub ﬂﬂ
pochodnej z
H II "zamaskowanym"
fragmentem C=C
an
0]
Rl
CHO
NHC(O)R?
RL R IlD(OMe)
oMe < 2
NHC(O)R? NHC(O)R?

Schemat 3.12: Retrosynteza vy-0kso-o,B-nienasyconych amidéw, pochodnych lizyny i argininy.
Zachowano takie same oznaczenia R" odpowiednich fragmentéw, jak w przypadku pochodnych a,p-
nienasyconych (schemat 3.4). X = Et, HNC4H,;NHCbz; Cyfry rzymskie odpowiadaja zaplanowanym,

kilkuetapowym $ciezkom syntezy (opis w tekscie).
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Analiza retrosyntetyczna zaprojektowanych struktur wskazywata na mozliwo$¢
kilku racjonalnych roztaczen w docelowych czasteczkach. Wigkszos$¢ z nich sugerowata
zastosowanie klasycznej reakcji HWE ($ciezka IV, schemat 3.12) lub jej odmiany
zuzyciem fosfonoamidu w miejsce fosfonoestru ($ciezka III). Alternatywa bylo
otrzymanie pochodnej, w ktorej wiazanie C=C jest ,zamaskowane” reszta tiofenolu
(sciezka II). Kolejna mozliwo$¢ opierata si¢ na odpowiednich przeksztalceniach

prekursora [3-ketoestrowego (Sciezka I).

3.3.3.1.1 Sciezka I

Wybor sciezki I byt uzasadniony z dwoch powodoéw: braku koniecznos$ci izolowania
produktow posrednich i1 dostgpnosci substratu - p-ketoestru. Zgodnie z danymi
literaturowymi, substrat wzglednie prosto uzyskuje si¢ z odpowiedniego kwasu
przeksztatcanego najpierw w chlorek kwasowy lub mieszany bezwodnik, ktory w
reakcji z wybranym nukleofilem (anion generowany z soli monoestru kwasu
malonowego lub anion enolanowy otrzymywany w reakcji bezwodnego octanu etylu
z LDA) daje pozadany ketoester.??

Alternatywna metode syntezy p-ketoestru zaproponowali T. Misaki i
wspoOlpracownicy. Wykorzystuje ona reakcj¢ nazwana Ti-krzyzowa kondensacja
Claisen’a, w ktorej nastepuje krzyzowa kondensacja chlorku kwasowego z estrem
W obecnosci kompleksu aminy trzeciorzedowej i chlorku tytanu.?*° Autorzy metody
opracowali proces z dodatkowym katalizatorem — metyloimidazolem, ktéry tworzy
z uzywanym chlorkiem kwasowym aktywny acyloamoniowy produkt przejSciowy
o charakterze elektrofilowym. Osiagane przez nich wyniki dla roéznych estrow
I chlorkow kwasowych wskazywaly na ukierunkowany przebieg reakcji prowadzacy do
produktow kondensacji krzyzowej a nie prostej kondensacji dwoch czasteczek estru
z dobra i bardzo dobra wydajnoscia.

B-Ketoester poddaje si¢ przeksztatlceniu, w ktorym tancuch ugrupowania f-
ketoestrowego ulega wydtuzeniu o fragment CH,.2*" Tworzacy si¢ produkt przejsciowy
w reakcji z jodem daje pochodna, ktora poddaje si¢ reakcji eliminacji w warunkach
zasadowych. Eliminacja halogenu prowadzi do docelowego ukladu vy-0kso-a,p-
nienasyconego (schemat 3.13). Otrzymany tym sposobem nienasycony ester poddaje si¢

hydrolizie i sprzgga z aminowym prekursorem reszty P1’.
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Schemat 3.13: Retrosynteza y-okso-a,B-nienasyconego estru. Pokazano szczegdtowo retrosynteze wedtug
Sciezki 1.

3.3.3.1.2 Sciezka IT

Sciezka II opiera si¢ na odmiennej strategii, ktora opracowano chcac ominaé etap
hydrolizy nienasyconego estru koniecznej dla wprowadzenia do struktury inhibitora
reszty P1°. Jednym z mozliwych rozwiazan jest protekcja wiazania C=C reszta tiofenolu
i hydroliza grupy estrowej analogu nasyconego. Rozwazano dwa warianty takiego
podejscia. Po pierwsze, planowano otrzymanie pochodnej nienasyconej, ktéra
poddawano by reakcji z tiofenolem. Ten wariant wydluza jednak $ciezkg syntezy,
poniewaz modyfikacja czasteczki majaca chroni¢ wiazanie C=C nastgpuje za
kluczowym przejsciem prowadzacym do ukladu nienasyconego. Dlatego wybrano

wariant drugi zilustrowany na schemacie 3.14.

B CO)X |/ OSiMe;  C(O)X

PhS Cl

Schemat 3.14: Schemat retrosyntezy pochodnej z ,,zamaskowanym” wigzaniem C=C ($ciezka II).
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Drugie podejécie pozwalalo na wykorzystanie przej$¢ syntetycznych opracowanych

podczas otrzymywania halometyloketonow. W tym przypadku odpowiedni

bromometyloketon przeksztalca sienajpierw w metyloketon,”*®

232-234

ten z kolei w enolowy

ktéry w reakcji z otrzymywanym w odrebnej syntezie?>

eter sililowy,
prekursorem segmentu B daje docelowa pochodna estrowa z chronionym wiazaniem
C=C.” Hydroliza analogu zabezpieczonego reszta tiofenolu poprzedza sprzeganie z

prekursorem reszty P1°. Ostatnim etapem $ciezki II jest eliminacja tiofenolu.
3.3.3.1.3 Sciezka ITT i IV

Jednym z probleméw syntetycznych, ktory nalezalo rozwigza opierajac strategie
syntezy v-0kso-a,B-nienasyconych amidow na reakcji HWE bylo przygotowanie
odpowiedniego reagenta elektrofilowego zawierajacego ugrupowanie oksoaldehydowe.
Na schemacie 3.12 pokazano dwa alternatywne podejscia: prekursor segmentu A albo
w funkcji reagenta nukleofilowego (ketofosfonian, $ciezka IV) lub w roli elektrofila
(oksoaldehyd, $ciezka III ). W zalezno$ci od wybranej S$ciezki stosuje si¢ dwie
opcjonalne postaci prekursora segmentu B: fosonoamid lub oksoaldehyd.

Pierwsze z rozwiazan zastosowanych do otrzymania segmentu A bazowalo na
odpowiedniej pochodnej estrowej zawierajacej w strukturze reszty P1 1 P2
wyselekcjonowane i zoptymalizowane w toku badan wstepnych przeprowadzonych dla
inhibitoréw z ugrupowaniem chlorometyloketonowym. Estrowy prekursor przeksztalca
sic w oksoaldehyd w Kkilkuetapowej syntezie (Sciezka III, schemat 3.12), w ktorej
kluczowym etapem jest reakcja pochodnej diazometinowej z dimetylodioksiranem
(DMDO) prowadzaca do ketoaldehydu.”**?*” Wowczas docelowa czasteczke uzyskuje
si¢ w reakcji otrzymanego elktrofila z  karboanionem  generowanym
z fosfonoamidowego prekursora segmentu B. W tym przypadku, prekursorem segmentu
B jest pochodna 33 stosowana przy syntezie a,B-nienasyconych amidow.

Alternatywnie, segment A mozna otrzymaé¢ wedhug Sciezki IV. WyjSciowy ester
przeksztalca sic w B-ketofosfonian,?®® ktéry, po potraktowaniu zasada, jako karboanion
reaguje z odpowiednim oksoaldehydem. Planujac ten eksperyment brano pod uwage
dwa warianty otrzymywania segmentu B. W pierwszym, nukleofilem reagujacym
z karboanionem byt handlowy glioksalan etylu. Takie rozwiazanie prowadzi do y-0kso-
a,B-nienasyconego estru, ktory trzeba nastgpnie zhydrolizowaé, a otrzymany

nienasycony kwas sprzac z aminowym prekursorem reszty P1’. W drugim przypadku
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trzeba przygotowac¢ oksoldehyd wychodzac z pochodnej estrowej, w ktorej strukture

wbudowano reszt¢ P1’ (schemat 3.15).

Oy__CH,OH

NH
CszN/©/ Schemat  3.15:  Szczegély retrosyntezy

prekursora segmentu B wg $ciezki I'V.

OHC\I/O /‘ \ Meooc\l/o

HN f— HN\@\
\©\ NHCbz

3.3.3.2 Otrzymywanie y-okso-a,p-nienasyconych estrow z p-ketoestrow (Sciezka I)

Przy wyborze tej Sciezki zasugerowano si¢ praca, ktorej autorzy zaproponowali
wygodny sposoéb wydtuzania tancucha w ugrupowaniu [-ketoestrowym w reakcji
z EtyZn w obecnosci jodku metylenu.”®' Uzyskiwany w efekcie produkt posredni
traktuje si¢ jodem, ktéry nastepnie eliminuje si¢ z utworzonej czasteczki przy pomocy

DBU otrzymujac pozadany y-0kso-a,[-nienasycony ester.

R a R R
1%OH 1%0 b lNOEt

OYNH OYNH

R, 24a R, 41 R, 42

Schemat 3.16: Synteza [-ketoestru, prekursora pochodnej y-0kso-a,B-nienasyconej zgodnie ze $ciezka 1.

Przeprowadzono dwie proby otrzymywania p-ketoestru. W obu substratem byt ester
18a, ktéry hydrolizowano do kwasu 24a, a nastgpnie przeksztalcano w chlorek
kwasowy 41 metoda z chlorkiem tionylu.” W pierwszej z préb otrzymanym chlorkiem
traktowano karboanion generowany z octanu etylu przy pomocy LDA. Zakonczyta sig
ona niepowodzeniem. Negatywny wynik byl prawdopodobnie rezultatem obecnosci
sladow wody w mieszaninie reakcyjnej (duza wilgotnos¢ powietrza i mala skala).

Problem obecnosci sladow wody w srodowisku reakceji starano si¢ rozwiazac¢ generujac

" cytowanie 224
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najbardziej narazone na ich obecno$¢ reagenty, to znaczy LDA i karboanion octanowy
w duzym nadmiarze w znanej objgtoSci mieszaniny reakcyjnej. Przygotowany
w oddzielnym procesie chlorek kwasowy wprowadzano do wyznaczonej objetosci
mieszaniny zawierajacej reagent nukleofilowy. Niestety, takze i w tym wypadku nie
osiagnigto zamierzonego celu.

W drugim podejsciu zaadaptowano reakcje Ti-krzyzowej kondensacji chlorku
kwasowego i estru. Przeprowadzono ja dla chlorku 41. Oceniajac technika TLC wynik
reakcji stwierdzono powstawanie bardzo wielu produktéw, z przewaga zwiazkow
bardzo polarnych, co nasuwa podejrzenie, ze kwasne warunki reakcji sa zbyt drastyczne

dla zastosowanej grupy ochronnej Cbz i jej przebieg jest zupetnie inny od zaktadanego.

3.3.3.3 Otrzymywanie y-okso-a,p-nienasyconych estréw z bromometyloketonow
(Sciezka IT)

Tytutlowe v-0kso-a,B-nienasycone estry otrzymuje si¢ przez ecliminacjg reszty
tiofenolu z pochodnej pokazanej na rysunku 3.10, uzyskiwanej z bromometyloketonu.
Synteza wyjsciowych bromometyloketonow do etapu diazometyloketonu przebiega
analogicznie, jak w przypadku chlorometyloketonéw. Diazometyloketon przeksztatca

si¢ w pochodna bromometylowa (prekursor segmentu A) w reakcji z HBr w wodzie.

B C(O)Rs,-': Rysunek 3.10: Struktura analogu vy-0kso-a,B-nienasyconego estru, w ktorym
' wiazanie C=C jest chronione reszta tiofenolu.

Przebiegajaca ilosciowo reakcja tiofenolu z bromooctanem etylu dostarcza produktu
43, ktorego rodnikowe chlorowanie przy pomocy NCS prowadzi do prekursora
fragmentu B - 2-chloro-2-(fenylotio)octanu etylu 44, ktory oczyszcza sig
chromatograficznie (schemat 3.17).
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Cl

OEt  PhSH oEt NCS OEt
Br/\n/ — PhS/\"/ PhS
o) o) o)
43 44

Schemat 3.17: Synteza prekursora segmentu B analogu y-0kso-a,-nienasyconego estru pokazanego na
rysunku 3.10.

Prekursor segmentu A uzyskuje si¢ z bromometyloketonu 45 redukujac go najpierw
cynkiem w kwasie octowym do metyloketonu 46 i przeksztalcajac go nastgpnie w
sililowy eter enolowy 47 poprzez potraktowanie LIHMDS i chlorkiem
trimetylosililowym w obecnosci trietyloaminy. Proponowana przez autoréw pracy,?>
z ktdrej zaczerpnigto procedure syntezy, przerdébka mieszaniny z uzyciem wodnego
buforu fosforanowego prowadzita do hydrolizy produktu. By¢ moze zastosowanie jako
grupy ochronnej bardziej rozbudowanej reszty trdjalkilosililowej pozwoliloby na
zachowanie w jakiej$ czg$ci enolowej postaci metyloketonu, nawet w obecnosci wody.
Nie mozna mie¢ jednak pewnosci, ze substratu byloby wystarczajaco duzo dla

przeprowadzenia kolejnego etapu, w ktorym nieoczyszczany sililowy eter enolowy 47

reaguje z pochodng 44 w warunkach bezwodnych w obecnosci ZnBr, (schemat 3.18).

R? R? R?
s 4 47
C(O)X CO)X
PhS N
Rl —_— Rl
o} o
' X = OEtlub NHCzH,NHCbz
OYNH OYNH ‘
R? R?

Schemat 3.18: Proba otrzymania tiofenolowego prekursora 7y-0kso-a,B-nienasyconego estru z
metyloketonu — schemat syntezy. W czerwonej ramce pokazano produkty, ktorych nie udato si¢ otrzymacé
zgodnie z ta $ciezka. Warunki i reagenty: a) Zn w CH;COOH, t. pok.; b) LIHMDS, TMSCI, Et;3N,
THFbezwodnya -70 °C.
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3.3.3.4 Otrzymywanie Yy-okso-ao,B-nienasyconych estrow (amidow) w oparciu
o reakcje HWE

3.3.3.4.1 Otrzymywanie vy-okso-a,B-nienasyconych amidéw w reakcji HWE
z uzyciem modyfikowanego reagenta fosforowego (Sciezka III)

Powodzenie koncepcji uzycia amidofosfonianu 33 jako substratu reakcji HWE
w przypadku pochodnych 27a, 27d, 27f oraz 37a sklanialo do opracowania
analogicznego rozwigzania dla y-0kso-o,B-nienasyconych amidéw. Problemem
pozostawalo otrzymanie odpowiedniego glioksalu poprzez transformacj¢ C-konca
substratu.

. r L2
W pracy Walker’a i wspolpracownikow?®

przedstawiono wygodna metode
przeksztalcenia diazometyloketonéw w oksoaldehydy przy pomocy dimetylodioksiranu
(DMDO). Poniewaz syntez¢ diazometyloketonow 3 i 4 (schemat 3.1) z dobra
wydajnoscia opanowano przy okazji syntezy chlorometyloketonow, uzasadnione byto
podjecie prob przeprowadzenia ich N-acylowanych analogéw w odpowiednie glioksale,
jako potencjalne reagenty HWE. Analogi diazometyloketonowe sa produktami
przeksztatcenia odpowiednich N-acylowanych kwasow, ktdre otrzymywano poprzez
zasadowa hydroliz¢ odpowiedniej pochodnej estrowej. Przeksztalcenie jest realizowane
tak jak w przypadku pochodnych 3 i 4.

DMDO generowano z oksonu w roztworze acetonowym.”*® Miano roztworu
okreslano w przyblizeniu na podstawie widma protonowego jadrowego rezonansu
magnetycznego mieszaniny po reakcji wzigtego z nadmiarem tioanizolu z otrzymanym
roztworem DMDO.?*® Przebieg reakcji (schemat 3.19) otrzymywania pochodnej 49
kontrolowano metoda chromatografii cienkowarstwowej. Ze wzgledu na obecnosé
sladow wody w roztworze DMDO, ktéry zgodnie z zaleceniem autoréw procedury
suszy si¢ bezwodnym siarczanem sodu, gléwnym produktem reakcji (wg autorow)?*
jest wodzian pozostajacy w rownowadze z oksoaldehydem. W przypadku pochodnej 49,
na podstawie widma surowego produktu stwierdzono bardzo maty udziat aldehydu.
Proby suszenia produktu przez destylacje azeotropowa z bezwodnymi
rozpuszczalnikami i mieszanie z sitami molekularnymi nie przynosi zadnej zmiany na
widmie protonowym. Wyklucza to raczej obecno$¢ preparatywnych ilosci
oczekiwanego wodzianu. Zatozono, ze reakcja dla tej pochodnej przebiega z bardzo
niska, rzedu kilku do kilkunastu procent, wydajnoscia. W tej sytuacji niemozliwe jest

wykorzystanie metody olefinacji opartej na reakcji HWE, ktora zastosowano
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z powodzeniem dla pochodnych 27a, 27d, 27f oraz 37a. Bowiem procedura z uzyciem
amidofosfonianu 33 nawet w przypadku mieszanin zawierajacych powyzej 50%

drugiego reagenta HWE (aldehydu) dawata raczej umiarkowane rezultaty.

(0] (0] (0]
RL a Rl H,0 Rl
CHN, CHO CH(OH),
-H,0
O\I/NH OYNH O\[/NH

R? R? R?

48 49 <16%

Schemat 3.19: Reakcja otrzymywania oksoaldehydu z diazometyloketonu przy uzyciu roztworu DMDO.
Warunki i reagenty: a) ag NaHCOs, aceton; okson, sita molekularne.

3.3.3.4.2 Synteza y-okso-a,B-nienasyconych estrow (amidow) z p-ketofosfonianow —
pochodnych N-acylowanych estréow lizyny i argininy (Sciezka IV)

Pozytywny rezultat w syntezie y-0kso-a,B-nienasyconych estrow w oparciu o
reakcje HWE uzyskano dopiero po serii eksperymentow, w ktorych jako prekursora
karboanionu uzywano B-ketofosfonianu.

W pierwszym podejSciu substraty do reakcji, tj. -keofosfonian i oksoaldehyd
przygotowywano w niezaleznych eksperymentach (schematy 3.20 i 3.21). Amid 52
prébowano otrzyma¢ z amidoestru 50, ktory byt produktem sprzegania aminy 36 i 2-
chloro-2-oksooctanu metylu.

51

HO;\ /©/NHCbz
0~ "N

MeOOC._ _O H OHC._ _O

NH, HN HN
= - L

CbzHN NHCbz NHCbz

36 50 52
Schemat 3.20: Przygotowanie oksoaldehydowego prekursora segmentu B zawierajacego w strukturze

resztg P1°. Warunki i reagenty: a) MeOC(O)C(O)CI, Et;N, 0 °C, THFpeaoany; b) DIBAL-H; ¢) NaBH,,
LiCl; d) (COCI),, DMSO, Et;N, bezwodny CH,Cl,, -60 °C.

Pochodng 50 redukowano do alkoholu 51 przy pomocy NaBH./LiCl. Utlenianie
alkoholu do aldehydu w reakcji Swerna nie powiodlo si¢. Widmo protonowe surowej
mieszaniny nie ujawnia obecnosci oczekiwanego produktu. Pozadanego rezultatu nie

osiagnigto rowniez stosujac bezpoOsrednia redukcje amidoestru 50 przy pomocy
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DIBAL-H. W obu przypadkach mieszanina produktow po reakcji byla na tyle
skomplikowana, ze zrezygnowano z jej doktadniejszej analizy.

Przygotowanie drugiego reagenta, -ketofosfonianu 53a (schemat 3.21), przebiegato
bez komplikacji. Dlatego ta sama metoda otrzymano analogii 53f oraz 54a. Zwiazki te
otrzymuje si¢ w reakcji odpowiednich N-acylowanych estrdw z metylofosfonianem
dietylu w obecnosci n-butylolitu. Produkty izoluje si¢ z mieszaniny reakcyjnej metoda

chromatografii kolumnowej i rekrystalizuje.

0]

T 9
R R P(OMe
1\‘)‘\0Me 1\‘)}\/ ( )2
O NH O NH
R> 18 R 53 a,f
19 54 a

Schemat 3.21: Synteza B-ketofosfoniandw z N-acylowanych estréw lizyny i argininy. Warunki i reagenty:
a) (MeO),P(O)CHjs, n-BuLi, -78 °C, THFpezwodny-

Wobec faktu niepowodzenia w syntezie odpowiedniego oksoaldehydu z
wbudowanym fragmentem fenylenodiaminy (reszta P1°) zdecydowano si¢ uzyé

handlowego glioksalanu (schemat 3.22).

7 o} COOEt
RL P(OMe), @& RL + RL =
o NH o NH | o NH
COOEt
53a,f E 55a.f Z 55a,f
54a E 56a Z 56a

Schemat 3.22: Synteza y-okso-a,[-nienasyconego estrow, pochodnych N,-acylowanych lizyny i argininy
z odpowiednich B-ketofosfoniandw. Warunki i reagenty: a) Ba(OH), Cyp, 50% roztwor w toluenie
EtOC(O)CHO, THF, 24-40 °C, ultradzwigki, 3h.

Sposrod testowanych zasad stosowanych do generowania karboanionu (n-Buli,
DBU, Et3N, Ba(OH),x8H,0) najlepszy okazat si¢ aktywowawny Ba(OH),. Otrzymuje
si¢ go z handlowego Ba(OH),x8H,0 poprzez wyprazanie. Reakcja z B-ketofosfonianem

jest inicjowana ultradzwigkami.*****

Nastegpnie do mieszaniny reakcyjnej wprowadza
si¢ w minimalnym nadmiarze glioksalan, ogrzewa si¢ ja i kontynuuje sonifikacje.
Postep reakcji kontroluje si¢ technika TLC. Z reguly po 3 godzinach nie obserwuje si¢
dalszej  konwersji  substratu  fosforowego.  Mieszaning po  oddzieleniu

nierozpuszczalnego osadu przerabia si¢ standardowo, suszy i rozdziela
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chromatograficznie. Glowna frakcje stanowi wlasciwy produkt. Drugi z izolowanych
produktow to izomer Z docelowego zwiazku. Struktury produktow 55a, 55f oraz 56a
potwierdzono eksperymentami *H'H COSY, *C-NMR, HSQC i HMBC (rysunki 3.11 i
3.12).

Z obu izomeréw Z i E usunieto w niezaleznych eksperymentach reszty ochronne
Cbz uzywajac TFA. Stwierdzono, ze w warunkach odblokowania nastgpuje
izomeryzacja Z/E wiazania podwojnego i jedynym produktem izolowanym metoda
HPLC jest izomer E (schemat 3.23 oraz rysunek 3.11). Prawdopodobnie dochodzi do
przylaczenia protonu pochodzacego z TFA do wiazania C=C i ostabienia w tym
fragmencie charakteru ukfadu nienasyconego. W efekcie obnizona zostaje energetyczna
bariera rotacji, co umozliwia izomeryzacje Z/E zwiazku. Obecnos¢ w Srodowisku
reakcji sprzezonej zasady F3CCOO™ sprzyja odtwarzaniu wigzania nienasyconego, przy
czym powstaje jedynie trwalszy termodynamicznie izomer E. W widmie protonowego
rezonansu magnetycznego frakcji z HPLC obserwuje si¢ $ladowe ilosci
nieoddzielonego izomeru Z, ktory w zastosowanych warunkach chromatografii osiaga

taki sam czas retencji, jak izomer E.

o} COOEt o}
Rl / a/b Rl
o) NH o} NH |
Y Y COOEt
R? R?
Z 55a,f E 57a,f
Z 56a E 58a

Schemat 3.23: 1zomeryzacja Z/E podczas usuwania grup ochronnych z y-0kso-a,B-nienasyconego estru.
Warunki i reagenty: a) TFA, anizol, temperatura pokojowa, 24 godziny (pochodne lizyny); b) TFA,
tioanizol, temperatura pokojowa, 48 godzin (pochodne argininy)

o)
RY H
O NH o
T
R? o) HH

Rysunek 3.11: Wzér ogblny pochodnych y-okso-a,B-nienasyconych. Strzatkami wskazano atomy, dla
ktorych jader atomowych obserwuje si¢ sprzezenie na widmach HMBC (rysunek 3.12). Kolory strzatek
na rysunku 3.11 odpowiadaja kolorom kroétszych strzatek wskazujacych sygnaty korelacyjne na widmach
(rysunek 3.12).
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Rysunek 3.12: Widma *H NMR, COSY oraz HMBC otrzymanych produktéw odblokowania izomeréw Z
pochodnych y-okso-a,f-nienasyconych 55a (dot) i 56a (gora). Pokazano sprzezenie protondw
winylowych produktéw E powstajacych na skutek izomeryzacji oraz $ladowych iloSci izomeru Z
(niebieskie strzatki przy powickszeniu widm 'HNMR i COSY), a takze sprzezenia tych protonow
z sasiadujacymi karbonylowymi atomami wegla (widma HMBC, sygnaly korelacyjne wskazano
strzatkami, ktérych kolory odpowiadaja kolorom z rysunku 3.11).
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3.3.3.4.3 Otrzymywanie y-0kso-a,B-nienasyconego kwasu z odpowiedniego estru

Podobnie jak w przypadku pochodnych a,B-nienasyconych, y-okso-a,B-nienasycone
estry mialy by¢ przeksztalcone w odpowiednie nienasycone kwasy, ktore sprzggano by
w oddzielnym etapiec z aminowym prekursorem reszty P1’, amina 36. Pomimo
przeprowadzenia szeregu préb odblokowania ugrupowania karboksylowego wzorcowej
pochodnej 55a nie udalo si¢ otrzymac oczekiwanego y-0kso-a,B-nienasyconego kwasu.
Nieskuteczne okazaly si¢ zarowno hydroliza zasadowa (NaOH, KOH, Na,COs;, LiOH,
woda/alkohol, r6zne stezenia), ktora prowadzita do zlozonej mieszaniny produktow,
substytucja jodkiem sodu w acetonie (w efekcie takze skomplikowana mieszanina) oraz
proba hydrolizy enzymatycznej lipazami w uktadzie dwufazowym (brak reakcji). Z tego
wzgledu nie zrealizowano kolejnego etapu - otrzymywania y-0kso-a.,[3-nienasyconego

amidu zawierajacego resztg P1°.
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3.4 Epoksydy

3.4.1 Projektowanie inhibitorow, planowanie syntezy

Jednym z celéw opracowania syntezy pochodnych nienasyconych przedstawionych
w poprzednich podrozdziatach bylo uzyskanie prekursorow inhibitorow epoksydowych.
Pier$cien oksiranowy jest mniej reaktywny w reakcji substytucji nukleofilowej
tiolowym atomem siarki w poréwnaniu do ugrupowania chlorometyloketonowego. Jego
obecno$¢ w czasteczce inhibitora gwarantuje zwigkszenie selektywnos$ci przy
zachowaniu aktywnosci koniecznej do kowalencyjnego zwiazania katalitycznej reszty
cysteiny w enzymie. Epoksydowe analogi inhibitoréw zawierajacych reszt¢ kwasu
fumarowego lub maleinowego, zgodnie z danymi literaturowymi, sa aktywniejsze od

swoich nienasyconych prekursorow.

Rysunek 3.13: Sie¢ oddziatywan tworzaca si¢ po nuklefilowym ataku katalitycznej reszty Cys RgpB na
pier§cien oksiranowy hipotetycznego a-keto-a’-amidoepoksydu, pochodnej argininy. Pokazano m.in.
wiazanie wodorowe powstajace migdzy atomem azotu His211 oraz atomem tlenu grupy hydroksylowej
tworzacej si¢ na skutek otwarcia pier§cienia epoksydowego. (S - zotty, O - czerwony, N - niebieski,
przerywana szara linia odpowiada wiazaniom wodorowym, a warto$¢ liczbowa nad nig odlegtosci
wyrazonej w A).

Whbudowanie do struktury inhibitora pierscienia oksiranowego, fragmentu
ketoeposydowego lub reszty kwasu epoksybursztynowego zwigksza liczbg mozliwych
oddzialywan liganda z centrum aktywnym gingipainy (rysunek 3.13). Na skutek

otwarcia pierscienia oksiranowego w reakcji z reszta Cys244 tworzy si¢ grupa

hydroksylowa, ktéra poprzez analogi¢ do karbonylowego atomu tlenu inhibitora D-Phe-
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L-Phe-L-ArgCH,Cl moze uczestniczy¢ w tworzeniu wiazan wodorowych z grupami
amidowymi Gly212 i Cys244 RgpB. W przypadku fragmentu o-ketoepoksydowego
(schemat 3.25), obok wspomnianych oddziatywan ugrupowania karbonylowego
z resztami Gly i Cys, zgodnie z postulowanym mechanizmem otwarcia pierscienia, na
atomie polozonym w pozycji B w stosunku do C=0O powstanie ugrupowanie
hydroksylowe. Znajdzie si¢ ono w odleglo$ci wystarczajacej do utworzenia wiazania
wodorowego z atomem azotu His211, ktory ulega deprotonacji podczas otwarcia
oksiranu.

Dodatkowa reszta karbonylowa poltozona za pierScieniem po stronie karboksylowej
inhibitora, jak w przypadku pochodnych zawierajacych reszte kwasu bursztynowego
lub epoksyamidowa (schemat 3.26), moze oddziatywa¢ z amidowym atomem azotu
Gly212. Obecnos¢ amidowego atomu azotu w ugrupowaniu znajdujacym si¢ za
pierscieniem epoksydowym stwarza mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego
z Glu214.

Pierwotnie planowano otrzymaé cztery typy inhibitorow epoksydowych.
Najprostsze N,-acylowane amino epoksydy otrzymuje si¢ z odpowiednich
bromometyloketondw (schemat 3.24).

Cys ~Enzym
SH o
@ = RY Br )
Y<(‘) : Schemat 3.24: Retrosynteza zaprojektowanych N,-
O NH O\[/NH acylowanych aminoepoksydowych inhibitoréw
gingipain
Lys Lys(Cbz)
Arg Arg(Cbz),

Pochodne o-ketoepoksydowe powstaja jako produkty utlenienia wiazania C=C
odpowiednich  3-hydroksy nienasyconych prekursorow otrzymywanych z N,-

acylowanych aminoaldehydow w reakcji Grignard’a. (schemat 3.25).

Enzym

Cst‘r
s1\ o &, o o
Rl\‘)‘\g RW RH)I\H Schemat 3.25:
Y — Retrosynteza
OYNH OYNH OY NH zaprojektowanych o-
52 pe R? R? ketoepoksydowych
Lys Lys(Cbz) inhibitoréw gingipain
Arg Arg(Cbz),
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Selektywne utlenienie wigzania C=C w akceptorach Michael’a, ktérych syntezg
opisano w rozdziale 3.3, miato prowadzi¢ do dwoch kolejnych typéw zaprojektowanych
oksirandw (schemat 3.26).

S1 o)
RS X ) X Zaprojektowane epoksyestry i
( St :> RNO epoksyamidy powstaty na bazie struktury
O gpQ konserwatywnego fragmentu P2-P1,
Os__NH p ;
S2 m2 Cyé Y ktorego reszty Pn zoptymalizowano
“Enzym R2 w trakcie badan nad
chlorometyloketonami (rozdziat 2.1 2.2).
Lys Lys(Cbz) X po etapie odblokowania nie zawiera
Arg Arg(Cbz),

benzyloksykarbonylowej grupy ochronnej

X = OMe, HNC¢H,NHCbz
Enzym

Cyf“‘r o)
Dodatkowe ugrupowanie Si Qsu Q sr Rlﬁ)}\/\fo
karbonylowe pochodnych Rﬁ)}%/u\x — o b !
L% v

zawierajgcych fragment

eposybursztynianu oraz O\[/ R2

reszta fenylenodiaminy S2 R2

zwieksza liczbe kontaktow Lys Lys(Cbz)

z resztami budujgcymi Arg Arg(Cbz),
centrum katalityczne oraz

wneki wigzace gingipain. X = OEt, HNCgH,NHCbz

Schemat 3.26: Retrosynteza zaprojektowanych epoksydowych pochodnych o,B-nienasyconych estrow
i amidow oraz y-okso-a,f-nienasyconych estrow i amidéw, inhibitoréw gingipain typu akceptoréw
Michael’a

3.4.2 Synteza

N,-acylowane aminoepoksydy (schemat 3.24) otrzymywano metoda redukcyjna
z odpowiednich bromometyloketondw®®*** 7 uzyciem borowodorku sodu.
Bromometyloketony otrzymywano z diazometyloketonoéw, ktorych syntezg opisano
w podrozdziale 3.2.1.

Pochodne diazometinowe (3, 4) traktowano wodnym roztworem HBr i po
standardowej przerdbce oczyszczano chromatograficznie, a nastepnie acylowano
odpowiednim reagentem. W przypadku acylowanej pochodnej lizyny 45 produktem
reakcji z NaBH; byl rzeczywiscie epoksyd 59. Natomiast analogiczna pochodna

argininowa 60 data diol 61 (schemat 3.27).
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Schemat 3.27: Otrzymywanie a-aminoepoksyddw, pochodnych lizyny i argininy; Reagenty: a) 40% HBr
w H,0; b) HCI/MeOH; ¢) R*C(0)CI lub R*C(O)OC(0)-i-Bu, Et;N; d) NaBH,

Epoksydacje pochodnych a,B-nienasyconych (schemat 3.26) opracowywano na
bazie zwiazku 27a. Poniewaz grupy e-aminowa reszty lizyny i guanidynowa reszty
argininy w nienasyconych prekursorach epoksydow byly chronione reszta
benzyloksykarbonylowa, ktora usuwa si¢ hydrogenolitycznie lub poprzez potraktowanie
kwasem, zaktadano mozliwos¢ otwarcia pier$cienia epoksydowego na etapie usuwania
grup ochronnych. Dlatego zdecydowano, ze epoksydacje zwiazkéw nienasyconych
lepiej przeprowadzi¢ po uprzednim usunigciu reszt blokujacych. Wybrana metoda
otrzymywania odblokowanego zwiazku 27a prowadzi do jego trifluorooctanowej soli.
W pracy Asensio i wspotpracownikéw?*® podano, ze protonowanie grup aminowych
kwasami arylosulfonowymi w zwiazkach nienasyconych lub kompleksowanie tych grup
z BF; jest skuteczna metoda ich protekcji przed utlenieniem w réznych warunkach
epoksydacji. Wartosci pK, dla kwasoéw arylosulfonowych sa wyzsze niz w przypadku
TFA. Ztego wzgledu zastapienie matej reszty TFA reszta uzywanego w cytowanej
pracy kwasu p-chlorofenylosulfonowego wiazatloby si¢ z  koniecznoS$cia
przeprowadzenia zwiazku 28a w warunkach zasadowych do postaci wolnej aminy
I ponownego zakwaszenia srodowiska reakcji tym kwasem. Sa to dodatkowe operacje,
ktére ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ substratu powodowatyby znaczne straty. Byt to
jeden z powoddw, dla Ktérego zdecydowano si¢ na bezposrednie utlenienie
tréjfluorooctanowej soli pochodnej nienasyconej 28a przy pomocy DMDO w acetonie.
Pierwsza z obserwacji dokonanych podczas tej proby to brak reakcji na wiazaniu C=C,

nawet przy uzyciu 1,5-2,5 ekwiwalentu utleniacza. W przypadku bliskiego sasiedztwa
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wiazania nienasyconego i elektronoakceptorowej grupy amoniowej mowi si¢ o jego
dezaktywacji na skutek zmniejszenia gestosci elektronowej tego wigzania. Poniewaz
przeniesienie atomu tlenu ze spolaryzowanej czasteczki DMDO do takiego uktadu jest
procesem elektrofilowym, obecno$¢ w czasteczce grupy NHs" w odleglosci 2-3 wiazan
od fragmentu C=C nie sprzyja reakcji i znacznie wydtuiza jej czas. W przypadku
pochodnej 28a odleglos¢ grupy aminowej elastycznego lancucha bocznego reszty
lizyny jest jednak zbyt duza by w postaci soli wywolaé wystarczajaco silny efekt
indukcyjny w wiazaniu C=C. Bardzo wolny przebieg reakcji w tym regionie ma
natomiast inne podstawy strukturalne. Utleniana pochodna 28a posiada geometri¢ E.
Poprzez analogie do prezentowanego na rysunku 3.14 modelu stanu przejsciowego?*’ 2%
w reakcji izomeru E pochodnej nienasyconej z DMDO mozna wnioskowaé, ze fragment

gem-dimetylowy utleniacza stanowi zawadg steryczna.

Zawada steryczna

Zawada steryczna HC,

o
chﬁ/ 9 PhCH,CH,y c/<é§+ §
H3C 08+ )\3~‘H - :(

H H

NH3*
Rysunek 3.14: Model stanu przejSciowego reakcji utleniania soli alkenyloamoniowej za pomoca

DMDO*"?®  (lewa cze§¢ rysunku) oraz proponowany model wyjasniajacy niska reaktywno$é
otrzymanego a,B-nienasyconego amidu w warunkach utleniania DMDO.

Utrudnia ona jego oddzialywanie z wiazaniem podwojnym na skutek stloczenia
W przestrzeni z objetoSciowym podstawnikiem atakowanego fragmentu zwiazku 28a.
W efekcie nawet wielogodzinne mieszanie nienasyconego substratu z utleniaczem nie
daje oczekiwanego epoksydu. Ta obserwacja jest zgodna z wynikami eksperymentéw,
w ktérych poréwnywano przebieg reakcji E i Z-olefin z DMDO. Stwierdzono, ze
izomery E sa w tej przemianie dziesigciokrotnie mniej reaktywne od swoich analogow
7 247,248

Dodatkowym problemem jest obecnos$¢ w czasteczce 28a dwoch grup aminowych,
ktére utleniaja si¢ znacznie tatwiej od wiazania C=C. Nie przeprowadzono
dodatkowych eksperymentow, ktore wyjasnityby, czy reszta TFA wystarczajaco chroni
atom azotu N, reszty lizyny przed utlenieniem. Natomiast, podobnie jak w przypadku
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eksperymentow, w ktorych roztworem DMDO traktowano p-chlorobenzenosulfoniany
alkenyloamoniowe otrzymywane z amin aromatycznych, stwierdzono powstawanie
produktow utlenienia aminowego podstawnika pierscienia benzenowego. W widmie
protonowego rezonansu magnetycznego poddanej reakcji  pochodnej 28a
zaobserwowano przesunigcie sygnalow aromatycznych atomow wodoru fragmentu
fenylenodiaminowego w kierunku nizszych warto$ci nat¢zenia pola magnetycznego, co
sugeruje zmiang W podstawniku pierScienia powodujaca zwigkszenie jego
elektronoakceptorowego charakteru. Poniewaz w widmie *H NMR tego zwiazku weiaz
byly obecne sygnaly protonow winylowych: dublet przy 5.93 ppm i dublet dubletow
przy 6.69 ppm, ale podobnie jak sygnaly od pierscienia aromatycznego: dublet przy
7.78 ppm i dublet przy 8.31 ppm, przesunigte wzgledem odpowiadajacych im sygnatow
z widma substratu, odpowiednio dublet przy 5.85 i dublet dubletéw przy 6.60 ppm oraz
dublet przy 7.36 ppm i dublet przy 7.59 stwierdzono, ze wyizolowany analog jest
produktem utlenienia wolnej grupy aminowej reszty P1’. Niezaleznie od tego czy reszta
TFA spetia funkcj¢ ochronna grupy aminowej lancucha bocznego lizyny przed
utlenieniem, protonowanie tej grupy ma miejsce, na co wskazuje dobra rozpuszczalnos¢
w wodzie otrzymanej pochodnej. Natomiast nie jest to skuteczna metoda
zabezpieczenia grupy funkcyjnej amin aromatycznych. Powodem jest prawdopodobnie
przesuniecie rownowagi sOl-wolna amina w kierunku formy zdeprotonowanej, co
wynika z niskiej zasadowosci tych amin.

Podjeto rowniez proby epoksydacji zablokowanej pochodnej 27a. Przetestowano

trzy metody: utlenianie nadkwasem (kwasem m-chloronadbenzoesowym, m-CPBA)*°,

reakcje z DMDO oraz opracowang przez Meth-Cohn’a i wspotpracownikéw metode®:
dla alkenéw z deficytem elektronowym w uktadzie C=C.

Podstawowym problemem w przypadku a,p-nienasyconego amidu 27a byla jego
niska rozpuszczalnos¢ w stosowanych rozpuszczalnikach: chlorku metylenu w reakcji
zm-CPBA oraz w acetonie w reakcji z DMDO. Prawdopodobnie byla to giéwna
przyczyna braku postgpu reakcji mimo dlugiego czasu jej prowadzenia. Biorac pod
uwage fakt, ze niepowodzenie epoksydacji moze wynika¢ z tak podstawowych
powodow, trudno oceni¢ ewentualny wklad dyskutowanego wczesniej wplywu
geometrii substratu na przebieg utleniania.

Zastanawiajaca jest natomiast niska reaktywnos¢ E-nienasyconej pochodnej 27a w
metodzie Meth-Cohn’a. W tym wypadku czynnikiem utleniajacym jest t-BuOOH,

a reakcje prowadzi si¢ w tetrahydrofuranie, w ktorym pochodna 27a rozpuszcza sig
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wzglednie dobrze. Réwniez w tych warunkach nie udalo si¢ otrzymacé analogu

252
52 t

epoksydowego, chociaz geometria ,,E” zgodnie z postulowanym mechanizmem* tej

reakcji powinna sprzyja¢ tworzeniu oksiranu (schemat 3.28).

1 1
O__OR! LR <O~ ~OR 5 9
g f A
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¢ T 3 & T
R2 7< R 7<

Schemat 3.28: Postulowany mechanizm epoksydacji o,B-nienasyconych estrow w metodzie Meth-Cohn’a

Podsumowujac ta czes¢ badan wilasnych nalezy stwierdzi¢, ze wybrane metody
otrzymywania epoksyamidowych inhibitoréw gingipain z odpowiednich nienasyconych
analogow okazaly si¢ nieskuteczne. Wybor zastosowanych strategii opierat si¢ na
zachgcajacych wynikach opisanych w materiatach zrédlowych, na ktérych podstawie
planowano $ciezki syntezy. Chociaz w literaturze mozna znalez¢ szereg alternatywnych
metod epoksydacji analogicznych zwiazkéw, trudno dotrze¢ do wiarygodnych metod
usuwania reszt ochronnych Cbz, ktore bylyby zachowawcze dla pierScienia
oksiranowego. Byl to zasadniczy powdd rezygnacji z dalszych prob przeksztalcania
zablokowanych pochodnych nienasyconych w epoksydy. Budzaca najwigksze nadzieje
metoda polegajaca na utlenianiu odpowiednich soli ich odblokowanych analogéw
rowniez okazala si¢ nieskuteczna.

Trzeba wspomnie¢ o jeszcze jednym problemie zwigzanym z reaktywnoscia
oksiranoéw. Pier§cien oksiranowy na skutek reakcji z ugrupowaniem aminowym ulega
otwarciu. Zaprojektowane pochodne po odblokowaniu zawieraja wolne grupy aminowe,
a wiec mozliwe byloby autokatalityczne otwarcie ich pier§cienia epoksydowego, a tym
samym dezaktywacja inhibitora. Mimo tego, podjeto wyzwanie ich syntezy podpierajac
si¢ pozytywnymi wynikami uzyskanymi dla pochodnych chlorometyloketonowych.
W ich przypadku istnialo podobne ryzyko migdzyczasteczkowej lub
wewnatrzczasteczkowej reakcji substytucji nukleofilowej. Mimo to, przechowywane
w niskiej temperaturze przez kilka miesigcy pozostawaly aktywnymi inhibitorami
gingipain.

Wobec trudnosci napotkanych przy probie syntezy epoksydowych analogow
otrzymanych pochodnych o,B-nienasyconych oraz znanego z literatury faktu niskiej

aktywnosci pochodnych kwasu epoksybursztynowego wobec proteaz klanu CD,?*

139



w tym gingipain, zrezygnowano z prob przeksztalcenia uzyskanych y-0kso-a,p-

nienasyconych estrow w odpowiednie oksirany.

3.5 Acyloksymetyloketony

W rozdziale 3.1, w ktérym w sposob ogdélny omowiono projektowanie inhibitorow
gingipain, wsrdd pokazanych ligandow z rozbudowang reszta na C-koncu znalazty sig
rowniez acyloksymetyloketony (rysunek 3.1). Pochodne te, jako mniej reaktywne od
chlorometyloketonéw w reakcji Sn2, stanowia odrebna grupe inhibitoréw o wyzszej
selektywnos$ci wzgledem gingipain. Zaleta tej klasy zwiazkow jest ich wysoka
skuteczno$¢ wzgledem proteaz cysteinowych i brak reaktywnosci w stosunku do
proteaz serynowych.!” Wynika to przede wszystkim z wyzszej nukleofilowosci grupy
funkcyjnej katalitycznej reszty cysteiny, dzigki ktérej mozliwe jest spowodowanie
odejscia stabej grupy odchodzacej, jaka jest reszta kwasu karboksylowego.
W klasycznych warunkach reakcji Sy2 nie obserwuje si¢ podstawienia takiej reszty.
W przypadku acyloksymetyloketonow zaklada sie,®’ ze na skutek $cistego dopasowania
odpowiednio zaprojektowanego liganda do docelowego enzymu zostaje obnizona
bariera aktywacji reakcji substytucji. Dzigki temu reakcja, ktéra nie miataby szans
zachodzi¢ w obecnos$ci prostych zwiazkow chemicznych reagujacych jako nukleofile,
ale nie wchodzacych w dodatkowe interakcje z inhibitorem (substancje znakujace),
przebiega na skutek korzystnych oddzialywan z enzymem. Taka charakterystyka
acyloksymetyloketonéw pozwala zaszeregowaé je do inhibitoroéw znakujacych na
skutek powinowactwa do enzymu. Wyr6zniajaca cecha tej klasy zwiazkéw jest
mozliwos¢ wbudowania do ich struktury reszty odchodzacej, komplementarnej do
wneki (wnegk) wiazacej enzymu, co stwarza mozliwos¢ oddziatywan, ktore ulatwiaja
alkilowanie katalitycznej reszty cysteiny.

Zaprojektowane acyloksymetyloketony mialy by¢ analogami chlorometyloketonow
otrzymanych w celu okreslenia specyficznosci wnek wiazacych S2 i S3 RgpB i Kgp.
Do syntezy wybrano pochodne, ktérych budowg zaplanowano w oparciu o strukturg
najaktywniejszych chlorometyloketondw.

Tytulowe acyloksymetyloketony  otrzymuje sig z N-acylowanych
bromometyloketondw w reakcji z odpowiednimi kwasami w obecnosci KF (schemat

3.29).%" Synteze tych ostatnich opisano w rozdziale 3.4.2.
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Schemat 3.29: Synteza N-acylowanych acyloksymetyloketonéw z odpowiednich bromometyloketondw,
pochodnych lizyny (45) i argininy (60). Reagenty: a) kwas 2,6-di-(trifluorometylo)benzoesowy, KF,
DMFbezwodny

Ta metoda otrzymano pochodna lizyny (62) i argininy (63). Na etapie usuwania
grup ochronnych Chbz z pochodnej argininowej musialy zachodzi¢ liczne reakcje
uboczne, co skutkowalo powstawaniem wielu produktéw trudnych do rozdzielenia
technika HPLC. Z powodzeniem uzyskano odblokowang forme pochodnej lizyny 62.
Porownano aktywnos$¢ tego inhibitora 1 jego chlorometyloketonowego analogu:
odblokowany zwiazek 62, kobs = 0,0197 [s™]; kobs/[1] = 3.46 x 10° [mol™s™]; 11a, Kops =
0,0431 [sY]; kovs/[I] = 4,46 x 10° [mol?s™]. Zmiana reaktywnego ugrupowania
elektrofilowego inhibitora prowadzi do dziesigciokrotnego obnizenia jego aktywnoOsci

wzgledem Kgp.

141



142



4 PODSUMOWANIE

4.1 Streszczenie otrzymanych wynikéw

4.2 Perspektywy
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4.1 Streszczenie otrzymanych wynikow

Zaprezentowane w niniejszej dysertacji wyniki uzyskane w toku badan dotyczacych
otrzymywania inhibitoréw gingipain mozna pogrupowa¢ w dwie kategorie. Po pierwsze
sa to wyniki eksperymentalne bezposrednio zwiazane z rozwiazywaniem problemow
badawczych przedstawionych w rozdziale 2. Druga kategoria obejmuje szereg
wnioskéw 0 znaczeniu ogdlnym opracowanych w oparciu o dane eksperymentalne,
przydatnych z punktu widzenia kontynuacji prezentowanej tematyki.

Do pierwszej grupy osiagnie¢ mozna wilaczy¢é opracowanie syntezy i warunkow
oczyszczania dipeptydowych i tripetydowych halometyloketonéw zawierajacych reszty
nieaminokwasowe. W efekcie otrzymano seri¢ chlorometyloketondw, ktore okazaly si¢
skutecznymi inhibitorami RgpB oraz Kgp. Pozwolilo to na udoskonalenie
opracowanego przez Dr Jolantg Grembecka wstepnego modelu struktury Kgp,
W szczegdlnosci wnek wiazacych Sn enzymu, co mozna uzna¢ za osiagnig¢cie wazne dla
kontynuacji badan nad inhibitorami gingipain.

Otrzymane chlorometyloketony postuzyty jako narz¢dzia do optymalizacji reszt
wiazanych we wnekach Sn gingipain. Przy ich pomocy ustalono preferencje
substratowe kieszeni S2 enzymu. Stwierdzono takze, iz nie ma koniecznosci
rozbudowywania inhibitorow o kolejne reszty Pn, gdyz powinowactwo ligandow do
badanych enzymow zalezy przede wszystkim od budowy fragmentu P2-P1. Zdobyte
informacje wykorzystano projektujac synteze¢ inhibitorow o potencjalnie wyzszej
selektywnosci.

W pierwszej grupie osiagnig¢ mozna umiesci¢ roOwniez opracowanie wygodnej
metody syntezy o,fB-nienasyconych amidow z uzyciem modyfikowanego odczynnika
HWE. W oparciu o ta metode otrzymano seri¢ pochodnych typu akceptoréw Michaela.

W tej samej grupie rezultatbw powinny znalez¢ si¢ wyniki szeregu
przeprowadzonych préb syntezy y-okso-a,B-nienasyconych estréw (amidow),
pochodnych lizyny i argininy. Cho¢ w wigkszej czesci nie dostarczyly one pozadanych
czasteczek, jednakze pozwolilty w szerszym kontekscie spojrze¢ na zastosowane do ich
syntezy propozycje rozwigzan zaczerpnigte z literatury i do niektérych odnies$é sieg
krytycznie, a w przypadku innych, zwrdci¢ uwagg na mozliwe ograniczenia ich
stosowalnosci. Pomimo napotkanych trudnosci, w efekcie tych prob zsyntezowano

inhibitory zawierajace W strukturze reszty kwasu fumarowego i maleinowego.
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Skutecznie rozwiazano takze problem odblokowania i wyizolowania otrzymanych
pochodnych nienasyconych. Badania nad ich aktywno$cia wzglgdem gingipain sa
obecnie prowadzone w Zakladzie Inzynierii Biatka w ramach wspolpracy
z Uniwersytetem Wroctawskim. W trakcie realizacji tej czegsci badan zaobserwowano
ciekawy efekt izomeryzacji Z/E otrzymanych y-okso-a,B-nienasyconych estréw pod
wplywem uzywanego do ich odblokowania TFA. Zasugerowany mechanizm tej
przemiany jest obecnie weryfikowany metodami obliczeniowymi przez mgr Michata
Jewginskiego 1 bedzie dyskutowany w innym opracowaniu po uzyskaniu niezbednych
wynikow.

Warto wspomnie¢ jeszcze o wynikach zwigzanych z epoksydacja wybranych
pochodnych nienasyconych. W przypadku otrzymanych nienasyconych prekursorow
oksiranéw nie potwierdzono skutecznos$ci proponowanej w literaturze metody protekcji
grup aminowych przed utlenieniem w zastosowanych warunkach epoksydacji poprzez
ich kompleksowanie z Et,OxBF; lub protonowanie kwasem organicznym.

Szczegotowa dyskusja problemoéw, ktére pojawily si¢ w czasie wykonywania
zaprojektowanych eksperymentow i w sposob obiektywny uniemozliwity pomys$ine
zrealizowanie wszystkich zalozen byta przedstawiana systematycznie podczas
omawiania poszczegolnych etapow przeprowadzonych badan we wczesniejszych
rozdziatach niniejszej dysertacji. W wigkszosci przypadkow trudnosci dotyczyly dobrze
znanego W syntezie organicznej problemu opracowania $ciezek otrzymywania
pochodnych zawierajacych w strukturze rézne reaktywne grupy funkcyjne. Wymagaja
one bardzo rzetelnego doboru metod, ktére pozwalaja na selektywne ich
przeksztalcanie. Wybrane strategie syntezy zawiodty w kilku punktach, co bylo efektem
np. wyjatkowej labilnosci zastosowanej reszty ochronnej Cbz w warunkach, dla ktérych
jest ona standardowo stosowana lub zaskakujaco niskiej wydajnosci niektorych
kluczowych etapéw syntezy, w ktorych opierano si¢ na znanych z literatury
przyktadach otrzymywania okreslonego fragmentu struktury (np. pochodne
aldehydowe, czy oksoaldehydy). Obserwacje te, omdéwione we wczesniejszych
rozdziatach, chociaz dotycza wynikow negatywnych, moga okaza¢ si¢ praktyczna
wskazowka dla wykonawcow innych projektow, w ktorych pojawia si¢ podobne

czasteczki i analogiczne przejécia syntetyczne.
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4.2 Perspektywy

Wyniki przedstawione w niniejszej dysertacji moga stanowi¢ punkt wyjscia dla
dalszych prac nad inhibitorami gingipain. Otrzymane zwiazki stanowia narzedzia, ktére
mozna wykorzysta¢ do zdobycia nowych informacji o centrum aktywnym gingipainy K,
niezbednych do przygotowania skuteczniejszych i1 mniej zlozonych w syntezie
inaktywatoréw tego enzymu.

W najblizszej perspektywie nalezatoby rozszerzy¢ badania nad wplywem obecnosci
dodatkowych reszt Pn’ w czasteczkach inhibitorow gingipain na ich skutecznos¢
I selektywnos¢.

Otwarta  pozostaje = kwestia ~ wlaczenia  fragmentu  fenylenodiaminy,
wyselekcjonowanego jako obiecujacy podstawnik P1°  sposrod fragmentow
wygenerowanych metodami modelowania molekularnego, do struktury otrzymanych
v-0kso-a, B-nienasyconych estrow.

Ciekawym pomystem wydaje si¢ uproszczenie syntezy pochodnych a,p-
nienasyconych rozszerzajace mozliwosci roznicowania podstawnikow Pn’. Jednym
Z nasuwajacych si¢ rozwiazan znanych z literatury jest zamiana aminokwasowej reszty
P1 inhibitorow na analog, w ktorym atom wegla Ca zostal zastapiony atomem azotu.
Stosowana w tym przypadku procedura syntetyczna zostala przedstawiona na

schemacie ponizej (schemat 4.1).20%2%2

o) o) 0
R N NHNH: o N RBr R R §
\"/ OMe \"/ NHNH, \"/ H/ “R1
0O R? 0O R? o)
RC(O)CH=CHCOOH, o R! o)
HBTU, NMM RS H |{|
DEh
0O R? o)

Schemat 4.1: Propozycja metody wprowadzania ugrupowania elktrofilowego do struktury inhibitoréw
gingipain oraz rozbudowy ich czgéci Pn’ w oparciu o chemig¢ azapeptydow

W pierwszym etapie przygotowuje si¢ prekursor fragmentu Pn-P2. Reszta
C-koncowa jest w tym przypadku estrem metylowym, ktory przeksztalca sig
W hydrazyd w reakcji z hydrazyna. Taki fragment modyfikuje si¢ nastgpnie
odpowiednim bromkiem alkilu, prekursorem tancucha bocznego reszty P1. Otrzymany

zwiazek sprzgga si¢ nastgpnie z aktywowanym kwasem, do ktorego struktury
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wbudowano reaktywne ugrupowanie elektrofilowe (docelowo miejsce ataku
katalitycznej reszty cysteiny enzymu) oraz zaprojektowany fragment P1’-Pn’.

Rozwiazanie to ma dwie glowne zalety. Po pierwsze, niejednokrotnie klopotliwe
otrzymanie fragmentu odpowiedzialnego za utworzenie wiazania kowalencyjnego
z centrum aktywnym enzymu jest w tym wypadku oddzielnym etapem
przeprowadzanym na mniej ztozonych uktadach (np. odpowiednio podstawiona reszta
kwasu fumarowego czy epoksybursztynowego). Konsekwencja uproszczenia tego etapu
jest wigksza elastyczno$¢ w doborze reszt Pn’, co w perspektywie rozszerza wachlarz
mozliwosci modyfikacji tej cze$ci liganda. Po drugie, polaczenie fragmentow Pn
I Pn’w przypadku pochodnych, w ktorych docelowo w pozycji P1 pojawia si¢ ,,aza-
analog” wilasciwego aminokwasu, jest realizowane w do$¢ zachowawczych warunkach.
Stosuje si¢ tutaj sprzeganie z uzyciem benzotriazolowych srodkoéw sprzegajacych. Jest
to metoda dobrze tolerowana przez wiele grup funkcyjnych wilaczonych do struktury
réznych  skutecznych  inhibitorbw  proteaz  cysteinowych  (np.  fragment
epoksybursztynianu czy fumaranu).
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S Przepisy preparatywne

Metody analityczne

5.1 Synteza halometyloketonéw pochodnych Lys i Arg
5.1.1 Otrzymywanie Boc-NHLys(Z)-CHN,
5.1.2 Otrzymywanie chlorometyloketonéw, pochodnych lizyny
5.1.3 Wprowadzanie podstawnika P2. Przepisy ogélne stosowane przy acylowaniu Boc-Lys-
(Cbz)-CH,CI chlorkami kwasowymi lub mieszanymi bezwodnikami
5.1.3.1 Metoda A, acylowanie chlorkami kwasowymi
5.1.3.2 Metoda B, acylowanie metoda mieszanych bezwodnikéw
5.1.3.3 Dane analityczne dotyczace N-acylowanych chlorometyloketonowych pochodnych
lizyny
5.1.4 Przepis ogélny dotyczacy usuwania grup ochronnych Cbz z atoméw azotu grupy

funkcyjnej tancucha bocznego lizyny oraz grup aminowych reszt P2 i P3 pochodnych lizynowych

oraz dane analityczne dla otrzymanych chlorometyloketonow
5.1.5 Chlorometyloketony — pochodne argininy
5.1.5.1 Otrzymywanie Boc-Arg(Z),-CHN,

5.1.5.2 Otrzymywanie chlorometyloketonu argininy, jego N-acylowanych pochodnych oraz

ich deprotekcji
5.1.5.3 Dane analityczne dla chlorometyloketon6w — pochodnych argininy
5.1.6 Bromometyloketony — pochodne lizyny i argininy

5.2 Pochodne otrzymywane z N-acylowanych bromometyloketon6w lizyny i argininy

5.2.1 Acyloksymetyloketony
5.2.1.1 Fenylopropionylo-Lys(Z)-CH,0C(O)-2,6-di-(trifluorometylo)benzen
5.2.1.2 Fenylopropionylo-Arg-(Z),-CH,0C(0)-2,6-di-(trifluorometylo)benzen
5.2.1.3 Fenylopropionylo-Lys-CH,0C(0O)-2,6-di(trifluorometylo)benzen

5.2.2 Oksirany
5.2.2.1 3-Fenylopropionylo-Lys(Z)-oksiran
5.2.2.2 Fenylopropionylo-Arg(Z),-oksiran

5.3 Synteza a,B-nienasyconych pochodnych lizyny i argininy
5.3.1 Synteza prekursoréw aldehydowych
5.3.1.1 Otrzymywanie N-acylowanych estréw lizyny i argininy
5.3.1.2 3-Fenylopropionylo-Lys(Cbz)-H (22a, sposob I)
5.3.1.3 Otrzymywanie aldehyd6w z odpowiednich alkoholi
5.3.1.3.1 Otrzymywanie alkoholi z N-acylowanych estrow
5.3.1.3.2 Utlenianie alkoholi do aldehydéw
5.3.1.4 Otrzymywanie aldehydu poprzez redukcj¢ amidu Weinreb’a
5.3.2 Otrzymywanie a,-nienasyconych amidéw z odpowiednich kwaséw uzyskanego przez
hydrolize estrow zsyntezowanego w oparciu o reakcje Wittiga
5.3.2.1 Ester metylowy kwasu (E)-8-N-benzyloksykarbonyloamino-4-[N-((3-
fenylopropionylo)amino] okt-2-enowego
5.3.2.2 Kwas (E)-8-N-benzyloksykarbonyloamino-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino] okt-2-
enowy
5.3.2.3 Ester metylowy kwasu 7-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-4-|N-(3-
fenylopropionylo)amino]hept-2-enowego (31) oraz produkt jego odblokowania
5.3.2.4 Przygotowanie 4-N-benzyloksykarbonylo)fenylenodiaminy, prekursora reszty P1’
amidowych akceptoréw typu Michael’a
4-N-benzyloksykarbonylofenylenodiaminy
5.3.2.5 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)fenylo]amid kwasu
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8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego (sposob 1)

5.3.2.6 N-[4-N’-(benzyloksykarbonyloamino)fenylo]amid kwasu

8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino]-okt-2-enowego (sposéb 2)
5.3.3 Olefinacja w oparciu o reakcje HWE

5.3.3.2 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu

8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego (sposob 3)

5.3.3.3 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu

8-benzyloksykarbonyloamino-4-{[4-(N-benzyloksykarbonyloaminometylo)fenylo-

acetylojamino}okt-2-enowego

5.3.3.4 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu

8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-(N-benzoiloamino)okt-2-enowego

5.3.3.5 N-[4-N’~(benzyloksykarbonylo)fenylo]amid kwasu

7-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-4-|N-(3-fenylopropionylo)amino]hept-2-enowego
5.3.4 Odblokowanie koncowych grup aminowych otrzymanych pochodnych a,B-nienasyconych
— dane analityczne

5.3.4.1 Ester metylowy kwasu (E)-8-amino-4-[(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego

5.3.4.2 N-(4-aminofenylo)amid kwasu (E)-8-amino-4-[(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-

enowego

5.3.4.3 N-(4-aminofenylo)amid kwasu (E)-8-amino-4-

{[4-(aminometylo)fenyloacetylo]amino} okt-2-enowego

5.3.4.4 Produkt (39) wewnatrzczateczkowej cyklizacji N-(4-aminofenylo)amidu kwasu 8-

amino-4-(N-benzoiloamino)okt-2-enowego

5.3.4.5 N-(4-Aminofenylo)amid kwsu (E)-7-guanidyno-4-[(3-fenylopropionylo)amino]hept-2-

enowego oraz produkt jego wewnatrzczasteczkowej cyklizacji

5.4 Synteza pochodnych y-okso-a,3-nienasyconych
5.4.1 Addycja prekursora reszty P1° do sililowego eteru enolowego (Sciezka II)
5.4.2 Reakcja HWE miedzy oksoaldehydem i karboanionem otrzymywanym
z fosfonoamidowego prekursora reszty P1’ (Sciezka III)
5.4.2.1 Przygotowanie acetonowego roztworu dimetylodioksiranu
5.4.2.2 3-Fenylopropionylo-Lys(Cbz)-CHN,
5.4.2.3 7-N-benzyloksykarbonyloamino-2-okso-3-[(3-fenylopropionylo)amino]-heptanal
5.4.3 Reakcja HWE mie¢dzy karboanionem otrzymywanym z f-ketofosfonianu i
oksoaldehydowym prekursorem reszty P1° (Sciezka IV, sposob 1)
[4-(N-benzyloksykarbonyloamino)fenyloamino]etanalu (I)
5.4.3.7 6-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-2-okso-3-
(3-fenylpropanoamido)heksylofosfonian dimetylu
3.4.4 Reakcja HWE mi¢dzy karboanionem otrzymywanym z B-ketofosfonianu i
glioksalanem etylu (Sciezka IV, sposéb 2)
3.4.4.1 Ester etylowy kwasu 9-N-benzyloksykarbonyloamino-4-okso-5-(N-(3-
fenylopropionylo)amino)non-2-enowego
5.4.4.2 Ester etylowy kwasu 5-[N-(benzoilo)amino]-9-N-benzyloksykarbonyloamino-4-okso-
non-2-enowego
5.4.4.3 Ester etylowy kwasu 8-(2,3-dibenzyloksykarbonylguanidyno)-4-oxo-5-(N-(3-
fenylopropionylo)amino)okt-2-enowego
3.4.4.4 Usuwanie grup ochronnych z otrzymanych y-okso-a,p-nienasyconych estréw
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Metody analityczne

e Widma 'HNMR oraz *P NMR rejestrowano przy pomocy spektrometru
Bruker DRX (odpowiednio 300,13 MHz i 121,51 MHz).

e Widma 'H'H COSY, *C NMR, DEPT135, HSQC oraz HMBC rejestrowano
przy pomocy spektrometru BRUKER AVANCE Il Ultrashield Plus 600 MHz
wykorzystujac dostarczone przez producenta standardowe programy pulsow
(czestotliwo$é podstawowa dla *H NMR 600,58 MHz, a dla **C NMR 151,03
MHz).

e Sygnaly na widmach *H NMR oraz **C NMR zostaly przypisane jednoznacznie
na podstawie odpowiednich widm korelacyjnych.

e Widma IR rejestrowano przy pomocy spektrometru Perkin Elmer System 2000
FT.

e Temperatury topnienia oznaczano uzywajac mikroskopu Boetius’a z goracym
stolikiem. Oznaczone wartos$ci nie byty korygowane.

e Analiza elementarna chlorometyloketon6w zostata wykonana na aparacie
Elementar vario EL 111 w Laboratorium Analizy Instrumentalnej Uniwersytetu
Wroctawskiego.

e Chromatgrafie¢ cienkowarstwowa wykonywano stosujac gotowe plytki
chromatograficzne  pokryte silikazelem 60 (Merck). Chromatografi¢
kolumnowa prowadzono uzywajac silikazelu 60, 70-230 mesh (Merck).

e Reakcje wymagajace temperatur ponizej -60 °C prowadzono w atmosferze
azotu, w tazni alkoholowej (naczyniu Dewara) chlodzonej kriostatem Julabo
FT 901.

e Do syntezy zwiazkow uzywano odczynnikow handlowych (Merck, Fluka,
Aldrich, Novabiochem). Zastosowane s$rodki suszace i rozpuszczalniki o
czystosci analitycznej pochodzity z POCh.

e Rozpuszczalniki handlowe stosowane do reakcji w warunkach bezwodnych

osuszano i redestylowano.

Acetonitryl o czystosci analitycznej (HPLC) destylowano z uzyciem kolumny
Vigroux znad P,0Os.
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Dichlorometan destylowano z uzyciem kolumny Vigroux znad P,0s. Destylat

zbierano w 40 °C.

Destylacje tetrahydrofuranu prowadzono w atmosferze azotu. 600 ml THF oraz po
3g metalicznego potasu i benzofenonu wprowadzono do kolby okraglodennej
(1000ml) i1 ogrzewano do momentu zabarwienia si¢ cieczy na granatowo. Nastgpnie
otwierano wyplyw do odbieralnika wypelionego sitami molekularnymi i zbierano

destylat o temperaturze wrzenia 65-66 °C.

e Chloromrowczan izobutylu, chlorek tionylu oraz trietyloamina byly
destylowane przed uzyciem.

e Wybrane pochodne blokowane Cbz oraz wszystkie pochodne po usunigciu grup
ochronnych oczyszczano przy pomocy HPLC uzywajac aparatu Varian ProStar
210 z detektorem ProStar 325 UV/Vis na kolumnie Dynamax 250 _ 21.4 Microsorb
300-10 C18.

e (Czystos$¢ pochodnych wydzielonych z mieszanin po usuwaniu grup ochronnych Cbz
oceniano przy pomocy sytemu j/w stosujac kolumng analityczna 250 _ 4.6
Microsorb-MV 100-5 C18.

e Chromatografi¢ na odwroconej fazie prowadzono we wzrastajacym gradiencie
acetonitrylu w wodzie. Uzywane rozpuszczalniki zakwaszano TFA (0,1 %

objetosciowo).
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5.1 Synteza halometyloketonow pochodnych Lys i Arg

5.1.1 Otrzymywanie Boc-NHLys(Z)-CHN; (3)

Zwiazek 3 otrzymano w reakcji BocHNLys(Z)OH (1) metoda mieszanych
bezwodnikéw w reakcji z diazometanem generowanym z diazaldu (N-metylo-N-
nitrozoamid kwasu p-toluenosulfonowego CH3CgHsSO,N(CH3)NO,). W umieszczonej
na mieszadle magnetycznym, w tazni alkoholowej chtodzonej kriostatem trojszyjnej
kolbie okragtodennej zaopatrzonej we wkraplacz i potaczonej z uktadem do destylacji
prostej zabezpieczonym przed dostgpem wilgoci, umieszczono 70 ml roztworu 20,0
mmol (7,60 g) 1 w bezwodnym THF. Po schlodzeniu roztworu do -20 °C do kolby
wprowadzono 25,0 mmoli (2,75 ml) N-metylomorfoliny (NMM). Po 5 minutach
mieszania do mieszaniny reakcyjnej wkroplono 24,0 mmol (3,12 ml) chloromréwczanu
izobutylu. Reakcje prowadzono przez kolejne 45 minut przygotowujac réwnolegle
eterowy roztwor diazometanu. Do 180,00 ml chtodzonego w tazni lodowej eterowego
roztworu 40 mmol (8,56 g) diazaldu wkroplono 10,00 ml alkoholowego roztworu 40
mmoli (2,63 g, 85%) KOH i kontynuowano mieszanie przez 30 minut. Nastgpnie
roztwdr wygenerowanego diazometanu przeniesiono przy pomocy strzykawki przez
sept¢ do kolby destylacyjnej i oddestylowano do kolby z otrzymanym mieszanym
bezwodnikiem. Mieszanie w -20 °C kontynuowano kolejne 2 godziny od momentu
przedestylowania calej ilosci otrzymanego diazometanu, a nastgpnie kolbg z mieszaning
reakcyjna umieszczono na 22 godziny w wymrazarce (-20 °C). Po tym czasie
odparowano nadmiar diazometanu i rozpuszczalnik. Surowy produkt 3 krystalizowano z
octanu etylu wytracajac go heksanem. Produkt otrzymano w postaci

drobnokrystalicznego osadu z wydajnos$cia 82%.
5.1.2 Otrzymywanie chlorometyloketonow, pochodnych lizyny
Boc-NHLys(Z)-CH,Cl (5)

Pochodna diazometinowa przeprowadzano w chlorometyloketon przy pomocy

roztworow HCI w rozpuszczalnikach organicznych. Stosowano 4 M HCI w dioksanie
lub 75 M HCI w metanolu. Do roztworu diazoketonu 3 w bezwodnym THF
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wprowadzano stechiometryczna ilo§¢ HCl w postaci nasyconego roztworu
metanolowego lub dioksanowego. Obserwowano wydzielanie azotu, po jego ustaniu
odczekiwano jeszcze kilka minut, po czym z mieszaniny odparowywano

rozpuszczalnik. Koficowy produkt 5 rekrystalizowano z octanu etylu.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.40 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.41 (s, 9H, (CH3)sC); 1.50, 1.81
(m each, 3H and 1H, CH,CH,CH,CH); 3.18 (m, 2H, CH;NH); 4.24 (s, 2H, CH,CI);
4.42 (m, 1H, CH); 4.84 (m, 1H, CH,NH); 5.07 (s, 2H, PhCH0); 5.21 (m, 1H, CHNH);
7.28 (s, 5H, Ph).

5.1.3 Wprowadzanie podstawnika P2. Przepisy ogdlne stosowane przy acylowaniu
Boc-Lys-(Cbz)-CH,Cl chlorkami kwasowymi lub mieszanymi bezwodnikami

5.1.3.1 Metoda A, acylowanie chlorkami kwasowymi

Wszystkie pochodne otrzymywano ze zwiazku 5 przeprowadzajac go uprzednio
w chlorowodorek 7. W tym celu rozpuszczano 2,0 mmole 5 w minimalnej ilosci THF
I mieszano z nadmiarem 7,5 M HCI w MeOH w 0 °C. Mieszanie w tej temperaturze
kontynuowano przez 15 minut, po czym z mieszaniny odparowywano rozpuszczalnik
do sucha otrzymujac surowy chlorowodorek 7 w postaci gestego oleju. Pozostalosci
HCI usuwano z otrzymanego oleju przez kilkukrotne odparowanie z bezwodnym THF.
Surowy produkt zawieszano w 30 ml bezwodnego THF i do zawiesiny dodawano 5
milimoli NMM. Nastegpnie kolbe z mieszaning umieszczano w tazni léd/woda
ustawionej na mieszadle magnetycznym i po 5 minutach rozpoczynano wkraplanie 2,4
mmola chlorku kwasowego. Uzywano albo odczynnika handlowego, badz produktu
uzyskiwanego w reakcji odpowiedniego kwasu z SOCIl, w dichlorometanie wedlug
standardowej procedury. (W przypadku chlorkéw otrzymywanych syntetycznie, surowa
mieszaning po reakcji z chlorkiem tionylu odparowywano kilkakrotnie z bezwodnym
benzenem do sucha i wodwczas otrzymany chlorek stosowano bez dalszego
oczyszczania). Mieszanie kontynuowano 24 godziny pozwalajac na ogrzanie sig
mieszaniny do temperatury pokojowej. Po tym czasie z mieszaniny odparowywano
THF, a pozostalo§¢ rozrabiano w mieszaninie 50 ml octanu etylu i 10 ml wody. Po
przeniesieniu do rozdzielacza mieszanina byla przemywana kolejno 5% NaHCOs3, 2 x
10% kwasem cytrynowym i solanka porcjami po 40 ml. Warstwe organiczna suszono

nad bezwodnym siarczanem sodu. Po oddzieleniu srodka suszacego odparowywano
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octan etylu i pozostalo§¢ oczyszczano na silikazelu stosujac do elucji uktady octan

etylu-heksan. Otrzymane pochodne rekrystalizowano dodatkowo z octanu etylu.
5.1.3.2 Metoda B, acylowanie metodg mieszanych bezwodnikéw

Odpowiednie kwasy aktywowano przeprowadzajac je w mieszane bezwodniki
wreakcji z chloromréwczanem izobutylu (i-BuCOCI) w obecnosci aminy
trzeciorzgdowej. Kwas (2,0 mmol) rozpuszczano w 50 ml bezwodnego THF i do
roztworu dodawano 0,55 ml (5,0 mmol) NMM. Kolbg z roztworem ustawiano na
mieszadle magnetycznym w tazni l6d/woda i po pigciu minutach do roztworu dodawano
i-BuCOCI (0,31 ml, 2,4 milimola). Mieszanie kontynuowano przez 45 minut w 0 °C. Po
tym czasic do  mieszaniny dodawano  zawiesing = monochlorowodorku
chlorometyloketonu lizyny 7 w bezwodnym THF otrzymanego z pochodnej N,-
tertbutyloksylowej zgodnie z procedura opisana w metodzie A. Po 24 godzinach
mieszaning przerabiano 1 rozdzielano analogicznie jak w reakcji z chlorkami

kwasowymi.

5.1.3.3 Dane analityczne dotyczace N-acylowanych chlorometyloketonowych
pochodnych lizyny

3-Fenylopropionylo-Lys(Z)-CH,Cl (9a, metoda A)

Wydajno$é: 40%. T. t. 92-94 °C.

IH NMR (CDCls, ppm): & 1.15 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.49, 1.71 (m kazdy, 3H i 1H;
CH,CH,CH,CH); 2.43 (t, J = 8.0 Hz, 2H, PhCH,CH,); 2.87 (t, J = 8.0 Hz, 2H,
PhCH,CH;); 3.08 (m, 2H, CH,NH); 4.07 (s, 2H, CH,CI); 4.61 (m, 1H, CH): 4.75 (m,
1H, NH): 5.00 (s, 2H, PhCH,0); 6.14 (bd, J = 5.5 Hz, 1H, NHCH); 7.04-7.29 (m, 10H,
2 x Ph).

IR (KBr, cm™): v 3330, 3305 (NH); 3030, 2960, 2930 (CH); 1730, 1685, 1640 (C=0):
1530 (5NH); 1260 (C-O).

Anal. (C24H29C|N204) C,H N (%C, %H, %N) obl. 64.78, 6.57, 6.30; z anal. 64.50,
4.40, 6.03.

3-(4-Hydroksyfenylo)propionylo-Lys-(Z)-C(O)CH,Cl (9b, metoda B)

Wydajnos¢: 37%. T. t. 53-56 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.18, 1.34, 1.64 (m kazdy, 1H, 3H i 2H, CH,CH,CH,CH);
2.34, 2.47 (m kazdy, 1H i 1H, p-OH-CsH4CH,CH>); 2.81, 3.06 (m kazdy, 3H i 1H, p-
OHCsH4CH,CH i CH;NH); 4.05 (s, 2H, CH,CI); 4.61 (m, 1H, CH); 4.78 (m, 1H, NH);
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5.04 (s, 2H, PhCH,0); 5.90 (bd, J = 5.3 Hz, 1H, NHCH); 6.70, 6.96 (d kazdy, 2H i 2H;
CsHa); 7.27 (m, 5H, Ph).

IR (KBr, cm™): v 3390, 3320 (NH); 3065, 2930 (CH); 1735, 1690, 1650 (C=0); 1530,
1515 (3NH); 1255 (C-O).

Anal. (C2sH26CIN2Os) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 62.54, 6.34, 6.08; z anal. 62.73,
6.31, 6.22.

7-GABA-Lys(Z)-CH;Cl (9¢, metoda B)

Wydajnosé: 50%. T. t. 118-120 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.34-1.75 (m, 8H, CH,CH,CH,CH i CH,CH,CH,GABA):
2.16 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,CO); 3.13 (m, 4H, 2 x CH,NH): 4.18 (s, 2H, CH,CI): 4.63
(m, 1H, CH); 4.93 (m, 2H, 2 x NH); 5.00 (s, 4H, 2 x PhCH,0); 6.75 (m, 1H, NHCH):
7.36 (m, 10H, 2 x Ph).

IR (KBr, Cm'l)Z v 3320, 3270 (NH); 3065, 2930, 2860 (CH); 1735, 1690, 1645 (C=0);
1545 (SNH); 1275 (CO).

Anal. (C27H34C|N305) C,H N (%C, %H, %N) obl. 60.95, 44 6, 7.90; z anal. 60.96
6.45, 7.78.

4-(N-Benzyloksykarbonylaminometylo)fenyloacetylo-Lys(Z)-CH,Cl
(9d, metoda A)

Poniewaz kwas wzigty do przygotowania chlorku uzywanego w syntezie 9d nie jest
dostepny handlowo, otrzymano go z kwasu 4-bromometylofenylooctowego. 5,00 g
(20,2 mmol) tego kwasu dodano do 100 ml nasyconego roztworu amoniaku w metanolu
I mieszano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie rozpuszczalnik byt
odparowany do sucha, a pozostalo§¢ potraktowano 2M wodnym roztworem NaOH.
Pozostato$ci amoniaku odparowano. Otrzymana mieszaning rozpuszczono w 60 mL
roztworu woda / dioksan (1:1) i wkraplano do niej chloromréwczan benzylu (3,50 g,
20,5 mmol) utrzymujac pH okoto wartosci 10 poprzez dodawanie 2M wodnego
roztworu NaOH. Po 12 godzinach mieszania, roztwor przemyto eterem dietylowym (2 x
50 ml). Nastgpnie fazg wodna zakwaszono przy pomocy 1M HCl do pH 1 i odsaczono
wytracajacy si¢ osad. Surowy produkt zrekrystalizowano w uktadzie octan etylu/heksan
otrzymujac 4,70 g (wydajnos¢ 71%) kwasu 4-[(N-benzyloksykarbonylo)aminometylo]-
fenylooctowego. Przeprowadzano go nastgpnie w chlorek kwasowy metoda z SOClIy,
tak jak opisano wyzej. Po kilkukrotnym odparowaniu z suchym benzenem uzywano go

w reakcji acylowania (metoda A) bez dodatkowego oczyszczania.
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Wydajno$é: 40%. T. t. 129-133 °C.

IH NMR (CDCls, ppm): & 1.27 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.67, 1.85 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 3.13 (m, 2H, CH,NH): 3.56 (s, 2H, CH,CONH); 4.21 (s, 2H,
CH,CI); 4.38 (d, J = 4.9 Hz, 2H, CeHsCH.N); 4.74 (m, 1H, CH); 4.85 (m, 1H, NH):
5.10, 5.15 (s kazdy, 2H i 2H, 2 x PhCH.0); 5.26 (m, 1H, NH); 6.20 (bd, J = 7.0 Hz,
1H, NHCH); 7.22-7.36 (m, 14H, 2 x Ph and CgH,4). IR

(KBr, cm-1): v 3320 (NH); 3060, 3030, 2930, 2860 (CH); 1735, 1690, 1650 (C=0);
1530, 1455 (3NH); 1255 (C-O).

Anal. (C32H35C|N305) C,H N (%C, %H, %N) obl. 64.69, 6.11, 7.07; z anal. 64.53,
5.93, 6.99.

Boc-Phe-Lys(Z)-CH;Cl (9¢, metoda B)

Wydajnos¢: 49%. T. t. 149-151 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.25 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.43 (s, 9H, (CH3)3C); 1.49, 1.81
(m kazdy, 3H i 1H, CH,CH,CH,CH); 3.01 (m, 2H, PhCHy); 3.10 (m, 2H, CH;NH);
4.04 (s, 2H, CH.CI); 4.34, 4.65 (m kazdy, 1H i 1H, 2 x CH); 4.95 (bs, 1H, NH); 5.16
(m zawierajacy uktad AB, J = 12.1 Hz, 3H, PhCH,0 and NH); 6.62 (bd, J = 5.5 Hz,
1H, NH); 7.14-7.33 (m, 10H, 2 x Ph).

IR (KBr, Cm'l): v 3325 (NH); 3065, 3035, 2970, 2940 (CH); 1740, 1685, 1650 (C=0);
1535, 1520 (6NH); 1265, 1250, 1170 (C-0O).

Anal. (Cy9H33CIN3Og) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 62.19, 6.84, 7.50; z anal. 61.33,
6.67, 7.30.

Benzoilo-Lys(Z)-CH,Cl (9f, metoda A)

Wydajnosé: 50%. T. t. 123-125 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.49 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.55, 1.83, 2.00 (m kazdy, 2H,
1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 3.23 (m, 2H, CH,NH); 4.35 (s, 2H, CH,CI); 4.99-5.10 (m,
4H, CH, NH i PhCH,0); 7.10 (bd, J = 5.3 Hz, 1H, NHCH); 7.30-7.89 (m, 10H, 2 x
Ph).

IR (KBr, cm™): v 3330, 3280 (NH); 3065, 2930 (CH); 1740, 1690, 1640 (C=0); 1550,
1530 (3NH); 1265 (C-0).

Anal. (C2H2sCIN2Os) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 63.38, 6.04, 6.72; z anal. 63.66,
5.75, 6.86.

5.1.3.4 Zwiazki zawierajace podstawnik P3, P3-Phe-Lys(Z)-CH,Cl
Chlorometyloketony majace docelowo oddziatywaé¢ dodatkowo z wneka S3 Kgp

otrzymywano poprzez acylowanie dipeptydowej pochodnej 9e metoda mieszanych

bezwodnikow po wczesniejszym  odblokowaniu  grupy Ng-aminowej reszty
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fenyloalanylowej. Procedury usuwania grupy ochronnej Boc oraz acylowania sa takie

same jak w przypadku pochodnych dipeptydowych.

Boc-Phe-Phe-Lys(Z)-CH,Cl (14a, metoda B)

Wydajnos¢: 60%. T. t. 149-151 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): § 1.22 (s, 9H, (CH3)sC); 1.39 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.50, 1.77
(m kazdy, 2H i 2H, CH,CH,CH,CH); 2.87 (m, 2H, PhCH2); 2.98-3.10 (m, 4H, CH,NH
i PhCH,); 4.08 (s, 2H, CH,Cl); 4.15, 4.46, 4.55 (m kazdy, 1H, 1H i 1H, 3 x CH); 4.70
(bs, 1H, NH); 5.02 (ukiad AB, J = 12.0 Hz, 2H, PhCH,0); 6.33 (bd, J = 7.5 Hz, 1H,
NHCH): 6.69 (bs, 1H, NHCH); 6.96-7.26 (m, 15H, 3 x Ph).

IR (KBr, cm-1): v 3320, 3300 (NH); 3065, 3030, 2930 (CH); 1740, 1690, 1645 (C=0);
1530 (SNH); 1265, 1170 (C-O).

Anal. (C3sHs7CINGO7) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 64.53, 6.70, 7.92; z anal. 63.98,
6.71, 7.74.

3-Pirydylokarboksylo-Phe-Lys(Z)-CH,Cl (14b, metoda A)
Wydajnos¢: 44%. T. t. 120-127 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): 6 1.22 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.41, 1.80 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 3.02 (m, 2H, PhCH); 3.16 (m, 2H, CH;NH); 4.02 (s, 2H, CH,CI);
4.61 (m, 1H, CH); 4.86-5.06 (m, 4H, CH, NH i PhCH;0); 6.66 (bs, 1H, NHCH); 6.84
(bs, 1H, NHCH); 7.20 (m, 10H, 2 x Ph); 7.44 (m, 1H, H5 pirydyl); 7.77 (m, 2H, H4 and
H6 pirydyl), 8.14 (s, 1H, H2 pirydyl).

IR (KBr, cm‘l): v 3315 (NH); 3135, 3030, 2930, 2860 (CH); 1740, 1645, 1615 (C=0);
1540 (6NH); 1270 (C-0).

Anal. (C30H33CIN4Os) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 63.77, 5.89, 9.92; z anal. 63.16,
5.80, 9.74.

2-Naftoilo-Phe-Lys(Z)-CH,Cl (14c, metoda A)
Wydajnosé: 56%. T. t. 140-143 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.27 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.47, 1.51, 1.84 (m kazdy, 2H,
1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 3.05-3.20 (m, 4H, PhCH, and CH,NH); 4.07 (s, 2H,
CH,CI); 4.67, 4.89 (m kazdy, 1H i 1H, 2 x CH); 5.05 (m, 3H, NH i PhCH.0); 6.77 (bd,
J=6.5 Hz, 1H, NHCH); 7.06 (bd, J = 6.8 Hz, 1H, NHCH); 7.27, 8.00, 8.67, 8.91 (m, d,
s,s,J=7.4 Hz, 14H, 1H, 1H i 1H, 2 x Ph i naftyl).

IR (KBr, cm™): v 3335, 3280 (NH); 3035, 2940 (CH); 1745, 1680, 1665, 1635 (C=0);
1530 (SNH); 1265 (C-O).

Anal. (CasHssCIN3Os) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 68.45, 5.91, 6.84; z anal. 68.48,
5.86, 7.35.
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5.1.4 Przepis ogélny dotyczacy usuwania grup ochronnych Cbz z atomoéw azotu
grupy funkcyjnej lancucha bocznego lizyny oraz grup aminowych reszt P2 i P3
pochodnych  lizynowych oraz dane analityczne dla  otrzymanych
chlorometyloketonow

Reszty  benzyloksykarbonylowe z grup aminowych usuwano kwasem
trojfluorooctowym (TFA) w obecnosci anizolu.

Do kolby o objgtosci 25 ml ustawionej na mieszadle magnetycznym odwazano 0,1
mmol pochodnej do odblokowania, dodawano 200 pl anizolu oraz 2,0 ml TFA. Catosé
szczelnie zamykano i mieszano przez 24 godziny. Nastgpnie z mieszaniny
odparowywano TFA, a pozostalos¢ traktowano mieszaning 1 ml eteru dietylowego i 1
ml wody dejonizowanej. Warstwy rozdzielano i organiczna ekstrahowano 2 porcjami po
I ml wody dejonizowanej. Roztwér wodny przemywano pigciokrotnie eterem. Po
ostatnim przemyciu, $lady eteru z warstwy wodnej usuwano na wyparce rotacyjnej w
temperaturze pokojowej. Roztwor wodny zageszczano i nanoszono na preparatywna
kolumng do wysokosprawnej chromatografii cieczowej ze ztozem CI18. Po ustaleniu
warunkow rozdziatu sktadniki mieszaniny separowano technika HPLC na odwrocone;j
fazie we wzrastajacym gradiencie acetonitrylu w wodzie. Poszczegélne frakcje byty
zageszczane, liofilizowane przy cis$nieniu 1 mmHg w temperaturze -60 °C, a nastgpnie
analizowane przy pomocy spektroskopii rezonansu magnetycznego. Czysto$¢
otrzymanych ta metoda probek potwierdzano w dodatkowym eksperymencie z uzyciem
analitycznego HPLC na odwrdconej fazie, analizujac wybrane frakcje w dwoch roznych
gradientach. Probki zakwalifikowane do dalszych badan byty liofilizowane

I przechowywane w -20 °C

3-Fenylopropionylo-Lys-CH,Cl (11a)

HPLC: tg = 15.5 min; gradient (t [min] — %B): 0’ — 10%; 5’- 20%; 7° — 40%; 23’ —
70%.

'H NMR (D20, ppm): & 1.11 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.33, 1.47 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 2.54 (t, J = 7.4 Hz, 2H, PhCH,CHy); 2.75 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
PhCH,CH); 2.91 (m, 2H, CH;NH_); 4.15 (s, 2H, CH.CI); 4.31 (m, 1H, CH); 7.29 (m,
5H, Ph).

3-(4-Hydroksyfenylo)propionylo-Lys-CH,Cl (11b)

HPLC: tR = 15.5 min; gradient (t [min] — %B): 0° — 10%; 5’ — 20%; 7’ — 35%; 23" —
70%.
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'H NMR (D20, ppm): & 0.99 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.25, 1.44 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 254 (t, J = 7.5 Hz, 2H, p-OHCsHsCH,CH,); 2.85 (m, 4H, p-
OHCeH4CH,CH; and CH,oNH,); 4.13 (uklad AB, J = 17.0 Hz, 2H, CH.CI); 4.27 (dd, J;
= 7.8 Hz, J, = 4.3 Hz, 1H, CH); 6.78, 7.16 (m kazdy, 2H i 2H, CeHJ).

GABA-Lys-CH,Cl (11¢)

HPLC: tr = 9.5 min; gradient (t [min] — %B): 0’ — 10%; 17’ — 15%.

'H NMR (D,0, ppm): & 1.39, 1.61, 1.87 (m each, 2H, 3H and 3H, CH,CH,CH,CH i
CHzCHzCHZGABA); 2.38 (t, J=17.3 Hz, 2H, CHzCONH); 2.94 (m, 4H, 2 X CHzNHz);
4.50 (s, 2H, CHCI); 4.55 (m, 1H, CH).

4-(Aminometylo)fenyloacetylo-Lys-CH,Cl (11d)

HPLC: tr = 14.7 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 10%; 17 — 20%.

'H NMR (D,0, ppm): & 1.32 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.57, 1.84 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 2.86 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH2;NH); 3.60 (s, 2H, CH,CONH); 4.08 (s,
2H, CsH4CH3N); 4.40 (s, 2H, CH,CI); 4.49 (m, 1H, CH); 7.31 (m, 4H, C¢H,).

Phe-Lys-CH,Cl (11e)

HPLC: tr = 19.7 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 10%; 14’ — 25%; 25’ — 40%.

'"H NMR (D0, ppm): & 1.65, 2.30 (m kazdy, 5H i 1H CH,CH,CH,CH); 2.66 (m, 2H,
PhCHy); 2.95 (m, 2H, CH2NHy); 4.13 (s, 2H, CH,CI); 4.70 (m, 2H, 2 x CH); 7.31 (m,
5H, Ph).

Benzoilo-Lys-CH,Cl (11f)

HPLC: tg = 14.0 min; gradient (t [min] — %B): 0’ — 10%; 5° — 20%; 7° — 40%; 22° —
65%.

'H NMR (D0, ppm): & 1.43 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.62, 1.71, 1.95 (m kazdy, 2H, 1H
and 1H, CH,CH,CH,CH); 2.90 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH;NH); 4.53 (uktad AB, J =17.0
Hz, 2H, CH,CI); 4.83 (m, 1H, CH); 7.44, 7.56, 7.69 (m kazdy, 2H, 1H i 2H, Ph).

Phe-Phe-Lys-CH,Cl (15a)

HPLC: tr = 16.8 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 10%; 14’ — 35%; 20’ — 50%.

'H NMR (D,0, ppm): & 1.22 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.61, 1.80 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 2.91 (t, J = 7.8 Hz, 2H, CH2NHy); 2.98-3.19 (m, 4H, 2 x PhCHy);
4.00 (uktad AB, J = 17, 2 Hz, CHCl); 4.21, 4.27, 4.51 (m kazdy, 1H, 1H i 1H, 3 X
CH); 7.21-7.34 (m, 10H, 2 x Ph).

3-Pirydylokarboksy-Phe-Lys-CH,Cl (15b)

HPLC: tr = 16.0 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 25%; 7’ — 75%; 14’ — 90%.
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'H NMR (D.0, ppm): & 1.25 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.51, 1.75 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 2.73 (m, 2H, CHaNH,); 3.20 (m, 2H, PhCH,); 4.03-4.38 (m, 3H,
CH,Cl i CH); 4.72 (m, 1H, CH); 7.19-7.95 (m, 9H, Ph i pirydyl).

2-Naftoilo-Phe-Lys-CH,Cl (15c¢)

HPLC: tr = 11.0 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 18%; 18’ — 70%.

'H NMR (D,0, ppm): & 1.18 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.60, 1.83 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 2.81 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH;NH,); 3.09 (m, 2H, PhCHy); 4.12, (uktad
AB, J =17.0 Hz, 2H, CHCl); 4.38, 4.78 (m kazdy, 1H i 1H, 2 x CH); 7.22, 8.06, 8.75,
8.83, 8.99 (m kazdy, 8H, 1H, 1H, 1H i 1H, Ph i naftyl).

5.1.5 Chlorometyloketony — pochodne argininy

5.1.5.1 Otrzymywanie Boc-Arg(Z),-CHN, (4)

Do otrzymywania tytulowego zwiazku zastosowano procedur¢ opisang dla
pochodnej lizynowej 3. Mieszany bezwodnik otrzymano w reakcji Boc-Arg-(Z),-
COOH z chloromréwczanem izobutylu w obecno$ci NMM. Wzigto odpowiednio 20,0
mmol (10,85 g) 2, 25,0 mmol (2,75 ml) NMM oraz 24,0 mmol (3,12 ml)
chloromréwczanu izobutylu. Diazometan generowano z 40,0 milimoli (8,56 g) diazaldu
rozpuszczonego w 180 ml eteru dietylowego przy uzyciu roztworu 2,64 g 85% KOH w
15 ml alkoholu etylowego. Produkt w postaci jasnozottych krysztalow otrzymano z

wydajnoscia 90%.

5.1.5.2 Otrzymywanie chlorometyloketonu argininy, jego N-acylowanych
pochodnych oraz ich deprotekcji

Synteza opisanych wyzej chlorometyloketondw lizynowych i ich argininowych
analogow przebiegata wedhlug tego samego schematu. Procedury zastosowane w obu
przypadkach réznity si¢ tylko w trzech punktach. Po pierwsze, usunigcie grupy
ochronnej Boc z BocArg(2),C(O)CH2Cl poprzedzajace acylowanie wymagato
dhuzszego czasu — 40 minut. Po drugie do odblokowania grup aminowych chronionych
reszta benzyloksyformylowa uzywano mieszaniny TFA 1 tioanizolu, ale w takich
samych proporcjach jak TFA i anizolu dla pochodnych lizyny. | wreszcie, czas
potrzebny w tym wypadku do catkowitej konwersji substratu byl dwukrotnie dtuzszy
(48 godzin).
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5.1.5.3 Dane analityczne dla chlorometyloketonow — pochodnych argininy

Boc-Arg(Z),-CH,Cl (6)
Wydajnosé: 91%.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.45 (s, 9H, (CH3):C); 1.58, 1.90 (m kazdy, 3H i 1H,
CH,CH,CH); 3.46 (m, 2H, CH,NH); 4.16 (s, 2H, CH,Cl); 4.24 (m, 1H, CH); 5.09 (bd,
J=6.0 Hz, 1H, NHCH); 5.15, 5.21 (s each, 2H and 2H, 2 x- PhCH.0); 7.34 (m, 10H, 2
x Ph); 8.34, 11.77 (bs kazdy, 1H i 1H, 2 x NH).

3-Fenylopropionylo-Arg(Z),-CH,Cl (10a, metoda A)
Wydajnos¢: 52%. T. t. 113-115 °C.

IH NMR (CDCls, ppm) & 1.43 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.70 (m, 2H, CH,CH,CH); 2.34
(m, 2H, PhCH,CH,); 2.85 (m, 2H, PhCH,CH,); 3.57, 3.64 (m kazdy, 1H i 1H,
CH,NH); 4.09 (uklad AB, J = 15.5 Hz, 2H, CH,CI); 4.59 (m, 1H, CH); 5.13 (uklad AB,
J = 12.0 Hz, 2H, PhCH;0); 5.27 (s, 2H, PhCH;0); 7.09-7.43 (m, 16H, 3 xPh i
NHCH), 9.37, 9.53 (bs kazdy, 1H i 1H, 2 x NH).

IR (KBr, cm™): v 3390, 3260 (NH); 3065, 3030, 2960, 2930 (CH); 1720, 1650, 1625,
1610 (C=0); 1510 (3NH); 1260 (C-O).

Anal. (C32H35C|N405) C,H N (%C, %H, %N) obl. 63.31, 5.81, 9.23; z anal. 63.06,
5.44, 9.26.

3-(4-Hydroksyfenylo)propionylo-Arg(Z),-CH,Cl (10b, metoda B)
Wydajnosé: 37%. T. t. 142-143°C.

IH NMR (CDCls, ppm): & 1.33 (m, 2H, CHCH,CH); 1.59 (m, 2H, CH,CH,CH); 2.29
(t, J=6.1 Hz, 2H, p-OH-C5H4CH2CHz); 2.76 (t, J=6.1 Hz, 2H, p-OH-C5H4CH2CH2);
3.68 (M, 2H, CH,NH); 4.05 (uklad AB, J = 15.5 Hz, 2H, CH,CI); 4.48 (m, 1H, CH);
5.13, 5.23 (s kazdy, 2H i 2H, 2 x PhCH,0); 6.65, 6.78 (d kazdy, J = 7.7 Hz, 2H i 2H,
CsHa); 5.39 (bd, J= 7.4 Hz, 1H, NHCH); 7.35 (m, 10H, 2 Ph); 9.37, 9.49 (bs kazdy, 1H
i 1H, 2 x NH).

IR (KBr, cm™): v 3395, 3270 (NH); 3065, 3035, 2960, 2935 (CH): 1725, 1645, 1610
(C=0); 1535, 1515 (3NH); 1255 (C-O).

Anal. (C3H3sCIN4O7) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 61.68, 5.66, 8.99: z anal. 61.86,
5.45, 8.68.

7-GABA-Arg(Z),-CH;Cl1 (10c, metoda B)
Wydajnosé: 49%. T. t. 142-144 °C.
'H NMR (CDCls, ppm): & 1.53-1.70 (m, 6H, CH,CH,CH i CH,CH,CH,GABA); 1.95

(m, 2H, CH,COGABA); 3.03 (m, 2H, CH;NHGABA), 3.72 i 3.89 (m kazdy, 1H i 1H,
CH,NH); 4.03 (uklad AB, J = 16,2 Hz, 2H, CH,CI); 4.55 (m, 1H, CH); 4.85 (m, 1H,
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NH); 5.04, 5.05, 5.16 (s kazdy, 2H, 2H i 2H, 3 x PhCH,0); 7.30 (m, 15H, 3 x Ph); 7.45
(bd, J = 7.1 Hz, 1H, NHCH): 9.27, 9.42 (bs kazdy, 1H i 1H, 2 x NH).

IR (KBr, cm™: v 3385, 3320 (NH); 3065, 3035, 2965, 2940 (CH); 1735, 1720, 1690,
1640 (C=0); 1535, 1505 (SNH); 1260 (C-O).

Anal. (CssHa0CINsOg) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 60.56, 5.81, 10.09; z anal. 60.68,
5.66, 10.02.

4-(N-Benzyloksykarbonyloaminometylo)fenyloacetylo-Arg(Z),-CH,Cl (10d,
metoda A)

Wydajnos¢: 45%. T. t. 118-120 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): § 1.55 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.75 (m, 2H, CH,CH,CH); 3.33
(uktad AB, J = 15.2 Hz, CH,CONH); 3.66, 3.83 (m kazdy, 1H i IH, CH,NH); 4.11
(uklad AB, J = 16.0 Hz, 2H, CH,ClI); 4.34 (d, J = 5.4 Hz, 2H, NCH,CgH,); 4.57 (m, 1H,
CH); 5.12, 5.15, 5.23 (s kazdy, 2H, 2H i 2H, 3 x PhCH,0); 5.17 (bs, 1H, NH); 7.08,
7.18 (d kazdy, J = 7.5 Hz, 2H i 2H, CH); 7.38 (m, 16H, 3 x Ph and NHCH); 9.32,
9.47 (bs kazdy, 1H i 1H, 2 x NH).

IR (KBr, cm™): v 3390, 3300 (NH); 3060, 3035, 2940 (CH); 1720, 1690, 1650, 1610
(C=0); 1515 (SNH); 1255 (C-O).

Anal. (C40H42CIN508) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 63.53, 5.60, 9.26; z anal. 63.43,
5.55, 9.15.

Boc-Phe-Arg(Z),-CH,Cl (10e, metoda B)
Wydajnos¢: 43%. T. t. 138-141 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.31 (s, 9H, (CH3):C); 1.55, 1.69 (m kazdy, 3H i 1H
CH,CH,CH); 2.84 (m, 2H, PhCHy); 3.72 (m, 2H, CH,NH); 3.92 (s, 2H, CH,CI); 4.21
(dd, J; = 14.8 Hz, J, = 7.2 Hz, 1H, CH); 4.35 (m, 1H, CH); 4.84 (bs, 1H, NH); 5.08 (s,
2H, PhCH.0); 5.16 (uklad AB, J = 12.2 Hz, 2H, PhCH,0); 7.00-7.34 (m, 16H, 3 x Ph i
NHCH); 9.20, 9.36 (bs kazdy, 1H i 1H, 2-x NH).

IR (KBr, cm™): v 3390, 3330, 3285 (NH); 3065, 3035, 2980 (CH); 1720, 1685, 1660,
1610 (C=0); 1520 (NH); 1255 (C-0).

Anal. (C37H44CIN508) C, H, N (%C, %H, %N) obl. 61.53, 6.14, 9.70; z anal. 61.22,
5.82, 9.42.

3-Fenylopropionylo-Arg-CH,Cl (12a)

HPLC: tgr = 24.5 min; gradient (t [min] — %B): 0° — 5%; 10 — 15%; 12° — 25%; 27" —
40%.

'H NMR (D,0, ppm): & 1.23 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.45, 1.73 (m kazdy, 1H i 1H,
CH,CH,CH); 2.63 (t, J = 6.9 Hz, 2H, PhCH,CHy); 2.92 (t, J = 6.9 Hz, 2H, PhCH,CHy);
2.99 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,NH); 4.25 (ukfad AB, J = 16.0 Hz, 2H, CH,CI); 4.38 (m,
1H, CH); 7.30 (m, 5H, Ph).

3-(4-Hydroksyfenylo)propionylo-Arg-CH,Cl (12b)

HPLC: tr = 16.7 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 10%; 10* — 25%; 20’ — 50%.
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'H NMR (DO, ppm) &.1.09 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.31, 1.59 (m kazdy, 1H i 1H,
CH,CH,CH); 2.45 (t, J = 6.9 Hz, 2H, p-HO-CsH4CH,CH,); 2.71 (t, J = 6.9 Hz, 2H, p-
HO-CsH4CH,CH,); 2.89 (m, 2H, CH,NH); 4.05 (uklad AB, J = 17.3 Hz, 2H, CH,CI);
4.20 (dd, J1 = 9.8 Hz, J2 = 6.9 Hz, 1H, CH); 6.67, 6.97 (d kazdy, J = 7.8 Hz, 2H i 2H,
CsHa).

GABA-Arg-CH;Cl (12¢)

HPLC: tr = 12.7 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 1%; 18’ — 25%.

'H NMR (CDCI3, ppm): 6 1.53 i 1.82 (m kazdy, 3H i 3H, CH,CH,CH i CH,CH,CH
GABA); 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CONH); 2.89 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH;NH;
GABA); 3.08 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH;NH); 4.43 (s, 2H, CH,CI); 4.49 (m, 1H, CH).

4-(Aminometylo)fenyloacetylo-Arg-CH,Cl (12d)

HPLC: tr = 12.5 min; gradient (t [min] — %B): 0" — 10%; 14’ — 25%.

'H NMR (D0, ppm): & 1.59, 1.91 (m kazdy, 3H i 1H, CH,CH,CH); 3.13 (t, J = 6.4 Hz,
2H, CH2NH); 3.65 (s, 2H, CH,CONH); 4.13 (s, 2H, CsH4CH:2N); 4.44 (s, 2H, CHCI);
4.59 (m, 1H, CH); 7.36 (m, 4H, C¢Ha).

Phe-Arg-CH2CI (12e)

HPLC: tr = 14.5 min; gradient (t [min] — %B): 0* — 5%; 20’ — 25%.
'H NMR (D,0, ppm): & 1.75-1.95 (m, 4H, CH,CH,CH); 2.57 (t, J = 7.6 Hz, PhCH,);
3.10 (m, 2H, CH2NH); 3.99 (s, 2H, CHCl); 4.56 (m, 2H, 2 x CH); 7.18 (m, 5H, Ph).

5.1.6 Bromometyloketony — pochodne lizyny i argininy

5.1.6.1 Boc-Lys(Cbz)-CH,Br

Tytutlowy zwiazek otrzymano w reakcji pochodnej 1 z HBr. Zwiazek 1 (5 mmol,
2,00 g) rozpuszczono w 50 ml tetrahydrofuranu. Kolbg z roztworem umieszczono na
mieszadle magnetycznym w 1azni 16d-woda. Po schtodzeniu mieszaniny wkroplono do
niej 1,05 g (5,25 mmol) 40 % wodnego roztworu HBr. Postep reakcji kontrolowano
metoda TLC. Stwierdziwszy catkowita konwersje substratu rozpuszczalniki usunigto
pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalo§¢ zmieszano z 60 ml octanu etylu i
przemywano w rozdzielaczu 10% roztworem kwasu cytrynowego, 5% roztworem
wodoroweglanu sodu i solanka. Warstwe organiczna suszono nad bezwodnym
siarczanem sodu. Po oddzieleniu od $rodka suszacego i zaggszczeniu uzyskana
mieszaning oczyszczano chromatograficznie (heksan/octan etylu od 3:1 do 1:1).

Otrzymano 2,15 g koncowego produktu w postaci drobnych krysztatow.
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Wydajnosé: 94 %.T. t. <70 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.30 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.36 (s, 9H, C(CHs)s); 1.47 i
153 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 1.67 i 1.80 (2 x m, 1H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 3.22 (m, 2H, CH,NH); 3.99 (uktad AB, J = 13.4 Hz, 2H,
CH,Br); 4.43 (m, 1H, CH); 4.78 (bs, 1H, CH,NH); 5.02 (AB, J = 12.6 Hz, 2H,
PhCH,0); 5.16 (d, J = 5.4 Hz, CHNH); 7.27 (m, 5H, CgH).

5.1.6.2 Boc-Arg(Cbz),-CH,Br

Bromometyloketon a-amino-Arg-(Z),-CH,Br otrzymano z diazometinowej
pochodnej 4 w reakcji z wodnym roztworem HBr. Uzyto 20,0 mmol HBr (4,04 g 40%
roztworu wodnego). Reakcje prowadzono w 100 ml THF w 0 °C przez 80 minut
kontrolujac jej przebieg przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej. PO
odparowaniu rozpuszczalnika otrzymana mieszaning rozrobiono z woda i octanem
etylu, rozdzielono w rozdzielaczu, przemyto solanka, a nastgpnie warstwe organiczng
suszono nad siarczanem sodu. Po oddzieleniu s$rodka suszacego rozpuszczalnik
odparowano, a pozostalo§¢ rozrobiono z 30 ml eteru dietylowego i dodatkowo
potraktowano heksanem. Mieszaning odstawiono na kilka godzin do zamrazalnika.
Nastgpnie kolbg z mieszaning ogrzano do temperatury pokojowej, dolano heksanu.

Nastepnie odsaczono 11,15 g wytraconego drobnokrystalicznego, bialego osadu.

Wydajnosé: 90%. T.t. <60 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.34 (s, 9H, C(CHs)s); 1.58 (2 x m, 2H i 1H,
CH2CH2CH i CH,CH,CH); 1.74 (m, 1H, CH,CH,CH); 3.86 (m, 2H, CH;NH);
3.88 (uktad AB, J = 15.6 Hz, 2H, CH3Br); 4.49 (m, 1H , CH); 5.05 (uktad AB, J =
12.6 Hz, 2H, PhCH,0); 5.21 (s, 2H, PhCH;0); 5.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CHNH);
7.28 i 7.33 (2 x m, 10H, 2 x CgHs); 9.19 i 9.35 (2 x bs, 1H i 1H, NH
guanidynowe).

5.1.6.3 Fenylopropionylo-Lys(Cbz)-CH;,Br (45)

Tytulowy bromometyloketon otrzymano wedhug przepisu 5.1.3.1. Uzyto 2,0 mmol
(091 g¢g) Boc-Lys(Cbz)-CH,Br, 2,4 mmol (0,40 ¢g) chlorku kwasu 3-
fenylopropionowego oraz 5 mmol (0,55 ml) NMM. Chromatografi¢ wykonano na
silikazelu, stosujac roztwory: octan etylu w heksanie kolejno 35%, 40%, 50%, heksan

W octanie etylu 35% 1 25%. Glowna frakcjg po zaggszczeniu rekrystalizowano z uktadu
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octan etylu/heksan otrzymujac 0,48g produktu w postaci biatego, drobnokrystalicznego
osadu.

Wydajnos¢: 49%. T. t. 94-96 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.17 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.37 i 1.42 (2 x m, 1H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 1.51 i 1.73 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.47 (m, 2H,
PhCH,CH,); 2.88 (t, J = 7.8 Hz, 2H, PhCH,CH,); 3.06 i 3.13 (2 x m, 2H,
CH.NH); 4.08 (uklad AB, J = 16.2 Hz, 2H, CH,Br); 4.62 (m, 1H, CH); 4.77 (bs,
1H, CHzNH); 5.0 (AB, J = 12.6 Hz, 2H, PhCH,0); 6.16 (d, J = 6.0 Hz, CHNH);
7.12,7.21i7.28 (3 x m, 10H, 2 x CeHs).

5.1.6.4 Fenylopropionylo-Arg(Cbz),-CH;Br (60)

Pochodng 60 otrzymano poprzez acylowanie bromometyloketonu Boc-Arg(Cbz),-
CH;Br chlorkiem kwasu fenylopropionowego, stosujac procedurg opisana w rozdziale
5.1.3.1 (metoda A). Bromometyloketon argininy (10,0 milimoli 5,20 g) potraktowano
nadmiarem HCI w metanolu usuwajac z jego grupy a-aminowej reszt¢ ochronna Boc.
Surowy produkt odparowano kilkakrotnie z bezwodnym THF, a nastgpnie po
zawieszeniu w THF potraktowano nadmiarem (25 mmol, 2,79 ml) NMM. Po 5
minutach do mieszaniny w 0°C wkroplono 12,0 mmol (1,78 ml) chlorku kwasu
fenylopropionowego. Po reakcji z mieszaniny usunig¢to rozpuszczalnik a pozostalosé
rozpuszczono w mieszaninie woda/octan etylu. Po standardowym przemyciu na kwasno
i zasadowo warstweg organicznag wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po
odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano 4,10 g mieszaniny zawierajacej dwie
pochodne krystaliczne, ktdre rozdzielono chromatograficznie przy pomocy kolumny ze
zlozem silikazelowym. (od 5:1 do 1:1 heksan/octan etylu). Zidentyfikowano tylko
produkt gtowny, Ktory krystalizowano z uktadu octan etylu/heksan otrzymujac 3,3 g
zwiazku w postaci bialtych, drobnych krysztatow.

Wydajnosé: 51%. T. t. 112-114 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.58 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.67 (m, 2H, CH,CH,CH);
2.24 (m, 2H, PhCH,CHy); 2.76 (m, 2H, PhCH,CH>);3.49 i 3.66 (2 x m, 1H i 1H,
CH3NH);3.98 (uktad AB, J = 15.6 Hz, 2H, CH,Br); 4.49 (m, 1H , CH); 5.05
(uktad AB, J = 12.6 Hz, 2H, PhCH,0); 5.17 (s, 2H, PhCH,0); 7.18 (bd, J = 8.4
Hz, 1H, CHNH); 7.01, 7.13i 7.29 (3 x m, 15H, 3 x CgHs); 9.27 i 9.43 (2 x bs, 1H i
1H, NH guanidynowe).
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5.2 Pochodne otrzymywane z N-acylowanych
bromometyloketonow lizyny i argininy

5.2.1 Acyloksymetyloketony

5.2.1.1 Fenylopropionylo-Lys(Z)-CH,OC(0O)-2,6-di-(trifluorometylo)benzen (62)

Zwiazek 62 otrzymano w reakcji odpowiedniego bromometyloketonu z kwasem
2,6-di(trifluorometylo)benzoesowym w obecnosci KF. Mieszaning 1,5 mmol (690 mg)
bromometyloketonu 45, 1,5 mmol kwasu oraz 3,3 mmol (0,19 g) KF w 10 ml DMF
ogrzewano pod chlodnica zwrotna w temperaturze 60 °C na mieszadle magnetycznym.
Przebieg reakcji kontrolowano metoda TLC. Po reakcji z mieszaniny odparowano
DMF, pozostalo§¢ rozpuszczono w octanie etylu i przemywano 5% NaHCOs, 5%
kwasem cytrynowym oraz solanka. Warstwg¢ organiczng suszono bezwodnym
siarczanem sodu. Po oddzieleniu $rodka suszacego roztwdr zageszczono.
Acyloksymetyloketon oczyszczono chromatograficznie na silikazelu otrzymujac po
krystalizacji wlasciwej frakcji 0,31 g koncowego produktu w postaci biatych, drobnych
krysztatow.

Wydajnosé: 51%. T. t. 124-126 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.27 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.46 i 1.47 (2 x m, 1H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 1.65 i 1.87 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.56 (m, 2H,
PhCH,CHy); 2.98 (t, J = 7.8 Hz, 2H, PhCH,CH,); 3.16 (m, 2H, CH,;NH); 4.69 (m, 1H,
CH); 4.90 (bs, 1H, CH2NH); 5.0 (uktad AB, J = 16.8 Hz, 2H, C(O)CH0); 5.10 (uktad
AB, J = 12.6 Hz, 2H, PhCH0); 6.33 (d, J = 6.6 Hz, CHNH); 7.21, 7.29 1 7.35 (3 x m,
10H, 2 x CgHs); 7.76 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Hpara W CsH3); 7.96 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2 x
Hmeta C6H3)-

BC-NMR (CDCls, ppm): & 21.74 (CH,CH,CH); 29.51 (CH,CH,CH,CH); 30.22
(CH2,CH,CH,CH); 31.42 (PhCH,CHy); 37.88 (PhCH,CH>); 40.06 (CH:NH); 55.55
(CH); 66.66 (PhCH»0); 67.96 (C(O)CH,0); 121.80 i 123. 61 (CFs); 127.96 (C2i C6 w
pierscieniu reszty Cbz); 128.12, 128.35, 128.54 1 128.57 (CH aromatyczne); 129.23 (C1
w pier§cieniu reszty P1%); 129.98 i 130.01 (C3 i C5 w pierscieniu reszty P1’); 136.55
(C1 pierscienia reszty Cbz); 140.53 (C1 w PhCH,CH,); 156.77 (OC(O) w Cbz); 164.20
(OC(O) w reszcie P1%); 172.39 (PhCH,CH,C(0)); 201.13 (CHC(Q)).
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5.2.1.2 Fenylopropionylo-Arg-(Z),-CH,OC(0)-2,6-di-(trifluorometylo)benzen (63)

Reakcje otrzymywania acyloksymetylowej pochodnej Arg 63 przeprowadzono
analogicznie jak dla pochodnej lizynowej 62. Uzyto w tym celu 1,4 mmol (0,88 Q)
bromometyloketonu 60, 2,9 mmol (0,19 g) KF, 1,6 mmol (0,42 g) oraz 1,5 g DMF jako
rozpuszczalnika. Produkt oczyszczono chromatograficznie stosujac kolejno roztwory
octanu etylu w heksanie od 30 do 50% objetosciowych. Po krystalizacji z uktadu octan

etylu/heksan otrzymano 0,68 g czystego zwiazku.

Wydajnos¢: 60%. T.t. 76-78 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.42 1 1.49 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH); 1.72, 1.79
(2xm, 1H i 1H, CH,CH,CH); 2.26 i 2.32 (2 x m, 2H, PhCH,CH); 2.84 (m, 2H,
PhCH,CHy); 3.61 i 3.77 (2 x m, 2H, CH;NH); 4.60 (m, 1H, CH); 5.01 (AB, J =
16.8 Hz, 2H, C(O)CH,0); 5.15 (AB, J = 12.0 Hz, 2H, PhCH;0); 5.27 (s, 2H,
PhCH,0); 7.09, 7.21 i 7.39 (3 x m, 16H, CsHs i CHNH); 7.76 (t, J = 8.4 Hz, 1H,
Hpara CsH3); 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2 x Horto CeH3); 9.35 1 9.54 (2 x bs, 1H i 1H,
NH guanidynowe).

3C NMR (CDCls, ppm): & 24.31 (CH,CH,CH); 24.77 (CH,CH,CH); 31.29
(PhCH,CHy); 37.43 (PhCH2CH;); 43.95 CH;NH); 56.42 (CH); 67.39 (PhCH,0);
68.17 (C(O)CH,0); 69.07 (PhCH;0); 121.82 i 123.63 (CF3); 126.11 (CH
pierscienia benzenowego w PhCH,CHy;); 128.36, 128.39, 128.44, 128.50, 128.62,
128.88, 129.00, 129.05, 129.26 129.48, 129.56, 129.70 i 129.93 (CH pierscieni
benzenowych) 129.97 (C3 i C5 w pierscieniu benzenowym reszty P1’) i 130.58
(C4 w pierscieniu benzenowym reszty P1°) 134.56 i 136.19 (Cl1 w pierscieniu
PhCH,0); 140.73 (C1 w pierscieniu PhCH2CH,); 155.63 (OC(O) w Chz); 160.86 (C w
grupie guanidynowej); 163.42 (OC(O) w Chz); 164.26 (OC(O) w reszcie P1’); 172.75
(PhCH2CH>C(0)); 200.70 (CHC(O)).

5.2.1.3 Fenylopropionylo-Lys-CH,OC(0O)-2,6-di(trifluorometylo)benzen (64)

Odblokowanie grupy aminowej lancucha bocznego reszty lizyny w zwiazku 62
przebiegato analogicznie, jak dla pozostatych pochodnych lizynowych (TFA/anizol,
rozdziat 5.1.4).

HPLC: tg = 20,6 min; gradient (t [min] — %B): 0’ — 10%; 5’- 20%; 7° — 40%; 22’ —
60%.

'H NMR (D20, ppm): & 1.07 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.47 (m, 3H, CH,CH,CH,CH);
1.68 (m, 1H, CH,CH,CH,CH); 2.56 (t, J = 7.8 Hz, 2H, PhCH,CHy); 2.77 (t, J = 7.8 Hz,
2H, PhCH,CHy); 2.85 (m, 2H, CH,;NH); 4.31 (m, 1H, CH); 4.87 (uktad AB, J = 17.3
Hz, 2H, C(O)CH0); 7.16, 1 7.25 (2 x m, 5H, Ph); 7.79 (t, J = 8.1 Hz, 1H, Hyara CsH3);
8.01 (d, J=8.1 Hz, 2H, 2 x Hpeta CeH3).
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5.2.2 Oksirany
5.2.2.1 3-Fenylopropionylo-Lys(Z)-oksiran (59)

Oksirany otrzymywano w reakcji odpowiedniego bromometyloketonu z
borowodorkiem sodu. Bromometyloketon 45 (1,5 mmol 0,70 g) rozpuszczono w 30 ml
bezwodnego etanolu w kolbie 100 ml. Roztwdr umieszczono na mieszadle
magnetycznym i wprowadzono do niego porcjami 2,6 mmol NaBH4. Po 4 godzinach
etanol odparowano, pozostalo$¢ rozpuszczono 30 ml octanu etylu i przemywano
kolejno 20 ml wody 1 solanki. Warstwe organiczna suszono nad bezwodnym
siarczanem sodu, odsaczono i zaggszczono. Otrzymana mieszaning 0CZySzZczano
chromatograficznie (silikazel, octan etylu/heksan 1:3, 1:1, 3:2, 3:1). Otrzymano 240 mg
biatych krysztatow.

Wydajnosé: 31%. T. t. 106-108 °C

'H NMR (CDCls, ppm) & 1,26 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1,51 i 1.54 (2 x m, 1H i 3H,
CH,CH,CH,CH); 2,54 (t, J = 7.2, 2H, PhCH,CHy); 2.99 (t, J = 7.2, 2H, PhCH,CHy);
3.1413.18 (2 x m, 1H i 1H, CH,NH); 3.41 (m, 2H, 2 x Hg pierScienia oksiranowego);
3.69 (m, 1H, H,, pierscienia oksiranowego); 3.95 (m, 1H, CH); 4.89 (bs, 1H, CH;NH);
5.11 (uktad AB, J =12.0, 2H, PhCH); 5.83 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CONH); 7.231 7.35 (2
x m, 5H i5H, 2 x Ph).

3C NMR (CDCls, ppm) & 22.63 (CH,CH,CH,CH); 28.75 i 29.65 (CH,CH,CH,CH);
31.67 (PhCH.CHy); 38.27 (PhCH.CH,); 40.19 (CH.NH); 46.72 (CHp pierScienia
oksiranowego); 52.77 (CH); 66.69 (PhCHy); 74.44 (CH,, pierscienia oksiranowego);
126.42, 127.99, 128.17, 128.46, 128.57, 128.62, (CH w Ph); 136.50 (C1 w pierscieniu
PhCHy); 140.51 (C1 w pierscieniu PhCH,CH,); 156.83 (PhCH,OCO); 173.19 (CONH).

5.2.2.2 Fenylopropionylo-Arg(Z),-oksiran (61)

Do syntezy argininowego analogu epoksydu 59 zastosowano zmodyfikowana
w niewielkim stopniu procedur¢ opisana dla pochodnej 59. Uzyto 2,3 mmol
bromometyloketonu 60, ktory rozpuszczono na goraco w 40 ml etanolu, schlodzono
nastgpnie do temperatury pokojowej i do mieszanego na mieszadle magnetycznym
roztworu dodawano porcjami 3,2 mmol (0,12 g) borowodorku sodu. Reakcje
prowadzono 3 godziny kontrolujac jej przebieg metoda TLC. Po przerdbee analogicznej
jak dla pochodnej 56, produkt izolowano przy pomocy chromatografii cieczowej na

zlozu krzemionkowym. Z gtownej frakcji eluowanej roztworami heksan/octan etylu od
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1:2 do 1:3 odzyskano 0,24 g zwiazku, ktory okazal si¢ produktem otwarcia

oczekiwanego epoksydu. Produkt otrzymano jako skrzepnigty olej.

Wydajnos¢: 18%.

'H NMR (CDCls, ppm) & 1.46 i 1.48 (2 x m, 2H i 1H, CH,CH,CH); 1.51 (m, 1H,
CH,CH,CH); 1.81 (bs, 1H, OH); 2.27 i 2.32 (2 x m, 2H, PhCH,CH,); 2.83 (m, 2H,
PhCH,CH,); 3.38 (d, J = 6.0, 1H, CH,OH); 3.56 i 3.87 (2 x m, 1H i 1H, CH,,); 3.64
(bs, 1H, OH); 3.86 (bs, 1H, CHOH); 3.87 (m, 2H, CH); 5.12 (uktad AB, J = 12.0, 2H,
PhCHy,); 5.27 (bs, 2H, PhCH,); 7.11, 7.24, 7.37 (3 x m, 15H, 3 x Ph).

BCNMR (CDCls, ppm) & 23.76 (CH,CH,CH); 24.99 (CH,CH,CH):; 31.42
(PhCH,CH,); 37.84 (PhCH,CH,); 44.20 (CH,,); 46.96 (CH,OH); 53.44 (CH); 67.33
(PhCH,); 69.06 (PhCH,); 74.21 (CHOH); 126.10, 128.41, 128.48, 128.65, 128.88 (3 x
Ph); 134.57 (C1 w pierscieniu PhCH>); 136.13 (C1 w pierécieniu PhCH,); 140.84 (C1
W pierécieniu  PhCH,CH,); 155.76 (PhCH,OCO); 163.33 (PhCH,OCO); 173.43
(CONH).

5.3 Synteza a.,3-nienasyconych pochodnych lizyny i argininy

5.3.1 Synteza prekursorow aldehydowych
5.3.1.1 Otrzymywanie N-acylowanych estrow lizyny i argininy

Estry lizyny i argininy otrzymywano z handlowego Boc-Arg-(Cbz),-OH (2) oraz
Z Hy-Lys(Cbz)-OH przygotowywanej z handlowej (L)-lizyny. Selektywne blokowanie
grupy e-aminowej lizyny przeprowadzano przy pomocy chloromréwczanu benzylu w
obecnosci NaOH kompleksujac uprzednio grupg a-aminowa 1 karboksylowa
aminokwasu jonami Cu®".

Do kolby okragtodennej (500 ml) odwazono 18,5 g (0,11 mola) wodzianu lizyny,
ktéry rozpuszczono w 185 ml wody. Nastgpnie do kolby wprowadzono 31,0 g (0,14
mola) zasadowego weglanu miedzi (CuCO3xCu(OH);) 1 zawartos¢ ogrzewano do
wrzenia przez 1 godzing. Mieszaning reakcyjna odsaczono na goraco i stala pozostalosé
przemyto goraca woda. Do przesaczu dodano 40 ml 6M NaOH, 30 ml dioksanu,
a nastgpnie, po schlodzeniu w fazni l6d/woda do mieszaniny wkroplono 21,3 g (0,125
mola) chloromréwczanu benzylu. Wypadajacy kompleks odsaczono, przemyto woda
I niewielka ilo$cia acetonu, a nastgpnie zawieszono w 248 ml 2 M HCL Ogrzewajac
mieszaning do 60 °C wkraplano do niej 0,5 M roztwor wodny siarczku sodu, az do

momentu, kiedy nie straca si¢ juz siarczek miedzi. Powstaly siarczek odsacza si¢ przez
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celit, a przesacz zobojetnia stgzona woda amoniakalna obserwujac wydzielanie osadu
Lys(Cbz)OH (16,3 g, 51%).

Blokowane aminokwasy estryfikowano metoda z SOCI,. Substraty rozpuszczano
w metanolu (10 mmol w 70 ml) i traktowano 2,5-krotnym nadmiarem chlorku tionylu
w 0 °C. Reakcje prowadzono przez 6 do 10 godzin w temperaturze pokojowej, po czym
z mieszaniny reakcyjnej usuwano rozpuszczalnik, a pozostalo$¢ odparowywano
dwukrotnie z suchym benzenem. Uzyskane chlorowodorki estrow (16, 17) wytracano
eterem dietylowym i odsaczano, po czym uzywano w kolejnym etapie bez oczyszczania

(wydajnos¢ powyzej 95%).

5.3.1.1.1 3-Fenylopropionylo-Lys(Cbz)-OMe (18a)

Acylowany ester N-Chz-blokowanej lizyny 18a otrzymano w reakcji
chlorowodorku 16 z handlowym chlorkiem kwasu 3-fenylopropionowego. Do kolby
kulistej odwazono 30 mmol (9,39 g) chlorowodorku estru lizyny i zawieszono go w 70
ml bezwodnego THF. Kolbe ustawiono na mieszadle magnetycznym i mieszaning
schtodzono do temperatury 0 °C w tazni 16d/woda. Nastgpnie do mieszaniny dodano 75
mmol (8,34 ml) NMM i po 5 minutach rozpoczgto wkraplanie 33 mmol (4,90 ml)
chlorku kwasowego. Mieszanie kontynuowano przez 10 godzin pozwalajac na powolne
ogrzewanie si¢ mieszaniny reakcyjnej. Po tym czasie z mieszaniny odparowano
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalos¢ potraktowano woda
octanem etylu, az do calkowitego rozpuszczenia skladnikow mieszaniny. Fazy
rozdzielono i organiczna przemywano dwukrotnie kolejno 5% KHSO4, 5% NaHCOs,
a na koniec solanka. Warstwe organiczna suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po
odsaczeniu $rodka suszacego mieszaning zageszczono, na goraco traktowano heksanem
do zmetnienia i pozostawiono do krystalizacji. Otrzymano 11,9 g produktu (97%)

W postaci biatych, drobnych krysztatow.

Wydajnos¢: 97%. T. t. 91-93 °C.

'HNMR (CDCls, ppm): & 1.16 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.39 (m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.55 i 1.62 (m i m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.45 (m, 2H,
PhCH,CHy,); 2.89 (m, 2H, PhCH,CH,) 3.07 (m, 2H, CH,NH); 3.64 (s, 3H, OCHs);
4.51 (m, 1H, CH); 4.72 (bs, 1H, N;H) 5.01 (s, 2H, PhCH,0); 5.94 (bd, J = 6.6 Hz,
1H, CONH); 7.10 i 7.18 (2 x m, 5H, Ph); 7.25 (m, 5H, Ph).

5.3.1.1.2 4-(Aminometylo)fenyloacetylo-Lys(Cbz)-OMe (18d)
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Ester 18d otrzymywano acylujac ester Lys(Cbz)-OMe chlorkiem kwasu 4-(N-
benzyloksykarbonyloaminometylo)fenylooctowego.

Chlorek przygotowano w oddzielnym eksperymencie w reakcji kwasu 4-[N-
(benzyloksykarbonyloamino)metylo]fenylooctowego z chlorkiem tionylu wedtug
standardowej procedury.

Uzyto 3,3 milimola (1g) kwasu oraz pigciokrotny nadmiar (16,7 mmol, 1,22 ml)
SOCIl,. Surowy chlorek po kilkukrotnym odparowaniu z bezwodnym benzenem
rozpuszczono w 10 ml bezwodnego THF i wkroplono do chtodzonej w tazni 16d/woda
mieszaniny 16.7 mmol (1,07 g) chlorowodorku estru metylowego lizyny i trzykrotnego
nadmiaru NMM (50 mmol, 6,97 ml) w 60 ml bezwodnego THF. Reakcje
kontynuowano przez 10 godzin, po czym z mieszaniny odparowano THF. Pozostato$¢
rozpuszczono w 30 ml mieszaniny octanu etylu i 5% KHSO,. Fazy rozdzielono i
organiczng przemywano jeszcze 25 ml porcjami 5% NaHCOj3 oraz solanki, a nastgpnie
suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po oddzieleniu srodka suszacego, warstwe
organiczng zaggszczono 1 krystalizowano z octanu etylu wytracajac 1,6 g

drobnokrystalicznego osadu mieszaning heksanu i eteru dietylowego.

Wydajno$é: 83%. T. t. 108-110 °C.

'HNMR (CDCls, ppm): & 1.24 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.43 (m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.61 i 1.78 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.98 (m, 2H,
CH2NH); 3.56 (AB, J = 15.6, 2H, CH,CO); 3.71 (s, 3H, OCH3); 4.36 (d, J = 6.0
Hz, 2H, NHCH,C¢H,4) 4.56 (m, 1H, CH); 4.79 (bs, 1H, NHCH;) 5.07 (s, 2H,
PhCH0 przy N,); 5.16 (s, 2H, PhCH,0 przy NCH,C¢H,4) 5.99 (bd, J = 6.6 Hz, 1H
CONH); 7.24, 7.26 (2 x m 5H, Ph); 7.34 (m, 10H, 2 x Ph).

5.3.1.1.3 N-Benzoilo-Lys(Cbz)-OMe (18f)

Zwiazek 18f otrzymano poprzez acylowanie chlorowodorku estru metylowego N-
Cbz-lizyny (16). Odwazono 2,00 g 16, i zawieszono w bezwodnym THF.
W temperaturze 0 °C do roztworu wkroplono 21,0 mmol (3,00 ml) NMM, a po 3
minutach rozpoczeto wkraplanie 7,5 mmol (0,87 ml) chlorku benzoilu. Po sprawdzeniu
zasadowo$ci mieszaniny reakcyjnej (pH okoto 9) mieszanie kontynuowano przez noc.
Mieszaning przerabiano standardowo. Odparowano THF, pozostatos¢ rozpuszczono
w mieszaninie octanu etylu z 5% wodnym KHSO,. Warstwe organiczna przemywano
dodatkowo 5% roztworem kwasnego weglanu sodu, ponownie kwasem 1 zasada i na

koniec solanka, porcjami po 30 ml. Fazg organiczng suszono nad siarczanem sodu.
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Produkt izolowano przy pomocy chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent
roztwory octanu etylu w heksanie kolejno 30%, 35% 40% i1 50% v/v. Wlasciwa frakcje
rekrystalizowano w octanie etylu wytracajac go heksanem. Otrzymano 1,50 g

pochodnej 18f.

Wydajnos¢: 62%. T. t. 74-76 °C.

'HNMR (CDCls, ppm): & 1.38 (m, 2H, CHCH,CH,CH); 1.47 (m 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.64 i 1.73 (m i m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 3.16 (m, 2H,
CH,NH); 3.47 (s, 3H, OCHa); 3.90 (m, 1H, CH) 4.77 (bs, 1H, CH,NH): 5.12 (s,
2H, PhCH,0); 5.25 (bd, J = 9.0 Hz, 1H CONH); 7.31 7.35 (2 x m 1H i 4H,
Ph).7.49, 7.55 i 7.82 (3 x m 2H, 1H i 2H, Ph).

5.3.1.1.4 3-Fenylopropionylo-Arg(Cbz),-OMe (19a)

Tytulowy ester otrzymywano zgodnie z przepisem podanym dla analogu
lizynowego 18a. Uzyto odpowiednio 10,0 mmol (4,92 g) chlorowodorku Arg(Cbz),-
OMe, 25,0 mmol (2,78 ml) NMM oraz 12 mmol (1,78 ml) chlorku kwasu
fenylopropionowego. Otrzymano 4,82 g produktu w postaci biatych, drobnych
krysztatow.

Wydajnos¢: 82%. T. t. 122,5-124,5 °C.

'"H NMR (CDCls, ppm): & 1.48 (m, 3H, CH,CH,CH); 1.65 (m, 1H, CH,CH,CH); 2.30
(m, 2H, PhCH,CHy); 2.75 1 2.79 (2 x m, 1H i 1H, PhCH,CH,); 3.57 (s, 3H, OCHy3);
3.6413.82 (2 xm, 1H i 1H, CH;NH); 4.56 (m, 1H , CH); 5.04 (uktad AB, J = 12.6 Hz,
2H, PhCH0); 5.16 (uktad AB, J = 12.0 Hz, 2H, PhCH;0); 6.60 (bd, J = 7.8 Hz, 1H,
CHNH); 7.02, 7.13 7.24 1 7.31 (4 x m, 15H, 3 x CgHs); 9.20 1 9.38 (2 x bs, 1H i 1H,
NH guanidynowe).

5.3.1.1.5 N-Cbz-GABA-Arg(Cbz),-OMe (19¢)

Pochodna 19¢ otrzymano metoda mieszanych bezwodnikow (metoda B, rozdziat
5.1.3.2) W celu przygotowania mieszanego bezwodnika do kolby umieszczonej w tazni
chtodzacej (-10 °C), zawierajacej roztwor 3 mmol kwasu N-Cbz-GABA (0,78 g) i 4,2
mmol NMM (0,466 ml) w bezwodnym THF, wkroplono 3,9 mmol (0,56 ml)
chloromréwczan izobutylu. Reakcje kontynuowano godzing stosujac mieszanie
magnetyczne. Roztwodr bezwodnika po odsaczeniu chlorowodorku NMM wkroplono do
przygotowanego w odrgbnym etapie roztworu Arg(Cbz),-OMe w bezwodnym THF.
Drugi z substratow przygotowano przez potraktowanie 3 mmol (1,43 g) chlorowodorku
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Arg(Cbz),-OMe 3,7 mmol (0,42 ml) NMM w bezwodnym THF. Produkt
krystalizowano z ukladu octan etylu/heksan otrzymujac 1,74 g drobnokrystalicznego
osadu.

Wydajnosé: 89%. T. t. 118-121°C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.68 (2 x m, 6H, CH,CH,CH i CH,CH,CH,); 2.01 (m, 2H,
CH,CO); 3.04 (m, 2H, NHCH,CH,CH); 3.58 (s, 3H, OCHj3); 3.7813.98 (2 x m, 1H i
1H, CH3NH); 4.56 (m, 1H, CH); 4.94 (m, 1H, NHCH,CH,CH,); 4.99 (s, 2H, (PhCH,0,
grupa NH w GABA), 5.06 (s, 2H, PhCH-0); 5.16 (s, 2H, PhCH0); 6.60 (bd, J = 7.8
Hz, 1H, CHNH); 7.28 (m, 15H, 3 x CgHs); 9.23 i 9.40 (2 x bs, 1H i 1H, NH
guanidynowe).

5.3.1.1.6 4-(Aminometylo)fenyloacetylo-Arg(Cbz),-OMe (19d)

Tytulowy ester otrzymano zgodnie z procedura opisana dla analogu lizynowego 18d
(rozdz. 5.3.1.1.2). Do przygotowania chlorku kwasowego uzyto 3 mmol (897mg) kwasu
2-(4-N-benzyloksykarbonyloaminofenylo)octowego oraz 12 mmol (0,88 ml) SOCI..
Otrzymanym chlorkiem acylowano 3 mmol (1,48 g) chlorowodorku estru metylowego
blokowanej argininy po uprzednim potraktowaniu chlorowodorku aminokwasu dwu i
polkrotnym nadmiarem (7,5 mmol, 1,05 ml) EtsN. Produkt krystalizowano w uktadzie
octan etylu/heksan. Otrzymano 1,5g¢ docelowego zwiazku w postaci drobnych

krysztatow.

Wydajnosé: 70%. T. t. 147-148,5 °C.

'HNMR (CDCls, ppm): & 1.49 (m 2H, CH,CH,CH); 1.60 i 1.69 (2 x m, 2H,
CH,CH,CH); 2.01 (m, 2H, CH2CO); 3.32 (uktad AB, J = 15.6 Hz, C¢H,CH,CO); 3.71
(s, 3H, OCHj3); 3.7313.88 (2 x m, 1H i 1H, CH;NH); 4.26 (bs, 1H, NHCH,CgH,); 4.52
(m, 1H, CH); 5.02 (m, 1H, NHCH2C¢Hy,); 5.03 (s, 2H, (PhCH-0, grupa NHCH,CsH,);
5.06 (s, 2H, PhCH,0); 5.17 (s, 2H, PhCH0); 6.53 (bd, J = 7.8 Hz, 1H, CHNH); 7.04 i
7.10 (2 xd,J=7.8 Hz, 2H i 2H, CgH4,CH,CO); 7.28 (m, 15H, 3 x CgHs); 9.18 19.37 (2
x bs, 1H i 1H, NH guanidynowe).

5.3.1.2 3-Fenylopropionylo-Lys(Cbz)-H (22a, sposéb I)

Ester 18a 10,0 mmol (3,90 g,) rozpuszczono w 70 ml bezwodnego tetrahydrofuranu
I w atmosferze azotu schtodzono przy pomocy kriostatu do -65 °C. Do roztworu
mieszanego na mieszadle magnetycznym wkroplono 17,0 ml 25% DIBAL-H w tolunie
w ciagu 30 minut. Mieszanie kontynuowano przez kolejne 40 minut, po czym do

mieszaniny reakcyjnej wkroplono 1,50 ml MeOH, a po kolejnych 10 min. usunigto
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tazni¢ alkoholowa. Z ocieplonej mieszaniny reakcyjnej usunigto rozpuszczalnik pod
zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalo$¢ rozpuszczono w 70 ml octanu etylu i w fazni
I6d/woda potraktowano 250 ml 10% roztworu kwasu cytrynowego. Mieszaning ta po 1
godzinie przesaczono przez celit oddzielajac wydzielony wodorotlenek glinu. Przesacz
rozdzielono w rozdzielaczu. Warstwe organiczna przemyto solanka i suszono nad
bezwodnym siarczanem sodu. Po odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik
odparowano, a pozostala mieszaning zawierajaca aldehyd 22a uzywano w nastgpnym

etapie bez dodatkowego oczyszczania.

5.3.1.3 Otrzymywanie aldehydow z odpowiednich alkoholi
5.3.1.3.1 Otrzymywanie alkoholi z N-acylowanych estrow

5.3.1.3.1.1 6-N-benzyloksykarbonyloamino-2-(3-fenylopropionyloamino)heksanol
(20a)

Alkohol 20a otrzymano z estru 18a poprzez redukcj¢ borowodorkiem sodu. Ester
18a (10 mmol, 4,26 g) rozpuszczono w 60 ml $wiezo destylowanego THF. Roztwor
przeniesiono do ustawionej na mieszadle magnetycznym kolby zawierajacej 0,1 mola
(4,20 g) bezwodnego LiCl oraz 0,1 mola (3,78 g) borowodorku sodu. Zawiesing
mieszano w temperaturze pokojowej przez 30 minut, po czym do kolby dolano 60 ml
etanolu i kontynuowano mieszanie przez 10 godzin, stwierdzajac catkowita konwersje
substratu na podstawie analizy mieszaniny reakcyjnej metoda TLC. Nastgpnie
mieszaning potraktowano 5% roztworem KHSO,4 dodajac go porcjami, az do momentu,
kiedy ustanie gwaltowne pienienie bedace efektem rozktadu nadmiaru borowodorku
litu. Po wusunigciu z mieszaniny rozpuszczalnikéw organicznych, faz¢ wodna
ekstrahowano trzema porcjami (30 ml) CH,Cl,. Pofaczone warstwy organiczne
przemyto dwukrotnie solanka 1 suszono nad bezwodnym Na,SO4. Podczas
odparowywania rozpuszczalnika z roztworu wytracit si¢ biaty, drobnokrystaliczny osad,
ktéry rozrobiono z heksanem i odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac

3,80 g alkoholu 20a.

Wydajnos¢: 95%. T. t. 88-91 °C.

'H NMR(CDCls, ppm): & 1.20 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.33, 1.38 (2 x m, 1H i 3H,
CH,CH,CH,CH); 2.43 (t, J = 7.7 Hz, 2H, PhCH,CHy); 2.91 (t, J = 7.7 Hz, 2H,
PhCH,CH;); 3.09 (m, 2H, CH;NH); 3.42 (m, 2H, CH,0H); 3.77 (m, 1H, CH);
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4.85 (m, 1H, CH,NH) 4.99 (uktad AB, J = 12 Hz, 2H, PhCH,0): 5.78 (bd, J = 7.2
Hz, 1H, CHNH); 7.04, 7.11 i 7.24 (3 x m, 10H, 2 x Ph).

5.3.1.3.1.2 6-N-benzyloksykarbonyloamino-2-
{[4-(N-benzyloksykarbonylo)aminometylo]-(N-fenyloacetylo)amino}heksanol (20d)
Alkohol 20d otrzymywano wedlug przepisu jak wyzej. Uzyto po 27,8 mmol,
odpowiednio 1,16 g i 1,05 g borowodorku sodu i bezwodnego LiCl,. Reakcje
przeprowadzono w 60 ml mieszaniny 1:1 THF/H,O. Produkt wydzielono jako

bezbarwny, gesty olej i uzywano w nastgpnym etapie bez dodatkowego oczyszczania.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.17 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.36 i 1.49 (2 x m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 3.01 (m, 2H, CH;NH); 3.48 (2 x m, 4H, CH,CO oraz CH,0H);
3.78 (m, 1H, CH); 4.48 (d, J = 6.0 Hz, 2H, NHCH;,CgH,); 4.79 (m, 1H, CH;NH)
5.00 (s, 2H, PhCH,0O przy NH,); 5.05 (s, 2H, PhCH,0 przy NCH,CsH,4) 5.23 (bs,
1H, NHCH,CgH,); 5.70 (bd, J = 6.6 Hz, 1H, CONH); 7.19, 7.24 i 7.26 (3 x m,
14H, Ph).

5.3.1.3.1.3 5-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-2-|3-
(fenylopropionylo)amino]pentanol (21a)

Alkohol 21a otrzymano z estru 19a redukujac go borowodorkiem sodu w obecnosci
LiCl, podobnie, jak w przypadku pochodnych lizyny. Uzyto 4,0 mmol (2,35 g) estru
19d i po 20,0 mmol NaBH, i LiCl, odpowiednio 0,74 g i 0,84 g. Otrzymano 2,0 g, 88%

alkoholu 21a w postaci bezbarwnego, gestego oleju.

5.3.1.3.2 Utlenianie alkoholi do aldehydow

5.3.1.3.2.1 6-N-benzyloksykarbonyloamino-2-[3-(fenylopropionylo)amino]heksanal
(22a)

Tytulowy zwiazek otrzymano przez utlenienie alkoholu 20a metoda Swerna. 13,0
mmol chlorku oksalilu rozpuszczono w bezwodnym dichlorometanie (30 ml) i przelano
do kolby okraglodennej zaopatrzonej we wkraplacz zamknigty septa, w ktérym
umieszczono roztwdr 30 milimoli (2,13 ml) bezwodnego DMSO w 15 ml bezwodnego
CH,Cl,. Uszczelniona smarem aparatur¢ ustawiono na mieszadle magnetycznym
W tazni alkoholowej, ktorej temperatur¢ kontrolowano przy pomocy kriostatu. Po
osiagnigciu w tazni temperatury ponizej -60 °C rozpoczgto wkraplanie roztworu

DMSO. Po uptywie 20 minut od zakonczenia wkraplania do wkraplacza przeniesiono
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przy pomocy strzykawki roztwor 10,0 milimoli alkoholu 20a w 15 ml bezwodnego
dichlorometanu i cato§¢ wkroplono do mieszaniny reakcyjnej. Po uptywie kolejnych 90
minut do kolby wprowadzono 50,0 mmol (7,00 ml) EtsN i kontynuowano mieszanie
jeszcze przez po6t godziny. Po usunigciu z tazni chiodzacej mieszaning ogrzano do
temperatury pokojowej, a nastepnie potraktowano 60 ml nasyconego roztworu chlorku
amonowego. Calo$¢ przelano do rozdzielacza i oddzielono warstweg organiczna.
Warstwe wodng ekstrahowano trzykrotnie dichlorometanem. Polaczone warstwy
organiczne przemywano 5% roztworem KHSO4, 5% roztworem wodorowgglanu sodu
I solanka, a nastgpnie suszono bezwodnym siarczanem sodu. Surowy produkt po
usunigciu dichlorometanu uzywano w kolejnym etapie bez dalszego oczyszczania. Na
podstawie widma *H NMR mieszaniny poreakcyjnej stwierdzono 95% konwersji
substratu.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.18 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.42 i 1.81 (2 x m, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 2.50 (t, J = 7.7 Hz, 2H, PhCH,CH,); 2.89 (t, J = 7.7 Hz, 2H,
PhCH,CHy); 3.08 (m, 2H, CH,NH); 4.35 (m, 1H, CH); 4.79 (m, 1H, CH,NH) 5.05
(s, 2H, PhCH;0); 6.09 (b, 1H, CHNH); 7.08-7.25 (m, 10H, 2 x Ph) 9.39 (s, 1H,
CHO).

5.3.1.3.2.2 6-N-benzyloksykarbonyloamino-2-{[4-(N-
benzyloksykarbonyloaminometylo)fenyloacetylojJamino}heksanal (22d)

Aldehyd 22d otrzymano utleniajac wyjSciowy alkohol 18d metoda Swerna zgodnie
z procedura opisang dla anlogu 22a. Uzyto 1,0 mmol (0,55 g) alkoholu, 1,2 mmol (100
ul) chlorku oksalilu, 3 mmol (213 pul) bezwodnego DMSO oraz 5 mmol (700 pul) Et3N.
Po standardowej przerobce aldehyd uzywano w nastgpnym etapie bez dalszego
oczyszczania. Konwersj¢ substratu monitorowano przy pomocy TLC. Ilo$¢ aldehydu w
mieszaninie poreakcyjnej oceniono w przyblizeniu na podstawie integracji dwoch
sygnatéow w widmie 'H-NMR: & 3.12 (multiplet, nalozone sygnaly alkoholu i
aldehydu, integracja 6, CH;NH.) oraz 9.51 (singlet, integracja 1, CHO). Z
proporcji intensywnos$ci sygnatdow wynikato, ze aldehyd stanowit okoto 33%

molowych mieszaniny.
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5.3.1.3.2.3 5-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-
2-[(3-fenylopropionylo)amino|pentanal (23a)

Aldehyd 23a otrzymano podobnie, jak w przypadku analogicznych pochodnych
lizynowych poprzez utlenienie odpowiedniego alkoholu metoda Swerna. Do reakcji
wzigto 3,78 mmol (0,32 ml) chlorku oksalilu, 9,45 mmol (0,67 ml) bezwodnego DMSO
oraz 3,0 mmol (1,76 g) alkoholu 21a. Reakcje przeprowadzono w 3 ml bezwodnego
chlorku metylenu.

Zawartos¢ aldehydu w mieszanininie poreakcyjnej szacowano w przyblizeniu na
podstawie widma protonowego jadrowego rezonansu magnetycznego:

'H NMR (CDCls, ppm): & 9.25 i 9.38 (bs i s nal. na bs, integracja odp. 1.88 i 2.85
NH guanidynowy i natozony NH guanidynowy z CHO).
Na podstawie powyzszych danych zawarto$¢ aldehydu w mieszaninie

poreakcyjnej zawierajacej wyjsciowy alkohol oceniono na okoto 52%.

5.3.1.4 Otrzymywanie aldehydu poprzez redukcj¢ amidu Weinreb’a

5.3.1.4.1 N,O-Dimetylohydroksyamid kwasu 6-N-benzyloksykarbonyloamino-2-
(benzoiloamino)heksanowego

Tytulowy amid (amid Weinreb’a) syntezowano z kwasu otrzymaneg0 przez
hydroliz¢ zasadowa estru 18f. Do kolby ustawionej na mieszadle magnetycznym
odwazono 4,8 mmol (1,90 g) estru 18f i rozpuszczono w 40 ml metanolu, po czym do
roztworu dodawano porcjami 12 ml 2M NaOH. Mieszanie kontynuowano przez 36
godzin w temperaturze pokojowej. Po tym czasie z mieszaniny odparowano metanol,
a pozostato$¢ rozcienczono 20 ml wody i traktowano 2 M HCl w 0 °C, az do
catkowitego stracenia otrzymanego kwasu (pH = 1). Uzyskany kwas wyekstrahowano
do octanu etylu. Warstwe¢ organiczna przemyto solanka i suszono nad bezwodnym
siarczanem sodu. Po oddzieleniu $rodka suszacego, warstweg organiczng zaggszczono,
potraktowano na goraco heksanem i pozostawiono do krystalizacji. W efekcie uzyskano
2,15 g kwasu 24f.

Do kolby okragtodennej (100 ml) odwazono 2,15 g (5,6 milimola) kwasu 24f
rozpuszczono w 30 ml bezwodnego THF i ustawiono na mieszadle magnetycznym.
Nastepnie do kolby dodano 0,86 ml EtsN (6,15 mmol), 2,48 g (5,6 mmol) BOP oraz
0,60 g (6,15 mmol) N,O-dimetylohydroksyloaminy i po chwili kolejna porcje 0,86 ml

EtsN. Reakcje kontynuowano przez 5 godzin, po czym z mieszaniny usunigto
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rozpuszczalnik, a pozostato$¢ rozpuszczono w mieszaninie octan etylu/woda. Warstwe
organiczng przemyto na kwasno i zasadowo oraz solanka, a nastgpnie suszono nad
bezwodnym siarczanem sodu. Po oddzieleniu odsaczeniu $rodka suszacego przesacz
zageszczono 1 naniesiono na kolumne wypehiona silikazelem. Wlasciwa frakcje
eluowano 45 % roztworem octanu etylu w heksanie. W wyniku krystalizacji z uktadu
octan eylu/heksan otrzymano 1,20 g (50 %) koncowego zwiazku 26f w postaci
drobnokrystalicznego osadu.

Wydajnos¢: 50%. T.t. 119-121 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.49 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.56 i 1.62 (2 x m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.751 1.88 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 3.21 (m, 2H,
CH,NH); 3.23 (s, 3H, NCH3); 3.85 (s, 3H, OCHs); 4.99 (bs, 1H, CH,NH); 5.09
(uktad AB, J = 12.6 Hz, PhCH,0); 5.23 (m, 1H, CH); 7.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
CHNH); 7.36 (m, 5H, Ph); 7.42 (t, J = 7.2 Hz, 2H, protony meta reszty
benzoilowej); 7.50 (t, J = 6.6 Hz, 1H, protony para reszty benzoilowej); 7.84 (d, J
= 7.3 Hz, 2H, protony orto reszty benzoilowej).

5.3.1.4.2 6-N-benzyloksykarbonyloamino-2-(benzoiloamino)heksanal

Tytutlowy aldehyd otrzymano redukujac pochodna 26f glinowodorkiem litu.
W kolbie dwuszyjnej zaopatrzonej w kapilar¢ doprowadzajaca azot ustawionej w tazni
alkoholowej chlodzonej kriostatem na mieszadle magnetycznym, rozpuszczono 2,1
mmol (0,9 g) amidu 26f w 25 ml bezwodnego THF. Po schiodzeniu tazni do -10 °C do
mieszaniny reakcyjnej dodano 2,1 ml 1.0 M roztworu LAH w THF, przy pomocy
strzykawki przez sept¢ w ciagu 7 minut. Mieszanie w temperaturze -10 °C
kontynuowano 25 minut, po czym ogrzano tazni¢ do 0 °C i reakcje prowadzono kolejne
20 minut. Po tym czasie do mieszaniny dodano roztwoér 0,57 g KHSO4 w 2,3 ml wody
destylowanej. Nastgpnie z mieszaniy reakcyjnej usuni¢to THF pod zmniejszonym
ci$ninieniem, a pozostalos¢ ekstrahowano trzykrotnie 15 ml porcjami chloroformu.
Warstwy organiczne potaczono i przemyto kolejno 20 ml porcjami roztworéw: 1 x 1 M
HCI, 2 x 5% NaHCOg; i 2 x solanka, a nastgpnie suszono bezwodnym siarczanem sodu.
Po wysuszeniu i oddzieleniu $rodka suszacego mieszaning odparowano do sucha pod
zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 35 °C. W trakcie zaggszczania z mieszaniny
wytracit si¢ bialy osad aldehydu 22f (0,77 g), ktéry uzyto w nastgpnym etapie bez
dodatkowego oczysczania.
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Wydajnos¢: 98%. T. t. 91-93 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.26 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.48 i 1.52 (2 x m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.711 1.98 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 3.13 (m, 2H,
CH3NH); 4.63 (m, 1H, CH); 4.84 (bs, 1H, CH,NH); 4.93 (uklad AB, J = 12.1 Hz,
PhCH,0); 6.91 (d, J = 4.8 Hz, 1H, CHNH); 7.27 (m, 5H, Ph); 7.35 (t, J = 7.8 Hz,
2H, protony meta reszty benzoilowej); 7.44 (t, J = 6.6 Hz, 1H, protony para reszty
benzoilowej); 7.84 (d, J = 7.2 Hz, 2H, protony orto reszty benzoilowej); 9.58 (s,
1H, CHO).

5.3.2 Otrzymywanie o,B-nienasyconych amidéw z odpowiednich kwasow
uzyskanego przez hydrolize estrow zsyntezowanego w oparciu o reakcje Wittiga

5.3.2.1 Ester metylowy kwasu (E)-8-N-benzyloksykarbonyloamino-4-[N-((3-
fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego (29)

W kolbie zaopatrzonej w kapilar¢ doprowadzajaca N, w 70 ml bezwodnego THF
zawieszono 20,0 mmol chlorku trifenylmetylenofosfonianu metylu, a nastgpnie
umieszczono ja w tazni o temperaturze -65 °C na mieszadle magnetycznym. Po 20
minutach do zawiesiny soli fosfoniowej wkroplono 20,0 mmol (8,00 ml 2,5 M
roztworu) n-BuLi w ciagu 5 min. Kolb¢ z otrzymana mieszanina usuni¢to z lazni
I pozwolono na ogrzanie si¢ jej zawartosci do temperatury pokojowej. Po ponownym
schtodzeniu do -65 °C do mieszaniny reakcyjnej wkroplono roztwor aldehydu 22a w 20
ml bezwodnego THF. Po 30 minutach rozpoczeto powolne ogrzewanie tazni do
temperatury pokojowej. Po 3 godzinach do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono 60 pl
wody. Nastepnie z mieszaniny usuni¢to THF, a pozostalo§¢ rozpuszczono
w mieszaninie octan etylu/woda. Fazy rozdzielono. Wodna ekstrahowano ponownie
octanem etylu i potaczone warstwy organiczne (60 ml) przemyto solanka, a nastgpnie
suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po odfiltrowaniu $rodka suszacego
I usunigciu  rozpuszczalnika na wyparce rotacyjnej, pozostalo§¢ oczyszczono
chromatograficznie na silikazelu stosujac do elucji uktady octan etylu/heksan kolejno
1:1, 2:1 i 3:1. Gloéwna frakcj¢ o masie 1,55 g rekrystalizowano z octanu etylu stosujac

do wytracania heksan. Krystaliczny winyloester otrzymano z wydajnoscia 34%.

Wydajnos¢: 34%. T.t. 82-84 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.26 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.47 i 1.55 (2 x m, 3H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 2.53 (t, J = 7.2 Hz, 2H, PhCH;CHy); 2.97 (t, J = 7.2 Hz,
PhCH,CH;); 3.16 (m, 2H, CH;NH); 3.74 (s, 3H, OCH3); 4.58 (m, 1H, CHNH);
4.95 (bs, 1H, CH;NH); 5.10 (uktad AB, Jag = 8.4 Hz, CH;0); 5.79 (d, J = 14.4 Hz,
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1H, CHCHCO); 6.47 (dd, J; = 15.61, J, = 4.8, 1H, CHCHCO); 7.20, 7.27 i 7.35 (3 x
m, 3H i 2H, 5H, 2 x Ph).

3C NMR (CDCl;, ppm) & 22.40 (CH,CH,CH); 29.58 (CH,CH,CH,CH); 31.65
(PhCHzCHz); 33.42 (CH2CH2CH2CH); 38.31 (PhCHzCHz); 40.08 (CHzNH); 49.73
(CH); 52.65 (OCHa); 66.66 (CH,0); 120.69 (CHCHCO); 126.34, 128.00, 128.14,
128.38, 128.55, 128.59 (C1 w Ph); 136.54 (C1 w CgHsCH,0); 140.69 (C1 w
pierscieniu CgHsCH,CH,); 147.95 (CHCHCO); 156.72 (CH,OC(0)); 166.69
(COOMe); 171.81 (CONH).

5.3.2.2 Kwas (E)-8-N-benzyloksykarbonyloamino-4-[N-(3-
fenylopropionylo)amino]okt-2-enowy (30)

Hydrolize zasadowa estru 29 przeprowadzono w metanolu. Do umieszczonej na
mieszadle magnetycznym kolby z rozpuszczonym estrem (2,0 mmol, 1,00 g) wkroplono
2,00 ml 2 M wodnego roztworu NaOH. Mieszanie kontynuowano przez 10 godzin. Po
tym czasie usuni¢to z mieszaniny metanol, a pozostalo$¢ przeniesiono do zlewki
zawierajacej pokruszony 16d i traktowano 2M wodnym roztworem HCI do osiagnigcia
kwasnego odczynu (pH = 1) mieszaniny. Wypadajacy olej ekstrahowano z warstwy
wodnej trzema porcjami octanu etylu. Potaczone warstwy organiczne (75 ml) przemyto
dodatkowo solanka i suszono nad siarczanem sodu. Uzyskana mieszaning oddzielono
od $rodka suszacego i po zaggszczeniu oczyszczono chromatograficznie na silikazelu.
Jako eluent zastosowano kolejno roztwory 35, 25, 15, 10 i 5 % heksanu w octanie etylu.

Nienasycony kwas (0,78 g) o czystosci 90% otrzymano z wydajnoscia 81%.

Wydajnos¢: 81%. T. t. 84-86 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.23 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.47 i 1.54 (2 x m, 1H i 3H;
CH2CH2CH2CH); 2.55 (m, 2H, PhCHzCHz); 2.98 (t, J=6.9 HZ, PhCHzCHz); 3.16
(m, 2H, CH,NH); 4.61 (m, 1H, CHNH); 4.99 (bs, 1H, CH,NH,); 5.08 (m, 2H,
CH;0); 5.79 (d, J = 15.61 Hz, 1H, CHCHCO); 6.02 (NHCH) 6.84 (dd, J; = 15.61,
J, = 4.8, 1H, CHCHCO); 7.19, 7.29, 7.33 (3 x m, 3H i 2H, 5H, 2 x Ph).

5.3.2.3 Ester metylowy kwasu 7-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-4-[N-(3-
fenylopropionylo)amino]hept-2-enowego (31) oraz produkt jego odblokowania (66)
Tytulowy ester 31 otrzymano zgodnie z dwuetapowa procedura opisana dla jego
lizynowego analogu 29 (przepisy 5.3.1.2.3 oraz 5.3.2.1). Skalg eksperymentu w obu
etapach zmniejszono pigciokrotnie w relacji do przepisow podanych dla analogu
lizynowego. Sktad mieszaniny otrzymanej na etapie redukcji estru 19a do aldehydu 23a
za pomoca DIBAL-H nie byt okreslany i po przerdbce jak w 5.3.1.2.3 uzyto ja bez

dodatkowego oczyszczania w kolejnym etapie. Koncowy produkt 31 po chromatografii

181



otrzymano w mieszaninie z wyjsciowym estrem 19a w ilosci 110 mg. Chromatografi¢
przeprowadzono na zlozu silikazelowym stosujac kolejno 50, 55, 60 i 70%
(objetosciowo) roztwor heksanu w octanie etylu. Mieszaning estrow 19a i 31
rozdzielono za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej na odwroconej fazie
(ztoze C18) po odblokowaniu grup aminowych obu zwiazkoéw.Warunki usuwania grup

ochronnych opisano w rozdziale 5.1.5.2.

HPLC: tg = 19,85’ min; gradient (tfmin] — %B): 0" — 10%; 26’- 35%.

'H NMR (D20, ppm): & 1.21 (m, 2H, CH,CH,CH,); 1.30, 1.51 (2 x m, 1H i 1H,
CH2CH2CH2); 2.57 (t, J=7.2 HZ, 2H, PhCHzCHz); 2.89 (m, 2H, PhCHzCHz); 2.97
(m, 2H, CH,NH); 3.68 (s, 3H, OCHy3); 4.28 (m, 1H, CH); 5.61 (dd, J; = 16.2 Hz,
J; = 1.8 Hz, 1H, CHCHC(O)); 6.66 (dd, J; = 15.6 Hz, J, = 5.4 Hz, 1H,
CHCHC(0)); 7.19 (m, 3H, Horo i Hpara W Ph); 7.27 (t, J = 8.4 Hz, 2H, Hpeta W Ph).
BCNMR (D;0, ppm): & 24.19 (CHyCH,CH,); 29.74 (CH,CH,CH,); 31.29
(PhCH,CHy); 37.24 (PhCH,CH,); 40.43 (CHy;NH); 49.64 (CH); 52.17 (OCHsy);
119.77 (CHCHC(0)); 126.50 (C4 w Ph); 128.57, 128.64 (C2, C6, oraz C3, C5 w
Ph); 140.06 (C1 w Ph); 148.15 (CHCHC(0)); 154.37 (NHC(=NH)); 168.99
(C(O)OMe); 175.41 (C(O)NH).

5.3.2.4 Przygotowanie 4-N-benzyloksykarbonylo)fenylenodiaminy (36), prekursora
reszty P1° amidowych akceptorow typu Michael’a

5.3.2.4.1 Sposob 1

Blokowanie grupy aminowej fenylenodiaminy przeprowadzano z uzyciem
chloromréwczanu benzylu w obecnosci NMM. W kolbie okragltodennej przygotowano
roztwér 37,0 mmol (4,00 g) aminy w 70 ml chlorku metylenu. Kolbg umieszczono na
mieszadle magnetycznym w tazni l6d/woda. Po 5 minutach do kolby dodano 40 mmol
(4,44 ml) NMM, a nastgpnie rozpoczeto wkraplanie 37,0 mmol (5.30 ml)
chloromréwczanu benzylu. Po 10 godzinach z mieszaniny reakcyjnej usunigto
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w ukladzie
octan etylu/woda i fazy rozdzielono. Warstwe octanu etylu przemyto solanka i suszono
nad bezwodnym siarczanem sodu. Analiza TLC wykazata, Ze mieszanina poreakcyjna
zawiera wiele produktow. Rozdzielono ja chromatograficznie stosujac zloze
silikazelowe 1 kolejno ukfady octan etylu/heksan o zwigkszajacej si¢ zawartosci octanu
etylu od 40 do 75 %. Uzyskano 0,64 g koncowego zwiazku z niska wydajnoscia, okoto
7%.
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'H NMR (CDCls, ppm): & 3.49 (bs, 1H, NHy); 5.12 (s, 2H PhCH,0); 6.43 (bs,
CsH4NH); 6.58 (d, J = 7.6 Hz, 2H, CgH,, protony przy NHCO); 7.08 (d, J = 7.6
Hz, 2H, CgHy, protony przy NHy); 7.30 (m, 5H, CgHb5).

5.3.2.4.2 Sposob 11

5.3.2.4.2.1 Synteza N-benzyloksykarbonylo-4-nitroaniliny (35)

Tytulowa pochodna otrzymano z 4-nitroaniliny w reakcji z chloromréwczanem
benzylu w obecnosci NaOH. W tazni 16d/woda umieszczono kolbg 500 ml zawierajaca
160 ml 1 M roztworu NaOH, 60 ml dioksanu, oraz 0,14 mola (20 g) 4-nitro-
fenyloaminy. Do mieszanej na mieszadle magnetycznym mieszaniny reakcyjnej
wkroplono 0,16 mola (22,72 ml) chloromréwczanu benzylu. Reakcje kontynuowano
przez 10 godzin. Po tym czasie z mieszaniny reakcyjnej usunig¢to dioksan pod
zmniegjszonym ci$nieniem. Wytracajacy si¢ osad odsaczono i przemyto woda. Po
wysuszeniu  uzyskana  mieszaning  krystalicznych  produktow  rozdzielono
chromatograficznie stosujac octan etylu/heksan jako uklad eluentoéw w proporcjach od
1:3 do 1:1. Frakcje eluowana w uktadzie 1:1 rekrystalizowano z octanu etylu uzyskujac

20 g zwiazku 34 (45%).

'H NMR (CDCls, ppm): & 5.16 (uktad AB, J = 19.9 Hz, 2H, PhCH,0); 7.06 (bs,
1H, C¢H4sNH); 7.32 (m, 5H, C¢Hs); 7.49 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CgHy, protony przy
NHCO); 8.11 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CgHy4, protony przy NO,).

5.3.2.4.2.2 Redukcja N-benzyloksykarbonylo-4-nitroaniliny do
4-N-benzyloksykarbonylofenylenodiaminy (36)

Pochodna 36 otrzymywano przez redukcje zwiazku 35 szeSciokrotnym nadmiarem
dwuwodnego chlorku cyny we wrzacym octanie etylu. Po 3 godzinach, na podstawie
analizy TLC, stwierdzano catkowita konwersje substratu. Mieszaning reakcyjna
traktowano nasyconym wodnym roztworem wodoroweglanu sodu az do uzyskania
odczynu zasadowego. Wytracajacy si¢ nieorganiczny osad odsaczano, a przesacz
przemywano solanka i suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Roztwor otrzymane;j

aminy zaggszczano i pozostawiano do krystalizacji.
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'H NMR (CDCls, ppm): & 3.49 (bs, 2H, NH>); 5.12 (s, 2H, PhCH,0); 6.43 (bs, 1H,
CsH4NH); 7.49 (d, J = 6.7 Hz, 2H, CgHg4, protony przy NH,); 7.15, 7.31 (2 x m,
2H 1 5H, CgH4, protony przy NHCO oraz CgHs).

5.3.2.5 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)fenylo]amid kwasu
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-|N-(3-fenylopropionylo)amino] okt-2-enowego (27a)
(sposob 1)

Docelowy a,B-nienasycony amid syntezowano 2z nienasyconego kwasu 30
przeprowadzajac go w pierwszym etapie zgodnie ze standardowa procedura w chlorek
kwasowy przy pomocy chlorku tionylu i acylujac nim aming 36. W ustawionej na
mieszadle magnetycznym kolbie 50 ml zaopatrzonej w chtodnicg zwrotna umieszczono
roztwér 0,9 mmol (400 mg) kwasu 30 w 20 ml bezwodnego chlorku metylenu.
Nastepnie do roztworu wprowadzono 4,9 mmol (0,36 ml) chlorku tionylu. Mieszanie
W temperaturze pokojowej kontynuowano przez 1 godzing, po czym mieszaning
ogrzewano utrzymujac ja w stanie tagodnego wrzenia przez kolejne dwie godziny. Po
tym czasie z mieszaniny reakcyjnej usunigto dichlorometan a pozostalo$¢ rozpuszczono
w bezwodnym toluenie i ponownie odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy
chlorek rozpuszczono w 3 ml bezwodnego CH,Cl, i wkroplono do umieszczonej na
mieszadle magnetycznym w tazni 16d/woda kolby zawierajacej roztwor 1 mmol (0,14 g)
aminy 35 oraz 1,5 mmol (0,15 ml) NMM w 4 ml absolutnego CH,Cl,. Mieszanie
kontynuowano 1 godzing stwierdzajac postep reakcji na podstawie analizy metoda TLC.
Po kolejnych dwoch godzinach z mieszaniny odmyto woda powstalty chlorowodorek
NMM, a warstwg organiczng przemyto solanka i suszono bezwodnym siarczanem sodu.
Widmo 'HNMR z mieszaniny reakcyjnej nie ujawnilo obecnosci ugrupowania

winylowego, z tego wzgledu zrezygnowano z jej chromatograficznego oczyszczania.

5.3.2.6 N-[4-N’-(benzyloksykarbonyloamino)fenylo]amid kwasu
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-[N-(3-fenylopropionylo)amino]-okt-2-enowego (27a)
(sposob 2)

Sprzgganie aminowego prekursora (4-N-benzyloksykarbonylofenylenodiaminy)
reszty P1’ z nienasyconym kwasem 30 przeprowadzono przy pomocy HBTU. Do
ustawionej na mieszadle magnetycznym kolby kulistej odwazono 0,5 mmol (220 mg)
nienasyconego kwasu 30 i rozpuszczono go w 10 ml bezwodnego THF. Nastgpnie do
kolby dodano 2,5 mmol (0,35 ml) trietyloaminy oraz 0,75 milimola (285 mg) HBTU.

Po 5 minutach od rozpoczecia mieszania do kolby przez septe wprowadzono roztwor
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0,5 mmol (121 mg) reagenta aminowego w 1 ml bezwodnego THF. Mieszanie
kontynuowano 10 godzin. Po tym czasie z mieszaniny reakcyjnej odparowano THF,
a pozostalo$¢ rozrobiono z 5% roztworem NaHCOj3 i octanem etylu. Nierozpuszczony
osad odsaczono i przemyto 5% rozworami KHSO, i NaHCOs;, woda i na koniec
kilkakrotnie octanem etylu. Przesacz zawieral §ladowe ilosci glownego skladnika
wydzielonego osadu. Wysuszony, drobnokrystaliczny osad (50 mg) okazat sig

wlasciwym produktem.

Wydajnos¢: 15%. T. t. 176-178 °C.

'HNMR (DMSO-ds, ppm): & 1.22 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.38 (m, 3H,
CH2CH2CH2CH); 1.53 (m, 1H, CH2CH2CH2CH); 2.45 (m, 2H, PhCHzCHz); 2.86
(m, 2H, PhCH,CH,); 2.99 (m, 2H, CH,NH); 4.41 (m, 1H, CH); 5.01 (s, 2H,
PhCH; przy NH,); 5.15 (s, 2H, PhCH, przy CsHsNH); 6.12 (d, J = 15.0 Hz, 1H,
CHCHCO); 6.66 (dd, J; = 15.1, J, = 5.4, 1H, CHCHCO); 7.18-7.44 (m, 18H, 3 x Ph,
NH,, 2H z CgH,); 7.57 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CgHy); 7.99 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NHCH); 9.71
i 10.01 (2 x 5, 2 x 1H, HNCgH4NH).

13C NMR (DMSO-ds, ppm): & 23.20 (CH,CH,CH); 29.62 (CH,CH,CH,CH); 31.65
(PhCH,CHy); 33.84 (CH,CH,CH,CH); 37.55 (PhCH,CH,); 40.60 (CH,;NH); 49.72
(CH); 65.59 (PhCH; przy NH,); 66.13 (PhCH; przy C¢HsNH); 119.06, 120.22 (CH
z C¢Hy) 124.17 (CHCHCO); 126.36, 128.20, 128.49, 128.81 (CH aromatyczne)
134.58, 135.05 (C1 i C4 z CgH4) 137.17 (C1 z PhCH, przy CsHsNH); 137.76 (C1 z
PhCH; przy NH,); 141.74 (C1 z PhCH,CH,); 144.79 (CHCHCO); 153.88
(CeH4sNHCO); 156.57 (CONH,); 163.46 (CHCHCO); 171.32 (PhCH,CH,CO).

5.3.3 Olefinacja w oparciu o reakcj¢ HWE

5.3.3.1 2-[4-(N-benzyloksykarbonyloamino)anilino]-2-oksoetylofosfonian
dietylu (33)

Zwiazek docelowy otrzymano poprzez sprzgganie komercyjnego kwasu dietoksy-
fosfonooctowego i aminy 36. W kolbie 0 objetosci 100 ml umieszczono 10,0 mmol
(2,60 g) aminy 36 i rozpuszczono ja w 40 ml bezwodnego THF. Po wprowadzeniu do
kolby 10,0 mmol (1,61 ml) kwasu dietoksyfosfonooctowego, 13,0 mmol (1,80 ml)
EtsN, przy ciaglym mieszaniu jej zawartosci przy pomocy mieszadla magnetycznego,
dodano jeszcze 11 mmol (4,17 g) HBTU 1 kolbg zabezpieczono rurka z chlorkiem
wapnia. Mieszanie w temperaturze pokojowej kontynuowano 20 godzin. Po tym czasie
odparowano THF, a pozostalo$¢ zawieszono w octanie etylu. Osad, ktory nie rozpuscit
si¢ w rozpuszczalniku odsaczono, a przesacz przemywano na kwasno i na zasadowo

oraz solanka. Po usunigciu z warstwy organicznej sladow wody bezwodnym NaySO4

185



mieszaning zagegszczono na wyparce rotacyjnej 1 oczyszczano chromatograficznie.
Stosowano kolejno roztwory 40% i 50% octanu etylu w heksanie, 30 i 10 % heksanu w
octanie etylu oraz czysty octan etylu. Witasciwa frakcja eluowana jest 5% roztworem
metanolu w octanie etylu. Po rekrystalizacji z ukladu octan etylu/heksan otrzymano

2,46 g docelowego zwiazku w postaci drobnokrystalicznego osadu.

Wydajnosé: 59%. T. t. 121-122,5 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): 6 1.36 (2 x t, J = 7.0 Hz, 6H, 2 x CH,CH3); 3.03 (bd, J =
20,9 Hz, 2H, CH,P); 4.17 (m, 4H, 2 x CH,CHs); 5.19 (s, 2H, PhCH,); 6.98 (bs,
2H, CONH); 7.16 (d, J = 10Hz, 2H, CsH,); 7.27 (m, 7H, PhCH; i CsHy); 9.05 (bs,
1H, NHCbz).

5.3.3.2 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-|N-(3-fenylopropionylo)amino] okt-2-enowego (27a)
(sposob 3)

Tytutlowy zwiazek otrzymano w reakcji HWE stosujac fosfonoamid 33 jako reagent
nukleofilowy. W 50 mililitrowej kolbie okraglodennej rozpuszczono 2,38 milimola
(1,00 g) fofonoamidu 33, DBU (0,36 g, 355 pl) w bezwodnym acetonitrylu. Do
mieszanego na mieszadle magnetycznym klarujacego si¢ roztworu dodano nastg¢pnie
0,60 g LiCl. Mieszanie kontynuowano 30 minut, po czym do mieszaniny wkroplono
roztwor aldehydu 22a w bezwodnym acetonitrylu. Po 60 minutach zaobserwowano
wytracanie si¢ osadu w kolbie reakcyjnej. Mieszanie kontynuowano kolejne 10 godzin,
po czym odsaczono wydzielony osad. Analiza spektroskopowa osadu ujawnita
obecnos$¢ oczekiwanego produktu. W przesaczu metoda TLC stwierdzono tylko $lady
docelowego zwiazku i nie poddano tej mieszaniny dokladniejszej analizie. Produkt staty
okazal si¢ trudno rozpuszczalny na goraco w wigkszosci rozpuszczalnikow
organicznych dogodnych w technikach krystalizacyjnych. Poniewaz docelowo miat on
by¢ odblokowany i oczyszczany metoda HPLC na odwroconej fazie, zrezygnowano
z jego rekrystalizacji. Dane spektroskopowe zamieszczono wyzej opisujac ,,sposob 2”

syntezy (rozdziat 5.3.2.6).

5.3.3.3 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)amino|fenyloamid kwasu
8-benzyloksykarbonyloamino-4-{[4-(N-benzyloksykarbonyloaminometylo)fenylo-
acetylolJamino}okt-2-enowego (27d)

Zwiazek 27d otrzymano z aldehydu 22d oraz fosfonoamidu 33 zgodnie z procedura

opisang dla pochodnej 27a. Uzyto 1,0 mmol pochodnej fosfonowej (420,2 mg) 1,2
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mmol DBU (180 pl) i 6,0 mmol (0,25 g) bezwodnego LiCl oraz surowa mieszaning po
utlenianiu alkoholu 20d. Produkt otrzymano z niska, 12% wydajno$cia, liczona na

alkohol wzigty do reakcji otrzymywania aldehydu.

Wydajnosé: 12%. T. t. 181-183 °C.

'HNMR (DMSO-ds, ppm): & 1.24 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.38, (m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.49 i 1.56 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.89 (m, 2H, CH,NH)
3.64 (uklad AB, J = 13.8 Hz, 2H, CsHsCHy); 4.17 (s, 2H, HoNCH,CsHy); 4.37 (m, 1H,
CH); 5.01, 5.04 1 5.15 (3 x s, 2H, 2H i 2H, PhCH;0); 6.14 (d, J = 15.6 Hz, 1H,
CHCHCO); 6.76 (dd, J; = 15.6 Hz, J, = 5.4 Hz, 1H, CHCHCO); 7.21i 7.36 (2 x m, 5H
i 10H, 3 x CsHs); 7.22 (M, 1H, NH,); 7.56 (d, J = 9.0 Hz, 2H, CsH4NH); 7.79 (t, J = 6.0
Hz, 1H, CsH4CH2NH); 8.23 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NHCH); 9.69 i 10.05 (2 x bs,
NHCsH4NH).

3C NMR (DMSO-ds, ppm): & 23.23 (CH,CH,CH); 29.57 (CH,CH,CH,CH); 33.87
(CH2CH2CH2CH), 40.57 (CHzNH) 42.43 (C5H4CH2), 44.07 (HzNCH2C5H4); 50.01
(CH); 65.59 (PhCH0 przy NH,); 65.83 (PhCH,0 przy C¢H4CH;NH); 66.12 (PhCH,O
przy HNCgH4sNH); 119.08 (CH aromatyczne) 120.32 (C3 i C5 z pierScienia w
CeH4sCH,NH) 124.46 (CHCHCO); 127.41, 128.21, 128.25, 128.48, 128.53, 128.82,
128.92, 129.40 (CH aromatyczne) 135.44 (C1 w pierscieniu CgHsCH,NH) 137.18 (C1
w PhCH-0 reszty P1”) 137.66 (C1 w PhCH,O reszty P2) 137 76 (C1 w PhCH,CO przy
NH.); 138.21 (C4 w CgH4CH;NH); 14450 (CHCHC(O)); 153.90 (PhCH,OC(O)
podstawnika P1’) 156.59 (PhCH,OC(O) przy NH,); 156.84 (PhCH,OC(O) w
podstawniku P2) 163.49 (CHCHC(Q)); 170.14 (C(O)NH,).

5.3.3.4 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)amino]fenyloamid kwasu
8-(N-benzyloksykarbonylo)-4-(N-benzoiloamino)okt-2-enowego (27f)

Tytutowa pochodna otrzymano zgodnie z przepisem 3.3.3.2. Uzyto odpowiednio 2,9
mmol (1,20 g) fosfonoamidu 33, 3,15 mmol (0,48 ml) DBU, 12,4 mmol (0,52 g)
bezwodnego LICl oraz 2,1 mmol (0,77 g) aldehydu 22f. Wytracajacy si¢ w trakcie
reakcji koncowy produkt 27f odsaczono, przemyto octanem etylu i wysuszono.

Otrzymano 1,27 g wlasciwego produktu w postaci biatego, drobnokrystalicznego osadu.

Wydajnosé: 91 %. T. t. 182-184 °C.

'H NMR (DMSO-ds, ppm): & 1.52 i 1.55 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 1.65
(m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.89 (2 x m , 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 3.20 (m, 2H,
CH2NH); 4.85 (m, 1H, CH); 5.20 (s, 2H, PhCH0); 5.33 (s, 2H, PhCH0); 6.53
(d, J = 15.0 Hz, 1H, CHCHC(0)); 6.99 (dd, J; = 15.01 Hz, J, = 5.4 Hz, 1H,
CHCHC(0)); 7.49-7.55 (m, 5H, Ph); 7.56-7.62 (m, 8H, Ph, CHaNH, 2 x Hoo Z
CeHa); 7.67 (t, J = 7.8 Hz, 2H, protony meta reszty benzoilowej); 7.73 (t, 1H, J =
7.8 Hz, 1H, proton para reszty benzoilowej); 7.98 (bd, J = 8.0 Hz, 1H, NHCH);
7.80 (d, J =9.0 Hz, 2 X Hmeta Z CgH4); 8.17 (d, J = 7.2 Hz, 2H, protony orto reszty
benzoilowej).
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3C NMR (DMSO-ds, ppm): & 23.56 (CH,CH,CH,CH); 29.57 (CH,CH,CH,CH);
33.67 (CH,CH,CH,CH); 40.09 (CH;NH); 50.67 (CH); 65.52 (PhCH,0, przy NH,);
65.97 (PhCH,0, przy CsHsNH); 119.21 i 120.27 (CH w CgH4); 124.54
(CHCHC(O)); 127.99 (C2 i C6 w reszcie benzoilowej); 128.12 (C2 i C6 w
PhCH,0 przy NH.); 128.17 (C4 w PhCH,0 przy NH.); 128.40 (C3 i C5 w
PhCH,0 w P1%); 128.65 (CH aromatyczne w reszcie benzoilowej); 128.80 (CH
aromatyczne w PhCH,O przy NH,); 128.88 (C2 i C6 w PhCH,0 w P1’); 131.64
(C4 w reszcie benzoilowej); 134.71 (C1 w CgH4); 137.37 (C4 w CgHy); 137.75 (C1
w PhCH,0 przy NH.); 144.36 (CHCHC(O)); 154.15 (C(O) w P1’); 156.58 (C(O)
przy NH;); 163.60 (CHCHC(0O)); 166.38 (C¢HsC(O)).

5.3.3.5 N-[4-N’-(benzyloksykarbonylo)fenylo]amid kwasu
7-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-4-|N-(3-fenylopropionylo)amino]hept-2-
enowego (37a)

Zwiazek 37a otrzymano przeprowadzajac reakcje HWE migdzy aldehydem 23a
oraz fosfonoamidem 32, zgodnie z procedura opisana dla pochodnej 27a. Uzyto 3,8
mmol (1,59 g) pochodnej fosfonowej, 9,4 mmol, (0,67 ml), DBU, 22,7 mmol (0,95 g)
bezwodnego LiCl oraz surowa mieszaning po utlenianiu alkoholu 21a. Reakcje
prowadzono w 20 ml bezwodnego acetonitrylu przez 10 godzin. Produkt otrzymano

W postaci krystalicznej z niska wydajnoscia (31%, 0,8g).

Wydajnosé: 31%. T. t. 168-171 °C.

'"H NMR, (DMSO-ds, ppm) & 1.39 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.52 (m, 2H, CH,CH,CH);
2.31 (t, J = 7.3 Hz, 2H, PhCH,CH,); 2.72 (t, J = 7.3 Hz, 2H, PhCH,CH); 3.68 1 3.78 (2
x m, 1H i 1H, NHCH,); 4.31 (m, 1H, CH); 4.94, 5.05 i 5.15 (3 x s, 2H, 2H i 2H, 3 x
PhCH0); 6.01 (d, J = 15.3 Hz, 1H, CHCHCO); 6.52 (dd, J; = 15.3 Hz, J, = 5.8 Hz,
1H, CHCHCO) 7.06 (m, 5H, Ph), 7.16-7.31 (m, 17H, 3 x Ph oraz sygnat z CsH.); 7.47
(d, J1 = 8.8 Hz, 2H, C¢Ha); 9.05 (bs, 2H, NH guanidynowe); 9.57 19.92 (2 x s, 1H i 1H,
HNCsH4NH).

BC NMR (DMSO-ds, ppm): & 25.59 (CH,CH,CH); 31.65 (PhCH,CH,); 31.84
(CH,CH,CH); 37.56 (PhCH,CH,); 44.85 (CH)NH); 49.68 (m, 1H, CH); 66.11
(PhCH,0); 66.57 (PhCH,0O przy HNCgH.); 68.71 (PhCH,0); 120.31 (C2 i C6 wzgl.
NHCbz w P1%); 124.42 (CHCHCO); 126.29, 128.18, 128.29, 128.48, 128.51, 128.67,
128.68, 128.80, 128.91, 129.09 (CHar); 134.70, 135.02 (C1 i C4 w Cg¢Hy), 135.76,
137.18 (C1 w PhCH,CO przy N reszty guanidynowej) 137.58 (C1 w PhCH,CO w
podstawniku P1%); 141.71 (C1 w PhCH,CHy); 144.35 (CHCHCO); 153.91, 155.45 (CO
reszt Cbz blokujacych reszte Arg) 163.40, 163.50 (CHCHCO i CONHCgH,); 171.34
(CONHCH).

5.3.4 Odblokowanie koncowych grup aminowych otrzymanych pochodnych
o,pB-nienasyconych — dane analityczne

Grupy aminowe wszystkich pochodnych a,B-nienasyconych odblokowywano

w standardowy sposob przedstawiony wyzej dla N-acylowanych chlorometyloketonéw
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lizyny i argininy (rozdziaty 5.1.4 oraz 5.1.5.2). Otrzymane mieszaniny rozdzielano za
pomoca HPLC na odwrdconej fazie. Wlasciwe produkty zidentyfikowane metodami
spektroskopowymi liofilizowano i przechowywano w -20 °C. W przypadku zwiazku
27f  zamiast  wlasciwej  pochodnej  wyodrgbniono  tylko  produkt  jej
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji 39. Podobnie w wyniku odblokowania zwiazku 37a
obok oczekiwanej pochodnej 38a w mieszaninie po reakcji znaczacy udzial stanowit

produkt 40, powstajacy w wyniku analogicznej przemiany, jak zwiazek 39.

5.3.4.1 Ester metylowy kwasu (E)-8-amino-4-[(3-fenylopropionylo)amino]okt-2-
enowego (65, odblokowana forma 29)

HPLC: tr = 16.85 min; gradient (t{[min] — %B): 0° — 5%; 5°’- 15%; 7°— 25%; 22’- 45%.
'H NMR (D,0, ppm): & 1.09 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.31 i 1.49 (2 x m, 1H i 3H;
CH,CH,CH,CH); 2.56 (t, J = 7.2 Hz, 2H, PhCH,CHy,); 2.77 (m, 2H, CH,NH) 2.87
(t, J = 6.9 Hz, PhCH,CHj); 3.69 (s, 3H, OCHz3); 4.29 (m, 1H, CHNH); 5.71 (dd, J
= 15.61 Hz, J = 1.2 Hz, 1H, CHCHCO); 6.47 (dd, J; = 15.61, J, = 4.8, 1H,
CHCHCO); 7.19i 7.27 (2 x m, 5H, Ph).

13C NMR(D,0O, ppm): & 21.69 (CH,CH,CH); 26.17 (CH,CH,CH,CH); 31.30
(PhCHzCHz); 32.08 (CH2CH2CH2CH); 37.25 (PhCHzCHz); 39.19 (CHzNH); 49.78
(CHNH); 52.16 (OCHs); 119.63 (CHCHCO); 126.53, 128.59, 128.67 (CH
aromatyczne, Ph); 140.15 (C1 w Ph); 148.42 (CHCHCO); 169.04 (C(O)OMe);
175.36 (C(O)NH).

5.3.4.2 N-(4-aminofenylo)amid kwasu (E)-8-amino-4-[(3-
fenylopropionylo)amino]okt-2-enowego (28a)

HPLC: tr= 17.2° min; gradient (t[min] — %B): 0" — 5%; 18’— 35%; 23’- 65%.

'H NMR (D0, ppm): & 1.05 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.31, 1.42 (2 x m, 1H i 3H;
CH,CH,CH,CH); 2.50 (t, J = 6.9 Hz, 2H, PhCH,CHy); 2.77 (t, J = 7.8 Hz, 2H, ,
CH2NH) 2.81 (t, J = 6.9 Hz, PhCH,CHy); 4.23 (m, 1H, CH); 5.71 (d, J = 15.5 Hgz,
1H, CHCHCO); 6.47 (dd, J; = 15.4, J, = 5.7, 1H, CHCHCO); 7.11 (m, 5H, Ph); 7.30
(d, J= 8.4, 2H, C5H4); 7.51 (d, J= 8.4, 2H, C5H4).

BC NMR (D0, ppm) & 21.97 (CH,CH,CH); 26.20 (CH,CH,CH,CH); 31.35
(PhCH2CHy); 32.30 (CH,CH,CH,CH); 37.26 (PhCH,CH); 39.21 (CH2NH); 49.82
(CH); 122.81 (C3 i C5 w pierscieniu benzenowym w reszcie P1’); 122.86
(CHCHCO); 123.23 (C2 i C6 w pierscieniu benzenowym w reszcie P1’); 126.41
(C4 w Ph); 127.90 (C1 w pierscieniu benzenowym w reszcie P1°); 128.59, 128.69
(CH w Ph); 136.89 (C1 w Ph); 140.13 (C4 w pierScieniu benzenowym w reszcie
P1’); 144.80 (CHCHCO), 166.67 (C(O)NH, przy P1’) 175.24 (CONH,).

5.3.4.3 N-(4-aminofenylo)amid kwasu (E)-8-amino-4-
{[4-(aminometylo)fenyloacetylo]amino}okt-2-enowego (28d)

HPLC: tr; = 9.45° min; gradient 1 (tf[min] — %B): 0’ — 10%; 18°— 45%; 22’— 65%);
trz = 14,15’ min; gradient 2 (tfmin] — %B): 0* — 0%; 18°- 30%; 22’— 65%.
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'H NMR (D20, ppm): & 1.38 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.59, 1.69 (m i m, 3H i 1H;
CH2CH2CH2CH); 2.89 (m, 2H, CHzNH) 3.64 (S, 2H, C5H4CH2); 4.11 (S, 2H,
H,NCH,CgHy); 4.48 (m, 1H, CH); 6.12 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCHCO); 6.76 (dd,
J1 = 15.6, J; = 5.4, 1H, CHCHCO); 7.32 (nalozone d z dwoch pierscieni, 4H, CgHy);
7.37 (d, J=7.8, 2H, NHCH,CgH,); 7.51 (d, J = 9.0, 2H, CsHsNH,).

BCNMR (D;0, ppm) & 22.20 (CH,CH,CH); 26.24 (CH,CH,CH,CH); 32.45
(CH2CH2CH2CH); 39.23 (CHzNH); 41.95 (C5H4CH2); 42.72 (HzNCH2C5H4); 50.40
(CH); 122.93 (C3 i C5 w CgH4s w P1°); 123.01 (CHCHCO); 123.37, (C2 i C6 w
CeHs w P17); 129.23 (C3 1 C5 w CgH4 w P2); 129.59 (C1 w CgHs w P17); 129.81
(C2 i C6 w CgHs w P2); 131.57 (C1 w CgHs w P2); 136.02 (C4 w CgHs w P2);
137.17 (C4 w CgHs w P1’); 144.95 (CHCHCO), 166.63 (CHCHCO), 174.01
(CH,CO).

5.3.4.4 Produkt (39) wewnatrzczateczkowej cyklizacji N-(4-aminofenylo)amidu
kwasu 8-amino-4-(N-benzoiloamino)okt-2-enowego (28f)

HPLC: tr= 11.1" min; gradient (t[min] — %B): 0" — 5%; 22— 20%; 29°- 75%.

'HNMR (D;O, ppm): & 1.49 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.59 (m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.67, 1.74 (2 x m , 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.88 (m, 4H,
CH(CH,)NHCH,); 3.85 (m, 1H, CH); 5.68 (m, 1H, CH(CH,)NHCH>); 7.14 (d, J =
8.4 Hz, 2H, 2 X Hmeta W CgHa); 7.21 (d, J = 8.4 Hz, 2 X Horo W CeHa); 7.34 (t, J =
7.8 Hz, 2H, Hmewa reszty benzoilowej); 7.51 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Hpara reszty
benzoilowej); 7.86 (d, J = 7.3 Hz, 2 x Hy, reszty benzoilowej).

¥3C NMR (D20, ppm): & 21.53 (CH,CH,CH,CH); 26.45 (CH,CH,CH,CH); 28.91
(CH); 70.16 (CH(CH2)NHCHy,); 122.82 (C2 i C6 w CgH,4); 123.67 (C3 i C5 w
CsHy); 126.60 (C4 w CgHy); 127.93 (C1 w reszcie benzoilowej); 128.83 (C3 i C5
w reszcie benzoilowej); 129.70 (C2 i C6 w reszcie benzoilowej); 134.48 (C4 w
reszcie benzoilowej); 137.09 (C1 w CgHy); 167.10 (CsHsC(O)); 170.10 (CH,C(O)).

5.3.4.5 N-(4-Aminofenylo)amid kwsu (E)-7-guanidyno-4-[(3-
fenylopropionylo)amino]hept-2-enowego (38a) oraz produkt jego
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji (40)

Zwiazek 38a

HPLC: tr1 = 16.7° min; gradient (tfmin] — %B): 0’ — 5%; 20’ 40%;

'H NMR (D0, ppm) & 1.12-1.27 (m, 3H, CH,CH,CH); 1.41 (m, 1H, CH,CH,CH);
2.47 (t, J = 6.4 Hz, 2H, PhCH,CH5,); 2.78 (t, J = 6.4 Hz, 2H, PhACH,CH>); 2.89 (t, J =
6.9 Hz, 2H, NHCH_); 4.21(m, 1H, CH); 5.72 (dd, J; = 15.5 Hz, J; = 1.41 Hz, 1H,
CHCHCO) ; 6.44 (dd, J; = 15.5 Hz, J, = 5.8 Hz, 1H, CHCHCO) 7.02-7.17 (m, 5H, Ph),
71.27 (dd, Ji = 6.8 HZ, Jo = 2.0 HZ, ZH, C5H4); 7.48 (d, J=8.8 HZ, ZH, C5H4).

B3C NMR, (D20, ppm) & 24.27 (CH2CH,CH); 29.97 (CH,CH,CH); 31.34 (PhCH,CH,);
37.26 (PhCH,CH,); 40.47 (NHCH,); 49.71(CH); 115.38 (C1 w CgHj) 122.84
(CHCHCO); 122.84, 122,95 (C2, C3 C5 i C6 w CgHa); 126.40 (C4 w CgHs oraz C1 w
CeHs); 128.67, 128.58 (C2, C3, C5 i C6 w CgHs); 140.05 (C4 w CgHys); 144.50
(CHCHCO); 156.61 (C w grupie guanidynowej) 166.61 (CHCHCO); 175.30 (CONH).
Zwiazek 40

HPLC: tr; = 15.8” min; gradient (tfmin] — %B): 0’ — 5%; 20’ 40%;
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'HNMR (DO, ppm) & 1.60, 1.61 (2 x m, 2H CH,CH,CH); 2.75 (m, 2H,
CH(CH2)NHC(=NH)NH); 2.77 (t, J = 6.6 Hz, 2H, PhCH2CH,); 2.83 (t, J = 6.6 Hz, 2H,
PhCH,CH,); 3.08, 3.11 (2 x m, 1H i 1H, NHCH,); 3.54(m, 1H, CH); 5.45 (m, 1H,
CH(CH2)NHC(=NH)NH); 7.08 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Hpara W CgHs); 7.13 (d, J = 7.2 Hz,
2H, Horo W CsHs); 7.16 (t, J = 7.2 Hz, 2H, Hieta W CeHs); 7.30 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hineta
W C5H4); 7.41 (dd, J=9.0 HZ, HortOW C5H4).

3C NMR, (D,0, ppm) & 23.84 (CH,CH,CH); 26.52 (CH,CH,CH); 29.73 (PhCH,CH,);
34.42 (PhCH,CH,); 38.68 (CH(CH2)NHC(=NH)NH); 40.39 (NHCH,); 53.48 (CH);
68.88 (CH(CH2)NHC(=NH)NH); 122.72 (C3 i C5 w CgH,); 123.42 (C2 i C6 w CgHa);
126.46 (C4 w CgHs); 127.45 (C4 w CsHy); 128.09 (C2 i C6 w CgHs); 128.62 (C3 i C5 w
CsHs); 136.86 (C1 w CgHa); 140.11 (C1 w CgHs); 156.74 (NHC(=NH)NHCHy); 169.71

5.4 Synteza pochodnych y-okso-o.,3-nienasyconych

5.4.1 Addycja prekursora reszty P1° do sililowego eteru enolowego (Sciezka II)
3-Fenylopropinylo-Lys(Cbz)-CH3

Przeksztatcenie 1,5 mmol (0,73 g) bromometyloketonu 45 w metyloketon
w obecnosci 1,5 mmol (10 mg) pytu cynkowego w 25 ml kwasu octowego (t. pok. 10
godzin, intensywne mieszanie) przebieglo z wydajnoscia 75 %. W celu wyodrgbnienia
produktu mieszaning rozcienczono 50 ml octanu etylu, odsaczono jej state sktadniki,
a pozostatos¢ przemywano nasyconym roztworem NaHCO; i solanka, warstwy
organiczne suszono nad bezwodnym siarczanem sodu i po oddzieleniu $rodka
suszacego odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano 0,46 g produktu 46 w postaci

gestego oleju, ktory uzywano w nastgpnym etapie bez dodatkowego oczyszczania.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.12, 1.18 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 1.42, 1.43
(2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 1.45, 1.83 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH);
2.53 (M, 2H, PhCH,CH5): 2.95 (m, 2H, PhCH,CH,); 3.14 (m, 1H, CH,NH); 4.58
(m, 1H, CH); 4.84 (bs, 1H, CH,NH); 5.07 (s, 2H, PhCH,0): 6.22 (bd, J = 6.6 Hz,
1H CONH); 7.19, 7.26, 7.33 (3 x m 10H, 2 x Ph).

2-(Fenylotio)octan etylu (43)

Docelowy zwiazek otrzymano uzywajac 40 mmol (4,11 ml) tiofenolu, 42 mmol
(4,66 ml) bromooctanu etylu oraz 60 mmol (5,00) ml pirydyny. Produkt 43 otrzymano
ilosciowo (8,07 g). i bez oczyszczania uzyto w kolejnym etapie.
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'H NMR (CDCls, ppm): & 1.23 (t, J = 7.2, 3H, CH,CHs); 3.64 (s, 2H, PhSCH,);
416 (qr, J = 72, 2H, CHZCH3), 721, 729 (2 X m, lH | 2H, Ph: Hpara i Hmeta); 742
(m y 2H, Ph: Horto).

2-Chloro-2-(fenylotio)octan etylu (44)

Pochodng 44 otrzymano poprzez rodnikowe chlorowanie zwiazku 43. Uzyto 40
mmol (8,07 g) pochodnej 43 oraz 40 mmol (5,5 g) NCS. Substraty ogrzewano do
wrzenia w CCly do czasu, az N-chloroimid kwasu bursztynowego nie przereagowat
catkowicie. Wytracony imid kwasu bursztynowego odsaczono na goraco, a
Z pozostatosci usunigto rozpuszczalnik. Otrzymana mieszaning poddano chromatografii
uzyskujac czgSciowy rozdziat sktadnikow. Jako eluenty zastosowano roztwory 10-20 %

octanu etylu w heksanie. Otrzymano 3,5 g (15%) ciektego, zottawego produktu 44.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.31 (t, J = 7.2, 3H, CH,CHs); 4.26 (qr, J = 7.2, 2H,
Ph, Horto).

5.4.2 Reakcja HWE migedzy oksoaldehydem i karboanionem otrzymywanym
z fosfonoamidowego prekursora reszty P1° (Sciezka III)

5.4.2.1 Przygotowanie acetonowego roztworu dimetylodioksiranu

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 750 ml potaczonej za pomoca polimerowego
weza z druga kolba dwuszyjna ustawiona w alkoholowej fazni chlodzacej, ktorej
temperatur¢ (-90 °C) kontrolowano przy pomocy kriostatu, umieszczono 0,21 mola
(17,64 g) NaHCOs. Kolbg ta ustawiono na mieszadle magnetycznym w tazni 16d/woda.
Weglan zawieszono w 75 ml wody destylowanej, po czym do przesyconego roztworu
dolano 60 ml acetonu o czystosci analitycznej. Zawartos¢ kolby intensywnie mieszano
i dosypywano do niej oksonu (2xKHSOsxKHSO4xK,;SO4) 0,06 mola (36,9 Q)
W porcjach po 6,15 g w odstgpach 3 minut kazda. Po dodaniu ostatniej porcji utleniacza,
kolbe reakcyjna szczelnie zamknigto, a druga, petniaca rolg odbieralnika, podtaczono do
pompki wodnej o matej sprawnosci dajacej podcisnienie okoto 100 mmHg. W ciagu 1
godziny oddestylowano 40 ml acetonowego roztworu DMDO. Kolbg z roztworem
przeniesiono do tazni l6d/woda i po ogrzaniu dosypano do niej bezwodnego siarczanu

sodu. Po 40 minutach roztwor przesaczono do butelki zawierajacej sita molekularne 4A.
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Tak przygotowany roztwor przechowywano w zamrazalniku w -20 °C. Miano
otrzymanego roztworu szacowano przy pomocy spektroskopii *"H NMR. W tym celu do
kolby 25 ml pobrano 0,22 mmola (25,8 ul) tioanizolu i potraktowano 1,10 ml
otrzymanego roztworu DMDO. Szacowano jego stezenie na 0,1 M i wzigto niedomiar,
aby unikna¢ tworzenia si¢ sulfonu i moc tatwo okresli¢ stezenie utleniacza na podstawie
porownania intensywnosci sygnaldéw w widmie protonowym pochodzacych od
pier§cieni aromatycznych wyjsciowego tioeteru fenylometylowego i powstajacego w
wyniku utlenienia sulfotlenku. Widmo 'H NMR mieszaniny zarejestrowano po 30
minutach od zmieszania reagentéw. Obliczone na jego podstawie stgzenie acetonowego

roztworu DMDO wynosito 0,044 M.
5.4.2.2 3-Fenylopropionylo-Lys(Cbz)-CHN, (48)

Wymieniony w tytule diazometyloketon 48 otrzymywano z kwasu bgdacego
produktem zasadowej hydrolizy estru 18a, zgodnie z procedura opisana w rozdziale
5.1.1. Etster 18a (5,16 mmol, 2,20 g) hydrolizowano w metanolu uzywajac
pigciokrotnego nadmiaru NaOH (13,0 ml 2 M roztworu wodnego). Po 5 godzinach, na
podstawie analizy TLC, stwierdzono catkowita przemiang substratu. Produkt wytracono
przez zakwaszenie mieszaniny reakcyjnej przy pomocy 2 M HCI, po wcze$niejszym
odparowaniu metanolu. Uzyskany kwas wyekstrahowano trzema procjami (30 ml)
octanu etylu. Polaczone warstwy organiczne suszono bezwodnym siarczanem sodu.
Otrzymany roztwor w analizie TLC zawierat jeden produkt. Po oddzieleniu $rodka
suszacego roztwor zageszczono, a wytracajacy si¢ osad odsaczono (2.06 g, 97 %) i po
wysuszeniu uzyto w kolejnym etapie bez dodatkowych analiz.

Otrzymywanie diazometyloketonu 48 przebiegalo zgodnie z procedura 5.1.1. Uzyto
odpowiednio 5,0 mmol (2,06 g) kwasu uzyskanego z estru 18a, 6,0 mmol (0,78 ml)
chloromréwczanu izobutylu i 6,3 mmol (0,70 ml) NMM do przygotowania mieszanego
bezwodnika oraz 10,0 mmol (2,14 g) diazaldu, 0,66 g 85% KOH, 5 ml EtOH oraz 90ml
eteru dietylowego do przygotowania diazometanu. Mieszaning reakcyjna po
zageszezeniu przemywano 5% roztworem NaHCO3 i solanka, suszono nad bezwodnym
siarczanem sodu i po oddzieleniu $rodka suszacego zaggszczono. Otrzymang
mieszaning zawierajacq piec¢ sktadnikéw rozdzielono chromatograficznie. Zastosowano

kolumne wypehiong silikazelem oraz roztwory heksanu w octanie etylu, kolejno od 50
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do 10 % (objetosciowo). Produkt w postaci zottych krysztatkow (0,80 g) otrzymano z
37 % wydajnoscia.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.15 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.40, 1.50 (2 x m, 3H i 1H;
CH,CH,CH,CH); 2.45 (t, J = 7.8 Hz, 2H, PhCH,CH,); 2.89 (t, J = 7.8 Hz, 2H,
PhCH,CH,); 3.08 (m, CH2NH); 4.37 (bs, 1H, CH); 4.73 (bs, 1H, CH,NH); 5.01 (s, 2H,
PhCH,); 5.14 (s, 1H, CHN,); 6.09 (bs, 1H, CHNH); 7.11-7.26 (m, 10H, 2 x CgHs).

5.4.2.3 7-N-benzyloksykarbonyloamino-2-okso-3-[(3-fenylopropionylo)amino]-
heptanal (49)

Docelowy zwiazek otrzymywano =z bardzo niska wydajnoscia traktujac
diazometyloketon 48 acetonowym roztworem DMDO, ktory otrzymywano zgodnie
Z procedura opisang wyzej. Przed reakcja roztwor DMDO suszono dodatkowo
siarczanem sodu, a do kolby reakcyjnej dodawano sit molekularnych 4A.
Diazometyloketon 48 (0,34 mmol, 150 mg) rozpuszczano w kolbie o objgtosci 25 ml
w 1,0 ml bezwodnego acetonu i do roztworu dodawano sita molekularne 4A. Nastgpnie
do mieszaniny wprowadzano strzykawka 0,45 mmol (8,9 ml acetonowego roztworu,
okolo 0,045 M) DMDO mieszajac zawarto$§¢ kolby mieszadlem magnetycznym.
W trakcie dodawania DMDO obserwowano wydzielanie si¢ azotu. Reakcje
kontynuowano 12 minut. Po tym czasie odparowywano lotne skladniki mieszaniny, a
pozostato$¢ rozpuszczano w 2 ml bezwodnego THF i odparowywano do sucha. Tg
operacje powtarzano 3 razy. Slady wody usuwano z roztworu siarczanem sodu oraz
metodami fizycznymi: sita molekularne, azeotropowa destylacja z bezwodnymi
rozpuszczalnikami. Poréwnanie widm mieszaniny poddanej takim operacjom
z widmem surowej mieszaniny wykazalo, ze §ladowa ilo$¢ oksoaldehydu 49 szacowana
na podstawie sygnatu pochodzacego od protonu aldehydowego (6 = 9.21 ppm)
w kazdym przypadku byta taka sama. W kilku powtdérzeniach udalo si¢ otrzymacé

Mmieszaniny zawierajace od 5 do 16% docelowego aldehydu.

5.4.3 Reakcja HWE mi¢dzy karboanionem otrzymywanym z B-ketofosfonianu
i oksoaldehydowym prekursorem reszty P1’ (Sciezka IV, sposéb 1)

5.4.3.1 2-okso-2-[4-(N-benzyloksykarbonyloamino)fenyloaminoJoctan metylu
(50)

Ester 50 otrzymano acylujac aming 36 2-chloro-2-oksooctanem metylu w obecnosci
trojetyloaminy. Aming 36 (11,0 mmol, 2,66 g) rozpuszczono w 50 ml bezwodnego THF
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i przeniesiono do kolby (100 ml) zaopatrzonej we wkraplacz, ustawionej w tazni
I6d/woda na mieszadle magnetycznym. Do schiodzonego w tazni 16d/woda roztworu
wprowadzono 13,2 mmol (1,84 ml) trietyloaminy i po chwili rozpoczgto wkraplanie
12,1 milimola (1,11 ml) 2-chloro-2-oksooctanu metylu. Mieszanie kontynuowano 6
godzin, po czym z mieszaniny usunigto rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a
pozostato$¢ rozrobiono z woda i1 octanem etylu. Rozdzielono warstwy i organiczna
przemyto 5% roztworem wodoroweglanu sodu, 5% roztworem kwasu cytrynowego
oraz solanka. Fazg organiczna suszono siarczanem sodu. Po oddzieleniu $rodka
suszacego przesacz zageszczono i pozostawiono do krystalizacji. Produkt otrzymano z

90% wydajnoscia (3,2 g).

(CDCls, ppm): & 3.99 (s, 3H, OCHa): 5.22 (s, 2H, PhCH,); 6.71 (bs, 1H, NH): 7.13
(m, TH, C5H4 i Ph); 7.62 (d, J= 2.1, 2H, C6H4); 8.82 (bS, 1H, NH)

5.4.3.2 2-0kso-2-[4-(N-benzyloksykarbonyloamino)fenyloamino]etanol (51)

Ester 50 przeksztalcano w pochodna alkoholowa 51 przy pomocy borowodorku
sodu w obecnosci bezwodnego chlorku litu. Zastosowana procedur¢ opisano dla
alkoholu 20a. Redukowano ilosciowo 3 mmol (0,90 g) alkoholu przy pomocy 30
milimoli (1,13 g) NaBH, oraz 30 milimoli (1,26 g) LiCl. Po przerdbce jak dla alkoholu
20a produkt krystalizowano z octanu etylu i wytracano eterem dietylowym otrzymujac

0,7 g czystego zwiazku (95%) z wydajnoscia 78%.

'H NMR (CDCls, ppm): & 3.91 (s, 3H, CH,0H); 4.98 (s, 2H, PhCH,); 7.17 i 7.37
(2 x m, 9H, CsHa i Ph); 8.56 i 8.62 (2 x bs, 2 x 1H, 2 x NH).

5.4.3.3 Proba otrzymywania 2-0kso-2-
[4-(N-benzyloksykarbonyloamino)fenyloamino]etanalu (I)

Alkohol 51 poddano utlenianiu metoda Swerna, zgodnie z procedura opisana dla
pochodnej 20a uzywajac odpowiednio 2,3 mmol alkoholu (0,70 g), 2,9 mmol (0,25 ml)
chlorku oksalilu i 7,0 mmol (497 pl) bezwodnego DMSO. Kazdy z reagentow
rozpuszczano w 2-3 ml bezwodnego chlorku metylenu. Po 1 godzinie od zmieszania
reagentow dodawano 11,7 mmol (1,63 ml) trietyloaminy. Otrzymana mieszanina
w obrazie TLC zwierala sktadniki nietrwate, reagujace w trakcie analizy albo ze zlozem

albo tlenem z powietrza. Na skomplikowanym widmie protonowego rezonansu
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magnetycznego surowej mieszaniny nie zaobserwowano sygnatu od ugrupowania
aldehydowego.
5.4.3.4 2-0kso-2-[4-(N-benzyloksykarbonyloamino)fenyloamino]etanal (II)

Ester 50 poddano redukcji DIBAL-H w celu otrzymania aldehydu 52. Uzyta
procedurg opisano wyzej dla pochodnej 22a. Redukowano 2,1 mmol (0,72 g) estru 50
przy pomocy 12,6 milimola (8,3 ml 1,5 M roztworu w toluenie) DIBAL-H.
W mieszaninie po reakcji na podstawie widma protonowego rezonansu jadrowego nie

stwierdzono obecnosci oczekiwanego aldehydu.

5.4.3.5 7-(N-benzyloksykarbonylo)amino-2-o0kso-3-(3-fenylopropanoamido)-
heptylofosfonian dimetylu (53a)

Zwiazek 49a otrzymano bezposrednio z pochodnej 18a w reakcji z karboanionem
generowanym z metylofosfonianu dimetylu przy pomocy n-BuLi. Do umieszczonej na
mieszadle magnetycznym w tazni alkoholowej kolby (250 ml) zaopatrzonej we
wkraplacz z septa, barbotke, dipol magnetyczny oraz kapilar¢ doprowadzajaca azot,
wprowadzono 60 ml roztworu metylofosfonianu dimetylu (7,44 g, 60 mmol)
w bezwodnym THF. Lazni¢ ochtodzono przy pomocy kriostatu do -70 °C i po uplywie
20 minut do roztworu wkroplono 26,4 ml (66 mmol) 2,5 M roztworu n-BuLi
w heksanie. Mieszanie kontynuowano 20 minut, po czym do kolby wkroplono 30 ml
roztworu 10,7 mmol (4,40 g) estru 18a. Reakcj¢ prowadzono kolejne 3,5 godziny w tej
samej temperaturze. Nastgpnie mieszaning ogrzano do okoto 5 °C i wkroplono do niej
70 ml nasyconego roztworu chlorku amonu. Wytracajacy si¢ osad odsaczono
I przemyto octanem etylu. Z przesaczu odparowano rozpuszczalniki organiczne pod
zmniegjszonym ci$nieniem, pozostalo$¢ rozpuszczono w octanie etylu i przemyto
ponownie roztworem chlorku amonu, a nastgpnie solanka. Warstwg organiczng suszono
nad bezwodnym siarczanem sodu. Uzyskana mieszaning poddano chromatografii
kolumnowej. Wyjsciowy ester eluowano roztworem 1:2 heksan/octan etylu, a wlasciwa
pochodna fosforoorganiczna wyptukano 5% (v/v) roztworem metanolu w octanie etylu i
po odparowaniu rozpuszczalnikow rekrystalizowano z ukladu octan etylu/heksan

otrzymujac 4,5 g koncowego zwiazku.

196



Wydajnos¢: 81%. T. t. 86-89 °C.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.21 (m, 4H, CH,CH,CH,CH); 1.44 i 1.50 (2 x m,
CH,CH,CH,CH); 1.58 i 1.86 (2 x m, 1H i 1H, CH,P); 2.57 (m, 2H, PhCH,CH,);
2.98 (m, 2H, PhCH,CH,); 3.17 (m, 2H, CH,NH); 3.74 (2 x d, J = 7.8 Hz, 6H,
CH2P(O)(OCHs),); 4.62 (m, 1H, CH); 5.07 (bs, 1H, CHyNH); 5.09 (s, 2H,
PhCH,0); 6.79 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CONH); 7.21 7.27 i 7.35 (3 x m, 10H, 2 x Ph).
P NMR (CDCls, ppm): & 22.34

5.4.3.6 7-(N-benzyloksykarbonyl)amino-2-0kso-3-[N-(benzoilo)amino]-
heptylofosfonian dimetylu (53f)

W celu otrzymania pochodnej 53f zastosowano procedur¢ opisana dla
pochodnej 53a. Uzyto odpowiednio 3,26 mmol (1,30 g) estru 18f, 19,5 mmol (2,09
ml) metylofosfonianu dimetylu, oraz 21,5 mmol (8,60 ml, 2,5 M roztwor
w heksanie) n-BuLi. Produkt wydzielono chromatograficznie (silikazel, 10%
octanu etylu w heksanie, nastgpnie 5% octan etylu w heksanie, czysty octan etylu i
octan etylu wzbogacony 5% (objgtosciowo) metanolu) jako bezbarwny olej i

uzywano w kolejnym etapie bez dodatkowego oczyszczania (1,49, 88%).

'H NMR (CDCl3, ppm): & 1.09 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.24 (m, 2H,
CH,CH,CH,CH); 1.52 i 1.71 (2 x m, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.95 (2 x m, 3H,
CH;NH oraz CH3P); 3.34 (m, 1H, CHP); 3.60 (d, J = 11,4 Hz, 3H, POCH5); (d, J
= 12,3 Hz, 3H, POCHy); 3.87 (m, 1H, CH) 4.91 (m, 1H, CH;NH); 5.01 (s, 2H,
PhCH;0); 5.25 (bd, J = 7.7 Hz, 1H, CONH); 7.27 (m, 5H, Ph). 7.38 (m, 3H, reszta
benzoilowa) 7.76 (d, J = 7.7 Hz, 2H, reszta benzoilowa).

3P NMR (CDCls, ppm): & 22.07.

5.4.3.7 6-(2,3-dibenzyloksykarbonyloguanidyno)-2-okso-3-
(3-fenylpropanoamido)heksylofosfonian dimetylu (54a)

Zwiazek 54a otrzymano bezposrednio z estru 19a w reakcji z karboanionem
generowanym z metylofosfonianu dimetylu przy pomocy n-BuLi wg procedury
opisanej dla pochodnej 53a. Do reakcji wzigto 40 ml roztworu metylofosfonianu
dimetylu (1,76 g, 14,2 mmol) w bezwodnym THF, 5,70 ml (14,2 mmol) 2,5 M roztworu
n-BuLi w heksanie. Mieszanie kontynuowano 20 minut, po czym do kolby wkroplono
20 ml roztworu 2,37 mmol (1,39 g) estru 19a. Produkt izolowano przy pomocy
chromatografii kolumnowej. Do elucji zastosowano kolejno roztwory 25%, 20%, 15%,

10% 1 5% v/v heksanu w octanie etylu. Wilasciwa pochodna fosforoorganiczna
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rekrystalizowano z uktadu octan etylu/heksan otrzymujac 420 mg koncowego zwiazku

z wydajnoscia 26 %.

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.47 (m, 1H, CH,CH,CH); 1.68 i 1.77 (2 x m, 1H i 1H,
CH,CH,CH); 2.36 (m, 2H, PhCH,CHy); 2.85 (m, 2H, PhCH,CH); 3.05 i 3.09 (2 x
uklad AB, J = 14.4 Hz, 2H, CH,P); 3.74 (d, J = 2.4, 3H, OCHs); 3.76 (d, J = 2.4
Hz, 3H, OCHs); 3.68 i 3.81 (2 x m, 1H i 1H, CH,NH); 4.60 (m, 1H , CH); 5.14 (s,
2H, PhCH,0); 5.26 (s, 2H, PhCH0); 7.11, 7.21, 7.34 i 7.40 (4 x m, 15H, 3 x
CeHs); 7.29 (bs, 1H, CHNH); 9.33 1 9.50 (2 x bs, 1H i 1H, NH guanidynowe).

1P NMR (CDCls, ppm): & 24.63.

5.4.4 Reakcja HWE mie¢dzy karboanionem otrzymywanym z f-ketofosfonianu i
glioksalanem etylu (Sciezka IV, sposob 2)

5.4.4.1 Ester etylowy kwasu 9-N-benzyloksykarbonyloamino-4-okso-5-(N-(3-
fenylopropionylo)amino)non-2-enowego (55a)

Nienasycona pochodna 55a otrzymywano w reakcji [-ketofosfonianu 53a
I handlowego glioksalanu etylu. Zastosowano modyfikacj¢ reakcji HWE polegajaca na
uzyciu nieorganicznej zasady Ba(OH), do wygenerowania karboanionu z -
ketofosfonianu 53a. Do kolby 0 objetosci 50 ml odwazono 1 mmol (0,52 g) B-
ketofosfonianu 53a i rozpuszczono go w 5 ml THF, po czym do roztworu dodano 1
mmol (0,315 g) aktywowanego Ba(OH), (C200). Aktywowany wodorotlenek baru
otrzymywano poprzez wyprazanie handlowego Ba(OH),x8H,0 w 200°C przez 120 min
i rozdrobnienie w mozdzierzu. Mieszaning traktowano ultradzwickami podwyzszajac
jednoczes$nie temperatur¢ lazni od 24 do 30 °C w ciagu 30 minut. Nastgpnie do
mieszaniny wprowadzono 1 mmol (0,20 ml, 50% roztwor w toluenie) glioksalanu etylu.
Mieszaning sonifikowano kolejna godzing, po czym mieszano przy pomocy mieszadta
magnetycznego kontrolujac postep reakcji metoda TLC. Po 3 godzinach do mieszaniny
reakcyjnej wprowadzono dodatkowo 0,1 ekwiwalentu oksoaldehydu i sonifikowano
kolejne 30 minut. Nastgpnie z mieszaniny odsaczono nierozpuszczalny osad
nieorganiczny, a z pozostalosci odparowano THF. Uzyskany materiat rozpuszczono
w octanie etylu i przemywano 5% KHSO,, 5% NaHCOs; i solanka, po czym suszono
nad siarczanem magnezu. Produkty izolowano przy pomocy chromatografii stosujac
45% roztwor octanu etylu w heksanie jako eluent. Otrzymano 110 mg izomeru E oraz

40 mg izomeru Z.
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E 55a. T.t. 100-102 °C.
(CDCls, ppm): & 1.17 i 1.22 (2 x m, 2H, CH,CH,CH); 1.33 (t, J = 7.2 Hz, 3H,
CH,CHs3);1.46, 1.48, 1.50 i 1.87 (4 x m, 1H, 1H, 1H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.56
(m, 2H, PhCH,CHy>); 2.96 (m, 2H, PhCH,CH,); 3.13 (m, 2H, CH,NH); 4.28 (q, J =
7.2 Hz, CH,CHs); 4.87 (m, 2H, CH,NH i CH); 5.08 (s, 2H, PhCH,0); 6.29 (bd, J
= 6.6 Hz, 1H, CONH); 6.81 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCOCHCH); 7.15 (d, J = 15.6
Hz, 1H, CHCOCHCH); 7.18, 7.27 i 7.33 (3 x m 10H, 2 x Ph).

BCNMR (CDCls, ppm): & 14.13 (CH,CHs); 21.91 (CH,CH,CH); 29.56
(CH,CH,CH,CH); 30.65 (CH,CH,CH,CH); 31.48 (PhCH,CH,); 38.02
(PhCH,CH,); 40.32 (CH2NH); 57.07 (CH); 61.62 (CH,CHs); 66.68 (PhCH,0);
126.31, 128.05, 128.14, 128.36, 128.55 (CH aromatyczne); 136.54 (Cl1 w
PhCH,0), 140,59 (C1 w PhCH,CH,); 132.81 (CHCOCHCH), 135.99
(CHCOCHCH); 156.63 (OCO); 165.06 (COOEt); 172.12 (COCH,CHy).

Z 55a T.t.66,5-68 °C.
(CDCls, ppm): & 1.16 (m 2H, CH,CH,CH); 1.18 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CHs);
1.43,1.46,1.59 i 1.87 (4 x m, 4 x 1H, CH,CH,CH,CH); 2.46 (m, 2H, PhCH,CH,);
2.88 (m, 2H, PhCH,CH,); 3.07 (m, 2H, CH,NH); 4.11 (qr, J = 7.2 Hz, CH,CH3);
4.69 (m, 1H, i CH); 4.83 (m, 1H, CH;NH); 5.06 (s, 2H, PhCH,0); 5.96 (d, J =
12.0 Hz, 1H, CHCOCHCH); 6.17 (bd, J = 7.2 Hz, 1H, CONH); 6.37 (d, J = 12.0
Hz, 1H, CHCOCHCH); 7.11, 7.19 i 7.24 (3 x m 10H, 2 x Ph).

BCNMR (CDCls, ppm): & 14.13 (CH,CHs); 21.91 (CH,CH,CH); 29.56
(CH,CH,CH,CH); 30.65 (CH,CH,CH,CH); 31.48 (PhCH,CH,); 38.02
(PhCH,CH,); 40.32 (CH2NH); 57.07 (CH); 61.62 (CH,CHs); 66.68 (PhCH,0);
126.31, 128.05, 128.14, 128.36, 128.55 (CH aromatyczne); 136.54 (Cl1 w
PhCH,0), 140,59 (C1 w PhCH,CH,); 132.81 (CHCOCHCH), 135.99
(CHCOCHCH); 156.63 (OCO); 165.06 (COOEt); 172.12 (COCH,CHy).

5.4.4.2 Ester etylowy kwasu 5-[N-(benzoilo)amino]-9-N-
benzyloksykarbonyloamino-4-okso-non-2-enowego (55f)

Tytutlowy zwiazek otrzymywano zgodnie z procedura opisana dla pochodnej S5a.
Uzyto odpowiednio 2,2 mmol (1,10 g) B-ketofosfonianu 53f, 2,2 mmol (0,70 @)
Ba(OH),x8H,0, oraz 2,6 mmol (0,52 ml 50% roztworu glioksalanu etylu w toluenie).
Z mieszaniny otrzymanej po reakcji odsaczono nierozpuszczalny osad i przemyto, jak
w przypadku 51a, a nastgpnie oczyszczano chromatograficznie na silikazelu. Do elucji
zastosowano chloroform. Poniewaz ta metoda nie udalo si¢ rozdzieli¢ mieszaniny
izomeréow E/Z poddano ja dalszemu oczyszczaniu metoda HPLC na odwroconej fazie
we wzrastajacym gradiencie acetonitrylu w wodzie. Produkty otrzymano w postaci
z6ltawych, gestych olejow. Poniewaz nie osiagnigto pelnego rozdziatu izomerow,

wydajnos$¢ oszacowano dla mieszaniny i wyniosta ona okoto 20%.
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E 55f '"H NMR (CDCls, ppm): & 1.23 (m i t, J = 7.2 Hz, 5H, CH,CH,CH i
CH,CHj3); 1.33 (m, 2H, CH,;CH,CH,CH); 1.45 i 1.67 (2 x m, 1H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 3.03 (m, 2H, CH;NH); 4.07 (m, 1H, CH); 4.18 (qr, J = 7.2 Hz,
CH,CHs); 4.87 (bs, 1H, CH;NH); 5.03 (s, 2H, PhCH,0); 5.83 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
CONH); 6.34 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCOCHCH); 6.99 (d, J = 15.6 Hz, 1H,
CHCOCHCH); 7.25 (m, 5H, Ph)7,38 (m, 2H, Hpea pierScienia reszty
benzoilowej); 7.43 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Hpara pierscienia reszty benzoilowej); 7.73
(d, J =7.8 Hz, 2H, Hyo pierscienia reszty benzoilowej).

BCNMR (CDCls, ppm): & 14.10 (CH,CHs); 21.53 (CH,CH,CH); 29.28
(CH,CH,CH,CH); 31.28 (CH,CH,CH,CH); 40.30 (CH2NH); 60.80 (CH); 61.71
(CH2CHs3); 66.72 (PhCH,0); 127.10 (C2 1 C6 pierScienia reszty benzoilowej),
128.13, 128.54 (CH w Ph reszty Cbz), 129.20 (C3 i C5 pierScienia reszty
benzoilowej); 132.80 (C1 w pierScieniu reszty benzoilowej); 132.97
(CHCOCHCH); 134.95 (CHCOCHCH); 136.58 (C1 w PhCH;0), 139.68 (C(O)
reszty benzoilowej) 156.56 (OCO); 164.85 (COOQEt); 196,61 (CHCO).

Z 55f 'H NMR (CDCls, ppm): & 1.23 (m i t, J = 7.2 Hz, 5H, CH,CH,CH i
CH,CHj3); 1.34 (m, 2H, CH,;CH,CH,CH); 153 i 1.76 (2 x m, 1H i 1H,
CH,CH,CH,CH); 3.03 (m, 2H, CH;NH); 4.04 (gr, J = 7.2 Hz, CH,CH3); 4.05 (m,
1H, CH); 5.02 (bs, 1H, CH2NH); 5.02 (s, 2H, PhCH,0); 5.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
CONH); 6.02 (d, J = 11.4 Hz, 1H, CHCOCHCH); 6.34 (d, J = 11.4 Hz, 1H,
CHCOCHCH); 7.25 (m, 5H, Ph) 7.44 (m, 3H, Hneta pierscienia reszty benzoilowej
oraz Hpara pier$cienia reszty benzoilowej); 7.73 (bs, 2H, Horo pierScienia reszty
benzoilowej).

5.4.4.3 Ester etylowy kwasu 8-(2,3-dibenzyloksykarbonylguanidyno)-4-oxo-5-(N-
(3-fenylopropionylo)amino)okt-2-enowego (56a)

Nienasycona pochodna 56a otrzymywano w reakcji B-ketofosfonianu 54a i
glioksalanu etylu. Zastosowano modyfikacje reakcji HWE, jak w przypadku
pochodnych 55a i 55f. Uzyto odpowiednio 0,6 mmol (0,42 g) fosfonianu 54a, 0,6 mmol
(120 pl, 50% roztworu w toluenie), glioksalanu etylu oraz 0,6 mmola (194 mg)
Ba(OH),x8H,0. Produkty Z i E oczyszczono wstgpnie przy pomocy chromatografii
kolumnowej stosujac kolejno roztwory 25% 1 30% v/v octanu etylu w heksanie.
Wyodrebnione frakcje byly mieszaninami zawierajacymi przynajmniej po dwa gtowne
sktadniki. Dlatego poddano je dalszemu rozdzialowi przy pomocy wysokosprawnej
chromatografii cieczowej na odwroconej fazie we wzrastajacym gradiencie acetonitrylu
w wodzie. Niska wydajnos¢ reakcji oraz wieloetapowa procedura oczyszczania y-0kSo-
o, B-nienasyconych estrow przyczyniajaca si¢ do dalszych strat masy spowodowaly, ze

produkty izolowano w ilosciach analitycznych.
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Z 52a 'H NMR (CDCls, ppm): & 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CHs); 1.49 1.56 (2 x
m, 2H, CH,CH,CH); 1.73 i 1.83 (2 x m, 2H, CH;CH,CH); 2.35 (m, 2H,
PhCH,CHy); 2.85 (m, 2H, PhCH,CH,); 3.67 i 3.83 (2 x m, 1H i 1H, CH,NH); 4.17
(qr, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CHs); 4.74 (m, 1H, CH); 5.10 (s, 2H, PhCH,0); 5.25 (s,
2H, PhCH,0); 5.85 (d, J = 12 Hz, 1H, CHCOCHCH); 6.37 (d, J = 12 Hz, 1H,
CHCOCHCH); 7.11 (bs, 1H, CHNH); 7.10, 7.22 i 7.36 i (3 x m, 15H, C¢Hs); 9.35
19.50 (2 x bs, 1H i 1H, NH guanidynowe).

BCNMR (CDCls, ppm): & 13.97 (CH,CHs); 24.33 (CH,CH,CH); 25.36
(CH,CH,CH); 31.33 (PhCH,CH,); 37.67 (PhCH,CH,): 44.14 (CH,NH); 57.93
(CH); 61.27 (CH,CHs); 67.20 i 68.99 (PhCH,0); 125.87 (CHCOCHCH); 126.09,
128.19, 128.35, 128.39, 128.45, 128.56, 128.86, 128.94 (CH aromatyczne);
134.63, 136.39, 140.56 (C1 pierscieni benzenowych); 140.81 (CHCOCHCH);
155.76 (CH,0CO); 160.78 (NHC(NCbz)); 163.58 (CH,OCO); 165.30 (COOE);
172.22 (NHCOCH); 201.96 (CHCOCHCH).

E 52a '"H NMR (CDCls, ppm): & 1.25 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CH3); 1.41 (m, 2H,
CH,CH,CH); 1.57 i 1.68 (2 x m, 2H, CH,CH,CH); 2.35 (m, 2H, PhCH,CH,); 2.77
(m, 2H, PhCH,CH,); 3.62 i 3.76 (2 x m, 1H i 1H, CH,NH); 4.19 (qr, J = 7.2 Hz,
2H, CH,CHs); 4.60 (m, 1H , CH); 5.12 (s, 2H, PhCH,0); 5.21 (s, 2H, PhCH,0);
6.69 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCOCHCH); 7.11 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCOCHCH);
7.28 (bs, 1H, CHNH); 7.02, 7.11 i 7.33 i (3 x m, 15H, CeHs); 9.35 i 9.50 (2 x
bs, 1H i 1H, NH guanidynowe).

BCNMR (CDCls, ppm): & 14.10 (CH,CH3); 24.08 (CH,CH,CH); 25.92
(CH,CH,CH); 31.43 (PhCH,CHy); 37.43 (PhCH,CH,); 45.05 (CH;NH); 57.53
(CH); 61.53 (CH,CHs;); 68.59 i 70.26 (PhCH;0); 126.11 (C4 z PhCH,CH,)
126.35, 128.36, 128.41, 128.54, 128.45, 128.64, 128.72, 128.93, 129.00, 129.16,
129.38 (CH aromatyczne); 132.57 (CHCOCHCH); 135.72 (CHCOCHCH); 140.43,
(C1 aromatyczne w PhCH,CH,); 154.97 (CH,OCO); (NHC(NCbz)); 165.17
(COOEt); 173.78 (NHCOCHy,); 196.74 (CHCOCHCH).

5.4.4.4 Usuwanie grup ochronnych z otrzymanych vy-okso-a,B-nienasyconych
estrow

Benzyloksykarbonylowa reszt¢ ochronng koncowych grup aminowych izomeréw Z
i E pochodnych 55a, 55f oraz 56a usuwano zgodnie z procedurami ogéInymi opisanymi
w podrozdziatach 5.1.4 i1 5.1.5.2. Ten sam produkt, izomer E, izolowany w kazdym
przypadku przy pomocy HPLC stanowil glowny skladnik rozdzielanej mieszaniny.
Zastosowane kwasne warunki odblokowania uniemozliwiaja izolowanie izomeru Z,
ktéry prawdopodobnie w obecnosci TFA ulega protonowaniu, a nastgpnie w reakcji ze
sprzezona zasada (anion trojfluorooctanowy) oddaje proton przyjmujac korzystniejsza
termodynamicznie geometri¢ E. Do reakcji wzigto czysty (98%) izomer Z. Po reakcji z
mieszaniny izoluje si¢ w 99% izomer E. Na widmie protonowego rezonansu
magnetycznego wida¢ resztkowe sygnaty pochodzace od izomeru Z, ktdry wykazuje

podobne powinowactwo do zloza C18 i ma zblizony czas retencji do izomeru E.
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Ester etylowy kwasu 9-amino-4-okso-5-(N-(3-fenylopropionylo)amino)non-2-
enowego (57a)

HPLC: tr = 21.17 min; gradient (t{min] — %B): 0’ — 5%, 22’- 55%); 26’ 65%.

'H NMR (D;0, ppm): & 1.05 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.22 (t, J = 7.2 Hz, 3H,
CH,CHs); 1.46, 1.65 (2 x m, 3H i 1H, CH,CH,CH,CH); 2.56 (t, J=7.2 Hz H 2H,
PhCH,CHy); 2.80 (m, 2H, CH3;NH); 2.82 (m, 2H, PhCH,CH,); 4.19 (qr, J = 7.2
Hz, CH)CH3); 4.41 (m, 1H, CH); 6.64 (dd, J; = 0.6 Hz, J, = 15.6, 1H,
CHCOCHCH); 7.04 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCOCHCH); 7.14 i 7.22 (2 x m, 5H,
Ph).

BCNMR (CDCls, ppm): & 13.20 (CH,CHs); 21.75 (CH,CH,CH); 26.24
(CH,CH,CH,CH); 2850 (CH,CH,CH,CH); 31.04 (PhCH,CH;); 36.69
(PhCH,CHy); 39.10 (CH2NH); 57.62 (CH); 62.63 (CH,CHs); 126.43, 128.45,
128.62, (CH aromatyczne); 140.25 (C1 w PhCH,CH,); 132.20 (CHCOCHCH),
136.12 (CHCOCHCH); 167.03 (COOEt); 175.69 (COCH,CH;); 199.69
(COCHCH).

Ester etylowy kwasu 9-amino-4-o0kso-5-(N-(benzoilo)amino)non-2-enowego (57f)

HPLC: tr = 19.6 min; gradient (t [min] — %B): 0” — 5%; 22’ — 55%; 26 — 65%.

E 53f 'H NMR (D20, ppm): 6 1.19 (m i t, J = 7.2 Hz, 4H, CH,CH,CH i CH,CHs);
1.22 (m, 1H, CH,CH,CH); 1.45 (m, 2H, CH,CH,CH,CH); 1.45i11.66 (2 x m, 1H i
1H, CH,CH,;CH,CH); 2.80 (m, 2H, CH2;NH); 4.16 (m, 1H, CH); 4.16 (qr, J = 7.2
Hz, CH,CHs); 6.41 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCOCHCH); 6.98 (d, J = 15.6 Hz, 1H,
CHCOCHCH); 7,46 (t, J = 7.8 Hz, 2H, Hpeta pierscienia reszty benzoilowej); 7.43
(t, 3 = 7.8 Hz, 1H, Hypara pierscienia reszty benzoilowej); 7.71 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
Horto pierscienia reszty benzoilowej).

13.20 (CH,CHs); 21.74 (CH,CH.CH); 26.05 (CH;CH,CH,CH); 29.90
(CH2CH,CH,CH); 39.09 (CH2NH); 60.54 (CH); 62.63 (CH,CHs3); 126.75 (C2 i C6
pierscienia reszty benzoilowej), 129.56 (C3 i C5 pierscienia reszty benzoilowej);
132.32 (CHCOCHCH); 133.76 (Cl1 w pierscieniu reszty benzoilowej); 135.28
(CHCOCHCH); 138.53 (C(O) reszty benzoilowej) 166.67 (COOEt); 199,76
(CHCO).

Ester etylowy kwasu 8-guanidyno-4-oxo-5-(N-(3-fenylopropionylo)amino)okt-2-
enowego (58a)

HPLC: tgr = 22.08 min; gradient (tfmin] — %B): 0’ — 5%; 15°- 35%; 26°— 50%;

'H NMR (CDCls, ppm): & 1.49 (m, 2H, CH,CH,CH); 1.20 (t, J = 7.2 Hz, 3H,
CH,CH3); 1.38 i 1.65 (2 x m, 2H, CH,CH,CH); 2.54 (m, 2H, PhCH,CH,); 2.83
(m, 2H, PhCH,CH,); 2.93 (m, 2H, CH,NH); 4.17 (qr, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CH3);
4.41 (m, 1H, CH); 6.63 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CHCOCHCH); 7.03 (d, J = 15.6 Hz,
1H, CHCOCHCH); 7.12 (m, 3H, 2 x Hmeta, Hpara); 7.20 (M, 2H, 2 x Horto).

BC NMR (CDCl;, ppm): & 13.14 (CH.CHs); 23.96 (CH,CH,CH); 26.09
(CH2CH2CH); 31.01 (PhCH,CH,); 36.69 (PhCH,CH,); 40.35 (CH2NH); 57.20
(CH); 62.52 (CH,CH3); 126.34 (CH aromatyczne, C4); 128.37, 128.51 (CH
aromatyczne, C3 1 C5 oraz C2 i C6); 132.16 (CHCOCHCH); 136.10
(CHCOCHCH); 140.10 (C1 aromatyczne); 156.57 (NHC=N); 166.9 (COOE);
175.53 (NH,COCH,); 199.14 (CHCOCHCH).
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6 WYKAZ SKROTOW,
AKRONIMOW I OZNACZEN
STOSOWANYCH W TEKSCIE

6.1 Enzymy i inhibitory:

C-koniec: koniec  karboksylowy  lancucha  peptydowego enzymu lub
substratu/inhibitora

E-Cys-S™ symboliczne oznaczenie proteazy cysteinowej

HRV-3C"™° proteaza 3C ludzkiego rinowirusa

ICE: enzym konwertujacy interleuking

IgSF: nadrodzina immunoglobin

Kgp: gingipaina K

kalp: kalpaina

kasp: kaspaza

N-koniec: koniec aminowy lancucha peptydowego enzymu lub substratu/inhibitora

PDB: baza danych zawierajaca informacje o strukturze i wlasnos$ciach

scharakteryzowanych dotychczas biatek

P1, P2,...Pn: oznaczenia reszt komplementarnych do odpowiednich wnek wiazacych
enzymu oznaczanych Smn w kierunku od hydrolizowanego wiazania do
konca aminowego liganda

P1°, P2°,...Pn’: oznaczenia reszt komplementarnych do odpowiednich wngk
wiazacych enzymu oznaczanych Sm’ w Kierunku od hydrolizowanego
wiazania do konca karboksylowego liganda

RgpB: gingipaina R2

Xaa: oznaczenie dowolnej reszty aminokwasowej w peptydzie

6.2 Kinetyka enzymatyczna

BD: brak danych

ECso: stezenie skuteczne zastosowanej substancji, przy ktérym u polowy
populacji badanych osobnikdéw obserwuje si¢ okreslony efekt

1Cso: stezenie potowicznego zahamowania

Keat: w modelu Michaelisa-Menten tzw. szybko$¢ obrotow wyrazana jako

iloraz szybkos$ci maksymalnej W reakcji enzymatycznej i wartosci
catkowitego stezenia enzymu

Km: stata Michaelisa-Menten
Kobs: stala szybkosci reakcji pseudopierwszego rzedu
NO: nie oznaczano

6.3 Nazwy chemiczne

ATP: adenozynotrifosforan
Boc: reszta tert-butyloksykarbonylowa
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BOP:

Chbz:
(COQ));,:
DBU:

DIBAL-H:

DMDO:
DMSO:
Et;N
GABA:
HBTU:

HPLC:
HWE:
HSAB:

i-Pr,NEt:
LAH:
LDA:
LiHMDS:
n-Buli:
NCS:
NMM:
Ph:

TFA:
TFMK:
THEF:
TLC:
TMSCI:

204

heksafluorofosforan benzotriazolo-1-yl-oksy-tris-
(dimetyloamino)fosfonowy

reszta benzyloksykarbonylowa

chlorek oksalilu

1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en

wodorek diizobutyloglinowy

dimetylodioksiran

dimetylosulfotlenek

trietyloamina

kwas y-aminomastowy

heksafluorofosforan O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N’,N’-
tetrametylouroniowy

wysokosprawna chromatografia cieczowa

reakcja olefinacji Hornera-Wadswartha-Emmonsa

(ang. Hard Soft Acid Base) regula opisujaca reaktywno$¢ odpowiednich
zwiazkow w zaleznoSci od grupy funkcyjnej decydujacej o ich
przynaleznosci do tzw. migkkich/twardych kwasow/zasad
diizopropyloetyloamina

glinowodorek litu

diizopropyloamidek litu

N,N-bis(trimetylosililo)amidek litu

n-butylolit

N-chloroimid kwasu bursztynowego

N-metylomorfolina

fenyl

kwas tréjflourooctowy

trifluorometyloketon(y)

tetrahydrofuran

chromatografia cienkowarstwowa

trimetylochlorosilan
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