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1. Streszczenie w jezyku polskim

Wprowadzenie ugrupowania metalocenowego do czasteczki zwigzku
organicznego moze skutkowac pojawieniem si¢ lub wzrostem aktywnosci biologicznych.
Wiele prac naukowych potwierdza, ze zwigzki metaloorganiczne, cze¢sto posiadajac inny
mechanizm dzialania niz zwigzki organiczne, moga zosta¢ wykorzystane
do projektowania potencjalnych chemioterapeutykow o wyzszej selektywnosci,

biodostepnosci i niskiej toksycznosci.l 234

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej obejmuje synteze i badania wptywu
grupy metalocenowej na wtasciwosci biologiczne wybranych inhibitoréw polimeryzacji
tubuliny oraz pochodnych kwasu foliowego i metotreksatu. Przedstawitam synteze oraz
wyniki badan aktywnosci biologicznej ferrocenylowych oraz rutenocenylowych
1H-1,2,3-triazolowych i aminowych analogéw etopozydu, ferrocenylowych analogéw

tryprostatyny A oraz ferrocenylowych analogéw kwasu foliowego i metotreksatu.




2. Streszczenie w jezyku angielskim

The introduction of a metallocene moiety into an organic compound molecule may
result in the appearance or significant increase in biological activities. Many scientific
works confirm that organometallic compounds, often having a different mode of action
than organic compounds, can be used to design potential chemotherapeutic agents with

higher selectivity, bioavailability and low toxicity. 234

The subject of this thesis covers the synthesis and research on the influence of the
metallocene group on the biological properties of selected inhibitors of tubulin
polymerization as well as folic acid and methotrexate derivatives. The synthesis and
results of the biological activity of ferrocenyl and rutenocenyl 1H-1,2,3-triazole and
amine analogs of etoposide, ferrocenyl analogs of tryprostatin A and ferrocenyl analogs

of folic acid and methotrexate are presented.



3. Wykaz stosowanych skrotow

ABC - (ang. ATP-binding cassette) - kaseta wigzaca ATP

Ac - acetyl

ACN - (ang. acetonitrile) - acetonitryl

APC - (ang. allophycocyanin) - allofikocyjanina

BCECF - (ang. 2'7'-bis(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein) - 2',7'-bis-(2-
karboksyetylo)-5-(6)-karboksyfluoresceina

br. s - poszerzony singlet

d - dublet

DCM - (ang. dichloromethane) - dichlorometan

dd - dublet dubletow

DHFR - (ang. dihydrofolate reductase) - reduktaza dihydrofolianowa

DIC - (ang. N,N -diisopropylcarbodiimide) - N, N -diizopropylokarbodiimid

DIPEA - (ang. diisopropylethylamine) - diizopropyloetyloamina

DMA - (ang. N,N-dimethylacetamide) - N,N-dimetyloacetamid

DMAP - (ang. 4-dimethylaminopyridine) - 4-dimetyloaminopirydyna

DMF - (ang. N,N-dimethylformamide) - N,N-dimetyloformamid

eq - (ang. equivalent) - rownowaznik

Et - etyl

FcH - ferrocen

FDA - (ang. Food and Drug Administration) — Agencja Zywnosci i Lekow

FITC - (ang. fluorescein isothiocyanate) - izotiocyjanian fluoresceiny

Fmoc - (ang. 9-fluorenylmethyloxycarbonyl) - grupa 9-fluorenylometylowa

Fmoc-Cl - (ang. 9-fluorenylmethyloxycarbonyl chloride) - chloromréwczan
9-fluorenylometylowy

FPGS - (ang. folylpoly-y-glutamate synthase) - syntaza folilopoli-y-glutamylowa
GARFT - (ang. p-glycinamide ribonucleotide transformylase) - formylotransferaza
fosforybozylo-B-glicynamidowa

HOBLt - (ang. 1-hydroxybenzotriazole) - 1-hydroksybenzotriazol

HR-MS - (ang. high-resolution mass spectrometry) - wysokorozdzielcza spektrometria
mas

ICs0 - stezenie hamujace aktywno$¢ do potowy
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Ko143 - (3S,6S,12a5)-1,2,3,4,6,7,12,12a-Octahydro-9-methoxy-6-(2-methylpropyl)-1,4-
dioxopyrazino[1',2":1,6]pyrido[3,4-b]indole-3-propanoic acid 1,1-dimethylethyl ester
hydrate

LDA - (ang. lithium diisopropylamide) - diizopropyloamidek litu

L-Glu - kwas L-glutaminowy

MAPs - (ang. microtubule-associated proteins) - biatka zwigzane z mikrotubulami

MDR - (ang. multi drug resistance) - oporno$¢ wielolekowa

Me - metyl

MeOH - metanol

Mk571 - agonista receptora leukotrienowego CysLT1

MS - (ang. mass spectrometry) - spektrometria mas

Met. Syn. - (ang. methionine synthase) - syntaza metioninowa

MsOH - (ang. methanesulfonic acid) - kwas metanosulfonowy

MW - (ang. microwave) - mikrofale

NFM - (ang. N-formylmorpholine) - N-formylomorfolina

NMR - (ang. nuclear magnetic resonance) - spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego

PCFT - (ang. proton-coupled folate transporter) - transporter folianow sprz¢zony
Z pradem protonowym

p-TsOH - (ang. p-toluenesulfonic acid) - kwas p-toluenosulfonowy

g - kwartet

RcH - rutenocen

RFC - (ang. reduced folate carrier) - nosnik zredukowanego kwasu foliowego

RT - (ang. room temperature) - temperatura pokojowa

s - singlet

SAR - (ang. structure activity relationship) - badania zaleznoS$ci struktura-aktywno$é
SPPS - (ang. solid phase peptide synthesis) - synteza peptydow na podtozu statym

t - tryplet

'Bu - tert-butyl

td - tryplet dubletow

TFA - (ang. trifluoroacetic acid) - kwas trifluorooctowy

TFAA - (ang. trifluoroacetic anhydride) - bezwodnik trifluorooctowy

TFE - (ang. 2,2,2-trifluoroethanol) - 2,2,2-trifluoroetanol

TfOH - (ang. trifluoromethanesulfonic acid) - kwas trifluorometanosulfonowy



THF - tetrahydrofuran

TIPS - (ang. triisopropylsilane) - triizopropylosilan

TLC - (ang. thin-layer chromatography) - chromatografia cienkowarstwowa

TMG - (ang. N,N,N’,N -tetramethylguanidine) - N,N,N’,N -tetrametyloguanidyna

TMS - (ang. trimethylsilyl) - trimetylosilil

TS - (ang. thymidalate synthase) - syntaza tymidylanowa

TTTA - (ang. tris((1-tert-butyl-1H-1,2,3-triazolyl)methyl)amine) - tris((1-tert-butylo-1H-

1,2,3-triazolo)metylo)amina

11
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4. Przeglad literatury

4.1Wprowadzenie

Nowotwory sa jedna z najczestszych przyczyn $mierci na caltym §wiecie zaraz
po chorobach uktadu krazenia, udarze mozgu czy przewlektej obturacyjnej chorobie ptuc.
Tylko w 2012 roku liczba nowych zachorowan na nowotwory ogétem wyniosta 14,1 min
ludzi na catym $wiecie, natomiast 8,2 mln osob zmarto.> W 2020 roku liczba pacjentow
onkologicznych wzrosta do 19,3 mln nowych przypadkow, a liczba zgonéw wyniosta
10,1 mln. Najczesciej diagnozowanymi nowotworami w 2020 r. byly nowotwory sutka
(11,7%), ptuc (11,4%), a nastgpnie jelita grubego (10,0%). Najwigksza liczbe zgonow

odnotowano w przypadku nowotwordw pluc (18%) i jelita grubego (9,4%) (Rysunek 1).
6-7

Odsetek nowwvch chorveh na nowotwory Odsetek zgondw spowodowanvch choroba
w2020 dla obu plei nowotworowa w 2020 dla obu plei

sutka11,7% phuc 18,0%

plue 11.4% inne 33,7% -,
inne 42.0% jelita prubego
e 4257 0 4%
jelita
grubego prostaty 3.8%
10,07 watroby 8,3%
Pi;b‘ll;;kﬂ P‘fg‘jttf*’ trzusthi 4, 7% sotadica 7. 7%
szyjid watroby \_zoladka przelyly sutka 6.9%
macicy 3,1% 4. 7% 5.6% 3% :

Rysunek 1. Wykresy odsetka nowych przypadkéw i zgonéw z powodu nowotworéw w 2020 r.

Stosowana obecnie chemioterapia niszczy nie tylko komorki nowotworowe, lecz
W znacznym stopniu takze zdrowe, prowadzac do wystgpienia szeregu skutkow
ubocznych takich jak: wymioty, biegunka, zapalenie bton S$luzowych czy zle
samopoczucie.® Jednym z probleméw z jakim takze mierzg sie pacjenci onkologiczni,
jest pojawiajgca si¢ coraz czesciej opornos¢ wielolekowa, skutkujgca niepowodzeniem
prowadzonej terapii. W zwigzku z tym trwaja poszukiwania nowych, bezpiecznych
1 innowacyjnych lekéw, ktére dzialatyby tylko w miejscu zmienionym chorobowo,

nie uszkadzajac przy tym zdrowych komorek.
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Obecne  strategie leczenia nowotworow  oparte na  tradycyjnych
chemioterapeutykach maja na celu m.in.:

- zaburzenie podziatow komorkowych poprzez zahamowanie polimeryzacji
tubuliny, ktéra tworzac mikrotubule jest niezbedna do synchronicznego rozdzielenia
chromosomow (alkaloidy Vinca, taksany),

- zaktocenie procesu replikacji DNA poprzez tworzenie wigzan krzyzowych
i peknig¢ w DNA (cisplatyna, doksorubicyna),

- zaburzenie funkcjonowania kluczowych enzyméw niezbednych przy podziale
komoérkowym m.in. topoizomerazy II, odpowiedzialnej za relaksacje, dodanie
superskretow do DNA po procesie replikacji oraz funkcje naprawcze (etopozyd),

- zaburzenie procesu syntezy DNA, poprzez zastosowanie strukturalnych
analogow naturalnie wystepujacych kofaktorow (metotreksat, raltitreksed),

- inhibicja biatek ABC, odpowiedzialnych za usuwanie lekow na zewnatrz

komorki (werapamil, walspodar).®



4.2 Modulatory polimeryzacji tubuliny

Mikrotubule sg jednym z elementow tworzacych cytoszkielet w komorkach
eukariotycznych, powstajacych w wyniku polimeryzacji czasteczek tubuliny. Sa to
sztywne struktury o cylindrycznym ksztalcie, $rednicy zewnetrznej 25 nm i $ciance
grubosci 5 nm. Kazdy protofilament budujacy mikrotubule sktada si¢ z heterodimerow
a i B tubuliny, ktére sa ze soba $ciSle polaczone wigzaniami niekowalencyjnymi.
W budowie tego polimeru wyroznia si¢ dwa konce: plus (+) i minus (-) oraz miejsce
wigzania GTP, przy czym Kkoniec dodatni jest bardziej dynamiczny
i stabilny niz ujemny. Dynamiczna przebudowa mikrotubul jest regulowana przez wiele
czynnikow, naturalnie przez biatka zwigzane z mikrotubulami (MAPS, ang. microtubule-
associated proteins), ktore chronig je przed niepozadang destabilizacjg, ale takze przez
szerokie spektrum lekow. Niezwykle wazng role¢ w prawidlowym funkcjonowaniu
mikrotubul pelnig biatka motoryczne z grupy kinezyn i dynein. Kinezyny poruszaja si¢
w kierunku dodatniego konca mikrotubuli, natomiast dyneiny ujemnego, umozliwiajgc
w ten sposob dwukierunkowy transport. Mikrotubule petnia wiele istotnych funkcji, m.in.
buduja szkielet wici 1 rzgsek, odpowiadaja za transport aksonalny w neuronach,
a przy podziale komorki buduja wrzeciono Kkariokinetyczne. Gtéwnym zadaniem tej
struktury jest prawidlowe rozmieszczenie i synchroniczne rozdzielenie chromosomow,
a zaburzenie jej dziatania prowadzi do apoptozy lub katastrofy mitotycznej. Komorki
nowotworowe, charakteryzujace si¢ zaburzong kontrolg podzialow komoérkowych,
sg wyjatkowo wrazliwe na wszelkie zaburzenia dziatania mikrotubul, przez co organelle
te sg jednym =z celow molekularnych wspoétczesnie projektowanych lekow
przeciwnowotworowych. Wyr6znia si¢ trzy charakterystyczne miejsca wigzania
czasteczek modulatorow do mikrotubul: domena alkaloidow Vinca, domena
paklitakselowa i kolchicynowa.’® Zwigzki chemiczne wplywajace na proces
polimeryzacji tubuliny dzieli si¢ na stabilizatory oraz destabilizatory mikrotubul.
Stabilizatorami mikrotubul s3 m.in. taksany. Paklitaksel 1 jest powszechnie
wykorzystywanym lekiem przeciwnowotworowym stosowanym w terapii raka jajnika,
ptuc, czerniaka czy migsaka Kaposiego. Wiagzac si¢ odwracalnie z B-tubuling zakléca
on dynamiczng reorganizacj¢ mikrotubul, hamujgc proliferacj¢ komorek wskutek
zatrzymania mitozy.’® Innymi przyktadami zwiazkow, ktore stabilizuja mikrotubule
sa estramustyna 2! oraz pelorusyd A 3'2. Estramustyna jest stosowana w leczeniu

hormonoopornego raka prostaty, a wigzac sie z biatkami zwigzanymi z mikrotubulami®3,

15
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stabilizuje tworzenie wrzeciona podzialowego. Pelorusyd A to naturalny zwigzek
makrocykliczny, ktory wiaze si¢ z zewnetrzng czg¢scig B-tubuliny w innym miejscu niz
taksany, ktorych centrum wigzania wystepuje wewnatrz mikrotubul. Interesujace
wlasciwosci wykazuje rowniez pironetyna 4, ktoéra jest pierwszym naturalnym
zwigzkiem, dla ktérego potwierdzono wigzanie z a-tubuling metodami rentgenografii

strukturalnej (Rysunek 2).

o]

.

0O o

OH OH
OH H
o 08
OX .t s 0L

0
o
0 oA Ay

Cl

Rysunek 2. Struktury paklitakselu 1, estramustyny 2, pelorusydu A 3 oraz pironetyny 4

Przyktadem destabilizatora mikrotubul jest kolchicyna 5, ktora wiaze si¢
z tubuling w centrum dimeru mikrotubul w tzw. domenie kolchicynowej (Rysunek 3).
Kolchicyna indukuje zmiany konformacyjne i hamuje asocjacj¢ heterodimerdéw, czego
efektem jest jej bardzo wysoka toksyczno$¢. Proces ten jest powolny, zalezny
od temperatury i praktycznie nieodwracalny. Destabilizacja mikrotubul prowadzi
do zatrzymania podziatdbw komoérkowych a tym samym $mierci komorki.t® 1°
Winkrystyna 6, winblastyna 7 czy winorelbina 8 nalezace do grupy alkaloidow Vinca,
w szybki i odwracalny sposob taczg si¢ z B-tubuling zwigzang w dimerze (Rysunek 3).
Alkaloidy Vinca wykazuja wysokie powinowactwo do koncéw mikrotubul, ktore
modyfikuja, przez co hamujg proces mitozy i wywoluja apoptoze.'® Innym przyktadem
zwigzku, ktory hamuje proces polimeryzacji tubuliny, wigzgc si¢ z domeng Vinca jest
majtansyna 9, ktéra weszta do | fazy badan klinicznych, jednak ze wzgledu na zbyt

wysoka toksyczno$¢ nie zostata dopuszczona do stosowania jako lek!” (Rysunek 3).

Kolejnym zwigzkiem, bedacym inhibitorem polimeryzacji tubuliny taczacym sie¢
z domeng kolchicynowg jest podofilotoksyna 10 (Rysunek 3). Podofilotoksyna zostata
po raz pierwszy wyizolowana w 1880 r. przez Valeriana Podwyssotzkiego. Przez
rdzennych mieszkancow Ameryki byla powszechnie uzywana w postaci ekstraktu
ro§linnego ze stopkowca tarczowatego (Podophyllum peltatum) jako $rodek

przeczyszczajacy, przeciwpasozytniczy i wykrztusny.®'°® Wykazuje ona réwnie silne



dzialanie antymitotyczne cO kolchicyna, jednakze, ze wzgledu na swoja wysoka

toksycznoéé, nie moze byé stosowana w terapii nowotworowe;j.?

Rysunek 3. Struktury kolchicyny 5, winkrystyny 6, winblastyny 7, winorelbiny 8, majtansyny 9
i podofilotoksyny 10

4.3 Inhibitory topoizomerazy Il

Topoizomerazy naleza do grupy enzymow uczestniczacych w wielu procesach
komorkowych zwigzanych z powielaniem materiatu genetycznego, a ich gtdéwna funkcja
jest rozplatanie i ligacja nici DNA, przez co biorg udziat w kondensacji i pdzniejszej
segregacji chromosoméw.?! Wyrodznia si¢ dwa typy topoizomeraz: I i I1. Typ I katalizuje
proces relaksacji poprzez wprowadzanie przejsciowych jednoniciowych pgknie¢ DNA.
Typ II wystgpuje w postaci dwoch izoenzymow: Ilo i IIf i Katalizuje wprowadzenie
ujemnych skrgtow w dwuniciowym DNA, relaksacj¢ oraz rozplatanie nici dzigki
tworzeniu wigzania migdzy reszta tyrozyny enzymu a grupg fosforanowa w pozycji
5" deoksyrybozy. Jedng z kluczowych funkcji topoizomerazy Il jest separacja
w fazie S i G2 dwoch komplementarnych nici DNA, ktore zostaty utworzone w procesie

replikacji. Zahamowanie badz zaklocenie jej dziatania prowadzi do apoptozy komérek.??

Ze wzgledu na znaczenie topoizomerazy Il dla procesu replikacji w komorkach,
jest ona celem dla wielu lekoéw przeciwnowotworowych, m.in. etopozydu 11, tenipozydu
12, doksorubicyny 13, idarubicyny 14, epirubicyny 15 czy mitoksantronu 16
(Rysunek 4). Leki te stosuje si¢ w leczeniu nowotwordéw Sutka, biataczki, migsaka

Kaposiego czy innych nowotworéw ztosliwych.?®
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Antracykliny (np. doksorubicyna, idarubicyna i epirubicyna), dzigki swojej
ptaskiej budowie interkaluja do DNA, natomiast dzigki obecnosci ugrupowania
1,4-chinonowego mogg ulega¢ jedno- lub dwuelektronowej redukcji do reaktywnych
metabolitow. Niszczg btony lipidowe, natomiast 13czac si¢ z topoizomeraza Il powodujg
pekniecia jedno- i dwuniciowe DNA, ktoére wpltywaja na komodrke na wielu
ptaszczyznach, indukujac apoptoze. Topoizomeraza II jest rowniez celem molekularnym
dla mitoksantronu, ktory powoduje zatrucie enzymu i jego dezaktywacje¢, zatrzymujac

replikacje i dalszy podziat komorki.?
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Rysunek 4. Struktury etopozydu 11, tenipozydu 12, doksorubicyny 13, idarubicyny 14, epirubicyny 15
i mitoksantronu 16

Etopozyd oraz tenipozyd sg polsyntetycznymi pochodnymi podofilotoksyny
powszechnie stosowanymi w leczeniu nowotwordw jajnika, ostrych bialaczek
czy chtoniakow.?* Leki te, wigzac si¢ z topoizomeraza II, uniemozliwiaja ligacje DNA,
prowadzac do zwigkszenia liczby peknig¢ materialu genetycznego. Postuluje sig,
ze utworzenie kompleksu leku z DNA-topoizomerazg II hamuje transkrypcje,

co prowadzi do usuniecia powstatego kompleksu przez proteasom.?®
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A o 18 R'=0H, R?=H, R3=H 4-O-demetylopodofilotoksyna
19R=H, RZ=OH, R3=H 4'-O-demetyloepipodofilotoksyna

Rysunek 5. Struktury podofilotoksyny 10 deoksypodofilotoksyny 17, 4-O-demetylopodofilotoksyny 18
i 4-0O-demetyloepipodofilotoksyny 19



Podofilotoksyna zbudowana jest z czterech skondensowanych pierscieni ABCD
i posiada cztery centra stereogeniczne (Rysunek 5).1% 2° Badania zalezno$ci SAR
pochodnych podofilotoksyny wykazaty, iz stereochemia jej pochodnych ma kluczowe
znaczenie dla aktywno$ci otrzymanych zwigzkéw. Zaobserwowano, ze zwigzki
trans-laktonowe sg bardziej aktywne niz pochodne cis, natomiast aromatyzacja
piercienia C prowadzi do utraty cytotoksycznoéci.?® Ponadto demetylacja w pierscieniu
E przy C-4' powoduje zwigkszenie ilosci peknie¢ DNA a quasi-aksjalna konfiguracja
atomu wegla C-1 warunkuje odpowiednig aktywnos$¢ antyproliferacyjng tych
pochodnych. Etopozyd i tenipozyd, bedace glikozydowymi pochodnymi
4'-O-demetyloepipodofilotoksyny  posiadajg one inny mechanizm dzialania

niz wyjéciowa podofilotoksyna i sa silnymi inhibitorami topoizomerazy II.24

Nicolas Smith 1 wspolpracownicy zaobserwowali, ze utworzony w wyniku
O-demetylowania i utleniania w reakcji katalizowanej przez cytochrom P-450 3A4
odpowiedni chinon 21 (Schemat 1) ma wyzszy potencjat blokujacy enzym niz czasteczka

macierzysta 1 jest odpowiedzialny za zwigkszone ryzyko rozwoju ostrej biataczki

szpikowej w wyniku dhugotrwatego stosowania etopozydu.?® 2’
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Schemat 1. Proponowana reakcja utleniania 11 w cytochromie P-450 3A4

Jednym z glownych probleméw wspotczesnej chemioterapii jest czesto staba
rozpuszczalno$¢ lekoéw, ich wysoka toksyczno$¢ czy nabyta przez organizm
lekoopornos¢. Wszelkie zmiany w metabolizmie szybko dzielgcych si¢ komorek
nowotworowych powoduja wytworzenie mechanizméw obronnych, takich jak:
zmniejszenie ilosci topoizomerazy II, nadekspresja biatek odpowiedzialnych za eksport
ksenobiotykow, wydtuzenie cyklu komorkowego czy zmiana funkcji naprawczych DNA.
Wptywa to w znaczny sposob na efektywnos$¢ chemioterapii 1 sktania do poszukiwania
nowych, skuteczniejszych rozwigzan, stanowigc niebywale trudne zadanie

dla projektowania lekow. '8
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Z tego wzgledu opracowuje si¢ czasteczki oparte na strukturze podofilotoksyny,
ktore moga by¢ potencjalnymi inhibitorami topoizomerazy Il o znaczeniu klinicznym.
Badania doprowadzity do odkrycia szeregu zwiazkow, m.in. NK 611 2224, GL-311 23,
TOP 53 24 i NPF 25, ktore weszly do fazy badan klinicznych, jednak ostatecznie nie
zostaty dopuszczone do stosowania jako potencjalne leki (Rysunek 6).22-2° Wykazano,
iz GL-331 hamuje dzialanie zaréwno topoizomerazy I, jak i topoizomerazy Ilo.*
Rowniez inne pochodne podofilotoksyny wykazuja podwodjng aktywnos$é np. 26
jednoczesnie wzgledem topoizomerazy Il i fosfatazy proteinowej 2A3! czy 2732 i 28%

wzgledem tubuliny i topoizomerazy Il (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Struktury pochodnych podofilotoksyny 22-28

W literaturze mozna znalez¢ rdéwniez przyklady innych czasteczek, ktore
wykazuja podwdjne dziatanie poprzez jednoczesne hamowanie aktywnoSci
topoizomerazy |l i deacetylazy histonowej jak np. 29%%. Z kolei YCH337 30%
oraz tryprostatyna A 31%6%" wykazuja aktywno$é zaréwno wobec topoizomerazy II,
jak 1 wplywaja na proces polimeryzacji tubuliny (Rysunek 7). W przeciwienstwie
do kolchicyny czy winblastyny, tryprostatyna A oddziatuje z bialkami zwigzanymi
z mikrotubulami oraz C-koncowa domeng tubulin hamujac organizacje mikrotubul. 383
Rowniez nieorganiczne zwiazki rutenu 32%°, ztota 33*, srebra 34*?, miedzi 35%
oraz metaloorganiczne jak tytanocen 36*, wykazuja aktywno$é podwojnych inhibitorow
topoizomerazy I/11 lub topoizomerazy Il/telomerazy.
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Rysunek 7. Struktury inhibitoréw 29, YCH337 30, tryprostatyny A 31, kompleksow rutenu 32, zlota 33,

srebra 34, miedzi 35 oraz pochodne tytanocenu 36
4.4 Kwas foliowy i jego rola w komorce

Kwas foliowy 37 pehi kluczowa role w wielu procesach warunkujgcych wzrost
1 prawidtowe funkcjonowanie kazdej zywej komorki. Nalezy do witamin z grupy B
1 w odrdznieniu od organizmdéw prokariotycznych, eukarionty musza dostarcza¢ go wraz
z pozywieniem, gdyZ nie sa w stanie same syntezowac tej witaminy. Naturalnie
wystepujaca pochodna 37 to kwas 5-metylotetrahydrofoliowy 38 (5-metyloTHF)
(Rysunek 8). Kwas foliowy uczestniczy w biosyntezie puryn i pirymidyn, a tym samym
w tworzeniu DNA i RNA, syntezie metioniny, seryny czy glicyny, katabolizmie

histydyny oraz kwasu mrowkowego.*

@*E @*E

38

Rysunek 8. Struktury kwasu foliowego 37 oraz kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego 38

Metabolizm folianow jest niezwykle ztoZzony 1 bierze w nim udziat wiele enzyméw
(Schemat 2). Przyswajany z pozywieniem kwas 5-metylotetrahydrofoliowy jest
transportowany do komorek przez specjalny nosnik kwasu foliowego RFC (ang. reduced
folate carrier). W procesie dostarczania grupy metylowej przez 5-metyloTHF do syntezy

metioniny z homocysteiny bierze udzial witamina B12 (kobalamina) i enzym syntaza
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metioninowa (Met. Syn., ang. methionine synthase). Kwas tetrahydrofoliowy 39, bedacy
produktem ubocznym syntezy metioniny jest formylowany do N°-formyloTHF 40
1 wykorzystany jako donor atomu wegla przy syntezie zasad purynowych. Ponadto
5-metyloTHF zostaje przeksztatcony do N° N¥-metylenoTHF 41, ktéry uczestniczy
w syntezie deoksytymidylomonofosforanu (dTMP) z deoksyurydynomonofosforanu
(dUMP) przy udziale syntazy tymidylanowej (TS, ang. thymidalate synthase).
Powstajgcy w tym procesie kwas dihydrofoliowy 42 (DHF) zostaje zredukowany przez
reduktaze dihydrofolianowa (DHFR, ang. dihydrofolate reductase) do kwasu
tetrahydrofoliowego. Z kolei kwas tetrahydrofoliowy, ktory jest gtéwnym substratem
dla syntazy folilopoli-y-glutamylowej (FPGS, ang. folylpoly-y-glutamate synthase) ulega
poliglutamylowaniu i wystgpujac w postaci polianionowej nie jest transportowany przez
btong komodrkowa, przez co zostaje zatrzymany wewnatrz komorki. Poliglutamylowanie

jest jednym ze sposobow na zatrzymanie folianéw w komérkach.*®
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Schemat 2. Ogélny schemat metabolizmu folianow w komaérce

Kwas foliowy, uczestniczac w wielu szlakach biochemicznych jest niezbedny
w kazdej dzielacej si¢ komodrce. Enzymy biorgce udzial w metabolizmie folianow
sg zatem  czestym celem  molekulatmym  dla  potencjalnych  lekow

przeciwnowotworowych.* Pierwszym lekiem, podanym pacjentom z ostrg biataczka



limfoblastyczna w 1948 r. byta aminopteryna 43.*” Kolejnym przelomowym odkryciem
okazal si¢ metotreksat 44, ktory hamuje dziatanie wielu enzyméw, m.in. syntazy
tymidylanowej, i ktory, podobnie jak 43, jest silnym inhibitorem DHFR (Rysunek 9).40
Metotreksat stosowany jest takze w matych dawkach w leczeniu wielu choréb
autoimmunologicznych, dzieki swoim przeciwzapalnym wiasciwoéciom.*® Ze wzgledu
na niewielkie réznice strukturalne migdzy 44 a folianami, FPGS rozpoznaje go jako
substrat 1 przeprowadza poliglutamylowanie czasteczki, zwigkszajac jego retencje
wewnatrz komorki. Spadek stezenia leku 44 we krwi nie powoduje utraty aktywnosci
przeciwnowotworowej ze wzgledu na zmagazynowany w komorce poliglutamylowany
metotreksat, ktory skutecznie hamuje aktywno$¢ DHFR. Inhibicja DHFR uniemozliwia
replikacje DNA i tym samym indukuje $mier¢ komoérki.*
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Rysunek 9. Struktury aminopteryny 43 i metotreksatu 44

Zsyntezowano i zbadano szereg antyfolianow m.in. raltitreksed 45, hamujacy
syntaz¢ tymidylanowa, pralatreksat 46, majacy wysokie powinowactwo do RFC
czy lometreksol 47 - selektywny inhibitor GARFT (ang. g-glycinamide ribonucleotide

transformylase) odpowiadajacej za synteze zasad purynowych (Rysunek 10).%°
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Rysunek 10. Struktury raltitreksedu 45, pralatreksatu 46 i lometreksolu 47

Zaréwno foliany, jak 1 antyfoliany zawierajace w swojej strukturze kwas
glutaminowy wystepuja przy fizjologicznym pH w postaci anionowej. Z tego wzgledu
ich transport do wnetrza komorki moze si¢ odbywaé na kilka sposobdéw: za pomoca
nosnika zredukowanych form kwasu foliowego RFC, transportera folianow sprze¢zonego
z pradem protonowym PCFT (ang. proton-coupled folate transporter) oraz receptorow

folianowych. Z kolei, biatka ABC uczestniczg w transporcie folianow i antyfolianow
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na zewnatrz komorki. Zmienno$¢ cechujagca komorki nowotworowe prowadzi
do wyksztalcenia mechanizméw obronnych na zastosowang terapi¢ np. poprzez
zaburzenia wchilaniania leku w wyniku uposledzenia w dziataniu importerow, czy jego
zwigkszone wydalanie z komorki, poprzez nadekspresje eksporterow. Nadekspresja
biatlek ABC powoduje rowniez zwickszenie ilosci naturalnych folianow w komorce,

co takze skutkuje zmniejszeniem skutecznosci chemioterapii z udziatem antyfolianow. >

Zsyntezowano antyfoliany, ktore nie ulegaja poliglutamylacji, a bedac bardziej
lipofilowe sa transportowane do komorki w inny sposdb — przez dyfuzje pasywna.
Przyktadami takich zwigzkoéw sa: talotreksyna 48 (PT-523) bedaca inhibitorem DHFR,
nolatreksed 49 — inhibitor TS, oraz pemetreksed 50, ktory zostat wprowadzony jako lek
1 hamuje dziatanie DHFR, TS 1 innych enzyméw odpowiedzialnych za syntez¢ zasad

purynowych (Rysunek 11).%*
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Rysunek 11. Struktury talotreksyny 48, nolatreksedu 49 i pemetreksedu 50
4.5 Inhibitory bialek ABC

Transport do oraz usuwanie réznych zwigzkow chemicznych z komorki
to kluczowe warunki do sprawnego metabolizmu. W$rdd bialek transportowych
zwigzanych z btong komoérkowa wyrdznia sig: kanaty jonowe, akwaporyny, biatka
przeno$nikowe oraz transportery wykorzystujace energie z ATP.5? Najliczniejsza grupe
tego ostatniego rodzaju biatek stanowig transportery ABC. Ze wzgledu na kierunek
transportu, transportery ABC dzieli sie na eksportery i importery.>® W komérkach
eukariotycznych obecne s3 gltownie eksportery, ktore uczestnicza w transporcie
metabolitow, hormondéw czy ksenobiotykow poza komorke. W organizmie czlowieka
wystepuje 49 transporterow z tej grupy, ktore podzielono na 7 podrodzin (ABCA —
ABCG). Wystepujag m.in. w watrobie (ABCB1, ABCC2 i ABCG2), jelicie cienkim
(ABCB1, ABCC3 i ABCG?2), barierze krew-moézg (ABCB1) czy kanalikach nerkowych
(ABCBI1, ABCC2, ABCC6). Biatka te chronig komorki przed szkodliwym dziataniem

obcych substancji 1 petnig kluczowa role w utrzymaniu homeostazy. Niepozadanym



skutkiem aktywnosci biatek ABC jest zwigkszony transport lekdw na zewnatrz komorki
lub zahamowanie ich pobierania. Oporno$¢ wielolekowa zwigzana z nadekspresja biatek
ABC wystepuje bardzo czesto w komoérkach nowotworowych i prowadzi
do zwigkszonego wydalania lekow, co w znaczacy sposob zmniejsza badz catkowicie

niweluje zaplanowany efekt terapeutyczny.’*>®

Przetamanie bariery opornosci
wielolekowej (MDR) wydaje si¢ mozliwe przy zastosowaniu lekow
przeciwnowotworowych w potaczeniu z odpowiednimi inhibitorami biatek ABC w celu
zablokowania ich funkcji eksportowej. Umozliwitoby to zwiekszenie stezenia leku
w komoérce nowotworowej, wydtuzyloby czas oddzialywania z celem molekularnym,
a tym samym poprawito skuteczno§¢ chemioterapii. Idealnym rozwigzaniem wydaje si¢
sytuacja, kiedy opracowany zwigzek dziatalby zarowno jako inhibitor ABC oraz jako lek

pPrzeciwnowotworowy, nie uszkadzajac przy tym zdrowych komorek.>®->’

W 1981 r. naukowcy odkryli, iz zastosowanie niewielkiej dawki werapamilu 51,
blokera kanaléw wapniowych, stosowanego w chorobie niedokrwiennej serca,
w potaczeniu z winkrystyna i winblastyna doprowadzilo do pokonania bariery
lekoopornosci na winkrystyne, zwiekszajac cytotoksycznos¢ alkaloidow Vinca wobec
komorek biataczki P388 (Rysunek 12).%® Dalsze badania majace na celu poszukiwanie
potencjalnych lekéw doprowadzity do odkrycia zwigzkow drugiej generacji jak np.
walspodar 52 (pochodna cyklosporyny D) czy dekswerapamil (enancjomer R
werapamilu). Zaobserwowano takze, ze stosujac inhibitor ABC wraz z paklitakselem czy
etopozydem, nalezy zmniejszy¢ dawke leku ze wzgledu na wysoka cytotoksyczno$é
otrzymanej kombinacji. Zmniejszenie stezenia lekow skutkowato z kolei
niepowodzeniem chemioterapii.®® Do zwigzkéw trzeciej generacji hamujacych
aktywnos¢ ABCBI, ktore weszly do fazy badan klinicznych naleza dofekwidar 53,
zosukwidar 54, tarikwidar 55, elakridar 56 oraz birikodar 57 (Rysunek 12).%° Sposrod
otrzymanych pochodnych, tarikwidar wykazywal najwyzsze powinowactwo
do transportera ABCB1.5%-6!
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Rysunek 12. Struktury werapamilu 51, walspodaru 52, dofekwidaru 53, zosukwidaru 54, tarikwidaru 55,

elakridaru 56 oraz birikodaru 57

Przyklady lekow, ktore sa substratami bialek ABC to: antracykliny —
doksorubicyna (ABCB1, ABCC1, ABCG2), alkaloidy Vinca — winblastyna (ABCB1,
ABCC1), kolchicyna (ABCB1, ABCC1), etopozyd (ABCB1, ABCC1, ABCG2)
czy paklitaksel (ABCBI). Takze w przypadku inhibitoréw kinaz tyrozynowych
m.in. imatynibu (ABCC1, ABCG2) 58, nilotynibu (ABCB1) 59, gefitynibu (ABCBL,
ABCC1, ABCG2) 60, sunitynibu 61 (Rysunek 13) i innych® w komérkach
z nadekspresja biatek ABC nastgpuje zmiana farmakokinetyki lub rozwdj opornosci
na leczenie przeciwnowotworowe. Poprzez oddzialywanie leku z transporterem,
do ktérego ma wysokie powinowactwo, jego stezenie w komorce moze zostaé

zmniejszone do tego stopnia, ze nie wywotuje zadnego efektu leczniczego.®

Rysunek 13. Struktury wybranych inhibitoréw kinazy tyrozynowej imatynibu 58, nilotynibu 59, gefitynibu
60, sunitynibu 61

W 2007 roku Paul Dyson i wspotpracownicy zsyntezowali i zbadali aktywno$¢

biologiczna pdtsandwiczowych kompleksow rutenu 65-67%4 (Rysunek 14) bedacych



pochodnymi fenoksazyny, ktorej N-podstawione organiczne pochodne 62-64
wykazywaty wlasciwosci antyproliferacyjne i hamowaly aktywnos$¢ komoérkowa
ZWiazana z opornoscia wielolekow.®® Otrzymane zwiazki zbadano wobec kilku linii
komorek nowotworowych z czego dwie linie (A549 — ludzka linia komorkowa raka pluc
oraz HT-29 — ludzka linia komodrkowa gruczolakoraka jelita grubego) wykazywaty
wyraznie podwyzszong aktywno$¢ biatka ABCB1. Sposrod zbadanych zwigzkow 67 byt

najbardziej obiecujacy i posiadal wyzsza cytotoksycznos$é niz jego organiczny analog.%

N\i\/N Q Ny Q ~ Q
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62 AS49 ICsg= >100 umol/l 63 A549 IC5p=75 umol/l 64 AB49 IC5y=75 umol/l
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o ar NP R
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65 AB549 ICgo= >100 pmoll 66 A549 IC5,=80 umol/l 67 A549 IC5,=37 umol/l

Rysunek 14. Struktury organicznych N-podstawionych pochodnych fenoksazyny 62-64 oraz

potsandwiczowych kompleksow rutenu 65-67

Znane s3 takze kompleksy ztota(I) 68% metaloorganiczne pochodne tytanocenu
69%7 oraz inne kompleksy rutenu 70 wykazujace aktywno$¢ wobec transporterow ABC.%¢
69 Kompleks rutenu KP1339 71 uwrazliwia komorki na dziatanie sorafenibu, leku, ktory
jest wykorzystywany w chemioterapii raka nerki i raka watrobowokomorkowego
(Rysunek 15).7
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Rysunek 15. Struktury komplekséw 68-71
4.6 Poczatki chemii biometaloorganicznej

Pierwsze wzmianki dotyczace zwiazkéw metaloorganicznych siegaja 1757 r.,

gdy Louis-Claude Cadet de Gassicourt podjal proby wynalezienia niewidzialnego
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atramentu. W wyniku dziatania na rudy kobaltu zawierajace arsen (CoAsz oraz CoAsS»)
r6znymi kwasami i octanem potasu otrzymat brgzowa i toksyczng ciecz o ostrym zapachu
czosnku, ktéra w kontakcie z powietrzem zapalata si¢ samorzutnie. Zsyntezowang
substancje nazwano dymigcg cieczg Cadeta (ang. Cadet’s fuming liquid). Sktadat si¢ na
nig gtéwnie dikakodyl [(CH3)2As]2 i tlenek kakodylu [(CH3)2As]20. Pdzniejsze badania
prowadzone przez Roberta Wilhelma Bunsena potwierdzity odkrycia Cadeta

de Gassicourta.”

W 1863 r. Pierre Béchamp, w wyniku ogrzewania aniliny z kwasem
arsenowym(V) zsyntezowal organiczng pochodng arsenu, nazwang atoksylem, ktorej
blednie przypisat strukture 72 (Rysunek 16). Badania wykazaty, ze s61 sodowa 72 posiada
dzialanie przeciwpasozytnicze wobec swidrowcoOw wywolujacych $piaczke afrykanska,
jednak ze wzgledu na zbyt wysoka toksyczno$¢ nie mogta zosta¢ wykorzystana jako lek.
Paul Ehrlich przypisatl atoksylowi strukturg 73, w ktorej wystepuje pojedyncze wigzanie

arsen-wegiel i wolna grupa aminowa (Rysunek 16)."

OH
HOL
Mo ?
H HO
72 73

Rysunek 16. Bfedna struktura atoksylu 72 oraz poprawna 73

Wzrost  zainteresowania zwigzkami arsenoorganicznymi przyczynil si¢
do otrzymania przez Ehrlicha oraz wspolpracownikow serii  pochodnych
arsenoorganicznych 1 przeprowadzenia badan ich aktywnosci biologicznej wobec kretka
bladego Treponema pallidum odpowiedzialnego za epidemi¢ kily, ktéra nalezala
wowczas do nieuleczalnych chordb. Sposréd zsyntezowanych  zwigzkow
najskuteczniejszy okazat si¢ zwigzek 606, analog azobenzenu, nazwany pdzniej
salwarsanem.” Paul Ehrlich blednie przypisat salwarsanowi strukture 74. W 1910 r.
po raz pierwszy podano t¢ organiczng pochodng arsenu pacjentom jako skuteczny lek
na kite (Rysunek 13).7

OH
HoN As /©:
]@/ A NH,
HO
74

Rysunek 17. Bledna struktura salwarsanu 74



Doktadne analizy widm masowych salwarsanu wykonane w 2005 r. przez
Nicholasa Lloyda i wspotpracownikow wykazaly, ze wigzania miedzy atomami arsenu
sg pojedyncze a nie podwojne, jak dotychczas przypuszczano, oraz ze czasteczka

wystepuje w postaci mieszaniny trimeru 75 i pentameru 76 (Rysunek 18).”

OH
NH,

@©@

As As

S MQ @

Rysunek 18. Struktury trimeru 75 i pentameru 76 salwarsanu

OH
NH,

Prace nad zwigkszeniem rozpuszczalnosci salwarsanu w wodzie doprowadzity
do otrzymania szeregu substancji, ktore sg obecnie wykorzystywane w lecznictwie.
Przykladami tych zwigzkéw sa Neosalvarsan® 77 czy Mapharsen® 78, ktory zostal
wprowadzony na rynek w 1930 r. i dla ktorego badania wykazaty, Ze jest aktywnym
i stabilnym metabolitem salwarsanu.”® W 2003 r. FDA dopuscita do stosowania rowniez
tlenek arsenu(Ill), dostepny handlowo jako Trisenox®, ktory jest obecnie stosowany
w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej.”” Natomiast preparat Arsobal® 79 jest

aktualnie uzywany w leczeniu $pigczki afrykanskiej (Rysunek 19)."8
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Rysunek 19. Struktury preparatéw Neosalwarsan® 77, Mapharsen® 78 i Arsobal® 79

Przelomowym odkryciem w dziedzinie medycyny i chemii byla publikacja
Barnetta Rosenberga na tamach czasopisma Nature w 1969 r. dotyczaca wtasciwosci
przeciwnowotworowych nieorganicznego kompleksu metalu, jakim jest cisplatyna 80
(Rysunek 20).”° Zsyntezowana przez Michaela Peyrone’a w 1844 r. znalazia
zastosowanie w medycynie ponad 100 lat poézniej, gdy okazata si¢ skutecznym
chemioterapeutykiem stosowanym réwniez obecnie w leczeniu wielu nowotworow m.in.

jader, ptuc czy jajnika.80-83
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Badania mechanizmu dziatania cisplatyny pozwolily na poznanie
koordynacyjnych wiasciwosci platyny, oddziatywan metalu z zasadami azotowymi,
czy wplywu na metabolizm komorki. Cisplatyna tworzy addukty z DNA i mimo,
ze jej dziatanie jest niezalezne od fazy cyklu komdrkowego, to wtasnie szybko dzielace
si¢ komoérki nowotworowe s3 najbardziej wrazliwe na 80. Zwigzek ten poprzez
oddziatywanie z materialem genetycznym prowadzi m.in. do zahamowania transkrypcji,
translacji, zatrzymania badz zaktocenia cyklu komorkowego, a blokujac funkcjonowanie

réznych enzymoéw moze prowadzi¢ do apoptozy komorek.2082

Cl._ NH3
4Pt',
cl* "NHs

80

Rysunek 20. Struktura cisplatyny 80

Terapii cisplatyng towarzyszy szereg skutkow ubocznych takich jak wymioty,
biegunka, zmeczenie, nefrotoksyczno$¢ czy neurotoksycznosé. Z tego powodu
rozpoczeto poszukiwania nowych 1 bezpieczniejszych zwigzkow, ktore wykazywatyby
nizsza toksycznos¢. Badania nad kompleksami platyny(II) doprowadzity do otrzymania
szeregu zwigzkow, m.in. karboplatyny 81 czy oksaliplatyny 82, gdzie zamiana ligandow
chlorkow na mniej labilne grupy opuszczajace spowodowata, ze leki te sg mniej

nefrotoksyczne przy zachowaniu swojej aktywnosci terapeutycznej (Rysunek 21).

81 82

Rysunek 21. Struktury karboplatyny 81 i oksaliplatyny 82

Odkrycie przeciwnowotworowych wlasciwosci cisplatyny przyczynilo si¢
do intensywnego rozwoju badan nad kompleksami innych metali m.in. Zelaza, rodu,
irydu, rutenu, tytanu czy osmu pod katem dziatania antynowotworowego i miato
znaczacy  wplyw  na  rozwdj chemii  nieorganicznej,  koordynacyjnej

i biometaloorganicznej.80-84



4.7 Metaloceny

W 1951 r. Tom Kealy i Peter Pauson probujac zsyntezowac fulwalen 83 w reakcji
bromku cyklopentadienylomagnezowego z bezwodnym chlorkiem zelaza(IIl) otrzymali
lotne, rozpuszczalne w eterze i benzenie, niezwykle stabilne wzgledem kwaséw i zasad,

pomaranczowe krysztaly, ktorym btednie przypisali strukture 84 (Rysunek 22).8

Niespelna rok pozniej, Samuel Miller, John Tebboth oraz John Tremaine
zsyntezowali t¢ samg substancj¢ w reakcji zredukowanego in situ Zelaza
z cyklopenta-1,3-dienem w atmosferze azotu w temperaturze 300°C, rowniez przypisujac
jej strukture 84.8 W kolejnych badaniach Geoffrey Wilkinson i wspdtpracownicy
zaobserwowali zerowy moment dipolowy i diamagnetyczno$¢ otrzymanego zwiazku,
a nastgpnie zaproponowali sandwiczowa budowe 2z dwoma pierscieniami
n°-cyklopentadienylowymi, uloZonymi wzgledem siebie symetrycznie, z centralnie
umiejscowionym atomem zelaza 85 i nazwali go ferrocenem (Rysunek 22).878°
Dwa ligandy n°-cyklopentadienylowe, bedac donorami dwunastu n-elektrondow
oddziatujg z szescioma elektronami walencyjnymi podpowtoki d Fe(Il), tworzac

osiemnastoelektronowy kompleks, ktory jest niezwykle stabilny.88 %0

D@ E

Rysunek 22. Struktury fulwalenu 83, bigdnie przypisanej struktury ferrocenu 84 oraz poprawnej struktury

ferrocenu 85

9 i Jacka

Badania krystalograficzne wykonane przez zespoty Ernsta Fishera
Dunitza potwierdzity sandwiczowa struktur¢ ferrocenu zaproponowang przez
Wilkinsona, gdzie dtugo$é wigzan C-C wynosi 1,4 A, natomiast dtugo$é wigzania C-Fe
jest rowna 2,0 A% Ferrocen jest zwigzkiem aktywnym oksydoredukcyjnie (potencjat
redoks +0,4V wzgledem nasyconej elektrody kalomelowej (NEK))® i ulega

odwracalnemu utlenieniu do kationu ferroceniowego 86 (Schemat 3).%
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Fe Fe
Y= N N
85 86

Schemat 3. Odwracalna jednoelektronowa reakcja redoks ferrocenu 85

Robert Woodward i wspolpracownicy zaobserwowali, ze ferrocen nie reaguje
z bezwodnikiem maleinowym we wrzacym benzenie i nie mozna go uwodornié, stosujac
tlenek platyny jako katalizator, przez co nie wykazuje on typowych cech dla zwigzkow
poliolefinowych. Stwierdzono, ze 85 ulega reakcji acylowania Friedla-Craftsa
prowadzacej do otrzymania mono- lub/i dipochodnej, co $wiadczy o jego aromatycznym
charakterze. W wyniku acylowania 85 bezwodnikiem octowym w obecnosci
dwukrotnego nadmiaru chlorku glinu jako Kkatalizatora w disiarczku wegla powstaje

1,1°-diacetyloferrocen 87 (Schemat 4).%

O O ;
)’kok °
Fe AlCls Fe
o * o
85 87

Schemat 4. Synteza 1,1 -diacetyloferrocenu 87

Ferrocen ulega szeregowi reakcji typowych dla zwigzkow aromatycznych
m.in. substytucji elektrofilowej czy reakcji metalowania. Acylowanie Friedla-Craftsa
ferrocenu za pomoca chlorkow kwasowych z uzyciem chlorku glinu jako katalizatora
i rtownomolowych ilosci reagentéw, przy powolnym dodawaniu do roztworu metalocenu,
implikuje otrzymanie monopodstawionej pochodnej 88.°* Ferrocen mozna takze
acylowa¢ bezwodnikami mieszanymi w obecnos$ci silnego kwasu jakim jest TfOH,
otrzymujagc  89.% Metalowanie za pomoca n-butylolitu daje mono- 90
i dipodstawione pochodne 91, ktore mozna dalej funkcjonalizowaé.?® Ferrocen ulega
rowniez reakcjom arylowania solami diazoniowymi 92%, sulfonowania 93%,
formylowania 94°°, reakcji Mannicha 95% czy amidowania 961! (Schemat 5). Jednakze
préby nitrowania z uzyciem kwasu azotowego(V) 1 siarkowego(VI) powoduja degradacje

struktury ferrocenu poprzez utlenienie atomu zelaza.%*
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Schemat 5. Reakcje funkcjonalizacji ferrocenu

Inne pierwiastki VIII grupy ukladu okresowego, zarowno ruten, jak 1 osm,
rébwniez tworza zwigzki sandwiczowe o wzorze ogdlnym (CsHs)2M, gdzie M=Ru,
rutenocen 97, M=0s, osmocen 98 (Rysunek 23). W 1952 r. Goeffrey Wilkinson otrzymat
jasnozotte krysztaty 97 w reakcji acetyloacetonianu rutenu(lll) z bromkiem
cyklopentadienylomagnezowym w temperaturze 80°C.1%2 Rutenocen jest rownie stabilny
i odporny na dziatanie reduktorow jak ferrocen, jednak w przeciwienstwie do niego, jest
utleniany w sposob nieodwracalny. Rutenocen ulega reakcjom metalowania, acylowania,
sulfonowania, aminometylowania, arylowania solami diazoniowymi czy formylowania

Vilsmeiera-Haacka.1%

s &
Ru Os
s &
97 98

Rysunek 23. Struktury rutenocenu 97 i osmocenu 98

Marvin Rausch, Ernst Fisher i Heinrich Grubert poréwnali analogiczne pochodne
ferrocenu, rutenocenu oraz osmocenu i stwierdzili, ze metaloceny te znacznie r6znig si¢
reaktywnos$cia w reakcjach substytucji elektrofilowej. Acylowanie metalocenu

trzykrotnym nadmiarem chlorku benzoilu, stosujac chlorek glinu, prowadzi
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do otrzymania 1,1’-dibenzoiloferrocenu 99, mono- 101 i dibeznoilorutenocenu 100 oraz
benzoiloosmocenu 102 (Schemat 6).%

(o]

o

=

M M
=
85 M=Fe 99 Ms=Fe, R!=COPh, R2=COPh 70%
97 M=Ru 100 M=Ru, R=COPh, R%=COPh  19-24%
98 M=0s 101 M=Ru, R'=COPh, R%=H 63-64%
102 M=0s, R1=COPh, R%=H 60%

Schemat 6. Reakcje acylowania metalocenow trzykrotnym nadmiarem chlorku benzoilu w obecnosci AICI3

Zastosowanie rownomolowych ilosci reagentéw powadzi do otrzymania
monopodstawionego rutenocenu 101 i ferrocenu 103'%, natomiast zwigkszenie nadmiaru
odczynnika acylujacego trzykrotnie i szeSciokrotnie czy podwyzszenie temperatury
nie powoduje otrzymania dipodstawionego osmocenu, a jedynie monopochodng 102
(Schemat 7).%4
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85 M=Fe 103 M=Fe, R1=COPh,R%=H  70-75%
97 M=Ru 101 M=Ru, R1=COPh, R%=H  39%
98 M=0s

102 M=0s, R=COPh,R%=H  60-89%

Schemat 7. Reakcje acylowania metalocendéw chlorkiem benzoilu w obecnosci AlCl3

W przypadku rutenocenu, przy zastosowaniu kilkukrotnego nadmiaru chlorku
acetylu i chlorku glinu mozna wyizolowa¢ tylko 1,1’-diacetylorutenocen, natomiast
nie obserwuje si¢ powstawania monopochodnej. Reaktywnos¢ metalocenéw w reakcji
Friedla-Craftsa maleje zatem w kierunku ferrocen>rutenocen>osmocen.** W reakcji
metalowania n-BuLi wyzsza reaktywnos$cig w porownaniu do ferrocenu charakteryzuje
si¢ rutenocen, a pomimo zastosowania kilkukrotnego nadmiaru n-BuLi, otrzymuje si¢

wylacznie monolitoosmocen. 1%



4.7.1 Wybrane  ferrocenylowe pochodne o  wlasciwosciach

przeciwnowotworowych

W 1978 r. opisano wilasciwosci przeciwnowotworowe ferrocenylowych amin
104-107 i amidow 108-111, ktore podano myszom z bialaczkg limfatyczng P-388
(Rysunek 24). Badania pokazaly, ze aminy byly nictoksyczne, natomiast amidy
wykazywaty  niewielka  aktywno$¢  przeciwnowotworowa, co  potwierdza,
iz wprowadzenie ferrocenu wpltywa na zwigkszenie aktywnosci otrzymanych

koniugatow. 1%

Sy, Ay Sy,
Fe Fe Fe

< =X N

104 n=3 106 107

105 n=4

110 n=3, R= (CH,),CONH,
111 n=2, R= (CH,)3CONH(CH,),CONH,

Rysunek 24. Struktury amin 104-107 i amidow ferrocenylowych 108-111

P&zZniejsze prace Hartmuta Kopfa, Petry Kopf-Maier 1 Eberharda Neuse dowiodty,
ze ferrocen nie jest toksyczny, a wlasciwosci przeciwnowotworowe posiada kation
ferroceniowy [(CsHs)2Fe]™. Badania przeprowadzone na myszach z wszczepionym
guzem komorek Ehrlicha wykazaly, i1z najwyzsza aktywnos$¢ antyproliferacyjng
wykazywata so6l 112, stad stwierdzono, iz biodostgpnos¢ kationu mozna regulowac
poprzez zastosowanie odpowiedniego przeciwjonu (Rysunek 25).107-108

=
Fe*  y©
<

112 X=Cl3CCOO" 2Cl;CCOOH
113 X=2,4,6-(NO,)3CeH,0"
114 X=FeCl,

Rysunek 25. Struktury soli ferroceniowych 112-114

Intensywny rozwoj badan nad zastosowaniem ferrocenylowych pochodnych jako

zwigzkoéw przeciwnowotworowych rozpoczal Gérard Jaouen. Wykazano, Ze zastgpienie
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w tamoksyfenie 115 grupy fenylowej grupa ferrocenylowa prowadzi do otrzymania
zwigzku o interesujacych wiasciwoéciach antyproliferacyjnych (Rysunek 26).109-110
Tamoksyfen nalezy do selektywnych modulatoréw receptora estrogenowego o dziataniu
antyestrogenowym i jest stosowany w terapii hormonozaleznego raka sutka (ER+), ktory
stanowi 60% przypadkow nowotworéw sutka. Pozostata czgs¢ to nowotwory sutka
hormononiezalezne (ER-), czyli nie posiadajace receptora estrogenowego, na ktore lek

ten nie jest aktywny. 1

N —> —
2 ) <\
O(CH2)2N(CHz), O(CH,)2N(CHg),

115 116

Rysunek 26. Struktury tamoksyfenu 115 i jego ferrocenylowego analogu 116

Tamoksyfen  jest metabolizowany  do aktywnego biologicznie
hydroksytamoksyfenu 117, ktory taczac sie z receptorem estrogenowym a, uniemozliwia
jego dalsza aktywno$é, hamujac rozwoj nowotworu hormonozaleznego (Rysunek 27).11
Zsyntezowano ferrocenylowe pochodne hydroksytamoksyfenu 118 i 119, okreslono
wzgledne powinowactwo wigzania do receptora estrogenowego dla obu izomerow (E/Z),
anastepnie zbadano cytotoksycznos¢ na liniach komoérek nowotworowych MCF7 (ludzka
linia komorkowa raka sutka, posiadajaca receptory estradiolu), stosujac jako zwigzek
kontrolny tamoksyfen. Badania pochodnej 118 wykazaty, ze powinowactwo do receptora
estrogenowego izomeru Z jest wyzsze niz dla izomeru E 119.1° W przypadku linii
komorek nowotworowych MDA-MB-231 (ludzka hormononiezalezna linia komoérek
nowotworowych raka sutka), wyznaczono warto$§¢ ICsp dla mieszaniny izomeréw
118-119. Wysoka aktywno$¢ wobec komorek nowotworowych, ktére nie sg wrazliwe na

tamoksyfen zachecity naukowcow do syntezy i oceny aktywnosci biologicznych innych

ferrocenylowych pochodnych hydroksytamoksyfenu.'*2



OH O(CH3);N(CH3),

o T oo < <
Fe Fe
O(CH,)2N(CHs)2 O(CH,)2N(CHg), @ O(CH_)2N(CH3), @ OH
115 MCF7 1C5,=6,4 pmol/l 17 118 MCF7 1Cq5=3,4 umol/l 119 MCF7 1C54=4,9 umol/l

118 119 MDA-MB-231 1C5;=0,8 pumol/l

Rysunek 27. Struktury tamoksyfenu 115, hydroksytamoksyfenu 117 i ferrocenylowych pochodnych 118
i119

Badania wptywu dhlugosci tancucha na wtasciwosci cytotoksyczne otrzymanych
zwigzkow wobec linii komérkowych MCF7 i MDA-MB-231 pokazaty, ze otrzymane
analogi wykazywaly silne wlasciwosci antyproliferacyjne zar6wno w badaniach
na liniach komoérkowych MCF7 (ER+), jak i MDA-MB-231 (ER-). Aktywno$¢ 120-124
byta podobna do hydroksytamoksyfenu w przypadku linii komérkowej MCF7, natomiast
dla linit MDA-MB-231 ferrocenylowe analogi byty zdecydowanie bardziej aktywne niz
zwigzek 117. Stwierdzono, ze w przypadku izomeru Z powinowactwo do receptora
estrogenowego jest wyzsze niz dla E, a za optymalng dlugos$¢ linkera uznano n=3-5
(Rysunek 28).113-115
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N O(CH2)nN(CHg),
120 n=2
121 n=3
122 n=4

123 n=5
124 n=8

Rysunek 28. Struktury hydroksyferrocifenow 120-124

Proponowany mechanizm dziatania 125 zaktada reakcje redoks ferrocenu poprzez
uktad m-elektronowy, prowadzaca do powstania metylidenowego chinonu 129, ktory
bedac reaktywnym elektrofilem, jest podatny na nukleofilowy atak czasteczek
biologicznych, takich jak biatka czy DNA (Schemat 8).1*® Postuluje si¢ réwniez,
ze wlasciwosci antyproliferacyjne ferrocifenow wynikaja ze zdolnosci do generowania
przez te zwigzki w reakcji Fentona reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species,
ROS), ktore powoduja uszkodzenia DNA, starzenie komorek i mogg indukowac

apoptoze. 1718
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Schemat 8. Proponowany mechanizm dziatania 125

Kontynuujac badania nad analogami tamoksyfenu, zsyntezowano fenolowe
pochodne 130 i 131'%° oraz niesprzezone fenole 132-134''8 (Rysunek 29). Najwyzsza
aktywno$¢ antyproliferacyjng zar6wno wzgledem MCEF7, jak 1 wobec MDA-MB-231
(ER-) wykazywat zwigzek 130.12° Wyzsza aktywno$¢ zwiazku 130 niz 131 pozwala
wnioskowa¢, ze pozycja grupy ferrocenylowej ma kluczowe znaczenie
dla efektywnosci dziatania czasteczki, natomiast brak fancucha
dimetyloaminoalkilowego w pozycji para pierscienia fenylowego, ktory jest istotny przy
wigzaniu do receptora estrogenowego, nie powoduje utraty wilasciwosci
cytotoksycznych. Obecno$¢ uktadu wigzan podwojnych dla 130 i 131 rowniez wplywa
na poprawe efektywnosci dzialania w porOéwnaniu ze zwigzkami nie zawierajgcymi

uktadu sprzezonego dla 132-134.11
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130 MCF7 1C50=0,7 umol/l 131 MCF7 IC50=6 umol/l 132 R=0-OH MDA-MB-231 1C5;=2,5+0,03 umol/l
MDA-MB-231 [C5y=0,44 umol/I MDA-MB-231 1C5=6 umol/l 133 R=m-OH MDA-MB-231 1C5,=3,2£0,3 umol/l

134 R=p-OH MDA-MB-231 1C5=3,1£0,1 pmol/I
Rysunek 29. Struktury fenolowych pochodnych 130-131 oraz niesprzezonych fenoli 132-134

Dalsze modyfikacje polegajace na zahamowaniu rotacji wokdét wigzania
podwojnego doprowadzity do otrzymania pochodnych ansa-ferrocenu 135 i 136, sposrod
ktorych zwigzek 135 okazat si¢ jednym z najbardziej aktywnych hydroksyferrocifenow
wobec linii MDA-MB-231 (Rysunek 30).%!
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130 MDA-MB-231 1C50=0,44 pmol/l 135 MDA-MB-231 1C5,=0,09£0,01 pmol/l 136 MDA-MB-231 IC55=0,96+0,03 umol/I
MCF7 1C50=0,7 umol/l

Rysunek 30. Struktury fenolowej pochodnej 130 i ansa-ferrocenéw 135 i 136

Zbadano rutenocenylowe analogi hydroksytamoksyfenu 137-140 wobec linii
komoérkowych MCF7, jak i MDA-MB-231 (Rysunek 31). Pochodne te wykazujg podobna
aktywnos$¢ antyproliferacyjna co hydroksytamoksifen 117 dla linii MCF7, natomiast
w przypadku linii hormononiezaleznej MDA-MB-231 nie maja wptywu na podziaty
komorkowe. Postulowang przyczyng braku aktywnos$ci jest nieodwracalne utlenianie
oraz wyzszy potencjal redoks dla rutenocenu. Przypuszcza si¢ rowniez, ze brak
aktywnos$ci antyproliferacyjnej 137-140 na liniach komorkowych ER (-) wynika
z nietrwato$ci 1 szybkiego rozktadu rodnikow rutnocenylowych, natomiast w przypadku
ferrocifenéw tworza si¢ wysoce reaktywne rodniki, wystarczajaco stabilne, by ulegaé

dalszym reakcjom i przez co powodowac¢ dziatanie genotoksyczne.'??

OH

>N O(CHy)nN(CH3),

Rysunek 31. Struktury rutenocenylowych pochodnych 137-140

Interesujagce ~ wlasciwosci  biologiczne  ferrocenylowych  pochodnych
hydroksytamoksifenu rozpoczety okres intensywnych badan nad ré6znymi koniugatami
zwigzkow ferrocenylowych w celu opracowania czasteczek, ktore posiadalyby wyzsza
aktywno$¢ biologiczng 1 selektywnos¢, bedac bezpieczng alternatywa dla obecnie

stosowanych lekéw.

Tego typu badania wykonano dla ferrocenylowych koniugatow zwigzkow
antymitotycznych, ktorych przedstawicielami sa paklitaksel 1 i docetaksel 141,
a ich dziatanie polega na stabilizowaniu polimeryzacji mikrotubul (Rysunek 32). Z uwagi
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na fakt, Ze taksany sg substratami bialek ABC, zbadano ich aktywnos¢
przeciwnowotworowg  wobec lekoopornych  linii  komoérek  nowotworowych
na doksorubicyng, etopozyd, metotreksat 1 winkrystyng¢. Badania wykazaly, ze zwigzek
145 posiadat najwyzsza aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec linii SW620E (ludzka linia
komodrkowa gruczolakoraka jelita grubego oporna na etopozyd) w porownaniu

z paklitakselem, czy docetakselem.?3
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1 SW620 1Cs=8,69 pmol/l 142 R=brak swezo IC5o=3,07 umol/l,  SW620E IC5y=358 mol/l
SW620E 1C5y=247 pmol/l 143R=(CH,);CO SW620 IC5g=0,581 umol/l,  SW620E ICs, nieaktywny
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141 SW620  1C50=0,283umol/l 144 R=brak SW620 1C54=0,670 pmol/l  SW620E ICs=47,7 pmol/l
SW620E 1C5p=21,3 pumol/l 145 R=(CH,);CO  SW620 IC5y=0,388 pmol/l SWB20E 1Cso=1,56 umol/l

Rysunek 32. Struktury paklitakselu 1, docetakselu 141, ferrocenylowych pochodnych paklitakselu 142
i 143 oraz docetakselu 144 i 145

Sprawdzono rowniez jaki wpltyw na wilasciwosci cytotoksyczne otrzymanych
pochodnych ma zastapienie grupy fenylowej grupa ferrocenylows i ferrocenylofenylowa
(Rysunek 29). Badania aktywnosci biologicznej wykonano wobec linii komoérkowych
SW620, A549, Colo 205 (linia gruczolakoraka jelita grubego), Hep G2 (linia raka
watrobowokomorkowego), HCT116 (linia gruczolakoraka jelita grubego), MCF7 oraz
linii opornych wywiedzionych z linii SW620. Najwyzsza aktywnos$¢ cytotoksyczng
wobec wiekszo$ci badanych linii wykazywaty pochodne 154-157. Linia komérkowa
SW620 byta najbardziej wrazliwa na otrzymane pochodne. Sposréd zbadanych zwigzkoéw
tylko 154, 156 i 146 posiadaty zdolno$¢ do indukowania polimeryzacji tubuliny

na podobnym poziomie co paklitaksel.*>*



146 Rl=brak ~ SW620 IC50=0,490 umol/l 150 R'=brak ~ SW620 1C5=0,926 umol/l 154 R'=brak ~ SW620 1C5y=0,009 pumol/l
147 R'=0-CgH,; SW620 1C50=1,976 ymol/l 151 R'=0-CgH; SW620 1C5,=1,437 umol/l 155 Rl=0-CgH; SW620 ICso=1,118 pmol/l
148 R'=m-CgH, SW620 1C5p=2,441 umol/l 152 R'=m-CgH, SW620 1C55>50 umol/l 156 R'=m-CgH4 SW620 1C54=1,122 pmol/l
149 R'=p-CgH; SW620 1C5p=2,103 umol/l 153 Rl=p-CgH, SW620 ICsp>50 pmol/l 157 R1=p-CgHy SW620 1C5=0,229 umol/l

Rysunek 33. Struktury ferrocenylowych pochodnych paklitakselu 146-157

Kolejnym inhibitorem polimeryzacji tubuliny wykazujacym bardzo wysoka
toksyczno§¢ jest kolchicyna, co uniemozliwia wykorzystanie jej jako leku
przeciwnowotworowego. Jednakze, ze wzgledu na silne dziatanie antymitotyczne jest
ona obiektem wielu badan majacych na celu odkrycie modyfikacji, ktora pozwolitaby
zastosowaé jej analogi w chemioterapii.!?® Zsyntezowano i zbadano wptyw szeregu
analogéw kolchicyny na polimeryzacj¢ tubuliny. Najwyzsza aktywnos$¢ wykazywaty

organiczne i metaloorganiczne analogi 158-162 (Rysunek 34).1%
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Rysunek 34. Struktury 1H-1,2,3-triazolowych analogéw kolchicyny 158-162

Z kolei, wprowadzenie do czgsteczki kolchicyny ugrupowania ferrocenylowego
oraz rutenocenylowego z linkerem réwniez prowadzi do otrzymania metalocenowych
pochodnych, bgdacych inhibitorami polimeryzacji tubuliny. Ponadto rutenocenylowe
analogi 163 i 164 wykazuja wyzsza cytotoksyczno$¢ niz macierzysta czasteczka wobec
linii komérkowej Hep G2 (Rysunek 35).127-128
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5 HepG2 1C5,=0,023 pmol/Il 163 R'=CH,CH,CH,CO HepG2 1C5;=0,004 umol/l
164 R'=CH,CH,CH,CH,CO HepG2 IC5,=0,003 umol/l

Rysunek 35. Struktury kolchicyny 5 oraz metalocenowych pochodnych kolchicyny 163 i 164

Celem sprawdzenia wptywu grupy ferrocenylowej na aktywnos$¢ biologiczng
koniugatow  podofilotoksyny  zsyntezowano  estrowe  165'2°  166-169,
1H-1,2,3-triazolowe 170-173 i amidowe 174-176 pochodne (Rysunek 36).1*° Badania
wobec linii komoérek nowotworowych HCT116, Colo 205, SW620, A549, Hep G2
oraz MCF7 wykazaly, iz zaden z otrzymanych zwigzkéw nie byl bardziej aktywny
niz podofilotoksyna, jednakze byly bardziej cytotoksyczne niz etopozyd. Najwyzsza
aktywno$¢ wobec wszystkich linii komoérek nowotworowych, szczegoélnie linii
komorkowe; HCT116, wykazywaly estry 165-169. Badania biologiczne pokazaty,
ze dziatanie antyproliferacyjne 166-169 jest widoczne jako zmiana rozktadu faz cyklu

komorkowego, oraz ze zsyntezowane estry sa inhibitorami polimeryzacji tubuliny.
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165 Rl=brak HCT116 1C54=0,98 umol/l 170 R?=brak 174 R3=brak
166 R'=(CHy)3 HCT116 1C50=0,21 pmol/l 171 R%=CO 175 R3=CO(CHy),
167 R1=CO(CH,), HCT116 1C5=0,11 umol/l 172 R?=CO(CHy), 176 R3=(CH,)3
168 R'=CO(CH,); HCT116 1C5(=0,13 umol/l 173 R%=CO(CHy)3
169 R'=(CHy)s HCT116 1C5,=0,50 umol/l

Rysunek 36. Struktury ferrocenylowych pochodnych 165-176

Z kolei zastgpieniec w plinabulinie 177 grupy fenylowej ugrupowaniem
ferrocenylowym doprowadzito do otrzymania zwigzkow posiadajgcym inny mechanizm
dziatania — okazaty sie one inhibitorami transporteréow ABC (Rysunek 37).13! Plinabulina
jest syntetycznym analogiem fenyloahistyny 178, produkowanej przez grzyby
Aspergillus ustus.®*? Badania mechanizmu dziatania fenyloahistyny wykazaty, ze jest ona
inhibitorem polimeryzacji tubuliny, a wigzac si¢ z miejscem wigzania kolchicyny

w tubulinie, blokuje mitoze i prowadzi do $mierci komorki.** Plinabulina wykazuije silne



dziatanie antymitotyczne poprzez hamowanie polimeryzacji tubuliny, a takze zaburza
funkcjonowanie naczyn krwionosnych nowotworu. Badania ferrocenylowych analogow
plinabuliny wobec linii komoérkowych MCF7, Hep G2, SW620 oraz linii posiadajgcych
nadekspresje biatek ABC MDR: SW620C, SW620D, SW620E, SW620M, SW620V
wykazaly, Zze najaktywniejszymi zwigzkami byly 179 oraz 180, ktére wykazywaty
aktywnos$¢ wobec wszystkich badanych linii. '3

o
NH N\ I T NH N
NN NN HNMNH
e} R
177 SW20 ICs=0,034 pmoll! 179 R=Pr  SW620 IC5y=9,65 pmolll

180 R='Bu SWS620 ICs=16,65 umol/l

Rysunek 37. Struktury fenyloahistyny 178, plinabuliny 177 oraz ferrocenylowych analogéw plinabuliny
1791180

Okreslono rowniez wptyw zwigzku 180 na aktywno$¢ antyproliferacyjng dla linii
komorkowych SW620, SW620C i SW620V przy jednoczesnym traktowaniu komorek
doksorubicyng i mitoksantronem. Dodanie werapamilu i Ko143 miato na celu modulacje¢
aktywnosci biatek ABC (Tabela 1). Modyfikacja czasteczki plinabuliny ugrupowaniem
ferrocenylowym uwrazliwita badane linie komorkowe na doksorubicyne 1 mitoksantron,

analog 180 okazat si¢ by¢ inhibitorem biatek ABCB1 i ABCG2. Odkrycie to stwarza

nowe mozliwosci w projektowaniu tego typu pochodnych. 3

Tabela 1. Sifa odwracania opornosci zwigzku 180 w wybranych liniach komérkowych opornych na wiele
lekow. Komorki inkubowano z doksorubicyng i mitOksantronem w obecnosci Ilub nieobecnosci
modulatorow.: Kol43 i werapamilu. Wartosci wyrazono jako ICso dla doksorubicyny i mitoksantronu w
umol/l, przedzialy ufnosci (95%) przedstawiono w nawiasach. Zebrane wartosci sq Sredniq z trzech
niezaleznych eksperymentow.

* oznaczono ekstrapolowane wartosci

Doksorubicyna

swezo | Sweo+ | swezor | o | swe2oc+ | swe20C+ | eon, | SWE20v+ | swezov+
werapamil 180 werapamil 180 werapamil 180
093 033 030 (124*0865_ 0,80 0,24 (3628757; ég?g 239
073-117) | (0:24046) | (023040) | 90 | 0s-097) | 0.20060) | G558 Soony | (072798)
Mitoksantron
SW620+ | SWe620+ SW620C+ | SW620C+ SW620V+ | SWe20v+
SW620 Kol43 180 SW620C | o143 180 SW620V. | ko143 180
17,8 11,51 1321 2,63 36,86* 4,12
0,53 0,30 0,47 ' * ' * ' '
3 > 3 (17,53- (9,54- (10.35- (0.56- (3.95- (0,40-
(0,43-0,64) | (0,24-0.36) | (0,40-0.55) | 59390 13.82) 16,85) 12.37) 343,00) 42,33)
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W ostatnich latach zsyntezowano i zbadano rowniez ferrocenylowe koniugaty
kwasu foliowego 181-183 wobec linii komdrek nowotworowych HeLa (linia komorkowa
raka szyjki macicy), MCF7, PC-3 (linia komoérkowa raka gruczotu krokowego)
oraz PNT2 (linia prawidlowego ludzkiego nabtonka gruczotu krokowego). Koniugat 181
wykazywat najwyzszg aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec liniit MCF7 oraz HeLa, bedac
jednocze$nie mniej toksyczny wobec linii prawidtowej PNT2. Otrzymane wyniki
wskazuja na wysoki potencjat jaki posiadajg ferrocenylowe analogi kwasu foliowego
I mogg dawac szanse zwigkszenia specyficznos$ci terapii celowanych przy zastosowaniu

tego typu pochodnych (Rysunek 38).1%
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181 182 183
HeLa  1C50=25,4 pmol/l HeLa  1C50=56,2 pmol/l HeLa 1C5p=170,8 umol/l
MCF7  1C5,=21,7 umol/l MCF7  ICsy=54,2 umol/l MCF7  1C5,=80,6 umol/l
PC3  1C5,=62,0 pmol/l PC-3  1C5(=66,8 pmol/l PC-3  IC55=54,3 pmol/l
PNT2  1Cg=87,2 pmol/l PNT2  ICsy=101,3 pmol/l PNT2  IC5=138,9 pmol/l

Rysunek 38. Struktury ferrocenylowych analogéow kwasu foliowego 181-183

Szereg innych ferrocenylowych analogow wykazuje interesujace wiasciwosci
antyproliferacyjne, m.in. ferrocenylowe analogi klotrimazolu 184'**, kurkuminy 185
i 1861%, iminocukrow 1873, glukozy 188 czy peptydy'® (Rysunek 39).
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Rysunek 39. Struktury analogéow klotrimazolu 184, kurkuminy 185 i 186, iminocukrow 187
oraz glukozy 188



Wiasciwosci przeciwnowotworowe wykazuja réwniez ferrocenylowe pochodne
nukleozydow. 3914 Otrzymane ferrocenylowe koniugaty tyminy 189-193 zbadano

wobec linii komorek nowotworowych HOS (linia komoérkowa kostniakomigsaka).

Najwyzsza aktywnos¢ antyproliferacyjng wykazywat zwiazek 189 (Rysunek 40).142
2\(0 o%
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NH HN OH
HOWN\W TNV@\@
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Fe Fe
VX S
189 n=2, R=Me HOS IC5g=4,4 umol/l 192 n=1 HOS IC5y=57,8 umol/l
190n=1, R=H HOS 1C5;=58,4 umol/l 193 n=0 HOS 1C5,=86,0 umol/l

191n=0, R=H HOS 1C5;=73,1 umol/l
Rysunek 40. Struktury ferrocenylowych pochodnych tyminy 189-193

Oprocz powyzej zamieszczonych przyktadow, w ostatnich latach zsyntezowano
szereg ferrocenylowych pochodnych® 14214 o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych —
pochodne  cefalosporyn i  antybiotykow  B-laktamowych — 194-195145-146

czy przeciwmalarycznych, jak ferrochina 198, analog chlorochiny 197 (Rysunek 41).14"
150
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Rysunek 41. Struktury ferrocenylowych pochodnych cefalosporyn i antybiotykéw [-laktamowych 194-196,
chlorochiny 197 i ferrochiny 198
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5. Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wplywu grupy
metalocenowej, gtownie ferrocenylowej, na wlasciwoséci biologiczne wybranych

zwigzkow, takich jak:
e metalocenowe analogi etopozydu

Badania te realizowano poprzez zsyntezowanie 1H-1,2,3-triazolowych
i aminowych analogdéw etopozydu, w ktorych podstawnik weglowodanowy etopozydu
zastgpiono grupg ferrocenylowa lub rutenocenylowa. Zbadano cytotoksycznosé
otrzymanych analogéw, ich wptyw na cykl komorkowy, zdolno$¢ do hamowania

topoizomerazy Il oraz wplyw na polimeryzacje tubuliny.
o ferrocenylowe analogi tryprostatyny A

Badania te realizowano poprzez zsyntezowanie analogow tryprostatyny A,
w ktorych podstawnik indolowy zastagpiono grupa fenylowa, ferrocenylowa
lub ferrocenylofenylowa oraz poprzez modyfikacje proliny we fragmencie cyklo-Gly-Pro
otrzymanych zwigzkow. Zbadano przezywalnos¢ komorek nowotworowych wrazliwych
oraz opornych na wybrane 1 najczgsciej stosowane chemioterapeutyki

w obecnosci otrzymanych analogoéw oraz ich oddziatywanie z transporterami ABC.
o ferrocenylowe analogi kwasu foliowego i metotreksatu

Badania te realizowano poprzez synteze¢ ferrocenylowych analogow kwasu
foliowego oraz metotreksatu, zawierajacych podstawnik ferrocenylowy wbudowany
w czasteczki kwasu foliowego 1 metotreksatu. Zbadano aktywnos$¢ antyproliferacyjng

zsyntezowanych zwigzkow.
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6. Badania wlasne

6.1 Metalocenowe analogi etopozydu

W pierwszym etapie swoich badan postanowitam zsyntezowac ferrocenylowe
oraz rutenocenylowe analogi etopozydu i zbada¢ wplyw grupy metalocenowe;j
na wlasciwosci cytotoksyczne otrzymanych zwigzkow, a takze ich zdolno$¢

do hamowania polimeryzacji tubuliny (Rysunek 42).

Rysunek 42. Struktury etopozydu 11, 1H-1,2,3-triazolowych i aminowych analogéw etopozydu

6.1.1 Synteza 1H-1,2,3-triazolowych analogow etopozydu

Koniugaty 1H-1,2,3-triazolowe zsyntezowatam w wieloetapowej reakcji,

wychodzac z podofilotoksyny oraz odpowiednich metalocenéw (Schemat 9).
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Schemat 9. Retrosynteza 1H-1,2,3-triazolowych analogow etopozydu

Niezbedne w-alkynoiloferroceny 202-204 oraz m-alkynoilorutenoceny 205-207
zsyntezowatam w reakcji acylowania Friedla-Craftsa ferrocenu 85 i rutenocenu 97
kwasami w-alkynowymi 199-201 w obecnosci bezwodnika trifluorooctowego (TFAA)
i kwasu trifluorometanosulfonowego (TfOH) (Schemat 10).1"128 W widmach *H NMR

produktow obecne byly sygnaly pochodzace od podstawionych i niepodstawionych
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ligandow mn°-cyklopentadienylowych, grup metylenowych oraz tryplet pochodzacy
od protonu acetylenowego w zakresie ¢ 1,84-2,01 ppm.
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Schemat 10. Reakcje acylowania Friedla-Craftsa ferrocenu 85 i rutenocenu 97 kwasami
w-alkynowymi 199-201 w obecnosci TFAA i TfOH

Analogiczng metodg otrzymatam propynoilorutenocen 210.127128 W reakcji
acylowania 97 kwasem 3-(trimetylosililo)propynowym 208 w obecnosci TFAA i TfOH
zsyntezowatam (3-trimetylosililopropynoilo)rutenocen 209, a nastepnie
przeprowadzitam desililowanie, uzywajac nadmiaru fluorku potasu i katalitycznej ilosci
eteru koronowego (18-korona 6) (Schemat 11). W widmie *H NMR obecne byly sygnaty
pochodzace od podstawionego i niepodstawionego liganda n°-cyklopentadienylowego

oraz singlet pochodzacy od protonu acetylenowego przy ¢ 3,11 ppm.
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Ru Ru T™MS . Ru
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87% @ 87% @
97 209 210

Schemat 11. Synteza propynoilorutenocenu 210

Etynyloferrocen 214 zsyntezowalam w trzyetapowej reakcji wedtug procedury
opisanej w literaturze.'?’-128 151 W pierwszym etapie, w reakcji acylowania 85 kwasem
octowym 211 w obecnosci TFAA i TfOH otrzymatam acetyloferrocen 212 z wydajnoscia
95%. Nastepnie, W reakcji Vilsmeiera-Haacka 212 z POCI3 i DMF zsyntezowatam
3-chloro-3-ferrocenyloakroleing 213, ktorg poddatam reakcji z wodorotlenkiem potasu
we wrzacym 1,4-dioksanie, uzyskujac oczekiwany produkt 214 z wydajnoscig 43%

w przeliczeniu na ilo$é¢ uzytego 212 (Schemat 12). W widmie *H NMR produktu obecny



byt charakterystyczny singlet przy ¢ 3,65 ppm pochodzacy od protonu acetylenowego

oraz sygnaty od podstawionego i niepodstawionego liganda n°-cyklopentadienylowego.

o) 0
Q cl H
AOH — /
> 211
TFAA, TfOH POCI3 DMF KOH
e DCM, RT, 2h Fe 0°C, 2h Fe 1,4-dioksan Fe
= ,RT, , A-di ,
95% @ @ ogrzewanie do wrzenia @
43%
85 212 213 214

Schemat 12. Synteza etynyloferrocenu 214

W celu syntezy docelowych 1H-1,2,3-triazolowych oraz aminowych analogow
etopozydu otrzymatam azydek 215 oraz aming 216. W pierwszym etapie, w reakcji
selektywnego 4’-O-demetylowania podofilotoksyny 10 jodkiem sodu w kwasie
metanosulfonowym zsyntezowatam 4’-O-demetyloepipodofilotoksyne 19 z wydajnoscia
60%. W tych warunkach zachodzi inwersja konfiguracji przy C-4 czasteczki 10.1%2
Nastepnie 19 poddatam reakcji z azydkiem sodu w TFA i otrzymatam odpowiedni azydek
215 z wydajnoscia 79%.1% Uwodornienie 215 w obecnosci palladu na weglu w aparacie

Paar® dalo amine 216 z wydajnoscig 91% (Schemat 13).1%*

HO

H NH
<O CH3SOgH, Nal o —_MNaNg < _ HpPdC =,
DCM, RT,5h TFA,RT,16 h EtOAc, RT, 24 h .
H SH Y

60% 79% 91%

OH
215 216

/

Schemat 13. Synteza azydu 215 i aminy 216

Analogi 1H-1,2,3-triazolowe 217-224 zsyntezowalam w reakcji 1,3-dipolarnej
cykloaddycji azydowo-alkinowej azydku 215 z acetylenami 202-207, 210, 214
katalizowanej jonami miedzi(l), generowanymi in situ w reakcji siarczanu miedzi(ll)
i askorbinianu sodu, skompleksowanymi przez ligand TTTA (Schemat 14). Produkty
217-224 wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
I scharakteryzowatam metodami spektroskopowymi NMR, IR, MS oraz za pomoca
analizy elementarnej. W widmach *H NMR produktéw obecne byty sygnaty pochodzace
od podstawionego i niepodstawionego liganda n°-cyklopentadienylowego, a takze
charakterystyczny singlet pochodzacy od protonu 1H-1,2,3-triazolu w zakresie
0 7,72-8,42 ppm i singlet od fenolu w zakresie ¢ 8,33-8,25.
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0 : > —F 0 B
- Ho 'BUOH, RT, 3 dni - Ho
\O/Q\O/ \O/Q\O/
OH OH
215 214 M=Fe, R=brak 217 32%
202 M=Fe, R=COCH,CH, 218 79%
203 M=Fe, R=COCH,CH,CH, 219 71%
204 M=Fe, R=COCH,CH,CH,CH, 220 72%
210 M=Ru, R=CO 221 63%
205 M=Ru, R=COCH,CH, 222 43%
206 M=Ru, R=COCH,CH,CH, 223 30%
207 M=Ru, R=COCH,CH,CH,CH, 224 19%

Schemat 14. Synteza metalocenowych 1H-1,2,3-triazolowych analogow etopozydu 217-224
6.1.2 Synteza aminowych analogéw etopozydu

Aminowe analogi etopozydu zsyntezowalam w reakcji aminowania

redukcyjnego, wychodzac z aminy i aldehydow (Schemat 15).

Schemat 15. Schemat syntezy aminowych analogow etopozydu

Niezbedne aldehydy 248-250, 252, 256 zsyntezowatam wychodzac
z odpowiednich metalocenéw 85 oraz 97. W pierwszym etapie, acylowanie 85 i 97
bezwodnikami bursztynowym 225 oraz glutarowym 226 w obecnosci AlCls
doprowadzito do otrzymania kwasow  w-ferrocenoiloalkanowych 227-2281%
oraz w-rutenocenoiloalkanowych 229'°0-230 z wydajnosciami 42-50%. W reakcji
Clemmensena zredukowatam grupe ketonowa oksokwasow 227-230 za pomoca
amalgamatu cynku, otrzymujac kwasy o-metalocenyloalkanowe 23117, 232158 2331%
234 7z wydajnosciami 49-92% (Schemat 16). W widmach *H NMR produktow
obserwowalam pojawienie si¢ trypletu pochodzacego od grupy metylenowe;j
zredukowanego oksokwasu, natomiast w widmach IR brak jednego pasma pochodzacego

od drgan rozciagajacych grupy karbonylowej.
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Schemat 16. Synteza kwaséw w-metalocenyloalkanowych 231-234

Kwasy w-metalocenyloheksanowe 241-242 otrzymatam, wychodzac z 85 oraz 97.
W reakcji acylowania 85 i 97 monoestrem kwasu adypinowego 235-236 w obecnosci
TFAA 1 TfOH zsyntezowalam oksoestry 237-238. Grupe ketonowa zredukowatam
amalgamatem cynku, a otrzymane estry 239-240 poddatam hydrolizie zasadowej
do odpowiednich kwasow 241'%, 242 (Schemat 17). Brak sygnatéw pochodzacych
od grupy O-alkilowej w widmie *H NMR produktéw oraz obecnoéé jednego sygnatu
pochodzacego od atomu wegla grupy karbonylowej w widmie BC{!H} NMR
potwierdzity, ze oczekiwanymi produktami sg kwasy karboksylowe.
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o e b ! oS ¥
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™ TFAA, TfOH Y (Hg) - KOH

toluen, EtOH-H,0, M
=N DCM, RT, 2h ogrzewanie N Eone o

do wrzenia, 2 h dg ia 4h
85 M=Fe 237 M=Fe, R=Et 100% 239 M=Fe, R=Et 93%  C0Wrzenia, 241 M=Fe 93%
97 M=Ru 238 M=Ru, R=Me 95% 240 M=Ru, R=Me 56% 242 M=Ru 89%

Schemat 17. Synteza kwaséw w-metalocenyloalkanowych 241-242

W kolejnym etapie kwasy o-metalocenyloalkanowe 231-234, i 241
zredukowatam do alkoholi pierwszorzgdowych za pomoca LiAlHs w bezwodnym THF.
W widmach H NMR produktéw obecny byl poszerzony singlet pochodzacy od grupy
hydroksylowej w zakresie 6 4,33-4,34 ppm. Otrzymane alkohole 243'°°, 2440 245
utlenitam w reakcji Swerna do odpowiednich aldehydéw 248-250 z wydajnosciami
16-40 % (Schemat 18). W widmach *H NMR zaobserwowatam tryplet pochodzacy od
grupy formylowej przy ¢ 9,76-9,77 ppm. Ponadto, w widmach IR obecne byty pasma
pochodzace od drgan rozciggajacych grupy karbonylowej w zakresie 1726-1724 cm™
potwierdzajace, ze otrzymane zwigzki to aldehydy. T¢ samg metodologi¢ zastosowatam
do syntezy o-rutenocenyloalkanali 251-252. Proby utlenienia zwiazkow 246 1 247

doprowadzity do otrzymania jedynie 251 z wydajnoscia 2%, natomiast
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w przypadku utleniania 247 nie obserwowatam powstawania 252, a wytgcznie produkty
rozktadu alkoholu 247.

OH _ mOH H
S nf LiAIH, n (COCl),, DMSO, TEA n

M (0] R ——— M M (0]

THF, RT, 24 h DCM, -78°C, 2 h
N =N T N
231 n=3 M=Fe 243  96% 248 25%
232 n=4 M=Fe 244  98% 249 16%
241 n=5 M=Fe 245 98% 250 40%
233 n=3 M=Ru 246  90% 251 2%
234 n=4 M=Ru 247 92% 252 brak produktu

Schemat 18. Synteza w-metalocenyloalkanali 248-251

W zwigzku z niepowodzeniem utleniania 247, postanowitam porowna¢ przebieg
reakcji Swerna dla 244 i 247 za pomocag HPLC-MS. Stwierdzitam, ze w przypadku
utleniania 244, zaréwno po 15 jak i po 60 minutach w mieszaninie reakcyjnej obecny byt
wyjsciowy zwigzek 244 i produkt 249 (Schemat 19). Z kolei w reakcji utleniania 247,
juz po 15 minutach nie stwierdzitam obecnosci alkoholu 247 ani aldehydu 252, a jedynie

mieszaning nieidentyfikowalnych produktéw.

©/€\>\/OH H
n (CoCl),, DMSO, TEA n

M DCM, -78°C, 2 h M °
244 M=Fe n=4 249
247 M=Ru n=4 252 brak produktu

Schemat 19. Préby utleniania w-metalocenyloalkoholi 244 i 247

Ze wzgledu na bardzo niskg wydajnos¢ syntezy 251 oraz z uwagi na fakt,
ze utlenianie 247 nie powiodio si¢, odpowiednie w-rutenocenyloalkanale 252 i 256
zsyntezowatam w reakcji redukcji tioestrow S-etylowych 253-255. W tym celu kwasy
233-234, 242 poddatam reakcji z etanotiolem w obecnosci DIC i DMAP, otrzymujac
pozadane produkty 253-255. Stwierdzitam, ze redukcja grupy tioestrowej trietylosilanem
w obecnosci palladu na weglu prowadzi do otrzymania w-rutenocenyloalkanali 252 i 256
z wydajnosciami 69 oraz 11 % (Schemat 20). W widmach *H NMR produktéow byt
obecny charakterystyczny tryplet pochodzacego od grupy formylowej przy ¢ 9,77 ppm.
Reakcja redukcji 253 do 251 nie powiodta si¢, wyizolowatam jedynie produkty rozktadu

zwiazku wyj$ciowego, trudne do interpretacji za pomocg metod spektroskopowych.
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Schemat 20. Synteza w-rutenocenyloalkanali 252 i 256

W reakcji aminowania redukcyjnego aminy 216 z aldehydami 248-250, 252, 256-
257 oraz triacetoksyborowodorkiem sodu zsyntezowatam aminowe analogi etopozydu
258-263 z wydajnosciami 15-69 % (Schemat 21). Produkty scharakteryzowatam
za pomocg metod spektroskopowych NMR, IR, MS oraz za pomocg analizy elementarne;j.
Ze wzgledu na bardzo niskg wydajnos¢ syntezy 261 (1%) oraz problemy

z oczyszczaniem, zwigzek 261 nie zostat przekazany do badan biologicznych.

M
HoN HN™ R -
H H
0 : 0 :
{ o . ©/R7]/H NaBH(OAc); ( o
o) : M 4 DCE, RT, 4h 0 -
: H Db @ :H b
OH OH
216 257 M=Fe, R=brak 258 51%
248 M=Fe, R=CH,CH,CH, 259 27 %
249 M=Fe, R=CH,CH,CH,CH, 260 42%
250 M=Fe, R=CH,CH,CH,CH,CH, 261 1%
252 M=Ru, R=CH,CH,CH,CH, 262 56 %
256 M=Ru, R=CH,CH,CH,CH,CH, 263 69 9%

Schemat 21. Synteza metalocenowych koniugatow aminowych 258-263

6.1.3 Badania aktywnosci biologicznych metalocenowych analogow

etopozydu

W zespole dr. Btazeja Rychlika z Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu
L6dzkiego zbadano aktywno$¢ antyproliferacyjng otrzymanych 1H-1,2,3-triazolowych
I aminowych analogéw etopozydu wzglgdem linii komoérek nowotworowych AS549
(gruczolakorak ptuc), Colo 205 (gruczolakorak jelita grubego), HCT116 (rak jelita
grubego), SW620 (gruczolakorak jelita grubego), HepG2 (rak watrobowokomorkowy)
oraz MCF7 (gruczolakorak sutka). W pierwszym etapie wykonano badania
przezywalnos$ci komorek nowotworowych w obecnosci badanych zwigzkéw w stezeniu

rownym ICso dla etopozydu dla kazdej z linii komérkowych (Tabela 2).
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Tabela 2. Przezywalnosé komérek nowotworowych w obecnosci analogow etopozydu stosowanych
W stezeniu rownym ICso dla etopozydu dla kazdej z linii komorkowych, 2,1 umol/l (4549), 1,2 umol/l (Colo
205), 4,2 umol/l (HCT 116), 2,4 umol/l (HepG2), 0,9 umolll (MCF7), 1,4 umol/l (SW620). Dane
przedstawiono jako srednig + odchylenie standardowe trzech niezaleznych eksperymentow.

Dane wedtug K. Chrabgszcz, A. Btauz, M. Gruchata, M. Wachulec, B. Rychlik, D. Plazuk, Chem. Eur.
J. 2021, 27, 6254-6262

Nr Odsetek zywych komérek
Wzér zwiazku ZW.
' Ab49 Colo 205 HCT 116 HepG2 MCF7 SW620
R
T
»
H
o s
<;©f;@° Analogi 1H-1,2,3-triazolowe
FRL
OH
R=Fcbrak 217 82,6+2,1 94,4497 90,4+6,2 90,2+7,4 77,6+1,5 87,8+2,7
(5]
=
S | R=FCCO(CHz)2 | 218 | 54,1428 | 857466 | 969+14 | 956+113 | 47.8+16 | 328414
oy
[}
§ R=FcCO(CHz2)3 219 61,9+£2.0 83,9+12,6 96,0+3,2 96,2+13,5 42,6+1.4 28,0+2,8
(<5}
L
R=FCCO(CHa)s | 220 | 403+97 | 42,6+44 | 38,1433 | 718480 | 41,1432 | 31,1425
R=RcCO 221 45,5+1,1 58,7+8,1 95,7+5,4 88,048,4 41,9+2,1 30,5+1,1
(5]
=
_2 R=RcCO(CH2)2 222 75,5+0,7 94,1+8,7 90,2+6,1 92,1+6,6 79,0+4,7 101,1£2,3
(<5
(5]
% R=RcCO(CH2)3 223 75,0+3,6 89,4+4.9 94,6+9,7 97,9+0,9 76,3+1,5 87,2+4,7
=
&
R=RcCO(CH2)4 224 79,9+4,8 89,2483 92,345,5 91,649,1 77,8+£2,1 98,9+3,8
R
NH
;
o b
4 0
° RS Analogi aminowe
L
OH
“;" R=FcCH: 258 74,9+7,5 38,5£3,4 78,5£11,2 49,3+6.,9 50,4+1,7 41,5+3,4
o
=)
S| R=Fe(CH) 250 | 68,7+11,7 | 37,1454 | 40,4420 | 543+13.8 | 39,1439 | 40,4454
o
E'E R=Fc(CH)s 260 57,0+£9,5 32,9+3,3 39,8+4,6 50,0£10,6 26,1+2,6 40,1+£3,6
I3 R=Rc(CH2)s 262 76,1£11,9 97,3+£7,3 79,9+12.4 86,9+7,9 58,7£3,1 40,6+4,0
o
c
[}
& R=Rc(CH2)s 263 75,1£14,4 | 92,5£18,2 61,6£1,5 81,2123 53,7£3,4 33,842,5

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najwyzsza aktywnosc¢
antyproliferacyjng wobec wigkszosci linii komérkowych wykazywaty aminy 258-260
oraz 1H-1,2,3-triazol 220. Ponadto, linie komérkowe MCF7 oraz SW620 byty najbardziej

wrazliwe na zsyntezowane zwiazki. Dla najaktywniejszych analogow 220, 258-260



wykreslono krzywe przezywalnosci w funkcji stezenia zwigzku i wyznaczono wartoscCi
ICso dla linii komodrek nowotworowych opornych na etopozyd (SW620E)
oraz metotreksat (SW620M) (Tabela 3).

Tabela 3. Wartosci ICso dla pochodnych 220, 258-260, przedzialy ufnosci (95%) przedstawiono
w nawiasach kwadratowych, wspotczynniki opornosci podano jako stosunek wartosci ICso dla zwigzku dla
linii opornej wzgledem wrazliwej. Zebrane wartosci sq Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow.
Dane weditug K. Chrabgszcz, A. Blauz, M. Gruchatla, M. Wachulec, B. Rychlik, D. Plazuk, Chem. Eur.
J. 2021, 27, 6254-6262

I1Cs0 [umol/1] Wspolczynnik | Wspélezynnik
W ki opornosci dla opornosci dla
ZOr ZWigzKU SW620E SW620M
SW620 SW620E SW620M
oH
-y
(e} [e] H
<OD©?QO 1,39 87,2 4,13
o Y 62,7 3,0
R /@ / [1,00-1,92] [63,4-120] [3,54-4,82]
(o} O (o}
11
S
o= QNN
o g 2,40 50,6 14,1
AL 21,1 59
/@ © [1,80-3,20] [39,0-65,6] [9,47-21,1]
(&) o (&)
220
=
HN/H\©
<OD<');\A‘<O 0,546 6,24 1,51
° S 11,4 2,8
\O/QO/ [0,352-0,848] [4,84-8,05] [0,96-2,38]
OH
258
@
HN/H\/\/@
<o:©©;<\0 0,883 36,7 7,97
T 415 9,0
Q [0,676-1,15] [30,4-44,2] [3,82-16,6]
[0) o (&)
259
=S
HN/H\/\/\©
<Om° 0,503 4,23 1,48
° Y 8,4 2,9
N Q B [0,392-0,646] | [3,44-5,20] | [1,23-1,92]
() o )
260
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Z przedstawionych danych wynika, ze zsyntezowane analogi 220, 258-260
wykazujg aktywno$¢ zaréwno wzgledem linii komoérkowych opornych (SW620E,
SW620M), jak i wrazliwych (SW620). Ponadto, aminy 258-260 sg aktywniejsze
niz 1H-1,2,3-triazol 220 czy etopozyd, wzgledem wszystkich badanych linii
komorkowych. Zaobserwowano rowniez, ze aktywnos$¢ zwigzku zalezy od dhugosci

linkera — najwyzsza aktywno$¢ wykazywaty aminy 258 i 260.

Z uwagi na fakt, ze etopozyd hamuje dziatanie topoizomerazy |1, odpowiedzialnej
za zmniejszanie splatania DNA poprzez cigcie i ligacje nici, €O prowadzi
do nagromadzenia jedno- i dwuniciowych peknig¢, zbadano rowniez wptyw 220, 258-
260 na cykl komérkowy dla linii SW620 i SW620E. Wszystkie zwigzki wykazywaly
podobne dziatanie do etopozydu, powodujac podwyzszenie liczby komorek w fazie Go/M
i frakcji subG i obnizenie liczby komoérek w fazie Go/Gi w linii SW620. Swiadczy
to o zatrzymaniu cyklu komorkowego w fazie podziatu (tzw. areszt mitotyczny),
co moze prowadzi¢ do apoptozy komorek. W przypadku linii SW620E zauwazono
podwyzszenie frakcji subG: bedacej odzwierciedleniem procesu apoptozy (resztki jader
komorkowych powstajace na skutek fragmentacji chromatyny) po ekspozycji linii
komorkowej na badane zwiazki, jednak nasilenie tego efektu byto nizsze niz w wypadku
linii SW620 (Rysunek 43).
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Rysunek 43. Rozklad cyklu komorkowego dla komdrek SW620 i SW620E traktowanych badanymi
zwigzkami 220, 258-260 przez 48 h. Zastosowano stezenia réwne wartosciom [Cq dla odpowiednich
zwiqgzkow. Zebrane wartosci sq sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow.

Dane weditug K. Chrabgszcz, A. Blauz, M. Gruchala, M. Wachulec, B. Rychlik, D. Plazuk, Chem. Eur.
J. 2021, 27, 6254-6262



Z uwagi na fakt, iz podofilotoksyna jest inhibitorem polimeryzacji tubuliny,
postanowiono zbada¢ wptyw najaktywniejszych analogow 220, 258-260 na ten proces
(Rysunek 44). Sposroéd badanych zwigzkoéw, tylko najprostsza amina 258 wykazywata
zdolno$¢ do hamowania polimeryzacji tubuliny, natomiast aktywnos$¢ pozostatych

analogéw byta podobna lub nizsza niz etopozydu.
4000+
3000+
2000+

1000

Szybkosc polimeryzacji tubuliny [Allfmin]

0 T = T T T T
kontrola CaCl; etopozyd 220 258 259 260

Rysunek 44. Wphyw badanych zwigzkéw na szybkos¢ polimeryzacji tubuliny. Stezenie chlorku wapnia
wynosito 0,5 mmol/l, stgzenie korncowe badanych zwigzkéw 10 umol/l, a zawartos¢ DMSO, rowniez w
probie kontrolnej, nie przekroczyla 1%. Zebrane dane sq Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow.
Dane wedtug K. Chrabgszcz, A. Blauz, M. Gruchata, M. Wachulec, B. Rychlik, D. Plazuk, Chem. Eur.
J. 2021, 27, 6254-6262

Jako ze 4’-O-demetylacja podofilotoksyny prowadzi do uzyskania pochodnych
hamujacych aktywno$¢ topoizomerazy Il (TOPOII), postanowiono sprawdzi¢ wptyw
220, 258-260 na dziatanie tego enzymu za pomoca testu in vitro (Rysunek 45).
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Rysunek 45. Wplyw zsyntezowanych zwigzkéw na aktywnosé TOPOII a) plazmid pHOT, b) plazmid pHOT
z dodatkiem TOPOII (topoizomery widoczne jako slabe prqgzki zlokalizowane miedzy formami
superskrecong i liniowg pDNA), ¢) plazmid pHOT + TOPOII + 50 umol/l etopozydu, d) plazmid pHOT +
TOPOII + 50 umol/l 220, e) plazmid pHOT + TOPOII + 50 umol/l 258, f) plazmid pHOT + TOPOII + 50
umol/l 259, g) Plazmid pHOT + TOPOII + 50 umol/l 260. Stezenie koricowe DMSO nie przekroczyto 1%
i bylo jednakowe we wszystkich probkach.

Dane wedlug: K. Chrabgszcz, A. Bltauz, M. Gruchata, M. Wachulec, B. Rychlik, D. Plazuk, Chem. Eur.
J. 2021, 27, 6254-6262

Etopozyd w stgzeniu 50 pmol/l byt w stanie znaczaco obnizy¢ aktywno$¢ enzymu
(Rysunek 45c), podobnie zwigzki 258 i 259 (Rysunek 45e oraz Rysunek 45f), natomiast
w obecnosci 220 i 260 (Rysunek 45d oraz Rysunek 45g) mozna zaobserwowac resztkowa
aktywno$¢ TOPO II. Na podstawie przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono,

ze wszystkie badane analogi sg inhibitorami topoizomerazy Il.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze ugrupowanie metalocenowe ma istotny wptyw
na aktywno$¢ biologiczng badanych zwigzkdéw oraz ze ferrocenylowe analogi sg bardziej
aktywne biologicznie niz rutenocenylowe. Amina 258 jest podwojnym inhibitorem,
zaktocajagcym zarowno proces polimeryzacji tubuliny (podobnie
jak podofilotoksyna), jak i aktywno$¢ topoizomerazy II (podobnie jak etopozyd),
natomiast pozostate zwigzki 220, 258-260 wykazywaly zdolnos¢ do hamowania

topoizomerazy II.



Wykazatam, Ze zastgpienie w czasteczCe etopozydu reszty weglowodanowe;j
podstawnikiem ferrocenyloalkiloaminowym powoduje wzrost cytotoksycznosci tych
zwigzkow w porownaniu do etopozydu. Co wigcej, zwigzki tego typu wykazuja dziatanie
antyproliferacyjne wobec komoérek nowotworowych opornych na etopozyd (SW620E)
I metotreksat (SW620M), za$ najprostszy z nich wykazuje aktywno$¢ hamujaca

topoizomerazy Il oraz polimeryzacj¢ tubuliny.
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6.2 Ferrocenylowe analogi tryprostatyny A

6.2.1 Synteza analogow tryprostatyny A — zastapienie podstawnika

indolowego

W zespole prof. Damiana Plazuka zsyntezowano i zbadano ferrocenylowe analogi
plinabuliny. Wykazano, ze zastgpieniec w plinabulinie 177 grupy fenylowej
podstawnikiem  ferrocenylowym, prowadzi do otrzymania zwigzku, ktory
w przeciwienstwie do 177 wykazuje zdolno$¢ do hamowania transporterow ABCBI
i ABCG2 (Rysunek 46).1*! Uzyskane wyniki zachecily mnie do syntezy i zbadania
wplywu ugrupowania ferrocenylowego na wtasciwosci biologiczne pochodnych innego
inhibitora polimeryzacji tubuliny, strukturalnie podobnego do 177 — tryprostatyny A 31.
Postanowitam zbada¢ wplyw zastapienia podstawnika indolowego w zwigzku 31 grupa
ferrocenylowa, fenylowa oraz 0-, m- i p-ferrocenylofenylowa na cytotoksycznos$¢ oraz

zdolno$¢ do hamowania aktywnosci biatek ABC (Rysunek 46).

177 180 R=Bu

cytotoksyczny
inhibitor ABCB1 i ABCG2

31

_ cytotoksyczny R=Ph, Fc, o-FcPh, m-FcPh, p-FcPh
inhibitor ABCG2

Rysunek 46. Struktury plinabuliny 177, jej ferrocenylowego analogu 180, tryprostatyny A 31 oraz jej

ferrocenylowych analogow

Analogi te postanowitam zsyntezowa¢ w reakcji kondensacji Knoevenagla

N-acetylowanego cyklo-Gly-Pro 272 z odpowiednimi aldehydami (Schemat 22).16

0 o
1 RL_H
=D = ST D
Fe oH V) o oM

<&

Schemat 22. Ogélny schemat syntezy analogéw ferrocenylowych tryprostatyny A
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Zwiazek 272 otrzymatam w wyniku kilkuetapowej reakcji wykorzystujac synteze
na podtozu stalym na zywicy 2-chlorotrytylowej i aminokwasy zabezpieczone grupa
Fmoc. W pierwszym etapie zsyntezowatam Fmoc-Pro-OH 266 oraz Fmoc-Gly-OH 267
w reakcji L-proliny 264 oraz glicyny 265 z Fmoc-Cl w 1,4-dioksanie wedtug procedur

znanych z literatury (Schemat 23).162 163

NH i
Q'/,/O _ Fmoc-Cl, Na,CO5 Q
‘" Ladioksan, RT, 18h OH O
OH 87%
264 266

0
HZNWOH Fmoc-Cl, Na,COs HOThN)KO .O
oo Mt . N

1,4-dioksan, RT, 18 h 0

0 , RT,
265 oo 267 O
Schemat 23. Synteza Fmoc-Pro-OH 266 oraz Fmoc-Gly-OH 267

Nastgpnie  wykonatam reakcj¢  sprzggania Fmoc-Gly-OH z  zywicg
2-chlorotrytylowa, w obecnosci DIPEA, w szklanej tubie przeznaczonej do syntezy
na podtozu statym (Schemat 24). Po calonocnym mieszaniu na wytrzgsarce kotyskowe;j,
usun¢tam reagenty poprzez filtracje pod zmniejszonym cisnieniem i zabezpieczytam
wolne grupy hydroksylowe na zywicy, stosujac roztwor zamykajacy (ang. capping
solution), sktadajacy si¢ z DIPEA i MeOH w DCM (1:2:17, v/v/v). Usungtam reagenty
przez saczenie i do reaktora dodatam 20% roztwor piperydyny w DMF. Po 20 minutach
powtorzytam reakcje odbezpieczania grupy Fmoc, a zywice przemytam kilkakrotnie
DMF, by usuna¢ piperydyne. Sprawdzitam za pomoca testu ninhydrynowego, czy glicyna
dotaczona do zywicy posiada wolng grupg aminowa. W tym celu umiescitam kilka
ziarenek zywicy w probowce, dodatam 1 ml 2% roztworu ninhydryny w etanolu
I ogrzewatam przez 5 minut w temperaturze 95°C. Niebiesko-fioletowe zabarwienie
ziaren zywicy $wiadczyto o obecnosci wolnych grup aminowych. W nastepnej kolejnosci
wykonatam reakcj¢ sprzegania Fmoc-Pro-OH do 268 w obecnosci DIC i HOBt w DMF.
Po 4-godzinnym mieszaniu wykonatam test ninhydrynowy. Jasne zabarwienie ziaren
$wiadczyto o braku wolnych grup aminowych i tym samym, o pozytywnym wyniku
reakcji sprzegania. Usung¢lam reagenty pod zmniejszonym ci$nieniem, zZywice
przemytam kilka razy DMF i dodatam 20% roztwor piperydyny w DMF, aby usunaé
grupe zabezpieczajacg Fmoc. Procedure te powtdrzytam i wykonatam test ninhydrynowy.
Zywice 269 przemytam DMF, DCM, MeOH i wysuszytam. Nastepnie odcigtam dipeptyd
od zywicy stosujgc mieszaning TFA, TIPS i wody (9,0:0,5:0,5, v/v/v). Substancje lotne



usung¢tam pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac 270, ktory uzytam do dalszych
syntez bez oczyszczania. Nastgpnie przeprowadzitam reakcje¢ cyklizacji dipeptydu 270
do 271 we wrzacym toluenie przez 18 godzin otrzymujgc produkt z wydajnoscia 93%
(Schemat 24).

HNiO O NS)LO
1 Hof 6 L Q.,‘rOH O

o

O 267 o NH, 266

. Q o DIPEA, DCM, 16 h . Q o\; HOBL, DIC, DMF, 4 h
Cl 2. DCM:MeOH:DIPEA (17:2:1), 1h

3. 20% roztwor piperydyny w DMF, 20 min

cl 2. 20% roztwor piperydyny w DMF, 20 min

268

0 0 HQ o HN—
I
Rt

N )j TIPS: ,0:0,5:0,
Hk Ac,0 HKN d HN\’//O TFATIPS:H,0 (9,0:0,5:0,5) . Q d
N Ny 2h  HN_ -~ toluen ] : al
H 0, L ogrzewanie do wrzenia
o 0 100% I e HN@ O
93%

272 271 270 269

Schemat 24. Synteza zwigzku 272

Zwiazek 271 wydzielitam i poddatam reakcji N-acetylowania bezwodnikiem
octowym otrzymujgc 272 z wydajnoscig ilosciowg (Schemat 24). Brak poszerzonego
singletu pochodzacego od NH amidowego w widmie 'H NMR i obecno$é¢ singletu
pochodzacego od grupy metylowej przy o 2,44 ppm potwierdzily, ze otrzymanym
produktem jest 272.

W  kolejnym  etapie  wykonatam  kondensacj¢ = Knoevenagla 272
z ferrocenokarboksyaldehydem 257. Stwierdzitam, ze wykorzystanie weglanu cezu jako
zasady oraz prowadzenie reakcji w temperaturze 90°C przez 2 godziny prowadzi
do wyizolowania wylacznie nieprzereagowanego substratu 257 (odzysk 33%) (Schemat
25). Rowniez, pomimo zastosowania tert-butanolanu potasu jako zasady w mieszaninie
rozpuszczalnikow 'BuOH-DMF, nie wyizolowatam pozadanego produktu 273, a jedynie
nieprzereagowany 257 (odzysk 90%). Proby wykorzystania do syntezy reaktora

mikrofalowego w réznych warunkach takze nie przyniosty pozytywnych rezultatow.

65



66

(o]
g
Fe
o) [e]
HL 257 e
N Cs,C04 TN
(D
A Fe H
[e]

DMF, 90°C, 2 h
= °

272 273 brak produktu

b

Schemat 25. Proby syntezy ferrocenylowej pochodnej 273

Z uwagi na niepowodzenie reakcji kondensacji, ktorej przyczyng mogt by¢
ferrocenokarboksyaldehyd, podjetam decyzje o zastosowaniu do syntezy
p-ferrocenylobenzaldehydu 274. Prowadzac reakcje w temperaturze 45°C z weglanem
cezu jako zasada, otrzymatam spodziewany produkt z wydajnoscia rzedu 4,5% w postaci
mieszaniny dwoch izomeroéw geometrycznych E/Z 275 (Schemat 26), ktore udato mi sig¢

cze$ciowo rozdzieli¢ i scharakteryzowa¢ metodami spektroskopowymi NMR.

[0)
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4@%
Fe

<2

0]
274

2 \HL
NN
Cs,CO
HLN s vt O HNW)'\/>
WN > DMF, 45°C, 4,5 h & A
I = 0

) 45% e

272 =S 275

Schemat 26. Reakcja kondensacji Knoevenagla dla zwigzku 275

W widmie *H NMR 275 obserwowalam charakterystyczny poszerzony singlet
pochodzacy od NH amidowego przy J 10,06 ppm, ktory nie sprzgga si¢ z zadnym
protonem, co wida¢ na widmie H-'H COSY oraz singlet odpowiadajacy protonowi

winylowemu przy ¢ 6,65 ppm (Rysunek 47).
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Rysunek 47. Widmo *H-'H COSY zwigzku (S,2)-275

W zwiagzku z niska wydajnosciag syntezy 275 postanowitam zoptymalizowaé
warunki reakcji, m.in. podwyzszajac temperatur¢ do 80°C przez 12 godzin lub prowadzac
reakcje w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut w 80°C. Podniesienie temperatury
1 wydluzenie czasu reakcji skutkowalo rozktadem substratdéw, natomiast reakcja
z uzyciem mikrofal data w rezultacie produkt 275 w postaci mieszaniny izomerow E/Z
z podobng wydajnoscia, rzedu 5,9%. Zastosowanie innych warunkow reakcji, jak:
piperydyna w THF, czy trifluorometanosulfonian dibutyloboru w obecnosci TEA

w DCM réwniez nie przyniosty pozytywnych rezultatow.

Z uwagi na mata wydajno$¢ reakcji kondensacji, postanowitam sprawdzié
mozliwo$¢ wykorzystania do syntezy docelowych zwigzkéw metody opisanej
w literaturze!® polegajacej na cyklizacji odpowiednich amidéow Katalizowanej
trimetylofosfing w obecnosci kwasu L-glutaminowego. W celu sprawdzenia opisanej
metodologii, podjetam proby otrzymania najprostszej ferrocenylowej pochodnej
(S,2)-273 (Rysunek 48).
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Rysunek 48. Ogolny schemat syntezy ferrocenylowej pochodnej 273
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Kwas ferrocenylopropynowy 276 zsyntezowatam w reakcji karboksylowania
dwutlenkiem wegla anionu etynyloferrocenu 214, ktory zostal wygenerowany
przy uzyciu n-BuLi (Schemat 27). Stwierdzitam, ze zastosowanie LDA nie prowadzi

do uzyskania produktu 276.

0}

OH
Vi Vi
g 1. n-BuLi

2.CO,
Fe — Fe

@ THF, -78°C->RT @

7%
214 276

Schemat 27. Reakcja syntezy kwasu ferrocenylopropynowego 276

W kolejnym etapie 276 poddatam reakcji z (S)-prolinamidem 277, wykorzystujac
DIC i HOBt w DMF i otrzymujac amid 278 z wydajnoscig 54% (Schemat 28).
W widmach H i B¥C{*H} NMR 278 obserwowalam sygnaty od dwoch rotamerow

w stosunku 3:2 (warto$ci wyznaczone na podstawie widma H NMR) (Rysunek 49).

o) N O o)
OH D 4 N
NH
Vi o Vi 2
HN™ ~o X

HOBt, DIC (CH3)sP, L-Glu N
Fe DMF, RT, 18 h Fe DMF:toluen (1:6), 80°C, 12 h Fe HN q

< 0% =N o <o °

276 278 273

Schemat 28. Synteza ferrocenylowej pochodnej (S,2)-273



Rysunek 49. Widmo *H NMR zwigzku 278

Nastepnie wykonatam reakcje cyklizacji amidu 278 w warunkach opisanych
w publikacji w obecnosci 0,10 eq trimetylofosfiny (1,00 mol/l roztwér w THF) i kwasu
L-glutaminowego w mieszaninie rozpuszczalnikow DMF-toluen (1:6, Vv/v)
w temperaturze 80°C, otrzymujac produkt z wydajnoscig 4% (Schemat 28). Ze wzgledu
na niskg wydajnos¢, zdecydowatam si¢ zoptymalizowac reakcj¢ cyklizacji wykorzystujac
reaktor mikrofalowy i prowadzac reakcje w temperaturze 120°C w 30-minutowych
cyklach. Postep reakcji monitorowatam za pomocg TLC po kazdym cyklu.
Po 1,5 godzinie rozpuszczalniki usungtam pod zmniejszonym cisnieniem, a produkt
(S,2)-273 wydzielitam wydajnoscia 54%. W widmie 'H NMR izomeru (S,2)-273
obserwowatam charakterystyczny poszerzony singlet pochodzacy od NH amidowego
przy 6 9,29 ppm oraz singlet odpowiadajacy protonowi winylowemu o 6,48 ppm
(Rysunek 50). Wydzielitam rowniez niewielka ilos¢ (11 mg) izomeru (S,E)-273.
W widmie H izomeru (S,E)-273 obserwowalam podobny zestaw sygnatow, roznigcy sie
przesunieciami chemicznymi - proton amidowy znajdowat si¢ przy ¢ 10,13 ppm,

natomiast winylowy przy ¢ 6,10 ppm.
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Rysunek 50. Widmo *H NMR izomeru (S,2)-273

Z uwagi na fakt, ze w reakcji cyklizacji 278 do 273 moze zachodzi¢ cz¢Sciowa

racemizacja, zsyntezowatam rowniez ferrocenylowa pochodna (R)-prolinamidu (R,Z)-

273, celem sprawdzenia stopnia racemizacji. Przeprowadzitam reakcje sprzegania,

a nastepnie cyklizacji odpowiednich amidéw (R)-278 i (S)-278 wedtug opracowanej

metodologii w reaktorze mikrofalowym w temperaturze 120°C w cyklach po 30 minut

oraz w kolbie w temperaturze 80°C przez 12 godzin (Schemat 22).

o]

V4

Fe
<

276

OH

N0
Wt
NH,
(5)-277

(R)-277
HOB, DIC

DMF, RT, 18 h

Fe

<&

(S)-278 57%
(R)-278 68%

(CHy)sP, L-Glu

o
DMF:toluen (1:6), MW, 120°C, 3x30 min w
A N
54% Fe HNW)Q
A
(CHa)sP, L-Glu = o
(8.2)-273
DMF:toluen (1:6), 80°C, 12 h
%
(CHg)sP, L-Glu o
DMF:toluen (1:6), MW, 120°C, 3x30 min X

@/\AN
40% Fe HN
)

<

(CHa)sP, L-Glu

DMF:toluen (1:6), 80°C, 12 h
14%

Schemat 29. Synteza ferrocenylowej pochodnej (S,2)-273 i (R,2)-273

(R2)-
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273

Otrzymane cykliczne produkty (S,2)-273 i (R,Z)-273 poddatam analizie HPLC

z wykorzystaniem chiralnej kolumny Lux Cellulose-2 (przeptyw 1,5 ml/min,
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IPA-n-heptan, 25:75, v/v) celem ustalenia stopnia racemizacji w reakcji cyklizacji
(Rysunki 51 i 52).
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Rysunek 51. Chromatogramy zwigzkow (S,Z2)-273 i (R,Z)-273 po reakcji w reaktorze mikrofalowym
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Rysunek 52. Chromatogramy zwigzkéw (S,2)-273 i (R,Z2)-273 po reakcji w kolbie reakcyjnej
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Stwierdzitam, ze reakcja cyklizacji prowadzona w reaktorze mikrofalowym
umozliwia syntez¢ pozadanych produktéw z wyzsza wydajnoscia oraz mniejsza

racemizacja niz prowadzona w warunkach opisanych w publikacji.®*

Budowe zwigzku 273 potwierdzitam metoda rentgenografii strukturalnej
(Rysunek 53). Badania rentgenograficzne wykazaly, ze zwigzek 273 Kkrystalizuje
w postaci mieszaniny racemicznej. Analizy te zostaly wykonane przez dr hab. Anng

Makal z Centrum Badan Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego.

Rysunek 53. Struktura rentgenograficzna (R,2)-273

Wykorzystujac zoptymalizowang metode cyklizacji odpowiednich amidow,
postanowitam zsyntezowaé¢ fenylowe oraz o-, m- i p-ferrocenylofenylowe analogi
tryprostatyny A. Zwiazki te otrzymatam w wieloetapowej reakcji wychodzac
z 0-, m- i p-ferrocenylobenzaldehydow (Rysunek 54).

SR P O/ d@L aOA

Fe Fe
< < @

o-, m-, p-
Rysunek 54. Ogolny schemat syntezy ferrocenylowych analogow tryprostatyny A4

Niezbedne kwasy ferrocenylofenylopropynowe 287-289 zsyntezowatam
analogiczng metoda, co kwas ferrocenylopropynowy w reakcji karboksylowania anionu
wygenerowanego z odpowiedniego acetylenu za pomocg n-BulLi. Syntez¢ 287-289
rozpocze¢tam od przeprowadzenia reakcji Coreya-Fuchsa, gdzie w pierwszym etapie
benzaldehydy 274, 279-280 reagowaty z tetrabromometanem i trifenylofosfing w DCM
dajac 1,1-dibromo-2-(ferrocenylofenylo)etyleny 281-283 z wysokimi wydajnosciami
81-100%. W widmach *H NMR obecny byt singlet od protonu winylowego przy
0 7,74 ppm. Nastepnie reakcja 281-283 z n-BuLi doprowadzita do otrzymania



terminalnych acetylenow 284-286 z wydajnos$ciami 65-75%. W widmach IR produktéw
byty obecne pasma w zakresie 3286-3259 cm™ oraz 2109-2101 cm™* charakterystyczne
dla acetylenéw. Natomiast w widmach *H NMR byt obecny charakterystyczny singlet
w zakresie 6 4,39-4,19 ppm. W reakcji karboksylowania dwutlenkiem wegla anionow
acetylenow 284-286 zsyntezowalam kwasy ferrocenylofenylopropynowe 287-288,
2891%° 7z wydajnosciami 46-82% (Schemat 30). W widmach IR byly obecne
charakterystyczne pasma absorpcyjne w zakresie 2215-2198 cm™ pochodzace od drgan
rozciagajacych wiazania potrojnego, w zakresach 3410-3098 cm™ (drgania rozciagajace
O-H) oraz w obszarze 1683-1663 cm™ (drgania rozciagajace C=0) charakterystyczne
dla kwasow karboksylowych.
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Schemat 30. Synteza kwasow o-, m-, p-ferrocenylofenylopropynowych 287-289

W reakcji sprzegania kwasow 287-290 z (S)-prolinamidem 277, wykorzystujac
DIC i HOBt otrzymatam amidy 291-293, 294!%* Pomimo podjecia wielu prob
oczyszczania za pomocg chromatografii kolumnowej oraz krystalizacji, nie bytam
w stanie oddzieli¢ 291 oraz 294 od produktu ubocznego sprzggania, czyli
N,N’-diizopropylomocznika, dlatego wykorzystalam zwiazki 291 i 294 do dalszych
przemian bez dodatkowego oczyszczania. Stwierdzitam, ze pochodna mocznika nie
przeszkadza w reakcji cyklizacji. W widmach NMR amidow 291-294 obserwowatam
rotamery, tak jak w przypadku zwiazku 278. W kolejnym etapie przeprowadzitam reakcj¢
cyklizacji amidow 291-294 do 275, 295-296, 29764 w zoptymalizowanych warunkach
z 0,10 eq MesP i L-Glu w 120°C w reaktorze mikrofalowym w cyklach po 30 minut.
Produkty wydzielitam w postaci dwoch izomerow (E/Z) w przypadku zwigzkow 275,
296-297 i jednego izomeru Z w przypadku 295, prawdopodobnie ze wzgledu na duza
zawadg steryczng spowodowang podstawieniem ferrocenu W pozycji orto w pierscieniu
fenylowym (Schemat 31). Wydzielenie zwigzkéw o konfiguracji E i czysto$ci powyzej

95% byto mozliwe tylko w przypadku 296 oraz 297, dlatego w wigkszo$ci jedynie

73



74

izomery Z scharakteryzowatlam metodami spektroskopowymi NMR, IR, MS

oraz za pomocg analizy elementarne;.

N0
A :
Q NH,

=~ “OH 277 = N
B Z HOBt, DIC N o (CH3)sP, L-Glu A
—_— 2
(F DMF, RT, 18 h F . ) (A HN -~
H

Rl RT, RL e} DMF:toluen (1:6), MW, 120°C, 2-5x30 min R
o)
287 Rl=o-Fc 291 Rl=o-Fc 295 Rl=o-F¢ 21%
288 Rl=m-Fc 292 R'=m-Fc 91% 296 Rl=m-Fc 56%
289 Rl=p-Fc 293 Rl=p-Fc 72% 275 Rl=p-Fc 37%
290 R1=H 294 Rl=H 297 R'=H 4%

Schemat 31. Synteza analogow 275, 295-297

Z uwagi na fakt, ze w reakcji cyklizacji moze zachodzi¢ czesciowa racemizacja,
zsyntezowatam réwniez pochodne (R)-prolinamidu, w celu sprawdzenia stopnia

racemizacji, stosujac kolumne chiralng HPLC.

Budowg zwigzkow 275 i 297 potwierdzitam metoda rentgenografii strukturalnej
(Rysunek 55). Analizy te zostaly wykonane przez dr hab. Anng Makal
z Centrum Badan Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego.

(R,Z2)-275 (R.Z)-297 (S,E)-297

Rysunek 55. Struktura rentgenograficzna (R,2)-275, (R,Z2)-297 oraz (S,E)-297

Proby krystalizacji zwiazkéw 275, 295-297 w celu otrzymania czystych
enancjomeréw nie powiodty sie. Z tego powodu, do badan biologicznych zastosowano
mieszaniny enancjomeroéw, natomiast proby otrzymania czystych enancjomerow

s przeze mnie kontynuowane.
6.2.2 Synteza analogéw tryprostatyny A — modyfikacja proliny

Uzyskane wyniki zachecity mnie do syntezy kolejnych analogéw tryprostatyny A
(Rysunek 58). W celu sprawdzenia wplywu podstawnika ferrocenylowego na aktywnos¢

biologiczng otrzymatam réwniez seri¢ fenylowych analogéw.



D= ”\%m

sl RI=ph, Fc

Rysunek 58. Struktury tryprostatyny A 31 i jej analogéw

Analogi 318-325 zsyntezowatam, wykorzystujac opracowang metode cyklizacji
odpowiednich amidéw, wychodzac z odpowiednich aminokwasow. W pierwszym etapie
aminokwasy: kwas (S)-pipekolinowy 298, kwas L-oktahydro-1H-indolo-2-karboksylowy
299, kwas (S)-indolino-2-karboksylowy 300 oraz kwas
(S)-1,2,3,4-tetrahydroizochinolino-3-karboksylowy 301 przeprowadzitam w estry 30226¢,
303-305 w reakcji z metanolem w obecnosci chlorku tionylu. Otrzymane estry poddatam
reakcji amonolizy w 25% wodnym roztworze amoniaku, uzyskujac odpowiednie amidy

aminokwasow 306-309 z wydajnosciami 74-95% (Schemat 32).

~—NH /<o SOCly, CHyOH *l\;-i /<Z NHy(ag)

; " _SOClp, CHzOH o "/I ‘H/

/) oH  RT.18h R/“ —  RT.18h /) <NH2
NH O NH O <:’\;'|M/O

Q M/<OH Q« <NH2
298

R

o—

302 306 74%
H H HH
N o Hoo N O
M/< w/< ‘/<
OH o— NH,
H H H
299 303 307 95%
H H N O
N N O
I+ T4 I
OH o— NH,
300 304 308 7%
9@ e ™
.. _OH e} T 2
. O
g g lf
o o
301 305 309 84%

Schemat 32. Synteza amidéw aminokwaséw 306-309

Nastepnie przeprowadzitam reakcje sprzegania 306-309 z kwasami 276 i 290
w obecnosci DIC oraz HOBt, otrzymujac amidy 310-317, ktére poddatam reakcji
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cyklizacji w reaktorze mikrofalowym, zgodnie z opracowang metodologia. Analogi 318-
325 wydzielitam w postaci dwoch izomerow E/Z. Wydzielenie izomeréw o konfiguracji
E 1 czystosci powyze] 95% bylo niemozliwe, dlatego jedynie izomery Z
scharakteryzowatam metodami spektroskopowymi NMR, IR, MS oraz za pomocg analizy

elementarnej.

e
Q R/ - N o i
%OH HOBt, DIC /RZ (CH3)sP, L-Glu Rl“\)LN/x)
RL DMF, RT, 18h Rl Z DMF:toluen (1:6), MW, 120°C, 2-5x30 min HNﬁxR
276 R'=Fc ©
290 R!=Ph o

- Vo Rl\)LN
NHM/<O < N:M/<O HNW);j
< / NH, H

NH, o]
306 310 R*=Fc 318 R'=Fc 52%
311 R!=ph 319 R'=Ph 26%
HH o
N 0 H
H a, :
CEA ¢ ey
) NH; M( an. /=
NH i H
307 b 2 o H
312 Rl=Fc 320 R'=Fc 20%

H
N /<0 313R!=Ph 321 R'=Ph 36%
NH 9
2

308 by RW\)LN
i

NH NH, I
., NHp
I 314 R'=Fc 322 R'=Fc 17%
9 O 315 Rl=Ph 323 R1=Ph 23%
%, 0
At A, A
A
o 0
316 R'=Fc 324 R'=Fc 41%
317 R!=Ph 325 R'=Ph 18%

Schemat 33. Syntezy ferrocenylowych i fenylowych analogéw 318-325

W przypadku zwigzkow 320 i 321 otrzymatam mieszaning diastereoizomerow
(5aS,9aS,10aS,Z) oraz (5aS,9aS,10aR,Z), dla ktorych wykonatam widma selektywne
ROE. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentoéw stwierdzitam, iz gtdowny produkt
cyklizacji ma konfiguracj¢ (5aS,9aS,10aS,Z) oraz ze racemizacja nastgpita w 27%
(Rysunek 59).



Rysunek 59. Widmo ROE dla mieszaniny diastereoizomeréw (5aS,9aS,10aS,Z) oraz (5aS,9aS,10aR,Z)-
321, naswietlanie 4,59 oraz 4,48 ppm

Budowe zwigzkow 318, 322-324 potwierdzitam metoda rentgenografii
strukturalnej (Rysunek 60). Analizy zostaly wykonane przez dr hab. Ann¢ Makal

z Centrum Badan Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego.

—‘t;%.’ _Ki/b’ct}' T -’\I/*:-q . /\. o )\/;}/i :&\:’ M

(8,2)-318 (8,2)-322 (R,Z)-323 (8,.2)-324

Rysunek 60. Struktura rentgenograficzna (S,2)-318, (S,2)-322, (R,Z2)-323 oraz (S,Z)-324

6.2.3 Badania aktywnosci biologicznej analogéw tryprostatyny A

W zespole dr. Btazeja Rychlika z Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu
Lodzkiego zbadano aktywnos$¢ antyproliferacyjna wybranych zsyntezowanych
ferrocenylowych i fenylowych analogow tryprostatyny A. W pierwszym etapie
wykonano badania przezywalnos$ci komérek nowotworowych wrazliwych oraz opornych
na najczesciej stosowane chemioterapeutyki: cisplatyng, doksorubicyng, etopozyd,
metotreksat, winkrystyng i mitoksantron w obecnosci zwigzkow (Z)-273, (Z)-275,
(2)-295, (2)-296, (E)-296, (Z2)-297 oraz (E)-297. Badania przezywalnosci prowadzono
w zakresie stezen zwigzkow 10 mol/l do 10 mol/l. Komorki traktowano odpowiednio
lekiem, badanym zwigzkiem oraz mieszaning leku i1 zwigzku. Badania wykazaty,

1z pochodne fenylowe sg nietoksyczne zaréwno dla linii wrazliwej, jak 1 niewrazliwych.
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Zaobserwowano, ze ferrocenylowe analogi sa w wickszo$ci nietoksyczne wobec
wszystkich  linii. Po potraktowaniu komodrek nowotworowych mieszaning
ferrocenylowego analogu i danego leku obserwowano obnizenie przezywalnosci, co jest
wynikiem uwrazliwienia komorek na zastosowany chemioterapeutyk. Najwigksze
roznice w przezywalnosci zanotowano dla ferrocenylofenylowych analogow
tryprostatyny A. Wysoki poziom uwrazliwienia komoérek na doksorubicyne, winkrystyne
oraz mitoksantron obserwowano w przypadku zwigzkow (Z)-275, (Z)-295 oraz (Z)-265
(Tabela 4). Wykazano tym samym, iz pozycja ugrupowania ferrocenylowego orto, meta
I para ma kluczowe znaczenia dla aktywno$ci otrzymanych analogow. Do oceny
oddziatywan, jakie wywieraja na siebie kombinacje leku i1 badanego zwigzku
zastosowano metod¢ Chou 1 Talalaya, polegajaca na wykorzystaniu algorytmow
matematycznych.'®” Badania wykazaty, ze pochodne (2)-273, (2)-275, (Z)-295 oraz
(2)-296 wykazuja synergistyczny efekt (CI<1) z cisplatyna, doksorubicyna oraz
winkrystyng, zaréwno w przypadku linii wrazliwej, jak i niewrazliwych, w niskich
i wysokich stezeniach. Nie zaobserwowano efektu przy zastosowaniu kombinacji

metotreksatu i badanych zwiazkow.
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Tabela 4. Przezywalnosé komérek nowotworowych w obecnosci ferrocenylowych analogéw tryprostatyny A dla linii wrazliwych i opornych na cisplatyng (cDDP),
doksorubicyne (Dox), etopozyd (VP16), metotreksat (MTX), winkrystyne (VINC) i mitoksantron (Mito). Dane przedstawiono jako Srednig wynikéw trzech niezaleznych
eksperymentow.
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Tabela 5. Wphyw pochodnych 273, 275, 295-297 na przezywalnosé¢ komérek SW620 oraz linii SW620C
opornej na cisplatyne (cCDDP), przedzialy ufnosci (95%) przedstawiono w nawiasach, Zebrane wartosci sq
Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow. *przedzial bardzo szeroki

1Cso (nmol/l) Wspoélezynnik
wigzek SW620 SW620C uwrazliwienia
. cDDP+ . cDDP+ 1C5,cDDP/
cDDP zwigzek wiazek cDDP zwigzek awiazek ICooCDDP+2W
o 2,92 275
HN & * 1 1 * *
QA?Q 450 NA 02415 | 48304 NA 42,7 0,64
297
= i % * * 27’5 * *
E(“HN g 4,50 NA 2,87 (24.6-30.4) NA 18,6 1,48
= 275 6,13
HN. = % * * 4 * !
T | aso >100 5,24 casson | BT | o8 449
Cg)} 4,50* >100* 597% @ 4287_‘350 " 13,2% 7,08* 3,88
©8295 ’ ’
O WD 2,33 275
; 4,50* 1,2 ‘ ‘ * 2,21% 12,4
° =0 81, (1,93-2,83) (25,4-30,6) 503 ’ ’
& 296
50
o o 4,72 275
< 4,50% NA* 2,6 12,3* 2,24
MG ® 50 (326-653) | (248304) | ©%° 3 '
@/mﬁ i 3,83 27,5
P 4,50* NA* NA* 11,0* 2,
= E)} 50 (2,80-6,74) (24,8-30,4) 0 50
@ 275

Tabela 6. Wp#yw pochodnych 273, 275, 295-297 na przezywalnosé komoérek SW620 oraz linii SW620D
opornej na doksorubicyne (DOX), przedzialy ufnosci (95%) przedstawiono w nawiasach, zebrane wartosci
sq Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow. *przedzial bardzo szeroki

1Cs (umol/l) Wspoélezynnik
. SW620 SW620D uwrazliwienia
Zwiazek
D . " Dox+ D . " Dox+ |C50DOX/
ox Lwiaze zwigzek ox zwigze zwigzek I1Cs0Dox+zw
[9]
~ 0,313 0,327 459 4,26
! ; NA* ! ’ NA* ‘ 1
W (0,257-0,384) (0,244-0,442) | (3,92-5,37) (3,32-6,80) 08
{ i 0,313 0,458 459 4,96
SN : NA® : , NA® ,
W (0,257-0,384) (0,396-0,530) | (3,92-5,37) (4,15-5,93) 093
= 0,313 . 0,337 459 . 1,47
N “)3 02570388 | 1% | (02740415 | @o2s3ny | T | (127169 3,12
XY N’\

0,313 100+ 0,313 4,59 100+ 1,86 o4y
° 0257-0384) | 0% | (02570384 | @o2537) | 10 | (152:2.26) ’
O 0313 . 0,147 459 . 1,99

> (©257-03848) | 33 (01350161) | (392537) | >3 (1,62-4,96) 2381

@ 296

< Yo 0313 . 0,280 459 . 533
H\N D | 0257-0384) NA (0219-0358) | (392537) | A (4,49-6,31) 086
296 OD
@/mﬁ ) 0313 . 0,287 459 . .
= “)3 (0,257-0,384) NA (0223-0376) | (392537) | A L7 262
@ 275




Tabela 7. Wp#yw pochodnych 273, 275, 295-297 na przezywalnosé¢ komérek SW620 oraz linii SW620E
opornej na etopozyd (VP16), przedzialy ufnosci (95%) przedstawiono w nawiasach, zebrane wartosci sq
Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow. *przedzial bardzo szeroki

1Csp (mmol/l) Wspoélezynnik
Zwiazek SW620 SW620E uwrazliwienia
, VP16+ , VP16+ ICsVP16/
VP16 zwiazek Zwiazek VP16 zwiazek Zwiazek ICsVPL6+2W
~ Ay 2,20 . 316 159 . 17,1
W (1,79-2,71) NA (51395 | (140179 | A (13,7-21,4) 0.93
297
{\ 7 2,20 . 2,44 159 . .
S (1,79-2,71) NA 203294 | 40179 | A 20,2 0.79
=T 220 . 227 159 . .
& T 79271y | 100 194267 | wao1r9) | 10 378 421
@gﬁ 2,20 24,8 1,99 159 . .
Z 179-271) | (189-341) | (163-243) | (40179 | 0 8.26 192
WD 2,20 2,90 159
;,“ y * il il * *
= w9271y | 100 234362 | aaoirg | 92 118 135
@296
O
S VYo 2,20 . 2,86 15,9 . 16,5
3 O | a2 NA 42-337) | 40179 | A (14,6-18,7) 0.9
d@?ﬁ ) 220 . 198 15,9 . .
= w w271 | A (169-230) | (140179) | 2° 3,389 469
@ 275

Tabela 8. Wphyw pochodnych 273, 275, 295-297 na przezywalnosé komérek SW620 oraz linii SW620M
opornej na metotreksat (MTX), przedziaty ufnosci (95%) przedstawiono w nawiasach, Zebrane wartosci sq
Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow. *przedziat bardzo szeroki

1Cso (nmol/l) Wspélcezynnik
Zwigzek SW620 SW620M uwrazliwienia
. MTX+ . MTX+ 1CsoMTX/
MTX zwigzek wiazek MTX zwiazek wiazek ICMTX+2W
NN 10,3 54,3
~ 49* NA* ) ! NA* 43,7* 124
m 849 (8,40-12,6) (45,2-65,5) 3 '
297
i 8,38 54,3 49,5
NN * * ’ ’ * ]
HNW(EHQ 849 NA (6,83-10,2) (45,2-65,5) NA (40,3-60,8) 110
?A:@ 8,49* 66,6* 12,3* 543 >100* 45,4* 1,20
= of ' ' ' (45,2-65,5) ' '
o O 54,3
A * * * ! * *
=2 8,49 >100 12,6 (45.2-65.5) 60,9 32,6 1,67
R 8,49% 431 105* 543 88,9 338 1,61
= ° ' (38,5-48,3) ' (45,2-65,5) ' (27,2-45,0) '
@ 296
50
< (3 . . . 54,3 . 44,3
HNY,?} 8,49 8,80 11,4 (45.2-65 5) >100 (36,3-55,1) 1,23
ﬁ i 54,3 63,8
HN * * * , * y
= 70(:? 8,49 7,02 9,51 (45.2-65.5) >100 (53.6-77.4) 0,85
@ 215
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Tabela 9. Wp#yw pochodnych 273, 275, 295-297 na przezywalnosé¢ komérek SW620 oraz linii SW620V
opornej na winkrystyng (VINC), przedzialy ufnosci (95%) przedstawiono w nawiasach, zebrane wartosci
sq Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow. *przedzial bardzo szeroki

1Csp (nmol/l) Wspolezynnik
Iwinzek SW620 SW620V uwrazliwienia
) VINC+ ) VINC+ ICsVINC/
VINC zwiazek wiazek VINC zwiazek wiazek ICsVINC+zwW
[*]
~Hu 0,0929 . 0,0956 . . .
QA@ (0,0709-0,120) NA (0,0752:0,120) | 2*° NA 208 118
E\ 2, 0,0929 . 0,104 . . .
A (0,0709-0,120) NA (00837-0129) | 2*° NA 1r7 1,38
=y 0,0929 98,7 0,0868
=" , , ' 245% | >100% 5,17* 4,74
=N “)3 (0,0709-0,120) | (81,0-132) | (0,0668-0,111)
©g¢3 0,0929 . 0,0842 . . 1,88
& ! (0,0700-0120) | 100 (0,0656-0.106) | 2*° 4067 | (1,49-2.41) 130
. 0,0558
VQ 0,0929 38,3 ' * * s
> < (0,0709-0,120) | (33,8-43,6) %’ggfg 245 87.7 41 543
O 205 ’ )
S o 0,0929 . 0,102 . . .
3 D | 00709-0120) NA (©0761-0136) | 2*° NA 310 0.79
296 QD
@/mﬁ i 0,0929 0,0869
P NA* 24,5* NA* 2,22% 11,
= “)3 (0,0709-0,120) (0,0680-0,121) S 0
@ 275

Tabela 10. Wphyw pochodnych 273, 275, 295-297 na przezywalnosé komérek SW620 oraz linii SW620Mito
opornej na mitoksantron (Mito), przedzialy ufnosci (95%,) przedstawiono w nawiasach, zebrane wartosci
sq Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow. *przedziat bardzo szeroki

1Cso (umol/l) Wspélezynnik
Zwiazek SW620 SW620Mito uwrazliwienia
) Mito zwigzek Mito+ Mito zwiazek Mito+ |CsoMito/
2 zwiazek A zwiazek ICsMito+zw
S 0,128 . 0,125 4,40 . 4,66
W (0,111-0,147) NA (0,104-0,153) | (3,68-5,30) NA (3,93-5,55) 0,94
297
E\ 3, 0,128 . 0,0982 4,40 . 571
ﬁ (0,111-0,147) NA (0,0873-0,111) | (3,68-5,30) NA (4,55-7,23) 0.77
= 0,128 . 0,124 4,40 . 0,967
ZEN “)3 (0,111-0,147) 923 (0,105-0,148) | (3,68-5,30) >100 (0,706-1,38) 455
QQD 0,128 . 0,145 4,40 . 0,756
& (0111-0,147) | 00 (0124-0,169) | (368-530) | 73 (0,639-0,892) 582
};3 0,128 ég; 0,107 4,40 81 4% 1,54 098
° (0,111-0,147) ‘ (0,0920-0,124) | (3,68-5,30) : (1,16-2,01) ’
é 296 33Y9)
20
S Yo 0,128 . 0,0909 4,40 . 6,21
\YD (0111-0147) | 43 (0,0778-0,107) | (3,68-5,30) NA (4,72-8,20) 0.71
@,@A:ﬁ I 0,128 . 0,120 4,40 . 0,602
& “)3 (0,111-0,147) NA (0,104-0,140) | (3,68-5,30) NA (0,504-0,720) 3




W celu potwierdzenia, iz otrzymane zwigzki s3 bezposrednio dziatajagcymi
inhibitorami biatek ABC, przeprowadzono badania ich wplywu na transport znanych
substratow - znacznikéw fluorescencyjnych. Do badan wykorzystano linie komoérkowe:
wrazliwg — SW620 (gruczolakorak jelita grubego) i oporne: SW620M (uzyskang
na drodze selekcji metotreksatem, wykazujaca nadekspresjc ABCCI1), SW620V
(uzyskana na drodze selekcji winkrystyna, wykazujaca nadekspresj¢ ABCBI)
oraz SW620Mito (uzyskang na drodze selekcji mitoksantronem, wykazujgca
nadekspresje ABCG2). Do pomiaru aktywnosci ABCC1 w komorkach SW620M
wykorzystano test eliminacji 2',7'-bis-(2-karboksyetylo)-5-(6)-karboksyfluoresceiny
(BCECF). Aktywnos$¢ transportera przejawia si¢ jako skrdocenie retencji barwnika
w cytoplazmie 1 wykltadniczy zanik fluorescencji komoérek w czasie. W obecnosci
inhibitora, czas retencji barwnika ulega znaczagcemu wydtuzeniu. Miarg czasu retencji
jest okres pohtrwania barwnika w cytozolu. Jako wzorcowy inhibitor ABCCI
wykorzystano MK571 - agoniste receptora leukotrienowego CysLT1. Zaden z badanych
zwigzkow nie zwigkszal retencji barwnika w cytoplazmie komorek SW620M, co jasno
wskazuje na brak oddziatywania z transporterem ABCCI1. Do pomiaru aktywnos$ci
ABCB1 i ABCG2 wykorzystywano testy akumulacji, odpowiednio, kalceiny i feoforbidu
a. W komorkach wykazujacych nadekspresje danego transportera przyrost intensywnosci
fluorescencji jest znacznie stabszy niz po zastosowaniu inhibitora blokujacego usuwanie
barwnika z komorki. Akumulacje kalceiny, ktorej ester acetoksymetylowy jest
substratem ABCBI, mierzono w komorkach linii SW620V, stosujagc werapamil jako
modelowy inhibitor. Z kolei akumulacje feoforbidu a badano w linit SW620Mito stosujac
jako kontrol¢ Kol43. Badania transportu potwierdzity, iz zwiazki (Z)-273, (Z)-275
I (2)-295 sg substratami dla biatka ABCB1, natomiast analogi (Z2)-273, (Z)-296, (Z)-275,
(Z)-295 oraz (E)-297 s3 substratami biatka ABCG2 (Rysunek 56). Zaden z badanych

zwigzkow nie wptywal na transport stosowanych znacznikow w linii kontrolnej SW620.
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Rysunek 56. Wphw (Z2)-273, (Z)-275, (2)-295, (Z)-296, (E)-296, (Z)-297 i (E)-297 w stezeniu 25umol/l
dla linii SW620M, 10umol/l dla linii SW620V oraz 1umol/l dla linii SW620Mito na aktywnos¢ wybranych

transporterow ABC.

Aby okresli¢, czy zsyntezowane analogi tryprostatyny A (Z)-273, (Z)-275,
(2)-295, (Z2)-296, (E)-296, (Z)-297 i (E)-297 oddziatuja bezposrednio z czasteczkami
transporterow, zbadano wigzanie specyficznie rozpoznajacych konformacje przeciwcial
monoklonalnych UIC2 oraz 5D3 do transporterow ABC w obecnosci badanych
zwigzkow. Wigzanie znakowanego allofikocyjaning (APC) przeciwciata UIC2 badano
w linii komorkowe; SW620V wykazujacej silng nadekspresje biatka ABCBI. Jako
modelowy substrat ABCB1 stosowano winkrystyne. Wykazano, ze przeciwciato UIC2
wigze si¢ z komorkami traktowanymi (Z)-273, (Z)-296 oraz (Z)-275, co jasno wskazuje,
ze zwiazki te sg substratami ABCBI. Z kolei wigzanie znakowanego fluoresceing
przeciwciala 5D3 do aktywnego transportera ABCG2 badano, wykorzystujac lini¢
komorkowa SW620Mito, wykazujacag nadekspresje biatkka ABCG2 (Rysunek 56).
Najsilniejsze wigzanie przeciwciata 5D3 do aktywnego transportera stwierdzono
w przypadku zwiazkow (Z)-273, (Z)-296, (Z)-275 i (Z)-295. Uzyskane dane pozwalaja
stwierdzi¢, iz zwigzki (Z)-273, (Z)-296 i (Z)-275 sa substratami dla biatek opornosci
wielolekowej ABCB1 oraz ABCG2, natomiast zwigzek (Z)-295 jest substratem tylko
dla biatka ABCG2.
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Rysunek 57. Wigzanie przeciwciat monoklonalnych do transporterow ABC (UIC2 do ABCBI, 5D3
do ABCG2) w obecnosci zsyntezowanych zwigzkéw (Z)-273, (2)-275, (2)-295, (2)-296, (E)-296, (2)-297
i (E)-297 w stezeniu 1umol/l

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze najaktywniejszymi zwigzkami s3
ferrocenylowe analogi tryprostatyny A (2)-273, (£)-296, (Z)-275 i (Z)-295 w porownaniu
z fenylowymi pochodnymi, co dowodzi, iz ugrupowanie metalocenowe ma istotny wptyw
na aktywno$¢ biologiczng badanych zwigzkéw. Ponadto zaobserwowatam, ze izomer Z
posiada wyzsze powinowactwo do transportera w pordwnaniu z izomerem E.
Wykazatam, ze zastgpienie W czasteczCe tryprostatyny A grupy indolowej
podstawnikiem ferrocenylowym lub ferrocenylofenylowym wptywa na zwigkszenie
aktywnosci cytotoksycznych tych pochodnych, co wigcej, zwiazki tego typu wykazuja
wysoka aktywnos$¢ wobec biatek opornosci wielolekowej ABCB1 oraz ABCG2.
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6.3 Ferrocenylowe analogi kwasu foliowego i metotreksatu

6.3.1 Synteza ferrocenylowych analogéw kwasu foliowego

W Kkolejnym etapie moich badan postanowitam zbada¢ wplyw ugrupowania

ferrocenylowego na aktywno$¢ biologiczng pochodnych kwasu foliowego 37
I metotreksatu 44 (Rysunek 61).

o 05, OH o o o 05, OH
on O)LH g C )LN/©)LNH(AA)UOH NH, /@)LN
NN M NJTN\]/\I‘\I Fe — NN oH
PP ) o) R =2 o
N N HyN N N HoN N N
37

RI=NH,, R%=CH,

44
R'=OH, R%=H =023

Rysunek 61. Struktury kwasu foliowego 37, metotreksatu 44 i ich ferrocenylowych analogow

W pierwszym etapie postanowilam otrzymaé ferrocenylowe analogi kwasu

foliowego 326-340 (Rysunek 62) w wyniku modyfikacji

procedury opisanej
w literaturze!®®

, polegajacej na reakcji azydku 376 z peptydami, otrzymanymi na podtozu
statym - zywicy 2-chlorotrytylowej (Schemat 34).
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Rysunek 62. Struktury analogéw kwasu foliowego 326-340
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Schemat 34. Ogélny schemat syntezy analogéw kwasu foliowego

Kluczowym etapem syntezy nowych analogow z tej grupy byto otrzymanie kwasu
rac-2-Fmoc(aminometylo)-1-ferrocenokarboksylowego 347. Zwiazek ten postanowitam
zsyntezowa¢ w wieloetapowej reakcji, wychodzac z ferrocenokarboksyaldehydu 257.
W pierwszym etapie grupe formylowag 257 zabezpieczytam 1,3-propanodiolem,
otrzymujac 341 z wydajnoscig 93%. Acetal 341 poddatam litowaniu w pozycji 2
sec-BulLi, a nastgpnie formylowaniu za pomoca N-formylomorfoliny, otrzymujac 342
z wydajnoscia 53%.1%° W reakcji 342 z chlorowodorkiem hydroksyloaminy
zsyntezowatam oksym 343 w postaci dwoch izomerow syn i anti, ktorych nie
rozdzielalam, poniewaz w kolejnym etapie zredukowatam otrzymang mieszaning 343
do aminy 344 za pomoca LiAlHs w temperaturze pokojowej. Nastepnie grupe aminowa
344 zabezpieczytam w reakcji z Fmoc-Cl w 1,4-dioksanie. Acetal 345 poddatam
hydrolizie kwasowej za pomocg roztworu HCl o stgzeniu 1 mol/l, otrzymujac 346
i podjetam proby utlenienia grupy formylowej do karboksylowej, stosujac jako utleniacze
m.in. tlenek srebra, Oxone®, manganian (VII) potasu, tlenek manganu (V) oraz
odczynnik Dess-Martina. Niestety, w zadnym przypadku nie otrzymatam pozadanego
zwiazku 347, a jedynie produkty rozktadu substratu 346 (Schemat 35).
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Schemat 35. Proby syntezy kwasu rac-2-Fmoc(aminometylo)ferrocenylowego 347

W zwiagzku z niepowodzeniem syntezy postanowitam otrzymac 347, modyfikujac
opracowang metode poprzez zastgpienie formylowania reakcja karboksylowania.
Wychodzac z acetalu 341 w reakcji litowania w pozycji 2 sec-BuLli, otrzymatam litowa
pochodna, ktoérg nastepnie poddatam reakcji karboksylowania gazowym dwutlenkiem
wegla wprowadzanym do mieszaniny reakcyjnej przez 2 godziny. Nastepnie
bez izolowania zwigzku 348, przeprowadzitam hydroliz¢ acetalu do aldehydu za pomoca
1 mol/l kwasu solnego, otrzymujac kwas rac-2-formyloferrocenokarboksylowy 349
z wydajnoscia 84% w przeliczeniu na iloéé uzytego acetalu 341. W widmie *H NMR 341
byly obecne charakterystyczne sygnaly pochodzace od grupy karboksylowej przy
0 12,80 ppm i grupy formylowej przy ¢ 10,52 ppm. W reakcji 341 z chlorowodorkiem
hydroksyloaminy otrzymatam oksym 350 w postaci dwoch izomerow syn i anti
z wydajnoscig 91%. W widmie *H NMR produktu byty obecne charakterystyczne sygnaty
pochodzace od grupy karboksylowej przy ¢ 12,48 ppm, oksymu przy ¢ 10,82 ppm oraz
protony winylowe przy ¢ 8,45 i 8,01. Redukcja mieszaniny izomeréw 350 przy uzyciu
nadmiaru pylu cynkowego i mréwczanu amonu doprowadzita do otrzymania kwasu
rac-2-(aminometylo)ferrocenokarboksylowego 351, ktory bez  oczyszczania
zabezpieczytam grupa Fmoc w mieszaninie rozpuszczalnikow acetonitryl:woda (3:1, v/v)
przez 48 godzin (Schemat 36). Produkt 347 scharakteryzowatam za pomoca metod

spektroskopowych NMR, MS, IR oraz za pomocg analizy elementarnej.
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Schemat 36. Synteza kwasu rac-2-Fmoc(aminometylo)ferrocenokarboksylowego 347

W widmie 'H NMR 347 byly obecne charakterystyczne sygnaty pochodzace
od protonu grupy karboksylowej przy ¢ 12,17 ppm, protonéw aromatycznych grupy
9-fluorenylometylowej w zakresie ¢ 7,90-7,32 ppm i protonu amidowego 6 7,53 ppm
(Rysunek 63).

Cpi 2xCH;

‘I | |‘¢j\| \ | Ull‘l |‘ Jl
1l . ! |
R | U U A
H sefes Bl
o cil-lo|eiled =11 I
T T T T T T T T T T T
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 ppm

Rysunek 63. Widmo *H NMR dla 347

Kolejnym etapem syntezy analogéow 326-340 byto otrzymanie odpowiedniego

fancucha bocznego metoda SPPS, wykorzystujac zywice 2-chlorotrytylowa

I aminokwasy zabezpieczone grupa Fmoc 347, 352-354 wedlug ogolnej procedury

przedstawionej na Rysunku 64.
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Rysunek 64. Ogéiny schemat syntezy zywic 355-371

Pierwszy etap syntezy zywic 355-357 polegat na reakcji Fmoc-aminokwasow
352-354 z zywica 2-chlorotrytylowa w obecnosci DIPEA w DCM. Po usunigciu
nadmiaru reagentow pod zmniejszonym cisnieniem, zabezpieczylam wolne pozycje
na zywicy roztworem blokujacym DCM:MeOH:DIPEA (17:2:1, v/v/v). Usungtam
reagenty poprzez filtracje proézniowsg i dodatam 20% roztwor piperydyny w DMF w celu
Usunigcia grupy =zabezpieczajacej Fmoc. Procedure powtdrzytam, kazdorazowo
przemywajac zywicg DMF, a nastgpnie wykonatam test ninhydrynowy. W zalezno$ci
od liczby aminokwaséw, ktore zawieral ostateczny zwigzek, przeprowadzatam kolejne
reakcje sprzggania aminokwasow do wolnej grupy aminowej aminokwasu zwigzanego
z zywicag, Stosujac jako odczynniki sprzggajace DIC i HOBt lub HATU i 2,4,6-kolidyne
w DMF przez 4 godziny. Kazdorazowo po sprzgganiu przeprowadzatam test
ninhydrynowy i odbezpieczatam grupe aminowa roztworem piperydyny, po czym
przemywatam zywice kilka razy DMF. W celu syntezy metalocenowych analogow
328-330, 333-334, 338-340, do wolnej grupy aminowej aminokwasu zwigzanego
z zywicg sprzegatam 347. Po 4 godzinach mieszania usunetam reagenty poprzez filtracje
prozniowa, wykonatam test ninhydrynowy i odbezpieczytam grupe aminowa 20%
roztworem piperydyny w DMF otrzymujac zywice 360-362, 365-366, 369-371 (Schemat
37).

1. Fmoc-AA-OH, DIPEA, DCM, 16 h 1. Fmoc-AA-OH, odczynniki
2. DCM:MeOH:DIPEA (17:2:1), 1 h sprzegajace, DMF, 5 h

3. 20% roztwor piperydyny w DMF, 20 min 2. 20% roztwor piperydyny w DMF, 20 min -
. O cl . O 0-AA-NH, . O—(AA);-NH

l cl ! cl cl

355 Zyw-O-GIu(O'BU)-NH, substraty produkt
356 Zyw-0-g-Glu-(0'Bu)-NH, etap Letap 2etap 3
357 Zyw-O-GIn(Trt)-NH, 355 substraty
%2 - - n=2 358 Zyw-0-Glu(0'Bu)-Glu(O'Bu)-NH,
352 352 - n=3 359 Zyw-O-Glu(O'Bu)-Glu(0'Bu)-Glu(O'Bu)-NH,
U7 - - n=2 360 Zyw-0-Glu(0'Bu)-Fer-CH,NH,
352 347 - n=3 361 Zyw-O-Glu(O'Bu)-Glu(0'Bu)-Fer-CH,NH,

352 352 347 =4 362 Zyw-O-Glu(0'Bu)-Glu(0'Bu)-Glu(O'Bu)-Fer-CH,NH
FmoCAAOH - n yw-O-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-Fer-CHNH,

353 n=2 363 Zyw-0-g-Glu-(0'Bu)-g-Glu-(O'Bu)-NH,

HO 0y_0O'B Oy OH Ox NHTIt o

-0 . 353 353 - n=3 364 Zyw-0-g-Glu-(0'Bu)-g-Glu-(0'Bu)-g-Glu-(O'Bu)-NH,

353 347 - n=3 365 Zyw-0-g-Glu-(0'Bu)-g-Glu-(0'Bu)-Fer-CH,NH,
- \f \ \

N " 353 353 347 n=4 366 Zyw-0-g-Glu-(0O'Bu)-g-Glu-(0'Bu)-g-Glu-(O'Bu)-Fer-CH,NH,

Fe NHEmoc Fmoc\u OH Fmoc\u O'Bu Fmoc\N OH 357
= o o] o]
352 353 354

%4 - - n=2 367 Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-NH,
u7 354 354 - n=3 368 Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-NH,
U7 - - n=2 369 Zyw-0-GIn(Trt)-Fer-CH,NH,
rac-Fmoc-NHCH,Fer-COOH  Fmoc-Glu(0'Bu)-OH Fmoc-Glu-0'Bu Fmoc-GIn(Trt)-OH 354 347 - n=3 370 Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Fer-CH,NH,

354 354 347 n=4371Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Fer-CH,NH,

Schemat 37. Synteza zywic 358-371
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Niezbedny azydek 376 otrzymatam, wychodzac z kwasu foliowego 37, gdzie
w pierwszym etapie, w reakcji 37 z TFAA zsyntezowatam mieszaning bezwodnika
i kwasu N20-pi(trifluoroacetylo)pirofoliowego 372-373, ktora poddatam reakcji z woda
w THF, otrzymujgc kwas 374. Nastepnie, W reakcji monohydratu hydrazyny
ze zwiazkiem 374 w DMSO, zsyntezowatam hydrazyd 375. Potraktowanie 375
azotanem(l1) tert-butylu i azydkiem sodu doprowadzito do uzyskania 376 z wydajnoscia
92% (Schemat 38).
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Schemat 38. Synteza azydku 376

W reakcji sprzggania 376 do wolnej grupy aminowej aminokwasu zwigzanego
z zywica, stosujac jako zasad¢ TMG, otrzymatam 377-391. Naste¢pnie odcigtam produkty
reakcji od podtoza statego, wykorzystujac mieszaning TFA:TIPS:H20 (9,0:0,5:0,5, v/v/v)
przez 1 godzing, a substancje lotne usungtam na wyparce. Zwiazki 377-391 wydzielitam
za pomocg preparatywnej chromatografii HPLC, scharakteryzowalam wykorzystujac
HR-MS, a ich czysto$¢ oznaczylam wykonujac analityczng chromatografiec HPLC
(Schemat 39).
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368 388  Pter-GIn-GIn-GIn-OH
369 389 Pter-NHCH,Fer-GIn-OH
370 390 Pter-NHCH,Fer-GIn-GIn-OH
371 391  Pter-NHCH,Fer-GIn-GIn-GIn-OH

Schemat 39. Synteza zwigzkow 377-391

Te¢ samg metodologi¢ zastosowatam do syntezy analogu 392. Dotaczytam 347
do zywicy 2-chlorotrytylowej w obecnosci DIPEA w DCM przez 16 godzin. Po tym
czasie zabezpieczytam wolne pozycje na zywicy roztworem zamykajacym i w kolejnym
etapie usunelam Fmoc stosujac 20% roztwor piperydyny w DMF. Po przemyciu zywicy
DMF wykonatam sprze¢ganie z 376, w obecnosci TMG w DMSO przez 24 godziny.
Zywice potraktowatam mieszaning TFA:TIPS:H20 (9,0:0,5:0,5, v/V/v) przez 1 godzine
I usungtam substancje lotne pod zmniejszonym cisnieniem. Proby wyizolowania 392 nie
powiodly si¢, dlatego postanowitam przeprowadzi¢ reakcje sprzegania 376 z 351
w roztworze z dodatkiem TMG, jednak i w tym przypadku nie otrzymatam pozadanego
produktu 392 (Schemat 40).

O 1. Fmoc-AA-OH, DIPEA, DCM, 16 h
2. DCM:MeOH:DIPEA (17:2:1), 1 h

3. 20% roztwdr piperydyny w DMF, 20 min
Q-()fa, Hormmien QO

o Fe
<2

1. TMG, DMSO, 24 h
2. TEATIPS:H,0 (9,0:05:05), 1 h Q Q
oH NEOH
N H
LI &
HNT NN

392 brak produktu

!CI

TMG, DMSO, 24 h
0]

H,N EOH

Fe
<

351

Schemat 40. Proby syntezy 392
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6.3.2 Synteza ferrocenylowych analogéw metotreksatu

Kolejng seriag zwigzkow, ktorg otrzymatam byly ferrocenylowe analogi
metotreksatu 397-399. W celu syntezy 397-399 wykorzystalam otrzymane
we wezesniejszych etapach peptydy zwigzane z zywicg 360, 365-366, natomiast kwas

396 zsyntezowatam w dwuetapowej reakcji wedtug procedury opisanej w literaturze.

W reakcji chlorowodorku (2,4-diaminopterydyn-6-ylo)metanolu 393 z bromkiem
tionylu otrzymalam zwiazek 394'7° ktérego uzytam jako odczynnika alkilujacego
w reakcji z 395, uzyskujgc kwas 4-[(2,4-diaminopterydyno-6-
metylo)metyloamino)benzoesowy 396! z wydajnoscia 61% (Schemat 41). W widmie
'H NMR 396 byly obecne charakterystyczne dublety pochodzace od protonéw pierécienia
fenylowego przy ¢ 7,72 i 6,81 ppm oraz sygnat od grupy metylowej przy ¢ 3,20 ppm.

o

dOH

HN

ﬁ pACIETN ' S A
P |

RT,18h HyN N N DMA, 70°C 18h

84% 61%
394

(o}

Schemat 41. Synteza kwasu 396

Otrzymany kwas 396 poddatam reakcji sprzegania z grupa aminowa peptydu
dolaczonego do zywicy, uzywajac jako odczynnikoéw sprzegajacych DIC i HOBt w DMF
przez 16 godzin (Schemat 42). Po sprzeganiu odcietam produkty od zywicy, stosujac
mieszaning TFA:TIPS:H20 (9,0:0,5:0,5, v/v/v), a substancje lotne usune¢lam pod
zmniejszonym cisnieniem. Zwigzki 397-399 wydzielitam za pomocag preparatywnej
chromatografii HPLC, scharakteryzowalam wykorzystujac HR-MS, a ich czystos¢

oznaczylam wykonujac analityczng chromatografi¢ HPLC.

(o] o

O NH, OH  1.HOBY, DIC, NH, NH-(AA),-OH
N DMF, RT, 16 h
. O—(AA)NH,  + N \]/\N jﬁ
I | I
HQN)\N/ 7 )\

Cl 2. TFA:TIPS:H,0 (9:0,5:0,5)
O RT,1h

360 Zyw-O-Glu-(0'Bu)-Fer-CH,NH, 396 397  MX-NHCH,Fer-y-Glu-OH
365 Zyw-O-Y-Glu-(0'Bu)-y-Glu-(O'Bu)-Fer-CH,NH, 398 MX-NHCH,Fer-y-Glu-y-Glu-OH
366 Zyw-O-Y-Glu-(0'Bu)-y-Glu-(O'Bu)-y-Glu-(0'Bu)-Fer-CH,NH, 399  MX-NHCH,Fer-y-Glu-y-Glu-y-Glu-OH

Schemat 42. Synteza analogéw metotreksatu 397-199



W kolejnej serii analogdbw metotreksatu postanowilam zastapi¢ pierscien
fenylowy ugrupowaniem ferrocenylowym (Schemat 43). Zwiazki te postanowitam
zsyntezowac W reakcji alkilowania grupy aminowej aminokwasu

6-bromometylopterydyno-2,4-diaming 394.

NH, H-pr

NH, o) O
N /aLNrAA'OH ~-N
N X N N S Br - -
P /j/\‘ H — P /j/\ + . Q O—(AA)-NH,
H,N” N7 N Fe N~ "N °N O

Hy al

Schemat 43. Ogoiny schemat syntezy ferrocenylowej pochodnej

Syntez¢  rozpoczgtam od  otrzymania kwasu  rac-Fmoc-N-metylo-N-
(aminometylo)ferrocenokarboksylowego 401. W pierwszym etapie, wychodzac z kwasu
rac-2-formyloferrocenokarboksylowego 349 w reakcji aminowania redukcyjnego
z metyloaming otrzymatam 400, ktéry uzylam w dalszym etapie bez oczyszczania.
Otrzymany 400 zabezpieczylam Fmoc-Cl wedlug opracowanej wczesniej procedury,
uzyskujac produkt 401 z wydajnoscia 31% w przeliczeniu na ilo§¢ uzytego 349 (Schemat
44).

0 0
OH oH o)
1.CHNH, Y OH
2.NaBH(OAC); N— Fmoc-Cl, NapCOj, Z\ . .

Fe % THF, RT, 2 Fe ACN:1L4-dioksan (1:1), N,
<SS N RT, 18h Fe
31% N
349 400 401

Schemat 44. Synteza kwasu rac-Fmoc-N-metylo-N-(aminometylo)ferrocenokarboksylowego 401

W kolejnym etapie, wolng grupe aminowa kwasu glutaminowego zwigzanego
z zywica sprzegatam z 401, wykorzystujac HOBt i DIC w DMF. Usungtam grupe
zabezpieczajagca Fmoc 20% roztworem piperydyny w DMF, przemylam zywice
kilkakrotnie DMF oraz DMA. Nastgpnie przeprowadzilam reakcj¢ alkilowania
zwigzkiem 394 wolnej grupy N-metyloaminowej pochodnej ferrocenylowej zwigzanej
z zywicg 402 w obecnosci DIPEA w DMA. Pomimo wydtuzenia czasu reakcji oraz
dodania $swiezych porcji reagentow, nie wyizolowatam pozadanego produktu. Réwniez,
mimo uzycia innych zasad: TMG, weglanu potasu czy weglanu cezu, nie otrzymatam

produktu 403 (Schemat 45).
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O 1. Fmoc-AA-OH, HOBt, DIC, DMF, 5 h

" OF, )
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Schemat 45. Proby syntezy analogu 403

Po szeregu niepowodzen metoda SPPS, zdecydowatam si¢ wykonaé reakcje
alkilowania w roztworze. Wykorzystalam zywic¢ 2-chlorotrytylowa do syntezy
dipeptydu y-Glu-(O'Bu)-Fer-CH2NHCH3 402, ktory nastepnie odcigtam i wyizolowatam,
stosujgc mieszaning DCM:TFE:AcOH (8:1:1, v/v/v). W kolejnym etapie otrzymany
dipeptyd 404 poddatam reakcji alkilowania 394 w roztworze w obecno$ci weglanu potasu
w DMA w temperaturze 40°C, ale i w tym przypadku nie otrzymatam pozadanego
produktu 403 (Schemat 38).

(0]

O'Bu
I 1. Fmoc-AA-OH, HOB, DIC, DMF, 5h O HN oH
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Schemat 46. Proby syntezy analogu 40



6.3.3 Badania aktywnosci biologicznych ferrocenylowych analogow

kwasu foliowego

Aktywnos¢ antyproliferacyjng zsyntezowanych zwiazkow 377-391 zbadano
w zespole dr. Blazeja Rychlika wobec linii komérek nowotworowych: A-431 (rak
ptaskonabtonkowy skory cztowieka), A-431M (wariant A-431 oporny na metotreksat),
B16-F10 (czerniak myszy), B16M (wariant B16-F10 oporny na metotreksat), CT26.WT
(rak okre¢znicy myszy), CT26M (wariant CT26.WT oporny na metotreksat), SW620
(gruczolakorak jelita grubego), SW620M (gruczolakorak jelita grubego oporny
na metotreksat) (Rysunek 65). Zbadano przezywalno$¢ komorek nowotworowych
w podtozu pozbawionym kwasu foliowego, po potraktowaniu komorek analogami kwasu

foliowego, zarowno ferrocenylowymi, jak i organicznymi.

Wyniki badan wstepnych pokazaly, ze seria zwigzkéw organicznych, zgodnie
z oczekiwaniami, nie wykazuje aktywno$ci cytostatycznej. Natomiast wszystkie
ferrocenylowe analogi byly mniej cytotoksyczne niz metotreksat wzgledem badanych
linii komérkowych. Pomimo prowadzenia badan w zakresie stezen od 10”° do 10 mol/I,
przezywalno$¢ komoérek w obecnosci najwyzszych stezen zwigzkow 379-381, 389-390
byta na poziomie 75-100%. Przezywalno$¢ komorek linii A-431 w przypadku 384
i 385 przy stezeniu 10* dla linii A431 wynosita okoto 75%. Na podstawie
przedstawionych danych mozna stwierdzi¢, ze otrzymane analogi sg3 W zdecydowanej
wickszosci nieaktywne. Niska cytotoksyczno$é moze by¢ spowodowana zwigkszong
aktywnoscig transporteréw odpowiedzialnych za wydalanie czasteczek poza komorke,
zwigzki te mogg by¢ dobrymi substratami dla tych bialek skad moze wynika¢ ich niska

toksyczno$¢, jednakze hipoteza ta wymaga dalszych badan.
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Rysunek 65. Przezywalnosé komérek nowotworowych w obecnosci analogéw kwasu foliowego dla kazdej

z linii komorkowych. Dane na wykresach sq sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow.



6.4 Podsumowanie

Zsyntezowatam dwie serie analogow etopozydu: ferrocenylowe oraz
rutenocenylowe pochodne 1H-1,2,3-triazolowe i aminowe. Ocena potencjatu
antyproliferacyjnego  otrzymanych  zwigzkow  pokazata, ze najaktywniejsze
sg 1H-1,2,3-triazol 220 oraz aminy 258-260. Po zbadaniu wptywu analogéw 220, 258-
260 na zdolno$¢ do hamowania polimeryzacji tubuliny i na aktywnos¢ topoizomerazy 11
stwierdzono, Ze najprostsza amina 258 jest zwigzkiem wykazujagcym podwojne dziatanie
— jest inhibitorem zaré6wno procesu polimeryzacji mikrotubul, jak i TOPOII. Wykazatam,
ze zastgpienie reszty cukrowej etopozydu podstawnikiem ferrocenyloalkiloaminowym

powoduje zwigkszenie cytotoksycznosci otrzymanych analogow.

Zsyntezowatam  seri¢  ferrocenylowych oraz  fenylowych analogéw
tryprostatyny A. Badania aktywnosci antyproliferacyjnej w stosunku do linii komorek
nowotworowych wrazliwych oraz opornych na najczesciej stosowane chemioterapeutyki
(cisplatyne, doksorubicyng, etopozyd, metotreksat, winkrystyne i mitoksantron)
pokazaty, Ze po potraktowaniu komorek mieszaning badanego zwiazku i leku nastgpuje
uwrazliwienie komorek nowotworowych na zastosowany chemioterapeutyk. Badania
wpltywu zsyntezowanych zwigzkéw na transport wzorcowych substratéw wybranych
bialek opornosci wielolekowej oraz wigzanie przeciwciat UIC2 oraz 5D3, potwierdzily,
ze zwiazki (2)-273, (2)-296 i (Z)-275 sa substratami dla biatek ABCB1 oraz ABCG2,
natomiast zwigzek (Z)-295 jest substratem tylko dla biatkka ABCG2. Wykazatam,
ze zastgpienie podstawnika indolowego W czasteczce tryprostatyny A grupa
ferrocenylowa lub ferrocenylofenylowa prowadzi do otrzymania zwigzkow
wykazujacych umiarkowang cytotoksycznosé, a otrzymane analogi wykazuja wysoka

aktywnos$¢ wobec bialek opornosci wielolekowej ABCBI1 oraz ABCG2.

Zsyntezowatam serie ferrocenylowych analogow kwasu foliowego oraz
metotreksatu. Przeprowadzono badania przezywalnosci otrzymanych zwiazkow
wzgledem wybranych linii komoérek nowotworowych opornych 1 wrazliwych
na metotreksat. Otrzymane wyniki pokazaty, ze ferrocenylowe analogi kwasu foliowego
wykazuja niewielkg aktywnos$¢ antyproliferacyjng i w wiekszos$ci sg nietoksyczne wobec
badanych linii komérkowych. Wykazatam, iz obecno$¢ ugrupowania ferrocenylowego

nie wptywa znaczaco na aktywnos$¢ biologiczna otrzymanych pochodnych.
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8. Czes¢ eksperymentalna

8.1 Informacje ogolne

Wszystkie reakcje prowadzitam w ochronnej atmosferze argonu. THF 1 toluen
destylowatam znad sodu i benzofenonu, dichlorometan znad wodorku wapnia, DMF znad
wodorku wapnia pod zmniejszonym cisnieniem i przechowywatam w ochronnej
atmosferze argonu nad sitami molekularnymi 4A. Pozostale odczynniki zostaly
zakupione z firm Merck®, Fluorochem, TCI, Alfa Aesar oraz innych i uzyte bez

oczyszczania.

Widma NMR wykonano na spektrometrze Bruker AVIII 600 (600,26 MHz dla
H), BC{*H} NMR (150,94 MHz)) i kalibrowano na sygnal resztkowy rozpuszczalnika.
Stosowano rozpuszczalniki deuterowane: CDCls (*H, § 7,26 ppm, BC{*H}, 6 77,0 ppm),
DMSO-ds (*H, § 2,50 ppm, *C{*H}, § 39,51 ppm) oraz CD2Clz (*H, 5 5,32 ppm, *C{*H},
0 54,0 ppm). Wartosci przesuni¢é chemicznych wyrazono w [ppm], a stale sprzezenia
Jw [Hz]. Widma absorpcji w podczerwieni (IR) wykonano za pomoca spektrofotometru
FT-IR NEXUS w KBr oraz metoda filmu cieczy; potozenie pasm absorpcji wyrazono
w cm?l. Analizy elementarne wykonano na analizatorze Vario EL Il (Elementar
Analysensysteme GmbH). Synteza na podtozu staltym wykonywana byla w reaktorach
do SPPS, natomiast do mieszania wykorzystano wytrzasarke kotyskowa. Reakcje
z uzyciem mikrofal prowadzone byty w reaktorze mikrofalowym Monowave 400 firmy
Anton Paar. Chromatografi¢ cienkowarstwowa wykonano na ptytkach aluminiowych
pokrytych SiO, (60 F254 0,2 mm) firmy Supelco®. Chromatografia kolumnowa byta
wykonywana na zelu krzemionkowym 60 (230-400 mesh) firmy Merck. Do izolacji
polarnych zwigzkoéw wykorzystano system Shimadzu HPLC na preparatywnej kolumnie
(Phenomenex PFP, 15 x 21,6 mm, 5 pm, przeptyw 25 ml/min) z detektorem PDA
w uktadzie odwroconym A:B, gdzie A to 0,1% TFA w H20, a B to 0,1% TFA w ACN
zaczynajac od 0% do 100% B w ciggu 20 minut, nastepnie 100% B w ciggu nastgpnych
5 minut i 0% B przez nastepne 10 minut. Czystos¢ zwigzkéw oznaczono metoda analizy
HPLC na kolumnie analitycznej (Phenomenex PFP 150 x 4,6 mm, 5 pm, przeplyw
I ml/min) przy uzyciu systemu Shimadzu HPLC z detektorem PDA w uktadzie
odwroéconym A:B, gdzie A to 0,1% TFA w H20, a B to 0,1% TFA w ACN. Metody
analityczne wykorzystane do oznaczenia czysto$ci zwigzkéw: metoda AN-1: gradient

A:B zaczynajac od t=0,3 min 0% B, t=20 min 100% B, t=25 min 0% B, t=35 min 0% B;
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metoda AN-2: gradient A:B zaczynajac od t=0,3 min, 20% B, t=15 min 80% B, t=21 min
100% B, t=25 min 100% B, t=26 min 20% B, t=35 min 20% B; metoda AN-3: gradient
A:B zaczynajac od t=0,3 min, 20% B, t=21 min 100% B, t=25 min 100% B, t=26 min
20% B, t=35 min 20% B; metoda AN-4: gradient A:B zaczynajac od t=0,3 min, 20% B,
t=15 min 80% B, t=21 min 100% B, t=25 min 100% B, t=26 min 20% B, t=35 min
20% B.

Nadmiary enancjomeryczniec wyznaczytam za pomocg analizy HPLC na chiralnej
kolumnie analitycznej Lux Cellulose-2, metoda AN-5: przeptyw 1,5 ml/min,
IPA-n-heptan, 25:75, v/v, 90 min.

Pomiary LC-MS (technikg jonizacji ESI) zostaly wykonane stosujgc System
Shimadzu Nexera XR na analitycznej kolumnie (Phenomenex XB-C18, 50 x 2,1 cm,
1,7 um, przeptyw 0,3 ml/min) z detektorem PDA (SPD-M40) i LC-MS-2020 w uktadzie
odwroconym A:B:C, gdzie A to 0,01% HCOOH w H-0O, B to 0,01% HCOOH w MeOH,
a C to 0,01% HCOOH w ACN. Metody analityczne wykorzystane do oznaczenia
czystosci zwigzkow: metoda LC-MS-1: gradient A:B:C zaczynajac od t=0,2 min, 15%
B, 15% C, t=4 min, 45% B, 45% C, t=5 min, 45% B, 45% C, t=8 min, 15% B, 15% C,
t=13 min, 15% B, 15% C; metoda LC-MS-2: izokratyczna A:B:C, 45% A, 27,5% B,
27,5% C t= 9 min.

Pomiary ESI-MS zostaly wykonane na spektrometrze Varian 500-MS LC lon
Trap (Uniwersytet L.odzki). Pomiary HR-MS zostaty wykonane na spektrometrze Bruker
microTOF-Q II technika jonizacji ESI (Instytut Chemii Organicznej w Warszawie).



8.2 Synteza metalocenowych analogow etopozydu

Procedura ogélna A — synteza m-alkynoilometalocenéw — acylowanie

metalocendéw kwasami karboksylowymi w obecnosci TFAA i TFOH

R” “OH Q
& 1eaa TiOH ©)L R

M M
DCM, RT, 2h
=2 i

1,10 eq TFAA dodatam do roztworu 1,10 eq kwasu karboksylowego w DCM. Nastepnie
dodatam 1,00 eq metalocenu (Ccp.m=0,400 mol/l), a po jego rozpuszczeniu wkroplitam
1,00 eq TfOH i mieszatam przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Mieszaning
reakcyjng wylatam do zlewki z lodem i produkt wyekstrahowatam trzykrotnie DCM.
Potaczone warstwy organiczne przemylam wodorowgglanem sodu, solankg i suszytam
nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a po odsaczeniu $rodka suszacego usungtam
rozpuszczalnik na wyparce. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowej

na zelu krzemionkowym.
4-pentynoiloferrocen 202127128

202 zsyntezowalam wg procedury ogolnej A z wydajnoscia 68%
é (181 mg) wychodzac z 186 mg (1,00 mmola) FcH, 108 mg (1,10 mmola)
Ci5Hy4FeO 199, 231 mg (160 pul, 1,10 mmola) TFAA, 165 mg (100 pl, 1,10 mmola)

266,12 g/mol

o
©)K/\\\

TfOH 1 4,50 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej
stosujac jako eluent DCM. 'H NMR (CDCls) 6 4,81 (t, 3Ju-+=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,52
(t, 3Jun=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,24 (s, 5H, Cp); 2,98 (t, 3Jnn=7,3 Hz, 2H); 2,60
(dt, 3Jn-n=11,1 Hz, “Ju-n=2,6 Hz, 2H); 2,00 (t, “Ju-n=2,6 Hz, 1H).

5-heksynoiloferrocen 2031%/-128

- 203 zsyntezowatam wg procedury ogodlnej A z wydajnoscia 94%
Fe (263 mg) wychodzac z 186 mg (1,00 mmola) FcH, 120 mg (120 ul,

<
oo 1,10 mmola) 200, 231 mg (160 ul, 1,10 mmola) TFAA, 165 mg (100 pl,

1,10 mmola) TfOH i1 4,50 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii
kolumnowej stosujac jako eluent DCM. 'H NMR (CDCl3) 64,80 (t, *Ju-1=1,9 Hz, 2H,
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Cp); 4,50 (t, 3J4-1=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,21 (s, 5H, Cp); 2,88 (t, 3Jh-.n=7,1 Hz, 2H); 2,35 (dt,
3J4-1=10,2 Hz; *JH.1=2,6 Hz, 2H); 2,01 (t, 4Jn.H=2,6 Hz, 1H); 1,96-1,91 (m, 2H).

6-heptynoiloferrocen 204127128

0 204 zsyntezowalam wg procedury ogdlnej A z wydajnosciag 88%
% (488 mg) wychodzac z 186 mg (1,00 mmola) FcH, 120 mg (120 pl,

S
Ci7HigFe0 1,10 mmola) 201, 231 mg (160 ul, 1,10 mmola) TFAA, 165 mg

29417 gimol
(100 ],tlg, 1,10 mmola) TfOH i 4,50 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca
chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM. 'H NMR (CDClz) & 4,78
(t, ®Jn-w=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,50 (t, Jun =1,9 Hz, 2H, Cp); 4,20 (s, 5H, Cp); 2,73
(t, 3Jn-n =7,4 Hz, 2H); 2,26-2,25 (m, 2H); 1,96 (s, 1H); 1,84 (t, 3Ju-n =7,6 Hz, 2H); 1,64-

1,62 (m, 2H).

4-pentynoilorutenocen 20512128

205 zsyntezowalam wg procedury ogélnej A z wydajnoscia 46%

M (143 mg) wychodzac z 231 mg (1,00 mmola) RcH, 156 mg

Ru

N (1,10 mmola) 199, 231 mg (160 pl, 1,10 mmola) TFAA, 165 mg

Vi (100 pl, 1,10 mmola) TfOH i 4,50 ml DCM. Produkt wydzielilam

za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM. *H NMR (CDCls)

55,12 (t, ®Jn-n=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,78 (t, *Jn-v=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,61 (s, 5H, Cp); 2,87

(t, 3In-+=7,4 Hz, 2H); 2,54 (dt, 3Jn-+=10,9 Hz; *In-n=2,6 Hz, 2H); 1,97 (t, *In-H=2,6 Hz,
1H).

5-heksynoilorutenocen 20627128

206 zsyntezowalam wg procedury ogolnej A z wydajnoscia 41%
Pz
o AAA (134 mg) wychodzac z 231 mg (1,00 mmola) RcH, 112 mg (110 pl,

Ru

< 1,10 mmola) 200, 231 mg (160 pl, 1,10 mmola) TFAA, 165 mg

C16H160RU

325.37g/mol (100 ul, 1,10 mmola) TfOH i 4,50 ml DCM. Produkt wydzielitam

za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM. *H NMR (CDCls)
55,12 (t, 3Junw=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,77 (t, 3Jn-+=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,60 (s, 5H, Cp); 2,77
(t, 3Ju-n=7,1 Hz, 2H); 2,28 (dt, 3Ju-n=6,8 Hz; *Ju-n=2,6 Hz, 2H); 1,99 (t, *Jn.n=2,6 Hz,
1H); 1,90-1,85 (m, 2H).



6-heptynoilorutenocen 20712128

W 207 zsyntezowatam wg procedury ogélnej A z wydajnoscia 73%

Ru N (248 mg) wychodzac z 231 mg (1,00 mmola) RcH, 139 mg (140 pl,
<

C17H1g0Ru 1,10 mmola) 201, 231 mg (160 ul, 1,10 mmola) TFAA, 165 mg

339,39g/mol

(100 upl, 1,10 mmola) TfOH i 4,50 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca
chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM. 'H NMR (CDCls) § 5,10
(t, 3In-H=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,77 (t, 3Jun=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,58 (s, 5H, Cp); 2,61
(t, 3Jnn=7,4 Hz, 2H); 2,23 (dt, 3Jnu-w=7,1 Hz; *Jn-+=2,6 Hz, 2H); 1,96 (t, *Jn-n=2,6 Hz,
1H); 1,81-1,75 (m, 2H); 1,61-1,55 (m, 2H).

(3-trimetylosililopropynoilo)rutenocen 209127128

209 zsyntezowatam wg procedury ogélnej A z wydajnoscia 55%
. N (197 mg) wychodzac z 231 mg (1,00 mmola) RcH, 156 mg (1,10 mmol)
< 208, 231 mg (160 pl, 1,10 mmola) TFAA, 165 mg (100 pl, 1,10 mmola)

C16H1gORUSI

355.47g/mol TfOH i 4,50 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii

(0]

kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM 1 uzytam do nastgpnego etapu bez wykonywania

analiz.
Acetyloferrocen 212127-128, 151

212 zsyntezowalam wg procedury ogolnej A z wydajnoscia 95% (4,65 g)

o N

Fe wychodzac z 4,00 g (21,5 mmola) FcH, 1,42 g (1,35 ml, 26,7 mmola) kwasu

<
cuHFeo | OCtowego, 4,97 g (3,29 ml, 23,7 mmola) TFAA, 3,23 g (1,89 ml, 21,5 mmola)

228,07 g/mol

TfOH i 54 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej
stosujac jako eluent DCM. 'H NMR (DMSO-dg) 64,78 (t, 3Jn.n=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,56
(t, 3Ju-n=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,24 (s, 5H, Cp); 2,35 (s, 3H).

5-ferrocenoilopentanian etylu 237%°

0 237 zsyntezowalam wg procedury ogoélnej A z wydajnoscig
O~
W ilosciowa (24,5 g) wychodzac z 13,3 g (71,6 mmola) FcH, 13,7 g
<
CigHaoFeOs (14,0 ml, 78,8 mmola) 235, 16,5 g (11,1 ml, 78,8 mmola) TFAA,

342,21g/mol

10,8 g (6,34 ml, 71,6 mmola) TfOH i 120 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca
chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM. 'H NMR (CDCl3) 6 4,78
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(br. s, 2H, Cp); 4,49 (br. s, 2H, Cp); 4,19 (s, 5H, Cp); 4,14 (q, 3In-w=7,1 Hz, 2H,
OCH:2CHa); 2,73 (t, 3Ju-n=6,8 Hz, 2H); 2,37 (t, 3Jn.n=6,9 Hz, 2H); 1,74-1,70 (m, 4H);
1,26 (t, *Ju-+=6,8 Hz, 3H, OCH2CHj).

5-rutenocenoilopentanian metylu 238

o 238 zsyntezowalam wg procedury ogdlnej A z wydajnoscia 95%
WO\ (1,39 g) wychodzac z 904 mg (3,91 mmola) RcH, 689 mg (620 ul,
< 4,30 mmola) 236, 907 mg (610 pul, 4,30 mmola) TFAA, 645 mg

C17H2003Ru
373,41g/mol

(0,380 ml, 4,30 mmola) TfOH i 19,6 ml DCM. Produkt
wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-MeOH
w gradiencie od 0%-2% MeOH. T.t. 58-60°C; 'H NMR (DMSO-ds) ¢ 5,11
(t, 3Jn-w=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,83 (t, 3Jn-w=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,62 (s, 5H, Cp); 3,59 (s, 3H,
CHa); 2,62-2,59 (m, 2H, H-5); 2,33-2,31 (m, 2H, H-2); 1,54-1,52 (m, 4H, H-3, H-4);
13C NMR (DMSO-ds) 6201,2 (C-6); 173,2 (C-1); 83,9 (Cpipso); 73,4 (Cp); 71,7 (Cp);
70,5 (Cp); 51,1 (CHa); 37,6 (C-5); 33,1 (C-3); 24,1 (C-4); 23,7 (C-2); IR (KBr, v, cm™)
3083, 2945, 2900, 2867, 1735, 1659, 1448, 1376, 1172; ESI-MS (m/z) obliczone
dla Ci7H2003Ru: 374,1; znalezione: 375,1 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona
dla C17H2003Ru: C 54,68; H 5,40; znaleziona: C 54,84; H 5,49%.

Procedura ogolna B — synteza kwasow m-metalocenylo-w-oksoalkanowych
—acylowanie metalocenow bezwodnikami kwasowymi w obecnosci chlorku

glinu

@M AICI, w OH

M
DCM, RT, 18 h
& e

Do 1,60 eq bezwodnego AIClz dodatam bezwodny DCM, ochtodzitam mieszaning do 0°C
1 mieszatam 30 minut. Po tym czasie dodatam 1,00 eq bezwodnika kwasowego, a po jego
rozpuszczeniu 1,00 eq metalocenu (Ccp.m=0,500 mol/l) i mieszatam przez 18 godzin
w temperaturze pokojowej. Mieszaning reakcyjng wylatam do zlewki z lodem i produkt
wyekstrahowatam trzykrotnie DCM. Potaczone warstwy organiczne przemytam solanka,

suszytam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu a po odsgczeniu $rodka suszacego



usun¢tam rozpuszczalnik na wyparce. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii

kolumnowej na zelu krzemionkowym.

Kwas 3-ferrocenoilopropanowy 227

o 227 zsyntezowalam wg procedury ogélnej B z wydajnoscia 48%

@WOH (13,0 g) wychodzac z 18,6 g (100 mmola) FcH, 10,1 g (0,100 mola)

Fe (0]

< 225, 21,3 g (160 mmola) AICIs i 200 ml DCM. Produkt wydzielitam

CyqHy4Fe0g

28610 g/mol za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-

MeOH w gradiencie 0%-10% MeOH. 'H NMR (CDCls) 64,82 (t, Ju-1=1,9 Hz, 2H,
Cp); 4,52 (t, 3Jn-n=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,24 (s, 5H); 3,09 (t, *J4-n=6,5 Hz, 2H, CH>), 2,76
(t, 3Jn-+=6,5 Hz, 2H, CHy).

Kwas 4-ferrocenoilobutanowy 228

5 5 228 zsyntezowatam wg procedury ogélnej B z wydajnoscig 50%
?)MOH (7,53 g) wychodzac z 9,30 g (50,0 mmola) FcH, 6,28 g (55,0 mmola)
= s, | 226,10,7 g (80,0 mmola) AICI; i 100 ml DCM. Produkt wydzielitam

300,13 g/mol

za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-
MeOH w gradiencie 0%-10% MeOH. 'H NMR (CDCls) §4,79 (br. s, 2H, Cp); 4,50 (br.
s, 2H, Cp); 4,19 (s, 5H, Cp); 2,81 (br. s, 2H); 2,51 (br. s, 2H, CH>); 2,05 (br. s, 2H, CH>).

Kwas 3-rutenocenoilopropanowy 229

o 229 zsyntezowalam wg procedury ogélnej B z wydajnoscia 42%

OH
w (604 mg) wychodzac z 1,00 g (4,32 mmola) RcH, 436 mg (4,32 mmola)
< 225, 692 mg (5,19 mmola) AICIs i 8,65 ml DCM. Produkt wydzielitam

C14H1403Ru
331,33 g/mol

za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-
MeOH w gradiencie 0%-5% MeOH. 'H NMR (DMSO-ds) 65,13 (t, 3Ju.n=1,8 Hz, 2H,
Cp); 4,83 (t, 3Jun=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,65 (s, 5H, Cp); 2,90-2,88 (m, 2H, CHy); 2,44
(t, 3Jn-+=6,4 Hz, 2H, CH,).

Kwas 4-rutenocenoilobutanowy 230

0 0 230 zsyntezowalam wg procedury ogolnej B z wydajnoscia 43%
Ru " (642 mg) wychodzac z 1,00 g (4,32 mmola) RcH, 543 mg
T iy (4,76 mmola) 226, 807 mg (6,05 mmola) AICIz i 8,65 ml DCM.
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Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-
MeOH w gradiencie 0%-2% MeOH. T.t. 138-140°C; *H NMR (CDCls3) §9,95 (br. s,
1H, COOH); 5,10 (t, *Ju.n=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,77 (t, 3Jn-+=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,58 (s, 5H,
Cp); 2,70 (t, 3In-n=7,2 Hz, 2H, H-4); 2,45 (t, 3Ju.+=7,1 Hz, 2H, H-2); 2,01-1,97 (m, 2H,
H-3); 3C{*H} NMR (CDClIs) § 201,7 (C-5); 178,9 (C-1); 83,7 (Cpipso); 73,6 (Cp); 72,0
(Cp); 70,7 (Cp); 37,5 (C-4); 33,0 (C-2); 19,7 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3091, 2939, 1733,
1710, 1670, 1632, 1457, 1411, 1379, 1203, 1159, 813; ESI-MS (m/z) obliczone
dla CisH1603Ru: 346,0; znalezione: 347,2 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona
dla C1sH1603Ru: C 52,17; H 4,67; znaleziona: C 52,09; H 4,79%.

Procedura ogolnma C - synteza estrow oraz  kwasow
o-metalocenyloalkanowych — redukcja grupy ketonowej metoda

Clemmensena

O o0 (0]
<M o St o
M n Zn(Hg), HCI M n
@ toluen, temp. wrzenia, 4 h @ =12

Do roztworu 1,00 eq w-oksokwasu lub w-oksoestru (C=0,400 mol/l) w toluenie dodatam
30,0 eq stezonego HCI i amalgamat cynku (przygotowany bezposrednio przed reakcja
poprzez zmieszanie 10,0 eq pytu cynkowego (<10 pum) z wodnym roztworem 0,20 eq
chlorku rteci(Il) (Chgcl,=0,200 mol/l) oraz ze stezonym kwasem solnym (1,00 mlna 5 g
cynku)). Mieszaning reakcyjng ogrzewatam do wrzenia pod chlodnica zwrotng przez
4 godziny intensywnie mieszajgc. Odsgczylam amalgamat, dodatam wode¢ i produkt
wyekstrahowalam trzykrotnie toluenem. Polgczone warstwy organiczne przemylam
solankg, suszytam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a po odsgczeniu $rodka
suszagcego usung¢tam rozpuszczalnik na wyparce otrzymujac produkt, ktory

wykorzystalam do dalszych syntez bez oczyszczania.
Kwas 4-ferrocenylobutanowy 231’

on] 231 zsyntezowatam wg procedury ogolnej C z wydajnoscia 90%
W
= (5,20 g) wychodzac z 6,00 g (20,8 mmola) 227, 13,5 g cynku

Cy4H16FE0;

272,12 gimol (208,3 mmola), 1,13 g (4,17 mmola) HgCl,, 50,0 ml HCI, 21,0 ml H.O




i 52,0 ml toluenu. *H NMR (CDCls) 54,11 (s, 5H, Cp); 4,07-4,05 (m, 4H, Cp); 2,42-
2,38 (m, 4H, 2xCH,); 1,88-1,84 (m, 2H, CH>).

Kwas 5-ferrocenylopentanowy 2321%8

w 232 zsyntezowatam wg procedury ogolnej C z wydajnoscig 92%

Fe o (4,29 g) wychodzac z 4,93 g (16,5 mmola) 228, 10,7 g cynku
<&

Catiafe0s (165 mmola), 896 mg (3,30 mmola) HgCl2, 50,0 ml HCI, 16,5 ml H.0O

i 50,0 ml toluenu. *H NMR (CDCls) 64,09 (s, 5H, Cp); 4,07-4,04

286,15 g/mol
(m, 4H, Cp); 2,38-2,34 (m, 4H, 2xCH>); 1,70-1,65 (m, 2H, CHy); 1,59-1,54 (m, 2H, CH>).

Kwas 4-rutenocenylobutanowy 2336

oH| 233 zsyntezowalam wg procedury ogoélnej C z wydajnoscia 49%

o (285 mg) wychodzac z 604 mg (1,82 mmola) 229, 1,18 g cynku
?f%‘g%f/ﬁi (18,2 mmola), 64,1 mg (0,236 mmola) HgCl>, 8,0 ml HCI, 1,00 ml H20

i 8,0 ml toluenu. *H NMR (DMSO-ds) §11,99 (br. s, 1H, COOH); 4,52 (t, 3Ju-+=1,5 Hz,
2H, Cp); 4,51 (s, 5H, Cp); 4,42 (t, 3Jn-+=1,5 Hz, 2H, Cp); 2,23 (t, 3Jn-v=7,3 Hz, 2H,
H-2); 2,14 (t, 3Jun=7,9 Hz, 2H, H-4); 1,67-1,61 (m, 2H, H-3); B¥C{'H} NMR
(DMSO-ds) 5174,3 (C-1); 92,0 (Cpipso); 70,5 (Cp); 70,3 (Cp); 69,3 (Cp); 33,4 (C-2); 27,9

(C-4); 26,4 (C-3).

Kwas 5-rutenocenylopentanowy 234

P 234 zsyntezowatam wg procedury ogdlnej C z wydajnoscia 84%
RQUN\)%H (359 mg) wychodzac z 447 mg (1,30 mmola) 230, 845 mg cynku
<= (13,0 mmola), 70,6 mg (0,26 mmola) HgClz, 10,0 ml HCI, 2,00 ml

C15H180,Ru
331,37

H.0 i 10,0 ml toluenu. T.t. 105-107 °C; *H NMR (CDCIs) ¢ 4,50
(br s, 7TH, Cp); 4,43 (t, 3Jn-+=1,6 Hz, 2H, Cp); 2,37 (t, *Jn.H=7,5 Hz, 2H, H-2); 2,21
(t, 3Jnu-+=7,8 Hz, 2H, H-5); 1,71-1,66 (m, 2H, H-3); 1,53-1,49 (m, 2H, H-4); 3C{tH}
NMR (CDCls) 6179,1 (C-1); 92,6 (Cpipso); 70,7 (Cp); 70,4 (Cp); 69,3 (Cp); 33,8 (C-2);
31,1 (C-4); 28,8 (C-5); 24,6 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 2930, 2854, 1693, 1410, 1256, 1210,
1099, 810; ESI-MS (m/z) obliczone dla C1sH1802Ru: 332,0; znalezione: 333,1 [M+H]";
Analiza elementarna obliczona dla C1sH1802Ru: C 54,37; H 5,48; znaleziona: C 54,29;
H 5,63%.
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6-ferrocenyloheksanian etylu 239

5 239 zsyntezowatam wg procedury ogolnej C z wydajnoscia 93%

©\/\/\)LO/\ (6,37 g) wychodzac z 7,15 g (20,9 mmola) 237, 13,6 g cynku

é (209 mmola), 1,14 g (4,18 mmola) HgCl,, 50,0 ml HCI, 16,5 ml

2823 g H.0 i 50,0 ml toluenu. *H NMR (CDCls) 54,13 (q, 3Jn.+=5,3 Hz,
2H, OCH2CHz); 4,09 (s, 5H, Cp); 4,05-4,02 (m, 4H, Cp); 2,33 (t, 2Jn-n=7,8 Hz, 2H, CH);
2,29 (t, 3Ju.n=7,5 Hz, 2H, CHy); 1,67-1,62 (m, 2H, CH>); 1,55-1,49 (m, 2H, CH,); 1,38-

1,33 (m, 2H, CH2); 1,26 (t, 3Jnn=7,1 Hz, 3H, OCH2CHa).

6-rutenocenyloheksanian metylu 240

o 240 zsyntezowalam wg procedury ogolnej C z wydajnoscia 56%
©\/\/\)L o’ (729 mg) wychodzac z 1,39 g (3,72 mmola) 238, 2,42 g cynku
é (37,2 mmola), 202 mg (0,744 mmola) HgCl>, 10,0 ml HCI,

gl 2,00 ml H20 i 10,0 ml toluenu. *H NMR (CDCls) 54,50 (s, 5H,

Cp); 4,49 (t, ®Jnn=1,5 Hz, 2H, Cp); 4,42 (t, *Jn-n=1,6 Hz, 2H, Cp); 3,67 (s, 3H, CHa);
2,31 (t, 3Jn-n=7,5 Hz, 2H, H-2); 2,18 (t, *Jn.v=7,8 Hz, 2H, H-6); 1,66-1,61 (M, 2H, H-3);
1,48-1,43 (m, 2H, H-5); 1,37-1,32 (m, 2H, H-4); *C{*H} NMR (CDCls) 6§ 174,2 (C-1);
93,0 (Cpipso); 70,7 (Cp); 70,3 (Cp); 69,2 (Cp); 51,4 (CHs); 34,0 (C-2); 31,3 (C-5); 29,0
(C-4, C-6); 24,8 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3096, 2929, 2854, 1740, 1198, 806, 756;
ESI-MS (m/z) obliczone dla Ci7H2202Ru: 360,1; znalezione: 361,1 [M+H]"; Analiza
elementarna obliczona dla C17H2202Ru: C 56,81; H 6,17; znaleziona: C 56,92; H 6,21%.

Procedura ogoélna D — synteza kwaséw w-metalocenyloalkanowych —

zasadowa hydroliza o-metalocenyloalkanianéw metylu/etylu

n N _OoH
@/@\[(OR KOH @H\H/

M O  H,0-MeOH, temp. wrzenia, 4 h M o

< &

Wodny roztwoér 4,00 eq KOH (Ckon=1,30 mol/l) dodatam do 1,00 eq estru (Cestrv=0,400
mol/l) rozpuszczonego w MeOH i ogrzewatam do wrzenia pod chtodnica zwrotng przez
4 godziny. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej dodatam wodg i nieprzereagowany
ester wyekstrahowalam trzykrotnie eterem dietylowym. Warstw¢ wodna zakwasitam

stezonym HCl do pH=1 i1 produkt wyekstrahowatam trzykrotnie DCM. Warstwg



organiczng przemylam solanka, suszytam nad bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a po
odsaczeniu §rodka suszacego usunetam rozpuszczalnik na wyparce otrzymujac produkt,

ktory wykorzystatam do dalszych syntez bez oczyszczania.

Kwas 6-ferrocenyloheksanowy 241°

o 241 zsyntezowatam wg procedury ogolnej D z wydajnoscig 93%

@\/\/\)LOH (5,54 g) wychodzac z 6,37 g (19,4 mmola) 239, 5,13 g (77,6 mmola)
Fe

< KOH, 50 ml MeOH i 60 ml H20. 'H NMR (CDCls) §4,10 (s, 5H,

C1gHo0FeO,
300,17g/mol

Cp); 4,06 (br. s, 2H, Cp); 4,05 (br. s, 2H, Cp); 2,37-2,32 (m, 4H,
2x CHa); 1,69-1,64 (m, 2H, CHy); 1,55-1,50 (m, 2H, CH2); 1,41-1,36 (m, 2H, CH,).

Kwas 6-rutenocenyloheksanowy 242

o 242 zsyntezowatam wg procedury ogdlnej D z wydajnoscia 89%
W %% (596 mg) wychodzac z 700 mg (1,95 mmola) 240, 514 mg
< (7,79 mmola) KOH, 6 ml MeOH i 10 ml H,0. 'H NMR

8 byl (DMSO-ds) 512,00 (br s, 1H, COOH); 4,52 (t, 3Jun=1,6 Hz, 2H,

Cp); 4,50 (s, 5H, Cp); 4,41 (t, *Ju-n=1,6 Hz, 2H, Cp); 2,19 (t, 3Ju-n=7,3 Hz, 2H, H-2);
2,12 (t, 3Jn-n=7,8 Hz, 2H, H-6); 1,52-1,47 (m, 2H, H-3); 1,44-1,37 (m, 2H, H-5); 1,31
1,26 (m, 2H, H-4); BC{*H} NMR (DMSO-ds) & 174,5 (C-1); 92,7 (Cpipso); 70,6 (Cp);
70,3 (Cp); 69,2 (Cp); 33,6 (C-2); 30,9 (C-5); 28,5 (C-4, C-6), 24,4 (C-3); IR (KBr, v,
cmt) 3084, 2929, 2855, 1707, 1101, 806; ESI-MS (m/z) obliczono dla CisH2002RuU:
346,1; Znaleziono: 347,0 [M+H]*; Analiza elementarna obliczono dla CisH2002Ru:
C 55,64; H 5,84, znaleziono: C 57,98; H 6,25%.

Procedura ogélna E — synteza w-ferrocenyloalkan-1-oli — redukcja grupy

karboksylowej za pomocg tetrahydroglinianu litu

oM A on
LiAlH,

Fe (@] B — e Fe

@ THF, RT, 24 h @

Roztwér 1,00 eq kwasu (Ckwasu=0,300 mol/l) w THF wkroplitam do zawiesiny 2,00 eq
LiAlHs (CLiata=0,700 mol/l) w THF i mieszatam 24 godziny w temperaturze pokojowej.

Reakcje zakonczylam dodajac octan etylu, nastepnie wodny nasycony roztwoér chlorku
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amonu i HCI o stezeniu 1 mol/l. Produkt wyekstrahowatam trzykrotnie octanem etylu.
Potagczone warstwy organiczne przemytam solanka, suszylam nad bezwodnym
siarczanem(V1) sodu, a po odsgczeniu srodka suszgcego usunetam rozpuszczalnik
na wyparce otrzymujgc produkt, ktory wykorzystatam do dalszych syntez bez

oczyszczania.

4-ferrocenylobutan-1-ol 243

243 zsyntezowatam wg procedury ogélnej D z wydajnoscig 89%

@/\/\/OH
é (596 mg) wychodzac z 970 mg (3,54 mmola) 231, 269 mg

siigma | (7,08 mmola) LiAlH i 22,0 ml THF. 'H NMR (DMSO-ds) & 4,35
(brs, 1H, OH); 4,10 (s, 5H, Cp); 4,08 (br s, 2H, Cp); 4,03 (t, 3Ju-+=1,7 Hz, 2H, Cp); 3,40
(t, 3Jn-H=6,3 Hz, 2H, H-1); 2,29 (t, *Jn.H=7,6 Hz, 2H, H-4); 1,51-1,41 (m, 4H, H-2, H-3);
BBC{'H} NMR (DMSO-ds) 6 88,9 (Cpipso); 68,2 (Cp); 67,7 (Cp); 66,7 (Cp); 60,5 (C-1);
32,4 (C-2); 28,8 (C-4); 27,0 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3286, 3077, 2930, 2859, 1105, 1053,
1024, 999, 819, 480; ESI-MS (m/z) obliczone dla C14H1sFeO: 258,1; znalezione: 259,1
[M+H]"; Analiza elementarna obliczona dla C1sH1sFeO: C 65,14; H 7,03; znaleziona:

C 65,24; H 7,29%.

5-ferrocenylopentan-1-ol 244

S~ on 244 zsyntezowatlam wg procedury ogdlnej D z wydajnoscia 98%
é (1,05 g) wychodzac z 1,13 g (3,95 mmola) 232, 300 mg (7,90 mmola)
et LiAlH4 i 22,0 ml THF. H NMR (DMSO-dg) 54,34 (br s, 1H, OH);
4,10 (s, 5H); 4,08 (br s, 2H, Cp): 4,03 (br s, 2H, Cp): 3,38 (t, 2Jn-+=6,5 Hz, 2H, H-1); 2,28
(t, 3Jn-+=7,8 Hz, 2H, H-5); 1,48-1,40 (m, 4H, H-3, H-4); 1,33-1,28 (m, 2H, H-2); 3C{tH}
NMR (DMSO-ds) & 88,9 (Cpipso); 68,3 (Cp); 67,8 (Cp); 66,8 (Cp); 60,7 (C-1); 32,4
(C-4); 30,4 (C-3); 29,0 (C-5); 25,5 (C-2); IR (KBr, v, cm™) 3339, 3092, 2930, 2857, 1105,
1051, 1039, 1022, 1001, 817; ESI-MS (m/z) obliczone dla C1sH2oFeO: 272,1; znalezione:
273,3 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona dla CisHxoFeO: C 66,20; H 7,41;
znaleziona: C 66,09; H 7,57%.




6-ferrocenyloheksan-1-ol 245

245 zsyntezowatam wg procedury ogdlnej D z wydajnoscia 98%

@/\/\/\/OH
é (1,05 g) wychodzac z 1,17 g (3,90 mmola) 241, 296 mg
2ol (7,80 mmola) LiAlH4 i 22,0 ml THF. *H NMR (DMSO-ds) 5 4,33

(br s, 1H, OH); 4,10 (s, 5H, Cp); 4,08 (br. s, 2H, Cp); 4,03 (br. s, 2H, Cp); 3,37
(t, 3Jn-n=6,6 Hz, 2H, H-1); 2,28 (t, 3Jn.n=7,8 Hz, 2H, H-6); 1,48-1,43 (m, 2H, H-5); 1,43-
1,38 (m, 2H, H-2); 1,30-1,28 (m, 4H, H-3, H-4); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) & 89,0
(Cpipso); 68,3 (Cp); 67,8 (Cp); 66,8 (Cp); 60,7 (C-1); 32,5 (C-2); 30,6 (C-5); 28,9 (C-6,
C-4); 25,4 (C-3); IR (film cieczy, v, cm™) 3313, 3092, 2929, 2855, 1105, 1054, 1040,
1022, 1001, 817, 484; ESI-MS (m/z) obliczone dla C1sH22FeO: 286,1; znalezione: 287,2
[M+H]*; Analiza elementarna obliczona dla CisH2FeO: C 67,2; H 7,8; znaleziona:
C67,2; H7,9%.

Procedura ogoélna F - synteza o-ferrocenyloalkanali — utlenianie

o-ferrocenyloalkan-1-oli metodg Swerna

AR oH L
(COCI), DMSO

Fe Fe fe)

DCM, -78°C, 2,5 h
o U

Roztwor 1,50 eq (COCl)2 (Cicocy=1,00 mol/l) w bezwodnym DCM ochtodzitam
do -78°C, wkroplitam 3,00 e DMSO i mieszatam przez 30 minut. Nastgpnie wkroplitam
roztwor 1,00 eq alkoholu (Caikohott=0,500 mol/l) w DCM 1 mieszatam przez 1 godzing
w -78°C. Po tym czasie dodalam 3,00 eq trietyloaminy i mieszatam jeszcze przez
1 godzing pozwalajac mieszaninie osiggnac¢ temperature pokojowa. Mieszaning reakcyjng
rozcienczytam pigciokrotng objetoscig DCM, dodatam nasycony wodny roztwoér chlorku
amonu i produkt wyekstrahowatam trzykrotnie DCM. Potaczone warstwy organiczne
przemytam solankg, suszytlam nad bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a po odsgczeniu
srodka suszacego usungtam rozpuszczalnik na wyparce. Produkt oczy$citam za pomoca

chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym.
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4-ferrocenylobutanal 248

248 zsyntezowalam wg procedury ogélnej F z wydajnosciag 25%
(107 mg) wychodzac z 439 mg (1,70 mmola) 243, 323 mg (210 ul,

SuthaPed 2,55 mmola) (COCI)2, 398 mg (360 ul, 5,10 mmola) DMSO, 430 mg
(590 upl, 4,25 mmola) TEA i 570 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca
chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent cykloheksan-DCM (1:1, v/v). H NMR
(CDCls) 69,76 (t, 3Ju-n=1,6 Hz, 1H, CHO); 4,10 (s, 5H, Cp); 4,06 (br s, 4H, Cp); 2,45
(td, 3Inn=7,3; 1,6 Hz, 2H, H-2); 2,39 (t, *Jn-H=7,7 Hz, 2H, H-4); 1,86-1,78 (m, 2H, H-3);
13C{IH} NMR (CDCls) §202,4 (C-1); 87,9 (Cpipso); 68,5 (Cp); 68,1 (Cp); 67,3 (Cp); 43,5
(C-2); 29,0 (C-4); 23,5 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 2924, 2852, 1726, 1463; ESI-MS (m/z)
obliczone dla CisHi6FeO: 256,1; znalezione: 257,2 [M+H]"; Analiza elementarna
obliczona dla C14sH16FeO: C 65,65; H 6,30; znaleziona: C 67,60; H 6,95%.

5-ferrocenylopentanal 249

249 zsyntezowatlam wg procedury ogélnej F z wydajnoscia 16%
@N\AH (85 mg) wychodzac z 528 mg (1,94 mmola) 244, 369 mg (250 ul,

Fe

@C o 2,91 mmola) (COCI), 455 mg (410 pl, 5,85 mmola) DMSO, 491 mg
(680 pl, 4,85 mmola) TEA i 6,50 ml DCM. Produkt wydzielitam

270,15 g/mol

za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM. *H NMR (CDClIs)
59,76 (t, *Jun=1,7 Hz, 1H, CHO); 4,08 (s, 5H, Cp); 4,05 (br. s, 4H, Cp); 2,44
(td, 3Jnn=7,3; 1,6 Hz, 2H, H-2); 2,36 (t, *Jn-+=7,7 Hz, 2H, H-5); 1,69-1,64 (m, 2H, H-3);
1,57-1,52 (m, 2H, H-4); 3C{*H} NMR (CDClz) §202,5 (C-1); 88,6 (Cpipso); 68,5 (Cp);
68,0 (Cp); 67,1 (Cp); 43,8 (C-2); 30,6 (C-4); 29,4 (C-5); 22,0 (C-3); IR (KBr, v, cm™)
3092, 2927, 2855, 2720, 1724, 1105, 818, 485; ESI-MS (m/z) obliczone dla C1sH1gFeO:
270,2; znalezione: 271,3 [M+H]*; Analiza elementarna obliczona dla CisHigFeO:
C 66,69; H 6,72; znaleziona: C 66,66; H 6,75%.

6-ferrocenyloheksanal 250

1) 250 zsyntezowatam wg procedury ogélnej F z wydajnoscia 40%

° | (207 mg) wychodzac z 520 mg (1,82 mmola) 245, 346 mg (230 pl,
el 2,73 mmola) (COCI)z, 426 mg (390 pl, 5,45 mmola) DMSO, 460 mg
(630 ul, 454 mmola) TEA i 6,10 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca
chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-cykloheksan (1:1, v/v). *H NMR

Fe
<




(CDCls) 69,77 (t, 3Jn-w=1,8 Hz, 1H, CHO); 4,09 (s, 5H, Cp); 4,05-4,03 (m, 4H, Cp); 2,42
(td, 3Jn-v=7,3; 1,8 Hz, 2H, H-2); 2,34 (t, *Ju-w=7,7 Hz, 2H, H-6); 1,68-1,63 (m, 2H, H-3);
1,55-1,50 (m, 2H, H-5); 1,39-1,34 (m, 2H, H-4); 3C{*H} NMR (CDClz) §202,6 (C-1);
89,2 (Cpipso); 68,6 (Cp); 68,1 (Cp); 67,1 (Cp); 43,8 (C-2); 30,9 (C-5); 29,4 (C-6); 29,0
(C-4); 21,9 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3092, 2929, 2856, 2718, 1724, 1105, 1039, 1022,
1000, 818; ESI-MS (m/z) obliczone dla CisH20FeO: 284,1; znalezione: 285,2 [M+H];
Analiza elementarna obliczona dla CisHzFeO: C 67,6; H 7,1; znaleziona: C 67,8;
H 7,4%.

Procedura ogélna G — synteza tioestrow S-etylowych

~sH
n n S
@/H\WOH DMAP, DIC Q/H\W ~
Ru 0O DCM, RT, 24 h Ru 0
S S s

Do roztworu 1,00 eq kwasu (Ckwasu=0,050 mol/l) w DCM dodatam 1,40 eq DIC, 1,00 eq
DMAP, 1,40 eq EtSH i mieszatam przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;j.
Mieszanine reakcyjna odparowalam do sucha. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.

4-rutenocenylotiobutanian S-etylu 253

253 zsyntezowalam wg procedury ogolnej G z wydajnoscia 86%

S
é 0 (117 mg) wychodzagc z 120 mg (0,378 mmola) 233, 99,4 mg
géﬂzao;?nﬁ (120 pl, 1,60 mmola) EtSH, 140 mg (1,14 mmola) DMAP, 202 mg

(250 pl, 1,60 mmola) DIC 1 23 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii
kolumnowej stosujac jako eluent DCM. *H NMR (CD2Cl2) §4,50 (s, 5H, Cp) natozony
z Cp 4,50 (t, 3Jnw=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,42 (t, 3Jn-w=1,6 Hz, 2H, Cp), 2,86 (q, 3In-+=7,4 Hz,
2H, COSCH2CH3); 2,57 (t, 3Jn-n=7,4 Hz, 2H, H-2); 2,20 (t, 3Jnu.n=7,9 Hz, 2H, H-4); 1,81-
1,76 (m, 2H, H-3); 1,23 (t, 3Jn.+=7,4 Hz, 3H, COSCH,CHs); *C{*H} (CD2Cl2) 5199,7
(C-1); 92,6 (Cpipso); 71,2 (Cp); 70,9 (Cp); 69,8 (Cp); 44,3 (C-2); 28,8 (C-4); 28,1 (C-3);
23,7 (COSCH,CHs3); 15,2 (COSCH2CH3); IR (film cieczy, v, cm™) 3095, 2929, 2870,
1687, 1456, 1412, 1375, 1265, 1101, 1059, 1038, 1020, 997, 970, 920, 806, 613, 573,
459; ESI-MS (m/z) obliczone dla CisH200ORuUS: 362,0; znalezione: 362,9 [M+H];
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Analiza elementarna obliczona dla Ci1sH20ORuUS: C 53,2, H 5,6, S 8,9; znaleziona:
C53,3,H5,6, S 8,7%.

5-rutenocenylotiopentanian S-etylu 254

0 254 zsyntezowatam wg procedury ogdlnej G z wydajnoscia 47%
@/M N

~ S (178 mg) wychodzac z 334 mg (1,01 mmola) 234, 87,6 mg

CurHpORUS (100 pl, 1,41 mmola) EtSH, 123 mg (1,01 mmola) DMAP, 178 mg

375,49 g/mol

(220 pl, 1,41 mmola) DIC i 20 ml DCM. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM. *H NMR (DMSO-ds)
54,51 (t, 3Jun=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,50 (s, 5H, Cp); 4.41 (t, 3Ju-w=1,6 Hz, 2H, Cp):; 2,83
(@, 3Jun=7,4 Hz, 2H, COSCH:CH3); 2,57 (t, 3Ju-n=7,3 Hz, 2H, H-2); 2,13
(t, 3Jn-n=7,8 Hz, 2H, H-5); 1,62-1,57 (m, 2H, H-3); 1,45-1,40 (m, 2H, H-4); 1,17
(t, 3Jnu-w=7,4 Hz, 3H, COSCH:CHs); 3C{*H} (DMSO-ds) & 198,8 (C-1); 92,4 (Cpipso);
70,5 (Cp); 70,3 (Cp); 69,2 (Cp); 43,2 (C-2); 30,3 (C-4); 28,1 (C-5); 25,0 (C-3); 22,5
(COSCH:CHzs); 14,8 (COSCH:CHs3); IR (film cieczy, v, cm™); 3304, 3088, 2968, 2926,
2856, 1705, 1644, 1533, 1393, 1364, 1255, 814, 803; ESI-MS (m/z) obliczone
dla C17H20RuS: 376,0; znalezione: 377,0 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona
dla C17H220RuS: C 54,38, H 5,91, S 8,54; znaleziona: C 56,68, H 6,34, S 8,06%.

6-rutenocenylotioheksanian S-etylu 255

@/wsv 255 zsyntezowatam wg procedury ogélnej G z wydajnoscia
é ° 47% (301 mg) wychodzac z 563 mg (1,63 mmola) 242, 142 mg

Lo (170 pl, 2,28 mmola) EtSH, 200 mg (1,63 mmola) DMAP,
288 mg (350 pl, 2,28 mmola) DIC i1 28 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-n-heksan (1:1, v/v). *H NMR
(DMSO-ds) 54,51 (t, *Jn-+=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,50 (s, 5H, Cp); 4,41 (t, *Jn-H=1,6 Hz, 2H,
Cp); 2,82 (q, 3Jn-H=7,4 Hz, 2H, COSCH2CHs); 2,55 (t, 3Jn-v=7,3Hz, 2H, H-2); 2,12
(t, 3341=7,8 Hz, 2H, H-6); 1,59-1,54 (m, 2H, H-3); 1,45-1,37 (m, 2H, H-5); 1,32-1,27
(m, 2H, H-4); 1,18 (t, 3Ju.n=7,4 Hz, 3H, COSCH2CHs): 3C{!H} (DMSO-ds) & 198,7
(C-1); 92,5 (Cpipso); 70,5 (Cp); 70,2 (Cp); 69,1 (Cp); 43,3 (C-2); 30,7 (C-5); 28,3 (C-6);
28,1 (C-4); 24,9 (C-3); 22,5 (COSCH2CHs3); 14,7 (COSCH2CHa); IR (film cieczy, v,
cm?); 3097, 2927, 2852, 1687, 1099, 806, 754; ESI-MS (m/z) obliczone



dla C1sH240RuS: 390,1; znalezione: 391,1 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona
dla C1g8H240RuS: C 55,50, H 6,21, S 8,23; znaleziona: C 55,73, H 6,04, S 8,15%.

Procedura ogélna H - synteza o-rutenocenyloalkanali — redukcja

o-rutenocenylotioalkanianow S-etylowych

n n H
S S msnee Sy

Ru 0 THF, RT, 15 min Ru 0

N <

Do roztworu 1,00 eq w-rutenocenylotioalkanianu S-etylowego (Ctioestru=0,040 mol/l)
w THF dodatam 30 mg 10% palladu na weglu, a nastepnie 8,20 eq EtsSiH 1 mieszalam
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Mieszaning reakcyjng przesaczytam przez
Celit®, a przesacz odparowalam pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielitam

za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.

5-rutenocenylopentanal 252

o 252 zsyntezowatam wg procedury ogélnej H z wydajnosciag 69%

@MH (94 mg) wychodzac z 170 mg (0,453 mmola) 254, 432 mg (590 pul,

Ru

= 3,71 mmola) EtsSiH, 30 mg Pd/C i 11,3 ml THF. Produkt

C15H180RU

815,37 g/mol wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowe;j stosujac jako

eluent DCM-n-heksan w gradiencie 50-70% DCM. 'H NMR (CDCls) & 9,77
(t, ®3Jun=1,8 Hz, 1H, CHO); 4,50 (s, 5H, Cp); 4,49 (t, 3Jn-n=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,43
(t, 3Jn-n=1,6 Hz, 2H, Cp); 2,44 (td, *Jn-n=7,3, 1.8 Hz, 2H, CHy); 2,22 (t, 3Jn-H=7,8 Hz,
2H, CHy); 1,70-1,65 (m, 2H, CH>); 1,49-1,48 (m, 2H, CH>).

6-rutenocenyloheksanal 256

H| 256 zsyntezowatam wg procedury ogélnej H z wydajnoscia 11%
é © | (25 mg) wychodzac z 280 mg (0,719 mmola) 255, 685 mg (940 pul,
b 5,89 mmola) EtsSiH, 50 mg Pd/C i 18,0 ml THF. Produkt

wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-n-heksan
(1:1, viv). *H NMR (CDCls) 69,77 (br. s, 1H, CHO); 4,50 (br. s, 5H, Cp); 4,49 (br. s,
2H, Cp); 4,43 (br. s, 2H, Cp); 2,44-2,41 (m, 2H, CH2); 2,19 (t, 3Ju.v=7,8 Hz, 2H, CH));
1,67-1,62 (m, 2H, CH>); 1,48-1,45 (m, 2H, CH); 1,39-1,34 (m, 2H, CH>).
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4'-demetyloepipodofilotoksyna 192

OH 1,00 g (6,88 mmola, 3,00 eq) jodku sodu dodatam do roztworu

0-6 A0 S
1 o 950 mg (2,29 mmola, 1,00 eq) podofilotoksyny 10 w 23,0 ml DCM.
0, 9 12
o

Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do 0°C wkroplitam 661 mg

% o L

o F o | (450 pul, 6,88 mmola, 3,00 eq) kwasu metanosulfonowego

1
OH . . . . . .
CoaHaOs 1 mieszalam przez 5 godzin w temperaturze pokojowej. Nastepnie

400,38 g/mol

dodatam 50 ml mieszaniny woda-aceton (1:1, v/v) oraz 3,00 g
weglanu baru 1 mieszatam przez 20 minut. Mieszaning reakcyjng rozcienczytam DCM
do objetosci 100 ml, dodatam 300 ml nasyconego roztworu tiosiarczanu sodu i produkt
wyekstrahowatam DCM (3x50 ml). Polaczone warstwy organiczne przemytam solanka,
suszylam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a po odsaczeniu $rodka suszacego
usunetam rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt 19 wydzielitam
z wydajnoscia 60% (547 mg) za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym stosujac jako eluent CHCl3-MeOH w gradiencie od 0%-2% MeOH.
'H NMR (DMSO-dg) 68,28 (br. s, 1H, 4’-OH); 6,93 (s, 1H, H-5); 6,50 (s, 1H, H-8); 6,20
(s, 2H, H-2’, H-6); 6,00 (s, 1H, H-13); 5,98 (s, 1H, H-13); 5,44 (d, 3Ju-+=6,0 Hz, 1H,
C4-OH); 4,72 (dd, 3Jn-1=5,2; 3,6 Hz, 1H, H-4); 4,48 (d, 3Ju-+=5,2 Hz, 1H, H-1); 4,33
(t, 3=7,9 Hz, 1H, H-11); 4,17 (dd, J=10,7; 8,3 Hz, 1H, H-11); 3,61 (s, 6H, CH3); 3,24
(dd, 3Ju-+=14,3 Hz, 53 Hz, 1H, H-2); 2,80-2,72 (m, 1H, H-3); ¥C{*H} NMR
(DMSO-dg) 6 175,5 (C-12); 147,6 (C-3°,C-5); 147,5 (C-6 lub C-7); 146,7 (C-6 lub
C-7); 135,1 (C-4"); 133,7 (C-9 lub C-10); 132,1 (C-9 lub C-10); 130,8 (C-17); 110,3
(C-5);109,9 (C-8); 108,9 (C-2°, C-6"); 101,6 (C-13); 68,1 (C-11); 65,5 (C-4); 56,5 (CH3);
43,5 (C-1); 40,3 (C-2), 38,7 (C-3).

Propynoilorutenocen 21027128

606 mg (10,4 mmola, 20,0 eq) fluorku potasu dodatam do roztworu
zawierajacego 197 mg (0,556 mmola, 1,00 eq) 209 w 6,00 ml THF i 2 mg

eteru 18-korona-6. Reakcj¢ prowadzitam przez 30 minut, nastepnie

C13H100RuU
263,29 gimol wylatam mieszanine reakcyjng do zlewki z woda (50 ml) i produkt

ekstrahowalam DCM (3x50 ml). Polaczone warstwy organiczne przemytam solanka
i suszylam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a po odsgczeniu $rodka suszacego,
usun¢tam rozpuszczalnik na wyparce. Produkt 210 wydzielitam z wydajnoscia 87%

(136 mg) za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym, stosujac jako



eluent DCM. *H NMR (CDCIls) 65,25 (br. s, 2H, Cp); 4,86 (br. s, 2H, Cp); 4,65 (s, 5H,
Cp); 3,11 (s, 1H).

Etynyloferrocen 214127-128 151

14,1 g (8,65 ml, 91,9 mmola, 5,62 eq) POCIz dodatam do 45,0 ml DMF
w 0°C. Nastepnie wkroplitam 3,73 g (16,4 mmola, 1,00 eq) 212 w 10 ml
DMF i mieszatam przez 2 godziny w temp 0°C. Mieszaning reakcyjna

C12H10Fe
210,05 g/mol

wylalam do zlewki z woda (500 ml), zneutralizowatam do pH=4 octanem
sodu 1 produkt wyekstrahowatam eterem dietylowym (5x50 ml). Potaczone warstwy
organiczne przemylam solankg 1 suszylam nad bezwodnym siarczanem sodu,
a po odsaczeniu $rodka suszacego usungtam rozpuszczalnik na wyparce. Pozostatosé
w kolbie rozpuscitam w 120 ml 1,4-dioksanu, dodatam 2,46 g (37,7 mmola, 2,66 ¢q)
sproszkowanego KOH i ogrzewatam do wrzenia przez 2 godziny. Mieszaning reakcyjng
wylatam do zlewki z woda (100 ml), zneutralizowatam 5% roztworem kwasu
cytrynowego 1 produkt wyekstrahowatam DCM (3x50 ml). Polaczone warstwy
organiczne przemylam solanka, suszylam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu,
a po odsaczeniu srodka suszacego usunetam rozpuszczalnik na wyparce. Produkt 214
wydzielitam z wydajnoscia 47% (1,62 g) za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, stosujac jako eluent DCM-cykloheksan (95:5, v/v). 'H NMR
(DMSO-ds) 64,49 (t, Ju-+=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,26 (t, *Ju.+=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,22 (s, 5H,
Cp); 3,65 (s, 1H).

4B-azydo-4'-demetylo-4-deoksypodofilotoksyna 215

. Neg 374 mg (5,75 mmola, 5,00 eq) azydku sodu dodatam do roztworu
06 10 N
13<O °| 460 mg (1,15 mmola, 1,00 eq) 19 w 20,0 ml chloroform, a nastgpnie
J;ji ° | wkroplitam 2,31 ml TFA w temperaturze 0°C i mieszatam przez
NNy, o~

16 godzin. Mieszaning reakcyjng rozcienczytam chloroformem
OH

Co1HiaNO; (50 ml) 1 wylatam do zlewki z nasyconym roztworem wodorowgglanu

425,39g/mol

sodu (200 ml). Warstwy rozdzielitam, a organiczng przemylam wodoroweglanem

(2x100 ml), woda (2x100 ml), solankg (100 ml) i suszylam nad bezwodnym
siarczanem(VI1) sodu. Po odsaczeniu $rodka suszacego usunelam rozpuszczalnik
na wyparce. Produkt 215 wydzielitam z wydajnoscia 79% (532 mg) za pomoca

chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent CHCls-MeOH
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w gradiencie od 0%-2% MeOH. *H NMR (CDCls) 56,80 (s, 1H, H-5); 6,59 (s, 1H,
H-8); 6,27 (s, 2H, H-2’, H-6); 6,02 (d, 2Jn-1=1,1 Hz, 1H, H-13); 6,00 (d, 2Jn-n=1,1 Hz,
1H, H-13); 4,76 (d, 2Ju-n=4,8 Hz, 1H, H-4): 4,62 (d, *J4-4=5,2 Hz, 1H, H-1); 4,31 (s, 1H,
H-11); 4,29 (d, J=1,7 Hz, 1H, H-11); 3,77 (s, 6H, CHs); 3,16 (dd, 3Jn-4=13,8 Hz, 5,3 Hz,
1H, H-2); 2,96-2,90 (m, 1H, H-3); 3C{*H} NMR (CDCls) §174,2 (C-12); 149,1 (C-6
lub C-7); 147,5 (C-6 lub C-7); 146,6 (C-3,C-5"); 134,4 (C-4’); 132,5 (C-9 lub C-10);
130,7 (C-1°); 127,0 (C-9 lub C-10); 110,3 (C-8); 108,8 (C-5); 108,1 (C-2’, C-6); 101,9
(C-13); 67,7 (C-11); 59,7 (C-4); 56,7 (CHs); 43,7 (C-1); 41,5 (C-2); 37,0 (C-3).

4B-amino-4'-demetylopodofilotoksyna 216

ey 260 mg Pd/C dodatam do roztworu 951 mg (2,24 mmola, 1,00 eq)

" <Z 'j “2 215 w 26,0 ml EtOAc i umiescitam w aparacie Paara® pod
"% R Y| ciénieniem 1,5 bara. Reakcje mieszalam w temperaturze pokojowej
\O;@o _| przez 24 godziny. Pallad odsaczytam uzywajac Celitu®, a przesacz
o zat¢zytam na wyparce. Produkt 216 wydzielitam z wydajno$cig 81%

Co1HxNOy
399,39 g/mol

(720 mg) za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako
eluent CHCI3-MeOH w gradiencie od 0%-2% MeOH. *H NMR (CDCls) 66,80 (s, 1H,
H-5); 6,49 (s, 1H, H-8); 6,30 (s, 2H, H-2", H-6"); 5,96 (d, 2J4.1=1,3 Hz 1H, H-13); 5,93
(d, 2Jnw=1,3 Hz 1H, H-13); 4,55 (d, ®Jn-+=5,2 Hz, 1H, H-1); 4,29 (d, ®Jn-1=9,3 Hz, 1H,
H-11); 4,19 (d, ®Ju-w=4,1 Hz, 1H, H-4); 3,76 (s, 6H, CHs); 3,27 (dd, 3Ju.n=14,0 Hz,
5,2 Hz, 1H, H-2); 2,85-2,79 (m, 1H, H-3); 3C{*H} NMR (CDCls) 5§175,5 (C-12); 147,8
(C-6 lub C-7); 147,5 (C-6 lub C-7); 146,5 (C-3°,C-5"); 134,3 (C-9 lub C-10); 134,2
(C-1"); 131,4 (C-4°); 131,3 (C-9 lub C-10); 110,4 (C-8); 108,8 (C-5); 108,2 (C-2’, C-6’);
101,5 (C-13); 68,3 (C-11); 56,6 (CH3); 56,7 (C-4); 43,9 (C-1); 40,4 (C-2); 38,2 (C-3).

Procedura ogolna I — synteza 1H-1,2,3-triazolowych analogow etopozydu

— reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydowo-alkinowej

M
LR
N
!
N N
' @R Cuso,, TTTA H
o] z [ 4 \ o) :
< ]i:c@o + Y \ askorbinian sodu < ]i:i:@o
[e] [t i (0]
Y BuOH, RT, 3dni H
S H Y N : HQpo
OH OH
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Przygotowatam kompleks miedzi(I) z TTTA poprzez zmieszanie 0,5 ml 0,1 molowego
roztworu siarczanu miedzi (I1), 0,5 ml 0,1 molowego roztworu askorbinianu sodu oraz
2,3 ml 0,01 molowego roztworu TTTA. Otrzymany kompleks dodatam do 1,00 eq 215
(C215=0,04 mol/l) oraz 1,00 eq w-alkynoilometalocenu rozpuszczonych w ‘BuOH
1 mieszalam w temperaturze pokojowej przez 3 dni. Mieszaning reakcyjng rozcienczytam
pieciokrotng objetoscia DCM, dodatam wode i produkt wyekstrahowatam trzykrotnie
DCM. Polaczone warstwy organiczne przemytam solanka, suszytam nad bezwodnym
siarczanem(V1) sodu, a po odsgczeniu srodka suszgcego usunetam rozpuszczalnik
na wyparce. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu

krzemionkowym.

4'-demetylo-4-deokso-4B-(4-ferrocenylo-1,2,3-triazol-1-ilo)podofilotoksyna 217

217 zsyntezowatam wg procedury ogdlnej I z wydajnoscia 32%
(47 mg) wychodzac z 100 mg (0,253 mmola) 215, 49 mg
(0,235 mmola) 214 i 6,00 ml 'BuOH. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent
DCM-EtOAc w gradiencie 0%-50% EtOAc. T.t. 270-272°C;
. IH NMR (DMSO-ds) & 8,28 (br. s, 1H, 4°-OH); 8,07 (s, 1H,
OH H-5triaza); 6,79 (s, 1H, H-5); 6,70 (s, 1H, H-8); 6,31 (br. s, 2H,
Sediens | H-2’, H-6); 6,24 (d, 3J4.n=5,2 Hz, 1H, H-4); 6,03 (s, 1H, H-13);
6,01 (s, 1H, H-13); 4,74 (br. s, 2H, Cp); 4,71 (d, Jnn=4,8 Hz, 1H, H-1); 4,42
(t, 3Jn-n=7,9 Hz, 1H, H-11); 4,31 (br. s, 2H, Cp); 4,01 (s, 5H, Cp); 3,67 (s, 6H, CH3); 3,53
(dd, 3Jn.n=14,7 Hz, 4,9 Hz, 1H, H-2); 3,29-3,23 (m, 1H, H-3); 2,98 (t, 3Jn-4=9,6 Hz, 1H,
H-11); *C{*H} NMR (DMSO-ds) 6 173,5 (C-12); 148,0 (C-6 lub C-7); 147,2 (C-3’,
C-5’); 146,8 (C-6 lub C-7); 145,3 (C-4triaza1); 134,9 (C-4’); 133,2 (C-9 lub C-10); 129,5
(C-17); 126,1 (C-9 lub C-10); 121,0 (C-5triazor); 109,8 (C-8); 108,5 (C-2°, C-6’); 108,4
(C-5); 101,5 (C-13); 75,4 (Cpipso); 69,2 (Cp); 68,3 (Cp); 67,1 (C-11); 66,3 (2xCp); 57,3
(C-4); 56,0 (CH3); 42,8 (C-1); 40,9 (C-2); 36,4 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3391, 3123, 3084,
3000, 2953, 2934, 2905, 2838, 1768, 1611, 1485, 1231, 1218, 1107; ESI-MS (m/z)
obliczone dla Cs3H29FeN3O7: 635,1; znalezione: 635,2 [M]"; Analiza elementarna
obliczona dla CzsH20FeN3O7: C 62,37; H 4,60; N 6,61; znaleziona: C 62,11; H 4,74;
N 6,84 %; Rt (HPLC) 7=6,250 min (Metoda LC-MS-1), z=17,2 min (Metoda AN-3).
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4'-demetylo-4-deokso-4B-(4-(2-ferrocenoiloetylo)-1,2,3-triazol-1-
ilo)podofilotoksyna 218

=) 218 zsyntezowatam wg procedury ogélnej I z wydajnoscia 79%
E 3“0 . (193 mg) wychodzac z 150 mg (0,353 mmola) 215, 94 mg
5/‘1% (0,353 mmola) 202 i 6,00 ml 'BuOH. Produkt wydzielitam

0B AW 1 H 1| za pomocg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent DCM-
% H 03 EtOAc w gradiencie 30%-50% EtOAC. T.t. 163-165°C; *H NMR
@ (DMSO-ds) & 8,27 (s, 1H, 4’-OH); 7,76 (s, 1H, H-5tiazol); 6,69
TSN | (s, 1M, H-5); 6,66 (s, 1H, H-8): 6.28 (s, 2H, H-2’, H-6"): 6.20
“Srdgma’ | (d, 2Jnn=5,2 Hz, 1H, H-4); 6,02 (s, 1H, H-13); 5,97 (s, 1H, H-13);

4,78 (br s, 2H, Cp); 4,68 (d, 3Ju-w=5,1 Hz, 1H, H-1); 4,54 (br s, 2H, Cp); 4,34
(t, ®Jnn=8,0 Hz, 1H, H-11); 4,15 (s, 5H, Cp); 3,66 (s, 6H, CHs); 3.41 (dd, 3Jn.+=14,7;
5,1 Hz, 1H, H-2); 3,26-3,19 (m, 1H, H-3); 3,13 (t, 3J4n=7,3 Hz, 2H, H-2"); 3,12
(t, 3Jn-w=6,9 Hz, 1H, H-2""); 2,96-2,91 (m, 3H, H-11, H-1""); 8C{*H} NMR (DMSO-ds)
0 202,0 (C-3"); 173,5 (C-12); 148,0 (C-6 lub C-7); 147,2 (C-5°, C-37); 146,8 (C-6
lub C-7); 146,0 (C-4triazol); 134,9 (C-4"); 133,1 (C-9 lub C-10); 129,6 (C-1°); 126,1 (C-9
lub C-10); 122,9 (C-5triazal); 109,7 (C-8); 108,6 (C-5); 108,5 (C-2°, C-6’); 101,5 (C-13);
78,7 (Cpipso); 72,0 (2xCp); 69,4 (Cp); 69,0 (Cp); 68,9 (Cp); 67,1 (C-11); 57,2 (C-4); 56,0
(CHa); 42,7 (C-1); 40,9 (C-2); 37,9 (C-2"); 36,4 (C-3); 19,6 (C-1"*); IR (KBr, v, cm™)
3363, 3090, 2924, 2853, 1779, 1663, 1611, 1518, 1505, 1485, 1456, 1230, 1108; ESI-
MS (m/z) obliczone dla CssH3sFeNsOs: 691,1; znalezione: 692,2 [M+H]", 690,1 [M-H];
Analiza elementarna obliczona dla CssHssFeN3Og: C 62,53; H 4,81; N 6,08; znaleziona:
C 62,58; H 4,77; N 6,05 %; Rf (HPLC) 7=5,965 min (Metoda LC-MS-1), t=16,3 min
(Metoda AN-2).



4'-demetylo-4-deokso-4B-(4-(3-ferrocenoilopropylo)-1,2,3-triazol-1-ilo)
podofilotoksyna 219

219 zsyntezowatam wg procedury ogélnej I z wydajnoscig 71%
(177 mg) wychodzac z 150 mg (0,353 mmola) 215, 99 mg
(0,353 mmola) 203 i 6,00 ml 'BuOH. Produkt wydzielitam
za pomoca chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-
EtOAc w gradiencie 30%-50% EtOAc. T.t. 208-210°C; *H NMR
(DMSO-ds) 68,27 (br. s, 1H, 4’-OH); 7,78 (s, 1H, H-5tiaz01); 6,73
(s, 1H, H-5), 6,67 (s, 1H, H-8); 6,28 (br. s, 2H, H-2’, H-6"); 6,21
T hen (d, 3Ju-n=5,3 Hz, 1H, H-4); 6,03 (s, 1H, H-13); 5,98 (s, 1H, H-13);
4,74 (br s, 2H, Cp); 4,67 (d, 3Inn=5,1 Hz, 1H, H-1); 4,54 (t, *Jn.1=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,37
(t, 3In-+=8,0 Hz, 1H, H-11); 4,19 (s, 5H, Cp); 3,66 (s, 6H, CH3); 3,47 (dd, 3Jn.+=14,7;
5,1 Hz, 1H, H-2); 3,27-3,21 (m, 1H, H-3); 2,96 (dd, 3J4.x=10,7; 8,7 Hz, 1H, H-11); 2,78
(t, 3Jn-n=7,2 Hz, 2H, H-3""); 2,70 (t, 3Jnv=7,4 Hz, 2H, H-1"); 1,95-1,90 (m, 2H, H-2"");
13C{*H} NMR (DMSO-dg) 6 203,0 (C-4>"); 173,5 (C-12); 148,0 (C-6 lub C-7); 147,2
(C-3, C-5"); 146,8 (C-6 lub C-7); 146,5 (C-4triazol); 134,9 (C-4"); 133,2 (C-9 lub C-10);
129,6 (C-17); 126,2 (C-9 lub C-10); 122,7 (C-5triazar); 109,7 (C-8); 108,5 (C-5, C-2’,
C-6"); 101,5 (C-13); 79,0 (Cpipso); 71,9 (Cp); 69,4 (Cp); 68,9 (Cp); 67,1 (C-11); 57,2
(C-4); 56,0 (CHa); 42,7 (C-1); 40,9 (C-2); 38,0 (C-17"); 36,4 (C-3); 24,5 (C-37"); 23,5
(C-2"); IR (KBr, v, cm™) 3396, 2955, 2924, 2854, 1755, 1661, 1521, 1505, 1485, 1457,
1230, 1217, 1106, 1035, 994; ESI-MS (m/z) obliczone dla Cz7HssFeNsOs: 705,2;
znalezione: 706,3 [M+H]*, 704,3 [M-H]; Analiza elementarna obliczona
dla Ca7H3sFeN3Os: C 62,99; H 5,00; N 5,96; znaleziona: C 63,19; H 5,25; N 5,79 %;
Rf (HPLC) 7=6,110 min (Metoda LC-MS-1), z=16,5 min (Metoda AN-2).
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4'-demetylo-4-deokso-4p-(4-(4-ferrocenoilobutylo)-1,2,3-triazol-1-ilo)
podofilotoksyna 220

220 zsyntezowatam wg procedury ogélnej I z wydajnoscia
72% (184 mg) wychodzac z 150 mg (0,353 mmola) 215,
104 mg (0,353 mmola) 204 i 6,00 ml 'BuOH. Produkt
wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac
jako eluent DCM-EtOAc w gradiencie 40%-60% EtOAcC.
T.t. 144-146°C; 'H NMR (DMSO-ds) & 8,27 (br. s, 1H,
4’-0OH); 7,74 (s, 1H, H-5triaz01); 6,71 (s, 1H, H-5); 6,66 (s, 1H,
oH H-8): 6,28 (br s, 2H, H-2’, H6’); 6,19 (d, ®Ju.u=5,3 Hz, 1H,
Fo%amo | H4) 603 (s, 1H, H-13) 599 (s, 1H, H-13); 4,78
(t, *Jn-n=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,67 (d, 3Jn-n=5,1 Hz, 1H, H-1); 4,55 (t, 3Ju-n=1,9 Hz, 2H, Cp);
4,35 (t, 3Jun=8,0 Hz, 1H, H-11); 4,21 (s, 5H, Cp); 3,66 (s, 6H, CHs); 3,46
(dd, 3Jn.n=14,7; 5,1 Hz, 1H, H-2); 3,26-3,20 (m, 1H, H-3); 2,92 (dd, *J4-+=10,7; 8,6 Hz,
1H, H-11); 2,75 (t, 3Ju-4=7,0 Hz, 2H, H-4""); 2,66 (t, 3Ju-n=7,2 Hz, 2H, H-1"); 1,69-1,60
(m, 4H, H-3>’, H-2""); BC{*H} NMR (DMSO-dg) 5§203,2 (C-5); 173,5 (C-12); 148,0
(C-6/C-7 lub C-4yiazol); 147,2 (C-3°, C-5"); 146,8 (C-6/C-7 lub C-4yiazol); 146,7 (C-6/C-7
lub C-4tiazel); 134,9 (C-4%); 133,1 (C-9 lub C-10); 129,6 (C-1); 126,2 (C-9 lub C-10);
122,5 (C-5triazar); 109,7 (C-8); 108,5 (C-5, C-2°, C-6"); 101,5 (C-13); 79,0 (Cpipso); 71,9
(Cp); 69,4 (Cp); 69,0 (Cp); 67,1 (C-11); 57,1 (C-4); 56,0 (CHs); 42,7 (C-1); 40,9 (C-2);
38,4 (C-4%); 36,4 (C-3); 28,4 (C-2”’ lub C-37"); 24,8 (C-1""); 23,5 (C-2” Iub C-3");
IR (KBr, v, cm™) 3324, 2925, 2854, 1780, 1656, 1518, 1505, 1485, 1456, 1231, 1114,
1091, 1035, 1000; ESI-MS (m/z) obliczone dla CssH3s7FeN3Os: 719,2; znalezione: 720,0
[M+H]*, 718,3 [M-H]’; Analiza elementarna obliczona dla CzsHs7FeN3Og: C 63,43;
H 5,18; N 5,84; znaleziona: C 63,29; H 5,45; N 5,57 %; R¢(HPLC) 7=6,339 min (Metoda
LC-MS-1), =17,0 min (Metoda AN-2).




4'-demetylo-4-deokso-4B-(4-rutenocenoilo-1,2,3-triazol-1-ilo)podofilotoksyna 221

v 221 zsyntezowatam wg procedury ogoélnej I z wydajnoscia 63%
Ru o (141 mg) wychodzac z 134 mg (0,315 mmola) 215, 89,3 mg
(0,315 mmola) 210 i 10,0 ml 'BUOH. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent
DCM-EtOAc w gradiencie 30%-40% EtOAc. T.t. 203-205°C;
'H NMR (DMSO-dg) 68,42 (s, 1H, H-5viaza1); 8,27 (br. s, 1H,
oSN Yo7 | 4-OH); 6,87 (s, 1H, H-5); 6,70 (s, 1H, H-8); 6,32

o | (A 3nw=52 Hz, 1H, H-4); 6,29 (br. s, 2H, H-2", H-6"); 6,04

R (s, 1H, H-13); 598 (s, 1H, H-13): 558 (br s, 1H, Cp): 5,51
(br's, 1H, Cp); 4,96-4,94 (m, 2H, Cp); 4,71 (d, 3Jn-+=5,1 Hz, 1H, H-1); 4,53 (s, 5H, Cp);
4.42 (t, 3Ju-n=8,0 Hz, 1H, H-11); 3,67 (s, 6H, CH3); 3,53 (dd, 3Jn.n=14,6; 5,1 Hz, 1H,
H-2); 3,33-3,26 (m, 1H, H-3); 3,11 (dd, ®Jn-+=10,7; 8,8 Hz, 1H, H-11); 8C{*H} NMR
(DMSO-ds) 6185,2 (C-1"); 173,5 (C-12); 148,2 (C-6 lub C-7); 147,2 (C-3°,C-5"); 146,9
(C-6 lub C-7); 146,3 (C-4triazor); 134,9 (C-47); 133,6 (C-9 lub C-10); 129,6 (C-17); 128,7
(C-5triazar); 125,5 (C-9 lub C-10); 109,8 (C-8); 108,7 (C-5); 108,5 (C-2°, C-6°); 101,5
(C-13); 82,8 (Cpipso); 73,9 (Cp); 73,8 (Cp); 72,6 (Cp); 72,1 (Cp); 71,9 (Cp); 67,0 (C-11);
57,8 (C-4); 56,0 (CH3); 42,7 (C-1); 40,6 (C-2); 36,3 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3376, 2953,
2924, 2853, 1760, 1612, 1520, 1485, 1445, 1229, 1219, 1112, 1102, 1034, 995; ESI-MS
(m/z) obliczone dla CzsH29N30sRu: 709,1; znalezione: 710,0 [M+H]*, 707,9 [M-H];
Analiza elementarna obliczona dla C33H29FeN3O7: C 57,62; H 4,12; N 5,93; znaleziona:
C 57,46; H 4,41; N 5,89%; R¢ (HPLC) 7=6,298 min (Metoda LC-MS-1), r=18,8 min
(Metoda AN-3).
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4'-demetylo-4-deokso-4B-(4-(2-rutenocenoiloetylo)-1,2,3-triazol-1-ilo)
podofilotoksyna 222

= 222 zsyntezowalam wg procedury ogdlnej I z wydajnoscia 43%
R P H (74 mg) wychodzac z 100 mg (0,235 mmola) 215, 73 mg (0,235
. ; N mmola) 205 i 8,00 ml '‘BuOH. Produkt wydzielitam za pomoca

5N1.
N

N
oAl At
“ o w gradiencie 50%-60% EtOAc. T.t. 163-165°C; 'H NMR
C 20 (DMSO-ds) 58,25 (br. s, 1H, 4-OH); 7,72 (5, 1H, H-5uiazol): 6,70
\oJ;Aj\S'o/ (s, 1H, H-5); 6,66 (s, 1H, H-8); 6,28 (br. s, 2H, H-2’, H-6"); 6,20
C%%E??gg?ﬁﬁ“ (d, 3Ju-n=5,3 Hz, 1H, H-4); 6,03 (s, 1H, H-13); 5,98 (s, 1H, H-13),
5;09 (br s, 2H, Cp); 4,82 (br s, 2H, Cp); 4,68 (d, *Ju-n=5,1 Hz, 1H,
H-1); 4,56 (s, 5H, Cp); 4,34 (t, 3Ju.n=8,0 Hz, 1H, H-11); 3,66 (s, 6H, CHs); 3,42
(dd, 3Jn-nw= 14,7; 5,2 Hz, 1H, H-2); 3,26-3,20 (m, 1H, H-3); 2,99 (t, 3Ju-n=7,4 Hz, 2H,
H-2°"); 2,91 (dd, 3J4.+=10,6; 8,7 Hz, 1H, H-11); 2,87 (t, 3Ju-n=7,0 Hz, 2H, H-1"");
BBC{*H} NMR (DMSO-dg) & 200,0 (C-3’"); 173,5 (C-12); 148,0 (C-6 lub C-7); 147,2
(C-5°, C-3”); 146,7 (C-6 lub C-7); 145,9 (C-4iazol); 134,9 (C-4°); 133,1 (C-9 lub C-10);
129,6 (C-17); 126,1 (C-9 lub C-10); 122,8 (C-5tiazal); 109,7 (C-8); 108,6 (C-5); 108,5
(C-2°, C-6"); 101,5 (C-13); 83,5 (Cpipso); 73,4 (2xCp); 71,7 (Cp); 70,4 (Cp); 67,0 (C-11);
57,2 (C-4); 56,0 (CHa); 42,7 (C-1); 40,8 (C-2); 37,2 (C-2"’); 36,4 (C-3); 20,0 (C-1"");
IR (KBr, v, cm™) 2922, 2851, 1782, 1667, 1516, 1505, 1484, 1456, 1229, 1110, 1092,
1037, 1001; ESI-MS (m/z) obliczone dla CzsH33N3OgRu: 737,1; znalezione: 738,4
[M+H]*, 735,9 [M-H]; Analiza elementarna obliczona dla CzsH33N3OgRu: C 58,69;
H 4,51; N 5,70; znaleziona: C 58,51; H 4,70; N 5,45 %:; Rt (HPLC) 7=6,054 min (Metoda
LC-MS-1), =17,8 min (Metoda AN-3).

chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent DCM-EtOAc




4'-demetylo-4-deokso-4B-(4-(3-rutenocenoilopropylo)-1,2,3-triazol-1-ilo)
podofilotoksyna 223

223 zsyntezowatam wg procedury ogélnej I z wydajnoscia 30%
Ru (54 mg) wychodzac z 100 mg (0,235 mmola) 215, 77 mg
T (0,235 mmola) 206 i 8,00 ml 'BUOH. Produkt wydziclitam
N za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent
- <°o DCM-EtOAc w gradiencie 50%-60% EtOAc. T.t. 150-152°C;
NTYR LY 1H NMR (DMSO-ds) 6 8,25 (br. s, 1H, 4°-OH); 7,75 (s, 1H,

- Q | H-5uiazol); 6,72 (s, 1H, H-5); 6,66 (s, 1H, H-8); 6,28 (br. s, 2H,
T T | M2 H6Y): 6,20 (4, =53 Hz, 1H, H-4): 6,03 (5, 1H, H-13)
| Tioamo | 598 (s, 1H, H-13): 5,05 (t Juw=1,6 Hz, 2H, Cp): 4,82
(t, 3Jn-+=1,5 Hz, 2H, Cp); 4,67 (d, ®Ju-+=5,1 Hz, 1H, H-1); 4,58 (s, 5H, Cp); 4,36
(t, 3Jn-+=8,0 Hz, 1H, H-11); 3,66 (s, 6H, CHs), 3,46 (dd, 3Jn.v=14,7; 5,1Hz, 1H, H-2);
3,26-3,20 (m, 1H, H-3); 2,95 (dd, %Jn-#=10,6; 8,7 Hz, 1H, H-11); 2,65-2,62 (m, 4H,
H-17’, H-2"); 1,89-1,84 (m, 2H, H-3""); 13C{*H} NMR (DMSO-ds) & 201,1 (C-4"");
173,5 (C-12); 148,0 (C-6 lub C-7); 147,2 (C-3°, C-5°); 146,8 (C-6 lub C-7); 146,4
(C-4triazor); 134,9 (C-47); 133,2 (C-9 lub C-10); 129,6 (C-17); 126,1 (C-9 lub C-10); 122,6
(C-5triazol); 109,7 (C-8); 108,5 (C-5, C-2°, C-6); 101,4 (C-13); 83,7 (Cpipso); 73,3 (Cp);
71,7 (Cp); 70,4 (Cp); 67,1 (C-11); 57,2 (C4); 56,0 (CH3); 42,7 (C-1); 40,8 (C-2); 37,4
(C-1>> lub C-2""); 36,4 (C-3); 24,4 (C-1"" lub C-2""); 23,9 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 2922,
2852, 1779, 1667, 1518, 1505, 1485, 1456, 1230, 1113, 1101, 1092, 1036, 999; ESI-MS
(m/z) obliczone dla Cs7H3sN3OgRu: 751,2; znalezione: 752,2 [M+H]*, 749,6 [M-HT;
Analiza elementarna obliczona dla C37H3sN3OsRu: C 59,19; H 4,70; N 5,60; znaleziona:
C 59,27; H 4,87; N 5,34 %; Rf (HPLC) 7=6,185 min (Metoda LC-MS-1), 7=18,2 min
(Metoda AN-3).
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4'-demetylo-4-deokso-4B-(4-(4-rutenocenoilobutylo)-1,2,3-triazol-1-ilo)
podofilotoksyna 224

| 224 zsyntezowalam wg procedury ogdlnej I z wydajnoscia
19% (34 mg) wychodzac z 100 mg (0,235 mmola) 215, 80 mg
(0,235 mmola) 207 i 8,00 ml 'BUOH. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent
DCM-EtOAc w gradiencie 50%-60% EtOAc. T.t. 135-137°C;
IH NMR (DMSO-ds) 68,33 (br. s, 1H, 4’-OH); 7,73 (s, 1H,

s _ | H-Byiazal); 6,71 (s, 1H, H-5); 6,66 (s, 1H, H-8); 6,27 (br. s, 2H,
oH H-2°, H6’); 6,19 (d, 3Jn-w=5,3 Hz, 1H, H-4); 6,03 (s, 1H,
\ Fadooma | H-13):5.99 (s, 1H, H-13): 5,09 (t, {Jni=1,8 Hz, 2H, Cp): 4,82
(t, *Jh-+=1,8 Hz, 2H, Cp) 4,66 (d, 3Jnn=5,1 Hz, 1H, H-1); 4,59 (s, 5H, Cp); 4,34
(t, 3Jn-n=8,0 Hz, 1H, H-11); 3,65 (s, 6H, CHs); 3,46 (dd, 3Jn-w=14,7; 5,1 Hz, 1H, H-2);
3,26-3,19 (m, 1H, H-3); 2,90 (dd, 3J4.+=10,7; 8,6 Hz, 1H, H-11); 2,63-2,60 (m, 4H,
H-3"", H-4"); 1,60-1,55 (m, 4H, H-1"’, H-2""); ¥C{tH} NMR (DMSO-ds) & 201,4
(C-5%); 173,6 (C-12); 148,0 (C-6 lub C-7); 147,2 (C-3°, C-5); 146,8 (C-6 lub C-7 lub
C-4triazol); 146,7 (C-6 lub C-7 lub C-4triazol) 134,8 (C-4); 133,2 (C-9 lub C-10); 129,6
(C-17); 126,2 (C-9 lub C-10); 122,5 (C-5triazar); 109,8 (C-8); 108,6 (C-5, C-2°, C-6°); 101,5
(C-13); 83,9 (Cpipso); 73,4 (Cp); 71,8 (Cp); 70,5 (Cp); 67,2 (C-11); 57,2 (C-4); 56,0 (CH3);
42,7 (C-1); 40,9 (C-2); 37,7 (C-3" lub C-4"); 36,5 (C-3); 28,4 (C-1"" lub C-2"); 24,8
(C-3" lub C-4""); 23,9 (C-1"" lub C-2""); IR (KBr, v, cm™) 2923, 2853, 1781, 1667, 1518,
1505, 1485, 1456, 1230, 1114, 1101, 1037; ESI-MS (m/z) obliczone dla C3gHz7N30sRu:
765,2; znalezione: 765,8 [M]", 763,8 [M-H]; Analiza elementarna obliczona dla
CazsH37N3OgRu: C 59,68; H 4,88; N 5,49; znaleziona: C 60,52; H 4,91; N 5,20%j;
R¢ (HPLC) 7=6,407 min (Metoda LC-MS-1), =18,9 min (Metoda AN-3).




Procedura ogoélna J — synteza aminowych analogéw etopozydu -

aminowanie redukcyjne

=
M
-
Ny HN/|_TF2/Q
o : £
SOy 2y e o0
o] - M o DCE, RT, 4h o]
- Ho = THY
\O O/ \O O/
OH OH

1,40 eq triacetoksyborowodorku sodu dodatam do 1,00 eq 216 (C216=0,250 mol/l)
oraz 1,05 eq aldehydu rozpuszczonych w 1,2-dichloroetanie i mieszatam w temperaturze
pokojowej przez 4 godziny. Mieszaning reakcyjng rozcienczytam pigciokrotng objetoscia
DCM, dodatam wodg i1 produkt wyekstrahowatam trzykrotnie DCM. Potaczone warstwy
organiczne przemylam solanka, suszylam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu,
a po odsgczeniu $rodka suszacego usungtam rozpuszczalnik na wyparce. Produkt

wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.

4B-amino-4'-demetylo-4-deoksy-N-(ferrocenylometylo)podofilotoksyna 258

=) | 258 zsyntezowatam wg procedury ogélnej J z wydajnoscia 51%

és/liNHH (76 mg) wychodzac z 100 mg (0,250 mmola) 216, 56 mg
13<° ‘ no (0,263 mmola) 257, 74,3 mg (0,351 mmola) NaBH(OAc)s
- glg H ;z i 1,50 ml DCE. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii
j@é kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-EtOAcC w gradiencie 5%-

o I °"| 10% EtOAC. T.t. 5270°C; H NMR (DMSO-de) 58,17 (br s, 1H,

k Sriigml | 47-OH); 6,61 (s, 1H, H-5); 6,43 (s, 1H, H-8); 6,19 (br s, 2H, H-2",
H-6"); 5,95 (s, 1H, H-13); 5,94 (s, 1H, H-13); 4,40 (d, 3J4.+=5,4 Hz, 1H, H-1); 4,32
(t, ®Jnn=7,7 Hz, 1H, H-11); 4,30-4,29 (m, 2H, Cp); 4,15-4,13 (m, 2H) natozony z 4,14
(s, 5H, Cp); 4,13-4,11 (m, 1H, H-11); 3,91 (d, 3Jn-+=4,0 Hz, 1H, H-4); 3,61 (s, 6H, CHa);
3,57 (d, 3un=13,4 Hz, 1H, H-1"); 3,51 (d, 3Jun=13,4 Hz, 1H, H-1°"); 3,25
(dd, 3J4n=14,1; 54 Hz, 1H, H-2); 2,75-2,69 (m, 1H, H-3); 1,78 (br s, 1H, NH);
BC{*H} NMR (DMSO-ds) § 175,0 (C-12); 147,0 (C-3°,C-5"); 146,5 (C-6 lub C-7);
146,2 (C-6 lub C-7); 134,7 (C-4’); 133,1 (C-9 lub C-10); 131,3 (C-9 lub C-10); 130,7
(C-1°); 109,3 (C-8); 108,7 (C-5); 108,6 (C-2’, C-6’); 100,9 (C-13); 87,3 (Cpipso); 68,5
(Cp); 68,3 (C-11); 68,2 (Cp); 68,1 (Cp); 67,5 (Cp); 67,2 (Cp); 56,0 (CHs); 54,0 (C-4);
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48,1 (C-1"); 42,8 (C-1); 40.7 (C-2); 38.2 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3371, 3325, 3086,
2997, 2952, 2925, 2853, 1761, 1482, 1225, 1112, 988; ESI-MS (m/z) obliczone
dla CsHs:FeNO7: 597,1; znalezione: 597,2 [M]*; Analiza elementarna obliczona
dla Cs2Hz1FeNO7: C 64,33; H 5,23; N 2,34; znaleziona: C 66,18; H 6,41; N 2,00%;
Rf (HPLC) 7=4,237 min (Metoda LC-MS-1), z=14,9 min (Metoda AN-3).

4B-amino-4'-demetylo-4-deoksy-N-(4-ferrocenylobutylo)podofilotoksyna 259

259 zsyntezowatam wg procedury ogdlnej J z wydajnoscia 27%
(43 mg) wychodzac z 100 mg (0,250 mmola) 216, 67 mg

(0,263 mmola) 248, 74,3 mg (0,351 mmola) NaBH(OACc)3
i 1,00 ml DCE. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii

T kolumnowe;j stosujac jako eluent toluen-EtOAC w gradiencie 5%-
o® I ° | 50% EtOAc. T.t. 104-105°C; 'H NMR (DMSO-ds) & 8,18
g dving (br s, 1H, 4°-OH); 6,91 (s, 1H, H-5); 6,46 (s, 1H, H-8); 6,20
(brs, 2H, H-2’, H-6); 5,99 (s, 1H, H-13); 5,96 (s, 1H, H-13); 4,41 (d, 3J4-1=5,3 Hz, 1H,
H-1); 4,36 (t, Ju-n=7,7 Hz, 1H, H-11); 4,18 (dd, 3Ju-4=10,5; 8,3 Hz, 1H, H-11); 4,10
(s, 5H, Cp); 4,08 (t, ®Jnn=1,5 Hz, 2H, Cp); 4,03 (t, *Jn-+=1,6 Hz, 2H, Cp); 3,81
(d, *Jn-nv=3,8 Hz, 1H, H-4); 3,61 (s, 6H, CH3); 3,29-3,26 (m, 1H, H-2); 2,80-2,76 (m, 2H,
H-3, H-1""); 2,53-2,50 (m, 1H, H-1"’ natozony z DMSO-ds); 2,31 (t, 3Jn-4=7,5 Hz, 2H,
H-4"); 1,57-1,50 (m, 2H, H-3""); 1,49-1,45 (m, 2H, H-2""); ¥C{*H} NMR (DMSO-ds)
o 175,0 (C-12); 147,0 (C-3°,C-5"); 146,5 (C-6 lub C-7); 146,1 (C-6 lub C-7); 134,6
(C-4’); 133,2 (C-9 lub C-10); 131,2 (C-9 lub C-10); 130,8 (C-17); 109,4 (C-8); 109,1
(C-5); 108,5 (C-2’, C-6’); 100,9 (C-13); 88,8 (Cpipso); 68,3 (C-11); 68,2 (Cp); 67,7
(2xCp); 66,7 (Cp); 56,0 (CHz); 55,4 (C-4); 49,0 (C-1"); 42,9 (C-1); 40,7 (C-2); 38,2
(C-3); 30,0 (C-27"); 28,8 (C-4""); 28,2 (C-3""); IR (KBr, v, cm™) 3443, 3089, 2931, 2842,
1774, 1611, 1518, 1504, 1482, 1459, 1426, 1384, 1329, 1308, 1226, 1187, 1156, 1113,
1037, 999, 931, 863, 801, 786, 484; ESI-MS (m/z) obliczone dla CasHs7FeNO7: 639,5;
znalezione: 639,2 [M]"; Analiza elementarna obliczona dla CasHs;FeNO7: C 65,73;
H 5,83; N 2,19; znaleziona: C 65,62; H 6,04; N 2,04%; Rt (HPLC) 7=4,950 min (Metoda
LC-MS-1), =17,9 min (Metoda AN-2).




4B-amino-4'-demetylo-4-deoksy-N-(5-ferrocenylopentylo)podofilotoksyna 260

o 260 zsyntezowatam wg procedury ogélnej J z wydajnoscia
MNH ] 42% (69 mg) wychodzac z 100 mg (0,250 mmola) 216, 71 mg
(0,263 mmola) 249, 74,3 mg (0,351 mmola) NaBH(OACc)3
i 1,00 ml DCE. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii

¢ ’ kolumnowej stosujac jako eluent toluen-EtOAC w gradiencie
o 5%-50% EtOAc. T.t. 135-136°C; *H NMR (DMSO-ds) 58,16
CagHlzoPeNOy (br s, 1H, 4°-OH); 6,90 (s, 1H, H-5); 6,46 (s, 1H, H-8); 6,20

653,54 g/mol

(brs, 2H, H-2’, H-6"); 5,99 (s, 1H, H-13); 5,96 (s, 1H, H-13); 4,41 (d, ®Jn-4=5,4 Hz, 1H,
H-1); 4,35 (t, *Ju-w=7,6 Hz, 1H, H-11); 4,17 (dd, 3J4-4=10,8; 8,0 Hz, 1H, H-11); 4,09
(s, 5H, Cp); 4,08 (t, *Jux=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,03 (t, ®Jun=1,6 Hz, 2H, Cp); 3,82
(d, 3Jn-n=4,2 Hz, 1H, H-4); 3,62 (s, 6H, CHa3); 3,27 (dd, 3Ju.n=14,1; 5,4 Hz, 1H, H-2);
2,79-2,73 (m, 2H, H-3, H-1""); 2,52-2,49 (m, 1H, nalozony z DMSO-de, H-1""); 2,30
(t, 3Jun=7,7 Hz, 2H, C-5); 1,49-1,44 (m, 4H, H-2>’, H-4""); 1,38-1,30 (m, 2H, H-3"");
BC{*H} NMR (DMSO-ds) §175,0 (C-12); 147,0 (C-3°,C-5"); 146,5 (C-6); 146,1 (C-7);
134,7 (C-4%); 133,1 (C-9); 131,2 (C-10); 130,8 (C-17); 109,3 (C-8); 109,0 (C-5); 108,6
(C-2°, C-6°); 100,9 (C-13); 88,8 (Cpipso); 68,3 (C-11); 68,1 (Cp); 67,6 (2xCp); 66,6 (Cp);
56,0 (CHg3); 55,4 (C-4); 49,1 (C-1""); 42,8 (C-1); 40,7 (C-2); 38,2 (C-3); 30,4 (C-2"’ lub
C-4°"); 29,8 (C-2” lub C-4""); 28,9 (C-5"); 26,6 (C-3""); IR (KBr, v, cm™) 2954, 2925,
2853, 1759, 1481, 1458, 1225, 1112; ESI-MS (m/z) obliczone dla CssHzoFeNO7: 653,2;
znalezione: 653,2 [M]"; Analiza elementarna obliczona dla CssHssFeNO7: 66,16;
H 6,02; N 2,14; znaleziona: C 66,28; H 6,37; N 1,96%; Rs (HPLC) 7=5,248 min (Metoda
LC-MS-1), t=18,5 min (Metoda AN-2).

4B-amino-4'-demetylo-4-deoksy-N-(5-rutenocenylopentylo)podofilotoksyna 262

f = 262 zsyntezowatam wg procedury ogélnej J z wydajnoscia
MNHH 56% (118 mg) wychodzac z 120 mg (0,301 mmola) 216,
0L~ X | 100 mg (0,316 mmola) 252, 89,0 mg (0,421 mmola)

l3<0 ) 012 NaBH(OAC)z i 2,00 ml DCE. Produkt wydzielitam za pomoca

o 2 chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent toluen-EtOAC

"y o | w gradiencie  2%-20% EtOAc. T.t. 180-184°C;

OH

Cg,gléi%N(/hR:J 'H NMR (DMSO-ds) 68,18 (s, 1H, OH); 6,90 (s, 1H, CHa/);
77 g/mo
6,46 (s, 1H, CHa); 6,20 (s, 2H, CHar); 5,99 (s, 1H, CH2); 5,96
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(s, 1H, CHy); 4,52 (br s, 2H, Cp); 4,50 (s, 5H, Cp); 4,42-4,41 (m, 1H) natozony z 4,41
(br s, 2H, Cp); 4,36 (t, 3Jn.n=7,6 Hz, 1H); 4,17 (dd, %J4-4=10,8; 8,1 Hz, 1H); 3,82
(d, 3Jn-+=4,1 Hz, 1H); 3,61 (s, 6H, CHs); 3,27 (dd, Jn-+=14,1; 5,4 Hz, 1H); 2,80-2,75
(m, 2H); 2,52-2,50 (m, 1H, natozony z DMSO-de); 2,14 (t, *Ju-n=7,7 Hz, 2H); 1,47-1,40
(m, 4H); 1,37-1,30 (m, 2H); IR (KBr, v, cm™) 3349, 2930, 2854, 1759, 1481, 1225, 1112;
ESI-MS (m/z) obliczone dla C3sH3sNO7Ru: 699,2; znalezione: 700,4 [M]*; Analiza
elementarna obliczona dla C3sH3sNO7Ru: C 61,88; H 5,63; N 2,00; znaleziona: C 61,75;
H 5,85; N 1,96%; Rt (HPLC) 7=5,248 min (Metoda LC-MS-1), z=18,2 min (Metoda AN-
2). Zarowno wyzsze stgzenie probki, obnizenie lub podwyzszenie temperatury
w eksperymencie NMR, jak i uzycie innych rozpuszczalnikéw niz DMSO-ds

nie pozwolily na uzyskanie dobrej jakosci widma *C{*H} NMR.

4B-amino-4'-demetylo-4-deoksy-N-(5-rutenocenylopentylo)podofilotoksyna 263

263 zsyntezowatam wg procedury ogélnej J z wydajnoscia
69% (35 mg) wychodzac z 29 mg (0,0722 mmola) 216,
H . | 250 mg (0,0758 mmola) 256, 21,4 mg (0,101 mmola)
B: NaBH(OAc): i 0,50 ml DCE. Produkt wydzielitam

o | zapomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent

g toluen-EtOAc  w  gradiencie  5%-20%  EtOAc.

N0 N o
r T.t. 207-209°C; 'H NMR (DMSO-ds) & 8,18 (br s, 1H,
CHNORS | 42-0H); 6,90 (s, 1H, H-5); 6,46 (5, 1H, H-8); 6,19 (brs, 2H,

H-2’, H-6°); 5,99 (s, 1H, H-13); 5,96 (s, 1H, H-13); 4,51 (br s, 2H, Cp); 4,49 (s, 5H, Cp);
4,41-4,40 (m, 3H, H-1 and Cp); 4,35 (t, *Ju-H=7,6 Hz, 1H, H-11); 4,16 (dd, *J4.n=10,8;
8,1 Hz, 1H, H-11); 3,81 (d, %Juwn=4,2 Hz, 1H, H-4); 3,61 (s, 6H, CHs); 3,27
(dd, 3Jnn=14,2; 5,5 Hz, 1H, H-2); 2,79-2,73 (m, 2H, H-3, H-1""); 2,52-2,46 (m, 1H,
H-1"’, natozony z DMSO-de); 2,14 (t, 8J4-.H=7,8 Hz, 2H, H-6"); 1,45-1,39 (m, 4H, H-2"’,
H-5"); 1,33-1,23 (m, 4H, H-3"", H-4""); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) 575,1 (C-12); 147,1
(C-3°, C-5%); 146,6 (C-6 lub C-7); 146,1 (C-6 lub C-7); 134,6 (C-4°); 133,2 (C-9 lub
C-10); 131,2 (C-9 lub C-10); 130,8 (C-1°); 109,4 (C-8); 109,1 (C-5); 108,5 (C-2’, C-6");
100,9 (C-13); 92,7 (Cpipso); 70,5 (Cp); 70,2 (Cp); 69,1 (Cp); 68,3 (C-11); 56,0 (CH3); 55,4
(C-4); 49,2 (C-17"); 42,9 (C-1); 40,7 (C-2); 38,2 (C-3); 31,1 (C-2”" lub C-5""); 30,0
(C-2>> lub C-57); 28,9 (C-3"" lub C-4""); 28,5 (C-6"") 26,5 (C-3"* lub C-4""); IR (KBr,
v, cm™) 3335, 2928, 2854, 1757, 1609, 1521, 1479, 1468, 1458, 1222, 1113, 800;



ESI-MS (m/z) obliczone dla C37H41NO7Ru: 713,2; znalezione: 714,1 [M]*; Analiza
elementarna obliczona dla C37Ha1NO7Ru: 62,35; H 5,80; N 1,97; znaleziona: C 62,49;
H 5,89, N 1,76%; Rt (HPLC) 7=5,592 min (Metoda LC-MS-1), 7=18,6 min (Metoda

AN-3).
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8.3 Synteza analogéow Tryprostatyny A

Procedura ogoélna K — synteza amidéw aminokwasow

— ~—NH O
/’ _NH /<O SOCIZ, CH3OH / N)H””/<O NHg(aq) "/ )””/<
/ ) oy  RT.18M / O-CH, RT,18h / NH,
R R R

1,50 eq SOCI, wkroplitam do metanolu w temperaturze 0°C. Nastepnie dodatam porcjami
1,00 eq aminokwasu (Caminokwasu=0,400 mol/l), pozwolitam mieszaninie reakcyjnej
osiggna¢ temperaturg¢ pokojowa i mieszatam przez 18 godzin. Odparowalam MeOH,
dodatam wode, wodoroweglan sodu, a produkt wyekstrahowatam trzykrotnie DCM.
Potagczone warstwy organiczne przemylam solanka, suszylam nad bezwodnym
siarczanem(VI1) sodu, a po odsaczeniu $rodka suszacego usungtam rozpuszczalnik
na wyparce. Produkt uzylam bez oczyszczania do nastgpnego etapu. Dodatam 16,0 ml
25% wodnego roztworu amoniaku i mieszalam w temperaturze pokojowej przez
16 godzin. Po tym czasie usungtam amoniak na wyparce, a otrzymany olej rozpuscitam

w MeOH, dodatam toluen i odparowatam rozpuszczalniki w celu pozbycia si¢ wody.
(S)-pipekolinamid 306

306 zsyntezowatam wg procedury ogélnej K z wydajnoscia 74% (730 mg)
wychodzac z 1,00 g (7,74 mmola) 298, 1,38 g (840 pul, 11,6 mmola) SOCl>

12817gmol | 1 19,4 ml MeOH. 'H NMR (DMSO-ds) 6§ 7,11 (br s, 1H, NH); 6,95
(brs, 1H, NH); 2,98 (dd, *J4-x=10,3; 2,9 Hz, 1H, H-2); 2,93-2,90 (m, 1H, H-6); 2,52-2,48
(m, 1H, H-6); 1,75-1,70 (m, 2H, H-3, H-4); 1,48-1,45 (m, 1H, H-5); 1,36-1,25 (m, 3H,
H-3, H-4, H-5); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) 5 175,4 (C=0); 59,4 (C-2); 45,2 (C-6); 29,6
(C-3); 25,7 (C-5); 24,0 (C-4).

(2S,3aS,7aS)-oktahydro-1H-indolo-2-karboksyamid 307

307 zsyntezowatam wg procedury ogélnej K z wydajnoscia 95%
(946 mg) wychodzac z 1,00 g (8,86 mmola) 299, 1,05 g (640 pl,
8,86 mmola) SOCI; i 14,8 ml MeOH. 'H NMR (DMSO-ds) & 7,40
(br. s, 1H, NH); 7,06 (br. s, 1H, NH); 3,45 (dd, 3Jn-+=10,6; 5,2 Hz, 1H,
H-2); 3,08-3,06 (m, 1H, H-7a); 2,10-2,05 (m, 1H, H-3); 1,87-1,81 (m, 1H, H-6 lub H-5);
1,55-1,48 (m, 4H); 1,45-1,42 (m, 1H); 1,40-1,35 (m, 1H); 1,33-1,25 (m, 2H, H-4);

168,24 g/mol
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1,19-1,13 (m, 1H); ®C{*H} NMR (DMSO-ds) 5 177,6 (C=0); 58,4 (CH); 56,9 (CH);
37,6 (CH); 35,7 (CHz); 28,5 (CHy); 27,2 (CHz): 23,6 (CHz); 21,1 (CHo).

(S)-indolino-2-karboksamid 308

308 zsyntezowalam wg procedury ogélnej K z wydajnosciag 77%
:@;}2—/{;2 (767 mg) wychodzac z 1,00 g (6,13 mmola) 300, 1,09 g (670 pl,
7Cng|:l1\120 9,19 mmola) SOCI, i 15,3 ml MeOH. 'H NMR (DMSO-dg) & 7,32
16219 g/mol (br. s, 1H, NH); 7,13 (br. s, 1H, NH); 7,00 (d, 3Ju.+=7,3 Hz, 1H, H-7);
6,93 (t, 3Ju-n=7,6 Hz, 1H, H-4); 6,58-6,54 (m, 2H, H-5, H-6); 5,89 (br. s, 1H, NH); 4,13
(dd, Jn-+=10,4; 7,7 Hz, 1H, H-2); 3,25 (dd, 2J1-+=16,0 Hz, 3Jn.n=10,4 Hz, 1H, H-3); 2,94
(dd, 2Jn-+=16,0 Hz, 3Jn-1=7,8 Hz, 1H, H-3); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) 5 175,8 (C=0);
151,3 (C-3a); 127,2 (C-7a); 127,1 (C-4); 124,1 (C-7); 117,7 (C-5); 108,9 (C-6); 60,6
(C-2); 34,33 (C-3).

(S)-1,2,3,4-tetrahydro-3-izochinolinokarboksyamid 309

o 309 zsyntezowatam wg procedury ogélnej K z wydajnoscia 84%
"N ONH, | (839 mg) wychodzac z 1,00 g (5,64 mmola) 301, 1,01 g (610 ul,
7 H

8 717 8,47 mmola) SOClzi 14,1 ml MeOH. *H NMR (DMSO-ds) & 7,35

C10H12N20

17622 g/mol (br. s, 1H, NH); 7,11-7,09 (m, 4H, H-5, H-6, H-7, NH); 7,03-7,02
(m, 1H, H-8); 3,92 (d, 2Jn-+=16,3 Hz, 1H, H-1), 3,86 (d, 2Ju-H=16,4 Hz, 1H, H-1); 3,35
(dd, 3Jn-4=10,2; 4,6 Hz, 1H, H-3); 2,89 (dd, 2Jn-+=16,1 Hz, 3Jn-+=4,6 Hz, 1H, H-4); 2,72
(dd, 2Jn-+=16,1 Hz, 3Ju.n=10,1 Hz, 1H, H-4); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) 5174,8 (C=0);
136,1 (C-8a); 134,4 (C-4a); 128,9 (C-5); 125,8 (C-6 lub C-7); 125,7 (C-6 lub C-7); 125,6
(C-8); 56,0 (C-3); 46,8 (C-1); 31,1 (C-4).




Procedura ogélna L — synteza 1,1-dibromo-2-(ferrocenylofenylo)etenéw —

reakcja Coreya-Fuchsa

Br Br
i |
| X H | N
Pz =
CBr, PPh;
Fe DCM, RT, 15min Fe
0-, M-, p 0- M- p

Do roztworu 2,00 eq CBr4 (Ccer=0,280 mol/l) w DCM dodatam 4,00 eq PPhs. Nast¢pnie
wkroplitam 1,00 eq aldehydu (Caidehyau=0,160 mol/l) rozpuszczonego w DCM
1 mieszalam przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Mieszanine reakcyjng
rozcienczytam trzykrotng objetoscia DCM, dodatam wodg¢ 1 produkt ekstrahowatam
trzykrotnie DCM. Potaczone warstwy organiczne przemylam solanka, suszytam
nad bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a po odsaczeniu srodka suszgcego rozpuszczalnik

usunetam na wyparce. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowe;.
1,1-dibromo-2-(2-ferrocenylofenylo)eten 281

— . 5 | 281 zsyntezowalam wg procedury ogélnej L z wydajnoscia 81%
3 - (2,71 g) wychodzac z 2,18 g (7,50 mmola) 279, 4,97 g (15,0 mmola)
CBrs, 7,87 g (30,0 mmola) PPhs i 75,0 ml DCM. Produkt wydzielitam

Br
Fe

) za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-

Grasns | cykloheksan (5:95, v/v). T.t. 62-63°C; 'H NMR (DMSO-dg) &5 7,89
(s, 1H, H-2): 7,68 (d, 3Jn=7,8 Hz, 1H, H-3"): 7,37 (d, 3Jn=7,6 Hz, 1H, H-6); 7,34
(t, 3Ju-n=7,5 Hz, 1H, H-4"); 7.28 (t, 3Jn-.n=7,5 Hz, 1H, H-5); 4,57-4,56 (m, 2H, Cp); 4,43-
4,41 (m, 2H, Cp); 4,13 (s, 5H, Cp); *C{*H} NMR (DMSO-ds) 6 138,3 (C-2); 136,8
(C-1°); 133,1 (C-2°); 129,6 (C-3); 129,0 (C-6); 128,3 (C-4"); 125,9 (C-5"); 90,8 (C-1);
84,4 (Cpipso); 69,3 (Cp); 68,9 (Cp); 68,8 (Cp); ESI-MS (m/z) obliczone dla CisH14Br2Fe:
443,9 [M]*; znalezione: 445,7 [M]*; IR (KBr, v, cm™) 3100, 3069, 3025, 1104, 1000,
822,782,754, 732, 473, 491; Analiza elementarna obliczona dla C1gH14Br2Fe: C 48,48;
H 3,16; znaleziona: C 48,54; H 3,23%.
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1,1-dibromo-2-(3-ferrocenylofenylo)eten 282

Br, 282 zsyntezowatam wg procedury ogélnej L z wydajnosciag 88%

[

LB
{ Y| (253 &) wychodzac z 1,88 g (6,49 mmola) 280, 4,30 g (13,0 mmola)

3 2

= CBrg4, 6,81 g (26,0 mmola) PPhz i 65,0 ml DCM. Produkt wydzielitam

Fe
SN za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent

G | cykloheksan-DCM (70:30, v/v). T.t. 107-108°C; 'H NMR (DMSO-ds)
5 7,81 (s, 1H, H-2); 7,77 (t, *Jun=1,8 Hz, 1H, H-2’); 7,54 (dt, 3Jun=7,7 Hz,
43u.n=1,3 Hz, 1H, H-4"); 7,44-7,42 (m, 1H, H-6); 7,34 (t, 3Ju.n=7,7 Hz, 1H, H-5); 4,79
(t, 2Jn-n=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,37 (t, 3Jn-1=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,04 (s, 5H, Cp); BC{*H} NMR
(DMSO-ds) 5139,4 (C-3°); 137,1 (C-2); 135,0 (C-1°); 128,5 (C-5°); 126,1 (C-4’); 125,8
(C-2°); 125,6 (C-6); 89,2 (C-1); 84,1 (Cpipso); 69,4 (Cp); 69,0 (Cp); 66,4 (Cp); IR (KB,
v, cm™) 3016, 1599, 1104, 899, 855, 816, 801, 786, 693, 482; ESI-MS (m/z) obliczone
dla CigH14BroFe: 443,9; znalezione: 445,7 [M+H]*; Analiza elementarna obliczona

dla CigH14BroFe: C 48,48; H 3,16; znaleziona: C 48,32; H 3,44%.

1,1-dibromo-2-(4-ferrocenylofenylo)eten 283

283 zsyntezowatam wg procedury ogolnej L. z wydajnoscig ilosciowa
(1,22 g) wychodzac z 800 mg (2,76 mmola) 274, 1,83 g (5,52 mmola) CBra,
2,89 g (11,03 mmola) PPhs i 27,6 ml DCM. Produkt wydzielitam za pomocg

chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent cykloheksan-DCM (95:5,

Fe

o vIv). T.t. 118-119°C; *H NMR (DMSO-ds) 57,74 (s, 1H, H-2); 7,58 (s, 4H,

C18H14Br2Fe

wsgegmol | H-2°, H-3’, H-5’, H-6"); 4,84 (t, 3Jun=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,39
(t, 3Ju-w=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,03 (s, 5H, Cp); BC{*H} NMR (DMSO-ds) & 140,0 (C-4");
136,8 (C-2); 132,2 (C-17); 128,4 (C-2°, C-6°); 125,7 (C-3°, C5°); 87,7 (C-1); 83,7 (CPipso);
69,4 (Cp); 69,3 (Cp); 66,4 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 3080, 3009, 2923, 2852, 1106, 877,
859, 818, 775, 528, 493, 479, 440, 429; ESI-MS (m/z) obliczone dla C1sH14Br2Fe: 443,9
[M]"; znalezione: 445,7 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona dla CisH14BrzFe:
C 48,48; H 3,16; znaleziona: C 48,30; H 3,26%.




Procedura ogolna M — synteza (ferrocenylofenylo)acetylenow

Br Br )
| =z
X ‘ X
‘ = =
n-BuLi
Fe THF, -780C, 1h Fe
0-, m-, p- 0-, m-, p-

Do roztworu 1,00 eq 1,1-dibromo-2-(ferrocenylofenylo)etenu (C=0,200 mol/l) w THF
ochtodzonego do -78°C wkroplitam 3,30 eq n-BuLi i mieszatam przez 1 godzine. Reakcje
rozcienczytam dwukrotng objetoscig DCM, dodatam roztwor HCI o stezeniu 1 mol/l
i produkt wyekstrahowalam trzykrotnie DCM. Potaczone warstwy organiczne
przemytam solanka, suszytam nad bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a po odsaczeniu
srodka suszacego usunetam rozpuszczalnik na wyparce. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej.
(2-ferrocenylofenylo)acetylen 284

. s | 284 zsyntezowalam wg procedury ogdlnej M z wydajnoscia 75% (1,30 g)

ﬁ wychodzac z 2,71 g (6,08 mmola) 281, 8,90 ml n-BuLi (2,5 mol/l
’ >\ | w heksanie, 23,4 mmola) i 39,3 ml THF. Produkt wydzielitam za pomoca
é 1 chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-cykloheksan (5:95,
seadedior | VIV). T.t. 75-76°C; 'H NMR (DMSO-ds) & 7,69 (d, Jnn=7,9 Hz, 1H,
H-3"); 7,43 (dd, 3Jn-w=7,7 Hz, *Ju-n=1,1 Hz, 1H, H-6"); 7,35 (t, 3Jn.n=7,7 Hz, 1H, H-5");
7,20 (td, 2Jn-n=7,5 Hz, “In-u=1,1 Hz, 1H, H-4"); 4,96 (t, *Jn-+=1,9 Hz, 2H, Cp); 4,39
(s, 1H, H-1); 4,37 (t, J=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,09 (s, 5H, Cp); BPC{*H} NMR (DMSO-ds)
5140,7 (C-2°); 134,0 (C-6"); 129,2 (C-3); 128,7 (C-5°); 125,8 (C-4°); 118,9 (C-1); 84,5
(C-1); 84,0 (C-2); 83,9 (Cpipso); 69,5 (Cp); 68,7 (Cp); 68,5 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 3312,
3259, 2101, 1496, 825, 770, 762, 627, 497, 488, 473; ESI-MS (m/z) obliczone
dla CigHisFe: 286,0; znalezione: 286,0 [M]"; Analiza elementarna obliczona

dla CigHi4Fe: C 75,55; H 4,93; znaleziona: C 75,50; H 4,98%.
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(3-ferrocenylofenylo)acetylen 285

- 285 zsyntezowatam wg procedury ogélnej M z wydajnoscia 72%
41 = | (1,17 g) wychodzac z 2,53 g (5,67 mmola) 282, 8,74 ml n-BuLi
) (2,5 mol/l w heksanie, 21,9 mmola) i 36,6 ml THF. Produkt wydzielitam
é za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-
wadeyey | cykloheksan (5:95, viv). T.t. 114-115°C; *H NMR (DMSO-dg) 57,62

(s, 1H, H-4"); 7,60-7,58 (m, 1H, H-6); 7,33-7,30 (m, 2H, H-2’, H-5"); 4,84
(t, 3Ju-w=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,37 (t, 3Ju-n=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,21 (s, 1H, H-1); 4,02 (s, 5H,
Cp); BC{tH} NMR (DMSO-dg) §139,8 (C-3°); 129,0 (C-5"); 128,7 (C-2°); 128,5 (C-4");
126,5 (C-6"); 121,8 (C-1); 83,7 (C-2); 83,4 (Cpipso); 80,6 (C-1); 69,4 (Cp); 69,2 (Cp);
66,4 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 3280, 2109, 1104, 814, 795, 689, 672, 661, 621, 504, 487;
ESI-MS (m/z) obliczone dla CigHisFe: 286,0; znalezione: 285,9 [M]"; Analiza
elementarna obliczona dla CigHisFe: C 75,55; H 4,93; Znaleziona: C 75,51; H 4,85%.

(4-ferrocenylofenylo)acetylen 286

286 zsyntezowatam wg procedury ogoélnej M z wydajnoscia 65%
(534 mg) wychodzac z 1,26 g (2,84 mmola) 283, 5,86 ml n-BuL.i (1,6 mol/I
w heksanie, 9,37 mmola) i 18,0 ml THF. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent cykloheksan-DCM

Fe

S w gradiencie od 5%-100% DCM. T.t. 104-105°C; *H NMR (DMSO-ds)
s gmol | 57,55 (d, SJnw=8.2 Hz, 2H, H-3", H-5"): 7.40 (d, Jner=8,3 Hz, 2H, H-2".
H-6%); 4,83 (t, 3Ju-+=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,39 (t, ®Jn-1=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,19 (s, 1H, H-1);
4,02 (s, 5H, Cp); *C{*H} NMR (DMSO-ds) 6 140,3 (C-1"); 131,7 (C-2’, C-6"); 125,8
(C-3°, C-5°); 118,7 (C-4"); 83,9 (C-2); 83,4 (Cpipso); 80,6 (C-1); 69,5 (Cp); 69,4 (Cp);
66,4 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 3286, 2104, 1664, 1645, 1604, 1106, 835, 820, 659, 614,
549, 487; ESI-MS (m/z) obliczone dla C1sH14Fe: 286,0; znalezione: 285,9 [M]"; Analiza
elementarna obliczona dla CigHisFe: C 75,55; H 4,93; znaleziona: C 75,51; H 4,87%.




Procedura ogélna N — synteza kwasow ferrocenylopropynowych — reakcja

karboksylowania acetylenéw

COOH
/ /
R L.n-BuLi R
@ 2.COyq @
Fe THF, -78°C, 1h Fe
R=0-, m-, p-Ph, brak

Do roztworu 1,00 eq acetylenu (Cacetylen=0,200 mol/l) w THF ochtodzonego do -78°C

wkroplitam 1,20 eq n-BuLi i mieszatam przez 1 godzing. Po tym czasie dodawatam

porcjami staty CO; przez 1 godzing a nast¢pnie ogrzalam mieszaning reakcyjng

do temperatury pokojowej. Mieszaning rozcienczytam dwukrotng objetoscia DCM,

dodatam nasycony roztwor kwasu cytrynowego i1 produkt wyekstrahowatam trzykrotnie

DCM. Polaczone warstwy organiczne przemytam solanka, suszylam nad bezwodnym

siarczanem(VI1) sodu, a po odsaczeniu $rodka suszgcego usungtam rozpuszczalnik

na wyparce. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowe;.

Kwas ferrocenylopropynowy 276

Cy3H10FeO,
254,06 g/mol

0
OH
V4
Fe
<

276 zsyntezowatam wg procedury ogoélnej N z wydajnoscia 77%
(463 mg) wychodzac z 500 mg (2,38 mmola) 214, 1,80 ml n-BuLi
(1,6 mol/l w heksanie, 2,88 mmola) 1 12,7 ml THF. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-MeOH

w gradiencie od 1%-30% MeOH. 'H NMR (DMSO-ds) §4,47 (br. s, 2H,

Cp); 4,30 (br. s, 2H, Cp); 4,23 (s, 5H, Cp); BC{*H} NMR (DMSO-ds) § 71,5 (Cp); 69,7
(Cp); 68,9 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 3412, 3094, 2927, 2204, 1694, 1568, 1387, 1366, 1281.
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Kwas (2-ferrocenylofenylo)propynowy 287

P 287 zsyntezowatam wg procedury ogdlnej N z wydajnoscia 46%
(665 mg) wychodzac z 1,25 g (4,37 mmola) 284, 2,12 ml n-BuLi
(2,5 mol/l w heksanie, 5,29 mmola) i 24,7 ml THF. Produkt wydzielitam

& Ho za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-

saisema | MeOH w gradiencie od 1%-10% MeOH. T.t. >165°C rozktad; *H NMR
(DMSO-ds) & 13,82 (br. s; 1H, COOH); 7,72 (d, 3Jun=7,9 Hz, 1H, H-3"); 7,55
(d, 3Ju-4=7,7 Hz, 1H, H-6"); 7,45 (t, =77 Hz, “Jun=1,1 Hz, 1H, H-4’); 7,28
(t, 3Jn-n=7,5 Hz, 1H, H-5"); 4,96 (t, 3Ju-n=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,43 (t, *Jn-+=1,7 Hz, 2H, Cp);
4,12 (s, 5H, Cp); BC{*H} NMR (DMSO-ds) §154,7 (C-1); 142,6 (C-1°); 134,8 (C-6");
130,7 (C-4’); 129,2 (C-37); 126,1 (C-5%); 116,0 (C-2); 85,5 (C-2); 85,3 (C-3); 83,0
(Cpipso); 69,6 (Cp); 69,1 (Cp); 68,5 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 2811, 2644, 2201, 1663, 1410,
1202, 757; ESI-MS (m/z) obliczone dla C19H14FeO2: 330,0; znalezione: 329,9 [M];
Analiza elementarna obliczona dla Ci19H14FeO2: C 69,12; H 4,27; znaleziona: C 69,15;

H 4,39%.

Kwas (3-ferrocenylofenylo)propynowy 288

288 zsyntezowalam wg procedury ogélnej N z wydajnoscig 54%

41 s 2 ZH (727 mg) wychodzac z 1,17 g (4,08 mmola) 285, 2,15 ml n-BuLi
(2,5 mol/l w heksanie, 5,38 mmola) i 24,5 ml THF. Produkt
< wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako

801t gma eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-5% MeOH. T.t. >140°C

rozklad; 'H NMR (DMSO-ds) 613,82 (br. s, 1H, COOH); 7,77 (br. s, 1H, H-2"); 7,72
(dt, 3Ju-n=7,9 Hz, 2Jn-w=1,4 Hz, 1H, H-4"); 7,44 (dt, 3Inn=7,7 Hz, “Inn=1,3 Hz, 1H,
H-6%); 7,40 (t, 3Juw=7,7 Hz, 1H, H-5"); 4,90 (t, 3Jur=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,39
(t, 3Jn.n=1,7 Hz, 2H, Cp); 4,03 (s, 5H, Cp); BC{*H} NMR (DMSO-ds) 6 154,4 (C-1);
140,4 (Car); 129,8 (C-6°); 129,2 (C-6"); 129,1 (C-2°); 128,2 (C-4’); 119,1 (C-1°); 84,7
(C-3); 82,9 (Cpipso); 81,6 (C-2); 69,5 (Cp); 69,4 (Cp); 66,5 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 3082,
2971, 2215, 1683, 1411, 1279, 1267, 1197, 811; ESI-MS (m/z) obliczone
dla CioH14FeO2: 330,0; znalezione: 329,9 [M]*; Analiza elementarna obliczona
dla Ci9H14FeO2: C 69,12; H 4,27; znaleziona: C 68,98; H 4,24%.



Kwas (4-ferrocenylofenylo)propynowy 289

289 zsyntezowatam wg procedury ogélnej N z wydajnoscia 82%
(1,37 g) wychodzac z 1,46 g (5,10 mmola) 286, 2,50 ml n-BuLi
(2,5 mol/l w heksanie, 6,17 mmola) i 28,9 ml THF. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-
MeOH w gradiencie od 1%-10% MeOH. T.t. 156-157°C; 'H NMR
39318?%45/% (DMSO-ds) & 13,73 (br. s, 1H, COOH); 7,61 (d, 3Jn.n=8,3 Hz, 2H,
H-3’, H-5"); 7,53 (d, 3Jn-4=8,3 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 4,87 (t, 3Ju-n=1,6

Hz, 2H, Cp); 4,42 (t, *Jnw=1,6 Hz, 2H, Cp); 4,02 (s, 5H, Cp); *C{*H} NMR (DMSO-
ds) 6154,5 (C-1); 142,9 (C-1"); 132,8 (C-2°, C-6"); 126,1 (C-3°, C-5); 115,6 (C-4"); 85,2
(C-3); 82,7 (Cpipso); 81,9 (C-2); 69,8 (Cp); 69,6 (Cp); 66,7 (Cp); IR (KBr, v, cm™) 3410,
2920, 2853, 2578, 2198, 1668, 1601, 1308, 1215, 1176, 841, 818; ESI-MS (m/z)

obliczone

dla CigH1sFeO2: 330,0; znalezione: 329,8 [M]*; Analiza elementarna obliczona
dla C1oH14FeO2: C 69,12; H 4,27; znaleziona: C 68,92; H 4,41%.

Procedura ogoélna O — synteza amidow — reakcja sprzegania kwasow

1 amidow aminokwasow w obecnosci DIC 1 HOBt

,~—NH

0
/ A
Q /’) <NH2 (0] //“\

R .
%OH DIC, HOBt /\»Nl/;\R

R DMF, RT, 18 h ol HNTY,

R!=Ph, Fc, 0-m-,p-FcCqHy

Do 1,00 eq kwasu (Ckwasu=0,200 mol/l) i 1,00 eq amidu aminokwasu rozpuszczonych
w DMF dodatam 1,00 eq HOBt, 1,10 eq DIC i mieszatam przez 18 godzin w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie rozcienczylam mieszaning reakcyjng dwukrotng objetoscia
EtOAc, dodatam roztwor HCl o stezeniu 1 mol/l 1 produkt wyekstrahowatam
pieciokrotnie EtOAc. Polaczone warstwy organiczne przemytam solanka, suszylam nad
bezwodnym siarczanem sodu, a po odsaczeniu S$rodka suszacego usungtam
rozpuszczalnik na wyparce. Produkt wyizolowatam za pomoca chromatografii

kolumnowej na zelu krzemionkowym.
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(S)-1-(3-ferrocenylopropynoilo)-prolinamid 278

278 zsyntezowatam wg procedury ogoélnej O z wydajnosciag 70%
(138 mg) wychodzac z 143 mg (0,563 mmola) 276, 64 mg
(0,563 mmola) (S)-277, 78 mg (96 ul, 0,619 mmola) DIC, 76 mg
(0,563 mmola) HOBt i 3,00 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-MeOH

Todsamo | w gradiencie od 1%-3% MeOH. T.t. > 210°C rozklad; mieszanina
rotamerow, rotamer A-gtowny, *H NMR (DMSO-ds) 67,62 (br. s, 0,6H, NH, rotamer
A); 7,74 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,19 (br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 6,97 (br. s, 0,4H,
NH, rotamer B); 4,65 (br. s, 0,8H, Cp, rotamer A i B); 4,62-4,60 (m, 1,2H, Cp, rotamer
A'i B); 4,46 (dd, ®Jn-4=8,6; 2,9 Hz, 0,6H, H-2, rotamer A); 4,42-4,39 (m, 2H, Cp, rotamer
Ai B); 4,29 (s, 2H, Cp, rotamer B); 4,28 (s, 2,8H, Cp, rotamer A); 4,21 (dd, 3J4-+=8,6;
3,6 Hz, 0,4H, H-2, rotamer B); 3,72-3,68 (m, 0,8H, H-5, rotamer B); 3,47-3,38 (m, 1,3H,
H-5, rotamer A); 2,30-2,23 (m, 0,6H, H-3, rotamer A); 2,17-2,11 (m, 0,4H, H-3, rotamer
B); 1,94-1,87 (m, 1,4H, H-4, rotamer A i B), 1,87-1,81 (m, 1,8H, H-4, rotamer A i B);
1B3C{*H} NMR (DMSO-dgs) 6173,5 (C=0, rotamer A); 172,9 (C=0, rotamer B); 152,2
(C=0, C-17); 151,8 (C=0, C-17); 89,3; 89,1 (C-2°/3"); 79,9 (Cpipso); 72,2; 72,0; 71,9; 70,2;
70,0; 69,9 (Cp); 61,1 (C-2, rotamer A); 60,7 (Cp); 60,5 (Cp); 58,9 (C-2, rotamer B); 48,3
(C-5, rotamer B); 45,9 (C-5, rotamer A); 31,1 (C-3, rotamer A); 29,9 (C-3, rotamer B);
23,7 (C-4); 22,7 (C-4); IR (KBr, v, cm™) 3327, 2945, 2928, 2850, 2211, 1626, 1575,
1536, 1311, 1244, 1088, 641; ESI-MS (m/z) obliczone dla CigHigFeN2O2: 350,1;
znalezione: 350,8 [M]"; Analiza elementarna obliczona dla CisHisFeN2O2: C, 61,74;
H, 5,18; N, 8,00. znaleziona: C, 58.53; H, 7.97; N, 9.73%.

(S)-1-[3-(2-ferrocenylofenylo)-propynoilo]-prolinamid 291

1 291 zsyntezowatam wg procedury ogélnej O otrzymujac 365 mg
s | produktu  zanieczyszczonego  N,N’-diizopropylomocznikiem
wychodzac z 300 mg (0,909 mmola) 287, 104 mg (0,909 mmola)
(S)-277, 126 mg (155 pl, 1,00 mmola) DIC, 106 mg (0,909 mmola)
G oms’ | HOBt i 4,50 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowe;j stosujgc jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2%
MeOH. T.t. 109-110°C; mieszanina rotameréw w stosunku 1:1, *H NMR (DMSO-ds)
67,75 (d, J=7,5 Hz, 0,5H, CHa); 7,56 (d, J=7,6 Hz, 0,5H, CHay); 7,63 (br. s, 0,5H, NH);
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7,57-7,54 (m, 1H, CHa/); 7,46-7,40 (m, 1,5H, CHas); 7,30-7,23 (m, 1H, CHa); 7,22
(br. s, 0,5H, NH); 7,00 (br. s, 0,5H, NH); 4,96-4,94 (m, 2H, Cp); 4,58 (dd, J=8,6; 3,2 Hz,
0,5H, H-2); 4,41 (br. s, 2H, Cp); 4,27 (dd, J=8,6; 3,8 Hz, 0,5H, H-2); 4,13 (s, 5H, 2xCp);
3,75-3,72 (m, 1H, H-5); 3,54-3,50 (m, 0,5H, H-5); 3,49-3,45 (m, 0,5H, H-5); 2,30-2,24
(m, 0,5H, H-3); 2,19-2,13 (m, 0,5H, H-3); 1,97-1,91 (m, 1H, H-3), 1,89-1,83 (m, 2H,
H-4); BC{*H} NMR (DMSO-ds) §173,5 (C=0); 172,8 (C=0); 152,3 (C=0, C-1°); 151,8
(C=0,C-1"); 142,0; 134,8; 134,5,130,2; 130,2; 129,4; 129,0; 126,1; 125,8 (CHAar); 117,0;
116,9 (Car); 88,7; 88,2; 86,5; 86,4; 83,5; 83,2 (C-2°/3’/Cpipso); 69,7; 69,1; 69,0; 68,9;
68,8; 68,7; 68,5; 68,4 (Cp); 61,1 (C-2); 59,0 (C-2); 48,3 (C-5); 46,1 (C-5); 31,0 (C-3);
30,0 (C-3); 23,7 (C-4); 22,8 (C-4); IR (KBr, v, cm™) 3320, 3185, 2204, 1686, 1617, 1409,
762, 730, 510, 492; LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla C2sH22FeN20-: 426,1; znalezione:
426,0 [M]*; Analiza elementarna obliczona dla C24H22FeN20»: C 67,62; H 5,20; N 6,57;
znaleziona: C 67,40; H 5,50; N 6,40.

(S)-1-[3-(3-ferrocenylofenylo)-propynoilo]-prolinamid 292

1 292 zsyntezowalam wg procedury ogélnej O z wydajnoscia
91% (304 mg) wychodzac z 260 mg (0,788 mmola) 288, 90 mg
(0,788 mmola) (S)-277, 109 mg (134 ul, 0,866 mmola) DIC,
106 mg (0,787 mmola) HOBt i 3,94 ml DMF. Produkt

C24H22FEN202

426,29 g/mol wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac

j:ako eluent DCM-MéOH w gradiencie od 1%-5% MeOH. T.t. 101-102°C; mieszanina
rotamerow, rotamer A-glowny, *H NMR (DMSO-ds) 67,75 (s, 0,4H, CHa(); 7,70-7,68
(m, 2,3H, CHar, rotamer A i B); 7,45-7,36 (m, 2,5H, CHar, rotamer A i B); 7,26
(br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 7,00 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 4,89 (t, J=1,7 Hz, 0,8H,
Cp); 4,88-4,87 (m, 1,2H, Cp); 4,59 (dd, J=8,6; 3,3 Hz, 0,6H, H-2, rotamer A); 4,39
(t, J=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,27 (dd, J=8,5; 3,8 Hz, 0,4H, H-3, rotamer B); 4,02 (s, 2,8H, Cp);
4,03 (s, 2,1H, Cp); 3,83-3,78 (m, 0,9H, H-5, rotamer B); 3,53-3,49 (m, 0,6H, H-5, rotamer
A); 3,48-3,43 (m, 0,6H, H-5, rotamer A); 2,32-2,26 (m, 0,6H, H-3, rotamer A); 2,19-2,15
(m, 0,4H, H-3, rotamer B); 1,97-1,91 (m, 1,2H, H-3 rotamer A, H-4, rotamer B), 1,88-
1,84 (m, 2,1H, H-4, rotamer A i B); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) 6 173,7 (C=0, rotamer
A); 172,8 (C=0, rotamer B); 152,9 (C=0, C-1’, rotamer A); 151,5 (C=0, C-1’, rotamer
B); 140,2; 140,1; 129,7; 129,5; 129,2; 129,0; 128,9; 127,9; 127,9 (CHar); 119,8 (Car);
88,1; 87,5; 83,0; 83,0; 82,7; 82,6 (C-2°/3’/Cpipso); 69,5; 69,3; 66,5; 66,4 (Cp); 61,2 (C-2,
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rotamer A); 59,0 (C-2, rotamer B); 48,8 (C-5, rotamer B); 46,1 (C-5, rotamer A); 31,0
(C-3, rotamer A); 30,0 (C-3, rotamer B); 23,7 (C-4, rotamer B); 22,8 (C-4, rotamer A);
IR (KBr, v, cm™) 3320, 3185, 3090, 2953, 2922, 2874, 2211, 1683, 1617, 1409, 1105,
796, 501, 487; ESI-MS (m/z) obliczone dla CosH22FeN20,: 426,1; znalezione: 426,0
[M]*; Analiza elementarna obliczona dla C2sH22FeN20>: C 67,62; H 5,20; N 6,57;
znaleziona: C 67,46; H 5,48; N 6,67%.

(S)-1-[3-(4-ferrocenylofenylo)-propynoilo]-prolinamid 293

293 zsyntezowatam wg procedury ogodlnej O z wydajnoscia 72%
(149 mg) wychodzac z 161 mg (0,488 mmola) 289, 56 mg
(0,488 mmola) (S)-277, 68 mg (83 ul, 0,536 mmola) DIC, 66 mg
(0,488 mmola) HOBt i 2,44 ml DMF. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-
MeOH w gradiencie od 1%-2% MeOH. T.t. 99-100°C; mieszanina
CfgeHﬁaF;/'\lrﬁgz rotamerdéw, rotamer A-gtowny, 'H NMR (DMSO-ds) & 7,67
(br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 7,62-7,59 (m, 2,1H, H-3"’, H-5"’, rotamer A i B); 7,53
(d, J=8,3 Hz, 0,9H, H-2>*, H-6"", rotamer B); 7,50 (d, J=8,3 Hz, 1,2H, H-2"*, H-6"",
rotamer A); 7,44 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,22 (br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 7,00
(br.s, 0,4H, NH, rotamer B); 4,89-4,88 (m, 2,1H, Cp, rotamer A i B); 4,56 (dd, 3J4-+=8,6;
3,3 Hz, 0,6H, H-2, rotamer A); 4,43-4,42 (m, 2,1H, Cp, rotamer A i B); 4,26
(dd, 3Ju-+=8,6; 3,7 Hz, 0,4H, H-2, rotamer B); 4,03 (s, 2,2H, Cp, rotamer B); 4,02
(m, 2,8H, Cp, rotamer A); 3,81-3,74 (m, 0,8H, H-6, rotamer B); 3,52-3,42 (m, 1,2H,
H-6, rotamer A); 2,30-2,24 (m, 0,6H, H-3, rotamer A); 2,20-2,13 (m, 0,5H, H-3, rotamer
B); 1,97-1,91 (m, 1,2H, H-3 rotamer A, H-4 rotamer B), 1,88-1,83 (m, 2,1H, H-4, rotamer
Ai B); BC{*H} NMR (DMSO-ds) 6173,6 (C=0, rotamer A); 172,8 (C=0, rotamer B);
152,1 (C=0, C-1’, rotamer A); 151,7 (C=0, C-1’, rotamer B); 142,3 (C-1"); 142,3
(C-177); 132,5 (C-2”, C-6", rotamer A); 132,3 (C-2”’°, C-6"’, rotamer B); 126,0 (C-3”’,
C-57); 125,9 (C-3,C-5""); 116,5 (C-4"); 116,4 (C-4""); 88,6; 88,0 (C-2°/3"); 83,0; 82,9;
82,9 (C-2°/3’/Cpipso); 69,7; 69,6; 66,7 (Cp); 61,1 (C-2, rotamer A); 59,0 (C-2, rotamer B);
48,4 (C-5, rotamer B); 46,1 (C-5, rotamer A); 31,0 (C-3, rotamer A); 30,0 (C-3, rotamer
B); 23,7 (C-4, rotamer B); 22,8 (C-4, rotamer A); IR (KBr, v, cm™) 3307, 3185, 3088,
2923, 2875, 2205, 1693, 1617, 1601, 1524, 1409, 1105; ESI-MS (m/z) obliczone




dla CosH2FeN2O,: 426,1; znalezione: 426,1 [M]*; Analiza elementarna obliczona
dla C24H22FeN202: C 67,62; H 5,20; N 6,57; znaleziona: C 67,57; H 5,38; N 6,39%.

(S)-1-(3-fenylopropynoilo)-prolinamid 29464

294 zsyntezowalam wg procedury ogélnej O otrzymujac 817 mg
.| produktu zanieczyszczonego N,N’-diizopropylomocznikiem
wychodzac z 500 mg (3,43 mmola) 290, 391 mg (3,43 mmola)
(S)-277, 475 mg (583 pl, 3,76 mmola) DIC, 462 mg (3,43 mmola)

S&%“g‘ﬁ‘n’é HOBt i 17,1 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii

kolumnowej stosujgc jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-4% MeOH.
T.t. 203-204°C; mieszanina rotamerow, rotamer A-glowny, ‘H NMR (DMSO-ds)
67,65-7,62 (m, 1,4H, CHa); 7,60-7,58 (m, 1,2H, CHa); 7,54-7,50 (m, 1H, CHa); 7,48-
7,44 (m, 2,4H, CHar); 7,19 (br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 7,00 (br. s, 0,4H, NH, rotamer
B); 4,54 (dd, J=8,7; 3,4 Hz, 0,6H, H-2, rotamer A); 4,26 (dd, J=8,6; 3,8 Hz, 0,4H, H-2,
rotamer B); 3,79-3,73 (m, 0,9H, H-5, rotamer B); 3,51-3,41 (m, 1,2H, H-5, rotamer A);
2,30-2,23 (m, 0,6H, H-3, rotamer A); 2,18-2,13 (m, 0,4H, H-3, rotamer B); 1,95-1,90
(m, 1H, H-3 rotamer A, H-4 rotamer B), 1,89-1,82 (m, 2H, H-4, rotamer A i B); 13C{*H}
NMR (DMSO-dg) 6 173,5 (C=0, rotamer A); 172,8 (C=0O, rotamer B); 151,9 (C=0,
C-1’, rotamer A); 151,5 (C=0, C-1°, rotamer B); 132,4; 132,2; 130,5; 129,0; 128,9
(CHar); 119,7 (2xCar); 87,8; 87,3; 82,9; 82,8 (C-2°/C-3); 61,1 (C-2, rotamer A); 59,0
(C-2, rotamer B); 48,4 (C-5, rotamer B); 46,1 (C-5, rotamer A); 31,0 (C-3, rotamer A);
30,0 (C-3, rotamer B); 23,7 (C-4); 22,8 (C-4); IR (KBr, v, cm™) 3382, 3281, 3194, 2203,
1698, 1664, 1591, 1428, 1403, 1347, 1289, 761, 735, 695; ESI-MS (m/z) obliczone
dla C14H1aN202: 242,1; znalezione: 243,0 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona
dla C14H14N202: C 69,41; H 5,82; N 11,56; znaleziona: C 69,24; H 5,94; N 11,81%.

(S)-1-(3-ferrocenylopropynoilo)-pipekolinamid 310

311 zsyntezowatam wg procedury ogélnej O z wydajnoscia 56%
1 (160 mg) wychodzac z 200 mg (0,787 mmola) 276, 101 mg
(0,787 mmola) 306, 109 mg (134 ul, 0,866 mmola) DIC, 106 mg
(0,787 mmola) HOBLt i 3,94 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-MeOH

C19H20F6N202
364,22 g/mol w gradiencie od 1%-2% MeOH. T.t. >221°C rozktad; mieszanina
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rotamerow, rotamer A-gtowny, *H NMR (DMSO-ds) & 7,58 (br. s, 0,4H, NH, rotamer
B); 7,43 (br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 7,29 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,15 (br. s, 0,6H,
NH, rotamer A); 4,94-4,93 (m, 0,6H, H-2, rotamer A); 4,90-4,89 (m, 0,4H, H-2, rotamer
B); 4,66 (br. s, 1,6H, Cp); 4,63 (br. s, 0,5H, Cp); 4,43-4,41 (m, 2,1H, Cp); 4,29 (s, 2,7H,
Cp); 4,26 (s, 2,4H, Cp); 4,25-4,20 (m, 0,9H, H-6, rotamer A i B); 3,41-3,31 (m, 0,6H,
H-6, rotamer A, natozony z pikiem od wody); 2,91-2,86 (m, 0,4H, H-6, rotamer B); 2,25-
2,23 (m, 0,4H, H-3, rotamer B); 2,15-2,13 (m, 0,6H, H-3, rotamer A); 1,72-1,64 (m, 2,6H,
H-4, H-5, rotamer A i B), 1,52-1,48 (m, 0,6H, H-3, rotamer A), 1,42-1,24 (m, 2,2H, H-4,
H-5, rotamer A i B); *C{*H} NMR (DMSO-ds) 6171,9 (C=0, rotamer B); 171,6 (C=0,
rotamer A); 154,0 (C=0, C-1’, rotamer B); 153,5 (C=0, C-1’, rotamer A); 91,2; 91,1;
78,7, 78,5 (C-2°/3%); 72,2; 72,0; 71,9 (Cp, Cpipso); 70,1; 70,1; 70,0; 60,8; 60,5 (Cp); 57,3
(C-2, rotamer B); 51,6 (C-2, rotamer A); 44,8 (C-6, rotamer A); 39,1 (C-6, rotamer B);
27,6 (C-3, rotamer B); 26,8 (C-3, rotamer A); 24,9 (C-4); 24,0 (C-4); 20,4 (2xC-5,
rotamer A i B); IR (KBr, v, cm™) 3326, 3169, 2937, 2203, 1686, 1610, 1428, 1391, 1016;
ESI-MS (m/z) obliczone dla CaoH20FeN202: 364,1; znalezione: 364,1 [M]"; Analiza
elementarna obliczona dla C2oH20FeN202: C 62,66; H 5,54; N 7,69; znaleziona: C 62,57;
H 5,45; N 7,69%.

(S)-1-(3-fenylopropynoilo)-pipekolinamid 311

311 zsyntezowatam wg procedury ogoélnej O otrzymujac 562 mg
5| produktu zanieczyszczonego N,N’-diizopropylomocznikiem
3 wychodzac z 250 mg (1,71 mmola) 290, 219 mg (1,71 mmola)
306, 238 mg (330 pl, 1,88 mmola) DIC, 231 mg (1,71 mmola)

Cy5H16N20,
256,30 g/mol HOBt i 8,6 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2%
MeOH. T.t. 175-176°C; mieszanina rotamerdw, rotamer A-gtowny, ‘H NMR (DMSO-
ds) 67,63-7,60 (m, 2,4H, CHa/); 7,54-7,51 (m, 1H, CHa/); 7,48-7,46 (m, 2,6H, CHAar);
7,25 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,18 (br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 4,99 (d, J=4,1 Hz,
0,4H, H-2, rotamer B); 4,95 (d, J=4,2 Hz, 0,6H, H-2, rotamer A); 4,27 (t, J=11,1 Hz, 1H;
H-6, rotamer A i B); 3,42 (t, J=13,0 Hz, 0,6H; H-6, rotamer A); 2,95 (t, J=12,7 Hz, 0,4H;
H-6, rotamer B); 2,22-2,15 (m, 1H, H-3, rotamer A i B); 1,72-1,63 (m, 2,5H, H-4, H-5,
rotamer A i B), 1,54-1,50 (m, 0,6H, H-3, rotamer A), 1,44-1,27 (m, 2,1H, H-4, H-5,
rotamer A i B); BC{*H} NMR (DMSO-ds) § 171,9 (C=0, rotamer B); 171,5 (C=0,



rotamer A); 153,6 (C=0, C-1’, rotamer B); 153,2 (C=0, C-1’, rotamer A); 132,3; 132,2;
130,5; 130,4; 129,0; 128,9 (CHAar); 119,7; 119,6 (Car); 89,8; 89,5; 81,8; 81,5 (C-2°/C-3");
57,3 (C-2, rotamer B); 51,8 (C-2, rotamer A); 44,9 (C-6, rotamer A); 39,1 (C-6, rotamer
B); 27,7 (C-3, rotamer B); 26,8 (C-3, rotamer A); 25,0 (C-4); 24,0 (C-4); 20,4 (C-5); 20,3
(C-5); IR (KBr, v, cm™) 3382, 3179, 2947, 2215, 1686, 1616, 1428, 1392, 761, 692;
ESI-MS (m/z) obliczone dla CisH1sN20O2: 256,1; znalezione: 257,1 [M+H]"; Analiza
elementarna obliczona dla C1sH16N20O2: C 70,29; H 6,29; N 10,93; znaleziona: C 70,19;
H 6,33; N 11,03%.

(2S,3aS,7aS)-1-(3-ferrocenylopropynoilo)-oktahydro-1H-indolokarboksyamid 312

312 zsyntezowatam wg procedury ogélnej T otrzymujac 280
mg produktu zanieczyszczonego N,N’-diizopropylomocznikiem
wychodzac z 230 mg (0,905 mmola) 276, 152 mg (0,905 mmola)
307, 126 mg (154 ul, 1,00 mmola) DIC, 122 mg (0,905 mmola)

C}ng%Fg}\'rﬁgz HOBt i 4,50 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2%
MeOH. T.t. 216-217°C; mieszanina rotameréw, rotamer A-gtowny, 'H NMR
(DMSO-dg) 67,62 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,40 (br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 7,17
(br.s, 0,4H, NH, rotamer B); 6,95 (br. s, 0,6H, NH, rotamer B); 4,63 (t, 3Ju.n=1,8 Hz, 1H,
Cp, rotamer A); 4,60 (t, 3Ju.n=1,8 Hz, 1H, Cp, rotamer B); 4,43-4,42 (m, 1,5H, Cp i H-2,
rotamer B); 4,40-4,39 (m, 1H, Cp); 4,29 (s, 5H, Cp, rotamer A i B); 4,18
(dd, 3Jn-v=9,8; 8,0 Hz, 0,6H, H-2, rotamer A); 4,07-4,03 (m, 0,6H, H-7a, rotamer A);
3,99-3,95 (m, 0,4H, H-7a, rotamer B); 2,38-2,35 (m, 0,6H, H-3a, rotamer A); 2,27-2,23
(m, 0,4H, H-3a, rotamer B); 2,21-2,18 (m, 0,4H, H-3a, rotamer B); 2,09-2,02 (m, 1,2H,
CH>); 1,94-1,86 (m, 1,5H, CH>); 1,71-1,56 (m, 3,8H, CH>); 1,46-1,36 (m, 1,5H, CHy);
1,29-1,19 (m, 1,8H, CH>); 1,15-1,08 (m, 0,6H, CH); B*C{*H} NMR (DMSO-ds) 5173,4
(C=0); 172,6 (C=0); 152,2 (C=0, C-1°); 151,0 (C=0, C-1°); 89,3; 87,6; 79,7, 72,1
(2xCp); 72,0; 71,8; 70,2; 70,0; 69,9 (2xCp); 60,9 (C-2); 60,8; 60,6; 59,1 (C-2); 58,9
(C-2); 56,4 (C-7a); 36,0 (C-3a); 35,2 (C-3a); 32,6; 31,9; 27,8; 26,1; 25,2 (2x); 23,3; 20,0;
19,8 (CHy); IR (KBr, v, cm™) 3409, 3143, 2924, 2223, 1686, 1674, 1617, 1398; ESI-MS
(m/z) obliczone dla C2H24FeN20O2: 404,1; znalezione: 4051 [M+H]"; Analiza
elementarna obliczona dla C22H24FeN202: C 65,36; H 5,98; N 6,93; znaleziona: C 60,67,
H 5,92; N 7,10%.
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(2S,3aS,7aS)-1-(3-fenylopropynoilo)-oktahydro-1H-indolokarboksyamid 313

5 o o 312 zsyntezowatam wg procedury ogolnej O otrzymujac
A 5 648 mg produktu zanieczyszczonego
Y 2N e N,N’-diizopropylomocznikiem wychodzac z 300 mg
chlgHSéoggn%zl (2,05 mmola) 290, 345 mg (2,05 mmola) 307, 285 mg (350 ul,

2,26 mmola) DIC, 277 mg (2,05 mmola) HOBt i 10,0 ml DMF. Produkt wydzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowe;j stosujgc jako eluent DCM-MeOH w gradiencie
od 1%-3% MeOH. T.t. 195-196°C; mieszanina rotamerdw, rotamer A-gtéwny, *H NMR
(DMSO-dg) 6 7,65 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,60-7,58 (m, 2H, CHa/); 7,54-7,44
(m, 3,5H, CHar, NH); 7,21 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 6,98 (br. s, 0,6H, NH, rotamer
A); 4,50 (dd, 3Ju-+=9,5; 8,1 Hz, 0,4H, H-2, rotamer B); 4,23 (dd, 3Jn-n=9,7; 8,1 Hz, 0,6H,
H-2, rotamer A); 4,13-4,09 (m, 0,6H, H-7a, rotamer A); 4,02-3,98 (m, 0,4H, H-7a,
rotamer B); 2,38-2,35 (m, 0,6H, H-3a, rotamer A); 2,29-2,25 (m, 0,4H, H-3a, rotamer B);
2,21-2,17 (m, 0,4H); 2,10-2,06 (m, 0,6H); 2,00-1,98 (m, 0,6H); 1,95-1,91 (m, 1,5H);
1,67-1,57 (m, 3,6H); 1,43-1,9 (m, 1,5H); 1,28-1,18 (m, 1,6H); 1,16-1,09 (m, 0,5H);
BC{*H} NMR (DMSO-ds) ¢ 173,4 (C=0); 172,4 (C=0); 151,9 (C=0, C-1); 150,7
(C=0, C-1°); 132,4; 132,1; 130,4 (2x); 129,0; 128,8 (CHar); 119,9; 199,7 (Car); 87.4;
86,3; 82,7 (2x); 60,7 (C-2); 59,2 (C-7a); 59,0 (C-2); 56,6 (C-7a); 36,1 (C-3a); 35,2
(C-3a); 32,5 (C-3); 31,3 (C-3); 27,7 (CH2); 26,0 (CHy); 25,1 (2xCHy); 23,3; 23,2; 20,0;
19,8 (CHy); IR (KBr, v, cm™) 3382, 3200, 2941, 2926, 2208, 1667, 1597, 1420, 767; ESI-
MS (m/z) obliczone dla CigHxoN202: 296,2; znalezione: 297,1 [M]"; Analiza
elementarna obliczona dla C1sH20N202: C 72,95; H 6,80; N 9,45; znaleziona: C 72,78;
H 6,79; N 9,53%.

(S)-1-(3-ferrocenylopropynoilo)-2,3-dihydro-1H-indolo-2-karboksyamid 314

o 6 314 zsyntezowatam wg procedury ogélnej O otrzymujac

3//2‘ t 1,\,“‘ . 399 mg produktu zanieczyszczonego
HaN—¢"2 5 N,N’-diizopropylomocznikiem wychodzac z 240 mg

é ° (0,945 mmola) 276, 153 mg (0,945 mmola) 308, 131 mg
s oot (161 ul, 1,04 mmola) DIC, 128 mg (0,945 mmola) HOBt

14,70 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowe;j stosujac
jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2% MeOH. T.t. >220°C rozktad;
mieszanina rotamerow, rotamer A-glowny, 'H NMR (DMSO-ds) & 8,03 (d, J=8,0 Hz,



0,9H, CHar); 7,84 (s, 0,8H, CHar); 7,33 (s, 0,8H, CHar); 7,24 (d, J=7,3 Hz, 0,8H, CHa);
7,20 (d, J=7,7 Hz, 0,8H, CHar); 7,04 (t, J=7,3 Hz, 0,8H, CHa(); 5,13 (dd, J=11,1; 3,3 Hz,
0,8H, H-2, rotamer A); 4,95 (dd, J=11,0; 3,0 Hz, 0,1H, H-2, rotamer B); 4,80 (br. s, 0,1H,
Cp, rotamer B); 4,76 (br. s, 0,1H, Cp, rotamer B); 4,70 (br. s, 1,5H, Cp, rotamer A); 4,52
(br. s, 0,2H, Cp, rotamer B); 4,46-4,45 (m, 1,6H, Cp, rotamer A); 4,35 (s, 0,4H, Cp,
rotamer B); 4,32 (s, 3,6H, Cp, rotamer A); 3,67 (dd, J=16,6; 11,2 Hz, 0,8H, H-3, rotamer
A); 3,47 (dd, J=16,7; 11,2 Hz, 0,1H, H-3, rotamer B); 3,06 (dd, J=16,7; 3,0 Hz, 0,8H,
H-3, rotamer A); 2,95 (d, J=16,7; 3,5 Hz, 0,1H, H-3, rotamer B); ®C{*H} NMR
(DMSO-ds) 6172,7 (C=0); 151,3 (C=0, C-1"); 142,5 (Car); 130,6 (Car); 127,2; 124,8;
123,9; 115,9 (CHAar); 91,0; 80,1; 72,5; 72,3; 70,4; 70,3; 70,2 (Cp); 61,8 (C-2); 33,8 (C-3);
IR (KBr, v, cm™) 3408, 3319, 3180, 2204, 1691, 1669, 1625, 1592, 1482, 1461, 1386,
1371, 751; ESI-MS (m/z) obliczone dla C22H1sFeN202: 398,1; znalezione: 398,1 [M];
Analiza elementarna obliczona dla C22H1sFeN202: C 65,36; H 5,98; N 6,93; znaleziona:
C 60,67; H5,92; N 7,10%.

(S)-1-(3-fenylopropynoilo)-2,3-dihydro-1H-indolo-2-karboksyamid 315

s N
5" 6"

315 zsyntezowalam wg procedury ogoélnej O otrzymujac

.32 9
p —/ H; 7’;@ 853 mg produktu zanieczyszczonego
JENE N,N’-diizopropylomocznikiem  wychodzac z 300 mg
raa Y g (2,05 mmola) 290, 333 mg (2,05 mmola) 308, 285 mg (350 pl,

2,26 mmola) DIC, 277 mg (2,05 mmola) HOBt i 10,0 ml DMF. Produkt wydzielitam
za pomoca chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie
od 1%-2% MeOH. T.t. 255-256°C; mieszanina rotamerdw, rotamer A-gtéwny, *H NMR
(DMSO-ds) & 8,03 (d, J=8,0 Hz, 0,9H, CHa/); 7,99 (d, J=8,0 Hz, 0,1H, CHa/); 7,86
(s, 0,9H, CHa); 7,72 (d, J=7,6 Hz, 0,2H, CHa/); 7,68 (d, J=7,6 Hz, 1,8H, CHa); 7,56
(t, J=7,4 Hz, 1H, CHa/); 7,49 (t, J=7,4 Hz, 1,8H, CHa/); 7,33 (br. s, 0,9H, NH, rotamer
A); 7,30 (br. s, 0,1H, NH, rotamer B); 7,25 (d, J=7,3 Hz, 0,9H, CHa/); 7,22 (t, J=7,7 Hz,
0,9H, CHar); 7,14 (br. s, 0,1H, NH, rotamer B); 7,07 (t, J=7,3 Hz, 1H, CHa/); 5,24
(d, J=10,9 Hz, 0,9H, H-2, rotamer A); 5,00 (d, J=10,7 Hz, 0,1H, H-2, rotamer B); 3,67
(dd, J=16,5; 11,3 Hz, 0,9H, H-3, rotamer A); 3,49 (dd, J=16,4; 11,0 Hz, 0,1H, H-3,
rotamer B); 3,07 (d, J=16,7 Hz, 0,9H, H-3, rotamer A); 3,07 (d, J=16,6 Hz, 0,1H, H-3,
rotamer B); *C{*H} NMR (DMSO-dg) 5172,7 (C=0); 151,0 (C=0, C-1°); 142,3 (Car);
132,6; 132,2; 130,9; 130,8; 129,2; 129,2; 128,9; 127,3; 124,8; 124,3 (CHar); 119,4; 116,1

151



152

(Car); 88,5; 82,8; (C-2°/C-3"); 61,8 (C-2); 33,7 (C-3); IR (KBr, v, cm™) 3397, 3351, 3188,
2214, 1679, 1629, 1593, 1492, 1484, 1441, 752, 686; ESI-MS (m/z) obliczone
dla C1sH14N202: 290,1; znalezione: 291,1 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona
dla C1g8H14N202: C 74,47; H 4,86; N 9,65; znaleziona: C 72,25; H 4,81; N 9,59%.

(S)-2-(3-ferrocenylopropynoilo)-1,2,3,4-tetrahydro-izochinolino-3-karboksyamid
316

0 s | 316 zsyntezowalam wg procedury ogélnej O otrzymujac

> ‘ 1 ga 7 ]
@/AZN s| 395 mg produktu zanieczyszczonego
4 g
H2N 3 4

N,N’-diizopropylomocznikiem wychodzac z 240 mg

Fe o)

< (0,945 mmola) 276, 167 mg (0,945 mmola) 309, 131 mg
Cy3HjoFeN,0,
412,26 g/mol J (161 ul, 1,04 mmola) DIC, 128 mg (0,945 mmola) HOBt

14,70 ml DMF. Produkt oczy$citam za pomocg chromatografii kolumnowe;j stosujac jako
eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-3% MeOH. T.t. 187-188°C; mieszanina
rotamerow, rotamer A-glowny, 'H NMR (DMSO-dg) 67,60 (br. s, 0,6H, NH, rotamer
A); 7,48 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,30 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 7,22-7,17
(m, 4,9H, CHa); 7,04 (br. s, 0,4H, NH, rotamer B); 5,05-5,03 (m, 1,1H, H-3 rotamer A,
H-1); 4,86-4,83 (m, 0,5H, H-3 rotamer B); 4,79-4,72 (m, 2H, Cp, H-1); 4,68-4,65
(m, 1,3H, Cp); 4,52 (J=17,9 Hz, 0,8H, H-1, rotamer A); 4,45 (m, 2,2H, Cp); 4,33 (s, 2H,
Cp); 4,28 (s, 3H, Cp); 3,26-3,25 (m, 1,4H, H-4, rotamer A), 3,12-3,10 (m, 0,8H, H-4,
rotamer B); *C{*H} NMR (DMSO-dg) §171,9 (C=0, rotamer A); 171,7 (C=0, rotamer
B); 154,0 (C=0, C-1’, rotamer A); 153,5 (C=0, C-1’, rotamer B); 133,4; 133,3; 132,9;
132,6; 132,2 (Car); 128,0; 127,9; 127,0; 126,7; 126,5 (2x); 126,2; 125,9; 127,0; 126,8;
126,6; 126,5; 126,2; 126,1 (CHar); 91,7; 91,1; 79,0; 78,9 (C-2°/C-3"); 72,3; 72,1 (2x);
72,0; 70,1 (4x); 60,6; 60,3(Cpipso); 56,4 (C-3, rotamer A); 52,5 (C-3, rotamer B); 46,8
(C-1, rotamer B); 43,4 (C-1, rotamer A); 31,9 (C-4, rotamer A); 30,9 (C-4, rotamer B);
IR (KBr, v, cm™) 3398, 3026, 2219, 1689, 1623, 1611, 1585, 1390; ESI-MS (m/z)
obliczone dla Ca3H20FeN202: 412,1; znalezione: 412,0 [M]"; Analiza elementarna
obliczona dla C3HxFeN20O2: C 67,01; H 4,89; N 6,80; znaleziona: C 66,90; H 4,99;
N 6,90%.



(S)-2-(3-fenylopropynoilo)-1,2,3,4-tetrahydro-izochinolino-3-karboksyamid 317

o o 5 317 zsyntezowalam wg procedury ogélnej O otrzymujac
1 3 2

“ = 1,15 g produktu zanieczyszczonego

=/ HN N/
3 2 o% N,N’-diizopropylomocznikiem wychodzagc z 300 g
4 4a 7

o, | (2,05 mmola) 290, 362 mg (2,05 mmola) 309, 285 mg
19M116'N2VY2
304,34 g/mol (350 ul, 2,26 mmola) DIC, 277 mg (2,05 mmola) HOBt

1 10,0 ml DMF. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowe;j stosujac
jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-3% MeOH. T.t. 229-230°C; mieszanina
rotamerdw, rotamer A-glowny, *H NMR (DMSO-ds) 57,72 (d, J=7,5 Hz, 0,9H, CHa);
7,63 (d,J=7,7Hz, 1,7H, CHar); 7,57-7,47 (m, 3,6H, CHAa); 7,32 (br. s, 0,4H, NH, rotamer
B); 7,21-7,20 (m, 3,7H, CHar); 7,15 (br. s, 0,6H, NH, rotamer A); 7,06 (br. s, 0,4H, NH,
rotamer B); 5,14 (t, J=4,7 Hz, 0,6H, H-3, rotamer A); 5,10 (d, J=15,8 Hz, 0,4H, H-1,
rotamer B); 4,88 (t, J=5,2 Hz, 0,4H, H-3, rotamer B); 4,83 (d, J=15,8 Hz, 0,4H, H-1,
rotamer B); 4,77 (d, J=16,9 Hz, 0,6H, H-1, rotamer A); 4,56 (d, J=17,0 Hz, 0,6H, H-1,
rotamer A); 3,28-3,22 (m, 1,2H, H-4, rotamer A), 3,17-3,10 (m, 0,9H, H-4, rotamer B);
1B3C{*H} NMR (DMSO-ds) §171,9 (C=0, rotamer A); 171,5 (C=0, rotamer B); 153,7
(C=0, C-1’, rotamer A); 153,3 (C=0, C-1’, rotamer B); 133,3; 131,2 (Car); 132,8; 132,6;
132,4 (2x); 130,6 (2x), 129,0; 128,9; 127,9 (2x); 127,0; 126,8; 126,6; 126,5; 126,2; 126,1
(CHar); 119,6; 119,5 (Car); 90,1; 89,2; 81,9; 81,8 (C-2°/C-3"); 56,5 (C-2, rotamer A); 52,6
(C-2, rotamer B); 46,8 (C-1, rotamer B); 43,4 (C-1, rotamer A); 32,0 (C-4, rotamer A);
30,9 (C-4, rotamer B); IR (KBr, v, cm™) 3400, 3217, 2217, 1686, 1617, 1427, 762, 727,
691; ESI-MS (m/z) obliczone dla Ci9H1sN202: 304,1; znalezione: 305,1 [M+H]";
Analiza elementarna obliczona dla Ci9H16N202: C 74,98; H 5,30; N 9,20; znaleziona:
C 74,76; H 5,38; N 9,33%.
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Procedura ogélna P — synteza analogow tryprostatyny A — cyklizacja

amidow
0 /\ 0
N
‘ 5. — =
/, /Z/H R (CHz)sP, L-Glu R \)LN \
/HN DMF:toluen (1:6), MW, 120°C, 2-5x30 min HNm/‘i\\R
R 0 A
o)
R=Ph, Fc, 0-,m-,p-FcPh

1,00 eq amidu (Camiaw=0,090 mol/l) i 1,00 eq kwasu L-glutaminowego rozpuscitam
w mieszaninie toluen-DMF (6:1, v/v) w szklanym naczyniu przeznaczonym do reakcji
w reaktorze mikrofalowym. Nast¢pnie dodatam 0,20-0,30 eq MesP (roztwoér o stgzeniu
1 mol/l w THF) i umie$citam naczynie w reaktorze mikrofalowym. Prowadzitam reakcj¢
w cyklach 30 minutowych w temperaturze 120°C. Rozpuszczalniki usunetam
pod zmniejszonym cisnieniem, a produkt wydzielitam za pomocg chromatografii

kolumnowej.

(S,2)-3-ferrocylideno-heksahydro-pirolo[1,2-a]pirazyno-1,4-dion 273

o 1 (S,2)-273 zsyntezowatam wg procedury ogélnej P z wydajnoscia
@?’5\?’“@ 54% (74 mg) wychodzac z 138 mg (0,395 mmola) 278, 58 mg
I-| 8

Fe

= of (0,395 mmola) L-Glu, 140 ul (0,140 mmola) MesP w 4,40 ml

G ema? | mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v) przez 30 minut. Produkt

N

;vydzielﬂam za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent DCM-MeOH
w gradiencie od 1%-2% MeOH. T.t. >220°C rozkfad; ‘H NMR (DMSO-ds) ¢ 9,29
(br.'s, 1H, H-2); 6,48 (s, 1H, H-1""); 4,65 (t, 3Jn-n=2,6 Hz, 2H, Cp); 4,42-4,41 (m, 1H,
Cp); 4,39-4,38 (m, 1H, Cp); 4,34 (dd, *Jn.w=9,4; 6,5 Hz, 1H, H-8a); 4,17 (s, 5H, Cp);
3,55-3,50 (m, 1H, H-6); 3,47-3,43 (m, 1H, H-6); 2,24-2,20 (m, 1H, H-8); 1,96-1,83
(m, 3H, H-8, H-7); *C{*H} NMR (DMSO-ds) 6 166,5 (C-1); 158,5 (C-4); 125,9 (C-3);
114,7 (C-1); 77,0 (Cpipso); 69,9 (Cp); 69,6 (Cp); 69,6 (Cp); 69,2 (Cp); 69,2 (Cp); 58,2
(C-8a); 45,0 (C-6); 28,0 (C-8); 21,6 (C-7); IR (KBr, v, cm™) 3085, 2928, 2883, 1686,
1628, 1441, 1382; LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla C1sH1gFeN202: 350,1; Znalezione:
350,0 [M]"; Analiza elementarna obliczona dla C1gH1sFeN2O2: C 61,74; H 5,18; N 8,00
znaleziona: C 61,57; H 5,25; N 8,09%; R (HPLC) 7=1,221 min (Metoda LC-MS-2),
7=13,0 min (Metoda AN-4), z=25,0 min (80%) (S,Z), z=25,0 min (20%) (R,Z) (Metoda
AN-5). Wychodzac z (R)-prolinamidu otrzymatam analogicznie (R,Z)-273



(S,2)-3-(4-ferrocenylo-benzylideno)-heksahydro-pirolo[1,2-a]pirazyno-1,4-dion 275

(S,2)-275 zsyntezowalam wg procedury ogoélnej P
7| z wydajnoscia 37% (134 mg) wychodzac z 362 mg
(0,849 mmola) 293, 125 mg (0,849 mmola) L-Glu, 240 pul
(0,240 mmola) MesP w 7,00 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1,

Cy4HpoFeN,O . . .
426,50 ;,mzof v/v) przez 60 minut. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2%
MeOH. Wyizolowatam dwie frakcje, F1 (126 mg, (S,Z2)) i F2 (12,6 mg, (S,E)).
T.t. >230°C rozklad; Analizy (S,2)-275: *H NMR (DMSO-ds) 510,06 (br. s, 1H, NH);
7,55 (d, 3Jn-+=8,3 Hz, 2H, H-3"’, H-5""); 7,47 (d, *Ju-.n=8,3 Hz, 2H, H-2"’, H-6""); 6,66
(s, 1H, H-1"); 4,84-4,83 (m, 2H, Cp); 4,39 (dd, 3J4n=9,5; 6,5 Hz, 1H, H-8a); 4,38
(t, 3Jn-H=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,04 (s, 5H, Cp); 3,57-3,53 (m, 1H, H-6); 3,49-3,45 (m, 1H,
H-6); 2,24-2,20 (m, 1H, H-8); 1,96-1,83 (m, 3H, H-7, H-8); *C{*H} NMR (DMSO-ds)
0 167,2 (C-1); 158,8 (C-2); 139,1 (C-1"); 130,9 (C-4"’); 129,4 (C-2”°, C-6""); 127.,8
(C-3); 125,8 (C-3>*, C-5""); 114,9 (C-1"); 84,0 (Cpipso); 69,4 (Cp); 69,2 (Cp); 69,2 (Cp);
66,4 (Cp); 66,3 (Cp); 58,2 (C-8a); 45,1 (C-6); 27,9 (C-8); 21,6 (C-7); IR (KBr, v, cm™)
3282, 1686, 1664, 1623, 1605, 1434, 1386, 842, 827, 809, 512, 485; LC-MS (ESI, m/z)
obliczone dla CasH2:FeN2O2: 426,1; znalezione: 426,1 [M]"; Analiza elementarna
obliczona dla CasH22FeN202: C 67,62; H 5,20; N 6,57 znaleziona: C 67,45; H 5,28;
N 6,57%; Rf (HPLC) 7=4,748 min (Metoda LC-MS-2), 7=16,8 min (Metoda AN-4),
7=30,4 min (33%) (S,Z), 7=55,7 min (67%) (R,Z) (Metoda AN-5). Wychodzac

z (R)-prolinamidu otrzymatam analogicznie (R,Z)-275.

(S,2)-3-(2-ferrocenylo-benzylideno)-heksahydro-pirolo[1,2-a]pirazyno-1,4-dion 295

(S,2)-295 zsyntezowatam wg procedury ogolnej P z wydajnoscia
21% (82 mg) w przeliczeniu na ilos¢ uzytego 287, wychodzac
z 278 mg (0,652 mmola) 291, 96 mg (0,652 mmola) L-Glu, 165 ul
(0,165 mmola) MezP w 7,00 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v)

przez 150 minut. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii

C24H22F6N202
426,29 g/mol

kolumnowej stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie

od 1%-3% MeOH. T.t. >135°C rozktad; *H NMR (DMSO-ds) 59,93 (br. s, 1H, NH);
7,63-7,62 (s, 1H, H-3>"); 7,50-7,49 (m, 1H, H-6""); 7,28-7,24 (m, 3H, H-4>’, H-5",
H-1"); 4,63-4,62 (m, 1H, Cp); 4,49-4,48 (m, 1H, Cp); 4,41 (dd, 3Ju-1=9,8; 6,9 Hz, 1H,
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H-8a); 4,40-4,38 (m, 2H, Cp); 4,20 (s, 5H, Cp); 3,63-3,59 (m, 1H, H-6); 3,52-3,48
(m, 1H, H-6); 2,25-2,21 (m, 1H, H-8); 1,96-1,84 (m, 3H, H-7, H-8); 3C{*H} NMR
(DMSO-dg) 5166,7 (C-1); 158,6 (C-4); 137,9 (C-1); 131,2 (C-2""); 129,4 (C-3’); 129,2
(C-6""); 128,1 (C-3); 127,6 (C-4”" lub C-5""); 126,0 (C-4>’ lub C-5""); 115,0 (C-1°); 84,9
(Cpipso); 70,5 (Cp); 69,4 (Cp); 69,0 (Cp); 68,3 (Cp); 67,6 (Cp); 58,4 (C-8a); 45,1 (C-6);
28,2 (C-8); 21,7 (C-7); IR (KBr, v, cm™) 3191, 3081, 2955, 2874, 1694, 1629, 1435,
1382, 766, 742; LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla CasH22FeN2O2: 426,1; znalezione:
426,1 [M]*; Analiza elementarna obliczona dla C24H22FeN>O>: C 67,62; H 5,20; N 6,57
znaleziona: C 67,56; H 5,48; N 6,56%; R (HPLC) 7=3,755 min (Metoda LC-MS-2),
7=16,2 min (Metoda AN-4), 7=23,9 min (93%) (S,Z), ©=59,5 min (7%) (R,Z) (Metoda
AN-5). Wychodzac z (R)-prolinamidu otrzymatam analogicznie (R,Z)-295.

(S,2)- oraz (S,E)-3-(3-ferrocenylo-benzylideno)-heksahydro-pirolo[1,2-a]pirazyno-
1,4-dion 296

(S,2)-296 zsyntezowatam wg procedury ogolnej P z sumaryczng
wydajnoscig 56% (113 mg F1 (S,Z), wydajnos¢ 42% i 36 mg F2
f° | (S,E) wydajnosé 14%) wychodzac z 271 mg (0,635 mmola) 292,
93,4 mg (0,635 mmola) L-Glu, 180 ul (0,180 mmola) MesP
w 7,00 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v) przez 90 minut.

CasHpoFeN,0, - . .
426,29 g/mol Produkty wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej

na zelu krzemionkowym stosujgc jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-5%
MeOH. T.t. >205°C rozktad; F1 *H NMR (DMSO-ds) & 10,03 (br. s, 1H, NH); 7,65
(s, 1H, H-2""); 7,48-7,46 (m, 1H, H-5""); 7,40-7,38 (m, 1H, H-6""); 7,32 (t, *Ju.n=7,7 Hz,
1H, H-4"); 6,71 (s, 1H, H-1"); 4,82 (t, ®Jn-+=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,42 (dd, 3Jn.n=9,4;
6,5 Hz, 1H, H-8a); 4,35 (t, Ju-.n=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,04 (s, 5H, Cp); 3,58-3,54 (m, 1H,
H-6); 3,50-3,46 (m, 1H, H-6); 2,24-2,20 (m, 1H, H-8); 1,97-1,84 (m, 3H, H-7, H-8);
BC{!H} NMR (DMSO-ds) & 167,2 (C-1); 158,6 (C-4); 139,4 (C-3’"); 133,6 (C-1"");
128,6 (C-3); 128,5 (C-4""); 127,0 (C-2""); 126,6 (C-6"); 125,6 (C-5""); 114,9 (C-1°); 84,5
(Cpipso); 69,4 (Cp); 68,9 (Cp); 68,9 (Cp); 66,5 (Cp); 66,4 (Cp); 58,2 (C-8a); 45,2 (C-6);
27,9 (C-8); 21,6 (C-7); F2 *H NMR (DMSO-dg) 510,40 (br. s, 1H, NH); 7,71 (s, 1H);
7,39-7,38 (m, 1H); 7,32-7,31 (m, 1H); 7,20 (t, J=7,7 Hz, 1H); 6,38 (s, 1H); 4,72
(br. s, 2H, Cp); 4,39 (dd, J=8,8; 7,0 Hz, 1H); 4,34-4,32 (m, 2H, Cp); 4,05 (s, 5H, Cp);
3,54-3,50 (m, 1H); 3,45-3,41 (m, 1H); 2,23-2,20 (m, 1H); 1,93-1,80 (m, 3H); F1 IR (KB,



v, cm™) 3176, 3082, 2929, 2887, 1690, 1672, 1633, 1439, 1390, 805, 696; F1 LC-MS
(ESI, m/z) obliczone dla C24H22FeN202: 426,1; znalezione: 426,1 [M]*; F2 LC-MS (ESI,
m/z) obliczone dla CasH2FeN2O2: 426,1; znalezione: 426,1 [M]"; F1 Analiza
elementarna obliczona dla C2sH22FeN202: C 67,62; H 5,20; N 6,57 znaleziona: C 65,87;
H 5,61; N 5,83%; Rt (HPLC) F1 t=4,870 min, F2 =4,570 min (Metoda LC-MS-2), F1
7=16,8 min, F2 7=16,4 min (Metoda AN-4), F1 7=22,2 min (22%) (S,Z), =39,0 min
(78%) (R,Z) (metoda AN-5), F2 z=20,5 min (9%) (R,E), 7=36,3 min (91%) (S,E) (Metoda
AN-5). Wychodzac z (R)-prolinamidu otrzymatam analogicznie (R,Z)-296.

(S,Z) oraz (S,E)-3-Benzylideno-heksahydro-pirolo[1,2-a]pirazyno-1,4-dion 297164

o (S,2)-297 zsyntezowatam wg procedury ogoélnej P z sumaryczng
SW wydajnoscig 47% (162 mg F1 (S,Z) wydajnos¢ 39%, 31,5 mg F2
- o HN21 _.Ba 7

¥ IS (S,E) wydajnos¢ 8%) w przeliczeniu na ilos¢ uzytego 290,
gj‘é'}l;";ﬁ% wychodzac z 320 mg (1,32 mmola) 294, 194 mg (1,32 mmola)
L-Glu, 264 pl (0,264 mmola) MesP w 14,7 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v) przez

60 minut. Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako
eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-3% MeOH. T.t. 162-163°C rozktad; F1
IH NMR (DMSO-ds) 610,04 (br. s, 1H, NH); 7,54 (d, 3Ju-n=7,4 Hz, 2H, H-2>*, H-6"");
7,40 (t, 3Ju-n=7,7 Hz, 2H, H-3"", H-5>"); 7,30 (t, 3Jn-u=7,4 Hz, 1H, H-4""); 6,67 (s, 1H,
H-1°); 4,39 (dd, 3Jn.+=9,5; 6,6 Hz, 1H, H-8a); 3,57-3,52 (m, 1H, H-6); 3,48-3,44 (m, 1H,
H-6); 2,23-2,19 (m, 1H, H-8); 1,96-1,82 (m, 3H, H-7, H-8); F1 *C{:H} NMR (DMSO-
de) 6167,7 (C-1); 159,0 (C-2); 134,0 (C-1""); 129,8 (C-2*, C-6""); 129,1 (C-3”°, C-5"’,
C-3); 128,4 (C-4’); 115,1 (C-17); 58,7 (C-8a); 45,6 (C-6); 28,4 (C-8); 22,1 (C-7); F2
IH NMR (DMSO-dg) 510,38 (br. s, 1H, NH); 7,51 (d, 3Jn-x=7,5 Hz, 2H, H-2"", H-6"");
7,27 (t, 3Jnu-n=7,5 Hz, 2H, H-3"’, H-5"); 7,22 (t, 3Jnw=7,3 Hz, 1H, H-4""); 6,35 (s, 1H,
H-1°); 4,36 (dd, 3Jn-+=9,0; 6,9 Hz, 1H, H-8a); 3,52-3,48 (M, 1H, H-6); 3,43-3,39 (m, 1H,
H-6); 2,21-2,18 (m, 1H, H-8); 1,92-1,85 (m, 3H, H-7, H-8); F2 BC{!H} NMR
(DMSO-ds) 6167,3 (C-1); 157,4 (C-2); 134,2 (C-1""); 129,9 (C-2"*, C-6""); 128,8 (C-3);
127,6 (C-37, C-57); 127,3 (C-4>"); 119,2 (C-1°); 58,4 (C-8a); 45,3 (C-6); 28,3 (C-8);
21,7 (C-8); F1 IR (KBr, v, cm™) 3176, 3146, 3106, 2980, 1694, 1616, 1451, 1383, 1308,
695; F1 LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla C14H14N202: 242,1; znalezione: 243,3 [M+H]";
F1 Analiza elementarna obliczona dla CisH14N202: C 69,41; H 582; N 11,56
znaleziona: C 69,34; H 5,76; N 11,69%; F1 R¢ (HPLC) F1 7=0,654 min, F2 t=0,628 min
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(Metoda LC-MS-2), F1 7=6,3 min, F2 7=5,1 min (Metoda AN-4), F1 7=14,2 min (26%)
(R,Z2), t=22,9 min (74%) (S,Z) (metoda AN-5), F2 7=20,8 min (10%) (R,E),
7=36,1 min (90%) (S,E) (Metoda AN-5). Wychodzac z (R)-prolinamidu zsyntezowatam
analogicznie (S,2)-297.

(S,2)-3-ferrocylideno-heksahydro-pirydo[1,2-a]pirazyno-1,4-dion 318

0 (5,2)-318 zsyntezowatam wg procedury ogolnej P

y
%7 zwydajnoscia 52% (148 mg) wychodzac z 317 mg (0,870 mmola)
HNZ 2
o 9

Fe R °| 310, 128 mg (0,870 mmola) L-Glu, 174 ul (0,174 mmola) MesP

< © w 9,70 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v) przez 60 minut.
CigHaoFeN;0; . ) )
364,22 g/mol Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowe;j

stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2% MeOH. T.t. 183-184°C;
IH NMR (DMSO-dg) 69,06 (br. s, 1H, NH); 6,53 (s, 1H, H-1"); 4,64-4,63 (m, 2H, Cp);
451-4,48 (m, 1H, H-6); 4,41-439 (m, 2H, Cp); 4,18 (s, 5H, Cp); 4,12
(dd, 3Jn-w=12,1; 2,9 Hz, 1H, H-9a); 2,61 (dt, 2Jn-n=13,0Hz, 3J4-n=2,8 Hz, 1H, H-6); 2,17-
2,13 (m, 1H, H-9); 1,89-1,85 (m, 1H, H-7); 1,69-1,65 (m, 1H, H-8); 1,62-1,54 (m, 1H,
H-7); 1,50-1,44 (m, 1H, H-9); 1,38-1,30 (m, 1H, H-8); BC{H} NMR (DMSO-ds)
0164,8 (C-1); 156,9 (C-4); 123,7 (C-3); 113,5 (C-1"); 76,9 (Cpipso); 69,6 (Cp); 69,6 (Cp);
69,4 (Cp); 69,2 (Cp); 69,1 (Cp); 58,6 (C-9a); 42,3 (C-6); 30,5 (C-9); 24,4 (C-8); 23,6
(C-7); IR (KBr, v, cm™) 3273, 3087, 2934, 2850, 1689, 1626, 1424, 1405, 742, 482;
LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla C19H20FeN202: 364,1; znalezione: 364,0 [M]*; Analiza
elementarna obliczona dla C19H20FeN20: C 62,66; H 5,54; N 7,69 znaleziona: C 62,76;
H 5,61; N 7,84%; Rf (HPLC) =1,721 min (Metoda LC-MS-2), z=14,7 min (Metoda AN-
4), 7=52,1 min (99%) (S,Z) (Metoda AN-5).

(S,2)-3-Benzylideno-heksahydro-pirydo[1,2-a]pirazyno-1,4-dion 319

o (S,2)-319 zsyntezowatam wg procedury ogolnej P z wydajnosciag

6" 1 6

5N X N | 26% (116 mg) wychodzac z 400 mg (1,56 mmola) 311, 230 mg
9a
N HN]/HO (1,56 mmola) L-Glu, 310 ul (0,310 mmola) MesP w 15,0 ml

3
0
mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v) przez 60 minut. Produkt

C15H16N20,
256,30 g/mol

wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako

eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-3% MeOH. T.t. 135-136°C; 'H NMR
(DMSO-ds) & 9,88 (br. s, 1H, NH); 7,46 (d, 3Ju-w=7,4 Hz, 2H, H-2*’, H-6");



7,40 (t, 3Ju-n=5,2 Hz, 2H, H-3"’, H-5""); 7,30 (t, 3Ju-n=7,4 Hz, 1H, H-4>"); 6,77 (s, 1H,
H-1°); 4,53-4,50 (m, 1H, H-6); 4,14 (dd, 3Jn-+=12,0; 2,9 Hz, 1H, H-9a); 2,64
(dt, 2In-w=13,0Hz; 3Jn-+=2,9 Hz, 1H, H-6); 2,15-2,12 (m, 1H, H-9); 1,89-1,85 (m, 1H,
H-8); 1,70-1,66 (m, 1H, H-7); 1,62-1,54 (m, 1H, H-8); 1,52-1,45 (m, 1H, H-9); 1,39-1,31
(m, 1H, H-7); BC{*H} NMR (DMSO-ds) & 165,5 (C-1); 157,0 (C-4); 133,5 (C-1");
129,1 (C-2, C-6"); 128,7 (C-3”°, C-57"); 127,8 (C-4"); 125,9 (C-3); 114,1 (C-1"); 58,7
(C-9a); 45,4 (C-6); 30,6 (C-9); 24,4 (C-7); 23,6 (C-8); IR (KBr, v, cm™) 3196, 3085,
2967, 2932, 2858, 1690, 1627, 1443, 1406, 1273, 761, 693; LC-MS (ESI, m/z) obliczone
dla C1sH16N202: 256,1; znalezione: 257,1 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona dla
C1sH1sN202: C 70,29; H 6,29; N 10,93 znaleziona: C 70,32; H 6,34; N 11,05%;
Rf (HPLC) 7=0,891 min (Metoda LC-MS-2), 7=11,2 min (Metoda AN-4), 7=16,2 min
(99%) (S,Z) (Metoda AN-5).

(5aS,9aS,10aS,2)-3-ferrocylideno-dekahydro-pirazyno[1,2-a]indolo-1,4-dion 320

(5aS,9aS,10aS,2)-320 zsyntezowatam wg procedury ogolnej U

9 H
8 2 wydajnoécia 20% (68 mg) wychodzac z 347 mg (0,859 mmola)
HNZ, e /= 7
Fe b H
&S o

312, 126 mg (0,859 mmola) L-Glu, 172 ul (0,172 mmola) MesP

w 9,50 ml mieszaniny toluen:DMF (6:1, v/v) przez 120 minut.
CaoHa4FeN,0,
404,28 g/mol

Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowe;j

stosujgc jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2% MeOH. Zwigzek w postaci
mieszaniny diastereoizomerow 0 konfiguracji (5aS,9aS,10aS,2)-A, (5aS,9aS,10aR,Z)-
B, 'H NMR (DMSO-ds) 69,38 (br. s, 0,7H, NH); 9,30 (br. s, 0,3H, NH); 6,47 (s, 0,7H,
H-1°, A); 6,45 (s, 0,3H, H-1°, B); 4,65 (br. s, 1H, Cp, Ai B); 4,63-4,62 (m, 1H, Cp, A
i B); 4,51 (dd, 3J1-4=9,9; 4,4 Hz; 0,4H, H-10a, B); 4,40-4,37 (m, 3H, Cp A i B, H-10a A);
4,16 (s, 1,6H, Cp, A i B); 4,15 (s, 3,3H, Cp, A i B); 4,06-4,02 (m, 0,4H, H-5a, B); 3,94-
3,90 (m, 0,7H, H-5a, A); 2,36-2,35 (m, 0,7H, H-9a, A); 2,30-2,27 (m, 0,3H, H-9a, B);
2,20-2,13 (m, 1H, H-6 A, H-10 B); 2,10-2,02 (m, 1H, H-10 A); 1,97-1,93 (m, 0,7H,
H-10, A); 1,80-1,71 (m, 1H, H-6 B, H-9 A); 1,70-1,58 (m, 2,6H, H-9 A, H-6 B); 1,54-
1,52 (m, 0,8H, H-7, A); 1,45-1,27 (m, 2,7H, CHy); 1,23-1,04 (m, 2H, CH,); BC{*H}
NMR (DMSO-dg) 6167,7 (C-1); 167,1 (C-1); 159,5 (C-4); 158,4 (C-4); 129,6; 126,2;
126,0 (Car); 116,0 (C-17); 115,7 (C-1); 77,1 (2x); 70,2; 69,8; 69,7; 69,6 (2x); 69,4; 69,3;
69,2 (Cp); 58,2 (C-10a); 56,7 (C-5a); 55,6 (C-10a); 55,4 (C-5a); 34,6 (C-9a); 34,4 (C-9a);
28,9 (C-10); 28,3 (C-10); 27,3 (C-6); 25,5 (C-9); 25,3 (C-9); 25,3 (C-6); 22,8 (C-7); 22,6
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(CHy); 20,7 (C-8); 19,9 (CH2); IR (KBr, v, cm™) 3200, 3092, 2969, 2929, 2586, 1689,
1666, 1615, 1444, 1386, 1376, 484; LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla Cz2H24FeN20-:
404,3; znalezione: 404,3 [M]*; Analiza elementarna obliczona dla Cz2H24FeN202:
C 65,36; H 5,98; N 6,93 znaleziona: C 65,41; H 6,06; N 7,07%; R (HPLC) 7=5,304 min
(55%) 7=6,445 min (45%) (Metoda LC-MS-2), 7=15,8 min (62%) (S,Z) 7=16,1 min
(34%) (R,Z) (Metoda AN-4).

(5aS,9aS,10aS,2)-3-Benzylideno-dekahydro-pirazyno[1,2-a]indolo-1,4-dion 321

(5aS,9aS,10aS,2)-321 zsyntezowatam wg procedury ogolnej
U z wydajnoscia 36% (216 mg) wychodzac z 586 mg
(1,98 mmola) 313, 291 mg (1,98 mmola) L-Glu, 395 pl
(0,395 mmola) MesP w 17,0 ml mieszaniny toluen:DMF (6:1,

C1gH20N-0,
296,36 g/mol

vIV) przez 60 minut. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2%
MeOH. Zwigzek w postaci mieszaniny diastereoizomerow 0 konfiguracji
(5aS,9a8,10aS,2)-A, (5aS,9aS,10aR,Z)-B, *H NMR (DMSO-ds) & 10,05 (br. s, 1H,
NH); 7,55 (d, 3Jn-n=7,4 Hz, 2H, H-2"*, H-6, A i B); 7,40 (t, *Jn-n=5,2 Hz, 2H, H-3"",
H-5"", A i B); 7,30 (t, 3Ju.n=7,4 Hz, 1H, H-4°, Ai B); 6,66 (s, 0,7H, H-1", A); 6,66
(s, 0,3H, H-1’, B); 4,59 (dd, Jn-+=9,8; 4,4 Hz, 0,3H, H-10a, B); 4,48 (dd, 3J1.n=10,6; 6,5
Hz, 0,7H, H-10a, A); 4,10-4,06 (m, 0,3H, H-5a, B); 3,97-3,93 (m, 0,7H, H-5a, A); 2,38-
2,27 (m, 0,8H, H-9a, A); 2,31-2,27 (m, 0,3H, H-9a, B); 2,20-2,17 (m, 1H, H-6, A); 2,13-
2,09 (m, 0,3H, H-10, B); 2,09-2,03 (m, 0,8H, H-10, A); 1,98-1,94 (m, 0,8H, H-10, A);
1,80-1,71 (m, 1H, CHy); 1,68-1,53 (m, 2,5H, CH>); 1,47-1,27 (m, 2,5H, CH>); 1,23-1,13
(m, 1H, CH>); 1,11-1,04 (m, 0,8H, H-6, A); 13C{*H} NMR (DMSO-ds) §169,9 (C-1);
167,7 (C-1); 159,4 (C-4); 158,5 (C-4); 133,6; 133,6 (Car); 129,4; 129,3; 129,0; 128,7;
128,6; 128,0 (2xCHar); 115,5 (2xC-17); 58,2 (C-10a, A); 56,8 (C-5a); 55,7 (C-10a); 55,6
(C-5a); 34,6 (C-9a); 34,4 (C-9a); 28,8 (C-10); 28,3 (C-10); 27,2 (C-6); 25,4 (C-9); 25,3
(C-9); 25,2 (CHy); 22,8 (C-7); 22,5 (C-7); 20,6 (CH.); 20,0 (CH2); IR (KBr, v, cm™)
3191, 3080, 2927, 2908, 2852, 1695, 1670, 1629, 1433, 1393, 1375, 699; LC-MS (ESI,
m/z) obliczone dla C1gH20N202: 296,2; znalezione: 297,1 [M+H]*; Analiza elementarna
obliczona dla C1gH20N202: C 72,95; H 6,80; N 9,45 znaleziona: C 73,00; H 6,89; N
9,55%; Rf (HPLC) 7=1,363 min (64%) 71,624 min (34%) (Metoda LC-MS-2), 7=13,3



min (73%) 7=13,8 min (26%) (Metoda AN-4), t=8,7 min (28%) (5aS,9aS,10aR,Z),
7=44,4 min (72%) (5aS,9aS,10aS,Z) (Metoda AN-5).

(S,2)-3-ferrocylideno-2,3,10,10a-tetrahydro-pirazyno[1,2-a]indolo-1,4-dion 322

o (S,2)-322 zsyntezowalam wg procedury ogoélnej P

WN & ¢ | zwydajnoscig 17% (65 mg) wychodzac z 80 mg (0,201 mmola)
F©e HNS: H “ " | 314, 30 mg (0,201 mmola) L-Glu, 201 pl (0,201 mmola) MesP
0

CopHigFeN, O, w 2,30 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v) przez 30 minut.

398,24 g/mol

Produkt wydzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej
stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2% MeOH. T.t. >220°C rozktad;
'H NMR (DMSO-ds) 6 9,62 (br. s, 1H, NH); 8,05 (d, ®Jn-w=7,9 Hz, 1H, H-6); 7,35
(d, 3Jn-nw=7,4 Hz, 1H, H-9); 7,26 (t, 3Jn-w=7,7 Hz, 1H, H-7), 7,11 (td, 3Jn.v=7,4 Hz,
4Jn.n=0,8 Hz, 1H, H-8); 6,71 (s, 1H, H-1°); 5,19 (t, 3Ju-.n=10,1 Hz, 1H, H-108a); 4,74-4,73
(m, 1H, Cp); 4,71-4,70 (m, 1H, Cp); 4,47-4,46 (m, 1H, Cp); 4,44-4,43 (m, LH, Cp); 4,20
(s, 5H, Cp); 3,40-3,30 (m, 2H, H-10); *C{*H} NMR (DMSO-ds) §166,1 (C-1); 158,3
(C-4); 141,5 (C-9a); 130,1 (C-6a); 127,5 (C-7); 125,3 (C-3); 125,2 (C-9); 124,4 (C-8);
118,1 (C-17); 115,2 (C-6); 76,7 (Cpipso); 70,5 (Cp); 70,1 (Cp); 70,0 (Cp); 69,5 (Cp); 69,4
(Cp); 59,3 (C-6); 30,3 (C-10); IR (KBr, v, cm™) 3193, 3087, 1687, 1630, 1482, 1463,
1402, 751, 488; LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla C22HigFeN2O2: 398,1; znalezione:
398,0 [M]*; Analiza elementarna obliczona dla C22H1sFeN2O>: C 66,35; H 4,56; N 7,03
znaleziona: C 66,25; H 4,63; N 7,14%; Rs (HPLC) 7=4,242 min (Metoda LC-MS-2),
7=17,4 min (Metoda AN-4), z=24,7 min (100%) (S,Z) (Metoda AN-5).

(S,2)-3-Benzylideno-2,3,10,10a-tetrahydro-pirazyno[1,2-a]indolo-1,4-dion 323

(S,2)-323 zsyntezowatam wg procedury ogélnej P
z wydajnoscig 23% (138 mg) wychodzac z 210 mg (0,723
mmola) 315, 106 mg (0,723 mmola) L-Glu, 145 ul (0,145

mmola) MesP w 8,00 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v)

C1gH14N20; ) o
290,32 g/mol przez 60 minut. Produkt wydzielitam za pomoca

chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-3%
MeOH. T.t. 235-236°C; 'H NMR (DMSO-ds) & 10,36 (br. s, 1H, NH); 8,07
(d, 3J4n=7,7 Hz, 1H, H-6); 7,62 (d, 3Juw=7,4 Hz, 2H, H-2, H-6"); 7,43
(t, 3Jn-nw=7,7 Hz, 2H, H-3>, H-5""); 7,36-7,33 (M, 2H, H-4"", H-9); 7,27 (t, 3Ju-w=7,7 Hz,
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1H, H-7); 7,14-7,11 (m, 1H, H-8); 6,88 (s, 1H, H-1"); 5,25 (t, 3Jn-+=10,1 Hz, 1H, H-10a);
3,40-3,31 (m, 2H, H-10); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) 6 166,7 (C-1); 158,2 (C-4); 141,3
(C-6a); 133,3 (C-1""); 130,2 (C-9a); 129,6 (C-27°, C-6""); 128,6 (C-3”°, C-5"’); 128,3
(C-4%); 128,2 (C-3); 127,5 (C-7); 125,2 (C-9); 124,7 (C-8); 117,1 (C-1"); 115,3 (C-6);
59,3 (C-10a); 30,3 (C-10); IR (KBr, v, cm™) 3310, 3059, 1697, 1670, 1618, 1598, 1497,
1481, 1397, 757, 684, 401; LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla CisH14N202: 290,1;
znalezione: 291,1 [M+H]"; 289,9 [M]"; Analiza elementarna obliczona dla C1gH14N202:
C 74,47; H 4,86; N 9,65 znaleziona: C 74,24; H 4,95; N 9,57%; R (HPLC) 7=1,863 min
(Metoda LC-MS-2), 7=15,4 min (Metoda AN-4), =14,4 min (27%) (R,Z), 7=25,6 min
(71%) (S,Z) (Metoda AN-5).

(S,Z2)-3-ferrocylideno-2,3,11,11a-tetrahydro-6H-pirazyno[1,2-bJizochinolino-1,4-
dion 324

(S5,2)-324 zsyntezowatam wg procedury ogélnej P
N N | z wydajnoScia 41% (155 mg) wychodzac z 300 mg
F©e HNG A0 | (0,728 mmola) 316, 107 mg (0,728 mmola) L-Glu, 300 pl

B 10a

H 11 10
CasHagFeN,0, (0,300 mmola) MesP w 8,00 ml mieszaniny toluen-DMF
412,26 g/mol

(6:1, v/v) przez 30 minut. Produkt wydzielitam za pomocg
chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-2%
MeOH. Wyizolowatam dwie frakcje, F1 (0,164 g) i F2 (0,0163 g). T.t. 230-231°C;
'H NMR (DMSO-ds) 69,31 (br. s, 1H, NH); 7,28-7,20 (m, 4H, H-7, H-8, H-9, H-10);
6,59 (s, 1H, H-1"); 523 (d, 2Ju-n=17,2 Hz, 1H, H-6); 4,68-4,67 (m, 2H, Cp); 4,50
(dd, 2Ju-n=12,1; 3,9 Hz, 1H, H-11a); 4,43-4,41 (m, 2H, Cp); 4,35 (d, 2Ju-1=17,2 Hz, 1H,
H-6); 4,19 (s, 5H, Cp); 3,28 (dd, 2Jw+=16,1 Hz, 3Jun=3,9 Hz, 1H, H-11); 3,07
(dd, 2J4-1=15,8 Hz, 3Jn.n=12,3 Hz, 1H, H-11); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) 5164,6 (C-1);
157,7 (C-4); 132,5 (C-7a); 132,2 (C-10a); 128,7 (C-10); 126,6 (C-7/C-8/C-9); 126,6
(C-7/C-8/C-9); 126,3 (C-7/C-8/C-9); 123,5 (C-3); 114,5 (C-1"); 76,8 (Cpipso); 69,7 (Cp);
69,5 (Cp); 69,5 (Cp); 69,2 (Cp); 55,3 (C-11a); 44,1 (C-6), 32,7 (C-11); IR (KBr, v, cm™)
3255, 3080, 1679, 1622, 1433, 1399, 746, 483; LC-MS (ESI, m/z) obliczone
dla CasH2oFeN202: 412,1; znalezione: 412,0 [M]*; Analiza elementarna obliczona
dla C3H2FeN2O2: C 67,01; H 4,89; N 6,80 znaleziona: C 66,98; H 4,90; N 6,92%);
R (HPLC) 7=4,307 min (Metoda LC-MS-2), z=17,1 min (Metoda AN-4), =47,5 min
(99%) (S,Z) (Metoda AN-5).



(S,2)-3-Benzylideno-2,3,11,11a-tetrahydro-6H-pirazyno[1,2-blizochinolino-1,4-
dion 325

(S,2)-325 zsyntezowalam wg procedury ogélnej P
z wydajnoscig 18% (113 mg) wychodzac z 600 mg (1,97
mmola) 317,290 mg (1,97 mmola) L-Glu, 394 ul (0,394 mmola)

5&22363;%. MesP w 21,9 ml mieszaniny toluen-DMF (6:1, v/v) przez 60

minut. Produkt wydzielitam za pomocg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent
DCM-MeOH w gradiencie od 1%-3% MeOH. T.t. 230-231°C; 'H NMR (DMSO-ds)
510,14 (br. s, 1H, NH); 7,51 (d, 3Ju-w=7,6 Hz, 2H); 7,41 (d, 3Ju-+=7,6 Hz, 2H); 7,32-7,20
(m, 5H); 6,81 (s, 1H); 5,22 (d, 2Jn-w=17,2 Hz, 1H); 4,52 (dd, 3Jn-v=12,0; 3,8 Hz, 1H);
440 (d, 2J4-w=17,2 Hz, 1H); 3,27 (dd, 2J4-+=16,0 Hz, 3Jun=3,6 Hz, 1H); 3,09
(dd, 2Ju-4=15,4 Hz, 3Ju-1=12,5 Hz, 1H); BC{'H} NMR (DMSO-ds) & 165,2 (C=0);
158,0 (C=0); 133,4; 132,5; 132,1; 129,2; 128,6; 128,6; 127,9; 126,7; 126,6; 126,3; 126,0
(Car); 114,7 (CH); 55,3 (CH); 44,3 (CH2); 32,7 (CH2); IR (KBr, v, cm™) 3207, 3047,
2905, 1683, 1669, 1624, 1383, 750, 695; LC-MS (ESI, m/z) obliczone dla C19H16N20:
304,1; znalezione: 305,1 [M+H]*; Analiza elementarna obliczona dla Ci9H1sN20>:
C 74,98; H 5,30; N 9,20 znaleziona: C 74,88; H 5,32; N 9,44%; R (HPLC) 7=1,832 min
(Metoda LC-MS-2), z=15,1 min (Metoda AN-4), z=15,0 min (97%) (S,Z), =19,3 min
(3%) (R,Z) (Metoda AN-5).
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8.4 Synteza analogéw kwasu foliowego i metotreksatu

2-ferrocenylo-1,3-dioksan 341%°
Oﬁ> Do roztworu 10,0 g (46,7 mmola, 1,00 eq) ferrocenokarboksyaldehydu
go w 250 ml toluenu dodatam 17,8 g (16,9 ml, 234 mmola, 5,00 eq)

Fe

o 1,3-propanodiolu i 710 mg (3,74 mmola, 0,08 eq) p-TsOH. Mieszaning

gaweros | reakeyjng ogrzewatam do wrzenia z nasadka destylacyjna Deana-Starka przez

18 h. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej dodatam 200 ml wody
1 produkt wyekstrahowatam toluenem (3x200 ml). Polaczone warstwy organiczne
przemytam solankg, suszytam nad bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a po odsaczeniu
srodka suszacego usunelam rozpuszczalnik na wyparce otrzymujac produkt 341
z wydajnoscia 93% (11,8 g), ktory wykorzystatam do dalszych syntez bez oczyszczania.
'H NMR (DMSO-ds) 6 4,26 (t, 3Jnn=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,17 (s, 5H, Cp); 4,12
(t, 3Jn-w=1,8 Hz, 2H, Cp); 4,10-4,07 (m, 2H, CHy); 3,90-3,86 (m, 2H, CHy); 1,96-1,90
(m, 1H); 1,40-1,38 (m, 1H).

Kwas rac-2-(N-Fmoc-aminometylo)-1-ferrocenokarboksylowy 347
[ o O 1 Do roztworu 2,05 g (7,51 mmola, 1,00 eq) 350 w 15,0 ml MeOH
o
di\ dodatam 2,95 g (45,1 mmola, 6,00 eq) sproszkowanego cynku
Fe 0
<™ O

Ca7Ha3FeNO, i i i i
st 1 otrzymang mieszaning ogrzewatam pod chtodnica zwrotng przez

(<10 pm), 3,79 g (60,1 mmola, 8,00 eq) mrowczanu amonu

16 h. Mieszaning feakcyjnq przesaczytam przez Celit® i odparowatam do sucha,
otrzymujac  kwas  rac-2-(aminometylo)ferrocenokarboksylowy. Do  roztworu
otrzymanego kwasu w 50,0 ml wody 1 50,0 ml ACN dodatam 2,33 g (9,01 mmola,
1,10 eq) Fmoc-Cl oraz 4,00 g (37,5 mmola, 5,00 eq) weglanu sodu i mieszatam
w temperaturze pokojowej przez 20 h. Nastepnie dodatam 1,00 ml DIPEA, kolejng porcje
1,00 g (3,86 mmola) Fmoc-Cl i mieszatam przez kolejne 20 h. Po tym czasie dodatam
50,0 ml roztworu HCI o stezeniu 1 mol/l i produkt wyekstrahowatam DCM (3x50,0 ml).
Potagczone warstwy organiczne przemytam solanka, suszylam nad bezwodnym
siarczanem(V1) sodu, a po odsgczeniu srodka suszgcego usunetam rozpuszczalnik
na wyparce. Produkt 347 wydzielitam z wydajnoscig 13% (485 mg) w przeliczeniu
na ilo$¢ uzytego 350 za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

stosujgc jako eluent DCM-MeOH w gradiencie 2%-10% MeOH. *H NMR (DMSO-ds)

165



166

512,17 (br. s, 1H, COOH); 7,90 (d, ®Jn-+=7,5 Hz, 2H, CHa); 7,73 (t, 3Jn-+=6,7 Hz, 2H,
CHar); 7,53 (t, 3Jun=5,9 Hz, 1H, CONH); 7,42 (t, 3Ju.n=7,4Hz, 2H, CHa); 7,35-7,32
(m, 2H, CHay); 4,65 (br. s, 1H, Cp); 4,43-4,32 (m, 3H, CH,NHCOOCH; oraz 2H, Cp);
4,25 (t, ®Ju-w=6,8 Hz, 1H, CH2CHemoc); 4,18-4,15 (m, 1H, CH2NH) natozony z 4,16
(s, 5H, Cp); 3*C{*H} NMR (DMSO-ds) 6172,8 (COOH); 156,1 (NHCO); 143,9 (Ca);
143,8 (Car); 140,7 (Car); 127,6 (CHar); 127,0 (2 x CHar); 125,2 (CHar); 125,1 (CHar);
120,1 (CHar); 88,8 (Cpipso); 71,4 (Cp); 70,5 (Cp); 70,1 (Cp); 69,2 (Cpipso); 68,8 (Cp); 65,3
(CH); 46,8 (CH); 38,6 (CH2); ESI-MS (m/z) obliczono dla Co7H23FeNOs: 481,1;
znaleziono: 482,3 [M+H]"; Analiza elementarna obliczona dla C27H23FeNOa4: 67,38;
H 4,82; N 2,91; znaleziona: C 68,96; H 6,49, N 2,64%.

Kwas rac-2-formylo-1-ferrocenokarboksylowy 34916°

5 349 zsyntezowatam wg zmodyfikowanej procedury literaturowej. 35,3 ml
dﬁo (49,4 mmola, 1,10 eq) sec-BuLi (C=1,40 mol/l w cykloheksanie)
F©e OH | wkroplitam do roztworu 12,2 g (44,9 mmola, 1,00 eq) 341 w 180 ml

Cy,HiFe0; | bezwodnego THF w ochronnej atmosferze argonu w temperaturze -78°C.
258,05 g/mol

Mieszaning¢ reakcyjng ogrzatam do temperatury -10°C i mieszatam przez
godzing. Bezposrednio przed uzyciem dwutlenku wegla, ochlodzitam kolbe reakcyjna
do -78°C i za pomoca dtugiej igly zanurzonej w mieszaninie reakcyjnej wprowadzatam
CO2 bezposrednio z butli przez 1,5 h a po osiagnigciu temperatury pokojowej dodatam
kilka kawatkow statego CO2 (okoto 50 g). Mieszaning reakcyjng rozcienczytam 50,0 ml
THF i dodatam 100 ml HCI o stezeniu 1 mol/l. Po 30 minutach zalkalizowatam otrzymany
roztwér do pH=10 i wyekstrahowatam DCM (3x100 ml). Polaczone warstwy organiczne
przemytam solanka, suszylam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a po odsaczeniu
srodka suszacego usunelam rozpuszczalnik na wyparce odzyskujac 1,88 ¢
ferrocenokarboksyaldehydu. Warstwe wodng zakwasitam uzywajac stezonego HCI
do pH=I i produkt wyekstrahowatam DCM (3x100 ml). Potaczone warstwy organiczne
przemytam solanka, suszylam nad bezwodnym siarczanem sodu, a po odsaczeniu §rodka
Suszacego usun¢tam rozpuszczalnik na wyparce otrzymujac produkt 349 z wydajnoscia
84% (9,71 g), ktory wykorzystalam do dalszych syntez bez oczyszczania. 'H NMR
(DMSO-dg) 612,80 (br. s, 1H, COOH); 10,52 (s, 1H, CHO); 5,14-5,13 (m, 1H, Cp); 5,02
(br.’s, 1H, Cp): 4,92-4,91 (m, 1H, Cp); 4,38 (s, 5H, Cp).



Kwas 2-(hydroksyiminometylo)ferrocenokarboksylowy 350

on) 8:89 g (128 mmola, 3,00 eq) chlorowodorku hydroksyloaminy dodatam
_$

i NO do roztworu 11,0 g (42,6 mmola, 1,00 eq) 349 w 214 ml etanolu (99,8%).

oH Nastepnie wkroplitam 17,2 g (23,8 ml, 170,4 mmola, 4,00 eq) TEA

1 mieszalam w temperaturze pokojowej przez 16 h. Do mieszaniny

Fe
&

C12H11F9N03
273,07 g/mol

reakcyjnej dodatam 100 ml HCI o st¢zeniu 1 mol/l, zakwasitam stezonym
HCl do pH=I 1 produkt wyekstrahowalam DCM (3x100 ml). Potaczone warstwy
organiczne przemylam solanka, suszylam nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu,
a po odsaczeniu srodka suszacego usun¢tam rozpuszczalnik na wyparce. Produkt 350
wydzielitam w postaci mieszaniny izomeréw syn i anti z wydajnoscig 91% (10,6 g)
za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujgc jako eluent
DCM-MeOH w gradiencie 2%-10% MeOH. 'H NMR (DMSO-ds) & 12,48 (br. s, 1H,
COOQOH); 10,82 (s, 1H, NOH); 8,45 (s, 1H, CH, izomer A); 8,01 (s, 0,15H, CHNOH,
izomer B); 5,42 (s, 0,16H, Cp, izomer B); 4,86 (s, 2H, Cp, izomer A); 4,63 (s, 0,2H, Cp,
izomer B); 4,59 (s, 1H, Cp, izomer A); 4.23 (s, 5H, Cp, izomer A); 4.21 (s, 1H, Cp, izomer
B); BC{*H} NMR (DMSO-ds) §172,1 (C=0); 146,8 (CHNOH); 79,1 (br. s, Cpipso); 75,6
(Cp, izomer B); 72,1 (br. s, Cp izomer A); 71,6 (Cp izomer B); 71,2 (br. s, Cp izomer A);
70,7 (Cp, izomer B); 70,6 (Cp, izomer A); 70,3 (br. s, Cp izomer B); 68,8 (Cp, izomer
A); ESI-MS (m/z) obliczone dla Ci2H11FeNOs: 273,0; znalezione: 274,1 [M+H]";
Analiza elementarna obliczona dla Ci2H11FeNOs: 52,78; H 4,06; N 5,13; znaleziona:
C 49,90; H 4,56, N 4,16%.

Mieszanina kwasu i bezwodnika N20-bi(trifluoroacetylo)pirofoliowego 372 i 373168

o 0500 Do zawiesiny 10,0 g (22,7 mmola, 1,00 eq) 37 w 99 ml

H
%N 45 ™| THF wkroplitam 37,6 g (24,9 ml, 179 mmola, 7,90 eq)
N N N o}
H/I\LJ\N/ N/]/O\Z\CFg TFAA w 0°C. Uzyskang zawiesing mieszatam
T g, w temperaturze pokojowej przez 16 h. Roztwor

O COOH

oH /@ka przesaczylam przez warstwe Celitu®, przesacz zatezytam
(X
HNJ\N/ N 02\

F,C” Y0

otrzymujac ciemnobrazowa lepka ciecz (~30 ml)

O
CF3

S a nast¢pnie rozcienczytam dodajac 50,0 ml THF 1 50,0 ml

toluenu. Otrzymany roztwor wylalam do zlewki zawierajacej 250 ml n-pentanu.

Wytracony z6tty osad odsaczytam, przemytam n-pentanem (100 ml) i eterem dietylowym
(100 ml) otrzymujgc produkt z wydajnoscig 90% (12,6 g). *H NMR (DMSO-ds) 612,72
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(br. s, 1H); 8,90 (s, 1H); 7,66 (s, 4H); 5,27 (s, 2H); 4,73 (dd, J=9,0; 4,0 Hz, 1H); 3,60-
3,59 (m, 1H); 2,60-2,42 (m, 3H).

Kwas N-(trifluoroacetylo)pirofoliowy 37418

Do roztworu 124 g (20,2 mmola, 1,00 eq)

(0]

@ﬁfﬁwm” mieszaniny 372-373 w 67,0 ml THF dodatam 9,00 g
N

OH N H
0
HZNJ\N/ Nig o%\
C21H16F3N706

519,39 g/mol ochtodzonego do 0°C Et,O. Wytracony zotty osad

lodu i mieszalam w ciemnosci przez 3 h. Otrzymany

CFs roztwor wylatam do zlewki zawierajagcej 500 ml

odsaczytam, przemytam Et2O (3x200 ml) i suszylam przez noc pod zmniejszonym
ci$nieniem, otrzymujac produkt z wydajnoscig ilosciowa (11,7 g). *H NMR (DMSO-ds)
08,65 (s, 1H); 7,63 (br. s, 4H); 5,13 (br. s, 2H); 4,72 (dd, J=8,9; 3,8 Hz, 1H); 2,58-2,41
(m, 4H).

Hydrazyd kwasu 4-[(2-amino-4-hydroksy-pterydynylo-6-metylo)-amino]-

benzoesowego 375

o) Do roztworu 11,7 g (22,7 mmola, 1,00 eq) 374 w 236 ml

B NQAN'NW bezwodnego DMSO  dodalam 11,08 g (10,7 ml,
HZNJ\N/ Nf " 227 mmola, 10,0 eq) monohydratu hydrazyny i mieszatlam
oty przez 16 h w temperaturze pokojowej. Mieszaning

reakcyjna przesaczylam przez warstwe Celitu®, a do przesaczu dodatam MeOH (180 ml)
I Et2O (200 ml). Wytrgcony zo6tty osad odsgczytam, przemytam MeOH (300 ml),
a nastgpnie Et2O (200 ml). Produkt suszytam pod zmniejszonym cisnieniem przez 18 h
otrzymujac 375 z wydajnoscia 59% (4,40 g). *H NMR (DMSO-ds) 69,29 (s, 1H); 8,63
(s, 1H); 7,58 (d, ®Jn-+=8,8 Hz, 2H); 6,97 (br. s, 2H); 6,86 (t, 3Jn-1=6,1 Hz, 1H); 6,61
(d, 3Jn-+=8,8 Hz, 2H); 4,46 (d, 3Jn-1=6,1 Hz, 2H).

Azydek 4-[(2-Amino-4-hydroksy-pterydyno-6-ylmetylo)-amino]-benzoilu 3768

0 Do roztworu 4,40 g (13,5 mmola, 1,00 eq) 375, 65 mg

OH y /@ANS (0,674 mmola, 0,05 eq) tiocyjanianu potasu w 33,7 ml TFA
NS N

A7 Nf H ochtodzonego do -10°C wkroplitam 215 mg (1,61 ml,

b 13,5 mmola, 1,00 eq) azotanu (l11) tert-butylu i mieszatam

HoN

przez 4 godziny w -10°C. Po ogrzaniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej,



dodatam 877 mg (13,5 mmola, 1,00 eq) azydku sodu i mieszalam jeszcze przez 1 h.
Roztwor przesaczytam przez warstwe Celitu®, a przesacz wylatam do 200 ml 2-propanolu
ochtodzonego do 0°C. Odsaczytam z6ity osad, przemylam woda (100 ml) 1 produkt
zliofilizowalam z wody otrzymujac 376 z wydajnoscig 92% (4,20 g). 'H NMR
(DMSO-dg) 58,68 (s, 1H); 7,69 (d, *Jn-+=8,9 Hz, 2H); 6,70 (d, 3Jn-+=8,9 Hz, 2H); 4,55
(s, 2H).

Bromowodorek 2,4-diamino-6-(bromometylo)pterydyny 39417

26,8 g (10,0 ml, 129 mmola, 50,0 eq) bromku tionylu dodatam

NH, H-p
N)\YLN\]A& do 595 mg (2,60 mmola, 1,00 eq) 393 i mieszatam przez 18 h
HZN)\N/ Nid

BN w temperaturze pokojowej. Mieszaning reakcyjng wylatam do zlewki

335,99 g/mol

zawierajacej 400 ml heksanu ochtodzonego do 0°C i odsaczytam
produkt z wydajnoscig 84% (733 mg). 'H NMR (DMSO-dg) 612,89 (br. s, 1H); 9,32
(br. s, 1H); 9,21 (br. s, 1H); 9,03 (s, 1H); 4,87 (s, 2H); ESI-MS (m/z) obliczone
dla C7H7BrNe: 254,0; znalezione: 255,1[M+H]".

Kwas 4-[(2,4-diaminopterydyno-6-metylo)metyloamino)benzoesowy 396"

0 Do roztworu 140 mg (0,417 mmola, 1,00 eq) 394 w 4,00 ml

Ve N d | DMA dodatam 108 mg (0,784 mmola, 2,00 eq) weglanu
DR

HZNJ\N/ N7 potasu, 178 mg (1,18 mmola, 3,00 eq) 395 i mieszatam przez

5535 g 18 h w 70°C. Po ochlodzeniu do temperatury pokojowej

wylatam mieszaning reakcyjng do zlewki z zawierajacej 50,0 ml DCM ochlodzonego
do 0°C i odsaczytam ciemnobrunatny produkt pod zmniejszonym ci$nieniem
z wydajnoscia 61% (78 mg). *H NMR (DMSO-dg) 6 8,57 (s, 1H); 7,72 (d, J=8,9 Hz,
2H); 6,81 (d, J=8,9 Hz, 2H); 6,57 (br. s, 2H); 4,77 (s, 2H); 3,20 (s, 3H); ESI-MS (m/z)
obliczone dla C1sH15N7O2: 325,1; znalezione: 326,2[M+H]".

Kwas 2-(N-Fmoc-N-metyloaminometyl)-1-ferrocenokarboksylowy 401

( 1 0,361 g (5,20 ml, 10,4 mmola, 3,00 eq) metyloaminy (C=2,3 mol/I

HO_ o
\
éi”\\//o w THF) wkroplitam do roztworu 1,00 g (3,88 mmola, 1,00 eq) 349
Fe (0]
S w 7,70 ml THF i otrzymany roztwor mieszaltam w temperaturze

O‘O pokojowej przez 1 h. Nastgpnie dodatam 3,29 g (15,5 mmola,

e ol 4,00 eq) triacetoksyborowodorku sodu i mieszatam kolejng

169



170

godzing. Reakcje przerwalam dodajac 50 ml MeOH, a po 30 minutach mieszania,
rozpuszczalniki odparowatam otrzymujac surowy produkt 400. Zwigzek 400 zawiesitam
w 30,0 ml mieszaniny 1,4-dioksan-ACN (1:1, v/v), dodatam 2,05 g (19,4 mmola,
5,00 eq) weglanu sodu 1,10 g (4,62 mmola, 1,10 eq) Fmoc-Cl i mieszatam przez 18 h.
Mieszaning reakcyjng rozcienczylam DCM, dodatam roztwor kwasu solnego o stezeniu
1 mol/l do pH=1 i produkt ekstrahowaltam DCM (3x50 ml). Polaczone warstwy
organiczne przemylam solankg, suszylam nad bezwodnym siarczanem(VI1) sodu.
a po odsgczeniu $rodka suszgcego usungtam rozpuszczalnik na wyparce. Surowy produkt
oczyscitam za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym stosujac
jako eluent DCM-MeOH w gradiencie od 1%-3% MeOH; W=31% (0,599 g). Mieszanina
rotamerow: 'H NMR (DMSO-ds) & 12,23 (br. s, 1H, COOH); 7,96 (t, J=6,3 Hz, 1H,
CHar); 7,89 (d, J=7,2 Hz, 1H, CHar); 7,66 (t, J=6,5 Hz, 1H, CHa); 7,63 (d, J=7,6 Hz,
1H, CHar); 7,46-7,40 (m, 2H, CHar); 7,37-7,31 (m, 2H, CHa); 4,69-4,67 (m, 0,8 H, Cp,
CH.Cp); 4,62-4,60 (m, 1,1H, Cp, CH2(Fmoc)); 4,56-4,53 (m, 0,6 H CH2(Fmaoc)); 4,39-
4,34 (m, 1,7 H, Cp, CHz(Fmoc), CHzFc); 4,32-4,27 (m, 2,1 H, Cp, CHFmoc, CH:Fc);
4,18 (s, 2H, Cp); 4,14-4,10 (m, 1,4 H, Cp, CH2Fc); 4,07 (s, 3H, Cp); 3,58 (s, 0,6 H, Cp);
2,79 (s, 1,2 H, CHz3); 2.70 (s, 1,8 H, CHa); 3C{*H} NMR (DMSO-ds) §172,7 (COOH);
172,6 (COOH); 155,4 (OC(=O)N); 155,2 (OC(=0O)N); 144,2 (CFmoc); 144,0 (CFmoc);
143,9 (2xCFmoc); 140,1 (CFmoc); 140,1 (CFmoc); 140,8 (CFmoc); 127,6 (2xCHFmoc);
127,5 (CHFmoc); 127,1 (CHFmoc); 125,0 (CHFmoc); 124,7 (2xCHFmoc); 120,2
(CHFmoc); 120,1 (2xCHFmoc); 86,3 (Cpipso); 85,8 (Cpipso); 72,8; 72,3; 70,6; 70,3; 70,2;
69,8; 69,5, 69,3; 69,2 (Cp); 66,4 (CH.CH(Fmoc)); 65,8 (CH.CH(Fmoc)); 46,8
(CH2CH(Fmoc)); 46,4 (CH2Fc); 42,3(CHzFc); 33,8 (CHs); 33,6 (CHs); ESI-MS (m/z)
obliczono dla CogHasFeNQO4: 495,1 [M]*; znaleziono: 495,4 [M]*; Analiza elementarna
obliczona dla CzsH2sFeNO4: C 67,89; H 5,09; N 2,81; znaleziona: C 67,80; H 5,21;
N 3,02%.



Procedura ogdlna R - synteza wigzania peptydowego na zywicy

2-chlorotrytylowej, synteza zywic 355-357

O 1. DIPEA, DCM, 16 h O

2. DCM:MeOH:DIPEA (17:2:1), 1 h

' Q Cl + Fmoc-AA-OH 3. 20% roztwor piperydyny w DMF, 20 min ‘ Q O—AA-NH,
! cl ‘ cl

Fmoc-AA-OH

Os_O'Bu Os_OH OxNHTIt
Fmoc < OH Fmoc- O'Bu Fmoc . OH
N N N
o (0] [¢]

Fmoc-Glu(O'Bu)-OH Fmoc-Glu-O'Bu Fmoc-GIn(Trt)-OH

Zywice 2-chlorotrytylowa (stopien osadzenia 1,60 mmol/g, rozmiar ziaren 100-300 um)
spulchnitam w DCM w reaktorze przez 30 minut i przemylam DCM. W falkonie
zawiesitam Fmoc-aminokwas (2,50 eq) w DCM, dodatam DIPEA (2,50 eq) i mieszalam
przez 1 min, az do catkowitego rozpuszczenia aminokwasu. Natychmiast
po rozpuszczeniu aminokwasu w falkonie, usungtam z zywicy DCM 1 dodatam $wiezo
otrzymany roztwor. Reakcje prowadzitam w reaktorze na wytrzagsarce kotyskowej przez
16 godzin w temperaturze pokojowej. Nadmiar reagentéw usungtam przez filtracje
prozniowa, a zywic¢ przemylam trzykrotnie DCM. Wolne miejsca na zywicy
zablokowalam mieszaning blokujaca (DCM-MeOH-DIPEA, 17:2:1, viviv) przez
1 godzing. Roztwor usunetam przez filtracje prozniowa, a zywice przemytam trzykrotnie
DCM 1 DMF. Grupe Fmoc usung¢tam przez potraktowanie zywicy 20% roztworem
piperydyny w DMF w dwéch cyklach po 20 minut. Roztwor usunelam przez filtracje
prozniowa, a zywice przemylam doktadnie DMF. Wykonalam test z ninhydryna,
by potwierdzi¢ catkowite odbezpieczenie grupy aminowej. Otrzymang zywice

przemytam trzykrotnie DMF, DCM, MeOH i suszytam pod proznig przez 1 h.

Zyw-O-Glu(O'Bu)-NH2 355

O o Zywice 355 zsyntezowatam wg procedury ogélnej R

Q o'Bu .

" O = wychodzac z .1,00 g (1,60 mmola) zywicy
O c 2-chlorotrytylowej, 1,70 g (4,00 mmol) 352, 517 mg

(0,700 ml, 4,02 mmola) DIPEA i 15,0 ml DCM.
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Zyw-O-y -Glu-(O'Bu)-NH2 356
(0]
O'Bu
O O>_/—zL
NH,
Q¢

Zyw-O-GIn(Trt)-NH2 357

Zywice 356 otrzymatam wg procedury ogoélnej R
1,00 g (1,60 Zywicy
2-chlorotrytylowej, 1,70 g (4,00 mmola) 353, 517 mg
(700 pl, 4,02 mmola) DIPEA i 15,0 ml DCM.

wychodzac z mmola)

Zywice 357 otrzymalam wg procedury ogoélnej R
O A o wychodzac z 1,00 g (1,60 Zywicy

e Q . b 2-chlorotrytylowej, 2,44 g (4,00 mmola) 354, 517 mg
O (700 pl, 4,02 mmola) DIPEA i 15,0 ml DCM.

mmola)

Procedura ogolna S — synteza wigzania peptydowego na zywicy

2-chlorotrytylowej, synteza zywic 358-371

O 1. Fmoc-AA-OH, odczynniki O
sprzegajace, DMF, 5 h
2. 20% roztwor piperydyny w DMF, 20 min
. Q O-AA-NH, ’ PIPEyEVTY ‘ Q O~ (AA)-NH;
Cl O Cl
Fmoc-AA-OH
HO Os_O'Bu Os_OH Os NHTIt
(0]
t
Fe NHEMoc Fmoc< N OH Fmoc . N O'Bu Fmoc< N OH
(SN H H H
146 155 156 157
rac-Fmoc-NHCH,Fer-COOH Fmoc-Glu(O'Bu)-OH Fmoc-Glu-O'Bu Fmoc-GIn(Trt)-OH

Zywice z przylagczonym aminokwasem spulchnitam w DCM w ciggu 30 minut,

przemylam pigciokrotnie DMF 1 dodalam $wiezo przygotowany roztwor
Fmoc-aminokwasu (2,50 eq) z odczynnikami sprzegajacymi (2,4,6-kolidyna/HATU
lub HOBt/DIC) w DMF. Reakcje¢ prowadzitam w reaktorze na wytrzgsarce kolyskowej
przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Nadmiar reagentéw usunetam przez filtracje
prozniowa, a otrzymang zywic¢ przemylam trzykrotnie DMF 1 usunetam grupe Fmoc
przez dwukrotne potraktowanie zywicy 20% roztworem piperydyny w DMF w ciggu
20 minut. Po odessaniu roztworu przez filtracj¢ prézniowa, zywice przemytam

pieciokrotnie DMF, a zakonczenie reakcji odbezpieczenia potwierdzitam testem



ninhydrynowym. Otrzymang zywic¢ przemylam trzykrotnie DCM, DMF, MeOH

1 suszytam pod proznig przez 1 godzing.

Zyw-O-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-NH 358

o)
O'Bu
(e
Sy )
Q- ™
ol NH,
I Buo

Zywice 358 (1,30 g) zsyntezowatam wg procedury ogélnej S

wychodzac z 1,00 g (1,60 mmola) zywicy 355, 1,00 g
(1,60 mmola) 352, 486 mg (528 ul, 4,00 mmola)

2,4,6-kolidyny i 1,52 g (4,00 mmola) HATU w 10,0 ml DMF.

Zyw-0O-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-NH2 359

'BuO

o)
O'Bu
(s
/0
Q- ™ :
cl NH
@ J

Zywice 359 zsyntezowalam wg procedury ogélnej
S wychodzac z zywicy 358 (przygotowanej
z 0,500 g zywicy 355), 851 mg (2,00 mmola) 352,

NH, 242 mg (264 pul, 2,00 mmola) 2.4,6-kolidyny

Zyw-O-Glu(O'Bu)-Fc-CH2NH2 360

'BuQ

5

0

- o}
Q-OF 4w
cl
O Fe
2

etapu.

1 761 mg (2,00 mmola) HATU w 5,00 ml DMF.

Zywice 360 zsyntezowalam wg procedury ogélnej S
wychodzac z 187 mg zywicy 355, 361 mg (0,750 mmola)
347, 92 mg (100 pl, 0,757 mmola) 2,4,6-kolidyny
i 285 mg (0,750 mmola) HATU w 3,00 ml DMF.

Otrzymang zywice uzylam bez suszenia do kolejnego

Zyw-O-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-Fc-CH2NH2 361

)

QO
op

BuO
(6]

O'Bu
(e
g (0] 0
HN

NH
N 2
H

Fe

<

1 Zywice 361 zsyntezowalam wg procedury

ogélnej S wychodzac z 187 mg zywicy 358,
361 mg (0,750 mmola) 347, 92 mg (100 pl,
0,757 mmola) 2,4,6-kolidyny i 285 mg

J (0,750 mmola) HATU w 3,00 ml DMF.

Otrzymang zywice uzytam bez suszenia do kolejnego etapu.
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Zyw-O-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-Glu(O'Bu)-Fc-CH2NH2 362

o 1 Zywice 362  zsyntezowalam  wg
O o>\J—>L OB procedury ogolnej S wychodzac z 187 mg
.0 'BuO
Q)1 WL ;Jfo zywicy 359, 361 mg (0,750 mmola) 347,
Cl
) p H'/Nfg@ﬁwz 92 mg (100 pul, 0,757 mmola)

o) Fe 2,4,6-kolidyny i 285 mg (0,750 mmola)
- HATU w 3,00 ml DMF. Otrzymang

zywice uzytam bez suszenia do kolejnego etapu.

Zyw-0-y-Glu-(O'Bu)-y-Glu-(O'Bu)-NH2 363
o Zywice 363 (3,18 g) zsyntezowatam wg procedury
0o'B
A OO °>_/—H2NL 9 ogolnej S wychodzac z 3,02 g zywicy 356, 511 ¢
p (12,0 mmola) 353, 1,62 g (12,0 mmola) HOBt i 1,52 g

Cl
“'NH,
O BuO (1,86 ml, 12,0 mmola) DIC w 10,0 ml DMF.

0

Zyw-O-y-Glu-(O'Bu)-y-Glu-(0'Bu)-y-Glu-(O'Bu)-NH- 364

Zywice 364 (2,00 g) zsyntezowatam wg procedury

0,
O'Bu
O O>_/—?; y . . .
HN ogolnej S wychodzac z 1,62 g zywicy 363, 2,72 ¢
QL A E

'BuO

N)Hﬁﬁgzo (6,40 mmola) 353, 865 mg (6,40 mmola) HOBt
¢ ™ 3808 mg (1,00 ml, 6,40 mmola) DIC w 10,0 ml

0]
BuO
[0}

DMF.

Zyw-0-y-Glu-(0'Bu)-y-Glu-(O'Bu)- Fc-CHaNH2 365

5 1 Zywice 365 zsyntezowatam wg procedury
O Q ﬁ Otc?u ogolnej S wychodzac z 187 mg zywicy 363,

® Q % " Q Xt 361 mg (0,750 mmola) 347, 101 mg
O 810 H)KF©F (0,750 mmola) HOBt i 95 mg (116 pl,
e J 0,750 mmola) DIC w 3,00 ml DMF.

Otrzymang zywice uzytam bez suszenia do kolejnego etapu.



Zyw-O-y-Glu-(O'Bu)-y-Glu-(0'Bu)-y-Glu-(O'Bu)-Fc-CH2NH2 366

) Zywice 366 zsyntezowalam wg

}IZL " procedury ogoélnej S wychodzac
HN
Q-

0 'BUO z 187 mg zywicy 364, 361 mg
(T e MHQN: jbﬁwz (0,750 mmola) 347, 101 mg
0 = (0,750 mmola) HOBt i 95 mg

—

- (116 ul, 0,750 mmola) DIC
w 3,00 ml DMF. Otrzymang zywice uzytam bez suszenia do kolejnego etapu.

Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-NH2 367

0 Zywice 367 (3,73 g) zsyntezowalam wg procedury ogélnej

NHTH S wychodzac z 2,00 g zywicy 357, 4,89 g (8,00 mmola) 354,

. Q ° . 1,08 g (8,00 mmola) HOBt i 1,01 g (1,24 ml, 8,00 mmola)
TrHN DIC w 10,0 ml DMF.

Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-NH2 368

) Zywice 368 zsyntezowatam wg procedury

NHT” ogoélnej S wychodzac z 2,13 g zywicy 367,
TrtHN
Q 4,89 g (8,52 mmola) 354, 1,15 g (8,52 mmola)
HOBt i 1,08 g (1,32 ml, 8,52 mmola) DIC
TrtHN

w 10,0 ml DMF.

Zyw-O-GIn(Trt)-Fc-CH2NH2 369

1 Zywice 369 zsyntezowatam wWg procedury ogolnej

/‘g 21 'S wychodzac z 187 mg zywicy 357,

® Q Fe 361 mg (0,750 mmola) 347, 92 mg (100 pul,
TrtHN 0,757 mmola) 2,4,6-kolidyny i 285 mg

J

(0,750 mmola) HATU w 3,00 ml DMF. Otrzymang zywice uzytam bez suszenia
do kolejnego etapu.
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Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Fc-CH2NH2 370

Y Zywice 370 zsyntezowalam wg procedury

NHTrt ogolnej S wychodzac z 187 mg zywicy 367,
361 mg (0,750 mmola) 347, 92 mg (100 pl,
0,757 mmola) 2,4,6-kolidyny i 285 mg
TrtHN

(0,750 mmola) HATU w 3,00 ml DMF.

Otrzymang zywice uzylam bez suszenia do kolejnego etapu.

Zyw-O-GIn(Trt)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Fc-CH2NH2 371

Zywice 371 zsyntezowatam wg procedury

NHm ogolnej S wychodzac z 187 mg zywicy 368,
TrtHN
u )_ﬁ): 361 mg (0,750 mmola) 347, 92 mg (100 pl,
Jg w,| 0,757 mmola) 2,4,6-kolidyny i 285 mg
TrtHN

(0,750 mmola) HATU w 3,00 ml DMF.

@

’ Otrzymang zywice uzylam bez suszenia

do kolejnego etapu.

Procedura ogolna T — synteza ferrocenylowych analogoéw kwasu foliowego

377-391, reakcja sprzegania azydku 376 do peptydow na zywicy

]

O NH-(AA),-OH

OH /©)L N3 1, TMG, DMSO, RT, 18-42h \

. Q O—(AA)-NH, + N7 Ny N )\ \]ﬁ

al ey f N 2. TFATIPSH,0 (90508), RT1h |\ 2
O HNT N7 N

Zywice z dolagczonym tancuchem peptydowym spulchnitam w DCM przez 30 minut,
a nastepnie przemytam DMF i DMSO. Do zawiesiny 376 (1,00 eq) (Cs7=0,600 mol/l)
w DMSO dodatam TMG (2,00 eq) 1 wylaltam przygotowana mieszaning na zywice.
Reakcje prowadzitam w reaktorze na wytrzasarce kolyskowej przez 18 godzin
w temperaturze pokojowej. Nadmiar reagentow usungtam przez filtracje prozniows,
a zywice przemylam trzykrotnie DMF, DCM, MeOH i wysuszylam pod préznig przez
1 godzing. Suchg zywice potraktowatam roztworem do odcinania peptydu (TFA-TIPS-
H20, 9:0,5:0,5, v/v/v) przez 1 godzing. Otrzymany roztwor zebralam i odparowatam.
Pozostato$¢ rozpuscitam w DMSO (ok. 6 ml) i wydzielitam za pomocg preparatywnej

chromatografii HPLC. Frakcje zawierajace produkt zliofilizowatam.



Pter-Glu-Glu-OH 377

O, -OH 377 zsyntezowatam wg procedury ogélnej T

N J@)O:S\,(H OOH wychodzac z 420 mg zywicy 358, 565 mg
NJTN\ . H O)A))\ (1,68 mmola) 376, 229 mg (250 pl, 2,00 mmola)
N Nf " o> on | TMG w 3,00 ml DMSO. Wyizolowalam 15 mg
e produktu. Rf (HPLC) t=12,21 min (metoda

AN-1); czystos¢ 97,4%; ESI-MS (m/z) obliczone dla C24H26NsO9 m/z=569,17 [M-H],

znalezione m/z = 569,17 [M-H]".

Pter-Glu-Glu-Glu-OH 378

Oy OH Oy OH
0] H (0]
N, 0
N Ns N (0] OH
A "
~ —
H,N” N7 N 0~ “OH

Ca9H33Ng01,
699,63 g/mol

378 zsyntezowalam wqg procedury ogoélnej T
wychodzac z 500 mg (0,800 mmola) zywicy
359, 675 mg (2,00 mmola) 376, 229 mg
(250 pl, 2,00 mmola) TMG w 3,00 ml
DMSO. Po 18 h dodatam 100 mg

(0,296 mmola) 376, 92 mg (100 ul, 0,795 mmola) TMG i mieszatam przez 24 h.
Wyizolowatam 25 mg produktu. Rf (HPLC) t=12,24 min (metoda AN-1); czystos$¢
98,8%; ESI-MS (m/z) obliczone dla Cz9H33N9gO12 m/z=698,22 [M-H]’, znalezione

m/z=698,22 [M-H]

Pter-NHCH2Fer-Glu-OH 379

HoN

C31H3pFeNgO;
682,46 g/mol

379 zsyntezowatam wg procedury

ogolnej T wychodzac z 188 mg zywicy

O oH |
Q HN
) %N X @ s L on| 360, 253 mg (0,750 mmola) 376, 82 mg
b Fe 0]
HLT <=

(90 upl, 0,718 mmola) TMG w 2,50 ml
DMSO. Wyizolowatam 20 mg produktu.

Rf (HPLC) 1=14,74 min (metoda AN-1); czystos¢ 71,3%; HR-MS (m/z) obliczone
dla Ca1H3oFeNgO7 m/z=681,1509 [M-H]", znalezione m/z=681,1509 [M-H]".
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Pter-NHCH:2Fer-Glu-Glu-OH 380

r o _on 1 380 zsyntezowatam wg procedury

o) o ogolnej T wychodzac z 188 mg

OH
e @)k”A@AH N, .| Zywicy 361,253 mg (0,750 mmola)
ié[ TN &S 376, 82 mg (90 pl, 0,718 mmola)
N
0" "o TMG w 250 ml DMSO.

CagHa7FeNgOqg )
L 811,58 g/mol | Wyizolowatam 13 mg produktu.

Rf (HPLC) t=14,42 min (metoda AN-1); czystos¢ 92,0%; HR-MS (m/z) obliczone dla
CssHs7FeN9O10 m/z=810,1935 [M-H], znalezione m/z=810,1932 [M-H]".

Pter-NHCH2Fer-Glu-Glu-Glu-OH 381

381 zsyntezowatam
wg procedury ogélnej T

@A H 1 wychodzac z 188 mg zywicy
ﬁ 362, 253 mg (0,750 mmola)

376, 82 mg (90 ul,

| c%ml;eyggn J 0,718 mmola) T™MG
w 2,50 ml DMSO. Wyizolowatam 4 mg produktu. Rf (HPLC) t=14,26 min (metoda AN-
1); czystos¢ 95,1%; HR-MS (m/z) obliczone dla CaiHasFeN1oO1z m/z=939,2360

[M-H], znalezione m/z=939,2349 [M-H]".

H2N

Pter-y-Glu-y-Glu-OH 382

382 zsyntezowatam wg procedury ogélnej

o (6] OH o
y /©)LN on| T wychodzac z 500 mg zywicy 363, 674 mg
H H

N]ﬁu N (2,00 mmola) 376, 229 mg (250 pl,

0]
Ho™ 0 1,99 mmola) TMG w 4,00 ml DMSO.

Ca4H26NgOg

570,51 gfmol J Po 18 h dodatam 200 mg (0,593 mmola)
376, 92 mg (100 pl, 0,795 mmola) TMG i mieszalam dodatkowo przez 24 h.
Wyizolowatam 33 mg produktu. Rf (HPLC) t=12,01 min (metoda AN-1); czystos¢

99,4%; ESI-MS (m/z) obliczone dla CasH26NsO9 m/z=571,19 [M+H]", znalezione
m/z=571,35 [M+H]".




Pter-y-Glu-y-Glu-y-Glu-OH 383

383 zsyntezowatam wg procedury

( o O, OH oo ]
OH N N ogolnej T wychodzac z 500 mg

N H H H OH
iﬁ fﬁ I I zywicy 364, 674 mg (2,00 mmola)

H,N” NN HO™ o

376, 229 mg (250 pl, 1,99 mmola)
> TMG w 4,00 ml DMSO. Po 18 h
dodatam 200 mg (0,593 mmola) 376, 92 mg (100 ul, 0,795 mmola) TMG 1 mieszalam
dodatkowo przez 24 h. Wyizolowatam 28 mg produktu. Rf (HPLC) 1=11,96 min (metoda

AN-1); czysto$¢ 99,6%; ESI-MS (m/z) obliczone dla C29H33NgO12 m/z=700,23 [M+H]",
znalezione m/z=700,46 [M+H]".

Ca9H33NgO12
699,63 g/mol

Pter-NHCH:zFer-y-Glu-y-Glu-OH 384

384 zsyntezowatam

wg procedury ogolnej T

0 OH ?
o o OH
OH N%LN‘; N .
N H H o wychodzgc z 188 mg zywicy
LT & 00
H,N” NN

365, 253 mg (0,750 mmola) 376,

CapH37FeNgO1o

| 811,58 g/mol J 82 mg (90 pl, 0,718 mmola)
TMG w 2,50 ml DMSO. Po 18 h dodatam 100 mg (0,296 mmola) 376, 46 mg (50 pl,

0,398 mmola) TMG i mieszalam dodatkowo przez 24 h. Wyizolowatam 52 mg produktu.
Rf (HPLC) 1=14,29 min (metoda AN-1); czysto$¢ 97,1%; HR-MS (m/z) obliczone
dla CzsHs7FeNyO10 m/z=834,1910 [M+Na]*, znalezione m/z=834,1879 [M+Na]".

Pter-NHCH:zFer-y-Glu-y-Glu-y-Glu-OH 385

385 zsyntezowatam wg

[ o OH

) Ho o ] ;&\\‘(OH procedury ogélnej T
oH @Amgﬁng o | wychodzac z 188 mg zywicy
iﬁ“‘jﬂu & b on 366, 253 mg (0,750 mmola)
el NN 376, 82 mg (90 ul,
0,718 mmola) TMG w 2,50
ml DMSO. Po 18 h dodatam 100 mg (0,296 mmola) 376, 46 mg (50 ul, 0,398 mmola)
TMG i mieszatam dodatkowo przez 24 h. Wyizolowatam 41 mg produktu. Rf (HPLC)
1=14,04 min (metoda AN-1); czystos¢ 97,2%; ESI-MS HR-MS (m/z) obliczone

dla Ca1HasFeN10013 m/z=963,2336 [M+Na]*, znalezione m/z=963,2326 [M+Na]".

Cy1HyqFeN1oO13
940,69 g/mol
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Pter-GIn-OH 386

386 zsyntezowalam wg procedury ogolnej T

wychodzac z 398 mg zywicy 357, 536 mg
@A (1,59 mmola) 376, 183 mg (200 ul, 1,59 mmola)

TMG w 4,00 ml DMSO. Po 18 h dodatam 80 mg
(0,237 mmola) 376, 46 mg (50 ul, 0,398 mmola)
TMG i mieszalam dodatkowo przez 24 h.
Wyizolowatam 13 mg produktu. Rf (HPLC) t=11,83 min (metoda AN-1); czystos¢

95,0%; ESI-MS (m/z) obliczone dla C19H20NsOs m/z=463,1454 [M+Na]*, znalezione
m/z=463,1443 [M+Na]*.

ﬁ bl

C19H20NgO5
440,41 g/mol

Pter-GIn-GIn-OH 387

O~ NH, | 387 zsyntezowatam wg procedury ogolnej T
OEWH 0 wychodzac z 398 mg zywicy 367, 536 mg

OH y /©)Lﬁ })LOH (1,59 mmola) 376, 183 mg (200 ul, 1,59 mmola)
i)j jﬁu TMG w 4,00 ml DMSO. Po 18 h dodatam 80 mg

H,N" NN 07 "NH,

%264;452?1%}%%1 (0,237 mmola) 376, 46 mg (50 ul, 0,398 mmola)
TMG i mieszatam dodatkowo przez 24 h. Wyizolowalam 7 mg produktu. Rf (HPLC)
1=11,67 min (metoda AN-1); czysto$¢ 97,5%; HR-MS (m/z) obliczone dla C24H28N10O7

m/z=591,2040 [M+Na]*, znalezione m/z=591,2017 [M+Na]".

Pter-GIn-GIn-GIn-OH 388

OwNH, O NH, 388 zsyntezowalam wg procedury
OEH OH‘/ ogolnej T wychodzac z 398 mg zywicy

o @*u OFH I | 368, 536 mg (1,59 mmola) 376, 183 mg
TN (200 pl, 1,59 mmola) TMG w 4,00 ml

%ggé"gg'\l}zo? DMSO. Po 18 h dodalam 80 mg
,0/.g/mo
(0,237 mmola) 376, 46 mg (50 pl,

0,398 mmola) TMG i mieszatam dodatkowo przez 24 h. Wyizolowatam 5 mg produktu.
Rf (HPLC) 1=11,60 min (metoda AN-1); czystos¢ 97,6%; HR-MS (m/z) obliczone
dla C29H3sN1209 m/z=719,2626 [M+Na]*, znalezione m/z=719,2640 [M+Na]".



Pter-NHCH:2Fer-GIn-OH 389

WN._o | 389 zsyntezowalam wg procedury

ogolnej T wychodzac z 188 mg zywicy

@A BL OH 1 369, 253 mg (0,750 mmola) 376, 82 mg

)\)i ]ﬁ ° (90 pl, 0,718 mmola) TMG w 2,50 ml

ngﬂzﬁg,“g& DMSO. Po 18 h dodatam 100 mg

\(0,296 mmola) 376, 92 mg (100 ul, 0,796 rglmola) TMG i mieszatam dodatkowo przez

24 h. Wyizolowatam 3 mg produktu. Rf (HPLC) 1=14,28 min (metoda AN-1); czystos¢

95,2%; ESI-MS HR-MS (m/z) obliczone dla Cz1H31FeN9Os m/z=704,1644 [M+Na]",
znalezione m/z=704,1639 [M+Na]".

Pter-NHCH:2Fer-GIn-GIn-OH 390

O« _NH, 1 390 zsyntezowatam wg procedury
ogolnej T wychodzac z 188 mg
)N\)O\i/[NjAH Il/k Z:i?;?o’ 253 mg (0,750 mmola)
HNT N7 N , mg (90 pl, 0,718 mmola)

C%‘%S%'i%%?" TMG w 2,50 ml DMSO. Po 18 h
;10da%am 100 mg (0,296 mmola) 376, 46 mg (50 ul, 0,398 mmola) TMG i mieszatam
dodatkowo przez 24 h. Wyizolowatam 6 mg produktu. Rf (HPLC) 1=13,82 min (metoda

AN-1); czystos¢ 96,5%; ESI-MS HR-MS (m/z) obliczone dla CzsHasFeN110g
m/z=832,2330 [M+Na]*, znalezione m/z=832,2202 [M+Na]".

Pter-NHCH:2Fer-GIn-GIn-GIn-OH 391

391  zsyntezowatam  wg

procedury ogolnej T

OH H
NJXN\]AN H%?)LH I Mo NH, | wychodzac z 188 mg zywicy
e
NN = ° | 371, 253 mg (0,750 mmola)
NH
CagHirFeNszOso 2 azydku 376, 82 mg (90 ul,

937,74 g/mol

6,718 mmola) TMG w 2,50 ml DMSO. Po 18 h dodatam 80 mg (0,237 mmola) 376,

46 mg (50 ul, 0,398 mmola) TMG i mieszatam dodatkowo przez 24 h. Wyizolowatam
7 mg produktu. Rf (HPLC) t=13,56 min (metoda AN-1); czystos¢ 97,5%; ESI-MS HR-
MS (m/z) obliczone dla CaiHa7FeN13O10 m/z=960,2816 [M+Na]*, znalezione
m/z=960,2827 [M+Na]".
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Procedura ogolna U — synteza ferrocenylowych analogéw metotreksatu

397-399, reakcja sprzegania 396 do peptydow na zywicy

c (0]
2 /©)J\OH 1. HOB, DIC, DMF, RT, 16 h L N, /©)LNH-( rort
. HOBY, DIC, DMF, RT, “
® Q O—(AR)NH, N)i'“\ N N)I jﬁv‘v
‘ P
N

u 2. TFATIPS:H,0 (90508), RT, 1h N)‘\ N
O H,NT N z

Zywice z dolaczonym tancuchem peptydowym spulchnitam w DCM przez 30 minut,
a nastgpnie przemyltam DMF i DMSO. Do zawiesiny 2,50 eq kwasu 396
(C396=0,450 mol/l) w DMF dodatam 2,50 eq HOBt i mieszatam przez 1 minute¢. Nastepnie
dodatam 2,50 eq DIC a powstala mieszaning wylalam na zywice. Reakcje prowadzitam
w reaktorze na wytrzasarce kolyskowej przez 48 godzin w temperaturze pokojowej.
Nadmiar reagentdw usunelam przez filtracj¢ prozniowa, a zZywice przemytam trzykrotnie
DMF, DCM, MeOH i wysuszylam pod proznig przez 1 godzing. Suchg zywice
potraktowatam roztworem do odcinania peptydu (TFA-TIPS-H20, 9:0,5:0,5, v/v/v) przez
1 godzing. Otrzymany roztwor zebralam i odparowatam. Pozostalo$¢ rozpuscitam
w DMSO (ok. 6 ml) i wydzielitam za pomoca preparatywnego HPLC. Frakcje

zawierajace produkt zliofilizowatam.

MX-NHCH:Fer-y-Glu-OH 397

397 zsyntezowatam wg procedury ogolnej

Oy -OH
o o U wychodzac z zywicy 360 (otrzymanej
X 1 n ) QA ng oH| z 220 mg zywicy 356), 261 mg
HZN)‘\N/ Nr é ° (0,800 mmola) 396, 119 mg (0,880 mmola)
e HOB, 101 mg (124 pl, 0,880 mmola) DIC

w 2,00 ml DMF przez 48 h. Wyizolowatam 31 mg produktu. Rf (HPLC) t=15,57 min
(metoda AN-1); czystos¢ 97,5%; ESI-MS (m/z) obliczone dla Cz2HzzFeNgOes m/z=718,18
[M+Na]*, znalezione m/z= 718,18 [M+Na]".



MX-NHCH:Fer-y-Glu-y-Glu-OH 398

9 o)
NH OH
NH N
‘N Q)L “g HN
NT N N
)‘\ = = ! Fe
HANT N <o
Ca7H40FeN100g
824,62 g/mol

398 zsyntezowatam wg procedury
ogolnej U wychodzac z zywicy 365
(otrzymanej z 220 mg zywicy 363),
286 mg (0,880 mmola) 396, 119 mg
(0,880 mmola) HOBt, 111 mg

E136 ul, 0,880 mmola) DIC w 3,00 ml DMF przéz 48 h. Wyizolowatam 56 mg produktu.
Rf (HPLC) t=14,99 min (metoda AN-1); czystos¢ 98,0%; ESI-MS (m/z) obliczone
dla C37Ha0FeN1009 m/z=847,22 [M+Na]", znalezione m/z=847,22 [M+Na]".

MX-NHCH:Fer-y-Glu-y-Glu-y-Glu-OH 399

HyN

CyaoHy7FeN1101,
953,73

OH
0 OH
0 \ 0 O
H, /@*Ngm oH
N H HN\_
N™X N N
)\)I f‘ Fe
N°ON VN NH
(o] (0]
(6]

OH

1 399 zsyntezowatam
wg procedury ogolnej U
wychodzac z zywicy 366
220 mg

zywicy 364), 286

(otrzymanej z

mg

J (0,880 mmola) 396, 119 mg

(0,880 mmola) HOBt, 111 mg (136 ul, 0,880 mmola) DIC w 3,00 ml DMF przez 48 h.
Wyizolowatam 15 mg produktu. Rf (HPLC) t=14,71 min (metoda AN-1); czystos¢
96,6%; ESI-MS (m/z) obliczone dla Cs2Ha7FeN11012 m/z=976,27 [M+Na]", znalezione

m/z=976,26 [M+Na]".
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