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1. Wstep

Historia rozwoju czlowieka nierozerwalnie zwigzana jest z probami poprawy
jakosci i dlugosci jego zycia, dlatego tez medycyna, rozumiana jako sztuka leczenia
ludzi, stala si¢ jednym z gléwnych przedmiotéw zainteresowania czlowieka. Ze
wzgledu na cechujacy homo sapiens instynkt przetrwania stale poszukuje on nowych
metod diagnozowania réznych dolegliwosci oraz narzedzi do ich leczenia, m.in.
substancji o potencjalnym zastosowaniu farmakologicznym. Poszukiwanie nowych
zwigzkow (farmaceutykow) o okreslonych wiasciwosciach fizykochemicznych
I pozadanym profilu aktywnosci biologicznej jest jednym z podstawowych celow
wspoélczesnej chemii medycznej oraz farmacji [1]. Niestety, pomimo ogromnego
rozwoju technologicznego, ktéry dokonany zostat w ostatnich dziesigcioleciach, wcigz
brakuje, postulowanej przez Hammonda, efektywnej technologii stanowigcej swoistego
rodzaju ,,mape¢ drogowsg” dla tzw. molekularnej produkcji wihasciwosci, a wiec
tworzenia czasteczek 0 optymalnym profilu farmakodynamicznym
I farmakokinetycznym przy jednoczesnej niskiej biotoksycznosci [2]. Z drugiej strony,
finansowa atrakcyjno$¢ rynku farmaceutykow (potocznie zwanych lekami) stwarza
dodatkowy bodziec sprzyjajacy badaniom nad nowymi potaczeniami tego typu, za$
procedure zwigzang z otrzymywaniem takich substancji okresla si¢ czgsto mianem
projektowania lekow [1,2]. W miar¢ coraz lepszego rozumienia skomplikowanych
procesOw zachodzacych w organizmach zywych dazy si¢ do racjonalizacji
poszukiwania nowych lekéw. Zlozono$¢ procesu opracowania nowego leku podkresla
stosowany czasem termin ,racjonalne projektowanie lekow” lub jego bardziej
precyzyjny odpowiednik — ,projektowanie molekularne”. Projektowanie molekularne
oraz przewidywanie potencjalnej aktywnosci biologicznej lekéw jest wazne,
szczegblnie bioragc pod uwage fakt, iz zaledwie jeden na kilka tysigcy nowo
zsyntezowanych zwigzkéw chemicznych ma szanse pomyslnego przejScia przez

wszystkie testy farmakologiczne i kilka faz prob klinicznych [2].

W zloZzonym procesie dziatania leku w organizmie Zywym wyrdzni¢ mozna trzy
zasadnicze fazy: farmaceutyczng, farmakokinetyczng oraz farmakodynamiczng [1].
W pierwszym etapie nastgpuje tzw. dezintegracja, czyli rozpad i uwolnienie leku, ktére
w gléwnej mierze uzalezniona jest od postaci specyfiku oraz sposobu jego podania — to

tzw. dostgpnos¢ farmaceutyczna. Faza druga to wchianianie leku oraz przejscie do



krwioobiegu i transport do poszczegoélnych narzadéw wewnetrznych (tzw. dostgpnosé
biologiczna) oraz przemiany metaboliczne zwigzane z jego aktywnos$cig biologiczna.
W ostatniej fazie, farmakodynamicznej, nastgpuje utworzenie aktywnego kompleksu
lek-receptor oraz wywotanie (indukcja) okreslonego efektu biologicznego w tkankach
docelowych [2,3]. Zaktada si¢, iz receptory tacza si¢ z bioaktywnymi czasteczkami
leku, ktore stabilizuja tzw. kompleksy aktywne, a zachodzace zmiany konformacyjne

takich uktadéw indukujg bodzce wywotujgce okre$lone reakcje organizmu [1].

Ogolnie, wprowadzony do organizmu lek (po rozpuszczeniu) wedruje w fazie
wodnej, a nastgpnie przenika przez faze lipidowa btony komorkowej. Btona
plazmatyczna stanowi barier¢ lipofilowa dla substancji znajdujacych si¢ zaro6wno
wewnatrz, jak i na zewnatrz komorki. Najwazniejszg funkcja bton biologicznych jest
ograniczenie wymiany materii pomiedzy przestrzeniami w ktoérych zachodza reakcje
metaboliczne. Zasadniczg role odgrywa tutaj tzw. wybiodrcza przepuszczalno$¢ — pewne
substancje tatwo przenikajg przez btony komorkowe, inne za$ sa W niej zatrzymywane.
Istnieje takze grupa zwigzkow transportowanych do wnetrza lub na zewnatrz komorki
wbrew rdéznicy stgezen — to tzw. transport aktywny, ktory wymaga nakladow
energetycznych. W badaniach nad mechanizmem dziatania lekow wiele uwagi
poswigcono zmianom zachodzacym w strukturze blony komorkowej [3]. Ruch
czasteczek leku od miejsca podania, poprzez kolejne fazy wodne i lipidowe, do miejsca
dziatania jest procesem ztozonym. Uwzgledni¢ nalezy réwnocze$nie zjawiska adsorpcji
i desorpcji leku na powierzchniach ciat statych, a takze przemiany biochemiczne jakim
czasteczka leku moze ulec w czasie transportu i przy jej wydaleniu z organizmu
(ADME-Tox). Zaktada si¢, ze szybkos$¢ transportu leku przez komoérki organizmu
uzalezniona jest od tzw. lipofilowosci, wyrazonej najczeSciej w postaci logarytmu
wspotczynnika podzialu (logP) zwigzku migdzy faze organiczng (n-oktanol) i1 fazg
wodng [1,2,3]. Jest to istotny parametr fizykochemiczny, ktory podlega procesowi
optymalizacji poprzez wprowadzanie do struktury zwiazku okreslonych motywow
strukturalnych (grup lub podstawnikow) o pozadanym wkladzie (tzw. stalej
lipofilowosci ) do catkowitej lipofilowosci leku. Podkresli¢ nalezy, iz opracowane
zostaly iloSciowe modele zaleznosci wspotczynnika lipofilowosci 1 aktywnosci
biologicznej (QSAR) [1]. W przypadku, gdy jednoczynnikowe modelowanie zmian
profilu aktywno$ci nie jest mozliwe, wprowadza si¢ dodatkowe parametry

uwzgledniajace efekty elektronowe (stata Hammetta) oraz steryczne (stata Tafta). Co



wigcej, w ostatnich latach obserwowany jest szybki rozwdj réznorodnych technik
projektowania molekularnego, a konstruowane leki coraz doktadniej odwzorowuja
substancje wybierane przez Nature do kontrolowania proceséw biologicznych — do tej

grupy nalezg m.in. aminokwasy i ich pochodne.

Wydaje si¢, ze znaczna liczba aktualnie stosowanych w terapii specyfikow powinna
zaspakaja¢ podstawowe potrzeby w zakresie leczenia roznorodnych schorzen. Niestety,
w wielu przypadkach jest to jedynie leczenie objawowe, ktore tagodzi dolegliwosci,
a nie zwalcza przyczyny. Ponadto, w niektorych chorobach stosowane leki sg coraz
mniej skuteczne lub wywotuja niepozadane efekty uboczne. W tym kontekscie,
projektowanie nowych celéw syntetycznych oraz okre§lanie ich potencjalnej

aktywnosci biologicznej jest szczegdlnie wazne.

Nie ulega watpliwosci, iz jednym z gléwnych zadan wspotczesnej chemii jest
wytwarzanie nowych molekut wykazujacych pozadane dziatanie biologiczne. Nawet
dzisiaj, poszukiwanie nowych farmaceutykow jest bardzo skomplikowanym procesem,
ktory z trudem poddaje si¢ racjonalizacji [1,4,5]. Projektowanie molekularne jest
obecnie naukg interdyscyplinarng wykorzystujacg w coraz wigkszym stopniu techniki
wsparcia komputerowego (CAMD). Interdyscyplinarne polaczenie tradycyjnych metod
syntezy chemicznej oraz technik in-silico moze poprawi¢ efektywno$¢ konstruowania
nowych molekul o interesujacych zastosowaniach leczniczych. Nalezy jednak
podkresli¢, iz chemia przede wszystkim jest nauka eksperymentalna, ktora bazuje na
syntezie zwigzkow chemicznych 1 ich analizie. Tak wigc, opracowanie nowych
procedur i zastosowanie wspoétczesnych technik syntetycznych, ktore nie tylko
poprawiaja wydajno$¢, zmniejszaja ilosci odczynnikow i odpadow poreakcyjnych, ale
rowniez wpltywaja na skrocenie czasu reakcji jest wyzwaniem stawianym
wspotczesnym chemikom-eksperymentatorom. Powyzsza filozofia syntezy zwigzkow
organicznych wpisuje si¢ doskonale w obecne kanony tzw. ,,zielonej chemii”, ktéra
dazy do ograniczenia kapitalochtonno$ci i energochlonnosci procesu - krotki czas

syntezy to rOwniez mniejsze koszty energii.

Pomimo dynamicznego rozwoju medycyny i farmacji, wciaz brakuje skutecznych
srodkow farmakologicznych w leczeniu niektérych odmian raka, co przejawia si¢
w stale rosngcej liczbie zachorowan i1 notowanych zgondw. Niestety, wcigz brakuje

skutecznych kompozycji farmakologicznych na niektére odmiany raka, a ich leczenie
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oparte jest gtownie o metody inwazyjne, ktére obarczone sg znacznym ryzykiem
niepowodzenia. Oprocz leczenia miejscowego (chirurgia, hipertermia, radioterapia) to
chemioterapia pozostaje gldéwnym narzedziem terapeutycznym w leczeniu wielu
nowotworow, zwlaszcza tych przerzutowych. Profilaktyka, szybkie diagnozowanie oraz
leczenie schorzen nowotworowych stanowi nadal powazne wyzwanie metodologiczne,
szczegblnie w aspekcie dostosowania terapii do linii genetycznej komorek
nowotworowych (terapia spersonalizowana). Dostepno$¢ selektywnych farmaceutykow
oraz efektywnych sposobdéw ich podania 1 transportu do miejsc oddziatywania jest
szczegOlnie istotne we wspoOtczesnej farmakoterapii (terapia celowana). Uzasadnione
jest wigc poszukiwanie nowych substancji aktywnych o pozadanym profilu aktywnos$ci

przeciwnowotworowej i niskiej biotoksycznosci wobec zdrowych tkanek.
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2.Cel pracy

Aktualnie prowadzone sa intensywne badania nad zwigkszeniem skutecznosci
istniejagcych  kompozycji  farmakologicznych  m.in.  poprzez  wprowadzenie
rozpoznawalnych przez organizm zwigzkow chemicznych, np. aminokwasoéw egzo- lub
endogennych. Przyktadem moze by¢ modyfikacja struktury znanego leku, gemcytabiny
z motywem L-waliny i potencjalne zastosowanie nowego koniugatu wtasciwosci
(L-Val-gemcytabiny) w tzw. terapii celowanej przeciwko wybranym nowotworom [6].
Dzigki niskiej biotoksycznosci aminokwasy odgrywaja kluczowa rolg w wielu
procesach biochemicznych [7]. Aminokwasy moga by¢ dobrymi prekursorami do
otrzymywania zwigzkow o potencjalnej aktywnosci biologicznej, za$ ich pochodne (np.
estry lub amidy) stanowia naturalng grupg zwiazkoéw, ktore wykorzystane moga by¢
rowniez jako potencjalne nosniki lekow [8]. W tym kontekscie, funkcjonalizacja
aminokwasow egzo- lub endogennych lub ich pochodnych z wykorzystaniem kwasoéw
ftalowych (np. kwasu tereftalowego 1 jego izomeréw) ma racjonalne uzasadnienie
[9,10]. Zaktada si¢ rowniez, iz sprzezenie znanych w farmakologii motywow
strukturalnych doprowadzi¢ moze do swoistego rodzaju efektu synergii utworzonego
potaczenia, a tym samym uzyskania nowych, skuteczniejszych specyfikow
przeciwnowotworowych. Skojarzenie sily dzialania motywu kwasu tereftalowego
1 wybranych a-aminokwasOw poprzez utworzenie struktur hybrydowych wpisuje si¢
w ten nurt badawczy. Uzyskany, unikatowy szereg symetrycznych ditioamidéw kwasu
tereftalowego oparty o motyw wybranych reszt a-aminokwasowych daje duze nadzieje
na zastosowanie w nowoczesnych metodach leczenia. Szczegélnie przydatne moze
okaza¢ si¢ opisywane rozwigzanie w przypadku leczenia pacjentow, u ktorych

stosowane dotychczas leki nie dajg pozadanych efektow terapeutycznych.

Dalsza modyfikacja nowych symetrycznych pochodnych diamidowych z motywem
wybranej reszty aminokwasowej (R), ktéra polega na zamianie atomu tlenu grupy
karbonylowej (>C=0) na atom siarki (>C=S) prowadzi¢ moze do uzyskania
skutecznych specyfikow przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych,
przeciwnowotworowych 1 przeciwgruzliczych [11]. Substancje aktywne z grupy
tioamidow sa obecnie skutecznie stosowane jako $rodki lecznicze (np. etionamid,
protionamid, quazepam) [12]. Popularng metoda tionowania (konwersji grupy

karbonylowej do tiokarbonylowej) jest zastosowanie odczynnika Lawessona
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(C14H1402P2Ss). Obecnie trwaja intensywne prace nad optymalizacja warunkow
prowadzenia reakcji tionowania (mig¢dzy innymi poprzez dobor wlasciwego
rozpuszczalnika, temperatury i czasu) przy pomocy odczynnika Lawessona dla r6znych

grup zwigzkow chemicznych [13].

Glownym celem podjetych badan bylo otrzymanie nowego szeregu
symetrycznych tioamidow kwasu tereftalowego, ktére zawieraja estry metylowe
I etylowe wybranego szeregu a-aminokwasow (a-AAs). W toku prac opracowano nowe
metody syntezy tej grupy zwigzkow przy uzyciu klasycznej metody syntezy (metoda 1)
oraz przy zastosowaniu pola mikrofalowego (metoda Il), ktore z uwagi na ich walory
ekonomiczne, ekologiczne i wydajnosciowe nadaja si¢ do efektywnej implementacji
w przemysle farmaceutycznym. Dodatkowo, nowe zwiazki scharakteryzowane zostaty
przy pomocy eksperymentalnych wartosci lipofilowosci (wlasciwo$é chemiczna) oraz
ich odpowiednikow teoretycznych clogP (deskryptor molekularny). Zastosowanie
zmodyfikowanej procedury wyboru zmiennych IVE pozwolito na okreslenie zbioru
estymatorow clogP, ktore najlepiej przewiduja teoretyczne wartosci lipofilowosci dla tej
grupy zwigzkoéw. Roéznorodnos$¢ strukturalna nowych zwiazkéw opisana zostata
rowniez wielowymiarowym zbiorem (mD) deskryptoréw molekularnych, za§ uzyte
metody redukcji wymiarowosci danych (PCA i HCA) umozliwity wizualna (graficzng)

analize roznych aspektow ich podobienstwa.
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3. Czes¢ literaturowa

3.1 Aminokwasy

3.1.1 Budowa strukturalna

Aminokwasy (AA) definiuje si¢ jako dwufunkcyjne zwigzki organiczne, ktore
stanowig podstawowe elementy budulcowe struktur biatkowych — polimeréw
wielkoczgsteczkowych odgrywajacych zasadnicza role w wiekszoSci procesow
biologicznych. Aminokwasy traktowa¢ mozna jako pochodne kwaséw karboksylowych,
gdzie jeden z atoméw wodoru w tancuchu kwasu zastgpiony zostal przez grupe
aminowg (—-NH2) — w przypadku przytaczenia grupy aminowej do atomu wegla Co
tworzona jest grupa a-aminokwasow (a-AA) [14]. Kazdy aminokwas posiada rowniez
charakterystyczny tancuch boczny (R), ktory odpowiada za jego specyficzne

wlasciwosci oraz funkcje [14,15].

Rysunek 1. Wzér ogdlny aminokwasu.

Aminokwasy sa podstawowymi jednostkami, ktore wspieraly powstanie zycia na Ziemi,
dlatego nazywa si¢ je czasem ,.cegietkami zycia” [16]. Obecnie znanych jest ponad
1000 aminokwasoéw (300 wystepuje naturalnie), jednak tylko 20 z nich (okreslanych
glownie jako forma L o-AA) stuzy jako wazne struktury budulcowe biatek,
zroznicowanych pod wzgledem grup funkcyjnych tfancucha bocznego (R)
(np. = NH, —CO2H, —OH, —SH, itd.) [15]. Na szczegdlng uwage zashugujag aminokwasy
biatkowe pierwszorzedowe, gdyz rozpoznawane sa one przez kod genetyczny i z nich
w rybosomach syntezowane sg biatka [14,17,18]. Wszystkie aminokwasy wystepujace
W  przyrodzie zaliczane s3 do tzw. aminokwasow naturalnych. Dla
a-aminokwasow biatkowych uzywa si¢ zwykle nazwy zwyczajowe, np. glicyna, a nie
kwas aminooctowy/aminoetanowy; alanina, a nie kwas aminopropionowy
(aminopropanowy). W celu dalszego ulatwienia nazewnictwa aminokwasow

zaproponowano trzyliterowe skroty ich nazw. W 1968 roku IUPAC-IUB
14



(Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej — Migdzynarodowa Unia
Biochemii) wprowadzita rowniez jednoliterowe symbole aminokwasow, ktore Sa
przydatne do zapisu sekwencji bialek zawierajacych czesto nawet kilkaset reszt

aminokwasowych [14,19].

Aminokwasy mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy: aminokwasy egzogenne
(przyjmowane z pokarmem) i endogenne (syntezowane w organizmie). Wszystkie
aminokwasy sa konieczne do prawidlowego funkcjonowania organizmu. Dla przyktadu
a-aminokwas L-fenyloalanina stuzy do syntezy L-tyrozyny, dlatego jej zawarto$¢
W pozywieniu musi zaspokaja¢ zapotrzebowanie organizmu zarOwWno na
L-fenyloalaning, jak i na L-tyrozyne. Wykazano, iz aminokwasy niezbgdne do zycia sg
roézne dla réznych organizmoéw, np. U ptakow zasadnicze znaczenie maja glicyna
i L-metionina. Metionina konieczna jest do wytwarzania pior i moze by¢ dostarczana
W postaci mieszaniny racemicznej, gdyz ptaki maja racemazeg, ktora przeksztalca
enancjomer metioniny D w L [14,16]. Zasadniczo, a-aminokwasy odgrywaja kluczowa
role w wielu procesach zyciowych organizmoéw zywych (np. sygnalizacja
wewnatrzkomorkowa, ekspresja gendéw, synteza hormonoéw, kaskada fosforylacii,
metabolizm energetyczny), dlatego ich (bio-)transformacja ma istotne znaczenie

w chemii medycznej.

Tabela 1. Aminokwasy endogenne i egzogenne wraz z ich kodami.

Aminokwasy endogenne Aminokwasy egzogenne

Nazwa aminokwasu Kod Nazwa aminokwasu Kod
Alanina Ala (A) Histydyna His (H)

Arginina Arg (R) Izoleucyna Ile (T)
Asparagina Asn (N) Leucyna Leu (L)
Kwas asparaginowy | Asp (D) Lizyna Lys (K)
Cysteina Cys (O) Metionina Met (M)
Kwas glutaminowy | Glu (E) Fenyloalanina Phe (F)
Glicyna Gly (G) Treonina Thr (T)
Glutamina Gln (Q) Tryptofan Trp (W)
Prolina Pro (P) Walina Val (V)
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Seryna Ser (S)

Tyrozyna Tyr (Y)

Strukturalnie, prawie wszystkie biatka zbudowane sa z zaledwie dwudziestu réznych
aminokwasow (czasem podawana jest liczba 19 aminokwasow i jednego iminokwasu —
proliny). Jednak kilka wysoce wyspecjalizowanych biatek dodatkowo zawiera
selenocysteine, ktora odkryta zostata w 1986 roku. Selenocysteina jest bardzo zblizona
do cysteiny, z tym, ze zamiast siarki zawiera selen, za$ grupa selenolowa jest bardziej
zjonizowana niz grupa tiolowa cysteiny w fizjologicznym pH 7,2 + 7,4. Zaskoczeniem
byto odkrycie w 2002 roku pyrolizyny (22-ego aminokwasu) w archeonach

produkujacych metan z rodziny Methanosarcinaceae, dlatego selenocysteina oraz

pyrlolizyna sa czesto klasyfikowane jako aminokwasy naturalne [18].

nz

NH, NN
HSe 0 H;
= HsC H : oH
OH 0 NH/\N\H/

0

L-selenocysteina L-pyrolizyna

Rysunek 2. Wzor L-selenocysteiny i L-pyrolizyny.

Istnieja rowniez a-AA niebiatkowe (np. ornityna, cytrulina i homocysteina) oraz
aminokwasy, gdzie grupa aminowa nie jest przylagczona do atomu Co (np. tauryna

I B-alanina), ktore odgrywaja znaczng role w metabolizmie komorkowym [18,20].

] 1 I
HQN/\'A'K[\OH HZN/LNH/\/\HJ\OH
NH

HoN
L-ornityna L-cytrulina
HoN 0
/\/HrOH 10 42° /QJ\
HS 07 ™"S\h, HoN OH
@)
L-homocysteina Tauryna f3- alanina

Rysunek 3. Budowa L-ornityny, L-cytruliny, L-homocysteiny, tauryny i -alaniny.
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Oproécz starszego sposobu okreslania konfiguracji wokot asymetrycznego atomu wegla
(konfiguracja wzglgdna) stosuje si¢ obecnie rowniez nowsza terminologie¢ S (sinister —
lewy) oraz R (rectus — prawy) opartg na regutach pierwszenstwa podstawnikow, ktora

podana zostata przez Cahna-Ingolda-Preloga (CIP) [21].

TOOH COOH HOOC\

HoN H > H,N S — > <E - _.C—1H
| "
R R HoN

Schemat 1. Okreslanie konfiguracji aminokwasu wedtug reguty CIP.

Co ciekawe, wcigz brakuje jednak przekonywujacych argumentow wskazujacych
preferencje Natury, ktéra wyraznie faworyzuje jedna z konfiguracji. Dlaczego
wlasciwie zycie na Ziemi oparte jest na aminokwasach o konfiguracji wzglednej L,
a nie enancjomerach szeregu D? OdpowiedZ na powyzsze pytanie ma zasadnicze
znaczenie dla wiasciwego zrozumienia poczatku zycia na naszej planecie. Badania
przeprowadzone na mikroorganizmach wykazaly, iz aminokwasy istniaty juz trzy
miliardy lat temu. Co wigcej, $ladowe ilosci glicyny i alaniny (najprostszych
aminokwasow) wykryto w probkach materiatdw pochodzacych z Ksigzyca [20].
W doswiadczeniach modelowych, nasladujacych pierwotnie warunki panujace na
Ziemi (=4,5 mld lat temu) stwierdzono, iz woda, amoniak, metan i cyjanowodor pod
wplywem wytadowan elektrycznych i promieniowania nadfioletowego (UV) tworzy¢
moga réznorodne zwigzki chemiczne, w tym aminokwasy. Dodatkowo, przy braku
czynnikow chiralnych powstaja rownomolowe ilosci enancjomeréw L i1 R, czyli tzw.
mieszaniny racemiczne. Niestety, brakuje wcigz jednoznacznych dowodow
wyjasniajacych swoiste ,,zwycigstwo” zycia opartego na aminokwasach szeregu L. Czy
byt to zwykly przypadek, czy zadziatat jaki§ blizej nieokreslony czynnik chiralny?
Pojawienie si¢ lewoskretnych aminokwasdéw na naszym globie zawdzigczamy by¢
moze bombardujagcym Ziemi¢ meteorytom, co postulowal amerykanski chemik prof.
Ronald Breslow [15]. Powyzsza teoria zaktada, iz L-aminokwasy, w przeciwienstwie
do odmiany D, zdotaly przetrwa¢ podréz przez przestrzen kosmiczng, co w efekcie
spowodowato, ze prawie wszystkie organizmy istniejagce obecnie na Ziemi (lacznie
z nami), zbudowane sg z aminokwasow szeregu L [22]. Fakt, iz naturalne aminokwasy

F] optyczne czynnie dowodzi, 1Z biosynteza tych zwiazkow
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w organizmach zywych przebiega¢ musi z udzialem czynnikow chiralnych, np.
katalizatorow biochemicznych, ktore sg takze biatkami. Zgodnie z zasadami
konfiguracji absolutnej (okreslanej na podstawie projekcji Newmana), aminokwasy

wchodza w sktad szeregu S - wyjatek stanowi cysteina nalezgca do szeregu R [19].

Rysunek 4. Enancjomery R i S wybranego aminokwasu.

Aminokwasy rozgatgzione (BCAA), w sklad ktorych wchodza: leucyna,
izoleucyna oraz walina nalezg do aminokwasow egzogennych oraz wystepuja przede
wszystkim w tkance migsniowe] czlowieka. Odgrywaja one rowniez kluczowa role
w biosyntezie biatek [23,24]. Zaktada si¢, iz BCAA wptywaja na proces metabolizmu
energetycznego podczas zwigkszonego wysitku np. ¢wiczen. Pelnig one rdwniez
funkcje regulacyjne (sygnalizacyjne), istotne dla prawidlowego przebiegu wielu
procesow zyciowych. Niektore aminokwasy rozgalezione (np. leucyna) odpowiadajg za
gospodarke hormonalng organizmu, np. biorg udziat w wydzielaniu hormonow [25].
Dodatkowo, BCAA reguluja wiele procesow fizjologicznych w organizmie cztowieka,
np. odpowiadaja za sekrecj¢ hormondéw 1 katecholamin oraz powstanie
neurotransmiteréw. Aminokwasy rozgal¢zione sg czestym skladnikiem suplementow
diety, poniewaz maja wplyw na pobudzanie syntezy bialek, ktére sg materiatem
budulcowym migsni. Badania sugeruja, iz BCAA moga by¢ réwniez czynnikiem
regeneracyjnym oraz moga stanowi¢ dodatkowe zrédto energetyczne, co wpltywa na
lepsze samopoczucie poprzez zmniejszenie uczucia zme¢czenia fizycznego osob
intensywnie trenujacych [26,27]. Co ciekawsze, dawki dwukrotnie, badZz nawet
trzykrotnie wyzsze od zalecanych sg dobrze tolerowane przez organizm i nie powodujg

zadnych efektow ubocznych [14]. Wydaje sie, iz BCAA majg wplyw na poprawe

18



samopoczucia ze wzgledu na syntez¢ serotoniny. Aminokwasy rozgatezione odgrywaja
istotng role¢ w prawidlowym funkcjonowaniu ukladu nerwowego, poniewaz podczas
przemian tych zwigzkow powstaje glutaminian, ktory jest neurotransmiterem [27].
Odpowiednie kontrolowanie stezenia BCAA we krwi zalecane jest w terapii licznych

choréb, m.in. marskosci i encefalopatii watrobowej oraz fenyloketonurii.

3.1.2 Funkcje i wlasciwo$ci aminokwaséw

Aminokwasy to nie tylko komodrkowe czasteczki sygnalizacyjne (tzw.
transduktory), ale rowniez regulatory ekspresji genow i kluczowe prekursory do syntezy
hormonéw oraz niskoczasteczkowych substancji azotowych, co ma ogromne znaczenie
biologiczne. Fizjologiczne st¢zenia aminokwasow i ich metabolitéw sa wymagane do
poprawnego funkcjonowania organizmu. Podwyzszone st¢zenie aminokwasu jest
czynnikiem zwigkszajacym prawdopodobienstwo wystgpienia choréb ukladu
neurologicznego oraz krazeniowego. Waznymi metabolitami przemian aminokwasow
sg: amoniak, CO2, dlugolancuchowe oraz krétkotancuchowe kwasy tluszczowe,
glukoza, H2S, tlenek azotu (NO), mocznik, kwas moczowy, poliaminy i inne substancje
azotowe o istotnej roli biologicznej [14]. Dodatkowo, aminokwasy sa odpowiedzialne
za regulacje kluczowych procesow metabolicznych, niezbednych do utrzymania
wlasciwego tempa wzrostu, reprodukcji oraz odpowiedniego poziomu odpornosci (np.
arginina, cysteina, glutamina, leucyna, prolina 1 tryptofan). Aminokwasy stanowig
wazny sktadnik diety, a ich wilasciwa suplementacja moze korzystnie wplywac na

organizm pod wzgledem:

. tagodzenia problemoéw zdrowotnych, tj. dysfunkcji jelit, otytosci,

cukrzycy, chordb uktadu krazenia, zespotu metabolicznego 1 nieptodnosci;

. optymalizacji wydajnosci przemian metabolicznych w celu wzmocnienia

migsni, wzrostu, produkcji mleka, jakosSci jaj i migsa [14,16].

Przyktadem biotransformacji aminokwasu do jego postaci bioaktywnej moze by¢
histamina, ktora jest matoczasteczkowa pochodng otrzymang w dekarboksylacji
aminokwasu histydyny. Réwniez tryptofan ulega zmianie do postaci serotoniny,

neuroprzekaznika, ktorego niedobor jest odpowiedzialnym za depresj¢ [14].

Rownoczesna obecno$¢ grupy aminowej i karboksylowej w czasteczce aminokwasu

powoduje, iz aminokwasy posiadajg zarowno wilasciwosci kwasowe, jak i zasadowe
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(amfoteryczne). W roztworze fizjologicznym aminokwasy ulegaja swoistej reakcji
wewnetrznego zobojetnienia, ktora polega na przeniesieniu protonu H* z grupy
karboksylowej do aminowej. Struktura tak utworzonej formy dwubiegunowej (tzw. soli

wewngtrznej) podana zostata w 1923 roku przez Bjerruma [14,18].

R o R o

. L./
TN, T

NH, ©OH NH; O

Schemat 2. Przeniesienie protonu z grupy karboksylowej do aminowej.

W roztworach oboje¢tnych czasteczki te wystepuja gltownie w postaci jonow
obojnaczych (tzw. zwitteriondw). Wraz ze zmiang pH roztworu zmienia si¢ stan
jonizacji czasteczki aminokwasu. Dipolowy jon obojnaczy jest zwigzkiem
amfoterycznym, ktorego budowa (stan jonizacji) uzalezniona jest od pH roztworu.
W roztworze o odczynie kwasnym aminokwas zachowuje si¢ jak zasada przylaczajac
proton do grupy aminowej. Czasteczka aminokwasu z uprotonowang grupg aminowsg
(-NH3") oraz niezjonizowang grupg karboksylowg (-COOH) jest kationowym kwasem
(dawca protondéw). W roztworze o pH powyzej 9 grupa aminowa oraz karboksylowa
ulegaja deprotonowaniu przyjmujac posta¢ anionowej zasady. Podkresli¢ nalezy fakt,
iz w roztworze fizjologicznym grupg kwasowa aminokwasu jest grupa —NHs"
(nie —COOH), za$ zasadowa —COO" (nie —NH2) [18]. Wartosci pKa dla grupy
a-aminowej mieszcza si¢ w zakresie 8,8 + 10,6, za§ grupy a-karboksylowej miedzy
1,7+ 26.

H o H H o H H o
./ 7 7
R—(i)—C\ - R_(|:_C\ R_(|:_C\
+H" - +H* -
NH; OH NH; ©O NH, ©O
pH <7 Forma dwubiegunowa pH >7

(zwitterion)

Rysunek 5. Amfoteryczny charakter jonu obojnaczego.
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W stanie krystalicznym aminokwasy rowniez wystepuja w formie jondw obojnaczych,
co wplywa na podwyzszenie Iich temperatury topnienia w poréwnaniu
do innych zwigzkéw 0 zblizonej masie czasteczkowej. Po przylozeniu zewnetrznego
pola elektrycznego zjonizowany aminokwas ulega zjawisku migracji do jednej
z elektrod — elektroforezie. Zjawisko to wykorzystywane jest do rozdzielania
I oczyszczania substancji jonowych. Stezenia jondow wodorowych w roztworze przy
ktorych nie jest obserwowana migracja jondéw w polu elektrycznym (osiggniety jest
stan dynamicznej rownowagi formy kwasowej i zasadowej) nazywane jest punktem
izoelektrycznym.  Punkt  izoelektryczny  zalezy od liczby  kwasowych
I zasadowych grup obecnych w czasteczce aminokwasu, jak réowniez od warto$ci
ujemnego logarytmu z ich stalych dysocjacji (pKa). Wartosci pKa zaleza od

temperatury, sity jonowej i mikrosrodowiska grup ulegajacych procesowi jonizacji.

Proleki zawierajace podstruktury aminokwasowe wykorzystywane sa przez
naturalnie wystgpujace enzymy, O ma praktyczne zastosowanie w medycynie. Znaczna
réznorodno$¢ strukturalna tancuchoéw bocznych umozliwia swoiste projektowanie
wlasciwos$ci proleku. Dodanie aminokwasu lub jego pochodnej do leku macierzystego
zwieksza rozpuszczalno$¢ w wodzie, poniewaz zjonizowana grupa karboksylanowa lub
podstawnik amoniowy maja charakter hydrofilowy. Istnieje kilka prolekow opartych na
estrach aminokwasowych, ktorych lepsza rozpuszczalnos¢ w wodzie pozwala na
przyjmowanie leku w formie tabletki doustnej. Rozpuszczalnos¢ w wodzie samych
a-aminokwasow jest w duzej mierze funkcja polarnego lub niepolarnego charakteru
tancucha bocznego (R). Wzrost zawartosci weglowodorow w tancuchu bocznym od Gly
do Val lub Leu zmniejsza rozpuszczalnos¢ w wodzie. W konsekwencji aminokwasy
z krotszymi weglowodorowymi tancuchami bocznymi charakteryzuja sie wyzsza
rozpuszczalno$cia w wodzie [18,20]. Szereg aminokwasow biatkowych jest
rozpuszczalny w wodzie, natomiast niemalze wszystkie (z wyjatkiem proliny) sg trudno
lub wrecz nierozpuszczalne w polarnych rozpuszczalnikach organicznych, np.
alkoholach, badz ketonach. Do aminokwasoéw trudno rozpuszczalnych w wodzie
w temperaturze pokojowej nalezg roéwniez zwigzki o dominujagcym charakterze
aromatycznym oraz cysteina (Cys). Ogolnie, wszystkie aminokwasy biatkowe dobrze
rozpuszczaja si¢ w wodnych 1 alkoholowych roztworach kwaséw nieorganicznych,
w gorgcym kwasie octowym, W amoniaku i w wodnych roztworach zasad oraz solach

0 zasadowym charakterze (np. w roztworze weglanu sodu lub potasu).

21



Wszystkie aminokwasy sg Krystalicznymi ciatami statymi 0 wysokich temperaturach
topnienia, ktore sa rowniez ich temperaturami rozktadu. Zwykle, temperatura rozktadu
aminokwasow biatkowych przekracza znacznie 200°C, a w niektorych przypadkach
jest nawet wyzsza niz 300°C, co wynika bezposrednio z ich budowy strukturalnej.
Wiasciwosci  fizyczne aminokwaséw pod wieloma wzgledami przypominaja
wlhasciwosci  soli, co jest konsekwencja tworzenia soli  wewngtrznej

(tzw. zwitterionu) [14,23].

Rysunek 6. Przyktadowe aminokwasy: glicyna, DL-walina, DL-tryptofan.

Wigkszo$¢ aminokwasow nie posiada zapachu. Wyjatek stanowia aminokwasy
0 specyficznym zapachu, ktory zwigzany jest z wystepowaniem w ich budowie atomu
siarki — cysteina oraz metionina majg siarkowodorowo-merkaptanowg won. Z kolei
kwas glutaminowy (gtowny sktadnik przyprawy typu maggi) ma charakterystyczny
zapach hydrolizatu biatkowego (rosotu), zas monoglutaminian sodu (MGN) jest znang
przyprawa kuchenna. Wiele aromatow spozywczych powstaje w wyniku bezposredniej
reakcji aminokwasow z weglowodanami. Dla przykladu zapach $wiezo pieczonego
chleba pochodzi od produktow powstatych w reakcji proliny z glukozg [14].
W wigkszosci przypadkéw smak aminokwasow biatkowych identyfikowany jest jako
gorzki lub stodki. Zaklada sie, iz bez smaku sg Lys, Asp, Asn, Cys, Gly, Ala, Ser
1 Thr, a gorzki smak posiadajg Tyr, Ile, Leu. Nalezy jednak podkresli¢, iz sg to
odczucia subiektywne, zalezne od cech osobniczych osoby probujacej (tzw. testera),

gdyz ciagle brakuje modelu receptora smaku [20].

Aminokwasy biatkowe s3a niezbednymi sktadnikami wszystkich organizméw

zywych 1 pelnig istotng funkcje w procesach zyciowych jako tzw. cegietki zycia.
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Niestety, spozycie niektorych z nich w nadmiarze moze by¢ szkodliwe. Nadmiar
leucyny (Leu) przyczyni¢ si¢ moze do wystapienia pelagry (zwanej rowniez rumieniem
lombardzkim) wsrod ludzi, dla ktorych gldéwnym pozywieniem jest bezglutenowe
zboze sorgo. Podkresli¢ nalezy, iz pelagra wywotywana jest nadmiarem leucyny przy
réwnoczesnym niedomiarze tryptofanu (Trp), co zostato potwierdzone podczas badan
na zwierz¢tach doswiadczalnych karmionych mieszankg z odpowiednio dobranym

stosunkiem wagowym tryptofanu i leucyny [19,25].

3.1.3 Klasyfikacja aminokwasow

Roznorodnos¢ cech monomerycznych sktadowych biatek wynika gtownie z roznicy
budowy reszt aminokwasowych (R), ich hydrofilowos$ci/lipofilowosci (polarnosci),
zdolnoséci tworzenia wigzan wodorowych lub tez charakteru elektrostatycznego
i reaktywnos$ci podstawnika. Systematyczny podziat aminokwasow na klasy, ktore
uwzglednia wiasciwosci struktury molekularnej (budowe i charakter) *tancucha

bocznego R obejmuje:

v aminokwasy alifatyczne z apolarnym fancuchem bocznym

I hydrofobowoscia zwigkszajaca si¢ wraz z dtugoscia tancucha:

W skiad tej grupy wchodzg nastepujace aminokwasy: Gly, Ala, Val, Leu, lle, jak
réwniez Pro. Prolina (Pro) jest aminokwasem, ktory zawiera drugorzedowsg grupe

aminowg 1 fancuch bocznych przy atomie wegla a.

/
O
\
OH

Rysunek 7. Struktura proliny.

Taka struktura heterocykliczna w  znacznym stopniu ogranicza labilno$¢
konformacyjng tancucha bocznego, co bezposrednio wptywa na budowe biatka,

w sktad ktorego wchodzi Pro.
v aminokwasy alifatyczne o matej polarnosci zawierajace:

o grupe hydroksylowa (-OH): Ser, Thr;
o grupe tiolowg (-SH): Cys;
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. siarke (S): Met;

Seryne (Ser) uwaza¢ mozna za hydroksylowa pochodng alaniny (Ala), za$ treonina
(Thr) przypomina budowsg waling z grupg metylowg zamieniong na podstawnik
hydroksylowy. Nalezy zwr6ci¢ uwage, iz treonina, podobnie jak izoleucyna (lle)
posiada dodatkowy asymetryczny atom wegla (centrum chiralnosci). Oczywiscie,
hydroksyaminokwasy posiadaja wigksze powinowactwo do wody niz ich odpowiedniki
aminokwasowe. Charakteryzuja si¢ one zwigkszong reaktywnoscig, np. ulegajg reakcji
estryfikacji kwasem fosforowym, co stanowi zrédto fosforu w pozywieniu. Strukturalna
budowa cysteiny (Cys) przypomina seryn¢ (Ser) z grupa tiolowa (-SH) o wigkszej
reaktywnos$ci. Metionina (Met) z metylowang grupg tiolowa (—SCHa) charakteryzuje sig
najmniejszg polarno$cia w tej grupie - w przemianach metabolicznych wystepuje

glownie jako donor grup metylowych (—CHa).
v aminokwasy cykliczne, ktore posiadaja uktad aromatyczny:

. o wlasciwos$ciach hydrofobowych: Phe;

. o malej polarnos$ci: Trp, Tyr;

Fenyloalanina (Phe) uznawana jest za pochodng alaniny (Ala), w ktorej jeden
z wodoréw grupy metylowe]j zastgpiony zostal podstawnikiem fenylowym (—CgHs).
W  wyniku oddzialywan warstwowych pierScieni aromatycznych aminokwasow
tzw. (m - m staking) z analogicznymi motywami strukturalnymi biatka wzmacniane sg
ich wiasciwosci hydrofobowe. Podobne oddziatywania wystepuja w przypadku
tryptofanu (Trp) oraz tyrozyny (Tyr). Efekt hydrofobowy (zwigzany z pierscieniem
aromatycznym) moze by¢ niwelowany przez tworzone wigzania wodorowe (np. grupy

—OH i —NH), co powoduje zwigkszone powinowactwo do wody (hydrofilowo$¢).

v' aminokwasy zawierajace grupy o kwasowym charakterze polarnego

podstawnika

. grupe karboksylowa: Asp, Glu;
. grupe karboksyamidowa: Asn, Gln;

Kwas asparaginowy (Asp) oraz glutaminowy (Glu) w roztworach fizjologicznych
wystepuja w postaci zjonizowanej (deprotonowane sg grupy —COzH). Ujemnie

natadowane czasteczki o wilasciwosciach hydrofilowych nazywane sa odpowiednio
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asparaginianem 1 glutaminianem. Oboj¢tne czasteczki odpowiednich amidéw

asparaginy (Asn) oraz glutaminy (GlIn) posiadaja charakter polarny.

v aminokwasy o zasadowym charakterze polarnego podstawnika zawierajgce:

. heterocykliczng grupe¢ imidazolowa: His;
. grupe guanidynowa: Arg;
. grup¢ aminowg: Lys;

Waznym elementem miejsca aktywnego enzymu jest histydyna (His), ktora
w zaleznosci od otoczenia wystepuje w dwoch odmianach: obojetnej (akceptor protonu)

lub obdarzonej tadunkiem dodatnim (donor protonu).

H
H\ + T - H\ I-\l -H l -
N CHy;—C—CO0, N CH,—C—CO, = '7 \ CHa Cl; CO;
( E\ " o\ |+ a & HaN'
H3N M H3N N 3
N N
H L H
H

Schemat 3. Jonizacja histydyny w roztworze ptynu fizjologicznego.

Omowione powyzej przyklady wskazuja, 1z nie mozna przeprowadzi¢ S$cisle
jednoznacznego podzialu aminokwaséow ze wzgledu na ich wlasciwosci
hydrofilowe/hydrofobowe. W zalezno$ci od rozpatrywanego fragmentu tancucha
bocznego aminokwas moze wykazywaé wlasciwosci czeSciowo hydrofilowe lub
czesciowo hydrofobowe — za kryterium podziatu przyjety zostal dominujacy charakter
podstawnika R. Podstawowe aminokwasy budujgce biatka, okre§lane mianem

,magicznej dwudziestki” zestawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Podziat aminokwasow biatkowych.

Nazwa Charakter
Klasa _ Wzor strukturalny '
aminokwasu podstawnika
0
4
alanina HyC—H C_C\ hydrofobowy
NH, OH
/Y
glicyna H—H ?_C\ hydrofobowy
NH, OH
. CHs 0
2 o 4
§ g izoleucyna H30_0H2‘HC_HC—C\ hydrofobowy
£z NH, OH
= ©
<
Vi
leucyna HgC—CllH—CHz—CliH—C\ hydrofobowy
CHj NH, OH
CH, o)
: | //
walina ch—CH—HC—C\ hydrofobowy
NH, OH
/ hydrofilowy/
= L hydrofobow
£ NH, OH y y
5
“ 0)‘
Az
o 5 o)
5 4
S o HyC—8—CHy—CH—HC—C Fvdrofo
;§ metionina NH, OH rydrofobowy
<
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%\ seryna HO—CHQ—HC—C// hydrofilowy
\
2 'E NH, OH
S
2 &
= OH
< ¢ 0
< ¢ ‘ | //
3, treonina H3C—'CH‘—HC|5—C\ hydrofilowy
=
NH, ©OH
fenyloalanina Q HC— hydrofobowy
(]
<
N
S CHy— HC—
‘é tryptofan QS NH2 hydrofobowy
z
tyrozyna CH,—H C C hydrofilowy/
NHZ hydrofobowy
H
> O
3 N //
2 prolina Q’C\ hydrofobowy
S OH
E
|C|> o)
asparagina HoN—C—CH;—CH—C, hydrofilowy
OH
0; % NH>
S &
4 <
S 0
Mo //
glutamina HZN_C_CHTCHZ_H?_C\ hydrofilowy
NH, OH




0
kwas I //
' HO—C—CH,—HE—C hydrofilowy
asparagimowy NH, OH
HO 0
kwas ‘c—cty—cH—cH—C
. Y 2T \ hydrofilowy
glutaminowy o) NH, OH
NH2 0
.. I
arginina HN=C—NH—CH;—CHy—CHy—CH—C hydrofilowy
NH, ©OH
H
0
N //
2 histydyna (JvCHZ_?H_C\ hydrofilowy
3 N HoN OH
<
wn
<
N
0
%
. HoN—CH;~CH;—CHy—CHy—GH—C,
lizyna I\|JH2 oH hydrofilowy

Biorac pod uwage proces biosyntezy w rybosomach, aminokwasy klasyfikowane sg na:
v’ pierwszorzedowe aminokwasy biatkowe

Sa to aminokwasy stanowigce substraty w rybosomalnej syntezie bialka. Jest ich 20,
cho¢ niektore zrodta wskazujg na liczbe 21 (wlicza si¢ dodatkowo selenocysteing) -
aminokwasy te roznig si¢ miedzy sobg budowg tancucha bocznego. W sktad tej grupy
wchodzg alifatyczne aminokwasy biatkowe (Gly, Ala, Val, lle, Leu, Pro), aminokwasy
siarkowe (Cys, Met), aminokwasy aromatyczne (Phe, Tyr, Trp), aminokwasy zasadowe
(Ar,. Lys, His), aminokwasy kwasowe oraz ich amidy (Asp, Glu, Asn, GIn),
hydroksyaminokwasy (Ser i Thr).

v’ drugorzedowe aminokwasy biatkowe

Sg to aminokwasy powstajagce w wyniku postrybosomalnej modyfikacji — reakcji
zachodzgcych na resztach aminokwasow pierwszorzegdowych, ktore wystepuja

w peptydowym tancuchu nowo utworzonego biatka.
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v’ trzeciorzgdowe aminokwasy biatkowe

Trzeciorzgdowe aminokwasy biatkowe sa obecne w procesie postrybosomalnym,
w reakcji, ktore prowadza do utworzenia niepeptydowych wigzan kowalencyjnych
migdzy resztami aminokwaséw. Przykladem takiego aminokwasu jest cystyna, ktora
zawiera w budowie siarke. Sktada si¢ ona z dwodch reszt cysteinowych potaczonych

wigzaniem disulfidowym Cys — (S — S) — Cys.

H o H o H O
L0 . . n . (o] P |
H3N—(f—C—O + H;N—C—C—0 =—= H;N—C—C—O0
H,C——SH H,C——SH CH,
\ S
| + H,0
Cys Cys
T
CH>

Schemat 4. Schemat tworzenia si¢ cystyny.

Mostek disulfidowy powstaje w reakcji utlenienia grup SH dwoch reszt cysteinowych

w tym samym tancuchu lub w oddzielnych tancuchach peptydowych.

3.1.4 Zastosowanie aminokwasow

Aminokwasy posiadaja szerokie spektrum zastosowan, glownie w przemysle
spozywczym jako substancje smakowe, dodatki wzbogacajace warto§¢ odzywcza
pozywienia, pasz oraz suplementy diety. Od wielu lat sg rowniez stosowane
w przemysle kosmetycznym. W ostatnim czasie wyjatkowe wlasciwosci aminokwasow
znalazly zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, jako prekursory do syntez
innych zwigzkéw chemicznych [14,19]. Swiatowa produkcja aminokwasow w skali
rocznej znacznie przekracza 1 milion ton. Historycznie pierwszym aminokwasem,
ktorego produkcje podjeto na skale przemystowa byt kwas L-glutaminowy (Glu). Od
1908 roku kwas L- glutaminowy jest masowo stosowany jako sktadnik sosu do
poprawy smaku réznorodnych potraw. Kolejnymi aminokwasami, ktére znalazty
powszechne zastosowanie sg L- lizyna (L-Lys) oraz racemiczna metionina (LD-Met).
L-lizyna wykorzystywana jest jako dodatek zwiekszajacy wartos¢ odzywczg produktow

macznych oraz jest sktadnikiem preparatow stosowanych w leczeniu nadkwasoty
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I niedokwasoty zotadka, w zgadze, niezycie zotadka, chorobach wrzodowych zotadka
I dwunastnicy. Metioning stosuje si¢ jako dodatek do paszy dla zwierzat hodowlanych
[17]. Ze wzgledu na wyjatkowy charakter chemiczny o-AA obserwuje si¢ stale
zainteresowanie Srodowiska naukowego tg grupa zwiazkow, co ilustruje liczba
opublikowanych doniesien z dziedziny chemii medycznej/farmaceutycznej (rysunek 5).
W ramach pracy przeprowadzono obszerne przeszukiwanie bazy danych Reaxys w celu
zidentyfikowania rekordow, gdzie stowem kluczowym byla nazwa wybranych a-AA,
np. glicyna, alanina, tyrozyna, seryna, walina i tryptofan obecna w tytule lub
streszczeniu artykutow (abstrakcie) opublikowanych w czasie ostatnich dwoch dekad.
Zasadniczo odnotowano staty wzrost liczby publikacji zwigzanych z a-AA w okresie
ostatnich 20 lat z widocznymi ,,szczytami” zainteresowania osiggnigtymi w okresie

pandemii SARS-CoV-2 (lata 2020-2022).

8000
Glicyna

e=@== A\lanina
Tyrozyna

7000
6000
5000 Seryna
4000 === \/\/alina

3000

Liczba publikacji

2000 g

1000 A=)

0

O & O D & H o & O O NI D E GO AN % O 0 N
O D H L L O L7 O O Q7 & &7 & A&7 Q@Y &Y Y DAy & A
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Rysunek 8. Liczba doniesien naukowych zawierajacych nazwe wybranego aminokwasu

w funkcji czasu.

Przypuszczalnie, zwigkszona liczba doniesien naukowych zawierajacych frazy
z nazwami wybranych a-aminokwasOw jest czeSciowo skorelowana z wysitkami
spotecznosci  naukowej podjetymi w celu opracowania nowych lekéw

przeciwwirusowych w okresie pandemii.

3.2 Amidy

Amidy to zwiazki organiczne o szerokim spektrum zastosowan
w biotechnologii, rolnictwie oraz medycynie, m.in. jako zwiazki farmaceutycznie

czynne lub polimery syntetyczne. Podkresli¢ nalezy, iz tworzenie wigzan amidowych
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jest jedna z najwazniejszych reakcji chemii organicznej. Sa one rozpowszechnione
w $rodowisku naturalnym — biatka traktowa¢é mozna jako poliamidy, a wigc
wieloczasteczkowe biomolekuty zawierajace wigzania amidowe. Ze wzgledu na swoja
duza stabilnos$¢ i polarnos¢ oraz réznorodno$¢ konformacyjng amidy stanowig grupe
zwiazkow szczegolnie interesujaca dla chemikéw organikow [28,29]. W polowie lat
40-tych XX wieku amidy zostalty praktycznie wprowadzone do zastosowan
medycznych. W 1943 roku zsyntezowany zostal miejscowy s$rodek znieczulajacy
lidokaina, ktory ze wzgledu na stosunkowo niskie prawdopodobienstwo wystgpienia
reakcji uczulajgcych, wprowadzono do powszechnego uzytku stomatologicznego [30].
Do tej pory opracowane zostaly rowniez inne $rodki znieczulajace zawierajace grupy
amidowe, poniewaz wykazuja si¢ one duza efektywnos$cig dziatania i charakteryzujg si¢
obnizong zdolnos$ciag wywotywania alergii. Amidowe $rodki miejscowo znieczulajace sg
metabolizowane gléwnie w watrobie, dlatego czynno$¢ watroby moze znaczaco
wplywac na tempo ich przemian. Znaczne zaburzenia w funkcjonowaniu watroby moga
powodowa¢ obnizenie szybko$ci przemian metabolicznych amidow, co wigze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem wystepowania powiklan przy znieczuleniu miejscowym [31].
Tworzenie wigzania amidowego jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych
przeksztalcen chemii organicznej, ktore stosowane jest w masowej produkcji
aktywnych sktadnikow farmaceutycznych (API) dla farmakologii [14]. Wyjatkowa
cechg wigzan amidowych jest ich zdolno$¢ tworzenia struktur rezonansowych, ktore

cechujg si¢ znaczng stabilno$cig [28-30].

|o|<_) |‘|)

P I

R Pld N
H H

Rysunek 9. Struktury rezonansowe amidow.

Grupe amidowa mozna zapisaé za pomoca dwoch struktur rezonansowych, gdzie
wolna para elektronowa atomu azotu jest zdelokalizowana miedzy azotem, a sgsiednim
karbonylem — warunkiem takiego zapisu jest plaska struktura grupy amidowej
(zablokowana rotacja wigzania C—N). Zjawisko rezonansu determinuje trwalos¢ takiego
uktadu atomow [30-33]. W celu zwigkszenia reaktywno$ci grupy amidowej

(prawdopodobienstwa ataku  czynnika elektrofilowego lub  nukleofilowego)
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wprowadzony jest czynnik zaburzajacy planarng struktur¢ wigzania amidowego
w procesie jego aktywacji [21,31]. Amidy mozna otrzyma¢ z chlorkéw kwasowych,

estrow, kwasow karboksylowych i bezwodnikow (schemat 5).

R—C
Cl  chlorek kwasowy

R—C
N\
o}

bezwodnik kwasowy

O
// kwas karboksylowy
R—C

OH

Schemat 5. Wybrane metody otrzymywania amidow [21].

Ze wzgledu na niskie koszty operacyjne procesu chlorek tionylu jest najpowszechniej
stosowanym odczynnikiem do konwersji kwasu karboksylowego do jego chlorku
kwasowego. Jednak wada uzycia chlorku tionylu jest potencjalne tworzenie chlorku
dimetylokarbamoilu  (znanego czynnika rakotworczego), gdy jest stosowany

w potgczeniu z DMF jako katalizatorem [34,38].

3.2.1 Wybrane leki z grupa amidowsg

Analiza rekordow bazy lekow DrugBank wskazuje, iz istnieje okolo 665
substancji leczniczych zawierajacych podstrukturg¢ amidowa. Przyktadami sg takie
specyfiki jak: bupiwakaina, lidokaina, sulpiryd, prylokaina. Bupiwakaina stuzy jako
srodek znieczulenia miejscowego, poniewaz ma silniejsze dziatanie niz lidokaina, za$
dodanie adrenaliny wydluza czas dzialania leku. Bupiwakaina stosowana jest we

wszystkich rodzajach znieczulen miejscowych. Lidokaina jest pochodna acetanilidu,
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ktéra znalazla zastosowanie jako $rodek miejscowo znieczulajacy, przewaznie
podawany w formie aerozolu badz zelu. W stomatologii najczeSciej Stosowana jest

w postaci dwuprocentowego roztworu chlorowodorku lidokainy.

CH3
CHs
i NH 0O
O \% CHj
PR L
NH CH; N
CHj kCH
3
bupiwakaina | | lidokaina
{ \ H
CH
\>—NH CH3
2 \
NH, HN NH—Q
S X CH
/7 o 3
© H3C
i
CH
: prylokaina

sulpiryd

Rysunek 10. Wzory strukturalne wybranych lekow zawierajacych wigzanie amidowe.

Sulpiryd jest pochodng benzamidows, ktora stosowana jest jako lek
przeciwpsychotyczny, poniewaz jego dzialanie polega na wybiorczej blokadzie
receptorow osrodkowego uktadu nerwowego. Sulpiryd wykazuje silne dziatanie
antyautystyczne, aktywizujace i przeciwdepresyjne, dlatego stosowany jest w leczeniu
1zejszych postaci psychoz, szczegélnie charakteryzujacych si¢ apatia, depresja,
wycofaniem spotecznym [38]. Prylokaina jest lekiem o dziataniu miejscowo
znieczulajacym. Mechanizm jego dziatania polega na hamowaniu kanalow sodowych,
co powoduje stabilizacje bton neuronéw, a w konsekwencji znieczulenie okolicy
poddanej dzialaniu leku. Wskazaniem do stosowania leku jest konieczno$¢
miejscowego znieczulenia skoéry, np. przed nakluciem, cewnikowaniem zyl,
pobieraniem krwi, powierzchownymi zabiegami chirurgicznymi w obrgbie skory i bton
sluzowych oraz do znieczulenia owrzodzen konczyn dolnych. Prylokaina dostepna jest

w potaczeniu z lidokaing w postaci kremu oraz plastrow, ktére aplikuje si¢ wytacznie na
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skorg. Posta¢ leku dobiera si¢ indywidualnie w zalezno$ci od miejsca 1 celu

znieczulenia [39,40].

3.3 Tioamidy

Zwigzki zawierajace siarke, zwlaszcza w postaci grupy tiokarbonylowej sg
prekursorami, ktore znajduja szerokie zastosowanie w syntezie organicznej. Szczegolng
role odgrywaja tioamidy, ktore tworzg swoiste bloki strukturalne dla biologicznie
aktywnych zwigzkow siarkoorganicznych. Ze wzgledu na bardziej kwasowy proton
grupy tioamidowej tego typu =zwigzki sa wykorzystywane jako Kkatalizatory
w asymetrycznej kondensacji aldolowej - najczestszym wykorzystywanym tioamidem
jest amid kwasu tiooctowego [41,42]. Pomimo, iz amidy i tioamidy nie r6znig si¢
znaczaco strukturalnie to jednak kazda grupa charakteryzuje si¢ odmiennymi
wilasciwosciami fizykochemicznymi — tioamidy sa bardziej polarne z wigkszym
momentem dipolowym [43]. Tioamid (-CSNH-), ktory rézni si¢ od amidu jednym
atomem (O->S), =zachowuje wigkszo$¢ wlasciwosci elektronowych wigzania
amidowego. Niemniej jednak, atom siarki jest stabym akceptorem wigzania
wodorowego (HBA) o wiekszym promieniu van der Waalsa (1,85A) w poréwnaniu
z atomem tlenu, co powoduje, iz wigzanie C=S jest dtuzsze (1,71A) [39]. Podkresli¢
nalezy, iz wigzanie >C=S w tioamidach, w przeciwienstwie do wigzania >C=0
w amidach, jest mniej podatne na solwatacj¢, gdyz stabiej oddziatywuje
z czgsteczkami wody rozpuszczalnika. Dodatkowo, zastgpienie pojedynczego atomu
(O>S) w szkielecie amidowym moze zwigkszy¢ lipofilowos¢ peptydow, co poprawia

niejednokrotnie biodostepnos¢ potencjalnego $rodka leczniczego [38-41].

3.3.1 Tioamidy jako leki

Substancje lecznicze zawierajace motyw tioamidowy w swej budowie wykazaty
skuteczno$¢ w leczeniu nadczynnosci tarczycy (zaré6wno u dzieci i dorostych), a takze
sa stosowane w okresie cigzy 1 laktacji. Podstawniki tioamidowe mozna rowniez
znalez¢ w  lekach przeciwgruzliczych. Dla przykladu podano wzory strukturalne
zarejestrowanych lekow, ktére stosowane s3 W leczeniu nadczynnosci tarczycy

(karbimazol) oraz gruzlicy (etinoamid) [40,42].

34



w

O=

N

— S S O

N\/_(\ l\\J'L/\

N” "07 TCH,

NH, H3C=-N<//
CH,

etinoamid karbimazol

Rysunek 11. Wzér etionamidu oraz karbimazolu.

3.3.2 Wybrane odczynniki tionujace

Ze wzgledu na wydajno$¢ reakcji, tionowanie jest najczesciej stosowang metoda
syntezy zwigzkow siarkoorganicznych. ,,Tio-zwigzki” sg waznymi potproduktami
w syntezie biologicznie aktywnych czasteczek, szczegélnie w implementacjach
przemystowych, m.in. w przemysle farmaceutycznym czy chemicznym. W literaturze
opisano kilka metod tionowania, w ktorych wykorzystuje si¢ rozne odczynniki tionujgce
(pojedyncze lub ich mieszaniny), np.: siarke elementarng (Ss), pentasiarczek fosforu
(P4S10) oraz tzw. odczynnik Lawessona (CisH1402P2Ss) [43,44]. Skuteczno$é
wigkszosci odczynnikow tionujacych determinowana jest przez czas reakcji oraz
zastosowanie wysokich temperatur, co moze tworzy¢ niepozadane produkty uboczne
oraz wigze si¢ z koniecznoscig stosowania skomplikowanego oczyszczania — sg to
kosztowne procesy. W tym konteksécie stale opracowywane sg nowe metodologie
tionowania w celu poprawy wydajnosci lub ulatwienia oczyszczania (obnizenia
kosztow). Organiczne zwigzki siarki sg cenione nie tylko ze wzgledu na r6znorodnosé
strukturalng, ale rowniez ze wzgledu na szeroki zakres wilasciwosci biologicznych.
Uwaza sig¢, iz zwiazki siarkoorganiczne obecne W warzywach (np. cebuli, czosnku czy
szczypiorku), ktore sa rozpuszczalne w thuszczach lub w wodzie, moga zmniejszaé
ryzyko wystapienia r6znego rodzaju nowotworow. Zaktada sig, iz efekt leczniczy
zwigzany jest z obecnoscig zwigzkow siarkoorganicznych, takich jak sulfiny
i sulfiniany, dlatego ,tio-zwigzki” sa waznymi potproduktami w syntezie réznych

czasteczek biologicznych [43].
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Podkresli¢ nalezy, iz bezposrednie tionowanie grupy karbonylowej przy uzyciu jonow
S% jest szczegdlnie ucigzliwe w praktyce laboratoryjnej ze wzgledu na zapach,

toksyczno$¢ oraz problemy ze stabilnoscig substratow 1 otrzymanych produktow

[43,45].
Siarka elementarna (Ss)

Najprostszym strukturalnie czynnikiem uzywanym w reakcji tionowania jest
siarka elementarna (Sg). W tym przypadku, wiasciwy dobdr reduktora, warunkow
reakcji oraz rodzaju rozpuszczalnika jest kluczowy dla procesu tionowania, np. siarka
elementarna (Sg) moze byé redukowana in-situ do jonéw S* w obecnosci
hydrochlorosilanow (jako $rodka redukujacego) i odpowiedniej aminy, za$ reakcja

z wybranym amidem prowadzi do wytworzenia odpowiednich tioamidow [43,46].

(o) amina S

J\ N HSiCl, /u\
R? N/R3 Sg toluen, ogrzewanie

|

" \. @ Ik

Schemat 6. Tionowanie amidow przy uzyciu siarki elementarne;.

Dekasiarczek fosforu P4S1o

Deoksygenacja grupy karbonylowej moze by¢ przeprowadzona przy pomocy
odczynnika w postaci krystalicznego ciala statego, np. dekasiarczu fosforu (P4Si0). Ten
czynnik tionujacy zostal zaproponowany i praktycznie wykorzystany w koncu wieku
XIX (1892r.) przez Augusta Wilhelma Hoffmana. Dtugi czas PsSi0 byl najczgsciej
stosowanym reagentem do otrzymywania zwigzkéw tiokarbonylowych - jest to
odczynnik przydatny rowniez do syntezy innych zwigzkéw siarkoorganicznych.
Niestety, P4S1o posiada rowniez wady, poniewaz jest to substancja tatwopalna, ktora
rozktada si¢ w obecnosci wilgoci [46]. Sugeruje sig, iz forma dimeryczna dekasiarczku
fosforu dysocjuje na odpowiednie podjednostki monomeryczne (P.Ss), zwlaszcza

w reakcjach prowadzonych w temperaturach wrzenia rozpuszczalnika [45].
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Schemat 7. Wzor przestrzenny P4S10 1 mechanizm dysocjacji do formy monomerycznej
P2Ss.

Reakcja tionowania zwigzkéw karbonylowych przy pomocy pentasiarczku fosforu
moze by¢ efektywnie przeprowadzona w relatywnie niskich temperaturach (30°C)
w polarnych rozpuszczalnikach, takich jak acetonitryl lub tetrahydrofuran (THF)
w obecnosci katalizatora zasadowego [47,48]. Do niewatpliwych wad tionowania przy
uzyciu P4S1o zaliczy¢ nalezy dlugi czas reakcji oraz wymagany nadmiar stosowanego
odczynnika tionujacego w temperaturze wrzacego rozpuszczalnika (np. benzenu,
toluenu, ksylenu, THF, CSz, CH3:CN lub pirydyny). Dodatkowo, tatwopalne,
szarozielone krysztaty P4Si0 moga ulec rozktadowi w obecnosci wody lub nawet
dostepie tlenu z powietrza tworzgc nieprzyjemny zapachowo kwas siarkowodorowy
(H2S) oraz kwas ortofosforowy (HsPOs). Co wigcej, w procesie tionowania amidow
tworzone mogg by¢ reagenty elektrofilowe (skondensowane politiofosforany), ktore

prowadzi¢ mogg do tworzenia niepozadanych produktéw koncowych reakc;ji.

S
S 0 ee‘ \
B + ~P—0 3 pY

Schemat 8. Mechanizm tionowania amidow przy pomocy P4Sao.

Jak wykazano, pentasiarczek fosforu moze by¢ rowniez stosowany w potaczeniu

z katalizatorem przeniesienia fazowego (PTC) [43,45].
Odczynnik Lawessona

Jako alternatywe dla P4S10, W ostatnich dekadach wprowadzono nowg grupe czynnikow

tionujacych, ktora zawiera w swej budowie charakterystyczny uktad cykliczny —P2Sz—.
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Rysunek 12. Odczynnik Lawessona oraz jego wzor strukturalny.

W  praktyce laboratoryjnej  2,4-bis(p-metoksyfenylo)-1,3,2,4-ditiadifosfetan-2,4-
disiarczku zostal po raz pierwszy zsyntezowany w 1956 roku przez Lechera, jednak
jako czynnik tionujacy zostat rozpowszechniony przez szwedzkiego chemika Svena-
Olova Lawessona. Dla uhonorowania i podkreslenia znaczacego wktadu Lawessona do
badania reakcji tionowania zwiazek ten od 1978 roku nazywany jest odczynnikiem
Lawessona (LR). W chwili obecnej odczynnik Lawessona jest szeroko stosowanym
substratem do syntezy znacznej liczby zwiazkow heterocyklicznych zawierajacych atom
siarki. W rzeczywistosci aktywna formg odczynnika jest jego monomer nazywany
disiarczkiem 4-metoksy-fenylofosfiny [49]. Z wygladu LR jest to zottawa, amorficzna
substancja stala o temperaturze topnienia 228-231°C, ktora jest nierozpuszczalna
w wodzie. W praktyce, rozpuszczalnos¢ LR jest bardzo niska w kazdym

rozpuszczalniku organicznym z wyjatkiem heksametylofosforamidu [48].
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Schemat 9. Odczynnik Lawessona i jego formy monomeryczne.

Niewatpliwg zaletg odczynnika Lawessona jest fakt, iz mozna go tatwo i bezpiecznie
przygotowa¢ w reakcji pentasiarczku fosforu w srodowisku wrzacego anizolu. Reaguje

on réwniez w rdwnomolowych proporcjach z szeroka gama zwiazkow karbonylowych,
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tworzac w wiegkszosci przypadkow produkty, ktore sg tatwe do oczyszczenia [49].
Dodatkowe zastosowanie pola mikrofalowego znacznie zmniejsza czas konieczny do
catkowitego przereagowania substratow [50]. Niestety, LR staje si¢ niestabilny
i rozktada sie¢ powoli lub ulega polimeryzacji. Reaktywno$¢ grup hydroksylowych
I karboksylowych w reakcji tionowania przy pomocy LR mozna uszeregowac

W nastegpujacej kolejnosci:
Amidy > Ketony > Estry

Dodatkowo, odczynnik LR moze by¢ selektywnie stosowany w reakcji tionowania grup
karbonylowych amidow w obecnosci estrow lub ketonow [50,51]. W praktyce, LR jest
réwniez Wykorzystywany do tworzenia zwigzkoéw tiofosforoorganicznych, ktore
znalazly szerokie spektrum zastosowan w medycynie, produkcji pestycydow
1 dodatkach do olejow. Warto podkresli¢, iz zwigzki tego typu zostaty zidentyfikowane
jako potencjalne $rodki przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe i kardioprotekcyjne
[52].

Mechanizm tionowania przy uzyciu LR nie zostat doktadnie poznany. Postuluje sig, iz
W pierwszym etapie pierscien —P.Sy— ulega rozerwaniu tworzac 2 symetryczne
monomery, ktore wspotistnieja w rownowadze dynamicznej z bardziej reaktywnym

ylidem ditiofosfiny.

_ o -
R. S. S $ ®

Y \
PP == Befh s PR
s s’ 'R & $

R = C,H,-OCH; odczynnik Lawessona
R = C,H,-OH; odczynnik Belleau

R = SCH; odczynnik Davy’ego
Schemat 10. Rownowaga dimerycznej i monomerycznej formy R—P2Ss—R.

Podkresli¢ nalezy, iz reaktywna monomeryczna forma odczynnika Lawessona w postaci
disiarczku 4-metoksyfenylofosfiny do tej pory nie zostala wyizolowana lub
zarejestrowana spektroskopowo - prawdopodobnie ze wzgledu na znaczny charakter

elektrofilowy atomu fosforu w postaci RPE> (R=aryl/alkil, E=0/S), gdzie
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zaobserwowano zjawisko samoagregacji do cyklicznych lub liniowych zwigzkow
polimerowych. Postuluje si¢ jednak, Ze obie struktury mezomeryczne moga dosy¢ tatwo
reagowac ze zwigzkami zawierajgcymi motyw Kkarbonylowy (>C=0), alkoholami lub
zwigzkami heterocyklicznymi [45]. Zaproponowany mechanizm usiarkowienia grup
karbonylowych (>C=0 - >C=S) sktada si¢ zasadniczo z dwoch etapow, ktore polegaja

na:

o reakcji cykloaddycji reaktywnej monomerycznej formy LR i zwiazkow
zawierajacych grupg karbonylowa w celu wytworzenia czterocztonowego
medium posredniego zwanego tioksafosfetanem (1);

e reakcji  cyklorewersji z  wytworzeniem  odpowiedniego  zwigzku

tiokarbonylowego (2) i tlenku fenylo(tiokso)fosfiny (3).

® o fr ot v
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CH,

© 3 s NHR
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Schemat 11. Mechanizm tiokarbonylacji amidu odczynnikiem Lawessona.

Zasadniczo, mechanizm tiokarbonylacji przy uzyciu czynnika LR przypomina reakcje¢
Wittiga. Wydaje sie, iz sitlg napedowsg podstawienia O—>S jest termodynamicznie
stabilne wigzanie P=0 tworzace produkt (3) reakcji. Poréwnanie sity wigzania P-O
z P-S wskazuje, iz tworzenie ,,usiarkowionych” produktow jest korzystne energetycznie
- szczegblnie etap (1), gdzie tworzony jest zwigzek posredni z czteroatomowym
motywem cyklicznym [49]. Popularno$¢ odczynnika Lawessona jako reagenta

tionujgcego wynika bezposrednio z prostej metodologii jego stosowania przy relatywnie
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fagodnych warunkach prowadzenia reakcji. Krotki czas reakcji oraz znaczne wydajnosci
otrzymanych produktow, ktore mozna tatwo oczysci¢, sa dodatkowymi atrybutami LR
uwzgledniajacymi korzysci zarowno ekonomiczne, jak i srodowiskowe implementacji
LR [50]. Z drugiej strony, stale trwajg intensywne prace nad optymalizacjg warunkow
prowadzenia reakcji konwersji grupy karbonylowej do tiokarbonylowej, m.in. przez
dobor wilasciwego rozpuszczalnika, temperatury i czasu W celu minimalizacji
niepozadanych efektow ubocznych (np. tworzenia heterocyklicznych zwigzkow
przejsciowych) oOraz uproszczenia metod separacji dla oczyszczonych produktow
reakcji. W tym kontekscie, w skali laboratoryjnej zastosowano metode chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym, poniewaz jedynie czgsteczki o malej masie
molowej moga by¢ bezposrednio rozdzielone przy pomocy destylacji mieszaniny
poreakcyjnej. Uzycie rozpuszczalnikbw o wysokiej temperaturze wrzenia (np.
benzoesanu benzylu) poprawia wydajnos¢ reakcji tionowania amidow, za$
przeprowadzenia tiokarboksylacji w glikolu etylowym pozwala na zwigkszenie ilo$ci
otrzymanych produktow (tzw. upskaling) [53]. W przeciwienstwie do estrow,
tionowanie amidéw mozna wykona¢ w S$rodowisku bezwodnego tetrahydrofuranu
(THF) w temperaturze pokojowej [54]. Dodatkowe zastosowanie pola
elektromagnetycznego (reaktora mikrofalowego) poprawia znaczaco wydajnos¢ reakcji,
wplywa na skrdocenie czasu prowadzenia eksperymentu oraz upraszcza procedury
rozdzielania i oczyszczania produktow. Wprowadzone zostaly réwniez modyfikacje
strukturalne  odczynnika  Lawessona  (f-LR), gdzie grupa  metoksylowa
(-OCHj3) zastgpiona zostala wydluzonym lancuchem bocznym zawierajagcym atomy
fluoru —(CH2)a(CF2)sF, co wutatwia rozdzielenie i oczyszczenie produktow —

wyeliminowana zostata kolumna chromatograficzna [46].

Pomimo niewatpliwych zalet, nadal trwa ozywiona dyskusja §rodowiska naukowego
nad wyborem uniwersalnego reagenta tionujgcego. Otwarte pozostaje pytanie czy LR
jest znaczaco lepszym wyborem przy tionowaniu amidow niz pozostate czynniki
tionujgce (np. PsSi0). Wcigz brakuje jednoznacznej odpowiedzi na tak postawione
pytanie. Niewatpliwie, odczynnik Lawessona zyskat duza popularno$¢ wsrod
organikow-syntetykdw, stajac si¢ podstawowym reagentem (tzw. must-have) w kazdym
laboratorium zajmujacym si¢ tzw. chemig zwigzkoéw siarki. Szerokie zastosowania

aplikacyjne w reakcji substytucji atomow tlenu atomami siarki pozwolity zsyntezowac
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nowe grupy zwigzkéw siarkoorganicznych, w szczegdlnosci nowe klasy zwiazkow

heterocyklicznych [55].

tiazepiny

tioamidy terpenoidy

tioketony 5 CHs tiadiazole
O
tioaldehydy e I siarczki fosfiny
tiokwasy @ @ steroidy

tioestry _ tiofeny

tiole

Rysunek 13. Przyktadowe klasy zwiagzkow siarkoorganicznych otrzymanych przy
uzyciu odczynnika Lawessona [56].

Uwzgledniajac dane literaturowe stwierdzi¢ mozna, iz uzycie odczynnika Lawessona
wpisuje si¢ trendy tzw. zielonej chemii, gdzie minimalizuje si¢ kapitatochtonnos¢
i energochtonno$¢ prowadzonych doswiadczen przy jednoczesnej maksymalizacji

wydajnosci procesu — tworzone sg mniejsze ilosci odpadow.

3.3.3 Odczynniki tionujace typu ,,combo”

Dwu lub wielosktadnikowe polaczenie rdéznych reagentow  tionujacych
z odpowiednio dobranymi rozpuszczalnikami zwigksza efektywno$¢ substytucji O—=>S,

dlatego zaproponowano szereg tego typu mieszanin uzytecznych w reakcji tionowania.
P4S1o/HMDO - odczynnik Curpheya

W przypadku potaczenia PsSi0 z heksametylodisiloksanem (Me3SiO, HDMO)
zaobserwowano zwigkszenie wydajnosci tionowania zwigzkow karbonylowych. W tym
przypadku, rekomendowane jest uzycie dichlorometanu jako rozpuszczalnika lub
benzenu w temperaturze wrzenia (tzw. refluxu). Co ciekawe, nie zostal opisany
doktadny mechanizm wptywu HDMO w reakcji tionowania przy pomocy
P4S10 — reagenty nie reaguja ze soba bezpo$rednio, wigc nie jest tworzone nowe

medium tionujace [55]. Potaczenie P4S10 | heksametylodisiloksanu (HDMO) skutecznie
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przeksztalca estry, laktony, amidy, laktamy i ketony w odpowiadajace im pochodne
tionowe. Produkty uboczne pochodzace z odczynnikow mozna usunaé przez prosta
obrobke hydrolityczng lub filtracje przez zel krzemionkowy — nie jest wymagana
chromatografia kolumnowa, jak jest to w przypadku uzycia odczynnika Lawessona
[41]. Sugeruje sig¢, iz P4Si0 najpierw reaguje ze zwigzkiem karbonylowym, a tak
powstaty produkt posredni reaguje z HDMO tworzac niepolarne, rozpuszczalne
potprodukty (przypuszczalnie fosforany trimetylosililanu lub tiofosforany) [56].
Zaktada sie, iz obecnos¢ HDMO w $rodowisku reakcji utatwia konwersje czynnikow
elektrofilowych (skondensowanych politiofosforanow) do nieszkodliwych sililowanych

fosforanow [52].
P4S10/Al203 — odczynnik Kaushika

W ostatnich latach wiele uwagi poswigcono zastosowaniu odczynnikéw
i katalizatorow osadzonych na nos$nikach statych, co nie tylko upraszcza procesy
rozdziatu i oczyszczania produktow, ale takze zmniejsza ilos¢ tworzonych produktéw
ubocznych szkodliwych dla srodowiska. Odczynnik tionujacy na no$niku statym mozna
relatywnie tatwo usuna¢ z dowolnego roztworu poprzez filtracj¢, co pozwala na uzycie
wigkszych ilosci substratow (upskaling). Przyktadem takiego potaczenia jest
P4S10/Al203, ktory zostat zastosowany do syntezy tioamidow i tioketonow w Srodowisku

acetonitrylu (CH3CN) jako rozpuszczalnika [52,57,58].

@) S

P4So/ALO,
/H\ g
CH,CN

R7 “NHR, Ry NHR;

Schemat 12. Przeksztatcenie amidow do tioamidow przy uzyciu P4Si0/Al20s.

Reakcje przeprowadzono ogrzewajac pod chtodnica zwrotng mieszaning amidu
z P4S10/Al203 W obecnosci acetonitrylu (jako rozpuszczalnika). Powyzsza metoda
pozwala uzyskac¢ czyste tioamidy z dobrg wydajnoscig w relatywnie krétkim czasie [47-
49]. Udowodniono, iz wydajnos¢ reakcji tionowania przy uzyciu potaczenia
P4S10/Al203 byta wigksza niz przy zastosowaniu samego PsSio [56]. W toku reakcji
tiokarbonylacji amidow lub ketonéw PsS10/Al.O3 adsorbuje niepozadane produkty
uboczne, co wplywa istotnie na zwigkszenie wydajnosci reakcji tionowania.

Zauwazono, iz proces wigzania si¢ czasteczek potproduktow na powierzchni ciata
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statego (Al203) ulatwia usuni¢cie niepozadanych zwigzkow ze Srodowiska reakcji przez

prostg filtracje, co podnosi walory takiego rozwigzania — omijany jest kosztowny

i czasochtonny proces rozdzialu i oczyszczania produktu tionowania. Dodatkowe

zastosowanie pola mikrofalowego o mocy 60W istotnie zmniejsza czas konieczny na

przeprowadzenie reakcji z przedziatu 6 + 10 h przy konwencjonalnym ogrzewaniu do

ok. 5 minut [58].

Inne odczynniki tionujace:

Oprécz wymienionych powyzej odczynnikow i potaczen tionujgcych istnieje

kilka innych reagentow, ktore sg stosowane w réznych reakcjach tionowania w syntezie

organicznej. Ponizej przedstawiono niektore potgczenia.

Tabela 3. Odczynniki tionujace i ich zastosowania.

Odczynnik tionujacy Zastosowanie Ref.
Odczynnik _ ‘ ‘ .
Odczynnik wykorzystujacy siarke elementarna 1 jod [43]
Bernthsena
_ 2,4-bis(metylotio)-2,4-ditiokso-1,3,2,4-ditiadifosfetan,
Odczynnik ) ) ) [43],
(CH3S)2P2S4 — odezynnik stosowany do trojetapowej
Davy’ego ) [60]
metody syntezy tiopeptydow
S
g
HaNT NH,
Tiomocznik [43],
Tiomocznik pozwala na szybka, wysokowydajng [59]
1 nieszkodliwg dla srodowiska metod¢ konwersji estrow [61]
1 amidoéw do odpowiednich zwigzkéw tiolowych — reakcje
prowadzi si¢ w temperaturze pokojowe;j
Disiarczek wegla (CS:) jest stosowany rowniez jako
o odczynnik tionujacy. Przeprowadzajgc reakcje termiczne
Disiarczek wegla _ , , [43]
CS; z formamidem, acetamidem 1 DMF
z dobra wydajnosciag otrzymywane sg tio-pochodne
Tioacylo-N- Tioacylo-N-ftalimidy jako odczynnik sa wykorzystywane | [44],
ftalimidy
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do syntezy tioamidoéw. Przydatno$¢ tych odczynnikow [61]
zostata wykorzystana przez wydajne tioacylowanie szeregu
nukleofili aminowych (aminokwasow 1 peptydow)
P4S10 w polaczeniu z krzemionkg moze by¢ wykorzystany
do syntezy makrocyklicznych ditiodiamidow. Reakcja
P4S10/Silica z takim odczynnikiem w warunkach [47]
bezrozpuszczalnikowych w polu mikrofalowym pozwala
na otrzymanie makrocyklicznych tioamidow
z wydajnoscig 78-89%
Odczynnik tionujacy Odczynnik tionujacy na nosniku polimerowym 431,
na no$niku zastosowano przy konwersji grup karbonylowych do 62]
polimerowym tiokarbonylowych rdéznych amidow
Odczynnik tionujgcy Odczynnik ten, przygotowany z P2Ss 1 Na2CO3 w stosunku
in-situ 1:1 in-situ, byt uzywany do tionowania amidéw, [43],
aminokwasow, peptydow i laktaméw z wydajnoscia [63]
produktu w zakresie 28-96%.
Tetratiomolibdenian Odczynnik stosowany do reakcji tionowania amidow 431
benzylotrietylo- i laktamow.
amoniowy

Odczynnik tionujacy Curpheya (PsS10/HMDO) wydaje si¢ by¢ najlepszym

substytutem odczynnika Lawessona. Stale trwajg prace nad opracowaniem wysoce
wydajnego, przyjaznego dla $rodowiska ,zielonego” odczynnika tionujacego
[41,64-69]. Nalezy jednak podkresli¢, iz pomimo usilnych staran wielu osrodkow
naukowych, wcigz brakuje przyjaznych otoczeniu (tzw. zielonych) metod tionowania

zwigzkow organicznych o zadowalajacej efektywnosci 1 wydajnos$ci ekonomicznej
[70,71].

3.4 Kwas tereftalowy

Kwas tereftalowy (TPA) to zwigzek organiczny z grupy aromatycznych kwasow
dikarboksylowych  (1,4-benzenodikarboksylowy).  Strukturalnie sklada si¢ on
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z pierScienia benzenowego oraz dwoch grup karboksylowych przytaczonych
w pozycji para. lzomerem orto kwasu tereftalowego jest kwas ftalowy, za$ izomerem
meta jest kwas izoftalowy. Na skale przemystowa kwas tereftalowy jest pozyskiwany
poprzez utlenianie p-ksylenu tlenem atmosferycznym w temperaturze okoto 200°C
1 pod cisnieniem okoto 15-30 atm. Z wygladu jest to biale lub bezbarwne ciato state,
dobrze rozpuszczalne w wodzie i alkoholach. Obecnie kwas TPA wykorzystywany jest
gléwnie jako prekursor w produkcji politereftalanu etylu (PET), ktéry stanowi gtowny
sktadnik opakowan plastikowych. Zasadniczo, kwas TPA charakteryzuje si¢ niskg
biotoksyczno$cig w stosunku do organizméw zywych (LDso>5000mg/kg) przy
bezposrednim spozyciu. Jednak rozpowszechnienie opakowan PET wymusza
konieczno$¢ monitorowania obiegu TPA w przyrodzie (np. wodach powierzchniowych
i gruntowych). Przeprowadzone badania wykazaty, iz TPA nie tworzy kancerogennych
metabolitow w komoérkach zywych, dlatego zwigzek ten nie jest klasyfikowany jako
czynnik kancerogenny [72]. TPA jest rowniez waznym potproduktem chemicznym
w przemysle tworzyw sztucznych, szeroko stosowany do produkcji poliestrow, widkien,

barwnikow i folii z tworzyw sztucznych.

O b 29 Ox_ _OH
o)
OH
o
OH
HO o
para meta orto

Rysunek 14. 1zomery kwasu ftalowego.

Co ciekawe, kwas tereftalowy zastosowany zostal jako dodatek (matryca)
w procesach krystalizacji wybranych farmaceutykow, co pozwolito na modyfikacje
okreslonych witasciwosci (np. rozpuszczalnosci) substancji czynnej farmakologicznie
(API) [73]. Otrzymywanie kokrysztatbw farmaceutycznych, rozumianych jako
krystalicznych ciat statych ztozonych z co najmniej dwoch molekul, potaczonych
w stosunku stechiometrycznym wigzaniami niekowalencyjnymi, jest atrakcyjna
alternatywa dla klasycznych metod produkcji lekow. W tym kontekscie, uzycie TPA
jako koformera nowego leku przeciwgrzybiczego o stabej rozpuszczalnosci w wodzie
itrakonazolu (ITR) jest szczegdlnie interesujaca [72,73]. Utworzony tandem ITR-TPA

(kokrysztal) jest stabilizowany przez oddzialywanie niewigzace, wigzania wodorowe
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i halogenowe, sily van der Waalsa lub = — staking. Badania krystalograficzne uktadu
ITR-TPA wykazaty, iz podstawowe komorka krystalograficzna sklada si¢ z 4 molekut
(2ITR+2TPA) tworzacych swoistego rodzaju ,kanapki” (sandwich), przekladane

naprzemiennie kolejnymi warstwami z charakterystyczng rotacja ITR.

TPA
ITR —

=

Schemat 13. Budowa kokrysztalu ITR — TPA [73].

Uzycie TPA w kokrysztalach farmaceutycznych stanowi atrakcyjne
rozwigzanie, ktore moze by¢ zastosowane w projektowaniu nowatorskich lekow
0 zwigkszonej biodostgpnosci [74-78].

3.5 Lipofilowos¢

Badania nad lipofilowos$cia zostaly zapoczatkowane w drugiej polowie XIX
wieku, kiedy Crum-Brown i Fraser zauwazyli, iz aktywnos¢ biologiczna zwigzkow
chemicznych moze funkcyjnie zaleze¢ od ich wiasciwosci fizykochemicznych, np.
alkilowanie zasadowych atoméw azotu w alkaloidach wplywa na ich dziatanie
narkotyczne [79]. W 1869 roku Richardson zaobserwowal proporcjonalng zalezno$é¢
narkotycznego dziatania niektorych alkoholi alifatycznych od ich masy czasteczkowe;.
W 1893 roku Richet sformulowal teze, iz toksyczno$¢ niektorych zwigzkow
organicznych (np. eteréw, alkoholi lub ketonéw) jest odwrotnie proporcjonalna do ich
rozpuszczalno$ci w wodzie. Niezalezne badania Meyera 1 Overtona wykazaty, iz
narkotyczne dziatanie zwigzkéw organicznych jest zalezne od ich lipofilowosci
wyrazonej w postaci wspotczynnika podzialu P pomiedzy dwie, niemieszajgce si¢ fazy
— olej i wode. W warunkach rownowagi wspotczynnik P definiowany jest ilosciowo
jako stosunek stgzenia substancji w fazie n—oktanolowej, a st¢zeniem substancji
w fazie wodnej.

Co

p=2

- @
gdzie:

P — wspolczynnik podziatu

Co— stezenie substancji w fazie n — oktanolowej

Cw— stezenie substancji w fazie wodne;j
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Z uwagi na duzy zakres warto$ci wspolczynnik podzialu przedstawia si¢ w postaci
logarytmicznej:

logP = logs—‘:’/ = logc, — logc, 2

Na podstawie wspotczynnika logP zwiazki mozna podzieli¢ na:

logP

. Srednio Wysoko
lipofilowe lipofilowe

Rysunek 15. Podzial zwigzkoéw na podstawie wspotczynnika podziatu P [1,80].

Uktad n-oktanol/woda jest mieszaning standardowo stosowana w metodzie wytrzasania
(tzw. shake-flask), cho¢ uzywane sg rowniez inne tandemy rozpuszczalnikow, np.
cykloheksan/woda czy eter dietylowy/woda. Réwnanie Collandera pozwala powigzac
ze sobg wspolczynniki podziatu wyznaczone w réznych uktadach rozpuszczalnikowych.
logP;; =a+logP, +b 3

gdzie:
P — wspotczynniki podziatu w uktadzie rozpuszczalnik II/woda
P1 — wspotczynniki podziatu w uktadzie rozpuszczalnik I/woda
a, b — state charakteryzujace zastosowane uktady I i I

Na catkowity efekt biologiczny wywotany (indukowany) oddzialywaniem leku
na organizm zywy skfadaja si¢ procesy zwigzane z wchtanianiem leku (faza
farmaceutyczna), jego transportem (faza farmakokinetyczna) i dziataniem w miejscu
docelowym (faza farmakodynamiczna). Niewatpliwie, reakcja biologiczna organizmu
zalezna jest od budowy (struktury) leku oraz jego wiasciwosci fizykochemicznych.
Biorgc pod uwagg fakt, iz czgsteczka leku pokonuje szereg barier wodno — lipidowych
lipofilowo$¢ jest powszechnie uwazana za wazny parametr wptywajacy na adsorpcje,
dystrybucje¢, metabolizm, wydalanie i toksyczno$¢ (ADME-Tox) substancji czynnej.
Warto$¢ parametru logP moze shuzy¢é w ocenie przydatnosci nowego zwigzku jako

potencjalnego srodka leczniczego. W 1997 roku =zostata sformulowana przez
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Christophera A. Lipinskiego koncepcja lekotypii (Iekopodobienstwa) oparta na stynnej
regule pieciu (Ro5), jako swoiste ,,sito” Opisujace wartosci wybranych wilasciwosci

fizykochemicznych (w tym lipofilowos¢) [80,81,85].

HBD <5

Donor wigzania wodorowego

logP <5 LEKOTYPIA MW < 500
Lipofilowo$é Masa
czasteczkowa
HBA <10

Akceptor wigzania wodorowego

Rysunek 16. Reguta Lipinskiego (Ro5).

Nalezy podkreslic, iz Ro5 to regula falsyfikacyjna (negacyjna). Naruszenie
ktorychkolwiek dwoch warto$ci z warunkow Ro5 zmniejsza prawdopodobienstwo, ze
badany zwigzek jest potencjalnym lekiem — odwrotna zalezno$¢ nie jest prawdziwa.
Spetnienie wszystkich warunkéw jest jedynie warunkiem wstgpnym procesu
optymalizacji, ktory opiera si¢ na dwoch zasadach: maksymalizacji aktywnosci
biologicznej oraz minimalizacji efektow niepozadanych [80,81].
3.5.1 Wspotezynnik dystrybucji

Lipofilowos¢ charakteryzuje powinowactwo zwigzku chemicznego do fazy
lipidowej 1 wodnej, a jej miarg jest stosunek roéwnowagowy stezen substancji
rozpuszczonej w uktadzie dwufazowym, ktory sklada si¢ z dwdch niemieszajacych sig
rozpuszczalnikow. Nalezy podkresli¢, iz warto§¢ numeryczna wspotczynnika podziatu
nie jest zalezna od aktywno$ci substancji rozpuszczonej, lecz jest cechg
charakterystyczng dla danego uktadu rozpuszczalnikow, ktora zalezy rowniez od
temperatury 1 ci$nienia. Parametr ten gtownie zalezy od budowy strukturalnej czasteczki
rozpuszczonego zwiazku (liczby, rodzaju i charakteru réznych grup funkcyjnych). Co
wiecej, okoto 85% wprowadzonych na rynek substancji leczniczych moze ulegaé
zjawisku jonizacji ze wzgledu na posiadane ugrupowania o charakterze zasadowym
(75%) 1 kwasowym (25%). Nalezy pamiegtaé rowniez, iz w zalezno$ci od miejsca
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1 sposobu podania czasteczka leku napotyka na swej drodze srodowisko o skrajnie
réznym charakterze (pH= 2+7,4). W takim przypadku, podzialowi ulegaja nie tylko
obojetne formy danego zwigzku, lecz réwniez formy zjonizowane i zasocjowane, ktore
lepiej rozpuszczaja si¢ w fazie wodnej. W tym kontekscie, wlasciwszym parametrem
jest tzw. wspotczynnik dystrybucji (D), zdefiniowany jako stosunek st¢zenia formy
niezjonizowanej w fazie niepolarnej do stezenia formy zjonizowanej i niezjonizowanej
w fazie wodnej. Wspotczynnik dystrybucji logD oznacza efektywna lipofilowosc¢
zwigzku przy danym pH roztworu [82,83].

4 ™

AH
[A H ] 0 v Faza oktanolowa

- [AH]W + [AH_]W Faza wodna
AH,, < AH,,

. /

Schemat 14. Formy zwigzkow w uktadzie n - oktanol/woda.

Zawarto$¢ formy zjonizowanej 1 niezjonizowanej w fazie wodnej zalezna jest od

wartosci pKa oraz pH srodowiska.

,\; * zasada
< 80 -
«x
=
= |
=
S 4
S 50
=
g -
2 20+
o kwas
& A - 0 1 2 3
niskie pH pH-pKa wysokie pH
1
Dla zasad: logD =logP + log [—1+10p’<a—1’”] (4)
r . — ;
Dla kwaséw: |logD =logP + log [1+10PH—PKa] ()
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W przypadku, gdy substancja nie ulega jonizacji to wspotczynnik dystrybucji D jest
rowny wspotczynnikowi podziatu P.
logD = logP (6)
3.5.2 Metody wyznaczania lipofilowosci

Lipofilowo$¢ mozna wyznaczaé przy uzyciu metod eksperymentalnych,
teoretycznych i mieszanych (posrednich). Do metod eksperymentalnych zalicza sig
klasyczng metode wytrzasania typu ,,shake — flask”. Obecnie stosuje si¢ gltownie
eksperymentalne metody posrednie oparte na technikach chromatograficznych np.
cienkowarstwowa chromatografic z odwroconymi fazami (RP-TLC) oraz
wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa z odwroconymi fazami (RP-HPLC) [84].
Metody doswiadczalne

Metody eksperymentalne wykorzystywane do wyznaczania parametru
lipofilowos$ci bazuja gtownie na obserwacji dystrybucji i wyznaczaniu stezen zwigzku
w uktadzie dwufazowym n-oktanol/woda. Metody tego typu obarczone sg znacznym
prawdopodobienstwem popeinienia btedu. Sg one réwniez czasochtonne oraz mato
doktadne, za$ ich stosowanie jest ograniczone do substancji wykazujacych charakter
skrajnie lipofilowy lub hydrofilowy [83].

Metody posrednie

Do najpopularniejszych obecnie metod wyznaczania lipofilowosci zalicza sie¢
cienkowarstwowg chromatografie z odwroconymi fazami (RP-TLC) oraz
wysokosprawng chromatografie cieczowa z odwroconymi fazami (RP-HPLC).
W metodzie cienkowarstwowej chromatografii z odwroconymi fazami (RP-TLC)
parametrem okreslajagcym polozenie danego zwigzku na chromatogramie jest tzw.
wspotczynnik opOznienia (retardacji) Rr, ktory definiowany jest jako stosunek drogi
migracji substancji chromatografowej (a) do drogi przebytej przez czoto fazy ruchomej
(b).

Rp = % (7
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¢ -

Rysunek 17. Sposob wyznaczania wspotczynnika Rr.

Miarg lipofilowosci w tej metodzie jest wspolczynnik Rm, ktéry oblicza si¢ z rOwnania

Bate-Smitha i Westalla:

Ry = log (i - 1) (8)
W metodzie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwroconymi fazami (RP-
HPLC) parametrem zwigzanym z czasem retencji jest tzw. wspotczynnik retencji K,
ktory okresla stosunek czasu w jakim zwiagzek przebywa w fazie stacjonarnej do czasu,
w ktorym przebywa w fazie ruchomej. Zwigzek pomiedzy wspodtczynnikiem Rr
a wspotczynnikiem k mozna wyrazi¢ za pomocg rownania:

k=—-1 9)

Rp

ktoére po zlogarytmowaniu przyjmuje postac:

logk = log (RiF 1) (10)
Aby uzyska¢ precyzyjng warto$¢ parametru lipofilowosci, logk lub Rm ekstrapoluje sie
do zerowego stgzenia modyfikatora organicznego zgodnie z rownaniem
Soczewinskiego — Wachtmeistera, ktore dla RP—HPLC mozna zapisa¢ jako:

logk =logk,, —S® (11)

za$ dla RP-TLC:
RM = RMO - SQ) (12)
gdzie:

logk/Rm — warto$¢ lipofilowosci badanego zwigzku przy zawarto$ci @ utamka
objetosciowego organicznego modyfikatora w fazie ruchome;j;
log kw/Rmo — teoretyczna wartos¢ log kw/Rm ekstrapolowana do zerowej zawartosci

organicznego modyfikatora w fazie ruchomej;
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S —nachylenie wykres$lonej prostej;

@ - zawarto$¢ modyfikatora organicznego w fazie ruchome;.

W praktyce, przy wyznaczaniu wspotczynnika lipofilowosci metoda RP—HPLC, jak
I RP-TLC stosuje si¢ metody ekstrapolacyjne, ktore polegaja na okresleniu
wspoélczynnika retencji kK lub wspotczynnika retardacji Rr dla kilku faz ruchomych
0 r6znej zawartoSci modyfikatora organicznego. Metody chromatograficzne
charakteryzujg si¢ szybkoS$cia, precyzja oraz prostota wykonania pomiaru, dlatego sg

one czesto stosowane do wyznaczania parametru lipofilowosci [82,85].

szybkos¢
pomiaru

pozwala zmierzyé -
lipofilowos$¢ w badane zwigzki

duzo szerszym nie musza by¢
zakresie czyste

zalety
chromatografii
RP-TLC

jednoczesnie
mozna analizowac do oznaczenia
wiele zwigzkow o potrzebna jest
dosy¢ niewielka ilosc
zrdznicowanej zwigzku
lipofilowosci

Schemat 15. Cechy chromatografii RP-TLC.

Niewatpliwe zalety chromatografii RP-TLC sprawiajg, iz jest wygodna metoda
wyznaczania lipofilowosci roznych zwigzkéw, w tym potencjalnego farmaceutyka,
dlatego tez uzyskany parametr Rmo jest czesto wykorzystywany w analizach
opisujgcych zalezno$¢ struktury zwigzku od jego aktywnosci (QSAR) [81-85].
Najprostszy model ilosciowy (QSAR) dla szeregu zwigzkéw o okreslonej aktywnosci
biologicznej (wyrazonej jako log%) I oznaczonej lipofilowo$ci opisuje zalezno$¢
liniowa:

log% =alogP (13)
Aby doktadniej odwzorowaé¢ dane eksperymentalne procesu rownanie zostato

zmodyfikowane o czton wyktadniczy do postaci:
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log% = —a(logP)* + blogP (14)
gdzie dla matych wartosci lipofilowosci dominuje model liniowy.
Metody teoretyczne
W metodach obliczeniowych zaktada si¢ (mylnie zreszta) addytywny charakter

lipofilowosci, gdzie poszczegdlnym skladowym molekuty mozna przypisac
odpowiadajagce im wkiady (stale lipofilowosci T) do lipofilowosci catkowitej

czasteczki. Innymi stowy, czasteczka wulega dekompozycji do fragmentow
molekularnych, ktore charakteryzowane sg indywidualnymi wartosciami lipofilowosci,
czasami uwzgledniajacymi tzw. strukturalne czynniki Kkorekcyjne wynikajace
z obecno$ci innych podgrup funkcyjnych w ich bliskim otoczeniu. Warto$¢ logP
wyznacza si¢ z rownania Rekkera w postaci:
logP = Y1y a; f; (15)

gdzie:
ai — czestotliwos¢ wystepowania fragmentu | w badanej czasteczce;
fi — stata hydrofobowa fragmentu i;
n — taczna liczna fragmentdw w czasteczce.
Najbardziej zaawansowang metodg obliczeniowg jest metoda Hanscha-Leo, ktora
wprowadza poprawki zwigzane z oddzialywaniami elektronowymi 1 sterycznymi
poszczegblnych fragmentow molekuty F:

logP =Y, a;f; + X124 bjF}' (16)
gdzie:
ai — liczba danych fragmentoéw | w czasteczce;
fi — state fragmentu czasteczkowego;
bj — liczba poprawek j;
Fi — poprawka na oddziatywania elektronowe 1 steryczne pomigdzy roéznymi
fragmentami w czasteczce [90].
Pomimo, iz metodologia in-silico oparta jest na blednym zalozeniu to jest jednak
szeroko stosowana, szczeg6lnie na wczesnych etapach projektowania nowych lekow.
Przypisanie statej wartosci wkladow poszczegolnych fragmentow czasteczki mozliwe
byto dzieki wprowadzeniu tzw. stalej lipofilowosci podstawnika TC, Szacowanej
wzgledem atomu wodoru z prostej zaleznosci:

T, = log P, — log Py a7
gdzie:
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Px — wspotczynnik podziatu zwigzku podstawionego podstawnikiem X

PH — wspotczynnik podziatu zwigzku podstawionego atomem wodoru H

Zasadniczo programy (estymatory) do szacowania lipofilowosci bazujg na modelach

obliczanych dla atomow lub fragmentow.

Tabela 4. Programy stuzace do szacowania wartosci lipofilowosci.

Nazwa
Opis Ref.
programu
Metoda opracowana przez Igora Tetko pozwalajaca na
AlogPS przewidywanie wartosci logP postugujac si¢ wskaznikami [81]
stanu elektronowego zaleznego od topologii uktadu (E-state)
Metoda opracowana przez firm¢ Molinspiration. Umozliwia
ona przetwarzanie wlasciwie wszystkich czasteczek
Molinspiration organicznych oraz organometalicznych. Wspotczynnik 5]
podziatu jest obliczany jako suma wkladoéw fragmentarycznych
ze wspolczynnikami korekcyjnymi.
Program pozwalajacy na wyznaczenie roznych wiasciwosci
OSIRIS dla leku np. rozpuszczalno$ci w wodzie, logP czy toksycznosé. | [79],
Property Procedura obliczeniowa logP opiera si¢ na metodzie [87]
Explorer przewidywania na podstawie sktadu atomowego wartosci
powigzanych z typami atomow
Wartos¢ logP wyliczana jest zgodnie
z metoda opracowang przez Ghose, ktora pozwala unikng¢
HyperChem czynnikow korygujacych i szacuje lipofilowos¢ na podstawie [88]
wkladow poszczegdlnych atomow. Wartos$¢ logP szacowana
jest poprzez sumowanie wszystkich wktadéw atomowych
Procedura zapewnia doktadne przewidywanie lipofilowos$ci
Sybyl X bazujace na zaleznych od struktury warto$ciach korekcji [88]
pobranych z bazy danych Hanscha 1 Leo
MarvinSketch Wartos$¢ logP czasteczki oparta jest na wktadach atomowych [88],
(ChemAxon) opacowanych przez Viswanadhana [89]
Wszechstronny algorytm bazujacy na fragmentach, ktorych
ChemSketch wklady estymowane zostaty na podstawie danych 0]

eksperymentalnych. Wklady logP zostaty opracowane dla
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atomow, fragmentow strukturalnych i oddziatywan

wewnatrzczasteczkowych

Wspotczynnki podziatu oktanol/woda obliczany jest z modelu

Moriguchi logP (MlogP) opartego na zaleznosci regresyjnej dla

Dragon MlogP 13 parametrow strukturalnych. Wspotczynniki regresji ]
oszacowano na podstawie zbioru treningowego ztozonego
z 1230 czasteczek organicznych
Dragon AlogP Wspoétczynnik podziatu obliczany jest z modelu Ghose-
(Ghose- Crippen-Viswanadhan (AlogP), ktory bazuje na réwnaniu
Crippen- regresji udziatow hydrofobowosci 115 typow atomow. 1]
Viswanadhan Wspétezynniki regresji oszacowano na podstawie zbioru
logP) treningowego 8364 zwigzkoéw
logP wyliczany jest w oparciu o metod¢ atom/fragment,
Kowwin w ktorej sumuje si¢ wszystkie wartosci udziatu (85]
atomow/fragmentow, wspotczynnikow korekcji dla niektorych
oddziatywan wewnatrzczasteczkowych
Metoda dodawania atomow, oparta na sumie wktadow
atomowych zawierajaca dziesi¢¢ dodatkowych
XlogP3 [88]

wspotczynnikdéw korekcji dla niektorych oddziatywan

wewnatrzczasteczkowych

W wigkszos$ci programéw do szacowania warto$ci clogP struktura zwigzku kodowana

jest w notacji liniowej SMILES (ang. Simplified Molecular Input Line Entry System),

chociaz niekiedy konieczna jest konwersja (np. programem OpenBabel) do

standardowych formatow wymiany informacji o matych molekutach w formatach
MOL, MOL2 lub SDF.
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4. Czesé eksperymentalna

4.1 Cel i metodyka badan

Celem podjetych badan byto opracowanie procedury syntezy nowego Szeregu
symetrycznych tioamidow kwasu tereftalowego, ktore zawieraja estry metylowe
i etylowe wybranych o-aminokwasow. W ramach pracy opracowano dwa sposoby
otrzymywania takich pochodnych, gdzie pierwszy sposob (metoda 1) polegat na uzyciu
klasycznej metodologii syntezy, za§ w drugim (metoda Il) zastosowano pole

mikrofalowe.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow wedlug metody | oraz Il wykazaly, iz
zwiazki tego typu mozna uzyska¢ przy wykorzystaniu dostepnych w handlu
odczynnikow (substratow) poprzez prowadzenie procesu w tagodnych warunkach
1 z wysokimi wydajno$ciami, co dodatkowo podnosi walory opracowanego
rozwigzania. Podkresli¢ nalezy, iz synteza zwigzkow metoda | oraz Il jest relatywnie
prosta, a poszczegélne etapy przebiegaja z zadowalajaca wydajnoscig. Dodatkowo,
proces oczyszczania otrzymanych zwiazkéw jest prosty, dlatego opracowana
metodologia nadaje si¢ do implementacji w przemysle farmaceutycznym. Metoda 11
stanowi element tzw. ,,zielonej chemii” wpisujac si¢ w nowe trendy ekologiczne,
poniewaz charakteryzuje si¢ ona znacznym skrdceniem czasu trwania reakcji oraz
obnizeniem energochtonnosci procesu. Dodatkowo, nowe zwiazki scharakteryzowane
zostaly przy pomocy eksperymentalnych wartosci lipofilowosci (wlasciwose
chemiczna) oraz ich odpowiednikéw teoretycznych clogP (deskryptor molekularny)
obliczonych metodami in-silico. Réznorodnos$¢ strukturalna badanych pochodnych oraz
ich odmienne wtasciwosci fizykochemiczne (np. lipofilowos¢) przeanalizowana zostata
przy pomocy wielowymiarowego (mD) zbioru deskryptorow molekularnych metodami

redukcji wymiarowos$ci danych (PCA 1 HCA).
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4.1.2 Synteza szeregu pochodnych kwasu tereftalowego

W ramach przeprowadzonych syntez otrzymano symetryczne tioamidy kwasu
tereftalowego zawierajace estry metylowe i etylowe a-aminokwasow wybranych ze
zbioru: glicyna (Gly), L-alanina (L-Ala), L-tyrozyna (L-Tyr), LD-walina (LD-Val), LD-

seryna (LD-Ser) oraz IDA (kwas iminodioctowy).

Gly, R= =H

L- Ala, R= —CH3

H3C\ L-Tyr, R= —CH2'©_°H
[®]
o LD-Val, R= —CH(CHz)2
NH S LD-Ser, R= =CH20H
CrOAs Bl
S NH HOJK/NH o
(o]

0
\
CHj

Rysunek 18. Wzor ogbélny wybranych tioamidow kwasu tereftalowego.

Celem badan bylo réwniez opracowanie dwoch sposobow otrzymywania
symetrycznych tioamidéw kwasu tereftalowego (metoda | oraz metoda I1). Koncepcja
reakcji wieloetapowej zaktadata przeksztatcenie grup karboksylowych wybranych
a-aminokwaséw W estry metylowe i etylowe (1), celem zabezpieczenia tej grupy
funkcyjnej, co zmniejsza prawdopodobienstwo niepozadanych reakcji w dalszych
etapach syntezy. Zastosowanie chlorku tionylu (SOCI>) lub trichlorku fosforu (PCls) lub
pentachlorku fosforu (PCls) tworzy trwate chlorowodorki estrow metylowych
wybranych a-aminokwasow (2), ktore poddawane sa nastgpnie reakcji z dichlorkiem
kwasu tereftalowego (3). Utworzone w ten sposob symetryczne diamidy kwasu
tereftalowego (4) poddaje si¢ reakcji z odczynnikiem Lawessona (LR) Iub
pentasiarczkiem fosforu (P2Ss), co prowadzi do uzyskania odpowiednich

symetrycznych ditioamidow kwasu tereftalowego (5).
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Schemat 16. Schemat syntezy szeregu pochodnych kwasu tereftalowego metoda i 11.

4.2 Metodyka badan
Metoda |

Otrzymywanie symetrycznych tioamidéow kwasu tereftalowego polegajacy na
tym, ze w naczyniu reakcyjnym przygotowuje si¢ mieszaning o-aminokwasu
w bezwodnym metanolu stosujac o-aminokwas wybrany sposrod: glicyny (Gly),
L-alaniny (L-Ala), L-tyrozyny (L-Tyr), LD-waliny (LD-Val), LD-seryny (LD-Ser) oraz
kwasu iminodioctowego (IDA). Mieszaning ochtadza si¢ (korzystnie na tazni lodowe;j)
do temperatury nie wyzszej niz -5°C. Po osiagnig¢ciu zadanej temperatury, przygotowuje
si¢ chlorowodorek estru metylowego a-aminokwasu poprzez wkroplenie do mieszaniny
a-aminokwasu w bezwodnym metanolu, chlorku w postaci pentachlorku fosforu lub
trichlorku fosforu lub najkorzystniej chlorku tionylu (w stosunku stechiometrycznym
lub z nadmiarem stechiometrycznym), kontrolujac jednoczesnie by temperatura nie
przekroczyla 0°C. Nastepnie cato$¢ miesza si¢ (korzystnie w temperaturze od 20 do
25°C) w czasie niezb¢dnym do przereagowania substratow. W kolejnym etapie

rozpuszczalnik usuwa si¢ (Korzystnie poprzez oddestylowanie pod zmniejszonym
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ci$nieniem) otrzymujac produkt w postaci trwatego chlorowodorku estru metylowego
a-aminokwasu, ktory nastepnie poddaje si¢ reakcji z dichlorkiem kwasu tereftalowego
(w stosunku stechiometrycznym lub z nadmiarem stechiometrycznym), co daje diamid
kwasu tereftalowego. Mieszaning chlorowodorku estru metylowego a-aminokwasu
w bezwodnym rozpuszczalniku (korzystnie w bezwodnym dichlorometanie) umieszcza
si¢ w naczyniu reakcyjnym i ochtadza do temperatury nie wyzszej niz 0°C. Nastepnie
dodaje si¢ mieszaning chlorku kwasu tereftalowego w tym samym rozpuszczalniku,
kontrolujac jednoczes$nie by temperatura nie przekroczyta 0°C. Mieszanie kontynuuje
si¢ (korzystnie w temperaturze od 20 do 25°C), az do przereagowania substratow. Po
zakonczeniu mieszania usuwa si¢ rozpuszczalnik (korzystnie poprzez oddestylowanie
pod zmniejszonym ci$nieniem), a powstaty produkt poddaje si¢ krystalizacji z wody.
Otrzymany produkt przemywa si¢ (korzystnie trzykrotnie) bezwodnym eterem
dietylowym lub bezwodnym THF, a nast¢pnie saczy. Surowy produkt poddaje si¢
rekrystalizacji z bezwodnym metanolem lub bezwodnym etanolem. Przed dodaniem
chlorku kwasu tereftalowego do mieszaniny reakcyjnej dodaje si¢ trietyloaming w ilo$ci
niezbg¢dnej do zwigzania wydzielajacego si¢ HCI.

Uzyskany diamid poddaje si¢ reakcji tionowania. Do roztworu odczynnika tionujacego
(korzystnie roztworu odczynnika Lawessona w tetrahydrofuranie), dodaje si¢ diamid
otrzymany w poprzednim etapie (korzystnie w stosunku stechiometrycznym) na czas
niezbedny do przereagowania substratow, co daje odpowiedni ditioamid. Mieszaning
reakcyjng ogrzewa si¢ w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Nast¢pnie, mieszaning
poreakcyjng ochtadza si¢ do temperatury otoczenia, po czym usuwa si¢ rozpuszczalnik
pod zmniejszonym ci$nieniem, a otrzymany surowy produkt oczyszcza si¢ na kolumnie
chromatograficznej uzywajac jako eluentu mieszaniny dichlorometanu i octanu etylu
(korzystnie w stosunku 5:1).

Metoda 11

Otrzymywanie symetrycznych tioamidow kwasu tereftalowego polega na
przygotowaniu w naczyniu reakcyjnym mieszaniny a-aminokwasu w bezwodnym
metanolu. Stosuje si¢ a-aminokwas wybrany ze zbioru: glicyna (Gly), L-alanina
(L-Ala), L-tyrozyna (L-Tyr), LD-walina (LD-Val), LD-seryna (LD-Ser) oraz kwas
iminodioctowy (IDA). Nastepnie, mieszaning ochtadza si¢ (korzystnie na tazni lodowej)
do temperatury nie wyzszej niz 0°C. Po osiggnigciu zadanej temperatury przygotowuje

si¢ chlorowodorek estru metylowego a-aminokwasu poprzez wkroplenie do mieszaniny
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a-aminokwasu w bezwodnym metanolu chlorku w postaci pentachlorku fosforu lub
trichlorku fosforu lub najkorzystniej chlorku tionylu (w stosunku stechiometrycznym
lub z nadmiarem stechiometrycznym), kontrolujac jednoczes$nie by temperatura nie
przekroczyta 0°C. Nast¢pnie mieszanine ogrzewa si¢ w polu mikrofalowym o mocy od
300 do 750W (korzystnie 700W) w czasie niezbednym do przereagowania substratow.
Nastepnie rozpuszczalnik usuwa si¢ (Korzystnie poprzez oddestylowanie pod
zmniejszonym ci$nieniem) otrzymujac produkt w postaci trwatego chlorowodorku estru
metylowego a-aminokwasu. Otrzymany produkt poddaje si¢ procesowi oczyszczania
przemywajac go bezwodnym rozpuszczalnikiem (korzystnie eterem dietylowym)
a nastepnie saczy. Surowy produkt poddaje si¢ rekrystalizacji z bezwodnym
rozpuszczalnikiem organicznym (korzystnie metanolem). Tak powstaly trwaty
chlorowodorek estru metylowego a-aminokwasu poddaje si¢ reakcji z dichlorkiem
kwasu tereftalowego (w stosunku stechiometrycznym lub z nadmiarem
stechiometrycznym) otrzymujac diamid kwasu tereftalowego. Mieszaning chlorku
kwasu tereftalowego i chlorowodorku a-aminokwasu w trietyloaminie w iloSci
niezbednej do zwigzania wydzielajacego si¢ HCI (korzystnie w stosunku
stechiometrycznym) ogrzewa si¢ w polu mikrofalowym o mocy od 300 do 750W
(korzystnie 700W) w czasie niezb¢dnym do przereagowania substratow. Nastepnie
usuwa si¢ rozpuszczalnik poprzez oddestylowanie pod zmniejszonym ci$nieniem,
a powstaly produkt poddaje si¢ krystalizacji z wody. Otrzymany diamid poddaje si¢
reakcji tionowania. Do roztworu odczynnika tionujacego (najkorzystniej roztworu
odczynnika Lawessona w tetrahydrofuranie) dodaje si¢ diamid otrzymany
w poprzednim etapie (korzystnie w stosunku stechiometrycznym). Catos¢ poddaje sig
ogrzewaniu w polu mikrofalowym o mocy od 300 do 750W (korzystnie 700W)
w czasie niezbednym do przereagowania substratow.

Mieszaning poreakcyjng ochladza si¢ do temperatury otoczenia, po czym usuwa si¢
rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem, a otrzymany surowy produkt oczyszcza
si¢ na kolumnie chromatograficznej uzywajac jako eluentu mieszaniny dichlorometanu
i octanu etylu (korzystnie w stosunku 5:1).

Przy zastosowaniu metody | otrzymano szereg nowych tioamidéw kwasu tereftalowego
(5a-5f) o potencjalnej aktywnosci biologiczne;.

W rozwigzaniu wedtug metody | uzyto odczynnika Lawessona, ktory pozwala na
optymalizacj¢ procesu otrzymywania ditioamidéw oraz na uzyskanie szeregu nowych

pochodnych. Reakcja przebiega w stosunkowo tagodnych warunkach i nie wymaga
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podgrzewania do temperatury wrzenia zastosowanego rozpuszczalnika. Zaproponowana
metodologia umozliwia tez stosunkowo proste oczyszczanie produktu przy uzyciu
kolumny chromatograficznej i mieszaniny eluentu (dichlorometanu z octanem etylu).

W celu optymalizacji warunkéw syntezy zaproponowano wprowadzenie elementow
»zielonej chemii” poprzez zastosowanie pola mikrofalowego, co pozwala na
jednoczesne ograniczenie ilosci rozpuszczalnikoOw i znaczne skrocenie czasu reakcji.
Innymi  stowy, metoda Il pozwala na ograniczenic kapitalochtonno$ci
i energochtonnosci procesu - krotki czas to nizsze koszty energii, substratow
1 0szczedno$¢ wody w porownaniu z metoda |. Generowane sg rowniez mniejsze ilosci

odpadow i ten sposob mozna uznac za ekologiczny.

Metoda | — szczegdtowy opis procedury

W trojszyjnej kolbie o pojemnosci 250 cm?® zaopatrzonej w termometr,
wkraplacz oraz chlodnice zwrotng przygotowuje si¢ zawiesing 100 mmola
odpowiedniego aminokwasu w 90 cm® bezwodnego metanolu lub etanolu. Zawiesing
miesza si¢ za pomoc3 mieszadta magnetycznego i ochtadza na tazni lodowej do
temperatury nieprzekraczajacej -5°C. Po osiagnieciu zadanej temperatury, do
mieszaniny matymi porcjami wkrapla si¢ 250 mmola (18,1 cm?®) chlorku tionylu.
W czasie postgpu reakcji roztwor staje si¢ homogeniczny. Po zakonczeniu wkraplania
chlorku tionylu usuwa si¢ tazni¢ lodowa, a roztwor miesza si¢ w temperaturze
pokojowej przez 12 godzin. Nastgpnie rozpuszczalnik oddestylowuje si¢ pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac krystaliczny osad lub oleista ciecz w zaleznoSci
od wybranego aminokwasu. Otrzymany produkt przemywa si¢ eterem dietylowym,
a nastgpnie saczy i1 suszy w eksykatorze nad chlorkiem wapnia. Surowy produkt
poddaje si¢ rekrystalizacji z bezwodnym metanolem 1 saczy na goraco z weglem
aktywnym. Tak powstale trwale chlorowodorki estrow metylowych i etylowych
aminokwaséw sa poddawane reakcji z dichlorkiem kwasu tereftalowego celem

otrzymania diamidow kwasu tereftalowego.

Zawiesing 20 mmola chlorowodorku estru metylowego lub etylowego aminokwasu
w 80 cm?® bezwodnego dichlorometanu umieszcza si¢ w kolbie trdjszyjnej o pojemnosci
250 cm?®. Zawarto$¢ kolby miesza sie za pomoca mieszadta magnetycznego i ochtadza

na tazni lodowej do temperatury 0°C. Po osiagnigciu pozadanej temperatury do
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mieszaniny dodaje si¢ 60 mmola trietyloaminy, po czym kontynuuje mieszanie przez 20
minut. Reakcja jest egzoenergetyczna i mieszanina staje si¢ homogeniczna. Po uplywie
20 minut (stale mieszajac) matymi porcjami dodaje si¢ zawiesing 11,1 mmola chlorku
kwasu tereftalowego w 30 cm® DCM tak, aby temperatura nie przekroczyla 0°C.
Nastepnie usuwa si¢ tazni¢ lodowsa, a roztwdr miesza si¢ w temperaturze pokojowe;j
przez 2h. Po zakonczeniu mieszania rozpuszczalnik oddestylowuje si¢ pod
zmniejszonym cisnieniem otrzymujac osad. Powstaty produkt poddaje si¢ krystalizacji
z 200 cm?® wody. Uzyskane diamidy poddano reakcji tionowania otrzymujac ditioamidy

kwasu tereftalowego.

Do roztworu 2,14 mmola odczynnika Lawessona w 100 cm?® tetrahydrofuranu
w temperaturze pokojowej dodaje si¢ 2,18 mmola odpowiedniego diamidu. Nastepnie
mieszaning reakcyjng ogrzewa si¢ w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 24h.
Po zakonczeniu ogrzewania, mieszaning poreakcyjng ochladza si¢ do temperatury
otoczenia, po czym usuwa si¢ rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem,
otrzymujac surowy, jasnozolty osad. Otrzymany produkt oczyszcza si¢ na kolumnie
chromatograficznej uzywajac jako eluentu mieszaniny dichlorometanu i octanu etylu

w stosunku 5:1.
Metoda Il — szczegélowy opis procedury

W kolbie jednoszyjnej o pojemnosci 100 cm® przygotowuje sie zawiesine 100
mmola odpowiedniego aminokwasu w 50 cm?® bezwodnego metanolu lub etanolu.
Zawiesine ochtadza si¢ na tazni lodowej do temperatury nieprzekraczajacej 0°C. Po
osiggnieciu pozadanej temperatury do mieszaniny matymi porcjami wkrapla si¢ 250
mmola chlorku tionylu. W czasie postepu reakcji roztwor staje si¢ homogeniczny. Po
zakonczeniu wkraplania chlorku tionylu usuwa si¢ tazni¢ lodowa, a roztwor ogrzewa sie
w polu mikrofalowym w 4 cyklach po 1 minucie. Powstalg mieszaning umieszcza si¢ na
tazni ultradzwickowej (30°C, 15min). Nastepnie rozpuszczalnik oddestylowuje si¢ pod
zmniejszonym cisnieniem otrzymujac krystaliczny osad lub oleistg ciecz w zalezno$ci
od wybranego aminokwasu. Otrzymany produkt przemywa si¢ eterem dietylowym,
a nastepnie saczy i suszy w eksykatorze nad chlorkiem wapnia, po czym rekrystalizuje
z bezwodnym metanolem i saczy na gorgco z weglem aktywnym. Powstale trwale
chlorowodorki estrow metylowych i etylowych aminokwasow poddaje sie¢ reakcji

z chlorkiem kwasu tereftalowego w celu otrzymania diamidow. Mieszaning¢ 3,38 mmola

63



chlorku kwasu tereftalowego i odpowiedniego chlorowodorku L-aminokwasu 3,38
mmola w trietyloaminie ogrzewa si¢ w polu mikrofalowym w 2 cyklach po 1 minucie.
Nastepnie surowg mieszaning nastg¢pnie umieszcza si¢ na tazni ultradzwigkowej (30°C,
10min) po czym rozpuszczalnik oddestylowuje si¢ pod zmniejszonym ci$nieniem
i powstaty produkt krystalizuje z 200 cm® wody. Otrzymany zwigzek poddaje sie reakcji
z odczynnikiem Lawessona w stosunku 1:1 mmola w obecno$ci THF i DCM, ogrzewa
w polu mikrofalowym w 3 cyklach po 1 minucie. Po zakonczeniu ogrzewania,
Mieszaning poreakcyjng ochtadza si¢ do temperatury otoczenia i umieszcza si¢ na tazni
ultradzwickowej (30°C, 15min). Nastepnie wusuwa si¢ rozpuszczalnik pod
zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac surowy, jasnozoity osad. Otrzymany produkt
oczyszcza si¢ na kolumnie chromatograficznej uzywajac jako eluentu mieszaniny

dichlorometanu i octanu etylu w stosunku 5:1.

Wedhug przedstawionych procedur syntezy uzyskano nastepujace chlorowodorki estrow

metylowych i etylowych aminokwaséw oraz kwasu iminodioctowego:

Tabela 5. Otrzymane chlorowodorki estrow metylowych i etylowych wybranych
aminokwasow i kwasu iminodioctowego.

Nr Nazwa Struktura Masa [i]
mol
0" CH,
Chlorowodorek estru etylowego
1. yiowes o CHs 153,61
alaniny .
NH3 ClI
N
Chlorowodorek estru etylowego Q CHs
2. . - NH+C|- 139,58
glicyny 0 :
J
Chlorowodorek estru etylowego 0 CHs
3. A\KJ\/CH 195,66
: 3
izoleucyny 0
NHZCI

64




PN

0 CHs
Chlorowodorek estru etylowego
4. yiowes o CHa 195,66
leucyny . -
NHsCI' CH;
0" cH,
Chlorowodorek estru etylowego H
5. . 0 256,11
histydyny . . | />
NH;Cl" S ¢
O/\CH3
Chlorowodorek estru etylowego s
6. . 0 CH 213,7
metioniny ) 3
NH4CI
0
:\ \
Chlorowodorek estru etylowego O NH
8. . > 3:0 225,62
kwasu iminodioctowego
H3C /—°  Hcl
HsC
CHs
Chlorowodorek estru etylowego
9, S Eowes T 183,61
treoniny o OH
NHCl
0" cH,
Chlorowodorek estru etylowego
10. 0 245,71
tyrozyny NHg or
OH
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07 CH,
Chlorowodorek estru etylowego oF
11. o 268,71
tryptofanu NHC S
H
O/\CHs
Chlorowodorek estru etylowego
12. 0 OH 169,58
seryny .
NH3Cl
J°
Chlorowodorek estru etylowego 0 CHs
13. ‘ 181,64
waliny o CH,
NHCI
O/CHS
Chlorowodorek estru
14, _ o CHs 139,61
metylowego alaniny
NH; CI'
/CH3
s Chlorowodorek estru Q 19558
+ -
metylowego glicyny OA\/ NH; Cl ’
oM
Chlorowodorek estru
16. 242,11

metylowego histydyny
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O
Chlorowodorek estru
17. | 0 231,71
metylowego tyrozyny NHECl'
OH
CH
07 CHs
Chlorowodorek estru
18. ‘ 0 OH 169,61
metylowego treoniny .-
NH,CI
Chlorowodorek estru
19. 254,71
metylowego tryptofanu
_CHs
o}
Chlorowodorek estru
20. o OH 155,58
metylowego seryny .
NHClI
CH
07 CH,
Chlorowodorek estru
21. . o CH 167,64
metylowego waliny
NH3CI
A\
Chlorowodorek estru >—\
22. metylowego kwasu RN NH 197,62
CHs 0
iminodioctowego HiC—0 g
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Otrzymane chlorowodorki byty prekursorami w dalszych etapéw syntezy diamidow

1 ditioamidow kwasu tereftalowego.
Metylowe diamidy kwasu tereftalowego

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego glicyny

Wzor: C14H15N20g

HaC o)
Metoda
Substrat I I
Chlorowodorek estru
metylowego glicyny 20mmol (2,5g) 3,38mmol (0,42g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69g)

Masa molowa: 308,29 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 161°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz. DMSO) &: 7.85 (s, 4H), 6.83 (s, 2H), 4.25 (d, 4H),
3.81 (s, 6H); 3C-NMR (126 MHz, DMSO) &: 170.59, 166.68, 157.4, 136.79, 127.60,
52.65, 41.94;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego L-alaniny

Wzor: C16H20N206
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Metoda
Substrat I I
Chlorowodorek estru
metylowego L-alaniny 20mmol (2,8g) 3,38mmol (0,47g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69g)

Masa molowa: 336,34 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 215°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 7.64 (ddd, 4H), 4.36 (g, 2H), 3.71 (s,
6H), 1.41 (d, 6H,); 3C-NMR (101 MHz, DMSO) §: 173.0, 166.6, 133.6, 128.0, 52.2,
47.8,17.7;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego L-tyrozyny

Wzoér: CogH2sN20g

HaC OH
O 0 NH
NH O O
HO CHs
Metoda
Substrat I T
Chlorowodorek estru

metylowego L-tyrozyny 20mmol (4,63g) 3,38mmol (0,78g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69g)

Masa molowa: 520,54 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 185°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 7.91-7.29 (m, 1H), 6.83 (ddd, 1H), 4.31-
3.96 (m, 1H), 3.83-3.64 (m, 1H), 2.67-2.14 (m, 1H), 1.45-1.15 (m, 1H), 0.87 (d, 1H);
13C-NMR (101 MHz, DMSO) é: 172.2, 166.6, 157.4, 133.4, 131.2, 128.25, 115.9, 53.8,
51.9, 40.6;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego LD-waliny

Wzor: CaoH2sN206
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/
0]
CH30\ NH
H,C
NH OH3C
O
2\
HsC o)
Metoda
Substrat I T
Chlorowodorek estru
metylowego LD-waliny 20mmol (3,35g) 3,38mmol (0,57g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69¢)

Masa molowa: 392,45 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 115°C

Widma NMR: tH-NMR (400 MHz, DMSO) &: 7.88 (s, 4H), 6.69 (d, 2H), 4.78 (dd, 2H),
3.79 (s, 6H), 2.29 (m, 2H), 1.01 (t, 12H); 3C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 172.68, 166.
52, 139.20, 125.60, 56.85, 52.53, 32.12, 19.13;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego LD-seryny

Wzér: Ci16H20N20s

Q CHs
Y
0 NH
HO ) {OH
} k
NH 9]
@]
/N
HsC e
Metoda
Substrat [ I
Chlorowodorek estru
metylowego DL-seryny 20mmol (3,1g) 3,38mmol (0,53g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69¢)

Masa molowa: 368,34 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 169°C

Widma NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 8.08-7.98 (m, 1H), 7.73-7.65 (m, 1H),
4.14 (dd, 1H), 3.82 (dd, 1H), 3.44 (dd, 1H), 3.03 (g, 5H), 2.51 (s, 1H), 1.06 (t, 1H), 0.88

70



(t, 1H); 3C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 167.45, 132.06, 129.12, 128.01, 67.89, 61.34,
56.48, 52.33, 45.76, 40.02, 38.56, 30.27, 28.83, 23.72, 22.86, 19.02, 14.34, 11.26, 8.94;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem chlorowodorku estru metylowego kwasu
iminodioctowego

Wzor: CaoH24N2010

N O
) O
Metoda
Substrat I m
Chlorowodorek estru
metylowego kwasu iminodioctowego 20mmol (3.9¢) 3,38mmol (0,67g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69¢)

Masa molowa: 452,42 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 173°C

Widma NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.50 (s, 4H), 4.38 (s, 4H), 3.79 (s, 6H);
13C-NMR (101 MHz, CDCls) &: 171.90, 169.84, 169.64, 136.96, 127.71, 52.94, 52.76,
51.79, 47.70;

Diamidy etylowe kwasu tereftalowego:

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego glicyny

Wzor: C16H20N206
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Metoda
Substrat I I
Chlorowodorek estru
etylowego glicyny 20mmol (2,8g) 3,38mmol (0,47g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69g)

Masa molowa: 336,34 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 189°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 1.15 (t, 6H), 3.78 (s, 4H), 4.25 (g, 4H),
7.64 (ddd, 4H); *C-NMR (101 MHz, CDCls) &: 170.0, 165.8, 133.6, 128.0, 61.2, 41.2,
14.2;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego L-alaniny

Wzoér: C18H24N206

0 /—CH3
O
@) NH*?;
‘(NH )

O
H 30—// O
Metoda
Substrat I T
Chlorowodorek estru
etylowego L-alaniny 20mmol (3,1g) 3,38mmol (0,52g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69g)

Masa molowa: 364,40 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 160°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, CDCls) §: 1.15 (t, 6H), 1.41 (d, 6H) 4.09-4.20 (g,
4H), 4.15, 4.36 (g, 2H), 7.64 (ddd, 4H); 3C-NMR (101 MHz, CDCls) &: 172.8, 166.6,
133.6, 128.0, 61.2, 47.8, 17.7, 14.2;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego L-tyrozyny

Wzor: C3oH32N20s
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H5C

0
o}
— 0 — NH
O OO
\_/ GO /N
0
<o
CHj
Metoda
Substrat I I
Chlorowodorek estru
etylowego L-tyrozyny 20mmol (4,9g) 3,38mmol (0,83g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69g)

Masa molowa: 548,59 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 157°C

Widma NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCls) §: 1.17 (t, 6H), 2.75-2.86 (dd, 4H), 4.02-
4.14 (g, 4H), 4.70 (t, 2H), 6.71 (ddd, 4H), 7.12 (ddd,4H), 7.65 (4H, ddd); *C-NMR
(101 MHz, CDCl3) 6: 170.3, 166.6, 157.4, 135.4, 133.6, 130.0, 128.0, 115.7, 61.2, 53.2,
38.2, 14.2;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego LD-waliny

Wzor: Cz2H32N206

0 /—CHs
0]
CH50 NH
H3C % CHs
NH OH4C
@]
N\
H 30—/ o)
Metoda
Substrat [ I
Chlorowodorek estru
etylowego LD-waliny 20mmol (3,63g) 3,38mmol (0,61g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69¢)

Masa molowa: 420,50 [ﬁ]
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Temperatura topnienia: 119-121°C

Widma NMR:*H-NMR(400 MHz, CDCls) &: 0.80-0.92 (d, 12H), 0.86, 1.17 (t, 6H),
2.06 (M, 2H), 4.08-4.25 (q, 6H), 4.14, 4.19, 7.65 (ddd, 4H); *C-NMR (101 MHz,
CDCls) §: 171.6, 166.6, 133.6, 128.0, 61.2, 57.2, 30.2, 18.7, 18.6-18.8, 14.2;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego LD-seryny

Wzor: C1gH24N20g

@] /_CH3
0]
0 —\ NH
HO \/\ \ / \/\ OH
NH \—/ 0]
@]
H3C_/ O
M
Substrat I ctoda I
Chlorowodorek estru
metylowego LD-seryny 20mmol (3,6g) 3,38mmol (0,61g)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69¢)

Masa molowa: 396,40 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 126°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 1.15 (t, 6H), 3.57-3.69 (d, 4H), 3.63,
4.09-4.21 (q, 4H), 4.49 (t, 2H), 7.65 (ddd, 4H); 3C-NMR (101 MHz, CDCls) &: 172.7,
166.6, 133.6, 128.0, 62.3, 61.2, 54.6, 14.2;

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego kwasu iminodioctowego

Wzor: CaaH3z2N2010
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H3C—\ O O N
)

0
o
\\CH3
O—=
<o
CHj
Metoda
Substrat I m
Chlorowodorek estru
etylowego kwasu iminodioctowego 20mmol (4,5¢) 3,38mmol (0,76¢)
Chlorek kwasu tereftalowego 11,1mmol (2,25g) 3,38mmol (0,69g)

Masa molowa: 508,52 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 143°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, CDClIs) &: 1.15 (t, 12H), 3.85 (s, 8H), 4.14 (g, 8H),
7.66 (ddd, 4H); 3C-NMR (101 MHz, CDCls) §: 171.6, 169.2, 136.1, 128.0, 61.2, 48.4,
14.2;

Ditioamidy metylowe kwasu tereftalowego:

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego glicyny

Wzor: C1aH16N204S2

HsC o)
Metoda
Substrat I m
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,67g) Immol (0,31g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 340,41 [ﬁ]
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Temperatura topnienia: 86°C

Widma NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.40 (s, 2H), 7.79 (s, 4H), 4.60 (d, 4H),
3.82 (s, 6H); 3C-NMR (101 MHz, CDCls) &: 206.45, 169.55, 143.03, 126.99, 52.83,
47.58;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego L-alaniny

Wzor: C16H20N204S2

Q CHy
2‘70
S NH
H3C, @J CH
3 \\\ 3
427“' H S
O
/7N
H4C 0
Metoda
Substrat I I
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,74g) Immol (0,34g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 368,46 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 174°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.89(s, 1H), 7.88(s, 1H), 7.12 (d, 4H),
3.86 (s, 6H); 3C-NMR (101 MHz, CDCls) &: 171.54, 135.27, 113.81, 67.88, 41.53-
37.55;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego L-tyrozyny

Wzor: CagH2gN206S2

HaC OH
O S NH
NH S O\
HO CHs
Metoda
Substrat [ m

Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (1,13g) Immol (0,52¢)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 552,66 [ﬁ]
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Temperatura topnienia: 170°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 7.83-7.24 (m, 1H), 7.09-6.54 (m, 1H),
4.23-3.96 (m, 1H), 3.83-2.84 (m, 2H), 2.64-2.22 (m, 1H), 1.55-0.73 (m, 3H),
13C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 170.74, 57.83-54.67, 39.97, 25.31, 14.90;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego LD-waliny

Wzor: CaoH2sN204S,

o CHs
N0
CHsS NH
HaC \>—©J CH
3 \\\ 3
NH SHaC
O
VA
H,C 0
Metoda
Substrat T Tl
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,86g) Immol (0,4g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 424,57 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 160°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, D;0) &: 7.91 (s, 4H), 6.69 (d, 2H), 4.82 (dd, 2H),
3.78 (s, 6H), 2.30 (m,2H), 1.02 (t, 12H); 3C-NMR (101 MHz, D-0) &: 170.71, 167.58,
137.12, 125.60, 57.78, 52.60, 32.05, 19.13, 18.25;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego LD-seryny

Wzor: C1s6H20N206S2

0 CH
SHs
O
S NH
>\ < > /
OH
HO \\
NH S
RN
HaC o)
Metoda
Substrat [ n
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,8g) Immol (0,37g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)
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Masa molowa: 400,46 [#]
Temperatura topnienia: 179°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, DMSO0) &: 8.49 (s, 1H), 3.91-3.06 (m, 1H), 2.51 (s,
1H), 2.12-1.80 (m, 1H), 1.72-1.15 (m, 1H), 1.07-0.63 (m, 3H); 3C-NMR (101 MHz,
DMSO0) &:170.74, 57.83-54.67, 39.97, 25.31, 14.90, 14.5;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego kwasu iminodioctowego

Wzor: CaoH24N20sS2

HC /o s\\ N
L
S o \

CHs
O—=
o)
/
HsC
Metoda
Substrat [ I
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,98g) Immol (0,45¢g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 484,54 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 127°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 3.69 (s, 12H), 4.00 (s, 8H), 7.70 (ddd,
4H); 3C-NMR (101 MHz, DMSO) §: 199.9, 169.1, 142.7, 127.8, 52.2, 51.7;

Ditioamidy etylowe kwasu tereftalowego:

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego glicyny

Wzor: C16H20N204S>
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0 CH
-
S NH
O
0
H3C—/ \\o
Metoda
Substrat I I
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,73g) Immol (0,34g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 368,46 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 136°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 1,15 (t, 6H), 3,61 (s, 4H), 4,14 (g, 4H),
7,68 (ddd, 4H); 3C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 200,1, 170,0, 139,1, 127,8, 61,2, 42,4,
14.2;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego L-alaniny

Wzor: C1sH24N204S>

o] CH
all
S NH
427NH S
0
H3C—/ \o

Metoda
Substrat I I
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,33g) Immol (0,15g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 396,52 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 133°C

Widma NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO): & 1.17 (t, 6H), 1.42 (d, 6H), 3.97-4.19 (q,
6H), 7.68 (ddd, 4H); *C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 200.1, 172.8, 139.1, 127.8, 61.2,
48.3,17.7, 14.2;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego L-tyrozyny
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Wzor: C3oH3z2N206S2

H3C>
o]
0O
S NH
NH S
o]
<O
CHj
Metoda
Substrat I I
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (1,2¢) Immol (0,55g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 580,71 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 175°C

Widma NMR: H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 1.20 (t, 6H), 2.81-2.93 (d, 4H), 4.08-
4.19 (g, 4H), 4.44 (t, 2H), 6.70 (ddd, 4H), 7.12 (ddd, 4H), 7.68 (ddd, 4H): *C-NMR
(101 MHz, DMSO) &: 200.1, 170.3, 157.4, 139.1, 135.4, 130.0, 127.8, 115.7, 61.2, 52.6,
38.2, 14.2;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego LD-waliny

Wzér: Ca2H32N204S,

o\\ ) /CHy

CH3S NH
HsC % A§:CH3
NH SH,C
SN

HaC
Metoda
Substrat [ m
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,92¢) Immol (0,42g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 452,63 [ﬁ]
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Temperatura topnienia: 135°C

Widma NMR: *H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 0.75-0.87 (d, 12H), 1.23 (t, 6H), 2.07
(m, 2H), 4.02-4.15 (g, 6H), 7.68 (ddd, 4H); 3C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 200.1,
171.6, 139.1, 127.8, 61.2, 57.2, 30.2, 18.7, 18.6, 14.2;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego LD-seryny

Wzor: C1gH24N206S2

\ /_CH3
N H{
} >——(: :>—< OH
\\
H3C_/
Metoda
Substrat I I

Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (0,86g) Immol (0,39g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 428,52 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 145°C

Widma NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO): § 1.17 (t, 6H), 3.57-3.69 (d, 4H), 4.10-
4.22 (q, 4H), 4.37 (t, 2H), 7.68 (ddd, 4H); *C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 200.1,
172.7,139.1, 127.8, 62.3, 61.2, 54.6, 14.2;

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego kwasu iminodioctowego

Wzor: C2aH32N208S>

81




H,C

@]
2:0
HLC 0O s
3 _\ / \\ N
O‘/LN/{ %\\S>o

o}
\\CH 3
00—
<o
CHs
Metoda
Substrat I I
Diamid kwasu tereftalowego 2,18mmol (1,12g) Immol (0,51g)
Odczynnik Lawessona 2,14mmol (0,87g) Immol (0,41g)

Masa molowa: 540,65 [ﬁ]

Temperatura topnienia: 115°C

Widma NMR: H-NMR (400 MHz, DMSO) &: 1.17 (t, 12H), 4.01 (s, 8H), 4.13 (g, 8H),
7.70 (ddd, 4H); 3C-NMR (101 MHz, DMSO) &: 199.9, 169.2, 142.7, 127.8, 51.7, 14.2;
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5. Omowienie wynikow
Dla otrzymanych pochodnych metylowych i etylowych kwasu tereftalowego
obliczono wydajnosci reakcji (tabela 6 1 7).

Tabela 6. Wydajnos$¢ produktow posrednich (2) i (4) 1 produktow (5) otrzymanych
dwiema metodami syntezy dla pochodnych metylowych kwasu tereftalowego.

Wydajnos$¢ [%]
Metoda | Metoda 11
L.p. R 2 4 5 2 4 5
la -H 70% 53% 75% 85% 56% 78%
1b -CHs 83% 64% 60% 87% 65% 71%
1c | -CH2C4HeOH | 66% 58% 62% 70% 58% 65%
1d -CH(CHa3): 90% 84% 42% 92% 41% 45%
le -CH.OH 73% 59% 48% 82% 63% 43%
1f -C4H7NO4 96% 76% 52% 98% 80% 57%

Tabela 7. Wydajnos¢ produktow posrednich (2) i (4) i produktow (5) otrzymanych
dwiema metodami syntezy dla pochodnych etylowych kwasu tereftalowego.

Wydajnos$¢ [%]
Metoda | Metoda Il
L.p. R 2 4 5 2 4 5
la -H 93% 74% 69% 96% 82% 76%
1b -CH3 79% 85% 64% 82% 87% 70%
1c | -CH2C4HsOH | 62% 52% 57% 70% 52% 46%
1d -CH(CHs3): 87% 66% 42% 90% 64% 39%
le -CH.OH 76% 58% 35% 81% 47% 32%
1f -C4H7NO4 94% 59% 67% 95% 62% 54%

Analiza otrzymanych wynikow wskazuje, iz wydajnosci poiproduktow etylowych
i metylowych (2) poczatkowych faz syntez sa nieznacznie wyzsze dla metody II.
Podobny trend zaobserwowano dla pochodnych metylowych, jak i etylowych etapu (4)
syntezy. Wartosci wydajnosci produktow finalnych (5) sg generalnie nieznacznie lepsze
dla metody Il syntezy. Wyjatek stanowig pochodne metylowe 1 etylowe

z motywem seryny, cho¢ roznice mieszczg si¢ w niewielkim przedziale 3 + 5%.
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Modele nowo zsyntezowanych zwiazkéw zakodowane zostaty rowniez w popularnych

formatach wymiany informacji strukturalnej o matlych molekutach. Modele

przestrzenne w formatach CTX i SDF zostaty utworzone w ogdlnodostepnym edytorze

CACTVS/Csed [92]. Notacja liniowa SMILES jest czesto uzywana przez programy do

szacowania lipofilowosci (clogP), dlatego zastosowano konwerter OpenBabel do
zmiany formatu z SDF do SMILES [93].

Kody SMILES dla produktéw (5) oraz potproduktow (4) zamieszczone zostaty w tabeli

81i09.

Tabela 8. Kody SMILES dla metylowych pochodnych kwasu tereftalowego.

L.p. SMILES
43 clce(cce1C(=0)NCC(=0)OC)C(=0)NCC(=0)0C

ab clec(ccclC(=0)NC(C(=0)OC)C)C(=0)NC(C(=0)OC)C

4c | clec(ceclC(=0)NC(C(=0)0C)Celcece(cel)0)C(=0)NC(C(=0)OC)Celcec(cel)O
4d clec(ccelC(=0)NC(C(=0)OC)C(C)C)C(=0)NC(C(=0)OC)C(C)C

4e clec(ccelC(=0)NC(C(=0)OC)CO)C(=0)NC(C(=0)OC)CO

af clee(cce1C(=0)N(CC(=0)OC)CC(=0)OC)C(=0)N(CC(=0)OC)CC(=0)0C
5a clce(ccc1C(=S)NCC(=0)OC)C(=S)NCC(=0)0C

5b clce(cce1C(=S)NC(C(=0)OC)C)C(=S)NC(C(=0)OC)C

5¢ | clec(cec1C(=S)NC(C(=0)OC)Celceec(cel)0)C(=S)NC(C(=0)0C)Celece(ccl)O
5d clce(cce1C(=S)NC(C(=0)OC)C(C)C)C(=S)NC(C(=0)OC)C(C)C

5e clce(cce1C(=S)NC(C(=0)0C)CO)C(=S)NC(C(=0)OC)CO

5f clec(ccelC(=S)N(CC(=0)0OC)CC(=0)OC)C(=S)N(CC(=0)OC)CC(=0)0C
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Tabela 9. Kody SMILES dla etylowych pochodnych kwasu tereftalowego.

L.p.

SMILES

4a

clec(ccclC(=0)NCC(=0)OCC)C(=0)NCC(=0)0CC

4b

clec(ccclC(=0)NC(C(=0)OCC)C)C(=0)NC(C(=0)OCC)C

4c

clcc(ceclC(=0O)NC(C(=0)OCC)Cclcce(ccl)O)C(=0O)NC(C(=0)OCC)Cclcee(ccl)O

4d

clec(ccc1C(=0)NC(C(=0)OCC)C(C)C)C(=0)NC(C(=0)OCC)C(C)C

4e

clec(ccclC(=0)NC(C(=0)OCC)CO)C(=0)NC(C(=0)OCC)CO

4f

clec(cce1C(=0)N(CC(=0)OCC)CC(=0)OCC)C(=0)N(CC(=0)OCC)CC(=0)OCC

5a

clcc(ccclC(=S)NCC(=0)OCC)C(=S)NCC(=0)OCC

5b

clcc(cce1C(=S)NC(C(=0)OCC)C)C(=S)NC(C(=0)OCC)C

5¢

clce(ccclC(=S)NC(C(=0)OCC)Cclcee(ccl)O)C(=S)NC(C(=0)OCC)Cclcee(ccl)O

5d

clce(ccc1C(=S)NC(C(=0)OCC)C(C)C)C(=S)NC(C(=0)OCC)C(C)C

oe

clce(cec1C(=S)NC(C(=0)OCC)CO)C(=S)NC(C(=0)OCC)CO

Sf

clec(ccclC(=S)N(CC(=0)OCC)CC(=0)OCC)C(=S)N(CC(=0)OCC)CC(=0)OCC

Do wyznaczenia teoretycznej wartoSci wspOlczynnika podziatu (clogP) dla

analizowanego szeregu zwigzkow uzyto ogolnodostgpne, badz komercyjne programy
komputerowe: AlogPS, OSIRIS Property Explorer, Molinspiration, HyperChem,
MarvinSketch, Sybyl-X, ChemSketch.

Najogo6lniej, metody obliczeniowe wykorzystywane do wyznaczania teoretycznych

wartosci lipofilowos$ci podzieli¢ mozna na 2 zasadnicze grupy:

e metody opierajgce si¢ na analizowanej podstrukturze, ktore sumuje wktady od
poszczegblnych atoméw, np. Dragon AlogP, Osiris Property Explorer,
HyperChem, MarvinSketch (ChemAxon), XlogP3 oraz metody uwzgledniajace

fragmenty molekularne, np. Molinspiration, ChemSketch, Kowwin;
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e metody bazujace na wlasno$ciach: AlogPS, Dragon MlogP.

W tabelach 10 i 11 zamieszczono oszacowane wartosci lipofilowosci (clogP) dla

pochodnych metylowych i etylowych kwasu tereftalowego.

Tabela 10. Obliczone wartosci clogP dla pochodnych metylowych.

Numer Lipofilowos¢ - clogP
zwigzku
% z wgs |2 X £g | & ™ £
= || = Xxss |Se |= ng | ¥ %, =
IS 73 =95 |s~ |8 £ E = S 2
< = os53s | = 72 - X ¥
2 ~—
4a 0,64 | 0,05 -0,35 -0,69 0,05 -0,63 | -0,45 | -0,35 | -0,50
4b 094 | 0,71 0,37 0,39 0,66 0,51 054 | 1,12 | 0,33
4c 3,15 | 2,67 2,56 3,19 2,17 3,21 2,35 | 359 | 2,79
4d 1,81 | 2,27 1,72 2,13 2,52 2,28 2,30 | 3,05 | 2,15
4e -0,39 | -1,27 -1,76 -0,40 | -1,62 -1,21 | -0,59 | -0,79 | -3,17
4f 0,74 | -0,68 -0,70 -1,05 0,65 -0,94 0,46 | 0553 | -2,37
5a 1,69 | 2,01 1,05 1,32 1,15 1,15 166 | 1,52 | 1,37
5b 2,56 | 2,67 1,77 2,39 1,76 2,29 2,36 | 2,32 | 2,20
5c 4,03 | 4,63 3,96 5,19 3,27 4,99 452 | 479 | 4,66
5d 3,46 | 4,23 3,11 4,13 3,62 4,06 4,12 | 425 | 4,02
5e 1,07 | 0,69 -0,37 1,60 -0,86 0,57 1,23 | 0,41 | -1,30
5f 2,04 | 2,22 0,69 1,19 0,39 0,84 2,77 | 1,73 | 0,87
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Tabela 11. Obliczone warto$ci clogP dla pochodnych etylowych.

Numer Lipofilowos¢ - clogP
zwigzku
wn = 0wy D X E g £ 0 =
s |5 |[285 [8= (= 51 | % T | g
k=, 2 265 |g~ | & SEE | € S 2
< = Os8d > () % 6 2 X X
s t < |[©
4a 1,11 0,80 0,47 0,01 1,10 0,08 0,91 1,05 0,48
4b 1,83 1,46 1,18 1,07 1,72 1,22 1,61 1,85 1,31
4c 3,62 3,42 3,38 3,87 3,22 3,93 3,42 4,32 3,77
4d 2,77 3,02 2,53 2,81 3,58 3,00 3,36 3,78 3,13
4e 0,05 | -0,49 -0,67 -0,50 -0,55 -0,87 0,36 | -0,25 | -1,21
4f 2,27 0,82 0,93 0,32 2,77 0,49 2,59 1,9 | -041
5a 2,43 2,76 1,86 2,00 2,20 1,86 2,73 2,25 2,35
5b 3,20 3,42 2,58 3,08 2,82 3,00 3,42 | 3,05 3,19
5¢C 4,31 5,38 4,77 5,88 4,32 571 5,59 5,52 5,64
5d 4,09 4,98 3,93 4,82 4,68 4,78 5,18 4,98 5,00
5e 1,75 1,47 0,73 1,51 0,34 0,91 1,90 | 0,95 0,66
5f 3,84 3,73 2,32 2,56 2,51 2,27 4,89 3,19 2,84

Do wyznaczania parametrow lipofilowosci za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej w odwroconym uktadzie faz wykorzystano 11 pochodnych
metylowych i 11 etylowych. Badanie lipofilowosci przeprowadzono na plytkach
chromatograficznych RP-TLC firmy Merck: TLC Silica gel 60 RP-18 Fs4s. Wymiary
ptytek wynosity 10 cm =~ 10 cm rozwijanych przy uzyciu faz ruchomych (50 ml)
przygotowanych przez zmieszanie odpowiednich ilosci modyfikatora organicznego
w uktadzie metanolu/etanolu i wody destylowanej. W przypadku modyfikatora
organicznego stezenia (utamek objetosciowy v/v) zmieniano w zakresie od 0,60 do 1,00
co 0,10. Przygotowane roztwory o stezeniu 10 mg/ml nanoszono punktowo po 5 kropli
zwigzkow za pomoca szklanych kapilar w odstepach co 1 cm w odlegtosci 2 cm od
dolnej krawedzi ptytki. Chromatografie prowadzono przez 30 minut w klasycznej
szklanej komorze uprzednio nasyconej parami fazy ruchomej. Odlegto$¢ migracji
zwigzku na ptytce wynosita 7,0 cm, przez 20 minut do pelnego rozwinigcia ptytki.
Plytki suszono w temperaturze pokojowej (23 + 1°C) i wywotywano w $wietle UV (A =
254 nm). Wszystkie analizy zostaly powtorzone trzykrotnie. W kazdym przypadku
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okreslono $rednig wartos¢ Rr (wspotczynnik opdznienia) — wedlug réwnania (7).
Chromatograficzne parametry lipofilowosci badanych pochodnych etylowych
i metylowych obliczono na podstawie wspotczynnika opdznienia (Rr) dla zwigzkow
4a + 5f w kazdej fazie ruchomej oraz ptytek chromatograficznych stosowanych jako
faza stacjonarna. Wspoélczynnik opdznienia przeliczono na wartos¢ Rm wedlug
réwnania (8). Nastgpnie, dla kazdej ptytki chromatograficznej obliczono korelacje
liniowg pomiedzy Rm badanych zwigzkéw, a stosunkiem objgtosciowym
rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej. Do wyznaczenia eksperymentalnych
parametréw lipofilowosci w chromatografii RP — TLC (warto$ci Rmo) zastosowano
metode ekstrapolacyjna, ktora polegata na wykresleniu liniowych zalezno$ci pomigdzy
wartoscia Rwm, a zawarto$cig rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchome;j

korzystajac z rownania Soczewinskiego — Wachtmeistera (12).

Wyznaczone wartosci Rmo oraz parametry regresji liniowej: S — nachylenie prostej, R? —
wspotczynnik determinacji i R — wspotczynnik korelacji przedstawiono w tabeli 12 i 13

dla pochodnych metylowych i etylowych kwasu tereftalowego.

Tabela 12. Wartosci Rwmo i parametry regresji liniowej dla metylowych pochodnych
kwasu tereftalowego.

Nr zwiazku Rmo Ry = Ry — SO
S R? R
4a 0,32 -0,01 0,99 0,99
4b 1,23 -0,02 0,96 0,98
4c 2,21 -0,04 0,94 0,97
4d 2,65 -0,04 0,93 0,96
4e 0,53 -0,01 0,94 0,97
4f 0,52 -0,01 0,98 0,99
5a 1,95 -0,03 0,99 0,99
5b 1,26 -0,02 0,97 0,98
5c 3,35 -0,04 0,97 0,98
5d 3,85 -0,05 0,93 0,96
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Se

3,43

-0,04

0,97

0,98

5f

1,43

-0,03

0,96

0,98

Tabela 13. Wartosci Rwmo i parametry regresji liniowej dla etylowych pochodnych
kwasu tereftalowego.

Nr zwiazku Rmo Ry = Ryo — SO
S R? R
4a 1,67 -0,03 0,98 0,99
4b 0,73 -0,01 0,78 0,89
4c 0,45 -0,01 0,87 0,93
4d 1,43 -0,02 0,99 0,99
4e 1,00 -0,02 0,99 0,99
4f 1,72 -0,03 0,99 0,99
5a 1,73 -0,02 0,88 0,94
5b 1,00 -0,02 0,97 0,98
5c 2,02 -0,03 0,99 0,99
5d 1,21 -0,03 0,97 0,98
5e 1,51 -0,03 0,98 0,99
5f 1,79 -0,02 0,98 0,98

Podkresli¢ nalezy, iz szacowanie teoretycznej wartosci lipofilowosci clogP nie jest
zadaniem prostym. Ograniczony zasob rzeczywistych danych eksperymentalnych (ok.
10% na podstawie ktorych, aproksymowana jest numeryczna warto$¢ lipofilowosci,
powoduje, iz programy moga podawaé btedne wartosci dla zwigzkow, ktore znajduja
si¢ poza przestrzenig strukturalng danych treningowych (modelowych). Innymi stowy,
modele stosowane przez roézne algorytmy moga nie uwzglednia¢ szeregu struktur —
ekstrapolacja clogP dla tego typu zwigzkow obarczona jest ryzykiem obliczenia
btednych wartosci lipofilowosci. Niestety, nie mozna jednoznacznie wskazad
uniwersalnego programu do szacowania clogP. W tym kontekscie, stosowanie szeregu

réznych procedur obliczeniowych jest uzasadnione. Powstaje jednak pytanie, ktora
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estymowana warto$¢ clogP odpowiada ,rzeczywistej” wartosci lipofilowosci,
szczegblnie w przypadku znacznych roznic obliczonych clogP. Podkresli¢ nalezy przy
tym fakt, iz lipofilowo$¢ podawana jest w skali logarytmicznej, wigc nawet mate
roznice w clogP wplywaja znaczagco na oszacowanie rzeczywiste] wartosci
lipofilowosci. Uwzgledniajac powyzsze problemy obliczeniowe zastosowano podejscie
,konsensusowe” (kompromisowe), ktore koncepcyjnie bazuje na metodzie VoteDock
uzywanej do wyboru najlepszej funkcji oceniajgcej (skoringu) w procedurze dokowania

molekularnego [94].

Zmodyfikowana procedura wyboru estymatorow clogP polega na zastosowaniu
iteracyjnej metody eliminacji zmiennych nieistotnych (IVE-PLS) na macierzy danych
teoretycznych clogP (zmienna niezalezna) i wektorze danych eksperymentalnych
(zmienne zalezne), a nastgpnie usrednieniu lub wyborze mediany z wybranych warto$ci

clogP [95]

5.1 Analiza podobienstwa czasteczkowego

Jednym z kluczowych parametrow opisujacych transport leku od miejsca
podania do miejsca oddziatywania jest jego lipofilowos¢, ktérej warto§¢ numeryczna
(logP) uzalezniona jest od budowy strukturalnej zwigzku o potencjalnej aktywnosci
biologicznej. Roznorodno$¢ strukturalna badanych pochodnych (4a-4e, 5a-5e) oraz ich
odmienne wlasciwosci fizykochemiczne (np. lipofilowo$¢) przeanalizowana zostata na
zbiorze 2757 deskryptoréw molekularnych obliczonych przy pomocy programu Dragon
6.0. Rzutowanie wielowymiarowego zbioru danych (mD) na plaszczyzne
dwuwymiarowg (2D) mozliwa jest m.in. dzigki zastosowaniu liniowych metod redukcji
wymiarowo$ci danych, np. analizy czynnikéw gtownych (PCA) Iub metody

Klasteryzacji hierarchicznej (HCA).

W skrocie, metoda PCA (ang. Principal Component Analysis) polega na dekompozycji
macierzy danych wejsciowych Xuxm (gdzie, n to liczba molekut, za§ to m to liczba
deskryptorow) do dwoch wzajemenie ortogonalnych macierzy wynikéw (ang. scorses)
oraz wag (ang. loadings) z zachowaniem maksymalnej wariancji (zmienno$ci) danych
wejsciowych. Czasteczki (zwane niekiedy obiektami) rzutowane s3a na plaszczyzny
zdefiniowane przez pary istotnych czynnikow glownych (PCs), za§ podobienstwo
okreslane jest na podstawie wybranej metryki (najczesciej odlegtosci Euklidesowej)

pomiedzy okreslonymi punktami (molekutami). W analizowanym przypadku dane
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zebrane zostaly w macierz Xiox2757, ktorej poszczegdlne zmienne zostaty poddane
procedurze wstepnej obrobki (tzw. preprocessingu). Na wystandaryzowanych danych
wykonano analize¢ PCA, gdzie liczba istotnych czynnikow gléwnych okreslona zostata
na podstawie tzw. wariancji skumulowanej. W badanym przypadku pierwsze cztery
czynniki gtowne (PC1+PC2+PC3+PC4) opisaty 92,1% calkowiej warianciji danych,
podczas, gdy pierwsze dwa (PC1+PC2) odpowiadaly za 76,3% wariancji calkowite;j.
Projekcja obiektow (czasteczek 4a-4e, 5a-5e) na ptlaszczyzng utworzong przez pare
dwoch pierwszych czynnikow gléwnych przedstawiona zostata na rysunku 19, gdzie

dodatkowo oznaczono mozliwe naruszenia reguly Lipinskiego Ro5.
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Rysunek 19. Rzutowanie czasteczek 4a-4e, 5a-5e na plaszczyzng wyznaczong przez

czynniki gléwne PC1 vs. PC2 z oznaczeniem naruszen reguty Ro5.

Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne amidy i1 odpowiadajace im tioamidy
grupowane s3 parami. Pochodne kwasu tereftalowego zawierajace motyw glicyny (4a,
5a), alaniny (4b, 5b) oraz seryny (4e, 5e) tworza jeden klaster charakteryzowany
dodatnimi warto§ciami pierwszego czynnika glownego (PC1>0), za§ zwigzki
zawierajgce pochodng tyrozyny (4c, 5c) oraz waliny (4d, 5d) potozone sg oddzielnie
przy ujemnych warto$ciach pierwszego czynnika (PC1<0). Co wigcej, roznice
w budowie strukturalnej pochodnych z motywem tyrozyny (4c, 5c) oraz waliny (4d, 5d)
uwidocznione sg roOwniez w wyraznej separacji tych zwigzkéw wzgledem drugiego
czynnika gléwnego (PC2). Zwrdci¢ nalezy uwage na fakt, iz podstawienie kwasu
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tereftalowego aromatycznym pierscieniem tyrozyny zwigksza mas¢ czasteczkowa

(MW) pochodnej, co powoduje naruszenie reguty lekotypii Lipinskiego (Ro5).

Analiza podobienstwa czasteczkowego w wielowymiarowej przestrzeni deskryptorow
molekularnych moze réwniez zostaé polaczona z barwng mapg wlasciwosci
eksperymentalnych. Metoda klasteryzacji hierarchicznej (ang. Hierarchical Clustering
Analysis) tworzy graficzng reprezentacj¢ podobienstwa/rdznic mi¢dzyczasteczkowych
w postaci dendrogramu (drzewa zaleznos$ci), gdzie na osi odcigtych OX szeregowane sa
molekuly, za$ na osi rzednych OY przedstawiane jest ich podobienstwo/roznice zalezne
do przyjetego kryterium. Powigzanie roznic strukturalnych z wlasciwosciami
biologicznymi (SAR) mozliwe jest dzigki wprowadzeniu barwnej macierzy/wektora

danych eksperymentalnych (np. lipofilowosci), co zostato przedstawione na rysunku 20.
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Rysunek 20. Dendogram podobienstwa czgsteczek 4a-4e, 5a-5e wraz z barwng mapa
eksperymentalnych warto$ci lipofilowosci Rmo i logk.

Wynikiem hierarchicznego grupowania jest obserwowana tendencja badanych
zwiazkow do tworzenia zasadniczo 3 glownych klastrow: A, B oraz C. Podobnie jak
w analizie PCA, zwigzki z motywem tyrozyny (5C) zgrupowane sg oddzielnie
w klastrze C, ktory rozni si¢ od pozostatych pochodnych klastra A oraz B. Wida¢, iz
pochodne zawarte w klastrze B charakteryzuja si¢ nizszymi wartosciami wspolczynnika
lipofilowo$ci — odwrotng tendencje obserwuje si¢ na mapie wiasciwosci dla molekut

klastra C oraz A szczegdlnie dla lipofilowosci (Rmo) wyznaczonej metodg TLC.
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Podkresli¢ jednak nalezy, iz obserwowane sg jedynie tendencje SAR, ktore nie tworza

jakosciowej zaleznosci (QSAR).

Oszacowanie numerycznych warto$ci lipofilowosci teoretycznej dla zbioru
amidoéw (4a-4e) i odpowiadajacych im tioamidow (5a-5e) kwasu tereftalowego zostato
wykonane przy pomocy procedur obliczeniowych zaimplementowanych w programach
AlogPS, Molinspirations, Osiris, HyperChem 7, Sybyl-X, MarvinSketch 15,
ACD/ChemSketch 2015, Dragon 6, Kowwin, XlogP3. Zestawienie teoretycznych
wartosci clogP z danymi eksperymentalnymi pozwolito na obliczenia wspdiczynnika
korelacji w takim zbiorze danych, co zostato zakodowane w postaci kolorowej macierzy

trojkatnej (rysunek 21).
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Rysunek 21. Macierz wspotczynnikow korelacji dla danych empirycznych
I teoretycznych.

Zasadniczo, dobra korelacja jest obserwowana pomigdzy danymi teoretycznymi
1 empirycznymi dla potaczonego zbioru amidow i tioamidow (4a-4e, 5a-5e). Najwyzsze
wartosci wspotczynnika r > 0,8 obliczono dla clogP oszacowanego przy pomocy
programu ChemSketch oraz HyperChem. Podkresli¢ nalezy, 1z réznice w warto$ciach
clogP wynika¢ moga z roéznych algorytméw obliczeniowych zaimplementowanych
w programach komputerowych przewidujacych clogP oraz ograniczonej liczbie danych

treningowych (modelowych).
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5.2 Wihasciwosci biologiczne

Badania biologiczne zostaly wykonane w ramach wspotpracy z Panem prof.
Josefem Jampilkiem z Wydzialu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Komenskiego
w Bratystawie. W pracy zamieszczono wyniki badan wybranych zwigzkow
0 najwyzszej aktywnosci.

Wilasciwosci przeciwgrzybicze

Wyznaczenie aktywnosci przeciwgrzybiczej wykonane zostalo w oparciu
o standardowe procedury opisane w literaturze [96] i wyznaczenie parametroéw MIC
(ang. Minimal Inhibitory Concentration). W badaniach i testach zastosowano trzy
rodzaje grzybow z gatunku Candidia (C. albicans, C. krusei, C. parapsolosis). Grzyby
do testow wybrano sposrod gatunku powodujacego czeste zakazenia szpitalne i wsrod
takich patogenow, ktore atakuja pacjentow z obnizong odpornoscig. Testy
przeprowadzono prowadzone z wykorzystaniem $lepej proby oraz flukonazolu jako
zwigzku referencyjnego. Pomiary zwigzane z zahamowaniem rozwoju grzybow
przeprowadzono w réznych czasach inkubacji w zakresie od 24h do 120h.

Tabela 14. Aktywno$¢ przeciwgrzybicza wybranych pochodnych wobec grzybow
z gatunku Candidia.

Aktywno$¢ przeciwgrzybicza
L.p. R MIC ICso [uM]
clogP C. albicans C. krusei C. parapsolosis
Sa -H 0,15+0,52 >128 >128 >128
5b -CHs 1,61+0,53 64 64 64
5¢ | -CH2C4H6OH | 6,00+0,66 >128 >128 >128
5d -CH(CHa)2 1,66+0,66 >128 >128 >128
Se -CH,OH 3,4240,66 >128 >128 >128
flukonazol _— 87 40 >64

Najlepsza aktywnos¢ przeciwgrzybicza wykazat zwiagzek 5b.
Wilasciwosci przeciwbakteryjne

Badania aktywno$ci 1 wlasciwosci przeciwbakteryjnych przeprowadzone zostaly
z wykorzystaniem nastepujacych szczepoéw bakterii: GGram—dodatnich: S. aureus (Sa
ATCC 29213), odporne na metycyling: S. aureus (MRSA 63718, SA 630, SA 3202)
oraz Gram-ujemnych: E. coli. Ampicyling i cyprofloksacyne wykorzystano jako
zwigzki referencyjne, badania wykonano wobec §lepej proby. Testy prowadzone byly

w oparciu o standardowag procedur¢ [96] z okre§leniem parametru MIC. Parametry
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mierzono w réznych czasach inkubacji w przedziale od 24h do 48h. Wyniki badan

zostaly przedstawione w tabeli 15.

Tabela 15. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna wybranych pochodnych wobec bakterii gram

ujemnych i gram dodatnich.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna
MIC (ICs) [uM/L]
L.p. R S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus Escherichia

clogP MRSA SA | MRSASA | MRSA SA Sa ATCC .

630 3032 63718 29213 coli
Sa -H 0,15+0,52 >256 >256 >256 >256 >256
5b -CH3 1,61+0,53 >256 >256 >256 >256 >256
S5¢ | -CH2C4H6OH | 6,00+0,66 256 64 64 64 256
5d -CH(CH:3)2 1,66+0,66 >256 256 128 >256 >256
Se -CH,OH 3,42+0,66 256 128 128 128 >256

ampicylina _— >45,79 >45,79 >45,79 5,72 17

cyprofloksacyna _ >48,29 >48,29 >48,29 >48,29 38

Najlepsza aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wykazaty zwiazki 5c¢, 5d i 5e, zaden

zwigzek nie wykazal aktywnoS$ci wobec bakterii Gram ujemnej Escherichia coli.
Wilasciwosci przeciwpratkowe

Wiasciwosci przeciwpratkowe wybranych pochodnych oznaczono w testach
wobec bakterii z gatunku Mycobacterium (pratki) w oparciu o standardowg procedurg
[96]. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 16. Testy zostaly przeprowadzone
z zastosowaniem roznych czaséw inkubacji tj. 3 do 21 dni dla odpowiedniego szczepu
bakterii. Pomiar parametrow ICgo prowadzono wobec $lepej proby oraz izoniazydu
jako zwigzku referencyjnego.

Tabela 16. Aktywnos¢ przeciwptatkowa wybranych pochodnych wobec bakterii
z gatunku Mycobacterium.

Aktywnos$¢ przeciwpratkowa
L.p. R MIC ('IC90) [uM/L]. _
clogP M. smegmatis | M. marinum M. kansasii
ATCC 700084 | CAMP 5644 | DSM 44162
Sa -H 0,15+0,52 256 >256 128
5b -CH3 1,61+0,53 >256 >256 >256
S¢ | -CH2C4HsOH | 6,00+0,66 >256 >256 256
5d -CH(CHs)2 1,66+0,66 >256 >256 >256
Se -CH,OH 3,42+0,66 >256 >256 256
izoniazyd 117 467 29,17
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Zwigzki 5a, 5C 1 5e wykazuja aktywno$¢ wobec szczepu M. kansasii DSM 44162,
zwigzek 5a wykazuje dodatkowo aktywnos¢ wobec szczepu M. smegmatis ATCC
700084. Niestety, zadna z badanych pochodnych nie okazata si¢ skuteczna wobec M.
marinum CAMP 5644,

5.3 Struktury krystalograficzne wybranych pochodnych

Pochodne kwasu tereftalowego zawierajgce w budowie fragment struktury

X\ : NH-R
R—NH \X
gdzie X = tlen lub siarka, na skutek wystepowania oddzialywan wtérnych majg
zdolno$¢ do ulegania procesowi samoorganizacji, samoporzadkowania (ang. self-
assembly) [97,98,99]. Wtasciwosci te sprzyjaja procesowi uzyskania krysztatow
o budowie pozwalajacej na przeprowadzenie badan rentgenografii strukturalnej. Dla
dwoéch pochodnych zostala ustalona struktura krystalograficzna. Parametry pomiaru,

dane krystalograficzne dla uzyskanych struktur krystalograficznych zaprezentowane

zostaty w ponizszej tabeli 17.
Rentgenografia strukturalna

Aby okresli¢ strukture krystalograficzng wybranych pochodnych zastosowano
metod¢ otrzymywania monokrysztatlow oparta na krystalizacji z mieszaniny
rozpuszczalnikdw chloroform:metanol (1:1 (v/v)) wg. ponizszej procedury. W kolbie
umieszczono 75 mg zwigzku, 10 cm® metanolu i 10 cm?® chloroformu. Tak powstata
doprowadzong do wrzenia mieszaning, ochlodzono po 15 minutach ogrzewania.
Nastgpnie probke pozostawiono do swobodnej krystalizacji. Uksztaltowane
monokrysztaly poddane zostaly badaniom krystalograficznym. Obrazy dyfrakcyjne
monokrysztatbw  wybranych pochodnych zarejestrowano przy wykorzystaniu
czterokotowego dyfraktometru monokrystalicznego Gemini A Ultra (firmy Oxford
Diffraction), przy promieniowaniu molibdenowym linii Ko (MoKa) o dlugosci
1=0,71073A z zastosowaniem detektora CCD i refleksyjnego monochromatyzatora
grafitowego. Pomiary wykonano w temperaturze pokojowej (295(2)K). Poprawki, na
czynnik Lorentza (polaryzacyjny) oraz na absorpcje uwzgledniono z zastosowaniem
algorytmu SCALE3 ABSPACK [100]. Wstepny model struktury uzyskano
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wykorzystujac metod¢ bezposrednig. Polozenie wszystkich niewodorowych atomow

udoktadniano przy zastosowaniu pelnomacierzowej metody najmniejszych kwadratow

opartej na F2. Atomy wodoru udoktadniano jako ,jezdzace” (riding atom/model),

traktujac ich przesunigcie w ten sam sposob co przesuni¢cie atomow, z ktorymi sg

zwigzane. Temperaturowe czynniki izotropowe atomow wodoru okre§lono jako 1,2

ekwiwalentnych czynnikow temperaturowych atoméw zwigzanych z danymi atomami

wodoru (Uiso(H) = 1,2 Ueq). Obliczenia przeprowadzono wykorzystujagc programy
Olex2 [101] SHELXS i SHELXL [102].

Tabela 17. Dane krystalograficzne i parametry pomiaru dla uzyskanych struktur.

Diamid kwasu
tereftalowego
Z motywem
chlorowodorku estru

metylowego kwasu

Ditioamid kwasu
tereftalowego
z motywem estru

metylowego LD-waliny

L (5d)
iminodioctowego (4f)
Wz6r sumaryczny C20H24N2010 C20H28N204S2
Masa molowa 452,41 424,56
Temperatura [K] 295(2) K 295(2) K

Uktad krystalograficzny jednoskosny (monoclinic) |  trdjskosny (triclinic)
Grupa przestrzenna P2i/n P-1
Parametry komorki

a[A] 12,0014(9) 7,7129(8)
b [A] 7,1942(6) 8,9094(6)
c[A] 13,0305(10) 9,5907(6)
a [°] 90 69,793(6)
B [°] 93,388(7) 67,042(8)
v [°] 90 85,614(7)
Objetosé [A®] 1123,10(15) 568,20(8)
Z 2 1
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Gesto$¢ obliczona [mg/m?] 1,338 1,241
Wspotczynnik absorpcji [mm '] 0,108 0,261
F(000) 476 226
Rozmiary krysztatu [mm] 0,38 0,28 < 0,26 0,32 <0,16 < 0,08
Zakres 0 [°] 3,40 do 25,24 3,49 do 25,24
-11<=h<=16 -9<=h<=10
Zakres wskaznikow Millera -9<=k<=8 -ll<=k<=11
-lo<=l<=16 -12<=1<=13
Liczba zmierzonych refleksow 5798 5465
3150 4381

Liczba niezaleznych refleksow

[R(int) = 0,0277]

[R(int) = 0,0288]

Dane/parametry uécislane 267810/ 147 2660/ 0/130
Dobroé¢ dopasowania oparta na F? 1,064 1,048
Ri=0,0543 Ri =0,0496
Robs [I > 20(1)]
wR> =0,1326 wR2 =0,1073
Ri=0,0841 Ri=0,0841
Ran
wR> =0,1555 wR> =0,1289
Pozostalo§¢/minimum gestosci 0,207 0,265
elektronowe;j i i
W -0,183 -0,220
CCDC 1060741 1061508

Diamid kwasu tereftalowego

Diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego kwasu iminodioctowego

(4f) numer w bazie CCDC 1060741
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Rysunek 22. Struktura diamidu kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego
kwasu iminodioctowego.

Tabela 18. Dtugosci wigzan i katy [A, °] dla diamidu kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego kwasu iminodioctowego.

01-C4 1,225(2) C5-C6 1,508(3)
02-C6 1,195(2) C8-C9 1,507(3)
03-C6 1,323(2) 03-C7 1,446(3)
04-C9 1,183(3) 05— C9 1,324(3)
05 - C10 1,447(3) N1-C4 1,351(2)
N1-C5 1,447(2) N1-C8 1,452(2)
Cl-C2 1,386(2) Cl-C3a 1,383(2)
c2-C3 1,395(2) C2-C4 1,491(2)
C6-03-C7 116,74(16) C9-05-C10 116,73(17)
C4-N1-C5 123,58(14) C4-N1-C8 116,86(15)
C5-N1-C8 118,05(14) C2-Cl-C3.a 120,27(15)
Cl-C2-C3 119,59(15) Cl-C2-C4 119,00(15)
C3-C2-C4 121,31(15) Cla-C3-C2 120,13(16)
01-C4-N1 120,70(15) 01-C4-C2 120,81(14)
N1-C4-C2 118,49(14) N1-C5-C6 113,49(14)
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02-C6-03 125,28(17) 02-C6-C5 125,83(16)

03-C6-C5 108,89(14) N1-C8-C9 113,71(16)
04 -C9-05 123,5(2) 04-C9-C8 123,7(2)
0O5-C9-C8 112,77(17)

a: 1-x,1-y,-z

Tabela 19. Wigzania wodorowe wystepujace w diamidzie kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego kwasu iminodioctowego.

D-H-A d(D-H) d(H-A) d(D-A) <(DHA)
C(8)-H(8A)~0O(2) #1 0,97 2,58 3,517(3) 161,5
C(8)-H(8B)O(4) #2 0,97 2,58 3,391(3) 141,5

C(10)-H(10A)O(1) #3 0,96 2,58 3,279(3) 130,2

Operacje symetrii: #1 3/2-X,-1/12+y,1/2-z; #2 2-X,-y,-z; #3 3/2-x,-1/2+y,-1/2-z
Ditioamid kwasu tereftalowego

Ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego LD-waliny (5d) numer
w bazie CCDC 1060923
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Rysunek 23. Struktura ditioamidu kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego
estru metylowego (DL)-waliny.

Tabela 20. Dtugosci wigzan i katy [A, °] dla ditioamidu kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego LD-waliny.

S1-C4 1,654(2) C8 - C10 1,524(3)
01-C6 1,202(2) 02-C6 1,327(3)
02-C7 1,445(3) N1-C4 1,334(3)
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N1-C5
Cl-C3.a
C2-C3
C5-C8
C6-02-C7

C5-N1-H1

C2-C1-C3_a

C3-C2-C4

Cla-C3-C2

S1-C4-N1

N1-C5-C8

C6-C5-C8

02-C6-C5

C9-C8-C10

C5-C8-C10

1,450(3)
1,379(3)
1,390(3)
1,539(3)
115,87(17)
118,00
120,9(2)
121,17(18)
120,58(18)
123,40(16)
109,24(18)
110,80(16)
111,55(15)
111,29(18)

111,3(2)

Cl-C2

C2-C4

C5-C6

C8-C9

C4-N1-C5

C4-N1-H1

Cl-C2-C3

Cl-C2-C4

S1-C4-C2

N1-C4-C2

N1-C5-C6

01-C6-C5

01-C6-02

C5-C8-C9

1,387(3)
1,488(3)
1,516(3)
1,519(4)
123,96(18)
118,00
118,51(18)
120,3(2)
122,06(16)
114,5(2)
108,93(14)
124,2(2)
124,1(2)

110,02(18)

Tabela 21. Wigzania wodorowe wystepujace w ditioamidzie kwasu tereftalowego

z motywem estru metylowego LD-waliny.

D-H-A

d(D_H)

d(H-A)

d(DA)

<(DHA)

N(1)-H(1)O(1) #1

0,86

2,17

2,985(2)

159,2

Operacje symetrii: #1 1-x,1-y,-z

101




6. Wnioski

Aminokwasy mogg by¢ dobrymi prekursorami do otrzymywania zwigzkow
o potencjalnej aktywnos$ci biologicznej, za$ ich pochodne (np. estry lub amidy)
stanowig naturalng grupe zwiazkow, ktore wykorzystane moga by¢ réwniez jako
potencjalne nosniki lekow. W tym kontekscie, funkcjonalizacja aminokwasow egzo- lub
endogennych lub ich pochodnych z wykorzystaniem kwasow ftalowych (np. kwasu
tereftalowego 1 jego izomero6w) ma racjonalne uzasadnienie. Przyjmuje si¢ rOwniez, iz
zestawienie znanych w farmakologii motywow strukturalnych doprowadzi¢ moze do
swoistego rodzaju efektu synergii utworzonego potaczenia, a tym samym uzyskania
nowych, skuteczniejszych specyfikow przeciwnowotworowych. W  ramach

przeprowadzonych syntez otrzymano:

e 13 chlorowodorkéw estrow etylowych wybranych aminokwasow;

e 9 chlorowodorkow estrow metylowych wybranych aminokwasow;

e 6 diamidow kwasu tereftalowego z chlorowodorkéw estrow etylowych
wybranych aminokwasow;

e 6 diamidow kwasu tereftalowego z chlorowodorkéw estréw metylowych
wybranych aminokwasow;

e 6 ditioamidéw kwasu tereftalowego z chlorowodorkow estrow etylowych
wybranych aminokwasow;

e 6 ditioamidow kwasu tereftalowego z chlorowodorkow estrow metylowych

wybranych aminokwasow;

Podkresli¢ nalezy, iz z wymienionego zbioru nowymi zwigzkami sg: dla pochodnych
metylowych kwasu tereftalowego: diamid kwasu tereftalowego z motywem estru
metylowego L-tyrozyny, diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego
LD-seryny, diamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego kwasu
iminodioctowego, ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego
glicyny, ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego L-alaniny,
ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego L-tyrozyny, ditioamid
kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego LD-waliny, ditioamid kwasu
tereftalowego z motywem estru metylowego LD-seryny, ditioamid kwasu tereftalowego

z motywem estru metylowego kwasu iminodioctowego. Dla pochodnych etylowych
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kwasu tereftalowego: diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego LD-
waliny, diamid kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego LD-seryny, ditioamid
kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego kwasu iminodioctowego, ditioamid
kwasu tereftalowego z motywem estru etylowego glicyny, ditioamid kwasu
tereftalowego z motywem estru etylowego L-alaniny, ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru etylowego L-tyrozyny, ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru etylowego LD-waliny, ditioamid kwasu tereftalowego z motywem
estru etylowego LD-seryny. Lacznie zsyntezowano i scharakteryzowano 17 nowych

zwigzkow.

Uzyskany, unikatowy szereg symetrycznych ditioamidow kwasu tereftalowego oparty
o motyw wybranych reszt a-aminokwasowych moze znalez¢ zastosowanie
w nowoczesnych metodach leczenia, szczegdlnie w przypadku pacjentow, u ktérych

stosowane dotychczas leki nie dajg pozadanych efektow terapeutycznych.

W toku prac opracowano réwniez efektywne metody syntezy nowego szeregu
symetrycznych tioamidow kwasu tereftalowego, ktore zawieraja estry metylowe
1 etylowe wybranych a-aminokwaséw przy uzyciu klasycznej metody syntezy (metoda
I) oraz z uzyciem pola mikrofalowego (metoda Il1). Wyniki przeprowadzonych
eksperymentow wykazaly, iz zwiazki tego typu mozna uzyskaé przy wykorzystaniu
fatwo dostgpnych w handlu odczynnikéw (substratow), poprzez prowadzenie procesu
w tagodnych warunkach i z wysokimi wydajnosciami, co dodatkowo podnosi walory
rozwigzania. Synteza zwigzkow metodg | oraz Il jest relatywnie prosta, za$
poszczegblne przebiegaja z zadawalajaca wydajnoscig. Proces oczyszczania
otrzymanych zwigzkéw wedlug metody Il jest prosty, dlatego opracowany sposob
nadaje si¢ do implementacji w przemysle farmaceutycznym. Podkresli¢ nalezy, i1z
metoda Il stanowi element tzw. ,zielonej chemii”, wpisujac si¢ w nowe trendy
ekologiczne, poniewaz charakteryzuje si¢ znacznym skrdceniem czasu trwania reakcji

oraz obnizeniem energochtonnosci procesu.

Dodatkowo, nowe zwiazki scharakteryzowane zostaty przy pomocy eksperymentalnych
wartosci lipofilowosci (wlasciwo$¢ chemiczna) oraz ich odpowiednikéw teoretycznych
clogP (deskryptor molekularny) obliczonych metodami in-silico. Réznorodno$é
strukturalna badanych pochodnych oraz ich odmienne wiasciwosci fizykochemiczne

(np. lipofilowos¢) przeanalizowana zostata przy pomocy wielowymiarowego (mD)
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zbioru deskryptoréw molekularnych metodami redukcji wymiarowo$ci danych (PCA

i HCA).

W ramach wspotpracy z Wydziatem Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Komenskiego
w Bratystawie przeprowadzono szereg testow biologicznych na dziatanie
przeciwgrzybicze, przeciwbakteryjne oraz przeciwpratkowe wybranych nowych
pochodnych metylowych kwasu tereftalowego. Najlepsza aktywnos¢ przeciwgrzybicza
wykazal ditioamid kwasu tereftalowego z motywem estru metylowego L-alaniny (5b).
Najlepszg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wykazat ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego L-tyrozyny (5c¢), ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego LD-waliny (5d) oraz ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego LD-seryny (5e). Ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego glicyny (5a), ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego L-tyrozyny (5c¢) i ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego LD-seryny (5e) wykazuja aktywno$¢ przeciwpratkowa
wobec szczepu M. kansasii DSM 44162, co wiecej, ditioamid kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego glicyny (5a) wykazuje aktywno$¢ wobec szczepu M.
smegmatis ATCC 700084. Dodatkowo, dla diamidu kwasu tereftalowego z motywem
estru metylowego kwasu iminodioctowego (4f) oraz ditioamidu kwasu tereftalowego
z motywem estru metylowego LD-waliny (5d) zostatla wustalona struktura
krystalograficzna metodg otrzymywania monokrysztaldow opartag na krystalizacji

z mieszaniny rozpuszczalnikow.
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Wykaz stosowanych odczynnikéw

Sigma Aldrich:

e Glicyna

e Odczynnik Lawessona

e Dichlorek kwasu tereftalowego
e Dichlorometan

e DL-metionia

e L-izoleucyna

e L-histydyna
Chempur:

e Trietyloamina
e Siarczan sodu bezw.

e Tetrahydrofuran

e Heksan
e Metanol
e Aceton
e Etanol

o Eter dietylowy

e Chlorek wapnia bezw.

e DL-walina

e L-leuyna
e L-alanina
e DL-seryna

Avantor Performance Materials Poland S.A.:

e L-tyrozyna
e Chloroform

e L-tryptofan
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Thermo Fisher Scientific:

e Chlorek tionylu

e Kwas iminodioctowy

Wykaz aparatury pomiarowej oraz
uzytego oprogramowania

¢ MATLAB R2015b; MathWorks

e Myjka ultradzwigkowa Sonic 3; Polsonic

e Aparat do pomiaru temperatury topnienia Stuart SMP10
e Mieszadlo magnetyczne IKA RV 10

e Reaktor mikrofalowy Botti Electronic

e Spektrometr Bruker Avance 400 MHz

e Lampa UV TB TELBID Typ TB 02

e Program Mestrenova

e Program Chemsketch

e Biorender (https://biorender,com)

e Wyparka Heidolph Laborota 4000 efficient

e Programy do obliczania lipofilowosci clogP

e Waga RADWAG WXD 200/2000

e (Czasza grzejna z mieszadtem CHEMLAND SXKW-982B
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Andrzej Bak, Bozena Losiewicz, Violetta Kozik, Julian Kubisztal, Paulina
Dybal, Aleksandra Swietlicka, Krzysztof Barbusinski, Slawomir Kus, Natalia
Howaniec, Josef Jampilek. Real-Time Corrosion Monitoring of AISI 1010
Carbon Steel with Metal Surface Mapping in Sulfolane. Materials, 2019, 12(19),
3276, IF = 3,748; MEIN = 140.

Jiri Kos, Andrzej Bak, Violetta Kozik, Timotej Jankech, Tomas Strharsky,
Aleksandra Swietlicka, Hana Michnova, Jan Hosek, Adam Smolinski, Michal
Oravec, Ferdinand Devinsky, Milan Hutta, Josef Jampilek. Biological Activities
and ADMET-Related Properties of Novel Set of Cinnamanilides, Molecules,
2020, 25(18), 4121, IF = 4,927; MEIN = 100.

Andrzej Bak, Jiri Kos, Gilles Degotte, Aleksandra Swietlicka, Tomas
Strharsky, Dominika Pindjakova, Tomas Gonec, Adam Smolinski, Pierre
Francotte, Michel Frederich, Violetta Kozik, Josef Jampilek. Towards Arginase
Inhibition: Hybrid SAR Protocol for Property Mapping of Chlorinated N-
arylcinnamamides. International Journal of Molecular Science, 2023, 24, 3611,
IF = 6,208; MEIN = 140.

Publikacje w czasopismach, ktére nie posiadaja wspélczynnika wplywu (impact
factor; IF):

1.

Aleksandra Swietlicka, Agnieszka Sroda, Violetta Kozik, Andrzej Bak,
Krzysztof Barbusinski, Natalia Howaniec, Adam Smolinski. Electrochemical
Corrosion Monitoring in Low Conductive Fluid: Pilot-Scale Study on Sulfolane
Corrosion Potential. Proceedings, 2019, 16(1), 5.
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2. Andrzej Bak, Violetta Kozik, Aleksandra Swietlicka, Agnieszka Sroda,
Krzysztof Barbusinski, Natalia Howaniec, Adam Smolinski. Electrochemical
Corrosion Monitoring In Low Conductive Fluid: Pilot-Scale Study On Sulfolane
Corrosion Potential. Series Of Monographs, Innovations-Sustainability-
Modernity-Openness, Water, 2019, 38.

W recenzji publikacja naukowa:

1. Bak, A.; Kozik, V.; Swietlicka, A.; Baran, W.; Smolinski, A.; Zieba, A.
Toward therapeutic thioamides: Microwave-aided synthesis of terephthalic
acid derivatives. Molecules 2023. IF = 4,927; MEIN = 100.

Z.gloszenie patentowe z dnia 04.04.2023 o numerze [WIPO ST 10/C PL444310]:

1. Kozik, V.; Bak, A.; Zigba, A.; Swietlicka, A.; Pazdzior, M.; Hadrys, A.;
Jedrzejowska, A. ,,Symetryczne tioamidy kwasu tereftalowego oraz sposoby

ich otrzymywania”.
Wystapienia ustne prezentowane osobiscie:

1. Swietlicka A., Bak A., Kozik V., Pazdzior M. ,,Badanie profilu lipofilowos$ci
zwiazkoéw biologicznie aktywnych” VII Slaskie Spotkania Naukowe, Gliwice,
2020.

2. Swietlicka A., Bak A., Pazdzior M., Hadry$ A., Barbusinski K., Kasperczyk D.,
Kozik V. ,Biodegradation of Volatile Organic Compounds (VOC) using the
Compact Trickle Bed Bioreactor (CTBB)”. 3rd International Conference

,.Bioreactors in struggle for pure air”, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2021.
Wspolautor wystapien ustnych:

1. Sroda A., Swietlicka A., Kozik V., Bak A., Barbusinski K., Winiarska K.
»Oznaczanie stgzen lekow przeciwbdlowych 1  przeciwgoraczkowych
w probkach wody metoda HPLC — badania wstepne” VII Slaskie Spotkania
Naukowe, Gliwice, 2020.

2. Pazdzior M., Sochanik A., Jazowiecka-Rakus J., Swietlicka A., Hadry$ A.,
Kozik V. , Egzosomy z WP760 w badaniach nad terapig czerniaka ztosliwego”
VIII Slqskie Spotkania Naukowe, Gliwice, 2021.
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Plakaty na konferencjach mi¢dzynarodowych:

1.

Swietlicka A., Bak A., Kozik V., Sroda A., Barbusifiski K., Howaniec N.,
Smolinski A. ,,Electrochemical corrosion monitoring in low conductive fluid:
Pilot-scale study on sulfolane corrosion potential”. VIII International Scientific
Conference ,,Environmental Engineering Through A Young Eye”, Bialystok,
2019.

Swietlicka A., Jarzembek K., Dybat P., Kozik V., Jampilek J., Bak A. “In silico
estimation of structure-activity relationships for novel benzene-based
carbamates for AChE/BChE inhibition”. The 42nd  Symposium
Chromatographic Methods of Investigating the Organic Compounds, Szczyrk,
2019.

Swietlicka A., Pazdzior M., Bak A., Sochanik A., Hadry$ A., Jazowiecka-Rakus
J., Kozik V. ,,Amides and thioamides as prospect drug molecules”. XXVth
Gliwice Scientific Meetings, Gliwice, 2021.

Swietlicka A., Bak A., Pazdzior M., Hadry$ A., Barbusinski K., Kasperczyk D.,
Kozik V. ,,Electrochemical corrosion monitoring in low conductive fluid: Pilot-
scale study on sulfolane corrosion potential”. 3rd International Conference

,Bioreactors in struggle for pure air”, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2021.

Swietlicka A., Bak A., Pazdzior M., Hadry$ A., Barbusinski K., Kasperczyk D.,
Kozik V. ,Biodegradation of Volatile Organic Compounds (VOC) using the
Compact Trickle Bed Bioreactor (CTBB)”. 3rd International Conference

,Bioreactors in struggle for pure air”, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2021.

Swietlicka A., Pazdzior M., Hadry$ A., Kozik V., Bgk A. ,Diamides and
dithioamides as compounds with potential bioactivity”. Chemistry Towards

Biology 10, Bratystawa, Stowacja, 2022.

Swietlicka A., Pazdzior M., Hadry$ A., Bak A., Kozik V. “Real-Time Corrosion
Monitoring of AISI 1010 Carbon Steel with Metal Surface Mapping in
Sulfolane”. ,,IV Migdzynarodowa Konferencja - Bioreaktory w walce o czyste

powietrze” Innowacje w stuzbie ochrony powietrza, Grzybow, 2022.
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8. Swietlicka A., Pazdzior M., Hadrys A., Kozik V., Bak A. , Amides and
thioamides as prospect drug molecules”. ,,IV Miedzynarodowa Konferencja -
Bioreaktory w walce o czyste powietrze”. Innowacje w stuzbie ochrony

powietrza, Grzybow, 2022.
Plakaty na konferencjach krajowych:

1. Swietlicka A., Koztowska J., Bozek D., Matecki P., Osoba M., Dybat P., Kozik
V., Bak A., Ku$ S. ,Profil korozyjny stali AISI304L w wybranym
rozpuszczalniku aprotonowym”. XII Seminarium Naukowe "Aktualne Problemy

Chemii Analitycznej”, Instytut Chemii, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2018.

2. Swietlicka A., Kozik V., Bak A., Kravest M., Sroda A. ,,Profil lipofilowosci
chlorowodorkéw wybranych aminokwasow”. XIII  Seminarium Naukowe
"Aktualne Problemy Chemii Analitycznej", Instytut Chemii, Uniwersytet Slaski,
Katowice, 2019.

Wspolautor plakatéow prezentowanych na konferencjach krajowych oraz

miedzynarodowych:

1. Kozik V., Bak A., Jarzembek K., Dybat P., Pentak D., Hachuta B., Rojkiewicz
M., Swietlicka A., Bozek D., Koztowska J., Ku$ P. “Lipophilicity of selected
terephthalamides”. The 40th Symposium Chromatographic Methods of
Investigating the Organic Compounds, Szczyrk, 2017.

2. Bak A., Kozik V., Swietlicka A., Sroda A., Kolesinska B., Sochanik A.
»lowards Intelligent Drug Design System: Application of Artificial Dipeptide
Receptor Library in QSAR-Oriented Studies”. Gliwice Scientific Meetings,
Gliwice, 2018.

3. Kozik V., Bak A., Hachuta B., Matecki P., Osoba M., Bozek D., Swietlicka A.,
Koztowska J., Rojkiewicz M., Ku$ P., Priebe W., Jazowiecka — Rakus J.,
Sochanik A. ,,Pochodne tlenku grafenu jako potencjalne no$niki lekoéw”. Il
Seminarium Ogodlnoakademickie ,,Metody fizykochemiczne w badaniach
naukowych” Wydziatl Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej,

Sosnowiec, 2018.
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10.

Bak A., Swietlicka A., Kozik V., Pyptacz O., Wieczorek K., Pizova H.
Jampilek J., Sochanik A. ,,SAR-mediated Similarity Assessment of the Property
Profile for New, Silicon-Based AChE/BChE Inhibitors”. Gliwice Scientific
Meetings, Gliwice, 2019.

Kozik V., Bak A., Swietlicka A,, Priebe W., Jazowiecka — Rakus J., Sochanik
A. ,Multifunkcyjne nosniki lekow - badania wstepne”. Il Seminarium
Ogolnoakademickie ,,Metody fizykochemiczne w badaniach naukowych”

Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Sosnowiec,
2019.

Kozik V., Bak A., Swietlicka A., Sroda A., Jampilek J., Priebe W., Jazowiecka-
Rakus J., Sochanik A. ,Potential Anticancer Drug Nanocarriers”. 6th

Nanomaterials and Nanotechnology Meeting, Ostrava, Czechy, 2019.

Sroda A., Swietlicka A., Kozik V., Bak A., Barbusinski K. ,,Metody usuwania
niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych ze $rodowiska wodnego™.  XllI
Seminarium Naukowe "Aktualne Problemy Chemii Analitycznej”, Instytut

Chemii, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2019.

Sroda A., Swietlicka A., Kozik V., Bak A., Barbusinski K., Winiarska K.,
Wojcik M. ,,Determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs in water
samples by LC-MS/MS”. Analytical Chemistry Virtual Event, LabRoots
Corporation, Yorba Linda, CA, USA, 20109.

Pazdzior M., Kozik V., Swietlicka A., Bak A., Sroda A., Hadrys A.,
Jazowiecka-Rakus J., Sochanik A. ,.Cytotoxicity of various drug-modified

exosome carriers on melanoma cell cultures”. 24th Gliwice Scientific Meetings,
Gliwice, 2020.

Pazdzior M., Sochanik A., Swietlicka A., Bak A., Hadry$ A., Jazowiecka-Rakus
J., Kozik V. ,Novel therapy against lung cancer a disease with many links to
environmental pollution”. 3rd International Conference ,,Bioreactors in struggle

for pure air”, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2021.
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11. Pazdzior M., Swietlicka A., Hadry$ A., Bak A., Kozik V. ,Graphene Oxide
derivatives as potential drug nanocarriers”. Chemistry towards Biology 10,

Bratystawa, Stowacja, 2022.

12. Pazdzior M., Swietlicka A., Hadry$ A., Bak A., Kozik V. “Derivatives of
Graphene Oxide as potential drug nanocarriers”. ,IV Miedzynarodowa
Konferencja - Bioreaktory w walce o czyste powietrze” Innowacje w stuzbie

ochrony powietrza, Grzybow, 2022.

13. Pazdzior M., Swietlicka A., Bak A., Hadrys$ A., Sochanik A., Kozik V. ,Novel
therapeutic strategy against malignant melanoma”. ,IV Miedzynarodowa
Konferencja - Bioreaktory w walce o czyste powietrze” Innowacje w stuzbie

ochrony powietrza, Grzybow, 2022.

14. Hadrys$ A., Pazdzior M., Swietlicka A., Bak A., Kozik V. ,New derivatives of
cytidine with non-steroidal anti-inflammatory drugs for pancreatic cancer
treatment”. ,, IV Migdzynarodowa Konferencja - Bioreaktory w walce o czyste

powietrze” Innowacje w stuzbie ochrony powietrza, Grzybow, 2022.
Czlonek komitetu organizacyjnego konferencji naukowych:

1. 3rd International Conference ,Bioreactors in struggle for pure air”,

Uniwersytet Slaski, Katowice, 2021.

2. ,,Szybkie testy jakosci paliw” w ramach projektu pt. ,,Opracowanie serii
nowatorskich testow kontroli jakosci paliw ptynnych (benzyna, olej

nap¢dowy)”, firma i-Petrol, Katowice, 2021.
Uczestnictwo pozostalych w konferencjach naukowych:
1. Cellular Therapies - Interdisciplinary Approach, Warszawa, 2022.
Odbyte staze zagraniczne:

1. 02-16.07.2018 Dwutygodniowy staz zagraniczny w Bratystawie na

Wydziale Farmacji Uniwersytetu Komenskiego.

2. 16.09-23.09.2019 Tygodniowy staz zagraniczny w Salamance na Wydziale

Farmacji, Uniwersytetu w Salamance.

124



3. 20.08-18.09.2022 Miesieczny staz zagraniczny w Bratystawie na Wydziale
Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Komenskiego.

Certyfikaty:

1. Statistica - kurs podstawowy, 2019.

2. Szkolenie on-line pt,: ,,Audit wewnetrzny w laboratorium wedlug PN-EN
ISO/IEC 17025:2018-02 i PN-EN 1SO 19011:2018-08”, 2022.

Nagrody:

1.

2020 Laureatka XII edycji Konkursu Wyréznien Jego Magnificencji Rektora
Uniwersytetu Slaskiego, 2020.

Popularyzacja nauki:

1.

2.

IIT Slaski Festiwal Nauki, Katowice, 2019.

Udziat w Wirtualnym Swigcie Liczby Pi, Uniwersytet Slaski w Katowicach,
2020.

Wirtualne Dni Otwarte Uniwersytetu Slaskiego na Wydziale Nauk Scistych
i Technicznych, 2020.

Pomoc w organizowaniu 1 przygotowaniu warsztatow chemicznych dla uczniow
szkot podstawowych w projekcie: ,,Kreatywny Odkrywca”, Uniwersytet Slaski
w Katowicach, 2019-2020.

Koncert charytatywny ,,Miasto Nauki Ukrainie”- organizacja oraz informacja

podczas wydarzenia, Uniwersytet Slaski w Katowicach, 2022.

Pokazy chemiczne dla mlodziezy szkolnej, Uniwersytet Slaski w Katowicach,
2022.

Rodzinny Piknik Naukowy, Uniwersytet Slaski w Katowicach, 2022.
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WA URZ A D PATENTOWY al. Niepodleglosci 1§8/192
00-950 Warszawa, skr. poczt. 203
RZE CZYPOS PO LlTEJ PO LS Kl EJ tel.: (+48) 22 579b5 55p| fa):: (+48) 22 579 00 01

e-mail: kontakt@uprp.gov.pl | www.uprp.gov.pl

Kancelaria Ogoélna

Warszawa, 2023-04-04

Nasz znak: POTWIERDZENIE/348531/P.444310
Wasz znak: US661

POTWIERDZENIE

Urzad Patentowy RP stwierdza, Ze dnia 2023-04-04 przyjeto w formie elektronicznej wniosek o udzielenie
patentu na wynalazek:

Symetryczne tioamidy kwasu tereftalowego oraz sposoby ich otrzymywania

Zgloszenie oznaczono numerem: P.444310
[WIPO ST 10/C PL444310]

Zglaszajacy:  Uniwersytet Slaski w Katowicach, Katowice, Polska
Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Katowice, Polska

Dokument wystawiony automatycznie przez system teleinformatyczny UPRP.

Pouczenie:

1.  Strony oraz ich przedstawiciele i pelnomocnicy majg obowiazek zawiadomié¢ Urzad o kazdej zmianie swojego adresu.
W razie zaniedbania tego obowiazku doreczenie pisma pod dotychczasowym adresem ma skutek prawny (art. 41 kpa).

2. O zgloszeniu wynalazku Urzad Patentowy dokonuje ogloszenia niezwlocznie po upltywie 18 miesiecy od daty
pierwszenistwa do uzyskania patentu. Zglaszajacy moze w okresie 12 miesiecy od daty pierwszenstwa ztozy¢ wniosek
o dokonanie ogloszenia w terminie wcze$niejszym (art. 43 ustawy z dnia 30 czerwca 2000r. Prawo wlasnosci
przemystowej (Dz. U. z 2021 r. poz. 324).

3. W korespondencji nalezy powotywac sie na nr P.444310.

Klauzula informacyjna:

Zgodnie z art. 13 ust. 1 i 2 Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia 2016 1. w
sprawie ochrony oséb fizycznych w zwiazku z przetwarzaniem danych osobowych i w sprawie swobodnego przeptywu takich
danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE (dalej RODO) Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej informuje, ze:

1.  Administratorem Pani/Pana danych osobowych jest Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej z siedziba w
Warszawie, adres: al. Niepodleglosci 188/192, 00-950 Warszawa, skrytka pocztowa 203;

2. Inspektor Ochrony Danych, dane kontaktowe: adres: al. Niepodleglosci 188/192, 00-950 Warszawa, tel. bezposredni
(022) 579 00 25, fax (022) 579 00 01, e-mail: iod@uprp.pl;



3.  Pani/Pana dane osobowe przetwarzane beda w celu realizowania zadan Urzedu Patentowego RP okre$lonych
przepisami ustawy z dnia 30 czerwca 2000 r. Prawo wilasnosci przemystowej;

4.  Podstawa prawna przetwarzania Pani/Pana danych osobowych jest ustawa z dnia 30 czerwca 2000 r. Prawo wlasnosci
przemystowej, rozporzadzenia wykonawcze do ww. ustawy, umowy miedzynarodowe oraz art. 6 ust. 1 lit. c RODO;

5.  Pani/Pana dane osobowe moga by¢ przekazywane do podmiotéw publicznych na zasadach obowiazujacych w
przepisach prawa oraz organizacjom miedzynarodowym i organom unijnym, zgodnie z obowiazujacymi przepisami
prawa i umowami miedzynarodowymi, po uptywie terminéw zastrzezonych dla nieujawniania informacji o zgloszeniu;

6.  Pani/Pana dane osobowe bedq przechowywane przez okres zgodny z zasadami archiwizacji dokumentéw w Urzedzie
Patentowym RP;

7.  Posiada Pani/Pan prawo zadania dostepu do tresci swoich danych osobowych, prawo ich sprostowania oraz prawo do
ograniczenia ich przetwarzania;

8.  Przyshuguje Pani/Panu prawo wniesienia skargi do organu nadzorczego wlasciwego w zakresie ochrony danych
osobowych gdy uzna Pani/Pan, ze przetwarzanie Pani/Pana danych osobowych narusza przepisy RODO;

9.  Podanie przez Pania/Pana danych osobowych jest wymogiem ustawowym niezbednym do dalszego procedowania
przez Urzad Patentowy RP.

UWAGA NA OSZUSTOW!

Przed dokonaniem jakiejkolwiek oplaty do Urzedu Patentowego RP,
sprawdZ czy numer rachunku zgadza sie z numerem konta Urzedu:

NBP O/0O Warszawa: 93 1010 1010 0025 8322 3100 0000

Urzad Patentowy RP posiada tylko jeden numer rachunku i pobiera oplaty wylacznie w zlotych!

W przypadku jakichkolwiek watpliwosci prosimy o kontakt z Centrum Informacji w Urzedzie Patentowym RP pod nr tel.: 22 579 05 55. Aktualne
ostrzezenia o prébach wyludzen publikowane sg na stronach Urzedu Patentowego RP (uprp.gov.pl) oraz w komunikatach FinCERT.pl - Bankowego
Centrum Cyberbezpieczenstwa Zwiazku Bankow Polskich (zbp.pl).

W celu weryfikacji autentycznosci korespondencji zeskanuj podany
kod QR lub przejdz na strone weryfikacji korespondencji Urzedu
Patentowego RP dostepnej pod adresem

i przepisz kod stempla.

Kod stempla: eOe-e0a5-ab5


https://pue.uprp.gov.pl/public/stamp/verify

UNIWERSYTET SLASKI W KATOWICACH
R E K T O R

Katowice, 24 wrze$nia 2020 roku

Szanowna Pani

Aleksandra Swietlicka

doktorantka na Wydziale Nauk Scislych
i Technicznych US

LIST GRATULACYJNY

Jest mi niezmiernie milo pogratulowa¢ Pani znalezienia si¢ w gronie laureatow XII edycji
Wyrézinien Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu Slgskiego. Wyréznienie otrzymuje Pani
za osiagniecia sportowe i naukowe oraz popularyzacj¢ nauki.

Od 2015 roku nalezy Pani do sekcji judo Akademickiego Zwigzku Sportowego US.
Na Akademickich Mistrzostwach Polski w Judo w 2018 roku zajela Pani I miejsce w kategorii druzynowe;j
kobiet wéréd uniwersytetow, IT miejsce w Kategorii druzynowej kobiet wsréd wszystkich uczelni,
III miejsce wérdd uniwersytetow w kategorii do 57 kg, natomiast rok pozniej zdobyla Pani II miejsce
w kategorii druzynowej wérdd uniwersytetow. Z kolei podezas Akademickich Mistrzostw Slaska w Judo
(2018) zajela Pani I miejsce w kategorii do 57 kg i I miejsce w kategorii druzynowej kobiet, a rok pozniej
I miejsce w kategorii do 57 kg i I miejsce w kategorii druzynowej kobiet. W swoim dorobku naukowym
posiada Pani pie¢ publikacji naukowych oraz wystapienia na konferencjach naukowych. Aktywnie wlacza
sie Pani réwniez w popularyzacje nauki, m.in. prowadzac warsztaty dla dzieci i wspolorganizujac konkurs
chemiczny dla uczniéw ,,0d alchemika do milionera” w ramach Swieta Liczby Pi (2019).

Godne szacunku jest, iz Pani aktywno$¢ przeklada si¢ nie tylko na sukces indywidualny, lecz ma
wazny szerszy wymiar. Gratulujgc talentow, bogatych zainteresowar, energii, determinacji, wytrwatosci
i licznych dokonan, zycze Pani wielu dalszych sukceséw we wszelkich podejmowanych dziataniach.

Z wyrazami szacunku

AR
prof. dr hab. Ryszard Koziole
Rektor Uniwersytetu Slgskiego

ul. Bankowa 12, 40-007 Katowice
tel. 32 359 13 00, 32 359 20 50
fax 32 359 20 55, 32 359 21 10



