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Zwiekszajgca sie zapadalno$¢ na nowotwory sprawia, ze konieczne jest
poszukiwanie nowych terapeutykéw, dziatajgcych selektywnie na komérki zmienione
chorobowo. Wystepowanie rdinych rodzajéw nowotwordw i ich umiejscowienia
w organizmie warunkuje postugiwanie sie réznymi metodami leczenia. Oprécz
operacyjnego usuwania guzéw nowotworowych, stosuje sie réwniez m.in.
chemioterapie, ktérej celem mogg byc¢ receptory komérkowe i enzymy zaangazowane
w procesy komodrkowe, wptywajgce na przezywalnos¢ komorek nowotworowych.
Jednym z niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania komérki enzymem jest
fukozylotransferaza 8 (FUT8), enzym odpowiedzialny za przenoszenie reszty L-fukozy
do akceptora molekularnego, ktérym moze by¢ inna czasteczka cukrowa, lipidy
lub biatka. Nadekspresje FUT8 wykazano w komdrkach wielu rodzajéw nowotwordéw.
Obecnie znanych jest niewiele efektywnych inhibitoréw tego enzymu.

W  pracy doktorskiej otrzymano szereg  pochodnych  zwigzkéw
heteroaromatycznych, ich glikozydow oraz glikokoniugatdw, mogacych petni¢ funkcje
inhibitorow FUT8. W trakcie badan otrzymano cukrowe potprodukty, pochodne gtéwnie
L-fukozy oraz L-ramnozy, oraz potprodukty niecukrowe, takie jak pochodne purpuryny,
antrachinonu, 1,3,5-triazyny, 1,3,4-tiadiazolu, furan-2(5H)-onu, 2H-pirol-2-onu
oraz 1,2,4-triazolu, ktére nastepnie zastosowano w syntezie ztozonych pochodnych
cukrowych, gtéwnie L-ramnozy oraz L-fukozy.

Otrzymane pofaczenia poddano wstepnej ocenie ich aktywnosci biologicznej
na liniach komérkowych HCT116 i MCF-7. Najnizsze wartosci ICso wobec badanych linii
komoérkowych uzyskano dla pochodnej Ram38 (4-(3,4-dichloro-5-hydroksy-1H-pirol-
2(5H)-on-1-ylo)metyleno)-1-(4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-
enopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol), dla ktérej stwierdzono réwniez oddziatywanie z FUTS8
pochodzenia bakteryjnego.

Wyniki przeprowadzonych analiz pozwolity na wstepne okreslenie struktury
fragmentow z jakich powinien sie sktadac potencjalny inhibitor oddziatujgcy z biatkiem
FUTS, co stanowi punkt wyjscia do dalszych badan w tym obszarze.
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The increasing occurrence of cancer makes it necessary to search for new
therapeutics that act selectively on the affected cells. The diverse types of cancer and
their location in the body determine the use of different treatment methods. In addition
to surgical removal of cancerous tumours, chemotherapy is used, which can target cell
receptors and enzymes involved in cellular processes that affect the survival of cancer
cells. Among the enzymes essential for normal cell function is fucosyltransferase 8
(FUT8), an enzyme responsible for transferring the L-fucose moiety to molecular
acceptor, which can be another sugar molecule, lipids, or proteins. Overexpression of
FUT8 has been indicated in several types of cancer cells. Currently only few effective
inhibitors of this enzyme are known.

In the dissertation, there were obtained a set of heteroaromatic compounds, and
their glycosides and glycoconjugates, capable of acting as FUT8 inhibitors. In this
research work there were obtained sugar intermediates, derivatives mainly of L-fucose
and L-rhamnose, non-sugar intermediates such as derivatives of purpurin,
anthraquinone, 1,3,5-triazine, 1,3,4-thiadiazole, furan-2(5H)-one, 2H-pyrrol-2-one and
1,2,4-triazole, which were then used in the synthesis of complex sugar derivatives, inly
L-rhamnose and L-fucose.

The obtained sugar derivatives were preliminarily evaluated for their biological
activity on HCT116 and MCF-7 cell lines. The lowest ICsp values on the tested cell lines
were obtained for the Ram38 derivative (4-(3,4-dichloro-5-hydroxy-1H-pyrrol-2(5H)-on-
1-yl)methylene)-1-(4-0O-acetyl-2,3,6-trideoxy-L-erythro-hex-2-enepyranosyl)-1H-1,2,3-
triazole), also was found to interact with FUT8 bacterial origin.

The results of the analyses allowed the preliminary determination of the
structure of the fragments from which a potential inhibitor should be composed to
interact with the FUT8 protein, which is a starting point for further research in this area.
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1.PRZEGLAD LITERATUROWY

Ciggty rozwdj cywilizacji i tryb zycia warunkujg zwiekszajaca sie zapadalnosé
na choroby takie jak choroby krazenia, cukrzyca oraz nowotwory. Te ostatnie sg gtéwng
przyczyng zgondw na catym sSwiecie, odpowiadajac za blisko 10 miliondw zgonéw
i 20 miliondw nowych przypadkéw w 2020 roku. Najczestszymi nowotworami pod
wzgledem liczby zgondéw byty nowotwory: ptuc (1,8 miliona), okreznicy i odbytnicy (9,16
tysigca), watroby (8,3 tysigca), zotgdka (7,69 tysigca) oraz piersi (6,85 tysigca) [1]. Wciaz
zwiekszajgca sie zapadalnos$é na te choroby sprawia, ze konieczne jest poszukiwanie
nowych terapeutykow, ktére dziatatyby w sposdb Scisle ukierunkowany, selektywnie
na komarki zmienione chorobowo.

Nowotwdr jest chorobg obejmujacg intensywne zmiany genetyczne
i metaboliczne w komdrce bezposrednio przyczyniajgce sie do ich wzrostu i ztosliwosci.
Zmiany w komorce, ktére powodujg transformacje komorki zdrowej w komorke
nowotworowg, obejmujg rdznego rodzaju mutacje zachodzace w genomie.
Te modyfikacje genetyczne przede wszystkim majg na celu wspieranie ciggtej
proliferacji, dlatego zwiekszane sg mozliwosci biosyntezy komdrek nowotworowych,
w tym syntezy kwaséw ttuszczowych i nukleotyddéw, natomiast B-oksydacja kwaséw
ttuszczowych i inne niepotrzebne juz procesy metaboliczne sg w nich zminimalizowane
[23].

Réznorodne formy nowotworu i umiejscowienie w réznych tkankach organizmu
powoduje, ze wspbiczesna terapia onkologiczna postuguje sie réznymi metodami
leczenia, czesto potaczonymi w jeden schemat terapeutyczny. Oprdocz radykalnej
metody usuniecia operacyjnego nowotworu, naswietlania promieniowaniem
jonizujagcym, miejscowego podwyzszenia temperatury (hipertermia) waznym
narzedziem w walce z nowotworami jest chemioterapia. Pod tg nazwg kryje sie duza
liczba lekdéw ukierunkowana na cele biologiczne, ktérymi moga byé poszczegdlne etapy
cyklu komoérkowego, receptory komodrkowe, enzymy zaangazowane w procesy

anaboliczne komoérki, a takze indukujgce wybidrczo apoptoze komérki nowotworowe;.
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1.1 Metabolizm komorki zdrowej i nowotworowej

Kazda komodrka w sposdb posredni lub bezposredni podlega metabolizmowi, czyli
zbiorowi reakcji biochemicznych, ktdére stuzg wytwarzaniu energii oraz syntezy
niezbednych makroczasteczek. Zanim dojdzie do podziatu replikacyjnego komorka musi
powieli¢ swdj genom, biatka i lipidy oraz ztozy¢ te elementy w komérki potomne.
Zwiekszone tempo podziatu komdrek nowotworowych wymaga przeprojektowania
szlakdw metabolicznych, coprowadzi do powstania metabolizmu komérek

nowotworowych (rysunek 1) [>4].

Komérka Komérka
normalna nowotworowa
Gluk Gluk
ukoza ukoza Podzial
komoérkowy
" ATP Biosynteza
Pirogronian Mleczan —e—— Pirogronian
ATP ATP
Cytrynian
ROS ROS
Rysunek 1. Pordwnanie metabolizmu komdérki nowotworowej i zdrowej

(na podstawie [*]).

W zwigzku z duzym zapotrzebowaniem energetycznym, komérki nowotworowe
charakteryzujg sie zwiekszonym poborem glukozy, dzieki nadekspresji na swojej
powierzchni biatek transportujacych glukoze (GLUT) [?], a zwiekszona glikoliza, nawet
w obecnosci tlenu w $rodowisku zapewnia dostarczenie energii oraz kwasu mlekowego
jako produktu ubocznego. Fenomen ten nazwano efektem Warburga [>3]. W wyniku
tego procesu mozliwe jest szybkie pozyskanie energii, jednak w mniej efektywny sposdb
w poréwnaniu do oddychania tlenowego. Z kolei otrzymany w wyniku glikolizy kwas
mlekowy wydalany jest z komorki i moze gromadzi¢ sie w tkankach nowotworowych,
prowadzac do kwasicy srodowiska wokét guza, co jest kolejng cechg charakterystyczng

metabolizmu komdrek nowotworowych [3°].
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Inhibicja gtéwnych enzymoéw zaangazowanych w glikolize moze wiec by¢
potencjalng strategia terapeutyczng prowadzacg do zmniejszenia produkcji energii
w komérkach nowotworowych i zaktdcenia ich metabolizmu. Jednak ze wzgledu
na zdolnos¢ komorek nowotworowych do przystosowania sie i przestawienia swojego
metabolizmu na alternatywne szlaki metaboliczne, aby przetrwac i rozwijaé sie w obliczu

zahamowania glikolizy, ta metoda moze stanowi¢ spore wyzwanie [>°].

1.2 Cykl komérkowy

Kolejng cecha charakterystyczng komdérek nowotworowych jest szereg zmian
w cyklu komoérkowym, przyczyniajgcych sie do ich niekontrolowanego wzrostu, podziatu

oraz unikania mechanizmoéw naprawczych.

Rysunek 2. Etapy cyklu komdrkowego (na podstawie [©]).

Mitotyczny cykl komdrkowy podzielony jest na dwa gtdwne etapy — interfaze
i mitoze, w ktérych zachodzi odpowiednio duplikacja zawartosci komérkowej i jej
rozdzielenie na dwie genetycznie identyczne komérki potomne. Replikacja DNA zachodzi
w interfazie podczas fazy S (faza syntezy), natomiast sam podziat zachodzi podczas fazy
M (mitoza). Okresy miedzyfazowe, ktore oddzielajg faze S od fazy M, nazywane
sg “fazami przerwy” (z ang. Gap phases) — G1, wystepujaca przed fazg S i G2 po fazie S,
sq kluczowe dla regulacji cyklu komérkowego (Rysunek 2).

Przed fazg S, podczas fazy G1, komdrka moze inicjowac replikacje DNA i wejs¢
w cykl komérkowy, pozostaé w fazie G1 lub moze wyjs¢ z cyklu komérkowego
do nieproliferacyjnego stanu spoczynku GO. Po zakoriczeniu replikacji DNA (w fazie S)

nastepuje faza G2, podczas ktorej komorki przygotowujg sie do wejscia w faze M,
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inicjujac kondensacje chromatyny i wyréwnanie chromosomdéw w centralnej czesci
komorki. Faza M ma dwie funkcje, zaréwno doktadnego oddzielenia zduplikowanego
DNA (mitoza), jak i podziat catej zawartosci komdérkowej na dwie nowe komorki
potomne (cytokineza). W fazie M w komodrkach dochodzi do segregacji materiatu

genetycznego i zresetowania cyklu komdrkowego powracajac do interfazy [7].

1.2.1. Kontrola cyklu komérkowego

Podstawowym regulatorem proceséw zachodzgcych w cyklu komdérkowym jest
aktywnos¢ kinaz cyklinozaleznych (CDK). Specyficzne cykliny produkowane
i gromadzone sg w réznych fazach cyklu komdérkowego, ktérych zmiany aktywnosci
zaleznie od cyklu komdrkowego stymulujg wejscie, progresje i jego zakoriczenie [°].

W celu zapobiegania akumulacji i rozprzestrzenianiu sie btedéw genetycznych
komorki korzystajg z punktéow kontrolnych cyklu komérkowego, zaleznych od szlakow
sygnalizacyjnych, ktdrych zadaniem jest obserwowanie wystepowania réznego rodzaju
btedéw [6].

Przyktadem takiego punktu kontrolnego moze by¢, zaobserwowanie podczas
interfazy dwuniciowych peknie¢ DNA, ktore wyzwala szybkg odpowiedz sygnalizacyjna.
W wyniku tej odpowiedzi uruchamiajg sie mechanizmy naprawy DNA i interakcja
z regulatorami cyklu komérkowego. Jednym z takich mechanizmoéw jest nadekspresja
czynnika transkrypcyjnego p53. Biatko to aktywuje inhibitor CDK — p21, prowadzac
do inhibicji kompleksow cyklina-CDK gtédwnie w fazie G1, zapobiegajgc wejsciu komérki
w faze S. Takie dziatanie prowadzi do spowolnienia lub zatrzymania cyklu komérkowego.
Dtugotrwate zatrzymanie cyklu skutkuje gtdwnie nieodwracalnym wyjsciem z cyklu
komérkowego prowadzac do senescencji (starzenie komodrkowe) lub apoptozy
(kontrolowana $mieré komorki) [°].

Wazng modyfikacjg potranslacyjng, ktéra reguluje stabilnosé i funkcje biatka p53
jest jego ubikwitynacja. Jest to proces polegajgcy na utworzeniu potgczenia reszt lizyny
z biatkiem, wykorzystujgc do tego 3 enzymy: enzym aktywujgcy ubikwityne (E1), enzym
wigzacy ubikwityne (E2) oraz ligaze biatko-ubikwityna (E3).

Posrdd tej grupy enzymdw wyrdznié mozna biatka MDM?2 (z ang. mouse double-

minute 2 protein) i MDMX (z ang. double-minute 4 protein) nalezgce do ligaz ubikwityny
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E3. Nadekspresje tych biatek zaobserwowano w wielu rodzajach nowotwordow
i powigzano jg z obnizeniem poziomu (stezenia) oraz funkcji biatka p53, co prowadzi
do zwiekszenia ryzyka rozwoju nowotworu. Aktywnos¢ biatka MDM?2 polega na jego
zwigzaniu sie z p53 powodujac jego degradacje, uniemozliwiajgc biatku p53 normalng
prace, a komérce umozliwiajgc przejscie do fazy S. Z kolei biatko MDMX jest krytycznym
regulatorem ekspresji i funkcji MDM2. MDMX heterooligomeryzuje z MDM2, dzieki
czemu miedzy innymi moze zwiekszac stezenie MDM2 przez zaktécenie jego degradacji.
Podobnie jak MDM?2, biatko MDMX moze wigzac sie z p53, jednak jego dziatanie nie jest
ukierunkowane na degradacje biatka p53, tylko wigzac sie z MDM2, wraz z nim

synergistycznie hamuje aktywno$¢ transkrypcyjng p53 [8].
1.2.2. Apoptoza

Wystepowanie ciggtych podziatéw komodrkowych wywotanych przez mutacje
promujgce wejscie w faze S, poprzez zapobieganie apoptozie oraz powstrzymywanie
komorki nowotworowej przed wyjsciem z cyklu komérkowego jest kolejng cecha
charakterystyczng komdérek zmienionych nowotworowo [°].

Waznym procesem regulujgcym rozwdj i eliminacje komodrek uszkodzonych,
starzejgcych sie lub nieprawidtowych jest apoptoza. W kontekécie nowotworéw,
apoptoza odgrywa wazng role jako mechanizm zapobiegajgcy niekontrolowanemu
wzrostowi irozprzestrzenianiu sie komodrek nowotworowych jednak, komorki
nowotworowe czesto rozwijajg mechanizmy, ktére umozliwiajg im unikniecie apoptozy
i przetrwanie, co przyczynia sie do ich niekontrolowanego wzrostu [°].

Z tego powodu wykorzystanie apoptozy jest przedmiotem intensywnych badan
naukowych. Istnieje wiele strategii terapeutycznych, ktére majg na celu indukowanie
apoptozy w komadrkach nowotworowych. Niektére z tych strategii obejmuja: inhibitory
biatek antyapoptotycznych, aktywatory apoptozy, terapie genowg oraz terapie

celowana [°].

1.3 Fukozylotransferazy (FUTs)

Inng metoda stuzgcg do hamowania proliferacji komdérek nowotworowych jest

inhibowanie enzymoéw petnigcych niezbedne funkcje w zachowaniu ich rozwoiju.
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Do takich enzymow nalezg fukozylotransferazy, ktorych zadaniem jest witgczanie reszt
L-fukozy do struktur glikandw, uczestniczac posrednio w funkcjonalizacji biatek.
Wystepowanie reszt L-fukozy w glikanach sprawia, ze struktury te biorg udziat w wielu
procesach patofizjologicznych, takich jak na przyktad choroby o podtozu
immunologicznym, przerzutowanie nowotworowe, czy przekazywanie sygnatow.
Wsréd fukozylotransferaz na szczegdlne  wyrdznienie zastuguje
fukozylotransferaza 8 (FUT8), wbudowujgca reszty L-fukozy do struktur rdzeniowych
glikandw. Zwiekszong ekspresje fukozylotransferazy 8 wykazano w komérkach
nowotworowych (watroby, piersi, jajnika, prostaty, ptuc, trzustki, zotadka, i innych),
co powoduje, ze enzym ten moze z powodzeniem postuzy¢ jako potencjalny cel

molekularny oraz marker diagnostyczny wielu rodzajow nowotwordw.

1.3.1. Fukozylotransferazy — budowa, klasyfikacja i mechanizm dziatania

Fukozylotransferazy (FUTs) to rodzina enzymow, nalezgcych do nadrodziny
glikozylotransferaz (EC 2.4.1.), ktére katalizujg transfer jednostek cukrowych L-fukozy
z donora substratu (guanozynodifosforanu B-L-fukozy, GDP-B-L-fukozy) na substrat typu
akceptora (oligosacharyd, glikopeptyd lub glikolipid).

Fukozylowane oligosacharydy uczestniczag w wielu procesach biologicznych,
np. w interakcjach podczas transfuzji krwi oraz zakazen mikrobiologicznych, a takze
w sygnalizacji za posrednictwem receptoréw Notch (btonowe biatka sygnatowe,
regulujace proliferacje, réznicowanie i $mieré komdrki [19]). Zaburzenia w ekspresji
fukozylowanych oligosacharydéw zaobserwowano w wielu procesach patologicznych,
w tym w nowotworach i miazdzycy ['1].

W ludzkim genomie zidentyfikowano 13 rdézinych fukozylotransferaz, wsrod
ktorych FUT1 — FUT11 zlokalizowane sg w aparacie Golgiego (GA), natomiast PO-FUT1
i PO-FUT2 wystepujg w retikulum endoplazmatycznym (ER) [*!]. W zaleznosci od typu
tworzonego wigzania glikozydowego w reakcjach enzymatycznych, FUTs klasyfikuje sie
na a-1,2-fukozylotransferazy (FUT1 i FUT2), a-1,3/4-fukozylotransferazy (FUT3 — FUT7
i FUT9), a-1,6-fukozylotransferaze (FUT8) oraz biatkowe O-fukozylotransferazy
(PO-FUT1 i PO-FUT2) [*?]. Pod wzgledem specyficznosci substratowej i miejsca dziatania
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a-1,2- i a-1,3/4-fukozylacje zazwyczaj obserwuje sie na koricach taricuchéw cukrowych,
z kolei a-1,6-fukozylacja zachodzi w strukturze rdzeniowej N-glikanéw [*3].

Pod wzgledem budowy a-1,2-, a-1,3/4- i a-1,6-fukozylotransferazy u eukariotéw
sg transmembranowymi biatkami typu I, zbudowanymi z N-koricowego ogona
ulokowanego w przestrzeni cytoplazmatycznej, domeny transmembranowej, regionu
macierzystego (rdzeniowego) oraz skierowanej do swiatta GA globularnej C-koncowej
domeny katalitycznej, ktoéra odpowiada za przytagczanie donora glikozylowego
do akceptora ['#1°]. O-FUTs s3 z kolei biatkami rozpuszczalnymi, zlokalizowanymi w ER,
odpowiedzialnymi za przytaczanie reszty L-fukozy bezposrednio do reszty seryny

lub treoniny taricucha polipeptydowego [111416],

1.3.2. Inhibitory fukozylotransferaz

Specyficzne i silne inhibitory FUTSs stuzg do regulacji biosyntezy glikandw. Z uwagi
na role fukozylowanych glikandw w wielu procesach patologicznych, inhibitory FUTs
mogg byé nowymi sSrodkami terapeutycznymi w leczeniu choréb wynikajgcych
z nieprawidtowej ekspresji FUTs [Y].

Trudnosci w projektowaniu efektywnych inhibitorow FUTs zwigzane
sg z wystepowaniem takich czynnikéw jak: niskie powinowactwo enzymu do substratu
typu akceptora oraz ztozonos¢ stanu przejsciowego, w ktdrym udziat biorg donor
i akceptor substratu, a w niektdrych przypadkach takze jon metalu [*°]. Poniewaz
wiekszos$¢ FUTs to biatka transbtonowe, trudno jest otrzymac je w formie krystalicznej,
a tym samym niewiele wiadomo o ich danych krystalograficznych. Petng strukture
krystalograficzng kompleksu GDP z ludzkg FUT8 opublikowano dopiero w 2020 roku [*2].

Inhibitory glikozylotransferaz projektowane sg w oparciu o struktury donora
i akceptora. Analogi donora i analogi stanu przejsciowego, ktére ztozone sg z elementow
donora (nukleotyddw cukrowych) sg bardzo silnymi inhibitorami ze wzgledu na ich
wysokie powinowactwo do enzymu (zwykle w zakresie mikromoli). Jednak trudno jest
otrzymac selektywny inhibitor glikozylotransferaz oparty o strukture donora, poniewaz
glikozylotransferazy zwykle wykorzystujg wspélny donor glikozylowy. Z kolei analogi
akceptora mogg by¢ selektywnymi inhibitorami, jednak ze wzgledu na to, ze akceptory

glikozylu majg powinowactwo do tych enzyméw w zakresie milimolowym, aktywnosc
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inhibujgca analogdéw akceptora jest raczej niska. W odrdznieniu do powyzszych, analogi
bisubstratowe, w ktérych analog donora i akceptora sg ze sobg pofgczone wigzaniem
kowalencyjnym moga zapewnic zaréwno silng, jak i selektywng inhibicje [*°].

Pomimo tego, ze do dzi$ nie otrzymano jeszcze zadnych matoczgsteczkowych
lekéw dziatajacych jako inhibitory FUT8 [*¥], to jednak opracowano kilka strategii
otrzymywania inhibitoréow FUTs, ktére mozna podzieli¢ na cztery gtéwne kategorie:
analogi donora substratu, analogi akceptora substratu, inhibitory bisubstratowe

oraz inhibitory niecukrowe [*>20].

1.3.2.1. Inhibitory fukozylotransferaz — cukrowe analogi typu donora substratu

Glikozylotransferazy wykazujg wysokie powinowactwo do substratéw typu
donora (nukleotydy cukrowe, takie jak GDP-Fuc dla FUTs) i produktéw ubocznych reakcji
katalitycznej (fosforan nukleozydu, taki jak GDP dla FUTs). Otrzymano wiec szereg
nukleotyddéw cukrowych iich analogdéw jako inhibitoréw FUT poprzez modyfikacje reszty
cukrowej lub fosforanowej, m.in. analogéw cukrowych zawierajgcych atomy fluoru,
analogéw karbacukrowych i analogdéw stanu przejsciowego. Atomy fluoru wprowadza
sie do czasteczki proleku lub inhibitora enzymu ze wzgledu na jego wysoka
elektroujemnos$é oraz wysoka trwatos¢ wigzania C-F. Wprowadzenie atomu fluoru
pozwala na zwiekszenie stabilnosci wigzania glikozydowego przez destabilizacje jonu
oksokarbeniowego, ktéry powstaje w stanie przejsciowym reakcji katalityczne;j.
Wychodzac z L-fukozy i L-galaktozy otrzymano GDP-2-deoksy-2-fluoro-L-fukoze (1)
oraz GDP-6-deoksy-6-fluoro-L-fukoze (2, Schemat 1), ktére hamowaty aktywnos¢ FUT3
— FUT7 z wartoécig statej inhibicji Ki= 1 uM — 33 pM [*>21].

Karbacukry, zaréwno syntetyczne jak i naturalne majg rdézne zastosowania
w biologii i medycynie. Wigzanie glikozydowe w GDP-fukozie jest podatne na hydrolize
w warunkach kwasnych lub pod wptywem enzymdéw, natomiast jego analog -
GDP-karba-fukoza (3, Schemat 1) jest bardzo stabilny, dzieki zastgpieniu atomu tlenu
pierscienia cukrowego ugrupowaniem metylenowym. Taka modyfikacja znacznie
poprawita stabilnos¢ na hydrolize oraz pozwolita na zachowanie dobrego

powinowactwa z wartoscig Ki = 67.1 uM wobec FUT5 [1>2223],
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Schemat 1. Przyktady analogi donora substratu, jako inhibitoréow FUTs

(na podstawie [*>?1]).

Analogi stanu przejSciowego to zwigzki, ktdre przypominajg stan przejsciowy
reakcji katalizowanej przez enzym. Inhibitory projektowane w ten sposéb nazywane
sg analogami lub inhibitorami stanu przejsciowego. Na ogét wartosci Ki analogéw stanu
przejsciowego sg nizsze od Km substratow, ze wzgledu na silniejsze powinowactwo
enzymu do stanu przejsciowego niz do substratéw. W reakcji katalizowanej przez FUTSs,
stan przejsciowy reakcji charakteryzuje sie obecnoscig pierscienia L-fukozy
o konformacji pétkrzestowej z wydtuzonym wigzaniem glikozydowym oraz dodatnim
tadunkiem powstajagcym w wyniku utworzenia sie jonu oksokarbeniowego.

W oparciu o wyzej wymienione kryteria zaprojektowano i otrzymano
karbacukrowy analog GDP-fukozy (4, Schemat 1), zawierajgcy w swojej strukturze
wigzanie podwdjne miedzy atomami C-5 i C-6 cykloheksenu, dzieki czemu analog ten
mimikuje wczesniej wspomniang konformacje pétkrzestowg. W odniesieniu
do nasyconego karbacukru zwigzek ten wykazywat silniejszg inhibicje z Ki = 25.6 uM dla
FUTS [%2].

Innym karbacukrowym analogiem stanu przejsciowego jest pochodna 5
(Schemat 1), ktéra w swojej strukturze posiada dodatkowa grupe metylenowa pomiedzy
karba-fukozg a GDP. Taka modyfikacja pozwolita na imitacje wydtuzonego wigzania
glikozydowego, wystepujgcego w stanie przejsciowym reakcji enzymatycznej. Z kolei
obecnos$¢ wigzania nienasyconego w strukturze karbacukru pozwolita na otrzymanie
konformacji pétkrzestowej. Wykazano, ze zwigzek ten hamuje aktywnosé¢ FUTs

z wartoscig Ki = 8 uM dla FUT5 oraz 6 uM dla FUT6 [%4].
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Podobnie jak w przypadku zwigzku 5, zaprojektowano kolejne dwa analogi stanu
przejsciowego to jest 6 i 7 (Schemat 1) z ugrupowaniem metylenowym nasladujgcym
wydtuzone wigzanie glikozydowe. Jednak w odrdznieniu do poprzednich struktur
w pierscieniu cukrowym atom tlenu zamieniono na atom azotu. Zwigzki
te w fizjologicznym pH ulegajg protonowaniu, co z kolei nasladuje obecnos$¢ dodatniego
tadunku przejsciowego jonu oksokarbeniowego. Michael wraz z zespotem wykazali,
ze pochodna 6 wykazuje aktywnosc¢ inhibujgcg FUTs z Ki =8 uM dla FUT5 oraz 13 uM dla
FUT6, natomiast 7 — K; = 13 uM dla FUT5 oraz 11 uM dla FUT6 [%4].

1.3.2.2. Inhibitory fukozylotransferaz — cukrowe analogi typu akceptora substratu

Ze wzgledu na fakt, ze akceptorem substratu jest reszta GIcNAc, inhibitory
z grupy analogéw akceptora substratu projektowane sg jako pochodne GIcNAc. Mong
wraz z zespotem otrzymali serie pochodnych LacNAc, o réznych aglikonach na weglu
anomerycznym glukozy. Wyniki ich badan dla FUT6 wskazaty, ze wolna GIcNAc wykazata
aktywnos¢ z Km = 4.6 mM, natomiast pochodna 8 (Schemat 2) skutecznie konkuruje

o miejsce aktywne z LacNAc z wartos$cig Km = 64 uM [*>23].

NHAc

HO _OH OH
O o o)
HO HO O\V/A\O/A\V/O\lllinlii
OH
8

Km = 64 uM (FUT6)

Schemat 2. Przyktadowy analog akceptora substratu, jako inhibitor FUT6

(na podstawie [*>?°]).
1.3.2.3. Bisubstratowe inhibitory fukozylotransferaz

W reakgji katalizowanej przez glikozylotransferazy w reakcji przeniesienia biorg
udziat trzy elementy: reszta cukrowa, nukleotyd i akceptor. Ze wzgledu na to analogi
bisubstratowe powinny zawieraé wszystkie te trzy elementy, ale termin ten moze
odnosic sie takze do analogdw zawierajgcych jedynie dwa elementy, np. pozbawionych
reszty cukrowej lub nukleotydu [*°].

Inhibitory bisubstratowe projektowane sg w taki sposéb, aby rownoczesnie

zawieraty zaréwno donor jak i akceptor substratu. Otrzymano pochodng 9 (Schemat 3),
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w ktorym B-fosforan GDP potgczony jest zatomem tlenu na C-2 galaktozy poprzez linker
etylenowy, ktéry wykazuje cechy kompetycyjnego inhibitora dla a-1,2-FUT wobec
GDP-fukozy z wartoscig Ki = 2.3 pM [*>26].

o o N NH o
||\ /n\ </ | /)\ (Qn

o
& o & o o N N~ “NH, HO _O
0 o)
HO O(CH,),0H
OH OH 40 OH
Ki=2.3 uM (a-1,2-FUT) n=1,K =41 uM (FUT5)

n =2, K =43 uM (FUT5)

Schemat 3. Przyktady bisubstratowych inhibitoréw FUTs (na podstawie [*>2027]),

Innymi bisubstratowymi inhibitorami sg struktury 10 (Schemat 3), otrzymane
przez przytgczenie 2-hydroksyetylo-B-D-galaktozydu do atomu tlenu na atomie C-6
GDP-L-galaktozy przez tgcznik metylenowy lub etylenowy. Zwigzki te kompetycyjnie
inhibujg FUTS5 z wartosciami Ki = 41 uM i 43 uM (odpowiednio dla n=1 i n=2) [*>?7].

1.3.2.4. Niecukrowe inhibitory fukozylotransferaz

Pierwsze niecukrowe inhibitory dla FUT8 zaproponowata Kaminska wraz
z zespotem. W swoich badaniach oceniata ona aktywno$¢ inhibujacg serii barwnikéw
triazynowych wobec glikozylotransferaz. Wyniki tych badan wykazaty, ze Cibacron Blue
3GA (11, Schemat 4) oraz Reactive Red 120 (12, Schemat 4) kompetycyjnie hamujg
aktywnos¢ FUT8 ze statg inhibicji odpowiednio Ki = 11 uM oraz 2 uM, ze wzgledu
na mozliwos¢ nasladowania nukleozasady w GDP-Fuc. Ze wzgledu jednak na zbyt duzg
mase czasteczkowa zwigzki te nie zostaty zbadane w testach in vitro [*>29].

Kolejnymi pochodnymi badanymi pod katem aktywnosci inhibujacej
fukozylotransferazy byt kwas galusowy (13, Schemat 4) i jego pochodna, galusan
(-)-epigalokatechiny (14, Schemat 4). Niu wraz z zespotem opisali te pochodne jako
inhibitory FUT7, z nieodwracalng, zalezng od czasu inhibicjg o wartosciach odpowiednio

ICs0 = 60 uM i 700 pM [29].
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Schemat 4. Przyktady niecukrowych inhibitoréw FUTs (na podstawie [*>28-30]).

Z kolei Lin wraz zespotem zbadali naturalng pochodng kwasu galusowego —
stachybotrydial (15, Schemat 4) i zidentyfikowali jg jako niekompetycyjny inhibitor FUT5

w odniesieniu do GDP-fukozy z wartos$cig Ki = 10.7 uM [*>:3°],

1.3.2.5. Analogi GDP-fukozy

Otrzymano szereg pochodnych GDP oraz GDP-fukozy, na drodze syntezy
w warunkach click chemistry, ktére poddano testom aktywnosci na FUTs [*>17:3132],
Lee wraz zespotem w wyniku reakcji click chemistry, wychodzac z propargilowe;j
pochodnej GDP otrzymat zwigzek 16 (Schemat 5), ktéry okazat sie by¢ silnym

inhibitorem wobec FUT6 z wartoscig Ki = 62 nM [31].
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Schemat 5. Przyktady analogow  GDP-fukozy jako inhibitoréw  FUTs

(na podstawie [1>28739]),

Hosoguchi wraz zespotem z zastosowaniem tej samej metody otrzymali
pochodne 17 i 18 (Schemat 5) wychodzac z GDP-6-azydo-L-fukozy. W testach aktywnosci
tych pochodnych wykazali, ze zwigzek 17 jest inhibirem FUT5 z wartoscig Ki = 239 nM,
natomiast zwigzek 18 jest inhibitorem FUT8 z Ki= 13.8 uM. Hosoguchi wraz zespotem

otrzymali pochodng 19, ktéra hamuje aktywnos$¢ FUT6 z Ki = 3.6 uM [*°].

1.3.3. Fukozylotransferaza 8 jako cel molekularny w projektowaniu potencjalnych

lekow

Fukozylotransferaza 8 (FUT8, a-1,6-fukozylotransferaza) jest biatkiem
wystepujgcym u wiekszosci eukariotdw. Enzym ten katalizuje transfer reszty L-fukozy
z donora substratu (GDP-B-L-fukozy) na redukujacy koniec GlcNAc ztozonych N-glikandéw
(rdzen), z utworzeniem wigzania a-1,6-glikozydowego, z odwrdceniem konfiguracji
na C-1 przenoszonej L-fukozy [33]. Reszta L-fukozy przenoszona za pomocg tego enzymu
do rdzenia glikanu jest nazywana fukozq rdzeniowg. W przeciwienstwie do innych
glikozylotransferaz reakcja katalizowana FUT8 nie jest zalezna od obecnosci kofaktorow
— jonéw metali dwuwartos$ciowych [1112:34-36],

Gen fut8 ulega ekspresji w wielu ludzkich tkankach, takich jak: mdzg, tozysko,
ptuca, zotadek i jelito cienkie [3738], jednak szczegdlna jego nadekspresja wystepuje
w mozgu [333949], Wykazano, ze w przeciwienstwie do innych FUTs, wyfgczenie
aktywnosci FUT8 zwigzane jest ze wczesng Smiercig postnatalng, znacznym opdznieniem
wzrostu oraz zmianami w ptucach, co sugeruje znaczenie fukozylacji rdzeniowej
w aktywacji receptora czynnika wzrostu [!%3>3741743]  \Wykazano rdéwniez silne

powigzanie fukozylacji rdzeniowej z wystepowaniem standw zapalnych [*%],
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odpornoscig [*¢], zaostrzeniem COVID-19 [*’], jak réwniez z powstawaniem komorek
nowotworowych i przerzutowaniem [1248],

Fukozylacja rdzeniowa ma wptyw na aktywnos¢ wielu receptoréw ulokowanych
na powierzchni komorki, miedzy innymi: transformujgcego czynnika wzrostu
B1 (TGFB1), ktéry odpowiada miedzy innymi za kontrole wzrostu komérki, proliferacji,
réznicowania i apoptozy oraz receptora epidermalnego czynnika wzrostu (EGFR), ktéry
odpowiada za regulacje proliferacji komérki [8].

FUTS jest rowniez zaangazowana w procesy adhezji i migracji komorek poprzez
regulacje aktywnosci integryny a3/B1, receptora adhezji komodrkowej, waznego
w utrzymaniu integralnosci bfony komodrkowej, prawdopodobnie uczestniczac
w regulacji funkcji, przezywalnos$ci i przerzutowaniu komérek nowotworowych [#°].
Wykazano réwniez, ze fukozylacja rdzenia powoduje zmniejszenie powinowactwa
przeciwciata immunoglobularnego G (IgG), wytwarzanego przez limfocyty B
i odgrywajacego role w odpowiedzi odpornosciowej, do Fcyllla, biatka btonowego,
odpowiadajgcego za wigzanie sie z przeciwciatami IgG, wywotujgc cytotoksycznosc
zalezng od przeciwciat (ADCC). Zjawisko to znalazto zastosowanie w rozwoju
terapeutycznych przeciwciat monoklonalnych nowej generacji, ktére skuteczniej wigza
sie z Feyllla i wykazujg lepszg cytotoksycznosé komdrkowa zalezng od przeciwciat (ADCC)
[18,33].

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze u myszy, mutacja polegajaca
na catkowitym wyltgczeniu FUT8 powoduje powazne opdznienie wzrostu i rozwoju
fenotypu ptuc przypominajgcego rozedme, prawdopodobnie z powodu zaburzenia
regulacji sygnalizacji receptoréw TGFB1 i EGFR [37%°]. Zwierzeta te wykazujg réwniez
nieprawidtowosci behawioralne. Podobne objawy obserwuje sie rowniez u pacjentow
z zaburzeniem glikozylacji FUT8 (FUT8-CDG). W przeciwienstwie jednak do tego
schorzenia, ktéry charakteryzuje sie wygaszeniem aktywnosci FUT8, w wielu
nowotworach dochodzi do podwyzszenia ekspresji FUT8, co zwigzane jest ze ztym
rokowaniem. W komorkach raka piersi i czerniaka zwiekszona aktywnos¢ FUT8 sprzyja
przerzutowaniu [*8].

Nadekspresje genu fut8 zaobserwowano w wielu réznych typach nowotwordw,
co moze wynika¢ z co najmniej trzech réznych mechanizméw:

a) regulacji ekspresji biatka 1 programowanej $mierci komérkowej (PD-1) [*°],
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b) modyfikacji cytotoksycznosci komodrkowe] zaleznej od przeciwciat
(ADCC) [*1],

c) regulacji TGF-B1 [*?], EGFR [*3], integryny a3p1 [332%°%] oraz E-kadheryny
[33,36,55].

Przesiewowe badanie poziomu fukozylowanych biatek pozwala na odréznienie
pacjentéw chorych na nowotwodr od pacjentéw zdrowych i wykorzystywane jest jako
marker nowotworowy [*®°°]. Przyktadowo zwiekszona fukozylacja rdzeniowa
o-fetoproteiny jest markerem nowotworowym raka watrobowokomodrkowego
i pozwala odrézni¢ te chorobe od przewlektej choroby watroby ['83336], Wykazano
rowniez, ze poziomy biatka FUT8 oraz jego mRNA sg wysokie i specyficznie podwyzszone
w ludzkich gruczolakorakach surowiczych jajnika [333€].

Ze wzgledu na to, ze poziom FUT8 jest podwyzszony w wielu typach
nowotwordéw, zahamowanie aktywnosci tego enzymu moze by¢ obiecujgca strategia
poprawy przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej.

W 2007 roku Ihara wraz w wspdtpracownikami po raz pierwszy opublikowali
0golng strukture FUTS8, ktdra sktada sie gtownie z N-koncowej domeny cewkowej,
domeny katalitycznej i C-koricowej domeny SH3. Wykazano, ze Asp368 i Lys369 obecne
w elastycznej petli FUT8 majg istotny wptyw na aktywnos¢ enzymu, z kolei Asp409
i Asp453 mogg mie¢ kluczowg role w katalizie [33].

W 2020 roku Jarva wraz z wspotpracownikami pokazali ludzkg FUT8 jako
apoenzym, w kompleksie z GDP, ktére w tym ukfadzie przypomina donor substratu,
oraz z glikopeptydem jako akceptorem substratu (Rysunek 3). W ich eksperymentach
Ser469, Arg365, Asp453 oraz His363 zostaty okreslone jako konserwatywne miejsca
w FUTS, dostarczajgc nowych informacji mogacych postuzyé projektowaniu nowych
kompetycyjnych inhibitoréw dla tego enzymu [18€0].

Ponadto, wykazano, Zze dwie petle majg najbardziej widoczne zmiany
szkieletowe: Arg365-Ala375 (petla A) i Asn429-Serd46 (petla B). Obie te petle ulegty
uporzadkowaniu po zwigzaniu i catkowitym zamknieciu GDP. Po rekombinacji, pomiedzy
Asp368 i Arg365 w petli A oraz Argdd4l w petli B utworzyty sie mostki disiarczkowe.
Struktura tréjsktadnikowego kompleksu FUT8, GDP oraz N-glikanu w roli akceptora

reszty cukrowej wykazata, ze Glu373 dziata jako zasada katalityczna, podczas gdy Lys369
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decyduje o przeniesieniu protonu. Ponadto wykazano, ze domena SH3 odpowiada

za rozpoznawanie rozgatezienia — N-glikanu [#999].
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Rysunek 3. A) Struktura biatka ludzkiej FUT8; na biato zaznaczono domene katalityczna,
na jasnoniebiesko domene N-kohAcowa, na jasnordézowo C-kohcowg domene SH3,
a na ciemnoniebiesko tgcznik. Na rysunkach B i C graficznie przedstawiono sposdb
wigzania GDP w centrum aktywnym FUT8 (rysunek przygotowany przez mgr. inz.

W. Bagrowska).
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Przeprowadzono szereg eksperymentdw majacych na celu zbadanie
specyficznosci dziatania FUT8 w odniesieniu do akceptora oligosacharydowego.
Garcia-Garcia wraz zzespotem zaobserwowali, ze wczes$niejsze zwigzanie FUT8

z GDP-B-L-fukozg powoduje silniejsze wigzanie sie biatka do N-glikanu [47].

1.3.3.1. Inhibitory fukozylotransferazy 8

Liczne wyniki badan wskazujg na fundamentalne znaczenie sjalowanych
i fukozylowanych glikanéw, wcigz jednak brakuje inhibitoréw, ktére mogtyby sie
przyczyni¢ do zbadania dokfadniejszej funkcji tych glikanéw w komodrkach zaréwno
zdrowych jak i zmienionych chorobowo.

Jednym ze sposobdéw jest zastosowanie analogéw stanu przejsciowego,
zawierajgcych silnie elektroujemny atom fluoru ustawiony proksymalnie do pozycji
anomerycznej. Struktury te skuteczne sg w badaniach na biatku, jednak ze wzgledu
naich duzy tadunek ujemny, mogg nie by¢ skuteczne w badaniach w warunkach
komdrkowych, ze wzgledu na ich trudnosci w przenikaniu przez btony [®!]. Wykazano
jednak, ze fluorowane i sjalowane analogi L-fukozy mogg zosta¢ przetransportowane
do wnetrza komérki, gdzie w szlakach metabolicznych monosacharydéw ulegaja
hydrolizie przeksztatcajgc sie w inhibitory typu analogéw donora substratu [°'].

Rillahan wraz zespotem udowodnili, ze GDP-2-deoksy-2-fluoro-L-fukoza
oraz GDP-6-deoksy-6-fluoro-L-fukoza  kompetycyjnie  inhibujg  dziatanie = FUT8
odpowiednio z ICsp = 2.5 uM i ICsp = 2.8 uM [®1]. Jednak badania zespotéw Lee i Bukharta
wskazujg, ze zwigzki te majg podobne dziatanie wzgledem innych FUTs (FUT3 — FUT7)
[213161], Przy zastosowaniu tych zwigzkéw w badanych komérkach zaobserwowano
znaczace zredukowanie wszystkich rodzajow fukozylacji, co potwierdza, ze acetylowane
pochodne 2-fluoro-L-fukozy sg silnymi inhibitorami FUTs, jednak nie sg selektywne,
co moze prowadzi¢ do wielu komplikacji w ich zastosowaniu [62].

W odrdznieniu do inhibitoréw a-1,2- i a-1,3-FUTs, ktére majg juz opracowane
silne i selektywne inhibitory, badania nad inhibitorami FUT8 byty w ostatnich dekadach
znaczaco utrudnione ze wzgledu na brak informacji o dokfadnej strukturze
krystalograficznej tego biatka. Ze wzgledu na to, kilka inhibitoréw FUT8 otrzymano tylko

w oparciu o testy aktywnosci [®°].
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Jones wraz z wspotpracownikami przeprowadzili wysokoprzepustowe badania
przesiewowe biblioteki produktéw naturalnych, w ktérych wykazali, ze pochodne kwasu

galusowego 20 i 21 (Schemat 6) znaczaco hamujg aktywno$¢ FUT8 z ICso < 10 uM [6962],
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Schemat 6. Przyktady inhibitoréw FUT8 (na podstawie [60:62764]).

Jak juz wczesniej wspomniano, w badaniach zespotu Kaminskiej na temat
barwnikéw triazynowych, struktury te dzieki nasladowaniu naturalnie wystepujacych
w uktadach biologicznych heterocykli wykazujg interesujgcg aktywnosé inhibujgca
wobec FUTS8 (Cibacron Blue 3GA Ki = 11 uM, 11, Reactive Red 120 Ki = 2 uM, 12). Jednak
zwigzki te nie sg selektywne w swoim dziataniu, poniewaz wykazaty réwniez aktywnosé
wobec innych glikozylotrabsferaz (a-1,2-FUT, B-1,4-GalT oraz B-1,3-GlcNacT) [®].

Manambe wraz z zespotem otrzymali i zbadali w testach aktywnosci
sulfonamidowe pochodne cukréw, w ktérych grupa sulfonamidowa byta mimetykiem
ugrupowania difosforanowego. Wyniki ich eksperymentow wskazaty, ze przy
zastosowaniu stezenia 100 uM pochodna 22 (Schemat 6) hamowata aktywnos¢ FUT8
w 57% [60:64],

W 2019 roku Strecker wraz z wspétpracownikami na podstawie struktury ludzkiej
FUT8 (PDB: 2DEQ) ustalili model wigzania donora substratu. Do otrzymanego modelu
zadokowali oni biblioteke 700 tys. modeli z bazy ZINC, z ktéorych wybrano dwa
matoczasteczkowe modele dokujgce sie po dwodch przeciwnych stronach miejsca

wigzgcego, ktdre potgczono w jedng czgsteczke i ponownie zadokowano, aby zaja¢ jego
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catg powierzchnie. Otrzymany w ten sposdb ligand 23 (Schemat 6) w badaniach in silico
wykazywat lepszg energie wigzania w poréwnaniu do GDP-fukozy oraz tworzyt stabilne
wigzania wodorowe do wczesniej opisanych kluczowych reszt aminokwasow (Asp453,
His363 i Arg365). Zacheceni tymi wynikami naukowcy otrzymali pochodng 23,
a nastepnie poddali badaniom aktywnosci. Wykazano, ze zwigzek ten wigze sie do biatka

FUTS ze statg dysocjacji Kq = 1.65 mM [6963],
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2. CEL | ZALOZENIA PRACY

Jednym ze sposobéw stuzgcych hamowaniu proliferacji komérek zmienionych
chorobowo jest inhibicja enzymoéw petnigcych kluczowe funkcje w ich metabolizmie.
Wérdd tych enzymow znajduja sie fukozylotransferazy, ktérych zadaniem jest wtgczanie
reszt L-fukozy do struktur glikandw, uczestniczac posrednio w funkcjonalizacji biatek.
Wystepowanie reszt L-fukozy w glikanach sprawia, ze struktury te biorg udziat w wielu
procesach patofizjologicznych, takich jak choroby o podtozu immunologicznym,
przerzutowanie nowotworowe, czy przekazywanie sygnatow.

Swierdzona nadekspresja fukozylotransferazy 8 w komdrkach nowotworowych,
pozwala uznac ten enzym jako potencjalny cel molekularny oraz marker diagnostyczny
wielu rodzajéw nowotworéw.

Dotad nie otrzymano inhibitora zmniejszajgcego aktywnos¢ FUT8 w sposéb
selektywny i efektywny. Z tego powodu w ramach pracy doktorskiej podjeto probe
otrzymania nowych struktur, ktére mogg by¢ efektywnymi inhibitorami
fukozylotransferazy 8.

W ramach pracy doktorskiej zaplanowano otrzymaé struktury przypominajgce
stan przejSciowy reakcji enzymatycznej, a wiec pochodne cukréw o konformacji
potkrzestowej, ktdrg posiadajg 2,3-nienasycone pochodne L-fukozy i L-ramnozy.
Analogicznie do stanu przejsciowego powinny charakteryzowac¢ sie obecnoscig tadunku
dodatniego powstajgcego w wyniku utworzenia sie jonu oksokarbeniowego. Taki efekt
mozna otrzymacé przez wprowadzenie atomu fluoru na C-2 pierscienia cukrowego.
Dlatego zdecydowano sie rowniez otrzymacé 2-deoksy-2-fluoropochodne L-fukozy.

Biorgc pod uwage znang aktywnos¢ inhibujgcg barwnikéw triazynowych
Cibacron Blue 3Ga i Reactive Red 120, zdecydowano sie na ich defragmentacje
(rysunek 4) i potaczenie poszczegdlnych fragmentéw z pochodnymi cukréw, w celu

poddania ocenie, ktory z tych elementdow moze odpowiadac za ich aktywnos¢.
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Rysunek 4. Schemat fragmentacji barwnikdéw triazynowych

Istnieje szereg doniesien literaturowych, wedtug ktérych pochodne azolowe
przez podobienstwo w liczbie elektrondbw mogg przypominaé ugrupowanie
fosforanowe. Z tego wzgledu w ramach pracy doktorskiej postanowiono réwniez
otrzymaé cukrowe pochodne azoli jako potencjalne inhibitory enzyméw z grupy
fukozylotransferaz [60:63-63],

Badania podzielono na dwie czesci, czes¢ chemiczng i cze$é biologiczng. W czesci
chemicznej zaplanowano Sciezki syntezy, pozwalajgce otrzymaé pochodne o potencjalnej
zdolnosci hamowania aktywnos$ci FUT8. Prace eksperymentalne obejmg kilka grup
zwigzkow: substraty cukrowe (glikale, 2-deoksy-2-fluorocukry, azydki cukrowe),
substraty niecukrowe (pochodne antrachnonu, 1,2,3-triazyny, 1,2,4-triazolu,
1,3,4-oksadiazolu, 1,3,4-tiadiazolu, furan-2(5H)onu, 2H-pirol-2-onu) oraz glikokoniugaty.

Cze$¢ biologiczna obejmie podstawowe testy pozwalajgce zakwalifikowac
zsyntezowane zwigzki jako biologicznie aktywne. Zaplanowano wykonanie testdéw
cytotoksycznosci, badania cyklu komdrkowego na modelowych liniach nowotworowych
(HCT116 i MCF-7) a takze badania z udziatem a-1,6-fukozylotransferazy: oznaczenie
temperatury denaturacji kompleksu enzym-badany zwigzek (TSA) i termoforeze

mikroskalowg (MST).
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3. OMOWIENIE WYNIKOW

3.1. Otrzymanie substratow cukrowych

Pierwszym etapem syntezy glikokoniugatéw byto otrzymanie wybranych

pochodnych cukrowych bedgcych donorami reszty cukrowe;.
3.1.1. Synteza glikali

Pierwszg grupg modeli cukrowych, petnigcych role substratéw wyjsciowych
niezbednych do otrzymywania zaplanowanych glikokoniugatéw byty acetylowe
i benzylowe pochodne glikali. Sposréd wielu metod opisanych w literaturze, najczesciej
stosowang reakcjg otrzymywania glikali jest redukcja odpowiedniego bromku glikozylu.
W tym celu, per-O-acetylowane pochodne cukrowe (per-O-acetylowang-L-fukopiranoze
(Fuk1), per-O-acetylowanga-L-ramnopiranoze (Ram1), per-O-acetylowang-D-
glukopiranoze (Glul) oraz per-O-acetylowanga-D-galaktopiranoze (Gall)) poddano
dziataniu 33% roztworu bromowodoru w kwasie octowym, w temperaturze 0 °C
otrzymujgc odpowiednie bromki glikozylowe z dobrymi wydajnosciami (Schemat 7,
Etap 1, Fuk2, Ram2, Glu2 i Glu2). Ze wzgledu na duzg reaktywnos$¢ otrzymanych
pochodnych uzyto ich w kolejnym etapie syntezy bez dodatkowego oczyszczania [6667].

Bromki glikozylowe poddano reakcji redukcji pytem cynkowym otrzymujac
odpowiednie glikale. W celu doboru najbardziej optymalnych warunkéw prowadzgcych
do otrzymania glikalu przeprowadzono reakcje redukcji wedtug dwéch réznych procedur
opisanych w literaturze [685°].

Pierwsza  metoda polegata na  zastosowaniu jako  katalizatora
bis(cyklopentadienylo)tytanu(lll) (Cp2TiCl), zredukowanego metalicznym
manganem [%°]. Reakcja redukcji bromku fukozylu (Fuk2) z udziatem tego katalizatora
byta prowadzona w temperaturze pokojowej w THF przez 12h, do catkowitego
przereagowania Fuk2. Analizujgc przebieg reakcji metodg TLC obserwowano, ze oprocz
produktu gtéwnego powstawaty rowniez liczne produkty uboczne, co mozna ttumaczyé
zwiekszong reaktywnoscia bromku fukozylowego. Po stwierdzeniu catkowitego

przereagowania substratu, reakcje zakonczono, metaloorganiczny katalizator
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oddzielono od mieszaniny reakcyjnej na lejku Bichnera. Produkt oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej wypetnionej Zzelem krzemionkowym w uktadzie
n-heksan:octan etylu, otrzymujgc Fuk3 z niskg wydajnoscig 38%. Tak niska wydajnos¢
produktu mogta réwniez wynika¢ z jego zaadsorbowania na katalizatorze. Reakcje
powtdrzono w tych samych warunkach, jednak w miejsce sgczenia pod zmniejszonym
cisnieniem, katalizator oddzielono od mieszaniny reakcyjnej poprzez dekantacje,
a nastepnie wielokrotne przemycie go octanem etylu. Zastosowanie takiej zmiany

w wydzielaniu produktu wptyneto na zwiekszenie jego wydajnosci do 45%.

OAc

ETAP 1 OAc
R4 fo) R (0] R1 10) R4
HBr/CH3COOH %
Ro>~vOAc  lub OAc OAc =218 Ro>wBr  lub k/OAc B
CH,Cl,
Ry R2 4h, 0°C R, R,
OAc R4 OAc OAc R4 OAc
Fuk1: R;=OAc, Ry=H Glu1: Ry=H, Ry=OAc Fuk2: R{=0OAc, R,=H Glu2: R4=H, R,=OAc
Ram1: Ry=H, R,=OAc Gal1: R4=0OAc, Ry=H Ram2: Ry=H, R,=0OAc Gal2: Ry=OAc, Ry=H
Zn
ETAP 2 aceton, NaH,PO,4
4h, 0°C
OAc
Ry lo) R4 0
/ lub OAc /
Rz Ry

Fuk3: Ri=OAc, R,=H, 60% Glu3: Ry=H, R,=OAc, 89%
Ram3: Ry=H, R,=0Ac, 78% Gal3: R{=0Ac, R,=H, 87%

Schemat 7. Synteza glikali Fuk3, Ram3, Glu3 i Gal3 (na podstawie [667%8]).

Ze wzgledu na niezadowalajgcg wydajnosé reakcji zastosowano inne warunki
redukcji bromku fukozylowego. W drugiej metodzie zastosowano jako czynnik
redukujagcy pyt cynkowy, areakcje prowadzono w mieszaninie aceton:bufor
fosforanowy (1:2, v/v), w temperaturze 0 °C (Schemat 7, Etap 2) [®®]. Analizujac przebieg
reakcji w odstepach czasowych co 1 godzine (metoda TLC) zaobserwowano po 4
godzinach prowadzenia reakcji pojawienie sie licznych produktéw ubocznych.
Wydtuzenie czasu reakcji do 6h nie wptyneto na zwiekszenie stopnia przereagowania do
oczekiwanego produktu, jedynie przyczynito sie do zwiekszenia ilosci produktéw
ubocznych. 7 tego wzgledu zdecydowano sie na zakonczenie reakcji mimo

niecatkowitego przereagowania substratu cukrowego przez odsgczenie cynku pod
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zmniejszonym cisnieniem na lejku Buchnera. Po oczyszczeniu na kolumnie
chromatograficznej produkt otrzymano z niezadowalajgcg wydajnoscig 35%. Zamiana
sgczenia na dekantacje roztworu znad pytu cynkowego pozwolita zwiekszy¢ wydajnosé¢
3,4-di-O-acetylo-L-fukalu (Fuk3) do 60%.

W analogicznych warunkach redukcji cynkiem, otrzymano pozostate glikale:
3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3), 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukal (Glu3) oraz 3,4,6-tri-O-
acetylo-D-galaktal (Gal3). Produkty w pierwszej kolejnosci wydzielono z mieszanin
reakcyjnych poprzez dekantacje i oczyszczanie na kolumnie chromatograficznej.
Pochodne uzyskano w postaci zéttawych, krzepnacych syropow z catkowitg wydajnoscia
w zakresie 78% - 89%.

Kolejny model cukrowy 3,4-di-O-benzylo-L-ramnal (Ram4) otrzymano [°]
w wyniku hydrolizy grup acetylowych 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3), a nastepnie

ponownego ich zabezpieczenia grupami benzylowymi (schemat 8).

OAc OH OBn

© MeONa © BnBr, NaH ©
Y, MeOH / DMF 74
2.5h, 0°C 12h, t.p.
OAc OH OBn
Ram3 Ram3a Ram4

46%

Schemat 8. Reakcja otrzymywania 3,4-di-O-benzylo-L-ramnopiranozy (Ram4)

(na podstawie 7°).

Grupy acetylowe usunieto w reakcji z metanolanem sodu w metanolu.
Po 2.5 godz. prowadzenia reakcji stwierdzono catkowite przereagowanie substratu,
reakcje zakonczono przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej kwasowej zywicy
jonowymiennej (Amberlyst®15). Nastepnie po usunieciu kationitu i odparowaniu
rozpuszczalnika surowy produkt Ram3a poddano reakg;ji alkilowania bromkiem benzylu
w DMF, w obecnosci NaH. Reakcje prowadzono poczgtkowo przez 2 godz.
W temperaturze 0 °C, a nastepnie przez 12 godz. w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie zaobserwowano catkowite przereagowanie substratu, a produkt reakcji
wydzielono metodg ekstrakcji i oczyszczono na kolumnie chromatograficzne;j,

otrzymujagc Ramé4 w postaci bezbarwnego, krzepnacego oleju, z wydajnoscia 46%.
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Na podstawie poréwnania analizy widm *H NMR i 13C NMR otrzymanych glikali z danymi

literaturowymi potwierdzono strukture otrzymanych pochodnych [7¥773].
3.1.2. Synteza 2-deoksy-2-fluoro cukrow

W kolejnym etapie zsyntezowano 2-deoksy-2-fluoro-pochodne L-fukozy (Fuk4
i Fuk5) oraz D-glukozy (Glud i Glu5). Synteza tych pochodnych polegata
na wprowadzeniu atomu fluoru na atom wegla C-2 odpowiedniego glikalu w wyniku

reakcji addycji do wigzania 1,2-nienasyconego (schemat 9).

ETAP 1
Selectﬂuor OH
DMF H,0

1:1 (viv)

OAc 12h, t.p. OAc

Fuk3 Glu3 Fuk4 GIu4
)L Jl\
—Cl DMAP, pirydyna
ﬂf ETAP 2 2h, t.p.
N
[T
| ~/2BF,
F
Selectfluor™
ﬁ >M, OAc
OAc
Fuk5 Glu5
95% 97%

Schemat 9. Reakcja otrzymywania 2-fluoropochodnych Fuk4 i Glu4. (na podstawie [74]).

3,4-Di-O-acetylo-L-fukal (Fuk3) i 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukal (Glu3) poddano
dziataniu  czynnika  fluorujgcego  jakim jest  Selectfluor™.  Selectfluor™
(bis(tetrafluoroboran)  1-chlorometylo-4-fluoro-1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu  lub
F-TEDA) jest tagodnym, stabilnym na dziatanie powietrza i wilgoci, nielotnym
odczynnikiem stosowanym do elektrofilowego fluorowania. Zastosowanie go jako
czynnika fluorujgcego pozwala na jednoetapowe wprowadzenie atomu fluoru
do substratdw organicznych, czesto w sposdb regioselektywny [7°]. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej, w mieszaninie rozpuszczalnikow DMF/H,0 (1:1 v/v),
wptywajgcej na zwiekszenie regioselektywnosci wprowadzania atomu fluoru w pozycje
C-2 cukru [74]. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej, po 12 godz. obserwujac

catkowite przereagowanie substratu. Produkty reakcji wydzielano metodg
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chromatografii kolumnowej, na zelu krzemionkowym, otrzymujac Fuk4 i Glu4,
z wydajnosciami odpowiednio 76% i 82%, w postaci bezbarwnego, krzepngcego oleju.
Roznice w wydajnosci mogty wynika¢ z wiekszej reaktywnosci L-fukalu, dla ktérego
zaobserwowano wiekszg ilo$¢ produktéw ubocznych.

W zaleznosci od kolejnych planowanych syntez, w reakcjach stosowano
2-deoksy-2-fluoropochodne z wolng grupg -OH w pozycji anomerycznej lub ich
O-acetylowane odpowiedniki. Acetylowanie grupy anomerycznej pozwolito
na otrzymanie pochodnych z grupg fatwoodchodzacg na atomie wegla C-1, a takze
zwiekszato ich stabilnos¢ podczas dtuzszego przechowywania.

Acetylowanie prowadzono w standardowych warunkach, bezwodnikiem
octowym w bezwodnej pirydynie, w obecnosci DMAP jako katalizatora, przez 12 godz.,
w temperaturze pokojowej. Produkty oczyszczono metodg chromatografii na zelu
krzemionkowym, otrzymujac odpowiednio 1,3,4-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-
fukopiranoze (Fuk5)i 1,3,4,6-tetra-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-D-glukopiranoze (Glu5),
z wydajnosciami odpowiednio 95% i 97% jako mieszaniny anomerdéw, w postaci
bezbarwnych, krzepngcych olejéw, ktérych struktury potwierdzono analizg widm
'H i 13C NMR.

Dla pochodnej Fuk5 dublety o przesunieciu 91.54 ppm i 89.14 ppm na widmie
weglowym pochodzace od atomoéw wegla C-1 i C-2 pierscienia cukrowego potwierdzajg
obecnos$é atomu fluoru w pozycji C-2. W analogiczny sposdb zinterpretowano widma dla
pozostatych 2-deoksy-2-fluoropochodnych. Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania

pozadanych struktur byto wyznaczenie mas czgsteczkowych metodg ESI(MS).

3.1.3. Synteza azydopochodnych cukréw

Kolejng grupg pochodnych stanowigcych substraty do otrzymania
zaplanowanych glikokoniugatéw byty azydkowe pochodne cukrowe. Tego typu
pochodne stosowane sg w wielu typach reakcji chemicznych, miedzy innymi w reakcjach
click chemistry. Metoda ta pozwala na otrzymanie pierscienia 1,2,3-triazolu i za jego
posrednictwem tgczenia dwdéch mniejszych fragmentéw w wiekszg czgsteczke [7®77].

1,2,3-Triazol posiada wiasciwosci farmakoforowe, a jego pochodne mogg by¢
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"strukturami wiodacymi" w projektowaniu nowych zwigzkdéw biologicznie aktywnych,
wptywajac na zwiekszenie ogdlnej hydrofilowosci czgsteczki [787°].

W tej czesci pracy badawczej otrzymano zaréwno azydki glikozylowe, w ktérych
grupa N3 znajdowata sie bezposrednio na weglu C-1, jak réwniez alkiloazydkowe
pochodne cukréw, w ktdrych ugrupowanie azydkowe potaczone jest z pierscieniem
cukrowym facznikiem alkilowym. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono reakcje
wprowadzenia grupy azydkowej na wegiel anomeryczny w warunkach przegrupowania
Ferriera prowadzace do otrzymania 2,3-nienasyconych pochodnych cukréw. Celem
otrzymania tego typu pochodnych byto odwzorowanie struktury wystepujacej w stanie
przejsciowym reakcji enzymatycznej, a wiec o konformacji podtkrzestowej
oraz wydtuzonym wigzaniu glikozydowym.

Przegrupowanie Ferriera (typu 1) jest reakcjg chemiczng pozwalajaca
na przeksztatcenie glikalu (1,5-anhydroheks-1-enitolu, np. 1, Schemat 10)
w 2,3-nienasycong pochodng glikozylowg (np. 3, Schemat 10). Przegrupowanie Ferriera
mozna rozpatrywac jako reakcje substytucji nukleofilowej z przegrupowaniem allilowym
glikalu, katalizowang kwasem Lewisa [2°]. Najpierw zachodzi eliminacja podstawnika
zatomu wegla C-3, powstaje posredni zdelokalizowany jon oksykarbeniowy (2,
schemat 10) stabilizowany przez sprzezenie z grupg winylowa. Nastepnie allilowy jon
oksykarbeniowy 2 reaguje z O-, S-, N- lub C-nukleofilem na weglu anomerycznym, dajac
mieszanine anomeryczng 2,3-nienasyconych glikozyddw, z duzg a-stereoselektywnoscig
[8182]. W przegrupowaniu Ferriera stosowane sg jako katalizatory kwasy Lewisa (np.
BFsEt20, FeCls, InCls, CeCls, ZnCly, Pd(OAc),, Er(OTf)s, Yb(OTf)s, Fe(OTf)s, TiCls), kwasy
Brénsteda (np. H2S04, H3PO4, PPh3/HBr, HCIO4) oraz inne (np. I, NIS, DDQ) [#3].

OAc OAc

o
OAc kwas Lewisa Nu” lub NuH

Nu

OAc OAc

Schemat 10. Reakcja przegrupowania Ferriera (typu 1) (na podstawie [22]).

Otrzymane w ten sposob 2,3-nienasycone cukry szeroko wykorzystywane sg

w syntezie wielu bioaktywnych czgsteczek, takich jak bloki budulcowe glikopeptyddw,
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oligosacharydow, kwasdéw uronowych, modyfikowanych weglowodanéw
oraz niektdrych antybiotykdw i nukleozyddw [3].

Do otrzymania 2,3-nienasyconych azydkowych pochodnych cukréw w pierwszej
kolejnosci przeprowadzono reakcje 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3) z azydkiem
trimetylosililu (TMSN3), jako donorem ugrupowania azydkowego w obecnosci jodu jako
katalizatora (schemat 11) [®*]. Zdecydowano sie na zastosowanie takich warunkéw

reakcji ze wzgledu na ich tagodny charakter oraz niskg cene i nietoksyczno$é katalizatora.

AcO o AcO o
I2
+ TMSN; ——> N
@ ® CH.Cl, @ ®
8h, t.p.
OAc Ram5
Ram3

Schemat 11. Reakcja otrzymywania azydku 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-

enopiranozylowego (Ram5) (na podstawie [%]).

Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej w bezwodnym CH;Cl,,
z dodatkiem sit 4A, w celu unikniecia konkurencyjnej reakcji z woda. Po 8 godz. reakcje
zakoniczono obserwujgc catkowite przereagowanie substratu cukrowego. Otrzymano
azydek 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozylowy (Ramb)
z wydajnoscig 78%, w postaci mieszaniny anomeréw w proporcji a:f = 1:1.5, ktérego
strukture  potwierdzono  analiza widm H i 13C  NMR. Nastepnie
z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu  (Ram3) i 3-azydopropan-1-olu (Subl) otrzymano
azydoalkilopochodng L-ramnozy (Ram6), w ktorej grupa azydkowa jest oddalona
od pierscienia cukrowego przez tréjweglowy fancuch alifatyczny.

Przed przystgpieniem do syntezy pochodnej Ram6 w pierwszej kolejnosci
zgodnie z procedurg opisang w literaturze przez Wolf i wspétpracownikow [%°]
otrzymano 3-azydopropan-1-ol (Subl). W tym celu 3-bromopropan-1-ol poddano
dziataniu azydku sodu (NaN3) w wodzie. Reakcje prowadzono przez 1 dobe
w temperaturze 60 °C, po czym mieszanine reakcyjng ekstrahowano octanem etylu
otrzymujgc Subl z bardzo dobrg wydajnosciag 96%. Otrzymany azydoalkohol Subl
poddano reakcji z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalem (Ram3) w warunkach przegrupowania
Ferriera, w obecnosci BF3'Et;0 jako katalizatora. W tych warunkach jednak, pomimo
prowadzenia reakcji w tazni lodowej, w temperaturze 0 °C zaobserwowano duzg ilos¢
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powstajgcych produktéw, a w krétkim czasie zaobserwowano zweglenie mieszaniny
reakcyjnej. Mozna z tego wnioskowac, ze zastosowany katalizator okazat sie by¢ zbyt
reaktywny dla tego typu substratéw cukrowych jakim sg 6-deoksycukry. Zdecydowano
sie reakcje powtdrzy¢ stosujac nieco stabszy kwas Lewisa, jakim jest chlorek zelaza(lll)

(FeCls) (schemat 12).

AcO 0 AcO o
/ + HO/\/\ N FeCI3 o N
3 3
Subt  CH.Cl, \4:/\ NS
OAc 2h, tp. Ramé6
Ram3 87%

Schemat 12. Reakcja otrzymywania 3-azydopropylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-

erytro-heks-2-enopiranozydu (Rame6) (na podstawie [29]).

Po 2 godz. prowadzenia reakcji analiza TLC wykazata catkowite przereagowanie
substratu cukrowego. Produkt 3-azydopropylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-
heks-2-enopiranozyd (Ramé6) otrzymano z bardzo dobrg wydajnoscia 87%, jako
mieszanine anomerdéw, w proporcji a: = 1:6.

W kolejnym etapie badan otrzymano w reakcji substytucji nukleofilowej
anomerycznej grupy acetylowej ugrupowaniem azydkowym azydopochodne cukréow

Glu6, Fuk6 i Ram7 (schemat 13).

OAc OAc
Ry N Ry
0 o TMSN; SnCl o_? 0
3, 4
OAc OAc lub R, OAc T OAc lub Ry
OAc R2 24h2, t.é. OAc Ro N3

OAc OAc R OAG OAc Ry
Glu1 Ram1: R4=0OAc, R,=H Glué Ram7: Ry=0Ac, Ry=H, 97%
Fuk1: R4=H, R,=OAc 97% Fuk6é: Ry=H, R,=OAc, 98%

Schemat 13. Synteza anomerycznych azydkow glikozylowych Glu7, Fuk7? i Ram?7

(na podstawie [27]).

Wychodzagc z  per-O-acetylowanych  pochodnych cukrow (w  tym
6-deoksycukréw), z udziatem chlorku cyny (SnCls) jako katalizatora oraz TMSN3 jako
donora grupy azydkowej, otrzymano azydki anomeryczne z bardzo duzymi

wydajnoéciami, bez koniecznoéci ich dodatkowego oczyszczania [?’]. Niezaleznie
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od zastosowanej pochodnej cukrowej, produkty otrzymano z bardzo dobrymi
wydajnosciami rzedu 97% - 98%.

Otrzymano réwniez alkiloazydopochodng L-ramnozy (Ram8) w reakcji
glikozylacji Ram1 3-azydopropan-1-olem Sub1 w obecnosci kwasu Lewisa (BFs°Et20) jako
katalizatora reakcji (schemat 14). Kwas ten jest czesto stosowany w reakcjach
glikozylacji, w ktérych donorem glikozylu jest per-O-acetylowany cukier posiadajgcy
acetylowa grupe fatwoodchodzacg na weglu anomerycznym [7°]. Po 8 godz.
prowadzenia reakcji analiza TLC wykazta catkowite przereagowanie substratu, reakcje
zakonczono, a produkt oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej, otrzymujac

3-azydopropylo 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-ramnopiranozyd (Ram8) z wydajnoscig 82%, jako

anomer .
AcO o AcO o
OAc NN, BELEt,O (0] N3
+ HO N; BF3'El ~ N
Sub1 CH,Cl,
OAc OAc 4h,0°C  OAc OAc
Ram1 Ram8

82%

Schemat 14. Synteza 3-azydopropylo 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-ramnopiranozydu (Ram8)

(na podstawie [28]).

Struktury otrzymanych produktéw Ram5-Ram8, Fuk6 oraz Glu6 potwierdzono
analizag widm H NMR oraz 3C NMR. Charakterystyczna dla pochodnej Ram5 byta
obecno$é¢ na widmie protonowym multipletédw o przesunieciach 5.76, 5.81, 5.93
i 5.99 ppm, pochodzacych od protonéw H-2 i H-3, potwierdzajgcych obecno$é wigzania
2,3-nienasyconego oraz odpowiednia ilos¢ sygnatéw pochodzacych od ugrupowan
acetylowych. Dla wszystkich otrzymanych pochodnych strukture potwierdzono

spektrometrig mas ESI(MS), ktéra potwierdzita obecnos¢ 3 atomoéw azotu w czgsteczce.

3.1.4. Synteza alkynowych pochodnych 2-F-cukréw

Ostatnig grupg substratéw cukrowych, ktére otrzymano byty glikozydy alkynowe
2-fluoro-L-fukozy. Pochodne te otrzymano w celu zastosowania ich w reakcji koniugacji

z azydkami heteroaromatycznymi w warunkach reakcji click chemistry.
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Schemat 15. Reakcja otrzymywania Fuk?7 oraz Fuk8.

Traktowanie 1,3,4-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozy (Fuk5)
alkoholem propargilowym (Sub2) lub 3-prop-2-ynoksypropan-1-olem (Sub3) wobec
FeCls daje propargilo 3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk?7) z 80%
wydajnoscia  lub  3-prop-2-ynoksypropylo  3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-
fukopiranozyd (Fuk8) z wydajnoscig 52% (schemat 15). Czas reakcji w wypadku tych
reakcji wynosit 10 godz. Analiza 'H i 3C NMR potwierdzita otrzymanie pozadanych
struktur jako mieszaniny anomeréw w stosunku anomerycznym odpowiednio a:f = 2:1
(Fuk?7) i a:f =1:1 (Fuk8).

Charakterystyczna dla Fuk7 byta obecno$é¢ na widmie protonowym dubletu
i trypletu o przesunieciach odpowiednio 4.33 ppm i 2.48 ppm, pochodzacych
od ugrupowania propargilowego. Ponadto zaobserwowano na widmie weglowym
dublety w zakresie 85.67-91.77 ppm potwierdzajgce obecnosé¢ atomu fluoru w pozycji
C-2 pierscienia cukrowego. Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania pozgdanych
struktur byto wyznaczenie metodg ESI(MS) mas czgsteczkowych. Podobnie

potwierdzono strukture Fuk8.

3.2. Otrzymanie substratow heterocyklicznych

Glikokoniugaty otrzymane w ramach pracy badawczej zostaty tak zaplanowane,
aby zawieraty w swojej budowie reszte cukrowg, tgcznik i cze$¢ aromatyczng, ktorej
struktura wiodaca stanowita fragmenty barwnikéw triazynowych (rysunek 4) lub mogta

przypomina¢ ugrupowania wystepujace w znanych inhibitorach FUTs (Schemat 5).
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W zwigzku z tym, jako fragmenty barwnikéw triazynowych otrzymano pochodne 1,3,5-
triazyny oraz antrachinonu, natomiast pochodne 1,2,4-triazolu, furan-2(5H)-onu
i 2H-pirol-2-onu, zostaty zaplanowane jako izostery ugrupowania fosforanowego [®°].
Dlatego na tym etapie pracy badawczej skupiono sie na otrzymaniu fragmentéw
aromatycznych o takich strukturach, aby mozliwe byto ich pdiniejsze potaczenie

z substratami cukrowymi.

3.2.1. Otrzymywanie pochodnych antrachinonu

Pierwszg grupa substratéw niecukrowych, niezbednych do otrzymania
koricowych glikokoniugatéw byty pochodne antrachinonéw, zwigzkéw chemicznych
nalezgcych do rodziny chinonéw o tréjcyklicznej strukturze, zawierajgce w pozycjach
C-9 i C-10 pierscienia centralnego grupy ketonowe. Zwigzki te mozna funkcjonalizowa¢
przez wprowadzenie do ich struktury réznego rodzaju podstawnikéw, takich jak grupy
hydroksylowe, aminowe itd. [?®°]. Jedng z pochodnych antrachinonu, ktéry
postanowiono wykorzystaé w reakcjach byta purpuryna — 1,2,4-trihydroksyantrachinon,
czerwony barwnik wystepujacy naturalnie w korzeniach Rubia cordifolia. Zwigzek ten
posiada 3 grupy hydroksylowe, z ktérych dwie — zlokalizowane przy atomach wegla C-1
i C-4 zaangazowane sg w tworzenie wigzan wodorowych z sgsiadujgcymi grupami
karbonylowymi, co wptywa na obnizenie ich reaktywnosci, dzieki czemu najbardziej
reaktywng grupa hydroksylowg jest grupa 2-OH [*°]. Przeprowadzono reakcje Sub4
z 2-bromoetanolem lub 3-bromopropanolem, w obecnosci DBU w temperaturze 70 °C,
zgodnie z procedurg opisang w literaturze przez Budnioka [°!], otrzymujac
2-hydroksyalkoksylowg pochodng purpuryny (Schemat 16). Zastosowanie DBU jako

czynnika deprotonujgcego miato na celu wygenerowanie anionu purpuryny.

O OH Br.. . OH O OH
on 0 ) OH
OO e QLT
TDMF, 70°C
O OH O OH
Sub4 Sub5: n=2, 12h, 62%

Sub6: n=3, 7h, 55%

Schemat 16. Synteza 2-hydroksyalkoksylowych pochodnych purpuryny Sub5 i Sub6
(na podstawie [°1]).
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Otrzymano 1,4-dihydroksy-2-(3-hydroksyetoksy)-antrachinon (Subb)
i 1,4-dihydroksy-2-(3-hydroksypropyloksy)anthrachinon (Sub6) w postaci czerwonego
osadu, z wydajnosciami odpowiednio 62% i 55%. Tak niska wydajnos¢ moze wynikaé
z wystepowania efektu tautomerycznego i zwigzanych z tym reakcji ubocznych grup
hydroksylowych zlokalizowanych na atomach wegla C-1i C-4.

Drugg grupa pochodnych antrachinonéw, ktére otrzymano byty
N-hydroksyalkilowe pochodne antrachinondéw, otrzymane z funkcjonalizowanej aniliny.
Pochodne otrzymano w reakcji wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji potgczonej z reakcja
Friedla-Craftsa [*?]. Reakcja ta biegnie z utworzeniem odpowiedniej pochodnej kwasu
2-benzoilo-benzoilowego z bezwodnika ftalowego i pochodnej aniliny, w obecnosci
chlorku glinu (AICls) jako katalizatora. Nastepnie otrzymany kwas aromatyczny ulega
wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji w warunkach katalizy kwasowej (w kwasie
metanosulfonowym MeSOsH) dajac odpowiednio funkcjonalizowang pochodng
antrachinonu. Gtéwnymi zaletami tej metody jest mozliwo$é otrzymania pochodnej
antrachinonu w warunkach one-pot, z dobrg wydajnoscia i w krotkim czasie.
W pierwszym kroku 2-nitroaniline (Sub7) poddano reakcji z bezwodnikiem ftalowym,
w obecnosci AlCl3, w MeSOs3H w temperaturze 100 °C. Wykonana po 1 godz. analiza TLC
wykazata obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej duzej liczby produktéw,
co prawdopodobnie mogto wynikaé z obecnosci wolnej grupy aminowej w Sub7.
Dlatego tez postanowiono zabezpieczyé grupe aminowg w pochodnej aniliny
zabezpieczeniem tert-butyloksykarbonylowym (Boc) (Schemat 17). Reakcje
2-nitroaniliny (Sub7) =z diweglanem di-tert-butylu (Boc;O) przeprowadzono
w bezwodnym metanolu, w temperaturze wrzenia. [®3]. Po 5h reakcji obserwujac
catkowite przereagowanie substratu otrzymano N-(2-nitrofenylo)karbaminian
tert-butylu (Sub10) z wydajnoscia 76%, w postaci pomaranczowego osadu.
W analogicznych warunkach przeprowadzono reakcje z 4-chloroaniling (Sub8)
oraz 4-fluoroaniling (Sub9) otrzymujac N-(4-chlorofenylo)karbaminian tert-butylu
(Sub11) i N-(4-fluorofenylo)karbaminian tert-butylu (Sub12) z wydajnosciami
wynoszgcymi odpowiednio 51% i 98%. Otrzymane zabezpieczone pochodne aniliny
zastosowano do otrzymania kolejnych pochodnych antrachinonu w reakcji
Friedela-Craftsa z bezwodnikiem ftalowym w MeSOsH, w obecnosci AICl; jako

katalizatora, w temperaturze 100 °C (Schemat 17).
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Boc,0
MeOH AICI3

5h, t.w. MeSO3H, 100°C
R, Rz
Sub7: R1=N02 R2=H Sub10: R1:N02y RZZH, 76% Sub13: R1 NOZ R2 H, 3h, 70%
Sub8: R;=H R’2=C| Sub11: R4=H, R,=Cl, 51% Sub14: R4=H, R,=Cl, 30min, 86%
Sub9: Ry=H, R,=F Sub12: R4=H, R,=F, 98% Sub15: R4=H, R,=F, 12h, -

Schemat 17. Synteza aminowych pochodnych antrachinonéw w warunkach reakcji

Friedla-Craftsa (na podstawie [9%%%]).

W przypadku reakcji z nitropochodng aniliny (Sub10) catkowite przereagowanie
substratu zaobserwowano po 3 godz. prowadzenia reakcji, natomiast w przypadku
chloropochodnej (Sub14) juz po 30min. Z kolei w przypadku fluoropochodnej (Sub12)
nie zaobserwowano postepu reakcji nawet po jej wydtuzeniu do 12 godz., dlatego
reakcje zakonczono. Pochodne Sub13 i Sub14 otrzymano z dobrymi wydajnosciami,
odpowiednio 70% i 86%.

W nastepnym etapie przystgpiono do syntezy N-hydroksyalkilowych pochodnych
uprzednio otrzymanych antrachinonéw Sub13 i Sub14 w reakcji z bromoetanolem
(Schemat 18) [°4]. Reakcje prowadzono w bezwodnym MeOH, w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika, w atmosferze argonu. Produkty wydzielono z mieszaniny reakcyjnej
metodg strgcania eterem dietylowym. Otrzymano produkty Subl6 i Subl?7

z wydajnosciami odpowiednio 86% i 74%.

0, OH
NH2 /\/OH N 9 HN /\/
‘O o ‘0 e
MeOH
8h, t.w.

Sub13 Sub14 Sub16: 86%
. (]

Sub17: 74%

Schemat 18. Synteza  N-hydroksyalkilowych  pochodnych  antrachinonéw

(na podstawie [*4]).

Struktury otrzymanych produktéw Sub5, Sub6, Sub13-17 potwierdzono analiza

widm *H NMR oraz 3C NMR. Dla Sub5, pochodnej purpuryny na widmie weglowym
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zaobserwowano sygnaty przy przesunieciach 186.92 i 185.93 ppm pochodzace od wegli
karbonylowych oraz w zakresie aromatycznym pochodzagce od atomoéw wegla
purpuryny, jak réwniez sygnaty o przesunieciach 69.87 i 60.91 ppm potwierdzajce
obecnosé¢ tancucha hydroksyetoksylowego. Dla Sub16, pochodnej antrachinonu
charakterystyczna byta obecno$é na widmie weglowym, oprdcz sygnatéw w zakresie
aromatycznym pochodzgcych od atomdéw wegla purpuryny oraz sygnatow
pochodzacych od wegli karbonylowych (przy przesunieciach 182.28 i 182.15 ppm), jak
rowniez sygnatdw o przesunieciach 62.80 ppm i 35.97 ppm potwierdzajgcych obecnos$é
tancucha hydroksyetylowego. Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania pozadanych
struktur byto wyznaczenie metodg ESI(MS) mas czgsteczkowych. Struktury pozostatych

pochodnych potwierdzono w podobny sposdb.
3.2.2. Otrzymywanie pochodnych 1,3,5-triazyny

Nastepng grupg pochodnych aromatycznych, byty pochodne 1,3,5-triazyny,
ktora jest elementem strukturalnym barwnikéw triazynowych np. w Cibacron Blue 3GA.

Ten etap prac rozpoczeto od otrzymania aminowych pochodnych 1,3,5-triazyny
wychodzac z 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (chlorku cyjanurowego) (Sub18). Zwigzek ten
w swojej strukturze zawiera trzy réwnocenne, fatwopodstawialne atomy chloru.
Pochodne Sub19 i Sub20 otrzymano w reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej,
w ktorej atomy chloru w chlorku cyjanurowym podstawiono grupami aminowymi

w reakcji z wodg amoniakalng (NH3'H20) [*°].

Cl

A
NH3'H20 )l\ /)\
> (I N NH
0-5°C, aceton
Sub19, 61%
SN

)l\ )\ NH
= 2
Cl N Cl NH3'H,0 _ )\

Sub18 0-5°C, CH,Cl, N| SN
)\ &k
cl”” N7 ONH,

Sub20, 83%

2

\

Schemat 19. Synteza I|-rzedowych aminopochodnych 1,3,5-triazyny Sub19 i Sub20

(na podstawie [*]).
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Kontrola stopnia podstawienia atomdéw chloru 1,3,5-triazyny polegata na
zastosowaniu odpowiedniej proporcji reagentow, jak réwniez rezimu
temperaturowego, dzieki czemu otrzymano zaréwno mono- (Sub19) jak i di-
aminopodstawiong pochodng 1,3,5-triazyny (Sub20) (Schemat 19).

Aby otrzymaé 2-amino-4,6-dichloro-1,3,5-triazyne (Sub19) reakcje prowadzono
z udziatem 1.0 ekw. wody amoniakalnej (w odniesieniu do chlorku cyjanurowego)
w acetonie, w zakresie temperatur 0 — 5 °C [*]. Po 1,5 godz. prowadzenia reakcji
z mieszaniny reakcyjnej wypadt biaty osad produktu, ktéry odsgczono pod
zmniejszonym cisnieniem i rekrystalizowano z wody, a nastepnie liofilizowano
otrzymujgc produkt Sub19 wydajnoscig 61%.

Ze wzgledu na niezadawalajgcg wydajnos¢ produktu postanowiono sprawdzi¢
czy zmiana rozpuszczalnika wptynie na jej poprawe. W tym celu reakcje przeprowadzono
powtdrnie w podobnych warunkach, jednak tym razem jako rozpuszczalnik zastosowano
chlorek metylenu. W tym przypadku otrzymano trudng do przesgczenia zawiesing, ktérg
w koncu zdecydowano sie zatezy¢ pod zmniejszonym cisnieniem i oczysci¢ metoda
chromatografii kolumnowej. Otrzymano produkt Sub19 z bardzo dobrg wydajnoscia
wynoszgcy 88%. W analogicznych warunkach przeprowadzono reakcje otrzymywania
4,6-diamino-2-chloro-1,3,5-triazyny (Sub20) stosujagc w tym przypadku 2.0 ekw. wody
amoniakalnej. Pozadany produkt otrzymano w postaci biatego ciata statego
z wydajnoscig 83%, ktérego strukture potwierdzono analizg widm H oraz 3C NMR.

Nastepnie przystgpiono do otrzymania kolejnej grupy pochodnych
aromatycznych, ktérymi byty N-podstawione pochodne 1,3,5-triazyny (schemat 20).

Kolejne modyfikacje 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny z udziatem | rzedowych amin
prowadzace do otrzymania mono podstawionych pochodnych przeprowadzono
w oparciu o metody opisane w literaturze. Metody te w zaleznosci od rodzaju aminy
réznity sie miedzy sobg gtdéwnie rodzajem uzytej zasady oraz rozpuszczalnikiem. Reakcje
2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18) z aniling prowadzono w acetonie, w temperaturze
5 °C, z dodatkiem wodnego roztworu NaOH [?®]. Po 1.5 godz. zaobserwowano catkowite
przereagowanie chlorku cyjanurowego i po usunieciu rozpuszczalnika organicznego
z mieszaniny reakcyjnej wypadt z6tty osad, ktéry odsgczono pod zmniejszonym

ci$nieniem, przemyto zimng wodg i liofilizowano. Analiza danych spektroskopowych
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H, 13C NMR oraz ESI(MS) wykazata, ze otrzymany osad byt pozgdanym produktem —
2,4-dichloro-6-fenyloamino-1,3,5-triazyng (Sub21), ktérego wydajno$¢ wyniosta 85%.

cl
HN-() - N)%N
)l\ /)\
c”” N7 ON
H

Sub21 85%

Cl
H2N—<:> N)%N
A
of Cl N N
A "
Xy Sub22 70%
)l\ /)\ ¢l
cl N cl )\ NH
2
Sub18 H2N‘©'NH2 N| SN
)\ /)\
N N
H

Sub23 30%

Cl

cl
HoN-{_)-NHBoc )§ NHBoc
Sub24 NI N
)\ /)\
N~ N
H

Cl

Schemat 20. Synteza I|-rzedowych aminopochodnych 1,3,5-triazyny Sub21, Sub22,
Sub23 i Sub25 (na podstawie [°®°]).

Nastepnie przeprowadzono reakcje Sub18 z cykloheksyloaming (schemat 20),
w ktorej jako zasade zastosowano diizopropyloetyloamine, a reakcje prowadzono
w chlorku metylenu, w temperaturze 5 °C przez 2 godz. [*’]. Po oczyszczeniu metoda
chromatografii kolumnowej, otrzymano 2,4-dichloro-6-cykloheksyloamino-1,3,5-
triazyne (Sub22), w postaci bezbarwnego oleju z wydajnosciag 70%. W kolejnym
eksperymencie chlorek cyjanurowy poddano reakcji z p-fenylenodiaming w THF,
w temperaturze 5 °C, z dodatkiem wyprazonego i roztartego NaHCOs3 [*%]. Reakcje
te prowadzono przez 1 godz., po czym zaobserwowano catkowite przereagowanie
substratu. Pozgdany produkt 6-(4-aminofenyloamino)-2,4-dichloro-1,3,5-triazyne
(Sub23) otrzymano z niska wydajnoscig 30% (strukture produktu potwierdzono analizg
widm H i 13C NMR). Mimo zastosowania substratéw w rownomolowej ilosci oraz niskiej

temperatury otrzymano zfozong mieszanine produktéw, co mogto by¢ efektem
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obecnosci dwdch réwnocennych grup aminowych w p-fenylenodiaminie. Zdecydowano
sie na powtdrzenie tej reakcji, jednak po uprzednim zabezpieczeniu jednej z grup

aminowych ugrupowaniem Boc (schemat 21).

NH, NHBoc
—_—
H,N CHCl, H,N

Sub23, 57%
Schemat 21. Reakcja protekcji grupy aminowej p-fenylenodiaminy (na podstawie [*9]).

W celu selektywnego zabezpieczenia jednej z grup aminowych zastosowano
procedure opisang przez Lee [*°], wedtug ktdrej p-fenylenodiamine poddano reakcji
zBoc;0O w chlorku metylenu. Reakcje prowadzono w atmosferze argonu,
w temperaturze 5 °C przez 4 godz. Zastosowana rownomolowa ilos¢ reagentéw miata
zapewnic reakcje z jedng grupg aminowa p-fenylenodiaminy. Po rozdzieleniu mieszaniny
reakcyjnej na kolumnie chromatograficzne;j, otrzymano pozadang
N-Boc-4-fenylenodiamine (Sub24) z wydajnoscig 57%, w postaci pomaranczowego ciata
statego. Nastepnie pochodng Sub24 poddano reakcji z chlorkiem cyjanurowym,
w obecnosci NaHCOs, w warunkach reakcji analogicznych jak dla reakcji z udziatem
p-fenylenodiaminy (schemat 20). Po rozdziale mieszaniny reakcyjnej metodg
chromatografii kolumnowej otrzymano produkt 6-(4-N-Boc-fenylenoamino)-2,4-
dichloro-1,3,5-triazyne (Sub25) ze znacznie wyzszg wydajnoscig 76%, w postaci biatego
ciata statego.

Nastepnie otrzymano pochodng, ktérg byta alifatyczna pochodna
2,4-dichloro-1,3,5-triazyny  (Sub26), posiadajgca jeden podstawnik alifatyczny
w pierscieniu triazyny. Pochodng te otrzymano w warunkach reakcji Grignarda
(schemat 22). [199],

Bromek propylomagnezowy otrzymano w standardowych warunkach reakgcji
Grigniarda z 1-bromopropanu, widrkow magnezu wobec katalitycznych ilosci jodu
w eterze dietylowym. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej, w atmosferze

gazu inertnego, w celu zachowania bezwodnych i beztlenowych warunkéw reakgji.
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Schemat 22. Synteza pochodnych 1,3,5-triazyny Sub26 i Sub27 (na podstawie [1°1]).

Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania magnezu otrzymany bromek
propylomagnezowy natychmiast wkroplono do roztworu 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny
(Sub18) w chlorku metylenu, uprzednio schtodzonego do temperatury -20 °C
(schemat 22) [!°!]. Po 4 godz. stwierdzono catkowite przereagowanie chlorku
cyjanurowego, reakcje zakorczono przez dodanie do uktadu reakcyjnego wody
i ogrzanie mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej. Produkt wydzielono
ekstrahujgc mieszanine reakcyjng chlorkiem metylenu. 2,4-Dichloro-6-propylo-1,3,5-
triazyne (Sub26) otrzymano z wydajnoscig 73%, w postaci z6ttego krzepngcego oleju.
Nastepnie pochodng Sub26 poddano reakcji z wodnym roztworem amoniaku
w warunkach reakcji analogicznych jak dla reakcji z Sub19 i Sub20 (schemat 19).
Po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej otrzymano produkt Sub27
z wydajnoscig 62%.

Analiza widm *H NMR i 13C NMR potwierdzita struktury otrzymanych produktéow
Sub19-Sub23, Sub25-Sub?7. Dla Sub19 charakterystyczna byfta obecnos¢ na widmie
protonowym poszerzonego singletu przy 5.86 ppm pochodzaca od grupy -NHy,
jak réwniez sygnatéw na widmie weglowym o przesunieciach 173.23 ppm
oraz 171.1 ppm pochodzgcych od atoméw wegla 1,3,5-triazyny. W przypadku pochodnej
Sub26 na widmie weglowym zaobserwowano dodatkowe sygnaty o przesunieciach
40.68 ppm, 21.10 ppm oraz 13.89 ppm pochodzgce od faricucha propylowego.
Spektrometria ESI(MS) potwierdzita mase czasteczkowg otrzymanego zwigzku.

Struktury pozostatych struktur potwierdzono w analogiczny sposdb.

3.2.3 Azydopochodne 1,2,4-triazolu

W kolejnym etapie pracy badawczej skupiono sie na otrzymaniu

3-azydopochodnych 1,2,4-triazoli, niezbednych do ich pdZniejszego skoniugowania
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z propargilowymi pochodnymi cukréw w warunkach reakcji click chemistry.
Ich dodatkowa funkcjg biologiczng jest mozliwosé tworzenia dodatkowych oddziatywan
wodorowych poprawiajgcych wigzanie sie z biatkami, a takze podobnie jak w przypadku
pochodnych oksadiazolu, struktury te moga réwniez by¢ izosterami ugrupowania
difosforanowego.

Pierwszg procedury, ktérg zastosowano byta dwuetapowa reakcja w warunkach
one-pot ['?]. W pierwszym etapie 3-amino-1H-1,2,4-triazol (Sub28) poddano
30 minutowej reakcji z azotanem(lll) sodu (NaNO), w temperaturze 0 °C w 20%
roztworze kwasu solnego, a nastepnie do mieszaniny reakcyjnej w temperaturze
pokojowej dodano NaNs (schemat 23). Analiza TLC wykonana po 1h od dodania NaNs

wykazata otrzymanie skomplikowanej mieszaniny produktéw, trudnych do rozdzielenia.

Schemat 23. Reakcja otrzymywania Sub29 (na podstawie [102]).

W drugim podejsciu w miejsce roztworu kwasu solnego zastosowano 20%
roztwor kwasu siarkowego(VI1) [193]. W tej probie po utworzeniu soli diazoniowej, w celu
roztozenia powstajgcego w reakcji kwasu azotowego(lll), do mieszaniny reakcyjnej
dodano niewielka ilos¢ mocznika, a nastepnie NaNs. Po 1h, zaobserwowano catkowite
przereagowanie substratu Sub28, reakcje zakornczono przez doprowadzenie odczynu
mieszaniny reakcyjnej do pH=5-6 wodnym roztworem NaHCOs. Produkt po ekstrakcji
octanem etylu krystalizowano z toluenu otrzymujgc 3-azydo-1H-1,2,4-triazol (Sub29)
w postaci jasnozottych krysztatow, z wydajnoscig 40%. Zmiana sposobu wydzielania
na chromatografie kolumnowg pozwolita na otrzymanie produktu z nieco wyiszg

wydajnoscig wynoszgcy 52%.

1. NaNOQ, H2804/H20

N
H2N\(N\ R mdcznik Na\( \7/R
\ Y 0°C, 30min \
N—NH

2. NaNj H,0 N—=NH —
Sub28: R=H t.p., 30min Sub29: R=H, 52%
Sub30: R=Ph Sub31: R=Ph, 43%

Schemat 24. Reakcja otrzymywania Sub29 i Sub31 (na podstawie [103].
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W tych samych warunkach otrzymano 3-azydo-5-fenylo-1H-1,2,4-triazol (Sub31)
z wydajnoscig 43% (Schemat 24).

Struktury otrzymanych produktéw Sub29, Sub31 potwierdzono analizg widm
'HNMR oraz 3C NMR. Dla Sub31 charakterystyczna byta obecno$¢ na widmie
weglowym sygnatu 157.53 ppm, pochodzgcego od wegla C-3 pierscienia 1,2,4-triazolu,
154.96 ppm pochodzacego od wegla C-5 pierscienia 1,2,4-triazolu oraz sygnatow
w zakresie 126.03-130.79 ppm pochodzacych od pierscienia fenylowego. Strukture
Sub29 potwierdzono w analogiczny sposdb. Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania

pozadanych struktur byto wyznaczenie mas czgsteczkowych metodg ESI(MS).

3.2.4. Pochodne furan-2(5H)-onu i 2H-pirol-2-onu

W tej czesci pracy badwczej skupiono sie na otrzymaniu pochodnych
furan-2(5H)-onu i 2H-pirol-2-onu, zawierajgcych ugrupowanie propargilowe
umozliwiajgce ich pdzniejsze potgczenie z pochodnymi cukréw w warunkach reakciji click
chemistry.

Pierwszym modelem byfa pochodna furan-2(5H)-onu, ktérg otrzymano w reakcji
3,4-dichloro-5-hydroksy-furan-2(5H)-onu  (kwasu 3,4-dichloromukowego, Sub32)

z alkoholem propargilowym (schemat 25).

Schemat 25. Reakcja otrzymywania Sub33 (na podstawie [1%4]).

Reakcje te prowadzono we wrzgcym toluenie w obecnosci katalitycznych ilosci
kwasu siarkowego(VI). Po 30 min nastgpito catkowite przereagowanie Sub32, reakcje
zakoniczono przez dodanie wodnego roztworu NaHCOs. Po rozdzieleniu mieszaniny
reakcyjnej otrzymano 3,4-dichloro-5-propargiloksyfuran-2(5H)-on (Sub33), jako
bezbarwny olej z dobrg wydajnoscig 79%.

Pochodng 2H-pirol-2-onu otrzymano w dwuetapowej reakcji. Sub32 ogrzewany

z SOCl; w roztworze DMF tworzy 3,4,5-trichlorofuran-2(5H)-on (Sub34) z wyd. 89%
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(schemat 26). W drugim etapie Sub34 poddano reakcji z propargiloaming w dioksanie
[%°]. Po 24 godzinach reakcji w temperaturze pokojowej nastgpito catkowite
przereagowanie substratu, mieszanine poreakcyjng dodano do zimnego wodnego
roztworu NH4Cl. Ekstrakcja octanem etylu i oczyszczanie na kolumnie
chromatograficznej, dato  3,4-dichloro-5-hydroksy-1-propargilo-1H-pirol-2(5H)-on
(Sub35) z wydajnoscig 45%.

\
o o) N
(0] OH 0 [¢]] (0] OH
SOCl, . HZN/\\
— DMF el X Tdioksan —
cl Cl 70°C,5h g cl cl cl
Sub32 Sub34 Sub35
89% 45%

Schemat 26. Reakcja otrzymywania Sub34 i Sub35 (na podstawie [104105]),

Struktury otrzymanych produktéw Sub33-Sub35 potwierdzono analizg widm
'H NMR oraz 3C NMR. Dla Sub33 obecno$¢ na widmie protonowym singletu przy
6.06 ppm, wskazywata na obecnos¢ H-5 pierscienia furan-2(5H)-onu, a tryplet przy
2.64 ppm oraz multipletu 4.51-4.53 ppm pochodzita od ugrupowania propargilowego.
W przypadku Sub34 na widmie protonowym zaobserwowano jedynie sygnat przy
6.53 ppm potwierdzajacy obecnos¢ protonu H-5 pierscienia furan-2(5H)-onu. Z kolei dla
Sub35 zaobserwowano dublet przy 5.47 ppm $wiadczgcy o obecnosci atomu wodoru
H-5 pierscienia 2H-pirol-2-onu, jak rowniez sygnaty przy 4.32 ppm, 3.95 ppm i 3.26 ppm
Swiadczgce o obecnosci ugrupowania propargilowego. Dodatkowym potwierdzeniem
otrzymania pozadanych struktur byto wyznaczenie mas czgsteczkowych otrzymanych

metodg ESI(MS).

3.3. Otrzymywanie glikozydow oraz glikokoniugatéw pochodnych

cukrow

Jak wspomiano wczesniej pochodne majgce stanowié mimetyki stanu
przejsciowego FUTs zawierajg w swojej budowie pierscien L-fukozy o konformaciji
potkrzestowej przypominajacy substrat podczas stanu przejSciowego reakgji

enzymatyczne;.
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W zwigzku z tym pierwszg grupg pochodnych jaka postanowiono otrzymacé byty
alkoksylowe pseudoglikale L-ramnozy i L-fukozy. Nastepnie otrzymano pseudoglikale
skoniugowane z pochodnymi antrachinonéw oraz triazyn, jako struktury z jednej strony
przypominajgce stan przejsciowy reakcji enzymatycznej, a z drugiej zawierajgce w swojej
strukturze fragmenty barwnikéw triazynowych.

W kolejnym etapie pracy badwczej otrzymano 2-jodo- i 2-fluoropochodne
cukrow potgczone z pochodnymi tiadiazoli i triazoli. Pochodne te zostaty
zaprojektowane jako analogi substratu FUTS8, jednoczesnie przypominajac ugrupowanie
fosforanowe. Nastepng grupg pochodnych stanowity pochodne furan-2(5H)-onu
i 2H-pirol-2-onu potaczone z fragmentem cukrowym poprzez linker 1,2,3-triazolowy.
Te struktury zostaty zaprojektowane jako izostery ugrupowania fosforanowego [°°].
Na koniec otrzymano pseudoglikale, ktéore skoniugowane zostaty z pochodnymi
heteroaromatycznymi. Te struktury zostaty zaprojektowane w taki sposéb, aby oprécz
przypominania stanu przejSciowego posiada¢ cechy pozwalajgce na nasladowanie

ugrupowania fosforanowego.

3.3.1. Alkoksylowe pochodne pseudoglikali L-ramnozy i L-fukozy

Pierwszg grupg mimetykéw stanu przejsciowego glikozylotransferaz, byty
alkoksylowe 2,3-nienasycone pochodne L-fukozy oraz L-ramnozy, ktére otrzymano
wychodzagc z L-ramnalu w warunkach przegrupowania Ferriera. Wybor jednostki
cukrowej nie byt przypadkowy, zaproponowane monosacharydy przypominajg
jednostke cukrowg naturalnego substratu. Dodatkowo otrzymane w reakcji
przegrupowania Ferriera pseudoglikale swojg przestrzenng konformacjg pétkrzestowg
imitujg konformacje jaka przyjmuje kompleks posredni w czasie reakcji enzymatycznej.

Metoksylowg pochodng Ram9 otrzymano w reakcji 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu
(Ram3) z metanolem, w bezwodnym acetonitrylu, w temperaturze pokojowej [%°].
Najczesciej opisywanym w literaturze kwasem Lewisa stosowanym jako katalizator
w tego typu reakcjach jest BF3'Et;O, jednak opierajac sie o wczesniejsze wyniki

postanowiono zastosowac nieco stabszy katalizator FeCls.

52



OAc OAc OH
o MeOH, FeCl3 o OCH MeONa 0 OCH
—_— - —_—
7 CH,Cl, (l:/\— ¥ MeOH — 3
OAc Ram9 Ram10
Ram3 72%

80%

Schemat 27. Reakcja otrzymywania Ram9 i Ram10 (na podstawie [°])

Po 20 minutach obserwujgc zmiane zabarwienia mieszaniny reakcyjnej
z jasnozoéttej do ciemnofioletowej, analiza TLC wykazata catkowite przereagowanie
glikalu. Po wydzieleniu produktu metodg ekstrakcji i oczyszczeniu metoda
chromatografii kolumnowej otrzymano metylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-
heks-2-enopiranozyd (Ram9) z wydajnoscig 54%, w postaci jasnozottego, krzepnacego
oleju, jako mieszanine anomerow w proporcji a:p = 2:1. W oparciu o dane
literaturowe [%%] reakcje powtdrzono, w celu sprawdzenia, czy zmiana rozpuszczalnika
wptynie na poprawe wydajnosci oraz na proporcje anomeréw otrzymanego produktu.
Przeprowadzono reakcje w analogicznych warunkach z mniej polarnym
rozpuszczalnikiem, chlorkiem metylenu (schemat 27). Ta modyfikacja pozwolita
na poprawe wydajnosci Ram9 o 18%, ale nie wptyneta na zmiane proporcji anomerdw.

W nastepnym etapie przeprowadzono deprotekcje grupy hydroksylowej
na atomie wegla C-4 pochodnej Ram9 metanolanem sodu w metanolu, w temperaturze
pokojowej. Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu mieszanine
reakcyjng zneutralizowano przez dodanie kationitu Amberlyst®15 (H*). Po oczyszczeniu
metodg chromatografii kolumnowej otrzymano metylo 2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-
enopiranozyd (Ram10) w postaci mieszaniny anomerdéw a:f = 2:1, z wydajnoscig 80%.

W kolejnym etapie otrzymang pochodng L-ramnopiranzy (Ram10)
przeksztatcono do pochodnej L-fukopiranozy poprzez zmiane konfiguracji grupy
hydroksylowej na weglu C-4 w reakcji Mitsunobu (Schemat 27).

Reakcja Mitsunobu polega na dehydratacyjnym sprzeganiu alkoholu z kwasem
(pro-nukleofilem, NuH). W  pierwszej kolejnosci powstaje  kompleks
dialkiloazodikarboksylanu (DEAD) z trialkilo- lub triarylofosfing, ktory aktywuje alkohol
i czynnik nukleofilowy, po czym nastepuje atak nukleofila na alkohol (schemat 28).
Ze wzgledu na jej stereospecyficznos$é, tagodne i praktycznie obojetne warunki reakcja

ta stata sie popularnym narzedziem w wielu przemianach organicznych [107:108],
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Schemat 28. Mechanizm reakcji Mitsunobu['%].

Istnieje  szeroki zakres zwigzkdw mogacych petni¢ role nukleofili
uczestniczycgcych w reakcji Mitsunobu, takie jak kwasy karboksylowe, fenole, imidy,
sulfonamidy i tiole, pozwalajgce na utworzenie wigzan C-O, C-S i C-N oraz wigzan
C-C [197.108] Sama reakcja Mitsunobu przebiega w fagodnych, zasadniczo obojetnych
warunkach, zazwyczaj w temperaturze od 0 °C do temperatury pokojowej, w takich
rozpuszczalnikach jak: THF, eter dietylowy, dichlorometan i toluen, czasami stosowane

sg bardziej polarne rozpuszczalniki, w tym octan etylu, acetonitryl i DMF [1°%].

Pochodng Fuk9 otrzymano w warunkach reakcji Mitsunobu z Ram10 i kwasu
4-nitrobenzoesowego w obecnosci azodikarboksylanu dietylu (DEAD)
oraz trifenylofosfiny (PPH3), w bezwodnym THF, w temperaturze pokojowej
(schemat 29). Po 2 godz. zanikt catkowicie substrat, reakcje wiec zakoriczono, produkt
wydzielono metodg chromatografii kolumnowej otrzymujac pochodng L-fukozy -
metylo 4-nitrobenzoilo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk9)
z wydajnoscig 78%, w postaci jasnozottego ciata statego, z zachowaniem proporcji
anomeroéw jak dla substratu. W otrzymanej pochodnej Fuk9 grupe 4-nitrobenzoesowg

w pozycji C-4 pierscienia cukrowego wymieniono na grupe acetylowg Fuk10.
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Schemat 29. Reakcja otrzymywania Fuk9 i Fuk10 (na podstawie [29]).

W podobnych warunkach stosujgc wyzej opisang sekwencje reakcji otrzymano
inne alkoksypochodne pseudoglikali L-ramnozy (Ram11-Ram15) i L-fukozy (Fuk11-

Fuk15), ktérych wydajnosci zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wydajnosci otrzymanych 2,3-nienasyconych pochodnych L-ramnozy Ram11-

Ram15 i L-fukozy Fuk11-Fuk15

Struktura Wydajnos¢  a:f Struktura Wydajnos¢  a:B
AcO 0 (o]
/T /S
0 55% 5:1 @O 74% 6:1
Ram11 ACO ka1
AcO o o
K >~vo>— 47%  10:1 < >~vo>7 69%  10:1
Ram12 ACO Eyuk12
AcO o (@)
k >’wo>L 49% 19:1 ﬁ >fwc>L 65% 18:1
Ram13 ACO  Eyk13
AcO fo) Q (0} Q
< > 65% 15:1 < > 65% 15:1
. (e} . (o]
Ram14 AcO Fuk14
ACOCO> O; aw% 191 (O O; a8%  19:1
Ram15 A k15

Struktury otrzymanych produktéow Ram9, Ramll1l-Ram15, Fuk10-Fuk15
potwierdzono analizg widm H NMR oraz '3C NMR. Charakterystyczna dla Ram9 —

2,3-nienasyconej pochodnej L-ramnozy byta obecnos¢ na widmie protonowym
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multipletu w zakresie 5.96-5.76 ppm potwierdzajgcego obecno$¢ wigzania
2,3-nienasyconego w pierscieniu cukrowym. Z kolei dla L-fukozy Fukll, sygnaty
odpowiadajgce za obecnos¢ wigzania 2,3-nienasyconego obecne byly w zakresie
6.04-6.10 ppm. Struktury pozostatych pochodnych potwierdzono przez obecnos¢

podobnych sygnatéw.

3.3.2. Antrachinonowe pochodne 2,3-nienasyconej L-ramnozy

Wczesniej otrzymane hydroksyalkoksy- i hydroksyalkiloaminopochodne
antrachinonu, rdznigce sie pozycjg przytaczenia do pierscienia antrachinonu
oraz dtugoscia taiicucha hydroksyalkilowego wykorzystano w syntezie glikokoniugatow
w warunkach reakcji przegrupowania Ferriera. W reakcji 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu
(Ram3) z 2-(2-hydroksyetyloamino)-1-nitroantrachinonem (Sub16), w obecnosci FeCls,
w bezwodnym chlorku metylenu, w temperaturze pokojowej otrzymano
[2-(1-nitro-antrachinono)-2-aminoetylo]-4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-

enopiranozyd (Ram16), z wydajnosciag 72% (schemat 30, tabela 2).

(e} NO, NO, O
AcO o N AcO o H
\/\OH F9C|3 @WO/\/ N
74 CH,Cl, i
OAc t.p.
o (e}
Ram3
Sub16 Ram16

Schemat 30. Reakcja otrzymywania Ram16 w warunkach reakcji przegrupowania

Ferriera (na podstawie [°']).

W analogicznych warunkach przeprowadzono reakcje z pozostatymi
hydroksyalkilowymi pochodnymi antrachinonéw otrzymujac glikokoniugaty Ram17-

Ram19 w postaci mieszaniny anomerow, z przewagq anomeru a.

Tabela 2. Wydajnosci otrzymanych 2,3-nienasyconych pochodnych L-ramnozy Ram16-

Ram19

Struktura substratu Struktura produktu Wydajnos¢  a:p
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W reakcjach z pochodnymi purpuryny (Sub5 i Sub6) zaobserwowano pojawianie
sie dodatkowych produktéw ubocznych, ktére mogty by¢ wynikiem udziatu w reakc;ji
pozostatych grup hydroksylowych purpuryny lub podstawienia w pozycji C-3 pierscienia
cukrowego, co wplyneto na obnizenie wydajnosci produktu gtéwnego. Struktury
otrzymanych produktéw Ram16-Ram19 potwierdzono analizg widm 'H NMR
oraz 3C NMR. Dla pochodnej Ram16 obecno$¢ na widmie protonowym multipletu przy
przesunieciu 5.48-5.53 ppm potwierdzita obecno$é¢ wigzania 2,3-nienasyconego.
Dodatkowo obecnos¢ multipletéw przy przesunieciach 2.30 ppm, 3.48 ppm
oraz 4.50 ppm byta potwierdzeniem obecnosci tacznika alifatycznego pochodzacego
od pochodnej antrachinonu. Otrzymanie pozgdanej struktury potwierdzono réwniez
przez wyznaczenie masy czgsteczkowej metodg ESI(MS). Struktury pozostatych

pochodnych potwierdzono przez obecnos¢ analogicznych sygnatow.
3.3.3. Synteza pseudoglikali 1,3,5-triazyny pochodnych L-ramnozy
Kolejng grupg zwigzkdéw, byty triazynowe glikokoniugaty 2,3-nienasyconej

pochodnej L-ramnozy, w syntezie ktérych zastosowano wczesniej otrzymane aminowe
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pochodne 1,3,5-triazyny. Glikokoniugaty te rowniez otrzymano w warunkach

przegrupowania aza-Ferriera wychodzgc z Ram3.

SN
H. R H

Schemat 30. Uktad wigzan wystepujgcy w pochodnych amidéw i 2-amino-1,3,5-triazyn.

W tej czesci eksperymentdw postanowiono sprawdzi¢, czy w warunkach reakgji
przegrupowania aza-Ferriera, mozna w miejsce amidu zastosowac |- i ll-rzedowe
aminowe pochodne 1,3,5-triazyny, ze wzgledu na podobienstwo ich uktadu wigzan
do uktadu wystepujagcego w amidach (schemat 31). W tym celu w reakcji z Ram3
zastosowano trzy pierwszorzedowe aminy: 2-amino-4,6-dichloro-1,3,5-triazyne
(Sub19), 4,6-diamino-2-chloro-1,3,5-triazyne (Sub20) oraz 4-amino-2-chloro-6-propylo-
1,3,5-triazyne (Sub27), w temperaturze pokojowej, w CHyCl,, w obecnosci jodu

molekularnego jako katalizatora (Schemat 32) ['1°].

Cl

N)\N
i L
AcO o )\ ACO HNT N7 R

N N | 0
7 )\\ J\ 2 O
HNT N7 DR CHeCl

OAc

Ram3 Sub19: R=CI Ram20: R=ClI
Sub20: R=NH, Ram21: R=NH,
Sub27: R=CH,CH,CHj; Ram22: R=CH,CH,CHj

Schemat 32. Reakcja otrzymywania Ram20, Ram21 i Ram22 (na podstawie [119]).

Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu cukrowego reakcje
zakonczono przez dodanie do mieszaniny wodnego roztworu tiosiarczanu sodu w celu
dezaktywacji obecnego w uktadzie jodu. Produkt wydzielono metodg chromatografii
kolumnowej otrzymujac pochodne Ram20, Ram21l i Ram22, z wydajnosciami

odpowiednio 53%, 48% i 51% jako anomery a.
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Nastepnie w analogicznych warunkach zbadano reaktywnos¢ drugorzedowych
amin: 2,4-dichloro-6-fenyloamino-1,3,5-triazyny (Sub21), 2,4-dichloro-6-
cykloheksyloamino-1,3,5-triazyny (Sub22) i (4-((4,6-dichloro-1,3,5-triazyn-2-

ylo)amino)fenylo)karbaminianu tert-butylu (Sub25) (schemat 33).

/4
| ' N
AcO N )\m ACCCO/\/ h<>\1—/<:l

OAc N“ N el NZ TN
Ram3 I Sub22 )\\ J\
N~ N7 Tal
CH,Cl, CO;

AcO

Schemat 33. Reakcja otrzymywania Ram23, Ram24 i Ram25 (na podstawie [119]).

W reakcji L-ramnalu (Ram3) z pochodng Sub21, w analogicznych warunkach jak
w poprzednich eksperymentach. Po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficzne;j,
analiza 'H i 3C NMR, jak rowniez MS wykazata, ze w reakcji Ram3 z Sub21 wszystkie
atomy wodoru pierscienia fenylowego ulegty podstawieniu atomami jodu, dajac
4-0O-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-(2,4-dichloro-1,3,5-triazyn-6-ylo)-N-(2,3,4,5,6-
pentajodo-fenylo)-a-L-erytro-heks-2-enopiranozyloamine (Ram23) z wydajnoscia 46%,
jako anomer a. W nastepnej prébie, w analogicznych warunkach, przeprowadzono
reakcje 2,4-dichloro-6-cykloheksyloamino-1,3,5-triazyny (Sub22) otrzymujac
4-0O-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-cykloheksylo-N-(2,4-dichloro-1,3,5-triazyn-6-ylo)-a-

L-erytro-heks-2-enopiranozyloamine (Ram24) z wydajnoscig 44% jako anomer a.
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W wyniku tej reakcji otrzymano rowniez obok produktu gtéwnego szereg
produktéw ubocznych (prawdopodobnie rowniez produkt podstawienia w miejscu C-3),
dlatego postanowiono reakcje powtdrzy¢ w analogicznych warunkach, jednak
w obnizonej temperaturze nie przekraczajacej -10 °C. Jednak po 24 godz. analiza TLC
nie wykazata postepu reakcji, dlatego zdecydowano sie jg zakoriczy¢. Natomiast,
w przypadku reakcji otrzymywania Ram25, otrzymano skomplikowang mieszanine
produktow, ktérej zdecydowano sie nie rozdzielad.

Struktury otrzymanych produktéow Ram20-Ram24 potwierdzono analizg widm
'H NMR oraz 3C NMR. Na widmie protonowym zaobserwowano charakterystyczny
multiplet przy 6.09-5.94 ppm potwierdzajacy obecnos$¢ wigzania 2,3-nienasyconego
w pierscieniu cukrowym, natomiast sygnaty przy 9.60 ppm oraz 6.15 ppm wskazywaty
na obecnos¢ grup aminowych 1,3,5-triazyny w Ram21, nalezgcego do N-glikozydowych
pseudoglikali. Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania pozadanej struktury byto
wyznaczenie jej masy czgcteczkowej metodg ESI(MS). Widma pozostatych cukrowych

pochodnych 1,3,5-triazyny zawieraty podobne sygnaty diagnostyczne.
3.3.4. 2-deoksy-2-jodo-N-glikozydy pochodne tiadiazoli

Majgc na uwadze pozytywny rezultat reakcji przegrupowania Ferriera
z zastosowaniem pochodnych 1,3,5-triazyny, postanowiono przeprowadzi¢ reakcje
L-ramnalu  (Ram3) i 2-amino-5-((4-tert-butylo)fenylo)-1,3,4-tiadiazolu ~ Sub36
(schemat34), w warunkach reakcji przegrupowania aza-Ferriera, w obecnosci jodu jako

katalizatora. Ze wzgledu na trudnosci w rozpuszczaniu pochodnych tiadiazoli w CH;Cly,

AcO R
o
H
D—”\(SYQ
\ R/
N—N
N—N AcO
OAc tp. © ° U H s §
N
Ram3 R=tBu, Ph, Cl, F Q \< /
N—N
OAc |

Schemat 34. Reakcja 2-amino-tiadiazoli z L-ramnalem, w warunkach reakgji

w tych eksperymentach jako rozpuszczalnik zastosowano THF.
AcO o Y@/R
. HNo S l2
@ 2 \< / THF

przegrupowania Ferriera (na podstawie [°%]).
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Po 1.5 godz. analiza TLC wykazata catkowite przereagowanie substratu,
rozpuszczalnik odparowano na wyparce rotacyjnej, a pozostato$¢ oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej. Otrzymano produkt reakcji z wydajnoscig 35%, ale
co zaskakujgce, nie byt to oczekiwany produkt przegrupowania aza-Ferriera.
Doktadniejsza analiza widm *H i 3C NMR oraz MS wykazata, ze wyizolowany produkt
powstat w wyniku jodoaminowania 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3) (tabela 3).
Sugerujac sie danymi literaturowymi, wskazujgcymi ze 2-halogenocukry petnig role
inhibitoréw  fukozylotransferaz (*>?!), postanowiono otrzymaé rdéwniez inne
2-deoksy-2-jodopochodne cukréw, aby oceni¢ ich potencjat jako inhibitoréw FUTS8.
W tym celu najpierw zoptymalizowano warunki reakcji, aby otrzymac jak najbardziej
efektywna metode. Optymalizacja polegata na doborze rozpuszczalnika i ilosci ekw. jodu
(tabela 3). W pierwszej kolejnosci postanowiono oceni¢, czy dojdzie do jakiejkolwiek
reakcji w przypadku zmieszania 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3)z 2-amino-5-((4-tert-
butylo)-fenylo)-1,3,4-tiadiazolem (Sub36) w rdinych rozpuszczalnikach, przy
jednoczesnym braku jodu. W tych warunkach nie zaobserwowano zadnych zmian.
W kolejnym doswiadczeniu reakcje przeprowadzono w mieszaninie rozpuszczalnikdéw
o réznej polarnosci w obecnosci 1.0 ekw. jodu. W takich warunkach zaobserwowano
jedynie Sladowe ilosci pojawiajgcego sie produktu. Trzeci zestaw doswiadczen
przeprowadzono w THF w obecnosci réznych stezen jodu, mianowicie 0.5, 1.0 2.0 ekw.
Otrzymane wyniki wyraznie wskazywaty, ze reakcja zachodzita najlepiej wobecnosci
podwdjnego molowego nadmiaru jodu czgsteczkowego. Ostatnim eksperymentem byta
ocena, ktéra z metod jodoaminowania bytaby korzystniejsza. Z tego powodu
przetestowano  NIS, ktéry standardowo stosowany jest w  syntezie
2-deoksy-2-halogenocukréw z glikali. W reakcji tej zaobserwowano jednak pojawianie
sie innego, dodatkowego produktu w bardzo wysokim stezeniu, co spowodowato,

ze postanowiono wrdci¢ do metody zaktadajgcej zastosowanie jodu molekularnego.
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Tabela 3. Optymalizacja warunkdéw reakcji otrzymywania tiadiazolowych pochodnych

2-jodo-L-ramnozy .

Rozpuszczalnik Katalizator Wydajnos¢
THF - -
CH2Cl,/DMF - -
CHxCl,/DMSO - -
CH.Cl; 1.0 ekw. I $lady
CH,Cl,/DMF 1.0 ekw. I Slady
CHCl,/DMSO 1.0 ekw. I Slady
THF 0.5 ekw. I, -
THF 1.0ekw.l;  35% (a:p = 1:9)
THF 2.0ekw.l;  71% (a:p = 1:11)
THF 2.0 ekw. NIS  30% (o:p = 1:1)

Wyniki powyzszych eksperymentow wskazujg, ze najlepiej reakcja ta przebiega

w bezwodnym THF, w obecnosci 2.0 ekw. jodu, w temperaturze pokojowej. W takim

uktadzie reakcyjnym przeprowadzono reakcje z pozostatymi 2-amino-1,2,4-tiadiazolami

z uzyciem réznych glikali (tabela 4).

Tabela 4. Wydajnosci otrzymanych tiadiazolowych pochodnych 2-jodo-L-ramnozy

Glikal Tiadiazol Struktura produktu Wydajnos¢ o:p
s N N SYQ/%
Ram3 "~ Q W 71 11:1
N—N OAc |
Sub36 Ram26
AcO o
Sy@ v SY@
Ram3 " ) Q R 47 1.7:1
N—N OAc |
Sub37 Ram27
A
S
Ram3 ~ N—N 55 100:0
N—N

Sub38

OAc |
Ram28
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Cl

cl HN—_-S
s AcO o \
HoN
M~ )/O/ AVAS
N—N

Ram3 49 100:1
Sub39 OAc |
Ram29
AcO
HN\(S
Glus "% o NNk 51 100:1
N—N AcO
Sub36 i
Glu7
AcO
HoN 37@ Ot s
Glu3 ~ OAc N\< ; 68 1:4.4
N—N AcO _
Sub37 i N—N
Glu8
AcO
F
Glu3 HZN\(Sy/@/ one bl 3 F 58 1:1.3
N—N AcO \«—l{l o
Sub38 i
Glu9
AcO Y©/C|
cl S
HoN 87/©/ o] ¢
Glu3 ~ oAc N—N 69 0:100
N—N AcO
Sub39 i
Glu10
AcO
S
Gal3 "N~y Qro i S 72 2.3:1
N—N —N
Sub36 I
Gal4
AcO
Gal3 %r@ o Skl > aan
w ~ ) 8
Sub37 i
Gal5
AcO
s YO/F AcO o 4 F
Gal3 () OAc N\<S/ 45 4:1
N—N
Sub38 | N=N
Gal6
AcO
Cl
Gal ”ZNYSYU e Dt s ) 58 1.4:1
al3 ,ﬁ_,ﬂ \g—l{l 4:
Sub39 |
Gal7
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" ° N SY@
S N

Sub37

Produkty Ram24-Ram28, Glu7-Glul0 i Gal4-Gal7 otrzymano z zadowalajgcymi
wydajnosciami oraz wysokg a-stereoselektywnoscig, na co mogta wptyngé obecnosc
duzego objetosciowo atomu jodu na atomie wegla C-2. W wyniku reakcji z pochodnymi
Sub36, Sub38 i Sub39, oprdocz produktu gtdwnego obserwowano pojawianie sie réwniez
Sladowych ilosci produktu 2,3-nienasyconego. Na podstawie otrzymanych wynikéw
eksperymentdéw mozna stwierdzi¢, ze obecno$é i charakter podstawnika przytagczonego
do pierscienia fenylowego tiadiazolu moze mie¢ wptyw na rodzaj otrzymanego
produktu.

Struktury otrzymanych produktéw Ram26-Ram30, Glu7-Glul0 i Gal4-Gal7
potwierdzono analizg widm *H NMR oraz 3C NMR. Dla Ram26, ktéra stanowi pochodng
1,3,4-tiadiazolu, charakterystyczna byta obecno$¢ na widmie weglowym sygnatu przy
81.64 ppm pochodzacego od atomu wegla C-1 pierscienia cukrowego, jak réwniez
sygnatéw 167.26 ppm i 154.48 ppm bedacych potwierdzeniem obecnosci pochodnej
tiadiazolu. Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania pozadanych struktur byto
wyznaczenie metodg ESI(MS) mas czgsteczkowych. Struktury pozostatych pochodnych

potwierdzono przez obecno$é podobnych sygnatéw.

3.3.5. 2-Deoksy-2-fluoropochodne 1,2,4-triazoli

Kolejna grupa zsyntezowanych zwigzkéw, byty glikokoniugaty
2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozy, do ktérych przytaczono jednostke 1,2,4-triazolu,
w ktorych funkcje linkera petnit 1,2,3-triazol. Potaczenie to uzyskano stosujgc reakcje
cykloaddycji 1,3-dipolarnej w wersji click chemistry. Okreslenie "click chemistry"
to termin obejmujgcy wysoce wydajne reakcje umozliwiajgce tworzenie potaczen
miedzy jednostkami budulcowymi. Reakcje tak klasyfikowane powinny zachodzié
w tagodnych warunkach, z wysokg chemoselektywnoscig [1'¥'1?]. Pomimo istnienia
wielu typow reakgcji klasyfikowanych jako “click chemistry” najbardziej reprezentatywng
posrdd nich jest reakcja cykloaddycji 1,3-dipolarnej, azydo-alkinowa katalizowana

jonami miedzi (CUAAC) [*11]. Katalizatorem w tej reakcji sg jony miedzi(l), dlatego jednym
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z najwazniejszych czynnikdw jest utrzymanie stezenia Cu(l) na wystarczajgcym poziomie
podczas reakcji. W tym celu, czesto preferowane jest uzycie zrédta Cu(ll) z dodatkiem
czynnika redukujgcego w duzym nadmiarze (najczesciej jest to uktad CuSQa:askorbinian
sodu) [**1].

Pochodne w tej czesci pracy otrzymano w oparciu o procedure opracowang przez
Taouai [**3], wedtug ktorej odpowiednie modele azydkowe koniugowano z pochodnymi
propargilowymi, otrzymujac glikokoniugaty 1,2,4-triazolu. Reakcje prowadzono
w obecnosci siarczanu miedzi i askorbinianu sodu, w mieszaninie rozpuszczalnikéw

izopropanol:THF:H,0 w stosunku objetosciowym 1:1:1 (schemat 35).

0]
N CuS045H,0 fo) N—
@NO/\% * NS\« \7 askorbinian sodu F O/\(\ ,,_</ "
—_
AcO THF, izopropanol, H,O ,N N/)

N—NH -
OA AcO N=
c Sub29 tp., 24h oac N

Fuk7
Fuk16

Schemat 35. Reakcja otrzymywania Fuk16 (na podstawie [*13]).

Po zaobserwowaniu zmiany zabarwienia mieszaniny reakcyjnej z zdttej
na niebiesko-zielong czemu towarzyszy zanik substratu Fuk? (analiza TLC) reakcje
zakoniczono, a produkt wydzielono metoda chromatografii kolumnowej, otrzymujac
pozadany produkt 1-[1-(1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ylo]-metyleno-3,4-di-
O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk16), z wydajnoscia 78% (tabela 5),
jako mieszanine anomeréw a: = 1.5:1. Nastepnie w tych samych warunkach otrzymano
pozostate glikokoniugaty 1,2,4-trizolu, otrzymujac Fuk17-Fukl9 =z dobrymi

wydajnosciami w zakresie 71%-76% (tabela 5).
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Tabela 5. Wydajnosci otrzymanych glikokoniugatow pochodnych
2-deoksy-2-fluoro-L-fukozy Fuk16-Fuk19

Struktura
Struktura produktu Wydajnos¢
substratu
N o N—NH
Ng\( \> F O/\(\N’<//A
\ AcO N=\/ N 78%
N—NH Ohc
Sub29 Fuk16
0 N—~nNH
N QA
N —
" \7/© AcO N=y N 74%
N—NH OAc
Sub30 Fuk17
o N—
N AN NH
N3 AN F O o = N 4
R o i S,
N—NH OAc
Sub29 Fuk18
N ¢> e L
F o o =
N3\« N AcO N:N/N/<N/)\© 71%
N—NH OAc
Sub30 Fuk19

Struktury otrzymanych produktéw Fuk16-Fuk19 potwierdzono analizg widm
'H NMR oraz 3C NMR. Dla Fuk16, pochodnej 1,2,4-triazolu charakterystyczna byta
obecnos$é na widmie protonowym singletu przy 4.53 ppm potwierdzajgcego obecnosc
grupy -CH»-, ktéra tgczy anomeryczny wegiel pierscienia cukrowego z 1,2,3-triazolem.
Ponadto sygnaty na widmie weglowym 156.76 ppm oraz 150.67 ppm byty
potwierdzeniem obecnosci pochodnej 1,2,4-triazolu. Dodatkowym potwierdzeniem
otrzymania pozadanych struktur bylo wyznaczenie metodg ESI(MS) mas
czgsteczkowych. Struktury pozostatych pochodnych potwierdzono przez obecnos¢

podobnych sygnatéw.

3.3.6. Glikokoniugaty pochodne furan-2(5H)-onu i 2H-pirol-2-onu

W tej czesci syntez postanowiono otrzymac cukrowe pochodne furan-2(5H)-onu
i 2H-pirol-2-onu. W tym celu odpowiednie azydki cukréw (Ram5-Ram8, Fuk6 oraz Glu6)
oraz propargilowe pochodne furan-2(5H)-onu i 2H-pirol-2-onu (Sub32 oraz Sub34)

poddano reakcji w obecnosci katalizatora CuAAC (tabela 6). W tych warunkach
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otrzymano Ram31-Ram38, Fuk20, Fuk2l, Glull oraz Glul2 z bardzo dobrymi

wydajnosciami.

Tabela 6. Wydajnosci otrzymanych glikokoniugatéw pochodnych furan-2(5H)-onu
i 2H-pirol-2-onu Ram31-Ram38, Fuk20, Fuk21, Glull oraz Glul2.

Glikal Tiadiazol Struktura produktu Wydajnos¢ a:p
AcO ° 0"° O = aw© o n=N 0O\ —0
oo LT e ADSTL w16
[e]] Cl
Ramé i Su§|33 Ram31

K o oMo 4\1 79% 15

cl cl cl
Sub35 Ram32
AcO AcO
0 0= 0o = o o
N—— N=N, o o
_ I 0 .
b QWW 5T 92% 0:100
OAc OAc Cl ] OAc OAc cl cl
Ram8 Sub33 Ram33

< > 0= N\_OH OAc OAc N 83% 0:100
O — o ¥z
OAc OAc Cl
Ram8 cl cl

cl
Sub35 Ram34
o
AcO N o o
N ° o 0\// AcO N,/ \ —
SN = ~ cl cl
OAc — o 85% 0:100
AcO cl Cl OAc
OAc Sub33 AcO
Glué AcO
Glull
N OH
AcO \ AcO N\/’J/\N
o Ns N o
OAc 0= N\ _oH onc © 0 75% 0:100
AcO — cl
OAc cl Cl Ao ACO
Glué Sub35 Glu12
o
Acg o 0] o) \/§ AcO o o o
Acd L — Aco ; NN/ g 78% 0:100
OAc cl ci OAc N=N a -
Fuké Sub33 Fuk20

0
\ QA0
AcO AcO N OH

OE
o
£

(@]
ﬂz

[e)

y

ne o N 68% 0:100
OAc A~ cl
Fuké cl cl L
Sub35 Fuk21
AcO o
AcO
0 0=_0 o
N N o
Q ’ — AcO AcO N”j/\o P 79% 0:100
AcO OAc Cl Cl /
Ram7 Sub33 al
Ram35
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X AcO N=N
N o) )
% ° N \ QN \}j OH
3 0= N\_OH N 0 .
Q OAc OAc o) P 7 1 A) 1 : 3
AcO OAc — Cl
Ram7 cl Cl cl
Sub35 Ram36
o o
AcO o o = AcO N=N o) o
) N o )
KT e, ﬁ @JNW KJ 74% 1:11
cl Cl cl o]
Ram5 Sub33 Ram37

AcO

(0]
N o
AcO OH

N

K, Oﬁw N\'gj/;?m 63%  0:100

cl ci o

Sub35 cl
Ram38

Struktury otrzymanych produktéow Ram31-Ram38, Fuk20, Fuk21, Glull
oraz Glul2 potwierdzono analizg widm 'H NMR oraz *3C NMR. Dla Ram31, pochodne;j
furan-2(5H)-onu, zaobserwowano na widmie protonowym singlet o przesunieciu
5.95 ppm oraz multiplet 4.98-5.01 ppm potwierdzajgce obecnosé grupy -CH,- tgczacej
1,2,3-triazol z jednostkg furan-2(5H)-onu oraz wodoru H-5 pierscienia furanonowego,
jak réwniez obecnos¢ sygnatéw zarejestrowanych na widmach zastosowanych w reakgji
substratéw. Dla Ram32, pochodnej 2H-pirol-2-onu charakterystyczna byfa, oprécz
sygnatdéw substratéw, obecnos¢ na widmie protonowym dwéch dubletéw przy 4.80 ppm
i 4.57 ppm oraz 5.47 ppm, odpowiadajacych za obecnos¢ grupy -CH.- taczacej
1,2,3-triazol z jednostkg 2H-pirol-2-onu oraz wodoru H-5 pierscienia pirol-2-onu.
Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania pozadanych struktur byty masy czgsteczkowe
wyznaczone metodg ESI(MS). Struktury pozostatych pochodnych potwierdzono przez

obecnos$é podobnych sygnatéw.

3.3.7. Azolowe pochodne 2,3-nienasyconej L-ramnozy, otrzymane w wyniku reakgcji

przegrupowania Ferriera

W oparciu o dane literaturowe [?*] [*°] [6%%%] mozna stwierdzié, ze struktury,
w ktérych obecny jest pierscien triazolowy inhibujg aktywnos$¢ FUTs. Z tego powodu
w tej czesci pracy postanowiono sprawdzi¢, czy 2,3-nienasycone cukrowe pochone
imidazolii triazoli, bezposrednio przytgczonych do wegla anomerycznego cukru, réwniez
bedg aktywne.

Podobnie jak w poprzednich doswiadczeniach pochodne otrzymano

w warunkach reakcji przegrupowania aza-Ferriera z udziatem L-ramnalu (Ram3)
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i 3-chloro-1H-1,2,4-triazolu Sub40, w obecnosci jodu jako katalizatora, w temperaturze

pokojowej, w bezwodnym chlorku metylenu (schemat 36).

AcO 0 AcO o

N /=N
/ + Cl AN |2 AN
\ e e L
N—NH CH,Cl, N™ ¢
OAc t.p.
Ram3 Sub40 Ram39

Schemat 36. Reakcja otrzymywania Ram39.

W reakcji tej, mimo mozliwosci wystepowania tautomerii oraz otrzymania innych
produktdw przegrupowania Ferriera, w zastosowanych warunkach produkt reakcji
otrzymano w krétkim czasie 2 godz. oraz z bardzo dobrg wydajnoscig wynoszacg 82%,
w proporcji anomeréw o:f = 1:1. Strukture Ram39 potwierdzono analizg widm
'H i 13C NMR i spektrometrii mas (ESI MS).

Kierujagc sie pozytywnym wynikiem reakcji z 3-chloro-1,2,4-triazolem,
postanowiono sprawdzi¢ czy w tych samych warunkach reakcji uda sie otrzymad
N-glikozydy pochodne innych azoli. Do reakcji wybrano rdéznie podstawione imidazole,

zawierajgce niepodstawiony atom azotu N-1 (tabela 7).

Tabela 7. Wydajnosci otrzymywania Ram39-Ram42.

Nukleofil Produkt Wydajnos¢
NYCI AcO o e~
4 N
N—NH h /J\ 82%
N™ e
Sub39 Ram39
N\ Cl o /=N
e e L ,
N— AcO N (¢]] 51%
Sub39 Fuk22
N . O,N
HsC— ~ r AcO Br
\(I © AncN = 0
HN - N 87%
NO,
Sub40 Ram40 HsC
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HN — >;N 42%

Sub41 Ram41 HsC

r

N B
Br\(/IBr AcO 0 >§'/BI’
HN < N >WN 35%
—N
Br >/

Sub42 Ram42 Br

W przypadku reakcji z Sub4l wydajnos¢ otrzymanego produktu byta
na podobnym poziomie 87%, natomiast w przypadku reakcji z Sub42 oraz Sub43 byta juz
na bardzo przecietnym poziomie wynoszagcym odpowiednio 42% i 35%. Struktury
otrzymanych produktéw Ram39-Ram42 i Fuk22 potwierdzono analizg widm *H NMR
oraz 3C NMR. Charakterystyczna dla Ram41 byta obecno$¢ na widmie protonowym
multipletu przy 5.06-5.17 ppm o charakterystycznym ksztatcie, potwierdzajgcego
obecno$¢ wigzania 2,3-nienasyconego pierscienia L-ramnozy oraz sygnatéw przy
7.76 ppm i 7.08 ppm potwierdzajgcych obecnos¢ fragmentu aromatycznego. Struktury
potwierdzita takze spektrometria mas (ESI MS). Struktury pozostatych pochodnych

potwierdzono przez obecnos¢ podobnych sygnatéw.
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PODSUMOWANIE

Celem niniejszej pracy byto opracowanie syntezy nowych glikokoniugatow
mogacych petni¢ funkcje inhibitorow fukozylotransferazy 8 (FUT8). Ze wzgledu
na zwiekszong ekspresje FUT8 w komdrkach nowotworowych (watroby, piersi, jajnika,
prostaty, ptuc, trzustki, zotagdka i innych), regulacja aktywnosci tego enzymu moze by¢
przydatna w kombinowanej terapii przeciwnowotworowe;.

1. Pierwszym etapem pracy byto otrzymanie pochodnych monosacharydéw,
donoréw reszty cukrowej w podzniejszych syntezach finalnych glikokoniugatéow. W tej
czesci badan z wolnych monosacharydéw otrzymano per-O-acetylowane glikale
L-fukozy, L-ramnozy, D-glukozy i D-galaktozy oraz 3,4-di-O-benzylo-L-ramnalu.
Otrzymane glikale zostaty zastosowane jako akceptory w reakcjach addycji do wigzania
nienasyconego; w ten sposéb otrzymano 2-deoksy-2-fluoro-pochodne L-fukozy
oraz D-glukozy. Reakcje te prowadzono z udziatem Selectfluoru® jako czynnika
fluorujagcego w mieszaninie DMF:H,0O w stosunku 1:1. Zastosowanie Selectfluoru®
w tych warunkach umoizliwito regioselektywne wprowadzenie atomu fluoru na atom
wegla C-2 pierscienia cukrowego.

W warunkach reakcji przegrupowania Ferriera otrzymano 2,3-nienasycone
pochodne L-ramnozy. Z kolei w reakcji substytucji grupy acetylowej na weglu
anomerycznym per-O-acetylowanych cukrow otrzymano 1-podstawione pochodne
per-O-acetylowanej-L-ramnozy, per-O-acetylowanej-L-fukozy, 2-deoksy-2-fluoro-3,4-di-
O-acetylo-L-fukozy i per-O-acetylowanej-D-glukozy. W przypadku reakcji otrzymywania
1-azydopochodnych cukréw donorem grupy azydkowej byt TMSNs, a katalizatorem
SnCls.  Zastosowanie takich warunkéw reakcji pozwolito na otrzymanie
1-azydopochodnych cukrow z dobrymi wydajnosciami z wysoka
B-stereoselektywnoscig.

Na koniec tej czesci badan, do pdiniejszego zastosowania w reakcjach click
chemistry, = wychodzac z 1,3,4-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozy,
otrzymano propargilowe pochodne 2-deoksy-2-fluoro-L-fukozy, w reakcji substytucji
grupy acetylowej na weglu anomerycznym pierscienia cukrowego, jako katalizator

stosujgc eterat trifluorku boru (BF3OEt3).
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2. Drugim etapem pracy byto otrzymanie pochodnych nie cukrowych,
zaprojektowanych w taki sposdb, aby tatwe byto ich zastosowanie w reakcjach
z substratami cukrowymi i otrzymanie zaplanowanych produktéw korcowych.

W reakcjach z bromoalkoholami otrzymano alkoksylowe pochodne purpuryny
oraz N-hydroksyalkilowe pochodne antrachinonu. Otrzymano szereg aminopochodnych
1,3,5-triazyny w reakcji z 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyng. Na koniec w warunkach reakgcji
Grignarda z 1,3,5-triazyng otrzymano 2,4-dichloro-6-propylo-1,3,5-triazyne.

W kolejnym etapie otrzymano odpowiednio zaplanowane propargilowe
pochodne 1,3,4-oksadiazolu, furan-2(5H)-onu i 2H-pirol-2-onu oraz azydki 1,2,4-triazolu
stanowigce substraty w reakcji z pochodnymi cukréw w warunkach reakcji click
chemistry.

3. Ostatnim etapem pracy byta synteza glikokoniugatéw cukrowych, w ktérych
taczono otrzymane wczesniej pochodne cukrowe i niecukrowe. Odpowiednie pochodne
otrzymano w warunkach reakcji przegrupowania Ferriera, w warunkach reakcji
Mitsunobu, w wyniku addycji do wigzania nienasyconego glikalu oraz w warunkach
reakcji click chemistry.

Zastosowanie warunkédw reakcji przegrupowania Ferriera pozwolito
na otrzymanie w tagodnych warunkach nowych, nie opisanych dotgd w literaturze,
2,3-nienasyconych O- i N-glikozyddw z aglikonami bedgacymi pochodnymi antrachinonu,
1,3,5-triazyny i 1,2,4-triazolu.

Zastosowanie estryfikacji w warunkach reakcji Mitsunobu okazato sie tatwa
i wydajng metodg transformacji pochodnych L-ramnozy w pochodne L-fukozy.

W reakcji peracylowanych glikali i 2-amino-5-fenylo-1,3,4-tiadiazolu,
w warunkach reakcji przegrupowania Ferriera stosujgc 2.0 ekw. jodu w THF, zamiast
spodziewanych produktéw przegrupowania, otrzymano produkty addycji atomu jodu
do wigzania nienasyconego, otrzymujgc szereg nowych, nie opisanych dotad
w literaturze pochodnych.

W warunkach reakcji click chemistry, z azydowych i propargilowych pochodnych
cukrow otrzymano szereg nowych glikokoniugatéw, pochodnych L-fukozy, L-ramnozy

oraz D-glukozy, zawierajgcych w swojej strukturze jednostke 1,2,3-triazolu.
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Glikokoniugaty otrzymane w trakcie syntetycznej czesci pracy badawczej
poddano nastepnie wstepnej ocenie ich aktywnosci biologicznej na liniach

komodrkowych oraz w badaniach z udziatem biatka NodZ.
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3.CZESC EKSPERYMENTALNA

Metody ogdlne

Przebieg reakcji chemicznych kontrolowano za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej (TLC), wykorzystujac do tego ptytki aluminiowe pokryte warstwag zelu
krzemionkowego (silica gel Gzsa Merck). Do rozwijania ptytek wykorzystywano
nastepujgce ukfady rozwijajgce: toluen:AcOEt, CHCl3:MeOH, n-heksan:AcOEt.
Do detekcji grup chromoforowych wykorzystywano lampe UV (A=254 lub 366 nm),
zwigzkéw siarki — 5% wodny roztwdr chlorku palladu, a do detekcji halogenow —
0.1% wodny roztwor btekitu bomofenolowego. Ptytki TLC wywotywano po uprzednim
spryskaniu ich 10% roztworem kwasu siarkowego(VI) w etanolu.

Chromatografie kolumnowe wykonywano w szklanych kolumnach o dtugosciach
oraz $rednicach dostosowanych do ilosci rozdzielanego materiatu, wypetnionych zelem
krzemionkowym (silica gel 60, 70-230 mesh, Merck). Jako eluent stosowano uktady
rozpuszczalnikdw w odpowiednich stosunkach objetosciowych: n-heksan:AcOEt,
toluen:AcOEt, CH.Cly:aceton, CH3Cl:MeOH. Odpowiednie frakcje nastepnie zatezano
na wyparce rotacyjnej pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze nie wiekszej niz
40 °C.

Widma H NMR i 3C NMR rejestrowane byly za pomoca spektrometru typu
Agilent 400 MHz oraz Varian 600 MHz, stosujac jako rozpuszczalniki: CDCls;, CDs0D,
DMSO-dg, (CD3)2CO. Jako wzorzec wewnetrzny uzyto TMS.

Temperatury topnienia oznaczano przy pomocy aparatu MTT-2 wykorzystujgc

do tego zatopione kapilary.
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1,2,3,4-tetra-0O-acetylo-L-fukopiranoza (Fuk1)

Procedura 1 [56-%8]: Do roztworu L-fukozy (2 g, 12.183 mmol) w bezwodnej pirydynie
(10 mL) wkroplono bezwodnik octowy (6 mL, 63.591 mmol). Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym. Postep reakcji kontrolowano
metoda TLC (toluen:AcOEt 2:1, v:v). Po 16 godz. mieszanine reakcyjng wylano do wody
z lodem (50 mL) i ekstrahowano CH,Cl; (3 x 30 mL). Pofaczone fazy organiczne przemyto
wodg (2 x 50 mL), suszono nad bezwodnym MgSO. i po odsgczeniu $rodka suszacego
zatezono na wyparce rotacyjnej. Otrzymano 3.887 g 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-L-
fukopiranozy Fukl z wydajnoscia 96%, w postaci zéftawego oleju, jako mieszanine
anomeréw o:B = 2:1, ktérg wykorzystano w nastepnym etapie bez dodatkowego

oczyszczania.

1H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6.01 (d, 1H, J=1.8 Hz, H-1a), 5.56 (d, 1H, J=0.6 Hz, H-1B),
5.48-5.47 (m, 1H, H-3pB), 5.30 (dd, 1H, J=3.0 Hz, 10.2 Hz, H-3a), 5.25-5.24 (m, 2H, H-2aq,
H-28), 5.12 (dd, 1H, J=9.6 Hz, 10.2 Hz, H-4a), 5.09-5.06 (m, 1H, H-4pB), 3.95 (dq, 1H, J=6.6
Hz, 10.2 Hz, 12.6Hz, H-5a), 3.71-3.66 (m, 1H, H-5B), 2.21 (s, 3H, OAca), 2.17 (s, 3H,
OAca), 2.16 (s, 3H, OAcP), 2.12 (s, 3H, OAca), 2.10 (s, 3H, OAcB), 2.07 (s, 3H, OAcB), 2.00
(s, 3H, OAcay), 1.99 (s, 3H, OAcB), 1.29 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6), 1.24 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-60);
13C NMR (150 MHz, CDCl3): 6 170.21 (COCHs), 169.92 (COCHs), 169.78 (COCHs), 168.46
(COCHs), 168.22 (COCHs), 92.15 (C-1), 90.05 (C-1), 71.71 (C-4), 70.70 (C-4), 67.97 (C-3),
67.72 (C-3), 67.36 (C-2), 66.96 (C-2), 66.62 (C-5), 61.12 (C-5), 20.80 (COCHs), 20.74
(COCHs), 20.62 (COCHs), 20.59 (COCHs), 17.41 (C-6), 16.37 (C-6); MS(ESI): obliczone dla
C14H2009: m/z 355.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 355.4.

1,2,3,4-tetra-0O-acetylo-L-ramnopiranoza (Ram1)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 1. Do reakcji uzyto L-ramnoze (2 g, 12.183 mmol).
Otrzymano 3.968 g Ram1 z wydajnoscig 98%, w postaci zottawego oleju, jako mieszanine

anomeréw a:p = 2:1.
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OAc o
OAc

OAc OAc

1H NMR (600 MHz, CDCls): & 6.01 (d, 1H, J=1.8 Hz, H-1a), 5.85 (d, 1H, J=0.6 Hz, H-1B),
5.48-5.47 (m, 1H, H-3B), 5.30 (dd, 1H, J=3.0 Hz, 10.2 Hz, H-3a), 5.25-5.24 (m, 1H, H-2q),
5.13-5.06 (m, H, H-2B, H-4a, H-4B), 3.95 (dq, 1H, J=6.6 Hz, 10.2 Hz, H-5a), 3.71-3.66 (m,
1H, H-5pB), 2.21 (s, 3H, OAcP), 2.17 (s, 3H, OAca), 2.16 (s, 3H, OAca), 2.10 (s, 3H, OAcB),
2.08 (s, 3H, OAcB), 2.07 (s, 3H, OAca), 2.00 (s, 3H, OAca), 1.99 (2s, 3H, OAcB), 1.29 (d,
3H, J=6.0 Hz, H-6pB), 1.23 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6a); 13C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.21
(COCH3), 169.98 (COCHs), 169.71 (COCH3), 168.46 (COCH3), 168.23 (COCHs), 91.25 (C-1),
90.52 (C-1), 71.54 (C-4), 70.48 (C-4), 69.12 (C-3), 68.74 (C-3), 68.61 (C-2), 68.52 (C-2),
68.30 (C-5), 67.56 (C-5), 20.81 (COCH3), 20.72 (COCHs), 20.60 (COCHs), 20.54 (COCHs3),
17.31 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C14H2009: m/z 355.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 355.3.

1,2,3,4,6-penta-0O-acetylo-D-glukopiranoza (Glul)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 1. Do reakcji uzyto D-glukoze (2 g, 11.101 mmol).
Otrzymano 4.290 g Glul z wydajnoscig 99%, w postaci zé6ttawego oleju, jako mieszanine

anomerdéw a:p = 2:1.

OAc

OAc OAc

OAc
OAc

1H NMR (600 MHz, CDCl3): & 6.31 (d, 1H, J=3.6 Hz, H-1q), 5.72 (d, 1H, J=7.8 Hz, H-1p),
5.37 (dd, 1H, J=10.2 Hz, 10.8 Hz, H-3a), 5.27-5.18 (m, 1H, H-3pB), 5.13-5.06 (m, 4 H, H-2aq,
H-28, H-4B, H-4a), 4.29-4.22 (m, 2H, H-6aa, H-6apB), 4.15-4.07 (m, 3H, H-6ba, H-6bp, H-
5a), 3.87-3.76 (m, 1H, H-5B), 2.18 (s, OAc), 2.11 (s, OAc), 2.08 (s, OAc), 2.02 (s, OAc);
13C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.22 (COCH3), 170.01 (COCHs), 169.83 (COCHs), 169.77
(COCHs), 168.96 (COCHs), 92.22 (C-1PB), 89.95 (C-1a), 72.76 (C-3B), 72.63 (C-5B), 70.82
(C-3a), 70.51 (C-5a), 70.21 (C-2B), 69.83 (C-2a), 67.81 (C-4a), 67.75 (C-4B), 61.36 (C-6B),
61.20 (C-6a), 21.21 (COCHs), 20.98 (COCHs), 20.66 (COCHs), 20.34 (COCHs); MS(ESI):
obliczone dla Ci16H22011: m/z 413.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 413.2.
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1,2,3,4,6-penta-0O-acetylo-D-galaktopiranoza (Gall)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 1. Do reakcji uzyto D-galaktoze (2 g, 11.101 mmol).
Otrzymano 4.247 g Gall z wydajnoscig 98%, w postaci zéttawego oleju, jako mieszanine

anomerow a:f3 = 2:1.

OAc

OAc OAc

OAc

1H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6.36 (bs, 1H, H-1a), 5.62 (d, 1H, J=8.4 Hz, H-1B), 5.48 (bs,
1H, H-4q), 5.38 (bs, 1H, H-4B), 5.34-5.27 (m, 3H, H-2a, H-2B, H-30), 5.15-5.08 (dd, 1H,
J=10.2 Hz, 3.0 Hz, 1H, H-3PB), 4.35-4.31 (m, 2H, H-6aB, H-5a), 4.10-4.06 (m, 3H, H-6aba,
H-6bB, H-5B), 2.16 (s, 3H, OAca), 2.15 (s, 3H, OAca), 2.13 (s, 3 H, OAcB), 2.12 (s, 3H,
OAca), 2.08 (s, 3H, OAca), 2.05 (s, 3H, OAca), 2.03 (s, 3H, OAcB), 2.01 (s, 3H, OAcB), 2.00
(s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H, OAcB); 13C NMR (150 MHz, CDCls): 6 171.05 (COCH3f), 170.82
(COCHsa), 170.09 (COCHsa), 169.88 (COCHsB), 169.17 (COCHsa), 168.73 (COCHsp),
92.48 (C-1B), 90.01 (C-1a), 71.96 (C-5B), 71.02 (C-3B), 69.02 (C-5a), 68.28 (C-2B), 67.95
(C-3a), 67.60 (C-2a), 67.14 (C-4B), 66.74 (C-4a), 61.82 (C-6B), 61.38 (C-6a), 21.13
(COCHs), 21.06 (COCHs), 20.88 (COCHs), 20.72 (COCHs); MS(ESI): obliczone dla C16H22011:
m/z 413.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 412.8.

2,6-anhydro-3,4-di-O-acetylo-1,5-dideoksy-L-arabino-heks-5-enitol (3,4-di-O-acetylo-
L-fukal) (Fuk3)

Procedura 2 [®¢%]: Do roztworu 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-L-fukopiranozy (Fukl: 1 g,
3.009 mmol) rozpuszczonej w CHCl; (10 mL), schtodzonego w tazni wodno-lodowej
o temperaturze 0 °C wkroplono 33% HBr w CH3COOH (12 mL, 6.627 mmol). Reakcje
prowadzono w temperaturze 0 °C przez 4 godz. Postep reakcji kontrolowano metodg
TLC (toluen:AcOEt 2:1, v:v). Nastepnie mieszanine reakcyjng wylano do wody z lodem
(30 mL) i ekstrahowano CH,Cl, (3 x 15 mL). Potgczone fazy organiczne przemyto
nasyconym wodnym roztworem NaHCOs (2 x 30 mL) oraz wodg (2 x 30 mL), suszono nad

bezwodnym MgSQ4 i po odsgczeniu srodka suszgcego zatezono na wyparce rotacyjne;.
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Otrzymano 882.1 mg bromku 2,3,4-tri-O-acetylo-L-fukopiranozy w postaci brgzowego
oleju, z wydajnoscig 83%, ktérg wykorzystano w nastepnym etapie bez dodatkowego
oczyszczania.

Metoda 1[®°]: Do kolby z Cp,TiCl, (355.0 mg, 1.426 mmol) i Mn (160.6 mg, 2.926mmol),
w atmosferze Ar wkroplono roztwér bromku 2,3,4-tri-O-acetylo-L-fukopiranozy
(251.7 mg, 0.713 mmol) w THF (5 mL). Reakcje prowadzono przez 12 godz.
W temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym, kontrolujgc jej przebieg
metodg TLC (toluen:AcOEt 2:1, v/v). Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania
substratu mieszanine poreakcyjng przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem na lejku
Blchnera, przeptukujac osad octanem etylu (3 x 10 mL). Otrzymang frakcje organiczng
przemyto zimnym roztworem NaHCOs (2 x 10 mL) i wodg (2 x 10 mL). Oddzielong faze
organiczng suszono nad bezwodnym MgSOa4, przesgczono i zatezono na wyparce
rotacyjnej, a nastepnie oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w ukfadzie
n-heksan:AcOEt (10:1, v/v). Otrzymano 68.7 mg 3,4-di-O-acetylo-L-fukalu (Fuk3)
w postaci z6ttego, krzepnacego oleju z wydajnoscig 45%.

Metoda 2[%]: Bromek 2,3,4-tri-O-acetylo-L-fukopiranozy (882.1 mg, 2.498 mmol)
rozpuszczono w bezwodnym acetonie (20 mL), catos¢ ochtodzono do temperatury 0 °C,
wprowadzono nasycony roztwér NaH,POs (40 mlL) oraz pyt cynkowy (8.2 g,
12.542 mmol). Mieszanine reakcyjng mieszano na mieszadle magnetycznym, w tazni
lodowej przez 4 godz. Postep reakcji kontrolowano metodg TLC (toluen:AcOEt 2:1, v:v).
Po catkowitym przereagowaniu substratu, mieszanine reakcyjng rozcienczono octanem
etylu (30 mL), przesgczono na lejku Blchnera, a przesgcz przemyto solankg (3 x 15 mL),
NaHCOs (3 x 15 mL) iwodg (3 x 15 mL). Faze organiczng suszono nad bezwodnym MgSQa,
przesgczono, zatezono na wyparce rotacyjnej i oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej w uktadzie n-heksan:AcOEt (10:1, v/v). Otrzymano 321.0 mg

3,4-di-O-acetylo-L-fukalu (Fuk3) z wydajnoscia 60%, w postaci bezbarwnego,

o
Y,
OA

krzepnacego oleju.
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'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6.46 (dd, 1H, J=1.8 Hz, 6.0 Hz, H-1), 5.58 (m, 1H, H-4), 5.29
(dt, 1H, J=1.8 Hz, 4.8 Hz, H-3), 4.64 (dt, 1H, J=2.4 Hz, 6.6 Hz, H-2), 4.22 (dd, 1H, J=6.6 Hz,
13.2 Hz, H-5), 2.16 (s, 3H, OAc), 2.02 (s, 3H, OAc), 1.28 (d, 3H, J=6.6 Hz, H-6); 3C NMR
(150 MHz, CDCl3z): 6 170.82 (COCH3s), 170.55 (COCH3s) 146.26 (C-1), 98.41 (C-2), 71.70
(C-5), 66.44 (C-3), 65.25 (C-4), 21.06 (COCHs), 20.82 (COCHs), 16.64 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C1oH140s: m/z 215.1 [M+H]*: wyznaczone m/z 214.7.

1,5-anhydro-3,4-di-O-acetylo-2,6-dideoksy-L-arabino-heks-1-enitol (3,4-di-O-acetylo-

L-ramnal) (Ram3)

Otrzymymano zgodnie z Procedurg 2. Do reakcji uzyto 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-L-
ramnopiranoze (Ram1: 1 g, 3.009 mmol). Otrzymano 427.4 mg Ram3 z wydajnoscig 78%,

w postaci bezbarwnego, krzepngcego oleju.

OAc___ o
-
OAc

1H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6.43 (dd, 1H, J=6.0 Hz, 1.8 Hz, H-1), 5.35-5.43 (m, 1H, H-3),
5.03 (dd, 1H, J=8.4 Hz, 6.0 Hz, H-4), 4.78 (dd, 1H, J=6.0 Hz, 3.0 Hz, H-2), 4.11 (dq, 1H,
J=8.4 Hz, 6.6 Hz, H-5), 2.09 (s, 3H, OAc), 2.05 (s, 3H, OAc), 1.31 (d, 3H, J=6.6 Hz, H-6);
13C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.81 (COCHs), 170.06 (COCHs), 146.14 (C-1), 98.99 (C-2),
72.73 (C-5), 72.06 (C-4), 68.47 (C-3), 21.23 (COCH3), 21.07 (COCHs), 16.76 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C10H1405: m/z 215.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 215.5.

1,5-anhydro-3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-D-arabino-heks-1-enitol (3,4,6-tri-O-

acetylo-D-glukal) (Glu3)

Otrzymymano zgodnie z Procedurg 2. Do reakcji uzyto 1,2,3,4,6-penta-O-acetylo-D-
glukopiranoze (Glul: 1 g, 2.562 mmol). Otrzymano 765.3 mg Glu3 z wydajnoscig 89%,

w postaci bezbarwnego, krzepngcego oleju.

OAc

O

OAc

OAc
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'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6.48 (d, 1H, J=6.0 Hz), 5.32 (dd, 1H, J=4.2 Hz, 3.6 Hz, H-3),
5.18 (dd, 1H, J=7.8 Hz, 6.0 Hz, H-2), 4.88 (dd, 1H, J=9.6 Hz, 3.6 Hz, H-4), 4.36 (dd, 1H,
J=12.0 Hz, 6.0 Hz, H-6a), 4.23 (m, 1H, H-5), 4.14 (dd, 1H, J/=12.0 Hz, 3.0 Hz, H-6b), 2.08 (s,
3H, OAc), 2.06 (s, 3H, OAc), 2.03 (s, 3H, OAc); 3C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.57
(COCH3), 170.24 (COCHs), 169.59 (COCH3), 145.98 (C-1), 99.23 (C-2), 74.34 (C-5), 73.82
(C-4), 67.55 (C-3), 61.52 (C-6), 21.28 (COCHs), 21.00 (COCHs), 20.69 (COCHs); MS(ESI):
obliczone dla Ci12H1607: m/z 295.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 294.7.

2,6-anhydro-3,4,6-tri-O-acetylo-5-deoksy-D-arabino-heks-5-enitol (3,4,6-tri-O-

acetylo-D-galaktal) (Gal3)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 2. Do reakcji uzyto 1,2,3,4,6-penta-O-acetylo-D-
galaktopiranoze (Gall: 1 g, 2.562 mmol). Otrzymano 739.5 mg Gal3 z wydajnoscig 87%,

w postaci bezbarwnego, krzepngcego oleju.

OAc

OA
OAc

O

1H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6.42 (d, 1H, J=5.4 Hz, H-1), 5.51 (m , 1H, H-3), 5.46 (dd, 1H,
J=3.6 Hz, 1.2 Hz, H-2), 4.68 (m, 1H, H-4), 4.32 (m, 1H, H-5), 4.25 (dd, 1H, J=11.6 Hz, 7.2 Hz,
H-6a), 4.18 (dd, 1H, J=11.4 Hz, 5.4 Hz, H-6b), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.07 (s, 3H, OAc), 2.04 (s,
3H, OAc); 3C NMR (150 MHz, CDCls): § 170.62 (COCHs), 170.54 (COCHs), 170.17
(COCHs), 145.64 (C1), 98.70 (C-2), 72.72 (C-5), 63.64 (C-4), 63.43 (C-3), 61.21 (C-6), 20.80
(COCHs), 20.73 (COCHs), 20.24 (COCHs); MS(ESI): obliczone dla C12H1607: m/z 273.1
[M+H]*; wyznaczone m/z 272.8.

1,5-anhydro-3,4-di-O-benzylo-2,6-dideoksy-L-arabino-heks-1-enitol (3,4-di-O-

benzylo-L-ramnal) (Ram4) [7°]

Do roztworu 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 500 mg, 2.334 mmol) rozpuszczonego
w bezwodnym MeOH (25 mL) dodano metanolan sodu (13.9 mg, 0.257 mmol, 0.11eq),
ochtodzono w tazni wodno-lodowej do tempratury 0 °C. Catos¢ mieszano na mieszadle

magnetycznym, w tazni lodowej przez 2.5 godz. Postep reakcji kontrolowano metoda
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TLC (toluen:AcOEt 2:1, v:v). Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu
MeOH oparowano na wyparce rotacyjnej pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos$¢
rozpuszczono w bezwodnym DMF (25 mL), schtodzono na taini wodno-lodowej
do temperatury 0 °C, porcjami dodano NaH (252.1 mg, 10.503 mmol) i mieszano przez
2 godz. Nastepnie dodano BnBr (1.249 mL, 10.503 mmol) i kontynuowano mieszanie.
Po 2 godz. zdjeto taznie wodno-lodowg i dalej mieszano. Po 12 godz., nastgpito catkowite
przereagowanie substratu, mieszanine reakcyjng rozciericzono octanem etylu (15 mL)
i przemywano wodnym roztworem NH4Cl (3 x 15 mL) i solanka (3 x 15 mL). Faze
organiczng suszono nad bezwodnym MgSOs, przesaczono, zatezono na wyparce
rotacyjnej i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie n-heksan:AcOEt
(30:1, v/v). Otrzymano 333.3 mg 3,4-di-O-benzylo-L-ramnalu (Ram4) z wydajnoscig 46%,

w postaci bezbarwnego, krzepngcego oleju.

oBn o
-
OBn

'H NMR (600 MHz, CDCl3): 6 7.27-7.36 (m, 10H, -Ph), 4.86 (dd, 1H, J=1.2 Hz, 6.0 Hz,
H-1); 4.88 (d, 1H, J=11.4Hz, -CH.-Ph), 4.86 (dd, 1H, J=2.4 Hz, 6.0 Hz, H-2), 4.68 (d, 1H,
J=11.4 Hz, -CHv-Ph), 4.66 (d, 1H, J=12.0 Hz, -CHa-Ph), 4.57 (d, 1H, J=12.0 Hz, -CHy-Ph),
4.21 (ddd, 1H, J/=1.8 Hz, 2.4 Hz, 6.6 Hz, H-3), 3.95 (dq, 1H, J=6.6 Hz, 9.0 Hz, H-5), 3.49 (dd,
1H, J=6.6 Hz, 9.0 Hz, H-4), 1.38 (d, 3H, J=6.6 Hz, H-6); 13C NMR (150 MHz, CDCls): § 144.94
(C-1), 138.58, 138.44, 128.55, 128.89, 128.10, 127.77, 100.29 (C-2), 79.70 (C-4), 76.60
(C-3), 74.20 (-CH»-Ph), 74.12 (C-5), 70.69 (-CH>-Ph), 17.64 (C-6); MS(ESI): obliczone dla
C20H2203: m/z 311.2 [M+H]*; wyznaczone m/z 311.5.

3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranoza (Fuk4)

Procedura 3a [*'%]: Do roztworu 3,4-di-O-acetylo-L-fukalu (Fuk3: 500 mg, 2.334 mmol)
w mieszaninie DMF:H,0 (10 mL, 1:1 (v/v)) dodano Selectfluor® (992 mg, 2.801 mmol).
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym przez noc.
Postep reakcji kontrolowano metodg TLC (toluen:AcOEt 4:1, v:v). Po 12 godz. mieszanine
reakcyjng rozcienczono octanem etylu (20 mL), a oddzielong faze organiczng

przemywano wodg (3 x 10 mL). Potgczone frakcje organiczne suszono nad bezwodnym
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MgSQO, i po odsaczeniu Srodka suszgcego zatezono na wyparce rotacyjnej otrzymujac

443.9 mg Fuk4 z wydajnoscia 76%, w postaci bezbarwnego oleju, jako mieszanine

(0]
F OH
AcO

OAc

anomerow a:f = 1.5:1.

1H NMR (400 MHz, CDCl3): & 5.42 (dd, J=3.6 Hz, 10.4 Hz, H-1PB), 5.25 (d, J=4.4 Hz, H-1q),
5.12-5.33 (m, 4H, H-3a, H-3B, H-4a, H-4B), 4.26-4.62 (m, 2H, H-2a, H-2B), 4.26 (g, 1H,
J=6.8 Hz, 9.6 Hz, H-5B), 3.88 (m, 1H, H-5a), 2.06 (s, 3H, OAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.01 (s,
3H, OAc), 1.91 (s, 3H, OAc), 1.22 (d, 1H, J=6.4 Hz, H-6a), 1.18 (d, 1H, J=6.4 Hz, H-6pB);
13C NMR (100 MHz, CDCls): & 170.34 (COCHs), 170.10 (COCHs), 93.76 (d, J=22.9 Hz, C-1),
88.65 (d, J=182.0 Hz, C-1), 71.63 (C-4), 71.32 (C-4), 70.36 (C-3), 70.76 (C-3), 69.57 (C-5),
69.41 (C-5), 21.32 (COCHs), 21.12 (COCHs), 20.61 (COCHs), 17.12 (C-6), 16.70 (C-6);
MS(ESI): obliczone dla CigH15FOs: m/z 273.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 273.4.

1,3,4-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranoza (Fuk5)

Procedura 3b [*'*]: Do Fuk4 (443.9 mg, 1.774 mmol) rozpuszczonego w bezwodnej
pirydynie (10 mL) oraz bezwodniku octowym (10 mL) dodano DMAP (14 mg, 0.117
mmol). Mieszanine reakcyjng mieszano na mieszadle magnetycznym przez 2 godz.
W temperaturze pokojowej. Postep reakcji kontrolowano metodg TLC (toluen:AcOEt
4:1, v/v). Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu pirydyne
odparowano na wyparce rotacyjnej, a pozostato$¢ rozdzielono na kolumnie
chromatograficznej w uktadzie n-heksan:AcOEt (6:1, v/v). Otrzymano 492.6 mg Fuk5

z wydajnoscia 95%, w postaci bezbarwnego, krzepnacego oleju, jako mieszanine

o]
F OAc
AcO

OAc

anomeréw a:p = 1.5:1.

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 6.43 (d, J=4.2 Hz, H-1a), 5.78 (dd, J=4.2 Hz, 7.8 Hz, H-1p),
5.43 (m, 3H, H-3a, H-3B, H-4q), 5.36 (tt, 1H, J=3.6 Hz, 10.4 Hz, H-4B), 4.78-4.89 (m, 1H,
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H-2a), 4.57-4.71 (m, 1H, H-2B), 4.28 (g, 1H, J=1.2 Hz, 6.6 Hz, H-5a), 3.98 (g, 1H, J=1.2 Hz,
6.6 Hz, H-5pB), 2.19 (s, 3H, OAc), 2.18 (s, 3H, OAc), 2.16 (s, 3H, OAc), 2.08 (s, 3H, OAc),
2.03 (s, 3H, OAc), 1.24 (d, J=6.6 Hz, H-6pB), 1.16 (d, 1H, J=6.6 Hz, H-6a); 3C NMR
(100 MHz, CDCls): 6 171.18 (COCH3), 170.54 (COCH3s), 170.01 (COCHs), 169.95 (COCHs),
169.26 (COCHs), 91.54 (d, J=97.2 Hz, C-1), 89.14 (d, J=88.6 Hz, C-2), 73.70 (C-4), 71.91
(C-4), 69.44 (C-3), 69.14 (C-3), 67.47 (C-5), 67.06 (C-5), 21.02 (COCHs), 20.88 (COCHs),
20.70 (COCHs), 20.49 (COCHs), 20.44 (COCHs), 16.79 (C-6), 15.67 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C12H17FO7: m/z 315.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 315.3.

3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-D-glukopiranoza (Glu4)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 3a. Do reakcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukal (Glu3:
500 mg, 3.673 mmol). Otrzymano 464.2 mg Glu4 z wydajnoscig 82%, w postaci

bezbarwnego, krzepnacego oleju, a:pf =1.5:1.
OAc

OH

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.86 (dt, 1H, J=9.6 Hz, 12.0 Hz, H-C3a), 5.52 (t, 1H, J=3.6 Hz,
H-Cla), 5.48 (dt, 1H, J=9.2 Hz, 14.0 Hz, H-C3B), 5.11 (t, 1H, J=9.6 Hz, H-C4B), 5.05 (t, 1H,
J=9.6 Hz, H-C4a), 4.87 (m, 1H, H-C1B), 4.48-4.52 (m, 1H, H-C2a), 4.19-4.22 (m, 1H,
H-C2B), 4.17-4.19 (m, 3H, H-C5a, H-C6a, H-C6B), 4.06-4.15 (m, 2H, H-C6a, H-C6B), 3.72
(dq, 1H, J=2.4 Hz, 4.8 Hz, 10.0 Hz, H-C5B), 2.07 (s, 6H, 2xOAc), 2.06 (s, 3H, OAc), 2.04 (s,
6H, 2x0Ac), 2.03 (s, 3H, OAc); 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.73 (COCHs), 170.68
(COCHs), 170.34 (COCHs), 170.09 (COCHs), 169.83 (COCHs), 169.58 (COCHs), 93.85 (d,
J=23.3 Hz, C-1), 89.84 (d, J=190.1 Hz, C-1), 89.61 (d, J/=21.2 Hz, C-2), 87.51 (d, J=192.4 Hz,
C-2), 72.51 (d, J=19.9 Hz, C-3), 72.03 (C-5), 70.56 (d, J=19.1 Hz, C-4), 68.58 (d, J=7.4 Hz,
C-4), 68.02 (d, J=7.3 Hz, C-3), 67.13 (C-5), 61.84 (C-6), 61.63 (C-6), 21.58 (COCH3), 21.43
(COCHs), 20.98 (COCHs), 20.74 (COCHs), 20.65 (COCHs), 20.41 (COCHs); MS(ESI):
obliczone dla C12H17F0s: m/z 331.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 331.4.
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1,3,4,6-tetra-0O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-D-glukopiranoza (Glu5)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 3b. Otrzymano 511.7 mg Glu5 z wydajnoscig 97%,

w postaci bezbarwnego, krzepngcego oleju, a:f = 1.5:1.

OAc

OAc OAc

OAc

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6.42 (dd, J=3.6 Hz, 1H, H-1a), 5.78 (dd, J=3.6 Hz, 8.4 Hz, 1H,
H-1B), 5.55 (dt, J=9.6 Hz, 12.6 Hz, 1H, H-3a), 5.37 (dt, J=9.0 Hz, 14.4 Hz, 1H, H-3B),
5.05-5.11 (m, 2H, H-4a, H-4B), 4.66 (ddd, J=4.2 Hz, 9.6 Hz, 48.6 Hz, 1H, H-2a), 4.45 (ddd,
J=8.4 Hz, 9.0 Hz, 51.0 Hz, 1H, H-2B), 4.27-4.31 (m, 2H, H-6aa, H-6aB), 4.06-4.10 (m, 3H,
H-5a, H-6ba, H-6bB), 3.86 (ddd, J=2.4 Hz, 4.8 Hz, 10.2 Hz, 1H, H-5B), 2.21 (s, 3H, OAca),
2.18 (s, 3H, OAcB), 2.09 (s, 6H, OAc), 2.08 (s, 6H, OAc), 2.05 (s, 3H, OAca), 2.04 (s, 3H,
OAcB). 13C NMR (150 MHz, CDCls): § 170.64 (COCH3), 170.22 (COCH3), 169.96 (COCH3),
169.62 (COCHs), 169.56 (COCH3), 168.91 (COCHs), 168.74 (COCHs), 91.35 (d, J=24.2 Hz,
C-1B), 88.30 (d, J=191.3 Hz, C-1a/), 88.43 (d, J=22.1 Hz, C-2), 86.30 (d, J=194.0 Hz, C-2),
72.88 (C-5), 72.82 (d, J=18.2 Hz, C-3), 70.68 (d, J=19.4 Hz, C-3), 69.66 (C-5), 67.72 (d,
J=7.2 Hz, C-4), 67.52 (d, J=7.4 Hz, C-4), 61.45 (C-6), 61.18 (C-6), 20.97 (COCHs), 20.93
(COCHs), 20.82 (COCHs), 20.80 (COCHs), 20.76 (COCHs), 20.67 (COCHs); MS(ESI):
obliczone dla C14H19FO9: m/z 351.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 351.2.

azydek 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozylowy (Ram5)

Procedura 4 [®*]: Do roztworu 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 500 mg, 2.334 mmol)
rozpuszczonego w CHCl; (5 mL) dodano jod (47.5 mg, 0.187 mmol), ochtodzono
do temperatury 0 °C w tazni wodno-lodowej, wkroplono TMSN3 (456 uL, 3.505 mmol,
1.5 eq) i mieszano przez 10min. Nastepnie usunieto taznie wodno-lodowg i mieszano
przez 8 godz. w temperaturze pokojowej. Po zaobserwowaniu zaniku substratu
cukrowego (analiza TLC: toluen:AcOEt 2:1, v/v) mieszanine poreakcyjng rozciericzono

wodg (10 mL), a nastepnie faze wodng ekstrahowano CHCl; (2 x 10 mL). Potgczone fazy
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organiczne suszono nad bezwodnym MgSOs, przesaczono, zatezono na wyparce
rotacyjnej i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej, stosujac toluen jako eluent.
Otrzymano 363.6 mg Ramb5 z wydajnoscig 78%, w postaci zéitawego, krzepngacego oleju,

jako mieszanine anomeréw a:f = 1:1.5.

(6]
N

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 5.99 (ddd, 1H, J=2.0 Hz, 2.8 Hz, 6.0 Hz, H-3B), 5.93 (dt, 1H,
J=1.6 Hz, 10.4 Hz, H-3a), 5.81 (dt, 1H, J=1.6 Hz, 10.4 Hz, H-2pB), 5.76 (ddd, 1H, J=2.0 Hz,
2.8 Hz, 10.0 Hz, H-2a), 5.63 (bs, 1H, H-1a), 5.46-5.48 (m, 1H, H-4a), 5.37 (d, J=5.2 Hz, 1H,
H-1B), 5.25-5.27 (m, 1H, H-4B), 4.11-4.16 (m, 1H, H-5), 3.96-4.01 (m, 1H, H-5), 2.15 (s,
3H, OAc), 2.13 (s, 3H, OAc), 1.31 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6B), 1.29 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6a);
13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.26 (COCHs), 170.08 (COCHs), 130.33 (C-3), 129.45
(C-3),128.18 (C-2), 126.46 (C-2), 88.85 (C-1), 84.61 (C-1), 73.03 (C-4), 72.57 (C-4), 69.45
(C-5), 67.10 (C-5), 20.07 (COCHs), 20.81 (COCHs), 17.18 (C-6), 16.9 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla CgH11N303: m/z 198.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 198.5.

3-azydopropan-1-ol (Sub1) [#]

Do roztworu 3-bromopropan-1-olu (3.5 ml, 38.704 mmol) w wodzie (40 mL) dodano
NaNs3 (5.032 g, 77.403 mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze 60 °C przez 24 godz.
Po tym czasie mieszanine reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej
i ekstrahowano octanem etylu (2 x 30 mL). Potgczone fazy organiczne suszono nad
bezwodnym MgS04, Srodek suszgcy odsgaczono, a przesacz zatezono na wyparce
rotacyjnej, otrzymujac 3.757 g Sub1 z wydajnoscig 96%, w postaci bezbarwnego oleju,

ktdry stosowano w kolejnych reakcjach bez dodatkowego oczyszczania.

Ny~ " oH

H NMR (600 MHz; CDCls): 6 3.75 (t, J=5.4 Hz, 2H, H-1), 3.45 (t, J=6.6 Hz, 2H, H-3), 1.83
(gi, J=6.0 Hz, 2H, H-2); 13C NMR (150 MHz; CDCls): 6 59.94 (C-1), 48.57 (C-3), 31.54
(C-2); MS(ESI): obliczone dla C3sH7N30: m/z 124.0 [M+Na]*; wyznaczone m/z 124.2.

85



3-azydopropylo 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram6)

Procedura 5 [%]: Do roztworu 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 200 mg, 0.934 mmol)
rozpuszczonego w bezwodnym CHCl; (5 mL), schtodzonego do temperatury 0 °C
dodano FeCl; (15.2 mg, 0.094 mmol) i 3-azydopropan-1-ol (Subl: 104.0 mg, 1.029
mmol). Nastepnie reakcje kontynuowano w temperaturze pokojowej, na mieszadle
magnetycznym przez 2 godz. Po stwierdzeniu zaniku substratu cukrowego (TLC
toluen:AcOEt 2:1, v/v) mieszanine reakcyjng wylano do nasyconego wodnego roztworu
NaHCOs (10 mL), a nastepnie oddzielong faze wodng ekstrahowano octanem etylu
(2 x 10mL). Potgczone fazy organiczne przemyto solankg (10 mL), suszono nad
bezwodnym MgSO4, przesaczono, zatezono na wyparce rotacyjnej i oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej w uktadzie n-heksan:AcOEt (5:1, v/v), otrzymujac
206.8 mg Ram6 z wydajnoscia 87%, w postaci bezbarwnego oleju, jako mieszanine

anomerow a:f3 = 1:6.

AcO

(@)
k >~"’"O\/\/N3

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 5.85-5.87 (m, 1H, H-2/3), 5.78-5.81 (m, 1H, H-2/3),
5.05-5.07 (m, 1H, H-1), 4.96 (m, 1H, H-4), 3.94 (dq, J=6.6 Hz, 9.0 Hz, 1H, H-5), 3.87 (dt,
J=6.0 Hz, 9.6 Hz, -CH-), 3.56 (dt, J=6.6 Hz, 10.2 Hz, -CH-), 3.40-3.43 (m, 2H, -CH»-), 2.09
(s, 3H, OAca), 2.08 (s, 3H, OAcB), 1.89 (qi, J=6.6 Hz, 2H, -CH»-), 1.31 (d, J=6.6 Hz, 3H,
H-6B), 1.23 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-6a); 3C NMR (150 MHz, CDCl3): 171.54 (COCHs), 170.64
(COCH3), 129.92 (C-3), 129.67 (C-3), 127.77 (C-2), 126.85 (C-2), 94.65 (C-1), 91.92 (C-1),
71.09 (C-4), 70.56 (C-4), 68.91 (C-5), 68.28 (C-5), 65.10 (-O-CH,-CH2-CH»>-N-), 48.66
(-O-CH2-CH2-CH2-N-), 29.43 (-O-CH,-CH,-CH2-N-), 21.28 (COCHs), 20.92 (COCHs), 18.71
(C-6), 17.39 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C11H17N304: m/z 278.1 [M+Na]*; wyznaczone
m/z 278.5.

azydek 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-fukopiranozylowy (Fuk6)

Procedura 6 [®7]: Do roztworu 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-L-fukopiranozy (Fukl: 500 mg,
1.505 mmol) w bezwodnym CH,Cl; (5 mL) dodano TMSN3 (799 uL, 6.020 mmol) i SnCl4

(IM roztwér w CHxCl;, 391 ulL, 0.391 mmol) w atmosferze argonu i mieszano
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na mieszadle magnetycznym, w temperaturze pokojowej przez 24 godz.
Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu cukrowego (analiza TLC:
toluen:AcOEt 2:1, v/v) mieszanine poreakcyjng przemyto nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs (2 x 10 mL), a nastepnie faze wodng ekstrahowano CH,Cl;
(2 x 10 mL). Potagczone fazy organiczne przemyto H,O (2 x 10 mL), suszono nad
bezwodnym MgS04, Srodek suszacy odsgczono i przesgcz zatezono na wyparce
rotacyjnej. Otrzymano 464.9 mg Fuk6, z wydajnoscig 98%, w postaci bezbarwnego,

krzepnacego oleju, jako anomer B, a®>p = 22.7 (c = 1.0, CHCl3).

0)
AcO
AcO N3

OAc

1H NMR (600 MHz, CDCls): 6 5.27 (d, J=2.4 Hz, 1H, H-3), 5.13 (dd, J=9.0 Hz, 9.6 Hz, 1H,
H-4), 4.99 (dd, J=3.0 Hz, 10.2 Hz, 1H, H-2), 4.59 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-1), 3.92 (q, J=6.0 Hz,
12.0 Hz, 1H, H-5), 2.19 (s, 3H,0Ac), 2.09 (s, 3H,0Ac), 1.99 (s, 3H,0Ac), 1.26 (d, J=6.0 Hz,
1H, H-6); 3C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.46 (COCHs), 170.02 (COCHs), 169.48 (COCH:s),
88.26 (C-1), 71.53 (C-4), 71.15 (C-2), 69.92 (C-3), 68.94 (C-5), 20.69 (COCHs), 20.67
(COCHs), 20.54 (COCHs), 16.08 (C-6); MS(ESI): obliczone dla Ci2Hi7N307: m/z 338.1

[M+Na]*; wyznaczone m/z 338.3.

azydek 2,3,4-tri-O-acetylo-L-ramnopiranozylowy (Ram7)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 6. Do reakcji uzyto 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-L-
ramnopiranoze (Ram1: 500 mg, 1.505 mmol). Otrzymano 460.2 mg Ram7 z wydajnoscig
97%, w postaci biatego ciata statego, jako mieszanine anomerow o:f = 1:8;

T.t. 64.8 - 66.9 °C; Lit. T.t. = 64 °C [115].

1H NMR (600 MHz, CDCl3): 6 5.44 (dd, 1H, J=1.2 Hz, 3.6 Hz, H-4B), 5.32 (d, 1H, J=1.8 Hz,
H-1a), 5.20 (dd, 1H, J=3.0 Hz, 10.2 Hz, H-4qa), 5.15-5.14 (m, 1H, H-20a), 5.09 (t, 2H,
J=10.2 Hz, H-3a, H-2B), 4.99 (dd, 1H, J=3.6 Hz, 10.2 Hz, H-3B), 4.69 (d, 1H, J=1.2 Hz,
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H-1B), 4.03 (dg, 1H, J=6.0 Hz, 9.6 Hz, H-5a), 3.63 (dq, 1H, J=6.0 Hz, 9.6 Hz, H-5B), 2.21 (s,
3H, OAcB), 2.17 (s, 3H, OAca), 2.06 (s, 6H, OAca, OAcpB), 1.99 (s, 6H, OAca, OAcB), 1.33
(d, 3H, J=6.0 Hz, H-6B), 1.28 (d, 3H, J=6.6 Hz, H-60.); 13C NMR (150 MHz, CDCls): 5 170.16
(COCHs), 170.02 (COCHs), 170.09 (COCHs), 87.66 (C-1), 70.62 (C-4), 69.28 (C-2), 68.53
(C-3), 68.48 (C-5), 21.04 (COCHs), 20.99 (COCHs), 20.83 (COCHs), 17.64 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C12H17N307: m/z 316.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 315.9.

azydek 2,3,4,6-tetra-0-acetylo-B-D-glukopiranozylowy (Glu6)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 6. Do reakcji uzyto 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-B-D-
glukopiranoze (Glul: 500 mg, 1.281 mmol). Otrzymano 463.8 mg Glu6 z wydajnoscia
97%, w postaci biatego ciata statego, jako anomer ; T.t. = 125.2 - 126.9 °C;
Lit. T.t. = 125.6 — 126.5 °C [1%6]; a%>p = -23.9 (c = 1.0, CHCl3).

AcO

OAc
AcO

OAc

1H NMR (600 MHz, CDCls): 6 5.22 (t, 1H, J=9.6 Hz, H-2), 5.11 (t, 1H, J=9.6 Hz, H-3), 4.96
(t, 1H, J=9.0 Hz, H-4), 4.65 (d, 1H, J=9.0 Hz, H-1), 4.28 (dd, 1H, J=4.8 Hz, 12.0 Hz, H-6a),
4.18 (dd, 1H, J=1.8 Hz, 12 Hz, H-6b), 3.79-3.81 (m, 1H, H-5), 2.11 (s, 3H, OAc), 2.08 (s, 3H,
OAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.01 (s, 3H, OAc); 3C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.72 (COCHs),
170.26 (COCHs), 169.43 (COCHs), 169.30 (COCHs), 88.19 (C-1), 74.27 (C-2), 72.80 (C-3),
70.84 (C-4), 68.06 (C-5), 61.82 (C-6), 20.86 (COCHs), 20.73 (COCHs), 20.57 (COCHs);
MS(ESI): obliczone dla C14aH19N309: m/z 396.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 396.3.

3-azydopropylo 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-ramnopiranozyd (Ram8) [2]

Do roztworu 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-L-ramnozy (Raml: 500 mg, 1.505 mmol)
rozpuszczonego w bezwodnym CH2Cl; (15 mL) schtodzonego do temperatury 0 °C
dodano kroplami BF3OEt; (371 pL, 3.009 mmol) i przedmuchano argonem. Nastepnie
zdjeto faznie lodowa i mieszano przez 4 godz. Do reakcji dodano 3-azydopropan-1-ol
(Subl1: 456.4 mg, 4.514 mmol) i mieszano w temperaturze pokojowej przez kolejne
16 godz. Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu cukrowego (TLC:
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toluen:AcOEt 2:1, v/v) mieszanine poreakcyjng przemyto nasyconym, nasyconym
wodnym roztworem NaHCOs (10 mL), a nastepnie faze wodng ekstrahowano CHCl;
(10 mL). Potaczone fazy organiczne suszono nad bezwodnym MgSOa., przesaczono,
zatezono na wyparce rotacyjnej i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej
w uktadzie toluen:AcOEt (100:1, v/v). Otrzymano 460.6 mg Ram8 z wydajnoscig 82%,

w postaci bezbarwnego oleju, jako mieszanine anomeréw a:f = 2:1.

AcO o
O\/\/N3

OAc OAc

14 NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.29-5.23 (m, 2H, H-2, H-3), 5.07 (t, 1H, J=10.0 Hz, H-4),
4.73 (d, 1H, J=1.6 Hz, H-1B), 3.75-3.89 (m, 2H, H-5, -CHa-), 3.46-3.53 (m, 1H, -CHp-), 3.43
(t, 2H, J=6.4 Hz, -CH2-), 2.15 (s, 3H, OAc), 2.05 (s, 3H, OAc), 1.99 (s, 3H, OAc), 1.81-1.93
(m, 2H, -CH»-), 1.23 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6); 3C NMR (100 MHz, CDCl3): § 171.59 (COCHjs),
170.34 (COCHs), 170.12 (COCH3), 170.10 (COCHs), 97.78 (C-1), 92.36 (C-1), 71.24 (C-4),
70.91 (C-4), 69.98 (C-2), 69.72 (C-2), 69.24 (C-3), 69.05 (C-3), 68.92 (C-5), 66.79 (C-5),
64.73 (-O-CH2-CH2-CH2-N-), 48.32 (-O-CH2-CH2-CH2-N-), 28.90 (-O-CHz-CH,-CH2-N-),
21.19 (COCHs), 20.96 (COCHs), 20.93 (COCHs), 18.92 (C-6), 17.61 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla Ci5H23N30s: m/z 373.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 373.5.

propargilo 3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk7)

Do roztworu 1,3,4-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozy (Fuk5: 200 mg, 0.684
mmol) w CHxCl; (10 mL) dodano alkohol propargilowy (Sub2: 100 pL, 1.710 mmol)
i schtodzono do temperatury 0 °C. Po 10 min dodano FeCls (55.5 mg, 0.342 mmol)
i mieszano w temperaturze 0 °C przez 2 godz., a nastepnie przez kolejne 10 godz.
w temperaturze pokojowej. Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu
(analiza TLC: toluen:AcOEt 2:1, v/v) mieszanine reakcyjng ekstrahowano octanem etylu
(2 x 20 mL), a nastepnie oddzielong faze organiczng przemyto nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs (2 x 20 mL) i solankg (2 x 10 mL). Potaczone frakcje organiczne
suszono nad bezwodnym MgSQ,4, przesgczono i zatezono na wyparce rotacyjnej.

Pozostatos¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie n-heksan:AcOEt
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(10:1, v/v). Otrzymano 157.8 mg Fuk7 z wydajnoscia 80%, w postaci jasnozéttego,

krzepnacego oleju, jako mieszanine anomerdéw a: = 2:1.

(@]
@0\
AcO

OAc

1H NMR (400 MHz, CDCl): & 5.77 (dd, J=4.0 Hz, 8.0 Hz, 1H, H-1B), 5.43 (td, J=3.6 Hz,
10.4 Hz, 1H, H-3q), 5.34 (dt, J=1.2 Hz, 3.6 Hz, 1H, H-3B), 5.27 (d, J=3.6 Hz, 1H, H-1a),
5.13-5.20 (m, 2H, H-4a, H-4B), 4.94 (dd, J=4.0 Hz, 10.4 Hz, 1H, H-2B), 4.79 (ddd, J=4.0 Hz,
10.4 Hz, 50.0 Hz, 1H, H-2q), 4.33 (t, J=2.8 Hz, 2H, -CH,-C=CH), 4.20-4.25 (m, 1H, H-5q),
3.98 (dq, J= 0.8 Hz, 6.4 Hz, 1H, H-5B), 2.48 (t, J=2.4 Hz, 1H, -CH,-C=CH), 2.16 (s, 3H, OAca),
2.07 (s, 3H, OACB), 2.06 (s, 3H, OAcB), 2.04 (s, 3H, OAca), 1.22 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6),
1.15 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-6a). 3C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.41 (COCHs), 170.22
(COCHs), 169.97 (COCHs), 169.20 (COCHs), 91.77 (d, J=24.0 Hz, C-1), 89.36 (d, J=22.1 Hz,
C-1), 86.53 (d, J=64.3 Hz, C-2), 85.67 (d, J=67.5 Hz, C-2), 75.78 (-O-CH,-C=CH), 75.28
(-O-CH,-C=CH), 71.74 (C-4), 71.19 (C-4), 69.51 (C-3), 69.14 (C-3), 68.66 (C-5), 67.28 (C-5),
56.04 (-O-CH-C=CH), 55.51 (-O-CH,-C=CH), 21.07 (COCHs), 20.78 (COCHs), 20.71
(COCHs), 20.67 (COCHs), 16.02 (C-6), 15.90 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C13H17FOg: m/z
289.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 289.3.

3-prop-2-ynoksypropan-1-ol (Sub3)

Bromek propargilu (3.726 mL, 34.827 mmol) i 1,3-propanodiol (5 mL, 69.654 mmol)
mieszano przez 5 min w temperaturze 0 °C. Nastepnie dodano NaOH (1.672 g,
41.792 mmol), zdjeto faznie lodowa i mieszano przez 1.5 godz. w temperaturze
pokojowej. W kolejnym etapie mieszanine przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem,
przeptukujgc osad CHCIs (3 x 50 mL). Przesgcz przemyto H,O (50 mL), suszono nad
bezwodnym MgSQO4, przesgczono i zatezono na wyparce rotacyjnej. Pozostatos¢
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie CHCl3:AcOEt (9:1, v/v).

Otrzymano 4.611 g Sub3 z wydajnoscia 58%, w postaci bezbarwnego oleju.

///\O/\/\OH
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'H NMR (600 MHz, CDCl3): 6 4.16 (d, J=2.4 Hz, 2H, -O-CH,-C=CH), 3.77 (m, 2H,
-0-CH2-CH2-CH»-OH), 3.70 (t, J=5.4 Hz, 2H, -O-CH,-CH,-CH,-OH), 2.45 (t, J=2.4 Hz, 1H,
-O-CH2-C=CH), 2.191 (bs, 1H, -OH), 1.87 (quint, J=6.0 Hz, 11.4 Hz, 2H, -O-CH,-CH,-CH-
OH); 13C NMR (150 MHz, CDCls): & 79.72 (-O-CH,-C=CH), 74.61 (-O-CH,-C=CH), 68.64
(C-3),61.25 (C-1), 58.41 (-O-CH»-C=CH), 32.19 (C-2); MS(ESI): obliczone dla C¢H1002: m/z
115.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 115.7.

3-prop-2-ynoksypropylo 3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk$8)

Do roztworu 1,3,4-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozy (Fuk5: 57.8 mg,
0.197 mmol) w CH,Cl; (1.5 mL) dodano 3-prop-2-ynoksypropan-1-ol (Sub3: 56.3 mg,
0.493 mmol) i ochtodzono do temperatury 0 °C. Po 5min do mieszaniny reakcyjnej
dodano FeClz (16.1 mg, 0.099 mmol) i mieszano na mieszadle magnetycznym przez
2 godz. W temperaturze 0 °C. Po tym czasie zdjeto taznie lodowq i prowadzono reakcje
przez 10 godz. w temperaturze pokojowej. Stopied przereagowania substratu
kontrolowano metodg TLC (toluen:AcOEt 2:1, v/v). Po zaobserwowaniu catkowitego
przereagowania substratu cukrowego mieszanine reakcyjng ekstrahowano CHCl;
(2 x 20 mL), oddzielong faze organiczng przemyto nasyconym wodnym roztworem
NaHCOs3 (2 x 25 ml) oraz solanka (15 mL). Po suszeniu nad bezwodnym MgSOQa,
przesaczeniu i zatezeniu na wyparce rotacyjnej surowy produkt oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej w uktadzie toluen:AcOEt (2:1, v/v). Otrzymano 35.6 mg

Fuk8 z wydajnoscig 52%, w postaci bezbarwnego syropu, jako mieszanine anomerow

0
NN
F pw0 0

OAc

o:p=1:1.

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 6.40 (d, J=2.4 Hz, H-1a), 5.77 (dd, J=2.8 Hz, 5.6 Hz, H-1B),
5.35-5.41 (m, 2H, H-3a, H-3pB), 4.84-4.92 (m, 1H, H-40, H-4pB), 4.68 (dd, 1H, J=5.6 Hz,
6.8 Hz, H-2B), 4.59 (dd, 1H, J=5.2 Hz, 6.4 Hz, H-2a), 4.24 (q, 1H, J=6.4 Hz, H-5a), 4.07 (d,
J=2.8 Hz, 2H, -O-CHp-C=CH), 3.98 (q, 1H, J=6.0 Hz, H-5B), 3.68-3.72 (m, 2H,
-0-CH,-CH,-CH,-0-), 3.54-3.57 (m, 2H, -O-CH-CHy-CH»-O-), 2.42 (t, J=2.8 Hz, 1H,
-0-CH,-C=CH), 2.19 (s, 3H, OAc), 2.17 (s, 3H, OAc), 2.07 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 3H, OAc),
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1.86-1.88 (m, 2H, -O-CH;-CH>-CH»-0-),1.22 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6B), 1.15 (d, 3H, J=6.5 Hz,
H-6a); 3C NMR (400 MHz, CDCls): § 170.11 (COCHs), 169.85 (COCHs), 169.13 (COCHs),
93.71 (d, J=26.6 Hz, C-1), 91.69 (d, J=24.2 Hz, C-1), 89.24 (d, J=64.2 Hz, C-2), 87.62 (d,
J=64.6 Hz, C-2), 78.51 (-O-CH,-C=CH), 74.88 (-O-CH,-C=CH), 71.23 (C-4), 70.33 (C-4),
68.81 (C-3), 68.57 (C-3), 68.45(-0-CH,-CH,-CH»-0-), 68.03 (C-5), 67.21 (C-5), 60.52
(-O-CH2-CH2-CH,-0-), 58.55 (-O-CH-C=CH), 34.28 (-O-CH2-CH,-CH,-0-), 20.76 (COCHs),
20.66 (COCHs), 20.52 (COCHs), 16.21 (C-6), 15.81 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C16H23FO7:
m/z 347.2 [M+H]*; wyznaczone m/z 347 .4.

1,4-dihydroksy-2-(2-hydroksyetoksy)-anthrachinon (Sub5)

Procedura 7 [°]: Do roztworu purpuryny (Sub4: 200.1 mg, 0.781 mmol) w bezwodnym
DMF (5 mL), dodano DBU (100.8 L, 0.675 mmol). Reacje prowadzono przez 12 godz.
w temperaturze 70 °C. Nastepnie dodano 2-bromoetanol (83 uL, 1.172 mmol)
i kontynuowano mieszanie przez kolejne 12 godz. Przebieg reakcji monitorowano
metodg TLC (CHCl3:MeOH 19:1, v/v). Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania
substratu  mieszanine poreakcyjng zatezono i rozdzielano na kolumnie
chromatograficznej w uktadzie CHCl3:MeOH (25:1, v/v). Otrzymano 145.4 mg Sub5
z wydajnoscia 62%, w postaci czerwonego osadu; T.t. = 204 - 205 °C;

Lit. T.t. = 205 — 206 °C [°1].

(0] OH
O\/\
(0] OH

4 NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 13.33 (m, 2H, H-1,-OH), 13.06 (s, 2H, H-4, -OH),
8.11-8.15 (m, 2H, H-7, H-8), 7.87-7.92 (m, 2H, H-5, H-6), 6.80 (s, 1H, H-3), 4.64 (t, 1H,
J=4.8 Hz, -O-CH,-CH,-OH), 4.15 (t, 2H, J=4.4 Hz, -O-CH-CH,-OH), 3.68 (m, 2H,
-0-CH2-CH>-OH); 3C NMR (100 MHz, DMSO-dg): § 186.92 (C-9), 185.93 (C-10), 156.31
(C-4), 153.02 (C-2), 143.69 (C-1), 133.91 (C-8a), 133.60 (C-5a), 133.12 (C-7), 132.55
(C-6), 126.93 (C-8), 126.54 (C-5), 116.12 (C-1a), 104.87 (C-3), 106.32 (C-4a), 69.87
(-O-CH2-CH2-0OH), 60.91 (-O-CH2-CH>-OH); MS(ESI): obliczone dla Ci6H1206: m/z 301.1
[M+H]*; wyznaczone m/z 301.3.
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1,4-dihydroksy-2-(3-hydroksypropyloksy)anthrachinon (Sub6)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 7. Do reakcji uzyto purpuryne (Sub4: 200.7 mg, 0.783
mmol) oraz 3-bromopropanol (106 uL, 1.175 mmol). Reakcje prowadzono przez 7 godz.
w temperaturze 70 °C. Otrzymano 135.4 mg Sub6 z wydajnoscig 55%, w postaci
czerwonego osadu; T.t. = 165 — 167 °C; Lit. T.t. = 168 — 169 °C [*1].

0]
(0]

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 13.10 (m, 1H, H-1,-OH), 12.99 (s, 1H, H-4,-OH),

OH
O\/\/OH
H

o)

8.29-8.32 (m, 2H, H-7, H-8), 7.87-7.91 (m, 2H, H-5, H-6), 6.60 (s, 1H, H-3), 3.65 (t, 1H,
J=5.8 Hz, -O-CH;-CH,-OH), 4.29 (t, 2H, J=5.4 Hz, -O-CH;-CH,-CH2-OH), 3.50 (m, 2H,
-0-CH,-CHa-CH,-OH), 2.02 (m, 2H, -O-CHa-CHa-CH2-OH); 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds):
6 186.41 (C-9), 183.62 (C-10), 160.24 (C-4), 156.93 (C-2), 149.79 (C-1), 134.96 (C-8a),
134.22 (C-5a), 133.29 (C-7), 132.60 (C-6), 126.51 (C-8), 126.32 (C-5), 111.81 (C-1a),
107.84 (C-3), 105.31 (C-4a), 71.34 (-O-CH2-CH>-CH;-OH), 59.13 (-O-CH2-CH>-CH>-OH),
30.87 (-O-CH2-CH2-CH2-OH); MS(ESI): obliczone dla Ci7H1406: m/z 315.3 [M+H];

wyznaczone m/z 315.5.

N-(2-nitrofenylo)karbaminian tert-butylu (Sub10)

Procedura 8 [??]: Do roztworu 2-nitroaniliny (Sub7: 500.2 mg, 3.620 mmol)
w bezwodnym metanolu (5 mL) dodano Boc;O (915 uL, 3.982 mmol). Reakcje
prowadzono na mieszadle magnetycznym przez 5 godz., w temperaturze wrzenia.
Przebieg reakcji monitorowano metodg TLC (n-heksan:AcOEt 4:1, v/v).
Po zaobserwowaniu zaniku substratu mieszanine reakcyjng zatezono na wyparce
rotacyjnej. Otrzymano 655.4 mg Sub10 z wydajnoscig 76 %, w postaci pomaranczowego
osadu, ktéry bez dodatkowego oczyszczania zastosowano w kolejnej syntezie;

T.t. =75.2-77.1°C; Lit. T.t. = 77.9 — 81.2 °C [*V/].
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'H NMR (400 MHz, CDCls): 6§ 8.11 (d, 1H, J=8.0 Hz, H-3), 7.35 (t, 1H, J=8.0 Hz, H-5), 6.81
(d, 1H, J=8.0 Hz, H-4), 6.69 (t, 1H, J=8.0 Hz, H-6), 6.07 (s, 1H, -NH-), 1.62 (s, 9H, -CH3);
13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 152.56 (-COO-), 142.45 (C-1), 136.21 (C-5), 130.80 (C-2),
125.82 (C-3), 120.07 (C-4), 115.98 (C-6), 28.42 (C(CHs)3); MS(ESI): obliczone dla
C11H1aN204: m/z 239.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 239.3.

N-(4-chlorofenylo)karbaminian tert-butylu (Sub11)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 8. Do reakcji uzyto 4-chloroaniline (Sub8: 501.4 mg,
3.930 mmol). Otrzymano 456.4 mg Subl1l z wydajnosciag 51%, w postaci z6ttawego
osadu; T.t. = 95.1 — 97.2 °C; Lit. T.t. = 97 °C ['18].

oY

'H (400 MHz, DMSO-dg): 6 7.48 (d, 2H, J=4.0 Hz, H-3, H-5), 7.30 (m, 2H, H-2, H-6), 6.49
(s, 1H, -NH-), 1.51 (s, 9H, -CH3); 3C (100 MHz, DMSO-ds): 6§ 152.72 (-COO-), 138.51
(C-1), 128.50 (C-3, C-5), 125.64 (C-4), 119.57 (C-2, C-6), 28.18 (C(CHs)3); MS(ESI):
obliczone dla C11H14CINO3: m/z 228.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 228.4.

N-(4-fluorofenylo)karbaminian tert-butylu (Sub12)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 8. Do reakcji uzyto 4-fluoroaniline (Sub9: 536.5 mg,
4.828 mmol). Otrzymano 999.5 mg Sub12 z wydajnoscig 98%, w postaci biatego osadu;
T.t. =119 - 124 °C; Lit. T.t. = 124 — 125 °C [**°].

oY
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'H NMR (400 MHz, CDCl5): § 6.50 (m, 2H, H-3, H-5), 6.61 (m, 2H, H-2, H-6), 6.50 (s, 1H,
-NH-), 1.51 (s, 9H, -CHs); 13C (100 MHz, CDCl3): 6 152.33 (-COO-), 162.98 (C-4), 133.61
(C-1), 115.70 (C-3, C-5), 115.45 (C-2, C-6), 28.27 (C(CHs)s); MS(ESI): obliczone dla
C11H14aFNO2: m/z 234.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 234.6.

2-amino-1-nitroantrachinon (Sub13)

Metoda 1: Do 2-nitroaniliny (Sub7: 100.6 mg, 0.728 mmol) w kwasie
metanosulfonowym (2 mL) dodano bezwodnik ftalowy (183.3 mg, 1.238 mmol)
i bezwodny AICls (19.5 mg, 0.146 mmol). Reakcje prowadzono na mieszadle
magnetycznym w temperaturze 100 °C, kontrolujgc stopien przereagowania substratu
metodg TLC (n-heksan:AcOEt 4:1, v/v). Po 1 godz. zaobserwowano skomplikowang
mieszanine produktéw, ktorej zdecydowano sie nie rozdzielac.

Procedura 9 [*?]: Do roztworu N-(2-nitrofenylo)karbaminianu tert-butylu (Sub10:
403.8 mg, 1.695 mmol) w kwasie metanosulfonowym (3 mL) dodano bezwodnik ftalowy
(426.9 mg, 2.882 mmol) i bezwodny AlCl3 (45.2 mg, 0.339 mmol). Reakcje prowadzono
na mieszadle magnetycznym w temperaturze 100 °C przez 3 godz. Przebieg reakcji
kontrolowano metodg TLC (n-heksan:AcOEt 4:1, v/v). Po zaobserwowaniu zaniku,
substratu mieszanine reakcyjng wylano na 25 mL lodu, zneutralizowano nasyconym
wodnym roztworem NaHCOs i ekstrahowano CH3Cl; (3 x 10 ml). Faze organiczng
suszono nad bezwodnym MgSQOs, przesgczono i zatezono na wyparce rotacyjnej.
Otrzymany surowy produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
n-heksan:AcOEt (20:1, v/v). Otrzymano 318.2 mg Sub13 co stanowi 70% wydajnosci,

w postaci pomaranczowego bezpostaciowego ciata statego.

0O  NO,
o}

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 8.11 (d, 1H, J=8.0 Hz, H-4), 7.34 (t, 2H, J=8.0 Hz, H-6,
H-7), 6.81 (d, 1H, J=8.0 Hz, H-3), 6.8 (t, 2H, J=8.0 Hz, H-5, H-8), 6.07 (s, 2H, -NH,); 13C NMR
(100 MHz, DMSO-ds): 5 167.87 (C-9), 162.94 (C-10), 144.66 (C-2), 137.92 (C-1), 136.91
(C-1a), 135.90 (C-4), 135.59 (C-5a, C-8a), 127.33 (C-6, C-7), 126.29 (C-5, C-8), 118.78
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(C-4a), 116.97 (C-3); MS(ESI): obliczone dla C14HsN204: m/z 291.2 [M+Na]*; wyznaczone
m/z 291.4.

1-amino-4-chloroantrachinon (Sub14)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 9. Do reakcji uzyto N-(4-chlorofenylo)karbaminian
tert-butylu (Sub11: 402.1 mg, 1.766 mmol). Reakcje prowadzono na mieszadle
magnetycznym przez 30 min. Otrzymano 391.3 mg Sub14 z wydajnoscia 86%, w postaci

brgzowego bezpostaciowego ciata statego.

0  NH,
o

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7.64 (m, 2H, H-6, H-7), 7.58 (m, 2H, H-5, H-8), 7.54 (m,
1H, H-3), 7.36 (m, 1H, H-2), 5.75 (s, 2H, -NH,); 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 185.67
(C-9), 180.66 (C-10), 147.20 (C-1), 133.92 (C-5a, C-8a), 131.81 (C-3), 131.25 (C-6, C-7),
129.37 (C-4a), 125.01 (C-5, C-8), 124.43 (C-4), 121.47 (C-2), 117.07 (C-1a); MS(ESI):
obliczone dla C14HsCINO;: m/z 258.0 [M+H]*; wyznaczone m/z 258.8.

1-amino-4-fluoroantrachinon (Sub15)

Reakcje = prowadzono  zgodnie z Procedurg 9. Do reakcji  uzyto

N-(4-fluorofenylo)karbaminian tert-butylu (Sub12: 400.2 mg, 1.895 mmol). Po 12 godz.

prowadzenia reakgcji, nie obserwujgc postepu reakcji, postanowiono jg zakonczyé.

O  NH,
O F

2-(2-hydroksyetyloamino)-1-nitroantrachinon (Sub16)

Procedura 10 [**]: Do roztworu 2-amino-1-nitroantrachinonu (Sub13: 200.5mg, 0.747

mmol) w bezwodnym MeOH (3 mL) wkroplono 2-bromoetanol (52.9 uL, 0.747 mmol).
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Reakcje prowadzono w atmosferze argonu, na mieszadle magnetycznym,
w temperaturze wrzenia przez 8 godz. Po zaobserwowaniu zaniku substratu (analiza
TLC: n-heksan:AcOEt 2:1, v/v) do mieszaniny reakcyjnej dodano eter dietylowy (10 mL).
Wykrystalizowany osad produktu odsgczono, a przesgcz zatezono na wyparce
rotacyjnej, a otrzymany produkt potgczono z osadem. Otrzymano 200.7 mg Sub16

z wydajnoscig 86%, w postaci pomaranczowego oleju.

2

0] NO
N
)

14 NMR (400 MHz, CDCl3): 6 8.12 (d, 1H, J=8.0 Hz, H-4), 7.36 (m, 2H, H-6, H-7), 6.81 (d,
1H, J=8.0 Hz, H-3), 6.71 (m, 2H, H-5, H-8), 3.92 (m, 3H, -CH2, -NH2), 3.54 (m, 3H, -CH,
-OH); 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 182.28 (C-9), 182.15 (C-10), 150.19 (C-2), 135.30
(C-1a), 135.62 (C-1a), 132.41 (C-4), 131.66 (C-5a, C-8a), 130.79 (C-6, C-7), 126.29 (C-5,
C-8), 118.72 (C-4a), 116.99 (C-3), 62.80 (-NH-CH»-CH,-OH), 35.97 (-NH-CH,-CH»-OH);
MS(ESI): obliczone dla C16H12N20s: m/z 313.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 313.7.

4-chloro-1-(2-hydroksyetyloamino)-antrachinon (Sub17)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 10. Do reakcji uzyto 1-amino-4-chloroantrachinon
(Sub14: 199.8 mg, 0.775 mmol). Otrzymano 201.2 mg Sub17 z wydajnoscia 74%,
w postaci brgzowego osadu; T.t. = 162 — 164 °C; Lit. T.t. = 164 — 166 °C [*?7].

o HN/\/OH

0] Cl

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 8.15 (m, 2H, H-6, H-7), 7.56 (m, 2H, H-5, H-8), 6.87 (m, 1H,
H-3), 6.95 (m, 1H, H-2), 3.89 (m, 3H, -CH, -NH-), 3.50 (m, 3H, -CH,, -OH); 3C NMR
(100 MHz, CDCls): 6 185.21 (C-9), 184.16 (C-10), 143.53 (C-1), 133.87 (C-5a, C-8a),
130.28 (C-3), 127.88 (C-6, C-7), 129.99 (C-4a), 128.83 (C-5, C-8), 124.85 (C-4), 120.10
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(C-2), 112.12 (C-1a), 61.47 (-NH-CH,-CH»-OH), 45.63 (-NH-CH,-CH,-OH); MS(ESI):
obliczone dla C16H12CINO3: m/z 324.0 [M+Na]*; wyznaczone m/z 324.9.

2-amino-4,6-dichloro-1,3,5-triazyna (Sub19) [°*°]

Metoda 1: Roztwor 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18: 1 g, 5.423 mmol) w acetonie
(5 mL) schtodzono w fazni wodno-lodowej do temperatury 0 °C i mieszano przez 15 min.
Nastepnie wkroplono 25% roztwér wody amoniakalnej (4.697 mL, 0.030 mmol)
i mieszano do osiggniecia temperatury 5 °C przez 30 min. Po zaobserwowaniu
catkowitego przereagowania substratu (analiza TLC: CHCl3:MeOH 10:1, v/v) mieszanine
reakcyjng przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie surowy produkt
rekrystalizowano z wody i liofilizowano. Otrzymano 545.7 mg Sub19 z wydajnoscig 61%,
w postaci biatego ciata statego; T.t. = 235 — 236°C; Lit. T.t. = 235 — 236 °C [*?1].
Procedura 11: Do roztworu 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18: 1 g, 5.423 mmol)
w CH,Cl; (10 mL) wkroplono 25% roztwdr wody amoniakalnej (4.697 mL, 0.030 mol)
i mieszano przez 1.5 godz. w temperaturze nie przekraczajgcej 5 °C. Postep reakcji
kontrolowano metodg TLC (CHCl3:MeOH 10:1, v/v). Po zaobserwowaniu catkowitego
przereagowania substratu mieszanine reakcyjng zatezono na wyparce rotacyjne;j,
a produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie CHCl3:MeOH (19:1,
10:1, v/v). Otrzymano 787.2 mg Sub19 z wydajnoscig 88%, w postaci biatego ciata
statego; T.t. = 236 — 238°C; Lit. T.t. = 235 — 236 °C [121].

A
|
Cl)\N/)\NHg
14 NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.86 (bs, 2H, -NH,); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 173.23
(C-2),171.1 (C-4, C-6); MS(ESI): obliczone dla C3H2Cl2N4: m/z 165.0 [M+H]*; wyznaczone
m/z 165.5.

4,6-diamino-2-chloro-1,3,5-triazyna (Sub20) [*°]

Do zwiesiny 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18: 2.5 g, 13.557 mmol) w acetonie

(20 mL) dodano 25% roztwdr wody amoniakalnej (5.3 mL, 2.322 mmol) i mieszano
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na mieszadle magnetycznym przez 1 godz. w temperaturze nie przekraczajacej 5 °C.
Postep reakcji kontrolowano metodg TLC (CHCl3:MeOH 10:1, v/v). Po zaobserwowaniu
zaniku substratu mieszanine reakcyjng przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem,
a otrzymany osad przemyto wodg (5 x 10 mL) i zliofilizowano. Otrzymano 1.697 g Sub20
z wydajnoscia 83%, w postaci biatego ciata statego; T.t. > 300 °C; Lit. T.t. = 300 °C [*??].

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 7.18 (d, J=30.8 Hz, 4H, -NH,); 3C NMR (100 MHz,
DMSO-ds): 6 170.69 (C-6), 168.61 (C-2), 167.18 (C-4); MS(ESI): obliczone dla CsH4CINs:
m/z 146.0 [M+H]*; wyznaczone m/z 146.3.

2,4-dichloro-6-fenyloamino-1,3,5-triazyna (Sub21) [°]

Do roztworu 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18: 1 g, 5.423 mmol) w acetonie (15 mL)
schtodzonego do temperatury 5 °C wprowadzono NaOH (216.9 mg, 5.423 mmol)
oraz aniline (495 uL, 5.423 mmol). Reakcje prowadzono na mieszadle magnetycznym
w temperaturze 0 °C przez 1.5 godz. Postep reakcji kontrolowano metodg TLC
(n-heksan:AcOEt 2:1, v/v). Po zaobserwowaniu zaniku substratu rozpuszczalnik
odparowano na wyparce rotacyjnej i dodano zimng wode (20 mL). Otrzymana
mieszanine przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem. Osad przemyto wodg
(3 x20 mL), ktéry nastepnie zliofilizowano. Otrzymano 1.111 g Sub21 z wydajnoscig 85%,
W postaci z6ttego ciata statego; T.t. = 136 — 138 °C; Lit. T.t. = 136 — 138 °C [*°].

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 7.68 (s, 1H, NH), 7.49-7.53 (m, 1H, -Ph), 7.40-7.44 (m, 2H,
-Ph), 7.19-7.23 (m, 2H, -Ph); 13C NMR (100 MHz, CDCls): § 171.24 (C-4, C-6), 164.38
(C-2), 135.89 (-Ph), 129.44 (-Ph), 126.01 (-Ph), 121.55 (-Ph); MS(ESI): obliczone dla
CoHeCl2Na: m/z 241.0 [M+H]*; wyznaczone m/z 241.3.
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2,4-dichloro-6-cykloheksyloamino-1,3,5-triazyna (Sub22)

Procedura 12 [?’]: 2,4,6-Trichloro-1,3,5-triazyne (Sub18: 1 g, 5.423 mmol) rozpuszczono
w CH2Cl; (20 mL), matymi porcjami dodano mieszanine cykloheksyloaminy (618 pL,
5.423 mmol) i DIPEA (1.039 mL, 5.965 mmol) w CHCl; (3 mL). Reakcje prowadzono
na mieszadle magnetycznym w temperaturze 5 °C. Przebieg reakcji kontrolowano
metodg TLC (n-heksan:AcOEt 2:1, v/v). Po 2 godz. reakcje zakoriczono, mieszanine
poreakcyjng przemyto 1M HCI (10 mL) i wodg (3 x 10 mL). Faze organiczng suszono nad
bezwodnym MgSQ4, przesgczono i zatezono na wyparce rotacyjnej. Produkt wydzielono
na kolumnie chromatograficznej w uktadzie rozpuszczalnikéw n-heksan:AcOEt
(10:1, v/v). Otrzymano 938.1 mg Sub22 z wydajnoscig 70%, w postaci krzepnacego,

bezbarwnego syropu.

Cl

N/KN /O
CI)LN/)\H
1H NMR (400 MHz, CDCls): & 5.72-5.76 (m, 1H, -NH-), 3.92-3.95 (m, 1H, -CH-), 1.98-2.01
(m, 2H, -CH>-), 1.69-1.73 (m, 2H, -CH»-), 1.63-1.66 (m, 2H, -CH»-), 1.41-1.43 (m, 2H,
-CH>-), 1.23-1.25 (m, 2H, -CH,-); 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.02 (C-4), 171.16 (C-6),
165.19 (C-2), 50.43 (CH), 32.60 (-CH»-), 25.44 (-CH,-), 24.58 (-CH-); MS(ESI): obliczone
dla CoH12ClaN4a: m/z 247.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 247.6.

6-(4-aminofenyloamino)-2,4-dichloro-1,3,5-triazyna (Sub23) [*8]

Do roztworu p-fenylenodiaminy (586.4 mg, 5.423 mmol) w THF (30 mL), dodano NaHCO3
(911.2 mg, 10.846 mmol), a nastepnie roztwor 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18: 1 g,
5.423 mmol) w THF (3 mL). Reakcje prowadzono na mieszadle magnetycznym
w temperaturze 5 °C przez 1 godz. Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania
substratu (analiza TLC: n-heksan:AcOEt 2:1, v/v) mieszanine reakcyjng zatezono
na wyparce rotacyjnej. Pozostato$¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej
w uktadzie rozpuszczalnikdw n-heksan:AcOEt (6:1, v/v). Otrzymano 486.1 mg Sub23

z wydajnoscig 30%, w postaci z6ttego ciata statego; T.t. > 260 °C.
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1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 11.17 (s, 1H, -NH-), 7.60 (s, 4H, -Ph), 7.56 (s, 2H, -NH2);
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 170.83 (C-4, C-6), 166.18 (C-2), 135.80 (-Ph), 132.24
(-Ph), 121.67 (-Ph), 118.92 (-Ph); MS(ESI): obliczone dla CsH7ClaNs: m/z 278.0 [M+Na]*;

wyznaczone m/z 278.3.

N-Boc-4-fenylenodiamina (Sub24) [*°]

Do roztworu p-fenylenodiaminy (500 mg, 4.624 mmol) w CH,Cl, (5 mL) wkroplono Boc,0
(531 pL, 2.312 mmol). Reakcje prowadzono w atmosferze argonu w temperaturze 5 °C
przez 4 godz. Po zaobserwowaniu zaniku substratu (analiza TLC: n-heksan:AcOEt
1:1, v/v) mieszanine poreakcyjng zatezono na wyparce rotacyjnej. Produkt wydzielono
na kolumnie chromatograficznej w uktadzie n-heksan:AcOEt (2:1, v/v). Otrzymano
548.8 mg Sub24 z wydajnoscia 57%, w postaci pomaranczowego ciata statego;

T.t. = 109 — 111 °C; Lit. T.t. = 114 — 116 °C [**3].

javen

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 6.99-7.12 (m, 1H, -NH-COO-), 6.58-6.62 (m, 4H, -Ph), 6.29
(s, 2H, -NH2), 1.50 (s, 9H, -CHs); 13C NMR (100 MHz, CDCls): & 153.52 (-NH-COO-), 142.55
(-Ph), 129.98 (-Ph), 121.16 (-Ph), 115.79 (-Ph), 80.18 (C-CHs), 28.58 (-CHs); MS(ESI):
obliczone dla C11H16N202: m/z 209.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 209.5.

6-(4-N-Boc-fenylenoamino)-2,4-dichloro-1,3,5-triazyna (Sub25) [*%]

Do roztworu 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18: 586.4 mg, 5.423 mmol) w THF
(30 mL), dodano NaHCO3(442.7 mg, 5.270 mmol), a nastepnie roztwor Sub24 (548.8 mg,
2.635 mmol) w THF (2 mL). Reakcje prowadzono na mieszadle magnetycznym
w temperaturze 0 °C przez 2 godz. Po zaobserwowaniu zaniku substratu (analiza TLC:

n-heksan:AcOEt 2:1, v/v) mieszanine reakcyjng zatezono na wyparce rotacyjnej.
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Pozostatos$¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie rozpuszczalnikow
n-heksan:AcOEt (5:1, v/v). Otrzymano 666.2 mg Sub25 z wydajnoscig 76%, w postaci
biatego ciata statego; T.t. = 120.1 — 122.3 °C.

14 NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.63 (s, 1H, -NH-COO-), 7.37-7.41 (m, 4H, -Ph), 6.56 (s, 1H,
-NH-), 1.51 (s, 9H, -CHs); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 171.53 (C-4), 170.38 (C-6), 164.30
(C-2), 152.93 (-NH-COO-), 136.47 (-Ph), 130.82 (-Ph), 122.60 (-Ph), 119.47 (-Ph), 81.14
(C-CH3), 28.50 (-CHs3); MS(ESI): obliczone dla CiaH1sCl2NsO2: m/z 356.1 [M+H];

wyznaczone m/z 356.4.

2,4-dichloro-6-propylo-1,3,5-triazyna (Sub26) [*%!]

Do zawiesiny widrkéw magnezu (262.8 mg, 10.844 mmol) w eterze dietylowym (15 mL)
ochtodzonego do temperatury 0 °C wkroplono 3-bromopropan (981 uL, 10.844 mmol).
Nastepnie zdjeto taznie lodowa i podgrzano, prowadzac reakcje w temperaturze wrzenia
przez 30 min, ochtodzono do temperatury pokojowej i dodano do roztworu
2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (Sub18: 500.0 mg, 2.711 mmol) w CH3Cl; (20 mlL)
ochtodzonego do temperatury -20 °C. Reakcje prowadzono na mieszadle magnetycznym
w temperaturze —20 °C. Przebieg reakcji kontrolowano metodg TLC (n-heksan:AcOEt
10:1, v/v). Po 4 godz. zakoniczono reakcje, dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wode
(10 mL) i ogrzano jg do temperatury pokojowej. Nastepnie mieszanine poreakcyjng
ekstrahowano CHCl; (20 mL), ekstrakt przemyto wodg (6 x 10 mL). Faze organiczng
suszono nad bezwodnym MgSQOs, przesgczono i zatezono na wyparce rotacyjnej.

Otrzymano 381.1 mg Sub26 z wydajnoscia 73%, w postaci zéttego syropu.

Cl

CI)LN/)\/\
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 2.75-2.83 (m, 2H, -CH,-CH»-CHs), 1.80-1.84 (m, 2H,
-CH,-CH,-CHs), 0.97-1.01 (m, 3H, -CH2-CH,-CHs); 3C NMR (100 MHz, CDCls): & 184.26
(C-6), 172.73 (C-2), 171.92 (C-4), 40.68 (-CH2-CH,-CH3), 21.10 (-CH,-CH,-CHs), 13.89
(-CH2-CH»-CH3); MS(ESI): obliczone dla CeH7CI2N3: m/z 192.0 [M+H]*; wyznaczone m/z
192.4.

4-amino-2-chloro-6-propylo-1,3,5-triazyna (Sub27) [1°%]

Otrzymano zgodnie z Procedurg 11. Do reakcji uzyto 2,4-dichloro-6-propylo-1,3,5-
triazyne (Sub26: 150.2 mg, 0.781 mmol). Otrzymano 83.6 mg Sub27 z wydajnoscig 62%,

w postaci zottego oleju.

Cl

| /)\/\
HoN N

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 5.84 (bs, 2H, -NH,), 2.74-2.82 (m, 2H, -CH»-CH>-CH3),
1.79-1.85 (m, 2H, -CH»-CH,-CHs), 0.95-1.02 (m, 3H, -CH2-CH,-CH3); *3C NMR (100 MHz,
CDCl3): 6 183.19 (C-6), 173.52 (C-4), 167.81 (C-2), 41.13 (-CH»-CH.-CHs), 21.16
(-CH2-CH2-CH3), 14.51 (-CH2-CH2-CH3); MS(ESI): obliczone dla CsHoCINa: m/z 173.1

[M+H]*; wyznaczone m/z 173.6.

3-azydo-1H-1,2,4-triazol (Sub29)

Metoda 1['%]: Do zawiesiny 3-amino-1H-1,2,4-triazolu (Sub28: 150 mg, 1.784 mmol)
w 20% HCI (5.5 mL), ochtodzonego do temperatury 0 °C, dodano niewielkimi porcjami
roztwdér NaNO; (135.4 mg, 1.962 mmol) w H,0 (2 mL) i mieszano przez 30 min. Nastepnie
do mieszaniny reakcyjnej wkroplono roztwér NaNs (145.0 mg, 2.230 mmol) w H,0
(3 mL). Reakcje prowadzono na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowe;j
przez 1 godz., kontrolujac jej przebieg metodg TLC (CHCl5:MeOH 9:1, v/v). Otrzymano
skomplikowang mieszanine produktow, ktérej zdecydowano sie nie rozdzielac.

Procedura 13[%%]: Do roztworu 3-amino-1H-1,2,4-triazolu (Sub28: 150 mg, 1.784 mmol)
w 20% H»S04 (2 mL), schtodzonego do temperatury 0 °C, wkroplono roztwor NaNO;

(122.9 g, 1.784 mmol) w H,O (3 mL). Mieszanine reakcyjng mieszano na mieszadle

103



magnetycznym przez 30 min w temperaturze 0 °C. Nastepnie dodano mocznik (10.7 mg,
0.178 mmol) oraz roztwdér NaN3 (150.8 mg, 2.319 mmol) w H20 (24 mL), usunieto faznie
wodno-lodowg i kontynuowano mieszanie w temperaturze pokojowej przez kolejne
30 min. Przebieg reakcji kontrolowano metodg TLC (aceton:n-heksan 1:1, v/v).
Po stwierdzeniu zaniku substratu, mieszanine reakcyjng zneutralizowano do pH=6 przy
uzyciu nasyconego, wodnego roztworu NaHCOs. Nastenie mieszanine poreakcyjng
ekstrahowano octanem etylu (3 x 15 mL), a oddzielong faze organiczng przemyto wodg
(2 x 15 mL), suszono nad bezwodnym MgSQ,, przesgczono i zatezono na wyparce
rotacyjnej. Surowy produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
CHCI3:MeOH (9:1, v/v) otrzymujac 102.1 mg Sub29 w postaci jasnozottych krysztatow
z wydajnoscig 52%; T.t. = 118.3 — 119.8 °C; Lit. T.t. = 120 — 121.5 °C [*?4],

NS

N—NH

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 14.01 (s, 1H, -NH-), 8.50 (s, 1H, Ar); 13C NMR (150 MHz,
DMSO-ds): & 157.05 (C-Ns), 144.82 (C-H); MS(ESI): obliczone dla C2H4Na: m/z 85.1

[M+H]*; wyznaczone m/z 85.7.

3-azydo-5-fenylo-1H-1,2,4-triazol (Sub31)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 13. Do reakcji uzyto 3-amino-5-fenylo-1H-1,2,4-triazol
(Sub30: 150 mg, 0.936 mmol). Otrzymano 75.0 mg Sub31 z wydajnoscig 43%, w postaci
biatego osadu; T.t. = 190.3 — 192.1 °C; Lit. T.t. = 191 — 192 °C [*?4].

N
L $

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 12.35 (bs, 1H, -NH-), 7.95-7.96 (m, 2H, -Ph), 7.53-7.55
(m, 3H, -Ph); 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds): 6 157.53 (C-Ns), 154.96 (C-Ph), 130.79
(-Ph), 129.21 (-Ph), 126.03 (-Ph); MS(ESI): obliczone dla CgHsNs: m/z 187.1 [M+H]*;

wyznaczone m/z 187.5.
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3,4-dichloro-5-propargiloksyfuran-2(5H)-on (Sub33) ['%4]

Do roztworu 3,4-dichloro-furan-2(5H)-onu (Sub32: 1.500 g, 8.878 mmol)
rozpuszczonego w toluenie (15 mL) dodano kroplami alkohol propargilowy (775 uL,
13.317 mmol) i 95% H,S04 (d = 1.84 g/mL, 24 L, 0.432 mmol). Kolbe z mieszaning
reakcyjng ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 30 min na mieszadle
magnetycznym pod chtodnicg zwrotng zaopatrzong w rurke chlorowapniowa.
Po zaobserwowaniu zaniku substratu (TLC: n-heksan:AcOEt 1:1, v/v) mieszanine
zobojetniono przez przemycie wodnym roztworem NaHCOs3, fazy rozdzielono,
a nastepnie faze organiczng osuszono bezwodnym MgSQOs, przesaczono i zatezono
na wyparce rotacyjnej. Surowy produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej
wypetnionej zelem krzemionkowym jako eluent stosujgc toluen, otrzymujgc 1.452 g

Sub33 w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscig 79%.

s

Cl Cl

1H NMR (600 MHz, CDCls): & 6.06 (s, 1H, H-5), 4.51-4.53 (m, 2H, -CH,-), 2.64 (t, J=2.4 Hz,
1H, =CH); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 163.15 (C-2), 147.52 (C-4), 124.77 (C-3), 98.65
(C-5), 77.89 (-CH,-C=CH), 76.82 (-CH,-C=CH), 57.44 (-CH,-C=CH); MS(ESI): obliczone dla
C7H4Cl;03: m/z 207.0 [M+H]*; wyznaczone m/z 207.8.

3,4,5-trichlorofuran-2(5H)-on (Sub34) [1%%]

Do 3,4-dichloro-furan-2(5H)-onu (Sub32: 2.0 g, 11.837 mmol) w SOCIl, (7.891 mL,
0.109 mol) wkroplono DMF (300 pL, 3.895 mmol). Reakcje prowadzono na mieszadle
magnetycznym w temperaturze 70 °C przez 5 godz. Po zaobserwowaniu zaniku
substratu (TLC: n-heksan:AcOEt 1:1, v/v) mieszanine reakcyjng ochtodzono
do temperatury pokojowe]. Pozostatos¢ SOCI; usunieto przez odparowanie z toluenem
na wyparce rotacyjnej, otrzymujgc 1.974 g Sub34 w postaci jasnozéitego oleju

z wydajnoscig 89%.
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Cl Cl

1H NMR (600 MHz, CHCl3): 6.53 (s, 1H, H-5); 3C NMR (150 MHz, CDCl3): 162.26 (C-2),
150.38 (C-4), 123.75 (C-3), 85.93 (C-5); MS(ESI): obliczone dla C4HCIs02: m/z 208.9

[M+Na]*; wyznaczone m/z 209.2.

3,4-dichloro-5-hydroksy-1-propargilo-1H-pirol-2(5H)-on (Sub35) [1%4]

Do 3,4,5-trichlorofuran-2(5H)-onu (Sub34: 1.0 g, 5.336 mmol) dodano 1,4-dioksan
(30 mL), nastepnie stopniowo wkraplano propargiloamine (752 uL, 11.739 mmol).
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej, na mieszadle magnetycznym przez
24 godz. Postep reakcji kontrolowano metodg TLC (n-heksan:AcOEt 1:1, v/v).
Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu reakcje wylano
do nasyconego roztworu NH4Cl (10 mL) i ekstrahowano octanem etylu (3 x 7 mL). Faze
organiczng przemyto solankg (3 x 10 mL), nastepnie suszono nad bezwodnym MgSOQa4,
przesaczono i zatezono na wyparce rotacyjnej. Oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej w uktadzie toluen:AcOEt 5:1 (v/v). Otrzymano 494.7 mg Sub35
w postaci zottego ciata statego z wydajnoscig 45%; T.t. = 106.8 — 107.8 °C.

\
0=~_N<__oH

H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 7.25 (d, J=9.4 Hz, 1H, -OH), 5.47 (d, J=9.4 Hz, 1H, H-5),
4.32 (dd, J=17.9 Hz, 2.5 Hz, 1H, >N-CHa-C=CH), 3.95 (dd, J=17.9 Hz, 2.5 Hz, 1H,
>N-CH25-C=CH), 3.26 (t, J=2.5 Hz, 1H, >N-CH,-C=CH); 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds): &
161.17 (C-2), 145.09 (C-4), 124.45 (C-3), 81.20 (C-5), 78.52 (-CH,-C=CH), 74.58
(-CH,-C=CH), 29.15 (-CH2-C=CH); MS(ESI): obliczone dla C;HsCl2NO2: m/z 206.0 [M+H]*;

wyznaczone m/z 206.7.

106



metylo 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram9)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
100.2 mg, 0.468 mmol). Otrzymano 62.7 mg Ram9 z wydajnoscia 72%, w postaci

z6ttawego, krzepnacego oleju, jako mieszanine anomerow a3 = 2:1.

AcO

0
k San OCHj

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 5.96-5.76 (m, 2H, H-2B, H-2a, H-3a, H-3pB), 5.03 (m, 2H,
H-4a, H-4B), 4.84 (bs, 2H, 2 x H-1), 3.92 (m, 1H, H-50), 3.84 (m, 1H, H-5B), 3.44 (s, 3H,
-OCH3p), 3.42 (s, 3H, -OCHsa), 2.06 (s, 6H, 2 x OAc), 1.30 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6B), 1.22 (d,
3H, J=6.4 Hz, H-60); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.62 (COCHsa), 170.55 (COCH3B),
130.32 (C-3B), 129.97 (C-3a), 128.04 (C-2B), 127.87 (C-2a), 96.98 (C-1B), 95.54 (C-1a),
71.45 (C-5B), 71.02 (C-5a), 69.61 (C-4B), 64.99 (C-4a), 55.94 (COCH3a), 55.02 (COCHsp),
21.28 (COCHs), 21.09 (COCHs), 18.76 (C-6B), 18.11 (C-6a); MS(ESI): obliczone dla
CoH1404: m/z 187.2 [M+H]*; wyznaczone m/z 187.6.

metylo 2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram10)

Procedura 14[%°]: Etap 1: Do roztworu metylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-
2-enopiranozydu (Ram9: 62.7 mg, 0.337 mmol) w metanolu (2 mL) wkroplono
1M roztwér MeONa w MeOH (500 upL, 0.500 mmol). Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 2 godz. kontrolujgc jej przebieg metodg TLC
(toluen:AcOEt 2:1, v/v). Po zaobserwowaniu zaniku substratu mieszanine reakcyjng
zneutralizowano Amberlitem, nastepnie nosnik odsgaczono, a przesgcz zatezono
na wyparce rotacyjnej. Surowy produkt oczyszczono metodg chromatografii
kolumnowej w uktadzie n-heksan:AcOEt (3:1, v/v), otrzymujagc 38.8 mg Raml0
z wydajnoscia 80%, w postaci bezbarwnego krzepngcego oleju, jako mieszanine

anomeréw a:p = 4:1.

OH

0
k > OCHj
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 5.96 (m, 2H, H-2B, H-3B), 5.73 (m, 2H, H-2a, H-3a), 5.10
(bs, 1H, H-1p), 4.86 (bs, 1H, H-1a), 3.89 (dd, 1H, J=1.6 Hz, 8.8 Hz, H-4p), 3.82 (dd, 1H,
J=1.6 Hz, 8.8 Hz, H-4a), 3.63 (m, 2H, 2xH-5), 3.46 (s, 3H, OCH3(B)), 3.42 (s, 3H, OCHs(a)),
2.46 (bs, 2H, 2xCH-OH), 1.36 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6B), 1.32 (d, 3H, J=5.6 Hz, H-6a); 3C NMR
(100 MHz, €DCl3): 6 134.03 (C-3B), 133.86 (C-3a), 126.82 (C-2B), 126.58 (C-2a), 97.57
(C-1B), 95.43 (C-1a), 70.75 (C-5B), 69.61 (C-5a), 68.62 (C-4 B), 68.18 (C-4a), 55.79
(CH30(a)), 55.10 (CH3O(B)), 18.48 (C-6B), 18.15 (C-6a); MS(ESI): obliczone dla C7H120s:
m/z 145.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 145.3.

metylo 4-nitrobenzoilo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk9)

Procedura 14 [%%]: Etap 2: Otrzymany Ram10 (37.1 mg, 0.257 mmol) w THF (2 mL)
ochtodzono na fazni lodowej i mieszano przez 10 min w temperaturze 0 °C. Do roztworu
dodano kwas 4-nitrobenzoesowy (65.0 mg, 0.389 mmol) oraz PPhs (104.1 mg,
0.397 mmol), a nastepnie zdjeto taznie lodowag i kontynuowano mieszanie
w temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastepnie wkroplono 40% roztwér DEAD
w toluenie (173 uL, 0.397 mmol) i dalej mieszano w temperaturze pokojowej przez
2 godz. kontrolujac jej przebieg metodg TLC (toluen:AcOEt 2:1, v/v). Po zaobserwowaniu
catkowitego przereagowania substratu cukrowego mieszanine poreakcyjng zatezono
na wyparce rotacyjnej. Surowy produkt oczyszczono metodg chromatografii
kolumnowej w uktadzie n-heksan:AcOEt (25:1, v/v) otrzymujagc 55.6 mg Fuk19
z wydajnoscia 78%, w postaci bezbarwnego krzepngcego oleju, jako mieszanine

anomeréw a:p = 20:1.

o
ﬁ San OCHj

) o)

NO,

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 8.28 (m, 8H, -Ph), 6.20 (m, 2H, H-2B, H-3B), 6.10 (m, 2H,
J=3.2 Hz, 10.0 Hz, H-20, H-3q), 5.17 (dd, 1H, J=2.8 Hz, 5.6 Hz, 2xH-4), 5.09 (d, 1H,
J=1.2 Hz, H-1B), 4.98 (d, 1H, J=3.2 Hz, H-1a), 4.35 (qd, 1H, J=2.4 Hz, 6.8 Hz, 13.2 Hz,
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H-5a), 4.03 (qd, 1H, J=2.8 Hz, 6.8 Hz, 13.2 Hz, H-5B), 3.55 (s, 3H, OCH3s(B)), 3.48 (s, 3H,
OCHs(a)), 1.35 (d, 3H, J=6.8 Hz, H-6B), 1.32 (d, 3H, J=6.8 Hz, H-60); 3C NMR (100 MHz,
CDCl3): 6 166.46 (OC=0), 150.83 (-Ph), 135.48 (-Ph), 133.67 (-Ph), 131.01 (C-3), 125.45
(C-2), 123.76 (-Ph), 95.46 (C-1), 67.83 (C-5B), 66.82 (C-5a), 64.75 (C-4), 55.98 (CH30),
16.44 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C1aH1sNOs: m/z 294.1 [M+H]*; wyznaczone m/z
294.3.

metylo 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk10)

Procedura 14[%¢]: Etap 3: Do Fuk9 (55.6 mg, 0.190 mmol) w MeOH (2 mL) wkroplono
1M roztwér MeONa w MeOH (500 uplL, 0.500 mmol). Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 2 godz., kontrolujgc jej przebieg metodg TLC
(toluen:AcOEt 2:1, v/v). Po zaobserwowaniu catkowitego przereagowania substratu
cukrowego mieszanine reakcyjng zneutralizowano Amberlitem, nastepnie nosnik
odsgczono, a przesacz zatezono na wyparce rotacyjnej. Surowy produkt oczyszczono
metodg chromatografii kolumnowej w uktadzie n-heksan:AcOEt (3:1, v/v) otrzymujac
28.9 mg Fuk9a z wydajnoscia 87%, w postaci krzepnacego bezbarwnego oleju, jako
mieszanine anomerow a: =16:1.

Etap 4: Do Fuk9a (28.9 mg, 0.200 mmol) w CHxCl; (2 mL) dodano bezwodnik octowy
(21 pL, 0.221 mmol), TEA (46 pL, 0.332 mmol) oraz DMAP (5.8 mg, 0.057 mmol)
i mieszano przez 18 godz. w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowano
metodg TLC (toluen:AcOEt 2:1, v/v). Po zaobserwowaniu zaniku substratu cukrowego
mieszanine rozcienczono CHCl; (5 mL), przemyto nasyconym wodym roztworem
NaHCOs (3 x 5 mL) oraz solankg (3 x 5 mL). Oddzielong faze organiczng suszono nad
bezwodnym MgS0O4, przesgczono i zatezono na wyparce rotacyjnej. Surowy produkt
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w uktadzie toluen:AcOEt (20:1, v/v),
otrzymujgc 35.8 mg Fuk10 z wydajnoscig 96%, w postaci z6ttawego, krzepngcego oleju,

jako mieszanine anomeréw a:f = 7:1.

o
ﬁ San OCH;

AcO
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 6.04-6.10 (m, 4H, H-2a, H-2B, H-3a, H-3B), 5.01 (t, 1H,
J=2.7 Hz, H-1B), 4.96 (d, J=2.8 Hz, 1H, H-1a), 4.27 (m, 2H, H-4a, H-4B), 3.94 (m, 1H,
H-5B), 3.52 (m, 1H, H-5a), 3.47 (s, 3H, -OCH3B), 3.44 (s, 3H, -OCHsa), 2.11 (s, 6H, OAc),
1.27 (d, J=6.0 Hz, 3H, H-6B), 1.24 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6a); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): &
170.83 (COCH3p), 168.72 (COCHsa), 130.96 (C-3B), 130.43 (C-3a), 126.92 (C-2B), 126.10
(C-2a), 98.23 (C-1B), 95.37 (C-1a), 68.48 (C-5B), 66.59 (C-4B), 65.17 (C-5a), 64.78 (C-4q),
55.72 (CH30a), 54.65 (CHsOB), 21.17 (COCHsB), 21.08 (COCHsa), 16.52 (C-6B), 16.10
(C-6a); MS(ESI): obliczone dla CoH1404: m/z 209.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 209.0.

etylo 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram11)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
99.3 mg, 0.464 mmol). Otrzymano 51.1 mg Ramll z wydajnoscig 55%, w postaci

26ttawego, krzepnacego oleju, jako mieszanine anomeréw a:f = 5:1.

=v

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 5.69-5.87 (m, 2H, H-2a, H-2B, H-3a, H-3pB), 4.91 (m, 2H,
H-1a, H-1B), 3.91-3.75 (m, 2H, H-4a, H-4B), 3.68 (q, 1H, J=6 Hz, 12 Hz, H-5pB), 3.61-3.48
(dq, 1H, J=6.4 Hz, 12.4 Hz, H-50), 3.61-3.48 (m, 2H, -CH,-CHs), 2.06 (s, 3H, OAca), 2.05
(s, 3H, OAcB), 1.83 (d, J=8.4 Hz, 2H, CH-OH), 1.32 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6B), 1.27 (d, J=6 Hz,
3H, H-6a1), 1.21 (t, 3H, J=7.2 Hz, -CH,-CHs); 3C NMR (100 MHz, CDCls): & 171.34 (COCHs),
130.86 (C-3B), 129.68 (C-3a), 128.13 (C-2a), 127.89 (C-2B), 96.06 (C-1B), 94.33 (C-1a),
71.48 (C-5B), 71.17 (C-5a), 69.88 (C-4B), 64.16 (-CH>-CHs), 63.51 (-CH»-CHs), 20.93
(COCHs), 18.74 (C-6B), 18.13 (C-6a), 15.57 (-CH2-CHs), 15.36 (-CH2-CHs); MS(ESI):
obliczone dla C10H1604: m/z 201.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 201.0.

izopropylo 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram12)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
99.8 mg, 0.466 mmol). Otrzymano 46.9 mg Raml2 z wydajnoscia 47%, w postaci

76ttawego, krzepnacego oleju, jako mieszanine anomerow a:f3 = 10:1.
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14 NMR (400 MHz, CDCl3): 6 5.68-5.91 (m, 2H, H-2a, H-3a), 5.02 (m, 1H, H-1a), 3.96 (dt,
1H, J=6.4 Hz, 12.4Hz, -CH(CHs),), 3.70-3.83 (m, 2H, H-5a), 2.07 (s, 3H, OAc), 1.34 (d, 3H,
J=6.4 Hz, H-6B), 1.30 (d, J=6 Hz, H-6a), 1.22 (d, 3H, J=6 Hz -CH(CHz)2), 1.16 (d, 3H,
J=6.4 Hz, -CH(CH3)2); 3C NMR (100 MHz, CDCls): & 171.67 (COCH3)136.05 (C-3), 129.99
(C-2), 95.44 (C-1), 73.08 (C-5), 72.53 (C-4), 70.53 (-CH(CHs)2), 26.55 (-CH(CHs)2), 24.77
(-CH(CH3)2), 20.37 (COCHs), 18.63 (C-6); MS(ESI): obliczone dla Ci11H1804: m/z 215.1

[M+H]*; wyznaczone m/z 215.2.

tert-butylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram13)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
101.9 mg, 0.476 mmol). Otrzymano 53.2 mg Ram13 z wydajnoscig 49%, w postaci

z6ttawego, krzepnacego oleju, jako mieszanine anomerow a:f3 = 19:1.

-

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.69-5.82 (m, 2H, H-20, H-3a), 5.25 (m, 1H, H-1a),
4.99-5.03 (m, 1H, H-4a), 4.00-4.08 (m, 2H, H-5a, H-5B), 2.04 (s, 3H, OAc), 1.32 (m, 10H,
tBu, H-6pB), 1.19 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6a); 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.52 (COCH),
129.71 (C-3), 129.07 (C-2), 89.14 (C-1), 75.12 (C-4), 71.20 (C-5), 64.56 (-C(CHs)3), 28.91
(-C(CHs)3), 21.53 (COCHs), 18.22 (C-6); MS(ESI): obliczone dla CiH2004: m/z 229.1

[M+H]*; wyznaczone m/z 229.0.

cykloheksylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram14)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
100.7 mg, 0.470 mmol). Otrzymano 77.7 mg Ram14 z wydajnoscig 65%, w postaci

76ttawego, krzepnacego oleju, jako mieszanine anomerow a:f3 = 15:1.
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4 NMR (400 MHz, CDCl3): & 5.69-5.91 (m, 2H, H-2, H-3), 5.07-5.06 (m, 1H, H-1),
3.72-3.82 (m, 2H, H-4, H-5), 3.58-3.65 (m, 1H, -CH-(CHa)-), 2.06 (s, 3H, OAc), 1.87-1.93
(m, 2H, -CHy-), 1.72-1.76 (m, 2H, -CH-), 1.52-1.56 (m, 2H, -CH,-), 1.24-1.40 (m, 2H, H-6,
2 x-CH,-); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.31 (COCHs), 130.74 (C-3), 128.82 (C-2), 92.79
(C-1), 76.50 (C-4), 69.80 (C-5), 68.01 (-CH=), 34.11 (-CHy-), 32.45 (-CH2-), 25.76 (-CHa-),
24.62 (-CHy-), 24.40 (-CH,-), 20.91 (COCH3), 18.17 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C14H2204:
m/z 255.2 [M+H]*; wyznaczone m/z 255.5.

fenylo 4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram15)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
100.6 mg, 0.470 mmol). Otrzymano 56.0 mg Ram15 z wydajnoscig 48%, w postaci

z6ttawego, krzepnacego oleju, jako mieszanine anomerow a:f3 = 19:1.

4 NMR (400 MHz, CDCl3): 6 7.28-7.39 (m, 5H, -Ph), 5.66-5.82 (m, 2H, H-2, H-3),
5.03-5.06 (m, 2H, H-4), 4.93 (bs, 1H, H-1), 3.88-3.90 (m, 1H, H-5), 2.07 (s, 3H, OAc), 1.28
(d, 3H, J=6.4 Hz, H-6B), 1.21 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-601); 3C NMR (100 MHz, CDCls): & 171.07
(COCH3), 157.17 (-Ph), 129.82 (C-3), 129.52 (-Ph), 127.89 (C-2), 123.17 (-Ph), 118.65
(-Ph), 95.54 (C-1), 71.01 (C-5), 64.92 (C-4), 55.90 (COCHsa), 21.20 (COCHs), 21.09
(COCH3s), 18.12 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C14aH1604: m/z 249.1 [M+H]*; wyznaczone
m/z 249.1.

etylo 4-0-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk11)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 14. Do reakcji uzyto etylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-
L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram11l: 45.7 mg, 0.228 mmol). Otrzymano 33.8 mg
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Fuk11 z wydajnoscig 74% (po 4 etapach), w postaci zéttawego, krzepnacego oleju, jako

mieszanine anomerdéw a: = 6:1.

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 6.00-6.10 (m, 4H, H-20,, H-2pB, H-3a, H-3B), 5.04 (d, J=3.2 Hz,
1H, H-1), 4.92-4.94 (m, 1H, H-4), 4.25 (dq, 1H, J=2.4 Hz, 6.4 Hz, H-5), 3.79-3.87 (m, 1H,
-CHas-CH3), 3.53-3.61 (m, 1H, -CHzb-CHs), 2.11 (s, 3H, OAca), 2.10 (s, 3H, OAcB),
1.22-1.27 (m, 9H, H-60,, H-6B, -CH,-CH3); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 5 171.01 (COCHs),
170.77 (COCHs), 133.10 (C-3B), 130.69 (C-3a), 126.77 (C-2a), 126.00 (C-2B), 97.49
(C-1B), 94.13 (C-1a), 69.51 (C-5PB), 65.22 (C-5a), 64.63 (C-4), 64.17 (-CH,-CH3), 63.97
(-CH,-CHs), 21.08 (COCHsB), 20.99 (COCHsa), 16.53 (C-6B), 16.17 (C-6a), 15.44
(-CHy-CH3), 15.33 (-CH,-CHs); MS(ESI): obliczone dla CioH10a: m/z 201.2 [M+H];

wyznaczone m/z 200.9.

izopropylo 4-0-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk12)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 14. Do reakcji uzyto izopropylo 4-O-acetylo-2,3,6-
trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram12: 41.8 mg, 0.195 mmol). Otrzymano
28.8 mg Fuk12 z wydajnoscig 69% (po 4 etapach), w postaci zéttawego, krzepnacego

oleju, jako mieszanine anomerow o:3 = 10:1.

Fune

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 6.51-6.13 (m, 2H, H-2, H-3), 5.21-5.24 (m, 1H, H-1),
5.18-5.21 (m, 1H, (-CH(CHs)2), 4.61 (m, 1H, H-4), 3.87-3.92 (m, 1H, H-5), 2.09 (s, 3H,
OAca), 2.06 (s, 3H, OAcB), 1.21-1.30 (m, 12H, H-6a, H-6B, -CH(CH3)2,& -CH(CH3)2B);
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 5 171.12 (COCHs), 170.68 (COCHs), 133.02 (C-3B), 131.09
(C-3a), 126.29 (C-2B), 125.94 (C-2a), 96.79 (C-1B), 94.82 (C-1a), 70.5 (-CH(CHs),), 69.74
(C-5B), 67.0 (C-5a), 64.89 (C-4a), 64.62 (C-4PB), 23.82 (-CH(CHs)2), 22.27 (-CH(CHs)y),
21.72 (COCHs), 16.14 (C-6); MS(ESI): obliczone dla CiiH1804: m/z 215.1 [M+H]*;

wyznaczone m/z 215.5.
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tert-butylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk13)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 14. Do reakcji uzyto tert-butylo 4-O-acetylo-2,3,6-
trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram13: 48.6 mg, 0.213 mmol). Otrzymano
31.6 mg Fuk13 z wydajnoscig 65% (po 4 etapach), w postaci z6ttawego, krzepngcego

oleju, jako mieszanine anomeréw a:p = 18:1.

Fune

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.99-6.17 (m, 2H, H-2, H-3), 5.06 (d, J=3.6 Hz, 1H, H-1),
4.93-4.96 (m, 1H, H-4), 4.18-4.26 (m, 1H, H-5), 2.08 (s, 3H, OAcB), 2.06 (s, 3H, OAca),
1.21-1.33 (m, 15H, H-6a, H-6B, -C(CHs)3); 3C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.79 (COCHs),
170.21 (COCHs), 129.87 (C-3), 127.82 (C-2), 94.98 (C-1), 90.21 (-C(CHs)s), 65.72 (C-5),
65.23 (C-4), 29.12 (-C(CHs)s), 21.82 (COCHsa),21.74 (COCHsB), 16.74 (C-6B), 16.56
(C-6a); MS(ESI): obliczone dla C12H2004: m/z 251.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 251.3.

cykloheksylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk14)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 1. Do reakcji uzyto cykloheksylo 4-O-acetylo-2,3,6-
trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram14: 69.2 mg, 0.272 mmol). Otrzymano
45.0 mg Fuk14 z wydajnoscig 65% (po 4 etapach), w postaci z6ttawego, krzepngcego

oleju, jako mieszanine anomerdéw a:f3 = 15:1.

'H NMR (400 MHz, CDCls): & 5.72-5.82 (m, 2H, H-2, H-3), 5.03-5.07 (m, 1H, H-1),
4.84-4.93 (m, 1H, H-4), 3.96 (dg, J=6.4 Hz, 12.4 Hz, 1H, H-5), 3.42-3.60 (m, 1H,
-CH-(CH2)-), 2.11 (s, 3H, OAca), 2.09 (s, 3H, OAcp), 1.85-1.91 (m, 2H, -CH,-), 1.73-1.77
(m, 2H, -CHz-), 1.51-1.55 (m, 2H, -CHy-), 1.21-1.43 (m, 10H, H-6a, H-6B, 2 x -CHx-);
13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 171.89 (COCHs), 170.58 (COCHs), 130.23 (C-3), 126.63
(C-2), 95.61 (C-1), 68.74 (-CH=), 66.13 (C-5), 65.82 (C-4), 35.01 (-CH,-), 33.23 (-CHz-),
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25.61 (-CHz-), 24.79 (-CH2-), 24.36 (-CH,-), 21.71 (COCHs), 16.57 (C-6B), 16.19 (C-6q);
MS(ESI): obliczone dla C14H2,04: m/z 277.1 [M+Na]*; wyznaczone m/z 277.2.

fenylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozyd (Fuk15)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 14. Do reakcji uzyto fenylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-
L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram15: 51.7 mg, 0.208 mmol). Otrzymano 24.3 mg

Fuk15 z wydajnoscig 48% (po 4 etapach), w postaci zéttawego, krzepnacego oleju, jako

o

AcO

mieszanine anomerow a:p = 19:1.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.27-7.32 (m, 5H, -Ph),5.91-6.03, (m, 2H, H-2, H-3), 5.07
(bs, 1H, H-1), 4.28-4.35 (m, 1H, H-4), 3.95-4.02 (m, 2H, H-5), 2.12 (s, 3H, OAc), 1.24 (d,
J=6.4 Hz, 3H, H-6B), 1.21 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6a); 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.97
(COCHs), 156.84 (-Ph), 130.12 (C-3), 129.73 (-Ph), 126.18 (C-2), 122.98 (-Ph), 117.84
(-Ph), 95.31 (C-1), 64.91 (C-5), 64.10 (C-4), 21.00 (COCHs), 16.52 (C-6), 16.10 (C-6);
MS(ESI): obliczone dla C14H1604: m/z 249.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 248.7.

[2-(1-nitro-antrachinono)-2-aminoetylo]-4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-

enopiranozyd (Ram16)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
36.8 mg, 0.172 mmol) oraz 2-(2-hydroksyetyloamino)-1-nitroantrachinon (Sub16:
53.7 mg, 0.172 mmol). Otrzymano 57.7 g Ram16 z wydajnoscig 72%, w postaci zéttego
oleju, jako mieszanine anomeréow a:3 = 3:1.

NO, O
cO 0 H
L )
0

A
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'H NMR (400 MHz, CHCI3): § 8.08-8.10 (m, 2H, H-4(antrachinon)), 8.02-8.06 (m, 2H,
-NH-), 7.79-7.83 (m, 4H, H-6(antrachinon), H-7(antrachinon)), 7.56-7.59 (m, 2H,
H-3(antrachinon)), 7.06-7.08 (m, 4H, H-5(antrachinon), H-8(antrachinon)), 5.89-6.03 (m,
4H, H-2, H-3), 5.06-5.09 (m, 2H, H-4), 5.01 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-1B), 4.96 (d, J=1.6 Hz, 1H,
H-1a), 3.86-3.92 (m, 6H, -NH-CH,-CH,-0-, H-5), 3.74-3.76 (m, 4H, -NH-CH,-CH,-0-), 2.09
(s, 3H, OAca), 2.08 (s, 6H, OAca, OAcP), 2.06 (s, 3H, OAcB), 1.21 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-68),
1.19 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6a); 3C NMR (100 MHz, CHCI3): 6 182.26 (C-9(antrachinon)),
182.12 (C-10(antrachinon)), 172.26 (COCHs3), 150.19 (C-2(antrachinon)), 133.50
(C-1(antrachinon)), 135.33 (C-la(antrachinon)), 134.86 (C-4(antrachinon)), 132.20
(C-5a(antrachinon), C-8a(antrachinon)), 129.95 (C-3), 126.82 (C-6(antrachinon),
C-7(antrachinon)), 126.88 (C-5(antrachinon), C-8(antrachinon)), 125.83 (C-2), 122.98
(C-4a(antrachinon)), 117.83 (C-3(antrachinon)), 102.10 (C-1), 70.89 (C-5), 70.31 (C-4),
60.11 (-NH-CHy-CH»-O-), 42.36 (-NH-CH,-CH,-0-), 20.49 (COCHs), 17.513 (C-6b), 17.51
(C-6a); MS(ESI): obliczone dla C2aH2:N,0s: m/z 467.4 [M+H]*; wyznaczone m/z 467.2.

[1-(4-chloro-antrachinono)-2-aminoetylo]-4-0-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-

2-enopiranozyd (Ram17)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
35.3 mg, 0.165 mmol) oraz 4-chloro-1-(2-hydroksyetyloamino)-antrachinon (Sub17:
49.8 mg, 0.165 mmol). Otrzymano 48.1 mg Ram17 z wydajnoscig 64%, w postaci zéttego

oleju, jako mieszanine anomerow a:3 = 3:1.

AcO

o
@O\/\NH o

Cl O

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 8.20-8.23 (m, 4H, H-6(antrachinon), H-7(antrachinon)),
7.97-8.01 (m, 2H, -NH-), 7.79-7.84 (m, 4H, H-5(antrachinon), H-8(antrachinon)),
7.47-7.52 (m, 2H, H-3(antrachinon)), 6.86-6.92 (m, 2H, H-2(antrachinon)), 5.89-6.09 (m,
4H, H-2, H-3), 5.02-5.07 (m, 2H, H-4), 4.99 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-1B), 4.93 (d, J=1.6 Hz, 1H,
H-la), 3.80-3.89 (m, 6H, H-5a, H-5B, -NH-CH,-CH,-O-), 3.70-3.75 (m, 4H,
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-NH-CH>-CH,-0-), 2.11 (s, 6H, OAca, OAcB), 2.10 (s, 3H, OAca), 2.08 (s, 3H, OAcpB), 1.21
(d, J=6.0 Hz, 3H, H-6B), 1.18 (d, J=6.0 Hz, 3H, H-6); 3C NMR (100 MHz, CDCls): § 187.21
(C-9(antrachinon)),  185.17  (C-10(antrachinon)), 171.24  (COCHs), 143.57
(C-1(antrachinon)), 134.26  (C-5a(antrachinon),  C-8a(antrachinon)), 132.21
(C-6(antrachinon), C-7(antrachinon)), 131.29 (C-3(antrachinon)), 129.20 (C-3), 127.49
(C-2), 125.85 (C-5(antrachinon), C-8(antrachinon)), 122.92 (C-4(antrachinon)), 118.87
(C-2(antrachinon)), 113.36 (C-la(antrachinon)), 108.39 (C-1), 78.24 (C-4), 71.22 (C-5),
63.19 (-NH-CH3-CH-0-), 45.32 (-NH-CH,-CH,-0-), 21.49 (COCHs), 17.23 (C-6B), 17.20
(C-6a); MS(ESI): obliczone dla C24H22CINOs: m/z 456.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 456.1.

[2-(1,4-dihydroksyantrachinono)-2-etoksy]-4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-

2-enopiranozyd (Ram18)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
35.7 mg, 0.167 mmol) oraz 1,4-dihydroksy-2-(3-hydroksyetoksy)anthrachinon (Sub5:
50.1 mg, 0.167 mmol). Otrzymano 28.8 mg Raml8 z wydajnoscia 38%, w postaci

bezpostaciowego czerwonego ciata statego, jako mieszanine anomerdéw a:p = 3:1.
OH O
cO o)
= 1)
OH O

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 13.33 (m, 2H, (C-1 antrachinon)-OH), 13.06 (s, 2H,

A

(C-4 antrachinon)-OH), 8.14 (m, 4H, H-7(antrachinon), H-8(antrachinon)), 7.88 (m, 4H,
H-5(antrachinon), H-6(antrachinon)), 6.90 (s, 2H, H-3(antrachinon)), 5.62 (m, 4H, H-2,
H-3), 5.10 (m, 2H, H-4), 4.87 (d, 1H, J=2.0 Hz, H-1), 4.86 (d, 1H, J=2.0 Hz, H-1), 4.15 (m,
4H, cukier-0-CH;-CH»-0-Ph), 3.70 (m, 4H, cukier-O-CH,-CH,-0O-Ph), 3.65 (m, 1H, H-5) 2.20
(s, 3H, OAc), 2.19 (s, 3H, OAc), 1.19 (d, 3H, J=8.0 Hz, H-6B), 1.18 (d, 3H, J=8.0 Hz, H-6q);
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 186.97 (C-9(antrachinon)), 185.93 (C-10(antrachinon)),
170.48 (COCHs), 156.34 (C-4(antrachinon)), 153.23 (C-2(antrachinon)), 143.68
(C-1(antrachinon)), 133.60  (C-5a(antrachinon), = C-8a(antrachinon)),  132.59
(C-6(antrachinon), C-7(antrachinon)), 129.45 (C-4), 127.25 (C-3), 126.54
(C-5(antrachinon), C-8(antrachinon)), 116.10 (C-1a(antrachinon)), 106.32
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(C-4a(antrachinon)), 104.85 (C-3(antrachinon)), 98.20 (C-1), 69.89
(cukier-O-CH2-CH,-0-Ph), 60.92 (cukier-O-CH,-CH,-O-Ph), 21.47 (COCHs) 17.24 (C-6),
17.11 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C2aH2,09: m/z 455.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 454.6.

[2-(1,4-dihydroksyantrachinono)-3-propoksy]-4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-

heks-2-enopiranozyd (Ram19)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 5. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
35.8 mg, 0.167 mmol) oraz 1,4-dihydroksy-2-(3-hydroksypropyloksy)anthrachinon
(Sub6: 52.5 mg, 0.167 mmol). Otrzymano 19.6 mg Ram19 z wydajnoscig 25%, w postaci

czerwonego osadu, jako mieszanine anomerdéw a:f3 = 3:1; T.t. = 143 — 145 °C.

AcO o) OH O
= 909
OH O

1H NMR (150 MHz, DMSO-ds): & 13.48 (m, 2H, 1-OH), 13.20 (s, 2H, 4-OH), 8.42 (m, 4H,
H-7(antrachinon), H-8(antrachinon)), 7.91 (m, 4H, H-5(antrachinon), H-6(antrachinon)),
6.71 (s, 2H, H-3(antrachinon)), 5.48-5.53 (m, 4H, H-2, H-3), 5.14 (m, 2H, H-4), 4.94 (d, 1H,
J=2.0 Hz, H-1), 493 (d, 1H, J=2.0 Hz, H-1), 450 (m, 2H,
cukier-O-CH;-CH;-CH;-0O-Ph), 3.72 (m, 1H, H-5), 3.48 (m, 2H,
cukier-0-CH>-CH,-CH;-0-Ph), 2.30 (m, 2H, cukier-O-CH,-CH2-CH,-O-Ph), 2.16 (s, 3H,
OAc), 2.15 (s, 3H, OAc), 1.14 (d, 3H, J=8.0 Hz, H-6B), 1.13 (d, 3H, J=8.0 Hz, H-6a); 1*C NMR
(100 MHz, DMSO-ds): 6 186.42 (C-9(antrachinon)), 183.61 (C-10(antrachinon)), 169.56
(COCH3), 160.23 (C-4(antrachinon)), 156.98  (C-2(antrachinon)), 149.79
(C-1(antrachinon)), 134.24  (C-5a(antrachinon),  C-8a(antrachinon)), 132.60
(C-6(antrachinon), C-7(antrachinon)), 130.26 (C-4), 129.42 (C-3), 128.56
(C-5(antrachinon), C-8(antrachinon)), 110.21 (C-1a(antrachinon)), 109.88
(C-3(antrachinon)), 106.20 (C-4a(antrachinon)), 99.22 (C-1), 68.36
(cukier-O-CH,-CH2-CH;-0O-Ph), 57.19 (cukier-O-CH,-CH2-CH;-0O-Ph), 31.20
(cukier-O-CH-CH2-CH»-O-Ph), 20.52 (COCHs), 18.25 (C-6), 18.12 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C25H2409: m/z 469.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 468.8.
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4-0-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-(2,4-dichloro-1,3,5-triazyn-6-ylo)-a-L-erytro-heks-

2-enopiranozyloamina (Ram20)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 4 z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 130.5 mg,
0.609 mmol) rozpuszczonego w CH,Cl; (5 mL), Sub19 (100.5 mg, 0.609 mmol) oraz jodu
(154.6 mg, 0.609 mmol). Produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficzne;j
w uktadzie rozpuszczalnikow n-heksan:AcOEt (8:1, v/v). Otrzymano 133.8 mg Ram20

z wydajnoscig 53%, w postaci oleju, jako anomer a. a?*p = -33.7 (c = 0.25, CHCl3).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 6.38 (bs, 2H, NH), 5.87-6.12 (m, 4H, H-1, H-3), 5.81-5.85 (m,
2H, H-2), 4.95-5.05 (m, 2H, H-4), 3.95 (m, 1H, H-5), 3.80 (dq, J=6.0 Hz, 6.4 Hz, 14.4 Hz,
1H, H-5), 2.11 (s, 3H, OAc), 2.07 (s, 3H, OAc), 1.26 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6pB), 1.24 (d,
J=6.4 Hz, 3H, H-60); 3C NMR (100 MHz, CDCl3): § 171.27 (COCHs), 170.93 (COCHs),
170.89 (C-4(triazyna)), 170.88 (C-6(triazyna)), 166.04 (C-2(triazyna)), 131.39 (C-2),
126.56 (C-3), 76.83 (C-1), 72.36 (C-5), 69.86 (C-4), 21.10 (COCHs), 18.19 (C-6) 18.11
(C-6); MS(ESI): obliczone dla C11H12Cl2N403: m/z 341.0 [M+Na]*; wyznaczone m/z 341.2.

4-0-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-(2-amino-4-chloro-1,3,5-triazyn-6-ylo)-a-L-erytro-

heks-2-enopiranozyloamina (Ram21)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 4 z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 150.1 mg,
0.703 mmol) rozpuszczonego w CH,Cl, (5 mL), Sub20 (102.3 mg, 0.703 mmol) oraz jodu
(178.4 mg, 0.703 mmol). Produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej
w uktadzie rozpuszczalnikow n-heksan:AcOEt (8:1, v/v). Otrzymano 100.8 mg Ram21

z wydajnoscig 48%, w postaci oleju, jako anomer a. a®*p = 17.3 (c = 0.25, CHCls).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 9.60 (bs, 2H, -NH>), 6.15 (bs, 1H, -NH-), 6.09-5.94 (m, 5H,
H-2, H-3, H-1), 5.82 (m, 1H, H-2), 5.73 (bs, 1H, H-1), 4.84-5.06 (m, 2H, H-4), 3.88-3.97 (m,
2H, H-5), 2.16 (s, 3H, OAc), 2.09 (s, 3H, OAc), 1.26 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-6B), 1.23 (d,
J=6.0 Hz, 3H, H-60); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 170.66 (COCHs), 170.09 (COCHs),
170.01 (C-6(triazyna)), 166.78 (C-4(triazyna)), 165.27 (C-2(triazyna)), 130.00 (C-3),
126.85 (C-2), 82.63 (C-1), 72.81 (C-4), 69.55 (C-5), 20.53 (COCH3), 17.62 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C11H14CINsOs3: m/z 300.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 300.2.

4-0-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-(2-chloro-4-propylo-1,3,5-triazyn-6-ylo)-o-L-

erytro-heks-2-enopiranozyloamina (Ram22)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 4 z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 73.4 mg, 0.343
mmol) rozpuszczonego w CHCl; (5 mL), Sub27 (59.2 mg, 0.343 mmol) oraz jodu
(87.1 mg, 0.343 mmol). Produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficzne;j
w uktadzie rozpuszczalnikdw n-heksan:AcOEt (4.5:1, v/v). Otrzymano 57.1 mg Ram22
z wydajnoscig 51%, w postaci zottawego syropu, jako anomer a. a?*p = -24.8 (c = 0.25,

CHCl3).

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 6.87 (bs, 1H, -NH-), 5.96 (dd, J=1.6 Hz, 10.0 Hz, 1H, H-3),
5.90 (d, J=8.8 Hz, 1H, H-2), 5.81 (m, 1H, H-4), 4.67 (m, 1H, H-1), 3.84 (dq, J=6.4 Hz, 6.8 Hz,
12.0Hz, 1H, H-5), 2.14 (s, 3H, OAc), 1.21 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6); 3C NMR (100 MHz, CDCl3):
5 171.32 (COCHs), 170.61 (C-4(triazyna)), 170.26 (C-6(triazyna)), 169.08 (-Ph), 168.34
(C-2(triazyna)), 131.29 (C-3), 124.46 (C-2), 119.33 (-Ph), 110.20 (-Ph), 91.10 (C-1), 90.78
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(-Ph), 74.73 (C-5), 69.76 (C-4), 20.82 (COCHs), 17.16 (C-6); MS(ESI): obliczone dla
Ci17H19ClIsNsO3: m/z 1011.6 [M+H]*; wyznaczone m/z 1011.3.

4-0-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-(2,4-dichloro-1,3,5-triazyn-6-ylo)-N-(2,3,4,5,6-

pentajodo-fenylo)-a-L-erytro-heks-2-enopiranozyloamina (Ram23)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 4 z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 90.4 mg,
0.422 mmol) rozpuszczonego w CH,Cl, (5 mL), Sub21 (101.8 mg, 0.422 mmol) oraz jodu
(107.1 mg, 0.422 mmol). Produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej
w uktadzie rozpuszczalnikow n-heksan:AcOEt (4.5:1, v/v). Otrzymano 198.9 mg Ram23
z wydajnoscig 46%, w postaci zottawego syropu, jako anomer a. a?*p = -39.1 (c = 0.25,

CHCl3).

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 5.96 (dd, J=1.6 Hz, 10.0 Hz, 1H, H-3), 5.90 (d, /=8.8 Hz, 1H,
H-2), 5.81 (m, 1H, H-4), 4.67 (m, 1H, H-1), 3.84 (dq, J=6.4 Hz, 6.8 Hz, 12.0Hz, 1H, H-5),
2.14 (s, 3H, OAc), 1.21 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6); 3C NMR (100 MHz, CDCl3): & 171.32
(COCHs3), 170.61 (C-6(triazyna)), 170.26 (C-4(triazyna)), 169.08 (-Ph), 168.34
(C-2(triazyna)), 131.29 (C-3), 124.46 (C-2), 119.33 (-Ph), 110.20 (-Ph), 91.10 (C-1), 90.78
(-Ph), 74.73 (C-5), 69.76 (C-4), 20.82 (COCHs), 17.16 (C-6); MS(ESI): obliczone dla
C17H19ClIsNsO3: m/z 1011.6 [M+H]*; wyznaczone m/z 1011.3.

4-0-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-cykloheksylo-N-(2,4-dichloro-1,3,5-triazyn-6-ylo)-

a-L-erytro-heks-2-enopiranozyloamina (Ram24)

Metuda 1: Otrzymano zgodnie z Procedurg 4 z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3:
91.0 mg, 0.425 mmol) rozpuszczonego w CHCl, (5 mL), Sub22 (105.1 mg, 0.425 mmol)
oraz jodu (107.9 mg, 0.425 mmol). Produkt oczyszczono na kolumnie

chromatograficznej w uktadzie rozpuszczalnikbw n-heksan:AcOEt (4.5:1, v/v).
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Otrzymano 75.0 mg Ram24 z wydajnoscia 44%, w postaci zéttawego syropu jako
anomer a. a®*p = -55.0 (c = 0.25, CHCls).

Metoda 2: Otrzymano zgodnie z Procedurg 12 z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3:
89.5 mg, 0.418 mmol) rozpuszczonego w CH,Cl, (5 mL), Sub22 (103.4 mg, 0.418 mmol)
oraz jodu (106.1 mg, 0.418 mmol). Reakcje prowadzono na mieszadle magnetycznym,
w temperaturze -10 °C. Po 24 godz. analiza TLC nie wykazata pojawiania sie produktu,

w zwigzku z czym reakcje zakoriczono.

H,N

e
AcO N)\\N)\CI

@

14 NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.90 (m, 1H, H-3), 5.86 (m, 1H, H-2), 5.48 (m, 1H, H-1),
3.95(m, 1H, H-4), 3.86 (m, 1H, CH), 3.61 (m, 1H, H-5), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.00 (m, 2H,
-CH»-), 1.75 (m, 2H, -CH»-), 1.64 (m, 2H, -CH2-), 1.33 (m, 2H, -CH»-), 1.26 (m, 2H, -CH>-),
1.25 (d, J=6.0 Hz, 3H, H-6); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 175.74 (C-2(triazyna)), 170.17
(COCHs), 169.93 (C-6(triazyna)), 167.23 (C-4(triazyna)), 130.89 (C-2), 129.12 (C-3),
102.48 (C-1), 72.78 (C-5), 69.33 (C-4), 57.69 (C-1(cykloheksan)), 30.35 (-CH.-), 31.20
(-CH2-), 26.73 (-CHy-), 25.65 (-CHy-), 24.82 (-CH»-), 21.17 (COCHs), 16.14 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C17H24CINsO3: m/z 382.2 [M+H]*; wyznaczone m/z 382.0.

4-0-acetylo-1,2,3,6-tetradeoksy-N-(4-N-Boc-fenylenoamino)-N-(2,4-dichloro-1,3,5-

triazyn-6-ylo)-a-L-erytro-heks-2-enopiranozyloamina (Ram25)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 4 z 3,4-di-O-acetylo-L-ramnalu (Ram3: 90.4 mg,
0.422 mmol) rozpuszczonego w CH,Cl, (5 mL), Sub25 (101.8 mg, 0.422 mmol) oraz jodu
(107.1 mg, 0.422 mmol). Analiza TLC wykazata obecnosé¢ skomplikowanej mieszaniny

produktow, ktérej zdecydowano sie nie rozdzielac.
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3,4-di-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-tert-butylofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-ylo]-

L-ramnopiranozyloamina (Ram26)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 17. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
80 mg, 0.383 mmol) oraz 2-amino-5-(4-tert-butylofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub36:
174 mg, 0.746 mmol). Otrzymano 62.9 mg Ram26 z wydajnoscia 71%, w postaci

z6ttawego oleju, jako mieszanine anomerow o:f3 = 11:1.

AcO o
Y SW/@/%
oy
N—N
OAc |

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 7.58-7.56 (m, 4H, -Ph), 7.46-7.43 (m, 4H, -Ph), 6.04 (d,
J=4.6 Hz, 1H, H-1a), 5.90 (d, /=10.4 Hz, 1H, H-1B), 5.44 (dd, J=9.2 Hz, 11.2 Hz, 1H, H-4a),
4.87 (t, J=9.6 Hz, 1H, H-3a), 4.69-4.62 (m, 1H, H-2a), 3.87 (dq, J=6 Hz, 10 Hz, 1H, H-5a),
2.12 (s, 3H, COCHs), 2.08 (s, 3H, COCH3), 2.06 (s, 3H, COCH3s), 2.05 (s, 3H, COCHzs), 1.34
(s, 9H, C(CHa)3), 1.26 (d, J=6 Hz, 1H, CHsa), 1.19 (d, 1H, J= 6.4Hz, CH3B); *C NMR
(100 MHz, CDCl3): 6 170.05 (COCHs), 169.72 (COCH3), 167.26 (-S-C=N), 154.48 (-N-C=N),
127.43 (-Ph), 126.29 (-Ph), 126.02 (-Ph), 81.64 (C-1), 76.35 (C-3), 74.08 (C-5), 72.72
(C-4), 35.18 (C(CHs)3), 31.35 (C(CHs)3), 29.86 (C-2), 21.05 (COCHs), 20.91 (COCHs), 17.52
(C-6); HRMS obliczone dla CxH2sIN30sS: m/z 574.0867 [M+H]*; wyznaczone m/z
574.0874.

3,4-di-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-(5-fenylo-1,3,4-tiadiazol-3-ylo)-L-

ramnopiranozyloamina (Ram27)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
220 mg, 1.027 mmol) i 2-amino-5-fenylo-1,3,4-tiadiazol (Sub37: 364 mg, 2.054 mmol).
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Otrzymano 85.8 mg Ram27 z wydajnosciag 47%, w postaci zottawego oleju, jako

mieszanine anomeréw a:f = 1.7:1.

1H NMR (600 MHz, CDCls): & 7.70-7.68 (m, 2H, -Ph), 7.65-7.63 (m, 3H, -Ph), 6.28 (d,
J=4.8 Hz, 1H, H-1a), 5.91 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-1B), 5.44 (dd, J=9.0 Hz, 10.8 Hz, 1H, H-4B),
5.32 (dd, J=3.6 Hz, 6Hz, 1H, H-3a), 5.10 (t, J=4.8 Hz, 1H, H-2a), 5.04 (t, J=6.6 Hz, 1H,
H-4a), 4.88 (t, J=9.6 Hz, 1H, H-3pB), 4.69-4.62 (m, 1H, H-2B), 4.15-4.11 (m, 1H, 5a), 3.88
(dq, J=6.6 Hz, 9.6 Hz, 1H, H-5B), 2.18 (s, 3H, COCHz), 2.12 (s, 3H, COCHs), 2.11 (s, 3H,
COCHB3), 2.06 (s, 3H, COCHs), 1.38 (d, J=6.6 Hz, 1H, CHza), 1.28 (d, J=6 Hz, 1H, CH3p);
13C NMR (150 MHz, CDCls): § 170.07 (COCHs), 169.83 (COCHs), 169.71 (COCHs), 162.12
(-S-C=N), 147.46 (-N-C=N), 130.89 (-Ph), 130.20 (-Ph), 129.16 (-Ph), 129.03 (-Ph), 128.35
(-Ph), 126.42 (-Ph), 126.41 (-Ph), 76.83 (C-1), 74.04 (C-3), 72.89 (C-2), 72.07 (C-5), 71.33
(C-4), 26.89 (C-2), 21.26 (COCHs), 21.17 (COCHs), 21.09 (COCHs), 20.82 (COCHs), 17.54
(C-6), 17.16 (C-6); HRMS obliczone dla C1gH20IN30sS: m/z 518.0241 [M+H]*; wyznaczone
m/z 518.0251.

3,4-di-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-fluorofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-ylo]-B-L-

ramnopiranozyloamina (Ram28)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
137 mg, 0.640 mmol) i 2-amino-5-(4-fluorofenylo)-1,3,4-thiadiazol (Sub38: 250 mg,
1.281 mmol). Otrzymano 68.7 mg Ram28 z wydajnoscig 55%, w postaci zéttawego oleju

jako anomer a; a?*p =-80 (c = 0.25, CHCl3).

F
HN—_-S
AcO o \< )/Q/

N—N

OAc |

1H NMR (600 MHz, CDCl3): & 7.65-7.62 (m, 2H, -Ph), 7.14-7.11 (m, 2H, -Ph), 5.90 (d, 1H,
J=9.6 Hz, H-1B), 5.44 (dd, 1H, J=9.6 Hz, 10.8 Hz, H-4B), 4.87 (dd, 1H, J=9.6 Hz, H-3p),
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4.67-4.60 (m, 1H, H-2p3) 3.89-3.85 (m, 1H, H-58), 2.12 (s, 3H, COCH3), 2.06 (s, 3H, COCH3s),
1.28 (d, 3H, J=6Hz, CH3B); 13C NMR (150 MHz, CDCls): § 170.08 (COCHs), 169.71 (COCHs),
166.73 (-S-C=N), 164.26 (d, J=251.0 Hz, C-F), 154.82 (-N-C=N), 132.47 (-Ph), 128.43 (-Ph),
128.35 (-Ph), 116.37 (-Ph), 116.23 (-Ph), 83.87 (C-1), 76.39 (C-3), 74.04 (C-4), 72.82
(C-5), 27.07 (C-2), 21.03 (COCHs), 20.92 (COCHs), 17.51 (C-6); HRMS obliczone dla
CisH19FIN30sS: m/z 536.0147 [M+H]*; wyznaczone m/z 536.0153.

3,4-di-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-chlorofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-ylo]-B-L-

ramnopiranozyloamina (Ram?29)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
121 mg, 0.565 mmol) i 2-amino-5-(4-chlorofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub39: 239 mg,
1.129 mmol). Otrzymano 58.6 mg Ram29 z wydajnoscig 49%, w postaci zé6ttawego oleju

jako anomer a; a?*p =-13.3 (c = 0.45, CHCls).

cl
; HN SW/Q/
AcO o \< )

N—N

OAc |

H NMR (600 MHz, CDCls): 6 7.58-7.56 (m, 2H, -Ph), 7.42-7.40 (m, 2H, -Ph), 5.91 (d, 1H,
J=9.6 Hz, H-1B), 5.44 (dd, 1H, J=9.6 Hz, 11.4 Hz, H-4p), 4.87 (t, 1H, J=9.6 Hz, H-3B),
4.65-4.59 (m, 1H, H-2PB) 3.89-3.85 (m, 1H, H-5p), 2.12 (s, 3H, COCH3), 2.06 (s, 3H, COCHs),
1.28 (d, 3H, J=6Hz, CH3p); 13C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.09 (COCHs), 169.76 (COCH:s),
165.83 (-5-C=N), 146.36 (-N-C=N), 136.91 (C-Cl), 136.42 (-Ph), 129.36 (-Ph), 127.68 (-Ph),
83.81 (C-1), 76.25 (C-3), 74.09 (C-4), 72.80 (C-5), 42.73 (C-2), 21.06 (COCHs), 20.93
(COCHs), 17.56 (C-6); HRMS obliczone dla CigHisClIN3OsS: m/z 551.9851 [M+H];

wyznaczone m/z 551.9855.

3,4,6-tri-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-tert-butylofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-

ylo]-B-D-glukopiranozyloamina (Glu7)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukal (Glu3:
360 mg, 1.322 mmol) i 2-amino-5-(4-tert-butylofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub36: 617 mg,
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2.644 mmol). Otrzymano 157.7 mg Glu7 z wydajnoscig 51%, w postaci zéttawego oleju,

jako anomer B; a?*p = 8.6 (c = 0.35, CHCl3).

AcO

OAc N—N
AcO

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 7.60-7.43 (m, 4H, -Ph), 6.01 (d, /=10.4 Hz, 1H, H-1B), 5.51
(dd, /=8.8 Hz, 10.8 Hz, 1H, H-4B), 5.14 (dd, J=9.6 Hz, 10 Hz, 1H, H-3B), 4.73-4.68 (m, 1H,
H-2B), 4.35 (dd, J=4.4 Hz, 12.8 Hz, 1H, H-6B), 4.15 (dd, J=2.0 Hz, 12.4 Hz, 1H, H-6B),
4.10-4.06 (m, 1H, H-5B), 2.12 (s, 3H, COCHs), 2.06 (s, 3H, COCHs), 2.04 (s, 3H, COCHs),
1.35 (s, 3H, C(CHs)3), 1.34 (s, 3H, C(CHs)3), 1.33 (s, 3H, C(CHs)s); 3C NMR (150 MHz,
CDCl3): § 170.53 (COCHs), 170.41 (COCHs), 170.19 (COCHs), 169.82 (COCHs), 165.54
(-S-C=N), 156.23 (C-C(CHs)3), 154.41 (C-C(CH3)s), 146.23 (-S-C=N), 129.38 (-Ph), 128.15
(-Ph), 127.03 (-Ph), 126.85 (-Ph), 98.60 (C-1), 80.29 (C-1), 74.28 (C-3), 73.27 (C-3), 70.53
(C-5), 68.21 (C-5), 63.54 (C-4), 63.26 (C-4), 62.25 (C-6), 60.80 (C-6), 36.17 (C-2), 31.52
(C(CHs)3), 29.64 (C(CHs)s), 27.36 (C-2), 21.91 (COCHs), 21.54 (COCHs), 20.96 (COCHs),
20.72 (COCHs), 20.5 (COCH3); HRMS obliczone dla C24H30IN307S: m/z 632.0922 [M+H]*;

wyznaczone m/z 632.0930.

3,4,6-tri-0O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-(5-fenylo-1,3,4-tiadiazol-3-ylo)-D-

glukopiranozyloamina (Glu8)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukal (Glu3:
243 mg, 0.893 mmol) i 2-amino-5-fenylo-1,3,4-tiadiazol (Sub37: 316 mg, 1.783 mmol).
Otrzymano 107.8 mg Glu8 z wydajnoscia 68%, w postaci zéttawego oleju jako

mieszanine anomerdéw o:p = 1:4.4.

0L H
OAc N S@
\( )
N—N

AcO

AcO
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'H NMR (600 MHz, CDCls): § 7.70-7.68 (m, 2H, -Ph), 7.47-7.44 (m, 3H, -Ph), 6.30 (d,
J=4.8 Hz, 1H, H-1B), 5.94 (d, J=10.8 Hz, 1H, H-1a), 5.48 (dd, J=9.6 Hz, 11.4 Hz, 1H, H-3a),
5.36 (dd, 1H, J=4.2 Hz, 6.6 Hz, H-3[3), 5.28 (t, J/=6.6 Hz, 1H, H-48), 5.15-5.10 (m, 2H, H-4q,
H-6B), 4.72-4.67 (m, 1H, H-6a), 4.37-4.34 (m, 2H, H-2a, H-6B), 4.29-4.22 (m, 2H, H-2B,
H-58), 4.14 (dd, J=1.8 Hz, 12.6 Hz 1H, H-6a), 4.00 (m, 1H, H-5a), 2.19 (s, 3H, COCH3s), 2.12
(s, 6H, COCHs), 2.09 (s, 3H, COCH3), 2.07 (s, 3H, COCHs, 2.05 (s, 3H, COCHs); 3C NMR
(150 MHz, CDCl3): 6 170.72 (COCHs), 169.57 (COCHs), 169.38 (COCHs), 161.53 (-S-C=N),
147.57 (-N-C=N), 130.82 (-Ph), 129.07 (-Ph), 126.23 (-Ph), 82.90 (C-1), 72.93 (C-3), 70.81
(C-5), 67.52 (C-4),61.64 (C-6), 25.72 (C-2), 21.06 (COCHs), 20.80 (COCH3), 20.72 (COCH3);
HRMS obliczone dla Cy0H22IN307S: m/z 576.0296 [M+H]*; wyznaczone m/z 576.0309.

3,4,6-tri-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-fluorofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-ylo]-D-

glukopiranozyloamina (Glu9)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukal (Glu3:
304 mg, 1.117 mmol) i 2-amino-5-(4-fluorofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub38: 436 mg,
2.233 mmol). Otrzymano 126.4 mg Glu9 z wydajnoscig 58%, w postaci zéttawego oleju,

jako mieszanine anomerdw a: = 1:1.3.

OAc N S
\(/
N—N

1H NMR (400 MHz, CDCl3): & 8.15-8.10 (m, 2H, -Ph), 7.16-7.12 (m, 2H, -Ph), 6.27 (d,

AcO

AcO

J=4.8 Hz, 1H, H-10a), 5.99 (d, J=10.4 Hz, 1H, H-1B), 5.50 (dd, J=9.2 Hz, 11.2 Hz, 1H, H-3B),
5.33-5.30 (m, 1H, H-3a), 5.26 (t, J=6.8 Hz, 1H, H-4a), 5.16-5.11 (m, 2H, H-4B, H-2a),
4.71-4.66 (m, 1H, H-2B), 4.44-4.21 (m, 4H, H-5a, H-6aa, H-6ba, H-6aB), 4.14 (dd,
J=2.0 Hz, 14.4 Hz 1H, H-6bB), 4.07-4.03 (m, 1H, H-5B), 2.19 (s, 3H, COCHs), 2.12 (s, 3H,
COCHs), 2.10 (s, 3H, COCHs), 2.05 (s, 3H, COCH3), 2.04 (s, 3H, COCHs); 13C NMR (100 MHz,
CDCls): 6§ 170.62 (COCHs), 170.06 (COCHs), 169.65 (COCHs), 169.52 (COCHs), 169.34
(COCHs), 166.28 (d, J=153.0 Hz, C-F), 163.09 (-S-C=N), 145.64 (-N-C=N), 132.87 (-Ph),
132.75 (-Ph), 129.02 (-Ph), 128.21 (-Ph), 116.34 (-Ph), 116.17 (-Ph), 115.85 (-Ph), 115.56
(-Ph), 84.22 (C-1), 83.57 (C-1), 76.13 (C-3), 74.39 (C-3), 73.27 (C-5), 70.61 (C-5), 68.79
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(C-4), 67.31 (C-4), 61.84 (C-6), 61.57 (C-6), 25.93 (C-2), 25.48 (C-2), 21.43 (COCHs), 21.09
(COCHs), 20.82 (COCHs), 20.76 (COCHs), 20.60 (COCHs); HRMS obliczone dla
C20H21FIN307S: m/z 594.0202 [M+H]*; wyznaczone m/z 509.0209.

3,4,6-tri-0O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-chlorofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-ylo]-B-

D-glukopiranozyloamina (Glu10)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukal (Glu3:
288 mg, 1.058 mmol) i 2-amino-5-(4-chlorofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub39: 448 mg,
2.116 mmol). Otrzymano 154.6 mg Glu10 z wydajnoscia 69%, w postaci zéttawego oleju,
jako anomer B; a?*p = 177.7 (c = 0.6, CHCls).

AcO YQ/CI
S
HN
o \< /
OAc N—N
AcO

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.59-7.56 (m, 2H, -Ph), 7.43-7.40 (m, 2H, -Ph), 5.94 (d,
J=10.0 Hz, 1H, H-1B), 5.47 (dd, J=8.8 Hz, 10.8 Hz, 1H, H-3B), 5.13 (dd, J=9.2 Hz, 10 Hz, 1H,
H-4B), 4.68-4.62 (m, 1H, H-2pB), 4.35 (dd, J=4.4 Hz, 12.4 Hz, 1H, H-6aB), 4.14 (dd, J=2.4
Hz, 12.8 Hz 1H, H-6bB), 4.01-3.97 (m, 1H, H-5B), 2.12 (s, 3H, COCHs), 2.07 (s, 3H, COCHs),
2.04 (s, 3H, COCHs); 3C NMR (150 MHz, CDCls): § 170.62 (COCHs), 170.51 (COCHs),
169.84 (COCHs), 169.72 (COCHs), 169.58 (COCHs), 156.64 (-S-C=N), 146.59 (-N-C=N),
139.30 (C-Cl), 129.81 (-Ph), 129.67 (-Ph), 129.14 (-Ph), 128.36 (-Ph), 127.92 (-Ph), 98.74
(C-1), 80.90 (C-1), 78.27 (C-3), 73.51 (C-3), 68.27 (C-5), 67.54 (C-5), 64.32 (C-4), 62.50
(C-6), 60.59 (C-6), 29.87 (C-2), 26.76 (C-2), 21.52 (COCHs), 21.31 (COCHs), 20.94 (COCHs),
20.78 (COCH3s), 20.67 (COCHs); HRMS obliczone dla CxoH21CIIN3O7S: m/z 609.9906
[M+H]*; wyznaczone m/z 609.9917.

3,4,6-tri-0O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-tert-butylofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-

ylo]-D-galaktopiranozyloamina (Gal4)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-galaktal (Gal3:
163 mg, 0.599 mmol) i 2-amino-5-(4-tert-butylofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub36: 279 mg,
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1.196 mmol). Otrzymano 100.7 mg Gal4 z wydajnoscig 72%, w postaci zéttawego oleju,

jako mieszanine anomeréw a:f = 2.3:1.

AcO

AcO o)

1H NMR (600 MHz, CDCl3): & 7.80-7.62 (m, 2H, -Ph), 7.50-7.46 (m, 2H, -Ph), 6.72 (d, 1H,
J=7.8 Hz, H-1a), 6.55 (dd, 1H, J=1.2 Hz, 6.0 Hz, H-1pB), 5.80 (t, 1H, J=3.0 Hz, H-4p),
5.55-5.53 (m, 1H, H-4q), 5.49 (dd, 1H, J=3.6 Hz, 5.4 Hz, H-3a), 5.42-5.41 (m, 1H, H-3B),
5.09 (dd, 1H, J=3.6 Hz, 8.4 Hz, H-2q), 4.72-4.71 (m, 1H, H-2pB), 4.54-4.51 (m, 1H, H-5q),
4.49-4.47 (m, 1H, H-5B), 4.32-4.30 (m, 1H, H-6aa), 4.27-4.19 (m, 3H, H-6ba, H-6ap,
H-6bB), 2.33 (s, 6H, COCHsa, COCHsp), 2.26 (s, 6H, COCHsa, COCHsp), 2.12 (s, 6H,
COCHsa, COCH3B), 2.07 (s, 3H, COCHsa), 2.02 (s, 3H, COCH3B), 1.34 (s, 9H, C(CHz)3), 1.33
(s, 9H, C(CHs)s); 3C NMR (150 MHz, CDCls): & 170.69 (COCHs), 170.33 (COCH3), 170.21
(COCHs), 169.53 (COCHs), 165.72 (-S-C=N), 156.47 (C-C(CHs)3), 155.26 (C-C(CHs)s),
145.54 (-S-C=N), 129.13 (-Ph), 128.38 (-Ph), 126.78 (-Ph), 126.34 (-Ph), 98.98 (C-1), 81.54
(C-1), 73.03 (C-3), 72.97 (C-3), 69.41 (C-5), 66.22 (C-5), 64.08 (C-4), 63.94 (C-4), 62.09 (C-
6), 60.35 (C-6), 35.17 (C-2), 31.25 (C(CHs)s), 29.82 (C(CHs)s), 27.19 (C-2), 21.76 (COCH),
21.18 (COCHs), 20.92 (COCHs), 20.87 (COCHs), 20.71 (COCHs); HRMS obliczone dla
Ca24H30IN307S: m/z 632.0922 [M+H]*; wyznaczone m/z 632.0928.

3,4,6-tri-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-(5-fenylo-1,3,4-tiadiazol-3-ylo)-D-

galaktopiranozyloamina (Gal5)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakgc;ji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-galaktal (Gal3:
264 mg, 0.970 mmol) i 2-amino-5-fenylo-1,3,4-tiadiazol (Sub37: 344 mg, 1.941 mmol).
Otrzymano 106.5 mg Gal5 z wydajnoscia 62%, w postaci zottawego oleju, jako

mieszanine anomerdow a:p = 3.8:1.
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1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.65-7.63 (m, 2H, -Ph) 7.46-7.42 (m, 3H, -Ph), 6.23 (d, 1H,
J=8.4 Hz, H-1a), 5.94 (d, 1H, J=10.8 Hz, H-1B), 5.76 (t, 1H, J=3.2 Hz, H-40), 5.45 (dd, 1H,
J=3.2 Hz, 5.6Hz, H-3a), 5.34-5.28 (m, 2H, H-4B, H-3B), 5.01-4.98 (m, 1H, H-2a), 4.73-4.68
(m, 1H, H-6aq), 4.52-4.47 (m, 1H, H-5q), 4.42-4.38 (m, 1H, H-6ba), 4.27-4.11 (m, 4H,
H-2B, H-5B, H-6aB, H-6bB), 2.24 (s, 3H, COCHza), 2.20 (s, 3H, COCHsB), 2.09 (s, 6H,
COCHsa, COCH3P), 2.08 (s, 3H, COCHsa), 2.04 (s, 3H, COCHsB); *C NMR (100 MHz,
CDCl3): 6 169.81 (COCHs), 169.68 (COCHs), 169.54 (COCHs), 162.77 (-S-C=N), 147.21
(-N-C=N), 131.05 (-Ph), 129.53 (-Ph), 127.50 (-Ph), 83.28 (C-1), 73.79 (C-3), 71.35 (C-5),
68.13 (C-4), 62.65 (C-6), 24.97 (C-2), 21.24 (COCHs), 20.62 (COCHs), 20.54 (COCHs);
HRMS obliczone dla Cz0H22IN307S: m/z 576.0296 [M+H]*; wyznaczone m/z 576.0312.

3,4,6-tri-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-fluorofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-ylo]-D-

galaktopiranozyloamina (Gal6)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakgcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-galaktal (Gal3:
213 mg, 0.782 mmol) i 2-amino-5-(4-fluorofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub38: 305 mg,
1.562 mmol). Otrzymano 68.7 mg Gal6 z wydajnoscig 45%, w postaci z6ttawego oleju

jako mieszanine anomeréw a:f3 = 4:1.

AcO
AcO 0 H F
OAc N S
\( )

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.67-7.6 (m, 2H, -Ph), 7.37-7.36 (m, 2H, -Ph), 6.21 (d, 1H,
J=8.8 Hz, H-1a), 5.94 (d, 1H, J=10.4 Hz, H-1B), 5.75 (t, 1H, J=3.2 Hz, H-4pB), 5.44 (dd, 1H,
J=3.2 Hz, 5.6Hz, H-4q), 5.33-5.28 (m, 2H, H-3B, H-3a), 4.98 (dd, 1H, J=3.2 Hz, 8.8Hz,
H-2a), 4.81-4.75 (m, 2H, H-2B, H-6a), 4.51-4.46 (m, 1H, H-5a), 4.36 (dd, 1H, J=3.2 Hz,
12.4Hz, 6ba), 4.27-4.12 (m, 3H, H-5B, H-6bB, H-6abp), 2.24 (s, 6H, COCHsa, COCHsp),
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2.24 (s, 6H, COCHza, COCH3sp), 2.20 (s, 6H, COCHza, COCH3s), 2.09 (s, 3H, COCHsa), 2.03
(s, 3H, COCH3B); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 171.64 (COCHs), 170.82 (COCHs), 169.99
(COCH3), 167.36 (d, J=151.0 Hz, C-F), 162.50 (-S-C=N), 145.96 (-N-C=N), 131.21 (-Ph),
129.52 (-Ph), 126.39 (-Ph), 82.98 (C-1), 72.92 (C-3), 71.83 (C-5), 68.58 (C-4), 63.83 (C-6),
24.99 (C-2), 21.87 (COCHs), 20.92 (COCHs), 20.77 (COCHs); HRMS obliczone dla
Ca0H21FIN307S: m/z 594.0202 [M+H]*; wyznaczone m/z 594.0217.

3,4,6-tri-O-acetylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-[5-(4-chlorofenylo)-1,3,4-tiadiazol-3-ylo]-D-

galaktopiranozyloamina (Gal7)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakgcji uzyto 3,4,6-tri-O-acetylo-D-galaktal (Gal3:
202 mg, 0.742 mmol) i 2-amino-5-(4-chlorofenylo)-1,3,4-tiadiazol (Sub39: 314 mg,
1.483 mmol). Otrzymano 90.9 mg Gal8 z wydajnoscig 58%, w postaci zéttawego oleju,

jako mieszanine anomeréw a:p = 1.4:1.

AcO

AcO o cl
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1H NMR (600 MHz, CDCl3): & 7.66-7.63 (m, 2H, -Ph), 7.45-7.42 (m, 2H, -Ph), 6.45 (d, 1H,
J=8.4 Hz, H-1q), 6.23 (d, 1H, J=8.4 Hz, H-1B), 5.74 (t, 1H, J=3.0 Hz, H-4q), 5.55-5.54 (m,
1H, J=3.0 Hz, H-4B), 5.45 (dd, 1H, J=3.0 Hz, 6.0 Hz, H-3a), 5.42-5.41 (m, 1H, H-3p), 5.00
(dd, 1H, J=3.0 Hz, 8.4Hz, H-2a), 4.73-4.71 (m, 1H, H-2B), 4.50-4.47 (m, 1H, H-5a), 4.31 (t,
1H, J=6.0 Hz, H-6aa), 4.28-4.19 (m, 4H, H-5B, H-6ba, H-6apB, H-6b), 2.26 (s, 3H, COCH3B),
2.12 (s, 6H, COCHza, COCHsp), 2.08 (s, 6H, COCHsa, COCH3p), 2.02 (s, 3H, COCHza);
13C NMR (150 MHz, CDCls): 6 170.62 (COCHs), 170.46 (COCHs), 170.28 (COCHs), 169.44
(COCHs), 169.38 (COCHs), 165.63 (-S-C=N), 145.57 (-N-C=N), 138.10 (C-Cl), 129.72 (-Ph),
129.57 (-Ph), 129.14 (-Ph), 128.07 (-Ph), 127.60 (-Ph), 99.08 (C-1), 80.52 (C-1), 74.16
(C-3), 72.93 (C-3), 69.77 (C-5), 66.21 (C-5), 64.08 (C-4), 62.03 (C-6), 60.26 (C-6), 29.84
(C-2), 25.71 (C-2), 21.27 (COCHs), 21.13 (COCHs), 20.90 (COCHs), 20.89 (COCHs), 20.74
(COCHs); HRMS obliczone dla CoH21CIIN3O7S: m/z 609.9906 [M+H]*; wyznaczone m/z
609.9917.
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3,4-di-O-benzylo-1,2-dideoksy-2-jodo-N-(5-fenylo-1,3,4-tiadiazol-3-ylo)-L-

ramnopiranozyloamina (Ram30)

Otrzymano zgodnie z procedurg 4. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-benzylo-L-ramnal (Ram4:
131 mg, 0.442 mmol) i 2-amino-5-fenylo-1,3,4-tiadiazol (Sub37: 197 mg, 0.844 mmol).
Otrzymano 41.5 mg Ram30 z wydajnoscig 42%, w postaci zéttawego oleju, jako

mieszanine anomerow a:f = 1:1.
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1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.70-7.68 (m, 2H, -Ph), 7.47-7.42 (m, 6H, -Ph), 7.37-7.31
(m, 20H, -Ph), 5.99 (d, 1H, J=10.2 Hz, H-1), 5.08 (dd, 2H, J=2.4 Hz, 10.2 Hz, -CH,-Ph),
4.93-4.88 (m, 4H, -CH,-Ph), 4.72-4.66 (m, 3H, H-2, -CH2-Ph), 4.62 (d, 1H, J=9.6 Hz, H-1pB),
4.21 (t, 1H, J=10.2 Hz, H-2B), 3.90 (t, 1H, J=9.6 Hz, H-3), 3.82 (dd, 1H, J=9.0 Hz, 10.8 Hz,
H-3), 3.72 (m, 1H, H-5), 3.62 (dq, 1H, J=6.6/6.0 Hz, 9.6 Hz, H-5), 3.33 (dt, 2H, J=9.0 Hz,
14.4 Hz, H-4), 1.37 (d, 3H, J=6.6 Hz, CH3), 1.33 (d, 3H, J=6 Hz, CHs); 13C NMR (100 MHz,
CDCls): 6 160.81 (-S-C=N), 148.52 (-N-C=N), 138.13 (-Ph), 138.07 (-Ph), 130.78 (-Ph),
130.35 (-Ph), 129.05 (-Ph), 128.72 (-Ph), 128.69 (-Ph), 128.56 (-Ph), 128.30 (-Ph), 128.15
(-Ph), 126.57 (-Ph), 95.52 (C-1), 94.96 (C-1), 86.42 (C-3), 85.17 (C-3), 85.04 (C-4), 75.50
(C-5), 74.38 (-CH2-), 73.95 (-CH2-), 37.69 (C-2), 31.10 (C-2), 17.91 (C-6); HRMS obliczone
dla C2sH2sIN303S: m/z 614.0969 [M+Na]*; wyznaczone m/z 614.0972.

1-[1-(1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ylo]-metyleno-3,4-di-O-acetylo-2-

deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk16)

Procedura 15['3]: Propargilo 3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd

(Fuk7: 39.8 mg, 0.138 mmol) oraz 3-azydo-1H-1,2,4-triazol (Sub29: 15.2 mg,
0.138 mmol) rozpuszczono w izopropanolu (1 mL) i THF (1 mL). CuSO4 5H,0 (7.0 mg,
0.028 mmol) oraz askorbinian sodu (2.8 mg, 0.014 mmol) rozpuszczono w wodzie
(po 0.5 mL kazdy) w dwdch osobnych naczyniach, zmieszano ze sobg i dodano
do mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24h,

kontrolujac stopien jej przereagowania metodg TLC (toluen:AcOEt 2:1, v/v). Produkt
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zatezono na wyparce rotacyjnej i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej
w uktadzie toluen:AcOEt (100:1, v/v), otrzymujgc 42.9 mg Fuk16 z wydajnoscia 78%,

w postaci bezbarwnego krzepngcego oleju, jako mieszanine anomeréw a: = 1.5:1.

oA,
/Y\/N’-</)
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1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 13.52 (bs, 1H, -NH-), 8.24 (s, 1H, 1,2,4-triazol), 7.42-7.51
(m, 1H, H-5(1,2,3-triazol)), 5.48 (d, 1H, J=3.7 Hz, H-1B), 5.37 (d, 1H, J=3.7 Hz, H-1a),
5.28-5.32 (m, 2H, H-3a, H-3B), 5.03-5.08 (m, 2H, H-4q, H-4pB), 4.89 (dd, J=3.6 Hz, 10.0 Hz,
1H, H-2B), 4.68-4.73 (m, 1H, H-2a), 4.46 (s, 2H, -CHy-), 4.05-4.14 (m, 3H, H-2a, H-2B,
H-5a), 89 (dg, J= 0.8 Hz, 6.4 Hz, 1H, H-5B), 2.12 (s, 3H, OAc), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.09 (s,
3H, OAc), 2.08 (s, 3H, OAc), 1.23 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6B), 1.15 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6q);
13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.42 (COCHs), 170.34 (COCHs), 170.25 (COCHs), 169.84
(COCHs), 156.91  (C-3(1,2,4-triazol)), 156.76  (C-3(1,2,4-triazol)),  150.67
(C-5(1,2,4-triazol)), 149.54 (C-5(1,2,4-triazol)), 146.83 (C-4(1,2,3-triazol)), 146.72
(C-4(1,2,3-triazol)), 125.08 (C-5(1,2,3-triazol)), 124.77 (C-5(1,2,3-triazol)), 92.65 (d,
J=25.4 Hz, C-1), 89.56 (d, J=22.3 Hz, C-1), 86.64 (d, /=63.8 Hz, C-2), 84.67 (d, J=66.8 Hz,
C-2), 71.15 (C-4), 70.75 (C-4), 69.84 (C-3), 69.57 (C-3), 68.81 (C-5), 67.13 (C-5), 54.72
(-CH2-), 52.39 (-CH2-), 21.14 (COCH3), 21.02 (COCHs), 20.84 (COCHs), 20.58 (COCHs),
16.25 (C-6), 15.61 (C-6); MS(ESI): obliczone dla CisH19FNeOs: m/z 399.1 [M+H]*;

wyznaczone m/z 398.7.

1-[1-(5-fenylo-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ylo]-metyenlo-3,4-di-O-

acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk17)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15. Do reakcji uzyto propargilo 3,4-di-O-acetylo-2-
deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk7: 40.3 mg, 0.140 mmol) oraz 3-azydo-5-fenylo-
1H-1,2,4-triazol (Sub31: 26.1 mg, 0.140 mmol). Otrzymano 49.1 mg Fuk17 z wydajnoscig

74%, w postaci bezbarwnego krzepnacego oleju, jako mieszanine anomerdéw a: = 1.5:1.
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1H NMR (400 MHz, CDCls): &6 11.47 (bs, 1H, -NH-), 7.52-7.92 (m, 12H, -Ph,
H-5(1,2,3-triazol)), 5.74 (dd, 1H, J=3.6 Hz, 7.6 Hz, H-1a), 5.58 (d, 1H, J=3.6 Hz, H-1p),
5.23-5.28 (m, 2H, H-4a, H-4B), 5.07-5.13 (m, 2H, H-3a, H-3pB), 4.92-4.99 (m, 1H, H-2B),
4.58-4.62 (m, 1H, H-2a), 4.37 (s, 2H, -CHy-), 4.18-4.23 (m, 1H, H-5q), 3.89 (dq, J=1.2 Hz,
6.0 Hz, 1H, H-5B), 2.18 (s, 3H, OAc), 2.12 (s, 3H, OAc), 2.08 (s, 3H, OAc), 1.97 (s, 3H, OAc),
1.21 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6B), 1.12 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6a); 13C NMR (100 MHz, CDCls): &
171.24 (COCHs), 170.48 (COCHs), 170.23 (COCHs), 169.85 (COCHs), 156.48
(C-5(1,2,4-trizol)), 154.65 (C-5(1,2,4-trizol)), 152.57 (C-3(1,2,4-triazol)), 152.32
(C-3(1,2,4-triazol)), 151.44 (C-4(1,2,3-triazol)), 151.12 (C-4(1,2,3-triazol)), 131.61 (-Ph),
130.92 (-Ph), 130.08 (-Ph), 129.74 (-Ph), 129.21 (-Ph), 128.64 (-Ph), 128.36 (-Ph), 127.33
(-Ph), 126.15 (-Ph), 125.35 (-Ph), 124.82 (-Ph), 124.25 (-Ph), 122.36 (C-5(1,2,3-triazol)),
121.20 (C-5(1,2,3-triazol)), 97.49 (d, J=24.8 Hz, C-1), 90.88 (d, J=27.5 Hz, C-1), 87.55 (d,
J=64.3 Hz, C-2), 84.42 (d, J=65.8 Hz, C-2), 72.43 (C-4), 71.22 (C-4), 69.71 (C-3), 68.48
(C-3), 68.16 (C-5), 67.94 (C-5), 56.71 (-CH2-), 55.84 (-CH2-), 21.14 (COCHs3), 21.03 (COCHs),
20.84 (COCHs), 20.72 (COCHs), 16.10 (C-6), 15.77 (C-6); MS(ESI): obliczone dla
C21H23FNeO6: m/z 475.2 [M+H]*; wyznaczone m/z 474.9.

1-{3-[1-(1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ylo]-metylenoksy}propylo-3,4-di-O-

acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk18)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15. Do reakcji uzyto 3-prop-2-ynoksypropylo
3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk8: 23.7 mg, 0.068 mmol) oraz
3-azydo-1H-1,2,4-triazol (Sub29: 7.5 mg, 0.068 mmol). Otrzymano 23.7 mg Fuk18
z wydajnoscia 76%, w postaci bezbarwnego krzepngcego oleju, jako mieszanine

anomeréw a:p = 1.5:1.

0 N—NH
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 10.13 (bs, 1H, -NH-), 8.55 (s, 1H, H-5(1,2,4-triazol)),
7.36-7.41 (m, 1H, H-5(1,2,3-triazol)), 5.92 (d, 1H, J=5.4 Hz, H-1a), 5.62 (d, 1H, J=2.8 Hz,
H-1B), 5.37-5.41 (m, 2H, H-30, H-3B), 4.82-4.86 (m, 1H, H-4a, H-4B), 4.60-4.67 (m, 2H,
H-2a, H-2B), 4.20-4.23 (m, 1H, H-5a), 3.92 (dq, J=1.2 Hz, 6.0 Hz, 1H, H-5pB) 3.65-3.69 (m,
2H, -O-CH,-CH,-CH,-0-), 3.52-3.58 (m, 2H, -O-CHa-CH2-CH2-0-), 2.21 (s, 3H, OAc), 2.16
(s, 3H, OAc), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.02 (s, 3H, OAc), 1.84-1.87 (m, 2H, -O-CH,-CH»-CH-0-),
1.23 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6B), 1.15 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6a); 3C NMR (100 MHz, CDCl3): §
170.52 (COCHs), 170.13 (COCHs), 169.34 (COCHs), 169.12 (COCHs), 156.52
(C-3(1,2,4-triazol)), 149.91 (C-5(1,2,4-triazol)), 147.65 (C-4(1,2,3-triazol)), 125.15
(C-5(1,2,3-triazol)), 92.82 (d, J=24.6 Hz, C-1), 91.95 (d, J=24.2 Hz, C-1), 89.46 (d,
J=64.5 Hz, C-2), 88.71 (d, J=61.5 Hz, C-2), 71.48 (C-3), 71.14 (C-3), 69.22 (C-4), 68.89
(C-4), 68.52 (C-5), 68.28 (C-5), 67.62 (-O-CH2-CH,-CH>-0-), 62.54 (-O-CH>-CH,-CH>-0-),
57.22 (-CHy-), 56.17 (-CH2-), 35.92 (-O-CH,-CH,-CH,-0-), 21.34 (COCHs), 20.88 (COCHs3),
20.76 (COCHs), 20.60 (COCHs), 16.29 (C-6), 15.36 (C-6); MS(ESI): obliczone dla
CisH2sFNeO7: m/z 479.2 [M+Na]*; wyznaczone m/z 479.3.

1-{3-[1-(5-fenylo-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ylo]-metylenoksy}propylo-

3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk19)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15. Do reakcji uzyto 3-prop-2-ynoksypropylo
3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-2-fluoro-L-fukopiranozyd (Fuk8: 24.2 mg, 0.070 mmol) oraz
3-azydo-5-fenylo-1H-1,2,4-triazol (Sub31: 13.0 mg, 0.070 mmol). Otrzymano 26.4 mg
Fuk19 z wydajnoscia 71%, w postaci bezbarwnego krzepngcego oleju, jako mieszanine

anomeréw a:p = 1.5:1.
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H NMR (400 MHz, CDCls): & 11.28 (bs, 1H, -NH-), 7.97-7.99 (m, 2H, -Ph), 7.58-7.61 (m,
3H, -Ph), 5.92 (d, 1H, J=5.4 Hz, H-1a), 5.62 (d, 1H, J=2.8 Hz, H-1B), 5.37-3.40 (m, 2H,
H-3a, H-3pB), 4.89-4.92 (m, 2H, H-4a, H-4B), 4.64-4.69 (m, 2H, H-2a, H-2B), 4.13 (q, 1H,
J=6.4 Hz, H-50), 3.89 (dq, 1H, J=1.2 Hz, 6.4 Hz, H-5B), 3.58-3.62 (m, 2H,
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-0-CH,-CH,-CH»-0-), 3.53-3.55 (m, 2H, -O-CH>-CH,-CH»-0-), 2.19 (s, 3H, OAc), 2.16 (s, 3H,
OAc), 2.08 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 3H, OAc), 1.77-1.81 (m, 2H, -O-CH,-CH,-CH-0-), 1.24 (d,
3H, J=6.4 Hz, H-6pB), 1.16 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6a); 13C NMR (100 MHz, CDCls): & 170.45
(COCHs3), 170.18 (COCHs), 169.84 (COCHs), 155.67 (C-5(1,2,4-triazol)), 151.84
(C-3(1,2,4-triazol)), 146.84 (C-4(1,2,3-triazol)), 130.26 (-Ph), 129.65 (-Ph), 129.33 (-Ph),
127.47 (-Ph), 126.20 (-Ph), 124.70 (-Ph), 124.24 (C-5(1,2,3-triazol)), 91.62 (d, J=22.1 Hz,
C-1), 90.74 (d, J=24.6 Hz, C-1), 89.88 (d, J=64.6 Hz, C-2), 89.62 (d, J=62.8 Hz, C-2), 71.02
(C-4), 70.49 (C-4), 69.41 (C-3), 68.87 (C-3), 68.52 (C-5), 68.25 (C-5), 67.28
(-O-CHy-CH2-CH,-O-),  61.92  (-O-CH-CH»-CH»-O-),  58.84  (-CH»), 36.84
(-O-CH,-CH»-CH,-0-), 20.92 (COCHs), 20.64 (COCHs), 20.21 (COCHs), 16.28 (C-6), 15.55
(C-6); MS(ESI): obliczone dla C24H290FNO7: m/z 555.2 [M+Na]*; wyznaczone m/z 555.5.

4-0-acetylo-{3-[4-(3,4-dichloro-furan-2(5H)-on-5-oksy)metyleno-1H-1,2,3-triazol-1-

yvlo]-propylo}-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram31)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z 3-azydopropylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-
erytro-heks-2-enopiranozydu (Ramé6: 75.4 mg, 0.295 mmol) i 3,4-dichloro-5-
propargiloksyfuran-2(5H)-onu (Sub33: 61.1 mg, 0.295 mmol). Otrzymano 118.8 mg
Ram31 z wydajnoscig 87%, w postaci zottawego oleju, jako mieszanine anomeréw

o:f=1:6.

1H NMR (600MHz, CDCls): & 7.71 (s, 1H, H-5(triazol)), 5.94 (m, 1H, H-5(furanon)),
5.85-5.87 (m, 1H, H-3), 5.78-5.81 (m, 1H, H-2), 5.04-5.07 (m, 1H, H-4), 4.98-5.01 (m, 2H,
-C-CH2-N<), 4.96 (m, 1H, H-1), 3.94 (dq, J=6.0 Hz, 9.0 Hz, 1H, H-5), 3.87 (dt, J=6.0 Hz,
10.2 Hz, 1H, -0O-CH-CH2-CH2.-N-), 3.57 (dt, J=6.0 Hz, 9.6 Hz, Hz, 1H,
-O-CH3-CH2-CHab-N-), 3.40-3.43 (m, 2H, -O-CH2-CH>-CH2-N-), 2.09 (s, 3H, OAca), 2.08 (s,
3H, OAcB), 1.87-1.91 (m, 2H, -O-CH,-CH,-CH2-N-), 1.31 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-6B), 1.23 (d,
J=6.0 Hz, 3H, H-60); 13C NMR (150MHz, CDCls): 6 170.61 (COCH3), 162.36 (C-2(furanon)),
147.03 (C-4(furanon)), 140.42 (C-4(1,2,3-triazol)), 131.08 (C-3), 129.99 (C-3), 127.74
(C-2), 126.91 (C-2), 125.17 (C-3(furanon)), 102.12 (C-5(furanon)), 94.61 (C-1), 70.90
(C-4), 70.19 (C-4), 69.81 (C-5), 68.28 (C-5), 65.19 (-O-CH»-CH,-CH2-N-), 55.19 (-CH»-),
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48.69 (-O-CH2-CHa-CHa-N-), 29.44 (-O-CHz-CH2-CH2-N-), 21.92 (COCH3), 20.86 (COCHs),
18.75 (C-6), 18.12 (C-6); MS(ESI): obliczone dla CigH21Cl;N307: m/z 462.1 [M+H]*;

wyznaczone m/z 462.0.

4-0-acetylo-{3-[4-(3,4-dichloro-5-hydroksy-1H-pirol-2(5H)-on-1-ylo)metyleno-1H-

1,2,3-triazol-1-ylo]-propylo}-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozyd (Ram32)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z 3-azydopropylo 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-
erytro-heks-2-enopiranozydu (Ramé6: 75.3 mg, 0.295 mmol) i 3,4-dichloro-5-hydroksy-1-
propargilo-1H-pirol-2(5H)-onu (Sub35: 60.8 mg, 0.295 mmol). Otrzymano 119.7 mg

Ram32 z wydajnoscig 79%, w postaci z6ttawego oleju, jako mieszanine anomerow

a:p = 1:5.
AcO o II\I:N
<—> O\/\/N\/}j OH
N
° Z>al
cl

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 7.59 (s, 1H, H-5(triazol)), 6.70 (d, J=2.8 Hz, 1H, H-5(pirol))
5.85-5.88 (m, 1H, H-3), 5.76-5.80 (m, 1H, H-2), 5.03-5.06 (m, 1H, H-4), 4.93 (m, 1H, H-1),
4.80 (d, J=15.6 Hz, 1H, =C-CH4-N<), 4.57 (d, J=15.6 Hz, 1H, =C-CHp-N<), 4.46 (t, J/=7.2 Hz,
2H, -O-CH-CH-CH»-N-), 3.92 (dg, J=6.4 Hz, 9.2 Hz, 1H, H-5), 3.76-3.82 (m, 1H,
-O-CHa-CH2-CH2-N-), 3.43-3.49 (m, 1H, -O-CHp-CHy-CH»-N-), 2.19 (m, 2H,
-O-CH2-CH»-CH2-N-), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.08 (s, 3H, OAc), 1.30 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6B), 1.21
(d, J=6.0 Hz, 3H, H-60); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.65 (COCHs), 170.28 (COCH3),
163.26  (C-2(pirol)),143.01  (C-3(pirol)), 140.91  (C-4(1,2,3-triazol)),  130.08
(C-5(1,2,3-triazol)),128.36 (C-3), 127.50 (C-3), 126.82 (C-2), 125.49 (C-2), 124.52
(C-4(pirol)), 94.76 (C-1), 91.13 (C-1), 80.33 (C-5(pirol)), 70.94 (C-4), 69.88 (C-4), 68.92
(C-5), 65.24 (C-5), 64.71 (-O-CH2-CH2-CH2-N-), 47.69 (-O-CH2-CH2-UH>-N-), 36.96 (-CH»-),
30.54 (-O-CHz-CH,-CH,-N-), 21.22 (COCHs), 20.75 (COCHs), 18.17 (C-6), 17.92 (C-6);
MS(ESI): obliczone dla CigH2,Cl2N4O6: m/z 461.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 461.4.
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2,3,4-tri-O-acetylo-{3-[4-(3,4-dichloro-furan-2(5H)-on-5-oksy)metyleno-1H-1,2,3-

triazol-1-ylo]-propylo}-B-L-ramnopiranozyd (Ram33)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z 3-azydopropylo 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-

ramnopiranozydu (Ram8: 80.2 mg, 0.215 mmol) i 3,4-dichloro-5-propargiloksyfuran-
2(5H)-onu (Sub33: 44.5 mg, 0.215 mmol). Otrzymano 114.7 mg Ram33 z wydajnoscia

92%, w postaci bezbarwnego oleju, jako anomer B; a®?p = 34.7 (c = 0.5, CHCls).

14 NMR (600 MHz, CDCls): & 7.71 (s, 1H, H-5(triazol)), 6.01 (d, J=1.8 Hz, 1H,
H-5(furanon)), 5.22-5.25 (m, 1H, H-4), 5.19-5.21 (m, 1H, H-2), 5.07 (t, 1H, J=10.2 Hz, 1H,
H-3), 4.99-5.03 (m, 2H, -C-CH»-N<), 4.69 (m, 1H, H-1), 4.50-4.57 (m, 2H,
-O-CH,-CH,-CHp-N-), 3.81-3.86 (m, 1H, H-5), 3.75-3.78 (m, 1H, -O-CHy-CH2-CH,-N-),
3.38-3.42 (m, 1H, -O-CHa-CH2-CH,-N-), 2.22-2.29 (m, 2H, -O-CH2-CH»-CH,-N-), 2.15 (s, 3H,
OAc), 2.06 (s, 3H, OAc), 2.00 (s, 3H, OAc), 1.22 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-6); 13C NMR (150 MHz,
CDCl3): 6 170.42 (COCH3s), 170.37 (COCHs), 170.18 (COCHs), 162.25 (C-2(furanon)),
146.86 (C-4(furanon)), 139.92 (C-4(1,2,3-triazol)), 131.32(C-5(1,2,3-triazol)), 124.15
(C-3(furanon)), 100.27 (C-5(furanon)), 97.76 (C-1), 71.09 (C-4), 69.88 (C-3), 69.26 (C-2),
66.97 (C-5), 64.53 (-O-CH2-CH2-CH2-N-), 63.37 (-CH2-), 47.79 (-O-CH-CH,-CH,-N-), 29.92
(-O-CH2-CH2-CH2-N-), 21.06 (COCHs), 21.07 (COCHs), 20.92 (COCHs), 17.54 (C-6);
MS(ESI): obliczone dla C2;H27CI;N3011: m/z 580.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 580.4.

2,3,4-tri-0O-acetylo-{3-[4-(3,4-dichloro-5-hydroksy-1H-pirol-2(5H)-on-1-ylo)metyleno-

1H-1,2,3-triazol-1-ylo]-propylo}-B-L-ramnopiranozyd (Ram34)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z 3-azydopropylo 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-

ramnopiranozydu (Ram8: 80.9 mg, 0.217 mmol) i 3,4-dichloro-5-hydroksy-1-propargilo-
1H-pirol-2(5H)-onu (Sub35: 44.7 mg, 0.217 mmol). Otrzymano 104.2 mg Ram34
z wydajnoscig 83%, w postaci z6ttawego oleju, jako anomer B; a®°p = -26.9 (c = 1.0,

CHCl3).
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1H NMR (600 MHz, CDCls): & 7.70 (d, J=3.6 Hz, 1H, H-5(triazol)), 5.53 (d, J=4.2 Hz, 1H,
H-5(pirol)), 5.12-5.19 (m, 2H, H-1, H-3), 5.04 (dt, J=2.4 Hz, 9.6 Hz, 1H, H-2), 4.81 (dd,
J=8.4 Hz, 15.6 Hz, 1H, =C-CH4-N<), 4.66-4.70 (m, 2H, H-4, =C-CHy-N<), 4.42-4.50 (m, 2H,
-O-CH,-CHy-CHa-N-), 3.78-3.83 (m, 1H, -O-CHa-CHy-CH2-N-), 3.72-3.76 (m, 1H, H-5),
3.38-3.42 (m, 1H, -O-CHp-CH2-CH2-N-), 2.17-2.26 (m, 2H, -O-CH2-CH,-CH2-N-), 2.13 (s, 3H,
OAc), 2.05 (s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H, OAc), 1.19 (dd, J=1.8 Hz, 6.0 Hz, 3H, H-6); 13C NMR
(150 MHz, CDCls): & 170.52 (COCHs), 170.44 (COCHs), 170.16 (COCHs), 162.83
(C-2(pirol)), 144.29 (C-3(pirol)), 143.16 (C-4(1,2,3-triazol)), 129.17 (C-5(1,2,3-triazol)),
123.54 (C-4(pirol)), 97.79 (C-1), 82.34 (C-5(pirol)), 70.92 (C-4), 69.87 (C-2), 69.34 (C-3),
66.87 (C-5), 64.76 (-O-CH2-CH2-CH2-N-), 47.93 (-O-CH2-CH2-CH2-N-), 35.79 (-CH.-), 29.80
(-O-CH2-CH2-CH2-N-), 21.04 (COCHs), 20.98 (COCHs), 20.92 (COCHs), 17.54 (C-6);
MS(ESI): obliczone dla C22H28ClaN4O10: m/z 579.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 580.0.

4-(3,4-dichloro-furan-2(5H)-on-5-oksy)metyleno)-1-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-

glukopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Glu11)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 =z azydku 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-

glukopiranozylowego (Glu6: 60.6 mg, 0.162 mmol) i 3,4-dichloro-5-propargiloksyfuran-
2(5H)-onu (Sub33: 33.5 mg, 0.162 mmol). Otrzymano 70.7 mg Glull z wydajnoscig 85%,

w postaci z6ttawego oleju, jako anomer B; a?*p =-8.1 (c = 1.0, CHCI5).

00
AcO };‘{ \Sr\f
N, cl cl

o N
OAc

AcO
AcO

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.88 (d, J=5.2 Hz, 1H, H-5(triazol)), 5.95 (d, J=6.4 Hz, 1H,
H-5(furanon)), 5.89 (d, J=9.2 Hz, 1H, H-1), 5.45-5.36 (m, 2H, -CH,-), 5.25 (t, /=9.6 Hz, 1H,
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H-2), 5.04-4.95 (m, 2H, H-3, H-4), 4.32 (dd, J=5.2 Hz, 12.8 Hz, 1H, H-6a), 4.16 (dd,
J=2.0 Hz, 12.8 Hz, 1H, H-6b), 4.02 (ddd, J=2.4 Hz, 5.2 Hz, 10.4 Hz, 1H, H-5), 2.09 (s, 3H,
OAc), 2.08 (s, 3H, OAc), 2.03 (s, 3H, OAc), 1.89 (s, 3H, OAc); 13C NMR (100 MHz, CDCl3):
6 170.62 (COCHs), 170.06 (COCHs), 169.54, (COCHs) 169.17 (COCHs), 163.14
(C-2(furanon)), 147.58 (C-4(1,2,3-triazol)), 138.07 (C-4(furanon)), 122.24 (C-3(furanon)),
99.74 (C-5(1,2,3-triazol)), 86.18 (C-5(furanon)), 86.15 (C-1), 75.42 (C-2), 72.66 (C-3),
70.61 (C-4), 67.80 (C-5), 62.84 (C-6), 61.65 (-CH2-), 20.89 (COCH3s), 20.73 (COCH3), 20.66
(COCHs), 20.32 (COCHs); MS(ESI): obliczone dla Cz1H23Cl2N3012: m/z 580.1 [M+H]*;

wyznaczone m/z 581.0.

4-(3,4-dichloro-5-hydroksy-1H-pirol-2(5H)-on-1-ylo)metyleno)-1-(2,3,4,6-tetra-O-

acetylo-B-D-glukopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Glu12)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 =z azydku 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-

glukopiranozylowego (Glu6: 59.7 mg, 0.160 mmol) i 3,4-dichloro-5-hydroksy-1-
propargilo-1H-pirol-2(5H)-onu (Sub35: 33.0 mg, 0.160 mmol). Otrzymano 64.0 mg Glu12
zwydajnoscia  75%, w  postaci zd6ttawego oleju, jako anomer B;

a?%p =-26.1 (c = 1.0, CHCl3).

7,

AcO N
D"
N

AcO
AcO

14 NMR (600 MHz, CDCls): 6 7.76 (bs, 1H, H-5(triazol)), 5.84 (m, 1H, H-5(pirol)),
5.41-5.45 (m, 2H, =C-CH,-N<), 5.29-5.35 (m, 1H, H-1), 5.24 (t, J=9.6 Hz, 1H, H-2),
4.72-4.85 (m, 2H, H-3, H-4), 4.30-4.33 (m, 1H, H-6.), 4.16 (d, J=12.6 Hz, 1H, H-5),
4.01-4.04 (m, 1H, H-6p), 2.09 (s, 3H, OAc), 2.07 (s, 3H, OAc), 2.02 (s, 3H, OAc), 2.01 (s,
3H, OAc); 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 170.72 (COCHs), 170.72 (COCHs), 169.56
(COCHs3), 169.29 (COCHs), 162.83 (C-2(pirol)), 144.26 (C-3(pirol)), 144.08
(C-4(1,2,3-triazol)), 129.26 (C-5(1,2,3-triazol)), 126.57 (C-4(pirol)), 86.35 (C-1), 82.48
(C-5(pirol)), 75.51 (C-2), 72.33 (C-3), 70.90 (C-4), 67.78 (C-5), 61.63 (C-6), 35.55 (-CH2-),
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20.81 (COCHs), 20.72 (COCHs), 20.66 (COCHs), 20.48 (COCHs); MS(ESI): obliczone dla
C21H24Cl2N4011: m/z 579.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 579.4.

4-(3,4-dichloro-furan-2(5H)-on-5-oksy)metyleno)-1-(2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-

fukopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Fuk20)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z azydku 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-fukopiranozylowego
(Fuk6: 50.2 mg, 0.159 mmol) i 3,4-dichloro-5-propargiloksyfuran-2(5H)-onu (Sub33:
32.9 mg, 0.159 mmol). Otrzymano 70.7 mg Fuk35 z wydajnoscia 78%, w postaci

bezbarwnego, krzepnacego oleju, jako anomer B, a?*p = -35.5 (c = 1.0, CHCls).

©)
NTN cl o]

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.95 (d, J=3.2 Hz, 1H, H-5(triazol)), 5.95 (d, J=4.8 Hz, 1H,
H-5(furanon)), 5.82 (d, J=9.2 Hz, 1H, H-1), 5.40-5.51 (m, 2H, -CH5-), 5.23-5.27 (m, 1H,
H-2) 4.98-5.01 (m, 2H, H-3, H-4), 4.13 (dq, J=6.0 Hz, 6.8 Hz, 1H, H-5), 2.24 (s, 3H, OAc),
2.01 (s, 3H, OAc), 1.90 (s, 3H, OAc), 1.28 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6); 13C NMR (100 MHz, CDCls):
5 170.51 (COCHs), 170.44 (COCHs), 170.07 (COCHs), 163.23 (C-2(furanon)), 143.35
(C-4(furanon)), 129.78 (C-4(1,2,3-triazol)), 122.46 (C-3(furanon)), 99.57 (C-5(furanon)),
86.74 (C-1), 73.17 (C-5(furanon)), 71.19 (C-4), 69.93 (C-2), 68.46 (C-3), 68.35 (C-5), 62.84
(-CH2-), 20.83 (COCHs), 20.76 (COCHs), 20.49 (COCH3s), 16.28 (C-6); MS(ESI): obliczone
dla C19H21CloN3010: m/z 544.0 [M+Na]*; wyznaczone m/z 544.4.

4-(3,4-dichloro-5-hydroksy-1H-pirol-2(5H)-on-1-ylo)metyleno)-1-(2,3,4-tri-O-acetylo-

B-L-fukopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Fuk21)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z azydku 2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-fukopiranozylowego
(Fukeé: 50.8 mg, 0.161 mmol) i 3,4-dichloro-5-hydroksy-1-propargilo-1H-pirol-2(5H)-onu
(Sub35: 33.2 mg, 0.161 mmol). Otrzymano 57.1 mg Fuk36 z wydajnoscig 68%, w postaci

z6ttawego oleju, jako anomer B. a?3p = 24.9 (c = 1.0, CHCIs).
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1H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.86 (d, J=4.8 Hz, 1H, H-5(triazol)), 5.74-5.77 (m, 2H, H-1,
H-5(pirol)), 5.36-5.47 (m, 2H, =C-CHa-N<), 5.22 (dd, J=3.2 Hz, 10.2 Hz, 1H, H-2), 4.87 (d,
J=15.6 Hz, 1H, H-3), 4.54 (dd, J=15.6 Hz, 21.6 Hz, 1H, H-4), 4.10 (g, J=6.0 Hz, 1H, H-5),
2.25 (s, 3H, OAc), 2.17 (s, 3H, OAc), 1.99 (s, 3H, OAc), 1.25 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6); 13C NMR
(100 MHz, CDCl3): 6 170.52 (COCHs), 170.07 (COCHs), 169.34 (COCHs), 163.16
(C-2(pirol)), 143.12 (C-3(pirol)), 141.04 (C-4(1,2,3-triazol)), 128.17 (C-5(1,2,3-triazol)),
121.60 (C-4(pirol)), 86.56(C-5(pirol)), 80.29 (C-1), 73.08 (C-4), 71.22 (C-2), 69.93 (C-3),
68.36 (C-5), 36.67 (-CH2-), 20.96 (COCHs), 20.83 (COCHs), 20.72 (COCHs), 16.28 (C-6);
MS(ESI): obliczone dla CigH2,Cl2N4Og: m/z 521.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 521.2.

4-(3,4-dichloro-furan-2(5H)-on-5-oksy)metyleno)-1-(2,3,4-tri-O-acetylo-B-L-

ramopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Ram35)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z azydku 2,3,4-tri-O-acetylo-L-ramnopiranozylowego
(Ram7: 55.0 mg, 0.174 mmol) i 3,4-dichloro-5-propargiloksyfuran-2(5H)-onu (Sub33:
36.0 mg, 0.174 mmol). Otrzymano 64.9 mg Ram35 z wydajnoscia 79%, w postaci

z6ttawego oleju, jako amoner B. a®*p =-35.5 (c = 1.0, CHCl3).

AcO 1)

4 NMR (400 MHz, CDCl3): 6 7.95 (d, J=3.2 Hz, 1H, H-5(triazol)), 5.95 (d, J=4.8 Hz, 1H,
H-5(furanon)), 5.82 (d, J/=9.2 Hz, 1H, H-1), 5.51-5.40 (m, 2H, H-2, H-4), 5.26-5.27 (m, 1H,
H-3), 4.95-5.04 (m, 2H, -CH»-), 4.13 (q, J=6.8 Hz, 1H, H-5), 2.24 (s, 3H, OAc), 2.01 (s, 3H,
OAc), 1.90 (s, 3H, OAc), 1.28 (d, J=6.4 Hz, 3H, H-6); 13C NMR (100 MHz, CDCls): 170.44
(COCHs), 170.06 (COCH3), 169.51 (COCH3s), 163.28 (C-2(furanon)), 147.64 (C-4(furanon)),
142.85 (C-4(1,2,3-triazol)), 125.42 (C-3(furanon)), 122.46 (C-5(1,2,3-triazol)), 99.79
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(C-5(furanon)), 86.68 (C-1), 73.08 (C-4), 71.16 (C-3), 70.05 (C-2), 68.32 (C-5), 62.87
(-CH,-), 20.86 (COCH3), 20.74 (COCHs), 20.46 (COCHs), 16.22 (C-6); MS(ESI): obliczone
dla C1gH21CI2N3010: m/z 522.1 [M+H]*; wyznaczone m/z 522.9.

4-(3,4-dichloro-5-hydroksy-1H-pirol-2(5H)-on-1-ylo)metyleno)-1-(2,3,4-tri-O-acetylo-

L-ramnopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Ram36)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z azydku 2,3,4-tri-O-acetylo-L-ramnopiranozylowego
(Ram7: 55.2 mg, 0.175 mmol) i 3,4-dichloro-5-hydroksy-1-propargilo-1H-pirol-2(5H)-
onu (Sub35: 36.1 mg, 0.175 mmol). Otrzymano 62.1 mg Ram36 z wydajnoscig 71%,

w postaci z6ttawego oleju, jako mieszanine anomerdow a:f3 = 1:3.

AcO 0 l’\l =
N \/)j OH
OAc OAc 0 _—

Cl

H NMR (400MHz, CDCl3): & 7.86 (d, J=4.8 Hz, 1H, H-5(triazole-a)), 7.79 (d, J=1.2 Hz, 1H,
H-5(triazole-B)), 6.71 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-5(pirol-B)), 6.67 (s, 1H, H-5(pirol-a)), 6.13 (dd,
J=2.4 Hz, 4.4 Hz, 1H, H-1B), 5.74-5.79 (d, J=9.6 Hz, 1H, H-1a), 5.15-5.23 (m, 2H, H-2a,
H-2B8), 4.77-4.87 (m, 2H, H-4a, H-B), 4.61-4.65 (m, 2H, H-3a, H-B), 4.49-4.89 (m, 2H,
-CHy-), 4.34 (q, J=4.8 Hz, 10.8 Hz, 1H, H-5B), 4.10 (q, J=6.0 Hz, 13.2 Hz, 1H, H-501), 2.25 (s,
3H, OAca), 2.18 (s, 3H, OAca), 2.17 (s, 3H, OAca), 2.14 (s, 3H, OAcP), 2.10 (s, 3H, OACp),
2.09 (s, 3H, -OHal), 1.99 (s, 3H, OAcB), 1.30 (d, J=6.0 Hz, 3H, H-6B), 1.25 (d, J=6.4 Hz, 3H,
H-6a); 13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.52 (COCHs), 170.17 (COCHs), 170.09 (COCHs),
169.53 (COCHs), 169.38 (COCHs), 163.12 (C-2(pirol)), 143.10 (C-3(pirol)), 141.06
(C-4(1,2,3-triazol)), 128.07 (C-5(1,2,3-triazol)), 126.73 (C-4(pirol)), 92.09 (C-1), 86.52
(C-1), 80.26 (C-5(pirol)), 79.97 (C-4), 73.04 (C-4), 72.92 (C-3), 71.21 (C-3), 71.15 (C-2),
70.05 (C-2), 68.92 (C-5), 68.36 (C-5), 36.74 (-CH2-), 36.67 (-CH,-), 21.28 (COCHs), 20.82
(COCHs), 20.93 (COCHs), 20.65 (COCHs), 20.42 (COCHs), 20.38 (COCHs), 16.46 (C-6),
16.21 (C-6); MS(ESI): obliczone dla Ci9H2,Cl2N4Og: m/z 521.1 [M+H]*;wyznaczono: m/z
521.9.
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4-(3,4-dichloro-furan-2(5H)-on-5-oksy)metyleno)-1-(4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-

erytro-heks-2-enopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Ram37)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z azydku 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-
2-enopiranozylowego (Ram5: 64.8 mg, 0.329 mmol) i 3,4-dichloro-5-
propargiloksyfuran-2(5H)-onu (Sub33: 68.1 mg, 0.329 mmol). Otrzymano 98.3 mg
Ram37 z wydajnoscig 74%, w postaci zottawego oleju, jako mieszanine anomerdw

a:pf =1:11.

'H NMR (600MHz, CDCl3): 6 7.71 (s, 1H, H-5(triazol)), 5.94 (m, 1H, H-5(furanon)),
5.85-5.87 (m, 1H, H-3), 5.78-5.81 (m, 1H, H-2), 5.04-5.07 (m, 1H, H-4), 4.98-5.01 (m, 2H,
-C-CH2-N<), 4.96 (m, 1H, H-1), 3.94 (dq, J=6.0 Hz, 9.0 Hz, 1H, H-5), 3.87 (dt, J=6.0 Hz,
10.2 Hz, 1H, -0O-CH2-CH;-CH2.-N-), 3.57 (dt, J=6.0 Hz, 9.6 Hz, Hz, 1H,
-0O-CH3-CH3-CH2b-N-), 3.40-3.43 (m, 2H, -O-CH2-CH,-CH,-N-), 2.09 (s, 3H, OAca), 2.08 (s,
3H, OAcB), 1.87-1.91 (m, 2H, -O-CH2-CH2-CH2-N-), 1.31 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-6B), 1.23 (d,
J=6.0 Hz, 3H, H-60); 3C NMR (150MHz, CDCl3): 6 171.21 (COCHs), 170.67 (COCHs3),
162.32 (C-2(furanon)), 147.06 (C-5(1,2,3-triazol)), 140.47 (C-3(furanon)), 131.05 (C-3),
129.91 (C-2), 127.72 (C-4(1,2,3-triazol)), 125.15 (C-4(furanon)), 102.13 (C-5(furanon)),
97.49 (C-2(furanon)), 94.61 (C-1), 87.91 (C-1), 71.46 (C-4), 70.98 (C-4), 65.25 (C-5), 65.13
(C-5), 29.41 (-CH2-), 21.97 (COCHs), 21.06 (COCH3s), 18.75 (C-6), 18.12 (C-6); MS(ESI):
obliczone dla C15H15Cl2N306: m/z 404.0 [M+H]*; wyznaczono m/z 404.2.

4-(3,4-dichloro-5-hydroksy-1H-pirol-2(5H)-on-1-ylo)metyleno)-1-(4-O-acetylo-2,3,6-

trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozylo)-1H-1,2,3-triazol (Ram38)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 15 z azydku 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-
2-enopiranozylowego (Ram5: 65.1 mg, 0.330 mmol) i 3,4-dichloro-5-hydroksy-1-
propargilo-1H-pirol-2(5H)-onu (Sub35: 68.0 mg, 0.330 mmol). Otrzymano 83.9 mg
Ram38 1z wydajnoscia 63%, w postaci zéttawego oleju, jako anomer .

a?3p = -48 (c = 0.25, CHC3).
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1H NMR (600 MHz, CDCl3): 6 7.74 (s, 1H, H-5(triazol)), 6.60 (dd, J=2.4 Hz, 6.0 Hz, 1H,
H-5(pirol)) 5.46-5.44 (m, 2H, H-3, H-2), 5.30-5.33 (m, 1H, H-1), 5.13-5.16 (m, 1H, H-4),
4.58-4.68 (m, 2H, -CH,-), 4.13-4.18 (m, 1H, H-5), 2.11 (s, 3H, OAc), 1.30 (d, J=6.6 Hz, 3H,
H-6); 13C NMR (150 MHz, CDCls): & 169.92 (COCHs), 162.81 (C-2(pirol)), 148.76
(C-4(1,2,3-triazol)), 144.33 (C-5(1,2,3-triazol)), 137.97 (C-4(pirol)), 129.14 (C-3), 128.22
(C-2), 125.30 (C-3(pirol)), 94.54 (C-1), 81.91 (C-5(pirol)), 71.06 (C-4), 67.53 (C-5), 35.17
(-CH,-), 20.62 (COCHs), 17.03 (C-6); MS(ESI): obliczone dla CisH16CI:N4Os: m/z 425.0

[M+Na]*; wyznaczono m/z 425.4.

3-chloro-1-(4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozylo)-1H-1,2,4-

triazol (Ram39)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 17. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
37.1 mg, 0.173 mmol) oraz 3-chloro-1H-1,2,4-triazol (Sub40: 17.9 mg, 0.173 mmol).
Otrzymano 25.4 mg Ram39 z wydajnoscig 82%, w postaci z6ttego oleju, jako mieszanine

anomerdéw a:p = 1:1.

AcO o) /N
o L
—_— N\ —
N™ g

1H NMR (400 MHz, CHCls): 6 8.12 (s, 1H, H-5(triazol)), 5.97 (d, 1H, J=4.0 Hz, H-1), 5.55
(d, 1H, J=8.8 Hz, H-1), 5.24-5.29 (m, 4H, H-2, H-3), 4.55-4.63 (m, 2H, H-4), 4.09 (dq, 1H,
J=6.0 Hz, 8.8 Hz, H-5), 3.92 (dq, 1H, J=6.4 Hz, 9.2 Hz, H-5), 2.12 (s, 3H, OAc), 2.07 (s, 3H,
OAc), 1.28 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6), 1.20 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6); 13C NMR (100 MHz, CHCl5):
5 169.84 (COCHs), 169.15 (COCHs), 152.44 (C-5(triazol)), 139.64 (C-3(triazol)), 130.66
(C-3), 128.37 (C-2), 84.49 (C-1), 80.16 (C-1), 74.67 (C-5), 71.82 (C-5), 71.43 (C-4), 70.63
(C-4), 21.48 (COCHs), 20.81 (COCHs), 18.28 (C-6), 17.25 (C-6); MS(ESI): obliczone dla
C10H12CIN303: m/z 280.0 [M+Na]*; wyznaczone m/z 279.5.
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3-chloro-1-(4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-treo-heks-2-enopiranozylo)-1H-1,2,4-triazol
(Fuk22)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 17. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-fukal (Fuk3:
35.3 mg, 0.165 mmol) oraz 3-chloro-1H-1,2,4-triazol (Sub40: 17.1 mg, 0.165 mmol).
Otrzymano 21.7 mg Fuk22 z wydajnoscig 51%, w postaci z6ttego oleju, jako mieszanine

anomerow a:f3 = 1:1.

e

N J\
— \ —

AcO N cl

1H NMR (400 MHz, CHCI3): 6 8.15 (s, 1H, H-5(triazol)), 6.07 (d, 1H, J=3.6 Hz, H-1a), 5.95
(d, 1H, J=8.8 Hz, H-1B), 5.54-5.62 (m, 4H, H-2a, H-2B, H-3a, H-3B), 4.76-4.83 (m, 2H,
H-4a, H-4B), 4.26 (q, 1H, J=6.0 Hz, H-5), 3.96 (q, 1H, J=6.4 Hz, H-5), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.03
(s, 3H, OAc), 1.22 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6), 1.18 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6); 3C NMR (100 MHz,
CHCl3): 6 170.28 (COCHs), 169.84 (COCHs), 152.49 (C-5(triazol)), 149.82 (C-3(triazol)),
130.43 (C-3), 130.02 (C-3), 128.72 (C-2), 127.18 (C-2), 97.77 (C-1), 92.16 (C-1), 71.56
(C-4), 70.49 (C-4), 69.51 (C-5), 68.16 (C-5), 21.48 (COCHs), 20.81 (COCHs), 18.28 (C-6),
17.25 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C10H12CIN303: m/z 458.1 [M+H]*; wyznaczone m/z
458.1.

5-bromo-2-metylo-4-nitro-1-(4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-

enopiranozylo)-1H-imidazol (Ram40)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 17. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
39.9 mg, 0.186 mmol) oraz 5-bromo-2-metylo-4-nitro-1H-imidazol (Sub41l: 38.4 mg,
0.186 mmol). Otrzymano 38.2 mg Ram40 z wydajnoscig 87%, w postaci zéttego oleju,

jako mieszanine anomeréw a:p = 1:1.

Br
AcO 0 - NO>
N
="
H3

C
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'H NMR (400 MHz, CHCls): § 5.87 (d, 1H, J=4.4 Hz, H-1), 5.68 (d, 1H, J=8.8 Hz, H-1),
5.32-5.37 (m, 4H, H-2, H-3), 4.47-4.52 (m, 2H, H-4), 4.11-4.15 (m, 1H, H-5), 3.91 (dgq, 1H,
J=6.0 Hz, 9.6 Hz, H-5), 2.83 (s, 2H, -CHs), 2.08 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 3H, OAc), 1.25 (d, 3H,
J=6.4 Hz, H-6), 1.21 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6); 3C NMR (100 MHz, CHCls): & 170.55 (COCH3),
169.97 (COCHs), 144.83 (C-4(imidazol)), 143.2 (C-2(imidazol)), 130.74 (C-3), 129.13
(C-2), 112.10 (C-5(imidazol)), 87.19 (C-1), 80.85 (C-1), 74.17 (C-5), 71.87 (C-5), 71.45
(C-4), 70.75 (C-4), 21.56 (COCHs), 20.62 (COCHs), 18.92 (C-6), 17.37 (C-6) 14.51 (-CHs);
MS(ESI): obliczone dla C12H14BrN3Os: m/z 360.0 [M+H]*; wyznaczone m/z 360.3.

2-metylo-1-(4-0O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozylo)-1H-imidazol

(Ram41)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 17. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
35.7 mg, 0.167 mmol) oraz 2-metyloimidazol (Sub42: 13.7 mg, 0.167 mmol). Otrzymano
22.4 mg Ram41 z wydajnoscig 42%, w postaci z6ttego oleju, jako mieszanine anomeréw

a:f=1:1.
AcO
-
o

1H NMR (400 MHz, CHCls): 6 7.76 (s, 1H, H-5(imidazol)), 7.08 (s, 1H, H-4(imidazol)), 5.72
(d, 1H, J=4.0 Hz, H-1), 5.35 (d, 1H, J=7.2 Hz, H-1), 5.06-5.17 (m, 4H, H-2, H-3), 4.36-4.41
(m, 2H, H-4), 4.21 (dq, 1H, J=6.0 Hz, 9.2 Hz, H-5), 3.85 (dq, 1H, J=6.4 Hz, 9.2 Hz, H-5), 2.06
(s, 3H, OAc), 2.02 (s, 3H, OAc), 1.26 (d, 3H, J=6.0 Hz, H-6), 1.21 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6);
13C NMR (100 MHz, CHCls): 6 176.15 (C-2(imidazol)), 170.17 (COCHs), 169.71 (COCH),
133.31 (C-4(imidazol)), 131.17 (C-3), 128.70 (C-2), 119.84 (C-5(imidazol)), 85.42 (C-1),
79.16 (C-1), 73.41 (C-5), 71.83 (C-5), 71.45 (C-4), 70.89 (C-4), 20.83 (COCHs), 20.17
(COCHs), 18.49 (C-6), 17.36 (C-6); MS(ESI): obliczone dla C12H16N203: m/z 259.1 [M+Nal*;

wyznaczone m/z 259.3.
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2,4,5-tribromo-1-(4-0-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-enopiranozylo)-1H-

imidazol (Ram42)

Otrzymano zgodnie z Procedurg 17. Do reakcji uzyto 3,4-di-O-acetylo-L-ramnal (Ram3:
38.1 mg, 0.178 mmol) oraz 2,4,5-tribromo-1H-imidazol (Sub43: 54.2 mg, 0.178 mmol).
Otrzymano 28.6 mg Ram42 z wydajnoscig 35%, w postaci z6ttego oleju, jako mieszanine

anomerow a:f3 = 1:1.
Br
AcO 0 >§'/Br
N
Br

1H NMR (400 MHz, CHCl3): & 5.75 (d, 1H, J=3.6 Hz, H-1), 5.46-5.51 (m, 5H, H-1, H-2,
H-3), 4.55-4.60 (m, 2H, H-4), 4.02-4.06 (m, 1H, H-5), 3.89 (dq, 1H, J=6.4 Hz, 9.6 Hz, H-5),
2.07 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 3H, OAc), 1.28 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-6), 1.24 (d, 3H, J=6.4 Hz,
H-6); 13C NMR (100 MHz, CHCls): 6 170.68 (COCHs), 169.74 (COCHs), 130.27 (C-3), 129.83
(C-2), 128.94 (C-1(triazol)), 124.18 (C-4(triazol)), 105.81 (C-2(triazol)), 86.51 (C-1), 80.47
(C-1), 73.69 (C-5), 71.84 (C-5), 71.82 (C-4), 70.57 (C-4), 21.18 (COCHs), 20.47 (COCH),
18.36 (C-6), 17.74 (C-6); MS(ESI): obliczone dla CiiH11BrsN;Os: m/z 456.8 [M+H];

wyznaczone m/z 457.2.
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5. WSTEPNA OCENA AKTYWNOSCI BIOLOGICZNE)

W kolejnym etapie pracy wykonano oznaczenia aktywnosci biologicznej
otrzymanych  pochodnych  cukrowych, zaprojektowanych jako inhibitory
a-1,6-fukozylotransferazy. Badania przeprowadzono we wspodtpracy z dr hab.
Magdaleng Skonieczng, prof. PS w Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej.
W pierwszym etapie badan oznaczono aktywnos¢ cytotoksyczng otrzymanych zwigzkéw
za pomocg testu MTT w odniesieniu do modelowych linii komdrek nowotworowych
(HCT116 i MCF-7). Test ten stuzy do oceny aktywnosci metabolicznej komadrek, w ktérym
wykorzystuje sie odczynnik MTT, tj. sél tetrazoliowg, bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-
2,5-difenylotetrazoliowy. Wykorzystuje on aktywnos$¢ enzymu mitochondrialnego —
dehydrogenzay bursztynianowej. Po przejsciu przez btone komodrkowg aktywnych
metabolicznie komodrek, w wyniku dziatania enzymu, nastepuje redukcja
rozpuszczalnego w wodzie zétto-pomaranczowego odczynnika MTT do fioletowych,
nierozpuszczalnych w wodzie krysztatkéw formazanu. Badanie to zwykle wykonywane
jest po kilku godzinach inkubacji komérek z MTT. Wytworzony formazan jest nastepnie
rozpuszczany w DMSO lub izopropanolu, po czym za pomocg spektrofotometru przy
dtugosci fali 570 nm mierzy sie absorbancje barwnego roztworu (Schemat 37) [*2°]. llo$¢
powstatego formazanu jest proporcjonalna do ilosci zywych komérek. W komérkach

uszkodzonych lub martwych wytwarzanie formazanu jest zmniejszone lub catkowicie

zahamowane.

—N

N S CH —NH CH

| \N+ s Reduktaza mitochondrialna NI S 3
7 \ ’ ’/N\<\ I
_ CHj; CHj3
Br
MTT

formazan

Schemat 37. Redukcja soli MTT do nierozpuszczalnego formazanu (na podstawie ['%°]).

W kolejnym etapie badan w ramach wspoétpracy z dr inz. Radostawem Kitlem

z Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, przeprowadzono test przesuniecia
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temperatury topnienia biatka NodZ (TSA, z ang. Thermal Shift Assay), majacy na celu
selekcje zwigzkéw, ktére mogg wigza¢ sie z fukozylotransferazg 8. Testy TSA
wykorzystujg barwnik fluorescencyjny (np. SYPRO Orange), w celu okreslenia
temperatury topnienia biatka (Tm). W wyniku wigzania z ligandem dochodzi
do stabilizacji konformacyjnej biatek, powodujgcej wzrost Tr, [*?7]. Test ten nie pozwala
jednak na ustalenie statej dysocjacji Kq, ktéra moéwi o sile wigzania biatko-ligand, jedynie
o obecnosci potencjalnego wigzania.

W ostatniej czesci badan biologicznych, we wspdtpracy z dr inz. Katarzyng Papaj
z Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej, okreslono odziatywanie wybranych
pochodnych z bakteryjng a-1,6-fukozylotransferazg NodZ, pochodzacg z Bradyrhizobium
japonicum (otrzymang we wspotpracy z dr inz. Radostawem Kitlem). Do oceny
oddziatywan wykorzystano zjawisko termoforezy mikroskalowej MST. Badania
przeprowadzono na pochodnych, dla ktérych  zaobserwowano  zmiany
w termostabilnosci biatka w tescie TSA. Technika MST stuzy do ilosciowej oceny
oddziatywan biomolekularnych, dajgc informacje o sile wigzania otrzymanych struktur
z biatkiem receptorowym. Metoda ta opiera sie na termoforezie, czyli ukierunkowanym
ruchu czgsteczek w gradiencie temperatury, ktéry zalezy od rdézinych witasciwosci
czasteczek, takich jak rozmiar, tadunek, powtoka hydratacyjna czy konformacja. Oznacza
to, ze technika ta jest bardzo czuta na niemal kazdg zmiane wtasciwosci molekularnych,
dzieki czemu mozliwa jest precyzyjna kwantyfikacja zdarzenn molekularnych niezaleznie
od wielko$ci czy charakteru badanej prébki [*28]. Podczas eksperymentu MST, gradient
temperatury jest indukowany przez laser IR. Ukierunkowany ruch czgsteczek wywotany
gradientem temperatury jest wykrywany i okreslany ilosciowo przy uzyciu
kowalencyjnie przytgczonych lub wewnetrznych fluoroforéw (znacznikéw), pozwalajac

na okres$lenie wartosci statej dysocjacji (Kq) [*%%].

150



5.1. Badania przeciwnowotworowe pochodnych furan-2(5H)-onu i 2H-

pirol-2-onu
5.1.1. Cytotoksycznos$é badanych pochodnych

Cytotoksycznos¢ badanych pochodnych oznaczono in vitro, na liniach
nowotworowych HCT116 (ludzki rak jelita grubego) oraz MCF-7 (ludzki rak piersi)
za pomocg testu MTT, w ktérym komoérki inkubowano z badanymi zwigzkami przez
72 godziny (hodowle prowadzono w standardowych warunkach hodowlanych, tj. 37°C,
5% CO; i 80% wilgotnosci, w pozywce hodowlanej DMEM-F12, ktérg wzbogacono
surowicg bydleca, 10% FBS i antybiotykami, penicylina i streptomycyna (Sigma Aldrich)).
Badanie prowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach, a przezywalno$é komaorek
przedstawiono za pomocg wartosci ICso. Parametr ten okresla stezenie zwigzku, ktory
powoduje zredukowanie populacji komdrek o 50% w odniesieniu do nietraktowanej

kontroli. Otrzymane wyniki zebrano w tabeli 8.

Tabela 8. Obliczone wartosci ICso dla linii komérkowych HCT116 oraz MCF-7

po 72-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami (Srednia wartos¢ w z 3 powtdrzen

+5D).
1Cs0 (LM)
Nr struktury
HCT116 MCEF-7
Ram31 Brak efektu* 29.9+0.1
Ram32 14.643.7 Brak efektu*™
Ram33 166.4+0.7 212.1+1.0
Ram34 39.2+17.8 11.9+0.02
Glull 19.2+3.3 19.7+8.8
Glul2 Brak efektu* 258.94+2.2
Fuk20 31.4+6.4 Brak efektu*
Fuk21 70.4+10.8 Brak efektu*™
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Ram35 14.3£1.3 35.6+0.03

Ram36 Brak efektu* Brak efektu*™

Ram37 14.010.2 19.0+0.9

Ram38 9.2+0.6 17.0+1.0
Sub32 (MCA) 8.3+1.1 32.3+4.4

Analizujgc zaleznosé¢ pomiedzy strukturg zwigzku a jego aktywnosciag wobec
badanych  nowotworowych  linii ~ komérkowych,  zaobserwowano  wzrost
cytotoksycznosci, w przypadku, gdy czgsteczka zawierata 2,3-nienasycong reszte
cukrowa (Ram31, Ram32, Ram37 i Ram38). Najstabszy efekt zaobserwowano dla
pochodnych zawierajgcych w swojej strukturze reszte L-fukozy (Fuk20 i Fuk21). Dalsze
poréwnanie otrzymanych pochodnych pozwolito na stwierdzenie, ze zamiana
w czasteczce reszty furan-2(5H)-onu na 2H-pirol-2-on miaty pomijalny wptyw
na poprawe wiasciwosci cytotoksycznych badanych pochodnych. Rowniez odlegtosé
od pierscienia furan-2(5H)-onu lub 2H-pirol-2-onu nie miata istotnego znaczenia dla

poprawy aktywnosci cytotoksycznej zwigzkdw.

5.1.2. Hamowanie cyklu komérkowego i dziatanie proapoptotyczne

Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa zwigzkdw moze wynika¢ z rdznych
mechanizméw ich dziatania. Zwigzki te mogg hamowac cykl komdrkowy (dziatanie
cytostatyczne), indukowac apoptoze lub nekroze. W celu rozpoznania typu mechanizmu
dziatania badanych pochodnych w komérkach nowotworowych zastosowano analize
cyklu komérkowego z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Pomiar ten jest
mozliwy ze wzgledu na fakt, ze ilos¢ DNA w komodrkach jest zmienna i zalezna
od pojedynczego etapu cyklu. Barwienie DNA specyficznymi barwnikami jgdrowymi,
takimi jak jodek propidyny (PI), pozwala na stosunkowo tatwe policzenie i rozréznienie
komoérek o réznej zawartosci DNA w jadrze. Stosujac cytometrie przeptywowa
i odpowiednie bramkowanie analityczne mozna na tej podstawie dopasowac fazy cyklu
komodrkowego: faza subG1 (komérki apoptotyczne i nekrotyczne); faza GO/G1 (komorki

diploidalne 2n; zwane tez jednojgdrowymi); faza S (replikacja z syntezg DNA; zawartos¢
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DNA wieksza niz 2n); faza G2/M (komérki tetraploidalne 4n; ze zdwojong zawartoscia
DNA w jadrze). Dodatkowo obecne komérki z zaburzong i niekontrolowang replikacja
oraz uszkodzong mitozg reprezentujg frakcje poliploidalng (zawartos¢ DNA powyzej 4n).

Uzyskane wyniki analizy cyklu komdrkowego potwierdzity dziatanie
cytotoksyczne wiekszosci badanych pochodnych (rysunek 5 i 6), jednak ich rozbieznos¢
przy poréwnaniu obu linii komérkowych moze wskazywac na tkankowo-zalezne efekty.
Na podstawie wykresow zaréwno dla linii komoérkowej HCT116, jak i MCF-7
zaobserwowano wplyw na podwyziszenie fazy subG1l, w poréwnaniu do kontroli
(rysunek 5 i 6). Wzrost fazy subG1l moze wskazywaé¢ na aktywacje programowanej
$mierci komodrkowej, czyli apoptozy i/lub niekontrolowanej i szybkiej nekrozy. Taki
kierunek dziatania potwierdza potencjalnie proapoptotyczny efekt badanych zwigzkéw
wobec nowotworowej linii komérkowej HCT116 po dodaniu odpowiednio Ram31,
Ram32, Ram37, Ram38, Ram35 (rysunek 5) oraz wobec komérek MCF-7 po dodaniu
Ram32, Glul2, Ram36, Ram37, Ram38 (rysunek 6).

Dla linii komérkowej HCT116 zaobserwowano natomiast nieznaczny wzrost
liczby komérek w fazie GO/G1 dla zwigzkdw Ram33, Ram34, Glull, Glul2, Fuk20, Fuk21
i Ram36, co moze wskazywaé¢ na blokade cyklu komodrkowego, prawdopodobnie
z powodu zaburzenia punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego (rysunek 5). W dalszej
analizie badanych zwigzkéw nie zaobserwowano wzrostu komérek w fazach GO/G1i S.

Dla linii komérkowej HCT116 zaobserwowano natomiast nieznaczny wzrost
liczby komérek w fazie GO/G1 dla zwigzkdw Ram33, Ram34, Glull, Glul2, Fuk20, Fuk21
i Ram36, co moze wskazywaé na blokade cyklu komodrkowego, prawdopodobnie
z powodu zaburzenia punktéw kontrolnych cyklu komdérkowego (rysunek 5). W dalszej
analizie badanych zwigzkéw nie zaobserwowano wzrostu komoérek w fazach GO/G1 i S

(rysunek 5).
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Cykl komoérkowy komérek HCT116 po 72h inkubacji z badanymi
zwigzkami w stezeniu ICg,
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Rysunek 5. Cykl komodrkowy dla komdérek HCT116 po 72h inkubacji z badanymi
zwigzkami w dawce ICso (lub dla zwigzkédw nieskutecznych w stezeniu 100 uM),
na podstawie tabeli 8. Frakcja subG1 reprezentuje komérki apoptotyczne i martwe.
Wyniki przedstawiono jako $rednie z 3 eksperymentéw * SD. Istotnos¢ statystycznag

oznaczono gwiazdka, oceniong za pomocg testu T, gdzie p<0.05.
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Cykl komorkowy dla komdérek MCF-7 po 72h inkubacji z badanymi
zwigzkami w dawce
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Rysunek 6. Cykl komérkowy dla komérek MCF-7 po 72h inkubacji z badanymi zwigzkami
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w dawce ICsg (lub dla zwigzkdéw nieskutecznych w stezeniu 100 uM), na podstawie tabeli
8. Frakcja subG1 reprezentuje komoérki apoptotyczne i martwe. Wyniki przedstawiono
jako srednie z 3 eksperymentéw + SD. Istotnos¢ statystyczng oznaczono gwiazdka,

oceniong za pomocg testu T, gdzie p<0.05.

Uzyskane wyniki dotyczace rozktadu faz cyklu komdrkowego w komodrkach
MCF-7, po 72 godzinach traktowania wskazywaty zauwazalny wzrost liczby komorek
apoptotycznych we frakcji subG1, a nastepnie niewielki ich przyrost tylko w przypadku
kilku zwigzkdéw, co potwierdzito badanie cytotoksycznosci (rysunek 6). Wzrost frakcji
subG1 nastgpit po dodaniu Ram32, Ram33, Glul2, Fuk21, Ram36, Ram37 i Ram38
(rysunek 6), jednak efekty dla linii komoérkowej MCF-7 nie byty az tak spektakularne jak
dla linii HCT116. Obnizenie frakcji GO/G1 w wiekszosci eksperymentéw na komérkach
MCF-7 byto raczej wynikiem powstawania frakcji apoptotycznej niz cytostatycznej
blokady cyklu komérkowego.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaty, ze badane zwigzki
powodowaty istotny spadek zywotnosci komérek linii komdrkowych HCT116 i MCF-7.
Porédwnujac wyniki dla wybranych linii komérkowych mozna zauwazyé, ze wartosci ICso

dla linii komdérkowej MCF-7 sg znacznie wyzsze lub w ogdle nie wykazujg aktywnosci,

155

I



w odréznieniu od linii komérkowej HCT116, co wskazuje, ze estrogenozalezne komoérki
raka piersi sg znacznie mniej wrazliwe na badane pochodne.

Analizujgc struktury badanych zwigzkéw pod katem reszty cukrowej, wsréd
pochodnych 3,4-dichloro-furan-2(5H)-onu najbardziej cytotoksycznym zwigzkiem byta
pochodna glukozy, natomiast wsréd pochodnych 2H-pirol-2-onu najbardziej
cytotoksyczng okazata sie pochodna 4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-L-erytro-heks-2-
enopiranozy. Rdznice te mogg wynika¢ z interakcji z innymi celami molekularnymi
w komdrce. Zaobserwowano réwniez, ze zwiekszenie odlegtosci jednostki cukrowej
od pierscienia 1,2,3-triazolowego powoduje zmniejszenie wartosci ICso badanych
zwigzkow.

Przeprowadzone badania dostarczajg  wstepnej oceny aktywnosci
przeciwnowotworowe] pochodnych furan-2(5H)-onu i 2H-pirol-2-onu i stanowig punkt
wyjscia do dalszych badan ukierunkowanych na optymalizacje struktury i okreslenie celu

molekularnego.

5.2. Badania przeciwnowotworowe pochodnych tiadiazoli

5.2.1. Cytotoksycznos$¢ badanych pochodnych

Wptyw pochodnych z tej grupy na nowotworowe linie komérkowe HCT116
i MCF-7 okre$lono za pomocg testu MTT. Po 72-godzinnej inkubacji z badanymi
zwigzkami zmierzono przezywalno$¢ komoérek i przedstawiono jg jako frakcje

przezywajacg (SF) na rysunkach 7i 8.
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Przezywalno$¢ komorek MCF-7 po 72h w tescie MTT
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Rysunek 7. Przezywalno$¢ komérek MCF-7 po 72h inkubacji z réznymi dawkami
badanych zwigzkéw (0-100 pM). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie

z 3 eksperymentow + SD.

Wyniki z testu MTT dla komdrek MCF-7 nie pozwolity na obliczenie ICso. Jednak
w przypadku dwdéch zwigzkéw (Ram28 i Gal5) SF komdrek zmniejszyta sie znaczgco przy

zastosowaniu najwyzszych dawek (rysunek 7).
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Przezywalnos$¢ komérek HCT116 po 72h w tescie MTT
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Rysunek 8. Przezywalnos¢ komérek HCT116 po 72h inkubacji z réznymi dawkami
badanych zwigzkéw (0-100 pM). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie

z 3 eksperymentow + SD.

Analizujac wyniki uzyskane dla linii komoérkowej HCT116 stwierdzono, ze ta linia
komodrkowa byta bardziej wrazliwa na badane zwigzki niz linia komdérkowa MCF-7,

co mozna zaobserwowacé na rysunku 8.

5.2.2. Efekty cytostatyczne na liniach komérek nowotworowych, po ktérych nastepuje

cykl komoérkowy

Mimo ze test MTT nie dostarczyt jednoznacznych wynikéw dotyczgcych
cytotoksycznosci badanych zwigzkéw, efekt obnizonej zywotnosci mogt byc
spowodowany zatrzymaniem cyklu komérkowego (Rysunek 9). Dla lepszej interpretacji
mozliwych efektdw postanowiono wykona¢ analize cyklu komdrkowego za pomocg

cytometrii przeptywowej dla najwyzszych dawek zwigzkéw (100 uM).
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Cykl komdrkowy komérek MCF-7 po 72h inkubacji [100 uM]
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Rysunek 9. Cykl komdrkowy dla komérek MCF-7 po 72h inkubacji ze zwigzkami
o stezeniu 100 pM. Wyniki przedstawiono jako warto$é srednig * SD. Analize
statystyczng oparto o test T, a wartos¢ p mniejszg niz 0.05 uznawano za statystycznie

istotng w porédwnaniu do nietraktowanych kontroli (oznaczonych gwiazdka).

W przypadku komérek MCF-7, niektére z badanych zwigzkéw (Ram26 i Ram28)
wptynety na cykl komorkowy i zwiekszyty liczbe komoérek w fazie sub-G1 (komorki
martwe) (rysunek 9). Ponadto zaobserwowano widoczne zatrzymanie cyklu

komodrkowego w fazie GO/G1 po inkubacji komarek ze zwigzkami Glu8, Glu9 i Glu10.
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Cykl komorkowy komérek HCT116 po 72h inkubacji [100 uM]
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Rysunek 10. Cykl komérkowy w komérkach HCT116 po 72h inkubacji ze zwigzkami
o stezeniu 100 pM. Wyniki przedstawiono jako warto$é srednig * SD. Analize
statystyczng oparto o test T, a wartos¢ p mniejszg niz 0.05 uznawano za statystycznie

istotng w poréwnaniu do kontroli Tabela 9.

Inkubacja z komérkami linii HCT116 data bardziej widoczne efekty cytostatyczne
i cytotoksyczne (Rysunek 10). Zastosowanie zwigzkdw Ram26, Ram27, Ram28 i Ram30
spowodowato wzrost liczby komérek w fazie sub-G1. Dodatkowo obnizenie liczby
komoérek w fazie S oraz zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G2/M wskazywato
na uszkodzenie DNA z zahamowaniem procesu replikacji.

Na podstawie otrzymanych wynikéw postanowiono dodatkowo zbadaé rodzaj
Smierci komorkowej dla badanych linii komdrkowych za pomocg testu aneksyny V, ktéry

pozwala odrézni¢ nekroze od apoptozy.

5.2.3. Mechanizm $mierci indukowany w liniach nowotworowych

W celu okredlenia mechanizmu S$mierci komérek wykonano oznaczenie
podwdjnego barwienia aneksyng-V (2.5 pM) z jodkiem propidyny (w stezeniu

100 pg/mL) po 72-godzinnej inkubacji w warunkach standardowych (opisane dla testu
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MTT w podrozdziale 5.1.1) obu linii komérkowych z analizowanymi zwigzkami

w stezeniu 100 uM.

Apoptoza w komoérkach MCF-7 po 72h inkubacji [100 puM]
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Rysunek 11. Apoptoza w komérkach MCF-7 po 72h inkubacji ze zwigzkami o stezeniu
100 uM. Wyniki przedstawiono jako wartosé srednig + SD. Analize statystyczng oparto
o test T, a wartos¢ p mniejszg niz 0.05 uznawano za statystycznie istotng w poréwnaniu

do nietraktowanych kontroli (oznaczonych gwiazdk3).

Na podstawie uzyskanych wynikéw, dla linii komdérkowej MCF-7 (rysunek 11),

stwierdzono, ze badane zwigzki nie wykazywaty dziatania proapoptotycznego.
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Apoptoza w komdrkach HCT116 po 72h inkubacji [100 uM]
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Rysunek 12. Apoptoza w HCT116 po 72h inkubacji ze zwigzkami o stezeniu 100 puM.
Wyniki przedstawiono jako wartosé srednig + SD. Analize statystyczng oparto o test T,
a warto$¢ p mniejszg niz 0.05 uznawano za statystycznie istotng w pordéwnaniu

do nietraktowanych kontroli (oznaczonych gwiazdkg).

W przeciwiedstwie do MCF-7, komdrki HCT116 (rysunek 12) odpowiedziaty
apoptoza. Wskazato to, ze analizowane zwigzki wykazujg aktywno$é proapoptotyczng

wobec tej linii komdrkowej.

Podsumowujgc, w oparciu o test MTT uzupetniony o analize cytometrii
przeptywowej okreslono aktywnos¢ biologiczng badanych zwigzkéw. Potfgczenie tych
metod pozwolito na wykrycie cytotoksycznego, cytostatycznego i letalnego dziatania

zwigzkow na analizowane/testowane linie komaérkowe.
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Tabela 9. Poréwnanie dziatania cytotoksycznego pochodnych Ram26-Ram28, Ram30,

Glu8-Glul0, Gal5 i Gal7 wobec linii komdérkowych MCF-7 i HCT116.

MCEF-7 HCT116
Komarki Komarki
Zwiazek MTT Komédrkiw  wczesno- MTT Komoérkiw  wczesno-
(100 uM) fazie sub-G1 apoptotycz- | (100 pM) fazie sub-G1 apoptotycz-
Ram26 (-) ™~ T 4 T ’Tr‘“'aI‘
Ram27 (-) ™~ J 4 T ™~
Ram28 22 ™~ 0N 2 2 ™ (-)
Ram30 (-) (-) N N4 T T
Glus (-) T N N4 (-) ~
Glu9 (-) N N2 N2 (-) ™~
Glu10 (-) ™ 4 (-) ™ N
Gal5 2 2 T 4 2 ™~ ~
Gal7 N (-) N4 N2 ™~ ™~

(-) — brak efektu; J, — spadek wartosci SF;f* — wzrost liczby komérek w fazie sub-G1
w poréwnaniu z kontrolg; J» — spadek liczby komérek w fazie sub-G1 w poréwnaniu
z kontrolg; 1 — wazrost liczcby komoérek wczesno-apoptotycznych w pordwnaniu
z kontrolg; 4 — spadek liczby komérek wczesno-apoptotycznych w poréwnaniu
z kontrolg. Liczba strzatek wskazuje na site efektu (pojedyncza: staba, podwadjna:

silniejsza).

Wyniki testu MTT wskazaty, ze efekt dziatania zwigzkdéw zalezat od badanej linii
komodrkowej (Tabela 9). Wykazano, ze komodrki MCF-7 byty bardziej oporne
na zastosowane zwigzki, a komérki HCT116 byty bardziej na nie wrazliwe. Niestety,
zwigzki wykazywaty niskg aktywnos¢ biologiczng, stagd nie moina byto ocenié¢ ani
parametru ICso, ani selektywnosci zwigzkdw wobec badanych linii komdrkowych dla
badanych dawek. Niemniej jednak, na podstawie wartosci SF zaobserwowano,
Ze najwyzsze stezenia zwigzkéw (100 uM) hamowaty proliferacje komérek. Z tego
powodu sprawdzono wptyw zwigzkéw na cykl komérkowy jedynie dla najwyzszych

stezen.
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W przypadku komérek MCF-7, pomimo niskiego efektu cytotoksycznego
zwigzkdéw, nie zaobserwowano zadnego efektu cytostatycznego ani proapoptotycznego.
Podczas analizy cyklu komdrkowego zaobserwowano niewielki wzrost liczby komaorek
w fazie sub-G1 lub wzrost komoérek zatrzymanych w fazie GO/G1l. Ponadto nie
stwierdzono wzrostu liczby komodrek apoptotycznych ani nekrotycznych. Niemniej
jednak, wykryty efekt nie byt znaczacy w poréwnaniu z nietraktowang kontrolg.

Bardziej obiecujace efekty zaobserwowano dla linii komdérkowej HCT116, ktora
odpowiedziata zaréwno efektem cytostatycznym, jak i cytotoksycznym. Podczas analizy
cyklu komérkowego zaobserwowano wzrost liczby komérek we frakcjach sub-G1,
jednak najsilniejszy efekt widoczny byt w zahamowaniu fazy S i zatrzymaniu komorek
w fazie G2/M. Dodatkowo zaobserwowano wzrost komodrek we wczesnej apoptozie,
co sugeruje, ze badane zwigzki wykazujg aktywnos$é proapoptotyczng wobec linii
komérkowej HCT116.

Na  podstawie  przeprowadzonych  eksperymentéw  zaobserwowano
tkankozalezne dziatanie badanych zwigzkdéw i stwierdzono, ze wykazujg one dziatanie
cytotoksyczne na linie komorkowe MCF-7 i HCT116 oraz dziatanie cytostatyczne na linie
komérkowg HCT116.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane zwigzki w obecnej formie nie mogg by¢
wykorzystane jako leki przeciwnowotworowe, jednak stanowig obiecujgce modele
do dalszej modyfikacji. W celu poprawy aktywnosci przeciwnowotworowej koniugatow
konieczne sg modyfikacje strukturalne. Szczegdlnie interesujgce jest zastosowanie
w badaniach biologicznych koniugatéw zdeprotegowanych, co powinno wptyngc
na poprawe rozpuszczalnosci tych pochodnych w stosowanym medium. Innym
podejsciem jest synteza pochodnych, w ktérych czasteczka cukru jest potgczona
z pochodng tiadiazolu poprzez linker alifatyczny, aromatyczno-alifatyczny Ilub

aromatyczny.

5.3. Badania biologiczne z udziatem a-1,6-fukozylotransferazy

5.3.1. Thermal Shift Assay (TSA)

Test TSA przeprowadzono wykorzystujgc rekombinowane biatko NodZ (FUTS8),

zgodnie z oryginalng procedurg opisang przez zespét Niesen ['?°]. Dla celdw
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przesiewowych zdecydowano sie na przedstawienie danych jako pikdow topnienia
z wykorzystaniem pierwszej pochodnej emisji fluorescencji w funkcji temperatury
(-dF/dT), co pozwolito na szybka identyfikacje zwigzkéw indukujgcych termiczng
stabilizacje biatka.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono eksperyment, w ktérym planowano
sprawdzi¢ czy uzyskane biatko enzymatyczne bedzie wigzaé naturalny dla enzymu
substrat. Stanowitby on swoistg pozytywng kontrole dla badanego biatka. Przesuniecie
Tm dla GDP-Fuc wskazato, ze GDP-Fuc wigze sie z NodZ (tabela 10). Zgodnie
z oczekiwaniami GDP-Fuc wigze sie z NodZ zmieniajac jego termostabilnos¢.

Nastepnie w celu okreslenia, czy mozliwe jest obserwowanie zmian przesuniecia
Tm wraz ze wzrostem stezenia ligandu, zbadano GDP-Fuc w stezeniu 25 i 250 uM. Jednak
nawet tak duza réznica w stezeniach badanego zwigzku nie spowodowata zmiany
w przesunieciach pikow. W tej serii eksperymentéw zbadano réwniez guanozyne
o stezeniu 500 uM i okazato sie, ze rdwniez wigze sie ona z biatkiem, przesuwajac pik
topnienia w lewg strone — destabilizujgc jego strukture. Zbadano réwniez dwie nowe
pochodne guanozyny - N?-izobutyrylo-2'-deoksyguanozyne (Guano-1)
i 2-N-fenyloacetyloguanozyne (Guano-2). Jedynie Guano-2 data widoczne przesuniecie

ATn, ale nie na tyle znaczace, aby uznad je za wigzanie (schemat 38).
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Schemat 38. AT dla NodZ w obecnosci pochodnych guanozyny.
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Druga serig eksperymentdéw byty eksperymenty dotyczgce wigzania substratéw
niecukrowych. W ramach tej serii zwigzkéw istotne przesuniecie ATm wykazaty
pochodne Sub40 (-5.2), Sub44 (-2.4) i Sub43 (0.8). Najsilniejszy efekt zaobserwowano
dla Sub40 z wartoscig ATm =-5.2 °C. Zwigzki Sub37, Sub45-Sub50 wykazaty ATn=-0.4 °C.
Wynik ten jest dosy¢ obiecujacy, jednak ze wzgledu na bardzo stabg rozpuszczalnosc

tych zwigzkéw powinien by¢ raczej uwazany za artefakt (schemat 39).

H
IS Br N Br N
HoN \g_\/’{l /[ / Hi/iz/m \EI Br\Hf_z/ Br

Br

Sub37 Sub40 Sub43 Subad
- -0 80 c=5mM ATm=-2.4 °C
c=5mM ATm=-0.4 °C c=5mM ATm=-5.2 °C c=SmM ATm=0.8"C
NO,
_ H,N \(o H,N \(O
NZ \ \
N—N N—N
NH,
Sub45 Sub46 Sub47
c=5mM ATm=-0.4 °C c=5mM ATm=-0.4 °C c=5mM ATm=-0.4 °C
CHs
I
OCH NS
o 3 HoN \(o HoN o) CHs
r§1 ’{l N—N N—N
Sub50
Sub4s Sub49
c=5mM ATm=-0.4 °C c=5mM ATm=-0.4 °C c=5mM ATm=-0.4 °C

Schemat 39. AT, dla NodZ w obecnosci wybranych nie cukrowych pochodnych.

W kolejnej czesci eksperymentéw zbadano wigzanie sie biatka NodZ
z otrzymanymi uprzednio pochodnymi cukrowymi. W celu polepszenia przejrzystosci
otrzymanych danych, wyniki podzielono na kilka podgrup, a na wykresach
przedstawiono jedynie wyniki, dla ktérych otrzymano przesuniecia pikdw topnienia ATm.
Na wykresie 1 (Rysunek 13) przedstawiono wyniki dla | grupy pochodnych, ktére
stanowity substraty cukrowe i proste alkoksylowe pochodne otrzymane w ramach

niniejszej pracy (schemat 40).
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Schemat 40. Struktury badanych pochodnych zaklasyfikowanych do grupy |.
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Rysunek 13. ATy, dla NodZ i wybranych badanych pochodnych cukrowych, nalezgcych

do | grupy. Dane przedstawiono jako piki topnienia z wykorzystaniem pierwszej

pochodnej emisji fluorescencji w funkcji temperatury (-dF/dT). ATm reprezentowana jest

jako najnizszy punkt krzywej w odniesieniu do linii przerywane;j.

Niemal wszystkie (oprécz Ram10) sposréd pochodnych tej grupy powodowaty

niewielkie przesuniecie piku topnienia ATn wskazujace na destabilizujgce (w dot)

wigzanie sie go z biatkiem NodZ.

Na wykresie 2 (Rysunek 14) zaprezentowano wyniki otrzymane dla Il grupy

zwigzkow, ktérymi byty pochodne oksadiazoli, triazoli oraz antrachinonéw (schemat 41).
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Schemat 41. Struktury badanych pochodnych zaklasyfikowanych do grupy Il.

W tej grupie zwigzkéw najwiekszg zmiane piku topnienia ATn otrzymano dla
pochodnej Fuk22 (ATm=3.2 °C). W niemal wszystkich pozostatych przypadkach
ATm wynosito -0.4 °C.

Wykres 2
500,0
0,0 e+
— -500,0
e
S~
L
® -1000,0
-1500,0
-2000,0
25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0
Temperatura [°C]
=—=DMSO =——Ram1l8 Ram39 ———=Ram4l Fuk22

Rysunek 14. ATy, dla NodZ i wybranych badanych pochodnych cukrowych, nalezgcych
do Il grupy. Dane przedstawiono jako piki topnienia z wykorzystaniem pierwszej
pochodnej emisji fluorescencji w funkcji temperatury (-dF/dT). ATm reprezentowana jest

jako najnizszy punkt krzywej w odniesieniu do linii przerywane;.

Na wykresie 3 (Rysunek 15) przedstawiono wyniki otrzymane dla lll grupy

pochodnych, ktérg stanowity otrzymane uprzednio pochodne tiadiazoli (schemat 42).
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Schemat 42. Struktury badanych pochodnych zaklasyfikowanych do grupy IlI.

W tej grupie zwigzkéw pochodna Ram28 wykazata przesuniecie piku topnienia
ATm=-1.2 °C, dla pochodnej Ram29 AT, wyznaczono jako -0.8 °C, natomiast

w pozostatych przypadkach AT wynosito -0.4 °C.

Wykres 3

500,0

0,0

-500,0

-dF/dT

-1000,0

-1500,0

-2000,0
Temperatura [°C]
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25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0

Rysunek 15. AT dla NodZ i wybranych badanych pochodnych cukrowych, nalezgcych
do Il grupy. Dane przedstawiono jako piki topnienia z wykorzystaniem pierwszej
pochodnej emisji fluorescencji w funkcji temperatury (-dF/dT). ATm reprezentowana jest

jako najnizszy punkt krzywej w odniesieniu do linii przerywane;j.
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Na wykresie 4 (Rysunek 16) przedstawiono wyniki dla IV grupy pochodnych,

ktorg stanowity pochodne furan-2(5H)-onu oraz 2H-pirol-2-onu (schemat 43).
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Schemat 43. Struktury badanych pochodnych zaklasyfikowanych do grupy IV.
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Rysunek 16. AT dla NodZ i wybranych badanych pochodnych cukrowych, nalezgcych

do grupy IV. Dane przedstawiono jako piki topnienia z wykorzystaniem pierwszej

pochodnej emisji fluorescencji w funkcji temperatury (-dF/dT). ATm reprezentowana jest

jako najnizszy punkt krzywej w odniesieniu do linii przerywane;.
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W grupie IV najwieksze wartosci ATm otrzymano dla pochodnych Ram32
(ATm=-5.6 °C), Ram34 (AT=-8.4 °C), Glul2 (ATm=-8.0 °C), Ram36 (ATm=-7.6 °C) i Ram38
(ATm=-7.2 °C).

5.3.2. Termoforeza mikroskalowa (MST)

W kolejnym etapie postanowiono oznaczyé¢ Kq dla otrzymanych zwigzkéw. W
pierwszej kolejnosci otrzymano Kq dla GDP-B-L-fukozy, a nastepnie przeprowadzono
eksperymenty MST, majace okresli¢ czy dany zwigzek wigze sie z biatkiem. Ze wzgledu
na mozliwe problemy z rozpuszczalnoscig, niepolarnosc i duzg objetos¢ przestrzenng
podstawnikéw w tym eksperymencie badano jedynie zwigzki: Ram32, Ram38 i Ram27.

Analiza wynikéw wykazata wigzanie sie z biatkiem struktury Ram38 (Rysunek 17).
Udato sie dla niej wygenerowac Kq4, jednak warto$é ta obarczona jest duzym btedem
ze wzgledu na problemy z rozpuszczalnoscig badanego zwigzku w wysokich stezeniach,

co uniemozliwito wygenerowanie krzywej w petnym zakresie.

® GDP-Fuc
104 ® Ram38

0.5

Frakcja zwigzana [-]

o )
0.0 K _ wN OH
N

1.0E+01 1.0E+02 1.0E+03 1.0E+04 1.0E+05 1.0E+06 1.0E+07 1.0E+08

Stezenie ligandu [nM]

Rysunek 17. Krzywe wigzania NodZ z Ram38 oraz GDP-Fukoza otrzymane metodg MST
(Kq=998.788 uM dla Ram38 oraz Ky4=43.056 dla GDP-fukozy). Dane otrzymano jako

Srednig z trzech powtérzen i dopasowano do modelu wigzania Kd.
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5.4. Podsumowanie badan biologicznych

Badania in vitro pochodnych 1,3,4-tiadiazolu oraz furan-2(5H)-onu
i 2H-pirol-2-onu wskazujg, ze badane zwigzki wptywajg w réznym stopniu na zywotnosé
komorek linii HCT116 i MCF-7, przy czym pochodne tiadiazolu wykazujg mniejszy wptyw
na przezywalnos¢ komodrek. Réznice te mogg wynikaé z interakcji z innymi celami

molekularnymi w komorce.

Réwnolegle przeprowadzono badanie oddziatywan wszystkich otrzymanych
zwigzkéw z biatkiem bakteryjnej fukozylotransferazy 8 NodZ w tescie TSA. Analiza
wynikdéw wykazata, ze 25 sposrdd otrzymanych w ramach pracy badawczej pochodnych
przesuwa pik topnienia biatka, co moze sugerowaé, ze zwigzki te wigzg sie z biatkiem
NodZ. Jednak z powodu wystgpienia problemdéw z rozpuszczalnoscig, niepolarnosé
i duzg objetos$é przestrzenng podstawnikdw, a co za tym idzie mozliwosé potencjalnego
wystgpienia agregatéw, w kolejnym etapie badan zastosowano jedynie pochodne:

Ram32, Ram38 i Ram27.

Analiza wynikéw potwierdzita wigzanie sie struktury Ram38 z biatkiem, dla
ktérego wygenerowano Kg, jednak ze wzgledu na trudnosci zwigzane z rozpuszczalnoscig
tego zwigzku w wysokich stezeniach nie byto mozliwe wygenerowanie krzywej w petnym
zakresie. Z tego powodu koniecznym jest przeprowadzenie optymalizacji struktury
polegajgcej na zbadaniu analogdéw L-fukozy i L-ramnozy z odbezpieczonymi grupami
hydroksylowymi oraz na sprawdzeniu czy dtugosé linkera miedzy pirolem i triazolem
(analogi z 1, 2 oraz 3-weglowym linkerem) wptynie na poprawe aktywnosci badanych

struktur.

Przeprowadzone badania dostarczajg  wstepnej oceny aktywnosci
przeciwnowotworowej pochodnych otrzymanych w czesci syntetycznej i stanowig punkt

wyjscia do dalszych badan.
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