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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AcCl
AcCoA
Ac,O
AcOEt
AcOH
Ala
All-Br
All-1
AMP
ATP
BH3;*SMe,
BusSnH
Bzl

Cbz
CDCl,
(CH:0),
DAST
DCC
Deoksyfluor
DFML
DFMO
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
eq.

Et

Et,O
EtOH
Glu

Gly

HA
HCS

chlorek acetylu

acetylokoenzym A

bezwodnik octowy

octan etylu

kwas octowy

alanina

bromek allilu

jodek allilu
adenozyno-5'-monofosforan
adenozyno-5’-trifosfosforan
kompleks dimetylosulfidu i borowodoru
wodorek tributylocyny

grupa benzylowa

grupa benzyloksykarbonylowa
deuterochloroform
paraformaldehyd
N,N-dietyloaminotrifluorek siarki
N,N-dicykloheksylokarbodiimid
bis(2-metoksyetylo)aminotrifluorek siarki
difluorometylolizyna
difluorometyloornityna
N,N-diizopropyloetyloamina
4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna
N,N-dimetyloformamid
dimetylosulfotlenek

ekwiwalent

grupa etylowa

eter dietylowy

etanol (alkohol etylowy)

kwas glutaminowy

glicyna

godzina

homoakonitaza

synteza homocytrynianowa
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HD dehydrogenaza homoizocytrynianowa
HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance
Liquid Chromatography)

Hz herz, jednostka miary czestotliwosci w uktadzie SI

ICy stezenie inhibitora, hamujace aktywno$¢ enzymu w X%
IN(OTf); trifluorometanosulfonian indu

i-PrOH 2-propanol (alkohol izopropylowy)

kat. katalizator

kJ kilodzul, jednostka miary energii

LDA N,N-diizopropyloamidek litu

Leu leucyna

LiIHMDS bis(heksametylosililo)amidek litu

Me grupa metylowa

MeOH metanol (alkohol metylowy)

MeONa metanolan sodu

mesh jednostka wielko$ci ziarna

MIC minimalne st¢zenie hamujace (ang. Minimal Inhibitory Concentration)
MHz megaherc, jednostka miary czestotliwos$ci

MS spektrometria masowa (ang. Mass Spectrometry)

NAD" forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADH forma zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADP”* kation fosforanowy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADPH forma zredukowana NADP*

n-BuLi n-butylolit

PCC chlorochromian pirydyny

PDC dichromian pirydyny

pH ujemny logarytm stezenia jonow hydroniowych

Ph grupa fenylowa

PhCHs; toluen

PhNMe, N,N-dimetyloanilina

PhSCI chlorek benzenosulfonowy

PP; nieorganiczny pirofosforan

ppm jednostka przesuniecia chemicznego (ang. parts per million)
psi jednostka ci$nienia

p-TosOH kwas p-toluenosulfonowy

R¢ wspotczynnik podziatu w chromatografii cienkowarstwowej
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Selectfluor bis(tetrafluoroboran)  1-chlorometylo-4-fluoro-1,4-diazobicyklo[2.2.2]-

oktanu
SPE ekstrakcja do fazy statej (ang. Solid Phase Extraction)
TBAF fluorek tetra-n-butyloammoniowy
t-Bu grupa tert-butylowa
TEA trietyloamina
TFA kwas trifluorooctowy
THF tetrahydrofuran
TLC chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatografphy)
TMSOK trimetylosilanolan potasu
TMSOTf trifluorometanosulfonian trimetylosililu
t.p. temperatura pokojowa
tt temperatura topnienia
tw temperatura wrzenia
A angstrem, jednostka dfugosci rowna 10™°m
c stezenie
ee nadmiar enancjomeryczny (ang. enantiomeric excess)
[a]? skrecalno$¢ wiasciwa
a-KG a-ketoglutaran
A ogrzewanie do wrzenia — tzw. reflux
J stata sprzgzenia [Hz]
N normalno$¢
M molarnos$¢
Ki stata dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor
Km stala Michaelisa-Mentena
n rozklad podczas temperatury topnienia
Syl substytucja nukleofilowa jednoczasteczkowa
SN2 substytucja nukleofilowa dwuczasteczkowa
'H NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu protonowego
3C NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu weglowego
YFENMR spektroskopia magnetycznego rezonansu fluorowego
d dublet
dd dublet dubletow
m multiplet
S singlet
t triplet
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STRESZCZENIE

W ramach realizacji tematu rozprawy doktorskiej zaprojektowano struktury i
otrzymano szereg nowych zwigzkow o potencjalnym dzialaniu biologicznym bedgcym
konsekwencjg hamowania aktywno$ci enzymow szlaku biosyntezy L-lizyny w
komorkach grzybowych, w tym m.in.: a) pochodne kwasu cytrynowego: kwas 3-fluoro-
1,2,3-propanotrikarboksylowy, kwas trans-akonitynowy oraz jego pochodng
epoksydowa; b) kwas homocytrynowy, homoizocytrynowy oraz ich pochodne, w tym
kwas cis- i trans-homoakonitynowy i ich epoksydy, (2R,3R)-2-fluoro-3-metoksykarbo-
nylowodoroadypinian 1-metylu, jak rowniez pochodne dikarboksylowe z podstawnika-
mi alkilowymi o réznym charakterze. Wybdr w/w zwigzkow, jako potencjalnych
inhibitoréw enzymatycznych, oparty byt na gruntownej analizie dotychczasowego stanu
wiedzy dotyczacej struktur centrow aktywnych, spektrum substratowego i
mechanizméw reakcji katalizowanych przez enzymy szlaku kwasu L-a-amino-
adypinowego, na analogiach do struktur znanych inhibitoréw enzyméw katalizujacych
inne reakcje metaboliczne, podobne do reakcji szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego
oraz na ogolnych zasadach konstrukcji potencjalnych inhibitoréw enzymatycznych.

Do syntezy deoksyfluoropochodnych stosowano odczynnik fluorujacy DAST, w
wyniku dziatania ktorego uzyskiwano efekt wymiany grupy hydroksylowej na atom
fluoru. Przebadano takze inne mozliwosci wprowadzania atomu fluoru w celu
uzyskania pochodnych kwasu homocytrynowego i kwasu homoizocytrynowego,
wykazujac istotne ograniczenia stosowania tych metodyk dla tego rodzaju zwigzkow.
Racemiczne pochodne epoksydowe kwasow akonitynowego i homoakonitynowego
uzyskano w wyniku utleniania podwojnego wigzania z wykorzystaniem metody UHP
oraz dziatania nadtlenkiem wodoru w obecnosci kwasu wolframowego. Ponadto
przeprowadzono synteze 2-difluorometylowego analogu L-lizyny (DFML). Metoda
syntezy tego zwigzku polegata na wprowadzeniu ugrupowania difluorometylowego na
atom a-wegla w stosunku do grupy karboksylowej za pomoca chlorodifluorometanu.

Proponowane zwiazki otrzymano w postaci wolnych kwasow oraz estrow.
Zaktadano, ze zwigzki w postaci estrow powinny tatwiej dyfundowaé przez blong
cytoplazmatyczng, natomiast wewnatrz komoérek beda hydrolizowane przez esterazy do

wlasciwych inhibitor6w enzymatycznych.
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Dla zwiazkow otrzymanych w postaci estrow metylowych okreslono aktywnos$¢
przeciwgrzybowa in vitro wobec kilku szczepdéw grzybowych. Wiekszo$¢ zwiagzkow nie
wykazywala zdolno$ci hamowania wzrostu badanych drobnoustrojow, natomiast
(2R,3R)-2-fluoro-3-allilobursztynian dimetylu oraz (2R,3R)-2-fluoro-3-butyloburszty-
nian dimetylu charakteryzowaty si¢ nieznaczng aktywno$cig przeciwgrzybowa w
stosunku do niektérych szczepdéw. Zdecydowanie najlepsze wilasciwosci przeciw-
grzybowe stwierdzono dla trans-homoakonitynianu trimetylu, ktéory w stezeniach
16-32 pg/ml hamowat wzrost wszystkich badanych drobnoustrojow w podiozu o
skladzie przypominajacym warunki fizjologiczne. Okre$lono réwniez zdolnos¢
inhibicyjng zwigzkéw uzyskanych w postaci soli w stosunku do enzymow szlaku kwasu
L-a-aminoadypinowego. DFML hamowat aktywno$¢ izoenzymu syntazy homocytry-
nianowej Lys22p w 40% przy stezeniu 4,2 mM, nie wptywajac na aktywno$¢ drugiej
izoformy tego enzymu, Lys2lp. Zahamowanie aktywno$ci, zarowno syntazy
homocytrynianowej (ICyo = 2,5mM dla Lys21-N-Hisp; ICy = 4,2 mM dla Lys22-N-
Hisp), jak i dehydrogenazy homoizocytrynianowej (15% inhibicja przy stezeniu 5 mM)
obserwowano dla soli dipotasowej kwasu (2R,3R)-2-fluoro-3-allilobursztynowego.
Efekt hamowania aktywnosci dehydrogenazy homoizocytrynianowej w zakresie od 16
do 37% stwierdzono ponadto dla soli potasowych pochodnych epoksydowych kwasu
akonitynowego, dla kwasu (2S,3R)-3-propylojabtkowego, kwasu (2R,3R)-2-fluoro-3-
propylobursztynowego oraz kwasu (2S,3R)-3-allilojabtkowego oraz kwasu trans-homo-

akonitynowego (wszystkie zwigzki w st¢zeniu 5 mM).
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1. WSTEP TEORETYCZNY

1.1. Inhibitory enzymatyczne jako potencjalne leki i metody ich

projektowania

W obecnych czasach, w dobie rozwijajacych si¢ chorob nowotworowych, zakazen
grzybiczych 1 wirusowych, chordb powodowanych przez pasozyty, ogromng rol¢
odgrywa poszukiwanie nowych i skutecznych lekéw. Na catym $wiecie laboratoria firm
farmaceutycznych, biotechnologicznych, jak rowniez os$rodkéw akademickich,
prowadza w tym celu szeroko zakrojone badania, polegajace na zaprojektowaniu
odpowiedniej struktury zwigzku chemicznego o pozadanym dziataniu biologicznym,
jego syntezie i wprowadzeniu na rynek farmaceutyczny w postaci gotowego leku.

Istotnym etapem w badaniach nad nowymi lekami jest poszukiwanie tzw. struktury
wiodacej (z ang. lead compound), czyli zwigzku chemicznego, aktywnego biologicznie,
otrzymanego na drodze syntezy chemicznej lub pochodzenia naturalnego. Jego zrodlem
moga by¢: surowce naturalne, medycyna ludowa, zwigzki syntetyczne, istniejace juz
leki, naturalne (fizjologiczne) ligandy i modulatory, synteza kombinatoryczna,
projektowanie wspomagane komputerowo, czysty przypadek, komputerowe banki
danych strukturalnych oraz racjonalne projektowanie z wykorzystaniem technik
modelowania molekularnego.

Nie mniej wazne niz poszukiwanie ‘struktury wiodacej’ jest optymalizowanie
struktury potencjalnego leku. Podejscie to polega na znalezieniu analogu strukturalnego
zwigzku wyjsciowego 0 lepszych wlasciwosciach. Jest to na ogoél postepowanie
wieloetapowe.

Projektowanie zwigzkéw aktywnych biologicznie jest obecnie realizowane juz na
poziomie molekularnym, na ktérym ich czasteczki oddziatluja z receptorami najczesciej
biatkowymi, gtownie z enzymami. Duza cze¢$§¢ badan poswiecona jest zatem
projektowaniu 1 syntezie nowych inhibitoréw, ktéore skutecznie 1 selektywnie
hamowatyby aktywno$¢ enzymow, przeprowadzajacych reakcje istotne dla zycia
komorek patogennych. Mozliwos¢ wykonania oznaczen aktywnos$ci inhibicyjnej
zwigzkéw chemicznych wobec enzymow wytypowanych jako cele molekularne w
chemoterapii stanowi wazny element strategii poszukiwania lekéw znanej pod nazwa
uwarunkowanej procedury przesiewowej (ang. directed screening). Tego typu

postgpowanie, znacznie przyspiesza 1 ulatwia proces odkrywania nowych
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chemoterapeutykdéw. Jednak pozytywny efekt biologiczny zwigzany z oddziatywaniem
substancji z wybranym receptorem komoérkowym, czesto enzymem nie gwarantuje
skutecznosci jej dzialania. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na fakt, Ze na efekt biologiczny
badanego zwigzku maja wpltyw réwniez inne czynniki jak, np.: zastosowana dawka
leku, wchtanianie i transport substancji aktywnej, wigzanie si¢ w komorce, dystrybucja
w organizmie, metabolizm oraz drogi wydalania.

Projektujac potencjalne inhibitory enzymatyczne, bedace analogami strukturalnymi
dla substratow reakcji enzymatycznych, dokonuje si¢ zwykle stosunkowo niewielkich
zmian w strukturze tych czasteczek. Duze podobienstwo pomigdzy analogiem a
substratem sprzyja wigzaniu si¢ tego pierwszego zamiast substratu z odpowiednim
receptorem. Czasami jednak taka nieznaczna r6znica w budowie powoduje, Ze substrat
bedzie wypieral inhibitor z centrum aktywnego enzymu. Wowczas wigzanie si¢
substratu i inhibitora jest procesem konkurencyjnym i odwracalnym, a efekt biologiczny
dziatania inhibitora jest niewielki.

Inhibitory enzymatyczne sg czesto analogami substratu. Moga by¢ jednak analogami
stanu przejSciowego reakcji enzymatycznej, analogami koenzymu lub naturalnego
inhibitora allosterycznego. Znanych jest wiele sposobow klasyfikacji inhibitoréw

enzymatycznych.
Ze wzgledu na sposob dzialania wyr6znia sig:
v' Analogi substratu wigigce si¢ w sposéb odwracalny

Wiele inhibitoréw wigze si¢ przejsSciowo 1 odwracalnie z centrum aktywnym
enzymu, prowadzac jedynie do przejSciowego zahamowania jego aktywnoSci.
Podobienstwo w budowie powoduje, ze inhibitor konkuruje z substratem o miejsce w
centrum wigzagcym enzymu. Wzrost stgzenia substratu niweluje woéwczas efekt
inhibitora. Szczegolnie silne wigzanie inhibitora — analogu substratu - z enzymem ma
miejsce wowczas, gdy czasteczka inhibitora jest izosteryczna i izoelektronowa z
czasteczka substratu, czyli zachowana zostaje geometria 1 rozktad tadunku
elektrycznego. Oba warunki zostajg spelnione przy wymianie grupy hydroksylowej na
atom fluoru. Wymiana atomu wodoru na atom fluoru nie speilnia warunku
izoelektronowos$ci, natomiast wymiana grupy hydroksylowej na grupe tiolowa zmienia
lokalng geometri¢ czasteczki.

Przyktadem analogu substratu - inhibitora kompetytywnego - jest bromek

pirydostygminy | (Mestinon). Jest to lek z grupy inhibitoréw acetylocholinoesterezy,
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najbardziej znany i stosowany w leczeniu miasteni — niedowladu miesni szkieletowych.'
Klasycznymi analogami substratu sg chemoterapeutyki z grupy sulfonamidéw, bgdace
analogami kwasu p-aminobenzoesowego. Do grupy tej naleza rowniez alkilowe i
arylowe sulfonamidy cis-2,6-dimetylopiperydyny, jako potencjalne terapeutyki w

leczeniu choroby Alzheimera.?

| Br

O Me

Mestinon (1)

Lek przeciwnowotworowy Metotreksat Il jest inhibitorem kompetytywnym dla
reduktazy dihydrofolianowej, ktéry Kkatalizuje redukcje dihydrofolianu  do

tetrahydrofolianu. Metotreksat jest analogiem strukturalnym folianu.®

o o
o)
o
NH N
2 H
N o)
NZ | X ITI
= CHs
N

iy

H2N

Metotreksat (II)

V' Inhibitory tworzgce kowalencyjne wigzania 7 centrami aktywnymi enzymow

Wiele inhibitorow tworzy kowalencyjne wigzanie z grupami funkcyjnymi w centrum
aktywnym enzymu, co prowadzi do powstania trwatego kompleksu enzym-inhibitor.
Zwiazki te w sposob nieodwracalny modyfikuja czasteczke biatka, hamujg reakcje
enzymatyczng, skutecznie uniemozliwiajgc substratowi doj$cie do miejsca wigzacego
enzymu.

Projektowany inhibitor enzymatyczny powinien cechowac si¢ specyficznoscia
dzialania, czyli mozliwo$cig laczenia si¢ z centrum aktywnym tylko okreslonego
enzymu. Mozna tego dokona¢ poprzez zachowanie analogii pomiedzy fragmentami w
strukturze czasteczki inhibitora 1 czasteczki substratu, odpowiedzialnymi za
rozpoznawanie i interakcje z miejscem wigzacym odpowiedniego biatka. Ponadto
inhibitor powinien wykazywac sie¢ reaktywnos$cig. Efekt ten uzyskuje si¢ poprzez

wprowadzenie do czasteczki zwigzku organicznego ugrupowan chemicznie
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reaktywnych (reszty chlorometylo- lub bromometyloketonowe, diazowe, pierscien
epoksydowy badz atomy fluorowcow w polozeniu allilowym), ktore beda tworzyc
Wwigzania kowalencyjne z grupami tiolowymi, hydroksylowymi lub aminowymi reszt
aminokwasowych, wchodzacych w sktad czasteczki enzymu. Metoda ta otrzymuje si¢
szereg kowalencyjnych inhibitorow enzymatycznych, np.: podstawiajac grupe
karboksylowa C-koncowego aminokwasu peptydu reszta chlorometyloketonows,
uzyskuje sie¢ selektywne inhibitory enzymow proteolitycznych m. in. elastazy czy
katepsyny G. Niestety ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ zwigzkéw zawierajacych
grupy chlorometyloketonowe, ich stosowanie w chemoterapii jest wykluczone. Innym
przyktadem nieodwracalnych inhibitorow wigzacych si¢ kowalencyjnie moze byé
antybiotyk E-64 (I11) wyizolowany z Aspergillus japonicum, zawierajacy reszte
epoksydowsg, ktora reaguje z grupami tiolowymi proteaz cysteinowych — papainy,

bromelainy i ficyny.* Schemat reakcji przedstawiono na Rysunku 1.

O
O
- o R No _NH
_ * ) /\/\/
E—S HW N \”/ 2
0 H
O

N*H,

(W) E-64 (IlI)

(0]
H, 1 H H
O - S N NN N NH,
\m/ N \”/
S OH H
O | o) N*H,
E

Rysunek 1. Reakcja antybiotyku E-64 z grupa tiolowa w centrum Katalitycznym proteinazy cysteinowej papainy.*

v' Inhibitory samobdjcze

Nazwa ta okres$la si¢ zwigzki, ktore w wyniku katalizy enzymatycznej sa
przeksztatcane w aktywne inhibitory dezaktywujace enzym. Zwiazki tego typu reaguja
z enzymem podobnie jak inhibitory konkurencyjne 1 powoduja catkowite,
nieodwracalne unieczynnienie enzymu. Do tej klasy inhibitorow naleza substancje,
ktore zawieraja grupy acetylenowe, szybko przeksztalcane w centrach katalitycznych
enzymOw w silnie reaktywne ugrupowania allenowe (skumulowane wigzanie
podwdjne), w wyniku oderwania protonu z czasteczki substratu,” jak rowniez analogi

aminokwaséw zawierajace ugrupowanie a-difluorometylowe. Oczywiscie, podczas
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projektowania struktury takich zwigzkéw istotna jest dobra znajomo$¢ mechanizmu
reakcji enzymatycznej, poniewaz ulegajg one takim samym reakcjom co substrat.
Przyktadem nieodwracalnego inhibitora samobdjczego jest difluorometyloornityna
IV (DFMO), ktéra hamuje aktywnos$¢ dekarboksylazy ornityny. Enzym ten peni istotng
rolg w komorkach ssakow oraz innych organizméw eukariotycznych. Katalizuje
pierwszy, wazny etap szlaku biosyntezy poliamin, mianowicie reakcj¢ dekarboksylacji
ornityny, w wyniku ktérej powstaje putrescyna, diaminowy prekursor biosyntezy
poliamin.®” W wyniku obecnosci DFMO dochodzi do wyczerpania wewnatrz komorek
putrescyny i jej pochodnej spermidyny (Rysunek 2).® DFMO, stosowana w leczeniu
$pigczki afrykanskiej, powodowanej przez Trypanosoma brucei, jest przyktadem

substancji leczniczej otrzymanej w wyniku racjonalnego projektowania inhibitora

enzymatycznego.
O
HaN ' o . CH
\V NHs Hzo H3N O
NHL
H
© 2- OH
®—o
2- OH
(P—o N
| CHj
+
N CHs
H

2- OH
(P—o N - OH
| g *®—o | N
N CH3 + =
H " CH;

Rysunek 2. Mechanizm inaktywacji dekarboksylazy ornitynowej przez DFMO.

v’ Analogi stanéw przejsciowych reakcji enzymatycznych

Sa to zwiazki chemiczne o strukturze nasladujacej wysokoenergetyczne, nietrwate

stany przejsciowe tworzace si¢ podczas reakcji enzymatycznej w  wyniku
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przeksztalcenia si¢ substratu. Moga by¢ one silnie i nieodwracalnie wigzane w centrum
aktywnym enzymu, blokujac jego dziatanie. Analogi wysokoenergetycznych stanéw
przejsciowych s3 z reguty bardzo silnymi 1 selektywnymi inhibitorami. Przyktadem
moga by¢ boronowe inhibitory enzymow proteolitycznych, wystepujacych w uktadzie
zotadkowo-jelitowym, takich jak: trypsyna, chymotrypsyna, elastaza i luecynoamino-
peptydaza.g Pochodne kwasdéw boronowych sa wyjatkowo silnymi inhibitorami proteaz,
poniewaz grupa boronowa nasladuje strukture tetraedrycznego stanu przej$ciowego

reakcji hydrolizy enzymatycznej wiazania peptydowego. ™

H2N
OH OH OH
/ / /
B B F B
\ \ \
OH OH OH

Kwa fenyloboronowy Kwa 3-aminofenyloboronowy Kwa 4-fluorofenyloboronowy
V) (VI (Vi
Ph
OH CHj OH
14 1|
N B
CbzHN " oH ChzHN ~""0H
o o]
(S)-CbzPhe(boro)Gly(OH), (S)- CbzAla(boro)Gly(OH),
(Vi (IX)

Z przeprowadzonych badan wynika,™*?

7e sposob wigzania si¢ okreslonego inhibitora
boronowego do centrum aktywnego enzymu zalezy od stopnia dopasowania struktury
inhibitora do fizjologicznego lub naturalnego substratu proteazy serynowej. W
przypadku, gdy kwas boronowy jest dobrym ,nasladowcg” substratu, wowczas
tworzenie si¢ tetraedrycznego kompleksu przejsciowego z reszta seryny jest

uprzywilejowane (Rysunek 3).

o 5 e &
H H N _/
N B + N B
? Y ~oH H} —_— ? Y ~oH %
R R
Rysunek 3. Zasada dziatania boronowych inhibitor6w enzymow proteolitycznych.

Odkryty przez Aleksandra Fleminga antybiotyk przeciwbakteryjny penicylina G (X)
modyfikuje kowalencyjnie centrum aktywne peptydylotransferazy glikopeptydow,

wiazac si¢ efektywnie z centrum aktywnym tego enzymu, dzieki analogii strukturalnej
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do stanu przejsciowego tworzacego si¢ podczas katalizowanej przez enzym

transpeptydacji z udziatem reszty D-alanylo-D-alaniny.

(0] HsC H D-Ala O

H H
N O N
e TN enzym
H CH, o) H CHj
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R
HoN
Gly o)
R O
'
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: S
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- H
N / CHj; /N R
o ::CO_ R’ > ”Aﬂ/
2 H CHj o

penicylina G (X)

v' Inhibitory chelatujgce jony metalu

Projektowanie inhibitoréw dla enzymow metalozaleznych polega na stworzeniu
takiej struktury, ktora bedzie efektywnie chelatowaé jon metalu, bedacy czgécia centrum
katalitycznego czasteczki danego biatka. W tym celu nalezy pozna¢ doktadng budowe
miejsca aktywnego enzymu oraz jaka funkcje peilni dany jon metalu w reakcji
katalitycznej. Najszerzej badang grupg w/w inhibitorow sg inhibitory metaloproteaz,
enzymow z jonem cynku w swojej strukturze. Syntezowane inhibitory posiadajg wiec
odpowiednie grupy funkcyjne, ktére maja za zadanie kompleksowanie jonu cynku.
Przyktadem moga by¢ cynkozalezne inhibitory - peptydowe inhibitory termolizyny,
stromelizyny lub innych metaloproteaz, zawierajace ligandy w postaci reszty kwasu
hydroksamowego oraz grup tiolowych, fosforanowych i fosfonowych.***** Do tego

typu zwigzkow nalezy miedzy innymi fosforamidon (XI) i pochodna leucyny (XI1).

OH
IID H CO,H
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O
HO 0 = O\\ /O
NH P NH,
HO o N
OH H
O
Fosforamidon P-L-Leu-NH,

(XI) (X1
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Szczegdlng rolg w regulacji ci$nienia krwi odgrywa uktad trzech substancji
znajdujacych sie¢ w ludzkim organizmie: renina-angiotensyna-aldosteron (RAA). Renina
hydrolizuje znajdujacy si¢ we krwi angiotensynogen, uwalniajgc tzw. angiotensyne I.
Enzym konwertujacy angiotensyn¢ (ACE) przeksztalca ja w angiotensyne II,
powodujac tym samym skurcz migéni gladkich naczyn krwiono$nych i wzrost cisnienia

16,17

Krwi. Przeciwnie do angiotensyny dziata bradykinina, ktéra ma zdolno$¢ uwalniania

do naczyn krwionos$nych substancji rozkurczajacych. Konwertaza angiotensyny

18 . .
Bardzo wazne okazato si¢

rozklada bradykining do nieaktywnych metabolitow.
zastosowanie  odpowiednich inhibitoréw konwertazy angiotensyny, ktorych
podobienstwo strukturalne do substratu — angiotensyny, umozliwia ich wigzanie si¢ w
centrum aktywnym biatka ACE i zahamowanie jego aktywno$ci. W zwiazku z tym, ze
angiotensyna wigze si¢ z enzymem przy udziale jonu cynku, przy projektowaniu
inhibitorow ACE istotne okazato si¢ wprowadzenie do ich struktury grup takich, jak
np.: karboksylowe czy tiolowe, ktore beda kompleksowaty jony cynku. Najszerzej
stosowanym w leczeniu nadcisnienia tetniczego krwi inhibitorem enzymu ACE jest

zwigzek o nazwie Captopril.

HS

o
(6]

Captopril (XIII)

1.2. Fluoroorganiczne inhibitory enzymatyczne

Zwiazki fluorowane sg obecnie szeroko wykorzystywane w chemii medyczne;j.
Okoto 20-25% wszystkich lekéw to zwigzki zawierajace w swojej strukturze co
najmniej jeden atom fluoru.” Rozwoj badan nad zwigzkami fluorowanymi,
charakteryzujacymi si¢ polepszong stabilnoscia w przemianach metabolicznych oraz
specyficznoscig dziatania, sprzyja wigzaniu si¢ fluoropochodnych do miejsc
docelowych wigkszej 1losci czasteczek 1 poszerza liczbe lekéw o strukturze
fluoroorganicznej. Atom fluoru jest zblizony wielko$cig do atomu wodoru (F = 1,35;
H = 1,1A).%° Tym samym, zwiazek otrzymany w wyniku wymiany jednego z tych
atomow na drugi, jest izosteryczny ze zwigzkiem wyjsciowym. Z drugiej strony,

poniewaz atom fluoru charakteryzuje si¢ najwigksza elektroujemnoscig sposrod
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wszystkich pierwiastkow uktadu okresowego, stad obecno$¢ podstawnika fluorowego

badz wigzania C-F w zwigzku organicznym, zmienia jego wilasciwosci fizyczne,

chemiczne i biologiczne, m. in.:

v' ze wzgledu na wysoka energic wigzania C-F (447,7 kJ/mol), zwigzki

fluorowane sg trudniej metabolizowane; dzieje si¢ tak w sytuacji, gdy w
reakcji enzymatycznej dochodzi do odszczepiania protonu z substratu. Jezeli
proton zastgpi si¢ atomem fluoru, wowczas nie ma mozliwosci odrywania
protonu. W konsekwencji prowadzi to do kompetytywnej inhibicji enzymu,
np.: kwas 2-fluorocytrynowy jest inhibitorem kompetytywnym akonitazy w

cyklu kwasu cytrynowego;
zmienia sie¢ lipofilowo$¢ i moment dipolowy zwigzku fluorowanego;
obecno$¢ atomu fluoru moze istotnie wptywac¢ na konformacje czasteczki;

zwiazki fluorowane wykazuja czegsto zwigkszone powinowactwo wigzania si¢
do biatka docelowego;22

wzglednie maty rozmiar atomu fluoru ma istotne znaczenie podczas wymiany
grupy hydroksylowej atomem fluoru i prowadzi do niewielkiej zmiany
zasadnicze] wielko$ci 1 ksztaltu czasteczki przy zachowaniu miejscowego
momentu dipolowego, przez co zwigksza si¢ reaktywnos¢ zwiagzku
fluorowanego. Taka sytuacja poprawia stabilno$¢ termiczng i oksydacyjna

uzyskiwanych zwigzkéw w uktadach biologicznych.23

Zwiazki organiczne, zawierajgce fluor, sg czesto wykorzystywane jako leki w

leczeniu m.in. chordb centralnego uktadu nerwowego, rozmaitych schorzen sercowo

naczyniowych,

(Tabela 1) oraz w terapii przeciwgrzybowe;j.

otylosci, jako srodki przeciwbakteryjne i

pl’ZGCiWI’]OWOtWOI’OWG
24,25,26

Podzial fluorowanych
lekéw i ich zastosowanie

Przyklady lekéw

Fluorowane leki
stosowane w leczeniu
cukrzycy i otylosci
(Ilt 27, 28,29)

Inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
F

F
NH, O
N
F bN\{
Sitagliptyna (XIV) CF3
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Inhibitor fosforylazy glikogenu
Cl

N
o) Nﬁ\
O

OH

CP-320626 (XV)

Inibitory reduktazy aldozy
0

>—NH

Sorbinil (XVI) Fidarestat (XVII)

1. Hiperlipidemia (choroba zwiazana z nadmiarem
cholesterolu we krwi)
Inhibitor reduktazy HMG-CoA (fluorostatyny)

HO Me
HO

CHQ H

N
IS

N H
/

O Atorwastatyna (XVIII)
(Lipitor)
. ICSO =8 nM
Fluorowane leki Typ 2 statyny
F

w terapii chorob
sercowo-naczyniowych | 2. Fluorowane antykoagulanty

(||t 30,31,32,33)
' Inhibitor czynnika Xa i FVIIa/TF

F
/ N\ H
NH, —
/

O—N
Razaxaban (XIX)
Ki=0,15 nM
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(XX) R = Ph; ICsq = 36 nM
(XXI) R = CONHCH,-p-CgH,Cl; ICsq = 16 nM

Fluorochinolony

F N CO,H
| ~CH3SO3H

MeO |
| ?\I N/ |
- A
HoN

Gemifloxacin (XXII)

0]
Fluorowane $rodki F CO.H
o dzialaniu |
przeciwbakteryjnym N N
(lit 34,35,36,37,38) A
) OMe
NHMe

Balofloxacin (XXIII)

Fluorowane oksazolidynony
E

OQN N\)\/ H \H/

0
Linezolid (XXIV)
5-Fluoropirymidyny
0]
F
Fluorowane Srodki o) | NH | NH
o dzialaniu F HO /K /K
; NH N O HgC N o
przeciwnowotworowym | /K o o
+1 25,39
(lit.==%) N o
H HO HO  OH
5-fluorouracyl floxuridine (FdUrd) furtulon (5'dFUrd)
(XXV) (XXVI) (XXVII)
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Inne: :
NH, NH,
N X X
N N
</ﬁ Q
HO o N N Ccl HO N o)
jfi%
HO  F HO  F

Clofarabine
(XXVII) Gemcitabine, dFdc (XXIX)

Tabela 1. Zestawienie niektorych lekow fluorowanych stosowanych w medycynie.

Fluorowane $rodki azolowe o dzialaniu przeciwgrzybowym

W ostatnich latach dokonano znacznego postgpu w leczeniu grzybic, cig¢zkich
infekcji wywotanych przez grzyby chorobotworcze. Skuteczne, zardwno terapeutycznie,
jak i profilaktycznie, okazalty si¢ by¢ zwigzki z grupy azoli. Dziatanie preparatow
azolowych polega na hamowaniu aktywnos$ci cytochromu P450 komoérek grzybowych
w szlaku biosyntezy ergosterolu, istotnego sktadnika budulcowego btony komodrkowej
drobnoustrojow grzybowych. Szczegdlne zainteresowanie wigze si¢ z azolami
fluorowanymi. Przykladem takiego leku przeciwgrzybicznego jest Flukonazol, bardzo
skuteczny w leczeniu ciezkich grzybic uktadowych. Duzg zaleta pochodnych
fluorowanych azoli, w pordwnaniu z niefluorowanymi, jest ich dobra rozpuszczalnosé
w wodzie, a co za tym idzie ich lepsza wchtanialnos$¢ z przewodu pokarmowego.19
Innymi fluorowanymi lekami azolowymi sg m.in. fosfoflukonazol, worikonazol oraz
BAL4815, jego prolek BAL8557. Worikonazol jest efektywnym inhibitorem enzymu
14-a-demetylazy zaleznej od cytochromu P450 w szlaku biosyntezy ergosterolu.®
Natomiast BAL4815 (Isawukonazol) oraz jego prolek BAL8557 s3 lekami

przeciwgrzybowymi, ktore aktualnie znajduja si¢ w III fazie badan klinicznych.41

OH

Osgd—oH
— = — N=
o TN =\
NN N/ N N/

F F

F
Flukonazol (XXX) Fosflukonazol (XXXI) Worikonazol (XXXII)
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BAL8557 (XXXIV)

1.3. Enzymy szlaku kwasu a-aminoadypinowego jako potencjalne cele

molekularne dla chemoterapii przeciwgrzybowej

Choroby powodowane przez drobnoustroje grzybowe stanowia narastajacy problem
kliniczny. Naleza do nich grzybice uktadowe wywolywane przez grzyby plesniowe z
rodzaju Aspergillus oraz drozdzaki z rodzaju Cryptococcus i Candida,* zwlaszcza u
pacjentéw z obnizong odpornoscig uktadu immunologicznego np. z powodu zakazenia
wirusem HIV, po roéznego rodzaju chemioterapiach przeciwnowotworowych czy
stosowaniu §rodkow immunosupresyjnych po transplantacji organ(')w.‘l?”44

Leczenie grzybic narzadowych jest bardzo trudnym zadaniem ze wzgledu na
trudnos$ci w identyfikacji powstalych zakazen grzybiczych. Ograniczeniem jest rowniez
waska gama skutecznych lekow przeciwgrzybowych o szerokim spektrum dzialania,
mozliwie niskotoksycznych dla czlowieka i niepowodujacych opornosci wielolekowe;.
W ostatnich latach wprowadzono do lecznictwa tylko dwa nowe leki przeciwgrzybowe:
worikonazol (XXXI1) i kaspofunging. Oba chemoterapeutyki wykazuja szeroki zakres
dziatania i s3 skuteczne w inwazyjnych zakazeniach wywotanych przez Aspergillus i
Candida. Poza tym kaspofungina wydaje si¢ by¢ najlepsza jakosciowo ze wzgledu na
mechanizm dziatania, ktory polega na zahamowaniu syntezy f-1,3 D-glukanu, jednego
z glownych skladnikow Sciany komorkowej grzybow.®
Obecnie nadal poszukuje si¢ nowych celow molekularnych dla chemoterapeutykow

przeciwgrzybowych. Wsréd nich sg enzymy szlaku biosyntezy aminokwasow,

wystepujacych w komorkach grzybowych. Najwieksze zainteresowanie wzbudzaja
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enzymy katalizujace poczatkowe reakcje szlaku biosyntezy L-lizyny, zwanego réwniez

szlakiem kwasu L-a-aminoadypinowego.

1.3.1. Szlak kwasu L-a-aminoadypinowego

Szlak kwasu L-a-aminoadypinowego sktada si¢ z o$mioetapowej reakcji,
katalizowanej przez siedem roéznych enzymow. Kilka pierwszych etapow tego szlaku
wykazuje duze podobienstwo do cyklu Krebsa (kwasow trikarboksylowych — TCA).
Natomiast poczatkowe produkty posrednie szlaku biosyntezy lizyny sg prostymi
homologami ,,intermediatow” cyklu kwasu cytrynowego, zawierajacymi o jeden atom

wegla wiecej w swojej czasteczce (Rysunek 4).%

O AcCoA
J\A A fo_COH COH
awy 2
HO,C CO,H HOZCA( o~ S HOZCM ?
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XXXV HS-CoA COH  yxxvi COH  xxxviI

H,O
9
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", CO,H CO,H
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NADP*
L-Glu
// NADPH
NADP*
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H;<NH/2\/\
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Rysunek 4. Szlak kwasu a—aminoadypinowego biosyntezy lizyny u grzybow wyzszych: (A) syntaza
homoizocytrynianowa EC. 4.1.3.21; (B) homoakonitaza EC 4.2.1.36; (C) dehydrogenaza homoizocytrynianowa EC
1.1.1.87; (D) aminotransferaza kwasu a-aminoadypinowego EC 2.6.1.39; (E) reduktaza kwasu a-aminoadypinowego
EC 1.2.1.31; (F) reduktaza sacharopiny EC 1.5.1.10; (G) dehydrogenaza sacharopiny EC 1.5.1.7.

Biosynteza lizyny w organizmach grzybowych zaczyna si¢ od powstania kwasu

homocytrynowego (XXXVI), w wyniku kondensacji kwasu a-ketoglutarowego

24|Strona



(XXXV) z acetylo-CoA przy udziale syntazy homocytrynianowej. Zwigzek ten ulega
nastepnie reakcji dehydratacji, przechodzac w kwas cis-homoakonitynowy (XXXVI11)"
i dalszemu przeksztalceniu w kwas homoizocytrynowy (XXXVIII). Obie reakcje
katalizowane sa przez homoakonitaze. Kwas homoizocytrynowy, w obecnosci
dehydrogenazy homoizocytrynianowej, jest jednocze$nie utleniany i dekarboksylowany
do kwasu a-ketoadypinowego (XXXIX), tracac grupe karboksylowa w pozycji C3.
Nastepnie aminotransferaza kwasu a-aminoadypinowego przenosi aminowg grupe
kwasu glutaminowego na powstaly ketokwas, w wyniku czego powstaje kwas
a-aminoadypinowy (XL). Druga cz¢$¢ szlaku polega na redukcji reszty karboksylowej
taficucha bocznego kwasu a-aminoadypinowego i powstaniu pochodnej dJ-semi-
aldehydowej (XLI). Reakcja ta przebiega przy udziale reduktazy kwasu a-amino-
adypinowego, ktora wymaga do katalizy ATP i NADPH. Powstaty semialdehyd XLI,
przy udziale reduktazy sacharopiny, jest kondensowany z czasteczka kwasu
glutaminowego 1 jednoczesnie redukowany do L-sacharopiny (XLII). Ostatni etap
szlaku kwasu a-aminoadypinowego polega na rozerwaniu wigzania C-N w
glutaminowym koncu sacharopiny i jest Kkatalizowany przez dehydrogenaze
sacharopiny. W rezultacie reakcja ta prowadzi do powstania L-lizyny (XLI11).%

1.3.2. Inhibitory enzymow szlaku kwasu a-aminoadypinowego

L-Lizyna jest aminokwasem niezbednym do Zzycia, niesyntetyzowanym w
organizmie czlowieka 1 dlatego musi by¢ dostarczana wraz z pozywieniem. W
przypadku organizméw grzybowych lizyna jest istotnym zwigzkiem otrzymywanym w
komorkach. Niektore bakterie, drozdze, grzyby wyzsze, réwniez te patogenne dla
cztowieka z rodzaju Candida albicans, Cryptococus neoformans, Aspergillus fumigatus
oraz patogeny roslinne z rodzaju Magnaphore grisea, sa zdolne syntetyzowa¢ L-lizyng,
wykorzystujac szlak kwasu a-aminoadypinowego.*’ Dzigki temu, szlak kwasu a-AA
jest rozwazany jako potencjalne zrédto nowych celow molekularnych w badaniach nad

nowymi lekami o dzialaniu przeciwgrzybowym.

1.3.2.1. Inhibitory dehydrogenazy sacharopiny

Pierwsze proby w tym kierunku podjeli Zabriskie i Jackson w roku 2000.%

Otrzymali oni amidowe analogi strukturalne sacharopiny rdznigce si¢ dlugoscia

" w/w nazewnictwo nienasyconych kwasow trikarboksylowych i ich pochodnych jest tradycyjnie
stosowane w naukowej literaturze biochemicznej i medycznej
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tancuchow bocznych (Rysunek 5). Uzyskane zwigzki przebadano pod wzgledem
aktywnosci inhibicyjnej w stosunku do enzymu izolowanego ze szczepu Saccharomyces
cerevisiae, gdzie poczatkowe stezenia substratow reakcji enzymatycznej wynosity:

2mM, 1,7mM oraz 0,33mM, odpowiednio dla badanego zwiazku, sacharopiny i NAD".

Ot CO,H
}\H)J\ >\M/002H }\M)k
HO,C HO,C
XLIV m=3:n=2 XLVIII COzH
XLV m=4,n=2
XLVI m=2;n=2
XLVII m=3;n=1 COH
Hozc}\H)J\
XLIX
CO,H

Rysunek 5. Potencjalne inhibitory dehydrogenazy sacharopiny.

Sposrod zsyntetyzowanych analogow sacharopiny, tylko zwigzek XLIV silnie hamowat
aktywno$¢ dehydrogenazy sacharopiny (Kj = 0,12mM), natomiast XLV byt $rednim
inhibitorem. Niestety zaden z powyzszych inhibitoréw nie odznaczal si¢ aktywnoscia
przeciwgrzybowa w stosunku do szczepow S. cerevisiae i C. albicans.*

Kilka lat pozniej, Palmer i in.*’ zaprezentowali analogi (R)-homocytrynianu (L) i
(2R,3S)-homoizocytrynianu z podstawnikiem karboksyfenylowym (LI-LII), ktore
skutecznie hamowaty wzrost grzyba Aspergillus nidulans. Autorzy zaznaczyli, ze dzigki
podobienstwu otrzymanych zwigzkdw chemicznych do struktury odpowiednich
metabolitow szlaku a-AA moga one hamowac aktywno$¢ enzymow poczatkowych
etapow  szlaku biosyntezy L-lizyny: homoakonitazy i/lub  dehydrogenazy

homoizocytrynianowej.

CO,R CO,R CO,R
(|3H2 Hé—OH HC—OH
RO,C—C—OH ROZC—CllH RO,C—CH
éHZ (|:H2 C|ZH2
CO,R
CO,R CO,R
La:R=H Lla:R=H Llla:R=H
Lb: R=Me Lib: R = Me Lllb: R = Me
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Okazato sig, ze estry (L-LIIb) powoduja zahamowanie wzrostu grzyba A. nidulans w
50% w stezeniach ok. 3mM.

1.3.2.2. Inhibitory dehydrogenazy homoizocytrynianowej

Dehydrogenaza homoizocytrynianowa (HICDH, EC 1.1.1.87) uczestniczy w trzecim
etapie szlaku kwasu a-aminoadypinowego. Enzym ten przeprowadza reakcje
oksydatywnej dekarboksylacji (2R,3S)-homoizocytrynianu do 2-ketoadypinianu, przy
udziale NAD" (Rysunek 6).

H H co
0,C COy "0,C CO, , 2 0,C
o) CO, 0 coy

HO CO," NAD* NADH
H

(2R,3S)-Homoizocytrynian ‘

_Ozc\j\

o) COy

2-Ketoadypinian
Rysunek 6. Reakcja oksydatywnej dekarboksylacji katalizowana przez HICDH.

W 2007 roku Yamamoto i in.*® przeprowadzili badania, polegajace na projektowaniu
struktur analogow substratow oraz inhibitorow dehydrogenazy homoizocytrynianowe;.
Doswiadczenia realizowano z wykorzystaniem dehydrogenazy homoizocytrynianowej,
wyizolowanej ze szczepu Deinococcus radiodurans (DraHICDH) oraz Saccharomyces
cerevisiae (SCHICDH).

W oparciu o mechanizm reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze¢ homoizocytry-
nianowg (Rysunek 6), zaprojektowano struktury czasteczek potencjalnych inhibitorow
tego enzymu. Wsrod nich znalazty si¢ pochodne: winylowa (LII1) oraz alkilidenowe
kwasu jabtkowego (LIV-LVII).

HO
CO,H CO,H CO,H
P 2 HO AN 2 X 2
HO CO,H HO CO,H HO CO,H
H H H
LI LIV LV
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CO,H COo,H
HO,C N 2 N
HO™ k> co,H HO™ | >coH
H H
LI LVl

Zaktadano, ze nie bedg one podatne na reakcje dekarboksylacji, natomiast bedg wigzac

si¢ z centrum aktywnym enzymu (Rysunek 7).

X CO,H X CO,H co,
N HICDH \”Jj/i ; gt

HO L TCoH e NADH 07 “CO,H

Rysunek 7. Proponowany mechanizm reakcji zachodzacej w obecnosci inhibitoréw HICDH.

Otrzymane zwigzki chemiczne przebadano pod katem aktywnosci inhibicyjnej. Okazato
si¢, ze kwas 3-winylojabtkowy (LIII) jest znakomitym kompetytywnym inhibitorem
DraHICDH. W przypadku ScHICDH nie obserwowano tego typu aktywnosci. Kwas
3-winylojabtkowy  wykazuje = wyzsze  powinowactwo do  dehydrogenazy
homoizocytrynia-nowej z D. radiodurans. Prawdopodobnie istotng przyczyna tego
stanu jest obecno$¢ podwdjnego wigzania oraz jego umiejscowienie w czasteczce
zwigzku. Powoduje to silne oddziatywanie n-elektronéw wigzan podwojnych z resztami
aminokwasowymi HICDH lub pierscieniem nikotynamidowym koenzymu NAD*.*®
Ponadto wszystkie z zsyntetyzowanych zwigzkow z podstawnikiem alkilidenylowym
(LIV-LVII) zachowujg si¢ jak kompetytywne inhibitory, umiarkowanie hamujgc
dzialalno$¢ enzymu i powoduja jego inaktywacje. Wbudowuja si¢ odwracalnie do
miejsca aktywnego dehydrogenazy homoizocytrynianowej, w wyniku czego
nieoczekiwanie uniemozliwiaja enzymowi przeprowadzenie pierwszej reakcji —
utleniania grupy hydroksylowej, znajdujgcej si¢ w ich czasteczce. Najsilniejszym
inhibitorem HICDH okazat si¢ kwas 3-karboksy-1-propylidenojabtkowy (LVII)
(Tabela 2).

Inhibitor Ki(uM)
DraHICDH ScHICDH
LI 88 Brak
LIV 5200 1400
LV 15,300 510
LVI 3100 790
LVII 260 72

Tabela 2. Stale inhibicji kompetytywnej omawianych zwigzkow; brak — nie obserwowano aktywnosci inhibicyjne;.
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W badaniach inhibicji zaobserwowano takze znaczne réznice w zdolno$ci hamowania
aktywnos$ci enzymatycznej przez odpowiednie izomery geometryczne (Z/E). 1zomery Z
odznaczaty sig¢ silniejsza zdolnoscig inhibicyjng (z wyjatkiem kwasu 3-hydroksy-1-pro-
pylidenojabtkowego) w stosunku do ScHICDH. Ttumaczy to fakt, ze konfiguracja Z
tancuchow bocznych otrzymanych inhibitoréw, znakomicie nasladuje konformacje
wydhuzonego tancucha substratu enzymu — homoizocytrynianu (XXXVI11).*8

Rok pdzniej, opublikowano wyniki badan dotyczace nowego, silnego inhibitora
dehydrogenazy homoizocytrynianowej — tiahomoizocytrynianu.*® Zaprojektowano
pochodne homoizocytrynianu zawierajace na atomie wegla C3 podstawniki z
heteroatomami takimi, jak tlen, siarka czy azot (LVIII-LX) oraz zwigzek LXI

pozbawiony grupy w-karboksylowej.

T T T

W czasie reakcji enzymatycznej, katalizowanej przez HICDH, czasteczka zwigzku
przeksztalcana jest w przejsciowa forme¢ enolowa, ktora jest stabilizowana przez
obecnos¢ heteroatomu w swojej strukturze (Rysunek 8). W wyniku tego wiaze si¢ z

centrum aktywnym enzymu i hamuje jego dzialanie.

2

C_X ) HICDH 0L X Z 0L
NAD* NADH
X=NH,0,S 2c\/x:[co2
HO™ co,

_ozc\/x;\

07 Sco,

Rysunek 8. Reakcja katalizowana przez HICDH z substratami, zawierajacymi heteroatom w swojej czasteczce.*®

Uzyskane racemiczne analogi (LVIII-LXI) poddano reakcjom enzymatycznym z

udzialem dehydrogenazy homoizocytrynianowej, izolowanej ze szczepu Saccharomyces
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cerevisiae (ScHICDH). Przebieg reakcji monitorowano przez pomiar tworzenia si¢

NADH z NAD". Dane kinetyczne zamieszczono w Tabeli 3.

zwiazek Ki (uM) Ky (uM) Keat (57)
LVII — 150 2.0
LIX 10 20 0.59
LX 0.097 b.d. b.d.
LXI 12° — —
XXXV (HIC) 18° 17°

Tabela 3. Stafe kinetyczne aktywnoéci HICDH dla badanych zwigzkow:
b.d. = brak danych-wartosci nie okreslono w warunkach pomiaru ze wzgledu na niskg aktywno$¢ substratows
(@ inhibitor niekompetytywny,*® ® dane z bibliografii*®)

Zaobserwowano, ze obecno$¢ atomu tlenu czy siarki, odpowiednio w zwigzku LIX i
LX, sprzyja wigzaniu si¢ ich w centrum aktywnym dehydrogenazy
homoizocytrynianowej zamiast substratu — homoizocytrynianu. Pochodne te, a w
szczegolnosci pochodna tiohomoizocytrynianowa C (Kj = 97nM), dziataja wiec jak
kompetytywne inhibitory ScHICDH. Doswiadczenia, w ktorych badano ilos¢
powstajacego NADH, w zaleznosci od st¢zenia siarkowego analogu substratu,
wykazaty, ze etapem limitujacym szybko$¢ reakcji enzymatycznej jest utlenianie
tiopochodnej przez NAD*.*

Biorgc pod uwage mechanizm inhibicji HICDH z udzialem tioorganicznej pochodne;j

LX, Yamamoto i in.*

stwierdzili, ze produkt reakcji LXI moze réwniez hamowac
aktywno$¢ enzymu.

Badania kinetyczne wykazaty, ze przy roznych stezeniach substratu (HIC) oraz
kofaktora NAD", zwiazek LXI jest silnym inhibitorem niekompetytywnym (Ki=12puM)
dehydrogenazy homoizocytrynianowej, izolowanej ze szczepu Saccharomyces
cerevisiae.*

W literaturze naukowej brak informacji na temat substancji, ktore
charakteryzowalyby si¢ aktywnos$cig inhibicyjng w stosunku do pozostatych enzymoéow
szlaku kwasu a-aminoadypinowego. Stwarza to mozliwo$¢ projektowania nowych
obiecujacych zwigzkoéw organicznych o wlasciwos$ciach inhibicyjnych, w tym analogow
strukturalnych kwasu homocytrynowego 1 homoizocytrynowego, ktére moglyby by¢
inhibitorami enzymow katalizujagcych trzy pierwsze reakcje szlaku kwasu

a-aminoadypinowego.
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1.4. Chemia kwaso6w homocytrynowego i homoizocytrynowego

1.4.1. Kwas homocytrynowy

Kwas fg-hydroksy-s-karboksyadypinowy (kwas 2-hydroksy-1,2,4-butanotrikarboksy-
lowy), znany bardziej pod nazwg — kwas homocytrynowy, jest naturalnym
intermediatem  szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego  biosyntezy  L-lizyny,
wystepujacego u drozdzy i grzyboéw wyzszych. Zwiagzek ten jest wytwarzany w
organizmach zywych, na drodze enzymatycznej kondensacji a-ketoglutaranu i
acetyloCoA. Enzym biorgcy udzial w tej reakcji to syntaza homocytrynianowa EC
4.1.3.21 (Rysunek 4, str. 24).%°

Znanych jest kilka metod syntezy kwasu homocytrynowego XXXVI. Wigkszos$¢ z
nich umozliwia jednak otrzymywanie raczej p-laktonu kwasu homocytrynowego w
postaci racemicznej, rzadziej jako zwigzek optycznie czysty.

Pierwsza asymetryczna synteza kwasu (R)-homocytrynowego® wykorzystuje
reakcje diastereoselektywnego alkilowania enolanu litu za pomoca bromku allilu

(Rysunek 9).
2eq.LiHMDS
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Rysunek 9. Metoda otrzymywania (R)-homocytrynianu trisodowego z kwasu D-jabtkowego.
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Substratem w tym procesie jest kwas D-jabtkowy, ktory zostat przeksztalcony w
pochodng 2-tert-butylo-1,3-dioksolan-5-onu (LXIII). W soli litowej enolanu LXIV
atom a-wegla jest planarny, co umozliwia jego alkilowanie od strony przeciwnej do
duzej grupy ochronnej. Alkilowanie enolanu bromkiem allilu przebiega z ponad 95%
diastereoselektywnoscia. Pochodng dioksolanonu LXV poddaje si¢ reakcji estryfikaciji,
a nastepnie hydroborowania (BHz*SMe;) i utleniania za pomoca PDC, otrzymujac
dioksolanon LXVI, bedacy pochodng kwasu homocytrynowego. Usunigcie grup
ochronnych prowadzi do powstania (R)-homocytrynianu trisodowego (Rysunek 9).

W 2006 roku opisano synteze optycznie czynnego estru trimetylowego kwasu
homocytrynowego w mieszaninie z jego yp-laktonem przebiegajaca wg schematu
przedstawionego na Rysunek 10.>?
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Rysunek 10. Synteza optycznie czynnego estru trimetylowego kwasu homocytrynowego, wykorzystujaca kwas
chinowy jako substrat.

Zrodlem centrum stereogenicznego na atomie wegla C3 produktu LXXII jest kwas
chinowy (LXVII), w ktorym selektywnie usuwano grupe hydroksylowg z atomu wegla
C5, a nastgpnie oksydatywnie rozszczepiano pierscien nadjodanem sodu.”? Dwie
wicynalne grupy cis-hydroksylowe kwasu LXVII byty chronione poprzez utworzenie

pochodnej alkilidenowej (LXVIII) z cykloheksanonem. W dalszym etapie, zwigzek
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LXVII przeksztalcano w pochodng typu tiouretanowego LXIX w reakcji z
tiokarbonylodiimidazolem. Usuwanie ugrupowania tiouretanowego przeprowadzono
dziatajac na pochodng LXIX wodorkiem tributylocynowym w obecnosci AIBN
(2,2’-azobisizobutyronitryl). Otrzymany w ten sposob zwigzek LXX, po usunigciu
ochrony cykloheksylidenowej (tworzy si¢ triol LXXI), utleniano nadjodanem sodu oraz
nadkwasem mrowkowym do homocytrynianu 3-metylu. Bez izolacji monoestru,
mieszaning poreakcyjng traktowano metanolem w obecnosci jonitu Amberlit
IR120[H"]. Ostatecznie otrzymano mieszaning dwéch produktéw: (R)-homocytrynianu
trimetylu LXXII oraz estru dimetylowego y-laktonu kwasu (R)-homocytrynowego
(LXXII), odpowiednio z wydajnosciami 36 i 15%.%

Podobny schemat syntezy wczesniej zaproponowali Thomas i wspot.,” ktorzy takze
wychodzili z optycznie czynnego kwasu chinowego LXVII, przeksztalcajac go w
reakcji utleniania, a nastgpnie redukcji w kwas dehydroksychinowy (LXXIV).
Dziatajac na zwigzek LXXIV nadjodanem otrzymali dialdehyd (LXXV), ktory
naste¢pnie utleniali wodg bromowg do kwasu homocytrynowego XXXVI (Rysunek 11).

HO, ,CO.H HO, ,CO.H [ HO, ,COH |

OH o) o)

n
1
T

LXVII LXXIV LXXV (S)-XXXVI

Rysunek 11. Utlenianie kwasu (-)-chinowego do kwasu homocytrynowego.

Racemiczny kwas homocytrynowy XXXVI otrzymano w reakcji soli magnezowej
malonianu LXXVIII z monochlorkiem monoestru metylowego kwasu bursztynowego
LXXIX (Rysunek 12).>* Substrat, malonian tert-butyloetylowy LXXVII otrzymano
poprzez estryfikacje wodoromalonianu monoetylu (LXXV1) alkoholem tert-butylowym
w obecnosci dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) oraz 4-dimetyloamino-pirydyny
(DMAP). Uzyskany w ten sposob malonian tert-butyloetylowy (LXXVII)
przeprowadzono w s6l magnezowa LXXVIII i poddano reakcji acylowania chlorkiem
kwasowym LXXIX. Po usuni¢ciu tert-butylowej grupy ochronnej dziataniem kwasu
p-naftalenosulfonowego i dekarboksylacji, otrzymany p-ketoadypinian LXXXI
poddano reakcji addycji cyjanowodorem (KCN + HCI). Uzyskano w efekcie wolny
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kwas rac-homocytrynowy (rac-XXXVI), ktory jednak jest izolowany w ostatnim etapie
jako y-lakton rac-LXXXII.

OJ OJ
o) o)
_MesCOH Mg (OB, MgOEt  LXXIX
DCC/ EtOH o)
DMAP (Kat. )
o) o) 0
% AN

LXXVI LXXVII LXXVIII LXXX
kwas f-naftaleno-
sulfonowy
HO,C O 1. KCN + HCl
2.HCly
HOZC HO,C
rac-LXXXII
XXXVI o LXXXI

LXXX: CICOCH,CH,CO,Me

Rysunek 12. Metoda syntezy kwasu homocytrynowego z malonianu monoetylu.

Z uwagi na niestabilno$¢ chemiczng kwasu homocytrynowego, wszystkie syntezy
prowadza gléwnie do powstawania jego cyklicznej postaci, czyli y-laktonu. Stad, coraz
wigcej jest publikacji na temat syntezy optycznie czynnego laktonu kwasu
homocytrynowego. Jedno z ostatnich doniesien literaturowych™ dotyczy otrzymywania
y-laktonu kwasu (S)-homocytrynowego z zastosowaniem metodyki SRS Seebach’a
(ang. self-regeneration of stereocenters)® czyli samoodnawiania centrow
stereogenicznych, a optycznie czynnym materialem wyjSciowym jest (S)-fenyloalanina
(Rysunek 13). (S)-Fenyloalanine poddaje sie reakcji diazowania azotynem sodu®’ i cis-
diastereoselektywnego tworzenia 2-tert-butylo-5-benzylo-1,3-dioksolanonu  (S,S)-
LXXXV pod dziataniem aldehydu piwaloilowego.”® Kluczowym etapem syntezy jest
reakcja alkilowania enolanu (S)-LXXXVI bromkiem allilu, ktéora prowadzi do
powstawania alkilowanego dioksolanonu LXXXVII z wydajnoscig 42%. W przypadku
zastosowania bardziej reaktywnego jodku allilu, wydajno$¢ reakcji wzrasta do 71%, a
produkt LXXXVII otrzymywany jest jako jeden diastereoizomer, co potwierdzono
spektroskopia *H NMR.
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Rysunek 13. Strategia syntezy y-laktonu kwasu (S)-homocytrynowego, bioraca poczatek z (S)-fenyloalaniny.

Oksydatywne hydroborowanie (BH3z*SMe,; 30% H,0,) dioksolanonu LXXXVII
prowadzito do powstawania alkoholu LXXXVIII jako pojedynczego regioizomeru.
Dalsze utlenianie, powstatego we wczesniejszym etapie, pierwszorzedowego alkoholu
LXXXVIII skutkuje tworzeniem si¢ kwasu karboksylowego LXXXIX. Natomiast
wydtuzenie czasu reakcji, w warunkach utleniajacych, powoduje odszczepianie grupy
fenylowej, dzigki czemu uzyskuje si¢ kwas dikarboksylowy XC. Nastepnie, w wyniku
dziatania kwasem trifluorooctowym zwigzek XC przeksztatcono w lakton kwasu (S)-
homocytrynowego (S)-LXXXI1.>

Kolejna metoda syntezy y-laktonu kwasu (R)-homocytrynowego LXXXII opiera

si¢ na wydluzaniu tancucha weglowego w reakcji Arndta-Eisterta (Rysunek 14).%°
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Rysunek 14. Strategia syntezy y-laktonu kwasu (R)-(~)-homocytrynowego z kwasu metylenocytrynowego.%

Optycznie czynny monoester kwasu metylenocytrynowego (R)-XCI traktowano
chlorkiem oksalilu, a nastgpnie diazometanem, otrzymujac w ten sposob giloéwnie
diazoketon XCII oraz produkt uboczny a-chloroketon XCIIl (15%). Nastepnie pod
wplywem azotanu srebra (I) zwigzek XCII przeksztatcano w przegrupowaniu Wolffa w
monoester kwasu dikarboksylowego XCIV. Ostatecznie, ogrzewanie zwigzku XCIV z
80% kwasem mrowkowym, prowadzito do powstania y-laktonu kwasu (R)-(-)-homo-
cytrynowego (LXXXI1).%

Chen 1 wsp(')l.61 zaproponowali  synteze racemicznego y-laktonu kwasu
homocytrynowego z handlowo dostgpnego kwasu a-ketoglutarowego (XXXIX). Po
reakcji estryfikacji, a-ketoglutaran dietylowy XCV poddawano reakcji alkilowania
bromkiem allilu w obecnoséci metalicznego indu i jodku sodu.® W kolejnym etapie
utleniano zwigzek XCVI przy uzyciu nadjodanu sodu w obecno$ci chlorku rutenu.
Nastgpnie surowy produkt, wodorohomocytrynian dietylu, estryfikowano etanolem
wobec chlorku acetylu, co w rezultacie prowadzitlo do mieszaniny zwigzkoéw:
homocytrynianu trietylu XCVII i diestru y-laktonu XCVIII w stosunku 31:69. Tak
powstalg mieszaning estrow etylowych XCVIII oraz XCVII traktowano 50% wodnym
roztworem kwasu trifluorooctowego, otrzymujac y-lakton kwasu homocytrynowego
rac-LXXXII (Rysunek 15).%
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Rysunek 15. Metoda syntezy y-laktonu racemicznego kwasu homocytrynowego, wykorzystujaca jako substrat
kwas a-ketoglutarowy.

Jedna z ostatnich metod syntezy y-laktonu kwasu (R)-homocytrynowego,® opiera sie
na podwojnym alkilowaniu chiralnej pochodnej kwasu szczawiowego — cyklicznego
dionu XCIX (Rysunek 16). Traktowanie tego zwigzku bromkiem 3-butenylomagnezo-
wym prowadzi do tworzenia si¢ hemiketalu C. Nastgpnie hemiketal C poddano
ponownej reakcji alkilowania, ale tym razem allilotrimetylosilanem. Reakcja ta
przebiega z wysoka diastereoselektywnoscia dajac dialkilomorfolinon CI praktycznie
jako jeden diastereoizomer (ee 98%). W kolejnym etapie ze zwigzku Cl usunigto czgs¢
efedrynowa w reakcji z sodem metalicznym w amoniaku w temperaturze -78°C.
Uzyskano w ten sposob amid kwasu hydroksykarboksylowego CII, ktory potraktowano
jodem. Surowy produkt tej reakcji poddano procesowi dehalogenowania cynkiem,
izolujac hydroksykwas CIlII. Ostatni etap syntezy polegal na reakcji utleniania
terminalnych grup alkenylowych zwigzku CIlIlI mieszaning KMnO4 oraz NalOj,.
Ostatecznie izolowano z mieszaniny reakcyjnej y-lakton kwasu (R)-homocytrynowego
(R)-LXXXII (Rysunek 16).

37|Strona



~ Ph ~
N
/\/\MgBr
O  Et,0,0°C do tp., o
O 4h, 82% O
o OH
XCIX 7
1. I, THF-H,0

2.Zn, i -PrOH-H,O
91% (2 etapy)

Cil

1. KMnOy, i NalOy4/
aceton-H,O
2. 6N HCI
64% (2 etapy)
CO,H

%, O o
HO,C

(R)-LXXXII

Ph
/\/SiMeg
TiCl,, -40°C

c

Na/NH3
THF, -78°C

81%

Rysunek 16. Metoda otrzymywania y-laktonu kwasu (R)-homocytrynowego z morfolin-2,3-dionu.

Najnowsza metoda syntezy y-laktonu kwasu (R)-homocytrynowego z 2010 roku

zostala zaproponowana przez Pansare i in.® Opiera si¢ na reakcji Mukaiyama-

Michaela® i polega na kondensacji pochodnej furanu CIV z akroleing w obecnosci

aminowych katalizatoré6w pierwszej generacji MacMillana CV-CVI1II (Rysunek 17).

Powstajacy w ten sposob aldehyd CIX traktowano najpierw ortomroéwczanem

trimetylu, a nast¢pnie zasada Huniga (N,N-diizopropyloetyloaming). W konsekwencji

uzyskano zwigzek CX jako mieszaning stereoizomerow w stosunku E : Z=2: 1.
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Rysunek 17. Metoda syntezy laktonu kwasu (S)-homocytrynowego i laktonu kwasu (R)-per-homocytrynowego.
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Stosowane katalizatory pierwszej generacji MacMillana

Mieszaning stereoizomeréw CX przeksztatcono w kwas CXI w wyniku oksydatywnego
rozszczepienia tetratlenkiem osmu i nadjodanem sodu. Lakton kwasu (S)-homocytryno-
wego (S)-LXXXII otrzymano poprzez hydrogenoliz¢ pochodnej CXI. Ponadto
zauwazono, ze proces utleniania aldehydu CIX chlorynem sodu oraz przylaczenie
wodoru do podwojnego wigzania w pierScieniu powstatego kwasu prowadzi do
homologu laktonu kwasu homocytrynowego, a mianowicie laktonu kwasu (R)-per-
homocytrynowego (R)-CXI1 (Rysunek 17).
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1.4.2. Kwas homoizocytrynowy

Kwas homoizocytrynowy (kwas 1-hydroksy-1,2,4-butanotrikarboksylowy) jest
kolejnym, obok kwasu homocytrynowego, naturalnym intermediatem szlaku kwasu
L-a-aminoadypinowego biosyntezy L-lizyny, wystepujacego u drozdzy i niektérych
grzybow. Zwiazek ten jest wytwarzany w organizmach zywych na drodze
enzymatycznej z kwasu cis-homoakonitowego. Enzym bioracy udziat w tej reakcji to
homoakonitaza EC 4.2.1.36.%°

W pierwszym etapie szlaku biosyntezy kwasu L-a-aminoadypinowego, nastepuje
kondensacja a-ketoglutaranu i acetyloCoA prowadzaca do kwasu homocytrynowego
(XXXVI), ktory jest przeksztalcany, przy udziale homoakonitazy, w kwas cis-homo-
akonitynowy (XXXVII), a nastepnie — w homoizocytrynowy (XXXVIII) (Rysunek 4,
str.24).

Po raz pierwszy racemiczny kwas homoizocytrynowy otrzymano w wyniku
kondensacji glutaranu dietylu ze szczawianem dietylu, prowadzacej do 2-szczawio-
glutaranu trietylu, ktéry nastepnie zredukowano do odpowiedniego hydroksyestru i
przeksztatcono w wolny kwas.®

W latach 60-tych ubieglego stulecia, Chilina i wspot.”’

, zsyntetyzowali 1 ustalili
konfiguracje absolutng czterech izomeréw kwasu homoizocytrynowego. Synteza
wykorzystuje reakcj¢ kondensacji Dielsa-Aldera akrylanu metylu (CXI111) z 1-acetoksy-
1,3-butadienem (CXIV), ktora prowadzi do mieszaniny estrow metylowych kwasow
cis- 1 trans-2-acetoksy-3-cykloheksenokarboksylowych (CXV). lzomery rozdzielono
przy zastosowaniu chromatografii gaz-ciecz, a nastgpnie kazdy zostal przeksztatlcony w
wolny kwas karboksylowy, odpowiednio cis- i trans-(CXVI). Zwiazki te, posiadajg w
swojej strukturze wolng grupe karboksylowa, ktérg wykorzystano do tworzenia
diastereoizomerycznych soli z brucyng 1 rozdzielenia ich na optycznie czynne
enancjomery. Nastgpnie wolne grupy hydroksylowa i karboksylowa w otrzymanych
optycznie czynnych kwasach, (+)- i (-)-cis- oraz (+)- i (-)-trans-2-hydroksy-3-cyklo-
heksenokarboksylowych (CXVI), przeksztatcono w odpowiednie estry. Estry metylowe
kwasow cis- i trans-2-acetoksy-3-cykloheksenokarboksylowych poddano reakcji
utleniania tetratlenkiem osmu, a nastgpnie produkty traktowano 30% roztworem
nadtlenku wodoru. Po hydrolizie otrzymano cztery stereoizomery kwasu
homoizocytrynowego (XXXVIII). Schemat tej wieloetapowej syntezy pokazano na

rysunku 18.
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Rysunek 18. Synteza i rozdziat optycznie czynnych izomeréw kwasu homoizocytrynowego.

Schmitz 1 Wsp(')l.68 zaproponowali  diastereoselektywna synteze¢ kwasu
homoizocytrynowego, w ktorej substratami byly D-jablczan dimetylu (CXVII) i 4-bro-
mo-1-buten. Produkt CXVIII reakcji alkilowania uzyskano z wydajnoscia 15%
(treo : erytro = 80 : 20). W wyniku dalszych reakcji: acetylowania grupy hydroksylowej
bezwodnikiem octowym, utlenienia wigzania podwojnego nadjodanem sodu i

nadmanganianem potasu, a nastgpnie usuni¢cia grupy acetylowej, z jednoczesng
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estryfikacja wolnej grupy karboksylowej, otrzymano triester metylowy kwasu

homoizocytrynowego CXX (Rysunek 19).
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Rysunek 19. Synteza kwasu (2R,3S)-homoizocytrynowego XXXVIII i jego triestru metylowego CXX.

Dalsze prace nad kwasem homoizocytrynowym prowadzone przez ten zespol,

przyniosty kolejng, efektywniejsza metode jego syntezy.® W reakcji alkilowania

dianionu D-jabtczanu dimetylu (CXV11) bromkiem (trimetylosililo)propargilu uzyskano

3-[(trimetylosililo)propynylo]jablczan dimetylu. Po acetylowaniu grupy hydroksylowej,

powstate dwa diastereoizomery rozdzielono przy uzyciu chromatografii kolumnowej —
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izolowano nadmiar diasteroizomeru (2R,3S)-CXXIl. W kolejnym etapie zwigzek
CXXII potraktowano chlorkiem benzenosulfenylowym, co w rezultacie dawato produkt
addycji z wysokg wydajnoscia 95%. Nastepnie reakcja p-eliminacji chlorku
trimetylosililu w obecnosci fluorku potasu w DMSO doprowadzita do powstania
tioeteru CXXIII. Ostatni etap syntezy polegat na rozszczepieniu tioeteru CXXIII przy
pomocy siarczanu rteci(Il) w srodowisku wodnym w obecnosci zloza jonowymiennego
DOWEX 50x8. Niestety produkt — kwas homoizocytrynowy (2R,3S)-XXXVIII
izolowano w postaci oleju (Rysunek 19).

Ma i Palmer™ do syntezy kwasu homoizocytrynowego rowniez zastosowali metode

1.,%%% jednak do reakcji alkilowania D-jablczanu

zaproponowang przez Schmitz i wspo
metylu CXVII uzyli bromku allilu. Thumaczyli to faktem, ze bromek allilu jest
50-krotnie tanszy w pordéwnaniu z bromkiem (trimetylosililo)propargilu, poza tym
reaguje z dianionem D-jabtczanu dimetylu z lepsza diastereoselektywnoscig (19:1) i

wydajnoscia 80%, wbrew temu co donosili Schmitz i wspot. &%

Nastegpnie D-3-allilo-
jabtczan dimetylu byt poddawany reakcji acetylowania bezwodnikiem octowym. Alken
CXXI hydroborowano, a nastgpnie I-rzgdowy alkohol utleniano dichromianem
pirydyny do zwiazku CXIX. Po reakcji hydrolizy izolowano kwas (2R,3S)-homo-

izocytrynowy XXXVI1II (Rysunek 19).
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2. CEL | ZAKRES PRACY

Celem niniejszej pracy bylo zaprojektowanie struktur, opracowanie metod syntezy i

otrzymanie szeregu nowych zwigzkéw — potencjalnych inhibitoréw enzymow szlaku

biosyntezy L-lizyny.

Zakres badan, ktore nalezalo wykona¢ dla realizacji celu pracy obejmowat:

otrzymanie wybrang metodg optycznie czynnego kwasu homocytrynowego i
homoizocytrynowego, ktére beda stanowily istotne substraty wyjsciowe do
syntezy zaprojektowanych zwigzkoéw, o charakterze potencjalnych inhibitoréw
enzymoéw szlaku biosyntezy kwasu L-a-aminoadypinowego;

optymalizacje warunkéw wybranej metody syntezy optycznie czynnego kwasu
homocytrynowego oraz homoizocytrynowego;

zaprojektowanie strategii otrzymywania fluorowanych pochodnych kwasu
cytrynowego i homoizocytrynowego oraz opracowaniu warunkéw wprowadza-
nia atomu fluoru do czasteczki zwigzku;

syntez¢ nienasyconych analogéw kwasu homocytrynowego czyli cis- i trans-
homoakonitynianu trimetylu, pochodnej fluorowej kwasu cytrynowego:
3-fluorodehydroksycytrynianu trimetylu oraz kwasow dikarboksylowych, w tym
zwigzkow fluorowanych o charakterze potencjalnych inhibitoréw dehydrogena-
zy homoizocytrynianu;

otrzymanie difluorometylolizyny (DFML) - homologu znanego inhibitora

enzymatycznego difluorometyloornityny (DFMO);

Uzyskane zwigzki zostaly wykorzystane do badan biologicznych w celu

wyznaczenia ich aktywnosci przeciwgrzybowej oraz zdolnosci inhibicyjnej w stosunku

do enzymow szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego w szlaku biosyntezy lizyny.
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3. OMOWIENIE UZYSKANYCH WYNIKOW

3.1. Zalozenia racjonalnego projektowania i syntezy potencjalnych

inhibitoréw enzymow szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego.

Przystepujac do realizacji projektu badawczego, ktorego gldéwnym celem miato by¢
zaprojektowanie struktur i otrzymanie potencjalnych inhibitorow enzyméw szlaku
kwasu L-a-aminoadypinowego, przyje¢tam zalozenia oparte na gruntownej analizie
dotychczasowego stanu wiedzy dotyczacej struktur centrow aktywnych, spektrum
substratowego 1 mechanizméw katalizy enzymow katalizujacych reakcje szlaku kwasu
L-a-aminoadypinowego, na analogiach do struktur znanych inhibitoréw enzymoéow
katalizujacych inne reakcje metaboliczne, podobne do reakcji szlaku kwasu
L-a-aminoadypinowego oraz na ogolnych zasadach konstrukcji potencjalnych
inhibitoréw enzymatycznych. Uznatam, Ze szczegolnie interesujace, jako potencjalne
cele molekularne, mogg by¢ enzymy katalizujgce trzy pierwsze reakcje szlaku, czyli
syntaza homocytrynianowa (HCS), homoakonitaza (HA) 1 dehydrogenaza
homoizocytrynianowa (HD), gdyz sg to enzymy wyjatkowe dla grzyboéw, nie majace
swoich odpowiednikéw w komorkach ssaczych. Przy projektowaniu struktur
potencjalnych inhibitorow HCS, HA i HD mogltam wykorzysta¢ dane literaturowe
dotyczace znanych inhibitoréw syntazy cytrynianowej, akonitazy i1 dehydrogenazy
izocytrynianowej — enzymow cyklu Krebsa, wykazujacych bliskg analogie¢ do HCS, HA
1 HD, szczegolnie pod wzglgdem identyczno$ci mechanizméw katalizowanych reakcji.
Zaplanowane przeze mnie potencjalne inhibitory mialy by¢ analogami strukturalnymi
substratow, produktow lub hipotetycznych stanow albo produktow przejsciowych
reakcji, katalizowanych przez trzy pierwsze enzymy szlaku kwasu L-a-amino-
adypinowego. Zakladatam takze mozliwo$¢ wprowadzenia do planowanych struktur
ugrupowan reaktywnych, takich jak grupa epoksydowa lub grupa difluorometylowa.
Opierajac si¢ na sformutowanych powyzej zatozeniach ogolnych, przyjetam nastepujace
zatozenia szczegdlowe dotyczace projektowania i syntezy potencjalnych inhibitoréw

HCS, HAi HD.

3.1.1. Potencjalne inhibitory syntazy homocytrynianowej.

Uznatam za bezcelowe proby wykorzystania analogdw strukturalnych substratow

tego enzymu jako potencjalnych inhibitoréw. Substratami HCS s3: acetylo-CoA i kwas
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a-ketoglutarowy. Oba te zwiazki s3 powszechnie wystgpujacymi w przyrodzie
metabolitami, tak wigc ich analogi strukturalne moglyby hamowaé aktywnos$¢ wielu
enzymow, w tym takze wielu enzymdéw ssaczych, co wyklucza mozliwos¢ ich
selektywnego dziatania przeciwgrzybowego. Zatozytam natomiast, ze selektywnymi
inhibitorami syntazy homocytrynianowej moglyby by¢ zwiazki o strukturze analogéw
produktu, czyli kwasu R-homocytrynowego oraz analogi inhibitora fizjologicznego,
jakim jest L-lizyna. W tym drugim przypadku, za celowg uznatam synteze pochodne;j
lizyny zawierajacej ugrupowanie o-difluorometylowe, dzigki ktéremu zwigzek ten
moéglby potencjalnie taczy¢ si¢ kowalencyjnie z resztg lub resztami aminokwasowymi

obecnymi w centrum wigzania L-lizyny w HCS.

3.1.2. Potencjalne inhibitory homoakonitazy

W przypadku tego enzymu potencjalnymi inhibitorami o mozliwym selektywnym
dziataniu przeciwgrzybowym mogg by¢ analogi substratu, czyli kwasu R-homo-
cytrynowego, produktu - kwasu 2R,3S-homoizocytrynowego, a takze produktu
przejSciowego, jakim jest kwas Cis-homoakonitynowy. Biorgc pod uwage, ze znanym
inhibitorem homologicznej akonitazy jest 2-fluorohomocytrynian,”® zatozylam
celowosc¢ konstrukeji i syntezy fluoropochodnych kwasu homocytrynowego, kwasu cis-
homoakonitynowego i kwasu homoizocytrynowego. Uznatam ponadto, Ze inhibitorami
HA moglyby by¢ analogi kwasu cis-homoakonitynowego zwierajace reaktywne

ugrupowanie epoksydowe, wygenerowane w wyniku utlenienia wigzania podwdjnego.

3.1.3. Potencjalne inhibitory dehydrogenazy homoizocytrynianowej

Selektywnymi inhibitorami tego enzymu moglyby by¢ analogi substratu, czyli kwasu
(2R,3S)-homoizocytrynowego, produktu — kwasu a-ketoadypinowego oraz stanu
przejSciowego o nieznanej strukturze. Zalozytam w tym przypadku mozliwosé
sprawdzenia aktywno$ci inhibicyjnej analogéw kwasu homoizocytrynowego
zaprojektowanych jako analogi produktu reakcji katalizowanej przez homoakonitazg.
Ponadto zamierzatam zaprojektowa¢ analogi substratu/stanu przejSciowego, zawierajace
w strukturze fragment o charakterze hydrofobowym — podobny do inhibitoréw HD

opisanych w literaturze.*’*®
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3.2. Opracowanie metod syntezy kwasow homocytrynowego i

homoizocytrynowego

Wigkszo$¢ planowanych, potencjalnych inhibitoréw jest strukturalnymi analogami
kwasoéw homocytrynowego i homoizocytrynowego. Punktem wyjscia do opracowania
metod syntezy tych zwigzkow byta mozliwos¢ efektywnej syntezy struktur

wyjsciowych czyli kwaséw homocytrynowego i homoizocytrynowego.

3.2.1. Synteza kwasu homocytrynowego

Kwas homocytrynowy jest wazng substancjg o znaczeniu biologicznym, ale w mojej
pracy, przede wszystkim byt on istotnym zwigzkiem wyjsciowym do syntezy Cis- i
trans-homoakonitynianu trimetylu oraz ich epoksydowych pochodnych. Ponadto byt
niezbedny do przeprowadzenia badan biochemicznych jako substrat dla homoakonitazy.
Kwas ten nie jest syntezowany u ssakow, dlatego enzym katalizujacy jego biosynteze,
czyli syntaza homocytrynianowa, moze by¢ postrzegany jako potencjalny cel

molekularny w chemoterapii przeciwgrzybowej.*®4"*

Zaréwno, kwas homocytrynowy,
jak 1 jego y-lakton niestety nie sg dostepne komercyjnie. Do badan biologicznych
postanowitam otrzyma¢ kwas homocytrynowy w postaci optycznie czynne;.

Ze wzgledu na wysoka niestabilno$¢ chemiczng kwasu homocytrynowego, wszystkie
proby otrzymywania tego zwigzku w postaci wolnej, koncza si¢ izolowaniem jego
trwalszej postaci, a mianowicie y-laktonu kwasu homocytrynowego, co zostato szerzej
omowione w czgsci teoretycznej. Niektore strategie prowadza do syntezy triestru kwasu
homocytrynowego2®* lub jego soli trisodowej.**

Z wielu oméwionych metod syntezy optycznie czynnego kwasu homocytrynowego
zdecydowatam si¢ na te, wykorzystujacg jako substrat kwas cytrynowy (1). Chemia
kwasu cytrynowego jest w duzym stopniu znana, a reakcje, ktorym ten zwiazek ulega
wydajg si¢ by¢ prostymi. Wiekszos¢ etapow zmodyfikowatam w stosunku do opisanych
w literaturze. Stad, cala synteza stanowi alternatywna metod¢ otrzymywania optycznie
czynnego homocytrynianu trisodowego. Schemat proponowanej przeze mnie

wieloetapowej syntezy przedstawiam na Rysunku 20.
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Rysunek 20. Schemat wieloetapowej syntezy homocytrynianu trisodowego (-)-9.

W pierwszej kolejnosci otrzymatam optycznie czynny monoester metylowy kwasu
metylenocytrynowego 4, ktory byt istotnym substratem w reakcji wydtuzania tancucha

weglowego o jedng grupe metylenowa. W kwasie metylenocytrynowym 2
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robwnoczesnie sg chronione dwie grupy funkcyjne: hydroksylowa oraz centralna
karboksylowa kwasu cytrynowego, a jego monopochodne sg optycznie czynne. Ponadto
w monoestrze kwasu metylenocytrynowego 4 jest nadal obecna wolna grupa
karboksylowa, ktorag mozna wykorzysta¢ do tworzenia diastereoizomerycznych soli z
optycznie czynnymi zasadami w czasie rozdzielania go na optycznie czynne antypody.
Dlatego kwas cytrynowy przeksztalcitam w kwas metylenocytrynowy 2 poprzez
ogrzewanie z paraformaldehydem, w obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego w
chloroformie. Jest to nowa metoda syntezy kwasu metylenocytrynowego opracowana w
oparciu o literature;.72 Surowy produkt oczyscitam poprzez krystalizacje z wody,
otrzymujac kremowy, krystaliczny zwigzek z wydajnoscia 55%.

Nastegpnie, dziatajac tlenochlorkiem fosforu na zawiesing kwasu metyleno-
cytrynowego w obecnosci N,N-dimetyloaniliny, uzyskalam bezwodnik kwasu
metylenocytrynowego (3) w postaci bialych, opalizujacych krysztalow. Kolejnym
etapem syntezy byto utworzenie wodorometylenocytrynianu metylu (4). Zrealizowatam
to poprzez ogrzewanie bezwodnika 3 w bezwodnym metanolu. Wodorometyleno-
cytrynian metylu (4) rozdzielitam na enancjomery, tworzac diastereizomeryczne sole z
(S)-(5)- lub (R)-(+)-1-fenyloetyloamina. W przeciwiehstwie do lit.”> do krystalizacji
diastereoizomerycznych soli, zaproponowatam metanol. Takie postepowanie
wykluczalo powstawanie estru etylowego w wyniku reakcji transestryfikacji podczas
procesu krystalizacji. Ponadto zmiana rozpuszczalnika z alkoholu etylowego na
metylowy skutkowata lepszym efektem separacji (otrzymywatam wodorometyleno-
cytrynian metylu o wyzszej skrgcalnosci).

Kolejnym, waznym etapem syntezy, przed wydtuzeniem tancucha weglowego, byto
aktywowanie wolnej grupy karboksylowej optycznie czynnego monoestru metylowego
kwasu metylenocytrynowego 4. W literaturze opisane sa metody otrzymywania
diazoketonéw poprzez chlorki kwasowe’® lub rzadziej, mieszane bezwodniki.”
Poniewaz druga z tych aktywacji wymaga mniej drastycznych warunkéw prowadzenia
reakcji zdecydowatam si¢ przebada¢ mozliwosci jej zastosowania w przypadku
metylenocytrynianu metylu. Podjetam proby otrzymania diazoketonu z zastosowaniem
chloromréwczanu izobutylu i N-metylomorfoliny lub trietyloaminy. Nastepnie
mieszany bezwodnik traktowatam diazometanem. Reakcje te nie dawaly jednak
zadowalajacych  rezultatow. Diazoketon otrzymywatam z bardzo niskimi
wydajnosciami, odpowiednio 31% i 11% (Cz¢$¢ eksperymentalna, podrozdziat 4.2.6).

Zdecydowatam si¢ zatem na ‘klasyczny’ wariant, czyli dzialanie diazometanem na
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chlorek kwasowy, ktory otrzymatam w reakcji wodorometylenocytrynianu metylu 4 z
chlorkiem oksalilu lub tionylu. W drugim przypadku reakcja przebiegata bardzo szybko
(1h) po ogrzaniu substratu z chlorkiem. Produkt 5 izolowatam w formie bezbarwnego
oleju, ktéory bez dodatkowego oczyszczania zadawalam eterowym roztworem
diazometanu. W takich warunkach obserwowatam powstawanie diazoketonu z dobra
wydajnoscig (Cze$¢ eksperymentalna, podrozdziat 4.2.6).

W reakcji chlorkow kwasowych z diazometanem najczegsciej powstaja dwa produkty:
diazoketon oraz chloroketon.®® Aby uniknaé powstawania wickszych ilosci produktu
ubocznego - chloroketonu, diazometan dodawalam w nadmiarze. Przebieg reakcji
Sledzitam przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. Otrzymatam diazoketon jako
gesty, zOlty olej, ktory oczyszczalam za pomocg flash chromatografii na zelu
krzemionkowym. Ze wzgledu na duza labilno$¢ chemiczng diazoketonu, bezposrednio
po otrzymaniu i spektroskopowym potwierdzeniu struktury, przeksztalcitam go w
metylenohomocytrynian dimetylu (7), w reakcji wydluzenia tancucha weglowego
metoda Arndta-Eisterta.”®’’ Stwierdzitam, ze przegrupowanie Wolffa zachodzi z
lepszymi wydajnosciami i1 bardziej jednoznacznie w obecnosci tlenku srebra anizeli z
innymi solami srebra | (np. AgNO3). Ponadto zastosowatam jako drugi reagent metanol,
a nie wode, co skutkowato powstawaniem diestru, a nie monoestru kwasu metyleno-
homocytrynowego. Z uwagi na tlenek srebra I, mieszaning reakcyjng zostawialam w
zamknigtej kolbie bez dostepu swiatta w temperaturze pokojowej, a przebieg procesu
obserwowatam z uzyciem techniki TLC w uktadzie B. Surowy produkt oczyszczatam

poprzez flash chromatografi¢ kolumnowa na Zelu krzemionkowym, gdzie eluentem byt
octan etylu. Otrzymatam z6lty olej o skrecalnosci [a],-3,7 (c4,1, MeOH). Strukture

tego zwiazku potwierdzitam m. in. spektroskopia H i *C NMR oraz widmem
spektroskopii masowej (MS). W widmach stwierdzitam obecno$¢ sygnalow
rezonansowych charakterystycznych odpowiednio dla protonow i1 atoméw wegla
omawianego zwigzku 7 (Czg$¢ eksperymentalna, podrozdziat 4.2.7).

Ostatni etap syntezy polegal na reakcji otwierania pierScienia dioksolanowego
diestru metylowego kwasu metylenohomocytrynowego (7) do triestru metylowego
kwasu homocytrynowego (8). Zbadatam przebieg takiego procesu, zarowno w
warunkach katalizy zasadowej, jak i kwasowej. Istotnym problemem jest labilnos¢
chemiczna kwasu homocytrynowego oraz jego pochodnych, ktore cyklizuja do

pochodnej p-laktonu. Otwieranie pierscienia dioksolanowego w $rodowisku kwasowym

50|Strona



prowadzito glownie do izolacji y-laktonu kwasu homocytrynowego. Natomiast
ogrzewanie diestru metylowego kwasu metylenohomoctrynowego z réwnomolowsg
ilo$cig trietyloaminy w metanolu powodowato powstawanie homocytrynianu trimetylu
(8). Ze wzgledu na nietrwato$¢ chemiczng triestru przy otrzymywaniu nalezy unikac
dhuzszego przechowywania tego zwiazku. Hydroliza alkaliczna triestru 8, 1M roztwo-
rem wodorotlenku sodu w metanolu, dawata homocytrynian trisodowy (9). W rezultacie
zsyntezowatam optycznie czynny kwas homocytrynowy w postaci soli trisodowej 9 0
skrecalnosci  [a],-4.8 (cl,7; H;O) z wydajnoscia 96%. Strukture zwiazku
potwierdzitam widmem spektroskopii masowej, w ktorym obserwowatam jon
molekularny m/z 273,05 [M+1]; obl. dla C;H;0;Naz 272,09 (MS) oraz protonowym i
weglowym magnetycznym rezonansem.

Ponadto hydroliza diestru 7 poprzez ogrzewanie go z 50% wodnym roztworem
kwasu trifluorooctowego, a nastepnie krystalizacje z octanu etylu, tak otrzymanego
surowego produktu, prowadzita do powstania optycznie czynnego y-laktonu kwasu
homocytrynowego (11), w postaci bezbarwnych krysztatéw (Rysunek 20). Strukture
laktonu potwierdzitam spektroskopiag NMR.

3.2.2. Synteza kwasu homoizocytrynowego

Kwas homoizocytrynowy jest naturalnym produktem jednego z etapow szlaku kwasu
L-a-aminoadypinowego biosyntezy L-lizyny w organizmach grzybowych.*® Zwiazek ten
rowniez nie jest dostepny handlowo. W przypadku mojej pracy jest on niezbedny do
przeprowadzenia badan biochemicznych z enzymem dehydrogenaza homoizocytrynia-
nowa, jako istotny zwigzek przejsciowy szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego. Co
wiecej bedzie stanowit w pracach biologicznych wazny zwigzek poréwnawczy z jego
pochodnymi: kwasami dialkilokarboksylowymi oraz jego pochodng fluorows - (2R,3R)-
2-fluoro-3-metoksykarbonylowodoroadypinianem 1-metylu.

Syntez¢ kwasu homoizocytrynowego przeprowadzilam w oparciu o metode

zaproponowana przez Ma i Pamera.”® Schemat syntezy przedstawiam na Rysunku 21.
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Rysunek 21. Strategia syntezy kwasu (2R,3S)-homoizocytrynowego i jego estru metylowego 20.

Powyzsza synteza sktadata si¢ z kilku etapow 1 wymagata praktycznie opracowania
warunkow dla kazdego etapu, ktore przebiegaly czesto z rdznymi problemami, o
ktérych autorzy nie wspominali. Substratem wyjsciowym w syntezie jest kwas
D-jabtkowy (12), ktory przeprowadzitam w jego ester — D-jablczan dimetylu (13) w
reakcji z diazometanem. Zwigzek 13 zawiera ugrupowanie metylenowe, z dwoma
‘kwasnymi’ protonami w sgsiedztwie grupy metoksykarbonylowej. Stwarza to
mozliwo$¢ oderwania jednego z a-protonu przez silng zasad¢ i1 przylaczenie reszty
allilowej do tak powstalego karboanionu. Podobnie jak w literaturze,”" jako zasady
uzylam N,N-diizopropyloamidku litu, przygotowanego bezposrednio przed reakcja, z
n-butylolitu 1 diizopropyloaminy. Natomiast odczynnikiem alkilujacym byl bromek
allilu. Praca z butylolitem, ze wzgledu na jego wlasciwosci fizykochemiczne (wysoka
fatwopalnos$¢ 1 gwaltowna reakcja z woda) wymaga od eksperymentatora zachowania

szczegblne] ostroznosci 1 bezpieczenstwa podczas jego stosowania. Wszystkie
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odczynniki, w tym rozpuszczalniki musialy by¢ bezwodne, a szklo do prowadzenia
reakcji wysuszone i odpowiednio zabezpieczone przed wilgocig. Reakcje alkilowania
D-jabtczanu dimetylu prowadzitam w atmosferze gazu obojetnego — argonu.
Otrzymatam 3-allilojablczan dimetylu (14), ktéry oczyszczatam za pomoca flash
chromatografii na zelu krzemionkowym. W wyniku uzyskatam produkt 14 w postaci
76ltego oleju z diastereoselektywnoscia 8 : 1. Ma i Palmer™ otrzymywali natomiast ten
sam produkt z diastereoselektywnoscig 19 : 1. By¢ moze wptyw na to miata czystos¢
optyczna wyjsciowego zwigzku i rodzaj stosowanych odczynnikdw. Niestety podczas
reakcji alkilowania obserwowatam powstawanie dodatkowego produktu, ktory
zidentyfikowalam jako 3-n-butylojabtczan dimetylu, autorzy natomiast nie wspominajg
o tym produkcie ubocznym. Prostym wytlumaczeniem tego faktu jest alkilowanie
enolanu jonem n-butylowym pochodzacym z n-butylolitu. Praca ze zwigzkami, ktore w
swojej budowie zawieraja ugrupowanie allilowe jest utrudniona z uwagi na znaczng
lotnos$¢ takich substancji. Szczegdlnie trudne bylo oczyszczanie ich na kolumnie, gdzie
duzo zwigzku tracitam podczas usuwania rozpuszczalnikow pod zmniejszonym
ci$nieniem. Czynno$¢ t¢ musiatam wykonywac na ‘zimnej’ taZni, a i1 to rowniez wigzato
si¢ z czg$ciowa utratg zwigzku. Stad wydajnos¢ reakcji wynosita tylko 62%. Kolejnym
krokiem w syntezie kwasu homoizocytrynowego jest utlenienie wigzania podwojnego
ugrupowania allilowego w celu otrzymania tancucha bocznego z wolng grupa
karboksylowa. Pochodna allilowa 14 posiada w swojej strukturze grupe hydroksylowa,
ktora rowniez moze ulega¢ reakcji utlenienia. Aby temu zapobiec, grupe hydroksylowa
zwigzku 14 poddatam reakcji acetylowania bezwodnikiem octowym, w wyniku czego
uzyskalam 2-acetoksy-3-allilobursztynian dimetylu (15). Ze wzgledu na lotnosc¢
substratu allilowego, postanowitam przeprowadzi¢ reakcj¢ acetylowania bezposrednio
po alkilowaniu bez oczyszczania zwigzku 14.

Dalsza synteza polegala na procesie hydroborowania wigzania podwojnego i
utlenieniu tak otrzymanej pierwszorzgdowej grupy hydroksylowej do karboksylowej w
reakcji z dichromianem pirydyny w bezwodnym dimetyloformamidzie. W rezultacie
powstawata mieszanina zwigzkow, ktorg rozdzielatam za pomocg flash chromatografii
na zelu krzemionkowym. Gtownym skladnikiem mieszaniny poreakcyjnej byt
2-acetoksy-3-metoksykarbonylowodoroadypinian 1-metylu (16). W wyniku utleniania
powstawato wiele produktow ubocznych, z ktérych udato mi si¢ wyizolowaé i
zidentyfikowa¢ m.in. 2-acetoksy-3-metoksykarbonyloadypinian dimetylu (17) oraz

2-acetoksy-3-metoksykarbonylo-5-oksoheksanian metylu (18). Aby otrzymaé¢ wolny
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kwas homoizocytrynowy nalezato usung¢ wszystkie grupy ochronne ze zwigzku 16.
Produkt zasadowej hydrolizy roztworem wodnym wodorotlenku potasowego
oczyszczalam stosujac chromatografie jonowymienna na zlozu typu DOWEX [H'].
Otrzymatam kwas D-homoizocytrynowy w postaci gestego, bezbarwnego oleju o
skrecalnosci wiasciwej [a], -11 (cl,5; aceton), ktorego strukture potwierdzitam
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (Cze$¢ eksperymentalna,
podrozdziat 4.3.5). W poréownaniu do otrzymanego przeze mnie zwigzku 19, opisany w
literaturze kwas charakteryzowat si¢ skrecalnoscia [e], -10 (c2; aceton).®®

Kwas D-homoizocytrynowy pod dziataniem diazometanem przeksztatcitam w jego
ester trimetylowy 20. Uzyskatam D-homoizocytrynian trimetylu w postaci bezbarwnego
oleju o skrecalnosci wiasciwej [a], -14,5 (c2; CHCI3). Strukture kwasu potwierdzitam

spektroskopowo.

3.3. Opracowanie metod syntezy fluorowych analogéw kwasow

homocytrynowego i homoizocytrynowego

Istnieje ogodlny podziat zwigzkéw fluorowanych na dwie klasy ze wzgledu na ich
strukture, otrzymywanie i zastosowanie. Pierwsza obejmuje substancje, w ktorych
wszystkie, albo wiekszo$¢ atomoéw wodoru, tworzacych wigzanie z atomem wegla,
zastgpiono atomem fluoru i sg to zwiazki wysoko-fluorowane. Druga, dotyczy tylko
wymiany niektorych atoméw wodoru na atomy fluoru i do tej klasy zaliczaja sie

zwiazki nisko-fluorowane.

3.3.1. Metody wprowadzania atomu fluoru do zwigzkow organicznych i stosowane

odczynniki fluorujace

Znane s3 dwie, zasadniczo r6zne metody wprowadzania atomu fluoru do czasteczek

organicznych:%

1. Fluorowanie we wczesnym etapie syntezy z mozliwoscig modyfikacji w dalszych
etapach. Metoda ta jest jednak czaso- i pracochtonna. W klasycznej chemii
organicznej, praktycznie nie ma ona zastosowania, poniewaz wprowadzenie
atomu fluoru do zwigzkoéw organicznych drastycznie zmienia ich wlasciwosci

chemiczne, dotyczy to zwlaszcza matych czasteczek.
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2. Wbudowywanie atomu fluoru do zwigzku w koncowym etapie syntezy. Podczas
takiego postgpowania, zwykle nie narusza si¢ innych, niz przeksztatcana, grup
funkcyjnych czy wigzan wielokrotnych, obecnych w czasteczce. Metoda ta jest

lepsza, szybsza i bardziej wydajna niz pierwsza.

Odczynnik fluorujacy powinien posiada¢ dwie podstawowe cechy: pierwsza i
najwazniejsza to selektywnos$¢ dziatania, a druga to efektywnos¢ — wysokie wydajnosci
w jak najkrotszym czasie.

Rozroznia sie kilka sposobow fluorowania okreslonych grup w czasteczee, m.in.: %

» Fluorowanie zwigzane z reakcjami podwdjnej wymiany:

» atoméw wodoru typu alifatycznego, aromatycznego i aldehydowego oraz
halogendw na atom fluoru;

» grupy hydroksylowej, tiolowej, aminowej, nitrowej, tosylowej oraz mesylowej
na atom fluoru;

» grupy karbonylowej na grupe difluorometylows;

» grupy karboksylowej na grupe trifluorometylowa;

» pierscienie oksiranowe w reakcjach tego typu ulegaja otwieraniu,

= Reakcje oksydatywnego fluorowania:

—CH=CH- —  —CHF-CHX- gdzie, X =H, CI, Br, I, NO,, F
-C=C- —  —CF=CX-
>E -  >EFR gdzie, E = heteroatom, np. fosfor

Reakcje fluorowania zwigzkow organicznych moga zachodzi¢, zaréwno przy
zastosowaniu odczynnikow fluorujagcych o charakterze nukleofilowym, jak 1
elektrofilowym, a takze w reakcjach biegnagcych mechanizmem rodnikowym. Ogoélnie
do odczynnikow fluorujacych mozna zaliczy¢, m. in. fluorki metali (MF,), HF, HBF,,
fluorki halogenowe (XF;), SFs, fluorofosforany, FCIO3;, zwiazki azotu zawierajace
fluor, F,, CF30F.%°

3.3.2. Synteza potencjalnych inhibitorow z zastosowaniem odczynnika DAST

W chemii fluoru®®87

szeroko stosowane sg nukleofilowe reakcje fluorowania
zwigzkOw organicznych z uzyciem odczynnikow fluorujagcych. W ostatnim czasie,
najczesciej stosowane sg odczynniki: Deoksyfluor [(CH30CH,CH;),NSF;] oraz DAST
[(CH3CH,),NSF3]. W przeciwienstwie do tetrafluorku siarki, z ktorego sa

0trzymywane,80 oraz pozostatych znanych odczynnikow fluorujacych, reakcje
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wprowadzania atomu fluoru do zwigzkéw organicznych z udziatem Deoksyfluoru i
DAST sg jednoetapowe i w miar¢ proste do przeprowadzenia. Odczynniki te s3 mniej
reaktywne w pordwnaniu z SF,, ale znacznie bardziej selektywne. Ponadto zmniejszaja
ryzyko wystepowania reakcji eliminacji i przegrupowan.

Z uzyciem w/w odczynnikéw jednoetapowym, nukleofilowym reakcjom fluorowania
ulegaja zwiazki z bardzo réznymi grupami funkcyjnymi takimi, jak: alkohole,
aminoalkohole, diole, we¢glowodany, aldehydy, ketony, siarczki, sulfotlenki, tioestry,
zwigzki tiokarbonylowe, kwasy karbonylowe i ich chlorki, epoksydy, peptydy i
ketoksymy.?°

Wymiang grupy hydroksylowej na atom fluoru w tzw. reakcji deoksyfluorowania
mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby. Pierwszy polega na jednoetapowej reakcji
substytucji nukleofilowej z uzyciem jednego z odczynnikéw fluorujacych takich, jak:
DAST, morfolino-DAST, Deoksyfluor, SF; czy SeF,. Te reagenty sa najczgsciej
stosowane do reakcji fluorowania alkoholi w tym pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowych,
benzylowychoraz weglowodanow. Wigkszos¢ reakcji z Deoksyfluorem 1 DAST jest
prowadzona w niskiej temperaturze ok. -78°C. Jednak w niektorych przypadkach
konieczne jest prowadzenie reakcji w temperaturze pokojowej, w celu catkowitego
przereagowania substratow. Z reguly tempo przebiegu reakcji, znaczaco zalezy od
rodzaju uzywanego alkoholu; reaktywno$¢ zwigzkéw hydroksylowych zmienia si¢
nastepujaco: alkohol benzylowy > 2° > 3° > 1°."" Reakcje z w/iw odczynnikami
fluorujacymi sg szybkie, zachodza z wysoka wydajnoscia i prowadzone sag w tagodnych
warunkach. Grupy estrowe oraz atomy innych halogenéw nie wchodzg w reakcje z
omawianymi odczynnikami fluorujagcymi.

Z procesem fluorowania moga wspotzawodniczy¢ reakcje uboczne takie, jak:
przegrupowania karbokationéw lub reakcje eliminacji. Przegrupowanie karbokationu
wystepuje stosunkowo rzadko i zalezy od rodzaju uzywanego reagenta. Na przyktad, w
wyniku fluorowania izobutanolu DAST ’em powstaje 2-krotnie wigcej fluorku izobutylu
niz fluorku tert-butylu, podczas gdy w reakcji z kompleksem fluorujagcym -
SeFsepirydyna, gtéwnym produktem jest fluorek tert-butylowy.®® Obok reakcji
fluorowania moze zachodzi¢ proces dehydratacji czyli eliminacji, ktérego przebieg
zalezy od stosowanego odczynnika fluorujgcego oraz budowy substratu.

Ponadto reakcje fluorowania, z odczynnikami fluorujacymi, moga zachodzi¢,

zarbwno z retencjg, jak 1 inwersja konfiguracji na atomie wegla, przy ktorym
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usytuowana jest grupa hydroksylowa. W reakcjach z cukrami,® podczas wymiany
reszty hydroksylowej na atom fluoru, zazwyczaj wystepuje inwersja, a tylko w
niektorych przypadkach retencja konfiguracji. Podobng sytuacj¢ odnotowano podczas
fluorowania steroidow. %

Grupa hydroksylowa czasteczki alkoholu w wyniku nukleofilowego ataku na
czasteczke odczynnika fluorujacego, odrywa z niego anion fluorkowy, taczac si¢ z
atomem siarki (Rysunek 22). W obecnosci jonu fluorkowego o silnym charakterze
nukleofilowym, potaczenie tlen-siarka staje si¢ dobra grupa odchodzgca. Taki atak z

reguty przebiega z inwersja konfiguracji, co pozwala na kontrole stereochemiczng

prowadzonych reakcji.”’

\
/\> S ~T
>7 /N>70—|S—Et2 F
- F

Rysunek 22. Uproszczony mechanizm reakcji deoksyfluorowania z zastosowaniem DAST

Druga metoda wymiany grupy hydroksylowej na atom fluoru, przebiega
dwuetapowo. Substytucje nukleofilowa poprzedza wprowadzenie reszty tosylowej lub
mesylowej na ugrupowanie hydroksylowe alkoholu. Stosowanymi odczynnikami
fluorujacymi sa w tej reakcji fluorek tetrabutyloammoniowy (TBAF)"®® lub fluorek

8687 TBAF $wietnie nadaje sic do przeksztalcania

potasu w obecnosci eteru koronowego.
alkoholi pierwszorzedowych w odpowiednie fluorki. Przy alkoholach wyzej rzedowych,
stosowanie TBAF jako reagenta prowadzi czg¢sto do powstawania izomerycznych

pochodnych w wyniku reakcji eliminowania lub innych produktow uboc:znych.88

3.3.2.1. Synteza 2-fluoro-1,2,3-propanotrikarboksylanu trimetylu oraz jego

homologu

W oparciu o literatur¢ postanowitam wykorzysta¢ do reakcji wymiany grupy
hydroksylowej na atom fluoru, w pochodnych kwasow hydroksykarboksylowych,

77,78,84,89 Za tym reagentem

dostgpny komercyjnie odczynnik fluorujacy DAST.
przemawial fakt, ze DAST jest mniej lotny w pordwnaniu z innymi odczynnikami
fluorujacymi, a warunki prowadzenia reakcji sa dosy¢ tagodne. Zdecydowatam si¢ go
uzy¢ w syntezie fluorowych pochodnych kwasu cytrynowego, homocytrynowego i

homoizocytrynowego.
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Reakcja taka przebiegata w jednym etapie i polegata na nukleofilowym podstawieniu

grupy hydroksylowej cytrynianu trimetylowego (21) atomem fluoru (Rysunek 23).

DAST, CH,CI
HOLC_OH  goc), meon MEO:C_-OH DAST.CHCL  MeO,C.F
HOzC COzH M602C COZMe M802C COZMe
1 21 rac-22

+

H CO,Me

LCOZMe
MeO,C

23
Rysunek 23. Otrzymywanie 3-fluorodehydroksycytrynianu trimetylu (22).

Ze wzgledu na niestabilno$¢ termodynamiczng DAST-u, reakcje prowadzilam w
niskiej temperaturze, a przebieg kontrolowalam przy wuzyciu chromatografii
cienkowarstwowej. Z obrazu chromatograficznego mieszaniny reakcyjnej wynikato, ze
nastgpowalo catkowite przeksztatcenie substratu w pozadany, gltéwny produkt —
2-fluoro-1,2,3-propanotrikarboksylan trimetylu (3-fluorodeoksycytrynian trimetylu)
(22). Jednak po izolacji i oczyszczeniu za pomoca flash chromatografii kolumnowej
otrzymywatam produkt z wydajnoscig tylko 12%. Jako drugi, uboczny produkt
izolowatam trans-akonitynian trimetylu’ (23), ktéry powstawal w wyniku reakeji
eliminacji fluorowodoru. Poniewaz proces izolacji zwigzku 22 z zastosowaniem zelu
krzemionkowym nie dawat zadowalajacych efektow, przetestowatam zloza z tlenku
glinu, zarowno o charakterze obojetnym, jak i zasadowym. Jednak izolacja produktu
fluorowania na tego typu zlozach nie przebiegata zgodnie z oczekiwaniem. Problemem
pozostato rozdzielenie dwoch, gtownych skladnikow mieszaniny poreakcyjnej. Ich
wzajemne oddziatywanie utrudniato separacj¢, zard6wno na zZelu krzemionkowym, jak i
na tlenku glinu. Ponadto z uptywem czasu sktad mieszaniny zmieniat si¢ na korzy$¢
trans-akonitynianu trimetylu, ktorego struktura ze wzgledu na obecno$¢ sprzezonego
uktadu wigzan podwojnych (dwdch ugrupowan C=0 oraz C=C) jest termodynamicznie

I chemicznie trwalsza, a tym samym bardziej korzystna energetycznie.

" Pomimo, Ze powyzsze kwasy nienasycone zawieraja tripodstawione wigzanie podwéjne, w niniejszej
pracy bede stosowala nomenklature, uzywang w literaturze biochemicznej z przedrostkami Cis- oraz
trans-, uwzgledniajaca rozmieszczenie ugrupowan metoksykarbonylowych (CO,CHs) na atomach wegla
C3 i C4 po tej samej lub po rdznej stronie wigzania podwdjnego.
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Stwierdzitam, ze efektywna metoda rozdzielania w/w mieszaniny zwigzkow jest
technika SPE (solid phase extraction) czyli ekstrakcji do fazy stalej. Zastosowatam
technike SPE w uktadzie faz normalnych. Z uwagi na fakt, ze rozdzielana mieszanina
miata charakter §rednio polarny, proces oczyszczania prowadzilam w kolumienkach
polipropylenowych wypetnionych Zelem krzemionkowym o pojemnosci Sml, stosujac
elucj¢ gradientowsg. Uzyskatam trans-akonitynian trimetylu (23) z wydajnoscig 27%
oraz 2-fluoro-1,2,3-propanotrikarboksylan trimetylu (56%), ktory dalej oczyszczatam z
zastosowaniem poOtpreparatywnego HPLC 1 ostatecznie otrzymatam produkt z
zadowalajaca wydajnosciag 45%. Metoda ekstrakcji do fazy statej stanowila szybki i
prosty sposob rozdzielania mieszaniny poreakcyjnej. Najwieksza zaletg tej techniki byta
jej wysoka skuteczno$¢ separacji w pordwnaniu z metodg chromatografii kolumnowe;j
oraz bardzo niskie zuzycie stosowanych rozpuszczalnikow.

Struktur¢ zwigzkéw potwierdzitam spektroskopia protonowego i1 weglowego
magnetycznego rezonansu jadrowego. Ponadto stwierdzitam obecno$¢ atomu fluoru w

strukturze produktu 22 widmem **F NMR (Rysunek 24).

~—=75582.25
[ -75592.98
~-75633.23

~—=75566.15
-75649.32

-160.2 -160.6 ~-161.0 ppm

Rysunek 24. Widmo °F NMR 2-fluoro-1,2,3-propanotrikarboksylanu trimetylu (rozp. CDCIy).

Takze homocytrynian trimetylu (8) wykorzystatam jako wazny substrat w reakcji
fluorowania odczynnikiem DAST. Z zalozenia podstawieniu atomem fluoru miata
ulega¢ grupa hydroksylowa zwigzku 8. Teoretycznie, z uwagi na analogiczng do
cytrynianu trimetylu budowg substratu — homocytrynianu trimetylu, réznigcego si¢
jedynie dodatkowa grupa metylenowa w czasteczce, zachowanie identycznych
warunkow reakcji fluorowania powinno prowadzi¢ do analogicznego produktu

(Rysunek 25).
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MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me
cis-24 trans-24

Rysunek 25. Synteza cis- i trans-homoakonitynianu trimetylu.

Niestety, w efekcie dziatania DAST na homocytrynian trimetylu powstawata
mieszanina dwoch  stereoizomeréw cis- i trans-homoakonitynianu  trimetylu.
Najprawdopodobniej tworzacy si¢ 3-fluorodeoksyhomocytrynian trimetylu w
warunkach reakcji ulegal przemianie w homoakonitynian poprzez eliminacj¢ czasteczki
fluorowodoru. W rezultacie powstawal produkt eliminowany, ktory byt stabilizowany
uktadem sprzezonych wigzan wielokrotnych. Strukture produktow potwierdzitam
spektroskopia 'H i *C NMR (Cze$¢ eksperymentalna, 4.5.1). Na Rysunku 26
przedstawitam widma H NMR, na ktorych jednoznacznie widaé roznice w

przesunigciach chemicznych protonow w dwoch zwigzkach cis- i trans-24.

MeozcleA
MeO,C cO,Me

cis-24

CDC1,
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Rysunek 26. Widma *H NMR cis- i trans-homoakonityniandw trimetylu.

3.3.2.2. Synteza (2R,3R)-2-fluoro-3-metoksykarbonylowodoroadypinianu 1-metylu

Jak juz wczesniej wspomniatam, enzymy szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego
stanowig istotny cel molekularny w chemoterapii przeciwgrzybowej. Wobec tego moja
praca polegata na zaprojektowaniu i zsyntezowaniu zwigzkow bedacych analogami
kwasu homoizocytrynowego, o charakterze potencjalnych inhibitoréw enzymow tego
szlaku. Jednym z otrzymanych zwigzkéw miat by¢ kwas 2-fluorodeoksyhomoizocytry-
nowy, nastepnie przebadany pod wzgledem aktywnos$ci przeciwgrzybowej i zdolnosci
inhibicyjnych w stosunku do dehydrogenazy homoizocytrynianu. Omoéwienie metody
syntezy przedstawilam ponizej, a schemat reakcji na Rysunku 27.

Reakcja wymiany grupy hydroksylowej na atom fluoru pod wplywem DAST
zazwyczaj przebiega w jednym etapie 1 z inwersja konfiguracji centrum
stereogenicznego. Dlatego substratem w syntezie kwasu 2-fluorodeoksyhomoizo-
cytrynowego byt L-jabtczan dimetylu. W wyniku alkilowania bromkiem allilu enolanu,
tworzacego si¢ pod wptywem LDA, powstawat (2S,3R)-2-allilojabtczan dimetylu z
diastereoselektywnoscia 8 : 1. Nastepnie poddatam zwigzek 14 reakcji substytucji grupy
hydroksylowej na atom fluoru, dziatajac DAST. Po izolacji produktu z mieszaniny

reakcyjnej otrzymatam jasnozotty oleisty 2-fluoro-3-allilobursztynian dimetylu (25) z

diastereoselektywnoscig 5 : 1 o skrecalnosci []? +2,5 (c1,7; CHCIy).
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Rysunek 27. Strategia syntezy 2-fluorodeoksyhomoizocytrynianu trimetylu.

Reakcja fluorowania zwigzku 14 przebiegata z wysoka wydajnoscia 89%. Strukture

zwigzku 25 potwierdzitam spektroskopia 'H, C oraz *F NMR.

Obecnos¢ atomu fluoru w strukturze zwigzku potwierdzitam
za pomocg widma F NMR, na ktérym widoczne sa dwa

dublety dubletow o statych sprz¢zenia spinowo-spinowego
47Hz (Czg$¢ eksperymentalna,

3JH|: = 21Hz oraz ZJHF
podrozdziat 4.6.2). Zwigzek 25 wystepuje z niewielka

domieszka drugiego diastereoizomeru, o czym S$wiadczy

i
obecno$¢ drugiego, mniejszego dd.
h

Rysunek 28. Widmo °F NMR 2-fluoro-3-allilobursztynian dimetylu.
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W wyniku reakcji hydroborowania oraz utleniania pochodnej fluorowej 25 powstata
mieszanina kilku produktéow. Po izolacji z wykorzystaniem flash chromatografii
glownym produktem byt 2-fluoro-3-metoksykarbonyloadypinian 1-metylu (26), wystg-
pujacy w mieszaninie z Cis- i trans-wodorohomoakonitynianami 1,2-dimetylu (27). Na
podstawie widma 'H NMR mieszaniny poreakcyjnej oszacowatam jej sktad w stosunku
7 : 3 : 1 odpowiednio 2-fluoro-3-metoksykarbonyloadypinian 1-metylu/cis-/trans-wodo-
rohomoakonitynian 1,2-dimetylu. Zdecydowatam si¢ na rozdzielenie sktadnikow
mieszaniny za pomocg techniki SPE. Rozdzielanie ta metodg okazalo si¢
nieefektywnym, a ponadto niekorzystnie wptywato na sklad ilosciowy produktow
mieszaniny. Po rozdzieleniu uzyskiwatam bowiem mieszaning zwigzkoéw 26, Cis-27 i
trans-27 w stosunku 1 : 1 : 1. Prawdopodobnie w warunkach rozdzielania fluoro-
pochodna ulega reakcji eliminacji na korzys$¢ najtrwalszej termodynamicznie struktury
trans-27. Podobna sytuacja miala miejsce w przypadku rozdzielania mieszaniny

3-fluorodeoksycytrynianu trimetylu i trans-akonitynianu trimetylu.

3.3.3. Synteza bromopochodnych kwasu metylenocytrynowego oraz reakcje ich

fluorowania z zastosowaniem TBAF i KF.

Jony fluorkowe sg silnie solwatowane w rozpuszczalnikach protycznych i tworza
silne pary jonowe w wigkszosci rozpuszczalnikéw aprotycznych. Z tego wzgledu,
fluorki sa stabymi nukleofilami w rozpuszczalnikach protycznych, natomiast w
aprotycznych, tworzenie par jonowych musi by¢ przezwycigzone na korzyse
zwigkszenia nukleofilowosci jonu fluorkowego. Taki efekt mozna uzyskaé, stosujac
zwigzki o charakterze kationdow z duza zawada steryczna, ktére minimalizujg
mozliwo$¢  tworzenia si¢ par jonowych przez delokalizacj¢ tadunku dodatniego.
Jednym z takich reagentow jest fluorek tetra-n-butyloammoniowy (TBAF).”

Wedlug litera‘[ury,go’91

przy uzyciu fluorku tetra-n-butyloammoniowego mozna
wymieni¢ atomy innych halogenow lub grupe tosylowa, w zwigzkach zawierajacych
atom wegla typu allilowego, benzylowego, pierwszo-, drugo- i trzeciorzgdowy na atom
fluoru. Zaleta tej metody fluorowania jest to, ze reakcja biegnie w lagodnych
warunkach, w temperaturze pokojowej i pod cisnieniem atmosferycznym. Niestety
dostep wilgoci zmniejsza wydajnos¢ reakcji. Wada jest roéwniez powstawanie
produktow ubocznych, najczesciej produktéw eliminacji. Stad Bérubé i Wsp(')l.92

opracowali metod¢ dehydrohalogenowania z uzyciem TBAF.
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Inna metoda wprowadzania atomu fluoru do czasteczki zwigzku organicznego,
przebiegajaca w lagodnych warunkach, wykorzystuje mozliwosci tworzenia tzw.
»gotego” anionu fluorkowego w procesie kompleksowania fluorku potasu przez etery
koronowe — (ang. 18-crown-6).%%" Najkorzystniejszy przebieg reakcji obserwowano w
rozpuszczalnikach aprotycznych typu acetonitryl czy benzen. Oczywiscie, podobnie jak
w przypadku reakcji z TBAF, obserwowano powstawanie produktow, zaréwno
substytucji, jak i/lub eliminacji. Tworzace si¢ mieszaniny produktow swiadcza, ze tzw.
,.goty” anion fluorkowy posiada jednocze$nie charakter nukleofilowy, jak i zasadowy.®

W kolejnym etapie mojej pracy postanowitam przetestowaé mozliwosci wymiany
atomu bromu na atom fluoru przy zastosowaniu omawianych odczynnikow
fluorujacych. W tym celu musiatam opracowaé warunki wprowadzania atomu bromu do
czasteczek kwasu cytrynowego 1 jego pochodnych. Zalozytam, ze substratem
wyjéciowym w  dalszych syntezach bedzie monoester metylowy kwasu
metylenocytrynowego (4). Wodorometylenocytrynian metylu (rac-4) zawiera w swojej
strukturze wolng grupe karboksylowa, sgsiadujacg z ugrupowaniem metylenowym.
Postanowitam, wprowadzi¢ atom bromu do grupy o-metylenowej standardowa
procedurg Hella-Volharda-Zelinsky’ego, a nastgpnie wymieni¢ go w reakcji substytucji

nukleofilowej na atom fluoru (Rysunek 29).
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Rysunek 29. Strategia syntezy 2-fluorometylenocytrynianu dimetylu.

Wiadomo, ze w reakcji Hella-Volharda-Zelinsky’ego® rodzaj wprowadzanego atomu
halogenu nie zalezy od rodzaju halogenku kwasowego, a tylko od dodawanego do

reakcji wolnego halogenu. Stad reakcji bromowania bezwodnym bromem poddawatam
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chlorek kwasowy 5. Podczas tej reakcji zaobserwowalam powstawanie dwoch
diastereoizomerow  2-bromometylenocytrynianu  dimetylu  (28a,b) w ilosci
stechiometrycznej. Zwiazki te rozdzielitam przy wuzyciu flash chromatografii
kolumnowej. W przypadku stosowania 2-krotnego nadmiaru bromu w stosunku do
poczatkowej ilosci substratu, w reakcji monoestru 4 z PBr; powstawata
dibromopochodna 29 (Cz¢$¢ eskperymentalna, 4.7.2), w postaci biatych krysztatow. W
tym przypadku podstawieniu atomem bromu ulegaja, zar6wno jedna, jak 1 druga grupa
metylenowa zwigzku 5. Struktury bromopochodnych potwierdzitam przy pomocy
spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego.

Nastgpnie przebadalam przebieg reakcji bromoestréw z fluorkiem tetra-n-
butyloammoniowym (TBAF) oraz z fluorkiem potasu. Wprowadzanie atomu fluoru
przy zastosowaniem TBAF nie prowadzito do pozadanych produktow podstawienia
nukleofilowego. Z drugiej strony, sprawdzitam dziatanie fluorku potasu na estry
kwasow bromokarboksylowych w obecnosci kilku eteréw koronowych takich, jak:
18-korona-6, dicykloheksylo-18-korona-6 oraz dibenzo-18-korona-6. Wybratam etery
koronowe typu 18-korona-6, poniewaz posiadajg one w swojej strukturze ,,wneke” o
rozmiarach odpowiadajacych wielkosci kationu potasowego, co skutkuje efektywna
solwatacja kationu pochodzacego z KF i wytworzeniem wolnego anionu fluorkowego.®
W reakcji fluorku potasu w obecnosci eteru koronowego 18-korona-6 obserwowatam
proces epimeryzacji jednego z diastereoizomerow 2-bromometyleno-cytrynianu (28a) w
drugi (28b). Prawdopodobnie tzw. ,,goty” anion fluorkowy, generowany in situ, reaguje
bardziej jak zasada niz jako odczynnik nukleofilowy. W zwiazku z tym nastepuje
oderwanie protonu i jego ponowne przytaczenie z drugiej strony czasteczki, dochodzi
tym samym do procesu epimeryzacji. Podobng sytuacje obserwowatam podczas
stosowania dicykloheksylo-18-korona-6. Natomiast w przypadku reakcji prowadzonej
w obecnosci dibenzo-18-korona-6 reakcja przebiegata z czgsciowym przereagowaniem
substratu 28a w jego epimer 28b, co obserwowatam za pomocg chromatografii TLC,
zauwazajac plamki, zarowno dla zwigzku 28a, jak 1 28b. Struktury obu
diastereoizomerow potwierdzitam widmami spektroskopii 'H oraz *C NMR (Czesc

eksperymentalna, podrozdziat 4.7.1).

3.3.4. Synteza kwasow cis- i trans-homoakonitynowych

Jak juz wspominatam, kwas homocytrynowy jest zwigzkiem wysoce niestabilnym

chemicznie, dlatego wszystkie proby otrzymywania tego zwigzku w postaci wolnej,
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koncza si¢ najczgsciej izolowaniem jego trwalszej postaci, a mianowicie y-laktonu
kwasu homocytrynowego. Z uwagi na to, postanowilam sprawdzi¢ mozliwosci
wprowadzenia atomu bromu do czasteczki tego j~laktonu, a nastgpnie wymiany na atom
fluoru (Rysunek 30). Tak zaplanowana synteza kwasu fluorohomocytrynowego, jako
potencjalnego inhibitora enzymu szlaku kwasu o-aminoadypinowego biosyntezy
L-lizyny, roéwniez prowadzitaby do p-laktonu kwasu fluorohomocytrynowego. W
literaturze istnieje tylko jedna wzmianka dotyczaca syntezy laktonu kwasu
fluorohomocy’[rynowego.94 W wyniku reakcji kondensacji a-ketoglutaranu di-tert-
butylu z enolanem tert-butylowym fluorooctanu litu powstaje fluorohomocytrynian tri-
tert-butylu, ktéry po ogrzewaniu z 10N kwasem solnym daje lakton kwasu
fluorohomocytrynowego.

Opracowujac strategi¢ wprowadzania atomu fluoru do czasteczki y-laktonu kwasu
homocytrynowego, bralam pod uwage tagodne warunki prowadzenia wszystkich
etapow syntezy. Zwigzek 11 jest trwalg czasteczka o charakterze kwasu — posiada dwie
wolne grupy karboksylowe w swojej strukturze. Podobnie jak ma to miejsce w
wodorometylenocytrynianie metylu 4, w potozeniu « do jednej z nich ulokowana jest
grupa metylenowa. Zdecydowatam si¢ wigc na wprowadzenie atomu bromu do grupy

a-metylenowej w reakcji Hella-Volharda-Zelinsky’ego (Rysunek 30).

50% TFA,A SOCI,, A
__m”h O _toluen _ O
Br
HO,C ClocC MeOZC
MeO,C
CO,Me CO,H CcocCl CO,Me
7 11 30 l
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MeOZC
COzMe
MeO,C H H CO,Me
:Hi/\ ) :”i/\
MeOZC COzMe MeOZC COzMe
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(gtdowny produkt)

Rysunek 30. Strategia syntezy estru dimetylowego laktonu kwasu fluorohomocytrynowego.
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W tym celu yp-lakton kwasu homocytrynowego (11) przeksztatcitam w jego dichlorek
30 dzialaniem chlorkiem tionylu. Nastepnie bromowalam tak powstaty chlorek
kwasowy 30 bezwodnym bromem obecno$ci PBr3. Niestety po tym etapie produktami
reakcji okazaly si¢ by¢ cis-homoakonitynian trimetylu, jako produkt glowny (Cze$é
eksperymentalna, rozdziat 4.5) oraz trans-homoakonitynian trimetylu, a nie tak jak
oczekiwatam diester metylowy bromolaktonu kwasu homocytrynowego (Rysunek 30).
Prawdopodobnie w warunkach reakcji rownoczes$nie zachodzi bromowanie 1 otwieranie
si¢ pierscienia laktonowego, a nast¢pnie wtorna eliminacja czasteczki bromowodoru.
Uniemozliwia to dalsze przeprowadzenie reakcji fluorowania przy pomocy fluorku

potasu w obecnosci eteru koronowego.

3.3.5. Testowe reakcje fluorowania z wykorzystaniem elektrofilowych

odczynnikow fluorujacych

Poza wymiang grupy hydroksylowej i atomu bromu na fluor, podjetam réowniez
proby elektrofilowej addycji atomu fluoru do wigzania podwdjnego, zaréwno z
odczynnikiem fluorujagcym tzw. Selectfluorem, jak i tradycyjnym HF w pirydynie.

Selectfluor nalezy do =znanych odczynnikow fluorujagcych o charakterze
elektrofilowym o wielu zastosowaniach.®>* W celu otrzymania pochodnych a-fluoro-
karbonylowych zastosowalam dwie rézne metody fluorowania (Rysunek 31). Jako
modelowe substraty w reakcjach fluorowania postanowitam wykorzysta¢: malonian

dietylu oraz metylenocytrynian dimetylu, posiadajace w swojej strukturze kwasne

protony a.
chinina/Selectfluor
‘ MeCN:CH,Cl,/ 3:4 l
O -75°C, 3h
4 4
R-CH,-C R—CH-C
\ | N\
OR F OR
| 1. NaH lub n-BulLi T

2. Selectfluor/THF

07\
R= —COOR' lub O¢/><o
COOR'

Rysunek 31. Reakcje fluorowania z Selectfluorem.
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W pierwszym wariancie jako reagent fluorujacy stosowatam kompleks chininy z
Selectfluorem.”” Niewielki nadmiar chininy w stosunku do odczynnika fluorujacego
mial za zadanie przyspieszanie deprotonowania substratu, w wyniku czego
nastegpowataby addycja atomu fluoru do czasteczki. Druga wersja opierata si¢ na
oderwaniu a-protonu z molekuty substratu przez wodorek sodowy lub n-butylolit, a
nastepnie tak otrzymany karboanion traktowalam reagentem fluorujgcym —
Selectfluorem.”

Niestety wszystkie powyzsze proby, zarowno, gdy substratem byl malonian dietylu,
jak 1 metylenocytrynian dimetylu, zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Nie izolowatam
oczekiwanego produktu reakcji.

Ponadto przeprowadzilam reakcj¢ fluorowania z wykorzystaniem 70% HF w
pirydynie.** Polegala ona na addycji elektrofilowej fluorowodoru do wiazania
podwdjnego substratu, ktorym byl trans-akonitynian trimetylu (23). Do
przygotowanego w buteleczce polietylenowej roztworu 70% HEF/Pyr, ochtodzonego na
tazni lodowej, dodawatam trans-akonitynian trimetylu. W celu polepszenia
rozpuszczalno$ci nienasyconego substratu w mieszaninie HF/Pyr, reakcje prowadzitam
w chlorku metylenu. Przebieg reakcji $ledzitam chromatograficznie. Niestety, tak jak w
reakcjach z Selectfluorem, nie zauwazylam produktu reakcji fluorowania.
Prawdopodobnie przyczyng jest struktura czasteczki substratu, ktora posiada stabilny
uktad sprzezonych wigzan podwojnych. Nawet, gdy reakcja zachodzita z przylaczeniem
fluorowodoru do centrum elektrofilowego substratu, to i tak preferowanym produktem
reakcji jest zwigzek eliminowany. Stan rownowagi omawianych reakcji jest przesunigty

w strong¢ substratu.

3.3.6. Synteza kwasoéw dikarboksylowych - potencjalnych inhibitorow
dehydrogenazy homoizocytrynianu

Po doktadnej analizie etapow szlaku kwasu a-aminoadypinowego, postanowilam
wykorzysta¢ jako cel molekularny dehydrogenaz¢ homoizocytrynianu. Pierwsze proby
projektowania i syntezy potencjalnych inhibitorow dehydrogenazy homoizocytrynianu
podjeli Yamamoto i in.,*® ktorzy modyfikowali tancuch boczny powigzany z atomem
wegla C3 w czgsteczce kwasu homoizocytrynowego.

Zaprojektowatam i zsyntezowatam zwiazki, pochodne kwasu 2-hydroksy- oraz
2-fluorobursztynowego, ktore jako analogi substratu — dehydrogenazy homoizocytry-

nianu moga okaza¢ si¢ potencjalnymi inhibitorami tego enzymu. Modyfikacje kwasu
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homoizocytrynowego polegaja na zamianie grupy metylenokarboksylowej C5/C6 na
podstawniki etylowy lub winylowy. Uwazam, ze szczegdlnie pochodne kwasu
3-propylo- oraz 3-allilo-2-fluorobursztynowego, ze wzgledu na obecnos¢ atomu fluoru
na atomie wegla C2, a tym samym zmienione wilasciwosci fizykochemiczne, moga

sprzyja¢ wigzaniu si¢ do centrum aktywnym enzymu zamiast substratu (Rysunek 32).
Ry
14 R=OH, R;=CH,CH=CH,;
HO,C COH 33 R=OH, R, = CHyCH,CHx:
2 25 R=F, R;=CH,CH=CHy,;
R 35 R= F, Rl = CH2CH20H3

Rysunek 32. Struktury kwasoéw dikarboksylowych - potencjalnych inhibitoréw dehydrogenazy homoizocytrynianu

Synteza omawianych pochodnych kwaséw dikarboksylowych wykorzystuje jako
substrat 3-allilojabtczan dimetylu (14), ktory otrzymatam z L-jablczanu dimetylu
(podrozdziat 4.6.1., Rysunek 27).

W strukturze zwigzku 14 jest obecne wigzanie podwojne, do ktorego zdecydowatam
si¢ przylaczy¢ czasteczk¢ wodoru. Proces wodorolizy prowadzitam wodorem
generowanym in situ w obecnosci katalizatora — 10% Pd/C. Przebieg reakcji
hydrogenowania kontrolowalam przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej w
uktadzie D. Zakonczenie reakcji zaobserwowatam po uptywie 4h. Produkt izolowatam
przez odsaczenie katalizatora i oddestylowanie rozpuszczalnika pod zmniejszonym
cisnieniem. Otrzymalam (2S,3R)-3-propylojabtczan dimetylu (33) o skrecalnosci
[¢]l, +7,6 (c1,3; CHCl;) z wysoka wydajnoscia 94%. Po przeksztalceniu
nienasyconego podstawnika w lancuchu bocznym 3-allilojablczanu dimetylu w
alkilowy, uzyskatam trwaly, nielotny produkt 33. Fakt ten utwierdzit mnie w
przypuszczeniu, ze grupa allilowa wptywa na zwiekszenie lotnosci zwigzku 14.

Drugi typ modyfikacji kwasu homoizocytrynowego polegat na podstawieniu grupy
hydroksylowej w zwigzku 14 atomem fluoru. Jako odczynnik fluorujacy zastosowatam
DAST, podobnie jak podczas syntezy (2R,3R)-2-fluoro-3-metoksykarbonylowodoro-
adypinianu 1-metylu (podrozdziat 4.6). W wyniku reakcji substytucji otrzymatam
(2R,3R)-2-fluoro-3-allilobursztynian dimetylu (25) ze zmieniong konfiguracjg z S na R
przy drugim atomie wegla. Synteze (2R,3R)-2-fluoro-3-propylobursztynianu dimetylu
(35) przeprowadzitam w dwojaki sposéb (Rysunek 33).
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Rysunek 33. Synteza kwasow dikarboksylowych - analogéw kwasu homoizocytrynowego.

W pierwszej metodzie uwodornitam wigzanie podwdjne allilowego podstawnika w
zwigzku 25, w identycznych warunkach jak dla (2S,3R)-3-propylojabtczanu dimetylu
(33). Sposob ten okazat si¢ bardzo wydajnym, poniewaz fluoropochodna 35 powstawata
az z 90% wydajnosciag. Ponadto uzyskiwalam produkt, nie wymagajacy dodatkowego
oczyszczania, w formie bezbarwnego oleju o skrecalnosci [ar], +5 (c0,8; CHCIy).
Drugi sposob syntezy zwigzku 35, polegat na reakcji fluorowania (2S,3R)-3-n-propylo-
jablczanu dimetylu (33) z wykorzystaniem odczynnika DAST. W przypadku tej
metody, z mieszaniny reakcyjnej izolowatam surowy produkt, ktory oczyszczatam przy
zastosowaniu flash chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Obecnos¢
atomu fluoru w zwiazku 35 potwierdzitam widmem °F NMR w postaci dubletu
dubletéw o *Jyr = 23Hz oraz “Jgr = 47Hz (Czeéé eksperymentalna, podrozdziat 4.8.5).
Podobnie jak w przypadku zwiazku 25, pochodna 35 wystepuje z niewielka domieszka
drugiego diastereoizomeru, co wida¢ w postaci drugiego, mniejszego dd.

Korzystniejszg okazata si¢ metoda I syntezy (2R,3R)-2-fluoro-3-propylobursztynianu
dimetylu (35) z uwagi na lepsza sumaryczng wydajnosc.

Zsyntezowane zwigzki mialy by¢ wykorzystane do badan biochemicznych, dlatego
powinny si¢ charakteryzowaé¢ dobra rozpuszczalnoscia w systemach biologicznych.

Wszystkie uzyskane pochodne, w postaci estrow 14, 25, 33 i 35, przeksztatcitam w sole
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potasowe: 31, 32, 34 oraz 36. Pomimo tego, ze otrzymane zwiazki, réwniez te
zawierajace w swojej strukturze atom fluoru, wykazywaty dobrg stabilno$¢ chemiczng
w temperaturze pokojowej, to z uwagi na ich budowe, nie chcialtam stosowac
drastycznych warunkéw podczas hydrolizy zasadowej estrow metylowych. Uzycie
silnej zasady typu wodorotlenku potasu mogtoby spowodowa¢ eliminacj¢ fluorowodoru
z czasteczki 1 powstanie trwalszej struktury a,f-nienasyconych kwasow, co
obserwowalam w przypadku akonitynianu i homoakonitynianu trimetylu. Dlatego tez
do hydrolizy estrow metylowych wykorzystatam trimetylosilanolan potasu (TMSOK) w
bezwodnym eterze dietylowym.'® Reakcja ta jest prosta, szybka i zachodzi z wysokimi

wydajnos$ciami.

Zastosowanie TMSOK zamiast tradycyjnej zasady ma dwie unikalne zalety. Jedng z
nich jest dobra rozpuszczalno$¢ trimetylosilanolanu potasu w rozpuszczalnikach
organicznych. Drugg, jest natomiast latwe usuwanie polaczenia O-Si w bardzo
fagodnych warunkach. Ponadto w wyniku reakcji z trimetylosilanem potasu,
odpowiedni produkt w postaci soli potasowej stragca si¢ jako osad z mieszaniny
reakcyjnej, a wszystkie zanieczyszczenia ulegajg wymyciu. Z uwagi na stosowany
reagent nie ma obawy, ze beda zachodzily reakcje wtoérne.

Zarowno estry metylowe 14, 25, 33 i 35, jak i sole potasowe 31, 32, 34 i 36 zostaly
przekazane do badan biochemicznych. Wykonano oznaczenie odpowiednio aktywnosci
przeciwgrzybowej w stosunku do komorek grzybowych szczepdéw: S. cerevisiae,
C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis, C. lusitaniae oraz C. krusei oraz aktywnosci

inhibicyjnej wobec enzymu dehydrogenazy homoizocytrynianowej.

3.4. Synteza 2-difluorometylolizyny

2-Difluorometylolizyna (DMFL) jest analogiem 2-difluorometyloornityny (DFMO)

7,101,102 .,
Obecno$é

znanego, fluorowanego inhibitora dekarboksylazy ornityny.
ugrupowania difluorometylowego zamiast atomu wodoru « znacznie zmienia
wlasciwosci fizyko-chemiczne aminokwasu oraz moze istotnie wptynaé na jego
zdolno$¢ oddziatywania z centrum wigzacym enzymu. L-Lizyna jest kohcowym
produktem szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego. Dowiedziono, ze aminokwas ten
moze hamowaé syntaze homocytryniang z Saccharomyces cerevisiae na zasadzie
sprz¢zenia zwrotnego, co potwierdza, ze jest ona istotnym punktem kontroli szlaku

103,104,105

kwasu a-aminoadypinowego. Postanowitam zbadaé, czy difluorometylolizyna
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hamuje aktywnos$¢ enzymow w/w szlaku. W tym celu zdecydowatam si¢ powtdrzy¢
syntez¢ difluorometylolizyny w oparciu o metode zaproponowang przez Bey i in. 10
modyfikujgc niektore z etapow (Rysunek 34).

+

H2N COzH 1. MeOH H3N COZMe
\/\/\r — \/\/\r

NH, NHz  x2HCI
37 38
TEA
PhCHO
F,HC 1. LDA/THF
Ph\/N CO,Me -78°C Ph\/N CO,Me
2. CHF,CI
N\/Ph N\/Ph
40 39
j HCI, t.p., 3h
+ FoHC + F,HC
H3N CO,Me HCI, A, 4dni H3N CO,H
NHz X 2HCI NHz X 2HCI
41 42

Rysunek 34. Schemat syntezy 2-difluorometylolizyny.

Synteza DFML polega na alkilowaniu enolanu, otrzymanego z pochodnej a-amino-
kwasu. Substrat 37, L-lizyn¢ przeprowadzitam w jej ester metylowy 38 poprzez
ogrzewanie z metanolem w obecnosci chlorkiem tionylu. Natomiast grupy aminowe
przeksztalcitam w iminowe — tworzac zasady Schiffa w reakcji zwiazku 38 z
benzaldehydem. Otrzymatam 2,6-di(benzylidenoamino)heksanian metylu (39) jako
gesty, zolty olej z wydajnoscia 90%, poréwnywalna do literaturowe;.

Kluczowym etapem byto alkilowanie atomu a-wegla benzylidenowej pochodnej 39
chlorodifluorometanem. W tym celu odszczepiatam a-proton od zwigzku 39 za pomoca
LDA generowanego in situ, z n-butylolitu i diizopropyloaminy. Nastepnie tak

1% reakcja

utworzony karboanion alkilowatam gazowym freonem. Wedlug Bey i in.
przebiega catkowicie, bo az z 97% juz po uplywie lh. Pomimo stosowania
analogicznych warunkow reakcji fluorometylowania, nie zaobserwowatam takiego
przebiegu reakcji. Izolowatam natomiast mieszaning dwoch zwigzkow: 2,6-dibenzyli-

denoamino-2-difluorometyloheksanianu metylu (40) oraz nieprzereagowanego substratu
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39 w stosunku 1 : 2,6. Taki sktad mieszaniny poreakcyjnej oszacowalam na podstawie
obecnosci sygnatow charakterystycznych dla protonow metinowych obu substancji w
widmie 'H NMR wstepnie przerobionej mieszaniny poreakcyjnej. Wydluzanie czasu
reakcji fluorometylowania enolanu do 3h, a nawet 5h z ciaglym przeptywem freonu
przez mieszaning reakcyjng skutkowato zmiang stosunku produktu 40 do substratu 39
(od 1:2,6 poprzez 1 : 1 azdo 2,5 : 1). W przeciwienstwie do danych literaturowych,
reakcja wymaga dluzszego czasu reakcji (minimum 5h) i prowadzi do mieszaniny
substratu z produktem, ktory jest niestabilny podczas oczyszczania przez destylacj¢ lub
chromatografi¢ kolumnowa.

Aby usung¢ oslony benzylidenowe, nierozdzielona mieszaning poreakcyjng
traktowatam 2N roztworem wodnym HCI w temperaturze pokojowej. Z mieszaniny, po
zaszczepieniu, krystalizowal dichlorowodorek estru metylowego a-difluorometylo-
lizyny (41) w postaci biatych krysztatow o tt 193-194°C. Struktur¢ otrzymanego
zwiazku 41 potwierdzitam widmami 'H i 3C NMR. Obecnoi¢ atoméw fluoru
sprawdzitam spektroskopig F NMR, obserwujagc w widmie dwa dublety dubletow 0
statych sprzezenia spinowo-spinowego “Jue = 53Hz oraz “Jer = 286Hz (rysunek 35).
Zaszczepke zwiazku 41 otrzymatam poprzez rozdzielenie chromatografiag kolumnowa
pochodnych tert-butoksykarbonylowych estrow metylowych lizyny oraz a-difluoro-

metylolizyny, a nastgpnie acydolityczne usunigcie grupy ochronnej.
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Rysunek 35. Widmo °F NMR dla dichlorowodorku estru metylowego 2-difluorometylolizyny (rozp. CD;OD).

Ostatnim etapem syntezy byla hydroliza z kataliza kwasowa estru metylowego
pochodnej 41. Po 4 dniach ogrzewania do temperatury 90°C roztworu estru 41 w 3,6N
kwasie solnym, a nast¢pnie krystalizacji otrzymatam 2-difluorometylolizyn¢ w postaci
dichlorowodorku 42 o tt >240°C (r) z wydajnoscia 70%. Strukture potwierdzitam
protonowym, weglowym i fluorowym NMR.

73|Strona



Koncowy produkt syntezy — dichlorowodorek 2-difluorometylolizyny (42) oraz
dichlorowodorek estru metylowego 41 zostaly przekazane do badan biologicznych,
gdzie zostaty sprawdzone pod wzgledem ich aktywno$ci przeciwgrzybowej oraz
zdolnosci inhibicyjnych w stosunku do enzymow szlaku kwasu L-a-amino-

adypinowego.

3.5. Kwasy 1,2-epoksy-1,2,3-propanotrikarboksylowe oraz 1,2-epoksy-
1,2,4-butanotrikarboksylowe

Jednym =z zalozen mojej pracy doktorskiej byto otrzymanie pochodnych
epoksydowych kwasoéw alkanotrikarboksylowych. Epoksydy sa waznymi substancjami
organicznymi, sluzagcymi m. in. jako prekursory w syntezie zwigzkow naturalnych i

substancji o charakterze potencjalnych lekow. ™’

Ze wzgledu na obecno$¢ w czasteczce
pierscienia epoksydowego sa to zwigzki wysoce reaktywne 1 moga oddzialywa¢ miedzy
innymi z grupami hydroksylowymi, tiolowymi bgdZz aminowymi reszt aminokwaso-
wych, wchodzacych w sktad struktury enzymu. Stad substancje te moga mie¢ réwniez
istotne znaczenie biologiczne jako potencjalne inhibitory szlaku kwasu cytrynowego
oraz a-aminoadypinowego.

Synteza oksiranéw rdzni si¢ w zaleznos$ci od rodzaju substratéw, ktore wykorzystuje
si¢ do reakcji utleniania. Kwas akonitynowy zawiera w swojej strukturze wigzanie
podwdjne, ktore postanowitam utlenia¢ adaptujac jedng z dwoch znanych metod. W
jednej z nich zrodlem tlenu jest nadtlenek wodoru, uwalniany in situ z kompleksu
mocznik-H,0, tzw. UHP (z ang. uridine-hydrogen peroxide).'®® Metoda ta posiada
kilka zalet m.in. jest prowadzona w temperaturze pokojowej i w stosunkowo krotkim
czasie (ok. 4h), a przebiega ze stosunkowo wysoka wydajnoscia powyzej 70%, ale
zwigzki posiadajace podstawniki elektronoakceptorowe ulegaja utlenianiu znacznie
trudniej.

Zdecydowatam si¢ wykorzysta¢ w/w sposob utleniania wigzania podwdjnego w
estrze kwasu trans-akonitynowego 23. Otrzymany przeze mnie trans-akonitynian
trimetylu, w wyniku fluorowania cytrynianu trimetylu 21, poddatam reakcji utleniania
w obecnosci UHP, N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu i KHCOj;. Ze wzgledu na
higroskopijne wtasciwosci, kompleks UHP przygotowatam bezposrednio przed reakcja.
Jest on znakomitym, wyst¢pujacym w stanie stalym zamiennikiem roztworu nadtlenku

wodoru. Charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscig H,O, w swojej czasteczce i zdolnoscig
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uwalniania go z kompleksu podczas reakcji utleniania w kontrolowany sposéb.109 Jako
rozpuszczalnik zastosowatam bezwodny alkohol metylowy. Reakcja przebiegala w
temperaturze pokojowej przez 24h. Otrzymatam surowy produkt, ktory oczyszczatam z
uzyciem chromatografii kolumnowej, w wyniku czego uzyskatam racemiczny epoksyd
trans-43* w postaci gestego, bezbarwnego oleju, ale z niska wydajnoscia 13%.
Przyczyna takiej wydajnosci najprawdopodobniej byla obecno$¢ elektrono-
akceptorowych grup estrowych. Poza tym metoda ta jest szybkim sposobem syntezy
oksiranéw w ‘tagodnych warunkach, w ktorych nie obserwowatam otwierania
pierécienia epoksydowego. Strukture zwigzku potwierdzitam widmami 'H NMR oraz
BC NMR (Czg$é eksperymentalna, podrozdziat 4.10.3). W literaturze patentowej,*® w
ktorej opisano ten zwiagzek, scharakteryzowano go jedynie w oparciu o analize
elementarng. Mankamentem stosowania metody z UHP jest powstawanie duzych ilo$ci
N,N’-dicyklo-heksylomocznika - produktu ubocznego rozpadu N,N’-dicykloheksylo-
karbodiimidu (DCC), ktory wypadat z mieszaniny poreakcyjnej. Schemat syntezy zostat

zaprezentowany na Rysunku 36.

H CO;Me  UHP, DCC, KHCO, TMSOK/Et,0 .
j]/v Meen Ho A\ COMe  oun ip! Ho A\ /CO
CO,Me MeO-C 0,C
MeO,C ez 2

CO,Me CO,

23 (£)-trans-43 (¥)-trans-44

Rysunek 36. Synteza pochodnej epoksydowej kwasu trans-akonitynowego.

Omawiana synteza jest nowa metoda otrzymywania racemicznej pochodnej
epoksydowej kwasu trans-akonitynowego, opracowana w oparciu o literature.'®
Zwigzek trans-43 przeksztalcitam nastgpnie w jego sol tripotasowq (trans-44), w reakcji
z trimetylosilanolanem potasu (TMSOK) w bezwodnym eterze dietylowym, z
wydajnoscia 87%. Podczas procesu rozszczepiania estrow metylowych trimetylo-
silanolanem potasu nie obserwowatam powstawania produktéw otwierania pierscienia
oksiranowego, czego nalezaloby si¢ spodziewa¢ w przypadku stosowania

standardowych warunkéw hydrolizy zasadowej estrow.

! Ze wzgledu na skomplikowane nazewnictwo systematyczne pochodnych epoksydowych kwasu
akonitynowego i homoakonitynowego, w nazewnictwie zwyczajowym wystepuja one z przedrostkami
cis- lub trans-, ktore uwzgledniaja wzajemne potozenie dwoch grup karboksylowych polaczonych z
atomami C2 i C3; w niniejszej pracy bede stosowala, podobnie jak dla kwaséw akonitynowego i
homoakonitynowego przedrostki cis- oraz trans- dla rozréznienia dwoch stereoizomerdw.
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Kwas akonitynowy, ze wzgledu na obecnos¢ wigzania podwojnego, wystepuje w
postaci dwoch sterecoizomerow cis- oraz trans. Trwalszg odmiang jest diastereoizomer
trans. W warunkach naturalnych, z uptywem czasu, izomer cis przechodzi samorzutnie
w trwalsza posta¢ trans. W celu uniknigcia przeksztalcania si¢ stereoizomeru Cis- W
trans-, do syntezy pochodnej epoksydowej kwasu cis-akonitynowego, wykorzystatam
jako substrat bezwodnik kwasu cis-akonitynowego, ktory nie ulega izomeryzacji. W
tym przypadku zaadoptowalam drugg z metod tworzenia pierscieni oksiranowych przy
uzyciu roztworu wodnego nadtlenku wodoru jako zrédta tlenu oraz katalizatora — kwasu

110

wolframowego (H,WO,). Rysunek 37 przedstawia schemat otrzymywania

racemicznej pochodnej epoksydowej kwasu cis-akonitynowego.

(0]
H TMSOK/EL,0 . .
| 1 HMWO,, 30% H,0, MeO,C_ R COMe 5"t 0,C A €O,
0 _zahtp
HO,C
o) CO,Me co,
45 (*)-cis-43 (x)-cis-44

Rysunek 37. Synteza pochodnej epoksydowej kwasu cis-akonitynowego.

Bezwodnik kwasu cis-akonitynowego rownoczesnie ulegat reakcji utleniania i
hydrolizy podczas rozpuszczania go w 30% wodzie utlenionej w obecnosci
katalitycznej ilosci kwasu wolframowego. Z uwagi na sktonno$¢ substratu do
izomeryzacji, reakcj¢ prowadzono w temperaturze do 40°C, a nast¢pnie izolowano
produkt przy zastosowaniu ekstrakcji ciaglej ciecz — ciecz, w ktorej ekstrahujagcym
czynnikiem cieklym byl niskowrzacy eter dietylowy (tw 35°C). W przeciwienstwie do

oryginalnej metody patentowej zaproponowanej przez Guthrie’go,110

powstawata
mieszanina trzech produktéw: pochodnej epoksydowej kwasu cis-akonitynowego oraz
kwasow cis- i trans-akonitynowych. Na podstawie widma 'H NMR mieszaniny
produktow stwierdzitam obecno$§¢ wymienionych trzech zwigzkoéw w stosunku
odpowiednio 2 : 1 : 1. Podany w patencie sposob izolacji pochodnej epoksydowe;j
kwasu cis-akonitynowego, polegajacy na krystalizacji frakcyjnej z rozpuszczalnikow
octan etylu — tetrachlorek wegla, rowniez nie prowadzit do czystego produktu, lecz do
wspomnianej mieszaniny kwasow. Aby wyizolowa¢ produkt Cis-44 musiatam rozdzieli¢
mieszaning wolnych kwaséw. Dlatego postanowilam przeprowadzi¢ je w odpowiednie

estry dzialaniem odczynnika metylujagcego — diazometanu. Jest to szybka i efektywna

metoda estryfikacji kwasow karboksylowych. Uzyskane estry cis-43, cis-23 oraz trans-
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23 rozdzielitam przy uzyciu chromatografii kolumnowej, otrzymujac zwiazek Cis-43 z
wydajnoscig koncowa 25%. Strukture zwigzku potwierdzitam widmami spektroskopii
'"H oraz ®C NMR (Cze$¢ eksperymentalna, podrozdzial 4.10.1). W literaturze
patentowej''? scharakteryzowano ten zwiazek jedynie w oparciu o analize elementarna.

Aby przeksztalci¢ ester 43 w pochodng epoksydowa kwasu cis-akonitynowego,
podobnie jak w przypadku izomeru trans, zastosowatam trimetylosilanolan potasu. Po
rozszczepieniu estrow izolowatam epoksydowsg pochodng kwasu cis-akonitynowego
(cis-44) w postaci soli tripotasowej z dobrg wydajnoscig 80%.

Dotychczasowy stan wiedzy na temat izomerycznych epoksydowych pochodnych
kwasu akonitynowego wywodzi si¢ z literatury patentowej.™™® Natomiast analogiczne
pochodne kwasu homocytrynowego nie sa znane. Aby otrzymac¢ ten nowy zwigzek —
pochodng epoksydowa trans-homoakonitynianu trimetylu przetestowatam obie z
wymienionych metod. Reakcja utleniania cis-homoakonitynian trimetylu przy uzyciu
kompleksu UHP niestety nie prowadzita do powstawania produktu — odzyskiwalam
substrat w ilosci wyjsciowej. Zdecydowatam si¢ na wariant wykorzystujacy reakcje
utleniania 30% wodg utleniong w obecnosci kwasu wolframowego i kwasu Cis-

homoakonitynowego (Rysunek 38).

HO,C H

1. H,WO,, 30% H,0, H O CcO,Me
2. CH,oN,/EL,O MeOLC
HO,C CO,H 2

CO,Me
cis-24 (*)-trans-46

Rysunek 38. Synteza epoksydu trans-homoakonitynianu trimetylu.

Reakcje prowadzitam w podwyzszonej temperaturze (ok. 80°C). Po zobojetnieniu
kwasem solnym, mieszanine reakcyjng ekstrahowalam eterem dietylowym stosujac
technike ekstrakcji cigglej w ukladzie ciecz — ciecz. Produkt 46 izolowatam
analogicznie jak pochodng epoksydowa kwasu cis-akonitynowego — przeprowadzitam
metylowanie 1 oczyszczanie z zastosowaniem chromatografii  kolumnowej.
Prawdopodobnie zbyt wysoka temperatura reakcji spowodowatla, ze zamiast produktu
cis-, otrzymalam produkt trans-46 z wydajnoscia 33,5%. Struktur¢ pochodne;j
epoksydowej 46 potwierdzitam widmami spektroskopii *H oraz *C NMR.

Wszystkie pochodne epoksydowe, zarowno kwasu akonitynowego, jak i

homoakonitynowego zostaty przebadane biologiczne w Katedrze Technologii Lekow i
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Biochemii. Oznaczono ich aktywno$¢ przeciwgrzybowa wobec kilku szczepow
grzybowych: S. cerevisiae, C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis, C. lusitaniae oraz
C. krusei oraz zdolno$¢ hamowania enzymoéw szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego

biosyntezy L-lizyny.

3.6. Wlasciwosci biologiczne otrzymanych zwigzkow

3.6.1. Aktywnos$¢ przeciwgrzybowej zsyntezowanych zwigzkow

Wszystkie otrzymane zwigzki, w postaci estrow metylowych, zostaty zbadane pod
wzgledem aktywnos$ci przeciwgrzybowej wobec sze$ciu referencyjnych szczepow
grzybowych: S. cerevisiae, C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis, C. lusitaniae oraz
C. krusei. W tym celu okreslono minimalne stezenia hamujgce wzrost drobnoustrojow

grzybowych (MIC) w réznych podtozach biologicznych (Tabela 4).

Badany MIC [pg/ml]

zwigzek S. cerevisiae | C. glabrata | C.albicans | C. tropicalis | C. lusitaniae | C. krusei

L-14 > 512 > 512 > 512 > 512 >512 > 512

22 > 512 > 512 > 512 > 512 >512 > 512

25 > 512 >512 > 512 > 512 256 >512

26 >512 >512 >512 >512 >512 >512

L-33 > 512 >512 >512 >512 > 512 >512

35 >512 > 512 > 512 >512 > 512 > 512

41 > 512 > 512 > 512 > 512 > 512 > 512

(+)-Cis-43 > 512 > 512 >512 >512 >512 >512

(£)-trans-43 >512 >512 > 512 > 512 > 512 > 512

(£)-trans-46 > 512 > 512 > 512 > 512 > 512 > 512

47 > 512 > 512 =512 256 256 > 512

Tabela 4. Wyniki oznaczania aktywnoS$ci przeciwgrzybowej otrzymanych zwiazkow w podtozu YNB.

Z badan wynika, ze wigkszo$¢ z uzyskanych zwigzkow nie wykazuje aktywnosci
przeciwgrzybowej w stosunku do wspomnianych szczepow grzybowych. Jedynie
pochodne 25 czyli (2R,3R)-2-fluoro-3-allilobursztynian dimetylu oraz 47 - (2R,3R)-2-

fluoro-3-butylobursztynian dimetylu charakteryzowaly si¢ nieznaczng aktywnoscia
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przeciwgrzybowa w stosunku do szczepu Candida lusitaniae, a zwiazek 47 réwniez do

Candida tropicalis.

Obiecujacg aktywno$cig przeciwgrzybowsg cechowal si¢ natomiast trans-homo-
akonitynian trimetylu (trans-24). Wyznaczanie wartosci MIC dla tego zwigzku, po
stwierdzeniu jego aktywnos$ci w podlozu YNB, przeprowadzono takze w podtozu YNB
buforowanym do pH 7,0 oraz w dwoch innych podtozach: YEPG oraz RPMI (z
dodatkiem i bez dodatku lizyny). Wyniki uzyskane dla pochodnej trans-24
przedstawiono w Tabeli 5.

Rodzaj pozywki

Szezep vne | YNB | vepg | rPMi | RPMI
pH=7,0 z lizyna
MIC /ml
H CO,Me s
:”iA Saccharomyces 256 256 512 32 32
MeO,C CO,Me cerevisiae
Candida glabrata 256 128 256 16 32
trans-24 Candida albicans 256 128 256 16 32
Candida tropicalis 128 64 128 32 16
Candida lusitaniae 128 128 256 16 32
Candida krusei 128 128 256 32 32

Tabela 5. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa trans-homoakonitynianu trimetylu w réznych podtozach.

Zwiazek trans-24 hamowal wzrost wszystkich badanych szczepow we wszystkich
rodzajach podt6z. Najwyzsza aktywno$¢ przeciwgrzybowa stwierdzono w pozywce
RPMI z dodatkiem i bez dodatku lizyny. Ten rodzaj medium biologicznego najlepiej
odzwierciedla warunki panujgce w organizmie ludzkim, tak wiec uzyskane wyniki
nalezy uzna¢ za obiecujgce. Stosunkowo zaskakujgce jest, ze obecno$¢ L-lizyny w
podlozu nie powoduje odwrocenia efektu zahamowania wzrostu wywotanego
dzialaniem trans-24. Moze to oznaczaé, ze cel molekularny tego zwigzku w komorce
grzybowej jest inny, niz enzymy szlaku biosyntezy L-lizyny. Aby zweryfikowac te

hipoteze, konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan biochemicznych.
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3.6.2. Oznaczenie stopnia hamowania aktywnosci enzymow przez badane zwiazki

Wszystkie otrzymane zwigzki, w postaci soli potasowych badz w postaci
chlorowodorku, w przypadku difluorometylolizyny (42) przebadano pod wzgledem
zdolnosci inhibicyjnych wobec dwoch enzymow szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego:
syntazy homocytrynianowej wystepujacej w dwoch izoformach Lys21-N-Hisp i Lys22-
N-Hisp oraz dehydrogenazy homoizocytrynianowej. Wyniki zostaty zaprezentowane w

Tabeli 6.

Enzym
Badany zwigzek Syntaz_a Syntaz_a hon?oeirz]gg;?rgye:izaiwa
homocytrynla_noyva homocytrqunoyva @ T TlsTer? 7 Sl
Lys21-N-Hisp Lys22-N-Hisp stezeniu zwiazku)
31 brak inhibicji brak inhibicji 36,8+3,5
32 IC10 = 2,5mM ICy0 = 4,2mM 15,143,5
34 brak inhibicji™" brak inhibicji 35,743,5
36 brak inhibicji brak inhibicji 20,1£3,5
42 brak inhibicji IC40 = 4,8mM brak inhibicji
(+)-cis-44 brak inhibicji brak inhibicji 37,6£3,5
(£)-trans-44 brak inhibicji brak inhibicji 25,943,5
49 brak inhibicji brak inhibicji 15,543,5

Tabela 6. Inhibicja aktywnos$ci enzymow dla badanych zwiazkow;
*w C. albicans wystepuja dwie izoformy tego enzymu; ** brak inhibicji — 0znacza brak efektu hamowania
aktywnosci ponizej stgzenia zwigzku 10mM; IC, — oznacza st¢zenie, przy ktérym nastepuje x% hamowania
aktywnosci enzymu.

Wigkszos$¢ szlakow biosyntezy aminokwasow jest regulowana na pierwszym etapie
przez koncowy produkt, na zasadzie tzw. sprz¢zenia zwrotnego. Z przeprowadzonych
badan wynika, ze pochodna fluorowa DFML - dichlorowodorek a-difluorometylolizyny
(42), ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do L-lizyny, koncowego produktu szlaku
kwasu L-a-aminoadypinowego, powoduje zahamowanie aktywnos$ci drugiej izoformy
syntazy homocytrynianowej Lys22-N-Hisp z C. albicans w 40% przy st¢zeniu 4,8mM.
Zaskakujace jest jednak, ze nie hamuje przy tym jego pierwszej izoformy — Lys21-N-
Hisp. Wg K. Kur,"'" obydwa izoenzymy HCS sa silnie hamowane przez L-lizyne,
jednakze izoenzym Lys22-N-Hisp jest znacznie bardziej podatny na dziatanie tego
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inhibitora. Zatem powyzsze wyniki potwierdzaja, ze zwiazek 42, bgdac analogiem
strukturalnym lizyny, bardziej hamuje aktywno$¢ drugiej formy izoenzymu Lys22-N-
Hisp.

Analogi strukturalne kwasu homoizocytrynowego - substratu dehydrogenazy homo-
izocytrynianowej tj. (2S,3R)-3-allilojablczan dipotasowy (31) oraz (2S,3R)-3-propylo-
jabtczan dipotasowy (34) hamujg aktywno$¢ tego enzymu odpowiednio w 37% i 36%
przy stezeniu SmM badanych zwigzkéw. Nieco mniejszy stopien inhibicji, w granicach
15-20%, wykazuja fluorowane pochodne: (2R,3R)-2-fluoro-3-allilobursztynian dipota-
sowy (32) i (2R,3R)-2-fluoro-3-propylobursztynian dipotasowy (36). Ponadto zwiagzek
32 hamuje réwniez aktywno$¢ obu izoenzymow syntazy homocytrynianowej, na co
wskazuje wartos¢ ICyp = 2,5mM dla Lys21-N-Hisp oraz 1Cy = 4,2mM dla Lys22-N-
Hisp. Zwiazek ten okazuje si¢ by¢ ciekawym, ze wzgledu na fakt, ze réwniez jego
posta¢ estrowa 25 wykazywala aktywno$¢ przeciwgrzybowa wobec szczepu
grzybowego C. lusitaniae.

Pod wzgledem inhibicji zbadano takze epoksyd cis- i trans-akonitynianu tripotaso-
wego oraz trans-homoakonitynian tripotasowy (49). Zardéwno zwigzek cis-44, jak i
trans-44 powodowaly zahamowanie aktywno$ci dehydrogenazy homoizocytrynia-
nowej, odpowiednio w 38% 1 26%. Natomiast zwigzek 49 przejawiat zaledwie 15,5%
stopien inhibicji do tego enzymu, pomimo, ze jego forma estrowa trans-24 przejawiata
znakomite wtasciwosci grzybobojcze wobec wszystkich badanych szczepow
grzybowych.

Dalsze badania dotyczace okreslenia aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych
zwiagzkow w stosunku do homoakonitazy oraz oznaczenia cytotoksyczno$ci sa w trakcie
realizacji przez dr inz. Iwong¢ Gabriel z Katedry Technologii Lekéw i Biochemii na

Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskie;.
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4. CZESC EKSPERYMENTALNA

4.1 Metody analityczne i warunki przygotowania niektorych

odczynnikow do syntez

4.1.1 Informacje ogdlne

Temperatury topnienia otrzymanych zwigzkoéw nie byly korygowane. Pomiary
skrecalnosci zostaty wykonane na polarymetrze Rudolph Autopol II przy dtugosci fali
589nm.

Widma NMR zostaly zmierzone na aparatach Gemini Varian 1 Unity Plus
pracujacych odpowiednio dla protonow (*H NMR) przy 200 i 500 MHz; dla *C NMR —
50 MHz i 125 MHz, natomiast dla F NMR przy czestotliwosci 470 MHz; jako
wzorzec wewnetrzny stosowano tetrametylosilan. Widma IR zmierzono przy uzyciu
aparatu FT-IR Bruker IFS 66. Analiz¢ MS-ESI wykonano na spektrometrze MALDI-
TOF Bruker BiFlex IlI.

Do chromatografii kolumnowej (CC) stosowano zel krzemionkowy firmy Merck o
$rednicy ziaren 70-230mesh (0,063-0,200mm), kationit DOWEX [H'] 50Wx2-
100mesh, natomiast do chromatografii kolumnowej typu flash (FCC) uzywano zel

krzemionkowy firmy Merck o $rednicy ziaren 230-400mesh (0,040-0,063mm).

Ekstrakcje do fazy statej tzw. SPE (solid phase extraction) prowadzono stosujac
kolumny polietylenowe wypetione Zelem krzemionkowym typu CHROMABOND®
SiOH 15ml1/2000mg firmy Macherey-Nagel.

Do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) uzywano ptytek aluminiowych
pokrytych zelem krzemionkowym Silica gel 60 lub Silica gel 60 Fjs4 firmy Merck o
grubosci 0,2mm.

Stosowane uktady rozwijajace to:

- uktad A — chloroform : metanol : kwas octowy (85 : 10 : 5);

- uktad B — benzen : octan etylu : etanol (85 : 20 : 5);

- uktad C — benzen : octan etylu : etanol (60 : 20 : 5);

- uktad D — benzen : octan etylu : etanol (85:7,5:1,5);

- uktad E — n-butanol : kwas octowy : woda (4 : 1 : 1);

- uktad F — heksan : octan etylu (9 : 5);

- uktad G — heksan : octan etylu : metanol (14 : 6 : 0,2).
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Sktad uktadéw rozwijajacych podano w stosunku objetosciowym.

Jako odczynnika wywotujgcego uzywano par jodu w temperaturze pokojowej,
odczynnika cerowo-molibdenowego lub dla zwigzkéw z wolng grupg aminowsg roztwor

ninhydryny.

4.1.2 Warunki analizy HPLC

Analizy chromatograficzne zostaly wykonane z wykorzystaniem zestawu do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) Agilent 1200 Series (USA)
sprz¢zony z detektorem z matrycg fotodiodowa (DAD) i zaopatrzony w kolektor frakcji.
Sprzgt jest wyposazeniem laboratorium badawczego Centrum Doskonatosci
»ChemBioFarm”, ktorego zakup zostal czgéciowo sfinansowany z funduszy
strukturalnych Unii Europejskiej w ramach Sektorowego Programu Operacyjnego —
Wzrost Konkurencyjnosci Przedsigbiorstw. Aparat wspolpracuje z oprogramowaniem
komputerowym Agilent ChemStation Software — systemem analizy danych
chromatograficznych.

Aparat sktadat si¢ z:

e pompy czterodroznej;

e uniwersalnego interfejsu;

e odgazowywacza,

e kolumny analitycznej badz preparatywnej;

o kolektora frakciji;

e termostatu;

e autosamplera;

e detektora z matryca fotodiodowa (DAD).
Rozpuszczalniki stosowane do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

e metanol, czysty do HPLC (Merck)
e acetonitryl, czysty do HPLC (Merck)
e woda MiliQ do HPLC

4.1.3. Odczynniki pomocnicze stosowane w syntezie
N-nitrozo-N-metylomocznik

N-Nitrozo-N-metylomocznik o tt 124(r)°C otrzymano z wydajnoscig 80% zgodnie z

- . 111
procedurg zamieszczong w lit.
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Diazometan

Uwaga: Ze wzgledu na bardzo wysoka toksycznos$¢ diazometanu, wszystkie prace z

tym odczynnikiem nalezy prowadzi¢ pod sprawnie dziatajagcym dygestorium.

Do kolby Erlenmeyera, zawierajacej 100ml 40% roztworu wodorotlenku potasowego
oraz 60ml eteru dietylowego, ochlodzonych do temperatury -20°C, dodaje si¢ malymi
porcjami  (10.3g, 0.1mola) N-nitrozo-N-metylomocznika, ciagle wstrzasajac.
Temperatura mieszaniny nie powinna przekroczy¢ +5°C. Po 10min od chwili
zakonczenia dodawania N-nitrozo-N-metylomocznika oddziela si¢ roztwor eterowy
diazometanu, a warstwe zasadowg ekstrahuje si¢ jeszcze 2x70ml Et,0. Frakcje eterowe
diazometanu faczy si¢ i suszy 3h malg iloscig stalego wodorotlenku potasowego w

temperaturze 0°C."”

Brom suchy

Brom suszono nad P,Os przez 24h. Nastgpnie przesaczano go przez wate szklang i

uzywano bezposrednio do reakcji bromowania.

Tetrahydrofuran bezwodny do reakcji z LDA

Przed przystapieniem do destylacji tetrahydrofuranu, nalezy usuna¢ nadtlenki,
przepuszczajac rozpuszczalnik przez kolumng¢ wypelniong tlenkiem glinu, badz
wytrzasajac go ze stezonym roztworem siarczanu zelaza (II). Po usunieciu nadtlenkow,
w kolbie kulistej o pojemnosci 2000ml, zaopatrzonej w chtodnice zabezpieczong rurka
z CaCl; przed dostepem wilgoci, umieszczono 1500ml THF, po czym dodano 8g stopu
K/Na (3:1). Mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 2h. Nastgpnie chtodnicg zwrotng
wymieniono na destylacyjng zabezpieczong przed wilgocia i zbierano THF. Do reakcji

nalezy uzywa¢ THF $wiezo destylowany z nad stopu Na/K.

N,N-Dimetyloformamid bezwodny (tw 153°C)

Handlowy odczynnik lub przechowywany przez dluzszy okres zawiera
dimetyloaming, aldehyd mrowkowy i wode.

500ml DMF z dodatkiem 50ml benzenu i 25ml wody poddaje si¢ destylacji
kolumnowej, az destylat osiggnie temperatur¢ 152°C. Dalszg destylacje prowadzi si¢

pod zmniejszonym ci$nieniem, zabezpieczajac aparatur¢ przed wilgocig. Czysty,
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bezwodny DMF o tw 76-77°C/40 mm Hg nalezy przechowywaé w ciemnych,

szczelnych butelkach.

Dichlorometan bezwodny (tw 40°C)

1500ml CH,CI, z dodatkiem 50g P,Os i 50g bezwodnego K,CO3 ogrzewano przez
2h pod chtodnica zwrotng. Po tym czasie zmieniono chtodnic¢ na destylacyjna,
zaktadajac rurke ze Srodkiem suszacym. Zbierano suchy dichlorometan o tw 40°C i

przechowywano go w ciemnej, szczelnej butelce.

UHP

W dwuszyjnej kolbie kulistej o pojemnosci 100ml, zaopatrzonej w termometr i
chlodnice zwrotng, umieszczono 12g mocznika 1 34ml nadtlenku wodoru (30%).
Mieszaning reakcyjng ogrzewano w temperaturze 60°C przez 10min, nast¢pnie
ochlodzono 1 wylano do kilku krystalizatorow do powolnego odparowania i

wykrystalizowania.**?

Chlorodifluorometan

Stosowano dostgpny komercyjnie, firmy ABCR GmbH&Co. KG, Karlsruhe.

Odczynniki wywotujgce:
1. Odczynnik cerowo-molibdenowy:

e 3,74g NaMo0O4*x2H,0
e 12159 Ce(SO4),x4 H,0
e 6,27ml H,S0, (95-96%)
e 83,5ml H,O

2. Odczynnik ninhydrynowy (dla zwigzkow z wolng grupg aminowg):

e 800mg ninhydryny
e 400ml MeOH

e 80ml AcOH

e 4ml kolidyny
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4.2. Synteza optycznie czynnego kwasu homocytrynowego

4.2.1. Kwas metylenocytrynowy

—
0 W kolbie kulistej o pojemnosci 500ml, z nasadka do
o

azeotropowego odprowadzania wody, umieszczono  kwas

HO,C COH| cytrynowy (1) (63g; 0,3mola), paraformaldehyd (12g, 0,39mola),
2

kwas p-toluenosulfonowy (0,3g) i ogrzewano z 300ml toluenu przez

2 doby. Powstajaca w reakcji wode, wraz z nieprzereagowanym paraformaldehydem,
zbierano w nasadce azeotropowej. Nastepnie z mieszaniny reakcyjnej oddestylowano
toluen pod zmniejszonym ci$nieniem. Powstaty surowy produkt krystalizowano z wody,
otrzymujac 33,5g (55%) kwasu metylenocytrynowego (2) w postaci kremowych
krysztalow o tt 202-204°C [lit.* tt 205°C).

Metoda 2: wg przepisu podanego przez Sternberga™

W dwuszyjnej kolbie kulistej zaopatrzonej w termometr i chtodnicg¢ zwrotna,
stapiano kwas cytrynowy (100g; 0,48mola) z paraformaldehydem (15g, 0.5mola) w
temperaturze 140-160°C. Po calkowitym stopieniu obu substancji, roztwor ogrzewano
do zestalenia si¢ mieszaniny reakcyjnej. Tak uzyskany surowy produkt, krystalizowano
bezposrednio z goracej wody. Otrzymano 51,2g (52%) kwasu metylenocytrynowego
(2), w postaci biatych krysztatéow o tt 200,5-202,5°C [lit.113 tt 205°C].

4.2.2. Bezwodnik kwasu metylenocytrynowego

Kwas metylenocytrynowy (30g; 0,15mola) zawieszono w 60ml

o o) chloroformu, dodawano N,N-dimetyloaniling (37,2ml; 0,34mola) i
mieszano do rozpuszczenia substancji. Nastgpnie do mieszaniny
o o o reakcyjnej dodano tlenochlorku fosforu (V) (13,5ml; 0,15mola) i

3 calos¢ ogrzewano przez ok. 0,5h. Powstalag ciemnobrazowa

substancj¢ z opalizujagcymi krysztatkami ostudzono i pozostawiono
przez noc w lodéwce, do catkowitego wykrystalizowania produktu. Po odsaczeniu
krysztalow przemyto je zimnym chloroformem i wysuszono. Otrzymano 26,39
surowego produktu, ktéry krystalizowano z octanu etylu, uzyskujac 24,3g (87%)
biatego, krystalicznego bezwodnika kwasu metylenocytrynowego (3) o tt 152-155°C
[lit.” tt 153°C].
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4.2.3. Wodorometylenocytrynian metylu***

o—\ Bezwodnik kwasu metylenocytrynowego (10g; 0,05mola)
o o ogrzewano z 300ml bezwodnego metanolu do catkowitego

rozpuszczenia substancji, a nastepnie przedluzono ogrzewanie o

MeO,C COH| dalsze 0,5h. Mieszanine reakcyjna ochtodzono i oddestylowano
rac-4

rozpuszczalnik. Pozostato§¢ rozpuszczono w 150ml wody 1
ekstrahowano eterem dietylowym (4x80ml). Frakcje eterowe potaczono i1 suszono nad
bezwodnym MgSO,. Po krystalizacji z wody otrzymano 7,73g (66%) biatego, krysta-
licznego monoestru metylowego kwasu metylenocytrynowego (rac-4) o tt 124-126°C
[1it.%° 126-127°C], Rs = 0,70 (uktad A).

'H NMR (CDCls) 3[ppm]: 2,91 (s, 2H, CH,); 2,96 (s, 2H, CHy); 3,72 (s, 3H, OCHa);
5,57 (s, 2H, OCH,0);

B3¢ NMR (CDCl3) d[ppm]: 41,24; 41,43; 52,77; 75,75, 95,53; 169,34; 173,18; 173,74.

4.2.4. Optycznie czynny wodorometylenocytrynian metylu

o—\ Racemiczny monoester metylowy kwasu metylenocytrynowego

9 (8,1g; 37mmoli) rozpuszczono na gorgco w bezwodnym metanolu.

Nastgpnie do roztworu wkroplono (S)-(-)-1-fenyloetyloaming
MeOZC COZH

o (4,78ml; 37mmoli). Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, do
+)-4

mieszaniny reakcyjnej dodawano matymi porcjami bezwodny eter
dietylowy (55ml). Otrzymano biate krysztaty soli (3,6g) o [a],+7 (c1; CHCI3) i
tt 136-138°C. Sol rozpuszczono w 0,5N HCI i ekstrahowano eterem dietylowym
(5x35ml). Potaczone roztwory eterowe przemywano malg iloscig H,O, suszono nad

bezwodnym MgSOQO;, i usunigto rozpuszczalnik pod préznig. Otrzymano zwigzek (+)-4
jako bezbarwny olej, [a], +8.9 (c4,48; MeOH) [lit."™® ee 90-92 [a]®+8.4 (c2,46;
MeOH)].

4.2.5. Chlorek monoestru metylowego kwasu metylenocytrynowego

o—\ Metoda I:

W0 Do optycznie czynnego zwigzku (+)-4 (3,6g; 16mmoli) dodano

chlorku oksalilu (10ml) 1 pozostawiono w zamknigtej kolbie pod

MeO,C cocl wyciagiem na 3 dni. Po tym czasie, z mieszaniny reakcyjnej

usuni¢to pod préznig nieprzereagowany chlorek oksalilu, a

87|Strona



pozostatos$¢ ‘przegoniono’ kilkakrotnie heksanem. Otrzymano 3,8g (16mmoli) produktu

5 w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscig 100%.

Metoda II:

Do wodorometylenocytrynianu metylu 4 (2g; 9,17mmoli), ochtodzonego w tazni
lodowej, wkroplono SOCI; (0,67ml; 9,17mmoli), a nastepnie ogrzewano przez 1h pod
chlodnica zwrotng z zabezpieczeniem przed dostepem wilgoci. Mieszaning reakcyjng
ochtodzono, dodano 10ml tetrachlorku wegla i oddestylowano do sucha pod
zmniejszonym ci$nieniem. Czynno$¢ ta powtorzono dwukrotnie. Otrzymano 2g

8,5mmola) produktu 5 w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscia 93%.
(8, )p p go olej ydaj a

4.2.6. Diazoketon

Do chlorku 5 (3,8g; 0,016mola) dodawano porcjami (10-
20ml) roztwor eterowy diazometanu (Materialy 1 metody,

rozdziat 4.1.1) do momentu, az mieszanina reakcyjna przestata

si¢ odbarwia¢ 1 pozostawatl widoczny zotty kolor. Reakcje

6 prowadzono w atmosferze gazu oboj¢tnego (argon).

Mieszaning reakcyjng pozostawiono w temperaturze pokojowej 1 w atmosferze gazu
obojetnego przez noc, z jednoczesnym mieszaniem. Postep reakcji $ledzono
chromatograficznie. Po uptywie doby, do mieszaniny reakcyjnej dodano 1-2 krople
kwasu octowego celem roztozenia nieprzereagowanego diazometanu. Nastepnie na
wyparce obrotowe] oddestylowano rozpuszczalnik. Powstaly surowy produkt,
rozpuszczono w 30ml octanu etylu i przemyto nasyconym roztworem NaHCOs.
Warstwe weglanowa ekstrahowano octanem etylu (3x30ml). Frakcje organiczne
polaczono i1 przemywano kolejno porcjami po 40ml: woda, 0,5N HCI, wodg i solanka.
Faze organiczng suszono nad bezwodnym MgSO,, usunigto rozpuszczalnik.
Pozostato$¢ oczyszczano przy uzyciu flash chromatografii na zelu krzemionkowym
(< 200mesh). Eluentem byl octan etylu. Otrzymano zélty olej zwigzku (—)-6 (3,79;
95%) [a],-3,7 (c4,1; MeOH); R¢= 0,36 (uktad B). Racemiczny diazoketon izolowano
przy uzyciu flash chromatografii jako zotty olej z wydajnoscia 74%. Zwiazek jest

bardzo labilny, rozpada si¢ po ogrzaniu.
Diazoketon - aktywacja poprzez mieszany bezwodnik

Roztwor monoestru metylowego kwasu metylenocytrynowego (4) (500mg;

2,3mmola) w 10ml tetrahydrofuru ochtodzono do temperatury -10°C na tazni lodowe;j
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(mieszanina lodu z NaCl). Nastgpnie do roztworu wkroplono chloromrowczan
izobutylu (0,36ml; 2,7mmola) oraz N-metylomorfolin¢ (0,3 1ml; 2,7mmola) — tworzy si¢
biala zawiesina, ktora mieszano przez 3-4h w temperaturze -5°C. Po tym czasie, do
mieszaniny reakcyjnej wkroplono 90ml $wiezo przygotowanego roztworu diazometanu
w eterze dietylowym, do momentu ustalenia si¢ jaskrawo zottej barwy. Reakcja
przebiegala w atmosferze gazu obojetnego (argon) przez 12h w temperaturze
pokojowej. Dalsze postgpowanie byto analogiczne do opisanego powyzej, z tym, ze
zamiast AcOEt jako rozpuszczalnika uzyto eteru dietylowego. Otrzymano surowy
produkt, ktéry oczyszczono przy pomocy flash chromatografii na zelu krzemionkowym

(< 200mesh). Jako eluent stosowano octan etylu. Uzyskano 170mg (30,5%) diazoketonu
(6).
Zastgpienie N-metylomorfoliny trietyloaming i prowadzenie reakcji w analogiczny

sposob jak powyzej, prowadzito do izolowania diazoketonu z wydajnosciag 11%.

4.2.7. Metylenohomocytrynian dimetylu

Diazoketon (-)-6 (3,37g; 0,015mola) zawieszono w 190ml
metanolu i mieszano w temperaturze pokojowej przez ok. 0,5h
az do catkowitego rozpuszczenia. Nastepnie do roztworu

CO,Me dodano tlenku srebra I (8,75g; 0,038mola), a mieszaning¢

reakcyjng pozostawiono na 72h w temperaturze pokojowej z
jednoczesnym mieszaniem. Reakcje prowadzono bez dostepu §wiatla. Po tym czasie, z
mieszaniny reakcyjnej oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem.
Pozostato§¢ rozpuszczono w 60ml AcOEt, przesaczono przez filtr milipore w celu
usunigcia zwigzkow srebra 1 przesacz przemywano kolejno porcjami po 20ml: woda,
0,IN HCI, woda, 5% roztworem NaHCOs3; 1 wodg. Frakcje organiczng suszono nad
bezwodnym MgSO, i odparowano pod prdéznig rozpuszczalnik. Otrzymano 2,6g
surowego produktu, ktéory oczyszczano przez krystalizacje z mieszaniny

rozpuszczalnikéw toluen/heksan. Uzyskano diester metylowy kwasu metylenohomo-
cytrynowego (7) (2,5g; 70%) w postaci zoltego gestego oleju o [a],-40,7 (c 2,7,
MeOH), R¢= 0,63 (uktad B).

MS (MALDI-TOF, matryca CCA): m/z 247,2 [M+1]; obl. dla C1oH1407 246,21.
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'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 2,15 (t, 2H, CH,CH,CO,CHs); 2,44 (m, 2H, CH,CH,CO):
2,90 (AB, J = 17,1Hz, 2H, CH,CO); 3,70 (s, 3H, OCHs); 3,72 (s, 3H, OCH3); 5,50 (s,
1H, OCH,0); 5,55 (s, 1H, OCH,0);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 28,48; 32,23; 40,78; 52,19; 52.48; 77,61; 94,83; 169,82;
172,74; 173,51.

4.2.8. Homocytrynian trimetylu

MeO,C._ . OH Metylenohomocytrynian dimetylu (285,3mg; 1,16mmola)

RI rozpuszczono w 20ml bezwodnego metanolu. Do roztworu

MeO,C dodano trietyloaming (0,16ml; 1,16mmola) 1 catos¢
CO,Me

8 ogrzewano pod chtodnica zwrotng przez 10h. Postep reakcji

sledzono przy uzyciu TLC. Po 10h oddestylowano rozpuszczalnik na wyparce
obrotowej, pozostalo$¢ rozpuszczono w 10ml chloroformu, a organiczny roztwor
przemywano kolejno porcjami po 2ml: woda, 5% roztworem KHSO, i woda. Fazg
organiczng suszono nad bezwodnym MgSQO,, przesaczono i usuni¢to rozpuszczalnik.
Uzyskany olej oczyszczano przy uzyciu flash chromatografii (eluent: CHCI3).
Otrzymano triester (R)-8 jako zotty olej (200mg; 70%) o [e],-10,26 (c 0,78; CHClI3);
[], -6,5 (c1,23; MeOH); R¢= 0,49 (uktad B) [1it.*? [],-10.2 (c1,46; CHCI5)].

MS (MALDI-TOF, matryca CCA): m/z 249,2 [M+1]; obl. dla C1oH1607 248,23

'H NMR (CDCls) §[ppm]: 2,05 (m, 2H, CH,CH,CO,CHs); 2,27-2,31 (m, 1H,
CH,CH,CO,CHjy); 2,43-2,63 (m, 1H, CH,CH,CO,CHj3); 2,73 i 2,92 (AB, J=16,4 Hz,
2H, CH,CO,CHj3); 3,67 (s, 3H, OCH3); 3,68 (s, 3H, OCHj3); 3,81 (s, 3H, OCH3y);

3¢ NMR (CDCly) o[ppm]: 28,58; 34,32; 43,74; 52,23; 52,38; 53,54; 74,77, 171,47,
173,74; 175,48.

4.2.9. Homocytrynian trisodowy

‘0,C_ «OH Do roztworu triestru metylowego kwasu homocytrynowego 8
(160,8mg; 0,65mmola) w 1,95ml metanolu, dodano 1,95ml 1M

-OZCRICOZ NaOH. Cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 2h. Po
9 zakonczeniu reakcji, oddestylowano rozpuszczalniki pod

zmniejszonym cisnieniem, a powstaty osad osuszano przez kilkukrotne rozpuszczanie w

bezwodnym metanolu i oddestylowywanie; procedure powtoérzono z bezwodnym
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eterem dietylowym. Otrzymano bialy, bezpostaciowy kwas homocytrynowy (9), w
postaci soli trisodowej (170mg; 96%) o [«], -4,8 (c1,7; H20), Rf= 0,16 (uktad E).
MS (MALDI-TOF, matryca CCA): m/z 273,05 [M+1]; obl. dla C;H;0;Na3 272,09.

4.2.10. Lakton kwasu homocytrynowego

Metylenohomocytrynian dimetylu (7) (736mg; 3mmole)
rozpuszczono w 20ml 50% tetrahydrofuranu i ogrzewano pod
chlodnica zwrotng przez 24h. Nastepnie z mieszaniny reakcyjnej

oddestylowano kwas pod zmniejszonym = ci$nieniem i

‘przegoniono’ kilkakrotnie eterem dietylowym. Otrzymano

730mg  surowego produktu, ktéry oczyszczano przez
krystalizacje¢ z octanu etylu. Uzyskano lakton kwasu homocytrynowego (R-11), w
postaci biatych krysztaléow (496mg; 88%) o tt 161,5-163,5°C [lit.”® 161-163°C],
[2]?® -52,9 (c 1,04; H,0) [lit.® [a]? -57 (c1 H,0); lit.>® [«]?® -50,88 (c1; H.0)];
R¢=0,31 (uktad C).

'H NMR (dg-aceton) 8[ppm]: 2,0-2,7 (m, 4H); 3,0 (d, J = 16Hz, 1H); 3,15 (d,
J =16 Hz, 1H);

B3¢ NMR (dg-aceton) d[ppm]: 28,32; 31,92; 41,74, 83,51, 170,47, 172,5; 176,48.

4.3. Synteza kwasu (2R,3S)-homoizocytrynowego

4.3.1. D-Jablczan dimetylu

MeO,C ) Do zawiesiny (2,9g; 21mmoli) kwasu D-jabtkowego (12) w
COMe 20ml eteru dietylowego, umieszczonej w kolbie okraglo-

OH
12 dennej, zaopatrzonej w balonik z argonem, wkraplano

strzykawka przez septum zimny roztwor diazometanu w
eterze dietylowym do momentu az mieszanina przestanie si¢ odbarwia¢. Mieszaning
reakcyjng mieszano w atmosferze argonu przez noc. Nastepnie oddestylowano
rozpuszczalnik na wyparce obrotowej, otrzymujac D-jablczan dimetylu (13) (3,38g;
100%), w postaci gestego, ciemno zo6ttego oleju o Ry = 0,41 (uktad B).

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,85 (AB, J = 16,1Hz, 2H, CH,); 3,73 (s, 3H, OCHj3); 3,83
(s, 3H, OCHg3); 4,53 (dd, J = 5,9Hz, J = 5,9Hz, 1H, CH-OH).
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4.3.2. (2R,3S)- 3-Allilo-2-hydroksybursztynian dimetylu

Do roztworu 38ml bezwodnego THF i DIPA (8,8ml;
62,6mmoli), ochtodzonego do -78°C, wkroplono strzykawka
n-BuLi (2,5M roztwor w heksanie, 20,8ml, 52,2mmoli) i

I
ITIITRN
(2]
[62]

MeO,C__+
2 COzMe | mieszano w atmosferze gazu obojetnego przez 1h, utrzymujac

OH w/w  temperature.  Nastgpnie  mieszaning  reakcyjng

14

doprowadzono do temp. 0°C, mieszano przez 10 min i
ponownie ochtodzono do -78°C. Do tak schtodzonej mieszaniny reakcyjnej wkroplono
roztwor D-jabtczanu dimetylu (3,38g; 20,86mmoli) w 6ml bezwodnego THEF.
Mieszaning reakcyjna doprowadzono do temperatury -23°C + -25°C 1 mieszano w niej
przez lh. Po tym czasie, mieszanin¢ reakcyjng ponownie schtodzono do -78°C i
wkroplono bromek allilu (4,57ml; 52,8mmoli). Otrzymany roztwor mieszano przez 2h
w temperaturze -25°C, a nastepnie pozostawiono na noc w lodowce. Nastepnie
mieszaning reakcyjng ochtodzono do temp. -78°C, zobojetniono przez dodanie roztworu
6,4ml AcOH w 10ml Et,0 i wylano do rozdzielacza, zawierajacego 255ml eteru
dietylowego 1 30ml wody. Warstwg organiczng przemyto porcjami po 20ml
odpowiednio: nasyconego roztworu weglanu sodu i solanki. Natomiast warstwy wodne
polaczono i ekstrahowano 3x85ml Et,O. Potaczone frakcje organiczne suszono nad
bezwodnym MgSO, i oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem w
temperaturze 18°C. Otrzymano 3,35g surowego produktu, ktory dalej oczyszczano z
zastosowaniem flash chromatografii na zelu krzemionkowym (230-400mesh). Jako
eluent stosowano uktad rozpuszczalnikow heksan : AcOEt (5 : 1). Uzyskano lotny
produkt 14 (2,6g; 62%) w postaci zottego oleju (diastereoselektywnos¢ 8 : 1) [a]% -4,2
(c 1,1; CHCI3); R¢= 0,51 (uktad B), Rf= 0,27 (uktad D).

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,45 (m, 1H, CH-4); 2,63 (m, 1H, CH-4); 2,99 (m, 1H, CH-
3); 3,69 (s, 3H, OCHy); 3,81 (s, 3H, OCHg); 4,31 (d, J = 3Hz, 1H, CH-2); 5,19-5,11
(dd, J =17Hz i 10Hz, 2H, CH-6); 5,82 (m, 1H, CH-5);

3C NMR (CDCls) d[ppm]: 32,36; 48,38; 52,27; 52,99; 70,36; 118,30; 134,91; 172,78;
174,21.
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4.3.3. (2R,3S)-2-Acetoksy-3-allilobursztynian dimetylu

3-Allilojabtczan dimetylu (3,34¢; 16,6mmoli),
rozpuszczono w 20ml chlorku metylenu, dodano DMAP
. ; (202mg; 1,66mmoli), TEA (9,24ml; 66,2mmoli) i wkroplono
MeOZCﬁACOZMe $wiezo destylowany Ac,O (6,25ml; 66,2mmoli). Mieszanine

OAc reakcyjng mieszano przez 12h w temperaturze pokojowe;j.

N
il
o
[6;]

15 Nastepnie mieszaning zakwaszono do pH 2 1IN HCI i

ekstrahowano eterem dietylowym (3%100ml). Potaczone fazy eterowe suszono nad
bezwodnym MgSO,, a rozpuszczalnik oddestylowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Otrzymany surowy produkt oczyszczano przy uzyciu flash chromatografii na zelu
krzemionkowym (230-400mesh). Jako eluent stosowano uktad rozpuszczalnikow
heksan : AcOEt (20 : 3). Uzyskano produkt 15 (2,1g; 52%) o R¢ = 0,53 (uktad D);
R¢=0,51 (uktad G) .

'"H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,13 (s, 3H, COCHs); 2,34-2,23 (m, 1H, CH-4); 2,62-2,48
(m, 1H, CH-4); 3,11 (dt, J = 4,8Hz i 7,3Hz, 1H, CH-3); 3,69 (s, 3H, OCH3); 3,75 (s,
3H, OCHj3); 5,05-5,02 (m, 1H, CH-6); 5,12-5,11 (m, 1H, CH-6); 5,25 (d, J = 4,8 Hz,
1H, CH-2); 5,83-5,64 (m, 1H, CH-5);

B3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 21,50; 32,34; 47,03; 52,32; 53,73; 72,45; 119,23; 135,27;
170,06; 171,11; 172,24,

4.3.4. (2R,3S)-2-Acetoksy-3-metoksykarbonylowodoroadypinian 1-metylu

5CO,H Do schtodzonego (0°C) roztworu (2R,3S)-2-acetoksy-3-

e allilojabtczanu dimetylu (2,1g; 8,6mmoli) w 11ml CH,CI,

1 i dodano strzykawka 94% BH3*SMe, (0,86ml; 8,6mmoli).
MeOZCﬁACOZMe Mieszaning reakcyjng pozostawiono w  temperaturze
OAc pokojowej na mieszadle magnetycznym przez 2h. Nastepnie

16 do reakcji wkroplono PDC (24,65g; 64,2mmoli) w 54 ml

bezwodnego DMF 1 mieszano w temperaturze pokojowej przez 48h. Mieszaning
reakcyjng wylano do kolby, zawierajacej 520ml wody i mieszano przez 16h, a nast¢pnie
ekstrahowano eterem dietylowym (3x450ml). Ponadto frakcj¢ wodng ekstrahowano
octanem etylu (2x300ml). Warstwy organiczne potaczono i suszono nad bezwodnym
MgSQ,. Odsaczono $rodek suszacy i oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym

ci$nieniem. Otrzymano 1,5g surowego produktu, ktory oczyszczano przy zastosowaniu
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flash chromatografii na zelu krzemionkowym (230-400mesh). Eluentem byt uktad
rozpuszczalnikow: heksan : AcOEt (20 : 3; 20 : 5; a dalej MeOH). Uzyskano 1,5g
2-acetoksyhomoizocytrynianu trimetylu (16); Rf= 0,13 (uktad G).

'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 1,90 (m, 1H, CH-4); 2,11 (m, 1H, CH-4); 2,16 (s, 3H, CHs3);
2,46 (m, 1H, CH-5); 2,53 (m, 1H, CH-5); 3,14 (m, 1H, CH-3); 3,74 (s, 3H, OCHj3); 3,78
(s, 3H, OCHy); 5,33 (d, J = 4,9Hz, 1H, CH-2).

Produkty uboczne:

(2R,3S)-2-Acetoksy-3-metoksykarbonyloadypinian dimety-
lu (17) 82mg; Ry = 0,33 (uklad G):
'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,07 (s, 3H, CH3); 1,90 (m, 1H,
" ° "CoMe| CH-4); 2,11 (m, 1H, CH-4); 2,41 (m, 1H, CH-4); 2,48 (m, 1H,
OAc CH-4); 3,62 (m, 1H, CH-3); 3,70 (s, 3H, OCH3); 3,74 (s, 3H,
L OCHy); 3,79 (s, 3H, OCHy); 5,32 (d, J = 4,9Hz, 1H, CH-2).

®co,Me

4 5

MeO,C1

(2R,3S)-2-Acetoksy-3-metoksykarbonylo--5-oksoheksanian
metylu (18) 105mg; R¢= 0,27 (uktad G):

; 'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,17 (s, 3H, CHs): 2,24 (s, 3H,
7 coMe CHa); 2,59 (m, 1H, CH-4); 3,05 (m, 1H, CH-4); 3,70 (m, 1H,
OAc CH-3): 3,74 (s, 3H, OCHs): 3,79 (s, 3H, OCHs); 5,39 (d,

18 J=3.9Hz, 1H, CH-2).

"””-b
%O
(2]

1
MeO,C

4.3.5. Kwas (2R,3S)-homoizocytrynowy

5o Do kolbki kulistej, zawierajacej ester 16 (1,5g; 5,43mmoli) i
2
ochtodzonej na tazni lodowej, dodawano powoli 2,4% KOH. Po

4 5

. = dodaniu wodorotlenku mieszaning¢ reakcyjng pozostawiono przez

HO,C L :
2 ﬁACOZH 1h w temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym. Po

OH tym czasie dodano 28,2g ztoza jonowymiennego typu DOWEX
19

50Wx2 — 100/200 i mieszano przez lh. Nast¢pnie mieszaning

reakcyjng odsaczono od jonitu pod zmniejszonym ci$nieniem, a przesagcz odparowano
do sucha na wyparce obrotowej. Otrzymano 630mg kwasu D-homoizocytrynowego w
postaci ciemnozottego oleju. Czysty kwas homoizocytrynowy (19) uzyskano po

powtdrnej reakcji estryfikacji, hydrolizie zasadowej 1 uwolnieniu na jonicie; bezbarwny,

gesty olej o [a], -11 (c1,5; aceton) [lit.* [a], -10 (c2; aceton)].
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'H NMR (CDsOD) §[ppm]: 1,91 (m, 1H, CH-4); 2,03 (m, 1H, CH-4): 2,16 (s, 3H,
CHs); 2,40 (m, 1H, CH-5); 2,45 (m, 1H, CH-5);: 2,90 (m, 1H, CH-3); 4,30 (d, J = 4,9Hz,
1H, CH-2).

4.3.6. (2R,3S)-Homoizocytrynian trimetylu

oo Kwas D-homoizocytrynowy (183,3mg; 0,9mmoli) zadano
PAUS
roztworem diazometanu w eterze dietylowym i pozostawiono

A 5

. : w temperaturze pokojowej, w atmosferze gazu obojg¢tnego

MeO,C .
2 ﬁACOZMe (argon) przez 16h. Po tym czasie oddestylowano
OH nieprzereagowany diazometan i rozpuszczalnik, pozostatos$¢
20

‘przegoniono’ dwukrotnie eterem dietylowym. Uzyskano

260mg surowego produktu, ktory oczyszczano przy zastosowaniu chromatografii na
zelu krzemionkowym (70-230mesh). Eluentem byl uktad rozpuszczalnikéw heksan :
AcOEt (2 : 1). Otrzymano produktu 20 (207mg; 94%), w postaci bezbarwnego oleju
[e], -14,5 (c 2; CHCI3); R = 0,40 (uktad B).

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,04 (m, 1H, CH-4); 2,21 (m, 1H, CH-4); 2,48 (m, 2H,
2xCH-5); 3,03 (m, 1H, CH-3); 3,71 (s, 3H, OCHz3); 3,72 (s, 3H, OCHj3); 3,83 (s, 3H,
OCHy3); 4,33 (d, J = 3,4Hz, 1H, CH-2);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 23,59; 31,80; 47,77; 51,98; 52,34; 53,09; 71,34; 172,66;
173,52; 173,84.

4.4, Synteza 2-fluoro-1,2,3-propanotrikarboksylanu trimetylu

4.4.1. Cytrynian trimetylu

MeO,C OH Do ochtodzonego roztworu kwasu cytrynowego (1) (21g,
0,1mola) w 200ml bezwodnego metanolu, wkroplono SOCI,
MeO,C CO,Me | (26,3ml; 0,36mola) i ogrzewano przez 72h pod chiodnica

21 zwrotng z rurka odprowadzajaca wydzielajace si¢ gazy: HCI i

SO,. Po tym czasie z mieszaniny reakcyjnej usuni¢to rozpuszczalnik. Otrzymany
surowy produkt krystalizowano z goracej H,O. Uzyskano cytrynian trimetylu (21) w
postaci biatych krysztalow (20,4g; 87%) o tt 78-79°C [lit.**® tt 78-79°C].
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4.4.2. 2-Fluoro-1,2,3-propanotrikarboksylan trimetylu

MeO,C F W kolbie gruszkowej (25ml), w atmosferze gazu obojetnego
(argon) przygotowano ozigbiony do temperatury -70 °C roztwor
MeO,C  COMel DAST (181ul; 1,38mmoli) w 3,5ml bezwodnego chlorku

22 metylenu. Nastepnie do tak przygotowanej mieszaniny,

wkroplono ochtodzony roztwor cytrynianu trimetylu (21) (202mg; 0,86mmola)
rozpuszczonego w 2,5ml chlorku metylenu. Mieszaning reakcyjng mieszano w
temperaturze -70°C przez 1h, a nastgpnie w temperaturze pokojowej przez 2h. Przebieg
reakcji sledzono chromatograficznie w uktadzie E (dla produktu Rs = 0,46). Nastepnie -
do mieszaniny reakcyjnej dodano 15ml chloroformu i przemywano kolejno: 5%
roztworem NaHCOg3, woda i solankg. Uzyskano 173mg surowego produktu, ktory byt
mieszaning 3-fluorodeoksycytrynianu i trans-akonitynianu trimetylu. Mieszaning
wstepnie rozdzielono przy zastosowaniu techniki SPE (solid phase extraction), czyli
ekstrakcji do fazy stalej, w uktadzie faz normalnych. Elucj¢ prowadzono gradientowo w
uktadach (500ul) - heksan : CHCI3 (9 : 1; 8 : 2; 7 : 3), otrzymujac trans-akonitynian
trimetylu (59mg; 27%), Rf = 0,60 (uktad D) oraz w uktadach (500ul) heksan : CHCl3
(6,5 :3,5; 6 : 4), uzyskujac 3-fluorodeoksycytrynian trimetylu 114mg, Rt = 0,47 (uktad
D).

Tak otrzymany 2-fluoro-1,2,3-propanotrikarboksylan trimetylu oczyszczano nast¢pnie z
zastosowaniem preparatywnego HPLC. Rozdzial byt wykonywany w ukladzie faz

odwrdconych.

Parametry Wartos¢/rodzaj

Eclipse XDB-C18 4-Pack

Przedkol :
rzedkolumna Analitycal Guard Column 4,6x12.5mm 5-Micron

Kolumna chromatograficzna ZORBAX 80 SB-C8 2-Pack
preparatywna Preparative Guard Column 9,4x15mm 7-Micron
Przygotowanie probki 45mg probki rozpuszczono w 1,5ml metanolu
Objeto$¢ dozowanej probki [ul] 50
Natezenie przeptywu strumienia

. . 1
fazy ruchomej [ml/min]
Program elucji Gradientowy

czas (min) H,0 (%) metanol (%)
Sktad fazy ruchome;j
0 80 20
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12 60 40
18 50 50
25 50 50
35 80 20
50 80 20

Temperatura [°C] 25

Dhugos¢ fali [nm] 210,16

Referencja wilgczona

Tabela 7. Warunki pracy preparatywnego chromatografu cieczowego HPLC z detektorem DAD.

Uzyskano produkt 22 (92mg; 45%):

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 3,07 (AB, 2H, CH,CO,CHs); 3,12 (AB, 2H, CH,CO,CHs);
3,73 (s, 6H, 2xCH,CO,CHs); 3,89 (s, 3H, CO,CHy);

C NMR (CDCls) s[ppm]: 41,08 (3Jec = 24,4Hz,); 52,24; 53,14; 91,66 ({Jec =
195,3Hz); 168,35 (*Jec = 3,8Hz); 169,85 (Jrc = 24,4Hz).

“F NMR (CDCls3) 8[ppm]: -160,8 (m)

trans-akonitynian trimetylu (23):
H_ _CO,Me 'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 3,71 (s, 3H, OCH3); 3,78 (s, 3H,
:H; OCHsz); 3,83 (s, 3H, OCHg); 3,98 (s, 2H, CHy); 6,97 (s, 1H,
CO,Me
MeOZC :CH)’
23 BC NMR (CDCl3) 8[ppm]: 32,98; 52,07; 52,16; 52,90;
129,09; 140,05; 165,81; 166,46; 170,33.

4.5. Synteza homoakonitynianu trimetylu

4.5.1. Homoakonitynian trimetylu

Do ochtodzonego roztworu laktonu kwasu homocytrynowego (11) (1,24g; 6,6mmoli)
w 40 ml benzenu, wkroplono SOCI, (0,96ml; 13,2mmoli) i ogrzewano przez 48h. Po
tym czasie z mieszaniny reakcyjnej usuni¢to rozpuszczalnik. Uzyskano chlorek 30
(1,21g; 82%) o konsystencji ciemnobragzowego oleju. Do dichlorku laktonu kwasu
homocytrynowego (1,21g; 5,4mmoli) wkroplono bezwodny brom (0,3ml; 5,4mmoli) i
ogrzewano ok. lh w temperaturze ok. 140°C. Nastgpnie wkroplono dodatkowag Y4
wyjsciowej ilosci bromu i kontynuowano ogrzewanie przez noc. Nast¢pnie mieszaning

reakcyjng ochtodzono, dodano 50ml bezwodnego metanolu i ogrzewano pod chtodnica
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zwrotng przez 3-4h. Z mieszaniny poreakcyjnej oddestylowano rozpuszczalnik, a
pozostalo$¢ rozpuszczono w octanie etylu 1 przemywano kolejno: 2% roztworem
Na,SO3;, woda, 3% roztworem Na,COsz; i wodg. Warstwe organiczng suszono nad
bezwodnym MgSO, i usunigto rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem.
Uzyskano 527mg surowego produktu, ktory rozdzielono przy uzyciu chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym (70-230mesh). Otrzymano 354mg cis-homo-
akonitynianu trimetylu 0 R = 0,47 (uktad F) oraz 33mg trans-homoakonitynianu
trimetylu 0 R¢= 0,53 (uktad F).

MeO,C_ _H 'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 2,55 (t, 2H, CH,): 2,69 (t, 2H,
IA CH,); 3,69 (s, 3H, OCHa); 3,73 (s, 3H, OCHs); 3,83 (s,
MeO,C CO-Me | 34 OCHs5); 5,90 (s, 1H, =CH-);
cis-24 BC NMR (CDCls) §[ppm]: 29,16; 31,49; 51,86; 51,91;
52,44; 120,86; 147,67; 165,21; 168,51; 172,08.

H. _CO,Me 'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,54 (t, 2H, CH,); 3,09 (t, 2H,
IA CH,); 3,67 (s, 3H, OCHs); 3,78 (s, 3H, OCHs); 3,82 (s,
MeO,C CO:Me| 3H, OCHs); 6,82 (s, 1H, =CH-);
trans-24 C NMR (CDCls) 8[ppm]: 23,58; 33,28; 51,92; 52.14;
52,91; 127,94; 146,12; 166,01; 167,10; 173,08.

4.5.2. cis-Homoakonitynian trisodowy

Do cis-homoakonitynianu trimetylu (cis-24) (26,2mg;

IA 0,12mmoli), rozpuszczonego w 0,34ml metanolu, dodano
"0,C co, | 0,34ml 1M NaOH. Catos¢

mieszano w temperaturze

48 pokojowej, az do catkowitego przereagowania substancji, a

przebieg hydrolizy obserwowano chromatograficznie. Po 24h reakcje zakonczono,
oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a powstaty osad
‘przegoniono’ kilkakrotnie bezwodnym metanolem, a dalej bezwodnym eterem
dietylowym. Otrzymano cis-homoakonitynian trisodowy (18,9mg; 62%) w postaci

pomaranczowego bezpostaciowego proszku.
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4.5.3. trans-Homoakonitynian tripotasowy

H O trans-Homoakonitynian  trimetylu  (trans-24)  (28mg;
2

IA 0,12mmoli), rozpuszczono w 20ml bezwodnego eteru
"0,C co, | dietylowego. Do tak przygotowanego roztworu dodano
49 trimetylosilanolan potasu (51mg; 0,4mmoli) i mieszano przez

dobe w temperaturze pokojowej. Nastepnie z mieszaniny reakcyjnej usuni¢to
rozpuszczalnik. Pozostato$¢ zawieszono w 25ml bezwodnego eteru dietylowego,
odsaczono, przemyto 10ml bezwodnego eteru dietylowego i suszono pod zmniejszonym
cisnieniem. Otrzymano produkt 49 (32mg; 89%) w postaci brazowego bezpostaciowego

proszku.

4.6. Synteza (2R,3R)-2-fluoro-3-metoksykarbonylowodoroadypinianu
1-metylu

4.6.1. (2S,3R)-3-Allilo-2-hydroksybursztynian dimetylu

(2S,3R)-3-Allilo-2-hydroksybursztynian dimetylu otrzyma-
no analogicznie do jego izomeru D (rozdzial 4.3.2),
wychodzac z kwasu L-jabtkowego, zZ wydajnoscia 58% w pos-
taci z6ttego oleju (diastereoselektyw-nos¢ 8 : 1) [a]? +16,1
(c1,24; CHCl3); R¢= 0,51 (uktad B), Rf= 0,27 (uktad D).

'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 2,45 (m, 1H, CH-4); 2,63 (m, 1H,
CH-4); 299 (m, 1H, CH-3); 3,69 (s, 3H, OCHg); 3,81 (s, 3H, OCH3); 4,31 (d,
J =3Hz, 1H, CH-2); 5,19-5,11 (dd, J = 17Hz i 10Hz, 2H, CH-6); 5,82 (m, 1H, CH-5);
3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 32,36; 48,38; 52,27; 52,99; 70,36; 118,30; 134,91; 172,78;
174,21.

4.6.2. (2R,3R)-2-Fluoro-3-allilobursztynian dimetylu

W kolbie gruszkowej (50ml), w atmosferze gazu
obojetnego (argon) przygotowano ozigbiony do temperatury
-78°C roztwor DAST (760ul; 5,9mmoli) w 30ml bezwodnego

chlorku metylenu. Nastepnie do tak przygotowanej

mieszaniny, wkroplono ochtodzony roztwoér (2S,3R)-3-allilo-

25 2-hydroksybursztynian dimetylu (894mg; 4,4mmoli) w 10ml
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chlorku metylenu. Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze -70°C przez lh, a
nast¢pnie w temperaturze pokojowej przez 2h. Do mieszaniny reakcyjnej dodano 40ml
chloroformu 1 przemyto jg kolejno: 5% roztworem NaHCO3, wodg 1 solankg. Uzyskano
1,2g surowego produktu, ktory oczyszczano z zastosowaniem chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym (230-400mesh). Jako eluent stosowano uktad
rozpuszczalnikow heksan : AcOEt (9 : 1). Otrzymano produkt 25 (805mg; 89%) w
postaci jasnozottego oleju (diastereoselektywnosé 5 : 1) o [a]3 +2,5 (c1,7; CHCly);
R¢= 0,37 (uktad D).

'H NMR (CDCls) 3[ppm]: 2,46 (m, 1H, CH-4), 2,60 (m, 1H, CH-4), 3,10 (m, 1H, CH-
3), 3,73 (s, 3H, OCHg); 3,83 (s, 3H, OCHg); 5,11 (m, 1H, FCH-2); 5,18 (m, 1H, CH-6);
5,24 (m, 1H, CH-6); 5,76 (m, 1H, CH-5);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 38,21; 47,74 (*Jec = 21,5 Hz); 52,13; 52,62; 88,20
(J rc = 190,2 Hz); 119,57; 133,08; 165,68; 169,06.

“F NMR (CDCl3) 8[ppm]: -198,16 (dd, *Jue = 21Hz; *Jye = 47H2).

4.6.3. (2R,3R)-2-Fluoro-3-metoksykarbonylowodoroadypinian 1-metylu

Do ochtodzonego w tazni lodowej, roztworu (2R,3R)-3-
allilo-2-fluorobursztynianu dimetylu (1,03g; 5,05mmoli) w
8ml chlorku metylenu, wkroplono 94% BH3z*SMe; (0,51ml;

5,05mmoli). Mieszaning reakcyjng pozostawiono w

temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym przez
26 2h. Nastepnie do reakcji dodano powoli PDC (14,54g;

37,9mmoli) w 30ml bezwodnego DMF i mieszano w temperaturze pokojowej przez
48h. Po tym czasie, mieszaning reakcyjng wylano do kolby, zawierajacej 290ml wody i
mieszano przez 16h, a nastgpnie ekstrahowano eterem dietylowym (3%250ml). Frakcje
wodna dodatkowo ekstrahowano octanem etylu (2x170ml). Warstwy organiczne
potaczono 1 suszono nad bezwodnym MQgSO,;. Odsaczono Srodek suszacy i
oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 1,89g
surowego produktu, ktéry oczyszczano przy zastosowaniu flash chromatografii na zelu
krzemionkowym (230-400mesh). Prowadzono elucj¢ gradientowa z zastosowaniem
uktadu rozpuszczalnikoéw: heksan : AcOEt (20 : 3, 20 : 4; a dalej AcOEt i MeOH).
Uzyskano 584mg mieszaniny, zawierajacej zwiazki: 26 : cis-27 : trans-27 (7 : 3 : 1), a
po probie oczyszczania za pomocg techniki SPE uzyskano mieszaning tych zwigzkow w

stosunku ilosciowym 1:1: 1.
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Dla 26: 'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,05-1,93 (m, 1H, CH-4); 2,19-2,07 (m, 1H, CH-4);
2,62-2,38 (m, 2H, CH-5); 3,18-3,03 (m, 1H, CH-3); 5,32-5,22 (dd, %Jun = 4,4Hz,
2Jue = 47,4Hz, 1H, FCH-2).

4.7. Synteza bromopochodnych metylenocytrynianu dimetylu

4.7.1. 2-Bromometylenocytrynian dimetylu

o—\ Do chlorku kwasowego monoestru metylowego kwasu
o} metylenocytrynowego (rac-5) (2,01g; 8,5mmola) wkroplono

O Br

bezwodny brom (0,44ml; 8,5mmola): pierwszg potowe porcji

MeO,C CO:Me | przez ok. 10 minut, a nastepnie drugg potlowe w jednej porcji i
28

ogrzewano w temperaturze ok. 80°C przez 1h. Po uptywie tego

czasu wkroplono dodatkowo Y4 wyjsciowej ilosci suchego bromu (0,11ml) i ogrzewano
przez noc w temperaturze ok. 130°C az do momentu calkowitego przereagowania
substratow. Aparature zabezpieczono systemem odprowadzajacym wydzielajacy sig¢
podczas reakcji bromowoddér. Po zakonczeniu reakcji, mieszaning reakcyjng
ochtodzono do temp. -20°C i wkraplano 160ml bezwodnego metanolu. Mieszaning
ogrzewano pod chlodnicg zwrotng przez 24h. Po tym czasie, z mieszaniny reakcyjnej
oddestylowano pod zmniejszonym cis$nieniem rozpuszczalnik.  Pozostalo$¢
rozpuszczono w 120ml AcOEt i przemywano kolejno porcjami po 40ml: 2% roztworem
Na,S0s, H.0, 2 razy 3% roztworem Na,COs; i H,O. Warstwe octanowa suszono nad
bezwodnym MgSO,, przesagczono i usunieto rozpuszczalnik. Otrzymano 1,76g
surowego produktu, ktéory oczyszczano przy uzyciu chromatografii na zelu
krzemionkowym (< 200mesh). Jako eluent stosowano heksan modyfikowany octanem
etylu. Uzyskano 2-bromometylenocytrynian dimetylu w postaci dwoch czystych

diastereoizomerdéw:

28a (363mg; 14%), R¢ = 0,53 (uklad F):

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 3,20 (AB, J = 17Hz, 2H, CH,CO); 3,74 (s, 3H, OCHy); 3,83
(s, 3H, OCH3); 4,57 (s, 1H, CHBrCO,CHs); 5,66 (AB, 2H, OCH,0);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 40,90; 48,08; 52,82; 54,11; 95,88; 96,15; 167,17; 169,39;
170,35.
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28b (468mg; 18%), Rf= 0,46 (uktad F):

'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 3,14 (AB, J = 17Hz, 2H, CH,CO); 3,72 (s, 3H, OCHs); 3,84
(s, 3H, OCHy); 4,54 (s, 1H, CHBrCO,CHj3); 5,61 (AB, 2H, OCH,0);

3C NMR (CDCl5) d[ppm]: 39,28; 46,75; 52,91; 54,11; 96,08; 96,11; 167,10; 169,32;
170,45.

4.7.2. 2,2°-Dibromometylenocytrynian dimetylu

o—\ Do roztworu wodorometylenocytrynianu monometylu (5) (2g;
o o} 9,2mmola) w 10ml tetrachlorku wegla, z dodatkiem benzenu

B
Br ' (2ml), wkroplono powoli PBr3 (0,86ml, 9,2mmola) i ogrzewano

MeO,C COzMe |} do wrzenia przez 24h. Nastepnie wkroplono bezwodny brom
29

(0,94ml; 18,4mmoli): pierwszg potowe porcji przez ok. 10 minut,

a nastepnie drugg potowe w jednej porcji i kontynuowano ogrzewanie w temperaturze
ok. 80°C przez 1h. Po uptywie tego czasu wkroplono dodatkowo Y4 wyj$ciowej ilosci
bromu (0,24ml) i ogrzewano do wrzenia przez noc, az do momentu catkowitego
przereagowania substratow. Aparatur¢ zabezpieczono systemem odprowadzajagcym
wydzielajacy si¢ podczas reakcji bromowodor. Po zakonczeniu reakcji, mieszaning
reakcyjng ochtodzono do temp. -20°C i wkroplono 160ml bezwodnego metanolu.
Mieszaning ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez 2-3h. Po tym czasie, z mieszaniny
reakcyjnej oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem rozpuszczalnik. Pozostalos$¢
rozpuszczono w 120ml H,O i eckstrahowano porcjami 3x40ml porcjami eteru
dietylowego. Frakcje eterowe potaczono i przemywano kolejno porcjami po 40ml: 5%
roztworem KHSOQOy, H,0, 5% roztworem NaHCOj3 i H,O. Warstwe eterowg suszono nad
bezwodnym MgSQO,, przesgczono i usunieto rozpuszczalnik. Po krystalizacji z octanu
etylu otrzymano produkt 29 (720mg; 20%) w postaci biatych krysztalow o
tt 139-141°C, R¢= 0,62 (uktad F).

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 3,82 (s, 3H, OCHs): 3,85 (s, 3H, OCHs); 4,88 (s, 1H,
CHBr); 5,21 (s, 1H, CHBI); 5,61 (AB, 2H, OCH,0).
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4.8. Kwasy alkilodikarboksylowe

4.8.1. (2S,3R)-3-Allilojablczan dipotasowy

(2S,3R)-3-Allilojablczan dimetylu (14) [e], +16,1 (c1,24;
CHCIl3) (40,4mg; 0,2mmola) rozpuszczono w 20ml bezwodnego
eteru dietylowego. Do tak przygotowanego roztworu dodano
trimetylosilanolan potasu (56mg; 0,44mmoli) i mieszano przez
dobe w temperaturze pokojowej. Nastepnie z mieszaniny

reakcyjnej usunig¢to rozpuszczalnik. Pozostato$¢ zawieszono w

25ml bezwodnego eteru dietylowego, odsaczono, przemyto 10ml bezwodnego eteru

dietylowego i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano produkt 31 (35mg;

70%) w postaci zoltego bezpostaciowego proszku.

4.8.2. (2S,3R)-3-Propylojablczan dimetylu

(2S,3R)-3-Allilojabtczan dimetylu (27) (71,99g; 0,35mmola)
rozpuszczono w 3ml bezwodnego metanolu, dodano 8mg 10%
Pd/C i prowadzono wodoroliz¢ przez kilka godzin, ktorej
przebieg Sledzono chromatograficznie. Po zakonczeniu
wodorolizy  odsaczono  katalizator, ktory  przemyto

kilkakrotnie  bezwodnym  metanolem.  Oddestylowano

rozpuszczalnik pod zmniejszonym cis$nieniem, pozostalo$¢ ‘przegoniono’ bezwodnym

metanolem i kilkakrotnie bezwodnym eterem dietylowym. Otrzymano (2S,3R)-3-propy-

lojabtczanu dimetylu (33) (67mg; 94%) w postaci bezbarwnego oleju o [a], +7,6
(c1,3; CHCI3) 0 Ry = 0,34 (uktad D).

'H NMR (CDCl3) 8[ppm]: 0,95 (t, 3H, CH3), 1,41 (m, 2H, CH-5), 1,66 (m, 1H, CH-4),
1,83 (m, 1H, CH-4), 3,69 (s, 3H, OCHS,); 3,80 (s, 3H, OCHa); 4,29 (d, J = 3,9Hz, 1H,

CHOH);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 14,08; 20,79; 30,36; 48,54; 52,18; 52,93; 71,22; 173,74;

174,18.
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4.8.3. (2S,3R)-3-Propylojablczan dipotasowy

P Hydrolize estrow metylowych (2S,3R)-3-propylojabtczanu

s dimetylu (33) (32,8mg; 0,16mmoli) przeprowadzono analogicznie

. do procedury otrzymywania (2S,3R)-3-allilojabtczanu dipotasowe-
e X 3>co, | go (podrozdziat 4.8.1). Uzywajac trimetylosilanolan potasu
OH (45,4mg; 0,35mmoli), uzyskano produkt 34 (35,7mg; 88,5%) w

34 postaci jasnozottego bezpostaciowego proszku.

4.8.4. (2R,3R)-2-Fluoro-3-allilobursztynian dipotasowy

Hydrolizg  estrow  metylowych  (2S,3R)-2-fluoro-3-allilo-
bursztynianu dimetylu (25) (33,2mg; 0,16mmoli) przeprowadzono
analogicznie do procedury otrzymywania (2S,3R)-3-allilojabtczanu

dipotasowego (podrozdziat 4.8.1). Uzywajac trimetylosilanolan

potasu (48mg; 0,36mmoli), uzyskano produkt 32 (32mg; 79%) w

postaci bragzowego bezpostaciowego proszku.

4.8.5. (2R,3R)-2-Fluoro-3-propylobursztynian dimetylu

Metoda 1:
(2R,3R)-2-Fluoro-3-allilobursztynian dimetylu (25) (67¢;
0,33mmola) rozpuszczono w 3ml bezwodnego metanolu,

dodano 16mg 10% Pd/C i prowadzono wodoroliz¢ przez kilka

godzin, ktoérej przebieg $ledzono chromatograficznie. Po

35 zakonczeniu wodorolizy odsaczono katalizator, ktéry przemyto

kilkakrotnie ~ bezwodnym  metanolem.  Oddestylowano rozpuszczalnik  pod
zmniejszonym ci$nieniem, pozostalo§¢ ‘przegoniono’ bezwodnym metanolem i

kilkakrotnie bezwodnym eterem dietylowym. Otrzymano zwigzek 35 (61,4mg; 90%) w

postaci bezbarwnego oleju o [], +5,0 (c 0,8; CHCIs); R¢= 0,65 (uktad D).
Metoda 2:

W kolbie gruszkowej (50ml), w atmosferze gazu obojetnego (argon) przygotowano
ozigbiony do temperatury -78°C roztwor DAST (185ul; 1,3mmoli) w 20ml bezwodnego
chlorku metylenu. Nastgpnie do tak przygotowanej mieszaniny, wkroplono ochtodzony
roztwor (2S,3R)-3-propylojabtczan dimetylu (33) (203mg; 1mmol) w 10ml chlorku

metylenu. Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze -70°C przez lh, a nastgpnie
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w temperaturze pokojowej przez 2h. Do mieszaniny reakcyjnej dodano 15ml
chloroformu i przemyto ja kolejno: 5% roztworem NaHCO3, woda i1 solankg. Uzyskano
268mg surowego produktu, ktory oczyszczano z zastosowaniem chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym (230-400mesh). Jako eluent stosowano uktad
rozpuszczalnikow heksan : AcOEt (9 : 1, 9 : 2, itp.). Otrzymano produkt 35 (44,7mg;
22%) w postaci bezbarwnego oleju.

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 0,93 (t, 3H, CH3), 1,32 (m, 1H, CH-5), 1,43 (m, 1H, CH-5),
1,62 (m, 1H, CH-4), 1,82 (m, 1H, CH-4), 2,98 (m, 1H, CH-3), 3,74 (s, 3H, OCHy); 3,82
(s, 3H, OCHs); 5,16 (dd, %J we = 47,4Hz, *J 4y = 5,9Hz, 1H, FCH-2);

3C NMR (CDClg) 8[ppm]: 14,07; 20,67; 29,30; 47,91 (%Jec = 23,8Hz); 52,43; 52,85;
88,92 (Jrc = 197,3Hz); 169,04; 172,21.

“F NMR (CDCl3) 8[ppm]: -197,51 (dd, *Jur = 23Hz oraz “Jyr = 47Hz).

4.8.6. (2R,3R)-2-Fluoro-3-propylobursztynian dipotasowy

Hydrolize estrow metylowych (2R,3R)-2-fluoro-3-propylo-
bursztynianu dimetylu (35) (29,4mg; 0,14mmoli) przeprowadzono
analogicznie do procedury otrzymywania (2S,3R)-3-allilojabtczanu

dipotasowego (podrozdziat 4.8.1). Uzywajac trimetylosilanolan

potasu (46mg; 0,36mmoli), uzyskano produkt 36 (32,4mg; 91%) w

postaci jasnozoltego bezpostaciowego proszku.

4.8.7. (2R,3R)-2-Fluoro-3-butylobursztynian dimetylu

(2R,3R)-2-Fluoro-3-butylobursztynian dimetylu (47) 12mg
otrzymano jako produkt uboczny syntezy zwigzku 26
(podrozdziat 4.6.) 0 Rf= 0,66 (uktad G).

'H NMR (CDCI3) 8[ppm]: 0,93 (t, 3H, CH3), 1,24 (m, 1H,

CH-5), 1,32 (m, 1H, CH-6), 1,41 (m, 1H, CH-5), 1,53 (m, 1H,

47 CH-6), 1,62 (m, 1H, CH-4); 1,82 (m, 1H, CH-4); 2,99 (m, 1H,
CH-3), 3,74 (s, 3H, OCH5); 3,82 (s, 3H, OCHy); 5,17 (dd, 1H,

2J we = 42,0, Hz, %3 4y = 5,9 Hz, FCH-2);

F NMR (CDCls) 8[ppm]: -197,46 (dd, J = 19,2Hz oraz “Jy¢ = 46,8Hz).
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4.9. Synteza a-difluorometylo-L-lizyny

4.9.1. Dichlorowodorek estru metylowego L-lizyny

T Dichlorowodorek estru metylowego L-lizyny o
H3N COZMe .
tt 207°C otrzymano z L-lizyny (37), bezwodnego

NHs - x2HCIE metanolu oraz SOCI, z wydajnoscia 79% (lit.1%
t 210°C).
'H NMR (D,0) 3[ppm]: 1,49-1,33 (m, 2H, CHy); 1,62 (m, 2H, CH,); 1,98-1,82 (m, 2H,

CHy,); 2,91 (t, 2H, CH,NH3"); 3,75 (s, 3H, OCH3); 4,07 (t, 1H, CHNHs").

38

4.9.2. (S)-2,6-Dibenzylidenoaminoheksanian metylu

Do zawiesiny dichlorowodorku estru metylo-

CO,Me
V\/Y wego lizyny (38) (9,83g; 50mmoli) w 75ml

chlorku metylenu dodano $wiezo przedestylowany

benzaldehyd (10,15ml; 0,1mola). Mieszaning
reakcyjng ochtodzono do 0°C, mieszajac, wkroplono powoli roztwor (13,9ml; 0,1mola)
trietyloaminy w 20ml chlorku metylenu i pozostawiono w temperaturze pokojowej na
noc. Usunigto rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem, pozostatos¢ rozpuszczono
w bezwodnym eterze dietylowym. Nierozpuszczalny material odsgczono, a przesacz
przemyto kilkakrotnie wodg i solankg, suszono nad bezwodnym MgSO, i zatezono.
Produkt 39 otrzymano z wydajnoscig 90% jako gesty, zotty olej. Surowy produkt zostat
uzyty do dalszej syntezy.

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 1,48-1,36 (m, 2H, CH5); 1,79-1,72 (m, 2H, CH,); 2,06-1,98
(m, 2H, CHy); 3,67-3,57 (dd, 2H, J = 6,8Hz; J = 12,8Hz CH;N); 3,73 (s, 3H, OCHy);
4,04-3,96 (dd, 1H, J = 6Hz; J = 7,7Hz; CHN); 7,44-7,29 (m, 6H, 2xPh); 7,79-7,64 (m,
4H, 2xPh); 8,28-8,25 (AB, 2H, 2xN=CH-Ph).

4.9.3. 2,6-Dibenzylidenoamino-2-difluorometyloheksanian metylu

roztworu  diizopropyloaminy  (0,7ml,

CO,Me
M Smmoli) w 5ml bezwodnego THF, schtodzonego

/Ph do temperatury -78°C wkroplono powoli n-BuLi

(2ml roztworu 2,5M w heksanie) w atmosferze
gazu obojetnego (azotu). Mieszaning reakcyjng doprowadzono do temperatury -20°C 1

pozostawiono w niej przez 10 min, a nast¢pnie ponownie schtodzono do -78°C. Do tak
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przygotowanego roztworu LDA dodawano zwigzek 39 (1,5g; 4,5mmola) rozpuszczony
w 9ml bezwodnego THF, utrzymujac jednoczesnie temperatur¢ w granicach -75°C +
-70°C. Po dodaniu reagentéw, temperature reakcji podniesiono do +40°C, wymieniajac
w aparaturze balon z azotem na pusty i1 zaczgto wprowadzaé pod powierzchni¢ cieczy
przez septum freon - chlorodifluorometan (proces nasycania freonem osiggni¢to w
momencie, gdy balon zwigkszyt swoja objetos¢ dwukrotnie). Mieszaning reakcyjng
utrzymywano w temperaturze 40°C + 50°C w atmosferze freonu przez co najmniej Sh,
uzupetniajac sukcesywnie ubytek freonu w aparaturze. Nastepnie mieszaning reakcyjng
wylano na 16d ekstrahowano eterem dietylowym (3x30ml). Potaczone frakcje eterowe
suszono nad bezwodnym MgSO,, nastgpnie usunieto rozpuszczalnik, otrzymujac 1,5g
oleju bedacego mieszaning substratu i produktu, odpowiednio:

40 : 39 (2 : 1), co stwierdzono na podstawie widma ‘H NMR. Pochodna 40 jest
niestabilna podczas chromatografii kolumnowej oraz destylacji.
'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 1,56-1,51 (m, 2H, CH,); 1,81-1,75 (m, 2H, CH,); 2,17-2,10
(m, 2H, CHy); 3,65 (t, 2H, =NCHy,); 3,81 (s, 3H, OCHj3); 6,32-6,10 (t, 1H, CHF,); 7,48-
7,35 (m, 6H, 2xPh); 7,73-7,71 (m, 2H, Ph); 7,81-7,79 (m, 2H, Ph); 8,28 (s, 1H, N=CH-
Ph); 8,42 (s, 1H, N=CH-Ph).

4.9.4. Dichlorowodorek estru metylowego 2-difluorometylolizyny

FHC Mieszanine zwigzkoéw 39 i 40 (1,25g) w 7ml eteru
+ 2
H3N COMe dietylowego i 10ml 2N HCI energicznie mieszano

NH3 x2HCI| przez 3h w temperaturze pokojowej. Faz¢ wodng
41

oddzielono, przemyto 10ml eteru dietylowego i
zatgzono pod préznig. Pozostalo$¢ rozpuszczono w metanolu 1 zaszczepiono
krysztatkiem produktu. Wypadat produkt 41 (595mg) w postaci biatych krysztatlow o
tt 193-194°C (1it.'® tt 207°C).

'H NMR (CD30D) 8[ppm]: 1,42-1,35 (m, 1H, CH5); 1,64-1,56 (m, 1H, CH,); 1,76-1,70
(m, 2H, CHy); 2,06-1,99 (m, 1H, CHy); 2,22-2,16 (m, 1H, CH,); 2,97 (t, 2H, CH,NH;3");
3,96 (s, 3H, OCHj5); 6,54 (t, Jur = 53Hz, 1H, CHFy);

C NMR (CDs;OD) &[ppm]: 21,20; 28,32; 32,07; 40,26; 55,14; 66,09; 115,49
(Jcr = 249,5 Hz); 167,38;

F NMR (CD;OD) d[ppm]: -128,17 (dd, Jur = 53Hz; Jee = 286Hz) ; -133,77 (dd,
Jur = 53Hz; Jgr = 286Hz)
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4.9.5. Dichlorowodorek a-difluorometylolizyny

FHC Zwigzek 41 (425mg; 1,5mmola) rozpuszczono w
+ 2
HaN COH Iml 3,6N HCl i ogrzewano pod chtodnica zwrotng w
NH; x2HCI| temperaturze 90°C przez 4 dni. Po zatgzeniu
42

roztworu na wyparce prozniowej, pozostalosé

rozpuszczono w metanolu i sproszkowano. Po rekrystalizacji z mieszaniny
metanolu/acetonu otrzymano biaty, krystaliczny produkt 42 (270mg; 70%) o
tt > 240°C (r) [lit.** tt > 260°C (r) (H,O/EtOH)].

'H NMR (D,0) 8[ppm]: 1,24-1,20 (m, 1H, CH,); 1,41-1,37 (m, 1H, CH,); 1,61-1,55 (m,
2H, CHy); 1,77-1,71 (dt, 1H, CH,CO); 1,95-1,88 (dt, 1H, CH,CO); 2,87 (t, J = 7,5Hz,
2H, CH3NH3"); 6,17 (t, Jur = 53,2Hz, 1H, CHF,);

BC NMR (D20) 8[ppm]: 19,87; 26,62; 30,40; 39,07; 65,83; 115,45 (Jcr = 246,8 Hz);
169,60;

F NMR(D20) §[ppm]: -127,12 (dd, Jur = 53Hz oraz Jer = 280,6Hz) ; -132,84 (dd,
Jue = 53Hz oraz Jgr = 280,6Hz)

4.10. Kwasy 1,2-epoksy-1,2,3-propanotrikarboksylowe oraz 1,2-
epoksy-1,2,4-butanotrikarboksylowe

4.10.1. Epoksyd cis-akonitynianu trimetylu

o Metoda z zastosowaniem H,O, i kwasu wolframowego
MeOZC COzMe

y Bezwodnik kwasu cis-akonitynowego (45) (1,01g;

(¢)-cis-43 COMe 6,4mmoli) rozpuszczono w 11,5ml H,O i dodano roztwor
T )-CIs- 2

kwasu wolframowego (130mg; 0,52mmola) w 660ul 30%
H20,. Cato$¢ mieszano przez 90 minut w temperaturze 40°C. Nastgpnie mieszaning
reakcyjng przelano do ekstraktora i prowadzono ekstrakcje ciagla ciecz-ciecz eterem
dietylowym przez noc. Z ekstraktu usuni¢to rozpuszczalnik, otrzymujgc 889mg
bezbarwnego opalizujacego oleju, bedacego mieszaning epoksydu kwasu Cis-
akonitynowego oraz kwasu cis- i trans-akonitynowego w stosunku objetosciowym
odpowiednio 2 : 1 : 1 (stwierdzono na podstawie widma *H NMR). Do mieszaniny
wkraplano roztwor eterowy diazometanu do pH 7 w temperaturze 0°C i pozostawiono
na noc. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika otrzymano 1,05g mieszaniny estrow
produktow kwasow, ktore rozdzielono przy zastosowaniu chromatografii kolumnowe;j

na zelu krzemionkowym (230-400mesh). Eluentem byt ukitad rozpuszczalnikow:
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heksan : AcoEt (5 : 1; 4 : 1, a nastgpnie ACOEt). Uzyskano czystego produktu cis-43
(365mg; 25%); R¢= 0,27 (uktad D).

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,77 (AB, 1H, CH,); 3,18 (AB, 1H, CH,); 3,68 (s, 1H, CH);
3,74 (s, 3H, OCHj3); 3,80 (s, 3H, OCHy3); 3,81 (s, 3H, OCHjy);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 38,42; 52,64; 53,10; 53,41; 57,90; 59,43; 165,92; 167,18;
168,96.

4.10.2. Epoksyd cis-akonitynianu tripotasowego

o0.c 9 co- Hydrolize estrow metylowych epoksydu cis-akonitynianu
2 2
’ trimetylu (43) (27,8mg; 0,12mmoli) przeprowadzono analogicznie

(4)-cis-44 CO5 do procedury otrzymywania (2S,3R)-3-allilojabtczanu dipotasowe-

go (podrozdziat 4.8.1). Uzywajac trimetylosilanolan potasu (54mg;
0,39mmoli), uzyskano produkt 44 (29mg; 80%) w postaci zottego krystalicznego
proszku o tt > 180°C (r).

4.10.3. Epoksyd trans-akonitynianu trimetylu

0 Metoda z zastosowaniem UHP
H CO,Me

W kolbie kulistej (50ml) umieszczono trans-akonitynian
trimetylu (23) (728mg; 3,37mmoli), DCC (1,39g; 6,74mmoli),
UHP (3,8g; 40,44mmoli), KHCO3; (675mg; 6,74mmola) i

dodano 15ml bezwodnego metanolu. Roztwor mieszano przez kilkanascie godzin w

MeOZC

(+)-trans-43 COMe

temperaturze pokojowej. Nast¢gpnie do mieszaniny reakcyjnej dodano 15ml HyO i
ekstrahowano eterem dietylowym (3x85ml). Frakcje eterowe potgczono i suszono nad
bezwodnym MgSO,. Usuni¢to rozpuszczalnik uzyskujac 650mg surowego produktu,
ktéry oczyszczano z zastosowaniem chromatografii kolumnowej na Zelu
krzemionkowym (230—400mesh). Eluentem byt uktad rozpuszczalnikow: heksan :
AcOEt (9 : 1). Otrzymano epoksydu trans-43 (176mg; 13%) w postaci gestego
bezbarwnego oleju; R = 0,83 (uktad B).

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 3,14 (AB, 2H, CH,); 3,74 (s, 3H, OCHs); 3,82 (s, 3H,
OCHj3); 3,85 (s, 3H, OCHj3); 3,95 (s, 1H, CH);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 43,46; 51,92; 52,85; 52,93; 53,01; 60,03; 168,06; 170,12;
172,25.
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4.10.4. Epoksyd trans-akonitynianu tripotasowego

H. 9 coy Hydroliz¢ estrow metylowych epoksydu trans-akonitynianu

0,C trimetylu (43) (27,3mg; 0,12mmola) przeprowadzono analogicznie

(t)-trans-44 CO7 do procedury  otrzymywania (2S,3R)-3-allilo-jabtczanu

dipotasowego (podrozdziat 4.8.1). Uzywajac trimetylosilanolan
potasu (54mg; 0,39mmoli), uzyskano produkt trans-44 (32mg; 87%) w postaci

jasnobrazowego krystalicznego proszku o tt > 180°C (r).

4.10.5. Epoksyd trans-homoakonitynianu trimetylu

H
MeO,C Kwas cis-homoakonitynowy (530mg; 2,82mmoli)

O co,Me Metoda z zastosowaniem H,0, i kwasu wolframowego
rozpuszczono w 7,5ml 1IN NaOH, dodano kwas

(*)-trans-46  ~“CO,Me

wolframowy (100mg; 0,4mmola) oraz 300ul 30% H,0..
Cato$¢ mieszano przez 2h w temperaturze 85°C. Nastgpnie dodano 1ml 10N HCI i
mieszaning reakcyjng przelano do ekstraktora, w ktorym prowadzono ekstrakcje ciagla
ciecz-ciecz ecterem dietylowym przez kilkanascie godzin. Z ekstraktu usunigto
rozpuszczalnik, otrzymujac 345mg jasnozottego oleju, do ktorego wkraplano roztwor
eterowy diazometanu do pH 7 w temperaturze 0°C i pozostawiono na noc w
temperaturze pokojowej. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika otrzymano 4409
surowego produktu, ktory oczyszczano z uzyciem chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym  (230-400mesh).  Elucje prowadzono gradientowo uktadem
rozpuszczalnikow: heksan : AcOEt (20 : 4; 20 : 5, a nastepnie sam AcOEt). Otrzymano
produkt trans-46 (232mg; 33,5%); Rs = 0,57 (uktad B), ktory dalej oczyszczano z
zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Rozdziat byt

wykonywany w uktadzie faz odwroconych.

Parametry Warto$é/rodzaj

Eclipse XDB-C18 4-Pack

Przedkolumna .
Analitycal Guard Column 4,6x12.5mm 5-Micron

Kolumna chromatograficzna ZORBAX Eclipse XDB-C18
analityczna Analitycal Column 4,6x150mm 5-Micron
Przygotowanie probki 45mg rozpuszczono w 1,5ml uktadu:

metanol/acetonitryl (1 : 1)

Obje¢tos¢ dozowanej probki [pl] 20
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Natezenie przeptywu strumienia

. . 1
fazy ruchomej [ml/min]
Program elucji izokratyczny
Sktad fazy ruchome;j 25% metanol
Temperatura [°C] 25
Dtugosé fali [nm] 210,8
Referencja wylaczona

Tabela 8. Warunki pracy chromatografu cieczowego HPLC z detektorem DAD.

'H NMR (CDCls) 8[ppm]: 2,39-2,33 (m, 1H, CH,); 2,63-2,53 (m, 2H, CH,); 2,75-2,67
(m, 1H, CH,); 3,67 (s, 3H, OCHs3); 3,69 (s, 3H, OCHs); 3,70 (s, 3H, OCHs); 3,74 (s,
1H, CH);

3C NMR (CDCls) 8[ppm]: 31,57; 45,64; 52,19; 52,92; 52,97; 53,21; 60,05; 168,16;
170,82; 173,23.

4.11 Metody oznaczania aktywnosci biologicznej

Oznaczenie aktywnos$ci przeciwgrzybowej otrzymanych zwigzkow oraz testy
hamowania aktywnos$ci wybranych enzymow szlaku kwasu o-aminoadypinowego

wykonane zostaty w laboratoriach Katedry Technologii Lekow i Biochemii PG.

4.11.1 Okreslanie aktywnos$ci przeciwgrzybowej in vitro

Szczepy drobnoustrojow wykorzystywane dla okreslania aktywnosci przeciwgrzybowej

Gatunek Oznaczenie szczepu
Saccaromyces cerevisiae ATCC 9763
Candida albicans ATCC 10231
Candida tropicalis KKP 334
Candida glabrata DSM 11226
Candida lusitaniae DSM 70102
Candida krusei DSM 6128

Wszyskie szczepu pochodzity z kolekcji Katedry Technologii Lekéw i Biochemii.

Saccharomyces cerevisiae jest jednym z najbardziej wykorzystywanych w nauce
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organizmoéw. S3 wygodnym materialem do badan, poniewaz ich hodowla nie jest
skomplikowana, majg niskie wymagania, a przy tym szybki wzrost. Szczepy grzybowe
z rodzaju Candida stanowig flore fizjologiczng przewodu pokarmowego 40-80%
populacji. Moga réwniez wystgpowa¢ w narzadach rodnych. Przy dobrze
funkcjonujacym uktadzie immunologicznym, nie stanowig one zagrozenia dla zdrowia
cztowieka. W przypadku oséb z obnizong odpornoscia, np.: w zwigzku z chorobg
nowotworowg, terapig lekami immunosupresyjnymi, chemioterapia i radioterapig oraz
antybiotykoterapia moga wywolywacé grzybice powierzchniowe i ukladowe, bardzo

trudne do leczenia.

Podtoia wzrostowe
1. YNB 0,67% Yeast Nitrogen Base (Difco) + 2% D-glukoza
2. YNB buforowane 0.05 M MOPS, pH 7,0

3. YEPG 1% Yeast Extract (Difco) + 1% Bacto Peptone (Difco) + 2% D-glukoza
4. RPMI  RPMI 1640 medium z L-glutaming, bez weglanu sodu, 25 g/l buforowane
0,05M MOPS, pH 7 + 2% D-glukoza

Podloze YEPG przygotowano poprzez rozpuszczenie wymienionych powyzej
sktadnikow w wodzie destylowanej i poddanie przygotowanego roztworu procesowi
sterylizacji w autoklawie (121°C; 1,5atm.; 30min.).

Podtoze YNB przygotowywano poprzez rozpuszczenie sktadnika podstawowego w
minimalnej ilosci wody destylowanej i sterylizacje otrzymanego roztworu w wyniku
przepuszczenia przez sterylny filtr membranowy (Millipore, Millex-GV; 0,22um).
Otrzymany sterylny roztwor taczono w odpowiedniej proporcji z 2% roztworem

glukozy wysterylizowanym uprzednio w autoklawie (121°C; 1,5atm.; 30min.).

Podloza RPMI i YNB buforowane przygotowywano poprzez rozpuszczenie
odpowiedniego sktadnika podstawowego w minimalnej ilosci wody destylowanej,
doprowadzano roztwor do pH 3 za pomocag 10mM HCI. Nastepnie dodano MOPS i
doprowadzano roztwdr do pH 7. Otrzymany sterylny roztwor taczono w odpowiedniej
proporcji z 2% roztworem glukozy wysterylizowanym uprzednio w autoklawie (121°C;
1,5atm.; 30min.).

W razie potrzeby, dodawano do odpowiedniego podioza sterylny roztwor L-lizyny,

do uzyskania koncowego stezenia SOmM.
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Oznaczanie aktywnosci przeciwgriybowej in vitro metodq seryjnych rozcienczen w

mikroplytkach

Oznaczanie aktywno$ci przeciwgrzybowej otrzymanych zwigzkéw wykonano
metoda seryjnych rozcienczen w 96-studzienkowych mikroptytkach w podtozach
ptynnych, ktérych sktady podano powyze;j.

Podloze zaszczepiano komodrkami badanych mikroorganizmow grzybowych i
inkubowano przez 24h w temperaturze 30°C. Nastepnie przy uzyciu podtoza np. YEPG
ustalano ggstos¢ optyczng ODggo = 0,1 (gesto$¢ optyczna mierzona przy dlugosci fali
660 nm), co opowiada 10° komérek w 1ml inokulum. Przygotowana zawiesine komorek
rozcienczano odpowiednim podtozem w stosunku 1 : 50, azeby uzyska¢ gestos$é 2x10*
komorek/ml.

Otrzymywane inokulum dodawano w ilosci 50ul do studzienek, wypetnionych
uprzednio seryjnie rozcienczonymi roztworami badanego zwiazku w odpowiednim
podtozu (50ul).

Seryjne rozcienczenia wykonano w 10 sposrod 12 studzienek w danym rzg¢dzie
mikroptytki. Koncowa objetos¢ w kazdej studzience mikroptytki wynosita 100pul.
Ostatnia studzienka stanowita kontrole wzrostu komoérek w danej pozywce (czyste
podtoze + inokulum). Przedostatnia studzienka zawierala wylacznie pozywke i
stanowila kontrolg czystos$ci podtoza. Po zaszczepieniu, ptytki byly inkubowane 24h w
temperaturze 30°C.

Analize wynikéw wykonano z zastosowaniem czytnika mikroptytek Victor® Perkin
Elmer bedacego wyposazeniem laboratorium badawczego Centrum Doskonatosci
,ChemBioFarm”. Wyznaczano wartosci MIC definiowane jako najnizsze stgzenie
zwigzku powodujace zahamowanie wzrostu komorek, co najmniej 80%, w stosunku do

kontroli wzrostu (co najmniej 80% obnizenie ODs3; W stosunku do kontroli).

4.11.2 Otrzymywanie preparatow enzymatycznych i okreslanie stopnia hamowania

aktywnosci enzymow przez badane zwiazki

Izoenzymy syntazy homocytrynianowej z Candida albicans w formie biatek
fuzyjnych z fragmentem heksahistydylowym na N-koncu tancucha polipeptydowego —
Lys21-N-Hisp i Lys22-N-Hisp — izolowano i oczyszczano do stanu bliskiego
homogennosci z rekombinowanych komorek E. coli BL21(DE3) pLysS Lys21-N-His i
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BL21(DE3) pLysS Lys22-N-His, wg metodyki opracowanej przez Kur i

Milewskiego.!!" 8

Homoakonitaze z Candida albicans w formie biatka rekombinowanego (brak C-kon-
cowej sekwencji sygnalnej kierujacej do mitochondrium, fragment heksahistydylowy na
N-koncu) wytwarzano w komorkach E. coli BL21(DE3) pLysS Lys4ds-N-His, a
nastepnie otrzymywano ekstrakt bezkomodrkowy, w ktérym oznaczano aktywno$¢

enzymu, wg metodyki opracowanej przez K. Kur.**’

Dehydrogenaze homoizocytrynianowg z Candida albicans w formie biatka
fuzyjnego z fragmentem heksahistydylowym na N-koncu tancucha polipeptydowego
izolowano 1 oczyszczano do stanu bliskiego homogennosci z rekombinowanych
komorek E. coli BL21(DE3) transformowanych plazmidem pET23b-LYS6-N-His wg

metodyki opracowanej przez Gabriel i in."*°

Aktywnos¢ syntazy homocytrynianowej oznaczano za pomocg metody Jaklitsch i
Kubicek,'® w ktorej mierzy si¢ ilo§¢ powstajacego w reakcji koenzymu A z uzyciem
kwasu 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowego (DTNB).

Aktywnos¢ homoakonitazy oznaczano wg dwoch alternatywnych procedur: (1)

1

metoda bezposrednig Strassman’a i Ceci'® oraz (2) metoda posrednia, w reakcji

sprzezonej z dehydrogenaza homoizocytrynianowa.
Aktywnos$¢ dehydrogenazy homoizocytrynianowej oznaczano wg metody opisanej

przez Lin i in.*#?

Jako miar¢ zdolnosci badanych zwigzkow do hamowania aktywnosci enzymatycznej,
wyznaczano wartosci ICsp, tj. stezen powodujacych zahamowanie aktywnosci danego
enzymu w 50% w stosunku do kontroli. Wartosci ICso wyznaczano z krzywych

zaleznosci: % zahamowania aktywnos$ci w funkcji st¢zenia inhibitora.
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PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Gléwnym celem prezentowanej rozprawy bylo zaprojektowanie struktur,
opracowanie metod syntezy 1 otrzymanie szeregu nowych lub znanych zwigzkéw —
potencjalnych inhibitorow enzyméw szlaku biosyntezy L-lizyny. Realizacja tak
postawionego celu wymagala, po pierwsze — zaplanowania struktur zwigzkéw w
oparciu o dostepng literatur¢ 1 ogolne zalozenia Kkonstrukcji inhibitoréw
enzymatycznych 1 opracowania warunkéw ich syntezy oraz po drugie - okreslenia

aktywnosci otrzymanych zwigzkow jako inhibitorow enzymatycznych i fungicydow.

Podsumowujac wyniki badan, ktéore wykonatam i opisalam w ramach niniejszej

rozprawy moge stwierdzic¢, ze:

1) Opracowatam alternatywna do znanych z literatury procedur metodg wieloetapowej
syntezy optycznie czystych enancjomerow kwasu homocytrynowego. Zwiazek ten
byt niezbgdny do przeprowadzenia badan biochemicznych oraz jako istotny
substrat do otrzymania cis- i trans-homoakonitynianu trimetylu;

2) Zaproponowatam oryginalng metode syntezy cis-homoakonitynianu trimetylu;

3) W wyniku modyfikacji opisanej w literaturze metody otrzymatam z dobra
wydajnoscia kwas (2R,3S)-homoizocytrynowy ([e], -11 (c1,54; aceton)), jako
substrat do badan biochemicznych oraz syntez chemicznych;

4) Przeprowadzitam efektywng synteze a-difluorometylolizyny (DFML) — homologu
znanego inhibitora enzymatycznego a-difluorometyloornityny (DFMO);

5) Zaprojektowatam i otrzymalam pochodne kwasoéw dikarboksylowych, zawierajace
w swojej budowie atom fluoru lub grupe hydroksylowa, a mianowicie: (2S,3R)-3-
allilojabtczan dimetylu, (2S,3R)-3-propylojabtczan dimetylu, (2R,3R)-2-fluoro-3-
propylobursztynianu dimetylu i (2R,3R)-2-fluoro-3-propylobursztynianu dimetylu.
Sa to zwiazki bedace analogami kwasu homoizocytrynowego o charakterze
potencjalnych inhibitorow dehydrogenazy homoizocytrynianowej. Wszystkie
uzyskane pochodne przeksztalcitam w sole potasowe 2z zastosowaniem
trimetylosilanolanu potasu;

6) Zwiazki: trans-akonitynian trimetylu, trans- i cis-homoakonitynian trimetylu
przeksztalcitam w ich pochodne epoksydowe na drodze dwoch roéznych metod
utleniania wigzania podwdjnego: przy uzyciu kompleksu UHP oraz nadtlenkiem

wodoru w obecnosci kwasu wolframowego. Uzyskane pochodne przeprowadzitam
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7)

w ich sole potasowe z zastosowaniem trimetylosilanolanu potasu. Ze wzgledu na
obecnos¢ w swojej czasteczce pierscienia epoksydowego sa to zwigzki wysoce
reaktywne 1 moga oddzialywa¢ miedzy innymi z grupami hydroksylowymi,
tiolowymi badz aminowymi reszt aminokwasowych, wchodzacych w sklad
struktury enzymu;

W oparciu o informacje literaturowe na temat wprowadzania atomu fluoru do
czasteczki zwigzku organicznego, opracowalam metod¢ wymiany grupy
hydroksylowej w cytrynianie trimetylu i w innych analogicznych zwigzkach na
atom fluoru w reakcji nukleofilowego podstawienia z zastosowaniem odczynnika
fluorujacego DAST; reakcja przebiegata jednoetapowo 1 prowadzita do

rownoleglego powstania trwalszych termodynamicznie produktéw eliminacji.

Ponadto w ramach prac rozpoznawczych przebadatam nastepujace mozliwosci:

1)

2)

Przeprowadzenia reakcji fluorowania z wykorzystaniem reagentéw fluorujacych:
TBAF oraz KF, w ktorych wymianie na atom fluoru powinien ulega¢ atom bromu,
znajdujacy si¢ w czasteczce zwigzku; podczas reakcji, zamiast substytucji
nukleofilowej obserwowalam proces epimeryzacji — wzajemne przechodzenie
jednego diastereoizomeru bromoanalogu w drugi;

Przeprowadzenia reakcji addycji elektrofilowej HF/pirydyna do wigzania
podwdjnego trans-akonitynianu trimetylu oraz Selectfluoru do karboanionu,
powstajacego z malonianu dietylu lub metylenocytrynianu dimetylu.

Dla otrzymanych przeze mnie zwigzkéw przeprowadzono badania aktywnosci

biologicznej w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii (KTLiB). Na podstawie

uzyskanych wynikdw mozna sformutowa¢ nastepujace wnioski:

1)

Oznaczenia aktywnosci przeciwgrzybowej in vitro postaci estrowych otrzymanych
zwigzkow wykonane na modelu szesciu referencyjnych szczepow grzybowych: S.
cerevisiae, C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis, C. lusitaniae oraz C. krusei
wykazaly, ze wigkszo§¢ badanych estrow w stezeniach <512 pg/ml nie hamuje
wzrostu drobnoustrojow grzybowych. Nieznaczng aktywnos$¢ przeciwgrzybowsg
stwierdzono dla (2R,3R)-2-fluoro-3-allilobursztynianu dimetylu oraz (2R,3R)-2-
fluoro-3-butylobursztynianu dimetylu (MIC = 256-512 pg/ml), natomiast znaczaca
aktywno$cig wykazal si¢ trans-homoakonitynian trimetylu. Dla zwigzku tego
wyznaczono warto$ci MIC rzedu 16-32 ng/ml w pozywce RPMI-1640, o skladzie

zblizonym do warunkéw fizjologicznych wystepujacych w  zainfekowanym
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2)

organizmie. Nalezy zauwazy¢, ze wartosci MIC tego zwiazku w podtozu
minimalnym YNB byty nieco wyzsze, a obecnos$¢ L-lizyny w podtozu nie wplywata
efekt grzybostatyczny, co moze wskazywac na inny niz szlak biosyntezy lizyny, cel
molekularny tego zwigzku. Z drugiej strony, nie mozna jednak wykluczy¢, ze celem
molekularnym jest np. homoakonitaza, a przyczyna braku efektu odwracania
hamowania aktywno$ci przez lizyn¢ jest inna, niz moze si¢ to wydawaé. Badania
nad mechanizmem dziatania biologicznego trans-homoakonitynianu trimetylu beda
kontynuowane w KTLiB PG w celu wyjasnienia tych watpliwosci,
Oznaczenia zdolno$ci inhibicyjnej zwigzkéw otrzymanych w postaci soli wobec
dwoch enzymow szlaku biosyntezy lizyny, syntazy homocytrynianowej i
dehydrogenazy homoizocytrynianowej, wykazaty efekt hamowania aktywnosci
pierwszego z w/w enzymow przez DFML i sol dipotasowa kwasu (2R,3R)-2-fluoro-
3-allilobursztynowego, oraz nieznaczny wplyw wigkszosci badanych zwigzkow na
aktywno$¢ dehydrogenazy homoizocytrynianowej. W szczegdlnosci stwierdzono,
ze:

a) DFML hamuje aktywno$¢ izoenzymu Lys22p syntazy homocytrynianowej (IC4 =
4,2mM) nie wywierajac jednoczesnie widocznego wptywu na aktywnos$¢ drugiej
izoformy tego enzymu, Lys21p. Mozna przypuszcza¢, ze DFML wiaze si¢ z
enzymem w miejscu wigzania fizjologicznego inhibitora, jakim jest L-lizyna.
Poniewaz badana DFML otrzymana zostala przeze mnie w postaci mieszaniny
racemicznej, dos¢ prawdopodobne jest, ze potencjal inhibicyjny rzeczywiscie
aktywnego enancjomeru L bedzie wigkszy, niz mieszaniny racemicznej;

b) Obserwowano zahamowanie aktywnoS$ci, zarowno syntazy homocytrynianowej
(ICyp = 2,5mM dla Lys21-N-Hisp; ICy; = 4,2mM dla Lys22-N-Hisp), jak i
dehydrogenazy homoizocytrynianowej (15% inhibicja przy st¢zeniu 5 mM), przez
s6l dipotasowa kwasu (2R,3R)-2-fluoro-3-allilobursztynowego. Przypuszczalnie
pierwszy z obserwowanych efektow moze by¢ spowodowany podobienstwem
strukturalnym zwigzku do produktu reakcji katalizowanej przez syntazg
homocytrynianowa, natomiast drugi — podobienstwem do substratu reakcji
katalizowanej przez dehydrogenaze. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze
konfiguracja centrum asymetrii na atomie we¢gla C3 w badanym zwiazku jest
inna, niz w naturalnym kwasie homoizocytrynowym, co moze by¢ przyczyna
stosunkowo stabej aktywnos$ci inhibicyjnej badanego zwigzku wobec

dehydrogenazy;
117 |Strona



¢) Umiarkowany efekt inhibicyjny wobec dehydrogenazy homoizoctrynianowej
stwierdzono dla soli dipotasowych kwasow (2S,3R)-3-propylojabtkowego,
(2R,3R)-2-fluoro-3-propylo-bursztynowego oraz (2S,3R)-3-allilojabtkowego (ha-
mowanie aktywnosci odpowiednio 36%, 20% oraz 37%, przy stezeniu SmM).
Wszystkie te zwigzki moga by¢ uwazane za analogi substratu, réznigce si¢ jednak
od niego konfiguracja centréw asymetrii. R6znice te moga by¢ przyczyng niezbyt
wysokiego potencjatu inhibicyjnego;

d) Stosunkowo stabe hamowanie aktywnos$ci dehydrogenazy homoizocytrynianowej
przez sole pochodnych epoksydowych kwasu akonitynowego (26% dla formy cis
i 38%, dla formy trans przy st¢zeniu 5mM) oraz przez sol tripotasowa kwasu
trans-homoakonitynowego (16% przy 5mM) mozna tlumaczy¢ raczej odlegly
analogia strukturalng do substratu tego enzymu;

e) Z uwagi na brak mozliwosci uzyskania aktywnego preparatu oczyszczonej
homoakonitazy niemozliwe byto przeprowadzenie badan potencjatu inhibicyjnego
otrzymanych przeze mnie zwigzkOw wobec tego enzymu. Badania takie zostang
przeprowadzone w przysztosci 1 mozna mie¢ nadzieje, ze przynajmniej niektore z

tych zwigzkow okazg si¢ dos¢ skutecznymi inhibitorami homoakonitazy.
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SUMMARY

Several new compounds of potential biological activity resulting from inhibition of
enzymes of the L-lysine biosynthetic pathway in fungal cells have been designed and
synthesised, including: a) citric acid derivatives: 3-fluoro-3-deoxycitrate, trans-
aconitate and its epoxide derivative; b) homocitric and homoisocitric acid and their
derivatives including cis- and trans-homoaconitate and their epoxides, (2R,3R)-2-
fluoro-3-methoxycarbonyl-hexanedioic acid 1-methyl ester as well as dicarboxylic
derivatives with alkyl substituents of different character. Selection of the mentioned
compounds as potential enzyme inhibitors was based on thorough analysis of hitherto
existing knowledge about structures of the active sites, substrate spectrum and
mechanisms of reactions catalyzed by the enzymes of the a-aminoadipate pathway,
structural analogy to the well known inhibitors of enzymes catalyzing metabolic
reactions similar to the particular steps of lysine biosynthesis pathway and finally on the
general rules of enzyme inhibitors design.

Fluorodeoxy derivatives were obtained with the use of DAST as a fluorinating agent,
allowing substitution of the hydroxyl group by fluorine. A few other methods of
fluorine introduction to obtain homocitrate and homoisocitrate derivatives were tested,
demonstrating severe limitations. Epoxy derivatives of aconitic and homoaconitic acid
were prepared using the UHP methodology and treatment with hydrogen peroxide in the
presence of tungstic acid. A lysine analogue, o-difluoromethyllysine (DFML) was
synthesised due to the introduction of the difluoromethyl group deriving from
chlorodifluoromethane to the a-carbon atom of L-lysine.

The above mentioned compounds were synthesised as free acids and esters. It was
anticipated that the esters should better diffuse across a biological membrane and then
be hydrolysed intracellulary by esterases to release actual enzyme inhibitors.

The ester compounds were tested for antifungal in vitro activity against a few fungal
strains. Most of them lacked antifungal activity, while (2R,3R)-3-fluoro-2-allylsuccinic
acid dimethyl ester and (2R,3R)-3-fluoro-2-butylsuccinic acid dimethyl ester exhibited
some minor fungistatic effect against two strains. Definitely the best antifungal
properties were found for trimethyl trans-homoaconitate which at concentration 16-32
png/ml inhibited growth of all fungal strains in the medium mimicking physiological

conditions. Free acid/salt compounds were tested for their inhibitory potency towards
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two enzymes of the a-aminoadipate pathway. DFML was inhibitory for the Lys22p
isoenzyme of homocitrate synthase (IC4 = 4.2mM), having no effect on activity of
another isoenzyme, Lys21p. Inhibition of both homocitrate synthase (IC;o = 2.5mM for
Lys21p; ICy = 4.2mM for Lys22p) and homoisocitrate dehydrogenase (15% inhibition
at 5mM) was observed for dipotassium (2R,3R)-3-fluoro-2-allylsuccinate. Finally,
16-37% inhibition of homoisocitrate dehydrogenase was noted for epoxide derivatives
of aconitate, (2S,3R)-3-propylmalate, (2R,3R)-2-fluoro-3-propylsuccinate, (2S,3R)-3-
allylmalate and trans-homoaconitate, at 5SmM.
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