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Spis uzywanych skréotow:

3D-QSAR/CoMFA — ilosciowa zaleznos¢ pomigdzy funkcja a struktura, analiza
poréwnawczego pola molekularnego, (Quantitive Structure Activity Relationship /
Comparative Molecular Field Analysis);

Ac — acetyl;

ADP — adenozynodiforaforan;

AMP — adenozynomonofosforan;

AMPPNP — fosforamidowy analog ATP;

AT — adenylotransferaza;

ATP — adenozynotrifosforan;

Bzl — benzyl;

CTP — cytozynotrifosforan;

DAHP — 3-deoksy-D-arabino-heptulozo-7-fosforan;

DMAP — N,N-dimetyloaminopirydyna;

DMF — N,N-dimetyloformamid;

DMSO — sulfotlenek dimetylu;

ESI-MS — spektrometria masowa z jonizacja typu elektrosprej;
Et — etyl;

Fmoc — fluorenometyloksykarbonyl;

FPP — pirofosforan farnezylu;

GPP — pirofosforan geranylu;

GS — syntetaza glutaminy;

HMDS — heksametylodisilazan;

i-Bu — izobutyl,;

i-Pr — izopropyl;

Me — metyl;

MetSox — sulfoksyimina metioniny;

NMM — N-metylomorfolina;

NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego;
PAT — transferaza acetylofosfinotricyny;

PDB — baza danych struktur bialkowych (ang. Protein Data Bank);
PEP — kwas fosfoenolopirogronowy;

Ph — fenyl;

PPT — fosfinotricyna;



p-TSA — kwas p-toluenosulfonowy;
t-Bu — tert-butyl;

THF — tetrahydrofuran;

TMS — trimetylosilyl;

Tos — p-toluenosulfonyl;

Z — benzyloksykarbonyl;

UTP — urydylotrifosforan.



1. Wstep — syntetaza glutaminy

Glutamina jest jednym z najciekawszych metabolitow w organizmach zywych.
Stanowi jeden z podstawowych aminokwaséw budujacych biatka, jest donorem
amidowego atomu azotu w wielu reakcjach biochemicznych, nos$nikiem bardzo
toksycznego amoniaku, pelni takze wazng rol¢ w przekazywaniu sygnalow i
odzywianiu neuronéw [1]. Istotna rola glutaminy w metabolizmie organizmoéw zywych
powoduje, ze enzym ja syntezujacy — syntetaza glutaminy (GS) znajduje si¢ w centrum
szlakow biochemicznych [1-5]. Enzym ten jest $cisle powiazany z wieloma procesami
w organizmie a poziom jego aktywnosci jest regulowany na wiele sposobéw w
zaleznosci od réwnowagi zwiazkow azotu.

Pierwsze doniesienie na temat syntezy glutaminy z glutaminianu i jonu
amonowego opublikowal Krebs juz w roku 1935, na podstawie badania wycinkow z
nerek swini 1 krélika [6]. Zauwazyl on takze, ze synteza glutaminy jest silnie zwigzana z
procesem oddychania tkanki, co posrednio wskazywalo na udzial ATP. PdZniejsze
badania Specka wykazaly, ze do przebiegu tej reakcji niezbgdne sa poza kwasem
glutaminowym 1 jonami amonowymi, ATP i jony magnezu [7]. Ostatecznie

stechiometria reakcji zostata ustalona w roku 1951 (Schemat 1.1) [8].

o 0 " GS 0 0 3-
W + NHy" + ATP ——> + ADP + PO,
HO™ Y OH HO™ % NH,
l:le NH,
1 2
Schemat 1.1.

1.1. Sekwencja aminokwasowa

Wszystkie organizmy zywe posiadaja dobrze funkcjonujaca syntetazg
glutaminy. Rozrézniane sa dwa typu tego enzymu: GSI i GSII. GSI znaleziono
wylacznie w organizmach prokariotycznych. GSII funkcjonuje we wszystkich
organizmach eukariotycznych, ale mozna go tez znalez¢ u niektérych prokariota.
Poréwnywanie sekwencji aminokwaséw z wielu organizméw wykazato, ze GSI i GSII

wywodza si¢ z jednego genu.
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Rysunek 1.1.

Drzewo ewolucji gendw syntetazy glutaminy [9].

Drzewo ewolucji genu syntetazy glutaminy (Rysunek 1.1) jest wynikiem poréwnania 30
sekwencji aminokwasowych tego enzymu z réznych organizméw [9]. W prosty sposob
mozna rozrézni¢ dwie duze, podstawowe galezie, ktore odpowiadaja dwom
wyr6znionym typom enzymu [10-12]. Gataz GSI zawiera jedynie sekwencje enzymow
z prokariota. Natomiast w gal¢zi GSII znajduja sig¢ wszystkie enzymy z eukariota, oraz
GSII wystepujace u prokariota. W galgzi enzyméw z eukariota mozna wyrdéznicé
podgatezie: enzymy roslinne i zwierzgce. Wystgpowanie GSII u prokariota ttumaczy sig
poprzez mozliwos¢ wstecznego przeniesienia enzymu GSII z organizméw
eukariotycznych. Jednakze najwazniejszym wnioskiem, ktéry mozna wyciagnaé
analizujac przedstawione drzewo ewolucji genéw GS jest to, ze GSI 1 GSII pochodza od
wspolnego przodka. Wedlug przyblizonych obliczen rozdzial pomigdzy genami obu
typéw enzymow nastapil najprawdopodobniej wczesniej niz miliard lat temu [9, 13].
Datujac powstanie zycia na Ziemi na ok. 4 miliardy lat temu, mozna przypuszczac, ze

gen syntetazy glutaminy jest jednym z najstarszych funkcjonujacych genéw.
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Rysunek 1.2.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych syntetazy glutaminy z organizmow: groszek ogrodowy (Pea),

(E.Coli), Salmonella typhimurium

soja (Soybean), czlowiek (Human), szczur (Rat), Escherichia coli

(Salty), Mycobacterium tuberculosis (Mycotb).



Rysunek 1.2 przedstawia poréwnanie sekwencji aminokwasowej [14] dla organizmoéw:
Escherichia coli [15], Mycobactrium tuberculosis [16], Salmonella typhimurium [17],
soja [18], groszek ogrodowy [19], szczur [20] i czlowiek [21]. Czerwonymi kropkami
zaznaczono pozycje reszt aminokwasowych, ktére buduja centrum aktywne enzymu
bakteryjnego. Pomimo niskiej homologii sekwencyjnej enzymdéw typu GSI 1 GSII
wszystkie reszty centrum aktywnego sa zachowane w enzymach z rdéznorodnych

organizmow, co wskazuje, ze budowa ich wneki katalitycznej jest podobna.

1.2. Struktura enzymu

Syntetaza glutaminy ma bardzo skomplikowang struktur¢. Pomimo wieloletnich
badan, dobrze poznana jest jedynie struktura enzymu pochodzacego z bakterii.
Natomiast o strukturze syntetazy glutaminy z organizmdéw eukariotycznych wiadomo
niewiele ponad to, ze znacznie rozni si¢ od struktury enzymu bakteryjnego.
Podstawowym narzedziem w badaniu trojwymiarowej struktury bialek jest
rentgenografia strukturalna. Jednak w przypadku syntetazy glutaminy pierwsze
informacje strukturalne otrzymano przy pomocy mikroskopu elektronowego juz w roku
1968 (Rysunek 1.3) [22, 23]. Dla dokladniejszego poznania struktury enzymu

konieczne jednak bylo rozwiazanie jego struktury krystaliczne;.

Rysunek 1.3.
Zdjecie czasteczek syntetazy glutaminy z E. Coli wykonane przy pomocy mikroskopu elektronowego

[24].
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1.2.1. Struktury krystaliczne

Ze wzgledu na bardzo duza masg czasteczkowa (ok. 600 000Da) dtugo nie byta
znana struktura krystaliczna syntetazy glutaminy. Dodatkowa trudno$é¢ wynikata z
mozliwo$ci adenylacji enzymu, co wprowadzalo nieuporzadkowanie do krysztalow.
Pierwsza strukture krystaliczna opublikowano w roku 1986 (Tabela 1.1) [25]. W tym
czasie byla to jedna z najwigkszych i1 najbardziej skomplikowanych rozwigzanych

struktur krystalicznych.

Tabela 1.1.

Zestawienie struktur krystalicznych syntetazy glutaminy zdeponowanych w PDB.

Kod w Data Organizm Rozdzielczosé Zawiera Lit.
PDB  publikacji [A]
w PDB
IHTO 1.01.2001 Mycobacterium 2.40 12 podjednostek, AMP  [26]
tuberculosis
1IFPY 31.08.2000  Salmonella 2.49 12 podjednostek, ADP, [27,
typhimurium fosfinotricyna 28]
1F52 12.06.2000  Salmonella 2.49 12 podjednostek, ADP [27,
typhimurium 28]
IF1H 19.05.2000  Salmonella 2.67 12 podjednostek, ADP, [27,
typhimurium TI" 28]
1ILGR 05.08.1994  Salmonella 2.80 1 jednostka (reszty 1-  [29]
typhimurium 57, 64-324, 329-393,
407-468), AMP,
2LGS 05.08.1994  Salmonella 2.80 1 jednostka (reszty 1-  [30]
typhimurium 57, 64-324, 329-393,
407-468), AMP,
glutaminian
2GLS 19.05.1989  Salmonella 3.50 12 podjednostek [25,

typhimurium 31]
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W celu otrzymania krysztaldéw uzyto enzymu nieadenylowanego. Zostal on
wyizolowany z mutanta Salmonella typhimurium, ktéry nie ma rozwinigtego systemu
adenylacji tego bialka. Strukture te udoktadniono do rozdzielczosci 3.5A w roku 1989
[31], a pdzniejsze pomiary pozwolity otrzymaé struktury o rozdzielczosci 2.8A [29, 31-
33]. Jednakze struktury te nie opisywaly w pei enzymu. Brak danych o niektérych
resztach aminokwasowych wynikat z labilnosci tych czgéci enzymu, co powodowato
nieuporzadkowanie w krysztale 1 uniemozliwialo wyznaczenie ich potozenia. W roku
2001 opublikowano pelna strukture syntetazy glutaminy o rozdzielczosci 2.49A ze
zwiazang fosfinotricyng — jednym z najsilniejszych jej inhibitorow [27]. Ze wzgledu
na zainteresowanie mozliwoscia walki z gruzlica za pomoca inhibitorow syntetazy
glutaminy, wyznaczono struktur¢ enzymu z Mycobacterium tuberculosis — bakterii

bedacej patogenem tej choroby [26, 28].

1.2.2. Struktura enzymu bakteryjnego

Syntetaza glutaminy jest wyjatkowo duzym enzymem. Masa czasteczkowa
biatka wyizolowanego z Salmonella typhimurium wynosi 620kDa natomiast z
Mycobacterium tuberculosis 640kDa. Enzym bakteryjny sklada si¢ z dwunastu
identycznych podjednostek ulozonych w dwa zlaczone szesciokaty (Rysunek 1.4). Taka
struktura ma symetri¢ typu 622, czyli posiada jedna o szeéciokrotng i trzy osie
dwukrotne. Szeroko$¢ enzymu wzdhiz osi dwukrotnej wynosi 140A a wzdhiz osi
szesciokrotnej 100A [14].

Stabilno$¢ tak wielkiej struktury jest utrzymywana dzigki licznym
oddziatywaniom hydrofobowym i wigzaniom wodorowym pomigdzy jednostkami [25].
N-Koniec i1 C-koniec kazdej podjednostki przyjmuje konformacje helikalna. C-
Koncowa helisa tworzy struktur¢ podobna do rogu (widoczna na Rysunku 1.5 w dolnej
czesci czasteczki), ktéra lokuje si¢ w hydrofobowej wnece podjednostki z sasiedniego
szeSciokata. Co wigcej, w centralnym tunelu dodekameru jest utworzonych szesé
struktur typu beta, z ktérych kazda sktada si¢ z dwoch lancuchéw jednostek lezacych

naprzeciw siebie w szesciokatach.
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Rysunek 1.4.
Struktura syntetazy glutaminy (kod w PDB — 1F52).

Struktura syntetazy glutaminy eksponuje do roztworu kilka petli, ktére
uczestnicza w regulacji aktywnosci enzymu. Najwazniejsza jest petla adenylacyjna
zawierajaca tyrozyne 397, ktéra moze ulega¢ kowalencyjnej modyfikacji poprzez
reakcje z ATP.

W kazdej czasteczce enzymu znajduje si¢ dwanascie miejsc aktywnych, kazde
potozone na styku dwoéch podjednostek. Miejsce aktywne ma ksztalt dwoch
potaczonych stozkéw (Rysunek 1.5). Z jednej strony przylacza si¢ czasteczka ATP, z
drugiej glutaminian. Srednica stozkéw wynosi ok. 30 A na zewnatrz i ok. 15 A w

miejscu ich polaczenia, calo$¢ ma dlugosé ok. 45 A.

tunel
przez ktéry
~ przytacza
sie ATP
miejsce
aktywne

tunel / struktura
przez ktory kotwic_zapg .
przytacza sie w sasiedniej
glutaminian jednostce.

Rysunek 1.5.
Pojedyncza podjednostka syntetazy glutaminy.
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W miejscu zlaczenia si¢ stozkow znajduja si¢ dwa jony metalu — moze to by¢
zardbwno mangan jak i magnez na drugim stopniu utlenienia. Pelnia one wazna rolg
zarbwno w stabilizacji struktury miejsca aktywnego, w wigzaniu substratow, jak i
przebiegu reakcji enzymatycznej. Przez tunel otwierajacy si¢ ku gorze (wg Rysunku
1.5) do miejsca aktywnego przylacza si¢ ATP. Natomiast glutaminian i jon amonowy
wchodza poprzez stozek otwierajacy si¢ w doét. y-Fosforanowa grupa ATP silnie
oddziatuje z jonami metali znajdujacymi si¢ w centrum aktywnym (szczegdlnie z jonem
n2), co znacznie stabilizuje wigzanie tego substratu. Dodatkowo, jony nl i n2
wspomagaja reakcj¢ przeniesienia grupy fosforanowej na y-karboksylowa grupeg
glutaminianu. Glutaminian jest $cisle dopasowany do miejsca aktywnego (Rysunek
1.6). Jeden z atomow tlenu grupy y-karboksylowej silnie oddziatuje z jonem nl,
natomiast drugi jest zwigzany przez dwa wiazania wodorowe z reszta argininy 359.
Grupa o-karboksylowa tworzy dwa wigzania wodorowe z reszta argininy 321, a
dodatnio naladowana grupa o-aminowa tworzy wigzania z Glul31 i Gly265. Obok
grupy y-karboksylowej glutaminianu znajduje si¢ miejsce wigzania jonu amonowego.
Jest to ujemnie naladowana wngka tworzona przez reszty: Asp50°, Ser53°, Tyrl179,

Glu212, ktéra zamyka si¢ podczas reakcji za pomoca petli zawierajacej Glu327.

Rysunek 1.6.
Struktura miejsca aktywnego syntetazy glutaminy (kod w PDB 1LGS).
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W centrum aktywnym enzymu znajduja si¢ dwa dwudodatnie jony metalu,
ktérymi w natywnych enzymach sa mangan albo magnez. Pomiary wykazaly, ze enzym
nie traci swojej aktywnosci, gdy jony te zostana wymienione na jony kobaltu, zelaza
czy tez chromu [34-39]. Jednakze optymalne pH dla reakcji enzymatycznej zalezy od
rodzaju jonu oraz jego stgzenia. Po calkowitym usunigciu jonéw metalu z enzymu
zmienia on konformacj¢ — pojawiaja si¢ nowe reszty aminokwasowe eksponowane do
rozpuszczalnika, a ogdlna geometria jest znieksztalcona (co objawia si¢ zmiang
wspotczynnika sedymentacji i lepkosci roztworu) [40]. Proces przylaczania/odlaczania
jonoéw metalu jest odwracalny. Mozna wyr6zni¢ rézne stale wigzania dla pierwszych 12

jonéw (jeden jon na podjednostke¢ dodekameru) i dla kolejnych 12 [41].

1.2.3. Struktura enzymu z eukariota

Struktura syntetazy glutaminy z organizméw eukariotycznych znacznie rézni sig
od tej z prokariota. Poréwnanie sekwencji wykazuje, ze homologia pomigdzy tymi
dwoma grupami enzyméw jest niewielka. Enzym z prokariota jest nazywany GSI a z
eukariota GSII. Znana jest struktura krystaliczna tylko enzymoéw bakteryjnych, jednakze
wszystkie reszty aminokwasowe tworzace miejsce aktywne w tych enzymach sa
niezmienione we wszystkich zsekwencjonowanych enzymach. Wskazuje to na znaczna
konserwatywno$¢ w budowie miejsca aktywnego takze w enzymach eukariotycznych
[9]. Czasteczka GSII sklada si¢ z o$miu identycznych podjednostek, z ktérych kazda
zawiera okoto 372 reszty aminokwasowe [42].

Badania nad GSII skupiaja si¢ gléwnie na enzymach z mdzgéw rdéznych
organizméw. Wiadomo, ze syntetaza glutaminy odgrywa wazna rolg¢ w rozwoju wielu
chordb. Sa to: schizofrenia, choroba Parkinsona [43], choroba Alzheimera [44] oraz
choroba Huntingtona [45]. Dodatkowo, zwigkszony poziom syntetazy glutaminy jest

obserwowany podczas urazéw moézgu [46].

1.3. Mechanizm reakcji enzymatycznej

Mechanizm biosyntezy glutaminy jest dosy¢ skomplikowanym procesem, ktory
sklada si¢ z dwoch reakcji chemicznych. W pierwszym etapie glutaminian jest

fosforylowany przy udziale ATP, nastgpnie powstaly mieszany bezwodnik — 7v-
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glutamylofosforan — reaguje z jonem amonowym dajac glutaming 1 wolny fosforan
[46]. Szczegélowy mechanizm reakcji poznano dzigki otrzymaniu serii struktur
krystalicznych syntetazy glutaminy ze skompleksowanymi: a) glutaminianem, b)
analogiem strukturalnym ATP — AMPPNP, c) sulfoksyimina L-metioniny —
analogiem stanu przejsciowego reakcji, d) glutamina, e) ADP [32]. Dzigki temu, ze
struktury wyznaczono dla kompleks6w z substratami, analogiem stanu przejsciowego i
produktami, otrzymano obrazy reakcji enzymatycznej pokazane tak, jak na kolejnych
klatkach filmu [14]. W kolejnych etapach reakcji reszty aminokwasowe budujace
centrum aktywne zmieniaja swoje polozenie tak, aby wiazanie czasteczek bylo
optymalne.

Kolejne fazy reakcji enzymatycznej przedstawia Rysunek 1.7. W pierwszym
kroku przylaczana jest czasteczka ATP (Rysunek 1.7a), w wyniku czego reszty
aminokwasowe Arg359 i Asp50° przesuwaja si¢ tak, aby zwigkszy¢ sile wiazania
odpowiednio glutaminianu i jonu amonowego. Natomiast jony metalu zwigzane w
enzymie polaryzuja y-fosforanowa grupg ATP tak, aby byla bardziej podatna na atak
grupy y-karboksylowej glutaminianu. W nastgpnym etapie w centrum aktywnym lokuje
si¢ glutaminian (Rysunek 1.7b). Dzigki silnemu oddzialywaniu jego grupy y-
karboksylowej z jonem metalu nl, mozliwe jest jej utozenie w poblizu y-fosforanowej
grupy ATP. Petla z reszta Glu327 zamyka sig stabilizujac caly uktad. W konsekwencji
glutaminian reaguje z ATP dajac y-glutamylofosforan 1 ADP (Rysunek 1.7c). W
kolejnym kroku jon amonowy przylacza si¢ do negatywnie naladowanej wneki
tworzonej przez reszty: Glu327, Asp50°, Tyr179, Glu212 (Rysunek 1.7d). Zostaje on
nastepnie zdeprotonowany przez reszt¢ kwasu asparaginowego Asp50° (Rysunek 1.7¢),
a powstaly amoniak reaguje z aktywna forma glutaminianu uwalniajac fosforan
(Rysunek 1.7f). Stan przej$ciowy reakcji jest stabilizowany przez grupg y-karboksylowa
reszty Glu327, ktéra tworzy mostek solny z dodatnio naladowana grupa amidowa
glutaminy (Rysunek 1.7g). Ostatecznie proton z grupy amidowej jest przenoszony na
grupg y-karboksylowa reszty Glu327 i powstaje glutamina. Po tej reakcji, pgtla z reszta
Glu327 stabiej oddzialuje z produktem i mozliwe staje si¢ jej odchylenie. Ten ruch
pozwala uwolni¢ glutaming z miejsca aktywnego i przyja¢ nowa czasteczke substratu

(Rysunek 1.7h).
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Rysunek 1.7.

Mechanizm reakcji enzymatycznej w bakteryjnej syntetazie glutaminy.
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1.4. ReaktywnoS$¢ syntetazy glutaminy
1.4.1. Specyficznos$¢ substratowa

Specyficzno$é substratowa syntetazy glutaminy byla intensywnie badana z
uwzglednieniem kazdego z trzech zwiazkéw (glutaminian, NH;" i ATP) bioracych
udziat w reakcji enzymatycznej. Badania te byly najszerzej rozwijane w poczatkowym
okresie studiow nad GS, kiedy nieznane byly struktury krystaliczne enzymu, a dane o
reaktywnosci réznego rodzaju pochodnych substratéw dawaly mozliwos¢ lepszego
poznania miejsca aktywnego enzymu.

Syntetaza glutaminy potrafi przylaczy¢ do kwasu glutaminowego szereg
réznych analogdw amoniaku. Sa to jego proste pochodne takie jak: hydrazyna [7],
metylohydrazyna [47] i hydroksyloamina [48]. W reakcji z udzialem metylohydrazyny
powstaje tylko jeden z mozliwych izomeréw — 2-metylohydrazyd kwasu
glutaminowego, co dowodzi wigzania metylohydrazyny w miejscu aktywnym w
specyficzny sposéb’. Wykazano takze, Zze powstawanie drugiego produktu — 1-
metylohydrazydu — jest wynikiem reakcji nieenzymatycznej obserwowanej w
przypadku uzycia nadmiaru substratu [49]. Reaktywno$¢ hydroksyloaminy w reakcji
enzymatycznej jest obecnie szeroko wykorzystywana podczas pomiaréw aktywnosci
inhibitorow GS, poniewaz kwas hydroksamowy powstajacy w tej reakcji tworzy
kompleksy z zelazem (III) o silnym zabarwieniu, tatwe do identyfikacji metoda UV-
Vis.

Przebadano takze szereg analogdw kwasu L-glutaminowego. Juz pierwsze
badania wykazaly, ze syntetaza glutaminy nie jest wysoce stereospecyficzna i katalizuje
takze reakcje kwasu D-glutaminowego [37, 50, 51]. Jednakze w przypadku bardziej
zattoczonego kwasu a-metyloglutaminowego reaguje juz wyltacznie izomer L (zwiazek

3) [50-52].

o 5 0 o) o) 0
HOWOH HO OH HOWOH
NH, NH, NH,
3 4 5

" Badania nad reaktywnoscia hydrazyny i jej pochodnych w reakcji katalizowanej przez GS prowadzono
ze wzgledu na mozliwe zastosowanie tego enzymu do usuwania skazen hydrazyna, ktéra byla uzywana
jako material napedowy w rakietach.
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Podobny rezultat otrzymano badajac  stereoizomery kwaséw -
metyloglutaminowego i y-metyloglutaminowego. Sposrdd czterech stereoizomerow
tylko jeden wykazywat wysoka reaktywnosé, byt to kwas (R,S)-B-metyloglutaminowy
(4) w pierwszej serii zwiazkow oraz kwas (S,S)-y-metyloglutaminowy (5) w drugiej
[53-55]. Analogiczny wynik otrzymano badajac izomery kwasow = [-
hydroksyglutaminowego i y-hydroksyglutaminowego, gdzie tylko jeden stereoizomer
byt aktywny (odpowiednio: kwas (R,S)-B-hydroksyglutaminowy 1 kwas (S,S)-y-
hydroksyglutaminowy).

Wykazano takze, ze nawet bardziej odlegle strukturalne analogi kwasu
glutaminowego moga by¢ przeksztalcane przez enzym. W reakcji enzymatycznej
niechiralnego kwasu (-glutaminowego (6), powstaje tylko jeden enancjomer amidu, co
$wiadczy o wigzaniu tego zwiazku przez enzym w Scisle okreslony sposob [56-57].
Substratem reakcji katalizowanej przez GS moze by¢ takze kwas a-aminoadypinowy
(7), ktéry podobnie jak kwas glutaminowy, moze reagowac zarowno w formie L jak i D

[58].

Ten szereg wynikow doprowadzil do stwierdzenia, ze kwas glutaminowy jest
wigzany w miejscu aktywnym syntetazy glutaminy w konformacji rozciagnigtej (tzn.
katy dwuscienne w lancuchu weglowym wynosza ok. 180°) [59]". Dodatkowym
potwierdzeniem tego wniosku byla reaktywnos¢ zwiazkéw, gdzie konformacja tancucha
byla usztywniona przez wprowadzenie pierscienia szescio- lub pigcioczlonowego. Dla
zwiazkow 8 1 9 w wyniku syntezy otrzymano jedynie dwie mieszaniny racemiczne
skladajace si¢ z izomerdw cis i trans. Zaréwno w przypadku zwiazku 8 jak i 9 enzym
przeksztalcatl jedynie 50% mieszaniny racemicznej izomeréw cis i nie dawatl reakcji z

izomerami trans, czyli aktywny byt tylko jeden z czterech stereoizomerdéw [60-61].

" Fakt ten zostal potwierdzony po kilkunastu latach poprzez rozwiazanie struktury krystalicznej
kompleksu enzymu z kwasem glutaminowym [30].
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Badania nad zwiazkiem 8 wniosly takze pewien wklad w udowodnienie
mechanizmu reakcji enzymatycznej. Préoby wydzielenia y-glutamylofosforanu nie
powiodly sig, poniewaz cyklizuje on natychmiast po uwolnieniu go z enzymu do
roztworu. Mozliwe jest wigc obserwowanie tylko produktu cyklizacji bedacego tylko
posrednim dowodem na istnienie stanu przej$ciowego reakcji enzymatycznej w postaci
y-glutamylofosforanu. W poréwnaniu do y-glutamylofosforanu, ufosforylowana forma
zwiazku 8 ma znacznie mniejsza aktywnos¢ 1 nie moze cyklizowaé. Dzieki temu udato
si¢ wyizolowaé produkt posredni — ufosforylowany zwiazek 8 i bezposrednio
potwierdzi¢ proponowany mechanizm reakcji enzymatycznej [62].

Badania nad réznymi pochodnymi ATP wykazaly, ze podstawienie w pozycjach
6 lub 8 pierécienia purynowego nie wplywa na przebieg reakcji enzymatyczne;j.
Przebadane pochodne: 8-bromo-ATP, 8-merkapto-ATP, 8-[(aminoetylo)-amino]-ATP
oraz 6-merkapto-ATP byly substratami dla syntetazy glutaminy [63]. Co wiegcej,
zwigzane do enzymu merkapto-pochodne mozna bylo dalej modyfikowac. Badania te
nie mialy jednak na celu strukturalnego badania wneki aktywnej enzymu, poniewaz
znane juz byly pierwsze wyniki pomiaréw rentgenograficznych opisujacych strukture
krystaliczna enzymu [25]. Ich istota bylo proste wprowadzenie pochodnych
chromogenicznych lub fluorescencyjnych do struktury enzymu bez jego kowalencyjnej
modyfikacji. Takie ‘probniki’ dawaty mozliwos¢ badania enzymu réznymi technikami

[64].

1.4.2. Reakcje katalizowane przez GS

Syntetaza glutaminy w organizmie zywym katalizuje reakcje biosyntezy L-
glutaminy z kwasu L-glutaminowego i jonu amonowego przy udziale ATP. Ta reakcja
jest nazywana biosyntetyczna. Na podstawie dos§wiadczen in vitro wykazano, ze enzym
ten moze takze katalizowac inne reakcje. Jedna z tych reakcji jest synteza kwasu y-

glutamylohydroksamowego (10) z L-glutaminy (Schemat 1.2).
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Schemat 1.2.

Reakcja ta katalizowana jest przez ADP lub AMP oraz jony manganu (II) lub kadmu
(I) [65]. Podobnie jak reakcja biosyntetyczna zachodzi ona poprzez produkt
przejsciowy, ktérym moze by¢ y-glutamylofosforan (jezeli w roztworze obecne sa jony
fosforanowe) lub y-glutamyloarsenian (dla reakcji z udzialem jondéw arsenowych). Jest
to reakcja okre§lana w literaturze transferowa.

Syntetaza glutaminy moze takze katalizowac reakcj¢ hydrolizy L-glutaminy do
kwasu glutaminowego. Reakcja ta moze mie¢ trzy warianty. Po pierwsze, gdy w reakc;ji
bierze udzial ADP i fosforan powstaje ATP — jest to reakcja odwrotna do reakcji
biosyntetycznej. Po drugie, w obecnosci AMP 1 fosforanu moze powstawac
pirofosforan [66]. Po trzecie, reakcja hydrolizy moze przebiega¢ z udzialem jonu

arsenowego [51].

1.5. Regulacja aktywnoS$ci enzymu
1.5.1. Klasyczny mechanizm regulacji GS

Syntetaza glutaminy jest centralnym enzymem gospodarki azotu w organizmach
zywych, poniewaz jest $ciSle powigzana z wieloma szlakami biochemicznymi. Jej
aktywnos$¢ jest regulowana w bardzo skomplikowany sposéb. Wptywa na nig bardzo
wiele réznych czynnikdéw, a mechanizmy tej regulacji sa bardzo wyrafinowane. Dzigki
temu stezenia metabolitéw powiazanych z tym enzymem sg precyzyjne kontrolowane a
metabolizm azotu w komoérce odpowiednio zbalansowany.

W przypadku syntetazy glutaminy wyrézniamy dwie gléwne Sciezki regulacji
aktywno$ci enzymu: kumulatywna inhibicj¢ zwrotna i1 odwracalng modyfikacjg

kowalencyjna.
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Rysunek 1.8.
Produkty metaboliczne zawierajace azot pochodzacy z grupy amidowej glutaminy (odpowiednie atomy
azotu zaznaczone na czerwono). Wszystkie te zwigzki sa regulatorami aktywnosci syntetazy glutaminy

(dla uproszczenia rysunku grupg fosforanowa oznaczono litera P a adening litera A).

Glutamina jest donorem azotu w biosyntezie wielu waznych metabolitow
(Rysunek 1.8). Do najwazniejszych naleza: glicyna (16), alanina (17), tryptofan (19),
histydyna (20), fosforan karbamoilu (15), glukozamino-6-fosforan (14), CTP (11), AMP
(13). Wszystkie te substancje hamuja aktywno$¢ enzymu [67, 68]. Pomimo, ze
wczesniejsze badania biochemiczne sugerowaty, ze kazdy z tych produktéw ma wiasne
miejsce oddzialywania z enzymem, badania przy uzyciu rentgenografii strukturalnej
[32] i NMR [69] wykazaly, ze wigza si¢ one do miejsca aktywnego i sa prostymi
inhibitorami kompetencyjnymi. Wigkszo$¢ z nich posiada cechy strukturalne albo ATP

albo glutaminianu.
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Rysunek. 1.9.

Schemat regulowania aktywnosci syntetazy glutaminy poprzez adenylowanie / deadenylowanie.

Drugim sposobem regulacji jest kowalencyjna modyfikacja enzymu —
adenylacja. Do tyrozyny 297 jest przylaczane AMP i pomimo tego, Ze miejsce to nie
znajduje si¢ blisko centrum aktywnego, enzym znacznie zmniejsza swoja aktywnos¢.
Zaréwno reakcja adenylacji jak 1 deadenylacji jest katalizowana przez
adenylotransferaz¢ (AT) (Rysunek 1.9) [70]. Natomiast dziatanie AT jest sterowane
przez biatko regulatorowe, ktére moze istnie¢ w dwdch formach Pa 1 Pp. Gdy forma Py
jest przytaczona do adenylotransferazy, katalizowana jest reakcja adenylacji, natomiast
kompleks AT*Pp katalizuje reakcje deadenylacji. Kolejnym poziomem regulacji jest
wzajemna izomeryzacja biatek P4 1 Pp. Pa jest transformowane w Pp po przytaczeniu
dwoch czasteczek UMP. Reakcja ta jest stymulowana przez zwigkszony poziom ATP i
kwasu ketoglutarowego, a hamowana przez glutaming. Reakcja odwrotna jest
hamowana przez kwas ketoglutarowy, a przys$pieszana przez kwas glutaminowy. Ten
wyrafinowany wielopoziomowy mechanizm regulacji pozwala na bardzo precyzyjny
sposob sterowania waznym fizjologicznie procesem. Podsumowujac, w przypadku
duzego stezenia glutaminy, syntetaza glutaminy zmniejsza swoja aktywnos$¢, za$

wysokie stgzenie kwasu ketoglutarowego, zwiazane 2z niedoborem azotu w
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metabolizmie powoduje zwigkszenie aktywnos$ci enzymu, co w dalszej kolejnosci daje
zwigkszony poziom glutaminy begdacej donorem azotu w wielu reakcjach
biochemicznych.

Waznym aspektem takiego wielopoziomowego sposobu regulowania
aktywnos$ci enzymu jest jego wysoka czulo$¢ [71]. Juz niewielka zmiana st¢zenia
istotnego metabolitu moze spowodowaé znaczng zmiang aktywnosci enzymu. Jest to
zwigzane ze wzmocnieniem tego sygnalu na kazdym z poziomdéw regulacji.
Wzmocnienie to zalezy od ilo$ci poziomdéw 1 parametréw kinetycznych poszczegélnych

rownowag.

1.5.2. Regulacja aktywnosci GS w cyjanobakteriach

W wigkszos$ci organizmdéw regulacja syntetazy glutaminy opiera si¢ gldwnie na
systemie adenylacji/deadenylacji. Jednakze fakt, Ze jest to jeden z najstarszych
funkcjonujacych enzyméw, spowodowal rozwinigecie réznorodnych sposobdow jego
regulacji. Ciekawym przykladem jest syntetaza glutaminy 2z cyjanobakterii
kontrolowana w zupelnie inny sposéb niz klasyczna adenylacja [72-74]. Badania
cyjanobakterii Synechocystis wykazaly, ze w regulacji tego enzymu biora udzial dwa
peptydy: IF7 i IF17. Ekspresja genow gifA i gifB kodujacych peptydy IF7 i IF17 zalezy
od stgzenia jonéw amonowych w komorce. Wartym odnotowania jest fakt, ze w obu
peptydach zawarto$¢ glutaminy 1 argininy jest bardzo wysoka (13.7% Gln i 12.5% Arg
w IF7). Glutamina jest produktem syntetazy glutaminy, a arginina jest aminokwasem,
ktéry ma najwigksza zawarto$¢ procentowa azotu w czasteczce. Wysoki poziom tych
aminokwasow w komoérce powoduje zwigkszenie produkceji peptydéw inhibitorowych i
blokowanie enzymu, ktdéry uczestniczy w ich biosyntezie. Jest to szczegdlny rodzaj
mechanizmu sprzg¢zenia zwrotnego zaleznego od stezenia produktéw reakcji
enzymatycznej [75].

Bezposrednie przytaczenie IF7 lub IF17 do czasteczki syntetazy glutaminy
powoduje jej calkowita dezaktywacjg. Peptydy maja wiele dodatnio natadowanych reszt
aminokwasowych, a ich punkty izoelektryczne wynosza odpowiednio 11.2 (IF7) i 10.9
(IF17). Zalezno$¢ sity wiazania od pH roztworu sugeruje, ze te dodatnio natadowane
czasteczki wiaza si¢ z syntetaza glutaminy gldwnie dzigki oddziatywaniom
elektrostatycznym. Co wigcej, wykazano, ze peptyd IF7 jest naturalnie
nieuporzadkowany, a zawarto$¢ struktur drugorzgedowych jest marginalna [76]. Taka

niezwarta struktura ma kluczowe znaczenie dla przylaczania si¢ do enzymu i dla jego
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dezaktywacji. Niska stala dysocjacji IF7 z GS (Kp=0.310.1uM) wykazuje, ze proces ten
jest bardzo wydajny.

Poréwnujac mechanizm regulacji opierajacy si¢ na adenylacji enzymu i ten
opierajacy sie na kompleksowaniu peptydéw IF7 i IF17, mozna zauwazy¢ kilka
istotnych réznic. Adenylacja powoduje jedynie zwigkszenie czulosci enzymu na
inhibicje przez niektdére substancje, natomiast przylaczenie IF7 lub IF17 catkowicie
blokuje enzym. Mechanizm adenylacji jest na pewno procesem szybszym niz
modyfikacja ekspresji genéw kodujacych peptydy inhibitorowe. Proces kowalencyjnej
modyfikacji GS wydaje si¢ by¢ takze bardziej wyrafinowanym poprzez to, ze kontrola
jest wielopoziomowa i opiera si¢ na wzmacnianiu wybranych sygnalow. Warto
zaznaczyé, ze regulacja aktywnosci przez peptydy inhibitorowe nie jest rzadkoscia i

wystepuje takze w przypadku wielu innych enzymow.

1.6. Inhibitory syntetazy glutaminy

Duze zainteresowanie syntetaza glutaminy doprowadzito do zbadania znacznej
liczby inhibitoréw. Jakkolwiek wigkszo$¢ z nich zostata otrzymana syntetycznie, pewna
grupa zwiazkéw byla wyizolowanych z organizméw zywych. Najwigksze grupy
syntetycznych inhibitoréw GS stanowig analogi sulfoksyiminy metioniny 1

fosfinotricyny.

1.6.1. Sulfoksyimina metioniny i jej analogi

Sulfoksyimina metioniny (22) byla pierwszym opisanym, silnym inhibitorem
syntetazy glutaminy [77]. Pierwsze doniesienia na temat aktywnosci biologicznej tego
zwiazku pojawily sie juz w roku 1949 [78], a w roku 1952 wykazano, ze jest to silny

inhibitor syntetazy glutaminy z mézgu [77].
@]
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W kolejnych latach intensywnie badano mechanizm inhibicji. Udowodniono, ze
sulfoksyimina metioniny wiaze si¢ nieodwracalnie z syntetaza glutaminy. Podobnie jak
substrat reakcji — kwas glutaminowy, inhibitor ten jest fosforylowany w miejscu
aktywnym enzymu przy udziale ATP (Schemat 1.3) [79]. Ufosforylowany zwiazek jest

wlasciwym inhibitorem enzymu i tylko w takiej formie jest on nieodwracalnie do niego
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wiazany. Jest to typowy analog stanu przej$ciowego reakcji enzymatycznej, co prosto

zauwazy¢ poréwnujac struktury 23 1 24.
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Schemat 1.3.

Sulfoksyimina metioniny ma dwa centra chiralnosci: na atomie wegla i siarki.
Poczatkowo dysponowano tylko mieszaninami diastereoizomeréw RS-sulfoksyiming L-
metioniny i RS-sulfoksyiming D-metioniny. Wykazano, ze RS-sulfoksyimina D-
metioniny nie hamuje aktywnosci enzymu [80, 81]. Diastereoizomery RS-
sulfoksyiminy L-metioniny w postaci soli z kwasem (+)-kamfoleno-10-sulfonowym
zostaly rozdzielone chromatograficznie a absolutna konfiguracj¢ otrzymanych
izomerdw ustalono za pomoca rentgenografii strukturalnej. Mniej dokladne badania z
roku 1969 wykazywaty, ze jedynie S-sulfoksyimina L-metioniny hamuje enzym [82].
Jednakze pomiary z roku 1982 [83, 84] pokazaly, ze powinowactwo do enzymu
wyznaczone dla izomeru S jest jedynie dziesigciokrotnie wigksze niz dla izomeru R. W
obecnosci ADP powinowactwo izomeru S ro$nie ok. 35-krotnie, natomiast dla izomeru
R tylko S5-krotnie. Ostatecznie mozna stwierdzi¢, ze enzym silnie preferuje S-

sulfoksyiming L-metioniny wzgledem pozostalych stereoizomeréw tego zwiazku.

it i i i
S /“\/\/S'
HO)J\;/\/ “ ‘ HO - ” ‘1,
= NH = NH
NH, NH,
(S,S)-22 (S,R)-22
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Przebadano takze inne pochodne metioniny (zwiazki 25-27), zblizone
strukturalnie do 22 [80, 85, 86], oraz seri¢ analogdéw strukturalnych sulfoksyiminy
metioniny (zwiazki 28-33) [87, 88]. Wykazano, ze im bardziej zwiazek pod wzgledem
strukturalnym zblizony jest do inhibitora wiodacego, tym ma on wigksza aktywnosc.

o 0 Q 0 0 0
S S S
HO)H/\/(];\ HO)H/\/ ~ HOJk(\/g\NHz
NH, NH, NH,
25 26 27
o} 0 o} o} o o
g g M
HO 1™ HO 1> e I~
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NH, NH, NH,
28 29 30
o I O Q 0
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S
e NH NH NH
2 NH, NH,
31 32 33

1.6.2. Fosfinotricyna i jej analogi

Pierwsze inhibitory syntetazy glutaminy zawierajace atom fosforu otrzymano we
Wroclawiu juz w roku 1959 [89] (zwiazki 34 i 35)". W zamysle autoréw grupa
fosfonowa lub fosfinowa w tych zwiazkach miata nasladowac stan przejsciowy reakcji

enzymatycznej.

0 0 o i
P P
HO)}\/\/ | ~OH HO)S/\/ | ~—
OH OH
NH, NH,
34 35

Prawdziwym przelomem bylo jednak wyizolowanie fosfinotricyny (36) z kultur

bakterii Streptomyces viridochromogenes. Dokonaly tego niezaleznie dwie grupy

" Niestety ze wzgledu na to, Ze nie znano metody syntezy dichlorometylofosfiny, nie byta mozliwa
synteza fosfinotricyny, ktora odkryto kilkanascie lat pdznie;.
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badawcze: niemiecka i japonska [90, 91]. Fosfinotricyna wystepuje w tych bakteriach w
postaci tripeptydu: fosfinotricylo-alanylo-alaniny (37). Zwiazek ten jest obecnie
najlepszym znanym inhibitorem syntetazy glutaminy zawierajacym atom fosforu, ze

stala inhibicji dla enzymu z E. coli réwna 1.6uM [92].
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Szczegdlowe badania wykazaly, ze mechanizm inhibicji enzymu przez
fosfinotricyng jest analogiczny do tego znalezionego dla sulfoksyiminy metioniny. W
miejscu aktywnym enzymu jest ona fosforylowana przy udziale ATP [93, 94] i tak
powstaly zwiazek (38) jest faktycznym, nieodwracalnym inhibitorem syntetazy
glutaminy (Schemat 1.4).

0 o) (@) (@)

I GS/ATP !
HO I~ T HO [
OH 0._.0

NH, NH, T

36 38
Schemat 1.4.

W nadziei na znalezienie bardziej aktywnych zwiazkéw 1 w celu analizy miejsca
aktywnego enzymu zsyntezowano wiele analogéw strukturalnych fosfinotricyny i
formalnego analogu glutaminianu — kwasu 2-amino-4-fosfonomastowego (struktury
39-52) [92, 95]. Badania te nie przyniosty jednak znaczacego sukcesu. Najprostszym
wnioskiem, jakim mozna z nich wyciagnaé, jest to, ze im struktura jest blizsza
fosfinotricynie, tym zwiazek jest bardziej aktywny. Jedyna modyfikacja, ktéra nie
spowodowata pogorszenia aktywnosci inhibitorowej bylo wprowadzenie grupy -OH w

pozycji y fosfinotricyny (zwiazek 39) [92, 96-99].
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Ciekawym pomystem bylo usztywnienie gléwnego tancucha inhibitora przez

wprowadzenie do struktury pierscienia alifatycznego (zwiazki 53-55) [98].
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Taki zabieg powoduje zmniejszenie przestrzeni konformacyjnej zwiazku i przez to
mniejszg strate entropii przy wiazaniu si¢ inhibitora z enzymem. Najprawdopodobniej,

ze wzgledu na niewielkie rozmiary wneki wiazacej glutaminian, tak skonstruowane
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inhibitory nie okazaly si¢ lepsze od fosfinotricyny. Jedynie zwiazek (54) mial stala
inhibicji zblizong do fosfinotricyny (K;=0.47uM dla enzymu z fasoli, fosfinotricyna
K=0.22uM).

Prébowano takze zwigkszy¢ aktywnos¢ inhibitorowa poprzez wprowadzenie do
struktury badanego zwiazku dodatkowej grupy fosfonowej. Tak skonstruowany
inhibitor nasladuje ufosforylowany produkt przejéciowy reakcji enzymatycznej (24)
[100-102].
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56 57
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Jednakze inhibitory te okazaly si¢ by¢ mato efektywne. Wynika to najprawdopodobnie;j
z trudnosci w dokowaniu si¢ inhibitora w odpowiednie miejsce wngki aktywnej,
wynikajace z niskiej analogii elektronowe] migdzy reszta pirofosforanowa 1
metylenodifosforowa. Wyniki te wykazuja, ze efektywniej jest dostarczy¢ do enzymu
nieufosforylowany inhibitor i umozliwié jego fosforylacje we wngce aktywnej enzymu

przy udziale ATP.

1.6.3. Inne analogi kwasu glutaminowego

Juz z badan biochemicznych wykonanych na organizmach zywych wiadomo, ze
aktywno$¢ syntetazy glutaminy jest blokowana przez szereg aminokwaséw. Sa to
glicyna, alanina, seryna, histydyna, tryptofan [30]. Otrzymano tez szereg syntetycznych
analogéw kwasu glutaminowego, bgdacych inhibitorami syntetazy glutaminy. Sa to
zwiazki takie jak kwasy: y-hydroksy- lub y-fluoroglutaminowy [103] (59, 60), czy 5-
hydroksylizyna (61) [104].
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Wyizolowano takze kilka dobrych inhibitoréw syntetazy glutaminy z bakterii.
Najlepszym z nich jest B-laktam tabtoksyny (62) produkowany przez Pseudomonas
tabaci [105]. Ciekawymi strukturalnie inhibitorami sa takze alanozyna (63)
produkowana przez Streptomyces alanosinicus [106] oraz oksetyna (64) wyizolowana

ze Streptomyces sp. [107].
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Na podstawie analizy struktur prostych inhibitoréw GS grupa prof. Nozoe
zaprojektowata bardzo dobry inhibitor syntetazy glutaminy (zwiazek 65) o statych
inhibicji réwnych 7 uM wzgledem enzymu z mézgu owcy i 21 uM wzgledem enzymu z
soji [108].
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1.6.4. Bisfosfoniany

Aktywno$¢ biologiczna metylenobisfosfoniandw byla rozwazana przede
wszystkim w powiazaniu z ich dzialaniem przeciw osteoporozie, co wiaze sig¢ z
wprowadzeniem ich do praktyki klinicznej [109-112]. Jednakze hamowanie syntetazy
glutaminy przez t¢ klas¢ zwiazkow zwiazane jest z ich wlasciwosciami herbicydowymi.
Tego typu aktywnos$¢ bisfosfonianéw znana byla juz w roku 1979 (zwiazki 66, 67)
[113-115], co jednak nie bylo szeroko badane az do roku 1995 [116].
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Pomimo, ze bisfosfoniany stanowia grupe obiecujacych herbicyddw, sposéb ich
dzialania na poziomie molekularnym jest stabo poznany. Wstgpne obserwacje ich
oddzialywania na ro$liny pozwolily przypuszcza¢, ze hamuja one najbardziej
podstawowe szlaki metaboliczne [117]. Zbadanie wigkszej grupy zwiazkéw (struktury
68-75) 1 proba powiazania ich aktywnosci herbicydowej ze struktura nie dala jednak
zadnych istotnych rezultatéw [118-120].
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Na podstawie badan in vivo wykazano, ze bisfosfoniany blokuja biosynteze
antocyjanin, co pozwolilo przypuszczaé, ze hamuja one bezposrednio jeden z enzymow
biosyntezy aminokwaséw aromatycznych. Udowodniono, ze hamowany jest pierwszy
enzym ze $ciezki biosyntezy aminokwasow aromatycznych — syntaza 3-deoksy-D-
arabino-heptulozo-7-fosforanu (EC 4.1.2.15; syntaza DAHP) [120-123]. Enzym ten
katalizuje reakcje kondensacji fosfoenolopirogronianu (77) z erytrozo-4-fosforanem

(76) (Schemat 1.4).
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76 77 78
Schemat 1.4.

Wyniki innej grupy badawczej pokazaly, ze dzialanie bisfosfonianéw jest
powiazane z hamowaniem biosyntezy chlorofilu i1 karotenoidéw, co wskazuje na
hamowanie izoprenoidowej $ciezki biosyntezy tych zwiazkéw [124-125].
Dezaktywowana jest syntaza pirofosforanu farnezylu (E.C. 2.5.1.10; transferaza
prenylowa), ktéra katalizuje syntezg pirofosforanu farnezylu (81) z pirofosforanu

izopentenylu (79) poprzez pirofosforan geranylu (80) (Schemat 1.5).
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Schamat 1.5.

Enzym ten uwazany jest takze za cel molekularny dziatania bisfosfonianéw jako lekéw
choréb kosci. Przy uzyciu modelowania molekularnego i1 obliczen kwantowo-

mechanicznych pokazano, ze bisfosfoniany zawierajace azot moga by¢ analogami stanu
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przejsciowego reakcji enzymatycznej i dobrze pasuja do miejsca aktywnego tego
enzymu [126-128].

Zablokowanie szikimianowej $ciezki biosyntezy aminokwasdéw aromatycznych
w roslinach prowadzi do obnizenia poziomu fenyloalaniny i tyrozyny oraz zwigkszenia
ilosci pozostatych aminokwasow . Eksperymenty badajace zawarto$é poszczegdlnych
aminokwasow w komdrkach ro$linnych po podaniu zwiazku 72 w dawkach
subletalnych, wykazaly zupehie inny rozklad aminokwaséw. Nie tylko zmniejszyto sig¢
stezenie aminokwasOw aromatycznych, ale takze obnizyl si¢ poziom glutaminy,
asparaginy, argininy, kwasu glutaminowego i glicyny, co $wiadczy o blokowaniu
enzymu odpowiedzialnego za gospodarke azotu w organizmie [129]. Dalsze badania
sprecyzowaly, ze blokowana jest syntetaza glutaminy. Ostatecznie wykazano, ze

zwiazek ten blokuje jednoczesnie co najmniej dwa enzymy: syntazg¢ DAHP i GS.

1.7. Zastosowanie inhibitorow syntetazy glutaminy

Badania z wykorzystaniem inhibitoréw syntetazy glutaminy wniosty duzy wktad
w poznanie biochemii tego enzymu. Umozliwily one nie tylko scharakteryzowanie
miejsca aktywnego enzymu i lepsze zrozumienie mechanizmu reakcji, ale daly takze
mozliwo$¢ poznania zalezno$ci pomigdzy réznymi procesami biochemicznymi w
komorce. Jednakze badania nad inhibitorami syntetazy glutaminy maja réwniez
charakter bardziej praktyczny. Szczegétowe przebadanie ich  wlasciwosci
herbicydowych doprowadzilo do wprowadzenia na rynek preparatu zawierajacego
fosfinotricyng — jednego z najlepszych inhibitorow tego enzymu. Druga dziedzina
praktycznych badan skupia si¢ na zastosowaniu inhibitoréw syntetazy glutaminy do

walki z gruzlica.

1.7.1. Herbicydy

Syntetaza glutaminy jest kluczowym enzymem w gospodarce azotu w roslinach,
gdyz glutamina jest zrédlem azotu w wielu reakcjach biochemicznych. Dodatkowo,
enzym usuwa amoniak powstajacy w procesie redukcji azotandw, degradacji
aminokwasow, czy tez podczas fotooddychania. Wykazano, ze inhibitory syntetazy

glutaminy sa dobrymi herbicydami totalnymi. Najlepszym, ze wzgledu na wymagane

" Taki rozklad aminokwaséw jest obserwowany przy zastosowaniu N-fosfonometyloglicyny —
herbicydu, ktéry blokuje jeden z enzymoéw biosyntezy aminokwasow, tj.: syntazg kwasu S5-fosfo-5-
enolopirogroniano-szikimowego.
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stezenie oraz dostgpno$¢ syntetyczna wydaje si¢ by¢ fosfinotricyna [130-132]. Co
wiecej jest ona nietoksyczna dla ludzi i zwierzat, co jest warunkowane kilkoma
czynnikami. Po pierwsze aktywnos$¢ fosfinotricyny wzgledem enzyméw zwierzgcych
jest kilkadziesiat razy mniejsza niz wzglgdem enzyméw roslinnych. Po drugie,
fosfinotricyna nie przechodzi przez barier¢ krew-moézg i po trzecie, jest ona latwo
wydzielana przez nerki. Sulfoksyimina metioniny takze wykazuje aktywnos¢
herbicydowa [133]. Wymagane jednakze jest jej wigksze stgzenie, a w warunkach
polowych szybko hydrolizuje [134-136]. Bardzo dobra aktywno$¢ herbicydowa
przejawia takze [B-laktam tabtoksyny [137], niestety nie jest on tatwo dostgpny na
drodze syntezy chemicznej. Ostatecznie do rolnictwa zostala wprowadzona jedynie
fosfinotricyna [138]. W Japonii firma Meiji Seika Ltd sprzedaje preparat Meiji Herbiace
zawierajacy 32% bialfosu (tripeptydu fosfinotricyny, 38), ktory zostal dopuszczony do
stosowania w roku 1984. W Europie preparat zawierajacy jako substancj¢ czynna
fosfinotricyne jest sprzedawany pod handlowa nazwa BASTA przez firmg Aventis.
Mechanizm dziatania fosfinotricyny jako herbicydu jest skomplikowany. Jest on
zwigzany z dwoma istotnymi faktami: a) zahamowanie aktywnosci syntetazy glutaminy
powoduje gromadzenie sig toksycznego amoniaku w roslinie [136, 139, 140] oraz b)
zatrzymuje proces fotosyntezy [135, 140, 141]. Gromadzenie si¢ amoniaku w
organizmie wynika prosto ze stechiometrii reakcji katalizowanej przez enzym,
natomiast mechanizm blokowania fotosyntezy nie jest juz tak oczywisty. Badania
pokazuja, Ze inhibicja syntetazy glutaminy niszczy skomplikowane zaleznosci
pomigdzy metabolizmem wegla i azotli w roslinach, co silnie wplywa na fotosyntezg
[142, 143]. Fotosynteza jest hamowana tylko w warunkach atmosferycznych. Gdy
fotooddychanie nie moze zachodzi¢ (w atmosferze o niskiej zawartosci tlenu: 2% O; i
1000ppm CO,), nie obserwowano inhibicji fotosyntezy przez fosfinotricyng [140, 144-
147]. Na tej podstawie stwierdzono, ze proces hamowania fotosyntezy bazuje na
inhibicji czeséci procesu fotooddychania [148]. Zahamowanie syntetazy glutaminy w
ro$linie powoduje spadek stezenia zaréwno glutaminy jak i glutaminianu. Wskazuje to
na brak mozliwosci transaminacji glioksalanu do glicyny [149]. W wyniku tego efektu
w ro$linie gromadzi si¢ znaczny nadmiar glikolanu i glioksalanu. Glikolan natomiast
hamuje aktywno$¢ najwazniejszego z enzymow fotosyntezy — RUBISCO [150].
Totalne dziatanie herbicydowe fosfinotricyny w warunkach polowych nie
zawsze jest pozadane. Najnowsze technologie w rolnictwie powinny umozliwiaé

eliminowanie tylko roslin niepozadanych, a wzmacnianie tych uprawianych. Dlatego
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tez prowadzone sa intensywnie badania nad zmodyfikowanymi genetycznie ro$linami
uprawnymi, ktére bylyby odporne na dziatanie fosfinotricyny. Zostaly przeanalizowane
dwa sposoby rozwiazania tego problemu. Pierwsza strategia opiera si¢ na izolowaniu
genu syntetazy glutaminy z komorek, ktére sa odporne na ten herbicyd i
ekspresjonowanie ich w roslinie. Na przyklad, dokonano selekcji komoérek lucerny,
ktére byty 20-100 razy bardziej odporne na fosfinotricyng, niz komérki typu dzikiego
[151]. Dodatkowo aktywno$¢ syntetazy glutaminy w tak wybranych komérkach byta 3-
7 razy wigksza. Badania cDNA kodujacego ten enzym wykazaly, Ze jest on
nadprodukowany w odpornych komdrkach, co jest osiagane poprzez zwigkszony
poziom mRNA.

Drugie podejscie bazuje na ekspresjonowaniu enzymu, ktory detoksyfikuje
fosfinotricyng. Enzymem takim jest transferaza acetylofosfinotricyny (PAT) ze
Streptomyces hygroscopicus katalizujaca reakcje acetylowania L-
demetylofosfinotricyny w czasie biosyntezy fosfinotricyny [152]. Enzym ten ma
wysokie powinowactwo do fosfinotricyny (K,=0.06mM) i znacznie nizsze do L-
glutaminianu, sulfoksyiminy L-metioniny 1 d-hydroksylizyny (K., wynosza
odpowiednio 240, 36, 56mM). Gen kodujacy PAT zostat sklonowany i przy uzyciu
odpowiedniego promotora wprowadzony do komoérek roslinnych. Tak zmodyfikowany
tyton byl odporny na dawke fosfinotricyny przewyzszajaca 4-10 razy dawkeg potrzebna
do usunigcia innych ro$lin. Gen udalo sig takze wprowadzi¢ do komérek pomidoréw i
ziemniakéw [153]. Tak stworzone transgeniczne ro$liny normalnie kwitly i
produkowatly ziarno na normalnym poziomie [154]. Poziom amoniaku w tych roslinach

po podaniu herbicydu byl niezmieniony, co udowadnia ich catkowita odpornos¢.

1.7.2. Leki przeciwgruzlicze

Pomimo znacznego rozwoju badan farmaceutycznych gruzlica jest ciagle
jednym z powazniejszych probleméw medycyny. Bakteria powodujaca zachorowania
jest Mycobacterium tuberculosis. Powoduje ona najwigksza $miertelno$¢ sposrdd
choréb wywolywanych przez pojedynczy patogen. Znalezienie dobrego celu
molekularnego dla lekéw na gruzlicg jest kluczowym zadaniem na obecnym etapie
walki z ta choroba. Uruchomiony zostal duzy projekt genomiki strukturalnej, ktéry ma
na celu wyznaczenie struktur ponad 400 enzymdéw z tej bakterii i ich analizg w

kontekscie znalezienia leku na gruzlicg [155]. Jednym z wyselekcjonowanych enzyméw
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jest syntetaza glutaminy, dla ktérej wyznaczono strukture krystaliczna, co umozliwia
projektowanie specyficznych inhibitoréw [26].

Wyboér syntetazy glutaminy ma takze podstawy w badaniach biochemicznych.
M. tuberculosis wydziela podczas wzrostu znaczne ilosci bialek do przestrzeni
miedzykomoérkowej [156], a jednym z wazniejszych jest syntetaza glutaminy. Wzbudza
ona szczegblne zainteresowanie ze wzgledu na powiazanie z patogenicznoscia [157-
159], poniewaz tylko bakterie powodujace gruzlicg wydzielaja ten enzym. Zwiazane
jest to z budowa struktury poli-glutaminian/glutamina w ich $cianie komérkowej [160].

Wykazano, ze sulfoksyimina metioniny nie tylko powoduje hamowanie
wydzielonego enzymu in vitro, ale takze dziala in vivo [158]. Blokuje tworzenie
struktury poli-glutaminian/glutamina w $cianie komoérkowej i1 przez to hamuje wzrost
bakterii. Inhibitor nie przekracza bariery $ciany komorkowej, co powoduje, ze
blokowany jest tylko rozwdj patogenéw. Dodatkowo, sulfoksyimina metioniny jest
zupehie nietoksyczna dla ssakow, poniewaz ich syntetaza glutaminy jest 100 razy
mniej wrazliwa na ten zwigzek. Dzialanie tego zwiazku badano uzywajac $winki
morskiej jako organizmu testowego. Udowodniono, ze jest on efektywnym
antybiotykiem i wspomaga dzialanie uzywanego w praktyce klinicznej izoniazydu, a

wiec moze byé uzyty w terapii wielolekowej [161].
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2. Cel pracy

Niniejsza praca ma charakter interdyscyplinarny i taczy w sobie wykorzystanie

réznych metod obliczeniowych i modelowania molekularnego do lepszego zrozumienia

sposobu dzialania znanych oraz projektowanie nowych inhibitoréw z synteza tych

inhibitoréw metodami chemii organicznej. Natomiast eksperymentalne wyznaczenie

statych inhibicji otrzymanych zwiazkéw, czyli weryfikacja projektowania nie

wchodzito w zakres rozprawy. Celem badan prowadzonych w ramach prezentowanej

pracy bylo:

a)

b)

lepsze  zrozumienie  herbicydowego  dzialania  pochodnych  kwasu
aminometylenobisfosfonowego na poziomie molekularnym z wykorzystaniem
metod modelowania molekularnego;

zbudowanie teoretycznego modelu opisujacego zaleznos¢ aktywnosci
inhibitorowej pochodnych kwasu aminometylenobisfosfonowego wzgledem
syntetazy glutaminy od ich struktury przy pomocy metody CoMFA/3D-QSAR;
analiza sposobu wigzania znanych inhibitoréw do syntetazy glutaminy i
wskazanie istotnych cech strukturalnych i elektronowych, jakie winien spetiac¢
dobry inhibitor;

racjonalne zaprojektowanie nowych inhibitoréw syntetazy glutaminy w oparciu
o jej strukture krystaliczng i przy uzyciu metod modelowania molekularnego;
synteza serii zaprojektowanych pochodnych fosfinotricyny i kwasu 4-N-

hydroksy-2,4-diaminomastowego w formie enancjomerycznie czystej.
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3. Wyniki i dyskusja

Aby zrealizowaé cel pracy — znalezienie dobrych inhibitoréw syntetazy
glutaminy, badania prowadzono w dwdch kierunkach. Po pierwsze, podjgto proby
analizy aktywnosci inhibitorowej pochodnych kwasu aminometylenobisfosfonowego 1i
po drugie, realizowano projekt badawczy dotyczacy analogdéw glutaminianu.

W  czesci badan poswigconych bisfosfonianom (rozdzialy 3.1 1 3.2)
zdefiniowano podstawy molekularne ich dzialania herbicydowego. Zaproponowano
sposob wigzania bisfosnoniandow przez syntetaz¢ glutaminy 1 okreslono istotne
oddzialywania z wngka enzymatyczng. Skorelowano takze eksperymentalne dane
dotyczace inhibicji tego enzymu z ro$lin z cechami strukturalnymi i elektrostatycznymi
badanych zwiazkow.

Druga cze$¢ pracy opierala si¢ na lepiej poznanych inhibitorach — analogach
glutaminianu. Zanalizowano sposéb wiazania szeregu znanych inhibitoréw w centrum
aktywnym enzymu i wskazano istotne elementy strukturalne i elektronowe wazne dla
wysokiej aktywnosci tych inhibitorow (rozdzial 3.3). Nastgpnie zaprojektowano szereg
nowych, potencjalnych inhibitoréw bedacych analogami fosfinotricyny (rozdzial 3.4) i
kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego (rozdzial 3.6). Z obu zaprojektowanych
zbiorow zwiazkow wybrano te, ktére wydawatly sig¢ by¢ syntetycznie dostgpne 1 podjgto
proby ich otrzymania (rozdziaty 3.5 i1 3.7). Otrzymane zwiazki zostaly poddane
wstegpnym testom in vitro okreslajacym ich aktywnos$¢ inhibitorowa wzglgdem
syntetazy glutaminy z E. coli (rozdziat 3.8).
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3.1. Analiza sposobu dzialania herbicydowo aktywnych bisfosfonianow

Analiza danych biochemicznych dotyczacych aktywnosci herbicydowej
bisfosfonianow wykazuje, Zze sposob ich dziatania jest wieloraki. Do tej pory wykazano,
7e moga one hamowac trzy enzymy: syntaz¢ 3-deoksy-D-arabino-heptulozo-4-fosforanu
(EC 4.1.2.15; DAHPS), syntaze pirofosforanu farnezylu (EC 2.5.1.10; FPS) i syntetazg
glutaminy (EC 6.3.1.2; GS) [120, 125, 129]. Sposéréd zbadanych bisfosfonianéw
wybrano dwa (zwiazki 72 i 67), ktoérych aktywnos$¢ herbicydowa byla najwigksza 1
znane byly ich stale inhibicji wzgledem DAHPS i GS [120, 129]. Wybrane
bisfosfoniany zostaly zadokowane we wnekach katalitycznych tych trzech enzymoéw.
Aby dokladniej zrozumie¢ sposob dziatania herbicydowego tej klasy zwiazkéw
szczegblowo przeanalizowano ich oddzialywania w centrach aktywnych. Zastosowanie
identycznych procedur obliczeniowych pozwolilo poréwnaé aktywnos$¢ inhibitorowa

wybranych zwiazkow (72 1 67) wzgledem trzech badanych enzymow.

Cl
7 N e} 7 N @)
B N \\/OH B N Q °H
P—OH P—OH
n—( N—(
H o p?° W p#°
/N N
HO OH HO OH
72 67

Struktura omawianych bisfosfonianéw nie przypomina zadnego znanego
inhibitora syntetazy glutaminy. Dotychczas opisane inhibitory tego enzymu sa prostymi
analogami glutaminianu i wiaza si¢ w jego miejsce w centrum aktywnym enzymu [14].
Po dokladnym przeanalizowaniu calego miejsca aktywnego syntetazy glutaminy, w
poblizu miejsca wigzania grupy trdjfosforanowej ATP zostala znaleziona wneka, ktora
wydaje si¢ by¢ najbardziej prawdopodobnym miejscem wigzania bisfosfoniandw.
Zgodnie z opublikowanymi danymi biochemicznymi wngka ta nie ma waznej roli
fizjologicznej. Nalozenie fragmentu bisfosfonowego badanych zwiazkéw na grupe
pirofosforanowa ATP zwiazanego we wnegce Kkatalitycznej enzymu 1 nastgpnie
zoptymalizowanie otrzymanego kompleksu enzym-inhibitor pozwolilo na otrzymanie

kilku réznych struktur (z réznymi konformacjami inhibitoréw) (Rysunek 3.1).
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Rysunek 3.1.

Inhibitory 72 (a) i 67 (b), zadokowane w syntetazie glutaminy. Powierzchnia enzymu z zaznaczonym
rozktadem tadunku — od ujemnego (czerwony) do dodatniego (niebieski). Przedstawiono takze sposdb

wigzania ATP (pomaranczowy).

Najwyzsze wartosci funkcji oceniajacych z programu LUDI [162-164] dla
komplekséw obu badanych zwiazkow przedstawiono w Tabeli 3.1". Znaczace wartosci
IONIC_SCORE pokazuja, ze w kompleksie enzym-inhibitor oddziatywania typu
elektrostatycznego sa najistotniejsze. Sa one zwiazane z oddzialywaniem dwéch grup
fosfonowych z dwoma kationami magnezu, ktére znajduja si¢ we wnece katalitycznej.
Oddziatywania typu hydrofobowego (LIPO_SCORE) pomigdzy pierscieniem
pirydynowym a enzymem sa ocenione na trzykrotnie stabsze od jonowych. W
strukturach tych nie znaleziono zadnych wigzan wodorowych stabilizujacych kompleks

(HB_SCORE).

Tabela 3.1.
Poréwnanie warto$ci funkcji oceniajacej LUDI 1 dla ATP i bisfosfonianéw

zadokowanych w centrum aktywnym syntetazy glutaminy.

Zwiazek LUDI 1 HB SCORE LIPO SCORE IONIC SCORE
Substrat: ATP 504 234 219 197
72 600 0 186 586
67 596 0 180 588

" W niniejszej pracy funkcje opisujace oddzialywania pomiedzy ligandem a receptorem (ang. scoring
function) sa nazywane funkcjami oceniajacymi. Termin ten wydaje si¢ by¢ bardziej adekwatny niz
okreslenie ‘funkcja wynikowa’ stosowane przez J. Grembecka [165].
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Bisfosfoniany 72 i 67 sa natomiast podobne strukturalnie do substratu i produktu
reakcji katalizowanej przez syntaze pirofosforanu farnezylu. Zaréwno pirofosforan
geranylu (GPP) (substrat) i pirofosforan farnezylu (produkt) jak i analizowane zwiazki
posiadaja dwie grupy fosforowe na jednym koncu czasteczki i ptaski hydrofobowy
podstawnik na drugim koncu. Fosfonowe grupy zwiazkéw 72 i1 67 zostaly nalozone na
pirofosforanowa grupg substratu i po zoptymalizowaniu kompleksu bisfosfonian-enzym
otrzymano kilka struktur inhibitor-enzym (dla réznych konformacji startowych
bisfosfonianu) (Rysunek 3.2). Otrzymane w tej pracy potozenie inhibitorow we wnece
aktywnej enzymu jest bardzo bliskie do tego, ktére bylo przedstawione we
wczesniejszych pracach [128]. Struktury te zostaly ocenione przy pomocy funkcji z
programu LUDI i najwyzsze oceny przedstawiono w Tabeli 3.2. Podobnie jak w
przypadku komplekséw z udzialem syntetazy glutaminy, najwazniejsze jest
oddzialywanie elektrostatyczne pomigdzy grupami fosfonowymi inhibitora a jonami
magnezu z centrum aktywnego. Oddziatywania typu lipofilowego sa takze istotne. Z
powodu zawady sterycznej spowodowane]j przez grupg metylowa zwiazku 67, sposéb
jego wiazania z enzymem nie jest optymalny i jest to uwidocznione poprzez znaczaco

mniejsza warto$¢ ogoélnej oceny LUDI 1.

Rysunek 3.2.

Inhibitory 72 (a) i 67 (b), zadokowane w syntazie pirofosforanu farnezylu. Powierzchnia enzymu z
zaznaczonym rozkladem tadunku — od ujemnego (czerwony) do dodatniego (niebieski). Przedstawiono

takze sposOb wiazania GPP (pomaranczowy).
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Tabela 3.2.
Poréwnanie wartosci funkcji oceniajacej LUDI 1 dla GPP i bisfosfonianéw

zadokowanych w centrum aktywnym syntazy pirofosforanu farnezylu.

Zwiazek LUDI 1 HB SCORE LIPO SCORE IONIC SCORE
Substrat: GPP 394 222 394 0
72 675 39 228 580
67 540 13 175 524

Analizujac mozliwo$¢é hamowania syntazy DAHP przez bisfosfoniany, mozna
zauwazy¢, ze jeden z substratow tej reakcji — kwas fosfoenolopirogronowy (PEP) ma
struktur¢ bardzo podobng do grupy metylenobisfosfonowej. Przez natozenie grupy
metylenobisfosfonowej na kwas fosfoenolopirogronowy 1 optymalizacj¢ struktury
otrzymano kilka komplekséw badanych bisfosfonianow z syntaza DAHP, ktére
nastgpnie zostaly ocenione przez funkcj¢ z programu LUDI. Kompleksy z
najwiekszymi warto$ciami funkcji oceniajacej i wartosci poszczegdlnych sktadowych
tej oceny zaprezentowano na Rysunku 3.3 1 w Tabeli 3.3. Rozklad ocen poszczegdlnych
typow oddziatywan (jonowe, hydrofobowe i wiazania wodorowe) jest podobny do

dwéch opisanych juz przypadkow.

Tabela 3.3.
Poréownanie wartosci funkcji oceniajacej LUDI 1 dla PEP i bisfosfonianéw

zadokowanych w syntazie DAHP.

Zwiazek LUDI 1 HB SCORE LIPO SCORE IONIC SCORE
Substrat: PEP 439 272 80 183
72 548 39 213 468
67 531 20 231 452
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Rysunek 3.3.
Inhibitory 72 (a) i 67 (b), zadokowane w syntazie DAHP. Przedstawiono takze sposob wiazania PEP

(pomaranczowy).

Poréwnanie wynikéw funkcji oceniajacej 1 wartosci obliczonych statych
inhibicji dla obu bisfosfonianéw w stosunku do wszystkich trzech analizowanych
enzymow pokazuje, ze zwiazki te powinny by¢ umiarkowanymi inhibitorami tych
enzymoOw (Tabela 3.4). Ten wniosek jest zgodny z danymi eksperymentalnymi, pomimo
tego, ze wartosci eksperymentalne K; sa wigksze niz te obliczone. Co wigcej,
oczekiwana podobna aktywnos$¢ inhibitorowa wzglgdem kazdego z enzyméw ma
odzwierciedlenie w podobnych wartosciach funkcji oceniajacej. Podobny jest takze
rozklad poszczegdlnych typéw oddzialywan pomigdzy enzymem i inhibitorem, gdzie
najwazniejsze jest elektrostatyczne oddzialywanie pomigdzy dwoma grupami
fosfonowymi bisfosfonianu i centrum aktywnym. Dodatkowo, pierscien aromatyczny
inhibitora jest ulozony we wngce wiazace] dzigki oddzialywaniom hydrofobowym,
natomiast udziat wigzan wodorowych jest pomijalny. Taki sposéb wiazania powoduje,
ze jest wysoce prawdopodobne, ze bisfosfoniany hamuja takze inne metalo-enzymy w
podobny sposdb, zwlaszcza wtedy, gdy jeden z substratdow reakcji enzymatycznej
zawiera grupe pirofosforanowa. Obliczenia te potwierdzily hipotezg, ze
najprawdopodobniej bisfosfoniany sa heterogeniczna grupa zwiazkéw o réznym
molekularnym mechanizmie dzialania. Ich wysoka aktywnos¢ herbicydowa wydaje sig

by¢ rezultatem jednoczesnego hamowania wigcej niz jednego enzymu.
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Tabela 3.4.
Poréwnanie obliczonych i eksperymentalnych wartosci statej inhibicji (K;) dla

zwigzkow 721 67.

enzym inhibitor  obliczone K; [uM]  eksperymentalne K; [uM] Lit.
(wzgledem)
Syntetaza 72 1.0 97 (Glu), [129]
glutaminy 113 (NH,),
39 (ATP)
67 1.1 Nie hamuje
Syntaza 72 0.18 Brak danych w literaturze
pirofosforanu 67 34 Brak danych w literaturze
farnezylu
Syntaza DAHP 72 33 140 (E4P) [120]
60 (PEP)
67 4.9 Brak danych w literaturze

Mozna takze zauwazy¢ pewne roznice w wigzaniu badanych inhibitoréw. W przypadku
syntetazy glutaminy i syntazy pirofosforanu farnezylu sposdéb wiazania jest bardzo
podobny 1 opiera si¢ gldéwnie na oddziatywaniu grup fosfonowych z dwoma jonami
metalu (magnezu lub manganu). W przypadku syntazy DAHP rozklad oddziatywan jest
inny, jedna z grup fosfonowych oddzialuje z jonem metalu, natomiast druga jest
zwiazana elektrostatycznie z kilkoma dodatnio natadowanymi resztami lizyn i arginin
obecnych w centrum aktywnym enzymu. Ten sposéb wiazania jest jednak zblizony
energetycznie do oddzialywania z jonem metalu.

Obliczone state inhibicji bisfosfonianéow 72 i 67 wzgledem badanych enzymoéw
nie oddawaty dobrze wartosci eksperymentalnych. Oszacowany btad metody (program
LUDI) wynosi okoto jednostki w skali pKj, podczas gdy obserwowane réznice wynosity
okoto dwodch jednostek pKi, co wydaje si¢ byé za duzo. Ta rdéznica wynika
najprawdopodobniej z faktu, ze pomiary wykonywane byly przy uzyciu enzyméw
ros§linnych, natomiast obliczenia wykonywano bazujac na strukturach enzymoéw z
innych zrdédel, co podyktowane bylo dostgpnoscia struktur krystalicznych. W celu
oszacowania zgodnos$ci struktur bialek uzytych w badaniach eksperymentalnych i

wykorzystanych w badaniach teoretycznych, sekwencje kodujace badanych enzyméw z
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réznych zrédet byly poréwnywane przy pomocy programu ClustalW [166, 167]. Z tego
poréwnania mozna bylo latwo odczytaé, ze sekwencje kodujace aminokwasy, ktore
buduja centrum aktywne sa bardzo podobne niezaleznie od zrédla enzymu. Jest to
szczegélnie wazne w przypadku syntazy FPP i syntazy DAHP, poniewaz nasze
obliczenia, zgodnie z wczes$niej opublikowanymi dla pierwszego enzymu [128],
pokazatly, ze inhibitory te zastgpuja substrat w trakcie wigzania si¢ z enzymem.

Badane bisfosfoniany wiaza si¢ z syntetaza glutaminy w zupelnie inny sposéb,
poniewaz pierscien aromatyczny jest umieszczany w hydrofobowej wnece, ktoéra nie
pelni najprawdopodobniej zadnej waznej funkcji fizjologicznej. Analiza gendéw
kodujacych enzymy ro$linne i bakteryjne wykazata, ze sa one ulokowane w réznych
galeziach drzewa filogenetycznego [9, 13, 14] i wykazuja niska homologi¢ (Rysunek
1.1). Nie bylo wigc mozliwe pordwnanie struktur przestrzennych omawianej wneki w
enzymach ro$linnych i bakteryjnych. Roznice topologiczne tych wngk moga
powodowac bardzo duze rozbieznos$ci pomigdzy obliczonymi i eksperymentalnymi
warto$ciami pK;. Strukturalna réznica pomigdzy zwiazkami 72 i 67 wydaje si¢ by¢
subtelna, jednakze moze ona powodowaé ogromne zmiany w geometrii calej czasteczki
1 w wigzaniu do sterycznie wymagajacej wnegki enzymu. Podobne zjawisko jest
obserwowane podczas wigzania tych zwiazkéw z syntaza pirofosforanu farnezylu, gdzie
obecnos¢ grupy metylowej w pozycji 3 pierscienia pirydynowego powoduje powstanie
niekorzystnych oddzialywan sterycznych pomigdzy enzymem a tym fragmentem
inhibitora.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze przedstawione obliczenia pokazuja, iz
sposéb dziatania herbicydowo aktywnych bisfosfoniandw jest skomplikowany i zwigzki
te moga oddzialywaé w wieloma enzymami réwnoczesnie z podobng sita. Ten fakt
moze wyjasnia¢ trudnosci w analizowaniu zalezno$ci pomigdzy struktura a aktywnos$cia
herbicydowa tej klasy zwiazkéw. Niestety, bisfosfoniany wydaja si¢ by¢ stabymi
zwiazkami wiodacymi w badaniach nad nowymi herbicydami, poniewaz bardzo trudno
jest zaprojektowa¢ nowe, bardziej aktywne analogi bazujac na zlozonym, wielo-

enzymowym dzialaniu.
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3.2 Analiza aktywnoSci inhibitorowej bisfosfonianéw wzgledem GS metodami 3D-
QSAR

Wychodzac z zalozenia, ze dokowanie bisfosfoniandw do wneki wiazacej te
herbicydy w syntetazie glutaminy nie daje wystarczajaco dobrych wynikéw
zastosowano inne podejscie do préby zrozumienia podstaw aktywnosci inhibitorowej
szeregu réznych kwasow aminometylenobisfosfonowych wzgledem tego enzymu. Jak
zaznaczono w poprzednim rozdziale trdjwymiarowa struktura syntetazy glutaminy z
zadnego organizmu eukariotycznego nie zostata do tej pory opublikowana. Dostepne sa

jedynie struktury enzymdw bakteryjnych, ktére wykazuja niska homologi¢ z enzymami

eukariotycznymi.
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Schemat 3.1.
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Korelowanie wynikow analizy oddzialywan inhibitor-enzym bakteryjny z danymi
biochemicznymi dla enzyméw eukariotycznych nie daje wigc dobrych rezultatow.
Dlatego tez dla zidentyfikowania cech strukturalnych analizowanych zwiazkéw
(Schemat 3.1) odpowiedzialnych za ich aktywnos¢ inhibitorowa wybrano metodologie
CoMFA/3D-QSAR.

Zminimalizowane struktury bisfosfonianéw zostaly nalozone na strukture
najbardziej aktywnego zwiazku 86. Na tak skonstruowanym zbiorze struktur
przeprowadzone zostaty obliczenia metoda CoMFA/3D-QSAR, przy uzyciu danych
eksperymentalnych zaprezentowanych w Tabeli 3.5". Co prawda uzycie matego zbioru
danych eksperymentalnych nie pozwolilo otrzymaé¢ modelu w pehmi oddajacego
korelacje struktura-aktywnos$¢, mozna bylo jednak wyciagnaé kilka interesujacych

wnioskow.

Tabela 3.5.
Wartoéci Isp (mM) dla syntetazy glutaminy z ryzu hamowane] przez kwasy

aminometylenobisfosfonowe. (NA — nie aktywny)

Iso dla reakcji katalizowanych przez GS

Hemi-

Zwiazek Transferazowa bicsyntetyozns Biosyntetyczna

Fosfinotricyna 0.172+0.014 0.049 + 0.003 0.044 + 0.004
72 1.04 £ 0.04 0.096 + 0.012 0.069 +0.010
68 1.04 £0.12 0.215+0.051 0.243 £ 0.033
82 1.13+£0.02 0.103 £ 0.011 0.064 + 0.003
83 0.915 £ 0.047 0.461 £ 0.062 1.11+0.14
84 NA 0.774 £ 0.136 0.170 £ 0.011
85 1.45 +0.04 0.624 + 0.147 0.334 £ 0.020
86 0.396 + 0.026 0.088 £ 0.015 0.033 +0.001
87 1.99 £ 0.22 1.62 +0.59 0.738 £ 0.051
88 NA NA 1.80 = 0.02
89 NA 0.695 £ 0.193 4.47 £0.27

" Prezentowane pomiary enzymatyczne zostaly wykonane przez dr Agnieszke Obojska i prof. G.
Forlaniego.
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Wynik analizy COMFA/3D-QSAR przedstawia Rysunek 3.4, gdzie zaznaczone
kontury reprezentuja regiony, dla ktérych zmiana cechy elektrostatycznej lub sterycznej
zwiazku korelowala ze zmiang aktywnos$ci. Niebieskie kontury wskazuja miejsca, w
ktérych grupy natladowane dodatnio sa korzystne, natomiast kontury czerwone to
regiony, w ktorych korzystna bytaby obecno$¢ grup natadowanych ujemnie. Podobnie,
kontury zielone wskazuja regiony sterycznie korzystne, podczas gdy zotte —
niekorzystne. Otrzymane rezultaty pokazuja, ze najwazniejszymi cechami, ktére
réznicuja aktywno$¢ w badanym zbiorze zwiazkéw, sa ich wlasciwosci
elektrostatyczne. Wazny jest zaréwno rozktad fadunku w pier§cieniu aromatycznym jak
1 na jego podstawnikach. Ujemny tadunek pierscienia aromatycznego i silnie
elektroujemne podstawniki (takie jak grupa karboksylowa) wydaja si¢ by¢ niepozadane.
Jest oczywistym, ze ze wzgledu na ograniczona przestrzen wnegki aktywnej steryczne
wlasciwosci inhibitorow sa bardzo wazne, jednakze analiza tego zbioru struktur
umozliwita otrzymanie jedynie bardzo niewielkiej ilosci informacji tego typu. Dwa
niewielkie zo6tte kontury sugeruja, ze duze podstawniki pier§cienia aromatycznego

niekorzystnie wplywaja na aktywnos$¢.

Rysunek 3.4.
Natozone struktury badanych bisfosfonianow i izopowierzchnie obliczone podczas analizy CoMFA/3D-
QSAR. Izopowierzchnie wskazuja regiony, gdzie warto$¢ iloczynu StdDev*Coef wynosi 80 lub 20

procentyli.
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3.3. Analiza oddzialywan fosfinotricyny i jej analogéw z syntetazg glutaminy

Poszukiwanie nowych inhibitorow czgsto bazuje na komputerowo
wspomaganym projektowaniu. Jakkolwiek znajomo$¢ tréjwymiarowej struktury
enzymu i mechanizmu reakcji enzymatyczne] sa najwazniejsze dla dobrego
projektowania nowych substancji aktywnych, sposoéb dziatania zwiazkéw wiodacych
takze musi by¢ wziety pod uwage. Badania nad inhibitorami syntetazy glutaminy sa
prowadzone od wielu lat [14, 77, 78, 89]. Wigkszo$¢ znanych inhibitoréw jest
analogami glutaminianu, wiaze si¢ w jego miejsce w centrum aktywnym enzymu i
podobnie do niego podczas reakcji enzymatycznej moga one by¢ fosforylowane przy
udziale ATP [79, 93, 94]. Fosfinotricyna (PPT) i sulfoksyimina metioniny (MetSox) —
najsilniejsze z wielu znanych inhibitoréw tego enzymu sa zwigzkami wiodacymi w
wielu badaniach [87, 88, 92, 95]. Trwaja dyskusje na temat sposobu ich wiazania do
miejsca aktywnego GS i pomimo opublikowania struktur krystalicznych kompleksow
PPT-GS i1 MetSox-GS problem nie zostat do konca rozwiazany [27, 32].

W tej czegéci pracy przeanalizowane zostaly rdzne sposoby wigzania
fosfinotricyny i sulfoksyiminy metioniny do miejsca aktywnego enzymu. Nietypowy,
samobdjczy sposob dziatania wigkszosci inhibitordw syntetazy glutaminy stwarza takze
nowe problemy podczas komputerowo wspomaganego projektowania nowych
inhibitorow. W celu zbadania tego zagadnienia grupa wybranych inhibitoréw (Rysunek
3.5), analogicznie do inhibitorow wiodacych, zostala zadokowana do centrum
aktywnego enzymu zaréwno w formie wolnej jak 1 ufosforylowanej. Nastgpnie,
wszystkie kompleksy enzym-inhibitor zostaly ocenione przez 8 réznych funkcji.
Dodatkowo, przeanalizowany zostal takze rozktad tadunku na powierzchni wybranych

inhibitoréw w obu badanych formach.

3.3.1. Analiza sposobu dzialania fosfinotricyny i sulfoksyiminy metioniny
Sulfoksyimina metioniny i fosfinotricyna sa najlepszymi znanymi inhibitorami
syntetazy glutaminy. Wiadomo, Ze po zwiazaniu z enzymem Zzostaja one
ufosforylowane przy udziale ATP i w takiej formie sa nieodwracalnymi inhibitorami
enzymu. Analizujac strukturg krystalicznag PPT-GS mozna stwierdzié, ze w miejscu
aktywnym mozliwe sa trzy konformacje fosfinotricyny, ktére otrzymano przez prosta
rotacje grupy metylofosfinowej [27]. Tak skonstruowano trzy struktury kompleksu
PPT-GS rozniace si¢ przestrzennym ulozeniem grupy metylowej, a mianowicie takie,

gdzie grupa metylowa skierowana jest w kierunku: A) Arg359, B) Glu327, C) Mn2.
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Rysunek 3.5.

Wybrane inhibitory syntetazy glutaminy i ich state inhibicji wzglgdem syntetazy glutaminy.

Sa one nierozréznialne za pomoca rentgenografii strukturalnej ze wzgledu na
izolektronowos$¢ grupy metylowej 1 atomu tlenu. Wiedzac, ze w centrum
aktywnym enzymu nastgpuje ufosforylowanie atomu tlenu przy pomocy ATP i proces
ten moze zaj$¢ tylko przy udziale jondw metalu (nl, n2) i reszty Arg339, ktére
polaryzuja y-fosforowa grupg ATP, to konformacje C, gdzie grupa metylowa znajduje
si¢ w poblizu ATP, nalezy odrzuci¢ (Rysunek 3.6). Istnienie dwéch pozostatych
konformacji juz rozwazano w literaturze: wariant A jest analogiczny do proponowanego

dla MetSox przez Liaw’a [32], a istnienie konformacji B sugerowane bylo przez Gill’a

[27]."

" Obie prace pochodza z zespotu prof. D. Eisenberga. Co ciekawsze, w pracy z roku 2001 [27]
konformacja MetSox proponowana w roku 1994 [32] zostata zanegowana.
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Glu327 o N Arg359

Rysunek 3.6.
Schematyczny rysunek obrazujacy konformacje C fosfinotricyny w miejscu aktywnym syntetazy

glutaminy (dla czytelnosci rysunku pominigto atomy wodoru i resztg czasteczki PPT).

Proponowany jest takze rézny sposob protonowania kwasnych reszt karboksylowych i
fosfinowych w tych dwoch konformacjach. W wariancie A grupa fosfinowa
fosfinotricyny nie jest uprotonowana i dlatego inhibitor przypomina stan przejsciowy
reakcji enzymatycznej. W przypadku B mozliwe sa dwie sytuacje: uprotonowane sa
albo atom tlenu (O€2) fosfinotricyny (konformacja B1) albo grupa B-karboksylowa
reszty Glu327 (konformacja B2).

W celu dokladniejszej analizy proponowanych konformacji, zostaly one
wymodelowane w oparciu o strukturg krystaliczng kompleksu PPT-GS [27]. Pierwszym
krokiem obliczen bylo dodanie atoméw wodoru do struktury PPT-GS 1
zoptymalizowanie ich pozycji. Tak otrzymano konformacje Bl (protonujac
fosfinotricyng) i B2 (protonujac Glu327). Konformacj¢ A otrzymano poprzez obrét
grupy kwasu fosfinowego fosfinotricyny w konformacji B1 i usunigcie protonu, ktéry
byl do niej przytaczony. We wszystkich przypadkach nastgpnym krokiem byla pela
optymalizacja struktury centrum aktywnego. Wyniki przedstawiono na Rysunku 3.7.
Pomimo, ze w przypadku kazdej z trzech konformacji wigkszo$¢ oddzialywan inhibitor-
enzym jest podobna, mozna zauwazyC istotne réznice. W strukturze A (Rys. 3.7a)
istnieje silne oddziatywanie pomigdzy ujemnie naladowanym tlenem fosfinotricyny i
grupa guanidynowa reszty Arg359. Dodatkowo pomigdzy grupa metylowa PPT a grupa
v-karboksylowa reszty Glu327 istnieje stabe wiazanie wodorowe typu C-H:--O. W
strukturach B1 1 B2 (Rys. 3.7b i ¢) obserwujemy jedynie wigzanie wodorowe typu
OH:--O pomigdzy reszta Glu327 a atomem tlenu (Og2) fosfinotricyny.
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Rysumek 3.7.
Zoptymalizowane struktury kompleksu PPT-GS dla trzech réznych konformacji PPT w miejscu
aktywnym: a) A; b) B1; c) B2.

W celu ilosciowego oszacowania oddzialywan enzym-inhibitor, zaréwno
struktury ze zminimalizowanymi poloZeniami atoméw wodoru jak i te w pehni
zoptymalizowane zostaly ocenione przez funkcje z programu LUDI [162-164]. Wyniki
obliczen przedstawione w Tabeli 3.6 jasno pokazuja, ze konformacja A jest znacznie
korzystniejsza niz B1 lub B2. Roéznica 200 - 300 punktéw w ocenie sumarycznej
(LUDI 1) jest znacznie wigksza niz blad metody (ok. 100 punktéw). Najistotniejsze
réznice w ocenie wigzania sa spowodowane przez oddzialywania z trzema grupami:
Arg359, Glu327, n2, co jest zobrazowane wynikami funkcji oceniajacej oddziatywania
inhibitora z poszczegdlnymi resztami (odpowiednio SCORE ARG, SCORE GLU,
SCORE_N2). Wartosci te wykazuja, ze konformacja A jest korzystniejsza dzigki bardzo
silnym oddziatywaniom pomigdzy reszta Arg359 i atomem Ogl fosfinotricyny.

53



Tabela 3.6.
Wartosci  funkcji  oceniajacej LUDI 1 dla komplekséw PPT-GS w réznych
konformacjach i dla réznych opcji optymalizacji (‘H> — optymalizacja atoméw

wodoru, ‘pelna’ — pelna optymalizacja inhibitora i reszt miejsca aktywnego)

Konformacja Optymalizacja LUDI 1 SCORE_ARG SCORE GLU SCORE N2
PPT

A H 783 68 0 145
pela 1005 229 0 94

B1 H 625 0 51 32
pema 727 0 53 113

B2 H 562 0 0 18
pela 810 0 83 83

Sa one silniejsze niz obserwowane pomigdzy grupa y-karboksylowa Glu327 a atomem
Oeg2 fosfinotricyny w strukturach B1 i B2. Jakkolwiek oszacowanie wktadu wigzania
typu C-H---O nie jest mozliwe przy uzyciu prostej funkcji z programu LUDI, musi ono
byé wzigte pod uwage przy analizowaniu struktury A. Wiazanie wodorowe laczace
grupg y-karboksylowa Glu327 i1 grupg metylowa PPT jest kluczowe dla stabilnosci
kompleksu inhibitor-GS. Najprawdopodobniej, to wiazanie stabilizuje pgtle Glu327,
ktora blokuje wejscie do miejsca aktywnego i powoduje, ze inhibitor po fosforylacji
pozostaje nieodwracalnie zwigzany. Chociaz obecno$¢ wiazan wodorowych typu C-
H--O jest raczej rzadko rozwazana w analizie komplekséw inhibitor-enzym, takie
oddziatywanie bylo juz obserwowane w podobnym ukladzie — centrum aktywnym
astacyny [168].

Innym czynnikiem, ktéry musi by¢ rozwazony podczas analizy poprawnosci
dyskutowanych struktur sa stale protonacji grupy y-karboksylowej reszty Glu327 i
grupy kwasu fosfinowego fosfinotricyny. Wiadomo, ze w roztworze o pH
fizjologicznym grupa y-karboksylowa reszt glutaminianowych nie jest uprotonowana.
Co wiecej badajac mechanizm reakcji enzymatycznej udowodniono, ze w wolnym
enzymie grupa 7y-karboksylowa Glu327 wystgpuje takze w formie zjonizowane;.

Pomiary stalych protonacji dla PPT wykazaty, ze pK, kwasu fosfinowego jest mniejsza
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niz 2 [169]. Ta warto$¢ udowadnia, Ze grupa ta nie moze byé uprotonowana w
roztworze o pH fizjologicznym. Te stosunkowo proste rozwazania dodatkowo
podkreslaja znacznie wigksze prawdopodobienistwo poprawnosci struktury A.

Pomiary biochemiczne wykazuja, ze mechanizm dziatania sulfoksyiminy
metioniny jest analogiczny do obserwowanego w przypadku fosfinotricyny. Struktura
krystaliczna kompleksu MetSox-GS pokazuje, Zze sposdb wiazania tego inhibitora jest
réwniez podobny do wiazania PPT. Konformacj¢ sulfoksyiminy metioniny zwiazanej
do miejsca aktywnego mozna wydedukowaé z dostgpnych danych biochemicznych. Po
pierwsze, po zwiazaniu inhibitora do enzymu fosforylowany jest atom azotu Ng, a
proces fosforylacji jest katalizowany przez dwa jony metalu (nl, n2) i reszte Arg339,
ktére polaryzuja y-fosforanowa grupg ATP. Te fakty udowadniaja, ze atom azotu grupy
sulfoksyiminowej MetSox musi znajdowa¢ si¢ w poblizu jonu metalu n2. Po drugie,
stwierdzono, ze jedynie diastereoizomer (R,S) sulfoksyiminy metioniny hamuje
aktywno$é syntetazy glutaminy, co definiuje potozenie pozostalych podstawnikow

atomu siarki 1 konformacje catej czasteczki.

Rysunek 3.8.
Zoptymalizowana struktura kompleksu MetSox-GS.

Biorac pod uwage wszystkie wyzej opisane spostrzezenia wymodelowano
strukture kompleksu MetSox-GS. Zminimalizowana struktura przedstawiona zostata na
Rysunku 3.8. Zaréwno polozenie atomu tlenu Ose, jak i grupy metylowej jest
analogiczne jak w strukturze A kompleksu PPT-GS. Ten fakt powoduje, ze
oddziatywania enzym-inhibitor w obydwdch kompleksach sa podobne, a ich ocena przy

pomocy funkcji z programu LUDI daje zblizone wartosci. To koreluje ze zblizonymi
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warto$ciami stalych inhibicji MetSox i PPT i dodatkowo popiera poprawnos¢ tezy, ze

fosfinotricyna w miejscu aktywnym GS przyjmuje konformacje A.

3.3.2 Analiza zaleznoSci wyniku funkcji oceniajacej od stalej inhibicji dla
wybranych inhibitorow

Na podstawie otrzymanych struktur komplekséw fosfinotricyny i sulfoksyiminy
metioniny z syntetaza glutaminy, pozostate z wybranych inhibitoréw (zwiazki 16, 17,
27, 34, 39, 40, 61, 65, 90) zostaly zadokowane do miejsca aktywnego enzymu. W
przypadku zwiazkéw 16, 17, 90 zaproponowany sposdb wigzania byl zgodny ze
strukturami krystalicznymi komplekséw enzym-inhibitor o niskiej rozdzielczosci [33].
Polozenie reszt aminokwasowych nalezacych do centrum aktywnego enzymu i
inhibitora zoptymalizowano. Tak otrzymane kompleksy oceniono za pomoca funkcji z
programu LUDI z pakietu Insight [170] (LUDI 1, LUDI 2 i LUDI_3) oraz z programu
Sybyl [171] (D_SCORE, PMF SCORE, G _SCORE, CHEMSCORE, F SCORE).
Zaleznosci pomigdzy wynikiem funkcji oceniajacej a ujemnym logarytmem z
eksperymentalnej stalej inhibicji (pK;) zostaly przedstawione na Rysunku 3.9. Dla
wigkszos$ci funkcji oceniajacych korelacja tych wartosci jest dobra. Jedynie funkcje
D SCORE 1 G_SCORE daja gorsze rezultaty.

2,50 3,50 4,50 PKi 550 6,50

1100 - 0 o

1000 - P e S —
# 900 - [
o]
8 800 - &E, -100 -

700 1 @ -150 - ’\

il -200 -

500 -

400 . — : : -250 -

2,50 3,50 4,50 5,50 6,50
pKi ¢D SCORE  ® PMF_SCORE  G_SCORE
o LUDI 1 = LUDI 2 LUDI_3 X CHEMSCORE  x F_SCORE
Rysunek 3.9.

Zaleznosci pomigdzy wynikami réznych funkcji oceniajacych struktury inhibitor-enzym a wartosciami
eksperymentalnymi pK;.
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Rysunek 3.10.
Zaleznosci pomigdzy wynikami réznych funkcji oceniajacych struktury ufosforylowany inhibitor-enzym

a warto$ciami eksperymentalnymi pK;.

Na podstawie znaczacej analogi strukturalnej zwiazkow 27, 34, 39, 40, 61, 65 do
fosfinotricyny 1 sulfoksyiminy metioniny mozna zalozyé, ze sa one fosforylowane w
miejscu aktywnym syntetazy glutaminy. Ufosforylowane formy tych zwiazkéw sg wigc
najprawdopodobniej  wlasciwymi  inhibitorami  tego enzymu. Dodatkowo
przeanalizowano wigc struktury kompleksow tak zmodyfikowanych inhibitorow z
enzymem. Struktury te zostaly otrzymane poprzez modyfikacje inhibitoréw
zadokowanych w miejscu aktywnym i optymalizacj¢ nowo otrzymanego kompleksu.

Serig nowych struktur oceniono tym samym zestawem funkcji oceniajacych, jaki
byl uzyty w poprzednim przypadku. Wyniki funkcji oceniajacej i eksperymentalne;j
stalej inhibicji wykazuja znaczaca korelacje (Rysunek 3.10). Zestawienie
wspélczynnikéw R? dla tych korelacji dla serii struktur nieufosforylowanych i
ufosforylowanych inhibitoréw przedstawiono w Tabeli 3.7. W obu przypadkach
wartoéci R? wskazuja, ze wiekszo$¢ funkcji oceniajacych daje dobre wyniki. Jednakze
dla serii inhibitoréw ufosforylowanych obserwowano lepsza korelacje wynikow i
$rednia warto$é R” dla tej serii byta wigksza. Znaczaca korelacja pomiedzy wynikiem
funkcji oceniajacej a danymi eksperymentalnymi potwierdza poprawnosc
zaproponowanych struktur. Co wigcej, wynik ten sugeruje, ze rozwazanie inhibitoréw
ufosforylowanych jest poprawniejsze i1 taki sposéb analizy moze byé pomocny w

projektowaniu nowych potencjalnych inhibitoréw syntetazy glutaminy.
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Tabela 3.7.
Wspolczynniki  korelacji R® dla zaleznoéci wynikéw funkcji oceniajacej od
eksperymentalnej statej inhibicji dla réznych funkcji i dwoch serii zwiazkéw (formy

nieufosforylowane i ufosforylowane).

Wspbtezynnik korelacji R” dla serii inhibitoréw

Funkcja oceniajaca nieufosforylowanych ufosforylowanych

LUDI 1 0.74 0.84

LUDI 2 0.72 0.83

LUDI 3 0.72 0.84

D SCORE 0.12 0.60

PMF_SCORE 0.66 0.66

G_SCORE 0.39 0.52

CHEM_SCORE 0.68 0.78

F_SCORE 0.79 0.42
Srednia 0.60 0.68

3.3.3. Analiza struktury elektronowej wybranych analogow fosfinotricyny

W celu szczegdtowej analizy istotnych cech struktury elektronowej inhibitorow
syntetazy glutaminy wybrano zwiazki o podobne;j strukturze przestrzennej, ale réznych
statych inhibicji (zwiazki 22, 36, 65, 34, 27). Dla kazdego z nich policzono przy uzyciu
metod ab initio rozklad potencjatu elektrostatycznego na powierzchni o jednakowej
gestosci elektronowej (Rysunek 3.11). Czg$¢ czasteczki, ktéra jest identyczna z
czasteczka glutaminianu, ma bardzo podobna strukturg elektronowa we wszystkich
badanych przypadkach. Natomiast kluczowy wydaje si¢ by¢é rozklad potencjatu
elektrostatycznego na fragmencie inhibitora, ktéry w centrum aktywnym enzymu
zajmuje miejsce grupy 7y-karboksylowej glutaminianu. Struktura elektronowa tego
fragmentu jest bowiem bardzo podobna w przypadku najaktywniejszych zwiazkéw 22 i
36 — dwa atomy maja potencjal ujemny, natomiast jedna grupa jest neutralna.
Poniewaz sa one najlepszymi znanymi inhibitorami syntetazy glutaminy, taki rozktad

potencjatu mozna uznac za optymalny.

58



34 27

0.200
0.100

0.000
@(r)/au
-0.100

. -0.200

65

Rysunek 3.11.
Rozklad potencjatu elektrostatycznego ®(r) na izopowierzchniach ggstosci elektronowej dla wybranych

inhibitorow.

Analiza ufosforylowanych form inhibitoréw wydaje si¢ by¢ bardziej wlasciwa,
tak wigc zostal policzony réwniez rozktad potencjat elektrostatycznego na powierzchni
tych zwiazkdéw (Rysunek 3.12). Ponownie, zwiazki 22 i 36 w formie ufosforylowanej
(odpowiednio 22-P i 36-P) maja bardzo podobny rozklad potencjatu.
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Rysunek 3.12.

Rozklad potencjatu elektrostatycznego @(r) na izopowierzchniach gestosci elektronowej dla wybranych

inhibitoréw w formie ufosforylowane;j i stanu przejsciowego reakcji enzymatyczne;.

Poréwnanie ich rozktadu potencjatu elektrostatycznego z analogami 65-P, 34-P i
27-P prowadzi do stwierdzenia, ze wazne sa dwie cechy: ujemny potencjal na atomie
umieszczonym w miejscu atomu Og2 czasteczki PPT oraz brak ujemnego potencjatu w
pozycji, ktéra zajmuje grupa metylowa zwiazkow 22 i1 36. Zwiazek 65 nie spelnia
pierwszego postulatu, natomiast zwiazki 34 1 27 drugiego. Ostatecznie te trzy zwiazki

wykazuja podobna, ale mniejsza niz fosfinotricyna aktywnos¢ inhibitorowa.
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Dodatkowo obliczony zostat takze rozklad potencjatu elektrostatycznego na
powierzchni stanu przejsciowego reakcji enzymatycznej. Znaczace podobienstwo tego
rozkladu ze strukturami elektronowymi 22-P i 36-P wskazuje, ze badane zwiazki moga
by¢ uwazane za analogi stanu przejsciowego tej reakcji. Fakt ten dodatkowo potwierdza
poprawno$¢ propozycji wigzania PPT w konformacji A. Fosforylacja PPT w
konformacji A we wnece katalitycznej enzymu daje diastereoizomer (R,R), podczas gdy
w przypadku konformacji B1 lub B2 powstawalby diastereoizomer (R,S). Tylko
pierwszy z nich (przedstawiony na rysunku) jest podobny do stanu przejsciowego

reakcji enzymatycznej.
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3.4. Projektowanie analogow fosfinotricyny

W tej czgsci pracy jako substancje wiodaca wybrano fosfinotricyne. Zwiazek ten
ma kilka zalet, ktére uzasadniaja taki wybor. Po pierwsze, jest to jeden z najsilniejszych
inhibitoréw syntetazy glutaminy. Po drugie, struktura tego inhibitora jest stosunkowo
prosta i po trzecie, znana jest struktura krystaliczna kompleksu fosfinotricyna-syntetaza
glutaminy [27]. Szczegétowa analiza tego kompleksu (przedstawiona w poprzednim
rozdziale) pozwala na doktadne zdefiniowanie konformacji inhibitora w centrum
aktywnym enzymu.

Jako najbardziej prawdopodobna do celéw projektowania wybrano strukture
kompleksu w konformacji A. Wstgpna analiza tego kompleksu pozwala przypuszczac,
ze mozliwe jest dodanie nowych grup funkcyjnych do fosfinotricyny tak, aby energia jej
oddzialywania z enzymem wzrosta. Jest to warunkowane przez wolng przestrzen w
kieszeni enzymu wiazacej inhibitor (Rysunek 3.13). Po zamknigciu petli wigzacej
Glu327 (nie przedstawionej na rysunku) znaczna czgs$¢ czasteczki fosfinotricyny jest
scisle dopasowana do enzymu, pozostawiajac niewiele przestrzeni na dodatkowe grupy
projektowanego analogu. Pozostaja jednakze pewne mozliwosci, z ktdérych
najciekawsza wydaje si¢ by¢ wngka wiazaca jon amonowy skladajaca si¢ z reszt
aminokwasowych: Asp50°, Ser53°, Tyr179, Glu212 (na rysunku po prawej stronie
grupy metylowej PPT). Reszty te sa natadowane ujemnie, co powoduje, ze beda silnie

oddziatywac z dodatnio natladowana grupa.

Rysunek 3.13.

Struktura kompleksu fosfinotricyna-syntetaza glutaminy uzyta do projektowania nowych analogéw
fosfinotricyny. Na rysunku przedstawiono powierzchnig¢ miejsca aktywnego (pokolorowang wg rozktadu
tadunku) i inhibitor.
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Wnegka wiazaca jon amonowy jest stosunkowo niewielka — poza grupa
metylowa fosfinotricyny, moze zmiesci¢ si¢ tu jedynie jeden dodatkowy atom ciezki.
Wigksza przestrzen — dajaca mozliwos¢ zaprojektowania bardziej rozbudowanych
podstawnikéw, otwiera si¢ w korytarzu prowadzacym do kieszeni wiazacej ATP (na
rysunku za grupa metylowa PPT).

Do zaprojektowania nowych potencjalnych inhibitoréw syntetazy glutaminy
uzyto programu LUDI z pakietu Insight 2000 [170]. W pierwszym kroku obliczen
program ten wykrywa potencjalne miejsca oddziatywania konstruowanego inhibitora z
enzymem. Moga to by¢ oddzialywania typu wiazan wodorowych lub lipofilowe.
Mozliwo$é tworzenia nowego potencjalnego wigzania wodorowego jest probkowana
przez umieszczenie grupy karbonylowej (akceptor wigzania wodorowego) lub grupy N-
H (donor wiazania wodorowego) (Rysunek 3.14). Mozliwe oddzialywania typu
lipofilowego sa okreslane przez umieszczenie tancuchéw atoméw wegla. Z rysunku
obrazujacego potencjalne oddzialywania tatwo odczytaé, ze w centrum aktywnym
enzymu sg mozliwe réznorodne interakcje pomigdzy enzymem a nowym inhibitorem.
Szczegdlnie wiele potencjalnych wiazan wodorowych jest w poblizu miejsca wigzania
jonu amonowego. W korytarzu prowadzacym do wnegki wiazacej ATP sa mozliwe

oddziatywania zaréwno lipofilowe jak 1 wiazania wodorowe.

Rysunek 3.14.
Potencjalne miejsca oddziatywan typu wigzanie wodorowe (zaznaczone jako grupy C=O lub N-H) i
lipofilowego (zaznaczone jako tancuchy atoméw wegla) nowych inhibitoréw z centrum aktywnym

syntetazy glutaminy.
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Program LUDI zastosowano w trybie modyfikowania znanego inhibitora (Link
mode). Otrzymano szereg réznorodnych struktur (Schemat 3.2, zwiazki uszeregowano
od najbardziej do najmniej aktywnego), jednak we wszystkich analogach dodatkowa

grupa zostala przylaczona do podstawnika metylowego, co wynikato z dostgpnosci

wolnej przestrzeni w miejscu aktywnym syntetazy glutaminy.
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Aby zaprojektowane struktury komplekséw inhibitor-enzym byly optymalne,
zostaly one zminimalizowane przy pomocy pola silowego cff97 [172]. Ocena tych
struktur przy uzyciu funkcji LUDI 1 byta przeprowadzona zaréwno przed jak i po
minimalizacji (Tabela 3.8). Struktury, ktérych ocena ogdlna (LUDI 1) po optymalizacji
byla nizsza niz 977 punktéw (tj. ocena dla fosfinotricyny minus 60), zostaty arbitralnie
odrzucone. Jest to uzasadnione bardzo niewielka szansa uzyskania wyzszej aktywnosci
od inhibitora wiodacego (przy uwzglednieniu bledu metody okoto 100). Z drugiej
strony otrzymano tez kilka struktur o bardzo wysokiej wartosci funkcji LUDI 1, co daje

duze prawdopodobienstwo skonstruowania inhibitora lepszego od fosfinotricyny.

Tabela 3.8.
Zestawienie wartosci funkcji oceniajacej LUDI 1 dla zaprojektowanych potencjalnych

inhibitoréw syntetazy glutaminy

Ocena struktury otrzymanej przy pomocy programu LUDI

Ocena struktury zoptymalizowanej

Zwiazek LUDI 1 HB_SCORE LIPO SCORE IONIC SCORE
PPT 1037 0 239 995
91 1144 27 361 1029
1271 152 364 1028
92 1169 155 216 995
1260 53 227 1202
93 1201 155 248 995
1248 73 257 1140
94 1250 151 301 995
1243 351 310 830
95 1323 0 375 1196
1212 21 399 1040
96 1251 83 370 995
1205 225 375 878
97 1196 48 426 995
1186 161 435 863
98 1189 122 370 995
1147 96 372 977
99 1226 80 399 995
1145 286 446 737
100 1293 155 340 995
1142 83 310 997
101 1062 25 340 995
1118 269 358 789
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Tabela 3.8. cd.

Zwiazek LUDI 1 HB_SCORE LIPO SCORE IONIC SCORE

102 1090 74 319 995
1117 28 310 1077

103 1161 46 393 995
1102 138 405 832

104 1165 161 307 995
1101 331 304 764

105 1080 83 275 995
1086 202 313 844

106 1222 144 384 995
1074 83 387 902

107 1091 13 381 995
1073 170 423 778

108 1175 15 387 995
1047 134 396 815

109 1100 15 287 995
1043 187 272 857

110 1293 155 340 995
1040 166 301 821

111 1064 T 296 995
1031 228 310 791

112 1064 69 222 995
1018 120 213 908

113 1037 0 239 995
1003 129 272 850

114 1051 50 254 995
986 21 296 917

115 1118 0 296 1095
977 99 307 844

Obliczone zostaty rowniez oceny poszczegolnych typdw oddzialywan: wigzania
wodorowe (HB_SCORE), lipofilowe (LIPO_SCORE) i jonowe (IONIC_SCORE). Z
analizy wartosci tych sktadowych wynika, ze najwazniejsze sa oddziatywania jonowe.
Warto$¢ funkcji IONIC_SCORE jest 2-3 razy wigksza niz LIPO_SCORE i wielokrotnie
wieksza niz HB_ SCORE. Co wigcej, dla wigkszosci przypadkéw IONIC_SCORE jest
skorelowana z oceng ogélng LUDI 1 — dla inhibitoréw o wysokiej wartosci LUDI 1
znaczaca jest takze wartos¢ IONIC_SCORE. Taki rozklad oddziatywan wydaje sig by¢
zgodny ze schematem reakcji enzymatycznej. Projektowane inhibitory zajmuja miejsce,
gdzie wiazane sg glutaminian i jon amonowy, ktore silnie elektrostatycznie oddziatuja z

enzymem.
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Analiza otrzymanych struktur pozwala wskazac istotne motywy strukturalne,
ktére sa wspélne dla wielu zwiazkéw. Najciekawszym i pod wzgledem ekonomii
atomowej najwydajniejszym wydaje si¢ byé podstawnik —CH,NH, w zwiazku 92.
Struktura kompleksu tego analogu z syntetaza glutaminy (Rysunek 3.15.a) wyjasnia tak
wysoka warto$¢ funkcji LUDI 1.

b)

Glu212

v
Rysunek 3.15.
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c)

Rysunek 3.15. cd.
Zoptymalizowane struktury kompleksow syntetazy glutaminy i zaprojektowanych inhibitorow: a) 92, b)
112, c) 113.

Grupa aminowa zwiazku 92 zostala zadokowana w miejscu wigzania jonu amonowego i
ze wzgledu na bliska analogig strukturalng tych dwéch indywiduéw ich oddziatywania z
enzymem sa podobne — przez reszty aminokwasowe Asp50°, Ser53’ i Glu327.
Analogicznie do zwiazku 92 wiaza si¢ z enzymem struktury z fragmentem —CH(R)NH,,
czyli zwiazki 93, 100, 110.

Podobnym do CH,;NH, fragmentem strukturalnym jest grupa —CH,OH (zwiazek
112, Rysunek 3.15.b). Fragment ten takze oddziatuje z wneka wiazaca jon amonowy,
jednakze w tym przypadku wiazanie nie jest tak optymalne. Grupa —OH moze utworzyé
jedynie jedno wiazanie wodorowe, co przeklada si¢ na duzo nizsza oceng ogdlna
LUDI 1.

Kolejnym fragmentem, ktéry mozna odnalezé¢ w wielu zaprojektowanych
analogach jest -CH,CH(OH)R. Struktura kompleksu zwiazku 113 (gdzie grupa ta jest
—CH,CH,0H) z syntetaza glutaminy (Rysunek 3.15.c) pokazuje istotne oddzialywania
tej czesci czasteczki. Kluczowym jest w tym przypadku elektrostatyczne przyciaganie
dodatnio natadowanego jonu metalu n2 i atomu tlenu inhibitora.

W przypadku zwiazkow z podstawnikami o wigkszej objgtosci (np. 91, 94, 97),
nowo dodane fragmenty zostaly zadokowane w korytarzu prowadzacym do wneki

wigzacej ATP. Przestrzen dostgpna w tej kieszeni jest stosunkowo duza a mozliwosci
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tworzenia wigzan wodorowych wielorakie. To powoduje, Ze nie zaobserwowano

jednolitego sposobu wiazania podstawnikéw zadokowanych w tej czgsci enzymu.
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3.5. Synteza pochodnych fosfinotricyny

3.5.1. Analiza retrosyntetyczna

W kolejnym etapie pracy, sposrod wielu zaprojektowanych, potencjalnych

inhibitoréw syntetazy glutaminy, zostaly wybrane te, ktére wydawaty si¢ by¢ dostepne

na drodze syntezy. Struktury wybranych zwiazkéw przedstawiono na Schemacie 3.3.

Znaczna czgs$¢ tych zwiazkow jest bardzo prostymi analogami fosfinotricyny.
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Ich synteza w formie enancjomerycznie czystej
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retrosyntetycznej (Schemat 3.4). Sensowne wydaja si¢ by¢ dwa rozlaczenia w

strukturze produktu: po prawej lub lewej stronie atomu fosforu. W przypadku

pierwszym (droga 1) otrzymujemy jako potencjalne substraty kwas alkanofosfinowy i

kwas a-amino-y-jodomaslowy (oba zwiazki z zabezpieczonymi funkcjami, ktére nie

biora udzialu w reakcji tworzenia wigzania fosfor-wegiel). Droga 2 réwniez prowadzi
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do odpowiednio zabezpieczonego kwasu a-amino-y-jodomastowego, ale wymaga w
pierwszym etapie syntezy fosfinowego analogu kwasu glutaminowego. Obie drogi maja
pewne zalety. Droga pierwsza jest bardziej rozgale¢ziona, co powoduje, ze jest mniej
etapow syntezy. Natomiast w drugim przypadku z otrzymanego fosfinowego analogu
kwasu glutaminowego mozna otrzymac szereg réznorodnych strukturalnie produktéw.
W obu przypadkach pierwszym krokiem jest otrzymanie odpowiedniej pochodnej

kwasu a-amino-y-jodomastowego.

9

P
HOJJ\_/\Z,|§:‘R

OH

droga 1 N
roga 2

Z [

Schemat 3 .4.

3.5.2. Synteza pochodnych kwasu o-amino-y-jodomastowego

Zalozono, ze otrzymane produkty beda enancjomerycznie czyste, wiec
prekursory tych zwiazkow musza takze by¢ indywidualnymi stereoizomerami.
Odpowiednio zablokowany kwas o-amino-y-jodomastowy mozna najprosciej otrzymac
uzywajac jako materiatu wyjsciowego jednego z naturalnych aminokwasow.

W pierwszym podejs$ciu do syntezy pochodnych tego typu jako substratu uzyto
kwasu N-benzyloksykarbonylo-L-glutaminowego (116) (Schemat 3.5). W pierwszym
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etapie syntezy zablokowano grupg o-karboksylowa tego kwasu, tworzac pierscien
1zooksazolinowy w reakcji z paraformaldehydem (woda powstajaca w reakcji byla
usuwana azeotropowo) [173]. Nastgpnie w reakcji z chlorkiem oksalilu otrzymano
odpowiedni chlorek kwasowy 118. Do przeksztalcenia tak otrzymanego zwiazku w
jodopochodna 120 uzyto reakcji degradacji Bartona [174, 175]. Reakcja chlorku
kwasowego 118 z sola sodowa N-tlenku 2-merkaptopirydyny dala tioester 119. W
reakcji rodnikowej (naswietlanie lampami wolframowymi) nastgpowata degradacja
reszty tioestrowej 1 powstawala zadana jodopochodna 120 [176]. Donorem jodu w tej

reakcji byt 2,2,2-trifluorojodoetan [177].
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Schemat 3.5.

Niestety ta $ciezka syntezy ma kilka istotnych ograniczen. Po pierwsze reakcja
degradacji 119 zachodzi z niskimi wydajnosciami (ok. 20%). Po drugie zwiekszenie
skali reakcji fotochemicznej jest bardzo trudne. Po trzecie, aby uzyskaé 20% wydajnosc
reakcji nalezy zastosowaé kilkukrotny (2.5-3.0) molowy nadmiar stosunkowo
kosztownego 2,2,2-trifluorojodoetanu.

Wobec wad wyzej opisane] metodologii opracowano inng droge syntezy
pochodnej kwasu oa-amino-y-jodomastowego (Schemat 3.6). W tym przypadku

materialem wyjsciowym byla L-metionina.
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W pierwszym etapie atom siarki tego aminokwasu byl alkilowany przy uzyciu jodku
metylu a nastgpnie powstaly zwiazek 122 degradowano do L-homoseryny (123) w
warunkach zasadowych [178-180]. W kolejnym etapie, podczas ogrzewania do wrzenia
w kwasie solnym powstawal lakton L-homoseryny (124), ktdry przeksztalcano w kwas
L-a-amino-y-bromomastowy (125) w reakcji z bromowodorem w kwasie octowym.
Nastepnie za pomoca standardowych metod zabezpieczono grupe karboksylowa i
aminowa (zostaly przeksztalcone odpowiednio w ester metylowy 1 N-
benzyloksykarbonylowa pochodna) [181, 182] i w ostatnim etapie, w reakcji
substytucji, wymieniono atom bromu na atom jodu uzywajac jodku sodu w acetonie. Ta
droga syntezy ma kilka zalet pomimo, ze ilo$¢ etapdw jest wigksza niz w poprzednim
przypadku. Po pierwsze, wszystkie reakcje sa proste i latwe do przeprowadzenia na

duza skale. Po drugie, stosowane substraty i reagenty sg proste i stosunkowo mato
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kosztowne. Dzigki temu mozna bylo otrzymad znaczna ilo$¢ zwiazku 128, ktory

wykorzystano jako substrat w wielu kolejnych reakcjach.

3.5.3. Synteza kwasow H-fosfinowych”

W pierwszych probach otrzymania wybranych zwiazkéw zastosowano druga
fosfinowego analogu kwasu glutaminowego 129 z jodopochodnej 120 jako substratu
[183-187]. Nie okazata si¢ ona skuteczna, gdyz pomimo znacznej ilosci préb i
zastosowania wielu réznych warunkéw reakcji, pozadany produkt powstawal tylko w

ilosciach $ladowych (1-2%) (Schemat 3.7).

O\/ 3 » O
N‘z TMSCI, EtsN, lub N
TMSCI, iProEtN, lub
120 HMDS 129

Schemat 3.7.

Niepowodzenie to zadecydowalo, ze synteze¢ pochodnych fosfinotricyny
prowadzono pierwsza droga zaprezentowana na Schemacie 3.4, a mianowicie poprzez
sprzeganie réznych kwaséw fosfinowych z pochodna kwasu o-amino-y-
jodomastowego. Kolejnym krokiem badan bylo wigc przygotowanie serii odpowiednich
kwaséw H-fosfinowych.

Kwas hydroksymetylofosfinowy (130) otrzymano w reakcji formaldehydu i
kwasu podfosforawego w roztworze wodnym (Schemat 3.8). W reakcji tego produktu z
druga  czasteczka  formaldehydu  powstaje  takze  niepozadany  kwas
bis(hydroksymetylo)fosfinowy (131). Zminimalizowanie 1ilo$ci tego produktu
ubocznego w mieszaninie poreakcyjnej jest mozliwe poprzez dobranie odpowiedniego
czasu reakcji. Kontrolujac reakcje za pomoca spektroskopii NMR wyznaczono taki czas

reakcji, w ktorym przereagowal juz caly kwas podfosforawy, a kwas

" W niniejszej pracy zwiazki o wzorze ogélnym R-PO,H, beda nazywane kwasami H-fosfinowymi w
odréznieniu od zwigzkéw o wzorze ogdlnym R-P(O)(OH)-R’, ktére beda nazywane kwasami C-
fosfinowymi.
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bis(hydroksymetylo)fosfinowy (131) powstawal w niewielkiej ilosci. Tak otrzymany
produkt uzyto w dalszych reakcjach bez oczyszczania. W warunkach reakcji P-
alkilowania kwasu hydroksymetylofosfinowego (130) pochodna 128, kwas
bis(hydroksymetylo)fosfinowy (131) nie moze reagowaé, a po jej zakonczeniu moze

by¢ prosto oddzielony od produktu.

H,PO, + CH,0 reflux, 25 min [l Il

H,O H | N NS
OH OH
130 131

Schemat 3.8.

Fosfinowego analogu glicyny nie mozna otrzyma¢ wedlug standardowego
protokolu otrzymywania kwaséw o-aminoalkanofosfinowych opisanego przez Baylisa
[188, 189]. Zwiazek ten, zatem otrzymano uzywajac estru metylowego kwasu

podfosforawego (132) jako materialu wyjsciowego (Schemat 3.9).
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Schemat 3.9.
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Ester ten powstaje z bezwodnego kwasu podfosforawego i ortomréwczanu
metylowego w temperaturze pokojowej. Drugim substratem w tej reakcji byla triazyna
133 zsyntezowana z formaldehydu i benzhydryloaminy. W wyniku reakcji tak
przygotowanych substratdw otrzymano ester metylowy kwasu N-difenylometyleno-
aminometanofosfinowego (134) [190, 191]. Hydroliza tego zwiazku w warunkach
kwasnych pozwalata otrzymaé fosfinowy analog glicyny (135), ktéry przeksztalcano w
N-benzyloksykarbonylowa pochodna 136 potrzebna do dalszych reakcji.

Kolejnym celem syntetycznym byla N-blokowana pochodna fosfinowego
analogu alaniny. W tym przypadku mozna zastosowa¢ metodg Baylisa syntezy kwasow
o-aminoalkanofosfinowych [188]. W wyniku reakcji acetaldehydu, kwasu
podfosforawego i chlorowodorku benzhydryloaminy otrzymano zwiazek 137, ktory
przeksztalcono w fosfinowy analog alaniny 138 poprzez hydroliz¢ w warunkach
kwasnych (schemat 3.10). Nastgpnie w reakcji z chloromréwczanem benzylu w
warunkach zasadowych otrzymano pochodna N-benzyloksykarbonylowa 139. Poniewaz
zwigzek ten otrzymano w postaci mieszaniny racemicznej, a W niniejszej pracy

zalozono otrzymanie zwiazkow enancjomerycznie czystych, kolejnym etapem tej
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| “H

syntezy bylo otrzymanie zadanego stereoizomeru.
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Schemat 3.10.

Rozdzialu enancjomeréw dokonano w wyniku kilkukrotnej krystalizacji soli
kwasu 139 z (-)-a-metylobenzyloaming. Standardowo przebieg tego typu krystalizacji

jest obserwowany za pomoca polarymetrii oraz pomiaru temperatury topnienia. W tym
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przypadku wykorzystano nowa metodg, w ktérej do analizy sktadu enancjomerycznego
mieszaniny uzyto techniki >'PNMR i a-cyklodekstryny jako chiralnego dyskryminatora.
Cyklodekstryna tworzy diastereomeryczne kompleksy inkluzyjne z badana substancja,
co jest widoczne w widmie *'P NMR jako réznicowanie sygnaléw pochodzacych od
poszczegdlnych enancjomeréw. W przypadku mieszaniny racemicznej obserwowane
byly dwa sygnaly o réwnych powierzchniach, natomiast po kolejnych etapach
krystalizacji zwigkszal si¢ udzial sygnalu pochodzacego od jednego enancjomeru
(Rysunek 3.16). Ostatecznie otrzymany enancjomerycznie czysty zwiazek jest opisany
przez widmo, na ktéorym obserwowano tylko jeden sygnal. Metoda ta ma wiele zalet:
jest szybka, prosta i wymaga bardzo niewielkiej ilosci substancji. Dodatkowa zaleta jest
mozliwos¢ oznaczania skladu enancjomerycznego zaréwno czystego kwasu N-

benzoksykarbonyloaminofosfininowego jak i jego soli z amina uzyta do krystalizacji.”

Rysunek 3.16.
Widma *'P NMR mieszaniny soli (-)-metylobenzyloaminy i kwasu N-benzyloksykarbonylo-1-
aminoetanofosfinowego (139) i a-cyklodekstryny (w stosunku 1:10) po kolejnych krystalizacjach z

octanu etylu.

Kolejne dwa kwasy fosfinowe zostaly otrzymane metoda addycji Michaela do
diestru trimetylosililowego kwasu podfosforawego [183, 184]. Ester ten otrzymano
przez reakcje heksametylodisilazanu (HMDS) z sola amonowa kwasu podfosforawego
(Schemat 3.11). W reakcji jego addycji do zwiazku nienasyconego otrzymywany byt

poczatkowo ester trimetylosililowy kwasu H-fosfinowego, ktory rozktadano do kwasu

" Badania dotyczace tej metody przedstawiono w publikacjach (Lista publikacji pozycje 2 i 5). Nie sa one
opisane w niniejszej rozprawie ze wzgledu na to, ze wykraczaja poza jej tematykg.
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przez metanolizg. Reakcje addycji zachodzily z wysoka wydajnoscia juz w
temperaturze pokojowej zaréwno w przypadku uzycia jako substratu akrylamidu jak tez
1 akrylonitrylu (Schemat 3.11). Jedynym problemem byla mozliwos¢ powstawania
symetrycznego bispodstawionego kwasu C-fosfinowego. Te trudno$¢ mozna jednak

pokonac przez odpowiednie dobranie stosunku molowego reagentow.

H
HMDS, 90°C P Si
NH,H,PO, ————» | |

OTMS Q 1. temp. pok. 12h g
H—P/ * \)J\NH = H/FI’ NH,
\ 2. MeOH W
OTMS 2 € OH
140 141

O
LOTMS N 1.temp. pok. 12h ||:|>

H—P N N

140 142

Schemat 3.11.

Nastgpnym zadaniem byla synteza kwasu N-benzyloksykarbonylo-2-
aminoetanofosfinowego. W literaturze opisana jest synteza wolnego kwasu 2-
aminoetanofosfinowego z uzyciem nitroetylenu jako substratu [192]. Ze wzgledu na
niedostgpnos¢ komercyjna tego substratu opracowana zostala znacznie Korzystniejsza
droga syntezy. Zastosowana zostala tu reakcja degradacji Hoffmana kwasu fosfinowego
141, ktéry otrzymano w jednej z wczesniejszych syntez (Schemat 3.12).
Przeprowadzenie tej reakcji wymaga jednak duzej ostrozno$ci — uzyty podbromin
bardzo tatwo utlenia kwas fosfinowy do fosfonowego. Dlatego tez reakcja byla
wykonywana w przechlodzonym roztworze wodnym w temperaturze -—15°C.
Zastosowanie takich warunkéw umozliwia otrzymanie pozadanego kwasu z wysoka
wydajnoscia 1 zahamowanie tworzenia si¢ kwasu  fosfonowego. N-
Benzyloksykarbonylowa pochodna kwasu 2-aminoetanofosfinowego 144 potrzebna do
dalszych syntez otrzymano w standardowej reakcji z chloromréwczanem benzylu w

warunkach zasadowych.
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I 0 o)
_P NH,  OBr I ZCl, NaOH I :
H l —— e
OH -150C HTIN" NH, HT 1N NH
0
141 143 144

Schemat 3.12.

Przeprowadzono takze  proby  otrzymania  kwasow 1-amino-1-
furylometanofosfinowego 1 1-amino-1-pirolometanofosfinowego. W pierwszym
podejsciu do tego problemu zastosowano reakcjg odpowiednich aldehydéw z sola (R)-
metylobenzyloaminy i1 kwasu podfosforawego w izopropanolu [193] (Schemat 3.13).
Dzigki zastosowaniu enancjomerycznie czystej aminy otrzymano produkty (145 i 146),
ktére takze byly indywidualnymi enancjomerami. Niestety usuniecie grupy
metylobenzylowej okazalo si¢ niemozliwe. Proby redukcji wodorem przy uzyciu

katalizatora palladowego nie powiodly si¢ ze wzgledu na to, iz kwas fosfinowy zatruwal

katalizator.
* o)
NH,*H,PO, g | \
i-PrOH
X HN o
H ;
145, X=0,
146, X=N-Tos

Schemat 3.13.

Druga prébg otrzymania kwasu 1-amino-1-furylometano-fosfinowego podjeto
stosujac metodg Baylisa (Schemat 3.14) [188]. Takze w tym przypadku otrzymano N-
podstawiong pochodna 147, ktérej przeksztalcenie w wolny aminokwas nie bylo
mozliwe. Po zastosowaniu standardowej metody odblokowania z uzyciem stezonego

kwasu solnego obserwowano calkowity rozpad zwiazku.

I | \
R o , Ph \|/NH2*H3P02 HProH A o
o Ph HOHN Ph
H T
147 Ph

Schemat 3.14.
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3.5.4. Sprzeganie kwasow H-fosfinowych z pochodng kwasu a-amino-y-jodo-
mastowego

W celu otrzymania zaprojektowanych zwiazkéw, kwasy H-fosfinowe, ktérych
synteza zostala opisana w poprzednim rozdziale, uzyto w reakcji sprzegania z pochodna
kwasu o-amino-y-jodomastowego. Reakcje przeprowadzano wedlug protokotu syntezy
bispodstawionych kwaséw fosfinowych zaproponowanego przez Boyda [185, 194-199].
Reakcja sktada si¢ z dwoch etapdw (Schemat 3.15). Na poczatku kwas fosfinowy jest
ogrzewany do temperatury okolo 90°C w heksametylodisilazanie i w tej reakcji tworzy
si¢ diester trimetylosililowy tego kwasu. Nastgpnie mieszaning ochtadza si¢ i dodaje
jodo-pochodna 128, po czym ponownie ogrzewa do temperatury okoto 90°C. W wyniku
tej reakcji tworzy sig ester trimetylosililowy zadanego kwasu C-fosfinowego. Ester ten

mozna roztozy¢ do kwasu przy pomocy metanolu w temperaturze pokojowe;.

5 ?TMS
I 90°C, HMDS ~ _P._

R/IT\H -N—> R OTMS
OH <

OTMS 1.90°C, 6h, N,
= I+ J >
) : P —»>

R” TOTMS 2 MeOH

Z
128
O
Il
O
\O/U\:_/\/ FI’ “R + ©\/g
HN O | °R
Z OH

R= CH.0OH, 148 154
CH,;NHZ, 149 155
CH(CH3)NHZ, 150 156
CH,CH,;NHZ, 151 157
CH,CH.CN, 152 158
CH,CH,CONH,, 153 159

Schemat 3.15.

Pierwszym problemem napotkanym w tej serii syntez bylo nieoczekiwane
powstawanie duzej ilosci kwasu fosfonowego o strukturze analogicznej do uzytego

kwasu fosfinowego. Poniewaz poczatkowo reakcje prowadzono w atmosferze azotu o
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czystosci technicznej (95%), zalozono, ze diester trimetylosililowy kwasu fosfinowego
byl utleniany bezposrednio tlenem z powietrza. Zostalo to potwierdzone przez wyniki
reakcji prowadzonych w atmosferze azotu o wysokiej czystosci (5.0), gdzie ilosci
produktéw utleniania byly znacznie mniejsze.

Reakcje tego typu dobrze przebiegaja dla wielu prostych halogenopochodnych,
jednakze w przypadku zastosowanej w tej pracy pochodnej kwasu a-amino-y-jodo-
maslowego powstaja takze dosy¢é nieoczekiwane produkty — kwasy P-
benzyloalkanofosfinowe (zwiazki 154-159). Dane literaturowe moéwia, ze w przypadku
reakcji podobnej pochodnej kwasu o-amino-y-jodomastowego 2z fosforynem
trietylowym oprocz oczekiwanego estru kwasu fosfonowego powstaje takze ester
dietylowy kwasu benzylofosfonowego [195]. Poniewaz diester trimetylosililowy kwasu
alkilofosfinowego jest reagentem podobnym do fosforynu trietylowego to i mechanizm
tej reakcji wydaje sig¢ by¢ analogiczny do opisanej w literaturze (Schemat 3.16). W
pierwszym etapie w wyniku wewnatrzczasteczkowej reakcji pochodna 128 cyklizuje.
Nastgpnie diester trimetylosilowy kwasu alkilofosfinowego atakuje benzylowy atom
wegla zwiazku 160 1 powstaje kwas benzyloalkilofosfinowy i zwigzek 161.
Dodatkowym potwierdzeniem proponowanego mechanizmu jest wydzielenie produktu

ubocznego tej reakcji — zwiazku 161.

O
\OJJ\-/\/I \O)'Ki/\

HN.__O b 6
\]& —_— Y OTMS
0 o ¥ N\
R ~OTMS
160
128
0
e
OM 0
= + Il
HN o) P
g o
OTMS
o)
161

Schemat 3.16.
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Zestawienie stosunku ilosci oczekiwanego produktu do ilosci produktu
benzylowania przedstawia Tabela 3.9. W czterech przypadkach (wiersze 2-5)
otrzymano podobne ilo$ci zwiazku oczekiwanego i benzylofosfinianu. W przypadku
pochodnych hydroksymetylofosfinowych ilosci produktu benzylowego byty niewielkie.
Natomiast dla analogdw z podstawnikiem 2-cyjanoetylowym nie udalo si¢ otrzymaé
oczekiwanego zwiazku. Niestety na podstawie posiadanych danych trudno jest
wnioskowac, w jaki sposéb struktura podstawnika wplywa na przebieg reakcji, a tym

samym na wzajemne ilo$ci poszczegdlnych produktow.

Tabela 3.9.

Podsumowanie wynikéw reakcji sprzegania kwaséw H-fosfinowych ze zwigzkiem (..).

nr R Stosunek ilosci produktu Wydajnos¢ po

oczekiwanego do produktu oczyszczeniu i
benzylowania* odblokowaniu

1 —CH,OH 2.0-10.0 16.9

2 —CH,NHZ 09-1.0 1.1

3 —CH(CH3)NHZ 0.6 -0.7 7.4

- —CH,CH,NHZ 1.0-1.1 3.2

5 —CH,CH,CONH; 1.2-1.7 17.0%*

6 —CH,CH,CN <0.01 0

* Tloraz ten okre$lono na podstawie widm *'P NMR. Podano zakres wartosci otrzymanych w réznych
powtdrzeniach reakcji.

** Po odblokowaniu otrzymano zwiazek z grupa karboksylowa zamiast amidowe;.

Synteza zwiazku 150 zostala przeprowadzona w dwoch wariantach — z
uzyciem racemicznego kwasu N-benzyloksykarbonylo-1-aminoetanofosfinowego (139)
1 kwasu enancjomerycznie czystego (o konfiguracji absolutnej S). W przypadku
produktu reakcji z racemicznym kwasem fosfinowym na widmie P NMR (Rysunek
3.17.a) zaobserwowano dwa sygnaly pochodzace od dwoéch diastereoizomerdw.
Natomiast w wyniku reakcji ze zwiazkiem (S)-139 na widmie *'P NMR (Rysunek
3.17.b) otrzymano tylko jeden rezonans. Ten wynik bardzo prosto udowadnia, ze oba

substraty (zwiazki 128 1 139) uzyte w tej reakcji byly enancjomerycznie czyste.
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b)

a)
T T T T U T T T T T T T 1
60 59 58 57 5 60 59 58 57 56 55 54 53 52

T T T T 1
6 55 54 53 52
[ppm] [ppm]

Rysunek 3.17.
Widma *'P NMR oczyszczonych produktéw reakcji sprzegania zwiazku 128 z: a) racemicznym kwasem
fosfinowym 139; b) enancjomerycznie czystym (S)-139.

W przypadku zwiazku 149 sytuacja byla jeszcze bardziej skomplikowana. Poza
ubocznym produktem benzylowania 155, powstawatl kolejny nieoczekiwany zwiazek —
kwas P-hydroksymetylo-N-benzyloksykarbonyloaminometanofosfinowy (162)
(Schemat 3.17). Zwiazek ten najprawdopodobniej powstaje w reakcji formaldehydu z
diestrem trimetylosililowym kwasu fosfinowego (136). Natomiast formaldehyd moze

by¢ produktem rozpadu tego diestru.

= AR ™
HN ot 2 MeOH

(@) +
~ M, i 1.HMDS, 90°C, 6h
07 ™ +__NH__P > ©\/o

128 136 155

162

Schemat 3.17.
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Kolejnym krokiem przedstawianych syntez bylo usunigcie zabezpieczen grup
aminowych 1 karboksylowych. W przypadku zwiazkéw 148, 150, 151 procedura byla
bardzo prosta. W pierwszym etapie usuwano grupg N-benzyloksykarbonylowa za
pomoca 30% roztworu bromowodoru w kwasie octowym w temperaturze pokojowej
(schemat 3.18). Nastgpnie produkt tej reakcji ogrzewano do wrzenia pod chlodnica

zwrotng w st¢zonym kwasie solnym hydrolizujac w ten sposdb ester metylowy.

O o] o) o)
Il 1. HBr/AcOH Il
\O ! lID\R b P
= OH 2. stez. HCI HO = (l)HR
HN NH,*HCI
V4
R = CH,OH, 148 R= CH,0H, 112
CH(CH3)NHZ, 150 CH(CH3)NH,*HCI, 93
CH,CH,NHZ, 151 CH.,CH,NH,*HCI, 114

Schemat 3.18.

Dla zwiazku 149 konieczne bylo opracowanie innej metody, ze wzgledu na to,
ze nie udalo sig¢ oddzieli¢ zwiazku 162 od wilasciwego produktu reakcji zaréwno w
formie zablokowanej, jak po catkowitym usunigciu reszt ochronnych (po zastosowaniu
procedury odblokowania opisanej powyzej). W pierwszym kroku usunigto grupy N-
benzyloksykarbonylowe z obu zwiazkéw za pomoca wodoru z uzyciem katalizatora

palladowego (10% Pd / C) (Schemat 3.19).

o o
I I
~ J\/\/P NH M
o7 Sy A, NoT NP N,
N OH = OH
HN NH
“Z 49 Hy 10% PA/C 2 163
+ g ks
i i
I
OH OH
162 164
i i
1. HPLC M
+ NH,*HCI
2 stz el 0 I~
. SIgZ. =
¢ NH,*Hcl O
92
Schemat 3.19.
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Nastgpnie zwiazki te rozdzielono za pomoca preparatywnego HPLC, a otrzymany
czysty ester 163 poddano hydrolizie stgzonym kwasem solnym.

Ze wzgledu na obecno$é¢ grupy amidowej w zwiazku 153 do odblokowania
zastosowano lagodniejsza metode z uzyciem trimetylobromosilanu i1 hydroliza
powstalej pochodnej trimetylosililowej woda. Niestety w tym przypadku nie otrzymano
oczekiwanego produktu, ale produkt hydrolizy amidu do kwasu (165) (Schemat 3.20).

O 0 0
- /ﬂ\v//\\/” _1.Tmser I on
HN. 2 NH;HBrOH o)
153 165

Schemat 3.20.

3.5.5. Utlenianie kwasow H-fosfinowych

Zaobserwowane utlenianie diestréow trimetylosililowych kwasow fosfinowych za
pomoca atmosferycznego tlenu wydawalo sig¢ by¢ warte bardziej szczegétowej analizy.
Pomimo wielu prac, w ktérych kwasy fosfinowe sa uzywane jako prekursory kwaséw
fosfonowych nie znaleziono doniesien na temat mozliwosci ich bezposredniego
utleniania tlenem. Dos$wiadczenia, w ktérych kwasy fosfinowe byly ogrzewane w
heksametylodisilazanie do temperatury okoto 90°C z dostgpem powietrza wykazaty, ze
w przypadku wielu zwiazkdéw reakcja ta zachodzi bardzo wydajnie dajac odpowiednie

estry kwaséw fosfonowych (Schemat 3.21).

OTMS o ﬁ
I HMDS, 90°C l 2
R/T\H L R” 1 OTMS
OH R QIMS OTMS
MeOH
0
g
R” 1 OH
OH

Schemat 3.21.
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Kwasy fosfonowe mozna latwo wydzielié po metanolizie otrzymanego estru.
Zestawienie czaséw reakcji (monitorowanej za pomoca °'P NMR) dla jedenastu
kwaséw fosfinowych przedstawia Tabela 3.10. Duza czg$¢ badanych zwigzkow
utleniata si¢ iloSciowo juz po okoto lh. Te badania wyjasniaja zaobserwowane
trudno$ci podczas reakcji P-alkilowania tych kwaséw w podobnych warunkach w
atmosferze azotu o czystosci technicznej — nawet niewielka ilo$¢ tlenu prowadzita do

ubocznych produktéw utleniania.

Tabela 3.10.

Zestawienie czasOw reakcji utleniania za pomocg tlenu atmosferycznego.

Lp R RPO;H, RPO;H; Czas Wydajnosc
reakcji [h]* [Yo]**

1 -CH,OH 130 171 12 80
2 -CH);NH; 135 172 6.0 65
3 -CH;NHZ 136 173 0.5 >95
4  -CH(CH3;)NHZ 139 174 1.0 >95
5 -CH,CH;NHZ 144 175 2.0 >95
6 -CH,CH,CONH, 141 176 6.0 70

7  -CH(CH,Ph)NHZ 166 177 1.0 >95
8 -CH(CH,CH,Ph)NHZ 167 178 3.0 >95
9 -CH(Ph)NHZ 168 179 3.0 80
10 -CH(CH,CH(CHj3),)NHZ 169 180 1.0 >95
11 -CH(CHCH(CHj3),)NHFmoc 170 181 6.0 90

* Reakcje prowadzono do zaniku kwasu fosfinowego, co byto monitorowane za pomoca > P NMR.

** Wydajnos¢ reakcji okreslono na podstawie widm *'P NMR.

Z drugiej strony mozna potraktowac tg reakcj¢ jako bardzo dobry, stosunkowo
uniwersalny sposob utleniania kwaséw fosfinowych, gdyz samo utlenianie zachodzi w
tagodnych warunkach i przy uzyciu bardzo stabego utleniacza, jakim jest atmosferyczny

tlen. W wielu przypadkach sposéb ten jest szczegélnie korzystny w pordwnaniu ze
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standardowo stosowana metoda utleniania kwaséw fosfinowych za pomoca wody
bromowej, ktéra moze reagowaé¢ z wieloma grupami funkcyjnymi [193]. Co wiecej,
przeprowadzenie reakcji 1 wydzielanie czystego produktu takze jest bardzo tatwe
(ogrzewanie z dostgpem powietrza i metanoliza). Jednakze reakcja ta nie daje bardzo
dobrych wynikow dla wszystkich zwiazkéw. W przypadku reakcji wymagajacych
dhuzszego czasu obserwowano rozpad wigzania C-P (zwiazki 130, 135, 141, 168).
Natomiast dla pochodnej z funkcja Fmoc (170) nastgpowalo czegsciowe odblokowanie

grupy aminowej (powstawalto 10% wolnego aminofosfonianu).
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3.6. Projektowanie analogéw kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego

W drugiej czeéci projektu otrzymywania nowych potencjalnych inhibitorow
syntetazy glutaminy — analogdw kwasu glutaminowego postanowiono zbadaé
pochodne kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego (65). Zwiazek ten wydaje sig
by¢ atrakcyjna substancja wiodaca. Opublikowane dane wskazuja, ze jest to silny
inhibitor syntetazy glutaminy, ktéry mozna stosunkowo prosto zsyntezowac [108].
Analogia strukturalna do innych silnych inhibitorow syntetazy glutaminy
(fosfinotricyny i sulfoksyiminy metioniny) wskazuje, ze po przylaczeniu si¢ do enzymu
grupa N-hydroksylowa tego zwiazku jest fosforylowana przy udziale ATP.

To zalozenie prowadzi do wniosku, ze aktywne pochodne powinny mie¢ wolna
grup¢ N-hydroksylowa, a moga by¢é dodatkowo podstawione przy atomie azotu
hydroksyloaminowego. Ze wzgledu na dostgpnos$¢ syntetyczna najatrakcyjniejsze
wydaja si¢ by¢ pochodne 4-N-alkilowe i1 4-N-acylowe. Jednakze w przypadku
kompleksu zwiazku 65 z syntetaza glutaminy hydroksyloaminowy fragment NH jest

silnie zaangazowany w oddziatlywanie z enzymem (Rysunek 3.18).

Rysunek 3.18.
Zoptymalizowana struktura kompleksow syntetazy glutaminy ze zwiazkiem 65.
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Dla 4-N-podstawionych pochodnych to wigzanie nie bedzie mozliwe, co
znaczaco wplynie na strukturg¢ kompleksu. Aby na etapie projektowania nie popetiad
takiego bledu, w pierwszym kroku zoptymalizowano struktury 4-N-metylowej (182) i 4-
N-acylowej (183) pochodnej z syntetaza glutaminy (Schemat 3.22, Rysunek 3.19).
Nastepnie struktury te uzyto do projektowania nowych pochodnych za pomoca

programu LUDI. Otrzymano odpowiednio dwie serie zwigzkow: 4-N-alkilowe i 4-N-

acylowe.
O (I)H
JJ\/\/N ~
HO™ ™Y H
NH,
=
o i 0 OH
EOE HO™ \H/
Wk NH, o
182 183
O ?H 6] (I)H
N R )J\/\/ N R
T O/“\:/\/ ~ HO Y \n/
NH, NH, 0
Schemat 3.22.

Rysunek 3.19.
Struktury kompleksow syntetazy glutaminy ze zwiagzkami: a) 182, b) 183.
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Serie zaprojektowanych zwiazkéw 4-N-alkilowych przedstawiono na Schemacie
3.23. Mozna zauwazy¢, ze wigkszo$¢ proponowanych podstawnikdéw zawiera atom
azotu, najczesciej w postaci funkcji aminowej. Dodatnio naladowane grupy NH;" sa
szczegllnie korzystne ze wzgledu na elektrostatyczne oddziatywania z ujemnie
naladowang powierzchnia wnegki katalitycznej. Mozliwe jest takze tworzenie wielu

wigzan wodorowych. Co wazne, wiele z tych pochodnych ma stosunkowo prosta

strukture, co umozliwia nieskomplikowang syntezg.

o OH o) OH o)
I /U\/v
N
HO)J\_/\/N\/NHZ HO - \/\”
NH, NH,
184 185
O OH

NH
2 186 187
o) OH
o . \/\/\”/ N Ho _ NM(
NG e o NH, OH O
189

H
O ?H N/\\ (0] ?H (0]
: HO™ NH,

HO Y Y
NH, NH,
190 191
0 (I)H
HO - ~
NH
2 192

Schemat 3.23.
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Zestawienie wartosci funkcji oceniajacej LUDI 1 dla zaprojektowanych
zwiazkow 1 substancji wiodacej przedstawiono w Tabeli 3.11. Podobnie jak w
przypadku pochodnych fosfinotricyny, oceniono struktury otrzymane za pomoca
programu LUDI oraz te dodatkowo zoptymalizowane (pole silowe cff97).
Zablokowanie funkcji hydroksyloaminowej zwiazku 65 przez grupe metylowa (zwiazek
182) spowodowalo znaczne pogorszenie wartosci funkcji LUDI 1 (ponad 100
punktow). Poniewaz zwigzek N-metylowany 182 byl punktem startowym
projektowania, otrzymane pochodne nie maja bardzo wysokiej oceny LUDI 1. Rozktad
ocen poszczegdlnych typow oddziatywan (lipofilowe, jonowe i wigzanie wodorowe)
jest zrdwnowazony. Jedynie w kilku przypadkach (184, 186, 187) obserwuje si¢ wyzsza
warto$¢ IONIC_SCORE.

Tabela 3.11.
Zestawienie wartosci funkcji oceniajacych dla struktur komplekséw syntetazy

glutaminy z zaprojektowanymi analogami 182.

Ocena struktury otrzymanej przy pomocy programu LUDI

Ocena struktury zoptymalizowanej

Zwiazek LUDI 1 HB_SCORE LIPO SCORE IONIC SCORE
65 915 281 145 686
182 800 268 287 442
184 910 402 263 442

1067 359 242 688
185 1046 396 405 442

1013 451 411 424
186 900 268 304 576

984 386 290 556
187 868 357 266 442

949 325 301 596
188 891 353 420 442

937 396 449 416
189 973 432 423 442

934 397 444 417
190 1027 416 467 442

926 337 461 426
191 805 303 358 442

923 459 346 416
192 868 357 266 442

919 480 245 416
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Struktury kompleksow zwiazkéw 184 i 186 z syntetaza glutaminy wyjasniaja
dlaczego tak korzystne jest przylaczenie grupy aminowej do projektowanego inhibitora
(Rysunek 3.20). Pomimo roéznej dlugosci lacznikow pomigdzy grupa aminowa a
hydroksyloaminowa, sposéb wiazania tych analogéw do enzymu jest podobny. W obu
przypadkach grupa aminowa oddzialuje z resztami aminokwasowymi tworzacymi

wneke wigzaca jon amonowy.

a)

b)

Rysunek 3.20.

Zoptymalizowane struktury kompleksow syntetazy glutaminy ze zwiazkami: a) 184, b) 186.
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Dla zwiazku 184 interakcje z ta wneka sa korzystniejsze 1 mozliwe jest utworzenie az
trzech wigzan wodorowych (do Glu327, Glu212 i Tyr179; Rysunek 3.20.a). Pochodna

186 jest zwiazana mniej korzystnie przez dwa wiazania wodorowe (do Glu212 i

Tyr179; Rysunek 3.20.b).
Druga seri¢ pochodnych zaprojektowano na podstawie struktury N-acylowej

pochodnej
ZwWi3zkow
korzystnie

dotaczona

zwiazku 65 (Schemat 3.24). Podobnie jak w przypadku pierwszej serii
przytaczane fragmenty zawieraly najczeSciej grupe aminowa, ktora
oddzialywuje z miejscem aktywnym enzymu. W kilku pochodnych
zostata grupa —OH. Wiele z zaprojektowanych zwiazkéw wydaje sig¢ byc

atrakcyjnych ze wzgledu na to, ze najprawdopodobniej sa stosunkowo latwo dostgpne

syntetycznie (jako pochodne zwiazku 65 i naturalnych aminokwasow).

OH 0 OH =

)J\/\/N MN H
HO™ ™ \ﬂ/ﬁ\NHz HO™ ™ \H/A\NHz

NH, O NH, o)
193 194
OH
OH <~
= O OH O

195 2 196
)?\/\/?H i CI)H i
N HE )J\/\/N
e : \H/\/ " . Nu/\
NH (@] v
2 197 NH2 0 198

Schemat 3.24.
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Zwiazek 183 jest lepszym punktem startowym niz zwiazek 182 w projektowaniu
potencjalnie aktywnych analogéw. Wartos¢ funkcji oceniajacej LUDI 1 dla 183 (893)
jest zblizona do oceny zwiazku wiodacego 65 (913), pomimo zablokowania bardzo
korzystnie oddziatujacej z enzymem funkcji NH. Dobra wartos¢ LUDI 1 dla zwigzku
183 jest spowodowana tworzeniem dodatkowego wigzania wodorowego pomiedzy
grupa C=0O funkcji acylowej a reszta boczna Arg359 (Rysunek 3.19.b). Zestawienie
wartosci funkcji oceniajacych dla zaprojektowanych zwiazkéw (Tabela 3.12) pokazuje,
ze wiele z nich powinno by¢ znaczaco bardziej aktywnych niz substancja wiodaca 65.
Dla wszystkich zaprojektowanych zwiazkéw wartosci funkcji  oceniajacych
poszczegblne oddzialywania (HB_SCORE, LIPO SCORE i IONIC SCORE) sa
wysokie 1 zblizone do siebie. Jednakze kluczowa dla wysokiej oceny ogdlnej wydaje si¢
by¢ warto$¢ funkcji IONIC_SCORE, ktérej warto$¢ rosnie wraz ze wzrostem wartosci

LUDI 1.

Tabela 3.12.
Zestawienie wartosci funkcji oceniajacych dla struktur komplekséw syntetazy

glutaminy z zaprojektowanymi analogami 183.

Ocena struktury otrzymanej przy pomocy programu LUDI

Ocena struktury zoptymalizowanej

Zwiazek LUDI 1 HB_SCORE  LIPO SCORE IONIC SCORE
183 893 379 293 418
193 875 419 272 406

1210 446 284 702
194 901 419 298 406

1183 416 316 673
195 914 458 298 406

1135 448 307 628
196 973 406 473 418

1064 303 515 570
197 876 399 307 418

1048 412 322 562
198 1026 425 405 418

1016 303 441 570
199 1040 451 393 418

1014 524 372 416
200 923 428 325 418

923 444 310 417
201 822 379 222 418

901 453 227 418
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Podobnie jak w pierwszej serii analogéw 65 najlepsze wyniki daje przylaczenie
do zwiazku wiodacego fragmentu =zawierajacego funkcje aminowa. Struktura
kompleksu zwiazku 193 z syntetaza glutaminy (Rysunek 3.21.a) pokazuje takze
podobny schemat oddziatywan — dodatkowa grupa aminowa jest wigzana w miejsce
jonu amonowego w centrum aktywnym enzymu tworzac trzy wigzania wodorowe (z
Glu212, Glu327 i Tyr179). Ten sposob wiazania jest takze proponowany dla zwigzkow
1941 195.

a)

b)

Rysunek 3.21.

Zoptymalizowane struktury kompleksow syntetazy glutaminy ze zwigzkami: a) 193, b) 197.
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W przypadku zwiazku 197 oddzialywania z centrum aktywnym enzymu sa podobne,
cho¢ nie tak korzystne (Rysunek 3.21.b), gdyz wlaczona w strukturg¢ grupa aminowa
moze tworzy¢ tylko jedno wiazanie wodorowe z reszta aminokwasowa Tyrl79, co

wiaze sie ze znacznie nizsza oceng ogdlna.
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3.7. Synteza analogéw kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego
Do syntezy wybrano grupg zwiazkéw przedstawionych na Schemacie 3.25. Sa to
pochodne zwiazku 65, w ktérych atom wodoru przy hydroksyloaminowym atomie

azotu zostal zastgpiony podstawnikiem zawierajacym dodatkowa grupe aminowa lub

karboksylowa.
O (l)H (@ (')H
/“\/\/N NH, MN
- | - ¢
NH, o! NH, o)
201 183
- Pkt o) OH
/U\/\/N M l
MOT 2 \[(\NHz HO™ N\H/\/NHZ
NH, o =
NH O
193 2 197
O OH = OH
HO™ Y \H/\NHZ } )J\/\/N :
NH, 0 S \ﬂ/\NHZ
194 NH, 0
195
@) OH O OH
)J\/\/ I /“\/\/ l
N NH
HO™ Y N, HO™ Y S
NH NH
2 186 < 187
Schemat 3.25.

Analiza retrosyntetyczna tej grupy zwiazkéw wskazuje dwie drogi ich syntezy
(Schemat 3.26). Po pierwsze mozna dokonaé rozlaczenia po lewej stronie azotu
hydroksyloaminowego, co prowadzi do zastosowania w syntezie pochodnych kwasu o-
amino-y-jodomastowego 1 monopodstawionych pochodnych hydroksyloaminy badz
kwaséw hydroksamowych (droga 1). Drugie podejscie wskazuje na zastosowanie jako
substratow pochodnej kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego i kwasow albo

halogenopochodnych jako odpowiednich czynnikéw acylujacych lub alkilujacych
(droga 2).
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2
drog% Nga 2
P P
P I + albo
1~ o N P . /U\/\/N\
O = H/ \R 1 O 5 H 0
HN =
~P, HN /ﬂ\
P, HO R'

Schemat 3.26.

W poczatkowym etapie badan probowano zastosowaé pierwsza droge, gtownie
dlatego, ze dysponowano efektywna metoda syntezy pochodnych kwasu o-amino-y-
jodomastowego, a kwasy hydroksamowe sa dosy¢ tatwo dostgpne syntetycznie.

Kwas hydroksamowy 203 otrzymano z N-benzyloksykarbonyloglicyny i O-
benzylohydroksyloaminy za pomoca metody mieszanych bezwodnikéw (Schemat 3.27).
Tak otrzymany zwiazek (203) alkilowano jodopochodna 128 w roztworze acetonowym
stosujac bezwodny weglan potasu jako zasadg. Taki schemat syntezy ma jednak pewne
wady. Oprécz zadanego produktu 204 podstawienia atomu azotu w kwasie
hydroksamowym powstaje drugi produkt 205, gdzie podstawiony jest atom tlenu
(Schemat 3.28). Oba zwiazki otrzymywane sga z podobna wydajnoscia, a bardzo
zblizona struktura chemiczna znacznie utrudnia rozdzial. Niestety w literaturze nie
znaleziono modyfikacji warunkéw reakcji, ktére pozwolityby otrzymywac jedynie

zamierzony izomerow.

Z., . OH 1.CICOOBU, NMM,  7_ NH
/\\ﬂ/ 2. BZIONH, NH/\WT/ O
o) 0
202 203

Schemat 3.27.
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| Bzl _NH Z KCO NH o
\O)j\_/\/ + g \H/\NH _ s 77

aceton

Schemat 3.28.

Te trudnosci spowodowaly, Ze zastosowana zostata druga z mozliwych drég
syntezy zaprojektowanych zwigzkéw. Pierwszym krokiem tej $ciezki bylo otrzymanie
pochodnej kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego. Pierwsze proby syntezy
odpowiednio zablokowanej formy tego kwasu podjgto stosujac jako substrat pochodna
kwasu o-amino-y-jodomastowego (128). Najpierw prébowano zastosowaé, opisany w
literaturze dla bardzo podobnych zwiazkéw, schemat syntezy, gdzie halogenopochodna
jest ogrzewana pod chlodnica zwrotna z nadmiarem O-benzylohydroksyloaminy
pelniaca w tej reakcji takze funkcjg zasady (Schemat 3.29) [200]. Niestety nie
zaobserwowano powstawania oczekiwanego produktu 206. Nastepnie zmodyfikowano
warunki reakcji, prowadzac ja w acetonie z uzyciem bezwodnego weglanu potasu jako

zasady. Te proby alkilowania takze nie przyniosty pozytywnego rezultatu.

BzIONH, (2.5 eq)

0 / THF, reflux \
o BzIONH,, K,CO, /

aceton, reflux

Schemat 3.29.
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Ze wzgledu na nagatywne wyniki reakcji z uzyciem pochodnej kwasu a-amino-
y-jodomastowego (128), wyprébowana zostala zupehie inna $ciezka syntezy. Byla to
metoda analogiczna do opisanej przez grupg prof. Shigeo Nozoe [108]. W tym
przypadku monopodstawiong pochodna hydroksyloaminy 215 otrzymano przez
redukcje¢ hydroksyiminy 214 za pomoca NaCNBH; w warunkach kwasnych (Schemat
3.30). Natomiast hydroksyimina 214 zostala otrzymana w reakcji O-
benzylohydroksyloaminy z pochodna aldehydu B-asparaginowego 213 prowadzonej w
pirydynie jako rozpuszczalniku.

o)
OH MeOH, SOCl, 0 ZCl, MgO
HO - ——— "% HO Y ~ T
NH, O NH,
207 208
0 /& o
oL 0 NaOH
Ho" X Thso, 0" S —
2 4 =
Z/NH o) z/NH o
09
2 210
o 1. CICOOEt, NMM O
0 Y H
Z,NH o N
211 212
o)
DMSO, (COCI), " BzIONH,*HCI
> 0] Y >
Z/NH o) pirydyna
213
o)
4\ H NaCNBH,, O
(0] i I > )‘J\/\/NH /BZ|
NH N (COOH), o Y o)
z” 0" NH
Z/
215
214

Schemat 3.30.
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Synteza  aldehydu [-asparaginowego z zabezpieczonymi funkcjami
karboksylowa 1 aminowa nie jest trudna, jednakze sklada si¢ z wielu etapéw [201].
Substratem, ktéry jest jednoczesnie zrodlem chiralnego atomu wegla jest kwas L-
asparaginowy. W pierwszym etapie otrzymano [-ester monometylowy (208), przy
uzyciu chlorku tionylu w metanolu. Nastgpnie zabezpieczono grupg aminowa
aminoestru (208) acylujac ja chloromréwczanem benzylu w obecnosci stabej zasady
jaka jest tlenek magnezu. Kolejno estryfikowano grupe o-karboksylowa poprzez
reakcje kwasu 209 z izobutylenem w warunkach lekko kwasnych. W nastgpnym kroku
odblokowano grupg [B-karboksylowa, hydrolizujac ester metylowy 210 zasada sodowa.
Dalej, przy uzyciu chloromréwczanu izobutylu otrzymano mieszany bezwodnik, ktory
zredukowano borowodorkiem sodu. W ten sposob otrzymano pochodna homoseryny
212 z zablokowanymi funkcjami karboksylowa i aminowa. Ten zwigzek utleniono
metoda Swerna (z zastosowaniem sulfotlenku dimetylu i chlorku oksalilu) otrzymujac
zadany aldehyd 213. Pomimo, ze metoda otrzymywania tej pochodnej kwasu 4-N-
hydroksy-2,4-diaminomastowego sklada si¢ az z o$miu etapow, jest ona dosy¢ wydajna
1 pozwala na otrzymanie stosunkowo duzej ilo$ci produktu. Wynika to z tego, ze
wigkszos$¢ reakcji zachodzi z dobrymi wydajnosciami, a ich produkty mozna prosto
oczyscic.

Otrzymany prekursor 215 postuzyt do zsyntezowania szeregu zaprojektowanych
analogéw. Syntezy te przebiegaly w dwdch zasadniczych etapach. W pierwszym kroku
hydroksyloaminowy atom wodoru prekursora byt podstawiany réznymi funkcjami, a w
drugim z otrzymanego zwiazku usuwano grupy zabezpieczajace.

Reakcja zwiazku 215 z izocyjanianem trimetylosililowym i nastgpnie hydroliza
produktu za pomoca wody dawata pochodna N-hydroksymocznikowa 216 (Schemat
3.31) [202].

_Bzl
T
4\ JJ\/\/NH. B2 1. TMSNCO > 4\ MN N,
H © 2. H20 0 H \ﬂ/
_NH _NH 0
215 z 216

Schemat 3.31.
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/“\/\/ NH Bz A0 )J\/\/ N
o~ Y 0 o7 ™Y \ﬂ//

7
z 215 217

Schemat 3.31.cd.

Synteza zwiazku z grupa N-acetylowa byla réwnie prosta. Po okoto 2h mieszania
prekursora z bezwodnikiem octowym otrzymano pozadany produkt 217 (Schemat 3.31).

W kolejnych syntezach otrzymano analogi N-alkiloaminowe. W pierwszym
etapie z bromowodorku 2-bromoetyloaminy i bromowodorku 3-bromopropyloaminy
otrzymano pochodne N-benzyloksykarbonylowe (odpowiednio 218 i 219, Schemat
3.32). Nastgpnie przeprowadzono reakcje tych bromopochodnych ze zwiazkiem 215 w
acetonie 1 z uzyciem bezwodnego weglanu potasu jako zasady. Pomimo zastosowania
katalizatora przeniesienia fazowego, jakim byla 18-korona-6, aby otrzymaé rozsadne
wydajnosci reakcji, mieszaniny substratéw musialy by¢ ogrzewane przez wiele godzin

pod chlodnica zwrotna (okoto 40-50h).

ZCl, NaOH Br NH

Br NH,*HBr
M, » M, "z
woda, dioksan
218, n=2
219, n=3
4\ Jj\/\/NH B2 KEO. acetonL
Br 0] L
= 18-korona-6
_NH
215
?/le
N NH_

%

X

220, n=2
221, n=3

Schemat 3.32.

Kolejng seri¢ pochodnych otrzymano sprzggajac N-blokowane aminokwasy z
prekursorem 215 (Schemat 3.33). Do acylowania zastosowano metod¢ mieszanych

bezwodnikéw z uzyciem chloromréwczanu izobutylu. Jako substratu uzyto N-
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benzyloksykarbonylowych pochodnych o-aminokwaséw: glicyny, L-alaniny i O-
benzylo-L-seryny, oraz [-alaniny. Wydajnosci reakcji sprzggania byly dobre dla

wszystkich zastosowanych pochodnych.

0 0
R 1. CICOOi-Bu
/)\OMNHO/BZI + HOJ\( g
_NH _NH 2. Et;N
z 215
R=H, 222
CH;, 223
CH,OBzI, 224
Bzl
0 <|>/ R
/U\/\/N A Z
07 ™ j]/\NH
,-NH 0
R=H, 225
CH;, 226
CH,OBzI, 227
0 0
)J\/VNH B 1. CICOO#-Bu
o ; 0~ + k/\ Z g
: HO NH
2. Et;N
,-NH
215 228
/le

A

\n/\/

"

229

Schemat 3.33.

Drugim etapem bylo usunigcie grup zabezpieczajacych. Wszystkie trzy
stosowane grupy ochronne, tj.: ester tert-butylowy, N-benzyloksykarbonyl i O-benzyl
mozna stosunkowo latwo usunagé. Stosowano dwa protokoly odblokowan — w
pierwszym grupy tert-butylowa i N-benzyloksykarbonylowa byly usuwane roztworem
bromowodoru w kwasie octowym w temperaturze pokojowej a grupa O-benzylowa
wodorem przy uzyciu katalizatora palladowego (10% Pd/C, Schemat 3.34). W drugiej

metodzie ester tert-butylowy rozkladano 50% roztworem kwasu trifluorooctowego, a
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grupy N-benzyloksykarbonylowa i O-benzylowa usuwano wodorolitycznie (katalizator

10% Pd/C). Jednakze w przypadku zwiazkow: 215, 225 1 217 dla obu metod

odblokowania obserwowano powstawanie niepozadanych produktéw redukcji grupy O-

benzylowej (najprawdopodobniej redukcji grupy hydroksyloaminowej do aminowej)

[203]. Ten niekorzystny przebieg reakcji udalo si¢ zmienié¢ dla zwiazku 215 stosujac

mieszaning 1M kwasu solnego i metanolu jako rozpuszczalnik w reakcji uwodorniania

(w stosunku 2:1), ktéra najprawdopodobniej zmniejszata aktywnosé Kkatalizatora

(schemat 3.35) [108].

= ?/le
Z/NH
R= CONH_, 216
CH,CH,NHZ, 220
CH,CH,CH,NHZ, 221
COCH,NHZ, 225
COCH(CH3)NHZ, 226
COCH(CH,0Bzl)NHZ,227
Schemat 3.34.
- (I)/ Bzl
Z/NH

Schemat 3.35.
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v

R=

0 OH

Ho/ﬂ\j/A\V/N\R
NH,

CONH, 201

CH,CHoNH, 186

CH,CH,CHNH,, 187

COCH,NH,, 193

COCH(CH3)NH,, 194
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3.8. Aktywno$¢ enzymatyczna in vitro otrzymanych zwiazkow

Potwierdzeniem stusznosci zalozen przyjetych przy projektowaniu nowych
inhibitoréw jest ich aktywnos$¢ inhibitorowa. Przed napisaniem tej pracy udalo sie
dokonaé¢ wtepnej oceny otrzymanych zwiazkéw'. Zestawienie stopnia hamowania
syntetazy glutaminy z E. coli przedstawiono w Tabeli 3.13. Te wstepne wyniki
pokazuja, ze otrzymane w ramach tej pracy pochodne fosfinotricyny sa dobrymi
inhibitorami syntetazy glutaminy. Zgodnie z obliczeniami najaktywniejszy jest zwiazek
92. W przypadku pochodnych kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego rezultaty
nie sa tak dobre. Opublikowane dane biochemiczne méwia o wysokiej aktywnosci
inhibitorowej zwiazku wiodacego wzglgdem enzymoéw z soi i mdézgu owcy. Jednakze

aktywnos¢ tej substancji wzgledem enzymu bakteryjnego jest niewielka.

Tabela 3.13.
Zestawienie aktywnos$ci inhibitorowej badanych zwiazkéw wzgledem syntetazy
glutaminy z E. coli. (Reakcja prowadzona przez 30min. w temperaturze 37°C. ‘—° —

brak danych, NA — nie aktywny).

Stopien hamowania enzymu dla stezenia inhibitora [%]:

Zwiazek 2.0mmol  0.5mmol 0.1lmM 0.05mM 0.0lmM

fosfinotricyna 96.4 95.0 85.8 75.1 49.2
92 - 95.8 87.0 78.9 59.0
112 96.2 87.8 81.5 63.4 -
93 95.1 88.3 73.9 52.6 =

(1°’RS)-93 95.6 88.3 71.2 52.2 -
114 95.1 68.5 28.8 18.1 -
165 70.8 30.0 31.0 0.8 =
187 26.2 4.2 23 0.9 -
195 15.4 NA - - -
186 9.7 NA = — =
201 7.4 NA = = =
65 4.5 NA - - =
193 NA NA - - =
194 NA NA - - =

" Pomiary aktywnosci inhibitorowej zostaty wykonane przez dr Agnieszke Obojska.
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Najprawdopodobniej w tym enzymie nie moze zachodzi¢ proces fosforylowania
inhibitora przy udziale ATP, ktéry warunkuje wysoka aktywnos$¢. Brak znaczacej
aktywnosci zwiazku wiodacego powoduje, ze jego pochodne takze nie sg silnymi
inhibitorami. Warto jednak zauwazy¢, ze czg$¢ z otrzymanych zwiazkéw (187, 195,
186, 201) jest bardziej aktywna niz zwiazek wiodacy.

Przedstawione wyniki pokazuja, ze dostgpne obecnie metody projektowania
nowych inhibitorow stosunkowo dobrze dzialaja w malo skomplikowanych
przypadkach. Jednak wowczas, gdy w miejscu aktywnym enzymu ma zachodzi¢ reakcja

z udziatem inhibitora, tego typu analizy nie zawsze daja dobry rezultat.
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4. Podsumowanie

W przedstawionej pracy opisano analiz¢ znanych oraz projektowanie i synteze

nowych inhibitoréw syntetazy glutaminy. Badania byly prowadzone w dwdch

kierunkach obejmujacych pochodne kwasu aminometylenobisfosfonowego oraz analogi

kwasu glutaminowego.

Analiza danych dotyczacych serii aminometylenobisfosfonianéw umozliwilta

lepsze zrozumienie podstaw ich biologicznej aktywnosci.

Herbicydowe wlasciwosci tej grupy zwiazkéw sa najprawdopodobniej
wynikiem réwnoczesnego hamowania co najmniej trzech enzymoéw:
syntetazy glutaminy, syntazy DAHP i syntazy FPP.

Dla ich wysokiej aktywnos$ci inhibitorowe] kluczowe sa elektrostatyczne
oddzialywania grupy bisfosfonowej z jonami metalu lub dodatnio
naladowanymi resztami aminokwasowymi tworzacymi centrum aktywne
badanych enzymoéw.

Roznicowanie aktywnos$ci inhibitorowej serii zwiazkow z podstawnikiem
aromatycznym wzgledem roslinnej syntetazy glutaminy jest warunkowane
przez rozklad potencjalu elektrostatycznego w pierscieniu 1 jego

podstawnikach.

Dokonano analizy sposobu wigzania zbioru znanych inhibitorow — analogéw

kwasu glutaminowego do centrum aktywnego syntetazy glutaminy.

Sposéb wiazania najsilniejszych inhibitoréw syntetazy glutaminy —
fosfinotricyny 1 sulfoksyiminy metioniny jest analogiczny do stanu
przejsciowego reakcji enzymatyczne;.

Nieowracalne wiazanie fosfinotricyny i sulfoksyiminy metioniny jest
najprawdopodobniej spowodowane nie tylko przez fosforylacjg, ale takze
poprzez nietypowe wigzanie wodorowe typu C-H--O z petla Glu327.

Silny inhibitor syntetazy glutaminy musi spelnia¢ dwa warunki: by¢
fosforylowanym po zwiazaniu do wneki aktywnej i posiadaé odpowiedni
rozklad tadunku dookola atomu zastepujacego grupe y-karboksylowa
glutaminianu.

Dobra korelacja wynikéw  szeregu funkcji  oceniajacych dla

wymodelowanych struktur kompleksow inhibitor-enzym 2z danymi
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eksperymentalnymi potwierdzita poprawnos¢ tych struktur oraz uzytecznosé

zastosowanych metodologii.
Zaprojektowano 1 zsyntezowano szereg nowych inhibitoréw syntetazy glutaminy.

Na podstawie wymodelowanych struktur komplekséw fosfinotricyny i
z syntetaza glutaminy

kwasu  4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego
zaprojektowano zbidr nowych, potencjalnych inhibitoréw.

= Wychodzac z L-metioniny otrzymano wybrane enancjomerycznie czyste

analogi fosfinotricyny (Schemat 4.1).

(@)
S
Ho)J\a/\/ A
NH,
J 11-15 etapow
i i
@)
/U\/\/P NI L
HO : [ e )j\/\/ NH,
= OH HO Y |
NH, 2 OH:
NH, =

Schemat 4.1
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* Przy uzyciu kwasu L-asparaginowego jako substratu zsyntezowano nowe
pochodne kwasu  4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego w  formie
pojedynczych stereoizomeréw (Schemat 4.2).

= Wstgpne pomiary aktywnosci enzymatyczne] wykazaly, ze otrzymane
pochodne fosfinotricyny sa bardzo dobrymi inhibitorami bakteryjnej
syntetazy glutaminy.

= Otrzymane pochodne kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego
wykazuja staba aktywno$¢ inhibitorowa wzgledem enzymu bakteryjnego,
co spowodowane jest stabym dzialaniem zwiazku wiodacego w stosunku do
tego enzymu. Jest to jednak dobry inhibitor roslinnej syntetazy glutaminy.
Poniewaz czg$¢ z przebadanych zwiazkéw jest bardziej aktywna niz

substancja wiodaca, daja one nadziej¢ na aktywnosé herbicydowa.
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OH
0 OH = 0 OH <
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Schemat 4.2.
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Publikacje 1, 4 1 6 sg zwigzane bezposrednio z badaniami prezentowanymi w

niniejszej pracy. W pracy 1 zawarte sa wyniki analizy CoMFA/3D-QSAR zbioru

bisfosfonianéw o aktywnosci inhibitorowej wzgledem syntetazy glutaminy (rozdziat

3.2). W publikacji 4 przedstawiono wstgpne wyniki projektowania nowych,

potencjalnych inhibitordw syntetazy glutaminy w oparciu o strukture fosfinotricyny

(rozdzial 3.4). Natomiast praca 6 prezentuje wyniki analizy aktywnos$ci herbicydowej

bisfosfonianéw na poziomie molekularnym (rozdziat 3.1).
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6. Metody obliczeniowe i eksperyment

6.1. Metody obliczeniowe

Obliczenia byly wykonywane przy uzyciu pakietéw programéw: Insight 2000
firmy Accelrys [170], Sybyl 6.9 firmy Tripos [171] i Gaussian 03 [204]. Struktury
krystaliczne wszystkich badanych enzyméw byly pobrane z Brookhaven Protein Data
Bank [205].

6.1.1. Analiza sposobu dzialania herbicydowo aktywnych bisfosfonianow

Struktury krystaliczne syntetazy glutaminy, syntazy pirofosforanu farnezylu i
syntazy 3-deoksy-D-arabino-heptulozo-7-fosforanu sa dostepne jedynie dla enzymoéw
pochodzacych z organizméw innych niz rosliny. Do obliczen zastosowano nastgpujace
struktury: a) syntetazy glutaminy z Salmonella typhimurium o rozdzielcznosci 2.49A
(kod w PDB 1F52) [27]; b) syntazy pirofosforanu farnezylu z Gallus gallus (kurczak)
skompleksowanej z pirofosforanem geranylu o rozdzielczosci 2.5A (kod w PDB
1UBW) [206]; c¢) syntazy 3-deoksy-D-arabino-heptulozo-7-fosforanu z Escherichia coli
skompleksowanej z kwasem fosfo-enolopirogronowym i jonem Pb*" o rozdzielczosci
2.6A (kod w PDB 1QR7) [207-209]. Atomy wodoru zostaly dodane przy uzyciu
programu Insight 2000 a protonacja reszt aminokwasowych zostala ustalona dla
pH=7.0.

W celu wykazania, ze wykonywane obliczenia moga by¢ korelowane z danymi
eksperymentalnymi, sekwencje enzyméw uzytych do obliczen i enzymoéw roslinnych
zostaly poréwnane przy pomocy programu ClustalW [166, 167].

Badane bisfosfoniany zostaly zadokowane w miejscach aktywnych enzymoéow
poprzez nalozenie odpowiednich grup inhibitora i substratu. Optymalizacja struktury
inhibitor-enzym byta wykonana przy uzyciu programu Discover z pakietu Insight 2000
z polem sitowym CFF97 [172]. Wykorzystano procedur¢ minimalizacjg typu zbieznego
gradientu (conjugate gradient). Zastosowano warunki, w ktoérych inhibitor oraz reszty
aminokwasowe w jego otoczeniu byly minimalizowane, natomiast wszystkie pozostate
atomy enzymu byly zamrozone. Minimalizacj¢ prowadzono az do spelienia warunku

zmiany energii o 0.01kcal/mol.
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6.1.2. Przewidywanie aktywnoSci inhibitorowej
Stale wigzania (K;) badanych bisfosfonianéw 67 i 72 dla kazdego z trzech
enzymow byly oszacowane przy uzyciu empirycznej funkcji oceniajacej LUDI 1 [162-
164]. Warto$¢ funkcji LUDI 1 jest suma wartosci funkcji, ktére opisuja oddziatywania
réznego typu oraz efekty entropowe. W wynikach obliczen przestawiono wartosci
nastepujacych funkcji:
= HB _SCORE — opisuje oddzialywania poprzez wiazanie wodorowe;
= JONIC_SCORE — opisuje oddzialywania jonowe;
= LIPO_SCORE — opisuje oddzialywania lipofilowe.
Warto$¢ pK; byla oszacowana na podstawie réwnania:

pK;=LUDI 1/ 100.

6.1.3. Zastosowanie metod 3-D QSAR / CoMFA

Analiza CoMFA 3D-QSAR zostata przeprowadzona w module QSAR programu
Sybyl6.9.1 z uzyciem domyslnych wartosci parametrow. Struktury badanych
bisfosfonianéw zostalty zbudowane przy uzyciu programu Sybyl i zoptymalizowane w
prézni. Minimalizacjg przeprowadzono przy uzyciu pola sitowego Tripos i metody
zbieznego gradientu az do spelnienia warunku zmiany energii o 0.001kcal/mol.
Fadunek kazdego atomu w zminimalizowanych strukturach zostal obliczony przy
pomocy metody Gasteigera. Zoptymalizowane struktury badanych zwiazkéw zostaty
nalozone na struktur¢ najbardziej aktywnego inhibitora — zwiazku 86. Zbior
zoptymalizowanych i naloZzonych na siebie struktur byl uzyty do otrzymania wartosci
pola molekularnego na prostokatnej sieci punktéw. Wyniki przedstawiono jako
izopowierzchnie wartosci lioczynu standardowego odchylenia (StdDev) i wartosci pola

molekularnego (Coef).

6.1.4. Analiza oddzialywan analogéw fosfinotricyny z syntetazg glutaminy

Struktura krystaliczna kompleksu fosfinotricyna-syntetaza glutaminy z .
tyhpimurium (kod w PDB 1F52) byla uzyta jako punkt startowy we wszystkich
obliczeniach [27]. Atomy wodory byly dodane przy uzyciu programu Insight 2000 i
zalozeniu protonacji reszt aminokwasowych dla pH=7.0. Atomy manganu zostaty
zamienione na atomu magnezu z powodu braku parametréw opisujacych jony manganu
w uzytym polu silowym (oba jony mozna traktowaé¢ jako wymienne gdyz dane

biochemiczne mdwia, ze aktywno$¢ enzymu nie zmienia si¢ znaczaco po takiej
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wymianie) [14]. Wszystkie obliczenia za pomoca mechaniki molekularnej wykonano
przy wykorzystaniu programu Discover z polem sitowym CFF97 i przy uzyciu metody
zbieznego gradientu (conjugate gradient). Minimalizacje prowadzono az do spetnienia
warunku zmiany energii mniejszej niz 0.02kcal/mol. W celu otrzymania struktur
startowych komplekséw inhibitor-enzym do obliczen, fosfinotricyna w kompleksie
PPT-GS byla modyfikowana w taki sposéb, aby otrzyma¢ zadany inhibitor.
Modyfikacje te zostaly wykonane w module Builder pakietu Insight 2000. Struktury
inhibitor enzym byly minimalizowane w dwodch krokach. W pierwszym kroku
zoptymalizowano pozycje atoméw wodoru, w drugim inhibitor i pozycje wszystkich
atoméw reszt aminokwasowych tworzacych miejsce aktywne i inhibitor. W przypadku
kompleksow fosfinotricyny w konformacji A i sulfoksyiminy metioniny z enzymem
zastosowano wigzy odleglosci pomigdzy atomem tlenu grupy karboksylowej reszty
Glu327 i atomem wegla grupy metylowej (3.5A) inhibitora, tak aby zachowaé odleglosé
pomigdzy tymi atomami obserwowana w strukturach krystalicznych tych komplekséw.
Struktury inhibitor-enzym byty oceniane funkcjami LUDI 1, LUDI 21 LUDI 3
z programu LUDI z pakietu Insight 2000 [170] oraz funkcjami D _SCORE,
PMF _SCORE, G_SCORE, CHEMSCORE, F SCORE z pakietu Sybyl [171]. Ocena
oddzialywan poszczegdlnych reszt aminokwasowych z inhibitorem (SCORE Arg,
SCORE_Glu, SCORE n2) zostala obliczona poprzez zsumowanie wartosci funkcji
HB SCORE i IONIC_SCORE z funkcji LUDI 1 w przypadku, kiedy tylko pojedyncza
reszta aminokwasowa zostala wprowadzona do obliczen jako biatko.
Kwantowo-mechaniczne  obliczenia ab  initio rozkladu potencjatu
elektrostatycznego (®(r)) i rozktadu tadunku (p(r)) zostaly wykonane z wykorzystaniem
programu Gaussian 03 [204]. Zastosowano metod¢ B3LYP ze zbiorem funkc;ji
bazowych 6-31++G(d,p). Do obliczen uzyto struktur zwiazkéow znalezionych w
obliczeniach struktur kompleksow inhibitor-enzym przy pomocy mechaniki
molekularnej. Rysunki 3.11 1 3.12 zostaly przygotowane przy uzyciu skryptu [210] w
wykorzystujacego bibliotek¢ The Visulaisation Toolkit [211], poprzez mapowanie

potencjatu elektrostatycznego (®(r)) na izopowierzchnie tadunku o wartosci 0.01e/aq’.

6.1.5. Projektowanie nowych, potencjalnych inhibitoré6w syntetazy glutaminy
Do projektowania inhibitorow syntetazy glutaminy uzyto program LUDI z
pakietu Insight 2000 [170], przy uzyciu stacji graficznych Silicon Graphics 02, Onyx

lub Origin. Do obliczen uzyto strukturg¢ komplekséw fosfinotricyny w konformacji A
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albo kwasu 4-N-hydroksy-4-N-metylo-2,4-diaminomastowego (182) albo kwasu 4-N-
acetoksy-4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego (183) z syntetaza glutaminy. Struktury
kompleksow 182 1 183 z enzymem otrzymano dodajac odpowiednio grupe metylowa
lub acetylowa do struktury kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego (65) w
kompleksie z GS przy uzyciu modutu Builder pakietu Insight 2000. Kompleksy te
zoptymalizowano wg protokotu opisanego w rozdziale 5.1.4. Program LUDI
uruchamiano w trybie potaczen (Link mode), w ktdrym przeszukiwana jest baza danych
fragmentéw (okoto 1160 fragmentéw), ktére byly dopasowywane do inhibitora
wiodacego. Fragmenty te byly przylaczane do grupy metylowej fosfinotricyny albo
zwiazkéw 182 lub 183, bedacej centrum sfery przeszukiwania. W programie
wykorzystywano szereg parametrow, ktorych opis i stosowane warto$ci przestawiono w
Tabeli 5.1.

Struktury komplekséw otrzymane przy pomocy programu LUDI byty
dodatkowo zoptymalizowane. Minimalizacjg¢ przeprowadzono przy uzyciu programu
Discover z polem sitowym cff97. W minimalizacji zastosowano warunki, w ktérych
tylko reszty tworzace centrum aktywne enzymu i inhibitor byly wolne, natomiast
pozostala czg$¢ enzymu byla zamrozona. Stosowano procedur¢ minimalizacji typu
zbieznego gradientu (comjugate gradient). Obliczenia prowadzono az do spelnienia
warunku zmiany energii mniejsze] niz 0.0lkcal/mol. Zoptymalizowang strukture

kompleksu enzym-inhibitor ponownie oceniano przy pomocy funkcji LUDI 1.
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Tabela 5.1.

Kluczowe parametry programu LUDI uzywane podczas projektowania inhibitorow.

Parametr Stosowany zakres Opis
zmiennosci
Linkage One Liczba wigzan pomiedzy inhibitorem wiodacym a
nowym fragmentem
Max_Aligment Angle  14.0 Maksymalny kat odchylenia fragmentu od
polozenia optymalnego
Max_ RMS 0.4 —0.6 Maksymalne odchylenie pozycji nowego fragmentu

Rotatable_Bonds

Center of search

Radius [A]
Library

Min_Separation

Electrostatic_Check

Link Weight
Lipo Weight
H Bond Weight

No_Unpaired_Polar

Reject Bifurcated

Scoring Function

Search_Type

Two At A Time

Wspotrzedne atomu
wegla do ktérego
przylaczano nowe
fragmenty

6—10

Biosym

3.0

On

1.0
1.0
1.0

Yes

No

Energy Estimate

Fast

od ulozenia najbardziej optymalnego

Ilo$¢ wiazan, ktore beda obracane podczas
dopasowywania nowego fragmentu.

Srodek sfery zawierajacej obszar, w ktorym

dopasowywano nowy fragment.

Promien sfery poszukiwania

Zastosowana biblioteka fragmentow

Parametr okreslajacy minimalng odleglosc na jaka
moga by¢ zblizone atomy wegla nowego fragmentu
i receptora. Na podstawie tego parametru
skalowane sg inne dopuszczalne odleglosci
pomigdzy atomami.

Wskazuje, czy program ma sprawdzac
oddzatywania elektrostatyczne pomigdzy polarnymi
grupami.

Wzajemne wagi dopasowania nowego fragmentu
do: inhibitora wiodacego (Link Weight), miejsc
oddziatywania typu lipofilowego (Lipo_Weight) i
wiazan wodorowych (H_Bond Weight).

Wskazuje czy w nowym fragmencie moze znalez¢
sig grupa polarna, ktéra nie oddziatuje korzystnie z
receptorem.

Wskazuje, czy odrzucane bgda ‘rozdwojone’
wigzania wodorowe.

Funkcja oceniajaca oddziatywania nowych
fragmentow z receptorem.

Sposob przeszukiwania bazy danych fragmentow.
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6.2. Eksperyment
6.2.1. Odczynniki

Rozpuszczalniki pochodzity z POCh i mialy stopieni czystosci cz.d.a. lub byly
dodatkowo oczyszczane (z wyjatkiem etanolu, ktory byt skazony eterem dietylowym).
Dichlorometan destylowano znad P,Os, tetrahydrofuran znad metalicznego sodu (do
roztworu dodawano benzofenonu 1 poczatkowo ogrzewano do otrzymania granatowego
zabarwienia), eter dietylowy destylowano znad metalicznego sodu. Azot pochodzil z
firmy Air Products, Kedzierzyn Kozle, Polska i miat czystos¢ 5.0. Pozostate odczynniki
pochodzity z firm: Sigma-Aldrich-Fluka, Lancaster lub POCh.

W  przypadku wykonywania chromatografii kolumnowej uzywano zelu
krzemionkowego typu 60 (60-230mesh) firmy Fluka. Dla potrzeb chromatografii
cienkowartwowe] uzywano plytek polietylenowych z naniesiong warstwa zelu
krzemionkowego typu 60 (60-230mesh) z indykatorem fluoryzujacym przy fali dlugosci
254nm, pochodzacych firmy Fluka. Wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC)
wykonywano uzywajac aparatu ProStar model 210 firmy Varian Ltd. Uzywano
detektora pracujacego przy dwoch diugosciach fali: 220nm i 254nm. Wykorzystywano
kolumng¢ Dynamax 250mm*21.4mm wypelniona sorbentem Microsorb 300-10 C18.
Dla potrzeb chromatografii HPLC uzywano acetonitrylu o czystosci ‘do HPLC’ z firmy
POCh oraz wody oczyszczonej za pomoca aparatu EASY PURE II — Ultra Pure Water
System, firmy Barnstead Ltd.

5.2.2. Analiza

Temparatury topnienia mierzono przy pomocy aparatu Boetiusa i nie byly one
korygowane. Skrgcalnos¢ optyczna mierzono przy uzyciu aparatu polAAr 31 firmy
Optical Activity Ltd, przy dlugosci fali 589nm w temperaturze 25°C.

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) wykonano na aparacie
AVANCE DRX 300 firmy Bruker, ktéry dziata przy podstawowych czestotliwosciach:
300.13MHz ('H), 75.48MHz ("°C) i 121.51MHz (*'P). Prébki byly przygotowane w
rozpuszczalnikach: CDCl;3 (99.5% D, stabilizowany metalicznym srebrem), D,O
(99.8% D) z firmy ARMAR Chemicals AG, Déttingen, Szwajcaria. Pomiary
wykonywano w temperaturze 300K. Tetrametylosilan byl uzywany jako standard dla
widm protonowych i wgglowych, natomiast w przypadku widm fosforowych byt to
85% kwas fosforowy. Widma masowe (electrospray) rejestrowano przy uzyciu aparatu

Finnigan MAT TSQ 700.
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5.2.3. Preparatyka

5.2.3.1. Synteza analogow fosfinotricyny

Kwas (4’S)-3-(3’-benzyloksykarbonylo-1’,3’-oksazolidyn-5’-on-4’-ylo)propanowy
(117). Kwas N-benzyloksykarbonyloglutaminowy (15.0g, 53.4mmol), kwas p-
toluenosulfonowy (0.6g) i paraformaldehyd (2.7g, 90mmol) rozpuszczono w 240ml
benzenu. Calo$¢ ogrzewano do wrzenia pod nasadka azeotropowa przez 7h. Mieszaning
reakcyjng przemyto woda (dwa razy 100 ml) i nastgpnie ekstrahowano nasyconym
roztworem NaHCO; (trzy razy 100 ml). Polaczone roztwory wodne zakwaszono 5%
kwasem solnym do odczynu kwasnego a wydzielony produkt ekstrahowano octanem
etylu (pigé razy 80ml). Polaczone frakcje organiczne suszono nad bezwodnym MgSQ; i
po odsaczeniu S$rodka suszacego rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymano 13.0g produktu (83%). 'H NMR (CDCl): 2.0-2.3 (m, 2H,
CHCH,), 2.3-2.5 (m, 2H, CH,COOH), 4.40 (t, J=5.4Hz, 1H, CH), 5.10 (s, 2H, CH,Ph),
5.13, 5.44 (s+ts, 2H, OCH;N), 7.36 (s, 5SH, C¢Hs), 10.2 (bs, 1H, COOH).
(4S)-3-benzyloksykarbonylo-4-(2-jodoetylo)-1,3-oksazolidyn-5-on (120). Zwiazek
117 (2.4g, 8.3mmol) rozpuszczono w suchym chlorku metylenu (70ml), dodano chlorek
oksalilu (0.8ml, 1.16g, 9.1mmol) i 2 krople DMF. Cato$¢ mieszano w atmosferze azotu
przez 1h. Nastgpnie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym cisnieniem. W
50ml suchego dichlorometanu rozpuszczono sol sodowa N-tlenku 2-merkaptopirydyny
(1.5g, 10.1mmol), 2,2,2-trifluorojodoetan (7.5g, 35.7mmol) 1 N,N-
dimetyloaminopirydyng (65mg). Calos¢ ogrzewano pod chlodnica zwrotng w
atmosferze azotu. Roztwoér wczesdniej otrzymanego chlorku kwasowego w 30ml
dichlorometanu wkraplano do ogrzewane] mieszaniny. Kolbe reakcyjna os$wietlano
dwoma lampami wolframowymi o acznej mocy 300W. Reakcje prowadzono przez 1h.
Nastgpnie mieszanina reakcyjna byla przemywana kolejno: woda (50ml), stezonym
kwasem solnym (25ml) i woda (50ml). Rozpuszczalnik usunigto pod zmniejszonym
ci$nieniem a powstaly olej poddano chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy,
dichlorometan). Otrzymano 0.65g (21%) produktu. 'H NMR (CDCls): 2.42 (m, 2H,
CH,CH,I), 3.19 (t, J=7.3Hz, 2H, CH,I), 4.35 (t, J=6.0Hz, 1H, CH), 5.18 (s, 2H,
CH,Ph), 5.27, 5.53 (s+s, 2H, OCH>N), 7.36 (s, SH, CsH5).

Lakton L-homoseryny (124). L-Metionina (43.7g, 0.293mol) byla rozpuszczona w
840ml wody. Do tego roztworu dodano 120ml metanolu i 100g (0.7mol) jodku metylu.

Calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 48h. Nastepnie odparowano
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rozpuszczalnik i jodek metylu do ok. 1/3 objetosci. Roztwér uzupelmiono woda do
objgtosci 500ml i dodano 24.6g (0.293mol) NaHCOj; i gotowano pod chtodnicg zwrotng
przez 15h. Nastgpnie wodg odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Kolejno dodano
550ml 6M kwasu solnego i 15ml 30% roztworu H,O,. Powstaty jod ekstrahowano
eterem dietylowym (trzy razy 150ml). Warstwg wodna ogrzewano pod chlodnica
zwrotng przez lh i nastgpnie usunigto wodg pod zmniejszonym cisnieniem. Aby
oddzieli¢ powstaty lakton homoseryny od chlorku sodu, powstaty osad ekstrahowano w
systemie ciaglym przez 12h przy pomocy etanolu. Z otrzymanego roztworu usunieto
etanol (pod zmniejszonym ci$nieniem) i dodano 600ml 6M kwasu solnego. Calosé
ogrzewano pod chlodnica zwrotng przez lh. Nastgpnie rozpuszczalnik odparowano a
produkt przekrystalizowano z mieszaniny etanol/woda (9/1). Otrzymano 18.35g (45%)
produktu. [a]p = —21.4° (c=1.28, woda). 'H NMR (D,0): 2.31-2.47, 2.70-2.81 (m, 2H,
CH,CH), 4.34-4.45 (m, 2H, CH>0), 4.58 (t, J=9.3Hz, 1H, CHNH,).

Bromowodorek kwasu (2S)-2-amino-3-bromomastowego (125). Do 40ml 30% HBr
w kwasie octowym dodano lakton L-homoseryny (3.5g). Calo$é zamknieto w butelce i
ogrzewano do 100°C przez 5.5h. Nastgpnie zostawiono na noc w temperaturze
pokojowej. Kolejnego dnia odsaczono powstaty osad i przemyto go eterem dietylowym.
Otrzymano 4.5g (75%) Produktu. "H NMR (D,0): 2.20-2.32, 2.37-2.49 (m+m, 1H+1H,
CHCH,), 3.48 (m, 2H, CH,Br), 4.11 (t, J=6.6Hz, 1H, CH). >*C NMR (D,0): 28.0
(CHCH,;), 32.7 (CH;Br), 51.4 (CH), 171.2 (COOH).

Chlorowodorek estru metylowego kwasu (2S)-2-amino-3-bromomastowego (126).
Zwiazek 125 (20.3g, 77.2mmol) rozpuszczono w metanolu i przez otrzymany roztwor
przepuszczno suchy HCI (osuszony w pluczce z stgzonym kwasem siarkowym).
Reakcjg prowadzono przez 2h a ilo§¢ HCI regulowano tak, aby temperatura roztworu
nie przekroczyla 40°C. Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
cisnieniem. Osad dwukrotnie rozpuszczano w metanolu i odparowywano. Otrzymany
produkt suszono przez noc w eksykatorze prézniowym nad NaOH. Otrzymano 15.9g
produktu (89%). '"H NMR (D,0): 2.38-2.47, 2.52-2.64 (m+m, 1H+1H, CHCH>), 3.61 (t,
J=6.3Hz, 2H, CH,Br), 3.84 (s, 3H, OCH3), 4.35 (t, J=6.4Hz, 1h, CH). *C NMR (D,0):
28.0 (CHCH,), 32.7 (CH;Br), 51.5 (CH), 54.0 (OCH3), 169.9 (COOH).

Ester metylowy kwasu (2S)-N-benzyloksykarbonylo-2-amino-3-bromomastowego
(127). Zwiazek 126 (15g, 64.5mmol) rozpuszczono w 130ml wody i ochtodzono do
temperatury 0°C. Nastgpnie dodano NaHCO; (13g, 155mmol) i chloromréwczan
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benzylu (13.2g, 77.5mmol). Calo$¢ mieszano przez 1.5h powoli ogrzewajac do
temperatury pokojowej. Nastgpnie produkt ekstrahowano eterem dietylowym (dwa razy
120ml). Potlaczone frakcje organiczne suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po
odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik usunig¢to pod zmniejszonym cisnieniem.
Otrzymany produkt krystalizowano z mieszaniny heksan/eter dietylowy. Otrzymano
12.4g produktu (58%). 'H NMR (CDCly): 2.17-2.26, 2.37-2.44 (m+m, 1H+1H,
CHCH,), 3.39 (t, J=6.9Hz, 2H, CH,Br), 3.73 (s, 3H, OCH;), 4.47 (dt, J=7.4Hz,
J=5.0Hz, CH), 5.09 (s, 2H, PhCH,), 5.49 (d, J=7.2Hz, 1H, NH), 7.33 (m, 5H, CsHs). °C
NMR (CDCl3): 28.1 (CHCHa»), 35.6 (CH;Br), 52.7, 52.8 (CH, OCHs), 67.2 (PhCH,0),
128.1, 128.3, 128.6, 136.0 (CsHs), 155.9 (PhCH,0CO), 172.0 (COOMe).

Ester metylowy kwasu (2S)-NV-benzyloksykarbonylo-2-amino-3-jodo-mastowego
(128). Zwiazek 127 (12.3g 32.6mmol) rozpuszczono w acetonie (50ml) i do roztworu
dodano jodek sodu (7.4g, 49.4mmol). Calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez
24h. Nastgpnie odsaczono powstaty osad bromku sodu i dodano kolejng porcje jodku
sodu (7.4g, 49.4mmol). Po tym czasie odsaczono osad i roztwdr odparowano do sucha
pod zmniejszonym ci$nieniem. Do pozostalosci dodano 50ml wody i 50ml eteru
dietylowego. Po rozpuszczeniu osadu warstwg wodna odrzucono. Warstwe eterowa
przemyto 5% roztworem tiosiarczanu sodu i woda i nastgpnie wysuszono nad
bezwodnym siarczanem sodu. Po odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik usunigto
pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt przekrystalizowano z eteru naftowego.
Otrzymano 10.55g produktu (86%). [a]lp= +11.0° (c=2.4, CHCL); t.t.=68-72°C; 'H
NMR (CDCl;): 2.14-2.21, 2.37-2.44 (m+m, 1H+1H, CHCH,), 3.13 (t, J=7.4Hz, 2H,
CH,I), 3.73 (s, 3H, OCHs), 4.40 (dt, J=5.0Hz, J=5.0Hz, 1H, CH), 5.09 (s, 2H, PhCH,),
5.44 (d, J=5.3Hz, 1H, NH), 7.33 (m, SH, CsHs).’C NMR (CDCl;): 36.8 (CHCH,), 52.7,
52.8 (CH, OCHs3), 54.7 (CH,l), 67.2 (PhCH,0), 128.1, 128.3, 128.6, 136.0 (C¢Hs),
155.9 (PhCH,0CO0), 171.7 (COOMe).

Kwas hydroksymetylofosfinowy (130). Do 10g 50% roztworu kwasu podfosforawego
(76mmol) dodano 7.8ml 30% roztworu formaldehydu (78mmol). Calo$é ogrzewano do
wrzenia pod chlodnica zwrotna przez 25min. Nastgpnie odparowano wode pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 7.3g mieszaniny, ktéra zawierala 90% kwasu
hydroksymetylenofosfinowego (130) i 10% kwasu bis(hydroksymetyleno)fosfinowego
(131). Kwas hydroksymetylenofosfinowy (130): 'H NMR (D,0): 3.38 (d, J=5.3Hz, 2H,
CH,), 6.54 (d, J=552Hz, 1H, PH); P NMR (D,0): 31.4; kwas
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bis(hydroksymetyleno)fosfinowy (131): '"H NMR (D,0): 3.46 (d, J=5.0Hz, 4H, 2*
CH>); *'P NMR (D,0): 46.2.

Ester metylowy kwasu podfosforawego (132). Z 13.2g (100mmol) 50% handlowego
kwasu podfosforawego usunigto wodg pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze
50°C. Otrzymany kwas rozpuszczono w mieszaninie bezwodnych THF (24ml) i toluenu
(24ml). Roztwoér ochlodzono od ok. 5°C i dodano ortomréwczanu metylowego (44ml).
Calo$¢ pozostawiono do powolnego ogrzania do temperatury pokojowej i mieszano
jeszcze przez noc. Otrzymany 1M roztwér uzywano do dalszych syntez. *'P NMR
(CDCl;): 18.4,>'P NMR {1H} (CDCls): 18.4 (tq, 'Jpy=566Hz, *Jp=12.7Hz).

Ester metylowy kwasu N-difenylometylenoaminometanofosfinowego (134). Do
20ml (200mmol) 30% roztworu formaldehydu w wodzie dodano 9.7g (53mmol)
difenylometylenoaminy i 0.2g KOH. Calo$¢ ogrzewano do temperatury 85°C silnie
mieszajac przez 2h. Powstaly osad odsaczono. Surowa triazyneg przekrystalizowano z
toluenu. Otrzymano 7.5g triazyny. Calo$¢ otrzymanej triazyny (12.8mmol) dodano do
35ml (35mmol) IM roztworu estru metylowego kwasu podfosforawego. Do tej
mieszaniny dodano réwniez 60ml metanolu. Calo$¢ ogrzewano do wrzenia pod
chlodnica zwrotng przez 8h. Nastgpnie usunigto rozpuszczalniki pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymano 10.8g surowego produktu. 'H NMR (CDClL): 2.95 (d,
J=11.4Hz, 3H, CH;), 3.75 (d, J=12Hz, 2H, CH,P), 4.84 (s, 1H, Ph,CH), 7.06 (d,
J=549Hz, 1H, PH), 7.11-7.37 (m, 10H, 2* CsHs); °'P NMR (CDCl;): 39.1; *'P NMR
{1H} (CDCl3): 39.1 (dublet sekstetéw, 'Jpy=546Hz, *Jpy=11.5Hz).

Chlorowodorek kwasu aminometanofosfinowego (135). Do 10.8g zwiazku 134
dodano 100ml stgzonego kwasu solnego. Mieszaning ogrzewano do wrzenia pod
chlodnica zwrotna przez 12h. Nastgpnie odparowano kwas pod zmniejszonym
cisnieniem. Do pozostalosci dodano 30ml wody i 30ml eteru dietylowego. Mieszaning
przesaczono i1 warstwg eterowa odrzucono. Warstwg wodna przemyto jeszcze eterem
dietylowym (dwa razy 20ml). Z otrzymanego roztworu wodnego usunig¢to wode pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 4.0g produktu (87% z estru emtylowego kwasu
podfosforawego). 'H NMR (D,0): 2.84 (d, J=16.6Hz, 2H, CH,), 6.98 (d, J=549Hz, 1H,
PH); *'P NMR (D,0):16.7.

Kwas N-benzyloksykarbonyloaminometanofosfinowy (136). Zwiazek 135 (3.0g,
23mmol) rozpuszczono w 40ml wody 1 dodano 4M roztworu NaOH do uzyskania

pH=10. Nastgpnie dodano 20ml dioksanu i 4.3ml (5.1g, 30mmol) chloromréwczanu
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benzylu. Calo§¢ mieszano przez 3h utrzymujac pH roztworu w poblizu 10 przez
dodawanie 4M roztworu NaOH 1 roztwdér mieszano przez noc. Nastgpnego dnia
rozpuszczalniki odparowano pod zmiejszonym cisnieniem. Do suchej pozostalosci
dodano wody i przemyto eterem dietylowym (30ml). Warstwe wodna zakwaszono 3M
kwasem solnym do pH=2 i ekstrahowano wydzielony produkt octanem etylu (trzy razy
50ml). Polaczone warstwy organiczne suszono nad bezwodnym siarczanem magnezu.
Po odsaczeniu S$rodka suszacego rozpuszczalnik usunigto pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymano 3.0g produktu (56%). T.t.=71-73°C; '"H NMR (D,0): 3.10 (d,
J=9.8Hz, 2H, CH,P), 4.98 (s, 2H, PhCH,), 6.79 (d, J=523Hz, 1H, PH), 7.14-7.29 (m,
5H, CeHs); *'P NMR (D,0): 22.9;

Kwas 1-(/V-difenylometyleno)aminoetanofosfinowy (137). Chlorowodorek
difenylometylenoaminy (12g, 55mmol) rozpuszczono w 20ml wody. Do roztworu
dodano 5.61ml (§5mmol) 50% roztworu kwasu podfosforawego. Calo$¢ doprowadzono
do wrzenia pod chlodnica zwrotna i powoli wkraplano roztwoér acetaldahydu (2.42g,
55mmol) w 15ml wody. Nastgpnie roztwor ogrzewano jeszcze przez 3h. Po ochtodzeniu
produkt odsaczono przemywajac niewielka iloscia eteru dietylowego. Otrzymano 10.8g
produktu (71%). '"H NMR (D,0): 0.76 (dd, Jps=17.2Hz, Jyz=6.9Hz, 3H, CHs), 2.16 (dq,
Jpr=10.9Hz, Jyy=7.0Hz, 1H, CH), 4.55 (s, 1H, CHPh,), 6.48 (d, Jpy=506Hz, 1H, PH),
6.51 (d, J=6.5Hz, 1H+1H, 2* p-Ph), 6.61 (t, J=7.4Hz, 2H+2H, 2* m-Ph), 6.83 (d,
J=6.0Hz, 2H+2H, 2* 0-Ph); *'P NMR (D,0): 32.0.

Kwas 1-aminoetanofosfinowy (138). Do zwiazku 137 (10.8g, 39mmol) dodano 100ml
stgzonego kwasu solnego i gotowano pod chodnica zwrotna przez 12h. Nastgpnie
odparowano kwas pod zmniejszonym ci$nieniem, pozostalos$¢ rozpuszczono w etanolu i
znowu odparowano. Sucha pozostalos¢ rozpuszczono w wodzie 1 przemyto
chloroformem (dwa razy 40ml). Nastgpnie odparowano wodg¢ a osad rozpuszczono w
etanolu. Do roztworu dodano kroplami tlenek propylenu do odczynu kwasnego.
Roztwor pozostawiono na noc. Wytracony osad odsaczono. Otrzymano 2.5g produktu
(59%). '"H NMR (D,0): 1.24 (dd, Jpy=19.9Hz, Juy=7.3Hz, 3H, CHs), 3.16 (dq,
Jpi=8.5Hz, Juy=7.4Hz, 1H, CH), 6.87 (d, Jpu=534Hz, 1H, PH); *'P NMR (D,0): 23.4.
Kwas N-benzyloksykarbonylo-1-aminoetanofosfinowy (139). Zwiazek otrzymano
analogicznie do zwiazku 136 uzywajac 2.5g (23mmol) zwiazku 138 1 4.0g (23.5mmol)
chloromréwczanu benzylu. Otrzymano 3.35g produktu (60%). T.t.=95-100°C '"H NMR
(D;0): 1.03 (dd, Jpy=15.4Hz, Juy=7.4Hz, 3H, CH3), 3.43 (dt, Jpy=15.6Hz, Jyu=7.6Hz,
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1H, CHP), 4.93 (s, 2H, PhCH>), 6.58 (d, J=517Hz, 1H, PH), 7.23 (m, 5H, Ce¢Hs); *'P
NMR (D,0): 28.1.

Kwas (1S)-N-benzyloksykarbonylo-1-aminoetanofosfinowy ((S)-139). (-)Metylo-
benzyloaming (1.27g, 10.5mmol) rozpuszczono w 7ml etanolu. Roztwoér ten dodano do
ogrzewanego do wrzenia pod chlodnica zwrotna roztworu 139 (2.55g, 10.5mmol) w
etanolu (42ml). Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem i
powstalg sél krystalizowano z octanu etylu. Sklad enancjomeryczny miszaniny po
kazdej krystalizacji byl kontrolowany przy pomocy spektroskopii NMR. Wykonywano
widmo *'P NMR roztworu 10mM badanej soli i 100mM a-cyklodextryny. Po pigciu
krystalizacjach otrzymano produkt enancjomerycznie czysty (1.10g soli). Otrzymany
produkt rozpuszczono w 20ml wody i dodano 4M roztworu NaOH celem osiagnigcia
odczynu zasadowego. Wydzielong aming odmyto eterem dietylowym (dwa razy 15ml).
Roztwoér wodny zakwaszono 2M kwasem solnym a wydzielony produkt ekstrahowano
octanem etylu (trzy razy 30ml). Potaczone fazy organiczne wysuszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu. Po odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik usunigto pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 0.7g produktu (27%). [a]p=+17.4° (c=2.75,
octan etylu).

Kwas 2-karbamoiloetanofosfinowy (141). Do NH4H,PO, (2.5g, 30mmol) dodano 8ml
heksametylodisilazanu i ta mieszaning ogrzewano do ok. 100°C w atmosferze azotu
przez 1.5h. Nastepnie roztwor ochtodzono do 0°C i dodano roztwér 1.6g (22.5mmol)
akrylamidu w 40ml suchego dichlorometanu. Calo$¢ mieszano przez noc w
temperaturze pokojowej (w atmosferze azotu). Nastgpnego dnia roztwdr przesaczono,
dodano 10ml metanolu i mieszano przez 1h. Po odparowaniu rozpuszczalnikow pod
zmriiejszonym ci$nieniem otrzymano 2.9g produktu (93%). T.t.=170-174°C; '"H NMR
(D,0): 1.83 (dt, Jpy=11.2Hz, Jyy=6.3Hz, 2H, CH,P), 2.35 (dt, Jpy=12.5Hz, Jy4=6.1Hz,
2H, CH>,CONH-),6.90 (d, J=555Hz, PH); *'P NMR (D,0): 36.2; '*C NMR (D,0): 24.65
(d, J=92.3Hz, CH,P), 26.42 (d, J=2.2Hz, CH,CONH;), 177.10 (d, J=13.6Hz, CONH,).
Kwas 2-cyjanoetanofosfinowy (142). Zwiazek otrzymano metoda analogiczna do
zwiazku 141 uzywajac akrylonitryl (1.2g, 22.5mmol) zamiast akrylamidu. Otrzymano
2.1g produktu (80%). '"H NMR (D,0): 1.85 (dt, Jpy=14.7Hz, Jyy=6.6Hz, 2H, CH,P),
2.52 (dt, Jpy=15.3Hz, Juy=7.6Hz, 2H, CH,CN), 6.90 (d, J=540Hz, 1H, PH); *'P NMR
(D;0): 30.1.
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Kwas 2-aminoetanofosfinowy (143). W 50ml wody rozpuszczono 5g NaOH
(125mmol) i ochtodzono do ok. 0°C. Nastgpnie dodano 1.45ml (4.52g, 28mmol) i
ochtodzono roztwér do -15°C. Zwiazek 141 (3.9g, 29.5mmol) rozpuszczono w 5ml
wody 1 roztwdr ochlodzono do -15°C 1 calo$¢ dodano w jednej porcji do silnie
mieszanego roztworu podbrominu. Catos$¢ intensywnie mieszano w temperaturze -15°C
przez 2h, a nastgpnie pozostawiono do powolnego ogrzewania i mieszano przez noc.
Nastgpnego dnia do roztworu dodano 3M kwasu solnego do osiagniecia odczynu
kwasnego 1 odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem do sucha. Dodano etanolu
rozpuszczajac produkt, nierozpuszczalne sole nieorganiczne odsaczono. Do
etanolowego roztworu dodawano kroplami tlenek propylenu, az do uzyskania odczynu
obojgtnego. Calos¢ pozostawiono na noc w temperaturze ok. 4°C. Wytracony osad
produktu odsaczono. Otrzymano 2.5g produktu (77%). 'H NMR (D,O): 1.82 (dt,
Jpu=11.3Hz, Jyu=6.6Hz, 2H, CH,P), 3.06 (dt, Jpy=9.2Hz, Jyy=7.4Hz, 2H, CH,N), 6.97
(d, J=546Hz, 1H, PH); *'P NMR (D,0): 25.7.

Kwas N-benzyloksykarbonylo-2-aminoetanofosfinowy (144). Zwiazek otrzymano
analogicznie do zwiazku 136 uzywajac 1.6g (14mmol) zwiazku 143 i 2.7ml (3.24g,
19mmol) chloromréwczanu benzylu. Otrzymano 1.85g produktu (54%). T.t=60-65°C;
'H NMR (D,0): 1.61 (dt, Jpy=15Hz, Juy=7.3Hz, 2H, CH,P), 3.17 (dt, Jpu=11.2Hz,
Jun=8Hz, 2H, CH,N), 4.95 (s, 2H, PhCH,), 6.82 (d, Jpy=510Hz, 1H, PH), 7.27 (m, 5H,
CeHs); °'P NMR (D,0): 27.2.

Kwas (1S,1’R)-N-benzylometylo-1-aminofuranometylenofosfinowy (145). W 10ml
izopropanolu rozpuszczono 2.11g (22mmol) furfuralu i 3.5g (20mmol) soli kwasu
podfosforawego 1 (R)-benzylometyloaminy. Calo$¢ ogrzewano do wrzenia przez 3h.
Osad produktu odsaczono i przemyto eterem dietylowym. Otrzymano 1.5g produktu
(30%). '"H NMR (D,0): 1.21 (d, J=6.6Hz, 3H, CH3), 3.75 (d, J=6.3Hz, 1H, CHCHa),
3.77 (d, J=16.1Hz, 1H, CHP), 6.09, 6.23 (s + s, 1H + 1H, 2* B-furyl), 6.83 (d, J=527Hz,
1H, PH), 7.14-7.23 (m, 5H, CsHs), 7.30 (s, 1H, a-furyl); *'P NMR (D,0): 24.4.

Kwas (1S,1°’R)-N-benzylometylo-1-amino-(N’-tosylopirolo)metyleno-fosfinowy
(146). Zwiazek otrzymano analogicznie do zwiazku 145 uzywajac: 0.4g aldehydu N-
tosylokarboksypirolowego 1 0.27g soli kwasu podfosforawego i (R)-
benzylometyloaminy. Otrzymano 0.20g produktu (28%). 'H NMR (D,0): 0.96 (d,
J=6.4Hz, 3H, CHCHs), 1.97 (s, 3H, CcH4CH3), 3.45 (q, J=6.5Hz, 1H, CHCHs), 4.26 (d,
J=13.9Hz, 1H, CHP), 6.58 (d, J=527Hz, 1H, PH), 6.17 (s, 1H+1H, 2*B-pirol), 6.91 (d,
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J=8.1Hz, 2H, 2* 3-tosyl), 6.96-70.2 (m, SH, CsHs), 7.13 (s, 1H, a-pirol), 7.19 (d,
J=8.1Hz, 2H, 2-tosyl); *'P NMR (D,0): 25.7.
(2S)-2-Benzyloksykarbonyloamino-4-(hydroksymetylofosfino)maslan metylu
(148). Do zwiazku 130 (0.25g, ~2.5mmol) dodano 7ml HMDS. Calo$¢ ogrzewano do
temperatury ok.95°C przez 2h w atmosferze azotu. Nastgpnie roztwor ochlodzono do
0°C 1 dodano zwiazek 128 (0.37g, 1.0mmol). Mieszaning ogrzewano do temperatury
okoto 90°C przez 6h. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej dodano 30ml metanolu
1 mieszano przez lh. Nastgpnie roztwor przesaczono a przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomoca HPLC (woda/acetonitryl).
Otrzymano 60mg (17%) zwiazku 148 oraz 15mg zwiazku 154 i 10mg zwiazku 161. 'H
NMR (D;0): 1.65 (m, 2H, CH,CH,P), 1.76, 1.95 (m+m, 1H+1H, CHCH), 3.57 (s, 3H,
OCH;), 3.61 (d, J=5.2Hz, CH,OH), 4.10 (t, J=5.3Hz, 1H, CH), 4.96 (s, 2H, PhCH,),
7.24-727 (m, 5H, Ce¢Hs); P NMR (D,0): 49.8. Kwas P-benzylo-
hydroksymetylofosfinowy (154). 'H NMR (D;0): 3.05 (d, J=16.6Hz, 2H, PhCH,),
3.55 (d, J=5.2Hz, 2H, CH,OH), 7.14-7.24 (m, 5H, C¢Hs); *'P NMR (D,0): 46.2.
Laktam 2-aminomaslanu a-metylu (161). 'H NMR (D,0): 2.14-2.22, 2.32-2.40
(m+m, 1H+1H, CHCH,), 3.16 (t, J=7.1Hz, 2H, CH,CH,0), 4.68 (s, 3H, OCH3), 4.07 (t,
J=6.6Hz, 1H, CH).
(2S)-2-Benzyloksykarbonyloamino-4-[(1’-benzyloksykarbonyloaminoetylo)
(hydroksy)fosfinylo]-maslan metylu (150). Zwiazek otrzymano analogicznie do
zwiazku 148 uzywajac: zwiazek 128 (0.37g, 1.0mmol) i zwiazek 139 (0.40g, 1.6mmol).
Otrzymano 45mg (9%) zwiazku 150 i 25mg zwiazku 156. Zwiazek 150: 'H NMR
(D,0): 1.30 (dd, Jpy=14.6Hz, Jyy=7.0Hz, 3H, CHCH5), 1.75 (m, 2H, CH,P), 1.85, 2.15
(m+m, 1H+1H, CHCH,), 3.69 (s, 3H, OCH3), 4.03, 4.32 (m+m, 1H+1H, 2* CH), 4.91-
5.11 (m, 2H+2H, 2* PhCH), 5.62 (dd, Jpy=19.9Hz, Jyy=9.1Hz, 1H, PCHNH), 5.94 (d,
J=8.7Hz, 1H, CH,CHNH), 7.24-7.32 (m, 5H+5H, 2* C4Hs); °'P NMR (D,0): 56.04,
56.48 (dwa  diastereoizomery). Kwas  P-benzylo-1-benzyloxykarbonylo-
aminoetylofosfinowy (156). 'H NMR (D,0): 1.15 (dd, Jpy=14.5Hz, Jy=7.2Hz, 3H,
CHCHs), 2.99 (d, J=15.9Hz, 2H, PhCH,P), 3.96 (dt, J=7.7Hz, J=5.5Hz, 1H, CH), 5.07
(s, 2H, PhCH0), 5.11 (m, 1H, NH), 7.18-7.32 (m, 5H+5H, 2* C¢Hs); °'P NMR (D,0):
52.30 (90%) 1 51.40 (10%) (dwa izomery o konfiguracji trans i cis wiazania amidowego
grupy benzyloksykarbonyloaminowej) [212].
(2S)-2-Benzyloksykarbonyloamino-4-[(2°-benzyloksykarbonyloaminoetylo)
(hydroksy)fosfinylo]-maslan metylu (151). Zwiazek otrzymano analogicznie do
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zwiazku 148 uzywajac: zwiazek 128 (0.37g, 1.0mmol) i zwiazek 144 (0.49g, 2.0mmol).
Otrzymano 40mg (8%) zwiazku 151 i 25mg zwiazku 157. Zwiazek 151: '"H NMR
(D,0): 1.42 (m, 2H, CHCH,CH,P), 1.65, 1.84 (m+m, 1H+1H, CHCH,), 1.65 (m, 2H,
NHCH,CH,P), 3.16 (dt, Juu=8.3Hz, Jpy=7.3Hz, 2H, CH,N), 3.25 (s, 3H, OCH;), 3.85
(m, 1H, CH), 5.00, 5.03 (s+s, 2H+2H, 2* PhCH,0), 7.31 (m, 10H, 2* C¢Hs); *'P NMR
(D,0): 43.0. Kwas P-benzylo-2-benzyloksykarbonylo-aminoetylofosfinowy (157).
'H NMR (D,0): 1.49 (m, 2H, CH,CH,P), 2.75 (d, J=17.2Hz, PhCH-P), 3.03 (m, 2H,
CH,CH,P), 4.90 (s, 2H, PhCH,0), 7.07-7.27 (m, 5H, CsHs); >'P NMR (D,0): 39.9.
(2S)-2-Benzyloksykarbonyloamino-4-[(2’-karbamoiloetylo)(hydroksy)fosfinylo]-
maslan metylu (151). Zwiazek otrzymano analogicznie do zwiazku 148 uzywajac:
zwigzek 128 (0.37g, 1.0mmol) 1 zwiazek 141 (0.28g, 2.0mmol). Otrzymano 70mg
(18%) produktu. '"H NMR (D,0): 1.63-1.96 (m, 2H+2H+2H, CHCH,CH,PCH>), 2.45
(m, 2H, CH>,CONH) 3.60 (s, OCHs), 4.15 (t, J=5.4Hz, CH), 4.98 (s, 2H, PhCH,0),
7.28 (m, 5H, CsHs); *'P NMR (D,0): 57.15.
(2S)-2-amino-4-[(aminometylo)(hydroksy)fosfinylojmaslan metylu (163). Do
zwiazku 136 (0.0.46g, 2.0mmol) dodano 7ml HMDS. Catos¢ ogrzewano do temperatury
0k.85°C przez 1h w atmosferze azotu. Nastepnie roztwdr ochtodzono do 0°C i dodano
zwiazek 128 (0.37g, 1.0mmol). Mieszaning ogrzewano do temperatury okoto 80°C
przez 6h. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej dodano 30ml metanolu i mieszano
przez lh. Nastgpnie roztwdr przesaczono a przesacz odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Przy pomocy HPLC (woda/acetonitryl) wydzielono mieszaning zwigzkow
149 1 162. Calo$¢ otrzymanej mieszaniny rozpuszczono w metanolu (10ml) i po
dodaniu katalizatora palladowego (10%Pd/C, 30mg) hydrogenolizowano przez 2h.
Nastgpnie odsaczono katalizator 1 rozpuszczalnik usunigto pod zmnieszonym
ci$nieniem. Otrzymana mieszaning rozdzielono przy pomocy HPLC. Otrzymano 3.3mg
(1.2%) zwiazku 163, 4mg zwiazku 164. Zwiazek 163. 'H NMR (D,0): 1.66 (m, 2H,
CHCH,CH,P), 2.09 (m, 2H, CHCH), 2.97 (d, J=9.3Hz, 2H, NH,CH,P), 3.75 (s, 3H,
OCH3), 4.12 (t, J=6.3Hz, 1H, CH); *'P NMR (D;0): 32.02. Kwas aminometylo-
hydroksymetylofosfinowy (164). 'H NMR (D20): 3.12 (d, J=10.2Hz, 2H, PCH;NH,),
3.33 (d, J=9.4Hz, 2H, PCH,OH); *'P NMR (D,0): 20.07; *'P NMR {'H} (D,0): 20.7
(kwintet, J=10Hz).

Kwas (2S5)-2-amino-4-[(hydroksymetylo)(hydroksy)fosfinylojmastowy (112). Do
zwiazku 148 (60mg) dodano 30% roztwdér HBr w kwasie octowym. Cato$¢ mieszano

przez 12h. Nastgpnie roztwoér odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Sucha
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pozostato$¢ rozpuszczono w stezonym kwasie solnym (10ml) i ogrzewano do wrzenia
pod chlodnica zwrotng przez 8h. Nastgpnie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 38mg (94%) produktu. 'H NMR (D,0): 1.84 (m,
2H, CHCH,CH,P), 2.11 (m, 2H, CHCH,CH,P), 3.75 (d, J=5.0Hz, 2H, CH,0OH), 4.07 (t,
J=5.0Hz, 1H, CH); *'P NMR (D,0): 46.2; *C NMR (D,0): 21.60 (d, Jpc=89.5Hz,
CH,CH,P), 22.20 (CHCH;), 52.82 (d, Jpc=15.4Hz, CH), 58.05 (d, Jpc=110.6Hz,
PCH,0H), 170.96 (COOH).

Kwas (2S)-2-amino-4-[(1’-aminoetylo)(hydroksy)fosfinylojmastowy (93). Zwiazek
otrzymano analogicznie do zwiazku 112 uzywajac 40mg zwiazku 150. Otrzymano
21mg (88%) produktu. 'H NMR (D,0): 1.35 (dd, Jpy=12.0Hz, Jy=6.4Hz, 3H,
CHCH3), 1.72 (m, 2H, CH,P), 2.14 (m, 2H, CHCH,CH,), 3.31 (m, 1H, CHCH3), 4.04
(t, J=6.3Hz, 1H, CHCH,); *'P NMR (D,0): 36.01; *C NMR (D,0): 12.80 (CH3), 22.76
(CHCH;), 23.15 (d, Jpc=93.8Hz, CH,CH,P), 45.77 (d, Jpc=94.9Hz, CHP), 53.60
(CHCOOH), 172.02 (COOH).

Kwas (2S)-2-amino-4-[(2’-aminoetylo)(hydroksy)fosfinylojmastowy (114). Zwiazek
otrzymano analogicznie do zwiazku 112 uzywajac 40mg zwiazku 151. Otrzymano
15mg (65%) produktu. 'H NMR (D,0): 1.78 (m, 2H, CHCH,CH,P), 2.06 (m, 2H+2H,
NCH,CH,PCH,CH,CH), 3.17 (dt, Jpy=7.2Hz, Juyy=8.4Hz, 2H, CH,NH,), 4.10 (t,
J=5.7Hz, 1H, CH); *'P NMR (D,0): 47.3; >C NMR (D,0): 22.45 (CHCH,), 24.60 (d,
Jpc=93.0Hz, CHCH,CH,P), 25.67 (d, Jpc=90.4Hz, NCH,CH,P), 33.87 (CH,CH,N),
52.88 (d, Jpc=16.0Hz, CHCH), 171.06 (COOH).

Kwas  (2S)-2-amino-4-[(2’-karboksyetylo)(hydroksy)fosfinylojmastlowy  (165).
Zwiazek 153 (70mg) rozpuszczono w 10ml dichlorometanu 1 dodano
trimetylobromosilan (2ml). Cato$¢ mieszano przez 5dni. Nastgpnie roztwor odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Do pozostatosci dodano 10ml wody i mieszano przez
12h. Nastegpnie roztwdr odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Do pozostatosci
dodano 10ml stgzonego kwasu solnego i mieszano przez 1h. Roztwér odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 47mg produktu (95%). 'H NMR (D,0): 1.84 (m,
2H, CHCH,CH,P), 2.03 (dt, Jpy=13.2Hz, Jyy=8.0Hz, 2H, PCH,CH,COOH), 2.12 (m,
2H, CHCH,CH,P), 2.54 (dt, Jpy=12.6Hz, Jyy=7.5Hz, 2H, PCH,CH,COOH), 4.09 (t,
J=6.0Hz, 1H, CH); *'P NMR (D,0): 54.8; °C NMR (D,0): 22.36 (CHCH,), 23.13,
23.83 (d+d, Jpc=93.2Hz, Jpc=91.6Hz, CH,PCH,), 26.25 (CH,COOH), 52.80 (d,
Jpc=16.4Hz, CH), 170.96 (CHCOOH), 176.32 (d, J=14.1Hz, CH,COOH); ESI-MS
(m/z): 240 (M+1).
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Kwas (2S)-2-amino-4-[(aminometylo)(hydroksy)fosfinylojmastowy (92). Zwiazek
163 (3.3mg, 0.012mmol) rozpuszczono w 10ml stezonego kwasu solnego i ogrzewano
pod chlodnica zwrotng przez 8h. Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym ciénieniem. Otrzymano 3.0mg produktu (95%). '"H NMR (D,0): 1.73
(m, 2H, CHCH,CH,P), 2.07 (m, 2H, CHCH,), 2.98 (d, J=9.3Hz, 2H, NH,CH,P), 4.00
(t, J=6.1Hz, 1H, CH); *'P NMR (D,0): 33.53; °C NMR (D,0): 22.90 (CHCH,), 25.06
(d, Jpc=96.0Hz, CHCH,CH,P), 37.37 (d, Jpc=91.8Hz, PCH,NH,), 53.47 (d, Jpc=15.1Hz,
CH), 171.85 (COOH).

5.2.3.2. Utlenianie kwasow H-fosfinowych

Reakcja utleniania kwaséw fosfinowych byta kontrolowana przy pomocy Ap
NMR a produkty nie byly dodatkowo oczyszczane. Ogdlny protokdt postgpowania: Do
0.5mmol kwasu fosfinowego dodano 3ml heksametylodisilazanu. Mieszaning
ogrzewano do temperatury ok. 85°C silnie mieszajac az do zaniku kwasu H-
fosfinowego. Nastepnie dodano 20ml metanolu i mieszano przez lh. Po tym czasie
roztwor odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Jako substratéw w tej reakcji uzyto
kwaséw H-fosfinowych: 130, 135, 136, 139, 144, 141, 166, 167, 168, 169, 170. Zwiazki
166-170 byly otrzymane metoda Baylisa [188]. Widma *'P i 'H NMR dla zwiazkéw
171-177, 179 i 180 byly zgodne z tymi opisanymi w literaturze [213-219], natomiast te
dla zwiazkow 178 1 181 przedstawiono ponizej.
Kwas N-benzyloksykarbonylo-1-amino-3-fenylopropanofosfonowy (178). 1H NMR
(D20): 1.68, 2.05 (m+m, 1H+1H, PhCH,CH>), 2.53 (m, 2H, PhCH,CHy), 3.41 (m, 2H,
CH), 5.01 (AB, J=12Hz, 2H, PhCH,0), 7.14-7.36 (m, SH+5H, 2* CeHs); >'P NMR
(D>0): 18.27.
Kwas N-fluorenometyloksykarbonylo-1-amino-3-metylobutylofosfonowy (181). 1H
NMR (D;0): 0.67, 0.87 (d+d, J=13.5Hz, J=11.5Hz, 3H+3H, 2* CH3), 1.21 (m, 2H,
CHCH,CH(CH3),), 1.60 (m, 1H, CH(CHs),), 3.53, 3.95 (m+m., 1H+1H, CH,0), 4.20
(CHCH,CH(CHa),), 4.53 (m, 1H, CH (fluoren)), 7.12-7.70 (m, 8H, fluoren); *'P NMR
(D,0): 21.89.
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5.2.3.3. Synteza analogéw kwasu 4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowego

Chlorowodorek asparaginianiu S-metylu (208). Metanol (100ml) ochtodzono do —
10°C 1 dodano kroplami 15.5ml SOCl,. Nastepnie utrzymujac temperature 0°C dodano
20g (150mmol) kwasu L-asparaginowego. Calo$¢ mieszano przez 25min.
doprowadzajac powoli do temperatury pokojowej. Nastepnie dodano 400 ml eteru
dietylowego 1 odsaczono powstaly osad. Osad przemyto niewielka iloScia eteru i
wysuszono na powietrzu. Otrzymano 22.3g (81%) estru. 'H NMR (D,0): 2.97 (d,
J=5.8Hz, 2H, CH>), 3,59 (s, 3H, OCHs), 4.22 (t, ]=5.6Hz, 1H, CH).
N-Benzyloksykarbonyloasparaginian $-metylu (209). Zwiazek 208 (18.0g, 98mmol)
rozpuszczono w 140ml wody, dodano tlenku magnezu (11.85g), eteru dietylowego
(44ml), chloromréwcznu benzylu (30ml, 210mmol) i calo$¢ mieszano w temperaturze
0-5°C przez 6 godzin. Nastgpnie mieszaning przesaczono. Osad na saczku przemyto
woda. Otrzymany przesacz przemyto eterem dietylowym (trzy razy 50ml). Warstwe
wodng zakwaszono stgzonym kwasem solnym do pH=3 i wytracony produkt
ekstrahowano benzenem. Rozpuszczalnik usunigto na wyparce obrotowej. Nastepnie
trzy razy olej rozpuszczano w benzenie i odparowywano w celu usunigcia wody. Olej
rozpuszczono w niewielkiej ilosci benzenu i dodano pentanu do zmetnienia i
pozostawiono na noc. Nastgpnego dnia odsaczono osad i wysuszono na powietrzu.
Otrzymano 22.0g produktu (80%). '"H NMR (CDCl5):2.94 (ABX, Jap=17.2Hz
Jax=4.5Hz, 2H, CHCH>), 3.66 (s, 3H, OCHs), 4.65 (dt, J=9.0Hz, J=4.2Hz, 1H, CH),
5.09 (s, 2H, PhCH,0), 5.84 (d, J=9Hz, 1H, NH), 6.07 (bs, 1H, COOH), 7.29-7.33 (m,
5H, CeHs).

Mieszany ester f—metylowy i a-tert-butylowy kwasu N-
benzyloksykarbonyloasparaginowego (210). Zwiazek 209 (22.0g, 78mmol)
rozpuszczono w dichlorometanie (100ml), ozigbiono do —5°C i dodano 1ml stezonego
kwasu siarkowego. Przez roztwdr przepuszczono gazowy izobutylen do momentu,
kiedy masa catosci wzrosta o 11g (196mmol izobutylenu). Roztwér pozostawiono na
dwie doby w temperaturze pokojowej. Nastgpnie usunig¢to nadmiar izobutylenu i cze$é
rozpuszczalnika przy pomocy wyparki obrotowej. Roztwdr przemyto kolejno: woda
(dwa razy), 5% wodnym roztworem NaHCO; (dwa razy), woda (raz) i wysuszono nad
bezwodnym MgSOy4. Po odsaczeniu s$rodka suszacego rozpuszczalnik odparowano
otrzymujac 16.5g produktu (63%). '"H NMR (CDCls): 1.42 (s, 9H, C(CHs5)3), 2.88
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(ABX, Jag=16.8Hz, Jax=4.8Hz, 2H, CHCH,), 3.65 (s, 3H, OCH;), 4.49 (dt, J=8.4Hz,
J=4.5Hz, 1H, CH), 5.09 (s, 2H, PhCH,), 5.68 (d, J=8.4Hz, 1H, NH), 7.28-7.34 (m, SH,
CeHs).

N-Benzyloksykarbonyloasparaginian o-fert-butylu (211). W 100ml metanolu
rozpuszczono zwiazek 210 (16.5g, 49mmol). Nastgpnie dodano NaOH (1.96g, 49mmol)
rozpuszczonego w 25ml wody. Calo$¢ mieszano przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej. Nastepnie metanol usunigto pod zmniejszonym cisnieniem a pozostaly
roztwér wodny przemyto eterem (dwa razy 30ml) i warstwy eterowe odrzucono.
Warstwe wodna zakwaszono przy pomocy 10% roztworu kwasu solnego do pH=2 i
ekstrahowano octanem etylu (dwa razy 50ml). Polaczone warstwy organiczne przemyto
woda 1 wysuszono na bezwodnym MgSO4. Po odsaczeniu $rodka suszacego
rozpuszczalnik usunieto przy pomocy wyparki obrotowej. Otrzymano 15.0g (95%). 'H
NMR (CDCl3):1.41 (s, 9H, C(CHs)3), 2.91 (ABX, Jag=17.3Hz, Jax=4.7Hz, 2H,
CHCH,), 4.49 (dt, J=8.2Hz, J=4.5Hz, 1H, CH), 5.08 (s, 2H, PhCHs), 5.74 (d, J=8.2Hz,
1H, NH), 6.70 (bs, 1H, COOH), 7.33 (m, 5SH, C¢H5).

Ester tert-butylowy (2S)-N-benzyloksykarbonylohomoseryny (212). Roztwor
zwiazku 211 (6.55g, 20mmol) w suchym THF ochlodzono do temperatury — 10°C i
dodano N-metylomarfoling (2.03g, 20mmol). Nastgpnie wkroplono chloromréwczan
etylu (2.17g, 20mmol) i calo$§¢ mieszano przez 15min. Odsaczono chlorowodorek N-
metylomorfoliny a przesacz dodano do zawiesiny NaBH,4 (1.67g, 45mmol) w wodzie
(10ml) o temperaturze 5-10°C. Nastegpnie calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowe;j
przez 4h. Po tym czasie zawiesing ochtodzono do ok. 5°C i zakwaszono 3M kwasem
solnym do pH=2. Produkt ekstrahowano octanem etylu (trzy razy 50ml). Polaczone
frakcje organiczne przemyto woda (dwa razy 50ml) i wysuszono nad bezwodnym
MgSO4. Po odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii
kolumnowe;j (zel krzemionkowy, octan etylu/heksan). Otrzymano 3.3g produktu (56%).
'"H NMR (CDCL): 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 2.18 (m, 2H, CHCH,), 2.92 (bs, 1H, OH)
3.61-3.69 (m, 2H, CH,0H), 4.40 (m, 2H, CH), 5.09 (AB, Jag=12.2Hz, 2H, PhCH,),5.59
(d, J=7.0Hz, 1H, NH), 7.32 (m, 5H, C¢Hs).

Ester tert-butylowy (2S)-N-benzyloksykarbonylohomoserynalu (213). Roztwér
chlorku oksalilu (0.72ml, 8.25mmol) w 20ml suchego CH,Cl, w atmosferze azotu
ochtodzono do temperatury ok. —65°C. Nastgpnie wkroplono DMSO (1.17ml,
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16.5mmol) i dodano 212 (2.2g, 7.5mmol). Calo$¢ mieszano przez ok. 1h. Nastgpnie
dodano trietyloaming (5.22ml, 37.5mmol) 1 mieszano jeszcze przez Smin. Mieszaning
ogrzano powoli do temperatury pokojowej 1 rozcienczono 100ml dichlorometanu.
Roztwér przemyto solanka (raz 70ml) i wysuszono nad bezwodnym MgSO,. Po
odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Surowy produkt uzyto do dalszych reakcji. '"H NMR (CDCls): 1.38 (s, 9H,
C(CH»)3), 2.86 (ABX, Jop=17.1Hz, Jaox=4.4Hz, 2H, CHCH,), 4.45 (m, 1H, CH), 5.04
(m, 2H, PhCH,), 5.66 (d, J=7.8Hz, NH), 7.27 (m, 5H, C¢Hs), 9.95 (s, 1H, CHO).
N-Benzylooksym estru tert-butylowégo (2S)-N-benzyloksykarbonylohomoserynalu
(214). Catos¢ zwiazku 213 z poprzedniej reakcji rozpuszczono w 10ml etanolu i dodano
chlorowodorku O-benzylohydroksylaminy (1.2g, 7.5mmol) oraz 10ml pirydyny.
Roztwér mieszano przez noc 1 nastgpnie odparowano rozpuszczalniki pod
zmniejszonym ci$nieniem. Powstaly olej oczyszczono przy uzyciu kolumny
chromatograficznej (zel krzemionkowy, octan etylu/heksan 1/4). Otrzymano 2.2g
produktu (71% z alkoholu 212). 'H NMR (CDCly): 1.41 (s, 9H, C(CHs3)3), 2.59-2.83 (m,
2H, CHCH;), 4.41 (m, 1H, CHNH), 5.00, 5.07 (s+s, 2H+2H, 2* PhCH,), 5.43 (d,
J=7.3Hz, 1H, NH), 7.23-7.38 (m, SH+5H+1H, 2* C¢Hs + CHNO).

Ester tert-butylowy kwasu (2S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4/N’-benzyloksy-2,4-
diaminomaslowego (215). Zwiazek 214 (0.85g, 2.1mmol) rozpuszczono w 20ml
metanolu i dodano bezwodnego kwasu szczawiowego do pH=3. Nastgpnie dodano
Na(CN)BH; (0.20g, 3.1mmol) i mieszano przez 2h utrzymujac stale pH=3 przez
dodawanie kolejnych porcji bezwodnego kwasu szczawiowego. Po tym czasie roztwor
zobojetniono dodajac 1M roztwér NaOH 1 nastgpnie odparowano metanol pod
zmniejszonym cisnieniem. Pozostaty roztwor wodny ekstrahowano octanem etylu (trzy
razy 40ml). Polaczone fazy organiczne przemyto woda (30ml), solanka (30ml) i
wysuszono nad bezwodnym Na,SOs. Po odsaczeniu $rodka suszacego odparowano
rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 0.65g produktu (77%).
[a]p=12.5° (c=3.3, octan etylu); t.t.=62-64°C; 'H NMR (CDCl3): 1.43 (s, 9H,
C(CHs»)3), 1.77-1.86, 2.02-2.09 (m oraz m, 1H+1H, CHCH,), 2.99 (m, 2H, CH,N), 4.30
(m, 1H, CH), 4.67 (s, 2H, PhCH,ONH), 5.08 (s, 2H, PhCH,0OCO), 5.60 (bs, 1H,
NHOBzl), 5.67 (d, J=7.7Hz, 1H, NHCO), 7.24-7.33 (m, 10H, 2* Ce¢Hs). *C NMR
(CDCl3): 27.90 (C(CHs);), 30.04 (CHCH,), 48.23 (CH)N), 53.05 (CH), 66.93
(PhCH,0CO), 76.33 (PhCH,0N), 82.14 (C(CHs)3), 127.93, 128.14, 128.44, 128.50,
128.53, 128.95, 136.44, 137.68 (2* C¢Hs), 156.11 (PhCH,0CO), 171.40 (COz-Bu).
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Ester tert-butylowy kwasu (2S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-N’-benzyloksy-4-N’-
karbamoilo-2,4-diaminomaslowego (216). W 10ml suchego dioksanu rozpuszczono
215 (0.30g, 0.72mmol). Do roztworu dodano izocyjanian trimetylosililowy (0.13g,
0.15ml, 1.1mmol). Calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 3h. Nastepnie do
roztworu dodano nasycony roztwor chlorku amonu (10ml) i mieszano przez 1h.
Mieszaning ekstrahowano octanem etylu (trzy razy 20ml) i polaczone frakcje
organiczne wysuszono nad siarczanem sodu. Po odsaczeniu $rodka suszacego
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano 0.31g produktu
(95%). '"H NMR (CDCls): 1.41 (s, 9H, C(CHx)3), 1.92, 2.10 (m oraz m, 1H+1H,
CHCH,), 3.55 (m, 2H, CH,N), 4.22 (m, 1H, CH), 4.75 (s, 2H, PhCH,0ON), 5.07 (s, 2H,
PhCH,OCO), 5.72-5.77 (m, 1H+2H, NH+NH,), 7.25-7.34 (m, 10H, 2* CeHs). °C
NMR: 27.85 (CH3), 29.23 (CHCH,), 44.89 (CH;N), 52.58 (CH), 66.81 (PhCH,OCO),
76.73 (PhCH,0N), 82.27 (C(CHs)3), 128.00, 128.43, 128.67, 129.02, 1129.23, 129.34,
134.64, 136.36 (2* CsHs), 156.06 (PhCH,0CO), 161.31 (CONH,), 170.99 (COt-Bu).
Ester tert-butylowy kwasu (2S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-N’-benzyloksy-4-/N’-
acetylo-2,4-diaminomastowego (217). Zwiazek 215 (0.33g, 0.8mmol) rozpuszczono w
10ml chloroformu i dodano kroplami bezwodnik octowy (0.3g, 3mmol). Roztwor
mieszano w temperaturze pokojowej przez 3h. Nastgpnie mieszanina reakcyjna zostata
przemyta woda (10ml) i solanka (10ml) i wysuszona nad bezwodnym Na,SO,. Po
odsaczeniu $rodka suszacego rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej (zel
krzemionkowy, octan etylu/heksan). Otrzymano 0.30g produktu (83%). 'H NMR
(CDCls): 1.39 (s, 9H, C(CHs3)3), 2.02 (s, 3H, OCCHs), 2.02, 2.12 (m oraz m, 1H+1H,
CHCH,), 3.67 (m, 2H, CH,N), 4.25 (m, 1H, CH), 4.75 (s, 2H, PhCH,0ON), 5.06 (s, 2H,
PhCH,0CO), 5.75 (d, J=6.9Hz, NH), 7.32 (m, 10H, 2* C4Hs). *C NMR (CDCls): 20.10
(CH3CO), 28.82 (C(CHsi)3), 29.33 (CHCH,), 42.00 (CH,N), 52.46 (CH), 66.84
(PhCH,0CO), 76.39 (PhCH,ON), 82.33 (C(CHs)3), 127.98, 128.42, 128.71, 129.06,
129.23, 129.38, 134.07, 136.33 (2* CeHs), 156.12 (PhCH,OCO), 170.79 (COOz-Bu),
173.11 (CH3CO).

N-Benzyloksykarbonylo-3-bromoetyloamina (218). Bromowodorek 2-
bromoetyloaminy (2.05g, 10mmol) zostat rozpuszczony w mieszaninie Sml wody i 5Sml
dioksanu. Do roztworu dodano roztwor chloromréwczanu benzylu (2.1g, 12 mmol) w
5ml dioksanu i nastgpnie tyle 3M roztworu K,CO; aby osiagnaé pH=6-7. Roztwor

mieszano przez 3h utrzymujac zasadowy odczyn. Mieszaning poreakcyjna
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ekstrahowano eterem dietylowym (trzy razy 30ml) 1 polaczone warstwy eterowe
przemyto 1M roztworem NaOH i woda (dwa razy). Roztwér wysuszono nad
bezwodnym Na,SO4. Po odsaczeniu srodka suszacego rozpuszczalnik usunigto pod
zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono za pomoca chromatografii
kolumnowe;j (zel krzemionkowy, octan etylu/heksan, 1/10). Otrzymano 1.8g produktu
(70%). "H NMR (CDCls):3.44 (t, J=6.8Hz, 2H, CH,Br), 3.57 (q, J=7Hz, 2H, CH,NH),
5.08 (s, 2H, PhCH>), 5.26 (bs, 1H, NH), 7.28-7.36 (m, SH, CcHs).
N-Benzyloksykarbonylo-3-bromopropyloamina (219). Syntez¢ przeprowadzono
analogicznie do syntezy zwiazku 218 uzywajac: 2.2g (10mmol) bromowodorku 3-
bromopropyloaminy i 2.1g (12mmol) chloromréwczanu benzylu. Otrzymano 1.95g
produktu (72%). 'H NMR (CDClLy): 2.06 (qt, J=6.4Hz, 2H, CH,CH,Br), 3.33 (q,
J=6.4Hz, 2H, CH,NH), 3.41 (t, J=6.4Hz, 2H, CH,Br), 4.86 (bs, 1H, NH), 5.08 (s, 2H,
PhCH,), 7.26-7.37 (m, 5H, CsHs).

Ester tert-butylowy kwasu (2S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-N’-benzyloksy-4-/N’-
(2-N’’-benzyloksykarbonylo)aminoetylo-2,4-diaminomastowego (220). W 10ml
acetonu rozpuszczono: zwiazek 215 (0.24g, 0.58mmol), zwiazek 218 (0.15g,
0.58mmol), 18-korong-6 (0.05g) i nastgpnie dodano 1g bezwodnego weglanu potasu.
Calo$¢ ogrzewano do wrzenia pod chtodnica zwrotna przez 50h. Nastgpnie odsaczono
weglan potasu i usunigto rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
oczyszczono za pomoca HPLC (woda, acetonitryl). Otrzymano 0.16 g (47%) produktu.
'"H NMR (CDCl): 1.43 (s, 9H, C(CH;)3), 1.75, 2.15 (m+m, 1H+1H, CHCH>), 2.68,
2.88 (m+m, 1H+1H, CH,CH,NHCO), 2.78 (m, 2H, CHCH,CH;N), 3.14, 3.31 (m+m,
1H+1H, CH,CH,NHCO), 4.50 (m, 1H, CH), 4.66 (s, 2H, PhCH,ON), 5.04-5.59 (m,
2H+2H, 2* PhCH,0CO), 5.60 (d, J=8.2Hz, NHCH), 5.50 (bs, CH,NH), 7.24-7.36 (m,
15H, 3* C¢Hs). *C NMR (CDCls): 28.06 (C(CHs)3), 30.24 (CHCH,), 38.67 (CH,NH),
52.77 (CH), 54.69, 58.05 (2* CH:xN), 66.54, 67.01 (2* PhCH,0CO), 75.89 (PhCH,ON),
82.34 (C(CHs);), 128.03, 128.19, 128.24, 128.32, 128.50, 128.54, 128.72, 128.89,
129.46, 130.96, 136.38, 136.83 (3* C¢Hs), 156.11, 156.51 (2* PhCH,OCO), 171.68
(COOtz-Bu).

Ester tert-butylowy kwasu (2S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-N’-benzyloksy-4-/V’-
(3-N’’-benzyloksykarbonylo)aminopropylo-2,4-diaminomaslowego (221). Zwiazek
ten otrzymano analogicznie do zwiazku 220 uzywajac: N-benzyloksykarbonylo-3-
bromopropyloaming (219) (0.2g, 0.73mmol). Otrzymano 0.17 g (49%) produktu. 'H
NMR (CDCls): 1.43 (s, 9H, C(CHs3)3), 1.70 (m, 2H, CH,CH,CH,NH), 1.77, 2.11 (m+m,
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1H+1H, CHCH,), 2.67 (m, 2H, CHCH,CH;N), 2.84 (m, 2H, CH,CH,CH,N), 3.22 (m,
2H, CH,NH), 4.47 (m, 1H, CH), 4.71 (s, 2H, PhCH,0ON), 5.05, 5.07 (s+s, 2H+2H, 2*
PhCH,0CO), 5.33 (bs, 1H, CH,NH), 5.67 (d, J=8.4Hz, 1H, CHNH), 7.26-7.30 (m, 15H,
3* CsHs); .°C NMR (CDCls): 27.07 (CH,CH,CHy), 28.05 (C(CHs)s), 30.46 (CHCH,),
39.00 (CH;NH), 52.90 (CH), 55.12, 56.21 (2* CH,N), 66.52, 66.87 (2* PhCH,0CO),
76.09 (PhCH,0ON), 82.23 (C(CHz)3), 127.93, 127.99, 128.04, 128.12, 128.17, 128.48,
128.51, 128.53, 128.83, 130.96, 136.36, 137.14 (3* Ce¢Hs), 156.08, 156.54 (2*
PhCH,0CO), 171.66 (COOz-Bu).

Ester tert-butylowy kwasu (2S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-N’-benzyloksy-4-/N’-
(NV’’-benzyloksykarbonylo)glicylo-2,4-diaminomastowego (225). N-
Benzyloksykarbonylo-glicyng (0.3g, 1.5mmol) i trietyloaming (0.15g, 1.8mmol)
rozpuszczono w suchym THF (20ml). Roztwér oziebiono do temperatury —15°C i
dodano chloromréwczan izobutylu (0.19g, 1.5mmol). Calo$¢ mieszano przez 0.5h i
nastgpnie dodano zwiazek 215 (0.4g, 1.0mmol). Roztwdr mieszano w temperaturze —
15°C jeszcze przez 3h a potem pozostawiono do powolnego ocieplenia do temperatury
pokojowej. Wytracony osad chlorowodorku trietyloaminy odsaczono. Z przesaczu
usunigto ropuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostaly olej rozpuszczono w
octanie etylu (30ml) i przemyto kolejno: 5% roztworem NaHCO; (20ml), 5%
roztworem kwasu cytrynowego (20ml) i solanka. Roztwdr wysuszono nad bezwodnym
siarczanem sodu i po odsaczeniu $rodka suszacego odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymany olej oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej (zel
krzemionkowy, octan etylu / heksan). Otrzymano 0.3g produktu (50%). 'H NMR
(CDCl): 1.40 (s, 9H, C(CH3)3), 1.96, 2.12 (m+m, 1H+1H, CHCH,), 3.68 (m, 2H,
CH,CH,N), 4.05 (d, J=3.8Hz, 2H, NHCH,CO), 4.25 (m, 1H, CH), 4.80 (s, 2H,
PhCH,ON), 5.08, 5.09 (s+s, 2H+2H, 2* PhCH,0CO), 5.42 (m+m, 1H+1H, 2* NH),
7.25-7.30 (m, 15H, 3* C4¢Hs).
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Ester tert-butylowy kwasu (2S,1°S)2-N-benzyloksykarbonylo-4-N’-benzyloksy-4-
’-(N’-benzyloksykarbonylo)glicylo-2,4-diaminomastowego (226). Zwiazek ten
otrzymano analogicznie do zwiazku 225 uzywajac N-benzyloksykarbonyloalaniny
(0.33g, 1.5mmol). Otrzymano 0.3g produktu (48%). 'H NMR (CDCl): 1.27 (d,
J=6.4Hz, 3H, CHCH:), 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 1.85, 2.19 (m+m, 1H+1H, CHCH), 3.37,
3.92 (m+m, 1H+1H, CH,N), 4.26 (m, 1H, CHCH,), 4.77 (m, CHCHs), 4.89 (s, 2H,
PhCH,0ON), 5.08, 5.09 (s+s, 2H+2H, 2* PhCH,OCO), 5.39, 5.51 (d+d, J=7.3Hz,
J=8.3Hz, 2* NH), 7.23-7.35 (m, 15H, 3* C¢Hs).
Ester tert-butylowy kwasu (2S,1°S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-/N’-benzyloksy-4-
’-(0-benzylo-N’’-benzyloksykarbonylo)serylo-2,4-diaminomastowego (227).
Zwiazek otrzymano analogicznie do zwiazku 225 uzywajac O-benzylo-N-
benzyloksykarbonylo-L-seryny (0.5g, 1.5mmol). Otrzymano 0.27g produktu (38%). 'H
NMR (CDCls): 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 1.89, 2.18 (m+m, 1H+1H, CHCH,CH,), 3.49,
3.93 (m+m, 1H+1H, CH,N), 3.64 (m, 2H, CHCH,0), 3.93 (m, 1H, CHCH,CH,), 4.30
(AB, J=12.1Hz, 2H, PhCH,0CH,), 4.89 (s, 2H, PhCH,0ON), 5.10, 5.12 (s+s, 2H+2H, 2*
PhCH,0CO), 5.53, 5.85 (d+d, J=Hz, J=8.5Hz, 2* NH), 7.19-7.36 (m, 20H, 4* C¢H5).
Ester tert-butylowy kwasu (2S)-2-N-benzyloksykarbonylo-4-N’-benzyloksy-4-/N’-
(3-benzyloksykarbonyloaminopropionylo)-2,4-diaminomastowego (229). Zwiazek
ten otrzymano analogicznie do zwiazku 225 uzywajac N-benzyloksykarbonylo-3-
alaning (228) (0.33g, 1.5mmol). Otrzymano 0.29g produktu (47%). 'H NMR (CDCl):
1.40 (s, 9H, C(CHs)3), 1.96, 2.13 (m+m, 1H+1H, CHCH,), 2.57 (m, 2H, CH,CO), 3.42
(m, 2H, CH,NHCO), 3.72 (m, 2H, CH,NO), 4.28 (m, 1H, CH), 4.72 (s, 2H, PhCH,0ON),
5.06 (s, 4H, 2* PhCH,0OCO), 5.81 (m, 2H, 2* NH), 7.29-7.34 (m, 15H, 3* CeHs). °C
NMR (CDCls): 27.84 (CHs), 29.26 (CHCH,), 32.50 (CH,CON), 36.32 (CH,NHCO),
41.60 (CH,NO), 52.27 (CH), 66.66, 66.99 (2* PhCH,0CO), 76.35 (PhCH,ON), 82.46
(C(CH3)3), 127.97, 128.07, 128.45, 128.74, 129.14, 129.28, 133.89, 136.24, 136.49 (3*
CeHs), 156.25, 156.74 (2* PhCH,OCO), 170.90 (COO#-Bu), 172.50 (CON).
Kwas (2S)-4-N-hydroksy-2,4-diaminomastowy (65). Zwiazek 215 (0.3g, 0.72mmol)
rozpuszczono w mieszaninie chlorku metylenu (3ml) i kwasu trifluorooctowego
(3.5ml). Roztwoér mieszano przez 12h i nastgpnie odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostalo$¢ rozpuszczono w Sml metanolu, nastgpnie dodano 3ml 1M
kwasu solnego 1 30mg Kkatalizatora palladowego (10%Pd/C). Przez mieszaning
przepuszczano wodoér pod ci$nieniem atmosferycznym przez 2h. Po tym czasie

katalizator odsaczono a rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
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Pozostaty osad oczyszczono za pomoca HPLC (1% roztwér TFA w wodzie).
Otrzymano 76mg produktu (63%). 'H MNR (D,0): 2.14-2.36 (m, 2H, CHCH,), 3.39-
3.47 (m, 2H, CH>N), 4.06 (t, J=6Hz 1H, CH); °C NMR (D,0): 24.04 (CHCH,), 46.97
(CH;N), 50.55 (CH), 170.80 (COOH), ESI-MS (m/z): 135 (M+1).

Kwas (2S)-4-N-hydroksy-4-N-karbamoilo-2,4-diaminomastowy (201). Zwiazek
otrzymano analogicznie do zwiazku 65 uzywajac zwiazku 216 (0.3g, 0.66mmol).
Otrzymano 79mg produktu (56%). 'H MNR (D,0): 2.03-2.15, 2.17-2.28 (m+m,
1H+1H, CHCH>), 3.60 (t, J=6.3Hz, 2H, CH,N), 4.02 (t, J=6.3Hz, 1H, CH); *C NMR
(D,0): 27.22 (CHCH,), 45.42 (CH;N), 50.38 (CH), 162.66 (CONH;), 171.37 (COOH);
ESI-MS (m/z): 178 (M+1).

Kwasu (2S)-4-N-hydroksy-4-N-glicylo-2,4-diaminomastowy (193). Zwiazek 225
(0.3g, 0.5mmol) rozpuszczono w 30% roztworze HBr w kwasie octowym. Roztwor
mieszano przez 12h a nastgpnie odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany
olej rozpuszczono w Sml metanolu. Do roztworu dodano 3ml 1M kwasu solnego i
30mg katalizatora palladowego (10%Pd/C). Przez mieszaning przepuszczano wodor
pod cisnieniem atmosferycznym przez 2h. Po odsaczeniu katalizatora roztwor
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$¢ oczyszczono przy pomocy
chromatografii HPLC (1% roztwoér TFA w wodzie). Otrzymano 72mg produktu (55%).
'"H MNR (D,0): 2.12-2.30 (m, 2H, CHCH,), 3.77 (t, J=6.6Hz, 2H, CH,CH,N), 3.99 (m,
1H+2H, CH + CH>.NH,); C NMR (D,0): 26.95 (CHCH,), 39.73 (CH,NH,), 44.70
(CH,CH;N), 50.86 (CH), 167.38 (CON), 171.78 (COOH). ESI-MS (m/z): 192 (M+1),
174 (M+1-18 (H,0)).

Kwas (2S)-4-N-hydroksy-4-N-alanylo-2,4-diaminomastowy (194). Ten dipeptyd
otrzymano analogicznie do zwiazku 193 uzywajac zwiazku 226 (0.3g, 0.48mmol).
Otrzymano 66mg produktu (49%). '"H MNR (D,0): 1.42 (d, J=7.0Hz, 3H, CH3), 2.13-
2.32 (m, 2H, CHCH,), 3.79 (m, 2H, CH)N), 4.03 (t, J=6.6Hz, 1H, CHCH,), 4.47 (q,
J=6.9Hz, 1H, CHCH;); *C NMR (D,O): 15.10 (CHi), 26.82 (CHCH,), 44.91
(CH,CH;N), 47.41 (CHCH3;), 50.52 (CHCH,), 170.52, 171.26 (COOH, CON); ESI-MS
(m/z): 206 (M+1).

Kwas 4-N-hydroksy-4-N-serylo-2,4-diaminomastowy (195). Zwiazek ten otrzymano
analogicznie do zwiazku 193 uzywajac zwiazku 227 (0.27g, 0.38mmol). Otrzymano
30mg produktu (27%). 'H MNR (D,0O): 2.12-2.21, 2.23-2.32 (m+m, 1H+1H,
CHCH,CH,), 3.79 (m, 2H, CH,N), 3.90 (m, 2H, CHCH,0H), 4.03 (t, J=6.2Hz, 1H,
CHCH,CH,), 4.55 (t, J=3.8Hz, 1H, CHCH,0H); *C NMR (D,0): 26.86 (CHCH,CH,),

136



45.06 (CH,CH;,N), 50.60 (CHCH,CH,), 53.33 (CH,OH), 58.78 (CHCH,OH), 167.41
(CON), 171.42 (COOH); ESI-MS (m/z): 222 (M+1).

Kwas 4-N-hydroksy-4-N-(2-aminoetylo)-2,4-diaminomaslowego (186). Zwiazek
otrzymano analogicznie do zwiazku 65 uzywajac zwiazku 220 (0.16g, 0.27mmol).
Otrzymano 37mg produktu (55%). 'H MNR (D,0): 2.17 (m, 2H, CHCH,), 3.18-3.36
(m, 6H, 3* CH,N), 3.85 (t, J=7.0Hz, 1H, CH); >*C NMR (D,0): 26.61 (CHCH,), 35.53
(CH,CH;NH,), 44.09, 45.09 (2* CH,NO), 52.05 (CH), 172.48 (COOH).

Kwas 4-N-hydroksy-4-N-(3-aminopropylo)-2,4-diaminomastowego (187). Zwiazek
otrzymano analogicznie do zwiazku 65 uzywajac zwiazku 221 (0.16g, 0.26mmol).
Otrzymano 36mg produktu (52%). "H MNR (D,0): 1.95 (qt, J=7Hz, 2H, H,NCH,CH,),
2.12-230 (m, 2H, CHCH;), 2.97, 3.07 (t+t, J=7.3Hz, J=8Hz, 2H+2H,
NCH,CH,CH,NH,), 2.17-2.26 (m, 2H, CHCH,CH,N), 4.17 (t, J=7.7Hz, 1H, CH); °C
NMR (D;0): 23.80 (H,NCH,CH,), 26.42 (CHCH,), 36.67 (CH,NH,), 44.17, 44.83 (2*
CH,NO), 50.40 (CH), 170.51 (COOH).
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