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Streszczenie

Kwasy aminofosfonowe, definiowane sga jako fosforowe mimetyki aminokwasow,
w ktorych grupa karboksylowa zastgpiona jest ugrupowaniem fosfonowym. Stanowig one
jedng z najbardziej eksploatowanych rodzin  zwigzkoéw  fosforoorganicznych
wykorzystywanych do manipulowania szlakami biologicznymi w organizmach zywych.
Wprowadzenie grupy fosfonowej wplywa znaczaco na wlasciwoséci calej czasteczki.
Najbardziej istotng modyfikacja, z punktu widzenia chemii medycznej, jest tetraedryczny
ksztatt fosforowego fragmentu mimetyka w stosunku do ptaskiej grupy karboksylowe;.
Zmiana ta warunkuje zdolno$¢ do nasladowania stanu przejSciowego reakcji hydrolizy
peptyddéw 1 wigzan estrowych, co zgodnie z powszechng opinig wpltywa na wzrost wigzania
takich analogéw w centrach aktywnych enzymow hydrolitycznych, a tym samym efektywnie
blokuje ich kataboliczne funkcje. Podobienstwo to jest zatem bardzo pozadang cechg
W poszukiwaniu nowych inhibitoréw proteinaz i esteraz wykazujacych zdolnos¢ regulowania
czynnos$ci metabolicznych [1,2]. Fosfonowe analogi naturalnie wystepujacych aminokwasow
i ich pochodne wyrozniaja réznorodno$cig zastosowan biologicznych. Wysoka aktywnos¢
determinuje szereg zastosowan przede wszystkim w obszarze chemii medycznej, jak
i agrochemii - posiadaja one wiasciwosci przeciwnowotworowe [3,4], przeciwbakteryjne
[5,6], przeciwwirusowe [7], przeciwzapalne [8] i antygrzybiczne [9], a takze wykazuja
wlasciwos$ci pestycydowe [10].

Stosunkowo nowym, ale coraz bardziej widocznym trendem w przemysle
farmaceutycznym okazuje si¢ wiaczanie atomoéw fluoru do bioaktywnych molekut. Dane
statystyczne wskazuja, ze w roku 1970 leki zawierajace fluor stanowity jedynie ok. 2%
catkowitej sprzedazy. Natomiast juz w 2011 roku ilo$¢ istniejacych lekoéw 1 substancji
dziatajacych jako suplementy diety wzrost do 25% [11]. Wzrostowa tendencja wprowadzania
farmakoforéw fluorowych do szkieletu nowych farmaceutykow uwarunkowana jest rozwojem
unikalnych wlasciwosci modyfikowanej czasteczki. Dodatkowo, atom fluoru jest widoczny
w widmach *F NMR i moze by¢ zastosowany jako sonda molekularna do monitorowania
mechanizméw dziatania czasteczek fizjologicznie aktywnych [12].

Koncepcja badan nad zwigzkami fosforoorganicznymi zawierajacymi jeden lub wigcej

atoméw fluoru zyskuje coraz wigksza popularnos¢. W ostatnich latach wykazano,



ze fluorowane aminofosfoniany wykazujg aktywnos¢ inhibitorowg wobec wielu enzymow,
jak réwniez posiadajg wlasciwosci cytotoksyczne i antybakteryjne [13,14].

Do badan w niniejszej pracy doktorskiej wybrano zwigzki o dobrze znanym szerokim
spektrum aktywnosci biologicznej, wynikajacym z ich zdolno$ci do hamowania aktywnosci
wielu enzyméw — kwasy o-aminofosfonowe. Celem pracy byta synteza fosfonowych
mimetykéw aminokwasow aromatycznych posiadajacych w pierscieniu fenylowym atomy
fluoru. Zaktadano, ze zwiazki posiadajace w swojej strukturze dwa farmakofory tatwe
do detekcji metoda NMR (*°F i 3P NMR) powinny stanowi¢ sondy molekularne shuzace
do monitorowania struktury miejsc wigzacych oraz zmian w budowie centrum aktywnego
podczas reakcji enzymatycznej. Analiz¢ wynikéw badan enzymatycznych wzmocniono
badaniami  sposobu wigzania otrzymanych inhibitorow metodami modelowania
molekularnego.

W niniejszej pracy przedstawiono syntezy trzech serii kwaséw a-aminofosfonowych:
analogow fenyloglicyny, fenyloalaniny i homofenyloalaniny, oraz zbadano ich zdolno$¢
do hamowania funkcji katalitycznych wobec wybranych enzymow.

Fosfonowe pochodne fenyloglicyny zawierajace w pierscieniu aromatycznych fluorowe
I inne halogenowe podstawniki otrzymano w wyniku reakcji amidoalkilowania zwigzkow
trojwartoSciowego fosforu (kondensacja aldehydu, amidu i trichlorku fosforu) [15,16].
Badanie ich aktywnosci inhibitorowej wobec amoniakoliazy L-fenyloalaniny (wyizolowanej
z bulw ziemniaka) wykazaly, Zze zwiazki te zdolne sa do efektywnego hamowania
katalizowanej przez ten enzym reakcji, gdy zastosowano je na poziomie mikromolarnym.
Wyniki modelowania molekularnego dowiodty, ze powinowactwo tych zwigzkéw do enzymu
jest Scisle zwigzane z pozycja 1 typem podstawnikow w pier§cieniu aromatycznym. Poniewaz
posiadano zwartg strukturalnie biblioteke mimetykéw fenyloglicyny zbadano réwniez
ich aktywno$¢ inhibitorowa wobec dwoch aminopeptydaz - wyizolowane] z ziaren
jeczmienia oraz §winskiej aminopeptydazy N.

Druga cze$¢ pracy polegata na syntezie fluorowanych w pier§cieniu aromatycznym
fosfonowych pochodnych fenyloalaniny oraz ewaluacji ich wlasciwosci inhibitorowych
wobec §winskiej 1 ludzkiej aminopeptydazy N. Ludzka aminopeptydaza N uwazana jest za cel
projektowania zwigzkow przeciwnowotworowych, a badania skriningowe czesto prowadzi si¢
na enzymie wieprzowym, gdyz jest on tatwiej dostepny. Fosfonowe mimetyki fenyloalaniny
otrzymano z odpowiednich kwasow fenylooctowych wykorzystujac wieloetapowa reakcje
I nie wydzielajac nietrwatych produktéw posrednich - w procesie, ktory nazwano ,,0n line”

[17,18,19].



Ostatnig czes$¢ pracy doktorskiej stanowita synteza, fluorowanych fosfonowych analogow
homofenyloalaniny i fenyloalaniny. Komercyjnie dostgpne kwasy homofenylooctowe oraz
fenylooctowe podstawione atomami fluoru i bromu w pierscieniu fenylowym konwertowano
do aldehydow, ktore na drodze kondensacji z karbaminianem benzylu oraz fosforynem
trifenylowym [20,21,22], a nastepnie reduktywnym usunig¢ciu grup ochronnych umozliwity
otrzymanie fluorowanych kwasow 1-aminofenylopropylo- oraz
1-aminofenyloetylofosfonowych zawierajacych dodatkowo atomy bromu w roéznych
pozycjach w pierscieniu aromatycznym.

Uzyskane zwigzki réwniez poddano testom enzymatycznym wobec $winskiej 1 ludzkiej
aminopeptydazy N.

Struktury zsyntezowanych kwasow a-aminofosfonowych zostaly potwierdzone
na podstawie widm spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego NMR (jedno-
i dwuwymiarowych), spektrometrii mas oraz analitycznego HPLC. W przypadku otrzymania
krysztalow o odpowiedniej jakosci ich budowe zdefiniowano dodatkowo przy uzyciu analizy
rentgenograficznej.

Analiz¢ wynikow aktywno$ci inhibitorowej fosfonowych analogdw aminokwaséw
aromatycznych wobec wybranych enzymow zostata wzbogacona o symulacje wykonane
technikami modelowania molekularnego, co pozwolito na lepsze zrozumienie sposobow

ich wigzania przez wybrane enzymy.
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