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¢) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnictych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

I. WSTEP

Mate biatka wigzace nukleotyd guanozynowy, GTPazy, sa odpowiedzialne za transport
miedzymembranowy. Wystepuja one w formie aktywnej, wigzacej trifosforan guanozyny
(GTP) lub w formie nieaktywnej, wigzacej difosforan guanozyny (GDP), regulujac w ten
sposob aktywno$¢ Sciezki sygnatowej, bioracej udzial w tworzeniu pecherzykéw, ich
transportu i fuzji z docelowa membrana.'

Najliczniejsza klas¢ bialek z grupy GTPaz stanowig Rab GTPazy (biatka Rab), ktorych
liczebnos¢ szacuje si¢ obecnie na okoto 65 przedstawicieli. Nieprawidlowemu
funkcjonowaniu biatek Rab przypisuje si¢ zaangazowanie w zto§liwo$¢ zwigzana migdzy
innymi z migracja, inwazja i proliferacja komorek nowotworowych.” Zakldcenie poziomu
biatek Rab w organizmie jest rowniez obserwowane w chorobach neurodegeneracyjnych i
zakaznych.> W celu regulacji poziomu bialek Rab w stanach chorobowych potrzebny jest
punkt, ktory mozna kontrolowaé.' Jedna z mozliwosci takiej kontroli daje inhibicja enzymu
Rab geranylogeranylotransferazy (Rab GGTaza, RGGT), ktory jest odpowiedzialny za post-
translacyjng modyfikacje¢ biatlek Rab za pomoca jednego lub dwoch dwudziestoweglowych
tancuchéw geranylogeranylowych (Rysuenk 1). Grupy te sa przylaczane do reszt
cysteinowych obecnych w C-terminalnym koncu biatek Rab (Rysunek 1).* Taka lipofilowa
modyfikacja umozliwia prawidtowa lokalizacje bialek Rab, a inhibicja tego procesu moze

pozwoli¢ na kontrole poziomu funkcjonalnych biatek Rab.
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Rysunek 1

Kwasy a—fosfonokarboksylowe (phosphonocarboxylic acid, PC, fosfonokarboksylany)
stanowia pierwsza opisana klase selektywnych inhibitorow RGGT.>® PC wywodza sie z
bisfosfonianow (bisphosphonates, BP), znanych inhibitorow syntazy pirofosforanu farnezylu
(FPPS), enzymu $ciezki mewalonowej odpowiedzialnego za synteze pirofosforanow
geranylu, GPP, i farnezylu, FPP (Rysunek 2). Podczas badan zaleznoS$ci struktura-aktywnos¢
(SAR) okazalo si¢, ze zastgpienie w bisfosfonianach jednej grupy fosfonowej grupa
karboksylowa zmienia rowniez cel enzymatyczny nowej klasy zwigzkoéw 1 inhibicji ulega

enzym RGGT zamiast enzymu FPPS (Rysunek 2).’
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Rysunek 2

* Ze wzgledu na przyjety w $rodowisku zargon, badane zwiazki sa nazywane zardwno kwasami
fosfonokarboksylowymi jak i fosfonokarboksylanami. W autoreferacie uzywam tych okreslen zamiennie.
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Jak dotad proby okreslenia miejsca oddziatywania PC i RGGT nie powiodly sie.”®
Przypuszcza si¢, ze jest ono zlokalizowane w tzw. tunelu TAG (tunnel adjacent to GGPP-
binding site),”'" gdzie prawdopodobnie jest przechowywana grupa geranylogeranylowa (GG)
przytaczona juz do bialka Rab, gotowego do drugiej reakcji geranylogeranylacji. Brak
aktywnosci fosfonokarboksylanowych inhibitorow RGGT wzgledem innych transferaz,
farnezylowej transferazy (FT) i geranylogeranylowej transferazy 1 (GGT-1) (Rysunek 2), jest
prawdopodobnie wynikiem braku tunelu TAG w tych enzymach. Niestety kwestia lokalizacji

tej wneki nadal pozostaje nierozstrzygnicta.™'°

II. CEL I ZAKRES BADAN

Celem moich badan bylo projektowanie 1 synteza nowych  kwasow
fosfonokarboksylowych jako potencjalnych inhibitorow RGGT. Zwiazki te stanowig
interesujacy punkt wyjscia dla projektowania nowych lekoéw jak réwniez moga stuzy¢ jako
narzedzie do badania biatek Rab i proceséw biologicznych, za ktore sa odpowiedzialne.
Ponadto jako analogi bisfosfonianéw o nizszym powinowactwie do mineratu kosci znalazty

zastosowanie w badaniach nad dystrybucja tych lekdw w organizmie (Rysuenk 3).
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W pierwsze] czesci mojej autoprezentacji przedstawitam syntez¢ nowych kwasow
fosfonokarboksylowych oraz omowilam wyniki badan zaleznosci struktura — aktywnos¢
(SAR) dla tej klasy zwiazkéw 1 enzymu RGGT. Nastepnie przedstawitam wyniki
zastosowania strategii prolekowej (synteza i badania stabilnosci otrzymanych zwigzkéw) w
celu maskowania jonowego charakteru kwasow fosfonokarboksylowych i poprawy ich
bioprzyswajalnosci. W trzeciej czeSci omoOwitam synteze 1 zastosowanie fluorescencyjnie
znakowanych fosfonokarboksylanéw i bisfosfonianéw jako narzedzi wykorzystywanych do
badania lokalizacji tej klasy lekow w kosciach. Powyzsze zagadnienia sg oparte na
zorientowanej na cel biologiczny syntezie (target-oriented synthesis). W ostatniej sekcji
omowilam badania nad okresleniem mechanizmu reakcji McKenny, dogodnej metody
otrzymywania wolnych kwasow fosfonowych, wykorzystanej przeze mnie w syntezie

pochodnych prolekowych.

I1I. PROJEKTOWANIE I SYNTEZA INHIBITOROW RGGT

Obecnie znanych jest pie¢ klas inhibitoréow RGGT.*'*'* Struktury wybranych inhibitorow
przedstawitam na Rysunku 4. Potencjat tych zwigzkéw jako terapeutykdéw nie zostat jeszcze

udokumentowany.

Rysunek 4

Kwasy fosfonokarboksylowe (Rysunek 5, zwiazki 5-10) stanowia interesujaca klase
inhibitorow RGGT miedzy innymi ze wzgledu na wysoka selektywno$¢ wzgledem tej
transferazy. Jednak nie byly one dotychczas tak szczegdlowo badane jak pozostate klasy
inhibitorow tego enzymu.

Wszystkie kwasy fosfonokarboksylowe bedace przedmiotem tej dysertacji wywodzg si¢
z lekéw o dziataniu antyosteoporotycznym, bisfosfonianéw (Rysunek 5, 11-16), poniewaz
pierwszy inhibitor tej klasy, zwiazek 5S¢, wywodzi si¢ z kwasu rizedronowego 11.° Powyzsza

obserwacja, ze prosta zamiana jednej grupy fosfonowej na grupe karboksylowa jest
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wystarczajagca do otrzymania inhibitora RGGT zachecita mnie do syntezy kolejnych

fosfonokarboksylanowych analogéw wywodzacych si¢ z bisfosfonianéw drugiej i trzeciej

generacji (Rysunek 5).%!°
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Rysunek 5

W syntezie kwasow fosfonokarboksylowych 6-10 zastosowano wiele strategii opartych
migdzy innymi na tworzeniu wigzania z centralnym atomem C-a (Rysunek 6). Wigkszos¢
zwigzkow zsyntezowano stosujac indywidualnie opracowane syntezy. Wykorzystano reakcje
a-ketoestru z fosfonianem dietylu (Rysunek 6, metoda 1), reakcje alkilowania (metoda 2),
reakcj¢ fluorowania (metoda 3), reakcje Arbuzowa (metoda 4), reakcje karboksylowania

(metoda 5) oraz reakcje Michaela (metoda 6).
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Rysunek 6 Wybrane drogi syntezy kwasow fosfonokarboksylowych

Synteza analogu kwasu minodronowego, zwiazku 6¢, wymagata selektywnego
formylowania pier§cienia imidazo[1,2-a]pirydyny 17 z wykorzystaniem reakcji Vilsmeiera-
Haacka (Schemat 1).%'*!'7 Otrzymany w ten sposéb aldehyd 18 w wyniku reakcji kondensacji
z azydooctanem etylu 19 zachodzacej w obecnosci etanolanu sodu przeksztalcono w azydek
20, ktoéry nastepnie poddano wodorolizie. Tak utworzong enaming 21 zhydrolizowano 87%
kwasem octowym, co pozwolilo otrzymac¢ zwigzek 22, ktéry w reakcji z fosfonianem dietylu
przeksztatlcono w a-hydroksyfosfonian 23. W celu uniknigcia przegrupowania typu
fosfonian-fosforan,'*'® ktore zachodzito ilosciowo podczas prob oczyszczania surowego
produktu za pomocg chromatografii na zelu krzemionkowym, surowy produkt 29 poddano
hydrolizie do wolnego kwasu 6c. Catkowita wydajnos¢ tego sze$cioetapowego procesu
wynosita 6%. Kwas 6c¢ rozdzielono na enancjomery z uzyciem chiralnych kolumn
jonowymiennych (typu weak anion exchange) opartych na alkaloidach wywodzacych si¢ z
chininy i chinidyny." Eksperyment przeprowadzony na izolowanym enzymie wykazat, ze
enancjomer (S)-6¢ jest ponad 50x bardziej aktywny niz enancjomer (R)-6¢ wzgledem RGGT.
Wyniki badan biologicznych przedstawiono w Tabeli 1 na stronie 16. Konfiguracje absolutng
enancjomeréw przypisano na podstawie badan rentgenograficznych, ktére wykonat Dr Ralf

Haiges (University of Southern California, U.S.A.)."
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Schemat 1 Warunki i reagenty: (a) POCl;, DMF, 2-140 °C; (b) EtONa/EtOH, od -30 °C do t.pok, 4h; (c) H,/ Pd-
C, MEOH, t.pok, 2.5 h, (d) AcOH/H,O (7/1, v/v), 1.5 h, 0°C; (e) (EtO),P(O)H, 70 °C, 21 h: ¢) 6 M, HCI, t. Wrz.;
(g) rozdziat na chiralnych kolumnach AX QN/QD Prontosil.

Podczas wyodrebniania enancjomeréw odkryto, ze zwigzek 6¢c w kontakcie ze szkltem
borokrzemowym tworzy homochiralne kompleksy z borem, (S,S)- oraz (R,R)-24, z udziatem
grupy karboksylowej i hydroksylowej (Rysunek 7).*° Analogiczne zjawisko obserwowano dla
zwigzku Sc¢ (Rysunek 3). Tworzenie takich dimerow jest procesem odwracalnym i
zwigkszenie pH > 6.5, polaczone z ogrzewaniem lub przechowywaniem w roztworze
wodnym pozwala na przeksztatcenie dimeru 24 z powrotem w wyjSciowy kwas. W celu
unikni¢cia tworzenia tego typu dimerdw zaleca si¢ przechowywanie tych zwiazkéw w
naczyniach polipropylenowych, teflonowych a takze borokrzemowych, jednak dopiero po

uprzednim potraktowaniu ich 1 M kwasem solnym.?

a) b)

---Q cg

H,O3P ol N
NS -
' N B N—)
s NH*
1) N
N\ / PO3H,

24

Rysunek 7 (a) Struktura dimeru 24. (b) Rysunek ORTEP dimeru (R,R)-24. (Przedrukowane z Chem. Commun.
2011, 46, 4820 za zgodq the Royal Society of Chemistry)
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Dalsze badania stuzyly okresleniu w jaki sposob zastgpienie grupy a-hydroksylowej
atomem fluorowca, atomem wodoru lub grupe alkilowa wplynie na aktywno$¢ tej klasy
zwiazkow wzgledem RGGT.*" Halogenek 26 otrzymano z aldehydu 18, ktory najpierw
przeksztalcono w alkohol 25 za pomocg NaBH,, z ktorego nastepnie w reakcji z chlorkiem
tionylu otrzymano chlorek 26. Nastepnie fosfonooctan trietylu poddano reakcji alkilowania za
pomocg halogenku 26, z uzyciem wodorku sodu (Schemat 2).

Otrzymany ester 27a poddano halogenowaniu odpowiednim odczynnikiem (Schemat 2).

Zwiazki 27a-e przeksztalcono w wolne kwasy 6a-e w wyniku hydrolizy wrzacym kwasem

solnym.®
(o), N
Ty R 2| Jie € oV
co2 \/_<co2
(e)
18-93%
=N =N
> d
/ ST O//
N COLEt 58867 S N COH
X X
27b: X=F PO,Et, 6b: X=F PO3H,
27d: X=Cl 6d: X=Cl
27e: X=Br 6e: X=Br

Schemat 2 Warunki i reagenty: (a) NaBH, MeOH, t. wrz; (b) SOCI, t. wrz; (c) fosfonooctan trietylu, NaH,
THF-DMF, O°C do tpok; (d) 12 M HCIL t wrz; (e) Selectfluor lub N-chlorosukcynoimid, Iub N-
bromosuukcynoimid, NaH, THF.

Analogi 5f-j, w ktorych grupe a-hydroksylowa zastgpiono grupg alkilowa otrzymano ze
zwigzkow 28, ktore sg tatwo dostepne z odpowiednich a-bromoestrow w reakcji Arbuzowa.
Zwiazki 28 alkilowano chlorkiem pikolilu w obecnosci wodorku sodu jako zasady, a

otrzymane estry 29 zhydrolizowano wrzacym kwasem solnym (Schemat 3)."

N
S

RYCOQEt N

@ , R _CO,Et CO.H
,P(OEt), 19-56% 2 W 2
0 _P(OEt),
28f-j

20f-j 5f-j

28f-j, 29f-j, 5f-j R = Me, Pr, pentyl, heksyl, oktyl

Schemat 3 Warunki i reagenty. (a) chlorek pikolilu, NaH, DMF/THF; (b) 12 M HCI, t. wrz.
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Poniewaz zarowno fosfonokarboksylanowe pochodne kwasu rizedronowego (5a-c) jak 1
minodronowego 6a-e wykazywaty aktywno$é¢ wzgledem RGGT,*® postanowitam zbadaé, czy
analogi innych bisfosfonianéw, kwasu zoledronowego 13, kwasu pamidronowego 14, kwasu
alendronowego 15 oraz kwasu ibandronowego 16 rdwniez sg inhibitorami RGGT (Rysunek
3). W celu otrzymania zwigzkoéw 7-10 zaprojektowatam kilka $ciezek syntezy (Rysunek 6).

Pochodne kwasu alendronowego i pamidronowego (schemat 4) otrzymalam z tanich i
komercyjnie dostgpnych aminokwaséw 30/31, w ktoérych w pierwszym etapie grup¢ aminowa
zablokowano grupg ftalilowg. Otrzymane pochodne poddano reakcji bromowania i
estryfikacji, a utworzone a-bromoestry 32/33 przeksztalcono w trojestry 34a/35a w reakcji
Arbuzowa. Fluorowane analogi 34b/35b otrzymano w reakcji dezoksy analogow 34a/35a z

Selectfluorem. Wolne kwasy 8 1 9 otrzymano z odpowiednich estréw na drodze kwasowe;j

hydrolizy (Schemat 4).
F
CO,H@: ) c
HzNHnV oHE R1NHHYCOQR . (1) - R1NH,1\(CO2R (d) F‘1,\1(/§r#/(:ozEt
47-52% 82-100% 49%
Br _P(OR) , P(OEt),
n=2: 30 R. - Pht 0 o
n=3: 31 R1=_Et n=2: 34a n=2: 34b
n=2: 32 669;)9%[ n=3: 35a 73%)5 . [ n=3: 35b
n=3: 33 Ry=R=H ° Ry=R=H
n=2: 8a n=2: 8b
n=3: 9a n=3: 9b

Schemat 4 Warunki i reagenty: (a) bezwodnik ftalowy, 180 °C, 35 min; (b) SOCl,, CCl,, nastgpnie NBS i HBr
(aq), t. Wrz., EtOH; (c) P(OEt);, 165 °C, 4 h, (d) NaH, Selectfluor, THF, O °C do t.pok, 1.25 h; (e) 12 M HCI, t.

wrz.

Pochodng kwasu ibandronowego 10, otrzymano stosujac w pierwszym etapie literaturowa
procedure wprowadzenia grupy karboestrowej w pozycje C-a fosfonianu 36, co prowadzito
do zwiazku 37 (Schemat 5).*' Hydroliza acetalu w zoptymalizowanych przez nas warunkach
(80% AcOH, 60 °C, 3h), prowadzita do aldehydu 38, ktory poddano reakcji redukcyjnego
aminowania N-metylo-N-pentyloaming w obecnosci NaBH(OAc);. Otrzymany zwigzek 39a
poddano  reakcji  fluorowania z  wykorzystaniem  N-fluoro-N-(fenylosulfonylo)-
benzenosulfonamidu (NFSI). Estry 39 zhydrolizowano w standardowych warunkach,

otrzymujac koncowe produkty 10a-b.
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| o d) 39a: X=H, R=Et
N H :
© o Es%. X =F R=Et
39a —— > © :
(/\ P(OH)z 10b:X=F R=H
0
10a

Schemat 5 Warunki i reagenty: (a) LDA, THF, heksan, -78 °C, nastepnie (Et0),CO, t.pok. 20 h; (b) 80% AcOH,
60 °C, 3 h; (c) N-metylo-N-pentyloamina, NaBH(OAc);, DCM, 4 h, t. pok; (d) 1.6 M BuLi, NFSI; (e) 12 M HCI,
L. wrz.

Analogi kwasu zoledronowego otrzymano w reakcji aza-Michaela imidazolu do tatwo
dostgpnego akceptora Michaela, zwigzku 40 (Schemat 6). Reakcja zachodzita ilosciowo w
ciggu kilku minut. Ze wzgledu na odwracalno$¢ reakcji, produkt addycji 41a od razu poddano
reakcji hydrolizy do wolnego kwasu 7a lub reakcji fluorowania, ktérej produkt, zwigzek 41b,
réwniez poddano kwasowej hydrolizie.

Szczegolowy opis metod addycji analogéw imidazolu do akceptorow Michaela zebrano i

opisano w artykule przegladowym.?

0 o) o)
I
(EtO),P._COEt () (Et0),P._CO,Et (b) _ (HO),P_ _CO,H
T 100% \[ 98% \[
40 N™N N™N
41a \\:l\? 7a Q
N
l(c)
47%

o)
F F
(EtO)QIg\tCOZEt %» (HO)QIg\tCOZH

0,
(e}

Schemat 6 Warunki i reagenty: (a) imidazol, CHCI; t. pok, 10 min; (b) 12 M HCI, wrzenie; (c) NaH,
Selectfluor, THF, O °C do t. pok; (d) 12 M HCI, t. wrz.

13



Katarzyna M. Btazewska
Zalacznik 2

IV. BADANIE AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ
OTRZYMANYCH ZWIAZKOW

Otrzymane zwigzki poddano testom biologicznym (Tabela 1 i1 2). Badania te
przeprowadzono we wspotpracy z grupami Prof. Michaela Rogersa i Dr. Frasera Coxona
(University of Aberdeen, U.K.), Prof. Miguela Seabra (Imperial College of London, U.K.),
Dr. Franka H. Ebetino (Procter & Gamble Pharmaceuticals, U.S.A. oraz Warner Chilcott
Pharmaceuticals, Irlandia), Dr. Jamesa Dunforda (University of Oxford, U.K.) oraz Dr.
Daniela Abankwy (University of Turku, Finlandia).

W pierwszym etapie badan biologicznych wykorzystano zwiazki (S)-6¢ oraz 5¢ (Rysunek
3) jako narzedzia do okre$lenia mechanizmu geranylogeranylacji za pomoca RGGT.’ Na
podstawie wynikoéw tych badan wykazano, ze zwigzek (S)-6¢ zachowuje si¢ jak mieszany
inhibitor wzgledem GGPP oraz jak inhibitor akompetycyjny wzgledem biatek Rab. Ponadto,
kwasy fosfonokarboksylowe ingeruja jedynie w proces drugiej geranylogeranylacji biatek
Rab, co sprawia, ze biatka, ktore maja tylko jedna reszte¢ cysteinowg przy C-terminalnym
koncu (np. Rab 8) nie sa wrazliwe na dzialanie tej klasy inhibitoréw. Kwasy
fosfonokarboksylowe wigza si¢ prawdopodobnie z miejscem oddzialujacym z tancuchem
geranylogeranylowym przylaczonym juz do biatka Rab, odpowiedzialnym za prawidlowe
utozenie GG-Rab do drugiej geranylogeranylacji.’

W badaniach zaleznos$ci struktura — aktywnos$¢ (SAR) zwigzki badano pod katem ich
aktywnos$ci wzgledem RGGT (testy oznaczone jako A1-A4) oraz ich selektywnosci, tutaj
wyznaczonej jako aktywno$¢ wzgledem innych transferaz biatek z grupy GTPaz, transferazy
farnezylowej (FT) oraz transferazy geranylogeranylowej 1 (GGT-1) (testy oznaczone jako
Bl-B2).6’8’15 Wykorzystano nastepujace testy:

Al) okreslenie aktywno$ci zwigzkoéw przez badanie zywotnosci komoérek w modelu
komoérkowym HeLa lub J744;

A2) okreslenie stopnia inhibicji prenylacji z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat
wzgledem nieprenylowanych bialek Rab;

A3) okreslenie aktywno$ci zwiazkéw w testach in vitro przeprowadzonych
z wykorzystaniem biatek izolowanych (RGGT i1 REPI) i znaczonego izotopowo substratu
[*H] GGPP;

A4) okreslenie stopnia inhibicji prenylacji w nienaruszonej komorce z wykorzystaniem

biosensorow FRET w celu obserwacji wptywu inhibitorow na zdolno$¢ prawidlowe;j
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lokalizacji biatlek Rab w blonach komoérkowych (Rab5a-NANOPS and Rab21-NANOPS,
Rab8a-NANOPS);

B1) okreslenie selektywnosci inhibicji prenylacji z wykorzystaniem specyficznych
przeciwcial wzgledem nieprenylowanego biatka RaplA, za ktéorego prenylacje
odpowiedzialny jest enzym GGT-1;

B2) okres$lenie stopnia inhibicji prenylacji w nienaruszonej komodrce z wykorzystaniem
biosensor6w FRET w celu obserwacji wptywu inhibitorow na zdolno$¢ prawidlowej
lokalizacji bialek Ras w btonach komoérkowych (Ras-NANOPS). Za prenylacje bialek Ras

odpowiedzialny jest enzym FT.

Badania przeprowadzone dla pierwszej grupy fosfonokarboksylanow, w ktérych grupe
hydroksylowa w pozycji C-a zastagpiono atomem halogenu lub wodoru wykazaty, ze zmiana
ta nie miata znaczacego wptywu na aktywno$¢ fosfonokarboksylanéw wzgledem RGGT.
(Tabela 1, L.p. 1-7). Analog fluorowany 6b wykazywal najbardziej zblizong aktywnos¢ do
wyjsciowego zwigzku 6¢, wzgledem RGGT. W przypadku wprowadzenia atomu wodoru,
najmniejszego, niepolarnego podstawnika, nadal obserwowano aktywno$¢ wzgledem RGGT,
cho¢ w przypadku badan przeprowadzonych na izolowanym enzymie byla ona nizsza w
poréwnaniu z pozostatymi zwigzkami (Tabela 1, L.p. ).} Podobny trend obserwowano dla
analogow kwasu rizedronowego.”

W przypadku analogow modyfikowanych grupa alkilowa w pozycji C-a, otrzymane
zwiazki 5f-j nie wykazywaly aktywnoéci wzgledem enzymu RGGT (Tabela 1)."> Jedynie
zwigzek modyfikowany tancuchem oktylowym, 5j, wykazywal stabg aktywnos$¢ wzgledem
enzymu $ciezki mewalonowej, syntazy pirofosforanu geranylogeranylu (GGPPS, Rysunek 2).
Zwigzek ten byt modyfikowany najdtuzszym tancuchem alkilowym, wsréd badanych
analogow 5f-j, przypominajacym substrat enzymu GGPPS.***

Podsumowujac te czes¢ badan SAR grupa o-hydroksylowa w kwasach
fosfonokarboksylowych moze by¢ bez szkody dla aktywnos$ci zastgpiona atomem fluoru
(Tabela 1, L.p. 2), co ulatwia syntez¢ nowych analogdéw i zapobiega mozliwosci tworzenia si¢

dimeru typu 24.
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Tabela 1 Ofkreslenie wplywu wymiany grupy hydroksylowej na aktywnosé¢ kwasow
fosfonokarboksylowych wzgledem RGGT

L.p. Zwiazek X Zywotnosé Inhibicja Inhibicja
komorek J744 prenylacji RGGT
(ICso/pp M) Rab11 (LED/uM) (ICs/uM)
1 6a H >600 12 13.36
2 6b F 60 6 6.11
3 (+)-6¢ OH 47 3 12.5
4 (5)-6¢ OH 31 3 1.1
5 (R)-6¢ OH >800 50 67.7
6 6d Cl 40 12 7.50
7 Se Br <400 25 5.56
8 5f-2i R? n.d. >1000 n.d
9 5j Oktyl® n.d. 500 n.d.

*R = Me, Pr, pentyl, heksyl
® staba aktywno$¢ wzgledem GGPPS

Kolejng grupe nowych kwasow fosfonokarboksylowych stanowity analogi, w ktorych
zamieniono drugi podstawnik na weglu C-a.. Tak jak poprzednio,™ analogi trzeciej generacji
bisfosfonianu, kwasu zoledronowego, zwiagzki 7a-b wykazaty aktywos$¢ wzgledem RGGT,
przy czym pochodna fluorowana 7b okazala si¢ bardziej aktywna od pochodnej 7a (Tabela 2).
Taki sam trend obserwowano we wczesniejszych badaniach, dla pochodnych kwasu
minodronowego 6a-b (Tabela 1). Zwiazki 7 nie byly aktywne wzglgdem innych transferaz,
FT 1 GGT-1 (brak aktywno$ci w testach z wykorzystaniem Ras NANOPS i przeciwciat
Rapla). Analogi bisfosfoniandw drugiej generacji 8-10 nie wykazywaly aktywnosci

wzgledem RGGT w przeprowadzonych testach.

Tabela 2 Wplyw wybranych kwasow fosfonokarboksylowych na przezywalnos¢ komorek
Hela, prenylacje Rabl 1 Rapla oraz odpowiedz sensorow FRET-NANOPS

Zywotno$¢ Inhibicja Inhibicja FRET-NANOPS
wiaze ¢la a ap Rab5a Rab21 Rab8a Ra
(ICspM)  (LED/yM)  (LED/gM) (ICsol/)wa) (ICsol/)uM) (lcs.]l/)ng) (ICS.,/gp:M)
1 10a n.e. 1000 1000 nel nel nel nel
2 5¢ >2000 250 n.e. 630 + 1060 + ne.l ne.
300 500
3 5j n.e. 500 500 36060 980+ ne’ ne’
180
4 7a 650 25 n.e. 360+40 253+45 ned ne.’
5 7b 850 10 n.e. 40+ 3 7241 ne.b ne.
6 6¢ 500 25 400 n.d. n.d. n.d. n.d.

*LED inhibicji prenylacji RaplA w komérkach J774;°
® brak efektu dla stezen 500 i 1000 mM;
n.e. = brak efektu; n.d. = nie oznaczono; LED = najnizsza efektywna dawka w inhibicji prenylacji.

Otrzymane inhibitory beda w przysztosci wykorzystane jako narzedzia do badania

procesow, w ktore sa zaangazowane biatka Rab, w ramach wspolpracy z Prof. Kimberly
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Beaumont (Centenary Institute of Cancer Medicine and Cell Biology, Australia), Dr. Arie
Horowitzem (Thomas Jefferson University, U.S.A.), Prof. Michaelem Rogersem (obecnie:

Garvan Institute of Chemical Research, Australia).

V. BADANIA FOSFONOKARBOKSYLANOW Z
WYKORZYSTANIEM TECHNIKI NMR: BADANIA
KONFORMACYJNE I OKRESLANIE CZYSTOSCI
ENANCJOMERYCZNEJ

Wybrane a-fluoropochodne, zwigzki 41b oraz 42, poddano dodatkowej analizie NMR. W
literaturze widmo '"F NMR dla analogicznych zwiazkéw jest opisywane jako widmo
pierwszego rzedu, natomiast w badanym przez nas zwigzkach obserwowaliémy widmo
wyzszego rzedu,”® w ktorym atom "°F stanowit cze$¢ ukladu spinowego ABMX (Rysunek
8a). W celu okreslenia statych sprze¢zenia i przesunig¢ chemicznych tego uktadu zastosowano
obok analizy NMR iteracyjne obliczenia z wykorzystaniem  oprogramowania

TOPSPIN/DAISY.?’

a) b)
(EtO),(0)P|_COLE
H j: Hy
o r\\l;\§ EtOzc/)®\l°(O)(OEt)2
N A E H,

41b
F NMR (235.31 MHz)

T meEm
H ’yl " ” Bl l\ \ '_.‘{‘_J' ‘ ‘

|||

Rysunek 8

Umozliwito to analiz¢ konformacyjna badanych zwigzkow. Zrdznicowanie wartosci
statych sprzezenia pozwolity stwierdzi¢, ze w roztworze CDCl; preferowana jest konformacja
antyperiplanarna (Rysunek 8b).

Poniewaz chiralno$¢ ma znaczacy wplyw na inhibicje RGGT,® opracowatam metode
okreslenia czystos$ci enancjomerycznej tej klasy zwigzkow z uzyciem cyklodekstryn (CD)
jako chiralnych odczynnikéw  solwatujacych.®  Cyklodekstryny byly — wczeéniej

wykorzystywane do okreslenia czysto$ci enancjomerycznej kwasow aminofosfonowych 1
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aminofosfinowych za pomoca spektroskopii *'P NMR.*® Dla kwasu 5¢ zawierajacego
mniejszy pierscien pirydylowy, wykorzystano o-cyklodekstryng, natomiast w przypadku
analogdw 6, zawierajacych w swej strukturze wigkszy pier§cien imidazo[1,2-aJpirydylowy,
dopiero uzycie B-cyklodekstryny gwarantowalo separacje sygnatow w widmie *'P NMR w

wiekszosci badanych przypadkow (Tabela 3).

Tabela 3 Réznice przesunie¢ chemicznych w widmie P NMR zarejestrowanych dla
mieszanin racemicznych fosfonokarboksylanow w obecnosci a i B-cyklodekstryn

L.p. Zwiazek  @-CD,’'P NMR B-CD,*'P NMR
dA (ppm) A (ppm)

1 5¢ 0.13 0.061°
2 6¢ 0.062 0.13

3 6a 0.045 0.03°
4 6b n.d. 0.082°
5 6d 0.081 0.379
6 6e 0.055" 0.666

* brak pelnej separacji sygnatow, tj. do poziomu linii podstawowe;j;
® dodatkowe sprzezenie zatomem '’F powoduje, Ze sygnaly nie s3 w pehni rozdzielone. Dlatego w tym
przypadku zalecane jest uzycie widma '°F NMR jako alternatywnej drogi okreslenia ee (8A 0.1 ppm w widmie
19

F NMR).

VI. ZASTOSOWANIE STRATEGII PROLEKOWEJ DLA
KWASOW FOSFONOKARBOKSYLOWYCH

Kwasy fosfonokarboksylowe charakteryzuja si¢ obecnoscia dwoch jonowych grup w
swojej strukturze, ktore z jednej strony utatwiajg ich rozpuszczalno$¢ w srodowisku wodnym
w fizjologicznym pH, ale z drugiej strony mogg ujemnie wplywac na ich efektywny transport
przez btony komoérkowe. W celu zniwelowania tego drugiego efektu, wybrane analogi
poddano modyfikacjom strukturalnym, stosujac strategie prolekowa.”

Wykorzystano dwa rodzaje grup maskujacych grupe fosfonows: bis(acyloksyalkilowy)
ester lub diamid kwasu fosfonowego otrzymany z odpowiednich aminokwasow (Rysunek 5).
W przedstawionej strategii grupe karboksylowa pozostawiono w wolnej lub zestryfikowane;j

formie.
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Rysunek 5 Fosfonokarboksylany zmodyfikowane resztq prolekowq. (Przedrukowano z Org. Biomol. Chem.
2015, 13, 6844 za zgoda the Royal Society of Chemistry)

W przypadku modyfikacji estrowej dobdr grup maskujacych byt podyktowany tym, zZe
proleki modyfikowane grupa acyloksyalkilowa zostaly juz dopuszczone na rynek
farmaceutyczny. W przypadku bisamidéw korzystnym jest uwalnianie czgsteczki naturalnie
wystepujacych aminokwasow w procesie przeksztalcania proleku do aktywnej czgsteczki.
Dodatkowo uzycie aminokwasow pozwala modulowa¢ cechy proleku przez dostgpnosé
szeregu naturalnych aminokwaséw 1 aminoestrow oraz mozliwo$¢ uzycia réznych grup
estrowych.

Estry acyloksyalkilowe 43-46 otrzymano ze zwigzku 57 na drodze dwuetapowej syntezy
(Schemat 7).’ Reakcji McKenny poddano grupe estrowa kwasu fosfonowego.”® Tak
otrzymane wolne kwasy fosfonowe S8 przeksztalcono w reakcji z chlorkiem
piwaloksymetylowym (POM-CI) lub chlorkiem izopropyloksykarbonylometylowym (POC-
Cl)’! w zwiazki koncowe 43-46. Pomimo wielu prob optymalizacji tej procedury, docelowe
zwigzki 43-46 otrzymano z wydajnosciami nieprzekraczajacymi 10%. Sa to typowe
wydajno$ci otrzymywane w syntezie tego rodzaju estrow.>

Analog 47, z wolng grupa karboksylowa otrzymano z odpowiedniego estru benzylowego,
stosujgc warunki opracowane dla analogéw 43-46 (Schemat 7). Grupe benzylowa usuni¢to w

warunkach wodorolitycznych.
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Schemat 7 Warunki i reagenty: (a) BTMS (6 eq), t. pok, 4h; (b) EtOH, H,O, t. pok., 3h, (c) TEA (3 eq), DMF,
80°C, 30 min. (Przedrukowano z Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 6844 za zgodq the Royal Society of Chemistry)

Diamidy otrzymano ze zwiazku 57,” ktory najpierw poddano reakcji z
bromotrimetylosilanem, a tak otrzymany ester bis(trimetylosililowy) kwasu fosfonowego
przeksztalcono w odpowiedni chlorek 60 w reakcji z chlorkiem oksalilu (Schemat 8).*
Nastepnie chlorki 60 poddano reakcji sprzegania z chlorowodorkami estrow metylowych
odpowiednich aminokwaséw w obecnosci TEA.>* Zwiazki otrzymano z umiarkowanymi (12-

32

57%), cho¢ typowymi dla tego typu przemian wydajnosciami,”” pomimo wielu prob

optymalizacji.
“CI*HgN_CO,Me
! Ro
Et0Q cl9Q R MeO.,C—{
_P._CO,R _P._CO,R 2 2 Q
EtO 2 (a), (B ¢ 2 1617, HN-P__COAR
c
Hr Hr 57 % MeO,C—
57 60 12-57 % R, “Hr
R, = H, Me, Bn

= A =N 48-53 R, = Et
Hr = <N_—/>_E or |\ N;/{/ ’— 62: Ry = Bn, Hr = 3-pyridyl
(d)
———_— > 54-56
30-79 %

Schemat 8. Warunki i reagenty: (a) BTMS; (b) (COCI),, DMF, DCM; (c) 61, TEA, DCM; (d) H,, Pd/C, MeOH.
(Przedrukowano z Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 6844 za zgodq the Royal Society of Chemistry)

W przypadku analogdw z wolng grupe karboksylowa (54-56), jako zwigzek wyjSciowy
zostal wykorzystany benzylowy ester 57 (R;=Bn). Zwiazek ten przeksztatcono w diamid
stosujac warunki uprzednio zoptymalizowane (Schemat 8). Grupe benzylowa ze zwiazku 62
usuni¢to wodorolitycznie. Metoda jest ograniczona do analogdéw pirydylowych ze wzglgdu na
podatno$¢ pier§cienia imidazo[1,2-a]pirydyny na uleganie czg¢sciowej redukcji w
zastosowanych warunkach.>

Stabilno$¢ chemiczng 1 enzymatyczng czternastu nowych analogéw (Rysunek 10) zbadano
w buforach o fizjologicznym pH (pH 6.5 1 7.4) oraz w homogenacie otrzymanym ze
szczurzych jelit (pH 6.5), wyznaczajac czasy potowkowe reakcji zaniku substratu oraz

produkty rozpadu przy uzyciu techniki LC MS.” Badania w buforach wykonano we
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wspoOtpracy z mgr. inz. Lukaszem Piotrowskim (Wydzial Chemiczny Politechniki t.6dzkiej),
natomiast badania w szczurzym homogenacie jelitowym przeprowadzono we wspolpracy z
Prof. Januszem Boratynskim oraz Dr. Jarostawem Ciekotem (Neo-Lek, Polska Akademia
Nauk, Wroctaw).

Wszystkie zwiazki 43-56 wykazywaty korzystng stabilno§¢ w buforach o fizjologicznym
pH (¢, powyzej 18 h, Tabela 4), podczas gdy pod dzialaniem homogenatu jelitowego
stabilno$¢ byta bardzo zrdznicowana, a czasy potowkowe (z;2) reakcji zaniku substratu

oscylowaty pomiedzy 5 minutami a 150 godzinami (Tabela 4).

Tabela 4 Stabilnos¢ zwigzkow 43-56 w buforach i homogenacie jelitowym

ti2 (h)*
Zwiazek Bufor Homogenat jelitowyb

pH 6.5 pH7.4 pH 6.5
43 st (68) st (59) <20
44 st st (69) 30
45 21 (44) 18.5 (40) <20
46 st (67) st (53) 20
47 st st 110
48 st 21 (45) st (78)
49 st st 24.5h (49)
50 st st 70
51 st 18 (40) st (76)
52 st st 18 h (37)
53 st st 62
54 st st (73) st (88)
55 st st st (90)
56 st st 24.6 h (49)

*wyrazone jako #;,, dla zwigzkow o ¢;,, ponizej 24 h lub jako “st” (stabilny); w nawiasach podano zawarto$¢
procentowa zwiazku wyjsciowego 43-56 po 24 h inkubacji, jesli wartos¢ ta jest nizsza niz 80%;
b podano w minutach, chyba Ze zaznaczono inacze;j.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze bisamidy posiadajace wolng grupe karboksylowa
54-56 sa bardziej stabilne niz ich analogi estrowe 48-53. Roznica stabilnosci jest mniej
widoczna dla analogdéw acyloksyalkilowych 43-47 podczas inkubacji w homogenacie.

Proponowang $Sciezke rozpadu analogu typu prolekowego przedstawilam na przyktadzie
rozpadu fosfonodiamidow (schemat 9). Opierajgc si¢ na wczesniejszych badaniach nad
fosforodiamidami,”® zaproponowano, ze pierwszym etapem uwalniania zwiazku aktywnego

jest rozszczepienie wigzania estrowego w jednej z reszt aminokwasowych, z utworzeniem
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zwigzku 63. Nastgpnie nastgpuje wewnatrzczasteczkowy atak anionu karboksylanowego
zwigzku 63 na atom fosforu z utworzeniem produktu przejsciowego 67, ktory
prawdopodobnie ulega spontanicznej hydrolizie do monoamidu 64 (schemat 9), bedacego

glownym produktem rozpadu.

vRZ sz 'Rz
Meozcﬁ(HN o Hozcﬂ(HN o A No HO.C X ¢
1 1 N
L P CO2Rs >P__CO,Et P~_-COOR; "N b __COuR,
| o L ]
MeO,C—¢ MeO,C— o
Rs Hr R, Hr Hr Hr
48-53 R, = Et 63 67 R, =Et, H 64 R, =Et, H
54-56 R; = H
Schemat 9

Badania wykazaly, Ze na stabilnos$¢ prolekéw 48-56 ma mi¢dzy innymi wplyw podstawnik
R, znajdujacy si¢ na atomie C-a” w reszcie aminokwasowej (Rysunek 11). W homogenacie
jelitowym analogi fenyloalaniny wykazywaly najwicksza podatno$¢ na hydrolize estru
metylowego reszty aminokwasowej, a okre$lone czasy pottrwania bylty podobne jak dla
pochodnych acyloksyalkilowych (Rysunek 11, Tabela 4). Natomiast pochodne alaniny i
glicyny wykazywaty kilkukrotnie dtuzsze czasy pottrwania. Zjawisko to bylo wczedniej
obserwowane 1 jest prawdopodobnie wynikiem wigkszej podatnosci grupy estrowej

fenyloalaniny na dzialanie esteraz (np. katepsyny A).>’

t12 ~18 h bufor wzrost stabilnosci tie>>24h

Ph

MeO MeQO MeO D
) O L o L

& ANT g HN_E on @
0 WN'PTCOZE‘ 0 HN’P\[COit g HN:P\[CozEt
MeO Hr MeO \ Hr MGOS E Hr
Ph
L h t :
tiz>>24h wzrost stabilno$ci ‘l’;'l‘l‘t’gi';a ti2~ 70 min
Rysunek 11

Podsumowujac, w zastosowanych modelach wykorzystanych do badania stabilnosci
chemicznej 1 enzymatycznej otrzymanych pochodnych 43-56 praktycznie nie obserwowano
tworzenia aktywnych zwigzkow (np. $ladowe ilosci po 60 h inkubacji w buforach o

neutralnym pH). Badania przeprowadzone w homogenacie jelitowym pokazywaly rozpad
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jednego wigzania estrowego dla analogdw acyloksylakilowych lub jednego wigzania P-N w
przypadku analogéw diamidowych. Grupa karboestrowa reszty fosfonokarboksylanowej nie
ulegata rozpadowi. Nie mozna wykluczy¢, ze tworzenie aktywnych zwiazkéw, Sa lub 6a,
mogloby zachodzi¢ w innych komorkach czy tkankach, pod dziataniem innych enzymow, np.

fosforoamidaz.>”®

VII. KWASY FOSFONOKARBOKSYLOWE I BISFOSFONOWE
ZNAKOWANE FLUORESCENCYJNIE

Bisfosfoniany sg popularnymi lekami antyresorpcyjnymi, wigzacymi si¢ z jonami wapnia.
Leki te r6znig si¢ migdzy sobg powinowactwem do mineralu kos$ci, hydroksyapatytu. W celu
okres$lenia, czy powinowactwo do hydroksyapatytu ma wplyw na dystrybucje bisfosfonianow
na powierzchni ko$ci opracowano metode syntezy fluorescencyjnie znakowanych
bisfosfonianéw,” analogéw kwasu rizedronowego 11, minodronowego 12 i zoledronowego
13 potaczonych w réznych kombinacjach z sze$cioma barwnikami fluorescencyjnymi o
réznej charakterystyce spektralnej. M¢j udzial w tych badaniach obejmowal synteze¢
wybranych analogow wywodzacych si¢ z kwasu rizedronowego 11, zwigzku Se¢ oraz
pochodnej 68 (X=H, Y=P(O)(OH),), na schemacie 10 wspolnie okreslanych symbolem 68,
polaczonych z trzema barwnikami flurescencyjnymi, karboksyfluoresceing, karboksy-X-
rodaming oraz rodaming Red-X (Schemat 10). Dlatego w autoreferacie ograniczg si¢ do opisu
tego fragmentu badan syntetycznych.

Zastosowalam opisang wczesniej strategiec modyfikacji wyjSciowych zwigzkéw poprzez
reakcje wolnych kwasow 68 z epoksydem 69, a nastepnie deprotekcji grupy aminowej w
srodowisku TFA. Przemiany te prowadzity do funkcjonalizacji atomu azotu w pierscieniu
pirydylowym i utworzenia zwigzku 70, ktory dzigki obecnosci pierwszorzedowej grupy
aminowej mozna bylo tatwo podda¢ reakcji z aktywowanym analogiem odpowiedniego
barwnika fluorescencyjnego 71. Fluorescencyjnie znakowane probniki 72 otrzymano z

dobrymi wydajnosciami (50-77%) 1 z wysoka czystoscia.
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(FAM) (ROX) (RhR-X)

Schemat 10

Zréznicowana charakterystyka spektralna zastosowanych barwnikéw przejawiajaca si¢ w
emisji promieniowania elektromagnetycznego o roznych dlugosciach fali pozwala na
jednoczesng detekcje i pordéwnanie powinowactwa badanych zwigzkéw do réznych tkanek i
komorek.

Posrod wielu aplikacji wybrane analogi wykorzystano do badan dystrybucji bisfosfonianéw
w kosciach. Badania te wykazaty, ze zwigzki charakteryzujace si¢ nizszym powinowactwem
do hydroksyapatytu dyfundujg glebiej w matryce kosci i chetniej rozlokowuja sie¢ wokol
osteocytéw. Badania in vitro okreslajace wigzanie analogow do zebiny potwierdzily, ze to
powinowactwo zalezy glownie od cech wyjsciowego zwigzku, bisfosfonianu lub
fosfonokarboksylanu, ale fluorescencyjny barwnik réwniez wptywa na wigzanie do mineratu
kosci, cho¢ w znacznie mniejszym stopniu (np. zwigzki znakowane rodaming ROX
cechowato wyzsze powinowactwo do hydroksyapatytu w poroéwnaniu ze zwigzkami
znakowanymi karboksyfluoresceing FAM).

Flurescencyjnie znakowane analogi 72 wigzaly si¢ z powierzchnig kos$ci, ale wykazywaty
minimalng retencj¢ w niezmineralizowanych tkankach, np. nerek, watroby czy dwunastnicy.*'

Obserwowane roznice w powinowactwie do mineratu kosci moga wptywac na kliniczny
wynik zazywania bisfosfonianéw, wplywajac na ich internalizacj¢ i retencje przez szkielet,
rozmieszczenie w kosciach jak rowniez prawdopodobnie recykling tych zwigzkéw. Badania
biologiczne zostaly wykonane we wspotpracy z Dr Anke Roelofs, Dr. Fraser Coxonem, Prof.
Michael Rogersem (University of Aberdeen, U.K.) Prof. R G. G. Russellem (University of
Oxford, U.K.), Dr. Markiem Lundy (Indiana University, U.S.A.), Dr. Frankiem H Ebetino
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(Warner Chilcott, Irlandia oraz BioVinc, U.S.A.)*"* i nie sa przedmiotem przedstawionego

tutaj glownego osiggnigcia naukowego.

VIII. REAKCJA MCKENNY

Jednym z gtownych etapéw syntezy wolnych kwasoéw fosfonokarboksylowych jest
deprotekcja grup estrowych kwasu fosfonowego i grupy karboksylowej. Z punktu widzenia
moich badan rozrézniamy dwie sytuacje, catkowita i1 selektywng deprotekcje grup estrowych

(Schemat 11).

O O (6] O
HO_T 12 M HCI [gio_ T BTMS TMSO._Ti EtOH HO._Ti
>P H > . > >
HO \[COZ reflux . P\[COZEt CHrtCN TMSO P\[CozEt H,0 oo P\[COzEt
74 73 Hr 75 Hr 76 Hr
Schemat 11

Jednoczesna deprotekcja wszystkich grup estrowych wymaga drastycznych warunkéw
hydrolizy, np. kilkugodzinnego ogrzewania w stezonym kwasie solnym. To podejscie byto
zastosowane w ostatnim etapie syntezy fosfonokarboksylanowych inhibitoréw (Sekcja III).
Selektywna dealkilacja wytacznie grupy fosfonianowej wymaga zastosowania tagodniejszych
warunkow, wykorzystanych w syntezie analogdéw typu prolekowego (Sekcja VI).

W reakcji McKenny do dealkilacji niektorych grup estrowych (metylowej, etylowe;,
izopropylowej, benzylowej) wykorzystuje si¢ bromotrimetylosilan (BTMS), otrzymujac ester
trimetylosililowy, ktory nastgpnie mozna przeksztaici¢ w tagodnych warunkach w wolny
kwas fosfonowy, stosujac rozpuszczalnik protonowy.

Z uwagi na fakt, ze etapu dealkilacji reakcji McKenny nie badano wczesniej, a dane

44 . . . 4
3044 zbadatam mechanizm tej przemiany.*

literaturowe nie sg spdjne,

Jako substrat do transformacji grup estrowych w trimetylosililowe zastosowalam
znakowany izotopowo fenylofosfonian dietylu 78. Selektywnego wprowadzenia
odpowiedniego izotopu '*O lub 'O w fosforylowa pozycje P=O fosfonianu dokonatam via
utlenienie zwigzku 77 za pomoca izotopowo wzbogaconej wody w obecnosci jodu (Schemat

12),* otrzymujac izotopowo wzbogacone zwigzki 78a-c¢ z wydajnoscia 60-88%.
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lp, Ho@ o BTMS 0
OEt 2 172 i _OEt n_@TMS
Ph—P- irydyna _ | Ph—P{~~ CDgCN _ Ph—P
OBt e~ OEt pivayng OTMS
-40 do t.pok rt
77 78a-c 79a-c

H,@ (>99 atom % 160): 78a
H.@® (0.2 atom % 70, 98.6 atom % 80, 1.2 atom % 160): 78b
H,@ (20.56 atom % 70, 15.65 atom % 80, 63.78 atom % '60): 78¢c

Schemat 1 (Przedrukowane i dostosowane z K. Blazewska J. Org. Chem. 2014, 79, 408-412 za zgodq American
Chemical Society. Copyright 2014 American Chemical Society)

Otrzymane fosfoniany 78 poddano reakcji z BTMS w rurce NMR (Schemat 12). Przebieg
reakcji monitorowano za pomoca spektroskopii *'P NMR, co ulatwialo charakterystyczne
przesunigcie sygnatu fosforu o okoto 9 ppm w kierunku wyzszego pola przy wymianie kazdej
grupy etylowej na grupe trimetylosililowa.

Izotop tlenu 'O nie wykazuje wiasciwosci magnetycznych i dlatego nie moze byé
bezposrednio obserwowany technika NMR. Natomiast jego obecno$¢ w wigzaniu P-O
wywoluje przesunigcie sygnatu *'P w kierunku wyzszego pola w widmie NMR.*"* Wielkos¢
takiego przesuniecia zalezy miedzy innymi od rzedu wiazania z fosforem.” Rzad wiazania
miedzy fosforem a tlenem moze by¢ uzyty jako probnik do okreslenia mechanizmu reakcji. W
zalezno$ci od tego wg ktérego mechanizmu przebiega pierwszy etap reakcji McKenny, rzad
wigzania P=0O ulega zmianie, gdy fosforylowy atom tlenu P=O atakuje atom krzemu w
BTMS (mechanizm A, schemat 13) lub pozostaje niezmieniony jes$li mostkowy atom tlenu

jest odpowiedzialny za atak na atom krzemu (mechanizm B, Schemat 13).

Mechanizm A

O
Me3Si£\l‘3r MeSSiQBr B
SiMes f g SiMes j
— o |3 s 0 A REL 9 o-sime

[ ] r._p QR 0 R._p-O R ,—p O 75Meq
R —EVO_R1 2 @\O*\_R1 Rz_ié:O—Fi1 2 &> @-SiMe; @®-SiMe,
2 "N0-R, ®-SiMe;

©
80 81a — Br 82a 83a 84a

Mechanizm B

o m;:Si—Br SiMes SiMe3 ISlMe3
| .
n BO-Ry | _is/@ﬂ 5 -RBL o 8.0 Ry—pC ‘RiBL -0 SiMes
27 27 YACS \ O-SiMeg
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Schemat 13 (Przedrukowane z K. Blazewska J. Org. Chem. 2014, 79, 408-412 za zgodq the American
Chemical Society. Copyright 2014 American Chemical Society)
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Roéznica przesunigé chemicznych miedzy pentawalencyjnym atomem fosforu w P='°0 oraz
P="%0 powinna zawiera¢ sie w granicach 0.043 - 0.052 ppm, podczas gdy dla P-'°0O-R/ P-"*O-
R warto$é¢ ta powinna byé mniejsza, 0.016 — 0.032 ppm.* Zgodnie z przeprowadzonym
eksperymentem réznica pomiedzy przesunigciami chemicznymi w >'P NMR mieszaniny '°O-
fosfonianu dietylu 78a i '*O-fosfonianu dietylu 78¢ wynosita 0.045 ppm (Rysunek 12), co
odpowiada wartosci dla fosfonianu znakowanego na fosforylowym atomie tlenu, P=0." W
wyniku reakcji z BTMS roznica przesunig¢ maleje do 0.028 ppm (Rysunek 12), co
odpowiada wartosci dla fosfonianu znakowanego na mostkowym atomie tlenu i wskazuje na

tworzenie zwigzku 84a.

19.1802

~-19.1352
1.1209

10917

0.045 ppm 0.028 ppm

19.1802
—  —19.1352

0 B0
u_OEt I _CEt 1
Ph=-FZ P2

CEt Fh-F CEt i

T T T T T T T T T T T
19.35 19.25 19.15 19.05 125 120 115 110 105 100 0.95 0.90
f1 (ppm) f1 (ppm)

Rysunek 12 Natozone widma mieszaniny 78a i 78¢ (stosunek molowy 1/0.8; substrat: niebieski, po lewej) oraz
79a i 79¢ (stosunek molowy 1/0.8; produkt: czerwony, po prawej). (Przedrukowane z K. Blazewska J. Org.
Chem. 2014, 79, 408 za zgodg the American Chemical Society. Copyright 2014 American Chemical Society)

Drugi eksperyment polegal na uzyciu tlenu 'O (I = 5/2) jako probnika dla studiowania
mechanizmu reakcji McKenny i obserwacji zmiany przesunieé¢ chemicznych w widmie 'O
NMR.*  Spektroskopia 'O NMR zwiazkéw zawierajagcych wigzanie P-O  jest
wykorzystywana do badaf ich struktury, stereochemii, proceséw dynamicznych,’®>" dzieki
rozrbznieniu terminalnego (P=0) i mostkowego (P-O-R) tlenu,”” na podstawie ksztattu
sygnatlu (z reguly wyrazny dublet dla tlenu w grupie P=O vs. szeroki sygnat

charakterystyczny dla tlenu mostkowego) lub przesuniecia chemicznego.”> W przypadku
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fosfoniandéw zastgpienie grupy alkilowej za pomocg grupy trimetylosililowej przesuwa sygnat
terminalnego i mostkowego tlenu w kierunku nizszego pola o okoto ~ 20-26 ppm.”
Przesuniecia chemiczne dla fosforylowego tlenu w zwiazku 78b i mostkowego tlenu w
bis(trimetylosililowym) estrze 79b sa prawie takie same.”> W przeprowadzonym
eksperymencie po dodaniu BTMS do probki, sygnat tlenu pierwotnie obecnego w P='"0,
przesuwa si¢ w kierunku nizeszego pola o okoto 4 ppm, a ksztalt piku zmienia si¢ z
wyraznego dubletu (dla 78b) w szeroki singlet (dla 79b) (Rysunek 13), co $wiadczy o

utworzeniu analogu 84a, a nic 84b.

Rysunek 13 Nalozone widma '"O NMR mieszaniny 78b (niebiesk) i 79b (czerwony). (Przedrukowane z K.
Blazewska J. Org. Chem. 2014, 79, 408 za zgodqg the American Chemical Society. Copyright 2014 American
Chemical Society)

Wyniki obydwu eksperymentow wskazuja, ze reakcja McKenny w badanych warunkach
zachodzi zgodnie z mechanizmem oryginalnie zaproponowanym przez McKenng, w ktérym
fosforylowy atom tlenu atakuje atom krzemu w BTMS, co powoduje zmiang rzedu wigzania
z podwdjnego obecnego w P=0 w pojedyncze, obecne w P-O-SiMe; w zwigzku 84a (schemat

13, mechanizm A).*

IX. PODSUMOWANIE

Glowne osiggnigcia naukowe zgloszone jako podstawa do przewodu habilitacyjnego:

1) Synteza nowych kwasoéw fosfonokarboksylowych jako inhibitorow enzymu RGGT i
wykazanie, ze analogi, w ktorych geminalna grupa hydroksylowa zostata zastgpiona
atomem fluoru majg podobng aktywnos¢ wzgledem RGGT jak zwiazek, z ktorego

si¢ wywodza.
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2) Synteza nowych kwaséw fosfonokarboksylowych jako inhibitorow RGGT i
ustalenie, ze tylko analogi wywodzace si¢ z bisfosfonianéw trzeciej generacji
wykazuja aktywno$¢ wzgledem badanego enzymu, podczas gdy analogi zawierajace
fancuch aminoalkilowy nie sg aktywne.

3) Synteza pierwszych analogéw typu prolekowego wywodzacych si¢ z kwasow
fosfonokarboksylowych i oznaczenie ich stabilnosci chemicznej i enzymatyczne;.
Badania wykazaly, ze w zastosowanych warunkach zwiagzki te nie ulegaja
transformacji do zwigzku aktywnego.

4) Synteza analogbw kwasu rizedronowego znakowanych fluorescencyjnymi
barwnikami jako zwigzkéw modelowych do badania dystrybucji bisfosfonianow w
kos$ciach 1 innych tkankach;

5) Okreslenie mechanizmu pierwszego etapu reakcji McKenny 1 udowodnienie, ze w
badanych warunkach to tlen fosforylowy jest odpowiedzialny za atak na atom

krzemu.

X. PLANY NAUKOWE

Moje plany naukowe koncentruja si¢ na zaprojektowaniu i syntezie pierwszych probnikéw,
wywodzacych si¢ z kwasow fosfonokarboksylowych 6 i1 7, shuizycych do badania
oddziatywania tych inhibitoréw z RGGT. Wyjsciowe zwiazki zostang zmodyfikowane w taki
sposob, zeby umozliwi¢ okreSlenie miejsca oddzialywania migdzy ta klasg
niekowalencyjnych inhibitorow a enzymem RGGT. Dodatkowo otrzymany probnik powinien
pozwoli¢ na okreslenie potencjalnych oddziatywan z innymi enzymami. W tym celu
inhibitory zostang zmodyfikowane za pomocg dwoch grup, fotolabilnej, ktoéra pod wplywem
promieniowania UV o okres$lonej dlugosci fali utworzy wigzanie z najblizej potozong reszta
aminokwasowa oddziatujacej proteiny oraz bioortogonalnej, ktora umozliwi detekcje i
izolacje biatka, do ktorego prébnik si¢ przytaczy.

Opracowanie takiego probnika powinno utatwi¢ dalsze badania typu SAR dla tej najmniej
jak dotychczas przebadanej klasy inhibitorow. Otrzymany probnik moze sta¢ si¢ markerem
dla detekcji zwigkszonego poziomu RGGT, obserwowanego w niektorych stanach
patologicznych oraz powinien umozliwi¢ opracowanie bardziej dostepnego i wygodnego
sposobu okreslania aktywnosci wzgledem RGGT od dotychczas stosowanych. Badania te sg

obecnie finansowane przez Narodowe Centrum Nauki, w ramach grantu Sonata Bis.
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Otrzymane inhibitory 1 probniki bgeda w przysztosci wykorzystane jako narzedzia do
badania procesow, w ktore sg zaangazowane biatka Rab, w ramach wspoélpracy z Prof.
Michaelem Rogersem (obecnie Garvan Institute of Chemical Research, Australia), Prof.
Kimberly Beaumont (Centenary Institute of Cancer Medicine and Cell Biology, Australia), Dr
Edyta Gendaszewska-Darmach i Dr Marzeng Krzepkowska-Jedrzejczak (Politechnika
Lodzka, Polska) oraz Dr. Arie Horowitzem (Thomas Jefferson University, U.S.A.).

XI. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-
BADAWCZYCH

W czasie moich studiow magisterskich zajmowatam si¢ opracowaniem metody syntezy
ortogonalnie blokowanych N-alkilohydroksyloamin.™

Podczas moich studiow doktoranckich opracowalam metode syntezy 1-amino-2-
hydroksyfosfonianéw dietylu ztatwo dostepnych izotiocyjanianofosfonianéw dietylu.*
Izotiocyjanofosfonian dietylu wykorzystatam roéwniez do stereoselektywnej syntezy N-
blokowanych alkenylofosfonianow.”

Drugim obszarem moich zainteresowan podczas studiéw doktoranckich bylo zastosowanie
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, (S)-Ibuprofenu oraz (S)-Naproxenu, jako latwo
dostgpnych chiralnych odczynnikéw derywatyzujacych (CDA) do okreslania czystosci
enancjomerycznej>® oraz konfiguracji absolutnej’’ amino- i hydroksyfosfonianéw. W ramach
programu Erasmus spedzilam 5 migsiecy w grupie Prof. Ricardo Riguera (University of
Santiago de Compostela, Spain), zaznajamiajagc si¢ ze stosowanymi technikami
obliczeniowymi 1 NMR, ktore uzupehily moje prace syntetyczne prowadzone w Polsce.
Czes¢ obliczeniowg badan wykonatam we wspotpracy z Prof. Piotrem Panethem
z Politechniki L.odzkie;.

Kolejnym etapem mojej kariery naukowej byt trzyletni staz podoktorski, ktéry odbylam w
grupie Prof. Charles McKenny (University of Southern California, U.S.A.). W tym czasie
zajmowalam si¢ synteza analogow typu prolekowego znanego leku przeciwwirusowego,
Cidofoviru oraz pochodnych bisfosfonianow. Jednocze$nie rozpoczetam prace nad tematyka
bedaca przedmiotem skladanej habilitacji. Poza wynikami, ktére zostaly zawarte w gtownej
czesci tej dysertacji (H1-H10), bytam wspoétautorem dwoch innych artykuldw opisujacych

zastosowanie fluorescencyjnie znakowanych zwiazkow*'*

oraz jednego artykutu
pokazujacego potencjat uzycia kwasu 6¢ jako narz¢dzia do badania wirusa grypy szczepu

HIN1.®
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Po ukonczeniu stazu podoktorskiego wrocitam na mojg macierzystg uczelnig, Politechnike
L6dzka 1 rozpoczegtam tworzenie wlasnej grupy badawczej. Poza badaniami przedstawionymi
w glowne] czeSci mojej autoprezentacji, zajmowalam si¢ rowniez syntezag o- 1 [3-
dialkoksyfosforylowanych izotiocyjanianéw, zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci
antyproliferacyjnej.”

W 2010 roku spedzitam 6 tygodni na stazu w grupie Prof. Andrew Griffithsa (University
of Strasbourg, Francja), gdzie szkolitam si¢ w technikach mikroprzeptywowych.

W latach 2013-2014 spedzitam 7 miesigcy w ramach stypendium Fulbrighta w Boston
College w grupie Prof. Eranthie Weerapana. Stypendium to umozliwito mi zapoznanie si¢ z
najnowszymi technikami wykorzystywanymi w biologii chemicznej. Kontynuujac ten
kierunek badan w roku 2015 spedzitam 4 tygodnie w Imperial College of London (jako
stypendystka  akcji  COST  CM1004), gdzie badalam  aktywnos¢  kwasow
fosfonokarboksylowych wzgledem RGGT, wykorzystujac model opracowany w grupie Prof.
Edwarda Tate.

Poza badaniami eksperymentalnymi jestem rowniez wspodtautorkg trzech artykulow
przegladowych, w tym jednego rozdzialu w Science of Synthesis "Product class 16:
phosphoric acid and derivatives”.®” Monografia ta dotyczy metod syntezy analogoéw kwasu
fosforowego. Drugi artykut przegladowy w Tetrahedron Asymmetry dotyczy okre$lania
czystosci enancjomerycznej 1 konfiguracji absolutnej pentawalencyjnych zwigzkow
fosforoorganicznych wykorzystujac NMR.®' Trzeci z artykutéw przegladowych (zawarty w

gléwnej czesci mojej autoprezentacji) opisuje addycje Michaela pochodnych imidazolu.*
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