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INHIBITOROW ORAZ SUBSTRATOW
AMONIAKOLIAZY FENYLOALANINY

W ramach przegladu literaturowego przedstawiono budowe, mechanizm dziatania i inhibitory en-
zymu ro$linnego — amoniakoliazy fenyloalaniny. Podstawowa czg$¢ pracy stanowia badania wia-
sne, obejmujace projektowanie i opracowanie metod syntezy inhibitoréw oraz substratow tego
enzymu. Otrzymano siedemdziesiat trzy analogi fenyloalaniny, fenyloglicyny i kwasu (£)-cyna-
monowego. Zwiazki te odznaczaly si¢ duza réznorodnoscia pod wzglgdem rodzaju grup funkeyj-
nych oraz struktury szkieletu weglowego. Najliczniejsza wsrdd nich grupe stanowity kwasy fos-
fonowe. Otrzymane zwiazki zbadano jako potencjalne inhibitory lub substraty amoniakoliazy fe-
nyloalaniny oraz jako inhibitory biosyntezy antocyjanin. Dwa z nich — kwas 2-aminoindano
-2-fosfonowy oraz kwas (+)-1-amino-3',4'-dichlorobenzylofosfonowy — okazaty si¢ bardzo sil-
nymi inhibitorami zar6wno amoniakoliazy fenyloalaniny, jak i biosyntezy antocyjanin. Pierwszy
z tych zwiazkéw, kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy, jest obecnie powszechnie uzywanym w la-
boratoriach inhibitorem in vivo amoniakoliazy fenyloalaniny. Pochodne kwasu 1-aminobenzylo-
fosfonowego zawierajace w pierscieniu rézne podstawniki otrzymano w reakcji amidoalkilowania
trojwartosciowych zwiazkéw fosforu lub hydrofosfonylowania podstawionych N-benzylidenodi-
fenylometyloamin. Metoda hydrofosfonylowania wydaje si¢ wygodniejsza droga syntezy, chociaz
efekty steryczne moga stanowi¢ czynnik ograniczajacy jej zastosowanie. Wartosci statych inhibicji
(K;) dla calej serii podstawionych w pierScieniu benzenowym pochodnych kwasu 1-amino-
benzylofosfonowego pozwalaja przypuszczaé, ze wielkos¢ hydrofobowej kieszeni substratu w cza-
steczce amoniakoliazy fenyloalaniny jest ograniczona. Badajac analogi kwasu (+)-2-aminooksy
-3-fenylopropionowego, wysunigto hipotezg, ze silne wlasciwosci inhibitorowe zwiazku macierzy-
stego sa zwiazane z mozliwoscia utworzenia dodatkowego wiazania wodorowego migdzy para elek-
tronowa atomu tlenu grupy aminooksylowej a enzymem. Opracowano modyfikacj¢ literaturowej
metody syntezy analogdw kwasu (E)-cynamonowego zawierajacych grupg fosfonawa z alkenow
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i pentachlorku fosforu, ktora pozwala skroci¢ ich syntezg o jeden etap. Znaleziono btad w opubli-
kowanej metodzie syntezy kwasu 2-fenyloetynylofosfonowego — produktem tej reakcji jest kwas
2-fenylo-2-oksoetylofosfonowy. Zaden spoérod badanych analogéw kwasu (E)-cynamonowego
nie okazat si¢ silnym inhibitorem. Wiele podstawionych pochodnych kwasu (E)-cynamonowego
jest natomiast substratami w biosyntezie in vitro podstawionych pochodnych (S)-fenyloalaniny.
Wiyniki obliczen teoretycznych sposobu wigzania kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego do mo-
delu amoniakoliazy fenyloalaniny wskazuja, ze bardziej uprzywilejowany jest konformer z pseu-
doaksjalna grupa fosfonowa. Badania kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego w ciele stalym, w
roztworze i obliczenia dla czasteczki izolowanej wskazuja natomiast, ze preferowana jest kon-
formacja z grupa fosfonowa w pozycji pseudockwatorialnej. Inhibitor podczas przejscia
z roztworu do miejsca aktywnego enzymu musi zatem zmieni¢ konformacj¢ z pseudoekwatorial-
nej na pseudoaksjalng. Otrzymane wyniki obliczen sa zgodne z wynikami badan eksperymental-
nych. Mozna przypuszcza¢, ze z powodu zmiany konformacji czasteczki kwas 2-amino-
indano-2-fosfonowy jest inhibitorem wolnowiazacym.

Wykaz uzywanych skrotow

— 2,2'-azobis(2-metylopropionitryl)

— kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy, in vivo oraz in vitro silny inhibitor amoniakoliazy feny-
loalaniny

— alanina

— kwas (E)-cynamonowy

— 4-hydroksylaza kwasu (£)-cynamonowego (oksydoreduktaza z rodziny cytochromu P450)

— syntaza chalkonowa

— ligaza kwasu kumarowego: koenzymu A

— O-metylotransferaza estru koenzymu A i kwasu kawowego, ktorej kofaktorem jest S-adeno-
zylometionina (SAM)

— dimetyloformamid

— glicyna

— amoniakoliaza histydyny, EC 4.3.1.3

— stezenie inhibitora wywotujace hamowanie biosyntezy antocyjanin w 50%

— stala inhibicji enzymu

— stata Michaelisa

— 5-metyleno-3,5-dihydroimidazol-4-on, pochodna dehydroalaniny, elekrofilowa grupa proste-
tyczna amoniakoliazy fenyloalaniny i histydyny

— N-bromosukcynoimid

— amoniakoliaza fenyloalaniny, £C 4.3.1.5

— grupa fenylowa

— grupa ftaloilowa

— pod zmniejszonym ci$nieniem

— kwas salicylowy

— seryna

— tetrahydrofuran

— temperatura pokojowa, ok. 20 °C

— temperatura wrzenia



1. Cel pracy

Amoniakoliaza fenyloalaniny jest enzymem powszechnie wystepujacym w rosli-
nach. Enzym ten katalizuje reakcj¢ eliminacji amoniaku z czasteczki (S)-fenylo-
alaniny, prowadzaca do kwasu (E)-cynamonowego, substratu w biosyntezie lignin
i roznorodnych zwiazkéw o duzym znaczeniu dla roslin. W literaturze opisano dwa
silne inhibitory amoniakoliazy fenyloalaniny: kwas (%)-2-aminooksy-3-fenylo-
propionowy i kwas (R)-(-)-1-amino-2-fenyloetylofosfonowy. Kwas (£)-2-aminooksy-
3-fenylopropionowy byt uzywany przez wielu biochemikéw 1 fizjologow roslin jako
narzedzie do badania metabolizmu i funkcji fizjologicznej zwiazkow wywodzacych
si¢ z kwasu (E)-cynamonowego. Specyficznos$¢ dziatania tego inhibitora w warunkach
in vivo byta jednak kwestionowana.

Celem moich badan bylo zaprojektowanie i synteza zwiazkow o potencjalnych
wlasciwosciach inhibitoréw amoniakoliazy fenyloalaniny, a przede wszystkim znale-
zienie efektywnego in vivo inhibitora enzymu. Syntetyzowane analogi fenyloalaniny,
fenyloglicyny i kwasu (E)-cynamonowego byly badane pod tym katem. Analizujac
otrzymane wyniki, probowalem znalez¢ relacje migdzy budowa a aktywnoscia inhibi-
torowa. Szczegodlnie interesujace wydawato si¢ okreslenie wptywu rodzaju grup funk-
cyjnych i rotacji wokot wybranego wigzania w czasteczce inhibitora na jego aktyw-
nos$¢, a takze mozliwo$¢ zastosowania go jako herbicydu.

Badajac wptyw zaprojektowanych i syntetyzowanych analogow fenyloalaniny na
amoniakoliazg fenyloalaniny, probowatem rowniez zweryfikowaé opisane w literatu-
rze mechanizmy reakcji enzymatyczne;.

Celem moich badan byla rowniez analiza struktury najsilniejszego ze znalezionych
inhibitorow amoniakoliazy fenyloalaniny, kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego za-
rowno w fazie statej, w roztworze, jak i zwigzanego z enzymem.



2. Przeglad literatury

2.1. Wprowadzenie

Amoniakoliaza fenyloalaniny (PAL, EC 4.1.3.5) katalizuje reakcj¢ eliminacji
amoniaku z (S)-fenyloalaniny dajaca, w rezultacie kwas (E)-cynamonowy [1-4]. Wy-
stgpowanie tego enzymu w siewkach jeczmienia odkryli Koukol i Conn [5]. Jest to
enzym powszechnie wystepujacy w $wiecie roslin, sporadycznie spotykany w droz-
dzach, a calkowicie nieznany u zwierzat [6]. Niedawno doniesiono o wystgpowaniu
amoniakoliazy fenyloalaniny w bakteriach Streptomyces maritimus [7].
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Schemat 1. Reakcja katalizowana amoniakoliaza fenyloalaniny
Scheme 1. Reaction catalyzed by phenylalanine ammonia-lyase

Konformacja grup odchodzacych (protonu pro-R i amoniaku) w substracie amo-
niakoliazy fenyloalaniny (schemat 1) jest naprzeciwlegla [8], a zatem eliminacj¢ teg
mozna nazwa¢ anti [9, 10]. Substratem amoniakoliazy fenyloalaniny moze by¢ takze
(S)-tyrozyna [11, 12]. PAL z roslin dwuli$ciennych (np. z pietruszki) ma zdecydowa-
nie wigksza specyficznos$¢ substratowa w stosunku do (S)-fenyloalaniny niz do (S)-ty-
rozyny, podczas gdy enzym z roslin jednolisciennych (np. z kukurydzy) moze mieé
poréwnywalna specyficznos¢ substratowa dla (S)-fenyloalaniny i (S)-tyrozyny.

Znaczenie tego enzymu wywodzi si¢ z roli, jaka w roslinach odgrywa powstajacy
podczas reakcji eliminacji kwas (E)-cynamonowy (CA). Jest on prekursorem wielu
zwiazkow fenylopropanoidowych [1-3], takich jak np. ligniny, flawonoidy, kumary-
ny, stilbeny i kwas salicylowy (schemat 2). Sposrod wymienionych metabolitow
w najwigkszej ilosci sa biosyntetyzowane ligniny [13]. Stanowia one sktadnik budowy
dojrzatej $ciany komorki roslinnej i powstaja z CA w kilkuetapowej syntezie. Kwas
(E)-cynamonowy jest hydroksylowany kolejno w pozycjach 4', 3" i 5’ pierscienia ben-
zenowego, a nastgpnie jego hydroksylowe pochodne sa O-metylowane w pozycjach 3’
15’ [1]. Tak powstate pochodne kwasu (E)-cynamonowego sa redukowane
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Schemat 2. Poczatkowe etapy metabolizmu kwasu (E)-cynamonowego u ro$lin [1]
Scheme 2. Earlier steps of (E)-cinnamic acid biotransformation [1]

do pochodnych alkoholu (E)-cynamonowego, podstawionych grupa hydroksylowa
(w pozycjach 4', 3" i 5") lub metoksylowa (w pozycjach 3’ i 5'). Pochodne te ulegaja
nastgpnie enzymatycznej polimeryzacji rodnikowej do lignin [1]. Wykorzystanie rdz-
nych technik NMR w potaczeniu z synteza modelowych zwiazkow umozliwito szcze-
gbétowe poznanie budowy lignin z kukurydzy i rzodkiewnika [14, 15]. W rzodkiewni-
ku (roslina dwuliScienna) dominujacymi strukturami (rys. 1) sa: S-arylowy eter
z wiazaniem [0O-4 (A), fenylokumaran z wigzaniem £-5 (B), resinol z wiazaniem S-f
(C) 1 cykliczny dwueter z wigzaniem 5-5/4-O-4,-O-4 (D) [14], pochodzace gldwnie
od alkoholu (E)-4-hydroksy-3,5-dimetoksycynamonowego i alkoholu (E)-4-hydroksy-
3-metoksycynamonowego.

Rys. 1. Fragmenty struktury lignin zidentifikowane metoda spektroskopii NMR [14]
Fig. 1. Parts of lignin structure determined by NMR spectroscopy [14]

Inny metabolit, kwas salicylowy (SA), odgrywa prawdopodobnie rolg wtdérnego
przekaznika informacji w procesie powstawania odpornosci rosliny na wirusy i bakte-
rie [2]. Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze SA moze by¢ takze wytwarzany przez
rosling na innej drodze biosyntezy niz z kwasu (E)-cynamonowego (na schemacie 2
biosynteza SA jest ukryta pod stowem ,,inne”’), a mianowicie z kwasu izochoryzmo-
wego (schemat 3) [16].
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Schemat 3. Alternatywna droga biosyntezy kwasu salicylowego z kwasu izochoryzmowego (G) [16]
(kwas szikimowy (E) i kwas chorizmowy (F))
Scheme 3. Alternative biosynthesis of salicylic acid from isochorismic acid (G) [16]
(shikimic acid (E) and chorismic acid (F))

W ostatnich latach potwierdzono korzystny wpltyw kilku metabolitow szlaku feny-
lopropanoidowego na zdrowie cztowieka. Dobrym przyktadem jest wplyw zwiazkow
polifenolowych z czerwonego wina na zmniejszenie ryzyka wystapienia choroby
wiencowej [17]. Dwa flawonoidy, genisteina i kwertecyna (rys. 2), wykazuja wiasci-
wosci inhibitoréw kinazy cyklino-zaleznej oraz sa cytotoksyczne wobec modelowych
komorek rakowych [18]. Inna pochodna flawonoidéw z czerwonego wina, akutisimina
A, jest inhibitorem topoizomerazy DNA [19].

Rys. 2. Wzory strukturalne genisteiny (H) i kwertecyny (I)
Fig. 2. Structural formulae of genistein (H) and quercetin (I)
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Rys. 3. Wzor (pentadekaacetylo)trikatechiny otrzymanej na drodze syntezy [21]
Fig. 3. Structure of syntesized (pentadecaacetyl)tricatechin [21]



Otrzymano 1 opisano rézne pochodne metabolitow szlaku fenylopropanoidowego
[20, 21]. Opracowano np. metode¢ syntezy pochodne;j trikatechiny (rys. 3), ktorej wid-
mo 'H NMR jest takie samo jak widmo pochodnej zwiazku naturalnego [21].

2.2. Budowa amoniakoliazy fenyloalaniny

Czasteczka PAL jest homotetramerem. Podjednostka enzymu z pietruszki jest zbu-
dowana z 714 aminokwaséw, co odpowiada masie czasteczkowej enzymu 310 420
g-mol_l. PAL z réznych ro$lin charakteryzuje si¢ rozna masa czasteczkowa [6].
W chwili przygotowywania tego manuskryptu do druku ukazata si¢ praca opisujaca
strukturg krystaliczng rekombinowanej amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki [22].
PAL jest biatkiem o dominujacej strukturze helikalnej — ponad potowa reszt amino-
kwasow tworzy o-helisy. Enzym ma rzadko wystgpujaca elektrofilowa grupg proste-
tyczna 5-metyleno-3,5-dihydroimidazol-4-onu (MIO, struktura K na rys. 4). W tancu-
chu podjednostki biatka mozna wyrézni¢ domeng zawierajaca grupe¢ prostetyczna,
domeng miejsca aktywnego i domeng oslaniajaca wejscie do miejsca aktywnego. Gru-
pa aminowa substratu jest prawdopodobnie wiazana w miejscu aktywnym przez dwie
czasteczki aasparaginy (Asn®® i Asn®®'), podczas gdy anion grupy karboksylowej
substratu znajduje si¢ prawdopodobnie w poblizu czasteczki glutaminy (GIn***")
i argininy (Arg™*") sasiedniej podjednostki oraz tyrozyny (Tyr''®) z tej samej podjed-
nostki [22]. Autorzy pracy twierdza, ze struktura PAL ewolucyjnie wywodzi si¢ od
prostszej struktury amoniakoliazy histydyny.

Nie sa znane warunki dysocjacji czasteczki PAL na podjednostki i ponownej aso-
cjacji do aktywnego katalitycznie tetrameru. W $wietle obecnej wiedzy na temat bu-
dowy PAL wydaje si¢ mato prawdopodobne, aby podjednostka byta w stanie zacho-
wac aktywno$¢ enzymatyczna ze wzgledu na zewnetrzne polozenie bardzo reaktywne;j
grupy prostetycznej MIO; w tetramerze grupy prostetyczne zajmuja potozenie we-
wnatrz czasteczki enzymu [22].
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Rys. 4. Wzory strukturalne grupy prostetycznej amoniakoliazy fenyloalaniny
wedlug Hansona i Havir (J) [29] oraz Réteya i in. (K) [33]
Fig. 4. Structural formulae of prosthetic group of phenylalanine ammonia-lyase
according to Hanson and Havir (J) [29], and Rétey et al. (K) [33]

Przestrzenna budowg amoniakoliazy fenyloalaniny przedstawiono na rys. 5a i b.
Przed poznaniem struktury krystalicznej amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki
dostgpny byl trojwymiarowy model miejsca aktywnego enzymu z pietruszki [23],
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otrzymany technika modelowania molekularnego, wykorzystujacy homologi¢ tego
enzymu z amoniakoliaza (S)-histydyny [24].

Ostatnio opublikowano strukturg amoniakoliazy fenyloalaniny z drozdzy (Rhodospo-
ridium torulides) otrzymana za pomoca rentgenowskiej analizy strukturalnej [25]. Auto-
rzy pracy podkreslaja obecno$¢ w czasteczce enzymu szes$ciu fragmentéw polipeptydo-
wych przyjmujacych ksztalt helis, obdarzonych momentem dipolowym i skierowanych
do centrum aktywnego. Otrzymana struktura trojwymiarowa najbardziej przypomina
strukture amoniakoliazy histydyny (HAL) z bakterii (Pseudomonas putida) [24].

2.3. Mechanizm reakcji katalizowanej
przez amoniakoliaze fenyloalaniny

Reakcje eliminacji wymagaja udziatu dobrej grupy odchodzacej i silnej zasady lub
podwyzszonej temperatury [9, 10]. Nasuwa si¢ zatem pytanie o mechanizm eliminacji
amoniaku z czasteczki (S)-fenyloalaniny. Z nadzieja na glgbsze poznanie mechanizmu
reakcji r6zni autorzy badali kinetyczne efekty izotopowe reakcji katalizowanej amo-
niakoliaza fenyloalaniny, pierwszo- idrugorzedowe ze znaczona izotopowo (S)-
fenyloalaning lub 3-(1,4-cykloheksadienylo)alaning [26-28]. Na podstawie otrzyma-
nych wynikoéw nie mozna zaproponowac jednej drogi reakcji, ale sa one przydatne do
analizy r6znych propozycji mechanizméw reakcji.

Duzy postep w badaniach mechanizmu reakcji katalizowanej amoniakoliaza feny-
loalaniny stanowito odkrycie niezbgdnej w katalizie grupy prostetycznej o charakterze
elektrofilowym [29]. Hanson i Havir przypisali tej grupie strukturg reszty dehydroala-
niny (struktura J na rys. 4) i zaproponowali jej rol¢ przejsciowego akceptora grupy
aminowej (S)-fenyloalaniny w reakcji typu addycja Michaela.

Schuster i Rétey [30] w reakcji katalizowanej przez amoniakoliazg¢ fenyloalaniny
przypisali elektrofilowej reszcie dehydroalaniny inna rolg — udziat w odwracalnej reakcji
typu Friedela—Craftsa z pierscieniem benzenowym (S)-fenyloalaniny. T¢ hipotezg autorzy
oparli na wynikach do§wiadczen z (S)-4-nitrofenyloalaning jako substratem i enzymem
zmutowanym punktowo (bez grupy prostetycznej). Zaproponowany przez autorow me-
chanizm reakc;ji katalitycznej thumaczyt zwigkszenie kwasowosci protonow w pozycji C3
produktu przej$ciowego reakcji (karbokation w pozycji sasiedniej do C3).

W ostatnich dwudziestu latach wielokrotnie badano i porownywano sktad amino-
kwasowy amoniakoliaz fenyloalaniny z roznych ro$lin oraz sktad amoniakoliazy feny-
loalaniny ze sktadem amoniakoliazy histydyny (HAL). Amoniakoliaza histydyny ka-
talizuje reakcj¢ eliminacji amoniaku z (S)-histydyny i wystgpuje powszechnie u
bakterii 1 zwierzat. Stwierdzono duzy stopien podobienstwa pomigdzy PAL i HAL.
Przetomowym osiagnigciem w badaniach amoniakoliazy histydyny bylo poznanie
struktury przestrzennej rekombinowanego HAL z Pseudomonas putida metoda rent-
genograficznej analizy strukturalnej [24]. Przeprowadzone badania struktury HAL
umozliwity zaproponowanie nowej struktury elektrofilowej grupy prostetycznej [24].
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Przypisano jej strukturg¢ 5-metyleno-3,5-dihydroimidazol-4-onu (MIO, struktura K na
rys. 4).






Rys. 4. Widok z boku (a) i z géry (b) przestrzennej budowy amoniakoliazy z pietruszki otrzymany
na podstawie rentgenowskiej analizy strukturalnej (Protein Data Bank, numer rekordu 1W27)
za pomoca programu VMD. Cztery podjednostki tetrameru zaznaczono réznymi kolorami,
MIO zaznaczono kolorem biatym
Fig. 4. End (a) and top (b) views of three-dimensional structure of parley phenylalanine ammonia-lyase
(Protein Data Bank, record No. 1W27) generated by the VMD software package.
The four subunits are distinguished by different colours. MIO is coded by white

Zaproponowano powstawanie MIO z fragmentu enzymu w nastgpujacej sekwencji
reakcji (prawdopodobnie wymuszonej konformacja biatka): dehydratacja (reszty sery-
ny) i kondensacja (addycja grupy NH glicyny do grupy CO alaniny i kolejna dehydra-
tacja) (schemat 4) lub w kolejnosci odwrotnej, tzn. najpierw kondensacja, a nast¢pnie
dehydratacja. Wedtug obliczen metoda dynamiki molekularnej [31], polegajacych na
szacowaniu zmian energii swobodnej dla alternatywnych drég przebiegu reakcji mo-
dyfikacji amoniakoliazy histydyny, droga przedstawiona na schemacie 4 wymaga
mniejszego nakladu energii, jest zatem preferowana.

Struktur¢ 5-metyleno-3,5-dihydroimidazol-4-onu zaproponowano takze jako grupe
prostetyczna aminomutazy tyrozyny [32]. Enzym ten katalizuje transformacj¢ (S)-
tyrozyny do (S)-ftyrozyny podczas biosyntezy zwigzku oznaczonego symbolem C-1027.
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Schemat 4. Proponowana sekwencja reakcji fragmentu Ala'*~Ser'*-Gly'*
amoniakoliazy histydyny prowadzaca do otrzymania grupy prostetycznej MIO [31]
Scheme 4. Suggested sequence of reactions of a fragment histidine ammonia-lyase
(Ala"*=Ser'*-Gly'*) leading to the prosthetic group MIO [31]

Réznicowe badania spektroskopowe w ultrafiolecie HAL, PAL i odpowiednio do-
branych rekombinowanych PAL (z zamienionym jednym aminokwasem) oraz badania
struktury HAL [24] sugerowaly obecno$¢ reszty S-metyleno-3,5-dihydroimidazol-4-
onu jako grupy prostetycznej dla amoniakoliazy fenyloalaniny [33]. Badania struktury
krystalicznej amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki [22] i z drozdzy [25] ostatecz-
nie to potwierdzaja.

Jeden z izoenzymow amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki zostal poddany
ekspresji w Escherichia coli [34, 35] z duza wydajno$cia. Dzieki temu, enzym ten
mogl by¢ przedmiotem badan krystalograficznych [22].Wydaje sig, ze moze to by¢
metoda otrzymywania wigkszych ilosci rekombinowanego PAL.

W literaturze mozna znalez¢ dwie propozycje mechanizmu reakcji eliminacji amo-
niaku z (S)-fenyloalaniny katalizowanej amoniakoliaza fenyloalaniny. R6znia si¢ one
funkcja, jaka pelni grupa prostetyczna MIO (schemat 5a i b). Na schemacie 5a przed-
stawiono sekwencj¢ reakcji z udziatem MIO, ktérego celem jest pomoc w usunigciu
grupy amoniowej w produkcie przejsciowym reakcji typu Friedela-Craftsa [36, 37].
Sekwencja reakcji przedstawiona na schemacie 5b uwzglednia udziat MIO w reakcji
typu Michaela [25]. Przebieg reakcji jest podobny do proponowanego przez Hansona i
Havir [29].

Obie hipotezy maja swoje stabe strony. Mechanizm reakcji przedstawiony na
schemacie 5a moze budzi¢ zastrzezenia ze wzgledu na duza bariere energetyczna eta-
pu dearomatyzacji pierscienia benzenowego (S)-fenyloalaniny. Hipoteza zawarta za$
w mechanizmie reakcji przedstawionym na schemacie 5b nie wyjasnia, w jaki sposob
W procesie enzymatycznej katalizy moze by¢ zrealizowany etap oderwania protonu od



16

wegla C3 substratu. Obie propozycje odgrywaja stymulujaca role¢ w poszukiwaniu
petniejszego opisu i rozumienia przebiegu tej reakcji enzymatyczne;j.



Schemat 5. Hipotetyczny mechanizm reakcji eliminacji katalizowanej PAL wedtug: a) Réteya i in. [36, 37], b) Calabrese i in. [25]
Scheme 5. Hypothetical mechanism of elimination of phenylalanine ammonia-lyase according to: a) Rétey et al. [36, 37], b) Calabrese et al. [25]



2.4. Inhibitory amoniakoliazy fenyloalaniny

Zwiazki chemiczne hamujace reakcje chemiczne badz enzymatyczne nazywaja si¢
inhibitorami. Hamowanie reakcji enzymatycznej moze polega¢ na konkurencji migdzy
substratem a inhibitorem o to samo miejsce w enzymie. Istotnym elementem w od-
dzialywaniach migdzy inhibitorem a enzymem jest grupa farmakoforowa — czg$¢ cza-
steczki inhibitora, ktora zawiera grupy funkcyjne bezposrednio oddzialujace
z migjscem aktywnym enzymu. Celem syntezy inhibitoréw jest zahamowanie reakcji

enzymatycznej.
®_>7000H

H,NO

Rys. 6. Wz6r strukturalny kwasu (£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowego
Fig. 6. Structural formula of (£)-2-aminooxy-3-phenylpropionic acid

Poszukiwanie nowych herbicydow w duzej mierze polega na molekularnym mode-
lowaniu, syntezie i badaniu inhibitorow enzymow waznych szlakow metabolicznych
roslin [38]. Ze wzgledu na to, ze biosynteza zwiazkow fenylopropanoidowych nie
przebiega w organizmach zwierzat, przed wielu laty zaproponowano, aby amoniako-
liaza fenyloalaniny byta enzymem docelowym w projektowaniu nowego herbicydu
[39]. Otrzymano wiele inhibitorow tego enzymu. Sposrdéd wszystkich zbadanych
zwiazkow najsilniejszym inhibitorem PAL i syntezy antocyjanin do 1992 roku byt
kwas (£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowy [40] (analog substratu zawierajacy grupg
aminooksylowa, rys. 6), ktory biosyntez¢ antocyjanin (ICso = 10 uM) hamowat
znacznie stabiej niz amoniakoliaze (K; = 0,0014 pM). Moze to sugerowac oddzialy-
wanie in vivo kwasu (£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowego z innymi enzymami.
Domniemanym miejscem dziatania tego inhibitora moga by¢ enzymy zalezne od fos-
foranu pirydoksalu. Innym silnym inhibitorem omawianego enzymu byt w tych latach
kwas (R)-(-)-1-amino-2-fenyloetylofosfonowy [41, 42] (rys. 7), analog (S)-fenylo-
alaniny zawierajacy grupe fosfonowa. Wartos$ci statych inhibicji dla tego inhibitora
wynosza: 1Cso =50 uMiK;=1,5 uM [42].

®_>7P03H i

HN+

Rys. 7. Wz6r strukturalny kwasu (R)-(-)-1-amino-2-fenyloetylofosfonowego
Fig. 7. Structural formula of (R)-(-)-1-amino-2-phenylethylphosphonic acid

Badania inhibicji przeprowadzono w poréwnywalnych warunkach jak dla kwasu
(£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowego.



3. Badania wlasne

3.1. Synteza analogow fenyloalaniny

3.1.1. Analogi kwasu (£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowego

Sposéréd licznych analogow fenyloalaniny znanych w literaturze moja uwage
zwrocit kwas (£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowy 1 ze wzgledu na to, ze jest on
bardzo silnym inhibitorem PAL. Silne in vitro inhibitorowe wtasciwosci tego zwiazku
w stosunku do amoniakoliazy fenyloalaniny odkryli Amrhein i Godeke [40]. Synteze
kwasu (S)-(—)-2-aminooksy-3-fenylopropionowego z (R)-(+)-fenyloalaniny opisat
Malcolm i Morley [43].

Analiza porownawcza inhibitora i specjalnie zaprojektowanych analogow moze
pomoéc w odkryciu prawdopodobnego sposobu hamowania reakcji przez inhibitor.
Postanowitem wigc otrzymaé¢ zwiazki podobne pod wzgledem budowy do kwasu
(3)-2-aminooksy-3-fenylopropionowego, a nastgpnie zbada¢ ich wptyw na amoniako-
liazg fenyloalaniny. W tym celu otrzymatem kwas (%)-2-aminometylo-3-fenylo-
propionowy (2) [44], analog inhibitora 1, zawierajacy izosteryczna grupg metylenowa
zamiast atomu tlenu.

COOH COOH N—cooH
H,NO H,NCH H,NCH;
1 2 3

Rys. 8. Kwas (+)-2-aminooksy-3-fenylopropionowy (1) oraz jego analogi 2 i 3 [44]
Fig. 8. (+)-2-Aminooxy-3-phenylpropionic acid and its analogues 2 and 3 [44]

Otrzymalem tez kwas (E)-2-aminometylo-3-fenyloakrylowy (3) [44], ktory mozna
traktowac jako usztywniony analog zwiazkow 11 2 (rys. 8). Kwas (£)-2-aminometylo-
3-fenylopropionowy (2) otrzymatem z cyjanooctanu etylu wedtug schematu 6.

Kwas (E)-2-aminometylo-3-fenyloakrylowy (3) otrzymatem z aldehydu benzoeso-
wego 1 2-(dietoksyfosforylo)propionianu etylu poprzez (E)-2-metylo-3-fenyloakrylan
etylu jako produkt reakcji Hornera—Wadswortha—Emmonsa (schemat 7) [44].
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Schemat 6. Synteza kwasu (£)-2-aminometylo-3-fenylopropionowego (2) [44]:
a) aceton, CHsCH,Br, K,COs, BuyN'Br, 50%; b) (i) H,, Ni-Raneya, (ii) hydroliza, 39%
Scheme 6. Synthesis of (+)-2-aminomethyl-3-phenylpropionic acid (2) [44]:
a) acetone, C¢HsCH,Br, K,COs, BusN'Br, 50%; b) (i) H,, Raney-Ni, (ii) hydrolysis, 39%

H,C_ ,COOC,Hy BrCH, COOC,H,

CHO 8
i a b |
—_— —_—

BrCH,. ,COOH

d
C —_——
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Schemat 7. Synteza kwasu (E)-2-aminometylo-3-fenyloakrylowego (3) [44]:
a) CH;CH[P(O)(OC,H5),]COOC,Hs, THF, t-C;HyOK, zawarto$¢ izomeru Z < 5%, 80%;
b) NBS, 84%; c) hydroliza 48% HBr, 80%; d) CH;OH-NH3;, 50%
Scheme 7. Synthesis of (E)-2-aminomethyl-3-phenylacrylic acid (3) [44]:
a) CH;CH[P(O)(OC,H;),]COOC,Hs, THF, t-C4HgOK, content of isomer Z <5%, 80%;
b) NBS, 84%; c) hydrolysis 48% HBr, 80%; d) CH;0H-NH3;, 50%

Syntezy aminokwasu 3 poprzez ftalimidowa pochodna lub azydek (rys. 9) byly
mniej wydajne w porownaniu z reakcja przedstawiona na schemacie 7.

PhtNCH,.  COOC,H, N,CH,. COOC,H,

Rys. 9. Inne produkty posrednie otrzymane w syntezie kwasu (E)-2-aminometylo-3-fenyloakrylowego [44]
Fig. 9. Other intermediate products during (E)-2-aminomethyl-3-phenylacrylic acid [44]

Aminokwasy 2 i 3 nie byly do tej pory opisane w literaturze [44]. Analiza wlasci-
wosci inhibitorowych tych zwiazkdéw oraz dane literaturowe pozwolily sformutowaé
hipotez¢ dotyczaca przyczyny silnych wtasciwosci inhibitorowych kwasu (£)-2-
aminooksy-3-fenylopropionowego (1). Szczegotowe omowienie wlasciwosci inhibito-
rowych znajduje sig¢ w rozdz. 3.4.1.1.
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3.1.2. Konformacyjnie sztywne analogi
kwasu (R)-1-amino-2-fenyloetylofosfonowego

Do zainteresowania si¢ fosfonowymi analogami (S)-fenyloalaniny sklonity mnie
znane inhibitorowe wlasciwosci kwasu (R)-(-)-1-amino-2-fenyloetylofosfonowego
[41, 42]. Celem byto otrzymanie konformacyjnie sztywnego inhibitora o budowie
podobnej do fosfonowego analogu fenyloalaniny; postanowitem zsyntetyzowac¢ kwas
2-aminoindano-2-fosfonowy (4, AIP, schemat 8) [45]. Z przegladu metod syntezy
kwasow 1-aminoalkilofosfonowych wynikato, ze dogodnym substratem w syntezie

g ©E><NHCOOCH2CGH5
I P(0)(OC,H,),
K
—+
POH
4

P(O)(OC,Hy),

h

©i><CON H, ®E><COOC2H5
P(O)(OC2H5)2

P(O)(OC,Hy),
K

CH, CH,Br
= X
—_—
CH, CH,Br
Schemat 8. Synteza kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego (4) [45]: a) 88% HCOOH-30% H,0, (i),

7% H,S0y, 55-75% (ii); b) lodowaty CH;COOH-CH3;CONH,-CH;COCI-PCl; (i), stez. HCI-H,0,
ogrzewanie (ii), tlenek propylenu, 7-25% (iii); ¢) NBS, 60-70%,; d) Et,O-EtOH-EtONa, fosfonooctan triety-
lu, 68% lub toluen—fosfonooctan trietylu—(C,Ho),NBr —NaOH (staty), 30-60% e) H,O-EtOH, NaOH, 66%;

f) toluen{C2H5)3N4C6H5O)2P(O)N3, C6H5CH20H, 70%, g) HZO*HCI, 60%, h) CHZCITSOCITDMF (1),
CH,Cl,, NH;3, 65% (ii); i) 0° C, H;O—NaOBr (i), HCI-H,O (ii), CH;0H, tlenek propylenu, 36% (iii)
Scheme 8. Synthesis of 2-aminoindane-2-phosphonic acid (4) [45]: a) 88% HCOOH-30% H,0, (i), 7%
H,S0y, 55-75% (ii); b) glacial CH;COOH-CH;CONH,-CH;COCI-PCl; (i), conc. HCI-H,0, heating (ii),
1,2-epoxypropane 7-25% (iii); c) NBS, 60-70%; d) Et;O—EtOH-EtONa, triethyl phosphonoacetate, 68%
or toluene—triethyl phosphonoacetate—(C4H,),N Br —NaOH(solid), 30—60% e) H,O—-EtOH, NaOH, 66%;
f) toluene—(C,H;s);N—CH50),P(O)N3, CsHsCH,OH, 70%; g) H,O-HCl, 60%; h) CH,Cl,~SOCl,~DMF (i),
CH,Cl,, NH;3, 65% (ii); i) 0 °C, H,O-NaOBr (i), HCI-H,0 (ii), CH;0H, 1,2—epoxypropane, 36% (iii)

2+ g
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zwiazku 4 mogl by¢ 2-indanon, ktéory mozna w prosty sposob otrzymac¢ z indenu
(schemat 8). Alternatywnym substratem w syntezie cyklicznego analogu fenyloalani-
ny 4 mogt by¢ o-ksylen, z ktérego otrzymatem 1,2-bis(bromometylo)benzen, ktérym
alkilowatem fosfonooctan trietylu (schemat 8). Syntezg zwiazku 4 przedstawiono na
schemacie 8, a szczegoty wykonania syntezy opisano w publikacjach [45, 46]. Spo-
sob otrzymywania kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego jest takze przedmiotem pa-
tentu [47]. Kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy (4) jest wyjatkowo silnym inhibitorem
in vivo amoniakoliazy fenyloalaniny [45]. Wiecej informacji na ten temat umieszczo-
no w podrozdziale 3.4.1.1.

AIP (4) oraz pozostate produkty posrednie (z wyjatkiem 2-indanonu i 1,2-
bis(bromometylo)benzenu) przedstawione na schemacie 8 byty zwiazkami dotad nie-
opisanymi w literaturze.

W celu zbadania, jak zmiana fragmentow struktury czasteczki inhibitora 4 wptywa
na oddziatywanie z enzymem, otrzymatem dodatkowo nastgpujace zwiazki: kwas
2-aminoindano-2-karboksylowy (5), kwas 2-hydroksyindano-2-fosfonowy (6) i kwas
1-aminocyklopentano-1-fosfonowy (7). Kwas 2-hydroksyindano-2-fosfonowy (6) oraz
jego ester diizopropylowy byly nowymi zwiazkami. Metody syntezy otrzymanych
zwiazkow przedstawiono na schemacie 9.

(0]

H +

Co= - OO = OO

O —_— —_—
NH coo”
J o) 5
C
N, D
— O
P(O)(0iC,H,), PO,H, POH "
6

Schemat 9. Synteza zwiazkow 5, 6 1 7 [45]: a) HyO—EtOH—(NH,4),CO3;-NaCN, 90%;
b) H,0-Ba(OH),, 30%; c) fosfonian diizopropylu—Al,O3, 30%; d) HCI-CH3COOH, 77%;
¢) lodowaty CH;COOH-CH;CONH,—CH;COCI-PCl;(i), H,O-HCl, 25% (ii)
Scheme 9. Synthesis of compounds 5, 6 1 7 [45]: a) HO—EtOH—(NH,),COs—NaCN, 90%;
b) H,O-Ba(OH),, 30%; c) diisopropyl phosphite—Al,O;, 30%; d) HCI-CH;COOH, 77%;
e) glacial CH;COOH-CH;CONH,—-CH;COCI-PCl; (i), H,O-HCI, 25% (ii)

Celem kolejnej syntezy byl kwas ()-1-aminoindano-1-fosfonowy (8, 1-AIP), ami-
nokwas o takim samym szkielecie weglowym jak kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy
(4). Synteza 1-AIP (8) okazala si¢ zadaniem trudniejszym, niz to si¢ wydawato
podczas planowania badan. Amidoalkilowanie trichlorku fosforu pochodna otrzymana
z l-indanonu w warunkach opisywanych w literaturze dla tego typu substratow
[48, 49], nie doprowadzito do oczekiwanego aminokwasu 8. Ostatecznie znaleziono
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leziono sposoéb syntezy kwasu (%)-1-aminoindano-1-fosfonowego (8) z 1-indanonu
[50, 51]. Kluczowym etapem tej syntezy okazalo si¢ otrzymanie krystalicznej zasady
Schiffa z 1-indanonu i benzhydryloaminy (podobna reakcja 1-indanonu z benzyloami-
na nie prowadzita do otrzymania N-1-indanylidenobenzyloaminy zdolnej do reagowa-
nia z fosfonianem dietylu i w rezultacie nie dawata spodziewanego (£)-1-benzyloamino-
indano-1-fosfonianu dietylu). Kwasna hydroliza (+)-1-benzhydryloaminoindano-1-
fosfo-

nianu dietylu, otrzymanego w wyniku fosfonylowania N-1-indanylidenoben-
zhydryloaminy, prowadzita do rozpadu na 1-indanon, kwas fosforowy(Ill) i jego estry
oraz soli benzhydryloaminy zamiast oczekiwanego kwasu 1-aminoindano-1-
fosfonowego [50-52]. Podobnie zachowywat si¢ (+)-1-benzhydryloamino-1-(9'-antra-
nylo)-metylofosfonianu dietylu. Wydaje sig, ze przyczyna rozpadu tych dwodch fosfo-
nianéw moga by¢ czynniki steryczne i elektronowe, w wyniku ktérych wspotzawod-
nictwo o miejsce protonowania wygrywa tlen grupy fosforylowej z azotem drugorze-
dowej grupy aminowej, ostonigtej dwoma duzymi podstawnikami [52, 53]. Jesli
jednak usunie si¢ wodorolitycznie ostong benzohydrylowa z atomu azotu i (£)-1-ami-
noindano-1-fosfonian dietylu podda si¢ kwasnej hydrolizie, to otrzymuje si¢ kwas
(+)-1-aminoindano-1-fosfonowy (8). W hydrolizacie nie obserwuje si¢ produktéw
rozpadu zwiazku 8 (kwasu fosforowego(Ill) i jego estrow) [50, 53]. Opisang metode
syntezy kwasu (£)-1-aminoindano- 1-fosfonowego (8) przedstawiono na schemacie 10.
Podobny sposéb postgpowania z powodzeniem zastosowano do syntezy kwasu
1-aminocyklopentano-1-fosfonowego z cyklopentanonu [50, 53].

QQ_’QQL (i)@

© NCH(C,H,), (CHs0),(0)p  NHCH(CHy),
c d
— ® ©;2 . (¢)©;2
+
(C,H;0),(0)P NH, B HO,P NH,
8

Schemat 10. Synteza kwasu (£-1-aminoindano-1-fosfonowego (8) [50, 51]: a) (C¢Hs),CHNH,,
72%; b) fosfonian dietylu, 70%; c) H,, 95% etanol, 10% Pd/C, 41%; d) H,O-HCI, 37%
Scheme10. Synthesis of (z)-1-aminoindane-1-phosphonic acid (8) [50, 51]: a) (CsHs),CHNH,,
72%; b) dietyl phosphite, 70%; c¢) H,, 95% ethanol, 10% Pd/C, 41%; d) H,O-HCI, 37%

Niepowodzeniem zakonczyly si¢ natomiast proby otrzymania kwasow 1-amino-
cykloalkano-1-fosfonowych z 1-oksobenzocyklobutenu, 3,4-dihydro-1(2H)-naftaleno-
nu (a-tetralonu) i 1-benzosuberonu (1-benzocykloheptanonu). Wydaje si¢, ze krytycz-
nym etapem tej syntezy jest powstawanie zasady Schiffa, ktora moze ulegac tautome-
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ryzacji do enaminy. Ta ostatnia nie jest substratem w syntezie kwasu 1-aminocyklo-
alkano-1-fosfonowego. Kwas (£)-1-aminoindano-1-fosfonowy (8) jest stabym inhibi-
torem PAL (por. tabela 1).

W celu zbadania wplywu wielkosci pier§cienia na aktywnos$¢ inhibitorowa kwa-
sow aminobenzocykloalkanofosfonowych otrzymatem kwas (£)-1-aminobenzocyklo-
butano-1-fosfonowy (9) (schemat 11) oraz kwas (£)-2-amino-1,2,3,4-tetrahydronafta-
leno-2-fosfonowy (10) (schemat 12). Synteze racemicznego kwasu 1-aminobenzo-
cyklobutano-1-fosfonowego (9) przeprowadzitem, wychodzac z kwasu antranilowego
[54-55]. Z 1-oksobenzocyklobutenu otrzymatem odczynnik amidoalkilujacy — trichlo-
rek fosforu [56]. Przebieg syntezy kwasu (%)-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfono-
wego (9) przedstawiono na schemacie 11. Otrzymywanie zwiazku 9 opisatem

w rozdz. 4.1.
.
COOH o} NH,
a b -
O = O oo
NH2
9

Schemat 11. Synteza kwasu (£)-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowego (9):
a) THF, Cl;CCOOH, (CH;),CHCH,CH,ONO, [54] (i), CICH,CH,Cl, benzenodiazoniowy
-2-karboksylan, tlenek propylenu, Cl,C=CH, (ii), 3% H,SO,, [55]; 40% (iii);
b) CH3;COOH-CH;CONH,—CH;COCI-PCl; (i), hydroliza H,O-HCl, 25% (ii)
Scheme 11. Synthesis of (£)-1-aminobenzocyklobutane-1-phosphonic acid (9):
a) THF, Cl;CCOOH, (CH;),CHCH,CH,ONO, [54] (i), CICH,CH,Cl, benzenodiazo-2-carboxylate,
1,2-epoxypropane, Cl,C=CH, (ii), 3% H,SOy, [55]; 40% (iii);
b) CH;COOH-CH;CONH,—~CH;3COCI-PClI; (i), hydrolysis H,O-HCI, 25% (ii)

+
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HN / NH, +
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Schemat 12. Synteza kwaséw (£)-2-amino-1,2,3,4-tetrahydronaftaleno-2-fosfonowego (10)
i (+)-2-amino-1,2,3,4-tetrahydronaftaleno-2-karboksylowego (11):
a) CH;COOH-CH;CONH,-CH;COCI-PClI; (i), hydroliza H,O-HCI, 28% (ii) [56];
b) H,O-EtOH—(NH,),CO5;-NaCN, 88%; c¢) H,O-Ba(OH),, 38%
Scheme 12. Synthesis (+)-2-amino-1,2,3,4-tetrahydronaftalene-2-phosphonic acid (10)
and (£)-2-amino-1,2,3,4-tetrahydronaftalene-2-carboxylic acid (11):
a) CH;COOH—-CH;CONH,-CH;COCI-PCI; (i), hydrolysis H,O-HCl, 28% (ii) [56];
b) H,O-EtOH—(NH,),CO3;—NaCN, 88%; c¢) H,O-Ba(OH),, 38%
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Drugi z zaprojektowanych aminokwas6w — racemiczny kwas 2-amino-1,2,3,4-te-
trahydronaftaleno-2-fosfonowy (10) — otrzymatem z 3,4-dihydro-2(1H)-naftalenonu
(Ptetralonu) (schemat 12). Dla poréwnania otrzymalem rowniez racemiczny kwas 2-ami-
no-1,2,3,4-tetrahydronaftaleno-2-karboksylowy (11) poprzez 7,8-benzo-1,3-
diazaspiro[4.5]
dekan-2,4-dion (hydantoing f-tetralonu) (schemat 12).

Otrzymane aminokwasy 8-10 sa nowymi, nieopisanymi dotad zwiazkami. Wta-
sciwosci inhibitorowe aminokwasoéw 9—11 w stosunku do PAL mozna uporzadkowac
W nastgpujacym szeregu: 9 > 10 > 8 > 11, ich omoéwienie jest tematem rozdz. 3.4.1.

3.1.3. Inne analogi

(5)-2',6'-difluorofenyloalanina jest produktem reakcji kwasu (E)-2',6'-difluorocyna-
monowego z amoniakiem, katalizowanej przez rekombinowang amoniakoliazg fenyloala-
niny [57] (por. rozdz. 3.4.1.4). W kolejnym etapie badan podjatem si¢ zatem syntezy ra-
cemicznej 2,6-difluorofenyloalaniny (12). Jako substrat wybralem N-difenylometylide-
noglicynian etylu [58], a jako odczynnik elektrofilowy — bromek 2,6-difluorobenzy-
lowy, ktory otrzymatem z alkoholu 2,6-difluorobenzylowego. N-Difenylometylideno-
glicynian etylu alkilowatem za pomoca bromku 2,6-difluorobenzylowego w warun-
kach reakcji dwufazowej ciecz—ciatlo stale [59]. Racemiczna 2,6-difluoro-
fenyloalanina (12) jest nieopisanym zwiazkiem. Przebieg syntezy przedstawiono na
schemacie 13.

Ph,C=N
CO,CH
Ph a . 272"'5
AN e
Ph™ "N” TCO,C,H, +
NH,
NH,
CO,C,H, coo
b F F c F F
—_— (i) —_— (i)
12

Schemat 13. Synteza (+)-2,6-difluorofenyloalaniny (12): a) 2,6-F,CsH;CH,Br,
CH;CN, K,COs, 95%; b) Et,0-stez. HCI, 57%; c) hydroliza HCI-H,0, 36%
Scheme 13. Synthesis of (+)-2,6-difluorophenyloalanine (12): a) 2,6-F,C¢H;CH,Br,
CH;CN, K,CO3, 95%; b) Et,0—conc. HCl, 57%; c) hydrolysis HCI-H,0, 36%

Wysokorozdzielcza chromatografia na chiralnej kolumnie Chirobiotic T (eluent:
woda—etanol) umozliwila calkowite rozdzielenie racemicznej 2,6-difluorofenylo-
alaniny (12) na enancjomery [57].
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Interesujace wydawalo si¢ otrzymanie N,N,N-trimetylo-(S)-fenyloalaniny (13,
schemat 14) i zbadanie oddziatywania tego zwiazku z amoniakoliaza fenyloalaniny.

Analog substratu zawierajacy grupe N(CH;); zamiast grupy NH;3 umozliwia spraw-

dzenie hipotezy Hansona [29], wedlug ktdrej grupa aminowa (S)-fenyloalaniny reagu-
je z elektrofilowa grupa prostetyczna podczas procesu katalitycznego. Taki sam etap
reakcji enzymatycznej, postulowany przez Calabrese i in. [25], zostal przedstawiony
na schemacie 5b. N,N,N-Trimetylo-(S)-fenyloalaning (13) otrzymatem z (S)-fenylo-
alaniny za pomoca O-metylo-N,N '-diizopropyloizomocznika [60].

COO )
Ph/\‘/ a Ph/YCOO b 02N4©_>7
COO°-
+NH3

*N(CH,), H,OXH,N +

13
c
D —— OZN—< >—\ -+
\ COO HN(CH,),

Schemat 14. Synteza N,N,N-trimetylo-(S)-fenyloalaniny (13) [60] i (S)-4-nitrofenyloalaniny [61]
oraz przebieg reakcji N-metylowania (S)-4-nitrofenyloalaniny: a) CH;OH-CH;OC(=NiC;H;)NHiC;H;,
20%; b) stez. H,SO,~HNO;, 43%; ¢) CH;0H-CH;0C(=NiC;H;)NHiC;H;

Scheme 14. Synthesis of N,N,N-trimethyl-(S)-phenylalanine (13) [60]
and (S)-4-nitrophenyloalanine [61] as well as the product of N-methylation reaction
of (S)-4-nitrophenyloalanine: a) CH;OH-CH3;0C(=NiC;H;)NHiC;H,, 20%;

b) conc. H,SO4~HNO;3, 43%; ¢) CH;OH-CH;0C(=NiC;H;)NHIiC;H;

W reakcji nitrowania (S)-fenyloalaniny otrzymatem (S)-4-nitrofenyloalaning [61].
Proby otrzymania N,N,N-trimetylo-(S)-4-nitrofenyloalaniny z (S)-4-nitrofenyloalaniny
za pomoca O-metylo-N,N '-diizopropyloizomocznika w temperaturze pokojowej pro-
wadza wylacznie do produktu eliminacji, tzn. do soli trimetyloamoniowej kwasu (E)-
4-nitrocynamonowego (schemat 14). Budowg produktu potwierdzitem metoda proto-
nowego rezonansu jadrowego [62]. Roznice w reaktywnosci miedzy N,N,N-trimetylo-
(S)-4-nitrofenyloalaning a N,N,N-trimetylo-(S)-fenyloalanina odzwierciedlaja zaob-
serwowane roznice w szybkosci reakcji katalizowanej amoniakoliaza fenyloalaniny
migdzy (S)-4-nitrofenyloalaning a (S)-fenyloalaning [30].

3.2. Synteza analogow fenyloglicyny

W momencie rozpoczgceia moich badan byta znana aktywnos¢ inhibitorowa analo-
gow fenyloalaniny, podstawionych w pier§cieniu benzenowym pochodnych kwasu
1-amino-2-fenyloetylofosfonowego [63]. Kontynuujac badania nad inhibitorami amo-
niakoliazy fenyloalaniny, podjatem sig syntezy homologow tego aminokwasu (krot-
szych o jedna grupe metylenowa, czyli pochodnych kwasu 1-aminobenzylo-
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fosfonowego), zawierajacych w pierscieniu podstawniki o réznych efektach elektro-
nowych i sterycznych [64].

Wzory strukturalne otrzymanych aminokwaséw 14-54 przedstawiono na rys. 10.
Pochodne kwasu 1-aminobenzylofosfonowego otrzymatem, wykorzystujac ré6zne wa-
rianty reakcji amidoalkilowania trojwarto§ciowych zwiazkow fosforu (reakcja Oleksy-
szyna) oraz fosfonylowanie podstawionych N-benzylidenodifenylometyloamin.

RL CH,
R2 CH(NH,+)PO,H-
® ®) ) ®
(CH,) CH(NH,+)POH- CH(NH +)PO,H- 36 CH(NH,+)PO(0-)R
14 n=0 R R
15 n=2 Rl R2
39 H
32 CH, NO, ® 40  CH,
R 33 F F
34 CI Cl
() 35 CH, CH CH(NH,+)PO,H-
R
CH(NH,+)PO,H- 37 H
38 CH,
R
16 2-CH, R2
17 3-CH, ) O
18 3-CH, @) RI®
19 4-CF3 N P
20 4-C,H, CH(NH,+)CO,- CH(NH;#)Co,- Fft [COO- T HN coo-
21  2-Cl 45 () (R)
22 3-Cl Rl R2? 46 a7
23 4-Cl
24 2-Br s H H
25 3-Br 42 H CH,
26 4-Br 43 2-F H
27 2-F 44  4F H
28 3-F
29 4F
30 4-HO
31  4-CH,0
Rl
RZ
PO_H-
+H3N PO,H (+) @—/_QNH;
(R)
1 2 Rl R2
RT R 54
48 H H 51 H H
49 CH, H 52 CH, H
50 cl cl 53 cl cCl

Rys. 10. Wzory strukturalne otrzymanych mono- i dwupodstawionych pochodnych
kwasu 1-aminobenzylofosfonowego i podobnych zwiazkéw (14-54) [64]
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Fig. 10. Structures of obtained 1-aminobenzylphosphonic acid mono- and disubstituted
derivatives and related compounds (14-54) [64]

Kwasy aminofosfonowe 16-18, 26, 30, 31, 36 i 37 otrzymatem bezposrednio z al-
dehydow (schemat 15), stosujac procedurg A [48, 49].

X a X POH ~
o= I~
Y

Y NH, *

16-18, 26, 31, 36-37

Schemat 15. Synteza podstawionych pochodnych kwasu (+)-1-aminobenzylofosfonowego z aldehydow
(procedura A) [64]: a) CH;COOH-CH;CONH,—CH;COCI-PCl; (i), hydroliza HCI-H,0, 10-45% (ii)
Scheme 15. Synthesis of (£)-1-aminobenzylophosphonic acid devarivatives from aldehydes
(procedure A) [64]: a) CH;COOH-CH;CONH,—-CH;COCI-PCl; (i), hydrolysis HCI-H,0, 10-45% (ii)

Do syntezy kwaséw aminofosfonowych 19-22, 24, 25, 27-29, 32-34 i 38 otrzyma-

nych wedlug procedury B [48, 65] (schemat 16) jako substraty wykorzystatem pod-
stawione benzylidenobisacetamidy.

NHCOCH, X PO,
g T s

NHCOCH, NH,*
19-22, 24-25, 27-28, 32-34, 38

Schemat 16. Synteza podstawionych pochodnych kwasu (+)-1-aminobenzylofosfonowego
z benzylidenobisamidow (procedura B) [64]: a) CH;CONH,—~CH;COOH—(CH;CO),0,
b) CH;COOH-PCI; (i), hydroliza HCI-H,O (ii); wydajnos¢ aib 9-31%

Scheme 16. Synthesis of (+)-1-aminobenzylophosphonic acid devarivatives
from benzylidenebisamides (procedure A) [64]: a) CH;CONH,—CH3;COOH—(CH;CO),0
b) CH;COOH-PCl; (i), hydrolysis HCI-H,O (ii); total yields 9—31%

Kwasy aminofosfonowe 14, 23 i 35 otrzymalem w reakcji poprzez podstawione

w piercieniu  benzenowym pochodne 1-(difenylometyloamino)benzylofosfonianu
dietylu (schemat 17, procedura C) w procedurze Greena i in. [66].

X a X NHCHPh, b X PO,H -
. DS Tk 9 S
Y Y

P(O)(OC,Hy), Y NH, T

14, 23, 35
Schemat 17. Synteza podstawionych pochodnych kwasu (+)-1-aminobenzylofosfonowego
metoda hydrofosfonylowania podstawionych N-benzylidenodifenylometyloamin (procedura C) [64]:
a) CHyCl—(CHs),CHNH,—K,CO; (i), H(O)P(OC,Hs), (ii);
b) hydroliza HCI-H,O; wydajnos¢ dla a) i b) 26-34%
Scheme 17. Synthesis of (+)-1-aminobenzylophosphonic acid devarivatives by hydrophosphonylation

3
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of N-benzylidenediphenylmethylamine (procedure C) [64]: a) CH,Cl,~(C4¢H;s),CHNH,—K,CO; (i),
H(O)P(OC;Hs),; b) hydrolysis HCI-H,O (ii); total yields 26—34%

Sposroéd zastosowanych metod syntezy pochodnych kwasu 1-aminobenzylo-
fosfonowego procedura C okazala si¢ najwygodniejsza. Efekty steryczne i elektrono-
we moga jednak stanowi¢ czynnik ograniczajacy zastosowanie tej metody [50-53].
Podobnie jak (£)-1-benzhydryloaminoindano-1-fosfonian dietylu (schemat 10), (£)-1-
benzhydryloamino-1-(9'-antranylo)metylofosfonian dietylu (otrzymany z 9-formylo-
antracenu, zwiazek nie przedstawiony na schemacie) w warunkach kwasnej hydrolizy
zamiast oczekiwanego kwasu 1-amino-1-(9'-antranylo)metylofosfonowego daje pro-
dukty rozpadu: 9-formyloantracen, so6l benzhydryloaminy oraz kwas fosforowy(IIl)
ijego estrowe pochodne [53]. Reakcjg rozpadu tych dwoch aminofosfonianow mozna
nazwaé reakcja retro Kabachnika—Fieldsa. Jest ona podobna do kilku wczeéniej za-
uwazonych reakcji rozpadu pochodnych kwaséow 1-aminoalkilofosfonowych [52, 67].
O przyczynach rozpadu tego rodzaju zwiazkoéw, w ktorych czasteczkach istnieja prze-
szkody steryczne, byla juz mowa z okazji rozpadu (£)-1-benzhydryloaminoindano-1-
fosfonian dietylu (s. 21).

Synteza zwiazkéw 35 i 38 wymagala wczesniejszego otrzymania aldehydu
4-metylonaftoesowego i 3,4-dimetylobenzaldehydu. Pig¢ aminokwaséw: 41, 43, 44,
46 1 47 (rys. 10) byto produktami handlowymi. Kwas 1-amino-3-fenylopropylo-
fosfonowy (15) otrzymatem z 1-hydroksyimino-3-fenylopropylofosfonianu diizopro-
pylu [68] metoda opisana w literaturze [69]. Kwas 1-amino-4'-metylobenzylo-
fosfonawy (39) otrzymatem z p-toluidenobisacetamidu i kwasu fosforowego(Ill)
[48, 70], a kwas 1-amino-4'-metylobenzylo(metylo)fosfinowy (40) z p-toluidenobisa-
cetamidu i metylodichlorofosfiny wedlug podobnej procedury [48, 65]. Aminokwasy
42 oraz 45 otrzymatem metoda Streckera [71]; ich aktywno$¢ porownatem z aktywno-
$cia odpowiadajacych im kwasow 1-aminoalkilofosfonowych (18 i 37).

Niektore kwasy 1-aminofosfonowe (48-54, rys. 10) otrzymatem jako zwiazki
wzbogacone enancjomerycznie wskutek rozdziatu diastereoizomerycznych amidow
(schemat 18). Te ostatnie otrzymalem z (£)-1-aminoalkilofosfonianéw difenylu i bez-
wodnika kwasu (—)-0,0-dibenzoilo-lI-winowego wedhuig procedury Kafarskiego [72],
natomiast wyjsciowe (#)-1-aminoalkilofosfoniany difenylowe metoda Oleksyszyna
[73]. Przebieg syntezy i rozdziat tych zwiazkoéw przedstawiono na schemacie 18.

Czysto$¢ enancjometryczna otrzymanych kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych
48-54, ktora oznaczono metodami *'P NMR [72] (dla amidoestréw) i kapilarnej elek-
troforezy [74] (dla wolnych aminokwasow) jest nie mniejsza niz 95% [64]. Strukure
i czystos¢ zwiazkdéw (14-54) uzytych do badan biologicznych potwierdzono metoda-
mi spektroskopowymi (‘H, *'P NMR, IR) i za pomoca analizy elementarnej [64].

Omowienie innych metod otrzymywania optycznie czynnych kwaséw 1-amino-
alkilofosfonowych, w tym asymetrycznej syntezy, mozna znalez¢ w przegladzie Ku-
khara [75]. W stereoselektywnej syntezie tej grupy zwiazkoéw zdobytem wlasne do-
swiadczenia. Badatem reakcje fosfonylowania N-alkilideno-(R)-1-fenyloetyloaminy
oraz N-alkilideno-(S)-1-fenyloetyloaminy za pomoca fosforynu tris(trimetylosili-
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lowego) [76], ktorego czasteczka zawiera przeszkody steryczne, w obecnosci kwasow

Lewisa. Jak si¢ wydaje, byla to jedna z pierwszych reakcji diastereoselektywnego

katalitycznego fosfonylowania.
RCHO

a

#)-R.__NH,

P(O)(OPh),

[ b,c
CH,COO,__COOH
\[ H

P(O)(OPh), CgH,COO™ "CO—N.__P(O)(OPh),
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Schemat 18. Sposob otrzymania enancjomerycznie wzbogaconych kwasow aminofosfonowych
(48-54) [64]: a) CH;COOH, C¢HsCH,0C(O)NH,, P(OC¢Hs); (i), HBr—CH;COOH (i),
2M NaOH-CHCl;, 21-50% (iii); b) dioksan, bezwodnik kwasu (-)-O,0-dibenzoilo-I-winowego;
c) krystalizacja i rekrystalizacja obu diastereoizomerow (i); d) CH;COOH, 40% HBr, wydajnos¢ b)-d) 4-12%
Scheme 18. Syntheisis of aminophosphonic acids enriched enantiomerically (48-54) [64]:
a) CH;COOH, C¢HsCH,OC(O)NH,, P(OC¢Hs); (i), HBr—CH3;COOH (ii), 2M NaOH—CHCI; (iii),
21-50%; b) dioxane, (-)-O,0-dibenzoyl-I-tartric anhydride; c) crystallization and recrystallization
of both diastereoisomes (i); d) CH;COOH—-40% HBr, yields b)-d) 4-12%

3.3. Synteza analogow kwasu (E)-cynamonowego

Kwas (E)-cynamonowy i jego analogi jako inhibitory amoniakoliazy fenyloalaniny
pochodzacej z roznych zrodet byly badane przez kilku autorow [77-80].
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Kwas (E)-cynamonowy jest nie tylko produktem reakcji katalizowanej amoniako-
liaza fenyloalaniny, ale rowniez substratem ligazy estru koenzymu A i hydroksylaz
(w pozycjach 4',3" 1 5"). Sa to kolejne enzymy szlaku biosyntezy fenylopropanoidow,
ktorego koncowymi produktami sa m.in. ligniny, flawonoidy, kumaryny, stilbeny,
taniny [1] (schemat 2). Badanie wlasciwos$ci inhibitorowych zwiazkéw o budowie
zblizonej do kwasu (E)-cynamonowego wydaje si¢ zadaniem szczegodlnie interesuja-
cym pod wzgledem poszukiwania selektywnego inhibitora O-metylotransferazy kwasu
kawowego (COMT; EC 2.1.1.68) oraz chalkonowej syntazy (CHS; EC 2.3.1.74), czyli
dwoch dalszych enzymow szlaku biosyntezy fenylopropanoidow.

HO OH

3 MalonyloCoA
OH OH

COCoA COCoA CH,OH

T

Schemat 19. Fragment szlaku biosyntezy fenylopropanoidéow uwzgledniajacy
chalkonowa syntazg (CHS) i O-metylotransferazg kwasu kawowego (COMT) [1]
Scheme 19. Fragment of phenylpropanoid biosynthesis route including
chalcone synthase (CHS) and caffeic acid O-methyltransferase (COMT) [1]

COMT jest enzymem tego fragmentu szlaku biosyntezy fenylopropanoidéw, ktory
prowadzi do lignin, a CHS jest odnoga szlaku prowadzaca do flawonoidow (schemat
19). Dla obu enzyméw selektywny inhibitor in vivo stwarza potencjalng mozliwos¢
oddzielnego hamowania biosyntezy flawonoidow i biosyntezy lignin. Dzigki poznane;j
strukturze krystalicznej COMT [81] i CHS [82, 83] mozna zbudowa¢ trojwymiarowe
modele tych enzymow i znacznie ograniczy¢ liczbg potencjalnych inhibitorow.

Do badan wybralem dwadzie$cia osiem analogow kwasu (E)-cynamonowego
(56-83), ktorych wzory strukturalne znajduja si¢ na rys. 11 [84]. Wsrod nich sa zwiazki
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syntetyzowane (59, 60, 6274, 76, 80-81) oraz produkty handlowe (55-58, 61, 75,
77-79, 82-83). Mozna je podzieli¢ na nastgpujace klasy zwiazkéw: kwasy karboksylo-
we, kwasy fosfonowe i fosfonawe, kwasy boronowe oraz zwiazki z grupa nitrowa.
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Y X
AG XY AG X
55 COOH H,H
56 COOH  4-CH,0, H 71 COOH  CH;,
57 COOH  3,4-OCH,O 72 NO, CH,
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59 POH, H,H 74 COOH  NHCOCH,

60 POH, 4-CH,0O,H
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Rys. 11. Wzory strukturalne kwasu (E)-cynamonowego i jego analogow (55-83) [84]
Fig. 11. Structure of (E)-cinnamic acids and its anoalogues (55-83) [84]

Sposob otrzymywania trzech kwasoéw karboksylowych: 1H-indeno-2-karbo-
ksylowego (66), 3H-indeno-1-karboksylowego (69) i (E)-2-metylo-3-fenyloakrylo-
wego (71) sposrod czternastu badanych przedstawiono na schemacie 20. Otrzymywa-
nie kwasu (E)-2-bromometylo-3-fenyloakrylowego (73) przedstawiono na schemacie
7. Kwas (E)-2-acetamido-3-fenyloakrylowy (74) otrzymalem w reakcji kondensacji
N-acetyloglicyny z benzaldehydem [85].

OQ CooH =2 OQ L,

COOH
66 69
C
R ——
D COOC,Hy \ COOH
H3C H.C

71

Schemat 20. Synteza kwasow karboksylowych [84]: a) (COCI),, 140 °C (i), hydroliza, NaHCO,, HCI
do pH ~1, 36% (ii); b) Et;0O-BuLi (i), CO, (st.) (ii), HCI, 25% (iii); ¢) CH;COOH—40% HBr, 32% (i)
Scheme 20. Synthesis of carboxylic acids [84]: a) (COCl),, 140 °C (i), hydrolysis, NaHCO;, HCI1
to pH ~1, 36% (ii); b) Et,O—BulLi (i), CO, (solid) (ii), HCI, 25%(iii); ¢) CH;COOH-40% HBr, 32%(i)

Na schemacie 21 przedstawiono synteze siedmiu kwasow fosfonowych i fos-
fonawych: 2-fenyloetenylofosfonowego (59), 2-fenyloetenylofosfonawego (63), 1H-in-
deno-2-fosfonowego (67), 1H-indeno-2-fosfonawego (68), 2-(4'-metoksyfenylo)-
etenylofosfonowego (60), 2-(1'-naftylo)etenylofosfonowego (70) i 2-fenyloetynylofo-
sfonowego (76).

2-Fenyloetynylofosfonian dietylu hydrolizowany kwasem solnym daje kwas 2-fe-
nylo-2-oksoetylofosfonowy, ktory jest produktem przyltaczenia czasteczki wody do
zwiazku 76 (schemat 21) [84, 86], nie za$, jak opisano w literaturze [87], kwasem
2-fenyloetynylofosfonowym (76). 2-Fenyloetynylofosfonian dietylu w reakcji z brom-
kiem trimetylosililowym, a nastgpnie hydrolizowany w temperaturze pokojowej, daje
kwas 2-fenyloetynylofosfonowy (76) (schemat 21) [84, 86]. Otrzymany zwiazek 76
[84] r6zni si¢ temperatura topnienia od podanej w publikacji [87]. Kwas 2-fenyloety-
nylofosfonowy (76) scharakteryzowalem metodami spektroskopowymi (tabela 6).

Synteza kwasow fosfonawych wedtug procedury Fridlanda i Efremova [88] prze-
biega w trzech etapach: (a) addycja pentachlorku fosforu do alkenéw w roztworze
benzenowym, (b) redukcja otrzymanego adduktu za pomoca fosfiny, zakonczona de-
stylacja pod zmniejszonym cisnieniem i (c¢) hydroliza o,B-nienasyconej (P,P-di-
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chloro)fosfiny do nienasyconego kwasu fosfonawego. Stwierdzitem iz zalecany przez
autoréw [88] etap eliminacji chlorowodoru z B-chloro(P,P-dichloro)fosfiny za pomoca
trietyloaminy mozna pomina¢, poniewaz po destylacji wyizolowatem o, B-nie-
nasycona (P,P-dichloro)fosfing [84], nie za§ B-chloro(P,P-dichloro)fosfing [88].

©/\/PO3H2 a ©/\ b ©/\/POZH2
- —_—
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68

67
e f
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Schemat 21. Synteza kwasow fosfonowych i fosfonawych [84]: a) C4Hg—PCl; (i), hydroliza, 37% (ii);

b) C¢Hg—PCl; (i), PH; (ii), hydroliza, 25% (iii); ¢) CsHg—PCls (i), hydroliza (i), estryfikacja HC(OC,Hs);,
destylacja pzc (iii), CH,Cl,~CHj3);SiBr, CH,Cl,—H,0, 6% (iv); d) C¢H¢PCls (i), PH3, destylacja pzc dichloro-
fosfiny (ii), hydroliza, 24% (iii); ) EtO—NaH—CH,[P(O)(OiC;H5),], (i), H,O, kolumna chromatograficzna,
42% (ii); f) CCl4~(CH3;);Sil (i), CH,Cl,—H,0, 39% (ii); g) Et;O-NaH—CH,[P(O)(0iC;H5),], (i), H,0, destyla-
¢ji pze, 69% (ii); h) CH,Cl,—(CH,);SiBr (i), CH,Cl,-H,0, 89% (ii); i) Et;O—C,HsMgBr (i), CIP(O)(OC,Hs),
(ii), H,0, destylacji pzc, 36% (iii); k) CH,Cl,~(CHj3);SiBr (i), CH,Cl,-H,0, 78% (ii); 1) HCI-H,0, 47%
Scheme 21. Synthesis of phosphonic and phosphonous acids [84]: a) CsHg—PCls (i), hydrolysis, 37% (ii);

b) C¢Hg—PCl;s (i), PH; (ii), hydrolysis, 25% (iii); ¢) CsHg—PCls (i), hydrolysis (ii), esterification by
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HC(OC,Hs)s, distillation under reduced pressure (iii), CH,Cl,~CHj3);SiBr, CH,Cl,—H,0, 6% (iv); d) CsHg—
PCls (i),

PH;, distillation of dichlorophosphine under reduced pressure (ii), hydrolysis, 24% (iii); ) Et,O-NaH
—CH,[P(O)(OiC;H5),]; (i), H,0, column chromatography, 42% (ii); f) CCl,—(CH,)5Sil (i), CH,Cl,-H,0,
39% (ii); g) EttO—NaH—CH,[P(O)(0iCsH5),], (i), H,O, distillation under reduced pressure, 69% (ii);

h) CH,Cl,~(CHjs);SiBr (i), CH,Cl,-H,0, 89% (ii); i) Et,0—C,HsMgBr (i), CIP(O)(OC,Hs), (ii), H,O, distilla-
tion under reduced pressure, 36% (iii); k) CHyCl,~(CHj3);SiBr (i), CH,Cl,—H,0, 78% (ii); 1) HCI-H,0, 47%

Przebieg omdéwionych reakcji przedstawiono na przyktadzie syntezy kwasu 1H-in-
deno-2-fosfonawego (68) (schemat 22). Syntez¢ kwaséw boronowych przedstawiono
na schemacie 23, na schemacie 24 za§ metodg syntezy zwiazkow nitrowych. W tabeli
6 (rozdz. 4.2) zestawiono wlasciwosci fizykochemiczne otrzymanych analogéow kwasu
(E)-cynamonowego.

Cl Cl
a + . b
‘ — PCI, PCl, — PCI,
lc
d

68

Schemat 22. Produkty posrednie w syntezie kwasu 1H-indeno-2-fosfonawego (68)
z indenu: a) C4Hs—PCls; b) PHj; ¢) destylacja pze; d) H,O; a)—d) 24%
Scheme 22. Intermediate products in the synthesis of 1H-indene-2-phosphonous acid (68)
from indene: a) C¢Hs—PCls; b) PH;; ) distillation under reduced pressure; d) H,O; a)—d) 24%

: @1 :
< > \ < : > N\
5 B(OH), B(OH),

81

Schemat 23. Synteza kwaséw boronowych [84]: a) 0-CsH40,BH (i), H,O, 39% (ii); b) 0-C¢H4O,BH, (ii) H,O,
36%
Scheme 23. Synthesis of boronic acids [84]: a) 0-CsH4O,BH (i), H,O, 39% (ii); b) 0-C¢H40,BH, (i) H,O, 36%
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Schemat 24. Synteza zwiazkéw nitrowych [84]: a) CH;COOH-NH4(CH;COO)-CH;NO,, 62%;
b) CH3;COOH-NH,(CH3COO)-CH;NO,, 50%; ¢) CH;COOH-NH,4(CH3COO)-CH;NO,, 55%;
d) dioksan—etanol-NaBH, (i), CH;COOH, kolumna chromatograficzna, 20% (ii)
Scheme 24. Synthesis of nitro compounds [84]: a) CH;COOH-NH4(CH3COO)-CH3NO,, 62%;
b) CH;COOH-NH4(CH;COO)-CH;NO,, 50%; ¢) CH;COOH-NH,4(CH;COO)-CH;NO,, 55%;
d) dioxane—ethanol-NaBH, (i), CH;COOH, column chromatography, 20% (ii)

3.4. Wlasciwosci otrzymanych zwigzkow

3.4.1. WlasciwoSci biologiczne

Wtasciwosci inhibitorowe otrzymanych aminokwasow 2—11 i 14-54 o czystosci
analitycznej zostaly zbadane w laboratorium prof. Amrheina. Wyniki przedstawiono
w tabeli 1. Do badania statej hamowania (K;) uzyto surowej amoniakoliazy fenyloala-
niny z gryki, do badania stgzenia inhibitora, dla ktérego nastgpuje 50% zmniejszenie

zawartosci antocyjanin (1Csg), uzyto siewek gryki [45, 64].

Tabela 1. Wiasciwosci inhibitorowe otrzymanych analogéw fenyloalaniny i fenyloglicyny
[44, 45, 56, 64] w poroéwnaniu ze znanymi inhibitorami (AOPPA i APEPA) [40, 42]
Table 1. Properties of analogues of phenylalanine and phenylglycine as inhibitors
of phenylalanine ammonia-lyase and anthocyanin biosynthesis [44, 45, 56, 64].
Known inhibitors (AOPPA i APEPA) [40, 42] were used as standards

e | KL e it | T M) (1G5 (M
1(AOPPAY | 0,0014 10 29 1.8 25
(R)-APEPA! 1,5 50 30 e f

2 16,5 f 31 40 >1000

3 1,3 f 32 4,0 82
4 0,08 1,5 33 1,0 16
5 6,3 3000 34 0,21 5
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6 e >1000 35 0,89 24
7 e f 36 3,7 220
8 e f 37 0,30 140
9 0,32 140 38 75 f
10 e 1800 39 e f
11 423 f 40 25 550
14 6,5 250 41 9,0 <5000
15 5,0 110 42 0,24 640
16 8,5 4860 43 e f
17 1,5 23 44 1,3 1500
18 0,25 30 45 1,0 3000
19 8,3 240 46 2.3 3300
20 34 >1000 47 300 >5000
21 e <1000 48 3.4 53
22 2,0 10 49 0,17 15
23 0,21 10 50 0,08 22
24 53 1710 51 e f
25 1,0 15 52 e f
26 0,29 22 53 3,1 965
27 e f 54 10 60
28 3,3 67

*Blad wartosci K; 5-8%; stata Michaelisa (Ky,) enzymu wynosi 45 uM. Blad wartosci l5o 10-15%. ©
Jako odno$nik — kwas (+)-2-aminoksy-3-fenylopropionowy, dane literaturowe [40]. “Jako odnosnik kwas
(R)-1-amino-2-fenyloetylofosfonowy, dane literaturowe [42]. “Obserwowano mniej niz 50% hamowania
PAL dla steZenia inhibitora 1 mM. ‘Obserwowano mniej niz 40% hamowania biosyntezy antocyjanin w
siewkach gryki dla stezenia inhibitora 1 mM.

3.4.1.1. Wlasciwosci inhibitorowe analogéw fenyloalaniny

Kwas (£)-2-aminometylo-3-fenylopropionowy (2) [44] okazat si¢ ok. 10 000 razy
gorszym inhibitorem amoniakoliazy fenyloalaniny niz kwas (1)-2-aminooksy-3-feny-
lopropionowy (1) (tabela 1) mimo duzego podobienstwa strukturalnego obu zwiaz-
kéw. Wykazywat on natomiast wlasciwosci inhibitorowe w stosunku do transaminazy
fenyloalaniny z fasoli ztotej (Phaseolus aureus) [44].

Mozna zatozy¢, ze grupy aminowe w zwiazkach 1 1 2 rdznig si¢ zasadowoS$cia
w podobnym stopniu jak metoksyaminy (pKgp+ = 12,5) i metyloaminy (pKgy+ = 10,6).
Gdyby o sile wiazania tych zwiazkéw z enzymem decydowata zasadowos¢ grupy
aminowej, aminokwas 2 powinien by¢ silniejszym inhibitorem niz 1; wyznaczone
state inhibicji przecza tej interpretacji (tabela 1). Wydaje sig, Zze obecnos¢ atomu tlenu
w zwiazku 1 moze by¢ przyczyna roéznicy migdzy jego aktywnoscia inhibitorowa
a aktywnoscia zwiazku 2 ze wzgledu na mozliwo$¢ dodatkowego oddziatywania (po-
przez wiazanie wodorowe) migdzy inhibitorem (akceptor wiazania wodorowego)
a enzymem (donor wiazania wodorowego). Z termodynamicznego punktu widzenia
zwigkszeniu energii swobodnej oddziatywania inhibitor—enzym o 1,2 kcal/mol w tem-
peraturze 20 °C odpowiada okolo stukrotnemu zmniejszeniu statej inhibicji; wzrost
energii swobodnej o 3 kcal/mol odpowiada wzrostowi stalej inhibicji o okoto
5 rzedow wielkosci (AlgKk = OAG/2,3RT, R = 1,986 cal/(mol'K)). Za hipoteza
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uwzgledniajaca dodatkowe oddzialywanie migdzy inhibitorem 1 a amoniakoliazg fe-
nyloalaniny przemawia to, ze hydrazynowy analog fenyloalaniny, kwas (£)-2-hydra-
zyno-3-fenylopropionowy, jest rowniez silnym inhibitorem PAL [89]. Jezeli otrzyma-
ny model centrum aktywnego amoniakoliazy fenyloalaniny [23] jest poprawny, to
obserwowane rdoznice statych inhibicji dla obu zwiazkéw mozna uzasadni¢ oddzialy-
waniem inhibitora 1 z reszta tyrozyny (110 lub 453). Wydaje sig, ze hipoteze t¢ po-
twierdzaja najnowsze dane literaturowe [22], z ktorych wynika, ze zwlaszcza tyrozyna
110 moze tworzy¢ postulowane wigzanie wodorowe.

Zarowno kwas (E)-2-aminometylo-3-fenyloakrylowy (3), jak i kwas (f)-2-amino-
metylo-3-fenylopropionowy (2) sa bardzo stabymi inhibitorami syntezy antocyjanin
(1Cs0 = 2 mM [44]) w poréwnaniu z kwasem (£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowym
(1) (ICso = 10 uM [40]). Mniej labilny konformacyjnie kwas (E)-2-aminometylo-3-
fenyloakrylowy (3) [44] jest ok. 1000 razy gorszym inhibitorem amoniakoliazy feny-
loalaniny niz kwas (%)-2-aminooksy-3-fenylopropionowy (1) (tabela 1). Interesujacy
jest tez fakt, ze kwas (E)-2-aminometylo-3-fenyloakrylowy (3) jest ok. 10 razy silniej-
szym inhibitorem PAL niz kwas ()-2-aminometylo-3-fenylopropionowy (2).

Ze wzgledu na inhibitorowe wlasciwosci zwiazkéw 2 1 3, a zwlaszcza staba inhibi-
cje syntezy antocyjanin oraz brak specyficzno$ci w hamowaniu amoniakoliazy feny-
loalaniny (hamowanie transaminazy fenyloalaniny) zaniechano dalszych poszukiwan
inhibitorow PAL wérdd zwiazkoéw o budowie podobnej do zwiazkow 2 i 3.

Na podstawie porownania wilasciwosci inhibitorowych kwasu 2-aminoindano-2-
fosfonowego (4) i zwiazkow o zblizonej strukturze (5—7) [45] mozna stwierdzi¢, ze do
zachowania silnych wlasciwos$ci inhibitorowych potrzebna jest obecnos$¢ trzech grup:
aminowej, fosfonowej i pierscienia benzenowego. Grupy te mozna wigc uznac za far-
makoforowe. Zamiana grupy fosfonowej na karboksylowa powoduje zmniejszenie
aktywnosci inhibitorowej o 3 rzedy wielkosci. Jest to zapewne zwiazane z ro6znica
w oddziatywaniu grupy fosfonowej i karboksylowej z amoniakoliaza fenyloalaniny.
Dla analogéw fenyloalaniny zamiana grupy fosfonowej (PO;H;) na fosfonawa (PO-
»H,) powoduje zmniejszenie wartosci statej inhibitorowej o rzad wielkos$ci [42]. Warto
podkresli¢, ze kwasy 2-aminoindano-2-fosfonowy (AIP, 4) i (R)-1-amino-2-
fenyloetylofosfonowy ((R)-APEPA) maja trzy takie same grupy farmakoforowe, ktore
sa polozone wzgledem siebie w rézny sposdb, co powoduje réznice w oddzialtywa-
niach inhibitor—-enzym oraz istotne roznice stalych inhibitorowych. AIP (4) jest sil-
niejszym inhibitorem amoniakoliazy fenyloalaniny z gryki (19 razy) i syntezy antocy-
janin w siewkach gryki (33 razy) niz (R)-APEPA [40, 45]. Zawarto$¢ wolnej
(S)-fenyloalaniny w tkance gryki po wczesniejszej 24-godzinnej inkubacji siewek
w 10 uM roztworze wodnym inhibitora 4 jest okoto 20 razy wigksze niz w $lepej pro-
bie. Swiadczy to o hamowaniu in vivo amoniakoliazy fenyloalaniny i koreluje
z hamowaniem biosyntezy antocyjanin [45]. W czasteczce kwasu 2-aminoindano
-2-fosfonowego odlegtosci migdzy grupami farmakoforowymi sa $ci§le okre$lone
i wynikaja z geometrii szkieletu cyklopentanu w obu konformerach (schemat 26)
— z grupa fosfonowa w pozycji pseudoekwatorialnej (EC) oraz pseudoaksjalnej (AC).
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W czasteczce kwasu (R)-1-amino-2-fenyloetylofosfonowego wystepuje natomiast
swobodna rotacja wokot dwoch sasiednich wigzan wegiel-wegiel.

Dodatkowe badania rekombinowanej amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki po-
twierdzily wczesniejsze obserwacje z uzyciem surowego enzymu z gryki [45], ze kwas
2-aminoindano-2-fosfonowy (4) jest konkurencyjnym inhibitorem enzymu [90]. Z
drugiej strony z badan kinetyki hamowania enzymu wynika, ze kwas 2-amino-
indano-2-fosfonowy (4) jest wolnowiazacym si¢ inhibitorem odwracalnym [90]. Re-
akcje rownowagi miedzy enzymem (E = PAL) a inhibitorem (I = AIP) mozemy opisaé
nastgpujacym réwnaniem:

wolno

E+1 (ED)"

Gwiazdka w tym roéwnaniu oznacza, ze koncowy kompleks enzym-—inhibitor,
o maksymalnej sile wigzania, powstaje w jednym powolnym etapie. Wyznaczone stale
inhibicji 1 state szybkosci inhibicji badanych zwiazkéw podano w tabeli 2. Powolne
hamowanie enzymu inhibitorem moze oznacza¢ powolna zmiang w czasteczce enzy-
mu lub inhibitora. Zmiana statej hamowania dla czasteczki enzymu moze np. oznaczaé
zmiang konformacji, wprowadzenie wody do centrum aktywnego lub zmiang stanu
oligomerycznego. Zmiana statej inhibicji dla czasteczki inhibitora moze wiazaé si¢ z
hydratacja lub dehydratacja grupy funkcyjnej, zmiana stanu jonizacji lub zmiana kon-
formacji [91]. Proba ustalenia, jaka zmiana nastgpuje w omawianym przypadku, jest
przedmiotem rozdz. 3.4.3.

Tabela 2. Stale hamowania (K;) amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki
i state szybkosci asocjacji (k) i dysocjacji (k_) inhibitor—PAL [90]
Table 2. Kinetic and inhibition constants of inhibitors

Zwiazek K; k+><1 10‘1 ke x }04
[uM] [M-s7] [s”]
4 0,025+0,004
4° 0,007+0,002 2,6+0,04 1,8+0,4
1 0,000380,00005 42,6402 1,640,2
2 8,9+0,4
5 1,9+0,1
(R)-4'-FAPEPA® 1,0£0,1

*Zmierzone dla stanu ustalonego. Stata Michaelisa (Ky) dla (S)-fenyloalaniny wynosi 17,2 pM.
® Zmierzone na podstawie szybkosci przybywania (EI)* w czasie. “Jako odnosnik kwas (R)-1-amino-2-
(4-fluorofenylo)etylofosfonowy ma zblizong aktywnos$¢ inhibitorowa do kwasu (R)-1-amino-2-
fenyloetylofosfonowego w tescie na surowym PAL z gryki.

Sposrod wszystkich znanych inhibitorow amoniakoliazy fenyloalaniny kwas
2-aminoindano-2-fosfonowy (4) byt przedmiotem licznych badan biologicznych jako
potencjalny specyficzny inhibitor in vivo [45]. Przyktady zastosowania kwasu 2-ami-
noindano-2-fosfonowego (AIP) do badania biosyntezy zwiazkow fenylopropanoido-
wych sa cytowane w moich pracach [64, 92].
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Istniat poglad, ze silny inhibitor PAL moze okaza¢ si¢ herbicydem [39]. Nie
stwierdzono tego w przypadku kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego. Zahamowanie
biosyntezy metabolitow szlaku fenylopropanoidowego w wyniku zahamowanie amo-
niakoliazy fenyloalaniny za pomoca AIP catkowicie wstrzymuje rozwdj rosliny. Za-
trzymanie rozwoju jest jednak catkowicie odwracalne i zaprzestanie traktowania rosli-
ny tym inhibitorem powoduje dalszy jej wzrost. Dziatanie inhibitora nie powoduje
zadnych ubocznych zmian w roslinach, takich jak np. zmiana turgoru.

Ze wzgledu na wyjatkowo silne wlasciwosci inhibitorowe kwasu 2-aminoindano-
2-fosfonowego wydawalo si¢ cieckawe zbadanie wplywu modyfikacji struktury jego
czasteczki na aktywnos¢ biologiczna. W tym celu postanowitem zsyntetyzowa¢ kilka
zwiazkow podobnych do AIP, rozniacych sig¢ wielkoscia pier§cienia i potozeniem grup
aminowej i fosfonowe;.

Racemiczny kwas 1-aminoindano-1-fosfonowy (8) wykazywat bardzo matla ak-
tywnos$¢ inhibitorowa (tabela 1). Stala inhibicji PAL dla zwiazku 8 jest ponad 200
razy wigksza niz stata inhibicji PAL dla kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego (4).
Poniewaz zwiazek 8 jest racematem, wigc stala inhibicji PAL jego czystego enancjo-
meru R bedzie mniejsza [42]. Mimo to mozna stwierdzi¢, ze 1-AIP (8) jest stabym
inhibitorem PAL.

Kwas (%)-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowy (9), zawierajacy pierscien czte-
roczlonowy zamiast pigciocztonowego, okazat si¢ czterokrotnie stabszym inhibitorem
PAL niz kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy (4) (tabela 1). Mozna réwniez zalozy¢, ze
czysty enancjomer R kwasu 1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowego bedzie miat
mniejsza stala inhibicji niz racemiczny zwiazek 9 [42]. Kwas (%)-1-aminobenzo-
cyklobutano-1-fosfonowy (9) jest takze 100 razy gorszym inhibitorem biosyntezy
antocyjanin niz AIP (4) (tabela 1). Jeszcze stabszym inhibitorem PAL (50 razy gor-
szym niz kwas (f)-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowy) okazal si¢ kwas (£)-2-
amino-1,2,3,4-tetrahydronaftaleno-2-fosfonowy (10) z pier§cieniem szeSciocztono-
wym w czasteczce (tabela 1).

Wyniki oméwionych badan wskazuja na optymalna pod wzgledem aktywnosci in-
hibitorowej wielko$¢ pierscienia cyklopentanowego. Zaro6wno zwigkszenie (pier§cien
cykloheksanowy), jak i zmniejszenie (pierscien cyklobutanowy) pierscienia te wia-
sciwosci pogarsza. Istotne pozostaje potozenie grupy aminowej i fosfonowej w pier-
$cieniu indanu.

Podobienstwo struktury trzeciorzgdowej amoniakoliazy fenyloalaniny i histydyny
znajduje odzwierciedlenie w podobnej budowie inhibitorow obu enzymoéow [93].

3.4.1.2. Wlasciwosci inhibitorowe analogéw fenyloglicyny

Inng grupa otrzymanych i badanych przeze mnie zwiazkéw byly analogi fenylogli-
cyny 14-54 [64]. Ich wlasciwosci inhibitorowe zestawiono w tabeli 1. Kwas 1-amino-
benzylofosfonowy (14) i kwas 1-amino-3-fenylpropylofosfonowy (15) moga by¢ roz-
wazane jako homologi kwasu 1-amino-2-fenyloetylofosfonowego, znanego inhibitora
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PAL [41-42]. Mimo ze nieznacznie silniejszym inhibitorem jest zwiazek 15, do dal-
szych badan wybralem podstawione pochodne kwasu 1-aminobenzylofosfonowego
(14) ze wzgledu na ich mniejsza swobodg konformacyjna w poroéwnaniu ze zwigzkiem
15 (dodatkowa rotacja wokot wiazan wegiel-wegiel). Otrzymatem seri¢ pochodnych
kwasu 1-aminobenzylofosfonowego (16-31) mono- i dwupodstawionych w pierscie-
niu benzenowym. Wsrod podstawnikow znalazty sie nastgpujace grupy: chloro-, bro-
mo-, fluoro-, metylo-, trifluorometylo-, etylo-, hydroksy- i metoksy- w réznych poto-
zeniach (orto-, meta- i para-) (rys. 10). Doswiadczenie na siewkach gryki wykazato,
ze wroztworze zawierajacym 100 pM  kwasu (£)-1-amino-4'-chlorobenzylofos-
fonowego (23) (Kij=0.23 uM i IC5o = 10 pM, tabela 1) nastgpuje 21-krotny wzrost
stezenia (S)-fenyloalaniny [64]. Oznacza to, ze kwas (+)-1-amino-4'-chlorobenzylo-
fosfonowy (23) jest in vivo inhibitorem PAL. Zwiazki 22 i 17 z podstawnikiem chlo-
ro- 1 metylo- w pozycji meta- wykazywaty interesujace wartosci stalej inhibicji PAL.
Z dwoch kolejnych pochodnych — kwasu (+£)-1-amino-3’,4'-dichlorobenzylofos-
fonowego (34) i kwasu (+)-1-amino-3’,4’-dimetylobenzylofosfonowego (35), silniej-
sze hamowanie PAL i syntezy antocyjanin wykazywal zwiazek 34. Dwa nowe zwiazki
o nieznanej konfiguracji absolutnej — kwas (+)-1-amino-3',4’-dichlorobenzylofos-
fonowy (50) i kwas (—)-1-amino-3',4'-dichlorobenzylofosfonowy (53) poréwnano ze
zwigzkami o znanej konfiguracji absolutnej: kwasem (R)-(+)-1-aminobenzylo-
fosfonowym (48) i kwasem (S)-(-)-1-aminobenzylofosfonowym (51) [94]. Silniej-
szymi inhibitorami w tej podgrupie zwiazkéw okazaty si¢ zwiazki 50 i 48. Na podsta-
wie tych wynikow z uwzglednieniem stereoselektywnosci PAL [42] mozna przypusz-
cza¢, ze zwiazek 50 ma konfiguracje absolutna R i — konsekwentnie — zwiazek 53
konfigurcje S. W celu potwierdzenia tej hipotezy planowane sa badania rentgenogra-
ficzne zwiazku 50. Warto zauwazy¢, ze wprowadzenie do pierscienia benzenowego
kwasu 1-amino-2-fenyloetylofosfonowego dowolnego podstawnika prowadzi do
znacznego zmniejszenia aktywnoS$ci inhibitorowej [95]. Wyjatkiem sa para-, meta-
i orto-flourowe pochodne ze wzgledu na zblizona wielko$¢ promieni van der Waalsa
atomu fluoru i atomu wodoru. Ta obserwacja oraz wyniki badania aktywnosci inhibitoro-
wej calej serii podstawionych w pierScieniu benzenowym pochodnych kwasu 1-amino-
benzylofosfonowego [64] pozwalaja przypuszczac, ze wielkos¢ hydrofobowej kieszeni
substratu w czasteczce PAL jest ograniczona.

Okazato si¢ takze, ze pochodne kwasu 1-aminobenzylofosfonowego moga by¢ sil-
niejszymi inhibitorami niz kwas 1-aminobenzylofosfonowy. Podstawienie dwiema
grupami metylowymi lub dwoma atomami chloru w pierScienu benzenowym w pozy-
cji 3- 1 4- spowodowalo zwigkszenie zdolno$ci inhibitorowych odpowiednich zwiaz-
kow. Wydaje sig, ze skrocenie tancucha laczacego pierscien benzenowy z grupa fos-
fonowa (o grupe metylenowa) w pordéwnaniu z kwasem 1-amino-2-fenylo-
etylofosfonowym umozliwia dobudowanie na zewnatrz pierScienia benzenowego,
grupy o porownywalnej wielkosci do fragmentu tancucha usunigtego z zachowaniem
w przyblizeniu catkowitej dlugosci czasteczki.
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3.4.1.3. Wlasciwosci inhibitorowe analogéw kwasu (E)-cynamonowego

Stopien hamowania surowej amoniakoliazy fenyloalaniny z gryki ([Phe] = 3,2 mM,
[[]= 1 mM) oraz stopien hamowania biosyntezy antocyjanin w siewkach gryki ([I]
= 1 mM) zostal wyznaczony dla calej serii zwiazkow (55-83) (rys. 12). Wiasciwosci in-
hibitorowe analogow kwasu (E)-cynamonowego [84] byly znacznie stabsze niz wczesniej
badanych analogow substratu (2—11 i 14-54), przedstawiono je wigc w innej postaci
(rys. 12).

Wsrdod badanych zwiazkow mozna wyrdznic takie (57, 61 1 71), ktore wyraznie
hamuja biosyntezg antocyjanin w siewkach gryki, a znacznie sltabiej amoniakoliazg
fenyloalaniny z gryki oraz takie (62, 63, 66 i 68), ktore znacznie silniej hamuja amo-
niakoliaz¢ fenyloalaniny niz biosynteze antocyjanin.

Kwas fenylopropinowy (75) jest wyjatkowym zwiazkiem w catej serii, poniewaz
najsilniej hamuje zaréwno PAL, jak i syntezg antocyjanin (rys. 12). Dla tego inhibito-
ra wyznaczono wigc stala inhibicji (K = 8,5 uM) oraz stezenie wywotujace hamowa-
nie biosyntezy antocyjanin w 50% (ICso = 0,18 mM) [84]. Sato i in. [78] zauwazyli
rowniez, ze kwas fenylopropinowy silniej niz inne analogi kwasu (E)-cynamonowego
hamuje amoniakoliazg fenyloalaniny z wilca ziemniaczanego (batata).

Z porownania zdolno$ci hamowania PAL przez zwiazki o réznych grupach przyta-
czonych do szkieletu 2-fenyloetylenowego wynika, ze ich aktywno$¢ inhibitorowa si¢
zmniejsza w nastgpujacym szeregu [84]:

~NO, >-COOH > —PO,H, > —B(OH), >> —PO;H,
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Rys. 12. Wtasciwosci inhibitorowe kwasu (E)-cynamonowego i jego analogow (55-83) [84]
Fig. 12. Inhibition properties of (E)-cinnamic acid and its analogues (55-83) [84]

W podsumowaniu tej czg$ci badan mozna stwierdzi€, ze wprawdzie reakcja enzy-
matyczna moze by¢ hamowana przez analogi stanu przejsciowego, substratu oraz pro-
duktu, ale wydaje sig, ze w przypadku PAL projektowanie zwiazkow o budowie zbli-
zonej do struktury czasteczki kwasu (E)-cynamonowego nie prowadzi do otrzymania
silnych inhibitorow. Mozna to wyjasni¢ potencjalna liczba miejsc oddziatywania inhi-
bitor—enzym. Analogi kwasu (E)-cynamonowego maja ich mniej, wigc silna asocjacja
z czasteczka PAL jest mniej prawdopodobna, a stale inhibicji sa wigksze. Badanie
inhibicji amoniakoliazy fenyloalaniny z udzialem analogow substratu (2—11) oraz
produktu (55-83) w pelni potwierdza ten prosty model [84].

3.4.1.4. WlasciwoSci substratowe analogéw fenyloalaniny

(5)-2,6-Difluorofenyloalanina otrzymana na drodze rozdziatu (+)-2,6-difluorofeny-
loalaniny (12) metoda wysokorozdzielczej chromatografii na chiralnej fazie stalej, jest
substratem amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki poddanej ekspresji w Escheri-
chia coli (Ky = 0,085 mM i Vypex/Vinax-(S)-phe = 0,85); podobne dziatanie ma kilka in-
nych pochodnych (S)-fenyloalaniny podstawionych chlorowcami w pierscieniu ben-
zenowym [57].

Jeden z proponowanych mechanizméw dziatania amoniakoliazy fenyloalaniny za-
ktada, ze nieprotonowana grupa aminowa substratu przylacza si¢ do elektrofilowej
grupy prostetycznej MIO. Jezeli taka reakcja rzeczywiscie ma miejsce to N,N,N-
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trimetylo-(S)-fenyloalanina (13) nie powinna by¢ substratem tego enzymu [25].
W rzeczywistosci zwiazek ten nie okazatl si¢ substratem PAL z drozdzy Rhodotorula
glutinis oraz rekombinowanej amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki, pomimo za-
stosowania 100 razy wigkszego st¢zenia enzymu niz zwykle i znacznego wydtuzenia
czasu reakcji [62]. Natomiast stwierdziliSmy, ze N,N,N-trimetylo-(S)-fenyloalanina
ulega bardzo powolnemu rozpadowi do kwasu (E)-cynamonowego i trimetyloaminy
w roztworze buforu bez enzymu, w temperaturze 30°C.

Kwas 2-aminoindano-2-karboksylowy (5) (Kn < 1 uM) ulega reakcji eliminacji
pod wplywem rekombinowanej amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki, dajac kwas
1H-indeno-2-karboksylowy (66) [90].

3.4.1.5. Wlasciwosci substratowe pochodnych kwasu (E)-cynamonowego

Kilka pochodnych kwasu (E)-cynamonowego zawierajacych atomy chlorowcow
w pierscieniu benzenowym jest substratami rekombinowanej amoniakoliazy fenylo-
alaniny z pietruszki, dajac podstawione pochodne (S)-fenyloalaniny. Istotnym warun-
kiem odwrdcenia kierunku reakcji jest bardzo duze stezenie amoniaku (5 M, buforo-
wany dwutlenkiem wegla) w mieszaninie reagujacej [57].

3.4.2. Wlasciwosci fizykochemiczne kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego

Ze wzgledu na silne wlasciwosci inhibitorowe kwasu 2-aminoindano-2-fosfono-
wego (4, AIP) przeprowadzitem badania strukturalne tego zwiazku. Ich celem bylto
okreslenie struktury AIP zaréwno w ciele statym, jak i roztworze. Kwas 2-amino-
indano-2-fosfonowy moze istnie¢ w dwoch konformacjach, rézniacych si¢ stanem
protonowania obu grup funkcyjnych. Na schemacie 25 przedstawiono jeden z mozli-
wych stanéw protonowania konformeru pseudoekwatorialnego (4EC-c¢), pozostajace-
go w rownowadze z konformerem pseudoaksjalnym (4AC-¢). Konformer pseudo-
ekwatorialny (EC) ma grupe fosfonowa w pozycji pseudoekwatorialnej, konformer

+
NH,
PO,H" Z
3 — Z +
@E NH,
PO,H
4EC-c 4AC-c

Schemat 25. Rownowaga konformeru pseudoekwatorialnego kwasu
2-aminoindano-2-fosfonowego z konformerem pseudoaksjalnym w formie obojnaczej
Scheme 25. Pseudoequatorial-pseudoaxial exchange for the zwitterionic form
of 2-aminoindane-2-phosphonic acid
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pseudoaksjalny (AC) — w pozycji pseudoaksjalnej. Dodanie do nazwy litery ¢ oznacza
stan protonowania obu grup: PO;H i NH;". ZatoZono, ze grupy funkcyjne AIP moga
wystepowaé we wszystkich mozliwych stanach protonowania: (a) NH;", PO;H,, (b)
NH,, PO3H,, (¢) NH;", POsH ", (d) NH,, PO;H , (e) NH;", PO; * i (f) NH,, PO; .

3.4.2.1. Badania rentgenograficzne

Otrzymatem dwa rodzaje monokrysztatow kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego
nadajace si¢ do badan rentgenograficznych: trwate na powietrzu krysztaly monohydra-
tu [45, 96] i duze, nietrwale na powietrzu krysztaty trojhydratu [96]. Badania ich
struktury [96] wykazaly, ze w obu rodzajach krysztatow AIP grupa fosfonowa
(w postaci grupy PO3H') zajmuje pseudoekwatorialng pozycje, a grupa aminowa
(w postaci NH3") pozycje pseudoaksjalna (konformer EC-¢ na schemacie 25). W mo-
nohydracie i trojhydracie AIP stwierdzono obecnos¢ wielu wiazan wodorowych. Nie-
wielka roznicg zaobserwowano w konformacji grupy fosfonowe;j: kat dwuscienny O3—
P1-C2—C3 wynosit odpowiednio 70,2° dla monohydratu oraz 56,9° dla trojhydratu
AIP. Pozostale katy sa niemal takie same. Strukture czasteczki monohydratu kwasu 2-
aminoindano-2-fosfonowego otrzymana na podstawie badan krystalograficznych
przedstawiono na rys. 13.

Rys. 13. Struktura czasteczki monohydratu kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego [96]
Fig. 13. Molecular structure of 2-aminoindane-2-phosphonic acid monohydrate

W obu rodzajach krysztatow pierscien cyklopentanowy szkieletu indanowego
przyjmuje konformacje koperty. Atomy C3—-C4-C9-Cl1 leza w jednej ptaszczyznie,
a kat dwuscienny migdzy plaszczyznami okre§lonymi atomami: C3-C4-C9-C1 i C3
—C2—C1 (rys. 13) w krysztale zbudowanym z czasteczek monohydratu kwasu 2—ami-
noindano-2-fosfonowego wynosi 176,4°. W krysztalach tych zaobserwowano tez ob-
szary hydrofilowe, w ksztalcie przypominajacym kanaty, utworzone przez grupy fos-
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fonowe, z czasteczkami wody wewnatrz nich. Obszary hydrofilowe sa od siebie od-
dzielone obszarami hydrofobowymi zbudowanych z ukladow indanu. UlozZenie cza-

steczek w krysztale przedstawiono na rys. 14.

Rys. 14. Sposob ulozenia czasteczek w krysztatach monohydratu kwasu
2-aminoindano-2-fosfonowego [96]. Linie kreskowane przedstawiaja wiazania wodorowe
Fig. 14. Crystal packing arrangement of 2-aminoindane-2-phosphonic acid monohydrate.

Hydrogen bonds are shown as dashed lines

3.4.2.2. Badania spektroskopowe

Celem badan spektroskopowych NMR bylto okreslenie struktury kwasu 2-amino-
indano-2-fosfonowego, jego konformacji i rownowagi konformacyjnej w roztworze.
Zarejestrowano widma 'H, *'P i C NMR kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego
w roztworze kwasnym i zasadowym, w temperaturze 293 i 340 K [96]. Otrzymane
wyniki zestawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Przesuniecia chemiczne (6)° i state sprzezef (J) kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego [96]
Table 3. Chemical shifts (8)" and coupling constants (J) of 2-aminoindane-2-phosphonic acid [96]

D,0 + DCI (pD = 1.04)

D,0 + NaOD (pD = 8.93)

T=293K

"H NMR: 6,57 (m, 4H, aromatyczne), 2,88 (dd,
3Jon = 12,5 Hz, 2Jyy = 17,3 Hz, 2H, CH,), 2,51
(dd, *Jpy = 4,2 Hz, 2y = 17,3 Hz, 2H, CH,)

"H NMR: 7,14 (m, 4H, aromatyczne), 3,46 (dd,
33y = 9,3 Hz, 2yy = 17,5 Hz, 2H, CH,), 2,93
(dd, 3Jp>1 Hz, Iy = 17,5 Hz, 2H, CH,)

S'P{'H} NMR: 17,84 (S)

SP{'H} NMR: 13,96 (S)

BC NMR: 137,48, 137,45, 127,31, 124,56 (aro-
matyczne), 59,68 (d, 'Jpc = 160,0 Hz, PCN),
39,12 (CH,)

BC NMR: 139,68, 139,57, 127,24, 125,06 (aro-
matyczne), 62,84 (d, Jpc = 143,0 Hz, PCN),
40,69 (CH,)

T=340K

'H NMR: 7,35 (m, 4H, aromatyczne), 3,69
(dd, *Jpy = 12,6 Hz, XJyy = 17,4 Hz, 2H, CH,),
3,33 (dd, *Jpy = 5,8 Hz, 2y = 17,5 Hz, 2H, CH,)

'H NMR: 7,72 (m, 4H, aromatyczne), 3,90 (dd,
33on = 9,8 Hz, 2Jyy = 16,5 Hz, 2H, CH,), 3,14

(dd, *Jpiy = 1,9 Hz, 23y = 16,5 Hz, 2H, CH,)

*Przesunigcia chemiczne w ppm.

Wartosci statych sprzezenia (*Jyp) migdzy atomem fosforu a protonami grupy me-
tylenowej (H, i Hy, rys. 15) umozliwiaja okres$lenie odpowiednich katow dwuscien-

nych PCCH, i PCCH,.

NH
Ha

POH"

Ha HP

4EC-c

POH
Hal

NH,*
b

Ha HP

4AC-c

Rys. 15. Oznaczenie protondw metylenowych dla obu konformerow
obojnaczej formy kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego
Fig. 15. Description of the methylene protons
of 2-aminoindane-2-phosphonic acid conformers

W tabeli 4 zestawiono obliczone (ab initio) i zmierzone (na podstawie otrzyma-
nych widm) katy dwuscienne oraz zmierzone i oszacowane (na podstawie literaturo-
wej zalezno$ci typu krzywej Karplusa dla obliczonych katow dwusciennych [97])
state sprzezen HCCP (*Jpy).

Zaobserwowano rdznice miedzy widmami 'H NMR kwasu 2-aminoindano-2-
fosfonowego w kwasnym i zasadowym roztworze wodnym. Obliczenia teoretyczne
wskazuja na istnienie niewielkiej bariery mi¢dzy konformacjami pseudoekwatorialng i
pseudoaksjalna. Szczegdtowe wyniki tych obliczen zostang omowione w rozdz. 3.4.3.



45

Z wczesniejszych badan NMR [98] wynikato, ze w srodowisku kwasnym grupa fosfo-
nowa zajmuje pozycj¢ pseudoaksjalna, a w zasadowym — pseudoekwatorialng. Wydaje
sig, ze jest to poglad uzasadniony, gdyz w $rodowisku kwasnym grupa aminowa jest
protonowana do silnie hydrofilowej, a w konsekwencji hydratowanej grupy amonio-
wej (NH;"). Jej objetosé jest wigc znaczna i z tego powodu moze zajmowaé pozycje
pseudoekwatorialng, pozostawiajac grupie fosfonowej pozycje pseudoaksjalng (AC).
W srodowisku zasadowym natomiast grupa aminowa (NH,) jest bardziej hydrofobowa
niz zjonizowana grupa fosfonowa (PO3 ) i to ona wiasnie zajmie pozycje pseudo-
ekwatorialng (EC). Nie zauwazono podwojenia sygnatow w roztworach badanych
probek (takze w badaniach spektroskopowych *C NMR), co $wiadczy o szybkim
ustalaniu si¢ stanu rownowagi migdzy konformerami pseudoaksjalnym i pseudoekwa-
torialnym (schemat 25).

Tabela 4. Katy dwuscienne i state sprzezenia (*Jpy;) zmierzone oraz oszacowane
dla pseudoaksjalnego i pseudoekwatorialnego konformeru kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego [96]
Table 4. Dihedral angles and coupling constants calculated and estimated for
pseudoaxial and pseudoequatorial conformers of 2-aminoindane-2-phosphonic acid

Obliczony Zmierzone Szacowane
Konformer kat dwuscienny [°] state sprzgzenia [Hz] stale sprzgzenia [Hz]
Peccua Peccub Jptta Iy Jptta Jpts
AC? od—19 do—-26 | od—-139 do-140 12,5 4,2 14-17 15-17
EC’ 3545 72-84 9,3 1,0 10-11 1-3

*Konformer z grupa fosfonowa w pozycji pseudoaksjalnej. "Konformer z grupa fosfonowa w pozycji pseudoekwatorialne;.

Sposrod czterech oszacowanych statych sprzezenia tylko warto$é *Jpy, dla pseudo-
aksjalnego konformeru rézni si¢ od statej zmierzonej. Warto jednak dodaé, ze w tym
obszarze zaleznosci krzywej Karplusa [97] matym zmianom katéw dwusciennych
odpowiada duza zmiana statych sprzezenia. Korzystajac z wykresu typu Karplusa,
mozna oszacowaé, ze zmniejszenie kata dwusciennego o 20° dla katow mniejszych od
140° powoduje zmniejszenie statej sprze¢zenia o 15 Hz. Taka warto$¢ szacowanej sta-
lej sprzgzenia (5 Hz) jest w dobrej zgodno$ci z warto$cia zmierzona (4,2 Hz) [96].

Z badan NMR wynika, ze konformacja kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego
w roztworach wodnych zalezy od pH $rodowiska. W $rodowisku kwasnym przewaza
konformacja pseudoaksjalna (AC), w zasadowym za$ — pseudoekwatorialna (EC).

Celem badan spektroskopowych IR byto poznanie struktury monohydratu kwasu
2-aminoindano-2-fosfonowego (4) i przypisanie pasm absorpcji poszczegolnym gru-
pom atomoéw. W tym celu porownano widmo IR zwiazku (4) z widmem jego deutero-
wanego odpowiednika (4D,) oraz z opublikowanymi widmami podobnych zwiazkow
[96]. W tabeli 5 zestawiono czgstosci drgan w podczerwieni czasteczek zwiazkow 4 i
4D, wraz z przypisaniem tych drgan poszczegdlnym grupom atomow.
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Zarowno badania rentgenograficzne, jak i spektroskopowe w podczerwieni wska-
zywaly na obecno$¢ w krysztale kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego czasteczki
wody [96] oraz wiazan wodorowych [45, 96].

Tabela 5. Wybrane czestosci drgan w podczerwieni [cm™'] monohydratu kwasu
2-aminoindano-2-fosfonowego (4) i deuterowanego
kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego (4D,) [96]
Table 5. Selected IR frequencies [cm '] for 2-aminoindane-2-phosphonic acid
monohydrate and its deuterated counterpart

Zwiazek o
Przypisanie pasma
4 4D,
3259 vs* 2462 s Vas(H,0)
3169 vs 2367 s v(H,0)
2911s 2905 s W CH)
2847 s 2087 s Vas(NH3)
2834 vs 2842 vs v( CH)
2739 s 1995 s vs (NH3)
1640 m 1219 s S,(H,0)
1620 s 1189 s A&NH3;)
1535 vs 1114 vs &(NH3)
1430 m 1430 m ACH)
1228 m 1232 m v4(PO3)
1178 m 1178 m
1155m 1160 m
1067 m 1070 m
1089 m 791w £ (NH3)
952 m 946 m vs(PO;3)
906 m 901 m
798 w 798 w ACH)
750 m 752 m v(PC)
738 m 720 m
662 w,br 490 sh £(H,0)
543 m 540 m o(PO;)
531 m 528 m
509 m 515 sh
376 m 367 m o (PO;)
335m 321 m

?v — walencyjne rozciagajace, 0 — deformacyjne zginajace w plaszczyznie; o, — deforma-
cyjne nozycowe w plaszczyznie, p, — deformacyjne wachlarzowe w ptaszczyznie, p, — deforma-
cyjne wahadtowe w plaszczyZnie, y — deformacyjne zginajace poza plaszczyzna, s — silne,
m — $rednie, w — stabe, sh — przegigcie; br — szerokie; indeks dolny: s, as i d oznacza: syme-
tryczne, asymetryczne zdegenerowane.

3.4.2.3. Badania potencjometryczne

Wyznaczone wartosci statych kwasowych (pK;_3) kwasu 2-aminoindano-2-fosfo-
nowego (4) wynosza: pK; = 2,50, pK, = 5,62 oraz pK; = 9,37 [96]. Wartos¢ pierwszej
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stalej kwasowej jest wigksza o jednostke od typowych wartosci dla kwaséw 1-ami-
noalkilofosfonowych, dwie pozostate wartos$ci sa zgodne z oczekiwaniami [99].

3.4.3. Modelowanie oddzialywania mi¢dzy amoniakoliaza fenyloalaniny
a kwasem 2-aminoindano-2-fosfonowym

Celem modelowania oddziatywania migdzy amoniakoliaza fenyloalaniny a kwasem
2-aminoindano-2-fosfonowym bylo poznanie struktury izolowanej czasteczki kwasu
2-aminoindano-2-fosfonowego oraz jego struktury w enzymie [96]. Metoda ab initio
Hartree—Focka, DFT/B3LYP i MP2 obliczono energi¢ konformeru pseudoekwatorial-
nego i pseudoaksjalnego (EC i AC, grupa fosfonowa w pozycji pseudoekwatorialnej
lub pseudoaksjalnej) dla czasteczki izolowanej oraz barierg energetyczna migdzy kon-
formerami dla szesciu (a-f) réznych stanéw jonizacji, odpowiadajacych dwunastu
roznym strukturom (stany jonizacji i ich symbole podano na s. 42) [96]. Dla kazdej ze
struktur trwalszym termodynamicznie okazat si¢ konformer z grupa fosfonowa w po-
zycji pseudoekwatorialnej (EC). Obliczona bariera energetyczna migdzy konforme-
rami jest mala i w zaleznoéci od stanu jonizacji wynosi 2—5 kcal'mol™' [96]. Struktury
AIP otrzymane z obliczen ab initio (dtugosci wiazan, katy) sa zgodne w granicach
btedu z otrzymanymi z pomiaréw krystalograficznych. Dwie przyktadowe struktury
(4EC-c 1 4AC-c) pokazano na schemacie 25.

Rys. 16. Sposob wiazania pigcdziesi¢eiu pseudoaksjalnych konformacji kwasu 2-aminoindano
-2-fosfonowego (AC-d) z modelem miejsca aktywnego amoniakoliazy fenyloalaniny [96]
Fig. 16. Bonding of fifty pseudoaxial conformations of 2-aminoindane-2-phosphonic acid

(AC-d) docked in the phenylalanine ammonia-lyase [96]

Do okre$lenia struktury kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego w enzymie wyko-
rzystano obliczenia (metodami ab initio) oddzialywan migdzy modelem miejsca ak-
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tywnego amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki a réznymi strukturami inhibitora
(dwanascie roznych struktur kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego, od AC-a do AC-f
oraz od EC-a do EC-f). Model PAL otrzymano metoda homologii [23] za pomoca
zestawu programéw do modelowania molekularnego. Dla kazdego konformeru i stanu
protonowania przeprowadzono pigcédziesiat prob dokowania inhibitora do modelowe-
go centrum aktywnego enzymu. Przykladowe sposoby wiazania sig¢ struktury AC-d
kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego z modelem amoniakoliazy fenyloalaniny przed-
stawiono na rys. 16. Jak wynika z przeprowadzonych obliczen, struktura AC-d prak-
tycznie wiaze si¢ tylko w jeden sposéb z centrum aktywnym enzymu. Podobnie jest
dla pozostatych stanéw protonowania (a-c i e-f) konformeru pseudoaksjalnego (AC)
(rys. 18). W przeciwienstwie do struktury AC-d struktura EC-d wiaze si¢ na wiele
réznych sposobow (rys. 17), w przypadkowych miejscach, co $wiadczy o gorszym
oddziatywaniu inhibitora z modelem enzymu. Podobnie oddziatuja pozostate stany
protonowania (a-c i e-f) konformeru pseudoekwatorialnego (EC) (rys. 18).

| 0
A
LA

Rys. 17. Sposdb wiazania pigcdziesigeiu pseudoekwatorialnych konformacji kwasu 2-aminoindano
-2-fosfonowego (EC-d) do modelu miejsca aktywnego amoniakoliazy fenyloalaniny [96]
Fig. 17. Bonding of fifty pseudoequatorial conformations of 2-aminoindane
-2-phosphonic acid (AC-d) docked in the phenylalanine ammonia-lyase [96]

Miarg oddzialywania moze by¢ entalpia wigzania lub liczba i wielko$¢ klasterow
(klasterem jest zbior struktur, gdzie srednie odchylenie kwadratowe, RMSD, nie prze-
kracza 1 A) tworzonych przez struktury zadokowane w 50 probach, ktére odpowiadaja
specyficznos$ci oddziatywania. Przyjatem, ze druga cecha jest bardziej miarodajna.
Wyniki wigzania badanych struktur kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego do modelu
PAL przedstawiono na rys. 18. Jedynie struktury inhibitora z grupa fosfonowa w po-
zycji pseudoaksjalnej dla wszystkich mozliwych stanow jonizacji (od AC-a do AC-f)
wiaza si¢ z modelem centrum aktywnego PAL w poblizu grupy prostetycznej MIO
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i argininy z pozycji 354. Struktury inhibitora z grupa fosfonowa w pozycji pseudo-
ekwatorialnej wiaza si¢ w réznych miejscach centrum aktywnego PAL, a czgsto nawet
poza nim [96]. Otrzymane wyniki wskazuja, ze uprzywilejowany jest konformer
z pseudoaksjalng grupa fosfonowa (AC). Jednak z badan AIP w ciele statym i w roztwo-
rze wynika, ze inhibitor preferuje konformacj¢ z grupa fosfonowa w pozycji pseudo-
ekwatorialnej (EC), a wigc nie tg, ktora jest preferowana przez model enzymu [96]. Po
przejsciu z roztworu do miejsca aktywnego enzymu AIP musi zatem zmieni¢ konfor-
macj¢ z pseudoekwatorialnej (EC) na pseudoaksjalna (AC). Ttumaczytoby to stwier-
dzona wczesniej [90] zaleznos¢ inhibicji amoniakoliazy fenyloalaniny z pietruszki dla
kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego od czasu i brak takiej zaleznosci dla podobne-
go, ale nie cyklicznego inhibitora PAL — kwasu (R)-1-amino-2-(4'-fluorofenylo)ety-
lofosfonowego.
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Rys. 18. Graficzne przedstawienie liczby 1 wielkosci klasterow tworzonych w wyniku 50 prob dokowania
czasteczki kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego do modelu miejsca aktywnego amoniakoliazy fenyloalaniny
(0% X — zmiana energii swobodnej oddziatywania inhibitor—enzym w kcal-mol™; 0§ y — liczba czasteczek w



50

klasterze, litery a—f oznaczaja rézne stany protonowania grup funcyjnych; AC — konformacja z pseudoaksjalna
grupa fosfonowa; EC — konformacja z pseudoekwatorialng grupa fosfonowa) [96]
Fig. 18. Number and size clusters from the docking procedure of 2-aminoindane-2-phosphonic acid
in the phenylalanine ammonia-lyase mode [96]



4. Cze$¢ eksperymentalna

Wigkszos$¢ opisanych w niniejszej pracy zwiazkow jest przedmiotem opublikowa-
nych prac, czg$¢ eksperymentalna zawiera wigc jedynie opisy syntezy i wlasciwosci
fizykochemiczne zwiazkow, ktore nie byly przedmiotem publikacji.

4.1. Synteza kwasu (£)-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowego

Kwas ()-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowy (9) otrzymatem z kwasu antrani-
lowego (schemat 11).

1-Oksobenzocyklobuten otrzymatem wedlug zmodyfikowanej procedury Liebe-
skinda [55]. W kolbie okragtodennej (poj. 1 dm’), wyposazonej w chtodnice zwrotna
i doplyw azotu, umieszczono 1,2-dichloroetylen (50 cm’). Do kolby przeniesiono za
pomoca polipropylenowe;j topatki i 1,2-dichloroetylenu (50 cm’) otrzymany z kwasu
antranilowego (0,25 mola) bezposrednio przed reakcja benzenodiazoniowy-2-karbo-
ksylan [54] (suchy benzenodiazoniowy-2-karboksylan ma wtasciwosci wybuchowe).
Do zawiesiny dodano tlenek propylenu (31 cm’, 0,44 mola), §wiezo destylowany chlo-
rek winylidenu (150 cm®) oraz 1,2-dichloroetylen (400 cm’) i ogrzewano w temperatu-
rze wrzenia pod azotem przez 15 godzin.

Mieszaning ochtodzona do temperatury pokojowej przesaczono w celu usunigcia
brazowego osadu, a przesacz odparowano pzc (temperatura tazni ok. 50 °C pod ci-
$nieniem 30 mm Hg). Otrzymany olej hydrolizowano 3% kwasem siarkowym
(125 cm?), ktéry mieszano w temperaturze wrzenia przez 26 godzin. Mieszaning pod-
dano destylacji z para wodna i odebrano ok. 400 cm® destylatu. Destylat ektrahowano
benzenem (2x50 cm’). Potaczone ekstrakty benzenowe przemyto nasyconym roztwo-
rem solanki (2x50 cm’) i wysuszono bezwodnym Na,SO,. Z przesaczu odparowano
rozpuszczalnik, a pozostalo§¢ poddano destylacji pzc. Otrzymano 1-oksobenzo-
cyklobuten: 11,7 g (40%), t.w. 50-52°C (25 mm Hg). '"H NMR (300 MHz, CHCl,):
0 1,57-7,50 (m, 2H, C¢Hy), 7,45-7,32 (m, 2H, C¢Ha), 3,99 (s, 2H, CH,C(0O)). IR
(film): 1768 (vc=o) cm .



52

Kwas (£)-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowy (9). W trojszyjnej kolbie okra-
glodennej (100 cm®) wyposazonej w mieszadto magnetyczne, wkraplacz i termometr
umieszczono 1-oksobenzocyklobuten (2,90 g, 0,0245 mola), acetamid (2,90 g, 0,0491
mola) i lodowaty kwas octowy (15 cm?). Mieszany roztwér ochtodzono na tazni wod-
no-lodowej do 5 °C i wkroplono w ciagu 3 minut chlorek acetylu (1,75 cm’, 0,0245
mola). Nadal mieszajac, przez nastgpne 2 godziny utrzymywano temperature ponizej
10 °C. Wkroplono trichlorek fosforu (2,14 cm’, 0,0245 mola), usunigto tazni¢ chto-
dzaca i kontynuowano mieszanie przez 5 godzin. Nastgpnie mieszaning ogrzewano
godzing w temperaturze 60 °C i nast¢pna godzing w temperaturze 90 °C. Z mieszaniny
odparowano pzc lotne sktadniki, wtacznie z kwasem octowym.

Do pozostatosci dodano stezonego kwasu solnego (25 cm®) i wody (25 cm’) i
ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 20 godzin. Osad odsaczono, a przesacz eks-
trahowano chlorkiem metylenu (2x20 cm®). Warstwe wodna zagotowano z weglem
aktywnym 1 po odsaczeniu odparowano pzc do sucha. Pozostalos¢ ekstrahowano
dwoma porcjami roztworu stezonego kwasu solnego (0,5 cm’) w metanolu (20 cm’).
Potaczone metanolowe ekstrakty odparowano pzc, pozostato$¢ rozpuszczono w wo-
dzie (10 cm’) i naniesiono na kolumng jonowymienna w postaci H (Dowex 50 W,
$rednica ztoza ¢ = 2,5 cm, dlugos$¢ ztoza | = 38 cm), ktora eluowano woda. Wyciek
zkolumny analizowano metoda chromatografii cienkowarstwowej (silikazel;
n-butanol-lodowaty kwas octowy—pirydyna—woda w stosunku 6:6:3:5 czgsci obj.; wywo-
tywacz — 1% roztwor ninhydryny w alkoholu izopropylowym; 130 °C; Ry = 0,77). Frakcje
wiasciwe faczono i odparowywano pzc do sucha. Produkt krystalizowano z wody.

Otrzymano czysty kwas (+)-1-aminobenzocyklobutano-1-fosfonowy (9): 1,24 g
(25%); t.t. 181-184 °C (z rozkladem). '"H NMR (300 MHz, D,0-DCl): & 7,28-7,00
(m, 4H, C¢H,), 3,55 (dd, “Juy = 15,1 Hz, *Jyp = 7,0 Hz, 1H, CH,CP), 3.24 (dd, *Jyn
= 15,1 Hz, *Jyp = 4,0 Hz, 1H, CH,CP). *'P{'"H}NMR (121 MHz, D,O-DCl): & 15,28
(S). °C NMR (75 MHz, D,0-DCl): & 141,76 (d, 2Jep = 10,9 Hz, C¢Hy), 138,92
(d, *Jcp = 5,0 Hz, CHy), 131,13 (CHy), 128,46 (d, *Jep = 1,1 Hz, C¢Hy), 123,95
(CeHy), 122,59 (C¢Hy), 57,56 (d, "Jep = 156,4 Hz, NCP), 38,80 (CH,). IR (KBr):
Vinax 3181, 2810, 2433, 2107, 1611, 1534, 1150, 1086, 911, 751 cm . Oznaczono % N
= 6,371 % P = 14,23. Obliczona zawartos¢ dla CgH,NO4P (monohydrat): % N = 6,45
i%, P=14,26.

4.2. Wlasciwosci fizykochemiczne
analogéow kwasu (E)-cynamonowego

W tabeli 6 zebrano wilasciwosci fizykochemiczne analogéw kwasu (E)-cyna-
monowego, ktorych dotychczas nie opublikowano [84]. Wzory strukturalne tych
zwiazkow pokazano narys. 11.
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Tabela 6. Wtasciwosci fizykochemiczne analogow kwasu (E)-cynamonowego
Table 6. Physicochemical properties of (E)-cinnamic acid analogues

Numer Temperatura NMR IR (KBr)
zwiazku topnienia® J[ppm], J [Hz] Vinax [T ]
(rozpuszczalnik)
1 2 3 4
59  [151-153 °C (H,0) |'H (300 MHz, DMSO—dy): 7,55-7,45 (m, 2H, 2800, 1610, 1450, 1130,
CeHy), 7,37-7,23 (m, 3H, C¢H;), 7,10 (dd, J = 18, {970, 740, 500

60

62

63

65

66

67

68

69

143-145 °C (H,0)

170-173 °C
(CH,0H)
74-76 °C (H,0)

169-172 °C (H,0)

250-252 °C (subli-
macja)
187-188 °C (H,0)

159-162 °C (H,0)

163-165 °C (CgHy)

J=21, 1H, C,CH=), 6,42 (dd, J=16,5, I = 16,5,
1H, = CHP)

3'p{'H} (121 MHz, CDCL-DMSO-dy): 14,2 (S)
'H (300 MHz, CDCl;-DMSO-dq): 7,34 (d, J=9,
2H, C¢Hy), 7,16 (dd, J = 17,1 =22, 1H, C(CH=),
6,81 (d, J=9,2H, C¢H,), 6,17 (dd, J=17,J=17,
1H, = CHP), 3,73 (s, 3H, C(OCH3)

3Ip{'H} (121 MHz, CDCl;-DMSO-dg): 22,5 (S)
'H (80 MHz, DMSO—dy): 8,05 (d, J=2, 2H,
CeHy), 7,35 (m, 2H, C,H i CH=), 6,80 (d, J =8,
1H, = CH), 3,75 (s, 3H, CH;0)

'H (80 MHz, DMSO-d,): 7,96-7,70 (m, 6H,
CeHsCH=), 7,35 (d, J = 550, 1H, PH), 6,88 (dd,
J=17,1=17, 1H, = CHP)

'H (80 MHz, DMSO-d,): 7,75-7,10 (m, 6H,
CeHsCH=), 6,05 (d, J = 18, 1H, = CHB)

'H (80 MHz, CD;COCD;): 7,9-7,1 (m, 5H,
CgH,CH=), 3,62 (m, 2H, CH,)

'H (300 MHz, DMSO-de): 7,49 (d, J=7, 1H,
CeH)), 7,48 (d, =7, 1H, C¢H)), 7,33-7,19

(m, 3H, C¢H, i CH=), 3,52 (s, 2H, CH,)

13C (75 MHz, DMSO—dy): 145,4 (d, J=11,5),
1435 (d, J=19,6), 140,7 (d, J = 190), 140,5
(d,J=13,3), 127,1,126,7, 124,6 (d,J=1,9),
122,8,40,3

3'p{'H} (121 MHz, DMSO-dg): 11,6 (S)

'H (300 MHz, CDCl;-DMSO—dy): 7,52-7,43
(m, 3H, CgH,CH=), 7,43 (d, J =551, 1H, PH),
7,30-7,18 (m, 2H, C¢H,), 3,58 (s, 2H, CH,)
3'p{'H} (121 MHz, DMSO-d): 20,0 (S)

'H (300 MHz, CDCl;-DMSO-de): 7,92 (dd,
J=74,)=14,1H, C¢Hy), 7,39 (dd, 7,4, I =14,
1H, C¢Hy), 7,33 (t, J=2, 1H, CH=), 7,21 (ddd,
J=74,1=74,3=09, 1H, CsH,), 7,13 (ddd,
J=74,1=74,13,1H, C¢Hy), 3,44 (d, =14,
2H, CHy)

13C (75 MHz, CDCL;-DMSO-dy): 165.9, 1443,
1434, 141,1, 136,8, 126,4, 125,3,123,7, 122,5,
38,3

2800, 1600, 1510, 1250,
1180, 1100, 1030, 850,
800, 520, 440

3480, 1600, 1520, 1480,
1430, 1360, 1300, 1210,
1020, 980, 820, 570
2600, 1610, 1150, 980,
740, 690, 420

3330, 1620, 1580, 1450,
1360, 1220, 990, 740,
690, 490

1690, 1590, 1575, 1270,
1210, 760

2800, 1550, 1180, 1080,
1000, 940, 750, 490

2600, 2430, 2100, 1740,
1680, 1180, 1070, 980,
750, 710, 510, 420

3043, 2890, 2603, 1683,
1568, 1465, 1261, 771
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cd. tabeli 6

2

3

4

70

71

72

76

80

81

171-172 °C (H,0)

79-80 °C (H,0)

64-65 °C (CH;0H)

112-115°C

olej (kolumna
chromatograficzna)
56-59 °C (H,0)

'H (80 MHz, DMSO—dy): 8,35-7,50 (m, 8H,
C,oH;CH=), 6,60 (dd, J=17,J =17, 1H, = CHP)

'H (300 MHz, CDCl;): 7,82 (q, J = 1,4, 1H, CH=),
7,45-7,33 (m, SH, CgHs), 2,14 (d, J = 1,4, 3H)

'H (300 MHz, CDCly): 8,07 (bs, 1H, CH=), 7,50
—7,37 (m, 5H, C¢Hs), 2,44 (d, J = 1,0, 3H, CH;)
'H(100 MHz, D,0): 7,2-7,7 (m)

3'p{'H} (32 MHz, D,0): 9,0 (S)

'H (80 MHz, CDCly): 7,2 (bs, 5H, C¢Hs), 4,55
(t,J="7,2H, CH,NO,), 3,26 (t, J =7, 2H, CH,)
'H (100 MHz, CDCL): 7,20 (bs, 5H, C¢Hs), 2,75
(t,J=7,CH,), 1,15 (t, J=7, 2H, CH,B)

2900-2600, 1620, 1340,
1240, 1050, 1000, 960,
790, 610, 520, 480, 410
3051, 2940, 2817, 2621,
2511, 1667, 1616, 1448,
1269, 1287, 1127, 769,
688,518

3058, 2975, 2807, 1518,
1322, 763, 708, 690, 505
2800, 2200, 1450, 1130,
1020, 760, 690, 540, 500,
470

1530, 1362, 858

3300, 1370, 1200, 1030,

830, 750, 690

“Literaturowy sposob syntezy zwiazku: 59, [100]; 60, [84]; 62, [101]; 63, [88]; 65, [102]; 66, [90]; 67, [100]; 68, [84]; 69, [103];
70, [84]; 71, [44]; 72, [101]; 76, [84]; 80, [104]; 81, [102].



5. Podsumowanie

Przez wiele lat zajmowatem sig synteza potencjalnych inhibitorow amoniakoliazy
fenyloalaniny, jednego z kluczowych enzymow roslinnych. W wyniku zaplanowanych
syntez otrzymatem siedemdziesiat trzy analogi fenyloalaniny, fenyloglicyny i kwasu
(E)-cynamonowego. Zwiazki te cechowata duza ro6znorodno$¢ zarowno pod wzgledem
rodzaju grup funkcyjnych, jak i struktury szkieletu weglowego. Najliczniejsza grupe
stanowily wérod nich zwiazki fosfonowe.

Dwa sposrod otrzymanych zwigzkow, kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy (4) oraz
kwas (+)-1-amino-3’,4'-dichlorobenzylofosfonowy (50), okazaly si¢ bardzo silnymi
inhibitorami zard6wno amoniakoliazy fenyloalaniny, jak i biosyntezy antocyjanin.

Najwigksze znaczenie ma, moim zdaniem, otrzymany przeze mnie kwas 2-amino-
indano-2-fosfonowy (4) (AIP). Zwiazek ten jest obecnie uzywanym w wielu laborato-
riach inhibitorem in vivo amoniakoliazy fenyloalaniny.

Pochodne kwasu 1-aminobenzylofosfonowego, zawierajace w pier§cieniu rézne
podstawniki, otrzymalem dwiema niezaleznymi metodami. Wydaje sig, ze najwygod-
niejsza metoda ich syntezy jest hydrofosfonylacja podstawionych pochodnych N-
benzylidenodifenylometyloaminy, ale okazato sig, ze efekty steryczne i elektronowe
moga stanowi¢ czynnik ograniczajacy zastosowanie tej metody.

Wprowadzona przeze mnie modyfikacja literaturowej syntezy analogow kwasu
(E)-cynamonowego zawierajacych grupe fosfonawa (63, 64 i 68) z alkenéw i penta-
chlorku fosforu pozwala skréci¢ ich syntezg o jeden etap. Stwierdzilem, ze w opubli-
kowanej metodzie syntezy kwasu 2-fenyloetynylofosfonowego (76) jest btad, polega-
jacy na tym, ze zamiast zwiazku 76 otrzymuje si¢ kwas 2-fenylo-2-oksoetylofosfo-
nowy.

Obliczenia teoretyczne sposobu wiazania kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego do
modelu amoniakoliazy fenyloalaniny wskazuja, ze bardziej uprzywilejowany jest kon-
former z pseudoaksjalng grupa fosfonowa (AC). Badania kwasu 2-aminoindano-2-
fosfonowego w ciele statym, w roztworze i obliczenia dla czasteczeki izolowanej
wskazuja natomiast, ze preferowana konformacja jest struktura z grupa fosfonowa
w pozycji pseudoekwatorialnej (EC). Po przejsciu z roztworu do miejsca aktywnego
enzymu inhibitor musi zatem zmieni¢ konformacj¢ z pseudoekwatorialnej (EC) na
pseudoaksjalna (AC). Wyniki obliczen sa zgodne z wynikami badan eksperymental-
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nych. Mozna przypuszczaé, ze z powodu zmiany konformacji kwas 2-aminoindano
-2-fosfonowy jest inhibitorem wolnowiazacym.

Badajac analogi kwasu (£)-2-aminooksy-3-fenylopropionowego (zwiazki 2 i 3),
wysunatem hipotezg, ze silne wilasciwosci inhibitorowe zwiazku macierzystego sa
zwiazane z mozliwoscia utworzenia dodatkowego wiazania wodorowego migdzy para
elektronowa atomu tlenu grupy aminooksylowej a enzymem.

W warunkach wyczerpujacej N-metylacji (S)-4-nitrofenyloalaniny za pomoca
O-metylo-N,N'-diizopropylomocznika  zamiast oczekiwanej  N,N,N-trimetylo-(S)-4-
nitrofenyloalaniny powstaje s6l kwasu (£)-4-nitrocynamonowego i trimetyloaminy. Ten
produkt reakcji jest wynikiem rozpadu N,N,N-trimetylo-(S)-4-nitrofenyloalaniny w tem-
peraturze pokojowej.

Wyniki badania aktywnosci inhibitorowej catej serii pochodnych kwasu 1-amino-
benzylofosfonowego podstawionych w pierScieniu benzenowym pozwalaja przypusz-
cza¢, ze wielko$¢ hydrofobowej kieszeni substratu w czasteczce amoniakoliazy feny-
loalaniny jest ograniczona.

Nie wydaje sig, ze projektowanie inhibitoréw o budowie zblizonej do kwasu
(E)-cynamonowego moze doprowadzi¢ do otrzymania silnych inhibitorow amoniako-
liazy fenyloalaniny. Sposréd badanych analogéw tego kwasu zaden nie miat takich
wlasciwosci.

Zgromadzone dane wiazace strukturg z wlasciwo$ciami inhibitorowymi duzej licz-
by zwiazkow moga by¢ przydatne w projektowaniu inhibitorow i znacznikow fotore-
aktywnych amoniakoliazy fenyloalaniny .

Autor serdecznie dzigkuje wszystkim Bliskim, Kolegom i Wspotpracownikom, ktoérzy przyczynili sig
do powstania tej monografii.

"Po oddaniu monografii do druku ukazal si¢ artykul przegladowy na temat mechanizmu enzyma-
tycznej reakcji eliminacji amoniaku z histydyny i fenyloalaniny (Poppe L., Rétey J., Angew. Chem. Int.
Ed., 2005, 44, 3668), ktorego autor nie mogt juz uwzgledni¢ w cytowanym pismiennictwie.
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Research on the syntheses and properties of inhibitors
and substrates of phenylalanine ammonia-lyase

Abstract

Studies on the design and syntheses of new inhibitors and substrates for an important plant enzyme —
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) — have been reported. In the introduction, the papers on the structure of
PAL, mechanism of action and known inhibitors are reviewed. Own results concerning the methods of syn-
theses of new inhibitors and substrates for PAL are a crucial part of the monograph. Seventy three analogues
of phenylalanine, phenylglycine and (£)-cinnamic acid were obtained and examined. These compounds
differ in the structure of carbon skeletons as well as in their functional groups. Among them, the largest
library is represented by phosphonic acids. All the compounds obtained were evaluated as inhibitors or
substrates of PAL and, additionally, as inhibitors of anthocyanin biosynthesis. Two of them, namely, 2-
aminoindane
-2-phosphonic acid and (+)-1-amino-3’,4’-dichlorobenzyl-phosphonic acid were found to be strong inhibitors
for both studied pathways. Thus introduced, 2-aminoindane-2-phosphonic acid (AIP) is now commonly used
in many laboratories around the world as the preferred in vivo inhibitor of PAL.

1-Aminobenzylphosphonic acid derivatives possessing different substitutents at the aromatic ring
were obtained in amidoalkylation reaction of trivalent phosphoric acid derivatives or hydrophosphonyla-
tion of N-benzylidenediphenylmethylamine derivatives. The method of hydrophosphonylation is consid-
ered as the preferred one. However, in some cases, hindered diethyl 1-diphenylmethylamino-
alkylphosphonates in the next acidic hydrolysis underwent decomposition to products of the retro Ka-
bachnik—Fields reaction instead of yielding the corresponding 1-aminoalkylphosphonic acids. The values
of enzyme inhibition constants (K;) for all studied 1-aminobenzylphosphonic acid derivatives suggest that
size of a hydrophobic pocket of PAL is narrow.

Studies of (+)-2-aminooxy-3-phenylpropionic acid analogues suggest that the strong inhibition of PAL by
these compounds is due to the additional hydrogen bonding between the enzyme and the inhibitor.

The synthesis of analogues of (E)-cinnamic acid with phosphonous group from alkenes and penta-
chlorophosphorous, described in literature, is shortened by one step. The product formed in hydrolysis of
diethyl 2-phenylethynylphosphonate is 2-oxo-2-phenylethylphosphonic acid, not as reported in the litera-
ture, 2-phenylethynylphosphonic acid. The modified synthetic procedure gives the proper product. None
of twenty nine evaluated compounds with the structure related to the structure of (£)-cinnamic acid is
a strong inhibitor of PAL. On the other hand, many substituted (£)-cinnamic acid derivatives were found
to be substrates for in vitro biosynthesis of (S)-phenylalanine derivatives.

Theoretical studies of the mode of 2-aminoindane-2-phosphonic acid bonding to the PAL model sug-
gest that the conformer of the inhibitor with the pseudoaxial phosphonic group is the most preferred one.
All structural studies of 2-aminoindane-2-phosphonic acid (X-ray, NMR and theoretical calculation)
indicate that the preferred conformation is that with the pseudoequatorial phosphonic acid group. This
means that the inhibitor in the process of bonding has to change its pseudoequatorial conformation to
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a pseudoaxial one. This finding is offered as an explanation for the fact that 2-aminoindane-2-phosphonic
acid is a slow binding inhibitor.
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