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Wykaz stosowanych skrotow i oznaczen

A549 - linia komoérkowa gruczolakoraka ptuc

ADME - Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, wchianianie, dystrybucja,

metabolizm, wydalanie

BBB - Blood-Brain Barrier, bariera krew-mozg

BINOL - 1,1'-bi-2-naftol

BRCA - rak inwazyjny piersi

BSA - Bovine Serum Albumin, albumina surowicy bydlecej
Caco-2 - linia komoérkowa gruczolakoraka jelita grubego
CAS - katalityczne miejsce aktywne

CDCls - deuterowany chloroform

CDsOD - deuterowany metanol

CESC - rak ptaskonablonkowy szyjki macicy i gruczolakorak szyjki macicy

COAD - gruczolakorak jelita grubego

CT-DNA - circulating tumor DNA, krazgce DNA nowotworowe
DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

ECM - macierz zewnatrzkomorkowa

FdU - 5-fluoro-2'-deoksyurydyna

GBM - glejak wielopostaciowy

GEPIA - Gene Expression Profiling Interactive Analysis,
profilowania ekspresji genow

HBA - liczba akceptoréw wigzan wodorowych

HBD - liczba donoréw wigzan wodorowych

HeLa - linia komorkowa gruczolakoraka szyjki macicy

HepG2 - linia komoérkowa raka watrobowokomoérkowego

HIA - bierna absorpcja przez przewdd pokarmowy

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci

HMA - (heksametyleno)amiloryd

interaktywna analiza

HRMS - High Resolution Mass Spectroscopy, wysokorozdzielcza spektrometria mas

HSQC - Heteronuclear Single Quantum Correlation, heterojadrowa korelacja przez

jedno wigzanie

iBu - grupa izo-butylowa
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ICso - Inhibitory Concentration, stezenie hamujace zywotnos¢/proliferacje komorek
0 50%

iPr - grupa izo-propylowa

LogP - wspotczynnik rozdzialu woda/oktanol

LogS - rozpuszczalnos¢ w wodzie

LUAD - gruczolakorak ptuc

LUSC - rak ptaskonabtonkowy phuc

MCR - Multi-Component Reactions, reakcje wielosktadnikowe
MDA-MB-231 - linia komoérkowa gruczolakoraka piersi

MMP - metaloproteazy macierzy

MRC-5 - linia komoérek nienowotworowych fibroblastow ptuc

MRNA - matrycowe RNA

MTT - bromek 3-[4,5dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu

MW - masa czgsteczkowa

NMIBC - nieinwazyjny rak pecherza moczowego

NMR - Nuclear Magnetic Resonance, magnetyczny rezonans jadrowy (*H- protonowy,
13C- weglowy, *°F- fluorowy, 3'P- fosforowy)

NOESY - Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy, wielowymiarowa technika NMR,
umozliwiajgca okreslenie wzajemnego potozenia protondéw w przestrzeni
OV - surowiczy gruczolakorak jajnika

OVCAR-3 - linia komorkowa gruczolakoraka jajnika

PAI-1 - inhibitor aktywatorow plazminogenu typu 1

PAI-2 - inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu 2

PAS - obwodowe miejsce aktywne

PDB - Protein Data Bank, bank danych o biatkach

PET - Positron Emission Tomography, pozytonowa tomografia emisyjna
PSA - pole powierzchni polarnej

PTP - Protein-Tyrosine-Phosphatase, biatkowa fosfataza tyrozynowa
PVY - Potato virus Y, wirus Y ziemniaka

RB - liczba wigzan rotujacych

READ - gruczolakorak odbytnicy

ROS - Reactive Oxygen Species, reaktywne formy tlenu

RT - temperatura pokojowa

SARS-CoV-2 - drugi koronawirus ci¢zkiego ostrego zespotu oddechowego
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SBM - bromelaina macierzysta

SK-OV-3 - linia komoérkowa gruczolakoraka jajnika

SWNCT - Single-Walled Carbon Nanotubes, jednoscienne nanorurki weglowe
tBu - grupa tert-butylowa

TCGA - The Cancer Genome Atlas, atlas genomu nowotworu

THF - tetrahydrofuran

TLC - Thin Layer Chromatography, chromatografia cienkowarstwowa
TMV - Tabacco mosaic virus, wirus mozaiki tytoniu

tPA - aktywator plazminogenu typu tkankowego

U-87 MG - linia komoérkowa glejaka wielopostaciowego

U-118 MG - linia komoérkowa glejaka wielopostaciowego

U-251 MG - linia komorkowa glejaka wielopostaciowego

uPA - urokinazowy aktywator plazminogenu

UPAR - receptor urokinazy
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Streszczenie

a-Aminofosfoniany s waznymi przedstawicielami zwigzkow
fosforoorganicznych. Ich strukturalna analogia do naturalnych a-aminokwasoéw sprawia,
ze wykazuja one szereg aktywnos$ci biologicznych, takich jak inhibicja enzymoéw,
dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, Czy przeciwnowotworowe. Jednym
z enzyméw, ktorego podwyzszony poziom prowadzi do powaznych konsekwencji
w organizmie, jest urokinaza. Nadekspresja tego biatka zwigzana jest z nasileniem
przebiegu choroby nowotworowej przejawiajacym si¢, migdzy innymi, powstawaniem
przerzutéw. Urokinaza stanowi interesujacy cel terapeutyczny, gdyz zahamowanie jej
dziatania moze skutkowac polepszeniem rokowan dla pacjentow. Wprowadzenie fluoru
do czasteczek zwigzkow chemicznych jest strategia umozliwiajacg modulowanie
chemicznych i fizycznych wilasciwosci tych zwiazkow. Pozwala miedzy innymi na
poprawg lipofilowosci, co stanowi bardzo wazny parametr w przypadku substancji
0 potencjalnym medycznym zastosowaniu. Celem badan prowadzonych w ramach
projektu doktorskiego byla synteza nowych fluorowanych a-aminofosfoniandéw, badania
strukturalne otrzymanych zwiazkow, a takze badania aktywnosci biologicznej pod katem

oceny ich cytotoksycznosci przeciwnowotworowej oraz inhibicji enzymu- urokinazy.

Tytutlowe zwigzki otrzymano na drodze hydrofosfonylacji imin. Ze wzgledu na
duze znaczenie zasad Schiff’a w syntezie, opracowano nowg, mechanochemiczng metodg
ich otrzymywania, ktora wpisuje si¢ w zasady zielonej chemii. Metodg tg zsyntezowano
szereg imin, wykorzystujac do reakcji fluorowane pochodne benzaldehydu oraz pochodne
aniliny, zawierajace rozne podstawniki w réznych pozycjach w pierScieniu
aromatycznym. Struktury imin potwierdzono wykonujac widma *H NMR, *C NMR, °F
NMR oraz analizy krystalograficzne. Ponadto, dla zwigzkow dotad nieopisanych
w literaturze wykonano analizy HRMS. Do syntezy tytutowych a-aminofosfonianow
zastosowano chiralne aminy o okreslonej konfiguracji absolutnej, wobec czego produkty
otrzymywane byly w postaci mieszanin diastereoizomerycznych. Wszystkie zwigzki
zostaly szczegdlowo scharakteryzowane metodami zaréwno spektroskopowymi (*H
NMR, ¥C NMR, F NMR, *P NMR), jak i spektrometrycznymi (HRMS).
Wykorzystujac technike 2D NMR oraz metod¢ dyfrakcji promieni rentgenowskich
ustalono konfiguracj¢ absolutng nowego centrum chiralnosci, generowanego w gtownym

diastereoizomerycznym produkcie podczas addycji fosforynu do iminy.
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Otrzymane o-aminofosfoniany poddano badaniom aktywno$ci biologicznej.
W pierwszej kolejnosci przeprowadzono analize farmakokinetyczng in silico, ktorej
celem byla ocena zwigzkow jako substancji lekopodobnych. Wszystkie zsyntezowane
a-aminofosfoniany spetnialy tak zwang ,regule piatki Lipinskiego”, ktora jest
najpopularniejszym kryterium okres§lania podobienstwa substancji do lekow. Otrzymane
zwigzki przebadano in vitro pod katem oceny ich cytotoksycznosci. Badania
przeprowadzono wzgledem dziesigciu linii komorkowych ludzkich nowotwordw,
pochodzacych z réznych narzadéw oraz wzgledem jednej linii komoérek prawidtowych.
Celem okreslenia dhlugoterminowych dzialan zwigzkow, wykonano testy klonogenne.
a-Aminofosfoniany zostaly rowniez poddane testom inhibicji enzymatycznej, podczas
ktorych zbadano ich zdolno§¢ hamowania dziatania urokinazy. Badania inhibicji
enzymatycznej wobec urokinazy prowadzono takze z wykorzystaniem dokowania
molekularnego. Pozwolito to na poznanie szczegotowych zaleznosci pomigdzy

wykazywang inhibicjg a strukturg czasteczki.
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Abstract

a-Aminophosphonates are important representatives of organophosphorus
compounds. Their structural analogy to natural a-amino acids makes them exhibit a range
of biological activities, such as enzyme inhibition, antimicrobial, antiviral and anticancer
effects. One of the enzymes whose elevated levels lead to serious consequences in the
body is urokinase. Overexpression of this protein is associated with an increase in the
course of cancer manifested, among other things, by the formation of metastases.
Urokinase represents an interesting therapeutic target, as inhibition of its activity can
result in an improved prognosis for patients. The introduction of a fluorine into the
molecules of chemical compounds is a strategy for modulating the chemical and physical
properties of these compound. Among other things, it allows improving lipophilicity,
which is a very important parameter for substances with potential medical applications.
The aim of the research carried out within the framework of the doctoral project was the
synthesis of new fluorinated a-aminophosphonates, structural studies of the obtained
molecules, as well as biological activity studies to assess their anticancer cytotoxicity and

urokinase enzyme inhibition.

The title compounds were obtained by hydrophosphonylation of imines. Due to
the great importance of Schiff bases in the synthesis, a new mechanochemical method for
their preparation was developed, which fits in with the principles of green chemistry.
Using this method, a series of imines were synthesized using fluorinated benzaldehydes
derivatives and aniline derivatives containing different substituents at different positions
in the aromatic ring for the reaction. The structures of the imines were confirmed by
performing *H NMR, ¥C NMR, ®F NMR spectra and crystallographic analyses. In
addition, HRMS analyses were performed for compounds not yet described in the
literature. For the synthesis of the title a-aminophosphonates, chiral amines with
a specific absolute configuration were used, so that the products were obtained as
diastereoisomeric mixtures. All compounds were characterized in detail by both
spectroscopic (*H NMR, ¥C NMR, ®F NMR, *'P NMR) and spectrometric (HRMS)
methods. Using 2D NMR and X-ray diffraction techniques, the absolute configuration of
new chirality center generated in the main diastereoisomeric product during the addition

of phosphite to imine was determined.
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The obtained a-aminophosphonates were subjected to biological activity studies.
First, in silico pharmacokinetic analysis was carried out to evaluate the compounds as
drug-like substances. All synthesized a-aminophosphonates met the so-called “Lipinski’s
Rule of Five”, which is the most popular criterion for determining the similarity of
substances to drugs. The obtained compounds were tested in vitro to evaluate their
cytotoxicity. The tests were performed against ten human cancer cell lines from different
organs and against one normal cell line. To determine the long-term effects of the
compounds, clonogenic assays were performed. The a-aminophosphonates were also
subjected to enzyme inhibition tests, during which their ability to inhibit urokinase was
examined. Enzymatic inhibition tests against urokinase were also conducted using
molecular docking. This made it possible to find out the detailed relationships between
the inhibition shown and the structure of the molecule.
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Wprowadzenie

Choroby nowotworowe stanowig jedng z najczesciej wystepujacych przyczyn
zgonow na calym $wiecie. Z roku na rok nieustannie obserwowany jest wzrost
zachorowalno$ci na nowotwory. Pomimo dostgpnosci na rynku farmaceutycznym
szerokiej gamy substancji przeciwnowotworowych, wcigz poszukiwane sg nowe zwigzki
wykazujace takie dziatanie. Istotnym aspektem tych poszukiwan jest opracowanie wysoce
selektywnych lekow, ktorych zastosowanie w chemioterapii wywola jak najmniej
niepozadanych skutkow dla organizmu cztowieka. Co wigcej, bardzo niepokojacym
I coraz czgséciej obserwowanym w leczeniu wielu chordb zjawiskiem, jest lekoopornosc.
Miegdzy innymi takze nowotwory staja si¢ coraz bardziej odporne na stosowane leki
i terapie. Dlatego projektowanie nowych substancji o dziataniu przeciwnowotworowym
stanowi niezwykle wazny cel badan prowadzonych przez wiele zespotéw naukowych.
Jednym z nurtow takich badan jest synteza zwigzkéw matoczasteczkowych, jako

substancji o potencjalnie dobrej biodostepnosci.

Nowa rozwijajaca si¢ forma leczenia nowotworow, dajaca obiecujace wyniki, jest
terapia celowana. Polega ona na zastosowaniu substancji, ktore nie dziataja jak
standardowe leki cytostatyczne, ale biorg udzial migedzy innymi w blokowaniu
mechanizmow proceséw specyficznych dla komorek nowotworowych. Chemioterapia
celowana wykorzystuje rézne cele molekularne, a jednym z nich jest urokinaza- enzym,
ktorego nadekspresj¢ obserwuje si¢ w wielu typach nowotwordw, na przyktad
w nowotworach piersi oraz trzustki. Inhibicja urokinazy moze zatem stanowi¢ jedna

z metod terapii celowanej.

Wsérod  wielu zwiazkow chemicznych wykazujacych aktywnos$¢
przeciwnowotworowa na uwage zastuguja a-aminofosfoniany. Sa to zwigzki
fosforoorganiczne, bedace strukturalnymi analogami a-aminokwasow. Zaskakujaco liczna
grupa przedstawicieli tych zwigzkéw charakteryzuje si¢ réznego rodzaju aktywnoscia
biologiczna. Z tego powodu a-aminofosfoniany stanowig atrakcyjne, a takze cenne zrodto
zwigzkow znajdujacych zastosowanie miedzy innymi w badaniach ukierunkowanych na

poszukiwanie nowych lekow.
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Cel pracy

Celem projektu doktorskiego byla synteza nowych a-aminofosfonianéw jako

zwiazkow o potencjalnych wiasciwosciach przeciwnowotworowych.

Aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw moze by¢ 1 bardzo czgsto jest uzalezniona od
ich budowy przestrzennej, dlatego do syntezy zaprojektowanych zwigzkéw wybrano

strategi¢ opartg na diastereoselektywnej reakcji Pudovik’a.

Waznym pierwiastkiem w chemii medycznej jest fluor. Obecno$¢ jego atomow
w czasteczkach zwigzkéw organicznych moze znaczgco wplyna¢ na ich wlasciwosci
fizyczne i chemiczne, a takze, czegsto korzystnie, na ich bioaktywnos¢ i ogdlny profil
farmakokinetyczny. Z tego wzgledu modulowanie wlasciwosci zwigzkoéw chemicznych
poprzez wprowadzenie do ich czasteczek fluoru staje si¢ coraz bardziej powszechng
strategig. Dlatego, celem projektu doktorskiego byto zastosowanie w syntezie tytutowych
zwigzkow substratow zawierajacych fluor. Takie podejscie umozliwito otrzymanie

nowych fluorowanych fosfonianowych analogow kwasow a-aminokarboksylowych.

Celem prowadzonych prac byly takZze badania strukturalne uzyskanych
a-aminofosfonianéw, uwzgledniajac nie tylko standardowe potwierdzenie struktury
nowych zwiazkow, ale stuzace rowniez ustaleniu konfiguracji absolutnej powstajacego na
drodze stereoselektywnej reakcji Pudovik’a centrum stereogenicznego. Poznanie
struktury przestrzennej otrzymanych zwigzkdéw byto szczegdlnie istotne w odniesieniu do

ich ewentualnej aktywnosci biologiczne;.

Istotng cze$¢ projektu doktorskiego stanowity badania potencjalnej aktywnosci
biologicznej otrzymanych o-aminofosfonianéw. Okreslenie podobiefstwa zwigzkow
chemicznych do lekéw jest waznym etapem w projektowaniu substancji o ewentualnym
zastosowaniu w medycynie, dlatego przeprowadzenie takich badan uwzglgdniono
w niniejszym projekcie. Jako kierunek badan biologicznych wybrano oceng otrzymanych
a-aminofosfonianow  jako  zwigzkéw  przeciwnowotworowych o  dzialaniu
cytotoksycznym, jak rowniez nieco mniej konwencjonalne podejscie- jako zwiazkow
mogacych znalez¢ zastosowane w chemioterapii celowanej. Jako biomarker wytypowano

urokinazg, wobec ktoérej zaplanowano wykonanie testow inhibicji enzymatyczne;.
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1. a-Aminofosfoniany

Chemia zwigzkow fosforu to niezwykle ciekawa i intensywnie rozwijajaca si¢
dziedzina badan. Szczegodlnie interesujace i coraz bardziej popularne ze wzgledu na swoje
biologiczne, fizyczne i chemiczne wlasciwosci sg zwigzki fosforoorganiczne, takie jak
fosfoniany i a-aminofosfoniany. Fosfoniany charakteryzuja si¢  wyjatkowa
bioaktywnoscig, dlatego czesto stosowane sg jako leki lub proleki [1][2]. Motyw
strukturalny, jakim jest wigzanie wegiel-fosfor stanowi atrakcyjny cel badawczy
w roznych obszarach chemii [3]. a-Aminofosfoniany nalezag do grupy szczegdlnie
waznych przedstawicieli zwigzkow fosforoorganicznych, bowiem styng z wykazywania
szerokiego spektrum aktywnosci biologicznych i w konsekwencji zainteresowanie nimi
wzrasta nieprzerwanie od lat 70. XX wieku [4][5]. a-Aminofosfoniany z powodzeniem
znajduja zastosowanie w chemii medycznej, czy bioorganicznej, a takze w szeroko
rozumianym przemysle [6][7][8]. Zwazywszy na wlasciwosci tej grupy zwigzkoéw oraz
ich istotng role w projektowaniu lekow, o-aminofosfoniany ciesza si¢ duzym

zainteresowaniem srodowiska naukowego na catym $wiecie [9].
1.1.  Budowa

Kwasy a-aminofosfonowe oraz ich estry, a-aminofosfoniany, stanowig bioizostery
naturalnych a-aminokwasoéw (Rysunek 1). Trygonalna grupa karboksylowa obecna
w aminokwasach, zostala w a-aminofosfonianach zastapiona tetraecdryczng grupa
fosfonianowg [10]. Obecnos¢ wigzania fosfor-wegiel sprawia, ze pochodne fosfonianow
cechujg si¢ znaczng trwalo$cig chemiczng oraz metaboliczng [11]. Grupa fosfonianowa
wykazuje podobienstwo do wysokoenergetycznego stanu przejsciowego niektorych
reakcji enzymatycznych, w szczegdlnosci reakcji hydrolizy oraz tworzenia wigzania
amidowego lub estrowego [10][12]. Budowa a-aminofosfonianéw czyni je interesujacymi
I bardzo uzytecznymi zwiazkami w syntezie chemicznej [11]. Ponadto,
a-aminofosfoniany stanowig najwazniejsze substytuty odpowiednich o-aminokwasow
w uktadach biologicznych [13]. Podobienstwo strukturalne a-aminofosfonianow do
karboksylowych analogow jest dos¢ niezwykte, gdyz sprawia, ze w wielu uktadach
i procesach fosfonianowe odpowiedniki mogg zosta¢ rozpoznane i traktowane jako
aminokwasy. Jest to interesujace ze wzgledu na istniejgce rdéznice pomiedzy tymi dwiema

grupami zwigzkow, takie jak na przyktad wielkos¢, ksztaltt czy kwasowos¢ [5].
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Rysunek 1. Bioizosteryzm a-aminokwasow, kwasow a-aminofosfonowych

1 a-aminofosfonianéw [14].

W $wietle przytoczonych faktow, ugrupowanie N-C-P(O)(OR)2 stanowi wartosciowy
farmakofor, ktorego obecno$¢ w czasteczkach zwigzkéw moze przyczynic¢ si¢ do ich

ewentualnej bioaktywnosci [15].
1.2. Wlasciwosci biologiczne

Wielu przedstawicieli a-aminofosfonianow wykazuje szereg znaczacych
aktywnosci biologicznych. Ma to zwigzek nie tylko z ich strukturalnym podobienstwem
do a-aminokwasow, ale takze z obecnoscig wigzania wegiel-fosfor. Wigzanie to nie ulega
degradacji przez fosfataze, wobec czego zwigzki =zawierajace takie wigzanie
charakteryzuja si¢ wysokg trwato$cig fizjologiczng [10][16][17]. Waznym aspektem
budowy oa-aminofosfonianéw, ktoéry rowniez wplywa na ich bioaktywnos¢, jest
tetraedryczna grupa fosfonianowa. Jej obecnos¢ sprawia, ze a-aminofosfoniany stanowig
trwale mimetyki tetraedrycznych stanéw przejsciowych hydrolizy peptydow [8][18][19].
Ponadto, a-aminofosfoniany wykazuja lipofilowy charakter oraz dobra przenikalnosé
przez btony komorkowe organizmu [10]. Dowiedziono, ze konfiguracja absolutna na
atomie wegla bezposrednio zwigzanym z atomem fosforu, ma istotny wplyw na
wlasciwosci biologiczne tej grupy zwiazkéw [20][21][22]. W wielu przypadkach lepsza
bioaktywnos¢ pochodnych kwaséw a-aminofosfonowych zaobserwowano dla zwigzkow
z atomem wegla o 0 konfiguracji absolutnej R [23][24]. W bezposrednim dziataniu na
organizmy, a-aminofosfoniany charakteryzuja si¢ zwykle niska toksycznoscig [7]. Fakt
ten powoduje, ze a-aminofosfoniany sa atrakcyjnymi zwigzkami znajdujacymi

zastosowanie nie tylko w medycynie, ale i rolnictwie [4].

Zakres biologicznego wykorzystania fosfonianowych analogéw a-aminokwasow
W zasadzie jest nieograniczony. Stanowig one obiecujgcg grupe zwigzkéw o wysokim
potencjale farmakologicznym i biologicznym [11][25][26]. a-Aminofosfoniany wykazuja

aktywno$¢ przeciwwirusows, przeciwbakteryjng, przeciwnowotworowa, grzybobodjcza.
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Znane s3 takze o-aminofosfoniany o wlasciwosciach przeciwutleniajacych,
przeciwzakrzepowych, a takze hamujacych dziatanie enzymow [4][7][27][28].
Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa omawianych zwigzkéw obejmuje migdzy innymi
hamowanie rozwoju Plasmodium falciparum, pasozyta odpowiedzialnego za
wywotywanie malarii [9]. a-Aminofosfoniany cechuja si¢ takze bardzo dobrag inhibicja
wzgledem wielu szczepoéw grzybow z rodzaju Candida [29]. Ponadto znane sg rowniez
a-aminofosfoniany o dziataniu przeciwzapalnym [7]. Fosfonianowe analogi
a-aminokwasoéw odgrywaja w medycynie znaczagcg rolg jako peptydomimetyki [1].
W rolnictwie znajduja zastosowanie jako srodki agrochemiczne: pestycydy oraz wysoce
skuteczne $rodki chwastobdjcze [8]. a-Aminofosfoniany mogg postuzy¢ do
funkcjonalizacji  jednoSciennych  nanorurek weglowych (SWNCT), materiatu
0 wszechstronnych zastosowaniach w wielu dziedzinach. SWNCT sg szeroko
wykorzystywane takze w naukach biomedycznych, jako biosensory, $rodki stosowane
w terapii genowej, inzynierii tkankowej oraz do dostarczania lekéw. Polaczenie
nanorurek weglowych z biologicznie aktywnymi a-aminofosfonianami stanowi materiat
0 potencjalnym zastosowaniu w farmacji [30]. Wykazano, ze a-aminofosfoniany
posiadaja zdolno$¢ oddziatywania z réznymi bioczasteczkami, na przyktad z bromelaing
macierzysta (SBM). SBM jest enzymem- proteinazg cysteinowg, znajdujacym
zastosowanie w medycynie migdzy innymi jako S$rodek przeciwnowotworowy,
przeciwzakrzepowy, przeciwobrzekowy czy przeciwzapalny. o-Aminofosfoniany
wykazujg kompatybilno$¢ wobec SBM 1 mogg stabilizowa¢ oraz chroni¢ ten enzym przed
zaburzeniami strukturalnymi czy termicznymi. Mozna zatem uznaé, ze fosfonianowe
analogi a-aminokwasow sa dobrymi kandydatami do stosowania jako $rodki stabilizujace

bioczgsteczki [2].

Oczywistym jest, ze budowa zwigzku powigzana jest z jego wlasciwosciami
fizycznymi,  chemicznymi i  aktywno$cia  biologiczng. Na  bioaktywnos¢
a-aminofosfoniandbw wpltywa wspomniane juz podobienstwo strukturalne do
a-aminokwaséw oraz obecno$¢ wigzania C-P. Wazng strategia w modulowaniu
wiasciwosci biologicznych zwigzkéw chemicznych jest wprowadzenie do ich czgsteczek
podstawnikow. Zastgpienie atomu wodoru atomem innego pierwiastka lub grupa
funkcyjng moze znaczaco wplyna¢é na zmiang tych wlasciwosci. Na przykiad
wprowadzenie grupy metylowej jako podstawnika do pier§cienia fenylowego wplywa na

zmian¢ lipofilowosci zwigzku, co wigze si¢ z jego wchianianiem 1 dystrybucja
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w organizmie [15]. Szerokim =zakresem wykazywanych aktywnosci biologicznych
charakteryzuja si¢ takze o-aminofosfoniany, ktére zawieraja w swojej strukturze
ugrupowanie heterocykliczne, takie jak furan, pirol, tiofen, indol lub chinazolina
[28][31][32].

1.2.1. Wiasciwosci przeciwutleniajace

Wsrod fosfonianowych analogéw o-aminokwasow sa zwiazki o dziataniu
antyoksydacyjnym (Rysunek 2). Poznane =zostaly a-aminofosfoniany o lepszych
wilasciwos$ciach przeciwutleniajgcych niz miedzy innymi kwas askorbinowy (witamina C)
[7]. Zwigkszony poziom tak zwanych reaktywnych form tlenu (ROS) obserwowany jest
w przypadku wielu chorob, takich jak nowotwory, choroby uktadu krazenia czy choroby
neurodegeneracyjne, jak choroba Alzheimera oraz Parkinsona. Estry kwasow
a-aminofosfonowych moga ogranicza¢ dziatanie wolnych rodnikéw. Hamuja enzym
acetylocholinoesteraze, ktorego nadmierna aktywno$¢ jest przyczyna powstawania

choréb neurodegeneracyjnych [4].
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Rysunek 2. Przyktady a-aminofosfoniandw wykazujacych dziatanie antyoksydacyjne
[71[11][33][34]1[35].

Badania, zar6wno eksperymentalne, jak i teoretyczne, pokazaly, ze aktywnos$¢
przeciwutleniajagca zwigzku chemicznego jest bezposrednio zwigzana z obecno$cig

w jego strukturze grupy -OH, a takze pierécieni benzenowych. Te elementy strukturalne
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odgrywaja istotng role w wychwytywaniu wolnych rodnikow, potencjalnie prowadzac do

lepszych wlasciwosci antyoksydacyjnych zwigzkow [36].
1.2.2. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia choroby nowotworowe sa druga
najczesciej wystepujacg przyczyna zgondw na calym $Swiecie, a niekontrolowany wzrost
nieprawidlowych komorek stanowi powazny problem [16][37]. Dane pokazaly, ze
w 2020 roku nowotwory byly przyczyna niemal dziesigciu miliondw zgondéw na $wiecie
[38]. Pomimo cigglego rozwoju metod leczenia opartych na chemioterapii, wcigz
borykaja si¢ one z takimi problemami jak wysoka toksyczno$¢ wobec organizmu Oraz
niska specyficzno$¢ stosowanych terapeutykow. Sklania to do poszukiwan nowych,
lepszych lekéw [39]. Powaznym problemem jest takze obserwowana coraz czesciej
w przypadku niektérych nowotworow wielolekoopornos¢. To wszystko przekonuje do
projektowania nowych, bardziej skutecznych srodkéw terapeutycznych [40]. Jedng ze
strategii stuzacych temu celowi jest wprowadzenie do struktury czasteczki ugrupowania
fosfonianowego [41]. Znanych jest wiele a-aminofosfonianow o aktywnosci
przeciwnowotworowej. Przyktady przedstawiono na Rysunku 3 [1]. Badania pokazaty, ze
fosfonianowe analogi a-aminokwasow, wykazujace aktywno$¢ przeciwnowotworows,
mogg indukowac apoptoze patogennych komorek poprzez szlaki mitochondrialne
i enzymy z nimi zwigzane [42]. Apoptoza w komodrkach nowotworowych jest kluczowa
dla powodzenia terapii leczniczej w przypadku choroby nowotworowej. Wykazano, ze
a-aminofosfoniany indukuja apoptoze¢ komorek nowotworowych w fazie GI1 cyklu
komorkowego, podczas ktorej nastgpuje intensywny wzrost komorki przed procesem
replikacji DNA. Wynika z tego, ze zatrzymanie cyklu nast¢puje juz na jego poczatkowym
etapie [41].
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Rysunek 3. Przyktady a-aminofosfonianow wykazujacych aktywnosé
przeciwnowotworowg [28][37][39][41][43].

Dowiedziono, ze wprowadzenie grupy aminofosfonianowej do czgsteczek
zwigzkoéw charakteryzujacych si¢ juz aktywnosciag przeciwnowotworowa (na przyktad
reina, chinazolina czy imatynib) moze t¢ aktywno$¢ zwiekszy¢ [1][44][45]. Imatynib
stosowany jest w leczeniu biataczki. Poprzez wprowadzenie do fragmentu jego struktury
ugrupowania fosfonianowego w pozycji a, otrzymano seri¢ nowych zwigzkoéw
wykazujacych bardzo dobra aktywno$¢ przeciwnowotworowa (Rysunek 4). Co wiecej,
zaobserwowano, ze sposrod tych zwigzkéw wyjatkowa cytotoksycznos$cig charakteryzujg

si¢ czasteczki z podstawnikiem halogenowym lub z grupa nitrowa [37].

34



CZESC LITERATUROWA

N N
N N Br
= =
shel 20
— P i~ /7
N N N N N N N
; HJ\@\/"Q "o A g™
\_
111 ICgy=4.8-22.12 uM 112 1Csp=1.07-2.03 uM

Rysunek 4. Struktura oraz wykazywana cytotoksyczno$¢ imatynibu 1.11,
substancji przeciwnowotworowej stosowanej w leczeniu biataczki oraz przyktadowe;j

nowej, fosfonianowej pochodnej tego leku 1.12 [37].

Przeprowadzone dla nowo otrzymanych pochodnych badania aktywnos$ci
przeciwnowotworowej wykazaty ich lepsze dziatanie niz w przypadku standardowych
lekow, takich jak doksorubicyna, czy wspomniany imatynib [37]. Jak zaobserwowano
w przeprowadzonych badaniach, wyzsza cytotoksyczno$¢ wykazaly czasteczki

z podstawnikiem w pozycji para, niz w pozycji meta [46].

Innym przyktadem zwigzku chemicznego, ktorego potaczenie z ugrupowaniem
a-aminofosfonianowym  doprowadzito  do  zwigkszenia  jego  aktywnosci
przeciwnowotworowej, jest chinazolina (Rysunek 5). Pochodna chinazoliny okazala si¢
nawet kilka razy bardziej aktywna wobec komorek nowotworowych wielu linii, niz

doksorubicyna [28].
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Rysunek 5. Struktura chinazoliny 1.13 oraz pochodnej chinazoliny
z ugrupowaniem a-aminofosfonianowym 1.14 0 znacznej aktywnosci

przeciwnowotworowej [28].
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Potaczenie grupy o-aminofosfonianowej oraz alizaryny, wystepujacej naturalnie
pochodnej antrachinonu, o szerokiej bioaktywnosci, w tym przeciwnowotworowej, takze
przyczynito si¢ do otrzymania nowych zwigzkow (Rysunek 6) o bardzo dobrych
wlasciwosciach farmakologicznych 1 o cytotoksycznosci lepszej niz ta obserwowana dla
niezmodyfikowanej alizaryny, jak réwniez dla 5-fluorouracylu, popularnego zwiazku
chemicznego stosowanego w terapii choréb nowotworowych. Zaobserwowano, ze
obecno$¢ podstawnika -CHs w strukturze zsyntezowanych pochodnych roéwniez wplywa
pozytywnie na wykazywang aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Wazne okazaly si¢ takze
podstawniki w pierscieniu fenylowym obecnym w strukturze o-aminofosfonianow.
Podstawienie atomem fluoru, chloru czy bromu powodowato poprawe cytotoksycznosci
otrzymanych zwigzkoéw, natomiast podstawniki -CHz i -OCHs wykazywaly wplyw

negatywny [41].

Het-116 IC55= 36.27 uM
MGC-803 ICs55= 30.91 uM
NCI IC5= 47.88 uM

O OH o)
OQJ\N pO  AS491Cs5)=49.01 pM
H)O o KB IC5y= 6.45 uM
OH o} :

o)
OH F
O‘O Het-116 ICsp= 17.92 uM
o)

MGC-803 IC5y= 22.89 uM

O OH o)
115 O%N ~pe0  AS491Cs=19.39 M
' CH, N 04 KB ICs,= 0.87 uM
o j 1.17
Rysunek 6. Struktura alizaryny 1.15 oraz przyktadowych a-aminofosfonianow

1.16 1 1.17 opartych na strukturze alizaryny wykazujacych bardzo dobrg aktywnos¢

przeciwnowotworowg [41].

Mechanizm antynowotworowego dziatania wielu lekow, szczegdélnie tych
zaliczanych do metalolekow, jak na przyklad cis-platyna, opiera si¢ na powodowaniu
zmian (uszkodzen) w budowie DNA. Uszkodzenie struktury DNA, czesto na skutek
mutacji, jest przyczyng powstawania nowotwordéw. Strukturalne zmiany w DNA
zaobserwowano miedzy innymi w chorobach nowotworowych nerek, watroby i uktadu

trawiennego. Wobec tego DNA moze stanowi¢ dogodny cel w procesie projektowania
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lekow. W literaturze opisano a-aminofosfoniany, dla ktérych dowiedziono zdolnosci
oddzialywania z DNA (Rysunek 7). Ponadto, zwiazki te wykazywaly rowniez mozliwo$¢
wigzania z albuming surowicy bydlecej (BSA- bovine serum albumin) [43]. Jest to biatko
wystepujace w osoczu w duzych ilosciach. Petni bardzo wazng funkcje w dystrybucji
lekow i ich metabolizmie. Co wigcej, jest ono czgsto stosowane w badaniach jako
modelowe biatko ze wzgledu na swoja trwatos$¢, niskg toksyczno$¢ i biokompatybilnosé

[47].
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Rysunek 7. Przyktady a-aminofosfonianow wykazujacych zdolnos¢ oddziatywania
z CT-DNA [43].

1.2.3. Aktywnos$¢ przeciwwirusowa

Jedng z wielu wykazywanych przez a-aminofosfoniany aktywnosci biologicznych
jest ich zdolno$¢ do dzialania przeciwwirusowego. Fosfonianowe analogi
a-aminokwasdéw znalazly mi¢dzy innymi zastosowanie w terapii przeciw wirusowi HIV
[7]. a-Aminofosfoniany charakteryzuja si¢ znaczng toksycznoscig wobec TMV (Tabacco
mosaic virus), bedacego pierwszym poznanym wirusem, mogacym infekowac ponad 400
gatunkow ro$lin (Rysunek 8) [48][49]. Wykazano, Zze a-aminofosfoniany zawierajgce
ugrupowanie amidowe dzialaja przeciwwirusowo oraz ochronnie przed TMV. Aktywnos$¢
wybranych zwigzkow jest porownywalna z referencyjnym $rodkiem wirusobojczym-
Ningnanmycyng [50]. Podobnie, innym roslinnym wirusem, wobec ktorego zostala
potwierdzona aktywno$¢ przeciwwirusowa a-aminofosfonianow jest PVY (Potato virus
Y). Dodatkowo otrzymane pochodne z fragmentem benzotiazolu zostaly przebadane pod
katem dziatania ochronnego i w tym przypadku réwniez odnotowano zadowalajace
wyniki. Zaobserwowano, ze silniejsze dzialanie przeciwwirusowe wykazujg

a-aminofosfoniany zawierajgce grupe difenylofosforynowa niz dialkilofosforynowa [51].
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1.21 1.22

Rysunek 8. Przyktady a-aminofosfoniandw wykazujacych aktywno$¢ przeciw Tabacco

mosaic virus [50][52].

Wprowadzenie atomu lub atomoéw fluoru do struktury zwigzkéw organicznych
jest istotng strategia otrzymywania czgsteczek o potencjalnym  znaczeniu
farmakologicznym, a takze metoda zwigkszania aktywnoS$ci biologicznej znanych juz
lekow [53][54][55]. Badania pokazaly, ze a-aminofosfoniany zawierajace grupg -CF3
(Rysunek 9) wykazuja zdolno§¢ hamowania aktywno$ci Tabacco mosaic virus. Co
wiecej, zwigzki zawierajace w swojej strukturze podstawnik fluorofenylowy (1.23 oraz
1.24), charakteryzuja si¢ znacznie wyzsza warto$cig inhibicji niz zwigzek

z podstawnikiem chlorofenylowym (1.25) (Tabela 1) [48].

Rysunek 9. Struktury fluorowanych a-aminofosfonianéw wykazujacych
aktywnosc¢ przeciw TMV [48].

Tabela 1. Aktywnos¢ przeciwwirusowa fluorowanych a-aminofosfonianéw [48].

Zahamowania aktywnos$ci wirusa TMV [%]

Zwiazek
7 dni 14 dni
1.23 38.08 64.12
1.24 45.73 52.1
1.25 9.43 39.28
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Wyniki badan opartych na dokowaniu molekularnym pozwolily oceni¢ aktywnos¢
a-aminofosfoniandéw roéwniez wobec wirusa SARS-CoV-2. Wykazano, ze badane zwigzki
moga oddziatywa¢ z glowng proteazg (Mpro) i polimerazag RNA (RdRp) tego
drobnoustroju. Zidentyfikowano potencjalne miejsca ataku nukleofilowego oraz
elektrofilowego, a takze miejsca aktywne interakcji, co pozwala sadzi¢, ze pochodne

a-aminofosfonianow mogltyby by¢ skutecznymi inhibitorami koronawirusa [9].
1.2.4. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna

Na przestrzeni ostatnich dziesi¢cioleci odnotowuje si¢ znaczny wzrost
lekoopornosci u patogennych mikroorganizméw. Jedng z przyczyn tego zjawiska jest
niewlasciwe stosowanie antybiotykéw. Aby zapobiec rozpowszechnianiu si¢ tego
problemu stale poszukiwane sg nowe, silne $rodki przeciwbakteryjne lub modyfikowane
sg znane juz substancje. W trend ten bardzo dobrze wpisuja si¢ fosfoniany ze wzglgdu na
szerokie farmaceutyczne zastosowanie oraz wykazywane dzialanie antybakteryjne
(Rysunek 10) [1]. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa a-aminofosfonianow obejmuje
dziatanie przeciw bakteriom Gram-dodatnim oraz Gram-ujemnym. Podobnie jak
w przypadku innych biologicznych aktywnos$ci, rowniez wlasciwosci przeciwbakteryjne
a-aminofosfonianow sag zblizone do tych, ktore charakteryzuja stosowane antybiotyki, na
przyktad gentamycyna [25]. a-Aminofosfoniany wykazuja bardzo dobre wlasciwos$ci
przeciwbakteryjne wobec tak popularnych szczepoéw bakteryjnych jak Escherichia coli
(pateczka okreznicy), Salmonella typhimurium (pateczka paraduru), Staphylococcus
aureus (gronkowiec ztocisty), czy Listeria monocytogenes (listeria monocytogenes),
Bacillus subtilis (laseczka sienna), Klebsiella pneumoniae (pateczka zapalenia ptuc)
[1][15][56]. Fosfonianowe bioizostery a-aminokwasow znalazly rowniez zastosowanie

w lekach przeciwgruzliczych [37].
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Rysunek 10. Przyktady a-aminofosfonianéw o dziataniu przeciwbakteryjnym. Zwigzek
1.26 charakteryzuje si¢ aktywnos$cig wzgledem S. aureus oraz E. coli, zwiazek 1.27
wzgledem B. subtilis, S. aureus, K. pneumonia oraz P. aeruginosa, natomiast zwigzek
1.28 wzgledem E. coli, S. typhi, S. aureus, L. monocytogenes oraz C. albicans
[11[15][56].

1.2.5. Inhibicja enzymow

Strukturalna analogia a-aminofosfonianéw i o-aminokwasow sprawia, ze dla
niektorych enzyméw te dwie grupy zwigzkow s3 nierozroznialne. Przyktady
a-aminofosfoniandéw bedacych inhibitorami enzyméw przedstawia Rysunek 11. Zdolnos¢
inhibicji enzymoéw zwigzana jest z tetraedryczng strukturg grupy fosfonianowej, ktora
stanowi analog stanu przejSciowego obserwowanego podczas reakcji enzymatycznych
[57]. a-Aminofosfoniany konkurujg z a-aminokwasami o receptory komorkowe oraz

o0 miejsca aktywne enzymow, petniac rolg antagonistow aminokwasow [1][5].

Inhibicja obejmuje wiele typow enzymow, takich jak proteaza HIV, trombina,
chymotrypsyna, kolagenaza, syntaza, hydrolazy serynowe, enzymy proteolityczne oraz
reniny [8][9][15][58][59]. Szczegdlng grupe enzymoéw proteolitycznych, do inhibicji
ktorych  wykorzystywane sa fosfonianowe analogi a-aminokwasoéw, stanowig
metaloproteazy macierzy [60][61]. a-Aminofosfoniany silnie hamuja enzymy PTP
(Protein Tyrosine Phosphatases, biatkowe fosfatazy tyrozynowe), odpowiedzialne migdzy
innymi za kontrole cyklu komodrkowego oraz wzrostu i1 proliferacji komorek.
Nieprawidlowa ekspresja PTP obserwowana jest w réznych typach nowotworow
1 znaczaco wptywa na postgp choroby, wobec czego inhibitory tej grupy enzymow sg
intensywnie poszukiwane jako leki w terapii celowanej [43][62]. Ciekawg grupe
zwigzkow chemicznych, charakteryzujaca si¢ inhibicja wielu typdw enzymoOw stanowig

a-aminofosfoniany zawierajace w swojej strukturze ugrupowanie cykloheksylowe.
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Wykazuja one dziatanie hamujace wobec acetylocholinoesterazy, lizofosfolipazy D,

epoksyhydrolazy, aminopeptydazy leucynowej oraz aminopeptydazy alaninowej [63][64].

Br @

1.29 1.30 1.31

Rysunek 11. Przyktady a-aminofosfonianow hamujacych dziatanie enzymow. Zwigzek
1.29 stanowi inhibitor PARP1 (polimerazy poli(ADP-rybozy)), zwiazek 1.30 wykazuje
dziatanie hamujgce wobec kinazy tyrozynowej Ber-Abl, natomiast zwigzek 1.31 jest

inhibitorem acetylocholinoesterazy [37][63][65].

Acetylocholinoesteraza  jest enzymem, ktory hydrolizuje acetylocholing
(podstawowy  neuroprzekaznik) do  choliny, co skutkuje  zmniejszeniem
neuroprzekaznictwa. Uwaza si¢, ze dziatanie acetylocholinoesterazy jest jednym
z czynnikow odpowiadajacych za neurodegeneracyjna chorob¢ Alzheimer’a. Badania
dotyczace terapii stosowanych w przypadku tej choroby w duzej mierze koncentruja si¢
na poszukiwaniu inhibitoréw acetylocholinoesterazy. Opracowanych zostato wiele lekow,
ktére hamuja dziatanie tego enzymu i w ten sposob tagodza objawy choroby Alzheimer’a.
Powoduja one jednak bardzo duzo niepozadanych skutkéw ubocznych, dlatego tez
nieustannie poszukiwane s3 nowe substancje zdolne do hamowania dziatania
acetylocholinoesterazy [66][67]. Obiecujace wyniki zaobserwowano dla pochodnych
a-aminofosfonianow, zawierajacych fragmenty strukturalne roznych zwigzkow
organicznych, migdzy innymi pirazolu, karbazolu, chromonu, 1,5-benzotiazepiny czy
chinazolinonu (Rysunek 12). Te heterocykliczne zwigzki wykazuja szeroki zakres
aktywno$ci  biologicznych, jak na przyktad dzialanie przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze, przeciwnowotworowe czy przeciwwirusowe, a ponadto znajduja
zastosowanie w leczeniu choroby Alzheimer’a. Ich pochodne sa wykorzystywane
w przemysle farmaceutycznym do produkcji wielu powszechnie dostgpnych na rynku
lekow, takich jak Pyramidonum (lek przeciwbolowy) czy Polcrom (lek

przeciwalergiczny). Bioragc pod uwage interesujace wilasciwosci a-aminofosfonianow
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oraz wspomnianych uktadow heterocyklicznych, postanowiono otrzymaé zwiazki
posiadajace w czasteczkach oba farmakofory; ugrupowanie fosfonianowe oraz pierscien
heterocykliczny. Uzyskane zwigzki charakteryzowaly si¢  wysoka inhibicja
acetylocholinoesterazy. Co wigcej, a-aminofosfoniany sg idealnymi kandydatami jako
substancje stosowane w leczeniu choroby Alzheimer’a nie tylko ze wzglgdu na zdolnosci
hamowania dziatania acetylocholinoesterazy, ale takze bardzo dobre wlasciwosci

przeciwutleniajgce [66][68][69][70][71].
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Rysunek 12. Przyktady a-aminofosfonianéw hamujacych dziatanie
acetylocholinoesterazy [66][68][69][70][71].

Bardzo dobra zdolno$¢ hamowania dziatania acetylocholinoesterazy, lepsza
w poréwnaniu do galantaminy wykazaly takze a-aminofosfoniany zawierajace
ugrupowanie 1,5-benzotiazepiny (Struktura 1.32). Warto podkresli¢, ze w strukturze tych
zwigzkow obecny jest atom fluoru. Dokowanie molekularne tych a-aminofosfonianow
pokazato ich doskonate wigzanie si¢ z enzymem. Stwierdzono, Ze obecno$¢
podstawnikow halogenowych w strukturze zwigzku wptywa na wzrost jego zdolnosci do
inhibicji acetylocholinoesterazy. Zaobserwowano takze istotng roznice w aktywnosci
a-aminofosfoniandbw 1 ich analogdw niezawierajacych grupy fosfonianowej, co
jednoznacznie dowodzi kluczowego znaczenia tego ugrupowania dla aktywnosci

biologicznej badanego zwiazku. Najprawdopodobniej obecnos¢ tego ugrupowania
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zwigksza powinowactwo wigzania w miejscu aktywnym enzymu [66]. Wyjatkowos¢
grupy fosfonianowej potwierdza réwniez synteza pochodnych chinazolinonu
zawierajacych t¢ grupe (Struktura 1.33). Otrzymane zwigzki charakteryzujg sie znacznie
wickszg  aktywnos$cia hamujgcg dziatanie acetylocholinoesterazy niz przed
wprowadzeniem do ich struktury grupy a-aminofosfonianowej. Udowodniono takze, ze
zwigzki zawierajagce podstawniki elektronoakceptorowe wykazuja wysoka skutecznosé
inhibicji enzymu. Uwaza si¢, ze ich obecno$¢ ma korzystny wplyw na ustawienie
inhibitora w miejscu aktywnym acetylocholinoesterazy [71]. a-Aminofosfoniany
zawierajace w swojej strukturze pirazol (Struktura 1.34) posiadaja lepsze whasciwosci
inhibitujace od standardowych lekow, takich jak galantamina, rywastygmina, czy takryna,
wykazujac nawet 50-krotnie silniejsze dziatanie [68]. Rowniez a-aminofosfoniany
z ugrupowaniem karbazolu (Struktura 1.35) sa kilkukrotnie lepszymi inhibitorami
acetylocholinoesterazy niz znane leki [69]. Rentgenowska analiza krystalograficzna
acetylocholinoesterazy umozliwita poznanie budowy jej miejsca aktywnego. Jest to
waskie wglebienie o szerokoéci 5 A i glebokosci okoto 20 A, sktadajace sic z dwdch
glownych miejsc wigzania substratu- Kkatalitycznego miejsca aktywnego (CAS) oraz
obwodowego miejsca aktywnego (PAS) [72]. Wyniki przeprowadzonego dokowania
molekularnego wykazaty, ze o-aminofosfoniany wigza si¢ z enzymem w obu tych
miejscach, charakteryzujac si¢ tym samym mieszanym typem inhibicji [69]. Rownie
dobrymi inhibitorami, charakteryzujacymi si¢ lepszym dzialaniem niz na przyktad
rywastygmina sg a-aminofosfoniany zawierajace W strukturze uktad chromonu (Struktura
1.36). Wykazuja one zdolno$¢ do wigzania z CAS i PAS acetylocholinoesterazy.
Przeprowadzone badania udowodnily takze wlasciwosci przeciwutleniajace tych
zwigzkow, CO jest rownie istotne zwazywszy na fakt, ze zwigkszony poziom wolnych

rodnikow moze si¢ przyczynia¢ do dalszego rozwoju choroby Alzheimer’a [70].
1.2.6. Wiasciwosci chwastobojcze

Stale rosnace =zapotrzebowanie na $rodki chwastobdjcze oraz postepujaca
odporno$¢ chwastow na herbicydy jest przyczyng poszukiwania nowych substancji do
zwalczania  tych  niepozadanych  roslin.  o-Aminofosfoniany oraz  kwasy
a-aminofosfonowe cieszg si¢ duzym zainteresowaniem jako $rodki o wilasciwosciach
chwastobdjczych, miedzy innymi ze wzgledu na niskg toksyczno$¢ dla ssakéw oraz

wysoka podatnos¢ na degradacje przez organizmy glebowe. Bez watpienia,
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najpopularniejszg substancja o dzialaniu chwastobdjczym, zawarta w wielu preparatach
do tego przeznaczonych, jest glifosat- (N-fosfonometylo)glicyna (Rysunek 13). Zwiagzek
ten nalezy do kwasow a-aminofosfonowych i charakteryzuje si¢ niezwykle prosta
budowg oraz niskg masg czgsteczkowg. Wysoka rozpuszczalno$¢ glifosatu w wodzie
sprzyja jego wchianianiu i translokacji przez tkanki ro$linne, gdzie nast¢pnie po
wchionigciu nie ulega znacznemu metabolizmowi. W glebie ulega rozktadowi przez
mikroorganizmy do nietoksycznych produktéw, jakimi sg dwutlenek wegla, amoniak
i woda [5][10]. Mechanizm chwastobojczego dziatania glifosatu opiera si¢ gtownie na
podobienstwie grupy COOH do grupy PO(OH).. Zmiana ta nie zostaje rozpoznana przez
enzym- syntaze S-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowa, ktory bierze udziat
W biosyntezie aminokwasow niezbednych do rozwoju ro$lin, miedzy innymi
fenyloalaniny czy tyrozyny. Blokada enzymu sprawia, ze glifosat dziata jako specyficzny

inhibitor biosyntezy, hamujac tym samym ekspansj¢ chwastow [73].
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Rysunek 13. Struktura glifosatu- kwasu a-aminofosfonowego o wtasciwosciach

chwastobdjczych [5].

a-Aminofosfoniany znalazly zastosowanie w rolnictwie nie tylko ze wzglgedu na
dziatanie chwastobdjcze czy grzybobojcze. Bardzo dobrze sprawdzaja si¢ rowniez jako

regulatory wzrostu ro$lin oraz srodki owadobojcze [4][20][74][75].
1.2.7. Wlasciwosci przeciwgrzybicze

a-Aminofosfoniany charakteryzuja si¢ obiecujacym dziataniem
przeciwgrzybiczym. Opisane zostaly zwigzki, ktore hamujg wzrost takich
fitopatogennych grzybow jak Phytophthora infestans, Pircularia oryzae oraz Pellcularia
sasakii (Rysunek 14). Aktywno$¢ tych zwigzkow jest porownywalna lub lepsza od
aktywno$ci hymeksazolu, bedacego substancja czynng w popularnie stosowanych

srodkach ochrony roslin [20].
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Rysunek 14. Struktury a-aminofosfonianéw o wiasciwosciach przeciwgrzybiczych

[20].
1.3. Inne zastosowanie a-aminofosfonianow

Poza zastosowaniem zwigzanym z ich aktywno$cig biologiczng, estry kwasow
a-aminofosfonowych zyskuja uwage i zainteresowanie jako zwigzki kompleksujace oraz
silne $rodki antykorozyjne metali i ich stopow (Rysunek 15). Szczegdlng zdolno$é
hamowania korozji wykazuja a-aminofosfoniany aromatyczne zawierajagce w swojej
strukturze atomy azotu, siarki czy tlenu [8][76][77]. a-Aminofosfoniany sa takze cennymi
reagentami w syntezie organicznej. Jako substraty moga mig¢dzy innymi bra¢ udziat
w reakcji selektywnego aromatycznego przegrupowania aza-Claisen’a, prowadzac do

otrzymania winylofosfonianoéw [78].
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Rysunek 15. Przyktady a-aminofosfonianéw o wiasciwosciach antykorozyjnych

[76][77].
1.4. Metody otrzymywania a-aminofosfonianow

Kluczowym etapem syntezy fosfonianowych analogdw a-aminokwasow jest
generowanie wigzania fosfor-wegiel [79]. Dwa gtoéwne podejsécia syntetyczne prowadzgce

do utworzenia takiego wigzania opieraja si¢ na reakcji Kabachnik’a-Fields’a i reakcji
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Pudovik’a [4]. Metody bazujace na kazdej z tych reakcji zapewniajg bezposrednie
otrzymanie docelowych zwigzkéw [8]. Reakcje te moga przebiega¢ z udzialem
katalizatorow, a najczeSciej stosowanymi sg kwasy Lewisa, takie jak SnCla, ZrCls, InCls
[6]. W literaturze naukowej opisane sa takze mniej konwencjonalne podejscia do
zagadnien Katalizy w reakcjach Kabachnik’a-Fields’a i Pudovik’a, migdzy innymi
stosowanie w tym celu cieczy jonowych, jak azotan etyloamoniowy [EtNH3]NOs, ktory
zapewnia wysokg wydajnos¢ reakcji i jest przyjazny dla srodowiska lub cieczy jonowej
utworzonej na bazie chlorku choliny i chlorku cynku ChCI-2ZnCl,, efektywnej
w tagodnych warunkach 1 nadajgcej si¢ do recyklingu [6][80]. Do syntezy
a-aminofosfoniandw uzywano rowniez rozpuszczalnych katalizatorow na nosniku
polimerowym, co pozwolito na zachowanie jednorodnych warunkow reakcji, jednak
produkty otrzymywano z niezadowalajaca wydajnoscig. Stosowanie katalizatorow
zwigzane jest jednak 2z pewnymi niedogodno$ciami: z Kkonieczno$cig uzycia
skomplikowanej aparatury i ztozonej procedury syntezy, jak réwniez z obecnoscig
szkodliwych reagentow w $rodowisku reakcji [39]. Obecnie popularne staje si¢
wspomaganie reakcji Kabachnik’a-Fields’a i Pudovik’a promieniowaniem mikrofalowym

lub falami ultradzwigkowymi [15][80].

W ostatnim czasie w syntezie organicznej istotny nacisk kladzie si¢ na
przestrzeganie zasad zielonej chemii. Obejmuja one migdzy innymi ograniczenie
stosowania rozpuszczalnikow, minimalizowanie zuzycia energii, unikanie toksycznych
odczynnikow czy redukcje odpadéw [6][80]. Reakcja Kabachnik’a-Fields’a i reakcja
Pudovik’a wpisuja si¢ w zasady zielonej chemii. Sg to metody wielosktadnikowe, co jest
korzystne dla $rodowiska. Przeprowadzenie syntezy w sposob jednoetapowy pozwala
miedzy innymi na mniejsze zuzycie energii. Ponadto, metody wielosktadnikowe

charakteryzujg si¢ wysoka wydajnos$cig procesow i skroconym czasem reakcji [1].

Mniej popularng metoda otrzymywania a-aminofosfoniandw jest zastosowanie
reakcji Mitsunobu. Jej przebieg zaktada poddanie hydroksyfosfonianu warunkom reakcji
Mitsunobu z aming [29]. Innymi, rGwniez mniej czesto stosowanymi metodami sg reakcja

Michaelis’a-Arbuzov’a oraz Michaelis’a-Becker’a [81].

Szerokie zastosowanie estrow kwasoéw a-aminofosfonowych sprawia, ze pomimo
mnogosci metod syntetycznych prowadzacych do otrzymania o-aminofosfonianéw,

nieustannie opracowywane sa nowe procedury, ktore zapewnig wydajne utworzenie
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produktow w warunkach przyjaznych srodowisku. Wiekszo$¢ modyfikacji dotyczy
skrocenia czasu trwania reakcji, niestosowania drogich i toksycznych katalizatoréw oraz
rozpuszczalnikow, zwigkszenia wydajnosci reakcji oraz zlagodzenia jej warunkow,

a takze ulatwienia procesu oczyszczania otrzymanych a-aminofosfonianéw [82].
1.4.1. Reakcja Kabachnik’a-Fields’a

Trojsktadnikowa reakcja Kabachnik’a-Fields’a jest niewatpliwie jedna
z najbardziej popularnych i dogodnych metod syntezy a-aminofosfonianéw. Polega na
reakcji zwigzku karbonylowego, aminy i fosforynu w uktadzie jednonaczyniowym
(Rysunek 16) [13]. Moga by¢ w niej stosowane zarowno aminy pierwszorzedowe, jak
i drugorzedowe. Substratami zawierajagcymi grupe karbonylowa sa najczesciej aldehydy,
niemniej jednak w reakcji moga bra¢ udzial réwniez ketony [1]. Jako zwigzek
fosforoorganiczny powszechnie w trojsktadnikowej metodzie stosuje si¢ fosforyn dialkilu
lub diarylu, cho¢ nie wyklucza to zastosowania trialkilowego fosforynu [15]. Reakcja

zostala opracowana w 1952 roku przez Martina 1. Kabachnik’a i Ellisa K. Fieldsa
[29][83].

OR;

O R,0-P=0

I 11_OR3 3 -

C\ + szNHz + H—P I R
Ry H OR; R/iu/ 2

R4, Ry, Rs- alkil lub aryl

Rysunek 16. Schemat otrzymywania a-aminofosfonianéw w reakcji Kabachnik’a-
Fields’a.

Przebieg reakcji Kabachnik’a-Fields’a moze by¢ przedstawiony dwoma mechanizmami
(Rysunek 17). Pierwszy z nich zaklada addycje¢ fosforynu do grupy karbonylowej,
prowadzac do utworzenia a-hydroksyfosfonianu, ktorego dalsza reakcja z aming
umozliwia otrzymanie a-aminofosfonianu (Rysunek 17, reakcja A). Drugi mechanizm
opiera si¢ na reakcji Pudovik’a. Utworzona in situ w wyniku kondensacji aldehydu
i aminy imina, ulega reakcji z fosforynem, poprzez jego bezposredni nukleofilowy atak
(Rysunek 17, reakcja B). Uwaza si¢ jednak, ze tworzenie o-aminofosfonianu
z o-hydroksyfosfonianu jest mniej prawdopodobne ze wzgledu na mozliwo$¢ rozktadu

produktu reakcji aldehydu i fosforynu do wyj$ciowych substratow [11][83].
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Rysunek 17. Schemat przebiegu reakcji Kabachnik’a-Fields’a wedtug reakcji Abramov’a
(A) oraz wedhug reakcji Pudovik’a (B) [83].

Reakcja Kabachnik’a-Fields’a jest typem reakcji Mannicha, przez co czasem nazywana
jest reakcja fosfa-Mannicha [28]. Hydrofosfonylowanie imin przeprowadzane
w temperaturze pokojowej wymaga zastosowania katalizatora, natomiast w przypadku
jego braku niezbedne jest dostarczenie dodatkowej energii, na przyktad w postaci ciepta
lub promieniowania mikrofalowego. Ma to zwigzek =z istnieniem tautomerii
fosfonianowo-fosforynowej (Rysunek 18). W przewadze wystepuje forma fosfonianowa,
jednak to tautomer fosforynowy jest bardziej nukleofilowy i bierze udziat w reakcji
addycji [31][84].

O
1 i
H—P(OR), —— HO-P(OR),
forma fosfonianowa forma fosforynowa
R- alkil lub aryl

Rysunek 18. Tautomeria fosforoorganicznego substratu reakcji Kabachnik’a-Fields’a.

Reakcja Kabachnik’a-Fields’a nalezy do reakcji wielosktadnikowych (MCR-
multicomponent reactions). W takich reakcjach produkty otrzymywane sa z wysoka
wydajnoscig oraz czystoscig. Reakcje wielosktadnikowe umozliwiajg otrzymanie
w jednym etapie ztozonych i rozbudowanych struktur chemicznych. MCR cieszg si¢
zainteresowaniem syntetykow takze ze wzgledu na ekologiczno$¢ procesu. Popularne sa
podejécia  syntetyczne bez zastosowania rozpuszczalnika oraz  katalizatora.

Przeprowadzenie reakcji metoda wieloskladnikowa wplywa na obnizenie kosztow
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procesu, wytworzenie mniejszej ilosci zanieczyszczen chemicznych 1 latwos$¢
oczyszczania otrzymanych produktow. Prostota reakcji wielosktadnikowych, szczeg6lnie

w przemysle, jest wazng zaletag ekonomiczng oraz ekologiczng [82].

Reakcja Kabachnik’a-Fields-a czg¢sto prowadzona jest w obecnosci katalizatora,
ktorych literatura opisuje catg game, na przyktad CF3COOH, kwas winowy, kwas
amidosulfonowy, kwas siarkowy, dodecylosiarczan magnezu, LiClOs, InCls, Sml,, ZnCly,
SnCls, MgCIQOg4, LnCl3 lub TiO2 [4][7][80][85]. Skutecznymi katalizatorami sg zaréwno
kwasy 1 zasady Lewis’a, jak 1 Brensted’a [15]. Wydajnym Kkatalizatorem do
jednonaczyniowej syntezy bioaktywnych zwigzkow fosforoorganicznych, ktory ponadto
mozna podda¢ recyklingowi, jest kwas poliglikolosulfonowy PEG-SOz:H [39].
Zastosowanie siarczanowanego poliboranu jako katalizatora w reakcji Kabachnik’a-
Fields’a umozliwia wydajng  syntez¢  o-aminofosfonianbw w  warunkach
bezrozpuszczalnikowych i co istotne, mozliwe jest jego ponowne uzycie. Moze by¢
stosowany w reakcjach z wykorzystaniem aromatycznych aldehydow oraz amin,
natomiast w przypadku reagentéw alifatycznych jest nieodpowiedni. Mechanizm
dzialania tego katalizatora prawdopodobnie polega na aktywacji aldehydu, umozliwiajac
nukleofilowy atak aminy, a nastgpnie aktywowana siarczanowym poliboranem imina
ulega reakcji z fosforynem [85]. Triflaty metali [M(OTf),], takich jak lit, magnez, glin,
miedz, cyna oraz metali ziem rzadkich rowniez wykorzystywane sa do syntezy
a-aminofosfonianow [86]. Podczas reakcji Kabachnik’a-Fields’a tworzy si¢ woda, ktorej
obecno$¢ moze negatywnie wpltywa¢ na stosowane katalizatory, prowadzac do ich
dezaktywacji lub rozktadu. Triflaty metali wykazujg si¢ odpornoscig na dziatanie wody
[1]. Maja one jednak zastosowanie tylko w reakcji z aldehydami, w przypadku ketonow
sg nieskuteczne. Charakteryzuja si¢ one takze bardzo wysoka ceng [87]. Coraz wigksza
popularno$¢ jako katalizatory zyskujg nanoczastki, na przyktad ZnO oraz CeO> [29][88].
Wiele zalet wykazuja réwniez stale katalizatory kwasowe. W reakcji Kabachnik’a-
Fields’a zastosowano na przyklad zywice Amberyst-15, ktéra pozwolita na syntezg
a-aminofosfonianow z bardzo dobrg wydajnoscig [13]. Innymi przyktadami tego rodzaju
katalizatorow sg zeolity 1 glinki, ktore ciesza si¢ szczegdlnym zainteresowaniem ze
wzgledu na ich przyjazne $rodowisku wilasciwosci. Uzycie glinki KSF umozliwia
otrzymanie o-aminofosfonianow z doskonatymi wydajnosciami w bardzo krotkim czasie
reakcji pod wplywem promieniowania mikrofalowego. Zastosowanie tego katalizatora

skutkuje nawet 90%-owa wydajnoscig procesu, natomiast jego brak w mieszaninie
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reakcyjnej prowadzi do otrzymania tylko okoto 10% produktu. Ponadto, glinka KSF jest
skuteczna wobec réznorodnych zwigzkéw karbonylowych, zaréwno ketondw, jak
i rozmaitych aldehydéw aromatycznych, alifatycznych, heterocyklicznych, czy
a,pB-nienasyconych [87]. Przykladem zeolitu, ktorego zastosowanie prowadzi do
efektywnego otrzymania a-aminofosfonianow jest HP zeolit [89]. Heterogeniczne
katalizatory kwasowe charakteryzuja si¢ prostota dziatania, latwoscig izolacji
I mozliwo$cig ponownego uzycia, zadowalajacg selektywnoS$cig, niskg toksycznoscig oraz
niewysokim kosztem [13][87]. Z reguly jednak stosowanie katalizatorow wigze si¢ z ich
korozyjnymi wlasciwos$ciami i negatywnym wptywem na $rodowisko [85]. Poszukiwane

sg wobec tego réwniez podejscia syntetyczne nie wymagajace uzycia katalizatora [90].

Jednym z czynnikdw majacych wplyw na wydajno$¢ prowadzonych reakcji jest
efekt elektronowy podstawnikéw w aldehydach aromatycznych. Zaréwno podstawniki
elektronoakceptorowe, jak i elektronodonorowe, pozwalaja otrzymaé produkty
w zadowalajacych ilosciach. Jednakze, lepsze wyniki odnotowuje si¢ w przypadku
obecnosci podstawnikow elektronodonorowych. Zwigkszona gesto$¢ elektronowa na
iminowym atomie azotu wptywa na intensywno$¢ oddziatywania kwasow Lewis’a jako
katalizatorow z tym atomem, ktory petni funkcje zasady Lewis’a. W konsekwencji, jon

iminowy stanowi lepsze centrum elektrofilowe dla nukleofilowego ataku fosforynu [80].
1.4.1.1. Stereoselektywna reakcja Kabachnik’a-Fields’a

a-Aminofosfoniany sa cenng grupa zwigzkow, z ktorych wiele wykazuje
aktywno$¢ biologiczng. Wiadomo jednak, ze aktywnos¢ taka zalezy od konfiguracji
absolutnej centrum stereogenicznego [58]. Wobec tego niezwykle istotne sa
stereoselektywne metody syntezy oa-aminofosfonianow. Znanych jest jednak niewiele
prac dotyczacych stereoselektywnej, trdjsktadnikowej reakcji Kabachnik’a-Fields’a.
Poszukiwanie nowych uktadéow katalitycznych umozliwiajacych stereoselektywne
otrzymanie chiralnych a-aminofosfonianéw stanowi od wielu lat wyzwanie w syntezie
organicznej. Jednym z Kkatalizatorow, zapewniajagcym bardzo dobre wyniki
enancjoselektywnosci oraz wysoka wydajnos¢ reakcji jest tworzony in situ chiralny
kompleks N,N’-ditlenku-Sc(Ill) (Rysunek 19, Tabela 2). Enancjoselektywnos¢ reakcji
prowadzonej z udzialem tego katalizatora silnie zalezy od jego budowy. Optymalizacja
warunkow reakcji pozwolita uzyska¢c nawet 87% nadmiaru enencjomerycznego

tworzonych produktéw. Zaleta tego uktadu katalitycznego jest mozliwo$¢ otrzymania
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a-aminofosfonianow z bardzo dobra wydajnoscia juz w ciggu godziny. Jak przedstawiono
w Tabeli 2, wlasciwosci elektronowe podstawnika w pierscieniu aromatycznym aldehydu,
nie wykazywaly wplywu na wydajno$¢ reakcji, nie determinowaly takze jej

stereoselektywnosci [91].

. 9/0Ph
ligand (10 %mol), ~OPh

j\ @OH ﬁ:.) Sc(OTh3 (5 %mol)  HN
+ + -P~oph
H .
R H NH2 OPh THF, -20 °C, <1h D

HO
® ® Ar = 2,6-(i—Pr)2C6H3

N\/\/N 0
0 0 ol
0,

/N\ N ~
Ar H H Ar
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Rysunek 19. Schemat enancjoselektywnej reakcji Kabachnik’a-Fields’a z zastosowaniem

uktadu katalitycznego N,N’-ditlenku-Sc(I11) [91].

Tabela 2. Warto$ci wydajnosci oraz enancjoselektywnosci asymetrycznej reakcji
Kabachnik’a-Fields’a katalizowanej N,N'-ditlenkiem-Sc(l11), zachodzacej z udziatem

aldehydow aromatycznych zawierajacych rdzne podstawniki w pier§cieniu fenylowym

[91].

R Wydajnos¢ [%]  Nadmiar enancjomeryczny [%0]
CsHs 86 84
4-NO2CsHa 76 84
3-NO2CeH4 79 87
4-FCgH4 90 84
4-ClCgH4 94 86
4-MeCsHa 89 83
3-MeCsHa 96 84
4-MeOCgsHa4 75 80
3-MeOCsH4 73 83
4-CeHsCeHa 88 83
2-naftyl 88 81
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Innym uktadem katalitycznym znajdujacym zastosowanie w trojsktadnikowe;j
asymetrycznej reakcji Kabachnik’a-Fields’a jest potaczenie in situ tetraizopropanolanu
cyrkonu, N-metyloimidazolu i liganda biarylowego, jakim jest (S)-tBu2VANOL (Rysunek
20). Optymalizacja warunkow reakcji pokazata istotny wplyw obecnosci kwasu
benzoesowego oraz sit molekularnych na wzrost jej wydajnosci oraz
enencjoselektywnosci (Tabela 3). Reakcje prowadzono zaréwno z udziatlem aldehydow
zwierajgcych podstawniki elektronodonorowe, jak i elektronoakceptorowe. W przypadku
stosowania obu rodzajow substratow aldehydowych, odnotowano zadowalajagce wyniki.
Sposrod roznych pochodnych benzaldehydu, tylko w przypadku p-metylobenzaldehydu
zaobserwowano nizszg enancjoselektywnos¢ (70%). W pozostatych przypadkach
otrzymano a-aminofosfoniany z ponad 90%-owym nadmiarem enancjomerycznym. Co
wigcej, dalsze badania pokazaty skuteczno$¢ omawianego katalizatora rowniez podczas

zastosowania do reakcji aldehydow alifatycznych [92].

Zr(O-i-Pr)4 (5 %mol), HO
N-metyloimidazol (5 %mol),
O I (S)-tBu,VANOL (15 %mol)
o+ + Y- -OEt > HN
R H OEt kwas benzoesowy (10 %mol),
4 A MS (200 %wagowych), )\ _OEt
toluen, RT, 16h “\OEt

(S)-tBu,VANOL

Rysunek 20. Schemat asymetrycznej syntezy o-aminofosfonianow w reakcji
Kabachnik’a-Fields’a z zastosowaniem katalizatora na bazie cyrkonu i liganda

biarylowego [92].
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Tabela 3. Wydajnos¢ reakcji oraz nadmiar enancjomeryczny a-aminofosfonianow
otrzymanych w reakcji Kabachnik’a-Fields’a katalizowanej uktadem tetraizopropanolanu
cyrkonu, N-metyloimidazolu i (S)-tBu,VANOL’u [92].

R Wydajnosé [%] Nadmiar enancjomeryczny [%]
CeHs 90 93
2-naftyl 81 95
4-MeOCsH4 89 90
4-tBuCeHa 95 91
4-MeCeHas 70 75
4-ClCsHa 70 96
4-BrCeHs 70 96
4-CF3CeH4 72 90

Reakcja Kabachnik’a-Fields’a moze by¢ prowadzona réwniez w sposob
diastereoselektywny.  Otrzymanie o-aminofosfonianbw w  postaci mieszaniny
diastereoizomerow nastepuje wskutek zastosowania w reakcji chiralnego substratu.
Przeprowadzenie jednonaczyniowej trojsktadnikowej reakcji w roztworze nadchloranu
litu i eteru dietylowego pozwala na utworzenie fosfonianowych analogoéw
a-aminokwasow z wysoka wydajnoscig oraz stereoselektywnoscia (Rysunek 21, Tabela
4). Badania wykazaly, ze wykorzystanie w syntezie aminy zawierajacej centrum
stereogeniczne o konfiguracji absolutnej R prowadzi do otrzymania w przewadze
a-aminofosfonianu o konfiguracji S na nowym centrum stereogenicznym. Opracowane
warunki reakcji charakteryzujg si¢ skuteczno$cig wobec aldehydéw alifatycznych oraz

aromatycznych [93].
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Rysunek 21. Schemat diastercoselektywnej reakcji Kabachnik’a-Fields’a

przeprowadzonej w roztworze nadchloranu litu oraz eteru dietylowego [93].

Tabela 4. Wartos$ci wydajnos$ci oraz stosunkoéw diastereomerycznych a-aminofosfonianow

w reakcji Kabachnik’a-Fields’a w roztworze LPDE (nadchloran litu/eter dietylowy) [93].

Stosunek diastereoizomerow

R Wydajnos¢ [%] RS)RR)
izo-propyl 95 79:21
tert-butyl 96 82:18

cykloheksyl 92 80:20
benzyl 90 83:17

1.4.2. Reakcja Pudovik’a

Reakcja Pudovik’a jest druga sposrod najczes$ciej stosowanych metod
otrzymywania o-aminofosfonianow. W reakcji tej tworzenie wigzania wegiel-fosfor
nastepuje w wyniku hydrofosfonylacji iminy poprzez zastosowanie zwigzku
zawierajacego labilne wigzanie fosfor-wodor, jakim jest fosforyn dialkilu lub diarylu
(Rysunek 22) [4][94][95][96]. W reakcji Pudovik’a addycja fosforu moze nastgpowac
réwniez do innych uktadéw nienasyconych, na przyktad do wigzania C=0 [97]. Z tego
wzgledu metoda ta znajduje szerokie zastosowanie W syntezie organicznej.

Ograniczeniem jest konieczno$¢ uzycia amin pierwszorzedowych [64].
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Rysunek 22. Schemat otrzymywania a-aminofosfonianéw w reakcji Pudovik’a [98].

Dane literaturowe z okresu 2010-2021 pokazujg, ze znaczna cz¢$¢ wydanych
w tym czasie publikacji naukowych, poniewaz az okoto 75%, dotyczy reakcji
Kabachnik’a-Fields’a, natomiast tylko w 25% opisano badania z wykorzystaniem reakcji
Pudovik’a [81]. Przebieg reakcji Pudovik’a moze by¢ wspomagany poprzez zastosowanie
katalizatorow. Najczesciej addycji fosforynu do iminy towarzysza kwasy Lewis’a, ktore
charakteryzuja si¢ wysoka selektywnoscig tworzenia produktow. Ponadto, sa stabilne
w $rodowisku reakcyjnym 1 czesto nadaja si¢ do recyklingu [1][39]. Jednakze
w przypadku dwuetapowej, jednonaczyniowej syntezy o-aminofosfonianéw, woda
powstajgca podczas generowania w pierwszym etapie iminy, dezaktywuje niektore kwasy
Lewis’a, miedzy innymi ZnClz, SnCls czy MgBr.. Niewrazliwy na dzialanie wody,
a takze wysoce reaktywny jest Yb(OTf)s, dlatego jako kwas Lewis’a znajduje szerokie
zastosowanie w syntezie organicznej, takze w reakcji hydrofosfonylacji imin. Innym
przyktadem katalizatora, ktory charakteryzuje si¢ odporno$cig na dziatanie wody, jest
pentahydrat azotanu bizmutu. Katalizatory nukleofilowej addycji fosforynéw do imin
moga by¢ roéwniez nieco mniej typowe, takie jak nanoczastki Fe3Os
i CeO2, niejonowy s$rodek powierzchniowo czynny Triton X-100, Kkatalizatory
heterogeniczne czy alkoholany metali alkalicznych, na przyktad NaOEt [16][87][99].
Reakcja Pudovik’a moze zachodzi¢ rowniez pod wplywem ogrzewania, promieniowania

mikrofalowego lub ultradzwiekowego [81].
1.4.2.1. Stereoselektywna reakcja Pudovik’a

Reakcja Pudovik’a moze zachodzi¢ enancjoselektywnie lub diastereoselektywnie
[100]. Do najczegsciej stosowanych  metod syntezy optycznie czynnych
a-aminofosfoniandw nalezy enancjoselektywna addycja niechiralnego fosforynu do
niechiralnej iminy z udzialem chiralnego katalizatora (I), diastereoselektywna addycja
chiralnego fosforynu do niechiralnej iminy (1), addycja niechiralnego fosforynu do iminy
otrzymanej z chiralnego aldehydu (I11) lub chiralnej aminy (IV) (Rysunek 23) [31][101].

Wysokg diastereoselektywno$§¢ mozna uzyska¢ roéwniez poprzez koordynacje iminy
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z kwasem Lewis’a zastosowanym jako Kkatalizator, prowadzaca do utworzenia sztywnej,
cyklicznej struktury, ktéra sprzyja stereoselektywnosci otrzymywania

a-aminofosfonianow [58][101].

chiralny katalizator*

Rysunek 23. Metody stereoselektywnej syntezy a-aminofosfonianow w reakcji Pudovik’a
[101].

Do skutecznych strategii w syntezie optycznie czynnych zwiazkéw nalezy
zastosowanie chiralnych katalizatorow [102]. Popularnymi katalizatorami stosowanymi
do aktywacji wigzania iminowego C=N sg kwasy Lewis’a zawierajgce atom metalu.
Jednak duzo bardziej stabilne 1 preferowane w syntezie a-aminofosfonianéw okazujg si¢
niezawierajace metali organokatalizatory [31]. Chiralne kwasy Brensteda bardzo dobrze
sprawdzaja si¢ jako katalizatory stereoselektywnej hydrofosfonylacji imin [39]. Ich
dziatanie polega na elektrofilowej aktywacji podwdjnego wigzania C=N. Jednymi
Z czgsciej stosowanych, sa Kkatalizatory zawierajace (R)-BINOL (1,1'-bi-2-naftol)
(Rysunek 24) [102]. Wprowadzenie chiralnego liganda, jakim jest (R)-BINOL,

w strukture katalizatora, indukuje enancjoselektywnosc¢ reakcji [97].
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Rysunek 24. Przyktady katalizatorow hydrofosfonylacji imin opartych na (R)-BINOL’u
[97][103].

Istotny wplyw na wydajno$¢ procesu hydrofosfonylacji imin oraz stosunek
stereoizomeryczny powstajagcych produktow maja podstawniki zawarte w strukturze
katalizatora. Zdarza si¢, ze obecno$¢ danego podstawnika skutkuje bardzo dobra
wydajnoscia, ale niska stereoselektywnos$cig lub odwrotnie, dlatego synteza skutecznych
organokatalizatorow stanowi duze wyzwanie. Z danych literaturowych wynika, ze
obecnos¢ grupy -CFz prowadzi do utworzenia produktéw z podobng wydajnoscia jak w
przypadku zastosowania podstawnika -NOz, jednak pozwala na otrzymanie

a-aminofosfonianow z wyzszym nadmiarem enancjomerycznym [102].

Badania wykazaly, ze zastosowanie Kkatalizatora opartego na (R)-BINOL’'u
i ugrupowaniach fenylowych z podstawnikiem -CFs skutkuje uzyskaniem w przewadze
a-aminofosfonianow 0 konfiguracji R (Rysunek 25). W =zalezno$ci od struktury
podstawnika obecnego w iminie, mozna zaobserwowaé znaczng rdznicg pomiedzy

otrzymanymi nadmiarami enancjomerycznymi powstatych produktéw (Tabela 5) [102].
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Rysunek 25. Schemat enancjoselektywnej reakcji Pudovik’a z zastosowaniem chiralnego
katalizatora opartego na strukturze (R)-BINOL’u [102].

Tabela 5. Wydajnosci reakcji Pudovik’a przeprowadzonej z zastosowaniem chiralnego

katalizatora oraz nadmiar enancjomeryczny powstatych produktow [102].

R Wydajnos$¢ [%]  Nadmiar enancjomeryczny [%]
CeHs 84 52
0-CH3CeHa 76 69
0-NO2CsH4 72 77
CeéHsCH=CH 92 84
p-CH3CsH4sCH=CH 88 86
p-ClCsH4CH=CH 97 83
0-CH3CsHsCH=CH 80 82
0-CICsH4CH=CH 82 87
0-NO2Ce¢H4CH=CH 92 88
0-CF3CsH4CH=CH 86 90

Zaproponowany mechanizm dziatania katalizatora opartego na strukturze kwasu
fosfonowego i (R)-BINOL’u zaktada, iz atom wodoru grupy -OH peli role kwasu

Brensted’a aktywujac iming, natomiast atom tlenu (potaczony wigzaniem podwojnym
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z atomem fosforu) aktywuje nukleofilowy fosforyn poprzez koordynacje z atomem
wodoru, dziatajac tym samym jako zasada Brensted’a (Rysunek 26) [102].

Rysunek 26. Zaproponowany mechanizm dziatania katalizatora opartego na strukturze

kwasu fosfonowego oraz (R)-BINOL’u w reakcji hydrofosfonylacji imin [102].

Stereoselektywna hydrofosfonylacje imin mozna przeprowadzi¢ réwniez stosujac
(R,R)-Al(salalen) (Rysunek 27). Uzycie tego katalizatora skutkowato otrzymywaniem
a-aminofosfonianéw ze znacznym nadmiarem enancjomeru o konfiguracji R (Tabela 6)

oraz z bardzo wysoka wydajnoscig [97].

CHs CH,4 CHs
OCH; (R,R)-Al(salalen) (10 %mol) OCHjs OCHj,
+ ()\\P/O\ R > +
)N|\ o \O— THF, -15 °C, 24h HN HN
B /O\ P
R H R/\”\O '.3.\8
O \ (0]
! (R) (S)
/ CHs
=N._ _N
Al
/AN
t-Bu o Clo t-Bu (R R)-Al(salalen)
t-Bu t-Bu

Rysunek 27. Schemat enancjoselektywnej reakcji Pudovik’a z wykorzystaniem (R,R)-

Al(salalenu) jako katalizatora [97].
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Tabela 6. Wydajnos¢ oraz nadmiar enancjomeryczny produktow stereoselektywnej reakcji
Pudovik’a katalizowanej (R,R)-Al(salalenem) [97].

R Wydajnos$¢ [%]  Nadmiar enancjomeryczny [%]
CeHs 90 87
4-BrCsHa >99 95
4-ClICgH4 95 95
4-CH30CegH4 92 85
4- CH3CeH4 95 90
2- CH3CsH4 93 87
2-furyl >99 63

Zaobserwowano, ze obecno$¢ w strukturze iminy podstawnika elektronoakceptorowego
W pozycji para- w pierScieniu fenylowym wplywa korzystnie na stereoselektywnosé
reakcji, podczas gdy obecnos¢ podstawnika elektronodonorowego powoduje obnizenie

stereoselektywnosci [101].

Stereoselektywng reakcje Pudovik’a mozna przeprowadzi¢ réwniez przy
zastosowaniu chiralnych substratow, otrzymujac produkty w postaci diastereocizomerow
[104]. Jedng z takich reakcji jest hydrofosfonylacja achiralnych imin chiralnymi
fosforynami. Przyktadem chiralnego fosforowego nukleofila jest cykliczny (R,R) fosforyn
2,3-0-izopropylideno-1,1,4,4-tetrafenylotreitolu (TADDOL). Addycja tego fosforynu do
N-tosylobenzaldiminy pozwolita na otrzymanie o-aminofosfonianu z zadowalajacym
stosunkiem diastereoizomerycznym, wynoszacym 77:23 oraz bardzo dobrg wydajnoscia,

réwng 93% (Rysunek 28) [100][105].

Ph ph Ph pn
O« /o e Y T EtsN, toluen, RT 'T' O« /O WO
R X N Ph VR <
H" o o N 0
ph Ph Ph o/ ph

Rysunek 28. Schemat syntezy a-aminofosfonianu z wykorzystaniem chiralnego
zrodta fosforu- (R,R) fosforynu 2,3-O-izopropylideno-1,1,4,4-tetrafenylotreitolu [105].

Addycja niechiralnego fosforynu do chiralnej iminy stanowi kolejng strategie
diastereoselektywnej syntezy o-aminofosfonianéw. Zasade Schiff’a mozna otrzymac

miedzy innymi na drodze kondensacji chiralnego aldehydu z niechiralng aming, ale nie
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jest to czgsto stosowane podejécie [100]. Jednym z nielicznych przyktadow takiej strategii

jest reakcja  (S)-2-triizopropylosililoksylaktaldenydu z  N-trimetylosililoamina,

prowadzaca do powstania chiralnej iminy, ktorg poddano dziataniu fosforynu.

B-Sililoksy-a-aminofosfonian otrzymano z wysoka wydajnoscia (85%) oraz doskonatg
diastereoselektywnoscia (98:2) (Rysunek 29) [106].

OTIPS 0]

H OTMS  THF/CH,Cl, EtO. s

7 CHs +  p_ EtO” CHj
N EtO” "OEt od-78 °C do RT NH
Me3Si” 2

OTIPS

Rysunek 29. Schemat reakcji diastereoselektywnej syntezy a-aminofosfonianu

z zastosowaniem iminy powstatej z achiralnej aminy oraz chiralnego aldehydu [106].

Inng metodg diastereoselektywnej syntezy a-aminofosfonianow jest zastosowanie
do reakcji chiralnej aminy o okreslonej konfiguracji centrum stereogenicznego.
Przeprowadzono miedzy innymi reakcje (S)-a-metylobenzyloaminy z r6znymi
aldehydami i fosforynami, otrzymujac produkty ze stosunkiem diastereoizomerycznym
od umiarkowanego do bardzo dobrego (Rysunek 30, Tabela 7) [101].

H no = H 1.0
HsC._Ns R HsC HsC. N

© + X—P\O_\ — gj\p_: \OW + gj\Rr \OW

(S) (S,S) (S,R)

I~

Rysunek 30. Schemat diastereoselektywnej syntezy a-aminofosfonianéw

z zastosowaniem chiralnej aminy- (S)-a-metylobenzyloaminy [101].

Tabela 7. Stosunki diastereoizomeryczne a-aminofosfonianéw otrzymanych w reakcji
Pudovik’a z uzyciem (S)-a-metylobenzyloaminy [101].

R X Stosunek diastereoizomeroéw (R,S):(S,S)
CeHs H 66:34
4-HOCgHa Na 97,5:2,5
cykloheksyl H 83:17

W literaturze naukowej opisana zostala rowniez jednonaczyniowa dwuetapowa

metoda diastereoselektywnej syntezy a-aminofosfonianéw z zastosowaniem chiralnej
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aminy (Rysunek 31, Tabela 8, Rysunek 32, Tabela 9). Zaklada ona wygenerowanie
substratu iminowego w pierwszym etapie reakcji, natomiast drugi etap obejmuje
wprowadzenie odpowiedniego fosforynu do powstatej iminy. Co istotne, synteze
prowadzono w tagodnych, przyjaznych s$rodowisku warunkach, bez zastosowania
rozpuszczalnika oraz bez katalizatora. Mimo to, produkty otrzymano z wysoka
wydajnoscia, a w zaleznoSci od zastosowanej aminy, o-aminofosfoniany uzyskano

Z dobrg i1 bardzo dobrg diastercoselektywnoscig [90].

o)
Ry /\\P\/O\ 0
o 15min H o— H n_o0—
)J\ + HoN = > N P\O/
R H RT 80 °C Y

5-8h Ry Ry

Rysunek 31. Schemat diastereoselektywnej reakcji Pudovik’a prowadzonej bez udziatu

rozpuszczalnika i bez katalizatora [90].

Tabela 8. Wydajnosci  oraz  stosunki  diastereoizomeryczne  produktow
diastercoselektywnej reakcji Pudovik’a przeprowadzonej bez udziatu rozpuszczalnika
I bez katalizatora [90].

R1 Rz Wydajnos¢ [%]  Stosunek diastereoizomerow
CeHs Me 91 75:25
4-ClCeHa4 Me 80 72:28
4-MeOCeHs  Me 89 76:24
iBu Me 87 73:27
IPr Me 79 71:29
tBu Me 86 75:25
CeHs Et 80 74:26
4-ClICgH4 Et 83 76:24
4-MeOCgH4 Et 82 78:22
iBu Et 86 73:27
iPr Et 83 72:28
tBu Et 83 77:23
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Rysunek 32. Schemat diastereoselektywnej reakcji Pudovik’a prowadzonej bez udziatu

rozpuszczalnika i bez katalizatora [90].

Tabela 9. Wydajnosci oraz  stosunki  diastereoizomeryczne  produktow
diastereoselektywnej reakcji Pudovik’a przeprowadzonej bez udziatu rozpuszczalnika

I bez katalizatora [90].

R Wydajno$¢ [%]  Stosunek diastereoizomerdéw
CeHs 91 937
4-ClCeHa4 90 91:9
4-MeOCeH4 92 90:10
iBu 86 82:18
IPr 91 80:20
tBu 93 91:9

Diastereoselektywnos¢ reakcji Pudovik’a zaleze¢ moze takze od budowy
fosforynu. Badania pokazaly, ze addycja soli litowej fosforynu, na przyktad
dietylofosforynu litu, do iminy prowadzi do otrzymania a-aminofosfonianéw z bardzo
wysokim  stosunkiem diastereoizomerycznym, wynoszacym 98:2 (Rysunek 33).
Stereoselektywnos$¢ reakcji wyjasniono proponujgc model Sztywnego 5-cztonowego stanu
przejsciowego, w ktorym chelatacja kationu litu przez atom tlenu grupy OCHz i przez
iminowy atom azotu wymusza potozenie grupy fenylowej trans wzgledem fosforynu
(Rysunek 33). W konsekwencji atak nukleofila nastepuje od strony re wigzania
iminowego, prowadzac do powstania W znacznej przewadze izomeru o konfiguracji R na

nowo utworzonym centrum stereogenicznym [58].
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Rysunek 33. Schemat diastereoselektywnej reakcji Pudovik’a z zastosowaniem

H

chelatujacego jonu metalu [58].

2. Wilasciwosci fluoru i zwiazkow fluoroorganicznych

Fluor jest pierwiastkiem mogacym znaczaco zmienia¢ wlasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne zwiazkéw chemicznych. Jest najbardziej elektroujemnym
sposrod wszystkich pierwiastkow. W skali Pauling’a jego elektroujemno$é wynosi 4.0.
Fluor tworzy z weglem bardzo silne wigzanie kowalencyjne, ktorego energia dysocjacji
jest rowna 105.4 kcal/mol. Wartos¢ energii dysocjacji innych kowalencyjnych wigzan
tworzonych przez wegiel jest nizsza i wynosi 83.1 kcal/mol w przypadku wigzania
wegiel-wegiel, 84.0 kcal/mol dla wigzania wegiel-tlen oraz 98.1 kcal/mol dla wigzania
wegiel-wodor. Wigzanie z atomem fluoru jest wiec najsilniejszym wigzaniem w chemii
organicznej [107]. Z tego wzgledu fluorowane zwigzki organiczne charakteryzuja si¢
wysoka trwatoscig termiczng 1 oksydacyjng, niska polarnoscig, matym napigciem
powierzchniowym oraz stabym oddziatywaniem miedzyczasteczkowym. Cechy te sg
pozadane dla zwigzkow znajdujacych zastosowanie jako srodki powierzchniowo czynne,
barwniki, membrany, agrochemikalia oraz leki [108]. Wigzanie wegiel-fluor jest wysoce
spolaryzowane. Gestos¢ elektronowa atomu fluoru sprawia, ze chetniej tworzy on
wigzania z atomem wegla o hybrydyzacji sp® niz sp? [107][109]. Obecnos¢ fluoru

w strukturze zwigzku istotnie zmienia jego kwasowo$¢ lub zasadowo$¢. Podstawienie
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atomu wodoru atomem fluoru prowadzi do znacznego obnizenia wartosci pKa czasteczki
(Tabela 10). Powoduje to zmian¢ powinowactwa wigzania, w konsekwencji wplywajac na
wlasciwosci farmakokinetyczne zwigzku. Grupy zasadowe moga dziata¢ niekorzystnie na
proces wchtaniania lekow. Zapobiega temu wprowadzenie w ich poblizu atomu fluoru,
ktory zmniejsza charakter zasadowy podstawnikéw, skutkiem czego jest lepsza
przepuszczalno$¢ zwigzku przez blony komodrkowe. Obnizenie pKa poprawia
biodostepnos¢ potencjalnego leku poprzez jego lepsze wchianianie w organizmie

[110][111].

Tabela 10. Wpltyw podstawienia atomem fluoru na wartosci pKa przyktadowych

zwigzkow chemicznych [110].

Zwigzek chemiczny ~ Warto$¢ pKa  Zwigzek chemiczny  Warto$¢ pKa

CHs-COOH 4.76 CH3sCH,-OH 15.9
CH,F-COOH 2.59 CF3CH,-OH 12.4
CHF2-COOH 1.34 (CH3)3C-OH 19.2
CF3-COOH 0.52 (CF3)sC-OH 5.1

Zastgpienie w Strukturze zwiazku atomu wodoru atomem fluoru zwykle nie powoduje
zaburzenia konformacji czasteczki. Fluor oraz wodor posiadaja zblizone parametry
fizykochemiczne. Charakteryzuja si¢ miedzy innymi podobnymi wartosciami promieni
van der Waalsa, ktory dla fluoru réwny jest 1.47 A, natomiast dla wodoru 1.2 A.
Dodatkowo, ze wzgledu na niewielki rozmiar atomu fluoru, wiaczenie go do czasteczki
zwiazku nie wywoluje zaburzen sterycznych. W wigzaniu kowalencyjnym atom fluoru
zajmuje mniej przestrzeni niz grupa metylowa, aminowa czy tez hydroksylowa. Fluor
wykazuje indukcyjny efekt wyciggania elektronow, co jest jedng z przyczyn istotnych
zmian jakie niesie ze soba wprowadzenie go do struktury zwiazku. Efekt ten moze
wplywac na poprawe oddziatywania fluorowanych czasteczek z enzymami i receptorami.
Fluor moze uczestniczy¢ w oddzialywaniach elektrostatycznych, dlatego posiada
mozliwos¢ zwigkszenia powinowactwa wigzan pomiedzy fluorowanym zwigzkiem
organicznym a miejscem aktywnym enzymu [53][110][111]. Wprowadzanie atomu fluoru
do struktury jest jedna z czgsciej stosowanych metod modyfikowania wiasciwosci
zwigzkéw chemicznych. Substytucja fluorem odgrywa wazng role w projektowaniu
srodkow terapeutycznych. Fluorowane zwigzki chemiczne wykazuja wysoki potencjat

farmakologiczny, co pozwala spekulowac, ze ilos¢ lekow na rynku z ich udziatem bedzie

65



CZESC LITERATUROWA

stale wzrasta¢ [110][112][113]. Za wigkszo$¢ wyjatkowych wlasciwosci fluoru
odpowiedzialna jest jego wysoka elektroujemno$¢ i niewielki rozmiar atomu [108].
Substytucja atomem fluoru peilni kluczowa role w projektowaniu lekow
charakteryzujacych si¢ Wysoka selektywnoscig oraz aktywno$cig [114]. Podsumowujac,
zastgpienie atomu wodoru atomem fluoru w czasteczce zwigzku chemicznego nie
prowadzi do znaczacych zmian w jego budowie przestrzennej, natomiast istotnie wptywa

na wlasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne zwigzku [107].

Moc wigzania pomigedzy atomem fluoru i atomem wegla sprawia, ze jest to
wigzanie o niskiej reaktywnosci. Jon fluorkowy jest bardzo staba grupa opuszczajaca
w reakcji substytucji nukleofilowej Sn2. Fluor tworzy rowniez stabe wigzania wodorowe,
chociaz obecnos$¢ trzech wolnych par elektronowych 1 wysoka polaryzacja sugerowatyby,
ze pierwiastek ten bedzie dobrym akceptorem w wigzaniu wodorowym. Wigzanie
wegiel-fluor moze jednak skutecznie koordynowaé kationy metali [107]. Fluor posiada
zdolno$¢ dziatania zarowno jako elektrofil, a takze jako nukleofil. Fluorowce, zwazywszy

na duzg gestos¢ elektronowg zazwyczaj petnig role nukleofili [108].

Zwiazki chemiczne zawierajace fluor moga by¢ stosowane jako inhibitory wielu
enzymow [108][114]. Dowiedziono, ze inhibitory trombiny zawierajace atom fluoru
wigzg si¢ nawet pi¢¢ razy silniej z trombing niz niefluorowane inhibitory [111]. Zwigzki
posiadajace w swojej strukturze perfluorowany pierscien aromatyczny, ze wzgledu na
odwrocony rozktad gestosci elektronowej w poréwnaniu do pierécieni niefluorowanych,
moga wykazywac interakcje w uktadach biologicznych. Wptywaja one migdzy innymi na
oddziatywanie z aromatycznymi aminokwasami w centrach aktywnych enzymow
[12][115]. Obecnos¢ fluoru w czasteczce korzystnie wptywa takze na jej metabolizm.
W poszukiwaniu nowych, potencjalnych substancji leczniczych powszechnym problem
jest ich niska stabilno$¢ metaboliczna, miedzy innymi podczas procesu utleniania
z udziatem enzymu P450. Trwato$¢ metaboliczna jest istotnym parametrem okreslajacym
biodostepnos¢ leku. Modyfikacja zwigzku poprzez wprowadzenie atomu fluoru pomaga
w zablokowaniu metabolizmu potencjalnego leku. Na przyktad substancje lecznicze
zawierajagce w strukturze pierscien fenylowy z atomem fluoru w pozycji para,
minimalizuja utlenianie enzymatyczne zwiazku. Innym przyktadem wptywu fluoru na
metabolizm jest modyfikacja zwigzku przeznaczonego do leczenia astmy (Rysunek 34),

ktory charakteryzowal si¢ szybkim rozpadem oraz toksycznymi dla organizmu
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powstajacymi metabolitami. Opracowany w pierwszej generacji nietrwaly zwigzek
(struktura 1.45) zostal zmodyfikowany miedzy innymi poprzez substytucje fluoru
w grupie metoksylowej. Otrzymany w drugiej generacji lek (struktura 1.46), zawierajacy
grupe difluorometoksylowa, charakteryzowal si¢ znacznie wyzsza trwalo$cia.
Modyfikacja zwiazku pozwolita takze na uniknigcie tworzenia si¢ szkodliwych
metabolitow [109][110][111].

Rysunek 34. Struktury zwigzkoéw opracowanych w celu leczenia astmy. Struktura 1.45
przedstawia zwigzek nietrwaty metabolicznie, ktory zmodyfikowano migdzy innymi

poprzez wprowadzenie fluoru, otrzymujac stabilny zwigzek 1.46 [110].

W zalezno$ci od rozmieszczenia atomow fluoru w strukturze zwigzku, moze on
zwigksza¢ lub zmniejszac¢ jego lipofilowos¢ oraz rozpuszczalnosé. Lipofilowos¢ stanowi
istotny parametr w farmakologii oraz toksykologii. Wptywa bowiem na przenikalnosé¢
substancji przez blony komorkowe organizmu, a takze na metabolizm czasteczki
[116][117]. Monofluorowanie lub wprowadzenie grup trifluorometylowych zwykle
prowadzi do zmniejszenia lipofilowos$ci. Zwigkszenie lipofilowosci mozna zaobserwowac
w przypadku wprowadzenia fluoru w ugrupowania aromatyczne lub umieszczenie ich
w sgsiedztwie atomow wegla tworzacych wigzania n. Ze wzgledu na fakt, iz dystrybucja
leku w organizmie najczesciej zachodzi poprzez transport bierny, lipofilowos$¢ czasteczki
musi pozwoli¢ jej na swobodne przejscie przez btong komoérkowa [110][118]. Nie moze
by¢ ona rowniez zbyt wysoka, gdyz w konsekwencji prowadzi to do zmniejszenia
rozpuszczalno$ci zwigzku. Zatem zaprojektowanie substancji o odpowiednich
parametrach wplywajacych na biodystrybucje stanowi pewnego rodzaju wyzwanie [111].
Zmiana lipofilowosci, ale takze wartosci pKa pod wptywem wprowadzenia fluoru do

struktury zwigzku, zwieksza przepuszczalno$¢ przez bariere krew-moézg (BBB), co
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stanowi istotny parametr przede wszystkim dla lekéw dziatajacych na osrodkowy uktad
nerwowy [114].

Fluorowane zwiazki nieustannie zyskujg na znaczeniu w wielu dziedzinach nauki,
gdyz wykazuja szeroka game zastosowan, mie¢dzy innymi jako ciekle krysztaty,
nanoczastki, czy $rodki powierzchniowo czynne [108]. Ponadto, zwigzki zawierajgce
atom lub atomy fluoru sg cennymi substratami do syntezy nowych, bioaktywnych
substancji. Wykorzystywane s3 rowniez w badaniach supramolekularnych oraz
w projektowaniu nowych materialow [53]. Wihasciwosci fluoru sprawiaja, ze posiada on
szerokie mozliwosci zastosowan W chemii medycznej, cho¢ =zainteresowanie
wykorzystaniem go w tej dziedzinie nastgpilo dopiero w latach 70. XX wieku. Obecnie
zwigzki fluorowane w branzy farmaceutycznej s niezwykle pozadane i powszechne.
Szacuje sie, ze stanowia okolo 25% lekow matoczasteczkowych [111][119]. Sygnal °F
NMR jest wykorzystywany migdzy innymi do znakowania sond biochemicznych, co
stosowane jest podczas badan konformacji bialek oraz interakcji pomigdzy lekiem
a celem terapeutycznym. Sygnal izotopu ®F NMR znajduje zastosowanie
w przygotowaniu znacznikdbw w pozytonowej tomografii emisyjnej (PET), stuzacej do
diagnostyki onkologicznej, pozwalajac oceni¢ stopien zaawansowania choroby oraz jej
nawrotow [12][109][120]. Znaczniki *®F charakteryzuja si¢ dluzszym okresem pottrwania
niz inne powszechnie stosowane radionuklidy. Poza zastosowaniem jako narzedzie
diagnostyczne, PET stuzy do oceniania dystrybucji leku w organizmie. Pozwala réwniez
na sprawdzenie, czy potencjalna substancja lecznicza wykazuje zdolnos$¢ przekraczania
bariery krew-mozg, co jest bardzo trudne do oceny bez uzycia tego narze¢dzia. Ze
wzgledu na szerokie rozpowszechnienie fluoru w substancjach farmaceutycznych,
wykorzystanie znacznika '®F w badaniach biodystrybucji jest niezwykle cenne [110].
Wyjatkowe wilasciwosci fluoru czynig go takze waznym pierwiastkiem w naukach
o materiatach oraz w agrochemii. Szacuje si¢, ze nawet 40% dostgpnych na rynku
srodkoéw agrochemicznych zawiera fluor [120]. Zaobserwowano, ze wprowadzenie atomu
fluoru do struktury substancji fitotoksycznej znacznie poprawia jej wlasciwosci

chwastobojcze oraz selektywnos¢ dziatania [108].
3. Urokinaza- budowa i mechanizm dzialania

Urokinazowy aktywator plazminogenu (urokinase-plasminogen activator, uPA),

popularnie nazywany urokinaza, jest enzymem nalezacym do proteaz serynowych.
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Enzym ten odgrywa istotng rol¢ w organizmie katalizujac przemian¢ plazminogenu
w plazming [121][122]. Aktywowana plazmina bierze udzial w rozpuszczaniu zakrzepow
poprzez degradacje¢ fibryny do formy rozpuszczalnej, dlatego urokinaza znajduje
zastosowanie w medycynie, miedzy innymi w leczeniu zakrzepicy [123][124]. uPA
reguluje nie tylko procesy fizjologiczne, ale rowniez patologiczne [125]. Razem
z plazminogenem, plazming, aktywatorem plazminogenu typu tkankowego (tPA),
receptorem (uPAR) oraz dwoma glownymi inhibitorami aktywatorow plazminogenu
(PAI-1 i PAI-II), uPA stanowi czeg$¢ uktadu enzymatycznego ulegajacego nadekspresji
w chorobach nowotworowych. Z tego powodu, urokinaza jest biomarkerem i coraz
bardziej popularnym celem terapeutycznym w wielu typach nowotwordéw, na przyktad
pokazuja, ze zahamowanie aktywnosci urokinazy lub zablokowanie mozliwo$ci wigzania
jej z uPAR skutkuje zmniejszeniem progresji nowotworu i jego dalszej inwazji

przejawiajacej si¢ W powstawaniu przerzutow [125].

Aktywator plazminogenu typu urokinazy jest bialkiem zbudowanym z 411 reszt
aminokwasowych. Wytwarzana jako jednotancuchowa, nieaktywna czasteczka, urokinaza
zostaje aktywowana po zwigzaniu ze swoim receptorem przez rozcigcie wigzania
peptydowego Lys158-11e159 [127]. W rezultacie urokinaza sktada si¢ z dwoch tancuchow
pofaczonych ze soba mostkiem disiarczkowym. Sekwencja N-koncowego fragmentu,
pochodzaca od tancucha zakonczonego Lys158 zawiera dwie domeny, ktore
odpowiedzialne sg za wigzanie z uPAR. Sekwencja C-koncowa drugiego lancucha
zawiera natomiast domeng proteazy Serynowej, odpowiadajaca za aktywnos¢ katalityczng
i wigzanie z inhibitorem [121][127]. Ludzki gen urokinazy ulega ekspresji miedzy innymi
w komorkach s$rodbtonka, komorkach nabtonka nerek i1 w niektorych komorkach
nowotworowych [128]. Ponadto, nawet 5-krotnie wyzsza ekspresje uPA zaobserwowano
w tetnicach osob chorujacych na miazdzyce, przy czym poziom nadekspresji zwigzany
jest bezposrednio ze stadium zaawansowania choroby [129]. Aktywnos$¢ urokinazy
reguluja inhibitory aktywatora plazminogenu oraz uPAR [130]. Otrzymanie struktury
krystalicznej urokinazy umozliwito poznanie budowy jej miejsca aktywnego i dostarczyto
informacji bardzo cennych w odniesieniu do procesu projektowania potencjalnych

inhibitoréw (Rysunek 35).
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Rysunek 35 . Struktura urokinazy (PDB kod 1C5W_2).

uPA jest trypsynopodobng proteaza serynowa, posiadajaca w swojej budowie, podobnie
jak inne proteazy, specyficzng kieszen S1, ktora rézni si¢ nieznacznie wielkoScig oraz
ksztattem pomigdzy enzymami [131][132]. S1 jest gleboka kieszenig zawierajacg reszte
Aspl89. Oddziatywania, ktoére zachodza w tym miejscu s3 istotne dla okreslenia
selektywnosci inhibitorow urokinazy [125]. Jedng z istotniejszych, specyficznych cech
budowy UPA jest obecnos¢ w kieszeni S1 Ser190. W tPA w miejscu Ser190 znajduje si¢
Alal90 [132]. Hydrofilowa reszta Ser190 uniemozliwia wigzanie hydrofobowych
fragmentéw, charakterystycznych miedzy innymi dla inhibitorow trombiny,

wykazujgcych powinowactwo do hydrofobowej reszty Ala190 [133].

System aktywacji plazminogenu odgrywa kluczowa role w procesie
przerzutowania i wzrostu guzoéw nowotworowych. Zwigkszona ekspresja urokinazy
nasila chorobg, co skutkuje niekorzystnym rokowaniem dla pacjenta [134]. Uznaje sig, ze
uPA jest istotnym mediatorem inwazji komodrek oraz przebudowy tkanek. Wysoki poziom
urokinazy moze takze wplywaé¢ na zahamowanie procesu gojenia si¢ ran [135][136].
Potaczenie nieaktywnego biatka pro-uPA z receptorem uPAR prowadzi do aktywacji

urokinazy. Rozpoczyna to kaskadg proteolityczng, podczas ktérej plazminogen zostaje
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przeksztalcony do plazminy, co w nastepstwie aktywuje prometaloproteazy (proMMP) do
metaloproteaz macierzy (MMP). Powoduje to degradacje skladnikoéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ECM) (Rysunek 36). W wyniku tych przemian komorki
nowotworowe mogg niszczy¢ otaczajace je tkanki 1 wnika¢ do tych zdrowych. Migrujac
z krwig maja mozliwos¢ atakowania rowniez odlegtych narzadow [121][127][137]. Jest
to wieloetapowy proces, podczas ktorego komoérki nowotworowe oddzielaja sie od
swojego pierwotnego miejsca, by przedostaé si¢ do pobliskich tkanek, a nastgpnie
doprowadzi¢ do inwazji dalszych narzadow [138][139]. W ten sposob potaczenie
czasteczki urokinazy z jej receptorem posredniczy w proliferacji patogennych komorek,

co jest krytycznym etapem postgpu choroby i powstawania przerzutow [140].

Macierz
zewnatrzkomorkowa
Plazminogen

proMMP

BENEN NIPEN

uPAR

Plazmina Degradacja

ECM

Blona
komorkowa

Rysunek 36. Schemat dziatania systemu aktywacji plazminogenu [141].

W swietle powyzszych faktow urokinaza postrzegana jest jako kluczowy enzym
zwigzany z degradacja macierzy zewnatrzkomorkowej, inicjujacy inwazje nowotworow
[142]. Obecnos¢ systemu uPA w srodowisku komoérek nowotworowych sprawita, ze stat
on si¢ zrodlem markeréw nowotworowych [143]. Biomarkery sa cennym narz¢dziem
pozwalajagcym oceni¢ potencjat biologiczny 1 kliniczny nowotworow. Umozliwiaja
prognozowanie ryzyka przerzutow lub nawrotu choroby. Badania dowodza, ze
podwyzszony poziom urokinazy w osoczu zwigksza ryzyko nawrotu choroby, a nawet

$mierci pacjenta, natomiast zwiekszony poziom uPAR ma zwigzek z narazeniem na
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przerzuty do odlegtych weztéw chlonnych [144]. Aktualnie stosowane modele
predykcyjne nie s3g wystarczajaco precyzyjne, a wykorzystanie biomarkerow
molekularnych moze pomdéc w zwigkszeniu doktadnosci prognozowania oraz
w podejmowaniu odpowiednich decyzji klinicznych [145]. Prognostyczne zastosowanie
urokinazy okazuje si¢ bardziej skuteczne niz uzycie innych markeréw biologicznych,

takich jak receptory estrogenowe, HER-2, biatko p53 czy katepsyna D [141].

Korelacj¢ stezenia uPA i powstawania przerzutOw zaobserwowano Szczegdlnie
w przypadku raka piersi [141]. Nawet u 40% pacjentek zmagajacych si¢ z nowotworem
piersi diagnozowane sg przerzuty w odlegtych narzadach [121]. Zar6wno urokinaza, jej
receptor, jak i inhibitor PAI-1 sa niezaleznymi markerami, ktorych wykorzystanie
kliniczne we wczesnym stadium raka piersi najprawdopodobniej moze pomodce
w chemioterapii uzupetniajacej [141][145][146]. Wykrywanie kompleksu uPA/PAI-1
zostato wlaczone do miedzynarodowych wytycznych dotyczacych diagnostyki raka piersi
[147]. Znaczenie urokinazy jako biomarkera dostrzezono réwniez w przypadku
nieinwazyjnego raka pecherza moczowego (NMIBC), wykazujacego ztozone zachowania
biologiczne i kliniczne. Nawet okoto 50% pacjentéw zmagajacych si¢ z tym nowotworem
doswiadcza nawrotu choroby. Nadekspresj¢ co najmniej jednego z sktadnikow systemu
uPA stwierdzono az u ponad 80% badanych pacjentéw. Wigkszos$¢ z nich wykazywata
zwigkszong aktywno$¢ jednego z trzech markerow (uPA, uPAR lub PAI-1), natomiast
u niektorych zaobserwowano nadekspresje wszystkich trzech sktadowych, co bylto
jednoznacznie powigzane z postepem choroby [145]. Korelacja podwyzszonego poziomu
UPA oraz PAI-1 z agresywno$cia nowotworu odnotowana zostala rowniez u pacjentek
zmagajacych si¢ z rakiem jajnika [141]. U os6b chorujacych na raka trzustki, szczegdlnie
w zlosliwej postaci, wykazano wzrost ekspresji uPA i uPAR [140]. Nadekspresje
urokinazy i jej znaczenie w powstawaniu przerzutow potwierdzono takze w przypadku
ptaskonablonkowego nowotworu gltowy 1 szyi. Mnogo$¢ 1 zroznicowanie chorob
nowotworowych zwigzanych z uPA 1 pozostalymi elementami systemu aktywacji
plazminogenu dowodza tego, jak cennym biomarkerem w diagnozie 1 terapii

przeciwnowotworowej jest urokinaza [142].
3.1. Inhibitory urokinazy

Inhibicja urokinazy jest waznym procesem terapeutycznym w przebiegu wielu

chorob. Zahamowanie reaktywnosci uPA moze by¢ przeprowadzone r6znymi metodami,

72



CZESC LITERATUROWA

zar6wno na poziomie biatka, jak i na poziomie genu. Do najczesciej spotykanych strategii
nalezy migdzy innymi zastosowanie inhibitora o niskiej masie czgasteczkowej
skierowanego do miejsca aktywnego enzymu, zastosowanie przeciwciat blokujacych
oddziatywanie urokinazy z jej receptorem lub obnizajacych aktywno$¢ enzymatyczng
urokinazy, zastosowanie oligonukleotydow antysensowych blokujacych ekspresje
urokinazy czy zastosowanie wektorow wirusowych dostarczajacych geny dla sktadnikow

uktadu aktywacji plazminogenu [148][149].

Powszechnie stosowane, matoczasteczkowe inhibitory urokinazy majg w swojej
strukturze zasadowag reszt¢ aromatyczng podstawiong grupa amidynowa lub
guanidynowa, ktore stanowia element wigzacy kieszen S1 poprzez silne oddziatywanie
z reszta Aspl89. Wobec tego inhibitory drobnoczasteczkowe dzielg si¢ na dwa ogolne
typy: amidyny aromatyczne oraz pochodne guanidyn [125][132][150]. Amidyny s3
jednak uznawane za zwiazki o slabej biodostgpnosci [151]. Znanych jest niewiele
zwigzkow, ktore selektywnie blokuja urokinaze, poniewaz trypsynopodobne proteinazy
serynowe, takie jak tPA, trypsyna, czy trombina, charakteryzuja si¢ podobng strukturg
i sekwencja aminokwasow. Zablokowanie dziatania aktywatora plazminogenu typu
tkankowego, odpowiedzialnego za proces fibrynolizy, prowadzacy do rozpuszczania
zakrzepow, moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji kardiologicznych. Wobec tego
selektywno$¢ inhibitora odgrywa tutaj bardzo wazng role [125][132][135][143][148].
Niemniej jednak specyficzne inhibitory nie sg dostgpne, a ponadto uwaza si¢, ze ich
dhugotrwate stosowanie mogtoby powodowaé powazne powiktania w postaci zakrzepow
[146].

Popularng pochodng guanidynowa, wykazujaca zdolno$¢ inhibicji urokinazy,
stosowang rowniez W medycynie jako lek o wlasciwo$ciach moczopednych, jest amiloryd
(Rysunek 37). Charakteryzuje si¢ on selektywno$cig wobec proteaz serynowych, a takze
mozliwym dziataniem przeciwnowotworowym [125][139]. Amiloryd oddziatuje
z resztami aminokwasow znajdujacych sie w kieszeni S1 poprzez tworzenie licznych
wigzan wodorowych [125]. Uznaje sie takze, ze jest on inhibitorem wymiany Na*/H", co
wplywa na zahamowanie inwazji i ruchliwosci komodrek nowotworowych [138].

Oszacowano, ze energia wigzania amilorydu z urokinazg wynosi -12.99 kcal/mol [152].

73



CZESC LITERATUROWA

g
N Cl
H,NT N X
Ho |l
~
N~ ONH, 1.47

H,N

Rysunek 37. Struktura amilorydu, zwiazku chemicznego stosowanego do inhibicji
urokinazy [125].

Ze wzgledu na struktur¢ uPA, a w szczego6lnosci jej miejsca aktywnego,
najbardziej obiecujacg strategia zahamowania aktywnos$ci enzymu jest synteza
niepeptydowych, matoczasteczkowych inhibitorow o odwracalnym profilu hamowania
(Rysunek 38) [126][153]. Wicle sposréd nowo opracowanych inhibitorow wykazuje
nizsza warto$¢ ICso niz amiloryd. Zwigzek 1.48 posiada w swojej budowie farmakofor,
jakim jest pier$cien oksazolidynonu, ktory oddzialuje z resztami aminokwasow w miejscu
aktywnym enzymu poprzez tworzenie wigzan wodorowych. Obecnos$¢ podstawnika
fenyloamidynowego znaczaco wpltywa na wzrost interakcji inhibitora w kieszeni S1
urokinazy, moze takze zwigkszy¢ jego selektywno$¢ ze wzgledu na zdolnosc
oddzialywania migdzy innymi z resztg Ser190 [125]. Zwigzek 1.49 stanowi pochodng
izochinolinyloguanidyny i charakteryzuje si¢ bardzo dobra selektywno$cia wzgledem
urokinazy. Kluczowa role w dziataniu tego inhibitora odgrywa obecno$¢ podstawnika
halogenowego oraz fenylowego z grupa karboksylowa, ktory wptywa na lipofilowos$é
zwigzku, w konsekwencji czynigc g0 biodostepnym [135]. Skutecznym inhibitorem
urokinazy jest takze zwigzek 1.50, pochodna pirazolu. Wyniki przeprowadzonego
dokowania molekularnego pokazaty, ze jego aktywno$¢ zwigzana jest z obecnoscia
skondensowanych uktadow pier§cieniowych w strukturze 1 wykazywanych przez nie
oddzialywan w kieszeni S1. Podstawnik chlorofenylowy zapewnia lipofilowy charakter
czasteczki [154]. Innym niepeptydowym zwigzkiem Silnie hamujacym dziatanie
urokinazy jest zwigzek 1.51, zawierajacy grupe ureidowa. Wspotczynnik selektywnosci
tego inhibitora w stosunku do tPA wynosi co najmniej 400. Grupa guanidynowa zajmuje
kieszen S1 urokinazy, natomiast grupa ureidowa tworzy cztery wigzania wodorowe
w poblizu miejsca aktywnego tego enzymu [131]. Jedng ze strategii poszukiwania
nowych zwiazkdw wykazujacych zdolno$¢ hamowania dziatania urokinazy, jest
modyfikacja strukturalna amilorydu. Przyktadem zastosowania takiego podejscia jest
zwigzek 1.52. Otrzymane 6-podstawione pochodne (heksametyleno)amilorydu (HMA)
charakteryzuja si¢ wysokag selektywnoscia wobec innych proteaz serynowych oraz
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kilkukrotnie wyzsza inhibicja uPA niz HMA. Co wazne, w przeciwienstwie do amilorydu,
wykazuja one minimalne dzialanie hamujace na nabltonkowe kanaly sodowe.
Zahamowanie tych kanatdw wigze sie¢ ze zmniejszeniem wydalania jonow K*, ktorych

nadmiar moze prowadzi¢ miedzy innymi do arytmii serca [139].
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Rysunek 38. Przyktady matoczasteczkowych inhibitorow urokinazy
[125][131][135][139][154].

Ciekawym podej$ciem do poszukiwania inhibitoréw uPA jest synteza czasteczek
opartych na aminokwasach i ich strukturalnych analogach. W literaturze opisane zostaty
a-aminofosfoniany, ktore stanowia bardzo silne, selektywne i niecodwracalne inhibitory
urokinazy wykazujace znaczng aktywnos$¢ przeciwprzerzutowa (Rysunek 39) [126][155].
Inhibitory laczace sie¢ z enzymem w sposob nieodwracalny moga wykazywac silniejszy

efekt, a takze mniejsza toksyczno$¢ wobec organizmu [155].

0" 0 1.53 1.54

Rysunek 39. Przyktady a-aminofosfonianow dziatajacych jako inhibitory uPA
[126][155].
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Uwaza si¢, ze obecna w strukturze zwigzku 1.53 oraz 1.54 grupa
difenylofosfonianowa oddziatuje z seryng znajdujaca si¢ w miejscu aktywnym proteaz
serynowych, co prowadzi do nieodwracalnego zahamowania aktywnos$ci enzymu.
Zwiazki te charakteryzujg si¢ bardzo wysokg zdolno$cig hamowania dziatania urokinazy
oraz znaczng selektywno$ciag w stosunku do enzyméw biorgcych udzial w procesie
krzepnigcia krwi oraz fibrynolizie. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano, ze
najlepsze warto$ci, zard6wno aktywnosci wzgledem urokinazy, jak i selektywnosci,
wykazywaly zwigzki zawierajace niewielkie podstawniki przy atomie wegla o, na
przyktad metylokarbaminiany. Co wigcej, otrzymane a-aminofosfoniany 1.53 1 1.54 sg
wysoce stabilne w roznych $rodowiskach pH. 3-godzinna inkubacja tych zwigzkow
w warunkach fizjologicznych (pH 7.4, temperatura 37°C) wykazata, ze 60%
dostarczonego zwigzku zachowato nienaruszong struktur¢ [155]. W oparciu o powyzsze
fakty mozna wysuna¢ hipotezg, ze a-aminofosfoniany wydaja si¢ stanowi¢ bardzo cenne,

warte naukowego zainteresowania, zrodto potencjalnych inhibitoréw urokinazy.
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1. Strategia syntezy tytulowych a-aminofosfonianow

Ogodlng strategie syntezy nowych zawierajacych fluor o-aminofosfonianéw

przedstawia Rysunek 1.
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R, = alkil

Rysunek 1. Schemat syntezy fluorowanych a-aminofosfonianéw opartej na
diastereoselektywnej hydrofosfonylacji imin otrzymanych w reakcjach fluorowanych
pochodnych benzaldehydu z chiralnymi aminami.

Do syntezy tytutowych zwigzkoéw zaadaptowano metode literaturowa [90].
Polegata ona na otrzymaniu chiralnych imin, ktére nastepnie poddawano addycji
nukleofilowych fosforynéw, uzyskujac oczekiwane a-aminofosfoniany w postaci
diastereoizomerow (Rysunek 1).

W przyjetej  strategii, iminy jako  prekursory  zaprojektowanych
a-aminofosfonianéw odgrywaly bardzo wazng rolg. Z tego powodu, mimo iz literatura
naukowa oferuje wiele metod syntezy tych zwiazkow, postanowiono opracowac bardziej
dogodna i przyjazna srodowisku, a jednoczesnie efektywna, nowa metoda otrzymywania
imin.

1.1.  Mechanochemiczna metoda syntezy imin

Biorac pod uwage zasady zielonej chemii 1 trosk¢ o sSrodowisko naturalne,
opracowano mechanochemiczng metode syntezy fluorowanych imin (Rysunek 2). Metoda
polega na r¢gcznym ucieraniu przy zastosowaniu szklanej bagietki rownomolowych ilo$ci
aldehydow i amin. Reakcje prowadzone sa w warunkach bezrozpuszczalnikowych,
w temperaturze pokojowej i nie wymagaja zastosowania katalizatorow. Co wigcej,
produkty otrzymywane sg w krotkim czasie, wynoszgcym 15 minut. Z uwagi na

szczegollne znaczenie imin zawierajacych w czasteczkach fluor, ktére wynika z potrzeby
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zastosowania ich w drugim etapie syntezy tytutowych a-aminofosfonianéw, metode tg

przetestowano z powodzeniem dla fluorowanych pochodnych benzaldehydu.

X i ; X, -R
(@] ucieranie N
m@ﬁ * RENH, ——— > I R¢
15 min, RT

Re: 2-F, 2,4-F,, 2,4,6-F3, 2,3,4,5,6-F5

R: O-FC6H4, p-CngH4, p—BrCGH4, p-CH30C6H4, p—CH3CSH4,
0-CH4CgHg, p-HOCgH, CoHs(CH)CH3, p-CH30CgH4(CH)CH

Rysunek 2. Schemat mechanochemicznej metody syntezy fluorowanych imin.

2-fluorobenzaldehyd, 2,4-difluorobenzaldehyd, 2,4,6-trifluorobenzaldehyd oraz
2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldenyd poddano reakcji z szeregiem pochodnych aniliny
zawierajacych podstawniki, zarowno elektronodonorowe jak i elektronoakceptorowe,
a takze z aminami chiralnymi: (R)-o-metylobenzyloaming i (R)-4-metoksy-a-
metylobenzyloaming. Zastosowano substraty bedace w temperaturze pokojowej cieczami
(2-fluorobenzaldehyd, 2,4-difluorobenzaldehyd, 2-fluoroanilina, 2-toluidyna,
(R)-a-metylobenzyloamina oraz (R)-4-metoksy-a-metylobenzyloamina), jak i ciatami
statymi (2,4,6-trifluorobenzaldehyd, 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehyd, 4-chloroanilina,
4-bromoanilina, 4-anizydyna, 4-toluidyna oraz 4-aminofenol).

Badania wykazaty, ze 15 minut jest optymalnym czasem prowadzenia reakcji. Po
10 minutach w mieszaninie reakcyjnej obserwowano obecno$¢ niewielkich ilosci
substratow, natomiast wydtuzenie czasu reakcji do 20 minut nie miato wplywu na jej
wydajnos¢. Monitorowanie postepu reakcji za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;j
(TLC), a takze wykonane widma NMR produktow, w zdecydowanej wiekszosci nie
wykazaty obecnosci nieprzereagowanych substratow i otrzymane produkty nie wymagaty
oczyszczania. Zaobserwowano niewielkie ilosci nieprzereagowanej aminy w przypadku
10 zwiazkéw, dla ktorych w celu okre§lenia wydajnosci wykonano widma 'H NMR
z zastosowaniem wzorca wewngtrznego, za ktory postuzyt dichlorometan. Ponizsza
tabela prezentuje struktury imin zsyntezowanych metoda mechanochemiczng oraz
wydajnosci reakcji (Tabela 1). Sposréd 36 otrzymanych imin, 12, przedstawionych
w Tabeli 1 kolorem niebieskim, stanowig nowe, nieopisane dotagd w literaturze naukowej

zwigzki.
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Tabela 1. Wydajnosci reakcji i struktury fluorowanych imin otrzymanych metoda

mechanochemiczna.

Wydajnos¢
Produkt Struktura produktu Wydajno$¢ odnotowana

w literaturze

F
11 @w@ 86%% i
F F
12 N 5806 * i
H
F Foop
13 CcN© 56% * :
H

F F .
14 \ 95%% :
YO

15 @?‘NO 86% :
Cl

F
1.6 \©\ C"N\©\ 96% -
Cl
F F
99% [156]
17 N 91%
- O 100% [157]
Cl

F H
F
F F
1.8 78% 92% [158
F QCNO\ 0 0 [ ]
FH Cl

1.9 QQ’NO 90% -
B
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1.10

111

1.12

1.13

1.14

1.15

1.16

1.19

85%

80%

84% *

97%

95%

99%

98%

97%

95%

88%

83% [158]

78% [159]

66% [160]

99% [156]

80% [161]
92% [162]
97% [163][164]
98% [165]

81% [166]
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95% [158]

CHj,
1.21 N i 870 * _
" CHj
122 C»,N\© 74% * )
i

F
F ] 93% [167]
1.20 N 92%
RERS
- CHs

F
" F CHg
1.23 N 08% _
F H
F
F F
1.24 N CHs 96% ]
F (Iy
F H

125 @9'“@ 79% *
OH
.
1.26 ro’“@ 90% * _
: OH
F F
127 \Q:C’NO\ 45% * _
l_I' OH

F
F
F F
1.28 N 68% * 54% [158]
RERe
- OH
1.29 [;\C"N‘CO 98% ]
F H HCH;
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F
0, -
1.30 QQ,,N\\CD 93%
F H HCHz
F F
0, -
1.31 \@C,,N:C’( j 93%
F H H CHs
F
F F
1.32 N O 72% * ;
F c* \\C’
F H HCHg
e
0, -
1.33 C,,N:Q 86%
H H CHs
/©/ “CHs
0, -
1.34 C 91%
H CHs
F \CH3
1.35 96% ;
H3
f; o

H HCH3

*Obliczono z widm *H NMR metoda wzorca wewnetrznego, stosujac dichlorometan jako

Wzorzec wewnetrzny.

Budowe wszystkich uzyskanych imin potwierdzono metodami spektroskopowymi (*H
NMR, *C NMR oraz F NMR). Dla zwiazkéw nieopisanych dotad w literaturze
wykonano takze analizy spektrometryczne (HRMS). Wszystkie iminy otrzymano
z wydajnosciami od dobrych do bardzo dobrych. W przypadku 18 z 36 produktow
odnotowano wydajnos¢ reakcji wynoszaca 90% lub wiecej. Nie zaobserwowano wptywu
ilosci atomow fluoru w pierscieniu aromatycznym na wydajno$¢ prowadzonych reakc;ji.
W przypadku imin monofluorowanych odnotowano wydajnosci zawierajgce si¢
w przedziale 79-98%, natomiast w przypadku produktow pentafluorowanych, 68-98%.
Bardzo dobre wyniki uzyskano zarowno dla imin otrzymanych z wykorzystaniem

pochodnych aniliny, jak rowniez amin chiralnych. Co istotne, bariery nie stanowit takze
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stan skupienia zastosowanych substratow. Miedzy innymi produkt 1.21, powstaly
w reakcji aldehydu i1 aminy, ktore w temperaturze pokojowej sg cieczami, zostal
otrzymany z wydajnoscia 87%. Produkt 1.16, utworzony z substratéw w formie statej
uzyskano z wydajnoscia 98%. W przypadku potaczenia aldehydu w postaci cieczy oraz
aminy w formie statej, na przyktad imina 1.6, mozna otrzyma¢ produkt z wydajnoscig
réwng 96%. W sytuacji przeciwnej (aldehyd w formie ciata stalego oraz amina w formie
cieczy), jak ma to miejsce migdzy innymi w przypadku iminy 1.35, odnotowano
identyczng wydajnos¢. Co wigcej, niejednokrotnie wydajnosci reakcji osiggaty lepsze
wartos$ci niz w przypadku metod opisanych w literaturze. Metody te obejmowaty miedzy
innymi syntezy we wrzacym toluenie z zastosowaniem aparatu Dean’a-Stark’a (produkt
1.7 i1 1.15) lub oparte byly na reakcjach prowadzonych z uzyciem dowex’u
i chlorobenzenu jako rozpuszczalnika (produkt 1.14). Iminy 1.13, 1.16 1.18 oraz 1.20
otrzymywano w lagodniejszych warunkach, stosujac heksan i siarczan magnezu, etanol
lub dichlorometan w temperaturze pokojowej. Opracowana w ramach niniejszej pracy
metoda mechanochemiczna pozwolita uzyska¢ wydajnosci reakcji porownywalne
z literaturowymi, a w wielu przypadkach lepsze, i co warte podkreslenia, w warunkach

znacznie bardziej przyjaznych srodowisku.

Produkty, w przypadku ktorych zaobserwowano obecnos¢ nieprzereagowanych
substratow, zostaly oczyszczone poprzez przefiltrowanie roztworu iminy przez cienkg
warstwe silikazelu umieszczong na lejku piankowym. Metoda ta pozwolita na skuteczna
i szybka izolacj¢ iminy z mieszaniny poreakcyjnej. Otrzymane warto$ci wydajnosci
oczyszczonych produktow byty identyczne lub porownywalne do wartosci obliczonych
z widm 'H NMR wykonanych z zastosowaniem wzorca wewnetrznego (Tabela 2).
W przypadku zaledwie Kilku produktow (1.26, 1.27, 1.28) zaobserwowano nizszg
wydajnos¢ o okoto 10%. Potwierdzeniem skutecznosci zastosowanej metody izolacji jest
poréwnanie przyktadowych wykonanych widm H NMR przed (Rysunek 3) i po

oczyszczeniu (Rysunek 4) jednej z imin.
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Tabela 2. Poréwnanie wydajnosci obliczonych z widm *H NMR wykonanych
z zastosowaniem wzorca wewngtrznego z wydajnosciami reakcji obliczonymi dla imin

oczyszczonych poprzez przefiltrowanie przez warstwe silikazelu na lejku piankowym.

Produkt Wydajno$¢ obliczonaz NMR  Wydajnos¢ po oczyszczeniu iminy
1.2 58% 57%
1.3 56% 56%
1.12 84% 76%
1.21 87% 87%
1.22 74% 68%
1.25 79% 75%
1.26 90% 77%
1.27 45% 35%
1.28 68% 58%
1.32 72% 69%
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Rysunek 3. Widmo *H NMR produktu 1.12 przed oczyszczeniem.
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Rysunek 4. Widmo *H NMR produktu 1.12 po oczyszczeniu.

Widoczne w widmie *H NMR wykonanym przed jego oczyszczeniem dwa mate dublety
przy warto$ci przesuni¢cia chemicznego wynoszacej 7.22 oraz 6.55 ppm przypisano
odpowiednio dwom parom réwnocennych protonéw obecnych w pierscieniu fenylowym
4-bromoaniliny, stanowiacej substrat w reakcji syntezy iminy 1.12. Sygnatow tych nie
zaobserwowano w widmie wykonanym po przesaczeniu iminy przez warstwe silikazelu,

co potwierdza skutecznos¢ zastosowanej metody oczyszczania.
1.2.  Zastosowanie metody mechanochemicznej do syntezy imin w wiekszej skali

W celu oceny mozliwosci wykorzystania opracowanej mechanochemicznej
metody do syntezy wigkszych ilosci produktow, dla kilku przyktadowych imin
przeprowadzono reakcje ich  otrzymywania w  wigkszej skali. Reakcje
2,4-difluorobenzaldehydu z 4-anizydyng wykonano w skali 2-krotnie, 4-krotnie,
6-krotnie, 8-krotnie oraz 10-krotnie wigkszej w stosunku do poczatkowej (0.26 mmol)
(Tabela 3). Wszystkie przeprowadzone syntezy skutkowaty otrzymaniem produktow
z bardzo wysokimi wydajnosciami, ktoére wynosity 95-97%, podczas gdy wydajnosc

reakcji oryginalnej byta rowna 95%.
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Tabela 3. Wydajnosci reakcji 2,4-difluorobenzaldehydu z 4-anizydyng przeprowadzonych

w wigkszej skali.

Produkt Ilo$¢ substratéw (mmol) Skala Wydajno$¢
1.14 0.52 2-krotnos¢ 96%
1.14 1.04 4-krotnos¢ 97%
1.14 1.56 6-krotnos¢ 97%
1.14 2.08 8-krotno$¢ 97%
1.14 2.6 10-krotno$¢ 95%

Oceng wplywu iloéci substratow na przebieg reakcji i jej wydajnosé okreslono
rowniez w przypadku innych imin (Tabela 4). W skali 2-krotnie wigkszej wykonano
syntez¢ produktu 1.24 jako przyktad iminy pentafluorowanej, w skali 4-krotnie wigkszej
przeprowadzono synteze produktu 1.35 jako przyktad iminy trifluorowanej oraz w skali
8-krotnie wigkszej syntez¢ produktu 1.17 jako przykladowej iminy monofluorowane;j.
Reakcje 2-fluorobenzaldehydu z 4-toluidyng (produkt 1.17), 2,4,6-trifluorobenzaldehydu
z  (R)-4-metoksy-a-metylobenzyloaming  (produkt 1.35), a takze 2,3,4,5,6-
pentafluorobenzaldehydu z 2-toluidyng (produkt 1.24), przeprowadzone z zastosowaniem
wigkszej ilosci substratow, rowniez charakteryzowaty sie¢ wysokimi wydajnos$ciami
zawierajacymi si¢ W przedziale 95-98%. Uzyskane wyniki pozwalaja Stwierdzi¢, ze
metoda mechanochemicznej syntezy fluorowanych imin wykazuje wysoki potencjat

zastosowania, takze w celu otrzymania wigkszych ilosci produktow.

Tabela 4. Wydajnosci reakcji syntezy imin przeprowadzonych w wigkszej skali.

Produkt Ilo$¢ substratow (mmol) Skala Wydajnos¢
1.24 0.52 2-krotnos¢ 95%
1.35 1.04 4-krotnos¢ 98%
1.17 2.08 8-krotnos¢ 96%

1.3.  Struktury krystaliczne imin

Produkty mechanochemicznej syntezy otrzymano zar6wno w postaci oleistej, jak
1 ciat statych. Substancje state poddane zostaly procesowi krystalizacji poprzez powolne
odparowywanie rozpuszczalnika. Krysztaty odpowiednie do badan rentgenograficznych

uzyskano dla trzech imin: 1.6, 1.15 oraz 1.16. Iminy te krystalizowano w temperaturze
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4 °C stosujac jako rozpuszczalnik chloroform dla zwigzku 1.6 i 1.15 oraz dichlorometan
dla 1.16. Struktury krystaliczne imin 1.6, 1.15 oraz 1.16 przedstawione zostalty
odpowiednio na Rysunkach 5-7. Pomimo iz zwigzki te zostaly wczesniej opisane

w literaturze, nie zostaty jednak wykonane ich analizy krystalograficzne.

Rysunek 7. Struktura krystaliczna produktu 1.16.

Wyniki  analiz  krystalograficznych jednoznacznie potwierdzity budowg

otrzymanych imin.

2. Synteza i badania strukturalne a-aminofosfonianow

2.1. Synteza a-aminofosfonianow

Opracowang mechanochemiczng metode oOtrzymywania imin zastosowano
w pierwszym etapie syntezy a-aminofosfonianéw prowadzacym do powstania chiralnych
imin, ktore w drugim etapie poddane byty hydrofosfonylacji. W reakcjach tworzenia imin
wykorzystywano aldehydy: 2-fluorobenzaldehyd, 4-fluorobenzaldehyd,
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2,4-difluorobenzaldehyd, 2,4,6-trifluorobenzaldehyd i 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehyd
oraz chiralne aminy: (R)-a-metylobenzyloaming, (R)-4-metoksy-a-metylobenzyloaming
I (S)-3,3-dimetylo-2-butyloaming. Rownomolowe ilosci substratow (1.005 mmol)
ucierano szklang bagietka w okragtodennej kolbie. Otrzymane iminy poddawano
nastepnie reakcji hydrofosfonylacji z zastosowaniem fosforynow (1.055 mmol):
fosforynu dimetylu, fosforynu dietylu lub fosforynu diizopropylu (Rysunek 8). Reakcje
addycji fosforynéw prowadzono w atmosferze argonu, w temperaturze 80°C, bez uzycia
rozpuszczalnika. Czas prowadzenia drugiego etapu syntezy o-aminofosfonianow byt
zroznicowany i w zaleznos$ci od budowy zastosowanych substratéw wynosit od dwoch do
96 godzin. W wigkszosci przypadkéw produkty otrzymano w postaci oleistej.
a-Aminofosfoniany zostaty szczegotowo scharakteryzowane spektroskopowo (*H NMR,
13C NMR, °F NMR, 3P NMR) oraz spektrometrycznie (HRMS). W celu potwierdzenia

czystosci zwiazkdéw, wykonano takze analiz¢ elementarng.

Ql{'
g R'O—P=0 (j‘ll;,

@f “@ W€ 10

|
R'O—P=0 CHj

- dsmin HP(O)OR), o NR
F |
80 °C 2-96h H 2
R-N OCHj; OCH;

o
R'O—P=0 CH;

\N/SKKCH'E N/SKKCHS
Ry CH,4 R \ CH,
CHy H 3 CH; °

Rp = 2-F, 4-F, 2,4-F,, 2,4,6-F3,2,3,4,5,6-F5  R'=-CHs, -CH,CHj, -CH(CHs),

,/ CH;
S_Q S—Q()(H m—cH,

CH;4

=

~o

\ (’\

R

=

Rysunek 8. Schemat syntezy a-aminofosfonianow.

Jedng z chiralnych imin, bedacych substratem w reakcjach hydrofosfonylaciji,
otrzymano w postaci ciata stalego. Imin¢ te poddano krystalizacji z heksanu
w temperaturze 4°C uzyskujac krysztaly odpowiednie do badan rentgenograficznych.
Strukture  krystaliczng tej iminy powstatej w reakcji  4-fluorobenzaldehydu
i (R)-4-metoksy-a-metylobenzyloaminy przedstawiono na Rysunku 9. Otrzymana
struktura stanowi potwierdzenie budowy zwigzku i jednocze$nie skutecznosci metody

mechanochemicznej takze w syntezie imin chiralnych.
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Rysunek 9. Struktura krystaliczna chiralnej iminy otrzymanej w reakcji
(R)-4-metoksy-a-metylobenzyloaminy z 4-fluorobenzaldehydem.

a-Aminofosfoniany otrzymano w postaci par diastereoizomerow z wydajnoscia od
umiarkowanej do bardzo dobrej (Tabela 5). Diastereoizomery charakteryzowaty si¢
niemal identycznymi warto§ciami wspotczynnika retencji, co uniemozliwito ich
rozdzielenie. Stosunki diastereoizomeryczne obliczono na podstawie widm 3P NMR

wykonanych dla oczyszczonych produktow.

Tabela 5. Struktury, wydajnos¢, czas reakcji hydrofosfonylacji oraz stosunki

diastereoizomeryczne otrzymanych a-aminofosfoniandw.

Wydajnos¢ Stosunek
Produkt Struktura Czas [h] ) )
[%] diastereoizomeryczny

OCHj,
F O=P-QCHj,3
¢ h
2.1 L 66 24 79:21

A
- H-C
HsC

OC,Hs

2.2 N 66 24 82:18

2.3 ‘. @C\N/H 56 5 61:39
HiC
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F H / 54 96
HsC \Tiijl\
OCH3

O«Z T
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219 . @Ciwﬁ 24 4 68:32
248 H=C. __CHs
/! C

Otrzymane a-aminofosfoniany charakteryzowaly si¢ bardzo dobrymi stosunkami
diastereoizomerycznymi. W przypadku zwigzkow zawierajacych wigkszg liczbe atomow
fluoru (trifluorowanych oraz pentafluorowanych) zaobserwowano mniejszg roznice
pomiedzy iloScig powstajacych diastereoizomerow, a takze odnotowano nizsze
wydajnosci reakcji ich powstawania w poréwnaniu do ich monofluorowanych oraz
difluorowanych odpowiednikéw (Tabela 5). Analiza porownawcza wydajnosci reakcji
oraz stosunkéw diasterecoizomerycznych produktow otrzymanych z zastosowaniem
(R)-a-metylobenzyloaminy  (Tabela 5, zwigzki 2.1-2.3) z  wydajnosciag
i diastereoselektywnosciag reakcji opisanych w literaturze odnoszacych si¢ do
a-aminofosfonianéw uzyskanych z zastosowaniem (S)-a-metylobenzyloaminy (Rozdziat
I, Tabela 8), pozwala zaobserwowal roznice dotyczace zarowno wydajnosci, jak
i stereoselektywnosci. Difluorowane a-aminofosfoniany utworzone w reakcji
z (R)-a-metylobenzyloaming (Tabela 5, zwiazek 2.1 i 2.2) charakteryzowaty si¢ lepszym
stosunkiem diastereoizomerycznym niz zwiazki literaturowe. oa-Aminofosfonian
zawierajacy w swojej strukturze pie¢ atomoéw fluoru (Tabela 5, zwigzek 2.3) otrzymano
natomiast z nizszg diastereoselektywnoscig (61:39), mimo, ze w przypadku
difluorowanego odpowiednika tego zwigzku (Tabela 5, zwigzek 2.1) stosunek
diastereoizomeryczny wynosit  79:21. W przypadku reakcji przeprowadzonej
z zastosowaniem (S)-3,3-dimetylo-2-butyloaminy (Tabela 5, zwigzki 2.12-2.19)
odnotowano, podobnie jak w literaturze (Rozdzial 1, Tabela 9), wysoka
diastereoselektywnos¢. a-Aminofosfoniany monofluorowane oraz difluorowane (zwigzki
2.12-2.17) otrzymano ze znacznie lepsza diastereoselektywnos$cig niz a-aminofosfoniany
trifluorowane (zwigzek 2.18 i 2.19). Zwigzki roéznigce si¢ miedzy sobg wylacznie liczbg
atomow fluoru w pierscieniu aromatycznym- zwigzek 2.12 1 2.13 (monofluorowane), 2.15
(difluorowany) oraz 2.18 (trifluorowany) uzyskano odpowiednio
z diastereoselektywnos$cia rowng 86:14, 87:13, 89:11 oraz 74:26. Wyniki te pozwalaja na
zaobserwowanie lepszej diastereoselektywnosci w przypadku a-aminofosfonianow

zawierajagcych mniejsza liczb¢ atomow fluoru. Podobnej obserwacji mozna dokonaé
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w grupie zwigzkow 2.14 (monofluorowany), 2.16 (difluorowany) i 2.19 (trifluorowany),
dla ktorych stosunki diastereoizomeryczne wynoszg odpowiednio 88:12, 89:11 1 68:32.
Analiza poréwnawcza wynikow odnotowanych dla przeprowadzonych reakcji oraz
wynikow opisanych w literaturze pozwala wnioskowaé, ze zwiazki zawierajace wigksza
liczbe  atomow  fluoru  otrzymywane sg z nizszg wydajnoscia  oraz

diastereoselektywnoscia.
2.2. Badania strukturalne

Otrzymane na drodze stereoselektywnej syntezy a-aminofosfoniany zawieraly
w swojej strukturze dwa centra stereogeniczne- jedno o znanej konfiguracji absolutnej
pochodzace od zastosowanej do pierwszego etapu syntezy aminy oraz drugie, utworzone
w drugim etapie procesu w wyniku nukleofilowej addycji fosforynu. W celu okreslenia,
ktéry z pary diastereoizomerow powstaje w przewadze, wykonano szereg analiz,
postugujac si¢ r6znymi metodami. a-Aminofosfoniany bedgce ciatami statymi poddano
procesowi Kkrystalizacji, poprzez powolne odparowanie rozpuszczalnika. Krysztaty
odpowiednie do badan krystalograficznych otrzymano w przypadku trzech zwigzkow,
ktore poddano analizie dyfrakcji rentgenowskiej. Umozliwito to poznanie struktur
krystalicznych produktow 2.3 (Rysunek 10), 2.13 (Rysunek 11) oraz 2.18 (Rysunek 12).

F18A03

C14B__5”C16B F16B
17c1s8

Rysunek 10. Struktura krystaliczna produktu 2.3.
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Rysunek 12. Struktura krystaliczna produktu 2.18.

W komorce elementarnej zwigzku 2.3 (Rysunek 10) mozna zaobserwowac
obecno$¢ dwoch czgsteczek o tej samej konfiguracji absolutnej nowo wygenerowanego

centrum stereogenicznego. Struktura krystaliczna tego zwiazku przedstawia izomer (R,R).

Obecnos¢ dwoch czasteczek w komorce elementarnej wykazala takze analiza
krystalograficzna produktu 2.18 (Rysunek 12). W tym przypadku jednak czasteczki
reprezentujg oba powstajgce diastereoizomery, zarowno izomer (R,S), jak i (S,S). Dane
uzyskane z badan rentgenograficznych w potaczeniu ze szczegétowa analiza widm 2D
NMR (NOESY) badanych zwigzkow umozliwity okreslenie konfiguracji absolutnej
generowanego w procesie hydrofosfonylacji centrum stereogenicznego diastereoizomeru
powstajacego W przewadze. W widmie NOESY produktu 2.18 odnotowano obecnosé
korelacji pomigdzy protonem potgczonym z nowym centrum stereogenicznym (HC-P),

charakteryzujacym si¢ wartoScig przesunigcia chemicznego & = 4.62 ppm, a protonami
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grupy metylowej potaczonej z chiralnym atomem wegla pochodzgcym od aminy
(C(H)CH3), charakteryzujgcymi si¢ wartoscig 6 = 0.93 ppm (Rysunek 13, Rysunek 14).
Korelacje te zaobserwowano tylko w przypadku gtéwnego diastereoizomeru. Natomiast
dla drugiego diastereoizomeru zaobserwowano korelacj¢ pomigdzy protonem HC-P
a protonami jednej z trzech grup metylowych nalezacych do grupy tert-butylowej
C(CHz)z (Rysunek 13, Rysunek 14). Sygnat protonu HC-P obecny jest w widmie NOESY
przy wartosCi przesunigcia chemicznego 6 = 4.48 ppm, podczas gdy sygnat protondw
C(CH3)s widoczny jest przy 6 = 0.90 ppm (Rysunek 13). Dane dotyczace struktury
krystalicznej a-aminofosfonianu 2.18 pozwolily przeprowadzi¢ analize odleglosci
pomiedzy odpowiednimi protonami w obu diastereocizomerach rozwazanego zwigzku
(Tabela 6). Analiza pokazata, Zze jedynie dla diastereoizomeru (S,S) odleglosci pomigdzy
protonami HC-P a C(CHs)s sa wystarczajaco bliskie (4.205, 3.162, 2.769 A), aby uzyska¢
sygnat korelacji obserwowany w widmie NOESY. Analiza wykazata takze, ze tylko
w diastereoizomerze (R,S) odlegtosci pomiedzy protonami HC-P a C(H)CHs sa na tyle
bliskie (3.525, 2.958, 2.166 A), by moc zaobserwowaé sygnat korelacji w widmie
NOESY. W oparciu o dane uzyskane z badan NMR (widmo NOESY zwigzku 2.18)
i krystalograficznych (struktura krystaliczna produktu 2.18) stwierdzono, ze powstajacy
w przewadze diastereoizomer o-aminofosfonianu 2.18 charakteryzuje si¢ konfiguracja

absolutng R nowo utworzonego centrum stereogenicznego.

J

;
% 0

47 46 45 44
f2 (ppm)

T

f1 (ppm)

Rysunek 13. Fragment widma NOESY produktu 2.18.
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Rysunek 14. Korelacje kluczowe dla ustalenia budowy stereochemicznej

diastereoizomerow zwigzku 2.18 zaobserwowane w widmie NOESY (Rysunek 13).

Tabela 6. Odlegtosci migdzy atomami wodoru w strukturze krystalicznej zwiagzku 2.18.

Odlegtosci miedzy atomami wodoru [A]

Atomy wodoru Stereoizomer S,S Stereoizomer R,S
HC-P, C(H)CHs 4.47,4.40, 3.76 3.53,2.96, 2.17
HC-P, C(CHs)3 5.22,5.19, 4.40 5.47,4.46, 4.33
4.21, 3.16, 2.77 5.78,5.07, 4.82
5.26,5.01, 4.26 5.60, 4.79, 451

Struktura krystaliczna zwigzku 2.13 (Rysunek 11) wykazata obecno$¢ tylko
jednego diastereoizomeru w komoérce elementarnej. Jest to izomer o konfiguracji
R centrum chiralnosci utworzonym w wyniku hydrofosfonylacji iminy. Do syntezy tego
zwigzku, podobnie jak w przypadku a-aminofosfonianu 2.18, zostata zastosowana amina
zawierajgca centrum stereogeniczne o konfiguracji absolutnej S. Z tego wzgledu
oczekiwano, ze rowniez w przypadku zwigzku 2.13 stereoizomer o konfiguracji
R centrum stereogenicznego utworzonego na skutek addycji fosforynu begdzie produktem
glownym. Wyniki uzyskane z badan spektroskopowych w potaczeniu z danymi
krystalograficznymi potwierdzity te hipoteze. Rysunek 15 przedstawia widmo *H NMR
a-aminofosfonianu 2.13 otrzymane bezposrednio po oczyszczeniu zwigzku na kolumnie
chromatograficznej. Jak mozna zauwazy¢, w widmie obecne sg pary sygnatow roéznigcych
si¢ intensywnoscig pochodzace od obu diastereoizomeréw. Pordwnanie tego widma
z otrzymanym dla formy krystalicznej rozwazanego zwiazku jasno pokazuje, ze zawiera
ono sygnaly wylacznie od jednego (gléwnego: sygnaty o wigkszej intensywnosci)
diastereoizomeru (Rysunek 16). Fakt ten, w polaczeniu ze stereochemiczng budowg
izomeru obecnego w formie krystalicznej (Rysunek 11) prowadzi do wniosku, ze

utworzone na skutek reakcji hydrofosfonylacji centrum stereochemiczne gltéwnego
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diastereoizomeru a-aminofosfonianu 2.13, podobnie jak zwigzku 2.18, charakteryzuje si¢

konfiguracjg absolutng R.

0.94
0.93
0.90
0.85
0.77
0.76

/
t

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Rysunek 15. Widmo *H NMR pary powstajacych diastereoizomerow zwigzku 2.13.
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Rysunek 16. Widmo *H NMR wykrystalizowanego glownego diastereoizomeru zwiazku
2.13.

Ustalenia dotyczace stereochemicznej budowy glownych diastereoizomerow
a-aminofosfoniandw zsyntezowanych w ramach niniejszej pracy przy uzyciu pomocnika
chiralnego (iminy zawierajacej centrum Stereogeniczne o konfiguracji absolutnej S) sa
zgodne z danymi literaturowymi odnoszacymi si¢ do podobnej reakcji, ktora takze zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem (S)-3,3-dimetylo-2-butyloaminy i w przypadku ktore;j
rowniez zaobserwowano powstawanie w przewadze diastereoizomeru (R,S) [90].

Diastereoselektywno$¢ hydrofosfonylacji chiralnych imin moze by¢ wyjasniona
za pomoca modelu Ahn’a-Eisenstein’a zaproponowanego dla reakcji addycji
nukleofilowej do imin zawierajacych centrum stereogeniczne [168]. Model ten zaktada
antyperiplanarnos¢ najwigkszej grupy w pozycji o iminy oraz atak nukleofila od strony
mniejszej zawady przestrzennej. Model Ahn’a-Eisenstein’a zostal juz wczeSniej
zastosowany do wyjasnienia diastereoselektywnosci powstawania a-aminofosfonianow
w reakcjach z udziatem aldehyddéw, chiralnych amin i fosforynu dimetylu w roztworze
nadchloranu litu w eterze dietylowym [93]. Podejscie Ahn’a-Eisenstein’a do
diastereoselektywnego tworzenia izomeréw zwigzku 2.13 przedstawiono na Rysunku 17.

Wynika z niego, iz istniejg dwa mozliwe konformery iminowe, w ktorych grupa t-Bu jest
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prostopadta do plaszczyzny wigzania C=N. Ze wzgledu na zawade przestrzenna,
korzystniejszy jest atak nukleofila od strony re, ktoéry prowadzi do utworzenia
diastereoizomeru (R,S). Wobec tego, zastosowanie (S)-3,3-dimetylo-2-butyloaminy jako
substratu  skutkuje otrzymaniem izomeru (R,S) o Kkonfiguracji R na nowo
wygenerowanym centrum  stercogenicznym jako glownego produktu  reakcji.
Hydrofosfonylowanie imin pochodzacych od (R)-a-metylobenzyloaminy oraz
(R)-4-metoksy-a-metylobenzyloaminy prowadzi, zgodnie z oméwionym wyzej modelem,
do powstania w przewadze diastereoizomeru (S,R), w ktérym atom wegla bedacy nowym

centrum chiralnosci posiada konfiguracj¢ absolutng S.

H3CO\ 9 B
fron H-P(OCH3),=== HO~P(OCH),
H;CO '
lstrona Si
t-B CHg F
H, I U atak od strony SI \\H +H atak od strony re
xR (H,CO(OP,
H,;C NH HeT
ad 0)(OCH,3) HN__,CHj;
"e) strona re SI"H
F H;CO_ . t-Bu
_P~OH przewaga diastereomeru (R,S)

H,CO”

Rysunek 17. Diastereoselektywnos¢ reakcji hydrofosfonylacji iminy na przyktadzie

tworzenia produktu 2.13 w oparciu o model Ahn’a-Eisenstein’a.

Poznanie struktury chemicznej nowo zsyntezowanych a-aminofosfonianéw,
a W szczegdlnosci ustalenie ich stereochemicznej budowy, stanowito bardzo wazny
zakres prac badawczych zwlaszcza w konteks$cie badan aktywnos$ci biologicznych

otrzymanych zwiazkow.
2.3.  Obliczenia kwantowo-chemiczne

Analiza otrzymanych stosunkow diastereoizomerycznych zsyntezowanych
a-aminofosfonianow pozwolita na zaobserwowanie znacznie lepszej
diastereoselektywnosci  reakcji prowadzacych do powstania o-aminofosfonianéw
monofluorowanych oraz difluorowanych niz w przypadku zwigzkow zawierajacych
wicgkszg liczbe atomow fluoru w strukturze (Tabela 5). Spostrzezenia te sugerujg wptyw

liczby atoméw fluoru w chiralnej czgsteczce iminy na Stereoselektywnos$¢ reakcji
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hydrofosfonylacji. W celu wyjasnienia tej obserwacji przeprowadzono badania
kwantowo-chemiczne, ktorych istotg bylo znalezienie mozliwych rotameréw dla
modelowe]j niefluorowanej iminy pochodzacej od benzaldehydu i (S)-3,3-dimetylo-2-
butyloaminy (NF, Rysunek 18) oraz dla jej fluorowanego analogu, zawierajacego atomy
fluoru w pozycjach orto i w pozycji para pierécienia fenylowego (3F, Rysunek 19).
Optymalizacj¢ struktur przeprowadzono dla NF i 3F r6znigcych si¢ katem dwusciennym
C7-N8-C9-C11 (Rysunek 18, Rysunek 19).

Rysunek 19. Numeracja atoméw w iminie 3F.

Optymalizacja struktur iminy niefluorowanej (NF) doprowadzita do uzyskania
tylko dwoch konformerow: pierwszego z katem dwusciennym C7-N8-C9-C11
wynoszacym 123.4° i drugiego z katem dwusciennym C7-N8-C9-C11 wynoszacym
-121.7°. Podobnie optymalizacja przeprowadzona dla struktur trifluorowanej iminy (3F)
doprowadzita do uzyskania dwoch konformeréw: pierwszego o kacie dwusciennym
C7-N8-C9-C11 wynoszacym 124.0° i drugiego o kacie dwusciennym C7-N8-C9-C11
wynoszgcym -122.2° (Tabela 7, NF_konformerl, NF_konformer2, 3F_konformerl,
3F_konformer2, odpowiednio). W Tabeli 7 przedstawiono wartosci energii wzgledne;j

uzyskane dla konformeré6w iminy niefluorowanej oraz dla iminy trifluorowane;.
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Tabela 7. Porownanie wzglednych energii dwoch mozliwych konformeréw iminy NF
i 3F.

Konformer Energia wzgledna [kcal/mol]
NF_konformerl 0.0?
NF_konformer2 6.5
3F_konformer1 0.0°
3F_konformer2 2.1

Minimum energetyczne [Hartree]
4.561.326424
b-858.955057

Jak przedstawiono w Tabeli 7, korzystniejszg energetycznie strukture dla niefluorowanej
iminy posiadat rotamer NF_konformerl z katem dwusciennym C7-N8-C9-C11
wynoszacym 123.4°. Obie otrzymane struktury prezentuje Rysunek 20.

’! conf 1 ft‘ conf 2

Rysunek 20. Struktury rotameréow iminy NF.

Zgodnie z danymi przedstawionymi w Tabeli 7, rotamer o kacie dwusciennym
C7-N8-C9-C11 wynoszacym 124.0° (3F_konformerl) jest trwalszym konformerem

fluorowanej iminy. Struktury otrzymane dla 3F przedstawiono na Rysunku 21.
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’v conf 1 4‘ conf 2
Rysunek 21. Struktury rotameréw iminy 3F.

Roznica energii pomigdzy rotamerami iminy z pierscieniem aromatycznym zawierajacym
atomy fluoru jest znacznie mniejsza w poréwnaniu do niefluorowanego, macierzystego
zwigzku. Wynika z tego, Ze nadmiar diastereomeryczny jest bardziej wyrazny

w czasteczkach pozbawionych atoméw fluoru.

3. Badania aktywnosci biologicznej a-aminofosfonianow

3.1.  Wilasciwosci farmakokinetyczne

Otrzymane fosfonianowe analogi o-aminokwasow zostaly poddane ocenie

farmakokinetycznej oraz badaniom aktywnosci biologiczne;.

W  celu poznania  wlasciwosci  farmakokinetycznych  otrzymanych
a-aminofosfoniandw postuzono si¢ oprogramowaniem SwissADME. Zastosowanie
parametrow ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion), odnoszacych sie¢
do wchianiania, dystrybucji, metabolizmu 1 wydalania zwiazku, pozwala na wstgpna
ocene wlasciwosci farmakokinetycznych substancji i stanowi wazny etap badan podczas
projektowania lekow i okreslania ich celu terapeutycznego. Umozliwia to identyfikacje
potencjalnych substancji lekopodobnych lub optymalizacj¢ struktur znanych juz
czasteczek [29]. Wykazano, ze wstgpna analiza parametrow ADME prowadzi do
zmniejszenia wystgpowania niepowodzen w fazie badan klinicznych projektowanych
lekéw. Ocena podobienstwa danej substancji do leku pozwala migdzy innymi na
okreslenie biodostepnosci czasteczki po podaniu doustnym [169]. Przewidywanie
farmakokinetyki badanego zwiazku opiera si¢ na jego strukturze molekularnej oraz
wlasciwosciach fizykochemicznych. Dane uzyskane w wyniku przeprowadzonych in
silico badan farmakokinetycznych a-aminofosfonianow otrzymanych w ramach niniejszej

pracy przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8. Dane uzyskane z badan farmakokinetycznych a-aminofosfonianow.

Lp. MW  PSA LogP LogS HBD HBA RB HIA BBB Lipiaski
[A%]

21 35532 5737 351 -3.70 1 6 7 Wysoka Tak Tak
22 38337 5737 413 -4.17 1 6 9 Wysoka Nie Tak
2.3 409.29 5737 445 -418 1 9 7 Wysoka Nie Tak
24 367.35 66.60 315 -3.61 1 6 8 Wysoka Tak Tak
25 42346 66.60 437 -4.78 1 6 10 Wysoka Nie Tak
26 38534 66.60 352 -3.77 1 7 8 Wysoka Tak Tak
2.7 41340 66.60 4.14 -4.25 1 7 10 Wysoka Nie Tak
28 44145 66.60 476 -4.95 1 7 10 Wysoka Nie Tak
29 40333 66.60 3.86 -3.93 1 8 8 Wysoka Nie Tak
2.10 43931 66.60 440 -4.26 1 10 8 Wysoka Nie Tak
211 467.37 66.60 502 -4.74 1 10 10 Wysoka Nie Tak
212 31734 5737 319 -340 1 5 7 Wysoka Tak Tak
213 31734 5737 319 -340 1 5 7 Wysoka Tak Tak
214 34539 5737 386 -3.89 1 5 9 Wysoka Tak Tak
215 33533 5737 356 -3.57 1 6 7 Wysoka Tak Tak
216 363.38 57.37 417 -4.05 1 6 9 Wysoka Tak Tak
217 39143 5737 476 -4.76 1 6 9 Wysoka Nie Tak
218 35332 5737 386 -3.73 1 7 7 Wysoka Tak Tak
219 381.37 5737 448 -4.22 1 7 9 Wysoka Nie Tak

MW — masa czasteczkowa, PSA — pole powierzchni polarnej, LogP — wspotczynnik
rozdziatu oktanol/woda, LogS — rozpuszczalno$¢ w wodzie, HBD — liczba donoréw
wigzan wodorowych, HBA — liczba akceptoréw wigzan wodorowych, RB — liczba wigzan
rotujacych, HIA — bierna absorpcja przez przewodd pokarmowy, BBB — penetracja bariery

krew-mozg, Lipinski — spelnienie reguty Lipinskiego.

Zwiazki 0 potencjalnym medycznym zastosowaniu powinny spetnia¢ tak zwang ,,regute
piatki Lipinskiego”, ktora jest najpopularniejszym kryterium oceny substancji
lekopodobnej. Reguta ta okresla zwigzek pomigdzy parametrami farmakokinetycznymi
1 fizykochemicznymi, uwzgledniajac cztery wstepne warunki uznania czgsteczki za
dobrego kandydata na lek doustny: liczbe donorow wigzan wodorowych (HBD) <5,
liczbe akceptorow wigzan wodorowych (HBA) <10, mase¢ czasteczkowa (MW) <500 Da,
a takze wspolczynnik rozdziatu oktanol/woda (LogP) <5 [37][169]. Masa czasteczkowa
potencjalnej substancji leczniczej powinna znajdowac si¢ w przedziale 150 a 500 g/mol.
Pole powierzchni polarnej (PSA) stanowi wazny parametr fizykochemiczny, ktory

wplywa na zdolno$¢ przekraczania barier biologicznych, zarowno bariery prowadzacej do
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przewodu pokarmowego, jak i bariery krew-mozg. Optymalny zakres wartosci PSA
powinien wynosi¢ pomiedzy 20 a 130 A2 Zbyt wysoka polarno$é moze sprawié, ze lek

nie bedzie biodostepny dla organizmu po podaniu doustnym [169].

Wspoétczynnik podziatu oktanol/woda (LogP) jest parametrem, ktéry ma czgste
zastosowanie w projektowaniu lekéw i przewidywaniu wlasciwosci farmakokinetycznych
substancji, pozwalajacym na okreslenie jej lipofilowosci [116][170]. Lipofilowosé
stanowi bardzo istotny parametr umozliwiajgcy wstepng ocene zdolnosci badanych
substancji do przenikania przez btony biologiczne, a to z kolei wigze si¢ z zachowaniem
potencjalnych lekéw w organizmie [117]. Zwiazki chemiczne, ktore charakteryzuja si¢
wysoka wartoscig LogP, preferuja hydrofobowe czgsci komorek, takie jak dwuwarstwy
lipidowe, natomiast substancje wykazujace niskie wartosci cechuje powinowactwo do
hydrofilowych miejsc, jakim jest na przyktad surowica krwi [116][170]. Nadmierna
lipofilowo$¢ nie jest jednak wskazana, poniewaz przyczynia si¢ do slabej
rozpuszczalno$ci lekow W wodzie i zaburzenia ich wchtaniania po doustnym podaniu
[110]. Jej optymalna warto$¢ powinna znajdowac si¢ w zakresie -0.7 < LogP < 5 [169].
Istotnym parametrem przy projektowaniu lekdw jest rdéwniez wspodtczynnik
rozpuszczalnosci w wodzie (LogS), ktory powinien zawiera¢ si¢ w przedziale -6.5 <
LogS < 0.5 [29]. Co wiecej, wyznaczone zostaly klasy rozpuszczalnosci, ktore
przedstawiaja si¢ w nastepujacej skali LogS: substancja nierozpuszczalna < -10 < stabo
rozpuszczalna < -6 < umiarkowanie rozpuszczalna < -4 < rozpuszczalna < -2 < dobrze
rozpuszczalna < 0 < wysoce rozpuszczalna. Podczas opracowywania lekéw doustnych,
rozpuszczalnos¢ w wodzie stanowi bardzo wazny czynnik, decydujacy o wchianianiu

substancji [169].

Liczba donoréw wigzan wodorowych (HBD) i liczba akceptoréw wigzan wodorowych
(HBA) wptywa na polarnos¢ substancji oraz na jej lipofilowos¢. Wigksza liczba HBA
powoduje wzrost hydrofilowosci czasteczki [171]. Liczba wigzan rotujacych (RB)
zapewnia elastyczno$¢ substancji. Czasteczka bedaca kandydatem na lek nie powinna

zawiera¢ wigcej niz 9 takich wigzan [169].

Bardzo waznym parametrem w ocenie substancji jako lekopodobnej jest jej zdolnos¢
przenikania przez bariery biologiczne. Bierne wchlanianie z przewodu pokarmowego
(HIA) oraz przenikanie bariery krew-moézg (BBB) uwzglednia migdzy innymi

lipofilowo$¢ 1 polarnos¢ czasteczki [169]. Zdolno$¢ przekraczania bariery krew-mozg
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stanowi szczegllny parametr dla potencjalnych lekoéw neuroterapeutycznych [172].
Zaréwno optymalny zakres wartosci LogP, jak i niska masa molowa i mata powierzchnia
polarna substancji zapewniajg dobre wchianianie leku w uktadzie pokarmowym poprzez
bierng dyfuzje [170]. Leki podawane dozylnie wykazuja 100% biodostepnosci, natomiast
leki przyjmowane doustnie charakteryzuja si¢ gorsza biodostepnos$cia, dlatego tak istotne
jest modyfikowanie wtasciwosci substancji, ktore moze przyczyni¢ si¢ do poprawy

absorpcji zwigzku przez uktad pokarmowy [110].

Analiza wartos$ci parametrow farmakokinetycznych przedstawionych w Tabeli 8
pokazuje, ze wszystkie zaprojektowane a-aminofosfoniany spetniajg ,regule pigciu
Lipinskiego”. Zwiazki te posiadaja 10 lub mniej wigzan rotujacych i pole powierzchni
polarnej znacznie ponizej 130 A2 Wiasciwosci te sugeruja duze prawdopodobienstwo
dobrej biodostgpnosci po podaniu doustnym. Wszystkie zwigzki charakteryzuja si¢
wysoka absorpcja przez przewod pokarmowy (HIA), co rowniez wptywa korzystnie na
ich biodostgpnos¢. Co wigcej, 8 sposréd otrzymanych a-aminofosfonianéw moze
wykazywac zdolno$¢ przenikania bariery krew-mozg (BBB). Jest to szczegolnie istotne

w $wietle potencjalnego dziatania tych zwigzkoéw przeciw nowotworom moézgu.
3.2. Badania cytotoksycznosci in vitro

Zsyntezowane o-aminofosfoniany  zostaly ocenione pod katem ich
cytotoksycznosci in vitro w stosunku do dziesigciu ludzkich linii  komorek
nowotworowych pochodzacych z réznych tkanek organizmu (Tabela 9). Zwigzki
przebadano takze wzgledem referencyjnej linii komodrek zdrowych- MRC-5,

pochodzacych z fibroblastow ptuc.

Tabela 9. Linie komorkowe ludzkich nowotworOw zastosowane w badaniach

cytotoksycznosci in vitro.

Organ Typ nowotworu Testowane linie komorkowe
U-87 MG

Mozg Glejak wielopostaciowy U-251 MG
U-118 MG

Phuca Gruczolakorak phuc A549

Diersi Gruczolakorak piersi MDAMB.231

(potrdjnie ujemny)
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Watroba Rak watrobowokomorkowy HepG2
Jelito grube Gruczolakorak jelita grubego Caco-2
. o OVCAR-3
Jajniki Gruczolakorak jajnika
SK-OV-3
Szyjka macicy Gruczolakorak szyjki macicy HelLa

W celu okreslenia aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanych a-aminofosfonianow,
wykonano test MTT, ktory stanowi jedng z popularnych metod oceny cytotoksycznos$ci
potencjalnych lekow [28]. Jest testem kolorymetrycznym, w ktorym aktywne
metabolicznie komorki prowadza do konwersji zottego MTT (bromku 3-[4,5-
dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu) w fioletowe krysztaty formazonu (Rysunek 22) [43].
Rozpuszczenie powstatych krysztatow w DMSO umozliwia pomiar absorbancji.
Poréwnanie warto$ci otrzymanych dla komodrek kontrolnych (nietraktowanych badanym
zwigzkiem) z warto$ciami odczytanymi dla komoérek poddanych dziataniu substancii,
pozwala na okreslenie cytotoksyczno$ci badanego zwigzku o mozliwym zastosowaniu

farmaceutycznym [28].

Rysunek 22. Wizualny efekt redukcji MTT do formazonu pod wptywem réznych stezen

badanego, cytotoksycznego zwigzku.

Wartosci ICso uzyskane w wyniku przeprowadzonych badan cytotoksycznoS$ci
a-aminofosfonianow przedstawiono w Tabelach: 10 oraz 11. Test MTT wykonano dla
wszystkich zwigzkéw otrzymanych w postaci par diastereocizomerow jak rowniez dla
wyizolowanego na drodze krystalizacji diastereoizomeru (R,S) zwigzku 2.13. Jako
zwigzek referencyjny, bedacy popularnym lekiem przeciwnowotworowym, zastosowano

5-fluoro-2'-deoksyurydyne (FdU).
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Tabela 10. Wartosci

ICso

[uM] zsyntezowanych a-aminofosfonianow otrzymane

w badaniach cytotoksycznosci przeciwko liniom komérkowym ludzkich nowotworow.

Produkt U-87 MG U-251 MG U-118 MG OVCAR-3 SK-OV-3
2.1 57.04 £ 6.60 110.10 +3.15 67.67+3.24 2.47+1.15 17.39+1.47
2.2 7.68 £3.11 5.59+1.19 3459 +7.21 5.56 £1.00 324+1.17
2.3 5.45+0.52 34.08 + 14.21 51.23 £19.93 13.04 £ 2.50 28.18 £3.41
24 9.24 +1.39 8.70 + 2.64 >500 15.68 + 6.44 338.30 £ 68.66
2.5 21.71£3.21 26.99 +5.26 18.18 + 1.03 44,32 +10.29 8.41+1.98
2.6 9.92+1.26 18.96 + 1.59 182.60 + 6.98 100.10 +26.48 3.71+£0.62
2.7 59.19+£4.09 53.24 + 8.88 43.62+2.70 0.64 £0.56 1.63 +£1.20
2.8 3.72+£0.46 3.51+£0.59 67.56 £9.91 3.57+2.78 9.35+222
29 22.62 +0.60 47.76 + 6.34 69.98 £ 1.57 78.62+7.25 420+ 1.81
2.10 45.11 £4.77 53.07+14.44 31.36 +3.64 13.73 £ 7.06 436 +0.30
211 9.34+1.24 78.94 +19.89 14.43 + 6.00 >500 5.37+£0.81
212 3.27+0.32 8.95+1.16 81.16 +28.17 51.73 £5.36 21.95+1.96
2.13 42.70 +10.28 18.63 + 6.44 40.74 +7.35 94.02 +24.03 4.87+1.61
2.13* 180.60 + 11.56 827+1.25 >500 >500 65.73 £ 10.65
214 1095+ 1.11 24.35+0.58 64.20+4.73 71.60 = 4.04 15.28 +1.50
2.15 40.66 +5.12 118.80 + 13.94 87.69 £ 8.56 66.30+ 11.61 131.00 £ 24.04
2.16 10.50+0.98 48.59 + 1.81 35.48 +8.03 48.26 +5.02 110.10 +£27.06
217 7.78 £0.56 3.97 £0.67 149.50 £ 0.60 193.60 £2.26 8.63 +0.73
2.18 61.09 +£4.33 144.50 £35.23  121.90 + 28.68 13.72+ 1.77 7.08 £3.36
2.19 11.53 £2.17 7.57+0.34 40.71 £ 8.79 55.06 + 18.24 16.58 +3.62
Fdu 18.46 +9.62 17.81 +7.03 23.40 +4.31 24.51 +8.37 12.83 £ 6.92

*Wyizolowany (R,S) diasterecizomer

Tabela 11. Wartosci IC50 [uM] zsyntezowanych a-aminofosfonianow otrzymane

w badaniach cytotoksycznosci przeciwko liniom komoérkowym ludzkich nowotwordéw

oraz wzglgdem linii MRC-5.

Produkt HepG2 Caco-2 HelLa MDA-MB-231 A549 MRC-5
2.1 47.89 £10.28 8.63 £3.51 5.35+£1.05 169.70 + 11.31 5.45+1.70 5.24+0.25
2.2 116.70 £9.93 224 +1.01 4.11 +£0.88 11.64 +£3.28 35.37+5.13 16.58 £ 0.61
2.3 55.09+1.78 6.02 +0.80 4.09+1.83 94.30 + 18.40 49.58 £1.87 84.10 +9.30
2.4 72.61+12.90 1.30+0.32 518+ 1.77 166.60 +24.23  43.33+4.40 29.09+2.61
25 7.74 £0.84 6.47 £1.63 3.18+1.38 33.83+2.43 37.74+£9.15 5.90+0.27
2.6 58.52+19.52 2847+186 2.54+1.65 10.99 + 1.05 53.12+4.38 10.56 +1.88
2.7 7.79 £0.41 47.36+2.22 3237+12.87 156.0+4.76 21.59+£3.59 471 +0.75
2.8 46.23+8.14  0.72+0.17 5.07+0.35 180.90 +£1520  2.87+1.07 1.82+0.33
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2.9 13.24+4.71 14.64+1.63 17.50+4.27 27.01+3.95 33.20+5.75 5.86 +1.63
2.10 3546+ 10.64 693+1.21 5243+1798 79.25 +3.58 75.06 +11.24 2.17+0.02
211 4528 +7.17 1.74 £0.36 3.92+1.84 19.05+3.43 44.56 +0.77 27.18+1.27
212 5959+ 1053 1.30+0.74 21.44+535 159.70 £9.08 55.08+10.20 34.36+4.71
2.13 5.08 £1.66 1532+ 7.13 7.44 £1.60 230.30 £23.36 7.94 +3.24 114.80 + 36.80

2.13* 91.94+1645 3.81+1.79 5.87£1.63 311.10 £ 55.05 2.66 +0.64 6.08 +£1.00
214 3451+£8.02 51.38+5.30 13.00+4.10 59.28 £ 7.60 49.19+1.35 13.83 £ 1.20
2.15 59.49 £4.56 6.44 +0.93 9.85+2.22 165.0 + 13.76 1.82+0.75 82.20+10.39
2.16 18.38+0.85 27.36+5.75 446+1.15 5.58 £0.42 18.03 +2.72 106.90 £ 8.10
217 23.57+2.88 10.52+146 537+1.44 9.89+£1.02 72.03+13.76  47.80+1.07
2.18 92.07+12.66 72.31+5.71 4.14+0.59 8295+ 17.34 48.63+13.20 15.02 +3.11
2.19 46.70 + 5.63 0.39+0.08 10.61 +1.42 39.33+£2.80 33.30+5.35 36.46 £ 6.17
FdU 37.86+£6.69  12.85+2.92 5.31+£0.78 5.65+1.31 22.80 +5.33 22.46 + 6.34

*Wyizolowany (R,S) diastereoizomer

Jak wynika z danych zawartych w Tabelach: 10 i 11, zdecydowana wigkszosc¢

otrzymanych a-aminofosfonianow wykazata aktywnos¢ przeciwko wszystkim
testowanym liniom komorek nowotworowych. Doktadna analiza wartosci ICso pozwolita
stwierdzi¢, ze dziesie¢ sposrod dwudziestu testowanych zwigzkow (2.2, 2.3, 2.4, 2.6,
211, 2.13, 2.15, 2.16, 2.17, 2.18) wykazato bardzo dobrg aktywno$¢ wobec linii
komorkowej HeLa. Zwiazki te, z wyjatkiem 2.13, 2.15 i 2.17, charakteryzowaly si¢
wyzszg cytotoksycznoscig niz 5-fluoro-2'-deoksyurydyng wobec komoérek raka szyjki
macicy. Sposrdd tych dziesigciu zwigzkdw, pie¢ zawiera w swoich czgsteczkach fragment
strukturalny pochodzacy od (S)-3,3-dimetylo-2-butyloaminy, co wskazuje, ze obecno$¢
tego fragmentu moze wptywaé¢ na wzrost aktywnosci hamujacej badanych zwigzkow.
Tendencja ta jest takze obserwowana w przypadku zwigzkow: 2.2, 2.3, 2.4, 2.11, 2.12,
2.16, 2.17 i 2.19 wykazujacych najlepsza aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem linii
komorek glejaka wielopostaciowego U-87 MG. Trzy z tych zwigzkéw: 2.12, 2.17 i 2.19
wykazaly réwniez bardzo dobra aktywno$¢ wobec linii komoérkowej U-251 MG,
natomiast a-aminofosfoniany 2.12 oraz 2.15 charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscia
w stosunku do linii komorkowych odpowiednio Caco-2 i A549, przy niskiej
cytotoksycznosci wobec zdrowych komérek MRC-5. Biorge pod uwage wartosci ICsp
otrzymane dla wszystkich badanych linii komorek nowotworowych, mozna stwierdzi¢, ze
zwigzek 2.2 jest najbardziej aktywnym sposroéd zsyntezowanych a-aminofosfonianéw
zawierajacych fragment struktury (R)-a-metylobenzyloaminy, produkty 2.4 oraz 2.11
wykazuja najwyzsza cytotoksyczno$¢ sposréd oa-aminofosfonianéw otrzymanych
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z (R)-4-metyoksy-a-metylobenzyloaminy, natomiast zwigzki 2.12 i 2.15 charakteryzuja
si¢ najwyzsza aktywnoscia sposrod tych zawierajacych fragment
(S)-3,3-dimetylo-2-butyloaminy. Obserwacje te pozwalaja takze wysunaé wniosek, ze
mniejsza liczba atomow fluoru w czasteczkach badanych zwigzkéw korzystnie wplywa

na ich aktywnos$¢ cytotoksyczna.

W przypadku kwasoéw a-aminofosfonowych i ich estréw zawierajacych centrum
stereogeniczne na atomie wegla a, jego konfiguracja absolutna jest istotnie zwigzana
z aktywnoscig biologiczng tych zwigzkéw [173][174]. Z danych literaturowych wynika,
ze czesto stereoizomery R charakteryzuja si¢ wyzsza bioaktywnosciag [175]. Poréwnanie
wartosci ICso otrzymanych dla pary diastercoizomerow zwigzku 2.13 i czystego
diastereoizomeru charakteryzujacego si¢ konfiguracja absolutng R na atomie wegla
a (zwigzek oznaczony jako 2.13*) wyraznie pokazuje, ze mieszanina diastereoizomerow
posiada lepsza aktywno$¢ hamujaca wobec wigkszosci testowanych linii komorek
nowotworowych. Ta obserwacja prowadzi do wniosku, ze w przeciwienstwie do danych
literaturowych w przypadku a-aminofosfonianu 2.13, powstajacy w mniejszoSci
diastereoizomer o konfiguracji absolutnej S na atomie wegla o, wykazuja wyzsza

aktywno$¢ biologiczng niz stereoizomer gtowny.

Podsumowujac, przeprowadzone badania cytotoksycznosci  otrzymanych
a-aminofosfonianéw wykazaty, ze zwiazki te charakteryzuja si¢ bardzo dobra
aktywnoscig przeciwko liniom komoérkowym nowotworéw pochodzacych z réznych
ludzkich narzadow (Rysunek 23). Najnizsze $rednie warto$ci ICso uzyskano wzgledem
linii komorkowej HelLa oraz Caco-2. Obiecujace wyniki odnotowano takze w przypadku
linii U-87 MG, a takze SK-OV-3.
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U-87 MG ~+--eeee iJ(;25411 1\2/13(} "
IC,, 23.13 uM so 7l.20 |
~.... U-118 MG
1C,, 66.81 uM
AS49 oo
IC,, 34.53 uM MDA-MB-231
"1C,, 89.54 uM
HepG2------.....
IC,, 46.89 uM
Caco-2
-"1C,, 15.67 uM
OVCAR-3 ... |
IC,, 48.45 uM
SK-OV-3 ™ ... HeLa
IC,, 24.58 uM IC,, 8.71 uM

Rysunek 23. Srednie warto$ci ICso otrzymanych a-aminofosfonianéw przeciwko

liniom komoérkowym ludzkich nowotwordw.
3.3.  Test klonogenny

W celu uzyskania informacji na temat zdolnosci pojedynczej komorki do
tworzenia kolonii oraz zbadania wptywu a-aminofosfonianéw na wzrost i proliferacje
komorek in vitro, przeprowadzono test klonogenny. Testy klonogenne stanowig przydatne
narzedzie do monitorowania zdolnosci badanej substancji do zmniejszenia

przezywalnosci klonogennej komoérek nowotworowych [176].

Test klonogenny przeprowadzono dla dziesigciu losowo wybranych
a-aminofosfoniandéw, stosujac W badaniach stezenia 2 uM, 10 pM i 20 uM.
Dlugoterminowe dziatanie hamujace badano na linii komoérek nowotworowych U-251
MG i linii komoérek zdrowych MRC-5 (Rysunek 24). Traktowanie komorek
a-aminofosfonianami  poréwnano z nietraktowanymi inhibitorem  komodrkami

stanowigcymi probe kontrolna, ktora wynosita 100% tworzenia kolonii.
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Rysunek 24. Wptyw badanych zwigzkow na proces formowania kolonii przez komorki
linii U-251 MG oraz MRC-5. Stupki btgdow przedstawiajg odchylenie standardowe

z czterech niezaleznych prob.

W obu badanych liniach komérkowych zaobserwowano zmniejszong zdolnosé
komorek do tworzenia kolonii. Warto jednak podkresli¢, ze w przypadku zdecydowanej
wigkszosci  zastosowanych —a-aminofosfonianow  wigkszy spadek  klonogennosci
odnotowano dla linii komoérek nowotworowych. Nie zaobserwowano natomiast
znaczacych réznic w klonogennosci komoérek w zalezno$ci od zastosowanego stezenia
a-aminofosfonianéw. Sposréd badanych zwigzkoéw najwigksze dziatanie hamujace

wykazat 2.12.
3.4.  Badania inhibicji urokinazy

Przeprowadzenie badan in silico przy wykorzystaniu programu SwissADME,
uwzgledniajacego opisane w literaturze roznorodne zwiazki zdolne do inhibicji enzymow,
pozwolilo na okre$lenie najbardziej prawdopodobnych celéw makromolekularnych dla
a-aminofosfoniandw zsyntezowanych w ramach niniejszej pracy. Wyznaczone
przewidywane cele makromolekularne dla przykltadowych a-aminofosfonianow
zaprezentowano na Rysunkach 25-27. W przypadku wielu otrzymanych
a-aminofosfonianow, taki cel mogg stanowi¢ enzymy z grupy proteaz. Do tej grupy
enzymow nalezy migdzy innymi urokinaza. Z tego powodu, jak rowniez ze wzgledu na
swoja role w procesie przerzutowania komoérek nowotworowych (Czg$¢ literaturowa,
rozdziat 3), enzym ten zostal wytypowany jako cel dalszych badan z udziatem

a-aminofosfonianéw.
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Rysunek 25. Najbardziej prawdopodobne cele makromolekularne dla zwigzku 2.1.
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Rysunek 26. Najbardziej prawdopodobne cele makromolekularne dla zwigzku
2.10.
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Rysunek 27. Najbardziej prawdopodobne cele makromolekularne dla zwigzku
2.18.

Oceny ekspresji genu urokinazy w réznych tkankach nowotworowych oraz ich
odpowiednich tkankach normalnych, dokonano za pomocg bazy danych interaktywne;j
analizy profilowania ekspresji genow (GEPIA) i bazy danych atlasu genomu
nowotworow (TCGA). Przeprowadzona ocena pozwolita na szczegblowe poznanie
ekspresji tego genu w réznych narzadach. Zréznicowana ekspresja wskazuje, ze mRNA
urokinazy ulega nadekspresji w wigkszosci typdw nowotwordéw, co czyni ten enzym
obiecujacym celem  terapeutycznym w  przypadku ludzkich nowotworow

charakteryzujacych si¢ powstawaniem przerzutow.

Poziomy ekspresji urokinazy w nowotworach ztosliwych przedstawiono na Rysunku 28.
Kolorem czerwonym zaznaczono probki pochodzace z nowotworéw (T), natomiast

kolorem niebieskim oznaczono probki normalne (N).
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Rysunek 28. Ekspresja urokinazy w ludzkich nowotworach oraz w odpowiednich

zdrowych tkankach.

BRCA to probki pochodzace z inwazyjnego raka piersi, dla ktorych zostato
zidentyfikowanych 1085 probek nowotworowych, wykazujacych nadekspresj¢ urokinazy
(T). W przypadku tkanek normalnych (N) takich probek odnotowano 291. Do analizy
ekspresji urokinazy w raku ptaskonabtonkowym szyjki macicy i gruczolakoraku szyjki
macicy (CESC) dostepnych bylo 306 probek pochodzacych z nowotworéw oraz 13
probek pochodzacych ze zdrowych tkanek. COAD- gruczolakorak jelita grubego,
T = 275, N = 349. GBM- glejak wielopostaciowy, T = 163, N = 207.
LUAD- gruczolakorak pluc, T = 483, N = 347. LUSC- rak ptaskonablonkowy ptuc,
T = 486, N = 338. OV- surowiczy gruczolakorak jajnika, T = 426, N = 88.
READ- gruczolakorak odbytnicy, T =92, N = 318.

Zdolnos¢ hamowania aktywnosci ludzkiego uPA o niskiej masie czgsteczkowej
przez  a-aminofosfoniany  okreslono  poprzez  wykonanie  zmodyfikowanego
fluorometrycznego testu aktywnosci enzymatycznej [139]. Przeprowadzenie tego badania
pozwolitlo na wyznaczenie wartosci ICsp dla kazdego otrzymanego zwiazku oraz dla

amilorydu, jako substancji referencyjnej, stosowanej w medycynie (Tabela 12).
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Tabela 12. Wartos$ci ICso a-aminofosfonianéw oraz amilorydu wobec urokinazy.

Produkt Wartos¢ I1Cso
2.1 >1000 uM
2.2 >1000 uM
2.3 >1000 uM
2.4 114 uM
2.5 493 uM
2.6 147 uM
2.7 280 uM
2.8 620 uM
2.9 >1000 pM
2.10 357 uM
2.11 416 uM
2.12 >1000 uM
2.13 >1000 uM

2.13* 516 uM
2.14 >1000 uM
2.15 >1000 uM
2.16 >1000 uM
2.17 >1000 uM
2.18 720 uM
2.19 671 uM
amiloryd 47 uM

Dziesig¢ z dwudziestu badanych a-aminofosfonianéw wykazato wartosci 1Cso
ponizej 1 mM. Wartosci te uzyskano dla zwiazkéw zawierajacych w strukturze fragment
pochodzacy od (R)-4-metoksy-a-metylobenzyloaminy (zwiazki: 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8,
2.10, 2.11) oraz od (S)-3,3-dimetylo-2-butyloaminy (zwigzki: 2.13*, 2.18, 2.19), co moze
sugerowaé, ze obecno$¢ grupy p-metoksyfenylowej lub tert-butylowej w strukturach
badanych o-aminofosfonianow zwigksza ich dziatanie hamujagce w poréwnaniu do
zwigzkow zawierajacych grupe fenylowa (zwiazki: 2.1, 2.2, 2.3). Sposrdd tych dziesigciu
zwiazkow, 2.4 wykazywal najnizsza warto$¢ ICso (114 uM), a zatem okazal si¢

najlepszym  inhibitorem  urokinazy.  a-Aminofosfoniany  zawierajace  grupe
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p-metoksyfenylowa charakteryzowaly si¢ lepszym potencjalem hamujacym niz zwigzki
2.18 1 2.19 posiadajace grupe tert-butylowg. Obecno$¢ w strukturze zwigzku 2.13%*
pierScienia fenylowego, zawierajacego w pozycji para podstawnik fluorowy,
prawdopodobnie wptywa korzystnie na aktywno$¢ hamujaca dzialanie urokinazy przez
ten a-aminofosfonian. Analiza otrzymanych wartosci ICso pozwolita oceni¢ takze wptyw
liczby atomow fluoru obecnych w strukturach a-aminofosfonianow na ich zdolnosé
inhibicji badanego enzymu. Wzrost ilosci tychze atomow w strukturze zwigzku

skutkowat mniejsza zdolnoscig do hamowania dziatania urokinazy.
3.5. Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne stanowi popularne narzedzie, migdzy innymi
w projektowaniu lekow, pomagajace zrozumie¢ oddziatywania pomiedzy matymi
czasteczkami 1 bialkami, a takze dostarczajace szczegotowych informacji na temat
mechanizmu ich wigzania. Wigzanie ligandu z bialkiem jest najwazniejszym etapem
reakcji enzymatycznych, ktéry wptywa na hamowanie dziatania enzymu [177].
Przeprowadzenie badan dokowania molekularnego jest procesem zlozonym,
rozpoczynajagcym si¢ od przygotowania struktury biatka poprzez usunigcie wszelkich
czasteczek, takich jak rozpuszczalniki, czy ligandy. Celem tego etapu jest uzyskanie
pustej kieszeni wigzacej, niezbednej do dalszych badan. Istota dokowania molekularnego
jest ocena powinowactwa wigzania potencjalnego inhibitora z enzymem. Wzrost
powinowactwa moze oznaczaé lepszy efekt terapeutyczny badanego zwiazku.
Powinowactwo wigzania okreslane jest poprzez obliczenie energii swobodnej Gibbsa
(AG), ktora stanowi sume entalpii wigzania (AH) oraz zmiany entropii (AS) [178]. W celu
szczegdtowego poznania zalezno$ci struktury otrzymanych o-aminofosfonianow,
wplywajacych na wykazywang inhibicj¢ urokinazy, przeprowadzono badania in silico
dokowania molekularnego dla wybranych dziesieciu zwigzkéw o najnizszych wartosciach
ICso (Tabela 13). Dokowanie wykonano przy uzyciu programu AutoDock Vina.
W analizie pozycji uzwojen wzi¢to pod uwage reszty aminokwasowe znajdujace si¢
w odleglosci 3.5 A od siebie. Odleglo$¢ te wybrano, poniewaz stanowi ona granice
prawidtowych wigzan wodorowych i1 oddzialywan hydrofobowych. Sg to dwa wazne

czynniki wplywajace na wigzanie ligand-bialtko.
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Tabela 13. Energia wigzania wybranych a-aminofosfonianéw z urokinaza.

Produkt Struktura Energia wigzania [kcal/mol]

OCH,
F O=P-OCH;,
5 H
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OCH
0=P-QCH;

2.13* Gyt .5.728
. H>/C\C/CH3

H3C T°CH
¥ CHP B

OCH,

2.18 i Sy 5.494
248 H>/C\C/CH3

2.19 F246©/C\N/H 5.651
& H~C._.CHs

W siedmiu z dziesi¢ciu zwigzanych ligandow, grupa p-metoksyfenylowa byta
skierowana do wngtrza miejsca wigzania, oddziatujac z resztami takimi jak Leu97,
Ser190, GIn192, Ser195, Ser214, Gly216 i1 Gly219, ktore tworzg wneke kieszeni wigzacej
w strukturze urokinazy. Kontakt polarny z Ser195 jest obecny w przypadku wszystkich
a-aminofosfonianow wytypowanych do dokowania molekularnego. Najlepiej mozna
zaobserwowa¢ to w przypadku produktu 2.18, gdzie jedna z grup -OCHz pochodzaca od
fosfonianu dimetylu tworzy rozwidlone wigzanie wodorowe z Ser195 i His57 (Rysunek
29). Taka orientacja jest prawdopodobnie spowodowana ptytkim zanurzeniem
ugrupowania trifluorofenylowego we wnece wigzacej (ze wzgledu na jego objetosc)

I brakiem grupy p-metoksyfenyloweyj.
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Rysunek 29. Oddziatywanie produktu 2.18 z urokinazg. Czarna przerywana linia

wskazuje wigzanie wodorowe pomig¢dzy ligandem i enzymem.

Innym przykladem takiego oddzialywania jest zwigzek 2.4 (Rysunek 30). W tej
czasteczce grupa p-metoksyfenylowa jest zorientowana do wewnatrz kieszeni wiagzacej,
umozliwiajac Serl95 oddzialywanie z jedng z grup dimetylofosfonianowych, a His57

z druga grupa -OCH3s pochodzaca od fragmentu fosfonianowego.
N

Rysunek 30. Oddziatywanie produktu 2.4 z urokinazg. Czarna przerywana linia wskazuje

wigzanie wodorowe pomig¢dzy ligandem i enzymem.
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Oprocz produktu 2.18 tylko dwa inne zwigzki wykazaty wyrazng orientacj¢ w kieszeni
wigzacej. W obu przypadkach glowny powdd jest taki sam jak dla zwigzku 2.18,
a mianowicie brak ugrupowania p-metoksyfenylowego, ktore ,.kotwiczy” czasteczke we
wnece wigzacej. Jednym z tych zwigzkow jest 2.13*. W tym przypadku fragment
p-fluorofenylowy tatwo wpasowuje sie¢ we wneke wigzaca, nasladujac grupe

p-metoksyfenylowa (Rysunek 31).

)

Rysunek 31. Oddziatywanie zwigzku 2.13* z urokinaza.

W przypadku a-aminofosfonianu 2.19 model liganda znajduje si¢ bardziej na powierzchni
wneki  (Rysunek 32). Powodem takiego wigzania jest fakt, iz grupa 2,4,6-
trifluorofenylowa jest zbyt duza, aby zmiesci¢ si¢ glgboko we wnece, a ligand ten
réwniez nie zawiera grupy p-metoksyfenylowej, ktéra dobrze dziata jako fragment
kotwiczacy. Z tego powodu gléwng interakcja wartg zauwazenia jest kontakt polarny

Serl95 z jednym z fragmentéw fosfonianu dietylu.
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Rysunek 32. Oddziatywanie produktu 2.19 z urokinazg. Czarna przerywana linia

wskazuje wigzanie wodorowe pomig¢dzy ligandem i enzymem.

Ponizej przedstawiono sposdéb wigzania z urokinazg pozostatych badanych
a-aminofosfonianoéw, ktore zostaly wybrane do badan dokowania molekularnego.
Wszystkie te zwiazki: 2.5 (Rysunek 33), 2.6 (Rysunek 34), 2.7 (Rysunek 35), 2.8
(Rysunek 36), 2.10 (Rysunek 37) i 211 (Rysunek 38) zawierajg grupe

p-metoksyfenylowa skierowang do wnetrza miejsca wigzania enzymu z ligandem.

Rysunek 33. Oddziatywanie produktu 2.5 z urokinaza.
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Rysunek 34. Oddziatywanie produktu 2.6 z urokinaza.

Qv‘ \/

Rysunek 35. Oddziatywanie produktu 2.7 z urokinazg.
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Rysunek 37. Oddziatywanie produktu 2.10 z urokinazg.
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Rysunek 38. Oddziatywanie produktu 2.11 z urokinaza.
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Wazniejsze osiagniecia rozprawy doktorskiej

Opracowano nowa, mechanochemiczng metode syntezy imin oparta na reakcji
aldehydow z aminami pierwszorzgdowymi, pozwalajaca na wydajne otrzymanie
produktow. Metoda ta nie wymaga zastosowania rozpuszczalnika, katalizatora czy
tez podwyzszonej temperatury. Prowadzi do otrzymania imin w krétkim czasie,
wynoszacym 15 minut. Jest to metoda wykazujaca wiele zalet pod wzgledem
ekologicznym oraz ekonomicznym.

Wykorzystujgc NOW0 opracowang metode, otrzymano seri¢ 36 fluorowanych imin,
ktére kompleksowo scharakteryzowano spektroskopowo. Wsrdd zsyntezowanych
produktow, 12 stanowito zwigzki nieopisane dotad w literaturze, dla ktorych
wykonano rowniez analizy spektrometryczne (HRMS). Co wiecej, dla zwigzkow,
dla ktorych otrzymano krysztaly odpowiednie do badan rentgenograficznych,
wykonano analizy krystalograficzne, jednoznacznie potwierdzajace struktury
badanych zwigzkow.

Wykazano, ze metoda mechanochemiczna moze mieé¢ zastosowanie do syntezy
szerokiej gamy produktow. Bardzo dobre wydajnosci reakcji otrzymano zaréwno
w przypadku uzycia pochodnych aniliny, jak i amin benzylowych posiadajacych
centrum stereogeniczne na atomie wegla. Na uwage zastuguje fakt, ze
zwigkszenie skali syntezy nie powodowato zmniejszenia wydajnosci reakcji.

Z bardzo dobrg i dobrg diastereoselektywnoscig zsyntezowano seri¢ nowych
fluorowanych  a-aminofosfonianéw.  Strukture¢  otrzymanych  zwigzkow
potwierdzono badaniami spektroskopowymi i spektrometrycznymi, a ich czystos¢
udokumentowano wykonujac analize elementarna. a-Aminofosfoniany otrzymane
w postaci odpowiednich krysztalow poddano analizie krystalograficznej,
uzyskujac struktury krystaliczne badanych zwigzkow.

Na podstawie analizy danych otrzymanych z badan spektroskopowych (2D NMR)
i danych uzyskanych w wyniku zastosowania metody dyfrakcji promieni
rentgenowskich, w zwigzkach 2.13 i 2.18 ustalono konfiguracj¢ absolutng centrum
stereogenicznego utworzonego na skutek diastereoselektywnej hydrofosfonylacji
imin.  Diasterecoselektywnos¢ tworzenia a-aminofosfoniandbw  wyjasniono

w oparciu 0 model Ahn’a-Eisenstein’a.
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e Wykazano, ze zsyntezowane o-aminofosfoniany  charakteryzuja  si¢
wlasciwosciami lekopodobnymi i moga by¢ dobrymi kandydatami do badan
ukierunkowanych na poszukiwanie zwiazkéw 0 potencjale medycznym.

e Okreslono cytotoksyczno$¢ zsyntezowanych a-aminofosfonianow  wobec
dziesigciu linii komoérkowych ludzkich nowotworéw oraz wobec jednej linii
komorek prawidtowych. Wykazano wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowa
otrzymanych zwigzkow. Wszystkie a-aminofosfoniany charakteryzuja si¢ bardzo
dobrg cytotoksycznoscig wzgledem linii komérkowej HeLa i Caco-2, wykazujac
srednie warto$ci ICso réwne odpowiednio 8.71 uM oraz 15.67 uM. Zadowalajace
wyniki odnotowano takze w przypadku linii U-87 MG i SK-OV-3, dla ktorych
srednie warto$ci ICsop wynosza 23.13 uM oraz 24.58 uM, odpowiednio.
W przeprowadzonych badaniach jako referencyjny lek wykorzystano 5-fluoro-2'-
deoksyurydyne (FdU), stosowany w leczeniu réznych typow nowotwordw.
W wielu przypadkach wartosci ICso zsyntezowanych a-aminofosfoniandw sa
nizsze niz w przypadku FdU.

e Wykazano =zdolno§¢ hamowania dzialania urokinazy przez zsyntezowane
a-aminofosfoniany.  Przeprowadzone badania dokowania molekularnego
pozwolily zaobserwowac, Zze obecne w niektorych sposrod otrzymanych
a-aminofosfonianow grupy: p-metoksyfenylowa oraz p-fluorofenylowa bardzo
dobrze wpasowuje si¢ w miejsce aktywne urokinazy, wplywajac na inhibicjg

aktywnosci tego enzymu.
2. Podsumowanie i wnioski

Celem niniejszej] rozprawy byla synteza nowych, zawierajacych fluor
fosfonianowych analogow a-aminokwasow, badania strukturalne otrzymanych zwigzkow,
a takze okreSlenie ich aktywnoS$ci przeciwnowotworowej. W toku prac badawczych
opracowano nowa mechanochemiczng metode syntezy imin. Metoda ta jest nie tylko
przyjazna srodowisku, ale takze nie wymaga zastosowania skomplikowanej aparatury.
W krotkim czasie w prosty sposob pozwala na efektywne utworzenie zaplanowanych
produktow. W ramach prowadzonych badan otrzymano fluorowane iminy z bardzo
dobrymi  wydajnosciami, w wielu przypadkach wynoszacymi ponad 90%.
Przeprowadzona analiza porownawcza z danymi literaturowymi wykazata, ze

niejednokrotnie uzyskano wyzsze wydajnos$ci niz w przypadku zastosowania metod, ktore
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zakladaja miedzy innymi uzycie katalizatorow czy toksycznych rozpuszczalnikow.
Mechanochemiczna metoda charakteryzuje si¢ takze szerokim zakresem mozliwych do
zastosowania substratow. W reakcjach moga by¢ wykorzystywane zarowno aminy
aromatyczne, jak i alifatyczne. Ograniczeniem metody jest jednak zastosowanie amin
charakteryzujacych si¢ duza lotnoscig. Co istotne i warte podkreslenia, syntez¢ imin
metoda mechanochemiczng mozna przeprowadzi¢ takze na wigksza skale, przy czym nie
powoduje to obnizenia wydajnosci reakcji. W ramach badan wykonano syntezy nawet
w skali 10-krotnie wiekszej w poroéwnaniu ze stosowang standardowo, odnotowujgc tak
samo wysokie warto$ci wydajnosci. Podsumowujac, nowo opracowana metoda
mechanochemicznego otrzymywania imin moze stanowi¢ dogodng i bardzo dobra
alternatywe dla innych procedur, zwtlaszcza takich, ktore takze bazuja na reakcji

aldehydow i pierwszorzgdowych amin.

Tytulowe zwiagzki otrzymano na drodze diastereoselektywnej hydrofosfonylacji
imin. o-Aminofosfoniany uzyskano z bardzo dobrym i dobrym stosunkiem
diastereoizomerycznym oraz bardzo dobrg i dobrg wydajnoscia. W przypadku zwigzkow
zawierajacych w strukturze ugrupowanie 2,4,6-trifluorofenylowe lub
2,3,4,5,6-pentafluorofenylowe odnotowano nizsze wartosci wydajnosci reakcji, jak
rowniez nizsza diastereoselektywnos$¢ niz w przypadku zwigzkéw monofluorowanych
oraz difluorowanych. W celu wyjasnienia niekorzystnego wptywu wspomnianych grup
w reagentach aldehydowych, zaréwno na otrzymang wydajnos¢, jak 1 stosunki
diastereoizomeryczne a-aminofosfonianow, wykonano badania z wykorzystaniem metody
DFT. Przeprowadzone obliczenia kwantowo-chemiczne wykazaly, ze roznica energii
miedzy dwoma mozliwymi konformerami iminy ulegajacej hydrofosfonylacji jest
mniejsza w substracie niefluorowanym niz w jego analogu z ugrupowaniem
2,4 6-trifluorofenylowym. Przyjeto wigc, ze z tego powodu nadmiar diastereomeryczny
jest bardziej wyrazny w czasteczkach pozbawionych atomoéw fluoru. Niezbgdne sg jednak
dalsze badania w tym zakresie. Badania strukturalne zsyntezowanych
a-aminofosfoniandw  pozwolity na okreslenie konfiguracji  absolutnej nowo
wygenerowanego centrum stereogenicznego, utworzonego w wyniku addycji
nukleofilowej fosforynu do iminy. Stereoselektywno$¢ reakcji syntezy fosfonianowych
analogéw a-aminokwasOw wyjasniono w oparciu o model Ahn’a-Eisenstein’a,

determinujacy stereochemie produktow powstalych na drodze addycji reagentow
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nukleofilowych do chiralnych imin. Zgodnie z tym modelem, konfiguracja absolutna

atomu wegla o w a-aminofosfonianach zalezy wylacznie od budowy iminy.

a-Aminofosfoniany znane sg w literaturze z wykazywania szerokiego spektrum
bioaktywnosci. Otrzymane zwiazki poddano zatem badaniom aktywnosci biologicznej,
koncentrujgc si¢ na dziataniu przeciwnowotworowym oraz inhibicji urokinazy. Analiza in
silico wlasciwosci farmakokinetycznych zsyntezowanych a-aminofosfonianéw wykazata,
ze zwiazki te spelniajg regute Lipinskiego, ktora jest popularnie stosowanym kryterium
do oceny substancji lekopodobnych. Wszystkie a-aminofosfoniany charakteryzowaty si¢
wysoka absorpcja przez przewod pokarmowy, a niektdore z nich wykazywaty takze
zdolno$¢ przenikania bariery krew-moézg, dowodzac tym samym bardzo dobrej
biodostgpnosci. Wykonano in vitro badania cytotoksycznosci a-aminofosfonianow
wzgledem dziesigciu linii komorkowych ludzkich nowotworéow: glejaka (U-87 MG,
U-118 MG, U-251 MQG), raka ptuc (A549), raka piersi (MDA-MB-231), raka watroby
(HepG2), raka jelita grubego (Caco-2), raka jajnikow (OVCAR-3, SK-OV-3) oraz raka
szyjki macicy (HelLa), wzgledem linii komoérek prawidtowych (MRC-5) oraz FdU.
Z analizy otrzymanych wynikow mozna wnioskowaé, ze lepsza cytotoksycznos$ciag
charakteryzuja si¢ o-aminofosfoniany zawierajagce mniejsza liczb¢ atoméw fluoru
w strukturze. W celu okreslenia dziatania dlugoterminowego o-aminofosfonianow
wykonano test klonogenny wzgledem jednej losowo wybranej linii komorek
nowotworowych oraz wzglgdem linii komorek prawidtowych. Zaobserwowano obnizenie
klonogennosci w przypadku obu badanych linii, jednak wigkszy spadek zdolnosci
tworzenia kolonii przez komorki wykazano dla komoérek nowotworowych.
a-Aminofosfoniany poddano takze testom inhibicji enzymatycznej, stosujac jako enzym
urokinazg-  biatko  biorgce  udziat w  degradacji  skladnikéw  macierzy
zewnatrzkomorkowej, co wigze si¢ z postgpem choroby nowotworowe] oraz
powstawaniem przerzutow. Zaobserwowano zaleznos$¢ strukturalng a-aminofosfonianow
od wykazywane] inhibicji. W wigkszoSci przypadkow, najnizsze warto$ci ICso
odnotowano dla zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze fragment pochodzacy od
(R)-4-metoksy-a-metylobenzyloaminy. Badania dokowania molekularnego wykazaty, ze
grupa metoksylowa w pozycji para pierscienia aromatycznego a-aminofosfonianow jest
fragmentem strukturalnym, ktory wpasowuje si¢ w kieszen wigzaca enzymu, prowadzac

do zahamowania jego dzialania.

134



WAZNIEJSZE OSIAGNIECIA I WNIOSKI

Whyniki badan przeprowadzonych w ramach projektu doktorskiego sg obiecujace
I warte kontynuacji. Rozwdj badan w zakresie podjetej tematyki moze skutkowaé nie
tylko poszerzeniem biblioteki fluorowanych o-aminofosfonianéw, ale moze rowniez
zaowocowa¢ nowymi, potencjalnymi terapeutykami. SzczegoOlnie wazne znaczenie
wydaje si¢ mie¢ aktywnos$¢ cytotoksyczna otrzymanych zwiazkéw wzgledem linii
komoérkowych nowotworow moézgu, ktore zwykle zwigzane sa ze stabym rokowaniem dla
zdrowia 1 zycia pacjentow. Istotnym aspektem, takze wartym dalszego zainteresowania
jest synteza nowych fosfonianowych analogow o-aminokwaséw z ugrupowaniem
p-metoksyfenylowym, jako zwigzkéw potencjalnie silnie oddzialujacych z miejscem
aktywnym urokinazy, ktorej inhibicja moze skutkowa¢ zmniejszeniem progresji

NOWOtWOrow.
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1. Metody ogoélne

Wszystkie stosowane odczynniki chemiczne pochodzity z Sigma Aldrich (Merck)
lub Apollo Scientific.

Do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) stosowano ptytki aluminiowe
pokryte zelem krzemionkowym (Merck, 60-F254) oraz mieszaning rozpuszczalnikow
octan etylu/heksan jako eluent. Ptytki wywolywano wykorzystujac $wiatto UV (A= 254
nm).

Wykonane widma NMR zostaly zarejestrowane przy uzyciu instrumentow
pracujgcych przy 600 MHz (*H NMR), 150 MHz (**C NMR) oraz 300 MHz (**F NMR
i 3P NMR). Do przeprowadzenia analiz spektroskopowych zastosowano deuterowane
rozpuszczalniki- CDCls oraz CD3OD. Przesunigcia chemiczne (8) przedstawiono w ppm
i skalibrowano na podstawie sygnatéw resztkowych CDCls (7.25 ppm dla *H NMR
i 77.16 ppm dla *C NMR) oraz CDsOD (3.30 ppm dla *H NMR i 49.05 ppm dla *3C
NMR). Pomiary wykonywano w temperaturze 25°C. Widma *H NMR, 3C NMR, HSQC
oraz NOESY zarejestrowano na spektrometrze Bruker AvanceNEO (600 MHz), natomiast
widma '°F NMR i 3P NMR wykonano na spektrometrze Mercury (300 MHz).

Widma mas o wysokiej rozdzielczosci (HRMS) zmierzono za pomoca
spektrometru mas QTOF (Impact HD, Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA), w trybie
jonow dodatnich stosujac elektrorozpylanie (ESI) jako metodg¢ jonizacji.

Analize elementarng wykonano przy uzyciu aparatu Vario EL Cube (Elementar

Analysensysteme GmbH, Niemcy).

2. Preparatyka i dane spektroskopowe imin

2.1.  Ogélna procedura syntezy imin

Syntezy imin przeprowadzano pod wyciggiem. Roéwnomolowe ilosci aldehydu
(0.26 mmol) i aminy (0.26 mmol) umieszczono w kolbie okragtodennej i ucierano rgcznie
szklang bagietka bez rozpuszczalnika w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
Otrzymany produkt w postaci oleistej lub ciata statego rozpuszczano w dichlorometanie
i bez oczyszczania poddawano analizie TLC. Stosowano fazg octan etylu/heksan
w stosunku obje¢tosciowym 1:4. W przypadku gdy opréocz oczekiwanego produktu
obserwowano rowniez obecno$¢ nieprzereagowanego substratu, wykonano widmo *H
NMR z uzyciem dichlorometanu jako wzorca wewnetrznego, ktorego zastosowanie

umozliwito obliczenie wydajnosci reakcji. Wydajnosci otrzymanych imin obliczone na
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podstawie widm *H NMR metoda wzorca wewnetrznego oznaczono ,,*”. W wiekszosci
przypadkow analiza TLC wykazata obecnos$¢ czystych produktow. Wowczas wydajnosé
reakcji obliczono z masy surowego produktu, a czystos¢ zwigzku potwierdzono widmami
NMR bez zastosowania wzorca wewnetrznego. Dla wszystkich imin wykonano komplet
widm (*H NMR, BC NMR, *F NMR), a dla zwigzkéw nieopisanych dotad w literaturze

naukowej zmierzono takze widma HRMS.

2.2. Dane spektroskopowe

2.2.1. N,1-bis(2-fluorofenylo)metanoimina (1.1)

n

_N

? e

F H \©
Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 49 mg, 86%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.84 (s, 1H, -CH=N), 8.22 (m, 1H, CHar), 7.49-7.45 (m,
1H, CHar), 7.25 (m, 1H, CHar), 7.20-7.11 (m, 5H, 5 CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -121.55 (m, 1F), -127.02 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.95 (d, J = 254.1 Hz, Car), 155.98 (m, N=C-H),
155.28 (d, J = 249.3 Hz, Car), 139.92 (d, J = 10.4 Hz, Car), 133.36 (d, J = 8.8 Hz, CHar),
128.01 (d, J = 2.3 Hz, CHar), 127.05 (d, J = 7.6 Hz, CHar), 124.51 (m 2 CHar), 123.78
(d, J=8.9 Hz, Car), 121.86 (d, J = 1.5 Hz, CHar), 116.27 (d, J = 20.1 Hz, CHar), 115.86
(d, J =21.0 Hz, CHar) ppm.

2.2.2. 1-(2,4-difluorofenylo)-N-(2-fluorofenylo)metanoimina (1.2)

F
F
[j\,N
?/
F H

Zwigzek otrzymano w postaci bezbarwnego oleju, 36 mg, 58%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.76 (s, 1H, -CH=N), 8.24 (m, 1H, CHar), 7.21-7.13 (m,
4H, 4 CHar), 6.99 (m, 1H, CHar), 6.88 (m, 1H, CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -104.09 (m, 1F), -117.43 (m, 1F), -127.03 (m, 1F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 166.22 (dd, J = 255.2; 12.3 Hz, Car), 163.20 (dd, J =
256.7; 12.3 Hz, Car), 156.09 (s, Car), 154.73 (m, N=C-H), 154.43 (s, Car), 139.66 (d, J =
10.3 Hz, Car), 129.58 (dd, J = 10.2; 3.9 Hz, CHar), 127.15 (d, J = 7.7 Hz, CHar), 124.53
(d, J = 3.9 Hz, CHar), 121.85 (m, CHar), 116.30 (d, J = 20.1 Hz, CHar), 112.36 (dd, J =
21.7; 3.4 Hz, CHar), 104.1 (t, J = 25.2 Hz, CHar) ppm.

2.2.3. N-(2-fluorofenylo)-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.3)

F F
F
_N
?/
F H

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 37 mg, 56%

'H NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.64 (s, 1H, -CH=N), 7.21-7.17 (m, 1H, CHar), 7.17-
7.12 (m, 3H, 3 CHar), 6.79-6.74 (m, 2H, 2 CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -102.11 (m, 1F), -108.80 (m, 2F), -127.20 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 164.16 (dt, J = 255.5; 15.8 Hz, Car), 162.72 (ddd, J =
260.4; 15.0; 8.9 Hz, 2 Car), 155.63 (s, Car), 153.98 (s, Car), 152.94 (m, N=C-H), 140.04
(d, J =10.3 Hz, Car), 127.35 (d, J = 7.6 Hz, CHar), 124.50 (d, J = 3.8 Hz, CHar), 121.77
(d, J=1.0 Hz, CHar), 116.28 (d, J = 20.1 Hz, CHar), 101.17 (m, 2 CHar) ppm.

2.2.4. N-(2-fluorofenylo)-1-(perfluorofenylo)metanoimina (1.4)

F
Fi i :F
F
_N
F CIZ -
F H
Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala stalego, 72 mg, 95%

Temperatura topnienia = 78-80°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.67 (s, 1H, -CH=N), 7.26-7.23 (m, 1H, CHar), 7.20-
7.16 (m, 3H, 3 CHar) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): & = -126.77 (m, 1F), -141.89 (m, 2F), -149.45 (m, 1F),
-161.87 (m, 2F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 154.82 (d, J = 250.7 Hz, Car), 151.27 (t, J = 2.8 Hz,
N=C-H), 147.11 (m, Car), 145.39 (m, Car), 143.64 (m, Car), 141.92 (m, Car), 139.10 (d,
J =10.0 Hz, Car), 138.66 (m, Car), 136.97 (m, Car), 128.19 (d, J = 7.7 Hz, CHar), 124.65
(d, J=4.0 Hz, CHar), 122.05 (d, J = 0.7 Hz, CHar), 116.53 (d, J = 20.0 Hz, CHar) ppm.

2.2.5. N-(4-chlorofenylo)-1-(2-fluorofenylo)metanoimina (1.5)

(j\,N
?/\@\
FH
Cl

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala statego, 52 mg, 86%
Temperatura topnienia = 47-48°C

IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.75 (s, 1H, -CH=N), 8.17-8.15 (m, 1H, CHar), 7.49-
7.45 (dm, 1H, CHar), 7.37-7.35 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 7.26-7.23 (m, 1H, CHar),
7.18-7.16 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 7.15-7.12 (ddd, J = 10.5; 8.4 Hz, 1H, CHar)

ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCl3): § = -121.50 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.89 (d, J = 253.8 Hz, Car), 153.79 (d, J = 5.0 Hz,
N=C-H), 150.36 (s, Car), 133.20 (d, J = 8.8 Hz, CHar), 131.86 (s, Car), 129.26 (s, 2
CHar), 127.86 (d, J = 2.3 Hz, CHar), 124.53 (d, J = 3.5 Hz, CHar), 123.73 (d, J = 8.9 Hz,
Car), 122.31 (s, 2 CHar), 115.92 (d, J = 21.1 Hz, CHar) ppm.

2.2.6. N-(4-chlorofenylo)-1-(2,4-difluorofenylo)metanoimina (1.6)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala stalego, 63 mg, 96%
Temperatura topnienia = 95-97°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): 5 =8.67 (s, 1H, -CH=N), 8.18 (m, 1H, CHar), 7.36 (dm, J =
9.0 Hz, 2H, 2 CHar), 7.16 (dm, J = 8.9 Hz, 2H, 2 CHar), 6.98 (m, 1H, CHar), 6.88 (m,
1H, CHar) ppm.
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19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -104.24 (m, 1F), -117.41 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 165.11 (dd, J = 255.1; 12.3 Hz, Car), 163.17 (dd, J =
256.4; 12.3 Hz, Car), 152.53 (m, N=C-H), 150.12 (s, Car), 131.96 (s, Car), 129.41 (dd, J
= 10.2; 4.1 Hz, CHar), 129.29 (s, 2 CHar), 122.27 (s, 2 CHar), 120.36 (dd, J = 9.2; 3.7
Hz, Car), 112.37 (dd, J = 21.8; 3.6 Hz, CHar), 104.16 (t, J = 25.3 Hz, CHar) ppm.

2.2.7. N-(4-chlorofenylo)-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.7)

Zwiazek otrzymano w postaci zottego ciata statego, 64 mg, 91%
Temperatura topnienia = 71-75°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.55 (s, 1H, -CH=N), 7.36 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2
CHar), 7.15 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar), 6.78 (tm, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCl3): § = -104.46 (m, 1F), -110.78 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 164.93 (m, Car), 163.53 (m, Car), 163.26 (m, Car),
161.81 (m, Car), 150.66 (m, N=C-H, Car), 132.23 (s, Car), 129.32 (s, 2 CHar), 122.13 (s,
2 CHar), 110.63 (m, Car), 101.26 (m, 2 CHar) ppm.

2.2.8. N-(4-chlorofenylo)-1-(perfluorofenylo)metanoimina (1.8)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala stalego, 62 mg, 78%
Temperatura topnienia = 105-106°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.55 (s, 1H, -CH=N), 7.39 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2
CHar), 7.18 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar) ppm.

F NMR (300 MHz, CDClz): § = -142.03 (m, 2F), -149.56 (it, J = 20.8; 3.9 Hz, 1F),
-161.79 (m, 2F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 149.70 (s, Car), 148.74 (m, N=C-H), 147.10 (m, Car),
145.36 (m, Car), 143.57 (m, Car), 141.81 (m, Car), 138.64 (m, Car), 137.02 (m, Car),
133.08 (s, Car), 129.48 (s, 2 CHar), 122.18 (s, 2 CHar) ppm.

2.2.9. N-(4-bromofenylo)-1-(2-fluorofenylo)metanoimina (1.9)

(j\ _N
CI:/\©\

F H
Br

Zwiazek otrzymano w postaci pomaranczowego ciata statego, 65 mg, 90%
Temperatura topnienia = 53-54°C

H NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.75 (s, 1H, -CH=N), 8.17-8.14 (m, 1H, CHar), 7.52-
7.50 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar), 7.49-7.45 (m, 1H, CHar), 7.26-7.23 (m, 1H, CHar),
7.15-7.13 (m, 1H, CHar), 7.12-7.10 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): § =-121.47 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.89 (d, J = 254.0 Hz, Car), 153.85 (d, J = 5.0 Hz,
N=C-H), 150.85 (s, Car), 133.24 (d, J = 8.7 Hz, CHar), 132.22 (s, 2 CHar), 127.87 (d, J =
2.3 Hz, CHar), 124.54 (d, J = 3.6 Hz, CHar), 123.72 (d, J = 9 Hz, Car), 122.69 (s, 2
CHar), 119.72 (s, Car), 115.93 (d, J = 21.0 Hz, CHar) ppm.

2.2.10. N-(4-bromofenylo)-1-(2,4-difluorofenylo)metanoimina (1.10)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala statego, 66 mg, 85%
Temperatura topnienia = 93-95°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.67 (s, 1H, -CH=N), 8.18 (m, 1H, CHar), 7.51 (dt, J =
8.5 Hz, 2H, 2 CHar), 7.10 (dt, J = 8.5 Hz, 2H, 2 CHar), 6.98 (m, 1H, CHar), 6.88 (m, 1H,
CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -104.17 (m, 1F), -117.38 (m, 1F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 165.12 (dd, J = 255.3; 12.4 Hz, Car), 163.18 (dd, J =
256.6; 12.3 Hz, Car), 152.59 (m, N=C-H), 150.61 (s, Car), 132.26 (s, 2 CHar), 129.43
(dd, J =10.2; 4.1 Hz, CHar), 122.64 (s, 2 CHar), 120.35 (dd, J =9.2; 3.7 Hz, Car), 119.81
(s, Car), 112.39 (dd, J = 21.8; 3.6 Hz, CHar), 104.18 (t, J = 25.3 Hz, CHar) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C13H9BrFoN [M + H]+ : 295.9886, zmierzone: 295.9891.

2.2.11. N-(4-bromofenylo)-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.11)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala statego, 66 mg, 80%
Temperatura topnienia = 74-76°C

'H NMR (600 MHz, CDCla): & = 8.54 (s, 1H, -CH=N), 7.80 (dm, J = 8.6 Hz, 2H, 2
CHar), 7.08 (dm, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar), 6.77 (tm, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -102.15 (m, 1F), -108.91 (t, J = 8.9 Hz, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 164.05 (dt, J = 255.5; 15.7 Hz, Car), 162.6 (ddd, J =
260.2; 15.0; 9.0 Hz, 2 Car), 151.06 (s, Car), 150.60 (d, J = 1.3 Hz, N=C-H), 132.21 (s, 2
CHar), 122.43 (s, 2 CHar), 120.04 (s, Car), 110.60 (m, Car), 101.19 (m, 2 CHar) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C13HgBrFsN [M + H]+ : 313.9792, zmierzone: 313.9791.

2.2.12. N-(4-bromofenylo)-1-(perfluorofenylo)metanoimina (1.12)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala stalego, 77 mg, 84%
Temperatura topnienia = 106°C

!H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.55 (s, 1H, -CH=N), 7.54 (dt, J = 8.5 Hz, 2H, 2 CHar),
7.11 (dt, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar) ppm.
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19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -141.99 (m, 2F), -149.48 (m, 1F), -161.78 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 150.17 (s, Car), 148.77 (m, N=C-H), 147.07 (m, Car),
145.36 (m, Car), 143.57 (m, Car), 141.83 (m, Car), 138.66 (m, Car), 136.98 (m, Car),
132.43 (s, 2 CHar), 122.48 (s, 2 CHar), 120.96 (s, Car) ppm.

2.2.13. 1-(2-fluorofenylo)-N-(4-metoksyfenylo)metanoimina (1.13)

(j\ _N
cl;/\©\
F H _CH
o) 3

Zwiazek otrzymano w postaci bragzowego oleju, 58 mg, 97%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.80 (s, 1H, -CH=N), 8.17 (m, 1H, CHar), 7.45-7.42 (m,
1H, CHar), 7.27 (m, 2H, 2 CHar), 7.23 (m, 1H, CHar), 7.12 (m, 1H, CHar), 6.94 (m, 2H,
2 CHar), 3.84 (s, 3H, O-CHgs) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): § =-122.01 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.72 (d, J = 253.0 Hz, Car), 158.57 (s, Car), 151.29
(d, J = 4.8 Hz, N=C-H), 144.79 (s, Car), 132.52 (d, J = 8.7 Hz, CHar), 127.67 (d, J = 2.6
Hz, CHar), 124.44 (d, J = 3.4 Hz, CHar), 124.22 (d, J = 9.0 Hz, Car), 122.39 (s, 2 CHar),
115.81 (d, J = 21.1 Hz, CHar), 114.40 (s, 2 CHar), 55.50 (s, O-CHs) ppm.

2.2.14. 1-(2,4-difluorofenylo)-N-(4-metoksyfenylo)metanoimina (1.14)

Zwiazek otrzymano w postaci zoltego ciala statego, 61 mg, 95%
Temperatura topnienia = 85-88°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.72 (s, 1H, -CH=N), 8.21-8.17 (m, 1H, CHar), 7.26-
7.24 (dm, J = 9.0 Hz, 2H, 2 CHar), 6.99-6.95 (m, 1H, CHar), 6.95-6.92 (dm, J = 9.0 Hz,
2H, 2 CHar), 6.88-6.85 (m, 1H, CHar), 3.84 (s, 3H, O-CH3) ppm.

19 NMR (300 MHz, CDCls): & = -105.57 (m, 1F), -117.98 (dd, J = 18.6; 8.7 Hz, 1F)
ppm.

146



CZESC EKSPERYMENTALNA

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 164.69 (dd, J = 254.0; 12.3 Hz, Car), 162.91 (dd, J =
255.5; 12.3 Hz, Car), 158.61 (s, Car), 150.03 (m, N=C-H), 144.54 (s, Car), 129.14 (dd, J
= 10.0; 4.3 Hz, CHar), 122.34 (s, 2 CHar), 120.82 (m, Car), 114.42 (s, 2 CHar), 112.21
(dd, J = 21.8; 3.6 Hz, CHar), 104.03 (t, J = 25.3 Hz, CHar), 55.49 (s, O-CH3) ppm.

2.2.15. N-(4-metoksyfenylo)-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.15)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnobragzowego ciala statego, 69 mg, 99%
Temperatura topnienia = 90-91°C

IH NMR (600 MHz, CDCls): 5 = 8.59 (s, 1H, -CH=N), 7.24 (dt, J = 8.9 Hz, 2H, 2 CHar),
6.94 (dt, J = 9.0 Hz, 2H, 2 CHar), 6.75 (tm, J = 8.6 Hz, 3H, 3 CHar), 3.83 (s, 3H, O-CHs)
ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -103.62 (m, 1F), -109.49 (t, J = 8.6 Hz, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 163.59 (dt, J = 254.4; 15.8 Hz, Car), 162.46 (ddd, J =
259.0; 14.9; 9.1 Hz, 2 Car), 158.80 (s, N=C-H), 148.08 (s, Car), 145.04 (s, Car), 122.23
(s, 2 CHar), 114.39 (s, 2 CHar), 111.09 (m, Car), 101.08 (m, 2 CHar), 55.47 (s, O-CHa)

ppm.

2.2.16. N-(4-metoksyfenylo)-1-(perfluorofenylo)metanoimina (1.16)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala statego, 77 mg, 98%
Temperatura topnienia = 121-125°C

!H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.58 (s, 1H, -CH=N), 7.27 (dt, J = 9.0 Hz, 2H, 2 CHar),
6.94 (dt, J = 8.9 Hz, 2H, 2 CHar), 3.84 (s, 3H, O-CH3) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -142.67 (m, 2F), -151.10 (m, 1F), -162.30 (m, 2F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 159.42 (s, Car), 146.89 (m, Car), 145.75 (d, J = 2.7 Hz,
N=C-H), 145.18 (m, Car), 144.05 (s, Car), 143.00 (m, Car), 141.30 (m, Car), 138.60 (m,
Car), 136.92 (m, Car), 122.45 (s, 2 CHar), 114.49 (s, 2 CHar), 55.49 (s, O-CHs) ppm.

2.2.17. 1-(2-fluorofenylo)-N-(p-tolilo)metanoimina (1.17)

_N
My L
F H
CHs

Zwiazek otrzymano w postaci pomaranczowego oleju, 54 mg, 97%

IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.79 (s, 1H, -CH=N), 8.18 (td, J = 7.4; 1.8 Hz, 1H,
CHar), 7.45-7.42 (m, 1H, CHar), 7.25-7.19 (m, 3H, 3 CHar), 7.16 (m, 2H, 2 CHar), 7.13-
7.10 (m, 1H, CHar), 2.37 (s, 3H, CHz3) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCl3): § = -121.85 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 162.78 (d, J = 253.0 Hz, Car), 152.57 (d, J = 4.9 Hz,
N=C-H), 149.31 (s, Car), 136.21 (s, Car), 132.70 (d, J = 8.6 Hz, CHar), 129.77 (s, 2
CHar), 127.79 (d, J = 2.6 Hz, CHar), 124.43 (d, J = 3.4 Hz, CHar), 124.10 (d, J = 9.0 Hz,
Car), 120.93 (s, 2 CHar), 115.81 (d, J = 21.1 Hz, CHar), 21.0 (s, CH3) ppm.

2.2.18. 1-(2,4-difluorofenylo)-N-(p-tolilo)metanoimina (1.18)

Zwiazek otrzymano w postaci brgzowego ciata statego, 57 mg, 95%
Temperatura topnienia = 57-58°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.71 (s, 1H, -CH=N), 8.20 (m, 1H, CHar), 7.20 (dm, J =
8.0 Hz, 2H, 2 CHar), 7.15 (dt, J = 8.3 Hz, 2H, 2 CHar), 6.97 (m, 1H, CHar), 6.87 (m, 1H,
CHar), 2.37 (s, 3H, CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -105.22 (m, 1F), -117.81 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 164.82 (dd, J = 254.3; 12.3 Hz, Car), 163.02 (dd, J =
255.9; 12.3 Hz, Car), 151.34 (m, N=C-H), 149.09 (s, Car), 136.31 (s, Car), 129.81 (s, 2
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CHar), 129.30 (dd, J = 10.0; 4.2 Hz, CHar), 120.89 (s, 2 CHar), 120.72 (dd, J = 9.4: 3.7
Hz, Car), 112.22 (dd, J = 21.7; 3.5 Hz, CHar), 104.04 (t, J = 25.3 Hz, CHar), 21.00 (s,
CHs) ppm.

2.2.19. N-p-tolilo-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.19)

Zwiazek otrzymano w postaci zottego ciata statego, 57 mg, 88%
Temperatura topnienia = 59-61°C

IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.59 (s, 1H, -CH=N), 7.21 (d, J = 8.1 Hz, 2H, 2 CHar),
7.14 (dt, J = 8.3 Hz, 2H, 2 CHar), 6.77 (m, 2H, 2 CHar), 2.38 (s, 3H, CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCla): & = -103.29 (m, 1F), -109.34 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 163.75 (dt, J = 254.6; 15.8 Hz, Car), 162.55 (ddd, J =
259.4; 15.1; 9.1 Hz, 2 Car), 149.62 (s, Car), 149.42 (s, N=C-H), 136.55 (s, Car), 129.79
(s, 2 CHar), 120.74 (s, 2 CHar), 110.99 (m, Car), 101.11 (m, 2 CHar), 21.01 (s, CHs)

ppm.

2.2.20. 1-(perfluorofenylo)-N-(p-tolilo)metanoimina (1.20)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnopomaranczowego ciata statego, 69 mg, 92%
Temperatura topnienia = 131-135°C

IH NMR (600 MHz, CDCls): & =8.57 (s, 1H, -CH=N), 7.22 (m, 2H, 2 CHar), 7.16 (dm, J
= 8.3 Hz, 2H, 2 CHar), 2.38 (s, 3H, CHs) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): § = -142.43 (m, 2F), -150.55 (it, J = 20.7; 3.5 Hz, 1F),
-162.18 (m, 2F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 148.69 (s, Car), 147.35 (d, J = 2.7 Hz, N=C-H), 146.98
(m, Car), 145.27 (m, Car), 143.20 (m, Car), 141.48 (m, Car), 138.61 (m, Car), 137.51 (s,
Car), 136.96 (m, Car), 129.92 (s, 2 CHar), 120.81 (s, 2 CHar), 21.04 (s, CH3) ppm.

2.2.21. 1-(2-fluorofenylo)-N-(o-tolilo)metanoimina (1.21)

CHj
_N
70

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 49 mg, 87%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.68 (s, 1H, -CH=N), 8.22 (m, 1H, CHar), 7.45-7.42 (m,
1H, CHar), 7.25-7.19 (m, 3H, 3 CHar), 7.15-7.10 (m, 2H, 2 CHar), 6.95-6.94 (m, 1H,
CHar), 2.37 (s, 3H, CH3) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): & = -121.93 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.78 (d, J = 253.5 Hz, Car), 152.50 (d, J = 4.8 Hz,
N=C-H), 151.00 (s, Car), 132.72 (d, J = 8.7 Hz, CHar), 132.04 (s, Car), 130.27 (s, CHar),
127.91 (d, J = 2.5 Hz, CHar), 126.73 (s, CHar), 125.96 (s, CHar), 124.41 (d, J = 3.5 Hz,
CHar), 124.17 (d, J = 9.0 Hz, Car), 117.62 (s, CHar), 115.84 (d, J = 21.0 Hz, CHar),
17.80 (s, CH3) ppm.

2.2.22. 1-(2,4-difluorofenylo)-N-(o-tolilo)metanoimina (1.22)

F
CHs
_N
9/
F H

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 45 mg, 74%

'H NMR (600 MHz, CDCls3): § = 8.60 (s, 1H, -CH=N), 8.23 (m, 1H, CHar), 7.21 (m, 2H,
2 CHar), 7.13 (m, 1H, CHar), 6.96 (m, 1H, CHar), 6.93 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CHar), 6.85
(m, 1H, CHar), 2.35 (s, 3H, CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -105.18 (m, 1F), -117.94 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 164.83 (dd, J = 254.3; 12.2 Hz, Car), 163.00 (dd, J =
256.0; 12.3 Hz, Car), 151.26 (m, N=C-H), 150.75 (s, Car), 132.09 (s, Car), 130.31 (s,
CHar), 129.40 (dd, J = 10.1; 4.3 Hz, CHar), 126.75 (s, CHar), 126.05 (s, CHar), 120.78
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(dd, J =9.1; 3.6 Hz, Car), 117.54 (s, CHar), 112.20 (dd, J = 21.7; 3.5 Hz, CHar), 104.03
(t, J = 25.3 Hz, CHar), 17.78 (s, CH3) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C14H12F2N [M + H]+ : 232.0937, zmierzone: 232.0944.

2.2.23. N-o-tolilo-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.23)

F F
CHs
_N
9/
F H

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala statego, 64 mg, 98%
Temperatura topnienia = 52-54°C

IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.50 (s, 1H, -CH=N), 7.24-7.20 (m, 2H, 2 CHar), 7.16-
7.14 (m, 1H, 1 CHar), 6.92 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHar), 6.78-6.74 (m, 2H, 2 CHar), 2.36 (s,
3H, CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -103.38 (m, 1F), -109.45 (t, J = 8.6 Hz, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 163.75 (dt, J = 254.3; 15.7 Hz, Car), 162.62 (ddd, J =
259.7; 15.0; 9.1 Hz, 2 Car), 151.29 (s, Car), 149.31 (m, N=C-H), 131.93 (s, Car), 130.31
(s, CHar), 126.74 (s, CHar), 126.29 (s, CHar), 117.27 (s, CHar), 111.03 (m, Car), 101.09
(m, 2 CHar), 17.72 (s, CHs) ppm.

2.2.24. 1-(perfluorofenylo)-N-(o-tolilo)metanoimina (1.24)

F

F F
CHs

_N
F ¢

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoéltego ciala stalego, 71 mg, 96%
Temperatura topnienia = 132°C

H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.50 (s, 1H, -CH=N), 7.26-7.22 (m, 2H, 2 CHar), 7.21-
7.18 (m, 1H, CHar), 6.95 (dd, J =7.7; 1.4 Hz, 1H, CHar), 2.37 (s, 3H, CH3) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -142.56 (m, 2F), -150.71 (m, 1F), -162.21 (m, 2F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls3): § = 150.33 (s, Car), 147.32 (m, N=C-H), 147.04 (m, Car),
145.35 (m, Car), 143.26 (m, Car), 141.53 (m, Car), 138.64 (m, Car), 136.97 (m, Car),
132.59 (s, Car), 130.54 (s, CHar), 127.10 (s, CHar), 126.80 (s, CHar), 116.87 (s, CHar),
17.68 (s, CH3) ppm.

2.2.25. 4-((2-fluorobenzylideno)amino)fenol (1.25)

_N
; T UL
F H

OH

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala stalego, 44 mg, 79%
Temperatura topnienia = 164-170°C

'H NMR (600 MHz, CD3s0D): & = 8.78 (s, 1H, -CH=N), 8.07 (m, 1H, CHar), 7.50-7.46
(m, 1H, CHar), 7.26 (m, 1H, CHar), 7.18 (m, 3H, 2 CHar), 6.83 (dt, J = 8.8 Hz, 2H, 2
CHar), 6.61 (m, 1H, CHar) ppm.

F NMR (300 MHz, CD3s0D): & = -121.31 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CD30D): & = 164.09 (d, J = 252.2 Hz, Car), 158.10 (s, Car), 152.26
(d, J = 4.9 Hz, N=C-H), 144.62 (s, Car), 134.06 (d, J = 8.7 Hz, CHar), 128.66 (d, J = 2.5
Hz, CHar), 125.73 (d, J = 3.5 Hz, CHar), 125.31 (d, J = 9.2 Hz, Car), 123.56 (s, 2 CHar),
116.95 (d, J =21.2, CHar), 116.92 (s, 2 CHar) ppm.

2.2.26. 4-((2,4-difluorobenzylideno)amino)fenol (1.26)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala stalego, 55 mg, 90%
Temperatura topnienia = 141-143°C

H NMR (600 MHz, CD3OD): § = 8.70 (s, 1H, -CH=N), 8.11 (m, 1H, CHar), 7.17 (dt, J =
8.9 Hz, 2H, 2 CHar), 7.04 (m, 1H, CHar), 6.81 (dt, J = 9.0 Hz, 2H, 2 CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDsOD): § = -105.51 (m, 1F), -117.03 (m, 1F) ppm.
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13C NMR (150 MHz, CD30D): § = 166.21 (dd, J = 252.8; 12.5 Hz, Car), 164.35 (dd, J =
251.6; 12.4 Hz, Car), 158.11 (s, Car), 150.96 (dd, J = 4.2; 1.5 Hz, N=C-H), 144.48 (s,
Car), 130.35 (dd, J = 10.2; 4.2 Hz, CHar), 123.56 (s, 2 CHar), 122.15 (dd, J = 9.3; 3.8 Hz,
Car), 116.91 (s, 2 CHar), 113.28 (dd, J = 22.0; 3.5 Hz, CHar), 105.10 (t, J = 25.8 Hz,
CHar) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C13H10F2NO [M + H]+ : 234.0730, zmierzone: 234.0727.

2.2.27.4-((2,4,6-trifluorobenzylideno)amino)fenol (1.27)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoltego ciala statego, 29 mg, 45%
Temperatura topnienia = 124-126°C

'H NMR (600 MHz, CD30D): § = 8.60 (s, 1H, -CH=N), 7.17 (dm, J = 8.8 Hz, 2 CHar),
6.98 (t, J = 8.9 Hz, 2 CHar), 6.82 (dm, J = 8.9 Hz, 2 CHar) ppm.

19F NMR (300 MHz, CD30D): & = -103.49 (m, 1F), -109.40 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDsOD): & = 164.54 (m, 3 Car), 158.39 (s, Car), 148.99 (m,
N=C-H), 144.84 (s, Car), 123.45 (s, 2 CHar), 118.58 (s, Car), 116.94 (s, 2 CHar), 102.15
(m, 2 CHar) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C13HoFsNO [M + H]+ : 252.0636, zmierzone: 252.0629.

2.2.28. 4-(((perfluorofenylo)metyleno)amino)fenol (1.28)

Zwiazek otrzymano w postaci zottego ciata statego, 48 mg, 68%
Temperatura topnienia = 159-162°C

'H NMR (600 MHz, CD3OD): § = 8.61 (s, 1H, -CH=N), 7.22 (dt, J = 8.8 Hz, 2H, 2
CHar), 6.83 (dt, J = 8.9 Hz, 2H, 2 CHar) ppm.
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19F NMR (300 MHz, CDsOD): § = -143.01 (m, 2F), -152.98 (m, 1F), -163.66 to (m, 2F)
ppm.
13C NMR (150 MHz, CDs0D): & = 158.96 (s, Car), 148.21 (m, Car), 146.57 (m, N=C-H),

146.46 (m, Car), 144.13 (s, Car), 142.58 (m, Car), 139.99 (m, Car), 138.35 (m, Car),
123.75 (s, 2 CHar), 116.93 (s, 2 CHar), 113.15 (m, Car) ppm.

2.2.29. 1-(2-fluorofenylo)-N-(1-fenyloetylo)metanoimina (1.29)

O

H H CH3

Zwigzek otrzymano w postaci bezbarwnego oleju, 58 mg, 98%

IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.69 (s, 1H, -CH=N), 8.08 (m, 1H, CHar), 7.43 (m, 2H,
2 CHar), 7.39-7.35 (m, 1H, CHar), 7.34 (m, 2H, 2 CHar), 7.24 (m, 1H, CHar), 7.16 (m,
1H, CHar), 7.07-7.04 (m, 1H, CHar), 4.58 (g, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHs), 1.60 (d, J = 6.6
Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCl3): § = -122.66 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.20 (d, J = 252.0 Hz, Car), 152.70 (d, J = 4.8 Hz,
N=C-H), 144.97 (s, Car), 132.08 (d, J = 8.6 Hz, CHar), 128.43 (s, 2 CHar), 127.95 (d, J =
2.9 Hz, CHar), 126.88 (s, CHar), 126.59 (s, 2 CHar), 124.24 (d, J = 3.5 Hz, CHar),
123.98 (d, J = 9.4 Hz, Car), 115.56 (d, J = 19.1 Hz, CHar), 70.15 (s, N-C(H)CHs), 24.83
(s, N-C(H)CHz3) ppm.

2.2.30. 1-(2,4-difluorofenylo)-N-(1-fenyloetylo)metanoimina (1.30)

T O

H HCH3

Zwiazek otrzymano w postaci bezbarwnego oleju, 59 mg, 93%

IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.60 (s, -CH=N), 8.09 (td, J = 8.6; 6.7 Hz, 1H, CHar),
7.41 (m, 2H, 2 CHar), 7.35-7.32 (m, 2H, 2 CHar), 7.25-7.22 (m, 1H, CHar), 6.91-6.87 (m,
1H, CHar), 6.81-6.78 (m, 1H, CHar), 4.55 (q, J = 6.7 Hz, 1H, H(C)CHs), 1.58 (d, J = 6.7
Hz, 3H, H(C)CHsz) ppm.
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19F NMR (300 MHz, CDCls): 8 = -106.50 (m, 1F), -118.66 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 164.47 (dd, J = 253.0; 12.3 Hz, Car), 162.40 (dd, J =
254.6; 12.1 Hz, Car), 151.54 (d, J = 2.8 Hz, N=C-H), 144.87 (s, Car), 129.34 (dd, J =
10.0; 4.6 Hz, CHar), 128.45 (s, 2 CHar), 126.93 (s, CHar), 126.55 (s, 2 CHar), 120.51
(dd, J = 9.7; 3.8 Hz, Car), 111.89 (dd, J = 21.5, 3.5 Hz, CHar), 103.78 (t, J = 25.4 Hz,
CHar), 70.11 (s, N-C(H)CHz3), 24.83 (s, N-C(H)CHz3) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla CisH14F2N [M + H]+ : 246.1094, zmierzone: 246.1103.

2.2.31. N-(1-fenyloetylo)-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.31)

F F
L 0
s

F H

N S
H CHs
Zwigzek otrzymano w postaci bezbarwnego oleju, 64 mg, 93%

H NMR (600 MHz, CDClz): & = 8.48 (s, 1H, -CH=N), 7.42 (d, J = 7.2 Hz, 2H, 2 CHar),
7.34 (t, J=7.7 Hz, 2H, 2 CHar), 7.24 (m, 1H, CHar), 6.69 (m, 2H, 2 CHar), 4.52 (q, J =
6.6 Hz, 1H, H(C)CHa), 1.61 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -104.74 (m, 1F), -110.08 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 163.28 (dt, J = 253.2; 15.7 Hz, Car), 162.22 (ddd, J =
257.9; 14.9; 9.3 Hz, 2 Car), 149.19 (s, N=C-H), 144.64 (s, Car), 128.47 (s, 2 CHar),
126.94 (s, CHar), 126.51 (s, 2 CHar), 110.83 (m, Car), 101.00-100.63 (m, 2 CHar), 71.48
(s, N-C(H)CHs3), 25.00 (s, N-C(H)CHz3) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla CisH13F3N [M + H]+ : 264.1000, zmierzone: 264.0999.

2.2.32. 1-(perfluorofenylo)-N-(1-fenyloetylo)metanoimina (1.32)

F
F F
/N\
F c* g
F H

»
H CHs

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 56 mg, 72%
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IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.46 (s, 1H, -CH=N), 7.41 (d, J = 7.2 Hz, 2H, 2 CHar),
7.35 (t, J = 7.7 Hz, 2H, 2 CHar), 7.25 (m, 1H, CHar), 4.56 (g, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHs),
1.61 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -143.02 (m, 2F), -151.84 (m, 1F), -162.54 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 147.66 (m, N=C-H), 146.70 (m, Car), 145.00 (m, Car),
144.11 (s, Car), 142.84 (m, Car), 141.09 (m, Car), 138.48 (m, Car), 136.82 (m, Car),
128.57 (s, 2 CHar), 127.16 (s, CHar), 126.46 (s, 2 CHar), 71.65 (s, N-C(H)CHs), 25.02 (s,
N-C(H)CHs) ppm.

2.2.33. 1-(2-fluorofenylo)-N-(1-(4-metoksyfenylo)etylo)metanoimina (1.33)

ON
/N\
e e
F H

N

»
H CHj
Zwiazek otrzymano w postaci bezbarwnego oleju, 58 mg, 86%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 8.67 (s, 1H, -CH=N), 8.07-8.04 (m, 1H, CHar), 7.39-
7.33 (m, 3H, 3 CHar), 7.17-7.14 (m, 1H, CHar), 7.07-7.04 (m, 1H, CHar), 6.89 (dm, J =
8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 4.55 (q, J = 6.6 Hz, H(C)CHs), 3.80 (s, 3H, O-CHa), 1.57 (d, J = 6.6
Hz, 3H, H(C)CHz) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): § =-122.71 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 162.20 (d, J = 252.0 Hz, Car), 158.53 (s, Car), 152.45
(d, J = 4.7 Hz, N=C-H), 137.09 (s, Car), 132.04 (d, J = 8.5 Hz, CHar), 127.96 (s, CHar),
127.64 (s, 2 CHar), 124.23 (d, J = 3.5 Hz, CHar), 124.01 (d, J = 9.2 Hz, Car), 115.60 (d, J
= 15.2 Hz, CHar), 113.83 (s, 2 CHar), 69.52 (s, N-C(H)CHs), 55.28 (s, O-CHs), 24.68 (s,
N-C(H)CHs) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C16H17FNO [M + H]+ : 258.1294, zmierzone: 258.1283.

2.2.34. 1-(2,4-difluorofenylo)-N-(1-(4-metoksyfenylo)etylo)metanoimina (1.34)

F O.
/N\
c- C

| NI S
F H H CH;
Zwiazek otrzymano w postaci bezbarwnego oleju, 65 mg, 91%
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IH NMR (600 MHz, CDCl3): 8 = 8.58 (s, 1H, -CH=N), 8.09-8.05 (m, 1H, CHar), 7.32
(dd, J = 8.8; 0.5 Hz, 2H, 2 CHar), 6.90 (m, 1H, CHar), 6.88 (dd, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar),
6.81-6.78 (m, 1H, CHar), 4.52 (q, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHs), 3.09 (s, 3H, O-CHs), 1.56
(d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -106.63 (m, 1F), -118.70 (m, 1F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 164.39 (dd, J = 252.9; 12.6 Hz, Car), 162.38 (dd, J =
254.5; 12.1 Hz, Car), 158.5 (s, Car), 151.2 (m, N=C-H), 136.9 (s, Car), 129.3 (dd, J =
10.0; 4,5 Hz, CHar), 127.6 (s, 2 CHar), 120.54 (dd, J = 9.7; 3.7 Hz, Car), 113.84 (s, 2
CHar), 111.98-111.81 (dd, J = 21.5; 3.5 Hz, CHar), 103.77 (t, J = 25.4 Hz, CHar), 69.47
(s, N-C(H)CHs3), 55.23 (s, O-CHa), 24.66 (s, N-C(H)CHa) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C16H16F2NO [M + H]+ : 276.1199, zmierzone: 276.1201.

2.2.35. N-(1-(4-metoksyfenylo)etylo)-1-(2,4,6-trifluorofenylo)metanoimina (1.35)

F F O.
N<
c~ C
| N v

F H H CHs

Zwigzek otrzymano w postaci bezbarwnego oleju, 73 mg, 96%

IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 8.46 (s, 1H, -CH=N), 7.33 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2
CHar), 6.88 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 6.71-6.66 (m, 2 CHar), 4.49 (g, J = 6.6, 1H,
H(C)CHs), 3.79 (s, 3H, O-CHs3), 1.59 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -104.87 (m, 1F), -110.13 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 163.44 (dt, J = 253.1; 15.7 Hz, Car), 162.18 (ddd, J =
257.9; 15.0; 9.4 Hz, 2 Car), 158.56 (s, Car), 148.89 (s, N=C-H), 136.73 (s, Car), 127.56
(s, 2 CHar), 113.84 (s, 2 CHar), 110.86 (m, Car), 100.97-100.60 (m, 2 CHar), 70.82 (s,
N-C(H)CHs), 55.21 (s, O-CHs), 24.85 (s, N-C(H)CHz) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C16H1sF3NO [M + H]+ : 294.1105, zmierzone: 294.1105

2.2.36. N-(1-(4-metoksyfenylo)etylo)-1-(perfluorofenylo)metanoimina (1.36)
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<

F W HCH

F F o.
/N\
F c*g

Zwigzek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 66 mg, 77%

IH NMR (600 MHz, CDCl3): & = 8.44 (s, 1H, -CH=N), 7.32 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2
CHar), 6.90 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 4.53 (g, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHs3), 3.80 (s,
3H, O-CHs), 1.59 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CHz) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -143.03 (m, 2F), -151.91 (m, 1F), -162.54 (m, 2F) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 158.75 (s, Car), 147.42 (d, J = 2.3 Hz, N=C-H), 146.70
(m, Car), 144.97 (m, Car), 142.82 (m, Car), 141.11 (m, Car), 138.50 (m, Car), 136.87 (m,
Car), 136.18 (s, Car), 127.59 (s, 2 CHar), 113.99 (s, 2 CHar), 71.03 (s, N-C(H)CHj3),
55.30 (s, O-CHj3), 24.89 (s, N-C(H)CHz3) ppm.

HRMS (ESI, m/z) obliczone dla C16H13FsNO [M + H]+ : 330.0917, zmierzone: 330.0908.

3. Preparatyka i dane spektroskopowe a-aminofosfonianow

3.1. Ogolne procedura syntezy a-aminofosfonianow

Wszystkie reakcje wykonywano pod wyciggiem. Réwnomolowe ilosci aldehydu
(1.005 mmol) oraz aminy (1.005 mmol) umieszczono w okragtodennej szklanej kolbie
1 ucierano recznie przy uzyciu szklanej bagietki w warunkach bezrozpuszczalnikowych
1 w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca
TLC, stosujac jako eluent mieszaning octan etylu/heksan w stosunku objetosciowym 1:4.
Nastepnie do utworzonej iminy dodawano fosforyn (1.055 mmol). Reakcje prowadzono
w temperaturze 80°C, w atmosferze argonu. Czas reakcji byt zalezny od zastosowanych
substratow. Postep syntezy monitorowano za pomoca TLC, wykorzystujac jako eluent
mieszaning octan etylu/heksan w stosunku objetosciowym 1:1. Po zakonczeniu reakc;ji,
produkty oczyszczano metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,
stosujac jako eluent mieszaning octan etylu/heksan w stosunku 1:1. Zwigzki otrzymane
w postaci ciata stalego poddawano procesowi krystalizacji. Krysztaly odpowiednie do
analizy rentgenograficznej uzyskano poprzez krystalizacj¢ z heksanu (produkt 2.13 oraz

2.18) w 4°C oraz chloroformu (zwigzek 2.3) w 4°C. Dla wszystkich zsyntezowanych
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produktéw wykonano widma NMR (*H, 3C, '°F, 3!P) oraz analize elementarna, a takze

zmierzono widma HRMS.

3.2. Dane spektroskopowe
3.2.1. ((2,4-difluorofenylo)(((R)-1-fenyloetylo)amino)metylo)fosfonian dimetylu (2.1)
OCHj

F O=P-QCH,
5 H

Cl _H
N

A
- Hi-C
HsC

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 235 mg, 66%

IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 7.57-7.53 (m, 1H, CHar), 7.49-7.44 (m, 1H, CHar)*,
7.34-7.31 (m, 2H, 2 CHar), 7.28-7.18 (m, 5H, 5 CHar)*, 7.28-7.18 (m, 3H, 3 CHar), 6.97-
6.94 (m, 1H, CHar), 6.89-6.86 (m, 1H, CHar)*, 6.81-6.77 (m, 1H, CHar), 6.77-6.73 (m,
1H, CHar)*, 4.51 (d, J = 22.0 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.13 (d, J = 23.0 Hz, 1H, H-C-P), 3.88
(d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHa)*, 3.82 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs3), 3.76 (q, J = 6.5 Hz, 1H,
H(C)CHa)*, 3.57 (d, J = 10.5 Hz, 3H, O-CHa)*, 3.52 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHz), 1.35
(d, J = 6.5 Hz, 3H, H(C)CHas)*, 1.32 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CH3) ppm.

¢ NMR (300 MHz, CDCls): & = -110.89 (m, 1F), -111.03 (m, 1F)*, -114.34 (m, 1F),
-114.68 (m, 1F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCl3): § = 25.98 (m, 1P)*, 25.65 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 162.31 (ddd, J = 249.1; 11.8; 2.7 Hz, Car)*, 160.58
(ddd, J = 248.9; 11.8; 7.5 Hz, Car)*, 144.65 (s, Car)*, 143.57 (s, Car), 130.38-130.25 (m,
Car)*, 128.54 (s, 2 CHar), 128.37 (s, 2 CHar)*, 127.39 (s, CHar), 127.22 (s, CHar)*,
126.92 (s, 2 CHar), 126.62 (s, 2 CHar)*, 119.87 (dd, J = 14.9; 3.8 Hz, CHar)*, 111.85-
111.67 (m, CHar)*, 103.57 (t, J = 26.9 Hz, CHar)*, 55.98 (d, J = 13.4 Hz, H(C)CH3)*,
55.32 (d, J = 17.4 Hz, H(C)CH?3), 54.16 (d, J = 6.8 Hz, O-CHa3)*, 54.12 (d, J = 5.4 Hz,
O-CHs), 53.28 (d, J = 7.2 Hz, O-CHg)*, 53.11 (d, J = 7.0 Hz, O-CHs3), 49.53 (dd, J =
157.5; 1.8 Hz, H-C-P)*, 49.40 (d, J = 158.7 Hz, H-C-P), 24.69 (s, H(C)CHj3), 22.44 (s,
H(C)CH3)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C17H2:F2NO3sP ([M+H]"): 356.1227, zmierzone: 356.1219.
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Analiza elementarna obliczona dla C17H20F2NO3P: 57.47 C, 5.67 H, 3.94 N, zmierzone:
57.63C,5.90 H, 3.97 N.

3.2.2. ((2,4-difluorofenylo)(((R)-1-fenyloetylo)amino)metylo)fosfonian dietylu (2.2)

OCHs
F O:E)7|_C|)C2H5

Cl .H
N

\
. H-C
HsC

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 262 mg, 66%

'H NMR (600 MHz, CDCls): & = 7.60-7.56 (m, 1H, CHar), 7.50-7.46 (m, 1H, CHar)*,
7.32-7.29 (m, 2H, 2 CHar), 7.25-7.20 (m, 4H, 4 CHar)*, 7.25-7.20 (m, 3H, 3 CHar), 7.18-
7.15 (m, 1H CHar)*, 6.95-6.92 (m, 1H, CHar), 6.87-6.84 (m, 1H, CHar)*, 6.70-6.75 (m,
1H CHar), 6.75-6.71 (m, 1H, CHar)*, 4.48 (d, J = 22 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.30-4.23 (m, 1H,
O-CH2CHa)*, 4.23-4.17 (m, 1H, O-CH2CH3)*, 4.23-4.17 (m, 1H, O-CH,CHs3), 4.16-4.11
(m, 2H, O-CH,CHs), 4.00-3.94 (m, 1H, O-CH,CH3)*, 3.92-3.88 (m, 1H, O-CH.CHj),
3.87-3.83 (m, 1H, O-CH»CHa3)*, 3.79 (g, J = 6.5 Hz, 1H, H(C)CHas)*, 3.53 (g, J = 6.4 Hz,
1H, H(C)CHs), 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,CHs)*, 1.34 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
H(C)CHas)*, 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,CHa), 1.31 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H(C)CHs), 1.12
(t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,CHa)*, 1.08 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH2CH3) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): § = -111.15 (m, 1F), -111.31 (m, 1F)*, -114.28 (m, 1F),
-114.61 (m, 1F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): § = 23.69 (m, 1P)*, 23.17 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 161.99 (ddd, J = 251.8; 12.0; 2.9 Hz, Car)*, 160.41
(ddd, J = 248.6; 11.8; 7.4 Hz, Car)*, 144.54 (s, Car)*, 143.49 (s, Car), 130.22-130.10 (m,
Car)*, 128.23 (s, 2 CHar), 128.08 (s, 2 CHar)*, 127.08 (s, CHar), 126.91 (s, CHar)*,
126.69 (s, 2 CHar), 126.38 (s, 2 CHar)*, 120.06 (dd, J = 14.9; 3.6 Hz, CHar)*, 119.49-
119.40 (m, CHar), 111.55-111.54 (m, CHar), 111.33 (d, J = 21.3 Hz, CHar)*, 103.24 (t, J
= 25.5 Hz, CHar), 103.12 (t, J = 25.5 Hz, CHar)*, 63.06 (d, J = 6.0 Hz, O-CH>CHa)*,
63.02 (d, J = 6.9 Hz, O-CH>CHj3), 62.43 (d, J = 7.2 Hz, O-CH,CH3)*, 62.30 (d, J = 7.0
Hz, O-CH.CH?3), 55.84 (d, J = 13.0 Hz, H(C)CH3)*, 55.13 (d, J = 17.3 Hz, H(C)CH3),
49.69 (d, J = 156.7 Hz, H-C-P)*, 49.59 (d, J = 160.5 Hz, H-C-P), 24.40 (s, H(C)CHs3),
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22.27 (s, H(C)CH3)*, 16.21 (d, J = 5.8 Hz, O-CH,CHas)*, 16.11 (d, J = 6.1 Hz,
O-CH,CHs), 15.90 (d, J = 5.7 Hz, O-CH,CHs)*, 15.82 (d, J = 5.9 Hz, O-CH.CH3) ppm.

HRMS (ESI*) obliczone dla C1gH2sF2NO3sP ([M+H]"): 384.1540, zmierzone: 384.1539.

Analiza elementarna obliczona dla CigH24F2NO3sP: 59.53 C, 6.31 H, 3.65 N, zmierzone:
59.90 C, 6.52 H, 3.69 N.

3.2.3. ((perfluorofenylo)(((R)-1-fenyloetylo)amino)metylo)fosfonian dimetylu (2.3)

OCH,
0=P-0CH,
s H

Cl__H
F N
° H-C
HiC @

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 228 mg, 56%

IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 7.35-7.14 (m, 5H, 5 CHar)*, 7.35-7.14 (m, 5H, 5
CHar), 4.51 (d, J = 24.0 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.27 (d, J = 26.0 Hz, 1H, H-C-P), 3.88 (d, J =
10.6 Hz, 3H, O-CHs), 3.88 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs)*, 3.86 (g, J = 6.6 Hz, 1H,
H(C)CHa)*, 3.73 (d, J = 10.8 Hz, 3H, O-CH3)*, 3.65 (d, J = 10.8 Hz, 3H, O-CHs), 3.61
(qd, J = 6.5; 1.4 Hz, 1H, H(C)CHs), 1.39 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CH3)*, 1.37 (d, J = 6.5
Hz, 3H, H(C)CHsz) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCls): § = -142.34 (s, 2F)*, -141.84 (s, 1F), -144.77 (s, 1F),
-155.51 (tm, J = 20.9 Hz, 1F)*, -154.58 (tm, J = 20.8 Hz, 1F), -162.71 (m, 2F)*, -161.95
(td, J = 22.0, 8.0 Hz, 2F) ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): § = 23.04 (m, 1P)*, 22.75 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 143.88 (s, Car)*, 142.71 (s, Car), 141.58-141.34 (m,
Car), 141.24-141.01 (m, Car)*, 139.87-139.67 (m, Car), 139.57-139.29 (m, Car)*,
138.35-138.14 (m, Car), 138.11-137.78 (m, Car)*, 136.66-136.52 (m, Car), 136.48-
136.13 (m, Car)*, 128.54 (s, 2 CHar), 128.19 (s, 2 CHar)*, 127.58 (s, CHar), 127.33 (s,
CHar)*, 126.73 (s, 2 CHar), 126.28 (s, 2 CHar)*, 111.18 (t, J = 15.8 Hz, Car)*, 111.10 (t,
J = 15.4 Hz, Car), 57.98 (d, J = 12.6 Hz, H(C)CHz3)*, 56.28 (d, J = 16.9 Hz, H(C)CHs),
54.29 (d, J = 6.8 Hz, O-CHj3), 54.15 (d, J = 6.8 Hz, O-CH3)*, 53.18 (d, J = 7.4 Hz,
O-CHa3)*, 52.95 (d, J = 7.0 Hz, O-CHj3), 49.48 (d, J = 161.8 Hz, H-C-P)*, 48.68 (d, J =
166.2 Hz, H-C-P), 24.43 (s, H(C)CHBa), 22.85 (s, H(C)CHa)* ppm.
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HRMS (ESI") obliczone dla C17H18FsNO3sP ([M+H]"): 410.0944, zmierzone: 410.0941.

Analiza elementarna obliczona dla C17H17FsNO3sP: 49.89 C, 4.19 H, 3.42 N, zmierzone:
50.17 C, 4.44 H, 3.48 N.

3.2.4. ((2-fluorofenylo)(((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)metylo)fosfonian
dimetylu (2.4)
OCH;

F 0=P-QCH,
Cl .H

Hi-
/
HaC \©\
OCH;

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 249 mg, 68%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 7.58 (tt, J = 7.5; 1.9 Hz, 1H, CHar), 7.50 (tt, J = 7.50;
1.9 Hz, 1H, CHar)*, 7.30-7.27 (m, 1H, CHar), 7.26-7.22 (m, 1H, CHar)*, 7.22-7.19 (m,
1H, CHar), 7.16-7.15 (m, 1H, CHar)*, 7.15-7.14 (m, 2H, 2 CHar), 7.14 (dm, J = 8.7 Hz,
2H, 2 CHar)*, 7.04-7.01 (m, 1H, CHar), 7.02-6.99 (m, 1H, CHar)*, 6.86 (dm, J = 8.7 Hz,
2H, 2 CHar), 6.78 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar)*, 4.58 (d, J = 22.2 Hz, 1H, H-C-P)*,
4.21 (d, J = 23.5 Hz, 1H, H-C-P), 3.87 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CH3)*, 3.82 (d, J = 10.7
Hz, 3H, O-CHs3), 3.79 (s, 3H, Ar-OCHy), 3.75 (s, 3H, Ar-OCH3)*, 3.74 (q, J = 6.4 Hz, 1H,
H(C)CH3)*, 3.53 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs)*, 3.47 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHa), 1.32
(d, J=6.4 Hz, 3H, H(C)CHz3)*, 1.30 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CHz3) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -118.56 (m, 1F), -118.81 (m, 1F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): § = 26.42 (d, J = 5.9 Hz, 1P)*, 26.07 (d, J = 5.8 Hz, 1P)
ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 160.99 (dd, J = 246.8; 7.1 Hz, Car), 160.46 (dd, J =
246.1; 7.5 Hz, Car)*, 158.70 (s, Car), 158.55 (s, Car)*, 136.78 (s, Car)*, 135.57 (s, Car),
129.33 (dd, J = 8.1; 2.7 Hz, Car), 129.26-129.16 (m, Car)*, 129.20 (s, CHar), 129.18 (s,
CHar)*, 127.93 (s, 2 CHar), 127.56 (s, 2 CHar)*, 124.43 (t, J = 2.9 Hz, CHar), 124.32 (t,
J = 2.8 Hz, CHar)*, 123.49 (d, J = 14.6 Hz, CHar)*, 122.98 (d, J = 14.3 Hz, CHar),
115.30-115-28 (m, CHar), 115.07 (dd, J = 22.5; 1.6 Hz, CHar)*, 113.71 (s, 2 CHar),
113.57 (s, CHar)*, 55.03 (s, Ar-OCH3)*, 54.96 (d, J = 14.2 Hz, H(C)CHz3)*, 54.54 (d, J =
17.9 Hz, H(C)CHzs), 54.14 (d, J = 6.9 Hz, O-CH3), 54.05 (d, J = 7.0 Hz, O-CHz3)*, 53.29
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(d, J = 7.3 Hz, O-CHg)*, 53.09 (d, J = 7.1 Hz, O-CH3), 49.61 (dd, J = 156.9; 1.9 Hz,
H-C-P)*, 49.45 (d, J = 161.0 Hz, H-C-P), 24.50 (s, H(C)CHs), 22.15 (s, H(C)CHa)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C1gH24FNO4P ([M+H]"): 368.1427, zmierzone: 368.1429.

Analiza elementarna obliczona dla CigsH23FNO4P: 58.85 C, 6.31 H, 3.81 N, zmierzone:
58.49 C, 6.14 H, 3.74 N.

3.2.5. ((4-fluorofenylo)(((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)metylo)fosfonian
diizopropylu (2.5)

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 298 mg, 71%

IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 7.31-7.28 (m, 2H, 2 CHar)*, 7.27-7.26 (m, 2H, 2
CHar), 7.14 (dm, J = 8.5 Hz, 2H, 2 CHar)*, 7.10 (dm, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar), 7.03 (t, J
= 8.5 Hz, 2H, 2 CHar), 6.9 (t, J = 8.5 Hz, 2H, 2 CHar)*, 6.85 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2
CHar), 6.79 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar)*, 4.79-4.74 (m, 1H, O-C-H)*, 4.74-4.71 (m,
1H, O-C-H), 4.51-4.45 (m, 1H, O-C-H)*, 4.44-4.40 (m, 1H, O-C-H), 4.12 (q, J = 7.2 Hz,
1H, H(C)CHs), 4.00 (d, J = 21.3 Hz, 1H, H-C-P)*, 3.80 (s, 3H, Ar-OCHs), 3.79 (q, J =
6.5 Hz, 1H, H(C)CHa)*, 3.77 (s, Ar-OCH3)*, 3.66 (d, J = 22.4 Hz, 1H, H-C-P), 1.36 (d, J
= 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2)*, 1.32 (d, J = 6.1 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2), 1.32 (d, J = 6.1
Hz, 3H, O-C(H)(CHa)2)*, 1.30 (d, J = 6.1 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2), 1.29 (d, J = 6.7 Hz,
3H, O-C(H)(CHs)2), 1.29 (d, J = 6.5 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2)*, 1.24 (d, J = 6.2 Hz, 3H,
O-C(H)(CHas)2)*, 1.19 (d, J = 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2), 0.94 (d, J = 6.2 Hz, 3H,
H(C)CHs)*, 0.90 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): 8 = -115.31 (m, 1F), -115.48 (m, 1F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): & = 23.06 (d, J = 4.7 Hz, 1P)*, 22.64 (d, J = 4.9 Hz, 1P)
ppm.
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13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.28 (dd, J = 245.9; 3.4 Hz, Car), 162.17 (dd, J =
245.9; 3.1 Hz, Car)*, 158.66 (s, Car), 158.55 (s, Car)*, 137.26 (s, Car)*, 135.86 (s, Car),
132.66-132.64 (m, Car)*, 132.07-132.03 (m, Car), 130.32 (t, J = 7.2 Hz, CHar), 130.05 (t,
J = 7.4 Hz, CHar)*, 128.02 (s, 2 CHar), 127.69 (s, 2 CHar)*, 115.07 (dd, J = 21.2; 1.9
Hz, CHar), 115.00 (dd, J = 21.3; 1.7 Hz, CHar)*, 113.74 (s, 2 CHar), 113.62 (s, 2 CHar)*,
71.63 (d, J = 7.5 Hz, O-C-H)*, 71.46 (d, J = 7.5 Hz, O-C-H)*, 57.70 (d, J = 154.8 Hz,
H-C-P)*, 57.49 (d, J = 158.7 Hz, H-C-P), 55.14 (s, Ar-OCHz3)*, 54.81 (d, J = 12.8 Hz,
H(C)CH3)*, 54.16 (d, J = 18.0 Hz, H(C)CHa), 24.59 (s, H(C)CHa), 24.12 (d, J = 3.2 Hz,
O-C(H)(CH3)2)*, 24.06 (d, J = 3.0 Hz, O-C(H)(CHz3)2)*, 24.01 (d, J = 3.2 Hz,
O-C(H)(CHs)2), 23.83 (d, J = 5.3 Hz, O-C(H)(CH3)2)*, 23.24 (d, J 5.7 Hz,
O-C(H)(CHs)2)*, 23.17 (d, J = 5.7 Hz, O-C(H)(CHs).), 22.31 (s, H(C)CHz)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C22H32FNO4P ([M+H]*): 424.2053, zmierzone: 424.2060.

Analiza elementarna obliczona dla C22H31FNO4P: 62.40 C, 7.38 H, 3.31 N, zmierzone:
62.65C, 7.49 H, 3.23 N.

3.2.6. ((2,4-difluorofenylo)(((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)metylo)fosfonian
dimetylu (2.6)
OCHj,

|
F 0=P-0CHjz
CZ, .H

F g
HoC @
OCHj

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 199 mg, 51%

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8 = 7.59-7.55 (m, 1H, CHar), 7.50-7.46 (m, 1H, CHar)*,
7.13 (dm, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar)*, 6.97-6.93 (m, 1H, CHar), 6.90-6.86 (m, 1H, CHar)*,
6.78 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar)*, 6.76-6.74 (m, 1H, CHar)*, 4.50 (d, J = 22 Hz, 1H,
P-C-H)*, 4.15 (d, J = 23.1 Hz, 1H, P-C-H), 3.87 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHa)*, 3.82 (d, J
= 10.5 Hz, 3H, O-CHs), 3.79 (s, 3H, Ar-OCHs), 3.75 (s, 3H, Ar-OCH3)*, 3.74 (g, J = 6.5
Hz, 1H, H(C)CHs)*, 3.57 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs)*, 3.51 (d, J = 10.6 Hz, 3H,
O-CHja), 1.32 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H(C)CH3)*, 1.30 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CHz) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCls): & = -110.39 (m, 1F), -110.56 (m, 1F)*, -113.80 (m, 1F),
-114.09 (m, 1F)* ppm.
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31p NMR (300 MHz, CDCl3): § = 26.08 (m, 1P)*, 25.77 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 162.11 (ddd, J = 249.3; 12.2; 2.9 Hz, Car)*, 160.00
(ddd, J = 248.6; 12.6; 7.5 Hz, Car)*, 158.73 (s, Car), 158.58 (s, Car)*, 136.60 (s, Car)*,
135.35 (s, Car), 130.26-130.13 (m, Car)*, 127.83 (s, 2 CHar), 127.52 (s, 2 CHar)*,
119.79 (dd, J = 15.0; 3.6 Hz, CHar)*, 113.74 (s, 2 CHar), 113.55 (s, 2 CHar)*, 111.59 (d,
J = 21.4 Hz, CHar)*, 103.59 (t, J = 26.1 Hz, CHar)*, 55.18 (d, J = 13.2 Hz, H(C)CHz3)*,
55.01 (s, Ar-OCH?3)*, 54.49 (d, J = 17.5 Hz, H(C)CHz3), 54.00 (d, J = 6.9 Hz, O-CHa)*,
53.13 (d, J = 7.2 Hz, O-CH3)*, 52.95 (d, J = 7.1 Hz, O-CHs3), 49.31 (d, J = 157.1 Hz,
H-C-P)*, 49.08 (d, J = 161.4 Hz, H-C-P), 24.51 (s, H(C)CH3), 22.28 (s, H(C)CH3)* ppm.

HRMS (ESI™) oblczone dla C1sH23F2NO4P ([M+H]"): 386.1333, zmierzone: 386.1334.

Analiza elementarna obliczona dla CisH2F2NO4P: 56.10 C, 5.75 H, 3.63 N, zmierzone:
56.14 C, 5.44 H, 3.67 N.

3.2.7. ((2,4-difluorofenylo)(((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)metylo)fosfonian
dietylu (2.7)
OC,Hs

F 0=P-0C,Hs
Cl H

F )
HoC Q
OCH,4

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 177 mg, 54%

'H NMR (600 MHz, CDCls): & = 7.59-7.54 (m, 1H, CHar), 7.50-7.45 (m, 1H, CHar)*,
7.13 (dm, J = 8.4 Hz, 2H, 2 CHar)*, 7.14-7.11 (m, 2H, 2 CHar), 6.95 (td, J = 8.3; 2.4 Hz,
1H, CHar), 6.87 (td, J = 8.4; 2.4 Hz, 1H, CHar)*, 6.86 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 6.80-
6.78 (m, 1H, CHar), 6.78 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar)*, 6.76-6.72 (m, 1H, CHar)*, 4.47
(d, J = 22.1 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.30-4.23 (m, 1H, O-CH.CHa)*, 4.23-4.18 (m, 1H,
O-CH2CHa)*, 4.21-4.17 (m, 1H, O-CH2CHj3), 4.17-4.12 (m, 1H, O-CH2CHa), 4.12 (d, J =
22.8 Hz, 1H, H-C-P), 4.00-3.94 (m, 1H, O-CH2CHz)*, 3.94-3.90 (m, 1H, O-CH2CH3),
3.89-3.83 (m, 1H, O-CH>CHj3)*, 3.82-3.79 (m, 1H, O-CH>CHj3), 3.79 (s, 3H, Ar-OCHs),
3.76 (s, Ar-OCHs)*, 3.75 (g, J = 6.5 Hz, 1H, H(C)CHs)*, 3.48 (g, J = 6.5 Hz, 1H,
H(C)CHzs), 1.36 (td, J = 7.1; 0.4 Hz, 3H, O-CH.CHa)*, 1.33-1.29 (m, 3H, O-CH.CHj3),
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1.32 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H(C)CHs)*, 1.30 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H(C)CHs), 1.13 (td, J = 7.1;
0.3 Hz, 3H, O-CH2CHs)*, 1.09 (td, J = 7.1; 0.4 Hz, 3H, O-CH2CHs) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): & = -111.22 (m, 1F), -111.40 (m, 1F)*, -114.22 (m, 1F),
-114.53 (m, 1F)* ppm.

3P NMR (300 MHz, CDCls): & = 23.76 (m, 1P)*, 23.29 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.09 (ddd, J = 248.9; 12.0; 3.0 Hz, Car)*, 161.51
(ddd, J = 248.6; 11.9; 7.4 Hz, Car)*, 158.74 (s, Car), 158.59 (s, Car)*, 136.80 (s, Car)*,
135.57 (s, Car), 130.32-130.19 (m, Car)*, 127.88 (s, 2 CHar), 127.56 (s, 2 CHar)*,
120.19 (dd, J = 15.0; 3.7 Hz, CHar)*, 119.61-119.49 (m, CHar), 113.72 (s, 2 CHar),
113.58 (s, 2 CHar)*, 111.73-111.67 (m, CHar), 111.46 (dm, J = 21.2 Hz, CHar)*, 103.26
(t, J = 26.0 Hz, CHar)*, 63.26 (d, J = 6.9 Hz, O-CH>CHg)*, 62.62 (d, J = 7.2 Hz,
O-CH2CH3)*, 62.49 (d, J = 7.2 Hz, O-CH2CH3), 55.25 (d, J = 13.2 Hz, H(C)CH3)*, 55.05
(s, Ar-OCH3)*, 54.56 (d, J = 17.3 Hz, H(C)CH3), 49.74 (d, J = 156.8 Hz, H-C-P)*, 49.56
(d, J =161.5 Hz, H-C-P), 24.54 (s, H(C)CH?3), 22.37 (s, H(C)CH3)*, 16.33 (d, J = 5.8 Hz,
O-CH2CHs)*, 16.24 (d, J = 5.9 Hz, O-CH2CHa), 16.02 (d, J = 5.7 Hz, O-CH2CHz3)*,
15.94 (d, J =5.9 Hz, O-CH2CHz) ppm.

HRMS (ESI*) obliczone dla C2H27F2NO4P ([M+H]): 414.1646, zmierzone: 414.1648.

Analiza elementarna obliczona dla C2oH26F2NO4P: 58.11 C, 6.34 H, 3.39 N, zmierzone:
57.85C, 6.22 H, 3.40 N.

3.2.8. ((2,4-difluorofenylo)(((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)metylo)fosfonian
diizopropylu (2.8)

G

CH3 _cH

HsC—CH O “CH,

F/©/H ‘/
OCHj

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 387 mg, 88%

IH NMR (600 MHz, CDsOD): & = 7.63-7.59 (m, 1H, CHar), 7.48 (dm, J = 8.5 Hz, 1H,
CHar)*, 7.11 (dm, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar)*, 7.03 (td, J = 8.5; 2.5 Hz, 1H, CHar), 6.93
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(td, J = 8.3; 2.5 Hz, 1H, CHar)*, 6.86 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar), 6.86-6.81 (m, 1H,
CHar)*, 6.75 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar)*, 4.81-4.75 (m, 1H, O-C-H)*, 4.73-4.68 (m,
1H, O-C-H), 4.52-4.47 (m, 1H, O-C-H)*, 4.45-4.41 (m, 1H, O-C-H), 4.35 (d, J = 22.3
Hz, 1H, H-C-P)*, 4.04 (d, J = 23.6 Hz, 1H, H-C-P), 3.77 (g, J = 6.5 Hz, 1H, H(C)CHa)*,
3.77 (s, 3H, Ar-OCHg), 3.72 (s, 3H, Ar-OCH3)*, 3.44 (q, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHz), 1.39
(d, J = 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHz)2)*, 1.33 (d, J = 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHz)2)*, 1.31 (m,
3H, O-C(H)(CHa)z), 1.30 (d, J = 6.5 Hz, 3H, O-C(H)(CHa)2)*, 1.30-1.28 (m, 6H,
O-C(H)(CHs)2), 1.24 (d, J = 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2)*, 1.19 (d, J = 6.2 Hz, 3H,
O-C(H)(CHa)z), 1.02 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H(C)CH3)*, 0.98 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H(C)CHz)
ppm.

F NMR (300 MHz, CD30D): § = -111.47 (m, 1F), -111.62 (m, 1F)*, -113.94 (m, 1F),
-114.44 (m, 1F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDs0OD): § = 22.07 (t, J = 5.3 Hz, 1P)*, 21.69 (t, J = 5.3 Hz, 1P)
ppm.

13C NMR (150 MHz, CD3;0D): § = 162.39 (ddd, J = 259.8; 12.3; 3.2 Hz, Car)*, 160.63
(ddd, J = 247.8; 12.2; 7.5 Hz, Car)*, 159.14 (s, Car), 158.92 (s, Car)*, 136.71 (s, Car)*,
135.36 (s, Car), 130.61-130.48 (m, Car)*, 130.44-130.33 (m, Car), 127.88 (s, 2 CHar),
127.45 (s, 2 CHar)*, 120.55 (dd, J = 15.0; 3.7 Hz, CHar)*, 113.55 (s, 2 CHar), 113.38 (s,
2 CHar)*, 111.23 (dt, J = 20.9; 2.3 Hz, CHar), 111.04 (dt, J = 21.5; 3.0 Hz, CHar)*,
103.25-102.89 (m, CHar), 103.00-102.64 (m, CHar)*, 72.26 (d, J = 7.5 Hz, O-C-H)*,
72.15 (d, J = 7.4 Hz, O-C-H), 71.87 (d, J = 7.8 Hz, O-C-H)*, 71.79 (d, J = 7.6 Hz,
0-C-H), 55.96 (d, J = 13.0 Hz, H(C)CHa)*, 54.63 (d, J = 17.7 Hz, H(C)CHs), 54.34 (s,
Ar-OCHs), 54.31 (s, Ar-OCHs)*, 50.39 (d, J = 160.6 Hz, H-C-P)*, 50.04 (d, J = 161.3
Hz, H-C-P), 23.37 (s, H(C)CHs3), 23.12 (d, J = 3.3 Hz, O-C(H)(CHs)2)*, 23.06 (d, J = 3.4
Hz, O-C(H)(CHas)2), 22.98 (d, J = 3.6 Hz, O-C(H)(CHa)2)*, 22.94 (d, J = 3.8 Hz,
O-C(H)(CHs)2), 22.88 (d, J = 5.2 Hz, O-C(H)(CHa)2)*, 2238 (d, J = 5.3 Hz,
O-C(H)(CHzs)2)*, 21.68 (s, H(C)CHs)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C22H31FoNO4P ([M+H]"): 442.1959, zmierzone: 442.1964.

Analiza elementarna obliczona dla C22H3F2NO4P: 59.86 C, 6.85 H, 3.17 N, zmierzone;
60.05 C, 6.79 H, 3.24 N.
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3.2.9. (((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)(2,4,6-trifluorofenylo)metylo)fosfonian
dimetylu (2.9)

OCH;
0=P-0OCHj
5 _H

-

C. _H

N

F2,4,6‘©/H o
OCHjy

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 127 mg, 40%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 7.15 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 7.14 (dm, J = 8.7 Hz,
2H, 2 CHar)*, 6.86 (dm, J = 8.8 Hz, 2H 2 CHar), 6.76 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar)*,
6.60 (t, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar)*, 4.51 (d, J = 24.5 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.23 (d, J = 26.2
Hz, 1H, H-C-P), 3.86 (d, J = 10.5 Hz, 3H, O-CH3)*, 3.85 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHa),
3.81 (q, J = 6.4 Hz, 1H, H(C)CHa)*, 3.80 (s, 3H, Ar-OCHg), 3.75 (s, 3H, Ar-OCHs)*,
3.68 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CH3)*, 3.60 (d, J = 10.7 Hz, 3H, O-CH3), 3.56 (g, J = 6.3 Hz,
1H, H(C)CHs), 1.33 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H(C)CHa)*, 1.33 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CH3)
ppm.

19 NMR (300 MHz, CDCls): & = -108.36 (m, 1F), -108.82 (m, 1F)*, -109.53 — -111.99
(m, 2F and 2F*) ppm.

1P NMR (300 MHz, CDCls): & = 24.73 (m, 1P)*, 24.34 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): 8= 162.98-162.57 (m, Car)*, 161.39-160.80 (m, 2 Car)*,
158.88 (s, Car), 158.70 (s, Car)*, 136.45 (s, Car)*, 135.19 (s, Car), 127.97 (s, 2 CHar),
127.53 (s, 2 CHar)*, 113.81 (s, 2 CHar), 113.64 (s, 2 CHar)*, 109.54-109.27 (m, Car)*,
108.37-108.21 (m, Car), 100.68-100.54 (m, 2 CHar), 100.50-100.11 (m, 2 CHar)*, 56.27
(d, J = 12.7 Hz, H(C)CH3)*, 55.35 (d, J = 17.5 Hz, H(C)CH3), 55.08 (s, Ar-OCH3)*,
55.06 (s, Ar-OCHs), 54.21 (d, J = 6.8 Hz, O-CHBa), 54.03 (d, J = 6.9 Hz, O-CHz3)*, 53.19
(d, J =7.4 Hz, O-CH3)*, 52.94 (d, J = 7.0 Hz, O-CH?3), 48.53 (d, J = 160.8 Hz, H-C-P)*,
48.02 (d, J = 166.5 Hz, H-C-P), 24.62 (s, H(C)CH?3), 22.63 (s, H(C)CH3)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C1gH22F3NO4P ([M+H]"): 404.1238, zmierzone: 404.1236.

Analiza elementarna obliczona dla CigH21FsNO4P: 53.60 C, 5.25 H, 3.47 N, zmierzone:
53.84 C, 5.56 H, 3.80 N.
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3.2.10. (((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)(perfluorofenylo)metylo)fosfonian
dimetylu (2.10)

OCH,

HaC \©\
OCH,

Zwigzek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 109 mg, 32%

IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 7.14 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2 CHar), 7.11 (d, J = 8.6 Hz,
2H, 2 CHar)*, 6.87 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2 CHar), 6.75 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar)*, 4.49
(d, J = 24.5 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.25 (d, J = 25.9 Hz, 1H, H-C-P), 3.88 (d, J = 10.6 Hz, 3H,
O-CHs), 3.87 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHa)*, 3.82 (g, J = 6.5 Hz, 1H, H(C)CHa)*, 3.81 (s,
3H, Ar-OCHs), 3.76 (s, 3H, Ar-OCHs)*, 3.73 (d, J = 10.7 Hz, 3H, O-CHa)*, 3.65 (d, J =
10.8 Hz, 3H, O-CHs), 3.55 (qd, J = 6.4; 1.0 Hz, 1H, H(C)CHs), 1.37 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
H(C)CH3)*, 1.35 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): & = -141.62 (s, 1F), -144.67 (s, 1F), -142.13 (d, J = 18.7
Hz, 2F)*, -154.40 (td, J = 20.9; 4.8 Hz, 1F), -155.43 (td, J = 20.9; 4.6 Hz, 1F)*, -161.80
(td, J = 21.9; 8.0 Hz, 2F), -162.57 (m, 2F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCl3): § = 23.24 (m, 1P)*, 22.97 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 159.10 (s, Car), 158.91 (s, Car)*, 141.40-141.07 (m,
Car)*, 139.67-139.39 (m, Car)*, 138.22-137.92 (m, Car)*, 136.75-136.25 (m, Car)*,
136.13-135.94 (m, Car)*, 134.82-134.62 (m, Car), 127.92 (s, 2 CHar), 127.52 (s, 2
CHar)*, 114.02 (s, 2 CHar), 113.66 (s, 2 CHar)*, 111.30 (t, J = 17.6 Hz, Car)*, 110.15 (t,
J =17.2 Hz, Car), 57.32 (d, J = 12.7 Hz, H(C)CHa)*, 55.71 (d, J = 17.1 Hz, H(C)CHj),
55.17 (s, Ar-OCHz3)*, 55.16 (s, Ar-OCHz3), 54.54 (d, J = 6.8 Hz, O-CH3), 54.37 (d, J = 6.9
Hz, O-CHa)*, 53.39 (d, J = 7.4 Hz, O-CH3)*, 53.15 (d, J = 7.1 Hz, O-CH3), 49.42 (d, J =
161.9 Hz, H-C-P)*, 48.62 (d, J = 166.8 Hz, H-C-P), 24.59 (s, H(C)CHz), 22.93 (s,
H(C)CHs)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C1gH20FsNO4P ([M+H]"): 440.1050, zmierzone: 440.1049.

Analiza elementarna obliczona dla C1gH19FsNO4P: 49.21 C, 4.36 H, 3.19 N, zmierzone:
49.17 C,4.40H, 3.34 N.
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3.2.11. (((R)-1-(4-metoksyfenylo)etylo)amino)(perfluorofenylo)metylo)fosfonian
dietylu (2.11)

OCsHs

HaC \©\
OCHj

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 129 mg, 35%

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 7.15 (dm, J = 8.6 Hz, 2H, 2 CHar), 7.12 (dm, J = 8.7
Hz, 2H, 2 CHar)*, 6.87 (dm, J = 8.7 Hz, 2H, 2 CHar), 6.75 (dm, J = 8.8 Hz, 2H, 2
CHar)*, 4.45 (d, J = 24.4 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.27-4.17 (m, 2H, O-CH.CH3)*, 4.27-4.17
(m, 2H, O-CH,CHs), 4.22 (d, J = 21.2 Hz, H-C-P), 4.13-4.02 (m, 2H, O-CH2CH3)*, 4.13-
4.02 (m, 1H, O-CH,CHs), 4.01-3.96 (m, 1H, O-CH.CH3), 3.84 (q, J = 6.5 Hz, 1H,
H(C)CHa)*, 3.81 (s, 3H, Ar-OCHs), 3.76 (s, 3H, Ar-OCHz)*, 3.56 (qd, J = 6.4; 1.2 Hz,
1H, H(C)CHs), 1.36-1.33 (m, 3H, O-CH,CH3)*, 1.36-1.33 (m, 3H, O-CH,CHz), 1.36-
1.33 (m, 3H, H(C)CHa)*, 1.36-1.33 (m, 3H, H(C)CH3), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
O-CH2CHa)*, 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH2CH3) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCls): § = -141.49 (s, 1F), -144.72 (s, 1F), -141.99 (s, 2F)*,
-154.76 (td, J = 20.8; 4.9 Hz, 1F), -155.77 (td, J = 21.0; 4.7 Hz, 1F)*, -162.13 (s, 2F),
-162.87 (s, 2F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): § = 20.81 (m, 1P)*, 20.39 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCl3): & = 159.11 (s, Car), 158.93 (s, Car)*, 141.22-141.00 (m,
Car)*, 139.53-139.35 (m, Car)*, 138.30-137.99 (m, Car)*, 136.53-136.28 (m, Car)*,
136.22 (s, Car)*, 134.90 (s, Car), 128.02 (s, 2 CHar), 127.61 (s, 2 CHar)*, 114.00 (s, 2
CHar), 113.69 (s, 2 CHar)*, 111.81 (t, J = 14.5 Hz, Car)*, 110.80-110.54 (m, Car), 63.75
(d, J = 6.8 Hz, O-CH,CHa), 63.62 (d, J = 6.9 Hz, O-CH>CH?3)*, 62.86 (d, J = 7.4 Hz,
O-CH2CH?3)*, 62.70 (d, J = 6.9 Hz, O-CH>CH?3), 57.26 (d, J = 12.2 Hz, H(C)CH?3)*, 55.77
(d, J = 16.9 Hz, H(C)CH3), 55.23 (s, Ar-OCH?3)*, 50.05 (d, J = 160.6 Hz, H-C-P)*, 49.40
(d, J =165.8 Hz, H-C-P), 24.71 (s, H(C)CHa), 23.03 (s, H(C)CHs)*, 16.42 (d, J = 5.7 Hz,
O-CH2CHs3)*, 16.40 (d, J = 6.0 Hz, O-CH.CH3), 16.25 (d, J = 5.8 Hz, O-CH.CHa)*,
16.14 (d, J=6.1 Hz, O-CH2CH3) ppm.
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HRMS (ESI") obliczone dla C2oH24FsNO4P ([M+H]"): 468.1363, zmierzone: 468.1362.

Analiza elementarna obliczona dla C2oH23FsNO4P: 51.40 C, 4.96 H, 3.00 N, zmierzone:
51.69 C,5.33 H, 3.34 N.

3.2.12. (((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)(2-fluorofenylo)metylo)fosfonian
dimetylu (2.12)
OCHjs

|
F 0=P—-QCH,
5 H

cl _H
N

H'C\ /CH3
! C

HsC 7 CH
°Y CHy' ®

Zwiazek otrzymano w postaci zottego oleju, 212 mg, 67%

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8 = 7.61-7.59 (m, 1H, CHar), 7.57 (tt, J = 7.5; 2.0 Hz, 1H,
CHar)*, 7.29-7.24 (m, 1H, CHar)*, 7.29-7.24 (m, 1H, CHar), 7.18 (t, J = 7.5 Hz, 1H,
CHar)*, 7.18 (t, J = 7.5 Hz, 1H, CHar), 7.06-7.03 (m, 1H, CHar)*, 7.06-7.03 (m, 1H,
CHar), 4.63 (d, J = 22.7 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.48 (d, J = 23.6 Hz, 1H, H-C-P), 3.90 (d, J =
10.6 Hz, 3H, O-CHs), 3.86 (d, J = 10.4 Hz, 3H, O-CHa)*, 3.59 (d, J = 10.5 Hz, 3H,
O-CH3)*, 3.51 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs3), 2.24 (g, J = 6.7 Hz, 1H, H(C)CHs), 2.09 (qd,
J = 6.3; 0.9 Hz 1H, H(C)CHs)*, 0.96 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H(C)CHa)*, 0.90 (s, 9H,
C(CHa)3), 0.85 (s, 9H, C(CH3)3)*, 0.78 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -119.42 (m, 1F), -119.55 (m, 1F)* ppm.
31p NMR (300 MHz, CDCl3): § = 26.39 (d, J = 6.3 Hz, 1P)*, 26.04 (d, J = 6 Hz, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 160.98 (dd, J = 245.9; 7.6 Hz, Car)*, 160.42 (dd, J =
245.5; 7.7 Hz, Car), 129.55 (t, J = 3.9 Hz, Car)*, 129.41 (t, J = 3.9 Hz, Car), 129.13-
129.05 (m, CHar)*, 124.21 (t, J = 3.0 Hz, CHar), 124.13 (t, J = 3.0 Hz, CHar)*, 123.09
(dd, J = 14.2; 2.1 Hz, CHar)*, 115.03 (dd, J = 22.7; 1.9 Hz, CHar)*, 61.92 (d, J = 15.4
Hz, H(C)CH3), 58.24 (d, J = 15.7 Hz, H(C)CHs)*, 54.16 (d, J = 6.8 Hz, O-CH3)*, 53.14
(d, J = 7.0 Hz, O-CH3)*, 53.10 (dd, J = 159.3; 2.2 Hz, H-C-P), 52.81 (d, J = 7.3 Hz,
0-CHs), 49.20 (d, J = 158.5 Hz, H-C-P)*, 35.26 (s, C(CHa)s), 33.78 (s, C(CHa)s)*, 26.14
(s, C(CHs)3)*, 26.14 (s, C(CHs)3), 17.04 (s, H(C)CHs), 13.32 (s, H(C)CHs)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C1sH26FNO3P ([M+H]"): 318.1634, zmierzone: 318.1625.

171



CZESC EKSPERYMENTALNA

Analiza elementarna obliczona dla Ci1sH2sFNOsP: 56.77 C, 7.94 H, 4.41 N, zmierzone:
57.14 C, 8.05 H, 4.32 N.

3.2.13. (((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)(4-fluorofenylo)metylo)fosfonian
dimetylu (2.13)

OCH,

Ccl _H
N
/©/H’C\ ~CHg
F C

H3C T CH
7 CHy ®

Zwiazek otrzymano w postaci biatego ciata statego, 246 mg, 39%
Temperatura topnienia = 79-81°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 7.42-7.41 (m, 2H, 2 CHar), 7.40-7.37 (m, 2H, 2
CHar)*, 7.06-7.02 (m, 2H, 2 CHar)*, 7.06-7.02 (m, 2H, 2 CHar), 4.17 (d, J = 21.0 Hz,
1H, H-C-P)*, 3.98 (d, J = 22.6 Hz, 1H, H-C-P), 3.84 (d, J = 10.5 Hz, 3H, O-CHg), 3.77
(d, J =10.4 Hz, 3H, O-CHs)*, 3.60 (d, J = 10.4 Hz, 3H, O-CH3)*, 3.49 (d, J = 10.5 Hz,
3H, O-CHs), 2.25 (g, J = 6.7 Hz, 1H, H(C)CHg), 2.09 (q, J = 6.4 Hz, 1H, H(C)CHs)*,
0.94 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H(C)CH?3)*, 0.90 (s, 9H, C(CHg)3), 0.85 (s, 9H, C(CHz3)3)*, 0.77
(d, J =6.7 Hz, 1H, H(C)CHz3) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): & = -114.97 (m, 1F)*, -115.03 (m, 1F) ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): § = 26.74 (d, J = 5.2 Hz, 1P)*, 26.46 (d, J = 4.8 Hz, 1P)
ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 162.36 (dd, J = 246.3; 3.5 Hz, Car)*, 133.61 (d, J = 2.7
Hz, Car), 131.59 (t, J = 3.6 Hz, Car)*, 130.32 (dd, J = 8.0; 6.6 Hz, 2 CHar)*, 130.01 (dd,
J=8.0; 6.8 Hz, 2 CHar), 115.26 (dd, J = 21.4; 2.0 Hz, 2 CHar), 115.21 (dd, J = 21.5; 2.4
Hz, 2 CHar)*, 61.77 (d, J = 14.8 Hz, H(C)CHs3), 60.97 (d, J = 154.8 Hz, H-C-P), 57.82 (d,
J = 15.7 Hz, H(C)CH3)*, 57.28 (d, J = 154.7 Hz, H-C-P)*, 53.97 (d, J = 7.0 Hz, O-CHa),
53.88 (d, J = 7.0 Hz, O-CHa)*, 53.34 (d, J = 6.9 Hz, O-CH3)*, 52.95 (d, J = 7.1 Hz,
O-CHs), 35.42 (s, C(CHs)s), 33.99 (s, C(CHs)3)*, 26.32 (s, C(CHas)s)*, 26.30 (s,
C(CHs)3), 17.25 (s, H(C)CHs), 13.15 (s, H(C)CHz)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C1sH26FNO3P ([M+H]"): 318.1634, zmierzone: 318.1629.
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Analiza elementarna obliczona dla Ci1sH2sFNOsP: 56.77 C, 7.94 H, 4.41 N, zmierzone:
56.71C, 8.31 H, 4.38 N.

3.2.14. (((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)(4-fluorofenylo)metylo)fosfonian dietylu
(2.14)

OCaHs

Ccl _H
N
/©/H’C\ ~CHg
F C

H3C T CH
7 CHy ®

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 134 mg, 39%

'H NMR (600 MHz, CDCls): & = 7.42-7.40 (m, 2H, 2 CHar), 7.40-7.37 (m, 2H, 2
CHar)*, 7.05-7.01 (m, 2H, 2 CHar)*, 4.21-4.08 (m, 2H, O-CH,CHa3)*, 4.21-4.08 (m, 2H,
0-CH,CHg), 4.21-4.08 (m, 1H, O-CH,CHj3), 4-21-4.08 (m, 1H, H-C-P), 4.15 (d, J = 21.1
Hz, 1H, H-C-P)*, 4.03-3.98 (m, 1H, O-CH,CH3)*, 3.93-3.88 (m, 1H, O-CH,CH3)*, 3.76-
3.72 (m, 1H, O-CH>CH3), 2.26 (g, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHz), 2.09 (qd, J = 6.4; 0.9 Hz,
1H, H(C)CHa)*, 1.32 (td, J = 7.1; 0.4 Hz, 3H, O-CH2CH3), 1.29 (td, J = 7.1; 0.5 Hz, 3H,
O-CH2CHa3)*, 1.17 (td, J = 7.1; 0.4 Hz, 3H, O-CH,CH3)*, 1.09 (td, J = 7.1; 0.4 Hz, 3H,
O-CH,CHg), 0.93 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H(C)CHs)*, 0.89 (s, 9H, C(CHs)3), 0.85 (s, 9H,
C(CHa)s)*, 0.77 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H(C)CHz) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDCls): § = -115.21 (m, 1F)*, -115.31 (m, 1F) ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): § = 24.55 (d, J = 5.3 Hz, 1P)*, 24.26 (d, J = 4.8 Hz, 1P)
ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCl3): § = 162.30 (dd, J = 246.0; 3.5 Hz, Car)*, 133.70 (d, J = 3.2
Hz, Car), 131.70 (d, J = 3.8 Hz, Car)*, 130.35 (dd, J = 7.9; 6.6 Hz, 2 CHar)*, 130.05 (dd,
J=17.8: 6.7 Hz, 2 CHar), 115.09 (dd, J = 21.4; 2.0 Hz, 2 CHar), 115.03 (dd, J = 21.4; 2.5
Hz, 2 CHar)*, 63.25 (d, J = 7.0 Hz, O-CH,CH3)*, 62.85 (d, J = 7.0 Hz, O-CH,CH3)*,
62.52 (d, J = 7.2 Hz, O-CH,CHs), 62.86 (d, J = 14.8 Hz, H(C)CHs), 61.11 (d, J = 154.7
Hz, H-C-P), 57.82 (d, J = 15.7 Hz, H(C)CHa)*, 57.47 (d, J = 154.8 Hz, H-C-P)*, 35.41
(s, C(CHa)s), 34.00 (s, C(CH3)s)*, 26.30 (s, C(CHa)3)*, 20.74 (s, C(CHs)3), 17.15 (s,
H(C)CHs), 16.41 (d, J = 6.0 Hz, O-CH,CHs), 16.30 (d, J = 5.8 Hz, O-CH.CH3)*, 16.16
(d, J = 5.7 Hz, O-CH2CHs)*, 16.09 (d, J = 5.9 Hz, O-CH,CHs), 13.13 (s, H(C)CHa)*
ppm.
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HRMS (ESI™) obliczone dla C17H30FNO3P ([M+H]"): 346.1947, zmierzone: 346.1941.

Analiza elementarna obliczona dla Ci17H29FNOsP: 59.12 C, 8.46 H, 4.06 N, zmierzone:
59.23C, 8.71 H, 4.09 N.

3.2.15. ((2,4-difluorofenylo)(((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)metylo)fosfonian
dimetylu (2.15)
OCHs

F O=P-OCHj3
s H

c’ _H
N

H’/C\ /CH3

HsC T CH
CHj; °

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoitego oleju, 174 mg, 52%

IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 7.59-7.55 (m, 1H, CHar)*, 6.93 (td, J = 8.5; 2.3 Hz, 1H,
CHar)*, 6.83-6.79 (m, 1H, CHar)*, 4.57 (d, J = 22.5 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.42 (d, J = 23.7
Hz, 1H, H-C-P), 3.91 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs), 3.86 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHa)*,
3.63 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CH3)*, 3.55 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs), 2.22 (g, J = 6.7 Hz,
1H, H(C)CHs3), 2.06 (g, J = 6.4 Hz, 1H, H(C)CH3)*, 0.96 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H(C)CHa)*,
0.90 (s, 9H, C(CHa)3), 0.84 (s, 9H, C(CHa)3)*, 0.78 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

F NMR (300 MHz, CDClg): 6 = -111.11 (m, 1F)*, -111.11 (m, 1F), -115.18 (m, 1F),
-115.34 (m, 1F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCl3): § = 26.15 (m, 1P)*, 25.81 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCl3): § = 162.23 (ddd, J = 249.2; 12.2; 3.1 Hz, Car)*, 161.00
(ddd, J = 248.5; 11.9; 7.6 Hz, Car)*, 130.74-130.61 (m, Car)*, 130.57-130.44 (m, Car),
119.11 (dt, J = 14.5; 2.6 Hz, CHar)*, 111.62 (dt, J = 21.4; 3.2 Hz, CHar)*, 103.61-103.25
(m, CHar)*, 62.10 (d, J = 15.3 Hz, H(C)CHs3), 58.44 (d, J = 15.6 Hz, H(C)CHas)*, 54.32
(d, J = 6.8 Hz, O-CH3)*, 53.27 (d, J = 7.2 Hz, O-CHa)*, 52.92 (d, J = 7.4 Hz, O-CHa),
48.92 (d, J = 159.8 Hz, H-C-P)*, 35.29 (s, C(CHs)3), 33.85 (s, C(CHa)s)*, 26.17 (s,
C(CHs)3)*, 17.05 (s, H(C)CHs), 13.38 (s, H(C)CHas)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C1sH25F2NO3sP ([M+H]"): 336.1540, zmierzone: 336.1534.

Analiza elementarna obliczona dla CisH24F2NOsP: 53.73 C, 7.21 H, 4.18 N, zmierzone;
53.44 C, 7.53 H, 4.09 N.
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3.2.16. ((2,4-difluorofenylo)(((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)metylo)fosfonian
dietylu (2.16)
OCaHs

F O:E):HOCZHS

cl _H
N

H-C. . .CHj

HsC  T>CH
CH; °

Zwigzek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 187 mg, 65%

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8= 7.62-7.59 (m, 1H, CHar), 7.59-7.55 (m, 1H, CHar)*,
6.92 (td, J = 8.4; 2.4 Hz, 1H, CHar)*, 6.92 (td, J = 8.4; 2.4 Hz, 1H, CHar), 6.81-6.78 (m,
1H, CHar)*, 6.81-6.78 (m, 1H, CHar), 4.54 (d, J = 22.3 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.40 (d, J =
23.7 Hz, 1H, H-C-P), 4.28-4.16 (m, 2H, O-CH2CHs)*, 4.28-4.16 (m, 2H, O-CH2CHz),
4.05-3.98 (m, 1H, O-CH,CHs)*, 3.97-3.90 (m, 1H, O-CH2CHs)*, 3.97-3.90 (m, 1H,
O-CH,CHs), 3.84-3.80 (m, 1H, O-CH2CHs), 2.23 (g, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHs), 2.06 (qd,
J=6.3; 0.9 Hz, 1H, H(C)CHs)*, 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,CHs), 1.33 (td, J = 7.1;
0.5 Hz, 3H, O-CH2CHs)*, 1.16 (td, J = 7.1; 0.4 Hz, 3H, O-CH,CHs)*, 1.11 (td, J = 7.1;
0.3 Hz, 3H, O-CH,CHs3), 0.96 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H(C)CH3)*, 0.90 (s, 9H, C(CHs)s), 0.84
(s, 9H, C(CHs)3)*, 0.78 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): & = -111.48 (m, 1F)*, -111.48 (m, 1F), -115.15 (m, 1F),
-115.33 (m, 1F)* ppm.

$1P NMR (300 MHz, CDCls): & = 23.77 (m, 1P)*, 23.45 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 162.15 (ddd, J = 248.8; 12.2; 3.2 Hz, Car)*, 161.10
(ddd, J = 248.4; 11.9; 7.5 Hz, Car)*, 130.82-130.69 (s, Car)*, 130.62-130.50 (m, Car),
119.52 (dt, J = 14.4; 3.0 Hz, CHar)*, 111.45 (dt, J = 21.3; 3.2 Hz, CHar)*, 103.45-103.09
(m, CHar)*, 63.50 (d, J = 6.7 Hz, O-CH2CH3)*, 63.42 (d, J = 7.1 Hz, O-CH2CHs), 62.72
(d, J = 7.1 Hz, O-CH2CHs)*, 62.44 (d, J = 7.4 Hz, O-CH2CHs), 62.06 (d, J = 15.0 Hz,
H(C)CHs), 58.41 (d, J = 15.5 Hz, H(C)CHg)*, 52.92 (d, J = 158.8 Hz, H-C-P), 49.25 (d, J
= 159.0 Hz, H-C-P)*, 35.50 (s, C(CH3)3), 33.91 (s, C(CHz3)3)*, 26.21 (s, C(CHa)s)*, 17.02
(s, H(C)CHs), 16.40 (d, J = 5.9 Hz, O-CH.CHs3), 16.28 (d, J = 5.9 Hz, O-CHyCHs)*,
16.08 (d, J = 5.8 Hz, O-CH,CHa)*, 16.01 (d, J = 5.9 Hz, O-CH,CHs), 13.40 (s,
H(C)CHs)* ppm.

HRMS (ESI™) obliczone dla C17H20F2NO3sP ([M+H]"): 364.1853, zmierzone: 364.1849.

175



CZESC EKSPERYMENTALNA

Analiza elementarna obliczona dla C17H2sF2NO3P: 56.19 C, 7.77 H, 3.85 N, zmierzone:
56.33C, 7.73 H, 3.94 N.

3.2.17. ((2,4-difluorofenylo)(((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)metylo)fosfonian
diizopropylu (2.17)

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozoitego oleju, 213 mg, 54%

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8 = 7.63-7.60 (m, 1H, CHar), 7.59-7.55 (m, 1H, CHar)*,
6.90 (td, J = 8.4; 2.5 Hz, 1H, CHar)*, 6.80-6.76 (m, 1H, CHar)*, 4.84-4.77 (m, 1H,
O-C-H), 4.57-4.52 (m, 1H, O-C-H)*, 4.47 (d, J = 22.7 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.48-4.43 (m,
1H, O-C-H), 4.35 (d, J = 23.6 Hz, 1H, H-C-P), 2.24 (q, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CH3), 2.04
(qd, J = 6.4; 1.0 Hz, 1H, H(C)CH3)*, 1.35 (d, J = 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2)*, 1.34 (d, J
= 6.1 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2), 1.32 (d, J = 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2)*, 1.24 (d, J = 6.2
Hz, 3H, O-C(H)(CHs)2)*, 1.22 (d, J = 6.2 Hz, 3H, O-C(H)(CHs)z), 1.04 (d, J = 6.2 Hz,
3H, O-C(H)(CHs)2)*, 0.95 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H(C)CH3)*, 0.90 (s, 9H, C(CHs)s), 0.84 (s,
9H, C(CHs)s)*, 0.77 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCl3): § = -111.84 (m, 1F)*, -111.84 (m, 1F), -115.01 (m, 1F),
-115.26 (m, 1F)* ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCls): § = 22.16 (m, 1P)*, 22.00 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): § = 161.97 (ddd, J = 248.5; 12.0; 3.0 Hz, Car)*, 161.41
(ddd, J = 248.3; 11.8; 7.5 Hz, Car)*, 130.75-130.63 (m, Car)*, 130.59-130.53 (m, Car),
121.99 (dd, J = 15.2; 3.8 Hz, CHar), 119.91 (dm, J = 14.5 Hz, CHar)*, 111.21 (dt, J =
21.2; 2.9 Hz, CHar)*, 103.22-102.86 (m, CHar)*, 71.63 (d, J = 7.0 Hz, O-C-H)*, 71.36
(d, J = 7.3 Hz, O-C-H), 71.02 (d, J = 7.3, O-C-H)*, 70.93 (d, J = 7.6 Hz, O-C-H), 61.74
(d, J = 14.5 Hz, H(C)CHs), 58.19 (d, J = 15.7 Hz, H(C)CHs)*, 53.04 (d, J = 159.3 Hz,
H-C-P), 49.40 (d, J = 161.0 Hz, H-C-P)*, 35.22 (s, C(CHs)s), 33.82 (s, C(CHa)3)*, 26.19
(s, C(CHs)s), 26.16 (s, C(CHs)s)*, 24.14 (d, J = 3.8 Hz, O-C(H)(CHs)2), 24.08 (d, J = 3.0
Hz, O-C(H)(CHs)2)*, 23.96 (d, J = 3.2 Hz, O-C(H)(CHs)2), 23.87 (d, J = 3.4 Hz,

176



CZESC EKSPERYMENTALNA

O-C(H)(CHs)2)*, 23.59 (d, J = 5.6 Hz, O-C(H)(CHa))*, 23.23 (d, J = 5.4 Hz
O-C(H)(CHs)2)*, 23.07 (d, J = 5.6 Hz, O-C(H)(CHs)2), 16.89 (s, H(C)CHs), 13.27 (s,
H(C)CHs)* ppm.

HRMS (ESI") obliczone dla C19H33F2NO3sP ([M+H]*): 392.2166, zmierzone: 392.2167.

Analiza elementarna obliczona dla C19H32F2NO3sP: 58.30 C, 8.24 H, 3.58 N, zmierzone:
58.44 C, 8.55 H, 3.64 N.

3.2.18. (((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)(2,4,6-trifluorofenylo)metylo)fosfonian
dimetylu (2.18)

OCH,

H;C T CH
T ocHy s

Zwiazek otrzymano w postaci biatego ciata statego, 118 mg, 42%
Temperatura topnienia = 61-64°C

IH NMR (600 MHz, CDCl3): § = 6.70-6.66 (m, 2H, 2 CHar)*, 4.59 (d, J = 26.4 Hz, 1H,
H-C-P)*, 4.45 (d, J = 26.1 Hz, 1H, H-C-P), 3.90 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs), 3.89 (d, J =
10.5 Hz, 3H, O-CHs)*, 3.69 (d, J = 10.6 Hz, 3H, O-CHs)*, 3.66 (d, J = 10.7 Hz, 3H,
0-CHg), 2.22 (g, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CHs), 2.14 (qd, J = 6.3; 1.2 Hz, 1H, H(C)CHs)*,
0,94 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H(C)CHzs)*, 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 0.85 (s, 9H, C(CHa)s)*, 0.83
(d, J = 6.9 Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

19F NMR (300 MHz, CDClg): & = -108.12 (m, 1F)*, -108.20 (m, 1F), -111.38 (bs, 2F)*,
-109.59 (bs, 2F) ppm.

$1P NMR (300 MHz, CDCls): & = 24.40 (m, 1P)*, 24.06 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): & = 162.08 (ddd, J = 249.8; 15.9; 2.0 Hz, 2 Car)*, 161.97
(dd, J = 250.6; 2.4 Hz, Car)*, 110.74-110.54 (m, Car), 108.70 (td, J = 35.7; 18.0; 4.9 Hz,
Car)*, 101.61-99.89 (m, 2 CHar)*, 62.51 (d, J = 15.4 Hz, H(C)CHs), 59.36 (d, J = 15.3
Hz, H(C)CHas)*, 54.59 (d, J = 6.7 Hz, O-CH3)*, 54.38 (d, J = 6.8 Hz, O-CHs3), 53.14 (d, J
= 7.2 Hz, O-CH3)*, 52.88 (d, J = 7.3 Hz, O-CHs), 52.08 (d, J = 165 Hz, H-C-P), 48.48 (d,
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J = 165,2 Hz, H-C-P)*, 35.50 (s, C(CHs)s), 33.89 (s, C(CHa)s)*, 26.23 (s, C(CHa)s),
26.14 (s, C(CHa)3)*, 16.51 (s, H(C)CHs), 13.69 (s, H(C)CHs)* ppm.

HRMS (ESI*) obliczone dla C1sH24F3NO3sP ([M+H]"): 354.1445, zmierzone: 354.1436.

Analiza elementarna obliczona dla CisH23F3sNO3sP: 50.99 C, 6.56 H, 3.96 N, zmierzone:
50.93 C, 6.64 H, 3.88 N.

3.2.19. (((S)-3,3-dimetylobutan-2-ylo)amino)(2,4,6-trifluorofenylo)metylo)fosfonian
dietylu (2.19)

OCaHs
O:F:7|-902H5

Cl .H
- N
248 H-C. . -CH

HsC T CH
7 cHy 'l

Zwiazek otrzymano w postaci jasnozottego oleju, 91 mg, 24%

IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 6.70-6.66 (m, 2H, 2 CHar)*, 6.70-6.66 (m, 2H, 2
CHar), 457 (d, J = 26.4 Hz, 1H, H-C-P)*, 4.45 (d, J = 26.0 Hz, H-C-P), 4.32-4.21 (m,
2H, O-CH2CHa)*, 4.32-4.21 (m, 2H, O-CH2CHs), 4.12-3.95 (m, 2H, O-CH2CH3)*, 4.12-
3.95 (m, 2H, O-CH2CHs), 2.25 (g, J = 6.6 Hz, 1H, H(C)CH3), 2.15 (g, J = 6.3 Hz, 1H,
H(C)CH3)*, 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH2CHg)*, 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,CHj),
1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH2CH3)*, 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,CHs), 0.93 (d, J =
6.4 Hz, 3H, H(C)CHs)*, 0.90 (s, 9H, C(CHa)3), 0.85 (s, 9H, C(CH3)3)*, 0.84 (d, J = 6.7
Hz, 3H, H(C)CHs) ppm.

F NMR (300 MHz, CDCls): & = -108.92 (m, 1F)*, -109.01 (m, 1F), -111.82 (bs, 2F)*,
-109.99 (bs, 2F) ppm.

31p NMR (300 MHz, CDCl3): § = 22.04 (m, 1P)*, 21.67 (m, 1P) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDCls): = 161.98 (ddd, J = 249.8; 31.8; 2.8 Hz, Car)*, 161.98
(dd, J = 249.7; 2.7 Hz, 2 Car)*, 110.90 (td, J = 16.5; 4.5 Hz, Car), 108.94 (td, J = 17.7;
4.6 Hz, Car)*, 101.39-99.61 (m, 2 CHar)*, 63.78 (d, J = 6.7 Hz, O-CH.CH3)*, 63.52 (d, J
= 7.0 Hz, O-CH2CHs), 62.61 (d, J = 7.2 Hz, O-CH.CHs)*, 62.35 (d, J = 6.8 Hz,
O-CH,CHs3), 59.31 (d, J = 15.2 Hz, H(C)CHa)*, 52.29 (d, J = 134.5 Hz, H-C-P), 48.85 (d,
J = 165.1 Hz, H-C-P)*, 35.45 (s, C(CHa)s), 33.88 (s, C(CHz)3)*, 26.20 (s, C(CHa)s),
26.10 (s, C(CHs)s)*, 16.42 (d, J = 5.9 Hz, O-CH.CHs), 16.35 (d, J = 5.8 Hz,
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O-CH,CH3)*, 16.34 (s, H(C)CHs), 16.12 (d, J = 6.0 Hz, O- CH,CHa)*, 13.65 (s,
H(C)CHs)* ppm.

HRMS (ESI*) obliczone dla C17H2sF3NO3sP ([M+H]"): 382.1758, zmierzone: 382.1756.

Analiza elementarna obliczona dla C17H27FsNO3sP: 53.54 C, 7.14 H, 3.67 N, zmierzone:
53.26 C, 7.21 H, 3.99 N.

4. Obliczenia kwantowo-chemiczne

Celem wykonanych obliczen bylo znalezienie mozliwych rotamerow
niefluorowanej 1 fluorowanej iminy. Obliczenia energii przeprowadzono w prozni
stosujac metode DFT na poziomie teorii M062X/6-31+G(d) przy uzyciu programu
GAUSSIAN 09 [179][180][181].

5. Krystalografia rentgenowska

Dane dyfrakcyjne zebrano technika skanowania ® dla produktow 1.6, 1.16, 2.3
i 2.18 w temperaturze 100(1)K na czterokotowym dyfraktometrze Rigaku XCalibur
z detektorem Eos CCD wyposazonym W monochromatyzowane grafitem zrodto
promieniowania MoK, (A, = 0.71073 A), natomiast dla produktéw 1.15 oraz 2.13
w temperaturze 130(1)K na czterokotowym dyfraktometrze Rigaku SuperNova
z detektorem Atlas CCD wyposazonym w mikroogniskowe zrodto promieniowania CuKg
Nova (AL = 154178 A). Dane skorygowano ze wzgledu na czynnik
Lorentza- polaryzacyjny oraz absorpcj¢. Dokladne parametry komoérek elementarnych
wyznaczono metodg najmniejszych kwadratdw, uzywajagc wybranych z calego
eksperymentu najsilniejszych refleksow. Struktury rozwigzano za pomoca programu
SHELXT i udoskonalono za pomoca pelnomacierzowej procedury najmniejszych
kwadratéw na F? uzywajac programu SHELXL-2013 [182][183]. Wszystkie atomy inne
niz wodor byly udokladniane anizotropowo. Atomy wodoru umieszczono
w wyidealizowanych (geometrycznie) pozycjach i udokladniono =z wigzami
utrzymujacymi zadang geometri¢ 1 definiujacymi izotropowe parametry drgan
termicznych jako 1.2 (1.5 dla grup metylowych) razy Ueq atoméw nie wodorowych,

z ktorymi dane atomy wodoru byly potaczone wigzaniem.

6. Przewidywanie farmakokinetyki in silico
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Obliczenia  deskryptorow profilu farmakokinetycznego oraz najbardziej
prawdopodobnych  celéw  makromolekularnych dla  otrzymanych  produktow

przeprowadzono na serwerze SwisSsADME [169].
7. Linie komorkowe i warunki hodowli

Ludzkie linie komérkowe glejaka wielopostaciowego (U-87 MG, U-118 MG,
U-251 MG), raka jajnika (OVCAR-3, SK-OV-3), raka ryjki macicy (HeLa), raka piersi
(MDA-MB-231), raka okreznicy (Caco-2), raka watroby (HepG2), raka ptuc (A549) oraz
linig komorek nienowotworowych fibroblastow ptuc (MRC-5) zakupiono w ATCC
(Manassas, USA).

Komoérki linii HeLa i OVCAR-3 hodowano w pozywce RPMI 1640. Komorki
linii Caco-2 oraz U-118 MG hodowano w pozywce DMEM. Komorki linii U-87 MG,
U-251 MG, HepG2, MDA-MB-231, A549 i MRC-5 hodowano w pozywce EMEM.
Komorki linii SK-OV-3 hodowane byty w pozywce McCoy’s SA. Do kazdej pozywki
dodano 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS) oraz 10 mg/ml antybiotykdéw (penicyliny
i streptomycyny). Komoérki hodowano w temperaturze 37°C z 5% CO2 w nawilzonym
powietrzu. Pozywki komorkowe pochodzity z firmy Sigma Aldrich oraz ATCC. Stgzenia
komoérek w hodowli dostosowano tak, aby umozliwi¢ wyktadniczy wzrost. Dokonywano

mikroskopowej kontroli wzrostu komorek.
8. Test zywotnoSci/proliferacji komorek

Zywotno$é/proliferacje komoérek oceniono metoda barwienia barwnikiem,
stosujac  bromek  3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazolium  (MTT).
Zastosowano protokot metody znanej z literatury [184]. Jednowarstwowa hodowle
komorek poddano trypsynizacji i zliczono. Do kazdego dotka 96-dotkowe;j ptytki dodano
100 pl rozcienczonej zawiesiny komorek (10 000 komorek). Po 24 godzinach, gdy
utworzyla si¢ czesciowa monowarstwa, do komoérek dodano po 10 pul badanego zwigzku
o roznych stezeniach oraz po 90 pul $wiezej pozywki. Jako kontrole pozostawiono dla
kazdego powtorzenia po jednym dotku z komdrkami, ktorych nie traktowano inhibitorem.
Zwiazek testowano w dziewigciu roznych stezeniach: 7.8125, 15.625, 31.25, 62.5, 125,
250, 500, 1000 1 2000 pg/ml. Po 48 godzinach supernatant wyptukano i do kazdego dotka
dodano po 100 pl roztworu MTT w pozywce (koncowe stezenie 0.5 mg/ml). Po 1.5
godzinie inkubacji, usunig¢to nieprzereagowany barwnik i do kazdego dotka dodano po

100 pul DMSO rozpuszczajacego krysztaly formazanu, a nastepnie dokonano pomiaru
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absorbancji w wielodotkowym czytniku ptytek Synergy2 (BioTek Instruments, USA)
przy testowej dlugosci fali 492 nm 1 referencyjnej dlugosci fali 690 nm. Dla kazdego
stezenia zwigzku wykonano 3 niezalezne powtdrzenia. Wyniki obliczono jako ICsp
(Inhibitory Concentration 50- stezenie hamujace 50). ICso odpowiada st¢zeniu badanego
zwigzku, ktore hamuje zywotno$é/proliferacje komorek o 50%. Wyniki przedstawiono

jako $rednig wszystkich powtorzen.
0. Test tworzenia kolonii

Test klonogenny jest to test przezycia komorek in vitro, oparty na zdolnosci
pojedynczej komorki do utworzenia kolonii. Koloni¢ definiuje si¢ jako sktadajaca si¢ z co
najmniej 50 komorek. Test klonogenny przeprowadzono wedlug metody zaadaptowanej
z literatury [185]. Komorki linii U-251 MG oraz MRC-5 wysiano na 6-dotkowe ptytki
w ilosci 500 komorek na kazdy dotek i pozostawiono do przylgnigcia na 24 godziny.
Nastepnie komorki potraktowano roznymi stezeniami zwigzkow (2 uM, 10 uM, 20 uM)
1 inkubowano je przez 7 dni. Po uptywie tygodnia usuni¢to pozywke, plytki przeptukano
roztworem PBS, a powstate kolonie wybarwiono 1%-owym etanolowym roztworem
fioletu gencjanowego, po czym zliczono utworzone kolonie. Dla kazdego st¢zenia

zwigzku wykonano 4 niezalezne powtorzenia.
10. Fluorometryczny test inhibicji uPA

Urokinaze¢ pochodzaca z ludzkich komorek nerek (numer katalogowy U4010,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), rozcienczono do 10 IU/ul, podzielono na porcje
i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu zastosowania w badaniach. 5mM
roztwor podstawowy fluorescencyjnego substratu III urokinazy (Z-Gly-Gly-Arg-AMC,
numer katalogowy 672159, Merck Millipore, MA, USA, ludzka uPA Km = 400 pM)
przygotowano poprzez rozpuszczenie 25 mg substratu w 8.1 ml 10%-owego roztworu
DMSO w wodzie Milli-Q i podzielono na porcje, ktore przechowywano w temperaturze
-20°C. Przygotowano bufor (50 mM Tris-HCI pH = 7.4, 100 Mm NaCl, 0.01% v/v
Tween-20), ktory przechowywano w temperaturze 4°C, maksymalnie przez 7 dni. W dniu
testu badane zwiagzki rozcienczono seryjnie w buforze w czarnej 96-dotkowej ptytce
z przezroczystym dnem (Corning, USA) umieszczonej na lodzie. Do 100 pl
przygotowanych roztwordéw testowanych zwigzkéw dodano po 90 pl roztworu substratu
fluorescencyjnego o stezeniu 250 puM oraz po 10 pl roztworu urokinazy (5 IU),

rozpoczynajac reakcje. Na osobnej plytce przygotowano roztwor kontrolny zawierajacy
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bufor, substrat fluorescencyjny i enzym oraz roztwér kontrolny zawierajacy bufor
i substrat fluorescencyjny. Wykonano po 2 powtorzenia dla kazdej reakcji. Postep reakcji
monitorowano za pomoca fluorescencyjnego czytnika ptytek Synergy2 (tryb
intensywnosci fluorescencji, odczyt wykonywany z dotu ptytki, ex 360 nm, em 460 nm, 5
btyskow na dolek, podwodjne wytrzasanie orbitalne przez 2 sekundy przed kazdym
odczytem, czas cyklu 60 sekund, 45-60 cykli, inkubacja w 37°C, BioTek Instruments,
USA). Zmiany fluorescencji w okresie 15 minut w stosunku do liniowej czesci krzywej
postepu reakcji wykorzystano do okreslenia wartosci ICso poprzez dopasowanie danych
przeksztalconych  logarytmicznie do sigmoidalnej krzywej dawka-odpowiedz
w programie GraphPad v8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

11.  Analiza ekspresji PLAU w bazie danych TCGA

Dane dotyczace ekspresji genu PLAU (aktywator plazminogenu typu urokinazy,
urokinaza) roznych nowotwordéw uzyskano z The Cancer Genome Atlas (TCGA) i bazy
danych GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis). Dane dotyczace
ekspresji genu urokinazy z TCGA uzyskano przy uzyciu programu GEPIA.

12. Dokowanie molekularne

Model receptora biatkowego do procedury dokowania przygotowano na podstawie
struktury 1F5L z Protein Data Bank (PDB). Zaréwno model receptora, jak 1 modele
ligandow sparametryzowano przy uzyciu oprogramowania UCSF Chimera. Dokowanie
molekularne przeprowadzono przy uzyciu programu AutoDock Vina. Przestrzenig
dokujaca byt prostopadtoscian o wymiarach 15 x 20 x 10 A, ktory byl wysrodkowany
W miejscu pierwotnego liganda ze struktury 1F5L, z odstepem wynoszacym 0.375 A.
Kompletno$¢ poszukiwan zostata ustalona na 20. Procedura dokowania byta podej$ciem
potelastycznym, z elastycznymi czasteczkami liganda i sztywnym modelem receptora,
przy uzyciu funkcji punktacji Vina. Pig¢ najwyzej ocenionych konstrukcji z kazdego
dokowania zostalo poddanych inspekcji wzrokowej 1 zaprezentowanych w pozycjach

dokowania.
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Rysunek 7. Widmo *H NMR zwigzku 1.3 (CDCls).
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Rysunek 8. Widmo °F NMR zwiazku 1.3 (CDCls).
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Rysunek 10. Widmo *H NMR zwigzku 1.4 (CDCls).
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Rysunek 11. Widmo °F NMR zwigzku 1.4 (CDCls).
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Rysunek 14. Widmo °F NMR zwiazku 1.5 (CDCls).
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Rysunek 15. Widmo *C NMR zwiazku 1.5 (CDCls).
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Rysunek 16. Widmo *H NMR zwigzku 1.6 (CDCls).
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Rysunek 17. Widmo °F NMR zwiazku 1.6 (CDCls).
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Rysunek 18. Widmo *C NMR zwiazku 1.6 (CDCls).
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Rysunek 19. Widmo *H NMR zwigzku 1.7 (CDCls).
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Rysunek 20. Widmo °F NMR zwiazku 1.7 (CDCls).
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Rysunek 21. Widmo *C NMR zwiazku 1.7 (CDCls).
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Rysunek 22. Widmo H NMR zwigzku 1.8 (CDCls).
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Rysunek 23. Widmo “°F NMR zwigzku 1.8 (CDCl3).
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Rysunek 24. Widmo *C NMR zwiazku 1.8 (CDCls).
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Rysunek 25. Widmo “H NMR zwiazku 1.9 (CDCls).
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Rysunek 26. Widmo °F NMR zwiazku 1.9 (CDCls).
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Rysunek 27. Widmo *C NMR zwiazku 1.9 (CDCls).
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Rysunek 28. Widmo *H NMR zwiazku 1.10 (CDCls).

222




ZALACZNIKI

|- 25000
MmO O N
RN
NINNN
o o
A
—
Ny - 20000
-
gy Mmoo N
S22 N
oo NININN
— sl B 30000
AR
- K
3 ‘:r! 25000 20000 | 45000
o o
i -~
" “ - 20000 - 10000
|
— |- 15000
— -0
3
A 10000 T T T T T 10000
| -117.2 -117.3 -117.4 -117.5 -117.6
| L 5000 f1 (ppm)
Lo
T T T T T T T
-104.05  -104.15  -104.25  -104.35 - 5000
f1 (ppm)
I U Lo
d d
o —
=t =
. . . . . . . . . . . . .
-80 -85 -90 -95 -100 -105 -110 -115 -120 -125 -130 -135 -140
f1 (ppm)
- 19 .
Rysunek 29. Widmo “°F NMR zwiazku 1.10 (CDCla).
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Rysunek 30. Widmo 3C NMR zwiazku 1.10 (CDCls).
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Rysunek 32. Widmo °F NMR zwiazku 1.11 (CDCls).
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Rysunek 33. Widmo 3C NMR zwigzku 1.11 (CDCls).

b4.0x10’

F5.0x10"

7.53

F4.0x10" F3.5x10’

—7.54

8.55
%
o
o
,7.54
7.53
7.11
N 7.10

F3.0x10’

F2.0x10” ,
|3.0x10

F1.0x10’

T T T T T T F2.5x10°
7.56 7.55 7.54 7.53 7.52 7.51
f1 (ppm)

F2.0x10’

F4.0x10’

7.11
7.10

, F1.5x10
|3.0x10

F2.0x10’

, F1.0x10’
b 1.0x10
Lo.o

b 5.0x10°

T T T T T T
713 712 711 7.10 7.09 7.08
f1 (ppm)

0.0

1.00 S

3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72
f1 (ppm)

Rysunek 34. Widmo *H NMR zwiazku 1.12 (CDCls).
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Rysunek 35. Widmo °F NMR zwigzku 1.12 (CDCls).
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Rysunek 36. Widmo 3C NMR zwiazku 1.12 (CDCls).
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Rysunek 37. Widmo *H NMR zwigzku 1.13 (CDCls).
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Rysunek 38. Widmo °F NMR zwiazku 1.13 (CDCls).
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Rysunek 39. Widmo “°C NMR zwigzku 1.13 (CDClg).
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Rysunek 40. Widmo *H NMR zwigzku 1.14 (CDCls).
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Rysunek 41. Widmo °F NMR zwigzku 1.14 (CDCls).
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Rysunek 42. Widmo 3C NMR zwiazku 1.14 (CDCls).
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Rysunek 43. Widmo *H NMR zwigzku 1.15 (CDCls).
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Rysunek 44. Widmo °F NMR zwiazku 1.15 (CDCls).
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Rysunek 45. Widmo “°C NMR zwiagzku 1.15 (CDClg).
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Rysunek 46. Widmo *H NMR zwiazku 1.16 (CDCls).
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Rysunek 47. Widmo °F NMR zwigzku 1.16 (CDCls).
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Rysunek 49. Widmo *H NMR zwigzku 1.17 (CDCls).
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Rysunek 52. Widmo *H NMR zwiazku 1.18 (CDCls).

234

13000000

12000000

11000000

10000000

{-9000000

8000000

7000000

(6000000

5000000

(4000000

3000000

2000000

1000000

F7.0x10’

F6.5x10°

F6.0x10’

b5.5x10’

F5.0x10°

b4.5x10’

F4.0x10’

F3.5x10’

F3.0x10°

F2.5x10’

F2.0x10’

F1.5x10°

F1.0x10’

F5.0x10°

+0.0

b-5.0x10°




ZALACZNIKI

-105.22

-105.16
-105.28

T T T
-105.1  -105.2  -105.3
f1 (ppm)

7/

-105.4

{40000

{30000

{20000

10000

0

-117.76
-117.86

-105.16
-105.22
-105.28

60000

40000

~-117.76
-—-117.79
_--117.83
_--117.86

20000

-117.9

-117.8
f1 (ppm)

-117.7

36000

{34000

32000

30000

{28000

{26000

{24000

{22000

{20000

18000

16000

i 14000

12000

{10000

8000

(6000

(4000

2000

L PSR-

$

{-2000

T T
-40 -50 -60 -70

T
-80

T T
-110 -120 -130

f1 (ppm)

T T
-90 -100

T T T T
-140 -150 -160 -170 -180

Rysunek 53. Widmo °F NMR zwigzku 1.18 (CDCls).
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Rysunek 54. Widmo 3C NMR zwiazku 1.18 (CDCls).
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Rysunek 55. Widmo *H NMR zwigzku 1.19 (CDCls).
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Rysunek 56. Widmo °F NMR zwiazku 1.19 (CDCls).
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Rysunek 58. Widmo *H NMR zwiazku 1.20 (CDCls).
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Rysunek 59. Widmo °F NMR zwigzku 1.20 (CDCls).
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Rysunek 60. Widmo 3C NMR zwiazku 1.20 (CDCls).
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Rysunek 61. Widmo “H NMR zwigzku 1.21 (CDClb).
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Rysunek 62. Widmo °F NMR zwiazku 1.21 (CDCls).
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Rysunek 63. Widmo “°C NMR zwigzku 1.21 (CDClg).
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Rysunek 64. Widmo *H NMR zwigzku 1.22 (CDCls).
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Rysunek 65. Widmo °F NMR zwigzku 1.22 (CDCls).
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Rysunek 66. Widmo 3C NMR zwiazku 1.22 (CDCls).
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Rysunek 67. Widmo “H NMR zwigzku 1.23 (CDClg).
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Rysunek 68. Widmo °F NMR zwiazku 1.23 (CDCls).
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Rysunek 69. Widmo “°C NMR zwiagzku 1.23 (CDClb).
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Rysunek 70. Widmo *H NMR zwigzku 1.24 (CDCls).
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Rysunek 71. Widmo “°F NMR zwiazku 1.24 (CDCla).
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Rysunek 72. Widmo 3C NMR zwiazku 1.24 (CDCls).
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Rysunek 73. Widmo *H NMR zwigzku 1.25 (CD30D).
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Rysunek 74. Widmo °F NMR zwiazku 1.25 (CDsOD).
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Rysunek 77. Widmo “°F NMR zwiazku 1.26 (CD30D).
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Rysunek 78. Widmo *C NMR zwiazku 1.26 (CD3OD).
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Rysunek 79. Widmo *H NMR zwiazku 1.27 (CDsOD).
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Rysunek 80. Widmo °F NMR zwiazku 1.27 (CDsOD).
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Rysunek 81. Widmo 3C NMR zwigzku 1.27 (CD3OD).
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Rysunek 82. Widmo H NMR zwigzku 1.28 (CD3OD).
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Rysunek 83. Widmo “°F NMR zwiazku 1.28 (CD30D).
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Rysunek 84. Widmo *C NMR zwiazku 1.28 (CD3OD).
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Rysunek 85. Widmo “H NMR zwigzku 1.29 (CDCly).
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Rysunek 86. Widmo °F NMR zwiazku 1.29 (CDCls).
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Rysunek 87. Widmo 3C NMR zwigzku 1.29 (CDCls).
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259



ZALACZNIKI

(o)}
™~
o™
L2.0x10®
AN
e RR® 4w S" 3?' 2.0x10°
NN QY LY Liead o
‘ ! ~N1- .
M | 1.0x10°
T T T T T T T T T 00
74 73 72 71 70 69 68 67 66 ‘ ‘
f1 (ppm) 1.60 1.55
f1 (ppm) a8
—
2.0x10] <
o 0N g
ns T 1.0x10
T < - <
© QN YQY L
2 ¢ OO 666 ! ! 0.0
o N A
‘ NN I T T T T T
‘ N 452 4.50 4.48 4.46 4.44 4.42
i f1 (ppm)
o O 0N
n Y YT
T < - <
=
| kL A N
d d 4 @ b P 4
o o - o o o o
- ~ N = P P
: : : : : : : : : : : : : : : : :
2.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)
- 1 .
Rysunek 103. Widmo “H NMR zwiazku 1.35 (CDCls).
A MmO
=l
SS8
i a3
Ss3 L 300000
o
e
N/ L 200000
I 100000
Lo
T T T T T
o~ L 200000 -110.0 -110.2 -110.4
N oM f1 m
? ? $ g 52 (ppm)
I 150000
229 333
i i 1 ‘T‘ 'T‘ 'T'
/ } \ I 100000
I 50000
Lo
T T T T
-104.6 -104.8 -105.0 -105.2
f1 (ppm)
| .
4
- ~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 -55 -60 -65 -70 -75 -80 -85 -90 -95 -100 -105 -110 -115 -120 -125 -130 -135 -140 -145 -150 -155
f1 (ppm)
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Rysunek 107. Widmo “°F NMR zwiazku 1.36 (CDCly).
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Rysunek 108. Widmo *C NMR zwiazku 1.36 (CDCls).
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Rysunek 109. Widmo *H NMR zwigzku 2.1 (CDCls).
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Rysunek 110. Widmo °F NMR zwigzku 2.1 (CDCls).
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Rysunek 112. Widmo *C NMR zwigzku 2.1 (CDCls).
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Rysunek 113. Widmo *H NMR zwiagzku 2.2 (CDCls).
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Rysunek 114. Widmo °F NMR zwigzku 2.2 (CDCls).
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Rysunek 115. Widmo **P NMR zwigzku 2.2 (CDClg).
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Rysunek 116. Widmo *C NMR zwigzku 2.2 (CDCls).
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Rysunek 117. Widmo "H NMR zwigzku 2.3 (CDCls).
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Rysunek 118. Widmo °F NMR zwigzku 2.3 (CDCls).
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Rysunek 119. Widmo **P NMR zwigzku 2.3 (CDCly).
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Rysunek 120. Widmo *C NMR zwiazku 2.3 (CDCls).
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Rysunek 122. Widmo °F NMR zwiazku 2.4 (CDCls).
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Rysunek 123. Widmo *'P NMR zwigzku 2.4 (CDCls).
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Rysunek 124. Widmo *C NMR zwiazku 2.4 (CDCls).
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Rysunek 126. Widmo °F NMR zwiazku 2.5 (CDCls).

-115.00




ZALACZNIKI

o < I 360000
S 9
QR L 340000
|
320000
L 300000
I 280000
L 260000
L 240000
220000
L 200000
I 180000
L 160000
I 140000
L 120000
O N
O O
N~ I 100000
o N
Lol L 80000
60000
L 40000
20000
Lo
I-20000
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
23.9 238 237 236 235 234 233 232 231 230 229 228 227 226 225 224 223 222 221 220
1 (ppm)
- 31 .
Rysunek 127. Widmo **P NMR zwiazku 2.5 (CDCls).
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Rysunek 128. Widmo *C NMR zwiazku 2.5 (CDCls).
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Rysunek 129. Widmo *H NMR zwiazku 2.6 (CDCls).
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Rysunek 130. Widmo °F NMR zwiazku 2.6 (CDCls).

273



ZALACZNIKI

,26.12
7,26.08
X 26.07
\26.03

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
271 27.0 269 268 26.7 266 265 264 263 262 261 260 259 258 257 256 255 254 253 252 251 250 249

1 (ppm)

Rysunek 131. Widmo 3'P NMR zwigzku 2.6 (CDCls).
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Rysunek 132. Widmo *C NMR zwiazku 2.6 (CDCls).
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Rysunek 133. Widmo *H NMR zwiazku 2.7 (CDCls).
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Rysunek 134. Widmo °F NMR zwiazku 2.7 (CDCls).

275



ZALACZNIKI

| 65000
oONLOnN
NN N
RRQE
| 60000
NN~
|- 55000
|- 50000
|- 45000
|- 40000
|- 35000
- 30000
- 25000
- 20000
I 15000
- 10000
- 5000
Lo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
24.8 24.7 24.6 24.5 24.4 243 242 241 24.0 239 23.8 23.7 23.6 23.5 23.4 233 23.2 23.1 23.0 22.9 22.8 22.7 22.6 22.5 22.4 223 222
1 (ppm)
- 31 .
Rysunek 135. Widmo **P NMR zwiazku 2.7 (CDCl3).
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Rysunek 136. Widmo *C NMR zwiazku 2.7 (CDCls).

276



ZALACZNIKI

e e e e e e e e e e e 2% ° 2
& 5 & & 3 A &5 & & 3 & & & 3 & o %
.9 . .9 o . ¢ .Y.F.FT. T . T .F 9 o .9 9
- - 160
g T $ Lo WTQ.N
750 201 e
I\ _ ] 8L'L~ - Jooe
860~ = =990 o o E 4
Lol ey 2 6L - = sy
/ A% 7 e
o' vz 1 00°e
€zl LT gz
ve'L £ 621
6c’L - ~8 021
o€y _ 2L0 ~= og' L
. i ) o
e 2 iz e
ered M=t &Y
s €8 I= el ]
She 81 o0 8€'L]
228 6EL—= = Ly 6el
mm.mg
E.m% ]
L0y 3 2ezo
81°¢ u
20Y _J o0
90y "o ‘e == oo
MMW 2 3 3 = 220
<
Wy S )
00}
mv.vw = ie00
nadi 00’
mv.i Lo #9200
Omcﬁg 6L°L
s r
89'v ] | oE
€Ly ©e
SLv -
8. 11 -
6.1 o
18°p
L ©
o
H\OO”N
iasdl
=Gl
v20
Aovz
660
=120

3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

3.5

1 (ppm)

Rysunek 137. Widmo *H NMR zwigzku 2.8 (CD30D).
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Rysunek 138. Widmo *°F NMR zwigzku 2.8 (CDsOD).
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Rysunek 139. Widmo 3'P NMR zwigzku 2.8 (CDsOD).
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Rysunek 140. Widmo **C NMR zwiazku 2.8 (CD3OD).
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Rysunek 141. Widmo *H NMR zwigzku 2.9 (CDCls).
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Rysunek 142. Widmo °F NMR zwiazku 2.9 (CDCls).
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Rysunek 143. Widmo **P NMR zwiazku 2.9 (CDCls).
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Rysunek 144. Widmo *C NMR zwiazku 2.9 (CDCls).
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Rysunek 145. Widmo *H NMR zwiazku 2.10
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Rysunek 146. Widmo °F NMR zwiazku 2.10
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Rysunek 147. Widmo 3P NMR zwiazku 2.10 (CDCls).
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Rysunek 148. Widmo *C NMR zwiazku 2.10 (CDCls).
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Rysunek 150. Widmo °F NMR zwiazku 2.11 (CDCls).
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Rysunek 151. Widmo **P NMR zwiazku 2.11 (CDCls).
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Rysunek 152. Widmo *C NMR zwiazku 2.11 (CDCls).
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Rysunek 154. Widmo °F NMR zwiazku 2.12 (CDCls).
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Rysunek 155. Widmo 3P NMR zwigzku 2.12 (CDCls).
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Rysunek 156. Widmo *C NMR zwiazku 2.12 (CDCls).

286



ZALACZNIKI

L9.0x10’
b8.5x10
b1.5x10’ L8.0x10’
Tmowmn~N©O [75x10
20w~ N ki QR ®NN
coooaoot Sooocoo
Rj I"r\IT E N N&T\? oo 6 Lsx10 ——=\ /" F7.0x10’
N AN NN i F5.0x10
F6.5x10’
F6.0x10’
225 220 215 210 205 o 5.5x10'
1 (ppm)
F5.0x10’
Fa.5x10°
DOV OoOWVLMNWO a O
HHOCﬁwwl\l\l‘EmmV *4.0)(107
TIFTFTOOmmO MmO mMmnmnmm
e | e ee——" b3.5%x10"
F3.0x10°
F2.5x10°
F2.0x10'
VLY TONN 5
OOOOOOO F1.5%10
NNNNKNKN
3%@\4_44‘4&4 NIDST MOOOQO®WONMN 5
) ™M ‘ NNNNﬂHOOOOOO F1.0x10
™~~~ NaNANANANNNANNA
~ i it e e
“ | F5.0x10°
I I
L W L J d\ Lo.o
PO S Eh S 4 d e
[ =] ~N O T OO0 - O o M < 6
(SN ~ ~oonNANS o N = 0o r-5.0x10
. . . . . . . . . . . . . . .
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
1 (ppm)
- l .
Rysunek 157. Widmo “H NMR zwiazku 2.13 (CDCls).
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Rysunek 158. Widmo °F NMR zwiazku 2.13 (CDCls).
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Rysunek 159. Widmo 3P NMR zwigzku 2.13 (CDCls).
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Rysunek 160. Widmo *C NMR zwiazku 2.13 (CDCls).
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Rysunek 161. Widmo *H NMR wyizolowanego (R,S)-diastereoizomeru zwiazku 2.13 (CDCls).
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Rysunek 162. Widmo *°F NMR wyizolowanego (R,S)-diastereoizomeru zwigzku 2.13 (CDCls).
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Rysunek 163. Widmo 3P NMR wyizolowanego (R,S)-diastereoizomeru zwigzku 2.13 (CDCls).
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Rysunek 164. Widmo H NMR zwigzku 2.14 (CDCly).
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Rysunek 165. Widmo *°F NMR zwiazku 2.14 (CDCls).
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Rysunek 166. Widmo 3P NMR zwigzku 2.14 (CDCls).
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Rysunek 167. Widmo *C NMR zwiagzku 2.14 (CDCls).
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Rysunek 168. Widmo H NMR zwigzku 2.15 (CDCls).
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Rysunek 169. Widmo **F NMR zwiazku 2.15 (CDCls).
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Rysunek 170. Widmo 3P NMR zwigzku 2.15 (CDCls).
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Rysunek 171. Widmo *C NMR zwiazku 2.15 (CDCls).
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Rysunek 172. Widmo *H NMR zwigzku 2.16 (CDCls).
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Rysunek 173. Widmo **F NMR zwiazku 2.16 (CDCls).
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Rysunek 174. Widmo 3P NMR zwigzku 2.16 (CDCls).
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Rysunek 175. Widmo 13C NMR zwiazku 2.16 (CDCls).
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Rysunek 176. Widmo *H NMR zwigzku 2.17 (CDCls).
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Rysunek 177. Widmo °F NMR zwigzku 2.17 (CDCls).
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Rysunek 178. Widmo 3P NMR zwigzku 2.17 (CDCls).
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Rysunek 180. Widmo H NMR zwigzku 2.18 (CDCly).

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

6.5

7.0



ZALACZNIKI

19000000

18000000

-108.08
-108.12
-108.16
-108.17
-108.20
-108.25

/
|

17000000

16000000

15000000

14000000

13000000

12000000

f 11000000

10000000

9000000

8000000

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

-109.59

2000000

1000000

0

147{ -—-111.38

h
a -1000000
o

0.30-

1.024
0.514

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-105.5 -106.0 -106.5 -107.0 -107.5 -108.0 -108.5 -109.0 -109.5 -110.0 -110.5 -111.0 -111.5 -112.0 -112.5 -113.0 -113.5 -114.0
1 (ppm)

Rysunek 181. Widmo °F NMR zwigzku 2.18 (CDCls).
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Rysunek 182. Widmo 3P NMR zwigzku 2.18 (CDCls).
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Rysunek 183. Widmo ~*C NMR zwiazku 2.18 (CDCls).
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Rysunek 184. Widmo HSQC zwigzku 2.18 (CDCly).
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Rysunek 185. Widmo NOESY zwiagzku 2.18 (CDCly).
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Rysunek 186. Widmo NOESY zwigzku 2.18 (CDCla).
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Rysunek 187. Widmo *H NMR zwigzku 2.19 (CDCls).
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Rysunek 188. Widmo °F NMR zwiazku 2.19 (CDCls).
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Rysunek 189. Widmo *!P NMR zwigzku 2.19 (CDCls).
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Rysunek 190. Widmo *C NMR zwiazku 2.19 (CDCls).
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