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Wykaz skrotow i symboli

STS Sulfataza steroidowa
El Estron
E1S Siarczan estronu
DHEA Dehydroepiandrosteron
DHEAS Siarczan dehydroepiandrosteronu
ER Receptor estrogenowy
FGly Formyloglicyna
Adiol 5-androstenodiol
EMATE Amidosiarczan-3-O-estronu
ARSA Arylosulfataza A
ARSB Arylosulfataza B
EL1-MTP 3-metylotiofosfonian estronu
TMSBr Bromek trimetylosililowy
Amidosiarczan 4-okso-2,3-dihydro-1H-
SeHEORLAATILE cyklopenta-[c][1]benzopiranu
E2 17p-estradiol
E2S Siarczan 17p-estradiolu
17p-HSD Dehydrogenaza 17B-hydroksysteroidowa
ER Receptor estrogenowy
N,N-DMA N,N-dimetyloacetamid
HER?2 Epitelialny czynnik wzrostu 2
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1. Wprowadzenie

Rak piersi jest najczestszg choroba nowotworowa wsrdd kobiet w Polsce i na $wiecie.
Tylko w Stanach Zjednoczonych nowotwor ten jest diagnozowany u prawie 250 tys.
pacjentek rocznie [1]. Do grupy najwyzszego ryzyka zalicza si¢ kobiety w wieku 50-69 lat.
Ogromng role w walce z nowotworem piersi odgrywa profilaktyka oraz wczesne wykrycie
zmian patologicznych w tkankach. Regularne wykonywanie badania mammograficznego oraz
USG piersi pozwala na wczesne wykrycie choroby oraz zastosowanie odpowiedniej terapii.
Wyroéznia si¢ dwa typy nowotworu piersi: hormonozalezny (ER+) i hormononiezalezny
(ER-). Okoto 70% przypadkow tej choroby ma podtoze hormonalne i jej rozwoéj zalezy od
estrogenu. Dzigki badaniom nad poznaniem mechanizmoéw procesu nowotworzenia, rozwija
si¢ tzw. terapia nowotworowa celowana. Rozwdj raka skutkuje utrata kontroli przez organizm
nad procesami metabolicznymi komorek, dlatego tez kazdy etap metabolizmu w komorce
moze by¢ celem tej terapii. Metoda ta polega na dziataniu na komoérki zmienione chorobowo
przy jednoczesnym braku inwazyjnosci w stosunku do zdrowych tkanek organizmu.
W przypadku nowotworu hormonozaleznego stosuje si¢ terapi¢ polegajaca na blokowaniu
receptorow estrogenowych (ER). Najpopularniejsze leki bedace selektywnymi modulatorami
receptorow estrogenowych (SERM) to np. tamoksyfen czy anastrozol. Ich stosowanie
uratowato lub znaczaczo przedtuzylo zycie milionom kobiet. Niestety w trakcie terapii czgsto
okazuje sig, ze leki te przestaja byC¢ skuteczne. Inng formg terapii jest stosowanie
chemoterapeutykow bedacych inhibitorami aromatazy — enzymu odpowiadajacego za
konwersj¢ androgenow w estrogeny. Okazuje si¢ jednak, ze powyzsze metody leczenia nie
zawsze s3 skuteczne, poniewaz dotychczas stosowane leki nie blokujg wszystkich drég
syntezy estrogenu w organizmie kobiety oraz wykazuja liczne skutki uboczne jak np.
dzialanie hepatotoksyczne i neurotoksyczne czy objawy alergiczne. Ponadto wiele
potencjalnych terapeutykow posiada wiasciwosci estrogenowe co dyskwalifikuje je juz na
etapie badan biologicznych. Atrakcyjnym celem badan stata si¢ w ostatnich latach sulfataza
steroidowa (STS) — enzym odpowiedzialny za synteze estronu z prekursorow obecnych
w o0soczu, takich jak siarczan estronu (E1S) czy siarczan dehydroepiandrosteronu (DHEAS)
[2]. W przypadku raka piersi aktywnos¢ STS jest znaczaco wyzsza od aktywnosci
biologicznej aromatazy, co wiagze si¢ z wysoka ekspresjia STS mRNA w guzach
i w konsekwencji niekorzystnymi rokowaniami u chorych. Dwa potencjalne leki STX64 (6)
(Rys. 3) [3] oraz STX213 (5) (Rys. 3) [4] dzigki silnym wlasciwosciom inhibicyjnym,
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w polaczeniu ze zwickszong stabilnos$cig in vivo i brakiem wlasciwosci estrogenowych,

znalazly si¢ obecnie w I fazie badan klinicznych.
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2. Sulfataza steroidowa (STS)

2.1. Budowa i wlasciwosci

Sulfataza steroidowa (STS) nalezy do grupy 12 sulfataz wyizolowanych z organizmow
ssakow [5, 6]. Jest biatkiem o masie 62 kDa, zbudowanym z 587 aminokwasow [7],
kodowanym przez gen STS. Gen ten jest pseudoautosomalny i znajduje si¢ na dalszym,
krotkim ramieniu chromosomu X w rejonie, ktory nie ulega inaktywacji. Gen sktada si¢ z 10
eksonow, ktore maja zasigg 146 kbp i s3 zbudowane z introndéw o rozmiarze od 102 bp do 35
kbp. Sulfataza jest zwigzana z szorstkim retikulum endoplazmatycznym komorek
w organizmie ludzkim. W zwigzku z redukujagcym charakterem -cytoplazmy, ulega
glikozylacji w jednym sposrdod czterech, obecnych w jej strukturze, potencjalnych miejsc ku
temu przeznaczonych.

W obszarze katalitycznym STS znajduje si¢ dziesie¢ fragmentow aminokwasowych:
Arg35, Arg36, Arg79, Arg342, Fgly75, GIn343, Hisl36, His290, Lys134 oraz Lys368.
Udowodniono, ze gem-diolowa forma formyloglicyny (FGly) bierze udzial w hydrolizie
siarczanOw przez arylosulfatazg A (ARSA) i B (ARSB) [8]. Przypuszczalny mechanizm
hydrolizy E1S do estronu (E1) przy udziale STS przedstawitem na rysunku 1.
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Rys. 1. Proponowany mechanizm hydrolizy siarczanu estronu przy udziale STS.
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Hydroliza EIS moze przebiega¢ wedlug dwoch alternatywnych mechanizméw.
Pierwszy z nich zaktada rozpad siarczanu acetalu formyloglicyny (FGlyS) na anion
siarczanowy oraz formyloglicyne, ktéra w reakcji z czasteczka wody daje gem-diolowa
pochodng formyloglicyny. Drugi proponowany mechanizm zaktada w pierwszym etapie
bezposredni atak czasteczki wody na atom siarki w FGIyS, co skutkuje powstaniem gem-
diolowej pochodnej formyloglicyny, ktora w kolejnym etapie w reakcji z siarczanem estronu
prowadzi do syntezy E1.

Ugrupowanie amidosiarczanowe obecne w znanych inhibitorach STS, nasladuje grupe
siarczanowg W E1S. Proponowany mechanizm inhibicji STS przez pochodng
amidosiarczanowg przedstawilem na rysunku 2. Obejmuje on nukleofilowy atak grupy
hydroksylowej gem-diolowej formy FGly na atom siarki obecny w strukturze inhibitora.
W wyniku tego procesu powstaje pochodna (1), ktéra moze by¢ ostatecznym produktem
reakcji. W literaturze nie wyklucza si¢ dalszych przemian pochodnej (1) mogacych

skutkowaé nieodwracalng dezaktywacja sulfatazy.

0
[l
ROS—NH, NH,
(I)l O:?:O
HO_H oOH HO 0

\C/

Rys. 2. Proponowany mechanizm inhibicji STS przez inhibitor amidosiarczanowy.

2.2. Lokalizacja STS

W 1954 roku zesp6t naukowy kierowany przez Dodgson’a po raz pierwszy udowodnit
obecnos¢ STS w mikrosomach watroby szczura [9]. W kolejnych latach aktywnos$¢ sulfatazy
wykryto w wielu narzadach ssakow i tak np. w jadrach [10], jajnikach [11], leukocytach [12]
i mozgu [13]. Dystrybucja STS w organach i tkankach ssakow jest rdzna i zalezna od
gatunku. Ciekawostke stanowi fakt, ze sulfataza jest nicobecna w watrobach §winki morskiej
oraz niektorych torbaczy. Najbogatszym zrodltem STS jest ludzkie tozysko. Do wykrywania
enzymu w tkankach stuza miedzy innymi metody immunohistochemiczne, analiza
biochemiczna produktéw hydrolizy siarczandéw roznych substratow oraz PCR z odwrotng

transkryptaza (RT-PCR) [14].
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W 1985 roku Partanen [15] udowodnit obecnos¢ STS w probkach tkanek piersi
pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem zaréwno zlo§liwym oraz nieztosliwym. Dzieki
mozliwo$ci izolacji czystego STS z ludzkiego tozyska, otrzymano monoklonalne
1 poliklonalne przeciwciata antygenu STS oraz rozwinigto metody immunohistochemiczne do
badania lokalizacji STS w komorkach. Stosunkowo niedawno wykryto obecnos¢ STS w
cytoplazmie komoérek jajnika z rozwinietym gruczolakorakiem [16], komorkach tkanki
nablonkowej endometrium [17], tkance mie$niowej gladkiej aorty [18] oraz w tkankach
endometrium, bedacych we wczesnej fazie lutealnej [19]. Wysoka aktywnos¢ STS
odnotowano w watrobie 1 nadnerczach oséb dorostych. Stosujac monoklonalne, znakowane
przeciwcialo (KW 1049) skierowane przeciwko sulfatazie wyizolowanej z tozyska, wykryto
immunoreaktywnos¢ STS w komorkach nowotworowych raka piersi w 74% przypadkow

[20].

2.3. Inhibitory STS

Pierwszym inhibitorem STS byl Danazol (2) (pochodna 17a-etynylo testosteronu).
Zwiazek ten posiada slabe wilasciwosci inhibicyjne, zostal uzyty w leczeniu endometriozy
[21] (Rys. 3). Danazol (2) hamuje aktywno$¢ STS w mikrosomach tozyska ludzkiego w 60%
przy stezeniu 10 uM [22]. Kolejnym odkrytym inihibitorem byt siarczan Adiolu (3), dla
ktorego wyznaczono aktywnos$¢ inhibicyjng wzgledem STS, stata Ki (STS z mikrosomow
tozyskowych) wyniosta 2 uM [23] (Rys. 3). Poszukiwania nowych skutecznych inhibitoréw
STS doprowadzity do otrzymania 3-metylotiofosfonianu estronu (E1-MTP) (4) (Rys. 3),
pierwszego zwiazku specyficznie zaprojektowanego jako inhibitor STS. W toku
przeprowadzonych badan na komorkach MCF-7 stwierdzono, ze E1I-MTP (4) (ICso = 90 nM)
moze konkurowaé z naturalnym substratem w miejscu aktywnym enzymu STS [24].
Najwickszg zaletg E1-MTP (4) w poréwnaniu z siarczanem Adiolu (3) byta jego stabilnos¢

w warunkach fizjologicznych.
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Rys. 3. Pierwsze steroidowe inhibitory STS.

Funkcjonalizacja grupy hydroksylowej  ugrupowaniem amidosiarczanowym
doprowadzita do otrzymania amidosiarczanu-3-O-estronu (EMATE) (7) (Rys. 3). Zwiazek
ten posiada bardzo silng aktywno$¢ inhibicyjng w stosunku do STS. EMATE (7) byt
pierwszym nieodwracalnym inhibitorem, ktorego aktywno$¢ biologiczna zalezata od czasu
i stezenia [25]. Pomimo wysokiej aktywno$ci biologicznej, zwigzek ten okazal si¢ byc
niestabilny w warunkach fizjologicznych i posiadat silne wtasciwosci estrogenowe, co
uniemozliwiato jego wykorzystanie w terapii hormonozaleznego raka piersi. Podjeto proby
syntezy analogoéw tego zwiazku i otrzymano seri¢ pochodnych poprzez modyfikacje struktury
w pierscieniu D. Tym sposobem odkryto STX213 (5) (Rys. 3) (ICso = 1 nM). Dzigki tak
silnym wlasciwoSciom inhibicyjnym, w potaczeniu ze zwigkszong stabilnoscig in Vvivo
i brakiem wlasciwosci estrogenowych, STX213 (5) znalazt si¢ obecniec w I fazie badan
klinicznych [4]. Kolejnym silnym inhibitorem jest STX64 (6) (Rys. 3) (ICso = 8 nM
w mikrosomach tozyskowych) [3]. Podobnie jak STX213 (5), STX64 (6) nie wykazywat
wiasciwosci estrogenowych in vitro i in vivo, dlatego tez zostal zakwalifikowany do badan
klinicznych.

Dalsze modyfikacje pierScienia D w EMATE doprowadzity do otrzymania szeregu
silnych inhibitorow STS (Tabela 1) [26]. Najaktywniejszg pochodng okazatl si¢ by¢ zwigzek
(8) (ICs0 = 0.02 nM).

11
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Tabela 1. Struktury chemicze pochodnych E1 modyfikowanych w pozycji C-17 przebadanych na oczyszczonym
STS [26].
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0
HoN /,
i
o

Zwigzek R ICs0 (NM)

8 COCHz3 0.02

9 3-pirydyl 12.0

10 C(CH3)20H 13.0
EMATE - 8.00

Redukcja wigzania podwojnego i zmiana podstawnikow w pozycji C-17 pozwolita na
otrzymanie zwigzkow (11-15) o aktywnos$ciach biologicznych na poziomie ICso = 0.02-2.00
nM (Tabela 2) [27]. Zmniejszanie dtugosci tancucha alkilowego (pochodna 12 vs 13 vs 14)
oraz obecno$¢ wigzania podwdjnego (pochodne 8 vs 11) wplywaly na podwyzszenie

aktywnosci biologicznej potencjalnego inhibitora.

Tabela 2. Struktury chemiczne pochodnych EMATE modyfikowanych w pozycji C-17, przebadanych na
oczyszczonym STS [27].

R
HZN\S//i)
/7 "0
Zwigzek R ICs0 (NM)
11 COCHz3; 2.000
12 CH2CH3 0.020
13 n-CH2CH2CH3 0.034
14 n-CH2CH2CH2CH3 0.096
15 =CHCH>CH3 (E) 0.027

Interesujaca grupe inhibitorow stanowig zwiazki zawierajace w swojej strukturze
pierscien oksatiazynowy (Tabela 3) [28]. Najwyzsza aktywnos$¢ biologiczng wykazywata
pochodna (16) (ICso = 9 nM). Modyfikacja pierscienia D pochodnych oksatiazynowych
obnizyta aktywno$¢ biologiczng tych zwigzkéw we wszystkich badanych przypadkach

12
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(17-27). Wraz ze wzrostem dlugosci hydrofobowego tancucha alifatycznego aktywnos$é
inhibicyjna malata (pochodne 22 vs 23 vs 24). W przypadku pochodnych (20) stwierdzono
wplyw izomerii geometrycznej na aktywno$¢ biologiczng. Okazato si¢, ze izomer E wykazuje
staba aktywnos¢ inhibicyjng wzgledem STS (ICso = <1000 nM), podczas gdy izomer Z
charakteryzowat si¢ wartosScig ICsop na poziomie 58 nM. Wyzsza aktywnos$¢ biologiczna
izomeru Z moze by¢ spowodowana korzystniejszym utozeniem i dopasowaniem si¢ struktury

inhibitora w miejscu aktywnym enzymu.

Tabela 3. Steroidowe pochodne oksatiazyny [28].

Zwigzek R ICs0 (NM)
16 C=0 9.0
17 HC-OAc 12
18 HC-OH 20
19 HC=CH-CHjs (2) 63
20a C=CHCH:CHzs (2) 58
20b C=CHCH,CHz3 (E) <1000
21 C=C=CH> 74
22 HC-CH3 45
23 HC-CH2CH3 50
24 HC-(CH).CHs 120
25 C=CH-CO2Et 36
26 C=C(CN)2 22
27 HC-OCHjs 35
EMATE 28 - 8

Wazng grupe inhibitorow amidosiarczanowych stanowia tricykliczne pochodne
kumaryny (Tabela 4) [29]. Aktywno$¢ biologiczna tych zwigzkoéw rosta wraz ze wzrostem
wielkosci hydrofobowego, cyklicznego pierscienia alifatycznego. Najaktywniejsza pochodng
byta 6610-COUMATE (33) (ICso 1 nM) (Tabela 4) majgca w swojej strukturze 10-cztonowy
pierScien. Dalsze zwigkszanie wielkoSci pierScienia alifatycznego skutkowato gorszym

dopasowaniem do miejsca aktywnego enzymu oraz pogorszeniem aktywnosci biologiczne;.
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Tabela 4. Struktury inhibitoréow STS na bazie tricyklicznych pochodnych kumaryny [29].

0}
HoN_ 7
T P oo
(0]

Zwigzek n ICs0 (NM)
29 1 200
30 2 70
6 3 8.0
31 4 30
32 S 2.4
33 6 1.0
34 7 13
35 8 60
36 9 75
37 10 370

EMATE 28 - 8.0

Kolejng serig potencjalnych inhibitoréw STS sa pochodne bifenyli (Tabela 5) [30].
Aktywno$¢ biologiczna zwigzkow (38-42) byta na niskim poziomie i rosta wraz ze wzrostem

hydrofobowosci czgsteczki, osiagajac ICso = 3.5 uM dla najaktywniejszej pochodnej (41).

Tabela 5. Struktury inhibitrow STS na bazie pochodnych bifenylu [30].

N ©
Zwiazek R ICs0 (UM)
EMATE - 0.1
38 CN 6.7
39 COOMe 5.2
40 COOEt 4.2
41 COOFPr 3.5
42 H 76

W 2003 roku Nussbaumer wraz ze wspoOlpracownikami otrzymali podstawione
pochodne flawonoidéw (Tabela 6), ktore okazaly si¢ by¢ silnymi inhibitorami STS [31].
Wzrost dlugosci tancucha alkilowego prowadzit do wzrostu aktywnosci inhibicyjnej

(pochodna 43 vs 44). Zastosowanie duzych, przestrzennych, hydrofobowych podstawnikow
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znacznie polepszylo aktywno$¢ biologiczng w testach enzymatycznych (45-49). Ponadto
zastgpienie atomu tlenu atomem siarki w szkielecie flawonoidowym poprawito aktywno$¢
16-krotnie (pochodna 48 vs 49). Mimo niskich wartosci ICso pochodne (48) i (49) silnie

stymulowatly wzrost komérek nowotworowych linii MCF-7.

Tabela 6. Struktury inhibitoréw STS na bazie amidosiarczanowych pochodnych flawonoidow [31].

(0]
Zwigzek X R ICs0 (NM)
EMATE 28 - - 56
43 O n-CH,CH>CHj3 722
44 (0] n-CHz(CH2)7;CHjs 403
45 o) 1,1-C(CHs)2(CH2)7CHs 78
46 ) C(CH3)3 22
47 @) 4-pentabicyklo[2.2.2]okt-1-yl 11
48 ) 1-adamantyl 5.6
49 S 1-adamantyl 0.34

Kolejng grupe inhibitorow STS stanowig pochodne tyraminy (Tabela 7). Zwigzki te
nie wykazywaly wilasciwosci estrogenowych [32]. Aktywno$¢ biologiczna otrzymanych
zwigzkéw rosta wraz ze zwigkszaniem dlugosci hydrofobowego tancucha alkilowego.

Najaktywniejszg pochodng byta (57) (ICso = 56 nM).
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Tabela 7. Inhibitory STS na bazie pochodnych tyraminy [32].

H
N

HzN\S//O /©/\/ W
g

Zwigzek n ICs0 (NM)
50 4 14300
51 5 1880
52 6 600
53 7 253
54 8 180
55 9 74
56 10 61
57 11 56
58 12 158

Oproécz szerokiej gamy zwiazkow siarkowych, ktore wykazuja hamujaca aktywnosé
w stosunku do sulfatazy steroidowej, interesujaca grupe stanowig inhibitory fosforowe [33].
Doniesienia literaturowe wskazuja jednoznacznie na mozliwos$¢ ich wykorzystania w terapii
nowotworowej. Co wiecej potencjal tej klasy zwigzkow nie zostat jak do tej pory w pehni
wykorzystany.

Tak np. sole kwasow steroilofosforowych (59-62) (Rys. 4) okazaly si¢ byé
kompetycyjnymi inhibitorami STS w pH = 7.5. Zbadano ich wtasciwosci inhibicyjne w
zaleznosci od pH, co mialo na celu sprawdzenie, ktora forma zwigzku odpowiada za efekt
hamujacy, monoanionowa czy dianionowa. Jak si¢ okazato stata Ki dla fosforanu estronu
1 dehydroepiandrosteronu malata wraz ze spadkiem pH. Aktywno$¢ STS byla hamowana
najstabiej w pH = 8.5; najlepiej natomiast w pH = 6.0 (Ki odpowiednio 52.3 uM i 170 nM).
Podobng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku fosforanu dehydroepiandrosteronu, jego
warto$¢ Ki wynosita 4.1 pM i1 110 nM przy pH odpowiednio 8.0 i 5.5. Inhibicj¢ STS
z wykorzystaniem fosforanu estronu i dehydroepiandrosteronu (59) i (60) (Rys. 4) badano
w pH 6.0-7.5 (Tabela 8). W odroznieniu od fosforanéw, fluorofosforany (61) i (62) nie

wykazywaty znaczacych réznic w wartosciach staltych Ki w zaleznos$ci od pH.
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Rys. 4. Steroidowe sole kwasu fosforowego (59-62) jako inhibitory STS.

Tabela 8. Wartosci statych K; (uM) w funkcji pH dla zwigzkow (59-62).

Zwiazek pH
55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
59 - 0.17 0.34 0.89 5.0 15.0 52.3
60 0.11 0.14 0.13 0.89 2.0 4.1 -
61 - 14.7 - - 13.7 - -
62 - 12.2 - - 15.6 - -

Kolejng grupe potencjalnych inhibitoréw stanowity sole niesteroidowych pochodnych
kwasu fosforowego (63-68) (Rys. 5). Badano ich zdolnos¢ inhibicyjng, ktéra w kazdym
przypadku zalezata od wartosci pH.

o
(CH,),CHs (CH,),CH3
j HN (CH2)10CH3;
z : 67 © 68
o~ \\ 4 o O\P/O
S
o 0 B\
b

\

© (6}

Rys. 5. Struktury chemiczne inhibitorow STS na bazie niesteroidowych fosforanéw (63-68).

Z tej grupy zwiazkow inhibitorem o najstabszych witasciwosciach inhibicyjnych

okazal si¢ by¢ fosforan tetrahydronaftylu (68), ktory charakteryzowal sie¢ stalg Ki rowng
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odpowiednio 360 1 870 uM przy pH 7.0 1 7.5. Najaktywniejszym natomiast byl fosforan
n-laurylo tyraminy (67), jego stata Ki w pH = 7.5 wynosita 3.6 uM (Tabela 9).

Tabela 9. Wartosci statych K; (uM) w funkcji pH dla zwigzkoéw (63), (65-68).

Zwiazek pH
7.0 7.5
63 5.1 17
65 20.0 64.0
66 7.0 15.0
67 0.52 3.6
68 360 870

Reasumujac, najlepiej poznane w literaturze chemicznej inhibitory STS, z punktu widzenia
chemicznego, mozna podzieli¢ na nastgpujace grupy:

- amidosiarczany steroidowe — o szkielecie estronu czy estradiolu,

- amidosiarczany niesteroidowe — posiadajace w swojej konstytucji fragmenty flawonoidowe,

tyraminowe, antrachinonowe oraz fragmenty kumaryny czy bifenylu.
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3. Cel pracy

W ramach realizacji swojej pracy doktorskiej w zespole naukowym prof. dr. hab. inz.
Janusza Rachonia w Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej, otrzymalem zadanie:

- dokonania przegladu lieratury z zakresu wiedzy na temat budowy i funkcji sulfatazy
steroidowej (STS),

- zebrania literatury dotyczacej znanych inhibitorow STS oraz ich wykorzystania jako
potencjalnych lekow w terapii hormonozaleznego raka piersi,

- zaprojektowania z uzyciem techniki modelowania molekularnego nowych struktur
potencjalnych inhibitorow STS — fosforowych i tiofosforowych pochodnych kumaryny,
N-alkanoilotyraminy, bifenylu oraz flawonoidéw,

- przeprowadzenia syntez wybranych modeli fosforowych i tiofosforowych pochodnych
kumaryny, N-alkanoilotyraminy, bifenylu oraz flawonoidow,

- przebadania otrzymanych zwiazkow pod wzgledem ich aktywnosci biologicznej na STS

wyizolowanym z tozyska ludzkiego.
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4. Reakcja fosforylacji fenoli

Moim podstawowym zadaniem syntetycznym bylo opracowanie prostej i wydajnej
metody otrzymywania fosforowych, jak i tiofosforowych pochodnych kumaryn, bifenyli,
tyramin oraz flawonoidow. W zwigzku z powyzszym, W pierwszym etapie realizacji mojej
pracy doktorskiej przeprowadzitem badania literaturowe dotyczace metod fosforylacji fenoli.

Reakcja fosforylacji polega na przylaczeniu reszty fosforanowej do nukleofilowego
atomu zwigzku chemicznego. Zazwyczaj fosforylacji ulegaja funkcje hydroksylowe, tiolowe
czy aminowe prowadzac do odpowiednich estrow, tioestrow lub amidéw kwasu fosforowego.
Estry kwasu fosforowego pelnig wiele waznych funkcji w organizmach zywych m. in.
regulujg funkcje biatek [34]. Znajdujg zastosowanie w syntezie kwasow nukleinowych,
biatek, weglowodanéw, thuszczy czy stereoidow oraz w reakcji redukcji fenoli do arenow
[35]. Przy uzyciu fosforowych estrow fenoli mozna wyeliminowa¢ problemy zwigzane
z dystrybucja leku w obrebie organizmu. Reszta fosforowa moze tatwo hydrolizowa¢ pod
wplywem fosfatazy dajac fenol i nieorganiczny fosforan [36]. Przyktady fenolowych
prolekow w postaci estrow kwasu fosforowego przedstawitem na rysunku 6.

0

\
=3 2Na (0] @) o

- O/ N\ PN
07 \® ~p/ o 2 P X N
o OMe ° /P\O o~ \©

MeO o ® o CN K
O ®2Na >Na  HO
7 NO,
69 MeO 70 71

Rys. 6. Przyktady prolekow na bazie fenylowych estrow kwasu fosforowego: Propofol (69), Combretastatin (70)

O@ @ OMe 0

oraz Entacapone (71).
Co wiecej, warto wspomnie¢, ze zwigzki fosforowe sa $wietnymi uniepalniaczami

(Rys. 7) [37]. Wyréznia si¢ trzy kategorie tego typu zwigzkéw: fosforany, fosfoniany
i fosfiniany [38-39].
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Rys. 7. Przyktady uniepalniaczy fosforanowych.

W literaturze chemicznej znane s3 dwa strategiczne podej$cia fosforylacji grupy
hydroksylowej: (a) reakcja z elektrofilem zawierajacym czterokoordynacyjny atom fosforu
(b) fosfitylacja tj. reakcja z elektrofilem zawierajacym trojkoordynacyjny atom fosforu.
W pierwszym przypadku pozadany produkt otrzymuje si¢ bezposrednio, natomiast w drugim
otrzymywany jest produkt fosfitylacji, ktory w nastepnym etapie nalezy utleni¢. Powyzsze
podejscia syntetyczne mozna poréwnac przeprowadzajac reakcje wprowadzania funkcji
fosforowej do czasteczki nukleozydu z wolng grupa hydroksylowa w pozycji 3' (Rys. 8).
Synteza z wykorzystaniem dichlorofenylofosforynu przebiegata btyskawicznie [40], podczas
gdy reakcja z dichlorofenylofosforanem byta zakonczona po kilku godzinach [41]. Wyniki
tych eksperymentow dowodza, ze trojkoordynacyjny atom fosforu jest znacznie lepszym

centrum elektrofilowym niz czterokoordynacyjny atom fosforu.

Ph— P (¢]]
O,
/\Sj " B

p|rydyna 2 ,6-lutydyna
HO P

F O/
Cl Cl

Rys. 8. Schemat poréwnania dwdch podej$é syntetycznych nukleotydow.

Ze wzgledu na dynamiczny rozwdj chemii oligonukleotydow, w literaturze
chemicznej dostepny jest szereg odczynnikow fosfitylujacych (Rys. 9) [42-46]. Ponadto
w tym miejscu nalezy podkreslié, ze reakcja fosfitylacji z nastepczym utlenianiem
(najczesciej] jodem w tagodnych warunkach) pozwala na otrzymanie produktow

zawierajacych w swojej konstytucji wigzania P-N, P-S, P-F czy P-Se [47].
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Rys. 9. Struktury chemiczne kilku popularnych odczynnikow fosfitylujacych.

4.1. Reakcje fosforylacji i tiofosforylacji fenoli z wykorzystaniem

chemii fosforu czterokoordynacyjnego

Reakcje fosforylacji z wykorzystaniem zwigzkéw fosforu czterokoordynacyjnego
obejmuja szereg odczynnikéw fosforylujacych takich jak np. chlorofosforany czy
chlorotiofosforany jak rowniez kwasy fosforowe w obecnosci odczynnikéw kondensujacych

np. DCC.

Chlorofosforany i chlorotiofosforany alkilowe sa powszechnie wykorzystywanymi
odczynnikami do fosforylacji grupy hydroksylowej zar6wno w alkoholach jak i fenolach.
Ponizej w tabeli 10 zestawilem kilka literaturowych przyktadow ich zastosowania do

fosforylacji pochodnych fenoli.
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Tabela 10. Literaturowe przyktady produktéw reakcji fosforylacji fenoli z wykorzystaniem chlorofosforanow i

chlorotiofosforanow alkilowych.

Wydajno$¢
Nr Substrat Reagenty Produkt yaamno
reakcji
OeNa® |C|) O\F’//O
OBn 81
o)
OH W, OEt
o\
N o OEt
I
2 |// Et0—P—Cl| = | 85-95%
X OEt A "
X = Cl, Br, Me, NO, X
OH 0
O RO—P—Cl
HO o |
3 O OH OR 18-26%
OH R = Me, Et,/\><:
OH O
OH
RO—P—Cl
4 dr 30-96%
R = Me, Et, nPr, iPr, nBu, Ph 86
NO, NO,
R = Me, Et, nPr, iPr, nBu, Ph
/_/7COOH
OH i N
cl cl 1. Meo—llv—m o/\P\\/OMe
5 cl s 78%
e cl cl
) SN "N CooH
Me . H
87
Me

Jednym z pierwszych przyktadow literaturowych chemicznej fosforylacji fenoli byta

praca opublikowana przez Athertona i wspotpracownikow w 1945 roku dotyczaca m. in.

wprowadzania funkcji fosforowej do B-naftolu. Stosowanym odczynnikiem fosforylujacym

byt chlorofosforan dibenzylu [48] (Nr. 1, Tabela 10). Chlorofosforan dibenzylu nie reagowat

bezposrednio z B-naftolem. Z wielka tatwoscia biegla natomiast reakcja tego odczynnika z

B-naftolanem sodu dajac dibenzylofosforan B-naftylu (81) z wydajnoscia 80%.

Innym przyktadem wysoko wydajnej reakcji fosforylacji byta zaproponowana przez

Kaboudina dogodna, bezrozpuszczalnikowa metoda syntezy dietylofosforanow fenoli
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w obecnosci tlenku magnezu (Nr 2, Tabela 10). Substratami w tej reakcji mogly by¢ rowniez
a- i B-naftole. Pozadane produkty (82) otrzymywano z wydajnosciami powyzej 85% [49].

Zastosowanie dialkilochlorofosforanow w reakcji fosforylacji kwercetyny, flawonolu
pochodzenia roslinnego, pozwolilo na selektywne wprowadzenie funkcji fosforowej do
struktury tego zwigzku w pozycje¢ 7 (Nr 3, Tabela 10) [50]. Fosforowe pochodne kwercetyny
budzg zainteresowanie pod katem ich potencjalnej aktywnosci biologicznej. Reakcje
prowadzono w dioksanie w obecnosci pirydyny, uzyskujac produkty fosforylacji kwercetyny
(83-85) z niskimi wydajnosciami. Przy zastosowaniu reaktora mikrofalowego udato si¢
poprawi¢ efektywnos$¢ procesu.

Przykladem syntetycznego uzycia dialkilochlorotiofosforanow bylo ich wykorzystanie
w otrzymywaniu dialkiloarylotiofosforanéw p-nitrofenolu (86) (Nr 4, Tabela 10) —
pochodnych popularnego insektycydu ,,Parathionu”. Reakcje prowadzono w czasie 3-5
godzin w acetonie w obecno$ci weglanu sodu, uzyskujac produkty z wysokimi
wydajno$ciami tj. powyzej 90% [51].

Park 1 wspolpracownicy  zaprezentowali  wydajng  metode  syntezy
amidometylotiofosforanu 1,5-dichloro-4-metylofenolu (87) (Nr 5, Tabela 10). W opisanej
syntezie uzyto dichlorometylotiofosforanu, ktorym traktowano 1,5-dichloro-4-metylofenol
otrzymujac odpowiedni chlorotiofosforan. Zwigzek ten w kolejnym etapie traktowany
kwasem N-metylo-m-aminomastowym prowadzit do otrzymania amidometylotiofosforanu
1,5-dichloro-4-metylofenolu z wydajnoscia 78% [52].

W tym miejscu nalezy doda¢, ze wyzej wymienione przyklady pokazuja rozne
mozliwosci syntezy triestrow kwasu fosforowego. Pojawia si¢ w zwigzku z powyzszym

problem selektywnego rozszczepienia estrow alkilowych bez naruszenia estrow arylowych.

Tlenek fosforu (V) jest silnie higroskopijnym, biatym ciatem staltym stosowanym
najczesciej jako $srodek odwadniajacy. Odczynnik ten moze by¢ réwniez z powodzeniem
wykorzystany w reakcji fosforylacji, czego przyktadem moze by¢ praca opublikowana
w 2006 roku przez Toldy’ego. Artykut dotyczyt modyfikacji zywicy epoksydowe;j
fosforowymi pochodnymi floroglucyny (88) i nanoczgsteczkami montmorylonitu [53].
W zaleznosci od zastosowanej ilosci P2Os otrzymywano mono-, di- lub trifosforowe
pochodne floroglucyny (Rys. 10). Reakcje prowadzono w toluenie w temperaturze 80 °C
przez 2 godziny.
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OH OR

_—
HO OH R,0 OR

88a. R = P(O)(OH),, Ry = H, R, = H
88b. R = P(O)(OH),, Ry = P(O)(OH),, R, = H
88c. R = P(0)(OH),, Ry = P(O)(OH),, R, = P(O)(OH),

1

Rys. 10. Schemat fosforylacji floroglucyny.

Inng dogodna metoda wprowadzania funkcji fosforowej do fenoli jest reakcja
trictylofosforanu z odpowiednim fenolem w obecnosci tlenku fosforu (V) [54]. Reakcja
przebiegala w temperaturze 120 °C dajac produkty (89-94) z wydajnosciami rzgdu 70-80%
(Rys. 11). Bioragc pod uwage fakt, ze w reakcji fosforanu trietylu z P2Os, powstaje
pirofosforan tetraetylu [55], nalezy przypuszczaé, ze w cytowanej wyzej metodzie jest on
aktywnym reagentem.

A _oEt
OH o
0 P,0s OEt
* E0O—P—OEt — —=
OEt
R R,

89.R; = H 91.R;=F  93.R;=Br
90.R;=Me 92.R;=Cl 94.R;=NO,

Rys. 11. Schemat syntezy dietylofosforanow fenolu.

Reakcja fenoli z cyjanofosforanem dietylu w obecnos$ci trietyloaminy prowadzi do
powstania fosforowych pochodnych fenoli (Rys. 12). Reakcje prowadzono w tagodnych
warunkach i w ciaggu 30 minut otrzymano arylodietylofosforany (95) z wysokimi
wydajnosciami. Substratami tej reakcji moga by¢ zarowno fenole z podstawnikami

elektronoakceptorowymi jak i elektronodonorowymi [56].
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Rys. 12. Schemat syntezy dietylofosforanow fenoli przy udziale cyjanodietylofosforanu.

Sprzeganie fenoli z dietylofosforanem w obecnosci DCC prowadzi do otrzymania
arylodietylofosforanow (Rys. 13) [57]. Te¢ metod¢ opracowal Abe wraz ze
wspoOtpracownikami w1984 roku. Reakcje przebiegalty w lagodnych warunkach
z wydajnosciami 3-74%, a ich warunki nie byly optymalizowane. Otrzymane zwiazki (96)

zostaly przebadane jako potencjalne inhibitory acetylocholinoesterazy.

Q. _oEt
OH R

o7\
ﬂ DCC OEt
+ —p—
| AN EtO (Fl;EtOH e 5 |
~= Y
X X 96

X = NO,, Me, Ph
Rys. 13. Schemat sprzggania fenoli z dietylofosforanem w obecnosci DCC.

Cennym nieorganicznym zwigzkiem do otrzymywania trifosforanow jest heksahydrat
cyklotrifosforanu sodu. Inoue i wspolpracownicy z jego wykorzystaniem przeprowadzili
syntezg fosforowych pochodnych fenoli [58] (Rys. 14). Gtéwnymi produktami tej reakcji
byly trifosforany (97). Wyjatkiem byt nietrwaty produkt fosforylacji katecholu (98)
powstajacy wskutek wewnatrzczasteczkowej cyklizacji trifosforanu, ktory w  wyniku

hydrolizy ulegat konwersji dajac zwigzek (99).
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4.2. Reakcje
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Rys. 14. Schemat syntezy pochodnych kwasu fosforowego z wykorzystaniem heksahydratu cyklotrifosforanu

sodu.

fosforylacji  fenoli z

wykorzystaniem chemii  fosforu

trojkoordynacyjnego

Reakcje fosforylacji z wykorzystaniem zwigzkéw fosforu trdjkoordynacyjnego
obejmuja: a) reakcj¢ Athertona-Todda i jej modyfikacje, b) reakcje fosfitylacji i nastepcze
utlenienie otrzymanego produktu przejSciowego, C) reakcje, w ktorych powstaje in situ

halogenofosforan.
a) reakcja Athertona-Todda i jej modyfikacje

Opracowana w 1945 roku przez Athertona i Todda [59] nowa metoda fosforylacji
amin polegata na reakcji fosforynu dialkilowego Iub diarylowego z amoniakiem
w tetrachlorku wegla. Warunki reakcji stopniowo optymalizowano i modyfikowano, co
doprowadzito do powstania innych jej wariantéw, w ktorych nukleofilami byty alkohole [60],
aminy drugorzgdowe [61], hydrazyna [62], azydki [63], cyjanki [63] czy rodanki [63].
Mechanizm reakcji Athertona-Todda nie zostal do tej pory jednoznacznie wyjasniony.
Koncepcj¢ tego mechanizmu w duzej mierze opieraja si¢ na badaniach Steinberga z 1950
roku [64]. Wedlug tej teorii pierwszy etap mechanizmu zaktada deprotonowanie fosforynu
dialkilu, a nastepnie powstaty nukleofil uczestniczac w reakcji X-filowej substytucji z CCls

prowadzi do otrzymania chlorofosforanu, ktory jest aktywnym Srodkiem fosforylujacym
(Rys. 15).
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OR © OR
©

B

Rys. 15. Ogblny schemat mechanizmu reakcji Athertona-Todda w oparciu o teori¢ Steinberga.

W poézniejszych latach Troev i Roundhill uzupehili teori¢ Steinberga sugerujac etap
alkilowania aminy przez fosforyn dimetylu zamiast jej protonowania [65-66]. Otrzymana
W ten sposob sol fosforynu monometylu reaguje z drugim ekwiwalentem fosforynu dimetylu
dajac sol fosforynu dimetylu, ktora uczestniczac w reakcji X-filowej substytucji z CCls
prowadzi do otrzymania chlorofosforanu (Rys. 16). Powstaty chlorodimetylofosforan reaguje

nastepnie z drugorzedowa aming dajac amidodimetylofosforan.

o
MeO—P-=0""=  ——= MeO—P—0 . ye—nRy
H NR'3 H
o
o) 0 0
| 97 | 0 I
MeO—P—0 H=P—OMe b + H—P—OH
& e MeO” “OMe OMe
© o)
Q ccly 1
B 5> MeO—P—Cl
MeO~ “OMe -CCls 6Me
0 R' O o R
Uy N\ cal TN,
MeO—P=Cl HN &= MeO—P—N + CHCl
\ -
OMe ! e R
o o)
®
H—FI’—OH * NR3 —> MeO—P—0 + H—NRj,
OMe H

Rys. 16. Schemat mechanizmu reakcji Athertona-Todda w oparciu o teori¢ Troeva i Roundhilla.

Przyktady literaturowe zebrane w tabeli 11 obejmujg wariant reakcji Athertona-

Todda, w ktorym jako odczynnikéw nukleofilowych uzywano fenoli.

28


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 11. Literaturowe przyktady reakcji fosforylacji fenoli z wykorzystaniem H-fosfonianow.

W

Wydajnos¢
Nr Substrat Reagenty Produkt ydajno
reakcji
o
OH \\P/OBn
v
Rs Ry " oBn
R Rs
i
1 R, BnO—P—H 88-97%
OBn Rz
Ry=H,Ry=H,Rz=H
Ri=H,R,=F,R;=H 100.R;=H,R;=H,R3=H
R{=OMe, R, = H, Rz = OMe 101. Ry =H,R;=F,R3=H
R; =H, Ry = CH,CH,OH, Rz = H 102. R; = OMe, R, = H, R3 = OMe
103. R, = H, R, = CH,CH,OH, Ry = H
o
Et
OH -0
o7\
R4 OEt
R1
Rz
Rs R
Ry=H,Ry=H,Ry=H 0 Re
1= M, R2= 1, Rg =
2 R;=H, R, =H, Ry = Me EO—F—H 104.R;=H,R,=H,Ry=H 78-96%
R;=H,R,=Me, Ry =H OEt 105.R; =H, R, =H, Ry = Me
R;=Me, Ry =H,Ry=H 106.R; =H, R, = Me, Ry = H
Ry =H, Ry =H, R3 = OMe 107.R;=Me, R, =H, Ry =H
Ry =H,R,=0Me, Ry=H 108.R; =H, R, = H, Ry = OMe
R;=0OMe, R, =H, Ry =H 109. Ry =H, R, = OMe, Ry = H
Ry =H, Ry =H, Ry = NHAc 110.R, = OMe, R, =H, Ry = H
Ry =H, Ry =NHAc, R3 = H 111.R, =H, R, = H, Ry = NHAc
112.R; =H, R, = NHAc, Rz = H
O\\ _OR
o o
OH i OR
RO—P—H
3 I 50%, 94%
R = Et, nBu
113.R=Et,
114. R = nBu
o
R4 R, \\ _OMe
@ o/P\
NH,2 OMe
o R3 R4 R4
Ry o Ry
4 MeO—P—H Rs 50-70%
Ry=H,R,=H,Rz=H,R,=H (|)Me
Ry=H,R,=Me,R3=H,R,=H 115.R1=H,R,=H,R3=H,R;=H
Ry=H,R;=H,R3=Cl, Ry =H 116.R; =H, R, =Me, Ry =H, Ry =H
Ri=H,R,=H,R;=NO, R, =H 17.R;=H,R,=H,R3=ClLRy4=H
Ry = CsHaN, Ry = H, Ry = H, R, = Cl 118.R;=H, Ry, =H, R3 =NO,, R = H
R;=ClL,R,=H,R;=Cl,R;=H 119.R; =CsH3N, R, =H,R3=H, R, =CI
120.R;=CI, Ry, =H,R3=Cl, Ry =H
OH Q_oph
(0] /P\
1 Q" opn
5 PHO—F—H 72%
OPh
121
Szybka i wydajna reakcja selektywnej fosforylacji fenoli fosforynem dibenzylu
CCls w  obecnosci  N,N-diizopropyloetyloaminy i  katalitycznych  ilosci
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N,N-dimetyloaminopirydyny [67] zostata opracowana przez zespot naukowy Silverberga (Nr
1, Tabela 11).

Podobng metod¢ fosforylacji fenoli fosforynem dietylu zaproponowal Kenner
i Williams [35]. Reakcje prowadzono w ciggu 12 godzin w temperaturze pokojowej w CCl4
w obecnosci trietyloaminy otrzymujac produkty (104-112) z wydajno$ciami powyzej 80%
(Nr 2, Tabela 11). W nastgpnym kroku otrzymane zwiazki (104-112) byty poddawane reakcji
usuniecia funkcji fosforowej na drodze reakcji z sodem lub litem w ciektym amoniaku.

Zwierzak [68] oraz llia [69] prowadzili podobne reakcje fosforylacji fenoli (wedtug
metody Athertona-Todda) biegnace w uktadzie dwufazowym CCls:NaOHaq w obecnosci
katalitycznych ilos§ci bromku tetrabutyloamoniowego. Reakcje prowadzone byly
w temperaturze pokojowej przy uzyciu nadmiaru fosforynu dialkilu lub difenylu (Nr 3 i Nr 5,
Tabela 11) z bardzo dobrymi wydajno$ciami.

Nieco inny wariant reakcji Athertona-Todda zastosowat Purnanand. Otrzymat seri¢
dimetyloarylofosforanow (115-120) na drodze reakcji soli dicykloheksyloamoniowych fenoli
z fosforynem dimetylu [70]. Reakcje prowadzono w CCls przez 3-4 godziny izolujac produkt
z dobrymi wydajno$ciami rzedu 50-70% (Nr 4, Tabela 11).

b) reakcje fosfitylacji i nastepcze utlenienie otrzymanego produktu przejsciowego

Dietylochlorofosforyn jest niezwykle cennym odczynnikiem wykorzystywanym
W syntezie organicznej. Za jego pomocg mozna m. in. fosfitylowac fenole, a po utlenieniu
fosforynow otrzymac¢ dietyloarylofosforany. W ten sposéb zespot naukowy pod
kierownictwem Jie w 2002 roku otrzymat dietylofosforan 4-formylo-2-metoksyfenolu (122)
z wydajnos$cig 71% [71] (Rys. 17).

0) H o) H
1.DECP/NEts
2. 1/H,0
OMe OMe
E
OH O. PEU 122

//\
§/ TOEt

Rys. 17. Schemat fosforylacji 4-formylo-2-metoksy fenolu z wykorzystaniem DECP.
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Wykorzystanie dialkiloamidofosforynow i1 1H-tetrazolu jest niezwykle popularng
metodg fosfitylacji nukleozydow [72-74]. Alkiloamidofosforyny pod wptywem 1H-tetrazolu
ulegaja protonowaniu na atomie azotu przez co zwigzki te stajg si¢ bardzo podatne na atak
nukleofilowy na atomie fosforu.

W 1989 roku zespdot naukowy Perich’a zaproponowal wydajng metode otrzymywania
fosforowej  pochodnej  Boc-tyrozyny na drodze reakcji  N-chronionego  estru
p-nitrobenzylowego tyrozyny (123) z (BnO):PN(Et). oraz 1H-tetrazolem, a nastg¢pnie
utleniania powstalego produktu fosfitylacji kwasem m-chloronadbenzoesowym [75]

(Rys. 18). Zwigzek (124) mozna nast¢pnie z powodzeniem wykorzysta¢ do syntezy

peptydow.
NO, NO,
O~_ _OH
Hi)/ Cl)Bn i}l—l\\l\ K©/
° 0 1 P / N/N () o] N/BOC
- Et,N” DOBn N Na,S,0, H
_Boc
N 2. mCPBA N Bo°
H H
o
BnO” \
on 123 Qo OB 424
P
N\
BnO oBn

Rys. 18. Schemat otrzymywania dibenzylofosforanu Boc-tyrozyny (124).

Inng metoda otrzymywania fosforowych pochodnych tyrozyny byta reakcja
N-chronionej tyrozyny (125) z odpowiednim amidosyliloetylofosforynem oraz 1H-tetrazolem
1 utlenieniem tak powstalego produktu przejSciowego do analogu majacego w swojej
konstytucji czterokoordynacyjny atom fosforu (126) (Rys. 19) [76]. Funkcja fosforowa
zwigzku (126) okazata si¢ by¢ stabilna w warunkach deprotekcji ostony Fmoc, co daje

mozliwo$¢ uzycia tego typu pochodnych w syntezie fosfopeptydow.
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Rys. 19. Schemat syntezy fosforowej pochodnej Fmoc-tyrozyny (126).

OSiMe,tBu

Fmoc
N
H

126

Powyzsze dwie metody otrzymywania fosforowych pochodnych tyrozyny bazowaty

na aktywacji amidofosforynu 1H-tetrazolem. Biorac pod uwage fakt, Ze obecnie stezenie

1H-tetrazolu w komercyjnie dostepnych roztworach jest niewystarczajace oraz, ze 1H-tetrazol

ma wlasciwo$ci wybuchowe, zakres jego zastosowania w syntezie organicznej zostal znacznie

ograniczony. W toku badan nad poszukiwaniem nowych zwigzkéw mogacych efektywnie

zastapi¢ 1H-tetrazol okazato sig, ze trifluorooctan imidazolu $wietnie si¢ do tego celu nadaje,

dajac pozadane produkty (127-130) z podobnymi badz wyzszymi wydajnosciami (Rys. 20)

[77]. Trifluorooctan imidazolu mozna tatwo otrzymac¢ z tanich odczynnikéw chemicznych

w wigkszosci laboratoriow.

OH

Lo OTOMQ O._ _OMe
2
N T
\\i /R
CF3COO®&/ oo 1 ws R
N Ro tBUOOH/H,0 R, 1-CaCly/NaOH
2. H;0®
1
/LN/P\ J< O~ /oj< O\F’//O
0
/ “OtBu

|
)\ >ro ButO

»,=CBz 129. Ry =H, R, =Boc
> =Fmoc 130. R = Me, R, = Boc

O 0

Rys. 20. Schemat syntezy ditertbutylofosforowych pochodnych tyrozyny (127-130).
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c) reakcje, w ktorych powstaje in situ halogenofosforan

Reakcje polihalogenoalkanow z trialkilofosforynami po raz pierwszy opublikowano
w 1946 roku [78]. Powyzsza praca Kamai i wspotpracownikow opisywata proby fosforylacji
pochodnych fenoli. Jednym z przyktadow jest reakcja 4-nitrofenolu z fosforynem trietylu
wobec bromotrichlorometanu (Rys. 21). Proces prowadzono cala dob¢ w temperaturze
50-60 °C, otrzymujac dietylofosforan 4-nitrofenylu (131) z wydajnoscia 82% [79].

Mechanizm tej reakcji przedstawitem na rysunku 22.

OFEt
OH O/P\
OFEt
OEt CBrCl,
b
Et0” “OEt
NO, NO, 131

Rys. 21. Schemat syntezy dietylofosforanu 4-nitrofenylu w obecno$ci bromotrichlorometanu.

N
OEt EtO EtO

OEt
' + CBrCl Mo \O O - .
I rCly —> + CHCl, + EtBr
Et0” “OEt EtO” \ Et0” \ OEt
o o
cCly Br

Rys. 22. Mechanizm otrzymywania dietylofosforanu 4-nitrofenylu (131).

W 1995 roku Widlanski i Stowell opracowali nowa metode fosforylacji
wykorzystujaca trialkilofosforyny (metylowy, etylowy), ktore w obecno$ci jodu reaguja
z fenolami dajac odpowiednie fosforany dialkiloarylowe (Rys. 23) [80]. W tej reakcji
powstaje jodofosforan dialkilowy, ktory jako dobry odczynnik elektrofilowy w reakcji
z fenolami w pirydynie prowadzi do otrzymania dialkiloarylofosforanow (132-133)

z wydajnosciami powyzej 90%. Mechanizm tej reakcji przedstawitem na rysunku 24.

33


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

\ _OR
OH O/P\/
OR
OR D3
+ | —_—
(0]
6]

132. R=Me 133.R=Et

Rys. 23. Schemat syntezy dialkiloarylofosforanéw w obecnos$ci jodu.

OH 0
OJ QJ >
||3 Iz—» 1 — O\ &o + Bt 2w (|)
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) | I@ | (|) \_
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Rys. 24. Mechanizm otrzymywania dietylofosforanu 4-acetylofenylu (133).

Li i wspotpracownicy zmodyfikowali powyzsza reakcje Widlanskiego i Stowella
zastepujac pirydyne 4-dimetyloaminopirydyna (DMAP) i przy jej wykorzystaniu otrzymali
diallilofosforan p-krezolu (Rys. 25). Najwyzsze wydajnosci produktu (134) uzyskano
w temperaturze 0 °C stosujagc dwukrotny nadmiar jodu i DMAP w obecnosci 2.2 ekwiwalentu
fosforynu triallilowego wobec jednego ekwiwalentu p-krezolu [81]. Mechanizm tej reakcji

przedstawitem na rysunku 26.

O\\P _OAIl
OH 2\
" oAl
OAIl I
I
AlO” TOAIl  DMAP
Me Me 134

Rys. 25. Schemat fosforylacji p-krezolu fosforynem triallilu.
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Rys. 26. Mechanizm otrzymywania diallilofosforanu 4-metylofenylu (134).

4.3. Inne metody fosforylacji

Oproécz szerokiej gamy chemicznych metod fosforylacji istnieje caly szereg reakcji
wprowadzania funkcji fosforowej do struktury zwigzku organicznego przy udziale enzymow,

co zostato szeroko omowione w monografii Whitesides’a z 2002 roku [82].
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5. Préby otrzymywania soli H-fosfonianu 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-onu i 4-fenylofenolu z

wykorzystaniem chemii fosforu tréojkoordynacyjnego

W oparciu o wnioski sformutowane we wstepie do rozdziatu dotyczacego chemicznej
fosforylacji fenoli (patrz: rozdziat 3, str. 18), postanowitem podja¢ proby otrzymania
fosforowych i tiofosforowych pochodnych kumarynowych z wykorzystaniem chemii fosforu
trojkoordynacyjnego.

Odnoszac si¢ do niezwykle interesujacej pracy przegladowej Stawinskiego
I Kraszewskiego z 2002 roku dotyczacej ogromnego potencjatu syntetycznego H-fosfonianow
[83] (tatwa transformacja tych zwigzkow do: fosforanow, tiofosforandéw, selenofosforanow
czy tez amidow kwasu fosforowego), zdecydowatem si¢ z ich wykorzystaniem przeprowadzi¢
syntezg pozadanych pochodnych fenolowych wybierajac jako zwiazki modelowe 3-hydroksy-
8,9,10,11-tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-on (158c) (otrzymany wedlug procedury
opisanej w rozdziale 6.3) oraz 4-fenylofenol.

Pierwszym eksperymentem byla proba syntezy soli amonowej H-fosfonianu
3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-onu (135) wedlug
bezrozpuszczalnikowej procedury opisanej w 1996 roku przez Ozolg i wspotpracownikow
[84].

Na podstawie tej publikacji jak rowniez doniesien literaturowych [85] prawdopodobny
mechanizm tego procesu przedstawilem na rysunku 27.

Pierwszy etap zaklada nukleofilowy atak dwoch ekwiwalentow fenolu na atom fosforu
w PCl3 prowadzi do otrzymania diarylochlorofosforynu (136), ktory ulega kolejnemu

podstawieniu nukleofilowemu przez t-butanol dajac diarylo-t-butylofosforyn (137).

S N ’/\HO ArO—P—OAr
| Ar—OH I
—_— >

A
Ar—OH _ Ar0o—P—C

—~~
Cl—P—Cl n | n AI‘O—FI’—OAF > O)
|
136 137
o @ /\O lA
O NH y
e ® 3 NH,OH I _p_
ArO—P—ONH, =—— ArO—Fl’—OAr 4 Aro—||:_0Ar_; ArO Fl’ OAr+)J\
H Nt|4@o H H OH
139 ® 138

Rys. 27. Proponowany mechanizm otrzymywania soli amonowej H-fosfonianu arylu.
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Zwigzek ten wulega termicznemu rozkltadowi z wydzieleniem izobutenu
i diarylofosforynu (138). W kolejnym etapie jedna z funkcji estrowych ulega hydrolizie
wobec nasyconego wodnego roztworu amoniaku dajgc sl amonowg H-fosfonianu arylu
(139).

W pierwszym etapie postanowitem odtworzy¢ procedurg dla p-krezolu — jednego
z modeli, na ktorym pracowali autorzy publikacji. Otrzymatem s61 amonowa H-fosfonianu
p-krezolu z wydajnoscia 46% (wyd. lit. 87%), ktorej strukture¢ potwierdzitem
z wykorzystaniem spektroskopii *H i >'P NMR.

Nastepnie przeprowadzitem t¢ samg bezrozpuszczalnikowg reakcje na modelu (158c)
(Rys. 28).

0
OH o
Bl e o
./ O NH,
1. PCl,
—_—
2. t-BUOH i
o 3. NH4/H,0
158¢ 135
o)

Rys. 28. Schemat otrzymywania soli amonowej H-fosfonianu 3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydro-7H-
cyklohepta[c]chromen-6-onu (135).

W tym celu do dwoch ekwiwalentow stopionego zwigzku (158c) dodatem jeden
ekwiwalent $§wiezo destylowanego PCls. Kolejnym krokiem bylo dodanie do mieszaniny
reakcyjnej jednego ekwiwalentu tert-butanolu, a nastepnie wylanie mieszaniny reakcyjnej do
wodnego roztworu amoniaku. Powstaly osad odsgczylem 1 zidentyfikowatem jako
3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-on  (158c), tj. wyj$ciowy
substrat, ktory odzyskatem w okoto 80%.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze autorzy publikacji, z ktorej korzystatem,
otrzymali wedlug powyzszej procedury syntetycznej sole amonowe H-fosfonianéw fenoli:
0- i p- krezoli oraz p-chlorofenolu. Fenol, o- i p-krezol oraz p-chlorofenol sa zwigzkami
0 temperaturach topnienia w przedziale 30-45 °C, podczas gdy 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-on (158c) topi si¢ w temperaturze 198-199 °C.
Znacznie wyzsza temperatura topnienia uzywanej przeze mnie pochodnej kumaryny

w stosunku do wymienionych wczesniej pochodnych fenoli, powodowata konieczno$¢
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prowadzenia reakcji w wyzszej temperaturze, co moglo wplyna¢ niekorzystnie na jej
przebieg.

W kolejnym eksperymencie zmodyfikowatem powyzsza procedure przeprowadzajac
te samg reakcje w tagodniejszych warunkach, mianowicie w bezwodnym tetrahydrofuranie.
W tym celu do dwéch ekwiwalentow zwigzku (158¢) rozpuszczonego w THF dodatem jeden
ekwiwalent PClz i catos¢ ogrzewalem do wrzenia. Po 10 minutach prowadzenia reakcji
zarejestrowatem pierwsze widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCls) mieszaniny

reakcyjnej (Rys. 29).

17761
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Rys. 29. Widmo *'P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCls) mieszaniny dwoch ekwiwalentéw 3-hydroksy-
8,9,10,11-tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-onu (158¢) i jednego ekwiwalentu PCl; po 10 minutach.

Na widmie tym zaobserwowatem sygnat od nieprzereagowanego PClz (219.2 ppm),
sygnat przy 177.6 ppm (przypuszczalnie dichlorokumarynofosforyn) oraz trzy
niezidentyfikowane sygnatly w przedziale 2-8 ppm o stosunkowo niskiej intensywnosci.
Kolejne widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinow (CDCls) wykonalem po 90 minutach

prowadzenia reakcji (Rys. 30).
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Rys. 30. Widmo *'P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCls) mieszaniny dwoch ekwiwalentow 3-hydroksy-
8,9,10,11-tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-onu (158c) i jednego ekwiwalentu PCl; po 90 minutach.

Na widmie zaobserwowalem brak sygnatu przy wartosci przesunigcia chemicznego
219.2 ppm co s$wiadczy o catkowitym przereagowaniu PCls w badanej mieszaninie
reakcyjnej. Zaobserwowalem rowniez sygnal przy 178.0 ppm (przypuszczalnie
chlorobikumarynofosforyn) oraz pojawiajace si¢ nowe niezidentyfikowane sygnaty przy -0.8
ppm oraz przy 3.63 ppm.

Po dwoch godzinach prowadzenia reakcji w temperaturze wrzenia THF-u do
mieszaniny dodatem jeden ekwiwalent tert-butanolu. Po 30 minutach zarejestrowalem widmo

miesznaniny reakcyjnej 3P NMR z odsprzeganiem spinow w deuterowanym chloroformie

(Rys. 31).
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Rys. 31. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCl3) mieszaniny reakcyjnej po dodaniu jednego
ekwiwalentu t-butanolu po 30 minutach.

Zarejestrowane widmo przedstawione na rysunku 31 wskazywato na brak sygnatow
przy 177.6 i 178.0 ppm. Zaobserwowalem mieszaning 6 niezidentyfikowanych zwigzkow
majacych w swojej strukturze atom fosforu. Na uwage moze zastugiwaé fakt, ze mamy tu do
czynienia z dwiema parami trzech rezonansowych sygnatéw fosforowych o poréwnywalnych
intensywnosciach (6.38; 3.63; 2.20 oraz 7.57; 5.85; -0.73). Obraz tego widma nie rokowat
fatwosci izolacji ewentualnego oczekiwanego produktu jak réwniez jego wysokiej
wydajnosci.

W oparciu o wnioski wyciagnigte z dwoch powyzszych eksperymentéw stwierdzam,
ze procedura proponowana przez Ozole i wspoipracownikoOw nie nadaje si¢ do otrzymywania
soli amonowej H-fosfonianu 3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydro-7H-cyklohepta[c]chromen-6-
onu.

Innym znanym i niezwykle efektywnym podejsciem wprowadzania funkcji
H-fosfonianowej do struktury alkoholu alifatycznego jest metoda wykorzystujaca
H-pirofosfonian. Postanowilem zweryfikowa¢ na drodze eksperymentalnej przydatnosé
powyzszwej metody w reakcji otrzymywania soli amonowej H-fosfonianu bifenylu (142)
(Rys. 32). W tym celu przeprowadzitem eksperyment oparty na procedurze opisanej w 2009

roku przez Kraszewskiego i wspotpracownikow [86].
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Rys. 32. Schemat otrzymywania soli amonowej H-fosfonianu bifenylu (142) z wykorzystaniem H-

pirofosfonianu pirydyny.

Eksperyment polegat na otrzymaniu in situ H-pirofosfonianu pirydyny (140) z jednego
ekwiwalentu kwasu fosforawego i 0.55 ekwiwalentu chlorku kwasu piwalowego i poddaniu
go reakcji z 0.5 ekwiwalentu 4-fenylofenolu. Post¢p procesu badatem z wykorzystaniem
spektroskopii 3P NMR. Widmo 3P NMR pierwszego etapu reakcji przedstawione na

rysunku 33 zarejestrowatem po 10 minutach.
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Rys. 33. Widmo *'P NMR z odsprzeganiem spinow (CDCls) reakcji jednego ekwiwalentu kwasu fosforawego

z 0.55 ekwiwalentu PvCl po 10 minutach.

Zidentyfikowany sygnat przy 2.64 ppm pochodzit od kwasu fosforawego, natomiast
sygnat przy -6.41 ppm odpowiada H-pirofosfonianowi (140). Nastgpnie do mieszaniny
reakcyjnej dodatem 0.5 ekwiwalentu 4-fenylofenolu i prowadzitem reakcje w temperaturze

wrzenia pirydyny przez pét godziny. Po tym czasie zarejestrowalem widmo 3P NMR na

41


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

rysunku 34. W przeciwienstwie do poprzednich eksperymentow obraz widma przedstawiat
trzy sygnaly rezonansowe przy wartosciach przesunigcia chemicznego 2.85 ppm — kwas
fosforawy, 1.48 ppm — sol pirydyniowa H-fosfonianu bifenylu (141) oraz -6.48 ppm —
H-pirofosfonian (140). W kolejnych eksperymentach przeprowadzitem optymalizacj¢ tego
etapu reakcji i stwierdzitem, Ze stopien przereagowania H-pirofosfonianu (140) przy
wydluzonym czasie prowadzenia reakcji czy zwigkszaniu ilosci 4-fenylofenolu nie zmienia
si¢. Optymalna ilo§¢ 4-fenylofenolu w stosunku do uzytej ilosci kwasu fosforawego to
1 ekwiwalent. Reakcje prowadzitem w temperaturze wrzenia pirydyny (co znacznie

przyspieszato jej postep) przez 30 minut.
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Rys. 34. Widmo *'P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCls) po dodaniu pottora ekwiwalentu 4-fenylofenolu po
30 minutach prowadzenia reakcji w temperaturze wrzenia pirydyny.

Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej dodatem 5 mL wody
i po 10 minutach mieszania odparowatem rozpuszczalniki na wyparce obrotowej. Catos¢
poddatem oczyszczaniu z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowe;,
izolujac praktycznie ilosciowo uzyty do reakcji 4-fenylofenol.

W celu potwierdzenia czy sygnat przy 1.48 ppm odpowiada soli pirydyniowej
H-fosfonianu bifenylu (141) powtdérzylem ten eksperyment i po dodaniu 4-fenylofenolu, po

30 minutach prowadzenia reakcji traktowalem mieszaning reakcyjng roztworem jodu
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w wodzie (standardowa procedura utleniania H-fosfonianéw do fosforanéw). Nastepnie
wykonalem kolejne widmo 3P NMR tej mieszaniny reakcyjnej. Poniewaz posiadatem
diwodorofosforan bifenylu (otrzymany na drodze niezaleznej syntezy) mialem nadziejg¢
jednoznacznie zidentyfikowa¢ w mojej mieszaninie reakcyjnej ten zwigzek.

Na widmie 3P NMR (Rys. 35) zaobserwowatem brak sygnalu przy -6.48 ppm,

pojawit si¢ natomiast sygnat o niskiej intensywnosci przy -3.43 ppm.
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Rys. 35. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCl3) po dodaniu mieszaniny utleniajgcej.

Do rurki NMR zawierajacej badang mieszaning reakcyjng dodatem diwodorofosforanu
bifenylu (otrzymanego na drodze niezaleznej syntezy) i wykonatem kolejne widmo 3!P NMR.

Jak wida¢ na rysunku 36 intensywnos¢ sygnatu przy -3.4 ppm wzrosta.
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Rys. 36. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCls) po dodaniu mieszaniny utleniajacej oraz
diwodorofosforanu 4-fenylofenolu.

Na uwagg zastuguje fakt, ze intensywno$é sygnatu 3P NMR przy 1.32 ppm w wyniku
traktowania mieszaniny reakcyjnej jodem maleje, natomiast sygnatu przy 2.93 ppm
zdecydowanie wzrasta. Nizsza intensywno$¢ sygnatu przy 1.32 ppm moglaby $wiadczy¢, ze
jest to sygnat rezonansowy soli pirydyniowej H-fosfonianu bifenylu (141), ktory utlenia si¢
do fosforanu.

Nastepnie po 3 godzinach prowadzenia reakcji utleniania zarejestrowalem kolejne
widmo 3P NMR (Rys. 37), na ktérym zauwazytem, Ze intensywno$¢ sygnatu przy -3.47 ppm
nie wzrasta. Maleje natomiast intensywnos$¢ sygnatu przy 1.18 ppm 1 znaczaco ro$nie sygnat

przy 2.84 ppm odpowiadajacy soli kwasu fosforawego.
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Rys. 37. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCls) po dodaniu mieszaniny utleniajacej po 3 godzinach.

Postanowitem wykona¢ widmo tej samej mieszaniny kolejnego dnia i okazato sie, ze
sygnal odpowiadajacy prawdopodobnie soli pirydyniowej H-fosfonianu bifenylu (141)
zniknat (Rys. 38).
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Rys. 38. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCl3) po dodaniu mieszaniny utleniajacej po 24

godzinach.
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Niepokoity mnie jednak dwie obserwacje: a) dlaczego w badanych warunkach reakcji
sol pirydyniowa H-fosfonianu bifenylu (141) nie ulega calkowicie utlenieniu, jak rowniez

b) dlaczego obecny w $rodowisku reakcji kwas fosforawy nie ulega utlenieniu do kwasu
fosforowego.

Aby wyjasni¢ te obserwacje przeprowadzitem kolejny eksperyment ktory polegal na
probie utlenienia pirydynowego roztworu kwasu fosforawego jodem. Kolejne widma
przedstawiaja: widmo 3P NMR mieszaniny reakcyjnej kwasu fosforawego w pirydynie po
dodaniu jodu po 30 minutach (Rys. 39) (warunki reakcji identyczne jak przy probie utlenienia

mieszaniny reakcyjnej w poprzednim eksperymencie) i widmo 3P NMR tej samej mieszaniny
reakcyjnej po 24 godzinach (Rys. 40).
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Rys. 39. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spiné6w (CDCl3) proby utlenienia kwasu fosforawego jodem

w wodzie po 30 minutach.
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Rys. 40. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spiné6w (CDCls) proby utlenienia kwasu fosforawego jodem
w wodzie po 24 godzinach.

Wryniki tego eksperymentu pokazuja, ze roztwor kwasu fosforawego w pirydynie
ulega w badanych warunkach utlenieniu jodem w nieznacznym stopniu. Reasumujac wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzam, ze powstajaca sol pirydniowa H-fosfonianu
bifenylu (141) podczas proby utleniania jodem do odpowiedniego fosforanu szybciej ulega
hydrolizie niz utlenieniu dajac kwas fosforawy oraz 4-fenylofenol.

Poniewaz metoda z zastosowaniem H-pirofosfonianu nie przyniosta pozytywnych
rezultatbw postanowilem w swojej pracy badawczej sprobowaé wykorzystaé popularng
w ostatnich dekadach metod¢ mieszanych bezwodnikéw. Podej$cie to jest $wietnym
narzgdziem syntetycznym stosowanym w chemii oligonukleotydow.

Pierwszym krokiem byto otrzymanie z powszechnie dostgpnego fosforynu
dietylowego, soli trietyloamoniowej H-fosfonianu etylu (143) wedlug schematu reakcji
widocznego na rysunku 41 [87]. Reakcja zakonczyla si¢ sukcesem, a strukture produktu

potwierdzitem wykonujgc widma *H i 3P NMR.
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Rys. 41. Schemat otrzymywania soli trietyloamoniowej H-fosfonianu etylu (143).

W celu fosfitylacji alkoholi metoda mieszanych bezwodnikéw, nalezy przeprowadzi¢
sOl trietyloamoniowg H-fosfonianu etylu (143) w forme aktywng [88]. Monoestry
H-fosfonianowe mozna aktywowa¢ in situ kilkoma réznymi sposobami przeprowadzajac je
w odpowiednie mieszane bezwodniki z udzialem chlorkéw kwasu karboksylowego, kwasu
fosforowego, kwasu sulfonowego badz weglanu bispentafluorofenylu (144-150) (Rys. 42),
ktére w reakcjach z solami monoestréw H-fosfonianowych daja reaktywne produkty

przejsciowe typu (151-153) [89-92].
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Rys. 42. Odczynniki kondensujace stosowane w syntezie oligonukleotydow.

Najlepiej poznang metoda aktywacji jest ta z udzialem chlorku kwasu piwalowego
(144). W zaleznosci od liczby ekwiwalentéw odczynnika kondensujacego mozliwe jest
otrzymanie trzech réznych zwigzkow przejSciowych: mieszanego bezwodnika (151),

H-pirofosfonianu (152) oraz fosforynu bisacylowego (153) (Rys. 43).
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Rys. 43. Struktury chemiczne bezwodnikéw mozliwych do otrzymania in situ z monoestrow H-fosfonianowych.

Wszystkie te mieszane bezwodniki moga nastgpnie reagowaé z alkoholami lub
fenolami dajac odpowiednie H-fosfoniany (154) badz triestry kwasu fosforawego (155).

W Swietle powyzszych informacji, postanowitem otrzyma¢ H-fosfonian
bifenylowoetylowy (156) [93], a nastepnie podjaé proby jego utlenienia do fosforanu (157)
(Rys. 44).
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Rys. 44. Schemat proby otrzymywania bifenyloetylofosforanu (157).

W tym celu sél trietyloamoniowa H-fosfonianu etylu (143) poddatem reakcji z
1.2 ekwiwalentu PvCl w obecnosci 3 ekwiwalentow 2,6-lutydyny w bezwodnym chlorku

metylenu. Widmo 3!P NMR po tym etapie przedstawitem na rysunku 45.
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Rys. 45. Widmo 3'P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCls) reakcji soli trietyloamoniowej H-fosfonianu etylu
(143) z 1.2 ekwiwalentu PvCl w obecnosci 3 ekwiwalentow 2,6-lutydyny po 30 minutach.

Sygnat przy 3.21 ppm odpowiada substratowi — soli trietyloamoniowej H-fosfonianu
etylu (143), a sygnal przy 1.20 ppm to prawdopodobnie powstajacy in situ mieszany
bezwodnik kwasu piwalowego i fosforawego. W zwigzku z niskim stopniem przereagowania
substratu oraz faktem, Ze wraz z wydluzaniem czasu reakcji intensywno$¢ sygnalu
mieszanego bezwodnika nie wzrastata postanowitem doda¢ kolejne 0.6 ekwiwalentu PvCl

i zarejestrowa¢ widmo (Rys. 46).
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Rys. 46. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCl3) po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej 0.6

ekwiwalentu PvCl po pét godziny prowadzenia reakcji.

Intensywno$¢ sygnatu mieszanego bezwodnika diametralnie wzrosta, lecz wcigz
w mieszaninie reakcyjnej obecna bylta sol trietyloamoniowa H-fosfonianu etylu (143). Tym
razem do mieszaniny reakcyjnej postanowitem doda¢ 1.2 ekwiwalentu PvCl i zarejestrowac

ponownie widmo (Rys. 47).
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Rys. 47. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCl3) po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej 1.2

ekwiwalentu PvCl po pot godziny prowadzenia reakcji.

Na widmie manifestuje si¢ intensywny sygnatl rezonansowy przy 1.18 ppm
odpowiadajacy bezwodnikowi fosfonowo-karboksylowemu. Sygnat substratu zupetnie
znikngt w zwiazku z czym postanowilem przeprowadzi¢ Kkolejny etap reakcji. Do tak
otrzymanej mieszaniny reakcyjnej dodatem 3 ekwiwalenty 4-fenylofenolu i po 15 minutach
wykonatem widmo 3P NMR (Rys. 48).
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Rys. 48. Widmo *'P NMR z odsprzeganiem spindéw (CDCls) po dodaniu 4-fenylofenolu po 15 minutach.

W poréwnaniu z widmem widocznym na rysunku 47, mozna zauwazy¢, ze zniknat
sygnat przy 1.21 ppm (prawdopodobnie odpowiadajagcy mieszanemu bezwodnikowi),
a pojawit si¢ sygnat przy 4.15 ppm, przypuszczalnie odpowiadajacy bifenyloetylofosforynowi
(156).

H-fosfoniany alkilowo-arylowe sg wysoce reaktywne [94] stad nie podjatem si¢ proby
jego bezposredniej izolacji z mieszaniny reakcyjnej. Postanowilem utleni¢ in situ surowy

produkt jodem w wodzie.
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Rys. 49. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCl3) po utlenieniu mieszaniny reakcyjnej jodem w

wodzie.

Na widmie na rysunku 49 wida¢ jeden sygnat przy -6.02 ppm, ktory prawdopodobnie
odpowiada strukturze bifenyloetylofosforanu (157). Kolejnym krokiem byta proba izolacji
tego zwigzku. Z mieszaniny reakcyjnej wytracitem osad przy pomocy octanu etylu, ktory po
odsaczeniu 1 scharakteryzowaniu okazal si¢ by¢ sola 2,6-lutydynowa kwasu piwalowego
(struktura potwierdzona widmem H NMR). Po usunieciu soli izolowatem zwigzek (157)
z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie AcOEt:MeOH —
10:1 z wydajnoscia 75%. Strukture zwiazku potwierdzitem wykonujac widma H i 1P NMR
(Rys. 50 i 51).
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Rys. 50. Widmo *H NMR (CDCls) bifenyloetylofosforanu (157).
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Rys. 51. Widmo 3P NMR z odsprzeganiem spinéw (CDCl3) bifenyloetylofosforanu (157).

W $wietle powyzszych rezultatow, stwierdzam, ze jedynie reakcja wykorzystujaca
mieszane bezwodniki zakonczyta si¢ powodzeniem. W celu otrzymania innych pochodnych

z wykorzystaniem tej metody musze dysponowac roznego rodzaju difosforynami co jest
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ktopotliwe. Ponadto kolejnym problemem moze by¢ otrzymanie pochodnych kwasu
tiofosforowego, ktorych synteza byla przewidziana w projekcie, Stad tez w dalszej pracy
badawczej zdecydowalem si¢ wykorzysta¢ proste i tanie metody wprowadzania reszt kwasu
fosforowego i tiofosforowego do struktury zwigzkow organicznych, oparte na wykorzystaniu

chlorofosforanow i chlorotiofosforanow.
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6. Projektowanie, otrzymywanie oraz badania biologiczne

fosforowych i tiofosforowych pochodnych kumaryn

6.1. Modelowanie molekularne fosforowych pochodnych

kumarynowych

Rozpoczynajac realizacje swojej rozprawy doktorskiej postanowitem wykorzystaé
modelowanie molekularne w zakresie projektowania struktur potencjalnych inhibitorow STS
posiadajacych w swojej konstytucji ugrupowanie fosforowe i tiofosforowe. W tym celu
wykorzystalem komercyjnie dostepny program Autodock Vina, a jako zwigzek referencyjny
przyjatem 665-COUMATE (29) — zwigzek o udowodnionych wtasciwosciach inhibicyjnych
w stosunku do STS, posiadajacy w swojej strukturze fragment kumarynowy. Pierwszym
zagadnieniem jakie postanowitem rozstrzygna¢ w ramach modelowania molekularnego byto
znalezienie zalezno$ci efektywnosci dopasowania badanych fosforowych modeli
kumarynowych (160) do centum aktywnego enzymu od wielkosci pierscienia alifatycznego
(Tabela 12).

Tabela 12. Struktury modelowe wybrane do dokowania molekularnego.

o

~N

& “NH,

o 160 0 665-COUMATE 29

Nr R R’ Nr R R’ Nr R R’

160a | OEt | NH2 160g | NH2 | NH2 160m | OMe | NH;

160b | OEt | NH2 160h | NHz | NH: 160n | OMe | NH2

160c | OEt | NH2 160i | NH2 | NH2 1600 | OMe | NH;

160d | OMe | OMe 160j | OEt | OFEt 160p | OH | OH

160e | OMe | OMe 160k | OEt | OEt 160r | OH OH

WIN|RP|W|IN|F(D
WINIFPWIN(F |5
WINIFPWINF|S

160f | OMe | OMe 1601 | OEt | OEt 160s | OH | OH

Badania te pokazaty, ze piecio-, szeScio- i siedmiocztonowe hydrofobowe pierscienie
alifatyczne obecne w strukturze projektowanych zwigzkéw sa w bliskim sgsiedztwie
z resztami aminokwasowymi Leu74, Thr99, Vall0l, Leul03, Leul67, Vall77, Phel78,
His485 czy Phe488 znajdujacymi si¢ w miejscu aktywnym enzymu (Rys. 52). Najnizszymi
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wartosciami energii kompleksu inhibitor-enzym odznaczaty si¢ pochodne kwasu fosforowego

(160p-160s) (Tabela 13) odpowiednio -4.3; -4.7 oraz -4.9 kcal/mol.
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Tabela 13. Wartosci energii swobodnych wigzania kompleksow inhibitor-STS dla fosforowych pochodnych kumaryny.

o,
/" "NH,

0 160 0 665-COUMATE 29
, Swobodna energia , Swobodna energia

Nr n R R wigzania [kcal/n?ol] N n R R wigzania [kcal/rr?ol]
160a 1 OEt | NH> - 160k 2 OEt OEt -
160b 2 OEt | NH> - 1601 3 OEt OEt -
160c 3 OEt | NH> - 160m | 1 OMe | NH> -4.8
160d 1 | OMe| OMe -2.0 160n 2 OMe | NH> -2.5
160e 2 |OMe| OMe 1.4 1600 3 OMe | NH> -1.5
160f 3 |OMe | OMe 0.8 160p 1 OH OH -4.3
160g 1 NH2 | NH2 -2.3 160r 2 OH OH -4.7
160h 2 NHz | NH2 -2.2 160s 3 OH OH -4.9
160i 3 NHz | NH2 -2.5 29 - - - -5.1
160j 1 OEt | OEt -
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Powyzsze rezultaty sugeruja, ze zwigkszanie wielkosci hydrofobowego pierscienia
alifatycznego w badanych strukturach powinno poprawia¢ aktywno$¢ biologiczng w wyniku
wzrostu oddziatywan hydrofobowych z resztami aminokwasowymi obecnymi w miejscu
aktywnym STS. Co wigcej, utozenie grup fosforowych i ich odlegtos¢ od formyloglicyny
moze sugerowac ich istotng rol¢ w mechanizmie dezaktywacji enzymu (Rys. 52).

W kolejnym etapie badan postanowitem sprawdzi¢ jak w warunkach modelowania
molekularnego zachowywa¢ beda si¢ pochodne (165) i (170) posiadajace w swojej
konstytucji ugrupowanie laktamowe (zamiast laktonowego) jak réwniez funkcje fosfonowa
(zamiast reszty kwasu fosforowego). Wyniki badan modelowania komputerowego tych
modeli pokazuja, ze obecno$¢ grupy fosfonowej lub funkcji laktamowej doprowadzita do
podwyzszenia warto$ci energii swobodnej wigzania kompleksu inhibitor-enzym do wartosci
odpowiednio -4.4 i -3.8 kcal/mol. Co wigcej, odlegtos¢ grupy funkcyjnej w pozycji 3 od
FGly75 wynosita 541 A dla pochodnej fosfonowej (170) oraz 3.60 A dla zwigzku
zawierajacego W Swojej konstytucji funkcj¢ laktamowa (165), co moze wskazywaé na gorsze

dopasowanie tych analogow w miejscu aktywnym STS (Rys. 53).

Leu103

Phe178 {

\

/ .
‘I V74
N o2
P on P
HO ng ©H
o} o}
o} o}

Rys. 52. Wizualizacja wynikéw dokowania zwigzkow (160p) (brazowy), (160r) (czarny) i (160s) (niebieski)

w miejscu aktywnym STS.
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Rys. 53. Wizualizacja wynikow dokowania zwigzkoéw (160s) (niebieski), (165) (czerwony) i (170) (zielony) oraz

ich odlegto$¢ od miejsca aktywnego.

6.2. Modelowanie  molekularne tiofosforowych  pochodnych

kumarynowych

Kolejnym analizowanym przeze mnie zagadnieniem bylo znalezienie odpowiedzi na
pytanie jakie wyniki badan modelowania molekularnego uzyskam przyjmujac jako zwiazki
modelowe tiofosforowe pochodne kumaryny. Do tych badan wybratem tiofosforowe

pochodne (162-163) widoczne w tabeli 14.

Tabela 14. Struktury modelowe wybrane do dokowania molekularnego.

o 162-163 @) 665-COUMATE 29
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Nr R R’ n Nr R R’ n Nr R R’ n
162a | NH2 | NH2 1 162j | OMe | NH> 1 162t | OMe | OH 1
162b | NH2 | NH2 2 162k | OMe | NH2 2 162u | OMe | OH 2
162c | NH2 | NH> 3 1621 | OMe | NH2 3 162w | OMe | OH 3
162d | OEt | NH2 1 162m | OMe | OMe 1 163a | OEt Cl 1
162e | OEt | NH: 2 162n | OMe | OMe 2 163b | OEt Cl 2
162f | OEt | NH2 3 1620 | OMe | OMe 3 163c | OEt Cl 3
1629 | OEt | OEt 1 162p | OEt OH 1 163d | OMe Cl 1
162h | OEt | OEt 2 162r | OEt OH 2 163e | OMe Cl 2
162i | OEt | OEt 3 162s | OEt OH 3 163f | OMe Cl 3

Rezultaty modelowania pokazaly, ze tiofosforowe pochodne kumaryny dokuja si¢

podobnie do zwigzku referencyjnego (665-COUMATE) (29) (Rys. 54). Zwiazki (163f)

i (162w) wykazywaly najlepsze dopasowanie w miejscu aktywnym enzymu (wartosci energii

wigzania odpowiednio -0.8 i -1.5 kcal/mol).

Vd101

Leu103

Phe178

Phe48

Leu167

0
O p//s NG
/ >OMe o// “NH,

Rys. 54. Wizualizacja wynikow dokowania zwiazkow (163f) (czerwony), (162w) (z6tty) i 665-COUMATE (29)

(niebieski).

Obecny w strukturach modelowych zwigzkow piecio-, szescio- i siedmioczionowy

hydrofobowy pierscien alifatyczny znajduje si¢ w bliskiej odleglosci od lipofilowych reszt
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aminokwasowych Leu74, Thr99, Vall0l, Leul03, Leul67, Vall77, Phel78, His485 oraz
Phe488 odpowiedzialnych za rozpoznawanie substratu. Biorac pod uwagg warto$ci
swobodnych energii wigzania kompleksu inhibitor-enzym tricyklicznych pochodnych
kumarynowych mozna wyciggna¢ wniosek, ze wraz ze wzrostem lipofilowos$ci czasteczki
stabilnos$¢ tworzonego kompleksu inhibitor-enzym rosnie. W zwigzku z czym wartos$ci energii
kompleksow majacych w swojej strukturze siedmiocztonowe pier§cienie alifatyczne byly
najnizsze, a zwigzki te wykazywaty najlepsze dopasowanie w miejscu katalitycznym STS (np.
wartos$ci energii dla (163d-163f) wynosity odpowiednio 0.4, -0.1 i -0.8 kcal/mol) (Rys. 55)
(Tabela 15).
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Tabela 15. Wartosci energii swobodnych wiazania kompleksow inhibitor-STS dla tiofosforowych pochodnych kumaryny.

o,
/" "NH,

o 162-163 0 665-COUMATE 29
, Swobodna energia , Swobodna energia
Nr n R R wigzania [kcal/n?ol] N n R R wigzania [kcal/n?ol]
162a 1 NH2 | NH2 -1.1 1620 3 OMe | OMe 1.6
162b 2 NH2 | NH2 -1.5 162p 1 OEt OH -
162c 3 NH2 | NH2 1.3 162r 2 OEt OH -
162d 1 OEt | NH> - 162s 3 OEt OH -
162¢ 2 OEt | NH: - 162t 1 OMe OH 0.1
162f 3 OEt | NH: - 162u 2 OMe OH 1.5
1629 1 OEt | OEt - 162w 3 OMe OH -1.5
162h 2 OEt | OEt - 163a 1 OEt Cl -
162i 3 OEt | OEt - 163b 2 OEt Cl -
162j 1 | OMe| NH: -1.3 163c 3 OEt Cl -
162k 2 | OMe| NH; -2.4 163d 1 OMe Cl 0.4
162| 3 | OMe| NH; -1.5 163e 2 OMe Cl -0.1
162m 1 |OMe | OMe - 163f 3 OMe Cl -0.8
162n 2 |OMe| OMe - 29 - - - -5.1
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Rys. 55. Wizualizacja wynikow dokowania zwiazkoéw (163d) (czarny), (163e) (zielony) i (163f) (czerwony).

Na podstawie wynikow tej czgsci badan mozna powiedzie¢, ze pochodne fosforowe
i tiofosforowe dokowaly si¢ w miejscu aktywnym enzymu podobnie do zwigzku
referencyjnego (29). Dla pochodnych kwasu fosforowego wartosci swobodnych energii
wigzania kompleksu inhibitor-enzym ksztattowaly si¢ w przedziale -4.9-0.8 kcal/mol.
Zwigzki o najnizszej wartosci energii swobodnej kompleksu to pochodne (160p-160s) (-4.3;
-4.7; -4.9 kcal/mol). Wartosci energii analogéw tiofosforowych byty wyzsze | zawieraty si¢
w przedziale -2.8-1.6 kcal/mol. Najnizsze wartosci energii swobodnych uzyskatem dla
zwigzkow (163f) i (162K) odpowiednio -0.8 i -2.4 kcal/mol.

6.3. Synteza  fosforowych i  tiofosforowych  pochodnych
kumarynowych

W celu weryfikacji wynikow badan modelowania molekularnego postanowitem
przeprowadzi¢ synteze serii odpowiednich pochodnych 1 zbada¢ ich czynnos¢ biologiczna.

Prace  badawcza rozpoczalem od  syntezy  substratow  tj.  7-hydroksy-2,3-
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dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu (158a), 3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-
benzo[c]chromen-6-onu (158b) oraz 3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydrocyklohepta[c]chromen-
6(7H)-onu (158c). W pierwszym etapie syntezy przygotowatem odpowiednie [3-ketoestry jako
substraty wyjsciowe do syntezy pochodnych kumarynowych. 2-oksocyklopentakarboksylan
etylu i 2-oksocykloheksakarboksylan etylu uzyskalem w reakcji odpowiednich diestrow
kwasu adypinowego i pimelinowego z trietyloaming w obecnosci chlorku glinu.
2-oksocykloheptakarboksylan etylu otrzymalem w reakcji cykloheptanonu z weglanem
dietylu w  obecnosci wodorku sodu. W  kolejnym etapie traktowalem
2-oksocyklopentakarboksylan etylu, 2-oksocykloheksakarboksylan etylu oraz
2-oksocykloheptakarboksylan etylu rezorcyna w obecnosci kwasu siarkowego (VI)
otrzymujac odpowiednie produkty kondensacji Pechmanna (158a-158c). Szczegoétowy

schemat syntezy przedstawilem na rysunku 56.

OH
(0] O HO OH
[¢] (0]
)L(\/)J\ AICI3
OEt — »
EtO OEt
n NEts ( H,S04
n n=1,158a
n=4,5 n=2,158b
n=1,2
o) OH
o )k o o HO OH
EtO OEt
NaH, toluen OFEt ’
( ( H2S04 158¢
3 3

Rys. 56. Schemat syntezy 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu, 3-hydroksy-7,8,9,10-
tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu
(158a-158c).

Kolejny etap syntezy obejmowal funkcjonalizacje grupy hydroksylowej otrzymanych
tricyklicznych pochodnych kumarynowych odpowiednimi odczynnikami fosforylujacymi lub
tiofosforylujacymi. W tym celu zwiagzki (158a-158c) traktowatem odpowiednio POCI3 lub
PSCl3 w obecnosci trietyloaminy otrzymujac in situ dichloropochodne (159a-159c) i (161a-
161c). Nastepnie, po odsaczeniu powstatego w wyniku reakcji chlorowodorku trietyloaminy,
przesacz traktowatem roztworem amoniaku w metanolu lub roztworem odpowiedniego
alkoholanu sodu w alkoholu w réznych stosunkach molowych. Schematy wszystkich
przeprowadzonych reakcji przedstawitem na rysunkach 57 i 58. Wszystkie otrzymane przeze

mnie pochodne kwasu fosforowego (160a-160s) oraz tiofosforowego (162a-162w) i (163a-
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163f) tj.. estry, tioestry, amidy, tioamidy oraz chlorki kwasu tiofosforowego, otrzymywatem
z dobrymi wydajnosciami w przedziale 30-80%. Co wigcej struktury tych pochodnych
potwierdzilem na drodze analizy widm H, 3C i 3P,

Synteza fosforowych i tiofosforowych pochodnych kumaryny (Rys. 57 i Rys. 58)
z wykorzystaniem chemii fosforu czterokoordynacyjnego zakonczyla sie catkowitym
sukcesem. Reakcje biegly w stosunkowo krotkim czasie z zadawalajacymi lub dobrymi
wydajnos$ciami i w zwigzku z tym synteze fosforowych i tiofosforowych pochodnych bifenylu

1 tyraminy przeprowadzitem w podobny sposéb.

POCIyNEt; | THF

o

~ 1) NaH/EtOH
/
HN OBt -~

2) NHy/MeOH

1) NaH/MeOH
of >cl )4.

2) NHy/MeOH

1,159a
2,159b
3,159¢

n
n

n

NaH/MeOH
NaH/EtOH NHy/MeOH

1) TMSBr
2) MeOH

O
°N P//

~N
/
HO OH

Rys. 57. Schemat syntezy fosforowych pochodnych 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu,
3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu (160a-160s).

66


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

RONa/ROH

EtONa/EtOH MeONa/MeOH -
162a-c 162d-f—mMmMmMmmm > MeO/ OMe
n=1,163m
n=2,163n
162a-f 162a-f 161a-c o n=3,1630
NH3/MeOH NH3/MeOH
K,CO4/H,0
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1,R=Et, 163p n=1,R=Me, 163t
2,R=Et,163r n=2,R=Me, 163u
3,R=FEt, 163s n=3, R=Me, 163w

Rys. 58. Schemat syntezy tiofosforowych pochodnych 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-
onu, 3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu (163a-163f) oraz (162a-162w).

W celu zbadania wplywu obecnos$ci ugrupowania laktamowego jak rowniez funkcji
fosfonowej w badanych modelach, na aktywnos$¢ biologiczng tych zwigzkow, otrzymatem
dodatkowo dwie pochodne (165) i (170). Szczegétowy schemat syntezy przedstawilem na
rysunku 59. Synteza wodorofosforanu 6-0kso-6,7,8,9,10,11-heksahydro-5H-
cyklohepta[c]chinolin-3-ylu (165) obejmowata dwa etapy: reakcje¢
2-oksocykloheptakarboksylanu etylu z 3-aminofenolem w obecnosci KH2POs4 oraz
fosforylacje grupy hydroksylowej otrzymanego zwiazku (164). Synteza kwasu 6-okso-
6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylofosfonowego (170) obejmowata kilka
etapow. W  pierwszym z nich N-chroniony aminofenol poddatem reakcji
z 2-oksocykloheptakarboksylanem etylu w obecnosci kwasu siarkowego (VI) otrzymujac
etylokarbaminian 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu (166) z dobra
wydajnoscig. Deprotekcje grupy aminowej w etylokarbaminianie 6-okso-6,7,8,9,10,11-

heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu (166) prowadzilem w réwnomolowej mieszaninie
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kwasu octowego 1 kwasu siarkowego (VI) otrzymujac zwigzek (167). Nastepnie
wykorzystujac reakcje Sandmeyera otrzymatem 3-jodo-8,9,10,11-
tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-on (168) traktujac zwigzek (167) kwasem azotawym,
a nastepnie jodkiem potasu. W kolejnym etapie zwigzek (168) poddatem reakcji z fosforynem
trictylu w obecno$ci bezwodnego chlorku niklu otrzymujac zwigzek (169). Estry dietylowe
kwasu fosfonowego (169) usuwatem przy uzyciu bromku trimetylosililowego (TMSBr)
otrzymujagc kwas 6-0kso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylofosfonowy
(170).

W tym miejscu nalezy doda¢, ze moim celem byto otrzymanie konkretnych zwigzkéw

do badan biologicznych, a nie opracowanie efektywnej metody syntezy tych zwigzkow,

dlatego tez nie optymalizowatem warunkéw prowadzonych reakcji.

" oy g
(@] (e} ~
1) POCly ng ©H
B ——— B ———
OEt
KH,PO 2) H,O
( z ( | NH ) H2 ( | NH
3 3 164 3 165
o] o]

H

NH,

1) HpSO,4/CH3COOH

2) H,0

167
o

1) NaNO,/HCI
2) K

Rys. 59. Schemat syntezy laktamowej (165) i fosfonowej (170) pochodnej kumarynowe;j.

6.4. Wyznaczanie wartosci ICso fosforowych  pochodnych

kumarynowych

Aktywnos¢ biologiczng wszystkich otrzymanych zwigzkéw wzgledem STS okreslono
W badaniach enzymatycznych z wykorzystaniem enzymu izolowanego z tozyska ludzkiego

wedlug metody dostgpnej w literaturze [95]. Badania wykonywano w Instytucie
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Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego im. Jana Pawta II. Wyniki tych badan
zebralem w tabeli 16. Przedstawiajg one rezultaty badan aktywno$ci biologicznej

otrzymanych fosforowych pochodnych tricyklicznych kumaryn (160a-160s).
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Tabela 16. Aktywnos¢ biologiczna fosforowych pochodnych 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu, 3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-
benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu (160a-160s), (165), (170) oraz zwigzku referencyjnego amidosiarczanu 4-0kso-
2,3-dihydro-1H-cyklopenta-[c][1]benzopiranu (665-COUMATE) (29).

O\S// O //O O\\p/OH
O// \NH2 HO/P\OH \OH
0] ( | NH

O 865-COUMATE 29 o 160 ° o 165 170
Nr R R’ n ICs0 [UM] Nr R R’ n ICs0 [uM]
160a OEt NH2 1 81.1+£7.2 1601 OEt OEt 3 63.9+£5.8
160b OEt NH2 2 111+7.6 160m OMe NH2 1 87.3£7.1
160c OEt NH2 3 108+10.1 160n OMe NH2 2 73.3+£6.0
160d OMe OMe 1 74.7+6.2 1600 OMe NH2 3 159+194
160e OMe OMe 2 98.4+7.0 160p OH OH 1 36.443.2
160f OMe OMe 3 47 5+4.1 160r OH OH 2 37.8£2.8
160g NH2 NH2 1 87.8+7.7 160s OH OH 3 21.54+3.2
160h NH2 NH2 2 110+8.4 165 - - - 79.2+8.2
160i NH2 NH2 3 52.5+4.5 170 - - - 76.5+7.9
160j OEt OEt 1 73.0+£5.2 29 - - - 1.01+0.3

160k OEt OEt 2 92.5+6.4
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Oznaczone wartosci 1Cso, przedstawione w tabeli 16 pokazuja, ze pochodne
o najwyzszych aktywnoS$ciach biologicznych zawieralty w swojej strukturze hydrofobowy,
siedmiocztonowy pierscien. Korelacja ta jest zauwazalna dla prawie wszystkich otrzymanych
zwigzkow. Zwigzki (160p), (160r) i (160s) wykazywaty najlepsze wiasciwos$ci inhibicyjne.
Ich warto$ci 1Csp wynosilty odpowiednio 36.4, 37.8 1 21.5 uM (ICso dla zwigzku
referencyjnego 665-COUMATE — 1.01 uM) (29). Zwiazek (170) zawierajacy w swojej
strukturze grupe fosfonowa wykazywat duzo stabsze wtasciwosci inhibicyjne w stosunku do
(160s), co sugeruje, ze dominujgcym mechanizmem inhibicji STS jest fosforylacja FGly75
w miejscu aktywnym enzymu, a aniony 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-
onu, 3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu jako stabe zasady stanowig dobrg grupe
opuszczajaca W reakcji substytucji nukleofilowej na atomie fosforu.

Na uwage zastuguje fakt, ze wyniki badan biologicznych sa w dobrej korelacji

z wynikami modelowania molekularnego (Tabela 16 vs 13).

6.5. Wyznaczanie wartosci ICso tiofosforowych pochodnych

kumarynowych

Zachgcony dobrymi wynikami badan enzymatycznych zwigzkow (160a-160s),
postanowitem sprawdzi¢ czy zastgpienie ugrupowania fosforowego tiofosforowym
w strukturze inhibitorow efektywnie wptynie na poprawe ich aktywnosci biologicznej
(Tabela 17).
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Tabela 17. Aktywno$¢ biologiczna tiofosforowych pochodnych 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu, 3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-
benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu (163a-163f), (162a-162w) oraz zwiagzku referencyjnego (665-COUMATE) (29).

o/
O//S\NH2
o
O 1624163 0 665-COUMATE 29

Nr R R’ n ICs0 [uM] Nr R R’ n ICs0 [uM]
163a OEt Cl 1 57.8+4.6 162i OEt OEt 3 45.9+4.4
163b OEt Cl 2 44.3+3.7 162] OMe NH2 1 69.5+5.2
163c OEt Cl 3 32.9+3.0 162k OMe NH2 2 74.3£54
163d OMe Cl 1 61.8+5.3 162l OMe NH2 3 78.3+6.1
163e OMe Cl 2 34.9£3.4 162m OMe OMe 1 56.8+4.4
163f OMe Cl 3 13.3+#1.5 162n OMe OMe 2 65.4+4.9
162a NH> NH> 1 65.8+£5.2 1620 OMe OMe 3 42.5+4.5
162b NH NH 2 75.9+6.1 162p OEt OH 1 161.1+9.4
162c NH> NH> 3 142+9.1 162r OEt OH 2 58.2+4.8
162d OEt NH> 1 68.4+5.4 162s OEt OH 3 38.3+3.2
162e OEt NH 2 91.6+6.7 162t OMe OH 1 224.9+20.1
162f OEt NH> 3 98.0+£7.7 162u OMe OH 2 58.7+4.3
1629 OEt OEt 1 70.2+5.7 162w OMe OH 3 30.3+2.9
162h OEt OEt 2 73.9£5.2 29 - - - 1.01+0.3
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W tym celu aktywno$¢ biologiczng otrzymanych przeze mnie zwigzkow (162-163)
wzgledem STS okre§lono w badaniach enzymatycznych analogicznie do testow
przeprowadzonych dla zwigzkow (160). Wyniki tych badan zebratem w tabeli 17.

Na podstawie danych prezentowanych w tabeli 17 mozna powiedzie¢, ze sposrod
tiofosforowych analogow kumaryny, najlepszymi okazaty si¢ by¢ (163f) i (162w). Ich
wartos$ci ICso wyniosty odpowiednio 13.3 1 30.3 uM (ICso dla zwigzku referencyjnego (29) —
1.01 uM). W toku prowadzonych badan stwierdzitem, ze pochodne monochlorkowe (163a-
163f) sg stabilne przez wiele godzin w uktadzie THF/H20. Sugeruje to, ze pochodna (162w),
w warunkach badan aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem enzymu, nie ulega hydrolizie
lub ulega jej w matym stopniu, czego dowodem jest najwyzsza aktywno$¢ (163f) w badanych
warunkach. Podobnie jak w przypadku fosforowych analogow tricyklicznej pochodnej
kumaryny, najlepsza aktywno$¢ biologiczng wykazuja zwigzki zawierajace w swojej
konstytucji hydrofobowy, siedmiocztonowy alifatyczny pierscien. Ponadto mozna
zaobserwowacé, ze w kazdym przypadku zwigzki zawierajace podstawniki —OMe na atomie
fosforu sa efektywniejsze anizeli zwiazki z —OEt, co moze wskazywac na lepsze dopasowanie
tych struktur w miejscu aktywnym STS (pochodna 162h vs 162m). Na podstawie
otrzymanych wynikdw mozna rowniez stwierdzié, ze wprowadzenie do zwiazku grupy —NH>
powoduje spadek jego aktywnosci biologicznej (pochodna 162f vs 162l).

Podsumowujac wyniki, ktore przedstawitem w Tabelach 16 i 17 stwierdzam, ze we
wszystkich  przypadkach tiofosforowe pochodne tricyklicznej kumaryn (162-163)
wykazywaly wyzsza aktywno$¢ biologiczng w stosunku do STS od ich fosforowych
analogoéw (160). W niektorych przypadkach ich aktywno$¢ byta nawet dwukrotnie wyzsza.

W tym miejscu pragne dodaé, ze pomimo negatywnych wynikéw modelowania
molekularnego dla niektorych zwiazkow (Tabela 13 i 15), przeprowadzilem ich synteze
i poddatem badaniom aktywno$ci biologicznej. Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze znacznie
gorsze wyniki modelowania molekularnego tiofosforowych pochodnych kumarynowych,
w stosunku do ich fosforowych odpowiednikow (Tabela 13 vs 15), nie znajduja
odzwierciedlenia w rezultatach badaf biologicznych, ktore ksztattuja si¢ zupetnie odwrotnie
(Tabela 16 vs 17). Sytuacja ta jednoznacznie pokazuje, ze do wynikéw badan modelowania

molekularnego nie mozna podchodzi¢ bezkrytycznie.
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7. Projektowanie, otrzymywanie oraz badania biologiczne

tiofosforowych pochodnych bikumarynowych

7.1. Modelowanie molekularne

W Kkolejnym etapie badan postanowitem sprawdzi¢ jak w warunkach modelowania
molekularnego beda zachowywaly si¢ bikumarynowe pochodne kwasow tiofosforowych

w stosunku do STS (Tabela 18).

Tabela 18. Struktury modelowe wybrane do dokowania molekularnego.

o/
o// “NH,
(0]
(0]
665-COUMATE 29
Nr R n Nr R n
171a Cl 1 1719 OH 1
171b Cl 2 171h OH 2
171c Cl 3 171i OH 3
171d OMe 1 171j NH> 1
171e OMe 2 171k NH- 2
171f OMe 3 1711 NH> 3

Wyniki badan modelowania molekularnego pokazuja, ze warto$ci energii swobodnych
wigzania kompleksow inhibitor-enzym byly najnizsze w przypadku pochodnych
chlorotiofosforanowych (171a-171c) oraz wodorotiofosforanowych (171g-171i) i zawieraty
si¢ w przedziale -5.2 do -8.1 kcal/mol (Tabela 19).

74


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 19. Wartosci energii swobodnych wigzania inhibitor-enzym dla tiofosforowych diestrow 7-hydroksy-
2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu, 3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-
hydroksy-8,9,10,11-tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu (171a-171l).

N
& “NH,

665-COUMATE 29

Swobodna energia Swobodna energia
N R n wigzania [kcal/n?ol] N R n wigzania [kcal/n?ol]
171a Cl 1 5.2 171h OH 2 -8.1
171b | CI 2 -6.2 171i | OH | 3 -6.0
171c| ClI [ 3 7.2 171j | NH2 [ 1 -6.2
171d | OMe | 1 -4.3 171k | NH2 | 2 -5.2
171e | OMe | 2 -4.8 1711 | NHy | 3 -2.5
171f | OMe | 3 -6.5 29 - - 5.1
171g | OH 1 -6.7

Na rysunku 60 przedstawitem miejsce aktywne enzymu wraz z trzema
najkorzystniejszymi  utozeniami  wodorotiofosforanow  bikumarynowych (171g-171i).
Zaprojektowane inhibitory STS wykazuja odmienny sposob dokowania w pordwnaniu

z inhibitorami amidosiarczanowymi opisywanymi w literaturze (665-COUMATE) (29).
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Rys. 60. Wizualizacja wynikow dokowania zwiazkoéw (171g) (niebieski), (171h) (zo6tty), (171i) (zielony) i 665-
COUMATE (29) (czarny) w miejscu aktywnym STS.

W tym przypadku jeden z kumarynowych fragmentow zwigzku skierowany jest do
srodka miejsca aktywnego i ulega niepolarnym oddziatywaniom z hydrofobowymi resztami
aminokwasowymi Arg98, Vall0l, LeulO3, Leul67, Vall77, Phel78, His485, Val486
1 Phe488. Pozostata cze$¢ bikumarynowego szkieletu utozona jest natomiast na zewnatrz
miejsca katalitycznego enzymu. Badania z zakresu modelowania molekularnego wykazaty
najwyzszy potencjat inhibicyjny dla pochodnych z sze$ciocztonowym hydrofobowym
pierscieniem alifatycznym (warto$¢ energii wigzania kompleksu inhibitor-enzym dla (171h)
wyniosta -8.1 kcal/mol). Badanie wplywu struktury pochodnych bikumarynowych na ich
aktywnos¢ wykazato, ze reszty tiofosforowe zwigzkow (171g-171i) skierowane byly w strong
Thr484, z ktora poprzez grupe hydroksylowa obecng w ich strukturze mogg tworzy¢ wigzania
wodorowe (Rys. 61).
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Val101

Rys. 61. Odlegtos¢ atomu fosforu zwigzku (171b) (purpurowy) od reszty Thr484 oraz przewidywane wiazanie
wodorowe pomi¢dzy Thr484, a analogiem (171h) (zotty).

Oddziatywanie to moze mie¢ kluczowy wplyw na efektywnos$¢ wigzania 1 stabilno$¢
kompleksu inhibitor-enzym. Ponadto utozenie reszt tiofosforowych w zwigzkach (171a-171c)
i ich odlegtosci od grupy hydroksylowej Thr484 sugeruja, ze substytucja nukleofilowa na

atomie fosforu moze odgrywac decydujaca rol¢ w mechanizmie dezaktywacji enzymu.

7.2. Synteza tiofosforowych pochodnych bikumarynowych

Zachecony obiecujagcymi wynikami badan z zakresu modelowania molekularnego
postanowitem zweryfikowa¢ te wyniki na drodze eksperymentu. W tym celu
przeprowadzilem synteze tiofosforowych pochodnych bikumaryn (171a-171l). Pochodne
kumaryny (158a-158c) traktowatem PSCls w obecnosci trietyloaminy otrzymujgc
dichloropochodne (161a-161c). Na tym etapie syntezy okazalo sie, ze zwigzki te sg trwale
1 mozliwe jest ich oczyszczenie z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii

kolumnowej. W kolejnym etapie oczyszczone dichloropochodne (161a-161c) traktowatem
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kolejnym ekwiwalentem odpowiedniego analogu tricyklicznej pochodnej kumaryny
w obecnosci NEtz w bezwodnym THF, otrzymujac zwiazki (171a-171c). Zwiazki te
poddawatem naste¢pnie reakcji z metanolem w obecnosci K2COz, wodnym roztworem K>CO3
lub roztworem NH3/CHsOH, otrzymujac odpowiednio: tioestry metylowe (171d-171f),
wodorotiofosforany (171g-171i) oraz tioamidy (171j-171l). Struktur¢ tak otrzymanych
zwiazkéw potwierdzitem na drodze analizy widm *H, 13C, 3!P. Wydajnosci zwiazkéw (171a-
1711) otrzymywane wedlug wyzej opisanej procedury zawieraly si¢ w przedziale 35-65%.
Schematy wszystkich przeprowadzonych reakcji przedstawitem na rysunku 62.

Podobnie jak w przypadku fosforowych i tiofosforowych pochodnych kumarynowych
(160), (162) i (163) nie optymalizowatem warunkéw prowadzonych reakcji. Moim celem

bylo otrzymanie czystych zwigzkéw do badan biologicznych.

PSCly/NEt;
THF
n
171a-171¢c
MeOH/K,CO3 NH3/MeOH
THF THF
K,CO4/H,0

o,
P\

Rys. 62. Otrzymywanie tiofosforowych diestrow 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu,
3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu (171a-171l).
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7.3. Wyznaczanie wartosci ICso tiofosforowych pochodnych

bikumarynowych

Aktywnos$¢ biologiczng otrzymanych przeze mnie zwigzkow (171) wzgledem STS
okreslono w warunkach opisanych w badaniach enzymatycznych analogicznie do testow
przeprowadzonych dla pochodnych (160), (162) oraz (163). Wyniki tych badan zebralem
w tabeli 20.

Tabela 20. Aktywnos¢ biologiczna tiofosforowych diestrow 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-
4(1H)-onu, 3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu (171a-171l).

o,
/" NH,

665-COUMATE 29

Nr R n ICs0 [UM] Nr R n I1Cso [UM]
171a Cl 1 33.8+4.6 171h OH 2 0.86+0.1
171b Cl 2 7.8+£0.6 171i OH 3 5.5+0.5
171c Cl 3 7.0£0.7 171j NH2 1 74.3+6.0
171d OMe 1 75.0£6.8 171k NH2 2 110+£9.4
171e OMe 2 14.8+1.6 1711 NH2 3 88.8+7.3
171f OMe 3 6.8+0.7 29 - - 1.01+0.3
171g OH 1 26.9+3.4

Na podstawie danych prezentowanych w tabeli 20 mozna powiedzie¢, ze otrzymane
tiofosforowe pochodne bikumaryny (171a-171l) odznaczaly si¢ dobrymi wlasciwosciami
inhibicyjnymi wzgledem STS, ws$rod ktorych najlepszym zwigzkiem okazat si¢ by¢
wodorotiofosforan-3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu (171h) (ICso
= 860 nM) przy wartosci ICso dla zwigzku referencyjnego w tym tescie wynoszacym 1.01
pM. Jego wysoka aktywno$¢ biologiczna, w porownaniu ze zwigzkiem referencyjnym, moze
wynika¢ z mozliwosci tworzenia wigzania wodorowego pomigdzy tlenem grupy
hydroksylowej inhibitora, a protonem grupy hydroksylowej Thr484, o czym wspomniatem
w rozdziale 7.1 — dotyczagcym modelowania molekularnego tiofosforowych pochodnych

bikumarynowych.
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8. Projektowanie, otrzymywanie oraz badania biologiczne

fosforowych i tiofosforowych pochodnych bifenylu

Bifenyl jest weglowodorem aromatycznym wystepujacym naturalnie w smole
pogazowej, oleju mineralnym oraz gazie ziemnym. Powstaje w wyniku niecatkowitego
spalania gazu ziemnego 1 we¢gla. Pochodne bifenylu byly szeroko stosowane w syntezie
pestycydow w tym polichlorowanych bifenyli. W oparciu o szkielet bifenylowy otrzymano w
ostatnich latach szereg zwigzkow o charakterze terapeutycznym, wykazujacych dziatanie
hipotensyjne [96], moczopedne [97], przeciwzapalne [98], przeciwpsychotyczne
I przeciwlekowe [99] oraz przeciwbakteryjne [100]. Ponadto w oparciu o szkielet bifenylu
otrzymano seri¢ siarkowych, potencjalnych inhibitoréw STS. Zwigzki te nastgpnie poddano
badaniu aktywnosci biologicznej. Uzyskane wartosci ICso dla tej serii zwigzkow zawieraty si¢
w przedziale (6.7-76 uM) [30] (patrz: Tabela 5, str. 14).

Zachecony wynikami badan biologicznych fosforowych i tiofosforowych pochodnych
kumaryny (opisanych w poprzednim rozdziale) oraz wyzej wymienionymi danymi
literaturowymi, postanowitem wykorzysta¢ szkielet bifenylowy do zaprojektowania, syntezy
oraz zbadania czynnos$ci biologicznej nowych fosforowych i tiofosforowych pochodnych
bifenylu jako potencjalnych inhibitoréw STS. Do tych badan wybratem modele fosforowych
i tiofosforowych pochodnych opartych o szkielet 4-fenylofenolu (174) oraz kwasu
(p-hydroksyfenylo)benzoesowego (175-176) oraz jako zwigzek referencyjny amidosiarczan
4-fenylofenolu (42) o udowodnionych wiasciwosciach inhibicyjnych w stosunku do STS
(Tabela 21).
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Tabela 21. Struktury modelowe wybrane do dokowania molekularnego.

//\P\;m O Q Rs/p\; //\ _0
2 07\
174175 176 42 NH;

Nr R R R> X Nr R R R> R3 X
174a H OMe NH; O 174d° COOEt OEt NH> - S
174b COOEt OMe NH> O 174¢’ H OMe OMe - S
174c H OEt NH; O 174f COOEt OMe OMe - S
174d COOEt OEt NH> O 174g’ H OEt OEt - S
174e H OMe OMe O 174n’ COOEt OEt OEt - S
174f COOEt OMe OMe O 1747 H NH> NH> - S
174g H OEt OFEt 0 174’ COOEt NH; NH; - S
174h COOEt OEt OEt O 175a’ H OMe Cl - S
174i H NH:> NH> O 175b° COOEt OMe Cl - S
174j COOEt NH> NH; O 175¢’ H OEt Cl - S
174k H OH OH O 175d’ COOEt OEt Cl - S
1741 COOEt OH OH O 176a - - - Cl -
174a’ H OMe NH; S 176b - - - OMe -
174b° COOEt OMe NH> S 176¢ - - - NH> -
174¢’ H OEt NH> S 176d - - - OH -
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8.1. Modelowanie molekularne fosforowych i tiofosforowych
pochodnych bifenylu

Struktury chemiczne zwigzkoéw przygotowatem w programie Portable HyperChem
8.0.7 (Hypercube Incorporation), a do stanu minimum energetycznego doprowadzitem je przy
uzyciu pola sitowego MM+ 1 nieliniowego gradientu sprzezonego Polaka-Ribieré’a.
Dokowanie przygotowanych ligandéw do struktury STS przeprowadzitem z uzyciem
programu Autodock Vina 1.1.2 (Molecular Graphic Laboratory, Scripps Research Institute).

Nowo zaprojektowane zwigzki wigzaty si¢ teoretycznie w miejscu aktywnym STS.
Dokowania pochodnych (174a-174l), (174a’-174j°) oraz (175a’-175d’) do miejsca
aktywnego STS pokazaly, ze moga one przyjmowac ulozenia podobne do naturalnego
substratu enzymu tj. siarczanu estronu oraz do zwiazku referencyjnego (amidosiarczanu
4-fenylofenolu) (42) (Rys. 63).

Funkcje fosforowe i tiofosforowe badanych zwigzkow skierowane byly w strong
katalitycznego obszaru STS. Zwigzkami, dla ktorych wartosci energii wigzania kompleksu
inhibitor-enzym byly najnizsze okazatly si¢ estry dibifenylowe kwasu tiofosforowego (176a-
176d). Pochodne te wykazywaty inny sposob dokowania do miejsca aktywnego enzymu co
poskutkowato uzyskaniem nizszych warto$ci energii wigzania (od -7.1 do -8.0 kcal/mol)
(Tabela 22).

82


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 22. Wartosci energii swobodnych wigzania inhibitor-enzym dla fosforowych i tiofosforowych pochodnych bifenylu.

Ry
174175 176 42
NI R R, R, X Syvoquna energia NI R Ry R, Rs X Syvoquna energia
wigzania [kcal/mol] wigzania [kcal/mol]
174a H OMe | NH, | O -4.0 174¢’ H OMe | OMe - S 2.3
174b | COOEt | OMe | NH> | O -4.6 174 | COOEt | OMe | OMe - S -
174c H OEt | NH2 | O -3.3 174g’ H OEt OEt - S -
174d | COOEt | OEt | NH2 | O - 174h> | COOEt | OEt OEt - S -
174e H OMe | OMe | O -0.9 174¢ H NHz | NH: - S -1.4
174f | COOEt | OMe | OMe | O -3.5 174j> | COOEt | NH2 | NH2 - S -2.3
174q H OEt OEt | O - 1752’ H OMe Cl - S 0.6
174h | COOEt | OEt OEt | O - 175b° | COOEt | OMe Cl - S -0.6
174i H NH2 | NH2 | O -2.3 175¢’ H OEt Cl - S -0.1
174j | COOEt | NH2 | NH2 | O -4.9 175d° | COOEt | OEt Cl - S 1.6
174k H OH OH | O -4.6 176a - - - Cl - -1.5
1741 | COOEt | OH OH | O -5.1 176b - - - OMe | - -7.1
1742’ H OMe | NH2 | S 0.5 176¢ - - - NH2 | - -71.3
174b> | COOEt | OMe | NH, | S -1.7 176d - - - OH - -8.0
174¢° H OEt | NH2 | S - 42 -5.2
174d> | COOEt | OEt | NH, | S -
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Na uwage zastuguje fakt, ze sposdb dokowania tych zwigzkéw byt podobny do
sposobu dokowania pochodnych bikumaryny (171a-171l) (patrz: rozdziat 7.1, str. 70).
W badanych modelach jedna z reszt bifenylowych znajdowata si¢ w centrum miejsca
aktywnego enzymu 1 ulegata niepolarnym oddzialywaniom z resztami aminokwasowymi
tworzacymi hydrofobowa kieszen (Leu74, Arg98, Arg99, Vall01, Leul03, Vall77, Phel78,
Thrl80, Thr484, Val486 i Phe488). Druga z reszt bifenylowych byla zlokalizowana na
zewnatrz miejsca aktywnego STS. Dla zwigzku (176d) krotki dystans grupy OH do Thr484
(3.10 A) zapewnia stabilizacje w miejscu aktywnym przez tworzenie wigzan wodorowych co

moze mie¢ znaczgcy wplyw na inhibicj¢ enzymu.

“Thr180

Thr484

Rys. 63. Wizualizacja wynikow dokowania inhibitoréw do miejsca aktywnego STS. (174f) (zielony), (1741)
(czerwony), (176d) (niebieski), amidosiarczan bifenyl-4-ylu (42) (z6tty).
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8.2. Synteza fosforowych i tiofosforowych pochodnych bifenylu

W celu eksperymentalnej weryfikacji wynikéw, uzyskanych na drodze modelowania
molekularnego, przeprowadzitem syntez¢ zwigzkow (174-176) oraz (42) (Rys. 64).

Pochodne bifenyli mozna otrzymaé ré6znymi metodami takimi jak: reakcje sprzggania
Hiyamy [101], Hiyamy-Denmarka [102], Kumady [103], Negishiego [104], Suzukiego [105],
Stillego [106], Ullmanna [107] czy reakcje fenylolitu z fluorobenzenem [108]. W swojej
pracy syntetycznej jako substratéw uzywalem komercyjnie dostepnych: 4-fenylofenolu
(172a) oraz kwasu (p-hydroksyfenylo)benzoesowego (172b). Ester etylowy kwasu
(p-hydroksyfenylo)benzoesowego otrzymatem na drodze bezpos$redniej estryfikacji tego

kwasu alkoholem etylowym.
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Rys. 64. Schemat syntezy fosforowych i tiofosforowych pochodnych bifenyl-4-ylowych.
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W kolejnym etapie zwiagzki (172a) i (172b) traktowatem trichlorkiem fosforylu lub
tiofosforylu w obecnosci trietyloaminy w temperaturze 0 °C, otrzymujac odpowiednie
dichlorofosforany (173a) i (173b) lub dichlorotiofosforany bifenylowe (173a”) i (173b’). Na
uwagg zashuguje fakt, ze (173a”) i (173b”) okazaty si¢ by¢ stabilnymi zwigzkami i mozliwe
byto ich oczyszczanie z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej (Silica
Gel; CH2Cl:heksan 1:6). Otrzymane dichloropochodne (173a) i (173b) bez oczyszczania
oraz (173a’) i (173b’) po uprzednim oczyszczeniu, traktowatem odczynnikami
nukleofilowymi takimi jak MeONa/MeOH, EtONa/EtOH, lub NH3:/MeOH w rdznych
stosunkach stechiometrycznych otrzymujgc pokazng biblioteke zwigzkow fosforowych
I tiofosforowych zawierajacych w swojej konstytucji estry metylowe, etylowe czy funkcje
amidowa. Dichlorki kwasow tiofosforowych (173a’) i (173b’) traktowane odpowiednio
jednym ekwiwalentem metanolanu sodu w metanolu lub etanolanu sodu w etanolu dawaty
monochlorki kwasow tiofosforowych (175a’-175d”) z wydajnosciami w przedziale (40-62%).
Zwiazki te podobnie jak dichlorotiofosforany okazaty si¢ by¢ stabilne, w zwigzku z czym
bytem w stanie je oczysci¢ na drodze chromatografii kolumnowe;j (Silica Gel; heksan: AcOEt
3:2).

W kolejnym etapie prowadzonych syntez, estry dimetylowe kwasu fosforowego
(174e) i (174f) traktowatem czterema ekwiwalentami TMSBr, a tak otrzymane estry
trimetylosililowe traktujac metanolem przeprowadzitem w odpowiednio diwodorofosforany
(174k) i (1741) z wydajnosciami okoto 75%. Na uwage zastuguje fakt, ze w opracowane;j
przeze mnie procedurze udato mi si¢ selektywnie usuna¢ estry metylowe kwasu fosforowego
bez naruszania estru etylowego kwasu karboksylowego.

W toku prowadzonych badan zaobserwowatem, ze traktujac monochlorek kwasu
tiofosforowego (175a”) metanolem w obecnos$ci metanolanu sodu zachodzita transestryfikacja
estru etylowego kwasu karboksylowego. Taka sytuacja nie wystepowata w przypadku
pochodnej fosforowej (174f). Z przeprowadzonego eksperymentu wynika, ze w przypadku
zastosowania silnego nukleofila tj. metanolanu sodu, reakcja substytucji nukleofilowej na
atomie fosforu konkuruje z reakcja transestryfikacji estru etylowego kwasu karboksylowego.
Problem konkurencyjnos$ci reakcji udato mi si¢ rozwigzaé, kiedy jako odczynnik
nukleofilowy zastosowatem metanol (znacznie stabszy nukleofil niz metanolan sodu), co
umozliwito mi skuteczne otrzymanie zwigzku (175a’).

W celu doktadnej analizy relacji struktura-aktywno$¢ biologiczna, otrzymatem
dodatkowo tiofosforowe pochodne 4-fenylofenolu (176a-176d), ktore wykazywaty bardzo

obiecujace rezultaty w badaniach modelowania molekularnego. Synteze tych zwiazkéw
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przedstawitem na rysunku 65. 4-fenylofenol traktowatem chlorkiem tiofosforylu izolujac
dichlorotiofosforan bifenyl-4-ylu (173a’), ktory po oczyszczeniu traktowatem kolejnym
ekwiwalentem 4-fenylofenolu (172a) w obecnosci trietyloaminy. W ten sposob otrzymatem
ester di(bifenyl-4-ylu) kwasu tiofosforowego (176a) z wydajnoscig 55%. Zwigzek ten
przeprowadzitem nastepnie w metylotiofosforan (176b), amidotiofosforan (176c) oraz
wodorotiofosforan (176d) w reakcji substytucji nukleofilowej na atomie fosforu stosujac
odpowiednie  odczynniki  nukleofilowe takie jak: MeOH/K.COs, NH3/MeOH
i THF/H20/K2COs. Jesli chodzi o synteze wodorotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu) (176d),
chlorotiofosforan di(bifenyl-4-ylu) (176a) rozpuScitem w tetrahydrofuranic i do tak
otrzymanego roztworu dodatem wodnego roztworu weglanu potasu uzyskujac homogeniczny
uktad, ktory pozostawitem na 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastgpnie mieszanine
reakcyjng odparowatem do sucha, pozostato$¢ zawiesitem w niewielkiej ilo$ci metanolu i tak
otrzymang zawiesing naniostem na kolumne¢ chromatograficzng wypetniong Silica Gelem.
Kolumng nastgpnie przemywalem mieszaning octan etylu:metanol 10:1 izolujac kwas
di(bifenyl-4-ylowy) (176d) z wydajnoscia 48%.

Podobnie jak w poprzednich rozdziatach dotyczacych fosforowych i tiofosforowych
pochodnych kumaryny moim celem bylo otrzymanie konkretnych zwigzkow do badan
biologicznych, a nie opracowanie efektywnej metody ich syntezy, dlatego tez nie

optymalizowatem warunkoéw prowadzonych reakcji.

PSCIy/NEt,
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Z

Rys. 65. Schemat syntezy tiofosforowych pochodnych di(bifenyl-4-ylowych).
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8.3. Wyznaczanie wartosci ICso fosforowych i tiofosforowych
pochodnych bifenylu

W kolejnym etapie badan wszystkie otrzymane przeze mnie wszystkie pochodne
kwasu bifenylofosforowego i bifenylotiofosforowego badane byly in vitro w tescie
enzymatycznym. Wyniki tych badan zestawitem w tabeli 23. Analiza uzyskanych rezultatow
zawartych w tabeli 23 pokazuje, ze bifenylowe pochodne zarowno kwasu fosforowego jak
i tiofosforowego (174-175) odznaczaty si¢ warto$ciami aktywnos$ci biologicznej w przedziale
od 46.8 do 161.0 uM (warto$¢ dla zwigzku referencyjnego w tym samym teScie wynosita
91.4 uM.
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Tabela 23. Aktywnos¢ biologiczna otrzymanych zwigzkoéw wzgledem STS.

174175

42

Nr R R1 R> X ICs0 [UM] Nr R R1 R> R3 X ICs0 [UM]
174a H OMe NH: | O 98.0+10.0 174i H NH2 NH2 - O | 125.6+14.9
174b | COOEt | OMe NHz | O | 132.4+16.8 174j | COOEt NH2 NH2 - O | 139.6+20.9
174a° H OMe NH: S 86.6+6.4 174y H NH: NH2 - S 97.249.0
174p°> | COOEt | OMe NH2 S 128.2+15.4 | 174j> | COOEt NH2 NH2 - S 117.7+14.1
174c H OEt NHz | O | 134.1+15.3 | 174k H OH OH - O | 101.7+13.9
174d | COOEt OEt NH, | O | 115.9+11.5 1741 | COOEt OH OH - O 69.3+7.8
174¢° H OEt NH2 S 95.6+8.6 175a’ H OMe Cl - S 51.2+4.7
174d° | COOEt OEt NH: S | 106.7+13.7 | 175b> | COOEt | OMe Cl - S 53.5+5.8
174e H OMe | OMe | O | 101.2+12.3 | 175¢’ H OEt Cl - S 48.0+5.2
174f | COOEt | OMe | OMe | O | 113.5+15.6 | 175d° | COOEt OEt Cl - S 46.8+6.6
174¢° H OMe | OMe | S 69.2+6.4 176a - - - Cl - 28.0+4.3
174 | COOEt | OMe | OMe | S | 161.0+20.3 | 176b - - - OMe - 58.0+6.8
1749 H OEt OEt O | 103.8+10.8 | 176¢C - - - NH> - 51.246.2
174h | COOEt OEt OEt @) 77.5+8.9 176d - - - OH - 22.1+3.9
174g> H OEt OEt S 82.3+7.3 42 - - - - - 91.4+7.9
174n’> | COOEt OEt OEt S | 108.6+13.9
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Najaktywniejszymi zwigzkami z tej grupy byty chlorotiofosforany metylowe oraz
etylowe (175a°-175d’), dla ktorych wyznaczone wartosci 1Cso zawieraly si¢ w przedziale
46.8-53.5 uM. Wraz z wprowadzeniem do konstytucji zwigzku drugiej funkcji alkoksylowej
aktywno$¢ biologiczna ulegata pogorszeniu. Tak na przyktad wyznaczone wartosci ICso dla
estrow dimetylowych i dietylowych kwasow bifenylotiofosforowych (174e'-174f") zawieraty
si¢ w przedziale (69.2-161.0 uM). Na uwage zastuguje fakt, ze pochodne posiadajace
W swojej konstytucji ugrupowanie etoksykarbonylowe w badanej grupie zwigzkow
odznaczaly si¢ zdecydowanie gorsza czynno$cig biologiczng [patrz: ICso dla (174e") vs ICso
dla (174f") oraz 1Cso dla (1749") vs ICso (174h")]. W przeciwienstwie do tego takiej zaleznoSci
nie obserwowalem w przypadku zarowno estrow metylowych jak i etylowych kwasow
bifenylochlorofosforowych [patrz: 1Cso dla (175a") vs ICso (175b") oraz 1Cso dla (175c¢") vs
ICso dla (175d")].

W analizowanej grupie zwiazkoéw, zwigzkami o najwyzszej aktywnosci biologicznej
okazaly si¢ by¢ pochodne di(bifenyl-4-ylowe) (176a-176d). Dla dwoch zwigzkow, (176a)
I jego pochodnej (176d), wyznaczone wartosci 1Csop wynosity odpowiednio 28.0 i 22.1 uM
(aktywno$¢ biologiczna zwigzku referencyjnego w tym tescie wynosita 91.4 uM). Dobra
aktywnosc¢ chlorotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu) (176a) oraz wodorotiofosforanu di(bifenyl-4-
ylu) (176d) moze wynika¢ w przypadku (176a) z mozliwosci nieodwracalnego wigzania si¢
do miejsca aktywnego STS w reakcji substytucji nukleofilowej na atomie fosforu,
a w przypadku (176d) z mozliwo$ci tworzenia wigzania wodorowego z resztg Thr484
w miejscu aktywnym STS (Rys. 61). Moze to mie¢ decydujace znaczenie w mechanizmie
inhibicyjnym i stabilizacji kompleksu inhibitor-enzym.

W tym miejscu pragne doda¢, ze pomimo negatywnych wynikow modelowania
molekularnego dla struktur (174d), (1749), (174h), (174c’), (174d°), (174f), (174g’) oraz
(174h’) wykonatem synteze tych zwiazkow i poddatem badaniom aktywnosci biologiczne;.
Zgodnie z rezultatami badan modelowania komputerowego, wyniki badan biologicznych tych

zwigzkow nie wykazywaty wysokich wiasciwosci inhibicyjnych.
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9. Projektowanie, otrzymywanie oraz badania biologiczne

fosforowych i tiofosforowych pochodnych tyraminy

Aminy biogenne, m. in. tyramina, powstaja In vivo w wyniku dekarboksylacji
aminokwasow i biorg udzial w wielu waznych procesach w organizmach zywych, takich jak
neurotransmisja, funkcjonowanie uktadu odpornosciowego czy wzrost i roznicowanie
komorek [109]. Ze wzgledu na ich wysokg aktywno$¢ biologiczng, aminy te stanowig
niezwykle atrakcyjng baz¢ do projektowania nowych zwigzkéw o potencjalnych
wlasciwo$ciach terapeutycznych. W oparciu o szkielet tyraminy otrzymano szereg
siarkowych inhibitorow STS, ktére nastepnie poddano badaniu aktywnosci biologicznej
uzyskujac bardzo obiecujace rezultaty [32] (patrz: Tabela 7, str. 15).

Zachecony szerokim spektrum dziatania amin biogennych postanowitem
zaprojektowa¢, nastgpnie przeprowadzi¢ syntez¢ szeregu fosforowych i tiofosforowych
pochodnych tyraminy oraz zbada¢ czynnos$¢ biologiczng tych nowych zwigzkéw w aspekcie

ich potencjalnych wtasciwosci inhibicyjnych STS.

9.1. Modelowanie molekularne fosforowych i tiofosforowych

pochodnych tyraminy

Do badan w zakresie modelowania molekularnego wybratem nastgpujace struktury:
O-fosforylowe i O-tiofosforylowe pochodne N-alkanoilo tyraminy o rdznej dtugosci fancucha
alifatycznego tj. zwiagzki (179-180). Biorgc pod uwage fakt, ze wyniki badan biologicznych
poprzednich modeli (fosforowe i tiofosforowe pochodne kumaryny oraz bifenylu) pokazuja,
ze najwyzsze wartosci 1Cso wykazywaty estry metylowe, amidometylotiofosforany i wolne
kwasy fosforowe; dlatego tez w tym etapie badan Skoncetrowalem si¢ na tego typu
pochodnych (Tabela 24).

Tabela 24. Struktury modelowe (179-180) wybrane do dokowania molekularnego.

R4
R P,
Rz/ \\X n
179-180
92


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Nr n R1 R2 Nr n R1 R2

179a 10 OMe | OMe 180a 10 OH OH

179b 11 OMe | OMe 180b 11 OH OH

179c 12 OMe | OMe 180c 12 OH OH

179d 10 OMe NH2 179’ 10 OMe | OMe

179 11 OMe NH2 179p° 11 OMe | OMe

179f 12 OMe NH2 179¢’ 12 OMe | OMe

1799 0 OMe | OMe 179d° | 10 | OMe | NH;

179h 9 OMe | OMe 179¢’ 11 OMe NH:

O|0|0|0|0|O|0|0|0|X
wnlnlnnlnlnlolO|O]|X

179i 13 OMe | OMe 179f 12 OMe NH2

Badania z zakresu modelowania molekularnego (Autodock Vina) pokazaty, ze
fosforowe i tiofosforowe pochodne N-alkanoilo tyraminowe sg w stanie teoretycznie wigzaé
si¢ w miejscu aktywnym STS. Nowo zaprojektowane zwigzki uktadaty si¢ w obszarze
katalitycznym enzymu podobnie do wybranego zwigzku referencyjnego, znanego inhibitora
STS tj. amidosiarczanu 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)fenylu (55).

Na rysunku 66 widaé, ze grupy fosforowe i tiofosforowe sg skierowane w strong
formyloglicyny oraz znajduja si¢ w bliskiej odlegtosci innych reszt aminokwasowych
obecnych w miejscu aktywnym tj. Asp35, Asp36, Arg79, Lys134, His136, His290, Asp342,
Lys368. Wyznaczone na podstawie modelowania molekularnego wartosci energii
swobodnych wigzania kompleksu inhibitor-enzym zebratem w tabeli 25. Na podstawie
danych zawartych w tabeli 25 mozna wnioskowac, ze wraz ze wzrostem dtugosci tancucha
alifatycznego w szkielecie N-alkanoilo tyraminowym wartoséci energii swobodnych ulegaja
obnizeniu, co prowadzi do poprawy zdolno$ci wigzania si¢ tych zwigzkow do miejsca

aktywnego STS.

93



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 25. Wartosci energii swobodnych wigzania komplekséw inhibitor-STS dla pochodnych N-alkanoilo tyraminy.

0]
A0
H N/S\\ HIN 10
T o
55

R1

O

e
P HN)LM/
RZ/ \\X \©\) ’

179-180

Swobodna energia Swobodna energia
Nelon Re R X G ania [kcal/n?ol] NEpon | Re Re p X ania [kcal/rr?ol]
179a | 10 | OMe | OMe | O -6.1 179p° | 11 | OMe | OMe S -
179b | 11 | OMe | OMe | O -5.8 179¢> | 12 | OMe | OMe | S -
179c | 12 | OMe | OMe | O -5.6 179d> | 10 | OMe NH2 S -
179d | 10 | OMe NH, | O -1.5 179¢> | 11 | OMe NH2 S -5.4
179e 11 OMe NH> 0] - 1791 12 OMe NH> S -
179f | 12 | OMe NH2, | O - 180a | 10 OH OH 0] -6.0
179¢g 0 OMe | OMe | O -0.6 180b | 11 OH OH 0] -6.0
179h 9 OMe | OMe | O -5.2 180c | 12 OH OH 0 -5.9
179i 13 | OMe | OMe | O -4.8 55 - -5.0
179a’ | 10 | OMe | OMe S -
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Co wigcej, zwigzki z tej samej grupy posiadajace krotki tancuch alifatyczny w swojej
strukturze wykazywaty stabe dopasowanie w miejscu aktywnym enzymu, co skutkowato
podwyzszeniem warto$ci swobodnej energii wigzania np. dla dimetylofosforanu
4-(2-acetyloamino-etylo)-fenylu (179g) wartos¢ energii wigzania wynosita -0.6 kcal/mol [dla
dimetylofosforanu 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu (179c) warto$¢ swobodnej energii
wigzania wynosita -5.6 kcal/mol (Tabela 25)]. Przeprowadzone eksperymenty dokowania
pokazaty, ze optymalna dlugos¢ tancucha alifatycznego w N-alkanoilowych pochodnych
tyraminy to 12-14 atomow wegla [przewidywane wartosci energii wigzania kompleksu
inhibitor-enzym takich struktur to -5.6 do -6.1 kcal/mol (Tabela 25)]. Wyniki te byly
poréwnywalne do wartoSci energii wigzania zwigzku referencyjnego (55), ktora wynosita
-5.0 kcal/mol. Dokowanie zwiazkéw o dluzszych lub krotszych tancuchach alifatycznych
skutkowato podwyzszeniem warto$ci energii wigzania do miejsca aktywnego enzymu, co
wigzalo si¢ ze zmniejszeniem stabilno$ci kompleksu inhibitor-enzym (np. warto$ci energii
swobodnej  wigzania  uzyskane w  Autodock  Vina dla  dimetylofosforanu
4-(2-undekanoiloamino-etylo)-fenylu (179h) i 4-(2-pentadekanoiloamino-etylo)-fenylu (179i)
wyniosty odpowiednio -5.2 i -4.8 kcal/mol). Wynika z tego, ze zwiazki z kr6tszym tancuchem
alifatycznym ulegaja stabszym oddziatywaniom hydrofobowym z resztami aminokwasowymi
w miejscu aktywnym STS. Podobnie pochodne z tancuchami pigtnastoweglowymi
i dhluzszymi ulegaja slabszym oddziatywaniom hydrofobowym ze wzgledoéw
stereochemicznych — swobody konformacyjnej.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, Zze cze$¢ projektowanych struktur nie wykazywala
dopasowania w miejscu aktywnym STS [Tabela 25, zwigzki (179¢), (179f), (179a°), (179b°),
(179¢’), (179d) oraz (179f)]. Moze to by¢ spowodowane fleksyjnoscig dtugich tancuchow
alifatycznym obecnych w konstytucji proponowanych struktur, ktére w warunkach
modelowania molekularnego, posiadajac swobod¢ konformacyjna nieefektywnie uktadaja sig

w miejscu katalitycznym enzymu.
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Rys. 66. Wizualizacja wynikéw dokowania inhibitorow do miejsca aktywnego STS. (179a”) (fioletowy), (180c)

(z6tty), amidosiarczan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu (55) (zielony).

Wyniki badan z zakresu modelowania molekularnego pokazaly, ze strukturami
o najlepszych zdolnosciach wigzania si¢ w miejscu aktywnym enzymu byly
diwodorofosforany i dimetylofosforany N-alkanoilowych pochodnych tyraminy. W$r6d nich
najnizszg warto$cig energii swobodnej, -6.1 kcal/mol, charakteryzowat si¢ dimetylofosforan
4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu (179a). Analizujac interakcje inhibitor-enzym na
poziomie atomowym, mozna zaobserwowac, ze kompleks STS ze zwigzkiem (179a) moze
by¢ stabilizowany przez stabe wigzanie wodorowe pomiedzy reszta acylowa pochodnej
(179a) i grupa hydroksylowa Thr180 (3.57 A) (Rys. 67). Co wiecej, funkcja
dimetylofosforanowa usytuowana jest w niewielkiej odlegtosci grupy hydroksylowej reszty
aminokwasowej FGly75 (3.43 A). Estry metylowe kwasu fosforowego sa znane jako
odczynniki alkilujace, W zwigzku z tym mozna postawic¢ teze, ze FGly75 ulega metylowaniu
pod wplywem dimetylofosforanu (179a) co moze stanowi¢ zasadnicza role w procesie

hamowania aktywnosci enzymu.
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Rys. 67. Wizualizacja dokowania pochodnej (179a) do miejsca aktywnego STS oraz jej odlegto$¢ od FGly75.
9.2. Synteza fosforowych i tiofosforowych pochodnych tyraminy

W celu weryfikacji wynikow badan modelowania molekularnego postanowitem
przeprowadzi¢ synteze fosforowych i tiofosforowych pochodnych tyraminy (179-180) oraz
podda¢ te zwigzki badaniom czynnos$ci biologicznej. Schemat przeprowadzanych syntez
zamiescitem na rysunku 68.

W literaturze chemicznej znanych jest wiele metod syntezy tyraminy takich jak:
przegrupowanie Curtiusa azydku B-(p-hydroksyfenylo)propionylowego [110], uwodornienie
(a-chloro-a-oksyimino)acetofenonu przy zastosowaniu katalizatora opartego na metalu
przejsciowym [111], dekarboksylacja tyrozyny [112] czy enzymatyczna dekarboksylacja
z zastosowaniem dekarboksylazy tyrozynowej [113].

Szkielety N-alkanoilo tyraminowe (177a-177c) otrzymalem z wysoka wydajnoscia
oraz czystoscig w reakcji chlorkow kwasowych (otrzymywanych in situ z odpowiednich
kwasoéw karboksylowych w reakcji z chlorkiem tionylu) z komercyjnie dostgpnym
4-(2-aminoetylo)fenolem w obecnosci weglanu potasu. W kolejnym etapie N-acylowa

pochodng tyraminy (177a-177c) traktowatem odpowiednio: jednym ekwiwalentem trichlorku
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fosforylu wobec jednego eckwiwalentu trietyloaminy otrzymujgc dichlorofosforany
N-acylotyraminy (178a-178c), badz jednym ekwiwalentem trichlorku tiofosforylu otrzymujac
dichlorotiofosforany N-acylotyraminy (178a'-178c"). Postep tych reakcji monitorowatem za
pomoca spektroskopii 3P NMR i tak otrzymane dichlorofosforany oraz dichlorotiofosforany,
po odsaczeniu wytrgconego chlorowodorku trietyloaminy, bez dalszego oczyszczania
uzywatem do kolejnego etapu syntez. Dichlorofosforany N-alkanoilotyraminy (178a-178c)
traktowane dwoma ekwiwalentami metanolanu sodu w metanolu dawaty dimetylofosforany
N-acylotyraminy (180a-180c) z wydajno$ciami 48-67%. Z kolei dichlorofosforany
N-alkanoilotyraminy (178a-178c) traktowane jednym ekwiwalentem metanolanu sodu
w metanolu przez 1 godzing w temperaturze 0 °C, a nastgpnie roztworem amoniaku
w  metanolu, dawaly  metyloamidofosforany  N-alkanoilotyraminy  (179d-179f)
z wydajno$ciami 46-54%.

O-fosforylowane pochodne tyraminy (180a-180c) otrzymywatem, z wydajno$ciami
w przedziale 45-65%, w wyniku reakcji O-dimetylofosforanow tyraminy (179a-179c)
z trimetylobromosilanem , a nastgpnie alkoholizy tak powstatych estrow trimetylosililowych
metanolem.

Wedlug analogicznej procedury otrzymatem dimetylotiofosforany N-alkanoilotyramin
(179a’-179c') z wydajnosciami w przedziale 70-79% oraz amidometylotiofosforany
N-alkanoilotyramin (179d°-179f) z wydajnosciami odpowiednio 76-83%. Synteza
wszystkich otrzymanych fosforowych 1 tiofosforowych pochodnych tyraminowych nie byta

optymalizowana.
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Rys. 68. Schemat syntezy fosforowych i tiofosforowych pochodnych N-alkanoilo tyraminy oraz zwigzku
referencyjnego (55).

W celu syntezy zwigzku referencyjnego tj. amidosiarczanu 4-(2-dodekanoiloamino-
etylo)-fenylu  wykorzystywanego ~w  badaniach  biologicznych, amid  kwasu
[2-(4-hydroksyfenylo)-etylo] dodekanowego (177a) poddatem reakcji z H2NSOCI,
otrzymanym in situ w reakcji izocyjanianu chlorosulfurylu i kwasu mréwkowego w obecnosci
katalitycznych ilosci N,N-dimetyloacetamidu (N,N-DMA) [114]. Zwigzek (55) wedhlug tej
procedury otrzymatem z wydajnoscig 91% (Rys. 68).
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9.3. Woyznaczenie wartosci ICso fosforowych i tiofosforowych
pochodnych tyraminy

Badanie = aktywno$ci  biologicznej  otrzymanych  zwigzkdw  prowadzono
z wykorzystaniem enzymu wyizolowanego 2z ‘tozyska ludzkiego, oczyszczonego
w trojstopniowej chromatografii kolumnowej wedlug metod opisanych w literaturze [95].

Wyniki tych badan zebralem w tabeli 26.
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Tabela 26. Aktywnos¢ biologiczna otrzymanych zwigzkow oraz zwiazku referencyjnego (55).

179-180 55
Nr n R1 Ro X ICs0 [UM] Nr n R1 R2 X I1Cs0 [UM]
179a 10 OMe OMe O 0.39+0.04 179¢’ 12 OMe OMe S 84.75+7.1
179D 11 OMe OMe 0 >>1000 179d’ 10 OMe NH2 S 15.10£2.4
179c 12 OMe OMe O 234.40+21.3 179¢’ 11 OMe NH> S 215.70+19.6
179d 10 OMe NH2 O 1.31+0.25 179f 12 OMe NH2 S 111.90+18.5
179e 11 OMe NH2 O 218.70+18.7 180a 10 OH OH @] 68.84+5.9
179f 12 OMe NH2 O 103.20+9.3 180b 11 OH OH O 23.314+2.1
179a’ 10 OMe OMe S 76.90+6.2 180c 12 OH OH O 11.17+1.4
179b° 11 OMe OMe S 245.70+24.3 55 - 15.4442.1
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Wyniki badan biologicznych zebrane w tabeli 26 wskazujg, ze pochodnymi
0 najlepszych aktywnosciach biologicznych byly zwiazki, ktore w swojej strukturze zawieraty
dwunastoweglowy tancuch alifatyczny [(179a), (179d), (179a’) oraz (179d’)]. Na uwage
zastuguje fakt, ze wyniki badan biologicznych korelujg z wynikami uzyskanymi na drodze
modelowania molekularnego. Moze to sugerowaé, ze pochodne kwasu [2-(4-hydroksy-
fenylo)-etylo]-dodekanowego (177a) wykazuja lepsze powinowactwo do miejsca aktywnego
enzymu. W przeciwienstwie do tego w przypadku diwodorofosforandow tj. zwigzkow (180a-
180c) wzrost dtugosci tancucha alifatycznego poprawial aktywnos$¢ biologiczng 1 tak na
przyktad najlepsza  aktywnoscig  biologiczng  odznaczat si¢  diwodorofosforan
4-(2-tetradekanoiloamino-etylo)-fenylu (180c), jego ICsop wynosito 11.17 uM. Wyniki te
sugeruja, ze w przypadku pochodnych (180a-180c) zwigkszanie hydrofobowosci szkieletu
N-alkanoilo tyraminowego (w granicach dlugosci tancucha reszty kwasu karboksylowego
12-14 atoméw wegla), moze sprzyjac lepszemu dokowaniu do miejsca aktywnego enzymu, CO
spowodowane jest mozliwosciga tworzenia silniejszych oddziatywan hydrofobowych
z lipofilowymi resztami aminokwasowymi w miejscu aktywnym STS.

Badajac wplyw ugrupowania fosforowego i tiofosforowego na aktywnos¢ STS mozna
wyrozni¢ dwa efekty. Pierwszy zwigzany jest z alkilujagcymi wiasciwosciami estrow
metylowych, co sugeruje mozliwo$¢ metylowania FGly75 (fosforany vs tiofosforany)
[Tabela 26; (179a) vs (179d)]. Drugi efekt zwigzany jest z mozliwoscig wystgpowania
oddziatywan elektrostatycznych (np. wigzania wodorowe) z resztami aminokwasowymi
obecnymi w obszarze katalitycznym STS [Tabela 26; (179a) vs (179a”)]. W toku badan
okazato si¢, ze zwigzkiem wykazujacym najlepsze wilasciwosci inhibicyjne wzgledem STS
byt dimetylofosforan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu (179a), jego ICso wynosita
0.39 uM [dla zwigzku referencyjnego (55) warto$¢ ta wynosita 15.44 uM].
W przeciwienstwie do funkcji tiofosforowej, grupa fosforowa moze uczestniczy¢ w
efektywnym tworzeniu oddziatywan elektrostatycznych z resztami aminokwasowymi
obecnymi w miejscu aktywnym STS jako akceptor wigzania wodorowego (P=0).
Wprowadzenie funkcji amidowej do struktury inhibitora obniza jego wlasciwosci alkilujace,
co skutkuje  pogorszeniem  wilasciwosci  inhibicyjnych  amidometylofosforanu
4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu (179d) (ICso = 1.31 uM) wzgledem analogu (179a).
Natomiast w przypadku metyloamidotiofosforanu 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu
(179d’) (ICso = 15.10 uM), oddziatywania elektrostatyczne grupy aminowej w regionie
katalitycznym STS odgrywaja prawdopodobnie wigksza role niz wlasciwosci alkilujace tego

zwigzku, co powoduje poprawe aktywnosci biologicznej w stosunku do (179a°).
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W tym miejscu pragnge doda¢, ze pomimo negatywnych wynikow modelowania
molekularnego dla struktur (179e), (179f), (179a”), (179b°), (179¢’), (179d’) oraz (179f)
wykonatem syntez¢ tych zwigzkow 1 poddatlem badaniom aktywnosci biologicznej. Ich
rezultaty pokazaty, ze np. w przypadku zwigzkéw (179e) czy (179b”) zgodnie z wynikami
badan modelowania molekularnego, wyniki badan biologicznych byly niezadowalajace.
W przypadku zwigzku (179d’) bylo natomiast odwrotnie; mimo negatywnego wyniku
w badaniach modelowania molekularnego wartos¢ 1Cso dla tego zwiazku wynosita 15.10 uM,
a wigc posiadat on lepsze wiasciwos$ci inhibicyjne niz np. (179c), dla ktérego wyznaczona

warto$¢ energii wigzania kompleksu inhibitor-enzym wynosita -5.6 kcal/mol.
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10. Projektowanie, otrzymywanie oraz badania biologiczne

fosforowych i tiofosforowych pochodnych flawonoidowych

Flawony, oparte na szkielecie 2-fenylochromen-4-onu, naleza do grupy flawonoidow —
zwigzkow wzbudzajacych coraz szersze zainteresowanie naukowe. Mozna je wyodrebni¢
z owocoéw, warzyw, wina, herbaty czy kakao, w wigkszosci w postaci glikozydow
i polimerow [115]. Flawonoidy zgromadzone sa w tkankach ro$lin, co wigze si¢
z mozliwoscig ich uczestnictwa w procesie fotosyntezy [116]. Zwigkszona konsumpcja tych
zwigzkow moze chroni¢ przed chorobami uktadu krazenia [117-118] i cukrzyca [119]. Co
wigcej, pochodne z rodziny flawonoidow wykazujg dziatanie przeciwzapalne [120],
antyalergiczne [121], przeciwnowotworowe [122-124], przeciwagregacyjne [125] czy
przeciwmiazdzycowe [126]. Tak szerokie spektrum dziatania flawonoidow czyni je
niezwykle atrakcyjnymi w zastosowaniu medycznym, zaré6wno prewencyjnym jak
1 terapeutycznym w leczeniu wielu chorob. Stwierdzono, ze kilka naturalnych flawonoidéw
takich jak, kwercetyna, naringenina czy kemferol wykazuja aktywnos¢ wzglgdem sulfatazy
steroidowej [127].

W swietle powyzszych faktoéw zdecydowalem si¢ zaprojektowac, otrzymac i zbadaé
aktywno$¢ biologiczng fosforowych 1 tiofosforowych pochodnych flawonoidowych

wzgledem STS.

10.1. Modelowanie molekularne fosforowych i tiofosforowych

pochodnych flawonoidowych

Do badan z zakresu modelowania molekularnego wybratem fosforowe i tiofosforowe
pochodne flawonoidowe réznigce si¢ podstawnikiem Rz w pier$cieniu fenylowym (Tabela
27).

Tabela 27. Struktury modelowe wybrane do dokowania molekularnego.

O Ry R, Re Re CF,

R R Cﬂ

b o o b ° o O O O\\S/O 0 O

-

R \\O | Ry \\S | o] o] HNT |

Aoy )
185a-185h 185i-185p P 187
(o] o R1/ A\ s 186 o)

o o
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Nr R Ri1 R> Nr R R1 R2 Nr R Ri1 R>
185a | OMe | OMe H 185k | OMe Cl CF3 | 186e - OMe H
185b | OMe | OMe F 1851 | OMe Cl CHs | 186j - OMe F
185¢c | OMe | OMe | CF3 | 185m | OMe | OMe H 186k - OMe | CF3
185d | OMe | OMe | CH3 | 185n | OMe | OMe F 186l - OMe | CHs
185e | OH OH H 1850 | OMe | OMe | CF3; | 186f - OH H
185f | OH OH F 185p | OMe | OMe | CHs | 1869 - OH F
1859 | OH OH CFs | 186a - Cl H 186h - OH CF3
185h | OH OH CHs | 186b - Cl F 186i - OH CHs
185i | OMe Cl H 186¢ - Cl CF3
185j | OMe Cl F 186d - Cl CHs

Wybrane pochodne flawonoidowe dokowaty si¢ w wigkszo$ci przynajmniej
teoretycznie do miejsca aktywnego STS. Wartosci swobodnych energii wigzania kompleksu
inhibitor-enzym zawieraty si¢ w przedziale -3.2 do -4.6 kcal/mol i byly poréwnywane
z wartoscig energii swobodnej dokowania zwigzku referencyjnego, tj. 7-O-amidosiarczanu
2-(4-trifluorometylo-fenylo)-chromen-4-onu (187), ktéra wynosita -5.2 kcal/mol. Podobnie
jak w przypadku pochodnych kumarynowych 1 bifenylowych postanowitem zaprojektowac
odpowiednie pochodne diestrowe dla ktorych wartosci energii swobodnych wigzania okazaty
si¢ by¢ najnizsze (-6.2 do -7.0 kcal/mol). Wyznaczone na podstawie modelowania
molekularnego warto$ci energii swobodnych wigzania kompleksu inhibitor-enzym zebratem
w tabeli 28. Jak wida¢ na rysunku 69 reszty fosforowe i tiofosforowe skierowane byty
w stron¢ formyloglicyny i znajdowaly si¢ w bliskoSci reszt aminokwasowych obecnych
w miejscu katalitycznym enzymu. Jesli chodzi o pochodne diestrowe, to podobnie jak
w przypadku analogow kumarynowych i bifenylowych, jedna z reszt flawonoidowych
usytuowana byla w miejscu aktywnym enzymu, podczas gdy druga byla skierowana na
zewnatrz. Grupa hydroksylowa zwigzku (186i) znajdowala sie w bliskiej odlegtosci (3.53 A)
od reszty Thr484 (Rys. 69) co moze wskazywaé na mozliwos¢ tworzenia wigzan

wodorowych, dzigki ktorym inhibicja STS jest bardziej efektywna.
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Tabela 28. Wartosci energii swobodnych wigzania komplekséw inhibitor-STS dla fosforowych i tiofosforowych pochodnych flawonoidowych.

185a-185h

o

185i-185p

R, Ry

Ro
& SRy
0 0 HaNT XY
g ads
\P/
\ "
R s 186a-186i
o o)

CF,
. L
L
o 187

Swobodna energia Swobodna energia Swobodna energia
Nr R Ry Rz wigzania [kcal/rr?ol] N R Ry Rz wigzania [kcal/rr?ol] NP RTR Rz wigzania [kcal/rr?ol]
185a | OMe | OMe | H -3.6 185k | OMe | CI | CFs - 186e | - | OMe | H -6.8
185b | OMe | OMe | F -4.2 1851 | OMe | Cl | CHs - 186j | - |[OMe | F -6.2
185¢c | OMe | OMe | CF3 -3.2 185m | OMe | OMe | H -3.1 186k | - | OMe | CF3 -6.6
185d | OMe | OMe | CH3 -3.0 185n | OMe | OMe | F -3.4 186l | - | OMe | CH3 -6.3
185e | OH | OH H -4.4 1850 | OMe | OMe | CF3 - 186f | - | OH H -6.9
185f | OH | OH F -4.6 185p | OMe | OMe | CH3 - 186g | - | OH F -7.0
185g | OH | OH | CFs -4.2 186a - Cl H -6.2 186h | - | OH | CFs -6.7
185h | OH | OH | CH3 -4.3 186b - Cl F -6.4 186i | - | OH | CHs -6.7
185i | OMe | CI H -3.2 186¢ - Cl | Cks -6.4 187 | - - - -5.2
185j | OMe | CI F -3.5 186d - Cl | CHs -6.3
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Rys. 69. Wizualizacja wynikow dokowania zwigzkoéw (186i) (zo6tty), (185f) (czerwony) i 7-O-amidosiarczanu
2-(4-trifluorometylo-fenylo)-chromen-4-onu (187) (zielony) w miejscu aktywnym STS.

10.2. Synteza  fosforowych I tiofosforowych  pochodnych

flawonoidowych

Synteza flawonow i ich pochodnych byla przedmiotem intensywnych badan ostatnich
dekad. Opisanych jest wiele metod otrzymywania tych zwigzkow takich jak np. kondensacja
Claisena-Schmidta [128], przegrupowanie Baker-Venkataraman [129], reakcja Allana-
Robinsona [130], reakcja Vilsmeiera-Haacka [131] czy zmodyfikowana reakcja Shotten-
Baumana [132].

Zachecony bardzo dobrymi wynikami badan aktywnos$ci biologicznej pochodnych
flawonoidowych opisanych w literaturze chemicznej (Tabela 6), dokonalem syntezy
zaprojektowanych wczesniej zwigzkoéw. Pierwszym krokiem byta synteza czterech szkieletow
flawonoidowych (183a-183d), ktorg rozpoczatem od przeksztalcenia komercyjnie dostgpnego
2,4-dihydroksyacetofenonu  w 2-hydroksy-4-metoksyacetofenon wykorzystujac reakcje
z siarczanem dimetylu w obecnosci weglanu potasu [133]. Kolejnym etapem byla reakcja
otrzymanego  2-hydroksy-4-metoksyacetofenonu z  aldehydami aromatycznymi
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w metanolowym roztworze wodorotlenku potasu. Otrzymane w ten sposdb pochodne
chalkonu (181a-181d) poddawatem reakcji cyklizacji w obecnosci jodu do
7-metoksyflawonow (182a-182d) [134]. Ostatnim etapem bylo usunigcie ostony metylowej
na drodze reakcji z chlorowodorkiem pirydyny [135]. Szczegétowy schemat syntezy

szkieletow flawonoidowych (183a-183d) przedstawitem na rysunku 70.

o)
H,CO. OH
” (CH o O O
T KCO, =-H,181a
R=-F, 181b

OH OCHj4 R =-CF3 181¢c
R =-CHj, 181d

R H, 182a
=-F,182b
R -CF3, 182¢

R =-CHg, 182d

Rys. 70. Schemat syntezy szkieletow flawonoidowych.

Kolejnym krokiem byla funkcjonalizacja grup hydroksylowych otrzymanych
szkieletow flawonoidowych (183a-183d) (Rys. 71). Poprzednie badania obejmujgce
pochodne kumarynowe, bifenylowe oraz tyraminowe pokazaly, ze najwyzsze wartosci
aktywno$ci biologicznej uzyskalem dla dimetylofosforanow, dimetylotiofosforanéw,
diwodorofosforandw i chlorometylotiofosforanow, stad tez zdecydowatem si¢ na syntezg
jedynie tych pochodnych. Zwigzki (183a-183d) poddawatem reakcji z POCIz lub PSCl3
w obecnosci trietyloaminy otrzymujac in situ dichloropochodne (184a-184h). Zwigzki te
nastepnie traktowalem metanolanem sodu w réznym stosunkach stechiometrycznych
otrzymujgc dimetylofosforany (185a-185d), chlorometylotiofosforany (185i-185l) oraz
dimetylotiofosforany  (185m-185p). Dimetylofosforany (185a-185d) przeksztalcitem
w diwodorofosforany (185e-185h) w reakcji z bromkiem trimetylosylilowym, a nastgpnie

Z metanolem.
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R

R= POCI,
R= «~ "%  183a-183d
N NEt;
R=
2CH3ONa
R
R=-H 1852  HyCO, ° O
R=-F, 185b \
R=-CF;, 185¢ HaCO™ \y
R = -CHj, 185d
TMSBr
R
R=-H 185e HQO 0 o O
R=-F, 185f R
R=-CF; 1859 HO™ g |
R=-CHj, 185h

Rys. 71. Schemat syntezy fosforowych i tiofosforowych pochodnych flawonoidowych.

W celu dokladniejszego zbadania relacji struktura-aktywnos$¢, dokonalem syntezy
diestrow tiofosforowych (186a-186i). Szczegétowy schemat syntezy przedstawitem na
rysunku 72. W tym celu szkielety flawonoidowe (183a-183d) traktowatem PSCls
w obecnosci trietyloaminy, a otrzymane w ten sposob dichlorki (184e-184h) przeksztatcatem
w monochlorki (186a-186d). W toku badan okazato si¢, ze monochlorki (186a, 186b, 186d)
sg wysoce niestabilne i ulegaja hydrolizie, stad tez syntez¢ pochodnych (186f-186i)
prowadzitem bezposrednio z monochlorkéw (186a-186d) w wodnym roztworze weglanu
potasu. Wyjatkiem byt monochlorek (186c¢), ktory w tych samych warunkach byt odporny na
hydrolize. W tym przypadku udato si¢ otrzymaé¢ metylotiofosforowg pochodng (186€e) na

drodze reakcji zwigzku (186¢) z metanolem w obecnosci weglanu potasu.

® R
PSCI i o 5 O
1832-183d ——» 184e-184h oo 183d i \
NEts NEts O o_ 0 Q
P.
N
cl’ \S
° o}
I
CH3OH :
<———— 186¢c ! 186a- 186d4>
!
o | Seriaa®
HyCO i

R = -CFj, 186e = -H, 186f
R: -F, 1869
R =-CF, 186h
R = -CH3, 186i

Py i i)

//13\

Rys. 72. Schemat syntezy diestrow flawonoidowych.
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10.3. Wyznaczanie wartosci ICso fosforowych i tiofosforowych

pochodnych flawonoidowych

W toku badan okazato si¢, ze zwigzki oparte na szkielecie 7-hydroksy-2-fenylo-4H-
chromen-4-onu, 2-(4-fluorofenylo)-7-hydroksy-4H-chromen-4-onu, 7-hydroksy-2-(4-
trifluorometylofenylo)-4H-chromen-4-onu oraz 7-hydroksy-2-(p-tolylo)-4H-chromen-4-onu
modyfikowane r6znymi funkcjami fosforowymi i tiofosforowymi w pozycji 7 cechowaty si¢
niskg aktywnoscig biologiczng lub byly nicaktywne (Tabela 29). Jedynie diwodorofosforany
(184e-184f) oraz metylochlorotiofosforany (185i-1851) wykazywaty dobrg aktywnos¢
biologiczng w badaniu enzymatycznym. Najlepszymi sposrod tych zwigzkéw byly:
diwodorofosforan 2-(4-fluorofenylo)-4-okso-4H-chromen-7-ylu (184f) oraz
metylochlorotiofosforan  4-okso-2-(p-tolylo)-4H-chromen-7-ylu ~ (185l). Ich  wartosci
parametru ICso wyniosty odpowiednio 29.0 i 38.4 uM. Sposréd wszystkich otrzymanych
zwigzkow najaktywniejszymi okazaty si¢ by¢ diestry flawonoidowe (Tabela 29). Zwiagzek
(186i) — wodorotiofosforan bis-(4-okso-2-(p-tolylo)-4H-chromen-7-ylu  cechowat sig
aktywnos$cig biologiczng na poziomie 3.25 puM, podczas gdy warto$¢ ta dla zwigzku
referencyjnego w tym samym tescie enzymatycznym wyniosta 8.50 uM. Pomimo, ze
mechanizm inhibicji STS przez zwiazek (186i) nie jest znany, modelowanie molekularne
sugeruje mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych miedzy reszta Thr484 a grupa
hydroksylowa zwigzku (186i). Podobnie jak w przypadku diestrowych pochodnych
kumarynowych 1 bifenylowych oddzialywania te moga mie¢ kluczowa role w stabilizacji
kompleksu inhibitor-enzym co prowadzi do zwigkszonej aktywnos$ci biologicznej tych

Zwigzkow.
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Tabela 29. Aktywnos¢ biologiczna otrzymanych pochodnych flawonoidowych wzgledem STS.

A
1

0

CF,
o
]
3 187

Nr R R1 Ro | ICs [uM] Nr R R1 Ro | 1Cso [uM] Nr R:1 Ro | 1Cso [uM]
185a | OMe | OMe | H >500 185k |OMe | ClI | CFs | 96.8+7.2 | 186e | OMe | H 33.5+£2.3
185b | OMe | OMe | F >500 1851 |OMe | ClI | CHs| 38444.7 | 186j | OMe | F -
185c | OMe | OMe | CF3 >500 185m | OMe | OMe | H >500 186k | OMe | CF3 -
185d | OMe | OMe | CHs >500 185n | OMe |OMe | F >500 1861 | OMe | CH3 -
185e | OH | OH H 50.2+4.8 1850 | OMe | OMe | CFs >500 186f | OH H 4.3+0.2
185f | OH | OH F 29.0+4.4 185p | OMe | OMe | CHs >500 186g | OH F 4.5+0.2
185g | OH | OH | CFs >500 186a - Cl H - 186h | OH | CF3 9.24+0.3
185h | OH | OH | CH3 >500 186b - Cl F - 186i | OH | CHs | 3.2+0.2
185i | OMe | CI H 78.5+6.1 186¢ - Cl | CFs 4.3+0.2 187 - - 8.5+0.3
185j | OMe | CI F 86.1+6.3 186d - Cl | CHs -
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11. Podsumowanie

W ramach realizowanej pracy doktorskiej zaprojektowatem, przeprowadzitem synteze
i przebadatem szereg nowych fosforowych i tiofosforowych pochodnych: kumaryny,

bifenylu, tyraminy oraz flawonoidéw.

a) Fosforowe i tiofosforowe pochodne kumaryny

Nowe potencjalne inhibitory STS na bazie pochodnych kumaryny zostaty
zaprojektowane w oparciu o rdzen 7-hydroksy-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-4(1H)-onu,
3-hydroksy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-6-onu i 3-hydroksy-8,9,10,11-
tetrahydrocyklohepta[c]chromen-6(7H)-onu funkcjonalizowany odpowiednim ugrupowaniem

fosforowym lub tiofosforowym.

Typ | Typ

Rys. 73. Ogolne struktury chemiczne nowych inhibitorow na bazie fosforowych i tiofosforowych pochodnych

kumaryny.

Synteza nowych potencjalnych inhibitoréw STS zostala poprzedzona badaniami
modelowania molekularnego, ktére wskazywaly na wysoki potencjal inhibicyjny
zaprojektowanych pochodnych. W toku przeprowadzonych badan stwierdzitem, iz
teoretyczne wartosci energii wigzania inhibitor-enzym byly na zadowalajagcym poziomie
1 wykazywaly zblizong warto§¢ w poréwnaniu z inhibitorem referencyjnym —
665-COUMATE. Ponadto ulozenie ligandow w miejscu aktywnym STS potwierdzito ich
wysoki stopien dopasowania dajac szansg, przynajmniej teoretycznie, na efektywng ich
rywalizacje¢ o miejsce w centrum aktywnym enzymu oraz skuteczng jego inaktywacje.
Ponadto, w toku przeprowadzonych badan zaobserwowalem réwniez nowy, nieopisywany
dotychczas sposob dokowania inhibitorow STS w miejscu katalitycznym charakterystyczny

dla zwigzkéw typu III. Wyselekcjonowane w toku dokowania molekularnego zwigzki,
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otrzymatem nastepnie na drodze syntezy chemicznej. Otrzymane zwigzki zostaly, we
wspotpracy z Instytutem Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego im. Jana
Pawta II zbadane pod wzglgdem ich aktywnos$ci biologicznej wzgledem STS wyizolowanym
z tozyska ludzkiego.

b) Fosforowe i tiofosforowe pochodne bifenylu

Badania z zakresu modelowania molekularnego udowodnity, iz nowo zaprojektowane
zwigzki na bazie fosforowych i tiofosforowych pochodnych 4-fenylofenolu oraz estru
etylowego kwasu 4’-hydroksybifenylo-4-karboksylowego (Typ | oraz Typ II) wigzaly si¢
teoretycznie w miejscu aktywnym STS. Dokowanie nowych zwigzkéw do miejsca aktywnego
STS pokazato, Zze moga one przyjmowac utozenia podobne do naturalnego substratu enzymu
oraz do zwigzku referencyjnego. Podobnie jak w przypadku bikumaryn, analogami dla
ktorych warto$ci energii wigzania kompleksu inhibitor-enzym byly najnizsze byly
tiofosforowe pochodne di-bifenyl-4-owe (Typ III). Zwigzki te wykazywaly inny sposob

dokowania do miejsca aktywnego enzymu, oraz znaczaco nizsze warto$ci energii wigzania.

R COOEt // o)
O // RZ /‘/‘/ // Rz
R ‘

Typl Typll Typ lll

Rys. 74. Ogolne struktury chemiczne nowych inhibitorow na bazie fosforowych i tiofosforowych pochodnych
bifenylu.

Potencjalne, nowe inhibitory STS charakteryzujace si¢ najnizszymi warto$ciami
energii wigzania inhibitor-enzym zostaty wyselekcjonowane i otrzymane na drodze syntezy
chemicznej (facznie ponad 30 zwigzkow). Obejmowata ona stosunkowo prosta i efektywna
metode otrzymywania rdzeni inhibitorow jak rowniez ich funkcjonalizacji odpowiednim
ugrupowaniem fosforowym lub tiofosforowym. Nastepnie otrzymane pochodne zostaly
zbadane pod katem ich aktywnosci biologicznych wzgledem STS. Wyniki wykonanych

oznaczen wskazywaty na umiarkowang aktywnos$¢ fosforowych i tiofosforowych analogow
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bifenylu (Typ I oraz Typ II). Najwyzszg aktywnosci biologiczng zaobserwowatem dla
tiofosforowych analogow dibifenyl-4-owych (Typ II).

c) Fosforowe i tiofosforowe pochodne tyraminy

Badania z zakresu modelowania molekularnego pokazaty, ze fosforowe i tiofosforowe
pochodne N-alkanoilo tyraminy sg w stanie teoretycznie wigza¢ si¢ w miejscu aktywnym
STS. Nowo zaprojektowane inhibitory STS uktadaty si¢ w obszarze katalitycznym enzymu
podobnie do wybranego zwigzku referencyjnego, amidosiarczanu 4-(2-dodekanoiloamino-
etylo)fenylu. Analizujac wartosci energii swobodnych wigzania kompleksu inhibitor-enzym,
mozna wnioskowacé, ze zwigkszanie dtugosci tancucha alifatycznego w szkielecie N-alkanoilo
tyraminowym skutkuje podwyzszeniem zdolnos$ci wigzania si¢ do miejsca aktywnego STS.
Przeprowadzone eksperymenty dokowania pokazaty, ze optymalna dlugo§¢ tancucha

alifatycznego w N-alkanoilowych pochodnych tyraminy to 12-14 atomow wegla.

R
\

0
10) \ O

o HN)LM/ P HN)LW

R1/ \\O \©\/‘ " R1/ \\S \©\) "

n=10, 11, 12
Typ | Typ I

Rys. 75. Ogolne struktury chemiczne nowych inhibitorow na bazie fosforowych i tiofosforowych pochodnych

bifenylu.

Wyselekcjonowane struktury potencjalnych inhibitorow STS o najbardziej
obiecujagcym potencjale zostaty nastepnie otrzymane w dwuetapowej syntezie obejmujacej:
reakcje acylowania atomu azotu tyraminy odpowiednimi chlorkami kwasowymi jak rowniez
reakcje funkcjonalizacji grupy hydroksylowej funkcja fosforowa lub tiofosforowa. W syntezie
inhibitoréw na bazie N-alkanoilo tyraminy otrzymatem pochodne, ktorych grupy funkcyjne
zapewnialy najwyzsza aktywnoS$¢ biologiczng dla uprzednio otrzymanych inhibitoréw
tj. diwodorofosforan, dimetylofosforan, chlorometylotiofosforan, dimetylotiofosforan,
amidometylofosforan oraz amidometylotiofosforan.

Otrzymane fosforowe oraz tiofosforowe pochodne N-alkanoilo tyraminy (tacznie 15
zwigzkOow) zostaly nastepnie poddane badaniom aktywnosci biologicznej. Jako zwigzek
odniesienia wykorzystano amidosiarczan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu. Wyniki testu

enzymatycznego wskazywaly, ze pochodnymi o najlepszych aktywnos$ciach biologicznych
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byly te zawierajace w swoich strukturach dwunastowegglowy tancuch alifatyczny.
Zaobserwowatem, iz wlasciwosci alkilujace dimetylofosforanow maja decydujace znaczenie
dla wysokiej aktywnos$ci biologicznej zwigzkéw wzgledem STS. Ponadto udowodniono, ze
o wzroScie aktywno$ci biologicznej zwigzkow decyduje rowniez mozliwo$¢ tworzenia
efektywnych oddziatywan elektrostatycznych z resztami aminokwasowymi obecnymi

w miejscu aktywnym STS.

d) Fosforowe i tiofosforowe pochodne flawonoidow

Otrzymatem rowniez seri¢ fosforowych i tiofosforowych pochodnych flawonoidow.
Przeprowadzone wstepne badania z zakresu modelowania molekularnego wskazywaty na
wysoki potencjat tej klasy zwigzkoéw. Jak si¢ okazato nowe inhibitory na bazie 7-hydroksy-2-
fenylo-4H-chromen-4-onu, 2-(4-fluorofenylo)-7-hydroksy-4H-chromen-4-onu, 7-hydroksy-2-
(4-(trifluorometylo)fenylo)-4H-chromen-4-onu oraz 7-hydroksy-2-(p-tolylo)-4H-chromen-4-
onu wykazywaly wysokie powinowactwo do miejsca aktywnego enzymu i charakteryzowaty

si¢ niskimi warto$ciami energii kompleksu inhibitor-enzym.

000D
ooy

Rys. 76. Ogolne struktury chemiczne nowych inhibitorow na bazie fosforowych i tiofosforowych pochodnych

flawonoidow.

Analiza struktur z wykorzystaniem technik modelowania molekularnego pozwolita na
wyselekcjonowanie zwigzkoOw o najwyzszym teoretycznym potencjale. W kolejnym etapie
otrzymatem 22 analogi, ktore zbadano pod katem aktywnosci biologicznej wzgledem

sulfatazy steroidowej STS. Fosforowe i tiofosforowe pochodne flawonoidowe cechowaly si¢
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niska aktywnos$cig biologiczng lub byly nieaktywne. Sposréd wszystkich otrzymanych

zwigzkow najaktywniejszymi okazaly si¢ by¢ diestry flawonoidowe.

Wyniki badan naukowych uzyskanych w ramach realizacji tej pracy doktorskiej byty

przedmiotem publikacji naukowych z listy JCR:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kozak, W.; Dasko, M.; Mastyk, M.; Pieczykolan, J.S.; Gielniewski, B.; Rachon, J.;
Demkowicz, S.; Phosphate tricyclic coumarin analogs as steroid sulfatase inhibitors:
synthesis and biological activity. RSC Adv, 2014, 4, 44350-44358.

Kozak, W.; Dasko, M.; Mastyk, M.; Gielniewski, B.; Rachon, J.; Demkowicz, S.
Synthesis and biological evaluation of thiophosphate tricyclic coumarin derivatives as
steroid sulfatase inhibitors. J Asian Nat Prod Res, 2015, 17, 1091-1096.

Demkowicz, S.; Kozak, W.; Dasko, M.; Mastyk, M.; Gielniewski, B.; Rachon, J.
Synthesis of bicoumarin thiophosphate derivatives as steroid sulfatase inhibitors. Eur J
Med Chem, 2015, 101, 358-366.

Demkowicz, S.; Kozak, W.; Dasko, M.; Mastyk, M.; Kubinski, K.; Rachon J.
Phosphate and thiophosphate biphenyl analogs as steroid sulfatase inhibitors. Drug
Dev Res, 2015, 76, 94-104.

Kozak, W.; Dasko, M.; Wolos, A.; Maslyk, M.; Kubinski, K.; Sktadanowski, A.;
Misiak, M.; Rachon, J.; Demkowicz, S. Synthesis and steroid sulfatase inhibitory
activities of N-alkanoyl tyramine phosphates and thiophosphates. RSC Adv, 2015, 5,
32594-32603.

Kozak, W.; Dasko, M.; Mastyk, M.; Kubinski, K.; Rachon, J.; Demkowicz, S. Steroid
Sulfatase Inhibitors Based on Phosphate and Thiophosphate Flavone Analogs. Drug
Dev Res, 2015, 76, 450-462.

Ponadto wyniki badan zaprezentowane zostalty na konferencjach naukowych

o znaczeniu krajowym 1 migdzynarodowym:

1) Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie aktywnos$ci

biologicznej inhibitorow sulfatazy steroidowej na bazie fosforoorganicznych
pochodnych kumaryny (wyrdézniony plakat). 57 Zjazd PTChem i SITPChem,
Czestochowa 2014.

2) Kozak, W.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie aktywnos$ci

biologicznej nowych inhibitoréw sulfatazy steroidowej (STS) na bazie
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3)

4)

5)

6)

fosforoorganicznych pochodnych tyraminy (plakat). 57 Zjazd PTChem i SITPChem,
Czestochowa 2014.

Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie aktywnosci
biologicznej amidosiarczanowych inhibitorow sulfatazy steroidowej na bazie
fluorowanych pochodnych 3-fenylokumaryny (plakat). 58 Zjazd PTChem
i SITPChem, Gdansk 2015.

Kozak, W.; Dasko, M.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie aktywnosci
biologicznej nowych inhibitorow sulfatazy steroidowej (STS) na bazie tiofosforowych
pochodnych bikumaryny (plakat). 58 Zjazd PTChem i SITPChem, Gdansk 2015.
Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S. Synthesis and Steroid Sulfatase Inhibitory
Activity  of  N-phosphorylated  3-(4-aminophenyl)-coumarin-7-O-sulfamates
(wyr6zniony plakat). Progress in Organic Synthesis, Gdansk 2016.

Kozak, W.; Dasko, M.; Demkowicz, S. Phosphate and Thiophosphate Flavone
Analogs as Steroid Sulfatase Inhibitors (plakat). Progress in Organic Synthesis,
Gdansk 2016.

Dodatkowo jestem wspotautorem trzech innych prac opublikowanych réwniez

w czasopismach z listy JCR:
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12. Aparatura, odczynniki i procedury eksperymentalne

Kwas adypinowy, pimelinowy, dodekanowy, tridekanowy, tetradekanowy, mrowkowy
oraz kwas (p-hydroksyfenylo)benzoesowy N,N-DMA, izocyjanian chlorosulfurylu, chlorek
tionylu, 4-hydroksyfenetylamina, weglan potasu, TMSBr, cykloheptanon, rezorcyna,
trichlorek fosforylu, trichlorek tiofosforylu, trietyloamina oraz 4-fenylofenol byty
komercyjnie dostgpne w katalogu Sigmy Aldrich. 2-oksocyklopentakarboksylan etylu,
2-oksocykloheksakarboksylan etylu i 2-oksocykloheptakarboksylan otrzymalem wedtug
standardowych procedur literaturowych. THF, metanol i etanol suszylem i destylowatem
wedhug standardowych procedur. Temperatury topnienia zwigzkow (niekorygowane) badatem
przy uzyciu aparatu Stuart Scientific SMP30. Widma NMR wykonatlem w Pracowni NMR
Wydziatlu Chemicznego Politechniki Gdanskiej z uzyciem aparatu Varian Unity Plus 500
MHz (CDCls = 7.26 ppm dla *H, 77.0 dla *C, DMSO-ds 2.49 ppm dla *H, 39.5 ppm dla *3C,
85% H3PO4 = 0 dla 3'P). State sprzezenia podatem w hercach. Widma IR wykonatem przy
uzyciu spektrometru Nicolet 8700. Analiz¢ elementarng wykonalem przy uzyciu aparatu
Carlo Erba EA-1108. Izolacje¢ produktow stosujac preparatywng chromatografi¢ kolumnowsg
prowadzitem z uzyciem zelu krzemionkowego (230-400 mesh, Merck). Do chromatografii
cienkowarstwowej stosowatem ptytki SIL/G/UV254 (Macherey-Nagel).

12.1. Przygotowanie struktury rentgenograficznej STS

Krystaliczng  strukture  ludzkiej sulfatazy steroidowej wprowadzit Ghosh
1 wspotpracownicy w 2007 roku [136]. Strukture rentgenograficzng tego biatka pozyskatem
z Protein Data Bank (accession code 1P49). Po wykonaniu standardowej procedury
przygotowawczej takiej jak usuniecie ze struktury enzymu czasteczek wody krystalicznej czy
konwersji formyloglicyny do formy gem-diolowej, mogtem rozpocza¢ proby dokowania do
miejsca aktywnego enzymu. Struktury ligandow przygotowalem w programie Portable
HyperChem 8.0.7 (Hypercube Incorporation), a do stanu minimum energetycznego
doprowadzilem je przy uzyciu pola sitowego MM+ i nieliniowego gradientu sprz¢zonego

Polaka-Ribieré’a.
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12.2. Oprogramowanie i warunki dokowania

Dokowanie przygotowanych ligandéw do struktury STS przeprowadzitem z uzyciem
programu Autodock Vina 1.1.2 (Molecular Graphic Laboratory, Scripps Research Institute).
Podczas dokowania do wszystkich obliczen zastosowatem pudelko z siatkg o rozmiarze 25 A
x 25 A x 25 A ze érodkiem na atomie Cp reszty aminokwasowej FGly75. Dla wybranych
struktur ligandéw o najnizszych wartosciach energii i najlepszym dopasowaniu sporzadzitem

modele 3D w programie VMD 1.9 (University of Illinois at Urbana-Champaign).

12.3. Oczyszczanie enzymu

STS pozyskano z homogenizowanego tozyska ludzkiego i oczyszczano na drodze
trojstopniowej chromatografii z wykorzystaniem kolumn DEAE-celuloza, Con A-Sefaroza
i Bio-Gel A-1.5 oraz odpowiednich buforow. Wszystkie procedury izolacji prowadzono

w temperaturze 4 °C.

12.4. Test aktywnosSci biologicznej in vitro

Mieszanina reakcyjna o objetosci 100 uL, zawierata 20 uM Tris-HCI o pH 7.4, 3 mM
NPS, rozne stezenia inhibitora (0.1-500 uM) oraz 5U oczyszczonego enzymu (1U jest to ilos¢
enzymu, ktora hydrolizuje 100 pM siarczanu p-nitrofenylu (NPS) w 1 godzing
w temperaturze 37 °C). Reakcje prowadzono w temperaturze 37 °C przez 15 minut
i zakonczono poprzez dodanie 100 uL 1M NaOH. Absorbancj¢ uwolnionego p-nitrofenolu
oznaczano przy diugosci fali 405 nm przy uzyciu spektrometru Microplate Reader Biotek
ELx800 (SERVA). Wartosci ICso obliczono przy uzyciu programu GraphPad Prism.
Wszystkie pomiary powtarzano trzykrotnie.
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13. Procedury otrzymywania poszczegolnych zwigzkow

13.1. Procedura otrzymywania bifenyloetylofosforanu (157)

W kolbie kulistej o pojemnosci 50 mL, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwor soli trietyloamoniowej
H-fosfonianu etylu (143) (4.5 mmol) w 15 mL bezwodnego CH2Cl,. Nastepnie do tego
roztworu wkroplono 2,6-lutydyne (13.5 mmol) oraz PvCl (13.5 mmol). Cato$¢ mieszano
przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu do mieszaniny reakcyjnej
dodano 4-fenylofenol (172a) (13.5 mmol). Nastepnie po 10 minutach mieszania dodano 5 mL
roztworu jodu, wody i pirydyny i mieszano przez kolejne pot godziny. Kolejnym krokiem
bylo dodanie do mieszaniny reakcyjnej octanu etylu w takiej ilosci, aby wypadt osad soli
2,6-lutydynowej kwasu piwalowego. Po odsgczeniu osadu rozpuszczalniki odparowano na
wyparce obrotowej, a produkt izolowano wykorzystujac preparatywng chromatografic
kolumnowa w uktadzie ACOEt:MeOH 10:1.

Wydajnoéé 75%, tt 168 °C; *H NMR 6n (500 MHz, CDCls) 1.37 (3H, t, J 7.0, CH3), 4.23 (2H,
quin, J 7.4, CHy), 7.23-7.31 (2H, m, Ar-H), 7.32-7.38 (1H, m, Ar-H), 7.39-7.46 (2H, t, J 7.4,
Ar-H), 7.40-7.90 (1H, brs, OH), 7.49-7.57 (4H, m, Ar-H); 3P NMR &p (202 MHz, CDCl3) -
4.25.

13.2. Procedury otrzymywania fosforowych pochodnych
kumarynowych (160a-160s) oraz pochodnych (164), (165)
i (170)

13.2.1. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkow 160d-160f i 160j-160I
W kolbie kulistej o pojemnos$ci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwdr odpowiedniego analogu
tricyklicznej kumaryny (158a-158c) (2.3 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Nastepnie do
roztworu ochtodzonego do temperatury 0 °C wkroplono trichlorek fosforylu (POCIs)
(2.3 mmol) oraz trietyloaming (NEtz) (2.3 mmol). Utrzymujac temperature 0 °C calosc
mieszano przez 60 minut. Po uplywie tego czasu odsgczono osad chlorowodorku

trietyloaminy. Nastepnie w kolbie plaskodennej przygotowano rozwoér alkoholanu sodu
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poprzez rozpuszczenie wodorku sodu (NaH) (4.6 mmol) w 10 mL bezwodnego metanolu lub
etanolu. Tak przygotowany roztwor wkroplono do mieszaniny reakcyjnej ciagle mieszajac
i utrzymujac chlodzenie. Po 30 minutach odparowano rozpuszczalnik, a pozostatos$¢
rozpuszczono w 10 mL CHxClz. Po odsaczeniu osadu chlorku sodu ponownie odparowano
rozpuszczalnik, a produkt izolowano wykorzystujac preparatywng chromatografie
kolumnowg stosujac CH2Cl2 jako faz¢ ruchoma.

Dietylofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 160j

Wydajnos¢ 37%, tt 80-81 °C; vmax (KBr)/cm™ 1720, 1608, 1568, 1506, 1392, 1269, 1149,
1051, 1018, 897, 751, 666; *H NMR 6n (500 MHz, DMSO0) 1.26 (6H, t, J 7.3, CHs), 2.1 (2H,
quin, J 7.6, CH2), 2.74 (2H, t, J 7.1, CH), 3.06 (2H, t, J 7.6, CH>), 4.18 (4H, quin, J 7.8,
CHy), 7.21-7.27 (2H, m, Ar-H), 7.62 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 1*C NMR &c (125 MHz, DMSO)
159.4, 156.5, 154.9, 152.6 (d, Jr-c 6.6), 127.5, 126.8, 117 (d, Jrc 4.4), 116.2, 108.5 (d, Jrc
5.3), 65.4 (d, Jp-c 6.2), 32.4, 30.9, 22.6, 16.6 (d, Jr-c 6.6); 3P NMR dp (202 MHz, DMSO) -
5.69.

Dietylofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 160k

Wydajnoéé 41%, olej; vmax (KBr)/cm™ 1720, 1608, 1573, 1508, 1388, 1261, 1159, 1048,
1016, 902, 749, 683; 'H NMR 6y (500 MHz, CDCls) 1.36 (6H, t, J 7.1, CH3), 1.76-1.88 (4H,
m, CHy), 2.56 (2H, t, J 6.1, CH»), 2.75 (2H, t, J 5.9, CH>), 4.17-4.29 (4H, m, CH>), 7.14-7.19
(2H, m, Ar-H), 7.51 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR dc¢ (125 MHz, CDCl3) 161.7, 152.9, 152.1
(d, Jpc 6.6), 146.9, 124.6, 123.2, 117.6, 116.4 (d, Jpc 5.3), 108.5 (d, Jpc 5.7), 65.2 (d, Jrc
6.1), 25.5, 24.2, 21.7, 21.5, 16.3 (d, Jr-c 7.0); *'P NMR dp (202 MHz, CDCls) -5.63.
Dietylofosforan 6-0kso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 160l
Wydajnoéé 35%, tt 88-90 °C; vmax (KBr)/cm™ 1703, 1606, 1566, 1508, 1381, 1267, 1157,
1050, 1007, 897, 764, 683; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 1.27 (6H, t, J 7.1, CH3), 1.46-1.52
(2H, m, CHy), 1.54-1.62 (2H, m, CHy), 1.78-1.86 (2H, m, CH), 2.74-2.80 (2H, m, CH>),
2.92-2.98 (2H, m, CH>), 4.18 (4H, quin, J 7.3, CHy), 7.18-7.24 (2H, m, Ar-H), 7.93 (1H, d, J
8.8, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls) 161.4, 154.1, 153.4, 152.5 (d, Jp-c 6.6), 127.7,
127.1, 117.4, 116.9 (d, Jp-c 4.8), 108.5 (d, Jp-c 5.3), 65.4 (d, Jrc 6.1), 32.0, 28.1, 26.8, 25.8,
25.2, 16.6 (d, Jp-c 6.1); 3P NMR 6p (202 MHz, CDCl3) -5.69.

Dimetylofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 160d

Wydajnos¢ 43%, tt 147-148 °C; vmax (KBr)/cm™ 1714, 1608, 1568, 1508, 1395, 1273, 1136,
1020, 899, 783, 667; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 2.1 (2H, quin, J 7.6, CH2), 2.74 (2H, t, J
7.3, CH2), 3.05 (2H, t, J 7.6, CH>), 3.83 (6H, d, J 11.7, CH3), 7.21-7.29 (2H, m, Ar-H,), 7.61
(1H, d, J 8.3, Ar-H,); °C NMR 6c (125 MHz, DMSO) 159.4, 156.5, 154.9, 152.5 (d, Jp-c 6.4),
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127.5, 126.8, 117 (d, Jrc 4.8), 116.4, 108.5 (d, Jr-c 5.3), 55.8 (d, Jp-c 6.6), 32.4, 30.9, 22.6;
3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) -3.43.
Dimetylofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 160e
Wydajnos¢ 48%, tt 79-81 °C; vmax (KBr)/cm™ 1703, 1610, 1574, 1506, 1387, 1288, 1144,
1024, 906, 775, 683; 'H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 1.77-1.88 (4H, m, CH>), 2.53-2.59 (2H,
m, CH), 2.72-2.78 (2H, m, CH), 3.88 (6H, d, J 11.2, CHa), 7.12-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.52
(1H, d, J 7.3, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls) 161.6, 152.9, 151.9 (d, Jr-c 6.6), 146.8,
124.7, 123.3, 117.8, 116.3 (d, Jp-c 4.8), 108.5 (d, Jp-c 5.3), 55.5 (d, Jp-c 6.1), 25.5, 24.2, 21.7,
21.5; 3P NMR 6r (202 MHz, CDCls) -3.33.
Dimetylofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 160f
Wydajnoéé 44%, tt 114-116 °C; vmax (KBr)/cm™ 1705, 1608, 1566, 1500, 1379, 1268, 1140,
1035, 897, 773, 683; *H NMR 6+ (500 MHz, CDCls) 1.56-1.62 (2H, m, CHy), 1.62-1.70 (2H,
m, CH2), 1.86-1.93 (2H, m, CH>), 2.86-2.94 (4H, m, CHy), 3.88 (6H, d, J 11.2, CHg), 7.16-
7.20 (2H, m, Ar-H), 7.63 (1H, d, J 9.8, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCl3) 162.0, 153.5,
153.4, 152.2 (d, Jp-c 6.1), 128.2, 125.6, 117.5, 116.3 (d, Jp-c 4.8), 108.7 (d, Jp-c 5.7), 55.4 (d,
Jp-c 6.1), 32.2, 28.4, 27.0, 25.8, 25.2; 3P NMR 6p (202 MHz, CDCl3) -3.38.

13.2.2. Ogélna procedura otrzymywania zwiazkéw 160a-160z i 160m-1600
W kolbie kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwor odpowiedniego analogu
tricyklicznej kumaryny (158a-158c) (2.3 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Nastepnie do
roztworu ochtodzonego do temperatury 0 °C wkroplono POCIz (2.3 mmol) oraz NEts
(2.3 mmol). Utrzymujac temperature 0 °C cato$¢ mieszano przez 60 minut. Po uptywie tego
czasu odsaczono osad chlorowodorku trietyloaminy. Nastepnie w kolbie ptaskodennej
przygotowano rozwor alkoholanu sodu poprzez rozpuszczenie NaH (2.3 mmol) w 8 mL
bezwodnego etanolu lub metanolu. Tak przygotowany roztwor wkroplono do mieszaniny
reakcyjnej ciggle mieszajac i utrzymujac chtodzenie. Po uptywie 30 minut do mieszaniny
reakcyjnej dodano 5 mL roztworu NH3/CH3zOH. Po 15 minutach odparowano rozpuszczalnik,
a pozostatos¢ rozpuszczono w 10 mL CHCl,. Po odsaczeniu osadu chlorku amonu oraz
chlorku sodu odparowano ponownie rozpuszczalnik a otrzymany surowy produkt
krystalizowano z octanu etylu.
Amidoetylofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 160a
Wydajnos¢ 34%, tt 187-189 °C; vmax (KBr)/cm™ 3340, 1710, 1610, 1566, 1508, 1392, 1261,
1151, 1030, 940, 883, 714, 667; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 1.25 (3H, t, J 7.1, CH3), 2.1
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(2H, quin, J 7.6, CH2), 2.74 (2H, t, J 7.3, CH>), 3.06 (2H, t, J 7.8, CH), 4.06 (2H, m, CH>),
5.19 (2H, d, Jpn 7.3, NH2), 7.17-7.25 (2H, m, Ar-H), 7.59 (1H, d, Ar-H); 3C NMR Jc (125
MHz, DMSO0) 158.9, 156.1, 154.2, 153.2 (d, Jp-c 6.2), 126.4, 125.4, 116.8 (d, Jr.c 4.8), 114.7,
107.8 (d, Jpc 5.3), 62.2 (d, Jp-c 5.7), 31.7, 21.9, 16 (d, Jp-c 6.6); 3'P NMR 6p (202 MHz,
DMSO) 8.02.

Amidoetylofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 160b
Wydajno$é¢ 36%, tt 167-170 °C; vmax (KBr)/cm™ 3354, 1695, 1609, 1558, 1506, 1387, 1257,
1161, 1034, 930, 891, 725, 683; *H NMR 6n (500 MHz, DMSO) 1.24 (3H, t, J 7.1, CHj3),
1.70-1.77 (4H, m, CHy), 2.40- 2.49 (2H, m, CH.), 2.76-2.78 (2H, m, CH>), 4.02-4.07 (2H, m,
CHy) 5.18 (2H, d, Jp-n 7.3, NHy), 7.16-7.18 (2H, m, Ar-H), 7.70 (1H, d, J 8.0, Ar-H); °C
NMR dc (125 MHz, DMSO) 160.5, 152.7 (d, Jp-c 6.1), 152.0, 147.2, 125.1, 121.3, 116.6 (d,
Jp-c4.8), 116.1, 107.6 (d, Jp-c 4.8), 62.1 (d, Jp-c 5.3), 24.7, 23.6, 21.1, 20.7, 16.0 (d, Jpc 7.0);
1P NMR ép (202 MHz, DMSO) 8.03.

Amidoetylofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 160c
Wydajno$¢ 32%, tt 163-165 °C; vmax (KBr)/cm™ 3316, 1687, 1608, 1566, 1508, 1382, 1246,
1169, 1039, 951, 889, 733, 681; 'H NMR dn (500 MHz, DMSO) 1.25 (3H, t, J 7.1, CHj),
1.40-1.60 (4H, m, CH2), 1.75- 1.90 (2H, m, CH), 2.70-2.80 (2H, m, CH), 2.85-3.00 (2H, m,
CHy), 4.00-4.10 (2H, m, CH2), 5.19 (2H, d, Jp-n 6.8, NH2), 7.10-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.88 (1H,
d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, DMSO) 161.59, 154.33, 153.75 (d, Jr-c 6.2), 153.36,
127.03, 126.63, 117.39 (d, Jpc 5.3), 116.52, 108.50 (d, Jr-c 5.3), 62.86 (d, Jr-c 5.7), 32.04,
28.06, 26.73, 25.92, 25.28, 16.72 (d, Jp-c 7.0); 3P NMR Jp (202 MHz, DMSO) 8.03.
Amidometylofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 160m
Wydajnosé 36%, tt 164-166 °C; vmax (KBr)/cm™ 3323, 1707, 1610, 1510, 1394, 1263, 1155,
1049, 964, 887, 793, 664; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 2.1 (2H, quin, J 7.6, CHy,), 2.73
(2H, t, J 7.3, CH), 3.04 (2H, t, J 7.6, CH?>), 3.68 (3H, d, J 11.2, CH3), 5.24 (2H, d, Jp-n 7.3,
NH2), 7.17-7.24 (2H, m, Ar-H,), 7.58 (1H, d, J 8.3, Ar-H): *C NMR &c (125 MHz, DMSO)
159.6, 156.7, 154.9, 153.8 (d, Jpc 5.7), 127.1, 126.2, 117.5 (d, Jpc 5.3), 115.5, 108.5 (d, Jec
5.3), 53.7 (d, Jp-c 5.7), 32.4, 30.9, 22.6; 3P NMR dp (202 MHz, DMSO) 14.09.
Amidometylofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 160n
Wydajno$¢ 28%, tt 183-187 °C; vmax (KBr)/cm™ 3311, 1699, 1608, 1508, 1386, 1258, 1159,
1055, 960, 885, 789, 680; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 1.65-1.80 (4H, m, CH,), 2.37-2.43
(2H, m, CHy), 2.70-2.80 (2H, m, CH>), 3.68 (3H, d, J 11.2, CH3), 5.22 (2H, d, Jp-n 7.3, NH>),
7.14-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.69 (1H, d, J 8.3, Ar-H); *C NMR éc (125 MHz, DMSO) 160.5,
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152.6 (d, Jpc 6.1), 152.0, 147.1, 125.1, 121.4, 116.6 (d, Jpc 4.8), 116.2, 107.6 (d, Jp-c 5.3),
53.0 (d, Jp-c5.7), 24.7, 23.6, 21.1, 20.7; 3'P NMR dp (202 MHz, DMSO) 9.35.
Amidometylofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 1600
Wydajno$é¢ 34%, tt 181-184 °C; vmax (KBr)/cm™ 3301, 1689, 1606, 1506, 1379, 1248, 1161,
1043, 947, 891, 777, 681; *H NMR 6w (500 MHz, DMSO) 1.40-1.65 (4H, m, CHy), 1.75-1.90
(2H, m, CHy), 2.70-2.80 (2H, m, CH2), 2.85-3.00 (2H, m, CH), 3.68 (3H, d, J 11.7, CHs3),
5.22 (2H, d, Jp.n 7.3, NH2), 7.10-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.89 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR dc
(125 MHz, DMSO) 161.6, 154.3, 153.6 (d, Jp-c 6.1), 153.4, 127.1, 126.7, 117.4 (d, Jp 5.3),
116.6, 108.5 (d, Jp-c 5.3), 53.7 (d, Jp-c 5.7), 32.0, 28.1, 26.7, 25.9, 25.3; 3P NMR Jp (202
MHz, DMSO0) 9.35.

13.2.3. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkow 160g-160i
W kolbie kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, sporzadzono roztwor odpowiedniego analogu
tricyklicznej kumaryny (158a-158c) (2.3 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Nastepnie do
roztworu ochtodzonego do temperatury 0 °C wkroplono POCI3 (2.3 mmol) oraz NEts
(2.3 mmol). Utrzymujac temperature 0 °C cato$¢ mieszano przez 60 minut. Po uptywie tego
czasu mieszaning reakcyjna przesaczono do kolby zawierajacej 5 mL roztworu NHs/CH30OH
usuwajac jednocze$nie wytrgcony wczesniej osad chlorowodorku trietyloaminy. Po 15
minutach mieszania w temperaturze pokojowej odparowano rozpuszczalnik, a osad
krystalizowano z metanolu.
Diamidofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 160g
Wydajno$¢ 33%, tt 188-190 °C; vmax (KBr)/cm™ 3340, 1691, 1610, 1558, 1504, 1391, 1216,
1130, 972, 895, 729; *H NMR 6+ (500 MHz, DMSO) 2.1 (2H, quin, J 7.3, CHy), 2.74 (2H, t, J
7.3, CHy), 3.05 (2H, t, J 7.6, CH.), 4.53 (4H, d, Jp-n 4.4, NH2), 7.1-7.3 (2H, m, Ar-H), 7.54
(1H, d, J 8.0, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, DMSO) 159.8, 157, 155.1 (d, Jrc 6.6), 154.9,
126.7, 125.5, 118.1 (d, Jp-c 5.3), 114.7, 108.8 (d, Jp-c 4.8), 32.4, 30.8, 22.7; 3'P NMR dp (202
MHz, DMSO) 16.01.
Diamidofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 160h
Wydajnosé 46%, tt 188-191 °C; vmax (KBr)/cm™ 3364, 1683, 1610, 1562, 1504, 1386, 1217,
1140, 962, 893, 725; *H NMR 6 (500 MHz, DMSO) 1.68-1.75 (4H, m, CHy), 2.37-2.48 (2H,
m, CHy), 2.71-2.74 (2H, m, CH), 4.52 (4H, d, Jp-n 4.4, NH), 7.11-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.61
(1H, d, J 8.8, Ar-H); 13C NMR dc (125 MHz, DMSO) 161.4, 154.6 (d, Jp-c 6.6), 152.7, 148.0,
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125.3, 121.4, 117.9 (d, Jp-c 5.3), 116.0, 108.5 (d, Jr-c 4.8), 25.3, 24.3, 21.8, 21.5; 3P NMR 6p
(202 MHz, DMSO) 15.99.

Diamidofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 160i
Wydajno$c¢ 41%, tt 187-189 °C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 3232, 1703, 1605, 1564, 1504,
1381, 1203, 1142, 949, 908, 729; 'H NMR du (500 MHz, DMSO) 1.46-1.49 (2H, m, CH>),
1.55-1.58 (2H, m, CH>), 1.79- 1.82 (2H, m, CH>), 2.73-2.78 (2H, m, CH>), 2.90-2.97 (2H, m,
CHy), 4.53 (4H, d, Jp-n 3.9, NH2), 7.12-7.22 (2H, m, Ar-H), 7.83 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 3C
NMR odc (125 MHz, DMSO) 161.8, 154.9 (d, Jp-c 6.6), 154.6, 153.4, 126.5, 126.2, 118.0 (d,
Jrc 5.3), 115.8, 108.8 (d, Jp-c 4.8), 32.1, 28.0, 26.7, 26.0, 25.4; 3'P NMR dp (202 MHz,
DMSO) 16.02.

13.2.4. Ogélna procedura otrzymywania zwiazkow 160p-160s
W kolbie kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, sporzadzono roztwor zwigzku (160d-160f) (1 mmol)
w 7 mL CHxClz. Do tak sporzadzonego roztworu wkraplano TMSBr (4 mmol) i mieszano
przez godzing w atmosferze azotu. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik i dodano 5 mL
metanolu. Ponownie odparowano rozpuszczalnik, a otrzymany osad krystalizowano z octanu
etylu.
Diwodorofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 160p
Wydajno$¢ 75%, tt 217-219 °C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 2652, 1653, 1601, 1560, 1504,
1392, 1219, 1134, 1084, 1019, 964, 882; *H NMR 6y (500 MHz, DMSO) 2.09 (2H, quin, J
7.6, CHy), 2.73 (2H, t, J 7.3, CHy), 3.04 (2H, t, J 7.3, CHy), 7.14-7.18 (2H, m, Ar-H), 7.55
(1H, d, J 8.3, Ar-H), 8.80-10.90 (2H, brs, OH); C NMR dc (125 MHz, DMSO) 159.61,
156.72, 154.91, 154.28, 127.05, 125.96, 117.22 (d, Jp-c 5.3), 115.14, 108.08 (d, Jp-c 5.3),
32.33, 30.83, 22.58; *'P NMR dp (202 MHz, DMSO) -5.45.
Diwodorofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 160r
Wydajno$é¢ 77%, tt 244-248 °C (z rozkladem); Vmax (KBr)/cm 2655, 1651, 1604, 1564, 1504,
1388, 1223, 1138, 1105, 1038, 972, 885; *H NMR Jn (500 MHz, DMSO) 1.69- 1.78 (4H, m,
CHy), 2.39 (2H,t,J 5.9, CH»), 2.73 (2H, t, J 5.9, CH»), 7.13-7.15 (2H, m, Ar-H), 7.66 (1H, d,
J 8.8, Ar-H), 7.80-9.80 (2H, brs, OH); *C NMR éc (125 MHz, DMSO) 161.24, 153.81 (d, Jp-
c5.7), 152.73, 147.85, 125.69, 121.86, 117.05 (d, Jp-c 5.3), 116.51, 107.90 (d, Jp-c 5.3), 25.33,
24.30, 21.77, 21.43; 3P NMR Jp (202 MHz, DMSO) -5.41.
Diwodorofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 160s
Wydajnos¢ 81%, tt 230-233 °C (z rozkladem); Vmax (KBr)/cm™ 2656, 1645, 1599, 1556, 1504,
1381, 1236, 1140, 1109, 1029, 953, 875; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 1.47-1.56 (4H, m,
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CH>), 1.75-1.85 (2H, m, CHy), 2.76 (2H, t, J 4.9, CH>), 2.94 (2H, t, J 4.9, CHy), 7.13- 7.15
(2H, m, Ar-H), 7.85 (1H, d, J 9.5, Ar-H), 7.95-8.90 (2H, brs, OH); *C NMR dc (125 MHz,
DMSO) 161.62, 154.34, 153.40, 126.86, 126.60, 117.11 (d, Jp-c 5.3), 116.26, 108.15 (d, Jp-c
5.3), 32.03, 28.05, 26.72, 25.92, 25.28; *'P NMR Jp (202 MHz, DMSO) -5.43.

13.2.5. Procedura otrzymywania 3-(hydroksy)-8,9,10,11-tetrahydro-5H-
cyklohepta[c]chinolin-6(7H)-onu 164

W reaktorze teflonowym umieszczono 3-aminofenol (3 mmol), 2-oksocykloheptakarboksylan
etylu (3 mmol) i diwodorofosforan potasu (KH2POs) (0.3 mmol). Mieszaning poddawano
dziataniu mikrofal przez 8 minut (400 W). Po tym czasie mieszaning reakcyjng wylano do
zimnej wody (40 mL), a wydzielony osad odsaczono i krystalizowano z 2-propanolu.
Wydajnoéé 58%, tt 310-314 °C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 3151, 1651, 1607, 1540, 1514,
1450, 1394, 1323, 1256, 1190, 847, 751, 692, 661; *H NMR 6y (500 MHz, DMSO) 1.44-1.83
(6H, m, CHy), 2.71-2.96 (4H, m, CH>), 6.54- 6.76 (2H, m, Ar-H), 7.65 (1H, d, J 8.8 Hz, Ar-
H), 9.96 (1H, s, OH), 11.43 (1H, s, NH); 3C NMR dc (125 MHz, DMSO) 162.12, 158.86,
150.00, 139.60, 129.31, 125.72, 112.48, 111.53, 100.30, 32.08, 27.78, 26.31, 25.70, 25.04.

13.2.6. Procedura otrzymywania diwodorofosforanu 6-okso-6,7,8,9,10,11-
heksahydro-5H-cyklohepta[c]chinolin-3-ylu 165

W kolbie kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, sporzadzono roztwor POClsz (2.3 mmol) w 5 mL
THF. Mieszaning ochtodzono do temperatury 0 °C, a nastepniec wkroplono roztwor
3-(hydroksy)-8,9,10,11-tetrahydro-5H-cyklohepta[c]chinolin-6(7H)-onu  (164) (2.3 mmol)
w 7 mL THF oraz NEt3 (2.3 mmol). Roztwdr mieszano w atmosferze azotu przez godzing. Po
uplywie tego czasu odsaczono powstaty osad chlorowodorku trietyloaminy i dodano 3 mL
wody. Po uptywie 2 godzin mieszaning reakcyjna wylano do 50 mL wody i ekstrahowano
gorgcym octanem etylu (3 x 20 mL). Potagczone warstwy organiczne suszono Siarczanem
magnezu, nastgpnie odparowano rozpuszczalnik, a otrzymany osad krystalizowano
z 2-propanolu.
Wydajnos$¢ 20%, tt 219-222 °C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 2614, 1666, 1604, 1558, 1512,
1459, 1396, 1370, 1325, 1242, 1195, 944, 862, 745, 679, 624; 'H NMR on (500 MHz,
DMSO) 1.40-1.45 (2H, m, CH), 1.50-1.60 (2H, m, CH>), 1.75-1.85 (2H, m, CH), 2.83-2.98
(4H, m, CH>), 3.90- 6.80 (2H, brs, OH), 6.95-7.15 (2H, m, Ar-H), 7.81 (1H, d, J 9.3, Ar-H),
11.64 (1H, s, NH); *C NMR 6c (125 MHz, DMSO0) 162.33, 152.84, 150.10, 139.25, 132.61,
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126.18, 116.31, 115.16, 106.69, 32.45, 28.17, 26.44, 25.93, 25.53; 3P NMR dp (202 MHz,
DMSO) -5.32.

13.2.7. Procedura otrzymywania kwasu 6-okso-6,7,8,9,10,11-
heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylofosfonowego 170

W kolbie kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, sporzadzono roztwoér zwigzku (169) (1 mmol) w 10
mL CH2Cl. Otrzymang mieszaning ochtodzono do temperatury 0 °C, a nast¢pnie wkroplono
TMSBr (4 mmol). Roztwér mieszano w atmosferze azotu przez godzing. Po odparowaniu
rozpuszczalnika dodano 5 mL metanolu i ponownie odparowano. Otrzymany osad
przemywano octanem etylu otrzymujac koncowy produkt.
Wydajno$¢ 87%, tt 229-234 °C (z rozkladem); Vmax (KBr)/cm™ 2611, 1665, 1605, 1558, 1512,
1460, 1398, 1368, 1241, 1196, 945, 863, 743, 680, 622; 'H NMR 6 (500 MHz, DMSO) 1.45-
1.55 (2H, m, CHy), 1.57-1.65 (2H, m, CH>), 1.80-1.85 (2H, m, CHy), 2.75-2.85 (2H, m, CH>),
2.95-3.05 (2H, m, CHy), 7.47-7.6 (2H, m, Ar-H), 7.95 (1H, d, J 3.9, Ar-H), 8.8-11.6 (2H, brs,
OH); BC NMR éc (125 MHz, DMSO) 161.34, 153.83, 152.00 (d, Jp-c 19.8), 137.80 (d, Jp-c
180.5), 130.04, 126.63 (d, Jp-c 8.8), 125.45 (d, Jpc 14.9), 121.81, 118.80 (d, Jr-c 10.5), 31.98,
27.84, 26.93, 25.69, 25.14; 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 11.27.

13.3. Procedury  otrzymywania  tiofosforowych  pochodnych
kumarynowych (162a-162w) oraz (163a-163f)

13.3.1. Ogélna procedura otrzymywania zwiazkow 163a-163f
W kolbie kulistej o pojemno$ci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczone] przed dostepem wilgoci, sporzadzono roztwor odpowiedniego analogu
tricyklicznej kumaryny (158a-158c) (2.3 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Nastepnie do
roztworu ochtodzonego do temperatury 0 °C wkroplono trichlorek tiofosforylu (PSCls)
(2.3 mmol) oraz NEt3 (2.3 mmol). Utrzymujac temperature 0 °C cato$¢ mieszano przez 2,5
godziny po czym odsaczono wydzielony chlorowodorek trietyloaminy. Nastgpnie w kolbie
ptaskodennej przygotowano rozwor alkoholanu sodu poprzez rozpuszczenie NaH (2.3 mmol)
w 6 mL bezwodnego metanolu lub etanolu. Tak przygotowany roztwor wkroplono do
mieszaniny reakcyjnej ciagle mieszajac i utrzymujac chtodzenie. Po godzinie odparowano

rozpuszczalnik, a do pozostatosci dodano CH2Cl.. Po odsaczeniu osadu chlorku sodu
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ponownie odparowano rozpuszczalnik. Otrzymany surowy produkt oczyszczano za pomoca
preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie CHCls: eter naftowy 1:1.
Chloroetylotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 163a
Wydajno$é¢ 75%, tt 133-134 °C; vmax (KBr)/cm™ 1720, 1606, 1568, 1500, 1386, 1238, 1139,
1014, 896, 820, 659, 578; 'H NMR 6+ (500 MHz, CDCls) 1.49 (3H, t, J 7.1, CH3), 2.23 (2H,
quin, J 7.6, CHy), 2.93 (2H, t, J 7.3, CH>), 3.08 (2H, t, J 7.6, CH>), 4.45 (2H, m, CH>), 7.21-
7.31 (2H, m, Ar-H), 7.46 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCl3) 159.9, 155.6,
154.9, 151.7 (d, Jp-c 9.2), 128, 126, 117.8 (d, Jp-c 5.3), 117.3, 110.2 (d, Jp-c 5.7), 67.5 (d, Jpc
7.5), 32.3, 30.9, 22.7, 15.9 (d, Jr-c 8.8); 3'P NMR dp (202 MHz, CDCls) 64.02.
Chloroetylotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 163b
Wydajno$é¢ 62%, tt 130-132 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1714, 1608, 1575, 1497, 1386, 1259, 1134,
1016, 902, 810, 676, 595; *H NMR dn (500 MHz, CDCl3) 1.49 (3H, t, J 7.1, CH3), 1.75-1.95
(4H, m, CHy), 2.59 (2H, t, J 5.9, CH>), 2.78 (2H, t, J 6.1, CH>), 4.35-4.50 (2H, m, CHy), 7.20-
7.30 (2H, m, Ar-H), 7.59 (1H, d, J 8.3, Ar-H); *C NMR ¢ (125 MHz, CDCls) 161.7, 153.0,
151.4 (d, Je-c 9.2), 146.9, 124.8, 124.2, 118.9, 117.8 (d, Jpc 5.5), 110.3 (d, Jr-c 5.6), 67.7 (d,
Jp-c 7.4), 25.8, 24.5, 22.0, 21.7, 16.2 (d, Jp-c 8.7); 3P NMR dp (202 MHz, CDCls) 64.07.
Chloroetylotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu
163c

Wydajno$¢ 61%, tt 75-76 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1711, 1604, 1566, 1504, 1375, 1260, 1133,
1004, 894, 822, 665, 585; 'H NMR 6+ (500 MHz, CDCls) 1.49 (3H, t, J 7.1, CH3), 1.60-1.80
(4H, m, CHy), 1.90-2.00 (2H, m, CH2), 2.75-3.00 (4H, m, CH>), 4.30-4.50 (2H, m, CH>),
7.15-7.30 (2H, m, Ar-H), 7.69 (1H, d, J 8.8, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, CDCls) 161.9,
153.3, 151.4 (d, Jrc 9.2), 128.8, 125.5, 118.3, 117.6 (d, Jp-c 5.3), 110.2 (d, Jpc 5.3), 67.5 (d,
Jp.c 7.5), 32.2, 28.5, 27.1, 25.8, 25.1, 15.9 (d, Jr-c 8.8); *'P NMR dpr (202 MHz, CDCls) 63.90.
Chlorometylotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 163d
Wydajnoéé 63%, tt 107-108 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1719, 1606, 1569, 1498, 1384, 1268, 1136,
1019, 896, 820, 688, 579; *H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 2.22 (2H, quin, J 7.6, CHy,), 2.92
(2H,t, J 7.3, CHy), 3.07 (2H, t, J 7.6, CH>), 4.03 (3H, d, J 16.6, CHz), 7.20-7.28 (2H, m, Ar-
H), 7.46 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls) 159.8, 155.6, 154.9, 151.6 (d,
Jrc 9.2), 128.1, 126.1, 117.7 (d, Jp-c 5.3), 117.3, 110.2 (d, Jpc 5.3), 56.5 (d, Jpc 7.0), 32.3,
30.9, 22.7; 3P NMR dp (202 MHz, CDCls3) 66.09.

Chlorometylotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 163e
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Wydajno$é 60%, tt 103-106 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1712, 1606, 1575, 1504, 1384, 1258, 1134,
1022, 898, 811, 688, 571; 'H NMR 61 (500 MHz, CDClg) 1.76-1.92 (4H, m, CH,), 2.54-2.62
(2H, m, CHy), 2.72-2.80 (2H, m, CH), 4.03 (3H, d, J 16.6, CH3), 7.16-7.28 (2H, m, Ar-H),
7.57 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCls) 161.5, 152.7, 151.1 (d, Jp-c 9.2),
146.7, 124.7, 124.0, 118.8, 117.5 (d, Jpc 4.8), 110.0 (d, Jp-c 5.7), 56.5 (d, Jp-c 7.5), 25.5,
24.3,21.7, 21.5; 3P NMR &p (202 MHz, CDCls3) 66.11.
Chlorometylotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu
163f
Wydajno$é¢ 63%, olej; vmax (KBr)/cm™ 1688, 1605, 1560, 1502, 1379, 1267, 1139, 1007, 880,
806, 687, 576; 'H NMR dn (500 MHz, CDCl3) 1.50-1.75 (4H, m, CHy), 1.85-2.00 (2H, m,
CH>), 2.80-3.00 (4H, m, CH), 4.02 (3H, d, J 16.1, CH3), 7.10-7.30 (2H, m, Ar-H), 7.69 (1H,
d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCls) 161.8, 153.3, 151.4 (d, Je-c 9.2), 128.8,
125.5, 118.4, 117.5 (d, Jpc 5.3), 110.2 (d, Jp-c 5.7), 56.5 (d, Jp-c 7.5), 32.2, 28.5, 27.1, 25.8,
25.1; 3P NMR dp (202 MHz, CDCls) 66.00.

13.3.2. Ogélna procedura otrzymywania zwiazkow 1629-162i i 162m-1620
W kolbie kulistej 0 pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwér odpowiedniego monochlorku
(163a-163f) (1 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Roztwor ochtodzono do temperatury 0 °C.
Nastepnie w kolbie plaskodennej przygotowano rozwodr alkoholanu sodu poprzez
rozpuszczenie NaH (1 mmol) w 4 mL bezwodnego metanolu lub etanolu. Tak przygotowany
roztwor wkroplono do mieszaniny reakcyjnej ciggle mieszajac i utrzymujac chlodzenie. Po
godzinie odparowano rozpuszczalnik, a powstaty osad rozpuszczono w 10 mL CH2Cl». Po
odsaczeniu osadu chlorku sodu ponownie odparowano rozpuszczalnik. Otrzymany surowy
produkt oczyszczano za pomocg preparatywnej chromatografii kolumnowe;j stosujac CH2Cl»
jako faze ruchoma.
Dietylotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 1629
Wydajno$¢ 73%, tt 80-84 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1722, 1604, 1567, 1510, 1390, 1274, 1146,
1015, 963, 909, 817, 764, 638; *H NMR Jn (500 MHz, CDCls) 1.38 (6H, t, J 7.1, CHa), 2.21
(2H, quin, J 7.8, CH2), 2.91 (2H, t, J 7.3, CH>), 3.06 (2H, t, J 7.6, CH), 4.26 (4H, m, CH>),
7.11-7.21 (2H, m, Ar-H), 7.41 (1H, d, J 8.8, Ar-H); *3C NMR dc (125 MHz, CDCIs) 160.1,
155.9, 154.9, 152.6 (d, Jr-c 7.5), 127.3, 125.8, 117.7 (d, Jp-c 4.8), 116.4, 109.7 (d, Jp-c 5.3),
65.6 (d, Jp-c 5.7), 32.3, 30.8, 22.7, 16.1 (d, Jp-c 7.5); 3P NMR dp (202 MHz, CDCls) 63.75.
Dietylotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 162h
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Wydajno$é 82%, tt 86-87 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1699, 1608, 1573, 1504, 1386, 1276, 1159,
1014, 963, 901, 801, 753, 660; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 1.37 (6H, t, J 6.8, CH3), 1.70-
1.90 (4H, m, CHy), 2.56 (2H, m, CHy), 2.75 (2H, m, CH>), 4.20-4.40 (4H, m, CH>), 7.10-7.20
(2H, m, Ar-H), 7.52 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 13C NMR &¢ (125 MHz, CDCl3) 161.8, 152.8, 151.1
(d, Jp-c 7.0), 147.0, 124.4, 123.2, 117.8, 117.5 (d, Jp-c 4.8), 109.5 (d, Jp-c 5.3), 65.6 (d, Jr-c
5.7), 25.5,24.2, 21.8, 21.5, 16.1 (d, Jr-c 7.0); 3P NMR Jp (202 MHz, CDCls) 63.77.
Dietylotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocykloheptac]chromen-3-ylu 162i
Wydajno$é 79%, tt 69-70 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1707, 1606, 1566, 1505, 1391, 1265, 1139,
1008, 968, 896, 804, 776, 626; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 1.38 (6H, t, J 7.1, CH3), 1.50-
1.70 (4H, m, CH), 1.80-2.00 (2H, m, CH>), 2.80-3.00 (4H, m, CH2), 4.20-4.30 (4H, m, CH>),
7.10-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.64 (1H, d, J 8.8, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, CDCls) 162.1,
153.5, 153.4, 152.4 (d, Jpc 7.5), 128.1, 125.2, 117.5, 109.7 (d, Jr-c 4.8), 65.6 (d, Jp-c 5.7),
32.2,28.4,27.0, 25.9, 25.2, 16.2 (d, Jp-c 7.5); 3P NMR dp (202 MHz, CDCls3) 63.69.
Dimetylotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 162m
Wydajnoéé 76%, tt 87-89 °C; Vmax (KBr)/lcm™ 1734, 1610, 1567, 1508, 1390, 1269, 1147,
1016, 880, 823, 764, 631; 'H NMR &n (500 MHz, CDCls) 2.22 (2H, quin, J 7.6, CH,), 2.92
(2H,t, J 7.6, CH>), 3.06 (2H, t, J 7.6, CH>), 3.88 (6H, d, J 14.2, CHz), 7.11-7.27 (2H, m, Ar-
H), 7.42 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCls) 160, 155.8, 155, 152.4 (d, Jrc
7.5), 127.5, 125.9, 117.6 (d, Jp-c 5.3), 116.6, 109.7 (d, Jp-c 5.3), 55.6 (d, Jr-c 5.3), 32.3, 30.8,
22.7; 3P NMR 6p (202 MHz, CDCls) 67.34.

Dimetylotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 162n
Wydajnoéé 81%, tt 99-101 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1701, 1608, 1575, 1498, 1387, 1259, 1148,
1024, 909, 807, 765, 640; *H NMR dn (500 MHz, CDCl3) 1.78-1.90 (4H, m, CHy), 2.54-2.60
(2H, m, CHy), 2.74-2.78 (2H, m, CH>), 3.88 (6H, d, J 13.7, CHs), 7.08-7.16 (2H, m, Ar-H),
7.54 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR 6c (125 MHz, CDCls) 161.7, 152.8, 152.0 (d, Jp-c 7.0),
146.9, 1245, 123.4, 118.0, 117.3 (d, Jpc 5.3), 109.5 (d, Jp-c 4.8), 55.6 (d, Jr-c 5.7), 25.5,
24.2,21.8, 21.5; 3P NMR dp (202 MHz, CDCls3) 67.38.

Dimetylotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 1620
Wydajnoéé 85%, olej; vmax (KBr)/cm™ 1702, 1606, 1568, 1502, 1377, 1265, 1139, 1030, 897,
818, 775, 623; 'H NMR 61 (500 MHz, CDCl3) 1.55-1.70 (4H, m, CHy), 1.85-1.95 (2H, m,
CH?>), 2.85-3.00 (4H, m, CH>), 3.88 (6H, d, J 14.2, CHz), 7.05-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.64 (1H,
d, J 8.8, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, CDCls) 162.1, 153.5, 153.4, 152.2 (d, Jp-c 7.5),
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128.2, 125.3, 117.6, 117.3 (d, Jp-c 5.3), 109.7 (d, Jp-c 4.8), 55.7 (d, Jrc 5.7), 32.2, 28.4, 27.0,
25.8, 25.2; 3'P NMR 6p (202 MHz, CDCls) 67.28.

13.3.3. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkow 162d-162f i 162j-162I
W kolbie kulistej o pojemno$ci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, sporzadzono roztwor odpowiedniego monochlorku
(163a-163f) (1 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano
5 mL roztworu NHs/CH3OH. Po 15 minutach odparowano rozpuszczalnik, a wytrgcony osad
rozpuszczono w 10 mL CH2Cl,. Po odsgczeniu osadu chlorku amonu ponownie odparowano
rozpuszczalnik. Otrzymany surowy produkt oczyszczano za pomocg preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie CHCls: CH3COOEt 20:1.
Amidoetylotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 162d
Wydajnoéé 65%, tt 140-141 °C; vmax (KBr)/cm™ 3250, 1716, 1608, 1560, 1507, 1388, 1270,
1147, 1028, 947, 871, 800, 750, 630; *H NMR dn (500 MHz, CDCl3) 1.38 (3H, t, J 7.1, CH3),
2.20 (2H, quin, J 7.6, CH>), 2.9 (2H, t, J 7.3, CH>), 3.04 (2H, t, J 7.6, CH>), 3.47 (2H, brs,
NH2), 4.23 (2H, m, CHy), 7.18-7.26 (2H, m, Ar-H), 7.39 (1H, d, J 8.3, Ar-H); C NMR éc
(125 MHz, CDClIs) 160.3, 156, 154.9, 153 (d, Jp-c 7.5), 127.1, 125.7, 118 (d, Jpc 4.8), 116.2,
109.9 (d, Jp-c 4.8), 64.4 (d, Jp-c 4.8), 32.3, 30.8, 22.7, 16.2 (d, Jrc 8.3); 3P NMR Jp (202
MHz, CDCls) 69.02.
Amidoetylotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 162e
Wydajnoéé 73%, tt 129-133 °C; vmax (KBr)/cm™ 3268, 1705, 1608, 1548, 1504, 1387, 1261,
1142, 1026, 938, 884, 797, 744, 631; *H NMR dn (500 MHz, CDCIs) 1.37 (3H, t, J 6.8, CH3),
1.70-1.90 (4H, m, CH), 2.55 (2H, t, J 6.1, CH), 2.73 (2H, t, J 6.1, CH>), 3.56 (2H, d, Jpn
3.9, NH2), 4.10-4.30 (2H, m, CHy), 7.10-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.50 (1H, d, J 8.3, Ar-H); *C
NMR dc (125 MHz, CDCls) 161.9, 152.7, 152.5 (d, Jrc 7.5), 147.1, 124.3, 123.0, 117.8 (d,
Jp-c 4.8), 117.6, 109.7 (d, Jp-c 5.3), 64.4 (d, Jp-.c 5.3), 25.5, 24.2, 21.8, 21.5, 16.2 (d, Jp-c 8.3);
3P NMR dp (202 MHz, CDCls) 69.05.
Amidoetylotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 162f
Wydajno$é¢ 74%, tt 121-123 °C; vmax (KBr)/cm™ 3272, 1678, 1610, 1532, 1505, 1379, 1267,
1146, 1003, 942, 867, 797, 735, 625; *H NMR 6 (500 MHz, CDCls) 1.37 (3H, t, J 7.1, CHa),
1.50-1.70 (4H, m, CHy), 1.80-1.95 (2H, m, CH>), 2.80-3.00 (4H, m, CH2), 3.56 (2H, br s,
NH>), 4.20-4.30 (2H, m, CHy), 7.10-7.30 (2H, m, Ar-H), 7.62 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR
oc (125 MHz, CDCls) 162.3, 153.7, 153.3, 152.7 (d, Jec 7.5), 127.9, 125.1, 117.8 (d, Jr-c
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5.3), 117.3, 109.9 (d, Jr-c 5.3), 64.4 (d, Jrc 5.3), 32.2, 28.4, 27.0, 25.9, 25.2, 16.2 (d, Jr-c
8.3); 3P NMR dp (202 MHz, CDCls) 69.00.

Amidometylotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 162j
Wydajno$é¢ 67%, tt 123-125 °C; vmax (KBr)/cm™ 3259, 1717, 1608, 1558, 1508, 1390, 1266,
1148, 1032, 962, 871, 808, 752, 624; 'H NMR 6 (500 MHz, CDCls) 2.21 (2H, quin, J 7.6,
CHy), 2.90 (2 H, t, J 7.3, CH>), 3.05 (2H, t, J 7.6, CH>), 3.52 (2H, br s, NH>), 3.85 (3H, d, J
14.2, CHs), 7.18-7.26 (2H, m, Ar-H), 7.40 (1H, d, J 8.3, Ar-H); °C NMR dc (125 MHz,
CDCls) 160.2, 156, 154.9, 152.9 (d, Jp-c 7.0), 127.2, 125.8, 117.9 (d, Jp-c 4.8), 116.3, 109.9 (d,
Jp-c4.8), 54.5 (d, Jp-c 5.3), 32.3, 30.8, 22.7; P NMR dr (202 MHz, CDCls) 70.99.
Amidometylotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 162k
Wydajno$é 76%, tt 123-125 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3239, 1694, 1608, 1558, 1500, 1386, 1259,
1153, 1031, 960, 883, 793, 751, 636; *H NMR 64 (500 MHz, CDCls) 1.74-1.90 (4H, m, CHy),
2.52-2.60 (2H, m, CHy), 2.70-2.78 (2H, m, CHy), 3.34 (2H, br s, NH>), 3.84 (3H, d, J 14.2,
CHa), 7.14-7.22 (2H, m, Ar-H), 7.51 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 1°C NMR ¢ (125 MHz, CDCly)
162.1, 153.0, 152.6, 147.3, 124.5, 123.3, 118.0, 117.9, 109.9 (d, Jr-c 5.2), 54.7 (d, Jr-c 5.2),
25.7,24.5, 22.0, 21.8; 3P NMR dp (202 MHz, CDCls3) 71.02.

Amidometylotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu
162l

Wydajnoéé 72%, tt 115-118 °C; vmax (KBr)/cm™ 3250, 1683, 1606, 1559, 1500, 1387, 1261,
1154, 1035, 967, 875, 799, 754, 629; *H NMR dx (500 MHz, CDCls) 1.50-1.70 (4H, m, CHy),
1.80-2.00 (2H, m, CH), 2.80-3.00 (4H, m, CH), 3.58 (2H, br s, NH2), 3.83 (3H, d, J 14.2,
CHg), 7.10-7.30 (2H, m, Ar-H), 7.62 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls)
162.2, 153.6, 153.3, 152.7 (d, Jec 7.5), 128.0, 125.2, 117.7 (d, Jp-c 4.8), 117.4, 109.9 (d, Jec
4.8),54.5 (d, Jp-c 4.8), 32.2, 28.4, 27.0, 25.9, 25.2; 3P NMR ¢r (202 MHz, CDCls) 70.98.

13.3.4. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkow 162p-162w

W kolbie kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwdr odpowiedniego monochlorku
(163a-163f) (1 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Nast¢pnie do mieszaniny reakcyjnej dodano
10% roztwor KoCOs w wodzie (1 mL). Roztwor mieszano przez 4 godziny, nastepnie
odparowano, a surowy produkt oczyszczano za pomocg preparatywnej chromatografii
kolumnowej w uktadzie AcOEt:MeOH 10:1.

Etylowodorotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 162p
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Wydajnosé 72%, olej; vmax (KBr)/cm™ 3404, 1695, 1609, 1562, 1508, 1392, 1255, 1127,
1030, 950, 848, 626; 'H NMR dn (500 MHz, DMSO) 1.13 (3H, t, J 7.1, CH3), 2.10 (2H, quin,
J 7.3, CHy), 2.73 (2H, t, J 7.3, CH2), 3.05 (2H, t, J 7.3, CH2), 3.75-3.95 (2H, m, CH>), 7.04-
7.35 (2H, m, Ar-H), 7.47 (1H, d, J 8.3, Ar-H); **C NMR Jc (125 MHz, DMSO) 160.0, 157.2,
156.7 (d, Jp-c 7.0), 154.9, 126.2, 124.7, 117.0 (d, Jp-c 5.7), 113.6, 108.2 (d, Jp-c 4.8), 61.7 (d,
Jp-c6.1), 32.3,30.8, 22.7, 16.1 (d, Jp-c 7.9); 3'P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 50.39.
Etylowodorotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 162r
Wydajno$é 68%, tt 93-97 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3412, 1693, 1608, 1567, 1504, 1388, 1263,
1137, 1031, 947, 850, 626; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 1.13 (3H, t, J 7.1, CHa), 1.60-
1.80 (4H, m, CHy), 2.35-2.45 (2H, m, CH>), 2.65-2.85 (2H, m, CH>), 3.80-4.00 (2H, m, CH>),
7.03-7.14 (2H, m, Ar-H), 7.56 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 1*C NMR éc (125 MHz, DMSO) 161.6,
156.2 (d, Jpc 7.0), 152.6, 148.2, 124.8, 120.6, 117.7 (d, Jp-c 5.7), 114.9, 108.0 (d, Jp-c 5.3),
61.5 (d, Je-c 6.1), 25.3, 24.3, 21.9, 21.5, 16.8 (d, Jp-c 7.9); 3P NMR 6 (202 MHz, DMSO)
50.38.
Etylowodorotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu
162s
Wydajno$é 65%, tt 71-75 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3407, 1687, 1604, 1562, 1504, 1381, 1268,
1137, 1037, 943, 857, 625; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 1.14 (3H, t, J 7.1, CH3), 1.40-
1.65 (4H, m, CHy), 1.75-1.85 (2H, m, CH>), 2.70-3.00 (4H, m, CH2), 3.80-4.00 (2H, m, CH>),
7.05-7.25 (2H, m, Ar-H), 7.75 (1H, d, J 9.3, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, DMSO) 162.0,
156.6 (d, Jpc 7.0), 154.8, 153.3, 125.7, 125.6, 117.8 (d, Jp-c 5.7), 114.6, 108.2 (d, Jp-c 5.3),
61.5 (d, Jr-c 6.6), 32.1, 28.0, 26.7, 26.1, 25.4, 16.2 (d, Je-c 7.9); *'P NMR dp (202 MHz,
DMSO) 50.51.
Metylowodorotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 162t
Wydajnos$é 32%, olej; vmax (KBr)/cm™ 3405, 1693, 1606, 1560, 1508, 1392, 1236, 1134,
1060, 975, 854; 'H NMR du (500 MHz, DMSO) 2.10 (2H, quin, J 7.3, CH>), 2.73 (2H, t, J
7.3, CHy), 3.05 (2H, t, J 7.3, CH>), 3.47 (3H, d, J 13.2, CHg), 7.10-7.26 (2H, m, Ar-H), 7.47
(1H, d, J 8.3, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, DMS0) 160.0, 157.2, 155.0, 152.4 (d, Jp-c 7.5),
126.2, 124.7, 117.9, 113.7, 108.2, 53.0 (d, Jp-c 7.0), 32.3, 30.8, 22.7; 3P NMR dr (202 MHz,
DMSO) 51.95.
Metylowodorotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 162u
Wydajnoéé 28%, olej; vmax (KBr)/cm™ 3400, 1686, 1604, 1560, 1504, 1380, 1234, 1139,
1070, 976, 858; 'H NMR 6 (500 MHz, DMSO) 1.69-1.77 (4H, m, CHy), 2.39 (2H, t, J 6.1,
CHy), 2.76 (2H, t, J 6.1, CH2), 3.46 (3H, d, J 13.2, CHa), 7.09-7.18 (2H, m, Ar-H), 7.58 (1H,
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d, J 8.8, Ar-H); ¥C NMR éc (125 MHz, DMSO) 161.6, 156.0 (d, Jec 7.5), 152.7, 148.2,
124.8, 120.7, 117.7 (d, Jp-c 5.7), 115.0, 108.0 (d, Jp-c 5.3), 53.0 (d, Jrc 6.6), 25.3, 24.3, 21.9,
21.5; 3'P NMR dp (202 MHz, DMSO) 51.98.

Metylowodorotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu
162w

Wydajnoéé 25%, tt (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 3400, 1686, 1604, 1560, 1504, 1380, 1234,
1139, 1070, 976, 858; 'H NMR dn (500 MHz, DMSO) 1.45-1.70 (4H, m, CH,), 1.75-1.95
(2H, m, CHy), 2.70-3.05 (4H, m, CHy), 3.47 (3H, d, J 13.2, CH3), 7.05-7.30 (2H, m, Ar-H),
7.75 (1H, d, J 9.3, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, DMSO) 162.0, 156.5 (d, Jp-c 7.0), 154.8,
153.4, 125.8, 125.7, 117.8 (d, Jpc 5.7), 114.7, 108.2 (d, Jp-c 5.3), 53.0 (d, Jrc 6.6), 32.1,
28.0, 26.7, 26.1, 25.4; 3P NMR dp (202 MHz, DMSO) 52.08.

13.3.5. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkow 162a-162c
W kolbie kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwor odpowiedniego analogu
tricyklicznej kumaryny (158a-158c) (2.3 mmol) w 7 mL bezwodnego THF. Nastepnie do
roztworu ochtodzonego do temperatury 0 °C wkroplono PSCIl3 (2.3 mmol) oraz NEts
(2.3 mmol). Utrzymujac temperaturg 0 °C catos¢ mieszano przez 2,5 godziny. Po uptywie
tego czasu mieszaning reakcyjng przesgczono do Kkolby zawierajacej 5 mL roztworu
NH3/CH3OH usuwajac tym samym wytragcony wczesniej osad chlorowodorku trietyloaminy.
Po 15 minutach mieszania w temperaturze pokojowej odparowano rozpuszczalnik, a osad
krystalizowano z metanolu.
Diamidotiofosforan 4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]lchromen-7-ylu 162a
Wydajnoéé 49%, tt 175-178 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3294, 1699, 1602, 1552, 1500, 1390, 1234,
1125, 961, 872, 758, 629; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 2.1 (2H, quin, J 7.6, CH,), 2.74
(2H,t,J 7.4, CHy), 3.06 (2H, t, J 7.6, CH2), 5.01 (4H, d, Jpn 3.6, NH>), 7.15-7.30 (2H, m, Ar-
H), 7.56 (1H, d, J 8.5, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, DMSO0) 159.7, 157, 154.7, 154.5 (d,
Jp-c7.5), 126.5, 125.8, 119.1 (d, Jp-c 4.8), 115.2, 109.9 (d, Jp-c 5.3), 32.4, 30.9, 22.7; 3'P NMR
or (202 MHz, DMSO) 70.78.
Diamidotiofosforan 6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 162b
Wydajnosé¢ 49%, tt 202-204 °C; vmax (KBr)/cm™ 3276, 1695, 1606, 1531, 1500, 1385, 1261,
1137, 958, 870, 744, 619; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 1.60-1.80 (4H, m, CHy), 2.35-2.45
(2H, m, CHy), 2.70-2.80 (2H, m, CH>), 4.99 (4H, d, Jp-~ 3.4, NH2), 7.10-7.25 (2H, m, Ar-H),
7.65 (1H, d, J 8.3, Ar-H); **C NMR dc (125 MHz, DMSO) 161.3, 154.0 (d, Jp-c 7.5), 152.5,

135


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

148.0, 125.1, 121.7, 118.9 (d, Jp-c 5.3), 116.5, 109.7 (d, Jp-c 5.3), 25.4, 24.3, 21.8, 21.5; 3P
NMR dp (202 MHz, DMSO) 70.73.

Diamidotiofosforan 6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 162c
Wydajnoéé 42%, tt 176-178 °C; vmax (KBr)/cm™ 3333, 1675, 1610, 1531, 1505, 1379, 1233,
1145, 977, 866, 775, 625; *H NMR Jn (500 MHz, DMSO) 1.44-1.53 (2H, m, CH_), 1.55-1.62
(2H, m, CHy), 1.78-1.86 (2H, m, CHy), 2.74-2.82 (2H, m, CH2), 2.94-3.00 (2H, m, CH2), 5.00
(4H, d, Jpn 8.8, NHy), 7.10-7.30 (2H, m, Ar-H), 7.86 (1H, d, J 8.8, Ar-H); *C NMR dc (125
MHz, DMSO) 161.7, 154.5, 154.3 (d, Jp-c 7.0), 153.2, 126.8, 126.0, 119.0 (d, Jpc 5.3), 116.3,
109.9 (d, Jp-c 5.3), 32.1, 28.1, 26.7, 26.0, 25.3; 3P NMR dr (202 MHz, DMSO) 70.75.

13.4. Procedura otrzymywania tiofosforowych diestrow
bikumarynowych (171a-1711)

13.4.1. Ogélna procedura otrzymywania zwiazkow 171a-171c
W kolbie kulistej 0 pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, sporzadzono roztwor dichlorku (161a-161c) (1
mmol) w 10 mL bezwodnego THF. Do tak przygotowanego roztworu wkroplono roztwor
odpowiedniego analogu tricyklicznej kumaryny (158a-158c) (1 mmol) w THF, a nast¢pnie
NEts (1 mmol). Po 24 godzinach mieszania w atmosferze azotu odparowano rozpuszczalnik,
a pozadany produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej
w uktadzie CHCl3:AcOEt 15:1.
Chlorotiofosforan bis-4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 171a
Wydajnoéé 48%, tt 178-181 °C; *H NMR Jn (500 MHz, CDCls) 2.24 (2H, quin, J 7.6, CHy),
2.92 (2H,t,J 7.3, CHy), 3.09 (2H, t, J 7.6, CH2), 7.24-7.33 (2H, m, Ar-H), 7.50 (1H, d, J 8.3,
Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls) 159.9, 155.8, 154.8, 151.3 (d, Jr-c 9.7), 128.3, 126.3,
117.8 (d, Jp-c 5.3), 117.7, 110.2 (d, Jp-c 5.3), 32.4, 30.9, 22.7; 3P NMR dr (202 MHz, CDCls)
58.36.
Chlorotiofosforan bis-6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 171b
Wydajnoéé 55%, tt 163-168 °C (z rozktadem); *H NMR 61 (500 MHz, CDCls3) 1.80-1.89 (4H,
m, CH2), 2.56-2.62 (2H, m, CH,), 2.75-2.80 (2H, m, CHy), 7.22-7.28 (2H, m, Ar-H), 7.61
(1H, d, J 8.8, Ar-H); *C NMR 6c (125 MHz, CDCls) 161.7, 152.7, 150.9 (d, Jp-c 9.7), 147.1,
124.9,124.2, 119.1, 117.6 (d, Jec 4.8), 110.1 (d, Jrc 5.3), 25.6, 24.2, 21.6, 21.4; 3P NMR 6p
(202 MHz, CDCl3) 58.42.
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Chlorotiofosforan bis-6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 171c

Wydajnoéé 43%, tt 185-189 °C; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 1.61-1.92 (6H, m, CHy),
2.91-2.98 (4H, m, CHy), 7.24-7.31 (2H, m, Ar-H), 7.73 (1H, d, J 8.8, Ar-H); C NMR dc
(125 MHz, CDCl3) 161.7, 153.4, 153.2, 151.1 (d, Jpc 9.7), 129.1, 125.7, 118.8, 117.5 (d, Jrc
4.8),110.2, 32.2, 28.5, 27.1, 25.8, 25.1; 3P NMR dp (202 MHz, CDCls) 58.16.

13.4.2. Ogélna procedura otrzymywania zwiazkow 171d-171f
W kolbie kulistej o pojemno$ci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, sporzgdzono roztwor zwigzku (171a-171c) (1 mmol)
w 10 mL bezwodnego THF. Do tak przygotowanego roztworu dodano metanol (1 mmol)
i KoCOsz (1 mmol). Po 24 godzinach mieszania w atmosferze azotu odparowano
rozpuszczalnik, a pozadany produkt izolowano 2z zastosowaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan: CHCI3:AcOEt 10:1.
Metylotiofosforan bis-4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 171d
Wydajnos¢ 62%, tt 175-179 °C (z rozktadem); *H NMR dn (500 MHz, CDCl3) 2.20-2.26 (2H,
m, CH>), 2.90-3.10 (4H, m, CH>), 4.00 (3H, d, J 14.2, CH3), 7.15-7.23 (2H, m, Ar-H), 7.45
(1H, d, J 7.8, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCl3) 159.9, 155.8, 154.9, 152.1, 127.8,
126.1, 117.6, 116.9, 109.8 (d, Je-c 4.8), 56.5, 32.4, 30.8, 22.7; *'P NMR dp (202 MHz, CDCls)
60.13.
Metylotiofosforan bis-6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 171e
Wydajnos$é 60%, tt 184-188 °C; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 1.80-1.87 (4H, m, CHy),
2.55-2.80 (4H, m, CHy), 4.00 (3H, d, J 14.2, CH3), 7.13-7.17 (2H, m, Ar-H), 7.56 (1H, d, J
8.3, Ar-H); ¥C NMR dc (125 MHz, CDCls) 161.6, 152.8, 151.6 (d, Je-c 7.5), 146.9, 124.7,
123.6, 118.3, 117.4 (d, Jpc 4.8), 109.6 (d, Jp-c 4.8), 56.4 (d, Jp-c 5.7), 25.5, 24.2, 21.7, 21.5;
3P NMR dp (202 MHz, CDCls) 60.18.
Metylotiofosforan bis-6-0kso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 171f
Wydajno$é 55%, tt 96-102 °C; *H NMR Jn (500 MHz, CDCl3) 1.59-1.71 (4H, m, CH,), 1.88-
1.93 (2H, m, CH2), 2.88-2.96 (4H, m, CH), 4.00 (3H, d, J 14.2, CHg), 7.14-7.20 (2H, m, Ar-
H), 7.67 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 13C NMR dc (125 MHz, CDCls) 161.9, 153.4, 151.8 (d, Jrc
7.5), 128.5, 125.5, 118.0, 117.4, 109.8, 56.4, 32.2, 28.5, 27.0, 25.8, 25.1; 3P NMR dp (202
MHz, CDCls) 59.96.

13.4.3. Ogélna procedura otrzymywania zwiazkow 1719-171i
W kolbie kulistej o pojemno$ci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne oraz

zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwor zwigzku (171a-171c) (1 mmol)
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w 10 mL bezwodnego THF. Do tak przygotowanego roztworu dodano wodny roztwor KoCO3
(0.5 mL). Po 24 godzinach mieszania w atmosferze azotu odparowano rozpuszczalnik,
a pozadany produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej
w uktadzie AcOEt:MeOH 20:1.
Wodorotiofosforan bis-4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 171g
Wydajno$é¢ 34%, tt (z rozktadem); *H NMR Jn (500 MHz, CD30OD) 2.20 (2H, quin, J 7.6,
CHy), 2.81 (2H, t,J 7.3, CH2), 3.07 (2H, t, J 7.3, CH), 7.22-7.32 (2H, m, Ar-H), 7.46 (1H, d,
J 8.8, Ar-H); ¥C NMR éc (125 MHz, CDs0D) 161.0, 157.4, 155.1, 154.7, 125.6, 125.4,
118.0 (d, Jpc 5.3), 114.8, 108.7 (d, Jp-c 5.3), 31.8, 30.1, 22.3; 3P NMR dp (202 MHz,
CD30D) 49.03.
Wodorotiofosforan bis-6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 171h
Wydajnos$¢ 45%, tt (z rozktadem); *H NMR 6n (500 MHz, DMSO) 1.70-1.76 (4H, m, CHy),
2.38-2.50 (2H, m, CHy), 2.69-2.80 (2H, m, CH), 3.8-4.3 (1H, brs, OH) 7.16-7.21 (2H, m, Ar-
H), 7.61 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, DMSO) 161.4, 155.2 (d, Jpc 7.5),
152.6, 148.0, 125.1, 121.2, 117.8 (d, Jp-c 5.3), 115.8, 108.3 (d, Jr-c 5.3), 25.3, 24.3, 21.8,
21.5; P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 46.00.
Wodorotiofosforan bis-6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 171i
Wydajnosé¢ 37%, tt (z rozktadem); *H NMR dn (500 MHz, CD3sOD) 1.51-1.61 (4H, m, CH>),
1.84-1.90 (2H, m, CHy), 2.79-2.93 (4H, m, CHy), 7.22-7.25 (2H, m, Ar-H), 7.67 (1H, d, J 8.8,
Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CD30D) 162.8, 155.2, 154.9 (d, Jrc 7.9), 153.1, 126.2,
125.2, 117.9 (d, Jp-c 5.3) , 115.8, 108.7 (d, Jp-c 5.3), 31.9, 27.8, 26.3, 25.6, 25.0; *'P NMR dp
(202 MHz, CD30D) 48.50.

13.4.4. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkow 171j-1711
W Kkolbie kulistej 0 pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne oraz
zabezpieczonej przed dostgpem wilgoci, sporzadzono roztwor zwigzku (171a-171c) (1 mmol)
w 10 mL bezwodnego THF. Do tak przygotowanego roztworu dodano roztwor NHs/CHzOH
(1 mL). Po godzinie mieszania w atmosferze azotu mieszaning odparowano, a pozadany
produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie
CHCIs:AcOEt 15:1.
Amidotiofosforan bis(4-okso-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[c]chromen-7-ylu 171j
Wydajno$é 58%, tt 212-214 °C; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 2.10 (2H, quin, J 7.3, CHy),
2.74 (2H, t,J 7.1, CHy), 3.06 (2H, t, J 7.1, CH>), 6.45 (2H, d, Jp-n 7.3, NH>), 7.27-7.36 (2H,
m, Ar-H), 7.63 (1H, d, J 8.3, Ar-H); ¥*C NMR éc (125 MHz, DMSO) 159.5, 156.6, 154.7,
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152.9 (d, Jp-c 7.0), 127.2, 126.7, 118.5, 116.2, 109.7, 32.4, 30.9, 22.6; 3'P NMR 6p (202 MHz,
DMSO) 66.86.

Amidotiofosforan bis(6-okso-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-3-ylu 171k
Wydajno$é 60%, tt 205-209 °C (z rozkladem); *H NMR 4 (500 MHz, DMSO) 1.68-1.75
(4H, m, CHy), 2.36-2.42 (2H, m, CHy), 2.71-2.80 (2H, m, CH>), 6.44 (2H, d, Jr-n 7.8, NH>),
7.24-7.28 (2H, m, Ar-H), 7.70 (1H, d, J 8.8, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, DMSO) 161.0,
152.5, 151.4 (d, Jp-c 6.6), 147.7, 125.8, 122.5, 118.2, 117.6, 109.4, 25.4, 24.3, 21.7, 21.4; 3'P
NMR 6pr (202 MHz, DMSO) 66.83.

Amidotiofosforan bis(6-okso-6,7,8,9,10,11-heksahydrocyklohepta[c]chromen-3-ylu 171l
Wydajno$é 52%, tt 240-244 °C (z rozktadem ); *H NMR 6n (500 MHz, DMSO) 1.48-1.60
(4H, m, CHy), 1.80-1.90 (2H, m, CHy), 2.76-3.00 (4H, m, CH>), 6.45 (2H, d, Jr-n 6.8, NH>),
7.26-7.31 (2H, m, Ar-H), 7.95 (1H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, DMSO) 161.5,
154.2, 153.2, 152.7 (d, Jp-c 6.6), 127.6, 126.7, 118.3 (d, Jp-c 4.8), 117.4, 109.7 (d, Jrc 5.3),
32.1,28.1, 26.8, 25.9, 25.2; *'P NMR dp (202 MHz, DMSO) 66.76.

13.5. Procedury otrzymywania fosforowych i tiofosforowych
pochodnych bifenylowych (174a-1741), (174a’-174j), (175a’-
175d) oraz (176a-176d)

13.5.1. Procedura otrzymywania amidometylo oraz
amidoetylofosforanowych pochodnych bifenylu 174a-174d

Do roztworu POCIz (900 mg, 5.9 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej bifenyl-4-ylowej (172a-172b) (5.9 mmol)
w THF (10 mL) oraz trietyloamine (594 mg, 5.9 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano
przez jedng godzing w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku trietyloaminy
dodano alkoholan sodu (5.9 mmol) ($wiezo przygotowany poprzez dodanie absolutnego
metanolu lub etanolu do 60% NaH w oleju mineralnym). Po godzinie mieszania dodano 3 mL
roztworu NHz/MeOH. Po 30 minutach odparowano rozpuszczalnik, a pozadany produkt
uzyskano na drodze krystalizacji z octanu etylu.
Amidometylofosforan bifenyl-4-ylu 174a
Wydajnoéé 44%, tt 173-175 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3325, 3247, 1603, 1573, 1520, 1485, 1225,
1189, 922, 806; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO0) 3.67 (3H, d, J 11.7, CH3), 5.11 (2H, d, Jp-n
6.8, NHy), 7.28 (2H, d, J 7.8, Ar-H), 7.34 (1H, t, J 7.3, Ar-H), 7.44 (2H, t, J 7.3, Ar-H), 7.61-
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7.67 (4H, m, Ar-H); C NMR dc (125 MHz, DMSO) 151.4 (d, Jp-c 6.1), 140.2, 137.0, 129.6,
128.5, 128.0, 127.2, 121.4 (d, Jp-c 4.8), 53.5 (d, Jp-c 5.7); 3P NMR 6 (202 MHz, DMSO)
9.50. Analiza elementarna dla: C13H14NO3P: C, 59.32; H, 5.36; N, 5.32. Znalezione: C, 59.40;
H, 5.41; N, 5.38.
Amidometylofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174b
Wydajnoéé 25%, tt 134-136 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3331, 3251, 1703, 1601, 1568, 1527, 1493,
1272, 1233, 1186, 1110, 921, 806; *H NMR 6+ (500 MHz, DMSO) 1.32 (3H, t, J 6.8, CH3),
3.67 (3H,d, J11.2, CH3), 4.32 (2H, q, J 6.8, CH2), 5.14 (2H, d, Jp-n 6.8, NH2), 7.31 (2H, d, J
8.3, Ar-H), 7.71-7.80 (4H, m, Ar-H), 8.01 (2H, d, J 8.3, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz,
DMSO) 166.2, 152.2 (d, Jpc 6.1), 144.6, 135.5, 130.5, 129.2, 128.9, 127.4, 1215 (d, Jrc
4.4), 61.4,53.5 (d, Jp-c 5.7), 14.9; 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 9.45. Analiza elementarna
dla: C16H1sNOsP: C, 57.31; H, 5.41; N, 4.18. Znalezione: C, 57.37; H, 5.46; N, 4.26.
Amidoetylofosforan bifenyl-4-ylu 174c
Wydajno$é 15%, tt 126-128 °C; vmax (KBr)/cm™ 3328, 3248, 1604, 1572, 1520, 1486, 1221,
1191, 1036, 954, 841, 770; *H NMR 1 (500 MHz, DMSO) 1.25 (3H, t, J 7.3, CH3) 4.01-4.08
(2H, m, CHy), 5.07 (2H, d, Je-n 6.3, NH2), 7.27 (2H, d, J 7.8, Ar-H), 7.34 (1H, t, J 7.3, Ar-H),
7.44 (2H,t,1 7.8, Ar-H), 7.61-7.66 (4H, m, Ar-H); 1*C NMR dc (125 MHz, DMSO) 151.5 (d,
Jr.c 6.6), 140.2, 136.8, 129.6, 128.5, 127.9, 127.2, 121.4 (d, Jp-c 4.4), 62.6 (d, Jp-c 5.7), 16.8
(d, Jp-c 7.0); 3P NMR dp (202 MHz, DMSO) 8.20. Analiza elementarna dla: C14H1sNO3P: C,
60.65; H, 5.82; N, 5.05. Znalezione: C, 60.58; H, 5.89; N, 5.009.
Amidoetylofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174d
Wydajnoéé 25%, tt 143-145 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3343, 3253, 1707, 1606, 1564, 1525, 1492,
1396, 1277, 1224, 1184, 1032, 947, 837, 773; 'H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 1.23-1.34 (6H,
m, CHzs), 4.02-4.08 (2H, m, CH>), 4.32 (2H, q, J 7.3, CH>), 5.10 (2H, d, Jr-n 5.8, NH>), 7.31
(2H, d, J 8.3, Ar-H), 7.72-7.80 (4H, m, Ar-H), 8.01 (2H, d, J 7.8, Ar-H); *C NMR dc (125
MHz, DMSO) 166.2, 152.2 (d, Jpc 6.1), 144.6, 135.4, 130.4, 129.2, 128.9, 127.4, 121.5 (d,
Jp.c 4.4), 62.6 (d, Jp-c 5.3), 61.4, 16.8 (d, Jr-c 7.0), 14.9; 3'P NMR 6p (202 MHz, DMSO)
8.14. Analiza elementarna dla: C17H20NOsP: C, 58.45; H, 5.77; N, 4.01. Znalezione: C, 58.55;
H, 5.83; N, 4.11.

13.5.2. Ogélna procedura otrzymywania dimetylo i dietylofosforanowych

pochodnych bifenylu 174e-174h

Do roztworu POCIz (900 mg, 5.9 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej bifenyl-4-ylowej (172a-172b) (5.9 mmol)
w THF (10 mL) oraz trietyloamine (594 mg, 5.9 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano
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przez jedng godzing w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku trietyloaminy
dodano alkoholan sodu (11.8 mmol) (Swiezo przygotowany poprzez dodanie absolutnego
metanolu lub etanolu do 60% NaH w oleju mineralnym). Po godzinie mieszania odparowano
rozpuszczalnik, a pozadany produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan: AcOEt 3:2.

Dimetylofosforan bifenyl-4-ylu 174e

Wydajno$¢ 45%, tt 44-45 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1603, 1519, 1485, 1281, 1221, 1194, 1009, 928,
841, 765; *H NMR 6w (500 MHz, CDCls) 3.89 (6H, d, J 11.2, CHs), 7.29 (2H, d, J 7.8, Ar-H),
7.33-7.46 (3H, m, Ar-H), 7.53-7.57 (4H, m, Ar-H); *C NMR éc (125 MHz, CDCls) 150.3 (d,
Jp-c 7.0), 140.4, 138.6, 129.1, 128.7, 127.6, 127.3, 120.4 (d, Jp-c 4.8), 55.2 (d, Jp-c 5.7); 3IP
NMR op (202 MHz, CDCls) -2.87. Analiza elementarna dla: C14H1504P: C, 60.43; H, 5.43.
Znalezione: C, 60.49; H, 5.50.

Dimetylofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174f

Wydajno$é 65%, tt 59-60 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1705, 1608, 1523, 1493, 1279, 1217, 1183,
1023, 937, 842, 774; 'H NMR 1 (500 MHz, CDCls) 1.38-1.42 (3H, m, CHz), 3.89 (6H, dd, J
11.2, CHa), 4.36-4.41 (2H, m, CHy), 7.31 (2H, d, J 8.3, Ar-H), 7.57-7.61 (4H, m, Ar-H), 8.09
(2H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR 6c (125 MHz, CDCl3) 166.6, 150.9 (d, Jp-c 6.6), 144.6, 137.4,
130.3, 129.6, 128.9, 127.1, 120.6 (d, Jp-c 4.8), 61.5, 55.2 (d, Jr-c 6.1), 14.6; *'P NMR 6p (202
MHz, CDCls3) -2.95. Analiza elementarna dla: C17H1906P: C, 58.29; H, 5.47. Znalezione: C,
58.34; H, 5.51.

Dietylofosforan bifenyl-4-ylu 174g

Wydajnoéé 40%, olej; Vmax (KBr)/cm™ 1604, 1516, 1485, 1272, 1219, 1018, 927, 842, 764,
696; 'H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 1.36-1.40 (6H, m, CHs) 4.20-4.30 (4H, m, CH,), 7.30
(2H, d, J 7.3, Ar-H), 7.32-7.37 (1H, m, Ar-H), 7.44 (2H, t, J 7.3, Ar-H), 7.54-7.57 (4H, m,
Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCls) 150.5 (d, Je-c 7.0), 140.5, 138.3, 129.0, 128.6, 127.6,
127.2,120.5 (d, Jp-c 4.8), 64.9 (d, Jp-c 5.7), 16.4 (d, Jp-c 6.6); P NMR 6p (202 MHz, CDCls)
-5.07. Analiza elementarna dla: C16H1904P: C, 62.74; H, 6.25. Znalezione: C, 62.70; H, 6.29.
Dietylofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174h

Wydajno$¢ 46%, tt 36-37 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1701, 1604, 1523, 1494, 1276, 1221, 1187,
1101, 1019, 931, 838, 769, 698; 'H NMR dn (500 MHz, CDCIs) 1.35-1.42 (9H, m, CHs),
4.20-4.28 (4H, m, CHy), 4.39 (2H, g, J 6.8, CH>), 7.31 (2H, d, J 7.8, Ar-H), 7.57-7.62 (4H, m,
Ar-H), 8.10 (2H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR ¢ (125 MHz, CDCls) 166.7, 151.1 (d, Jp-c 6.6),
144.7, 137.1, 130.3, 129.5, 128.8, 127.1, 120.7 (d, Jpc 4.8), 64.9 (d, Jp-c 5.7), 61.2, 16.4 (d,
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Jp-c 6.6), 14.6; 3P NMR 6p (202 MHz, CDCls) -5.18. Analiza elementarna dla: C1gH2306P: C,
60.31; H, 6.13. Znalezione: C, 60.40; H, 6.16.

13.5.3. Ogélna  procedura  otrzymywania  diamidofosforanowych
pochodnych bifenylu 174i-174j

Do roztworu POCI3 (900 mg, 5.9 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej bifenyl-4-ylowej (172a-172b) (5.9 mmol)
w THF (10 mL) oraz trietyloamine (594 mg, 5.9 mmol). Mieszanin¢ reakcyjng mieszano
przez jedng godzing w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku trietyloaminy
dodano 3 mL roztworu NHs/MeOH. Po 30 minutach odparowano rozpuszczalnik, a pozadany
produkt uzyskano na drodze krystalizacji z metanolu.
Diamidofosforan bifenyl-4-ylu 174i
Wydajnoéé 34%, tt 233-235 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3341, 3223, 1597, 1560, 1518, 1483, 1404,
1241, 1167, 1019. 946, 839, 758; 'H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 4.32 (4H, d, Jp-n 4.4, NH2),
7.26 (2H, d, J 7.8, Ar-H), 7.30-7.36 (1H, m, Ar-H), 7.43 (2H, t, J 7.8, Ar-H), 7.58-7.63 (4H,
m, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, DMSO) 152.4 (d, Jrc 6.6), 140.4, 136.0, 129.6, 128.1,
127.8, 127.2, 121.9 (d, Jp-c 4.4); 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 15.70. Analiza elementarna
dla: C12H13N20O2P: C, 58.07; H, 5.28; N, 11.29. Znalezione: C, 58.01; H, 5.34; N, 11.37.
Diamidofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174j
Wydajno$¢ 20%, tt 240-242 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3331, 3229, 1712, 1599, 1558 1525, 1492,
1396, 1271, 1242, 1170, 1110, 1019, 948, 833, 765; *H NMR 6n (500 MHz, DMSO) 1.31-
1.34 (3H, m, CHs), 4.32 (2H, q, J 6.8, CH>), 4.41 (4H, d, Jp.n 3.9, NH2), 7.30 (2H, d, J 8.3,
Ar-H), 7.68-7.80 (4H, m, Ar-H), 7.99-8.02 (2H, m, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, DMSO)
166.2, 153.2 (d, Jp-c 6.6), 144.9, 134.6, 130.4, 129.0, 128.6, 127.3, 122.1 (d, Jp-c 4.4), 61.4,
14.9; 3P NMR dr (202 MHz, DMSO) 15.75. Analiza elementarna dla: CisH17N204P: C,
56.25; H, 5.35; N, 8.75. Znalezione: C, 56.32; H, 5.39; N, 8.83.

13.5.4. Ogélna procedura otrzymywania bifenylowych pochodnych kwasu

fosforowego 174k-1741

Do roztworu pochodnej (174e-174f) (1 mmol) w bezwodnym CH>Cl> (7 mL) wkroplono
TMSBr (4 mmol) i mieszano w atmosferze azotu przez godzing. Po zatgzeniu mieszaniny
reakcyjnej dodano 5 mL metanolu. Nastgpnie wszystkie rozpuszczalniki odparowano,
a pozostato$¢ przemywano goracym octanem etylu otrzymujac pozadany produkt.
Diwodorofosforan bifenyl-4-ylu 174k
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Wydajno$é¢ 37%, tt 185-187 °C; Vmax (KBr)/cm™ 2770, 1600, 1483, 1403, 1165, 971, 842, 757;
'H NMR 64 (500 MHz, DMSO) 7.25 (2H, d, J 8.3, Ar-H), 7.32 (1H, t, J 7.3, Ar-H), 7.43 (2H,
t, J 7.3, Ar-H), 7.60-7.64 (4H, m, Ar-H), 7.8-9.8 (2H, br s, OH); *C NMR 6c (125 MHz,
DMSO) 151.9 (d, Je-c 6.6), 140.2, 136.6, 129.6, 128.5, 127.9, 127.2, 121.2 (d, Jp-c 4.8); 3P
NMR dp (202 MHz, DMSO) -5.04. Analiza elementarna dla: C12H1104P: C, 57.61; H, 4.43.
Znalezione: 57.71; H, 4.50.

Diwodorofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174l

Wydajno$é¢ 53%, tt 154-158 °C; vmax (KBr)/cm™ 2762, 1710, 1600, 1490, 1399, 1272, 1165,
974, 836, 767; 'H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 1.33 (3H, t, J 7.0, CH3), 4.33 (2H, q, J 7.0,
CH>), 5.00-7.40 (2H, br s, OH), 7.28 (2H, d, J 8.7, Ar-H), 7.70-7.82 (4H, m, Ar-H), 8.01 (2H,
d, J 8.3, Ar-H); *C NMR éc (125 MHz, DMSO) 166.2, 152.6, 144.6, 135.2, 130.5, 129.1,
128.9, 127.4, 121.3 (d, Jp-c 4.8), 61.4, 14.9; %P NMR dr (202 MHz, DMSO) -5.12. Analiza
elementarna dla: C1sH1506P: C, 55.91; H, 4.69. Znalezione: C, 55.99; H, 4.74.

13.5.5. Ogélna procedura otrzymywania chlorometylo [
chloroetylotiofosforanowych pochodnych bifenylu 175a’-175d’
Do roztworu PSCIlz (994 mg, 5.9 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej bifenyl-4-ylowej (172a-172b) (5.9 mmol)
w THF (10 mL) oraz trietyloamine (594 mg, 5.9 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano
przez jedng godzing w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku trietyloaminy
dodano alkoholan sodu (5.9 mmol) (§wiezo przygotowany poprzez dodanie absolutnego
metanolu lub etanolu do 60% NaH w oleju mineralnym). Po godzinie mieszania odparowano
rozpuszczalnik, a pozadany produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie eter naftowy:CHClIs 3:1.
Chlorometylotiofosforan bifenyl-4-ylu 175a’
Wydajno$é¢ 60%, tt 70-73 °C; vmax (KBr)/cm™ 1600, 1519, 1483, 1218, 1186, 1016, 931, 844,
760; 'H NMR dn (500 MHz, CDCls) 4.05 (3H, dd, J 16.1, CHs), 7.26-7.49 (5H, m, Ar-H),
7.56-7.64 (4H, m, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls) 149.8 (d, Jrc 9.7), 140.2, 139.7,
129.1, 128.8, 127.8, 127.3, 121.7 (d, Jrc 5.3), 56.3 (d, Jr-c 7.5); 3P NMR dp (202 MHz,
CDCI3) 66.94. Analiza elementarna dla: Ci3H12CIO-PS: C, 52.27; H, 4.05; S, 10.73.
Znalezione: C, 52.33; H, 4.12; S, 10.79.
Chlorometylotiofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 175b’
Wydajno$¢ 40%, tt 49-51 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1701, 1608, 1523, 1491, 1275, 1210, 1182,
1106, 1023, 921, 834, 771; *H NMR 6 (500 MHz, CDCls) 1.42 (3H, t, J 6.8, CH3), 4.04 (3H,
d, J 16.6, CH3), 4.41 (2H, q, J 7.3, CH), 7.35-7.38 (2H, m, Ar-H), 7.62-7.65 (4H, m, Ar-H),
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8.12 (2H, d, J 8.3, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, CDCls) 166.6, 150.4 (d, Jp-c 9.7), 144.4,
138.5, 130.4, 129.8, 128.9, 127.2, 121.9 (d, Jrc 5.3), 61.3, 56.4 (d, Jr-c 7.5), 14.6; 3'P NMR
or (202 MHz, CDCIs) 66.81. Analiza elementarna dla: C16H16ClO4PS: C, 51.83; H, 4.35; S,
8.65. Znalezione: C, 51.92; H, 4.40; S, 8. 72.

Chloroetylotiofosforan bifenyl-4-ylu 175¢’

Wydajnoéé 62%, tt 61-64 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1601, 1518, 1482, 1215, 1159, 1032, 930, 839,
762; *H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 1.48-1.53 (3H, m, CHs) 4.41-4.51 (2H, m, CH>), 7.34-
7.39 (3H, m, Ar-H), 7.43-7.48 (2H, m, Ar-H), 7.57-7.64 (4H, m, Ar-H); *C NMR dc (125
MHz, CDCls) 149.8 (d, Jrc 9.7), 140.2, 139.6, 129.1, 128.7 (d, Jp-c 1.8), 127.8, 127.4, 121.7
(d, Jpc 4.8), 67.2 (d, Jp-c 7.5), 15.9 (d, Jp-c 8.8); *'P NMR ép (202 MHz, CDCls) 64.86.
Analiza elementarna dla: C14H14CIO2PS: C, 53.76; H, 4.51; S, 10.25. Znalezione: C, 53.70; H,
4.57; S, 10.33.

Chloroetylotiofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 175d’

Wydajnoéé 58%, tt 58-60 °C; Vmax (KBr)/lcm™ 1709, 1608, 1519, 1491, 1276, 1208, 1166,
1101, 1025, 932, 837, 772; *H NMR 1 (500 MHz, CDCls) 1.42 (3H, t, J 7.3, CH3), 1.50 (3H,
t, J 7.3, CH3), 4.38-4.50 (4H, m, CHy), 7.36-7.39 (2H, m, Ar-H), 7.63 (4H, d, J 7.3, Ar-H),
8.12 (2H, d, J 8.3, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, CDCls) 166.6, 150.4 (d, Jp-c 9.7), 144.4,
138.4, 130.4, 129.7, 128.9, 127.2, 121.9 (d, Jp-c 4.8), 67.2 (d, Jpc 7.0), 61.3, 15.9 (d, Jrc
8.3), 14.6; 3P NMR dr (202 MHz, CDCl3) 64.72. Analiza elementarna dla: C17H1sClO4PS: C,
53.06; H, 4.71; S, 8.33. Znalezione: C, 53.13; H, 4.80; S, 8.36.

13.5.6. Ogoélna procedura otrzymywania amidometylo
i amidoetylotiofosforanowych pochodnych bifenylu 174a’-174d’

Do roztworu odpowiedniego monochlorku (175a’-175d°) (2.9 mmol) w bezwodnym THF (5
mL) ochtodzonego do temperatury 0 °C dodano roztwor NHs/MeOH (2 mL). Po po6t godziny
mieszania odparowano rozpuszczalnik, a pozadany produkt izolowano z zastosowaniem
preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie eter naftowy:CHCl3 1:3.
Amidometylotiofosforan bifenyl-4-ylu 174a’
Wydajnoéé 59%, tt 125-127 °C; vmax (KBr)/cm™ 3387, 3296, 1600, 1516, 1483, 1221, 1187,
912, 763, 695; 'H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 3.70 (3H, d, J 13.7, CHs), 5.73 (2H, d, Je-n
6.8, NHy), 7.28-7.36 (3H, m, Ar-H), 7.45 (2H, t, J 7.8, Ar-H), 7.62-7.67 (4H, m, Ar-H); 13C
NMR oc (125 MHz, DMSO) 151.2 (d, Je-c 7.0), 140.1, 137.3, 129.6, 128.4 128.0, 127.3,
122.3 (d, Jrc 4.8), 53.8 (d, Jp-c 5.3); 3P NMR dp (202 MHz, DMSO) 72.93. Analiza
elementarna dla: C13H14sNO2PS: C, 55.90; H, 5.05; N, 5.02; S, 11.48. Znalezione: C, 55.98; H,
5.11; N, 5.10; S, 11.54.
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Amidometylotiofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174b’
Wydajnoéé 25%, tt 78-80 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3366, 3282, 1716, 1602, 1523, 1493, 1281,
1219, 1185, 1108, 908, 769, 709; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 1.41 (3H, t, J 6.8, CHs),
3.47 (2H, s, NH>), 3.86 (3H, d, J 14.2, CH3), 4.40 (2H, q, J 6.8, CH»), 7.32-7.35 (2H, m, Ar-
H), 7.58-7.63 (4H, m, Ar-H), 8.10 (2H, d, J 8.3, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls)
166.7, 151.2 (d, Jrc 7.0), 144.8, 137.3, 130.3, 129.5, 128.6, 127.1, 121.8 (d, Jp-c 4.8), 61.3,
54.4 (d, Jpc 5.3), 14.6; 3P NMR dp (202 MHz, CDCl3) 71.13. Analiza elementarna dla:
C16H1sNO4PS: C, 54.69; H, 5.16; N, 3.99; S, 9,13. Znalezione: C, 54.77; H, 5.23; N, 4.02; S,
9,18.
Amidoetylotiofosforan bifenyl-4-ylu 174¢’
Wydajnoéé 70%, tt 82-83 °C; Vmax (KBr)/lcm™ 3425, 3285, 1600, 1541, 1514, 1483, 1389,
1217, 1165, 1036, 942, 905, 840, 762, 626; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 1.40 (3H, t, J 6.8,
CHa), 3.44 (2H, s, NH2), 4.21-4.29 (2H, m, CH2), 7.30-7.37 (3H, m, Ar-H), 7.41-7.46 (2H, m,
Ar-H), 7.56 (4H, d, J 8.8, Ar-H); 13C NMR d¢ (125 MHz, DMSO) 150.6 (d, Jrc 7.5), 140.6,
138.4, 129.0, 128.4, 127.5, 127.3, 121.7 (d, Jp-c 4.4), 64.3 (d, Jp-c 5.3), 16.2 (d, Jp-c 8.3); *'P
NMR dp (202 MHz, DMSO) 69.23. Analiza elementarna dla: C14H1sNO2PS: C, 57.33; H,
5.50; N, 4.78; S, 10.93. Znalezione: C, 57.29; H, 5.53; N, 4.73; S, 10.98.
Amidoetylotiofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174d’
Wydajnoéé 46%, tt 72-75 °C; Vmax (KBr)/lcm™ 3415, 3311, 1706, 1600, 1537, 1523, 1493,
1386, 1279, 1215, 1170, 1035, 950, 910, 837, 769, 637; *H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 1.37-
1.43 (6H, m, CH3), 3.48 (2H, s, NH>), 4.21-4.28 (2H, m, CH>), 4.37-4.42 (2H, m, CH>), 7.33
(2H, d, J 8.3, Ar-H), 7.57-7.63 (4H, m, Ar-H), 8.01 (2H, d, J 7.3, Ar-H); *C NMR dc (125
MHz, CDCl3) 166.7, 151.3 (d, Je-c 7.5), 144.8, 137.2, 130.3, 129.4, 128.6, 127.1, 121.9 (d, Jp-
c 4.8), 64.3 (d, Jec 4.8), 61.3, 16.2 (d, Jp-c 8.3), 14.6; 3P NMR 6p (202 MHz, CDCls) 69.21.
Analiza elementarna dla: C17H20NO4PS: C, 55.88; H, 5.52; N, 3.83; S, 8.78. Znalezione: C,
55.95; H, 5.60; N, 3.92; S, 8.85.

13.5.7. Ogélna procedura otrzymywania dimetylo

i dietylotiofosforanowych pochodnych bifenylu 174e’-174h’

Do roztworu odpowiedniego monochlorku (175a’-175d”) (2.9 mmol) w bezwodnym THF
(5 mL) ochtodzonego do temperatury 0 °C dodano alkoholan sodu (5.9 mmol) ($wiezo
przygotowany poprzez dodanie absolutnego metanolu lub etanolu do 60% NaH w oleju
mineralnym). Po godzinie mieszania odparowano rozpuszczalnik, a pozadany produkt

izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w ukladzie
heksan:AcOEt 2:1.
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Dimetylotiofosforan bifenyl-4-ylu 174e’

Wydajno$é¢ 30%, tt 36-37 °C; vmax (KBr)/cm™ 1601, 1518, 1481, 1219, 1182, 1014, 932, 827,
762, 693; 'H NMR d1 (500 MHz, CDClIs) 3.89 (6H, d, J 14.2, CH3), 7.25-7.28 (2H, m, Ar-H),
7.33-7.38 (1H, m, Ar-H), 7.44 (2H, t, J 8.3, Ar-H) 7.55-7.59 (4H, m, Ar-H); *C NMR dc
(125 MHz, CDCls) 150.3 (d, Jrc 7.5), 140.4, 138.7, 129.0, 128.6, 127.6, 127.3, 121.3 (d, Jrc
4.8), 55.5 (d, Jrc 5.7); 3P NMR 6p (202 MHz, CDCIls) 67.70. Analiza elementarna dla:
Cu4H1503PS: C, 57.13; H, 5.14; S, 10.90. Znalezione: C, 57.21; H, 5.20; S, 10.98.
Dimetylotiofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174f

Wydajnos¢ 48%, tt 54-56 °C; Vmax (KBr)/cm? 1710, 1602, 1523, 1492, 1279, 1219, 1179,
1103, 1022, 931, 829, 771, 700; *H NMR 6n (500 MHz, CDCls) 1.41 (3H, t, J 7.3, CHa), 3.89
(6H, d, J 13.7, CH3), 4.40 (2H, q, J 7.3, CH), 7.26-7.29 (2H, m, Ar-H), 7.59-7.63 (4H, m, Ar-
H), 8.10 (2H, d, J 8.3, Ar-H); ¥*C NMR éc (125 MHz, CDCls) 166.7, 151.0, 144.7, 137.5,
130.3, 129.6, 128.8, 127.1, 121.6 (d, Je-c 4.8), 61.3, 55.5 (d, Jr-c 5.7), 14.6; 3P NMR dp (202
MHz, CDCl3) 67.65. Analiza elementarna dla: Ci7H100sPS: C, 55.73; H, 5.23; S, 8.75.
Znalezione: C, 55.79; H, 5.28; S, 8.82.

Dietylotiofosforan bifenyl-4-ylu 174g’

Wydajnoéé 58%, olej; Vmax (KBr)/cm™ 1604, 1514, 1483, 1213, 1165, 1017, 921, 842, 762,
696; 'H NMR 61 (500 MHz, CDCl3) 1.38-1.41 (6H, m, CHs) 4.24-4.31 (4H, m, CHy), 7.25-
7.28 (2H, m, Ar-H), 7.33-7.37 (1H, m, Ar-H), 7.42-7.46 (2H, m, Ar-H) 7.56 (2H, d, J 8.3, Ar-
H); 3C NMR 6c (125 MHz, CDCls) 150.5 (d, Je-c 7.9), 140.5, 138.5, 129.0, 128.5, 127.6,
127.3, 121.4 (d, Jpc 4.8), 65.4 (d, Jp-c 5.7), 16.2 (d, Jp-c 7.5); 3P NMR dp (202 MHz, CDCls)
64.16. Analiza elementarna dla: Ci1sH1903PS: C, 59.61; H, 5.94; S, 9.95. Znalezione: C,
59.69; H, 5.98; S, 10.01.

Dietylotiofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174h’

Wydajno$¢ 48%, tt 44-47 °C; Vmax (KBr)/cm™ 1701, 1605, 1521, 1493, 1276, 1215, 1182,
1103, 1016, 928, 836, 770, 703; 'H NMR du (500 MHz, CDCIs) 1.37-1.43 (9H, m, CHs),
4.23-4.31 (4H, m, CH2), 4.40 (2H, q, J 7.3, CH>), 7.26-7.30 (2H, m, Ar-H), 7.58-7.64 (4H, m,
Ar-H), 8.10 (2H, d, J 8.3, Ar-H); *C NMR éc (125 MHz, CDCls) 166.7, 151.1 (d, Jp-c 7.5),
144.7, 137.3, 130.3, 129.5, 128.7, 127.1, 121.7 (d, Jpc 4.8), 65.4 (d, Jp-c 5.7), 61.2, 16.2 (d,
Jp-c 7.5), 14.6; 3'P NMR Jp (202 MHz, CDCl3) 64.11. Analiza elementarna dla: C19H230sPS:
C, 57.86; H, 5.88; S, 8.13. Znalezione: C, 57.93; H, 5.92; S, 8.20.
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13.5.8. Ogélna  procedura otrzymywania diamidotiofosforanowych
pochodnych bifenylu 174i’-174j°

Do roztworu PSClz (994 mg, 5.9 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej bifenyl-4-ylowej (172a-172b) (5.9 mmol)
w THF (10 mL) oraz trietyloamine (594 mg, 5.9 mmol). Mieszanin¢ reakcyjng mieszano
przez 3 godziny w atmosferze azotu. Po odsgczeniu osadu chlorowodorku trietyloaminy
dodano 3 mL roztworu NHs/MeOH. Po 30 minutach odparowano rozpuszczalnik, a pozadany
produkt uzyskano na drodze krystalizacji z metanolu.
Amidotiofosforan bifenyl-4-ylu 174i’
Wydajno$é¢ 51%, tt 187-190 °C; vmax (KBr)/cm™ 3383, 3240, 1599, 1514, 1480, 1403, 1219,
1186, 1167, 1016, 885, 841, 773; 'H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 4.88 (4H, d, Jp-n 3.4, NH2),
7.22-7.35 (3H, m, Ar-H), 7.42 (2H, t, J 7.3, Ar-H), 7.60-7.64 (4H, m, Ar-H); 13C NMR dc
(125 MHz, DMSO) 151.9 (d, Jpc 7.9), 140.4, 136.6, 129.6, 128.0, 127.8, 127.2, 123.0 (d, Jpc
4.8); 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 70.44. Analiza elementarna dla: C1,H13N.OPS: C,
54.54; H, 4.96; N, 10.60; S, 12.13. Znalezione: C, 54.62; H, 5.03; N, 10.66; S, 12.19.
Amidotiofosforan 4'-(etoksykarbonylo)bifenyl-4-ylu 174j’
Wydajnoéé 44%, tt 183-185 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3379, 3242, 1710, 1599, 1523, 1489, 1397,
1273, 1221, 1186, 1168, 1116, 1022, 884, 834, 776; *H NMR 6x (500 MHz, DMSO) 1.31-
1.34 (3H, t, J 6.8, CHa), 4.32 (2H, g, J 6.8, CH>), 4.90 (4H, d, Jr-n 3.9, NH2), 7.31-7.34 (2H,
m, Ar-H), 7.70-7.81 (4H, m, Ar-H), 8.01 (2H, d, J 8.8 Ar-H); *C NMR dc (125 MHz,
DMSO) 166.2, 152.7 (d, Jpc 7.6), 144.8, 135.1, 130.4, 129.1, 128.4, 127.4, 123.1 (d, Jrc
4.8), 61.4, 14.9; %P NMR & (202 MHz, DMSO) 70.46. Analiza elementarna dla:
C1sH17N203PS: C, 53.56; H, 5.09; N, 8.33; S, 9.53. Znalezione: C, 53.50; H, 5.12; N, 8.37; S,
9.62.

13.5.9. Procedura otrzymywania dichlorotiofosforanu bifenyl-4-ylu 173a’
Do roztworu PSClz (848 mg, 5.0 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej bifenyl-4-ylowej (5.0 mmol) w THF
(10 mL) oraz trietyloaming (505 mg, 5.0 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano przez
3 godziny w atmosferze azotu. Po odsgczeniu osadu chlorowodorku trietyloaminy
odparowano rozpuszczalnik, a pozadany produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie CH.Clz:heksan 1:6.
Wydajnoéé 68%, tt 65-67 °C; vmax (KBr)/cm™ 1599, 1516, 1482, 1210, 1189, 1159, 1015, 915,
838, 761; 'H NMR 6 (500 MHz, CDCl3) 7.35-7.67 (9H, m, Ar-H); 13C NMR éc (125 MHz,
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CDCls) 149.9 (d, Jp-c 14.0), 140.5, 139.9, 129.2, 128.9 (d, Jpc 10.6), 128.0, 127.4, 121.9 (d,
Jp.c 5.7): 3P NMR 6 (202 MHz, CDCl3) 55.08.

13.5.10. Procedura otrzymywania chlorotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu)
176a

Do roztworu dichlorotiofosforanu bifenyl-4-ylu (173a) (1.0 mmol) w bezwodnym THF
(15 mL) dodano roztwoér 4-fenylofenolu (172a) (1.0 mmol) w bezwodnym THF (10 mL) oraz
trictyloamine (1.0 mmol). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 24 godziny w atmosferze
azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku trietyloaminy odparowano rozpuszczalnik,
a pozostato$¢ przemywano na goraco octanem etylu otrzymujac pozadany produkt.
Wydajnoéé 55%, tt 210-212 °C; vmax (KBr)/cm™ 1599, 1518, 1481, 1213, 1186, 1157, 1016,
945, 932, 841, 760; *H NMR 6y (500 MHz, CDCls) 7.37-7.48 (10H, m, Ar-H), 7.57-7.65 (8H,
m, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls) 150.0 (d, Je-c 10.1), 140.2, 139.9, 129.1, 128.8,
127.8, 127.4, 121.8 (d, Jrc 5.3); 3P NMR 6r (202 MHz, CDCls) 59.97. Analiza elementarna
dla: C24H1sCIO2PS: C, 65.98; H, 4.15; S, 7.34. Znalezione: C, 65.93; H, 4.22; S, 7.40.

13.5.11. Procedura otrzymywania metylotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu)
176b
Do roztworu chlorotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu) (176a) (1.0 mmol) w bezwodnym THF
(15 mL) wkroplono metanol (1.0 mmol) i dodano weglan potasu (1.0 mmol). Mieszaning
reakcyjng utrzymywano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 24 godziny. Po
ochtodzeniu i odparowaniu rozpuszczalnika pozadany produkt izolowano z zastosowaniem
preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie CH2Cl2:heksan 1:2.
Wydajnoéé 34%, tt 123-125 °C; vmax (KBr)/cm™ 1597, 1518, 1482, 1216, 1188, 1165, 1015,
913, 844, 764; *H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 4.02 (3H, dd, J 11.7, CH3) 7.25-7.38 (6H, m,
Ar-H), 7.45 (4H, t, J 7.8, Ar-H), 7.54-7.63 (8H, m, Ar-H); 13C NMR dc (125 MHz, CDCls)
150.3 (d, Jr-c 7.9), 140.4, 139.0, 129.1, 128.6, 127.7, 127.3, 121.5 (d, Jp-c 4.8), 56.0 (d, Jrc
5.7); 3P NMR 6p (202 MHz, CDCls) 61.08. Analiza elementarna dla: CasH2103PS: C, 69.43;
H, 4.89; S, 7.41. Znalezione: C, 69.51; H, 4.94; S, 7.47.
13.5.12. Procedura otrzymywania amidotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu)
176¢
Do roztworu chlorotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu) (176a) (1.0 mmol) w bezwodnym THF
(15 mL) dodano roztwor NHiz/MeOH (1 mL). Po godzinie mieszania odparowano
rozpuszczalnik, a pozadany produkt izolowano =z zastosowaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie CHCl3:AcOEt 10:1.
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Wydajno$é 67%, tt 239-242 °C; vmax (KBr)/cm™ 3404, 3230, 1601, 1535, 1513, 1482, 1217,
1184, 1162, 1015, 915, 841, 760; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 6.21 (2H, t, Je-n 6.8, NHy)
7.34-7.39 (6H, m, Ar-H), 7.46 (4H, t, J 7.3, Ar-H), 7.65-7.72 (8H, m, Ar-H); ¥*C NMR dc
(125 MHz, DMSO) 151.0 (d, Jpc 7.0), 140.1, 137.6, 129.7, 128.5, 128.1, 127.3, 122.4 (d, Jpc
4.4); 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 67.33. Analiza elementarna dla: Cz4H20NO2PS: C,
69.05; H, 4.83; N, 3.36; S, 7.68. Znalezione: C, 69.12; H, 4.89; N, 3.43; S, 7.70.

13.5.13. Procedura otrzymywania wodorotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu)
176d

Do roztworu chlorotiofosforanu di(bifenyl-4-ylu) (176a) (1.0 mmol) w bezwodnym THF
(15 mL) dodano wodny roztwér weglanu potasu (0.5 mL). Po 24 godzinach mieszania,
odparowano rozpuszczalnik, a pozadany produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie AcCOEt:MeOH 20:1.
Wydajnos¢ 48%, tt 267-269 °C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 3382, 1603, 1514, 1483, 1205,
1166, 1105, 1009, 903, 834, 757; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 7.27-7.32 (6H, m, Ar-H),
7.42 (4H, 1, J 7.8, Ar-H), 7.55-7.63 (8H, m, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, DMSO) 153.4 (d,
Jp-c 7.9), 140.6, 135.3, 129.6, 127.9, 127.6, 127.7, 121.8 (d, Jp-c 5.3); 3'P NMR dp (202 MHz,
DMSO) 45.51. Analiza elementarna dla: C24H1903PS: C, 68.89; H, 4.58; S, 7.66. Znalezione:
C,68.94; H,4.51; S, 7.72.

13.6. Procedury otrzymywania fosforowych i tiofosforowych
pochodnych tyraminy (179a-179e¢), (179a’-179f’) oraz (180a-
180c)

13.6.1. Procedura otrzymywania amidosiarczanu 4-(2-dodekanoiloamino-
etylo)-fenylu 55

Mieszaning kwasu mréwkowego (1.54 mmol) i N,N-DMA (0.016 mmol) dodano do roztworu
izocyjanianu chlorosulfurylu (1.50 mmol) w bezwodnym CH2Cl> (0.5 mL) i mieszano przez
3.5 godziny w temperaturze 40 °C. Nastepnie dodano 0.319 g (1.00 mmol) amidu kwasu
[2-(4-hydroksy-fenylo)-etylo]-dodekanowego (177a) w 3.5 mL N,N-DMA. Catos¢ mieszano
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie wylano na wode (10 mL). Po chwili
wypadt biaty osad, ktory odsaczono, a pozadany produkt (55) izolowano z zastosowaniem

preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie AcOEt:CHCl3 1:30.
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Wydajno$é 91%, tt 112-115 °C; vmax (KBr)/cm™ 3378, 3278, 1635, 1543, 1504, 1467, 1346,
1151, 879, 722; *H NMR 61 (200 MHz, DMSO) 0.83 (3H, t, J 6.8, CH3), 1.10-1.30 (16H, m,
CH?>), 1.40-1.50 (2H, m, CH>), 2.00 (2H, t, J 7.3, CH>), 2.69 (2H, t, J 7.5, CH>), 3.23 (2H, q, J
6.8, CH»), 7.16 (2H, d, J 8.3, Ar-H), 7.25 (2H, d, J 8.3, Ar-H), 7.86 (1H, t, J 5.1, NH), 7.94
(2H, s, NH2); °C NMR dc (125 MHz, DMSO0) 172.8, 149.2, 138.6, 130.5, 122.7, 36.1, 35.2,
32.0, 29.7, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 26.0, 22.8, 14.6; Analiza elementarna dla:
C20H3sN204S: C, 60.27; H, 8.60; N, 7.03; S, 8.05. Znalezione: C, 60.31; H, 8.64; N, 7.11; S,
8.01.

13.6.2. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych N-alkanoilo

tyraminy 177a-177c
Do mieszaniny zawierajacej kwas dodekanowy, tridekanowy lub tetradekanowy (15 mmol)
w bezwodnym CH:Cl, (15 mL) dodano SOCI, (12.8 mL). Mieszaning reakcyjng
utrzymywano w temperaturze wrzenia przez 2.5 godziny w atmosferze azotu. Po odparowaniu
rozpuszczalnika do mieszaniny dodano 4-hydroksyfenetyloaming (10 mmol) oraz weglan
potasu (4.15 g, 30 mmol) w bezwodnym acetonie (20 mL) i utrzymywano w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika przez 3 godziny. Po ochtodzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej odsgczono osad, a przesgcz odparowano. Otrzymang pozostato$¢ oczyszczano
z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie CH2Cl2: AcOEt 9:1.
Amid kwasu [2-(4-hydroksy-fenylo)-etylo]-dodekanowego 177a
Wydajno$¢ 65%, tt 88-91 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3301, 1635, 1547, 1516, 1463, 1242, 832, 721;
'H NMR 61 (200 MHz, CDCl3) 0.86 (3H, m, CHs), 1.15-1.38 (16H, m, CH>), 1.45-1.65 (2H,
m, CH), 2.13 (2H, t, J 7.1, CH>), 2.74 (2H, t, J 6.6, CH>), 3.52 (2H, q, J 6.2, CH>), 5.35-6.50
(1H, br s, NH), 6.80-7.08 (4H, m, Ar-H); ¥C NMR dc (125 MHz, CDCls) 174.4, 155.4,
130.0, 129.9, 115.9, 41.3, 36.9, 34.9, 32.2, 29.9, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 26.1, 22.9, 14.4.
Amid kwasu [2-(4-hydroksy-fenylo)-etylo]-tridekanowego 177b
Wydajno$é¢ 60%, tt 89-92 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3305, 1635, 1548, 1516, 1463, 1240, 834, 725;
'H NMR 61 (200 MHz, CDCls) 0.89 (3H, t, J 6.7, CHa3), 1.15-1.40 (18H, m, CH,), 1.45-1.70
(2H, m, CH»), 2.13 (2H,t,J 7.9, CH»), 2.75 (2H, t, J 7.0, CH>), 3.49 (2H, q, J 6.2, CH>), 5.30-
6.50 (1H, br s, NH), 6.77-7.08 (4H, m, Ar-H); *C NMR éc (125 MHz, CDCl3) 174.4, 155.3,
130.1, 130.0, 115.9, 41.3, 36.9, 34.9, 32.2, 29.9, 29.9, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 29.3, 26.1, 25.0,
23.0, 14.4.
Amid kwasu [2-(4-hydroksy-fenylo)-etylo]-tetradekanowego 177c¢
Wydajno$é 72%, tt 95-98 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3295, 1635, 1546, 1516, 1464, 1246, 825, 728;
'H NMR 6n (200 MHz, CDCls) 0.88 (3H, t, J 5.8, CH3), 1.10-1.45 (20H, m, CH>), 1.48-1.70
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(2H, m, CHy), 2.13 (2H, t, J 7.4, CHy), 2.74 (2H, t, J 7.0, CH,), 3.49 (2H, g, J 6.3, CHy), 5.30-
5.70 (1H, br s, NH), 6.77-7.06 (4H, m, Ar-H); 3C NMR oc (125 MHz, CDCls) 174.4, 155.1,
130.3, 130.0, 115.8, 41.3, 36.8, 34.9, 34.0, 32.2, 29.9, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 29.3, 26.1, 25.0,
22.9, 14.4.

13.6.3. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych
dimetylofosforanowych 179a-179c

Do roztworu POCI3 (92 mg, 0.6 mmol) w bezwodnym THF (10 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej N-alkanoilo tyraminy (177a-177c)
(0.6 mmol) w THF (10 mL) oraz trietyloaming (61 mg, 0.6 mmol). Mieszaning reakcyjna
mieszano przez jedng godzing w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku
trietyloaminy dodano metanolan sodu (1.2 mmol) (§wiezo przygotowany poprzez dodanie
absolutnego metanolu do 60% NaH w oleju mineralnym). Po godzinie mieszania odsgczono
powstaty osad chlorku sodu, nastgpnie odparowano rozpuszczalnik, a pozadany produkt
izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w ukladzie
CH2Cl2:AcOEt 1:1.
Dimetylofosforan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu 179a
Wydajno$¢ 67%, tt 44-46 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3301, 1635, 1549, 1508, 1464, 1222, 1034, 954,
719; *H NMR 61 (200 MHz, CDCls) 0.88 (3H, t, J 6.6, CH3), 1.05-1.25 (16H, m, CH,), 1.45-
1.70 (2H, m, CHy), 2.16 (2H, t, J 7.9, CH>), 2.80 (2H, t, J 6.6, CH2), 3.49 (2H, d, J 5.8, CH>),
3.88 (6H, d, J 11.2, CHs), 5.70-5.90 (1H, br s, NH), 7.10-7.25 (4H, m, Ar-H); *C NMR dc
(125 MHz, CDCls) 173.8, 149.4, 136.1, 130.3, 120.2 (d, Jrc 4.9), 55.2 (d, Jrc 6.1), 40,9,
36.9, 35.5, 32.1, 29.6, 29.6, 29.5, 26.1, 22.9, 14.4; 3P NMR dr (202 MHz, CDCls) -2.89.
Analiza elementarna dla: C22H3sNOsP: C, 61.81; H, 8.96; N, 3.28. Znalezione: C, 61.93; H,
9.01; N, 3.21.
Dimetylofosforan 4-(2-tridekanoiloamino-etylo)-fenylu 179b
Wydajno$é 67%, tt 50-52 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3305, 1637, 1549, 1506, 1464, 1217, 1028, 945,
719; 'H NMR 64 (500 MHz, CDCl3) 0.85-0.90 (3H, m, CHs), 1.20-1.35 (18H, m, CH>), 1.50-
1.70 (2H, m, CHy), 2.12 (2H, t, J 7.8, CH>), 2.79 (2H, t, J 6.9, CH2), 3.49 (2H, d, J 6.4, CH>),
3.87 (6H, d, J 11.2, CHs), 5.35-5.50 (1H, br s, NH), 7.15-7.22 (4H, m, Ar-H); *C NMR dc
(125 MHz, CDClz) 173.5, 149.4 (d Jp-c 6.6), 136.2, 130.3, 120.2 (d, Jpc 4.8), 55.1 (d, Jrc
5.7), 40.7, 37.0, 35.2, 32.1, 29.9, 29.7, 29.6, 29,5, 26.0, 22.9, 14.4; 3P NMR dp (202 MHz,
CDCls) -2.87. Analiza elementarna dla: C23sHs0NOsP: C, 62.56; H, 9.13; N, 3.17. Znalezione:
C, 62.70; H, 9.21; N, 3.23.
Dimetylofosforan 4-(2-tetradekanoiloamino-etylo)-fenylu 179c
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Wydajnos¢ 48%, tt 55-57 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3305, 1637, 1548, 1508, 1464, 1221, 1035, 954,
719; *H NMR 61 (200 MHz, CDCls) 0.88 (3H, t, J 6.6 CH3), 1.15-1.40 (20H, m, CHy), 1.45-
1.75 (2H, m, CHy), 2.13 (2H, t, J 7.1, CH>), 2.79 (2H, t, J 6.7, CH>), 3.49 (2H, q, J 6.2, CH>),
3.87 (6H, d, J 11.7, CHs), 5.30-5.55 (1H, br s, NH), 7.10-7.25 (4H, m, Ar-H); *C NMR dc
(125 MHz, CDCls) 173.2, 149.2, 135.9, 130.0, 119.9 (d, Jrc 4.8), 58.8, 54.9 (d, Jp-c 6.1),
40.5, 36.8, 35.0, 31.9, 29.6, 29.5, 29.3, 25.7, 22.7, 14.1; 3P NMR 6 (202 MHz, CDCls) -
2.87. Analiza elementarna dla: C24sH42NOsP: C, 63.27; H, 9.29; N, 3.07. Znalezione: C, 63.38;
H, 9.34; N, 3.02.

13.6.4. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych

dimetylotiofosforanowych 179a’-179¢’

Do roztworu PSCIz (102 mg, 0.6 mmol) w bezwodnym THF (10 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej N-alkanoilo tyraminy (177a-177c)
(0.6 mmol) w THF (10 mL) oraz trietyloaming (61 mg, 0.6 mmol). Mieszaning reakcyjna
mieszano przez 3 godziny w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku
trietyloaminy, dodano metanolan sodu (1.2 mmol) (§wiezo przygotowany poprzez dodanie
absolutnego metanolu do 60% NaH w oleju mineralnym). Po dwoch godzinach mieszania
odsaczono powstaty osad chlorku sodu, odparowano rozpuszczalnik, a pozadany produkt
izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w ukladzie
CHCI2:AcOEt 10:1.
Dimetylotiofosforan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu 179a’
Wydajno$¢ 73%, tt 41-42 °C; vmax (KBr)/cm™ 3301, 1637, 1548, 1508, 1464, 1217, 1026, 947,
825, 719, 613; 'H NMR &u (200 MHz, CDCls) 0.88 (3H, t, J 7.0, CHs), 1.05-1.40 (16H, m,
CHy), 1.45-1.70 (2H, m, CHy), 2.16 (2H, t, J 7.5, CH>), 2.81 (2H, t, J 6.7, CH>), 3.52 (2H, d, J
5.8, CH2), 3.86 (6H, d, J 13.7, CH3), 5.50-6.70 (1H, br s, NH), 7.05-7.20 (4H, m, Ar-H); *C
NMR oc (125 MHz, CDCls) 173.7, 149.5, 136.2, 130.2, 121.2 (d, Jr-c 4.5), 55.4 (d, Jp-c 5.7),
40.9, 37.1, 35.3, 32.1, 29.9, 29.7, 29.6, 26.1, 22.9, 14.4; 3P NMR dp (202 MHz, CDCls)
67.71. Analiza elementarna dla: C22HssNO4PS: C, 59.57; H, 8.63; N, 3.16; S, 7.23.
Znalezione: C, 59.50; H, 8.59; N, 3.21; S, 7.19.
Dimetylotiofosforan 4-(2-tridekanoiloamino-etylo)-fenylu 179b’
Wydajnosé 79%, tt 48-50 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3305, 1637, 1548, 1506, 1464, 1217, 1027, 945,
827, 719, 612; *H NMR 6n (500 MHz, CDCls3) 0.88 (3H, m, CHs), 1.20-1.35 (18H, m, CH>),
1.55-1.65 (2H, m, CH), 2.12 (2H, t, J 7.3, CH2), 2.80 (2H, t, J 3.3, CH>), 3.50 (2H, q, J 6.9,
CHy), 3.87 (6H, d, J 13.0, CHs), 5.42 (1H, s, NH), 7.10-7.20 (4H, m, Ar-H); 3C NMR &c
(125 MHz, CDCls) 173.4, 149.5 (d, Jpc 7.4), 136.3, 130.1, 121.2 (d, Jpc 4.4), 55.4 (d, Jp-c
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5.7), 40.7, 37.1, 35.3, 32.1, 29.9, 29.9, 29.7, 29.6, 29.5, 26.0, 22.9, 14.4; 3P NMR 6p (202
MHz, CDCl3) 67.71. Analiza elementarna dla: C23H4NO4PS: C, 60.37; H, 8.81; N, 3.06; S,
7.01. Znalezione: C, 60.49; H, 8.92; N, 3.12; S, 7.10.

Dimetylotiofosforan 4-(2-tetradekanoiloamino-etylo)-fenylu 179¢’

Wydajnos¢ 70%, tt 52-55 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3305, 1637, 1548, 1506, 1464, 1217, 1028, 945,
827, 719, 611; *H NMR 41 (500 MHz, CDCls) 0.88 (3H, t, J 6.8 CH3), 1.20-1.35 (20H, m,
CH?y), 1.55-1.65 (2H, m, CH>), 2.12 (2H, t, J 7.3, CH>), 2.80 (2H, t, J 6.8, CH>), 3.50 (2H, q, J
6.4, CHy), 3.86 (6H, d, J 13.6, CH3), 5.43 (1H, s, NH), 7.10-7.20 (4H, m, Ar-H); *C NMR dc
(125 MHz, CDCl3) 173.4, 149.5, 136.3, 130.1, 121.2 (d, Jrc 4.8), 55.4 (d, Jr-c 5.7), 40.7,
37.1, 35.3, 32.2, 29.9, 29.9, 29.7, 29.6, 29.5, 26.0, 22.9, 14.4; 3'P NMR dp (202 MHz, CDCls)
67.71. Analiza elementarna dla: CasHs2NO4PS: C, 61.12; H, 8.98; N, 2.97; S, 6.80.
Znalezione: C, 61.21; H, 9.05; N, 2.89; S, 6.85.

13.6.5. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych
amidometylofosforanowych 179d-179f

Do roztworu POCIsz (184 mg, 1.2 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej N-alkanoilo tyraminy (177a-177c)
(1.2 mmol) w THF (10 mL) oraz trietyloaming (122 mg, 1.2 mmol). Mieszaning reakcyjna
mieszano przez jedng godzing w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku
trietyloaminy dodano metanolan sodu (1.2 mmol) (§wiezo przygotowany poprzez dodanie
absolutnego metanolu do 60% NaH w oleju mineralnym). Po godzinie mieszania dodano
3 mL roztworu NH3/MeOH. Po 30 minutach odparowano rozpuszczalnik, a pozgdany produkt
izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w ukladzie
AcOEt:MeOH 20:1.
Amidometylofosforan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu 179d
Wydajno$é¢ 54%, tt 134-136 °C; vmax (KBr)/cm™ 3322, 3239, 3132, 1646, 1537, 1508, 1470,
1224, 1047, 997, 928, 799, 718; *H NMR 6n (500 MHz, DMSO) 0.83 (3H, t, J 7.3, CHj3),
1.15-1.30 (16H, m, CH2), 1.43 (2H, t, J 6.8, CH), 2.00 (2H, t, J 7.3, CH2), 2.64 (2H, t, J 6.3,
CHy), 3.20 (2H, q, J 6.8, CH>), 3.61 (3H, d, J 11.2, CHz), 5.00 (2H, d, Jp-n 6.9, NH>), 7.00-
7.20 (4H, m, Ar-H), 7.85 (1H, t, J 5.4, NH); 3C NMR dc (125 MHz, DMSO) 172.7, 150.1,
136.1, 120.8 (d, Jp-c 4.3), 53.3 (d, Jrc 5.7), 40.8, 36.1, 35.1, 32.0, 29.7, 29.5, 29.4, 26.0, 22.8,
14.7; 3P NMR Jp (202 MHz, DMSO) 9.41. Analiza elementarna dla: C21Hs7N2O4P: C, 61.14;
H, 9.04; N, 6.79. Znalezione: C, 61.07; H, 9.16; N, 6.91.

Amidometylofosforan 4-(2-tridekanoiloamino-etylo)-fenylu 179e
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Wydajnos¢ 46%, tt 130-133 °C; vmax (KBr)/cm™ 3319, 3238, 3130, 1646, 1537, 1508, 1469,
1228, 1043, 997, 937, 801, 719; *H NMR 6n (500 MHz, DMSO) 0.84 (3H, t, J 6.8, CH3),
1.15-1.30 (18H, m, CH>), 1.44 (2H, t, J 6.4, CH>), 2.00 (2H, t, J 7.8, CH>), 2.64 (2H, t, J 7.4,
CH2), 3.21 (2H, q, J 6.3, CHy), 3.62 (3H, d, J 11.8, CHa), 5.00 (2H, d, Jp-n 6.9, NH2), 7.05-
7.20 (4H, m, Ar-H), 7.84 (1H, t, J 6.9, NH); 3C NMR éc (125 MHz, DMS0) 172.7, 150.1 (d,
Jr.c 6.2), 136.1, 130.3, 120.8 (d, Jr-c 4.8), 53.7 (d, Jrc 5.7), 40.8, 36.1, 35.2, 32.0, 29.7, 29.6,
29.5, 29.4, 29.4, 26.0, 22.8, 14.7; 3P NMR Jp (202 MHz, DMSO) 9.40. Analiza elementarna
dla: C22H3gN204P: C, 61.95; H, 9.22; N, 6.57. Znalezione: C, 62.09; H, 9.31; N, 6.69.
Amidometylofosforan 4-(2-tetradekanoiloamino-etylo)-fenylu 179f
Wydajno$é 51%, tt 136-139 °C; vmax (KBr)/cm™ 3325, 3239, 3127, 1646, 1537, 1508, 1471,
1232, 1045, 997, 928, 800, 718; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 0.84 (3H, t, J 7.3, CHj3),
1.15-1.30 (20H, m, CH), 1.44 (2H, t, J 5.9, CH2), 2.00 (2H, t, J 7.4, CH2), 2.64 (2H, t, J 7.3,
CH2), 3.21 (2H, q, J 7.3, CHy), 3.62 (3H, d, J 11.2, CHa), 5.00 (2H, d, Jp-n 6.8, NH2), 7.05-
7.20 (4H, m, Ar-H), 7.84 (1H, t, J 5.4, NH); 3C NMR &c (125 MHz, CDCl3) 172.7, 150.1,
136.1, 130.3, 120.8 (d, Jr-c 4.8), 53.3 (d, Jrc 5.7), 40.8, 36.1, 35.2, 32.0, 29.8, 29.7, 29.6,
29.5, 29.4, 29.4, 25.6, 22.8, 14.7; 3P NMR Jr (202 MHz, DMSO) 9.40. Analiza elementarna
dla: C23HatN204P: C, 62.70; H, 9.38; N, 6.36. Znalezione: C, 62.83; H, 9.44; N, 6.49.

13.6.6. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych

metyloamidotiofosforanowych 179d°-179f

Do roztworu PSCIlz (204 mg, 1.2 mmol) w bezwodnym THF (20 mL) ochtodzonego do
temperatury 0 °C wkroplono mieszaning pochodnej N-alkanoilo tyraminy (177a-177c)
(1.2 mmol) w THF (10 mL) oraz trietyloaming (122 mg, 1.2 mmol). Mieszaning reakcyjna
mieszano przez jedna godzing w atmosferze azotu. Po odsaczeniu osadu chlorowodorku
trietyloaminy dodano metanolan sodu (1.2 mmol) (§wiezo przygotowany poprzez dodanie
absolutnego metanolu do 60% NaH w oleju mineralnym). Po dwodch godzinach mieszania
dodano 3 mL roztworu NHs/MeOH. Po 30 minutach odparowano rozpuszczalnik, a pozadany
produkt izolowano z zastosowaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie
CH2Cl2:AcOEt 5:1.
Metyloamidotiofosforan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu 179d’
Wydajnos¢ 83%, tt 88-90 °C; vmax (KBr)/cm™ 3357, 3282, 3100, 1620, 1552, 1506, 1469,
1209, 1037, 975, 907, 842, 812, 742, 696, 619; *H NMR 6+ (200 MHz, CDCIs) 0.88 (3H, t, J
6.6, CHa3), 1.10-1.45 (16H, m, CH2), 1.50-1.70 (2H, m, CHy), 2.16 (2H, t, J 7.9, CH>), 2.20-
3.20 (2H, br s, NH), 2.82 (2H, t, J 7.1, CH), 3.52 (2H, d, J 5.6, CH), 3.40-3.60 (3H, m,
CHs), 5.80-6.00 (1H, br s, NH), 7.10-7.25 (4H, m, Ar-H); 3C NMR Jc (125 MHz, CDCls)
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173.9, 149.7, 135.9, 130.0, 121.5 (d, Jr-c 4.8), 54.3, 40.9, 36.9, 35.2, 32.1, 29.8, 29.7, 29.6,
29.5, 26.1, 22.9, 14.4; *'P NMR 6p (202 MHz, CDCl3) 71.28. Analiza elementarna dla:
C21H37N203PS: C, 58.85; H, 8.70; N, 6.54; S, 7.48. Znalezione: C, 58.92; H, 8.76; N, 6.60; S,
7.52.
Metyloamidotiofosforan 4-(2-tridekanoiloamino-etylo)-fenylu 179e’
Wydajno$¢ 82%, tt 91-95 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3350, 3299, 3100, 1622, 1548, 1506, 1466,
1209, 1043, 974, 909, 842, 812, 740, 694, 617; *H NMR 6+ (500 MHz, CDCIs) 0.88 (3H, t, J
6.9, CHa), 1.20-1.35 (18H, m, CH>), 1.59 (2H, t, J 7.4 CH>), 2.13 (2H, t, J 7.8, CH>), 2.80
(2H,t,J 6.9, CH>), 3.38 (2H, s, NH>), 3.50 (2H, g, J 5.3, CH>), 3.83 (3H, d, J 14.2, CH3), 5.44
(1H, s, NH), 7.15-7.20 (4H, m, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCls) 173.5, 149.7, 136.0,
130.0, 121,5 (d, Jp-c 4.9), 54.3 (d Jr-c 5.2), 40.7, 37.1, 35.3, 32.2, 29.9, 29.9, 29.7, 29.6, 29.5,
26.0, 22.3, 14.4; 3P NMR o6r (202 MHz, CDCl3) 71.24. Analiza elementarna dla:
C22H39N203PS: C, 59.70; H, 8.88; N, 6.33; S, 7.24. Znalezione: C, 59.64; H, 8.93; N, 6.40; S,
7.31.
Metyloamidotiofosforan 4-(2-tetradekanoiloamino-etylo)-fenylu 179f
Wydajno$¢ 76%, tt 93-95 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3347, 3302, 3100, 1622, 1549, 1506, 1468,
1209, 1043, 974, 908, 842, 812, 740, 694, 617; *H NMR 6 (500 MHz, CDCIs) 0.88 (3H, t, J
6.8, CHs), 1.20-1.35 (20H, m, CHy), 1.55-1.70 (2H, m, CH>), 2.13 (2H, t, J 7.3, CH>), 2.80
(2H,t,J 6.8, CH>), 3.37 (2H, s, NH>), 3.50 (2H, q, J 6.4, CH>), 3.83 (3H, d, J 14.2, CH3), 5.42
(1H, s, NH), 7.15-7.20 (4H, m, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCls) 173.5, 149.7 (d, Jp-c
7.9), 136.0, 130.0, 121.5 (d, Jrc 4.9), 54.3 (d, Jr-c 5.3), 40.7, 37.1, 35.3, 32.2, 29.9, 29.9,
29.7, 29.6, 29.5, 26.0, 22.9, 14.4; 3P NMR dp (202 MHz, CDCl3) 71.25. Analiza elementarna
dla: C2sH41N203PS: C, 60.50; H, 9.05; N, 6.13; S, 7.02. Znalezione: C, 60.59; H, 9.12; N,
6.21; S, 7.09.

13.6.7. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych kwasu fosforowego

180a-180c

Do roztworu pochodnej (179a-179c) (1 mmol) w bezwodnym CH.Cl, (10 mL) wkroplono
TMSBr (4 mmol) i mieszano w atmosferze azotu przez 1.5 godziny. Po zatezeniu mieszaniny
reakcyjnej dodano 5 mL metanolu. Odparowano nastepnie wszystkie rozpuszczalniki,
a pozostato$¢ przemywano goragcym octanem etylu otrzymujac pozadany produkt.
Diwodorofosforan 4-(2-dodekanoiloamino-etylo)-fenylu 180a
Wydajnos$¢ 78%, tt 102-104 °C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 2914, 2848, 1687, 1516, 1280,
1223, 1167, 1069, 990, 832; *H NMR d4 (200 MHz, DMSO) 0.83 (3H, m, CH3), 1.10-1.35
(16H, m, CHy), 1.40-1.60 (2H, m, CH>), 2.02 (2H, t,J 7.1, CH2), 2.65 (2H, t, J 6.9, CH,), 3.22
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(2H, d, J 5.8, CHy), 2.80-4.80 (2H, br s, OH), 7.00-7.22 (4H, m, Ar-H), 7.85 (1H, m, NH); 3C
NMR dc (125 MHz, DMSO) 172.8, 150.5 (d, Jr-c 6.6), 135.8, 130.5, 130.2, 120.6 (d, Jpc
4.4), 40.9, 36.1, 35.1, 32.0, 29.7, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 26.0, 22.8, 14.7; 3P NMR dp
(202 MHz, DMSOQ) -5.06. Analiza elementarna dla: C2oH3sNOsP: C, 60.13; H, 8.58; N, 3.51.
Znalezione: C, 60.24; H, 8.53; N, 3.69.

Diwodorofosforan 4-(2-tridekanoiloamino-etylo)-fenylu 180b

Wydajno$¢ 76%, tt 126-128 °C (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 2921, 2852, 1684, 1509, 1276,
1217, 1029, 986, 835; *H NMR on (500 MHz, DMSO) 0.83 (3H, t, J 6.9, CH3), 1.15-1.30
(18H, m, CHy), 1.40-1.50 (2H, m, CH>), 2.00 (2H, t, J 7.4, CH>), 2.64 (2H, t, J 7.3, CH>), 3.20
(2H, q, J 6.4, CHy), 4.40-6.30 (2H, br s, OH), 7.00-7.20 (4H, m, Ar-H), 7.85 (1H, t, J 5.4,
NH); *C NMR éc (125 MHz, DMSO) 172.8, 150.5 (d, Jrc 6.6), 135.8, 130.2, 120.6 (d, Jrc
4.8), 40.9, 36.1, 35.1, 32.0, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 26.0, 22.8, 14.7; 3P NMR ¢p (202
MHz, DMSO) -5.06. Analiza elementarna dla: C21H3sNOsP: C, 61.00; H, 8.78; N, 3.39.
Znalezione: C, 61.13; H, 8.87; N, 3.46.

Diwodorofosforan 4-(2-tetradekanoiloamino-etylo)-fenylu 180c

Wydajnos$¢ 64%, tt 124-126°C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 2921, 2848, 1684, 1506, 1269,
1227, 1075, 996, 827; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 0.84 (3H, t, J 6.9, CH3), 1.15-1.30
(20H, m, CH>), 1.44 (2H, t, J 6.8, CH>), 2.00 (2H, t, J 7.4, CH>), 2.64 (2H, t, J 7.8, CH>), 3.20
(2H, g, J 6.9, CHy), 5.00-6.00) (2H, br s, OH), 7.00-7.20 (4H, m, Ar-H), 7.85 (1H, m, NH);
13C NMR dc (125 MHz, DMSO) 172.8, 150.5, 135.8, 130.2, 120.6 (d, Jrc 4.4), 40.9, 36.0,
35.1, 32.0, 29.8, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 26.0, 22.8, 14.6; 3P NMR Jp (202 MHz, DMSO)
-5.07. Analiza elementarna dla: Cx2HssNOsP: C, 61.81; H, 8.96; N, 3.28. Znalezione: C,
61.96; H, 9.04; N, 3.39.

13.7. Procedury otrzymywania fosforowych i tiofosforowych
pochodnych flawonoidowych (185a-185p) oraz (186a-186i)

13.7.1. Procedura otrzymywania 2-hydroksy-4-metoksyacetofenonu
Do mieszaniny 2-4-dihydroksyacetofenonu (11.02 g, 72.46 mmol) i weglanu potasu (10.01 g,
72.46 mmol) w bezwodnym acetonie (250 mL) dodano siarczanu dimetylu (6.59 mL, 72.46
mmol) i utrzymywano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 5h. Po tym czasie

mieszaning reakcyjng schtodzono do temperatury pokojowej, przesagczono i odparowano na
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wyparce. Produkt izolowano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej
w CHCls.

13.7.2. Ogélna procedura otrzymywania chalkonéw 181a-181d
2-hydroksy-4-metoksyacetofenon (5.00 g, 30.11 mmol) i odpowiedni aldehyd aromatyczny
(30.11 mmol) rozpuszczono w metanolu (50 mL), a nastgpnie dodawano porcjami
wodorotlenek potasu (90.33 mmol). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 4 godziny, a po
uplywie tego czasu wylano do wody i zakwaszono 3M roztworem HCI. Uzyskany osad
odsgczono, przemyto wodg i krystalizowano z metanolu.
1-(2-hydroksy-4-metoksyfenylo)-3-fenyloprop-2-en-1-on 181a
Wydajno$¢ 76%, tt 108-110 °C; vmax (KBr)/cm™ 3048, 3012, 2962, 1585, 1553, 1498, 1325,
1297, 1214, 1100, 965, 860, 828, 790; *H NMR du (500 MHz, CDCls) 3.86 (3H, s, CHs),
6.47-6.52 (2H, m, Ar-H), 7.42-7.45 (3H, m, Ar-H), 7.58 (1H, d, J = 15.6, CH), 7.64-7.67 (2H,
m, Ar-H), 7.83 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.89 (1H, d, J = 15.1, CH), 13.47 (1H, s, OH); 3C
NMR Jc (125 MHz, CDClz) 192.1, 167.0, 166.5, 144.7, 135.0, 131.5, 130.9, 129.3, 128.8,
120.5, 114.3, 108.0, 101.3, 55.9.
3-(4-fluorofenylo)-1-(2-hydroksy-4-metoksyfenylo)prop-2-en-1-on 181b
Wydajnoéé 67%, tt 112-114 °C; vmax (KBr)/cm™ 3080, 3047, 2851, 1634, 1570, 1503, 1364,
1280, 1210, 1123, 958, 837, 822, 784; 'H NMR dn (500 MHz, CDCls) 3.87 (3H, s, CHs),
6.47-6.52 (2H, m, Ar-H), 7.13 (2H, t, J = 8.3, Ar-H), 7.51 (1H, d, J = 15.6, CH), 7.63-7.67
(2H, m, Ar-H), 7.83 (1H, d, J = 2.4, Ar-H), 7.85 (1H, d, J = 24.4, CH), 13.42 (1H, s, OH);
13C NMR 6c (125 MHz, CDCls) 191.8, 167.0, 166.5, 165.4 (d, Jr-c = 252.0), 143.3, 131.4,
131.3, 130.7 (d, Jrc = 8.8), 120.2, 116.4 (d, Jrc = 22.0), 114.2, 108.1, 101.3, 55.9.
1-(2-hydroksy-4-metoksyfenylo)-3-(4-trifluorometylofenylo)prop-2-en-1-on 181c
Wydajnoéé 71%, tt 130-133 °C; vmax (KBr)/cm™ 2969, 2938, 2851, 1640, 1578, 1507, 1370,
1320, 1225, 1108, 1015, 958, 837, 803; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 3.88 (3H, s, CHs),
6.48-6.53 (2H, m, Ar-H), 7.64 (1H, d, J = 15.6, CH), 7.67-7.77 (4H, m, Ar-H), 7.83 (1H, d, J
= 8.8, Ar-H), 7.88 (1H, d, J = 15.1, CH), 13.31 (1H, s, OH); *C NMR dc (125 MHz, CDCls)
1915, 167.1, 166.8, 142.5, 138.4, 132.2 (q, Jrc = 32.5), 131.5, 128.8, 126.2 (q, Jrc = 4.0),
125.1 (q, Jrc = 272.7), 122.9, 114.2, 108.3, 101.3, 55.9.
1-(2-hydroksy-4-metoksyfenylo)-3-(p-tolylo)prop-2-en-1-on 181d
Wydajnoéé 79%, tt 118-119 °C; vmax (KBr)/cm™ 3015, 2981, 2912, 1579, 1562, 1504, 1355,
1277, 1204, 1118, 987, 870, 828, 791; *H NMR dn (500 MHz, CDClIs) 2.40 (3H, s, CH3), 3.85
(3H, s, CHa), 6.45-6.52 (2H, m, Ar-H), 7.21-7.28 (2H, m, CH), 7.50-7.57 (3H, m, Ar-H),
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7.80-7.90 (2H, m, Ar-H, CH), 13.52 (1H, s, OH); ¥C NMR Jc (125 MHz, CDCls) 192.2,
166.9, 166.4, 144.8, 141.5, 132.3, 131.5, 130.0, 128.8, 119.4, 114.4, 107.9, 101.3, 55.8, 21.8.

13.7.3. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych
7-metoksyflawonowych 182a-182d

Do roztworu chalkonu (181a-181d) (30 mmol) w DMSO (20 mL) dodano katalityczne ilo$ci
jodu (0.76 g, 3 mmol) i mieszano w temperaturze 140 °C przez 1 h. Po uptywie tego czasu
mieszaning schlodzono do temperatury pokojowej i1 wylano do nasyconego, wodnego
roztworu tiosiarczanu sodu. Surowy produkt odsgczono, przemyto woda i krystalizowano
Z metanolu.
7-metoksy-2-fenylo-4H-chromen-4-on 182a
Wydajnoéé 62%, tt 99-102 °C; vmax (KBr)/cm™ 3024, 2945, 2844, 1648, 1625, 1604, 1450,
1354, 1012, 818, 768, 667; 'H NMR Jn (500 MHz, DMSO) 3.89 (3H, s, CHg3), 6.94 (1H, s,
CH), 7.04 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.29 (1H, s, Ar-H), 7.54-7.59 (3H, m, Ar-H), 7.92 (1H, d, J
= 8.8, Ar-H), 8.07 (2H, d, J = 6.3, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, DMSO) 177.1, 164.6,
162.8, 158.2, 132.3, 131.8, 129.8, 126.9, 117.8, 115.4, 107.4, 101.6, 56.8.
2-(4-fluorofenylo)-7-metoksy-4H-chromen-4-on 182b
Wydajnoéé 69%, tt 161-164 °C; vmax (KBr)/cm™ 3080, 2994, 2849, 1626, 1604, 1585, 1508,
1436, 1416, 1354, 1164, 828, 810, 673; *H NMR Jn (500 MHz, DMSO) 3.90 (3H, s, CHs),
6.96 (1H, s, CH), 7.05 (1H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.31 (1H, s, Ar-H), 7.41 (2H, t, J = 8.8, Ar-
H), 7.92 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.13-8.18 (2H, m, Ar-H); C NMR Jc (125 MHz, DMSO)
177.0, 165.7 (d, Jr-c = 249.8), 164.5, 161.8, 158.1, 129.5 (d, Jr-c = 8.8), 128.4, 126.8, 117.7,
116.8 (d, Jrc = 22.0), 115.4, 107.3, 101.6, 56.7.
7-metoksy-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-4-on 182c
Wydajnoéé 84%, tt 162-164 °C; vmax (KBr)/cm™ 3074, 3011, 2842, 1651, 1624, 1600, 1416,
1330, 1320, 1280, 1110, 1070, 850, 818; 'H NMR 1 (500 MHz, DMSO0) 3.92 (3H, s, CHs),
7.09 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.12 (1H, s, CH), 7.35 (1H, s, Ar-H), 7.92-7.97 (3H, m, Ar-H),
8.31 (2H, d, J = 8.3, Ar-H); *C NMR éc (125 MHz, DMSO) 177.0, 164.7, 161.0, 158.2,
135.8, 132.0 (q, Jrc = 32.0), 127.7, 126.9, 126.6 (q, Jrc = 3.5), 125.6 (q, Jrc = 272.2),
117.8, 115.6, 109.0, 101.6, 56.8.
7-metoksy-2-(p-tolylo)-4H-chromen-4-on 182d
Wydajnoéé 80%, tt 130-132 °C; vmax (KBr)/cm™ 3054, 2972, 2842, 1622, 1595, 1570, 1436,
1352, 1251, 1204, 1168, 1090, 851, 821; *H NMR & (500 MHz, DMSO) 2.38 (3H, s, CH3),
3.90 (3H, s, CH3), 6.91 (1H, s, CH), 7.03-7.07 (1H, m, Ar-H), 7.31 (1H, s, Ar-H), 7.37 (2H, d,

158


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

J = 6.3, Ar-H), 7.90-8.10 (3H, m, Ar-H); *C NMR Jc (125 MHz, DMSO) 177.1, 164.5,
163.0, 158.2, 142.6, 130.4, 129.0, 126.8, 117.8, 115.4, 106.8, 101.6, 56.8, 21.7.

13.7.4. Ogodlna procedura otrzymywania pochodnych
7-hydroksyflawonowych 183a-183d

Odpowiednig  pochodng 7-metoksyflawonowa (182a-182d) (30 mmol) stapiano
z chlorowodorkiem pirydyny (17.33 g, 150 mmol) i utrzymywano w temperaturze 180 °C
przez 5 h. Po tym czasie mieszanin¢ reakcyjng wylano na wodg i zakwaszono HCI. Powstaty
osad odsgczono, przemyto wodg i krystalizowano z metanolu.
7-hydroksy-2-fenylo-4H-chromen-4-on 183a
Wydajnoéé 90%, tt 247-248 °C; vmax (KBr)/cm™ 3060, 2785, 1623, 1574, 1540, 1473, 1381,
1249, 1092; *H NMR dn (500 MHz, DMSO) 6.89 (1H, s, CH), 6.92 (1H, dd, J = 8.5, Ar-H),
6.99 (1H, d, J = 2.0, Ar-H), 7.52-7.59 (3H, m, Ar-H), 7.87 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.02-8.06
(2H, m, Ar-H), 10.83 (1H, s, OH); ¥C NMR éc (125 MHz, DMSO) 177.1, 163.5, 162.6,
158.2,132.2, 132.0, 130.0, 127.2, 126.8, 116.8, 115.8, 107.3, 103.2.
2-(4-fluorofenylo)-7-hydroksy-4H-chromen-4-on 183b
Wydajnoéé 85%, tt 244-247 °C; vmax (KBr)/cm™ 3079, 2834, 1625, 1566, 1506, 1416, 1330,
1223, 1094; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 6.88 (1H, s, CH), 6.91 (1H, d, J = 8.8, Ar-H),
6.98 (1H, s, Ar-H), 7.38 (2H, t, J = 8.5, Ar-H), 7.86 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.09-8.14 (2H, m,
Ar-H), 10.84 (1H, s, OH); *C NMR ¢c (125 MHz, DMSO) 177.0, 165.7 (d, Jrc = 249.8),
163.5, 161.6, 158.1, 129.5 (d, Jr-c = 9.2), 128.5, 127.2, 116.8 (d, Jrc = 22.4), 115.8, 107.2,
103.2, 56.7.
7-hydroksy-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-4-on 183c
Wydajnoéé 88%, tt 249-251 °C; vmax (KBr)/cm™ 3062, 2830, 1623, 1559, 1507, 1416, 1320,
1224, 1097; *H NMR 6n (500 MHz, DMSO) 6.92-6.96 (1H, m, Ar-H), 7.00-7.05 (2H, m, Ar-
H, CH), 7.86-7.94 (3H, m, Ar-H), 8.27 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 10.90 (1H, s, OH); 3C NMR
oc (125 MHz, DMSO0) 177.0, 163.7, 160.9, 158.2, 135.9, 131.9 (q, Jrc = 32.0), 127.7, 127.3,
126.6 (g, Jr-c = 4.0), 125.6 (d, Jrc = 272.2), 116.8, 116.0, 108.8, 103.3.
7-hydroksy-2-(p-tolylo)-4H-chromen-4-on 183d
Wydajnoéé 89%, tt 282-285 °C; Vmax (KBr)/cm™ 3065, 2835, 1622, 1562, 1509, 1414, 1389,
1223, 1093; *H NMR 1 (500 MHz, DMSO) 2.38 (3H, s, CH3), 6.85 (1H, s, CH), 6.92 (1H,
dd, J = 8.8, Ar-H), 6.99 (1H, d, J = 2.0, Ar-H), 7.36 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 7.86 (1H, d, J =
8.8, Ar-H), 7.95 (1H, d, J = 8.3, Ar-H), 10.82 (1H, s, OH); *C NMR dc (125 MHz, DMSO)
177.1, 163.4, 162.7, 158.1, 142.4, 130.3, 129.1, 127.2, 126.8, 116.8, 115.6, 106.6, 103.2, 21.7.
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13.7.5. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych 185a-185d
Do roztworu POCIs (92 mg, 0.6 mmol) w bezwodnym THF (10 mL) ozigbionego do
temperatury 0 °C wkrapiano roztwor 7-hydroksyflawonu (183a-183d) (0.6 mmol) w THF
i trietyloaming (61 mg, 0.6 mmol). Nast¢pnie calo$¢ mieszano przez jedng godzine
w atmosferze azotu. Po odsgczeniu chlorowodorku trietyloaminy, dodano metanolan sodu
(1.5 mmol) (§wiezo przygotowany na drodze reakcji absolutnego metanolu z NaH). Po
uplywie godziny, odsgczono wytragcony osad NaCl i odparowano rozpuszczalnik. Produkt
izolowano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w CHCls.
Dimetylofosforan 4-okso-2-fenylo-4H-chromen-7-ylu 185a
Wydajno$é 68%, tt 97-99 °C; vmax (KBr)/cm™ 3074, 2960, 2856, 1637, 1613, 1570, 1278,
1148, 1039, 966, 889, 861, 767, 670; *H NMR 6+ (500 MHz, CDCls) 3.91 (6H, d, J = 11.2,
CHj3), 6.82 (1H, s, CH), 7.26 (1H, d, J = 8.3, Ar-H), 7.51 (4H, d, J = 6.3, Ar-H), 7.90 (2H, d, J
= 6.3, Ar-H), 8.20 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz, CDCls) 177.8, 164.1,
157.2, 154.8 (d, Jr-c = 6.6), 132.1, 131.6, 129.3, 127.9, 126.6, 121.3, 118.2 (d, Jp-c = 5.7),
109.2 (d, Jec = 4.4), 107.7, 55.5 (d, Jrc = 6.1); 3P NMR Jp (202 MHz, CDCls) -3.78.
Analiza elementarna dla: C17H1s06P: C, 58.97; H, 4.37. Znalezione: C, 59.01; H, 4.39.
Dimetylofosforan 2-(4-fluorofenylo)-4-okso-4H-chromen-7-ylu 185b
Wydajnoéé 54%, tt 145-147 °C; vmax (KBr)/cm™ 3081, 2962, 2920, 2856, 1636, 1612, 1511,
1285, 1236, 1153, 1029, 968, 890, 836, 768, 670; *H NMR Jn (500 MHz, CDCls3) 3.93 (6H, d,
J =117, CHs), 6.81 (1H, d, J = 6.8, CH), 7.21-7.28 (3H, m, Ar-H), 7.54 (1H, s, Ar-H), 7.93
(2H, dd, J = 8.8, Ar-H), 8.23 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); **C NMR dc (125 MHz, CDCl3) 177.7,
166.1 (d, Jrc = 253.8), 163.2, 157.1, 154.8 (d, Jr-c = 6.6), 128.8 (d, Jrc = 8.8), 128.0, 127.8,
121.2, 118.3 (d, Jp-c = 6.1), 116.6 (d, Jr-c = 22.4), 109.1 (d, Jpc = 4.8), 107.5, 55.5 (d, Jpc =
6.1); 3P NMR dp (202 MHz, CDCls) -3.68. Analiza elementarna dla: C17H14FOgP: C, 56.05;
H, 3.87. Znalezione: C, 56.09; H, 3.91.
Dimetylofosforan 4-okso-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-7-ylu 185c
Wydajnoéé 48%, tt 161-164 °C; vmax (KBr)/cm™ 3082, 2966, 2864, 1644, 1440, 1319, 1115,
1034, 1014, 873, 844, 830, 770; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 3.86 (6H, d, J = 11.7, CH3),
7.21 (1H, s, CH), 7.39 (1H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.72 (1H, d, J = 1.0, Ar-H), 7.94 (2H, d, J =
8.3, Ar-H), 8.10 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.35 (2H, d, J = 8.3, Ar-H); *C NMR ¢ (125 MHz,
CDCl3) 177.0, 161.8, 157.1, 154.9 (d, Jp-c = 6.1), 135.5, 132.1 (q, Jr-c = 32.0), 128.0, 127.8,
126.6 (q, Jr-c = 3.5), 124.5 (q, Jec = 272.2), 121.4, 119.0 (d, Jp-c = 4.8), 110.1 (d, Jp-c = 4.8),
109.2, 56.0 (d, Jr-c = 6.1); 3P NMR dp (202 MHz, CDCls) -3.64. Analiza elementarna dla:
Ci18H14F306P: C, 52.19; H, 3.41. Znalezione: C, 52.22; H, 3.39.
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Dimetylofosforan 4-okso-2-(p-tolylo)-4H-chromen-7-ylu 185d

Wydajnoéé 50%, tt 138-140 °C; vmax (KBr)/cm™ 3075, 2956, 2922, 2854, 1640, 1615, 1370,
1270, 1242, 1153, 1035, 973, 869, 854, 816; *H NMR dn (500 MHz, CDCls) 2.46 (3H, s,
CHj3), 3.93 (6H, d, J =11.2, CHa), 6.88 (1H, s, CH), 7.26 (1H, s, Ar-H), 7.34 (2H, d, J = 7.8,
Ar-H), 7.54 (1H, d, J = 2.0, Ar-H), 7.83 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 8.24 (1H, d, J = 8.8, Ar-H);
13C NMR dc (125 MHz, CDCls) 177.8, 164.5, 157.2, 154.7 (d, Je-c = 6.6), 142.9, 130.1,
128.7, 127.9, 126.5, 121.2, 118.1 (d, Jpc = 5.7), 109.2 (d, Jpc = 4.4), 107.0, 55.5 (d, Jpc =
6.1), 21.8; 3P NMR 6p (202 MHz, CDCIs) -3.68. Analiza elementarna dla: C1gH1706P: C,
60.00; H, 4.76. Znalezione: C, 60.08; H, 4.80.

13.7.6. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych 185e-185h
Do roztworu dimetylofosforanu (185a-185d) (1 mmol) w bezwodnym CH2Cl> (10 mL)
ozigbionego do temperatury 0 °C wkrapiano TMSBr (0.66 mL, 5 mmol). Mieszaning
reakcyjng mieszano w atmosferze azotu przez 1.5 h. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik
i dodano metanol (5 mL). Calos¢ odparowano, a otrzymany osad przemywano octanem etylu
otrzymujac pozadany produkt.
Diwodorofosforan 4-okso-2-fenylo-4H-chromen-7-ylu 185e
Wydajnoéé 74%, tt 251 °C (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 3099, 3074, 1613, 1454, 1250,
1156, 1007, 945, 830, 774, 666; *H NMR J4 (500 MHz, DMSO) 2.80-5.80 (2H, br s, OH),
7.03 (1H, s, CH), 7.29 (1H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.54-7.64 (4H, m, Ar-H), 8.03 (1H, d, J = 8.8,
Ar-H), 8.10 (2H, d, J = 6.8, Ar-H); 13C NMR Jc (125 MHz, DMSO) 177.2, 163.3, 157.2,
156.6 (d, Jr.c = 5.7), 132.5, 131.7, 129.8, 127.2, 127.0, 120.3, 119.1 (d, Jr-c = 5.7), 109.3 (d,
Jp.c = 5.3), 107.6; 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) -5.60. Analiza elementarna dla:
C1sH1106P: C, 56.62; H, 3.48. Znalezione: C, 56.60; H, 3.45.
Diwodorofosforan 2-(4-fluorofenylo)-4-okso-4H-chromen-7-ylu 185f
Wydajnos¢ 88%, tt 320 °C (z rozkladem); Vmax (KBr)/cm™ 3099, 3088, 1601, 1504, 1241,
1165, 1011, 948, 835, 752, 660; *H NMR Jn (500 MHz, DMSO) 2.60-4.40 (2H, br s, OH),
7.03 (1H, s, CH), 7.29 (1H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.42 (2H, t, J = 8.8, Ar-H), 7.57 (1H, d, J =
1.5, Ar-H), 8.03 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.18 (2H, dd, J = 8.8, Ar-H); °C NMR dc (125 MHz,
DMSO) 177.1, 165.8 (d, Jr.c = 250.7), 162.4, 157.1, 156.6 (d, Jp.c = 5.7), 129.7 (d, Jrc =
9.2), 128.3, 127.2, 120.2, 119.1 (d, Jp-c = 5.7), 117.0 (d, Jrc = 22.0), 109.3 (d, Jp-c = 5.3),
107.5; 3P NMR dp (202 MHz, DMSO) -5.57. Analiza elementarna dla: CisH10FOgP: C,
53.59; H, 3.00. Znalezione: C, 53.57; H, 3.04.

Diwodorofosforan 4-okso-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-7-ylu 185g
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Wydajnos$é 73%, tt 243 °C (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 3096, 3080, 1621, 1447, 1325,
1168, 1130, 1112, 952, 842, 666, 640; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 2.60-5.00 (2H, br s,
OH), 7.17 (1H, s, CH), 7.30 (1H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.60 (1H, d, J = 2.0, Ar-H) 7.94 (2H, d, J
=8.3, Ar-H), 8.05 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.32 (2H, d, J = 8.3, Ar-H); 13C NMR dc (125 MHz,
DMSO) 177.1, 161.6, 157.2, 156.8 (d, Jp-c = 5.7), 135.6, 132.0 (q, Jr-c = 32.0), 127.9, 127.2,
126.6 (g, Jr-c = 3.5), 125.6 (q, Jr-c = 277.5), 120.2, 119.3 (d, Jp-.c = 5.7), 109.3 (d, Jp-c = 5.3),
109.1; 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) -5.59. Analiza elementarna dla: CigH1oF3OsP: C,
49.76; H, 2.61. Znalezione: C, 49.81; H, 2.65.

Diwodorofosforan 4-okso-2-(p-tolylo)-4H-chromen-7-ylu 185h

Wydajnoéé 78%, tt 248 °C (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 3097, 3077, 3033, 1609, 1448,
1254, 1165, 1015, 941, 837, 818, 657; 'H NMR Jn (500 MHz, DMSO) 2.49 (3H, s, CHs),
2.60-5.20 (2H, br s, OH), 6.98 (1H, s, CH), 7.28 (1H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.38 (2H, d, J = 8.3,
Ar-H), 7.56 (1H, d, J = 2.0, Ar-H), 7.99 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 8.02 (1H, d, J = 8.8, Ar-H);
13C NMR 6c (125 MHz, DMSO) 177.1, 163.5, 157.1, 142.7, 130.4, 128.9, 127.1, 126.9,
120.3, 119.0 (d, Jr-c = 5.3), 109.2 (d, Jpc = 4.8), 106.9, 21.7; 3P NMR 6r (202 MHz, DMSO)
-5.57. Analiza elementarna dla: C16H1306P: C, 57.84; H, 3.94. Znalezione: C, 57.75; H, 3.89.

13.7.7. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych 185i-185I
Do roztworu PSClz (102 mg, 0.6 mmol) w bezwodnym THF (10 mL) ozigbionego do
temperatury 0 °C wkrapiano roztwor 7-hydroksyflawonu (183a-183d) (0.6 mmol) w THF
i trietyloamineg (61 mg, 0.6 mmol). Nastepnie mieszano przez 3 godziny w atmosferze azotu.
Po odsaczeniu chlorowodorku trietyloaminy, dodano metanolan sodu (0.6 mmol) (Swiezo
przygotowany na drodze reakcji absolutnego metanolu z NaH). Po uptywie godziny,
odsaczono wytragcony osad NaCl 1 odparowano rozpuszczalnik. Produkt izolowano
z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie CHCla:heksan 1:1.
Chlorometylotiofosforan 4-okso-2-fenylo-4H-chromen-7-ylu 185i
Wydajnoéé 77%, tt 102 °C (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 3065, 2958, 1643, 1610, 1439,
1363, 1147, 1039, 966, 885, 812, 728, 645; *H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 4.07 (3H, d, J =
16.6, CHg), 6.96 (1H, s, CH), 7.34 (1H, d, J = 8.3, Ar-H), 7.54-7.59 (4H, m, Ar-H), 7.95 (2H,
d, J=7.3, Ar-H), 8.29 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); *C NMR ¢ (125 MHz, CDCl3) 177.8, 164.6,
157.0, 154.0 (d, Jp-c = 8.8), 132.3, 131.4, 129.4, 128.0, 126.7, 122.0, 119.5 (d, Jr-c = 4.8),
110.9 (d, Jpc = 5.7), 107.7, 56.6 (d, Jp-c = 7.0); 3P NMR Jp (202 MHz, CDCls) 65.33.
Analiza elementarna dla: C16H12ClIO4PS: C, 52.40; H, 3.30; S, 8.74. Znalezione: C, 52.45; H,
3.36; S, 8.72.
Chlorometylotiofosforan 2-(4-fluorofenylo)-4-okso-4H-chromen-7-ylu 185j

162


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wydajnos$é 58%, tt 122 °C (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 3065, 2958, 1637, 1613, 1439,
1371, 1141, 1032, 972, 890, 824, 726, 646; *H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 4.06 (3H, d, J =
16.1, CHs), 6.80 (1H, s, CH), 7.22 (2H, t, J = 8.3, Ar-H), 7.32 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.52
(1H,t, J=2.0, Ar-H), 7.93 (2H, dd, J = 8.8, Ar-H), 8.26 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); C NMR dc
(125 MHz, CDCls) 177.5, 166.2 (d, Jrc = 254.2), 163.2, 156.8 (d, Jp-c = 1.8), 153.9 (d, Jp-c =
9.2), 128.8 (d, Jrc = 8.8), 128.0, 127.7, 122.1, 119.4 (d, Jp-c = 5.3), 116.8 (d, Jrc = 22.4),
110.8 (d, Jpc = 5.7), 107.7, 56.6 (d, Jr-c = 7.0); 3P NMR dJr (202 MHz, CDCls) 65.32.
Analiza elementarna dla: C16H11CIFO4PS: C, 49.95; H, 2.88; S, 8.33. Znalezione: C, 49.99;
H, 2.91; S, 8.36.
Chlorometylotiofosforan 4-okso-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-7-ylu 185k
Wydajnoéé 60%, tt 135-137 °C; vmax (KBr)/lcm™ 3087, 2952 1639, 1615, 1442, 1371, 1127,
1028, 966, 890, 824, 704, 652; 'H NMR 61 (500 MHz, CDCls) 4.07 (3H, d, J = 16.6, CH3),
6.89 (1H, s, CH), 7.34 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.56 (1H, t, J = 2.0, Ar-H), 7.80 (2H, d, J = 8.3,
Ar-H), 8.04 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 8.28 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz,
CDCls) 177.4, 162.4, 156.9, 154.1 (d, Jp-c = 9.2), 135.0, 133.6 (q, Jr-c = 32.9), 128.1, 127.0,
126.4 (g, Jrc = 4.0), 124.9 (q, JFc = 272.7), 122.2, 119.7 (d, Jp-c = 5.3), 111.0 (d, Jp-c = 5.7),
109.2, 56.6 (d, Je-c = 7.0); 3P NMR 6p (202 MHz, CDCls) 65.32. Analiza elementarna dla:
C17H11CIF304PS: C, 46.96; H, 2.55; S, 7.38. Znalezione: C, 47.00; H, 2.51; S, 7.41.
Chlorometylotiofosforan 4-okso-2-(p-tolylo)-4H-chromen-7-ylu 185l
Wydajnoéé 52%, tt 110-113 °C; vmax (KBr)/cm™ 3071, 2952, 2849, 1640, 1612, 1441, 1369,
1137, 1033, 969, 816, 717, 644; *H NMR 6n (500 MHz, CDCls) 2.46 (3H, s, CHs), 4.07 (3H,
d, J = 16.6, CHs), 6.92 (1H, s, CH), 7.31-7.36 (3H, m, Ar-H), 7.55 (1H, t, J = 2.0, Ar-H), 7.84
(2H, d, J = 8.3, Ar-H), 8.28 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); 3C NMR &c (125 MHz, CDCls) 177.7,
164.7, 156.9, 153.9, 143.1, 130.1, 128.6, 127.9, 127.6, 126.6, 122.1, 119.3, 110.9 (d, Jrc =
5.7), 107.1, 56.6 (d, Jr-c = 7.0), 21.8; 3P NMR dr (202 MHz, CDCl3) 65.34. Analiza
elementarna dla: C17H14CIO4PS: C, 53.62; H, 3.71; S, 8.42. Znalezione: C, 53.58; H, 3.70; S,
8.43.

13.7.8. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych 185m-185p
Do roztworu chlorometylotiofosforanu (185i-1851) (0.6 mmol) w bezwodnym THF (10 mL)
ozigbionego do temperatury 0 °C dodano metanolan sodu (0.6 mmol) (Swiezo przygotowany
na drodze reakcji absolutnego metanolu z NaH). Po uplywie godziny, odsaczono wytracony
osad NaCl i odparowano rozpuszczalnik. Produkt izolowano z wykorzystaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie CHCls:heksan 2:1.

Dimetylotiofosforan 4-okso-2-fenylo-4H-chromen-7-ylu 185m
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Wydajnosé 86%, tt 126-128 °C; vmax (KBr)/cm™ 3075, 2952, 2848, 1641, 1609, 1438, 1368,
1244, 1153, 1022, 970, 882, 825, 766; *H NMR Jn (500 MHz, CDCls) 3.91 (6H, d, J = 14.2,
CHs), 6.92 (1H, s, CH), 7.23-7.27 (1H, m, Ar-H), 7.45 (1H, t, J = 2.0, Ar-H), 7.51-7.56 (3H,
m, Ar-H), 7.91-7.94 (2H, m, Ar-H), 8.23 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); *C NMR éc (125 MHz,
CDCls) 177.9, 164.6, 157.1, 155.0 (d, Jr-c = 7.0), 132.3, 131.5, 129.4, 127.7, 126.7, 121.2,
119.4 (d, Jp-c = 4.8), 110.3 (d, Jp-c = 5.3), 107.5, 55.8 (d, Jp-c = 5.7); *'P NMR 6p (202 MHz,
CDCl3) 66.77. Analiza elementarna dla: C17H150sPS: C, 56.35; H, 4.17; S, 8.85. Znalezione:
C,56.42; H, 4.22; S, 8.79.

Dimetylotiofosforan 2-(4-fluorofenylo)-4-okso-4H-chromen-7-ylu 185n

Wydajnoéé 83%, t 130-132 °C; vmax (KBr)/cm™ 3074, 2966, 2850, 1635, 1612, 1439, 1370,
1237, 1147, 1024, 973, 886, 813, 757; 'H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 3.88 (6H, d, J 13.7,
CHj3), 7.08 (1H, s, CH), 7.32 (1H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.44 (2H, t, J = 8.8, Ar-H), 7.66 (1H, t, J
= 2.0, Ar-H), 8.08 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.20-8.24 (2H, m, Ar-H); 3C NMR dc (125 MHz,
DMSO) 177.2, 165.9 (d, Jr-c = 250.7), 162.8, 156.9, 154.6 (d, Jp-c = 7.0), 129.8 (d, Jrc =
9.2),128.0, 127.5, 121.4, 119.8, 116.9 (d, Jrc = 22.0), 111.1 (d, Jrc = 4.8), 107.4, 56.3 (d, Jp-
c = 6.1); 3P NMR Jp (202 MHz, DMSO) 66.45. Analiza elementarna dla: C17H14FOsPS: C,
53.69; H, 3.71; S, 8.43. Znalezione: C, 53.75; H, 3.77; S, 8.46.

Dimetylotiofosforan 4-okso-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-7-ylu 1850
Wydajnoéé 82%, tt 157-160 °C; vmax (KBr)/cm™ 3075, 2954, 2852, 1643, 1610, 1439, 1371,
1320, 1155, 1030, 962, 891, 835, 705; *H NMR &1 (500 MHz, CDCls) 3.91 (6H, d, J = 13.7,
CHz3), 6.90 (1H, s, CH), 7.26 (1H, s, Ar-H), 7.47 (1H, t, J = 2.0, Ar-H), 7.80 (2H, d, J = 8.3,
Ar-H), 8.05 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 8.24 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz,
CDCls) 177.6, 162.2, 157.0, 155.0 (d, Jp-c = 7.0), 135.1, 133.5 (q, Jr-c = 32.9), 127.8, 126.9,
126.3 (g, Jrc = 3.5), 123.8 (9, Jr-c = 272.2), 121.5, 119.5 (d, Jp-c = 4.8), 110.3 (d, Jp-c = 5.3),
109.0, 55.8 (d, Je-c = 5.7); 3P NMR 6p (202 MHz, CDCls) 66.78. Analiza elementarna dla:
C18H14F30sPS: C, 50.24; H, 3.28; S, 7.45. Znalezione: C, 50.21; H, 3.34; S, 7.48.
Dimetylotiofosforan 4-okso-2-(p-tolylo)-4H-chromen-7-ylu 185p

Wydajnoéé 90%, tt 137-140 °C; vmax (KBr)/cm™ 3068, 2950, 2849, 1637, 1603, 1437, 1367,
1328, 1152, 1019, 962, 882, 818, 710; *H NMR Jn (500 MHz, DMSO) 2.39 (3H, s, CHs),
3.88 (6H, d, J = 13.7, CHg), 7.02 (1H, s, CH), 7.31 (1H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.39 (2H, d, J =
8.3, Ar-H), 7.65 (1H, s, Ar-H), 8.03 (2H, d, J = 7.8, Ar-H), 8.08 (1H, d, J = 8.8, Ar-H); 1*C
NMR oc (125 MHz, DMSO) 177.0, 163.7, 156.9, 154.6, 142.9, 130.4, 128.7, 127.5, 127.0,
121.7, 119.6, 111.1, 107.0, 56.3 (d, Jp-c = 6.1), 21.8; 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO) 66.50.
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Analiza elementarna dla: Ci1sH170sPS: C, 57.44; H, 4.45; S, 8.52. Znalezione: C, 57.47; H,
4.41; S, 8.50.

13.7.9. Ogélna procedura otrzymywania pochodnych 186a-186d
Do roztworu PSCl3z (102 mg, 0.6 mmol) w bezwodnym THF (10 mL) wkrapiano roztwor
7-hydroksyflawonu (183a-183d) (1.2 mmol) w THF i trietyloaming (122 mg, 1.2 mmol).
Mieszaning reakcyjng mieszanono w atmosferze azotu przez 24 godziny. Po odsgczeniu
chlorowodorku trietyloaminy odparowano rozpuszczalnik. Ze wzgledu na tatwos$¢ hydrolizy,
monochlorki (186a), (186b) oraz (186d) byly wykorzystywane do dalszych syntez bez
oczyszczania. Analog (186c) izolowano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii
kolumnowej w uktadzie CHCI3:AcOEt 15:1.
Chlorotiofosforan bis-(4-okso-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-7-ylu) 186¢
Wydajnoéé 66%, tt 186-188 °C; vmax (KBr)/cm™ 3066, 2926, 1647, 1609, 1509, 1440, 1417,
1320, 1113, 959, 829; *H NMR 6+ (500 MHz, CDCls) 6.90 (2H, s, CH), 7.43 (2H, dt, J = 8.8,
Ar-H), 7.62 (2H, t, J = 2.0, Ar-H), 7.80 (4H, d, J = 8.3, Ar-H), 8.05 (4H, d, J = 8.3, Ar-H),
8.34 (2H, d, J = 8.8, Ar-H); 3C NMR éc (125 MHz, CDCls) 176.9, 162.2, 156.6, 153.5,
134.6, 134.0, 128.1, 126.7, 126.2, 122.4, 119.3, 110.9 (d, Jp-c = 5.7), 109.0; P NMR Jp (202
MHz, CDCI3) 57.00. Analiza elementarna dla: Analiza elementarna dla: Cs2H16CIFsO6PS: C,
54.21; H, 2.27; S, 4.52. Znalezione: C, 54.28; H, 2.30; S, 4.55.

13.7.10. Procedura otrzymywania pochodnej 186e
Do roztworu chlorotiofosforanu (186¢) (708 mg, 1.0 mmol) w bezwodnym THF (10 mL)
dodano metanolu (0.04 mL, 1 mmol) oraz weglanu potasu (138 mg, 1 mmol). Mieszaning
reakcyjng mieszano przez 24 h w atmosferze azotu, nastgpnie przesaczono i odparowano
rozpuszczalnik. Produkt izolowano z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii
kolumnowej w uktadzie CHCI3:AcOEt 10:1.
Metylotiofosforan bis-(4-okso-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-7-ylu) 186e
Wydajnoéé 36%, tt 191 °C (z rozktadem); Vmax (KBr)/cm™ 3067, 2953, 1649, 1608, 1491,
1439, 1320, 1236, 1110, 1070, 964, 896, 825; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 4.10 (3H, d, J
=14.2, CHs), 7.24 (2H, s, CH), 7.49 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 7.85 (2H, s, Ar-H), 7.93 (4H, d, J
=8.3, Ar-H), 8.16 (2H, d, J = 8.8, Ar-H), 8.36 (4H, d, J = 7.8, Ar-H); 1*C NMR dc (125 MHz,
DMSO) 176.9, 161.6, 158.0, 156.8, 135.2, 132.2 (q, Jrc = 32.0), 127.7, 126.6 (q, Jrc = 16.7),
124.3 (q, Jec = 272.2), 121.8, 119.2, 111.3, 109.0, 57.3; 3P NMR 6p (202 MHz, DMSO)
45.30. Analiza elementarna dla: CssHi9FsO7PS: C, 56.26; H, 2.72; S, 4.55. Znalezione: C,
56.22; H, 2.75; S, 4.56.
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13.7.11. Ogolna procedura otrzymywania pochodnych 186f-186i
Do roztworu odpowiedniego chlorotiofosforanu (186a-186d) (1.0 mmol) w THF (10 mL)
dodano wodny roztwor weglanu potasu (0.5 mL). Mieszaning reakcyjng mieszano przez 24 h.
Po odparowaniu rozpuszczalnika, produkt izolowano z wykorzystaniem preparatywnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie ACOEt:MeOH 20:1.
Wodorotiofosforan bis-(4-okso-2-fenylo-4H-chromen-7-ylu) 186f
Wydajno$¢ 46%, tt 197 °C (z rozkladem); Vmax (KBr)/cm™ 3065, 2952, 1620, 1492, 1438,
1373, 1241, 1145, 1092, 958, 840, 821; *H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 6.98 (2H, s, CH),
7.33 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 7.55-7.58 (6H, m, Ar-H), 7.66 (2H, s, Ar-H), 7.97 (2H, d, J = 8.3,
Ar-H), 8.09 (4H, d, J = 7.8, Ar-H); *C NMR oc (125 MHz, DMSO) 177.0, 161.5, 158.0,
156.8, 132.1, 131.5, 130.1, 126.7, 126.2, 119.7, 119.2, 109.2, 107.2; 3P NMR dp (202 MHz,
DMSO0) 45.29. Analiza elementarna dla: CsoH1907PS: C, 64.98; H, 3.45; S, 5.78. Znalezione:
C, 65.04; H, 3.49; S, 5.76.
Wodorotiofosforan bis-(4-okso-2-(4-fluorofenylo)-4H-chromen-7-ylu) 1869
Wydajnos¢ 38%, tt 238 °C (z rozkladem); Vmax (KBr)/cm™ 3072, 2924, 1621, 1506, 1438,
1374, 1236, 1145, 1092, 958, 829; 'H NMR du (500 MHz, DMSO) 6.98 (2H, s, CH), 7.33
(2H, d, J = 8.3, Ar-H), 7.39 (4H, t, J = 8.8, Ar-H), 7.66 (2H, s, Ar-H), 7.97 (2H, d, J = 8.8,
Ar-H), 8.14-8.19 (4H, m, Ar-H); °C NMR ¢ (125 MHz, DMSO) 176.9, 167.0, 162.0, 157.9
(d, Jp.c = 7.8), 156.8, 129.4 (d, Jrc = 8.7), 128.1, 126.2, 119.7, 119.2, 116.6 (d, Jrc = 22.2),
109.3 (d, Jrc = 5.3), 107.1; 3P NMR 6r (202 MHz, DMSO) 45.27. Analiza elementarna dla:
CaoH17F207PS: C, 61.02; H, 2.90; S, 5.43. Znalezione: C, 60.95; H, 2.94; S, 5.48.
Wodorotiofosforan bis-(4-okso-2-(4-trifluorometylofenylo)-4H-chromen-7-ylu) 186h
Wydajnos¢ 38%, tt 253 °C (z rozkladem); Vmax (KBr)/cm™ 3074, 2940, 1623, 1494, 1440,
1320, 1241, 1113, 1068, 958, 829; 'H NMR dn (500 MHz, DMSO) 7.13 (2H, s, CH), 7.34
(2H, dd, J = 8.8, Ar-H), 7.70 (2H, s, Ar-H), 7.91 (4H, d, J = 8.3, Ar-H), 7.99 (2H, d, J = 8.3,
Ar-H), 8.32 (4H, d, J = 8.3, Ar-H); C NMR dc (125 MHz, DMSO) 176.9, 161.2, 158.1 (d,
Jp.c = 7.8), 156.8, 135.5, 131.6 (q, Jr-c = 32.2), 127.6, 126.3, 124.2 (q, Jr-c = 272.4), 119.9,
119.2, 109.3, 108.7; 3P NMR dp (202 MHz, DMSO) 45.23. Analiza elementarna dla:
Ca2H17FsO7PS: C, 55.66; H, 2.48; S, 4.64. Znalezione: C, 55.74; H, 2.55; S, 4.67.
Wodorotiofosforan bis-(4-okso-2-(p-tolylo)-4H-chromen-7-ylu) 186i
Wydajnos¢ 41%, tt 203 °C (z rozktadem); vmax (KBr)/cm™ 3069, 2922, 1617, 1436, 1412,
1370, 1243, 1145, 1091, 957, 816; 'H NMR 61 (500 MHz, DMSO) 2.48 (6H, s, CH3), 6.93
(2H, s, CH), 7.30 (2H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.36 (4H, d, J = 7.8, Ar-H), 7.64 (2H, s, Ar-H), 7.93-
8.00 (6H, m, Ar-H); *C NMR dc (125 MHz, DMSO) 176.9, 163.0, 157.8, 156.8, 142.3,
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130.1, 128.7, 126.6, 126.2, 119.4 (d, Jp-c = 13.5), 117.0, 109.3, 106.6, 21.5; 3P NMR Jr (202
MHz, DMSQO) 45.28. Analiza elementarna dla: Cs2H2307PS: C, 65.97; H, 3.98; S, 5.50.
Znalezione: C, 66.05; H, 3.96; S, 5.55.
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