Karol Kacprzak

Nowe zastosowania alkaloidow kory chinowej do rozpoznania i roznicowania
molekularnego

Sposrod tysigcy produktéw naturalnych oraz zwiazkow syntetycznych kilkadziesiat
zaledwie spowodowalo rezonans przekraczajacy mury laboratoriow, wywotujac szeroki
oddzwigk spoteczny, ekonomiczny i nierzadko polityczny. W tej uprzywilejowanej grupie
substancji znajduja si¢ alkaloidy kory drzewa chinowego, z ktérych najpopularniejsze sa
chinina i chinidyna. Pierwotnie powodem popularnosci chininy bylo jej dziatanie
przecimalaryczne i etap ten trwat nieprzerwanie od XVII do lat czterdziestych XX wieku.
Nieco pozniej chinina oraz inne alkaloidy kory chinowej staty si¢ cennymi zwiazkami do
rozdzialdbw mieszanin racemicznych, wspotczesnie natomiast one same oraz ich pochodne
rozpoznane zostale jako ,uprzywilejowane” Kkatalizatory i ligandy W syntezie
stereoselektywnej katalizujac kilkadziesiat typoéw reakcji min. addycji, cykloaddycji,
utleniania i redukcji. Stosunko mtody kierunek ich wykorzystania obejmuje konstrukcje
systemow molekularnych réznicujacych i separujacych enancjomery np. stacjonarnych faz
chiralnych do chromatografii. Ten watek jest glownym tematem przedstawionego cyklu prac
wykonanych przeze mnie w Zakladzie Stereochemii Organicznej Wydziatu Chemii UAM
oraz podczas stazu podoktorskiego (2005-2007) na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Wiedenskiego w zespole Prof. Wolfganga Lindnera.

Przedstawiona seria prac nad alkaloidami chinowca podejmuje zagadnienia ich
wykorzystania w procesach rozpoznania chiralnego, zwlaszcza o potencjale praktycznym tj.
konstrukcji  chiralnych faz stacjonarnych, uktadow sensorycznych oraz niedawno
rozpoczetego watku - Katalizy asymetrycznej. Istotna czg$cia prac prowadzaca do
wymienionych celéw (ale o szerszym znaczeniu) bylo takze opracowanie nowych i
praktycznych metod przeksztalcen alkaloidow chinowca. W tym kontekScie szczegolnie
interesowaty mnie mozliwosci modyfikacji oraz funkcjonalizacji alkaloidow w pozycji 9 oraz
przeksztatcenia grupy winylowej. Zasadniczym narzedziem syntezy uczynitem Katalityczna
1,3-dipolarna cykloaddycje Huisgena czyli tzw. chemi¢ klik (click chemistry) ale w
niektorych pracach wykorzystatem takze 9-aminoalkaloidy chinowca oraz otrzymywane z
nich aromatyczne bis-imidy. Wymienione zwiazki i ich syntetyczne pokrewienstwo ilustruje
Schemat 1.



Schemat 1. Chemia alkaloidow chinowca bedaca przedmiotem habilitacji
(zacieniowano nowe pochodne alkaloidow).

Enangjorégnicujaey sensor kwasn winowego.

Duze znaczenie we wspotczesnej analityce maja uktady receptorowe, ktorych sygnat
analityczny moze by¢ rejestrowany za pomoca prostych i tatwo dostgpnych metod
spektroskopowych takich jak spektroskopia UV-VIS czy CD oraz spektrofluorymetria. Wsérod
nich nowe metody oznaczen kolorymetrycznych bazuja na wypieraniu barwnika z kompleksu
[receptor-barwnik] poprzez silniej wiazana czasteczke oznaczanego goscia (tzw. indicator

displacement assay).
Bazujac na wczes$niejszych pracach z naszego zespotu opracowatem uktad

receptorowy, zdolny nie tylko efektywnie roznicowa¢ mono- i dikwasy karboksylowe ale
przede wszystkim rozroznia¢ enancjomery kwasow winowych z wysoka selektywnoscia.
Uktad sensoryczny ztozony =z 1,4,5,8-naftalenotetrakarboksydiimidu podstawionego
fragmentem epichinidyny oraz bigkitu bromofenolowego (1:1) rozpoznaje efektywnie kwasy
o-hydroksydikarboksylowe, przy czym najwigksze powinowactwo wykazuje w stosunku do
naturalnego kwasu (R,R)-winowego (K, = 8.300, enancjomer (S,S) K, = 5500) (Schemat 2),
dla ktorego limit detekcji wynosi tylko 0.019 mg/ml. Inne kwasy wykazuja nizsza niz kwasy
winowe selektywno$¢ wiazania co stwarza mozliwos$¢ jego oznaczania. Réznicowanie
enencjomerdw przy uzyciu tej metodologii bylo dotad rzadko spotykane a osiagnigta
enancjoselektywnos¢ jedna z wyzszych opisanych w literaturze. W pracy zademonstrowatem
takze wstgpne badania pod katem zastosowania tej metodyki w oznaczaniu kwasu winowego
w napojach.
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Schemat 2.Dziatanie sensora barwnikowego réznicujacego enancjomery kwasu winowego;
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Modyfikagje alkaloidow za pomocq chemii klik

W roku 2001 Meldal i Sharpless rownoczesnie opracowali katalizowany jonami Cu(I)
wariant 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, ktora szybko zostata rozpoznana jako cenne
narzedzie tatwej modyfikacji zwiazkoéw organicznych. W reakcji tej bierze udziat azydek oraz
najczesciej terminalny alkin, ktore tworza pigciocztonowy pierscien 1,2,3-triazolu. Wobec
katalitycznej ilo$ci jonéw miedzi (I) reakcja jest szybka oraz regioselektywna dajac wylacznie
1,4-podstawiony regioizomer triazolu (Schemat 3). Szczegodty koncepcji chemii klik,
katalitycznej 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena oraz jej zastosowania przedstawilem
polskim czytelnikom w pracy przegladowej we Wiadomosciach Chemicznych.
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Schemat 3. 1,3-Dipolarna cykloaddycja Huisgena jako wzorcowa reakcja chemii klik.

Do roku 2004 pojawila si¢ jedna praca, w ktorej modyfikowano czasteczkg 10,11-
didehydroalkaloidu za pomoca reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji. W tym tez czasie
rozpoczatem prace nad wykorzystaniem tej reakcji w chemii alkaloidow chinowca. Zwiazki te
sa szczegblnie dobrze predysponowane do tego typu modyfikacji poniewaz wymagane grupy
funkcyjne tj. azydkowa oraz acetylenowa mozna latwo zainstalowaé¢ w pozycji 9 a takze
przeksztatci¢ grupg winylowa w terminalng acetylenowa. W zwiazku z tym jako podstawowe
substraty do dalszych przeksztalcen wybratem 10,11-didehydroalkaloidy majace zamiast
grupy winylowej grupeg acetylenowa oraz 9-azydo-(9-deoksy)alkaloidy z podstawnikiem
azydkowym ulokowanym w miejscu grupy hydroksylowej.

10,11-Didehydroalkaloidy byly co prawda fragmentarycznie opisane w dawnej
literaturze (bez analizy spektroskopowej) a takze wspolczesnie przez Hoffmanna, ktory
opublikowal metod¢ ich syntezy oraz przeksztalcen. Niemniej w toku badan i analizy



chromatograficznej produktéw okazato sig, ze przedstawiona procedura jest niepowtarzalna i
malo wydajna. W zwiazku z tym opracowalem nowa metode syntezy oraz analityKi
wszystkich czterech gtownych 10,11-didehydroalkaloidow chinowca kierujac si¢ przede
wszystkim jej powtarzalnos$cia, prostota oraz mozliwosciami zwigkszenia skali. Reakcja
syntezy bazuje na addycji bromu do grupy winylowej alkaloidu i dwoch nastepujacych po
sobie reakcjach eliminacji HBr. Warto doda¢, ze moja procedura nie wymaga oczyszczania
chromatograficznego produktow, nie wykorzystuje CCl, jako rozpuszczalnika do bromowania
(zastosowatem mniej problematyczny dichlorometan) i realizowana jest rutynowo nawet w
kilkudziesigciogramowej skali z typowymi wydajnosciami 50-60% (z naturalnych
alkaloidow) oraz czystoscia przekraczajaca 95%.

Z kolei 9-azydo-(9-deoksy)alkaloidy chinowca nie byty dotychczas opisane, stanowily
jedynie nie izolowany produkt posredni w uzytecznej procedurze syntezy 9-amino-
epialkaloidow bazujacej na inwersji Mistunobu z uzyciem kwasu azotowodorowego jako
nukleofila i nastgpujacej in situ redukcji azydkow do amin. Przeprowadzone przeze mnie
badania pokazaty, ze inwersja Mitsunobu moze by¢ wykorzystana do syntez azydkow, jednak
znaczaco dogodniejsza droga ich pozyskiwania w duzej skali jest opracowana przeze mnie
dwuetapowa procedura obejmujaca substytucj¢ nukleofilowa 9-O-mesylanoéw alkaloidow za
pomoca azydku sodu. Wykorzystujac opracowana metodyke otrzymalem cztery O-
azydoalkaloidy o konfiguracji naturalnej i epi na C-9, wychodzac z chininy i chinidyny z
wydajnosciami 60-95% oraz oznaczylem preferencje konformacyjne za pomoca spektroskopii
'H NMR oraz modelowania molekularnego.

Badanie cykloaddyei klik

Dysponujac 9-azydoalkaloidami jak rowniez 10,11-didehydroalkaloidami mogtem
przystapi¢ do nastgpnego fragmentu badan dotyczacego dalszej modyfikacji tych pochodnych
na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena (chemia klik). Badania ,,rozpoznawcze” w
tym zakresie rozpoczalem od otrzymania biblioteki prostych pochodnych 1,2,3-triazolowych
alkaloidow w drodze reakcji trzech réznych 9-azydoalkaloidow (9-azydochinidyny, 9-azydo-

9-epichinidyny oraz 9-azydo-9-epichininy) gtownie z prostymi alkinami terminalnymi.
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Schemat 4. Synteza pochodnych 1,2,3-triazolowych z 9-azydo-9-(deoksy)alkaloidow chinowca.

Skorzystalem z metodyki opublikowanej przez Sharplessa (Cu(I) generowany in situ
poprzez redukcje CuSO, askorbinianem sodu). W kolejnych pracach reakcje te
wykorzystalem do otrzymania szeregu innych, bardziej ztozonych pochodnych alkaloidow
zawierajacych fragment 1,2,3-triazolowy. Z kolei 10,11-didehydroalkaloidy wykorzystane



zostaly do syntez klik-koniugatéw z 3’- oraz 5’-azydotymidyna, z ktorych niektére wykazuja
wlasciwosci przeciwrakowe in Vitro oraz silna fluorescencje.

Struktura pochodnych 1,2 3-triazolowych zostala oznaczona dla niektorych
krystalicznych koniugatéw za pomoca dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego oraz
modelowania molekularnego. Jest ona bardzo zachowawcza i zwiazki te zachowuja
konformacje¢ macierzystych alkaloidow odpowiedniego szeregu konfiguracyjnego. 1 tak,
preferowana konformacja koniugatow triazol-alkaloid o konfiguracji naturalnej jest
konformacja zamknigta (chociaz bariera energetyczna mi¢dzy konformacja otwarta nie jest
wysoka). Analogiczne koniugaty zawierajace alkaloid o konfiguracji 9-epi preferuja
wylacznie konformacj¢ otwarta zardwno Syn i anti.

Rozszerzeniem prac dotyczacych syntetycznej chemii klik bylo opracowanie
procedury syntezy 1,2,3-triazoli, w ktorej potencjalnie niebezpieczny azydek generowany jest
in situ z ogdlnie dostgpnych halogenkow alkilowych i benzylowych a nastgpnie bez izolacji
przeksztalcany w odpowieni 1,2,3-triazol przy zachowaniu tatwosci wykonania reakcji i
bezpieczenstwa. Zaproponowana przeze mnie procedura do azydowania halogenkow
(ulegajacych substytucji nukleofilowej) wykorzystuje azydek sodu rozpuszczony w DMSO.
W czasie 12-18 godzin w temperaturze pokojowej obserwuje si¢ praktycznie ilo§ciowa
konwersj¢ halogenkéw do azydkow, ktore po dodaniu wody, alkinu oraz katalitycznej iloSci
CuSO; i askorbinianu, mozna przeksztalci¢ in situ w odpowiednie 1,2,3-triazole z wysoka
wydajnoscia. Warto wspomnieé, ze w tych warunkach, po zakonczeniu reakcji cykloaddycji
wigkszo$¢ triazoli wytraca si¢ po dodaniu wody i moga by¢ one izolowane przez zwykte
saczenie. Reakcja ta jest ogolna dla halogenkoéw alkilowych i benzylowych a uzytecznosc tej
metody zostata takze zademonstrowana w chemii alkaloidow chinowca (Schemat 5).
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Schemat 5. Synteza 1,2,3-triazoli z halogenkéw alkilowych i benzylowych
Opracowanie nowej metody immobilizacji alkaloidow do podfoza (Schemat 6)

10,11-Didehydroalkaloidy sa dobrymi kandydatami do immobilizacji alkaloidow
chinowca i ich pochodnych z wykorzystaniem zalet chemii klik (pozbawionej ograniczen
immobilizacji za pomoca rodnikowej addycji tioli do grupy winylowej alkaloidu). Nowa
metodyka wykazuje szereg zalet (Schemat 6) oraz charakteryzuje si¢ prostota wykonania.
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Schemat 6. Immobilizacja alkaloidow metoda chemii klik

Otrzymanie nowych faz chiralnych do chromatografii ciecowes 3awierajacych tqegnik triazolowy

Opracowana procedura immobilizacji klik zostata nastgpnie wykorzystana do
otrzymania chiralnych faz stacjonarnych bazujacych na selektorach pochodnych alkaloidéw
kory chinowca. Nowe fazy stacjonarne, ktore otrzymatem i badatem zebrane sa na Schemacie
7. Fazy te zawieraly jako selektory tert-butylokarbaminan chininy oraz chinidyny w ilosci
~200 pumol/g silikazelu oraz dwa rodzaje tancucha weglowego z trzema i jedenastoma
atomami wegla. Fazy te zostaly szczegdélowo porownane z fazami zawierajacy identyczny
selektor lecz zwiazanymi z podtozem za pomoca tacznika tioeterowego.
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Schemat 7. Wybrane przyktady nowych chiralnych faz stacjonarnych otrzymanych metoda immobilizacji klik.



Do porownania wihasciwosci faz stacjonarnych wybralem zestaw 20 racemicznych
kwasow organicznych reprezentujacych roézne klasy zwiazkéw (aminokwasy, hydroksykwasy
etc.) oraz trzy typowe dla faz jonowymiennych uktady chromatograficzne, a mianowicie
polarno-organiczny (MeOH:AcOH:NH4OAc 98:2:0.5 v/iv/im i ACN, 10 mM TEA, 160 mM
AcOH) oraz faz odwréconych (MeOH, NH4OAc ag, 0.025 mM, 80:20, pH, 5.85). Badania
porownawcze Wykazaty, ze nowy typ tacznika nie ingeruje w procesy rozpoznania chiralnego
i w wigkszo$ci przypadkéw efektywno$¢ rozdzialdow pozostaje zblizona. Ponadto
efektywnos$¢ rozdzialdow pozostaje podobna nieczaleznie od dlugosci tancucha weglowego
migdzy podlozem a chiralnym selektorem oraz, ze stosujac tert-butylokarbaminin chininy
badz chinidyny zachowany zostaje pseudoenancjomeryczny charakter r6znicowania analitow
(tzn. ze zastosowanie pseudoenancjomerycznego selektora odwraca kolejnos¢ elucji
enancjomeréw analitow).

Uzupetnieniem badan nad nowym rodzajem immobilizacji 1 tacznika bylo okreslenie
jego adsorpcji  niespecyficznej (odpowiada za  oddziatywania niepozadane i
niedyskryminujace enancjomery, wydluzajace retencj¢ zwiazku w kolumnie). Pomiary
pokazaty, ze faza zawierajaca reszty 3-azydopropylowe (grupy te znajduja si¢ w
wypehieniach kolumn takze po immobilizacji liganda) wykazuje niewielka adsorpcje
niespecyficzna, zwlaszcza w najpopularniejszych uktadach polarno-organicznych. Natomiast
pochodna faza (otrzymana przez immobilizacj¢ 1-pentynu) zawierajaca tacznik 1,2,3-
triazolowy wykazuje $rednio 80% redukcje adsorpcji niespecyficznej fazy wyjsciowe;.
Stanowi to wynik bardzo dobry z punktu widzenia zastosowan chromatograficznych,
wskazujac, ze tacznik 1,2,3-triazolowy przy swojej trwatosci chemicznej jest takze inertny w
zakresie adsorpcji niespecyficznej. Warto dodaé, ze sa to dotychczas jedyne tego rodzaju
badania tacznika triazolowego, ktory staje si¢ coraz bardziej popularny w chromatografii.

Kontynuujac szczegétowe badania nowych faz w odniesieniu do innych racemicznych
kwasow okazato si¢, ze nowe fazy z tacznikiem 1,2,3-triazolowym w przeciwienstwie do faz
immobilizowanych za pomoca tioeterow wykazuja wigksza selektywnos$¢ dla kwasu
migdatowego i jego pochodnych, umozliwiajac ich efektywny rozdziat na enancjomery.

Rozszerzeniem badan byto otrzymanie fazy zawierajacej jako selektor 3,5-
dinitrofenylokarbamoilochining immobilizowana na krzemionce za pomoca tacznika 1,2,3-
triazolowego. Fragment 3,5-dinitrofenylowy w czasteczce selektora jest silnym
ugrupowaniem m-akceptorowym totez taka hybrydowa faza moze wykazywaé wigksze
powinowadztwo do substratow m-donorowych, rozszerzajac w ten sposob spektrum
zastosowan faz opartych o alkaloidy chinowca. Warto zaznaczy¢, ze selektor ten nie moze
by¢ immobilizowany na drodze klasycznej z uwagi na niekompatybilno§¢ chemiczna grupy
nitrowej i tiolowej (obserwuje si¢ szereg produktow ubocznych). Immobilizacja klik w tym
przypadku rozwiazuje problem a otrzymana faza w zgodzie z przyjetymi zalozeniami istotnie
wykazuje zwigkszong selektywno$¢ wobec zbadanych dwoch klas analitow o znaczeniu
przemystowym i farmakologicznym — kwasow aryloksykarboksylowych (herbicydy) oraz
profenéw (niesteroidowe leki przeciwzapalne) (Schemat 8).
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Schemat 8.

Asymetryezna reakeja aldolowa katalizowana winianami 9-epi-9-aminoalkaloidow

Niedawnym rozszerzeniem badan wykorzystujacych pochodne alkaloidow jest
katalityczna synteza asymetryczna. W tym zakresie interesuja mnie zwlaszcza
stereoselektywne przeksztatcenia substratow pozyskiwanych ze zrodet odnawialnych takich
jak acetol (hydroksyaceton). Acetol moze by¢ wykorzystany jako donor w bezposredniej
reakcji aldolowej dajac w zaleznoS$ci od katalizatora i warunkow reakcji dwa typy produktow
— ,liniowy” (para enancjomerow) i ,rozgateziony” (dwie pary enancjonerow sSyn i anti).
Przyczynkiem do eksploracji reakcji aldolowej acetolu stala si¢ niedawno opublikowana
praca Mtynarskiego, ktory pokazal, ze zastosowanie rodzimych alkaloidéw do bezposredniej
reakcji aldolowej daje produkty z niewysoka wydajno$cia oraz indukcja asymetryczna.
Zatozylem, ze zastosowanie pierwszorzegdowych amin pochodnych alkaloidow moze da¢
lepsze wyniki z uwagi na mozliwy mechanizm enaminowy aktywacji zwiazkow
karbonylowych. Z drugiej strony okazato sig, ze 9-amino-9-deoksyalkaloidy chinowca jako
organokatalizatory reakcji aldolowej i pokrewnych sa stosunkowo mato zbadane.
Przeprowadzone badania rozpoznawcze reakcji aldolowej hydroksyacetonu z aktywowanymi
aldenydami aromatycznymi przy uzyciu roéznych 9-aminoalkaloidéw i warunkow reakcji
pozwolity zidentyfikowaé najaktywniejsze katalizatory, ktorymi sa (R,R)-diwiniany lub
ditrifluoroctany 9-amino-9-deoksyalkaloidéw chinowca. S0l kwasu winowego okazata sig
dogodniejsza od trifluorooctanu poniewaz moze by¢ tatwo otrzymywana i przechowywana
(nie bez znaczenia byla takze ,,wartos¢ dodana” procedury wynikajaca z uzycia taniego,
bezpiecznego i naturalnego kwasu winowego). Produktem reakcji aldolowej sa wytacznie
,rozgalezione” syn-aldole, ktory powstaja ilosciowo, z indukcja asymetryczna dochodzaca do
90% ee i przecigtna diastereselektywnoscia do 1:8.7 dla syn (Schemat 9).

o OH O OH O
v CHO Kat. 10 mol % X X
| + —_— | + :
[ F [ OH [ P OH
OH EWG EWG

EWG

HAC syn anti
(gtéwny)
EWG = 4-NOy, F, Br

Schemat 9. Reakcja aldolowa hydroksyacetonu katalizowana winianami
9-amino-9-(detoksy)alkaloidow chinowca.



Dodatkowymi zaletami prezentowanej metodologii jest fakt, ze w reakcji nie stosuje
si¢ dodatkowego rozpuszczalnika (jest nim acetol), problematycznych reagentéw oraz, ze
izolacja produktow nie wymaga stosowania chromatografii kolumnowej poniewaz W jej
miejsce mozna z powodzeniem zastosowaé ekstrakcje. Dodatkowo uzycie katalizatorow
pochodnych cynchoniny lub chininy daje dostep do obu enancjomerow aldoli, ktorych
konfiguracja absolutna zostata okreslona na podstawie pomiarow dyfrakcji rentgenowskiej.
Nieperfekcyjna wysoko$¢ indukcji asymetrycznej oraz diastercoselektywnos¢ reakcji moze
by¢ tatwo podwyzszona poprzez jednokrotna i powtarzalng krystalizacje aldoli z mieszaniny
octan etylu-heksan. W ten sposob mozna otrzymaé czyste Syn-aldole (50:1 syn/anti)
charakteryzujace si¢ 99% nadmiarem enancjomerycznym z dobra wydajnoscia 35-60% (z
aldehydu). Reakcje te moga by¢ dogodnie prowadzone w duzej skali 1 stanowia atrakcyjna
droge syntezy takich syn-aldoli.

Najwazniejsze osiagniecia pracy

1. opracowanie efektywnego sensora barwnikowego rdznicujacego enancjomery kwasu
winowego.

2. opracowanie nowej metody immobilizacji alkaloidow chinowca (i innych alkinéw) na
zelach krzemionkowych bazujacej na reakcji klik.

3. Otrzymanie nowych faz chiralnych oraz wyjas$nienie wtasciwosci tacznika 1,2,3-
triazolowego w zastosowaniach chromatograficznych.

4. Rozwoj preparatywnej chemii alkaloidow za pomoca reakcji klik.



