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ABSTRACT

Natural and synthetic lactones containing an aromatic ring exhibit a number of
biological properties, e.g. antiproliferative, antifeedant or antimicrobial activity.
This review deals with the synthesis and biological properties of lactones
containing an aromatic substituent in the p-position of the lactone ring. The
described group of compounds includes halolactones, hydroxylactones, unsaturated
lactones and products of reductive dehalogenation of iodolactones. In addition to
chemical transformations, biotechnological methods for obtaining optically active
lactones have also been described, including the use of lipases in the
chemoenzymatic pathway leading to the production of halolactones, kinetic
separation of hydroxylactones in the process of enzymatic transesterification,
microbial hydrolytic dehalogenation of iodolactones and enantioselective
hydrolysis of the lactone ring. The biological activity of the obtained B-aryllactones
was also briefly characterized.

Keywords: lactones, chemoenzymatic synthesis, absolute configuration,
antiproliferative activity, antifeedant activity

Stowa kluczowe: laktony, synteza chemoenzymatyczna, konfiguracja absolutna,
aktywnos¢ antyproliferacyjna, aktywnos$¢ antyfidantna
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WPROWADZENIE

Laktony stanowia jedna z najliczniejszych grup zwiazkow spotykanych
w przyrodzie. S wtornymi metabolitami roslin [1], owadow [2], mikroorganizmow
[3,4]. Naturalne i syntetyczne laktony sa czesto nosnikami przyjemnych zapachow
[5,6], a wigkszo§¢ z nich charakteryzuje si¢ wlasciwosciami biologicznymi, np.
aktywnoscia antyfidantnag [7,8], przeciwdrobnoustrojowa [9,10] czy cytostatyczna [11].
Petnig czgsto role feromondéw u zwierzat [12,13] i mikroorganizmow [14].

Interesujace wlasciwos$ci biologiczne stwierdzono dla laktonéw zawierajacych
pier§cien aromatyczny. Wykazuja one m.in. dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne
[15], przeciwbakteryjne [16], przeciwgrzybicze [17], przeciwwirusowe [18]. Szeroko
opisana jest ich aktywno$¢ cytostatyczna wzgledem komodrek nowotworowych [19-21].
W tej grupie laktondw na uwage zashuguja y i d-laktony z podstawnikami
aromatycznymi w pozycji B. Seri¢ takich zwiazkéw, wywodzacych si¢ z naturalnych
aldehydéw aromatycznych, otrzymano takze w Katedrze Chemii Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Oprocz form racemicznych, opracowano rowniez
chemoenzymatyczne i1 biotechnologiczne metody uzyskania ich poszczegdlnych
enancjomerow.

1. B-ARYLO-3-JODO-y-LAKTONY I B-ARYLO-y-JODO-6-LAKTONY

1.1. CHEMOENZYMATYCZNA SYNTEZA OPTYCZNIE CZYNNYCH
JODOLAKTONOW

Zwigzkami wyjSciowymi w syntezie serii laktonow z podstawnikiem
aromatycznym w pozycji B byly naturalne, aromatyczne aldehydy: aldehyd
benzoesowy,  p-metylobenzoesowy,  kuminowy,  2,5-dimetylobenzoesowy
i piperonal (la-e), ktore w pierwszym etapie poddano kondensacji krzyzowej
Claisena-Schmidta z acetonem w §rodowisku zasadowym, otrzymujac odpowiednie
a,B-nienasycone ketony 2a-e. Uzyskane ketony zredukowano nastgpnie przy uzyciu
borowodorku sodu do odpowiednich alkoholi allilowych z uktadem 4-arylobut-3-
en-2-olu (3a-e) (Rys. 1) [22,23].
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Rysunek 1. Synteza racemicznych alkoholi allilowych 3a-e
Figure 1. Synthesis of racemic allyl alcohols 3a-e
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Celem uzyskania jako koncowych produktéw optycznie czynnych laktondw,
w kolejnym etapie syntezy dokonano kinetycznego rozdzialu enancjomeroéw
otrzymanych alkoholi 3a-e w procesie transestryfikacji. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej w Srodowisku eteru diizopropylowego (DIPE),
z zastosowaniem propionianu winylu lub octanu izopropenylu jako donoréw grupy
acylowej. Sposrod testowanych w tym procesie lipaz najbardziej efektywnym
biokatalizatorem okazala si¢ lipaza CAL-B, w przypadku ktorej juz po 1-2 h reakcji
uzyskano enancjomerycznie wzbogacone (S)-alkohole 3a-e i (R)-estry 4a-e
z bardzo wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi (88-99%) i blisko 50%-owymi
wydajno$ciami izolowanymi. Produkty reakcji enzymatycznych rozdzielono za
pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym, a wydzielone estry
zhydrolizowano w $rodowisku zasadowym uzyskujac (R)-alkohole 3a-e. (Rys.2)
[22,24,25].
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Rysunek 2.  Kinetyczny rozdziat racemicznych alkoholi allilowych 3a-e w procesie enzymatycznej
transestryfikacji
Figure 3.  Kinetic resolution of racemic allyl alcohols 3a-e by enzymatic transesterification
Konfiguracje absolutne uzyskanych alkoholi ustalono w oparciu o znang,
empiryczng regute Kazlauskasa, ktora pozwala przewidzie¢, ktory z enancjomerow
alkoholu reaguje szybciej w reakcjach transestryfikacji katalizowanych przez
lipazy. Zgodnie z ta reguta, majacg zastosowanie w przypadku, gdy podstawniki

wokot centrum asymetrii r6znig si¢ wyraznie wielkoscia i przy zatozeniu kolejnosci
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podstawnikoéw ustalonej wg regut pierwszenstwa w porzadku: grupa OH > wickszy
podstawnik (L) > $redni podstawnik (M), wigkszos$¢ lipaz katalizuje preferencyjnie
reakcje transestryfikacji (R)-alkoholi (Rys. 3). W efekcie przypisano konfiguracje
R szybciej reagujacym enancjomerom alkoholi 3a-e i ich estrom 4a-e oraz
przeciwne konfiguracje nieprzereagowanym enancjomerom alkoholi 3a-e.
W przypadku znanych zwigzkoéw 3a, 3b i 3e ustalenia te potwierdzono porownujac
dodatnie znaki skrecalno$ci wlasciwej otrzymanych izomeréw z danymi
literaturowymi. Regule zastosowano rowniez dla nieopisanych wczesniej
w literaturze alkoholi 3¢ i 3d, biorgc pod uwage ich duzg analogie¢ strukturalng do
alkoholi 3a,b,e (Rys. 3), dodatni znak skrecalnoSci wilasciwej wszystkich
enancjomerow uzyskanych po hydrolizie optycznie czynnych estrow 4a-e oraz fakt,
iz estry te otrzymano w reakcjach z udzialem tego samego enzymu

w praktycznie tych samych warunkach reakcji [22].

(+H(R)-3a (+-(R)-3b (+}(R)-3c

g OH
=
M L
(+HR)-3d (+)-(R)-3e

Rysunek 3. Enancjomery (£)-4-arylobut-3-en-2-oli preferowane w reakcjach transestrytikacji
katalizowanych przez lipaz¢ CAL-B zgodnie z reguta Kazlauskasa

Figure 3. Enantiomers of (£)-4-arylbut-3-en-2-ols preferred in CAL-B-catalyzed transesterification
according to the Kazlauskas’ rule
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Kolejnym kluczowym ze stereochemicznego punktu widzenia etapem syntezy byto
przegrupowanie Claisena w ortoooctanowej modyfikacji Johnsona, w wyniku
ktoérego z enancjomerow alkoholi 3a-e otrzymano estry Sa-e. Stereochemia tej
reakcji skutkuje przeniesieniem chiralnoéci z atomu C-2 alkoholu allilowego na
atom C-3 w pozycji benzylowej tworzacego si¢ estru z pelng retencja konfiguracji.
Produktami przegrupowania enancjomerow S alkoholi 3a-e byly zatem estry 5a-e
o konfiguracji S, a z alkoholi o konfiguracji R otrzymano estry o konfiguracji R.
Otrzymane (S)-estry Sa-e zhydrolizowano w §rodowisku zasadowym otrzymujac
kwasy 6a-e o identycznych konfiguracjach i nadmiarach enancjomerycznych
w stosunku do substratow. Kwasy te w koncowym etapie poddano reakcji
jodolaktonizacji za pomoca jodu w jodku potasu, w uktadzie dwufazowym: eter
dietylowy-nasycony roztwér NaHCOs; (Rys.4). Identyczng S$ciezke syntetyczng
zastosowano w przypadku (R)-alkoholi 3a-e [24,25].

0
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Rysunek 4. Trzyetapowa synteza jodolaktonow 7-9a-e z (S)-alkoholi 3a-e
Figure 4. Three-step synthesis of iodolactones 7-9a-e from (S)-alcohols 3a-e

3a-e

W mieszaninach produktéw jodolaktonizacji zdecydowanie dominowaty
produkty 5-exo-cyklizacji, najwyzsza zawartos$cig (40-56%) charakteryzowaty si¢
cis-0-jodo-y-laktony 7a-e, ich izomery trans (8a-e) identyfikowano w ilo$ciach 23-
35%. Reakcja jest kontrolowana kinetycznie, a etapem determinujagcym szybko$é
calego procesu jest atak anionu karboksylanowego na kompleks jod-wiazanie
podwdjne. Preferencja tworzenia izomeru cis wynika z dazenia do minimalizacji sit
odpychania elektrostatycznego w stanie przejsciowym reakcji miedzy pierscieniem
aromatycznym a szybko tworzonym w pierwszym etapie jonem jodoniowym.
Powstale w wyniku 6-endo-cyklizacji trans,cis-y-jodo-6-laktony 9a-e stanowity 15-

24% mieszaniny produktow. Wszystkie jodolaktony otrzymano z bardzo duzymi
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nadmiarami enancjomerycznymi (93-99%), a konfiguracje absolutne ich centréw
chiralnosci potwierdzity analizy rentgenograficzne. Wyniki tej analizy wykazaty, ze
cis-0-jodo-y-laktony 7a-e oraz wyizolowane ftrans,cis-y-jodo-3-laktony 9a,b
otrzymane z S-enancjomerdéw kwasow posiadaty konfiguracje 4R,5R,6S, natomiast
ich enancjomery uzyskano jako produkty laktonizacji kwaséw o konfiguracji R.
Przyktadowe struktury krystaliczne

enancjomerycznych par otrzymanych

jodolaktonow przedstawiono na rysunku 5 [24,25].
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Rysunek 5. Wybrane struktury krystaliczne enancjomerycznych par jodolaktondéw: cis-3-jodo-y-lakton
(4R,5R,65)-7e (A) i jego enancjomer (4S,5S,6R)-Te (B) oraz trans,cis-y-jodo-d-lakton
(4S8,58,6R)-9a (C) oraz jego enancjomer (4R,5R,65)-9a (D)

Figure 5.

Selected crystal structures of enantiomeric pairs of iodolactones: cis-6-iodo-y-lactone

(4R,5R,65)-Te (A) and its enantiomer (45,55,6R)-7e (B) and trans, cis-y-iodo-d-lactone
(4S8,58,6R)-9a (C) and its enantiomer (4R,5R,65)-9a (D)

Z uwagi, iz nie udato si¢ uzyska¢ monokrysztatow trans-6-jodo-y-laktonow
8a-e, konfiguracje ich centrow stereogenicznych ustalono w oparciu o mechanizm

jodolaktonizacji (Rys.6).
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Rysunek 6. Mechanizm powstawania stereoizomerow frans d-jodo-y-laktonéw w reakceji jodolaktonizacji
enancjomerycznych kwaséw 6a-e pokazujacy konfiguracje centréw stereogenicznych
powstatych produktow

Figure 6.  The mechanism of formation of trans -iodo-y-lactones in the iodolactonization of enantiomeric
acids 6a-e showing the configuration of stereogenic centers of the resulting products

Stosujgc wyzej opisang Sciezke syntetyczng z racemicznych alkoholi

allilowych 3a-e otrzymano takze racemiczne cis 6-jodo-y-laktony 7a,b,c,e, trans o-

jodo-y-laktony 8a,b,c,e oraz y-jodo-6-laktony 9a,b [23].

1.2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA RACEMICZNYCH I OPTYCZNIE CZYNNYCH
B-ARYLO-6-JODO-y-LAKTONOW

Otrzymane z racemicznych alkoholi allilowych 3a-e racemiczne cis 6-jodo-
y-laktony z podstawnikiem fenylowym (7a), p-metylofenylowym (7b)
i p-izopropylofenylowym (7¢) wykazywaly dziatanie bakteriobdjcze przeciwko
Proteus mirabilis, laktony 7b 1 7¢ byly dodatkowo aktywne przeciwko Bacillus
cereus. Sposrod testowanych laktonow najwyzsza cytotoksycznos¢ wobec linii
komoérek nowotworowych HelLa i MCF7 oraz normalnej linii komérkowej NHDF
wykazywat lakton 7¢, ktory rowniez w najwigkszym stopniu zaburzat réwnowage
oksydacyjno-antyoksydacyjng w komoérkach linii NHDF. W przeciwienstwie do
laktonu 7¢, laktony 7a i 7b nie wywotywaty hemolizy erytrocytow po 48 h inku-
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bacji. Odmienna aktywnos¢ laktonéw z grupami alkilowymi byta konsekwencjg ich
réznego wplywu na wlasciwosci fizykochemiczne blony komorkowe;j
skorelowanego z budowa podstawnika aromatycznego. Obecno$¢ duzej
objetosciowo grupy izopropylowej w pierScieniu benzenowym powodowata giebsza
penetracje lipidu dwuwarstwy przez lakton 7c¢ i bardziej znaczace zmiany
w organizacji btony takie jak wzrost upakowania w obszarze hydrofilowym oraz
nieznaczny wzrost plynnosci tancuchoéw weglowodorowych [26]. W innych
badaniach lakton 7¢ wykazal wysokg aktywnos$¢ antyproliferacyjng wzgledem linii
Jurkat (linia biataczki T komérkowej cztowieka) [23].

Interesujgce  zaleznosci  wykazano w  badaniach  aktywnosci
antyproliferacyjnej enancjomerycznych jodolaktonéw. Badania przeprowadzono na
czterech wybranych liniach komorek nowotworowych: Jurkat (bialaczka
T komoérkowa cztowieka), D17 (kostniakomigsak psa), GL-1 (ostra biataczka B-
komoérkowa) 1 CLBL-1 (chioniak B-komorkowy). W 42 sposrod 48
przeprowadzonych testow badane zwigzki wykazaly znaczaca aktywno$¢
antyproliferacyjng. Najwigkszy stopien zahamowania proliferacji w stosunku do
wszystkich badanych linii komoérkowych odnotowano dla obu enancjomerow
laktonu 8d oraz izomeru trans-(4S,5R,65)-8e. [zomery trans byly bardziej aktywne
od izomerdéw cis, zalezno$§¢ ta byla wyraznie widoczna dla zwigzkow
z pierScieniem 2,5-dimetylofenylowym oraz 1,3-benzodioksolowym. Oba
enancjomery frans-laktonu wywodzacego si¢ z 2,5-dimetylobenzaldehydu (8d)
wykazaly porownywalnie wysoka aktywno$¢, natomiast wsrod pozostatych
izomeréw trans aktywniejsze byly enancjomery o konfiguracji 4S,5R,6S.
W  przypadku izomerow cis obserwowane relacje migdzy aktywno$ciami
enancjomerow byly zmienne w zalezno$ci od rodzaju podstawnika aromatycznego
1 testowane;j linii komoérkowej [24].

W kolejnych badaniach wybrane aktywne jodolaktony poddano kolejnym
testom celem poznania mechanizmu dzialania tych zwigzkoéw. Cztery stereoizomery
d-iodo-y-laktonu z podstawnikiem p-izopropylofenylowym wykazaly wyzsza
aktywno$¢ wzgledem komorek nowotworéw ukladu limfatycznego w poréwnaniu

z nowotworami sutka. Rowniez w tym przypadku stereoizomery o konfiguracji 45
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posiadaty wicksza aktywno$¢, a najbardziej aktywny okazal si¢ izomer cis-
(45,5S,6R)-7c. Badane zwiazki indukowaly apoptoze komoérek poprzez szlak
zalezny od mitochondriéw i aktywacj¢ kaspaz [27]. Z kolei oba enancjomery trans-
5-(1-jodoetylo)-4-(2°,5’-dimetylofenylo)dihydrofuran-2-onu ~ (8d) powodowaly
apoptoze komorek nowotworowych poprzez obnizenie poziomu ekspresji biatek
anty-apoptotycznych: Bcl-2 i Bel-xL. W zastosowanych w badaniu psich liniach
testowane zwigzki angazowaly takze receptorowa S$ciezke apoptozy poprzez
powodowanie fragmentacji bialka Bid, co dodatkowo wzmacnialo proapoptyczne
dziatanie tych zwigzkow [28].

2. OPTYCZNIE CZYNNE $-ARYLO-6-BROMO-y-LAKTONY I $-ARYLO-
v-BROMO-6-LAKTONY

2.1 SYNTEZA

Z uwagi na wysoka aktywno$¢ jodolaktonéw otrzymanych z 2,5-
dimetylobenzaldehydu, w kolejnych badaniach przedmiotem zainteresowania staty
si¢ ich analogi z atomem bromu [29]. Reakcje bromolaktonizacji
enancjomerycznych kwaséw 6d wykonano z stosujac jako reagent N-bromoimid
kwasu bursztynowego (NBS) w tetrahydrofuranie (THF) w $rodowisku kwasnym.
W  przeciwienstwie do reakcji jodolaktonizacji, w mieszaninie poreakcyjnej
dominowaly (0k.60%) produkty 6-endo cyklizacji czyli trans,cis-y-bromo-6-laktony
10 (Rys. 7).

Odmienna w poréwnaniu z opisang wczesniej jodolaktonizacja
regioselektywnos¢ bromolaktonizacji manifestujaca si¢ przewaga d-laktonow
w mieszaninach poreakcyjnych wynika z faktu, iz jej najwolniejszym etapem,
determinujgcym szybko$¢ reakcji jest w tym przypadku addycja bromu do wigzania
podwojnego. W drugim etapie reakcji odpychanie steryczne i elektronowe miedzy
podstawnikiem arylowym przy C-3 i jonem karboksylanowym utrudnia atak
nukleofila na C-4, sprzyjajac w ten sposob szybszemu tworzeniu pier§cienia
szesciocztonowego. Podczas otwarcia jonu bromoniowego (Rys. 8) tworzy si¢ tylko
jeden stereoizomer vy-bromo-d-laktonu 10 (A). Brak drugiego teoretycznie

mozliwego stereoizomeru (B) wyjasnia analiza jego struktury konformacyjnej. Wy-
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nika z niej, ze w tym stereoizomerze brom i podstawnik metylowy musiatyby zajaé

energetycznie niekorzystne pozycje pseudoaksjalne.

60% 60%

(4R5R.68)10 (45,58,6R)-10
COOH 2 HOOC
= NBS - NBS A
AeOH 15% Br Ao
(S)eéd (4R ,5R,65)11 (R)6d

——

25% Br } B 25%
(4R.58,6R)-12 ! (48,5R,65)1-12

Rysunek 7. Bromolaktonizacja enancjomerycznych kwasoéw 6d
Figure 7. Bromolactonization of enantiomeric acids 6d

P

Ar.

") R NBS

H_oH H THF, AcOH \Ej\

g7 (R)y6d

I I

Rysunek 8. Mechanizm bromolaktonizacji wyjasniajacy tworzenie tylko jednego stereoizomeru §-laktonu na
przyktadzie reakcji kwasu (R)-6d z NBS
Figure 8.  The mechanism of bromolactonization explaining the formation of only one stereoisomer of 8-
lactone on the example of the reaction of (R)-6d acid with NBS
Przewidywane na podstawie mechanizmu bromolaktonizacji konfiguracje

centrow chiralnosci enancjomerycznych y-bromo-6-laktonow 10 potwierdzono

badaniami krystalograficznymi (Rys.9), natomiast dla d-bromo-y-laktonéw 111 12
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zostaly one przypisane na podstawie mechanizmu bromolaktonizacji, analogicznie

jak w opisanym wczesniej procesie jodolaktonizacji [29].

Rysunek 9.  Struktury krystaliczne trans, cis-y-bromo-d-laktonu (4S,5S,6R)-10 oraz jego enancjomeru
4R,5R,6S
Figure 9. Crystal structures of trans, cis-y-bromo-8-lactone (4S5,55,6R)-10 and its enantiomer 4R,5R,6S

2.2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Testy in vitro wykazaly znaczaca aktywno$¢ antyproliferacyjng
uzyskanych zwigzkéw wzgledem linii D17, CLBL-1, CLB70, GL-1 oraz Jurkat,
przy czym najbardziej aktywne byly enancjomery frans &-bromo-y-laktonu 12.
Wyzsza aktywno$¢ obserwowano kazdorazowo w przypadku enancjomeréw
o konfiguracji S na atomie C-4. W badaniach interakcji uzyskanych enancjomeréw
z btonami biologicznymi nie stwierdzono efektu cytotoksycznego tych zwigzkow
wzgledem erytrocytow. Testy przeprowadzone metodami fluorymetrycznymi
wykazaty, iz zwiazki te oddzialuja z blona erytrocytow lokujac sie w jej czesci
hydrofilowej, natomiast nie wykazuja praktycznie zadnego wplywu na obszar

hydrofobowy [29].

3. TRANS B-ARYLO-6-HYDROKSY-y-LAKTONY

3.1. SYNTEZA I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Otrzymane wczesniej z odpowiednich aldehydéw aromatycznych w toku
syntezy racemicznych jodo- i bromolaktonéw racemiczne 7y,5-nienasycone estry

z pier§cieniem fenylowym (5a), p-metylofenylowym (5b) oraz 1,3-benzodioksolo-
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wym (5e) oraz ester zawierajacy podstawnik p-metoksyfenylowy (5f) poddano
laktonizacji z zastosowaniem kwasu m-chloronadbenzoesowego (m-CPBA) oraz

katalitycznej ilosci kwasu trifluoroctowego (Rys.10) [30].

COOEt P 0 2
/@\ m-CPBA, CF;COOH /do ﬁi Jij)\
Ar & > Ar * ’ -
CHCl, N Ar ‘ Artoy
S o OH

5a,b,e,f
13a,b.e,f 14a,b,e,f 15a,b,e,f

Rysunek 10.  Synteza hydroksylaktonow z estrow 5a,b,e,f
Figure 10.  Synthesis of hydroxylactones from esters 5a,b,e,f

W  trakcie reakcji nastgpowata epoksydacja podwdjnego wigzania,
a powstaly produkt posredni byl natychmiast przeksztalcany do mieszaniny
hydroksylaktonow. W kazdym przypadku w postaci czystej otrzymano jedynie
izomery trans p-arylo-d-hydroksy-y-laktonéw (13a,b,e,f), ktére poddano testom na
aktywno$¢ antyfidantng i antyproliferacyjng. Dobra aktywnos$¢ deterentng wobec
owadzich szkodnikéw magazynowych (wolka zbozowego, skoérka zbozowego,
trojszyka ulca) wykazaly hydroksylaktony z podstawnikiem fenylowym i p-
metylofenylowym (13a i 13b). Z kolei ich analogi z pierscieniem dioksolowym
(13e) lub grupa metoksylowa w pierscieniu aromatycznym (13f) wykazywaty
zauwazalng  aktywno$¢  antyproliferacyjng ~ wobec  linii  komdrkowej
kostniakomigsaka cztowieka (U2-OS)[30].

3.2. OTRZYMYWANIE OPTYCZNIE CZYNNYCH TRANS-B-ARYLO-3-HYDROKSY-y-
LAKTONOW

Z uwagi na opisang wyzej aktywnos¢ biologiczng, opracowano dwie
metody otrzymywania enancjomerycznie wzbogaconych trans-B-arylo-3-hydroksy-
y-laktonow 13a,b,e,f. W pierwszej metodzie chemoenzymatycznej zsyntetyzowano

oba enancjomery hydroksylaktonow 13a,b,e,f z wysokimi nadmiarami enancjome-
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rycznymi (73-97%), wychodzac z odpowiednich enancjomerow

y,0-nienasyconych estrow Sa,b,e.f uzyskanych w wyniku przegrupowania Claisena
z enancjomerycznych alkoholi allilowych otrzymanych przy udziale lipaz
w procesie transestryfikacji (Rys.11). Konfiguracje centrow stereogenicznych

zsyntetyzowanych zwigzkéw wyznaczono na podstawie mechanizmu kwasowej

laktonizacji estrow 5a,b,e,f w obecnosci kwasu m-chloronadbenzoesowego [31].

S-laktonow
Ar' 2

T OH (4R5S6R)}-13a,b.e.f

COOEt
CHaC(OER
SCIOEt, /(Am-CPBA, CF4COCH o]
EtCOOH, 138 °C F
oH Ar CHCly "
OH /\/'\ (S)-5a,b,e,f
(Sy3abef
Ar S Ar =
3abef CAL-B o
* )]\/
+ DIPE 0 @ /@
T (R-dabef
S

{4R,5S, 6R €e=90% (4R,58 GR) ee=83%
{4S,5R,68) ee=97% (45,5R 6S) ee=87%

<j©/©

(4R.55,6R) ee—78%
(45,5R,6S) ee=82%

(4R 58, ER) ee=73%
(48 5R.63) ee=82%

(R)-3a,b,e,f

Ar/\A

CH3C(OEt)

EtCOOH, 138 °C

COOEt
= m-CPBA, CFsCOOH
H - =
: HCl
NN N CHCl;
(Ry-5ab,e.f

i [

o]
+ nierozdziclona mieszanina
S-laktondw

A

OH (45.5R6S)-13ab.ef

+ nierozdzielona mieszanina

Rysunek 11. Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconych trans-p-arylo-6-hydroksy-y-
laktonow 13a,b,e,f
Figure 11. Chemoenzymatic synthesis of enantiomerically enriched trans-f-aryl-3-hydroxy-y-lactones

13a,b,e,f

Alternatywna metodg otrzymywania optycznie czynnych trans-p-arylo-o-
hydroksy-y-laktonéw 13a,b,e,f byl katalizowany lipaza kinetyczny rozdziat ich
mieszanin racemicznych w procesie transestryfikacji propionianem winylu jako
donorem grupy acylowej. Najbardziej efektywnym biokatalizatorem tego procesu
okazata si¢ lipaza B z Candida antarctica, ktoérej zastosowanie w skali
preparatywnej po 6h pozwolitlo na otrzymanie nieprzereagowanych (4S,5R,6S5)-
enancjomerow hydroksylaktonow 13a,b,e,f oraz propionianéw ich enancjomeréw
(16a,b,e,f) o konfiguracjach 4R,5S,6R. Wickszos¢ z uzyskanych zwiazkow
wysokimi lub  bardzo wysokimi nadmiarami

charakteryzowata  si¢

enancjomerycznymi (84-98%) (Rys.12) [31].



OTRZYMYWANIE I WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE RACEMICZNYCH LAKTONOW 525

0
S O; + O\/ CAL-B
Ar /Y :
]/ 0 DIPE &H 0O o
13abef O (+)-(4S,5R,65)-13a,b,e,f 6:

(+)-{4R 55,6R)-16a,b,e f

Ar = < o .
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Rysunek 12. Kinetyczny rozdziat trans-p-arylo-6-hydroksy-y-laktonow 13a,b,e,f w procesie enzymaty-
cznej transestryfikacji

Figure 12. Kinetic resolution of trans-p-aryl-6-hydroxy-y-lactones 13a,b,e,f by the enzymatic transeste-
rification

Obie opracowane metody otrzymania enancjomerow trans-p-arylo-o-
hydroksy-y-laktonéw 13a,b,e,f o okreslonych konfiguracjach absolutnych centrow
stereogenicznych, sg kluczowe z punktu widzenia badan zaleznosci: struktura

przestrzenna-aktywno$¢ biologiczna.

3.3. OTRZYMYWANIE OPTYCZNIE CZYNNYCH CIS-B-ARYLO-3-HYDROKSY-y-
LAKTONU W WYNIKU MIKROBIOLOGICZNEJ DEHALOGENACIJI

Atrakcyjnym uzupehlieniem opisanych powyzej metod otrzymywania
optycznie czynnych hydroksylaktondw z pier§cieniem aromatycznym jest proces
mikrobiologicznej dehalogenacji odpowiednich jodolaktonow. W ten sposéb mozna
otrzymac¢ niedostepne opisang wczesniej metodg laktonizacji z udziatem m-CPBA
izomery cis B-arylo-6-hydroksy-y-laktonéw. W badaniach Mazur i wsp. [32]
enancjomeryczne cis-5-(1-jodoetylo)-4-fenylodihydrofuran-2-ony (7a) zostaty
przeksztalcone w  kulturze grzyba strzepkowego Absidia glauca do
enancjomerycznie czystych cis d-hydroksy-y-laktondw 17 (ee=99%) w procesach
hydrolitycznej dehalogenacji (Rys.13). Reakcja zachodzi zgodnie z mechanizmem
substytucji nukleofilowej typu Sn2, zakladajacym atak czasteczki wody na atom
wegla zwigzany z jodem z przeciwnej strony w stosunku do przylaczonego
chlorowca, co prowadzi do odwrocenia konfiguracji na atomie C-6. W efekcie,

z enancjomeru (4R,5R,65)-jodolaktonu 7a otrzymano (4R,5R,6R)-hydroksylakton
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17, a z enancjomeru 4S5,5S,6R jodolaktonu 7a tworzyl si¢ enancjomer 4S,55,6S
hydroksylaktonu 17.

o Q

8 o 8 o
o S, Absida glauca o S
A 4 o 7
z _— = z
iR i8S
< s
0

(4R,5R 65)-7a (4R,5R,6R)-17 (45,55,6R)-Ta (48,55,68)-17

Rysunek 13. Mikrobiologiczna dehalogenacja enancjomerycznych jodolaktonéw 7a prowadzaca do otrzy-
mania obu enancjomeroéw hydroksylaktonu 17
Figure 13. Microbial dehalogenation of enantiomeric iodolactones 7a leading to both enantiomers of hy-

droxylactone 17

Racemiczny substrat byt transformowany z najwyzsza
enancjoselektywno$cia w kulturze Absidia cylindrospora, a optymalizacja
warunkow biotransformacji stwarza nadziej¢ na mozliwy calkowity rozdziat

kinetyczny enancjomerow jodolaktonow w reakcji hydrolitycznej dehalogenacji.

4. p-ARYLO-y-ALKILO-y-LAKTONY — PRODUKTY DEHALOGENACJI
JODOLAKTONOW

4.1. SYNTEZA RACEMICZNYCH B-ARYLO- y-ALKILO-y-LAKTONOW I ICH
AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Kolejng grupa p-arylo-y-laktonéw otrzymang w naszym zespole
badawczym byly produkty dehalogenacji uzyskanych wczesniej racemicznych cis
i trans 8-jodo-y-laktonoéw (7a,b,e,f i 8a,b,e,f) (Rys.14).

Pierwsza grupg stanowily cis i1 trans P-arylo-y-etylo-y-laktony 18a,b,e,f
i 19a,b,e,f uzyskane jako jedyne produkty redukcyjnej dehalogenacji odpowiednich
substratow przy udziale tributylowodorku cyny. Reakcja cis 8-jodo-y-laktonow
7a,b,e,f z DBU dostarczyla kazdorazowo dwoch produktéw: B-arylo-y-etylideno-y-
laktonéw 20a,b,e,f oraz B-arylo-y-winylo-y-laktonow 21a,b,e,f, ktorych proporcje
w mieszaninie reakcyjnej roznity sie w zaleznosci od budowy czesci aromatycznej
substratu. Byly one wynikiem przebiegu przestrzennego eliminacji czasteczki HI
z udziatem duzej objctosciowo zasady jaka jest DBU. Ten rodzaj eliminacji

przebiega zgodnie z mechanizmem E2 i generalnie preferuje powstanie bardziej
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trwalego termodynamicznie produktu z egzocyklicznym wigzaniem podwojnym
(laktony 20a,b.e,f). Jednocze$nie jednak reakcja wymaga konformacji
antyperiplanarnej atomu jodu i odszczepianego atomu wodoru, co w przypadku
atomu H-5 wymusza rotacje wokét wigzania C-5-C-6 i przyjecie konformacji
powodujacej elektrostatyczne odpychanie atomu jodu i podstawnika aromatycznego
przy C-4. Te niekorzystne oddziatywanie zwigksza si¢, gdy pierscien fenylowy
zawiera podstawniki przekazujace elektrony do pierscienia. W zwigzku z tym
udziat w mieszaninie reakcyjnej drugiego produktu, y-winylo-y-laktonu (21a,b,e,f),
ktoérego powstanie nie wymaga wspomnianych zmian konformacyjnych, zwickszat
si¢ tym bardziej, im silniej aktywujacy podstawnik znajdowat si¢ w pierScieniu
aromatycznym. W przypadku reakcji jodolaktonu z pierscieniem dioksolowym (7e)
y-winylo-y-lakton 21le nieznacznie przewazal nad y-etylideno-y-laktonem 20e
(Rys.14). Wymagania eliminacji typu E2 skutkowaly rowniez konfiguracja E
podwdjnego wigzania w y-etylideno-y-laktonach 20a,b,e,f [33,34].

o e}

0 [e]
(CaHg)sSnH o o
p G Dau .
e
. . benzen refluks  pf . Ar N\ Ar Ne—

benzen,refluks

Ar AN
18a,b,e,f Ta,bef | 20a,b,e,f 21a,b,e,f
o o 20a 91% 21a8%
(C4Hg)sSnH 20b 70% 21b 30%
0 o 20e 47% 21e53%

benzen,refluks

20f 60% 21f40%
AF Ar
19a,b,e,f 8a,b,e,f |

Rysunek 14.  Synteza nasyconych i nienasyconych B-arylo-y-alkilo-y-laktonéw z jodolaktonow w reakcjach
redukcyjnej dehalogenacji oraz eliminacji

Figure 14. Synthesis of saturated and unsaturated f-aryl-y-alkyl-y-lactones from iodolactones by reducti-
ve dehalogenation and elimination
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Nasycone B-arylo-y-etylo-y-laktony 18a,b,e,f 1 19a,b,e,f uzyskane
w wyniku redukcyjnej dehalogenacji jodolaktonow oraz nienasycone laktony
20a,b,e,f oraz 2la,b,ef, powstale w reakcji eliminacji testowano pod katem
aktywnosci antyfidantnej wzgledem szkodnikow magazynéw zbozowych. Produkty
dehalogenacji byty z reguly bardziej aktywnymi antyfidantami od wyjsciowych
jodolaktonow.  Szczegélnie aktywny okazat si¢ cis y-winylo-y-lakton
z podstawnikiem p-metoksyfenylowym (21f) oraz trans vy-etylo-y-lakton
z niepodstawionym pier§cieniem benzenowym (19a) [33,34].

Zwiazki z podstawnikiem fenylowym, p-metylofenylowym
i benzodioksolowym (18a,b,e-21a,b,e) badano takze pod katem aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej wzgledem szczepow grzybow strzgpkowych z rodzaju
Fusarium. Kluczowym elementem strukturalnym decydujacym o aktywnoS$ci
fungistatycznej okazatl si¢ pierScien benzodioksolowy, a najwigksza aktywnoS$cia
charakteryzowat si¢ trans y-etylo-y-lakton 19e ktoéry ograniczat wzrost szczepow
F. oxysporum, F. avenaceum, F. solani i F. culmorum [34]. Grupe laktondéw
z podstawnikiem p-metoksyfenylowym (18f-21f) poddano testom na aktywnos¢
przeciwbakteryjng. W tej grupie jedynie cis y-etylo-y-lakton 18f znaczaco hamowat
wzrost Gram-dodatnich bakterii Staphylococcus aureus 1 Listeria monocytogenes

[33].
4.2. MIKROBIOLOGICZNA HYDROLIZA B-ARYLO-y-ETYLIDENO- y-LAKTON()W

Skrobiszewski i wsp. [35] przeprowadzili réwniez hydrolize p-arylo-y-
etylideno-y-laktonow 20a,b,e,f stosujac jako biokatalizator szczep Aspergillus
ochraceus AM370. Szybciej hydrolizowane byly (R)-enancjomery substratow,
pozwalajac na otrzymanie enancjomerycznie wzbogaconych nieprzereagowanych
(S)-enancjomerdéw laktonéw. Uzyskane produkty hydrolizy, (R)-hydroksykwasy 22
z nietrwalym ugrupowaniem enolowym tautomeryzowaly do odpowiednich (R)-

ketokwaséw (Rys.15).
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Rysunek 15.  Mikrobiologiczna hydroliza B-arylo-y-etylideno- y-laktonow 20a,b,e,f
Figure 15. Microbial hydrolysis of B-aryl-y-ethylidene-y-lactones 20a,b,e,f

Enancjomeryczna czysto§¢ nieprzereagowanych laktonéw byta Scisle
zwigzana z rodzajem podstawnika arylowego, przy czym najwyzszy nadmiar
enancjomeryczny (ee=77%) otrzymano dla zwigzku posiadajacego niepodstawiony
pierScien benzenowy (20a). Wszystkie laktony, zaréwno racemiczne, jak
i enancjomerycznie wzbogacone, a takze produkty ich hydrolizy wykazywaty r6zna
aktywno$¢ deterentng wobec ple$niakowca 1$nigcego, co bylo uzaleznione od
budowy zwigzku i stadium rozwojowego owada. Szczegoélnie silnym antyfidantem
okazat si¢ y-etylideno-y-lakton z p-metoksypodstawionym pier§cieniem fenylowym
(20f), zarbwno w postaci racemicznej, jak i enancjomerycznie wzbogaconego
izomeru S. W przypadku laktonu 20a stwierdzono wpltyw konfiguracji centrum
stereogenicznego na aktywno$é, wzgledem osobnikéw dorostych plesniakowca
I$nigcego bardziej aktywny byt lakton racemiczny niz jego (S)-enancjomer, wobec
larw tego owada zalezno$¢ byla odwrotna. Mozna zatem przypuszczaé, ze w tym
przypadku (S)-enancjomer jest bardziej aktywny wobec larw, a (R)-enancjomer jest

lepszym antyfidantem wobec postaci dorostych [35].
UWAGI KONCOWE

Opracowane $ciezki syntezy laktondéw zawierajacych podstawnik aromatyczny
w pozycji p pozwalaja na otrzymanie nie tylko racemicznych, lecz réwniez optycznie
czynnych laktonéw o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej. Wykazuja one akty-
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wno$¢ antyfidantng, przeciwdrobnoustrojowa, jednak najwicksze nadzieje wigzaé
nalezy z ich aktywnoscig antyproliferacyjna w kontekécie potencjalnego zastosowania
jako sktadnikow preparatow przeciwnowotworowych. Z tego wzglgdu badania tych
zwigzkow obejmuja réwniez ich interakcje z btonami komoérkowymi. Szczegdlnego
znaczenie nabiera takze mozliwo$¢ badania zaleznosci aktywnos$ci biologicznej tych
zwigzkoéw od konfiguracji ich centrow stereogenicznych. Nalezy wigc spodziewaé si¢
dalszych badan zar6wno nad otrzymaniem poszczegolnych enancjomerow [3-
arylolaktondéw metodami biotechnologicznymi (biotransformacje z udzialem
oczyszczonych enzymow lub calych komoérek drobnoustrojow), jak i kompleksowych

badan odziatywan: aktywny zwiazek-docelowa komorka.
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