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Pawet KAFARSKI*

FOSFONOPEPTYDY — SYNTEZA | STEREOCHEMIA

Opisano réznorakie aspekty syntezy fosfonopeptyddéw, to jest pepty-
déw zawierajacych P-teminalne kwasy aminofosfonowe. Wolne kwasy a-
minofosfonowe nie sg dobrymi substratami w tych syntezach, gdyz re-
akcji acylowania grupy aminowej towarzyszy reakcja uboczna - acylo-
wanie anionu fosfonianowego, co powoduje nieefektywne zuzicie od-
czynnika acylujacego. Dobrymi substratami sa natomiast estry diety-
lowe i difenylowe kwaséw aminoalkanofosfonowych. Uzywajac tych e-
stréw jako substratéw, metodsg mieszanych bezwodnikéw otrzymano po-
nad 150 fosfonopeptydéw. Opisano takze cztery sposoby otrzymywania
diastereomerycznych fosfonodipeptydéw. Najefektywniejszy okazal
sie rozdzia: mieszanin diastereomerycznych fosfonodipeptydéw za po-
mocg chromatografii jonowymiennej.

1. WSTEP

Kwasy aminoalkanofosfonowe 1] (kwasy aminofosfonowe) sgq analogami
aminokwaséw 2, ktérych grupa karboksylowa zostata zastgpiona grupg fos-
fonowq lub podobng (fosfinows, fosfonawq itp.). W tej pracy bede usywal
prostszej nazwy - kwasy aminofosfonowe - ktéra jest powszechnie stosowa-
na w literaturze zrédiowej.

H¥-CH-PO5H, HN~CH~CO0H
R R
a 2

Juz w latach czterdziestych Chavane (1] rozwazal mozliwosé wyste-
powania tych polgczeh w przyrodzie. Dokonal on tei syntezy kilku kwasdw
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aminofosfonowych i zbadair ich podstawowe wiasciwosci fizykochemiczne
(21-(53.

Pierwszy kwas aminofosfonowy w Zywym organizmie znalefli przypad-
kowo w roku 1959 Horiguchi i Kandatsu (6], zajmujgcy si¢ szczegdlowg a-
nalizg sktadu chemicznego pierwotniakéw przewodu pokarmowego przezuwa-—
c¢zy. Poddali oni hydrolizie surowg frakcje¢ lipidowq mieszaniny pierwot-
niakéw pobranych ze Zwacza owecy i wyodrebnili oraz zidentyfikowali nowy
aminokwas 3. Odkrywcy nazwali go ciliatyna, aby podkreslié, e zostal
on wykryty po raz pierwszy w pierwotniakach nalezacych do gromady Cilia-
ta (orzeski). Nazwa ta przyjeta si¢ w literaturze, chociaz czgsciej sto-
suje sie¢ nazwe chemiczng tego zwiazku - kwas 2-aminoetanofosfonowy 1lub
skrét 2-AEP (od angielskiego 2-aminoethylphosphonic acid).

HN-CH,CH,-POH,
2

Badania prowadzone w nastepnych latach wykazaly, %e aminokwas ten
Jest dosé rozpowszechniony w przyrodzie, w tym takie w organizmach wyz-
szych. Spis orgenizméw, w ktérych wykryto ciliatyn¢ i inne zwigzki 2z
wigzaniem fosfor-wegiel oraz réizne aspekty aktywnosci biologicznej natu-
ralnych i syntetycznych kwaséw aminofosfonowych mozna znaleZé w opubli-
kowanych niedawno monografiach ([7)-[9). Cliliatyna wystgpuje w formie
niezwigzanej lub jako sktadnik lipidéw, zwanych fosfonolipidami (obszer-
ny i1 aktualny przeglad literatury na ten temat opublikowal Moschidis
(10]). Stwierdzono réwnies, %e stanowli ona skladnik polisacharydéw i
biatek. Ten ostatni fakt zachecii mnie do podjecia w roku 1972 préb syn-
tezy peptydéw 4 zawlerajacych kwas 2-aminoetanofosfonowy [11]). Problem
ten byl przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej.

HZN-?H-CONH-CH
R

2CHz-P03H2

4

W czasie, gdy rozpoczynatem badania, byto opublikowanych zaledwie
kilka prac dotyczgcych syntezy peptydéw zawierajacych P-terminalne kwa-
sy aminofosfonowe (12]-(16]; opisano zaledwie dwa calkowicie odblokowa-
ne peptydy - fosfonowy analog glicyloglicyny 5 [16] i peptyd & [415]

H2N-CH2-CONH-CHZHP03H2

2
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|
0=C—N—CH2qP03H2

J J
R
I s
Znane byty takze bardzo specyficzne amalogi 7, w ktérych N-koncowa

grupa aminowa dipeptydu zostaia zastgplona grupg fosfinowg [17]). Jest
to jedyna publikacja dotyczgqca tego typu analogii

H2P-CH2-CONH-?H—COOH

2z

Opisano tez kwas N-fosfonoacetylo-L-asparaginowy 8 (PALA), silny
inhibitor karbamoilotransferazy asparaginianowej (18] i jeden z pierw-
szych inhibitoréw skonstruowanych jako analog stanu przejéciowego reak-
cji enzymatycznej. Synteza tego zwigzku wymagala rozwigzania tych sa-
mych probleméw wynikajgcych ze specyficznych wtasciwosci grupy fosfono-
wej, ktére wystepujg podczas syntezy fosfonopeptydéw

B ,03P~CH ,~CONH~CH~COOH
CH,COOH
2
8

# roku 1972 odkryto fosfinotricyloalanyloalaning 9 (bialafos), an-
tybakteryjny peptyd produkowany przez Streptomyces viridochromogenes
(19]) i Streptomyces hygroscopicus ([20]-(22]. Jest to fosfonopeptyd, w
ktérym grupa fosfonowa usytuowana jest w grupie bocznej taficucha pepty-
dowego, zastepujac y-karboksylowg reszte kwasu glutaminowego. Poznano
tez mechanizm dziatania tego antybiotyku polegajacy na aktywnym trans-
porcie peptydu przez biony komérkowe bakterii, wewngtrzkomérkowej hydro-
lizie wigzania peptydowego i uwolnieniu fosfinotricyny 10, ktéra silnie
hamuje aktywnos¢ syntetazy glutaminy, powodujac toksyczny dla bakterii
wzrost poziomu amoniaku w komérce.

H 2N -(FH-CON H-(lIH-CONH-(I)H'-C OOH H 2N -(.JH-COOH
CHp CH3z CHs CHp
CHp CH
0=P-~CHj 0=P-CH3

OH 9 bH 10



Mechanizm polegajgcy na aktywnym transporcie, wewnatrzkomérkowej
hydrolizie i uwolnieniu toksycznego aminokwasu jest ogbélny dla wszyst-
kich antybiotykéw, ktére se krétkimi peptydami. Fekt ten jednak wyjas-
nilto dopiero stwierdzenie aktywnoéci antybakteryjnej i poznanie mecha-
nizmu dziatania syntetycznego antybiotyku alafosfaliny 11 (23). Peptyd
ten jest aktywnie transportowany przez blong komérkowg bakterii, hydro-
lizowany w komérkach, a uwalniany kwas 1-aminoetanofosfonowy (fosfonowy
analog alaniny) jest silnym inhibitorem racemazy alanylowej - enzymu,
ktéry dostarcza bakteriom D-alaniny niezbgdnej do budowy &Sciany komdrko-
wej.

H,N-CH-CONH~CH~PO3H,,
CHj CHy
a1

Odkrycie alafosfaliny wywotalo znaczny wzrost zainteresowania fosfono-
peptydami zawierajacymi P-terminalne kwasy aminoalkanofosfonowe. Zainte-
resowanie to wyraza si¢ znacznym wzrostem liczby prac dotyczgcych synte-
zy tych potaczen i badania ich aktywnosci biologicznej.

W roku 1972 Yamauchi (24), a w rok pbézniej Martell [25] opisali
peptydy 12 zawlerajace N-terminalne kwasy aminofosfonowe. Peptydy te,
uwazane za clekawostke chemiczng, zyskaly znaczenie w roku 1981, kiedy
to Jacobsen i Bartlett (26], [27] zaprojektowali i zsyntezowali inhibito-
ry 13 karboksypeptydazy A nalezgce do tej klasy zwigzkéw. W zwigzkach
tych fragment fosfonamidowy nasladuje utozenie atomdéw wokoél tetraedrycz-
nego atomu wegla produktu posredniego 14 enzymatycznej hydrolizy wigza-
nia peptydowego.

]
X-NH-CH-P-NH~CH~-COOR?
|

I
R OrR' g
a2
| 'l
2~NH~CH~P~NH~CH~COOH Z-NH~CHp~C-NH~CH~COOH
H R OH R
o J-] a4

Odkrycie to spowodowaio wzrost zainteresowania fosfonopeptydami zawiers-
Jacymi ugrupowanie fosfonamidowe, czego wynikiem byto otrzymanie inhi-
bitoréw karboksypeptydazy A (28], enzymu konwertujgcego angiotensyne

(29],[30], enkefalinazy [30), kolagenazy [31), chymotrypsyny [32] i ter-



molizyny (33). Mimo duzej labilnosci wigzania fosfor-azot udato si¢ o-
trzymaé tez takie fosfonopeptydy (na przyktad 15 i 16), z ktérych usu-
nieto wszystkie grupy oszaniajqce. Sg to inhibitory enzymu konwertujg-
cego angiotensyne [29] i1 enkefalinazy ([30). Te ostatnie zawierajg kwas
aminofosfonowy w Srodku tancucha peptydowego. Pierwsze doniesienie o
mozliwosci syntezy takich poigczehr ukazazo sie w roku 1975 (34].

0
i
H2N-?H-P—NH—CH-CON l

N
CH, “oH CH
2 3 coon

a5

I}
H N-CH-CONH-CH,-CONH-CH.,~P-NH-CH-CONH-CH-COOH
i 2 2 | ]
CHp 6H ?HZ ?Hz

CH
o
CH5 CH3

Do koneca roku 1987 opublikowano ponad 300 prac opisujgcych metody
syntezy fosfonopeptydéw i ich wtasciwosci biologiczne. Szczegbdiowe omébd-
wienie zawartych w nich informacji przekracza ramy tej pracy i jest nie-
celowe, gdyz wiekszo$é pozycji z literatury obejmuje napisana przez dr
Barbare Lejczak, prof. Przemystawa Mastalerza oraz przeze mnie praca
przegladowa [35], w ktoérej zawarlismy informacje opublikowane do poiowy
roku 1984. Waznlejsze prace opublikowane po tym okresie zostang oméwio-
ne w dalszych czesciach monografii.

W niniejszej pracy przedstawione zostang wyniki poszukiwan pros-
tych i efektywnych metod syntezy fosfonopeptydéw 16, zawierajgcych
P-terminalne kwasy aminofosfonowe.

OH
16

H2N-(I2H-CONH—(l)H-PO3H2
R r1
a6
Badania te zostaly podjete gtodéwnie z dwdéch powoddw. Pierwszym z nich
byr fakt, ze w wyniku odkrycia alafosfaliny dokonano syntezy i zbadano

aktywno$é antybekteryjng ponad 300 peptydow (23],([36])-(39]), w ktérych
zachowano P-koncowe fosfonowe analogi alaniny i glicyny, zmieniajac je-
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dynie N-kohcowy, transportujacy fragment peptydu; natomiast prawie wca-
le nie poswiecano uwagi modyfikacjom fragmentu P-terminalnego. Wiedzsc,
#ze kwasy aminofosfonowe sa inhibitorami wielu enzyméw wazﬁych dla pra-
widtowego wzrostu bakterii [9), postanowilismy zbadaé, w jaki sposéd
zmiany struktury chemicznej aminofosfonianu wpiywajg na aktywnosé anty-
bakteryjna peptydéw 16. Drugim powodem prowadzenia tych syntez byto za-
lozenie, %e brak herbicydowej aktywnosci kwasé4w aminofosfonowych moze
byé wynikiem tego, iz nie sg one transportowane w tkankach rosliny.
Zwigzanie aminofosfonianu w tancuchu peptydowym wydawato sie sposobem
na przeniesienie go do miejsc dziatania w roslinie. I rzeczywiscie,
fosfonopeptydy 16 okazaly si¢ interesujgacg klasg nowych syntetycznych
fitohormonéw. W zwigzku z tym, Ze gié4wnym powodem poszukiwahr metod syn-
tezy tych peptydéw byly problemy biologiczne, stosunkowo niewiele uwagi
poéwieciiem badaniom metodycznym, to jest doborowi odpowiednich grup
chronigcych, metodom ich wprowadzania i usuwania czy badaniu wpiywu u-
2ytych reagent6w (amin, czynnikéw kondensujacych, dodatkéw) i rozpusz-
czalnikéw na wydajnos¢ syntezy fosfonopeptydéw. Sporo wysitku wiozyiem
natomiast w préby otrzymania diastereomerycznych peptydéw 46, gdyz bada-
nia biologiczne naleiy wykonywaé z usyciem zwigzké4w o zdefiniowanej ste-
reochemii.

2. SYNTEZA FOSFONOPEPTYDOW ZA POMOC4 WOLNYCH KWASOW AMINOALKANOFOSFONO-
WYCH JAKO SUBSTRATOW

Peptydom 16 zawlerajacym P-terminalne kwasy aminofosfonowe poswig-
cono w literaturze znacznie wigcej uwagi niz innym kategoriom fosfono-
peptydéw.

Mimo %e estry diaslkilowe kwaséw aminoalkanofosfonowych sg produk-
tami podrednimi w syntezach tych kwasbédw, estry te sgq zwykle trudne do
wydzielenia z mieszanin poreakcyjhych i by¢é moze dlatego opisano stosun-
kowo niewiele metod ich otrzymywania (40]). Z drugiej strony kwasy amino-
fosfonowe sSa zwigzkami latwo dostepnymi i dlatego wydawato sig¢, Ze a-
trakcyjng metoda syntezy peptydéw 16 jest zwykle acylowanie tych kwasoéw.

X-NH-?H-COI + H?_N-?H-PO}HZ-————--X-NH—CIJH-CONH—CH-POBH2
R R R R
usunigcie grupy

~ ostaniajgce]
funkcje¢ aminowg

HoN~CH~CONH-CH~POH,,
R r?
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Okazuje sie, %e przeprowadzenie tej prostej reakcji nastrecza wie-
le trudnosci, a jej wydajnosci sg z reguly umiarkowane lub niskie., Zado-
walajgce wyniki osiggano jedynie acylujgc fosfonowe analogi glieyny, a-
laniny i p-alaniny. Podobne trudnosci obserwowano podczas wprowadzania
grup ostaniajacych: benzyloksykarbonylowej i chloroacetylowej do czgs-—
teczki kwasu aminofosfonowego.

Podjete przeze mnie, jeszcze w pracy doktorskiej, proéby otrzymania
peptydéw 16 zawierajacych ciliatyne w reakcji acylowania soli magnezo-
wej tego aminokwasu chlorkami ftaliloaminokwaséw 17 wykazaly interesujg-
ca zaleznosé wydajnosci reakcji od budowy czynnika acylujgcego [11].

0
N-CH-COCL  + HN-CH,CH,-POsH,
R
0
a7z 32
MgO/H,0
0
[::::I::::;N—QH-CONH-CHZCHE-P05H2
(R
a8

Ot6%, zadowalajgce wydajmosci ftalilopeptydéw 18 osiggnalem, gdy sub-
stratami bytry chlorki ftaliloglicyny (17: R=H, wyd. 65%) i ftaliloala-
niny (12: R=CHz, wyd. 55%). Uzycie chlorku ftalilofenyloalaniny daio
produkt 18 (R=CH206H5) b4 wzdajnoéciq 10%, a reakcja aczlowenia chlorka-
mi ftalilowaliny (17: R=Pr™) i ftaliloeucyny (17: R=Bu") w ogble nie
przebiegia.

Podobny efekt obserwowaiem acylujqc sole sodowe kwaséw aminofosfo-
nowych metoda mieszanych bezwodnikéw w mieszaninie dioksan-woda wediug
procedury opisanej przez Martella i wspéipracownikéw (251, (41].

0 o 0
-?H—g-o-g—OEt + HEN-?H—(CHZ)n-PO5H2
o R r?
N32005/dioksanIH20
0
N-?H-CONH-?H—(CHE)n—P05H2
o R R1

19
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Tq metodg udalo si¢ uzyskaé¢ z dobrymi wydajnosciami ftaliloglicylocilia-
tyne (19: R=R1=H, n=1, wyd. 63%), kwas 1-(N-ftaliloglicyloamino)etano-
fosfonowy (19: R=H, R1=CH3, n=0, wyd. 54%), kwas (N-ftaliloalanyloamino)
benzylofosfonowy (19: R=CHj, R1=06H5, n=0, wyd. 42%) i peptyd 20 (55%
wydajnosei).

0 0
Z ]
| N~CH,,~CONH~CH,CH,~P-C¢Hy
N 6H
0
2

Ewas 1-(N-ftaliloalanyloamino )-3-metylopropanofosfonowy (19: R=CH3, R1=
=Pr1, n=0) powstawal z wydajnoscig 20%, uzycie zas$ ftalilowaliny i fta-
liloleucyny nie dalo produkté/w acylowania, a odzyskiwalem jedynie sub-
straty.

Identyczne rezultaty otrzymatem acylujac ciliatyne (11] i kwas ami-
nobenzylofosfonowy estrami p-nitrofenylowymi ftalilo- i karbobenzoksy-
aminokwasow.

X-NH-?H—COO—@—N 0 > * HZN —(l.‘,H- ( CH, ) n-PO 3H2

R R
Et N

X—NH—?H—CONH—?H-(CHz)n—PO3H2
R R1

21

Dipeptydy 21 zawierajgce N-koncowe: glicyn¢, alaning i B-alanine powsta-
waty z wydajnoSciami 30-60%. Nie udaio sig¢ natomiast otrzymaé peptydédw
waliny i leucyny.

Obserwacji tych dokonaiem realizujgc prace¢ doktorskg.

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze wolne kwasy aminofosfonowe nie sg
dobrymi substratami w syntezie ich P-terminalnych peptydéw, a wydajnosé
reakcji acylowania tych kwaséw zmniejsza sie¢ wraz ze wzrostem objetosci
grupy R czynnika acylujacego lub grupy R’l czynnika acylowanego i to
niezaleznie od metody tworzenia wigzania amidowego.

Przyczyne niepowodzenia syntez polegajgcych na acylowaniu kwasédw
aminofosfonowych wyjasnit Soroka (42], (43]). Stwierdzil on, ze reakcja
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konkurencyjng do acylowania grupy aminowej jest acylowanie anionu fos-
fonianowego, w ktérego wyniku powstaje mieszany bezwodnik 22.

0
> ]
R€-COX + H,N-CH-P-0"~
I, 1
R1 O_

2 -2 b 2
R°-CONH-CH-POZ"  + HoN-CE-P-0-C-R
|
R1 R O_

22

Jezeli grupa aminowa Jjest tatwo dostg¢pna, a czynnik acylujacy nie
zawiera zawady przestrzennej, to tworzenie niesymetrycznego bezwodnika
nie ma wigkszego wplywu na wydajnos¢ acylowania bez wzgledu na to, czy
kwas aminofosfonowy jest acylowany bezpoérednio, czy tez bezwodnik 22
Jest produktem przejsciowym tej reakcji. Sytuacja zmienia si¢ radykal-
nie, gdy zwieksza si¢ zatloczenie przestrzenne wokéi grupy aminowej lub
w reszcie acylujacej. Wowczas reakcja acylowania grupy fosfonowej moze
byé nawet jedyna reakcjg, a powstaty bezwodnik 22 reaguje dalej, dajac
produkty reakcji hydrolizy lub pirofosfonian.

H.,0/OH™
2 - _CH-PO=2 - S
H,N (|:H PO + R<C00
r1
r1
0 o0 I - 0o o
o, H,N-CH-PO} oo
H,N-CH-P-0-C-R » H,N-CH-P-0-P-CH-NH
Lo L1\, 2
R1 O_ RT0_ O_R
R®—C-NH-CH
I |
0o R

Mozliwe jest takie dysproporcjonowanie mieszanych bezwodnikéw kar-
boksylowo-fosfonianowych, znana z literatury (44) reakcja, ktéra w tem-
peraturze pokojowej przebiega wolno i nie powinna stanowié¢ konkurencji
dla dwéch pozostailych. Ze tak byé nie musi, swiadczg wyniki acylowania
fosfonowego analogu 23 leucyny chlorkiem benzyloksykarbonylowym 24.
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C6H50H200001 + HZN-?H—P03H2

28 c,
_CH_
cl; “cBy

23
0
I
CgflsCHa0~C-NE-GH~FO,
‘lmz
CH, CH,
22

Wydajnosé acylowania, praktycznie niezaleina od sposobu utrzymywania
srodowiska zasadowego (kontrolowane dodawanie rozwtoru wodorotlenku so-
du, uzycie roztworu kwasnego weglanu czy tez uzycie tlenku magnezu),
silnie zmienia si¢ w zaleznosci od czasu mieszania reagenté4w po dodaniu
catej porcji chlorku. Gdy reakcje¢ przerwaé¢ po dwoéch godzinach (tj. pro-
wadzié¢ jg wedlug standardowe] procedury wprowadzania grupy benzyloksy-
karbonylowej do czgsteczki aminokwasu), wéwcezas otrzymuje sig¢ produkt

z wydajnoscig niespeina 15%. Przediuzenie czasu reakcji do 12-14 godzin
powoduje znaczny wzrost wydajnosci (nawet do 50%). Swiadczyloby to, ze
w tym przypadku przebiega wolna reakcja dysproporcjonowania acylofosfo-
nianu 22, ktéry jest zaskakujgco trwaly w warunkach reakcji.

2.1. Konwersja kwaséw aminoalkanofosfonowych w ich estry dietylowe

Wolne kwasy aminofosfonowe nie sa dobrymi substratami w syntezie
fosfonopeptydéw. Znacznie lepsze wyniki uzyskuje sie stosujac ich estry
dialkilowe lub difenylowe, ktére otrzymuje si¢ za pomoca kilku ogélnych
metod, gdy substratami sg aldehydy, ketony lub kwasy karboksylowe [(40].
Aby zsyntezowaé¢ estry kwasé/w aminoalkanofosfonowych o bardziej skompli-
kowanej budowie, trzeba czesto uzy¢é specyficznych, zlozonych procedur
preparatywnych. Problem ten rozwigzaioby znalezienie prostej i wydajnej
metody bezposredniej estryfikacji tych kwaséw, jednak metoda taka nie
jest dotychczss znana. Popularnie stosowane czynniki estryfikujgace zwy-
kle albo nie reagujg z grupg fosfonowg, albo reaguja, dajgc jednoczes-
nie produkty niepozgdanych reakcji z grupg aminowa (na przyktad diazo-
alkany przechodzg w N-alkiloaminofosfoniany dialkilowe).

Wszystkie opisane w literaturze metody calkowitej estryfikacji
grupy fosfonowej sg skuteczne tylko wtedy, gdy substratami sg N-chronio-
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ne kwasy aminofosfonowe. Tak wigc ich otrzymywanie jest procesem wielo-
stopniowym i wymaga wykonania trzech reakcji: acylowania grupy aminowej
(co jest zwykle trudne do przeprowadzenia z wysokg wydajnoscig), estry-
fikacji otrzymanej pochodnej i selektywnego usuniecia grupy chronigcej
funkecje aminowg.

Poniewaz znaslezienie metody estryfikacji aminofosfonianéw, w kto6-
rej grupa aminowa nie ulegataby zadnej przemianie, wydawaio si¢ niemoz-
liwe, zwrdéciliem uwage na prostg procedure estryfikacji aminokwasdéw opra-
cowang przez Arendta i Koiodziejczyka [45]. Polega ona na utworzeniu za-
sady Schiffa mig¢dzy solg sodowg aminokwasu a ascetylooctanem etylu i al-
kilowaniu otrzymanej soli 26 halogenkami alkilowymi lub siarczanem di-
metylowym.

0 r1
1 |
CH;~C~CH,~COOE® +l H,N-CH-COONa
CH §1
“C=N-CH-COONa
Et00C—CH,
2
R°X
CH
\ 2 H20 2
C=N-?H—COOR —=— H,N-CH-COOR
|
E00C~CH,, 51 1

Metode te probbowatem zastosowaé do otrzymania estréw kwasu 1-aminoeta-
nofosfonowego. Nie uzyskalem jednak spodziewanych wynikéw, a jedynie w
przypadku uzycia siarczanu dimetylowego jako Srodka alkilujgcego udato
si¢ otrzymaé¢ ester dimetylowy tego kwasu z wydajnoécip zaledwie 23%.

Efektywna okazata sie¢ natomiast inna metoda, polegajgca na ogrze-
waniu roztworéw kwaséw aminofosfonowych w ortomréwczanie etylu. Jedno-
czefnie z estryfikacjg grupy fosfonowej biegnie formylowanie grupy ami-
nowej. Otrzymane (N-formyloamino)alkanofosfoniany dietylowe 28 tatwo
przeprowadzié w wodoroszczawiany estrow dietylowych kwaséw aminofosfo-
nowych (szczawiany w odréznieniu od halogenowodorkéw sg krystaliczne).

Wyniki zestawione w tabeli 1 wykazuja, zg oba etapy reakcji bieg-
ng zwykle z duzg wydajnoscia. Jedynie w przypadku fosfonowych analogéw
glicyny (27: R'=R%=H, RP=OH, n=0) i alaniny (27: R'=H, R2=CH5, R7=0H,
n=0) wydajnoéé¢ pierwszej reakcji jest umiarkowana i odzyskuje si¢ nie-
przereagowany substrat.

Wybrane jako substraty kwasy aminofosfonowe reprezentuja dos¢ sze-
rokg game modyfikacji strukturalnych, obejmujgc réwniez i takie, kto-
rych estry nie zostaly dotychczas opisane.



14
1 p3

R" R 1
( | ,  HC(OEt)y O R' R
H,_N-(CH,) n—C':-P=o /c-m—(cna) n-clz-p=o

\ N
R2 ‘OH H R OEt

4

27 28
1. HC1/CH;OH

2. CHC13/K2003

3. (COOH)Zleter dietylo-
wy
; B! R
COO™H,N-(CH,) =C-P=0
| 3 2'n 1N\
COCH R2 OEt

2

Tabela 1
Wodoroszczawiany aminoalkanofosfonianéw dietylowych i aminoalkanofos-
finianéw etylowych otrzymane w reakcji z ortomréwczanem etylu

R1 32 R3 R4 WydaJnoéé - Wydajnosé | Temperatura

n 28 29 topnienia 29
(%) (%) (°c)
BE| H |om|oEt| 0 36° 62 121-22
H| B |Bt |Bt | O 100 69 104-6
H | Me |oH|OEt| O 55° 72 101-3
H|Me |Pn|Pn | 0O 93 86 136-39
H | pri|om|OEt] O 77 71 118-19
Me | Bt |oH |oEt| O 100 78 68-69
Me | pri| om |oEt| 0 93 72 124-25
pr®| pr® | ou | 0Bt | 0 8ol 82 olej
= (CH,),-| ou | oEt| o 99 21 82-83
TI_P—h‘L oH | oEt ]| 1 e 50 131-32

§ Produkty sa gestymi olejami.

o Odzyskiwalem kwas aminometanofosfonowy z wydajnoscig 64%.
Odzyskiwalem wyjSciowy kwas 1-aminoetanofosfonowy z wydaj-

a noscig 45%.
Odz¥akiwalem wggéciowy kwas amino(dicyclopropylo)metano-
fosfonowy z wydajnoscig 10%.

Produkt nie by izolowany.



15

Warto tez zauwazyé, ze w reakcji tej nie ulega estryfikacji grupa
karboksylowa N-~fosfonometyloglicyny, co umozliwilo zastosowanie otrzyma-
nej pochodnej 30 do syntezy nie znanej dotgqd N-fosfonometyloglicyloala-
niny (31).

CHC00R  po(ope), A CHAO0OH H-Ala-O0Bz
Mastsiduiniielel- N
AN 7N\
CH,~PO,, H CH,POEt,,
20
CH CH
| 2 | 3
0  CH,-CONH-CH-COOBz ./ cop _ CH ,~CONH~CH~COOH
C=N —_—
“\cH,PO,Et N\CH_POH
2PO0sES, 2P0zt
31 [t.top.=208-10 °C,rozkz.,

[1595=-34° (c 1, woda)]

Otrzymane szczawiany 29 wykorzystaiem do syntezy peptydéw 16
(tab. 2) wedlug standardowej procedury, ktéra zostanie opisana szczegb-
Xowo w nastepnym rozdziale:
Tabela 2
Fosfonopeptydy 16 otrzymane ze szczawiandéw 29

. A 1z2 | 23l. Wydajnosé §§§§§2iggfa . 1[:322221e)
(%) (°¢) (©)
H (Gly) H|H oH|o 65 221-23 -
H (Gly) H|H Et| O 32 24244 -
(Pro) H | Me ozl o 48 278-81 -40
Me (Ala) H | Me_ Ph| O 55 197-200 +4
Me (Ala) H|Pe* | oH]o 67 264-68 +10
Bu' (Leu) Me| Et OH|oO 32 229-31 +36
Bz (Phe) ue| B¢ [ oHfo 49 198-202 +28
(Pro) Me| Prt | oH]O 33 192-94 -9
ile (Ala) |- (CHs)y -| OH|O 51 257-58 +3
(Pro) HEREEIK 42 191-93 -4,5%

8 (¢ 0,67, 0,224 HCl1).

r1 g% R rR1T ®?
+ | L7 1..2-N1i-CH-COOCOOEt v
C00™ H,N-(Cl,)_~C-P=0 + H_N-CH-CONHi~(CH,)_~C-P=0
| 5 PN 2. HBr/AcOH 2 m T,
coolr o R OES R % RZ OH
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Przedstawione w tej czesSci wyniki zostaly opublikowane w Synthesis
(46) i w materiatach wydanych po konferencji: "Japan Symposium on Pepti-
de Chemistry", ktéra odbyta sie w roku 1987 w Kobe (43].

2.2. Zastosowanie estréw trimetylosililowych w syntezie fosfonopeptydédw

Fakt, %e kwasy aminofosfonowe tatwo ulegaja sililowaniu [48], (49)
wykorzystali Karanewsky ([47] i Soroka (42],(43] do zaproponowania nowej
metody ich acylowania. Sililowe pochodne aminokwasdéw bytry juz usywane w
syntezie klasycznych peptydéw (50])-[52], ale sposoéb ten nie znalazi
wigkszego zastosowania. Nowa metoda jest oparta na obserwacji, ze sili-
lowanie grupy aminowej nie przeszkadza w tworzeniu wigzania peptydowego.
Dzieki prostocie wykonania reakcji wydawata si¢ ona najlepszg z opisa-
nych metod syntezy fosfonopeptydéw.

r? rR1 o
| sililowanie ) Il 7
HZN-?-PO3H2 Me 5sl-NH-cI:-P (0SiMe i ),
52 g2
22 22| 1. ZNH-CH-COOH / czynnik
| sprzg¢gaja-
R cy
2, H)0
R’I R1
| HBr/AcOH ,
H_N-CH-CONH-C-PO,H Z-NH-CH-CONH-C-PO,H
2] [g 2 ° l [y 2 2
R R R R
e 24

Poniewaz badania te nie byty przez Soroke kontynuowane, postanowi-
lem sprawdzié, czy ta niezwakle atrakcyjna metoda ma charakter ogoédlny.
Stwierdzitem, %e jest to dobry sposéb otrzymywania tych peptydéw, gdy
substratami sg nierozgatezione kwasy aminofosfonowe (32: R1=H), a wydaj-
nosdci reakcji sgq pordéwnywalne z wydajnosciami otrzymywanymi w syntezach,
w ktérych substratami sg estry tych kwasoéw (tab. 3). Niestety, nie nadae-
je sie ona do acylowania rozgalezionych kwaséw fosfonowych (32: R1=al—
kil) oraz kwaséw zawierajgcych grupe karboksylowg w tancuchu bocznym.
Tak wiec, gdy substratami byly kwasy: 1-amino-1-metyloetanofosfonowy
(32: R1=R2=CH5), 1-amino-1-metylopropanofosfonowy (32: R1=cH . R%=
=CHch5), 1—amino-1,2—dimetylopropanofosfgnowy [32: R1=CH3, R2=CH(CH3)Q
i 1-aminocykloheksanofosfonowy [32: R', R"= -(CH2)4-] oraz kwas ‘1-amino-
-3-fosfonopropionowy (32: R1=H, R =CHZCOOH) i N-fosfonometyloglicyna
nie udalo sig¢ otrzymaé pozadanych peptydoéw.



Tabela

Fosfonodipeptydy 16, karbobenzoksyfosfonodipeptydy 34 oraz
karbobenzoksyaminofosfoniany 35 otrzymane przez sililopochodne

R | ] 5 [wvangmoss [ oyt | Rompuaa- | devone
Fosfonodipeptydy 16

H (Gly) | H | Me o4 HMDSN®@ CH5CN AEP
Me (Ala) | B | Me 92 HMDSN CH3CN AEP
| TUSCL/Et,N | CH;CN AEP
Me (ala) | H | Prt 58 TMSC1/Et N | CHCly NCA
Bz (Phe) | H | Bu* 54 CF5CON(THS), | CHC1y MCA
prl (var)| B | Bul 61 TMSC1/Et,N | CHCL MCA
H (Gly) | B | Bz 87 AMDSN CH,CN AEP

Karbobenzoksyfosfonodipeptydy 34
Me (ala) | H | pxl| 57 TMSCL/Bt,N | CHCl, MCA
Pr' (Val)| H | Bt 86 TMSCL/Et N | CHCly MCA
Bul (Leu)| H | Bt 42 TMSCL/Et;N | CHC1} MCA
57 THSC1/Et,N | THF MCA
52 TMSCL/EtzN | DMF MCA
47 TMSCL/Et;N | CH,ON MCA

Karbobenzoksyaminoalkanofosfoniany 35

H | But 53 TWSCL/Et5N | CHCL

85 CF;CON(TiiS), | CHCL}

3 ™SC1 CHC1

H | Me 85 TMSCL/Et,N | CHCLY

Me| Et 3,5 |muscl/Ee;N | cHel

Me| prt 0 TMSCL/EGN | CHCLY

17
3

8 Zastosowane skréty: HMDSN - heksametylodisilazan, TMSCL - tri-
metylochlorosilan, AE - metoda aktywnych estréw (estry p-nitrofenylo-
we), MCA - metoda mieszanych bezwodnikéw (z uzyciem chloromrdéwczanu e-

tylu).

4 Wyniki otrzymane przez Sorokg.

Acylowanie sililowych pochodnych 33 jest takze dogodng metodg syn-

tezy karbobenzoksyaminofosfonianéw 35 i karbobenzoksyfosfonodipeptydéw

34, produktéw przejéciowych w syntezie peptydéw 16 (tab. 3).

1
R 1. CgHgCH,0C0C1
MeBSiNH—C—P(O)(OSiMea)E
| 5 2. H0
R

] Il
C6HECH20-?-NH—C-P03H2

R2

22
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Taekze i w tym przypadku wydajnosci acylowania rozgaz¢zionych aminokwa-
séw sg niezadowalajgce lub reakcja nie zachodzi. Moze to byé¢ wynikiem
faktu, e otrzymane w reakcji sililowania pochodne 33 (R=alkil) zawiera
Jja zbyt duze przeszkody przestrzenne utrudniajgce dostep czynnika acylu-
jacego do grupy aminowej.

Opisane w tym podrozdziale wyniki zostaly zasygnalizowane w komuni-
kacie [43] zaprezentowanym na JASPEC 87.

Oba opisane sposoby otrzymywania fosfonopeptydoéw, polegajace na
tym, ze kwas aminofosfonowy w prosty sposéb przeprowadza sie¢ w pochodng
1atwo ulegajaca acylowaniu, sa metodami komplementarnymi. Uzycie orto-
mréwczanu daje lepsze wyniki, gdy kwas aminofosfonowy jest rozgateziony,
zastosowanie czynnikéw sililujacych jest zasé efektywne, gdy mamy do czy-
nienia z kwasami aminofosfonowymi nie zawierajgcymi zawady przestrzen-
nej. Dysponujac tymi dwiema metodami, mozna otrzyma¢ fosfonopeptydy za-
wierajgce dosé duza réznorodnosé P-terminalnych kwaséw aminofosfonowych,
Jednakze sg one konkurencyjne w stosunku do metod, w ktérych substrata-
mi sg estry kwaséw aminofosfonowych, tylko woéwczas, gdy synteza tych
kwaséw jest latwiejsza niz otrzymanie ich estréw dialkilowych lub dife-

nylowych.

3, ESTRY DIALKILOWE KWASOW AMINOALKANOFOSFONOWYCH
W SYNTEZIE FOSFONOPEPTYDOW

Poniewaz wolne kwasy aminofosfonowe nie sg dobrymi substratami w
syntezie fosfonopeptydéw, znacznie wigcej uwagi poswigcono zastosowaniu
ich estréw dialkilowych. Giéwnym ograniczeniem jest tu mata dostepnosé
tych estré4w. W literaturze opisano kilkanaécie ogdélnych metod syntezy
tych potgczehn, przy czym tylko dwie z nich sg powszechnie stosowane.
Pierwszg Jjest metoda Kabacznika i Miedwied [53]-[56]), w ktérej substra-
tami sq aldehydy lub ketony:

r1 0 R? o
N\ ] 5 ) s 5
=0 + NE; + H-P-OR B Hi-G-P~OR
| N
R® r* % R*

Druga metode opracowali Asano [57] i Kowalik [58]. Substratami sa kwasy
karboksylowe:
P(OEt)s _ | NH,0H/MeOH

R

R-COOH — R-COCl1 —C—POBEt2

redukcja

R-ﬁ—POBEt2

H2N-FH-P05Et2
NOH R
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Estry usywane do syntez fosfonopeptydéw otrzymywaiem gilédwnie tymi
wtaénie metodami. Wiele otrzymanych przeze mnie estréw to zwigzki nowe
i dotychczas nie opisane.

Mimo e w chemii peptydéw opisano ponad 50 sposobéw tworzenia wig-
zania amidowego, w syntezie fosfonopeptydow stosuje sie zaledwie kilka
z nich (tab. 4), a powszechnie wykorzystuje sie¢ tylko dwie: metode di-
cykloheksylokarbodiimidows (DCC) i metod¢ mieszanych bezwodnikéw (MCA).
Sg to zreszts dwa najpopularniejsze sposoby tworzenia wiszania peptydo-
wego.

Tabela 4

Metody tworzenia wigzania peptydowego zastosowane w syntezie

fosfonopeptyddéw 2z uzyciem jako substratéw 1-aminoalkanofosfonianéw

dialkilowych
Metoda tworzenia |Pilerwsze do-
‘ i wigzania peptydo- |niesienie w
N-chroniony aminokwas | Aminofosfonian wego/czynnik kon- |1literaturze
densujgqcy
X-NH~CH-COOH HZN-(IIH—POBRS
R R1 MCA/C1COOEt (13]
X = 2, Boc, Phth B2 = Me, Et
2
X-NH-CH-COOH H N-CH-PO,R
_§ 2 I, 22 |DeCc/dicycloheksy- (61)
R lokarbodiimid
X = Z, Phth R® = Me, Et
Z-NH-CH-COOH H2N-CH—P05R§
R I 4 AE/N-, gdroksyimid
R kwasu bursztyno- [90)
2 wego
R® = Me, Et
Z’NH'?H'COCl HZN'9H'P05Et2 metoda chlorkéw (80)
R CH3 kwasowych

Podstawniki R i R? to grupy alkilowe, arylowe i aralkilowe.

Proby syntezy peptydéw ciliatyny [11] a takze i innych kwaséw ami-
nofosfonowych wykazaiy, %e metoda, w ktorej uzywa sie¢ DCC jako czynnika
sprzegajqcego, oprdcz pozadanych peptydéw 36 otrzymuje sie produkty
reakcji ubocznej - dicykloheksylomoczniki 37, i to niekiedy z niespoty-
kanie wysokimi wydajnosciami (nawet do 40%).



2
X NH—?H-COOH + Hsz?H P03R2
R L

<:>—N=C=N »
= 0
X-NH~CH-CONH~CH-PO RS+ O—NH-C—N

32 1]
R r] 0 > C-CH-NH-X
(1]
OR

26 Y4

Obserwacje te zostaly potwierdzone przez Arendta [59] i Kupczyk-
Subotkowskg [60], ktérzy stwierdzili takze, ze dodanie N-hydroksyimidu
kwasu bursztynowego do mieszaniny reakcyjnej znacznie ogranicza prze-
bieg niepozadanej reakcji powstawania mocznikéw 37.

Znacznie lepsze wyniki uzyskatem za pomoca metody mieszanych bez-
wodnikéw karboksylowo-karbonowych, umozliwiajgcej otrzymanie w gramo-
wych ilosciach fosfonopeptydéw o duzej réznorodmosci strukturalnej, co
Jjest niezwykle istotne dla celdéw, w ktérych byly one syntezowane. Wyni-
ki otrzymane ta metodg zostana ombéwione szczegbdlowo w nastepnych podroz-
dziatach.

Trwalosé¢ estré4w fosfonowych spowodowata, ze najwigecej wysitku po-
dwiecono poszukiwaniom metod selektywnego lub calkowitego usuwania o-
ston z grup aminowej i fosfonowej fosfonopeptydéw 36 ([35). Mimo to wias-
ciwie tylko dwa sposoby sa na tyle efektywne, Zze znalazly szersze zasto-
sowanie. Jednym z nich jest jednoczesne usunigcie grupy benzyloksykarbo-
nylowej z N-konca peptydu i obu reszt estrowych z grupy fosfonowej za
pomoca bromowodoru w lodowatym kwasie octowym.

i HBr/AcOH
CGH5CH20-C-NH—(|2H—CONH—(I.'H-POBEt A HZN-?H-CONH-(IJH-POBHE
R R R £
26 a6

Do caikowitego przebiegu reakcji acydolizy koniczne sg jednak dosé
drastyczne warunki, to jest podwyzszona temperatura (do 50 °c) 1ub prze-
diuzony czas reakcji. Niekiedy powoduje to zerwanie wigzania peptydowe-
go.

Drugim powszechnie stosowanym sposobem jest selektywne usuwanie
grupy benzyloksykarbonylowej metods wodorolityczng z uzyciem kataliza-
tora palladowego.

Niestety, nie udaio si¢ dotychczas znalezé¢ dobrej metody przepro-
wadzania fosfonianéw dialkilowych w wolne kwasy bez naruszenia grup
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chronigcych grupe aminowg. Doniesienia dotyczgce zastosowania w tym ce-
1lu trimetylohalogenosilanéw [9) nalezy traktowaé¢ ostroznie, gdyz znane
8q tez opilsy uzycia tych zwigzkédw do jednoczesnego usuwania grup chro-
nigcych funkcje aminowg i fosfonowg.

3.1. Zastosowanie mieszanych bezwodnikéw w syntezie fosfonopeptydédw

lietoda mieszanych bezwodniké4w polega na acylowaniu estréw aminokwa-
séw przez bezwodniki utworzone z N-chronionych aminokwaséw (lub pepty-
déw) i chloromréwczanu alkilus

0O O
[} Il
X-NH-?H-COOH + ClCOOR3'——"‘X-NH-(EH--C—O--C--OR5

R R
HZN-ICH-POERS
g1
X-NH-?H—CONH-?H-POBRS + R3o-ﬁ-NH-<|:H-Po3R§ + R0H + CO,
R LY 0 &
26 28

Nie jest to reakcja prosta, gdyz acylowanie moze daé pozadany pep-
tyd 36 lub niepozgdany produkt - uretan 38. Dodatkows komplikacje stano-
wi tez fakt, ze czynnik acylujacy moze takze reagowaé z powstajgcym w
wyniku reakcji alkoholem, co prowadzi do produktu estryfikacji 39

R20H

x-NH-(I:H-ﬁ-o-ﬁ-ORZ’ X-NH-(IIH—COORB + ROOH + co,

R
22

W chemii peptydéw zapobiega si¢ tym niekorzystnym reakcjom przez
stosowanie chloromréwczanu izobutylu, w ktérym grupa R jest rozbudo-
wana przestrzennie, co utrudnia atak grupy aminowej na weglanowy atom
wegla, a takze poprzez prowadzenie reakcji w niskiej temperaturze, co
utatwia powstawanie peptydu, a ogranicza estryfikacje.

Aminofosfoniany dialkilowe ulegaja acylowaniu znacznie trudnie]
niz odpowiednie estry aminokwaséw. Gilmore [61] tiumaczy to osianianiem
grupy aminowej przez reszte fosfonowg po utworzeniu wewnatrzczasteczko-
wego wigzania wodorowego:

H\N/H"'oo

by v
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Mniejsza reaktywnos¢ grupy aminowej aminofosfonianéw wymagaia wigc op-
tymalizacji procedury tworzenia wiqzania peptydowego metodg mieszanych
bezwodnikéw.

3e1.1. Wplyw warunkédw reakcji acylowania aminofosfonianéw dietylowych
metods mieszanych bezwodnikéw na wydajnosé fosfonopeptydédw

Aby opracowaé procedure syntezy fosfonopeptyddw metodg mieszanych
bezwodnikéw, podjatem badania wyptywu warunkéw reakcji na jej wydaj-
nos¢. Badania prowadzilem, sprz¢gajac karbobenzoksy-L-leucyng 40 z
1-amino-2-(4—-metoksyfenylo)etanofosfonianem dietylowym (41: R1=H R2
_4-CH3006H4) oraz 1-amino-1—metyloetanofosfonianem dietylowym (41: R1
=R°=CHl ). Estry te zostaly uzyte w formie wodoroszczawianéw. Wczeéniej-
sze badania wykazaly, Ze uwalniany z nich kwas szczawiowy nle wpiywa na
przebieg i wydajnosé reakcji tworzenla wigzania peptydowego.

?1
H_N-C-PO,Et
CaN TR
C1COOR R
Z-NH-GH-COOH ———— Z~NH~(H~C-0-C-OR -
T2 e 41
PN Pt -
ouy CHy Hye” “oH,
40
g’
2-NH-CH~CONH~C~PO,Et,,
CHy R2
B
Hy” \CHy
42

Reakcje prowadzitem w czterech rozpuszczalnikach i stwierdzilem, ze
wplyw uzytego rozpuszczalnika na wydajnosé reakcji jest niewielki
(tab. 5).

Poniewaz najmniejsze wydajnosci dato uzycie chlorku metylenu, dal-
sze badania prowadzilem w tym rozpuszczalniku, spodziewajac sig¢, ze
zmiany wydajnosci reakcji w wyniku zmian jej warunké4w beda w tym przy-
padku najbardziej wyrazne. Ograniczytem si¢ tez do reakcji sprz¢gania
karbobenzoksy-L-leucyny z 41-amino-2-(4-metoksyfenylo)etanofosfonianem
dietylowym. Zastosowanie chloromréwczanu etylu i chloromréwczanu izobu-
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Tabela 5
Wpiyw rodzaju uzytego rozpuszczalnika na wydajnos¢ fosfonopeptydu 42

Wydajnosé peptydu 42 (%) dla:
Rozpuszczalnik
RY=H i R2=4-CH30CgH, | R1=R2=CHz
CH2012 78,5 41
CHCl3 86 50
THF 96 53
DMF 78,5 40

Tabela 6
Wpiyw warunké4w reakcji na wydajnosé powstawania 1-(N-benzyloksykar-
bonyloleucyloamino )-2-(4-metoksyfenylo)etanofosfonianu dietylowego 42

Rozpuszczalnik |Czynnik sprzegajacy Zasada Wydajnosé (%)
CH,C1, C1COOEt EtzN 78
CHpC1, C1CO0Bu* Bt ;N 71
CH,Cl, C1COOEt/HOBT Et3zN 64
CH_C1, C1C00Bul/HOBT Et3N 64
CHxCl1p C1COOEt N-metylomorfolina 80
CHpClp C1COOEt DMAp® 57
CH,C1, C1COOEt DBU 34
CH,CL, C1COOEt DBN 52

g Uzyte skroty: DMAP - 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna; DBU - 1,8-di-
azabicyklo[5.4.0]Jundeken-7; DBN - 1,5-diazabicyklo [4.3.0]nonen-5

tylu nie wpiywa na wydajnosé reakcji (tab. 6). Co wigcej, po zastosowa-
niu tego pierwszego nie powstaje uretan 38. Mimo uzycia chloromréwczanu
etylu do syntezy ponad dwustu fosfonopeptydéw nigdy nie obserwowaiem
tworzenia uretanéw. Zastosowanie obok chloromroéwczanu hydroksybenzotria-
zolu (HOBT), polecanego ostatnio jako dodatek w tej reakcji [62], nie
tylko nie przyniosio zadnych korzysci, ale powodowalo wyraine zmniejsze-
nie wydajnosci reakcji. Sposréd pieciu uzytych amin najlepsze wyniki u-
zyskuje sie po zastosowaniu trietyloaminy i N-metylomorfoliny, podczas
gdy pozostate powoduja znaczne zmniejszenie wydajnosci reakcji (tab. 6).
Na podstawie tych wynikéw opracowatem procedurg, w ktérej N-chro-
nione aminokwasy przeprowadza sie¢ w mieszane bezwodniki w reakcji z chlo-
romréwczanem etylu w chloroformie zawierajgcym trietyloaming.Chloroform
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zostal wybrany dlatego, Ze waznym etapem w syntezie fosfonopeptydéw jest
ekstrakcja mieszaniny reakcyjnej wodnymi roztworami kwaséw i zasad. Jest
to podstawowy sposdéb oczyszczania produktu reakcji i zastosowanie chlo-
roformu pozwala unikngé¢ dodatkowej operacji, jaka jest - na przykiad w
przypadku tetrahydrofuranu - usuwanie rozpuszczalnika, a nastepnie roz-
puszczenie otrzymanej mieszaniny w innym rozpuszczalniku nie mieszajacym
sie¢ z woda (np. octanie etylu lub chloroformie). Wyb6ér chloromréwczanu
etylu i trietyloaminy podyktowany zostal niskimi cenami obu tych reagen-
téw w poréwnaniu z chloromréwczanem izobutylu i N-metylomorfoling.
Badalem tez wpiyw czasu tworzenia bezwodnika na wydajnoé¢é fosfono-
peptydu 42. Stwierdzilem, Ze optymalny przebieg reakcji otrzymuje sig
utrzymujgc reagenty (N-chroniony aminokwas, trietyloamina i chloromréw-
czan etylu) w chloroformie przez pét godziny w temperaturze od -5 do
0 °C (rys. 1).

WYD.(%) |
100|
(85) (86) (86)
80| (82)
ol (62)
40}
o(48)
20} 4(20)
I | | Py
30 60 90 CZAS (min)

Rys. 1. Wptyw czasu tworzenia mieszanego bezwodnika na wydajnos$é
1-(R-karbobenzoksy-L-leucyloamino )-2-(4-metoksyfenylo)etanofosfo-
nianu dietylowego
Fig. 1. The influence of the time of formation of the mixed anhydride
on the yield of diethyl 1-(N-benzyloxycarbonyl-L-leucylamino)-2-(4-me—
thoxyphenyl)ethylphosphonate

Wydajnoséci reakcji czesto byty jednak niskie i dlatego zastosowalem
ogrzewanie mieszaniny bezwodnika i aminoestru. Rzeczywiécie, nastgpil
wzrost wydajnoéci, niekiedy doé¢ znaczny (tab. 7). Ogrzewanie mieszaniny
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bezwodnika 1 estru jest rzadko stosowane ze wzgledu na to, %e w tych
warunkach wzrasta prawdopodobienstwo powstawania estréw 39. W wigk-
szoé6ci syntez nie obserwowalem jednak przebiegu tej reakcji ubocznej.
Do nielicznych wyjgtkdéw naleza reakcje, w ktérych substratami sg N-
chroniona walina i aminofosfoniany zawierajace zawad¢ przestrzenng.
Otrzymywatem wtedy mieszaning pozadanego peptydu 16 i waling, produkt
hydrolizy estru 39, np.:

0]
1] 1l
X-NH—?H-C-O—C—OEt + H2N-?H—P03Et2
CH CH
u.¢” “cu cal om
3 3 3 ]
1. chloro:orm/Et3N
2. HBr/AcOH
H2N—?H-CONH-9H—PO3H2 + HZN-?H-COOH
/Cq\ qg\ / N\
HBC CH3 H3C CH3 H3C CH3

Przypadkiem krancowym bylo acylowanie aminofosfonianéw kwasem fluoreno-
-9-karboksylowym za pomocg metody mieszanych bezwodnikéw; w wyniku pod-
grzania mieszaniny reakcyjnej otrzymano wéwczas tylko odpowiedni ester
etylowy tego kwasu:

F Hzn-gH-PO5Et2

COOCOOEt l

Jud

OOEt

Aby unikngé powstawania estréw 39 naleizy zrezygnowat z etapu ogrzewa-
nia. Oczywiscie, odbija sie to na wydajnosci reakcji.

3.1.2. Ogblny przepis na otrzymywanie fosfonopeptydéw
metodg mieszanych bezwodnikéw

Ostateczna wersja procedury otrzymywania fosfonopeptydéw polega na
tym, ze w chloroformie zawierajqcym trietyloamine rozpuszcza sig¢ N-chro-
niony aminokwas tak, aby stosunek molowy aminokwasu i trietyloaminy wy-
nosit 1:1. Po ochtodzeniu do -5-0 °C dodaje sig¢ rownomolowg ilosé chlo-
romréwczanu etylu i mieszaning utrzymuje w tej temperaturze przez poéi
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godziny. Nastepnie dodaje sie chloroformowy roztwér estru dialkilowego
kwasu aminofosfonowego (moze on byé otrzymany przez rozpuszczenie halo-
genowodorku lub wodoroszczawianu tego estru w chloroformie zawierajgcym
trietyloaming) i roztwér miesza si¢ do osiggnigcia temperatury pokojo-
wej, nastepnie ogrzewa do wrzenia i po ochiodzeniu ekstrahuje kolejno:
wodg, roztworem kwasu solnego, woda, nasyconym roztworem kwasénego wegla
nu, wodg i solankg. Po osuszeniu z warstwy organicznej usuwa sig¢ skiad-
niki lotne, a otrzymany gesty olej rozpuszcza w roztworze bromowodoru
(30-45%) w lodowatym kwasie octowym i zostawia na 12 godzin w tempera-
turze pokojowej. Po usunieciu lotnych skradnikédw na wyparce obrotowej
otrzymany olej miesza si¢ z woda, usuwa powstaly bromek benzylu przez
ekstrakc je eterem dietylowym i odparowuje wode pod zmnie jszonym ciénie-
niem. Otrzymany oleisty produkt rozpuszcza sig¢ w etanolu i peptyd 16
wytraca, dodajac tlenek propylenu lub pirydyne. Produkty krystalizuje
si¢ z mieszanin woda-etanol lub woda-aceton.

Metoda mieszanych bezwodnikéw daje zazwyczaj réwnomolowe mieszani-
ny diastereomeroéw, co mozna obserwowal zaréwno w widmach 3p oraz
1H-NMR catkowicie chronionych produktéw 36 reakcji, jak i odblokowa-
nych fosfonopeptydéw 16 [63], (64). Jest to wazne, gdyz do badan biolo-
gicznych potrzebne sa zwiazki o zdefiniowanej czystoéci optyczne].

Za pomocg opisanej metody otrzymaliémy znaczna liczbe fosfonopep-
tydéw (tab. 7 i 8), a opracowana procedura zostaia zaprezentowana w kil-
ku pracach [64]-(68].

Otrzymane peptydy zostaty uzyte do badan biologicznych. Zbadalismy
wplyw 32 peptyddéw, zawierajacych alaning i leucyng¢ na N-koncu tancucha
i 16 kwaséw aminofosfonowych na P-koncu, na wzrost szesciu szczepdéw bak-
teryjnych. Stwierdzilisémy, ze te, ktére zawierajg fosfonowe analogi kwa-
su glutaminowego i a-metyloalaniny, sa interesujgcymi, potencjalnymi
érodkami antybakteryjnymi (64). Bardziej szczegdiowe badania mikrobio-
logiczne sq w toku.

Zbadalismy takze wplyw okoio 100 peptydédw 16 na wzrost rosélin. Wy-
niki tych badan pozwolity sformutowaé hipoteze, Ze podobnie jak antybak-
teryjne fosfonopeptydy [68),(69), peptydy te sa transportowane w tkan-
kach roslinnych przez biony komérkowe, a dopiero uwolnienie toksycznego
aminofosfonianu w komérce powoduje zaklécenie wzrostu rosliny.

Oddzielnym problemem byta synteza fosfonopeptydéw zawierajgcych
P-terminalne fosfonowe analogi morfaktyn i dlatego zostanie ona oméwio-
na w nastepnym punkcie,
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Tabela 7
R1
Fosfonopeptydy X—NI:{—(::—POBH2 otrzymane metodg mieszanych bezwodnikéw
R
g 20 ]
) g 2 Wyd. (%i zgg{). (a)57g . .'
Lietoda rozkzt, (c 1, H20) (*)
(oc)
1 2 3 4 2 [
Ala H H 28/A 279-84 +30
DL-Val 61/A 233-36 -
Leu 43,5/B 198-99 +46
Gln 12,5 B | 198-99 +25
Gly H Me 61/B 247-50 -
Ala 61/B 278-86 +12
61/C
S56/E
DL-Ala 61,5/A 290-91 -
Val 72,5/B 251-57 +38
Leu 59/B 245-51 +30
66/D
56/G
Pro 28/A 277-82 ~-45
40,5/B
liet 46/B 208-13 +23
Phe 29,5/A 238-40 +34
B-Ala 56/4A 264-66 -
GlyGly 22/A B =
Gly H Et 8/4A 269-72 -
66/B
52/E
Ala 48/A 272-80 +18
81/B
DL-Ala 76,5/B 269-71 =
Leu 38/4 254~56 +25
DL-Phe 38/A 255-54 =
Val 80/B 255-61 +37
58/E
GlyGly 33,5/A E =
B-Ala H prn 32/A 235-39 =
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cd. tab. 7
7 2 3 L3 - 5
Ala H pri 59/B 262-64 +12
: 52/C
Val 58/4A 254-57 +32
59/E
Leu 69/B | 260-63 +26
Phe 60/B | 261-65 +55 ©
45/D
p-Ala 56/A | 259-60 -
Lys 38/B | 220-25 +6
Ala H Bul 47/C 261-64 +18
Val 82/B | 262-66 +30
Leu 80/B | 266-68 +28
50/¢C
Gly H Ph 75/B 269-70 -
Ala 54/E 272-73 +6
DL-Val s6/a | 258-60 -
Val 52/4 | 274-76 -5
Leu 63/4 | 266-67 + 4
Phe 58/ 4 261-63 +0,5 ©
Pro 63/A 279-81 ~53
Lys 75/4 | 265-68 +17
Ala H 5 52/C | 285-87 +11 4
Val (ﬁ 28,5/C | 250-60 e
Lys e 74/¢ | 2u4-52 +7
Thr (OAc) 5/C | 270-72 +10,5 T
GlyGly 33,5/C 217=-21 -
Ala H S 48/C | 289-92 +3
Leu H 16/¢ | 206-10 +21
Ala H T2 59/C | 288-89 +27
Val Mo 33/C | 2u8-53 +10
Leu s6/C | 265-66 +37
Qile semi-
Lys G, 62/C | so1ia 2
semi-
Thr(OAc) Q 40/C | go1id =
G1y6ly Me0” Tue 33,5/C | 236-37 -
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cd. tab. 7
-1 2 2 4 o ©
Ala H Bu® 21/¢ | 215-16 +12
Leu 23/C 263-64 +23
Ala H Pr° 44/C 270-74 +20
Leu 4u/C 258-60 +34
Ala H Bu® 66/C 280-84 +24
Leu 20/C 263-65 +33
Gly H Pen® 25/C | 263-65 -
Ala 55/¢C 245=51 +15
Leu 55/C 265-67 +25
Ala H Hex® 61/C 278-80 +11
Leu 38/C 267-69 +7,5 8
Ala H Ada 30,5/C 276-79 +12 €
Leu 62/C | 261-63 +62 4
Ala H (CHy), 30/C | 19590 +13
PO;H,
Ala H (CH,) 5 47/c 230-34 +15
Val OCH 41/C 249-53 +31
Leu 61/C 223-24 +28
Pro 45/C 222-24 =29
Met 27/C 164-65 +29
Ala H (?H2)3 23/C 233-34 +13
Leu 33/C 190-94 +22
Pro 39/C 245-49 =44
Ala H (CHa)y 61/C | 236-38 +14
COOH
Val H @ 70/B | 297-310 +7
Leu 67/B 293-302 +8,5
Gly Me Me 10/ A 246-48 -
DL-Ala 38/A 259-62 =
81/B

Ala 81/B | 238-40 +73
Val 26/A 236-38 +91

71,5/B
DL-Leu 29,5/A 251-54 -

71,5/B
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cd. tab. 7
7 2 3 & 2 o
Leu Me Me 32/A 248-53 +82
71,5/B
Phe 21/4 | 2u6-49 +113
33/B
Pro 68/B | 241-42 -11
Lys 36/B | 225-57 +9
et 35/ | 198-200 +14
Gly Me Et 49/B | 236-38 -
DL-Ala 33,5/ | 229-31 -
62,5/B
DL-Val 59,5/B | 229-31 -
Val 48/4 | 236-39 +52
80/B
DI~Leu 36/4 | 205-12 -
Leu 29/A | 236-37 +36
Phe 41/B | 198-202 +28
Gly Me prt 42/B | 299-302 -
DL-Ala 33,5/4 | 218-22 =
DL-Val 79/B | 213-17 -
Val 31/A 213-19 +51
Phe 64/B | 226-29 -6
Als - (CH,)g - 7B | 246-47 47
Val 56/B | 249-50 +85
Leu 55/B | 2u45-47 +51
Pro 58/B | 2u42-46 +3
Met 43/B | 243-46 +50
GlyGly 46/C | 2u2-43 =
Ala XN Q 35/B 200-202 +14
Leu P05, 31/B | 239-41 +25
Ala - 15/B | 237-40 +88
Leu ¥0gH 30/B | 266-68 +27
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cd. tab. 7
1 2 | 5 4 2 [
Gly 65,5/B 247-48 -
Phe X—NH—CH2CH20H2P03H2 93/B 279-81 +54
Leu 68/B 258-59 +19

Skréty: Me - metyl; Et - etyl; pr? - n—prgpyl; Pri - izoprogyl; Pré -
- cyklopropyl; Bul - izobutyl; Bu' - tert-butyl; Bu® - cyklobu-
tyl; Pen® - cyklopentyl; Hex® - cykloheksyl; Ada - adamantyl;
Ph - fenyl; Ac - acyl

substraty: Z-aminokwas, ester dietylowy, bez ogrzewania;
substraty: Z-aminokwas, ester dietylowy, z ogrzewaniem;

jak w B, tylko ze estru uzyto w formie szczawianu;

substraty: N-formyloaminokwas, ester dietylowy, z ogrzewaniem;
substraty: ftaliloaminokwas, ester dietylowy, bez ogrzewania,

rozkiad przed topnieniem,

(¢ 2, 1M NaOH),

(¢ 1, 1M NaOH),

nierozpuszczalny w wodzie, rozktada sie¢ w kwasie 1 zasadzie,
(c 0,675 1,67M HC1),

(c 0,8; O,4M NaOH),

HoQwk
L I T I |

R H O A 0O O

%+.1.3. Fosfonopeptydy zawierajgce P-terminalne fosfonowe analogi
morfaktyn

Pochodne kwasu fluoreno-9-karboksylowego 43 sg interesujgcymi fito-
hormonami i regulatorami wzrostu ros$lin (70]). Zaprojektowane na zasa-
dzie analogii do tego kwasu fosfoniany 44 (71],[72]) w réznoraki sposéb
wptywajg na wzrost roélin, zaleznie od ich budowy chemicznej. Najciekaw-
8z grupg sa N-—-alkilofluorenofosfoniany dialkilowe (44: R=R1=alkil),
ktére sg silnymi herbicydami. Kwas 9-aminofluoren-9-fosfonowy (44: R=
=R'=H) nie wpiywa na wzrost rosélin.

0 o

A
COOH RNH  POsRJ
43 4

Zatozyliémy, ze kwas ten, byé moze, nie jest transportowany w tkankach
roslinnych lub przez biony komérkowe.

Jedng z metod umozliwiajgcych przenoszenie zwigzkéw przez biony
biologiczne jest przeprowadzenie ich w pochodne peptydowe [73)-[77].
Zsyntezowaliémy peptydy kwasu 9-aminofluoren-9-fosfonowego majac nadzie-
je, %e poprawi to aktywnoéé herbicydowsg. Niespodziewanie synteza tych
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Tabela 8
Peptydy 49 zawierajgce P-terminalne kwasy 9-aminofluoreno-9-fosfonowe

. 20

R Wydajnosé £g:£iagop. 55]278H 0)

(%) (°c) ()2

Me (Ala) 20 186-188 +3
Pri (val) 2 276-278 +25
Bul (Leu) 26 260-262 +33
Bz (Phe) 20,5 235-237 +7 8
(Pro) 60 275-278 =31
(CH,),NH, (Lys) 80 256-258 +67
((I:H;_,)2 (Gln) 39 227-229 +35
CONH,,
CH~CHy (Thr) 39 258-261 +10
OH
(CH,), SMe (Met)| 70 231-233 +60
(GlyGly) 49 249-252 -

& (¢ 1, M NaOH)

peptyddw nastreczyta wiele trudnosci. Wigzanie peptydowe tworzy sie tat-
wo wediug standardowej procedury opisanej w poprzednim punkcie, ale o-
trzymane peptydy 45 sg stosunkowo nietrwale i rozpadaja si¢ zardéwno w
warunkach kwasnych, jak i zasadowych, dajgc rézne pochodne fluorenoimi-
ny. W rezultacie, zaleznie od struktury chemicznej reszty N-koncowej,
otrzymywatem peptydy 46 z wydajnosciami od 2 do 80% (tab. 8).

=

2-NH-CH-COOH  + S |
R HN  PO,ES,

] I l HBr/AcOH ] I |

Z-NH-CH-CONH POBEt2 _— H2N-9H-CONH P03H2
R

42 46
Peptydy te sa nowag klasg interesujgcych regulatordéw wzrostu roslin. W

stezeniach od 5 do 500 uM powodujg one wydtuzenie korzeni roslin z jed-
noczesnym skréceniem ich todyg.

ClCOOEt/Et3N/chloroform
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Poniewas 9-aminofluoreno-9-fosfinotlenki dialkilowe 83 silnymi her-
bicydami (78], postanowilem zsyntezowaé ich peptydy 47 i pordéwnaé aktyw-
no$¢ herbicydowa tych polaczen z aktywnoscia odpowiednich estréw dialki-
lowych 48. Synteza peptydéw 47 nie nastrgcza trudnosci, a produkty o-
trzymuje sie z dobrymi wydajnosciami (tab. 9).

Peptydy fosfinotlenkdé4w to grupa nowych interesujqcych herbicydow,
rzadki przypadek biologicznie czynnych fosfinotlenkéw.

ClCOOEt/Et;N/chloroform
Z-NH-?H—COOH +

R HN " P(0)R]
O ()
-
Z-NH~CH-CONH P(0)R} Br> HN-CH-CONH P(0)R}
R

47

Tabela 9
Peptydy 47 zawierajgce P-terminalne 9-aminofluoreno-9-fosfinotlenki

dialkilowe
< Temperatura [a]20
R R1 Wydajnosé topnienia (c 278H 0)
(%) (°c) l0)?
Me (Ala) Bu® 61 olej +12,5
(CH,) ,NH, (Lys) Bu® 47,5 olej +36
CH(OH)CH3 (Thr) Bu® 60 153-156 =7 ©
(GlyGly) BuP? 56 174-176 -
lie (Ala) An®? 63 olej +1,2°
(Pro) An® 67 olej -15 b
(GlyGly) An? 47 olej =
(CH,),NH, (Lys) | Am® 62 173-175 +31
(GlyGly) An? 61 177-178 -

a8 (¢ 1, CHOH),
b (c 2,5, CHBOH).

W celu otrzymania peptydéw 48 trzeba byio zastosowa¢ metode, ktéra
umozliwitaby usunig¢cie grupy chroniacej funkcje aminowa bez naruszenia
fosfonianowych wigzan estrowych. Wybralem tu grupg t-butoksykarbonylowg,
ktérg tatwo usuwa si¢ w kwasie trifluorooctowynm.
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dudr~indve

~C—NH-CH— 1 —CH- 9
(CHj)5CO E NH gﬁ CONH ~  POsR] H2N CH-CONH ~ POzR;
49 48
R N

Rys. 2. Rozpad fosfonopeptydu 52 w warunkach: A - zasadowych,
B - kwaénych
Fig. 2. The decomposition of the phosphonopeptide 49 in: A - basic,
B - acidic conditions

Metodg ta udato mi sie¢ otrzymaé¢ jedynie dwa peptydy, sgdyz podczas stan-
dardowego oczyszczania produktéw i usuwania ostony t-butoksykarbonylo-
wej otrzymane peptydy rozpadaly sig, przechodzgc w mieszaniny produktéow
zerwania wigzania fosfor-wegiel. Mozna to wytiumaczyé za pomocg mecha-
nizméw reakcji przedstawionych na rys. 2.

Syntezy zwigzké4w opisanych w tym paragrafie oraz wstepne badania
ich wptywu na wzrost ro$lin opisane zostaity w trzech publikacjach [67],
[(791,(81].

Z badah opisanych w rozdz. 3 wynika, ze estry dialkilowe kwasoéw
aminofosfonowych sg duzo lepszymi substratami w syntezie fosfonopepty-
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déw niz wolne kwasy aminofosfonowe. Sposréd stosowanych przeze mnie me-
tod tworzenia wigzania peptydowego najuzyteczniejsza jest metoda miesza-
nych bezwodnikéw.

4, ESTRY DIFENYLOWE KWASOW AMINOALKANOFOSFONOWYCH
W SYNTEZIE FOSFONOPEPTYDOW

W roku 1979 Oleksyszyn i wspéipracownicy (82) opisali prostg i do-
godng metod¢ syntezy nowej grupy zwigzkéw - estrédw difenylowych kwasdw
aminoalkanofosfonowych. Otrzymuje si¢ je w reakcji amidoalkilowania fos-
forynu trifenylowego aldehydami i karbaminianem benzylu, a nastepnie po
acidolitycznym usunigciu ostony grupy aminowej. Estry te zainteresowaty
mnie jako tatwo dostepne substraty w syntezie fosfonopeptydéw. Proéby
syntezy tych peptydéw polegaly na sprzeganiu aminofosfonianéw difenylo-
wych 50 z karbobenzoksyaminokwasami metoda mieszanych bezwodnikéw. Réw-
nolegle Oleksyszyn stosowat w tym celu metode DCC (65],(83]). Obydwie me-
tody dajg pozadane peptydy 51 z dobrymi wydajnosciami.

Z-NH-CH-COOH + H,N-CH-PO;Ph, —» Z-NH-GH-CONH-CH-PO,Ph,
o R 1

29 21

Na podstawie badahn produktédw reakcji za pomocg 31P—NMR stwierdzono, ze
zachodzi réznica, gdy reakcje¢ prowadzi si¢ metoda mieszanych bezwodni-
kéw lub DCC. Po zastosowaniu pierwszej metody otrzymywano réwnomolowe
mieszaniny diastereomeréw, podczas gdy w wyniku metody DCC uzyskiwano
niewielki nadmiar izomeru L-D (S-S) w mieszaninie reakcyjnej (obserwuje
sig tu kinetyczng kontrole reakcji).

Podstawowg trudnoscig, ktéra pojawita sig¢ przy uzyciu aminofosfo-
nianéw difenylowych w syntezie fosfonopeptydéw, byio znalezienie metody
usuwania reszt fenylowych z grupy fosfonowej. Najprostszym sposobem wy~
dawato sig¢ hydrolityczne usunigcie obu grup: benzyloksykarbonylowej,
chronigcej funkcj¢ aminowa, i fenylowych, chronigcych grup¢ fosfonowg.
Uzycie katalizatora palladowego powodowato tylko usunigcie osiony grupy
aminowej, dopiero zas po zastosowaniu katalizatora Adamsa uzyskano poza-
dany wynik., Taka dwustopniowa procedura jest jednak dos¢ skomplikowana
i kosztowna.
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Hyp/PA~C Hy/Pt
2-NH-CH-CONH-CH-POPh,, H N~CH~CONH~CH-PO,Ph.,
| [ [ 113
R R? R R
HZN—?H—CONH—?H—POBHz
R r1
16

Innym sposobem jest przeprowadzenie estréw difenylowych w estry
dialkilowe, a naste¢pnie zastosowanie standardowej acidolizy. Najprost-
szym sposobem transestryfikacji jest rozpuszczenie peptydu 51 w alkoho-
lowym roztworze odpowiedniego alkoholanu sodu. Obawialem si¢ jednak, ze
tak drastyczne warunki reakcji sprzyja¢ beda racemizacji optycznie czyn-
nych skladnikéw peptydu. Z literatury znana byta metoda konwersji fosfo-
ranu trifenylowego w trialkilowe (84],(85) za pomocg alkoholowych roz-
tworéw fluorku cezu. Zastosowanie modyfikacji tej metody, polegajacej
na uzyciu w miejsce fluorku cezu fluorku potasu i katalitycznych iloéci
eteru koronowego, w syntezie fosfonopeptydéw dato bardzo dobre rezulta-
ty. Otrzymane w ten sposéb estry dimetylowe 52 byly przeprowadzane w
standardowy sposéb w peptydy 16 (tab. 10).

MeOH/KF/18-korona—6

Z-NH—?H-CONH-CH-PO3Ph2 -~ Z-NH—CH—CONH-?H-POBMea
|
R R! R r!
21 22
HBr/AcOH
HZN-fH-CONH—?H-P03H2
R r?
ae

Wyniki badahn opisane w tym rozdziale zostaly przedstawione w publi-
kacjach [(64], [86)-(88].

Metoda syntezy fosfonopeptydéw, w ktérej jako substratédw uzywa sie
estréw difenylowych kwasdéw 1-aminoalkanofosfonowych, znacznie rozszerza
mozliwosci modyfikacji strukturalnych P-koncowego fragmentu tych pepty-
déw.
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Tabela 10
Fosfonopeptydy 16 otrzymane z estrow difenylowych kwasédw

aminofosfonowych
20
T, top.,
R R’ Weto- | wydajnosé | rozkz. Jf3278H20)

(%) (%) {0)
Me (Ala) Me A 59 178-286 +12
Bul (Leu) B 50 245-251 +30
Me (Ala) prt B 59 262-264 +12
pri (val) B 53 254=-257 +32
Bul (Leu) B 48 260-263 +26
(Pro) B 46 267-270 -36
Me (Ala) Bul B 63 261-264 +18
pri (Val) B 75 262-266 +30
Bul (Leu) B 69 266-268 +28
(Pro) c 50 186-191 -38
Me (Ala) B 41 265-268 +11°
pri (val) B 53 273-278 +2°
Bul (Leu) B 52 247-249 +3°
CH3 OAc
(GlyGly) B 13 268-272 -
Me (Ala) B 51 273-275 -6°

OCH;

Bul (Leu) OCH3 B 63 233-235 +6
Me (Ala) CH,Ph B 75 260-264 +40
pri (Val) B 56 265-268 =2°
Bul (Leu) B 32 268-271 +8P
(Pro) B 45 256-258 =
(CHp)4NHo (Lys) B 52,5 | 256-258 +25
CH(OH)CH3 (Thr) B 8 196-199 -19
(GlyGly) B 29 264-266 -
Me (Ala) CH,0Ac B 39 186-189 +9
Pri (Val) B 17 209-210 +27
Bul (Leu) B 35 240-243 +21
(Pro) B 42 240-247 —43
Bul (Leu) CH,OH D 80 250-253 +30
(Pro) D 75 267-268 -98
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Oznaczenia do tab. 10:

8- hydrolityczne usuwanie osion; B - transestryfikacja MeOH/KF/eter
koronowy; C - transestryfikacja CsF/MeOH; D - z O-acetylopeptydéw
przez hydroliz¢ na Dowexie 50W X8,

P (¢ 4; 1M NaOH),
¢ (¢ 1,5; M HCl).

5. OTRZYMYWANIE DIASTEREOMERYCZNYCH FOSFONODIPEPIYDOW

Fosfonopeptydy wykazuja réznorodng aktywnos¢ biologiczng [35). Wie-
le z nich to interesujgce regulatory wzrostu roslin, niektére sg obiecu-
jacymi érodkami antybakteryjnymi, inne zas to neuromodulatory. W wigk-
szosci opisanych badah biologicznych uzywano mieszanin diastereomeréw
tych peptydbéw, co znacznie ogranicza mozliwosci wyciagniecia wnioskéw
dotyczgcych zaleznoéci migdzy ich budowq a obserwowanymi efektami bio-
logicznymi i tym samym utrudnia planowanie syntez nowych aktywnych
zwigzkéw. Do bardziej wnikliwych badah biologicznych niezbedne byiy
czyste stereoizomery fosfonopeptydédw. Podjatem zatem préby opracowania
metody otrzymywania takich izomerdw.

Wiekszoé¢ danych dotyczacych otrzymywania stereoizomerycznych fos-
fonodipeptydéw mozna znalezé w literaturze patentowej lub streszcze-
niach komunikatéw konferencyjnych. Opisane metody polegajs giéwnie na
rozdzielaniu mieszanin diastereomerdéw przez krystalizacj¢ po uprzednim
dodatkowym przeprowadzeniu ich w sole z réznymi optycznie aktywnymi a-
minami (89]-(94]). Znacznie mnie] uwagi poéwig¢cono innym sposobom; takim
Jjak rozdziazr diastereomerdéw catkowicie chronionych peptyddéw za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym [95], (96] czy tez frak-
cjonowana krystalizacja odblokowanych peptydéw 16 z mieszaniny woda-eta-
nol (83] , (947, [97].

Najprostszym sposobem otrzymywania diastereomerycznych fosfonodi-~
peptyddéw wydawalo sie uzycie optycznie aktywnych estréw kwasdw aminoal-
kanofosfonowych. Jednakze wigkszos¢ metod otrzymywania tych estréw opi-
sana w literaturze (bardzo wyczerpujaca prace przegladowg na temat o-
trzymywania optycznie czynnych kwaséw aminofosfonowych i ich estréw o-
publikowali ostatnio Dhawan i Redmore (98]) to syntezy asymetryczne,
ztozone z doéé skomplikowanych i wieloetapowych procedur. Jedyng bar-
dziej ogblng metodg jest opracowany przez Bietowa [99], [(100] oraz Kowa-
lika (101]- M03] rozdziatr estrdéw dietylowych kwasdédw ‘1-aminoalkanofosfo-
nowych za pomocg kwasu winowego lub dibenzoilowinowego. W pierwszym e~
tapie badan moje zainteresowania skoncentrowaly sie wtasnie na uzyciu
'optycznie czynnych estréw dialkilowych w syntezie fosfonopeptydow.
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5.1. Zastosowanie optycznie aktywnych estréw dietylowych kwasédw
1-aminoalkanofosfonowych w syntezie diastereomerycznych
fosfonopeptydéw

Dibenzoilowiniany optycznie aktywnych 1-aminoalkanofosfoniandéw di-
etylowych, otrzymywane w wyniku rozdziaiu racemicznych estréw optycznie
czynnymi kwasami dibenzoilowinowymi, mogg byé uzyte bezposérednio w syn-
tezie fosfonopeptydéw. Kwas dibenzoilowinowy nie wpiywa bowiem ani na
przebieg, ani na wydajnoé¢ reakcji tworzenia wigzania peptydowego. Es-
try dletylowe optycznie aktywnych kwaséw aminofosfonowych uwalniane z
tych soli (53) za pomocg trietyloaminy, sprzegatem z benzyloksykarbony-
lo-L-aminokwasami i po standardowej przerdbce otrzymywalem diastereome-
ryczne peptydy 16 (tab. 11).

— + ¥ Et;N ®
Phcoocn—clsoo HyN-CH-PO,Eb,) —— HoN-CH-PO:ES
PhCOOCH-COOH r? R?
k.3
53 Z—NH—(IZH—COOCOOEt
R
E.3 *
H,N-CH-CONH~CH-PO,H, _HBr/AcOH " %
i | Z-NH~CH-CONH-CH-PO,Et
1 2BV 5
R R [ |,
R R
a6 24

Czystoé¢ otrzymywanych peptydédw, kontrolowana metodg chromatogra-
fii cienkowarstwowej i pomiarem skr¢calnosci wiasciwej, byta zalezna od
szarzy uzytej w syntezie soli otrzymanej z rozdziaiu. Mozna byzo zatem
wnioskowaé¢, ze metoda rozdziaiu estréw dietylowych kwaséw aminofosfono-
wych na enancjomery za pomoca kwasu dibenzoilowinowego nie byza dopraco-
wana. Poniewaz diastereomeryczne sole 535 zwykle nie dawaly dwdch sygna-
16w w widmach 31P--NMR, na podstawie zasé ich widm TH-MMR nie mozna byio
oceni¢ ich czystosci, reakcja tworzenia peptydéw posiuzyia jako metoda
oceniania czystoéci otrzymanych enancjomerycznych estrédw, I tak, surowg
mieszanine po reakcji tworzenia wigzania peptydowego analizowano za po-
mocg 51P~NMR, obserwujgc dwa sygnaity odpowiadajgce diastereomerycznym
peptydom 54. Stwierdzono jednak, Ze rozdziat racemicznych 1-aminoalkano-
fosfonianéw dietylowych za pomocg optycznie czynnych kwaséw dibenzoilo-
winowych w wielu przypadkach nie daje czystych enancjomerdéw tych estréw
mimo wielokrotnego krystalizowania ich soli 53. Jest to niewatpliwym
ograniczeniem tej prostej i atrakcyjnej metody.

Wyniki badan opisanych w tym paragrafie zostaly przedstawione na V
Ogbélnopolskiej Konferencji Chemii Aminokwaséw i Peptyddw w Lodzi [104].



Tabela 1M
Diastereomeryczne fosfonopeptydy 16 otrzymane z dibenzoilowiniandéw 53

- - 20 - 20
5 21 onfiguracda | | dagnoss |1 578 it (@578
fosfonianu {c 1, Hp0) | (c 1, H20)
(%) (°) (°)
H (Gly) Me s 27,5 +36 +70 [89)
Me (Ala) S 81 +74 +84 (89)
+75 (65])
R 51 -50 -45 (89)
-49 [65)
Me (DL-Ala) S 71,5 +9
Pri (Val) 5 62 +82 +84 [65)
Bul (Leu) S 46,5 +72 +73 [65)
R 69 -11 -14 (89)
=13 [65)
Bz (Phe) S 66,5 +88
(Pro) S 61 -12
R 36,5 =87
(GlyGly) s 31,5 +21
Me (Ala) Et S 81 +56 +75 [65)
Pri (val) s 59 +73
Bul (Leu) s 53 +56 +83 [65)
(CH,) Sie (Met) S 5745 +84

5.2, Proéby otrzymania enacjomeréw j-—aminoalkanofosfonianow
difenylowych

Mozliwoéé zastosowania tatwo dostepnych aminofosfonianéw difenylo-
wych w syntezie fosfonopeptydéw stara sie zacheta do podjgcia préb o-
trzymania tych estréw w formie optycznie aktywnej. Poniewaz nie powiod-
1y sie préby rozdziatu soli tych estréw z optycznie czynnymi kwasami,
postanowilismy rozdziela¢ diastereomery, w ktorych czynnik chiralny
zwigzany Jjest z grupg aminowa fosfonianu wiazaniem kowalencyjnym. Wybdr
padl na iratwo dostepny bezwodnik dibenzoilo-L-winowy, ktéry zostaxr za-
stosowany przez Kolas¢ i Chimiaka [105]) do rozdziatu DL-O-(tetrahydro-
pyranylo)hydroksyloaminy. Reakcja tego bezwodnika z aminoalkanofosfonia-
nami difenylowymi biegnie gtadko, dajac odpowiednie amidy 55. Amidy te
mozna tatwo rozdzielié przez krystalizacje. Juz po Jjednokrotnej krysta-
lizacji z benzenu lub toluenu otrzymuje si¢ amid a zawierajgcy amino-
fosfonian o konfiguracji S, a na podstawie widma -~ P-NMR tego zwigzku
mozna stwierdzi¢, ze zawiera on nie wigcej niz 10% drugiego stereoizo-
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meru. W wyniku rekrystalizacji produktu z benzenu lub toluenu powstaje
czysty stereoizomer 55a. Drugi izomer 55b, zawierajacy R-aminofosfonian,
otrzymuje si¢ po odparowaniu benzenu z roztworu po krystalizacji 55a i
kilkakrotnej rekrystalizacji z eteru dietylowego.

+ H2N-?H-P03Ph2

R1
H/
PhCOO jiCOOH
FhGO0 ™~ GONE-CH-POPh,,
H I, 2
R1
22
l benzen eter dietylowyl
% coom B, coon
PhCO0 1 . PhCOO m?
p. H
m " '
PRO00 ™) comt-C-POPh, PROOOM ¢ coNE~C=P0Ph,
H “ H 2,
H . ’Rl]
228 22b
1 HBr/AcOH/H20
1
A2 A
H,N-C-PO,H, HoN~C-POH,
‘H §1

S-izomer 56a R-izomer 56b

Stereomeryczne amidy 55a i 55b rdzniq sig¢ znacznie wiasciwoéciami fizy-
kochemicznymi. Réznice te zestawiono w tab. 12.

Amidy 55a majs zwykle znacznie wyzszg temperatur¢ topnienia niz
amidy 55b. Obserwuje si¢ takze znaczne réznice w widmach w podczerwieni.
Wartosci czestotliwosci VNH obserwowane dla amidéw 55a zdaja sie¢ po-
twierdza¢ istnienie silnych wigzan wodorowych, gdy te znajdowane dla
amidéw 55b sg typowe. Co wigcej, w widmach amidéw 55a obserwuje sie¢ dwa
pasma odpowiadajace drganiom rozciggajgcym grupy P=0, a w amidach 55b
jedno pasmo.
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Tabela 12
Wybrane wiasciwosci fizykochemiczne amiddéw 55a i 55b

Konfi- Ta_nur
gura— IR sygnat COOCH
cja 31 a Jen =
R emino—|Temp. top.|” P-NMR T 8(ppm)
fosfo- & P=0 NH
nianu (’c) & ppm) (cm=1) w CDCl3z w DMSO
Me s 176,5-177 14,63 qggg 3340 | 5,7-6,2(m) | 6,11(s)
R 81-83 14,45 | 1250 | 3250 | 5,92(s) 5,99(4)
pri s 186-186,5 18,01 | 1270 3320 | n.r.P 5,98(s)
1240
R 82-85 17,97 | 1245| 32720 | n.r. 5,88(d)
Bul S 181-182 18,69 | 1270 | 3360 | n.r. 6,05(s)
1240
R 89-91 18,53 | 1245 | 3245 | 5,92(s) 6,03(d)
Ph s 146-148 13,40 2522 3340 | 6,45(d) 6,52(s)
R 96-98 13,09 | 1250 | 3245 | 6,47(4d) 6,58(d)
PhCH, s 160-161,5 17,46 | 1260 | 3330 | n.r. 6,26(s)
1240
79-80 17,27 | 1240 | 3240 | n.r. 6,22(d)
olej n.d.% |1250 | 3320 | 5,82(4d) 6,32(d)
1230
OCH R 163-164 n.d. 1245 | 3240 5,85ﬁs) 6,33(d)
/g::>F s 75=77 n.d. 1260 | 3340 | 5,4-6,0(m) | 6,30(4)
ﬁ3co
OCHy R 137-139 n.d. 1250 | 3260 | n.r. 6,35(d)
8 (DMSO, 85% H;PO,),
n.r. - nierozpuszczalny,
¢ n.d. - nie wykonano widm 51P—NMR.

Réwniez widma

12). Z obserwowanych réznic zdaje sie¢ wynikaé, ze amidy 55a

TH-XMR amidow 5Sha
zakresie odpowiadajacym sygnatom grupy CH reszty dibeznzoilowinowej.Dla
amidéw 55a sygnat tej grupy jest dubletem w widmach wykonanych w chloro-
formie, a singletem w dimetylosulfotlenku. W odniesieniu do amidéw 55b

sygnat tej grupy jest singletem w DMSO, a dubletem w chloroformie (tab.

i 55b réznig si¢ dosé znacznie w

i D55b wy-

stepuja w dwoch réznych formach. Na podstawie szczegdiowej analizy da-—
nych spektralnych mozna bylo zalozyé, ze amidy 55a w niepolarnych roz-
puszczalnikach tworzg dimery i krystalizujg takze w tej formie., W polar-
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nych rozpuszczalnikach, takich jak IMSO, dimer ulega rozpadowi. Amidy
55b nie tworzg dimeréw, ale krystalizujg z eteru w formie eteratéw. Hi-
poteza ta tiumaczy obserwowang tatwos¢ rozdziatu diastereomerdéw i rézni-
ce obserwowanych wtasciwoéci fizykochemicznych (zwiaszcza zaé istnienie
dwéch pasm vp_n W widmach IR amidéw 55a). Aby potwierdzié to zaloze-
nie, zsyntezowalismy amidy 57 1 J58. Zgodnie z oczekiwaniami amid 57
ma takie same wiasSciwoéSci jak amidy 55a, amid 58 daje za$ widmo podobmne
do widm 55b.

H

%, ‘4,

PhCO0 j: COOH PhCOO ®™=r— COOH
PhCOO mt CONH-CH,~PO5Ph, Phcoo.;-. CONH~CH,,CH,,CH,,

27 28

Réznice wtasciwoéci fizykochemicznych i fakt, Ze sygnal 31P—NMR amidéw
55a lezy zawsze przy wyzszych wartosciach & niz sygnalr 55b, umozliwity
okreslenie konfiguracji aminofosfonianéw w tych amidach.

Nie udato sie natomiast rozdzielié amidéw (55t R1=CHZOCOCH5), -
trzymanych z 1-amino-2-acetoksyetanofosfonianiu difenylowego. Prawdopo-
dobnie obecnoéé grupy acetylowej (dwa dodatkowe atomy tlenu zdolne two-
rzy¢é wigzania wodorowe) nie dopuszcza do utworzenia sig¢ dimeru 55a, a
réznice migedzy obydwoma amidami sg zbyt maie, aby mozna rozdzielié je
przez krystalizacje. Stusznos¢ tego zatozenia potwierdza tez obserwa-
cja, ze rozdziat amidéw otrzymanych z amino(4-metoksyfenylo)metanofos-
fonianu (55: R=4—CH3006H4) i amino(2,4-dimetoksyfenylo)metanofosfoania—
nu (55: R=5,4—(CH50)206H3) difenylowych zwigzkéw majgcych dodatkowe ato-
my tlenu w czgsteczce przebiega zmnacznie trudniej i wymaga innej kolej-
nosci krystalizacji (wpierw krystalizacja 55b z eteru, a nastepnie wy-
tracenie 55a heksanem). Co wigcej, wiasciwosci fizykochemiczne amidoéw
otrzymanych z obu tych aminofosfonianéw nieco odbiegajg od pozostazych.

Po hydrolizie diastereomerycznych amidéw 558 i 55b mieszaning
kwasu bromowodorowego i octowego otrzymuje si¢ enancjomery kwas6w ‘amino-
fosfonowych (tab. 13).

Za pomocg bezwodnika dibenzoilo-L-winowego nie udaio sig¢ rozdzie-
1li¢ estréw dietylowych i dimetylowych kwaséw aminofosfonowych.

Amidy 55a i 55b tatwo mozna przeprowadzi¢ w odpowiednie diaste-
reomeryczne imidy 59a i b:



Tabela 13
Optycznie aktywne kwasy aminofosfonowe 56a i 56b

Konfi- (a) gga Literaturowe
gura= |qemp. top. 20
R’ ¢da | romez. | (c 1, m Naom) (ak78
_ (¢ 1, M NaOH)
fosfo o 5
nianu (°c) (°) (°)
Me s 278-279 +17 +16,8 [106)
R 277-278 -16 -16,9 [106)
prt S 277-278 -0,68 -1,0 (107)
R 272-273 +0,68 +1,0 [07)
Bul s 278-280 +25
R 288-290 -24
Ph s 278-279 -20 -19,4 (107], (108)
R 280-282 +19 +19,4 (07), (108)
PhCH,, s 269-270 +52 +49,9 [101)
R 267-268 ~49 -49,9 [01)
s 282-284 el
+6b
OH R 281-283 +5
&P
s 282-284 wslf
+6b
OE| R 282-28% +5
OH 5P

8 (¢ 5, MM NaOH),
(¢ 1, 1M HC1),

Poniewaz struktura imidéw 59 przypomina ftaliloaminokwasy, mielis~
my nadzieje, ze fragment dibenzoilowinowy bg¢dzie mozna usungé, podobnie
jak grupe ftalilowa, i1 otrzymaé estry difenylowe kwaséw aminofosfono-
wych. Niestety, imidy 59 rozkiadajg si¢ w Srodowisku zasadowym (réw-
niez w alkoholowych roztworach hydrazyny stosowanych do usuwania grupy
ftalilowej) dajac wiele produktdéw, w tym produkty rozpadu wigzania fos-
for-wegiel. Tak wiec, nie udaio si¢ otrzymaé¢ w ten sposéb 1-aminoalkano-
fosfonianéw difenylowych, czyli nie udaio sig¢ osiagnaé podstawowego ce-
lu podjetych badan. Mimo to opisang tu metodsq rozdziaiu mozZna w prosty
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PhCOO w— COOH 1
Y 4
PhCO0 nJ: CONH-C—PO,Ph,
H “q
Soa
SOCl2 benzen
1
H 0 ,R
PRC0O ¥~ SN-C-PO,Ph,

PhCO0 ., -{
f o

2%a

45

H
PhCOO w“— COOH K
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sposdéb otrzymaé optycznie aktywne kwasy ‘1-aminoalkanofosfonowe. Stosuje
si¢ Jja Jjako metode otrzymywania enancjomerdéw tych kwasédw.

Imidy 59, otrzymywane z diastereomerycznych mieszanin amidéw 55,
mozna takze rozdzielié¢ przez krystalizacje, przy czym jest to trudniej-
sze niz rozdziat amiddéw. Niekiedy Jest to jednak jedyrna metoda. Na przy-
krad, w taki sposéb otrzymywalismy enancjomery fosfonowego analogu sery-

ny
H

PhCOOwA
PhCO0%,

{

0

N-CH-POPh,
0 1h2
0-C(0)cHy

1. rozdzial diastereomerébw
2. hydroliza

f 1
'CH20H
H N-C-PO,H, HAN-CPOsH,
H CH20H
S-izomer R-izomer

[“3238 = +35° (¢ 1, 1M NaOH)

(a)50g = =30° (c 1, MM NaOH)



Réwniez w przypadku amidéw 59a i 59b w widmach T5-NMR obserwu-

je sig réznice polozenia sygnaléw protondéw metylenowych reszty dibenzo-
ilowinowej. W chloroformie sygnat ten, odpowiadajqcy imidom 59b, lezy
zawsze przy wyzszych wartosciach § niz w wypadku imidéw 59a. Jest to
zgodne z ogdlng reguta opisang przez Kolas¢ i Millera (109], ktérzy uzy-
1i imidéw otrzymywanych z optycznie czynnych amin i bezwodnika dibenzo-
ilo-L-winowego do okreslania konfiguracji amin za pomocg 1H—NMR.

Rozdziar amidéw 55 1 imidéw 59 na diastereomery oraz zastosowa-
nie tego sposobu do otrzymywania enancjomeréw fosfonowych analogbdw ala-
niny, waliny, léucyny, fenyloalaniny, fenyloglicyny, seryny, tyrozyny i
dopa opisano w publikacjach (63], (88], (110].

5.3. Rozdziat diastereomerycznych fosfonopeptyddéw za pomocg
chromatografii jonowymienneg

Jak wynika z poprzednich rozwazain, otrzymanie czystych enancjome-
roéw estréw kwasdw aminoalkanofosfonowych nastrecza sporo trudnoséci. Dla-
tego tez interesujaca mozliwosScig wydai si¢ bezposredni rozdziax dias-
tereomerycznych fosfonopeptydéw, produktoéow syntez, do ktérych jako sub-
stratow usywa sie racemicznych kwaséw aminofosfonowych lub ich estréw.
Okazalo sie, ze wystarczy w tym celu zastosowaé chromatografie jonowy-
mienng. I tak w wyniku uzycia silnie kwaénego kationitu (Dowex 50W X8,
100-200 mesh, forma gty 4 prostego wymywania peptydéw woda otrzymuje
sie czyste diastereomery (tab, 14). Uzycie kolumny o wymiarach 200x20 mm
wmozliwia rozdzielenie od 0,7 do 2,0 g mieszaniny diastereomerdéw z do-
brymi wydajnosciami. Ta metoda, chociaz stosunkowo czasochtonna, pozwa-
la na otrzymanie gramowych porcji chromatograficznie jednorodnych pro-
duktédw. Niektére z peptydéw zebranych w tab. 14 udato sie rozdzielié
przez krystalizacje.

Konfiguracje P-terminalnego aminofosfonianu w fosfonodipeptydzie
mozna okreslié¢ za pomocg relatywnej ruchliwosci obu diastereomeréw w
chromatografii cienkowarstwowej i1 jonowymiennej. Okazalo sig¢ bowiem, ze
zgodnie z ogblng zasadg obowigzujaca dla klasycznych peptydow (111,
(112] ruchliwoéé izomeru L,D (S,S w przypadku fosfonopeptydu) jest
wieksza niz ruchliwoé¢ izomeru L,L (S,R). Tak wigc izomery L,D s3
wymywane z kolumny jonowymiennej jako pierwsze i wedruja wyzej w chroma-
tografii cienkowarstwowej (tab. 15). Fakt, Ze reguia ta obowigzuje réw-
nies dla fosfonodipeptyddéw, zostal potwierdzony na podstawie danych z
litefatury dotyczgcych konfiguracji otrzymanych peptydédw, a takze przez
hydrolize diastereomeréw i poréwnanie skrecalnosci otrzymanych w ten
sposéb kwaséw aminofosfonowych z danymi z literatury dla kwaséw o zna-
nej konfiguracji.
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Tabela 14
Diastereomery fosfonopeptyddw 16
H H R1
H,N-C-CONH~-C-PO3H,, HZN-C-CONH-C-Po3 5
R R
izomer L-D (S-S) izomer L-L (S-R)
20 [5)
R R1 a« 578 (c 1 ’ H20) (")
LL + LD LD LL
Me (Ala) Me +12 +75 =49
pri (Val) +38 +84 -9
Bul (Leu) +30 +73 =13
Me (Ala) Et +18 +75 =53
Bul (Leu) +25 +83 =22
Me (Ala) pri +12 +59 -2
Pri (Val) +37 +66 +7
Bul (Leu) +26 +51 +1
pPri (Val) Bul +30 +87 =23
Pri (Val) (CH, ) ,COOH -31 @ - -34
Bul (Leu) P +28 +51 =14
(Pro) -29 © -29 -
pri (val) (CH,) 5CO0H +49 ¢ +49 =
(Pro) —yy 8 = 44
HZN—CH-CQN<;]
2 Poym, +27 +83 =22
2
H;C' “CHy

ay syntezie otrzymuje sig¢ gtéwnie izomer S,R,
L Rozdzielony przez krystalizacje,
Cw syntezie otrzymuje sie¢ gtéwnie izomer S,S.



Tabela 15
Wartosci Rf otrzymane dla diastereomerycznych fosfonodipeptydéw 16;
eluent: n-butanol-kwas octowy-woda (12:3:5)

Wartosci Ry
1 Celuloza | Zel krzemionkowy
R R
Izomer
D | LL LD 5L
Me (Ala) Me 0,08 0,06
Pri (Val) 0,60 | 0,46 | 0,15 0,10
Bul (Leu) 0,23 0,17
Me (Ala) Et 0,11 0,09
Bul! (Leu) 0,79 10,67 | 0,26 0,20
Me (Ala) pri 0,52|0,45| 0,28 0,21
Pri (val) 0,38 0,31
Bul (Leu) 0,30 0,26
Pri (val) Bul 0,92|0,83| 0,48 0,41
Pr% (Val) (CH,) ,COOH |0,48 | 0,30 | 0,21 0,15
Bul (Leu) 0,54 | 0,45 | 0,27 0,21
(Pro) 0,19 | 0,24 | 0,08 0,12 @
Pri (val) (CH,) 3CO0H 0,36 | 0,23 | 0,26 0,20
(Pro) 0,25|0,29 | 0,09 0,11 2
H2N—CH-CON; ]
|2PU
_CH

H50 cn3

4 Zgodnie z ogbdélng reguia N-kohcowa prolina powoduje od-
wrécenie relatywnej ruchliwosci peptydow.

Przez hydrolize rozdzielonych diastereomerycznych fosfonopeptyddw
otrzymywano enancjomery kwasé/w 1-aminoalkanofosfonowych (tab. 16). Roz-
dziat diastereomerycznych fosfonodipeptyddéw i ich hydroliza jest wigc
dobra metoda otrzymywania optycznie aktywnych kwaséw auwinofosfonowych.
Otrzymalismy w ten sposéb nie opisane dotad enancjomery fosfonowych ana-
logéw kwasu glutaminowego, proliny kwasu 2-aminoadypinowego oraz kwasu
1-aminopropanofosfonowego.,
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Tabela 16
Optycznie aktywne kwasy ‘1-aminoalkanofosfonowe otrzymane
z diastereomerycznych fosfonodipeptyddw

g ¥
HEN—?-POBHE H2N-?qPO§H2
R1 H
S-izomer R-izomer
Ealgga (¢ 1, 1M NaOH)| Literaturowe [“1238
(c 1, 1M NaOH)
r! (°) (°)
Izomer
S R S R
CH3 +17 -17 +16,8 -16,8 [106)]
CHBCH2 +21 =20
CH(CHyz), -0,8 8 +0,8 -0,6 +0,6 [110]
CHECH(CH5)2 +27 -28
CHZCHECOOH +21 =21
(CH,) 5COOH +13 -12
E P03H2 -60 +64

a
(e 5, HZO)'

Badania przedstawione w tym podrozdziale zostaly opisane w pracach
(e61, (1123, (11147 .

5.4, Proby rozdziatu diastereomerycznych fosfonodipeptydow
za pomoca ciekiych membran emulsyjnych

Ciekle membrany, ktére sg uwazane za modele bton biolegicznych,
cieszg sig¢ coraz wigkszym zainteresowaniem jako potencjalna, nowa tech-
nika rozdziatu i zatezania substancji chemicznych. Rézne aspekty zasto-
sowan takich membran oraz roézne typy proceséw rozdziatu zostaily wyczer-
pujaco opisane przez Webera (115). Ciekle membrany emulsyjne to specy-.
ficzna odmiana standardowe] ekstrakcji. Technika ta umozliwia rozdziela-
nie gramowych ilosci substancji roéznigcych sie nieznacznie budowg che-
miczng. Postanowitem zatem sprawdzié, czy nadaje sie ona do rozdziaiu
diastereomerycznych fosfonodipeptydéw. W literaturze jest niewiele prac



Rys. 3. Schematyczne przedstawienie sposobu dziatania cieklej
membrany emulsyjnej (kierunek transportu peptydéw zaznaczono strzatkg)
Fig. 3. Schematic representation of the mode of action of liquid
emulsion membrane (the transportation direction is indicated by arrow)

opisujgcych transport aminokwaséw przez ciekle membrany rozpuszczalnikoéw
organicznych (116])-[125), a transport peptydéw nie zostat dotychczas o-
pisany. Podjelismy zatem badania podstawowe, ktorych celem byio znalezie-
nie optymalnych warunké4w permeacji aminokwaséw i peptydoéw przez ciekile
membrany emulsyjne.

W badaniach tych tworzono emulsje wodnego roztworu peptydu i czte-
rochlorku wegla. Emulsje te zawieszano, delikatnie mieszajgc, w wodzie
destylowanej. W ten sposdéb otrzymywano zdyspergowana faze wodng zawiera-
Jaca peptyd (surowiec, faza A na rys. 3), oddzielong cienkg (grubosci
1-10 um) warstwg czterochlorku wggla od fazy wodnej, do ktérej transpor-
towany jest peptyd (permeat, faza B na rys. 3). Czterochlorek weggla
stanowi membrang migdzy tymi dwiema fazami wodnymi. W czterochlorku we-
gla rozpuszczano zwigzek makrocykliczny, ktoéry kompleksujac peptyd prze-
nosi go przez membran¢ organiczng. Tak wigc proces transportu wymuszany
Jest przez gradlent stezen.

Dipeptydy i fosfonodipeptydy sa transportowane przez opisane tu
membrany, przy czym réwnowaga osiggana jest juz po 10-20 minutach (rys.
4), Szybkoéé permeacji silnie zalezy od stezenia Arodka powierzchniowo
czynnego uzytego w celu przeciwdziatania rozpadowi emulsji (Rokwin 60 -
mieszanina estréw wyzszych kwaséw tiuszczowych z sorbitem - produkowany
przez NZPO "Rokita"™ w Brzegu Dolnym). Zalezno&é od uzytego noénika ma-
krocyklicznego jest mniej widoczna (rys. 4).

Zdolnosci transportujace uzytych eteréw koronowych ukiadajg sSie w
szeregu: Kryptofix 5 > Kryptofix 222 > Kryptofix 22 > 48-korona-6. Wyda-
je sie wiec, ze istnieje tu transport kombinowsny: transport peptydéw za



51

25

/*—
20 %

15

* Kryptofix 5 O,83 mM
AKryptofix 5 0,02 mM
O18-Crown-6 1,80 mM
vV 18-Crown-6 0,02 mM

10

STEZENIE PEPTYDU
W PERMEACIE (mM)

OS5 - O bez nosnika
L I | J
oO 1 2 3 4
CzZAS (103s)

Rys. 4. Zmiany stezenia kwasu 1-(N-L-waliloamino )etanofosfonowego
w permeacie w trakcie procesu; stezenie Rokwinu 60 w fazie organicznej
wynosito 4% (g/g)
Fig. 4. The changes of the concentration of 1-(N-L-valylamino)ethyl-
phosphonic acid durlng the permeation process; Rokwin 60 concentration
in organic phase was 4% (per weight)

pomocg odwrotnych micel tworzonych przez surfaktant w fazie organiczne
oraz transport za pomocg makrocyklicznego noénika, ktéry kompleksuje
grupe NH; peptydu. Wszystkie zbadane przez nas mieszaniny diastereome-
ryczne fosfonodipeptydéw sa dobrze transportowane przez emulsyjne mem-—
brany z czterochlorku wegla (tab. 17).

Aby zaprojektowaé metode rozdziatu fosfonodipeptydéw na diastereo-
mery, nalezato zbadaé, czy w ukladzie emulsyjnym wystepuje dyskrymina-
cja chiralna, to znaczy, czy diastereomery sa transportowane z rézna
szybkoscig. Badaliémy wiec kinetyke transportu L-Ala-L-Ala, L-Ala-D-Ala
oraz ich fosfonowych analogéw L-Leu-L-Phe i L-Leu-D-Phe, L-Val-L-Ala
i L-Val-D-Ala oraz diastereomeréw fosfonowego analogu leucyloalaniny
przez membrany zawierajace tylko srodek powierzchniowo czynny (dodanie
makrocyklicznego nosnika do ukladu zwigksza co prawda szybkosé transpor»
tu dipeptydéw, ale drastycznie obniza stereoselektywnosé procesu).
wszystkich przypadkach izomer L,D jest transportowany szybciej niz
izomer L,L (reprezentatywny przykiad pokazatem na rys. 5), w niekté-
rych przypadkach nawet trzy razy szybciej. Klasyczne peptydy przeplywa-
Ja przez membrane szybciej niz ich fosfonowe analogi. Przeprowadzenie
peptydéw w bromowodorki zmniejsza szybkosé permeacji, wpiywajgc tylko
nieznacznie na diastereoselektywnos¢ procesu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna sgdzié, ze mozliwe jest opra-
cowanie metody rozdzialu diastereomerycznyc» peptyddéw (w tym i fosfono-
peptyddéw) za pomocg cieklyc» membran emulsyjnyct. Wymaga to jednsk wielu
badan o crarakterze podstawowym.
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Tabela

17

Szybkosci permeacji (mM godz._1) fosfonodipeptydéw i glicylohistydyny
przez membrane z czterochlorku weggla stabilizowang Rokwinem 60
i zawlerajgca lub nie Kryptofix 5 (stezenie 0,83 mM)

Stezenie Rokwinu 60
Fepiyd z nosdnikiem | bez noZnika
% 2% 4%
Val—NH—CH—P03H2
éH; 0,625 0,625 | 0,155 | 0,225
Ala-NH-CH-POSH, | 0,495 | 0,625 | 0,370 [ 0,505
Val—NH-CH—P03H2 0,430 | 0,510 | 0,155 | 0,235
CH2Ph
Ala-NH-~ H—PO5 2 - 0,070 - 0,030
CHy
GlyHis 0,420 | 0,430 | 0,160 | 0,250
= —
a2 0,6+
> E
: ~
w —1=
ay O4-
<
-1 ® L-Ala-L-Ala
g‘J g.-l 0,2 O L-Ala-D-Ala
! ® L-Ala-L-Ala-P
- O L-Ala-D-Ala-P
w3
Te) 1 1 L
(0] 1 2 3 4
CZAS (103s)

Rys. 5. Stereoselektywnos¢ transportu alanyloalaniny i jej fosfonowego
analogu przez ciekla membrang emulsyjng; stezenie Rokwinu 60
w fazie organicznej wynosiio 4% (g/g)

Fig. 5. Stereoselectivity of the transportation of alanylalanine and

its phosphonic analogue through liquld emulsion membrane;

the concentration of Rokwin 60 in organic phase was 4% (per weight)
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Wyniki opisane w tym podrozdziale zostaly zamieszczone w postaci
komunikaté4w w materiatach pokonferencyjnych (126], (127].

6. FOSFONOACETYLOAMINOKWASY I FOSFONOACETYLOAMINOFOSFONIANY

Zainteresowanie fosfonoacetyloaminokwasami datuje si¢ od odkrycia,
ze kwas (N-fosfonoacetylo)asparaginowy 8 (PALA) jest silnym inhibitorem
karbamoilotransferazy asparaginianowej [18], drugiego enzymu szlaku bio-
syntezy pirymidyn. Zwigzek ten wykazuje tez interesujgcg aktywnosé prze-
ciwnowotworowg [35], (128].

Synteza PALA sprawiala wiele trudno$ci wynikajacych ze specyficz-
nych wiasciwosci grupy fosfonowej. Jako substratéw uzywano zardéwno wol-
nego kwasu fosfonooctowego 60, jak i jego estréw 61 P,P-dibenzylowych,
-diallilowych i -difenylowych [35]. W celu otrzymania PALA zastosowano
tez wiele klasycznych, znanych z chemii peptydéw metod tworzenia wig-
zania amidowego. Mimo szeroko zakrojonych badan wydajnosci tych syntez
83 Jjednak niezadowalajgce.

Poniewaz dla otrzymania N-fosfonoacetyloaminokwasé4w nalezaizo roz-
wigzaé te same problemy, jakie wystepuja w syntezie fosfonopeptydéw,
opis syntezy tych pochodnych zostat wigczony do tej pracy.

H,05P~CH,~COOH R05P~CH,=COOH
60 (4]

Péznie jsze lata przyniosty doniesienia o réznorodnej aktywnosci
biologicznej innych niz PALA N-fosfonoacetyloaminokwaséw. Najciekawsze
przyktady to: N-fosfonoacetyloornityna 62 (PALO) (129], (130]), silny in-
hibitor karbamoilotransferazy ornitynowej, jednego z kluczowych enzyméw
biosyntezy puryn; inhibitory 63 i 64 enzymu konwertujgcego angioten-
syne (potencjalne $érodki przeciw nadcisnieniu ([131)-(133)) oraz inhibi-
tory 65 i 66 enkefalinazy (134], (135].

H,05P~CH,~CONH~CH,CH ,CH ,~CH~COCH H,03P~CH,~COIN I
NH, COOH
62 63
H,0 5P ~CH ,~CH~CON I H205P—g§—CONH—("JH-COOH
&) {2
- COOH 2
HyC” “CH,

62



H,05P~CH,,-CONH-CH-COOH
R
66

Poszukujqc regulatoréw wzrostu roslin zauwazytem, Ze nie badano nigdy,
czy N-fosfonoacetyloaminokwasy majg take aktywnosé i dlatego podjaiem
synteze tych poxgczen.

6.1. Synteza N-fosfonoacetyloaminokwaséw

W czasie, gdy podejmowalem proéby syntezy N-fosfonoacetyloaminokwa-
86w, znane byly tylko PALA i PALO, a opisanych byio zaledwie kilka me-
tod ich otrzymywania. We wszystkich tych metodach substratem byl kwas
fosfonooctowy. Postanowilem zatem zastosowaé estry dialkilowe kwasu fos-
fonooctowego 61 i metody chlorkéw kwasowych oraz DCC dla tworzenia wig-
zania amidowego. Selektywna, zasadowa hydroliza fosfonooctanu trietylo-
wego daje odpowiednig 861 sodowa, ktérg latwo przeprowadzié w substrat
61 sprz¢gany nastepnie z estrami aminokwaséw metodami DCC i chlorkodw
kwasowych. Wydajnoséci produktéw 67 tych reakcji byty co najwyzej zado-
walajgce (tab. 18).

1. NaOH/MeOH

Et,,0,P-CH,~COOEt ——————  Et,0,P-CH..~COOH
273 e 2. HC1 273 72
61

DCC/aminoester SOC12

2-4———
Et20 P—CH2—CONH—?H—COOR Et205P—CH2—COCl
R aminoester

3

574

W roku 1979 Lesiak i Stec [1%6) opisali inne, oryginalne i atrak-
cyjne rozwigzanie problemu syntezy N-fosfonoacetyloaminokwasdéw. Zapropo-
nowali oni mianowicie, aby tworzenie wigzania fosfor-wegiel bylo kohco-
wyn etapem syntezy PALA: '

P(OEt)5

Cl—CHZ-CONH—?H—COOEt — Et203P-CH2-CONH-?H—COOEt
CH2000Et CHECOOEt

68



Tabela
Estry trialkilowe 67 i sole 70 N-fosfonoacetyloaminokwasdw

55

18

Zwigqzki 67 Zwigzki 70
R R2 |Metoda® | wyd. (%) R Metoda ° | Wyd. (%)
H Et A 85 H E 85
B 85
c 7
Me Et A 84 Me E 85
c 9 F 85
D 21
pri Me A 98 pri E 87-90
pri Et A 90
c 56
Bul Et D 33
Bz Me A 97 Bz E 74-86
Bz Et A 95
CH,COOMe Me A 97 CH,,COONa E 82-84
F 80
CH,COOEt Et A 92
c 31
(CH,),CO0Et | Et A 84 (CH,) ,CO0Na E 83
c 34
D 66

A Substraty: A - chloroacetyloaminokwasy; B — bromoacetyloglicyna;
C - chlorek estru P,P-dietylowego kwasu fosfonooctowego; D - kwas
P,P-dietoksyfosfonooctowy i estry metylowe aminokwaséw/metoda DCC.

E - hydroliza a naste¢pnie acydoliza; F - acydoliza a nast¢pnie hy-

droliza.

Jednak i w tej syntezie wydajnoé¢ produktu jest umiarkowana, co jest wy-
nikiem rozktadu estru 68 w wysokiej temperaturze, w jakiej prowadzi. sig
reakcje Arbuzowa.

Dobre wyniki dala opracowana przez nas modyfikacja tej procedury
polegajaca na tym, ze reakcji Arbuzowa poddaje sig¢ N-chloroacetyloamino-
kwasy 69. Reakcji tej towarzyszy estryfikacja reszt karboksylowych, a
produkty 67 otrzymuje si¢ z wysokimi wydajnosciami (tab. 18). Otrzymane
estry tatwo przeprowadza si¢ w ich sole sodowe 70.
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C1~CH ,CONH~CH~COOH
R
P(OR2)3
R%OBP-CH —CONH—CH-COOR2
R
67
HBr/AcOH NaOH/MeOH
1lub MeBSiCl/NaJ
Y
2 2
H,05P~CH,~CONH~CH~COOR R505P~CH,,~CONH~CH~-COONa
R R
1. HBr/AcOH
NaOH/HZO
2. NaOH/H,0

|

Na ;05P~CH,~CONH~CH-COONa
R
20

Oméwione w tym podrozdziale syntezy zostaiy czesciowo opisane w
Synthesis (137).

Otrzymene zwiazki wykazuja umiarkowang aktywnos¢ herbicydowa (138],
przy czym silniej dziatajg one na rosliny dwuliscienne. Badania aktyw-
nosci cytostatycznej wykazsily, ze prbécz PALA nie hamujg one wzrostu ko-
mérek KB ludzkiego nowotworu w hodowli komérkowej [139].

6.2. Synteza N-fosfonoacetyloaminofosfonianéw

PALA mimo interesujgcego spektrum aktywnoséci przeciwrakowej (np.
daje on obiecujgce wyniki w leczeniu nowotworéw pzuc) nie zostail wpro-
wadzony do terapii. Chociaz w komérkach rakowych jest osiggany poziom
leku niezbedny do zahamowania aktywnosci transkarbamoilotransferazy as-
parginianowej, bariery w jego przenikalnoéci przez btony komérkowe u-
niemozliwiajg dotarcie PALA do miejsca dziatania (140), (141). Tym samym
skutecznos$é leku jest mata, Poszukuje si¢ zatem takich modyfikacji
strukturalnych, dzieki ktérym mozna by zachowaé dziatanie leku przy Jjed-
noczesnym umozliwieniu transportu przez biony komérkowe. Jedng z takich
modyfikacji moze byé zamiana jednej z grup karboksylowych w PALA na
reszt¢ fosfonowa. Podjalem wig¢c prébg syntezy takich poigczen.
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Tabela 19
Sole sodowe 71 N-fosfonoacetyloaminofosfonianéw

R1 R2 Metoda? | Wydajnosé (%)
H CH,COONa A 42
H Me A 22
c 63,5
Me Me A 29
H pri A 28
c 63
H Prld A 16
c 72
H Bul c 71
H Bu® B 14,5
- (CH,), - ] 22
H (CH,) ,CO0Na B 22
H (CHy) 5C00Na B 15
H Prc B 26,5
H Bu® B 11
H Pen® B 21
H Hex® B 21
Na203P-CH2-CONH-EH-COONa A 7,5
H2P03Na2
Na,05P-CH,~CONE- (CH,) ;POzNa, B 20
Na,0,P~CH,-CONH~-CH-PO,Na,, A 55
&85
ONa
Na,05P~CH,~CONH-CH,~P=0 A 61,5
\Et

4 Substraty: A - kwasy N-chloroacetyloaminoalkanofos-
fonowe; B - N~chloroacetyloaminoalkanofosfoniany
dietylowe; C - estry difenylowe.

Synteza N-fosfonoacetyloaminofosfonianéw sprawia spore trudnosci.
Najprostszym sposobem wydawalo si¢ powtérzenie metody zastosowanej do
syntezy N-fosfonoacetyloaminokwaséw. Mozliwosci tej metody sq limitowa-
ne trudnoscig otrzymania kwasé4w N-chloroacetyloaminofosfonowych. W wy-.
niku zastosowania estréw dietylowych kwaséw ‘1-aminoalkanofosfonowych z
dobrymi wydajnosciami powstajq ich chloroacetylowe pochodne. Jednak, po-
dobnie jak w przypadku estréw N-chloroacetyloaminokwaséw, pochodne te



R2 R2
Cl—CHZ-CONH—?-PO Cl-CH —CONH-C-POBEt2
r1

(Bt0) ;P \\\\\\\\\\ )///////:;:;)5P

Et OBP—CH —CONH-;:I-POBE‘!:2

1. HBr/AcOH
2. NaOH/MeOH

R2
|
Na203P-CH2-CONH-?-PO3N82
r1
|

1. HBr/AcOH
2. NaOH/MeOH

R2 _OPh

Et.,0,P-CH —CONH-C-P_O
23 ~

&1 OEt

P(OEt)5

R2
I -
Cl—CHa-CONH—g;PoiPh2

sg nletrwale w warunkach reakcji Arbuzowa. Tymi dwiema metodami mozna
otrzymaé¢ pozadane produkty 71 z umiarkowanymi wydajnosciami (tab. 19).
Dobre rezultaty dato zastosowanie 1-aminoalkanofosfonianéw difenylowych
jako substratéw. Reakcja fosforynu trietylowego z otrzymywanymi z nich
N-chloroacetyloaminofosfonianami difenylowymi przebiega giadko i towa-
rzyszy jej reakcja transestryfikacji jednej grupy estrowej. W wyniku
otrzymuje si¢ mieszane estry etylowo-fenylowe 72. Przebieg tej reakcji
jest zaskakujacy, gdyz 1-(N-benzyloksykarbonylamino)alkanofosfoniany
difenylowe nie sa transestryfikowane fosforynem trietylowym. Réwniez
fakt, Ze uzycie bromowodoru w kwasie octowym pozwala uzyskaé produkt 71
jest zaskakujacy, gdyz estry difenylowe sa trwate w warunkach acydolizy.
Metoda ta uzyskuje si¢ pozadane prbdukty z dobrymi wydajnosciami (tab.19).
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Zaden z otrzymanych zwigzkéw nie wykazywal wiasciwosci cytostatycz-
nych w stosunku do komorek KB ludzkiego mig¢saka. Uzyty w tym samym tes-
cie jako zwigzek kontrolny PALA hamowal wzrost komérek nowotworowych
(IDgy = 240 ug m1 ™).

Wyniki opisane w tym podrozdziale zostaly opublikowane w Journal
of Medicinal Chemistry [(142].

Wyniki opisane w rozdziale 6 pokazujg, jak wiele trudnosci sprawia
synteza pochodnych peptydowych, gdy jeden ze sktadnikéw zawiera grupe
fosfonowg. Metody stosowane w syntezie klasycznych peptydéw maja tu o-
graniczone zastosowanie, czego dowodem moze by¢ fakt, Ze znacznie lep-
sze wyniki w syntezie N-fosfonoacetyloaminokwaséw otrzymuje sie¢ po wpro-
wadzeniu wigqzania fosfor-wegiel w ostatnim etapie syntezy, to jest juz
po utworzeniu wigzania amidowego.

Panu Profesorowi Przemystawowi Mastalerzowi serdecznie dzigkuje za
opieke i pomoc, ktérej udzielar mi od poczgtku mojej pracy naukowej.
Szczegblnie serdecznie pragne podzigkowa¢ Pani Doktor Barbarze Lejczak,
wraz z ktérg od dziesig¢ciu lat prowadzimy badania nad synteza i dziata-
niem biologicznym aminofosfonianéw i ich krétkich peptydéw. Dziekuje
réwniez wszystkim Kolezankom i Kolegom, z ktérymi wspéipraca umozliwita
mi wykonanie tej pracy.
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PHOSPHONOPEPTIDES - SYNTHESIS AND STEREOCHEMISTRY

Various aspects of the preparation of the synthesis of phosphono-
peptides containing P-terminal aminophosphonic acids are described. Ami-
nophosphonic acids are the analogues of amino acids obtained by the re-
placement of COOH group of the former by PO3H2 moiety. Free, unesteri-
fied aminoalkylphosphonic acids are unsuitable for phosphonopeptide syn-
thesis since the acylation of phosphonate anion competes with standard
acylation. Resulting mixed anhydride usually undergoes hydrolysis yiel-
ding non-effective use of acylating agent. Much beter results were ob-
tained using diethyl esters of aminophosphonic acids. Studies of the
influence of the reagents (amines, condensing agents and additives) and
solvents used in reaction of N-protected amino acids with these esters
by means of mixed anhydride method allowed the working-out of the gene-
ral procedure for the synthesis. Using this procedure over 150 phospho-
nopeptides were synthesized. Also the procedure using diphenyl aminoal-
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kylphosphonates as substrates appeared to be useful. In order to make
this procedure useful the removal of diphenyl groups from phosphonate
moiety was achieved by means of reaction with methanol, potassium fluo-
ride and crown ether, followed the standard removal of phosphonate
methyl esters by acidolysis. The preparation of diastereomers of these
peptides was described. The simplest method seemed to be the use of
enantiomers of diethyl 1-aminoalkylphosphonates. However, this procedu-
re is limited by availability of these esters. In order to obtain opti-
cally active diphenyl 1-aminoalkylphosphonates these esters were resol-
ved with dibenzoyl-L-tartaric anhydride. Resulting amides were easily
converted into the corresponding imides which are structurally similar
to phtalylamino acids. However, the use of standard procedures of the
removal of amine-masking group failed and an approach for the synthesis
of enantiomeric diphenyl ‘1-asminoalkylphosphonates was unsuccesful. On
the other hand the use of dibenzoyl-L-tartaric anhydride appeares to be
one of the simplest routes to optically aminoalkylphosphonic acids.
Diastereomeric phosphonodipeptides were obtained by separation of their
mixtures by means of ion-exchange chromatography. Thus, using Dowex 50W
X8 and elution of the peptides with water yielded chromatographically
pure diastereomers. The method for the putative asignment of the confi-
guration of P-terminal component of these peptides was proposed basing
on the assumption that diastereomers differ in their relative mobili-
ties in thin layer and ion-exchange chromatography. According to the
general rule found for classical peptides the mobility of L-D isomer is
bigger than the mobility of its L-L isomer. Finally the use of liquid
emulsion membranes for the separation of diastereomeric phosphonopepti-
des was described. Also syntheses of N-phosphonoacetylamino acids and
N-phosphonoacetylaminophosphonates were presented.

QOCOOHOIIEOTHIN - CWHTE3 ¥ CTEPEOXMMIH

OnncaHH pas3MYyHHE acHOeKTH CHHTe3a docPoHOmENTHNOB, COLEpPRAMAX
P-koHeuyHHe aAMMHOPOCPOHHHE KHMGJIOTH, T.e. TaKMe aHANOI'A, B KOTOPHX OCTa-
7oK COOH Onn 3aMemeH rpynmooit P03H2. CBoGonHHe aMnHOPOCHOHHHE KHUCIOTH
He ABIANTCA XOpomWMMKM cydcTpaTaMr B cuHTe3e (ocdoHomenTnnoB, UCO0 C Eejaa-
eMoit peaxumeit amRIMpOBAHMA aMAHOIPYNMH amuHOPocHoHATA COMEpHAUAET auna-
aapoBaHne dochonHaTHOro annosa. OOpasymupiicd aHrAXpUI OCHIHO IOIXBEpraeT-
oA THIOPONHM3Y, Pe3yIbTATOM 4ero fABAAeTCA He3pdeRTMBHOEe MOTpebleHAe and-—
Jnppyouero areHra. Jyumne pe3yiabTaTH RI0 yHOTpeGneHHe ON3THIOBHX 3PrpOB
aMrHOaNKAHODOCPOHHHX KACIOT. Ha OCHOBE MCCHIENOBaHM# BIUAHUA yHOTpeOSHeH=-
HHX peareHToB (aMMHOB, COENAHADLAX AreHTOB A NoGaBieHRmH) M pacTBOPATE-
ne#t Ha Xom M PPEKTUBHOCTH CHHTE3a (ocHOHOMENTMROB mpennoxeHa oduas
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[IpOUenypa CHUHTE3a 3TUX COeNUHEHMA DM ITOMOUM CMEWAHHHX AHTMIPUNOB, OC-
pasyeMHX @3 N-33ilMTHHX avMHOKNCJIOT M 3TWIOBOI'O dhUpa X/JI0pMyDPIBBAHOR
KACAOTH. STWM MeTomoM momyuair oxoino IS0 fochoHONENnTALOB. i(eHHHM IOHNOI-
HEeHZeM 3TOT0 MeToma ABIAETCA CIOCO00, COCTOoAWUMA B ymoTpelOiaeHnn NubeHuno-
BHX 3L#p0B aMAHOPOCHOHHHX KWCIOT B KA4EeCTBe CyOCTPATOB. JTO TpelOBalo
pa3padoTKH MeTona ynaleHdsA PeHAJOBHX OCTATKOB M3 POCPHOHHOH TpPYIMiH J0C-
DOHONMENTUIOB, CavHe Iydlide pel3yJbTATH [NOAYYWIM TPAHGOICTPAGHUMDYA Iude-
HuIOBHE ocHOHATH [pH MOMOUMA CMecK DIOPACTOrO KANMA, METAHONA M i KpayH
afnpa, a 3areM yoaidd MeTUA0BYD OCONOYKYy DOCPHOHHOA I'PYMNH ITOCDELCTEOM
anuronnsa. OnncaHH TAKXe ONHTH [OAy4Ye:IMd ITHACTepeOd30MeDHYECKNX Focho-
HONUIENTHIOB, CaMHM IIDOCTHM DelleHUEeM [OKa3aN0Ch NPHMEHEHNE DHAHTYOMEPOB
IN3THIAOBEX I-ammuoankaHobochoHaToB. i13-3a TPynHOCTE! B NOIy4YeHUH SHAH-
TAOMEDPOB 3TUX PNDPOB 3TOT METON [PHMEHAKNT OLHAKO DENKO.

CIeL0oBATENLHO NpPeINpAHAIN ONHTH [NOJYYeHUA OINTAYECKH AKTABHHX IMpe-
HAZMOBYX I-amuHoanxaHofoctoHATOB. IloNyuyacMuHe B Deakiud DATEMAYECKAX IU-
DEeHWIOBEX aMMHOPOCHOHATOB ¢ NUOEH30WI-I~-BUHHHEM AHIMIDALOM amUIH JEeTKO
pasmengeTcAd Ha ANACTEPEON3OMEPH [MOCPENCTBOM KPHCTALIN3AUNMA. ITH aMUIH
NPOBONMAN B COOTBETCTBYKiME UMUIH, KOTODPHX CTDOEHUE [IOXO®e HA CTPOEHHE
$HTANNANIPON3BOIHHX » HECMOTPA HA TO HE yIaNOCh NOAYUYATH ONTAYECKA aKT!B-
HHX IHQeHMIOBHX 5[HMpOB. YIOTpeOIeHie NMOeH30WI-L-BMHHOIO aHINIpUIA IS
pasizeneHns TuPeHNNIoBHX I-aMuHO0aNKaHOL0C{OHATOB AB/IAETCA ONHAKO ONHAM U3
CAMHX JYy4UAX METONOB MONIyUYEHUA BSHAHTHOMEDPOB I-aMHOANKAHOPOCHOHHHX KAG-
0T, llMacTepeor3oMepudecKre HOCHOHOMENTUIH [OJIYUANIN HOCPENCTBOM pasje-—
JIEHAA CMeCHA W30MepOB (CAHTE3UPYyEeMHX U3 DAleMUUYECKHMX IUITHIOBEX MIM IH-
(eHMNIOBLX SPUPOB) IpK MOMOUM MOHOOOMEHHO# XpoMmaTorpajui. iATak, BCIEI—
cTaue ymnorTpedneHua losekca 505 At (Dowex SOW X8 ) U BHMHBEHWA BOLOH 06—
Pa30BANNCEH XpomaTorpaftuyecKad 4YUCTHE INACTELeOM30vEpPH. LHIO YyCTAHOBJIEHO,
yro Konburypaump P-TepmiHanrHoro aumazodpoctoHara B docloHOIMNENTALNE MOX-
HO ONpENeNNTh IIPH [OMOWM OTHOCHTEABHO# HOLBAXHOCTM OOOMX INACTEDEeOn30-
MEeDOB B TOHKOCZOEEOL 1 HOEOOCMeHHOH# xpcrmaTorpaiun, CornacHc oGHUEelNpAHA-
ToMy MPUEIANY, OCA3KBRKNEMY LA KIACCHYECKMX MENTAIOB, NOXBLMEIOCTH H30-
Mepa L-D Gonbluie, 4eM MONBHEHOCTH #30Mepa L-L, OmMCAHH TAKKE ONBTH Ipi-
MeHeHAS XUNKMX SMY/JIbCHOHHHX MeMOpaH IJIS DaslelleHMA IUacTepeOu3OMEpnIec—
KUX W30MEpPOB. KpOMe 3TOrO ONMC2HH 3 leKTHBHHE METONH cuHTe3a N-tocdoHo-
ale THINPOUN3EONHHX aMUHOKACAOT ¥ AMHHCAIKAHODCCHOHHHX KUCTOT .
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