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ZAŁOŻENIA I CEL PRACY,

Spośród świątków fosfonowych występujących w przyrodzie kwas 2-amino- 

etylofosfonowy /oiliatyna - 1/ jest najbardziej rozpowszechniony i wystę

puje w największych ilościach,

h2nch2ch2po3h2 /!./

Jego występowanie w niektórych białkach zostało już dobrze udokumentowane, 

jednakże niewiele wiadomo o sposobie w jaki kwas ten jest związany w łańcu

chu peptydowym,Jest bardzo prawdopodobne,że grupa aminowa oiliatyny bierze 

udział w wiązaniu peptydowym a co za tym idzie,że w przyrodzie istnieją 

peptydy zawierające P-końoowy kwas aminofosfonowy.

Ostateczne wyjaśnienie sposobu związania oiliatyny w łańcuchu peptydowym 

wymaga wydzielenia indywidualnych peptydów tego kwasu i określenia ich stru- 

ktury,Do tego celu użyteczne będą syntetyczne peptydy kwasu 2-aminoetylofosfo- 

nowego jako wzorce do identyfikacji produktów naturalnych,oraz jako modele 

do badania własności takich peptydów,

Synteza peptydów zawierających kwasy aminofosfonowe jest zagadnieniem 

stosunkowo nowym i niezupełnie dotychczas rozwiązanym,Problemowi temu poświę

cona jest niewielka liczba prac,opublikowanych głównie w ostatnich dwóch la

tach,podający oh dośó sprzeczne informacje na temat przydatności stosowanych 

metod tworzenia wiązania peptydowego oraz usuwania grupy estrowej blokującej 

resztę fosfonową.

Opisano dotychczas zaledwie osiem całkowicie odblokowanych J*-terminalnych 

peptydów kwasów aminofosfonowyoh w tym dwa peptydy kwasu 2-aminoetyłofosfomo

wego,a mianowicie glięylociliatynę /Ii/ i /3-alaoylooiliatynę Ali/,
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HgNCHgCONHCHgCHgPO^I^ Al/

HgNCHgCHgCONHCHgCHgPO^Hg Ali/

Ewentualne znaczenie biologiczne peptydów kwasu 2-aminoetylofosfonowego 

oraz brak satysfakcjonujący oh metod syntezy p-końcowych peptydów kwasów eM- 

nofoefonowych wydaje się byó wystarczającym uzasadnieniem podjęcia syntezy 

tych połączeń.

Dodatkowym uzasadnieniem podjętych badań jest fakt,że opracowanie me bod 

syntezy peptydów zawierających P-końoowe kwasy aminofosfonowe daje możliwość 

otrzymywania interesujących analogów naturalnych oligopeptydów o znanej 

aktywności biologicznej.Nie bez znaczenia jest też fakt,że uzyskane połączę-* 

nia mogą byó interesującymi środkami kompleksującymi jony metali*

Mając to na uwadze postanowiono przeprowadzić próby zaadaptowania najpo

pularniejszych,klasycznych metod syntezy peptydów celem otrzymania peptydów 

zawierających P-końoowy kwas aminofosfonowy.Wybrano kwasy:2-aminoetyłofosfo- 

nowy /l/,aminobenzylofosfonowy /IV/ oraz 1 -amino-2-me tyło propanofo sfo no

wy /V/ jako substraty tych ęyntez.

HgNCHPOjHg /XV/
CUb o 5

H2NCHPO3H2 /V/
CH/CH3/2

Celem pracy było przeprowadzenie prób syntezy P-końcowyoh peptydów tych 

połączeń zarówno z wolnych kwasów aminofosfonowych jak też ich estrów dwual- 

kilowyoh,porównanie efektywności zastosowanych metod syntezy peptydów i weka- 

zanie najogólniejszych,najprostszych i najbardziej wydajnych spośród nich*

Otrzymane w ramach niniejszej pracy substancje zostaną także zbadane jako 

potencjalne substraty lub inhibitory peptydaz.



1•ROZPOWSZECHNIENIE ZWIĄZKÓW FOSFOROWYCH W PRZYRODZIE.

Wśród drobnocząsteczkowych składników żywej materii spotykany jest szereg 

połączeń zawierających elementy rzadko występujące w układach pochodzenia 

naturalnego. \

Do tych niepospolitych elementów strukturalnych można zaliczyć wiązanie
-i

potrójne ,grupę dwuazową w takich aminokwasach jak azaseryna czy 6-aza-

25-oksonorleucyna ,wiązania krzom-azot i krzem-tlen w związkach znalezionych

w niektórych roślinach i niższych organizmach zwierzęcych ozy wrosnoie gru- 

. 4 . 5
pę nitrową i wiązanie węgiel-chlor .Tego typu osobliwościami biochemiczny

mi są też odkryte stosunkowo niedawno połączenia zawierające wiązanie fosfor- 

węgiel.Znalezione dotychczas w przyrodzie związki fosfonowe zebrałem w taboli

Stosunkowo szerokie rozpowszechnienie oiliatyny jak i fakt znajdowania 

nowych związków z wiązaniem C - P w przyrodzie ożywionej wskazuje na istotno 

biologiczne znaczenie tych połączeń.

Wy daj e się też,że zarysowujący się schemat rozpowszechnienia związków fonfo- 

nowych w przyrodzie rzuca pewne światło na zagadnienie pochodzenia tych połą-

20ożeń w żywych organizmach .Prawdopodobnie odegrały one znaczną rolę w okre

sie formowania się pierwszych form życia w pierwotnej atmosferze i oceanie. 

Procesy te przebiegały w atmosferze beztlenowej co stwarzało możliwość utwo

rzenia się związków fosforu o niższym stopniu utlenienia a więc powstania wią

zania C - P.Pogląd ten zdaje się popierać doświadczenie przeprowadzone przez

. . 21Rabinowitza i wsp. ,którzy zaobserwowali powstanie kwasu 2-aminoetylofosfo-

nowego podczas wyładowań elektrycznych prowadzonych w mieszaninie amoniaku, 

metanu,wody i fosfiny.

Pierwsze formy życia organizowały się zatem w kontakcie ze związkami fosło

nowymi i dlatego wytworzyły się układy enzymatyczne niezbędne do ich przemień.



Tabela 1.Związki fosfonowe znalezione w przyrodzie ożywionej.

Nazwa zwyczajowa 
połączenia Wzór Organizmy,* których znaleziono związek po z.literatury

COCH

Ciliatyna,2-AEP h2nch2ch2po3h2 bakterie,pierwotniaki, jamochłony, mięczaki, szkarłupnie, stawono

gi, obleńce,gąbki,wieloszczety,pierścienice,przeżuwacze,człowiek.

patrz

pkt.1.2.

N-metyloxe pochodne CH^NHCHgCHgPO^Hg jamochłony,mięćżaki,"Tetrahymena pyriformis",orzęski ze źwacza patrz -

/ch3/2nch2ch2po3h2

/ch3/3$ch2ch2po3h2

owcy pkt.1.2.

/3 -fosfonoalanina H00CCHCHoP0_Ho l 2 J 2 
hh2

"Tetrahymena pyriformis",szereg jamochłonów 6-3

Kwas 1-hydroksy-2-ami- 

no etylofo sfonowy

H2NCH2CHPO3H2 

OH

"Acanthoamoeba castellanii" 9-11

Fosfonomycyna C33 -CH-CH-PO.H,, 

0

"Streptomyces fradiae","Soviridochromogenes*,"S.wedmoren8is" 12 - 13

Fosfino tricyna

Kwas 2-amino-5-fosfono-

H^CHC^CEg-P/OZ/GH/

COOH CHj

"Streptocyces higroscopicus"t"S.viridochromogenes" 14 - 19

-3-pentenowy HgHCHCH-CHCH^^ "Streptonyces plumbeus" 211
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12 13 14—19Warto też nadmienić,że fo sfonony cyna • i fosfinotricyna 

są antybiotykami.

1.1,Me tody wykrywania związków fosfonowych w materiałach biologicznych.

Badania nad występowaniem związków fosfonowych w przyrodzie utrudnia 

brak dobrej,bezpośredniej metody analitycznej pozwalającej na wykrycie wią

zania C - P i określenie poziomu związków fosfonowych.Ze względu na różno

rodność połączeń zawierających to wiązanie i ich skrajnie różne własności, 

opracowanie ogólnej metody opartej na właściwościach chemicznych wydaje się 

mało prawdopodobne.

Wiązanie C - P nie wykazuje charakterystycznej absorpcji w ultrafiolecie 

ani w zakresie widzialnym a spektroskopia w podczerwieni nie znajduje zasto

sowania do analizy złożonych mieszanin.

22
Poważne nadzieje rokuje zaproponowane już w 1965 roku przez Quina 

użycie magnetycznego rezonansu jądrowego.0 ile zastosowanie protonowego nmr 

wydaje się być stosunkowo mało użyteczne ze względu na bardzo złożony chara- 

23 31kter widma ,to zastosowanie P nmr z akumulacją sygnału pozwala na łatwe 

stwierdzenie obecności wiązania C - P w badanym organizmie,a nawet określenie 
»

24—26 zawartości związków fosfonowych w stosunku do fosforanów ”,

Znaczenie metody ogólnej,aczkolwiek o ograniczonym zastosowaniu,posiada 

metoda oparta na oznaczeniu fosforu po spaleniu próbki /fosfor całkowity/ 

i po wyczerpującej hydrolizie /fosfor estrowy/,Jeżeli wyniki tych dwóch 

oznaczeń różnią się w sposób istotny to badany materiał niewątpliwie zawiera 

odporne nu hydrolizę związki fosfonowe.Warunkiem uzyskania prawidłowych wyni

ków jest przeprowadzenie hydrolizy w sposób zapewniający rozkład estrów kwa- 

22su fosforowego .Według Quina wystarczająca jest hydroliza 6 N kwasem solnym 

w 105°C przez 48 godzin.Praktyozne znaczenie tej metody ogranicza jednak mała 

jej czułość.Biorąc pod uwagę osiągalną dokładność kolorymetrycznego oznaczę- 
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nia fosforu można ocenić,że wykrycie związków fosfonowyoh nie jest możliwe, 

jeśli zawarty w nich fosfor stanowi mniej niż trzy procent fosforu całkowi- 

tego.Ponadto nie wszystkie związki fosfonowe są odporne na długotrwałą hydro- 

24 .
lizę i nie zawsze w warunkach podanych przez Quina otrzymuje się całkowi- 

ty rozkład estrów kwasu fosforowego •

Ponieważ występujące w przyrodzie związki zawierające wiązanie C - P 

są przeważnie aminokwasami /tabela 1/,można dla ich wykrycia stosować metodę 

27zaproponowaną przez Horiguohi .Próbkę poddaje się wyczerpującej hydrolizie 

a następnie frakcjonuje na kolumnie wypełnionej kationitem w celu usunięcia 

fosforanu nieorganicznego.Miarą zawartości aminokwasów fosfonowyoh jest 

ilość fosforu zatrzymana na kolumnie przemytej wodą.Tą metodą można wykryć 

obecność związków fosfonowyoh nawet wtedy gdy zawarty w nich fosfor stanowi 

28mniej niż 0,1% fosforu całkowitego .Materiał po usunięciu fosforanu nie- • 

organicznego można analizować tkże przy pomocy analizatora aminokwasów iden

tyfikując skład aminokwasowy oraz molową zawartość kwasów aminofosfono- 

26,29-35 wyon •

35 35Alhadeff i Davies jr. ’ użyli chromatografii gazowo-cieczowej do oznacze

nia zawartości ciliatyny w różnych tkankach organizmu ludzkiego.Metoda ta 

jest jednak nieco niewygodna gdyż wymaga przeprowadzenia kwasu aminofosfono- 

wego w lotną pochodną przez acylowanie grupy aminowej i estryfikaoję fosfono- 

wej * bądź też przez wyczerpujące silylowanie " •

Dobre wyniki otrzymano również stosując kolorymetryczne oznaczanie kwasu 

2-aminoetylofosfonowego w roztworze,z którego usunięto fosforany,używając fe

nolu i podchlorynu sodowego,dających barwną reakcję z ciliatyną .

Do wykrywania związków fosfonowyoh w organizmach żywych stosowano także 

chromatografię bibułową i cienkowarstwową oraz elektroforezę ,

Stosowano różne adsorbenty,eluenty oraz różne odczynniki służące do lokali

zacji położenia związków fosfonowyoh.
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1©2©Rozpowszechnienie ciliatyny w przyrodzie.

Pierwszy kwas aminofosfonowy w żywym organizmie znaleźli przypadkowo 

Horiguohi i Kandatsu zajmując się szczegółową analizą składu chemicznego 

pierwotniaków przewodu pokarmowego przeżuwaczy©Poddali oni hydrolizie surową 

frakcję lipidową mieszaniny pierwotniaków pobranych ze żwaoza owcy i wyodrę

bnili ozar zidentyfikowali nowy aminokwas.Odkrywoy nazwali go oiliatyną aby 

podkreślić,że został on wykryty po raz pierwszy w pierwotniakach należących 

do gromady "Ciliatae" /orzęski/©Nazwa ta przyjęła się w literaturze chociaż 

szerzej stosowana jest nazwa chemiczna tego związku - kwas 2-aminoetylofosfo- 

nowy lub skrót:2-AKP /od angielskiego 2-aiainoethylphosphonic aoid/©

Giliatyna /!/ pod względem strukturalnym przypomina taurynę Al/ i /l -ala

ninę /III/ a jednocześnie zbliżona jest budową do fosforanu kolaminy /IV/©

h2n

?H2

H2N 

?H2

E2N ,H2N 

ch2
ch2 ch„

I z
gh9 
I *

CH„ 
1

HO-P»O1 o-s-o1 C-01 0

OH OH OH HO-P-O i
OH

A/ Al/ Au/ /IV/

W organizmach żywych występuj© ona głównie jako składnik lipidów /prze

glądowe pozycje literatury:20,46-57/ zwanych fosfonolipidami lub w formie 

niezwiązanej,Wykazano też,że jest ona składnikiem frakoji polisacharydo- 

9—11 wych i białkowych /patrz pkt,1©2.2./.

27 58-61Dalsze badania Horiguchi i Kandatsu * dotyczyły rozpowszechnienia 

kwasów aminofosfonowych w szeregu organizmach jednokomórkowych /bakterie 

i pierwotniaki/ oraz wielokomórkowych /robaki obłe i ślimaki/,Podają oni, 

między innymi,że w bakteriach izolowanych ze żwaoza owcy fosfor pochodzący 
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ze związków fosfonowych etanowi około 1% całkowitej zawartości fosforu. 

Późniejsze badania nie potwierdziły tej informacji - nie udało się stwierdzić 

obecności połączeń fosfonowych w bakteriach pochodzących ze źwaazn pustorożców, 

ale zostało potwierdzone ich występowanie w innych gatunkach bakterii,, 

Zestawienie bakterii,w których znaleziono kwasy foefonowe podaje tabela 2.

Tabela 2.Występowanie związków fosfonowych w bakteriach*
SS993S93S3S233S333S353833a:353S3SS

Nazwa bakterii

3t33|3S33333333335S3 33 3333 833333333

333383333333333333333333333333

Fosfor P-C jako % 
fosforu całkowitego

—— • OT— •— •— •— —• •— —• —■ —— —• —OT •— —. ł— —— —— —. ■— —• ot— —• ot— —— «— —— •—

S3333SS33338333

pozycja 
literatury

•— —— OTBOT —— OTOT —ot OT— OT— «— OT— OT— «——• OT—

Bakterie z paszy

i wnętrzności zwierzęcych

A ««OT OT— OT— OT— OT— OT— OT— OT— OT— — —OT — —4 —OT OT— A OT— C— S i— -OT. —— - — OT— OT— —— S —OT —

nie oznaczono

•— —■ •— — —• OT— — —S —. S— OT— OT—— —*

62

Bacillus eubtilie 0,15 - 0,17 27

Escherichia coli 0,06 - 0,07 27

Agrob•tumefaoines 0,41 27

Corynthue facians 0,21 27

Cloetridium butyrioum 0,29 - 0,40 27

Bdellovibrio baoteriovenes

UK i 2

nie oznaczono 63

Mycobaoterium tuberouloeis 0,76/w lipidach/ 6-4

Mycobaoterium 607 1,30/w lipidach/ 64

Mycobaoterium phlei
333333333333333333333333333333338

2,10/w lipidach/
333333333333333333333333333333:

64
333 3 333=3 = 3 33333

Wśród pierwotniaków,w których wykryto ciliatynę przeważają orzpski wydzie

lone ze żwacza przeżuwaczy."Acanthoamoeba castellanii" i "Tetrahymena pyri- 

formis są jedynymi pierwotniakami,w których znaleziono związki foefonowe, 

a które nie występują w przewodzie pokarmowym pustorożców.Oba te pierwotnia

ki odznaczają się stosunkowo wysoką zawartością połączeń z wiązaniem G - P.

I tak trzecią częśó błon plaznjy "Acanthoamoeba castellanii" etanowi bogaty 
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w kwasyt2-aminoetylofoBfonowy i 1-iTydrok0y-2-aminoetylofosfonowy /występują

ca w równomolowej ilości/ polisacharyd.Zawartośó fosforu związanego w formie 

G - P stanowi w tym polisacharydzie 70% fosforu całkowitego#

W "Te traty mena pyriformis" fosfor związany z węglem może stanowić aż 15% 

fosforu całkowitogo.Z togo też powodu pierwotniak ton stanowi bardzo wdzięcz

ny obiekt badań nad zawartością związków fosfonowych w poszczególnych orga- 

nellaoh a także form w jakich związki te wyatępują.Z "Tetrahymena 
pa 

pyriformis" wydzielono kilka foofonolipidów * i określono ich budowę 

chemiczną,Stwierdzono też występowanie kwasu 2-aminoetylofosfonowego we fra

kcjach proteinowych tego pierwotniaka,Występowanie kwasów fosfonowych w pier

wotniakach podaje tabela 3,

Realizując program badań składu chemicznego jamochłonów mórz południowych 

83
Kittredge i wep, stwierdzili nieoczekiwanie znaczne ilości oiliatyny w ulewie 

le "Anthopleura elegantissima".Po tym odkryciu w pracowniach Kittredge »

oraz Quina podjęto systematyczne poszukiwania związków fosfonowych 

w jamochłonach,Stosując ekstrakcję tkanek 70% roztworem etanolu,wyczerpującą 

hydrolizę ekstraktu,chromatografię jonowymienną oraz chromatografię lub ele

ktroforezę bibułową a także różnicowo oznaczenie ilości fosforu fosfonowego 

stwierdzono występowanie stosunkowo znacznych ilości związków z wiązaniem 

C-Pwwiększości badanych jamochłonów,należących do różnych gromad.Już wstęp- 

7 na analiza chromatograficzna wykazała,że w badanych jamochłonach występuje 

obok kwasu 2-aminoetylofosfonowego jeszcze przynajmniej osiem innych związków 

fosfonowych,w tym pięć aminokwasów dających na chromatogramach typowe zabar

wienie pod wpływem ninhydryny#

Rozważając możliwe drogi biosyntezy oiliatyny Kittredge i Hughes zało

żyli, że eiliatyna może powstawać przez dekarboksylaoję kwasu 2-amino-3-fosfono- 

propionowego /p -fosfonoalanina/»Sy stoma tyczne poszukiwania tego kwasu w orga-
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ni swa oh obfitujących w ciliatynp wykazały,że aminokwas ten jest dość szeroko 

rozpowszechniony w jamochłonach i orzęskach /patrz pkt.1./,alo zawartość jogo 

jest niewielka i wynosi około 1 - 10% zawartości kwasu 2-aminoetylofoBfonowe;.o.

Tabela 3.Występowanie związków z wiązaniom C - P w pierwotniakach.
3322=333333=22 33332 = 3 3 333S =3 3 33 = ^3 =

kr . . Fosfor C-PNazwa gatunku . , «jako % fosfo
ru całkowitego

2-AEP

===========2

N-metyłowe 
pochodne 
2-AEP

3 X = = = = == = = = 25 33 = X 2 n 3 •= *3 2! TI =25 S3

Wydzielono Pozycja 
czyste literatu-
lipidy ry

Zooplankton za żwacza:

owcy 3-5 + + + 8,27,42,77
krowy + 78

kosy 28

Drapaki /Ciliatae/

Mieszanina ze żwacza 
owcy 3-6,5 + 80,79,8,27,45,58

Eutodinium candatum + + 80

Paramecium K 32 0,82 27
Eutodinium sp. + 79
Igo trio hi a sp. + 79

Tetrahymena pyriformie 10-15 + + + 24,27,59,65-76,81, 
82

Wiciowce /Naatigophora,Flagellata/

Euglena graoilis 0,1 + 27

Amphidium oarteri + + 77

Peridiniura troohoidem + + 77

Exuvella oassubica + + 77 ’

Cocolithus huxlei 4* + 77

Syracosphaera elongata + + 77
ł i

Zarodowe®,Sarkodowoe /Saroodina/ -

Aoanthoamoeba castellanii + 9-11
»« = 25SMS5n3HaSn«3333anSS3333Sn333=!3SS3aaSX=S333a3X3=aSS33S5333333a=S33S3«3S3a
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03 05Klttredg* i współpracownicy oraz Shelboume i Quin jako pierwsi zidontyfil ko

wali trzy nowe kwasy eminofosfonowe w ukwiałach "ńnthopleura wuithogramica"

i "Metridium dianthus".Są to N-metylowe pochodne oiliatynyt

OH I OH OH

o-r-OH I

I
O«P~OH I o-p-o"

CH_
I ‘

I 
^2

ch2 ch9
I 2 CEL 

|
NHCH^ N/CH^ N/CH^Ą

Związki te występują w ukwiałach w dość znacznych ilośoiach.Na przykład z pięciu 

kilogramów "Anthopleura xanthogrammica" wydzielono 376 miligramów kwasu 2-a®inoetylo~ 

fosfonowego.

89-91Badając fosfolipidy występujące w jamochłonach Karleson i wsp. wydzielili 

z ukwiału "Metridium senile" indywidualno foafonolipidy i określili ich budowę oho- 

miozną.Certunido-2-aminoetylofosfonian został także wydzielony z "Metridium dianthus"

92 93 94przez Matsona ora* * "Anthopleura ologuntissima" przez Rousera i wsp. * ,

Z tych trzech organizmów wydzielono toż glikoproteidy bogate w 2-AEP /patrz pk-t.1.6./.

W jamochłonach zawartość połączeń z wiązaniem C - P jest zdumiewająco duża.I tak

w ukwiale "Tealia f*lina" na 100 g suchej masy przypada 410 mg fosforu fosfonowego 

co stanowi około 50% fosforu całkowitego.Z innego ukwiału,"Metridium dianthus", 

wydzielono oiliatynę w ilości odpowiadającej aż 1% suchej masy tego organizmu.

Rozpowszechnieni* kwasów fosfonowych w jamochłonach podaj* tabela 4.

Tabela 4.11^stępowanie kwasów aminofosfonowych w jamochłonach.

Gatunek
2 N-metyłowe
2-AEP pochodne

2-AEP

-fo sfono 
alanina

pozycja 
literatury

1 2 3 4 - 1 5
a3-- = = 23 = 3H2-ZS-3S3nZ3323na33a3SSS3X = a335S = = 5330S3333=XS3S3Sa3B333XS33S|:S3=33SnaE=33SE

Koralowce /Anthozoa/

Zoenthus sociatus 7,81
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BXB33XZ33ZX3SBXXZX3Z3X3323333

1

1 
II

1 
II

i ro 
u

I 
u3333333333X33333331

3
3X3X333

4
*333333333333333333X3

5

Anthopleura elegantisaima ślady 7,83,84,93,94

Anthopleura xanthograHmica + 4- 7,85,88,95

Anthopleura kurogano + 7

Anthopleura pacifica + 7

Tealia felina + ♦ 7,22,85,95

Metridium senile + 4- 4* 7,29,84,89-92,95

Motridium dianthus + + 4- 22,24,26,32,96,97

Actinia equina + 85-86

Bunadosoma cavemata + 24,85-86

Bunadosoma sp + 25
Aiptisia pallida + 4- 46,85,86

Leptogorgia virgulata + 46,48

Paraćtis rapiformis + 7,85,86

Cerinthua americanus 86

Renilla reniformis + 4- 86

Renilla conikeri + 4- 7

Tubipora musica + + 7

Huricopsis flavida •h + 7

Eucinea succinea + + 7

Briarum asbestianum + ślady 7

Acropora pulohra + 7

Stylophora pistillata 7

Fungia fungitis + 7

Favia apeciosa + 7

Microspicularia + 7

Horenaltis + 7

Stułbiopławy /Hydrozoa/

Tubularia erocca + 86

Physalia physalis + 86

Chlorohydra viridissima + 47

Krążkopławy /Scyphozoa/

Dactylometra quinqueirrha + 86

Pelagia colorata + 7

Żebropławy /Ctenophora/

Mnemiopsis leidy
= = a=======a=a===3sa==:-=:s

+

3333

87
KX33X333333333X3333X3
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Stosunkowo szeroko rozpowszechniona jest toż oiliatyna w organizmach nałożą- 

oyoh do różnych gromad typu "Mollusca”oW niektórych przedstawicielach mięcza

ków zawartośó połączeń z wiązaniom C - P jest bardzo wysoka.W ślimaku ”j unyoon 

canaliculatum" związki fosfonowe reprezentują około 30% fosforu całkowitego* 

Znaczne ilości związków fosfonowych występują w jadalnych małżach i ślirakach, 

między innymi w omółku jadalnym ’ ,słuchotce kalifornijskiej * 

i ślimaku winniosku«W ślimaku winniczku fosfor w formie wiązania C - P stanowi 

około 5% fosfoim całkowitego,.

Badania mięczaków nie były tak szczegółowe jak jamochłonów i dotyczyły 

głównie występowania i określenia struktury fosfonolipidów w ślimakach,małżach 

i głowonogacheMięcżaki w których znaleziono związki fosfonowe i z których wy

dzielono indywidualne fosfonolipidy podaje tabela 5.

Tabela 5«Mięozaki w których znaleziono kwasy aminofosfonowe.

Nazwa gatunku

3333=3333333333333=33

Wydzielono 
indywidualne 
fosfonolipidy

: = =333=3= = ===3333

Fosfor P-C 
jako % fosfo- 
ru całkowitego

Ol =5 31 — 35 3» 35 SI =18X =X SI» 3K

pozycja 
literatury

1

u n u u u u u u a u u u u to II
 u u n H
 

N U
 

U
 u u u u M
 

II
 

U U
 OJ 

N U
 

N
 

U U
 u u a

4
333X333X33=33=3

Małże Aumellibranchia,Bivalvia/

Mytulis edulis + 25 22,96,100

Venus meroenaria 22,95

Grassostrea virginica 30 25,86

Corbioula sandał + 29,101-107

Corbicula japonica + 101,104

Corbioula leania + 29,104

Unio bivalve + 101

Inversidens hirasei + 101

Anadonta lauta rostrata + 101,108

Cristaria plioata + 101

Pinctata martenei + 29,109

Hyriopsis schlegii + 29,110-112
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I ,

S 3 5! 3 3 3 3 3 S a 3 3 3 3 3 3 3 3 = « S 3 3 3 S 3 3 3 =3 3 3 3 St =X 3 3!

1

u H N tl n n HII 
C

M
 

nn n u 33 33 3SS333S333SS

3

3333333333333333

4

Crassostrea gigas 113

Luciana radiana 7 100,114,115

Ostrea gigas 20 100,114,115

I^mnea stagnalis + 7,5 115

Ślimaki,Brzuohonogi /Gastropoda/

Helix euhadra 61

Helix pomatia 20

Helix aspersa 117

Helix laotsa + 110

Kaliotis mida* + 90,99

Kaliotis gumeri + 29

Kaliotis corrugata + 0,3 119

Bueyoon canalioulatum 30 22,96

Incillaria 27

Hotsrogen longiepiria 29,120

Turbo coruntus + 10 29,100,102,107 
121-126

Tegula orgyroatoma + 29

Tegula pfsifferi 29,107

Tegula lisohlei + 33 100

Mori^donta labio + 29,100,107

Sinotaia hietrioa + 29

Purpura bronni ♦ 29

Stomatalia lyrata + 29,107

Pugillina terratana + 29

Batillaria multiformis + 29

Semisuloospira bsnzoni 4* 29,107 W

Lobmania ponieri + 117

Limus flavus 117

Arohidoris sp. 20 46,86,87,117,
127

Conoraur«x luhanus + 2t 100

Oliwna euoosomia ♦ 15 29,100

Tapes japonioa + 128

Hinnites gignnteum 4- 0,3 119

Fasoicolaria huntsria

Aphyeia kurodai 129
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9«95XaSSS3XSSS5S3SS323aS33S3aaSX33SS83SS33SSS3S33SS33323SS«2a8aaaS3S3S3=:sa2J-3SS.'3

1 2 3 4
32==2=2==3==2====2=====3============3=33=322=2n33S=S33223a==33=a=2=======2=2==

Głowonogi /Cephalopoda/

Loligo edulis

Loligo pealei

Polypus vulgoris

/Lorioata/

10

29 

8GtW 

29

Liolophira japonica 35 100
3BS33JB 338 SE 23=2=3= 2S = 333:X 3 = 3 = 233 = 33 33 323323S3 HZS3333 = 8 1=3 33333«2»a = 333=351?'an3-53S =

Systematycznych badań nad występowaniem związków fosfonowyoh w innych bez

kręgowcach dotychczas nie przeprowadzono,ohoó połączenia te znaleziono w oko- 

22 8ó 87rupiakach /tabela 6./,rozgwiazdach:"Asteroidas forbesi* ’ * i ”ństropeoton

87 86 87articulatuB” ,jeżowcu "Arbuoia punctalata" * oraz robaku obłym ”Pana-

2^7 86gnellus redivivus" ,gąbce "Hymonioidon heliophilia" i wieloszczecie

86 87 "Chalopterus yariopedatus" * .Nu podstawie kilku zbadanych organizmów

można sądzić,że skorupiaki słodkowodne i owady nie zawierają kwasów aminofosfo~ 

. 127.130nowych * .

Tabela ó.Związki w wiązaniom C - P znalezione w skorupiakach /Crustacoa/.
3533233333333323=33333=

Gatunek
3!SESJ2= 28SE 282E28833838232 32333 =2

S3333SSSaXS3S3a3S33S

związki z C-P 
w lipidach

33=22=333=3=3=333233

3=23332========

związki z C-P 
w białkach

2=33=3=3=333332

=22=22==============

pozycja 
literatury

tfj

Amonyx nugux + + 77

Cyolograpsus punctatus 4- + 98,127,130

Poneus duaranum + + 86,87

Minippe sapidus ślady
w — —9*9 w. «* m w —» —. •* —• ■ł*99 —, 99 —9 —. “• —— 999 — » » »9 —9 —9

86^87
—ł —• —9 —* —. •*—■ 99 9. —— 9, —9 9. 9, —9 —• "9 —• -9.-3333=32=35X333333333333 — —. —* —• *■» «SS S —• i. «S M Ń4 m. «* w9 i— ** ■* *9 M*

-

Jednymi z najbardziej interesujących wyników badań nad rozpowszechnieniem 

związków fosfonowyoh w przyrodzie jest ich znalezienie w tkankach organizmu 

ludzkiego,co omówiłem oddzielnie w punkcie 1.2.1.,oraz w tkankach zwierząt 

przeżuwająoyoh.Ciliatynę znaleziono w nerce,wątrobie,śledzionie i mleku
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Q /Z *7
kosy * ’ .Najwięcej bo aż 75/ig togo związki na gram tkanki występuje w 

trobie kozy.Poziom oiliatyny w mleku jost rzędu kilku mikrogrtunów na litr. 

Kwas 2-’Rminoetylofosfonowy wydzielono także z żółoi,wątroby i mózgu woło- 

wego ’ * .Z 28 kg mózgu wołowego Shimizu i wsp. wydzielili 13 mg

krystalicznego kwasu 2-aminootylofosfonowego.Uwzględniająo straty w procesie 

wydzielania oceniają oni iż poziom tego kwaau w mózgu wołowym jest 2 pg/g. 

Zarówno Shimizu jak i Horiguchi i Kandatsu * podkreślają,że zawartość 

oiliatyny w tkankach przeżuwaczy możo być spowodowana jej przenikaniem z przo- 

wodu pokarmowego w następstwie strawienia pierwotniaków i bakterii obfitujących 

. 59w ten aminokwas.Horiguchi oceniacie organizm krowy absorbuje 150 - 600 mg 

oiliatyny dziennie.W tkankach togo zwierzęcia musi zatem ustalać się pewien 

stały poziom kwasu 2-aminoetylofosfonowego wynikający ze stosunku szybkości 

wchłaniania oraz rozkładu i wydzielania.

Szansę rzucenia pewnego światła na rolę i znaczenie kwasu 2-aminoctylofosfo- 

nowego w tkankach kręgowców zdają się mieć praco nad absorpcją tego połączenia 

132—137 133przez oi'genizm szczura * .Stwierdzono,że ciliatyna zostaje wbudowywn-

na w lipidy tego organizmu ‘ ' ,a nawet,że połączenie to jest prawdopodo

podobnie syntetyzowane przez organizm szczura z nieorganicznego fosforanu bę- 

dąoego jedynym źródłem fosfoi’u w podawanym pożywieniu .Autorzy jednak nie 

wykluczają udziału mikroorganizmów w syntezie tego kwasu.

Dalsze badania nad rozpowszechnieniem kwasów aminofosfonowych w przyrodzie 

będą zapewne zmierzały do ustalenia czy połączenia te są endogennymi skład

nikami kręgowców.

Interesującym i zupełnie prawie nie zbadanym jest zagadnienie występowania 

połączeń z wiązaniem C - P w świocie roślinnym.Znaleziono kwasy aminofosfonowo 

w algach:"Monochrysis lutherii” 8"Pseudochlorella aąuatica" i "Astasia 

141 77longa" .Bardzo ważną jest podana przez Kittredge’a informacja,że fito- 

plankton morski zawiera około 3% fosforu związanego w formie fosfonienowej. 

Jest to niezwykle istotne,gdyż plankton morski stanowi pożywienie większości 

organizmów morskich stojąc na początku łańcucha pokarmowego.
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1.2.1. Ciliatyna w organizmie ludzkim.

Dana dotyczące występowania kwasu 2-aminoetylofosfonowego w organizmie 

ludzkim są kontrowersyjne.

Alhadeff i Davies jr. p * znaleźli ciliatynę w szeregu tkankach człowie- 

ka.Wyniki ich badań zebrałem w tabeli 7.

Tabela 7.Rozpowszechnienie kwasu 2-aminoetylofosfonowego w poszczególnych

3SS2Xa3== = = = ^=Z = = 3333 = 2 = = = =:3 = = - = -S = 3 = ai=SS = S=2333S = =33S = a = Xaa ==33==3= 3SXS = S3SSXS=!

tkankach organizmu ludzkiego.

Organ

zawartość ciliatyny we frakcji w mg/g mokrej tkanki poz,
--------------------------------------------------------------------------------- ;--------- lit<

niopolarnych polarnych białkowej
lipidów lipidów

«3=333XnX33n33333333X33SSXXX35X=XX3=S=33333X33S333S3333aX3S333X333B3333333SX3=*i

3XX33ra=33333=3SS=3333XX333=5Z3=33=X=3=3X=3S3SS=a3ZX53333353aa33a333=3X33==3X33C

Mózg 0,4 0,1 1,0 35,36

wątroba + 0,6 1,0 36

serce + + + 36

mięśnie szkieletowe + + 36

aorta + 142

Zaskakującym jest bardzo wysoki poziom tego kwasu w mózgu i wątrobie,a także 

znalezienie ciliatyny we frakcji lipidów niepolarnyoh.Z danych tych wynika, 

że mózgu ludzkim winno się znajdować 400 - 500 mg kwasu 2-aminoetylofosfonowego. 

Nie wydaje się prawdopodobne aby w tak dokładnie przebadanym organie jak mózg 

mogła się znajdować aż tak duża ilość tego kwasu niezauważona przez żadnego 

z uczonych badających skład aminokwasowy tej tkanki.

W sprzeczności z pracami Alhadeffa i Dayiesa jr. stoi wcześniejsze doniesie- 
1 iq 

nie Simona i Rousera ' ,którzy nie znaleźli ciliatyny we frakcjach lipidowych 

serca i mięśni szkieletowych człowieka.

Bishop i Alam na zjeździe Amerykańskiego Towarzystwa Chemiczne/o zakomuni

kowali, że wykryli oni kwas 2-aminoetylofosfonowy w aorcie ludzi cierpiących 

na sklerozę,gdy nie występował on u ludzi zdrowych.Dane te nie zostały jednak 

później ujęte w formie publikacji.



Biorąo pod uwagę fakt,że zastosowana przez Alhadeffa i Daviosa jr.metoda 
z

nie jest jeszcze w polni jednoznaczna J wydaj® się,że obecność kwasu 2-nnino~ 

etylofosfonowego w tkankach organizmu ludzkiego powinna być jeszozo potwierdzo

na osobnym eksperymentom.

1.2.2. Kwas 2-aminoetylofoafonowy jako składnik białek.

0 występowaniu ciliatyny związanej w lipidach wiadomo sporo.W szeregu prao 

przeglądowych zostało opisano jej rozpowszechnienie,rola i własności

indywidualnych lipidów.Pomijam więc omówieni© tego obszernego zagadnienia.

Bardzo niewiele wiadomo natomiast o występowaniu ciliatyny w białkach. 

02Rosenberg znalazł ten aminokwas w nierozpuszczalnej frakcji białkowej "Tetra- 

hymona pyriformis",jednak trawienia onzymami proteolitycznymi nie doprowadziło 

do powstania rozpuszczalnych peptydów zawierających fosfor.

Bardziej systematyczne badania nad występowaniem kwasu 2-aminoetylofoofono- 

wego we frakcjach białkowych rozpoczął Quin 22»^^»^ *stwierdzając,że ciliatyna 

występuje w białkach licznych jamochłonów,?/ ukwiale "Metridium dianthus" zna

lazł on substancje białkowe zawierające 0,5% fosforu w formie wiązania C -P. 

Trawienie ich pepsyną daje rozpuszczalne polipeptydy,w których eiliatyna stano

wi około 4%.

30 95 26 32Późniejsze badania Bishopa i wsp. ’ oraz Hildebranda i wep. * dopro

wadziły do wydzielenia z ukwiałów:"ŁIotridium senileM,"Metridium disnthus" 

oraz "Anthopleura xanthograiamica" frakcji glikoproteidów bogatych w fosfoniany. 

Autorzy określili też skład amino kwaspwy i cukrowy wydzielonych białek.

31W końcu Stevenson i wsp. wydzielili z "Motridium senile” dwie zasadowe 

proteazy,typu chymotrypsyny,zawierające odpowiednio 2 i 3% molowych kwasu 

2-aminoetylofosfonowego.Są to,jak na razie,jedyne znane indywidualne białka, 

zawierające ciliatynę.Obie proteazy oprócz aminokwasów zawierają także galakto- 

zę i nie zawierają fosforu fosforanowego.

Występowanie kwasu 2-aminoetylofosfonowogo w białkach można uznać zatem 
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-NHCHC0NHCHoCH_P0oH, 
i i i j i

R 
0 
u

H_NCH_CH_-P-NHCRCO- 2 2 2 । i
OH R

ea dobrze uduwodnione,jednak nie jest pewnym ozy jest on składnikiem łańcucha 

peptydowego.

Z budowy ciliatyny wynikają dwie możliwości połączenia z łańcuchem peptydo- 

wym:przez wiązanie peptydowe między grupą karboksylową kwasu aminokarboksylowego 

a grupą aminową 2-AEP A/ oraz poprzez wiązanie fosfonamidowe między grupą 

fosfonową a grupami aminowymi aminokwasów Al/» Gdyby ciliatyna występowała 

w środku łańcucha peptydowego to oba te wiązania musiałyby isnieó równocześnie,

A/

Ai/

Po reakcji rozpuszczalnych frakcji peptydowych zawierających kwas 2-aminoety-

22 lofosfonowy z dwunitrofluorobonzenem i hydrolizie próbki zarówno Quin jak

95też Kirkpatrick i Bishop nie otrzymali DNP-ciliatyny co dowodzi,że w bada

nych peptydach grupa aminowa tego kwasu jest zablokowana.Nieobeonośó w tych 

95peptydach kwasów tłuszczowych sugeruje związanie tej grupy w białkach.

Bazując na wartościach punktu izoelektrycznego wydzielonych,bogatych w fosfo- 

30 95 32niany białek Bishop * oraz Hildebrand twierdzą,że prawdopodobnie jedna 

grupa kwaśna ciliatyny jest wolna zaś druga związana z obecnym w białku cukrem, 

wiązaniem estrowym AU/ lub fosfonamidowym AV/«

0
H

-NHCH_CH_-P-O-cukiar AU/
2 2 ।

OH
0
U

-NHCHgCHg-P-NH-cukier AV/

OH

Jest prawdopodobne,że ciliatyna stanowi ogniwo łączące składnik białkowy 

z cukrowym w glikoproteidach.

Ostateczne wyjaśnienie sposobu związania kwasu 2-amłnoetylofosfonowego 

z łańcuchem peptydowym wymaga wyodrębnienia krótkich peptydów zawierających 

ten aminokwas.
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2.PEPTYDY F0SF0N0WE.

2.1. Ogólne rozważania strukturalno*

Peptydy w których jednym ze składników jest związek z wiązaniem C - P nazy- 
4/0 

wamy fosforowymi lub fosfonopeptydami ' .

Wprowadzenie związku fosfonowego do cząsteczki peptydu stwarza szereg możli

wości strukturalnych.Związkiem fosfonowym może tu byó kwas aminofosfonowy /!/ 

lub aminofosfinowy /II/o

OH i OH 1
O-P-OH O»P-R* j

CHR I CHR

nh2 ira2

A/ Al/

144Ponadto w literaturze '' rozważano odległe analogi peptydów,którymi są kwa

sy karboksylowe mające grup? PH2 r miejscu grupy aminowej*

Ze względu na położenie kwasu aminofosforowego ozy andnofosfinowego w łańcu

chu peptydowym możemy je podzielić na P-końcowe /Hl/,N-końoowe AV/,peptydy 

z kwasem aminofosfonowym w środku łańcucha /V/ a także peptydy składające się 

z kilku połączonych ze sobą kwasów aminofosfonowyoh /Vl/.

OH 
i 

H_N-CH-CONH-CH-P=O 
2 1 1 1 ' 2

R R R

O
H

H_N-CH-P-NH-CHCOOH
2 1 1 12 1

r’ r r

-CO-NH-CH-P-NH- 
R1 R2

Ztu/

Ziv/

A/
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O OH
il i

H_N-CH-P-NH-CH-PO 
* 12 *3*4

R R R R

Al/

Zupełni* oddzielną grupę stanowią poptydy w których grupa foofonowa czy

fosfinowa jest dodatkową rosztą funkcyjną aminokwasu /np.VII/ oraz w których 

grupa PHgtraktowana jest jako analog grupy NH,, Alll/.

0 
ll 

GH_-P-CHoCn„CKC0NHCHC00H Ali/3 । 2 2| ।
OH NH2 R

H_P-CHCONHCHCOOK Alll/
2 i | 1

R R

Celem otrzymania tych poptydów stosowano różne dośó specyficzne motody syn

tezy dla każdej grupy związków#

2»2#Peptydy zawierające kwas aminofosfonowy jako składnik P-końcowy.

Peptydy fosfonowe,w których kwas aminofosfonowy jest składnikiem P-końcowym

stanowią grupę tych połączeń najszerzej opisanych w literaturze#

Pierwszy całkowicie odblokowany poptyd - kwas U-glicyloaminometylofosfonowy 

145AX/ otrzymali Neuzil i wsp. motodą Fischera,polegającą na aoylowaniu soli

sodowej kwasu aminometylofosfonowogo /X/ chlorkiem kwasu chlorooctowego /XI/

w wodzie,a następnie wymianę chloru w otrzymanym kwasie N-ohloroaoetyloaminome~ 

tylofosfonowym AU/ na grupę aminową w wodnym roztworze amoniaku.

C1CH2COC1 + H2KCH2PO3Na2 ------------- — ClOHgCONHCHgPO^

A/ /XI/ /XII/

l 25% r-r NH^

h2nch2comich2po3h2

Ax/
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W identyczny sposób otrzymano jedyne dotychczas opisane peptydy kwasu 2-*amino~ 

etylofosfonowego a mianowicie glioylociliatynę /XIII/ i /3-alanyloailiaty-» 

’46’’47 .

h„nch9conhch ca po„h9 /XIII/

h nch ot coiriiCH9CH po_h9 Aiv/
C. Cu Cu Cu C J Cu

Metoda ta nie pozwala jednak na otrzymanie dowolnych pochodnych a wydajności 

tej reakcji są niewielkie.

W celu otrzymania peptydów fosfonowych z P-końcowyra kwasem aminofoefonowym *

zaadaptowano szereg klasycznych metod syntezy peptydów.Ogólny tok postępowania 

oraz zestawienie opisanych w literaturze peptydów przedstawia schemat:

XNH-CH-C0Y 
i’

H2N-CH-P03R2 
R2

/XV/

sprzęganie

0

:-CH-C-NE-CH-PO.R, 
1 >2 3 '

1 u

Avii/

odblokowanie

H-N-GH-G-NK-CH-PO^H,,2 U l2 3 2
R R

/XVIII/

gdzie: R-CgH^yNajMg

R1 =■ H, CH_ , CHoC.Hk , CHoCHoC00CHoGkHk
i 2 o p 2 £ 2 o p

2
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Mimo,że w chemii peptydów jest znanych ponad eto grup blokujących i ponad 

pięćdziesiąt metod sprzęgania aminokwasów,to liczba zastosowanych grup chro

niących jak i liczba metod sprzęgania zastosowana w tym przypadku jest niesły

chanie uboga i organicza się tylko do kilku najbardziej popularnych.Żadna z za

proponowanych metod syntezy P-końcowych peptydów fosfonowych nie pozwala w pro

sty sposób otrzymać dowolnego peptydu z dowolnie wybranego kwasu aminofosfono- 

ftalilo AV,X»^/MV ^0 tozyloaminokwasów /XV,X»CH^-©

wego.

Próby otrzymywania tych połączeń prowadzono wykorzystując bądź wodne roztwo

ry soli kwasów aminofosfonowych /XVI,R»Na,Mg/ bądź też estry etylowe tych kwa

sów /XVI,R«C2H^/.Estry te są łatwo hydrolizowane przez 40% roztwór bromowodoru 

w lodowatym kwasie octowym co pozwala otrzymywać odblokowane fosfonopoptydy.

Sole kwasów arainofosfonowych aoylowono stosując chlorki /XV,Y«C1/ 

lub mieszane bezwodniki karboksylowe - karbonowe /KYjYOCOOC^H-/ 143,146 
□ 4 >

-SO/.

149 . . .Gilmore i wsp. opisała próbę zastosowania N-karboksybezwodnika glicy

ny /XIX/ do aoylowania kwasu aminobenzylofosfonowego /XX/*

AiX/

HoNCUP0ąHo------------ -- HoNCH_C0NHCHP0_Ho
k । 3 k k k । 3 k

CUk C.Hlo 5 6 5

/XX/

Otrzymany z wydajnością 33% produkt jest trudny do wydzielenia z mieszaniny 

poreakcyjnej.

Większe możliwości otrzymywania peptydów fosfonowych z wolnych kwasów amino- 

fosfonowych zdaje się rokować metoda aktywnych estrów opisana w niemieckim

151 doniesieniu patentowym .Użyto tu N-zablokowanyoh kwasów aminokarboksylowych
u 

zestryfikowenych N-hydrokeyimidem kwasu bursztynowego /XV,Ya t /N-OA

Ogólniejszymi i bardziej zadawalającymi okazały się metody,w których wyko

rzystywano estry dwuotylowo la-aoó-,- aninofosfonowych ĄyijR^C^H,-/•

Grupę aminową kwasu aminokarboksylowego blokowano zazwyczaj resztą bonzyloksy-
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kartonową /XV.Z-C^CHgOCO-/ lub rzadzi8j ftalilową ,

159W jednym przypadku użyto grupy t-butoksylokarbonowej /XVjK^/CII^/^COCO-*/ ‘ • 

Wiązanie peptydowo otrzymywano stosując mieszane bezwodniki karbokąylowo - 

kartonowe 154,159 dwoykloheksylokarbodwuimid /DCC/ ^49»^5 1?^

. . . . 149jako czynnik sprzęgający.Gilmoro i HcBndo opisali też użycie l-ctoksyk.ir- 

bonylo-2-etoksy-1,2-dwhydrochinoliny /£NDQ/.

Najogólniejszymi wydają się być w tym przypadku metoda mieszanych bezwodni

ków oraz metoda,w której użyto DCC.Metoda mieszanych bezwodników zastosowana 

152-154 została po raz pierwszy już w 1963 roku przez Poroszina i Buriczenkę ,

w pierwszych pracach na temat syntezy peptydów fosfonowych.

Otrzymywanie peptydów fosfonowych z ostrów dwuetylowych kwasów aminofosfono-

wych jest poważnie ograniczone przez trudną dostępność tych estrów.Metodomi 

tymi otrzymano jedynie peptydy kwasu aminobenzylofosfonowego /XXI/ oraz jeden 

poptyd kwasu 1-aminoetylofosfonowogo /XXII/.

HoN-CH-P0ąH_ HN-CH-P0_Ho
| j c. d \ j Ł
CJU CH,o p 3i 

Axi/ /xxn/

Wydaj* się,że znalezienie prostej metody blokowania reszty fosfonowoj kwasu

wninofosfonowego winno rozwiązać ton problem.Niestety brak jest dotychczas 

ogólnej,bezpośredniej metody ostryfikacji tych kwasów.

Mimo stosunkowo sporej liczby prac na temat otrzymywania P-końcowych pepty

dów fosfonowych i dużej liczby N-zablokowanyoh i P,N-zablokowanych połączeń 

otrzymano niewiele pochodnych z wolnymi grupami aminową i fosfonową /XVIII/® 

Opisane dotychczas takie peptydy fosfonowe zebrałem w tabeli 7.
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Tabela 7.Całkowicio odblokowano peptydy z P-końoowym kwasem cminofosfono/ym.
3aX=S-=2==3332=3=33===2=S=

Wsór połączenia

===============================

Metoda otrzymywania

= = = = 3 ======

Wydajność*

:= = = = = ====:==
Pozycja 

literatury

Peptydy otrzymane z soli kwasów aminofosfonowych

HpNCHpCONHCHpPO^Hp
' (

metodą Fischera 20% 145-147

przez chlorek ftaliloglicyny 20% 143

met.mieszanych bezwodników 50% 143,146,147

h2nch2ch2conhch2po3h2 metodą Fischera 20% 146,147

h9nch9conhch9ch9po3h? metodą Fischera 20% 146,147

przez chlorek ftaliloglicyny 20% 143

motodą mieszanych bezwodników 50% 143,146,147

H NCH CH-COMHCH CH9P03H metodą Fischera 20% 146,147

HnNCHoC0NHCHP0^Ho £ C \ J d metodą mieszanych bezwodników 50% 143

CH^

HoNCHF0-Ho przez chlorek ftaliloglicyny 75% 149

CrHc o 5 z N-karboksybozwodnika glicyny 33% 149

Peptydy otrzymane z estrów dwuetylowych kwasów aminofosfonowych

HoNCHC0NHCHP0^Ho d \ 1 J d metodą DCC 70% 155,156

C»3 CH3

H_NCHoC0NHCHP0_Ho d d । J d motodą DCC 70% 149
ku, 

o 5 metodą ENDQ 70% 149

H_NCHC0WHCHP0ąHo d 1 I J d motodą DCC nie podano 158

CH- CrHK3 6 5
====================================================«====:S33S333S33353C33SS333' ■

Wydajności podałem dla końcowego produktu lioząo je w stosunku do wyjściowego

kwasu aminofosfonowego lub jego estru.
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Prócz syntezy P-końcowyoh peptydów fosfonowyoh opisano azozegółowo wid'* 

w podczerwieni 146,160 ^^g^g^gi chromatograficzne oraz strukturę okre

śloną metodami rentgenograficznymi '4^,160 g nich /pochodna glicyny

i ^-alaniny/.

161 162Bardzo ciekawymi są praco Nousiła i wspo * traktujące o mechanizm*9 

degradacji N-glicylo- i N-^ -alanylooiliatyny przez "Pseudomonas aureginotia",, 

151Atherton i wep« w doniesieniu patentowym stwierdźają,żo otrzymane 

przez nich peptydy mają własnoóoi przoaiwbaktoryjne.

Wydaje się,że problemy syntezy fosfonopoptydów z P-knńcowym kwasem emino- 

fosfonowyro nie zostały jeszcze w połni rozwiązane i wymagają dalszych badań 

koncentrujących się na znalezieniu prostych motod estryfikacji kwasów amino- 

fosfonowyoh,dobrych metod sprzęgania i najodpowiedniejszych grup chroniących^

2.30Feptydy zawierające kwas aminofosfonowy jako składnik N-końcowy.

Syntezę peptydów zawierających N-końcowy kwas aminofosfonowy opisali Yama- 

uohi i wspo .Tę samą metodę zastosowali toż później Hariharan i wsp»

Obrazuje ją schemat:

II
^ONCH9P/0//0R/9----------------- —

II 2 2
0

/XXIII/

0 Cl
II I

I^ONCH -PO
il ।
0 OR

/XXIV/

HoNCHC00Et/Et_N ku 3
R

gdzie: R - Et1o3,i-Pr148
NCR “P-NHCRCOOEt

2 U U

OR

R

r1" H148’16^16^^

0



Ftaliloaminometylofosfonian dwualkilowy /XXIII/ traktowano równomolową 

ilością pięciochlorku fosforu w benzenie otrzymując w rezultacie monoohlo- 

rek /XXIV/.Monochlorkiem tym fosforylowano estry etylowe kwasów aminokarboksy- 

lowych otrzymując dwupeptydy /XXV/,których reszta aminowa była zablokowana 

ftalilem a reszty karboksylowa i fosfonową grupami estrowymi.W identyczny
4

sposób otrzymano peptyd krosu aminobenzylofosfonowego i glicyny /XXVI/ o

0
II

N-CH-P-NHCH«C00CoHk
li 2 2 5
Ph OEt

/XXVI/

4 r

Yamauohi i wsp0 2 opisali też usunięcie grupy chroniącej resztę aminową

w reakcji hydrazynolizyj

OEt 
I 

NCHo-P-NHCHC00Et
H2NNH2

0 OEt ?

0 0 COOEt

/XXV/

Otrzymane w ten sposób peptydy fosfonowe nie zostały wydzielone ani schara

kteryzowane, ale używano ich w stsnio surowym jako substratów dalszych reakcji 

/patrz pkt02.4. i 2<»5»/<>

Synteza peptydów zawierających N-końcowy kwas aminofosfonowy jest zagadnie

niem niezwykle interesującym i praktycznie zupełnie nierozwiązanymoWydaje się, 

że próby zastosowania metod tworzenia wiązania P - N przeniesionych z chemii 

nukleotydów mogą dać obiecująco wyniki#

2«4«Peptydy zawierające kwas aminofosfonowy w órodku łańcucha peptydowego# 

"163Yamauohi i wspo ' otrzymali trzy całkowicie zablokowane peptydy,zawierają

ce kwas aminofosfonowy w środku łańcucha peptydowegooSprzęgali oni ftaliloiuni- 

nokwasy /XXVII/ z dwupeptydami zawierającymi N-końcowy kwas aminofoafoiwwy 

/XXVIII/,używając DCC»W ten sposób otrzymali oni żądane produkty /XXIX/ z wy— 

dajnoóciami 70 - 75%.
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N-CH-COOH

R

OEt

HoK-CH,-P-RR-CrI~C00Et
2 i1

Axvii/ /XXVIII/

DCC

R

OEt

N-CH-C0NH-CHo-P-RH-CH-C00Et 
l 2 II B1O

/XXIX/

gdzie: R ■ HjCHgCgH^

R1- H.CHoCcHK
2 o 2

Próby UBunipcia reszt estrowych i uzyskania w ten sposób wolnych poptydów 

prowadziły do zarwania wiązania P-amidowogo i otrzymania poptydów zawierających 

P-końcowy kwas aminołosłonowy.

H ° HOAc/UBr «
gfNCHC0NHCH_-P-NHCHoC00Et ----------------- — NCHC0NHCHoP0_Ho
^(j i 2 । 2 II I 2 3 2

0 R OEt 0 R

wy d.80%

2.5 .Peptydy w których związane aą zo sobą kwasy aminołoBłonowe.

. . . . 164 ...Peptydy takie otrzymali także Yamauchi i wsp. .Syntezowali je oni po

dobnie jak peptydy zawierające N-końcowy kwas aminofosfonowytto jest fosfory- 

lując aminometylofosfonian dwuetylowy lub N-odblokowane peptydy zawierające 

N- końcowy kwas aminofosłonowy /XXVIII/ chlorkiem ftalilometylołosłonianu 

etylowego /XXIV/i
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o
II

OEt

' NCH -P«O
2 i

01

II2NCłI2P/0//0Et/2 

/XXX/

0 
l| 

NCH2-P-IJHCH2P/0//0Et/2

OEt

/Xxiv/

Et^N

NCH_-P-NHCHo-P-MICHC00Et2 i 2 । ।
OEt OEt R

0
<1 

H2NCH2*P-JGICHC00Et

OEt R

/XXVIII/

wyd.56%

O 
II

gdzie: R ■ h,ch3 ,
wyd.12 - 22%

O

O

/XXXII/

Odblokowanie grupy aminowej w otrzymanym dwpeptydzie /XXXII/ w reakcji hydrazyi 

nolizy prowadzi do polączenia/XXXIII/.Związku tego nie wydzielano lecz od razu 

fosforylowano chlorkiem ftaliloaminometylofosfonianu etylowego /XXIV/ lub aoy- 

lowano ftaliloglioyną używając DCC.

0 O
II

NCHo-P*»iiHCHoP/0//0EtA
2 । c 2

OEt

/XXXI/

H Nira? °

—----- 5— H2NCH2-P-NHCH2P/0//0Et/2

OEt 

/XXXIII/

o
H_NCH_-P-NHCHoP/0//0Et/9

PhthGly

OEt DCC

Et^N

o
II

OEt

-NCH2-P=0 

Cl

OEt

NCHoC0NHCH„-PO2 2 ।
Nil

^2

P/0//0Et/2

0 
H

2 2 ;

0

o0 o II
' NCH2-P-NKCH2-P-NHCH2P/0//0Et/2 

0 OEt OEt

wyd.32%
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2.6.Peptydy zawierające wiązanie C-P jako dodatkowy element budowy aminokwasu.

Znalezienie w “Streptomyces” nowego antybiotyku - fosfinitrioylo-l-alanylo- 

-1-alaniny /XXXV/ spowodowało koniooznoóó opracowania metody syntezy tego 

połąozenia.W celu określenia roli reszty 1-alanylo-l-alanipy w antybiotyku 

165Niida i wsp. zsyntezowali taki trójpeptyd używając wydzielonej ze “Strepto- 

myoes" foafinotricyny /XXXVI/ i estru etylowego d,l-alanylo-d,l-alaninyaReakaje 

prowadzące do żądanego produktu przedstawia schemat*

OH 
l 

H.NCH-CH.CH.-P-O 2 I 2 2 । 
COOH CH^

Axxv/

C-HKCH 0C0C1o 2______

NaOH/HgO

OH
i

C.HcCH.OCONHCH-CH^CH,-P-0 o b 2 i 2 2 ।
COOH C1I3

/nr
I 3 0,5N NaOH

C/.HcCHo0C0NHCH-CHoCH_-P®0 —-  u b 2 j 2 2 ।----------- „„
COOH OCH^ 3

ch2n2

O

C6H5CH2OCONHCH-CH2CH2-^-OCH3

COOCH3 ch_

Et3N /CH3/2CHCH2OCOC1

Ala-Ala-OEt ^3
C6H5CH20C0NHCHC00C0°CH2CH/CH,/2--------------------CęH CH20C0NHCH-CH CH -p/o//ocn3/

I I

CH2CH2P/0//0CH3/ C0NHCHC0NHCHC00H -

CH3 CH3 CH3

/XXXVII/

1,H2/Pt02/Ac0H

2.0.25N Na0H/H20

/XXXV/ wyd.35%
HoNCH-C0NHCHC0NHCHC00H2 i I i

CHO CH, CH_ i 2 3 3

T2
O-P-OH 

i
CH.



Po zablokowaniu grupy eminowoj fosfinotricyny /XXXVI/ resztą benzyloksylmr- 

bonową a następnie grup karboksylowej i fosfinowej resztami estrowymi aoloktyw- 

nie wmydlano ester karboksylowy ogrzewając produkt w 0,5N roztworze wodorotlen

ku sodowego w metanolu. Wykorzystując metodę mieszanych bezwodników karbol ryIowo- 

karbonowych uzyskiwano wiązani® peptydowe otrzymując trójpeptyd /XXXVII/.

Po usunięciu z niego grup chroniących otrzymano fosfinotricylo-d,l-alanylo- 

-d,l-alaninę /XXXV/.

Okazało się,że aktywność otrzymanego produktu stanowi zaledwie 10-15% akty

wności trójpeptydu wydzielonego zo “Streptomyces",zawierającego resztę 1-elnny- 

lo -l-alaninową.

Dalsze badania zdają się świadczyć,że reszta ta ma za zadanie umożliwić 

transport antybiotyku /fosfinotricyny/ przez błony komórkowe.

2.7 «Peptydy w których grupa aminowa zastąpiona jost fosfinową.

Peptydy tego typu,stanowiące swogo rodzaju ciekawostkę chemiczną,otrzymali

. 144Issleib i KUmmel .Autorzy użyli kwasu fosfinooctowego i nie blokując reszty
*

fosfinowej zastosowali metodę mieszanych bezwodników karboksylowo-knrbonowych

aby zacylowaó nimi ester dwuetylowy glicyny lub sól sodową 1-fenyloalaniny.

CICOOEt
h2pch2cooh

. Et-N

HpNGHpCOOEt
H2PCH2C00C00Et ----- - ----- - --------- HgPCHgCONHCHgCOOEt

1 .ELNCHCOONa / Ho02 । 2
CrHK6 5 

^2.Kwas solny

H^CH CONHCHCOOH

O 5

Metodami tymi otrzymywano żądane pochodne z wydajnościami 40 - 50%.0statnie 
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doniesienia literaturowe mówiące o dużym podobieństwie biologicznym między cho

liną /XXXVIII/ a jej fosforowym analogiem /XXXIX/

/CH^Ą^CHgCHgOH /XXXVIII/

/ch3/3$ch2ch2oh /XXXIX/

zdają się pozwalać na przypuszczeni©,ż© peptydy o budowie:

/GHj/^ęHCONHCHCO- 
R R1

mogą też posiadać ciekawe własności biologiczne.

2.8. Cole i problemy syntozy peptydów fosfonowych.
••-BMW. MMM MM MMMMMM MMM MMMM MMMMM. MMMMMMMMMMMMMMeBMWełO

Zagadnienie syntezy peptydów w których jednym ze składników jest kwas arnino- 

fosfonowy jest interesującym nie tylko ze względu na obecność ciliatyny we fra

kcjach białkowych organizmów żywych.

Główne zadania i możliwości rysująca się w tej dziedzinie można podzielić 

ogólnie na:

opracowanie dobrych metod syntozy tych połączeń,który to problem 

jest niezupełnie jeszcze rozwiązany.Obecność grupy fosfonowsj czy fosfinowej 

w cząsteczce aminokwasu zmusza do znalezienia grup chroniących te reszty,pro

stych metod ich wprowadzania i usuwania a taże metod aktywowania grup fosfonowej 

i fosfinowej.Oddziaływania między grupami:fosfonową i aminową powodują pojawie

nie się trudności preparatywnych a oo za tym idzie niemożność całkowitej adap

tacji klasycznych metod syntezy poptydów.Istotne trudności sprawia też niedo

stępność optycznie czynnych kwasów aminofosfonowych,a także możliwość pojawie

nia się nowego oentrum chiralnego na atomie fosforu.

otrzymywanio analogów biologicznie czynpych aligopeptydów 

oo można uzyskać przez zastąpienie naturalnego aminokwasu jego analogiem fosfo

nowym lub fosfinowym w łańcuchu peptydowym.W tej dziedzinie możliwość dalszego 
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działania jest praktycznie nieograniczonu.Wydaje się,żo przy obecnym stanic wie

dzy o syntezie peptydów fosfonowych można otrzymać najprostsze takio analogi 

przez zamienienie C-końoowego aminokwasu oligopeptydu na jego analog fosfonowy.

badanie zachowania się poptydów fosfonowych zawierających P-k0^,7 

kwas aminofosfonowy w reakcjach onzymatycznyoh.Badania takie zostaną podjęto 

wkrótce w naszej grupie badawczej gdyż otrzymane przeze mnie peptydy zostaną 

zbadane jako ewentualno substraty i inhibitory peptydaz.Badania enzymatyczne 

mogą dać odpowiedź na nierozstrzygnięto dotychczas pytanie,czy grupa foefonowa 

ozy też fosfinowa jest lepszym analogiom grupy karboksylowej.

otrzymanie środków komploksującyoh motało.Znane właściwości kompleksu- 

jące krótkich peptydów i kwasów aminofosfonowych pozwalają sądzić, 

że otrzymane peptydy fosfonowe mogą mieć takio same interesujące właściwości.

otrzymywanie optyoznio czynnych kwasów 6minofosfonowych,oo można uzyr . 

kać przez rozdział peptydów posiadających optycznie czynny aminokwas N~końcowy 

i P-końcowy kwas aminofosfonowy ’ 1 .Jest to jedna z bardzo nielicznych

metod otrzynywania tyoh ważnych zarówno z biologicznego jak i chemicznego pun- 

i72**175 ktu widzenia połączeń .Warto nadmienić,że dotychczas opisano w litera-

172 173 turze tylko izomery optyczno kwasu aminobonzylofosfonowego * •

0 wzroście zainteresowania syntezą peptydów fosfonowych może świadczyć fakt, 

Aże w momencie rozpoczynania przez© mnio badań było jedynie pięó prao poświęco

nych temu problemowi a obecnie ich liozba przekracza dwadzieścia i rośnie dalej.

0

i
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3. BADANIA WŁASNE.

W toku badań własnych przeprowadziłem szereg prób syntezy dwupeptydów w któ

rych kwasy aminofosfonowe są kwasami P-końcowymi.Syntezy te prowadziłem używa

jąc kwasów:2-sminoetylofosfonowego /l/,aminobenzylofosfonowego /II/ i 1-ainino~ 

2-metylopropanofosfonowego /III/ a także sporadycznie innych kwasów aminofosfo- 

nowych.

OHI OH OH

O-F-OH
I

O»P-OHI O-P-OH
K

CHC.Hc 
i 6 5

I
CH-CH/CH-Z, 
I '

7*2 nh2 NH2

mi2

A/ /II/ /III/

Szczególnie ważnym wydawało mi się otrzymanie peptydów ciliatyny.

Zbadałem przydatność niektórych,najczęściej stosowanych,klasycznych metod synte

zy peptydów do otrzymania poptydów fosfonowyoh używając zarówno wolnych kwasów 

aminofosfonowyoh jak i ich ostrów dwualkilowyoh jako substratów.Z tego powodu Lp 

dania podzieliłem na dwie grupy:

-otrzymywanie peptydów z wolnych kwasów aminofosfonowyoh,

-otrzymywanie peptydów z estrów dwualkilowyoh kwasów aminofosfo

nowyoh.

Mimo,że synteza peptydów zawierających P-końoowy kwas aminofosfonowy wyda- 

je się być problemem stosunkowo nieskomplikowanym natrafiłem na trudności natu

ry preparatywnej.Szereg reakcji przebiega w sposób niekorzystny,a wydzielenie 

czystych produktów jest niekiedy bardzo trudne.
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Wydaj® mi się,i® udało mi się wybrać dobrą metody syntezy tyoh połączeń 
i

a przy okazji rozstrzygnąć szereg kontrowersji i wyjaśnić większość niejasnośoi 

zawartych w literaturze dotyczącej syntezy P-końcowych peptydów fosfonowych.

Omówiłem też dość szczegółowo widma w podczerwieni i protonowego rezonansu 

magnetycznego otrzymanych połączeń oraz widma węglowego rezonansu magnetycznego 

peptydów ciliatyny.Ten ostatni traktowałem jako potencjalny środek wyjaśnienia 

sposobu w jaki związany jest ten kwas a białkach.

Prócz tego przeprowadziłem szereg prób otrzymania trudnodostępnych estrów wy

branych przeze mnie trzech kwasów aminofosfonowych,a szczególnie estrów oiliaty- 

ny.Stosowałem różne reakcje prowadzące do syntezy tych połączeń zarówno z kwa

sów aminofosfonowych jak i innych substratów.Opracowałem stosunkowo prostą me

todę otrzymywania estrów dwuizopropylowyoh kwasów^-aminofosfonowych,z łatwodostf 

pnyoh substratów wykorzystując metodę otrzymywania tyoh kwasów opisaną przez 

W176 .

Przeprowadziłem też próbę rozerwania wiązania amidowego w kwasach N-acetylo- 

aminoalkilofosfonowych /IV/ działając na nie aoylazą nerkową.

CH_-C-NH-CH«PO-H_ /IV?/
3 n । 3 2

0 R

Próbę tą traktowałem jako modelową reakcję enzymatycznego rozpadu wiązania 

peptydowego w P-terminalnych peptydaoh fosfonowych.Użyłem tu pochodnych kwasóm 

aminom®tylofosfonowego /lV,R»H/,1-aminoetylofosfonowego AV,R-»CII^/ i aminobenzy- 

lofosfonowego

3.1.Synteza P-tenninalnych peptydów fosfonowych z wolnych kwasów aminofosfono

wych.

3,1.1. Otrzymywanie glioylociliatyny metodą Fischera,

Olicylociliatynę A/ otrzymali z wydajnością 20% Neuzil i wsp. ^6,14/ 

przez acylowanie wolnego kwasu 2-aminoetylofosfonowego /I/ rozpuszczonego 

w 2N NaOH chlorkiem kwasu chlorooctowego i następni® amonolizę otrzymanego
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produktu /VI/•

ClUHgCOCl + HgNCHgCHgPOjHg ——ClOHgCONHCI^CHgPO'^

A/ /vi/

25% wodny r-r Nilj 

HgNCHgCOWHCIigCHgPO^Hg

A/

Metodę tą zmodyfikowałem stosując w miejsca wodorotlenku sodowego nadmiar 

tlenku magnezowego co podniosło wydajność produktu aż do 54%®Takżo w przypadku 

aoylowania ciliatyny bezwodnikiem kwasu chlorooctowego a następnie amonolizy 

otrzymanego produktu /VI/,w identyczny sposób,otrzymywałem glioylociliatynę /V/ 

z wydajnością 40%®

3,1 t2<Acylowanie kwasów aminofosfonowych chlorkami ftaliloaminokwasów.

Matodę otrzymywania peptydów fosfonowych w reakcji aoylowania wolnego kwasu 

aminofosfonowego chlorkiem ftaliloaminokwasu /VII/ a następnie usunięcie gru

py blokującej w reakcji hydrazynolizy opracowałem równolegle z Hariharanera 

i wsp. * oMetodą tą usiłowałom otrzymać różne pwptydy ciliatyny»

0
„u
^OnCHCOCI + HoNCHoCHoP0~HoHI 2 2 2 3 2

0 R

Mg0/H20 

dioksan

o on
•

NCHCONHCH_CH_P»OII I 2 2,
0 R OH

/VII/ A/ Am/

C^OH H2HNH2

HoNGHC0NHCHoCHoP0-Ho 
I d J d

R
Ax/

W identyczny sposób otrzymywałem kwas N-ftaliloglicylo-1-amino-2~metylopropa- 
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nofoefonowy A/«

0 

nch2cobhchpo3h2 /X/

° ch/ch3/2

Metoda ta aaje z dobrymi wydajno śoiaai jedynie peptydy glicyny AlII,R"H|X/ 

i alaniny /VIII ,R=«CH3/.Udało mi się też otrzymać w ten sposób 1-fonyloalanylo- 

eiliatynę AX,R»CH2CgH,-/ nie wydzielając i charakteryzując jej N-ftalilowoj po-' 

chodnej /THIfR^CUgCgH^APróby otrzymania ftalilo-l-louoylociliatyny /VIII,R« 

=CH2CH/CH3/2/,ftalilo-d,l-walilociliatyny /VIII,R»CH/CH3/2/ oraz kwasu N~ftalilo*- 

l-leucylo-1-amino-2-mietylopropanofosfonovf0go zakończyły się jednak niepowodze

niem.

149Gilmore i McBride opisują otrzymanie w ten sam sposób kwasu N-ftalilogli- 

cyloaminobenzylofosfonowogo.Użyy/ali oni zamiast tlenku magnezu wodorotlenku so

dowego jako czynnika utrzymującego żądane pH otrzymując produkt z bardzo wysoką ’ 

wydajnością /86%/0 Wynik ten jest zaskakujący albowiem zarówno dane literaturowo

177 dotyczące syntezy peptydów kwasów aminokarboksylowych jak i moje doświadcza

nia prowadzone w takich samych warunkach z eiliatyną wskazują,że w takim przy

padku pęka wiązanie imidowo grupy ftalilowej w otrzymanym peptydzie /VIII/ 

i powstaje odpowiedni imid kwasu ftalowego Al/»

R
0

KHCHC0NHCHoGHoP0-Ho---- £
u | 2 2 3 2 H 0
0 R V

/VI/

COOK

COOH

i
^/C0NHCHC0NHCH2CH2P03H2 

X COOH

Al/

NaOHA2O

b HoNCHC0NHCHoCHoP0-Ho C | c. d. j c
R

Ax/
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Yf ten sposób otrzymywałem mieszaninę produktów AX/ i /XI/ co zmniejszało 

wyraźnie wydajność wolnych peptydów gdyż nie można usunąć reszty blokującej 

azot w pochodnej /IX/ w reakcji hydrazynolizy.

Jeśli taką mieszaninę produktów zostawiałem w alkalicznym roztworze przez 

dwa tygodnie otrzyiiywałem,z niewielką wydajnością,glicylo-AX,R»H/ lub ulanylo- 

ciliatynę AX,R"CH^/.Na8tępujo więc hydroliza wiązania amidowego i uwolnienie pop- 

tydu.Reakoji tej towarzyszy również rozpad wiązania peptydowego co stwierdzałom 

używając chromatografii cienkowarstwowej.

391«3.Acylowanie kwasów aminofosfonowych estrami para- i orto-nitrofenylowymi

N-zablokowanych aminokwasów.

Zastosowanie aktywnych estrów / w tym wypadku pochodnych N-hydroksyimidu kwa

su bursztynowego/ w syntezie P-terminalnych peptydów fosfonowych opisano ostatnio 

. . 151w niemieckim doniesieniu patentowym .Ponieważ autorzy patentu otrzymali

w ten sposób kilka peptydów fosfonowych z dobrymi wydajnoścismi postanowiłom 

sprawdzić czy inne estry / to jest para- i orto-nitrofeny lowe/ są też dobrymi 

substratami.

Stosując takie estry ftaliloeminokwasów /XII/ otrzymałem kilka peptydów 

oiliatyry /XIII/ i kwasu aminobenzylofosfonowego AlV/:

0
NCHCOO-^5^-N0o +

I *
R

Au/

h2nchpo3h2

/*/

0
. ii

NCHCONHCHPO^H, 
li i i ' 1

0 R C,Hko 5

Aiv/

H2NCH2CH2PO3K2

NCHC0NHCH_CHoP0-HI C- Ł '
R

Am/
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h2nch2conhch2ch2po3h2

Irtitnoyże reakcje te dają produkty z dobrymi wydujnoóciami to ioh wydzieleni® 

z mieszaniny poreakcyjnej nastręcza wiele trudności ze względu na bardzo podobno 

właściwości fizyczne estrów nitrofenylowych ftaliloaminokwasów oraz powsta

jących w tej reakcji produktów /XIIIgXIV/.Reakcja prowadzona jest w środowisku zasa

dowym co powoduje niekiedy pęknięcie wiązania imidowego grupy ftalilowej i utworzenie 

odpowiedniego amidu kwasu ftalowego.

Nie udało mi się również otrzymać w ten sposób pożądanych produktów z ostrów para

ni tm feny Iowy oh ftalilo-l-louoyąy, 

niicylooiliatynę /XV/ i kwas N-glicyloarainobanzylofosfonowy /Wl/ otrzymałom

t. estru para-nitiofenylowego karbobenzokąyglicyny /XVIl/.Wreakcji tej nie wydziela

łem kwasów karbobenzoksyglicyloaminoalkilofosfonowyoh leoz od razu usuwałem grupę blo- 

kującą azot w reakcji bromowodorolizy.Y/ydajnoóci produktów tej reakcji są jednak 

niewielkie.

1.H2NCH2CH2P03H 
C,HkCHo0C0NRCHoC00-(l^ —N0o ------------------------------- 6 5 2 2 W 2 2eHBr/Ao0H

Am/

1.HoNCHP0-Ho/Et-N C I J Ł > 
°6H5

2.HBr/AoOH

H_NCHoC0NHCHP0nHo cc I j i 
C6«5 

/XVI/

Wyda je się, że metoda aktywnych estrów może być dobrym sposobem syntezy P-koiicowych 

poptydów fosfonowych, jednakże należy znaleźć bardziej odpowiednie grupy blokujące azot 

i zastosować odpowiednie aktywne estry.Poszukiwania odpowiednich wyrunków tej reakcji 

zostały podjęte w naszej grupie badawczej.

Tą część pracy zrealizowałem wspólnie zo studentką IV roku Wydziału Chemicznego

Av/

Politechniki Wrocławskiej,koleżanką Lidią Kupczyk.
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3,1 «4.Synteza peptydów fosfonowych z wolnych aminokwasów metodą mieszanych 

bezwo dników karboksylowp-karbonowych.

Metodę tg polegającą na acylowaniu wolnych kwasów aminofosfonowych przy pomo

cy bezwodników /XVIII/ otrzymanych z ftaliloaminokwasów i chloromrówozenu ety- 

. . 143lu zaproponowali Hanharan i wsp. .

0 w 0
NCHCOOH + CICOOC^ ------- 2--------NHOHCOOCOOC,^

0 R Ó R

/XVIII/

H«NCHP0,Ho

R

woda/dioksun

0 
n 

NCHCONHCHPO_H„

0 R R

/XIX/

Autorzy otrzymali tą metodą kilka peptydów,w których kwasami N-końcowymi 

byłytglicyna /XIX,R«H/ lub alanina /XIX,R^CH^/,twierdząc jednocześnie,że jest to 

dobra i ogólna metoda syntezy peptydów fosfonowych.

Przeprowadziłem szereg prób zastosowaniu tej metody do otrzymania różnych 

P-terminalnych peptydów kwasów aminofosfonowych.Udało mi się jednak otrzymaó 

tylko peptydy glicyny /XIXgR»H/,alaniny AlX,R»CH^/ i ^-alaniny,w tym peptyd 

kwasu /2-aminoetylo/fenylofosfinowego AX/:

0 0

NCHoC0MHCHoCHo-P-CfiHR /XX/-----2 2 2,6 5
0 ÓH

Nie otrzymałem natomiast peptydów fosfonowych ftalilo-l-leucyny i ftalilo- 

■“d,l-waliny w tej reakcji.Otrzymywałem tu substraty czyli produkty hydrolizy 

bezwodnika.
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Podobnie zastosowanie karbobenzoksyglicyny i karbobenzokey-d,l-alaniny 

nie doprowadziło do uzyskania żądanych produktów.

3.2,Synteza P-końcowych peptydów fosfonowych z estrów dwualkilowych kwasów

aminofosfonowych.

3,2,1, Próby syntezy estrów dwualkilowych kwasów aminofosfonowych.

Otrzymywanie P-końcowych peptydów fosfonowych z estrów dwualkilowych kwasów 

aminofosfonowych jest poważnie ograniczono przez trudną dostępność tych estrów, 

173 17R»1QODotychczas opracowano niewiele metod syntezy tych połączeń uzyskiwa

nych zwykle z niewielkimi wydajnoóciami i trudnych do wydzielenia z mieszaniny 

poreakcyjnej w stanie czyśtym,Jedynym łatwodostępnym jest ester dwuetylowy kwasu 

. . . , . , 173,178-180aminobenzy ioio n

181Dobrą wydaja się być metoda opracowana ostatnio przez Tykę i Łukszo , 

którą przedstawia schemat:

+

HC1 gaz/ 

eter

"\ NHpCHDPO^Et, 
ci”H3ScHPO3Et2 —^55------- I h

R 5 min. 6 5

Poważną niedogodnością tej metody jest jednak trudna dostępność cyklopentylo- 

fenyloaminy.

Potrzebując estrów dwualkilowych kwasów aminofosfonowych jako substiatów 

do syntezy peptydów przeprowadziłem szereg prób otrzymywania tych połączeń.
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Osobnym i jednym z najważniejszych zagadnień w chemii kwasów aminofosfonowyoh 

jest otrzymanie ich estrów z wolnych kwasów w sposób możliwie jak najprostszy.

149 133Opracowana dotychczas metoda ’ polegająca na blokowaniu grupy aminowej 

kwasu aminofosfonowego,estryfikacji otrzymanej pochodnej dwunzomotanom lub orto- 

mrówczanem etylu a następnie usuwaniu grupy chroniącej resztę aminową jest zbyt 

skomplikowana i daje estry z niewielkimi wydajnościami oraz trudne do oczyszcze

nia.Metodę tą obrazuje schemat:

bezwodnik
h2nchpo3h2

R f talowy
NCHP03H2

CH2N2 lub 

HC/OEt/3

0 
qjAnchpo_r1

0 R0 R

CcHkCHo0C0C1 o 5 2
V

HC/OEt/_
C,HcCHo0C0NHGHP0,Ho--------------- -

R

H2
CcHKCHo0C0NHCHP0-Eto -— 

0 5 2 2 3 2 Pd/C

H2NBH2

V 
1 

HoNCHP0_Ro

R

Omówieniu moich prób otrzymania estru dwuetylowego ciliatyny z wolnego kwasu 

2-aminoetylofosfonowogo poświęciłem więc osobny rozdział.

3»2»1.1.P r 6 b y syntezy estru dwuetylowego ciliatyny.

Ester dwuetylowy ciliatyny /i/ został po raz pierwszy opisany przez-Pudowika 

. 189 190i Penisową ’ ' ,którzy otrzymali go w reakcji przyłączenia amoniaku do wi

ny lofosfonianu dwuetylowego /II/ wobec katalitycznych ilości etylanu sodu:

EtONa
H2C-CH-P/0//0Et/2 + NH3-----------------* H2NCH2CH2P/0//0Et/2

EtOH

/li/ A/

Przeprowadziłem kilkanaście prób otrzymania 2-aminoetylofosfonianu dwuetylo- 

’«go /!/ tą metodą,różnie modyfikując warunki tej reakcji.Nie otrzymałem jednak 

nigdy żądanego produktu.Niemożliwość otrzymania tego estru w reakcji opisanej 

przez Pudowika i Penisową została potwierdzona w niezależnych eksperymentach 
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przeprowadzonych w Zakładzie Związków Fosforoorganicznych Instytutu Chemii

Organicznej i Fizycznej Politechniki Wrocławskiej#

Także próby wymiany bromu w 2-bromoetylofosfonianie dwuetyłowym /III/ 

na grupę aminową prowadzone w różnych warunkach nie przyniosły spodziewanych 

efektów.Zamiast estru dwuetylowego ciliatyny otrzynywułem winylofosfonian £* . Z.

dwuetylowy /El/ lub rozpuszczalny jedynie w stężonym kwasie azotowym polimer#

BrCHgCHgP/O/ZOEtĄ + NH^ -------- — HgNCHgCHgPOjEtg

/III/ /I/

i Aft
Inną metodę otrzymywania tego estru opatentowali Kinoshi i wsp# # 

Traktowali oni roztwór etylenoiminy w etanolu fosforynem dwuetylowym utrzy- 

O mując temperaturę poniżej 0 C:

H2C^-/CH2 + hp/o/Zoc^Ą-------------- h2nch2ch2p/o//oc2h5/2
NH

Niestety także i tą metodą nie udało mi się otrzymać żądanego produktu.Otrzy- ' 

mywałem produkt polimeryzacji etylenoiminy#

Zwróciłem zatem uwagę na metody otrzyny wania 2-aminoetylofosfonianu dwuety

łowego przez redukcję cyjanometylofosfonianu dwuetylowego /IV/:

EL/kat.
ncch2p/o//or/2------ --------h2nch2ch2p/o//or/2 

/IV/------------------------------------------ /I/

184Reakcja ta została opisana przez Isbella i wsp# /którzy prowadzili uwodor

nienie w roztworze metanol-rozcieńczony kwas solny,w temperaturze pokojowej 

i pod normalnym ciśnieniem używając 30% palladu na węglu aktywnym jako kataliza-

185 tora/ oraz w patencie niemieckim ’ " /autorzy prowadzili ten proces w obecności 

amoniaku,pod ciśnieniem 100 atm.w temperaturze pokojowej używając niklu Raneya 

jako katalizatora./.

Obiema tymi metodami otrzymywałem 2-aminoetylofosfonianytdwuetylowy /I,R«Et/ 

i dwu izopropylowy /l,R=CH/CH,/,y,.
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. . 184Reakcja opisana przez lobelia i wsp. jest bardziej kłopotliwa gdyż jej 

przebieg silnie zależy od oboonoóoi,bardzo niewielkich nawet ilośoi,zanieczy

szczeń w oyjanometylofosfonianiG dwuotylowym /IV/ lub wodorze użytym do redukcji.

3.2.1 »2.Synteza chlorowodorków estrów dwuizopropylowych kwasów 1-aminoulkilo- 

fosfonowyoh.

Opracowałem wygodną,stosunkowo prostą metody otrzymywania chlorowodorków 

aminobenzylofosfonianu dwu izopropylowe go AiR^CgH^/ i 1-amino-2-metylopropa.no- 
4rf 

fosfonianu dwuizopropylowego A,R»CH/CH^/2/ modyfikując opisaną przez Tykę 

metody syntezy kwasów aminofosfonowych.

Do otrzymanej z odpowiedniego aldehydu i benzyloaminy zasady Schiffa Al/ 

przyłączałem fosforyn dwuizopropylowy otrzymując N-benzylo-1-aminoalkilofosfo- 

niany dwu izopropylowe All/,które wydzielałem w postaci chlorowodorków AlU/ 

przepuszczając gazowy,suchy chlorowodór przez eterowy roztwór fosfonianu. 

Redukcja otrzymanych chlorowodorków /VIII/ prowadziła do uzyskania żądanych 

produktów A/e

Na C03 HP/O//OiPrĄ
RCH-0 + H-NCH-G.He---------RCH-NCH_C>-HB-----------------------------------* RCHNHCH_C.HB2 2 6 5 2 o 5 । 265

P/0//0iPr/2

Au/

HCl/eter

_ X HpAat. _
Cl H„NCHP/0//0iPr/o ------- -------- ------------ Cl RCHMkCH„C,-Hc

3 । 2 । 2 2 6 5

R P/0//0iPr/2

A/ AlII/

Wydaje się,że tą metodą można też otrzynywać chlorowodorki innych 1-smino- 

alkilofosfonianów dwualkiIowyoh.

Metoda ta odznacza się stosowaniem prostych,łatwodostępnych substratów oraz

Btosunkowo wysokimi wydajnościami.
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Chlorowodorki arainobenzylofosfonianów dwualkilowyoh otrzymywałem taż metodą 

173opisaną przez Rogożina i wap. ,którą przedstawiłem na schemacie poniżej:

CcHkCH-Nx
O 7 \

,CHC.He
/ O 7

CJi^CH-N
O 7

hp/o//or/2
C.Ł’CH6 5| 

po3r2

p°3r2
C.H.CH o 5

NR

/ 0 7

NR

HCl/eter

h2o
Cl-H-ficHCJI,. 

3 । 6 5

p°3R2

3.2.1 .3.P r ó b y syntezy estrów dwualkilowyoh oiliatyny z wolnego aminokwasu.

Synteza estrów dwualkilowyoh kwasów aminofosfonowyoh z wolynch kwasów jako 

substratów /niektóre z nioh produkowane są przez firmę "Calbiochem" i można 

je kupió/ wydaje się byó jednym z najpilniejszych zadań chemii peptydów fosfo- 

nowyoh.

Z tego też powodu wydało mi się ważnym przeprowadzenie prób syntezy ostrów 

ciliatyny z wolnego kwasu 2-aminoetylofosfonowego.

W pierwszych próbach usiłowałom uzyskać te połączenia estryfikując oiliatynę 

AX/ alkoholem etylowym lub benzylowym wobec DCC:

H2NCH2CH2PO3H2 + ROH ——----- H2NCH2CH2P03R2 

Zix/------------------------------------------------- A/

Jednak pomimo ponad trzydziostogodzinnego ogrzewania mieszaniny substratów 

nie zaobserwowałem przebiegu jakiejkolwiek reakcji.

Długotrwałe ogrzewanie kwasu 2-aminootylofosfonowego,jego chlorowodorku czy 

tozyłanu w ortomrówozanie etylu nieprowadziło do otrzymania żądanego produktu. 

Otrzymywałem spowrotem nieprzereagOYfane substraty.

H NCH9CH P03H9 * HC/OEtĄ--------— H-NCH-CH-PO-Et-

Ax/ fi/
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Zwróciłem zatem uwagę na użycie ftalilooilietyny w tej ostatniej reakcji.

Jednakże ogrzewanie ftalilociliatyny z nadmiarem ortomrówozenu etylu dało w efe

kcie ester monoetylowy tego połączenia /X/,który w reakcji hydrazynolizy dawał 

nieco zanieczyszczony 2-aminoetylofosfonian monoetylowy /XI/.

0
____II

> NCH CH9P0-H9 + HC/OEt/, 

o

o o
__ II II

NCHoCH_-P-0Et
il 2 ।
O OH

A/

H2NNH2

1 0

H-NCH-CH -P-OEt c- C d |
OH

Al/

149Później Gilmore i Mc lir i do opisali otrzymywanie estru dwuetylowogo kwasu

aminobenzylofosfonowego w tej reakcji.Osiągnęli oni to usuwając ze środowiska 

reakcji powstający w niej etanol.

3.2 <2.Pr6by syntezy poptydów fosfonowych metodą DCC,

Zarówno Gilmore i McBride ^9t1>5»156 Yemauchi i wsp. 15^,163,164 

stwierdzili,że zastosowanie dwucyklohoksylokarbodwuimidu /DCC/ jako czynnika 

sprzęgającego w syntezie poptydów fosfonowych daje dobre rezultaty i metoda ta 

wydaje się byó ogólną.

Spróbowałem ją zatem zastosować do otrzymania P-terminalnych peptydów wybra

nych przeze mnie kwasów aminofosfonowych.

W syntezach tych używałem aminokwasów,w których grupę aminową blokowałem re

sztą bonzyloksykarbcnyIową /CgH^CH^CO-/ gdyż pozwala to na usunięcie grup 

chroniących fosfor i azot otrzymanego poptydu AlU/ w jednej reakcji /działa
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niem 40% roztworu broniowodoru w lodowatym kwasie octowym/1

CAHt.CHo0C0NHCHC0NHCHP01|Etoo 5 2 । । 3 2
R R

Am/

40% HBr/AcOH

Br H_JCHCONHCHPO-Et_
3 i । 1 3 2

R R

AlV/

Br H,JcHC0NHCHP0,Ho
3 i u 3 2

R R1

AV/

W literaturze istnieją dwie,skrajni© różno,informacje dotyczące odblolajwania 

takich fosfonopeptydów /XIIl/.Buricżonko i Poroszin 3 3 twierdzą,że utrzymy

wanie tych połączeń w 40% HBr w lodowatym kwasie octowym w temperaturze pokojo

wej przez kilka godzin daj® produkty odblokowania tylko N-końca poptydu /XIV/.

149 155 156Gilmore i MoBride ’ * zaś twierdzą,ż© wystarczy poprowadzić tą reakcję

w takich warunkach przez dwie godziny aby otrzymać kompletni© odblokowany dwu- 

peptyd AV/»

Przeprowadzone przeze mnie doświadczenia wskazują,że działanie 40% bromowodo- 

rem w kwasie octowym na zablokowany dwupoptyd AlII/,w temperaturze pokojowej 

przez dwie godziny daje usunięci© grup chroniących zarówno N- jak i P-konioc. 

Jednakże w tych warunkach reakcja ni© przebiega do końca i otrzymuje się nioco 

innego produktu niż pożądany /XV/,prawdopodobnie jogo monoestru /co stwierdza

łem stosując chromatografię cionkowarstwową/.Utrudnia to oczyszczenie otrzyma

nego peptydu.

Opracowana przeze mnie metoda polega na ogrzewaniu P,N-zablokowanego peptydu 

z 40% Hbr w kwasi© octowym w temperaturze 50-60°C przez 30 minut,W warunkach 

tych reakcja przebiega do końca i nio ulega rozerwaniu wiązani© p©ptydowe.
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Stosując DCC otrzymałem kilka, peptydów kwasu aminobenzylofosfonowego.Prze

prowadzone przeze mnie reakcjo przedstawia schemat:

DCC
CrHcCH„OCONHCHCOOH + HoNCHP0_Rl------------ — CcHcCHo0C0NHCHC0WBKLR'

O P d I d. \ ? d O P d | \ J d
R C/H- R C,Hco p o p

/XII/ A/ /Xni/

40% HBr/AcOH

HoNCHC0NHCIIP0„H, 
‘ l l J 1
r cuuo p

/XV/

Knrbobenzoksyaminokwas /XII/ mieszałem z estrem dwualkilowym kwasu aminoben- 

zylofosfonowego w chloroformie i dodawałem równoraolową ilość DCC.Otrzymnny,cał- 

kowicie zablokowany peptyd /XIII/ ni® był wydzielany ale przerabiałom go w sta

nie surowym otrzymując żądany produkt AV/O

Stosując ftaliloaminokwasy /XVI/ nie udało mi się jednak otrzymać N-ftalilo- 

dwupeptydów AVII/.Otrzynywałom w tej reakcji głównie N- aoylowane dwucyklo- 

heksylomoczniki /XVIII/,czyli produkty reakcji ubocznej,niepożądanej.

HoNCHP0oRo a | J c. 
C6H5

/XVI/ A/

NCHCONHCHPOjH. 
R i6H5 '

/XVII/

Metodą DCC nie udało się toż otrzymać ani peptydów oiliatyny,ani też peptydów 

kwasu 1-amino-2-metylopropanofosfonowogOoUżywając różnych N-zablokowanych
I 

aminokwasów i różnych rozpuszczalników organicznych /chloroform,dioksan,aceto- 

nitryl,chlorek metylenu/ otrzymywałem w tej reakcji głównie N-acylowane dwucyklo- 

heksylomoczniki /XVIII/ z wydajnościami 20-35%.
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DCC Y
XMHCHCOOH + O-N-C-N-O ----------------- —• O-»H“C-N-C-CHNHX

I ~ “ II |i l
R O O R

/xviii/
o 

_ll 
Gdziei X * C,HnCHnOCO- , »o 5 2 "Yi

0

r - h,ch?,ch/ch3/2,ch2ch/ch3/2,ch2c6h5

Niektóra z tych pochodnych udało mi się wydzielić w stanie czyśtym,pozostało 

scharakteryzowałem przy pomocy widm ir i nmr /zanieczyszczone są one pożądanym 

peptydem,co wykazałem rozdzielając oba produkty w przypadku reakcji ftalilo- 

-P- alaniny z estrem dwuizopropylowym kwasu 1-amino-2-metylopropanofoefonowo- 

go/«

Teki przebieg reakcji jest nieoo zaskakujący dlatego,że wydajności N-acylo- 

dwuoykloheksylomoozników są stosunkowo wysokie a żądane peptydy powstają w bar

dzo niewielkich ilościach.Ponadto ta sama reakcja dawała dobre rezultaty gdy 

używałem kwasu aminobenzylofosfonowogo i karbobenzoksyaminokwasów.

?.2.3.Synteza peptydów fosfonowych metodą mieszanych bezwodników karboksylowo- 

karbonowych.

Metoda ta została użyta w pierwszych pracach opisujących syntezę zablokowa

nych peptydów fosfonowych zawierających P-końcowy kwas aminofosfonowy przez 

152-154Buriczenkę i Poroszina .Prac© tyoh autorów zawierają jednak sporo nie

jasności i informacji błędnych.

Metodę tą zastosowałem z powodzeniom,otrzymując peptydy trzech wybranych 

przeze mnie kwasów aminofopfonowych z dobrymi wydajnościami.
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EtoN
CJicCH„0C0NHCHC00H + CICOOEt -------—

o 5 t i
R

Ali/ /XIX/

H2NCHCONHCH/CH2/nPO3H2
R R2

HBr/AoOH

AKII/

0cKcCHo0C0NHCHC00C00EtU D — ,
R

/XX/

HgNCH/GH^POJ^

R2

Cgl^CHgOCONHCHCONHCH/CH^POjR  ̂
R R2

/xxi/

gdzie: R - C6H5 , CH/CH^ 

?
R • H gdy n - 1

gdy n » O

Peptydy te otrzymywałem używając karbobenzoksyaminokwasów /XII/,które prze

prowadzałem w mieszane bezwodniki /XX/ działaniem chloromrówozanu etylu /XIX/ 

wobec trójetylosuniny,a następnie aoylując nimi estry dwualkilowe kwasów rmino- 

foefonowych.Tak otrzymanych,całkowicie zablokowanych peptydów nie wydzielałem 

w stanie czystym ale poddawałem od razu reakcji bromowodorolizy 40% HBr w kwa

sie octowym otrzymując bromowodorki odblokowanych peptydów.Bromowodorki te roz

puszczałem w etanolu i wytrącałom odblokowano dwupoptydy /XXII/ przy pomocy 

pirydyny lub tlenku propylenu /wiążą ono bromowodór/.

W ten sam sposób otrzymałem też ,wychodząc z dostępnego w naszym zespole 

estru,peptydy o budowie:

R

H NCHCONH /PO-H, 
xciu

A

H-NCHCONH P0-H„ ć I J d

R

Podobnie syntezowałem peptydy kwasu 2-aininoetylofosfonowego używając ftalilo- 

aminokwasów jako substratów:
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O

NCHCOOCOOEt
I

O R

/XXIII/

+ HgNCHgCHgPOjEtg-

/I/

OEt 
i

NCHC0NHCHoCHoP=>0 » a c<

/XXIV/

h2nijh2/

EtOII

HBr/AcOH
HoNCHC0NHCHoCHoP0-Ho c । d d J d HoNCHC0NRCHoCHoP0QEt„ j c. c. d

RR

Axvi/ /XXV/

Stosowałem tu tylko inną,odpowiednią dla tych połączeń pi'ocedurę usuwania, 

grup chroniących.

Wydzieliłem też w stania chemiczni© czystym jeden z produktów tej sekwencji 

reakcji a mianowicie ester dwuetylowy ftalilo-l-fenyloalanylociliatyny /XXIV,R« 

■CHgCgH^/.Wydzielenie tego połączenia w stanie czystym obniża jednak poważnie 

całkowitą wydajność reakcji.

Metoda mieszanych bezwodników karboksylowo-karbonowych jest według mnie naj

lepszą z dotychczas zastosowanych metod syntezy P-końcowych peptydów fosfono- 

wych.

1 133.3 .Widma w podczerwieni, II i C mr otrzymanych peptydów,

3.3.1. W i d m a w podczerwieni P-torminalnyoh peptydów fosfonowyoh.

146 160W literaturze ’ omówiono szczegółowo widma w podczerwieni czterech 

P~terminalnyoh peptydów kwasów aminofosfonowyoh /glicylowe i p-alanylowe pocho

dne kwasów:aminom©tylofosfonowego i 2-aminoetylofosfonowego/.  Autorzy stosując 

analizę konformaoyjną przypisują poszczególne drgania grup atomów odpowiednim 

pasmom absorpcji w widmach w podczerwieni i raraanowskichoNa wynikach tych prac 

opieram swoje przypisania pasm absorpcji w widmach ir peptydów fosfonowyoh.
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Widma w podczerwieni są bardzo dobrym sposobem stwierdzania utworzenia cię 

wiązania peptydowego oraz szybkiej identyfikacji produktów reakcji sprzęgania*

Na rysunku 1. podałem wykresy widm : glioylociliatyny /!/,kwasu N-^-alf nylo- 

-1-amino-2~metylopropanofosfonowogo Al/ i kwasu N-l-proliloaminobonzylof^niono- 

wego /!!!/•

Widma te są ze sobą nieomal identyczno i wykresy widm innych peptydów są 

również bardzo podobne do przedstawionych na rysunku.Są one stosunkowo złożone 

i większość pasm absorpcji,podobnie jak w przypadku kwasów aminofoofononyoh 

trudno jest przypisać w sposób jednoznaczny drganiom określonych grup.

Wszystkie widma mają charakterystyczno,silne pasma absorpcji wynikające 

z obecności wiązania peptydowego,a mionowiciotwywołane drganiami rozciągającymi 

grupy NH pasmo położone koło 3300 cm~' i grupy CO pasmo położone między 1650 

a 1670 cm oraz pasmo wynikająca z drgań deformacyjnyoh amidowego NH,tsk zwa- 

. -1ne I pasmo amidowe przy 1550 cm o

Szerokie i trudne do interpretacji pasmo w granicach 2700 - 3650 cm jest 

charakterystyczne dla układów z silnymi wiązaniami wodorowymi,a w szczególności 

dla układów o charakterze jonu obojnaczego jak na przykład kwasy aminofosfono- 

we ^^oTak więc peptydom toż należy przypisać strukturę H^N.......... PO-.

-1-1Dwa silne pasma przy 1160 -1190 cm i okło 1040 cm przypuszczalnie wywoła

ne są symetrycznymi i witysymetrycznymi drganiami rozciągającymi grupy 0"P-0~.

Brak jest natomiast lub jest stosunkowo słabe pasmo absorpcji przy około 

1200 cm Vpowinno tu być bardzo silno pasmo charakterystyczne dla drgań roz- 

c^%ająoyoh grupy fosforylowoj P»0/, Spowodowane jest to przypuszczalnie przez 

oddziaływanie tej grupy z grupą OH przez wiązanie wodorowe t

- P - 
of 0

Na rysunku 2. przedstawiłom widma ftaliloglioyny i kwasu N-ftalilo-/3 -alanylo- 

eminobenzylofosfonowego /odpowiednio IV i V/.Widma pozostałych N-ftalilopoptydów
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są bardzo podobne i podobnie jak widma odblokowanych peptydów stosunkowo 

złocono i trudne do interpretacji.

Wszystkie widma mają bardzo charakterystyczno,silne pasma wynikające zarówno 

z obecności wiązania peptydowogo jak i reszty ftalilowej w cząsteczce,Drga- 

niom rozciągającym grup NH i CO wiązania poptydowego odpowiadają wyraźno,silne 

parana leżące odpowiednio około 3300 cm 1 i 1650-1670 cm 1.Pierwsze pn/imo omido- 

we /deformacyjne drgania grupy NH/ pojawia się w oklicach 1560 cm .

Bardzo charakterystyczny jest układ dwóch pasm wynikających z obecności 

grupy ftalilowej.Są to«silny i bardzo ostry pik przy 1780 cm”1 oraz silno

• . -1parnio odpowiadające drganiom rozciągającym imidowych grup CO przy 1720-1730 cm <

Słabe choć wyraźne pasmo w okolicach 1200 om przypisałem absorpcji drgania 

rozciągającego grupy PO.Niewielki udział tej absorpcji w widmie można tłuma

czyć istnieniem wewiiątrzcząoteczkowych wiązań wodorowych.

3.3.2. W i d m a protonowego rezonansu magnetycznego P-końcowych peptydów 

fosfonowych.

Hariharan i wsp, 1 opisali i krótko omówili widma 'H nmr otrzymanych przez 

eiebie peptydów.Widma te sporządzano używając roztworu NaOD w ciężkiej wodzie. 

Moje doświadczenia wykazują,że lepiej jest stosować roztwór deuterowanngo 

kwasu siarkowego gdyż otrzymane w ton sposób widma są bardziej czytelne i prze- *

sunięcie chemiczne poszczególnych sygnałów mniej jest zależne od stężenia popty- 

du i pH w badanej próbce.

Widma nmr dobrze potwierdzają budowę otrzymanych produktów jednakże nie są 

one zbyt dobrą metodą identyfikacji otrzymanych związków gdyż są bardzo podobno 

do widm równomolowyoh mieszanin aminokwasów z których zbudowana jest cząsteczka 

peptydu.Pokazałem to na przykładzie widm glicylociliatynyA/ i mieszaniny gli

cyny i eiliatyny na rysunku 3.
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Równica przesunięć chemicznych położenia grupy metylenowej jest stosunko- 

wo niewielka i nie musi wynikać z i'óżnyoh struktur badanych związków a, jak wyka

zuje doświadczenie,może zależeć od stężenia poptydu w próbce i od pif /widma nio 
9- 

były niestety wykonywane w identycznych warunkach/.Ponieważ widma nmr nie uViio.J' 

moim zdaniem dobrej metody identyfikacji otrzymanych produktów nio ująłem ich 

w tabeli 1 w częóoi doświadczalnej,która podajo dane fizykochemiczne otrzymanych 

peptydów.

Natomiast w tym miejscu omawiam kilka przykładowych widm otrzymanych połączeń.

Na rysunku 4. pokazałom widma d,l-alanylociliatyny /VI/ i dfl-walilociliatyny /VI' 

Widma te sporządzano w roztworze D^SO^ w PgO wobec HMDSz jako wzorce.Charakte

rystyczne są tu wspólne dla obu związków sygnały protonów metylenowych ciliatyny. 

Pierwszy z nich leżący około 2,60 ppm/wszystkie przesunięcia chemiczno podaję 

w jednostkach d / jest sygnałom grupy CHg związanej z fosforom /a nio jak poda- 

1A 3jo Hariharan z azotem/.Jest to układ dwóch trypletów o stałych sprzężeń: 

^CH-CH ^z oraz Jpcn “ Hz.W przypadku walilooiliatyny sygnał ton nakła

da się z sygnałem grupy CII związanej z dwoma resztami metylowymi.

Drugi sygnał pochodzący od ciliatyny loży około 3,90 ppm i jest także ukła

dem dwóch trypletów gdzie stałe sprzężeń wynoszą: J,.,. • 7,0 Ha i J _ «13,0 II-
bn^Un 1 bbll

Pozostałe sygnały odpowiadają resztom:alanylowej w związku /VI/ i walilowej

w połączeniu /VIl/«

W widmie alanylooiliatyny /VI/ dublet o stałej sprzężenia 7,0 Hz leżąoy przy 

1,91 ppm jest sygnałem grupy CH^zaś kwartet "7,0 Hz/ przy 4,47 ppm

pochodzi od grupy CH.

V/ widmie walilooiliatyny /VII/ też występuje dublet pochodzący od grup motylo-• 

wych leżący przy 1,42 ppm /J ■ 7,0 Hz/.Dublet przy 4,25 ppm jest sygnałom 
brl^bn

grupy CH związanej z atomom azotu 3 7,0 Hz/.



Ryeunek J,Widma protonowego retonenou magnet/onnegoi 

~mieB»anin/ glioyny i olli*V»V /W*C11/ 
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jla rysunku 5 podałem widma kwasu d,l-alanyloaminobenzylofosfonowogo /VIII/ 

i kwasu N-l-proliloaminobenzylofosfonowego /XX/.Y«idma ts sporządzono w idou- 

tycznych warunkach jak widma ciliatyny.

W obu widmach łatwo jest wyróżnić sygnały grup kwasu aminobonzylofosforowogo. 

3ą to:singlet leżący przy 7,75 ppm pochodzący od protonów fenylowych oraz bar

dzo charakterystyczny dublet grupy CH około 5,5 ppm.Stała sprzężenia protonu 

tej grupy fosforem wynosi 21,0 Hz.Inne sygnały pochodzą od protonów z N-koń- 

cowyoh aminokwasów fosfonopoptydu.

V/ widmie kwasu N-d,l-alanyloaminobenzylofosfonowego /VIII/ układ dwóch duble

tów o stałych sprzężenia 7,0 Hz leżących przy 1,75 ppm i 1,90 ppm to dygnały 

grupy CH^ d,l-alaniny.Obecność dwóch dubletów spowodowana jest tu istnieniom 

dwóch centrów asymetrii w cząsteczce peptydu /obie grupy CH/.Multiplet leżący 

między 4,0 a 4,7 ppm jest sygnałem protonu grupy Cli reszty alanylowoj. 
»

Widmo kwasu N-l-proliloaminobcnzylofosfonowego /IX/ jest oczywiście dużo 

bardziej skomplikowano.Aby je omówić ponumerowałem protony w cząsteczce tego 

peptydu w kolejności odpowiadającej pojawianiu się sygnałów w widmie nmr«

1 1CH_----- CH 'J ICHO CH - C0NH-CH-P0-HoY’
Szeroki,skomplikowany multiplet łożący między 1,8 a 3,0 ppm jest sygnałem 

dwóch grup metylenowych /1/ pierścienia proliny.Tryplet,który pojawia się w widmie 

przy 3,71 ppm jest sygnałem grupy metylenowej /2/ związanej z azotem w piorście- 

niu proliny,zaś drugi ti7plet leżący przy 4,87 ppm pochodzi od grupy /3/ 

proliny,Stałe sprzężenia obu tryplotów wynoszą po 7,0 Hz.

Protony oznaczone numerami /4/ i /5/ to odpowiednie,omówione wcześniej,sygna

ły P-końoowogo kwasu aminobonzylofosfonowogo.

Nie omawiam tu widm ftalilopeptydów albowiem w czasie pomiaru nostępuje roz- 

Pad cząsteczki zarówno gdy widma to sporządza się w kwaśnym jak i zasadowym
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roztworze /stwierdzałom to przy pomocy C-13 nmr/

3»3«3«W i d m a C-13 nmr peptydów oiliatyny*

Węglowy rezonans magnetyczny stanowi dość czułą metodę określenia sposobu 

związania aminokwasów w peptydach.Sądząo,że metoda ta może okazać się przydatną 

w przyszłości do prób określenia sposobu w jaki oiliatyna jest związana w biał

kach /aby wykonać te próby należałoby dysponować wszystkimi typami połączeń te

go kwasu z aminikwasami i cukrami jakio mogą występować w glikoproteidnch/ 

zmierzyłem widma C-13 nmr otrzymanych przoze mnio peptydów ciliatyny. 

Otrzymane wyniki zebrałem w tabeli 1 •

Tabela 1.Przesunięcia chemiczno i stało sprzężoii w widmach C-13 nmr peptydów 

kwasu 2-aminoetylofosfonowogo.

R
I

H N - CH - CO - NH - CH - CHg - PO^H

/3/ /4/ /2/ /I/

3S3332533S23SS3S3333S

prptyd

—■ •• —» —O W. •

R
przesunięcia

/1/ /2/

3 =5=3 s 3 = 3 x 3 = 3 = 55 s as a 
chemiczne węgla

/3/ /4/

3333 33 33~ - 33333’

stała sprzę

żenia C^ P

w ppm w Hz

glicylociliatyna H

-• —• —• —. —•

29,5 37,0 42,1 162,0

•— * —« M■ MM —. - -* >—> — « S — — ■

127

d,l-alar^lociliatyna CH- 29,7 37,0 67,4 148,8 126

d ,1-wal i lo ci 1 ia ty na ch/ch3/2 29,2 36,9 61,5 147,0 122

l-leucylooilie tyna ch2ch/cu3/2 29,9 37,0 54,2 145,9 126

1-fenyloalanylocilia- 
tyna ch2c6k5 29,9 37,0 57,2 147,7 126
1-prolilooiliatyna

Ba=” = = = =-==== = = 33 = 3 = S3333333333333

28,5
3333333

36,1 60,7
333333

154,7
33333333333

131
3X33333333333X3:

Pomiary prowadziłem w roztworze NaOD w oiżkiej wodzie /nie utrzymując jedna

kowego pH we wszystkich próbkaoh/ wobeo dioksanu jako wzorca wewnętrznego/. 

«Mnie widmo 1-prolilociiiatyny mierzyłem w D2q boz dodatku NaOD.
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Położenie sygnałów węgli /1/ i /2/ jest bardzo stabilne i różnica prr .mnięć 

chemicznych dla różnych paptydów nia przekracza i ppm.Tak więc w P-tormir Inyoh 

peptydach ciliatyny położeni® sygnałów węgla togo aminokwasu ni® jest zależna 

od rodzaju aminokwasu z jakim jest on związany.Jost to sytuacja analogiem >. 

do występującej w przypadku kwasów aminokarboksylowych.Większe nieco odchylenia 

przesunięć oiliatynowych węgli /i/ i /?/ notuj® się w widmie prolntociliatyny, 

ale wynikają one z faktu zastosowania innych warunków pomiaru widma / zastoso

wania wody zamiast zasady jako rozpuszczalnika/.

Położenie sygnałów węgli A/ i /4/ aminokwasu N-koi'icowego zależy od bud > y 

tego aminokwasu.

Położenie sygnału węgla /4/ wyraźnie wskazuj® na istnienie wiązania pepty- 

dowego w badanych połączeniach.

Obserwowane stałe sprzężenia - P są charakterystyczne dla kwasów fonfo- 

, 211 nowych •

Na rysunku 6 podałom pełną interpretację widm 1-fenyloalanylociliatyny /X/ 

i 1-leuoylooiliatyny Al/.

3»4.Próba hydrolizy kwasów N-aootylo-aminoalkilofosfonowych pod wpływom aoylazy

nerkowej.

Przeprowadziłem próbę hydrolizy wiązania amidowego w kwasach N-aoetylo-1-smi- 

noalkilofosfonowych działając na nio acylazą nerkową.Ten niespecyficzny enzym 
■

dość łatwo zrywa wiązania amidowe w N-acotylowyoh pochodnych aminokwasów.

Wydawało mi się,że powinien on działać podobni® na ich analogi fosfonowe. 

Próbę tą traktowałom jako modelową reakcję rozpadu wiązania peptydowogo

* P-terminalnyoh peptydach fosfonowych.Przeprowadziłem ją używając pochodnych 

^pwóws aminom® ty lofosfonowego A/ ,1-aminoetylofosfonowego Al/ i aminobenzylo- 

•"o fi tonowego /lll/.Przeprowadziłem toż próbę kontrolną używając N-acetylo-d,l-wa- 

Hny Av/.
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Nie stwierdziłem przyrostu stężenia, wolnych aminokwasów w badanych próbkach 

z czego można wyciągnąć wniosek,żo acylaza nerkowa nio hydrolizuje wiązsnin 

peptydowego w badanych pochodnych fosfonowychoW próbie kontrolnej z N-acelylo~ 

-d,l-waliną enzym wykazał pełną aktywność.



W pracy niniejszej zbadałem przedo wszystkim przydatność szeregu najczęściej 

stosowany oh,klasycznych metod, syntezy peptydów do otrzymywania P-terminnlnych 

peptydów zarówno z wolnych kwasów aminofosfonowych jak i ich estrów.

Na podstawie uzyskanych wyników i danych literaturowych wyciągam następująco 

wnioskii

1 ./S y n t e z a peptydów fosfonowych z wolnych kwasów aminofosfono- 

wych.

a,/metodą Fischera można otrzymywać peptydy kwasów aminofosfonowych ze sto- 

sunkoTO wysokimi wydajnośoiami ale jej zastosowanie jest ograniczone do naj

prostszych aminokwasów /to jest glioyny^alaniny czy /3-alaniny/.

b./aoylowanie soli kwasów aminofosfonowych w roztworach wodnych,chlorkami 

lub mieszonymi bezwodnikami karboksylowo-karbonowymi N-zablokowanych aminokwa

sów prowadzi do otrzymania z dobrymi wydajnośoiami peptydów glicyny,alaniny 

i /3-alaniny jako kwasów N-końoowych.Próby zastosowania tych metod do otrzyma

nia innych peptydów zakończyły się niepowodzeniem a więo nie są to,wbrew donie

sieniom literaturowym,metody ogólne.

o./najlepszą metodą otrzymywania peptydów z wolnych kwasów aminofosfonowych 

jest metoda aktywnych estrów.Zastosowane w mojej pracy estry para- i orto-nitro- 

fenylowe ftalilowninokwasów nie zostały wybrane zbyt szczęśliwie gdyż wydziela

nie produktów reakcji jest niesłychanie trudno.Wydaje się,że poszukiwania le- 

pszych grup blokujących i zastosowanie innych estrów może daó bardziej obiecu

jące wyniki.

W konkluzji wydaje się,że wolne kwasy aminofosfonowe nie są dobrymi substra- 

tRmi w syntezie ich P-końcowych peptydów i dużo większe możliwości stwarza zesto-
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suwanie estrów dwu alkilowych tych an inokwasów.

2 ./Byntoza peptydów z estrów dwu alkilowy oh kwasów aminofosfonowych.

a./satysfakcjonującą metodą,dającą żądane połączenia że stosunkowo dobry

mi wydajnoóoiami jest metoda mieszanych bezwodników karboksylowo-karboł- > /oh. 

Metodą tą otrzymałem szereg nowych peptydów oiliatyny oraz kwasów aminobonzylo- 

fosfonowego i 1-amino-2-motylopropanofosfonowego wychodząc zarówno z karbobon- 

zoknyaminokwasów jak i ftaliloaminokwasów.Według mnie jest to najlepsza z za- 

otosownnych dotychczas metod syntezy P-terminalnych peptydów fosfonowych,

b./uznawana w literaturze za ogólną motoda DCC nie daje dobrych wyników 

dla wszystkich estrów kwasów sminofosfonowych.Metodą tą otrzymałom jedynie kilki 

peptydów kwasu aminobenzylofosfonowogo,gdy substratami reakcji były karbobon- 

roksyaminokwasy i wninobenzylofosfoniany dwualkilowe,Już zastosowanie ftalilo- 

aminokwasów i tych samych estrów prowadzi do otrzymania mieszaniny produktów 

przy czym głównymi są produkty reakcji ubocznej czyli odpowiednie N-acylomno 

dnucykloheksylomoczniki.Stosując estry oiliatyny i kwasu 1-amino-2-motyloprop~- 

nofoefonowego otrzymywałom takżo odpowiednio moczniki zanieczyszczone pożądanym 

produktem.

c«/opraoowana przez Gilmoro*a i Mc Dride’a metoda usuwania reszty estro

wej blokującej grupę fosfonową w reakcji bromowodorolizy 40/ HBr w kwasie octo

wym nie prowadzi do pełnego usunięcia reszt blokujących w warunkach podanych 

przez tych badaczy.Pożądany produkt zanieczyszczony je»t monoestrem /produktem 

niezupełnego odblokowania/ co utrudnia wydzielenie peptydów fosfonowych w sta

nie czystym.Podwyższenie temperatury tej reakcji do 5O-6O°C powoduje,że prze

biega ona do końca.

3 ./Spektroskopowe badania peptydów fosfonowych.

Opisałem dośó szczegółowo widma w podczerwieni oraz protonowego i węglowego 

rezonansu magnetycznego otrzymanych połączoń.Podczerwień jest bardzo dobrą me- 

todą stwierdzania, utworzenia, się wiązania peptydowego oraz dobrą metodą identy

fikacji P-końcowych peptydów fosfonowych.Natomiast protonowy rezonans magnetycz- 
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orny nie daj. zbyt wiele informacji na temat budowy tych połączeń gdyż wic ' i 

peptydów są nieomal identyczno z widmami równomolowych mieszanin aminokł ów 

będących składnikami tych poptydów.Mierząc widma C-13 nmr otrzymanych przez, r uc 

p.ptydów oiliatyny miałem na uwadze fakt,ż. metoda ta może się okazać użyW:mq 

przy identyfikacji sposobu związania tego kwasu w glikoproteidaoh.Sygnały obu 

węgli oiliatyąy w widrnaoh C-13 nmr leżą niezmienni, w tym samym punkcie wid a 

i ich położenie nie jest zależne od budowy N-końoowego aminokwasu peptydu,

4 ./Padania enzymatyczne.

Przeprowadziłem próbę hydrolizy wiązania amidowego w kwasach N-ao.tyloamino- 

alkilofosfonowyoh działając na nie aoylazą nerkową.Ten wielce niespecyficzny 

enzym nie zrywa wiązania amidowego w tych pochodnych.Próbę tą traktowałem jako 

modelową reakcję enzymatycznego rozpadu wiązania peptydowogo w P-torminalnych 

peptydaoh fosfonowych,

?./Synteza estrów kwasów aminofoofonowych.

Irudna dostępność estrów dwualkilowyoh kwasów wninofosfonowych zmusiła mnie 

do opracowania metody otrzynywania tych połąozoń.Nieoo zmodyfikowałem patentową 

metodę otrzymania estrów oiliatyny z cyjanomotylofosfonianu dwu.tylow.go 

oraz opracowałem w miarę prostą i ogólną metodę syntezy estrów dwuizopropylowych 

kwasów aminofosfonowych.Polega ona na przyłączeniu fosforynów do odpowiednich 

zasad Schiffa,wydzieleniu otrzymanych produktów w postaci chlorowodorków i hy~ 

drogenolityczne usunięcie reszty blokującej azot.Opracowana przeze mnie metoda 

jest jedną z lepszych i prawdopodobnie najprostszą metodą otrzymywania chloro

wodorków estrów kwasów eminofosfonowych.

Z szeregu problemów podjętych w mojej pracy,tylko niektóre można uznać za wy

czerpane w dostatecznym stopniu w związku z czym nasuwa się generalny wniosek 

o konieczności kontynuowania niektórych badań zasygnalizowanych w mojej pracy. 

Do nich można zaliczyć przede wszystkim:
I •

»./pr6by ronda ptowania innych raotod oyntozy p.ptydów do otrzymania roolunopop- 

tydów . P-końoowyn krosom MinoCoSfonowym.SZotosólni. int.r. rojącym wydaj, nip 
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byó zastosowanie w tym celu najbardziej popularnej ostatnio metody acylow-nia 

estrów aminokwasów azydkami N-zablokowanyoh aminokwasów.

b./opracowanie metod selektywnego usuwania grup blokujących zarówno P- jak

i N- koniec peptydów fosfonowych.Wiąże się to z wypróbowaniem większej ilości grup 

blokujących i różnych warunków ich usuwania.

o./opracowanie dobrych i skutecznych motod wprowadzania grup ohroniąoyoh 

azot i resztę fosfonową w aminokwasach i otrzymanych peptydach.Najpilniojszym 

zadaniem jest tu znalezienie pro stój, bezpośredniej metody estryfikaoji k./ łów 

aminofosfonowy ch.

d./otrzymanie substratów mogących posłużyć jako wzorce do określenia, sposo

bu związania oiliatyny w glikoprotoidach.Substratami takimi są fosfonopeptydy 

zawierające wiązanie P-N,oraz poptydy których reszta fosfonową związana jost 

z cząsteczką oukru wiązaniem estrowym lub fosfon&midowym.

e./przeprowadzenie badań zachowania się otrzymanych peptydów w reakcjach enzy- 

metyoznyoh a szczególnie zbadanie ich zachowania się wobec peptydaz.Ma to tyra 

bardziej duże znaczenie,że dwa najnowsze antybiotyki fosfonowe są peptydami ami

nokwasów fosfonowych.

Większość z nakreślonych tu przezo mnie problemów została lub zostanie wkrótc u 

podjęta w naszej grupie badawczej.
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5«częst! DOŚWIADCZALNA.

5.1 .Aparatura i stonowane metody analityczno.

5.1.1. Temperatury topnienia /ńiskorygowane/oznaczałem na stoliku Boetiusa firmy 

KRANZ KUSTNER NACHT.KG.

5.1.2. Widma w podczerwieni zostały wykonane przez Centralne Laboratorium Insty

tutu Chemii Organicznej i Fizycznej przy pomocy aparatów ZEISS UR-1O oraz 

PERKI.N ELMER model 621.

5.1.3. Widma protonowego rezonansu magnetycznego wykonywano w pracowni NMR Cen

tralnego Laboratorium Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej przy pomo

cy aparatu TESLA 80 MHZ oruz w pracowni Wydziału Chemicznego Marąuette 

University /WisconsinjUSA/ przy pomocy aparatu YARIAN A-60.

5.1.4. Widma C-13 nmr mierzyłom w pracowni Wydziału Chemicznego Marąuette Univer- 

sity na aparacie JEOL 60 MHZ z akumulacją sygnału.

5.1.5. Analizy elementarne były wykonywane przez pracownię analizy elementarnej 

Centralnego Laboratorium Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej.

5.1.6. Chromatografię gazową wykonywano w pracowni chromatografii gazono-cieczo- 

wej Centralnego Laboratorium Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej, 

przy pomocy aparatu GCKF-18/2 firmy GIEDE. 
r

5.1.7. Pomiary kolorymetryczne wykonywałem przy pomocy aparatu firmy SHAGHAI 

ANAL.INSTR.NFR model 581.

5.1.8, Skład otrzymanych peptydów potwierdzałem poddając je hydrolizie przez ogrze

wanie do wrzenia w ciągu 18 godzin w stężonym kwasie solnym i określanie

ich składu aminokwas©wego przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej.
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Chromatogramy eporządzałem używając płytek z żelu krzemionkowego

MERCK 60 ^254 * układu kwas octowy-pirydyna-woda /7:19t3/ jako eluentn.

Plamki odpowiadające położeniu peptydów i aminokwasów wywoływałem używając 

0,5% roztworu ninhydąyny w etanolu,

5,1,9, Skrpcalnoóó mierzyłem polarymetrem kołowym fii-my KARL ZEISS JENA z dokład

nością 0,05°»



5,2.Synteza P-terminalnyoh peptydów fosfonowyoh z wolnych kwasów aminofosfonowych.

^JeSynteza kwasu 2-aminoetylofo3fonowogo,

WHatynę otrW- „ NCH,CK9PO,K,

wałem metodą Ba-

192 193ryckiego i wsp® ’ przez przyłączenie fosforynu dwuetylowogo do akryl"

amidu,degradację Hoffmanna otrzymanego produktu,a następnie hydrolizę‘kwa

sem solnym przez 12 godzin.

Wydajność 60% jt.top®» 280-2°C Ait.t.top.” 278-80°C/

ir/KBr/: 1220/P0/

nmr/D_0+D9S0.,HMD3z/: 2,64 ppm/t-t-j2pj■ 7,0)J= 18,0jCH9P/ )

3,72ppm/t-tJ2plJIWI- 7,0jJpGCH- 9,0jCH2N/

analizy dla C^NO^P /125/ - obi.:11,20% Nj24,80% Pj

znal.:11,13% N}24,69% P. 

/
^,282.3.ynteza kwasów 1-aminoalkilofosfonowyoh®

5.2.2.1.S y n t e z a kwasów N-bonzylo-1-aminoalkilofosfonowych.

Wybrane kwasy N-benzy-
c6h5ch2nh-ch-po3h2

lo-l-aminoalkilofosfo- i
n

nowe otrzymywałem meto- 

. 194 . ....dą Tyki dokonując nieznacznych modyfikacji polegających na wydzie

laniu wolnego kwasu tlenkiem propylenu z alkoholowego roztworu jego chlo-

rowodorku.Tak otrzymałem:

-kwas N-bonzyloaminobonzylofoofonowy

wydajność 58% J t.top.- 236-7°C Ait.t.top.- 236-7°C/

ir/KBr/: 3400/Ńh7}1215Z?0/

analizy dla C^gNOjP /277/ - obi.: 5,05% N|11,19% Pj

znal.: 5,11% Nj1O,95% P.
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"£biorowo^xek_kwa3uJtW)om^^ 
j

/R«CH/CH^A/ - nierozpuszczalny w etanolu,

wydajność 56% j t.top." 208-10°C

ir/KBr/: 3420Ah7} 1220/P0/

analizy dla C^H^CINO^ /242,5/ -obi.: 5,01% N|11,09% Pj 

znal.: 5,22% N»10,90% P.

5.2.2,2,5 y n t e z a kwasów 1-aminoalkilofoafonowych.

0,1 M kwasu N-benzylo-

1-aminoalkilofoafonowe-

h9n-ch-po3h9

go,lub lepiej jego chlorowodorku /reakcja idzie wtedy szybciej/ zn ie- 
i 

szałem lub rozpuszczałem \i lodowatym kwasie octowym,dodawałem około 

1 g katalizatora /30% pallad na węglu aktywnym/ i traktowałem wodorem 

w temperaturze pokojowej pod normalnym ciśnieniem tak długo aż użyta 

została teoretycznie potrzebna ilość wodoru.Z otrzymanej mieszaniny 

usuwałem katalizator przez odsączenie i z filtratu usuwałem rozpuszczal

nik pod zmniejszonym ciśnieniem na wyparce obrotowej,Oleistą pozostałość 

rozpuszczałem w etanolu /a gdy używałem do redukcji kwasu zawieszałom 

w etanolu i wysycałem chlorowodorem aż do rozpuszczenia osadu/ i wolny 

aminokwas wytrącałem przez dodanie tlenku propylenu lub pirydyny.Pro

dukt oczyszczałem krystalizując z mieszaniny etanol-woda /1:1/. 
•«

W tej reakcji otrzymałem:

-kwas aminobenzylofoafonowy /EtaC^H^/

wydajność 89% j t.top," 293-4°C /Lit.t.top." 260-2°C/ 

ir/KBr/: 3400,1700,1620,1535/^/, 1190/PO/ 

analizy dla C^H^NO-jP /187/ - obi.: 7,49% N|16,58% Pj 

znal.: 7,50% N»16,8O% P.

-kwas 1-amino-2-metylopropanofosfonowy A"CH/CH^/ 

wydajność 83% j t.top." 273-4°C /lit.t.top." 274°C/ 

ir Ara/: 1635,1600,15 35/NłI^/, 1175/^H"/
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analizy dla C H1gNO_P /153/ - obi.: 9,15% Wj2O,26% Fj *r i d J

znal.: 8,69% Nj 19,98% P.

5,2.2.3.8 y n t e z a Kwasu eminometylofosfonowego.

Kimś aminometylofosfo-
h2n-ch2-po3h2 

nowy otrzymywałom meto-

. . 195dą opisaną w literaturze o 

Wydajność 63% j t.top.- 3O2-4°C Ait.t.top.«3O6-7°C/ 

ir ABr/j 1645,1620,1 525AH*/j 1170/PO^H’/ 

analizy dla CHgNO^P /111/ - obl.:12,61% N)27,93% P> 

znal.:12,83% Nj27,89% P.

5.2.3 ♦Otrzymywanie glioylociliatyny metodą Fischera,

5.2.3.1.S y n t e z a N-ohloroaoetylociliatyny.

5.2.3.1 .1.Acylowanie ciliatyny chlorkiem kwasu chlorooctowego.

Do roztworu 7,5 g
C1CH conhcu?ch9po3h„

/0,06 M/ kwasu 2-ami-

noetylofosfonowego w 200 ml wody dodawałem 6,8 g /O,17 M/ tlenku magne 

zu,a następnie porcjami 7 ml chlorku kwasu chlorooctowego.Dodawanie 
ii 

chlorku trwało 45 minut po czym otrzymaną zawiesinę mieszałem dodatko

wo 15 minut,zakwaszałem stężonym kwasem solnym do pH około 1 i zosta

wiałem na pół godziny w lodówce.Po przesączeniu otrzymany roztwór pod

dawałem rozdziałowi na kolumnio wypełnionej kationitem KPS /forma H+/. 

Zbierałem pierwszą frakcję kraśną wycieku kontrolując rozdział pomia

rem pH /papierkiem wskaźnikowym/ i współczynnika załamania światła.

Z zebranej frakcji usuwałem rozpuszczalnik na wyparce obrotowej,pod 

zmniejszonym ciśnieniom otrzymując 8,2 g /op stanowi 68% wydajności/ 

gęstego oleju,który od razu poddawałem amonolizie.
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5.2.3.1 «2®Acylowanie ciliatyny bezwodnikiem kwasu chlorooctowego, 
ł 

Mieszaninę 8,0 g 
CICH-CONHCH-CH PO-H

/O,047 M/ bezwodniku 4 J

kwasu chlorooctowego i 0,5 g /O,004 W ciliatyny ogrzewałem przez 

6 godzin na wrzącej łaźni wodnej.Jednorodną mieszaninę poreakcyjną 

rozpuszczałem w 35 ml etanolu,wytrząsałem z węglem aktywnym,sączyłem i 

z filtratu usuwałem rozpuszczalnik pod próżnią pompki wodnej.Pozostałość 

ekstrahowałem kilkukrotnie dwudziestomililitrowymi porcjami eteru dwu- 

etylowego otrzymując 0,45 g /wydajność 50%/ oleistego produktu.

5.2.3.1. A monoliza N-chloroacetylociliatyny,synteza glicylociliatyny.

6,0 g /O,03 M/ N-chloro-
h2nch2conhch2ch2po3h2 

acetylociliatyny rozpuści

łem w 100 ml 25% wodnego roztworu amoniaku i zostawiałem na 10 dni w tem

peraturze pokojowej.Wówczas usuwałem rozpuszczalnik na wyparce obrotowej, 

otrzymaną pozostałość wytrząsałem z 50 ml etanolu i mieszaninę zakwasiłem 

do pH około 1 stężonym kwasem solnym.Mieszaninę tak otrzymaną zostawia

łem w lodówce na pół godziny,usuwałem z niej wytrącony chlorek amonu 

odsączając go i do filtratu wolno dodawałem 10 ml pirydyny otrzymując 

w rezultacie białe kryształy produktu.Otrzymany osad rozpuszczałem 

w 50 ml wody,sączyłem i dodawałem na gorąco ok.120 ml metanolu.Strąoa- 

ły się białe kryształy,które zbierałem na sączku i suszyłe.Otrzymałem 

4,3 g /wydajność 79%/ produktu o t.top.» 27O°C,rozkł.

Dane fizykochemiczne glicylociliatyny podałem w tabeli 1.

5»2.4.Aoylowanie kwasów aminofosfonowych chlorkami ftaliloaminokwasów.

5.2.4.1.S y n t e z a ftaliloaminokwasów.

Ftaliloaminokwasy otrzy

mywałem przez stapianie

bezwodnika ftalowego z aminokwa.-
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196 sami metodami podanymi w literaturze .

V/ ten sposób otrzymałem:

-ftaliloglicynę A»H/ - wyd.85% } t.top.-191-3°C Ait.t.topo»192-4°C/

-ftalilo-d,l-alaninę - wyd.79% j t.topO-157-8°C Ait.t.top.-

«160-1°C/

-ftalilo-1-alaninę A31^/ - wyd.80% j t.top.-148-9°C Ait.t.top.»151°C/

-ftalilo-l-fenyloalaninę A^CHgCgH-/ - wyd.78% । t.top.-179-80°C

Ait.t. top.=183-5° C/

-ftalilo-1-leucynę A^CH^/CII.^/- wyd.75% j t,top.»114-6°C

Ait.t.top.»118,5-9,5°C/

-ftalilo-d,1-walinę A^CH/CH^Ą/ - wyd.69# j t.top.»101-3°CAit.t.top.- 

1O1,5-1O2°C/

-ftalilo--alaninę - wyd.89% ; t.top.-149-50°C Ait.t.top.=150°C/

5.2.4.2.3 y n t e z a Chlorków ftaliloaminokwasów.

Clorki ftaliloaminokwasów ?

N-CH-C0C1 
A-H,CH3CH2C6H5,CH/CH3/2, n

CHgCH/CHj/g/ otrzymywałem

działając pięciochlorkiem fosforu na ftaliloaminokwasy w suchym benzenie,

197według przepisu podanego w literaturze „Produktu nie oczyszczałem ale 

po rozpuszczeniu w suchym dioksanie używałem w reakcji acylowania kwa

sów aminofosfonowych.

5t2.4.3.A cylowanie kwe.su 2-aminoetylofosfonowego chlorkami ftaliloami- 

nokwasów.

Do schłodzonej na ?

NCHC0NHCH9CH9P0-Ho
łaźni lodowo-wodnej A i

U rt

zawiesiny 4,8 g /O,12 M/

tlenku magnezu w 200 ml wody dodawałem 5,0 g /O,04 M/ ciliatyny i następ

nie wolno wkraplałem,energicznie mieszając,roztwór 0,04 M chlorku ftali- 

kwe.su
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loaminokwasu w 70 ml suchego dioksanu.Otrzymaną mieszaninę reakcyjną 

mieszano dodatkowo przez trzy godziny w temperaturze 0 - 5°C poczym 

zakwaszałem stężonym kwasem solnym do pH około I.Po usunięciu wytrąco

nego ftaliloaminokwa.su przez odsączenie go otrzymany roztwór przepuszcza 

łem przez kolumnę wypełnioną kationitem KPS /forma kwaśna/ myjąc kolumnę 

wodą.Zbierałem pierwszą kwaśną frakcję wycieku kontrolując przebieg 

rozdziału pomiarem współczynnika załamania światła i pH /papierek wskaf- 

nikowy/.Po usunięciu rozpuszczalnika na wyparce obrotowej,pod zmniejszo

nym ciśnieniem,otrzymywałem stałą pozostałość,którą wytrząsałem z 20 ml 

etanolu otrzymując krystaliczne produkty,których dane fizykochemiczne 

umieściłem w tabeli 2.

Metodą tą otrzymałom:

-ftaliloglicylociliatynę /R=H/ z wydajnością 65% 

-ftalilo-d,l-alanylociliatynę A=CH^/ z wydajnością 55%. 

Otrzymanej ftalilo-l-fenyloalaniny nie wydzielałem,ale surową poddawa

łem hydrażynolizie otrzymując 1-fenyloalanylociliatynę.

5.2.4.4. A cylowanie kwasu l-smino-2-metylopropanofosfonowego chlorkiem

ftaliloglicyny.

Kwas N-glicylo-1-ami- $

nch2conhchpo3h2
no-2-metylopropano- CH/CH^Ą

fosfonowy otrzymywałem

w sposób identyczny jak w punkcie 5.2.4.3.Dane fizykochemiczne tego 

połączenia zamieściłem w tabeli 2»V.^dajnośó reakcji 63%.

5.2.4.5. 0 trzymywanie peptydów ciliatyny przez hydrazynolizę ich

N-ftalilowych pochodnych.

0,02 M N-ftaliiopeptydu HoNCHC0NHCHoCHoP0,Ho£ | £ i i i
R

rozpuszczałem w 150 ml

etanolu i do tak otrzymanego roztworu dodawałem 2,0 ml /O,07 M/ bezwod

ftaliloaminokwa.su
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nej hydrazyny /można toż używać odpowiednio większej ilości 00% wodzianu 

hydrazynyl.Roztwór ogrzewałem do wrzenia przez godzinę i zostawiałom na 

noc w temperaturze pokojowej„Wytrącony osad sączyłom,ekstrahowałem go 

50 ml 2N kwasu solnego /ogrzewając przez 10 min.w 5O-6O°C/ i sączyłem 

w celu usunięcia hydrazydu kwasu ftalowego.Z otrzymanego filtratu usu

wałem rozpuszczalnik na wyparce obrotowej,pod zmniejszonym ciśnieniem 

i pozostałość wytrząsałem z 60 ml etanolu.Po usunięciu niewielkiej iloś

ci zanieczyszczeń przez sączeni© wytrącałem wolny peptyd przez dodanie 

pirydyny /dodawałem pirydyny tyle aż pH mieszaniny osiągnęło wartość 6/„ 

Wytrącony,surowy peptyd oczyszczałem przez krystalizację z etanolu-wo- 

dy /1:2/ otrzymując:

-glioylociliatynę A*H/ z wydajnością 00% 

-d,l-alanylociliatynę A^CH^/ z wydajnością 85% 

VJ identyczny sposób otrzymywałem 1-fenyloalanylociliatynę AwCH.,CgH^/ 

z wydajnością 6% w przeliczeniu na użyty kwas 2-aminoetylofosfonowy, 

Dane fizykochemiczne produktów zebrałem w tabeli 1»

♦ 
5*2,5.Synteza P-końoowych peptydów fosfonowyoh metodą aktywnych estrów para-

i orto-nitrofenyIowyoh,

5.2.5.1. 0 trzymywanie estrów p- i o-nitro fenylowy oh ftaliloaminokwa- 

sów.

Estry para- lub
NCHCOO- <o> -N02 

orto-nitrofenylowe 

ftaliloaminokwasów propa-

198 rowałem w sposób podany przez Greonsteina i Winitza „Tak otrzymałem: 

-esterp-nitrofenylowy ftaliloglicyny /R-H/ - wyd. 85% j t.top.178-180°C

Ait.t.top.- 180-181,5° 0/

- ester o-nitrofenylowy ftuliloglicyny A=H/ - wyd.80% j t.top.- 172-4°C 

Ait.t.top.-170-2° C/

- ester p-nitrofonyIowy ftalilo-d, l-alaniny /R-CHy _ wyd, 84% s t.top.-
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-125-7° CAit.t.top.-127°C/

- ester o-nitrofenylowy ftalilo-d,l-alaniny A°CH^/ - wyd 81% j t.top.- 

=128-130°C

- ester p-nitrofenylowy ftalilo-l-fenyloalaniny - wyd.76% j

t.top.-178-80°C

- ester p-nitrofenylowy ftalilo-l-leucyny /R-CH^CH/CH^/g/ - wyd.78% ] 

t.top.“82-3°C Ait.t.top=82°C/

- ester p-nitrofenylowy ftalilo-P-alaniny - wyd.69% ) t.top.-152-4°C.

5.2.5.2. 0 trzymywanie estru p-nitrofenylowego karbobenzoksyglicyny.

Ester ten otrzymywa-
C6H5GH20C0NHCH2C00-<^-N02

łem w sposób podany przez

Creensteina i Winitza Uzyskałem w ten sposób produkt o t.top.-127-30°C

Ait.t.top.»128°C/ z wydajnością 87%.

5.2.5.3. A o y lowanie ciliatyny przy pomocy estów p- i o-nitrofenylowych 

ftaliloaminokwasów.

0,005 M estru para- ?
©O NCBCONMCH CH9P03H?

lub orto-nitrofenylo- 

wago ftaliloaminokwasu 

rozpuszczałem w ciepłym roztworze 15 ml dioksanu i 5 ml wody,a następnie 

dodawałem 0,62 g ciliatyny /0,005 M/.Mieszeninę reakcyjną ogrzewałem 

do wrzenia dodając porcjami,w przeciągu 10-15 minut, 1,5 ml trójetylo- 

aminy.Mieszaninę ogrzewałem dodatkowo przez 15-30 minut,aż nastąpiło cał

kowite xx>zpuszczenie aminokwasu.Po ochłodzeniu do temperatury pokojowej 

dodawałem 25 ml wody i zakwaszałem stężonym kwasem solnym do pH około 1. 

Otrzymany roztwór zostawiałem na noc w lodówoe.Zazwyozaj strącał się 

os&d,który sączyłem i suszyłem.Jeśli osad się nie pojawiał to usuwałem 

rozpuszczalnik na wyparce obrotowej,do pozostałości dodawałem wody 

i ponownie zostawiałom w lodówce.Otrzymany osad sączyłem i suszyłem 

/gdy pojawiał się olojjdekantnwałem ciao? ~nnd wnH < W* 



poddawałem reakcji hydrazynolizy/.Uzyskony tak osad wytrząsałam dwu

krotni* z dwudziestoma mililitrami octanu etylu / celem odbycia powsta

łego w reakcji nitrofenolu,który współwytrąca się częściowo z produktem/, 

sączyłem i produkt krystalizowałom z etanolu lub mieszaniny etanol-woda. 

Tak otrzymywałem:

-ftaliloglicylociliatynę A“H/ z wydajnością 46% 

-ftalilo-d,l-alanylociliatynę /R-CH^/ z wydajnością 43% 

-ftalilo-l-fenyloalanylociliatynę z wydajnością 70%,

Dane fizykochemiczne produktów podałem w tabeli 1,

5*2.5*4.A cylowanie kwasu arainobenzylofosfonowego estrami orto- i para

ni tro feny Iowy mi ftaliloaminokwnsów.

Pożądane ftali- 

lopeptydy otrzy

mywałem identycznie

NCHCONHCHPO-H- 
i I 3 2 
R o 5

jak w punkcie 5,2,5.3. wychodząc z 0,005 M estru nitrofenylowego ftalilo-

aminokwasu i 0,94 g /O,005 M/ kwasu aminobenzylofosfonowego. Tak otrzyma

łem produkty,których dana fizykochemiczne podaję w tabeli 1,a mianowicie:

-kwas N-ftaliloglicyloaminobenzylofosfonowy /R"H/ z wydajnością 56%

-kwas N-ftalilo-P-alanylominobenzylofosfonowy z wydajnością 43% 

5«2«5.5«A cylowanie kwasów aminofosfonowych estrem p-nitrofenylowym

karbobenzoksy glicyny,

1>^5 g /O,005 M/ estru 

p-nitrofenylowego kar- 

bobenzoksyglicyny roz

puszczałem w gorącym roz-

h2nch2conhch2ch2po3h2 /!/

HoNCH-C0NHCHP0,Ho /[!/

o 5

tworze 15 ml dioksanu i 5 ml wody i dodawałam 0,62 g oiliatyny /0,005 M/

lub 0,94 g /O,005 i?/ kwasu aminobenzylofosfonowego.Wówczas w ciągu 15 mi
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nut dodawałem 1,5 ml trójetyloaminy obserwując rozpuszczanie się kwasu 

aminofosfonowego,Dla zakończenia reakcji,otrzymany roztwór ogrzewałem 

jeszcze prze pół godziny w temperaturze wrzenia,studziłem do temperatu

ry pokojowej i zakwaszałem stężonym kwasem solnym do pH około 1,Z otrzy

manego roztworu usuwałem rozpuszczalnik na wyparce obrotowej pod zmniej

szonym ciśnieniem,pozostałość wytrząsałem z 30 ml wody i produkt ekstra

howałem do octanu etylu,Wartwę octanową suszyłem bezwodnym siarczanem 

magnezu i po usunięciu środka suszącego usuwałem rozpuszczalnik0Otrzymaną 

oleistą pozostałość rozpuszczałom w 5 ml 40% HBr w lodowatym kwasie octo

wym i pozostawiałem na godzinę w temperaturze pokojowej,Wówczas usuwałem 

rozpuszczalnik i nadmiar bromowodoru pod zmniejszonym ciśnieniem na wy

parce obrotowej,pozostałość rozpuszczałem w metanolu i znów odparowywa

łem rozpuszczalnikoOtrzymany w rezultacie olej rozpuszczałem w 20 ml eta

nolu,wytrząsałem ze szczyptą węgla aktywnego aby usunąć brunatne zabar

wienie roztworu,sączyłem od węgla aktywnego i z filtratu strącałem pro

dukt pirydyną.Otrzymane kryształy produktu oczyszczałem przez krystali

zację z roztworu woda-aceton.Tak otrzymałemt 

-glicylociliatynę A/ z wydajnością 33%

-kwas N-glicyloaminobenzylofosfonowy Al/ z wydajnością 36%,

5.2,6,Synteza peptydów fosfonowych z wolnych kwasów aminofosfonowych metodą mie

szanych bezwodników karboksylowo-karbonowych.

W 20 ml dioksanu 0
____II

. , < c , SO NCHC0NHCHP0-Ho
zawierającego 1,5 ml u । H 32

0 R R 
trójetyloaminy roz

puszczałem 0,01 M ftaliloaminokwasu i po ochłodzeniu w łaźni lodowo-wod- 

nje dodawałem 1,0 ml /O,011 M/ chloromrówczanu etylu.Tak otrzymany roztwór 
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zostawiałem w łaźni na 25 minut i wówczas dodawałem roztwór 0,01 M kwasu 

aminofosfonowego w 10ral wody zawierającej 1,o g bezwodnego węglanu sodu. 

Mieszaninę tak otrzymaną mieszałem w temperaturze pokojowej przez trzy go

dziny , zakwaszałem do pH około 1 stężonym kwasem solnym i zostawiałem w lo

dówce na noc.Usuwałem strącony chlorek sodu a otrzymany roztwór rozcieńczy

łem dodając 30-30 ml wody i zostawiałem w lodówce na noc.Vtytrącają się bia

łe kryształy produktu,które zbierałem i krystalizowałem z etanolu lub mie

szaniny etanol-woda /1t1/9Dane fizykochemiozbe otrzymanych produktów ze

brałem w tabeli 2.

Według powyższego przepisu otrzymałem!

-ftaliloglioylociliatynę A=H/ z wydajnością 63%

-kwas N-ftaliloglicylo-1-sminoetylofosfonowy »CH^/ z wyd.54%,

-kwas N-ftalilo-p-alanyloaminobenzylofosfonowy z wyd.62%,

-kwas/N-ftaliloglicylo-2-aminoetylo/fenylofosfinowy z wyd.55% t

z o 0
,___ 11 ii

NCHoC0NHCH_CHo-P-CzH,.II 2 2 2 । o 5
0 OH

W przypadku gdy użyłem ftaliloglicynę i kwas-1-amino-2-metylopropanofosfo- 

nowy otrzymałem olej /po dodaniu wody do dioksanowej mieszaniny poreakcyj

nej/,który w stanie surowym poddałem hydrazynolizie otrzymując z wydajnością 

20% kwas N-l-alanylo-1-araino-2-metylopropanofosfonowyi

HoNCHC0NHCHP0_Ho 2 i । 1 2
CH3 CH/CH/2
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5,5,Synteza ^-końcowych peptydów fosfonowych z estrów dwualkilowych kwasów ami- 
-------------- — — —— —----—— —------m — , ,— —— — r i-- ,---- rr, w------n iiTru u ■■ w w — ।

nofosfonowyoh.
M MMMM *«■"•■*■***«**■•*"•

5.3.1.Syntezy estrów dwualkilowych kwasów aminofosfonowyoh,

5.3.1.1.3 y n t e z a estrów dwualkilowych ciliatyny.

5.3.1.1.1.Synteza cyjanometylofosfonianów dwualkilowych.

Cyjanometylofosfoniany
nsc-ch2-p/o//or/2 

dwualkilowe otrzymywa-

185 łem modyfikując przepis podany w literaturze «

W kolbie poj. 250 ml umieszczałem 37,8 g /0,5M/ chloroacetonitrylu 

oraz 0,55 M fosforynu trójalkilowego.Kolbę łączyłem z aparaturą do de

stylacji i mieszaninę reakcyjną wolno ogrzewałem do 120°C /temperatura 

łaźni metalowej/.W tej temperaturze rozpoczynała się burzliwa reakcja 

i oddestylowała pierwsza frakcja odpowiedniego chlorku alkilowego,który 

zbierałem w odbieralniku chłodzonym wodą z lodem.Temperaturę łaźni do

prowadzałem stopniowo do 160°C i w tej tempem.turze utrzynywałem jeszcze 

przez trzy godzinymPo zakończeniu reakcji destylowałem produkt używając 

krótkiej kolumny Yigreauz.Otrzymałem takt

-cyjanometylofosfonian dwuetylowy /R=C2H^/ 

wydajność 89% j t.wrzenia = 178-80°C/30 mm Hg /lit.t.wrz.«114-115/2 mm/ 

ir/film/t 2260/CN/, 123 5/PO/

nmr/CDCl^jHLSSz/t 1,70 ppm/tjSpjJ^^jO |2xCH^/ j 3,34 ppm/dj2p j 

=20,5 JCH2CN/ J 4,56 ppm/q-qj4pjJH_H»7,O j 

=9,0j0CH2/

analizy dla CgH^NO-P /177/ - obl.t 7,91% N| 17,51% P| 

znal.: 8,02% Nj17,46% P.



-cyjanometylofoafonian dwuizopronylowy /R»CH/CH^

wydajność 83% j t.wrzo" 116-8°C/1 mm Hg

ir/f ilm/t 2250/CN/, 1230/P0/

nmr/CDCl^jHJADSz/: 1,74 ppm/d, 12p, 6,0 fgrupy CH^/ j 3,26 ppm/d,2p,

W21’0’CW j 4,9-5,4 ppm/m,2p,2x0CH/

analizy dla CgH^NO^P /205/ - obi.: 6,83% Nj15,12% Pj

znal.: 6,80% Nj15,O3% P.

5.3.1.1.2. Redukcja cyjanometylofosfonianów dwualkilowych metodą Isbella.

Reakcję tą prowadzi- 
h2nch2ch2p/o//or/2 

łem w sposób identyczny

184 jak opisano w literaturze ' otrzymując:

-2-aminoet.ylofosfonian dwetyłowy /R=C2H^/

wydajność 12-43% ) t.wrz.= 98-1OO°C/5 mm Hg /lit.t.wrz.» 54-6°Ć/0,25 

mm Hg/

ir/roztwór CHCl^/: 337O,33OO/>1H2/;123O/PO/ 

innych analiz nie otrzymywałem ze względu na nietrwałość związku, 

-gaminoetylofosfonian dwuizopropylowy /R=CH/CH^/2/

wydajność 48% ; t.wrz.= 89-90°C/0,5 mm Hg 

ir/roztwór w CHC1-/: 3375,3300/^/, 1235/W 

innych analiz nie wykonywałem ze względu na nietrwałość połączenia.

5.3.1,1.3. Redukcja cyjanometylofosfonianu dwuetylowego na niklu Raneya.

Redukcję tą prowadzi- 
h2hch2ch2p/o//oc2h /2 

łem modyfikując przo- 

. 185pis patentowy .

Mieszaninę 80 g /O,45 M/ cyjanometylofosfonianu dwuetylowego,80 ml 

absolutnego etanolu,25 g niklu Raneya i 15 ml ciekłego amoniaku u- 

mieszczałem w autoklawie poj.0,5 1.Mieszaninę reakcyjną redukowałem 

wodorem pod ciśnieniom 100 atm.,w temperaturze pokojowej przez 24 go

dziny .Po odsączeniu katalizatora rozdestylowywałem otrzymaną mieszaninę 
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zbierając produkt wrzący w 97-100°0/2 ram Hg. Widmo w podczerwieni otrzy

manego estru jest identyczne z otrzymanym w punkcie 5.3.1.1.2.

5.3.1.2.5 y n t e z a chlorowodorków estrów dwuizopropylowych kwasów 1-amino- 

alkilofosfonowycho

5.3.1.2.1 .Otrzymywanie N-benzyloalkiloaldimin.

Do mieszaniny
R-CH«NCHoCcH-

0,3 M odpowiedniego

aldehydu i 4 g bezwodnego węglanu sodowego wkraplałem 32,1 g /O,3 M/ 

benzyloaminy z taką szybkością aby temperatura utrzymywała si§ w gra

nicach 40°C,wstrząsając zawartością kolby.Po wkropleniu całości aminy 

zawartość kolby pozostawiałom na pół godziny w temperaturze pokojowej 

wstrząsając nią od czasu do czasu.Odsączałem węglan potasu i powstałą 
«

zasadę Schiffa destylowałom pod próżnią pompki wodnej.Otrzymane produkty 

natychmiast używałem w następnych reakcjach, ak otrzymałem:

-N-benzylo-i zobutyloaldimine /^“CH/CH^/^/

wyd.84% ? t.wrz.= 100-2°C/17 ram Hg Ait.t.wrz.® 63°C/O,5 mm Hg '

-N-benzylo-benzyloaldimino /P.^0^.^/ 

wyd.78% j t.wrz.3 188-91°C/17 mm Hg.

5.3.1.2.2 .Otrzymywanie chlorowodorków N-benzylo-1-aminoalkilofosfonienów dwuizo

propylowych.

0,1 M zasady Schiffa

• zmieszałem z 13,8 g

/0,1 M/ fosforynu dwu-

izopropylowego i otrzymaną mieszaninę ogrzewałem przez godzinę w tem

peraturze 100°C.’7ówczas podwyższałem temperaturę łaźni do 140-150°C

i mieszaninę reakcyjną utrzymywałem w tej temperaturze przez 1Q minut. 

Otrzymany gęsty olej rozpuszczałem w 200 ml bezwodnego eteru dwuetylo- 

w«go,odsączałem niewielką ilość zanieczyszczeń i wytracałem 

Cl“P.CHHH-CHoC/.Ht.
2 2 b 5

p/o//och/ch3/2/
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produkt przepuszczając gazowy chlorowodór przez filtrat.Otrzymany,bia

ły,krystaliczny osad sączyłem,myłom na sączku kilkoma porcjami suche

go eteru/po 20 ml każda/ i suszyłem na powietrzu.Otrzymane produkty 

są chemicznie czystymi.Tak zsyntezowałem:

-chlorowo dorek N-benzylo-1-amino-2-metylonropanofo sfonianu dwuizopro- 

pylowego /R=CH/CII3/2/

wydajność 68% j t.top.= 145~6°C rozkł.

ir/KBr/: 341O/UH*/,1235/PO/

analizy dla C^H^CINO^P /363,5/ - obi.: 3,86% Nj 8,52% Pj

znal.: 3,62% Nj 8,31% P.

-chlorowodorek N-benzyloaminobenzylofosfonianu dwuizopropylowego /R^

wydajność 60% j t.top.= 141-3°C

ir/KBr/: 3400AW/, 1260 /PO/

analizy dla C^H^NO^CIP /397,5/ - obi.: 3,52% Nj 7,80% Pj

znal.: 3,76% N, 7,83% P.

5.3.1.2.3 .Synteza chlorowodorków 1-aminoalkilofosfonianów dwuizopropylowych.

0,05 M chlorowodorku
ci“hJkwo//och/ch3/?/ 

KM)enzylo-1-funinoalkilo- *
łt

fosfopianu deuizopropylo-

wego rozpuszczałem w 170 ml absolutnego metanolu lub etanolu,dodawa

łem o,5 g katalizatora /tlenek palladu na węglu aktywnym/ i redukowa

łem wodorem pod ciśnieniem atmosferycznym i w temperaturze pokojowej. 

Reakcja trwała 30-45 minut,w którym to czasie zużywa się teoretycznie 

potrzebna ilość wodoru.Katalizator usuwałem przez odsączenie go z mie

szaniny poreakcyjnej i następnie odparowywałem rozpuszczalnik z fil

tratu,pod zmniejszonym ciśnieniem.Otrzymywałem gęsty olej,który Jery- 
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stalizował po 1-2 dniach i był chemicznie czystym chlorowodorkiom 

żądanego fosfonianu.Według tej procedury otrzymałem:

-chlorowodorek 1-amino-2-motyloprop8nofosfonianu dwuizopropylowego

/r»ch/ch3/2/.

wydajność 96% , t. top. =«138-40° C

ir/KBr/: 3400,1590,1535/UH*/,1215/PO/

nmr/D2O,HMPSz/: 1,46 pprc/d,3p, J^_T,=7,5)CH3 aminokwasu/ j 1,49 ppm

/d,3p,J£_TIa7,5|CH3ajiinokwasu/ >1,76 ppm /d,2p,JH_H» 

=7,Ojestrowe CH^/ ; 2,25-3,0 ppm/m,2p,2xCH/ j 

3,81 ppm/d-d,p,Jh_h=7,0 jJpCH-15,0 j CHP/

analizy dla C^H^CINO^P /273,5/ - obi.: 5,12% Nj11,33% Pj 

znal.: 5,46% Nj11,07% P.

■chlorowodorek aminobenzylofosfonianu dwuizopropylowego

wydajność 97% j t.top.= 175-7°C

ir/KBr/: 3400,1600,1520/NH*/, 1250/PO/

nmr/D20,HMISz/: 1,64 ppm/d,12p,J^_H=7,0;estrowe CH^/ j 4,65-5,2 ppm 

/m,2p,2xOCH/ | 5,01 ppm/d,1p,Jr »17,0jCHP/ j 

7,79 ppm/s,5p,fenyl/

analizy dla C^H^Cl^P /307,5/ - obi.: 4,55%N j 9,76% Pj 

znal.: 4,86% Nj 9,95% P.

5.3.1.2.4 .Otrzymywanie chlorowodorków aminobonzylofosfonianów dwualkilowych

z hydrobenzamidu

Połączenia te otrzy-

małem metodą opisaną

173 w literaturze •

Cl"E-tcHP/O//OH/,

C6H5

Otx-zymane produkty krystalizowałem z dioksanu. Z syntezowałem tak:
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-chlorowodorek aminobenzylofosfonianu dwuizopropylowego /R-CH/CH^/^/

wydajność 56%,inne dano jak dla produktu otrzymanego w punkcie 

5.3.1.2.3.

-chlorowodorek aminobonzylofosfonianu dwuetylowego 

wydajność 72% j t.top.=159-161°C Ait.t.top.=158°C ^9^ /

ir/KBr/t 3405,1600153 5/ftH*/, 1220/P0/

nmr/DgOjfHMDSz/: 1,56 ppm/t,6p, Jp_p»7,0j2xCH^/ j 4,40 ppm/q-q,4p, 

JH_E=7,0;Jp0CR=8,0,2x00112/ j 5,16 ppm/d,1p,JpCH» 

■17,O;CHP/ ; 7,80 ppm/s,5p,fenyl/

analizy dla C^H^CINO^P /279,5/ - obi.: 5,01% Nj11,09% Pf

znal.: 5,13% Nj10,88% P.

5.3.1.3.P r ó b y otrzymania dwualkilowych estrów ciliatyny z wolnego kwasu.

5.3.1.3.1.Synteza ftalilociliatyny.

V/ moździerzu 

ucierałem 12,5 g 

/0,1 ?t/ kwasu 2-amino- 

etylofosfonowego oraz 14,8 g /0,1 M/ bezwodnika ftalowego.Otrzymany 

proszek przenosiłem do kolby okrągłodennej,ogrzewałem przez 45 minut 

na łaźni metalowej utrzymując temperaturę łaźni między 180°C a 190°C. 

Otrzymany produkt rozpuszczałem w 150 ml gorącej wody,sączyłem 

i zostawiałem na noc w temperaturze pokojowej.Vtytrącone kryształy 

zbierałem na sączku i krystalizowałem z etanolu / rozpuszczałem na 

zimno w etanolu i zostawiałem w lodówce/ otrzymując 17,7 - 19,2 g 

produktu /wydajność 70-75%/ o temperaturze topnienia równej 196-8°C 

Ait.t.topo«196-7°C/ 199 

ir/KBr/: 1695/00/, 1190 AO/
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nmrATa-OD,DSS/: 1,4-2,1 ppm/m,2p,CH2P/ j 3,25-3,75 ppm/m,2p,CH2N/ 

7,35-7,7 ppm/m,4p,ftalii/

analizy dla /255/ - obi.: 5,49% Nj12,16% Pj

znal.: 5,40% N|,12,19% P.

5.3,1.3.2.Synteza estru monoetylowego ftalilociliatyny.

Mieszaninę 120 ml O OH

/0,8 M/ orto^-
. , . „ Ó 0C_Hc

ozanu etylu 1 10,2 g 25

/0,04M/ftalilociliatyny gotowałem przez trzy godziny pod chłodnicą 
«

zwrotną.Po ostudzeniu usuwałem obecny w mieszaninie osad przez odsą

czenie go oraz rozouszczalnik z filtratu na wyparce obrotowej.Otrzy

many żółty olej wytrząsałem z 60 ml heksanu.?/ ten sposób uzyskiwałem 

szklisty osad,który zbierałom na sączku.Otrzymałem 6,5 g /62% wydaj

ności/ produktu.

ir/nujol/: 1720/C0/,1195/P0/

nmr/CDCl^ ,HMDSz/: 1,66 ppm/t,3p,Jg_H"7,5jCH^/ j 2,58 ppm/t-t ,2p, 

^^^PCH" 18»0jCH2P/ ’ 4»°5~4,7 ppm/m,4p,CH2N, 

CHo0/ j 7,9-8,3 ppm/m,4p,fenyl/ j 11,59 ppm/s,p,0H/.

5.3.1.3.3.Syn teza estru monoetylowogo ciliatyny.

1,4 g /O,005 M/ 0

. X , 0»PCHoCHoNHoestru monoetylo- । 2 2 2
oc2h5

wego ftalilocilia

tyny rozpuszczałem w 20 ml absolutnego etanolu i dodawałem 0,15 ml 

/O,01 M/ bezwodnej hydrazyny.Otrzymany roztwór ogrzewałem do wrzenia 

przez godzinę i zostawiałem na noc otrzymując osad hydrazydu kwasu 

ftalowego,który usuwałem przez sączenie.Po odparowaniu rozpuszczalnika 

otrzymywałem żółty olej,który rozpuszczałem ponownie w 5 ml etnnolu 

i znów sączyłem.Po ponownym usunięciu etanolu otrzymałem 0,63 g pro

duktu /-wydajność reakcji wynosiła zatem 82%/ jako żółtego oleju,któ
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ry pozostawiony w temperaturze pokojowej rozkłada, się wydzielając 

amoniak,

ir/film/: 3350/NH/, 1230^0/

nmr/CDCl-.Hy^DSz/: 1,71 ppm/t,3p,J„ =7,5jCH,/ ; 2,40 ppm /t-t,2p,J„ » 

-7,0jJpCH»19,0jCH2P/ j 3,2-3,6 ppm/m,2p,CH2N/ ;

4,46 ppm/q-q,2p,JH_H=»7,5}Jp0CH38,0jCH20/ j 7,80 ppm 

szeroki s,3p,0H i zanieczyszczenia/.

3,3.2.Próby syntezy peptydów fosfonowyoh metodą DCC.

5.3.2.1.S y n t e z a karbobenzoksyaminokwasów.

Połączenia te
CgH5CH2OCONHCHCOOH

otrzymywałem acylując

aminokwasy chloromrówczanem benzylu w alkalicznym roztworze wodnym me

todami podanymi w literaturze ten sposób otrzymałem:

-karbobenzoksyglicynę A=H/ - wyd.72%,zazwyczaj wydajność tego produktu 

przyjmowałem jako 100% określając w ten 

sposób stężenie chloromrówczanu benzylu 

w kupnym odczynniku.

T.top.= 118-20°C Ait.t.top.«120°C/

-karbobenzoksy-d,l-alaninę /R»CH^/ - wyd.75% ! t.top.»113-4°C Ait.t.

top.=114-5°C/

-karbobenzoksy-1-alaninę A=CT^/ - wyd.78% j t.top.«86-7°C Ait.t.top.= 

=87°C/

-karbobenzoksy-d,l-wnlinę A^CH/CH^/p/ - wyd.83% j t.top.*75-6°C Ait.

t.top.-76-8°C/

karbobenzoksy-l-walinę A=CP/CH^/2/ -wyd.79% j t.top.«65-7°C /Lit»t.top.«- 

«66-7°C/

“karbobenzoksy-l-leucynę A=CH2CH/CH^/2/ - wyd.78% j olej /lit.olej/



- 84.

H-NCHCONHCHPO,H, 
2 i i 3 <
R 041-o 5

-karbobenzoksy-l-fenyloalaninę /RoCH^CgH^/ - wyd.85% j t.top."90-2°C 

Ait.t.top.-88-9°C/

-karbobenzoksy-d,l-fenyloalaninę /R=CH2CgHg/ - wyd,84% ; t.top.«87~9°C 

Ait.t.top.=89°C lub 103°C/

-karbobenzoksy-P-alaninę - wyd.78% ; t.topo®101-2°C 

-karbobenzoksy-l-prolinę - wyd.86% j olej Ait.t.top.^76-7°C/

5.3.2.2.S y n t e z a P-końcowyoh peptydów kwasu aminobenzylofosfonowego 

z karbobenzoksyaminokwasów.

W 20 ml chloroformu 

rozpuszczałem 0,005 M 

odpowiedniego karboben- 

zoksysminokwasu,dodawałem 0,8 ml suchej trójetyloaminy i następnie 

0*005 M chlorowodorku aminobenzylofosfonianu dwualkilowego.Mieszaninę 

wytrząsano aż do uzyskania klarownego roztworu i dodawano wówczas 

1,03 S /0,005 M/ dwucykloheksylokarbodwuimidu /DCC/ obserr/ująo po chwi

li pojawienie się osadu.Mieszaninę reakcyjną zostawiałem w temperaturze 

pokojowej na noc,sączyłem i ważyłem wytrącony dwuoykloheksylomooznik 

i do filtratu dodawałem kilka kropli lodowatego kwasu octowego w celu 

przeprowadzenia niezużytego w reakcji DCC w mocznik.Otrzymany,po ponow- 

nymprzesączeniu,roztwór myłem kolejno:wodą,IN kwasem solnym,wodą,nasy

conym roztworem kwaśnego węglanu sodowego,1N wodorotlenkiem sodowym, 

dwukrotnie wodą i w końcu nasyconym roztworem soli kuchennej.Warstwę 

chloroformową suszyłem bezwodnym siarczanem magnezu,odsączałem środek 

suszący i usuwałem chloroform z filtratu pod zmniejszonym ciśnieniem. 

Otrzymany żółtawy olej rozpuszczałem w 5 ml 40% roztworu HBr w kwasie 

octowym i roztwór uzyskany ogrzewałem przez pół godziny w 5O-6O°C. 

Wówczas usuwałem kwas octowy na wyparce obrotowej,pod zmniejszonym 

ciśnieniem,pozostałość rozpuściłem w metanolu i znów usuwałem rozpusz- 

ozalnik.Operację tą powtarzałem jeszcze dwa razy.Otrzymaną w rezultacie 
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oleistą masę rozpuszczałem w 30-50 ml etanolu,wytrząsałem z niewielką 

ilością węgla aktywnego i do otrzymanego,po odsączeniu węgla aktywnego, 

bezbarwnego roztworu dodawałem tlenek propylenu /aż pH było bliskie 

sześó/.Krystaliczne produkty sączyłem i oczyszczałem zagotowując w abso

lutnym etanolu,chłodząc i ponownie sącząc produkt.Dane fizykochemiczne ta 

otrzymanych tak produktów podałem w tabeli 1,Próby krystalizacji otrzy

manych pochodnych przez wytrącenie ich z wody' acetonem prowadziły do 

otrzymania produktów zawierających jedną lub dwie cząsteczki wody kry~ 

staliżacyjnej0

V/ opisany powyżej sposób otrzymałem!

-kwas N-d,l-alanyloaminobenzylofosfonowy /R«CH^/ z wydajnością 54%, 

-kwas N-l-ulanyloaminobenzylofosfonowy /R=CH^/ z v/ydajnością 55%, 

-kwas N-l-fenyloalanyloaminobenzylofosfonowy /k^CHgCgH^/ z wyd.60%, 

-kwas N-l-leucyloaminobenzylofosfonowy A^CH^CH/CH^/g/ z wyd.53%, 

-kwas N-^-alanyloaminobenzylofosfonowy z wyd.50%,

-kwas N-l-proliloaminobenzylofosfonowy z wyd.58%«

5.2.2.3.S y n t e z a P-końcowych peptydów kwasu aminobenzylofosfonowego

z ftaliloaminokwasów.

Reakcję tytułową 

prowadziłem w iden

tyczny sposób jak

O 
I 

0-NHCO-N-COCHN

R

w punkcie 5.2.2.2.Po osuszeniu roztworu chloroformowego i usunięciu

chloroformu pozostałość rozpuszczałem w 5 ml 40% roztworu HBr w kwasie

octowym i zostarziałem w temperaturze pokojowej na trzy godziny.Następnie 

usuwałem nadmiar bromowodoru i kwas octowy na wyparce obrotowej,pod 

zmniejszonym ciśnieniom,pozostałość rozpuszczałem w 20-40 ml etanolu 

i otrzymany roztwór wytrząsałem z niewielką ilością węgla aktywnego.

Z klarownego,bezbarwnego roztworu otrzymanego po odsączeniu węgla alctyw- 

nego wytrącałem.żądane produkty dodając 20-40 ml wody.Tak otrzymałem:
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O-NH-CO-Ń-COCHNHX 

R

-N-fatlologlicylodwucykloheksylomocznik z wydajnością 33%, 

-N-ftalilo~d,l-alanylodwuoyklohekBylomocznik /R=CH^/ z wyd.28%, 

-N-ftalilo--alanylodwucykloheksylomocznik z wydajnością 35%, 

których dane fizykochemiczne podałem w tabeli 3.

S.3.2.4.P r ó b y syntezy P-końcowych peptydów oiliatyny i kwasu 1-amino-2-me- 

tylopropanofo sfonowego.

0,01 M OBtru kwasu 

aminofosfonowego 

lub jego chlorowo

dorku /wówczas dodawałem 0,01 M trójetyloaminy/,0,01 M N-zablokowanego 

aminokwasu oraz 2,06 g /O,01 M/ DCC mieszałem w 50 ml chloroformu,dio

ksanu , chlorku metylenu lub acetonitrylu.Bardzo wolno pojawiały się 

kryształy dwucykloheksylomocznika,Mieszaninę reakcyjną zostawiałem na 

noc w temperaturze pokojowej,usuwałem wytrącony mocznik / i ważyłem go 

stwierdzając,że otrzymywałem ten produkt z wydajnością 30-50%/ przez 

sączenie i do filtratu dodawałem kilka kropli kwasu octowego calem wytrą

cenia nieprzereagowanego DCC w formie jego mocznika.Po usunięciu osadu 

odparowywałem rozpuszczalnik pod zmniejszonym ciśnieniem i pozostałość 

rozpuszczałem w 50 ml chloroformu.Roztwór chloroformowy myłem kolejno: 

wodą,1N kwasem solnym,wodą,nasyconym roztworem kwaśnego węglanu sodowego! 

1N roztworem wodorotlenku sodowego,ponownie wodą i nasyconym roztworem 

chlorku sodu.Po wysuszeniu rzarstwy chloroformowej przy pomocy bezwodnego 

siarczanu magnezu i usunięciu środka suszącego przez odsączenie go,usu

wałem rozpuszczalnik z otrzymanego roztworu.Uzyskaną pozostałość krysta

lizowałem z metanolu lub roztworu metanol-woda.Y/łaśoiwości fizykoche

miczne otrzymanych połączeń zebrałem w tabeli 3.
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W opisany powyżej sposób otrzymywałem U-acylodwucyklohekEylomoczniki, 

dla których:

-X - ftalii, R - H,CH2C6H5,CH2CR2CH3,CH2CH/CH3/2,

-X ■ benzyloksykarbonyl, R » CH^,CH2CgH^e 

Gdy prowadziłem tą reakcję używając ftalilo- -alaniny i chlorowodorku 

estru dwu izopropylowego kwasu 1-amino-2^etylopropanofosfonowego uda- 

ło mi się otrzymać,czyste chemicznie,oba produkty reakcji to jest: 

-N-ftalilo-^-alanylodwucykloheksylomocznik z wydajnością 28%, 

-N-ftalilo-^-alanylo-1-amino-2-metylopropanofosfonian dwuizopropyłowy 

z wydajnością 14% j t.top.=156-8°C

ir/KBr/t 3320,3260/NH/,1720/imidowe 00/,1655/amidowe CO/, 1570/NH/, 

1230/PO/

nmr/CDCl^jHMDSz/s 0,86 ppm/d,3p,J„__„«7,0jCH^/ j 0,88 ppm/d,3p, 

■7,0?CH^/ j 1,19 ppm/d,12p,Jp_^«7,Oj4xCH^ estrowe/ j 

2,4-2,95 ppm/m,3p,CH2C0,CH/ j 3,75-3,9 ppm/m»3p, 

CHN,CH2N/ j 4,0-4,75 ppm/m,2p,2xOCH/ j 7,5-7,9 ppm 

/m,4p, ftalilowe/

analizy dla C^H^NgOgP /438/ - obi.: 6,39% Nj 7,08% Pj 

znal.: 6,76% Nj 6,93% P.

5.3.3.S y n t e z a peptydów ciliatyny z karbobenzoksyaminokwasów.

Mieszaninę 0,01 M
HgNCHCONHCHgCHgPO-Hg 

karbobenzoksyamino- 1

kwasu,20 ml chlorofor

mu i 1,7 ml trójetyloaminy schładzałem na łaźni lodowo-wodnej i dodawa

łem 1,0 ml /O,011 M/ chloromrówczanu etylu.Otrzymany roztwór zostawia

łem w łaźni na trzydzieści minut po czym dodawałem 0,011M estru dwualki- 

lowego ciliatyny.Mieszaninę reakcyjną zostawiałem na noc w temperaturze 

pokojowej i otrzymany roztwór myłem kolejno:wodą, 1 N kwasem solnym,v.odą, 

nasyconym roztworem kwaśnego węglanu potasu,1 N wodorotlenkiem sodowym, 

dwukrotnie woda i ''nrwonnwm roztworem soli kuohennel.
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Po osuszeniu roztworu bezwodnym siarczanem magnezu i odsączeniu tej 

soli usuwałem rozpuszczalnik na wyparce obrotowej i oleistą pozostałość ' 

rozpuszczałem w 10 ml 40% HBr w kwasie octowym.Tak otrzymany roztwór 

ogrzewałem przez pół godziny w temperaturze 5O-6O°C,kwas octowy i nad

miar bromowodoru usuwałem pod zmniejszonym ciśnieniem a uzyskaną po

zostałość rozpuszczałem w 20 ml etanolu.Ponownie usuwałem rozpuszczalnik 

otrzymując żółty olej,który rozpuszczałem w 50 ml etanolu i z tego 

roztworu wydzielałom wolne peptydy wytrącając je porydyną.Jednorodne 

chromatograficznie produkty otrzymywałem przez krystalizację z miesza

niny etanol-woda /Isl/.Tak otrzymałem! 

-glicylociliatynę z wydajnością 60%, 

-d,l-alanylociliatynę /Tl=CHo/ z wyd.56%, 

-d,l-walilociliatynę /R=CH/CH^/2/ z wyd.67%, 

-1-fenyloalanylociliatynę z wyd.58% , = +29,2° /C®

=9,1 N NaOH/

-d,1-fenyloalanylociliatynę /R^CHgCgH^/ z wyd 50%, 
04

-l-prolilociliatynę z wyd.65% , ■ - 56,5° /O10,1N NaOH/.

5.3.3.2.S y n t e z a peptydów ciliatyny z ftaliloaminokwasów.

Reakcję kondensacji 
e2nchconhch2ch2po3h2 

ftaliloaminokwasów p

z estrami ciliatyny

prowadziłem w sposób identyczny jak opisałem w punkcie 5.3.3.1. 

Całkowicie zablokowane peptydy poddawałem w stanie surowym hydrazy- 

nolizie ogrzewając je przez godzinę w roztworze 0,01 M hydrazyny w 

50 ml etanolu.Po usunięciu hydrazydu kwa.su ftalowego i odparowaniu 

etanolu otrzymywałom żółty olej,który* traktowałem 40% HBr w kwasie 

octowym jak w punkcie 5.3.3.1.W ten sposób otrzymałemt 

-1-fenyloalanylociliatynę /R^CH^gH^/ z wyd. 52%, 

-1-leuoylooiliatynę z , ^21, +

kwa.su
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-8,1 N NaOH/.

Właściwości wszystkich peptydów ciliatyny,otrzymanych przeze mnie, 

zebrałem w tabeli 1.

5.3.3.3.S y n t e z a estru dwuetylowego ftalilo-l-fenyloalanylociliatyhy.

Reakcję sprzęgania 0
___ ji0,01 M ftalilo-l-fe- C^O NCHC0NHCHoGHoP0-Eto

u । £ c. j c.
' 0 PTT C TT

nyloalaniny z 0,01 M 2 6*5

estru dwuetylowego ciliatyny prowadziłem identycznie jak w punkcie 

5.3.3.1©.Otrzymany P,N-zablokownny peptyd oczyfczcałem przez kilku

krotną krystalizację z układu etanol-woda.Otrzymywałem 1,56 g /34% wy

dajności/ produktu o temperaturze topnienia 127-8°C,

ir/KBr/: 33OO/NH/171O/CO imidu/,1665/CO amidowe/, 153O/NH/,1210/P0/, 

nmr/CDCl^jTMS/: 1,65 ppm/t,6p,J„ ^=8,0j2xCH^/ j 2,21 ppm /t-t,2p, 

JH-h"6,5,JPCH318’0,CH2P'/ ’ 3,8-4,1 ppm/m,4p,Cfl2N,

5 4,38 PP^^-ł^P^H-H^^POCH"9’0’^ ’

5,44 ppm/d-d,1p,JH-H"6,5jCH/ j 7,50 ppm/s,5p,fenyl/ t 

8,04 ppm/szoroki s,4p,ftalii/,

analizy dla C^H^IT^P /458/ - obi.: 6,11% Nj 6,77% P| 

znal.: 5,92% Nj 6,80% P.

5.3.3.4.3 y n t o z a peptydów kwasu aminobenzylofosfonowego.

Syntezy te prowadziłem
^NCHCONHCHPO^

wychodząc z 0,005M ć H
6 5

• knrbobenzoksyaminolcrro.su

oraz 0,005 M chlorowodorku estru dwualkilowego kwasu aminobonzylofosfo- 

nowego.Otrzymane chlorowodorki peptydów rozpuszczałem w etanolu a nastę

pnie wydzielałem wolne peptydy przy pomocy tlenku propylenu.Tuk otrzy

mane produkty oczyszczałom przez zagotowanie z etanolem.Dane fizyko

chemiczne uzyskanych peptydów podałem w tabeli 1.Celem lepszego oczysz

czenia otrzymanych produktów rozpuszczałem je w wodzie i wytrą09*®® 

knrbobenzoksyaminolcrro.su
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na gorąco acetonem.Tak otrzymane pochodne zawierają jedną lub dwie 

cząsteczki wody krystalizacyjnej.

V / wyżej opisany sposób otrzymałem:

- kwas N-glicyloaminobenzylofosfonowy /RaH/ z wydajnością 75%,

- kwas N-d,l-waliloaminobenzylofosfonowy /R=CH/CH^/g/ z wyd. 52%,

- kwas N-l-waliloaminobonzylofosfonowy /RsCH/C^/g/ z wyd. 56%,

- kwas N-l-leucyloaminobenzylofosfonowy /^CEgCH/CH^/z wyd. 63%, 

-kwas N-l-fenyloalaryloaminobenzylofosfonowy /R=CH2CgHg/ z wyd. 58%.

5.3.3.5.S y n t e z a peptydów kwasu l-amino-2-metylopropanofosfonowego.

Reakcję prowadziłem
h2nchconhchpo3h2 

identycznie jak at/CK^Ą

w punkcie 5.3.3.1.

w skali 0,007 M używając estru dwuizopropylowego chlorowodorku kwasu 

1-amino-2-metylopropanofosfono7/ego i karbobenzoksyaminókwasów.Tak 

otrzymałem produkty,których dane fizykochemiczne podałem w tabeli 1.: 

-kwas N-l-alanylo-1-&mino-2-metylopropanofosfonowy z wyd. 59%,

-kwas N-p -alanylo-1-amino-2-metylopropsnofosfonowy z wyd.56%, 

-kwas N-l-leucylo-1-amino-2-metylopropanofosfonowy /R^CHgCH/CH^/g/ 

z wyd.49%.

-kwas N-l-fenyloalanylo-1-amino-2-metylopropanofosfonowy /fc^CHgCgHc/

z wyd.60%.

5,3.3.6.Synteza peptydów p-/dwuaminometylofosfono/-benzenu

Peptydy te syntezo

wałem w sposób iden

tyczny z opisanym 

w punkcie 5.3.3.1.. 

Tak otrzymywałem 

produkty,dla których:

H2NCHC0NH zP03H2
CH

CH
/ \

H-NCHCONH p0_Ho
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- R = CH/CEL/g z wydajnością 70%,

- R 3 CHgCH/GH^/g z wydajnością 67%.

5.4 .Próba hydrolizy kwasów N-aoetylo-1-aminoalkilofosfonowych pod wpływem acy- 

lazy nerkowej.

5.4 <1.Aoylowanie kwasów aminofosfonowych bezwodnikiem octowym.

tą prowadziłem CHjCOlECHHy,,

według przepisu podanego R

w literaturze ’ otrzymując:

-kwas N-acotyloEuninometylofosfonowy A“H/

wydajność 58% j t.top.=187-9°C Ait.t»top.“185°C/

ir ABr/: 3355AH/, 1625/C0/, 1580/NH/, 1175/P0/

analizy dla ^Hg^P /153/ - obi.: 9,15% Nj20,26% P)

znal.: 9,13% Nj20,24% P.

-kwas N-acetylo-1-aminoetylofosfonowy A=CH^/

wydajność 56% ; t.top.=184-6°C Ait.t.top.=186°C/

irABr/: 3280/NH/, 1610/C0/, 1570/NH/, 1200/P0/

analizy dla C4H1()N04P /167/, - obi.: 8,38% Nj18,56% P|

znal.: 7,99% Nj18,36% P.

-kwas N-aco tyloaminobenzylofo sfcnowy A^ClIgCgH^/ 

wydajność 65% j t.top. =216-7°G Ait.t.top.=188°C/

irABr/: 3330/W, 1610/C0/, 1565Ali/, 1210/P0/

analizy dla /229/ - obi.: 6,11% Nj 13,54% P|

znal.: 6,05% N»13,5O% P.
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5.4.2 .Próba hydrolizy kwasów N-acetylo-l-amifloalkilofosfonowyoh pod wpływem 

acylazy nerkowej.

Próby te prowadziłom opierając się na podanym toku postępowania dla ami- 

209 nokwasów karboksylowych .Użyłem handlowego enzymu firny "Internatio

nal Enzymes Limited".

Do kolby Erlenmayera poj 100 ml wprowadzałem 11,5 ml roztworu kwasu 

N-acetylo-1-aminoalkilofosfonowego /0,025 M/ w buforze fosforanowym 

/pH 3 7,0/,dodawałem jeszcze 11,5 ml roztworu buforowego i do tak otrzy

manego roztworu wlewałem roztwór 15 mg acylazy nerkowej w 11,5 ml bufo- 

210 ru.Przebieg reakcji badałem przy pomocy testu ninhydrynowego .

Co pewien określony czas pobierałem z mieszaniny reakcyjnej 0,2 ml roz

tworu, zadawałem go w probówce 0,5 ml roztworu ninhydryny w metylenocollo- 

solwie oraz 0,5 ml pirydyny stabilizowanej cyjankiem potasu.Próbkę tą 

rozcieńczałem do bbjętości 2 ml wodą destylowaną i ogrzewałem przez 

20 minut na wrzącej łaźni wodnoj.Wówczas rozcieńczałem ją 50% wodnym 

roztworem izopropanolu do objętości 10,0 ml i zawartość wolnego kwasu 

aminofosfonowego określałem kolorymetrycznie stosując filtr przepuszcza

jący promienie o długości fali 550 nm.Oznaczanie stężenia wolnych amino

kwasów w próbce wykonywałem w stosunku do odnośnika jakim był identyczny 

układ jak opisałem powyżej nie zawierający enzymu.

W próbach tych nie stwierdziłem przyrostu stężenia wolnych kwasów amino

fosfonowych.W stosunku do N-acetylo-d,l-waliny /będącej tu próbką kon

trolną/ enzym vykazuje pełną aktywność#

5.5.S pis tabel i tabele.

Tabela 1.P-końcowe peptydy kwasów aminofosfonowych.

Tabela 2#N-ftalilopoptydy fosfonowe.

Tabela 3.N-acylodwucykloheksylomoczniki.



F-końcowe paptydy kwasów aminofosfonowych.Tabela 1.

LaP, ' “ ?»Z Ol* p O xSu11 1SI t.top»
/ °C /

lit,t.top.
/ 0 C /

% N y p/o r Charaktery ■' /czne pasr.z. absorpcji
obi o znal. obi. znal. ' n podczerwieni / 7 w cm

1 • 2 3 5 6 7 8 Q

1. honchoccj:;i^2 2 d cż J d 270
rożki

O • 0 BJICHCOr . ;HoCTLP0~ELZ । d 2 J Z
cir3

310
rożki

J O H„NCHCONHOH0CH0POoH02 । 2 2 J 2
CH/CH3/2

293-4
rożki

4, HoNCHC0W4łoCHoP0oH,,2 । 2 J 2
CH2CH/CH.,/2

275-6

ro zkł

5, HoNCHC0NHCHoCHoF0oHo

CWI5
288-9 
ro zkł

6. e2c - ch2
H2C z CHCOJTHCH2C . 70^2

281-2
rożki

7. HoNCHC0NHCHP0-Ro2 । । ^2
ch3 ch/ch3/2

269-70

ro zkł

2 > 15,38 15,34 17,03 15,92

14,29 14,58 15,82 16,00

— 12,50 12,38 13,84 13,64

—• 11,81 12,09 13,00 12,80

— 10,29 10,58 11,40 11,36

- 12,61 12,85 13,96 14,13

12,50 12,13 13,84 13,40

3305,1565/ŃH/, 1670/00/, 1200/PC/, 1125,1050/PC3H /

3295,157 5/W, 1670/00/, 1195/P0/, 1170,1030/^5“/

3280,1570/W, 1660/00/, 1210/P0/, 1125,1 G25/PC,H“/

3280,1555/W, 1660/CC/, 1190/P0/, 1125,1025/20^5'7

3265,1555/NE/, 1655/00/, 1190/P0/, 1120,101 5/P0,h"/

3 200,1560/NH/, 1680/C0/, 1210/F0/, 1140,1015/20^5“/

3280,1545/W, 166O/C0/, 1160,1



1 2 3 4 5 6 7 8 9
===================================================================================================================:===========̂ ===g=r

HoNCH_CHoC0NHCHP0,Ho2 d d । 5 2
ch/ch3/2

259-60

rozkł

12,50 12,23 13,84 13,80 3280,1550/NH/, 163O/CO/, 1210/P0/1160,103 5/POy

ch2ch/ch3/2
HoNCHC0NHCHP0qHo2 i 5 2

ch/ch3/2
260-1

rozkł

— 10,53 9,96 11,65 11,30 3280,1540/1®/, 1665/00/, 1155,1O65AO3H~/

?H2C6H5

H_NCHC0NHCHP0,Ho 2 i 5 2
CH/CŁjĄ

264-5

rozkł

— 9,33 9,11 10,33 10,00 3290,1550/NH/, 1665/CO/, 1135,1 040/PO^C/

H2NCH2C0NHCHP03H2
M5

269-70

rozkł

234-9 11,48 11,45 12,70 12,91 3260,1545/W, 1670/00/, 1155,1050/P03H*7

HnNCHCONHCHPOąH„2 i | 3 2
CHą CrHc > o 5

274-5

rozkł

•• 10,85 10,41 12,02 11,76 3285,1545/NH/, 1655/00/, 1170,1050/20^ /

h9nch9ch,conhchpo^h9Ł ć. i > <-
C6H5

288-90

rozkł

10,85 10,60 12,02 11,80 3310,1555/1®/, 1665/00/, 1160,1 060/P03h7

. ch/ch3/2
h2nchconhchpo3h2 

^5
267-8

rozkł

- 9,79 9,62 10,84 10,46 3295,1550/W, 1660/C0/, 115O1O7O/PO3H~/



15e C52CH/CH3/2

Hoh'0HC0KHCHP0,H- 266-3

C6S5 rozkł

16® P^2^6^5

HoN0H00HHCHP0qHoi J 2 287-3 •*

$6^5 ro zkł

17® H?C - CH„2| j 2 285-6

HOC CHCONHCHPO-H,,2 \ / i 3 2 rozkł

,18» /CH-ĄCHCH CHCONH zPO,H_

CH
/CH~/9CHCHoCHC0TvH Xp03H_ 295-7 

2 2< >2
^2 rozkł

9,33 9,01 10,33 9,96

• •

8,38 8,25 9,23 9,01

9,86 9,71 10,92 10,56

10,73 10,48 11,83 11,62

3280,1539/UH/, 1650/00/,1170,1040/P0-H-/

3220,153 5 AH/, 1670/00/, 1180,103 5/PO3H’/

3290,1545AH/, 1640/00/, 1150,1040/F0, H-/

3370,1535/W, 1665/00/, 1150,1050/P03H/

/ch3/2chchcoj^ zpo3h.

XCH 
/CH3/2CHCHC0NH " P0qH2 

™2

320

rozkł

11,34 11,01 12,55 12,19 3360,1535/NH/, 166O/CO/, 1150,1055/P03H"/



Tabele. 2. TT—ftalilopeptydy foefonows

iTzór związku t.top

2 3 4

234-5

0

236-8

0

u 
0

~ NCHC0NHCHoCH,5P0~Hoi 2 2 3 2 202-5

CH^

0

NCHCOTrdCHoCHoPOoHo | 2 d J d.
0 CH9CAHą

ć o 5

118-20

0

NCHoC0KHCHP0^Ho
4- | > C

C6H5

283-5 253-4

2 3 2 213-20

% N p
Charakterystyczne pasma absorpcji 
w podczerwieni /KEr/ w cmObie 'znal. obi o znal.

5 6 7 8 9

8; 97 9,01 9,93 9,71 3295,1580/W, 173 5,167 5/C0/, 1200/F0/

8,59 8,25 9,51 9,22 3360,1555/NH/, 1730,1630/CO/, 1190/P0/

6,96 6,89 7,71 7,92 3360,1575AH/, 1710,1640/CC/, 1210/P0/

7,49 7,44 8,29 7,96 3308,1550/W, 1720,1670/C0/, 1220/?0/

7,22 7,45 8,00 8,25 3305,1535AH/, 1710,1640/C0/, 1195/PO/



2 3 4 5 6 7 8 9

NCHoC0NHCHP0,H„
4 I 3 2

ch/ch3/2
213-21 8,21 8,03 9,09 9,23 3260,1555A®/, 1715,1655/00/, 1215/?0/

0 0

218-20 225 8,97 8,77 9,93 9,50 3365,1535/!®/, 1710,1655/00/, 1195/PO/

i NCHoC0NHCHoCHo-P- C(-Hc
II 2 2 2 । o 5
0 OH

204-5 7,53 7,93 8,33 8,20 3300,1570/1®/, 1730,1655/00/,1200/P0/



Tabela ?» N-acylodwucykloheksylomoczaikri :

R t»top. litat,top» ______________
/ °C / / °C / • obi, znal.

3 4 5 6 7

CharCcterystyczne pasma Przesunięcia chemiczne /ppm/ i stałe sprzężeń 
absorpcji w ir/KBr/ r cm /Hz/ w protonowym mr /CSC1-,HL{D3z/

8 ' 9

1. Phth H 185-6 — 10,22 10,08

2. Phth ch3 186-7 a>a 9,88 9,94

3. Phth ch2ch2ch3 185-6 — 9,27 9,30

4. Phth ch2ch/ch3/2 134-5 184-5 9,00 9,32

5. Phth ch2c6h5 194-6 - 8,38 8,51

r

3255,15 55/NH/, 1725,167 5/C0/ 1,0-2,45/m, 20p, 1 CzCH/; 3,65-4,55/m, 2p, 2xCH/;

4,95/s, 2p, CH^, 4-7,75/m, 1p, NH/,7,85-8,2/m, , 
f talii/

3315,3255,1570/NH/, 1655, 1,1S/d,3p,JE_H=7 O;CH3/;O,9-1,9/m, 20?, 10x03^;
1625/00/, 3,25-3,8/m,2p,2xĆH/|4,8l/q,1p,JH_T^

5,6-6,0/m, 1p,NH/;7,5-7,9/m,4p,ftalil/

3290,1540/NH/, 1720,1660/00/ 1,33/t,3p, , 5 jcĘ/j 1,25-2,65/n, 24?, 12x

03/;3,55-4,7/m,2p, 2x03/ j 5,26/d-d, 1p, J„__= 

=6,0 ;NCH/; 6,6-6,9/m, 1p, NH/i 3,0-S,3A,4p ,ftalil.

3295,1540/NH/, 1720,1660/00/ 1,34/d, 6p, JH-H=6,5 J 2x03./j 1,25-2,5/n,22?,11x

CH/ }1,3 5-1,9/m,1p,OH/;3,60,4,7 5/m,2p, 2x03/;

5,62/d-d,1u,JR_H=10,0;NH/} 6,51 /d,1?,Jp_H=7,0; 

CHN/j7,85-8,3/m,4p,ftalil/

3320,153 5/NH/,,1720,1665/00/ 1,25-2,5/m, 20p, 10iCH^ j 3,89/d-d, 2p, J^t 0,0-

Cn?O6H5/j 3,6-4 ,7/m, 2p, 2xCH/; 5,7 9/d-d, 1 p, =

=10,0; CHN/; 6,59/d, 1 p , JR_R=7,0; NH/ j?, 5-^, 9/m, 
4p,ftalii/



3310,3280,1535/W, 1715, 
1665/CC/

1 2 3

1 
il

i 
II

4 
U

1 
li

1 
u

i 
II

1 
11

1 
II

i 
ii

1 
U

1 
II

1 
II

1 V)
 II 

1 
II

1 
II

1 
II

1 
II

1 
II

। 
n

1 
il

1 
II

i 
il

1 
II

1 cn 
u

1 
<1

1 
11

t 
H

7

60 Phth p-Ala 169-70 9,83 9,68

7. z CH- 216-9 9,80 11,62

8. Z CH-C-H-2 5 5 152-3 8,32 10,31

3310,1570/NH/, 1720,1625, 
1610/00/

3350,3315,1539/NH41705, 
1690,1655/CO/

1,0-2,15/m,20p,10rCH2/j 2,75/t,2p, '^=7,0j CH2u 
3,25-3,9/m,2p, 2xCH/) 3,90/t, 2p, , 0; CH2N/ j
6,8-7,0/m, 1 p, NH/ j 7,5-7,9/m, 4p, f talii/

1,3-2,25/m,20p,10xCH2/11,7 6/d,3p, ,0; CH-/
3,7-4,15/m,2p, 2xCH/ j 4,64/q, 1 p, Jv_^=7,0; CH/;

5,56/s, 2p, CH2C6H5/;7,81A, 5p, f eny V

O,9-2,OA,2Op,1OxCH2/;3,15-3,8A,2p,2xCH/j3,91 
/d, 2p, JH_H=7,0; CH2C6H5/} 4,98/e ?2p, 02,0/; 5,6-6,-. 
/m, 2p, NCHCO, NH/ ;7,34/s, 5p, fenyl/
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Analiza dokumentacyjna
<D

Przeprowadzono próby zaadoptowania klasycznych 

metod syntezy peptydów do otrzymania P-końcowych 

peptydów kwasów aminofosfonowych. Jako substratów 

używano zarówno wolnych kwasów amimrf osfonowych jak i 

ich estrów dwiiialkilowych. Stwierdzono, że niezabloko- 

wane kwasy aminofosfonowe nie są dobrymi substratami 

do otrzymywania żądanych połączeń. Także metoda DCC 

/gdy stosowano estry/ nie przyniosła spodziewanych 

efektów. Ogólną i dobrą metodą syntezy peptydów fos

fonowych jest metoda mieszanych bezwodników karboksy- 

lowo-karbonowych gdy substratami reakcji są estry 

kwasów aminofosfonowych. Metodą tą otrzymano szereg 

peptydów ciliatyny, kwasu aminobenzylofosfonowego i 

1-amino-2-metylopropanofosfonowego.
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