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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg pochodne estréw diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych,
sposob wytwarzania pochodnych estréow diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych oraz ich
zastosowanie w diagnostyce medyczne;.

Z publikacji Oleksyszyn J., Subotkowska L., Mastalerz P., Synthesis, 1979, 985; Oleksyszyn J.,
Powers J.C., Biochemistry, 1991, 30, 485 znane sg difenylowe estry kwaséw 1-amino-
alkanofosfonowych bedace strukturalnymi analogami aminokwaséw wykazujgce zdolno$s¢ hamowania
proteolitycznej aktywnosci enzyméw z rodziny proteaz serynowych. W publikacjach Boduszek B.,
Brown A.D., Powers J.C., J Ezym. Inhib. 1994, 8, 147-158; Sienczyk M., Oleksyszyn J., Bioorg Med
Chem Lett., 2006, 16, 2886; Joossens J., Ali O.M., El-Sayed I., Surpateanu G., Van der Veken P.,
Lambeir A.M., Setyono-Han B., Foekens J.A., Schneider A., Schmalix W., Haemers A., Augustyns K.,
J Med Chem., 2007, 50, 6638; Sienczyk M., Podgoérski D., Btazejewska A., Kulbacka J., Saczko J.,
Oleksyszyn J., Bioorg Med Chem., 2011, 19, 1277; Sienczyk M, Winiarski L., Kasperkiewicz P., Psur-
ski M., Wietrzyk J., Oleksyszyn J. Bioorg Med Chem Lett., 2011, 21, 1310 opisano kilka przyktadéw
fosfonowych analogdw aminokwaséw, z grupy estrow diarylowych kwaséw 1-amino-
alkanofosfonowych, ktére zawierajg w swej strukturze podstawione aromatyczne pierscienie fenylowe
jako grupy estrowe.

Katepsyny sg enzymami niezbednymi w procesowaniu antygenéw w $ciezce gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej klasy Il (MHC Il). Za proteolityczny potencjat odpowiadajg obecne w przestrzeni
endocytarnej trzy klasy proteaz — cysteinowe, aspartylowe i serynowe. Wspélne dziatanie powyzszych
proteaz prowadzi do wytworzenia peptydéw antygenicznych bedacych fragmentami antygenow, ktére
po potgczeniu z biatkami MHC |l prezentowane sg receptorom CD4 limfocytéw T (CD4"). Jednakze
detekcja proteazy serynowej — katepsyny G w limfocytach B oraz komoérkach dendrytycznych jest
ograniczona za wzgledu na konieczno$¢ uzywania duzych ilosci lizatéow komoérkowych. Stosujgc do-
stepne handlowo niskoczgsteczkowe sondy molekularne do wykrywania aktywnej enzymatycznie
katepsyny G niezbedne jest stosowanie okoto 20 ng lizatu w celu okreslenia obecnosci aktywnej ka-
tepsyny G.

Dotychczas nie zostaty opisane w literaturze pochodne estréw diarylowych kwaséw 1-amino-
alkanofosfonowych wedtug wynalazku, ktére posiadajg wtasciwosci nieodwracalnych i specyficznych
inhibitorow proteaz serynowych bedgcych jednoczesnie niskoczgsteczkowymi sondami molekularny-
mi, ktére stosuje sie do wykrywania i obrazowania aktywnych enzymatycznie form enzymoéw tej klasy.
Jako specyficzny marker pozwalajacy na detekcje komplekséw aktywna proteaza-inhibitor stosuje sie
biotyne. Opisane dotychczas w publikacjach naukowych sondy nalezgce do tej klasy zwigzkéw nie
uwzgledniajg obecno$ci/wprowadzenia podstawnikéw w obrebie aromatycznych grup estrowych,
przez co ich wiasciwosci inhibitorowe sg stabsze niz pochodne bedace przedmiotem wynalazku.

Istotg wynalazku sg pochodne estréow diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych o wzo-
rze ogolnym |, w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy skfadajgcy sie od 5
do 10 atomdéw wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4, R oznacza podstawnik
analogiczny do tancucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny, 4-guanidynofenyloglicyny
lub kwasu 2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodér lub zwigzek wybrany z grupy obejmujacej:
merkaptometyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub karboksymetyl.

Sposdéb wytwarzania pochodnych estrow diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych
0 wzorze ogolnym |, w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy sktadajacy sie
od 5 do 10 atoméw wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4, R oznacza podstawnik
analogiczny do tancucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny, 4-guanidynofenyloglicyny
lub kwasu 2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodér lub zwigzek wybrany z grupy obejmujacej:
merkaptometyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub karboksymetyl polega na tym, ze fosforyn triarlowy,
otrzymany z fenolu zawierajgcego podstawnik w pozycji para oraz chlorku fosforu (lll) w acetonitrylu,
poddaje sie amidoalkilowaniu przy uzyciu karbaminianu benzylu, fosforynu triarlowego oraz aldehydu,
takiego jak aldehyd octowy, propionowy, izomastowy, fenylooctowy, p-nitrobenzoesowy lub izowale-
rianowy. Nastepnie prowadzi sie synteze bromowodorkéw estrow diarylowych kwaséw 1-amino-
alkanofosfonowych, w ktérych odblokowuje sie ochronng grupe benzyloksykarbonylowg (Cbz)
a w kolejnym etapie poddaje sie reakcji z aminokwasem z zablokowang grupg o-aminowg w obecno-
Sci odczynnika sprzegajgcego. Z otrzymanego fosfonodipeptydu po usunieciu grupy blokujgcej
tert-butoksykarbonylowej (t-Boc) uzyskuje sie dipeptyd estru difenylowego kwasu 1-aminoalkano-
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fosfonowego, ktéry poddaje sie reakcji w obecnosci odczynnika sprzegajgcego w sposéb analogiczny
do przedstawionego powyzej z kolejnym aminokwasem z zablokowang grupg a-aminowg, biotyng
lub jej pochodna.

Korzystnie jako odczynnik sprzegajgcy stosuje sie heksafluorofosforan O-benzotriazol-1-ylo-
-N,N,N',N'-tetrametylouroniowy (HBTU) w obecnosci N,N'-diizopropyloetyloaminy (DIEA).

Zastosowanie pochodnych estrow diarylowych kwasow 1-aminoalkanofosfonowych o wzorze
ogoélnym I, w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy sktadajacy sie od 5 do 10
atomoéw wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4, R oznacza podstawnik analogicz-
ny do tancucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny, 4-guanidynofenyloglicyny lub kwasu
2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodér lub zwigzek wybrany z grupy obejmujacej: merkaptome-
tyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub karboksymetyl do wytwarzania leku bedacego inhibitorem proteaz
serynowych.

Zastosowanie in vitro pochodnych estréw diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych
0 wzorze ogolnym I, w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy sktadajgcy sie
od 5 do 10 atoméw wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4, R oznacza podstawnik
analogiczny do tancucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny, 4-guanidynofenyloglicyny
lub kwasu 2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodoér lub zwigzek wybrany z grupy obejmujacej:
merkaptometyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub karboksymetyl, jako niskoczgsteczkowych sond mo-
lekularnych do wykrywania aktywnych katalitycznie form enzymow.

Zastosowanie diagnostyczne pochodnych estrow diarylowych kwaséw 1-aminoalkano-
fosfonowych oparte jest na nieodwracalnym sposobie ich wigzania z miejscem aktywnym docelowej
proteazy, co pozwala na wyeliminowanie wynikéw pozytywnych, ktérych zrédtem sg nieaktywne katali-
tycznie formy enzymow, co obserwuje sie przy zastosowaniu przeciwciat. Dodatkowg zaletg jest wy-
soka specyficznos¢ dziatania wobec proteaz serynowych i brak reakcji z proteazami innych klas
np. proteazami cysternowymi. Po zwigzaniu w miejscem aktywnym docelowej proteazy potgczenie
pochodnych z biatkiem nie ulega rozerwaniu podczas gotowania w obecnosci dodecylosiarczanu sodu
oraz B-merkaptoetanolu, dzieki czemu pozwala na obrazowanie komplekséw metodg western blotting.
W tym celu, jako czynnika detekcyjnego uzywa sie koniugatéow streptawidyna-peroksydaza chrzano-
wa. Czuto$¢ metody pozwala na wykrycie aktywnych form docelowych enzyméw w zakresie juz
od kilku do kilkudziesieciu ng, zarbwno w materiale biologicznym takim jak ludzkie komérki krwinek jed-
nojadrzastych krwi obwodowej, PBMC czy hodowli komérek bakteryjnych np. Bacillus subtilis, jak
i w oczyszczonych preparatach biatkowych w celu potwierdzenia aktywnosci wyizolowanych enzymaéw.
Co wiecej, zdolnos¢ detekcji jest wyzsza niz przy zastosowaniu specyficznych wobec enzyméw prze-
ciwciat oraz jest znacznie tansza niz metody immunodetekcyjne.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadach wytwarzania estrow diarylowych kwa-
séw 1-aminoalkanofosfonowych i okresleniu ich wtasciwosci inhibitorowych oraz zastosowaniu w de-
tekcji aktywnych enzymatycznie form wybranych proteaz.

Przyktad 1

Sposdb wytwarzania estru di-4-metyltiofenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-
-2-metylo-propanofosfonowego (Bt-V aI—Pro—VaIP(O-CﬁH4-4—S,—CH3)2, przedstawionego wzorem 1.

Etap 1. Otrzymywanie fosforynu tri-4-tiometylofenylowego.

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,2 g
(30 mmol) 4-tiometylofenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje
sie 0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (lll). Catos¢ ogrzewa sie przez szes¢ godzin w temperaturze
wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce
obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczyszczania
do reakcji syntezy estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-2-metylo-
propanofosfonowego.

Etap 2. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
2-metylo-propanofosfonowego.

W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-tiometylofenylowy powstaty
bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 g (10 mmol) kar-
baminianu benzylu i 1,1 ml (12 mmol) aldehydu iso-butylowego. Po rozpuszczeniu wszystkich sktadni-
kéw w 10 ml lodowatego kwasu octowego catosé ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze
90°C przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszonym ci$nieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny
na wyparce rotacyjnej a pozostato$é rozpuszcza w 100-150 ml metanolu i umieszcza sie w tempera-
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turze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu. Uzyskany produkt odsacza sie pod zmniej-
szonym cisnieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje sie 1,92 g surowego produktu (36% wagowo).
Wzoér sumaryczny: CosHzgNOsPS,. Masa czagsteczkowa: 531,62 g/mol. Widmo p NMR (121 MHz,
roztwor w CDClg, & [ppm]): & 19.45 (s); Widmo "H NMR (300 MHz, roztwor w CDClg, ppm): & 7.41-6.99
(m, 13H), 5.19-5.06 (m, 3H), 4.65—-4.44 (m, 1H), 2.45 (s, 3H, SCHj3), 2.44 (s, 3H, SCHj3), 1.63-1.50
(m, 3H). Analiza MS m/z 503.10/504.18 (M+H)". Temperatura topnienia: 103°C.

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-
propanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzy-
loksykarbonyl-1-amino)-2-metylo-propanofosfonowego (3,76 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwa-
su bromowodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowe;j
przez 2 godziny. Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej,
a uzyskany olej rozpuszcza sie w minimalnej ilosci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierw-
szego zmetnienia. Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji pro-
duktu, ktory odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi.
Otrzymuje sie 1,70 g (95% wagowo) bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-2-metylo-propanofosfonowego. Wzér sumaryczny: CgH,sBrNO;PS,. Masa czgsteczkowa: 477,02 g/mol.
Widmo *'P NMR (121 MHz, roztwér w DMSO-dg, & [ppm]): & 15,87 (s); Widmo ‘*H NMR (300 MHz,
roztwor w DMSO-ds, ppm): 6 1,14 (dd, J=6,9/11,6; 6H, 2xCHj3), 2,35 (m, 1H, CH), 4,1 (m, 1H, CHP),
7,07-7,32 (m, 8H, Ar-H), 8,66 (s, 3H, NH3"). Temperatura topnienia: 147°C.

Etap 4. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-2-metylo-propanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 0,95 g (2 mmol) bromowodorku estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH
(2 mmol). Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy
(4 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-
N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solankg, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzy-
krotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem
potasu (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solanka. Frakcje octanowe suszy
sie bezwodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne skfad-
niki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent
chloroform/octan etylu w stosunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt
lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt
0 masie 1,07 g (90% wagowo). Wzér sumaryczny: CogH3s0sN,PS,. Masa czgsteczkowa: 594,20 g/mol.
widmo *P NMR (121 MHz, roztwér w CDCls, § [ppm]): & 18,59 (s). Widmo *H NMR (300 MHz, roztwor
w CDCls, ppm): & 7,24—7,00 (m, 8H), 4,80-4,63 (m, 1H), 4,43-4,27 (m, 1H), 3,52-3,24 (m, 2H), 2,46-2,43
(m, 6H), 2,33-2,06 (m, 2H), 2,03-1,86 (m, 2H), 1,86-1-74 (m, 1H), 1,72-1,59 (m, 1H), 1,44 (s, 9H),
1,15-0,96 (m, 6H). R; = 0,41 (CHCI3:AcOEt; 4:1, viv).

Etap 5. Usuniecie grupy t-Boc z pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-2-metylo-propanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowg estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego (1,0 g, 1,68 mmol) i rozpuszcza sie jg w 50% roztworze
kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie¢ w temperaturze pokojowej
przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie
lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza
sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w po-
staci oleju o masie 0,98 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej
estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego.

Etap 6. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-2-metylo-propanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 5 produktu TFA*Pro-VaIP(OC6H4-4-S-CH3)2 (m=0,98 g; 1,66 mmol) do-
daje sie 0,37 g (1,66 mmol) Boc-Val-OH. Cato$¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut
dodaje sie 0,55 ml (4,15 mmola) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol) heksaflu-
orofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi
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do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno:
dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solan-
ka. Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikéw produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 1,04 g (90% wagowo). Wzoér
sumaryczny: CasHasN3;O-PS,. Masa czasteczkowa: 693,85 g/mol. Widmo *P NMR (roztwor w CDCl,
& [ppm]): 17.94 (s, 47%), 17.56 (s, 53%). Widmo ‘H NMR (roztwor w CDCls, & [ppm]): & 7,25—7,04
(m, 8H), 5,28-5,10 (m, 1H), 4,78-4,68 (m, 1H), 4,67-4,45 (m, 1H), 4,35-4,20 (m, 1H), 3,84-3.43
(m, 2H), 2,49-2.43 (m, 6H), 2,43-1,76 (m, 7H,), 1,49-1,36 (m, 9H), 1,15-0,82 (m, 12H). R; = 0,21
(CHCI3: AcOEt; 4:1, viv).

Etap 7. Usuniecie grupy t-butoksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 6 pochodng tripeptydowg estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego (1,0 g, 1,44 mmol) i rozpuszcza sie
ja w 50% roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w tempe-
raturze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowar-
stwowej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyska-
ny olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Po-
wstaty produkt w postaci oleju o0 masie 0,94 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania bioty-
nylowanej pochodnej tripeptydowej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-propano-
fosfonowego.

Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1l-amino-2-metylo-propanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 7 produkt (TFA*VaI-Pro—VaIP(OCGH4—4—S,—CH3)2 (0,94 g, 1,36 mmol) rozpusz-
cza sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33g, 1,36 mmol), a nastepnie dodaje sie
diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich skfadnikow
do mieszaniny dodaje sie 0,57 g (1,50 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-te-
trametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w uktadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluoroctowego stosujgc kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,54 g,
(38% wagowo). Wzor sumaryczny: CsgHsyNsO;PS3. Masa czasteczkowa: 820,03 g/mol. Czas retenc;ji
(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%—-95% MeCN/45min):
23,44 min. Analiza HRMS m/z 842,2820/842,2745 (M+Na)".

Przyktad 2

Sposdb wytwarzania estru difenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-2-metylo-
propanofosfonowego, (Bt—VaI-Pro-VaIP(O—CeHs)z, przedstawionego wzorem 2.

Etap 1. Otrzymywanie estru difenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-2-metylo-
propanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne zawierajgcej fosforyn trifeny-
lowy (3,10 g, 10 mmol) dodaje sie karbaminian benzylu (1,51 g, 10 mmol) i 1,1 ml (10,5 mmola) alde-
hydu iso-butylowego. Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw w 10 ml lodowatego kwasu octowego
catos¢ ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 90°C przez 4 godziny. Nastepnie pod
zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne skfadniki mieszaniny na wyparce rotacyjnej, a pozostato$¢
rozpuszcza w 100-150 ml metanolu i umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu kry-
stalizacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod zmniejszonym ciSnieniem i suszy na powietrzu.
Otrzymuje sie 2,11 g surowego produktu (48% wagowo). Wzér sumaryczny: C,4H,sNOsP. Masa czg-
steczkowa: 439,44 g/mol. Widmo P NMR (121 MHz, roztwér w CDClg, 8 [ppm]): 6 17,81 (s); Widmo
'"H NMR (300 MHz, roztwér w CDCl3, ppm): 8 1,11 (d, J=6,8 Hz, 6H), 4,41-4,47 (m, 1H), 4,72 (s, 1H),
5,13 (d, J=10,6 Hz, 1H), 5,27 (d, J=4,1 Hz, 2H), 7,06-7,40 (m, 15H). Temperatura topnienia: 107°C.

Etap 2. Otrzymywanie bromowodorku estru difenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-propano-
fosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru difenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-
-1-amino)-2-metylo-propanofosfonowego (4,55 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwasu bromowo-
dorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.
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Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzyskany olej
rozpuszcza sie w minimalnej iloéci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego zmetnienia.
Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu, ktéry odsgcza
sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymuje sie 1,34 g
(76% wagowo) bromowodorku estru difenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego.
Wzoér sumaryczny: CigH,1BrNOsP. Masa czgsteczkowa: 386,22 g/mol. Widmo %p NMR (121MHz,
roztwér w DMSO-ds & [ppm]): & 14,74 (s); Widmo *H NMR (300 MHz, roztwér w DMSO-dg, & [ppm]):
81,20 (dd, J=7,0/22,9 Hz, 6H), 2,39-2,49 (m, 1H), 4,15 (dd, J=4,8/15,4 Hz, 1H), 7,05-7,46 (m, 10H),
8,74 (s, 3H, NH3"). Temperatura topnienia: 171°C.

Etap 3. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1l-amino-2-metylo-
propanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,77g (2 mmol) bromowodorku estru difenylowego kwasu
1-amino-2-metylo-propanofosfonowego otrzymanego w Etapie 2 i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH
(2 mmol). Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy
(4 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-
-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzy-
krotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu
(5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solankg. Frakcje octanowe suszy sie bez-
wodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu $rodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadniki,
a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowe] stosujac, jako eluent chloro-
form/octan etylu w stosunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne roz-
puszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,95 g
(95% wagowo). Wzér sumaryczny: C,sHs5s06N,P. Masa czgsteczkowa: 502,54 g/mol. Widmo ¥p NMR
(121 MHz, roztwér w CDCls, 8 [ppm]): 6 17,45 (s); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwor w CDCls, ppm):
8 7,36-7,08 (m, 10H), 4,84-4,63 (m, 1H), 4,45-4,26 (m, 1H), 3,57-3,23 (m, 2H), 2,53-2,33 (m, 2H),
2,31-2,04 (m, 2H), 1,98-1,87 (m, 1H), 1,83-1,64 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,16-0,98 (m, 6H). R; = 0,56
(CHCI5:AcOEt; 4:1, viv).

Etap 4. Usunigcie grupy t-Boc z dipeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-
-2-metylo-propanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowsg estru difenylowego kwasu 1-amino-
2-metylo-propanofosfonowego (2,05 g, 2 mmol) i rozpuszcza sie jg w 50% roztworze kwasu triflu-
oroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 go-
dziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne sktadni-
ki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie
i ponownie odparowuje. Czynnos¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w postaci oleju o ma-
sie 1,88 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej estru difenylo-
wego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego.

Etap 5. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-
propanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 4 produktu TFA*Pro-VaIP(OCGH5)2 (0,83 g; 1,66 mmol) dodaje sie 0,37 g
(1,66 mmol) Boc-Val-OH. Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut dodaje sie 0,55 ml
(4,15 mmola) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol) heksafluorofosforanu
O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojo-
wej przez 18 godzin. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza
i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowa przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodo-
rosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solanka. Warstwe octa-
nowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikéw produkt oczyszcza sie metodg
chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w stosunku objetosciowym
1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rota-
cyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,92 g (92% wagowo). Wzoér sumaryczny:
C31H44N30,P. Masa czgsteczkowa: 601,67 g/mol. Widmo P NMR (roztwor w CDCl3, & [ppm]): 17,40
(s, 46%), 17,07 (s, 54%). Widmo '"H NMR (roztwor w CDClg, 6 [ppm]): 7,32—7,09 (m, 10H), 5,39-5,15
(m, 1H), 4,82-4,70 (m, 1H), 4,70-4,45 (m, 1H), 4,34-4,18 (m, 1H), 3,84-3,41 (m, 2H), 2,50-1,75
(m, 7H), 1,48-1,38 (m, 9H), 1,15-0,81 (m, 12H). HRMS m/z 624,2815/624,2795 (M+Na"). R; = 0,19
(CHCI3:AcOEt; 4:1, viv).
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Etap 6. Usuniecie grupy t-Boc z tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-
-2-metylo-propanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 5 pochodng tripeptydowg estru difeny-
lowego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego (1,0 g, 1,66 mmol) i rozpuszcza sie ja w 50%
roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowe;j.
Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej
rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,88 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania biotynylowa-
nej pochodnej tripeptydowej estru difenylowego kwasu 1-amino-2-metylopropanofosfonowego.

Etap 7. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu
1-amino-2-metylo-propanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 6 produkt (TFA*Val-Pro-Val"(OCgHs), (0,82 g, 1,36 mmol) rozpuszcza sie
w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33 g, 1,36 mmol), a nastepnie dodaje sie diizo-
propyloamine (DIEA) w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw do mie-
szaniny dodaje sie 0,57 g (1,50 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetra-
metylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie pro-
dukt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w ukfadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,29 g,
(29% wagowo). Wzor sumaryczny: CszsHsoNsO,PS. Masa czgsteczkowa: 727,85 g/mol. Czas retenc;ji
(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
18,81 min. Analiza HRMS m/z 750,3066/750,1553 (M+Na)".

Przyktad 3

Sposéb wytwarzania estru difenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-2-fenylo-
etanofosfonowego, (Bt-V aI—Pro-PheP(O—CGHS)z, przedstawionego wzorem 3.

Etap 1. Otrzymywanie estru difenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-2-fenylo-
etanofosfonowego.

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie fosfo-
ryn trifenylowy (3,1 g, 10 mmol), 1,51 g (10 mmol) karbaminianu benzylu i 1,45 g (12 mmol) aldehydu
fenylooctowego. Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw w 10 ml lodowatego kwasu octowego ca-
to$¢ ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 90°C przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniej-
szonym cisnieniem usuwa sie lotne skfadniki mieszaniny na wyparce rotacyjnej a pozostatos¢ roz-
puszcza w 100—-150 ml metanolu i umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystali-
zacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod zmniejszonym ciSnieniem i suszy na powietrzu.
Otrzymuje sie 2,73 g surowego produktu (56% wagowo). Wzdr sumaryczny: C,gH,sNOsP. Masa czg-
steczkowa: 487,48 g/mol. Widmo *'P NMR (121 MHz, roztwér w CDCls, & [ppm]): & 18,46 (s); Widmo
'H NMR (300 MHz, roztwor w CDCls, ppm): & 2,98-3,48 (m, 2H), 4,82—4,85 (m, 1H), 4,88 (s, 2H), 5,15
(d, J=10,17 Hz, 1H), 7,06—-7,29 (m, 20H). Temperatura topnienia: 124,5-125,5°C.

Etap 2. Otrzymywanie bromowodorku estru difenylowego kwasu 1-amino-2-fenyloetano-
fosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru difenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-
-1-amino)-2-fenyloetanofosfonowego (4,10 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwasu bromowodoro-
wego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.
Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzyskany olej
rozpuszcza sie w minimalnej ilosci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego zmetnienia.
Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu, ktéry odsgcza
sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymuje sie 1,67 g
(94% wagowo) bromowodorku estru difenylowego kwasu 1l-amino-2-fenyloetanofosfonowego. Wzér
sumaryczny: CyoH,1BrNO3;P. Masa czgsteczkowa: 434,26 g/mol. Widmo P NMR (121 MHz, roztwor
w DMSO-dg, & [ppm]): 8 15,31 (s); Widmo '"H NMR (300 MHz, roztwér w DMSO-dg, ppm): & 2,48-2,49
(m, 2H), 4,50-4,55 (m, 1H), 7,04-7,41 (m, 15H), 8,78 (s, 3H).

Etap 3. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-2-fenylo-
etanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 0,86 g (2 mmol) bromowodorku estru difenylowego kwasu
1-amino-2-fenyloetanofosfonowego otrzymanego w Etapie 2 i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH (2 mmol).
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Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy (4 mmol).
Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetra-
metylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Nastepnie mie-
szanine poreakcyjng zalewa sie solankg, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem
etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solanka,
dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solankg. Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarcza-
nem magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,70 g (64% wagowo). Wzor
sumaryczny: CsoH3506N,P. Masa czgsteczkowa: 550,58 g/mol. Widmo p NMR (121 MHz, roztwor
w CDCls, & [ppm]): & 18,56 (s, 49%), 18.29 (s, 51%). Widmo ‘H NMR (300 MHz, roztwér w CDCls,
ppm): & 1,22-1,25 (m, 6H), 1,36-1,98 (m, 6H, 3xCH,), 3.41-3.43 (m, 3H, CH,, CH), 4.19-4.21 (m, 1H,
NH), 5.18-5.19 (m, 1H, CHP), 7.04-7.67 (m. 15H, aromat.).

Etap 4. Usuniecie grupy t-Boc z dipeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-
-2-fenyloetanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowg estru difenylowego kwasu 1-amino-
2-fenyloetanofosfonowego (0,92 g, 1,68 mmol) i rozpuszcza sie jg w 50% roztworze kwasu triflu-
oroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 go-
dziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne sktadni-
ki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie
i ponownie odparowuje. Czynnos¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w postaci oleju o ma-
sie 0,69 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej estru difenylo-
wego kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Etap 5. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-2-fenylo-
etanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 4 produktu TFA*Pro-PheP(OCGHS)z (0,91 g; 1,66 mmol) dodaje sie
0,379 (1,66 mmol) Boc-Val-OH. Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut dodaje
sie 0,55 ml (4,15 mmol) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol) heksafluorofosfo-
ranu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solankg, przenosi do roz-
dzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwu-
krotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solanka.
Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikéw produkt oczysz-
cza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w stosunku
objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje sie
na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,25 g (23% wagowo). Wzér suma-
ryczny: CzsHa4N3O,P. Masa czgsteczkowa: 649,71 g/mol. Widmo P NMR (roztwér w CDClg,
d [ppm]): 6 17,35 (s). Widmo 'H NMR (roztwor w CDClg, 6 [ppm]): 6 0,68-0,72 (m, 6H), 1,20 (s, 9H),
1,50-1,79 (m, 6H), 2,832,86 (m, 1H), 3,14-3,39 (m, 3H), 3,99-4,02 (m, 1H), 5,04-5,06 (m, 1H), 5,16
(s, 1H), 6,87—7,07 (m, 15H).

Etap 6. Usuniecie grupy t-butoksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru difenylowego
kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 5 pochodng tripeptydowg estru difeny-
lowego kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego (0,96 g, 1,48 mmol) i rozpuszcza sie¢ jg w 50% roz-
tworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze poko-
jowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Na-
stepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej roz-
puszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnosc¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty pro-
dukt w postaci oleju o masie 0,77 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania biotynylowanej
pochodnej tripeptydowej estru difenylowego kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Etap 7. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu
1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 6 produkt (TFA*VaI-Pro-PheP(OC6H5)2 (0,88 g, 1,36 mmol) rozpuszcza sie
w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33 g, 1,36 mmol), a nastepnie dodaje sie diizo-
propyloamine (DIEA) w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw do mie-
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szaniny dodaje sie 0,57 g (1,50 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetra-
metylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie pro-
dukt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w uktadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu ftrifluorooctowego stosujgc kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,42 g,
(36% wagowo). Wzor sumaryczny: C4HsoNsO;PS. Masa czgsteczkowa: 775,89 g/mol. Czas retencji
(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
26,36 min. Analiza HRMS m/z 776,3247/776,1211 (M+H)".

Przyktad 4

Sposéb wytwarzania estru di-4-metyltiofenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-
etanofosfonowego (Bt-Yal-Pro-Ala” (O-CgH,-4-S-CHa),, przedstawionego wzorem 4.

Etap 1. Otrzymywanie fosforynu tri-4-tiometylofenylowego.

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,2 g
(30 mmol) 4-tiometylofenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje
sie 0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (lll). Cato$¢ ogrzewa sie przez sze$¢ godzin w temperaturze
wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym ci$nieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce
obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczyszczania
do reakcji syntezy estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-etano-
fosfonowego.

Etap 2. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
etanofosfonowego.

W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-tiometylofenylowy powstaty
bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 g (10 mmol) kar-
baminianu benzylu i 1,11 ml (20 mmol) aldehydu octowego. Po rozpuszczeniu wszystkich skfadnikow
w 10 ml lodowatego kwasu octowego cato$é ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 90°C
przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na
wyparce rotacyjnej a pozostatos¢ rozpuszcza w 100—-150 ml metanolu i umieszcza sie w temperaturze
-20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod zmniejszonym
cisnieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje sie 3,07 g surowego produktu (61% wagowo). Wzér suma-
ryczny: CyHsNOsPS,. Masa czasteczkowa: 503,57 g/mol. Widmo p NMR (121MHz, roztwor
w CDCls, 8 [ppm]): & 19,48 (s); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwér w CDClz, ppm): & 1,17-1,22
(d, J=9,0 Hz, 3H), 2,45 (s, 6H), 4,49-4,63 (dd, J=9,0/15,0 Hz ,1H), 5,08-5,17 (m, 3H), 6,99-7,35
(m, 13H). Temperatura topnienia: 103°C. Wspodtczynnik R; = 0,65 (CHCI3:AcOEt, 4:1, v/v).

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
etanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzylo-
ksykarbonyl-1-amino)-etanofosfonowego (3,97 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwasu bromowo-
dorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.
Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzyskany olej
rozpuszcza sie w minimalnej iloci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego zmetnienia.
Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu, ktéry odsgcza
sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymuje sie 1,70 g
(95% wagowo) bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-aminoetanofosfonowego.
Wzér sumaryczny: Ci6H»:BrNO3PS,. Masa czgsteczkowa: 450,35 g/mol. Widmo 3p NMR (121 MHz,
roztwér w DMSO-dg, & [ppm]): & 16,85 (s); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwér w DMSO-dg, ppm):
8 1,49-1,59 (m, 3H), 2,48 (s, 6H), 4,21-4,30 (m, 1H), 7,14-7,32 (m, 8H), 8,76 (s, 3H). Temperatura
topnienia: 176°C. Wspétczynnik R; = 0,31 (CHCI3:AcOEt, 4:1, v/v).

Etap 4. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
etanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 0,90 g (2 mmol) bromowodorku estru di-4-tiometylo-
fenylowego kwasu 1-aminoetanofosfonowego i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH (2 mmol). Catos¢ zale-
wa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy (4 mmol). Po 10 minu-
tach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N’,N*“tetrametylo-
uroniowego.

Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Nastepnie mieszanine pore-
akcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu.
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Warstwe octanowa przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solanka, dwu-
krotnie wodoroweglanem sodu (5%), solankg. Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem
magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,88 g (78% wagowo). Wzor
sumaryczny: C,sH3s06N,PS,. Masa czgsteczkowa: 566,67 g/mol. Widmo 3p NMR (121MHz, roztwor
w CDCls, & [ppm]): & 19,61 (s); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwor w CDCls, ppm): & 1,19-1,24 (d,
J=15,0 Hz, 3H), 1,40 (s, 9H), 1,46-1,89 (m, 5H), 2,00 (s, 6H), 3,31-3,40 (m, 2H), 4,28-4,31 (d, J=6,0 Hz,
1H), 4,80-4,82 (dd, J=2,7/3,9 Hz, 1H), 6,98-7,21 (m, 8H). Wspdiczynnik R; = 0,22 (CHCI;:AcOEt, 4:1,
vIv).

Etap 5. Usuniecie grupy t-Boc z pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
etanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowg estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1l-aminoetanofosfonowego (0,95 g, 1,68 mmol) i rozpuszcza sie ja w 50% roztworze kwasu
trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne
sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie
w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w postaci
oleju 0 masie 0,75 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej estru
di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-aminoetanofosfonowego.

Etap 6. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
etanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 5 produktu TFA*Pro—AIaP(OCGH4—4—S—CH3)2 (0,93¢; 1,66 mmol) dodaje
sie 0,37 g (1,66 mmol) Boc-Val-OH. Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut do-
daje sie 0,55 ml (4,15 mmol) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol) heksafluoro-
fosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperatu-
rze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solankg, przenosi
do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno:
dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solan-
ka. Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikéw produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,82 g (74% wagowo). Wzor
sumaryczny: Cz;HiN3;0/PS,. Masa czasteczkowa: 665,80 g/mol. Widmo p NMR (roztwér w CDClg,
8 [ppm]): & 19,30 (s, 55%), 19,74 (s, 45%). Widmo "H NMR (roztwér w CDCls, § [ppm]): & 0,81-1,12
(m, 10H), 1,43 (s, 9H), 1,50-1,57 (m, 2H), 1,75-2,05 (m, 3H), 2,44 (s, 6H), 3,45-3,79 (m, 2H), 4,19-4,32
(m, 1H), 4,33-4,52 (m, 1H), 4,71-4,88 (m, 1H), 5,10-5,27 (m, 1H), 6,98-7,21 (m, 8H). Wspodtczynnik
Rf = 0,18 (CHCI3:AcOEt, 1:1, v/v).

Etap 7. Usuniecie grupy t-butoksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylo-
fenylowego kwasu 1-aminoetanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie otrzymana w Etapie 6 pochodng tripeptydowg estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu l-aminoetanofosfonowego (0,96 g, 1,44 mmol) i rozpuszcza sie jg w 50%
roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej.
Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej
rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,81 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania biotynylowa-
nej pochodnej tripeptydowej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-aminoetanofosfonowego.

Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 7 produkt (TFA*VaI-Pro-AIaP(OCGH4-4-S,-CH3)2 (0,90 g, 1,36 mmol) rozpusz-
cza sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33 g, 1,36 mmol), a nastepnie dodaje sie
diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikow
do mieszaniny dodaje sie 0,57 g (1,50 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-
-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
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produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w ukfadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,42 g,
(39% wagowo). Wzoér sumaryczny: CsgHsoNsO;PS3. Masa czasteczkowa: 791,98 g/mol. Czas retenc;ji
(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%—-95% MeCN/45min); 19,62
min. Analiza HRMS m/z 814,2508/814,2501 (M+Na)".

Przyktad 5

Sposoéb wytwarzania estru di-4-O-metylofenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-
-3-metylobutanofosfonowego, (Bt-Val-Pro-Leu"(O-CgH,-4-O-CHs),, przedstawionego wzorem 5.

Etap 1, Otrzymywanie fosforynu tri-4-metoksyfenylowego.

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 3,72 g
(30 mmol) 4-metoksylofenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie
0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (l11). Cato$¢ ogrzewa sie przez 4 godziny w temperaturze wrzenia.

Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce ob-
rotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczyszczania
do reakcji syntezy estru di-4-metoksyfenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-3-metylo-
butanofosfonowego.

Etap 2. Otrzymywanie estru di-4-metoksyfenyléow ego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
3-metylo-butanofosfonowego.

W tym celu do kolby okrggtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-metoksyfenylowy powstaty bez-
posrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 g (10 mmol) karba-
minianu benzylu i 1,30 ml (12 mmol) aldehydu izowalerianowego (3-metylo-butylowego). Po rozpusz-
czeniu wszystkich skfadnikow w 10 ml lodowatego kwasu octowego catosé ogrzewa sie pod chtodnicg
zwrotng w temperaturze 90°C przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie
lotne sktadniki mieszaniny na wyparce rotacyjnej a pozostatos¢ rozpuszcza w 100-150 ml metanolu
i umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu. Uzyskany produkt
odsgcza sie pod zmniejszonym ci$nieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje sie 2,41 g surowego pro-
duktu (47% wagowo). Wzdr sumaryczny: C,;H3,NO;P. Masa czgsteczkowa: 513,52 g/mol. Widmo
P NMR (121MHz, roztwér w CDCls, § [ppm]): & 19.51 (s); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwér
w CDCl3, ppm): 8 7.43-6.70 (m, 13H), 5.25-5.06 (m, 3H), 4.63-4.45 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.75
(s, 3H), 1.90-1.67 (m, 3H), 0.97 (d, J=5.7 Hz). Analiza MS m/z 514,19/514,20 (M+H)*. Temperatura
topnienia: 116-118°C.

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-metoksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-
butanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie 2,34 g estru di-4-metoksyfenylowego kwasu N-(benzylo-
ksykarbonyl-1-amino)-3-metylo-butanofosfonowego (4,55 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwasu
bromowodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
2 godziny. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzy-
skany olej rozpuszcza sie w minimalnej ilosci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego
zmetnienia. Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu,
ktéry odsacza sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymu-
je sie 1,84 g (88% wagowo) bromowodorku estru di-4-metoksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-
butanofosfonowego. Wzdér sumaryczny: C;9H,;BrNOsP. Masa czagsteczkowa: 460,30 g/mol. Widmo
P NMR (121MHz, roztwér w DMSO-ds, & [ppm]): & 13,70 (s). Widmo "H NMR (300 MHz, roztwér
w DMSO-dg, 5 [ppm]): 6 0,93-0,97 (m, 6H), 1,92-2,20 (m, 3H), 3,66 (d, J=3.5 Hz, 6H), 4.01 (t, J=5.6
Hz, 1H), 6,62-7,37 (m, 8H), 8,97 (s, 3H). Temperatura topnienia: 159°C.

Etap 4. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru di-4-metoksyfenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 0,92 g (2 mmol) bromowodorku estru di-4-metoksy-
fenylowego kwasu 1-amino-2-metylo-butanofosfonowego otrzymanego w Etapie 2 i dodaje sie 0,43 g
Boc-Pro-OH (2 mmol). Cato$¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml
trietyloaminy (4 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzo-
triazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstra-
huje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiar-
czanem potasu (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solankg. Frakcje octanowe
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suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne
skfadniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent
chloroform/octan etylu w stosunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne
rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie
1,04 g (90% wagowo). Wzoér sumaryczny: CygHsOgN,P. Masa czgsteczkowa: 576,62 g/mol. Widmo
P NMR (121MHz, roztwér w CDCls, & [ppm]): & 19,00 (s). Widmo *H NMR (300 MHz, roztwor
w CDCl3, ppm): 6 0,85-0,90 (m, 6H), 1,37 (s, 9H), 1,65-1,90 (m, 7H), 3,50-3,55 (m, 2H), 3,60
(d, J=3,5 Hz, 6H), 4,30-4,34 (m, 1H), 5,20-5,25 (m, 1H), 6,72—7,19 (m, 8H). Temperatura topnienia: 96°C.

Etap 5. Usuniecie grupy t-Boc z pochodnej estru di-4-metoksyfenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowsg estru di-4-metoksyfenylowego kwa-
su l-amino-3-metylo-butanofosfonowego (0,97 g, 1,68 mmol) i rozpuszcza sie ja w 50% roztworze
kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej
przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie
lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza
sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w po-
staci oleju o masie 0,84 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej
estru di-4-metoksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Etap 6. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru di-4-metoksyfenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 5 produktu TFA*Pro-LeuP(OCGH4-4-O-CH3)2 (0,95 g; 1,66 mmol) doda-
je sie 0,37g (1,66 mmol) Boc-Val-OH. Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut
dodaje sie 0,55 ml (4,15 mmol) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol) heksaflu-
orofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi
do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno:
dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solan-
kg. Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikéw produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lothe rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,84 g (75% wagowo). Wzér
sumaryczny: Cz4HsoN3OgP. Masa czasteczkowa: 675,75 g/mol. Widmo p NMR (roztwér w CDCls,
& [ppm]): & 19,83 (s, 55%), 19,55 (s, 45%). Widmo ‘H NMR (roztwor w CDCls, & [ppm]): & 0,92—0,98
(m, 12H), 1,36 (s, 9H), 1,60-2,10 (m, 8H), 3,62-3,68 (m, 2H), 3,69 (s, 6H), 4,22-4,25 (m, 1H), 4,44-4,47
(m, 1H), 4,59-4,81 (m, 1H), 5,28 (d, J=9,3 Hz, 1H), 6,70-7,19 (m, 4H). Temperatura topnienia: 62°C.
HRMS m/z 698,3182/698,3039 (M*Na)".

Etap 7. Usuniecie grupy t-butoksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru di-4-metoksy-
fenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okraggtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 6 pochodng tripeptydowg estru di-4-me-
toksy fenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego (1,0 g, 1,48 mmol) i rozpuszcza sie jg
w 50% roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany
olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,92 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania
biotynylowanej pochodnej tripeptydowej estru di-4-metoksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-
butanofosfonowego.

Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru di-4-metoksyfenylowego
kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 7 produkt (TFA*VaI-Pro-LeuP(OC6H4-4-O-CH3)2 (0,92 g, 1,36 mmol) roz-
puszcza sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33 g, 1,36 mmol), a nastepnie doda-
je sie diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw
do mieszaniny dodaje sie 0,57 g (1,50 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-te-
trametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w uktadzie
rozpuszczalnikéw woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluoroctowego stosujgc kolumne C-18.
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Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,30 g, (28%
wagowo). Wzér sumaryczny: C39HsgNsOgPS. Masa czgsteczkowa: 801,93 g/mol. Czas retencji (HPLC,
kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
26,22 min. Analiza HRMS m/z 824,3434/824,1826 (M+Na)".

Przyktad 6

Sposéb wytwarzania estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-
-2-fenyloetanofosfonowego, (Bt-V al-Pro-Phe"(O-C¢H,-4-S-CHs),, przedstawionego wzorem 6.

Etap 1. Otrzymywanie fosforynu tri-4-tiometylofenylowego.

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,2 g
(30 mmol) 4-tiometylofenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje
sie 0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (lll). Cato$¢ ogrzewa sie przez szes$¢ godzin w temperaturze
wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym ci$nieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce
obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczyszczania
do reakcji syntezy estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-2-fenylo-
etanofosfonowego.

Etap 2. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
2-fenyloetanofosfonowego.

W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-tiometylofenylowy powstaty
bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 g (10 mmol) kar-
baminianu benzylu i 1,45 g (12 mmol) aldehydu fenylooctowego. Po rozpuszczeniu wszystkich sktad-
nikow w 10 ml lodowatego kwasu octowego catos¢ ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperatu-
rze 90°C przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszonym ci$nieniem usuwa sie lotne sktadniki miesza-
niny na wyparce rotacyjnej a pozostatos¢ rozpuszcza w 100-150 ml metanolu i umieszcza sie w tem-
peraturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod
zmniejszonym cisnieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje sie 2,37 g surowego produktu (41% wago-
wo). Wzor sumaryczny: CzoHzNOsPS,. Masa czasteczkowa: 579,67 g/mol. Widmo p NMR
(121MHz, roztwoér w CDCls, & [ppm]): 6 18,98 (s); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwér w CDClg, ppm):
8 2,40 (d, J=6.5 Hz, 6H), 2,90-3,36 (m, 2H), 4,70-4,79 (m, 1H), 4,93 (s, 2H), 5,07 (d, J=10.9 Hz, 1H),
6,69-7,28 (m, 18H). Temperatura topnienia: 97-99°C.

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1l-amino-2-fenylo-
etanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzylo-
ksykarbonyl-1-amino)-2-fenyloetanofosfonowego (3,45 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwasu
bromowodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
2 godziny. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzy-
skany olej rozpuszcza sie w minimalnej iloSci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego
zmetnienia. Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu,
ktéry odsacza sie pod zmniejszonym ciSnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymu-
je sie 1,63 g (90% wagowo) bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-2-fenylo-
etanofosfonowego. Wzdér sumaryczny: C,,HsBrNO3PS,. Masa czasteczkowa: 526,45 g/mol. Widmo
P NMR (121 MHz, roztwér w DMSO-dg, & [ppm]): & 15.55 (s); Widmo ‘H NMR (300 MHz, roztwér
w DMSO-ds, ppm): 6 2,35 (d, J=7,4 Hz, 6H), 3,23-3,28 (m, 2H), 4,44-4,48 (m, 1H), 6,90-7,36
(m, 13H), 8,76 (s, 3H).

Etap 4. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-2-fenyloetanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 1,05 g (2 mmol) bromowodorku estru di-4-tiometylo-
fenylowego kwasu 1l-amino-2-fenyloetanofosfonowego otrzymanego w Etapie 3 i dodaje sie 0,43 ¢
Boc-Pro-OH (2 mmol). Cato$¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml
trietyloaminy (4 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzo-
triazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie¢ w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Nastepnie mieszaning poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstra-
huje sie trzykrotnie octanem etylu.

Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankag,
dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solankg. Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarcza-
nem magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujac, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
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sunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,91 g (71% wagowo). Wzor
sumaryczny: CsH390sN-PS,. Masa czgsteczkowa: 642,77 g/mol. Widmo 3p NMR (121 MHz, roztwor
w CDCl; & [ppm]): & 18,24 (s), 18,16 (s). Widmo *H NMR (300 MHz, roztwor w CDClg, ppm): & 1.40
(s, 9H), 1,65-1,90 (m, 4H), 2,35 (s, 6H), 3,40-3,54 (m, 4H), 4,124,15 (m, 1H), 5,00-5,10 (m, 1H), 5,19
(s, 1H), 6,94—7,18 (m, 13H). Temperatura topnienia: 49-52°C.

Etap 5. Usuniecie grupy t-Boc z dipeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu
1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowg estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego (1,08 g, 1,68 mmol) i rozpuszcza sie jg w 50% roztworze
kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej
przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie
lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza
sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w po-
staci oleju o masie 0,92 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej
estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Etap 6. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-2-fenyloetanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 5 produktu TFA*Pro-PheP(OC6H4-4-S-CH3)2 (1,06 g; 1,66 mmol) doda-
je sie 0,37 g (1,66 mmol) Boc-Val-OH. Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut
dodaje sie 0,55 ml (4,15 mmol) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol) heksaflu-
orofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi
do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowag przemywa sie kolejno:
dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solan-
ka. Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikéw produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,93 g (76% wagowo). Wzor
sumaryczny: Cz7HsgN3:0,PS,. Masa czgsteczkowa: 741,90 g/mol. Widmo p NMR (roztwor w CDClg,
& [ppm]): & 18,30 (s, 55%), 18.26 (s, 45%). Widmo ‘H NMR (roztwér w CDCls, & [ppm]): & 0,88-0,92
(m, 6H), 1,37 (s, 9H), 1,65-1,80 (m, 5H), 2,35-2,40 (m, 6H), 3,15-3,17 (m, 2H), 3,50-3,55 (m, 2H),
4,99 (s, 1H), 4,16-4,18 (m, 1H), 5,11-5,13 (m, 1H), 5,16 (s, 1H), 6,79-7,01 (m, 8H). HRMS m/z
764,2569/764.2250 (M+Na)".

Etap 7. Usuniecie grupy t-butoksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 6 pochodng tripeptydowg estru di-4-
tiometylofenylowego kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego (1,1 g, 1,48 mmol) i rozpuszcza si¢ jg
w 50% roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany
olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,83 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania biotynylowa-
nej pochodnej tripeptydowej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-2-fenyloetano-
fosfonowego.

Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 7 produkt (TFA*VaI-Pro-PheP(OC6H4-4-S-CH3)2 (2,00 g, 1,36 mmol) roz-
puszcza sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33 g, 1,36 mmol), a nastepnie doda-
je sie diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich skfadnikéw
do mieszaniny dodaje sie 0,57 g (1,50 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N’,N"-te-
trametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w uktadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,42 g,
(36% wagowo). Wzdr sumaryczny: C4HssNsO,PS;. Masa czgsteczkowa: 868,08 g/mol. Czas retencji
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(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
22,58 min. Analiza HRMS m/z 890,2820/890,2310 (M+H)".

Przyktad 7

Sposéb wytwarzania estru difenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-3-metylo-
butanofosfonowego (Bt-Val-Pro-Leu”(O-C¢Hs),, przedstawionego wzorem 7.

Etapl. Otrzymywanie estru difenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-3-metylo-
butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadio magnetyczne zawierajgcej fosforyn trifeny-
lowy (3,10 g, 10 mmol) dodaje sie karbaminian benzylu (1,51 g, 10 mmol) i 1,1 ml (10,5 mmola) alde-
hydu iso-pentylowego. Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw w 10 ml lodowatego kwasu octowego
calos¢ ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 90°C przez 4 godziny. Nastepnie pod
zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce rotacyjnej, a pozostatosé
rozpuszcza w 100-150 ml metanolu i umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu kry-
stalizacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na powietrzu.
Otrzymuje sie 2,45 g surowego produktu (54% wagowo). Wzdr sumaryczny: C,sH,sNOsP. Masa czg-
steczkowa: 453,17 g/mol. Widmo *'P NMR (121MHz, roztwor w CDCls, & [ppm]): & 19,82 (s); Widmo
'"H NMR (300 MHz, roztwor w CDCls, ppm): & 0,91 (d, J=5,6 Hz, 6H), 1,62-1,81 (m, 3H), 4,45-4,58
(m, 1H), 4,93 (d, J=10,4 Hz, 1H), 5,02 (d, J=12,2 Hz, 2H), 5,09 (d, J=12,2 Hz, 2H), 7,01-7,27 (m, 15H).

Etap 2. Otrzymywanie bromowodorku estru difenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butano-
fosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru difenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-
-1-amino)-2-metylo-butanofosfonowego (4,41 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwasu bromowodo-
rowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.
Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzyskany olej
rozpuszcza sie w minimalnej ilosci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego zmetnienia.
Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu, ktéry odsgcza
sie pod zmniejszonym ci$nieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymuje sie 1,46 g
(83% wagowo) bromowodorku estru difenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego. Wzér
sumaryczny: Ci7H»3BrNOsP. Masa czgsteczkowa: 399,06 g/mol. Widmo 3p NMR (121MHz, roztwér
w DMSO-dg, & [ppm]): 8 15,61 (s); Widmo '"H NMR (300 MHz, roztwér w DMSO-dg, 6 [ppm]): 6 0,90-0,94
(m, 6H), 1,79-1,84 (m, 3H), 4,32—4,35 (m, 1H), 7,37-8,02 (m, 10H), 8,73 (s, 3H).

Etap 3. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-
butanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,80 g (2 mmol) bromowodorku estru difenylowego kwasu
1-amino-2-metylo-butanofosfonowego otrzymanego w Etapie 2 i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH
(2 mmol). Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy
(4 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-
-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie¢ w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzy-
krotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem pota-
su (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solanka. Frakcje octanowe suszy sie bez-
wodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadniki, a na-
stepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent chloro-
form/octan etylu w stosunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne roz-
puszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,93 g
(90% wagowo). Wz6r sumaryczny: C,7H3;06N,P. Masa czasteczkowa: 516,24 g/mol. Widmo ¥p NMR
(121MHz, roztwor w CDCl3, 8 [ppm]): & 18,78 (s), 18,79 (s). Widmo '"H NMR (300 MHz, roztwor
w CDCl3, ppm): 6 0,89 (d, J=3.6, 6H), 1,36 (s, 9H), 1,36-1,79 (m, 6H), 2,73-2,78 (m, 3H), 3,27-3,33
(m, 1H), 4,24-4,26 (m, 1H), 4,87 (d, J=5.9 Hz, 1H), 6,97-7,28 (m, 10H).

Etap 4. Usunigcie grupy t-Boc z dipeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowg estru difenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego (0,83 g, 1,6 mmol) i rozpuszcza sie jg w 50% roztworze kwasu triflu-
oroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 go-
dziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne sktadniki
mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie
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i ponownie odparowuje. Czynnos¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w postaci oleju o ma-
sie 0,81 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej estru difenylo-
wego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Etap 5. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1l-amino-3-metylo-
-butanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 4 produktu TFA*Pro-Leu”(OCgHs), (0,81 g; 1,51 mmol) dodaje sie 0,33 g
(1,51 mmol) Boc-Val-OH. Cato$¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut dodaje sie
0,52 ml (3,76 mmola) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,63 g (1,66 mmol) heksafluorofosfo-
ranu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi do roz-
dzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwu-
krotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solanka.
Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikow produkt oczysz-
cza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w stosunku
objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na
wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,86 g (93% wagowo). Wzoér suma-
ryczny: Cs,HisN3O,P. Masa czasteczkowa: 615,31 g/mol. Widmo *'P NMR (roztwor w CDClg, 6 [ppm]):
18.63 (s, 40%), 18.84 (s, 60%). Widmo "H NMR (roztwor w CDCls, & [ppm]): 0,83-0,97 (m, 12H),
1,26-1,28 (m, 2H), 1,44 (s, 9H), 1,80-1,85 (m, 1H), 1,90-2,00 (m, 2H), 2,10-2,20 (m, 2H), 3,69-3,73
(m, 2H), 4,18-4,20 (m, 1H), 4,40-4,56 (m, 1H), 4,85-4,92 (m, 1H), 5,29 (s, 1H), 6,81-7,42 (m, 10H);
HRMS m/z 638.2971/638.2974 (M+Na)".

Etap 6. Usuniecie grupy t-Boc z tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 5 pochodng tripeptydowg estru difeny-
lowego kwasu 1-amino-2-metylo-propanofosfonowego (0,80 g, 1,30 mmol) i rozpuszcza sie ja w 50%
roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej.
Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej
rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,79 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania biotynylowa-
nej pochodnej tripeptydowej estru difenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Etap 7. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu
1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 6 produkt TFA*VaI-Pro-LeuP(OCGHS)Z (0,79 g, 1,26 mmol) rozpuszcza sie
w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,31 g, 1,26 mmol), a nastepnie dodaje sie diizo-
propyloamine (DIEA) w ilosci 0,54 ml (3,15 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw do mie-
szaniny dodaje sie 0,53 g (1,39 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetra-
metylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie pro-
dukt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w uktadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,29 g,
(29% wagowo). Wzoér sumaryczny: C3;Hs,NsO,PS. Masa czgsteczkowa: 741,33 g/mol. Czas retencji
(HPLC, kolumna Alitech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%—95% MeCN/45min):
19,80 min. Analiza HRMS m/z 764,3223/764,3000 (M+Na)".

Przyktad 8

Sposdb wytwarzania estru di-4-metyltiofenylowego kwasu N-(prolilobiotynylo-1-amino)-3-me-
tylo-butanofosfonowego (Bt-Pro-LeuP(O-C6H4-4-S-CH3)2, przedstawionego wzorem 8.

Etap 1. Otrzymywanie fosforynu tri-4-tiometylofenylowego.

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,2 g
(30 mmol) 4-tiometylofenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje
sie 0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (lll). Catos¢ ogrzewa sie przez szes¢ godzin w temperaturze
wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce
obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczyszczania
do reakcji syntezy estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-3-metylo-
-butanofosfonowego.
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Etap 2. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
3-metylo-butanofosfonowego.

W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-tiometylofenylowy powstaty
bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 g (10 mmol) kar-
baminianu benzylu i 1,3 ml (12 mmol) aldehydu iso-pentylowego. Po rozpuszczeniu wszystkich sktad-
nikow w 10 ml lodowatego kwasu octowego cato$¢ ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperatu-
rze 90°C przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki miesza-
niny na wyparce rotacyjnej a pozostatos¢ rozpuszcza w 100—-150 ml metanolu i umieszcza sie w tem-
peraturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod
zmniejszonym cisnieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje sie 2,35 g surowego produktu (43% wago-
wo). Wzoér sumaryczny: C,7Hi,NOsPS,. Masa czgsteczkowa: 545,65 g/mol. Widmo p NMR
(121MHz, roztwor w CDClg, & [ppm]): & 20,37 (s); Widmo *H NMR (300 MHz, roztwér w CDCls, ppm):
8 0,98 (d, J=5,8 Hz, 6H), 1,61-2,16 (m, 3H), 2,47 (s, 6H), 4,61-4,63 (m, 1H), 5,06-5,17 (m, 2H), 5,18
(s, 1H), 6,90-7,30 (m, 13H).

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-
butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(ben-
zyloksykarbonyl-1-amino)-3-metylo-butanofosfonowego (3,67 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu
kwasu bromowodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej
przez 2 godziny. Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej,
a uzyskany olej rozpuszcza sie w minimalnej ilosci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierw-
szego zmetnienia. Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji pro-
duktu, ktéry odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi.
Otrzymuije sie 1,63 g (90% wagowo) bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-3-me-
tylo-butanofosfonowego. Wzoér sumaryczny: CigH,7BrNO3PS,. Masa czgsteczkowa: 492,43 g/mol.
widmo *P NMR (121MHz, roztwér w DMSO-dg, & [ppm]): & 15,55 (s); Widmo *H NMR (300 MHz,
roztwér w DMSO-dg, ppm): 6 0,92-1,11 (m, 6H), 1,15-2,01 (m, 3H), 2,35 (s, 6H), 4,44-4,46 (m, 1H),
6,90-7,36 (m 8H), 8,76 (s, 3H).

Etap 4. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 0,98 g (2 mmol) bromowodorku estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH
(2 mmol). Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy
(4 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-
-N,N,N,N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzy-
krotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem pota-
su (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solanka. Frakcje octanowe suszy sie
bezwodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadni-
ki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent
chloroform/octan etylu w stosunku objeto$ciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt
lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt
0 masie 1,12 g (92% wagowo). Wzdor sumaryczny: C,9H4:06N,PS,. Masa czgsteczkowa: 608,75 g/mol.
Widmo *'P NMR (121MHz, roztwér w CDCls, & [ppm]): & 19,00 (s, 43%), 18,83 (s, 57%). Widmo ‘H NMR
(300 MHz, roztwér w CDCl3, ppm): 6 0,85-0,87 (m, 6H), 1,37 (s, 9H), 1,65-1,90 (m, 7H), 3,50-3,52
(m, 2H), 3,51 (s, 6H), 4,30-4,35 (m, 1H), 5,20-5,21 (m, 1H), 6,72-7,19 (m, 8H).

Etap 5. Usuniecie grupy t-Boc z pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowg estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego (1,0 g, 1,64 mmol) i rozpuszcza sie ja w 50% roztworze
kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie¢ w temperaturze pokojowej
przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie
lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza
sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$c¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w po-
staci oleju o masie 0,99 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodnej tripeptydowej
estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.
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Etap 6. Otrzymywanie biotynylowanej dipeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 5 produkt TFA* Pro-Leu”(OCgH,-4-S-CHa), (0,96 g, 1,33 mmol) rozpuszcza
sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,32 g, 1,33 mmol), a nastepnie dodaje sie
diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,58 ml (3,33 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikow
do mieszaniny dodaje sie 0,55 g (1,46 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-
-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w uktadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,21 g,
(21% wagowo). Wzdr sumaryczny: Cs4Hs7N,OsPS3. Masa czgsteczkowa: 734,24 g/mol. Czas retencji
(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
21,13 min. Analiza HRMS m/z 757,2293-757,2303 (M+Na)".

Przyktad 9

Sposob wytwarzania estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-
-1-amino)-3-metylobutanofosfonowego (Bt—VaI—Pro-LeuP(O—CGH4—4—COOCH3)2, przedstawionego wzo-
rem 9.

Etap 1. Otrzymywanie fosforynu tri-4-metylokarboksyfenylowego.

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,56 ¢
(30 mmol) 4-metylokarboksyfenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej
dodaje sie 0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (lll). Cato$¢ ogrzewa sie przez szes$¢ godzin w tempera-
turze wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wy-
parce obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczysz-
czania do reakcji syntezy estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonylo-
-1-amino)-3-metylobutanofosfonowego.

Etap 2. Otrzymywanie estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonylo-
-1-amino)-3-metylobutanofosfonowego.

W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-metylokarboksyfenylowego po-
wstaty bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 ¢
(10 mmol) karbaminianu benzylu i 1,30 ml (12 mmol) aldehydu izowalerianowego (3-metylo-
-butylowego). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw w 10 ml lodowatego kwasu octowego catos¢
ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 90°C przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszo-
nym cisnieniem usuwa sie lotne skfadniki mieszaniny na wyparce rotacyjnej a pozostato$¢ rozpuszcza
w 100-150 ml metanolu i umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji pro-
duktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod zmniejszonym ci$nieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje
sie 2,45 g surowego produktu (43% wagowo). Wzdor sumaryczny: C,9H3,NOgP. Masa czgsteczkowa:
569,54 g/mol. Widmo *'P NMR (121MHz, roztwér w CDCls, & [ppm]): & 19.53 (s); Widmo 'H NMR
(300 MHz, roztwoér w CDCl3, ppm): 6 0,90 (d, J=5.7 Hz, 6H), 1,79-1,82 (m, 3H), 3,82 (s, 6H), 4,52—4,61
(m, 1H), 5,01-5,16 (m, 3H), 6,92-7,93 (m, 13H). Temperatura topnienia: 87°C.

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylobutanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie 2,00 g estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu
N-(benzyloksykarbonylo-1-amino)-3-metylobutanofosfonowego (3,51 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roz-
tworu kwasu bromowodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny.

Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzyska-
ny olej rozpuszcza sie w minimalnej ilosci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego
zmetnienia. Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu,
ktéry odsacza sie pod zmniejszonym ciSnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymu-
je sie 1,60 g (88% wagowo) bromowodorku estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylobutanofosfonowego. Wz6r sumaryczny: C,;H,,BrNO,P. Masa czasteczkowa: 516,32 g/mol.
widmo *'P NMR (121MHz, roztwér w DMSO-ds, & [ppm]): & 16,42 (s); Widmo "H NMR (300 MHz,
roztwér w DMSO-ds, ppm): & 0,91-0,96 (m, 6H), 1,81-1,85 (m, 3H), 3,80 (s, 6H), 4,30-4,33 (m, 1H),
7,36-8,03 (m, 8H), 8,77 (s, 3H).
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Etap 4. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu
1-amino-3-metylobutanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 1,03 g (2 mmol) bromowodorku estru di-4-metylo-
karboksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylobutanofosfonowego i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH
(2 mmol). Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy
(4 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,
N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Na-
stepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solankg, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzy-
krotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem pota-
su (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solanka. Frakcje octanowe suszy sie bez-
wodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu srodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadniki, a na-
stepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent chloro-
form/octan etylu w stosunku objetosciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne roz-
puszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,78 g
(62% wagowo). Wzoér sumaryczny: CsiHsO0NoP. Masa czasteczkowa: 632,64 g/mol. Widmo
*'P NMR (121MHz, roztwér w CDCls, & [ppm]): § 19,62 (s). Widmo *H NMR (300 MHz, roztwor w CDCls,
ppm): & 0,81-0,85 (m, 6H), 1,31 (s, 9H), 1,66-2,21 (m, 7H), 3,26-3,30 (m, 2H), 3,76 (s, 6H),
4,17-4,19 (m, 1H), 4,78-4,80 (m, 1H), 7,27—7,75 (m, 8H).

Etap 5. Usuniecie grupy t-Boc 2z pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu
1-aminoetanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowg estru di-4-metylokarboksy-
fenylowego kwasu 1-amino-3-metylobutanofosfonowego (1,06 g, 1,68 mmol) i rozpuszcza sie ja
w 50% roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany
olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,86 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodne;j
tripeptydowej estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylobutano-fosfonowego.

Etap 6. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu
1-amino-3-metylobutanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 5 produktu TFA*Pro-LeuP(OCGH4-4-COOCH3)2 (1,05 g; 1,66 mmol) do-
daje sie 0,37g (1,66 mmol) Boc-Val-OH. Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie 2 minut
dodaje sie 0,55 ml (4,15 mmol) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol) heksaflu-
orofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie solankg, przenosi
do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno:
dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%), solan-
kg. Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikéw produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje
sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,84 g (69% wagowo). Wzo6r
sumaryczny: CgzeHsgN3O11P. Masa czgsteczkowa: 731,77 g/mol. Widmo p NMR (roztwor w CDCl;,
S [ppm]): & 19,83 (s, 43%), 19,55 (s, 57%). Widmo 'H NMR (roztwér w CDCls, & [ppm]):
6 0,92-0,95 (m, 12H), 1,36 (s, 9H), 1,60-2,10 (m, 8H), 3,62-3,68 (m, 2H), 3,79 (s, 6H), 4,22-4,25
(m, 1H), 4,44-4,48 (m, 1H), 4,59-5,00 (m, 1H), 5,28 (d, J=9.3 Hz), 6,70-7,19 (m, 8H).

Etap 7. Usuniecie grupy t-butoksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru di-4-metylo-
karboksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylobutanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 6 pochodng tripeptydowg estru
di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu 1-amino-3-metylobutanofosfonowego (1,05 g, 1,44 mmol)
i rozpuszcza sie jg w 50% roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje pro-
wadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromato-
grafii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce
obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie
trzykrotnie. Powstaty produkt w postaci oleju o masie 0,93 g wykorzystuje sie bez oczyszczania
do otrzymania biotynylowanej pochodnej tripeptydowej estru di-4-metylokarboksyfenylowego kwasu
1-amino-3-metylobutanofosfonowego.
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Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru di-4-metylokarboksy-
fenylowego kwasu 1-amino-3-metylobutanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 7 produkt (TFA*Val-Pro-Leu”(OCgH,-4-COOCHj), (0,99 g, 1,36 mmol) roz-
puszcza sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33 g, 1,36 mmol), a nastepnie doda-
je sie diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikow
do mieszaniny dodaje sie 0,57 g (1,50 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-
-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w uktadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,54 g,
(46% wagowo). Wzdor sumaryczny: CssHsgNsO,PS;. Masa czasteczkowa: 791,98 g/mol. Czas retencji
(HPLC, kolumna. Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
26,49 min. Analiza HRMS m/z 880,3359/880,3408 (M+Na)".

Przyktad 10

Sposéb wytwarzania estru difenylowego kwasu N-(prolilowalilobursztynylopentylo-amino-
biotynylo-1-amino)-2-fenyloetanofosfonowego, (Bt-LC—Suc—VaI—Pro-PheP(O-CGH5)2, przedstawionego
wzorem 10. W celu otrzymania tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu l-amino-
-2-fenyloetanofosfonowego wykonuje sie Etapy 1-6 opisane w Przyktadzie 3.

Etap 7. Otrzymywanie bursztynylowej tripeptydowej pochodnej estru difenylowego kwasu
1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 1 produkt (TFA*VaI-Pro-PheP(OCGH5)2 (0,88 g, 1,36 mmol) rozpuszcza sie
w octanie etylu (50 ml) i dodaje bezwodnik bursztynowy (1,5 g, 1,50 mmol). Po 5 minutach do miesza-
niny reakcyjnej dodaje sie diizopropyloetyloamine w ilosci 0,48 ml (3,44 mmol). Reakcje prowadzi sie
w temperaturze pokojowej od 12 do 24 godzin a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii
cienkowarstwowej. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 100 ml octanu etylu, a nastepnie
przemywa dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu
(5%), solanka. Frakcje organiczng suszy sie nad bezwodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu
Srodka suszgcego lotne sktadniki mieszaniny odparowuje sie na wyparce rotacyjnej pod zmniejszo-
nym cisnieniem. Otrzymuje sie docelowy produkt w ilosci 0,80 g, (91% wagowo). Wzdr sumaryczny:
CasH4oN3OgP. Masa czagsteczkowa: 649,67 g/mol. Analiza HRMS m/z 672,2451/672,1422 (M+Na)".
Czas retencji (HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%—-95%
MeCN/45min): 25,71 min. Widmo P NMR (121MHz, roztwér w DMSO-ds, & [ppm]): & 18,53 (s, 50%),
17,48 (s, 50%); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwor w DMSO-ds, & [ppm]): & 0,86-0,94 (m, 6H),
1,11-1,39 (m, 2H), 1,40-1,45 (m, 1H), 1,51-2,0 (m, 3H), 2,51-2,61 (m, 4H), 2,98-3,06 (m, 1H), 3,38-3,51
(m, 2H), 3,71-3,84 (m, 1H) 4,46-4.50 (m, 1H), 5,13-5,14 (m, 1H), 7,03-7,36 (m, 15H), 7,50 (d, J=2,1
Hz, 1H), 7,88 (d, J=9,0 Hz, 1H).

Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej bursztynylowej tripeptydowej pochodnej estru difenylo-
wego kwasu 1-amino-2-fenyloetanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 2 produkt (Suc-VaI-Pro-PheP(OC6H5)2 (88,5 mg, 0,136 mmol) rozpuszcza sie
w 2 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotynylopentyloaminy (Bt-LC-NH, (44,5 mg, 0,136 mmol),
a nastepnie dodaje sie diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 48 pl (0,344 mmol). Po rozpuszczeniu
wszystkich sktadnikbw do mieszaniny dodaje sie 57 mg (0,15 mmol) heksafluorofosforanu
O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojo-
wej przez 18 godzin. Nastepnie produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu
chromatografii HPLC w uktadzie rozpuszczalnikdw woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu
trifluorooctowego stosujgc kolumne C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje
oczekiwany produkt w ilosci 27,4 mg, (21% wagowo). Wzor sumaryczny: C,HgsN;OgPS. Masa cza-
steczkowa: 960,13 g/mol. Czas retencji (HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm,
gradient 5%-95% MeCN/45min): 19,80 min. Analiza HRMS m/z 960,4459/960,4481 (M+H)".

Przyktad 11

Sposdéb wytwarzania estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(treonylowalilofenyloalanylo-
bursztynylopentyloaminobiotynylo)-1-amino-1-[(4-guanidyno)fenylo]-metanofosfonowego (Bt-LC-Suc-Phe-
-VaI-Thr-(4-Gu)Pth(O-C6H4-4-S,-CH3)2, przedstawionego wzorem 11.

Etap 1. Otrzymywanie monoestru t-butylowego kwasu bursztynowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie kolejno bezwodnik bursztynowy (3,00 g, 30 mmol),
N-hydroksybursztynimid (1,00 g, 9 mmol) oraz dimetylopirydyne (0,35 g, 2,86 mmol) i rozpuszcza
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w toluenie (50 ml). Nastepnie dodaje sie alkohol tert-butylowy (5 ml) oraz trietyloamine (1,25 ml,
9 mmol). Cato$¢ ogrzewa sie w temperaturze wrzenia przez 24 godziny. Po schtodzeniu do mieszani-
ny poreakcyjnej dodaje sie octan etylu (50 ml) i przemywa kolejno 5% kwasem cytrynowym w wodzie,
solanka. Frakcje organiczng suszy sie nad bezwodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych
sktadnikédw na wyparce rotacyjnej otrzymuje sie brgzowy olej, ktéry rozpuszcza sie w mieszaninie
eteru dietylowego/heksanu (1/3, v/v) i pozostawia do krystalizacji w temperaturze pokojowej. Otrzymu-
je sie produkt w ilosci 3.65 g (70% wagowo). Wzoér sumaryczny: CgH1404. Masa czgsteczkowa:
174,19 g/mol. Widmo *H NMR (300 MHz, roztwér w DMSO-ds, & [ppm]): & 1,44 (s, 9H), 2,51-2,68 (m, 4H).

Etap 2. Otrzymywanie peptydu tBu-Suc-Phe-Val-Thr(O-tBu)-OH

Synteze peptydu tBu-Suc-Phe-Val-Thr(O-tBu)-OH przeprowadza sie metodg syntezy na podto-
zu statym. W tym celu do kartridza reakcyjnego odwaza sie zywice chlorotrytylowg (1,00 g, 0,92 mmol)
zawierajgcg przytgczong reszte treoniny, w ktérej reszta hydroksylowa zablokowana jest grupg tert-
butylowa, a grupa aminowa jest wolna. Zywice przemywa sie kolejno dichlorometanem (3 razy), mie-
szaning dimetyloformamid:dichlorometan (1/1, v/v; 3 razy) oraz dimetyloformamidem (3 razy). Do
przygotowanej zywicy dodaje sie Fmoc-Val-OH (0,94 g, 2,76 mmol) i dodaje sie dimetyloformamid
(2 ml). Po uptywie 5 minut do mieszaniny dodaje sie PyBOP (1,44 g, 2,76 mmol). Po uptywie dwoch
minut do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie diizopropyloetyloamine (1,2 ml). Reakcje prowadzi sie
w temperaturze pokojowej przez okoto 2 godziny a jej przebieg monitoruje sie przy uzyciu testu ninhy-
drynowego. Nastepnie calo$é przemywa sie dziesieciokrotnie dimetyloformamidem. Nastepnie do
ziaren zywicy dodaje sie 20% roztwor piperydyny w dimetyloformamidzie w celu usuniecia grupy Fmoc
i reakcje prowadzi sie trzy minuty. Po usunieciu rozpuszczalnikow ponownie dodaje sie swiezy roztwor
20% piperydyny w DMF i reakcje prowadzi sie trzy minuty. Po usunieciu rozpuszczalnikéw ponownie
dodaje sie Swiezy roztwoér 20% piperydyny w DMF i reakcje prowadzi sie 20 minut. Nastepnie catos¢
przemywa sie dziesieciokrotnie dimetyloformamidem. Do tak przygotowanej zywicy dodaje sie Fmoc-
Phe-OH (1,07 g, 2,76 mmol) i dodaje sie dimetyloformamid (2 ml). Po uptywie 5 minut do mieszaniny
dodaje sie PyBOP (1,44 g, 2,76 mmol). Po uptywie dwéch minut do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie
diizopropyloetyloamine (1,2 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez okoto 2 godzi-
ny a jej przebieg monitoruje sie przy uzyciu testu ninhydrynowego. Nastepnie cato$¢ przemywa sie
dziesieciokrotnie dimetyloformamidem. Nastepnie do ziaren zywicy dodaje sie 20% roztwér piperydy-
ny w dimetyloformamidzie w celu usuniecia grupy Fmoc i reakcje prowadzi sie trzy minuty. Po usunie-
ciu rozpuszczalnikow ponownie dodaje sie swiezy roztwor 20% piperydyny w DMF i reakcje prowadzi
sie trzy minuty. Po usunieciu rozpuszczalnikdw ponownie dodaje sie swiezy roztwér 20% piperydyny
w DMF i reakcje prowadzi sie 20 minut. Nastepnie catos¢ przemywa sie dziesieciokrotnie dimetylofor-
mamidem. Do przygotowanej zywicy dodaje sie przygotowany w Etapie 1 monoester t-butylowy kwasu
bursztynowego (0,48 g, 2,76 mmol) i dodaje sie dimetyloformamid (2 ml). Po uptywie 5 minut do mie-
szaniny dodaje sie PyBOP (1,44 g, 2,76 mmol). Po uptywie dwéch minut do mieszaniny reakcyjnej
dodaje sie diizopropyloetyloamine (1,2 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
okoto 2 godziny a jej przebieg monitoruje sie przy uzyciu testu ninhydrynowego. Nastepnie catos¢
przemywa sie kolejno: dziesieciokrotnie dimetyloformamidem, 5 razy dichlorometanem, 5 razy meta-
nolem i 5 razy heksanem. Cato$¢ suszy sie w eksykatorze nad statym P,Os przez 48 godzin. W celu
usuniecia peptydu z nodnika do zywicy dodaje sie 30% trifluoroetanolu w dichlorometanie (20 ml)
i reakcje prowadzi sie 2 godziny w temperaturze pokojowej. Roztwér zawierajgcy produkt przesgcza
sie bezposrednio z kartridza do kolby okragtodennej i usuwa sie lotne skfadniki mieszaniny na wypar-
ce rotacyjnej pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymuje sie 0,47 g produktu (88% wagowo) w postaci
z6tto-pomaranczowego oleju. Wzoér sumaryczny: CzoHys7N3Og. Masa czgsteczkowa: 577,71 g/mol.
Analiza HRMS m/z 600,3261/600,2151 (M+Na)".

Etap 3. Otrzymywanie fosforynu tri-4-tiometylofenylowego.

W tym celu do kolby okraggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,2 g
(30 mmol) 4-tiometylofenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje
sie 0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (lll). Catos¢ ogrzewa sie przez sze$¢ godzin w temperaturze
wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce
obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczyszczania
do reakcji syntezy estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-2-metylo-
-propanofosfonowego.
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Etap 4. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
1-[(4-nitro)fenylo]-metanofosfonowego.

W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-tiometylofenylowy powstaty
bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 g (10 mmol) kar-
baminianu benzylu i 1,51 (10 mmol) p-nitrobenzaldehydu. Po rozpuszczeniu wszystkich skfadnikéw
w 10 ml lodowatego kwasu octowego cato$é ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 90°C
przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na
wyparce rotacyjnej a pozostatosc¢ rozpuszcza w 100—-150 ml metanolu i umieszcza sie w temperaturze
-20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod zmniejszonym
cisnieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje sie 3,90 g surowego produktu (64% wagowo). Wzoér suma-
ryczny: CxoH»7N,O,PS,. Masa czasteczkowa: 610,64 g/mol. Widmo p NMR (121 MHz, roztwor
w CDClg, & [ppm]): & 13,66 (s); Widmo *H NMR (300 MHz, roztwor w CDCls, ppm): & 5,01-5,17
(m, 2H), 5,65 (dd, J=9,0/23,4 Hz, 1H), 6,13 (dd, J=5,7/8,8 Hz, 1H), 6,91-8,19 (m, 19H). Temperatura
topnienia: 160-161°C.

Etap 5. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
-1-[(4-amino)fenylo]-metanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie otrzymany w Etapie 4 ester di-4-tiometylofenylowy kwasu
N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-1-[(4-nitro)fenylo]-metanofosfonowy w ilosci 1,83 g (3 mmol) i roz-
puszcza sie go w octanie etylu (60 ml). Nastepnie dodaje sie SnCl, (3,30 g, 17,4 mmol) oraz wode
(1,08 ml, 60 mmol). Catos¢ ogrzewa sie w temperaturze wrzenia przez 48 godzin a przebieg reakgc;ji
monitoruje sie przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. Do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 250 ml
octanu etylu i roztwor przenosi sie do rozdzielacza. Nastepnie dodaje sie wodny roztwér wodorotlenku
sodu (1N) az pH roztworu osiggnie 7—8. Calos$¢ saczy sie przez warstwe Celitu, oddziela frakcje orga-
niczng i przemywa trzykrotnie solankg. Po wysuszeniu frakcji organicznej nad bezwodnym siarczanem
magnezu usuwa sie lotne skfadniki mieszaniny na wyparce rotacyjnej i otrzymuje produkt w ilosci 1,74 g
(99% wagowo). Wzdr sumaryczny: C,gHyoNsOsPS,. Masa czgsteczkowa: 580,65 g/mol. Widmo
*'P NMR (121 MHz, roztwér w CDClg, § [ppm]): § 17,38 (s); Widmo *H NMR (300 MHz, roztwér w CDCl,
ppm): & 4,98 (d, J=12,5 Hz, 1H), 5,06 (d, J=12,4 Hz, 1H), 5,13 (s, 2H), 5,28 (dd, J=10,1/20,1 Hz),
6,47-7,30 (m, 19H), 8,61 (d, J=10,1,1H). Temperatura topnienia: 176-178°C.

Etap 6. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-1-[(4-
-amino)fenylo]-metanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie ester di-4-tiometylofenylowy kwasu N-(benzyloksykarbonyl-
-1-amino)-1-[(4-amino)fenylo]-metanofosfonowy w ilosci 2,00 g (3,44 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roz-
tworu kwasu bromowodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce
obrotowej, a uzyskany olej rozpuszcza sie w minimalnej iloci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego
do pierwszego zmetnienia. Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystali-
zacji produktu, ktéry odsgcza sie pod zmniejszonym ci$nieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej
wagi. Otrzymuje sie 2,01 g (96% wagowo) bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu
1-amino-1-[(4-amino)fenylo]-metanofosfonowego. Wzér sumaryczny: C,1HosBroN,O3;PS,. Masa cza-
steczkowa: 608,35 g/mol. Widmo P NMR (121 MHz, roztwér w DMSO-ds, & [ppm]): 6 12,68 (s);
Wwidmo 'H NMR (300 MHz, roztwér w DMSO-dg, ppm): 6 2,43 (d, J=7,5 Hz, 6H), 5,45 (d, J=12,5 Hz),
6,81-7,43 (m, 12H), 9,21 (s, 4H).

Etap 7. Otrzymywanie N,N’-di-Boc-S-etyloizotiomocznika.

Do kolby okrggtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie tiomocznik (7,62 g,
0.1 mola) i zalewa absolutnym alkoholem etylowym. Nastepnie do roztworu dodaje sie $wiezo desty-
lowany bromoetan (8,3 ml, 0,11 mola) i cato$¢ ogrzewa w temperaturze wrzenia. Reakcje prowadzi sie
przez 4 godziny po czym lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej odparowuje na wyparce rotacyjne;.
Otrzymany olej zalewa sie eterem dietylowym (100 ml) i pozostawia do krystalizacji w temperaturze
pokojowej. Powstaty biaty krystaliczny osad odsgcza sie pod zmniejszonym ciSnieniem, przemywa
eterem dietylowym i suszy w eksykatorze nad P,0s. Wysuszony bromowodorek S-etyloizotiomocznika
odwaza sie nastepnie do kolby okrggtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne i wkraplacz
(1,85 g, 0,01 mola) i rozpuszcza w absoluthym dichlorometanie (25 ml). Nastepnie dodaje sie diwe-
glan di-tert-butylu (0,48 g, 0,022 mola) i po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej wkrapla powoli
diizopropyloetyloamine (3,6 ml, 0,022 mola). Reakcje prowadzi sie¢ w temperaturze pokojowej przez
4-5 dni a jej przebieg monitoruje metodg chromatografii cienkowarstwowej. Mieszanine poreakcyjng
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przenosi sie do rozdzielacza i przemywa kolejno solanka, 5% NaHCO;, 5% kwasem cytrynowym
i wodg. Warstwe organiczng suszy sie nad bezwodnym siarczanem magnezu i po odsaczeniu srodka
suszgcego pozostawia na powietrzu w celu krystalizacji. Produkt krystalizuje w postaci dtugich, pro-
stopadtosciennych, bezbarwnych krysztatéw, ktére odsgcza sie pod zmniejszonym ciSnieniem, prze-
mywa heksanem i suszy na powietrzu do statej wagi. Otrzymuje sie produkt w ilosci 2,55 g (84% wa-
gowo). Wzér sumaryczny: Ci3H,uN,0O,S. Masa czasteczkowa: 304,41 g/mol. Widmo 'H NMR
(300 MHz, roztwor w CDClg, ppm): 8 1,24 (t, J=4,2 Hz, 3H), 1,48 (d, J=4.1, 18H), 3,01 (q, J=7,5 Hz,
2H), 11,62 (s, 1H). Temperatura topnienia: 69°C.

Etap 8. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(treonylowalilofenyloalanylo-
bursztynylo-t-butylo)-1-amino-1-[(4-amino)fenylo]-metanofosfonowego (tBu-Suc-Phe-Val-Thr-(4-NH,)Phg"-
-(O-C¢Hs-4-S-CHy),.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie otrzymany w Etapie 2 peptyd t-Bu-Suc-Phe-Val-Thr(O-tBu)-
-OH (240 mg, 0,41 mmol) i rozpuszcza w acetonitrylu (10 ml). Nastepnie dodaje sie otrzymany w Eta-
pie 6 bromowodorek estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-1-[(4-amino)fenylo]-metano-
fosfonowego (255 mg, 0,41 mmol). Mieszanine schtadza sie w tazni lodowej i po 2 minutach dodaje
sie 0,21 ml trietyloaminy (1,48 mmol). Po 10 minutach dodaje sie 190 mg (0,49 mmol) heksafluorofos-
foranu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie przez 24 godziny
do samoistnego ogrzania do temperatury pokojowej. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojo-
wej przez 24 godziny. Z mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie lotne sktadniki na wyparce rotacyjnej,
pozostatos¢ rozpuszcza sie w octanie etylu (50 ml), przenosi do rozdzielacza i przemywa sie kolej-
no: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solanka, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%),
solankg. Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Po usunieciu $srodka su-
szgcego odparowuje sie lotne sktadniki, a otrzymany surowy produkt w ilosci 360 mg wykorzystuje sie
bezposrednio do reakcji otrzymywania estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(treo-nylowalilofenylo-
alanylobursztynylo-t-butylo)-1-amino-1-[(4-di-Boc-guanidyno)fenylo]-metanofosfonowego. Wzér suma-
ryczny: CsiHggO10NsPS,. Masa czasteczkowa: 1006,22 g/mol. Analiza HRMS m/z 1028,4043/1028,
1646 (M+Na)".

Etap 9. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(treonylowalilofenyloalanylo-
bursztynylo-t-butylo)-1-amino-1-[(4-di-Boc-guanidyno)fenylo]-metanofosfonowego (tBu-Suc-Phe-Val-Thr-
-(4-Boc,GU)Phg"(O-CeH,-4-S-CHy),.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie otrzymany w Etapie 7 ester di-4-tiometylofenylowy kwasu
N-(treonylowalilofenyloalanylobursztynylo-t-butylo)- 1-amino-1-[(4-amino)fenylo]-metanofosfonowego w iloSci
340 mg (0,33 mmol) i rozpuszcza sie w absolutnym chloroformie (30 ml). Nastepnie dodaje sie otrzy-
many w Etapie 6 N,N'-di-Boc-S-etyloizotiomocznik (155 mg, 0,49 mmol), trietyloamine (0,14 ml,
1 mmol) oraz HgCI, (850 mg, 3,9 mmol). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
48 godzin. Mieszanine poreakcyjng saczy sie przez warstwe Celitu, lotne sktadniki usuwa sie na wy-
parce rotacyjnej, pozostato$é rozpuszcza sie w octanie etylu (50 ml), przenosi do rozdzielacza i prze-
mywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem
sodu (5%), solanka. Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Po usunigciu
Srodka suszgcego odparowuje sie lotne sktadniki, a otrzymany surowy produkt w ilosci 320 mg wyko-
rzystuje sie bezposrednio do reakcji otrzymywania estru di-4-tiometylofenylowego kwasu
N-(treonylowalilofenyloalanylobursztynylo)-1-amino-1-[(4-guanidyno)fenylo]-metanofosfonowego. Wzér
sumaryczny: CgHgeO14N;PS,. Masa czgsteczkowa: 1248,49 g/mol. Analiza HRMS m/z 1270,
5310/1270,3177 (M+Na)".

Etap 10. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(treonylowalilo-
fenyloalanylobursztynylo)-1-amino-1-[(4-guanidyno)fenylo]-metanofosfonowego (Suc-Phe-Val-Thr-(4-
-Gu)Phg"(O-CeH,-4-S-CHj),.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie otrzymany w Etapie 8 ester di-4-tiometylofenylowy kwasu
N-(treonylowalilofenyloalanylobursztynylo-t-butylo)-1-amino-1-[(4-di-Boc-guanidyno)fenylo]-metanofos-
fonowego w ilosci 320 mg i rozpuszcza sie w 50% roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometa-
nie (5 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Nastepnie lotne skfadniki
mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie
i ponownie odparowuje. Czynnosc¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Nastepnie produkt izoluje sie przy uzy-
ciu chromatografii HPLC w uktadzie rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu
trifluorooctowego stosujgc kolumne C-8. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje
oczekiwany produkt w ilosci 42 mg, (18% wagowo). Wzér sumaryczny: Cy44HssN;010PS,. Masa cza-
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steczkowa: 936,04 g/mol. Czas retencji (HPLC, kolumna SunFire™ Prep, 10x250 mm, 5 um, gradient
5%-95% MeCN/45min): 23,41 min. Analiza HRMS m/z 936,3190/936,0670 (M+H)".

Etap 11. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(treonylowalilofenylo-
alanylobursztynylopyntyloaminobiotynylo)-1-amino-1-[(4-guanidyno)fenylo]-metanofosfonowego (Bt-LC-
-Suc-Phe-Val-Thr-(4-Gu)Phgp (O-CgHj4-4-S-CHs),.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie otrzymany w Etapie 9 ester di-4-tiometylofenylowy kwasu
N-(treonylowalilofenyloalanylobursztynylo)-1-amino-1-[(4-guanidyno)fenylo]-metanofosfonowego (Suc-
-Phe-Val-Thr-(4-Gu)Phg" (O-CgH4-4-S-CHs), w ilosci 10 mg (0,01 mmol) i rozpuszcza w 0,5 ml NMP
NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotynylopentyloaminy (Bt-LC-NH, (3,5 mg, 0,01 mmol), a nastepnie
dodaje sie diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 6 pl (0,03 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadni-
kéw do mieszaniny dodaje sie 4,6 mg (0,012 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-
-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin.
Nastepnie produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC
w uktadzie rozpuszczalnikéw woda-acetonitryl zawierajacych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujgc
kolumne C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci
6,8 mg, (54% wagowo). Wzor sumaryczny: CsgHgoN1101:PS3. Masa czgsteczkowa: 1246,50 g/mol.
Czas retencji (HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%—-95%
MeCN/45min): 23,97 min. Analiza HRMS m/z 1246,5017/1246,4969 (M+H)".

Przyktad 12

Sposéb wytwarzania estru di-4-metyltiofenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-
-3-metylo-butanofosfonowego (Bt—VaI-Pro—LeuP(O—CGH4-4-S—CH3)2, przedstawionego wzorem 12.

Etapy od 1 do 5 opisano w przykfadzie 8.

Etap 6. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-3-metylo-butanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 5 (Przykfad 8) produktu TFA*Pro-Leu”(OCgH,4-4-S-CHj3), (m=0,99 g;
1,59 mmol) dodaje sie 0,35 g (1,59 mmol) Boc-Val-OH. Calo$¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml).
Po uptywie 2 minut dodaje sie 0,53 ml (3,98 mmola) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,64 g
(1,7 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje pro-
wadzi sie w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng zalewa sie
solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg
przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solanka, dwukrotnie wodorowe-
glanem sodu (5%), solankg. Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunigciu lotnych
skfadnikéw produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloro-
form/octan etylu w stosunku objeto$ciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne roz-
puszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 1,02 g
(91% wagowo). Wzér sumaryczny: Cs4HsoN3O,PS,. Masa czgsteczkowa: 707,88 g/mol. Widmo P NMR
(roztwér w CDCl3, 6 [ppm]): & 18,32 (s, 60%), 19,40 (s, 60%). Widmo 'H NMR (roztwér w CDClg,
8 [ppm]): & 0,94-1,02 (m, 12H), 1,36 (s, 1H), 1,50 (s, 9H), 1,60-1,92 (m, 7H), 2,35-2,38 (m, 6H),
3,50-3,55 (m, 2H), 4,50-4,52 (m, 1H), 4,80-4,90 (m, 1H), 5,10 (s, 1H), 6,20-7,50 (m, 8H). HRMS m/s
730,2725/730,2731.

Etap 7. Usunigcie grupy t-butyloksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 6 pochodng tripeptydowg estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego (1,0 g, 1,41 mmol) i rozpuszcza sie jg
w 50% roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w tempera-
turze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany
olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,96 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania biotynylo-
wanej pochodnej tripeptydowej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-3-metylo-butano-
fosfonowego.

Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-3-metylo-butanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 7 produkt TFA*VaI-Pro-LeuP(OCGH4-4-S-CH3)2 (0,96 g, 1,33 mmol) rozpusz-
cza sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,32 g, 1,33 mmol), a nastepnie dodaje sie
diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,58 ml (3,33 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikow
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do mieszaniny dodaje sie 0,55 g (1,46 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-
-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w ukfadzie
rozpuszczalnikdw woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,49 g,
(44% wagowo). Wzor sumaryczny: CsgHsgNsO,PS3. Masa czasteczkowa: 833,31 g/mol. Czas retencji
(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
22.46 min. Analiza HRMS m/z 834,3158/834,2836 (M+H)".

Przyktad 13

Sposéb wytwarzania estru di-4-metyltiofenylowego kwasu N-(prolilowalilobiotynylo-1-amino)-
-propanofosfonowego (Bt-Val-Pro-Abu’(O-CgH4-4-S-CHs),, przedstawionego wzorem 13.

Etap 1. Otrzymywanie fosforynu tri-4-tiometylofenylowego.

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,2 g
(30 mmol) 4-tiometylofenolu i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje
sie 0,87 ml (10 mmol) chlorku fosforu (lll). Cato$¢ ogrzewa sie przez szes¢ godzin w temperaturze
wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce
obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio bez oczyszczania
do reakcji syntezy estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-pro-
panofosfonowego.

Etap 2. Otrzymywanie estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(benzyloksykarbonyl-1-amino)-
-butanofosfonowego.

W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tri-4-tiometylofenylowy powstaty
bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza sie 1,51 g (10 mmol) kar-
baminianu benzylu i 0,86 ml (12 mmol) aldehydu propionowego. Po rozpuszczeniu wszystkich skfad-
nikow w 10 ml lodowatego kwasu octowego catos¢ ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperatu-
rze 90°C przez 3 godziny. Nastepnie pod zmniejszonym ci$nieniem usuwa sie lotne sktadniki miesza-
niny na wyparce rotacyjnej a pozostatosc¢ rozpuszcza w 100-150 ml metanolu i umieszcza sie w tem-
peraturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu. Uzyskany produkt odsgcza sie pod
zmniejszonym cisnieniem i suszy na powietrzu. Otrzymuje sie 3,99 g surowego produktu (77% wago-
wo). Wzdér sumaryczny: CosHsNOsPS,. Masa czgsteczkowa: 517,11 g/mol. Widmo p NMR
(121 MHz, roztwér w CDCl3, 6 [ppm]): & 18,79 (s); Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwdr w CDCl3, ppm):
8 1,06-1,11 (t, J=14,7 Hz, 3H), 1,72-1,80 (dd, J=15,2/7,5 Hz, 1H,), 2,06-2,11 (m, 2H), 2,44 (s, 6H),
4,35-4,43 (m, 1H), 5,08-5,18 (d, J=6,6 Hz, 2H). 7,00-7,33 (m, 13H). Wspdtczynnik R; = 0,60
(CHCI3:AcOEt, 4:1, v/v). Temperatura topnienia: 107°C.

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-butano-
fosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 2,00 g estru di-4-tiometylofenylowego kwasu N-(ben-
zyloksykarbonyl-1-amino)-butanofosfonowego (3,87 mmol) i dodaje sie 5,00 ml roztworu kwasu bro-
mowodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
2 godziny. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzy-
skany olej rozpuszcza sie w minimalnej iloSci metanolu i dodaje sie eteru dietylowego do pierwszego
zmetnienia. Kolbe umieszcza sie w temperaturze -20°C na 24 godziny w celu krystalizacji produktu,
ktéry odsacza sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na wolnym powietrzu do statej wagi. Otrzymu-
je sie 1,67 g (93% wagowo) bromowodorku estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
butanofosfonowego. Wz6r sumaryczny: C;;H,3BrNO3PS,. Masa czasteczkowa: 463,00 g/mol. Widmo
P NMR (121 MHz, roztwér w DMSO-dg, & [ppm]): & 13,03 (s); Widmo *H NMR (300 MHz, roztwor
w DMSO-dg, ppm): 6 1,17-1,22 (t, J=6,3 Hz, 3H), 2,08-2,20 (m, 2H), 2,37 (s, 6H), 3,95-4,02 (m, 1H),
7,00-7,23 (m, 8H), 8,92-9,09 (d, J=6,9 Hz, 3H). Temperatura topnienia: 148°C. Wspdtczynnik
R¢= 0,21 (CHCI3:AcOEt, 4:1, v/v).

Etap 4. Otrzymywanie dipeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie 0,93 g (2 mmol) bromowodorku estru di-4-tiometylo-
fenylowego kwasu 1-amino-butanofosfonowego i dodaje sie 0,43 g Boc-Pro-OH (2 mmol). Cato$é
zalewa sie acetonitrylem (15 ml). Po 2 minutach dodaje sie 0,55 ml trietyloaminy (4 mmol). Po 10 mi-
nutach dodaje sie 0,76 g (2 mmol) heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetra-
metylouroniowego.
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Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Nastepnie mieszanine pore-
akcyjng zalewa sie solanka, przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. War-
stwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrot-
nie wodoroweglanem sodu (5%), solankg. Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem ma-
gnezu. Po usunieciu $rodka suszgcego odparowuje sie lotne skfadniki, a nastepnie produkt oczyszcza
sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu w stosunku objeto-
Sciowym 4:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wy-
parce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 1,01 g (87% wagowo). Wzor sumaryczny:
C,7H3;06N,PS,. Masa czgsteczkowa: 580,18 g/mol. Widmo %p NMR (121 MHz, roztwor w CDCls,
& [ppm]): & 18,95 (s); Widmo *H NMR (300 MHz, roztwér w CDCls, ppm): & 0,96—1,08 (m, 2H), 1,22-1,27
(m, 2H), 1,43 (s, 9H), 1,60-2,40 (m, 5H), 2,44 (s, 6H). Temperatura topnienia: 54°C. Wspotczynnik
R¢= 0,28 (CHCI;:AcOEt, 4:1, v/v).

Etap 5. Usuniecie grupy t-Boc z pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-butanofosfonowego.

Do kolby okragtodennej odwaza sie pochodng dipeptydowa estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-butanofosfonowego (1,0 g, 1,72 mmol) i rozpuszcza sie jg w 50% roztworze kwasu
trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne
sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie
w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty produkt w postaci
oleju o masie 0,96 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania pochodne;j tripeptydowej estru
di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-butanofosfonowego.

Etap 6. Otrzymywanie tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-
-butanofosfonowego.

Do powstatego w Etapie 5 produktu TFA*Pro-AbuP(OC6H4-4-S-CH3)2 (m=0,96 g; 1,62 mmol)
dodaje sie 0,36 g (1,62 mmol) Boc-Val-OH. Cato$¢ zalewa sie acetonitrylem (10 ml). Po uptywie
2 minut dodaje sie 0,54 ml (4,05 mmola) trietyloaminy. Po 10 minutach dodaje sie 0,68 g (1,8 mmol)
heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie
w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie mieszaning poreakcyjng zalewa sie solanka,
przenosi do rozdzielacza i ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu. Warstwe octanowg przemywa sie
kolejno: dwukrotnie wodorosiarczanem potasu (5%), solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu
(5%), solankg. Warstwe octanowg suszy sie siarczanem magnezu. Po usunieciu lotnych sktadnikow
produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent chloroform/octan etylu
w stosunku objetosciowym 1:4. Po zebraniu frakcji zawierajgcych produkt lotne rozpuszczalniki odpa-
rowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,97 g (88% wagowo).
Wzdor sumaryczny: CgzHyssN3O7PS,. Masa czgsteczkowa: 679,25 g/mol. Widmo 3p NMR (121 MHz,
roztwér w CDCls, & [ppm]): & 18,66 (s, 59%), 19,06 (s, 41%). Widmo 'H NMR (300 MHz, roztwor
w CDClz, ppm): 6 0,85-1,05 (m, 10H), 1,43 (s, 9H), 1,60-2,18 (m, 7H), 2,45 (s, 6H), 3,52-3,80
(m, 2H), 4,25-4,30 (m, 1H), 4,50-4,52 (d, J=6,0 Hz, 1H), 4,55-4,75 (m, 1H), 5,16-5,30 (dd,
J=9,0/33,0 Hz, 1H), 7,03-7,22 (m, 8H). Temperatura topnienia: 53°C. Wspédtczynnik R; = 0,10
(CHCI3:AcOEt, 4:1, viv).

Etap 7. Usunigcie grupy t-butyloksykarbonylowej z tripeptydowej pochodnej estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-butanofosfonowego.

Do kolby okrggtodennej odwaza sie otrzymang w Etapie 6 pochodng tripeptydowg estru di-4-tio-
metylofenylowego kwasu 1-amino-butanofosfonowego (0,95 g, 1,40 mmol) i rozpuszcza sie ja w 50%
roztworze kwasu trifluoroctowego w dichlorometanie (10 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej.
Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej
rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty
produkt w postaci oleju o masie 0,93 g wykorzystuje sie bez oczyszczania do otrzymania biotynylowa-
nej pochodnej tripeptydowej estru di-4-tiometylofenylowego kwasu 1-amino-butanofosfonowego.

Etap 8. Otrzymywanie biotynylowanej tripeptydowej pochodnej estru di-4-tiometylofenylowego
kwasu 1-amino-butanofosfonowego.

Powstaty w Etapie 7 produkt TFA*VaI-Pro-AbuP(OC6H4-4-S-CH3)2 (0,93 g, 1,34 mmol) rozpusz-
cza sie w 10 ml NMP (N-metylopirolidon) i dodaje biotyne (0,33 g, 1,34 mmol), a nastepnie dodaje sie
diizopropyloamine (DIEA) w ilosci 0,58 ml (3,35 mmol). Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikow
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do mieszaniny dodaje sie 0,56 g (1,47 mmol) heksafluorofosforanu (O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-
-tetrametylouroniowego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Nastepnie
produkt izoluje sie bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu chromatografii HPLC w ukfadzie
rozpuszczalnikow woda-acetonitryl zawierajgcych 0,05% kwasu trifluorooctowego stosujac kolumne
C-18. Frakcje zawierajgce produkt poddaje sie liofilizacji i uzyskuje oczekiwany produkt w ilosci 0,61 g,
(57% wagowo). Wzoér sumaryczny: Cs7HsoNsO,PS3. Masa czgsteczkowa: 805,28 g/mol. Czas retencji
(HPLC, kolumna Alltech Econosphere C-18 10U, 250x22 mm, gradient 5%-95% MeCN/45min):
20,55 min. Analiza HRMS m/z 828,2664/828,2648 (M+Na)".

Przyktad 14

Aktywnos¢ inhibitorowa pochodnych otrzymanych w przyktadach 1-13 wobec wybranych prote-
az serynowych i cysteinowych.

Aktywnos¢ biologiczng otrzymanych peptydowych pochodnych estrow diarylowych fosfonowych
analogéow waliny, alaniny, fenyloalaniny, 4-guanidynofenyloglicyny, leucyny i kwasu 1-amino-
mastowego zawierajgcych na N-koncu reszte biotyny przebadano pod kgtem zdolnosci do hamowania
proteolitycznej aktywnosci wybranych proteaz serynowych, a takze kontrolnych proteaz cysteinowych.
Wszystkie badania wykonano przy zastosowaniu czytnika mikroptytek Molecular Devices Spectramax
Gemini XP. Jako substratéw reakcji enzymatycznych uzyto fluorescencyjnych substratéw peptydo-
wych. Sposéb wykonania pomiaru aktywnosci otrzymanych zwigzkéw opisano ponizej dla kazdego
z testowanych enzymoéw: ludzkiej neutrofilowej elastazy (HNE), swinskiej elastazy trzustkowej (PPE),
subtylizyny (Sub), katepsyny G (CatG), proteinazy 3 (PR3), chymotrypsyny (ChTry), trypsyny (Try),
papainy (Pap) oraz katepsyny L (CatL). Pomiary aktywnosci inhibitorowej wykonano przy réznych
stezeniach inhibitorow w zakresie od 12,5 nM do 2000 nM.

Pomiar aktywnoSci inhibitorowej otrzymanych zwigzkéw wobec ludzkiej neutrofilowej elastazy
(HNE).

Pomiar aktywnosci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,01 M HEPES, 0,5 M NaCl,
0,03% Triton X-100, pH 7,5, w czasie 10 minut po uprzedniej preinkubacji roztworu enzymu i inhibitora
w 37°C w czasie 10 minut. Stezenie enzymu wynosi 0,0025 U/ml. Substrat Me-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-
-AFC o stezeniu 25 uM. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci fali wzbudzenia 400 nm i emisji 505 nm.

Pomiar aktywnoSci inhibitorowej otrzymanych zwigzkéw wobec $winiskiej trzustkowej elastazy
(PPE).

Pomiar aktywnosci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,01 M Tris-HCI, 0,05% Triton
X-100, pH 8,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibitora w 37°C
w czasie 10 minut. Stezenie enzymu wynosi 60 nM. Substrat Me-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC o stezeniu
100 puM. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci fali wzbudzenia 350 nm i emisji 460 nm.

Pomiar aktywnosci inhibitorowej ofrzymanych zwigzkéw wobec subtylizyny (Sub).

Pomiar aktywno$ci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,05 M Tris-HCI, 1M NaCl,
0,01% Triton X-100, pH 7,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibito-
ra w 37°C w czasie 10 minut. Stezenie enzymu wynosi 5nM. Substrat Me-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC
o stezeniu 5 uM. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci fali wzbudzenia 350 nm i emisji 460 nm.

Pomiar aktywnosci inhibitorowej ofrzymanych zwigzkéw wobec trypsyny (Try).

Pomiar aktywnos$ci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,1 M HEPES, 0,5M NacCl,
0,03% Triton X-100, pH 7,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibito-
ra w 37°C w czasie 10 minut. Stezenie enzymu wynosi 25 nM. Substrat Cbz-Arg-AFC o stezeniu
100 puM. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci fali wzbudzenia 400 nm i emisji 505 nm.

Pomiar aktywnosci inhibitorowej ofrzymanych zwigzkéw wobec chymotrypsyny (ChTry).

Pomiar aktywnos$ci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,1 M HEPES, 0,5M NacCl,
pH 7,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibitora w 37°C w czasie
10 minut. Stezenie enzymu wynosi 3 nM. Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC o stezeniu 5 uM. Po-
miaru dokonuje sie przy diugoéci fali wzbudzenia 350 nm i emisji 460 nm.

Pomiar aktywnosci inhibitorowej ofrzymanych zwigzkéw wobec katepsyny G (CatG).

Pomiar aktywnosci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,1 M Tris-HCI, 0,5M NaCl,
pH 7,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibitora w 37°C w czasie
10 minut. Stezenie enzymu wynosi 100 nM. Substrat MCA-Phe-Val-Thr-Gnf-Ser-Trp-Anb-NH, o ste-
zeniu 2,5 pM. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci fali wzbudzenia 325 nm i emisji 400 nm.
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Pomiar aktywnosci inhibitorowej otrzymanych zwigzkéw wobec proteinazy 3 (PR3).

Pomiar aktywnosci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,1 M Tris-HCI, 0,5M NaCl,
pH 7,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibitora w 37°C w czasie
10 minut. Stezenie enzymu wynosi 17 nM. Substrat Abz-Tyr-Tyr-Abu-Anb-NH, o stezeniu 30 uM. Po-
miaru dokonuje sie przy diugosci fali wzbudzenia 325 nm i emisji 400 nm.

Pomiar aktywnosci inhibitorowej otrzymanych zwigzkéw wobec katepsyny L (CatL).

Pomiar aktywnosci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,4 M octan sodu, 4 mM
EDTA, 8mM DTT, pH 5,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibitora
w 37°C w czasie 10 minut. Stezenie enzymu wynosi 2 ng/ml. Substrat Cbz-Phe-Arg-AMC o stezeniu
7 uM. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci fali wzbudzenia 350 nm i emisji 460 nm.

Pomiar aktywnosci inhibitorowej ofrzymanych zwigzkéw wobec papainy (Pap).

Pomiar aktywnosci wykonuje sie w temperaturze 37°C w buforze 0,4 M octan sodu, 4 mM
EDTA, 8 mM DTT, pH 5,5, w czasie 10 minut po uprzedniej pre-inkubacji roztworu enzymu i inhibitora
w 37°C w czasie 10 minut. Stezenie enzymu wynosi 25 nM. Substrat Cbz-Phe-Arg-AMC o stezeniu
4,5 uM. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci fali wzbudzenia 350 nm i emisji 460 nm.

Wyniki przedstawiono w Tabeli 1. Warto$¢ ICs, — stezenie inhibitora potrzebne do zahamowania
potowy aktywnosci enzymu po 10 min inkubac;ji.

Tabela 1
Wyniki badania aktywnosci inhibitorowej peptydowych pochodnych estrow diarylowych
fosfonowych analogéw waliny, alaniny, fenyloalaniny, 4-guanidynofenyloglicyny, leucyny
i kwasu 1-aminomastowego zawierajgcych na N-koncu reszte biotyny wobec ludzkiej neutrofilowej elastazy
(HNE), swinskiej elastazy trzustkowej (PPE), subtylizyny (Sub), katepsyny G (CatG), proteinazy 3 (PR3),
chymotrypsyny (ChTry), trypsyny (Try), papainy (Pap) oraz katepsyny L (CatlL).

HNE PPE PR3 CatG
ICs0 Kobs/[1] ICso Kous/[1] ICso Kobs/[1] ICso Kobs/[1]
[nM] [M1s1] [nM] [M1st] [nM] [M1s1] [nM] [M1s1]
1 2.1+0.1 5.5*105 23.5+4.5 49*10¢ 72.5t6 3.2%104 NI NI
2 6.5+0.3 1.8*1035 245.5+30.5 4.7*10° 728144 3.2*103 NI NI
3 NI NI NI NI NI NI 258433 4.5%103
4 5.5510.25 2.1*105 | 1355175 8.5%103 NI NI NI NI
5 NI NI 5000 2*102 NI NI NI NI
6 1.5510.05 2.5%105 NI NI NI NI 218145 5.3*103
7 Ni NI NI NI N1 NI NI NI
8 37974250 3.0*102 NI NI NI NI 10954139 1.0%103
9 5.61+0.02 2.1*105 >5000 <200 59.5+8 3.9%104 72060 1.6*103
10 NI NI NI NI NI NI 300+0.5 3.8*103
11 NI NI NI NI 603+49 3.8*102 47411556 2.4*102
12 66.5£6.5 1.7*104 288.8+10 4*103 NI NI 436122 2.6*103
13 2.75+0.05 4.2*105 23.5¢195 4.9%10¢ 22717 1.0*10¢ NI NI
ChyTr Sub Try CatL Pap
1Cs0 Kobs/[1] ICs0 Kobs/[1] 1Cso Kobs/[I] | ICso | Kows/{f] | ICso | Kobs/[I]
[nM] [Mis [nM] [Mis1] [nM] [Mis1] | [nM] | [Ms7] | [nM] | [Ms?)
1 182.543.5 6.3*103 77.5t4.5 1.5*%104 NI NI NI NI NI NI
2 NI NI 415%17 2.8*10° NI NI NI NI NI NI
3 | 20.65+0.25 | 5.6*10+ | 11.6%0.2 1.0*10s NI NI NI NI NI NI
4 NI NI 40.2+0.01 | 2.9*104 NI NI NI NI NI NI
5 156+12 7.4*103 4791057 | 2.4*10¢ NI NI NI NI NI NI
6 11.5+2.5 1.0*10% 5.610.8 2.1*105 | 3150+550 | 3.7*102 NI NI NI NI
7 123.3+4.4 | 9.4*103 76.5£1.65 1.5*%104 NI NI NI NI NI NI
8 400130 29*102 11.7+0.61 9.9%¥10¢ | 11504140 1*103 NI NI NI NI
9 2214 5.2*%104 21.2x1.2 5.4%¥104 | 26.25+0.45 | 4.4*104 NI NI NI NI
10 16.4+1.2 7.0%10¢ | 39.9514.6 2.9%104 NI NI NI NI NI NI
11 NI NI 480.5:15.5 | 2.4*10° | 424.5#9.5 | 2.7*10% [ NI NI NI NI
12 25.745 4.5*104 NI NI 612490 1.9%103 NI NI NI NI
13 970180 1.2%103 147+4 7.8*103 | 3900£200 3*102 NI NI NI NI

NI — brak inhibicji
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Przyktad 15

Detekcja aktywnej enzymatycznie subtylizyny w ptynie hodowlanym bakterii Bacillus subtilis.

Z 48 godzinnej hodowli bakterii Bacillus subtilis pobrano 10 ml roztworu i przefiltrowano przy
uzyciu filtra strzykawkowego (0,22 um) w celu usuniecia komoérek bakteryjnych. Do otrzymanego pty-
nu hodowlanego (50 pl) dodano po 1 ul roztworu badanego zawigzku (do kazdej probéwki inny zwia-
zek) o stezeniu 1 mM sporzadzonego w dimetylosulfotlenku (DMSO). Roztwory inkubowano nastepnie
w temperaturze 37°C przez 1 godzine. Do kazdego z roztworéw dodano nastepnie bufor redukujgcy
do naktadania probek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano w 100°C przez 10 minut. Na stu-
dzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 pl z otrzymanych roztworéw. Po wyko-
naniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer bialek na membrane nitrocelulo-
zowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roztworem mieka odttusz-
czonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20. Jako czynnika detekcyjnego uzyto koniuga-
tu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow dokonano za pomocg systemu obrazo-
wania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu substratu chemiluminescencyj-
nego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blotting rezultaty przedstawione
sgnaRys 1.
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Rys. 1. Wyniki analizy western blotting ptynu hodowlanego Bacillus subtilis po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia:
A, B, C — kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajgcej kolejno 2.4 (A), 1.2 (B)
i 0.6 (C) pmoli biotyny/studzienke. Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val’(OCsH4-4-S-CHa)y;
Przyktad 1], 2 [Bt-VaI-Pro-VaIP(OCGHsp)g; Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OC¢Hs),; Przyktad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCsH,-4-S-
-CHa),; Przyktad 4], 5 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCgH4-4-O-CHs),; Przyktad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCgH,-4-S-CHs),; Przyktad 6], 7 [Bt-
-Val-Pro-Leu”(OCgHs),; Przyktad 7], 8 [Bt-Pro-Leu”(OCsH4-4-S,-CHs),; Przyktad 8], 9 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCsH4-4-COOCHs3),;
Przyktad 9], 10 [Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe”(OCeHs)2; Przyktad 10], 11 [Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-(4-GuPhg)”(OCeH4-4-S-CHa),;
Przyktad 11], 12 [Bt-Val-Pro-Leu"(OCsH4-4-S-CHs)y; Przyktad 12], 13 [Bt-Val-Pro-Abu”(OCsH4-4-S-CHs); Przyktad 13].

Przyktad 16

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy subtylizyny

Przygotowano wodny roztwor subtylizyny (Sigma-Aldrich z Bacillus licheniformis, nr. 85968)
o stezeniu 0,8187 mg/ml. Roztwdr enzymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM
fosforan sodu, 150 mM chlorek sodu, pH 7,2) tak, ze korcowe stezenie enzymu wynosito 62,5 pg/ml.
Z otrzymanego roztworu pobrano po 20 ul i przeniesiono do osobnych probéwek. Do kazdej z probo-
wek dodano po 1 pl roztworu badanego zawigzku (do kazdej probdwki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM
sporzgdzonego w dimetylosulfotienku (DMSO). Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C
do kazdego dodano nastepnie bufor redukujgcy do naktadania prébek do rozdziatu elektroforetyczne-
go i gotowano w 100°C przez 10 minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono
po 10 ul z otrzymanych roztworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elek-
trotransfer biatek na membrane nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie
zablokowano 5% roztworem mleka odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20.
Jako czynnika detekcyjnego uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wyni-
kéw dokonano za pomocg systemu obrazowania molekularnego (GellLogic1500 Carestream) przy
zastosowaniu substratu chemiluminescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w tech-
nice western blotting rezultaty przedstawione sg na Rys 2.
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Rys 2. Wyniki analizy western blotting sutylizyny pochodzacej z Bacillus licheniformis po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami.
Oznaczenia: A, B, C, D — kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajacej kolejno
4,8 SA), 2,4 (B), 1,2 (C) i 0,6 (D) pmoli biotyny/studzienke. Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-
-Val"(OCgH4-4-S-CHa)y; Przyktad 1], 2 [Bt-Val-Pro-Val”(OCeHs)z; Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OC¢Hs),; Przyktad 3]F§ 4 [Bt-Val-
-Pro-Ala”(OCgH,-4-S--CHs),;  Przyktad 4;, 5 [Bt-VaI-Pro-Leup(OCGH4-4-O-CH3F)2; Przykiad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe™(OC¢Hs-4-
-S-CHjs),; Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-Leu (OCgHs),; Przyktad 7], 8 [Bt-Pro-Leu (OCgH4-4-S,-CHz3),; Przykiad 8], 9 [Bt-Val-Pro-
Leu®(OCgH,-4-COOCHs),; Przyktad 9], 10 [Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe”(OCeHs)z; Przyktad 10], 11 [Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-
-(4-GUPhQ)"(OCsH4-4-S-CHs)y; Przyktad 11], 12 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCeH,-4-S-CHa),; Przyktad 12], 13 [Bt-Val-Pro-Abu”(OCeH4-4-
-S-CHa)y; Przyktad 13].

Przyktad 17

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy katepsyny G

Przygotowano roztwér katepsyny G (Biocentrum, nr. E-002) o stezeniu 1,176 mg/ml. Roztwér
enzymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fosforan sodu, 150 mM chlorek
sodu, pH 7,2) tak, ze koncowe stezenie enzymu wynosito 62,5 pg/ml. Z otrzymanego roztworu pobra-
no po 20 pl i przeniesiono do osobnych probéwek. Do kazdej z probéwek dodano po 1 pl roztworu
badanego zawigzku (do kazdej probéwki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM sporzgdzonego w dimetylo-
sulfotlenku (DMSO). Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego roztworu dodano
nastepnie bufor redukujgcy do naktadania prébek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano
w 100°C przez 10 minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 8 ul
z otrzymanych roztworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotrans-
fer biatek na membrane nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zabloko-
wano 5% roztworem mleka odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0.05% Tween-20. Jako
czynnika detekcyjnego uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow
dokonano za pomoca systemu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zasto-
sowaniu substratu chemiluminescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice

western blotting rezultaty przedstawione sg na Rys 3.
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Rys 3. Wyniki analizy western blotting ludzkiej katepsyny G po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia: A, B, C, D
— kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajgcej kolejno 4,8 (A), 2,4 (B), 1,2 (C) i 0,6
(D) pmoli biotyny/studzienke. Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val"(OCgH4-4-S-CHs),; Przyktad 1],
2 [Bt-Val-Pro-Val”(OCgHs),; Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCqHs),; Przyktad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCsH4-4-S-CHa),; Przyktad 4],
5 [Bt-Val-Pro-Leu’(OCgH,-4-O-CHs),; Przykiad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCeH,-4-S-CHs)z; Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-Leu’-
-(OCgHs),; Przyktad 7], 8 lBt-Pro-LeuP(OC6H4-4-S,-CH3)2; Przyktad 8], 9 [Bt-VaI-Pro-LeuP$0C5H4-4-COOCH3)2; Przykiad 9],
10 [Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe™ (OCsHs),; Przyktad 10], 11 [Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-(4-GuPhg) (OCg¢Hs-4-S-CHs),; Przyktad 11],
12 [Bt-Val-Pro-Leu"(OCgH,-4-S-CHa),; Przyktad 12], 13 [Bt-Val-Pro-Abu®(OCeH4-4-S-CHs),; Przyktad 13].
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Przyktad 18

Okres$lenie limitu detekcji aktywnej katepsyny G przez zwiazek 4 [Bt-Val-Pro-Ala” (OCgH4-4-S-
-CHs)2]

Przygotowano roztwér katepsyny G (Biocentrum, E-002) o stezeniu 1,176 mg/ml. Roztwér en-
zymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fosforan sodu, 150 mM chlorek sodu,
pH 7,2) tak, ze koncowe stezenie enzymu wynosito kolejno 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml,
6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml, 1,5625 pg/ml, 0,78125 ug/ml, 0,390625 pg/ml. Z otrzymanych roztworow
pobrano po 20 ul i przeniesiono do osobnych probowek. Do kazdej z probowek dodano po 1 pl roz-
tworu badanego zawigzku Bt-Val-Pro-Ala”(OCgH,-4-S-CHs), 0 stezeniu 1 mM sporzadzonego w dime-
tylosulfotlenku (DMSO). Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego roztworu do-
dano nastepnie bufor redukujgcy do naktadania prébek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano
w 100°C przez 10 minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 ul
z otrzymanych roztworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotrans-
fer biatek na membrane nitrocelulozowa w technice western blotting. Membrane nastepnie zabloko-
wano 5% roztworem mleka odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20. Jako
czynnika detekcyjnego uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow
dokonano za pomoca systemu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zasto-
sowaniu substratu chemiluminescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice
western blotting rezultaty przedstawione sg na Rys 4.
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Rys 4. Wyniki analizy western blotting ludzkiej katepsyny G po inkubacji ze zwigzkiem zawigzku Bt-Val-Pro-Ala”(OCsH4-4-S-
-CHg),. Oznaczenia: A — kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajgcej 4,8 umoli
biotyny/studzienke. Numery 1-9 odpowiadajg katepsynie G po inkubacji z badanym zwigzkiem w ilo$ci naniesionej na studzien-
ke zelu poliakrylamidowego: 1 — 1000 ng; 2 — 500 ng; 3 — 250 ng; 4 —125 ng; 5 — 62,5 ng; 6 — 31,25 ng; 7 — 15,625 ng;
8 — 7,8125 ng; 9 — 3,90625 ng.

Przyktad 19

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy trypsyny.

Przygotowano roztwor trypsyny (AppliChem, nr. A-3964.0500) o stezeniu 1,0 mg/ml. Roztwér
enzymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fosforan sodu, 150 mM chlorek
sodu, pH 7,2) tak, ze koncowe stezenie enzymu wynosito 10 pg/ml. Z otrzymanego roztworu pobrano
po 20 ul i przeniesiono do osobnych probowek. Do kazdej z probowek dodano po 1 ul roztworu bada-
nego zawigzku (do kazdej probowki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM sporzadzonego w dimetylosulfo-
tlenku (DMSO). Po inkubaciji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego roztworu dodano na-
stepnie bufor redukujgcy do naktadania prébek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano w 100°C
przez 10 minut. Na studzienki Zzelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 pl z otrzymanych
roztworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek
na membrane nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5%
roztworem mleka odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0.05% Tween-20. Jako czynnika
detekcyjnego uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikéw dokonano
za pomocg systemu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu sub-
stratu chemiluminescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blot-
ting rezultaty przedstawione sg na Rysunku 5.
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Rysunek 5. Wyniki analizy western blotting trypsyny po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia: A, B, C — kontrola
pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w iloSci odpowiadajgcej koIeJno 4,8 (A), 2,4 (B) i 1,2 (C) pmoli bioty-
ny/stud2|enke, Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val” (OC6H4-4 -S-CHg),; Przyktad 1], 2 [Bt-Val-Pro-
val” (OCe 5)2; Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCsHs)s; Przyk’fad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCeH4-4-S-CHa)y; Przyk{ad 4], 5 [Bt-Val-
-Pro-Leu”(OCgH4-4-O- CH3)2, Przyktad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCsH4-4-S- CH3)2, Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-Leu’-(OC¢Hs),; Przy-
ktad 7], 8 [Bt-Pro-Leu”(OCsH4-4-S,-CHs); Przyktad 8], 9 [Bt-Val-Pro-Leu (OC5H4-4 COOCHj3),; Przyktad 9], 10 [Bt-LC-Suc-Val-
-Pro PheP(OCgHs),; Przyktad 10], 11 [Bt-LC-Suc- Phe Val-Thr-(4-GuPhg)”(OCeH4-4-S-CHs)z; Przyktad 11], 12 [Bt-Val-Pro-
Leu®(OCgH,-4-S-CHs)z; Przyktad 12], 13 [Bt-Val-Pro-Abu’(OCsH4-4-S-CHa),; Przyktad 13].

Przyktad 20

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy ludzkiej neutrofilowej elastazy. Przygotowano roztwor
ludzkiej neutrofilowej elastazy (Biocentrum, cat#E-001) o stezeniu 0,625 mg/ml. Roztwér enzymu roz-
cienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fosforan sodu, 150 mM chlorek sodu, pH 7,2)
tak, ze kohcowe stezenie enzymu wynosito 40 ug/ml. Z otrzymanego roztworu pobrano po 20 pl
i przeniesiono do osobnych probéwek. Do kazdej z probéwek dodano po 1 ul roztworu badanego za-
wigzku (do kazdej probowki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM sporzgdzonego w dimetylosulfotlenku
(DMSO). Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego roztworu dodano nastepnie
bufor redukujgcy do naktadania prébek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano w 100°C przez 10
minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 ul z otrzymanych roztwo-
réw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek na membra-
ne nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roztworem
mleka odttluszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20. Jako czynnika detekcyjnego
uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow dokonano za pomocg sys-
temu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu substratu chemilu-
minescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blotting rezultaty
przedstawione sg na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Wyniki analizy western blotting ludzkiej neutrofilowej elastazy po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia:
A, B, C — kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpomadajqcej kolejno 4,8 (A), 2,4 (B) i 1,2
(C) pmoli b|otyny/stud2|enke Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val® (OC6H4—4 -S-CHg),; Przyktad 1]
2 [Bt-Val-Pro-Val® (OCGH;,)Z, Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCqHs)y; Przyktad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCsH,-4-S-CHa),; Przyktad 4],

5 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCgH4-4-O-CHa)y; Przyk’fad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCqH,-4-S- CH3)2 Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-Leu -
(OCeHs)2; Przykiad 7], 8 [Bt-Pro-Leu”(OCeH4-4-S, CH3)2, Przyktad 8], 9 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCsH4-4-COOCHs3),; Przyktad 9],
10 [Bt-LC-Suc- VaI Pro-Phe™(OCeHs),; Przyktad 10], 11 [Bt-LC- Suc Phe-Val-Thr-(4-GuPhg)" (OCgHs-4-S-CHs),; Przyktad 11],
12 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCgH,-4-S-CHa),; Przyktad 12], 13 [Bt -Val-Pro-Abu”(OCH4-4-S-CHs),; Przyktad 13].

Przyktad 21

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy swinskiej elastazy trzustkowej. Przygotowano roztwor
swinskiej elastazy trzustkowej (Serva, nr. 20929) o stezeniu 1,0 mg/ml. Roztwér enzymu rozcienczono
nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fosforan sodu, 150 mM chlorek sodu, pH 7,2) tak,
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ze koncowe stezenie enzymu wynosito 12,5 pg/ml. Z otrzymanego roztworu pobrano po 20 pl i prze-
niesiono do osobnych probéwek. Do kazdej z probéwek dodano po 1 ul roztworu badanego zawigzku
(do kazdej probdéwki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM sporzadzonego w dimetylosulfotlenku (DMSO).
Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego roztworu dodano nastepnie bufor redu-
kujacy do naktadania probek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano w 100°C przez 10 minut. Na
studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 pl z otrzymanych roztworéw. Po wy-
konaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek na membrane nitrocelu-
lozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roztworem mleka odtlusz-
czonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20. Jako czynnika detekcyjnego uzyto koniuga-
tu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow dokonano za pomocg systemu obrazo-
wania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu substratu chemiluminescencyj-
nego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blotting rezultaty przedstawione
sg na Rysunku 7.
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Rysunek 7. Wyniki analizy western blotting swinskiej elastazy trzustkowej po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia:
A, B, C, D — kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajgcej kolejno 4,8 (A), 2,4 (B), 1,2
(C) i 0,6 (D) pmoli biotyny/studzienke. Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val’ (OCeH,-4-S-CHs)s;
Przyktad 1], 2 [Bt-Val-Pro-VangoceHs)z; Przykiad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCsHs)2; Przyktad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCeH4-4-S-CHa)y;
Przyktad 4], 5 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCgH,-4-O-CHs),; Przyktad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCsH4-4-S-CHs),; Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-
-Leu®-(OCgHs),; Przykiad 7]F,’ 8 [Bt-Pro-Leu”(OCgH4-4-S,-CHs),; Przyktad 8], 9 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCgsH,s-4-COOCHs),; Przyktad 9],
10 [Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe"(OC¢Hs),; Przyktad 10], 11 [Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-(4-GuPhg)"(OCsHs-4-S-CHs),; Przyktad 11],
12 [Bt-Val-Pro-Leu"(OC¢H,-4-S-CHa),; Przyktad 12], 13 [Bt-Val-Pro-Abu”(OCeH4-4-S-CHs),; Przyktad 13].

Przyktad 22

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy ludzkiej proteinazy 3.

Przygotowano roztwor ludzkiej proteinazy 3 (Elastin, nr. ML734) o stezeniu 1,0 mg/ml. Roztwor
enzymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fosforan sodu, 150 mM chlorek
sodu, pH 7,2) tak, ze koncowe stezenie enzymu wynosito 12,5 pg/ml. Z otrzymanego roztworu pobra-
no po 20 ul i przeniesiono do osobnych probéwek. Do kazdej z probéwek dodano po 1 ul roztworu
badanego zwigzku (do kazdej probowki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM sporzadzonego w dimetylosul-
fotlenku (DMSOQO). Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego dodano nastepnie
bufor redukujgcy do naktadania prébek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano w 100°C przez
10 minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 ul z otrzymanych roz-
tworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek na mem-
brane nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roztworem
mleka odtluszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20. Jako czynnika detekcyjnego
uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow dokonano za pomocg sys-
temu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu substratu chemilu-
minescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blotting rezultaty
przedstawione sg na Rysunku 8.
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Rysunek 8. Wyniki analizy western blotting ludzkiej proteinazy 3 po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia: A, B, C, D
— kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajgcej kolejno 4,8 (A), 2,4 (B), 1,2 (C)i 0,6
(D) pmoli biotyny/studzienke. Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val"(OCsH4-4-S-CHs),; Przyktad 1],
2 [Bt-Val-Pro-Val”(OCgHs),; Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCqHs),; Przyktad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCsH4-4-S-CHa),; Przyktad 4],
5 [Bt-Val-Pro-Leu’(OCgH4-4-O-CHs),; Przyktad 5], 6 [Bt-Val-Pro-PheP(OCeH4-4-S-CHs),; Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-Leu’-
(OC¢Hs),; Przyktad 7], 8 LBt-Pro-LeuP(OCGH4-4-S,-CHg)z; Przyktad 8], 9 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCsH4-4-COOCHs3),; Przyktad 9],
10 [Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe (OC¢Hs),; Przyktad 10], 11 [Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-(4-GuPhg) (OCgHs-4-S-CHs),; Przyktad 11],
12 [Bt-VaI-Pro-LeuP(OCGH4-4-S-CH3)2; Przyktad 12], 13 [Bt-VaI-Pro-AbuP(OC6H4-4-S-CH3)2; Przyktad 13].

Przyktad 23

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy chymotrypsyny.

Przygotowano roztwor ludzkiej proteinazy 3 (Sigma-Aldrich, nr. C4129) o stezeniu 1,0 mg/ml.
Roztwér enzymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fosforan sodu, 150 mM
chlorek sodu, pH 7,2) tak, ze kohcowe stezenie enzymu wynosito 62,5 ug/ml. Z otrzymanego roztworu
pobrano po 20 ul i przeniesiono do osobnych probéwek. Do kazdej z probéwek dodano po 1 ul roz-
tworu badanego zawigzku (do kazdej probdwki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM sporzadzonego w di-
metylosulfotlenku (DMSO). Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego dodano
nastepnie bufor nieredukujgcy do naktadania probek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano
w 100°C przez 10 minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 pl
z otrzymanych roztworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotrans-
fer biatek na membrane nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zabloko-
wano 5% roztworem mileka odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20. Jako
czynnika detekcyjnego uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow
dokonano za pomocg systemu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zasto-
sowaniu substratu chemiluminescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice
western blotting rezultaty przedstawione sg na Rysunku 9.
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Rysunek 9. Wyniki analizy western blotting chymotrypsyny po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia: A, B, C - kontro-
la pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajacej kolejno 4,8 (A), 2,4 (B) i 1,2 (C) pmoli bioty-
ny/studzienke. Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val’(OCsH,-4-S-CHs),; Przyktad 1], 2 [Bt-Val-
-Pro-Val’(OCgHs)z; Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCeHs),; Przykiad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCsH,-4-S-CHa),; Przykiad 4], 5 [Bt-
-Val-Pro-Leu”(OCgH4-4-O-CHs),; Przyktad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCsH4-4-S-CHa)y; Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-Leu®-(OCgHs);
Przyktad 7], 8 [Bt-Pro-Leu”(OCeH4-4-S,-CHs),; Przyktad 8], 9 [Bt-Val-Pro-Leu”(OCsH,-4-COOCH;),; Przyktad 9], 10 [Bt-LC-Suc-
-Val-Pro-Phe”(OCgHs),; Przykiad 10], 11 [Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-(4-GuPhg)"(OCeH,-4-S-CHs),; Przyktad 11], 12 [Bt-Val-Pro-
-LeuP(OCeH4-4-S-CHs),; Przyktad 12], 13 [Bt-Val-Pro-Abu”(OCeH4-4-S-CHs),; Przyktad 13].
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Przyktad 24

Okre$lenie wptywu czasu inkubacji zwigzku Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe”(OPh), przedstawionego
wzorem 10 z chymotrypsyng na poziom detekcji powstatych komplekséw enzym-badany zwigzek
w technice western blotting. Przygotowano roztwér ludzkiej proteinazy 3 (Sigma-Aldrich, nr. C4129)
o stezeniu 1,0 mg/ml. Roztwdr enzymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM fos-
foran sodu, 150 mM chlorek sodu, pH 7,2) tak, ze koncowe stezenie enzymu wynosito 62,5 pg/ml.
Z otrzymanego roztworu pobrano 200 ul i przeniesiono do osobnej probowki a nastepnie dodano 10 pl
roztworu 29 kDa badanego zawigzku Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe”(OPh), o stezeniu 1 mM sporzadzonego
w dimetylosulfotlenku (DMSO) i inkubowano w temperaturze 37°C. W okreslonych odstepach czasu
(0, 5, 10, 15, 25, 30, 45 i 60 minut) z mieszaniny reakcyjnej pobrano po 20 pl roztworu i dodano bufor
redukujgcy do nakfadania prébek do rozdziatu elektroforetycznego. Ponadto przygotowano w iden-
tyczny sposéb prébke kontrolng (kontrola negatywna), w ktérej zamiast badanego zwigzku dodano
wytgcznie DMSO. Wszystkie przygotowane w réznych czasach inkubacji probki zagotowano w 100°C
przez 10 minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 pl z otrzymanych
roztworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek na
membrane nitrocelulozowag w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roz-
tworem mleka odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0.05% Tween-20. Jako czynnika detek-
cyjnego uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikéw dokonano za po-
mocg systemu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu substratu
chemiluminescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blotting
rezultaty przedstawione sg na Rysunku 10.
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Rysunek 10. Wyniki analizy western blotting chymotrypsyny po inkubacji ze zwigzkiem Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe”(OPh), w zalez-
nosci od czasu inkubacji. Oznaczenia: A — kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilo$ci odpowiada-
jacej kolejno 2,4 pmoli biotyny/studzienke. KN — kontrola negatywna. Numery 0—7 odpowiadajg odpowiednim czasom inkubac;ji:
0-0min, 1-5min, 2 - 10 min, 3— 15 min, 4 — 25 min, 5— 30 min, 6 — 45 min, 7 — 60 min.

Przyktad 25

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy papainy.

Przygotowano roztwér ludzkiej papainy (Sigma-Aldrich, nr. 76216) o stezeniu 25,8 mg/ml. Roz-
twoér enzymu rozcienczono nastepnie buforem octanowym (0,4 M octan sodu, 4 mM EDTA, 8 mM
DTT, pH 5,5) tak, ze kohicowe stezenie enzymu wynosito 62,5 pg/ml. Z otrzymanego roztworu pobra-
no po 20 pl i przeniesiono do osobnych probéwek. Do kazdej z probéwek dodano po 1 pl roztworu
badanego zawigzku (do kazdej probdéwki inny zwigzek) o stezeniu 1 mM sporzgdzonego w dimetylo-
sulfotlenku (DMSO). Po inkubacji przez 60 minut w temperaturze 37°C do kazdego dodano nastepnie
bufor redukujgcy do naktadania prébek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano w 100°C przez
10 minut. Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 pul z otrzymanych roz-
tworéw. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek na mem-
brane nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roztworem
mleka odttuszczonego w buforze. PBS zawierajacego 0.05% Tween-20. Jako czynnika detekcyjnego
uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikow dokonano za pomocg sys-
temu obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu substratu chemilu-
minescencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blotting rezultaty
przedstawione sg na Rysunku 11.
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Rysunek 11. Wyniki analizy western blotting papainy po inkubacji z otrzymanymi zwigzkami. Oznaczenia: A, B, C, D — kontrola
pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci odpowiadajgcej kolejno 4,8 (A), 2,4 (B), 1,2 (C) i 0,6 (D) pmoli
biotyny/studzienke. Numery 1-13 odpowiadajg otrzymanym zwigzkom: 1 [Bt-Val-Pro-Val"(OC¢H4-4-S-CHs),; Przykiad 1], 2 [Bt-
Val-Pro-Val”(OC¢Hs),; Przyktad 2], 3 [Bt-Val-Pro-Phe”(OCqHs),; PFZQ/kfad 3], 4 [Bt-Val-Pro-Ala”(OCg¢H4-4-S-CHj),; Przyktad 4], 5 [Bt-
-Val-Pro-Leu”(OCgH4-4-O-CHs),; Przyktad 5], 6 [Bt-Val-Pro-Phe"(OCsH4-4-S-CHs)z; Przyktad 6], 7 [Bt-Val-Pro-Leu®-(OCgHs)s;
Przyktad 71, 8 [Bt-Pro-Leu”(OCeH4-4-S,-CHs),; Przyktad 8], 9 [Bt-VaI-Pro-LeuP£0C6H4-4-COOCH3)2; Przyktad 9], 10 [Bt-LC-Suc-
-Val-Pro-Phe”(OCgHs),; Przykiad 10], 11 [Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-(4-GuPhg)"(OCeH4-4-S-CHs),; Przyktad 11], 12 [Bt-Val-Pro-
-LeU"(OCgH4-4-S-CHa),; Przyktad 12], 13 [Bt-Val-Pro-Abu”(OCeH-4-S-CHs),; Przyktad 13].

Przyktad 26

Detekcja aktywnej enzymatycznie formy katepsyny G w lizatach ludzkich komérek krwinek jed-
nojadrzastych krwi obwodowej (PBMC).

Komorki poddano lizie stosujgc bufor 10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.5% NP-40, pH 7,5 a nastep-
nie roztwory doprowadzono do jednakowych wartosci catkowitego stezenia biatka (oznaczonego te-
stem Bradforda). Pobrano ilo$¢ roztworu odpowiadajgcg 20 ug biatka i inkubowano w buforze PBS
(pH 7,4) w obecnosci zwigzku 10 (koncowe stezenie w mieszaninie reakcyjnej wynosito 2 uM). Jako
kontroli uzyto zwigzku Bt-DAP22c (MP Biomedicals) w korncowym stezeniu 2 uM. Po inkubacji przez
60 minut w temperaturze 37°C do kazdego roztworu dodano nastepnie bufor redukujgcy do naktada-
nia prébek do rozdziatu elektroforetycznego i gotowano w 100°C przez 10 minut. Na studzienki zelu
poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono objetos¢ roztworu odpowiadajgcg 20 ug, 10 ug oraz 5 pg
biatka. Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek na mem-
brane nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roztworem
mleka odtluszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0,05% Tween-20. Jako czynnika detekcyjnego
uzyto koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Detekcji B-aktyny dokonano przy uzyciu
pierwszorzedowego przeciwciata anty-B-aktyna (mysie przeciwciato anty-aktyna, Sigma-Aldrich,
Cat#A2228) i jako drugorzedowego przeciwciata kozlecego anty-mysiego skoniugowanego zperoksy-
dazg chrzanowg (Dianova, Cat# 115-035—-003). Odczytu wynikéw dokonano za kliszy rentgenowskiej
(Amersham Hyperfiim TM ECL) przy czasie ekspozycji 60 sekund. Jako substratu uzyto zestawu ECL
Plus (GE Healthcare). Uzyskane w technice western blotting rezultaty przedstawione sg na Rysunku 12.
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Rysunek 12. Wyniki analizy western blotting lizatow ludzkich komoérek krwinek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) po
inkubacji ze zwigzkiem 10 [Bt-LC-Suc-Val-Pro-Phe”(OCsHs)z; Przyktad 10]. Oznaczenia: A, B, C — kontrola pozytywna w postaci
lizatow (A — 20 pg, B — 10 pg i C — 5 pg) lub czystej katepsyny G (D — 25 ng) inkubowanych ze zwigzkiem Bt-DAP22c
(MP Biomedicals); 1, 2, 3 —lizaty (1 — 20 ug, 2 — 10 pg i 3 -5 pg) lub czysta katepsyna G (4 — 25 ng) po inkubacji ze zwigzkiem 10.
Dolny panel przedstawia kontrole naktadania — 3-aktyne.

Przyktad 27

Okreslenie stabilnosci kompleksu subtylizyny ze zwigzkiem Bt-LC-Suc-Phe-Val-Thr-(4-
-GuPhg)"(OCgH4-4-S-CHs),.

Przygotowano wodny roztwér subtylizyny (Sigma-Aldrich z Bacillus licheniformis, nr. 85968)
o stezeniu 0,8187 mg/ml. Roztwér enzymu rozcienczono nastepnie buforem fosforanowym (100 mM
fosforan sodu, 150 mM chlorek sodu, pH 7,2) tak, ze koricowe stezenie enzymu wynosito 62,5 pg/ml.
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Z otrzymanego roztworu pobrano 200 pl i dodano 10 ul roztworu badanego zawigzku Bt-LC-Suc-Phe-
Val-Thr-(4-GuPhg)"(OCgH,-4-S-CHs), (11) o stezeniu ImM sporzadzonego w dimetylosulfotlenku
(DMSO). Po inkubaciji przez 60 minut w temperaturze 37°C mieszanine umieszczono w temperaturze
pokojowej, a nastepnie z mieszaniny reakcyjnej pobierano w réznych odstepach czasu (0 min — préb-
ka pobrana po 60 minutowej inkubacji w temperaturze 37°C, 6h, 12h, 24h, 48h, 36h, 60h, 72h) po 20 pl
roztworu i od razu dodawano do niego bufor redukujgcy do nakfadania probek do rozdziatu elektrofo-
retycznego, a nastepnie po zagotowaniu w 100°C przez 10 minut zamrazano w temperaturze -20°C.
Na studzienki zelu poliakrylamidowego (4%/12%) naniesiono po 10 ul z otrzymanych roztworow.
Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzono elektrotransfer biatek na membrane
nitrocelulozowg w technice western blotting. Membrane nastepnie zablokowano 5% roztworem mieka
odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcego 0.05% Tween-20. Jako czynnika detekcyjnego uzyto
koniugatu streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Odczytu wynikéw dokonano za pomoca systemu
obrazowania molekularnego (GelLogic1500 Carestream) przy zastosowaniu substratu chemilumine-
scencyjnego WestPICO Super Signal (Pierce). Uzyskane w technice western blotting rezultaty przed-
stawione sg na Rysunku 13.
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Rysunek 13. Wyniki analizy western blotting subtylizyny pochodzacej z Bacillus licheniformis po inkubacji ze zwigzkiem 11
w zaleznos$ci od czasu inkubacji. Oznaczenia: A, B — kontrola pozytywna w postaci biotynylowanej albuminy wotowej w ilosci
odpowiadajacej kolejno 2,4 (A) i 1,2 (B) pmoli biotyny/studzienke. Numery 1-8 odpowiadajg réznym czasom inkubacji: 1 — 0 min,
2 —6h, 3—12h, 4 — 24h, 5 - 36h, 6 — 48h, 7 — 60h, 8 — 72h.

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodne estrow diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych o wzorze ogdélnym |,
w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy sktadajgcy sie od 5 do 10
atomow wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4, R oznacza podstawnik
analogiczny do tancucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny, 4-guani-
dynofenyloglicyny lub kwasu 2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodér lub zwigzek wy-
brany z grupy obejmujacej: merkaptometyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub karboksymetyl.

2. Sposéb wytwarzania pochodnych estréw diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych
0 wzorze ogolnym |, w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy skta-
dajgcy sie od 5 do 10 atomdéw wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4,
R oznacza podstawnik analogiczny do taricucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenylo-
alaniny, 4-guanidynofenyloglicyny lub kwasu 2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodoér
lub zwigzek wybrany z grupy obejmujgcej: merkaptometyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub
karboksymetyl, znamienny tym, ze fosforyn triarlowy, otrzymany z fenolu zawierajgcego
podstawnik w pozycji para oraz chlorku fosforu (lll) w acetonitrylu, poddaje sie amidoalkilo-
waniu przy uzyciu karbaminianu benzylu, fosforynu triarlowego oraz aldehydu, takiego jak
aldehyd octowy, propionowy, izomastowy, fenylooctowy, p-nitrobenzoesowy i izowaleriano-
wy, nastepnie prowadzi sie synteze bromowodorkéw estrow diarylowych kwaséw 1-amino-
alkanofosfonowych, w ktérych odblokowuje sie ochronng grupe benzyloksykarbonylowag
(Cbz) a w kolejnym etapie poddaje sie reakcji z aminokwasem z zablokowang grupg
o-aminowg w obecno$ci odczynnika sprzegajgcego, po czym z otrzymanego fosfonodipep-
tydu po usunieciu grupy blokujgcej tert-butoksykarbonylowej (t-Boc) uzyskuje sie dipeptyd
estru difenylowego kwasu 1-aminoalkanofosfonowego, ktéry poddaje sie reakcji w obecnosci
odczynnika sprzegajgcego w sposéb analogiczny do przedstawionego powyzej z kolejnym
aminokwasem z zablokowang grupg o-aminowa, biotyng lub jej pochodna.
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3. Sposdb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako odczynnik sprzegajacy stosuje sie heksa-

fluorofosforan O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N'-tetrametylouroniowy (HBTU) w obecnosci
N,N’-diizopropyloetyloaminy (DIEA).

. Zastosowanie pochodnych estrow diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych o wzorze

ogolnym |, w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy sktadajacy sie
od 5 do 10 atomoéw wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4, R oznacza
podstawnik analogiczny do tancucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny,
4-guanidynofenyloglicyny lub kwasu 2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodor lub zwig-
zek wybrany z grupy obejmujacej: merkaptometyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub karbok-
symetyl do wytwarzania leku bedacego inhibitorem proteaz serynowych.

. Zastosowanie in vitro pochodnych estréw di arylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfonowych

0 wzorze ogolnym |, w ktérym Bt oznacza biotyne, W oznacza tgcznik weglowodorowy skta-
dajgcy sie od 5 do 10 atomow wegla, Y oznacza reszty aminokwasowe w ilosci od 0 do 4,
R oznacza podstawnik analogiczny do fancucha bocznego waliny, alaniny, leucyny, fenylo-
alaniny, 4-guanidynofenyloglicyny lub kwasu 2-aminobutanowego (Abu); X oznacza wodor
lub zwigzek wybrany z grupy obejmujacej: merkaptometyl (S-metyl), metoksyl (O-metyl) lub
karboksymetyl, jako niskoczgsteczkowych sond molekularnych do wykrywania aktywnych
katalitycznie form enzymaow.



PL 227 742 B1

Rysunki

Bt\W /Y\ P/

X
. @
0]
z'ﬁ'o’f‘o\i
X

Wzor ogélny I

Wzér 2
O
HN"«NH
0
S Qﬂ,“ E(gO
N
Seli e
Wzoér 3

39



40

PL 227 742 B1



PL 227 742 B1

_-iI

w

Wzor 10

S\

-

Q HMHW{JH@LH Ou bSO

S

s HN\fNH
NH NH,
o
Wzér 11
0
HN"‘/(
NH o s
S H %H &(8 A
N
) I&o ] Irfj _
Wzér 12
(o]
4

41



42

PL 227 742 B1

Departament Wydawnictw UPRP
Cena 7,38 zt (w tym 23% VAT)



	PL227742B1
	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DRAWINGS
	DESCRIPTION


