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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku peptydowe pochodne S-enancjomeréw estréw diarylowych kwasow
1-aminoalkilofosfonowych, sposéb ich wytwarzania oraz ich zastosowanie jako inhibitorow proteazy
NS3/4A ekspresjonowanej przez ludzki wirus zapalenia watroby typu C (HCV).

Wedtug najnowszych doniesien na swiecie okoto 130—-150 milionéw ludzi zarazonych jest wiru-
sem zapalenia watroby typu C. Dodatkowo z powodu braku skutecznej szczepionki co roku rejestruje
sie okoto 4 milionéw nowych zachorowan tym wirusem. Kazdego roku notuje sie ponad 350 tysiecy
zgondw na skutek powikfan oraz choréb towarzyszgcych infekcjom wirusa zapalenia watroby typu C.
Do nie dawna jedyng terapig byta terapia dwusktadnikowa (sktadajaca sie z interferonu i Ribavarinu),
ktéra czesto nie byta dobrze tolerowana przez pacjentéw oraz nie byta skuteczna. Dodatkowo, pojawia-
jace sie nowe genotypy wirusa okazaty sie by¢ catkowicie oporne na jej dziatanie. W maju 2011 roku,
Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) zaakceptowata dwa nowe terapeutyki (Telaprevir,
Boceprevir), ktére stosowane sg w leczeniu wirusowego zapalenia watroby typu C. Mechanizm ich dzia-
tania oparty jest na odwracalnym hamowaniu aktywnosci proteolitycznej wirusowej proteazy NS3/4A.
Inhibicja aktywnosci tego enzymu nie pozwala na powstanie nowych wiruséw zdolnych do dalszej repli-
kacji. Najwiekszym problemem zwigzanym z wykorzystaniem inhibitorow proteazy NS3/4A sg pojawia-
jace sie mutacje materiatu genetycznego, dzieki ktorym wirus uzyskuje oporno$¢ na nowe terapeutyki.
Innym problemem jest wystepowanie efektow niepozgdanych podczas stosowania wyzej wymienionych
lekéw (Chang MH, Gordon LA, Fung HB." Clin Ther 2012, 34, 2021-38; Neukam K et al. PLoS One
2015, 10, 4). Z tego tez powodu niestychanie waznym jest nieustanne poszukiwanie nowych zwigzkow
bedacych inhibitorami tej kluczowej dla cyklu zyciowego wirusa proteazy (Alkhouri N, Zein NN., Cleve
Clin J Med. 2012, 79, 213-22; Pawlotsky, JM., Gastroenterology 2014, 146, 1176-92).

Zastosowania aromatycznych estréw kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych, jako specyficznych in-
hibitoréw proteaz serynowych zostato juz wykorzystane w wielu pracach naukowych. Obecny w struk-
turze inhibitora N-koncowy fragment peptydowy odpowiada za oddziatywanie z kieszeniami S2-Sn pro-
teazy, dzieki czemu mozliwe jest uzyskanie wysokiej specyficznosci ich dziatania, tzn. wyeliminowanie
mozliwosci reakcji z innymi proteazami serynowymi, szczegdlnie inaktywacji waznych proteaz gospo-
darza. Natomiast C-koncowy region inhibitora zawiera fosfonowy analog aminokwasu, ktérego struktura
zapewnia nie tylko optymalne oddziatywanie czgsteczki z kieszenig wigzgca S1 proteazy, ale umozliwia
aparatowi katalitycznemu enzymu rozpoczecie nukleofilowego ataku na atom fosforu, co w konsekwen-
cji prowadzi do samobdjczej inaktywacji proteazy (Sienczyk, M., Oleksyszyn, J. Curr Med Chem. 2009,
16, 1673). Prezentowane zwigzki to pochodne peptydéw, jednak ich konfiguracja przy atomie wegla a
w reaktywnej czesci inhibitora odpowiada konfiguracji niebiatkowych aminokwaséw. W literaturze nau-
kowej i patentowej opisano jedynie zastosowanie peptydowych pochodnych estrow arylowych kwaséw
1-aminoalkilofosfonowych jako zwigzkéw hamujgcych aktywno$é¢ ludzkich enzymoéw proteolitycznych
takich jak m.in.: chymotrypsyna, trypsyna, elastaza neutrofilowa czy katepsyna G (Sienczyk M., Lesner
A., Wysocka M., Legowska A., Pietrusewicz E., Rolka K., Oleksyszyn J., Bioorg Med Chem. 2008, 16,
8863; Winiarski t, Oleksyszyn J, Sienczyk M., J Med Chem. 2012, 55, 6541-53; Pietrusewicz E, Sien-
czyk M, Oleksyszyn J. J Enzyme Inhib Med Chem. 2009, 24, 1229-36) lub inhibitoréw proteaz bakte-
ryjnych. Ponadto w literaturze patentowej i naukowej nie istniejg doniesienia o zastosowaniu peptydo-
wych pochodnych estréw kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych jako inhibitoréw proteazy NS3/4A ekspre-
sjonowanej przez ludzki wirus zapalenia watroby typu C (HCV). W ponizszym wynalazku prezentujemy
zwigzki o odwrotnej konfiguracji asymetrycznego atomu wegla w fosfonowym analogu aminokwasu,
odpowiadajgcej niebiatkowym aminokwasom, co zmniejsza podatnosc¢ otrzymanych pochodnych na de-
gradacje przez enzymy proteolityczne, zaréwno ludzkie, jak i wirusowe czy bakteryjne.

Istotg wynalazku sg peptydowe pochodne S-enancjomerdw estrow diarylowych kwaséw 1-ami-
noalkilofosfonowych o wzorze ogdélnym | w ktérym Ri oznacza analog proliny: pierscien piperydyny,
pierscien oktadehydroindolu, dimetylocyklopropylowg pochodng proliny lub bicykliczng pochodng pro-
liny, Rz oznacza reszte tert-butyloksykarbonylowg, kwasu pirazynokarboksylowego, pochodng hydro-
chinonu lub dipeptydowg pochodna: kwas pirazynokarboksylowy-cykloheksyloglicyna.

Sposdb wytwarzania peptydowych pochodnych S-enancjomeréw estréw diarylowych kwaséw
1-aminoalkilofosfonowych przedstawionych wzorami l1-1X oraz o wzorze ogdlnym | w ktérym Ri1 ozna-
cza analog proliny: pierscien piperydyny, pierscienn oktadehydroindolu, dimetylocyklopropylowg po-
chodng proliny lub bicykliczng pochodng proliny, Rz oznacza reszte tert-butyloksykarbonylowg, kwasu
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pirazynokarboksylowego, pochodng hydrochinonu lub dipeptydowg pochodna: kwas pirazynokarboksy-
lowy-cykloheksyloglicyna polega na tym, ze fosforyn triarlowy, otrzymany z fenolu para-merkaptomety-
lowego oraz chlorku fosforu (l1l) w acetonitrylu, poddaje sie amidoalkilowaniu przy uzyciu karbaminianu
benzylu, fosforynu tri-(4-merkaptometylo)fenylowego oraz aldehydu n-butylowego, w acetonitrylu jako
rozpuszczalniku stosujgc jako katalizator kompleks eteratu kwasu tetrafluoroborowego, po czym pro-
wadzi sie synteze bromowodorku, w ktorej odblokowuje sie ochronng grupe benzyloksykarbonylowg
(Cbz) przy uzyciu 33% roztworu kwasu bromowodorowego w kwasie octowym, w kolejnym etapie otrzy-
many bromowodorek estru di(4-merkaptometylo)fenylowego kwasu 1-aminobutanofosfonowego pod-
daje sie reakcji z proling z zablokowang grupg a-aminowg a reakcje sprzegania prowadzi sie w obec-
nosci N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) oraz heksafluorofosforan benzotriazol-1-yl-oksytripirolidino-
fosfonianu (PyBOP) jako odczynnikiem sprzegajgcym i acetonitrylem jako rozpuszczalnikiem. W na-
stepnym etapie z otrzymanego fosfonodipeptydu, usuwa sie grupe blokujaca tert-butyloksykarbonylowa
(t-Boc) przy uzyciu 50% roztworu kwasu trojfluorooctowego (TFA) w dichlorometanie (CH2Clz), po czym
odblokowany dipeptyd estru di(4-merkaptometylo)fenylowego kwasu 1-aminobutanofosfonowego pod-
daje sie reakciji z tert-butyloglicyng z zablokowang grupg a-aminowg w obecnosci N,N-diizopropyloety-
loaminy (DIPEA) oraz heksafluorofosforanem benzotriazol-1-yl-oksytripirolidinofosfonianu (PyBOP)
jako odczynnikiem sprzegajgcym i acetonitrylem jako rozpuszczalnikiem, ostatnim etapem jest usunie-
cie grupy tert-butyloksykarbonylowej (t-Boc) przy uzyciu 50% roztworu kwasu trojfluorooctowego (TFA)
w dichlorometanie (CHzCl2), a otrzymany produkt poddaje sie reakcji sprzegania z trzema réznymi gru-
pami: kwasem pirazynokarboksylowym, pochodng hydrochinonu lub dipeptydowg pochodna: kwas pi-
razynokarboksylowy-cykloheksyloglicyna, w obecnosci N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) oraz hek-
safluorofosforanembenzotriazol-1-yl-oksytripirolidinofosfonianu (PyBOP) jako odczynnikiem sprzegaja-
cym i N,N-dimetyloformamidem jako rozpuszczalnikiem.

Korzystnie w przypadku syntezy pochodnej hydrochinonu prowadzi sie finalng deprotekcje estru
tert-butylowego przy uzyciu 50% roztworu kwasu trojfluorooctowego (TFA) w dichlorometanie (CH2Clz).

Sposob wytwarzania peptydowych pochodnych S-enancjomeréw estréw diarylowych kwaséw
1-aminoalkilofosfonowych przedstawionych wzorami X—XV oraz wzorem ogélnym |, w ktérym R1 ozna-
cza analog proliny: dimetylocyklopropyloproline lub bicykliczng pochodng proliny, R2 oznacza reszte
tert-butyloksykarbonylowg, kwasu pirazynokarboksylowego, pochodng hydrochinonu lub dipeptydowg
pochodng: kwasu pirazynokarboksylowy-cykloheksyloglicyna znamienny tym, Zze uprzednio przygoto-
wany peptydowy fragment poddaje sie reakcji sprzegania z bromowodorkiem estru di(4-merkaptome-
tylo)fenylowego kwasu 1-aminobutanofosfonowego przygotowanego zgodnie z opisem powyzej. Reak-
cje sprzegania prowadzi sie w obecnosci N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) oraz heksafluorofosfora-
nem benzotriazol-1-yl-oksytripirolidinofosfonianu (PyBOP) jako odczynnikiem sprzegajgcym i N,N-di-
metyloformamidem jako rozpuszczalnikiem.

Korzystnie w przypadku syntezy pochodnej hydrochinonu prowadzi sie deprotekcje estru tert-
butylowego dla zwigzku o wzorze X przy uzyciu 50% roztworu kwasu trojfluorooctowego (TFA) w di-
chlorometanie (CH2Cl2) lub estru benzylowego dla zwigzku o wzorze Xlll przy uzyciu 33% roztworu
kwasu bromowodorowego w kwasie octowym.

Istotg wynalazku jest rowniez zastosowanie peptydowych pochodnych S-enancjomerdw estréw
diarylowych kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych o wzorze ogdlnym | w ktérym R1 oznacza analog proliny:
pierscien piperydyny, pierscief oktadehydroindolu, dimetylocyklopropylowg pochodng proliny lub bicy-
kliczng pochodng proliny, Rz oznacza reszte tert-butyloksykarbonylowa, kwasu pirazynokarboksylo-
wego, pochodng hydrochinonu lub dipeptydowg pochodng: kwas pirazynokarboksylowy-cykloheksylo-
glicyna jako nieodwracalnych inhibitorow proteazy NS3/4A o genotypach 1a oraz 1b.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach realizacji oraz na schematach
reakcji na rysunku, na ktérym:

fig. 1 przedstawia schemat syntezy zwigzkéw przedstawionych wzorami [I-IX,

fig. 2 przedstawia schemat syntezy zwigzkéw przedstawionych wzorami X—XII,

fig. 3 przedstawia schemat syntezy zwigzkéw przedstawionych wzorami XIII-XV.

Przyktad 1.

Sposdb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowego) kwasu 1-N-(N-tert-butyloksykarbonylo-
-L-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego przedstawionego wzorem 2

Etap 1. Otrzymywanie fosforynu tréj-(4-metylomerkapto)fenylowego. W tym celu do kolby okrg-
gtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie 4,1 g (29 mmol) 4-metylomerkaptofenolu
i 20 ml acetonitrylu. Po rozpuszczeniu catos¢ ogrzewa sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 90°C
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przez 2 minuty. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 0,87 ml (9,8 mmol) chlorku fosforu (ll1).
Catos¢ ogrzewa sie przez trzy godziny w temperaturze wrzenia. Nastepnie pod zmniejszonym cisnie-
niem usuwa sie lotne sktadniki mieszaniny na wyparce obrotowej. Powstaty surowy produkt w postaci
oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania, do reakcji syntezy przedstawionej w etapie 2.

Etap 2. Otrzymywanie estru di-(4-sulfidometylofenylowego) kwasu 1-N-(benzyloksykarbonylo)-
aminobutylofosfonowego. W tym celu do kolby okragtodennej — zawierajgcej fosforyn tréj-(4-merkapto-
metylo)fenylowy powstaty bezposrednio w etapie 1 — wyposazonej w mieszadto magnetyczne odwaza
sie 1,51 g (10 mmol) karbaminianu benzylu i 1,1 ml (10,5 mmol) aldehydu n-butylowego. Po rozpusz-
czeniu wszystkich sktadnikdéw w 15 ml acetonitrylu cato$¢ chtodzi sie na tazni lodowej. Nastepnie dodaje
sie 0,16 g (1 mmol) kwas tetrafluoroborowy w eterze dietylowym. Po 12 godzinach trwania reakcji
w temperaturze pokojowej usuwa sie lotne skfadniki mieszaniny na wyparce rotacyjnej pod zmniejszo-
nym cisnieniem, a pozostato$¢ rozpuszcza w 50 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 3,16 g produktu (wydajnos¢ 59%). Wzor sumaryczny: C2sHsoNOsP.
Masa czgsteczkowa: 531,1303 g/mol.

Etap 3. Otrzymywanie bromowodorku estru di-(4-sulfidometylofenylowego) kwasu-aminobutylo-
fosfonowego. Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,53 g estru di-(4-sulfidometylofenylowego) kwasu
1-N-(benzyloksykarbonylo)-aminobutylofosfonowego (1 mmol) i dodaje sie 4 ml roztworu kwasu bromo-
wodorowego (33%) w kwasie octowym. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 go-
dziny. Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, a uzyskany
olej rozpuszcza sie w minimalnej ilosci metanolu i dodaje 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 powietrzu do statej wagi. Otrzymuje sie 0,45 g (94%) pro-
duktu w postaci biatego osadu. Wzér sumaryczny: C1sH2s03NPS2Br. Masa czgsteczkowa: 478,40 g/mol.

Etap 4. Otrzymywanie estru di-(4-metylosulfidofenylowego) kwasu 1-N-(N-tert-butyloksykarbo-
nylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego. Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,37 g (0,77 mmol)
bromowodoru estru di-(4-sulfidometylofenylowego) kwasu-aminobutylofosfonowego i dodaje sie 0,20 g
Boc-Pip-OH (0,88 mmola). Cato$¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml) a po uptywie 2 minut dodaje sie
0,32 g N,N-diizopropyloetyloaminy (2,5 mmola). Po 10 minutach dodaje sie 0,43 g (0,82 mmola) PyBOP.
Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie odparowuje sie lotne sktad-
niki mieszaniny reakcyjnej, a powstaty olej rozpuszcza sie w 40 ml octanu etylu. Warstwe octanowg
przemywa sie kolejno: dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego, solanka, dwukrotnie wodorowe-
glanem sodu (5%) i solanka. Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparo-
wuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej
stosujgc jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawie-
rajacych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje
sie oczekiwany produkt o masie 0,25 g (wydajno$¢ 53%) w postaci bezbarwnego oleju. Wzér suma-
ryczny: C20H4106N2PS2. Masa czgsteczkowa: 608,75 g/mol.

Etap 5. Synteza trifluorooctanu estru di-(4-metylosulfidofenylowego) kwasu (N-L-homoprolilo)-
aminobutanofosfonowego. Do kolby okragtodennej odwaza sie 0,1 g (0,16 mmol) estru di-(4-metylosul-
fidofenylowego) kwasu 1-N-(N-tert-butyloksykarbonylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego i roz-
puszcza sie w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli kwas tréjfluoroctowy (5 ml). Reakcje
prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chroma-
tografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce
obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnosc¢ tg powtarza sie
trzykrotnie. Powstaty olej stuzy jako substrat wyjsciowy do otrzymania pochodnej w etapie 6.

Etap 6. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-(N-tert-butyloksykarbonylo-L-tert-
butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego w etapie V produktu TFA*Pip-n
ValP(OCeH4-4-SCHs3)2 0,1 g (0,16 mmola) dodaje sie 0,04 g (0,17 mmola) Boc-Tleu-OH. Catos¢ zalewa
sie acetonitrylem (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,24 g (0,4 mmola) diizopropyloetylo-
aminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,09 g (0,17 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie odparowuje sie lotne sktadniki mieszaniny reakcyjnej, a powstaty
olej rozpuszcza sie w 25 ml octanu etylu. Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie 5%
roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem
sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparo-
wuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej
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stosujac jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawie-
rajacych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje
sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktory po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu
o masie 0,03 g (wydajnos¢ 24%). Wzdr sumaryczny: CssHs207N3PS.. Masa czasteczkowa: 721,91
g/mol. Rf = 0,18 (eter naftowy: AcOEt, 2:1, v/v). 'H NMR (601 MHz, CDClz) §8.34 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
7.23-7.00 (m, 8H), 5.59 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 5.22 (m, 1H), 4.77 (m, 1H), 4.64 (m, 1H), 4.09 (m, 1H), 3.37
(m, 1H), 2.48-2.38 (m, 6H), 2.12-1.83 (m, 3H), 1.57 (m, 7H), 1.44-1.34 (m, 9H), 0.96 (s, 9H), 0.92-0.85
(m, 3H). 3P NMR (243 MHz, CDCls) 6 18.27 (s, 77%), 18.16 (s, 23%), (konformer). HRMS: otrzymano
z (Cs5Hs52N307PS2)Na*, 744.2882; znaleziono: 744.2874

Przyktad 2. Sposéb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-
-(karboksymetoksy)fenoksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego przed-
stawionego wzorem 3.

Etap 1-6 identyczne jak w przyktadzie 1.

Etap 7. Trifluorooctanu estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu (L-tert-butyloglicylo-L-homopro-
lilo)aminobutanofosfonowego. Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,03 g (0,04 mmol) estru di-(4-mety-
losulfidofenylowy) kwasu (L-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego i rozpuszcza sie
w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli kwasu tréjfluoroctowego (5 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 ob-
rotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie
trzykrotnie. Powstaty olej stuzy jako substrat wyjsciowy w etapie 8.

Etap 8. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-(N-2-(4-(2-(tert-butoksy)-2-okso-
etoksy)fenoksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego
w etapie VII produktu TFA*Tleu-Pip-nVal?(OCeH4-4-SCH3)2 0,03 g (0,04 mmola) dodaje sie 0,014 g
(0,05 mmola) kwasu 2-(4-(2-(tert-butoksy)-2-oksoetoksy)fenoksy)octowy. Catos¢ rozpuszcza sie w DMF
(~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,013 g (0,1 mmola) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach
dodaje sie 0,026 g (0,05 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg
przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml),
solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje
octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastep-
nie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent eter naftowy/octan
etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne roz-
puszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bez-
barwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,019 g (wydajno$¢ 53%).
Wzér sumaryczny: Ca4He0O10N3PS2. Masa czgsteczkowa: 886,07 g/mol.

Etap 9. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-(karboksymetoksy)feno-
ksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego. Powstaty w etapie VIII produkt
(0,019 g; 0,02 mmol rozpuszcza sie w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli kwasu
tréjfluorooctowego (5 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny, a jej prze-
bieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny po-
reakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odpa-
rowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarw-
nego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,015 g (wydajno$¢ 90%). Wzor
sumaryczny: C4oHs2010N3PS2. Masa czgsteczkowa: 829,96 g/mol Rt = 0,1, (eter naftowy: AcOEt, 1:5,
v/v). 'TH NMR (601 MHz, CDClz) §7.81 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.38-6.70 (m, 12H),
4.95-4.81 (m, 1H), 4.77-4.60 (m, 1H), 4.57-4.48 (m, 4H), 4.00-3.88 (m, 2H), 2.55 (s, 6H), 2.49-2.40 (m,
4H), 2.13-1.85 (m, 3H), 1.80-1.71 (m, 4H), 1.55-1.24 (m, 4H), 1.09-0.90 (m, 9H). 3P NMR (243 MHz,
CDCls) §20.71 (s). HRMS: otrzymano z (CaoHs2N3010PS2)Na*, 852.2729; znaleziono 852.2737.

Przyktad 3.

Sposdb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-
-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego przedstawionego wzorem 4.

Etap 1-7 identyczne jak w przyktadzie 1.

Etap 8. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-tert-
butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego w etapie VII produktu TFA*Tleu-
Pip-nVal?(OCsH4-4-SCH3)2 0,03 g (0,04 mmola) dodaje sie 0,01 g (0,08 mmola) kwasu piperazynowego.
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Catos¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,013 g (0,1 mmola) diizo-
propyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,026 g (0,05 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie
w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem
etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roz-
tworem kwasu cytrynowego (10 ml), solanka (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu
(10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje
sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosu-
jac jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawieraja-
cych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie
oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktoéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu
0 masie 0,020 g (wydajnos¢ 67%). Wzor sumaryczny: CssHisOsNsPS2. Masa czgsteczkowa: 727,86
g/mol. Rf = 0,21, (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v). IH NMR (601 MHz, CDCls) §9.36 (s, 1H), 9.10 (s, 1H),
8.71 (s, 1H), 7.25-6.94 (m, 8H), 5.10 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 4.89-4.87 (m, 1H), 4.65 (d, J = 11.1Hz, 1H),
2.39 (s, 6H), 2.30-2.05 (m, 8H), 1.84-1.36 (m, 6H), 1.10 (s, 9H), 1.03-0.85 (m, 3H). 3P NMR (243 MHz,
CDCls) 618.79 (s). HRMS: otrzymano z (CssH4sNsOsPS2)Na*, 750.2516; znaleziono 750.2518.

Przyktad 4.

Sposéb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-cy-
kloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego przedstawionego wzorem 5.

Etap 1-7 identyczne jak w przyktadzie 1.

Etap 8. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-cy-
kloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-homoprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego w etapie
VII produktu TFA*Tleu-Pip-nVal?(OCeH4-4-SCHs3)2 0,03 g (0,04 mmol) dodaje sie 0,013 g (0,05 mmol)
z (S)-2-cykloheksyl-2-(pyrazina-2-karboksyamido)octowy kwas. Cato$¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml).
Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,013 g (0,1 mmola) N,N-diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach
dodaje sie 0,026 g (0,05 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez
12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowag
przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml),
solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje
octanowe suszy bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie
produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent eter naftowy/octan etylu
w stosunku objeto$ciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpusz-
czalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarw-
nego oleju, ktory po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,018 g (wydajnos¢ 82%). Wzor
sumaryczny: Ca3Hse0O7NePS2. Masa czgsteczkowa: 867,07 g/mol. Rt = 0,07 (eter naftowy: AcOEt, 1:1,
v/v). 'H NMR (601 MHz, CDClz) 69.42 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.55 (d, J = 13.9 Hz, 1H), 8.40-
8.25 (m, 1H), 7.70-7.05 (m, 8H), 6.65-6.50 (m, 1H), 4.99-4.90 (m, 1H), 4.50-4.35 (m, 1H), 2.77-2.68
(m, 2H), 2.55-2.50 (m, 6H), 2.21-1.90 (m, 3H), 1.84-1.65 (m, 6H), 1.63-1.34 (m, 6H), 1.20 (s, 9H), 0.99
(s, 9H), 0.88-0.79 (m, 3H). 3P NMR (243 MHz, CDCl3) §19.27 (s, 79%), 18.46 (s, 21%), (konformer)
HRMS: otrzymano z (C43HssNeO7PS2)Na*, 889.3522; znaleziono: 889.3526.

Przyktad 5.

Sposdb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-(N-tert-butyloksykarbonylo-L-
-tert-butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego przedstawionego wzorem 6.

Etapy 1-3 identyczne jak w przykfadzie 1.

Etap 4. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-(N-tert-butyloksykarbonylo-L-okta-
hydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego. Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,37 g (0,77 mmol) bro-
mowodorku i dodaje sie 0,23 g Boc-Oic-OH (0,88 mmola). Cato$¢ zalewa sie acetonitrylem (15 ml).
Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,32 g diizopropyloetyloaminy (2,5 mmola). Po 10 minutach dodaje
sie 0,43 g (0,82 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin.
Nastepnie odparowuje sie lotne sktadniki mieszaniny reakcyjnej, a powstaty olej rozpuszcza sie
w 40 ml octanu etylu. Warstwe octanowa przemywa sie kolejno: dwukrotnie 5% roztworem kwasu cy-
trynowego, solankg, dwukrotnie wodoroweglanem sodu (5%) i solankg. Frakcje octanowe suszy sie
bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczysz-
cza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku
objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odpa-
rowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt o masie 0,19 g (wydajnos¢ 38%)
w postaci bezbarwnego oleju. Wzér sumaryczny: Cz2H4s06N2PS2. Masa czgsteczkowa: 648,81 g/mol.
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Etap 5. Trojfluorooctanu estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu L-tert-butyloglicylo-L-oktahy-
dro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego. Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,1 g (0,15 mmol) pro-
duktu otrzymanego w etapie 4 i rozpuszcza sie w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli
kwasu trojfluorooctowego (5 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny, a jej
przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie lotne sktadniki mieszaniny
poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie
odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty olej stuzy, jako substrat wyjsciowy uzyty
w etapie 6.

Etap 6. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-(N-tert-butyloksykarbonylo-L-tert-
butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego.

Do powstatego w etapie V produktu TFA*Qic-nValP(O-CsH4-4-SCH3)2 0,1 g (0,15 mmol) dodaje
sie 0,04 g (0,17 mmola) Boc-Tleu-OH. Catos¢ zalewa sie acetonitrylem (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty
i dodaje sie 0,24 g (0,4 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,09 g (0,17 mmol)
PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie odparowuje sie
lotne sktadniki mieszaniny reakcyjnej, a powstaty olej rozpuszcza sie w 25 ml octanu etylu. Warstwe
octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solanka
(10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solanka (10 ml). Frakcje octanowe
suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki
odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju,
ktory po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,03 g (wydajnos¢ 26%). Wzdr sumaryczny:
CasHs607N3PS2. Masa czasteczkowa: 761,97 g/mol. Rr = 0,19 (eter naftowy: AcOEt, 2:1, v/v). 'H NMR
(601 MHz, MeOD) 6 7.32-7.10 (m, 8H), 4.83-4.71 (m, 1H), 4.48-4.39 (m, 1H), 4.31-4.21 (m, 1H), 2.48
(s, 6H), 2.35-2.21 (m, 1H), 2.04-1.92 (m, 2H), 1.91-1.82 (m, 4H), 1.77-1.66 (m, 6H), 1.57-1.49 (m, 3H),
1.47 (s, 9H), 1.37-1.25 (m, 2H), 1.02 (s, 9H), 1.01-0.91 (m, 3H). 3P NMR (243 MHz, MeOD) 6 18.63.
HRMS: otrzymano z (CzsHssN3O7PS2)Na*, 784.3195; znaleziono: 784.3189.

Przyktad 6.

Sposdéb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-(karboksyme-
toksy)fenoksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego indolo)ami-
nobutanofosfonowego przedstawionego wzorem 7.

Etapy 1-6 identyczne jak w przyktadzie 5

Etap 7. Synteza tréjfluorooctanu estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu (L-tert-butyloglicylo-L-
oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego. Do kolby okrggtodennej odwaza sie 0,03 g (0,04 mmol)
produktu otrzymanego w etapie 6 i rozpuszcza sie w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie
powoli kwasu tréjfluorooctowego (5 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
i ponownie odparowuje. Czynno$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty iloSciowo produkt w postaci
z6ttego olej stuzy, jako substrat wyjsciowy w etapie 8.

Etap 8. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-(N-2-(4-(2-(tert-butoksy)-2-okso-
etoksy)fenoksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego. Do po-
wstatego w etapie VII produktu TFA*Tleu-Oic-nVal?(OCesHs-4-SCH3)2 0,03 g (0,04 mmola) dodaje sie
0,014 g (0,05 mmola) kwasu 2-(4-(2-(tert-butoksy)-2-oksoetoksy)fenoksy)octowego. Catosé rozpuszcza
sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,013 g (0,1 mmola) diizopropyloetyloaminy. Po
5 minutach dodaje sie 0,026 g (0,05 mmola) PyBOB. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowe;j
przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciehcza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octa-
nowa przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego
(10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml).
Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje si¢ lotne rozpuszczalniki,
a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naf-
towy/octan etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt,
lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w po-
staci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,021 g (wydajnos¢
45%). Wzbr sumaryczny: Ca7Hs4010N3PS2. Masa czgsteczkowa: 926,13 g/mol.
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Etap 9. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-(karboksymetoksy)feno-
ksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego indolo)aminobutano-
fosfonowego. Powstatly w etapie 7 produkt (0,021 g; 0,02 mmol) rozpuszcza sie w dichlorometanie
(5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli kwasu tréjfluorooctowego (5 ml). Reakcje prowadzi sie w tempe-
raturze pokojowej przez 2 godziny, a jej przebieg monitoruje sie metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej. Nastepnie lotne skfadniki mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie na wyparce obrotowej, uzyskany olej
rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Otrzymuje sie
oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktoéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu
o masie 0,017 g (wydajnos¢ 98%). Wzoér sumaryczny: CasHseO10N3PS2. Masa czasteczkowa: 829,96
g/mol. Rf = 0,1, (eter naftowy: AcOEt, 1:5, v/v). IH NMR (601 MHz, CDCls) §7.63 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
7.28-6.71 (m, 12H), 4.83-4.54 (m, 4H), 4.47 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 4.154.06 (m, 1H), 3.52 (s, 1H), 2.77
(s, 1H), 2.55-2.45 (m, 6H), 2.28-2.16 (m, 2H), 2.10-1.67 (m, 8H), 1.65-1.26 (m, 6H), 0.98 (s, 9H), 0.95-
0.87 (m, 3H). 3P NMR (243 MHz, CDCl3) 6 19.44 (s). HRMS: otrzymano z (CasHssN3O10PS2)Na*,
892.3043; znaleziono 892.3041.

Przyktad 7.

Sposob wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-
-tert-butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego przedstawionego wzorem 8.

Etapy 1-7 identyczne jak w przyktadzie 5.

Etap 8. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-tert-
butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego w etapie VII produktu
TFA*Tleu-Oic- nValP(OCsHs-4-SCHz)2 0,03 g (0,04 mmola) dodaje sie 0,01 g (0,08 mmola) kwas pipe-
razynowy. Cato$¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,013 g
(0,1 mmola) diizopropyloetyloaminy. Po 5minutach dodaje sie 0,026 g (0,05 mmola) PyBOP. Reakcje
prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciehcza
sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrot-
nie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solanka (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodorowe-
glanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu.
Odparowuije sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolum-
nowej stosujgc jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakcji
zawierajgcych oczekiwany produkt, lothe rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzy-
muje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego
osadu o masie 0,015 g (wydajno$¢ 48%). Wzér sumaryczny: CssHs00OeNsPS2. Masa czgsteczkowa:
767,94 g/mol. Rf = 0,04, (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v). *H NMR (601 MHz, CDClIz) 69.40 (s, 1H), 8.78
(s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.39 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 7.45-7.34 (m, 2H), 7.26-7.11 (m, 6H), 4.79-4.76 (m, 1H),
4.50-4.33 (m, 2H), 2.72 (s, 2H), 2.48 (s, 6H), 2.31-2.26 (m, 1H), 2.08-1.98 (m, 2H), 1.82-1.72 (m, 6H),
1.49-1.28 (m, 6H), 1.15 (s, 9H), 1.00-0.95 (m, 3H). 3P NMR (243 MHz, CDCls) 6 18.07 (s). HRMS:
otrzymano z (CzsHsoNsOsPS2)Na*, 790.2838; znaleziono 790.2827.

Przyktad 8. Sposdb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazy-
loksykarbonylo-L-cykloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfono-
wego przedstawionego wzorem 9.

Etapy 1-7 identyczne jak w przykfadzie 5.

Etap 8. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-cy-
kloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-oktahydro-1H-indolo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego
w etapie VII produktu TFA*Tleu-Oic-nVal?(OCeH4-4-SCHs)2 0,03 g (0,04 mmola) dodaje sie 0,013 g
(0,05 mmol) z (S)-2-cykloheksyl-2-(pyrazylo-2-karboksyamido)octowy kwas. CatosS¢ rozpuszcza sie
w DMF (=5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,013 g (0,1 mmola) diizopropyloetyloaminy. Po
5 minutach dodaje sie 0,026 g (0,05 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej
przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciehcza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octa-
nowa przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego
(10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml).
Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki,
a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent eter naf-
towy/octan etylu w stosunku objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt,
lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w po-
staci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,013 g (wydajnosc¢
29%). Wzér sumaryczny: CasHesO7NePS2. Masa czasteczkowa: 907,14 g/mol. *H NMR (601 MHz,
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CDClz) 69.45 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.30 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.24-7.10 (m, 8H), 4.85-4.77
(m, 1H), 4.65 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.60-4.40 (m, 2H), 4.29-4.23 (m, 1H), 2.5 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 2.08-
1.86 (m, 6H), 1.81-1.61 (m, 12H), 1.49-1.38 (m, 3H), 1.20-1.07 (m, 7H), 0.98 (s, 9H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz,
3H). 3P NMR (243 MHz, CDClIs) §18.48 (s). HRMS: otrzymano z (C4sHesNsO7PS2)Na*, 929.3835; zna-
leziono 929.3832.

Przyktad 9. Sposéb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-
-(karboksymetoksy)fenoksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-dimetylocyklopropyloprolilo)aminobutanofos-
fonowego przedstawionego wzorem 10.

Etap 1. Synteza estru metylowego kwasu (1R,2S,5S)-3-((S)-2-((tert-butoksykarbonyl)amino)-3,3-
-dimetylobutano)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksanowego. W mieszaninie DCM/DMF (25 mL, 1:1,
v/v) rozpuszczono 0,55 g Boc-Tleu-OH (2,36 mmol) nastepnie dodano 0,44 g (1R,5R)-3-(metoksykar-
bonyl)-6,6-dimetyl-2-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-ium chlorku (2,16 mmol); 0,66 g NMM (6,5 mmol) oraz
1,12 g PyBOP (2,16 mmol). Reakcja prowadzona byta przez 24 godziny na mieszadle magnetycznym
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano 5% roztwér kwasu cytryno-
wego (20 mL). Nastepnie mieszanine reakcyjng przemyto DCM (3x20 mL). Potaczone frakcje orga-
niczne przemyto kolejno: 5% roztworem kwasu cytrynowego (20 mL), woda (20 mL), 5% roztworem
wodoroweglanu sodu oraz solankg. Warstwe organiczng suszono bezwodnym siarczanem magnezu,
przesaczono a nastepnie odparowano. Surowy produkt oczyszczono za pomocg techniki chromatografii
kolumnowej. Otrzymano 0,49 g (wydajno$¢ 59%) produktu w postaci bezbarwnego oleju. Wzér suma-
ryczny: C20H340sN2. Masa czgsteczkowa: 382,50 g/mol.

Etap 2. Synteza kwasu (1R,2S,5S)-3-((S)-2-((tert-butoksykarbonyl)amino)-3,3-dimetylobutano)-
-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]lheksanowego. W mieszaninie MeOH/THF/H20 (10 mL, 1:1:1, v/viv)
rozpuszczono 0,1 g (0,26 mmol) produktu otrzymanego w etapie 1. Nastepnie dodano 260 uL 1M roz-
tworu LIOH w wodzie (0,26 mmol). Przebieg reakcji monitorowano przy uzyciu techniki TLC. Po zakon-
czeniu reakcji (2—3 godziny) do mieszaniny reakcyjnej dodano 5% roztwor kwasu cytrynowego i dopro-
wadzono do pH=4. Nastepnie mieszanine reakcyjng przemyto DCM (3x20 mL). Potgczone frakcje or-
ganiczne przemyto kolejno: 5% roztworem kwasu cytrynowego (20 mL), wodg (20 mL), 5% roztworem
wodoroweglanu sodu oraz solankg. Warstwe organiczng suszono bezwodnym siarczanem magnezu,
przesgczono a nastepnie odparowano. Surowy produkt w postaci bezbarwnego oleju (0,09 g, wydaj-
nosé: 94%) uzyty zostat do syntezy w nastepnym etapie. Rt = 0,06 (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v).
HRMS: otrzymano z (C19H32N20s)Na*, 391.2209; znaleziono: 391.2211.

Etap 3. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu (-L-dimetylocyklopropyloprolilo)amino-
butanofosfonowego. Do powstatego w etapie Il produktu 0,09 g (0,24 mmol) dodaje sie 0,12 g (0,25
mmola) bromowodorku estru di-(4-sulfidometylofenylowego) kwasu-aminobutylofosfonowego. Catos¢
rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,081 g (0,63 mmol) diizopropylo-
etyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,15 g (0,28 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperatu-
rze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml).
Warstwe octanowa przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu
cytrynowego (10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i so-
lankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne
rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc jako
eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych ocze-
kiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany
produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,11 g
(wydajnosé 61%). Wzoér sumaryczny: Cs7HssO7NsPS2. Masa czasteczkowa: 747,95 g/mol. Rr = 0,12,
(eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v).

Etap 4. Synteza trifluorooctanu estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu (-L-dimetylocyklopropy-
loprolilo)aminobutanofosfonowego. Powstaty w etapie Il produkt (0,1 g; 0,13 mmol) rozpuszcza sie
w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli kwasu trojfluorooctowego (5 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 ob-
rotowej, uzyskany olej rozpuszcza sie w toluenie i ponownie odparowuje. Czynnos$¢ tg powtarza sie
trzykrotnie. Powstaty olej stuzy, jako substrat wyjsciowy w nastepnym etapie.

Etap 5. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-(N-2-(4-(2-(tert-butoksy)-2-okso-
etoksy)fenoksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-dimetylocyklopropyloprolilo)aminobutanofosfonowego. Do
powstatego w etapie IV produktu 0,08 g (0,1 mmol) dodaje sie 0,028 g (0,1 mmola) kwasu 2-(4-(2-(tert-
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butoksy)-2-oksoetoksy)fenoksy)octowego. Catosé rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 mi-
nuty i dodaje sie 0,026 g (0,2 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,052 g
(0,12 mmol) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mie-
szanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowa przemywa sie kolejno: dwu-
krotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie
5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwod-
nym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie
metodg chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetoscio-
wym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie
na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry po liofili-
zacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,04 g (wydajnos¢ 44%). Wzér sumaryczny: CasHe2010N3PSz2.
Masa czgsteczkowa: 912,11 g/mol.

Etap 6. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-(karboksymetoksy)feno-
ksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-dimetylocyklopropyloprolilo)aminobutanofosfonowego.

Powstaly w etapie V produkt (0,04 g; 0,04 mmol) rozpuszcza sie w dichlorometanie (5 ml),
a nastepnie dodaje sie powoli kwasu tréjfluorooctowego (5 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej 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. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Otrzymuje sie
oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktoéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu
o masie 0,03 g (wydajnos¢ 88%). Wzdr sumaryczny: Ca2Hs4010N3PS2. Masa czgsteczkowa: 856,00
g/mol Rf = 0,03, (eter naftowy: AcOEt, 1:3, v/v). 1H NMR (601 MHz, CDClzs) 6 7.67-6.67 (m, 12H), 5.62
(s, 1H), 5.41-5.27 (m, 1H), 5.03 (s, 1H), 4.83 (s, 2H), 4.58 (s, 1H), 4.34-4.28 (m, 1H), 3.62-3.46 (m, 3H),
3.33-3.21 (m, 1H), 2.58 (s, 6H), 1.90-1.60 (m, 4H), 1.32-1.22 (m, 1H), 1.10-0.95 (m, 13H), 0.81 (s, 6H).
31P NMR (243 MHz, CDCl3) §20.31 (s). HRMS: otrzymano z (C42Hs4N309PS2)Na+ 862.2937; znaleziono
862.2940.

Przyktad 10. Sposdb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pira-
zyloksykarbonylo-L-tert-butyloglicylo-L-dimetylocyklopropyloprolilo)aminobutanofosfonowego  przed-
stawionego wzorem 11.

Etap 1. Identyczny jak w przyktadzie 9.

Etap 2. Powstaty w etapie | produkt (0,1 g; 0,26 mmol) rozpuszcza sie w dichlorometanie (5 ml),
a nastepnie dodaje sie powoli kwasu tréjfluorooctowego (5 ml). Reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej 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. Czynnos¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Otrzymuje sie
oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju o masie 0,09 g (wydajnos¢ 87%). Ktéry uzywa sie
w nastepnym etapie. Wzo6r sumaryczny: Ci17H270sNzF3. Masa czgsteczkowa: 396,41 g/mol.

Etap 3. Synteza estru metylowego (S)-2-(pirazyno-2-karboksyamido)-2-cykloheksyloglicyny. Do
powstatego w etapie Il produktu 0,04 g (0,1 mmol) dodaje sie 0,02 g (0,16 mmola) kwasu piperazyno-
wego. Catos¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,026 g (0,2 mmol)
diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,052 g (0,1 mmol) PyBOP. Reakcje prowadzi sie
w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem
etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roz-
tworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu
(10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje
sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosu-
jac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajg-
cych oczekiwany produkt, lothe rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie
oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu
o masie 0,03 g (wydajnos$¢ 77%). Wzdér sumaryczny: C20H2804N4. Masa czgsteczkowa: 388,47 g/mol.

Etap 4. Synteza kwasu (S)-2-(pirazyno-2-karboksyamido)-2-cykloheksyloglicyny. W mieszaninie
MeOH/THF/H20 (10 mL, 1:1:1, viviv) rozpuszczono 0,03 g (0,08 mmol) produktu otrzymanego w etapie Il1.
Nastepnie dodano 80 pL 1M roztworu LiOH w wodzie (0,08 mmol). Przebieg reakcji monitorowano przy
uzyciu techniki TLC. Po zakonczeniu reakcji (2—3 godziny) do mieszaniny reakcyjnej dodano 5% roztwor
kwasu cytrynowego i doprowadzono do pH=4. Nastepnie mieszanine reakcyjng przemyto DCM
(3x20 mL). Potgczone frakcje organiczne przemyto kolejno: 5% roztworem kwasu cytrynowego (20 mL),
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wodg (20 mL), 5% roztworem wodoroweglanu sodu oraz solankg. Warstwe organiczng suszono bez-
wodnym siarczanem magnezu, przesgczono a nastepnie odparowano. Surowy produkt w postaci bez-
barwnego oleju (0,03 g, wydajnosc¢: 100%) uzyty zostat do syntezy w nastepnym etapie.

Etap 5. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-tert-
butyloglicylo-L-dimetylocyklopropyloprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego w etapie IV pro-
duktu 0,03 g (0,08 mmol) dodaje sie 0,06 g (0,12 mmola) bromowodorku estru di-(4-sulfidometylofeny-
lowego) kwasu-aminobutylofosfonowego. Cato$¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie
2 minuty i dodaje sie 0,027 g (0,21 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,075 ¢
(0,14 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie
mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno:
dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg (10 ml), dwu-
krotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie
bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczysz-
cza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujgc, jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku
objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakcji zawierajacych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odpa-
rowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry
po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,03 g (wydajnos¢ 50%). Wzdér sumaryczny:
Cs7H4806NsPS2. Masa czgsteczkowa: 753,91 g/mol. Rs = 0,06, (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v). *H NMR
(601 MHz, CDCls) 69.38 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.39 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 7.26-7.11 (m, 8H),
6.82 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 4.88-4.80 (m, 1H), 4.79 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 4.27 (s, 1H), 4.05 (d, J = 10.3 Hz,
1H), 2.47 (d, J = 2.8 Hz, 6H), 2.07-1.92 (m, 1H), 1.83-1.71 (m, 2H), 1.69-1.54 (m, 6H), 1.52-1.42
(m, 1H), 1.11 (s, 6H), 1.04 (s, 3H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.84 (s, 3H). 3P NMR (243 MHz, CDCl3) &
18.52. HRMS: otrzymano z (Cs7H4sNsOsPS2)Na*,776.2681; znaleziono 776.2681.

Przyktad 11. Sposob wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pira-
zyloksykarbonylo-L-cykloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-dimetylocyklopropyloprolilo)aminobutano-
fosfonowego przedstawionego wzorem 12.

Etap 1-2. Identyczne jak w przyktadzie 10.

Etap 3. Synteza estru metylowego kwasu (1R,2S,5S)-3-((S)-2-((S)-2-cykloheksylo-2-(pirazyno-2-
-karboksyamido)acetamido)-3,3-dimetylobutylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksanowego. Do po-
wstatego w etapie Il produktu 0,04 g (0,1 mmol) dodaje sie 0,042 g (0,16 mmola) (S)-2-(pirazyno-2-
-karboksyamido)-2-cykloheksyloglicyne. Catos¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty
i dodaje sie 0,026 g (0,2 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,052 g (0,1 mmol)
PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reak-
cyjna rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg
(50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solanka (10 ml), dwukrotnie 5% roztwo-
rem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarcza-
nem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chro-
matografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objeto$ciowym 2:1. Po
zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce
rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje
forme biatego osadu o masie 0,03 g (wydajno$¢ 57%). Wzdr sumaryczny: C2sH410sNs. Masa czgstecz-
kowa: 527,67 g/mol.

Etap 4. Synteza kwasu (1R,2S,5S)-3-((S)-2-((S)-2-cykloheksylo-2-(pirazyno-2-karboksyamido)-
acetamido)-3,3-dimetylobutylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksanowy. W mieszaninie MeOH/-
/THF/H20 (10 mL, 1:1:1, v/v/v) rozpuszczono 0,03 g produktu (0,06 mmol) otrzymanego w etapie Ill.
Nastepnie dodano 60 uL 1M roztworu LIOH w wodzie (0,06mmol). Przebieg reakcji monitorowano przy
uzyciu techniki TLC. Po zakonczeniu reakcji (2—3 godziny) do mieszaniny reakcyjnej dodano 5% roztwor
kwasu cytrynowego i doprowadzono do pH=4. Nastepnie mieszanine reakcyjng przemyto DCM
(3x20 mL). Potgczone frakcje organiczne przemyto kolejno: 5% roztworem kwasu cytrynowego (20 mL),
wodg (20 mL), 5% roztworem wodoroweglanu sodu oraz solankg. Warstwe organiczng suszono bez-
wodnym siarczanem magnezu, przesgczono a nastepnie odparowano. Surowy produkt w postaci bez-
barwnego oleju (0,03 g, wydajnos$¢: 100%) uzyty zostat do syntezy w nastepnym etapie. Wz6r suma-
ryczny: Cz7H39OsNs. Masa czgsteczkowa: 513,67 g/mol.

Etap 5. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N pirazyloksykarbonylo-L-cy-
kloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-dimetylocyklopropyloprolilo)aminobutanofosfonowego. Do po-
wstatego w etapie IV produktu 0,03 g (0,06 mmol) dodaje sie 0,06 g (0,12 mmola) bromowodorku estru
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di-(4-sulfidometylofenylowego) kwasu-aminobutylofosfonowego. Cato$¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml).
Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,027 g (0,21 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje
sie 0,075 g (0,14 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin.
Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa
sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solanka
(10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solanka (10 ml). Frakcje octanowe
suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki
odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju,
ktory po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,03 g (wydajnos¢ 56%). Wzor sumaryczny:
C4sHe107NsPS2. Masa czgsteczkowa: 893,11 g/mol. Rf = 0,10, (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v). 'H NMR
(601 MHz, CDCls) 69.42 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.32 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.26-7.06 (m, 8H),
6.88-6.78 (m, 1H), 4.90-4.77 (m, 1H), 4.65 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 4.48-4.42 (m, 1H), 3.97 (d, J = 10.6 Hz,
1H), 3.87-3.77 (m, 1H), 2.50-2.45 (m, 6H), 2.10-1.96 (m, 3H), 1.92-1.55 (m, 9H), 1.54-1.43 (m, 2H),
1.30-1.04 (m, 8H), 1.02-0.95 (m, 5H), 0.95-0.86 (m, 10H). 3P NMR (243 MHz, CDCIls) § 18.44 (s).
HRMS: otrzymano z (CasHs1NeO7PS2)Na*, 915.3679; znaleziono 915.3676.

Przyktad 12. Sposéb wytwarzania 2-(4-(2-(((S)-1-((2S,3aS,6aS)-2-(((S)-1-(bis(4-(metylo-
tio)fenoksy izopropyl)butyl)karbamoyl)heksahydroksycyklopenta[b]pyrrol-1(2H)-yl)-3,3-dimetyl-1-okso-
butan-2-yl)amino)-2-oksoetoksy)fenoksy) kwas octowy przedstawionego wzorem 13.

Etap 1. Synteza estru tert-butylowego kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-2-(((benzyloksy)karbonylo)-
amino)-3,3-dimetylobutano)oktahydrocyklopenta[c]pirolowego. Do kolby okragtodennej wyposazonej
w mieszadio magnetyczne odwaza sie ester t-butylowy szczawianu dicykloproliny (0,4 g), ktéry zawie-
sza sie w 20 ml octanu etylu. Nastepnie do mieszaniny dodaje sie 15 ml H20 oraz 4 g K2COa. Mieszanine
pozostawia sie ha mieszadle przez 0,5 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, mieszanine przenosi
sie do rozdzielacza i oddziela faze organiczng ktérg przemywa sie 5 ml 25% K>COs oraz 5 ml solanki
oraz suszy bezwodnym MgSOa.

Do osobnej kolby wyposazonej w mieszadio magnetyczne odwazono Cbz-tBuGly-OH-DCHA
(0,6 g), zawieszono w eterze tert-butylometylowym i dodano 20 ml 0,86 M roztworu H2SOa4. Mieszanine
pozostawia sie na mieszadle przez 0,5 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, mieszanine prze-
niesiono do rozdzielacza i oddzielono faze organiczng, ktérg przemyto 5 ml H20O oraz 5 ml solanki oraz
wysuszono bezwodnym MgSOa. Nastepnie do fazy organicznej dodano 6 ml NMM oraz odparowano
eter na wyparce rotacyjne;j.

W osobnej kolbie umieszczono 20 mI NMM w ktérej rozpuszczono EDC-HCI (260 mg) oraz HOBt
(204 mg). Kolbe umieszczono na tazni lodowej i dodano Cbz- tBuGly-OH w NMM. Nastepnie po godzinie
dodano ester t-butylowy dicykloproliny rozpuszczony w octanie etylu. Reakcje prowadzi sie przez
24 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 30 ml octanu
etylu oraz 20 ml 1M HCI i pozostawia na mieszadle magnetycznym przez 0,5 godziny. Oddzielong faze
organiczng przemywa sie 10 ml 25% K>COs oraz 10 ml solanki i suszy bezwodnym MgSOa.

Po przesaczeniu odparowuje sie dichlorometan a powstaty Z6ity olej oczyszcza sie przy pomocy
chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent eter naftowy: octan etylu; 1:1, v/v. Frakcje zawierajace
produkt odparowano otrzymujac 0,1 g (65%) bezbarwnego oleju. Wzdér sumaryczny: C2sHzsOsN2. Masa
czasteczkowa: 458,60 g/mol.

Etap 2. Synteza estru tert-butylowy kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-2-amino)-3,3-dimetylobutano)ok-
tahydrocyklopenta[c]pirolowego. 0,1 g produktu z etapu 1 rozpuszczono w 20 mL metanolu. Dodano
0,1 g 10% palladu na weglu. Reakcje prowadzono przez dwie godziny przepuszczajgc gazowy wodor.
Postep reakcji monitorowano uzywajgc chromatografii cienkowarstwowej-TLC. Po zakonczeniu reakciji,
na lejku z silica zelem oraz celitem odsgczono katalizator. Przesgcz odparowano. Otrzymano produkt
w postaci bezbarwnego oleju o masie 0,07 g (wydajnos¢ 100%).

Etap 3. Synteza estru tert-butylowy kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-2-(2-(4-(2-(benzyloksy)-2-ok-
syetoksy)fenoksy)acetamido)-3,3-dimetylobutylo)oktahydrocyklopenta[c]pirolowego. Do powstatego
w etapie Il produktu 0,03 g (0,1 mmol) dodaje sie 0,05 g (0,16 mmola) kwas 2-(4-(2-(tert-butoksy)-2-
-oksoetoksy)fenoksy)octowy. Cato$¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje
sie 0,026 g (0,2 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,052 g (0,1 mmol) PyBOP.
Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng roz-
ciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml),
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dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wo-
doroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem
magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromato-
grafii kolumnowej stosujgc, jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Po ze-
braniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce ro-
tacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje
forme biatego osadu o masie 0,03 g (wydajnos¢ 57%). Wzér sumaryczny: CasHasOsN2. Masa czgstecz-
kowa: 622,76 g/mol.

Etap 4. Synteza kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-2-(2-(4-(2-(benzyloksy)-2-oksyetoksy)fenoksy)ace-
tamido)-3,3-dimetylobutylo)oktahydrocyklopenta[c]pirolowy. W kolbie umieszcza sie 0,03 g (0,05 mmol)
produktu otrzymanego w etapie 3 i rozpuszcza w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli
kwasu trojfluorooctowego (5 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. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty olej stuzy, jako substrat wyjsciowy w na-
stepnym etapie syntezy.

Etap 5. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-(2-(benzyloksy)-2-okso-
etoksy)fenoksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-dicykloprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego
w etapie IV produktu 0,03 g (0,05 mmol) dodaje sie 0,03 g (0,06 mmola) bromowodorku estru di-(4-
-sulfidometylofenylowego) kwasu-aminobutylofosfonowego. Cato$¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Od-
czekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,014 g (0,1 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie
0,038 g (0,07 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Na-
stepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie
kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg
(10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solanka (10 ml). Frakcje octanowe
suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki
odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju,
ktory po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,025 g (wydajnos¢ 53%). Wzoér sumaryczny:
Ca9Hs0010N3PS2. Masa czgsteczkowa: 946,12 g/mol.

Etap 6. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-2-(4-(karboksymetoksy)feno-
ksy)acetylo-L-tert-butyloglicylo-L-dicykloprolilo)aminobutanofosfonowego. Otrzymany w etapie V pro-
dukt (0,025 g; 0,026 mmol) rozpuszcza sie w 33% procentowym roztworze kwasu bromowodorowego
w kwasie octowym. Po dwéch godzinach odparowuje sie lotne sktadniki mieszaniny reakcyjnej a po-
wstaty olej zalewa sie eterem dietylowym. Powstatg mieszanine przenosi sie na probéwki typu falcon
i woruje przez 5 min. Czynno$¢ powtarza sie trzykrotnie. Otrzymany osad rozpuszcza sie w mieszaninie
acetonitryl/woda i liofilizuje. Otrzymuje sie produkt w postaci biatego osadu o masie 0,01 g (wydajnos$¢:
45%). Wzoér sumaryczny: Ca2Hs4010NsPS2. Masa czgsteczkowa: 856,00 g/mol. Rt = 0,09, (eter naftowy:
AcOEt, 1:3, v/v). *H NMR (601 MHz, CDClz) 6 7.42-7.33 (m, 5H), 7.26-7.08 (m, 8H), 6.88 (s, 4H), 5.26
(s, 2H), 4.84-4.74 (m, 1H), 4.70 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.65 (s, 2H), 4.54-4.44 (m, 3H), 3.80-3.74 (m, 2H),
3.52 (s, 2H), 2.96-2.90 (m, 1H), 2.84-2.76 (m, 1H), 2.47 (s, 6H), 2.10-1.37 (m, 12H), 1.06-0.90 (m, 10H).
31P NMR (243 MHz, CDCls) 6 18.67 (s). HRMS: otrzymano z (CasHeoN3010PS2)Na*, 968.3356; znale-
ziono 968.3360.

Przyktad 13. Sposdb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pira-
zyloksykarbonylo-L-tert-butyloglicylo-L-dicykloprolilo)aminobutanofosfonowego przedstawionego wzo-
rem 14.

Etap 1-2. Identyczne jak w przyktadzie 12.

Etap 3. Synteza estru tert-butylowy kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-3,3-dimetylo-2-(pirazyno-2-kar-
boksyamido)butano)oktahydrocyklopenta[c]pirolowego. Do powstatego w etapie Il produktu 0,03 g
(0,1 mmol) dodaje sie 0,02 g (0,16 mmola) kwasu piperazynowego. Catos¢ rozpuszcza sie w DMF
(~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,026 g (0,2 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach
dodaje sie 0,052 g (0,1 mmol) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin.
Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa
sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg
(10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solanka (10 ml). Frakcje octanowe
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suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 2:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki
odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju
o masie 0,02 g (wydajnos¢ 46%). Wzor sumaryczny: C23Hz404N4. Masa czgsteczkowa: 430,55 g/mol.
Rf = 0,31 (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v). HRMS: otrzymano z (C23H34N4Os)Na*, 453.2478; znaleziono:
453.2484.

Etap 4. Synteza kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-2-(((benzyloksy)karbonylo)amino)-3,3-dimetylobu-
tano)oktahydrocyklopenta[c]pirolowy. W kolbie umieszcza sie 0,02 g (0,05 mmol) produktu otrzymanego
w etapie 3 i rozpuszcza w dichlorometanie (5 ml), a nastepnie dodaje sie powoli kwasu tréjfluoroocto-
wego (5 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. Czynnosé
tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty olej stuzy, jako substrat wyjsciowy w nastepnym etapie syntezy.

Etap 5. Synteza estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykarbonylo-L-tert-
butyloglicylo-L-dicykloprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powstatego w etapie 4 produktu 0,02 g (0,05
mmol) dodaje sie 0,03 g (0,06 mmola) bromowodorku estru di-(4-sulfidometylofenylowego) kwasu ami-
nobutylofosfonowego. Catos¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,014 g
(0,1 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,038 g (0,07 mmola) PyBOP. Reakcje
prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza
sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrot-
nie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solanka (10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodorowe-
glanem sodu (10 ml) i solanka (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu.
Odparowuije sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolum-
nowej stosujgc jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakgc;ji
zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzy-
muje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju, ktéry po liofilizacji przyjmuje forme biatego
osadu o masie 0,019 g (wydajnos¢ 50%). Wzbr sumaryczny: Cs7H4s0eNsPS2. Masa czgsteczkowa:
753,91 g/mol. Rf = 0,02, (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v). *H NMR (601 MHz, CDClIz) 69.40 (s, 1H), 8.79
(s, 1H), 8.61 (s, 1H), 8.46 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.26-7.11 (m, 8H), 7.09-6.98 (m, 1H), 4.86 (d, J = 9.6 Hz,
1H), 4.84-4.75 (m, 1H), 4.48 (s, 1H), 3.85 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.97-2.90 (m, 1H), 2.86-2.79 (m, 1H), 2.49
(d, J = 7.3 Hz, 6H), 2.07-1.89 (m, 3H), 1.82-1.73 (m, 2H), 1.68-1.50 (m, 4H), 1.49-1.41 (m, 1H), 1.06
(s, 9H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 3P NMR (243 MHz, CDCIls) 6 18.83 (s). HRMS: otrzymano
Z (C37H4sNs0sPS2)Na*, 776.2681; znaleziono 776.2678.

Przyktad 14. Sposdb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pira-
zyloksykarbonylo-L-cykloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-dicykloprolilo)aminobutanofosfonowego
przedstawionego wzorem 15.

Etap 1-2. Identyczne jak w przyktadzie 12.

Etap 3. Synteza estru tert-butylowego kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-2-((S)-2-cykloheksylo-2-(pira-
zyno-2-karboksyamido)acetamido)-3,3-dimetylobutano)oktahydrocyklopenta[c]pirolowego. Do powsta-
tego w etapie Il produktu 0,03 g (0,1 mmol) dodaje sie 0,04 g (0,16 mmola) (S)-2-(pirazyno-2-karbo-
ksyamido)-2-cykloheksyloglicyne. Catos¢ rozpuszcza sie w DMF (~5 ml). Odczekuje sie 2 minuty i do-
daje sie 0,026 g (0,2 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje sie 0,052 g (0,1 mmol)
PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastepnie mieszanine reak-
cyjna rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa sie kolejno: dwukrotnie wodag
(50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankg (10 ml), dwukrotnie 5% roztwo-
rem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe suszy sie bezwodnym siarcza-
nem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt oczyszcza sie metodg chro-
matografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w stosunku objeto$ciowym 2:1. Po
zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce
rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju o masie 0,02 g (wydajnos$¢
35%). Wz6r sumaryczny: CsiHa7OsNs. Masa czasteczkowa: 569,75 g/mol. Rt = 0,28 (eter naftowy:
AcOEt, 1:1, viv). HRMS: otrzymano z (Cs1H47NsOs)H*, 570.3655; znaleziono: 570.3663.

Etap 4. Synteza kwasu (1S,3aS,6aR)-2-((S)-2-((S)-2-cykloheksylo-2-(pirazyno-2-karboksy-
amido)acetamido)-3,3-dimetylobutano)oktahydrocyklopenta[c]pirolowego. W kolbie umieszcza sie
0,02 g (0,03 mmol) produktu otrzymanego w etapie 3 i rozpuszcza w dichlorometanie (2,5 ml), nastepnie
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dodaje sie powoli kwasu tréjfluorooctowego (2,5 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. Czynnos$¢ tg powtarza sie trzykrotnie. Powstaty olej stuzy jako sub-
strat wyjsciowy w nastepnym etapie syntezy.

Etap 5. Sposéb wytwarzania estru di-(4-metylosulfidofenylowy) kwasu 1-N-D-(N-pirazyloksykar-
bonylo-L-cykloheksyloglicylo-L-tert-butyloglicylo-L-dicykloprolilo)aminobutanofosfonowego. Do powsta-
tego w etapie IV produktu 0,02 g (0,03 mmol) dodaje sie 0,03 g (0,06 mmola) bromowodorku estru di-
(4-sulfidometylofenylowego) kwasu-aminobutylofosfonowego. Cato$é rozpuszcza sie w DMF (~5 ml).
Odczekuje sie 2 minuty i dodaje sie 0,014 g (0,1 mmol) diizopropyloetyloaminy. Po 5 minutach dodaje
sie 0,038 g (0,07 mmola) PyBOP. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 12 godzin.
Nastepnie mieszanine reakcyjng rozciencza sie octanem etylu (30 ml). Warstwe octanowg przemywa
sie kolejno: dwukrotnie wodg (50 ml), dwukrotnie 5% roztworem kwasu cytrynowego (10 ml), solankag
(10 ml), dwukrotnie 5% roztworem wodoroweglanem sodu (10 ml) i solankg (10 ml). Frakcje octanowe
suszy sie bezwodnym siarczanem magnezu. Odparowuje sie lotne rozpuszczalniki, a nastepnie produkt
oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej stosujac, jako eluent eter naftowy/octan etylu w sto-
sunku objetosciowym 1:1. Po zebraniu frakcji zawierajgcych oczekiwany produkt, lotne rozpuszczalniki
odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Otrzymuje sie oczekiwany produkt w postaci bezbarwnego oleju,
ktory po liofilizacji przyjmuje forme biatego osadu o masie 0,015 g (wydajno$¢ 56%). Wzoér sumaryczny:
CusHs107NsPS2. Masa czgsteczkowa: 893,11 g/mol. Rs = 0,06, (eter naftowy: AcOEt, 1:1, v/v). *H NMR
(601 MHz, CDCl3) 69.41 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.34 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.26-7.07 (m, 8H),
6.75 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 4.83-4.75 (m, 1H), 4.72 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 4.47 (t,
J=7.9 Hz, 1H), 3.79-3.75 (m, 1H), 3.69 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 3.02-2.95 (m, 1H), 2.82-2.76 (m, 1H), 2.48
(d, J=12.9 Hz, 6H), 2.08-1.88 (m, 4H), 1.82-1.63 (m, 8H), 1.54-1.41 (m, 3H), 1.33-1.22 (m, 4H), 1.17-
1.06 (m, 3H), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.94 (s, 9H). 3P NMR (243 MHz, CDClz) § 18.52 (s). HRMS:
otrzymano z (CasHs1NeO7PS2)Na*, 915.3679; znaleziono 915.3679.

Przyktad 15

Aktywnosc¢ biologiczng peptydowych pochodnych estru di(4-merkaptometylo)fenylowego kwasu
1-aminobutanofosfonowego o wzorach od Il do XV (stosujgc ich czyste formy diasterecizomeryczne)
przebadano pod katem ich zdolnosci do hamowania proteolitycznej aktywno$ci proteazy NS3/4A eks-
presjonowanej przez ludzki wirus zapalenia watroby typu C. Wszystkie badania przeprowadzono stosu-
jac fluorescencyjny substrat Ac-Asp-Glu-Asp(EDANS)-Glu-Glu-Abu-y-[COO]-Ala-Ser-Lys(DABCYL)-
NH2 (wzbudzenie 350 nm, emisja 460 nm). Pomiar przeprowadzono w temperaturze 37°C przy uzyciu
spektrofluorymetru ptytkowego.

No. R: Diastereoizomer Proteaza NS3/4A

Genotyp la Genotyp 1b

% inhibicji przy C= | % inhibicji przy C;=
100 uM 100 pM

U J

/\. P\

R-NH U o o
Ds/
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Tabela 1. Aktywnos$¢ biologiczna zwigzkéw oznaczonych wzorem [I-XV wzgledem

proteazy NS3/4A genotyp 1a oraz NS3/4A genotyp 1b
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Zastrzezenia patentowe

1. Peptydowe pochodne S-enancjomeréw estréow diarylowych kwaséw 1-aminoalkanofosfono-
wych o wzorze ogdlnym |, w ktérym w ktérym Ri1 oznacza analog proliny: piercien piperydyny,
pierscien oktadehydroindolu, dimetylocyklopropylowg pochodng proliny lub bicykliczng po-
chodng proliny, Rz oznacza reszte tert-butyloksykarbonylowg, kwasu pirazynokarboksylo-
wego, pochodng hydrochinonu lub dipeptydowg pochodng: kwas pirazynokarboksylowy-cy-
kloheksyloglicyna.

2. Sposob wytwarzania peptydowych pochodnych S-enancjomeréw estréw diarylowych kwaséw
1-aminoalkanofosfonowych przedstawionych wzorami [I-IX oraz wzorem ogdélnym |, w ktérym
w ktorym Ri oznacza analog proliny: pierscien piperydyny, pierscien oktadehydroindolu,
R2 oznacza reszte tert-butyloksykarbonylowa, kwasu pirazynokarboksylowego, pochodng hy-
drochinonu lub dipeptydowg pochodng: kwas pirazynokarboksylowy-cykloheksyloglicyna,
znamienny tym, ze fosforyn triarylowy, otrzymany z fenolu para-merkaptometylowego oraz
chlorku fosforu (lll) w acetonitrylu, poddaje sie amidoalkilowaniu przy uzyciu karbaminianu
benzylu, fosforynu tri-(4-merkaptometylo)fenylowego oraz aldehydu n-butylowego, w acetoni-
trylu jako rozpuszczalniku stosujgc jako katalizator kompleks eteratu kwasu tetrafluoroboro-
wego, po czym prowadzi sie synteze bromowodorku, w ktérej odblokowuje sie ochronng grupe
benzyloksykarbonylowg (Cbz) przy uzyciu 33% roztworu kwasu bromowodorowego w kwasie
octowym, w kolejnym etapie otrzymany bromowodorek estru di(4-merkaptometylo)fenylowego
kwasu 1-aminobutanofosfonowego poddaje sie reakcji z proling z zablokowang grupg a-ami-
nowg a reakcje sprzegania prowadzi sie w obecnosci N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA)
oraz heksafluorofosforanembenzotriazol-1-yl-oksytripirolidinofosfonianu (PyBOP) jako od-
czynnikiem sprzegajgcym i acetonitrylem jako rozpuszczalnikiem, w nastepnym etapie z otrzy-
manego fosfonodipeptydu, usuwa sie grupe blokujgcg tert-butyloksykarbonylowg (t-Boc) przy
uzyciu 50% roztworu kwasu trojfluorooctowego (TFA) w dichlorometanie (CH2Cl2), po czym
odblokowany dipeptyd estru di(4-merkaptometylo)fenylowego kwasu 1-aminobutanofosfono-
wego poddaje sie reakcji z tert-butyloglicyng z zablokowang grupg a-aminowg w obecnosci
N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) oraz heksafluorofosforanem benzotriazol-1-yl-oksytripi-
rolidinofosfonianu (PyBOP) jako odczynnikiem sprzegajacym i acetonitrylem jako rozpusz-
czalnikiem, ostatnim etapem jest usuniecie grupy tert-butyloksykarbonylowej (t-Boc) przy uzy-
ciu 50% roztworu kwasu tréjfluorooctowego (TFA) w dichlorometanie (CH2Cl2), a otrzymany
produkt poddaje sie reakcji sprzegania z trzema réznymi grupami: kwasem pirazynokarbo-
ksylowym, pochodng hydrochinonu lub dipeptydowg pochodna: kwas pirazynokarboksylowy-
cykloheksyloglicyna, w obecnosci N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) oraz heksafluorofos-
foranem benzotriazol-1-yl-oksytripirolidinofosfonianu (PyBOP) jako odczynnikiem sprzegaja-
cym i N,N-dimetyloformamidem jako rozpuszczalnikiem.

3. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w przypadku syntezy pochodnej hydrochinonu
prowadzi sie finalng deprotekcje estru tert-butylowego przy uzyciu 50% roztworu kwasu troj-
fluorooctowego (TFA) w dichlorometanie (CH2Clz).

4. Sposob wytwarzania peptydowych pochodnych S-enancjomeréw estréw diarylowych kwaséw
1-aminoalkanofosfonowych przedstawionych wzorami X—XV oraz wzorem ogélnym |, w kté-
rym Ri oznacza analog proliny: dimetylocyklopropyloproling lub bicykliczng pochodng proliny,
R2 oznacza reszte tert-butyloksykarbonylowg, kwasu pirazynokarboksylowego, pochodng hy-
drochinonu lub dipeptydowg pochodng: kwas pirazynokarboksylowy-cykloheksyloglicyna,
znamienny tym, ze uprzednio przygotowany peptydowy fragment poddaje sie reakcji sprze-
gania z bromowodorkiem estru di(4-merkaptometylo)fenylowego kwasu 1-aminobutanofosfo-
nowego w obecnoséci N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) oraz heksafluorofosforanem ben-
zotriazol-1-yl-oksytripirolidinofosfonianu (PyBOP) jako odczynnikiem sprzegajgcym i N,N-di-
metyloformamidem jako rozpuszczalnikiem.

5. Sposéb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze w przypadku syntezy pochodnej hydrochinonu
prowadzi sie deprotekcje estru tert-butylowego dla zwigzku o wzorze X przy uzyciu 50%
roztworu kwasu tréjfluorooctowego (TFA) w dichlorometanie (CH2Cl2) lub estru benzylowego
dla zwigzku o wzorze Xlll przy uzyciu 33% roztworu kwasu bromowodorowego w kwasie
octowym.



18 PL 227 833 B1

6. Zastosowanie peptydowych pochodnych S-enancjomeréw estrow diarylowych kwaséw 1-ami-
noalkanofosfonowych o wzorze ogélnym | okreslonych w zastrzezeniu 1 jako nieodwracalnych
inhibitoréw proteazy NS3/4A o genotypach la oraz 1b.

Rysunki
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Warunki reakcji: (a) PCly, MeCN, reflux, 4h; (b)karbaminian benzylu, R;CHO, HBF,*Et;0, MeCN, 4°C—= 22°C, 6h; (c) 33% HBr/AcOH, 22°C,
2h; (d) N-Boe-L-Pro-OH or Boc-L-Pip-OH or Boc-L-Oic-OH, PyBOP, DIPEA, MeCN, 12h, 22°C; (8) 50% TFA/DCM (viv) 22°C, Zh; (f) Ry-L-Val-
OH or Ry-L-tert-Leu-OH , PyBOP, DIPEA, MeCN, 12h, 22°C; (h) kwas 2-(4-(2-(tert-butoksy}-2-oksoetoksy)fencksy)octowy lub kwas pirazynowy
lub kwas 2-cyldoheksylo-2-(pirazyno-2-karboksyamido)octowy, PyBOP, DIPEA, MeCN, 12h, 22°C

Fig. 1
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Warunki reakcji: (a) PyBOP, NMM, DCM/DMF 1:1 (viv), 22°C, 24h; (b} 50% TFA/DCM (v/v) 22°C, 2h; (¢) kwas 2-cykloheksylo-2-(pirazyno-2-
karboksyamido)octowy lub kwas pirazynowy, PyBOP, DIPEA, DMF, 12h, 22°C; (d) LIOH, MeOHITHF/H,0, 1/1/1,(viviv); 22°C, 3h; () HBr*H,N-
nVal"(O-CgHy-p-SCHa)p, PyBOP, DIPEA, DMF, 12h, 22°C; (f) kwas 2-(4-(2-(tert-butoksy)-2-oksostoksy)fenoksy)octowy, PyBOP, DIPEA, DMF,
12h, 22°C

Fig. 2
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Warunki reakejiz (a) EDC*HCI, HOBt* H,0, NMM, AcOE, 24h; (b) Pd/C, Hg AcOEH, n C(c) kwas 2-(4- (2 ({tert-butoksy)-2-
aksoetaksy)fenoksy)octowylub kwas pirazynawy Iub kwas 2-cykicheksylo-2-(pirazyno-2 towy, PyBOP, DIPEA, DMF, 12h,
22°C; (d) 50% TFA/DCM {vv) 22°C, 1h; (e) HBr*H,N-nVal’(0-CgH,-p-SCHy), PYBOP, DIPEA, DMF, 12h, 22°C; (f) 33% HBrACOH, 22°C, 1h.

Fig. 3
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