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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania (1R,2S,5S)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-
-metylo-L-walilo]-N-(2-cyklobutylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboks-
amidu, stanowigcego lek o nazwie Boceprevir stosowany w leczeniu wirusowego zapalenia watroby
typu C, o wzorze ogélnym 1,

B D
wzor 1,

w ktérym blok budulcowy A oznacza pochodng t-leucyny, przeksztatcong do N-(t-butylokarbamoilo)-f-
-leucyny (&-Bur-t-Leu-OH, gdzie #-Bur oznacza grupe N-t-butylokarbamoilowg), blok budulcowy B — bicy-
kliczng pochodng proliny bedgcg pochodng kwasu (1R,2S8,55)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-
-karboksylowego, blok budulcowy D — pochodng o-okso-f-aminocyklobutylobutyroamidu.

Boceprevir jest jednym z wprowadzonych na rynek inhibitoréw wirusowej proteazy serynowej
NS3/4A stosowanym w terapii skojarzonej z rybawiryng i interferonem. Jest pierwszym produktem z no-
wej klasy lekéw znanych jako inhibitory proteazy HCV. Lek ten zaktéca zdolno$é replikacji wirusa zapa-
lenia watroby typu C. Wprowadzenie na rynek Bocepreviru spowodowato znaczacy postep w leczeniu
przewlektego wirusowego zapalenia watroby typu C. Zainteresowanie Boceprevirem wynika z niepoko-
jacej sytuacji epidemiologicznej. Szacuje sie, ze w Polsce okoto 700 tysiecy 0séb jest zakazonych wi-
rusem HCV, co stanowi ok. 1,4% populacji. Wykazano, ze terapia Boceprevirem u pacjentéw z prze-
wlektym zapaleniem watroby typu C wczesniej nieleczonych, lub u ktérych wczeéniejsze leczenie nie
powiodto sie, prowadzi do znaczgcego wzrostu efektywnos$ci wyleczen. Szacuje sie, ze skutecznos$é
leczenia u 0s6b wczeéniej niepoddawanych terapii wynosi 75—79%.

Znany z opisu patentowego EP 1641754 B1 sposéb otrzymywania Bocepreviru jest wieloeta-
powy. W sposobie tym stosuje sie prekursor Bocepreviru, o wzorze 2
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w ktdérym bloki budulcowe A i B majg wyzej podane znaczenie, za$ blok budulcowy C oznacza amino-
kwas bedgcy analogiem aminokwasu D we wzorze 1 Bocepreviru, zawierajgcym grupe hydroksylowg
w o-pozycji zamiast grupy karbonylowej. Synteza prekursora polega na tym, ze blok budulcowy A
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z wolng grupg karboksylowg, wzglednie s6l bloku budulcowego A sprzega sie z estrem bloku budulco-
wego B stosowanym w postaci aminy lub soli aminy. Jako odczynniki kondensujgce stosuje sie weglowe
lub karboksylowe mieszane bezwodniki, V,N-karbonylodiimidazol, halogenowe pochodne zwigzkow
fosforu i siarki, karbodiimidy, pochodne benzotriazolu i azabenzotriazolu, sole uroniowe, pirydynowe,
fosfonowe i inne, a zwtaszcza 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid (EDCI) stosowany z nad-
miarem. W operacji sprzegania mogg by¢ stosowane dodatki, takie jak N-hydroksysukcynimid,
a zwilaszcza korzystnie N-hydroksybenzotriazol. Po zakonczeniu operacji sprzegania blokéw budulco-
wych A i B grupe estrowg bloku B poddaje sie hydrolizie jednym ze znanych sposobéw. Do tak otrzy-
manego dipeptydu AB dobudowuje sie blok koncowy C w postaci amidu z grupg hydroksylowa, ktérg
utlenia sie do grupy ketonowej, w wyniku czego powstaje blok D.

Zgodnie z publikacjg zamieszczong w czasopiSmie Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters
19 180-183(2009) prowadzono sprzeganie f-leucyny chronionej grupg Boc z estrem metylowym bicy-
klicznej pochodnej proliny zawierajgcej fragment 3,4-dimetylocyklopropylowy, przy zastosowaniu jako
czynnika kondensujgcego 1-[bis-(dimetylamino)metyleno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pirydyno-3-tlenku
heksafluorofosforanu (HATU)w obecnosci N-metylomorfoliny (NMM), ktére prowadzito do uzyskania
chronionego dipeptydu z wydajnoécig zaledwie 60%. Otrzymany peptyd przeprowadzono w blok budul-
cowy AB Bocepreviru w wyniku usuniecia grupy Boc dziataniem 4M roztworu HCI w dioksanie i utwo-
rzenia pochodnej mocznika w reakcji z izocyjanianem tert-butylowym. Po hydrolizie estru metylowego
tak otrzymany dipeptyd zastosowano w kofcowym etapie syntezy polegajgcym na sprzeganiu bloku
budulcowego AB z blokiem C lub D.

W dokumencie patentowym US 2005/0249702 A1 ujawniono metode, w ktérej jako zwigzek wyj-
Sciowy wykorzystuje sie Boc-chroniong f-leucyne, ktérg w pierwszej kolejnosci poddaje sie kondensac;ji
z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,25,5S8)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-
-karboksylowego, a dopiero w nastepnym etapie uzyskany dipeptyd po uprzedniej deprotekcji poddaje
sie reakgcji z izocyjanianem t-butylu. Jednak zasadnicza réznica w stosunku do innych znanych sposo-
béw polega na zastosowaniu prekursora C-terminalnego a-oksoamidu zawierajgcego funkcje hydrok-
sylowg w a-potozeniu. Konicowe stadium sposobu polega na przeksztatceniu prekursora ABC do final-
nego produktu ABD w wyniku utleniania metodg Swerna.

Sposbéb otrzymywania(1R,2S,5S)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cyklo-
butylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stanowigcego lek
0 nazwie Boceprevir, 0 wzorze ogélnym 1, w ktérym A, B i D majg wyzej podane znaczenie, polegajacy
na reakcji sprzegania kwasu (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego (ureidowej pochod-
nej tleucyny czyli bloku A) z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,2S,5S)-6,6-dimetylo-3-
-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego (estrem metylowym pochodnej proliny czyli bloku B), uzy-
tych w iloSciach robwnomolowych, w obecno$ci odczynnika kondensujgcego, w $rodowisku chlorku me-
tylenu (DCM) i N-metylomorfoliny (NMM) uzytych w iloSciach odpowiednio 50 mmolii 7,5 mmoli/ 5 mmoli
kwasu i 5 mmoli chlorowodorku, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnieniu z miesza-
niny reakcyjnej powstatego w tej reakcji estru metylowego dipeptydu -Bur-AB-OMe, poddaniu otrzyma-
nego estru metylowego dipeptydu ~Bur-AB-OMe hydrolizie zasadowej za pomocg wodorotlenku litu
uzytego w ilosci 1,5 mmola na 1 mmol estru w $rodowisku mieszaniny réwnoobjetosciowych ilosci me-
tanolu (MeOH) i tetrahydrofuranu (THF) uzytej w ilosci 30 ml/ 4 mmole estru dipeptydu, w temperaturze
pokojowej i w czasie 4 godzin, wyodrebnieniu otrzymanego w wyniku hydrolizy dipeptydu -Bur-AB-OH
Z mieszaniny poreakcyjnej, poddaniu otrzymanego dipeptydu -Bur-AB-OH reakcji sprzegania z chloro-
wodorkiem 3-amino-4-cyklobutylo-2-hydroksybutyroamidu (czyli chlorowodorkiem bloku C prekursora
Bocepreviru o wzorze 2, o wyzej podanym znaczeniu), przy stosunku réwnomolowym dipeptydu i chlo-
rowodorku, w obecnoéci odczynnika kondensujgcego, w sSrodowisku mieszaniny DCM, dimetyloforma-
midu (DMF) i NMM uzytych w iloSciach odpowiednio 50 ml, 10 mli 0,669 ml / 4,46 mmoli dipeptydu
i 4,46 mmoli chlorowodorku, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnieniu otrzymanego
tripeptydu -Bur-ABC-NH: czyli prekusora Bocepreviru 0 wzorze ogoinym 2, z mieszaniny poreakcyjnej
i poddaniu go utlenieniu nadmanganianem (VII) sodu stosowanym w ilosci 1,8 mmoli na 1,2 mmoli tri-
peptydu, w obecnoéci lodowatego kwasu octowego uzytego w ilosci 17,4 mmola/ 1,2 mmoli tripeptydu,
w Srodowisku eteru f-butylowo-metylowego (MTBE), 2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-1-yl)oxylu (TEMPO)
i wody uzytych w iloSciach odpowiednio 10 ml, 1,9 mmola i 4,4 ml /1,2 mmoli tripeptydu, w temperaturze
pokojowej w czasie 40 godzin i wyodrebnieniu otrzymanego tripeptydu -Bur-ABD-NH: z mieszaniny
poreakcyjnej, wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze jako odczynnik kondensujgcy w reakciji
sprzegania kwasu (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego (ureidowej pochodnej -leucyny
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czyli bloku A) z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,2S,5S8)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo-
[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego (estrem metylowym pochodnej proliny czyli bloku B) czyli w syntezie
dipeptydu -Bur-AB-OMe oraz jako odczynnik kondensujgcy w reakcji sprzegania dipeptydu -Bur-AB-
-OH z chlorowodorkiem 3-amino-4-cyklobutylo-2-hydroksybutyroamidu (chlorowodorkiem bloku C) czyli
w syntezie tripeptydu -Bur-ABC-NH: stosuje sie 4-toluenosulfonian N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-
-triazyn-2-ylo)morfoliniowy, ktéry w syntezie dipeptydu t-Bur-AB-OMe stosuje sie w ilosci rbwnomolowej
w stosunku do ilosci kwasu i ilosci chlorowodorku, zas w syntezie tripeptydu -Bur-ABC-NH> w iloSci
réwnomolowej w stosunku do ilosci dipeptydu £-Bur-AB-OH i iloci chlorowodorku.
Opisany powyzej sposéb syntezy Bocepreviru ilustruje ponizszy schemat.
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Sposbb otrzymywania (1R,2S,5S)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cyklo-
butylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stanowigcego lek
0 nazwie Boceprevir, 0 wzorze ogblnym 1, w ktérym A, B i D majg wyzej podane znaczenie, polegajacy
na reakcji sprzegania kwasu (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego (ureidowej pochod-
nej t-leucyny czyli bloku A) z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,2S,5S)-6,6-dimetylo-3-aza-
bicyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego (estrem metylowym pochodnej proliny czyli bloku B), uzytych
w ilo§ciach réwnomolowych, w obecnosci odczynnika kondensujgcego w $rodowisku DCM i NMM uzy-
tych w ilosciach odpowiednio 50 mmoli i 7,5 mmoli/ 5 mmoli kwasu i 5 mmoli chlorowodorku, w tempe-
raturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnieniu z mieszaniny reakcyjnej powstatego w tej reakcji
estru metylowego dipeptydu -Bur-AB-OMe, poddaniu otrzymanego estru metylowego dipeptydu -Bur-
AB-OMe hydrolizie zasadowej za pomocg wodorotlenku litu uzytego w ilosci 1,5 mmola na 1 mmol estru
w $rodowisku mieszaniny rownoobjeto$ciowych ilosci MeOH i THF uzytej w ilosci 30 ml/ 4 mmole estru
dipeptydu, w temperaturze pokojowej i w czasie 4 godzin, wyodrebnieniu otrzymanego w wyniku hydro-
lizy dipeptydu £-Bur-AB-OH z mieszaniny poreakcyjnej i poddaniu tego dipeptydu reakcji sprzegania
z chlorowodorkiem 3-amino-4-cyklobutylo-2-oksobutyroamidu (chlorowodorkiem bloku D) przy sto-
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sunku réwnomolowym dipeptydu i chlorowodorku, w obecnosci odczynnika kondensujgcego, w $srodo-
wisku mieszaniny DCM, NMM, DMF uzytych w ilosciach odpowiednio 30 ml, 7,2 mmolii 5 ml/ 4,8 mmoli
dipeptydu i 4,8 mmoli chlorowodorku, w temperaturze 0—20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnieniu otrzy-
manego tripeptydu -Bur-ABD-NH2 z mieszaniny poreakcyjnej, wedtug wynalazku charakteryzuje sie
tym, ze jako odczynnik kondensujacy w reakcji sprzegania kwasu (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dime-
tylobutanowego z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,2S,5S)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo-
-[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego czyli w syntezie dipeptydu {-Bur-AB-OMe oraz jako odczynnik kon-
densujgcy w reakcji sprzegania dipeptydu &-Bur-AB-OH z chlorowodorkiem amino-4-cyklobutylo-2-ok-
sobutyroamidu czyli w syntezie tripeptydu ~Bur-ABD-NH: stosuje sie 4-toluenosulfonian N-metylo-N-
-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)morfoliniowy, ktéry w syntezie dipeptydu -Bur-AB-OMe stosuje sie
w ilosci rownomolowej w stosunku do ilosci kwasu i ilosci chlorowodorku, zas w syntezie tripeptydu
t-Bur-ABD-NH2 w ilo$ci rownomolowej w stosunku do ilosci dipeptydu #-Bur-AB-OH i ilodci chloro-
wodorku.
Opisany powyzej sposéb syntezy Bocepreviru ilustruje ponizszy schemat.
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Sposbb otrzymywania (1R,2S,5S)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cyklo-
butylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stanowigcego lek
0 nazwie Boceprevir, 0 wzorze ogbélnym 1, w ktérym A, B i D majg wyzej podane znaczenie, z wykorzy-
staniem kwasu (2R)-2-(3-tert-butylo-ureido)-3,3-dimetylobutanowego (ureidowej pochodnej f-leucyny
czyli bloku A), kwasu (1R,28,5S8)-3-(f-butoksykarbonylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo-[3.1.0.]-heksano-2-
-karboksylowego (Boc chronionej pochodnej proliny czyli bloku B), trifluorooctanu 3-amino-4-cyklobu-
tylo-2-hydroksybutyroamidu (stanowigcego trifluorooctan bloku C prekursora Bocepreviru o wzorze
ogbélnym 2, o wyzej podanym znaczeniu), wedlug wynalazku polega na tym, ze najpierw kwas
(1R,28,58)-3-(t-butoksykarbonylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowy (Boc
chroniong pochodng proliny czyli blok B), poddaje sie reakcji sprzegania z rownomolows ilo$cia trifluoro-
octanu 3-amino-4-cyklobutylo-2-hydroksybutyroamidu (trifluorooctanu bloku C), w obecnosci odczyn-
nika kondensujgcego w postaci 4-toluenosulfonianu N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-
-ylo)morfoliniowego uzytego w ilosci rbwnomolowej w stosunku do iloéci kwasu i trifluorooctanu, w $ro-
dowisku DCM, NMM i DMF uzytych w iloSciach odpowiednio 10 ml, 1,5 mmola i 10 ml /1 mmol kwasu
i 1 mmol trifluorooctanu, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnia sie z mieszaniny re-
akcyjnej powstaty w tej reakcji dipeptyd BOC-BC-NH2, ktéry poddaje sie deprotekciji za pomocag kwasu
trifluorooctowego uzytego w ilosci 15 ml /1 mmol dipeptydu, w $rodowisku DCM uzytego w iloSci réw-
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nopolowej w stosunku do iloéci kwasu trifluorooctowego, w temperaturze 20°C w czasie 4 godzin, od-
parowuje z mieszaniny poreakcyjnej rozpuszczalnik i otrzymany trifluorooctan dipeptydu H-BC-NH: pod-
daje sie reakcji sprzegania z kwasem (2R)-2-(3-t-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowym (ureidowg po-
chodng leucyny czyli bloku A) stosujgc 1 mmol kwasu /1 mmol trifluorooctanu dipeptydu(Tfa*BC-NH>),
w obecnosci czynnika kondensujgcego w postaci 4-toluenosulfonianu N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-
-triazyn-2-ylo)morfoliniowego stosowanego w ilosci 1 mmol /1 mmol kwasu i 1 mmol trifluorooctanu di-
peptydu, w $rodowisku DCM i NMM uzytych w iloSciach odpowiednio 10 mli 1,5 mmola/1 mmol kwasu
i 1 mmol trifluorooctanu, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnia z mieszaniny poreak-
cyjnej otrzymany tripeptyd £Bur-ABC-NH: czyli prekursor Bocepreviru 0 wzorze ogolnym 2, kt6ry pod-
daje sie utlenieniu wodnym roztworem podchlorynu sodu stosowanego w ilosci 1,7 mmola / 0,6 mmola
prekursora -Bur-ABC-NH:z, w mieszaninie toluenu i octanu etylu uzytych w ilosciach odpowiednio 5 mi
i 2 ml/ 0,6 mmola prekursora -Bur-ABC-NH>, w temperaturze 4°C w czasie 105 godzin, po czym wy-
odrebnia sie z mieszaniny reakcyjnej tripeptyd ~Bur-ABD-NH2.
Opisany powyzej sposéb syntezy Bocepreviru ilustruje ponizszy schemat.
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Sposbéb otrzymywania(1R,2S,5S)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cyklo-
butylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stanowigcego lek
0 nazwie Boceprevir, 0 wzorze ogbélnym 1, w ktérym A, B i D majg wyzej podane znaczenie, z wykorzy-
staniem kwasu (2R)-2-(3-t-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego (ureidowej pochodnej f-leucyny czyli
bloku A), kwasu (1R,28,5S) 2-f-butoksykarbonylo-6,6-dimetylo-3-azabicyklo-[3.1,0.]heksano-2-karbo-
ksylowego (Boc pochodnej proliny czyli bloku B), chlorowodorku 3-amino-4-cyklobutylo-2-oksobutyro-
amidu (chlorowodorku bloku D), wedlug wynalazku polega na tym, ze najpierw kwas (1R,2S,5S9)
2-tert-butoksykarbonylo-6,6-dimetylo-3-azabicyklo-[3.1.0.]heksano-2-karboksylowy (Boc pochodng
bloku B) poddaje sie reakcji sprzegania z réwnomolowg iloscig chlorowodorku 3-amino-4-cyklobutylo-
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-2-ketobutyroamidu (chlorowodorkiem bloku D) w obecnosci odczynnika kondensujgcego w postaci
4-toluenosulfonianu N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)-morfoliniowego uzytego w iloSci
réwnomolowej w stosunku do iloéci kwasu i ilosci chlorowodorku, w $rodowisku DCM i NMM uzytych
w ilo§ciach odpowiednio 20 mli 4,2 mmola/ 2,8 mmola kwasu i 2,8 mmola chlorowodorku, w tempera-
turze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnia z mieszaniny poreakcyjnej powstaty dipeptyd Boc-BD-
NH2, ktéry poddaje sie deprotekciji za pomocg 5M roztworu chlorowodoru w metanolu, uzytego w ilosci
12 ml/ 2,4 mmola dipeptydu, w temperaturze pokojowej w czasie 1,5 godziny, wyodrebnia otrzymany
w wyniku tej reakcji chlorowodorek dipeptydu H-BD-NH> z mieszaniny poreakcyjnej i poddaje reakgcji
sprzegania z kwasem (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowym (ureidowg pochodng f-leu-
cyny czyli blokiem A) stosujgc 1,5 mmola kwasu / 1,5 mmola chlorowodorku dipeptydu, w obecnosci
czynnika kondensujgcego w postaci 4-toluenosulfonianu N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-
-ylo)morfoliniowego stosowanego w ilosci 1,5 mmola /1,5 mmola kwasu i 1,5 mmola chlorowodorku
dipeptydu, w srodowisku DCM i NMM uzytych w iloSciach odpowiednio 20 ml i 2,25 mmola/1,5 mmola
kwasu i 1,5 mmola chlorowodorku, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin i wyodrebnia z miesza-
niny poreakcyjnej otrzymany tripeptyd -Bur-ABD-NH..
Opisany powyzej sposéb syntezy Bocepreviru ilustruje ponizszy schemat.

OH
H,N NH,
O
H-C-NH,
[0]
v
N 0 RS
N HN NH — 0
- > 2 DMT/NMMTos " NH, _deprotekcja
N OH o N
| Boc O 0
Boc O
Bac-B-OMe H-D-NH, Boc-BD-NH, \/

N

v H
. N
7 o N/Y
N NH, >L )L : DMT/NMM/Tos : 0 NH,
H + N 4] 0]
H-BD-NH, #-Bur-A-OH 7<

-Bur-ABD-NH,

Zastosowanie sulfonianu N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny-2-ylo)morfoliniowego jest ko-
rzystne, poniewaz umozliwia uzyskanie finalnego produktu o wysokiej czystosci bez potrzeby stosowa-
nia dodatkowych operacji oczyszczania metodami chromatograficznymi. Co wiecej, mozliwos¢ realizaciji
syntezy poprzez sprzeganie komponentéw na alternatywnych drogach syntezy stanowi istotng zalete
rozwigzania, poniewaz pozwata dopasowac kolejno$é operacji sprzegania do kosztéw substratéw.
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Sposéb wedtug wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.

Przyktad 1

Do mieszanego i ochtodzonego do temperatury 0°C roztworu 2,07 g (5 mmoli) 4-toluenosulfonian
N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)morfoliniowego (DMT/NMM/TsO-) w 50 ml chlorku mety-
lenu (DCM) dodano 1,51 g (56 mmoli) kwasu (2 R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego,
1,03 g (5 mmoli) chlorowodorku estru metylowego kwasu (1R,2S,55)-6,6-dimetylo-3-azabicy-
klo[3.1.0]heksano-2-karboksylowego oraz 550 w (7,5 mmola) N-metylomorfoliny (NMM). Mieszanie
kontynuowano przez 20 godzin, umozliwiajgc powolny wzrost temperatury od 0°C do 20°C. Nastepnie
mieszanine rozcienczono 20 ml DCM i warstwe organiczng przemywano 30 ml wody, 30 ml 1M roztworu
NaHSO4, 30 ml wody, 30 ml 1M roztworu NaHCOs3 i ponownie 3 ml wody. Warstwe organiczng suszono
nad bezwodnym siarczanem magnezu (MgSO4). Po czasie 30 minut odsgczono $rodek suszgcy, a na-
stepnie rozpuszczalnik usunieto na wyparce proézniowej. Produkt suszono do statej masy w eksykatorze
prézniowym nad P20Os.

Otrzymano 1,70 g dipeptydu f-Bur-AB-OMe, z wydajno$cig 89%.

Whyniki analiz otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr 27,9 min, czysto$¢ 99,2%;

"H NMR (250 MHz, CDCls): 8 = 1,12 (s, 9H, -(CH3)3C-CH-); 1,38 (s, 3H, -(CH3)2C-); 1,39 (s, 3H,
-(CHs3)2C-); 1,40-1,43 (m, 1H, -CH-); 1,53-1,55 (m, 1H, -CH-); 1,69 (s, 9H, -(CH3)3C-NH-); 3,85 (s, 3H,
CH30-); 4,17-4,23 (m, 1H, -CH>); 4,29-4,32 (m, 1H, -CH2-); 4,45-4,50 (m, 1H, -CH-COO); 4,57 (s, 1H,
-CH-) [ppm];

HR-MS: 382,2838 (M + H]", C20HssN3O4"; wyliczone 382,52).

Do intensywnie mieszanego roztworu 1,51 g (4 mmole) otrzymanego dipeptydu -Bur-AB-OMe
w 30 ml mieszaniny metanolu (MeOH) : tetrahydrofuranu (THF) 1:1, wkroplono 12 ml $wiezo przygoto-
wanego 1M roztworu wodorotlenku litu (6 mmoli). Mieszanie kontynuowano do catkowitego przereago-
wania substratu (kontrola za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC), faza rozwijajgca: DCM:
metanol 9:1; wizualizacja: nadmanganian potasu oraz jod). Po 4 godzinach stwierdzono catkowity zanik
substratu. Na wyparce prozniowej odparowano rozpuszczalniki organiczne, do pozostatosci dodano
30 ml octanu etylu i roztwér zakwaszono 1M kwasem solnym do pH 2. Oddzielono faze organiczng
i warstwe wodng wyekstrahowano trzykrotnie octanem etylu (20 ml). Potgczone fazy organiczne su-
szono bezwodnym siarczanem magnezu (MgSOa4). Po czasie 30 minut odsgczono Srodek suszacy,
a nastepnie rozpuszczalnik usunieto na wyparce prézniowej. Produkt suszono do statej masy w eksy-
katorze prézniowym nad P20s.

Otrzymano 1,54 g dipeptydu -Bur-AB-OH, z iloSciowg wydajnoscia.

Whyniki analizy zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr 21,3 min, czysto$¢ 98,7%;

"H NMR (250 MHz, CDCls): 8 = 1,11 (s, 9H, -(CH3)3C-CH-); 1,16 (s, 3H, -(CH3)2C-); 1,16 (s, 3H,
-(CH3)2C-); 1,30-1,31 (m, 1H, -CH-); 1,37 (s, 9H, -(CH3)3C-NH-); 1,39-1,40 (m, 1H, -CH-); 4,20-4,25 (m,
1H, -CHz-); 4,25-4,28 (m, 1H, -CH>); 4,47-4,53 (m, 1H,-CH-COO); 4,54-4,56 (m, 1H, -CH-) [ppm];

HR-MS: 368,2702 (IM + H]", C1oH3:4N3O4"; wyliczone 368,49).

Do mieszanego i schtodzonego do temperatury 0°C dichlorometanu (50 ml) dodano 1,70 g di-
peptydu Bur-AB-OH(4,46 mmola), 1,84 g DMT/NMM/TsO- (4,46 mmola) oraz 246 pl NMM (2,23
mmola). Postep aktywacji kontrolowano za pomocg TLC (uktad rozwijajgcy DCM; wizualizacja 0,5%
roztwor 4-(4-nitrobenzylo)pirydyny (NBP) w etanolu). Po czasie 25 minut stwierdzono zakonczenie re-
akcji i dodano 0,93 g (4,46 mmola) chlorowodorku 3-amino-4-cyklobutylo-2-hydroksybutyroamidu
(HCI*H-C-NH>) rozpuszczonego w 10 ml DMF oraz 491 pl (4,46 mmola) NMM. Mieszanie kontynuowano
przez 20 godzin umozliwiajgc powolny wzrost temperatury od 0°C do 20°C. Po tym czasie mieszaning
rozcienczono 30 ml DCM i przeprowadzono ekstrakcje kolejno: 50 ml wody, 50 ml 1M roztworu kwa-
$nego siarczanu sodu (NaHSO4), 50 ml wody, 50 ml 1M roztworu kwasnego weglanu sodu (NaHCO3),
50 ml wody. Potgczone warstwy organiczne suszono nad bezwodnym MgSOa4. Po 30 minutach $rodek
suszgcy odsgczono, a rozpuszczalnik usunieto na wyparce proézniowej. Otrzymany produkt suszono
w eksykatorze prézniowym nad P20Os.

Otrzymano 2,09 g (4,01 mmola) tripeptydu -Bur-ABC-NHz, co stanowito 90% wydajnosci.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr 31,4 min, czysto$¢ 93,9%;

"H NMR (250 MHz, CDCl3): 3 = 1,00 (s, 3H, -(CH3)2C-); 1,09 (s, 9H, -(CH3)3C-CH-); 1,14 (s, 3H,
-(CHs3)2C-); 1,30-1,34 (m, 1H, -CH-); 1,38 (s, 9H, -(CH3)sC-NH-); 1,41-1,45 (m, 1H, -CH-); 1,82-1,95
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(m, 1H, -CH-; m, 2H, -CH2-; m, 6H, -(CH2)3-); 3,98 (qu, 1H, -CH-OH); 4,13-4,27 (m, 1H, -CH>-); 4,23-
-4,25 (m, 1H, -CH>-); 4,47-4,54 (m, 1H, -CH-); 5,35(d, 1H, -CH-); 5,41 (t, 1H, -CHOH) [ppm];

HR-MS: 522,3967 (IM + H]", C2rH47NsOs;wyliczone 521,6926)

W kolbie okragtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszczono 0,60 g (1,2 mmola)
tripeptydu -Bur-ABC-NH:2 rozpuszczonego w 10 ml eteru £-butylowometylowego (MTBE) i 0,83 ml (17,4
mmola) lodowatego kwasu octowego. Do intensywnie mieszanego roztworu dodano 0,31 g (1,9 mmola)
2,26 6-tetrametylopiperydyn-1-yl)oksylu (TEMPO). Nastepnie w czasie 5 minut wkroplono roztwér 0,28 g
(1,8 mmola) monohydratu nadmanganianu sodu (NaMnO4) w 4,4 ml wody. Mieszanie kontynuowano
do catkowitego przereagowania tripeptydu #-Bur-ABC-NH: (kontrola TLC, faza rozwijajgca: octan
etylu : heksan : kwas octowy 9 : 1 : 0,1; wizualizacja: KMnO4 oraz jod). Po 40 godzinach stwierdzono
catkowite przereagowanie t-Bur-ABC-NH:. W kolejnym etapie do mieszaniny dodano 4 ml wody, roztwor
0,91 g (4,6 mmola) askorbinianu sodu w 4,5 ml wody oraz 0,38 ml (4,6 mmola) stezonego kwasu sol-
nego. Mieszanie kontynuowano przez 1,5 godziny do catkowitego odbarwienia mieszaniny. Mieszanine
przeniesiono do rozdzielacza, kolbe dwukrotnie przemyto 5 ml MTBE i potgczono roztwory. Po rozdzie-
leniu faz, warstwe organiczng przemyto dwukrotnie 10 ml 3M kwasu solnego oraz trzykrotnie 10 ml
wody, a nastepnie suszono bezwodnym MgSOa. Po czasie 30 minut odsgczono $rodek suszgcy, roz-
puszczalnik usunieto na wyparce prézniowej. Produkt suszono do statej masy w eksykatorze préznio-
wym nad P20s.

Otrzymano 0,59 g tripeptydu #-Bur-ABD-NH:2 co stanowito 94% wydajno$ci.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr 29,41 min, czysto$¢ 99,3%;

"H NMR (250 MHz, CDCls): & = 0,90 (s, 3H, -(CHz3)2C-); 1,04 (s, 9H, -(CH3)sC-CH-); 1,06 (s, 3H,
-(CH3)2C-); 1,29-1,30 (m, 1H, -CH-); 1,32 (s, 9H, -(CH3)3C-NH-); 1,38-1,40 (m, 1H, -CH-); 1,60-1,66
(m, 1H, -CH- + m, 2H, -CH2- + m, 6H, -(CH2)s-); 3,73-3,84 (m, 1H, -CH2-); 4,14-4,20 (m, 1H, -CH2-);
4,45-4 50 (m, 1H, -CH-); 5,35 (d, 1H, - CH-); 6,51 (t, 1H,-CHCO-) [ppm];

C NMR (700 MHz, CDCls): & = 12,28 (-CH>-CH>-CH>-); 17,90 (-(CH)2C-(CHa)2-); 18,57
(-(CH3)2C-(CH)2-); 20,73 (-(CH)2C-(CHs3)2-); 26,11 (-(CH3)3C-CH-); 27,19 (-CH2-CH2-CH2-); 29,01
(-(CHs3)3C-NH-); 32,02 (-CH2-CH-CH>-); 34,41 (-CH2-cbut); 38,34 (-(CH3)sC-CH-); 48,23 (-N-CH2-CH-);
49,77 (-(CH3)3C-NH-); 52,78 (-NH-CH-C(O)-C(0O)-); 57,72 (-N-CH-C(0)-NH-); 59,87 (-(CH3)3C-CH-);
157,06 (-NH-C(O)-NH-); 161,31 (-C(0)-NH2); 170,14 ((CHa)3-C-C(O)-); 173,38 (-C(O)-NH-CH-C(O)-);
195,87 (-C(0)-C(0)-NH>) [ppm];

IR (film): v = 3324 (N-H), 2959 (C-H), 1622-1261 (C=0), 1540 (N-H), 1434-1364 (C-H), 1313-
1043 (C-N), 752-589 (C-H) [cm];

HR-MS:520,3798([M + H]*, wyliczone 520,69).

Przyktad 2

Do mieszanego i ochtodzonego do temperatury 0-5°C DCM dodano kolejno 1,99 ¢
DMT/NMM/TsO- ( 4,8 mmola) i roztwoér 1,76 g (4,8 mmola) dipeptydu -Bur-AB-OH otrzymanego jak
w przyktadzie 1, w 10 mlI DCM oraz 264 pl NMM (2,4 mmola). Mieszanie kontynuowano do catkowitego
przereagowania DMT/NMM/TsO- (kontrola TLC, faza rozwijajgca: DCM : metanol 9:1; wizualizacja:
0,5% roztwo6r 4-(4-nitrobenzylo)pirydyny (NBP) w etanolu. Po 15 minutach dodano roztwér 0,98 g (4,8
mmola) chlorowodorku 3-amino-4-cyklobutylo-2-oksobutyroamidu (H-D-NH2) w mieszaninie DCM
DMF 30 : 5 oraz 528 pl (4,8 mmola) NMM. Po 20 godzinach odparowano na wyparce prézniowej roz-
puszczalniki, do pozostato$ci dodano 30 ml wody i faze wodng ekstrahowano trzykrotnie octanem etylu
(20 ml). Potgczone warstwy organiczne przemyto 30 ml wody, 30 ml 1M roztworu NaHSO4, 30 ml wody,
30 ml 1M roztworu NaHCOs3 oraz ponownie 30 ml wody. Faze organiczng suszono bezwodnym MgSOas.
Po czasie 30 minut odsgczono $rodek suszacy, a nastepnie usunieto rozpuszczalnik na wyparce préz-
niowej. Produkt suszono do statej masy w eksykatorze prézniowym nad P20Os.

Otrzymano 2,46 g tripeptydu #-Bur-ABD-NHz, co stanowito 99% wydajnosci.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr=29,5 min, czysto$¢ 81,3%;

"H NMR (250 MHz, CDCls): 3 = 0,83 (s, 3H, -(CH3)2C-); 0,93 (s, 9H, -(CH3)sC-CH-); 0,97 (s, 3H,
-(CH3)2C-); 1,03-1,09 (m, 1H, -CH-); 1,21 (s, 9H, -(CH3)3C-NH-); 1,29-1,32 (m, 1H, -CH-); 1,49-2,30 (m,
1H, -CH- + m, 2H, -CH2- + m, 6H, -(CH>)3-); 2,80-2,90 (m, 1H, -CH2-); 3,96-4,07 (m, 1H, -CH>-); 4,34-
-4,40 (m, 1H, -CH-); 5,05 (d, 1H, -CH-); 6,70 (t, 1H, -CH-CO-) [ppm];

3C NMR (700 MHz, CDCl): & = 12,26 (-CH2-CH>-CH>-); 18,08 (-(CH)2C-(CH3)2-); 18,53
(-(CH3)2C-(CH)2-); 19,03 (-(CH)2C-(CHs)2-); 26,09 (-(CHa3)3:C-CH-); 27,90 (-CH2-CH2-CH»-); 28,97



10 PL 234 164 B1

(-(CH3)3C-NH-); 32,20 (-CH2-CH-CH>-); 34,47 (-CH2>-cbut); 42,62 (-(CH3)sC-CH-); 47,59 (-N-CH2-CH-);
49,68 (-(CHs3)sC-NH-); 55,55 (-NH-CH-C(O)-C(0O)-); 57,38 (-N-CH-C(0)-NH-); 59,15 (-(CH3)3C-CH-);
157,30 (-NH-C(0O)-NH-); 161,38 (-C(0)-NH2); 170,07 ((CHs)3-C-C(O)-); 174,03 (-C(O)-NH-CH-C(O)-);
195,74 (-C(0)-C(0)-NH>) [ppm];

IR (film): v = 3385 (N-H), 2959 (C-H), 1621 (C=0), 1543 (N-H), 1451-1364 (C-H), 1313-1043
(C-N), 817-589 (C-H) [cm];

HR-MS: 520,3764 (IM + H]", C2rH4sNsOs*; wyliczone 520,69).

Przyktad 3

Intensywnie mieszang zawiesine 0,84 g (2 mmole) DMT/NMM/TsO-w 20 ml DCM ochtodzono do
temperatury 0-5°C i dodano 0,51 g (2 mmole) kwasu (1R,2S,5S) 2-t-butoksykarbonylo-6,6-dimetylo-
-3-azabicyklo-[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego (Boc-B-OH) oraz 110 ml (1 mmol) NMM. Mieszanie
kontynuowano do catkowitego przereagowania DMT/NMM/TsO- (kontrola TLC, faza rozwijajgca: DCM,;
wizualizacja: 0,5% roztw6r NBP w etanolu). Po 30 minutach mieszania dodano 0,39 g (2 mmole) triflu-
orooctanu 3-amino-4-cyklobutylo-2-hydroksybutyroamidu rozpuszczonego w 10 ml DMF oraz 220 ul
(2 mmole) NMM. Reakcje prowadzono umozliwiajgc mieszaninie powolny wzrost temperatury do war-
tosci temperatury pokojowej. Po 20 godzinach rozpuszczalniki odparowano na wyparce prézniowej,
a pozostatos¢ dwukrotnie ekstrahowano 20 ml octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto
kolejno wodg (20 ml), 1M roztworem NaHCOs3; (20 ml), woda (20 ml), 1M roztworem NaHSO4 (20 ml)
oraz ponownie wodg (20 ml). Faze organiczng suszono bezwodnym Na>SOs. Odsgczono $rodek su-
szacy, a nastepnie usunieto rozpuszczalnik na wyparce prézniowej. Pozostato$é suszono do statej
masy w eksykatorze prozniowym nad P20s. Otrzymano 0,71 g dipeptydu Boc-BC-NHz, co stanowito
87% wydajnosci.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr 17,5 min, czysto$¢ 43,9%;

"H NMR (250 MHz, CDCls): & = 1,25 (s, 6H, -(CH3)2C-); 1,43-1,45 (m, 1H, -CH-); 1,57 (s, 9H,
-(CHs3)sC-); 1,61-1,63 (m, 1H, -CH-); 1,73-1,89 (m, 1H, -CH- + m, 2H, -CH2- + m, 6H, -(CH)3-); 2,92 (d,
1H, -CH-); 3,91-3,98 (m, 1H, -CH>-); 4,04-4,14 (m, 1H, -CH>-); 5,31 (d, 1H, -CH-); 5,43 (t, 1H, -CHOH)
[ppm];

HR-MS: 410,5000 ([M + HJ", C21HssN3Os"; wyliczone 410,53).

W kolbie okrggtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszczono 0,41 g (1 mmol)
otrzymanego dipeptydu Boc-BC-NH:2 rozpuszczonego w 30 ml rownomolowej mieszaniny DCM : TFA.
Po 4 godzinach mieszania rozpuszczalnik odparowano na wyparce prézniowej otrzymujgc 1 mmol tri-
fluorooctanu dipeptydu H-BC-NH2 wykorzystanego bez dodatkowych operacji w dalszym etapie syn-
tezy. Do intensywnie mieszanego roztworu trifluorooctanu dipeptydu H-BC-NH>w 10 ml DCM dodano
110 pl (1 mmol) NMM. Po sprawdzeniu pH (odczyn kwasny) dodano dodatkowa porcje 55 pl (0,5 mmola)
NMM, aby uzyskaé pH 7.

W odrebnej, okragtodennej kolbie rozpuszczono 0,24 g (1 mmol) kwasu (2R)-2-(3-f-butyloureido)-
-3,3-dimetylobutanowego (-Bur-A-OH) w 10 ml DCM, ochtodzono roztwé6r do temperatury 0-5°C, do-
dano 0,42 g (1 mmol) DMT/NMM/TsO-, 55 ul (0,5 mmola) NMM i intensywnie mieszajac po czasie 2 mi-
nut dodano wczes$niej przygotowany roztwor trifluorooctanu dipeptydu (Tfa*H-BC-NH2). Mieszanine po-
woli ogrzewano do temperatury pokojowej i pozostawiono na 20 godzin w temperaturze pokojowej. Na-
stepnie mieszanine rozcienczono 25 ml DCM i przemyto kolejno: wodg (10 ml), 1M roztworem NaHCO3
(10 ml), woda (10 ml), 1M roztworem NaHSO4 (10 ml) oraz ponownie wodg (10 ml). Faze wodng dodat-
kowo ekstrahowano 20 ml DCM, ekstrakty organiczne potgczono i suszono nad bezwodnym Na2SOa.
Po czasie 45 minut odsgczono $rodek suszacy, a nastepnie usunieto rozpuszczalnik na wyparce préz-
niowej. Produkt suszono do statej masy w eksykatorze prézniowym nad P>Os. Otrzymano 0,51 g tripep-
tydu &-Bur-ABC-NH:, co stanowito 98% wydajnosci.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr=29,0 min, czysto$¢ 60,1%;

"H NMR (250 MHz, CDClz): & = 0,87 (s, 3H, -(CHz3)2C-); 1,00 (s, 3H, -(CH3).C-); 1,26 (s, 9H,
-(CH3)3C-CH-); 1,47-1,52 (m, 1H, -CH-); 1,57 (s, 9H, -(CH3)3C-NH-); 1,61-1,67 (m, 1H, -CH-); 1,97-2,08
(m, 1H, -CH- + m, 2H, -CH2- + m, 6H, -(CH2)3-); 3,95 (q, 1H, -CH-); 4,04-4,07 (m, 1H, -CH>-); 4,33-4,39
(m, 1H, -CH2-); 4,50 (s, 1H, -CH-); 5,30 (d, 1H, -CH-); 5,44 (t, 1H, -CHOH) [ppm];

HR-MS:522,3877 (IM + H]*, C2rH4sNsOs*; wyliczone 522,71).

W kolbie okragtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszczono 0,31 g (0,6 mmola)
tripeptydu £-Bur-ABC-NH: rozpuszczonego w mieszaninie 5 ml toluenu i 2 ml octanu etylu, schtodzono
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do 0°C i w trakcie intensywnego mieszania wkroplono 1 ml (1,7 mmola) wodnego roztworu podchlorynu
sodu z dodatkiem 4,4 ml 1M roztworu NaHCOs tak, by temperatura nie przekroczyta 3°C. Mieszanie
kontynuowano do catkowitego przereagowania tripeptydu -Bur-ABC-NH: (kontrola TLC, faza rozwija-
jaca: AcOEt : heksan : AcOH 9 : 1 : 0,1; wizualizacja: KMnO4 oraz jod). Po 105 godzinach warstwe
wodng trzykrotnie ekstrahowano eterem dietylowym (3x15 ml). Potgczone warstwy organiczne prze-
myto roztworem 0,05 mg jodku potasu w 10 ml 10% NaHSO4, 10 ml 10% roztworem Na>S203 oraz
10 ml solanki, a nastepnie wysuszono bezwodnym MgSOa4. Po odsgczeniu $rodka suszgcego przesacz
zatezono do suchosci. Produkt suszono do statej masy w eksykatorze pr6zniowym nad P2Os.

Otrzymano 0,30 g amidu tripeptydu -Bur-ABD-NH2, z wydajnoscig 98%.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr=29,5 min, czysto$¢ 94,0%;

"H NMR (250 MHz, CDCls): 3 = 0,87 (s, 3H, -(CH3)2C-); 1,01 (s, 3H, -(CH3)2C-); 1,21-1,23 (m, 1H,
-CH-); 1,26 (s, 9H, -(CH3)sC-CH-); 1,41-1,44 (m, 1H, -CH-); 1,58 (s, 9H, -(CH3)3C-NH-); 1,92-2,20 (m,
1H, -CH- + m, 2H, -CH2- + m, 6H, -(CH2)3-); 2,92-3,02 (m, 1H, -CH>-); 3,68-3,79 (m, 1H, -CH>2-); 4,42 (s,
1H, -CH-); 5,30 (d, 1H, -CH-); 6,84 (t, 1H, -CHCO-) [ppm];

C NMR (700 MHz, CDClz): & = 13,10 (-CH>-CH>-CH>-); 18,89 (-(CH)2C-(CHa)2-); 19,40
(-(CH3)2C-(CH)2-); 19,93 (-(CH)2C-(CHs)2-); 26,96 (-(CHs3)3C-CH-); 28,65 (-CH2-CH2-CH»-); 29,79
(-(CHs3)3C-NH-); 32,88 (-CH2-CH-CH>-); 35,17 (-CH2-cbut); 44,69 (-(CH3)sC-CH-); 48,90 (-N-CH2-CH-);
50,58 (-(CHa)3C-NH-); 53,56 (-NH-CH- C(0O)-C(0)-); 58,21 (-N-CH-C(0)-NH-); 61,77 (-(CH3)3C-CH-);
157,87 (-NH-C(O)- NH-); 162,16 (-C(0)-NH2); 171,06 ((CH3)3-C-C(O)-); 174,12 (-C(O)-NH-CH-C(O)-);
196,56 (-C(0)-C(0)-NH>) [ppm];

IR (film): v = 3385 (N-H), 2959 (C-H), 1620 (C=0), 1545 (N-H), 1479-1364 (C-H), 1316-1043
(C-N), 888-593 (C-H) [cm];

HR-MS: 520,3682 (IM + HJ]", C2rH4sNsOs*; wyliczone 520,69).

Przyktad 4

Do roztworu 1,88 g (6,9 mmola) 3-(-butoksykarbonyloamino)-4-cyklobutylo-2-oksobutyroamidu
(Boc pochodna bloku D; Boc-D-NH2) w 25 ml dioksanu dodano za pomocg strzykawki 34,5 ml 4M roz-
tworu chlorowodoru w dioksanie. Reakcje prowadzono do catkowitego przereagowania substratu (kon-
trola TLC: faza rozwijajgca: octan etylu : heksan : kwas octowy 9 : 1 : 0,1, wizualizacja: KMnO: oraz
ninhydryna). Po uptywie 5 godzin zakoriczono mieszanie, odparowano na wyparce prézniowej rozpusz-
czalnik, a pozostato$¢ suszono do statej masy w eksykatorze prézniowym nad P>Os. Otrzymano 1,42 g
chlorowodorku 3-amino-4-cyklobutylo-2-oksobutyroamidu (H-D-NH>), co stanowito 100% wydajnosci.

Intensywnie mieszany roztwér 0,71 g (2,8 mmola) kwasu (1R,2S,58) 2-tert-butoksykarbonylo-
-6,6-dimetylo-3-azabicyklo-[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego (Boc pochodnej proliny czyli bloku B;
Boc-B-OH) oraz 1,17 g (2,8 mmola) DMT/NMM/TsO- w 20 ml DCM ochtodzono do temperatury 0-5°C
idodano 154 ul (1,4 mmola) NMM. Mieszanie kontynuowano do catkowitego przereagowania
DMT/NMM/TsO- (kontrola TLC, faza rozwijajgca: DCM; wizualizacja: 0,5% roztwér NBP w etanolu). Po
40 minutach dodano roztwér 0,47 g (2,3 mola) chlorowodorku 3-amino-4-cyklobutylo-2-oksobutyro-
amidu (H-D-NH2) w 20 ml chlorku metylenu oraz 308 pul (2,8 mmola) NMM. Mieszanie kontynuowano
przez 20 godzin umozliwiajac powolny wzrost do temperatury pokojowej. Nastepnie mieszanine roz-
cienczono 50 ml DCM i przemyto kolejno wodg (20 ml), 1M roztworem NaHCOs (20 ml), wodg (20 ml),
1M roztworem NaHSO4 (20 ml) oraz ponownie wodg (20 ml). Faze organiczng suszono nad bezwodnym
Na2S0a4. Po odsaczeniu $rodka suszgcego rozpuszczalnik usunieto na wyparce prézniowej. Produkt
suszono do statej masy w eksykatorze prézniowym nad P2Os.

Otrzymano 1,14 g dipeptydu BOC-BD-NH:, co stanowito 100% wydajnosci.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr 16,8 min, czysto$¢ 81,1%;

"H NMR (250 MHz, CDClz): & = 0,91 (s, 3H, -(CH3)2C-); 0,98 (s, 3H, -(CH3)2C-); 1,08 (t, 1H,
-CH-); 1,36 (s, 9H, -(CH3)3C-); 1,43 (q, 1H, -CH-); 1,56-2,17 (m, 1H, -CH- + m, 2H, -CH»>- + m, 6H,
-(CH2)3-); 3,25-3,45 (m, 1H, -CH2-); 3,48-3,54 (m, 1H, -CH2-); 3,37 (d, 1H, -CH-N); 3,98 (t, 1H, -CH-CO)
[ppm];

HR-MS:408,3769 (IM + H]*, C21H34NsOs"; wyliczone 408,51).

Roztwér 0,95 g (2,4 mmola) dipeptydu Boc-BD-NH2 w 5M roztworze chlorowodoru w 12 ml me-
tanolu mieszano w temperaturze pokojowej do catkowitego przereagowania substratu (kontrola TLC:
faza rozwijajgca: octan etylu : heksan : kwas octowy 8 : 2 : 0,1, wizualizacja: KMnQOas). Po czasie



12 PL 234 164 B1

1,5 godziny zakonczono mieszanie, rozpuszczalnik odparowano na wyparce proézniowej, a pozostato$¢
suszono do statej masy w eksykatorze prézniowym nad P2Os.

Otrzymano 0,62 g chlorowodorku dipeptydu H-BD-NH>, co stanowito 91% wydajnosci.

Do intensywnie mieszanego roztworu 0,39 g (1,7 mmola) kwasu (2R)-2-(3-t-butyloureido)-3,3-
-dimetylobutanowego i 0,71 g (1,7 mmola) DMT/NMM/TsO- w 20 ml DCM dodano 374 pl (3,6 mmola)
NMM. Po 2 minutach dodano 0,58 g (1,7 mmola) chlorowodorku dipeptydu H-BD-NH.. Mieszanine po-
woli ogrzewano do temperatury pokojowej i pozostawiono na 20 godzin w temperaturze pokojowej. Na-
stepnie mieszanine rozcienczono 50 ml DCM i przemyto kolejno: wodg (20 ml), 1M roztworem NaHCO3
(20 ml), woda (20 ml), 1M roztworem NaHSO4 (20 ml) oraz ponownie wodg (20 ml). Faze wodng dodat-
kowo ekstrahowano 20 ml DCM, ekstrakty organiczne potgczono i suszono nad bezwodnym Na2SOa.
Po czasie 45 minut odsgczono $rodek suszgcy, a nastepnie usunieto rozpuszczalnik na wyparce proz-
niowej. Produkt suszono do statej masy w eksykatorze prézniowym nad P2Os.

Otrzymano 0,82 g tripeptydu -Bur-ABD-NH: z wydajnoscig 93%.

Whyniki analizy otrzymanego zwigzku byty nastepujgce:

analiza RP-HPLC (3-97% B, 55): tr=29,6 min, czystos¢ 86,2%;

"H NMR (250 MHz, CDCls): & = 0,84 (s, 3H, -(CH3)2C-); 0,93 (s, 9H, -(CH3)sC-CH-); 0,96 (s, 3H,
-(CH3)2C-); 1,05-1,09 (m, 1H, -CH-); 1,19 (s, 9H, -(CH3)3C-NH-); 1,24-1,27 (m, 1H, -CH-); 1,30-2,43 (m,
1H, -CH- + m, 2H, -CH2- + m, 6H, -(CH2)3-); 3,67 (s, 1H, -CH-); 3,74-3,82 (m, 1H, -CH>-); 3,99-4,07 (m,
1H, -CH2-); 4,34 (d, 1H, -CH-); 5,50 (t, 1H, -CH-CO) [ppm];

SC NMR (700 MHz, CDCls): & = 12,44 (-CH>-CH>-CH>-); 16,89 (-(CH)2C-(CHa)2-); 19,33
(-(CH3)2C-(CH)2-); 20,49 (-(CH)2C-(CHs)2-); 26,37 (-(CHa3)3C-CH-); 27,33 (-CH2-CH2-CH>-); 29,28
(-(CHs3)sC-NH-); 31,84 (-CH2-CH-CH>-); 34,82 (-CH2-cbut); 38,88 (-(CH3)sC-CH-); 47,90 (-N-CH2-CH-);
50,03 (-(CH3)3sC-NH-); 52,13 (-NH-CH-C(0)-C(0)-); 57,76 (-N-CH-C(O)-NH-); 59,28 (-(CH3)3C-CH-);
157,57 (-NH-C(O)-NH-); 171,82 (-C(0)-NH2); 172,68 ((CH3)3-C-C(0O)-); 172,94 (-C(O)-NH-CH-C(0)-);
174,28 (-C(0)-C(0)-NH2) [ppm];

IR (film): v = 3386 (N-H), 2958 (C-H), 1742-1621 (C=0), 1546 (N-H), 1451-1364 (C-H), 1310-
1197 (C-N), 911-561 (C-H) [cm];

HR-MS:519,3799 ([M]*, C27H4sNsOs5*; wyliczone 519,69).

Zastrzezenia patentowe
1. Sposo6b otrzymywania (1R,2S,5S)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cy-

klobutylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stano-
wigcego lek o nazwie Boceprevir, o wzorze og6lnym 1,

wz0r 1

w ktérym blok budulcowy A oznacza pochodng t-leucyny, przeksztatcong do N-(&-butylokarba-
moilo)-t-leucyny (-Bur-t-Leu-OH, gdzie {-Bur oznacza grupe N-t-butylokarbamoilow3), blok bu-
dulcowy B — bicykliczng pochodng proliny bedgcg pochodng kwasu (1R,2S,55)-6,6-dimetylo-3-
-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego, blok budulcowy D pochodng o-0kso-f3-aminocy-
klobutylobutyroamidu, polegajgcy na reakcji sprzegania kwasu (2R)-2-(3-f-butyloureido)-3,3-di-
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metylobutanowego — ureidowej pochodnej t-leucyny czyli bloku A, z chlorowodorkiem estru me-
tylowego kwasu (1R,25,5S8)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego — es-
trem metylowym pochodnej proliny czyli bloku B, uzytych w iloéciach rownomolowych, w obec-
nosci odczynnika kondensujgcego, w srodowisku chlorku metylenu i N-metylomorfoliny uzytych
w ilosciach odpowiednio 50 mmolii 7,5 mmoli / 5 mmoli kwasu i 5 mmoli chlorowodorku, w tem-
peraturze 0—-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnieniu z mieszaniny reakcyjnej powstatego w tej
reakcji estru metylowego dipeptydu {-Bur-AB-OMe, poddaniu otrzymanego estru -Bur-AB-OMe
hydrolizie zasadowej za pomocg wodorotlenku litu uzytego w ilosci 1,5 mmola na 1 mmol estru
w Srodowisku mieszaniny réwnoobjeto$ciowych iloéci metanolu i tetrahydrofuranu uzytej w ilosci
30 ml/ 4 mmole estru dipeptydu, w temperaturze pokojowej w czasie 4 godzin, wyodrebnieniu
otrzymanego w wyniku hydrolizy dipeptydu -Bur-AB-OH z mieszaniny poreakcyjnej, poddaniu
otrzymanego dipeptydu -Bur-AB-OH reakcji sprzegania z chlorowodorkiem 3-amino-4-cyklobu-
tylo-2-hydroksybutyroamidu — chlorowodorkiem bloku C prekursora Bocepreviru o wzorze 2,

Rk H

N NH;,

wz0r 2,

w ktorym bloki budulcowe A i B majg wyzej podane znaczenie, za$ blok budulcowy C oznacza
aminokwas bedgcy analogiem aminokwasu D we wzorze 1 Bocepreviru, zawierajgcym grupe
hydroksylowa w o-pozycji zamiast grupy karbonylowej, przy stosunku réwnomolowym dipep-
tydu i chlorowodorku, w obecno$ci odczynnika kondensujgcego, w srodowisku mieszaniny
chlorku metylenu, dimetyloformamidu i N-metylomorfoliny uzytych w iloéciach odpowiednio
50 ml, 10 mli 0,669 ml/ 4,46 mmoli dipeptydu i 4,46 mmoli chlorowodorku, w temperaturze
0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnieniu otrzymanego tripeptydu -Bur-ABC-NH2 czyli pre-
kusora Bocepreviru o wzorze ogélnym 2 z mieszaniny poreakcyjnej i poddaniu go utlenieniu
nadmanganianem (V1) sodu stosowanym w ilosci 1,8 mmoli / 1,2 mmoli tripeptydu, w obec-
nosci lodowatego kwasu octowego uzytego w ilosci 17,4 mmola/1,2 mmoli tripeptydu, w $ro-
dowisku eteru t-butylowo-metylowego, 2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-1-yl)oxylu i wody uzytych
w iloSciach odpowiednio 10 ml, 1,9 mmoli, 4,4 ml /1,2 mmoli tripeptydu, w temperaturze poko-
jowej w czasie 40 godzin i wyodrebnieniu otrzymanego tripeptydu -Bur-ABD-NH2 z miesza-
niny poreakcyjnej, znamienny tym, ze jako odczynnik kondensujgcy w reakcji sprzegania
kwasu (2R)-2-(3-t-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego — ureidowej pochodnej t-leucyny
czyli bloku A, z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,2S,55)-6,6-dimetylo-3-azabi-
cyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego — estrem metylowym pochodnej proliny czyli bloku B
czyli w syntezie dipeptydu £-Bur-AB-OMe oraz jako odczynnik kondensujgcy w reakcji sprze-
gania dipeptydu £Bur-AB-OH z chlorowodorkiem 3-amino-4-cyklobutylo-2-hydroksybutyroa-
midu — chlorowodorkiem bloku C czyli w syntezie tripeptydu Bur-ABC-NH: stosuje sie
4-tolueno-sulfonian N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)morfoliniowy, ktéry w syn-
tezie dipeptydu t-Bur-AB-OMe stosuje sie w ilosci rownomolowej w stosunku do ilo$ci kwasu
i ilosci chlorowodorku, zas w syntezie tripeptydu -Bur-ABC-NH: w ilosci rbwnomolowej w sto-
sunku do ilosci dipeptydu Bur-AB-OH i ilosci chlorowodorku.

. Spos6b otrzymywania (1R,2S,5S3)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cy-
klobutylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stano-
wigcego lek o nazwie Boceprevir, 0 wzorze og6lnym 1 przedstawionym w zastrzezeniu 1,
w ktérym A, B i D majg znaczenie podane w zastrzezeniu 1, polegajacy na reakcji sprzegania
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kwasu (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego — ureidowej pochodnej -leucyny
czyli bloku A, z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,2S,55)-6,6-dimetylo-3-azabi-
cyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowego — estrem metylowym pochodnej proliny czyli bloku B,
uzytych w ilo§ciach réwnomolowych, w obecnosci odczynnika kondensujgcego w Srodowisku
chlorku metylenu i N-metylomorfoliny uzytych w iloSciach odpowiednio 50 mmoli i 7,5 mmoli /
5 mmoli kwasu i 5 mmoli chlorowodorku, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyod-
rebnieniu z mieszaniny reakcyjnej powstatego w tej reakcji estru metylowego dipeptydu £Bur-
-AB-OMe, poddaniu otrzymanego estru metylowego dipeptydu -Bur- AB-OMe hydrolizie za-
sadowej za pomoca wodorotlenku litu uzytego w ilosci 1,5 mmola na 1 mmol estru w srodowi-
sku mieszaniny réwnoobjeto$ciowych ilosci metanolu i tetrahydrofuranu uzytej w ilosci 30 ml/
4 mmole estru dipeptydu, w temperaturze pokojowej i w czasie 4 godzin, wyodrebnieniu otrzy-
manego w wyniku hydrolizy dipeptydu -Bur-AB-OH z mieszaniny poreakcyjnej i poddaniu tego
dipeptydu reakcji sprzegania z chlorowodorkiem 3-amino-4-cyklobutylo-2-oksobutyroamidu —
chlorowodorkiem bloku D, przy stosunku réwnomolowym dipeptydu i chlorowodorku, w obec-
nosci odczynnika kondensujgcego, w srodowisku mieszaniny chlorku metylenu, N-metylomor-
foliny i dimetyloformamidu uzytych w iloSciach odpowiednio 30 ml, 7,2 mmolii 5 ml/ 4,8 mmoli
dipeptydu i 4,8 mmoli chlorowodorku, w temperaturze 0—20°C w czasie 20 godzin, wyodreb-
nieniu otrzymanego tripeptydu -Bur-ABD-NH2 z mieszaniny poreakcyjnej, znamienny tym,
ze jako odczynnik kondensujacy w reakcji sprzegania kwasu (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-
-dimetylobutanowego z chlorowodorkiem estru metylowego kwasu (1R,2S,5S)-6,6-dimetylo-
-3-azabicyklo[3.1.0.]Jheksano-2-karboksylowego czyli w syntezie dipeptydu #-Bur-AB-OMe
oraz jako odczynnik kondensujgcy w reakcji sprzegania dipeptydu +Bur-AB-OH z chlorowo-
dorkiem 3-amino-4-cyklobutylo-2-oksobutyroamidu czyli w syntezie tripeptydu £-Bur-ABD-NH:>
stosuje sie 4-toluenosulfonian N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)ymorfoliniowy,
ktéry w syntezie dipeptydu -Bur-AB-OMe stosuje sie w ilosci rownomolowej w stosunku do
ilosci kwasu i ilosci chlorowodorku, zas w syntezie tripeptydu -Bur-ABD-NH2 w ilo$ci réwno-
molowej w stosunku do ilosci dipeptydu £-Bur-AB-OH i iloSci chlorowodorku.

. Spos6b otrzymywania (1R,2S,5S3)-3-[N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cy-

klobutylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stano-
wigcego lek o nazwie Boceprevir, 0 wzorze og6lnym 1 przedstawionym w zastrzezeniu 1,
w ktérym A, B i D majg znaczenie podane w zastrzezeniu 1, z wykorzystaniem kwasu (2R)-2-
-(3-tert-butylo-ureido)-3,3-dimetylobutanowego — ureidowej pochodnej t-leucyny czyli bloku A,
kwasu (1R,2S,55)-3-(t-butoksykarbonylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-kar-
boksylowego — Boc chronionej pochodnej proliny czyli bloku B, trifluorooctanu 3-amino-4-cy-
klobutylo-2-hydroksybutyroamidu stanowigcego trifluorooctan bloku C prekursora Bocepreviru
0 wzorze ogblnym 2 przedstawionym w zastrzezeniu 1, w ktéorym A, B i C majg znaczenie
podane w zastrzezeniu 1, znamienny tym, ze najpierw kwas (1R,2S,5S)-3-(t-butoksykarbo-
nylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowy — Boc chroniong pochodng
proliny czyli blok B, poddaje sie reakcji sprzegania z rownomolowg iloscig trifluorooctanu
3-amino-4-cyklobutylo-2-hydroksybutyroamidu — trifluorooctanu bloku C, w obecnosci odczyn-
nika kondensujgcego w postaci 4-toluenosulfonianu-N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-
-2-ylo)morfoliniowego uzytego w ilosci rownomolowej w stosunku do ilosci kwasu i trifluorooc-
tanu, w $rodowisku chlorku metylenu, N-metylomorfoliny i dimetyloformamidu uzytych w ilo-
Sciach odpowiednio 10 ml, 1,5 mmola i 10 ml/1 mmol kwasu i 1 mmol trifluorooctanu, w tem-
peraturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnia sie z mieszaniny reakcyjnej powstaty w tej
reakgji dipeptyd Boc-BC-NHz, ktory poddaje sie deprotekcji za pomocg kwasu trifluoroocto-
wego uzytego w ilosci 15 ml/1 mmol dipeptydu, w Srodowisku chlorku metylenu uzytego w ilo-
Sci rownomolowej w stosunku do ilo$ci kwasu trifluorooctowego, w temperaturze 20°C w cza-
sie 4 godzin, odparowuje z mieszaniny poreakcyjnej rozpuszczalnik i otrzymany trifluorooctan
dipeptydu H-BC-NH: poddaje sie reakcji sprzegania z kwasem (2R)-2-(3-f-butyloureido)-3,3-
-dimetylobutanowym — ureidowg pochodng f-leucyny czyli bloku A, stosujgc 1 mmol kwasu /
1 mmol trifluorooctanu dipeptydu, w obecnosci czynnika kondensujgcego w postaci 4-tolue-
nosulfonianu  N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)morfoliniowego stosowanego
w ilosci 1 mmol /1 mmol kwasu i 1 mmol trifluorooctanu dipeptydu, w $srodowisku chlorku me-
tylenu i N-metylomorfoliny uzytych w iloSciach odpowiednio 10 mli 1,5 mmola/ 1 mmol kwasu
i 1 mmol trifluorooctanu, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin, wyodrebnia z mieszaniny
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poreakcyjnej otrzymany tripeptyd ~Bur-ABC-NH:2 czyli prekursor Bocepreviru o wzorze ogol-
nym 2, ktéry poddaje sie utlenieniu wodnym roztworem podchlorynu sodu stosowanego w ilo-
$ci 1,7 mmola / 0,6 mmola prekursora ~Bur-ABC-NH2, w mieszaninie toluenu i octanu etylu
uzytych w ilosciach odpowiednio 5 mli2 ml/ 0,6 mmola prekursora t-Bur-ABC-NH, w tempe-
raturze 4°C w czasie 105 godzin, po czym wyodrebnia sie z mieszaniny reakcyjnej tripeptyd
-Bur-ABD-NH:.

. Spos6b otrzymywania(1R,2S,5S)-3-(N-(N-tert-butylokarbamoilo)-3-metylo-L-walilo]-N-(2-cy-
klobutylo-1-oksamoiletylo)-6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksan-2-karboksamidu, stano-
wigcego lek o nazwie Boceprevir, 0 wzorze og6lnym 1 przedstawionym w zastrzezeniu 1,
w ktérym A, B i D majg znaczenie podane w zastrzezeniu 1, z wykorzystaniem kwasu (2R)-2-
-(3-t-butyloureido)-3,3-dimetylobutanowego — ureidowej pochodnej f-leucyny czyli bloku A,
kwasu (1R,2S,5S) 2-t-butoksykarbonylo-6,6-dimetylo-3-azabicyklo-[3.1.0.]Jheksano-2-karbok-
sylowego — Boc pochodnej proliny czyli bloku B, chlorowodorku 3-amino-4-cyklobutylo-2-ok-
sobutyroamidu — chlorowodorku bloku D, znamienny tym, ze najpierw kwas (1R,2S,59)
2-tert-butoksykarbonylo-6,6-dimetylo-3-aza-bicyklo[3.1.0.]heksano-2-karboksylowy — Boc po-
chodng bloku B poddaje sie reakcji sprzegania z réwnomolowsg iloscig chlorowodorku
3-amino-4- cyklobutylo-2-ketobutyroamidu — chlorowodorkiem bloku D, w obecnosci odczyn-
nika kondensujgcego w postaci 4-toluenosulfonianu N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-
-2-ylo)morfoliniowego uzytego w ilosci rownomolowej w stosunku do ilosci kwasu i ilosci chlo-
rowodorku, w $rodowisku chlorku metylenu i N-metylomorfoliny uzytych w ilosciach odpowied-
nio 20 mli 4,2 mmola/ 2,8 mmola kwasu i 2,8 mmola chlorowodorku, w temperaturze 0-20°C
w czasie 20 godzin, wyodrebnia z mieszaniny poreakcyjnej powstaty dipeptyd Boc-BD-NHy,
ktéry poddaje sie deprotekcji za pomocg 5M roztworu chlorowodoru w metanolu, uzytego
w ilosci 12 ml/ 2,4 mmola dipeptydu, w temperaturze pokojowej w czasie 1,5 godziny, wyod-
rebnia otrzymany w wyniku tej reakcji chlorowodorek dipeptydu H-BD-NH2 z mieszaniny po-
reakcyjnej i poddaje reakcji sprzegania z kwasem (2R)-2-(3-tert-butyloureido)-3,3-dimetylobu-
tanowym - ureidowg pochodng t-leucyny czyli blokiem A, stosujgc 1,5 mmola kwasu /1,5
mmola chlorowodorku dipeptydu, w obecnosci czynnika kondensujgcego w postaci 4-tolueno-
sulfonianu N-metylo-N-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn-2-ylo)morfoliniowego stosowanego w ilo-
$ci 1,5 mmola /1,5 mmola kwasu i 1,5 mmola chlorowodorku dipeptydu, w $rodowisku chlorku
metylenu i N-metylomorfoliny uzytych w iloSciach odpowiednio 20 mli 2,25 mmola/1,5 mmola
kwasu i 1,5 mmola chlorowodorku, w temperaturze 0-20°C w czasie 20 godzin i wyodrebnia
z mieszaniny poreakcyjnej otrzymany tripeptyd -Bur-ABD-NH..



