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1. WSTEP

a-Aminokwasy 1 (rysunek 1) sg jednymi z kluczowych czasteczek w organizmach
zywych. Oprécz ich fundamentalnej roli jako sktadnikéw biatek, aminokwasy cieszg si¢
rowniez duzym zainteresowaniem w syntezie organicznej, poniewaz moga shuzy¢ jako
chiralne bloki budulcowe do syntezy nowych zwigzkow o okreSlonych wiasciwosciach
farmakologicznych, moga takze znalez¢ =zastosowanie w syntezie peptydow.
Zidentyfikowano wiele aminokwaséw niebiatkowych o interesujacych wilasciwosciach
biologicznych, wystepuja one m.in. jako fragmenty strukturalne ztozonych produktow
naturalnych. Prowadzone sa rowniez intensywne badania nad syntetycznymi analogami
aminokwasoéw wystepujacych w naturze. Szczeg6lnym zainteresowaniem wsrod analogow
a-aminokwasow cieszg si¢ fosfonowe analogi aminokwasow. Kwasy a-aminofosfonowe 2
I a-aminofosfinowe 3, a takze fosfono- i fosfinopeptydy 4, jako analogi a-aminokwasow
I odpowiednich peptydow, wykazujg roznorodng aktywnos$¢ biologiczng, w tym zdolno$¢
selektywnej inhibicji réznego rodzaju enzymoéw (rysunek 1).1* Aktywno$¢ biologiczna
fosfonianéw wynika z podobienstwa do naturalnych substratow reakcji enzymatycznych.
Dzigki temu zwigzki te mogg konkurowac z substratem posiadajagcym grupe karboksylowa
o centrum aktywne enzymu lub innego komérkowego receptora. Zastosowanie ugrupowania
fosfonowego w miejsce grupy karboksylowej zostalo z powodzeniem wykorzystane

W projektowaniu nowych substancji o potencjalnych aktywnosciach biologicznych.

Q Q Q Q
HoN___C. HoN_ P HaN_Po HoN__C.
Yon MhyGen Mhyron My o
R R R HO. 41,
HO 1
(@]
1 2 3 4

Rysunek 1. Ogoélna struktura a-aminokwasow 1 oraz ich fosfonowych 2 i fosfinowych 3

pochodnych a takze fosfonoaminokwasow 4.

Jednymi z odkry¢, ktére przyczynity si¢ do rozwoju badan nad ta grupa zwiazkow
byta izolacja ciliatyny, fosfonowego analogu p-alaniny, z materialu biologicznego
uzyskanego z Ciliated protozoa® oraz odkrycie pierwszego aminofosfonianowego inhibitora
enzymu — syntetazy glutaminy. W literaturze opisano szereg wtasciwosci biologicznych

zwigzkéw  zawierajacych  ugrupowanie  fosfonowe, m.in.  przeciwbakteryjne,
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przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe i neuroprotekcyjne fosfonianowych analogéw

o-aminokwasow oraz ich aktywno$¢ jako pestycydow i regulatoréw wzrostu roslin.’8:9

Do jednych z najcze$ciej stosowanych herbicydow nalezy glifosat 5 (rysunek 2).
Jego dziatanie polega na hamowaniu syntazy 5-enolopirogroniano-szikimowo-3-
fosforanowej, kluczowego enzymu na szlaku kwasu szikimowego. Ponadto, oprocz
dziatania chwastobdjczego hamuje takze wzrost Plasmodium falciparum, pasozyta
wywolujacego malarie.® Podobne dziatanie wykazywatl rowniez w przypadku pokrewnych
typow jednokomorkowych pasozytow takich jak Toxoplasma i Cryptosporidium, ktore
powoduja oportunistyczne zakazenia u pacjentow z zespotem nabytego niedoboru
odpornosci (AIDS).” Fosfonowe analogi leucyny 6 i tyrozyny 7 (rysunek 2) sa inhibitorami
peptydazy leucyny, enzymu zwigzanego z powstawaniem stanéw zapalnych, a takze
chorobami nowotworowymi® oraz zaéma®, ponadto enzym ten odgrywa wazng role we

wezesnych przypadkach zakazenia wirusem HIV.1

Dehydrofos 9 (rysunek 2) jest antybiotykiem o szerokim spektrum dziatania
produkowanym przez Streptomyces luridus dziatajacym wobec bakterii Gram-dodatnich
I Gram-ujemnych. Acetylofosfonian metylu, produkt hydrolizy dehydrofosu 9, jest silnym
inhibitorem  dehydrogenazy pirogronianowej.!*  Kolejnym aminoalkilofosfonianem
o dziataniu antybakteryjnym jest alafosfalina 8 (rysunek 2). Izomer (2'S,1R)-8 wykazywat
dziatanie przeciwbakteryjne skuteczniejsze niz pozostale trzy izomery.'? Podobng zaleznos¢
mozna zaobserwowac dla wezesniej wspominanej fosfoleucyny 6, zauwazono bowiem, ze
enancjomer R wykazywal wyzsza aktywno$é w poréwnaniu z izomerem S.*3* Fosfonowe
pochodne zwigzku 10 (rysunek 2) wykazywaty dziatanie inhibicyjne wobec proteazy
serynowej NS3 niezbednej w replikacji wirusa zapalenia watroby typu C.° Aktywno$é
przeciwwirusowa wykazywala takze aminofosfonowa pochodna kwasu urosolowego 11
(rysunek  2) wobec ludzkiego  wirusa  niedoboru  odpornosci  (HIV).1
Aminometylofosfonowe pochodne imatynibu 12 (rysunek 2), leku stosowanego w leczeniu
przewleklej biataczki szpikowej oraz ostrej biataczki limfoblastycznej, w testach MTT
wykazywaly lepsze witasciwosci przeciwnowotworowe w poréwnaniu z doksorubicyng

i imatynibem.’
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o O CH3 O
Qw9 P
Ho N Pooy WCBLOH /©/Yé PH HZN/\[r o
CH
OH NH, HO NH3 3
glifosat 5 fosfoleucyna 6 7 alafosfalina 8
R

O, OH
9 O/ Z_>\(H
. OH
HN AL N__r° ﬁ
H S OH >H/§O \\

HN_ _O
dehydrofos 9 \|«4 10

(0]
\O R=Et; Me; i-Pr: CgHs

0
X\ _OCgHs
N_R
OCgHs
OCZH5

12

s, ,///

R= 4-Br; 4-NO,; 3-NOy; 4-Cl,3-NO,
Rysunek 2. Przyktady aktywnych biologicznie fosfonowych pochodnych a-aminokwasow.

Inng wazna grupa zwiazkéw wykazujacych interesujace wtasciwosci biologiczne sg
aminokwasy posiadajagce dodatkowe ugrupowanie fosfinowe lub fosfonowe (rysunek 3).
Fosfinotrycyna 13 i demetylofosfinotrycyna 14 (rysunek 3), wyizolowane z promieniowca
Streptomyces hygroscopicus®®!® oraz Streptomyces viridochromogenes®® wykazywaty
dziatanie chwastobodjcze ze wzgledu na zdolno$¢ do inhibicji syntetazy glutaminowe;.
Zwigzki 13 114 a takze LAP4 15 sg analogami kwasu glutaminowego, gtéwnego
neuroprzekaznika pobudzajacego w centralnym uktadzie nerwowym 1 bedacego
nieselektywnym agonistg dla metabotropowych receptoroéw glutaminowych (mGIluR). LAP4
15 byt pierwszym ligandem, ktory dziatal wybiorczo na III grupe mGluR, ale nie wykazywat
selektywnosci pomiedzy podtypami receptoréw metabotropowych tej grupy.?
Selektywnos$¢ dziatania pochodnych 13-15 wobec Il grupy receptorow mGIluR wynikata
zZ zastgpienia grupy karboksylowej bioizosterycznym ugrupowaniem fosfonowym (rysunek
3).22
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Il Q (I? Q I Q
P
-~ .\/\‘)J\OH H u\/\‘)J\OH HO™ u\/\‘)J\OH
OH OH OH
NH, NH, NH,
fosfinotrycyna 13 demetylofosfinotrycyna 14 LAP4 15
C (0] (0] O
Ho't oH  Ho? 0 QNH
| N Y
OH = HO éH = OH HO/F:\\\“‘ iy OH
NH, NH, OH ¢

AP5 16 AP7 17 selfotel 18
Rysunek 3. Przyktady aktywnych biologicznie fosfo(i)noaminokwasow.

Zwiazki 16-18 (rysunek 3) charakteryzuja si¢ z kKolei antagonistycznym dziataniem
wobec jonotropowego receptora NMDA. Dzialanie przeciwdrgawkowe wykazywaty
pochodne AP5 16 i AP7 17, przy czym w obu przypadkach izomery R wykazywaty silniejsze
dziatanie przeciwkonwulsyjne niz izomery o przeciwnej konfiguracji (rysunek 3).2 Stone
| wspotpracownicy wykazali, ze izomer (R)-16 ma 8-krotnie silniejsze dziatanie wobec
receptorow NMDA w poréwnaniu z izomerem S.2* Nalezy zauwazy¢, ze pochodne 16 i 17,
posiadajg konfiguracj¢ R na centrum stereogenicznym, a kwas L-glutaminowy, naturalny
ligand receptorow glutaminergicznych, jest izomerem o konfiguracji S. Selfotel 18
wywotywat dziatanie przeciwbolowe i znieczulajace w badaniach przeprowadzonych na

matpach Macaca mulatta (rysunek 3).2°

Pochodne kwasu glutaminowego (S)-19 (rysunek 4) posiadajace dodatkowy
podstawnik w pozycji y moga wykazywaé roznorodng aktywnos$¢ biologiczng. Kwas
4-aminoglutaminowy 20 (rysunek 4) w stezeniu ICso = 6,2 umol/l hamowat namnazanie
pasozyta Trypanosoma cruzi wywolujacego chorobe Chagasa.?® Jednocze$nie zwiazek ten
w stezeniach do 200 umol/I nie wykazywat toksycznosci wobec linii komorkowej CHO-K1.
Z Kkolei kwas 4-hydroksyglutaminowy 21 o konfiguracji (2S,4S) wykazywat aktywno$¢
wobec metabotropowych receptoréw glutaminergicznych mGluiR i mGlugR (rysunek 4)%
Natomiast izomer (2S,4R)-21 wykazuje preferencje wzgledem jednego z receptoréw iGluR
— NMDA.% Pochodne kwasu glutaminowego 19 z ugrupowaniem fosfonowym w pozycji v
takie jak LAP4 15, L-tioAP4 22 oraz L-SOP 23 (rysunek 4), wykazujg aktywnos¢

agonistyczng wzgledem glutaminergicznych receptoréow metabotropowych III grupy. 21222
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l;le NH, NH,
HOOC/\/\COOH HOOC COOH
(S)-19 20
OH NH, OH NH,
HOOC/-\/-\COOH HOOC - COOH
(2S,4R)-21 (25,45)-21

NH, NH,

(HO),(S)P” ™" COOH (HO),(0)P" " cooH

L-tioAP4 22 L-SOP 23

Rysunek 4. Struktury kwasu glutaminowego 19 oraz jego pochodnych 20-23 o réznej

aktywnosci biologiczne;j.

Aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw posiadajacych w swoim szkielecie kwas
L-glutaminowy  (S)-19  zainspirowalta mnie do  zaprojektowania  nowych
sfunkcjonalizowanych pochodnych posiadajacych w pozycji y hydrofilowg grupe
hydroksylowa lub aminowg (schemat 1). Ponadto, w miejsce grup karboksylowych
wprowadzitam ugrupowania fosfonowe P(O)(OH).. Ugrupowanie fosfonowe moze
konkurowac z substratem posiadajagcym grupe karboksylowa 0 centrum aktywne enzymu
lub innego komoérkowego receptora. Wprowadzenie dodatkowych grup funkcyjnych,
aminowych i hydroksylowych, moze prowadzi¢ do zmiany wiasciwosci fizykochemicznych
tych zwigzkoéw oraz spowodowac istotne zmiany w sposobie oddzialywania z receptorami.
Poniewaz zaprojektowane zwiazki posiadajag dwa centra stereogeniczne, rozwazy¢ nalezy
syntez¢ wszystkich mozliwych stereoizomerdéw, czterech dla zwiagzku 24 i trzech dla 25.
Nalezy bowiem zalozy¢, ze poszczegodlne stereoizomery roznigce si¢ konfiguracja absolutng

moga wykazywac¢ inng aktywnos$¢ biologiczng.

NH, R BocNH O BocNH OH
— — OH
(HO)2(O)P P(O)(OH), (EtO),(O)P H (EtO)z(O)F’)\)V
24 R=0OH 26 27
25 R=NH,
z OH =
B /O : . O—
— Ph/\N — Ph/\lN/
(EtO),(O)P (EtO)Z(O)PJJJ
28 29

Schemat 1. Retrosynteza difosfonowych pochodnych 24 i 25.
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Stereoselektywna synteza zwigzkéw organicznych jest przedmiotem intensywnych
badan w chemii medycznej. Rosnace zapotrzebowanie na zwigzki enancjo- o0raz
diastereomerycznie czyste podyktowane jest obserwowanymi roéznicami w aktywnoS$ci
zwiazkow o roznej konfiguracji absolutnej. W przypadku kiedy oba enancjomery wykazuja
zblizong aktywno$¢ farmakologiczng mozliwe jest stosowanie leku w postaci mieszaniny
racemicznej. Citalopram jest lekiem przeciwdepresyjnym, stosowanym w postaci racematu;
enancjomer o konfiguracji S dziala jako selektywny inhibitor wychwytu zwrotnego
serotoniny, a enancjomer R wykazuje 30-krotnie stabsze dziatanie.*® W sytuacji kiedy tylko
jeden z enancjomeroéw wykazuje efekt terapeutyczny a drugi jest zupetnie nieaktywny, to
zwiazki takze mozna stosowac¢ w postaci racematu, czego przyktadami sg niesteroidowy lek
przeciwzapalny (S)-(+)-ketoprofen®' oraz beta-bloker (S)-(-)-propranolol®2. Problem
pojawia si¢ wtedy gdy jeden z enancjomerdw wykazuje okreslong aktywno$¢ biologicznag,
adrugi jest toksyczny, jak w przypadku lewodopy (izomer L), ktora wykazuje dziatanie
przeciwparkinsonowe, natomiast jej izomer D powoduje granulocytopenie.®® Innym
wyzwaniem, z jakim mierzy si¢ przemyst farmaceutyczny jest konieczno$¢ minimalizacji
duzych ilosci produktéw ubocznych powstajacych podczas wytwarzania farmaceutykow
(szacuje sig, ze podczas produkcji 1 kg produktu farmaceutycznego powstaje 25 — 100 kg
produktéw ubocznych).** Dzigki asymetrycznej syntezie mozna otrzymaé zwigzki
0 okreslonej, zadanej konfiguracji absolutnej. W ten sposdb mozna obnizy¢ catkowitg
dawke leku przyjmowanego przez pacjenta, z zachowaniem tych samych parametrow
leczenia, a z drugiej strony, wytwarza¢ mniejsze ilosci cz¢sto niebezpiecznych odpadow

chemicznych.

Poniewaz w pracy doswiadczalnej zostata zaplanowana synteza enancjomerycznie
czystych  fosfonowych pochodnych kwasu glutaminowego 19 =z dodatkowym
podstawnikiem aminowym lub hydroksylowym, w czeSci literaturowej opisatam
wlasciwosci 1 metody syntezy pochodnych kwasow  B-hydroksy- oraz y-

hydroksyglutaminowych (rysunek 5).
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NH, R?
NH, R
HOOC COOH
(HO),(O)P P(O)(OH), R'
24 R=OH 30 R'=0H, R?=H
25 R=NH, 21 R'=H, R?=0OH

Rysunek 5. Struktury kwasu 4-amino/hydroksy(propano-1,3-diylo)difosfonowego 24, 25,
kwasu hydroksyglutaminowego 21, 30.

2.1. Wprowadzenie — kwas glutaminowy
Kwas glutaminowy 19 (rysunek 4, str. 15) nalezy do 20 podstawowych
aminokwasow budujacych biatka. Produkcja tego aminokwasu i jego soli wyniosta w 2005
roku ok. 1,7 miliona ton, co stanowito ponad potowe $wiatowej produkcji aminokwaséow.
Duze zapotrzebowanie zwigzane jest ze stosowaniem glutaminianu sodu jako wzmacniacza
smaku w produktach spozywczych.%® W organizmach kwas glutaminowy odgrywa istotna
role w biosyntezie puryn i pirymidyn.3® Bierze rowniez udziat w przemianie metabolicznej
do L-glutaminy przez syntetaz¢ L-glutaminowa (GS), ktora ma kluczowe znaczenie
w funkcjonowaniu  komoérek.®” Jednoczesnie kwas glutaminowy jest glownym
neuroprzekaznikiem w centralnym uktadzie nerwowym. Reguluje prace wigkszosci
neuronow, a zaburzenia ze strony uktadu glutaminergicznego wiaza si¢ z wystgpowaniem
39,40

choréb uktadu nerwowego takich jak choroba Alzheimera®, plagsawica Huntingtona®*,

choroba Parkinsona*, a takze udar*? oraz epilepsja®.

Kwas glutaminowy 19 oddziatuje na 2 rodzaje receptoréw glutaminergicznych:
receptory jonotropowe (iGIUR)* oraz metabotropowe (MGIUR)* (rysunek 6). Wérod
ligandow wykazujacych powinowactwo do receptorow metabotropowych istnieje wiele
zwiagzkow, ktore posiadajg w swojej strukturze szkielet kwasu glutaminowego.*
Modyfikowanie struktury kwasu glutaminowego, polegajace na wprowadzaniu
dodatkowych podstawnikow zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych w miejscu
wigzacym receptora, moze pomoc w odkryciu nowych selektywnych ligandow i przyczynic¢

si¢ do zrozumienia fizjologicznej roli kazdego z tych receptorow.
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receptor metabotropowy receptor jonotropowy

Glu

przestrzen
zewngtrzkomérkowa

przestrzen
wewnatrzkomérkowa

biatko G

Rysunek 6. Schemat budowy receptoréw glutaminergicznych: receptor metabotropowy;

receptor jonotropowy.  Rycina stworzona za pomocq BioRender.com.

2.2. Pochodne kwasu hydroksyglutaminowego w przyrodzie

Kwasy hydroksyglutaminowe sg pochodnymi kwasu glutaminowego posiadajacymi
dodatkowa grupe OH w pozycji 3 lub 4 lub w obu tych pozycjach (rysunek 7). Mimo ze te
kwasy nie naleza do podstawowych aminokwaséw budujacych biatka, sa szeroko
rozpowszechnione w przyrodzie, zwlaszcza wéréd roélin®’, znaleziono je roéwniez w innych

organizmach® oraz w bardziej ztozonych czasteczkach o waznej aktywnosci biologicznej.**-
51

NH, OH NH, NH, OH

HOOC COOH Hooc)\ﬁCOOH HOOC COOH
OH OH
21 30 31

Rysunek 7. Struktury hydroksylowych pochodnych kwasu glutaminowego 21, 30 i 31.
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2.3. Kwas 3-hydroksyglutaminowy
2.3.1. Pochodne kwasu 3-hydroksyglutaminowego o aktywnosci biologicznej
Zainteresowanie kwasem 3-hydroksyglutaminowym 30 zostatlo zapoczatkowane
odkryciem tego aminokwasu w hydrolizatach antybiotyku peptydowego S-520 (ang.
longicatenamycine A) wyizolowanego z Streptomyces diastaticus.>® Zwiazek 32 (rysunek 8)
wykazuje dzialanie przeciwko bakterii Gram-dodatniej (Bacillus subtilis).®® Badania
przeprowadzone w ostatnim czasie wykazaly, ze ten cykloheksapeptyd zbudowany jest
z kwasu 3-hydroksyglutaminowego o konfiguracji (2S,3R)-30 (treo), ktorego synteza
zostanie omoéwiona w  kolejnym rozdziale (rysunek 11).5%2 Kwas treo-3-
hydroksyglutaminowy zostat zidentyfikowany takze w §cianie komorkowej Mycobacterium

lacticum.*®

Cl

HN

£ 0
H,N o X
NH HN
d =0
HO  NH HN
o:ﬂ;
—NH HN
S )_/ o)
s
NH,

32
Rysunek 8. Struktura cyklicznego peptydu 32 o dziataniu przeciwbakteryjnym.

Kwasy 3-hydroksyglutaminowe (2R,3S)-30 oraz (2R,3R)-30 wystepujag rowniez
w cyklicznych heksadepsipeptydach (rysunek 9) (ang. kutznerides), ktére zostaly
wyizolowane z promieniowcow Kutzneria sp. 744.%°* Kwas o konfiguracji (2R,3S)-30
wystepuje W peptydach 33, 34, 38, 40 i 41 natomiast enancjomer o konfiguracji (2R,3R)-30
w zwigzkach 35, 36, 37 oraz 39. Wykazano umiarkowang aktywno$¢ hamujaca zwigzkow
33 — 37 w stosunku do kilku grzybow Cylindrocladium canadense, Fusarium avenaceum,
Fusarium oxysporum oraz Nectria radicicola.®® Badania pod katem aktywnosci
przeciwgrzybiczej zwigzkow 33-37 przeprowadzono w zakresie stezen od 1,0 mg/ml do 0,5

ug/ml wobec grzybow: Cylindrocladium canadense, Fusarium avenaceum, Fusarium
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oxysporum oraz Nectria radicicola.>® Zwiagzki nie hamowaly wzrostu grzybéw Candida
albicans, Pseudomonas sevastanoi pv. sevastanoi i Aspergillus fumigatus w st¢zeniach do
590 pmol/l.

Dla peptydow 33 — 41 wyznaczono rowniez minimalne st¢zenia hamujace (MIC)
wzrost patogenow grzybowych 1 bakteryjnych (tabela 1). Najlepszg aktywnos$¢
przeciwbakteryjng wobec Fusarium culmorum i Staphylococcus aureus wykazywata
pochodna 34 (w obu przypadkach MIC = 6 pmol/l) oraz przeciwgrzybicza wobec Fusarium
culmorum (MIC =70 umol/l).

Ry
R“r//""'., O
|
R3 N /E

33 R's zcz/k/COzH R2,R3,R*=H; R%=Me
34 R'= z%/k/COzH R?=Cl, R R*=H; R%=Me

35 R1= %/\/COZH R2,R3,R4:H; R5:Me
OH

36 R'= '772/'\/COZH R?=H; R3 R*=wigzanie ; R®=Me
OH

37 R'= 572/'\/002*' R2,R3,R*R5=H
OH

38 R'= %/k/COzH R2=H: R3=0H:R*=wigzanie T; R%=Me

OH
39 R'= o ~\_-COM R2R3R4RE=H
OH
40 R'= 3(/'\/002*' R2=Cl; R% R*=H; R%=Me
OH

41 R'= %/'\/COZH R2=H; R3 R*=wigzanie m; R>=Me

Rysunek 9. Pochodne kwasu 3-hydroksyglutaminowego 33 — 41 wystepujace

w cyklicznych peptydach o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.>

Wsrod przebadanych patogendw, bakterie Staphylococcus aureus byly najbardziej
podatne na dziatanie cyklicznych peptydéw. Najlepsza aktywnos¢ wykazywaty zwigzki 33,
34, 35 i 40 (tabela 1).4°
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Tabela 1. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) (umol/l) cyklicznych peptydéw ang.
kutznerides.

patogen
. Drechslera | Erwinia | Fusarium | Staphylococcus
zwigzek L
sorokiniana | carotovora | culmorum aureus
33 230 60 210 12
34 110 6 70 6
35 260 12 260 9
36 >590 120 >590 140
37 >240 120 >240 120
38 >400 >230 >230 >230
39 >420 180 >420 120
40 230 6 110 6
41 >230 230 >230 60
amfoterycyna B - - 40 -
fungazil 4 - 17 -
streptomycyna 0,3 - 17

Kwas L-tricholomowy (+)-42, pochodna kwasu 3-hydroksyglutaminowego, zostata
wyizolowana z Tricholoma muscarium, Amanita strobiliformis oraz Ustilago maydis
(rysunek 10).%6-58

HN\Q 0 HN-@ o)
(0] : (0]
OH OH
NH, NH,

kwas treo-tricholomowy (+)-42a  kwas erytro-tricholomowy (+)-42b
Rysunek 10. Struktury kwasu treo- i erytro-tricholomowego 42a i 42b.

Oba stereoizomery kwasu tricholomowego, (+)-42a oraz (+)-42b, wykazywaty
powinowactwo do receptorow iGluR oraz mGIuR, z tego powodu zostaty zaklasyfikowane
do nieselektywnych agonistow receptorow glutaminergicznych. Diasterecizomer erytro
(£)-42b wykazywat 10-krotnie lepsze powinowactwo wzgledem receptoréw jonotropowych
niz izomer treo (+)-42a; odwrotna sytuacja miata miejsce w przypadku receptorow

metabotropowych (tabela 2).%°
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Tabela 2. Powinowactwo do glutaminergicznych receptorow jonotropowych

i metabotropowych wyrazone parametrem ICso lub ECso (umol/l).

receptory iGIuR (1Cso) receptory mGIuR (ECso)
zwigzki| AMPA KA | mGluR1 | MGIuR2 | mGIuR4 | mGIuRs
42a 1,4 0,76 790 >1000 | >1000 | 300
42b 19 6 110 100 | >1000 59

2.3.2. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego

Pierwsze doniesienia opisujace rozdziat oraz charakterystyke fizykochemiczng
enancjomeréw kwasu 3-hydroksyglutaminowego 30 pochodza z Japonii.>>®® Wigkszo$¢
asymetrycznych syntez kwasu 3-hydroksyglutaminowego zaplanowana zostata jako
kilkuetapowa sekwencja reakcji z uzyciem jako materialu wyjSciowego Seryny lub
podobnego 3-weglowego chironu. Konfiguracja na atomie wegla a pozostaje taka sama jak
W wyjsciowe] serynie, a dodatkowo jest ona czynnikiem stereokontrolujgcym podczas

tworzenia centrum chiralno$ci na atomie C3 (rysunek 11).

OH OH
) .
Hooc\/serOOH HOOC._A\_COOH
NH, NH,
(25,3R)-30 (2R,35)-30
OH OH
HOOC\/T\rCOOH Hooc. X __cooH
NH, NH,
(25,35)-30 (2R,3R)-30

Rysunek 11. Izomery kwasu 3-hydroksyglutaminowego 30.

2.3.2.1. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego z D-seryny

Aldehyd Garnera (R)-43, ktory otrzymano z D-seryny, zostal poddany
stereoselektywnej reakcji cyklokondensacji katalizowanej chlorkiem cynku z dienem
Danishefsky’ego (schemat 2). Byt to kluczowy etap syntezy, poniewaz w wyniku tej reakcji
powstata mieszanina diastereoizomerycznych piranonéw (>9:1) 44 z przewagg izomeru
treo. Preferowany atak na strone re grupy karbonylowej mozliwy jest ze wzgledu na
chelatowanie atomu tlenu grupy karbonylowej oraz atomoéw azotu i tlenu w amidzie przez

jony cynku (schemat 2, model 46). W kolejnym etapie produkt cyklizacji poddano utlenieniu
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nadjodanem sodu z rozerwaniem wigzania podwojnego. Otrzymany mréwczan poddano
hydrolizie, a grupe karboksylowg przeksztatcono w ester za pomocg diazometanu, natomiast
na funkcje¢ hydroksylowa wprowadzono trimetylosililowa grupg ochronng. W wyniku
sekwencji reakcji otrzymano pochodng 45, ktéra oddzielono od izomeru powstatego
W mniejszo$ci. Otrzymany zwigzek 45 poddano selektywnej hydrolizie w celu usunigcia
ugrupowania N,O-izopropylidenowego, a fragment hydroksymetylowy utleniono do funkcji
karboksylowej za pomocg nadmanganianu potasu. W ostatnim etapie usuni¢to wszystkie

grupy ochronne otrzymujac zwiazek (2S,3R)-30 w postaci chlorowodorku (schemat 2).5t

(0] e
a b-e
H O —™ O o —

/N7L /N7L
Boc Boc
44a

Schemat 2. Synteza kwasu (2S,3R)-30 z aldehydu Garnera (R)-43. Odczynniki i warunki
reakcji: a. MeOCH=CH-CH(OTMS)=CH,, 5% ZnCl,, CH:Cl,, 70%; b. NalO., RuO,
H20; ¢. NaOH, H,0 potem HCI, H,0; d. CH2N,, eter; e. MesSiNEt,, 76%; f. MeOH, PTSA,
69%; g. KMnO4, NaOH, H20; h. HCI, H;0, 61%.

w literaturze opisano alternatywna metode syntezy kwasu
3-hydroksyglutaminowego 30, takze wykorzystujaca aldehyd (R)-43 jako wyjsciowy
materiat (schemat 3). Aldehyd (R)-43 poddano addycji z odczynnikiem Grignarda,
aw kolejnym etapie na funkcje hydroksylowg wprowadzono benzylowg grupe ochronng
otrzymujac mieszaning diastereoizomeréow 47a i 47b w stosunku 1 : 3. Proporcje
diastereoizomerow zostaly ustalone za pomocg wysokosprawnej chromatografii gazowe;.
Mieszaning alkenéw 47a i 47b utleniono za pomocg N-tlenku 4-metylomorfoliny

W obecnos$ci czterotlenku osmu, a nastepnie szescioweglowy tancuch skrocono w wyniku
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reakcji utleniania diolu za pomocag nadjodanu sodu. Otrzymany aldehyd utleniono do
odpowiedniego kwasu karboksylowego, a w nastepnym ectapie przeksztalcono w ester
metylowy za pomoca jodku metylu w obecno$ci weglanu potasu. Na tym etapie mieszanina
estrow 48a 1 48b zostata chromatograficznie rozdzielona. Kwasy (2S,3R)-30 i (2S,3S)-30
(schemat 3) otrzymano na drodze kilkuetapowego przeksztatcenia obejmujacego hydrolize
ugrupowania N,O-izopropylidenowego, utlenianie grupy hydroksymetylowej oraz

wodorolityczne usunigcie benzylowej grupy ochronne;.®

O OBn OBn

/N_7l\\ /N_7l\\ /N_7l\\
Boc Boc Boc

(R)-43 47a lc e 47b

OBn OBn

M M
eOOC\/'\(\ o + MeOOC A~
/N7L /N7L
Boc Boc

48a 48b
l f-j lf Ny
OH OH
Hooc\/erOOH HOOC.__._COOH
NH, \/\1542
(2S,3R)-30 (25,35)-30

Schemat 3. Synteza kwasu (2S,3R)-30 i (2S,3S)-30 z aldehydu Garnera (R)-43. Odczynniki
i warunki reakcji: a. H,C=CHCH.MgCl, ZnCl,, THF, 88%; b. BnBr, NaH, THF, 63%;
c. N-tlenek N-morfoliny, OsO4, dioksan/woda; d. NalOa, potem NaOCl,, HoNSOsH; e.
Mel, K,COs, aceton, 67%(etapy c-d); f. AcOH, H.0, 64-85%; g. NaOH, MeOH, 98%; h.
PDC, DMF, 90%; i. CFsCOOH, CH,Cly, 34-39%; j. Hz, 5% Pd-C, MeOH, H,0, 100%.

L-Seryne 49 wykorzystano jako substrat w syntezie kwasu (2S,3R)-3-
hydroksyglutaminowego 30 (schemat 4). Grupe karboksylowa L-seryny przeksztatcono
w ortoester co pozwolito na przeprowadzenie reakcji utleniania z uniknigciem racemizacji
aldehydu 50, ktory nastepnie zostat poddany reakcji Reformatskiego z 2-bromooctanem tert-
butylu w obecnosci cynku. W wyniku reakcji otrzymano mieszaning diastereoizomerow

(2S,3R)-51 i (2S,35)-51 (92:8). Glowny diastereoizomer utworzyt si¢ w wyniku ataku na
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strong re grupy karbonylowej, co pozostaje w zgodzie z modelem Felkina-Ahna
przedstawionego wzorem 52, w ktérym atak nukleofila jest uprzywilejowany od strony
mniej zawadzonej przestrzennie (schemat 4). Po usunieciu wszystkich grup ochronnych
jodotrimetylosilanem, kwas 3-hydroksyglutaminowy 30 zostal otrzymany w postaci
monoamoniowej soli [(2S,3R) : (2S,3S), 94 : 6] oraz w postaci chlorowodorku
[(2S,3R) : (2S,3S), >98:2] (schemat 4).63

0 a-d Q 069/ e
R —
HO/\)J\OH H)H/KO

NH, HNFmoc
49 L-seryna 50
OH 0%* glub h OH
t-BuOOC\/H)<O R Hooc\/erOOH
HNFmoc NH,
(2S,3R)-51 (28,3R)-30

460 9 NHFmoc

O%_dti\

O H HOWP
52

Schemat 4 Synteza kwasu (2S,3R)-3-hydroksy-L-glutaminowego 30 z L-seryny 49.
Odczynniki i warunki reakcji: a. Fmoc-sukcynoimid, Na,CQOs, dioksan, H-O;
b. (3-hydroksymetylo)-3-metyloksetan, DCC, DMAP, CHCl,, 67%; c. BF3-OEt,, CH2Cl>,
76%; d. chlorek oksalilu, DMSO, DIPEA, CH,Cl,, 100%; e. BrCH,COOt-Bu, Zn, THF,
t.w, 73%; f. TMSI; g. kolumna Kkationowymienna, NHsOH; h. kolumna

kationowymienna, HCI.

W reakcji bromku allilomagnezowego z solg trdjlitowa N-ochronionego kwasu 53
otrzymanego z L-seryny 49 zsyntezowano keton 54, ktory poddano stereoselektywnej
redukcji za pomoca L-selektrydu otrzymujac mieszaning diastereoizomerycznych dioli syn :
anti wstosunku 9:1 (schemat 5). Diole po wprowadzeniu izopropylidenowej grupy
ochronnej zostaty rozdzielone, a izomer syn poddano ozonolizie i utlenianiu uzyskujac kwas
56. Zwiazek 56 zostal nastgpnie przeksztalcony w ester 57 za pomocg kwasu solnego
w metanolu, a w kolejnym etapie pierwszorzedowa grupa hydroksylowa zostala selektywnie

utleniona do kwasu karboksylowego, poddanego nastgpnie estryfikacji 1 redukcji
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elektrochemicznej uzyskujac finalny produkt (2R,3S)-58 (schemat 5). Wydajno$¢ catkowita

syntezy poczawszy od L-seryny wyniosta 30%.54

(e} (@] (@] OH
a b /\)J\) c,d
oo 2 hoSeon - 5 cd,

NH, RNH RNH
49 | -seryna 53 R = PhSO, 54
_>(O >( o
o~~~ 2 Hooc - 9N +BU0OC A~
RNH RNH RNH
55 56 57
l L9
OH
t+BuOOC._~.__COOt-Bu
NH,
(2R,35)-58

Schemat 5 Synteza estru (2R,3S)-58 z L-seryny. Odczynniki i warunki reakcji: a. PhSO-CI,
K>CQO3z, H,0, 85%; b. BuLi, THF; potem H,C=CHCH,;MgBr, -78°C, 78%; c. L-selektryd,
THF, —78°C, 95%; d. Me2C(OMe),, PTSA, THF, 87%; e. Os, CHCl,, eter, potem PhsP; f.
KMnQO,, aceton, H20, 80-85%; g. t-BuOH, N,N'-diizopropylo-O-tert-butyloizomocznik,
CH.Cly, t. w.; h. MeOH, HCI (gaz); i. O, Pt, AcOEt, H,0; j. elektrochemiczna redukcja.

Aldehyd (S)-59 otrzymano z handlowo dostgpnej O-benzylo-L-seryny
w standardowej  trzyetapowej  sekwencji  reakcji  obejmujacej  wprowadzenie
benzyloksykarbonylowej grupy ochronnej na atom azotu oraz redukcje grupy karboksylowe;j
do hydroksymetylowej, a nastepnie utlenianie do funkcji aldehydowej (schemat 6).%°
W reakcji Wittiga uzyskano Z-alken 60, wydtuzajgc w ten sposob czasteczke o dwa atomy
wegla. Kluczowym etapem reakcji bylo stereoselektywne wprowadzenie nowego centrum
stereogenicznego o wymaganej konfiguracji poprzez addycje¢ jodu do wigzania podwojnego.
Produktem posrednim reakcji byt jon jodoniowy 63, ktory ulegt reakcji z grupa karbonylowa
funkcji  benzyloksykarbonylowej prowadzac do otrzymania trans-oksazolidyn-2-onu
(4S,5S5)-61. Wodorolityczne usunigcie grup benzylowych, a nastepnie utlenianie funkcji
hydroksymetylowej za pomocg odczynnika Jonesa pozwolito na uzyskanie diestru (4R,5S)-

62, ktory poddano hydrolizie w warunkach kwasowych otrzymujac zwiazek (2R,3S)-30
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w postaci chlorowodorku (schemat 6).%° W analogiczny sposéb mozna otrzymaé kwas

o0 konfiguracji (2S,3R)-30 stosujac O-benzylo-D-seryng¢ jako wyj$ciowy materiat.

0 0
H  H O
a b,c :
2, — 5¢ Mmeooc
H)J\i/\OBn Me0OC”—~r"0En © \Z\i/\osn
HN HN N.
Cbz Cbz O/ H
(S)-59 60 (48,55)-61
0 OH
e, Meooc. -/ COOMe —» HOOC._A_COOH
N. NH,
0) H
(4R,55)-62 (2R,35)-30
I@
H H

// \\

Meooc? 0— /\OB

>\—NH

Schemat 6. Synteza kwasu (2R,3S)-30 z O-benzylo-L-seryny. Odczynniki i warunki
reakcji: a. (CFsCH20),P(O)CH,COOMe, KHMDS, 18-korona-6, 63%; b. l,, MeCN;
c. BusSnH, AIBN, benzen, t. w., 61%; d. Ha, 10% Pd/C, etanol, 95%; e. CrOs, aceton,
potem, CH2N_, eter, 70%; f. 3N HCI, 80°C, 75%.

Trwala konfiguracyjnie pochodna D-seryny (R)-64,%° ktora wystepuje gtownie
w formie hemiacetalowej, poddano reakcji cis-olefinowania odczynnikiem Stilla
w temperaturze —30°C otrzymujac produkt (S)-65 (schemat 7). W zasadowych warunkach
po ogrzaniu do temperatury 0°C zaszta wewnatrzczasteczkowa cyklizacja (schemat 7,
struktura (S)-65). Oksazolidyna (4S,5R)-66 powstata z wysoka diastereoselektywnoscig (d.r.
>20:1) dzigki zawadzie sterycznej wymuszajacej preferowany nukleofilowy atak atomu
tlenu grupy hydroksylowej na stron¢ re wigzania podwojnego. Selektywne usunigcie
sililowej grupy ochronnej za pomoca kwasu p-toluenosulfonowego pozwolito na
przeksztalcenie grupy hydroksymetylowej do kwasu karboksylowego (4S,5R)-67. Zwigzek
67, zawierajacy funkcje estrowa poddano kwasowej hydrolizie uzyskujac kwas

dikarboksylowy (2S,3R)-30 w postaci chlorowodorku (schemat 7).%¢
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Schemat 7. Synteza kwasu (2S,3R)-30 wykorzystujaca reakcje typu one-pot: cis-
olefinowanie i sprzezona addycje. Odczynniki i warunki: a. (CF3CH20),P(O)CH.COOMe,
KHMDS, 18-korona-6, THF, 90%; b. PTSA, MeOH, 82%; c. NaOCl, TEMPO, KBr,
NaHCOs, H.O/CH3C(O)CHs, 97%; d. 3M HCI, 80°C, 98%.

2.3.2.2. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego z homochiralnej azyrydyny

Interesujacym podejsciem w syntezie ochronionej pochodnej (2S,3R)-30 byto
zastosowanie azyrydyny (2R,1'S)-68 jako wyjsciowego materiatu (schemat 8).%7
Stereoselektywna redukcja ketonu (2R,1'S)-69 za pomocg borowodorku sodu
w izopropanolu w temperaturze —40°C doprowadzita do otrzymania hydroksyazyrydyny 70
jako glownego produktu reakcji (d.e. 82 %). W kolejnym etapie, po wprowadzeniu tert-
butylodimetylosililowej grupy ochronnej na funkcje hydroksylowa, przeprowadzono
regioselektywne otwarcie pierScienia azyrydyny za pomoca kwasu octowego oraz
wodorolityczne usunigcie pomocnika chiralnego z jednoczesnym utworzeniem ochronione;j
aminy 71. Kolejnym etapem byta hydroliza octanu w warunkach zasadowych i utlenianie
grupy hydroksymetylowej do karboksylowej, ktéra nastgpnie poddano estryfikacji za
pomoca jodku metylu otrzymujac diester (2S,3R)-72. Zwiazek 72 o konfiguracji (2R,3S)
zostat otrzymany w oparciu o taka sama metodologie z azyrydyny (2S,1'R)-68.5"
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Schemat 8. Synteza ortogonalnie ochronionej pochodnej (2S,3R)-72 z chiralnej azyrydyny.
Odczynniki i warunki: a. LIHMDS, AcOt-Bu, THF, —40°C, 88%; b. NaBHa4, i-PrOH,
—40°C 88%; c. t-BuMe;SiCl, TEA, DMAP, CHCl,, 91%; d. AcOH, CHCl,, 91%); e. Hy,
10% Pd(OH),, Boc,O, MeOH, 99%; f. KOH, EtOH, 0°C, 99%; g. NalO4, RuCls,
CCl4/MeCN/H;0; potem Mel, KHCO3, DMF, 79%.

2.3.2.3. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego z N-Boc-D-fenyloglicynolu

Innym uzytecznym prekursorem w syntezie N-Boc-pochodnej kwasu (2S,3R)-76 byt
fenyloglicynol (R)-73, ktory poddano utlenianiu w warunkach Swerna (schemat 9).%8 N-Boc-
D-fenyloglicynal zostal poddany reakcji in situ z chlorkiem benzylomagnezowym
otrzymujac jako glowny produkt zwigzek (1R,2R)-74 (d.r. 9:1). Alkohol (1R,2R)-74
wydzielono chromatograficznie. Przed utlenianiem obu grup fenylowych za pomoca
nadjodanu sodu, w pierwszej kolejnosci nalezalo wprowadzi¢ izopropylidenowa grupe
ochronng stosujac 2,2-dimetoksypropan w obecnos$ci kwasu p-toluenosulfonowego.
Powstaly kwas poddano estryfikacji za pomoca diazometanu, augrupowanie
izopropylidenowe zhydrolizowano stosujac 80% kwas octowy. Pochodng (2S,3R)-76

otrzymano z estru 75 w wyniku zasadowej hydrolizy.

OH OH OH
H/Ph a2  Ph Ph  P-&  RoOC COOR
HNBoc HNBoc HNBoc
(R)-73 (1R,2R)-74 (25,3R)-75 R=Me
f ,—_> (2S,3R)-76 R=H

Schemat 9. Synteza pochodnej (2S,3R)-76 z D-fenyloglicynolu 73. Odczynniki i warunki
reakcji: a. DMSO, chlorek oksalilu, CH,Cl,, potem BnMgCl, eter, 63%; b. Me,C(OMe),,
PPTS, toluen, 82%; c. NalO4, RuCls, NaHCOs3, CClJ/MeCN/H,0, 69%; d. CH2No, eter,
85%; e. 80% AcOH, 80%; f. LiOH, H,O/THF/MeOH, 78%.
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2.3.2.4. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego poprzez funkcjonalizowanie 2(3H)-
oksazolonu za pomocg kwasu ketopinowego

Oksazolon 77, otrzymany z kwasu (R)-(—)-ketopinowego, poddano reakcji z bromem
I ortooctanem trimetylu otrzymujac, po przekrystalizowaniu mieszaniny reakcyjnej, czysta
pochodng (4R,5R)-78 (schemat 10). Wydluzenie tancucha we¢glowego i zainstalowanie
dodatkowej grupy karboksylowej poprzedzono wprowadzeniem funkcji allilowej za pomocg
allilotributylocyny, przy czym reakcja odbywa si¢ z zachowaniem konfiguracji na atomie
C5 w pierscieniu oksazolonowym. W nastepnym etapie, po usuni¢ciu pomocnika chiralnego
za pomocg dibutylomiedzianu litu, otrzymano zwiazek (4R,5R)-79, ktéry poddano reakcji
z cyjankiem trimetylosililu w obecnos$ci tetrachlorku cyny. Nastepnie grupa nitrylowa
zostata zhydrolizowana w warunkach kwasowych, a pier§cien oksazolidynonu otwarto za
pomocg katalitycznych ilosci weglanu cezu. Po wprowadzeniu ostony tert-
butylodimetylosililowej na grupe hydroksylowa i utlenieniu wigzania podwdjnego do grupy
karboksylowej za pomoca nadjodanu sodu, a nastepnie kwasowej hydrolizie otrzymano
kwas (2S,3R)-30 (schemat 10).%°

Br,,— OMe
O/E\NO a_ O/\gc% b,c
r r
o 0

O o
77 (4R/5R)-78
N\
/\( R OH
e-j
07(NH el HOOC\)YCOOH
NH
0 2
(4R,5R)-79 R=OMe (25,3R)-30
d ,—_> (4S,5R)-80 R=COOMe

Schemat 10. Synteza kwasu (2S,3R)-30 z wykorzystaniem kwasu (R)-ketopinowego jako
pomocnika chiralnego. Odczynniki i warunki reakcji: a. Br,, MeC(OMe)s, MesSiOTH,
CH:Cl3, —100°C, 78%; b. H.C=CHCHzSnBus, hv, 85%; c. Bu,CuLi, 83%; d. MesSiCN,
TiCls, CH2Cly, potem MeOH, HCI, 86%; e. Boc,O, NaH, THF, 87%; f. Cs,CO3;, MeOH,
86%; g. t-BuMe,SiCl, imidazol, DMF, 82%; h. NalO4, KMnOa, potem CH2N_, eter, 85%;
i. TBAF, 0°C, 79%; j. 100°C, 6M HCl, 92%.
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Inne zastosowanie szkieletu kwasu ketopinowego jako chiralnego pomocnika
polegalo na zapewnieniu odpowiedniej ostony sterycznej wokot grupy karbonylowej
(schemat 11). Zwiazek 81, otrzymany z tatwo dostepnego kwasu (S)-(+)-ketopinowego,
poddano reakcji z chlorkiem fenyloselenowym w metanolu uzyskujac addukt 82 z wysoka
diastereoselektywnos$cig (d.e. 96%) po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej.
Generowana in situ sol litowa merkaptanu benzylu zostala wykorzystana do usunigcia
pomocnika chiralnego. W kolejnym etapie wprowadzono podstawnik allilowy poprzez
reakcje odczynnika miedziowego generowanego in Situ z cyjanku miedzi i bromku
allilomagnezowego w obecnosci eteratu trifluorku boru, otrzymujac pochodng 83
z wydajnos$cia 69%. Po otwarciu pierscienia oksazolidynonu w zasadowych warunkach,
wprowadzono funkcje izopropylidenowa na atomy tlenu i azotu, a nastepnie utleniono grupy
allilowa 1 winylowa w standardowych warunkach do grup karboksylowych, ktére nastepnie
przeksztalcono w diester za pomocg diazometanu. Kwas 30 otrzymano w postaci

chlorowodorku w reakcji kwasowej hydrolizy (schemat 11).7
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81 R=CH,CH,OMe 82
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g e-j HOOC\/H/COOH
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(4R,5R)-83 (2S,3R)-30

Schemat 11. Synteza kwasu (2S,3R)-30 z zastosowaniem kwasu (1S)-2-exo-
metoksyetoksyapokamfano-1-karboksylowego jako chiralnego pomocnika. Odczynniki
i warunki reakcji: a. PhSeCl, MeOH, —20°C, 82%; b. H,C=CHCH,SnBus, eter, hv, 71%);
c. BnSLi, THF, 80%; d. (H.C=CH),CuCNMgBr, BF3-OEt,, THF, -30°C, 69%; e. Boc-0,
DMAP, THF, 96%; f. Cs,CO3, MeOH, 96%; g. Me,C(OMe),, PTSA, benzen, 80°C, 86%;
h. NalOs4, KMnO4,H,0/CH3;C(O)CHa, potem CH2N2, 50%, eter; j. MeOH, HCI (gaz), 0°C,
71%.
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2.3.2.5. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego poprzez utworzenie pierscienia
pirolidyny

Wazna strategia w syntezie kwasow 3-hydroksyglutaminowych polegata na
tworzeniu pochodnej pirolidyny jako produktu posredniego (schemat 12). Addycja dianionu
zwigzku 84 do akroleiny prowadzita do utworzenia mieszaniny diastereoizomerycznych
adduktow (R)-85 i (S)-85 wstosunku 69 : 31. Produkt (R)-85 oczyszczono na zelu
krzemionkowym (49%). Konfiguracja absolutna gtéwnego diastereoizomeru (R)-85 zostata
ustalona na podstawie poréwnania jego skrecalno$ci wlasciwej z wartoscig literaturowa
[0??° = —56,6° (c = 0,685, CHCIs) lit. a?®*® = — 56,5° (¢ = 0,5; CHCI3)]. W wyniku
metylowania pochodnej (R)-85 powstata imina 86, ktora poddano stereoselektywnej
jodolaktonizacji z utworzeniem laktamu 87 o takiej samej konfiguracji jak w zwigzku
(2S,3R)-30 (schemat 11, strona 32). W nastgpnym etapie grupa jodometylowa zostata
przeksztatlcona w ugrupowanie hydroksymetylowe, a obie funkcje hydroksylowe zostaly
ochronione ugrupowaniem sililowym. Chiralng grupe (S)-N-1-fenyloetylowa na atomie
azotu zastgpiono funkcjg tert-butoksykarbonylowa uzyskujac pochodng (4R,5R)-88.
W zasadowych warunkach nastgpito otwarcie pierscienia pirolidyn-2-onu prowadzace do
otrzymania pigcioweglowego tancucha. Po uwolnieniu grup hydroksylowych za pomoca
fluorku tetrabutyloamoniowego, grupe hydroksymetylowa utleniono do karboksylowej,
a nastgpnie poddano estryfikacji za pomocg diazometanu z utworzeniem diestru metylowego

(2S,3R)-89 (schemat 12)."
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Schemat 12. Synteza N-blokowanego estru dimetylowego (2S,3R)-89 z (S)-N-(1-
fenyloetylo)tioacetamidu. Odczynniki i warunki reakcji: a. BuLi, THF, potem
H,C=CHCHO, 49%; b. Mel, K2COs, aceton; c. I, THF, 5°C 73% (etapy b i ¢); d. EtCOO~
Cs*, DMF, 60°C, 65%; e. K»COs, EtOH, 89%; f. t-BuMe,SiCl, imidazol, DMAP, DMF,
100%; g. Na, NHs4q, 45%; h. Boc,0, NaH, THF, 80%; i. KOH, MeOH/H,0, 85°C, potem
CH:Ny, eter, 75%; j TBAF, THF; k. O,. Pt, potem CH2N2, 42%.

Reakcja epoksydowania Sharplessa alkoholu allilowego 90 prowadzita do
otrzymania mieszaniny zwigzkow (S)-91, (3R,4S)-92 i (2R,3R)-93 w stosunku wynoszacym
odpowiednio 46 : 11 : 33 (schemat 13). Zwigzek (S)-91 byt produktem kinetycznego
rozdziatu, natomiast alkohol (2R,3R)-93 powstawal w wyniku wewnatrzczasteczkowego
otwarcia pier§cienia oksiranowego w zwigzku (3R,45)-92. Po oczyszczaniu na kolumnie
chromatograficznej, grupy hydroksylowe w zwigzku (2R,3R)-93 zostaly ochronione
ugrupowaniem tert-butylodimetylosililowym, co umozliwito utlenianie atomu C5
z utworzeniem pirolidyn-2-onu (4R,5R)-88 (schemat 13), ktory nastgpnie przeksztatcono

w pochodna (2S,3R)-89 w sekwencji przedstawionych wczesniej reakcji (schemat 12).72
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Schemat 13. Synteza N-chronionego estru dimetylowego zwiazku (2S,3R)-89 poprzez
epoksydowanie Sharplessa. Odczynniki i warunki reakcji: a. TBHP, D-(-)-DIPT, Ti(Oi-
Pr)s, MS, CH,Cly, —20°C; b. t-BuMe,SiCl, imidazol, DMAP, DMF, 59%; c. NalO4, RuOy,
AcOEt/H;0, 63%; d. MeONa, 71%.

2.3.2.6. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego z kwasu L-jablkowego
(S)-Acetoksypirolidyno-2,5-dion 94, otrzymany z kwasu L-jabtkowego, zostal
poddany redukcji borowodorkiem sodu, a nastgpnie acetylowaniu prowadzacemu do
otrzymania zwigzku (S)-95 (schemat 14). W Kkolejnym etapie w reakcji z furanem
W obecnosci bromku cynku i chlorku trimetylosililu powstata mieszanina zwigzkow
(4S,55)-96 i (4R,5S)-96 w stosunku 67 : 33, a glowny diastereoizomer (4S,5S)-96
wydzielono z 48% wydajno$cig. Powstawanie wigkszej ilosci izomeru trans jest wynikiem
sterycznej zawady grupy acetoksylowej. Pierscien furanowy zostat utleniony za pomoca
ozonu do grupy karboksylowej, ktorg poddano estryfikacji diazometanem, otrzymujac
(4S,5S)-3-acetoksypiroglutaminian metylu (4S,5S)-97 — cykliczng pochodng kwasu
3-hydroksyglutaminowego 30. Kwas (2S,3S)-30 zostatl otrzymany w postaci chlorowodorku

po reakcji ze stezonym kwasem solnym (schemat 14).”
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Schemat 14. Synteza kwasu (2S,3S)-30 z imidu kwasu L-jabtkowego 94. Odczynniki
i warunki reakcji: a. NaBH4, MeOH/CH,Cl,, —15°C; b. Ac0, PCC; c. furan, ZnBr,
MesSiCl, MeNO2, —15°C, 71% (etapy a-c); d. Oz, MeOH, —78°C, potem CH2N, eter, 87%;
f. 6M HCI, 92%.

W innej strategii, w ktorej substratem byt rowniez kwas L-jablkowy, zaproponowano
lepsza ,,ekonomi¢ atomowg”, poniewaz w tej metodzie w reakcji laktamu (S)-98 z cyjankiem
wprowadzano jeden atom wegla do czasteczki, podczas gdy we wezesniej opisanej metodzie
przytaczono 3 atomy wegla, ktoére pdzniej Usunigto (Schemat 15). Cyjanki (4S,5S)-99
i (4S,5R)-99, powstate w stosunku 57 : 43, wydzielono na kolumnie chromatograficznej
z wydajno$ciami wynoszacymi odpowiednio 56% 142%, a ich przeksztatcenie odpowiednio
w  kwasy (2R,35)-30 (40%) i (2S,35)-30 (43%) wymagalo usuniecia grup
p-metoksybenzylowych i przeprowadzenia kwasowej hydrolizy (schemat 15).7
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Schemat 15. Synteza kwaséw (2R,3S)-30 i (2S,3S)-30 z laktamu 98. Odczynniki i warunki
reakcji: a. MesSIiCN, BFs-OEt;,, CH2Cl;, 0°C, (4S,5S)-99 56%, (4S,5R)-99 42%; b.
Ce(NH4)2(NO3)s, MeCN, 0°C; c. 6M HCI, t. w., potem Dowex 50W-X8, (4S,55)-30 40%,
(4S,5R)-30, 43% (etapy b i c).

2.3.2.7. Synteza kwasu 3-hydroksyglutaminowego z D-glukozy

D-Glukoza moze by¢ wykorzystana jako chiron w syntezie kwasu (2S,3R)-30,
poniewaz konfiguracje na atomach C3 i C4 w heksozie pozostaja takie same jak w finalnym
produkcie (schemat 16). Azydek 100 otrzymano w wyniku Kilku etapowej syntezy z D-
glukozy z wydajnoscia wynoszaca 50-57%.”° Wydtuzenie tancucha kwasu 101
przeprowadzono poprzez reakcje Arndta-Eiserta otrzymujac ester metylowy 102, ktoéry
nastgpnie przeksztatlcono w ester benzylowy 103 w celu tatwego wodorolitycznego
usuniecia benzylu w ostatnim etapie. Po hydrolizie ugrupowania izopropylidenowego za
pomoca kwasu trifluorooctowego przeprowadzono utlenianie wicynalnego diolu
nadjodanem sodu z jednoczesnym rozerwaniem wigzania C1-C2 w furanozie. Uzyskany
aldehyd utleniono do kwasu i przeksztatlcono w ester (2S,3R)-104, ktory poddano

wodorolizie uzyskujac finalny produkt (2S,3R)-30 w postaci chlorowodorku (schemat 16).7
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O—y,, O—,
(0 b.c / f,g.a,h
R- . > ROOC ’,O - =
C /o /O
N3

I
o

N3
100 R=H 102 R=Me
al, 101 Reon del, 103 rogn
OH : OH
BnOOC\/H/COOH — Hooc\/erOOH
Ng NH,
(25,3R)-104 (25,3R)-30

Schemat 16. Synteza kwasu (2S,3R)-30 z D-glukozy. Odczynniki i warunki reakcji:
a. NaClO,, 30% H,0,, NaH,PO., MeCN, 0—20°C, 91%; b. CICOOEt, NEts, 0°C, potem
CH:Na, eter, 0—20°C, 80%; c. MeOH, PhCOOAg, NEts, 55%; d. LiOH, THF/H20, 0°C,
86%; e. CICOOBN, NEts, DMAP; f. TFA, H20, 0°C,63%; g. NalO4, CH3C(O)CH3/H0 ,
79%; a. NaClO,, 30% H,0,, NaH,PO,, MeCN, 0—20°C; h. NaHCO3, THF/H,0, 0°C 71%
(etapy f,g,a,h); i. Hz, 10% Pd/C, MeOH/HCI, 95%.

2.4. Kwas 4-hydroksyglutaminowy

Kwas 4-hydroksyglutaminowy 21, podobnie jak jego izomer 30, wystepuje
w roslinach (rysunek 12). Po raz pierwszy wyizolowano go w 1955 roku z rosliny Phlox
decusatta.”” W kolejnych latach opisano jego synteze wraz z rozdziatem wszystkich
stereoizomerdw oraz ustaleniem konfiguracji absolutnej.”®" Obecnosé¢ kwasu 4-hydroksy-
L-glutaminowego [(2S,4S)-21] stwierdzono takze W innych gatunkach Phlox*,

Hemerocallis fulva oraz Linaria vulgaris.®

HOOC COOH HOOC COOH

OH NH, OH NH,
(25,48)-21 (2R,4R)-21
HOOC COOH HOOC\_/\_/COOH
OH NH, OH lile
(2S.4R)-21 (2R ,4S)-21

Rysunek 12. Enancjomery kwasu 4-hydroksyglutaminowego 21.

Wykazano, ze izomer treo kwasu 4-hydroksyglutaminowego [(2S,4S)-21] jest

produktem posrednim metabolizmu hydroksyproliny u ssakow.81%2 Rozne amidy tego
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h,2388 ponadto wykazano jego wystepowanie

zwiazku zidentyfikowano w wielu roslinac
w szkieletach bardziej ztozonych czasteczek, takich jak cyklopeptydy czy lipopetydy,

wytwarzanych przez rézne gatunki 89!

Kwas 4-hydroksyglutaminowy 21 zostal wykorzystany w diagnozowaniu
| przewidywaniu stanu przedrzucawkowego u ci¢zarnych kobiet. W  stanie
przedrzucawkowym poziom kwasu 4-hydroksyglutaminowego 21 w probkach krwi byt
zdecydowanie wyzszy niz w przypadku probek pochodzacych od pacjentek, u ktorych nie

wystepowata preeklampsja.®?

2.4.1. Kwas 4-hydroksyglutaminowy oraz jego pochodne o aktywnosci biologicznej

Diasterecizomery kwasu 4-hydroksyglutaminowego (2S,4S)-21 i (2S,4R)-21
przebadano pod katem powinowactwa do metabotropowych receptorow glutaminergicznych
Il grupy. Kwas o konfiguracji (2S,4S)-21 wykazywal podobne powinowactwo do
receptorow mGluR: i mGIuRs, co ich naturalny ligand — kwas L-glutaminowy 19.
Diastereoizomer (2S,4R)-21 byt stabszym agonista w porownaniu z izomerem treo (tabela
3).27

Tabela 3. Powinowactwo do glutaminergicznych receptorow metabotropowych wyrazone

parametrem ECsp (umol/l).

Zwiazki o aktywnosci
agonistycznej
receptor | (S)-19 | (2S,4R)-21 | (2S,4S)-21
MGIuRw.a| 3 373 11
MGIuRga| 8 69 54

Rosliny z gatunku Hemerocallis fulva var. Sempervirens,® stosowane w tradycyjnej

93

medycynie japonskiej w leczeniu bezsennosci,”™ zawieraja amid 105, ktory wyizolowano

takze z Staphylea pinnata L (rysunek 13). W badaniach przeprowadzonych na myszach

wykazano, ze zwiazek 105 zwieksza dlugo$é snu wolnofalowego.®

105

Rysunek 13. Pochodna amidowa kwasu 4-hydroksyglutaminowego 105.
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Pochodna 106, nalezaca do zwigzkéw z grupy lipopeptyddéw (rysunek 14), zostata
wyizolowana z grzybni szczepu YL-03706F pobranej z probki martwego drewna w Japonii.
Zwigzek 106 - nowej klasy inhibitor biosyntezy ergosterolu - wywotywal zmiang
morfologiczng kolonii Candida tropicalis w stezeniach do 100 pg/ml.%

Rysunek 14. Lipopopeptyd 106 o aktywnosci przeciwgrzybiczne;j.

Topostatyna 107 (rysunek 15), wyizolowana ze szczepu bakteryjnego
Thermomonospora alba nr 1520, wykazata dziatanie inhibicyjne wzgledem topoizomeraz
I'i 11, enzymow bioracych udziat w replikacji DNA.% Ponadto, nie byta cytotoksyczna
wzgledem zdrowych komorek ludzkich. Wykazywala wysoka wybidrczos¢ hamowania
wzrostu komorek linii SNB-75 i SNB-78, ktore sa komdorkami nowotworowymi centralnego

uktadu nerwowego.%

A\ /OH

Topostatyna 107
Rysunek 15. Struktura cyklicznego lipopeptydu 107 o aktywnosci cytostatyczne;j.

Arborkandyny A-F (zwiazki 108 — 113) sa cyklicznymi peptydami wyizolowanymi
z kultur pozywki grzyba strzepkowego szczepu Sank 17397, ktérego probke pobrano
w prefekturze Yamagutchi i zdeponowano w Narodowym Instytucie Bionauk i Technologii
w Japonii (rysunek 16). Wykazuja silne dziatanie inhibicyjne wzgledem syntazy 1,3-
betaglukanowej — enzymu bioracego udziat w syntezie $ciany komoérkowej grzybow.®

Arborkandyny hamowaly syntazy pochodzace od Candida albicans i Aspergillus fumigatus
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(ICs0 = 0,012 — 3 pg/ml). Wartosci stalej inhibicji Ki arborkandyny C dla Candida albicans
i Aspergillus fumigatus wynosity odpowiednio 0,012 umol/l oraz 0,016 umol/I.

(0]
(0] E)J\NHZ
R’ 0O
”/\f
(0] NH HNI\H/NHZ
(0]
i NH

HN
NH NH,
0] OH
O N
O OH
HO

Arborkandyna
108 A: R'= (CH3),CH(OH)(CH5)gCH3, R? = (CH,);CH(OH)(CH,)3CHg;

109 B: R" = (CH,),CH(OH)(CH2)sCH3 R? = (CHy);CH(OH)(CH,)4CHs;
110 C: R" = (CH,),CH(OH)(CH3)gCH3, R2=(CH2)7CH(OH)(CH2)5CH3;
111 D: R' = (CHy),CH(OH)(CH,)gCH3 R? = (CH,);,CO(CH,)sCHs;

112 E: R" = (CH,),CH(OH)(CH,)eCHj, R2 (CH2)7CH(OH)(CH2)5CH3;
113 F: R = (CH,),CH(OH)(CH,)1oCH3 R? = (CH2);CH(OH)(CH,)sCH

Rysunek 16. Struktury cyklicznych peptydow 108 — 113 o dziataniu przeciwgrzybiczym.

W japonskiej firmie farmaceutycznej Shionogi & Co., Ltd opracowano metode
syntezy pochodnych cefemu 114 i 115 modyfikowanych kwasem 4-hydroksylgutaminowym
(rysunek 17).

H2N\< j\/(
H
c P
j)\/N\/\NHRZ
HO N‘(
COOR'
COONa
o

114 R'=H, R?=
RI=H,R=H

115 R'=Na, R%= MCOOH

NH;

Rysunek 17. Pochodne cefemu 114 i 115 o aktywnosci przeciwbakteryjne;j.
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Zbadano aktywno$¢ przeciwbakteryjng zwigzkéw 114 i 115 wobec bakterii Gram-

ujemnych: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae oraz Pseudomonas aeruginosa.

Wykazywaty one dziatanie bakteriostatyczne w stezeniach 0,25 — 2,0 ug/ml (tabela 4).%

Tabela 4. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna pochodnych cefemu 114 i 115 wyrazona

parametrem MIC (ng/ml).

zwigzek
Bakteria (szczep) 114 115
Escherichia coli ATCC® BAA-196™ 0,25 0,5
Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603 0,25 1,0
Pseudomonas aeruginosa SR24 0,5 0,25
Pseudomonas aeruginosa sr27001 (mdrp, imp-1+) 1,0 2,0

Dysiherbaina 116 (DH) i neodysiherbaina A 117 (NDH) (rysunek 18) sg

neurotoksycznymi aminokwasami, ktore zostalty wyizolowane z gabki gatunku Dysidea

herbacea pochodzacej z Mikronezji.*"® Zwiazki te wykazywaly powinowactwo do

receptorow kainowych: GluK; oraz GluKz, nalezacych do rodziny jonotropowych

receptoréw glutaminergicznych.

Zsyntezowano kilka pochodnych (zwigzki 118 — 123, rysunek 18), ktore rowniez

wykazywaly selektywne powinowactwo wzgledem receptorow kainowych (tabele 5 i 6).

Pochodne 118 — 123 wykazywaly najlepsze wlasciwosci antagonistyczne wzglgdem

podtypu receptora GluK; (tabela 5).100101

R'" H,N
H 2 ”'%OH

H o)

116 DH R{=NHCH;,R?>=0H, R3=H
117 NDH R'R?=0H, R3=H

118 R,=NHCH3,R?=H, R3=H

119 R;=NHCH3,R?=0CH; R3=H
120 R,=NHC,H5,R?=0H, R®=H
121 R4=NH,,R?=0H, R3=CH,0H
122 R,=0H,R?=0OH, R3=CH,0H
123 R4=OH,R?=0H, R3=CH,0CHj,4

Rysunek 18. Struktury dysiherbainy 116, neodysiherbainy A 117 oraz ich syntetycznych

pochodnych 118 — 124,
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Tabela 5. Powinowactwo dysiherbainy 116, neodysiherbainy A 117 i wybranych
syntetycznych pochodnych do glutaminergicznych receptoréw jonotropowych wyrazone
Ki (nmol/l).

receptory KA receptory AMPA

zwigzek | GluK: | GluK: | GluKs | GluKs | GIuA: | GIuA2
116 0,5 1,3 54 43x10° - -
119 7,7 8,4 | 3005 |6,8x10°| - -
121 7,2 929 | 397 >10" | >10* | >10*
122 59 834 >10* >10’ >10* 10*
123 10 | 2426 | 14530 | >10" | >10* | >10*

Tabela 6. Powinowactwo dysiherbainy 116, neodysiherbainy A 117 i wybranych
syntetycznych pochodnych do glutaminergicznych receptorow jonotropowych wyrazone
Ki (nmol/l).

receptor

zwigzek | AMPA | KA
116 0,153 |0,026
121 >10% | >10°
118 >10% | >107
119 >10° | 9,3
120 >10% | 8,2

aWartosci Ki nie byly wyznaczane kiedy przekraczaty 10 pmol/l.

Przeprowadzono réwniez badanie toksycznosci in vivo na myszach poprzez
wstrzykniecie roztworéw zawierajagcych zwigzki 116, 118 — 120 oraz 124 do komory
mozgowej zwierzat. N-Etylowa pochodna 120 wykazywata podobng aktywnos¢ drgawkowa
do dysiherbainy 116, mimo ze powinowactwo byto 10-20-krotne nizsze w przypadku
dysiherbainy 116. Podanie pochodnych 9-epi- 124, 9-deoksy- 118, i 9-metoksy- 119 rowniez
wywotywaty drgawki u myszy, jednak aktywnos¢ tych zwigzkoéw bylta nizsza niz naturalnie
wystepujacego analogu 116 (tabela 7).2%

Tabela 7. Aktywnos$¢ epileptogenna dysiherbainy 117 i wybranych syntetycznych

analogéw wyrazona parametrem EDso (nmol/mysz).

zwigzek EDso
116 0,013
118 -
119 7,1
120 0,16
124 29

STRONA| 43



CZESC LITERATUROWA

2.4.2. Synteza kwasu 4-hydroksyglutaminowego

Wiegkszo$¢ metod otrzymywania kwasow 4-hydroksyglutaminowych 21 opisanych
w literaturze opiera si¢ na wykorzystaniu enzymatycznych procesow.’881:102-105 |stnjeje kilka
metod syntezy wykorzystujacych jako materialty wyjsciowe aminokwasy biatkowe oraz
niebiatkowe m.in. kwas glutaminowy, alaning, hydroksyproling oraz kwas

piroglutaminowy.

2.4.2.1. Synteza kwasu 4-hydroksyglutaminowego poprzez elektrofilowe
hydroksylowanie na atomie C4

Jedna z najprostszych metod syntezy kwasu 4-hydroksyglutaminowego 21 polegata
na wykorzystaniu pochodnych kwasu glutaminowego 125 lub 127 (schemat 17). W reakcji
oksazyrydyny Davisa [3-fenylo-N-fenylosulfonylooksazyrydyna] z anionem enolanowym
generowanym in situ z pochodnej L-glutaminianu dimetylu 125 lub 127 otrzymano
mieszaning (9 : 1) diastereoizomerycznych pochodnych sfunkcjonalizowanych w pozycji
C4, przy czym zwiazki 127 lub 128 tworzyly sie jako gtéwne produkty.'® Przy zastosowaniu
enolanéw sodu 1 potasu uzyskano znacznie nizsze diastereoselektywnos$ci wynoszace
odpowiednio 2,6 : 11 1 : 1. Wwyniku kwasowej hydrolizy diester 126 przeksztatcono
nastepnie w chlorowodorek odpowiedniego kwasu 21 (schemat 17).

R'O0C COOR R'O0C COOR HOOC COOH
\/\‘/ _a> Y _b> Y
NHR" OR"™ NHR" OH NH,
125 R=R'=Me, R"=Cbz 126 R=R'=Me, R"=Cbz, R"=H (25,45)-21
127 R=Bn R'=Me, R"=Boc 128 R=Bn R'=Me, R"=Boc, R"=TBDMS

Schemat 17. Synteza kwasu 4-hydroksy-L-glutaminowego (2S,4S)-21 poprzez
elektrofilowg hydroksylacje. Odczynniki i warunki reakcji: a. 3-fenylo-N-
fenylosulfonylooksazyrydyna, potem LiIHMDS, THF, —78°C, 70% dla 126, 68% dla 128;
b. 6M HCI, t. w., 69% z 126.

2.4.2.2. Synteza kwasu 4-hydroksyglutaminowego poprzez bromowanie kwasu L-
glutaminowego

W reakcji bromowania estru metylowego kwasu N-ftaloilo-L-glutaminowego (S)-
129, a nastgpnie metanolizy powstata mieszanina diastereoizomerow treo (2S,4S)-130
i erytro (2S,4R)-130 (schemat 18).1%° Mieszanine zwiazkow (2S,45)-21 i (2S,4R)-21,

otrzymang w wyniku hydrolizy, rozdzielono wykorzystujac dwa zjawiska: preferencyjne
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tworzenie laktonu 131 z diastereoizomeru (2S,4S)-21 (26%) oraz lepszg rozpuszczalnosé

w wodzie drugiego z diastereoizomeréw (2S,4R)-21 (15%).1%°

HOOC COOH  ap MeOOC COOMe
—
NPhth Br NPhth
(S)-129 (25,4S)-130 + (25,4R)-130
lc
HOOC,. _O HOOC COOH HOOC COOH

L S e g ¢
OH NH, OH NH;
131 NH2 (25,45)-21 (2S,4R)-21

Schemat 18. Synteza dwoch stereoizomeréw kwasu 4-hydroksyglutaminowego (2S,4S)-
i (2S,4R)-21. Odczynniki i warunki reakcji: a. Bra, PBrs, hv, 64-67°C; b. MeOH, t. w., 88%;
c. 6 M HCI, potem pirydyna, EtOH/H;0, 26% dla (2S,4S)-21, 15% dla (2S,4R)-21.

2.4.2.3. Synteza kwasu 4-hydroksyglutaminowego poprzez reakcje cykloaddycji
nitronu i odpowiedniego akrylamidu

Innym prekursorem kwasu 4-hydroksyglutaminowego moze by¢ izoksazolidyna
(schemat 19). Zaletami wykorzystania izoksazolidyny jako substratu jest fatwo$¢ rozerwania
wigzania N—O oraz wysoka diastereoselektywnos$¢ reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji,
w ktorej w przewadze powstajg izomery trans, dzigki czemu latwo mozna kontrolowaé
stereochemie na atomach C3 i C5.11%1 W tym celu mieszanine E/Z nitronu 132 poddano
reakcji z akrylamidem 133 otrzymanym z (2S)-bornano-10,2-sultamu uzyskujac
odpowiednie diastereoizomeryczne cykloaddukty 134 (20:1) z przewaga izoksazolidyny
(3S,55)-134. Konfiguracja trans pierscienia izoksazolidynowego zwigzku 134 byta
konsekwencja endo i egzo addycji odpowiednio do Z- i E-nitronow.!! Dalsze
przeksztatcenia przedstawione na schemacie 19 obejmujace m.in. wprowadzenie grupy tert-
butylowej na funkcj¢ karboksylowa, usuni¢cie chiralnego pomocnika oraz wodorolityczne
otwarcie pierscienia izoksazolidyny doprowadzity do otrzymania ortogonalnie ochronionej

pochodnej (2S,4S)-135 z catkowita wydajnoscig wynoszaca 82%.
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!
0"+°R =0
R
132 133
H COOEt b-d tBuOOC COOEt
ol O—N. OH HNBoc
R
(35,55)-134 (25,45)-135
Re= 0,85~y R = (4-MeO-CgH,),CH

Schemat 19. Synteza ortogonalnie ochronionego kwasu 4-hydroksyglutaminowego
(2S,45)-135. Odczynniki i warunki reakcji: a. toluen, 25°C, 82%; b. LiOH, H,O/THF, —
15°C, 95%; c. O-tert-butylo-N,N’-diizopropyloizomocznik, CuCl; d. H,, 10% Pd-C,
Boc,0, MeOH, 82% (etapy b-d).

2.4.2.4. Synteza kwasu 4-hydroksyglutaminowego poprzez reakcje Dielsa-Aldera
Pochodng 137 otrzymang z N-Boc-L-alaninianu metylu 136 poddano reakcji
Dielsa-Aldera z cyklopentadienem uzyskujac mieszaning cykloadduktow 138 i 139
w proporcji 1:3,'1? ktére poddano chromatograficznemu rozdzieleniu (schemat 20).1t3
Bicykliczny szkielet w czasteczce 139 zostal zredukowany za pomoca heksakarbonylku
molibdenu, a na grupg¢ hydroksylowa wprowadzono acetylowa grupe ochronng. Zwigzek
139 zostatl przeksztalcony w dikwas 140, w warunkach utleniajacych poprzez rozerwanie
wigzania C=C, a nastepnie poddany estryfikacji do diesteru metylowego 141, ktory

0czyszczono na zelu krzemionkowym (wydajno$é 83% z czterech etapow reakcji).!t®
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Me Me (I)I
M a,b N (o]
BocN/'\H/O © BocN)\H/
H o H o
136 137
N
BocN)\H/ o * N™ H
Ho O)\(Nsoc
138 139 Me

140 R=H
9 ,__> 141 R=Me

Schemat 20. Synteza kwasu (2S,4R)-4-acetyloksyglutaminowego w postaci dipeptydu 141.
Odczynniki i warunki reakcji: a. NH.OH, MeOH; b. BusN104, MeOH; c. cyklopentadien,
MeOH, 78%; d. Mo(CO)s, MeCN/H,0; e. Ac,0, pirydyna/CH,Cly; f. NalOs, RuCls,
CCl4/MeCN/H20; g. CH2N, eter, 83% (etapy d-g).

2.4.2.4. Synteza kwasu 4-hydroksyglutaminowego z 4-hydroksyproliny

4-Hydroksyprolina moze by¢ wykorzystana jako wyjSciowy materiat w syntezie
kwasu 4-hydroksyglutaminowego, poprzez otrzymanie jego prekursora — pochodnej kwasu
4-hydroksypiroglutaminowego 143 (schemat 21). N-Boc pochodng 142 poddano reakcji
acetylowania uzyskujac ilosciowo octan. Kluczowym etapem syntezy byla reakcja
utleniania tlenkiem rutenu(IV) prowadzaca do otrzymania pochodne;j y-laktamu (2S,4R)-143
z wydajnos$cia powyzej 95%. N-Boc-4-hydroksyglutaminian dimetylu (2S,4R)-144
otrzymano w wyniku otwarcia pierscienia w zasadowych warunkach.!** W celu otrzymania
diastereoizomeru (2S,4S)-144 nalezato dokonac inwersji konfiguracji na atomie C4 w reakcji
Mitsunobu uzyskujac pochodng 145, ktéra nastepnie poddano utlenianiu do zwigzku
(25,45)-143. W koncowym etapie przeprowadzono otwarcie pierscienia y-laktamowego
otrzymujac zwigzek (2S,45)-144 (schemat 21).62
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AcO,, OOMe MeOOC COOMe
ab - . \l/\l/
/ N, OH HNBoc
(0] oc

B
HO,, COOMe
O/ (25,4R)-143 (25,4R)-144
N\
Boc
AcO COOMe AcO COOMe
(2S,4R)-142 d \O/ b,
N, N,
Boc 0] Boc
(25,45)-145 (25,45)-143
l c
MeOOC COOMe
OH HNBoc

(25,45)-144

Schemat 21. Synteza N-blokowanego estru dimetylowego (2S,4R)- i (2S,4S)-144
z pochodnej (2S,4R)-4-hydroksyproliny 142. Odczynniki i warunki reakcji: a. Ac0,
pirydyna, 100%; b. RuO2, NalO4, ACOEt/H,0, >95%; c. MeOH, K,CQO3s, >95%; d. AcOH,
PhsP, DEAD, THF, >95%.

Inng metodologie¢ réwniez wykorzystujaca 4-hydroksyproling zastosowano
w syntezie pochodnej kwasu (2S,4R)-4-hydroksyglutaminowego 145, ktory byt produktem
posrednim w syntezie antybiotyku — nosiheptydu (schemat 22).11°1%% N-tert-
Butoksykarbonylowa pochodng (2S,4R)-4-hydroksyproliny 145 poddano reakcji
Mitsunobu, w wyniku ktorej nastgpila inwersja konfiguracji na atomie C4 poprzez
wewnatrzczasteczkowa laktonizacje prowadzaca do otrzymania produktu 146. Otwarcie
pierScienia laktonowego przeprowadzono za pomoca trichloroetanolu, a na grupg
hydroksylowg wprowadzono ostong tert-butylodimetylosililowg. W kolejnym etapie,
przeprowadzono utlenianie za pomocg tlenku rutenu(IV) 1 nadjodanu sodu prowadzace do
otrzymania piroglutaminowej pochodnej 147. Ester benzylowy 148a lub p-
metoksybenzylowy 148b otrzymano w wyniku otwarcia piroglutaminianu 147

w zasadowych warunkach.®
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Schemat 22. Synteza ortogonalnie ochronionej pochodnej (2S,4S)-148 z N-Boc-(2S,4R)-4-
hydroksyproliny 145. Odczynniki i warunki reakcji: a. PhsP, DEAD, THF, 62%;
b. CIsCCH,0OH (TceOH), NaH, THF; c. t-BuMe,SiCl, imidazol, DMF; d. RuO;, NalOa,
CCl4/MeCN/H20, 52%; e. BnOH lub p-MeO-CsH4-CH,OH, NaH, THF, 87 — 90%.

2.4.2.5. Synteza kwasu 4-hydroksyglutaminowego z kwasu piroglutaminowego
4-Hydroksyprolina jest prekursorem w syntezie kwasu 4-hydroksyglutaminowego
21, ale ze wzgledu na obecno$¢ 2 centrow stereogenicznych, dostepnos¢ jej wybranych
stereoizomerOw moze by¢ ograniczona. W takim przypadku mozna zastosowaé
asymetryczng synteze enancjomerycznych 4-hydroksypiroglutaminiandw wykorzystujac
reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji homochiralnych nitronow i akrylanéw (schemat 19, str.
46) lub reakcje Dielsa-Aldera nitrozozwigzkow (schemat 20, str. 47). Jednakze
w poréwnaniu z tymi wieloetapowymi syntezami hydroksylowanie pochodnej kwasu
piroglutaminowego jest najprostsza opcja. W reakcji oksazyrydyny Davisa z solg litowa
enolanu N-Boc-piroglutaminianu benzylu (S)-149 uzyskano pochodng (2S,4R)-150 (schemat
23).117119 Analiza mieszaniny poreakcyjnej za pomoca HPLC nie wykazata obecnosci
drugiego diastereoizomeru, tj. zwigzku (25,4S)-150.117 Stereospecyficzne hydroksylowanie,
ze wzgledu na zawadg steryczng spowodowang obecnoscig grupy benzyloksykarbonylowej,

zachodzito jedynie po stronie re enolanu.

Warto nadmienié¢, ze w zalezno$ci od rodzaju uzytego substratu hydroksylowanie
enolanami litu przebiegalo z rdézna stereoselektywnoscia. W przypadku reakcji
z piroglutaminianem otrzymano pojedynczy diastereoizomer o konfiguracji R na atomie
wegla C4, a przypadku =zastosowania glutaminianu otrzymano mieszaning
diastereoizomerow w stosunku 9 : 1, z przewaga izomeru o konfiguracji S na nowo

utworzonym centrum stereogenicznym.
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Schemat 23. Synteza benzylowej pochodnej kwasu 4-hydroksypiroglutaminowego
(2S,4R)-150 poprzez elektofilowe hydroksylowanie. Odczynniki i warunki. a. LIHMDS,
THF, potem 3-fenylo-N-fenylosulfonylooksaazyrydyna, —78°C, 55%
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3. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

3.1. Zalozenia projektu i plan pracy
Aktywno$¢ biologiczna zwigzkow posiadajacych w swoim szkielecie kwas L-
glutaminowy zainspirowala mnie do zaprojektowania nowych fosfonowych pochodnych

kwasow 1-amino-3-hydroksy(amino)karboksylowych.

Dotychczas w literaturze opisano kilkanascie fosfonowych analogéw kwasu
glutaminowego wykazujacych réznorodng aktywno$¢ biologiczna m.in. chwastobojcza,'?

121122 § przeciwgrzybicza.!?®!%* Pochodne kwasu glutaminowego, zaréwno

przeciwbakteryjng
z dodatkowym podstawnikiem w pozycji v jak i z ugrupowaniem fosfonowym wprowadzonym
w miejsce grupy karboksylowej, byly aktywne wobec metabotropowych receptorow
glutaminergicznych  (rysunek 19), stanowigcych potencjalne cele terapeutyczne
w poszukiwaniu nowych substancji w leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, depresji,
epilepsji, a takze zaburzen lekowych.'?®

Pierwszym opisanym selektywnym agonista dla glutaminergicznych receptorow
metabotropowych III grupy byt kwas L-2-amino-4-fosfonobutanowy (LAP4) 15. Nie byt jednak
selektywny wzgledem podtypoéw receptorow MGIURs oraz mGluRes.22?%* W nastepnych
latach zsyntezowano kolejne fosfonowe analogi kwasu glutaminowego (rysunek 19).
Wigkszo$¢ z nich wykazuje aktywnos$¢ agonistyczng wzgledem mGluR. Wyjatek stanowia
zwigzki MSOP 152 i MAP4 153, ktore sg antagonistami dla receptorow mGluR III grupy

(tabela 8).
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(HO),P~ \/F‘{\COOH

15 X=0 Y=CH, R=H LAP4

22 X=S Y=CH, R=H L-tioAP4

23 X=0Y=0 R=H L-SOP

152 X=0 Y=0 R=CHj; MSOP

153 X=0 Y=CH, R=CH; MAP4

LSP1-2111

155 R'=H R2=0CH2CO2H R3=H LSP4-2022

156 R'=NO, R?=H R%=H

(HO)(O)P_

LSP1-2093

157 LSP1-3081

WNH, M2 ‘U{NHZ
coH  (HOROP™ 4y oon  (HO)(O)P™ COOH
158 (1S,2R)-APCPr 159 PCG-1 160 z-CPAP4
OH NH, OH NH,
HOOC “COOH HOOC™ ™" COOH
(25.,48)-21 (25,48)-21

Rysunek 19. Wybrane pochodne kwasu glutaminowego wykazujace powinowactwo do

glutaminergicznych receptorow metabotropowych.

Tabela 8. Powinowactwo kwasu glutaminowego 19 i jego wybranych pochodnych do
receptorow mGluR wyrazone parametrem ECsg, Ki lub *ICsg (umol/I) t

Zwiazek Grupa l Grupa Il Grupa Il
MGIuR; | MGIuRs | MGIUR2 | MGIuRs | MGIuR,; | mGIuRs | mGIuR7 | mGIluRs
192945 1-13 3-11 0,3-12 2-9 3-17 5-38 2,3-10° 8-10
152945 >10° >10° >10° >10° | 0,2-1,2 | 0,6-0,9 | 160-500 | 0,06-0,9
22% b.e b.e. b.e. b.e. 0,04 0,7 200 0,05
1422 - - - - 4,05 27,8 >500 1,72
13% - - - - >500 >500 >500 412
232945 b.e. b.e. ant. ant. 1-4 3 160-1200 2
158126 - - - - 0,6 1,9 602 0,3
1607 - - - - 49 - b.e. 124
157128 b.e. b.e b.e. b. e. 0,16 3,3 419 0,51
154129 b.e. b.e. b.e. b.e. 2,2 1,7 53 66
156130 - - - - 0,55 8,81 >10° 1,53
155131 b.e. b.e. b.e b.e.r 0,11 4,2 12 29
159132 > 103 >10° >103 - 9,4 13 700 632
(25,4R)-21%"| 373 - 161 - - - - 69
(25,4S)-21% 11 - 137 - - - - 53
153*45.133 b.e. - 500 - 90-190 - - 25-105
154*134-136 - 5,32 - - 4,1 ago. 53

Warto$ci ECso, Ki lub 1Cs byty mierzone dla szczurzych sklonowanych receptorow. ant. - antagonista; ago. - agonista; a- warto$¢
Ki; b. e. - brak efektu.
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Majagc na uwadze powyzsze informacje zaprojektowatam analogi kwasu
glutaminowego, w ktorym obie grupy karboksylowe zastgpione zostaty fosfonowymi, tj.
zwigzki 24 1 25 (rysunek 20). Ugrupowanie fosfonowe, w przeciwienstwie do ptaskiej grupy
karboksylowej, posiada tetraedryczng geometri¢ przypominajacg stan przejsciowy w reakcji
hydrolizy wigzania amidowego lub estrowego, co zostalo z powodzeniem wykorzystane
W projektowaniu izosteréw stanu przejsciowego.**14% Ponadto reszta kwasu fosfonowego ze
wzgledu na obecno$¢ dwoch grup OH moze tworzy¢ silniejsze oddziatywania w miejscu
aktywnym receptora.}*! Zaprojektowane zwiazki, ze wzgledu na wprowadzenie dodatkowego
podstawnika aminowego lub hydroksylowego, posiadaja dwa centra stereogeniczne.
Zatozytam, ze wprowadzenie dodatkowych podstawnikow poprzez zmiang wilasciwosci
fizykochemicznych, moze spowodowaé istotne zmiany w oddziatywaniu z enzymami lub
receptorami. Poniewaz stereoizomery roznigce si¢ konfiguracjg absolutng moga wykazywac
inng aktywno$¢ biologiczng, zamierzatam otrzymac wszystkie mozliwe stereoizomery, cztery

dla zwigzku 24 i trzy dla 25.

NH, OH NH; NH,

(HO)(0)P P(O)(OH);  (HO),(O)P P(O)(OH),
24 25

Rysunek 20. Struktury zaprojektowanych difosfonowych analogow y-podstawionego kwasu

glutaminowego.

Uznatam, Ze dogodnymi substratami w syntezie pochodnych 24 i 25 beda
enancjomerycznie czyste 1-(N-Boc-amino)-3-oksopropylofosfoniany 163, ktore w reakcji
Abramova z fosforynem dietylowym przeksztatcone zostang w izomeryczne difosfoniany 161,
za§ w reakcji Kabachnika-Fieldsa z fosforynem trietylowym i odpowiednia aming utworza
zwigzki 162 (schemat 24). Otrzymane diastereoizomery zwiazkéw 161 i 162 zostang poddane
reakcji hydrolizy do odpowiednich kwasow difosfonowych 24 i 25 (schemat 24).
Enancjomerycznie czyste aldehydy (R)-163 i (S)-163 mozna otrzymac z nitronu (S)-164

zgodnie z metodologia opracowang wczesniej w naszym zespole.4?
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NH, R BocNH R
p—
(HO)(O)P P(O)(OH), (EtO)2(0O)P P(O)(OEY),
24 R=OH 161 R=OH
25 R=NH2 162 R=NHBn
BocNH O ph”  N-O
| — y”
(EtO),(O)P (EtO),(0)P
163 (S)-164

Schemat 24. Retrosyntetyczny schemat otrzymywania kwasow (1-amino-3-hydroksypropano-

1,3-diylo)difosfonowych 24 oraz kwasow (1,3-diaminopropan-1,3-diylo)difosfonowych 25.

Prace badawcze podzielitam na 7 kluczowych zadan:

e synteza nitronu (S)-164,

e synteza enancjomerycznie czystych 1-amino-3-oksopropylofosfonianow dietylu 163,

e synteza kwasow (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych 24,

e ustalenie konfiguracji absolutnej na atomie C3 w estrach kwaséw (1-amino-3-
hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych 161,

e synteza kwasow (1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonowych 25,

e ustalenie konfiguracji absolutnej na atomie C3 w estrach kwaséw (1-amino-3-
hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych 162,

e przekazanie zwigzkow 24 i 25 do badan biologicznych i ocena aktywnosci na podstawie

uzyskanych wynikow.

3.2. Synteza nitronu (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164

3.2.1. Synteza (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164 (procedura A)
Nitron (S)-164 otrzymatam zgodne z procedurg literaturowa polegajaca na addycji

hydroksyloaminy (S)-166 do generowanego in situ formylofosfonianu dietylu 169, ktory z kolei

otrzymatam z hydroksymetylofosfonianu dietylu 168 (schemat 25).
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< a_ <
Ph” >NH, —> Ph” “NHOH (COOH),
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. o
o Ph/\j‘/
e f
HP(O)(OEt), — (Et0),(O)P” “OH —= (EtO)z(O)P)J\ —g>(EtO)z(O)P
167 168 169 (S)-164

Schemat 25. Synteza (S)-N-(fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164. Odczynniki
i warunki reakcji: a. aldehyd p-anyzowy, MgSOa, CH2Cly, t. p. 24 godz.; b. MCPBA, CHCl,
0°C—t. p., 3 godz.; c. chlorowodorek hydroksyloaminy, EtOH, 0°C, 24 godz.; d. kwas
szczawiowy, Et,0, 2 godz., t. p., 46% dla (S)-166; e. paraformaldehyd, K.COs, 70°C, 5 godz.,
80% dla 168; f. DMSO, chlorek oksalilu, —=78°C, 4 godz.; g. TEA, 3 godz. t. p., 47%.

Hydroksyloamina (S)-166 niezb¢dna do zrealizowania przedstawionej powyzszej
strategii syntezy jest zwigzkiem opisanym wliteraturze,!*® ale niedostepnym komercyjnie,
dlatego prace rozpoczetam od jej otrzymania. W tym celu wykorzystatam kilkuetapowsg
metodologi¢ opracowang przez Tickella i wspotpracownikow.!*  (S)-N-(1-
Fenyloetylo)hydroksyloaming 166 W postaci szczawianu otrzymalam z wydajnoscia 46%.

Strukturg oraz czysto$¢ produktu potwierdzitam metodami spektroskopowymi.

Zwigzek 168 otrzymatam z handlowo dostepnego fosforynu dietylowego 167 oraz
paraformaldehydu w obecnosci weglanu potasu wykorzystujac procedure literaturowsa opisang
przez Jeanmaire!** (schemat 25). Surowy produkt poddatam destylacji pod zmniejszonym
cisnieniem wyodrgbniajac czysty hydroksymetylofosfonian dietylu 168 jako bezbarwng ciecz
z wydajnoscig 80%. Nastepnie alkohol 168 poddatam utlenianiu do aldehydu 169 w warunkach
reakcji Swerna. Otrzymany aldehyd 169 poddatam in situ reakcji ze szczawianem N-(1-
fenyloetylo)hydroksyloaminy (S)-166 (schemat 25). Po wstepnym oczyszczeniu na kolumnie
chromatograficznej typu Flash, a nastgpnie krystalizacji otrzymatam czysty nitron (S)-164

Z wydajnoscig wynoszaca 47%.

3.2.3. Synteza (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164 (procedura B)
Gella 1 wspotpracownicy opisali wykorzystanie oksonu w utlenianiu drugorzgdowych
amin do odpowiednich nitronéw.* Praca ta zainspirowala mnie do opracowania alternatywnej
$ciezki syntezy nitronu (S)-164. Uznatam, ze dogodnym substratem do utleniania za pomoca
oksonu bedzie oa-aminometylofosfonian (S)-170, ktory mozna latwo otrzymaé
w trojsktadnikowej reakcji Kabachnika-Fieldsa lub w reakcji aza-Pudovika z odpowiedniej

iminy (schemat 26).
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/:\+/O_ PN =
PR N PR NH :
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(S)-164 (S)-170 (S)-165 171 167

Schemat 26. Schemat retrosyntetyczny otrzymywania nitronu w reakcji utleniania za pomoca

oksonu.

Realizujac powyzsze zalozenia, przeprowadzitam addycje (S)-N-1-fenyloetyloaminy
(S)-165 do paraformaldehydu 17146, a otrzymana imine (S)-172 poddatam in situ reakcji aza-
Pudovika z fosforynem dietylowym (schemat 27).}4 Analiza widma 3P NMR surowej
mieszaniny wykazata obecno$¢ sygnatu przy 6 = 26,68 ppm, ktory przypisatam zwigzkowi (S)-
170. Kolejnym etapem byta reakcja utleniania za pomoca oksonu. Poczatkowo zastosowatam
procedure opracowana przez Gelle, ale bez dodatku wersernianu disodowego. W widmie 3!P
NMR zaobserwowalam duza liczbe sygnatow pochodzaca od niezidentyfikowanych
produktow,  dlatego  postanowilam  zmodyfikowa¢  warunki  reakcji.  Surowy
aminometylofosfonian (S)-170 utlenitam wykorzystujac metodologie opisang przez Shioji
| wspotpracownikow adaptujac procedure opracowang oryginalnie do utleniania tlenku [2-
(benzyloamino)propan-2-ylo]difenylofosfiny do odpowiedniego nitronu.'*” W widmie 3!P
surowej mieszaniny zaobserwowatam sygnaty od mieszaniny izomeréw E- i Z-nitronu (S)-164
(6 [ppm] = 6,22 oraz 5,40 w proporcjach 94:6) oraz sygnaly od niezidentyfikowanych
produktéw. Czysty nitron (S)-164 otrzymatam z wydajnoscia 80% (z dwoch etapow).

z H Ph/\)NH Ph/\jro
< /\
- a Ph N b c
Ph” “NH, —> I — (Et0),(0)P”  ——= (EtO),(O)P
(S)-165 (5)-172 (S)-170 (S)-164

Schemat 27. Synteza (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164 - procedura
B. Odczynniki i warunki reakcji: a. paraformaldehyd, AcOH, toluen, 1 godz., 80°C; fosforyn
dietylowy, t. w., 5 godz.; c. okson, NaHCOj3, CH3C(O)CHs, H20, t. p., 1 godz., 80%.

W dotychczas stosowanej procedurze, ktorg opracowano w naszym zespole, synteza
enancjomerycznie czystego nitronu (S)-164 wymagata otrzymania odpowiedniej soli
hydroksyloaminy oraz zastosowania restrykcyjnych warunkoéw reakcji Swerna. Procedura
opracowana przeze mnie nie wymaga stosowania niskiej temperatury, skraca czas syntezy

| zapewnia wyzszg sumaryczng wydajnos¢ (22% vs. 80% wzglgdem aminy (S)-165).
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3.3. Synteza 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonianu dietylu (R)-163
i (S)-163
3.3.1. Synteza (R)- i (S)-1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonianu dietylu
Enancjomerycznie czyste 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfoniany
dietylu (R)-163 i (S)-163 otrzymuje si¢ z nitronu (S)-166 w wyniku sekwencji reakcji
przedstawionych na schemacie 28.1%% Zgodnie ze schematem w pierwszej kolejnosci
przeprowadzitam synteze izoksazolidyn (3R,5R,1'S)-173 i (3S,5S,1'S)-173, ktore powstaja
w proporcji 1:1 w wyniku stereoselektywnej reakcji cykloaddycji [3+2] nitronu (S)-164 do
alkoholu allilowego w obecno$ci generowanego in situ eteratu bromku magnezu jako
katalizatora (wydajno$é reakcji 90%).24® W celu rozdzielenia diastereoizomeréw, mieszaning
izoksazolidyn 173 przeksztalcitam w odpowiednie acetylowe pochodne (3R,5R,1'S)-174 oraz
(3S,5S5,1'S)-174, a otrzymang mieszaning diastereoizomeréw rozdzielitam chromatograficznie
uzyskujac czyste zwiazki (3R,5R,1'S)-174 oraz (3S,5S,1'S)-174 z wydajno$ciami odpowiednio
25% i 19% (schemat 28).1%® Nastepnie octany (3R,5R,1'S)-174 i (3S,5S,1'S)-174 poddatam
amonolizie uzyskujac wyjsciowe izoksazolidyny (3R,5R,1'S)-173 i (3S,55,1'S)-173
z wydajnosciami  odpowiednio  91% 193%. Zwigzki oczyscitam na kolumnie
chromatograficznej, a czysto$é i struktury potwierdzitam metodami spektroskopowymi.!4?
Nastepnie, izoksazolidyne (1R,3R,1'S)-165 w warunkach wodorolitycznych w obecnosci
diweglanu di-tert-butylu przeksztalcitam w aminodiol (1R,3R)-175 z wydajnoscia 72%.14%148
W analogiczny sposob z (3S,5S,1'S)-174 otrzymatam enancjomeryczny diol (1S,3S)-175
z wydajnoscig 68%. W kolejnym etapie aminodiole (1R,3R)-175 i (1S,3S)-175 poddatam
reakcji utleniania do odpowiednich aldehydow (R)-163 i (S)-163 za pomoca nadjodanu sodu.*#?
Zwiazki (R)-163 i (S)-163 otrzymalam z wydajnosciami 93%, ich struktur¢ i czysto$¢
potwierdzitam metodami spektroskopowymi, a nast¢pnie bez oczyszczania wykorzystatam

w kolejnych etapach projektu.
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Schemat 28. Synteza enacjomerycznie czystych 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonianow dietylu (R)-163 i (S)-163. Odczynniki
i warunki reakcji a. MgBr»-eterat, alkohol allilowy, Et,0, 24 godz. t. p., 90%; b. Ac,0, EtsN, DMAP, 2 godz. t. p., 25% dla (3R,5R,1'S)-174, 19% dla
(3S,55,1'S)-174; c. NH4OH, EtOH, t. p., 4 godz., 91% dla (3R,5R,1'S)-173, 93% dla (3S,5S,1'S)-173; d. H, 1,01 bar, Pd(OH)./C, Boc0, EtOH, t. p, 24
godz., 72% dla (1R,3R)-175, 68% dla (15,35)-175; NalO4, H.0O, CH.Clx, t. p., 2 godz., 93% dla (R)-163 i (S)-163.
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3.3.2. Optymalizacja warunkow reakcji opisanych w rozdziale 3.3.1.

Sekwencja reakcji przedstawiona na schemacie 28 opisujaca synteze zwigzkow 163
uwzglednia przeksztalcenia mieszaniny izoksazolidyn 173 w odpowiednie octany 174
w celu efektywnego rozdzielenia diastercoizomerow. Amonoliza pochodnych acetylowych
do wyjsciowych izoksazolidyn 173, pozwolita na uzyskanie poszczegdlnych
diasteroizomeréw (3R,5R,1'S)-173 oraz (3S,5S,1'S)-173 z sumarycznymi wydajnosciami
odpowiednio 20% i 16% (3 etapy).!*® Efektywnego rozdzielenia mieszaniny
diastereoizomerycznych izoksazolidyn 173 dokonatam wykorzystujac potpreparatywng
wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa w uktadzie faz odwroconych (RP-HPLC) stosujac
izokratyczng elucje w uktadzie woda-izopropanol (86,5 : 13,5, v/v). Rozdzielenie zwigzkoéw
za pomoca HPLC wymagato wprawdzie uzycia kosztowej aparatury, ale pozwolito na
pomini¢cie dwoch etapow reakcji 1 wykorzystane zostaty bardziej przyjazne srodowisku
rozpuszczalniki. Uzyskalam izoksazolidyny 173 z wydajno$ciami  wynoszgcymi
odpowiednio 38% dla diastereoizomeru (3R,5R,1'S)-173 (tr = 15,26) i 33%, dla (3S,5S,1'S)-
173 (tr = 18,80).

Zoptymalizowatam rowniez warunki wodorolitycznego otwarcia izoksazolidyn
przeprowadzajac reakcje w reaktorze ci$nieniowym. Reakcje prowadzitam pod ciSnieniem
12 baréw, monitorujac postep za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). W celu
zapewnienia lepszego mieszania w reaktorze, zastosowatam 6-krotnie rozcienczenie
w poréwnaniu z procedurg literaturowg. Przy zastosowaniu palladu jako Katalizatora
w widmach 3P NMR surowych produktéw reakcji obserwowatam dwa sygnaty przy
6 =25,78 ppm (od odpowiedniego N-Boc-aminodiolu (1R,3R)-175 albo (1S,3S)-175 oraz
niezidentyfikowanego zwigzku przy 6 = 22,50 ppm powstajace w proporcji 1 : 0,12).
Natomiast reakcja wodorolizy w reaktorze z uzyciem wodorotlenku palladu pozwolita na
niemalze ilo$ciowe uzyskanie odpowiedniego N-Boc-aminodiolu - [(1R,3R)-175 i (1S,3S)-
175, z wydajnosciami odpowiednio 99% i 95%]. Ponadto w porownaniu z wodorolizg

prowadzong pod normalnym ci$nieniem czas reakcji zostal skrocony z 24 do 15 godzin.
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3.4. Synteza enancjomerow kwasu (1-amino-3-hydroksypropan-1,3-
diylo)difosfonowego (1R,3S)-24, (1S,3R)-24, (1R,3R)-24,(1S,3S)-24, (1R,3S)-24a,
(1S,3R)-24a, (1R,3R)-24a oraz (1S,3S)-24a
3.4.1. Synteza (1-tert-butoksykarbonyloamino-3-hydroksypropano-1,3-
diylo)difosfonianu tetraetylu (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 oraz (1S,3R)-161, (1S,3S)-161
Difosfoniany (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 otrzymatam w warunkach reakcji
Abramova odpowiedniego aldehydu 163 z fosforynem dietylowym (schemat 29).14°
Poniewaz aldehydy 163 uzyte zostaly bez oczyszczania, poczatkowo zastosowalam
niedomiar fosforynu dietylowego (0,95 equiv).’® Reakcje prowadzitam w temperaturze
pokojowej bez rozpuszczalnika z dodatkiem Kkatalitycznych iloéci trietyloaminy,
monitorujac postep reakcji za pomoca widm 3P NMR. Brak sygnalu pochodzacego od
fosforynu dietylowego zaobserwowatam dopiero po 29 dniach, przyczyng tak dlugiego
czasu reakcji byly prawdopodobnie niedostateczne mieszanie, poniewaz reakcje
prowadzitam bez rozpuszczalnika, oraz parowanie i skraplanie trietyloaminy na $ciankach
kolbki. Ponadto, nie udato si¢ oddzieli¢ nieprzereagowanego aldehydu od mieszaniny
powstatych diastereoizomeréw 161. Zastosowanie 5-krotnego nadmiaru fosforynu
dietylowego pozwolito skréci¢ czas reakcji do 48 godzin. W widmie 3P NMR surowego
produktu reakcji zaobserwowatam dwa dublety przy & [ppm] = 24,60 (d, *Jrccer = 8,0 Hz)
i 24,01 (d, “Jpccer = 8,0 Hz) od odpowiednich diastereoizomeréw 161, dwa singlety przy §
[ppm] = 25,26 i 23,58 oraz sygnal pochodzacy od uzytego w nadmiarze fosforynu
dietylowego (6 = 7,26 ppm). Mieszaning fosfonianow (1R,3S)-161, (1R,3R)-161
powstajacych w stosunku 1 : 1 probowatam rozdzieli¢ na kolumnie chromatograficznej
stosujac uktady chloroform-metanol, chloroform-izopropanol, chlorek metylenu-metanol,
chlorek metylenu-izopropanol, niestety bezskutecznie. Wydzielitam jedynie czystg
mieszaning diastereoizomerow 161 z wydajnoscia 76%. Proby rozdzielenia
diastereoizomerow za pomoca potpreparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w uktadzie faz odwroconych réwniez okazaly sie niezadowalajace ze wzgledu na tzw.
,ogonowanie” pikow (ciggniecie i poszerzenie pikéw analizowanych substancji). Udato mi

si¢ jedynie wydzieli¢ frakcje wzbogacone w jeden z diastereoizomeréw (do 89%).

STRONA| 61



OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

BocNH O a_ BocNH OH . Boc NH ?H
(EtO),(0O)P (EtO),(O)P P(O)(OEt), (EtO),(0O)P P(O)(OEt),
(R)-163 (1R,3S)-161 (1R,3R)-161

Boc I;IH o 4 Boc I;JH (:)H Boc l;lH OH
(EtO),(0O)P : T (EtO)Z(O)P/\/\P(O)(OEt)Z ' (EtO),(0O)P : P(O)(OEt),
(S)-163 (18,3R)-161 (1S,35)-161

Schemat 29. Synteza  [1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-hydroksypropano-1,3-
diylo)]difosfonianu tetraetylu (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161. Odczynniki i warunki reakcji: a.
fosforyn dietylu, EtsN, t. p., 48 godz., 76% dla mieszaniny (1R,3S)-161i (1R,3R)-161, 72%
dla mieszaniny (1S,3R)-161, (1S,3S)-161.

Mieszaning diastereoizomerow (1S,3S)-161, (1S,35)-161 otrzymatam
w analogiczny sposob stosujac jako substrat aldehyd (S)-163 (wydajnos¢ 72%).

3.4.2. Synteza estrow — rozdzial diastereoizomerow
Rozdzielenie diastereoizomerow za pomocg techniki HPLC jest utrudnione ze
wzgledu na zbyt male réznice w powinowactwie sorpcyjnym, szczegélnie w przypadku

13L152 Problem zwigzany z tzw.

zwigzkow posiadajacych tancuch alifatyczny.
»ogonowaniem” pikow na kolumnie HPLC czgsto rozwigzuje si¢ przez dodatek kwasu
trifluorooctowego (TFA) do fazy ruchomej. Kwas trifluoroocotowy moze powodowac
uprotonowanie atomow np. azotu grupy aminowej, a nastepnie dodatkowo jony CFsCOO™
moga solwatowa¢ dodatnio spolaryzowane fragmenty czasteczek na zasadzie tworzenia par
jonowych, dzigki czemu zwigkszajg si¢ oddzialywania hydrofobowe z wypelieniem
kolumny.t®2 Niestety w przypadku zwigzkéw 161 proby ich rozdzielenia przy zastosowaniu
dodatku kwasu trifluorooctowego do fazy mobilnej nie powiodly si¢, ze wzgledu na
kwasolabilny charakter tert-butoksykarbonylowej grupy ochronnej. W celu poprawy

skutecznosci rozdzielania fosfonianéw postanowitam przeksztatci¢ je w odpowiednie estry,

aby zwigkszy¢ hydrofobowos¢ pochodnych.

3.4.2.1. Synteza (1-tert-butoksykarbonyloamino-3-acetoksypropano-1,3-
diylo)difosfonianow tetraetylu (1R,3S)-176, (1R,3R)-176, (1S,3R)-176i (1S,3S)-176
Mieszanine diastereoizomerow (1S,3R)-161 oraz (1S,3S)-161 (1:1) przeksztatcitam
w odpowiednie octany (1S,3R)-176 i (1S,3S)-176 (schemat 30). Surowy produkt wstepnie
oczyscitam na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent uktad chloroform-izopropanol

(50 : 1, v/v). W widmie 3P NMR mieszaniny poreakcyjnej zaobserwowatam sygnaty
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pochodzace od utworzonych O-acetylowych pochodnych (1S,3R)-176 i (1S,3S)-176; po dwa
dublety od kazdego z diastereoizomerdw, tj. § [ppm]= 23,55 (d, *Jpcccr=4,2 Hz) i 19,83 (d,
*Jpccce =4,2 Hz) dla izomeru (1S,3R)-176 oraz & [ppm]= 24,42 (d, *Jpcccr=7,9 Hz) i 20,54
(d, “2pccer =7,9 Hz) dla zwiazku (1S,3S)-176. Wykorzystujac RP-HPLC, stosujac elucje
izokratyczng w uktadzie woda-acetonitryl (70 : 30, v/v) z przeptywem 17 ml/min,
wydzielitam diastereoizomer (1S,3R)-176 0 czasie retencji tr = 10,69 z wydajnoscig 20%
jako zotty olej oraz diastereoizomer (1S,3S)-176 o czasie retencji tr = 12,67 z wydajnoscia
32% w postaci biatego osadu. Struktury i czysto$¢ otrzymanych zwigzkoéw potwierdzitam

metodami spektroskopowymi.

Boc l;lH (:)H Bocl;lH OH a
EOROP ™ P(ONOEY, © (EOROP™ " PONOEY,
(18,3R)-161 (15,35)-161
Boc l;lH C:)Ac Bocl;lH OAc
(EtO)Z(O)P/\/\P(O)(OEt)Z ' (EtO),(O)P : P(O)(OEt),

(1S,3R)-176 (1S,35)-176

Schemat  30. Synteza  [3-acetoksy-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-
diylo]difosfonianow tetraetylu (1S,3S)-176 i (1S,3R)-176. Odczynniki i warunki reakcji: a.
Ac,0, EtsN, DMAP, 4 godz. t. p., rozdziat RP-HPLC, 20% dla (1S,3R)-176, 32% dla
(1S,35)-176.

Stosujac analogiczng reakcje, otrzymatam octany (1R,3S)-176 i (1R,3R)-176
(schemat 31). Surowa mieszaning produktow oczyscitam wstepnie na zelu krzemionkowym,
a nastgpnie rozdzielitam za pomocg RP-HPLC. W rezultacie czyste zwigzki (1R,3S)-176
i (1R,3R)-176 otrzymatam z wydajnosciami odpowiednio 22% i 40%.
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BocNH OH BocNH OH
+ : a,
(EtO),(O)P P(O)(OEt), (EtO),(O)P P(O)(OEt),
(1R,3S)-161 (1R,3R)-161
BocNH OAc Boc NH OAc
+ <
(EtO)z(O)P/'\/'\P(O)(OEt)Z (EtO)2(O)P/'\/\P(O)(OEt)2
(1R,35)-176 (1R,3R)-176

Schemat  31. Synteza  [3-acetoksy-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-
diylo]difosfonianow tetraetylu (1R,3S)-176 i (1R,3R)-176. Odczynniki i warunki reakcji:
a. Ac,0, EtsN, DMAP, 4 godz. t. p., rozdziat RP-HPLC, 22% dla (1R,3S)-176, 40% dla
(1R,3R)-176.

3.4.22. Synteza [1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonianow tetraetylu 177

W poszukiwaniu optymalnych warunkéw rozdzielania produktéw reakcji Abramowa
podjetam rowniez proby przeksztatcenia ich w pochodne O-4-nitrobenzoesowe 177
(schemat 32). W tym celu mieszaning zwigzkow (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 w stosunku 1 : 1
poddatam reakcji z chlorkiem 4-nitrobenzoilu. Czyste diastereoizomery wydzielitam za
pomoca wysokoci$nieniowe] chromatografii kolumnowej w uktadzie faz odwrdconych
stosujgc jako eluent mieszaning woda-acetonitryl (62 : 38, v/v). Otrzymatam 4-
nitrobenzoesan (1R,3S)-177 (tr
diastereoizomer (1R,3R)-177 (tr

14,89) z wydajnoscia 21% jako zolty olej oraz

18,14) z wydajnoscig 31% w postaci biatego ciata

stalego.
BocNH OH Boc NH (:)H a
(EtO),(O)P P(O)(OEt), ' (EtO),(O)P - P(O)(OEt)Q—>
(1R,3S)-161 (1R,3R)-161
D 2
Boc NH O-C@NOZ Boc NH (:)-C@NOZ
(EtO),(O)P P(O)(OEt), ' (EtO),(O)P - P(O)(OEt),
(1R,38)-177 (1R,3R)-177

Schemat 32. Synteza [1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonianow tetraetylu (1R,3S)-177 i (1R,3R)-177. Odczynniki i warunki reakcji:
a. chlorek 4-nitrobenzoilu, EtsN, DMAP, CHCl;, 4 godz., t. p., rozdziat RP-HPLC, 21%
dla (1R,3S)-177, 33% dla (1R,3R)-177.
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Analogiczng procedur¢ zastosowatam do otrzymania O-4-nitrobenzoesanéw
(1S,3R)-177 1 (1S,3S)-177 (schemat 33), ktore wydzielitam z wydajno$ciami wynoszgcymi
odpowiednio 14% i 17%.

Bocl;lH (:)H Bocl;lH OH a
(EtO)z(O)P/\/\P(O)(OEt)Z * (EtO)z(O)F’/-\/v\F’(O)(OEt)z—>
(1S,3R)-161 (1S,35)-161

Q Q
Bocl;lH C:)-C@NOZ Boc NH (:)-C@NOZ
(E0),(0)P” > P(O)OEY,  (E0),0)P” " “P(O)(OEl),
(1S,3R)-177 (15,35)177

Schemat 33. Synteza [1-tert-butoksykarbonyloamino-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonianéw tetraetylu (1S,3S)-177 i (1S,3R)-177. Odczynniki i warunki reakcji: a.
chlorek 4-nitrobenzoilu, EtsN, DMAP, CH:Cly, 4 godz., t. p., rozdzial RP-HPLC, 18% dla
(1S,3R)-177, 14% dla (1S,3S)-177.

3.4.3. Synteza kwasow (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych 24
Wszystkie  zwiazki, ktére maja udokumentowang aktywno$¢  wobec
metabotropowych receptoréw glutaminergicznych to odpowiednie wolne kwasy
karboksylowe lub/i fosfonowe (rysunek 19, tabela 8, str. 53). Dlatego tez w celu zbadania
aktywnos$ci zaprojektowanych difosfonianéw nalezato przeksztatci¢ O-podstawione
pochodne 176 i 177 albo wyjsciowe aminohydroksydifosfoniany 161 w wolne kwasy
difosfonowe 24. Prace rozpoczetam od przeprowadzenia prob selektywnej hydrolizy O-
ochronionych pochodnych 176 i 177 do hydroksydifosfonianu 161. Ze wzgledu na obecno$é
w difosfonianie 161 grupy hydroksylowej w pozycji o nie byto mozliwe przeprowadzenie
hydrolizy O-podstawionych pochodnych 176 i 177 w $rodowisku silnie zasadowym
poniewaz w takich warunkach moze odbywaé si¢ reakcja retro-Abramova, >3
Standardowg metodg hydrolizy estrow do odpowiednich alkoholi i kwasow jest reakcja
aminolizy.*® W tych warunkach mozliwe powinno byé¢ uwolnienie grupy hydroksylowej
bez racemizacji i reakcji ubocznych'®® oraz bez jednoczesnej hydrolizy estrow kwasoéw

karboksylowych i fosfonowych.

Octany 176 poddatam reakcji z roztworem 25% amoniaku z dodatkiem etanolu.
W widmie 3P NMR wykonanym po tygodniu obecne byly tylko sygnaty pochodzace od
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substratu. Trwate w warunkach amonolitycznych okazaty si¢ rowniez 4-nitrobenzoesany,

nawet po zastosowaniu etanolu nasyconego amoniakiem.

Poniewaz nie udato mi si¢ przeprowadzi¢ selektywnej hydrolizy O-acetylowych
pochodnych 176 i O-4-nitrobenzoilowych pochodnych 177 do wyjsciowego
hydroksydifosfonianu 161 podj¢tam proby przeksztatcenia ich w wolne kwasy difosfonowe
157

24. W literaturze opisano hydrolize pochodnych a-hydroksymetylofosfonianow™" i a-

142 \w 5-molowym kwasie solnym w temperaturze wrzenia; w tych

aminometylofosfonianow
warunkach mozna rowniez przeprowadzi¢ usunigcie tert-butoksykarbonylowej grupy

ochronne;j.t8

3.4.4.1. Synteza kwasu (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego 24 —
Procedura A

Odpowiedni O-acetylodifosfonian (1R,3S)-176, (1S,3R)-176, (1R,3R)-176 lub
(1S,35)-176 ogrzewatam przez 6 godzin w 5-molowym kwasie solnym w temperaturze
wrzenia. Kwasy difosfonowe (1R,3S)-24, (1S,3R)-24 (1R,3R)-24 lub (1S,3S)-24 uzyskatam
z wydajnosciami wynoszacymi odpowiednio 53%, 86%, 84% i 69% jako bezpostaciowe

biate osady neutralizujac nadmiar kwasu tlenkiem propylenu (schemat 34).

3.4.4.2. Synteza kwasu (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego 24a —
Procedura B

Ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ otrzymanych kwasow w wodzie,
postanowitam otrzyma¢ je w postaci chlorowodorkow. W tym celu zmodyfikowatam
procedur¢ hydrolizy poprzez pominigcie w ostatnim etapie dodatku tlenku propylenu.
Chlorowodorki (1R,3S)-24a, (1S,3R)-24a, (1R,3R)-24a oraz (1S,3S)-24a uzyskatam
z wydajnosciami wynoszacymi odpowiednio 84%, 79%, 82% oraz 84% jako bezpostaciowe

biale osady (schemat 34).
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Boc NH OAc alubb R OH
(EtO)z(O)F’)\/LP(O)(OEt)z (HO)z(O)P)\/'\P(O)(OH)z
(1R,35)-176 R= NH, (1R,3S)-24

R= NH,HCI (1R,3S)-24a

Schemat 34. Synteza kwasow (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego 24 i
chlorowodorkow 24a. Odczynniki i warunki reakcji: a. 5 M HCI, 6 godz., t. w., tlenek
propylenu, 53% (1R,3S)-24, 86% dla (1S,3R)-24, 84% (1R,3R)-24, 69% dla (1S,3S)-24.
b. 5 M HCI, 6 godz., t. w., 84% (1R,3S)-24a, 79% dla (1S,3R)-24a, 82% (1R,3R)-24a, 84%
dla (1S,3S)-24a.

3.5. Ustalenie konfiguracji absolutnej centrum stereogenicznego na atomie C3 w (1-
tert-butoksykarbonyloamino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonianach tetraetylu
(1R,3S)-161, (1R,3R)-161, (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161

Poniewaz do syntezy difosfonianow 161 jako substratow uzyto enancjomerycznie
czyste aldehydy [tj. aldehyd (R)-163 do syntezy zwigzkéw (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 oraz
(S)-163 do otrzymania zwiazkow (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161], to konfiguracja absolutng na
atomie C1 w zwigzkach 161 mozne zosta¢ jednoznacznie przypisana. Natomiast w celu
jednoznacznego okreslenia bezwzglednej konfiguracji na atomie C3, konieczne bylo
ustalenie wzglednych konfiguracji miedzy atomami Cl1 i C3 w odpowiednich
diastereoizomerycznych parach difosfonianow, tj. w difosfonianach (1R,3S)-161 i (1R,3R)-
161 otrzymanych z aldehydu (R)-163 oraz w parze diastereoizomerow (1S,3R)-161 i (1S,3S)-
161 powstaltej z zwigzku (S)-163.

Aby okresli¢ konfiguracje wzgledng w diastereoizomerycznych difosfonianach
(1R,35)-161 i (1R,3R)-161 oraz (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161 postanowitam otrzymac
racemiczne difosfoniany 161 z odpowiednich 3,5-bis(dietoksyfosforylo)izoksazolidyn 179
(schemat 35). Poznany zostal bowiem stereochemiczny wynik reakcji cykloaddycji N-
podstawionego C-(dietoksyfosforylo)nitronu do winylofosfonianu etylu, opisano réwniez
konfiguracje wzgledne tworzacych si¢ w reakcji odpowiednich diastereoizomerycznych 3,5-

bis(dietoksyfosforylo)izoksazolidyn.*>®

Reakcja  cykloaddycji ~ N-benzylo-C-(dietoksyfosforylo)nitronu 178  do
winylofosfonianu dietylu prowadzi do utworzenia trzech izoksazolidyn. W surowej
mieszaninie poreakcyjnej zaobserwowatam sygnaty pochodzace od diastereoizomerycznych

3,5-dipodstawionych izoksazolidyn trans-179 (3P & [ppm] = 21,32 i 20,77) i izomeru cis-
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179 (*'P & = 20,81 i 19,49 ppm) oraz regioizomerycznej 3,4-dipodstawionej pochodnej
trans-180 [(3!P & [ppm] = 27,42 (d, J = 33,2 Hz) i 21.15 (d, J = 33,2 Hz)], ktore powstaly
w stosunku 76 : 12 : 12 (schemat 35).1%%10 7 tej mieszaniny w wyniku oczyszczania na
kolumnie  chromatograficznej  wydzielitam  gtéwny  diastereoizomer tj.  3,5-
bis(dietoksyfosforylo)izoksazolidyne  trans-179 [(3R/S,5R/S)-179] (17%). Dodatkowe
oczyszczanie wzbogaconych frakcji z wykorzystaniem poélpreparatywnej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych stosujac jako faz¢ ruchoma uktad
woda-izopropanol (80 : 20, v/v) pozwolilo na wydzielenie 3,4-dipodstawionego
regioizomeru trans-180 [(3R/S,5S/R)-180] z wydajnoscig 3,5%.

_ 0
o C ph SN ONWPO)OEY,  pp SN ON<P(O)OEY, PR N
mu * * “
(EtO),(O)P (EtO),(0O)P (EtO),(O)P (Et0)2(0O)P P(O)(OEt),
178 trans-179 cis-179 trans-180
lb
BocNH OH
(EtO)Z(O)P)\/\P(O)(OEt)Z
anti-161

Schemat 35. Cykloaddycja nitronu 178 do winylofosfonianu dietylu. Odczynniki i warunki
reakcji: a. winylofosfonian dietylu, 60°C, 48 godz., 29% dla trans-179, 3,5% dla trans-
180; b. 1,01 bar, H, 20% Pd(OH)./C, EtOH, 48 godz. t. p., 74%.

W kolejnym etapie, wydzielony diastereoizomer o konfiguracji trans-179
przeksztatcitam w zwigzek anti-161 w reakcji wodorolitycznego rozerwania wigzania N—O
z jednoczesnym usunigciem grupy benzylowej w obecnosci Boc20. Transformacja zwiazku
trans-179 w anti-161 przebiega bez zmian konfiguracji centréw stereogenicznych, a wigc
wzgledna konfiguracje okreslajaca relacje pomigdzy podstawnikami przy atomach C1 i C3
w racemicznym zwigzku 161 mozna jednoznacznie okresli¢ jako anti [(1R/S,3R/S)-161]
(schemat 35). Na podstawie poréwnania wartoéci przesunieé¢ chemicznych w widmach 3P
NMR ustalitam, ze zwigzek anti-161 [(1R/S,3R/S)-161] (2 dublety przy 6 [ppm]= 24,60 (d,
4Jpcccp=8,0 Hz) i 24,01 (d, *Jpccce =8,0 Hz)] ma taka sama konfiguracje wzgledna jak
enancjomeryczne pary difosfonianéw (1R,3R)-161 i (1S,3S)-161 (schemat 29, str. 62).
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W reakcji Abramova, w wyniku addycji fosforynu dietylowego do aldehydu (R)-163
lub (S)-163 powstaje odpowiedni addukt syn oraz izomeryczny produkt anti-161.
W konsekwencji drugiej parze enancjomerdw, tj. zwigzkowi (1R,3S)-161 otrzymanemu
z aldehydu (R)-163 oraz difosfonianowi (1S,3R)-161 powstalemu z aldehydu (S)-163
przypisalam konfiguracje wzgledng syn (schemat 29 ,str. 62).

Poniewaz konfiguracja centrum stereogenicznego przy Cl w odpowiednich
difosfonianach 161 jest znana, okre$lenie konfiguracji wzglednej w parach
diastereoizomeréw otrzymanych z aldehydow (R)-163 lub (S)-163 jednoznacznie
umozliwilo przypisanie konfiguracji centrum stereogenicznego C3 w enancjomerycznych
zwigzkach 161.

W celu uzyskania dodatkowego dowodu potwierdzajacego absolutng konfiguracje
na atomie C3 w odpowiednich 3-hydroksypropylodifosfonianach 161, racemiczny zwigzek
anti-161 [(1R/S,3R/S)-161] otrzymany z izoksazolidyny trans-179 przeksztatcitam
w diastereoizomeryczng mieszaning pochodnych O-metylomigdatowych (1R,3R,1'S)-181
(P & [ppm] = 24,34 i 18,42) i (1S,3S,1'S)-181 (& 3P [ppm] = 23,98 i 19,32) poprzez
estryfikacje kwasem (S)-O-metylomigdatowym?! w obecnosci DCC®? (schemat 36). Mimo
ze rozdzielenie diastereoizomerycznych O-metylomigdalanéw bylo utrudnione nawet przy
wykorzystaniu techniki HPLC, gléwnie ze wzgledu na problemy z usuwaniem
dicykloheksylomocznika (DCU), uzyskatam wystarczajaca ilo$¢ diastereoizomerow do
rejestracji widm *H i 3'P NMR. Za pomoca RP-HPLC wydzielitam zwiazki (1R,3R,1'S)-181
tr =15,77 oraz (1S,3S,1'S)-181 tr = 17,86 w uktadzie woda-acetonitryl (63 : 37, v/v) (schemat
36). Niestety O-metylomigdalany 181 okazaty si¢ nietrwate nawet w temperaturze —4°C.

BocNH OH BocNH OH a
R - —_—
(EtO)Z(O)P/'\/\P(O)(OEt)z + (EtO)Z(O)P/\/'\P(O)(OEt)Z
anti-161 anti-161
0] 0]

M M
BocNH Q)S{O ¢ BocNH OJ>{O ¢

:ph H + : P “H
(EtO)z(O)P/'\/\P(O)(OEt)Z (EtO)z(O)HP/\/'\P(O)(OEt)Q

(1R,3R,1'S)-181 (1S,3S,1'S)-181

Schemat 36. Synteza [1-tert-butoksykarbonyloamino-3-(2-fenylo-2-

metoksyacetoksy)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3R,1'S)-181 i (1S,3S,1'S)-

181. Odczynniki i warunki reakcji: a. kwas (S)-O-metylomigdalowy, DCC, DMAP,
STRONA| 69



OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

CH.Cl, 24 godz., t. p., rozdzial RP-HPLC, 14% (1R,3R,1'S)-181, 10% dla (1S,3S,1'S)-
181.

W celu otrzymania wszystkich stereoizomeréw (S)-O-metylomigdatlowych
pochodnych 3-hydroksydifosfonianow 181, przeprowadzitam analogiczne reakcje
wychodzac z odpowiednich mieszaninach diastereoizomerycznych fosfonianéw 161
otrzymanych bezposrednio z enancjomerycznie czystych aldehydow 163 (schemat 29, str.
62). W ten sam sposob mieszanine 3-hydroksydifosfonianéw (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161
otrzymana z aldehydu (R)-163 przeksztatcitam w (S)-O-metylomigdalany (1R,3R,1'S)-181
(tr = 12,56) i (1R,3S,1'S)-181 (tr = 14,12), ktore wstepnie oczyScitam na zelu
krzemionkowym, a nast¢pnie rozdzielitam za pomocg HPLC w uktadzie woda-acetonitryl
(61,5 : 38,5, v/v) (schemat 37).

BocNH OH Boc NH C:)H a
(EtO),(O)P P(O)(OEt), ' (EtO),(O)P : P(O)(OEt)z—>
(1R,3S)-161 (1R,3R)-161
H o H
E~Conpn E~Cnpn
BocNH O \OMe + BocNH (:) \OMe
(EtO),(0O)P P(O)(OEt), (EtO),(O)P - P(O)(OEt),
(1R,35,1'S)-181 (1R,3R,1'S)-181
Schemat 37. Synteza [1-tert-butoksykarbonyloamino-3-(2-fenylo-2-

metoksyacetoksy)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3R,1'S)-181 i (1R,3S,1'S)-
181. Odczynniki i warunki reakcji: a. kwas (S)-O-metylomigdatowy, DCC, DMAP,
CH.Cly, 24 godz., t. p., rozdziat RP-HPLC, 3% dla (1R,3R,1'S)-181, 8% dla (1R,3S,1'S)-
181.

Natomiast estry (1S,3R,1'S)-181 (tr = 9,06) i (1S,3S,1'S)-181 (tr = 10,82)
zsyntezowatam z 3-hydroksydifosfonianow (1S,3R )-161 i (1S,3S)-161 otrzymanych
z aldehydu (S)-163 (schemat 38). Mieszaning zwigzkow (1S,3R,1'S)-181 i (1S,3S,1'S)-181,
po wstegpnym oczyszczeniu na zelu krzemionkowym, rozdzielitam za pomoca HPLC

w uktadzie woda-acetonitryl (60 : 40, v/v).
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Bocl;lH (:)H Bocl;lH OH a
(EtO)z(O)P/\/\P(O)(OEt)Z ’ (EtO),(O)P : P(O)(OEt)z—>
(1S,3R)-161 (18,3S)-161

v A
BocnH O opn . Boowd o o
(EtO)z(O)P/\/\P(O)(OEt)z (EtO),(O)P : P(O)(OEt),
(18,3R,1'S)-181 (15,35,1'S)-181
Schemat 38. Synteza [1-tert-butoksykarbonyloamino-3-(2-fenylo-2-

metoksyacetoksy)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu (1S,3R,1'S)-181 (1S,3S,1'S)-
181. Odczynniki i warunki reakcji: a. kwas (S)-O-metylomigdatowy, DCC, DMAP,
CH.Cly, 24 godz., t. p., rozdziat RP-HPLC, 30% dla (1S,3R,1'S)-181, 26% dla (1S,3S,1'S)-
181.

Spilling wraz ze wspotpracownikami prowadzil intensywne badania nad ustalaniem

konfiguracji absolutnej a-hydroksyfosfonianow.*

Zaobserwowal, ze przesunigcia
chemiczne w widmach 3P NMR estrow kwasu (R)-O-metylomigdatowego i (S)-o-
hydroksyfosfoniandow wystepuja w wyzszym polu w pordwnaniu z sygnatami
pochodzacymi od analogicznych estrow kwasu (R)-O-metylomigdatowego i (R)-a-
hydroksyfosfonianow.'® Nalezy zatem oczekiwaé, ze w widmie 3P NMR przesuniecia
chemiczne odpowiednich estrow  kwasu  (S)-O-metylomigdatowego i (R)-o-
hydroksyfosfonianéw beda wystepowaly w wyzszym polu w poréwnaniu z estrami kwasu
(S)-O-metylomigdatowego i (S)-a-hydroksyfosfonianéw.'*° Ta ogodlna zasada znalazta takze
zastosowanie w przypadku 3-hydroksydifosfonianéw 161 (rysunek 21). Sygnat pochodzacy
od atomu fosforu znajdujacego si¢ bezposrednio przy atomie wegla C3 w pochodnej
(1R,3R,1'S)-181 wystepowal w wyzszym polu (5 3P = 18,42 ppm) w poréwnaniu
z odpowiednim sygnatem diastereoizomeru (1S,3S,1'S)-181 (5 3P = 19,34 ppm). Podobnie
w przypadku drugiej pary diastereoizomerdw, nizszg wartos$¢ przesunig¢cia chemicznego dla
fosforu przy atomie wegla C3 obserwowatam w przypadku O-metylomigdalanu (1S,3R,1'S)-
181 (8 3P = 18,42 ppm) w poréwnaniu z diastereoizomerem (1R,3S,1'S)-181 (5 3P = 19,14
ppm). Tym samym poréwnujac przesuniecia chemiczne w widmach 3P NMR
odpowiednich par diastereoizomerow (1R,3R,1'S)-181 i (1S,3S,1'S)-181 oraz (1S,3R,1'S)-
181 i (1R,3S,1'S)-181 jednoznacznie potwierdzitam ustalong wczesniej konfiguracje

absolutng izomerycznych 1-amino-3-hydroksydifosfonianow 161.
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(0] H
I /
C_C""’Ph

BocNH o’ \OMe
(EtO),(O)P P(O)(OEt),
(18,35,1'S)-181

3P  (ppm) = 23,98 (J = 7,6 Hz, PC1)
19,34 (J = 7,6 Hz, PC3)

o H
¢
»
BooNH 07 Myoi
(Et0),(0)P P(O)(OEY),
(1R,35,1'S)-181

3P § (ppm) = 23,38 (PC1)

18,42 (PC3) 19,14 (PC3)

Rysunek 21. Struktury disatereoizomerycznych O-metylomigdalanéw 181.

3.6. Synteza kwasow (1,3-diaminopropano-1,3-diylo)disfosfonowych mezo-25,
(1R,3R)-25, (1S,3S)-25
3.6.1. Synteza

diylo)difosfonianu tetraetylu poprzez reakcje Kabachnika Fieldsa — procedura A

(3-benzyloamino-1-tert-butoksykarbonyloaminopropano-1,3,-

W celu otrzymania podstawionych pochodnych diaminodifosfonianow (1R,3S)-162
I (1R,3R)-162, aldehyd (R)-163 poddatam reakcji Kabachnka-Fieldsa z benzyloaming
i fosforynem trietylowym w trifluoroetanolu. W widmie 3P NMR surowej mieszaniny
poreakcyjnej zaobserwowatam 4 sygnaty, ktore przypisalam odpowiednio dwom
produktom: zwigzkowi (1R,3R)-162 (izomer anti) 2 singlety (6 [ppm]= 27,11 i 24,53) oraz
difosfonianowi (1R,3S)-162 (izomer syn) 2 dublety (6 [ppm] =27,83J=8,5Hz 125,21 J =
8,5 Hz). Na podstawie integracji sygnatow ustalitam, ze diastereoizomery powstaly
w stosunku 24:76 (anti : syn). W wyniku oczyszczania za pomoca grawitacyjnej
chromatografii kolumnowej w uktadzie chloroform-metanol (100 : 1, v/v), udalo mi si¢
uzyska¢ jedynie frakcje wzbogacone w powstajacy w przewadze diastereoizomer (1R,3S)-
162 (do 95%). Opracowatam jednak warunki efektywnego rozdzielania wykorzystujac

polpreparatywna wysokosprawna chromatografie cieczowa w uktadzie faz odwroconych

stosujac jako fazg ruchoma uktad woda-acetonitryl (55 : 45 v/v) z elucja izokratyczng
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| wydzielitam zwigzki (1R,3R)-162 (tr = 5,20) oraz (1R,3S)-162 (tr = 6,92) z wydajno$ciami
odpowiednio 17% oraz 53% (schemat 39).

BocNH O a BocNH NHBn BocNH NHBn
> + <
(EtO),(O)P (EtO)z(O)P)\/'\P(O)(OEt)Z (EtO)z(O)P/'\/\P(O)(OEt)Z
(R)-163 (1R,3S)-162 (1R,3R)-162
izomer syn izomer anti
BocNH O Boc NH NHBn BocNH NHBn
z  a z z + z
(EtO),(O)P (EtO)z(O)P/\/\P(O)(OEt)z (EtO),(O)P P(O)(OEt),
(S)-163 (1S,3R)-162 (1S,35)-162
izomer syn izomer anti

Schemat 39. Synteza (3-benzyloamino-1-tert-butoksykarbonyloaminopropano-1,3-
diylo)difosfonianu tetraetylu 162 poprzez reakcje Kabachnika-Fieldsa. Odczynniki i
warunki reakcji: a. benzyloamina, fosforyn trietylowy, TFE, 24 godz., t. p., 17% dla
(1R,3R)-162, 53% dla (1R,3S)-162, 16% dla (1S,3S)-162, 41% dla (1S,3R)-162.

Difosfoniany (1S,3R)-162 i (1S,3S)-162 otrzymatam w analogicznej reakcji
wykorzystujac jako substrat aldehyd o konfiguracji (S)-163. Oba diastereoizomery, po
wstepnym oczyszczeniu na zelu krzemionkowym, wydzielitam za pomoca potpreparatywnej
wysokosprawne] chromatografii cieczowa w ukladzie faz odwréconych stosujac elucje
izokratyczng. Przy zastosowaniu uktadu ze zwigkszong iloscig wody, woda-acetonitryl (59
: 41, vlv), otrzymatam zwigzki (1S,3S)-162 (tr = 7,53) oraz (1S,3R)-162 (tr = 10,21)

z wydajnosciami odpowiednio 16% oraz 41%.

3.6.2. Synteza [3-benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3,-
diylo]difosfonianu tetraetylu poprzez reakcje aza-Pudovika — procedura B

W warunkach reakcji Kabachnika-Fieldsa z aldehydu (S)-163 powstaty
diastereoizomery (1S,3R)-162 (izomer anti) oraz (1S,3S)-162 (izomer syn) (schemat 40).
Postanowitam zbada¢ wptyw dodatkowego centrum stereogenicznego w aminie na
diastereoselektywno$¢ badanej reakcji Kabachnika-Fieldsa stosujac w  miejsce
benzyloaminy enancjomeryczne 1-fenyloetyloaminy (S)-165 oraz (R)-165 (schemat 40).
Aminy (S)-165 oraz (R)-165 poddatam reakcjom z aldehydem (S)-163, uzyskujac
mieszaniny diastereoizomeréw 182, ktorych proporcje zostaty ustalone na podstawie analizy
widm 3P NMR surowych mieszanin poreakcyjnych (tabela 9). Oprocz sygnatéow od
zwigzkow 182, zaobserwowatam takze charakterystyczne sygnaty pochodzace od jednego

z produktow reakcji Abramova (1S,3S)-161 (2 dublety przy 24,55 i 24,06 ppm)
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przedstawionego na schemacie 29 (str. 62). W celu potwierdzenia, ze niezaleznie 0d
zastosowanej aminy powstaje w przewadze izomer anti, mieszaniny zwigzkow (1S,3R)-162
i (1S,3S)-162 oraz (15',1S,3R)-182 i (15',1S,3S)-182 poddatam reakcjom wodorolitycznego
usunigcia grup ochronnych, odpowiednio benzylowej i 1-fenyloetylowej z jednoczesnym
wprowadzeniem funkcji tert-butoksykarbonylowej (schemat 41, str. 75). W widmach 31p
NMR surowych mieszanin w obu przypadkach obserwowatam po 1 sygnale od kazdego
z oczekiwanych N,N-diBoc-diaminofosfonianow: 6 [ppm] = 24,38 dla zwiazku (1S,3S)-183
oraz przy & [ppm] = 25,04 pochodzacy od zwigzku mezo-183, ktéry w obu przypadkach
stanowit gtdéwny produkt. Postanowitam poszuka¢ innych warunkéw reakcji w celu zmiany

stosunku tworzacych si¢ diastereoizomerow.

Boc NH (l) Boc NH HNR Boc NH HNR

a

4, - - +
(EtO),(0)P (Et0)x(0)P~ " “P(O)(OEt), (EtO)z(O)P/\/'\P(O)(OEt)z
(S)-163 izomer syn izomer anti
R= Bn; (1S,3R)-162 R= Bn; (1S,35)-162
R= (R)-CH(CH3)Ph; (1R',1S,3R)-182 R= (R)-CH(CH3)Ph; (1R',1S,35)-182
R= (S)-CH(CH,)Ph; (15',1S,3R)-182 R= (S)-CH(CH5)Ph; (1S',1S,35)-182
Schemat  40. Synteza (3-benzyloamino- i (S)-(1-fenyloetylo) 1-tert-

butoksykarbonyloaminopropano-1,3-diylo)difosfonianow tetraetylu 162 i 182 poprzez
reakcje Kabachnika-Fieldsa. Odczynniki i warunki reakcji: a. odpowiednia amina, fosforyn

trietylowy, TFE, 24 godz., t. p.

Tabela 9. Pordéwnanie  diastereoselektywnosci  reakcji  Kabachnika-Fieldsa

z wykorzystaniem réznych amin.

Amina Produkty reakcji Proporcje g:i?:tg;ﬁglzomeréw
NHzBn (1S.3R)-162 : (1S.3S)-162 24:76
(R)-165 (1R’,1S.3R)-182 : (1R’,15.3S)-182 12 : 88*
(S)-165 (15',1S.3R)-182 : (15',15.3S)-182 28 :72*

3 stosunek diastereoizomerow ustalony za pomocg 3'P NMR; *powstawal produkt reakcji

Abramova (1S,3S)-161.
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BocNH HNR BocNH HNR

a
- - + - —_—
(Et0)5(0)P” ""P(O)(OEt),  (EtO),(O)P P(O)(OEt),
izomer syn izomer anti
R= Bn; (1S,3R)-162 R= Bn; (15,35)-162

R= (S)-CH(CH3)Ph; (1S',1S,3R)-182 R= (S)-CH(CH3)Ph; (1S',1S,35)-182

BocNH NHBoc BocNH NHBoc
(E10),(0)P” " P(O)OEY,  (EO,(0)P” > “P(O)(OEY),
izomer syn izomer anti
mezo0-183 (15,35)-183

Schemat 41.Wodorolityczne usunigcie grup benzylowe;j i (S)-fenyloetylowej. Odczynniki
i warunki reakcji: a. Hz, 1,01 bar, Pd(OH)./C, Boc,0, EtOH, t. p., 14 godz.

W literaturze opisano szereg diastereo- i enancjoselektywnych syntez
aminofosfonianow.*41% Jedng z metod otrzymywania aminometylofosfonianéw, ktora
wykorzystatam juz wczesniej do syntezy nitronu (S)-166 jest reakcja aza-Pudovika. W tym
celu w pierwsze] kolejnosci nalezato otrzyma¢ imine 184, ktéra zsyntezowatam
w standardowych warunkach.’®® W surowym widmie 3P NMR zaobserwowatam
pojedynczy sygnat przy & = 23,83 ppm, a w widmie *H NMR multiplet pochodzacy od
protondw pierscienia aromatycznego 6 = 7,35 — 7,29 oraz singlet pochodzacy od protondéw
grupy benzylowej przy 4,57 ppm, potwierdzajac tym samym utworzenie oczekiwanej iminy
184 (schemat 42).

BocNH O BocNH NBn
j 8, I
(EtO),(O)P (EtO),(O)P
(R)-163 (R)-184
BocNH O BocNH NBn
B | a8, B |
(EtO)o(O)P (EtO),(O)P
(S)-163 (S)-184
Schemat 42. Synteza [(3-(benzylimino)-1-(tert-

butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonianow dietylu (R)-184 (S)-184 . Odczynniki
i warunki reakcji: a. benzyloamina, MgSO4, CH,Cl,, 24 godz., 82% dla (R)-183, 83% dla
(S)-183.

Kolejnym etapem byto poddanie iminy reakcji aza-Pudovika. Podczas optymalizacji
warunkéw reakcji zmienialam nastgpujace parametry: temperature, rozpuszczalnik

katalizator oraz rodzaj fosforynu (fosforyn dietylowy lub trietylowy). Ostatecznie
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zastosowatam procedur¢ opracowang przez Metlushka i wspotpracownikow. Dodatek
nadmiaru kwasu trifluorooctowego do mieszaniny reakcyjnej powodowat catkowite
uprotonowanie iminy, dzigki czemu nastgpowata aktywacja wigzanie C=N na atak
nukleofilowy.'®”1%® Dodatkowo, w tej metodzie zastosowano nadmiar fosforynu
trietylowego ze wzgledu na tworzenie si¢ fosforynu dietylowego podczas reakcji.t6"16°
Reakcj¢ iminy (S)-184 z fosforynem trietylowym prowadzitam przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej. Analiza widma 3P NMR surowej mieszaniny poreakcyjnej
wykazata calkowite przereagowanie iminy oraz brak sygnatow pochodzacych od produktéw
ubocznych. W zastosowanych warunkach powstata mieszanina diastereoizomerow anti : syn
w stosunku 55 : 45. Reakcja powtdrzona w wigkszej skali w celu wydzielenia
diastereoizomerow, przebiegla z nieco inng diastereoselektywnoscia niz w matej skali (anti

: syn w stosunku 30 : 70). Diastereoizomery wydzielitam z podobnymi wydajnosciami jak

w przypadku trojsktadnikowej reakcji Kabachnika-Fieldsa (schemat 39, str. 73).

BocNH NBn
I =
(EtO),(0O)P
(R)-184
Boc NH NHBn Boc NH NHBn
+ z
(EtO),(0O)P P(O)(OEt), (EtO),(O)P P(O)(OEt),
(1R,3S5)-162 (1R,3R)-162

Schemat 43. Synteza (3-benzyloamino-1-tert-butoksykarbonyloaminopropano-1,3,-
diylo)difosfonianow tetraetylu (1R,3S)-162 i (1R,3R)-162 poprzez reakcje aza-Pudovika.
Odczynniki i warunki reakcji: a. (EtO)sP, TFA, toluen, 24 godz., 22% dla (1R,3R)-162,
56% dla (1R,3S)-162.

3.6.3. Synteza [(1,3-bis-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonianow
tetraetylu 183

W celu otrzymania kwasow 1,3-diaminodifosfonowych 25 nalezato usuna¢ grupy
benzylowe w pochodnych 162, a uzyskane zwigzki 183 zhydrolizowa¢ za pomocg kwasu
solnego (schematy 44-46, str. 77-78). Wodorolityczne usunigcie grup benzylowych
w zwigzkach (1R,3S)-162 i (1S,3R)-162 przeprowadzitam w reaktorze pod ci$nieniem 12
baréw w temperaturze pokojowej. Otrzymatam zwigzek mezo-183 z (1R,3S)-162 i (1S,3R)-
162 z wydajno$ciami wynoszacymi odpowiednio 77% 1 79% w postaci bialego osadu

(schemat 44).
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Boc NH NHBn Boc NH NHBoc

a

—

(EtO)Z(O)P/'\/'\P(O)(OEt)2 (EtO)z(O)P/'\/'\P(O)(OEt)z

(1R,35)-162 mezo-183
Boc NH NHBn a Boc NH NHBoc
< < —_—
(EtO)Z(O)P/\/\P(O)(OEt)z (EtO),(O)P P(O)(OEt),
(1S,3R)-162 mezo-183

Schemat 44, Synteza [(1,3-bis-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu mezo-183. Odczynniki i warunki reakcji: Ho, Pd(OH)2/C, 12
bar, Boc,0O, EtOH, godz., t. p., 8 godz., 77% z (1R,35)-162, 79% z (1S,3R)-162.

Reakcje wodorolizy izomerow (1R,3R)-162 i (1S,3S)-162 przeprowadzitam pod
ciSnieniem atmosferycznym (zbyt mata skala eksperymentu aby przeprowadzi¢ go
w reaktorze  cisnieniowym). Pochodne (1R,3R)-183 i (1S,35)-183 otrzymatam

z wydajno$ciami wynoszacymi odpowiednio 57% i 50% jako bezbarwne oleje (schemat 45).

Boc NH NHBn a Boc NH NHBoc
< —_— <
(EtO),(O)P P(O)(OEt), (EtO),(O)P P(O)(OEt),
(1R,3R)-162 (1R,3R)-183
Boc NH NHBn a Boc NH NHBoc

—

(EtO)Z(O)P/\/'\P(O)(OEt)z (EtO)z(O)P/\/'\P(O)(OEt)Z

(15,35)-162 (1,35)-183

Schemat 45, Synteza [(1,3-bis-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-
diylo]difosfonianéw tetraetylu (1R,3R)-183 i (1S,3S)-183. Odczynniki i warunki reakcji:
Hz, 1,01 bar, Pd(OH)./C, Boc.O, EtOH, t. p., 14 godz., 57% dla (1R,3R)-183, 50% dla
(1S,35)-183.

W celu przeksztalcenia difosfonianow 183 w wolne kwasy fosfonowe 25
zastosowatam warunki analogiczne jak podczas hydrolizy pochodnych 1-amino-3-
hydroksydifosfonianow 161, ktére wydzielatam jako odpowiednie sole. Zwiazki 25
otrzymalam w postaci biatych osadéw z wydajnosciami odpowiednio 93% dla mezo-25,
73% dla (1R,3R)-25 oraz 80% dla (1S,3S)-25 (schemat 46). Na podstawie wynikow analizy
elementarnej otrzymanych zwigzkoéw ustalitam, ze pochodne 25 wystepuja w postaci

dichlorowodorkow.
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Boc NH NHBoc a NH, NH, x2HCI
(EtO),(0O)P P(O)(OEt), (HO):(O)P P(O)(OH),
mezo-183 mezo-25

Schemat 46. Synteza kwaséw (1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonowych mezo-25,
(1R,3R)-25 i (1S,3S)-25 w postaci dichlorowodorkow. Odczynniki i warunki reakcji: 5M
HCI, 6 godz., t. w., 93% dla mezo-25, 73% (1R,3R)-25, 80% dla (1S,3S)-25.

3.7. Ustalenie konfiguracji absolutnej na atomie C3 w estrach kwaséw (1-amino-3-
hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych (1R,3R)-162, (1R,3S)-162, (1S,3S)-162
i (1S,3R)-162

W celu okreslenia konfiguracji absolutnej centrum stereogenicznego na C3
w produktach reakcji Kabachnika-Fieldsa (1R,3R)-162 i (1R,3S)-162 oraz (1S,3S)-162
I (1S,3R)-162, postanowitam przeksztaltci¢ je w warunkach wodorolitycznych w pochodne
[1,3-bis-(N-Boc-amino)prop-1,3-diylo]difosfoniany 183 przedstawione na rysunku 22.
W wyniku takiego przeksztalcenia oczekiwa¢ nalezy powstania enancjomerycznych
produktow 183 z odpowiednich fosfonianow o konfiguracji wzglednej anti-162, natomiast
analogiczna reakcja fosfonianéw syn-162 prowadzi¢ bedzie do powstania zwigzku mezo-
183. Na tej podstawie mozna ustali¢ wzgledne utozenie grup aminowych przy atomach C1
I C3. Poniewaz w reakcji Kabachnika-Fieldsa uzyto enancjomerycznie czystych aldehydow,
za$ w reakcji aza-Pudowika odpowiednich imin z nich otrzymanych, to konfiguracja
absolutna na atomie C1 w odpowiednich produktach reakcji jest znana. Ustalenia
konfiguracji na atomie C3 wymaga zatem poznania wzglednej relacji pomigdzy
podstawnikami przy atomach C1i C3.

P(O)(OEt), P(O)(OEt), P(O)(OEt),
BocHN—"-H H——NHBoc BocHN——H
H—*H H——H H——H
H—-NHBoc BocHN——H BocHN——H

P(O)(OEt), P(O)(OEt), P(O)(OEt),
(1R,3R)-183 (18,35)-183 mezo-183

Rysunek 22. Struktury zwiazkow (1R,3R)-183, (1S,35)-183 i mezo-183 w projekcji

Fischera.

Wzgledne relacje miedzy podstawnikami C1 i C3 w zwigzkach (1R,3R)-183 i mezo-
183 ustalitam analizujagc ich widma 'H NMR. Diagnostyczne okazaly sie sygnaty
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pochodzace od protonow przy C2. Dla pochodnej (1R,3R)-183 zaobserwowalam dwa
multiplety pochodzace od dwoch protondéw przy atomie wegla C2 w zakresie 6 = 2,51 — 2,29
ppm oraz 1,93 — 1,77 ppm. Natomiast dla zwigzku mezo-183 zaobserwowatam jeden dublet
kwartetow przy 2,05 ppm 0 integracji odpowiadajgcej dwdm protonom, co potwierdza, ze

jest to zwigzek mezo.

Otrzymane wartosci skrecalno$ci wilasciwej potwierdzily relacje enacjomeryczne
pomiedzy zwigzkami: (1R,3R)-183 [[a]3® = —6,28 (¢ 1,05, CHCIs)] i (1S,35)-183
[[«]%® = +6,18 (c 1,10, CHCIs)]. Izomer mezo-183 nie skrecal §wiatta spolaryzowanego

plaszczyzny.

3.8. Ocena aktywnosci biologicznej

Kwasy difosfonowe (1R,3R)-24a, (1R,3S)-24a, (1S,3S)-24a, (1S,3R)-24a, (1R,3R)-
25, (1S,3S)-25 oraz mezo-25 zostaty poddane ocenie w kierunku aktywnoS$ci agonistycznej
wobec metabotropowych receptorow glutaminergicznych 11 grupy: mGIluRs, mGIuR;
I MGIuRs. Badania zostaty przeprowadzone we wspotpracy z Panem dr. Piotrem Branskim

w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

Do ekspresji bialek wykorzystano lini¢ komorkowag HEK293 Tet-on z ekspresja
receptorow metabotropowych: MGIuURs, MGIuR7 i mGIuRg stymulowang za pomoca
tetracykliny. Zwigzkiem referencyjnym uzytym do poréwnania aktywno$ci agonistycznej
badanych kwasow difosfonowych byt LAP4 (kwas L-4-fosfono-2-aminobutanowy).
Receptory metabotropowe III grupy hamuja aktywno$¢ cyklazy adenylowej tym samym
zmniejszajac poziom cAMP. W celu zbadania poziomu aktywnosci receptorow nalezato
sztucznie stymulowaé receptor poprzez dodatek forskoliny (FSK), ktory powoduje
akumulacje cAMP w liniach komoérkowych. Pomiar sygnatu przedstawiono na wykresach
jako stosunek dtugosci fal 655 nm do 620 nm (rysunek 23). Przedstawione sygnaty byty

odwrotnie proporcjonalne do st¢zenia cAMP w probkach.
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Rysunek 23. Aktywno$¢ zwigzkow 24a i 25 wobec receptorow mGluR wzgledem zwigzku

referencyjnego LAP4 w stezeniach badanych zwigzkoéw 10 umol/l dla mGIluR4 i mGIuRg

oraz 100 umol/l dla mGIuR;.

agonistycznej.

zwigzki

nie wykazywaly oczekiwanej aktywnosci
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Celem mojej pracy byta synteza enancjomerycznie czystych kwaséw (1-amino-3-
hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych 24 oraz (1,3-diaminopropano-1,3-
diylo)difosfonowych 25 jako analogéw kwasu glutaminowego. Zalozytam, ze
wprowadzenie dodatkowego podstawnika przy C3 (grupa hydroksylowa albo aminowa)
oraz obecnos¢ reszt fosfonowych [P(O)(OH)2] w miejscu funkcji karboksylowych [COOH]
skutkowaé bedzie silniejszym oddziatywaniem zaprojektowanych zwigzkow w miejscu
aktywnym receptora. Poniewaz stereoizomery réznigce si¢ konfiguracjg absolutng moga
wykazywac¢ inng aktywno$¢ biologiczng, otrzymalam wszystkie mozliwe stereoizomery,
cztery dla zwigzku 24a i trzy dla zwigzku 25.

Prekursorem w syntezie enancjomerycznych kwaséw difosfonowych byly
enancjomerycznie czyste 1-(N-Boc-amino)-3-oksopropylofosfoniany dietylu (R)-163 i (S)-
163, ktore w reakcji Abramova z fosforynem dietylowym zostaly przeksztalcone
w izomeryczne (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfoniany tetraetylu 161, za$
w reakcji Kabachnika-Fieldsa z fosforynem trietylowym i benzyloaming utworzyty (1,3-
diaminopropano-1,3-diylo)difosfoniany tetraetylu 163.

Enancjomerycznie czyste 1-(N-Boc-amino)-3-oksopropylofosfoniany dietylu (R)-
163 i (S)-163 otrzymatam z (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164
modyfikujac procedure¢ opracowana wczesniej w zespole. Opracowatam roéwniez
alternatywng $ciezke syntezy (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164,
ktora okazata si¢ szybsza 1 wydajniejsza.

Opracowatam warunki  efektywnego rozdzielenia diastereocizomerycznych
izoksazolidyn 173, produktow posrednich w syntezie aldehydow (R)-163 i (S)-163,
wykorzystujac technikg RP-HPLC. Pozwolilo to na pominigcie dwoch etapdéw reakeji,
a takze na wykorzystanie rozpuszczalnikow bardziej przyjaznych srodowisku.

Diastereoizomeryczne mieszaniny zwigzkéw 161 przeksztalcitam w pochodne
O-acetylowe 176 oraz O-4-nitrobenzoesowe w celu poprawy skuteczno$ci rozdzielenia ich
za pomocg RP-HPLC. Podobnie, diastereocizomeryczne mieszaniny (1,3-diaminopropano-
1,3-diylo)difosfonianow tetraetylu 163 wydzielitam z dobrymi wydajno$ciami
wykorzystujac potpreparatywna wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa w uktadzie faz

odwroconych.
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Diasterecizomeryczne  O-acetylowe pochodne 176 zhydrolizowatam do
odpowiednich  kwaséw  difosfonowych. W celu otrzymania kwasow 1,3-
diaminodifosfonowych 25, przeprowadzitam wodorolityczne usunigcie grup benzylowych
w pochodnych 162, a uzyskane zwigzki 183 poddatam hydrolizie kwasowej. Ze wzglgedu na
ograniczong rozpuszczalno$s¢ wolnych kwasow difosfonowych 24, zmodyfikowatam
procedur¢ hydrolizy i wydzielitam je, w postaci lepiej rozpuszczalnych w wodzie
chlorowodorkow 24a oraz 25.

Ustalitam konfiguracje absolutne odpowiednich (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-
diylo)difosfonianéw tetraetylu 161 w oparciu o0 regute Spillinga analizujac widm 3'P NMR
ich odpowiednich estrow kwasu (S)-O-metylomigdatowego 181 oraz na niezaleznej drodze
przeksztatcajac  N-benzylo-3,5-bis(dietoksyfosfonylo)izoksazolidyng 179 0 znanej
konfiguracji wzglednej trans w odpowiedni difosfonian anti-161 [(1R/S,3R/S)-161].

Konfiguracje absolutne produktow reakcji Kabachnika-Fieldsa 162 ustalitam
przeksztalcajac je w warunkach wodorolitycznych w pochodne [1,3-bis-(N-Boc-
amino)prop-1,3-diylo]difosfonianowe  183. W  wyniku takiego przeksztalcenia
z odpowiednich  difosfoniandow o  konfiguracji wzglednej anti-162  powstaty
enancjomeryczne produkty (1R,3R)-183 i (1S,3S)-183, natomiast w analogicznej reakcji
difosfonianéw syn-162 otrzymatam izomer mezo-183. Oznaczone warto$ci skrgcalno$ci
wlasciwej potwierdzily relacje enacjomeryczne pomigdzy zwiagzkami (1R,3R)-183 i (1S,3S)-
183.

We wspotpracy z Panem dr. Piotrem Branskim dokonano oceny aktywnosci
zwigzkow (1R,3R)-24a, (1R,3S)-24a, (1S,35)-244a, (1S,3R)-244a, (1R,3R)-25, (1S,3S)-25 oraz
mezo-25 wobec glutaminergicznych receptorow metabotropowych: mGluRs, mGIuRy,

I mGIuRg; niestety badane zwiazki nie wykazaty oczekiwanej aktywnosci agonistyczne;.
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Dogodng metoda syntezy (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-
164 jest reakcja ulteniania za pomocg oksonu aminometylofosfonianu dietylu (S)-
170, ktéry mozna otrzymaé w reakcji aza-Pudovika z odpowiedniej iminy
I fosforynu dietylowego.

Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-
(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164 do alkoholu allilowego w obecno$ci eteratu
bromku magnezu prowadzita do utworzenia dwoch diastereoizomerycznych
izoksazolidyn (3R,5R,1'S)-173 oraz (3S,5S,1'S)-173.

Prowadzenie reakcji wodorolizy pochodnych (3R,5R,1'S)-173 oraz (3S,5S,1'S)-173
w reaktorze cisnieniowym skraca czas reakcji z 24 do 15 godzin i pozwala na
ilosciowe uzyskanie dioli (1R,3R)-175 i (1S,3S)-175.

Mieszaning diastereoizomeroéw (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-
diylo)difosfonianow tetraetylu 161 mozna otrzyma¢ z dobrymi wydajno$ciami
w reakcji Abramova (1-amino-3-oksopropylo)fosfonianéw dietylu (R)-163 i (S)-163
z fosforynem dietylowym.

Efektywne rozdzielenie za pomoca RP-HPLC diastereoizomerycznej mieszaniny
(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonianow 161 wymagato
przeksztatcenia ich w pochodne O-acetylowe 176 albo O-4-nitrobenzoesowe 177.
W reakcji Kabachnika-Fieldsa aldehydu (R)-163 lub (S)-163 z fosforynem
trietylowym i benzyloaming powstata mieszanina diastereoizomerycznych (1,3-
diaminopropano-1,3-diylo)difosfonianow tetraetylu anti-162 i syn-162 (24:76).
Dodatkowe centrum stereogeniczne aminy uzytej w reakcji Kabachnika-Fieldsa ma
wplyw na diastereoselektywnos$¢ reakcji.

Opracowana zostala alternatywna S$ciezka syntezy (1,3-diaminopropano-1,3-
diylo)difosfonianow tetraetylu 162 wykorzystujaca reakcje aza-Pudovika fosforynu
trietylowego z iming otrzymang w wyniku addycji benzyloaminy do 1-(N-Boc-
amino)-3-oksopropylofosfonianow dietylu 163.

Potpreparatywna wysokosprawna chromatografia cieczowa w ukladzie faz
odwroconych jest uzyteczng technika stuzaca do rozdzielania mieszanin

diastereoizomerycznych difosfonianow.
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1-(N-Boc-amino)-3-oksopropylofosfoniany dietylu (R)-163 i (S)-163 stanowig
dogodne substraty w syntezie (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-
diylo)difosfonianow 161 i (1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonianow tetraetylu
162.

Uzyteczna metoda syntezy kwasow difosfonowych 24a i 25 polega na hydrolizie (1-
amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonianéw 176 i (1,3-diaminopropano-1,3-
diylo)difosfonianow tetraetylu 183 w kwasie solnym.

Konfiguracja absolutna na atomach C3 w estrach 161 zostata ustalona w oparciu
0 analizg widm 3P NMR pochodnej anti-161 oraz enancjomerycznych par
difosfonianow (1R,3R)-161 i (1S,3S)-161 otrzymanych odpowiednio z aldehydow
(R)-163 i (S)-163.

Konfiguracj¢ absolutng otrzymanych zwigzkéw 161 potwierdzono dodatkowo
Woparciu o analize przesunie¢ chemicznych w widmach 3P NMR
O-metylomigdatowych pochodnych 181 wykorzystujac regute Spillinga.

W celu ustalenia konfiguracji absolutnej na atomach C3 w estrach disfosfonowych
162, przeksztalcono je w  pochodne [1,3-bis-(N-Boc-amino)prop-1,3-
diylo]difosfonianowe 183, a nastepnie w oparciu o analize widm *H NMR ustalone
zostaty wzgledne relacje migdzy podstawnikami przy atomach C1 i C3 w zwiazkach
183.

Zwiazki (1R,3R)-24a, (1R,3S)-24a, (1S,3S)-24a, (1S,3R)-24a, (1R,3R)-25, (1S,3S)-
25 oraz mezo-25 nie wykazywaly oczekiwanej aktywnos$ci agonistycznej wobec

glutaminergicznych receptorow metabotropowych: mGluRs, mGIuR7 i mGIuRs.
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6.1. Dane ogolne dotyczace syntezy zwiazkow

Temperatury topnienia otrzymanych zwiazkow oznaczytam na aparacie ,,Boetius”
I podatam niekorygowane.

Widma w podczerwieni wykonano na spektrometrze Bruker Alpha-T FT-IR; dla olejow
w formie filmu, a dla ciat statych jako wypraski w bromku potasu. Podatam jedynie pasma
charakterystyczne dla poszczegdlnych zwigzkow.

Widma NMR wykonano na nast¢pujacych spektrometrach:
'H NMR - Varian Gemini 2000BB (200 MHz) oraz Bruker Avance I1I (600 MHz) stosujac
jako rozpuszczalniki CDCls, CD3OD, D20, CeDes w obecnosci TMS jako wzorca
wewnetrznego; *C NMR —Bruker Avance Il (151.0 MHz); 3P NMR — Varian Gemini
2000BB (80.9 MHz) i Bruker Avance 111 (243.0 MHz).

Analizy elementarne wykonano w Pracowni Analizy Elementarnej Zaktadu Chemii
Bioorganicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi na przyrzadzie Perkin Elmer PE 2400
CHNS.

Pomiary polarymetryczne zostaly wykonane na aparacie Optical Activity PolAAr
3001.

Rozdzielenie diastereoizomeréw przeprowadzitam za pomocg potpreparatywnej
wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykorzystujac system Waters sktadajacy si¢
z pompy Waters 2545, detektora UV Waters 2998 oraz autosamplera Waters 2767 wraz
z kolektorem frakcji. Do kontroli aparatury wykorzystano oprogramowanie MassLynx
(wersja 4.1). Rozdzielenie diastereoizomeréw przeprowadzono na kolumnie XBridge C18
OBD, 5 um (19 x 100 mm) z przeptywem 17 ml/min.

Przebieg reakcji kontrolowalam za pomocg chromatografii cienkowarstwowej na
ptytkach TLC firmy Merck (nr katalogowy 1.05735.0001) pokrytych zelem
krzemionkowym Kieselgel 60F254 stosujac jako uktady rozwijajace mieszaniny:
chloroform-metanol, chloroform-izopropanol, heksan-izopropanol, a nastgpnie wywotujac
w parach jodu.

Chromatografie kolumnowe wykonywatam na Zelu krzemionkowym firmy Merck
60 o granulacji 70 - 230 mesh (nr katalogowy 1.07734.9025).

Rozpuszczalniki  oczyszczalam 1 suszylam wedlug metod opisanych

w literaturze, 70172
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Nastepujace zwigzki otrzymatam wedlug procedur opisanych w literaturze:
hydroksymetylofosfonian dietylu 16844, szczawian (S)-N-(1-fenyloetylo)hydroksyloaminy
(S)-1661"3,  (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitron  (S)-164*¢,  (3R,5R)-[5-
hydroksymetylo-2-(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo]fosfonian dietylu (3R,5R,1°S)-
17318, (3S,55)-[5-hydroksymetylo-2-(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo]fosfonian
dietylu (3S,5S,1°S)-1738, (3R,5R)-[5-acetoksymetylo-2-(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-
3-ylo]fosfonian  dietylu  (3R,5R,1°S)-174'%8,  (3S,5S)-[5-acetoksymetylo-2-(S)-(1-
fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo]fosfonian dietylu (3S,5S,1°S)-174%48  (1R,3R)-1-(tert-
butoksykarbonyloamino)-3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1R,3R)-1752, (1S,3S)-1-
tert-butoksykarbonyloamino-3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1S,3S)-175*?, (R)-1-
(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonian  dietylu (R)-163'%?, (S)-1-(tert-
butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonian dietylu (S)-16342,

Handlowo dostepne odczynniki wykorzystane w pracy: (S)-1-fenyloetyloamina,
benzyloamina, trietyloamina, amoniak 25%, siarczan(VI) magnezu, siarczan(V1) sodu, p-
metoksybenzaldehyd, kwas  m-chloronadbenzoesowy,  okson,  chlorowodorek
hydroksyloaminy, kwas szczawiowy, fosforyn dietylowy, fosforyn trietylowy,
paraformaldehyd,  chlorek  oksalilu,  dimetylosulfotlenek,  nadjodan  potasu,
4-dimetyloaminopirydyna, 1,2-dibromoetan, bezwodnik octowy, chlorek p-nitrobenzoilu.
Pd(OH)2/C, Pd/C, diweglan di-tert-butylu.

6.2. Synteza (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164
6.2.1 Synteza szczawianu (S)-N-(1-fenyloetylo)hydroksyloaminy (S)-1661"

Do kolby zawierajacej siarczan(VI) magnezu (6.200 g, 51.50 mmol) w 18 ml chlorku
metylenu dodatam w atmosferze argonu (S)-N-1-fenyloetyloaminy (3.20 ml, 24.76 mmol)
I p-metoksybenzaldehyd (3.40 ml 28.20 mmol). Zawarto$¢ kolby mieszatam na mieszadle
magnetycznym przez 24 godziny. Po odsaczeniu siarczanu(VI) magnezu mieszaning
reakcyjng ochtodzitam do 0°C i dodatam zawiesing 70% kwasu m-chloronadbenzoesowego
(7.898 g, 45.77 mmol) w 15 ml chlorku metylenu. Reakcje prowadzitam w temperaturze
0 — 5°C przez 5 godzin, nastepnie przez 2.5 godziny w temperaturze pokojowej mieszajac
zawarto$¢ kolby na mieszadle magnetycznym. Mieszaning poreakcyjng przesaczytam
| przemywalam kolejno: 40 ml 0.5 M Na>S0Os, 40 ml 0.5 M K2COs i 30 ml H20. Warstwe
organiczng wysuszytam nad siarczanem(VI) magnezu 1 zatezylam na wyparce. Otrzymany
olej rozpuscitam w 40 ml etanolu iochtodzitam do 0°C. Dodatam chlorowodorek

hydroksyloaminy (2.435 g, 35.00 mmol) w atmosferze argonu. Cato$¢ mieszatam przez 24
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godziny w temperaturze pokojowej. Dodatam 45 ml chloroformu, odsgczytam powstaly
osad, aprzesacz zatezytam na wyparce. Otrzymany olej rozpuscitam w 15 ml wody
| ekstrahowatam eterem dietylowym (2 x 30 ml). Do warstwy wodnej dodatam
wodoroweglanu sodu i ekstrahowatam eterem dietylowym (5 x 30 ml). Otrzymany ekstrakt
suszytam nad siarczanem(VI) magnezu. Przesacz po odsgczeniu s$rodka suszgcego
przeniostam do kolby zawierajgcej zawiesing kwasu szczawiowego (2.929 g, 32.54 mmol)
w30 ml eteru dietylowego. Powstaly osad odsgczylam uzyskujac szczawian
(S)-N-(1-fenyloetylo)hydroksyloaminy (S)-166 (2.912 g, 52%) w postaci bialego ciata

statego.

Ph”” >NHOHx(COOH),

(S)-166

IH NMR (600 MHz; CDsOD): 8 = 7.52 — 7.44 (m, 5H, Hay), 4.98 (bs, 1H, OH), 4.54 (g, 1H,
J=6.9 Hz, CHCHs), 1.70 (d, 3H, J = 6.9 Hz, CH3CH).

6.2.2. Synteza hydroksymetylofosfonianu dietylu 16844

Do 37.00 ml fosforynu dietylu (39.664 g, 0.287 mol) dodatam kolejno
paraformaldehyd (10.502 g, 0.350 mol), 100 ml bezwodnego etanolu i weglan potasu (1.98
g, 14.40 mmol). Zawarto$¢ kolby mieszalam w temperaturze 70°C przez 5 godzin.
Mieszaning odparowalam pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ odparowatam
z chloroformem. Produkt oczyscitam poprzez destylacj¢ pod zmniejszonym ci$nieniem
(zbierajac frakcje w 100°C, 0.5 mmHg) uzyskujac hydroksymetylofosfonian dietylu 168
(38.481 g, 80%) jako bezbarwng ciecz.

(EtO),(0)P” “OH
168
IH NMR (200 MHz; CDCls): & = 4.90 (s, 1H, OH), 4.28 — 4.13 (m, 4H, 2 x CHsCH20P),

3.91 (d, 2H, J = 6.7 Hz, CH,0OH), 1.38 (t, 6H, J = 7.1 Hz, 2 x CHsCH,OP).

3P NMR (80 MHz; CDCls): & = 25.57.
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6.2.3. Synteza (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164 — procedura
Al48

Do kolby zawierajacej chlorek oksalilu (3.20 ml, 37.20 mmol) w 45 ml chlorku
metylenu wkroplitam dimetylosulfotlenkek (5.55 ml, 78.00 mmol) w atmosferze argonu.
Reakcje prowadzitam przez 40 minut w temperaturze —78°C. Po ociepleniu do temperatury
pokojowej dodatam za pomocg kaniuli hydroksymetylofosfonianu dietylu 168 (4.43 ml
30.00 mmol) w 9 ml chlorku metylenu. Reakcje prowadzitam przez 4 godziny na mieszadle
magnetycznym. Po tym czasie dodatam do kolby trietyloaminy (15.90 ml, 38.00 mmol) oraz
szczawianu (S)-N-(1-fenyloetylo)hydroksyloaminy (S)-166 (6.82 g, 30.00 mmol). Reakcje
prowadzilam na mieszadle magnetycznym przez kolejne 3 godziny. Po tym czasie do
mieszaniny reakcyjnej dodatam 60 ml wodoroweglanu sodu i ekstrahowatam chlorkiem
metylenu (3 x 30 ml). Po wykonaniu chromatografii Flash oraz krystalizacji wydzielitam
nitron (S)-164 (4.000 g, 47%) jako biate ciato stale.

6.2.4. Synteza (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitronu (S)-164 —Procedura B

Ph” > NH

(EtO),(O)P
(S)-170
Do kolby zawierajacej sita molekularne 4A, (S)-N-1-fenyloetyloamine (1.27 ml,
10.00 mmol), paraformaldehyd (0.300 g, 10.00 mmol) w 67 ml toluenu dodatam (57 pl, 1.00
mmol) kwasu octowego. Zawarto$¢ kolby mieszatam w temperaturze 80°C przez godzing.
Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodatam fosforynu dietylowego (1.29 ml, 10.00 mmol).
Zawarto$¢ kolby mieszalam w temperaturze wrzenia przez 5 godzin. Po tym czasie
odsgczytam sita molekularne, pozostatlo$¢ zatgzytam na wyparce. Otrzymatam
aminometylofosfonian (S)-170 (2.581 Q) ktory zostat uzyty bez oczyszczania w kolejnej

reakcji.

IH NMR (600 MHz, CDCls): § = 7.34 — 7.28 (m, 4H, Hay), 7.27 — 7.21 (m, 1H, Ha/), 4.18
— 4.06 (m, 4H, 4 x CH3sCH2OP), 3.80 (g, 1H, J = 6.6 Hz, CHCHg), 2.85 — 2.75 (m, 2H,
CH2P), 1.36 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHaCH), 1.33 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHsCH0P), 1.31 (t, 3H,
J=7.1 Hz, CHsCH2OP).

3P NMR (243 MHz, CDCl3): & = 26.63.
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Otrzymany aminofosfonian (S)-170 (2.581 g, 9.50 mmol) rozpuscitam w 45 ml
acetonu, dodatam 51 ml wodnego roztworu wodoroweglanu sodu (3.360 g, 40.00 mmol).
Mieszaning reakcyjng ochtodzitam do 5°C i wkroplitam 170 ml wodnego roztworu oksonu
(7.275 g, 11.83 mmol) utrzymujac temperature ponizej 5°C. Zawarto$¢ kolby mieszatam
przez godzing w temperaturze pokojowej. Po odparowaniu acetonu, pozostalos$¢
ekstrahowatam chlorkiem metylenu (3 x 150 ml). Warstwe organiczng wysuszytam nad
siarczanem(V1) sodu. Surowy produkt oczyScitam na zelu krzemionkowym w uktadzie
chloroform-metanol (100 : 1, v/v) ipoprzez krystalizacj¢ z mieszaniny eter dietylowy-
heksan otrzymujac nitron (S)-164 (2.281 g, 80% z 2 etapoéw reakcji) w postaci biatych
krysztalow.

(S)-N-(1-Fenyloetylo)-C-(dietoksyfosforylo)nitron (S)-164

B +,O_
Ph” N

M

(EtO),(O)P

(S)-164
Rf = 0.75 (chloroform-metanol, 10 : 1, v/v).

IH NMR (600 MHz; CDCls): § = 7.44 — 7.32 (m, 5H, Ha), 6.80 (d, 1H, J = 26.1 Hz, HCP),
5.12 (g, 1H, J = 6.9 Hz, CHCHs), 4.29 — 4.11 (m, 4H, 2 x CHsCH,OP), 1.80 (d, 3H, J = 6.9
Hz, CHaCH), 1.29 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHsCH,0P), 1.25 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHsCH2OP).

3P NMR (243 MHz, CDCls): § = 6.22,

6.3. Synteza 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonianéw dietylu
(1R,3R)-163i (1S,3S)-163
6.3.1. Synteza [5-hydroksymetylo-2-(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo]fosfonianu
dietylu (3R,5R,1'S)-173i (3S,5S,1'S)-173
6.3.1.1. Reakcja cykloaddycji nitronu (S)-164 do alkoholu allilowego — procedura
0g6Ilnal®

Do kolby zawierajacej wyprazone wiorki magnezowe (5.00 mmol) dodatam
w atmosferze argonu 25 ml eteru dietylowego i 1,2-dibromoetan (5.00 mmol). Zawartos¢
kolby mieszatam w temperaturze wrzenia przez 40 minut. Nastgpnie do mieszaniny
reakcyjnej dodatam mieszanine nitronu (S)-164 (1.00 mmol) i alkoholu allilowego (5.00

mmol) rozpuszczonych w 1 ml chlorku metylenu. Cato$¢ mieszatam w temperaturze
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pokojowej przez 24 godziny. Surowy produkt oczyscitam na zelu krzemionkowym
W uktadzie chloroform-metanol (100 : 1, v/v) otrzymujgc diastercoizomerycznych
izoksazolidyn (3R,5R,1'S)-173 1 (3S,5S,1'S)-173.

6.3.1.2. Synteza 5-hydroksymetyloizoksazolidyn (3R,5R,1'S)-173 i (3S,5S,1'S)-173 i ich
rozdzial w postaci 5-acetoksyizoksazolidyn (3R,5R,1'S)-174 i (3S,5S,1'S)-17448

Postepujagc zgodnie z procedurg ogolng z punktu 6.3.1. z nitronu (S)-164 (1.110 g,
3.88 mmol) i alkoholu allilowego (1.32 ml, 19.40 mmol) otrzymatam diastereoizomeryczne
izoksazolidyny (3R,5R,1'S)-173 i (3S,5S,1'S)-173, (1.20 g, 90%).

OH
/\)f /O; ‘\\\\l
(EtO), (EtO),(0)P"
(3R,5R,1'S)-173 (3S,58,1'S)-173

3P NMR (81 MHz, CDCls): § = 25.61, 24.63.

Do otrzymanej mieszaniny izoksazolidyn (3R,5R,1'S)-173 i (3S,5S,1'S)-173 (1.20 g,
3.50 mmol) rozpuszczonej w 12.5 ml chlorku metylenu dodatam bezwodnika octowego
(0.99 ml, 7.06 mmol), trietyloaming (1.61 ml, 17.14 mmol) oraz kilka krysztatkow
4-dimetyloaminopirydyny. Zawarto$¢ kolby mieszatam w temperaturze pokojowej przez 2
godziny. Mieszaning poreakcyjng przemylam woda (4 x 15 ml), warstwe organiczng
wysuszylam nad siarczanem(VI) magnezu a nastgpnie zat¢zytam. Warstwe organiczng
rozpuscitam w eterze dietylowym, a nastgpnie przemytam ponownie woda (3 % 10 ml),
warstwy wodne przemytam chlorkiem metylenu (3 x 25 ml). Polaczone ekstrakty organiczne
wysuszylam nad siarczanem(VI) magnezu. Po zat¢zeniu, surowy produkt oczy$citam
wykonujac chromatografie kolumnowa na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent
mieszaning rozpuszczalnikow heksan-izopropanol (50 : 1, v/v) otrzymujac (3R,5R,1'S)-174
(0.350 g, 25%) oraz (3S,5S,1'S)-174 (0.251 g, 19%) jako lekko zotte oleje.

(3R,5R)-[5-acetoksymetylo-2-(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo]fosfonian dietylu

(3R,5R,1'5)-174148
/\)f

(EtO),(0O)P
(3R,5R,1'S)-174

Rf =0.23 (heksan-izopropanol, 10 : 1, v/v).
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IH NMR (200 MHz; CDCls): § = 7.43 — 7.27 (m, 5H, Har), 4.33 — 4.08 (m, 7H, 2 x HC1’,
2 x CHsCH20P, HCCHs), 3.99 — 3.86 (m, 1H, HC5), 3.35 (ddd, 1H, J = 4.3 Hz, J = 8.5 Hz,
J=12.8 Hz, HC3), 2.47 — 2.09 (M, 2H, 2 x HC4), 2.04 (s, 3H, CHsC(0)), 1.56 (d, 3H, J =
6.9 Hz, CHsCH), 1.37 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHsCH,0P), 1.31 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH,0P).

3P NMR (81 MHz, CDCls): § = 23.41.

(3S,5S)-5-acetoksymetylo-2-[(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo] fosfonian dietylu
(3S,5S,1'S)-174148
H OAc
/:\ /O \\|
Ph N\_7
(Et0),(0)F
(35,55,1'S)-174

Rf = 0.16 (heksan-izopropanol, 10 : 1, v/v).

IH NMR (200 MHz; CDCls): & = 7.36 — 7.28 (m, 5H, Hay), 4.54 — 4.41 (m, 1H, HC5), 4.37
~3.76 (M, 7H, 2 x HC'1, 2 x CH3CH,OP, HCCHs), 3.53 — 3.41 (m, 1H, HC3), 2.80 — 2.54
(m, 1H, HC4), 2.33 — 2.11 (m, 1H, HC4), 2.10 (s, 3H, CHsC(0)), 1.48 (d, 3H, J = 6.4 Hz,
CHz CH), 1.31 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHaCH.0P), 1.21 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH,OP).

31P NMR (81 MHz, CDCl3): & = 24.08.

6.3.1.2.1. Usuniecie acetylowej grupy ochronnej z izoksazolidyn (3R,5R,1'S)-174
i (3S5,55,1'S)-174

Procedura og6lna®®

Do  odpowiedniego  5-acetoksymetylo-2-[(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-
ylo]fosfonianu dietylu (3R,5R,1'S)-174 lub (3S,5S,1'S)-174 (1.00 mmol) rozpuszczonego
w alkoholu etylowym (10 ml) dodatam 25% wodnego roztworu amoniaku (15ml).
Zawartos¢ kolby mieszalam w temperaturze pokojowej przez 5 godzin. Mieszaning
reakcyjng zat¢zylam z etanolem. Surowy produkt oczys$citam wykonujac chromatografie
kolumnowg na Zelu krzemionkowym stosujac jako eluent mieszaning rozpuszczalnikow
chloroform-metanol (50 : 1, v/v). Otrzymatam czysty (3R,5R)- Ilub (3S,5S)-5-
hydroksymetylo-2-[(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo]fosfonian dietylu 173.

Postgpujac zgodnie z procedurg ogdlng opisang w rozdziale 6.3.1.2.1. z octanu
(3R,5R,1'S)-174 (0.220 g, 0.57 mmol) otrzymatam fosfonianu (3R,5R,1'S)-173 (0.179 g,
91%) jako bezbarwny olej.
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(3R,5R)-[5-hydroksymetylo-2-(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo] fosfonian dietylu
(3R,5R,1'S)-173148

z OH
H ,O
Ph” N
(EtO),(0)P
(3R,5R,1'S)-173

Rf = 0.68 (chloroform-metanol, 10 : 1, v/v).

IH NMR (200 MHz; CDCls): & = 7.41 — 7.28 (m, 5H, Hay), 4.38 — 4.97 (m, 6H, 2 x
CHsCH,OP, HC5, CHCHs), 3.73 (dd, 1H, J = 2.1 Hz, J = 12.6 Hz, HC1'), 3.64 — 3.48 (m,
2H, HC1', HC3), 2.69 — 2.29 (m, 2H, 2 x HC4), 1.47 (d, 3H, J = 6.7 Hz, CH3sCH), 1.38 (dt,
3H,J=0.5, Hz, J = 7.1 Hz, CHsCH20P), 1.36 (dt, 3H, J = 0.5, Hz, J = 7.1 Hz, CHsCH20P).

3P NMR (81 MHz, CDCls): § = 24.63.

Postepujac zgodnie z procedurg ogdlng 6.3.1.2.1. z octanu (3S,5S,1'S)-174 (0.169 g,
0.44 mmol) otrzymatam izoksazolidyny (3S,5S,1'S)-173 (0.140 g, 93%) jako bezbarwny

olej.

(3S,5S)-5-[hydroksymetylo-2-(S)-(1-fenyloetylo)izoksazolidyn-3-ylo]fosfonian dietylu
(3S,55,1'S)-173148

(35,55,1'S)-173

Rf = 0.68 (chloroform-metanol, 10 : 1, v/v).

'H NMR (200 MHz; CDCls): 6 =7.35 - 7.29 (m, 5H, Har), 4.53 — 4.45 (m, 1H, HC5), 4.29
—3.95 (m, 5H, 2 x CH3CH20P, CHCH?3), 3.87 — 3.76 (m, 1H, HC1"), 3.67 (dd, 1H, J = 3.0
Hz,J = 12.8 Hz, HC1"), 3.48 — 3.36 (m, 1H, HC3), 2.68 — 3.50 (m, 2H, 2 x HC4), 1.50 (d,
3H, J = 6.4 Hz, CHsCH), 1.30 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CHOP), 1.23 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CHsCH20P).

3P NMR (81 MHz, CDCls): 6 = 25.61.
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6.3.2. Synteza 5-hydroksymetyloizokzasolidyn (3R,5R,1'S)-173 i (3S,5S,1'S)-173 oraz
ich rozdzielenie za pomoca RP-HPLC

Postepujac zgodnie z procedura ogdlng z opisang w rozdziale 6.3.1. z nitronu (S)-164
(2.860 g, 10.02 mmol), alkoholu allilowego (3.40 ml, 50.10 mmol) otrzymatam
diastereoizomeryczne izoksazolidyny, ktore wstepnie oczys$citam na zelu krzemionkowym
w uktadzie chloroform-izopropanol (100 : 1, v/v), a czyste diasterecoizomery wydzielitam za
pomocg HPLC otrzymujac izoksazolidyny (3R,5R,1'S)-173 (1.242 g, 36%) oraz (3S,5S,1'S)-
173 (1.123 g, 33%) jako bezbarwne oleje.

(3R,5R,1'S)-173
tr = 15.26 min. (woda-izopropanol 86.5 : 13.5, v/v).
(3$,55,1'S)-173
tr = 18.80 min. (woda-izopropanol 86.5 : 13.5, v/v).

6.3.3. Synteza 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3,4-dihydroksybutylofosfonianéw
dietylu (1R,3R)-175i (1S,3S)-175
6.3.3.1. Procedura ogélna A%

Do odpowiedniego fosfonianu (3R,5R,1'S)-173 (1.00 mmol) lub (3S,5S,1'S)-173
(1.00 mmol) rozpuszczonego w 1.75 ml alkoholu etylowego dodatam diwgglanu di-tert-
butylu (1.00 mmol) oraz katalityczng ilo$¢ 20% Pd(OH)2/C (0.10 mmol). Przepuscitam
strumien gazu obojetnego (argon), a nastepnie rozpoczgtam wodorolize dolaczajac balon
wypetliony wodorem. Po 24 godzinach przez mieszaning poreakcyjna przepuscitam
strumien argonu, a nast¢pnie przesgczytam przez warstwg Celitu nasgczonego etanolem.
Otrzymatam odpowiedni (3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1R,3R)-175 lub (1S,3S)-
175 jako bezbarwny olej.

6.3.3.2. Procedura ogolna B

Do odpowiedniego fosfonianu (3R,5R,1'S)-173 (1.00 mmol) lub (3S,5S,1'S)-173
(1.00 mmol) rozpuszczonego w 11.2 ml alkoholu etylowym dodatam diweglanu di-tert-
butylu (1.20 mmol) oraz katalityczng ilos¢ 20% Pd(OH)2/C (0.10 mmol). Przepuscitam
strumien gazu obojetnego (argon), a nastgpnie rozpocze¢tam wodorolize w reaktorze pod
cisnieniem 12 bar. Po 12 godzinach przez mieszaning poreakcyjng przepuscitam strumien

argonu, a nastgpnie przesaczytam przez warstwe Celitu nasgczonego etanolem. Otrzymatam
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odpowiedni 3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1R,3R)-175 lub (1S,3S)-175 jako

bezbarwny olej.

Postgpujac  zgodnie z procedura ogolng A opisang w rozdziale 6.3.3.1.
z izoksazolidyny (3R,5R,1'S)-173 (0.725 g, 2.09 mmol) i diwgglanu di-tert-butylu (0.455 g,
2.58 mmol) otrzymatam 3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1R,3R)-175 (0.493 g, 72%)

jako bezbarwny olej.

Postepujagc  zgodnie z procedurg ogolng B opisang w rozdziale 6.3.3.2.
z izoksazolidyny (3R,5R,1'S)-173 (0.157 g, 0.45 mmol) i diwgglanu di-tert-butylu (0.118 g,
0.54 mmol) otrzymatam 3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1R,3R)-175 (0.144 g, 99%)

jako bezbarwny olej.

(1R,3R)-1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1R,3R)-
175

BocNH OH
OH
(EtO),(O)P
(1R,3R)-175

Rf = 0.48 (chloroform-metanol, 10 : 1, v/v).

'H NMR (200 MHz, CDCl3): 6 =5.03 (br d 1H, J = 8.4, Hz, NH), 4.28 — 4.03 (m, 4H, 2 x
CH3CH,0P), 4.01 — 3.80 (m, 1H, CHNH), 3.74 — 3.41 (m, 2H, CH20H), 2.62 — 2.44 (m,
1H, CHOH), 2.14 — 1.71 (m, 2H, CHy), 1.44 (s, 9H, 3 x CH3), 1.33 (t, 1H, J = 7.1 Hz,
2 x CH3CH20P).
3P NMR (81 MHz, CDCls): 6 = 25.74.

Postgpujac  zgodnie z procedura ogolng A opisang w rozdziale 6.3.3.1.
z izoksazolidyny (3S,5S,1'S)-173 (0.490 g, 1.43 mmol) i diweglanu di-tert-butylu (0.374 g,
1.72 mmol) otrzymatam 3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1S,3S)-175 (0.314 g, 68%)

jako bezbarwny ole;j.

Postepujac zgodnie z procedura ogoélng B opisang w rozdziale 6.3.3.2.
z izoksazolidyny (3S,5S,1'S)-173 (0.206 g, 0.59 mmol) i diweglanu di-tert-butylu (0.156 g,
0.71 mmol) 3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1S,3S)-175 (0.181 g, 95%) jako

bezbarwny olej.
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(1S,3S)-1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3,4-dihydroksybutylofosfonian dietylu (1S,3S)-175
BocNH OH
(Et0)(0)p” > "
(18,35)-175

Rf = 0.48 (chloroform-metanol, 10 : 1, v/v).

6.3.4. Synteza 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonianow dietylu (R)-
163 oraz (S)-163142

Procedura og6lna

Do odpowiedniego 3,4-dihydroksybutylofosfonianu (1R,3R)-175 lub (1S,3S)-175
(1.00 mmol) w mieszaninie 5 ml wody i 10 ml chlorku metylenu dodatam nadjodan sodu
(1.20 mmol). Zawarto$¢ kolby mieszatam przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po
oddzieleniu warstwy organicznej, warstwe¢ wodng ekstrahowatam chlorkiem metylenu (3 x
12 ml). Warstwg organiczng wysuszytam nad siarczanem(VI) magnezu, a nastepnie
zatezytam. Otrzymatam surowe aldehydy (R)-163 lub (S)-163, ktore bez oczyszczania
zostaly uzyte do dalszych reakc;ji.

Postgpujac zgodnie z procedurg ogolng ogdlng opisang w rozdziale 6.3.4. z 3,4-
dihydroksybutylofosfonianu dietylu (1R,3R)-165 (0.256 g, 0.75 mmol) i nadjodanu potasu
(0.207 g, 0.90 mmol) otrzymatam aldehyd (R)-163 (0.217 g, 93%) jako bezbarwny olej.

(R)-1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonian dietylu (R)-163142

Boc NH (l)
(EtO)»(O)P

(R)-163
'H NMR (200 MHz, CDCls): 6 =9.73 (dd, 1H, J =1.3 Hz, J = 2.2 Hz, CHO), 4.98 (br d, 1H,
J=9.9 Hz, NH), 4.73 — 4.41 (m, 1H, CH2P), 4.28 — 4.03 (m, 4H, 2 x CH3CH.OP), 2.99 —
2.58 (m, 2H, CHy), 1.43 (s, 9H, 3 x CHg), 1.33 (t, 1H, J = 7.1 Hz, CH3CH.0P), 1.32 (t, 1H,
J=7.1Hz, CH:CH20P).
3P NMR (81 MHz, CDCls): 6 = 23.15.
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Postepujagc  zgodnie z procedurg ogoélng opisang w rozdziale 6.3.4. z 3,4-
dihydroksybutylofosfonianu dietylu (1S,3S)-165 (0.305 g, 0.89 mmol) i nadjodanu potasu
(0.245 g, 1.07 mmol) otrzymatam aldehyd (S)-163 (0.256 g, 93%) jako bezbarwny olej.

(S)-1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonian dietylu (S)-163142
Boc I;IH (l)

(EtO),(O)P

(S)-163

6.4. Synteza [1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-hydroksypropano-1,3-
diylo]difosfonianéw tetraetylu (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 oraz (1S,3R)-161 i (1S,3S)-
161

Procedura ogdlna

Do roztworu aldehydu (R)-163 lub (S)-163 (1.00 mmol) dodatam fosforynu dietylu
(5.00 mmol) oraz katalityczng ilo$¢ trietyloaminy (0.10 mmol). Zawarto$¢ kolby mieszatam
w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Surowy produkt oczyscitam na zelu
krzemionkowym otrzymujac diastereoizomeryczne 3-hydroksydifosfoniany (1R,3S)-161
i (1R,3R)-161 oraz (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161.

(1R,35)- i  (1R,3R)-[1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-hydroksypropano-1,3-
diylo]fosfoniany tetraetylu (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161

Postepujac zgodnie z procedurg ogdlng opisang w rozdziale 6.4. z aldehydu (R)-163
(0.292 g, 090 mmol) i fosforynu dietylu (578 pl, 4.49 mmol) otrzymatam
diastereoizomeryczne 3-hydroksydifosfoniany (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 (0.296 g, 76%).

BocNH OH Boc NH (;)H
(EtO),(0O)P P(O)(OEt), (EtO),(0)P - P(O)(OEt),

(1R,3S)-161 (1R,3R)-161
3P NMR (243 MHz, CDCla): § = 25.26, 24.60 (d, J = 8.0 Hz), 24.03 (d, J = 8.0 Hz), 23.58.

Analiza elementarna dla C1sH3sNOgP2 x 0.25 H20:

obliczono: C, 42.53; H, 7.92; N, 3.10.
oznaczono: C, 42.33; H, 7.91; N, 3.02.
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Postepujac zgodnie z procedurg ogdlng opisang w rozdziale 6.4. z aldehydu (S)-163
(0.308 g, 0.95 mmol) i fosforynu dietylu (0.612 ml, 4.75 mmol) otrzymatam
diastereoizomeryczne 3-hydroksydifosfoniany (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161 (0.298 g, 72%).

(1S,3R)- i (1S,3S)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-hydroksypropano-1,3-
diylo]difosfonianow tetraetylu (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161

BocNH OH BocNH OH
(EtO)z(O)P/\/\P(O)(OEt)z (EtO),(O)P P(O)(OEt),
(1S,3R)-161 (1S,35)-161

Analiza elementarna dla Ci1sH3sNOgP2 x 0.25 H»0:

obliczono: C, 42.53; H, 7.92; N, 3.10.
oznaczono: C, 42.38; H, 8.11: N, 3.18.

6.4.1. Synteza [3-acetoksy-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-
diylo]difosfonianow tetraetylu (1R,3R)-161 i (1R,3S)-161 lub (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161

Procedura og6lna

Do mieszaniny 3-hydroksydifosfonianow (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161 (1.00 mmol) lub
(1R,3R)-1611i (1R,3S)-161 (1.00 mmol) rozpuszczonych w 3.5 ml chlorku metylenu dodatam
bezwodnika octowego (3.00 mmol), trietyloaming (3.00 mmol) oraz katalityczne ilo$ci
4-dimetyloaminopirydyny (0.05 mmol). Zawarto$¢ kolby mieszatam w temperaturze
pokojowej przez 4 godziny. Mieszaning reakcyjng przemytam woda (3 x 5 ml), a warstwe
organiczng wysuszytam nad siarczanem(V1) magnezu. Mieszaning poreakcyjng oczys$citam
na zelu krzemionkowym w uktadzie chloroform-izopropanol (100 : 1, v/v) zat¢zytam,
a czyste diastereoizomery wydzielitam za pomocg HPLC otrzymujac (1R,3R)-176 i (1R,3S)-
176 lub (1S,3R)-176 i (1S,3S)-176

Postgpujac zgodnie z procedurg ogo6lng opisanag w rozdziale 6.4.1. z mieszaniny
3-hydroksydifosfonianow (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 (0.149 g, 0.33 mmol) i bezwodnika
octowego (82 ul, 0.87 mmol) otrzymatam 3-acetoksydifosfoniany (1R,3S)-176 (0.037 g,
22%) jako bezbarwny olej i (1R,3R)-176 (0.067 g, 40%) jako biate ciato stale.
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(1R,3S)-[3-Acetoksy-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian
tetraetylu (1R,3S)-176
Boc NH OAc

(EtO),(O)P P(O)(OEt),

(1R,3S)-176
tr = 10.69 min. (woda-acetonitryl, 70 : 30, v/v).
[a]® = +3.27 (c 1.04 CHCIy).
IR (film): v = 3249, 2982, 2934, 1752, 1708, 1532, 1296, 1222, 1024, 969 cm .,

IH NMR (600 MHz; CDCls): 5 = 5.38 (ddd, 1H, J = 4.8 Hz, J = 8.9 Hz, J = 13.7 Hz, HC3),
4.92 (d, 1H J = 10.3 Hz, NH), 4.22 — 4.05 (m, 9H, 4 x CHsCH20P, HC1), 2.47 — 2.39 (m,
1H, HaC2), 2.10 (s, 3H, CHs), 2.09 — 1.99 (m, 1H, HoC2), 1.41 (s, 9H, 3 x CHs), 1.33 — 1.26
(m, 12H, 4 x CHsCH:0P).

13C NMR (151 MHz; CDCls): & = 169.85 (d, 3Jcocp = 5.1 Hz), 154.97 (d, 3Jence = 5.4 Hz),
80.33, 65.60 (dd, 3Jccep = 12.2 Hz, Ycp = 168.7 Hz), 63.20 (d, 2Jcor = 7.1 Hz), 63.15 (d,
2Jcor = 7.0 Hz), 62.79 (d, 2Jcop = 7.1Hz), 62.72 (d, 2Jcop = 6.7 Hz), 53.56, 44.88 (dd, 3Jccep
= 12.4 Hz,"Jcp = 158.0 Hz), 28.86 (dd, *Jcce = 3.9 Hz, 2Jccp = 7.3 Hz), 28.39 (3 x CHa),
21.01, 16.59 (d, 3Jccor = 4.0 Hz), 16.56 (d, 2Jccor = 3.8 Hz), 16.38 (d, 2Jccor = 6.0 Hz),
16.46 (d, 3Jccop = 6.6 Hz).

3P NMR (243 MHz; CDCls): § = 23.55 (d, *Jrccce = 4.2 Hz), 19.83 (d, *Jrccer = 4.2 Hz).
Analiza elementarna dla C1gH3z7NO1oP2:

obliczono: C, 44.18; H, 7.62; N, 2.86.
oznaczono: C, 44.01; H, 7.82: N, 2.90.

(1R,3R)-[3-Acetoksy-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian
tetraetylu (1R,3R)-176
Boc NH QAC

(EtO)z(O)P)\/-\P(O)(OEt)z
(1R,3R)-176

Ttop.= 84 — 88°C.
tr = 12.67 min. (woda-acetonitryl, 70 : 30, v/v).
[a]3® =-21.80 (c 1.22, CHClIs).

IR (KBr): v = 3289, 2983, 2935, 1749, 1710, 1251, 1225, 1024, 978 cm™,
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IH NMR (600 MHz; CDCls): & = § 5.39 (ddd, 1H, J = 2.0 Hz, J = 8.5 Hz, J = 11.5 Hz,
HC3), 4.67 (d, 1H J = 10.8 Hz, NH), 4.39 — 3.96 (m, 9H, 4 x CHsCH20P, HC1), 2.58 — 2.32
(m, 1H, HaC2), 2.14 (s, 3H, CHs), 2.14 — 2.07 (m, 1H, HyC2), 1.44 (s, 9H, 3 x CHs), 1.36 -
1.31 (m, 4 x CHsCH,OP).

13C NMR (151 MHz; CDCls): § = 169.52 (d, 3Jcocp = 2.1 Hz), 155.07 (d, 3Jence = 4.0 Hz),
80.47, 63.13 (d, 2Jcopr = 6.2 Hz), 62.97 (d, 2Jcop = 7.2 Hz), 62.89 (d, 2Jcor = 7.1Hz), 62.78
(d, 2Jcop = 6.5 Hz), 62.66 (dd, 2Jccce = 13.6 Hz, YJcp = 167.3 Hz,), 42.53 (dd, 2Jccer = 14.3
Hz, Wcp =158.8 Hz, ), 28.95 (dd, 2Jccp = 3.9 Hz, 2Jccp = 7.3 Hz), 28.30 (3 x CHa), 20.74,
16.55 (d, ®Jccop = 5.6 Hz, 2 x CH3), 16.46 (d, *Jccop = 6.0 Hz), 16.45 (d, *Jccop = 6.9 Hz).

3P NMR (243 MHz; CDCls): & = 24.42 (d, *Jpcccp=7.8 Hz), 20.54 (d, “Jpccce =7.8 Hz).
Analiza elementarna dla C1gH37NO10P2:

obliczono: C, 44.18; H, 7.62; N, 2.86.
oznaczono: C, 44.12; H, 7.95; N, 2.91.

Postepujac zgodnie z procedurg ogoélng opisang w rozdziale 6.4.1. z mieszaniny
3-hydroksydifosfonianow (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161 (0.098g, 0.22 mmol) i bezwodnika
octowego (0.064 ml, 0.45 mmol) otrzymatam 3-acetoksydifosfoniany (1S,3R)-176 (0.022 g,
20%) jako bezbarwny olej oraz (1S,3S)-176 (0.036 g, 32%) jako biale ciato state.

(1S,3R)-[3-Acetoksy-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo] difosfonian
tetraetylu (1S,3R)-176

Boc I;IH (:)Ac
(EtO)Z(O)P/\/\P(O)(OEt)z

(1S,3R)-176
tr = 10.69 min. (woda-acetonitryl, 70 : 30, v/v).
[a]3® = -3.45 (c 1.10; CHCls).
Analiza elementarna dla C1gH37NO10P2:

obliczono: C, 44.18; H, 7.62; N, 2.86.
oznaczono: C, 44.00; H, 7.88: N, 2.96.
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(1S,3S)-[3-Acetoksy-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo] difosfonian
tetraetylu (1S,3S)-176

Boc I;IH OAc
(EtO)Z(O)P/\/'\P(O)(OEt)z
(18,35)-176
Ttop = 84 —88°C.
tr = 12.67 min. (woda-acetonitryl, 70 : 30, v/v).
[a]2® = +20.30 (c 1.01, CHCly).

Analiza elementarna dla C1gH37NO10P2:

obliczono: C, 44.18; H, 7.62; N, 2.86.
oznaczono: C, 44.11; H, 7.85; N, 2.97.

6.4.2. Synteza  [1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonianéw tetraetylu (1R,3S)-177, (1R,3R)-177, (1S,3R)-177 oraz (1S,3S)-177

Procedura ogdlna

Do mieszaniny 3-hydroksydifosfonianéw (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 (1.00 mmol)
lub (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161) rozpuszczonych w 1 ml chlorku metylenu dodatam chlorku
4-nitrobenzoilu (1.50 mmol), trietyloaming (2.00 mmol) oraz katalityczne ilosci
4-dimetyloaminopirydyny (0.05 mmol). Zawartos¢ kolby mieszatam w temperaturze
pokojowej przez 4 godziny. Mieszaning poreakcyjna przemytam woda (3 x 5 ml), a warstwe
organiczng wysuszytam nad siarczanem(V1) sodu. Warstwe organiczng zatezytam, a czyste
diastereoizomery wydzielitam za pomoca HPLC, otrzymujac 3-(4-

nitrobenzoilo)difosfoniany (1R,3S)-177 i (1R,3R)-177 oraz (1S,3R)-177 i (1S,3S)-177.

Postepujac zgodnie z procedurg ogoélng opisang w rozdziale 6.4.2. z mieszaniny
3-hydroksydifosfonianow (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 (0.099 g, 0.22 mmol) oraz chlorku
4-nitrobenzoilu (0.064 g, 0.34 mmol) otrzymatam 3-(4-nitrobenzoilo)difosfoniany (1R,3S)-
177 (0.029 g, 21%) jako zottawy olej oraz (1R,3R)-177 (0.043 g, 33%) jako biate ciato state.
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(1R,3S)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3S)-177
o)

I
Boc NH o—c:<j>No2

(EtO),(O)P P(O)(OEt),

(1R,38)-177
tr =14.89 min. (woda-acetonitryl, 62 : 38, v/v).
[a]3° = —4.60 (c 2.65, CHClIs).

IR (film): v = 3290, 3050, 2982, 2932, 1739, 1704, 1530, 1394, 1367, 1243, 1053, 1024,
716 cmL.

IH NMR (600 MHz; CDCls): & = 8.33 (d, 2H, 3J = 8.9 Hz, Har), 8.28 (d, 2H, J = 8.7 Hz,
Har), 5.72 (ddd, 1H, J = 4.4 Hz, J = 9.0 Hz, J = 9.1 Hz, HC3), 4.98 (d, 1H, J = 10.2 Hz,
NH), 4.32 — 4.26 (m, 1H, HC1), 4.25 — 4.09 (m, 8H, 4 x CH3CH,OP), 2.66 — 2.58 (m, 1H,
HaC2), 2.35 — 2.26 (m, 1H, HxC2), 1.36 (s, 9H, 3 x CHs), 1.35 — 1.32 (m, 12H, 4 x
CH3CH20P).

13C NMR (151 MHz; CDCls): & = 163.50 (d, *Jcocp = 4.2 Hz), 154.85 (d, *Jence = 5.6 Hz),
150.75, 134.49, 131.06, 123.61, 80.26, 67.18 (dd, *3Jcp = 11.7 Hz, 3Jccce = 168.0 Hz), 63.21
(d, 2Jcop = 6.5 Hz), 63.17 (d, 2Jcop = 6.2 Hz), 63.10 (d, 2Jcop = 7.2 Hz), 62.69 (d, 2Jcop =
6.8 Hz), 44.85 (dd, 3Jccce = 12.7 Hz, Ncp = 157.4 Hz), 30.59 (d, 2Jccp = 3.0 Hz), 28.13 (3 x
CHa), 16.49 (d, 3Jccor = 5.4 Hz), 16.41 (d, 3Jccop = 5.7 Hz), 16.40 (d, 3Jccor = 5.7 Hz), 16.32
(d, 3Jccor = 5.9 Hz).

3P NMR (243 MHz; CDCls): § = 23.33 (d, *Jrccce = 2.7 Hz), 18.96 (d, *Jrccer = 2.7 Hz).
Analiza elementarna dla C23HzsN2012P:
obliczono: C, 46.31; H, 6.42; N, 4.70
oznaczono: C, 46.13; H, 6.32; N, 4.71.

(1R,3R)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3R)-177
0

Boc NH Q—&@Noz

(EtO),(O)P - P(O)(OEt),
(1R,3R)-177

Ttop = 125 - 126°C.

STRONA| 104



CZESC EKSPERYMENTALNA

tr = 18.14 min. (woda-acetonitryl, 62 : 38, v/v).
[a]3°= —41.34 (c 0.82, CHCl5).

IR (KBr): v = 3288, 3049, 2982, 2930, 1740, 1704, 1530, 1368, 1393, 1243, 1053, 1024,
716 cm™.

IH NMR (600 MHz; CDCls): & = 8.32 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Har), 8.22 (d, 2H, J = 8.8 Hz,
Har), 5.69 (ddd, 1H, J = 1.8 Hz, J = 8.3 Hz, J = 12.5 Hz, HC3), 4.74 (d, 1H, J = 10.5 Hz,
NH), 4.27 — 4.11 (m, 9H, 4 x CHsCH20P, HC1), 2.67 — 2.61 (m, 1H, HaC2), 2.27 — 2.21 (m,
1H, HyC2), 1.40 (s, 9H, 3 x CH3), 1.35 — 1.30 (m, 12H, 4 x CHsCH,0P).

13C NMR (151 MHz; CDCl3) & = 163.29 (d, 3Jcoce = 2.3 Hz), 154.85 (d, 3Jonce = 4.3 Hz),
150.64, 135.01, 130.85, 123.61, 80.42, 64.23 (dd, *Jccce = 13.5 Hz, 1Jcp = 167.7 Hz), 63.24
(d, 2Jcop = 6.2 Hz), 63.02 (d, 2Jcop = 7.1 Hz), 62.83 (d, 2Jcop = 6.5 Hz), 62.79 (d, 2Jcop =
6.1 Hz), 42.58 (dd, 3Jccep = 14.2 Hz, Ycp = 158.6 Hz), 29.17 (3Jccp = 3.3 Hz, 2Jccp = 7.3
Hz), 28.16 (3 x CHa), 16.48 (d, 2Jccor = 5.6 Hz), 16.42 (d, 3Jccop = 5.8 Hz), 16.36 (d, 3Jccor
=5.9 Hz), 16.32 (d, 3Jccor = 5.9 Hz).

31P NMR (243 MHz; CDCls): 6 = 24.10 (d, Jrccep = 7.6 Hz), 19.69 (d, Jpcece = 7.6 Hz).
Analiza elementarna dla C23HzsN2O12P2:

obliczono: C, 46.31; H, 6.42; N, 4.70.
oznaczono: C, 46.29; H, 6.43, N, 4.59.

Postepujac zgodnie z ogodlng procedurgopisang w rozdziale 6.4.2. z mieszaniny
3-hydroksydifosfonianow (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161 (0.094 g, 0.21 mmol) i chlorku
4-nitrobenzoilu (0.060 g, 0.33 mmol) otrzymatam 3-(4-nitrobenzoilo)difosfonian (1S,3R)-
177 (0.022 g, 18%) jako jasnozoétty olej oraz (1S,3S)-177 (0.018 g, 14%) jako biale ciato

stale.

(1S,3R)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1S,3R)-177

0
I
Boc NH Q-C—@Noz

(EtO)Z(O)P/-\/-\P(O)(OEt)z
(1S,3R)-177

[a]3° = +2.78 (¢ 2.16, CHCl5).
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Analiza elementarna dla Ca3HsgN2O12P2:

obliczono: C, 46.31; H, 6.42; N, 4.70.
oznaczono: C, 46.18; H, 6.49; N, 4.73.

(1S,3S)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(4-nitrobenzoilo)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1S,3S)-177

Q
Boc NH o—c<j>No2
(Et0),(0)P P(O)(OEt),
(1S,35)-177

Tiop =116 — 118°C.

[a]3°= +40.60 (c 0.83, CHCl3)

Analiza elementarna dla C23HzsN2012P:
obliczono: C, 46.31; H, 6.42; N, 4.70.
oznaczono: C, 46.60; H, 6.64; N, 4.71.

6.5. Synteza kwaséw (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych (1R,3S)-
24, (1S,3R)-24, (1R,3R)-24 ,(1S,3S)-24, (1R,3S)-244, (1S,3R)-244a, (1R,3R)-24a oraz
(1S,3S)-24a

6.5.1 Synteza kwasow (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowych (1R,3S)-
24, (1S,3R)-24, (1R,3R)-24 ,(1S,3S)-24

Procedura ogdlna

Do odpowiedniej pochodnej 176 (1.00 mmol) dodatam 15.00 ml 5M kwasu solnego.
Zawartos¢ kolby mieszalam w temperaturze wrzenia przez 6 godzin. Po zatezeniu
rozpuszczalnika, mieszaning reakcyjng zawiesitam w mieszaninie woda-metanol. Nast¢pnie
wkroplitam tlenek propylenu do uzyskania odczynu obojetnego. Po zatgzeniu, mieszaning
zawiesitam w 10 ml wody dejonizowanej. Kwasy (1S,3R)-24 i (1R,3S)-24 wytracitam
Z roztworu za pomocg metanolu, natomiast enancjomery (1R,3R)-24 i (1S,3S)-24 wytracitam
za pomoca izopropanolu. Osady dwukrotnie przemylam odpowiednim alkoholem,

a pozostaty rozpuszczalnik odparowatam, uzyskujac biale osady.

Postgpujac  zgodnie z procedurg ogo6lng opisang w rozdziale 6.5.1.
z 3-acetoksydifosfonianu (1R,3S)-176 (0.053 g, 0.11 mmol) otrzymatam kwas difosfonowy
(1R,35)-24 (0.016 g, 53%) jako biate ciato state.
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Kwas (1R,3S)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowy (1R,3S)-24

NH, OH

(HO),(O)P P(O)(OH);
(1R,3S5)-24

Ttop =>290°C.

[a]3°= +6.55 (¢ 0.61, 5% NHs).
IR (KBr): v = 3390, 3241, 2960, 2932, 1651, 1519, 1454, 1167, 1081, 919, 809, 723 cm™.

IH NMR (600 MHz, D20): & = 3.94 (ddd, 1H, J = 3.4 Hz, J = 7.3 Hz, J = 10.6 Hz, CHP),
3.41 (ddd, 1H, J = 4.4 Hz, J = 9.6 Hz, J = 13.7 Hz, CHP), 2.28 — 2.21 (m, 1H, HaC2), 1.96
—1.87 (M, 1H, HuC2).

13C NMR (151 MHz, D20): & = 67.91 (dd, 3Jpccc = 10.2 Hz, tpc = 156.1 Hz), 48.35 (dd,
3Jpcee = 13.4 Hz Lpc = 141.4 Hz), 30.02.

31p NMR (243 MHz, D20): 5 = 17.88, 12.41.

Analiza elementarna dla CsH11NO1:P2 x 0.25 H,O:
obliczono: C, 15.04; H, 4.84; N, 5.85.
oznaczono: C, 15.07; H, 4.88; N, 5.89

Postepujac  zgodnie =z procedurg ogdélng opisang w rozdziale 6.5.1.
z 3-acetoksydifosfonianu (1S,3R)-176 (0.054 g, 0.11 mmol) otrzymatam kwas difosfonowy
(1S,3R)-24 (0.022 g, 86%) jako biate ciato state.

Kwas (1S,3R)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowy (1S,3R)-24
NH, OH

(HO),(0)P” >""P(0)(OH),
(1S,3R)-24
Ttop =>290°C.
[a] 2= —4.64 (c 0.56, 5% NH3)

Analiza elementarna dla CsH11NO11P2 x 0.25 H»0:
obliczono: C, 15.04; H, 4.84; N, 5.85.

oznaczono: C, 15.12: H, 4.87; N, 5.84.
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Postepujgc  zgodnie z procedurg o0go6lng opisang W rozdziale 6.5.1.
z 3-acetoksydifosfonianu (1R,3R)-176 (0.043 g, 0.09 mmol) otrzymatam kwas difosfonowy
(1R,3R)-24 (0.017 g, 84%) jako biate cialo state.
Kwas (1R,3R)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowy (1R,3R)-24
NH, OH
(HO),(O)P P(O)(CH),
(1R,3R)-24

Ttop =>290°C.

[a]3°=-9.71 (c 0.68, 5% NHz).
IR (KBr): v = 3406, 3252, 2960, 2936, 1636, 1532, 1438, 1165, 1062, 912, 717 cm™,

IH NMR (600 MHz, D;0): & = 3.81 (ddd, 1H, J = 3.9 Hz, J = 9.2 Hz, J = 13.1 Hz, CHP),
3.43 (ddd, 1H, J = 3.2 Hz, J = 10.3 Hz, J = 13.6 Hz, CHP), 2.18 — 2.10 (m, 1H, HaC2), 2.08
—2.00 (M, 1H, HyC2).

13C NMR (151 MHz, D20): & = 65.45 (dd, ®Jpcce = 11.2 Hz, Lpc = 157.0 Hz,), 46.53 (dd,
3Jpcee = 11.8 Hz, Wpc = 142.2 Hz), 30.02.

3P NMR (243 MHz, D;0): & = 18.29, 12.92.

Analiza elementarna dla CsH11NO11P2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 15.04; H, 4.84; N, 5.85.
oznaczono: C, 15.12; H, 4.87; N, 5.84.

Postgpujac  zgodnie z procedurg ogo6lng opisang W rozdziale 6.5.1.
z 3-acetoksydifosfonianu (1S,3S)-176 (0.052 g, 0.11 mmol) otrzymatam kwas difosfonowy
(1S,35)-24 (0.017 g, 69%) jako biate ciato state.
Kwas (1S,3S)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowy (1S,3S)-24
NH, OH

(HO),(O)P P(O)(OH),
(1S,35)-24

Ttop = >290°C.
[a]3°= +8.62 (c 0.83, 5% NH).

Analiza elementarna dla CsH11NO11P2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 15.04; H, 4.84; N, 5.85.

oznaczono: C, 15.21; H, 4.85; N, 5.86.

STRONA| 108



CZESC EKSPERYMENTALNA

6.5.2. Synteza chlorowodorkow kwasow (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-
diylo)difosfonowych (1R,3S)-24, (1S,3R)-24, (1R,3R)-24, (1S,3S)-24

Procedura ogolna

Do odpowiedniej pochodnej (1R,3S)-, (1S,3R)-, (1R,3R)- lub (1S,3S)-176 (1.00
mmol) dodatam 15.00 ml 5M kwasu solnego. Zawarto$¢ kolby mieszatam w temperaturze
wrzenia przez 6 godzin. Po zat¢zeniu rozpuszczalnika, mieszaning zawiesitam w 10 ml wody
dejonizowanej. Kwasy (1S,3R)-24a i (1R,3S)-24a wytracitam z roztworu za pomoca
metanolu, natomiast enancjomery (1R,3R)-24a i (1S,3S)-24a wytracitam za pomoca
izopropanolu. Osad dwukrotnie przemylam odpowiednim alkoholem, a pozostaty

rozpuszczalnik odparowalam, uzyskujac bialy osad.

Postgpujac  zgodnie z procedurg ogo6lng opisang w rozdziale 6.5.2.
z 3-acetoksydifosfonianu (1R,3S)-176 (0.030 g, 0.06 mmol) otrzymatam chlorowodorek
(1R,35)-24a (0.014 g, 84%) jako biate ciato state.
Chlorowodorek  kwasu  (1R,3R)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego

(1R,3S)-24a
NH, OH x HCI

(HO)2(O)P P(O)(OH),
(1R,3S)-24a

Ttop =>290°C.
IR (KBr): v =3401, 3239, 2961, 2932, 1650, 1518, 1453, 1166, 1079, 920, 811, 721 cm™.

IH NMR (600 MHz, D20): & = 4.01 — 3.86 (m, 1H, CHP), 3.55 — 3.43 (m, 1H, CHP), 2.22
—2.01 (m, 2H, H2C2).

3P NMR (243 MHz, D20): 6 = 20.44, 13.21.
Analiza elementarna dla C3H11CINO12P»:
obliczono: C, 13.27; H, 4.46; N, 5.16

oznaczono: C, 13.29: H, 4.69: N, 4.95

Postepujac  zgodnie =z procedura ogdélng opisang w rozdziale 6.5.2.
z 3-acetoksydifosfonianu (1S,3R)-176 (0.020 g, 0.04 mmol) otrzymatam chlorowodorek
(1S,3R)-244a (0.009 g, 79%) jako biate ciato state.

STRONA| 109



CZESC EKSPERYMENTALNA

Chlorowodorek  kwasu  (1S,3S)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego
(1S,3R)-24a
NH, OH xHCI

(HO),(0)P” >""P(0)(OH),
(1S,3R)-24a

Ttop =>290°C.

Analiza elementarna dla CsH11CINO12P2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 13.06; H, 4.57; N, 5.08.

oznaczono: C, 13.01; H, 4.85; N, 5.07

Postepujac  zgodnie z procedura ogolng opisang W rozdziale 6.5.2.
z 3-acetoksydifosfonianu (1R,3R)-176 (0.033 g, 0.07 mmol) otrzymatam chlorowodorek
(1R,3R)-24a (0.015 g, 81%) jako biale ciato state.

Chlorowodorek  kwasu  (1R,3S)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego
(1R,3R)-24a

NH, OH xHCI

(HO)2(O)P P(O)(OH),
(1R,3R)-24a

Ttop =>290°C.
IR (KBr): v = 3408, 3255, 2959, 2932, 1655, 1533, 1442, 1167, 1081, 915, 719 cm™.

'H NMR (600 MHz, D20): 6 = 4.03 - 3.89 (m, 1H, CHP), 3.51 (ddd, J=2.6 Hz , J = 10.0
Hz, J =13.6 Hz, 1H, CHP), 2.16 — 1.98 (m, 2H, H>C2).
3P NMR (243 MHz, D20): & = 21.57, 14.04.
Analiza elementarna dla C3sH1:CINO12P2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 13.06; H, 4.57; N, 5.08.

oznaczono: C, 13.31 H, 4.81; N, 5.01.

Postepujac  zgodnie =z procedurg ogdélng opisang w rozdziale 6.5.2.
z 3-acetoksydifosfonianu (1S,3S)-176 (0.038 g, 0.08 mmol) otrzymatam chlorowodorek
(1S,3S)-24a (0.018 g, 84%) jako biate cialo state.
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Chlorowodorek  kwasu  (1S,3S)-(1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego
(1S,35)-24a
NH; OH xHCI

(HO)2(O)P P(O)(OH),
(1S,35)-24a

Ttop =>290°C.

Analiza elementarna dla CsH11CINO12P2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 13.06; H, 4.57; N, 5.08.

oznaczono: C, 13.03; H, 4.63; N, 5.09.

6.6. Reakcja cykloaddycji nitronu 178 do winylofosfonianu

W kolbie umie$citam nitron 178 (0.710 g, 2.62 mmol) i winylofosfonian dietylu
(0.389 ml, 2.62 mmol) rozpuszczone w 3 ml toluenu. Zawarto$¢ kolby mieszatam przez 48
godzin w temperaturze 60°C na mieszadle magnetycznym. Po uplywie tego czasu
rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem, a surowag mieszaning
poreakcyjng zawierajacg diastereoizomeryczne izoksazolidyny trans-179 i trans-180
rozdzielitam za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako uktad rozwijajacy
mieszaning chloroform-izopropanol (100 : 1, 50 : 1, v/v) otrzymujac izomer trans-179 (0.331
0, 29%) w postaci bezbarwnego oleju. Pozostato$¢ zostata rozdzielona za pomocg HPLC
stosujac uktad woda-izopropanol (80 : 20, v/v) z przeptywem 17 ml/min wydzielitam izomer
trans-180 (0.040 g, 3.5%) jako bezbarwny ole;j.

(3R/S,5R/S)-(2-benzyloizoksazolidyno-3,5-diylo)difosfonian tetraetylu trans-179

0]

Ph N ; .\P(O)(OEt),

(EtO),(O)P

trans-179
Rf =0.66 (chloroform-izopropanol, 10 : 1, v/v).
IR (film): v = 3477, 2984, 2931, 2911, 1650, 1246, 1048, 1025, 970 cm™.

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8 =7.41 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Ha), 7.32 (t, 2H, J = 7.4 Hz, Ha)),
7.28 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Hay), 4.73 (d, 1H, J=13.8 Hz, H.CHyPh), 4.29 (dt, 1H, J = 2.1 Hz,
J = 8.3 Hz, HC5), 4.25 — 4.08 (M, 3H, 4 x CH3CH20P, HyCH.Ph), 3.46 (ddd, 1H, J = 4.9
Hz, J = 6.4, J = 8.3 Hz, HC3), 2.91 — 2.80 (m, 2H, HoC4, HyC4), 1.38 — 1.31 (m, 9H, 3 x
CHsCH,OP), 1.29 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH,OP).
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13C NMR (151 MHz, CDCls,) & = 136.85, 129.34, 128.17, 127.37, 72.98 (dd, 3Jpccc = 6.1
Hz, LJpc = 167.7 Hz, C5), 63.28 (d, J = 6.6 Hz), 63.14 (d, J = 6.5 Hz), 62.91 (d, J = 8.0 Hz),
62.77 (d, J = 6.9 Hz), 62.47 (d, J = 6.8 Hz), 61.66 (d, J = 5.8 Hz), 61.09 (dd, 3Jpccc = 5.8
Hz, LJpc = 170.8 Hz, C3), 33.31, 16.51, 16.46, 16.42, 16.38.

3P NMR (243 MHz; CDCls): 8 =21.32, 20.77.
Analiza elementarna dla C1gsH31NO7P2 x 0.25 H20:

obliczono: C, 49.15; H, 7.22; N, 3.19.
oznaczono: C, 49.06; H, 7.07; N, 3.27.

(3R/S,4R/S)-(2-benzyloizoksazolidyno-3,4-diylo)difosfonian tetraetylu trans-180

N,
Ph” >N

(EtO),(O)P ',/P(O)(OEt)Z

trans-180
tr = 14.13 (woda-izopropanol, 80 : 20, v/v).

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8 = 7.43 (d, 2H, J = 6.9 Hz, Ha), 7.33 (t, 2H, J = 7.4 Hz, Ha),
7.28 (d, 1H, J = 7.4 Hz, Hay), 4.28 (ddd, 1H, J = 7.0 Hz, J = 8.9 Hz, J = 15.1 Hz, H.C5),
4.23 (d, 1H, J = 12.9 Hz, H.CHbPh), 4.21 — 4.14 (m, 8H, 4 x CHsCH20P), 4.08 (d, 1H, J =
12.9 Hz, HyCHaPh), 4.08 — 4.03 (m, 1H, HyC5), 3.59 (ddd, 1H, J=5.5Hz, J= 7.2 Hz, J =
21.0 Hz, HC3), 3.26 — 3.11 (m, 1H, HC4), 1,36 (t, 6H, J = 7.1 Hz, 2 x CHsCH20P), 1,30 (t,
3H, J = 7.1 Hz, CH3CH,OP), 1.27 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHsCH:0P).

13C NMR (151 MHz, CDCls): § = 136.54, 129.46, 128.35, 127.60, 66.57, 63.24 (d, 2Jcop =
7.0 Hz), 63.15 (d, 2Jcop = 6.6 Hz), 62.72 (d, 2Jcop = 6.6 Hz), 62.45 (d, 2Jcor = 6.6 Hz), 61.37
(d, J=177.1 Hz), 41.95 (d, J = 147.1 Hz), 16.64 (d, ®Jccop = 3.6 Hz), 16.57 (d, 3Jccor = 5.2
Hz).

31p NMR (243 MHz, CDCls): 8 = 27.42 (d, Jecce = 32.4 Hz), 21.15 (d, Jrccp = 32.4 Hz).
Analiza elementarna dla C1gH31NO7P2:

obliczono: C, 49.66; H, 7.18; N, 3.22.
oznaczono: C, 49.55: H, 7.02; N, 3.12.
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6.6.1. Reakcja wodorolitycznego otwarcia izoksazolidyny trans-179

Synteza [1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-hydroksypropano-1,3-diylo]difosfonianu
tetraetylu anti-161

Do roztworu racemicznej mieszaniny izoksazolidyny trans-179 (0.046 g, 0.02 mmol)
rozpuszczonej w 0.5 ml etanolu w atmosferze gazu obojetnego (argonu) dodatam katalityczng
ilos¢ 20% PdOH/C (5 mg), przez chwile przepuscitam strumien gazu oboj¢tnego i rozpoczetam
wodorolize dotaczajac balon wypeliony wodorem. Po uplywie 48 godzin przez mieszanine
poreakcyjng przepuscitam strumien gazu obojetnego (argon) i przesaczytam ja przez Celit
nasgczony etanolem. Produkt oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej uzywajac jako
eluent mieszaniny chloroform-izopropanol (100 : 1, v/v) otrzymujac zwigzek anti-161 (0.032

0, 74%) jako bezbarwny olej.

BocNH OH
(EtO),(O)P P(O)(OEt),
anti-161

Rf = 0.60 (chloroform-izopropanol, 10 : 1, v/v).
IR (film): v = 3417, 3281, 2982, 2931, 1698, 1393, 1368. 1232, 1166, 1046, 1026 cm™.

IH NMR (600 MHz; CDCls): & = 5.00 (dd, 1H, J = 4.3 Hz, J = 9.8 Hz, NH), 4.30 — 4.15
(m, 9H, 4 x CHsCH,OP, HC1), 4.10 (d, 1H, J = 21.7 Hz, OH), 3.98 (dd, 1H, J = 11.3 Hz, J
= 11.7 Hz, HC3), 2.23 — 2.15 (m, 1H, HaC2), 2.01 — 1.98 (m, 1H, HpC2), 1.47 (s, 9H, 3 x
CHs), 1.38 — 1.34 (m, 12H, 4 x CHsCH.0P).

13C NMR (151 MHz; CDCls): & = 156.79 (d, *Jence = 9.0 Hz), 81.04, 63.80 (dd, 3Jpccc =
13.2 Hz, YJpc = 170.6 Hz), 63.02 (d, 2Jcop = 7.0 Hz), 62.79 (d, 2Jcor = 2.2 Hz), 62.73 (d,
2Jcop = 6.8 Hz), 43.66 (dd, 3Jpccc = 16.1 Hz, Wpc = 158.0 Hz), 32.72 (dd, 2Jecc = 4.0 Hz,
2Jpce = 4.1 Hz), 28.20, 16.50 (d, *Jccor = 2.9 Hz), 16.46 (d, 2Jccor = 2.9 Hz), 16.41 (d, 2Jccor
=5.7 Hz), 16.34 (d, 3Jccor = 5.7 Hz).

1P NMR (243 MHz, CDCls): & = 24.59 (d, “Jrccep = 8.0 Hz), 24.93 (d, *Jpccer = 8.0 Hz).

'H NMR (600 MHz, C¢Ds): & = 5.86 (d, 1H, J = 10.0 Hz, NH), 5.36 (s, 1H, OH), 4.75 (dtd,
1H,J=3.2Hz,J=10.0 Hz, J=17.8 Hz, HC1), 4.41 (t, 1H, J = 10.1 Hz, HC2), 4.19 - 4.04
(m, 4H, 2 x CH3CH,0OP), 4.02 — 3.87 (m, 4H, 2 x CH3CH20P), 2.64 — 2.53 (m, 1H, HaC2),
2.42 —2.33 (m, 1H, HpC2), 1.37 (s, 9H, 3 x CH3), 1.11 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH,0P), 1.10
(t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH20P), 1.04 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH.0OP), 1.03 (t, 3H,J =7.1
Hz, CH3CH.OP).
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13C NMR (151 MHz, CeD¢): & = 169.04, 156.28 (d, *Jence = 5.8 Hz), 79.37, 64.45 (dd ,
3Jpcce = 13.9 Hz,%pc = 155.1 Hz), 62.44 (d, 2Jcor = 6.8 Hz), 62.25 (d, 2Jcop = 6.5 Hz), 62.15
(d, 2Jcop = 6.3 Hz), 44.26 (dd, 3Jpccc = 15.7 Hz, Wpc = 156.1), 32.48, 27.96. 16.22 (d, 3Jccor
= 5.3 Hz), 16.08 (d, Jccop = 5.2 Hz), 15.99 (d, 3Jccop = 5.7 Hz).

3P NMR (243 MHz, CeDs): & = 25.33 (d, Jpccep = 7.2 Hz), 24.56 (d, Jrcccp = 7.2 Hz).
Analiza elementarna dla C1sH3sNOgP2 x 0.25 H20:

obliczono: C, 42.53; H, 7.92; N, 3.10.
oznaczono: C, 42.38; H, 8.11; N, 3.09.

6.7. Synteza O-metylomigdalanéw (1R,3S,1S)-181, (1R,3R,1'S)-181, (1S,3R,1'S)-181,
(1S,3S,1'S)-181

Procedura ogdlna

Do roztworu 3-hydroksydifosfonianow anti-161 (1.00 mmol) lub odpowiedniej
mieszaniny (1R,3S)-161 i (1R,3R)-161 lub (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161 (1.00 mmol)
rozpuszczonych w 3.5 ml chlorku metylenu dodatam kwasu (S)-2-fenylo-2-
metoksyoctowego (1.75 mmol), DCC (1.75 mmol) oraz DMAP (0.10 mmol). Zawarto$¢
kolby mieszatam w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po tym czasie odsaczytam
powstaly w reakcji osad, a przesgcz zatezylam na wyparce. Diastereoizomery zostaty
wstepnie oczyszczone na zelu krzemionkowym w uktadzie chloroform-izopropanol (100 : 1

Vv/V), a nastepnie rozdzielone za pomocg HPLC.

Postepujac zgodnie z procedurg ogoélng opisang w rozdziale 6.7. z racemicznej
mieszaniny 3-hydroksydifosfonianéw anti-161 (0.134 g, 0.30 mmol) otrzymatam migdalany
(1R,3R,1'S)-181 (0.026g, 14%) oraz (1S,3S,1'S)-181 (0.028 g, 10%) w postaci biatych

osadow.

(1R,3R)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(S)-(2-metoksy-2-fenyloacetoksy)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3R,1'S)-181

0 H
I /

C_C"I//
/ N Ph
BocNH (:) OMe

(EtO),(O)P P(O)(OEt),

(1R,3R,1'S)-181

tr = 15.77 min. (woda-acetonitryl, 63 : 37, v/v).
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IH NMR (600 MHz, CéDe): 5 = 7.52 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Hay), 7.08 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Hay),
7.00 (t, 1H, J = 7.6 Hz, Hay), 6.05 (d, J = 10.0 Hz, NH), 5.84 (dddd, 1H, J = 1.4 Hz, J = 1.4
Hz, J = 7.7 Hz, J = 9.7 Hz, HC3), 4.88 (s, 1H, HCOCHs), 4.58 (dddd, 1H, J = 3.2 Hz, J =
7.7 Hz, 3 =10.0 Hz, J = 9.7 Hz, HC1), 4.09 — 3.97 (m, 4H, 2 x CH3CH,OP), 3.95 — 3.84 (m,
2H, CH3CH,0P), 3.69 — 3.57 (M, 2H, CHsCH,0P), 3.54 (s, 3H, OCHsz), 2.79 — 2.72 (m, 1H,
HaC2), 2.67 — 2.61 (m, 1H, HyC2), 1.46 (s, 9H, 3 x CHs), 1.11 (t, 3H, J = 7.1 Hz,
CH3CH,OP), 1.07 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH,OP), 0.93 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHsCH:0P),
0.89 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHsCH,OP).

31P NMR (243 MHz, CeDs): & = 24.72 (d, *Jeccce = 7.9 Hz), 19.18 (d, *Jpccer = 7.9 Hz).
3P NMR (243 MHz, CDCl3): 6 =24.34 (d, J = 7.9 Hz), 18.42 (d, J = 7.9 Hz).

(1S,3S)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(S)-(2-metoksy-2-fenyloacetoksy)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1S,3S,1'S)-181
&':—C/H
Boc N H O/ \Oll\PAz
(EtO)2(0)P P(O)(OEt),

(18,35,1'S)-181
tr = 17.86 min. (woda-acetonitryl, 63 : 37, v/v).

'H NMR (C¢Ds, 600 MHz): & = 7.62 (d, 2H, 3] = 7.4 Hz, Hay), 7.17 — 7.15 (m, 2H, Ha)),
7.05 (t, 1H, 3J = 7.4 Hz, Hay), 5.87 — 5.83 (m, 1H, HC3), 5.26 (d, J = 10.4 Hz, NH), 4.90 (s,
1H, HCOCHa), 4.44 — 4.37 (m, 1H, HC1), 3.99 — 3.80 (m, 8H, 4 x CH3CH20P), 3.39 (s, 3H,
OCHg), 2.84 - 2.77 (m, 1H, HaC2), 2.57 - 2.50 (m, 1H, H,C2), 1.43 (s, 9H, 3 x CHj3), 1.03
(t, 6H, J=7.0 Hz, 2 x CH3CH20P), 0.97 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH20P), 0.91 (t, 3H, J =
7.0 Hz, CH3CH20P).

31P NMR (CsDs, 243 MHz): & = 24.31 (d, *Jpccce = 7.5 Hz), 19.72 (d, “Jpccer = 7.5 H2).
3P NMR (CDCls, 243 MHz): & = 23.98 (d, *Jecccp = 7.6 Hz), 19.34 (d, “Jeccce = 7.6 Hz).

Postepujac zgodnie z procedurg ogolng opisang w rozdziale 6.7. z mieszaniny 1:1
3-hydroksydifosfonianow (1R,3R)-161 i (1R,3S)-161 (0.262 g, 0.580 mmol) otrzymatam
migdalany (1R,3R,1'S)-181 (0.010 g, 3%) jako biate ciato state oraz (1R,3S,1'S)-181 (0.028

0, 8%) w postaci bezbarwnego oleju.
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(1R,3R)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(S)-(2-metoksy-2-fenyloacetoksy)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3R,1'S)-181

0 H
I /

C_C"I//
/ AN Ph
BocNH (:) OMe

(EtO),(O)P P(O)(OEt),

(1R,3R,1'S)-181
tr = 12.56 min. (woda-acetonitryl, 61.5 : 38.5, v/v).
3P NMR (243 MHz, CDClg): 6 = 24.34 (d, J = 7.9 Hz), 18.42 (d, J = 7.9 Hz).

(1R,3S)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(S)-(2-metoksy-2-fenyloacetoksy)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3S,1'S)-181

(EtO)2(O)P P(O)(OEt),

(1R,35,1'S)-181
tr = 14.12 min. (woda-acetonitryl, 61.5 : 38.5, v/v).

IH NMR (600 MHz, CsDe): & = 7.63 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Ha), 7.18 — 7.17 (m, 2H, Har) 7.05
(t, 1H, J = 7.4 Hz, Hay), 5.99 — 5.95 (m, 1H, HC3), 5.32 (d, 1H, J = 8.6 Hz, NH), 4.83 (s,
1H, HCOCHs), 4.53 (dg, 1H, J = 7.5 Hz, J = 16.6 Hz, HC1), 4.02 — 3.86 (m, 8H, 4 x
CH3CH,OP), 3.28 (s, 3H, OCHs), 2.85 — 2.74 (m, 1H, HaC2), 2.30 - 2.17 (m, 1H, HyC2),
1.41 (s, 9H, 3 x CHa), 1.10 - 0.96 (m, 12H, 4 x CHsCH,OP).

3P NMR (243 MHz, CsDg): & = 23.77, 19.72.
3P NMR (243 MHz, CDCls): & = 23.38, 19.14.

Postepujac zgodnie z procedurg ogolng opisang w rozdziale 6.7. z mieszaniny 1:1
3-hydroksydifosfonianow (1S,3R)-161 i (1S,3S)-161 (0.088 g, 0.20 mmol) otrzymatam
migdalany (1S,3R,1'S)-181 (0.036 g, 30%) jako bezbarwny olej oraz (1S,3S,1'S)-181 (0.031
g, 26%) jako biate ciato stale.

(1S,3R)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(S)-(2-metoksy-2-fenyloacetoksy)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1S,3R,1'S)-181

(EtO)z(O)P/\/\P(O)(OEt)Z

(1S,3R,1'S)-181
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tr =9.06 (woda-acetonitryl, 60 : 40, v/v).

IH NMR (600 MHz, CsDs): 8 = 7.57 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Hay), 7.11 (¢, 1H, J = 7.4 Hz, Ha),
7.02 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Hay), 5.99 — 5.95 (m, 1H, HC3), 5.52 (d, 1H, J = 5.7 Hz, NH), 4.91
(s, 1H, HCOCHs), 4.68 - 4.55 (m, 1H, HC1), 4.03 — 3.94 (m, 4H, 2 x CHsCH20P), 3.92 -
3.84 (m, 2H, CHsCH.OP), 3.81 — 3.75 (m, 1H, CHsCH20P), 3.72 — 3.61 (m, 1H,
CH3sCH20P), 3.38 (s, 3H, OCHs), 2.91 — 2.79 (m, 1H, HaC2), 2.40 — 2.25 (m, 1H, HyC2),
1.41 (s, 9H, 3 x CHs), 1.07 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CHsCH20P), 1.04 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CHsCH20P), 0.93 (t, 6H, J = 7.0 Hz, 2 x CHsCH,OP).

3P NMR (243 MHz, CeDe): § = 24.00, 19.22.
3P NMR (243 MHz, CDCla): § = 23.61, 18.42.

(1S,3S)-[1-(tert-Butoksykarbonyloamino)-3-(S)-(2-metoksy-2-fenyloacetoksy)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1S,3S,1'S)-181

(0] H
I /

C_C"I//
/ N Ph
BOC’;]H (@) OMe

(EtO),(O)P - P(O)(OEt),

(1S,35,1'S)-181
tr = 10.82 min. (woda-acetonitryl, 60 : 40, v/v).
3P NMR (CDCls, 243 MHz): & = 23.98 (d, *Jeccce = 7.6 Hz), 19.34 (d, *Jpccer = 7.6 Hz).

6.8. Synteza (3-benzyloamino-1-tert-butoksykarbonyloaminopropano-1,3-
diylo)difosfonianéw tetraetylu (1R,3R)-162, (1R,3S)-162, (1S,3S)-162, (1S,3R)-162
6.8.1. Synteza pochodnych 162 w reakcji Kabachnika-Fieldsa z aldehydu (S)-163 lub
(R)-163

Procedura ogolna

Do roztworu 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonianu dietylu
(S5)-163 lub (R)-163 (1.00 mmol) w 1.27 ml trifluoroetanolu dodatam fosforynu trietylowego
(1.20 mmol) oraz benzyloaming (1.20 mmol). Zawarto$¢ kolby mieszatam w temperaturze
pokojowej przez 24 godziny. Po odparowaniu rozpuszczalnika surowe produkty oczyscitam
na zelu krzemionkowym otrzymujac mieszaniny diastereoizomerycznych zwigzkow
(1R,35)-162 i (1R,3R)-162 oraz (1S,3R)-162 i (1S,3R)-162. Czyste diastereoizomery
wydzielitam za pomoca HPLC.
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6.8.2. Synteza pochodnych 162 poprzez reakcje aza-Pudovika z iminy (R)-184 lub (S)-
184

6.8.2.1. Addycja benzyloaminy do 1-(tert-butoksykarbonyloamino)-3-
oksopropylofosfonianu dietylu (R)-163 lub (S)-163

Procedura og6lna

Do odpowiedniego 3-oksopropylofosfonianu dietylu (R)-163 (1.00 mmol) lub (S)-
163 (1.00 mmol) w 3.5 ml chlorku metylenu dodatam benzyloaminy (1.20 mmol) oraz
siarczanu(V1) magnezu. Zawarto$¢ kolby mieszalam przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Po odsaczeniu siarczanu(VI) magnezu, zatezytam mieszaning Otrzymujac
surowe iminy (R)-184 lub (S)-184, ktore bez oczyszczania zostaly uzyte do kolejnych
reakcji.

Postepujac  zgodnie z procedurg ogolng opisang w rozdziale 6.8.2.1.
z 3-oksopropylofosfonianu dietylu (R)-163 (0.068 g, 0.22 mmol) otrzymatam (R)-
[3-benzylimino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonian dietylu (R)-184 (0.072
g, 82%) jako bezbarwny olej.

(R)-[3-Benzylimino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonian dietylu (R)-184

Boc NH Il\an
(EtO),(O)P

(R)-184
IH NMR (600 MHz, CDCls): & = 7.85 — 7.81 (m, 1H, C(N)H), 7.41 — 7.32 (m, 5H, Ha),

4.95 (d, 1H, J = 10.5 Hz, NH), 4.60 (s, 2H, CHzPh), 4.41 (dtd, 1H, J = 4.1 Hz, J = 10.3 Hz,
J=17.0 Hz, HC1), 4.19 — 4.14 (m, 4H, 2 x CH3CH,0P), 2.92 — 2.82 (m, 1H, HaC2), 2.71 —
2.58 (m, 1H, HpC2), 1.45 (s, 9H, 3 x CH3), 1.32 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH>OP), 1.31 (t, 3H,
J=7.1Hz, CH3CH>OP).
31p NMR (CDCls, 243 MHz): & = 23.83.

Postepujac  zgodnie z procedurg ogolng opisang w rozdziale 6.8.2.1.
z 3-oksopropylofosfonianu dietylu (S)-163 (0.071 g, 0.23 mmol) otrzymatam (S)-[3-
benzylimino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonian dietylu (S)-184 (0.076 g,
83%) jako bezbarwny olej.
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(S)-[3-Benzylimino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonian dietylu (S)-184

Boc NH ll\an
(EtO),(O)P

(S)-184

6.8.2.2. Addycja  fosforynu trietylowego do [3-(benzylimino)-1-(tert-
butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonianu dietylu (R)-184 lub (S)-184

Procedura ogélna

Do roztworu zawierajgcego [3-benzylimino-1-(tert-
butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonianu dietylu (R)-184 lub (S)-184 (1.00 mmol) w 1.8
ml bezwodnego toluenu dodatam w atmosferze argonu kwasu trifluorocotowego (1.20
mmol) w 1.8 ml toluenu oraz fosforynu trietylowego (3.00 mmol) w 1.8 ml toluenu.
Zawartos$¢ kolby mieszatam przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Surowe produkty
oczyscitam na zelu krzemionkowym otrzymujac mieszaning diastereoizomerycznych
zwigzkéow (1R,35)-162 i (1R,3R)-162 oraz (1S,3R)-162 i (1S,3R)-162. Czyste

diastereoizomery wydzielitam za pomocg HPLC.

Postepujac zgodnie z procedura ogdélng opisang w rozdziale 6.8.1. z (R)-1-tert-
butoksykarbonyloamino-3-oksopropylofosfonianu dietylu (R)-163 (0.093 g, 0.30 mmol)
otrzymatam diaminodifosfoniany (1R,3R)-162 (0.033 g, 17%) i (1R,3S)-162 (0.105 g, 53%)

jako bezbarwne oleje.

Postepujac  zgodnie z procedura ogolng opisang w rozdziale 6.8.2.2.
z (R)-[3-benzylimino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonianu dietylu (R)-184
(0.228 g, 0.57 mmol), otrzymatam diaminodifosfoniany (1R,3R)-162 (0.069g, 22%)
i (1R,3S)-162 (0.173 g, 56%) jako bezbarwne oleje.

(1R,3R)-[3-Benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo] difosfonian
tetraetylu (1R,3R)-162

BocNH NHBn
(EtO),(O)P P(O)(OEt),
(1R,3R)-162

tr = 5.20 min. (woda-acetonitryl, 65 : 45, v/v).
[a]3° = —0.65 (c 1.53 CHCly).
IR (film): v = 3583, 3447, 3256, 3029, 2932, 2909, 1711, 1049, 1028 cm™.
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'H NMR (600 MHz, CDCl3): 6 =7.37 (d, 2H, J = 7.6 Hz, Ha/), 7.30 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Ha/),
7.22 (t, 1H, J = 7.3 Hz, Har), 5.06 (d, 1H, J = 10.0 Hz, NH), 4.32 (dtd, 1H,J=6.0 Hz, J =
8.9 Hz, J = 15.8 Hz, HC3), 4.20 — 4.03 (m, 8H, 4 x CH3CH20P), 4.00 (d, 1H, J = 13.0 Hz,
Ha.CHuPh), 3.88 (d, 1H, J = 13.0 Hz, H,CH4Ph), 3.12 (dt, 1H, J = 6.6 Hz, J = 13.6 Hz, HC1),
2.36 — 2.28 (m, 1H, HaC2), 1.86 — 1.76 (m, 1H, HyC2), 1.40 (s, 9H, 3 x CHs ), 1.33 (t, 6H,
J=7.1Hz, 2 x CH3sCH20P), 1.30 (t, 1H, J = 7.0 Hz, CH3CH,0P), 1.28 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CH3CH20P).

13C NMR (151 MHz, CDCls): & = 155.14 (d, ®Jcnee = 5.4 Hz), 139.85, 128.45, 128.34,
127.08, 79.91, 62,71 (d, 2Jcop = 7.0 Hz), 62,37 (d, 2Jcop = 6.6 Hz), 62,25 (d, 2Jcor = 7.1 Hz),
62.11 (d, 2Jcor = 7.2 Hz), 52.08 (d, 3Jence = 4.9 Hz), 51.51 (dd, Ypc = 154.3 Hz, 3Jpccc =
11.0 Hz), 45.09 (dd, 3Jpccc = 11.3 Hz, YJpc = 156.4 Hz), 31.30, 28.26, 16.55 (d, 3Jccor = 5.3
Hz), 16.52 (d, *Jccop = 5.3 Hz), 16.45 (d, *Jccop = 5.7 Hz), 16.33 (d, Jccor = 6.0 Hz).

31p NMR (243 MHz, CDCls): 6 = 27.25, 24.58.

Analiza elementarna dla C23H42N20sP2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 51.06; H, 7.92; N, 5.18.
oznaczono: C, 51.26; H, 8.04; N, 5.17.

(1R,3S)-[3-Benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian
tetraetylu (1R,3S)-162
BocNH NHBn
(EtO),(O)P P(O)(OEt),

(1R,35)-162
tr = 6.92 min. (woda-acetonitryl, 65 : 45, v/v).

[a]3° = +31.92 (c 1.04, CHCIy).
IR (film): v =3583, 3444, 3256, 3029, 2980, 2909, 1711, 1049, 1028 cm™™.

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8 = 7.42 (d, 2H, J = 7.6 Hz, Har), 7.31 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Ha),
7.24 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Has), 5.30 (d, 1H, J = 9.8 Hz, NH), 4.55 — 4.45 (m, 1H, HC1), 4.15
(dtd, 8H, J = 4.6 Hz, J = 7.2 Hz, J = 13.8, 4 x CHsCH20P), 4.08 (d, 1H, J = 11.8 Hz,
HaCHbPh), 3.81 (d, J = 11.8 Hz, 1H, HaCHyPh), 3.23 (t, 1H J = 11.5 Hz, HC3) , 2.11 - 1.91
(m, 2H, CHy), 1.43 (s, 9H, 3 x CH3), 1.33 (m, 12H, 4 x CH3CH.0P).
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13C NMR (151 MHz, CDCls): & = 155.25, 128.67, 128.35, 127.12, 79.89, 62.73 (d, 2Jcop =
7.1 Hz), 62.41 (d, 2Jcor = 6.8 Hz), 62.12, 52.74, 51.46 (dd, 3Jpccc = 11.8 Hz, YJpc = 145.6),
44.20 (dd, 2Jpcce = 14.8 Hz, Wpc = 158.5 Hz), 30.49, 28.30, 16.59 (d, 3Jccor = 5.6 Hz), 16.49
(d, 3Jccop = 5.6 Hz), 16.36 (d, 3Jccor = 5.9 Hz).

31p NMR (243 MHz, CDCls): & = 27.82 (d, J = 8.0 Hz), 25.17 (d, J = 8.0 Hz).

Analiza elementarna dla C23H42N20sP2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 51.06; H, 7.92; N, 5.18.
oznaczono: C, 51.12; H, 8.07; N, 5.15.

Postgpujac zgodnie z procedurg ogdlng opisang w rozdziale 6.8.1. z (S)-1-(tert-
butoksykarbonyloamino)-3-oksopropylofosfonianu dietylu (S)-163 (0.107 g, 0.35 mmol)
otrzymatam diaminodifosfoniany (1S,3S)-162 (0.033 g, 17%) oraz (1S,3S)-162 (0.076 g,
41%).

Postepujac zgodnie z procedura ogdlng opisang w rozdziale 6.8.2.2. z (S)-[3-
benzylimino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propylo]fosfonianu dietylu (R)-184 (0.175 g,
0.44 mmol) otrzymatam diaminodifosfoniany (1R,3R)-162 (0.049¢g, 21%) i (1R,3S)-162
(0.125 g, 53%) jako bezbarwne oleje.
(1S,3S)-[3-Benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo] difosfonian

tetraetylu (1S,3S)-162
Boc N H NHBn

(EtO),(O)P P(O)(OEt),

(15,35)-162
tr = 7.53 min. (woda-acetonitryl, 59 : 41, v/v).

[a]2® = +2.84 (c 0.81, CHCls).

Analiza elementarna dla C23Hs2N2OgP2:
obliczono: C, 51.49; H, 7.89; N, 5.22.

oznaczono: C, 51.33; H, 8.08, N, 5.12.
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(1S,3R)-[3-Benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo] difosfonian
tetraetylu (1S,3R)-162
Bocl;l H l;lH Bn
(Et0),(0)P” " P(0)(OEY),

(1S,3R)-162
tr = 10.21 min. (woda-acetonitryl, 59 : 41, v/v).
[a]3° = —36.20 (c 1.00, CHCl5).
Analiza elementarna dla C23H42N20OgP2 % 0.25 H,0:
obliczono: C, 51.06; H, 7.92; N, 5.18.
oznaczono: C, 50.96; H, 8.06; N, 5.13.

6.9. Synteza [1,3-bis(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonianu
tetraetylu mezo-183, (1R,3R)-183 oraz (1S,3S)-183
6.9.1. Procedura ogélna A

Do odpowiedniego [3-benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-
diylo]difosfonianu tetraetylu (1R,3S)-162 lub (1S,3R)-162 (1.00 mmol) rozpuszczonego
w 11.2 ml alkoholu etylowego dodatam diweglanu di-tert-butylu (1.20 mmol) oraz
katalityczng ilos¢ 20% Pd(OH)2/C (0.10 mmol). Przepuscitam strumien gazu obojetnego
(argon), a nastgpnie rozpoczetam wodorolize w reaktorze pod ci$nieniem 12 bar. Po 14
godzinach przez mieszaning poreakcyjng przepuscitam strumien argonu, a nastepnie
przesaczytam przez warstwe Celitu nasgczonego etanolem. Otrzymatam czyste [1,3-bis(tert-
butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfoniany tetraetylu (1R,3R)-183 i (1S,3S)-
183.

6.9.2. Procedura ogélna B

Do odpowiedniego [3-benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-
diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3R)-162 lub (1S,3S)-162 (1.00 mmol) rozpuszczonego
w 1.75 ml alkoholu etylowego dodatam diweglanu di-tert-butylu (1.20 mmol) oraz
katalityczng ilo$¢ 10% Pd(OH)2/C (0.10 mmol). Przepuscitam strumien gazu obojetnego
(argon), a nastepnie rozpoczetam wodorolize dotgczajac balon wypeliony wodorem. Po 24
godzinach przez mieszaning poreakcyjng przepuscitam strumien argonu, a nastgpnie

przesaczylam przez warstwe Celitu nasagczonego etanolem. Otrzymatam czyste [1,3-bis(tert-
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butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfoniany  tetraetylu (1R,3R)-183 lub
(1S,3S)-183.

Postepujac zgodnie z procedura ogdélng A opisang w rozdziale 6.9.1. z [3-
benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonianu  tetraetylu

(1R,3S)-162 (0.097 g, 0.18 mmol) otrzymatam [(1,3-bis-(tert-
butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu mezo-183 (0.076 g, 77%).

Postepujagc zgodnie z procedurg ogdélng A opisang w rozdziale 6.9.1. z [3-
benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonianu  tetraetylu
(1S,3R)-162 (0.076 g, 0.14 mmol) otrzymatam [(1,3-bis-(tert-
butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu mezo-183 (0.061 g, 79%)

jako biate cialo state.

mezo-[(1,3-Bis(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo] difosfonian tetraetylu
mezo-183

BocNH NHBoc
(EtO),(O)P P(O)(OEt),

mezo-183
Rf = 0.51 (chloroform-izopropanol, 10 : 1, v/v).
Ttop= 79 — 81°C.
IR (KBr): v = 3334, 3258, 2980, 2931, 1708, 1692, 1172, 1025, 968, 802 cm™,

'H NMR (600 MHz, CDClz): 8 = 4.72 (d, 2H, J = 10.5 Hz, 2 x NH), 4.25 — 4.18 (m, 2H,
HC1, HC3), 4.14 — 4.07 (m, 8H, 4 x CH3CH20P), 2.05 (dq, 2H, J = 6.0 Hz, J = 12.1 Hz,
HaC2, HoC2), 1.39 (s, 18H, 6 x CH3), 1.29 (t, 6H, J=7.1 Hz, 2 x CH3CH20P), 1.28 (t, 6H,
J=7.1 Hz, 2 x CH3CH20P).

13C NMR (151 MHz, CDCl3): § = 154.74, 79.87, 62.65 (d, 2Jcor = 3.3 Hz), 62.60 (d, 2Jcop
= 4.7 Hz), 42.95 (dd, 3Jccor = 13.3 Hz, }pc = 158.5 Hz), 29.10 (dd, 2Jccp = 7.1 Hz, 2Jccp=
7.1 Hz), 28.29, 16.46 (d, 3Jccop = 2.7 Hz), 16.44, (d, 3Jccop = 2.9 Hz), 16.33 (d, 2Jccop = 3.2
Hz), 16.31 (d, 3Jccor = 3.1 Hz).

31p NMR (243 MHz, CDCls): & = 25.04.
Analiza elementarna dla C21H44N20O10P2:

obliczono: C, 46.16; H, 8.12; N, 5.13.
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oznaczono: C, 45.93; H, 8.34; N, 5.03.

Postepujagc zgodnie z procedurg ogolng B opisang w rozdziale 6.9.2. z (1R,3R)-[3-
benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonianu  tetraetylu
(1R,3R)-162 (0.036 g, 0.07 mmol) otrzymalam [1,3-bis-(tert-
butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu (1R,3R)-183 (0.021 g,
57%) jako bezbarwny olej.
(1R,3R)-[1,3-Bis(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu

(1R,3R)-183
BocNH l;lHBoc

(EtO),(O)P - P(O)(OEt),

(1R,3R)-183
Rf = 0.52 (chloroform-izopropanol, 10 : 1, v/v).
[a]® = —6.28 (c 1.05, CHCIy).
IR (film): v = 3320, 3260, 2981, 2932, 1710, 1692, 1026 cm™,

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6= 5.01 (d, 2H, J = 10.5 Hz, 2 x NH), 4.27 — 4.20 (m, 2H,
HC1, HC3), 4.19 — 4.10 (m, 8H, 4 x CH3CH20P), 2.44 — 2.35 (m, 1H, HaC2), 1.95 — 1.80
(m, 1H, HpC2), 1.46 (s, 18H, 6 x CHg), 1.34 (t, 6H, J = 7.0 Hz, 2 x CH3CH,0P), 1.33 (d,
6H, J=7.0 Hz, 2 x CH3CH,0P).

13C NMR (151 MHz, CDCls): § = 155.03 (d, 2Jonee = 4.8 Hz), 79.98, 62.86 (d, 2Jcop = 7.0
Hz), 62.52 (d, 2Jcor = 7.0 Hz), 44.45 (dd, 3Jpcce = 10.4 Hz, Wpc = 156.3 H), 31.28 (dd, 2Jecc
=5.0 Hz, 2Jpcc = 5.0 Hz), 16.42 (d, 3Jccor = 5.5 Hz), 16.33 (d, 2Jccor = 5.8 Hz).

3P NMR (243 MHz, CDCl3): 6 = 24.38.

Analiza elementarna dla C21H44aN2010P2:
obliczono: C, 46.16; H, 8.12; N, 5.13.
oznaczono: C, 45.88; H, 8.19; N, 4.96.

Postepujac zgodnie z procedura ogolng B opisang w rozdziale 6.9.2. z (1S,3S)-[3-
benzyloamino-1-(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonianu  tetraetylu
(1S,3S)-162 (0.043 g, 0.08 mmol) otrzymatam [1,3-bis-(tert-
butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian tetraetylu (1S,3S)-183 (0.022 g,
50%) jako bezbarwny olej.
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(1S,3S)-[(1,3-Bis(tert-butoksykarbonyloamino)propano-1,3-diylo]difosfonian  tetraetylu
(1S,3S)-183

Bocl;lH NHBoc
(EtO)z(O)P/\/'\P(O)(OEt)Z
(18,35)-183
[a]2® = +6.18 (c 1.10, CHClIs).
Analiza elementarna dla C21H44N2010P2:
obliczono: C, 46.16; H, 8.12; N, 5.13.
oznaczono: C, 46.20; H, 8.42: N, 4.80.

6.10. Synteza dichlorowodorkow kwaséw (1,3-diaminopropano-1,3-
diylo)difosfonowych mezo-25, (1R,3R)-25 oraz (1S,3S)-25

Procedura ogdlna

Do odpowiedniej pochodnej 183 (1.00 mmol) dodatam 15.00 ml SM kwasu solnego.
Zawarto$¢ kolby mieszalam w temperaturze wrzenia przez 6 godzin. Po zat¢zeniu
rozpuszczalnika, mieszaning zawiesitam w 10 ml wody dejonizowanej. Dichlorowodorki
kwasow 25 wytracitam z roztworu za pomoca metanolu. Osady dwukrotnie przemylam

metanolem, a pozostaty rozpuszczalnik odparowatam, uzyskujac biate osady.

Postepujac zgodnie z procedurg ogdlng opisang w rozdziale 6.10. z mezo-183 (0.027
g, 0.05 mmol) otrzymatam dichlorowodorek (1R,3R)-25 (0.021 g, 93%) jako biate ciato

stale.
Dichlorowodorek kwasu mezo-(1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonowego mezo-25

NH, NH, x 2HCI
(HO),(O)P P(O)(OH),

mezo-25
Ttop =>290°C.
IR (KBr): v = 3425, 2923, 2852, 1640, 1530, 1076 cm™.

'H NMR (600 MHz, D20): 6 = 3.37 (dt, 2H, J = 6.7 Hz, J = 13.5 Hz, HC1, HC3), 2.23 (t,
2H, J = 6.5 Hz, J =12.6 Hz, H,C2).

13C NMR (151 MHz, D20): § = 47.57 (dd, 3Jeccc = 7.8 Hz, 1Jpc = 141.2 Hz), 28.37.
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3P NMR (243 MHz, D20): & = 12.10.

Analiza elementarna dla C3sH14Cl2N206P2:
obliczono: C, 11.74; H, 4.60; N, 9.13.
oznaczono: C, 11.67; H, 4.73; N, 9.11

Postepujac zgodnie z procedura ogolng opisang w rozdziale 6.10. z (1R,3R)-183
(0.020 g, 0.04 mmol) otrzymatam dichlorowodorek (1R,3R)-25 (0.008 g, 73%) jako biate

cialo stale.

Dichlorowodorek kwasu (1R,3R)-(1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonowego (1R,3R)-
25

NH, NH, x 2HCI
(HO),(O)P P(O)(OH),

(1R,3R)-25
[a]3® =-18.57 (c 0.42, 5% NHs).
IR (KBr): v = 3425, 2923, 2852, 1640, 1530, 1076 cm™,

IH NMR (600 MHz, D20): & = 3.54 (dt, 2H, J = 6.9 Hz, J = 13.9 Hz, HC1, HC3), 2.42
(ddt, 1H, J = 6.2 Hz, J = 12.1 Hz, J = 19.4 Hz, H,C2), 2.19 (ddt, 1H, J = 7.1 Hz, J = 14.0
Hz, J = 21.1 Hz, HyC2).

13C NMR (151 MHz, D20): & = 45.67 (dd, 3Jrccc = 7.4 Hz, Wpc = 141.0 Hz), 27.85.

3P NMR (243 MHz, D;0): § = 11.62.

Analiza elementarna dla C3H14Cl2N206P2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 11.57; H, 4.69; N, 9.00.
oznaczono: C, 11.46; H, 4.99; N, 9.01.

Postgpujac zgodnie z procedurg ogolng opisang w rozdziale 6.10. z (1S,3S)-183
(0.027 g, 0.05 mmol) otrzymatam dichlorowodorek (1S,3S)-25 (0.012 g, 80%) jako bialte

cialo stale.
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Dichlorowodorek kwasu (1S,3S)-(1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonowego (1S,3S)-25

NH, NH, x 2HCI
(HO)(O)P P(O)(OH),

(18,3S)-25
Ttop =>290°C.
[a]® = +20.50 (c 0.40, 5% NHa).
Analiza elementarna dla CsH14Cl2N2O6P2 x 0.25 H20:
obliczono: C, 11.57; H, 4.69; N, 9.00.
oznaczono: C, 11.47 H, 4.97; N, 9.03.

6.11. Ocena aktywnosci biologicznej
6.11.1. Przygotowanie probek

Do eksperymentu, jako zwigzek referencyjny wykorzystano syntetyczny LAP4,
ktory jest selektywnym agonistg III grupy receptoréw metabotropowych. LAP4 oraz badane
zwiazki (1R,3R)-24a, (1R,3S)-24a, (1S,3S)-24a, (1S,3R)-24a, (1R,3R)-25, (1S,3S)-25 oraz
mezo-25 zostaly zawieszone w buforze Hanks-HEPES, a nastepnie rozcienczone do
koncowej obliczonej objetosci za pomoca roztworu wodorotlenku sodu w stezeniu 100
umol/l. Do zbadania aktywnosci zwigzkdw w kierunku wlasnosci agonistycznych
wykorzystano st¢zenia 10 umol/l wobec receptoréw mGluRs i mGluRg oraz 100 pmol/l
w przypadku mGIuR7. Zwiazki w trakcie rozpuszczania byly sonikowane w temperaturze

nie przekraczajacej 40°C.

6.11.2. Przygotowanie linii komorkowej

Do ekspresji biatek wykorzystano lini¢ komorkowa Hek293 Tet-on z ekspresja
receptorow metabotropowych: mGIURs, mGIuR7 i mGIuRg stymulowana za pomoca
tetracykliny. Hodowle linii komoérkowej prowadzono w warunkach standardowych (37°C,
5% CO2) w roztworze DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium) zawierajagcym
10% surowice FBS (ang. Fetal Bovine Serum). Komorki poddano selekcji antybiotykoweyj.
W trakcie eksperymentu komorki zawieszono w buforze Hanks-HEPES, ktore inkubowano
przez 5 minut w temperaturze 37°C. Aktywno$¢ receptordw sprawdzano poprzez
indukowang forskoling akumulacj¢ cAMP w liniach komorkowych. Poziom cAMP byt
mierzony z wykorzystaniem zestawu dynamic 2 (CisBio, Codolet, Francja). Pomiar

absorbancji wykonywano przy uzyciu czytnika Infinite M1000 (TECAN Mannedorf,
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Szwajcaria). Sygnat mierzono jako stosunek dtugosci fal 655 nm do 620 nm. Wykryte
sygnaty byly odwrotnie proporcjonalne do stezenia cAMP w probkach.
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8. STRESZCZENIE

8.1. Streszczenie w jezyku polskim

Aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw posiadajacych w swoim szkielecie kwas
L-glutaminowy byla inspiracja do zaprojektowania nowych sfunkcjonalizowanych
pochodnych posiadajacych w pozycji y hydrofilowa grupe hydroksylowa lub aminows.
W miejsce grup karboksylowych wprowadzitam ugrupowania fosfonowe P(O)(OH)2, ktore
moga konkurowac z substratem posiadajacym grupe karboksylowg o centrum aktywne
enzymu lub innego komoérkowego receptora. Wprowadzenie dodatkowych grup
funkcyjnych, aminowych i hydroksylowych, moze prowadzi¢ do zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych tych zwigzkéw oraz spowodowal istotne zmiany w Sposobie
oddziatywania z receptorami. Zsyntetyzowano wszystkie mozliwe stereoizomery, cztery dla
kwasu (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfosfonowego i trzy dla kwasu
(1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonowego.

Prekursorem w syntezie enancjomerycznych kwasoéw difosfonowych byly
enancjomerycznie czyste (1-amino-3-oksopropylo)fosfoniany dietylu, ktore w reakcji
Abramova z fosforynem dietylowym zostaly przeksztalcone w izomeryczne (1-amino-
3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfosfoniany tetraetylu, zas w reakcji Kabachnika-Fieldsa
z fosforynem  trietylowym i benzyloaming  utworzyly  (1,3-diaminopropano-
1,3-diylo)difosfoniany tetraetylu. Otrzymane diastereoizomery zostaty zhydrolizowane do
odpowiednich  kwaséow  difosfonowych. Enancjomerycznie czyste (1-amino-3-
oksopropylo)fosfoniany dietylu otrzymano z (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-
(dietoksyfosforylo)nitronu zgodnie z metodologia opracowang wczesniej w naszym zespole.
Opracowana zostala rowniez alternatywna $ciezka syntezy (S)-N-(1-fenyloetylo)-C-
(dietoksyfosforylo)nitronu wykorzystujaca utlenianie odpowiedniej aminy za pomoca
oksonu.

Ustalenie konfiguracji absolutnej na C3 w estrach (1-amino-3-hydroksypropano-1,3-
diylo)difosfonowych oraz (1,3-diaminopropano-1,3-diylo)difosfonowych  wymagato
przeksztalcenia ich w odpowiednie pochodne zawierajace wyselekcjonowane grupy

ochronne, a nastepnie analize widm odpowiednio *'P NMR oraz *H NMR.
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Kwasy difosfonowe przebadano pod katem aktywnosci agonistycznej wobec
glutaminergicznych receptor6w metabotropowych: mGluRs, mGIuR7, i mGluRs. Niestety

przebadane zwigzki nie wykazywaty oczekiwanej aktywnos$ci agonistyczne;j.
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SUMMARY

8.2. Streszczenie w jezyku angielskim

The biological activity of L-glutamic acid derivatives has become an inspiration to
design new compounds functionalized with a hydrophilic hydroxyl or amino group in the y
position. Phosphonic groups P(O)(OH)2 have been introduced instead of the carboxyl
functions. The phosphonic acid moiety may compete with a substrate having a carboxyl
group for the active site of an enzyme or other cellular receptor. The introduction of
additional amino and hydroxyl functional groups may change the physicochemical
properties of these compounds and cause significant changes in the interaction with
receptors. Since the designed compounds have two stereogenic centers, the synthesis of all
possible stereoisomers should be considered, four enantiomers of (1-amino-3-
hydroxypropane-1,3-diyl)diphosphonic acid and three enantiomers of (1,3-diaminopropane-
1,3-diyl)diphosphonic acid.

The precursor for the synthesis of functionalized diphosphonic acids were
enantiomerically pure tetraethyl (1-amino-3-oxopropyl)phosphonates, which have been
converted into isomeric tetraethyl (1-amino-3-hydroxypropane-1,3-diyl)diphosphonates by
Abramov’s reaction with diethyl phosphite, and into tetraethyl (1,3-diaminopropane-1,3-
diyl)diphosphonates by the Kabachnik-Fields reaction with triethyl phosphite and
benzylamine. The obtained diastereoisomers of respective diphosphonates have been
hydrolyzed to the corresponding diphosphonic acids. Enantiomerically pure tetraethyl (1-
amino-3-oxopropyl)phosphonates have been obtained from (S)-N-(1-phenylethyl)-C-
(diethoxyphosphoryl)nitrone according to the methodology previously developed in our
research group. An alternative pathway for the synthesis of (S)-N-(1-phenylethyl)-C-
(diethoxyphosphoryl)nitrone was developed using the oxidation of the appropriate amine
with oxone.

Determination of the absolute configuration at C3 in (1-amino-3-hydroxypropane-1,3-
diyl)diphosphonic esters and (1,3-diaminopropane-1,3-diyl)diphosphonic esters required
their transformation into the respectively protected derivatives, and then analysis of 3P
NMR and *H NMR spectra, respectively.

Diphosphonic acids were examined for agonist activity towards metabotropic
glutamatergic receptors: mGIluRs, mGIluR7, and mGIluRgs. None of the tested compounds

showed expected agonist activity.
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