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Синтез О-тирозинфосфорилированных 
аддуктов различных производных метилфосфоновой 

и фосфорной кислот в качестве соединений сравнения 
для анализа биомедицинских проб

Поступила 29.01.2019 г. Принята к публикации 17.06.2019 г.
Фосфорорганические отравляющие вещества (ФОВ) включены в 1-й Список Приложения по хи-
микатам Конвенции о запрещении разработки, производства, накопления и применения хими-
ческого оружия и о его уничтожении (КХО). Для контроля за соблюдением КХО необходимы ме-
тоды, позволяющие ретроспективно установить факт воздействия ФОВ на людей. Характерными 
долгоживущими биомаркерами экспонирования к ФОВ являются продукты фосфорилирования 
тирозина, которые могут образовываться в организме человека при поражении зарином, зома-
ном, табуном и V-газами американского, российского и китайского производства. Нами разра-
ботаны способы синтеза и выделения тирозиновых аддуктов производных метилфосфоновой и 
фосфорной кислот, используемых в качестве образцов сравнения. Схема синтеза включает по-
следовательную защиту карбоксильной и аминной групп тирозина, его О-фосфорилирование 
соответствующими алкилфосфонатами и фосфатами, очистка от примесей методом колоночной 
хроматографии (SiO2, элюент – хлористый метилен/этилацетат 1:1), снятие защитных групп с 
выделением соответствующих О-фосфорилированных тирозиновых аддуктов.  После колоноч-
ной хроматографии выделены продукты с чистотой более 90 %, что позволило вовлекать их в 
дальнейшие превращения с использованием катализатора без угрозы его «отравления». Бензил- 
и карбоксибензильную защиту фосфорилированных L-тирозинов (12–17) снимали с помощью 
каталитического гидрирования молекулярным водородом при атмосферном давлении. Целевые 
аддукты фосфорилирующих реагентов и L-тирозина были получены с выходами 63–82 % в виде 
кристаллических белых веществ, легко растворимых в воде и этаноле, плохо – в хлористом мети-
лене и ацетонитриле.

Ключевые слова: аддукт; биомаркер; колоночная хроматография; синтез; тирозин; фосфорили-
рование; фосфорорганические отравляющие вещества; ЯМР спектроскопия.
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Фосфорорганические отравляющие 
вещества (ФОВ) включены в 1-й Список 
Приложения по химикатам Конвенции о 
запрещении разработки, производства, на

1	 Конвенция о запрещении разработки, производства, накопления и применения химического оружия и о 
его уничтожении. ООН, Женева, 1993.

копления и применения химического оружия 
и о его уничтожении (КХО)1 и подлежат стро-
гому контролю в отношении запрещения 
их разработки, производства, накопления 
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и применения. При осуществлении всеобъ-
емлющего контроля за соблюдением КХО в 
последние годы особое значение придается 
методам аналитического контроля биоме-
дицинских проб2 [1, 2], источником которых 
являются люди и (или) животные и которые 
считаются наиболее информативными при 
установлении ретроспективного воздействия 
ФОВ на организм. 

Веществами или биомаркерами, под-
тверждающими факт воздействия ФОВ на 
людей и животных, рекомендуется счи-
тать как свободные метаболиты этих ОВ, 
так и их аддукты с ДНК и аминокислотами 
плазмы крови. В частности, показано [1], 
что характерными долгоживущими био-
маркерами ФОВ являются продукты фос-
форилирования тирозина (рисунок 1), на-
личие которых в биомедицинских пробах 
однозначно свидетельствует о поражении 
организма и может быть зафиксировано 
методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии в комбинации с тандемной 
масс-спектрометрией [3, 4]. Вместе с тем, 
для достоверной идентификации данных 
аддуктов указанным методом требуется ис-
пользование соединений сравнения. 

Цель работы – синтез фосфорилированных 
производных тирозина, которые могут образо-
вываться в организме при поражении зарином, 
зоманом, табуном и V-газами американского, 
российского и китайского производства.

2	 Там же

Исходя из анализа данных источников  
[5–8], нами предложена схема синтеза (ри-
сунок  2), включающая последовательную 
защиту карбоксильной и аминной групп 
тирозина, его О-фосфорилирования соответст
вующими алкилфосфонатами и фосфатами, 
снятие защитных групп с выделением соот-
ветствующих О-фосфорилированных тиро-
зиновых аддуктов [8]. Защиту L-тирозина (1) 
осуществляли в две стадии. На первом этапе 
L-тирозин (1) обрабатывали бензиловым 
спиртом (2) в присутствии стехиометрического 
количества п-толуолсульфокислоты, получали 
бензиловый эфир L-тирозина в виде соли (п-то-
луолсульфоната) (3) с выходом 85 % от теорети-
ческого.

Далее при взаимодействии полученной 
соли (3) с карбоксибензилхлоридом (4) в при-
сутствии двух эквивалентов триэтиламина в 
метаноле при 0 оС получили бензиловый эфир 
N-карбоксибензил-L-тирозина (5) в виде белого 
кристаллического вещества (из гексан/этанол 
2:1) с выходом 80 % от расчетного.

Соответствующие О-алкилметилхлорфос-
фонаты (6–10) и О-этил-N,N-диметиламидо
хлорфосфат (11) были получены по известным 
методикам [9–11].

Фосфорилирование бензилового эфира 
N-карбоксибензил-L-тирозина (5) О-алкилме-
тилхлорфосфонатами (6–10) и О-этил-N,N-ди-
метиламидохлорфосфатом (11) для повышения 
выходов реакций проводили при предвари-

Рисунок 1 – Аддукты фосфорилирования тирозина
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тельной обработке (5) гидридом натрия в аце-
тонитриле. По результатам ТСХ и данным ЯМР 
спектроскопии, полученные в результате ре-
акций фосфорилированные бензиловые эфиры 
N-карбоксибензил-L-тирозина (12–17) в виде 
вязких жидкостей содержат много примесей. 
Нами была разработана методика их очистки 
методом колоночной хроматографии (SiO2, 

элюент – хлористый метилен/этилацетат 1:1). 
Во всех случаях были выделены продукты с чи-
стотой более 90 %, что позволило вовлекать их 
в дальнейшие превращения с использованием 
катализатора без угрозы его «отравления». 

На последней стадии бензил- и карбок-
сибензильную защиту фосфорилированных 
L-тирозинов (12–17) снимали с помощью ката-

Рисунок 2 – Схема поэтапного синтеза целевых продуктов
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литического (10 % Pd на активированном угле) 
гидрирования молекулярным водородом при ат-
мосферном давлении. Целевые аддукты фосфо-
рилирующих реагентов и L-тирозина (GB-TYR 
(18); GD-TYR (19); AmVX-TYR (20); RusVX-TYR 
(21); ChVX-TYR (22); GA-TYR (23)) были полу-
чены с выходами 63–82 % в виде кристалличес
ких белых веществ, легко растворимых в воде и 
этаноле, плохо – в хлористом метилене и ацето-
нитриле.

Экспериментальная часть
Регистрацию 1H и 31P ЯМР спектров прово-

дили на спектрометре AgilentDD2 NMRSystem 
600 при температуре 20 оС. Частота реги-
страции спектров 1H 600 МГц и 31P 242,88 МГц. 
Шкалу для протонных экспериментов градуи-
ровали по отношению к сигналу соответствую-
щего дейтерорастворителя, для экспериментов 
31P по отношению к внутреннему стандарту 
(фосфорная кислота). Текущий контроль осу-
ществлялся с помощью тонкослойной хрома-
тографии (ТСХ) на пластинах Marchery-Naglel 
AlugramSILG/UV254, детектирование прово-
дили на УФ облучателе Ультрамаг-К3254/365 
при длине волны 254 нм.

п-Толуолсульфонат бензилового эфира 
L-тирозина (3)

Смесь 10 г (0,055 моль) L-тирозина (1), 
25 мл бензилового спирта (2), 120 мл толуола и 
12,6 г (0,066 моль) моногидрата п-толуолсуль-
фокислоты кипятили 7 ч в колбе, снабженной 
насадкой Дина-Старка, до полного отделения 
воды. Смесь охлаждали до комнатной темпера-
туры, осадок фильтровали, промывали диэти-
ловым эфиром, сушили на воздухе и перекри-
сталлизовывали из этанола. Выход (3) составил 
20,7 г (85 % от теоретического) в виде белого 
кристаллического вещества.

Бензиловый эфир N-карбоксибензил- 
L-тирозина (5)

Растворяли 10,9 г (0,0246 моль) (3) в 100 мл 
метанола, добавляли 5 г (0,0495 моль) три
этиламина, охлаждали до температуры 0 оС и 
прибавляли 4,2 г (0,0246 моль) карбоксибен-
зилхлорида. Смесь перемешивали 8 ч при 0 оС, 
отогревали до комнатной температуры, выли-
вали в 100 мл воды, экстрагировали диэтиловым 
эфиром (3×100 мл), промывали экстракт водой, 
насыщенным раствором NaCl, сушили над 
MgSO4 и концентрировали при пониженном 
давлении. Остаток перекристаллизовывали из 
смеси гексан-этанол (2:1), получили 7,93 г (80 % 
от теоретического) (5) в виде легкоплавких  
(Тпл=102–104 оС) белых кристаллов.

Общая методика получения О-алкилме-
тилхлорфосфонатов (6–10)

В четырехгорлую колбу емкостью 500  мл, 
снабженную мешалкой, термометром, капельной 

воронкой, хлоркальциевой трубкой и помещенную 
в охлаждающую баню (температура минус 5 оС), по-
мещали 20,4 г (0,153 моль) метилдихлорфосфоната 
в 250 мл сухого диэтилового эфира. Из капельной 
воронки при интенсивном перемешивании, мед-
ленно, при 0 оС, прибавляли смесь 0,15 моль со-
ответствующего сухого спирта, 15,5 г (0,153 моль) 
триэтиламина и 150 мл сухого диэтилового эфира. 
После прибавления реакционную смесь перемеши-
вали 2 ч при комнатной температуре и оставляли на 
ночь. Хлоргидрат триэтиламина отделяли, фильт
рат упаривали, выдерживали при пониженном дав-
лении (15 мм рт. ст.) при 40 оС 20 мин, переносили 
в прибор для перегонки в вакууме и перегоняли 
3 раза, собирая каждый раз фракцию с постоянной 
температурой кипения. В результате получили в 
виде бесцветных жидкостей:

О-изопропилметилхлорфосфонат (6) 
13,15 г (56 % от теоретического) с Ткип = 54–56 оС 
при 5 мм рт. ст., n20

D=1,3340. 
О-пинаколилметилхлорфосфонат (7) 23,7 г 

(78  % от теоретического) с Ткип = 82–84 оС при  
5 мм рт. ст., n20

D=1,3440. 
О-этилметилхлорфосфонат (8) 14,4 г 

(66  % от теоретического с Ткип = 64–66 оС при  
10 мм рт. ст., n20

D=1,3460.
О-изобутилметилхлорфосфонат (9) 20,1 г 

(77 % от теоретического) с Ткип = 74–76 оС при 
5 мм рт.ст., n20

D=1,3340. 
О-н-бутилметилхлорфосфонат (10) 12 г  

(56  % от теоретического) с Ткип = 80–82 оС при  
5 мм рт. ст., n20

D=1,3382. 
О-этил-N,N-диметиламидохлорфосфат (11)
В капельную воронку помещали раствор 2,3 г 

(0,05 моль) сухого этилового спирта в 100 мл диэти-
лового эфира и добавляли по каплям к интенсивно 
перемешиваемому раствору 7,67 г (0,05 моль) хлор
окиси фосфора в 100 мл диэтилового эфира при 
температуре минус 5  оС в аргоновой атмосфере. 
Смесь отогревали до комнатной температуры, пе-
ремешивали 20 ч, диэтиловый эфир отгоняли на 
роторном испарителе, остаток переносили в прибор 
для перегонки в вакууме и перегоняли, собирая 
фракцию при температуре 71–73 оС при 20 мм рт. ст. 
Выход О-этилдихлорфосфата составил 6,92 г (85 % 
от теоретического). Раствор 3,83 г (0,085 моль) сухого 
диметиламина в 20 мл диэтилового эфира был до-
бавлен по каплям к интенсивно перемешиваемому 
раствору 6,92 г (0,0425 моль) О-этилдихлорфосфата 
в 30 мл диэтилового эфира при температуре 0 оС. 
Реакционную смесь отогревали до комнатной тем-
пературы и перемешивали 2 ч, затем фильтровали 
от гидрохлорида диметиламина, фильтрат упари-
вали на роторном испарителе, остаток переносили 
в прибор для перегонки в вакууме и перегоняли, 
собирая фракцию 98 оС при 12 мм рт. ст. Выход 
О-этил-N,N-диметиламидохлорфосфата (11) со-
ставил 5,47 г (75 % от теоретического) в виде бес-
цветной жидкости, n20

D=1,4422.
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Synthesis of O-tyrosine Phosphorylated Adducts of Methylphosphonic...

Общая методика фосфорилирования бензило-
вого эфира N-карбокси-бензил-L-тирозина (12–17)

К охлаждаемому до температуры 5 оС раст
вору 1,7 г (0,0042 моль) (5) в 40 мл сухого аце-
тонитрила при перемешивании прибавляли 

120 мг (0,005 моль) NaH, предварительно отмы-
того гексаном от минерального масла, переме-
шивали 30  мин при комнатной температуре и 
прибавляли 0,005 моль соответствующего фос-
форильного производного (6–11), продолжали 

№ п/п 
соединения

Выход, % от 
теоретического

Структурная формула 
соединения

1H ЯМР, δ, м.д.; J, Гц
31P ЯМР {1H},  
δ, м.д.; J, Гц

18 63

7.38, д, 2H, J=6.3; 7.20, д, 
2Н, J=6.3; 4.82, 1Н, дисеп-
тет, J=8.0, 6.2, O-CH); 3.8, 

м, 1H, CH-NH2; 3.32, м, CH2-
Ar; 3.03, м,1Н CH2-Ar; 1.68, 
д, 3H, J=17.7 CH3-P; 1.38, д, 
6H, J=6.2 CH3; 1.30, д, 6H, 

J=6.2, 2xCH3

28.2

19* 79

7.38, д, 2H, J=6.3; 7.20, д, 
2Н, J=6.3; 4.48, м и 4.59, 
м, 1H, O-CH); 3.8, м, 1H, 
CH-NH2; 3.32, м, CH2-Ar; 
3.03, м,1Н CH2-Ar; 1.66, д 
и 1.62, д 3H, CH3-P, J=17.6; 
1.38, д и 1.15, д, 3H, CH3-
CH, J=6.3; 0.96, с и 0.91, с, 

(CH3)3-C

28.71
28.00

20 74

7.38, д, 2H, J=6.3; 7.20, д, 
2Н, J=6.3; 4.22 , ддк, 2Н, 

J=10.2 , 8.0, 7.1, O-CH2 (AB); 
3.8, м, 1H, CH-NH2; 3.32, м, 
CH2-Ar; 3.03, м, 1Н CH2-Ar; 
1.64, д, 3Н, J=17.7, CH3-P); 

1.38, т, 3Н, J=7.1, CH3

29.4

21 82

7.38, д, 2H, J=6.3; 7.20, д, 
2Н, J=6.3; 3.84, ддд, 2Н, 
J=9.7, 7.3, 6.7, CH2-O (AB); 

3.8, м, 1H, CH-NH2; 3.32, м, 
CH2-Ar; 3.03, м,1Н CH2-Ar; 
1.89, м, 1H, CH; 1.68, д, 3Н, 
J=17.6, CH3-P); 1.97, м,1H, 

CH); 0.98, д, 6H, J=6.8, 
2xCH3;

29.41

22 63

7.38, д, 2H, J=6.3; 7.20, 
д, 2Н, J=6.3; 4.03, м, 2H, 

O-CH2; 3.8, м, 1H, CH-NH2; 
3.32, м, CH2-Ar; 3.03, м,1Н 
CH2-Ar; 1.67, д, 3H, J=17.6, 

CH3-P; 1.60, м, 2H, CH2; 
1.33, м, 2H, CH2; 0.89, т, 3H, 

J=7.0, CH3

29.48

23 79

7.38, д, 2H, J=6.3; 7.20, д, 
2Н, J=6.3; 4.15-3.95, м, 2H, 
CH2-O; .8, м, 1H, CH-NH2; 
3,32, м, CH2-Ar; 3,03, м,1Н 
CH2-Ar; 2.58, д, 6H, J=10.3, 
N(CH3)2; 1.32, тд, 3H, J=7.1, 

1.0, CH3)

6.8

Примечание. 
*Сигналы представлены двумя пиками, характерными для диастереомеров.

Таблица 1 – Данные 1H и 31P ЯМР спектроскопии О-фосфорилированных тирозинов (18–23)
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перемешивание 1 ч, контролируя ход реакции 
по ТСХ.

Реакционную смесь упаривали в вакууме до 
половины объема, выливали в 40 мл воды, экс-
трагировали хлороформом (3×30 мл). Экстракт 
промывали 20 мл воды, сушили над MgSO4, кон-
центрировали при пониженном давлении и об-
разующуюся в остатке бесцветную вязкую жид-
кость подвергали очистке хроматографией на 
колонке 150×30 мм, SiO2 (GeduranSi 60 40–63 мкм, 
Merck), элюент – метиленхлорид/этилацетат 1:1, 
скорость элюирования 1 мл/мин, при этом были 
выделены (12–17) по данным 1H ЯМР с чистотой 
90–97 %.

О-(О-изопропил)метилфосфонил-N-кар-
боксибензил-L-тирозина бензиловый эфир (12) 
1,59 г (72 % от теоретического). 

О-(О-пинаколил)метилфосфонил-N-кар-
боксибензил-L-тирозина бензиловый эфир (13) 
1,87 г (78,5 % от теоретического).

О-(О-этил)метилфосфонил-N-карбокси-
бензил-L-тирозина бензиловый эфир (14) 1,48 г 
(69 % от теоретического).

О-(О-изобутил)метилфосфонил-N-кар-
боксибензил-L-тирозина бензиловый эфир (15) 
1,82 г (80,5 % от теоретического).

О-(н-бутил)метилфосфонил-N-карбокси-
бензил-L-тирозина бензиловый эфир (16) 1,59 г 
(72 % от теоретического).

О-этил-N,N-диметиламидофосфорил- 
N-карбоксибензил-L-тирозина бензиловый эфир 
(17) 1,87 г (78,5 % от теоретического).

Общая методика гидрогенолиза фос-
форильных аддуктов бензилового эфира  
N-карбоксибензил-L-тирозина (18–23)

В прибор для гидрирования при ат-
мосферном давлении помещают по-
лученный ранее соответствующий 
фосфорильный аддукт О-бензил-N-карбок-
сибензил-L-тирозина, 50  мл этанола и 100  мг 
10 % палладия на активированном угле. 
Прибор заполняют водородом и встряхивают  
8 часов, пропуская медленный ток водорода. 
Катализатор отфильтровывают, растворитель 
удаляют в вакууме и остаток растирают с 5 мл 
ацетонитрила, фильтруют и промывают на 
фильтре 10  мл диэтилового эфира. Получают 
О-фосфорилированные тирозины (18–23). 
Данные 1H и 31P ЯМР спектроскопии приве-
дены в таблице 1.

Выводы
В результате исследований осуществлен 

синтез соединений сравнения фосфорилиро-
ванных аддуктов L-тирозина, которые были 
с успехом применены лабораторией 27 НЦ 
МО РФ в рамках проведения 2 и 3 профессио-
нальных биомедицинских тестов ОЗХО.

Информация о конфликте интересов
Авторы заявляют, что исследования проводились при отсутствии любых коммерческих или финансо-
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Synthesis of O-tyrosine Phosphorylated Adducts of 
Methylphosphonic and Phosphoric Acid Derivatives as Reference 

Compounds for the Analysis of Biomedical Samples

V.I. Krylov, I.I. Krylov, V.A. Yashkir, I.V. Rybalchenko 

Organophosphorus chemical agents are included in the 1st List of the Annex on Chemicals of the 
Convention on the Prohibition of the Development, Production, Stockpiling and Use of Chemical 
Weapons and on Their Destruction (Chemical Weapons Convention, CWC). For the purposes of 
verification of compliance with the provisions of the CWC, special methods, which are considered the 
most informative at determining the retrospective effects of organophosphorus toxicants on the body, are 
necessary. Typical long-lived biomarkers of organophosphate toxic agents are tyrosine phosphorylation 
products, the presence of which in biomedical samples clearly indicates the exposure to sarin, soman, 
tabun and V-series agents. We have elaborated methods for the synthesis and isolation of tyrosine adducts 
derivatives of methylphosphonic and phosphoric acids, used as reference samples. The synthesis scheme 
included the consecutive protection of carboxyl and amino groups of tyrosine, its O-phosphorylation by 
the corresponding alkylphosphonates and phosphates, the removal of protective groups with the release 
of corresponding O-phosphorylated tyrosine adducts. Their purification from impurities was carried 
out, using column chromatography (SiO2, eluent: dichloromethane/ethyl acetate 1:1). The purity of the 
obtained products was more than 90 %, so it was possible to involve them in further transformations 
with the use of catalyst without the threat of its «poisoning». Benzyl and carboxybenzyl protection of 
phosphorylated L-tyrosines (12–17) was removed by means of catalytic hydrogenation by molecular 
hydrogen under atmospheric pressure. Target adducts of phosphorylated reagents and L-tyrosin were 
obtained (63–82 %) in form of crystal white substances, readily soluble in water and ethanol, and poorly – 
in dichloromethane and acetonitrile.

Keywords: adduct; biomarker; column chromatography; synthesis; tyrosine; phosphorylation; 
organophosphorus nerve agents; NMR spectroscopy.

Federal State Budgetary Establishment «27 Scientific Centre» of the Ministry of Defence  
of the Russian Federation, Brigadirskii Lane 13, Moscow 105005, Russian Federation
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