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Sposéb otrzymywania pochodnych peptydéow

1

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania ipo-
chodnych peptydéw o wzorze, jak na rysunku,
gdzie R oznacza acyl, R’ oznacza wodér lub acyl,
R” oznacza wodér, alkil, aryl, lub benzyl, X ozna-
cza alkoksyl, n oznacza 1,2,3.. itd.

Peptydy oraz ich pochodne znajdujg coraz szer-
sze zastosowanie w Ilecznictwie, gdyz caly szereg
hormonéw oraz antybiotykéw malezy do tej grupy
zwigzk6é6w. Poza tym polgczenie aminokwaséw lub
peptydow z réznego typu lekami czesto polepsza
wlasnosci terapeutyczne tych ostatnich.

Jedna z czeSciej stosowanych drog syntezy pep-
tydéw polega ma aminolizie ,,aktywnych” estréw
fenylowych N-acylowanych aminokwaséw lub pep-
tydéw, zawierajgcych elektronoakceptorowe pod-
stawniki w ugrupowaniu fenoksylowym; stosuje
sie przy tym takie estry, jak p-nitrofenylowe (Bo-
danszky M. Nature, 175, 685 (1955), 24,6-trdj-
chlorofenylowe (Kupryszewski G., Kaczmarek M.,
Roczniki Chem., 35, 931 (1961); ibid., 35, 595 (1961),
2,4,5-trojchlorofenylowe (Pless J., Boissonnas R. A.,
Helv. Chim. Acta, 46, 1609 (1963)), pieciochlorofe-
nylowe (Kupryszewski G., Formela M. Roczniki
Chem., 35, 1533 (1961); Zesz. Nauk. WSP Gdansk,
1, 99 (1961)), p-metylosulfonylofenylowe (Schwyzer
R., Sieber P., Helv. Chim. Acta, 41, 2190 (1958)
oraz p-sulfonamidofenylowe (Kupryszewski G.,
Muzalewski F., Zesz. Nauk. WSP Gdansk, 7, 159
(1967)). Wadg wymienionych wyzej metod jest
trudno$é w oczyszczeniu uzyskanych peptydéow od

68 232

10

15

20

30

2
powstajagcych w procesie aminolizy fenoli oraznie-
wielkich ilo$ci wyjSciowych estréw fenylowych.

Sposobem wedlug wynalazku do otrzymywania
pochodnych peptydéw (wzor) ma drodze aminolizy
aktywnych estré6w N-acylowanych aminokwaséw
zastosowano aktywne estry p-[acetylosulfonamido]-
fenylowe N-acylowanych aminokwaséw. Aktywne
estry p-[acetylosulfonamido]-fenylowe szczegélnie
nadajg sie do syntezy wigzania peptydowego ze
wzgledu na zwiekszenie efektu elektrono-akcepto-
rowego grupy sulfonamidowej przez podstawienie
atomu wodoru w tej grupie resztg acetylowsg. Po-
nadto reszta ta zwigksza kwasowo$é pozostalego
wodoru grupy sulfonamidowej do tego stopmia, iz
estry p-[acetylosulfonamido]-fenylowe podobnie,
jak i wolny p-[acetylosulfonamido]-fenol tworza
w roztworze weglanu sodowego latwo rozpuszczal-
ne w wodzie sole sodowe. Ta bardzo cenna wlas-
ciwos¢é ulatwia oddzielenie uzyskanych w procesie
aminolizy estrow N-acylowanych peptydéw od lat-
wo rozpuszczalnych w wodzie soli sodowych
p-[acetylosulfonamido]-fenolu i miewielkich ilo$ci
wyjsciowych estréw p-[acetylosulfonamido]-fenylo-
wych.

Sposobem wedlug wynalazku aminolize aktyw-
nych estréw p-[acetylosulfonamido]-fenylowych
prowadzi sie w rozpuszczalniku organicznym, np.
w octanie etylu, dioksanie lub tetrahydrofuranie,
za pomocy alkilowych estré6w aminokwaséw lub
alkilowych estrow peptydéw. Reakcja aminolizy
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przebiega w  temperaturze pokojowej z wydajno-
Sciami od 32 do 89", Uzyskiwane w ten sposéb
estry N-acylowanych peptydéw charakteryzuja sie
'wys‘dkim stopniem czysto$ci. Synteze pochodnych
peptydow wedlug wymalazku wyjasniajg przykla-
dy IX — XVI,

Zastosowane 'w procesie aminolizy estry p-[ace-
tylosulfonamido]-fenylowe N-acylowanych amino-
kwasow sg zwigzkami nowymi. Otrzymuje sie je
metodag mieszanych bezwodnikéw w ten sposéb,
iz na roztwér N-acylowanego aminokwasu i p-[ace-
tylosulfonamido]-fenolu w aminie trzeciorzedowej,
takiej, jak mp. pirydyna, dziala sie chlorkiem kwa-
sowym np. tlenochlorkiem fosforu, chlorkiem tio-
nylu lub benzensoulfochlorkiem, albo roztworem
chlorku kwasowego w rozpuszczalniku organicz-
nym. )

Estry p-[acetylosulfonamido]-fenylowe N-acylo-
wanych aminokwaséw otrzymuje sie takze dzia-
laniem dwucykloheksylokarbodwuimidu ma rozt-
woér N-acylowanego aminokwasu i p-[acetylosul-
fonamido]-fenolu w rozpuszczalniku organicznym.

Omawiane estry p-[acetylosulfonamido]-fenylowe
mozna otrzymaé réwniez poprzez acetylowanie
bezwodnikiem octowym lub innym czynnikiem
acetylujgcym w bezwodnej pirydynie odpowied-
nich estréw p-sulfonamidofenylowych N-acylowa-
nych aminokwaséw.

Aktywne estry p-[acetylosulfonamido]-fenylowe
N-acylowanych aminokwas6éw otrzymuje sie wyzej
wymienionymi metodami w postaci krystalicznej z
duzymi wydajno$ciami od 72 do 90%,. Poszczegdl-
ne metody otrzymywania aktywnych estréw p-[ace-
tylosulfonamido]-fenylowych wyjasnione sg za po-
mocg przykladow I — VIII. W przykladach tem-
" peratury podano w stopmiach Celsjusza.

Przyktad I. 20,5 g (0,1 mola) N-ftaliloglicyny
i 21,5 g (0,1 mola) p-[acetylosulfonamido]-fenolu
rozpuszcza sie w 250 cm3 bezwodnej pirydymy. Do
chlodzonego w temperaturze 0°C roztworu wkra-
pla si¢ w ciggu 1 godziny roztwér 15,3 g (0,1 mo-
la) tlenochlorku fosforu w 30 cm3 chlorku me-
tylenu. Mieszanine reagujgca pozostawia sie¢ na 1
godzine w temperaturze pokojowej, po czym wy-

lewa do 3000 cm? wody z lodem i pozostawia do’

nastepnego dnia. Wytrgcony krystaliczny osad od-
sgcza sie, przemywa wodg do zaniku zapachu pi-
rydyny i suszy. Otrzymuje sie 36 g (907, wydaj-
no$ci) estru p~[acetylosulfonamido] -fenylowego
N-ftaliloglicyny, ktéry Ppo krystalizacji z octanu
etylu wykazuje temperature topnienia 183 — 184°C.
Analiza: dla wzoru C;gH;,O;N,S — obliczono:
6,96, N; otrzymano: 7,04%, N.

Przyklad II 20,9 g (0,1 mola) N-karboben-
zoksyglicyny i 21,5 g (0,1 mola) p-[acetylosulfo-
namido]-fenolu rozpuszcza sie w 220 cm3 bezwod-
nej pirydyny. Do chlodzonego w temperaturze 0°C
roztworu wkrapla sie w ciggu 1 godziny 17,7 g
(0,1 mola) benzenosulfochlorku, a mastepnie mie-
szanine reagujacy pozostawia ma dalszg godzine
w temperaturze pokojowej, po czym wylewa do
3000 ecm3 wody z lodem. Nastepnego dnia odsgcza
sie krystaliczny osad, przemywa wodg i suszy.
Otrzymuje sie 34 g (849, wydajnosci) estru p-[ace-
tylosulfonamido]-fenylowego N-karbobenzoksygli-
cyny, ktéry po krystalizacji z mieszaniny octan
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etylu — eter maftowy wykazuje temperature top-
nienia 176 — 178°C. Amaliza: dla wzoru C;gH,;sO;N,S
— obliczono: 6,90, N; otrzymano: 6,949, N.

Przyklad IIL. 261 g (0,1 mola) N-ftalilo-DL-
leucyny i 21,5 g (0,1 mola) p-[acetylosulfonamido]-
fenolu rozpuszcza sie w 160 cmd? bezwodnej piry-
dyny. Do chlodzonego w temperaturze 0°C roztwo-
ru wkrapla sie 'w ciaggu 1 godziny roztwdér 15,3 g
(0,1 mola) tlenochlorku fosforu w 30 ems chlorku
metylenu, pozostawia mieszanine reagujgcg na dal-
szg godzine w temperaturze pokojowej, po czym
wylewa do 3000 cm3 wody z lodem. Nastepnego
dnia odsgcza sie krystaliczny osad, przemywa wodg
i suszy. Uzyskuje sie 38 g (83%, wydajnosci) estru
p-[acetylosulfonamido]-fenylowego N-ftalilo-DL-
leucyny, ktéry po krystalizacji z mieszaminy octa-
nu etylu i eteru naftowego wykazuje temperature

topnienia 176 — 177°C. Amaliza dla wzoru:
CpoHs,0;N,S — obliczono: 6,129, N: otrzymano:
5,859, N.

Przyktad IV. 26,5 g (0,1 mola) N-karboben-
zoksy-DL-leucyny i 21,5 g (0,1 mola) p-[acetylosul-
fonamido]-fenolu rozpuszcza sie w 220 cmd bez-
wodnej pirydyny. Do chlodzonego w temperaturze
0°C roztworu wkrapla sie w ciggu 1 godziny 17,7
g (0,1 mola) benzenosulfochlorku, pozostawia mie-
szanine reagujgcg na dalszg godzine w temperatu-
rze pokojowej, po czym wylewa do 3000 cm? wo-
dy z lodem. Nasteonego dnia odsacza sie krysta-
liczny osad, przemywa wodg i suszy. Otrzymuje
sie 37 g (80Y%, wydajnos$ci) estru p-[acetylosulfona-
mido]-fenylowego N-karbobenzoksy-DL-leucyny,
ktory po krystalizacji z octanu etylu wykazuje tem-
perature topnienia 145 — 146°C. Analiza: dla wzo-
ru CyHyO;N,S — obliczono: 6,05%, N; otrzymano:
6,30% N. -

Przyklad V. 265 g (0,1 mola) N-karbobenzo-
ksy-L-leucyny i 21,5 g (0,1 mola) p-[acetylosulfo-
namido]-fenolu rozpuszcza sie w 200 cm3? bezwiHd-
nej pirydyny. Do chlodzonego w temperaturze 0°C
roztworu wkrapla sie w ciggu 1 godziny roztwor
15,3 g (0,1 mola) tlenochlorku fosforu w 30 cm?
chlorku metylenu, pozostawia mieszanine reagujjca
na dalszg godzine w temperaturze pokojowej, po
czym wylewa do 3000 cm3 wody z lodem. Nastep-
nego dnia odsgcza sie krystaliczny osad, przemy-
wa wodg i suszy. Uzyskuje sie 33 g (72", wydaj-
nosci) estru p-[acetylosulfonamido]-fenylowego N-
karbobenzoksy-L-leucyny, ktéry po krystalizacji z
octanu etylu wykazuje temperature topnienia 145,5
— 146°C oraz skrecalno$¢ wlasciwg [a]?g = —21°
(c=2, octan etylu). Analiza: dla wzoru CyHyO;N.S
— obliczono: 6,059, N; otrzymano: 5,949, N.

Przyklad VI. Do roztworu 36 g (0,1 mola)
estru p-sulfonamidofenylowego N-ftaliloglicyny w
180 cmd® bezwodnej pirydyny wkrapla sie 20,4 g
(0,2 mola) bezwodnika octowego. Nagtepcnie ogrze-
wa sie mieszanine w temperaturze 70 — 80°C w
ciggu 3 godzin, po czym chlodzi jg, odsacza osad
i przemywa go woda. Otrzymuje sie 29 g (72%,
wydajnosci) estru p-[acetylosulfonamido]-fenylowe-
go N-ftaliloglicyny, ktéry po krystalizacji z octanu
etylu wykazuje temperature topnienia 183 — 184°C.

Przyktad VII. Do roztworu 42 g (0,1 mola)
estru p-sulfonamidofenylowego N-karbobenzoksy-
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DL-leucyny w 200 c¢cm? bezwodnej pirydyny wkrap-
la si¢ 20,4 g (0,2 mola) bezwodnika octowego. Na-
stepnie ogrzewa sie mieszanine w temperaturze 65
— 85°C w ciggu 3 godzin, po czym chtodzi ja, od-
s3cza osad i przemywa go wodg. Uzyskuje sie 35 g
(73"y wydajnosci) estru p-[acetylosulfonamido]-fe-
nylowego N-karbobenzoksy-DL-leucyny, Kktéry po
krystalizacji z ostanu etylu wykazuje temperature
toonienia 145 — 146°C.

Przyklad VIII. Do roztworu 20,9 g (0,1 mola)
N-karbobenzoksyglicyny i 21,5 g (0,1 mola) p-[ace-
tylosulfonamido]-fenolu w, 200 cm3 bezwodnej piry-
dyny dodaje sie 19,4 g (0,1 mola) dwucykloheksy-
lokarbodwuimidu. Po uplywie 6 godzin odsgcza si¢
wydzielony dwucykloheksylomocznik, a przesgcz
zateza pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$é po
destylacji wylewa sie do 3000 cm3 wody, odsgcza
wydzielony osad, przemywa go wodg i suszy. Otrzy-
muje sie 30 g (74", wydajnosci) estru p-[acetylo-
sulfonamido]-fenylowego N-karbobenzoksyglicyny,
ktéry po Kkrystalizacji z octanu etylu wykazuje
temperature topnienia 176 — 178°C.

Przyklad IX. 40, 2 g (0,1 mola) estru p-[acety-
losulfonamido]-fenylowego N-ftaliloglicyny i 9,8 g
(0,11 mola) $§wiezo przygotowanego estru metylo-
wego glicyny rozpuszcza sie w 250 cm? dioksanu,
zawierajgcego dodatkowo 6 cm? kwasu octowego
i roztwér pozostawia w temperaturze pokojowej.
Po uplywie 24 godzin odsgcza sie wydzielony kry-
staliczny osad. Otrzymuje sie 21 g (76%, wydajno-
§ci) estru metylowego N-ftaliloglicyloglicyny o tem«
peraturze topnienia 202 — 203°C.

Przyktad X. 40,6 g (0,1 mola) estru p-[acety-
losulfonamido]-fenylowego N-karbobenzoksyglicy-
ny i 11,3 g (0,11 mola) $wiezo przygotowanego
estru etylowego glicyny rozpuszcza sie w 400 cms3
dioksanu, zawierajgcego dodatkowo 6 cm3 kwasu
octowego i pozostawia na 48 godzin w temperaturze
pokojowe]j. Nastepnie oddestylowuje sie pod zmniej-
szonym ci$nieniem dioksan, a pozostato$é¢é rozpuszcza
w octanie etylu. Uzyskany roztwér przemywa sie
kolejno 5%, roztworem weglanu sodowego, .wodg,
5" roztworem kwasu solnego i ponownie woda, po
czym osusza bezwodnym siarczanem magnezowym.
Po oddestylowaniu pod zmniejszonym ciSnieniem
octanu etylu pozostaje krystaliczny osad, Kktory
oczyszcza sie przez krystalizacje z mieszaniny oc-
tanu etylu i eteru naftowego. Otrzymuje sie 24 g
(819, wydajnosci) estru etylowego N-karbobsnzok-
syglicyloglicyny o temperaturze topnienia 80 — 81°C.

Przyktad XI. 40,6 g (0,1 mola) estru p-[acety-
" losulfonamido]-fenylowego N-karbobenzoksyglicyny
i 19 g (0,11 mola) Swiezo przygotowanego estru
metylowego L-leucyny rozpuszcza sie w 400 cm3
dioksanu, zawierajgcego dodatkowo 6 cm3 kwasu
octowego i pozostawia roztwér mna 48 godzin w
temperaturze pokojowej. Dalsze wydzielanie
i oczyszczanie produktu przeprowadza sie podobnie,
jak w przykladzie X. Uzyskuje sie 24 g (719, wy-
dajnosci) estru metylowego N-karbobenzoksyglicylo-
L-leucyny o temperaturze topnienia 64 — 65°C.

Przyktad XII 458 g (0,1 mola) estru p-[ace-
tylosulfonamido]-fenylowego N-ftalilo-DL-leucyny
i 9,8 g (0,11 mola) $wiezo przygotowanego estru
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metylowego glicyny rozpuszeza sie w 400 cm? diok-
sanu, zawierajgcego dodatkowo 6 cm?® kwasu octo-
wego i pozostawia roztwor na 48 godzin w tem-
peraturze pokojowej. Dalsze wydzielanie produktu
przeprowadza sie podobnie, jak w przykladzie X.
Otrzymuje sie 27 g (84", wydajnosci) estru metylo-
wego N-ftalilo-DL-leucyloglicyny o temperaturze
topnienia 104 — 105°C.

Przyklad XIII 46,2 g (0,1 mola) estru p-[ace-
tylosulfonamido]-fenylowego N-karbobenzoksy-L-
leucyny i 9,8 g (0,11 mola) $wiezo przygotowanego
estru metylowego glicyny rozpuszcza si¢ w 400 cm?
dioksanu, zawierajgcego dodatkowo 6 cm3 kwasu
octowego i pozostawia roztwér na 48 godzin w
temperaturze pokojowej. Dalsze wydzielanie pro-
duktu przeprowadza sie podobnie, jak w przykla-
dzie X. Uzyskuje sie 30 g (89%, wydajnosci) estru
metylowego N-karbobenzoksy-L-leucyloglicyny o
temperaturze topnienia 91 — 93°C i skrecalno$ci
wlasciwej [a] 2 = — 26,6° (c=5, metanol).

Przyktad XIV. 46,2 g (0,1 mola) estru p-[ace-
tylosulfonamido]-fenylowego N-karbobenzoksy-L.-
leucyny i 19 g (0,11 mola) $wiezo przygotowanego
estru metylowego L-leucyny rozpuszcza sie w 200
cm? dioksanu, zawierajacego dodatkowo 6 cm3 kwa-
su octowego i pozostawia roztwér ma 48 godzin
w temperaturze pokojowej. Dalsze wydzielanie
produktu przeprowadza sie podobnie, jak w przy-
ktadzie X. Otrzymuje sie 29 g (74%, wydajnosci)
estru metylowego N-karbobenzoksy-L-leucylo-L-
leucyny o temperaturze topnienia 96 — 97°C i skre-

calnosci wlasciwej [a] fg = —33° (c=10, etanol).

Przyklad XV. 459 g (0,1 mola) estru p-face-
tylosulfonamido]-fenylowego N-karbobenzoksy-L-
metioniny i 29,4 g (0,1 mola) estru metylowego L-
aspartylo-L-fenyloalaniny rozpuszcza sie w 1200 cms3
dwumetyloformamidu, zawierajgcego 14 cm?® trdje-
tyloaminy i pozostawia na 120 godzin w temperatu-
rze pokojowej. Nastepnie ozigbia sie mieszanine rea-
gujgca do temperatury —5°C i zakwasza 5%, wod-
nym roztworem &kwasu cytrynowego. Wytrgcony
bezbarwny osad odsgcza sie, przemywa wodg, wrza-
cym metanolem i wrzacym cykloheksanem, po czym
oczyszcza sie przez krystalizacje z rozcienczonego
etanolu. Otrzymuje sie 18,8 g (34%/, wydajnosci) est-
ru metylowego N-karbobenzoksy-L-metionylo-L-
aspartylo-L-fenyloalaniny o temperaturze topnienia
144 — 146°C i skrecalnosci wlasciwej [a] 2 =
—25,9° (c=1, metanol).

Przyktad XVI 540 g (0,1 mola) estru p-
[acetylosulfonamido]-fenylowego N-karbobenzo-
ksy-L-tryptofanu i 42,6 g (0,1 mola) estru metylo-
wego L-metionylo-L-aspartylo-L-fenyloalaniny roz-
puszcza sie w 5000 cm3 dwumetyloformamidu, za-
wierajgcego 14 cm? trojetyloaminy i pozostawia na
120 godzin w temperaturze pokojowej. Nastepnie
zakwasza si¢ mieszanine reagujaca 5%, wodnym
roztworem Kkwasu cytrynowego. Wytragcony olej
rozpuszcza sie¢ w octanie etylu, a uzyskany roz-
twér przemywa sie 5, wodnym roztworem kwa--
su cytrynowego i woda, po czym osusza bezwod-
nym siarczanem magnezowym. W dalszym ciggu
oddestylowuje sie pod zmniejszonym ciSnieniem
octan etylu, a pozostato$é zadaje eterem etylowym.
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Wytragcony wosad przemywa sie wrzgcym cyklo-
heksanem. Otrzymuje sie 24 g (32", wydajnosci)
estru metylowego N-karbobenzoksy-L-tryptofany-
lo-L-metionylo-L-aspartylo-L-fenyloalaniny o tem-
peraturze topnienia 158—160°C i skrecalno$ci wla-

22

Sciwej [u] = —31,2° (c=10,5; metanol).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania pochodnych peptydéw
o wzorze jak na rysunku, w ktérym R oznacza
acyl, R’ oznacza wodér lub acyl, R” oznacza wo-
dér lub alkil, lub aryl, lub benzyl, X oznacza
alkoksyl, n oznacza 1,2,3... itd., na drodze aminoli-
zy aktywnych estréw N-acylowanych aminokwa-
sow, znamienny tym, Ze aminolizie poddaje sie
aktywne estry p-[acetylosulfonamido]-fenylowe
N-acylowanych aminokwasOow za pomocg znanych
alkilowych estrow aminokwaséw lub alkilowych
estrow peptydow w $rodowisku niewodnym w
temperaturze pokojowej, a powstajgcy podczas re-
akeji p-[acetylosulfonamido]-fenol oraz §ladowe
iloSci niezmienionego estru aktywnego oddziela
sie od produktu przez wymywanie wodnym roztwo-
rem weglanu lub wodoroweglanu sodowego.

WZOR
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2. Sposob wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze
stosuje sie aktywne esiry p-[acetylosulfonamido]-
-fenylowe N-acylowanych aminokwaséw, otrzyma-
ne w wyniku dziatania chlorkiem kwasowym lub
roztworem chlorku kwasowego w rozpuszczalni-
ku organicznym na roztwér N-acylowanego ami-
nokwasu w aminie trzeciorzedowej lub tez na
roztwor albo zawiesine ich soli z aminami trzecio-
rzedowymi w rozpuszczalniku organicznym w tem-
peraturze od -+15°C do —15°C.

3. Spos6ob wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
stosuje sie aktywne estry p-[acetylosulfonamido]-
-fenylowe N-acylowanych aminokwasow, otrzyma-
ne poprzez kondensacje N-acylowanych aminokwa-
sOw z p-[acetylosulfonamido]-fenolem za pomoca
dwucykloheksylokarbodwuimidu w rozpuszczalniku
organicznym.

4. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
stosuje sie aktywne estry p-[acetylosulfonamido]-
-fenylowe N-acylowanych aminokwasow, otrzyma-
ne w wyniku acetylowania bezwodnikiem octo-
wym lub innym czynnikiem acetylujgcym znanych
estr6w  p-sulfonamidofenylowych N-acylowanych
aminokwaséw.
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