OPIS PATENTOWY

92610

POLSKA
RZECZPOSPOLITA
LUDOWA
URZAD
PATENTOWY
PH I. Opublikowaneo:

03.IV.1964 (P 104 208)

05.IV.1963 Szwajcaria

5.1.1967

Kl. 12 q, 6/01

'N" ’.’.n'om.

Wspottwércy wynalazku: dr Roger Boissonnas, dr Rene Huguenin
Wtiasciciel patentu: SANDOZ A. G., Bazyleja (Szwajcaria)

Sposdb wytwarzania nowego polipetydu
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Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania nowego
polipeptydu o wzorze 1. Polipeptyd o wzorze 1
otrzymuje sie wedlug wynalazku przez utlenienie
nonapeptydu o wzorze 5.

Polipeptyd o wzorze 1 mozna otrzymaé, jezeli po-
chodng heksapeptydu o wzorze 2, w ktérym R’
oznacza grupe ochronng stosowang w syntezie pep-
tydéw dla ochrony grupy merkapto a R” oznacza
grupe stosowang w syntezie peptydéw do ochrony
grupy aminowej, kondensuje sie ze zdolng do reak-
cji pochodng wolnego kwasu o ‘wzorze 3, w ktérym
R’ i R” majg wyzej podane znaczenie, w celu otrzy-
mania pochodnej nonapeptydu o wzorze 4, ktéra
przez odszczepienie grup ochronnych R’ i R” na
drodze redukcji za pomocg metalu alkalicznego
w cieklym amoniaku przeprowadza si¢ w nonapep-
tyd o wzorze 5, a ten z kolei przez utlenianie w roz-
tworze wodnym w produkt kohcowy o wzorze 1.

Do przejSciowego zablokowania grup aminowych
mozna stosowaé na przyklad grupe karbobenzoksy-
lows, karbo-p-chloro-benzoksylows, p-toluenosul-
fonowg lub tréjfenylometylowa natomiast dla ochro-
ny grupy merkapto mozna stosowaé grupe fenylo-
w3g, benzylowa, p-bromo-benzylows, p-chloro-ben-
zylowg, p-nitro-benzylowsa lub p-ksylilowsg.

Stwierdzono, ze zwigzek o wzorze 1 wykazuje
réwnie silne dzialanie zweZajgce naczynia krwiono-
$ne, jak naturalne wazopresyny, od ktérych nowy
zwigzek rézni sie tym, ze zamiast lizyny (wazopre-
syna Swini o wzorze 6a) lub argininy (wazopresyna
wolu o wzorze 6b) zawieraja ornityne. Zwigzek
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o wzorze 1 nie wykazuje tak silnego dzialania na
skutek czego zwiazek o wzorze 1 moze byé stoso-
wany w terapii jako substancja o doskonalym dzia-
laniu zwezajacym naczynia krwionoéne. Specyficzne
dzialanie zwezZajace naczynia wystepuje na skutek
bezposredniego wpltywu na umie$nienie naczyn, dla-
tego tez zwigzek o wzorze 1 w przeciwienistwie do
adrenaliny i noradrenaliny nie wywotuje objawéw
ubocznych ze strony wegetatywnego uktadu nerwo-
wego. Selektywnego, zwezajgcego naczynia dzialania
zwigzku o wzorze 1 nie mozna bylo przewidzieé,
poniewaz struktura reszty ornitynowej jest stru-
ktura posredniag miedzy lizyng a argining i z tego
wzgledu nalezaloby sie spodziewaé, ze wlaSciwo$ci
nowego zwigzku o wzorze 1 powinny byé zblizone
do wlasciwo$ci obydwu naturalnych hormonéw.

Zwiagzek o wzorze 1 moze byé stosowany profi-
laktycznie i przy leczeniu krwotokéw tkankowych
przy czym infiltracja tkanki zwigzkiem o wzorze 1
powoduje silng jej anemizacje. Zwigzek o wzorze 1
moze byé zwlaszcza stosowany przy zabiegach chi-
rurgicznych w laryngologii, ginekologii, poloznictwie,
urologii, stomatologii. Stosuje go sie¢ badZ to przy
preparatach do znieczulania miejscowego lub przy
operacjach pod narkoza ogélng wraz z fizjologicz-
nym roztworem soli i do infiltracji.

W celu uzyskania produktu wyjSciowego dla wy-
twarzania nonapeptydu o wzorze 5 mozna postepo-

- “waé na przyklad nastepujgco: N-a-karbobenzyloksy-

-N-3-p-toluenosulfonylo-L-ornityne Kkondensuje sie
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3
z estrem etylowym glicyny i otrzymuje ester ety-
lowy N - o - karbobenzoksy - N - 8 - p - tolueno-
sulfonylo-L-ornitylo-glicyny. Po odszczepieniu gru-
py karbobenzoksylowej otrzymany ester etylowy
N - 8 - p - toluenosulfonylo - L - ornitylo - glicyny
kondensuje sie z N-karbobenzoksy-L-proling
otrzymujac ester etylowy N-karbobenzoksy-L-pro-
lilo-N-8-p-toluenosulfonylo-L-ornitylo-glicyny, kt6-
ry przeksztalca sie¢ w odpowiedni amid. Po odszcze-
pieniu grupy karbobenzoksylowej kondensuje sig
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otrzymany amid L-prolilo-N-§-p-toluenosulfonylo-

-L-ornitylo-glicyny z azydkiem N-karbobenzoksy-
-L - glutaminylo - L. - asparginylo - S - benzylo-
-L-cysteiny i otrzymuje amid N-karbobenzoksy-L-
glutaminylo - LL - asparginylo - S - benzylo - L - cy-
steinylo - L - prolilo - N - § - p - toluenosulfonylo-
-L-ornitylo-glicyny. Po odszczepieniu grupy karbo-
benzoksylowej kondensuje sie otrzymany amid
L - glutaminylo - L. - asparaginylo - S - benzylo-
-cysteinylo - L - prolilo - N - § - p - toluenosulfo-
nylo-L-ornitylo-glicyny z azydkiem N-karbobenzok-
sy - S - benzylo - L - cysteinylo - L - tyrozylo - L-
fenylo - alaminy ‘otrzymujac amid N - kar-
bobenzoksy - S - benzylo - L - cysteinylo - L-
tyrozylo - L - fenylo - alanilo - L. - glutaminylo - L-
-asparaginylo - S - benzylo - L - cysteinylo - L-
-prolilo - N - § - p - toluenosulfonylo - L. - ornitylo-
-glicyny.

Otrzymang w powyzszy sposéb pochodng nona-
peptydu odpowiadajgcg wzorowi 4 traktuje sie me-
talem alkalicznym, zwlaszcza sodem lub potasem
w cieklym amoniaku, na skutek czego powstaje li-
niowy nonapeptyd o wzorze 5.

Wedtug wynalazku nonapeptyd o wzorze 5 prze-
prowadza sie przez utlenianie, zwlaszcza powie-
trzem, tlenem lub nadtlenkiem wodoru w roztworze
wodnym lub wodno-organicznym przy wartos$ci
PH = 4—9 w biologicznie aktywny, cykliczny poli-
peptyd o wzorze 1. Wytworzony sposobem wedtug
wynalazku dotychczas nieznany polipeptyd o wzo-
rze 1 moze byé stosowany jako lek w postaci wolnej
zasady, lub tez w postaci soli z organicznym lub
nieorganicznym kwasem, mozna go stosowaé w po-
staci czystej, lub tez w postaci odpowiednich prepa-
ratéw do stosowania jelitowego, pozajelitowego lub
donosowego. W celu wytworzenia odpowiednich po-
staci lek6w nonapeptyd miesza sie z nieorganiczny-
mi lub organicznymi farmakologicznie obojetnymi
substancjami pomocniczymi. Jako substancje po-
mocnicze mozna stosowaé dla tabletek i drazetek
cukier mleczny, skrobie, talk, stearyne i tp.; dla
syrop6w: cukier trzcinowy, cukier inwertowany,
roztwory glukozy i inne; dla preparatéw iniek-
cyjnych wode, alkohole, gliceryneg, oleje roflinne
itp; dla czopk6w — naturalne lub utwardzane oleje,
woski i inne. Ponadto do preparatéw takich mozna
dodawaé odpowiednie §rodki konserwujgce, stabi-
lizujgce, powierzchniowe czynne, ulatwiajgce roz-
puszczalno$é, stodzace, barwigce, aromatyzujace i tp.

W nizej podanych przykladach podano tempera-
tury w stopniach Celsjusza.

Przyktlad I a) Ester etylowy N-g-karboben-
zoksy-N-8-p-toluenosulfonylo-L-ornitylo-glicyny.

Rozpuszcza sie¢ 104 g N-g-karbobenzoksy-N-d-p-
-toluennosulfonylo-L-ornityny i 27 g estru etylowe-
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go glicyny w 450 ml acetonitrylu, ochtadza do tem-
peratury 0° dodaje 51 g dwucykloheksylo-karbo-
dwuimidu i wytrzasa sie w ciggu 4 godzin w tem-
peraturze pokojowej. Wytragcony dwucykloheksylo-
mocznik odsacza sie i przemywa acetonitrylem.
Caly przesacz odparowuje sie¢ pod préznig. Pozosta-
to$é krystalizuje po dodaniu eteru naftowego. Po
przekrystalizowaniu z N-propanolu otrzymuje sie
93 g estru etylowego N-g-karbobenzoksy-N-8-p-
toluenosulfonylo-L-ornitylo-glicyny o temperaturze
topnienia 136°, [¢] D22 = — 6,5° (96%0 etanol).

b) amid N-karbobenzoksy-L-prolilo-N-g-p-tolueno-

sulfonylo-L-ornitylo-glicyny.

90 g estru etylowego N-o-karbobenzoksy-N-d-p-
-toluenosulfonylo-L-ornitylo-glicyny rozpuszcza sie
w 800 ml bezwodnego kwasu octowego nasyconego
bromowodorem. Pozostawia sie na godzing w tem-
peraturze 20°, odparowuje pod prézinig w tempera-
turze nizszej niz 40° i przemywa pozostalo§é¢ staran-
nie eterem dwuetylowym. Pozostalo§é rozpuszcza sie
w 500 ml acetonitrylu, dodaje 25 ml tréjetyloaminy
i 43 g N-karbobenzoksy-L-proliny, ochladza do tem-
peratury 0°, dodaje jeszcze 35,5 g dwucykloheksy-
lokarbodwuimidu i wytrzasa w ciggu nocy w tem-
peraturze 20°., Po odparowaniu dwucykloheksylo-
mocznika odparowuje sie przesacz pod préznig
w temperaturze 30°, pozostalo§é rozpuszcza w octa-
nie etylu i roztwér przemywa rozcieniczonym kwa-
sem siarkowym i wodnym roztworem amoniaku. Po
wysuszeniu za pomocag siarczanu sodowego odpa-
rowuje sie ester octowy pod prézinig i pozostalosé
rozpuszcza sie w absolutnym etanolu. Roztwér
chlodzi sie do temperatury 0° i pozostawia w ciggu
nocy w temperaturze 20°, Po odparowaniu pod
prézniag w temperaturze 30° przekrystalizowuje sie
pozostalo§é 2z mieszaniny dwumetyloformamidu
i octanu etylu. Otrzymuje si¢ 58 g amidu-N-karbo-
benzoksy - L - prolilo - N - 8 - p - toluenosulfony-
lo-L- ornityloglicyny o temperaturze topnienia 122°
(rozklad [¢g] D22 = —46° (95°/6 kwas octowy lodo-
waty).
¢) Amid N-karbobenzoksy-L-glutaminylo-I-aspargi-

nylo- S -benzylo-L-cysteinylo-L-prolilo- N -8-p-
toluenosulfonylo-L-ornitylo-glicyny.

Rozpuszcza sie w 100 g amidu N-karbobenzoksy-
L-prolilo-N-8-p-toluenosulfonylo- L-ornitylo-glicyny
w 500 ml bezwodnego kwasu octowego nasyconego
bromowodorem, pozostawia w spokoju w ciggu jed-
nej godziny w temperaturze 20° i odparowuje pod
préznig w temperaturze nizszej niz 40°. Pozostalo§é
przemywa sie starannie eterem dwuetylowym, po
czym dodaje sie roztwér 100 g azydku N-karboben-
Zoksy-L-glutaminylo-L-asparaginylo- S -benzylo-L-
-cysteiny i 26 ml tréjetyloaminy w 1000 ml dwu-
etyloformamidu. Calo§é pozZostawia sie w spokoju
przez noc W temperaturze 20°, dodaje 3000 ml estru
octowego, odsgcza osad i przemywa octanem etylu.
Otrzymuje sie 105 g amidu N-karbobenzZoksy-L-glu-
taminylo-L- asparaginylo- S -benzylo- L-cysteinylo-
L-prolilo-N-§-p-toluenosulfonylo- L -ornitylo-glicy-
ny o temperaturze topnienia 193°; [a] ]2:;1 —38,5°
(dwumetyloformamid).

d) Amid N-karbobenzoksy-S-benzylo-L-cysteinylo-
L-tyrozylo-L-fenyloalanilo-L-glutaminylo- L -aspa-



5
raginylo-S-benzylo-L-cysteinylo-L-prolilo- N-38-p-to-
luenosulfonylo-L-ornitylo-glicyny.

Rozpuszcza si¢ 50 g amidu N-karbobenzoksy-L-
glutaminylo-L-asparaginylo-S-benzylo- L -cysteiny-
lo-L-prolilo-N-8-p-toluenosulfonylo-L~ornitylo - gli-
cyny w 250 ml bezwodnego kwasu octowego nasyco-
nego bromowodorem i pozostawia w spokoju w tem-
peraturze 20° w ciggu godziny. Po odparowaniu
rozpuszczalnika w préini w temperaturze nizszej
niz 40° pozZostato§é przemywa sie starannie eterem
dwuetylowym i zadaje roztworem 31,5 g azydku
N-karbobenzoksy-S-benzylo-L-cysteinylo- L -tyrozy-
lo-L-fenyloalaniny i 7,5 ml tréjetyloaminy w 250 ml
dwumetyloformamidu. Cato§¢é pozostawia sie przez
dwa dni w temperaturze 20°, zadaje nastepnie 1000
ml octanu etylu i przemywa osad octanem etylu. Po
wysuszeniu w prézni w temperaturze 30° produkt
przemywa sie cieplym metanolem o temperaturze
okolo 25°. Otrzymuje sie 45 g amidu N-karbo-benzo-
ksy-S-benzylo-L-cysteinylo- L -tyrozylo-L-fenyloa-
lanilo-L-glutaminylo-L-asparaginylo- S -benzylo-L-
cysteinylo-L-prolilo-N-8-p-toluenosulfonylo- L -or-
nitylo-glicyny o temperaturze topnienia 224°;

[al g = —41° (dwumetyloformamid).
e) Amid L-cysteinylo-L-tyrozylo-L-fenyloalanilo-L-~
glutaminylo-L-asparaginylo- L -cysteinylo- L -proli-

"lo-L-ornitylo-glicyny.

Roztwoér 5 g amidu N-karbobenzoksy-S-benzylo-L-
cysteinylo- L -tyrozylo- L -fenaloalanilo- L -gluta-
minylo- L -asparaginylo- S -benzylo- L -cysteinylo-
L-prolilo-N-§-p-toluenousulfonylo- L-ornitylo-glicy-
ny w 1200 ml cieklego amoniaku zadaje sie¢ pod-
czas mieszania w temperaturze wrzenia takg iloScig
metalicznego sodu lub potasu, az wystapi trwate nie-
bieskie zabarwienie. Po dodaniu 3 g chlorku amono-
wego odparowuje sie roztwér do sucha. Pozostalo§é
zawiera amid L~cysteinylo-L-tyrozylo-L-fenyloala-
nilo- L -glutaminylo- L -asparaginylo- L -cysteiny-
lo-L~prolilo-L-ornitylo-glicyny.

f) Polipeptyd o wzorze 1.

Pozostalo§é otrzymang wedtug przykladu I e) roz-
puszcza sie w 5 litrach 0,01 n kwasu octowego i utle-
nia sie przy warto$ci pH 6,5 8,0 przez wprowadzenie
powietrza lub tlenu w ciggu 1 godziny przy tempe-
raturze 0°—40°. Roztwér zawierajacy substancje
zakwasza sie do osiggniecia wartoSci pH 4,0—5,0
i po dodaniu 50 g chlorku sodowego lub 0,64 g kwa-
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su metanosulfonowego odparowuje do sucha. Otrzy-
muje sie suchy proszek o dobrej trwaloSci, ktéry
mozna przechowywaé; Rozpuszcza sie on tworzac
klarowny roztwér zwigzku polipeptydowego we-
dlug wzoru 1. Mozna jednak roztwér zwigzku poli-
peptydowego wedlug wzoru 1 stosowaé bezposred-
nio, ewentualnie po rozcieficzeniu woda lub roz-
tworem soli kuchennej w celu uzyskania roztworu
iZotonicznego. Przy pomocy chromatografii bibu-
lowej i elektrolizy bibulowej okazalo sie, ze zwigzek
o wzorze 1 jest jednorodny. Wartoié Rf dla chro-
matogramu wstepujacego (butanol) kwas octowy
lodowaty (woda 70:10:20 wynosi 0,05; {metyloetylo-
keton (pirydyna) woda 65 : 15 : 20 wynosi 0,12. Przy
wysokojako$ciowej elektrolizie bibulowej polipeptyd
o wzorze 1 migruje przy warto$ci pH 5,8 (pirydyna)
kwas octowy lodowaty (woda 9:1:90/7/10 drogi
histydyny (E; 8 = 0,7 His); a przy warto§ci pH 1,9
(kwas mréwkowy) kwas octowy lodowaty (woda 15 :
:10:75) 9/10 drogi tryptofanu (Ei'9 =0,9 Try).
Przy catkowitej hydrolizie za po}noca 6 n kwasu
solnego podczas 16 godzin w temperaturze 110° bez
dostepu powietrza otrzymano mieszanine amino-
kwaséw w obliczonym stosunku iloSciowym.
Przyktad II. Postepuje sie analogicznie jak
w przykladzie I, utlenia jednak polipeptyd o wzo-
rze 5 na koicu w temperaturze 0—40° przez dodanie
7,5 ml 1 n roztworu nadtlenku wodoru w roztworze
wodnym przy pH 4,0—9,0.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowego polipeptydu o wzo-
rze 1, znamienny tym, ze nonapeptyd o wzorze 5
utlenia sie w roztworze wodnym przy wartosci
pH = 4-9.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, :ze
utlenianie prowadzi si¢ w roztworze wodnym za-
wierajgcym rozpuszezalnik organiczny.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, 2, znamienny tym, Ze
jako §rodek utleniajacy stosuje si¢ powietrze.

4, Spos6b wedlug zastrz. 1, 2, znamienny tym, ze
jako §rodek utleniajacy stosuje sie tlen.

5. Sposéb wedlug zastrz. 1, 2, znamienny fym, ze
jako Srodek utleniajacy stosuje sie¢ nadtlenek wo-
doru. .
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