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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de protejare
a o, w-diaminoacizilor sub forma de uretani, pentru utili-
Zarea acestora la sinteza unor polipeptide. Procedeul
conform inventiei constd din introducerea selectiva a
gruparilor protectoare la cele doua grupéri functionale
amino, prin blocarea simultang a carboxilului i grupari
o amino, utilizand sulfat de cupru si carbonat de sodiu,
pentru controlul pH-ului Tn intervalul 8,5...10,5, dupa
care complexul cupric format este tratat cu dicarbonat
de ferf-butil, in scopul protejarii grupérii w-amino, dupa

care complexul cupric este descompus cu acid citric,
prin- salifiere. cu NaCl, si precipitatul se filireaza si se
spala, dupa care se dizolva fntr-o selutie 10% de carbo-
nat de potasiu si se trateaza cu o solutie de fluorenil-
metiloxicarbonil-O-succinimidé, la un pH de 8,5...10,5,
dupa terminarea reactiei gi prelucrare rezultdnd produ-
sul protejat selectiv.

Revendicari: 2

Cu incepere de la data publicdni cereriide brevet, cererea asiqurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd polrivit dispozitiffor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceplia cazurilor fn care cererea de brevel de inventie & fost respinsd, retrasd sau consideratd ca fiind retrasd.
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PROCEDEU DE PROTEJARE A o-AMINO-0-AMINO-ACIZILOR SUB FORMA DE
URETANI

Inventia se referd la un procedeu de protejare a w-amino-g-amino-acizilor sub forma
de uretani, in vederea utilizarii acestora la sinteza polipeptidelor. Protejarea grupelor functionale,
care nu trebuie sé fic implicate in reactiile de policondensare, este ,,ortogonald”, adica este

perfect stabild in conditiile de reactie de condensare §i deprotejare temporara.

Sunt cunoscute multe metode de protejare a grupéarilor functionale a-amino $i w-
amino din amino-acizi bazici de genul lizinei sau ornitinei, incadrate in diferite scheme de
protectie ortogonald. In cazul schemelor Benzil-oxi-carbonil / t-butil-oxi-carbonil (Z / Boc) sau
Fluorenil-metil-oxi-carbonil / t-butil-oxi-carbonil (Fmoc / Boc) sunt cunoscute metode de
sinteza, In mai multe etape, care presupun blocarea provizorie a grupérii w-amino sub forma de
baza Schiff cu benzaldehida, blocarea, de asemenea provizorie, a ¢-amino cu benzil-oxi-carbonil
(Z), deblocarea grupirii w-amino prin descompunerea acidé a bazei Schiff i blocarea cu t-butil-
oxi-carbonil, eliminarea grupei protectoare Z prin hidrogenare catalitica si blocarea finala a
grupei a-amino cu Fluorenil-metil-oxi-carbonil. Se obtine, in cazul lizinei, N°-t-butil-oxi-
carbonil-N"-fluorenil-metil-oxi-carbonil-lizini utilizabila pentru sinteza de polipeptide cu
structurd controlatd. O alti categorie de procedee presupune utilizarea complecsilor de cupru
bivalent pentru blocarea provizorie, simultana, a grupelor a-amino si carboxil, care face posibild
protejarea selectivd a grupei w-amino direct sub formd de derivat t-butil-oxi-carbonil (Boc).
Urmeaza cliberarea amino-acidului N”-protejat si protejarea grupdrii a-amino sub forma de
derivat fluorenil-metil-oxi-carbonil (Fmoc). Ca sursa de ioni Cu’* s-a utilizat carbonatul bazic de
cupru, sulfatul de cupru §i hidroxidul de sodiu (ca agent alcalin), acetatul de cupru si hidroxidul
de sodiu. Excesul de di-t-butil-dicarbonat (anhidrida Boc — Boc;0) era distrus cu metanol, iar
amino-acidul parfial protejat 1a gruparea w-amino era eliberat din complex prin tratare cu un
exces de 8-hidroxichinolini. In alte lucrari descompunerea complexului se realiza prin
precipitarea cuprului sub forma de sulfurd, prin tratarea cu hidrogen sulfurat sau sulfurd de sodiu,
sau reducerea cuprului la oxid cupros insolubil sau la cupru metalic, utilizind borohidrura de

sodiu. Dupé operatiile de separare si purificare a intermediarului semiprotejat, se trecea la faza

de protejare finala cu Fmoc. «.
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Metoda care presupune protejari si deprotejéri provizorii este foarte
laborioasa,utilizeaza cantitifi mari de solventi volatili, conduce la un randament final mic si este

dificil de aplicat industrial.

Utilizarea carbonatului bazic de cupru sau a hidroxidului de cupru prezinta
dezavantajul impreciziei de dozare din cauza instabilitatii si compozitiei variabile a acestor
compusi si al necesitétii de a se lucra la temperatura ridicata (pericol de racemizare). Utilizarea
sulfatului de cupru este convenabild, dar hidroxidul de sodiu ca agent alcalin face dificil
controlul pH-ului (parametru foarte important pentru asigurarea reactivitatii gruparii amino, a
stabilitatii complexului §i evitarea descompunerii hidrolitice a reactantului Boc,0).
Descompunerea excesului de Boc,O cu metanol complica procesul tehnologic si e de preferat sa
se evite. Descompunerea complexului prin schimb de liganzi cu 8-hidroxichinolina presupune
utilizarea in exces a unui compus scump, toxic, care creazi probleme cu apele reziduale.
Precipitarea cuprului sub forma de Cu,S utilizand hidrogen sulfurat sau sulfuri de sodiu prezinta
dezavantaje legate de dificultatea evitarii excesului, toxicitate, precipitat coloidal, greu filtrabil.
Separarea cuprului prin reducere cu borohidruré de sodiu in mediu alcalin decurge rapid, dar este
necesar un mare exces fata de stoechiometrie, este posibild reoxidarea aeriana ceea ce reclama
lucru sub atmosferd controlatd sau mentinerea pe tot parcursul prelucrérii a unui exces de
reducitor si, mai ales, exista o tendinta de reducere a carboxilului la hidroxil. Din motivele
enumerate, metodele analizate nu prezintd reproductibilitatea si eficienta necesare aplicarii

productive.

Problema tehnica pe care o rezolva procedeul conform inventiei consta in elaborarea
unui procedeu eficient economic, de tipul ,.intr-un reactor - one pot”, care utilizeaza materit
prime accesibile si cu toxicitate redusd, parametrii simplu de controlat, ugor de aplicat industrial
pentru fabricarea amino- amino-acizilor protejati in scopul utilizérii la sinteze de polipeptide si

ca blocuri sintetice pentru realizarea altor compusi fiziologic activi.

Procedeul conform inventiei inldturd dezavantajele men{ionate anterior prin aceea cd
formarea complexului cupric se realizeaza utilizind sulfat de cupru si carbonat de sodiu, care
formand un tampon de pH cu bicarbonatul rezultat din reaciie, faciliteazd mentinerea pH-ului in
intervalul optim (9 - 10,5), excesul de Boc,O se distruge hidrolitic prin asigurarea unui timp de

perfectare suficient, eliberarea amino-acidului semiprotejat se face cu acid citric (agent acid si
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complexant pentru cupru in acelagi timp), prin salefiere cu NaCl si filtrare,urmati de
reintroducerea precipitatului spalat in acelagi reactor, peste o solutie apoasa de carbonat de sodiu
, dozarea unei solutii acetonice de Fluorenil-metil-oxi-carbonil-O-succinimidd (Fmoc-OSu),
controland pH-ul s rimana alcalin (9 - 10,5) pe tot parcursul reactiei prin adiugare de carbonat
de sodiu, extractia impuritétilor cu diizopropileter sau eter etilic, 1ar a produsului cu acetat de

etil, dupa acidulare si salefiere cu NaCl.
Procedeul conform inventiei prezintd urmétoarele avantaje:

- Permite obtinerea concomitentd a derivatului protejat numai la grupa w-amino,
sau poate fi usor adaptat pentru obtinerea altor derivati protejati ortogonal ai
lizinei, ornitinei sau altor amino-amino-acizi, cu alte grupe protectoare.

- Procedeul este simplu, eficient, ieftin, ecologic, realizabil industrial in sistem
,,one pot”,

- Rezultd produse de calitate suficientd pentru directa utilizare in sinteza de
polipeptide sau alti compusi fiziologic activi,

- Se utilizeaza materii prime uzuale si solventi tehnici care pot i recuperati prin
distilare i, eventual, reutilizati in proces,

- Cuprul se poate recupera simplu, aproape cantitativ, din filtratul de la
descompunerea complexului prin schimb cu Al, sub forma de cupru metalic.

- Nu rezulta cantititi importante de ape reziduale, iar compusii organici continuti

sunt ugor biodegradabili (citrafi i succinati de sodiu).
Se da, in continuare,un exemplu de realizare a inventiei:

10 mmoli L-Lys-HCI (1,827g) se dizolva in 10 ml apa. 5 mmoli CuSO4-5H,0 (1,25g) se dizolva
in 10 ml ap3. Se amesteca cele doud solutii, apoi se aduce pH-ul la> 10 cu Na,COj5 solid, sub
agitare.

12 mmoli Boc,0 (2,62g) se dizolva in 12 ml acetond. Solutia rezultata se picurd, timp de 40
minute, peste solufia apoasi de complex cupric, sub agitare energicd, la temperatura camerei. Pe
parcursul picurdrii, se adaugd 12 mmoli Na;COs solid (1,3g), divizat in 8 portii egale, la
intervale de cte 5 minute. Se lasd la perfectare peste noapte.

La reluare,se adaugé 50 m] solutie 10% de acid citric, sub agitare, la temperatura camerei. Se
verificda pH-ul sa fie 2-2.5. Daca trebuie, se mai adauga acid citric solid, pentru scaderea pH-
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ului. Dupd descompunerea complexului (modificarea culorii), se adauga Na Cl solid pani la
saturare. Precipitatul format se filtreaz3 si se spald cu solutie saturatd de NaCl pani la absenta
Cu”* (hartie cu Na,S).

Precipitatul umed se reintroduce in vasul de reactie peste 40ml solutie 10% de NayCO;3,sub
agitare, la temperatura camerei. Dupa dizolvare, se obtine o solutie clard. Daca solutia nu este
clar, se extrag impuritatile cu 2x20 ml hexan. 13 mmoli FmocOSu (4.05g) se dizolva in 80 ml
acetond uscatd. Solutia obfinuta se picura timp de 60 minute peste solutia apoasa din vasul de
reaciie, sub agitare energica, la temperatura camerei. La terminarea addugérit se verifici pH-ul sa
fie alcalin. Se mai lasé la perfectare, sub agitare, 2 ore. Se dilueazi masa de reacte cu 120 m! apa.
Impurititile se extrag cu 2x30 ml eter etilic, apoi se adauga clorurd de sodiu pand la saturare si
50 ml acetat de etil. Se aciduleazi cu acid citric solid (= 8g), controland pH-ul s3 fie 2-2,5. Faza
apoasa se dreneaza, iar faza organicd se mai spald cu 2x30 ml solutie saturati de clorura de
sodiu, apoi se usuca pe sulfat de sodiu anhidru i se concentreazi sub vid de 50-150 mbarr si
45°C péna se obtine un ulei. Uleiul se dizolva, sub agitare, in 30 ml diizopropileter,din care, in
timp, cristalizeazd produsul. Se filtreaza si se spald pe filtru cu 3x5 ml diizopropileter. Se usuci
la vid i temperaturad de maximum 45°C.

Se obtin 3,98 g produs, fati de teoretic 4,68 g, adicd un randament de 85 % fati de
lizina inital luatd in lucru, comparativ cu un randament de 35 % prin metoda veche cu protejari i
deprotejari provizorii.
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REVENDICARI

Procedeu de protejare a amino-amino-acizilor sub formé de uretani caracterizat
prin aceea ca, in scopul introducerii selective a grupelor protectoare la cele doua
grupe functionale amino, se blocheazd simultan carboxilul §i grupa a-amino prin
formarea complexului cupric utilizand sulfat de cupru si carbonat de sodiu pentru
controlul pH-ului 1n intervalul optim 8,5 — 10,5 , excesul de dicarbonat de di-t-
butil utilizat la blocarea grupei w-amino se distruge hidrolitic prin asigurarea unui
timp de perfectare suficient, eliberarea amino-acidului semiprotejat se face cu
acid citric (agent acid §i complexant in acelasi timp), prin salefiere cu NaCl si
filtrare urmata de reintroducerea precipitatului spalat in acelasi reactor peste o
soluie apoasd de carbonat de sodiu, dozarea unei solutii acetonice de fluorenil-
metil-oxi-carbonil-Q-succinimida controldnd pH-ul sd rdiména alcalin (8,5 — 10,5)
pe tot parcursul reactiei prin addugare de carbonat de sodiu, extractia
impuritatilor cu diizopropil-eter, iar a produsului cu acetat de etil, dupa acidulare
si salefiere cu NaCl.

Procedeu conform revendicirii 1, caracterizat prin aceea ca utilizeaza carbonatul
de sodiu care asigurd un control stabil al pH-ului i a acidului citric concomitent
cu salefierea, care permite separarea intermediarului in stare solida suficient de
pur pentru continuarea procesului in sistem ,, in acelasi reactor”, foarte
convenabil pentru aplicare industriala.
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