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Sposób wytwarzania N-etoksykarbonylo-peptydów

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarzania
N-etoksykarbonylo-peptydów.
Konieczność wprowadzenia do peptydów osłony

N-etoksykarbonyloiwej istnieje w badaniach struktury
tych peptydów metodą spektrometrii masowej. Wprowa¬
dzenie osłony etoksykarbonylowaj na grupę aminową
peptydu bardzo ułatwia określenie sekwencji amimokwa-
sowej.
W literaturze opisana jest bardzo stara (1900—1905)

metoda wprowadzania osłony etoksykarbonylowej za
pomocą chloromrówczanu etylu na grupę aminową pep¬
tydów. Sposób ten ma tę wadę, ze równocześnie ma
miejsce wprowadzanie tej osłony na funkcje boczne ami¬
nokwasów. Stosunkowo niedawno wspomniano w litera¬
turze o. możliwości zastosowania węglanu etylowo-N-
-sukcynimidylowego do wprowadzania osłony etoksykar¬
bonylowej na grupę aminową peptydów. Brak jednakże
na ten temat jakichkolwiek szczegółów eksperymental¬
nych. Węglan etylowo-N^sukjcynimidylowy jest bardzo
kosztowny.
Okazało się, że wymienionych trudności i wad można

uniknąć przez zastosowanie do wprowadzenia osłony
N-etyloksykarbonylowej węglanu etylowo-8-chinolilowe-
go lub etylowo-3wpirydylowego.
Sposób według wynalazku polega na tym, że na wod¬

ny roztwór soli sadowej lub potasowej peptydu działa
się rozpuszczonym w dwumetyloformamidzie węglanem
etylowo-8-chinoliliowym lub etylowo-3-pirydylowym.
Mieszaninę reakcyjną pozostawia się przez 0,5 godziny
w temperaturze 20°C. W przypadku gdy mieszanina nie
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jest jednolita przed reakcją podgrzewa się ją lekko do
temperatury 30°C aż do całkowitego ujednolicenia roz¬
tworu albo mieszaninę reakcyjną wytrząsa isię przez kil¬
ka godzin w temperaturze 20°C. Po skończonej reakcji
odparowuje się pod zmniejszonym ciśnieniem rozpusz¬
czalniki, dodaje wody i octanem etylu lub innym nie
mieszającym się z wodą rozpuszczalnikiem ekstrahuje
nieprzereagowany węglan etylowo-8-chinolilowy lub
etylowo-3-pirydyJlowy oraz powstającą 3-hydroksypiry-
dynę lub 8-hydroksychinolinę. Warstwę wodną wykwa-
sza się stężonym kwasem solnym i ekstrahuje wydzie¬
lony N-karboetoksy-peptyd do octanu etylu lub innego
nie mieszającego się z wodą rozpuszczalnika. Z powodu
niejednokrotnie dużej rozpuszczalności N-etoksykarbo-
nylo-jpeptydu w wodzie ekstrakcję należy powtórzyć
wielokrotnie. Po wysuszeniu i usunięciu pod zmniejszo¬
nym ciśnieniem rozpuszczalnika otrzymuje się N-karbo¬
etoksy-peptyd.
Stosowany węglan etylowo-8-chinolilowy lub etylo-

wo-3-pirydylowy otrzymuje się przez reakcję chloro-
mrówczanu etylu z 8-hydroksychinoliną lub 3-hydroksy-
pirydyną w obecności III-rzęd. aminy.
Przykład I. Do oziębionego do temperatury 0°C

roztworu 1,9 g (20 mM) 3-hydroksypirydyny i 2,8 ml
(20 mM) trójetyloaminy w 19,5 ml czterowodorofuranu
wkroplono przy mieszaniu 1,9 ml (20 mM) chloromrów-
czanu etylu. Całość pozostawiono przez 48 godzin w
temperaturze 20°C. Następnie odsączono wydzielony
chlorowodorek trójetyloaminy, odparowano pod zmniej¬
szonym ciśnieniem czterowadorioifuran, dodano octanu
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etylu i warstwą octanową ekstrahowano kilkakrotnie
wodą, aż do zaniku reakcji z chlorkiem żelazowym.
Octan wysuszono nad siarczanem sodu i odparowano
pod zmniejszonym ciśnieniem. Otrzymano 2,3 g (69%)
węglanu etylowo-3npirydylowego w formie rzadkiej
cieczy.

Dla C8H903N (M = 167,15) % N obliczono -
% N znaleziono -

-8,37
- 8,37

1,16 g (6,7 mM) tak otrzymanego węglanu etylowo-3-
-pirydylowego rozpuszczono w 8,5 ml dwumetyloforma-
midu i dodano do roztworu 1,135 g (5 mM) bromowo-
dorku DL-alanylo-glicyny w 5 ml 2N NaOH (10 mM).
Jednolity roztwór pozostawiono przez 0,5 godziny w
temperaturze 20°C. iPo tym czasie odparowano pod
zmniejszonym ciśnieniem rozpuszczalniki, dodano wody
i wyekstrahowano octanem etylu nieprzereagowany wę¬
glan i powstałą 3-hydrdksypirydynę. Warstwę wodną
wykwaszono stężonym kwasem solnym i przeekstraho-
wano wydzieloną karboetoksy-DL-alanylo-glieynę do
octanu etylu. Octan etylu wysuszono nad siarczanem so¬
du i odparowano pod zmniejszonym ciśnieniem. Otrzy¬
mano 870 mg (80%) N-karboetoksy-DL-alanylo-glicyny
w formie gęstego oleju.

Dla C8H14O5N2 (M = 218) % N obliczono -
% N znaleziono -

12,85
12,68

Przykład II. Do roztworu 5,8 g (40 mM) 8-hy-
droksychindliny i 5,6 ml (40 mM) trójetyloaminy w
13 ml czterowodoirofuranu wkroplono przy chłodzeniu
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3,8 ml (40 mM) chloromrówczanu etylu. Po 48 godzi¬
nach reakcji w temperaturze 20°C odsączono) chlorowo¬
dorek trójetyloaminy, odparowano czterowodorofuiran i
pozostałość krystalizowano z alkoholu etylowego. Otrzy¬
mania 6 g (67%) węglanu etylowo-8-chinolilowego o
temperaturze topnienia 102,5^104°C (lit. 105°).
3,26 g (15 mM) tak otrzymanego węglanu etylowo-8-

-chinoilowego rozpuszczono w 20 ml dwumetyloforma-
midu i dodano do roztworu 1,32 g (10 mM) glicylo-gli-
cyny w 10 ml IN NaOH (10 mM). Wytrącony osad
przeprowadzono do roztworu przez ogrzewanie miesza¬
niny reakcyjnej do temperatury 30°C. Ujednolicony roz¬
twór pozostawiono przez 0,5 godziny w temperaturze
20°C. Następnie postępowano analogicznie jak w przy¬
kładzie I. Otrzymano 1,88 g (92%) karboetoksy-glicylo-
-glicyny o temperaturze topnienia 132—134°C. Po prze-
krystalizowaniu z alkoholu etylowego (petrolu otrzyma¬
no 84% produktu o temperaturze topnienia 138,5 —
140°C/lit. 140°C).

Dla C7H12O5N2 (M = 204,2) % N obliczono —13,70
% N znaleziono — 13,58

Zastrzeżenie patentowe

Sposób wytwarzania N-etoksykarbonylo-peptydów,
znamienny tym, że na roztwór wodny soli sodowej lub
potasowej peptydu działa się rozpuszczonym w dwume-
tyloformamiidzie węglanem etyilowo-8-chinolilowym lub
etylowo- 3 -pirydylowym.

WDA-l. Zam. 3512, nakład 190 egz.
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