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Przedmiotem wynalazku
N-etoksykarbonylo-peptydow.

Konieczno$§¢ wprowadzenia do peptydow ostony
N-etoksykarbonylowej istnieje w badaniach struktury
tych peptydow metoda spektrometrii masowej. Wprowa-
dzenie ostony etoksykarbonylowej na grupe aminowa
peptydu bardzo utatwia okreSlenie sekwencji aminokwa-
sowej.

W literaturze opisana jest bardzo stara (1900—1905)
metoda wprowadzania lostony etoksykarbonylowej za
pomoca chloromréwczanu etylu na grup¢ aminowa pep-
tydow. Sposéb ten ma te wade, ze réwnocze$nie ma
miejsce wprowadzanie tej ostony na funkcie boczne ami-
nokwasow. Stosunkowo niedawno wspomniano w litera-
turze o mozliwosci zastosowania weglanu etylowo-N-
-sukcynimidylowego do wprowadzania ostony etoksykar-
bonylowej na grupe aminowa peptydéow. Brak jednakze
na ten temat jakichkolwiek szczegolow eksperymental-
nych. Weglan etylowo-N-sukcynimidylowy jest bardzo
kosztowny. .

Okazato sig, ze wymienionych trudnosci i wad mozna
uniknaé przez zastosowanie do wprowadzenia ostony
N-etyloksykarbonylowej weglanu etylowo-8-chinolilowe-
go lub etylowo-3-pirydylowego.

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze na wod-
ny roztwoér soli sodowej lub potasowej peptydu dziata
si¢ rozpuszczonym w dwumetyloformamidzie weglanem
etylowo-8-chinolilowym lub etylowo-3-pirydylowym.
Mieszaning reakcyjna pozostawia si¢ przez 0,5 godziny
w temperaturze 20°C. W przypadku gdy mieszanina nie
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jest jednolita przed reakcja podgrzewa si¢ ja lekko do
temperatury 30°C az do catkowitego ujednolicenia roz-
tworu albo mieszaning reakcyjna wytrzasa si¢ przez kil-
ka godzin w temperaturze 20°C. Po skoniczonej reakcji
odparowuje si¢ pod zmniejszonym cidnieniem rozpusz-
czalniki, dodaje wody i octanem etylu lub innym nie
mieszajacym si¢ z woda rozpuszczalnikiem ekstrahuje
nieprzereagowany weglan etylowo-8-chinolilowy lub
etylowo-3-pirydylowy oraz powstajaca 3-hydroksypiry-
dyne lub 8-hydroksychinoling. Warstwe wodna wykwa-
sza si¢ stgzonym kwasem solnym i ekstrahuje wydzie-
lony N-karboetoksy-peptyd do octanu etylu lub innego
nie mieszajacego si¢ z woda rozpuszozalnika. Z powodu
niejednokrotnie duzej rnozpuszczalnosci N-etoksykarbo-
nylo-peptydu w wodzie ekstrakcje mnalezy powtorzyé
wielokrotnie. Po wysuszeniu i usunigoiu pod zmniejszo-
nym ci$nieniem rozpuszczalnika otrzymuje si¢ N-karbo-
etoksy-peptyd.

Stosowany weglan etylowo-8-chinolilowy 1lub etylo-
wo-3-pirydylowy otrzymuje si¢ przez reakcje chloro-

- mroéwczanu etylu z 8-hydroksychinoling lub 3-hydroksy-

pirydyna w obecnodci I1I-rzed. aminy.

Przyktad I. Do oziebionego do temperatury 0°C
roztworu 1,9 g (20 mM) 3-hydroksypirydyny i 2,8 ml
(20 mM) trojetyloaminy w 19,5 ml czterowodorofuranu
wkroplono przy mieszaniu 1,9 ml (20 mM) chloromréw-
czanu etylu. Calo$¢ pozostawiono przez 48 godzin w
temperaturze 20°C. Nastgpnie odsaczono wydzielony
chlorowodorek tréjetyloaminy, odparowano pod zmniej-
szonym cis$nieniem czterowodorofuran, dodano octanu
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etylu i warstwa octanowa ekstrahowano kilkakrotnie
woda, az do zaniku reakcji z chlorkiem zelazowym.
Octan wysuszono nad siarczanem sodu i odparowano
pod zmniejszonym cis$nieniem. Otrzymano 2,3 g (69%)
weglanu  etylowo-3-pirydylowego w formie rzadkiej
cieczy.

Dila CgHgO3N (M = 167,15) % N obliczono — 8,37

% N znaleziono — 8,37

1,16 g (6,7 mM) tak otrzymanego weglanu 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 roztwor pozostawiono przez 0,5 godziny w
temperaturze 20°C. Po tym czasie odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem rozpuszczalniki, dodano wody
i wyekstrahowano octanem etylu nieprzereagowany we-
glan i powstala 3-hydroksypirydyng¢. Warstwe wodna
wykwaszono stgzonym kwasem solnym i przeekstraho-
wano wydzielona karboetoksy-DL-alanylo-glicyng do
octanu etylu. Octan etylu wysuszono nad siarczanem so-
du i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzy-
mano 870 mg (80%) N-karboetoksy-DL-alanylo-glicyny
w formie gestego oleju.

Dla CgH1405N2 (M = 218) % N obliczono — 12,85

% N znaleziono — 12,68

Przyktad II. Do roztworu 5,8 g (40 mM) 8-hy-
droksychinoliny i 5,6 ml (40 mM) trojetyloaminy w
13 ml ozterowodorofuranu wkroplono przy chlodzeniu
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3,8 ml (40 mM) chloromréwczanu etylu. Po 48 godzi-
nach reakcji w temperaturze 20°C odsaczono chlorowo-
dorek tréjetyloaminy, odparowano czterowodorofuran i
pozostato§¢ krystalizowano z alkoholu etylowego. Otrzy-
mano 6 g (67%) weglanu etylowo-8-chinolilowego o
temperaturze topnienia 102,5—104°C (lit. 105°).

3,26 g (15 mM) tak otrzymanego weglanu 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). Wytracony osad
przeprowadzono do roztworu przez ogrzewanie miesza-
niny reakcyjnej do temperatury 30°C. Ujednolicony roz-
twor pozostawiono przez 0,5 godziny w temperaturze
20°C. Nastepnie postgpowano analogicznie jak w przy-
ktadzie 1. Otrzymano 1,88 g (92%) karboetoksy-glicylo-
-glicyny o temperaturze topnienia 132—134°C. Po prze-
krystalizowaniu z alkoholu etylowego (petrolu otrzyma-
no 847 produktu o temperaturze topnienia 138,5 —
140°Cllit. 140°C).

Dla C7H1205N2 (M = 204,2) - % N obliczono — 13,70
% N znaleziono — 13,58

Zastrzezenie patentowe

Sposéb  wytwarzania N-etoksykarbonylo-peptydow,
znamienny tym, Ze na roztw6r wodny soli sodowej lub
potasowej peptydu dziala si¢ rozpuszczonym w dwume-
tyloformamidzie weglanem etylowo-8-chinolilowym lub
etylowo-3-pirydylowym.

WDA-1. Zam. 3512, nakiad 190 egz.
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