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Sposob wytwarzania
amidu pyroglutamylo-(3’-aminotyrozylo)-proliny
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Dziedzina techniki. Przedmiotem wynalazku jest
spos6b wytwarzania amidu pyroglutamylo-(3'-
-aminotyrozylo)-proliny, o wzorze przedstawionym
®na rysunku. Wytworzony amid wykazuje wlasci-
wosci farmakologiczne i nadaje sie do stosowania
przy wytwarzaniu stymulatoré6w i lub inhibitoréw
wydzielania neurohormonéw z gruczolowej cze$ci
przysadki mézgowej.

Stan techniki. W ostatnich latach opisano szereg
wystepujacych w mézgu peptydéw o silnym dzia-
laniu stymulujacym lub inhibitujacym wydzielanie
hormonéw z gruczolowej cze$ci przysadki moézgo-
wej. Jako neurohormon stymulujacy wydzielanie
hormonu tyreotropowego opisano naturalny peptyd
w postaci amidu pyroglutamylo-histydynylo-proliny.

Jako peptyd inhibitujacy naturalny neurohormon
zsyntetyzowano jedynie amid . byroglutamylo-3,4-
-dwuhydroksyfenyloalanylo-proliny.

Niedogodno§¢é stosowania tego znanego peptydu
wynika stad, Ze reszta zasadowego aminokwasu his-
tydyny jest w tym analogu podstawiana reszta sla-
bokwasnego fenolu w postaci 3,4-dwuhydroksyfeny-
lo-alaniny, wiec powinowactwo do odpowiednich re-
ceptoréw, charakterystycznych dla hormonu tyreo-
tropowego jest malte i powoduje, ze znany peptyd
wykazuje stosunkowo stabe wlasciwosci inhibitoro-
we. Dodatkows niedogodnoscia stosowania znanego
peptydu jest trudna synteza zwigzkéw zawieraja-
cych w lancuchu peptydowym reszte dwuhydroksy-
fenyloalaninows.
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Istota wynalazku. Sposéb wedlug wynalazku wy-
twarzania amidu pyroglutamylo-(3’-aminotyrozylo)-
-proliny, o wzorze przedstawionym na rysunku, po-
lega na dolgczaniu znanymi sposobami tworzenia
wigzania peptydowege do amidu proliny reszty
3’-nitrotyrozyny, zwlaszcza z grupg aminowsg chro-
niona przy pomocy grupy butyloksykarbonylowej,
benzyloksykarbonylowej lub formylowej, a nastep--
nie, po usunieciu znanymi sposobami grup bloku-
jacych, do tak utworzonego dwupeptydu przylacza
si¢ reszte kwasu pyroglutaminowego, znanymi spo-
sobami tworzenia wigzania peptydowego, zwlaszcza .
mieszanych bezwodnikéw, metodg dwucykloheksy-
lokarbodwuimidowsa lub metoda estréw aktywnych.
Tak wytworzony tréjpeptyd z grupa nitrowa redu-
kuje sie wodorem w obecnosci palladu osadzonego
na weglu, lub cynkiem w $rodowisku kwa$nym.
lub pradem stalym, korzystnie o natezeniu 2 do 5 A.

Przykladowa synteze zilustrowano schematem
przedstawionym na rysunku. )

Zaleta sposobu wedlug wynalazku wytwarzania
amidu pyroglutamylo-(3"-aminotyrozylo)-proliny jest
prostota wytwarzania, w wyniku ktérej otrzymuje
sie peptyd wykazujacy wlasciwosci zasadowe, zbli-
zone do wlasciwo$ci naturalnego hormonu tyreotro-
powego, o potencjale utleniajaco redukujacym,
identycznym z potencjalem utleniajaco-redukcyj-
nym amidu pyroglutamylo-3’,4’-dwuhydroksyfeny-
loalanyloproliny.

Przyktlad. Do roztworu 1 mmola chlorowodor-
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ku amidu proliny w chlorku metylenu dodano ko-
lejno podczas intensywnego mieszania 1 mmol troj-
etyloaminy, 1 mmol N-hydroksybenzotriazolu
i 1 mmol N-t-butyloksykarbonylo-3’-nitrotyrozyny.
Po oziebieniu otrzymanego roztworu do — 10°C do-
dano do roztworu 1 mmol N,N’-dwucykloheksylo-
karbodwuimidu. Po 1 godzinie mieszania w tempe-
raturze — 10°C roztwér ogrzano do temperatury
pokojowej, a po nastepnych 4 godzinach odsgczono
wytrgcony N,N’-dwucykloheksylomocznik. Roztwor
przemyto kolejno 1% NaHCO; woda, 10% kwasem
cytrynowym i ponownie wodg. ’
Po wysuszeniu roztworu siarczanem magnezu,
chlorek metylenu odparowano in vacuo. Pozostaly
osad krystalizowano z ukladu octan etylu/eter.
Otrzymano z6lte krysztaly amidu N-t-butyloksykar-
bgnylo-3’—nitrotyi'ozylo-proliny o nastepujacych
Wspélciynnikach R: na zelu krzemionkowym:

Rfl (15% metanol w chloroformie) = 0,68
R} (25% metanol w chloroformie) = 0,85
R} (33% metanol w chloroformie) = 0,90
Ri (n-butanol, kwas octowy, woda —

4.1:1) =078
uzyskujac 80 do 85% wydajnosci i temperature top-
nienia 112 do 115°C.

1 mmol tak otrzymanego amidu N-t-butyloksy-
karbonylo-3’-nitrotyrozyloproliny wstrzasano 15 mi-
nut w temperaturze pckojowej z 4 N chlorowodo-
rem w octanie etylu, a nastepnie chlorowodér i oc-
tan etylu odparowano in vacuo. Pozostalos¢ w po-
staci osadu roztarto z eterem, odsgczono eter i hig-
roskopijng pozostato§¢ suszono nad wodorotlenkiem
potasu. .

Pozostato§é rozpuszczono w mieszaninie chlorku
metylenu z dwumetyloformamidem i dodano ko-
* lejno 1 mmol tréjetyloaminy, 1 mmol estru 2,4,5-
-tréjchlorofenylowego kwasu pyroglutaminowego
i 0,1 mmola N-hydroksybenzotriazolu. Po 4 godzi-
nach odparowano chlorek metylenu in vacuo, a do
pozostatoSci dodano eteru. Wytrzagsany osad oczy-
szczono chromatograficznie na zelu krzemionkowym
w.. ukladzie 25% metanolu w chloroformie. Glé6wnga
frakcje wyodrebniono, a rozpuszczalnik odparowa-
no. Otrzymano zétte krysztaly o skladzie elementar-
nym zgodnym z wzorem dla amidu pyroglutamylo-
-3'-nitrotyrozylo-proliny o nastepujacych wsp6l-'
czynnikach Rs na zelu krzemionkowym:
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1 _

Rl =031
2 _

RZ =052
3 _

R} =069

R} =048

uzyskujac 75 do 80% wydajnosci i temperature top-
nienia 215 do 220°C.

1 mmol tak uzyskanego amidu pyroglutamylo-3'-
-nitrotyrozylo-proliny rozpuszczono w metanolu
i dodano 5 mmoli lodowatego kwasu octowego i ja-
ko katalizatora 50 mg palladu osadzonego na weglu,
a nastepnie przez mieszanine przepuszczono wodor,
az do catkowitego zaniku Zéltej barwy roztworu.
Katalizator odsaczono, a przesacz zatezono in vacuo.

Do pozostato$ci dodano eteru, a wytragcony osad
odsgczono i wysuszono nad wodorotlenkiem sodu.
Otrzymano analitycznie czysty amid pyroglutamy-
lo-3’-aminotyrozylo-proliny o nastepujacych wspél-
czynnikach R: na zelu krzemionkowym:

1 _
R} =01
RZ =0,25
R} =0,55
4 _
R =0,27

uzyskujgc w procesie ‘90 do 95% wydajnosci i pre-
parat o temperaturze topnienia od 196 do 198°C.

Zastrzezenia patentowe

Sposéb wytwarzania amidu pyroglutamylo-(3'-
-aminotyrozylo)-proliny, o wzorze przedstawionym
na rysunku, znamienny tym, ze do amidu proliny
dotgcza sie znanym sposobem tworzenia wigzania
peptydowego reszte 3’-nitrotyrozyny z grupg amino- @
wa chroniong przy pomocy grupy butyloksykarbo-
nylowej, benzyloksykarbonylowej lub formylowej,
a nastepnie, po usunieciu znanymi sposobami grup
blokujgcych, do tak utworzonego dwupeptydu przy-
tacza sie reszte kwasu pyroglutaminowego, znany-
mi sposobami tworzenia wigzania peptydowego,
zwlaszcza mieszanych bezwodnikéw, metoda dwu-
cykloheksylokarbodwuimidowa lub metoda estréow
aktywnych i tak wytworzony tréjpeptyd z grupa
nitrowa redukuje sie wodorem w obecnos$ci palladu
osadzonego na weglu, lub cynkiem w $rodowisku
kwasnym, lub predem stalym, korzystnie o nateze-
niu 2 do 5 A.
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