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Inventia se refera la un procedeu de protejare a w-amino-a-aminoacizilor sub forma
de uretani, in vederea utilizarii acestora la sinteza polipeptidelor. Protejarea grupelor
functionale, care nu trebuie sa fie implicate in reactiile de policondensare, este ,,ortogonald",
adica este perfect stabila in conditiile de reactie de condensare si deprotejare temporara.

Sunt cunoscute multe metode de protejare a gruparilor functionale a-amino si w-
amino din aminoacizi bazici de genul lizinei sau ornitinei, incadrate in diferite scheme de
protectie ortogonala. In cazul schemelor benzil-oxi-carbonil-t-butil-oxi-carbonil (Z/Boc) sau
fluorenil-metil-oxi-carbonil-t-butil-oxi-carbonil (Fmoc/Boc) in lucrarea “Peptides: Chemistry
and Biology" (Norbert Sewald, Hans-Dieter Jakube, 2002, Wiley-VCH, Verlag GmbH,
ISBN: 3-527-30405-3), sunt prezentate metode de sintezd, in mai multe etape, care
presupun blocarea provizorie a gruparii w-amino sub forma de baza Schiff cu benzaldehida,
blocarea, de asemenea provizorie, a a-amino cu benzil-oxi-carbonil (Z), deblocarea gruparii
w-amino prin descompunerea acida a bazei Schiff si blocarea cu t-butil-oxi-carbonil,
eliminarea grupei protectoare Z prin hidrogenare catalitica si blocarea finalad a grupei o-
amino cu fluorenil-metil-oxi-carbonil. Se obtine, in cazul lizinei, N°*-t-butil-oxi-carbonil-N°-
fluorenil-metil-oxi-carbonil-lizina, utilizabila pentru sinteza de polipeptide cu structura
controlata.

O altad categorie de procedee, prezentate in brevetele USP 3459864, din 1969,
EP 0738710 A1, din 1996, PL 330243, PL 330245, PL 330246, din 1998, PL 344809,
PL 344810 si PL 345912, presupune utilizarea complecsilor de cupru bivalent, pentru
blocarea provizorie, simultand, a grupelor a-amino si carboxil, care face posibila protejarea
selectiva a grupei w-amino, direct sub forma de derivat t-butil-oxi-carbonil (Boc). Urmeaza
eliberarea aminoacidului N“-protejat si protejarea gruparii a-amino sub forma de derivat
fluorenil-metil-oxi-carbonil (Fmoc). Ca sursa de ioni Cu?*, s-au utilizat carbonatul bazic de
cupru, sulfatul de cupru cu hidroxid de sodiu (ca agent alcalin), acetat de cupru si hidroxid
de sodiu. Excesul de di-t-butil-dicarbonat (anhidrida Boc - Boc,O) era distrus cu metanol, iar
aminoacidul partial protejat la gruparea w-amino era eliberat din complex prin tratare cu un
exces de 8-hidroxichinolina. In alte lucrari (Nowshuddin, S; Ram Redy. A., Tetrahedron
Lett. 47, 5159-5161, 2006 si Sailaia, G; Nowshuddin, S; Rao, M.N.A. Tetrahedron Lett.
45, 9297-9298, 2004), descompunerea complexului se realiza prin precipitarea cuprului sub
forma de sulfura, cu hidrogen sulfurat sau sulfurd de sodiu, sau reducerea cuprului la oxid
cupros insolubil sau la cupru metalic, cu borohidrura de sodiu. Dupa operatiile de separare
si purificare a intermediarului semiprotejat, se trecea la faza de protejare finald cu Fmoc.

Metoda care presupune protejari si deprotejari provizorii este foarte laborioasa,
utilizeaza cantitati 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, i necesitétii de a se lucralatemperatura ridicata (pericol de racemizare). Utilizarea
sulfatului de cupru este convenabila, dar hidroxidul de sodiu, ca agent alcalin, face dificil
controlul pH-ului (parametru foarte important pentru asigurarea reactivitatii gruparii amino,
a stabilitatii complexului si evitarea descompunerii hidrolitice a reactantului Boc,O).
Descompunerea excesului de Boc,O cu metanol complica procesul tehnologic si este de
preferat sa se evite. Descompunerea complexului prin schimb de liganzi cu 8-hidroxichinolina
presupune utilizarea in exces a unui compus scump, toxic, care creeaza probleme cu apele
reziduale. Precipitarea cuprului sub forma de Cu,S, utilizand hidrogen sulfurat sau sulfura
de sodiu, prezinta dezavantaje legate de dificultatea evitarii excesului, toxicitate, precipitat
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coloidal, greu filtrabil. Separarea cuprului prin reducere cu borohidrura de sodiu in mediu
alcalin decurge rapid, dar este necesar un mare exces fata de stoichiometrie, este posibila
reoxidarea aeriana, ceea ce reclama lucru sub atmosfera controlata sau mentinerea, pe tot
parcursul prelucrarii, a unui exces de reducator i, mai ales, exista o tendinta de reducere
a carboxilului la hidroxil. Din motivele enumerate, metodele analizate nu prezinta reproducti-
bilitatea si eficienta necesare aplicarii productive.

Problema tehnicéa pe care o rezolva procedeul conform inventiei constéa in elaborarea
unui procedeu eficient economic, de tipul ,intr-un reactor - one pot", care utilizeaza materii
prime accesibile si cu toxicitate redusa, parametri simplu de controlat, usor de aplicat
industrial, pentru fabricarea amino-aminoacizilor protejati, in scopul utilizarii la sinteze de
polipeptide si ca blocuri sintetice, pentru realizarea altor compusi fiziologic activi.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele mentionate anterior, prin aceea
ca formarea complexului cupric se realizeaza utilizand sulfat de cupru si carbonat de sodiu,
care formand un tampon de pH cu bicarbonatul rezultat din reactie, faciliteaza mentinerea
pH-uluiinintervalul optim (8,5...10,5), excesul de Boc,O se distruge hidrolitic, prin asigurarea
unui timp de perfectare suficient (intre 8 si 20 h), eliberarea aminoacidului semiprotejat se
face cu acid citric (agent acid si complexant pentru cupru, in acelasi timp), prin salifiere cu
NaCl si filtrare, urmata de reintroducerea precipitatului spalat in acelasi reactor, peste o
solutie apoaséa de carbonat de sodiu, dozarea unei solutii acetonice de fluorenil-metil-oxi-
carbonil-O-succinimida (Fmoc-OSu), controland pH-ul s& raméana alcalin (8,5...10,5) pe tot
parcursul reactiei, prin adaugare de carbonat de sodiu, extractia impuritatilor cu diizopro-
pileter sau eter etilic, iar a produsului, cu acetat de etil, dupa acidulare si salifiere cu NaCl.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- permite obtinerea concomitenta a derivatului protejat numai la grupa w-amino, sau
poate fi ugor adaptat pentru obtinerea altor derivati protejati ortogonal ai lizinei, ornitinei sau
altor amino-aminoacizi, 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 fi recuperati prin
distilare si, eventual, reutilizati in proces;

- cuprul se poate recupera simplu, aproape cantitativ, din filtratul de Ia
descompunerea complexului, prin schimb cu Al, sub forma de cupru metalic;

- nu rezulta cantitati importante de ape reziduale, iar compusii organici continuti sunt
usor biodegradabili (citrati i succinati de sodiu).

Se d3, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei:

10 mmoli L-Lys-HCI (1,8279) se dizolva in 10 ml apa. 5 mmoli CuSO,-5H,0 (1,25 g)
se dizolva in 10 ml apa. Se amesteca cele doua solutii, apoi se aduce pH-ul la >10 cu
Na,CO; solid, sub agitare.

12 mmoli Boc,O (2,629) se dizolva in 12 ml acetona. Solutia rezultata se picura, timp
de 40 min, peste solutia apoasa de complex cupric, sub agitare energica, la temperatura
camerei. Pe parcursul picurarii, se adauga 12 mmoli Na,CO; solid (1,3 g), divizat in 8 portii
egale, la intervale de cate 5 min. Se lasa la perfectare peste noapte (8 pana la 20 h).

La reluare, se adauga 50 ml solutie 10% de acid citric, sub agitare, la temperatura
camerei. Se verifica ca pH-ul sa fie 2...2,5. Daca trebuie, se mai adauga acid citric solid,
pentru scaderea pH-ului. Dupa descompunerea complexului (modificarea culorii), se adauga
NaCl solid, pana la saturare. Precipitatul format se filtreaza si se spala cu solutie saturata
de NaCl, pana la absenta Cu®* (hartie cu Na,S).
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Precipitatul umed se reintroduce in vasul de reactie peste 40 ml solutie 10% de
Na,CO,,sub agitare, la temperatura camerei. Dupa dizolvare, se obtine o solutie clara. Daca
solutia nu este clara, se extrag impuritatile cu 2x20 ml hexan. 13 mmoli FmocOSu (4,05 g)
se dizolva in 80 ml acetona uscatd. Solutia obtinutd se picura timp de 60 min peste solutia
apoasa din vasul de reactie, sub agitare energica, la temperatura camerei. La terminarea
adaugarrii, se verifica ca pH-ul sa fie alcalin. Se mai lasa la perfectare, sub agitare, 2 h. Se
dilueaza masa de reactie cu 120 ml apa. Impuritatile se extrag cu 2x30 ml eter etilic, apoi se
adauga clorura de sodiu pana la saturare si 50 ml acetat de etil. Se aciduleaza cu acid citric
solid (= 8 g), controland ca pH-ul sa fie 2...2,5. Faza apoasa se dreneaz3, iar faza organica
se mai spala cu 2x30 ml solutie saturata de clorura de sodiu, apoi se usuca pe sulfat de
sodiu anhidru si se concentreaza sub vid de 50...150 mbari si 45°C, pana se obtine un ulei.
Uleiul se dizolva, sub agitare, in 30 ml diizopropileter, din care, in timp, cristalizeaza
produsul. Se filtreaza si se spala pe filtru, cu 3x5 ml diizopropileter. Se usuca la vid si
temperatura de maximum 45°C.

Se obtin 3,98 g produs, fata de teoretic, 4,68 g, adica un randament de 85% fata de
lizina inital luata in lucru, comparativ cu un randament de 35%, prin metoda veche, cu
protejari si deprotejari provizorii.
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Revendicare

Procedeu de protejare a w-amino-a-aminoacizilor sub forma de uretani, caracterizat
prin aceea ca, in scopul introducerii selective a unor grupe protectoare la cele doua grupe
functionale w-amino $i a-amino, se blocheaza, in primul rand, simultan, gruparile carboxil
si a-amino ale aminoacidului, prin formarea unui complex cupric care rezultad din reactia
aminoacidului cu sulfatde cupruin prezenta de carbonat de sodiu, care asigura controlul pH-
ului in intervalul optim 8,5...10,5, urmeaza apoi blocarea gruparii w-amino a aminoacidului,
prin tratarea complexului cupric cu dicarbonat de di-t-butil in prezenta de carbonat de sodiu,
excesul de dicarbonat de di-t-bultil fiind distrus hidrolitic, prin l1asarea amestecului rezultat la
perfectat o perioada de timp cuprinsa intre 8 si 20 h, eliberarea aminoacidului semiprotejat
se face cu acid citric prin salifiere cu NaCl si filtrare urmata de reintroducerea precipitatului
spalat, in acelasi reactor, peste o solutie apoasa de carbonat de sodiu si de dozarea unei
solutii acetonice de fluorenil-metil-oxi-carbonil-O-succinimida, pH-ul fiind mentinut pe tot
parcursul reactiei intre 8,5 si 10,5, prin adaugare de carbonat de sodiu, in final, extractia
impuritatilor fiind realizata cu diizopropil-eter, iar a produsului finit, cu acetat de etil, dupa
acidulare si salifiere cu NaCl.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 436/2012
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