Synteza peptydow na nosniku stalym metoda Fmoc/tBu

Wprowadzenie

Synteza peptydéw metodg klasyczng, inaczej zwang syntezg w roztworze, napotyka szereg
trudnosci. Metoda ta jest bardzo pracochtonna i czasochlonna, poniewaz do zsyntezowania
peptydu trzeba przeprowadzi¢ szereg procesOw tworzenia wigzania peptydowego, etapow
usuwania oston grup aminowych, a ponadto kazdy otrzymany produkt posredni powinien by¢
oczyszczony 1 scharakteryzowany. Zwykle najtrudniejszym 1 najbardziej czasochtonnym
elementem kazdego etapu syntezy jest proces oczyszczania kolejnych fragmentow
tworzonego peptydu. Dodatkowo utrudnienie stanowi obecno$¢ produktoéw ubocznych, czesto
o wlasnosciach zblizonych do wlasnosci produktow gtownych, ktore sg trudne do oddzielenia.
W 1962 roku Merrefield opracowat nowa strategie syntezy chemicznej peptydow i biatek,
ktora, podobnie jak biosynteza bialek, przebiega w innej fazie. Metoda ta polega na tym, ze
pierwszy aminokwas wigze si¢ kowalencyjnie swa grupa karboksylowa z nierozpuszczalnym
polimerem, co ulatwia sgczenie, a nastepnie syntezuje si¢ caty tancuch peptydowy krok po
kroku od C-konca. W tym celu N-chroniony aminokwas reaguje z reaktywna grupa polimeru.
Ze zwigzanego kowalencyjnie z polimerem aminokwasu usuwa si¢ ostong grupy o-aminowej
I otrzymany aminoacylopolimer przereagowuje z nastgpnym N-chronionym aminokwasem.
W zasadzie tancuch peptydowy przedluzany jest krok po kroku we wngtrzu matrycy
polimeru. Produkt reakcji zwigzany jest w sposob trwaly z no$nikiem, a nadmiar
odczynnikow oraz produkty uboczne reakcji usuwane sa za pomoca zwyklego przemywania i
saczenia. W ostatnim etapie syntezy rozszczepiane jest wigzanie kowalencyjne miedzy
C-koncowym aminokwasem zsyntezowanego tancucha peptydowego, a grupa na nosniku, z
ktérg byt zwigzany. Nierozpuszczalny nos$nik mozna oddzieli¢ od znajdujacego si¢ w
roztworze polipeptydu przez zwykle odsaczenie. Prostota operacji technicznych (zastapienie
pracochlonnych etapéw wytracania i oczyszczania, niezbednych w konwencjonalnej syntezie,
zwykltym sgczeniem) oraz mozliwo$¢ automatyzacji procesu stanowig bezdyskusyjne zalety
tej metody. Znaczng wade w poczatkowym etapie rozwoju syntezy na nosniku stanowit
problem otrzymywania czystych peptydow. Wynikato to z braku ilo§ciowego przebiegu
reakcji przylaczania i odblokowywania aminokwasoéw na poszczegdlnych etapach syntezy.
Otrzymywane na no$niku statym produkty koncowe wymagaly zmudnego procesu
oczyszczania.
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STOSOWANE SKROTY

AA — aminokwas

AcOH — kwas octowy

Boc — t-butyloksykarbonyl

DCCI — N,N -dicykloheksylokarbodiimid
DCM - dichlorometan

DIC — N,N -diizopropylokarbodiimid
DIPEA — diizopropyloetyloamina

DMF — N,N-dimetyloformamid

Et20 — eter dietylowy

EtOH — etanol

Fmoc — 9-fluorenylometoksykarbonyl
HOBLt — 1-hydroksybenoztriazol

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
MALDI-MS — spektrometria mas z jonizacjg przez desorpcj¢ w matrycy
MeOH — metanol

n-BuOH — n-butanol

NMP — N-metylo-2-pirolidon

tBu — t-butyl

TEA — trietyloamina

TFA — kwas trifluoroocotowy

TIPS — triizopropylosilan

SYNTEZA PEPTYDOW NA NOSNIKU STALYM METODA FMOC/tBU

Synteza peptydow na no$niku statym (zywicy) metoda Fmoc/tBu sktada si¢ z kilku etapow.
Pierwszy etap syntezy stanowi proces przytaczenia C-koncowego aminokwasu do ,,linkera”
zywicy. Kolejny etap stanowi proces wydluzanie tancucha polipeptydowego polegajacy na
cyklicznym przytaczaniu kolejnych reszt aminokwasowych. Ostatni etap syntezy polega na
odszczepiania peptydu od zywicy z jednoczesnym usuni¢ciem grup ochronnych z tancuchow
bocznych aminokwaséw. Przykladowo jeden cykl wprowadzania reszty aminokwasowej
podczas wydtuzaniu tancucha peptydowego sktada si¢ z nastepujacych etapow:

A. Przemywanie:
2x4 mL DMF, 0,5 min.
B. Dwuetapowe usunigcie ostony Fmoc:

1x3 mL 20% piperydyna/DMF z dodatkiem 1% tritonu X-100, 5 min
1x5 mL 20% piperydyna/DMF z dodatkiem 1% tritonu X-100, 15 min

C. Przemywanie:

2x4 mL DCM, 0,5 min
2x4 mL DMF, 0,5 min
2x4 mL DCM, 0,5 min
3x4 mL DMF, 1 min
3x4 mL DCM, 1 min

D. Potwierdzenie obecnosci wolnych grup aminowych jednym z testow:

Kaisera, chloranilowym lub fluorescaminowym



E. Acylowanie:

Pierwsza reakcja przylagczania Fmoc-AA prowadzona jest 90 min, z uzyciem
trzykrotnego molowego nadmiaru chronionego aminokwasu wzgledem osadzenia
Zywicy.

Drugie acylowanie (w przypadku pozytywnego testu na obecnos¢ wolnych grup
aminowych) prowadzona jest 60 min, z uzyciem dwukrotnego molowego nadmiaru
chronionego aminokwasu.

We wszystkich przypadkach acylowanie prowadzone jest w mieszaninie
rozpuszczalnikow DMF:NMP 1:1 (v/v) z 1% dodatkiem Tritonu X-100.

F. Przemywanie:

3x4 mL DMF, 1 min
3x4 mL DCM, 1 min

G. Monitorowanie reakcji acylowania:

Test na obecnos¢ wolnych grup aminowych (Kaisera, chloranilowy lub
fluorescaminowy). Pozytywny wynik testu powoduje powtorne acylowanie poczawszy
od punktu E. Wpynik negatywny konczy proces przytaczania chronionego
aminokwasu.

W ostatnim etapie syntezy peptydow usuwana jest ostona Fmoc z grupy a-aminowej
N-koncowego aminokwasu wedtug procedury przedstawionej w punktach A-C. Na koncu
zywica przemywa jest niewielka iloscia EtOH oraz Et2O 1 suszona si¢ w eksykatorze
prozniowym nad P20s i NaOH do stalej masy.

Odszczepianie peptydow od zywicy prowadzone jest zwykle z jednoczesnym usunig¢ciem
oston z grup funkcyjnych tancuchéw bocznych aminokwasow, np. z zastosowaniem
mieszaniny TFA/Fenol/H2O/TIPS (88:5:5:2). Reakcja, z zastosowaniem powyzszej
mieszaniny, prowadzona jest przez 120 min w temperaturze pokojowej w atmosferze gazu
obojetnego (argonu). Po tym czasie zywica jest odsgczana 1 przemywana dwukrotnie
niewielkimi ilo§ciami TFA, a nastgpnie z przesagczu wytracany jest peptyd za pomoca
zimnego Et,O. Wytracony peptydy jest odsaczany i po rozpuszczeniu w wodzie lub 20%
AcOH liofilizowany.
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Schemat procesu odszczepienia peptydu od zywicy za pomocg TFA



Poszczegdlne etapy syntezy mozna przedstawi¢ schematycznie w nastgpujacy sposob:
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Ogolny schemat syntezy peptydow na nosniku statym metodq Fmoc/tBu



Synteza peptydow na no$niku statym

ODCZYNNIKI:

1.

Zywica:
Chloro-(2’-chloro)tritylpolystyrene resin (o osadzeniu grup funkcyjnych 1 mM/g)

Fmoc-AA:

Fmoc-Gly [M.cz. = 297,3]
Fmoc-Phe [M.cz. = 387,4]
Fmoc-GIn [M.cz. = 368,4]
Fmoc-Trp [M.cz. = 426,5]
Fmoc-Leu [M.cz. = 353,4]

Czynniki aktywujace:

HOBt [M.cz. = 135]
DIC [M.cz. = 126; d = 0,806 g/L; 1 mM = 156 pL]

Rozpuszczalniki:

DIPEA [1 mM = 174 puL]
MeOH

DMF

DCM

EtOH

Piperydyna

EtO,

AcOH

n-heksan

Odczynniki do testu Kaisera

n-BuOH -2 mL

ninhydryna — 50 mg

pirydyna — 5 mL

KCN —100 pL 0,001 M wodnego roztworu
fenol —4 g

SPRZET LABORATORYJNY:

Noakown

Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzony ze spektrometrem
mas (LC-MS)

Waga analityczna

Wytrzagsarka

Wyparka rotacyjna prozniowa

Plaszcz grzejny zaopatrzony w stalowy kolnierz i termometr do testu Keisera

Kolby ssawkowe stozkowe

Kolby okragtodenne



8. Pipety Pasteura

9. Pipety wielomiarowe

10. Cylindry miarowe

11. Lejki

12. Zlewki

13. Kolby stozkowe ptaskodenne

14. Amputki

15. Probéwki Eppendorfa

16. Saczki

17. Kolumienki do ekstrakcji w fazie statej
18. Kapilary

19. Lopatki dentystyczne

20. Igty lekarskie

21. Balony gumowe

22. Dreny teflonowe oraz typu PEEK

23. Korki teflonowe zaopatrzone w zawory

Zdjgcie przedstawia zestaw do prowadzenia syntezy peptydéw na no$niku statym




PRZEBIEG CWICZENIA:

A. Synteza peptydu o sekwencji okreslonej przez prowadzacego zajecia

1. Czynnosci wstepne — przygotowanie rozpuszczalnikow i odczynnikow

W pracy z zywica, az do momentu przylaczenia pierwszego Fmoc-AA nalezy
zachowaé¢ warunki bezwodne, bez sladow alkoholi (np. EtOH, MeOH). Zwiazki te
powodujag wymian¢ atomow chloru na zywicy na grupe hydroksylowa, wtedy nie
mozliwe jest przeprowadzenie reakcji w opisany sposob. Dlatego nalezy bezwzglednie
pracowa¢ w suchych rgkawicach, stosowaé suche szklo 1 wszystkie uzywane do
syntezy narzedzia typu topatki, koncowki do pipet.

Rozpuszczalniki co najmniej na 24 godziny przed uzyciem odpowiednio przygotowac:
DCM zasypa¢ bezwodnym MgSO4 i K2COs, wsypujac do butelki warstwe okoto 4 cm
soli. Przed uzyciem niewielkie ilo$ci odsgczy¢ od srodkow suszacych. DMF i DIPEA
zasypac sitami molekularnymi typu A4, wyprazonymi w temperaturze 150°C przez 3
godziny i ostudzonymi w eksykatorze prézniowym. Stosowac bezposrednio znad sit,
ostroznie pobierajac z butelki pipeta tak aby nie miesza¢ sit z odczynnikiem.

Odczynniki do testu Kaisera nalezy przygotowac¢ w trzech oddzielnych buteleczkach
(kazda o pojemnos$ci okoto nie wigkszej niz 10 mL) zaopatrzonych w wkraplacz.

Poszczegolne buteleczki powinny zawierac:

1. 1 mL roztworu ninhydryny (50 mg ninhydryny na 1 mL n-BuOH)
2. 1 mL roztworu fenolu (4 g fenolu na 1 mL n-BuOH)
3. 1 me roztworu KCN (100 pL 0,01 M KCN w wodzie na 5 mL pirydyny)

2. Osadzenie pierwszego C-koncowego aminokwasu

Odwazy¢ 2 eq. (0,10 mM) Fmoc-AA do matej kolby ptaskodennej o pojemnosci 10-20
mL i rozpusci¢ w minimalnej objetosci (okoto 2-3 mL) $wiezo odsgczonego znad Sit
molekularnych DMF, az do catkowitego rozpuszczenia Fmoc-AA. Do roztworu dodaé
8 eg. (0,4 mM) DIPEA (Uwaga! 1 mM DIPEA = 174 uL), a nastepnie wprowadzi¢ do
strzykawki zawierajacej 50 mg zywiCy wstepnie przemytej DCM (2x3 mL DCM, 2
min). Reakcje prowadzi¢ 1 godzing, mieszajac zawarto$¢ strzykawki azotem (balon,
ze strzykawka napetniony azotem z koncowka z drenu PEEK). Po 1 godzinie do
mieszaniny doda¢ 2 mL MeOH 1 reakcj¢ prowadzi¢ jeszcze 15 min. Po tym czasie
zawartos¢ strzykawki odsaczy¢ 1 przemy¢ zgodnie z ponizszym opisem:

2x3 mL DCM : MeOH : DIPEA (17 : 2: 1; viviv), 2 min
2x3 mL MeOH, 2 min

3x3 mL DMF, 1 min

3x3 mL DCM, 1 min



b)

d)

e)

f)

9)

Przylaczanie kolejnych reszt aminokwasowych Fmoc-AA:

wstepne przemywanie zywicy (jezeli zywica byta przechowywane w lodowce do
kolejnych zajec)

2x3 mL DCM, 1 min
usuwanie ostony Fmoc (deprotekcja)

1x3 mL 20% piperydyna/DMF, 5 min
1x3 mL 20% piperydyna/DMF, 5 min

przemywanie zywicy po deprotekcji

3x3 mL DMF, 2 min
2x3 mL MeOH, 2 min
2x3 mL DCM, 1 min

test na obecno$¢ wolnych grup aminowych (test ninhydrynowy — Keisera):

roztwor 1. 5% ninhydryna w n-BuOH (v/v)
roztwor 2. 80% fenol w n-BuOH (v/v)
roztwor 3. KCN w pirydynie (np. 2 mL 0,001 M roztworu KCN w 98 mL pirydyny)

Niewielkg ilos¢ zywicy umiesci¢ W szklanej amputce (wykonanej z bezbarwnego
szkta), doda¢ po 2 krople kazdego roztworu i ogrzewa¢ 5 min w temperaturze 100-
105°C. Barwa niebieska ziaren zywicy badz roztworu wskazuje na obecnos$¢ wolnych
grup aminowych (wynik testu pozytywny).

aktywacja 1 przytaczanie kolejnego Fmoc-AA

Odwazy¢ 4 eq. (0,2 mM) Fmoc-AA do matej kolby ptaskodennej o pojemnosci 10-20
mL i rozpusci¢ w minimalnej objgtosci (okoto 2-3 mL) §wiezo odsaczonego znad Sit
molekularnych DMF, az do catkowitego rozpuszczenia Fmoc-AA. Do roztworu
doda¢ 4 eq. (0,2 mM) HOBE, a nastepnie 4 eq. (0,2 mM) DIC (Uwaga! 1 mM DIC =
156 pL). Mieszaning wprowadzi¢ do strzykawki zawierajacej zywice wstepnie
przemyta DCM. Reakcje prowadzi¢ 1 godzing, mieszajac zawarto$¢ strzykawki
azotem (balon, ze strzykawka napetniony azotem z koncéwka z drenu PEEK). Po tym
czasie zawarto$¢ strzykawki odsaczy¢ 1 przemy¢ zgodnie z opisem ponizej.

przemywanie zywicy po aktywacji i przytaczeniu Fmoc-AA

3x3 mL DMF, 2 min
2x3 mL MeOH, 2 min
3x3 mL DCM, 1 min

test na obecno$¢ wolnych grup aminowych (test ninhydrynowy — Keisera)

Barwa niebieska (szara) ziaren zywicy badz roztworu wskazuje na obecnos$¢
wolnych grup aminowych. Oznacza to, ze proces przylgczania Fmoc-AA nie
przebiegt calkowicie 1 nalezy go powtorzy¢ zgodnie z procedura opisang w
punkcie 3e), a nastepnie przemy¢ zywice zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3f).
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Negatywny wynik testu ninhydrynowego oznacza, Zze mozna przejs¢ do etapu
przylaczenia kolejnej reszty aminokwasowej, zgodnie z procedurg opisang w
punkcie 3.

Koncowa deprotekcja — usunigcie ostony Fmoc z N-konicowej reszty AA w peptydzie
zgodnie z procedurg opisang w punktach 3a—d

Po usuni¢ciu ostony Fmoc z N-koncowego aminokwasu w peptydzie wskazane jest
zywice wysuszy¢ w eksykatorze prozniowym nad KOH 1 okresli¢ przyrost masy
zywicy po zakonczeniu syntezy.

Odszczepienie peptydu od zywicy

Strzykawke zawierajaca peptydylozywice wraz z korkiem teflonowym umiesci¢ w
nasadce do sgczenia pod zmniejszonym ci$nieniem natozonej na zwazong i czystg
kolbe okragtodenng o pojemnosci 100 mL. Do strzykawki wprowadzi¢ 4 mL 50%
AcOH w DCM. Reakcje prowadzi¢ 1 godzing, mieszajac zawarto$¢ strzykawki
azotem (balon, ze strzykawka napelniony azotem z koncowka z drenu PEEK).
Nastepnie zawarto$¢ strzykawki odsaczy¢ 1 przemy¢ 3x1 mL 50% AcOH w
DCM. Z przesaczu odparowa¢ DCM i AcOH z dodatkiem n-heksanu, do zaniku
zapachu kwasu. Do kolby doda¢ 10 mL wody dejonizowanej a nastgpnie zawartos$¢
kolby zamrozi¢ w mieszaninie suchy 16d/aceton i zliofilizowac. Po liofilizacji zwazy¢
1 okresli¢ mase¢ otrzymanego surowego peptydu.

B. Analiza LC-MS tripeptydu
(ocena czystosci 1 identyfikacja otrzymanego peptydu)

Niewielkg ilos¢ peptydu (10 uL roztworu peptydu rozpuszczonego przed liofilizacjg w 10 mL
wody) przenies¢ do matej probowki Eppendorfa i rozcienczy¢ wodg dejonizowang do
objetosci 500 uL (50-krotne rozcienczenie).

Warunki analizy LC-MS:

ultra-wysokosprawny (UHPLC) chromatograf cieczowy firmy Shimadzu Nexera X2
wyposazony w dwie pompy wysokocisnieniowe, degazer, autosampler, termostat kolumn,
detektor UV z matryca diodowg oraz detektor masowy Shimadzu LCMS-2020

kolumna: Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 100A (uziarnienie 3,6 um) o wymiarach
150 x 2,1 mm

objetos¢ dozowania: 10 pL

temperatura kolumny: 40°C

faza ruchoma: gradient 10-70% ACN w H20 z dodatkiem 0,8% TFA

natgzenie przeptywu fazy ruchomej: 0,3 mL/min

czas analizy: 10 min

detekcja UV przy dlugos¢ fali: A =226 nm oraz A = 254 nm

temperatura celi pomiarowej 40°C

temperatura autosamplera: 4°C

tryb jonizacji detektora MS: dodatnia ESI

metoda rejestracji widma: SCAN (100 — 500 Da)

napie¢cie na kapilarze: 4500 V

napigcie na detektorze: 1100 V

temperatura linii desolwatacyjnej 250°C



temperatura bloku: 300°C
natezenie przeptywu gazu nebulizujgcego: 1,5 L/min (N2)
natezenie przeptywu gazu osuszajacego: 15 L/min (N2)
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ROAZAJ ZYWICY: 1.ntieeiieeieeete ettt ettt et e st e et e s st e esbeeeabeesseessbeenseeesaeenseesnbeeabeeennee e Osadzenie ZywicCy: ................ mM/g
Masa strzykawki: ................. g Masa strzykawki + Zywicy: ......cccceevevennnene g Masa ZyWiCY: ...ccovrverrerennne. g
2€0. = oo mM CT e mM
Fmoc-AA | MW | Ilos¢ Data |Przemywanie Deprotekcja Przemywanie Test | Acylowanie Przemywanie Test
Fmoc-AA wstepne Metoda Czas
20% Piperydyna
w DMF
3
2
1
0
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Przykladowy protokél z syntezy tripeptydu GIn-Phe-Gly-OH

Rodzaj zywicy: Chloro-(2’-chlorotrityl) Polystyrene Osadzenie zywicy:  0.96 mM/g
Masa strzykawki: ~ 3.0810 g Masa strzykawki + zywicy: 3.28828 g Masa zywicy: 0.2018 g
2 eq.=0.388 mM 4 eq. =654 mM
Fmoc-AA | MW | Ilos¢ Data |Przemywanie Deprotekcja Przemywanie Test | Acylowanie Przemywanie Test
Fmoc-AA wstepne Metoda Czas
20%
Piperydyna w
DMF
3| Fmoc-Gly | 297.3 | 2 eq. 23.05. | 3x4 mL DCM, 2 nd nd nd | Fmoc-Gly : DIPEA 1h 3x4 ml DCM:MeOH:DIPEA | nd
115,3mg |2002 | min 2eq:8eq (17 : 2:: 1; viviv), 2 min
2x 4 mL MeOH, 2 min
3x4 mL DCM, 2 min
2x4 mL DMF, 1 min
3x4 mL DCM, 1 min
2 | Fmoc-Phe | 387.4 | 4 eq. 27.05. |3x4 mL DCM, 2 1x4 mL, 5min | 3x4 mL DMF, 2 min | OK |Fmoc-Phe: DIC: HOBt |1h 3x4 mL DMF, 2 min OK
253,4mg |2002 |min 1x4 mL, 10 min | 3x4 mL DCM, 2 min 4eq:4eg:4eq 4x4 mL DCM, 2 min
2x4 mL MeOH, 2 min 2x4 mL MeOH, 2 min
2x4 mL DCM, 1 min
1| Fmoc-GIn | 368.4 |4 eq. 27.05. |3x4 mL DCM, 2 1x4 mL, 5min | 3x4 mLDMF,2min |OK |Fmoc-GIn: DIC: HOBt |1h 3x4 mL DMF, 2 min OK
240,9mg |2002 |min 1x4 mL, 10 min | 3x4 mL DCM, 2 min deq:deg:deq 4x4 mL DCM, 2 min
2x4 mL MeOH, 2 min 2x4 mL MeOH, 2 min
2x4 mL DCM, 1 min
0|nd nd nd 27.05. |3x4 mL DCM, 2 1x4 mL, 5 min | 3x4 mL DMF, 2 min |OK |nd nd nd nd
2002 | min 1x4 mL, 10 min | 3x4 mL DCM, 2 min
2x4 mL MeOH, 2 min
2x4 mL DCM, 1 min
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