Synteza peptydow na nos$niku statym metoda Fmoc/7rBu

WPROWADZENIE

Synteza peptydow metoda klasyczng, inaczej zwang syntezg w roztworze, napotyka szereg
trudnos$ci. Metoda ta jest bardzo pracochtonna i czasochtonna, poniewaz do zsyntezowania
peptydu trzeba przeprowadzié szereg procesOw tworzenia wigzania peptydowego, etapow
usuwania oston grup aminowych, a ponadto kazdy otrzymany produkt posredni powinien by¢
oczyszczony i scharakteryzowany. Zwykle najtrudniejszym i najbardziej czasochlonnym
elementem kazdego etapu syntezy jest proces oczyszczania kolejnych fragmentow
tworzonego peptydu. Dodatkowo utrudnienie stanowi obecno$¢ produktéw ubocznych, czesto
o wlasnosciach zblizonych do wlasno$ci produktow gtownych, ktore sg trudne do oddzielenia.
W 1962 roku Merrefield opracowat nowa strategi¢ syntezy chemicznej peptydow i biatek,
ktora, podobnie jak biosynteza biatek, przebiega w innej fazie. Metoda ta polega na tym, ze
pierwszy aminokwas wigze si¢ kowalencyjnie swa grupa karboksylowa z nierozpuszczalnym
polimerem, co ulatwia saczenie, a nastgpnie syntezuje si¢ caty tancuch peptydowy krok po
kroku od C-konfica. W tym celu N-chroniony aminokwas reaguje z reaktywng grupa polimeru.
Ze zwigzanego kowalencyjnie z polimerem aminokwasu usuwa si¢ ostong¢ grupy o-aminowej
1 otrzymany aminoacylopolimer przereagowuje z nastepnym N-chronionym aminokwasem.
W zasadzie tancuch peptydowy przedluzany jest krok po kroku we wnetrzu matrycy
polimeru. Produkt reakcji zwigzany jest w sposob trwaly z no$nikiem, a nadmiar
odczynnikow oraz produkty uboczne reakcji usuwane sa za pomoca zwyklego przemywania i
saczenia. W ostatnim etapie syntezy rozszczepiane jest wigzanie kowalencyjne migdzy
C-koncowym aminokwasem zsyntezowanego lancucha peptydowego, a grupa na nosniku, z
ktéra byt zwigzany. Nierozpuszczalny nos$nik mozna oddzieli¢ od znajdujacego si¢ w
roztworze polipeptydu przez zwykle odsaczenie. Prostota operacji technicznych (zastgpienie
pracochlonnych etapéw wytracania i oczyszczania, niezb¢dnych w konwencjonalnej syntezie,
zwyklym sgczeniem) oraz mozliwos$¢ automatyzacji procesu stanowig bezdyskusyjne zalety
tej metody. Znaczng wad¢ w poczatkowym etapie rozwoju syntezy na nos$niku stanowit
problem otrzymywania czystych peptydéw. Wynikato to z braku iloSciowego przebiegu
reakcji przytaczania i odblokowywania aminokwasow na poszczegdlnych etapach syntezy.
Otrzymywane na no$niku statym produkty koncowe wymagaly zmudnego procesu
oczyszczania.

LITERATURA:

1. Jakubke HD, Jeschkeit H: “"Aminokwasy, peptydy biatka” (1989) wydanie drugie PWN
Warszawa

2. Atherton E, Sheppard RC: “Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach”
(1989) IRL Press Oxford, England

3. Fields GB, Noble RL “Solid  phase  peptide  synthesis  utilizing
9-fluorenylmethoxycarbonyl amino acids” (1990) Int. J. Peptide. Protein. Res. 35: 161-
214

4. Jones J: “The Chemical Synthesis od Peptides” (1994) Clarendon Press, Oxford, England

5. Chan WC, White PD: “Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach”
(2000) Oxford University Press, Oxford, England

6. Jones J: “Amino Acid and Peptide Synthesis” (2002) Oxford University Press, Oxford,
England

7. Shawn Doonan: “Biatka i peptydy” (2008), PWN Warszawa



STOSOWANE SKROTY

AA — aminokwas

Acm — acetamidometyl

AcOH — kwas octowy

Boc — t-butyloksykarbonyl

Bzl — benzyl

DCCI — N,N -dicykloheksylokarbodiimid

DCM - dichlorometan

DIC — N,N’-diizopropylokarbodiimid

DIPEA — diizopropyloetyloamina

DMAP — 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna

DMF — N,N-dimetyloformamid

ESI-MS — spoktrometria mass z jonizacjg przez elektrorozpylenie

Et;0 — eter dietylowy

EtOH — etanol

Fmoc — 9-fluorenylometoksykarbonyl

HATU - heksafluorofosforan 2-(1-H-9-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
HBr — bromowodor

HF — fluorowodor

HOAt — 1-hydroksy-7-azabenzotriazol

HOBt — 1-hydroksybenoztriazol

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

ivDde — 1-(4,4-dimetylo-2,6-dioksycykloheksadieno)-3-metylobutyl
MALDI-MS - spektrometria mas z jonizacjg przez desorpcj¢ w matrycy
MeOH — metanol

MS — spektrometria mas

n-BuOH — n-butanol

NMP — N-metylo-2-pirolidon

Dmab — 4{N-[1-(4,4-dimetylo-2,6-dioksycykloheksadieno)-3-metylobutyl]-amino } benzyl
Pbf - 2,2,4,6,7-pentametylo-dihydrobenzenofurano-5-sulfonyl

Pmc - 2,2,5,7,8-pentamenylochromano-6-sulfonyl

TBTU — tetrafluoroboran 2-(1-H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
Bu — t-butyl

TEA — trietyloamina

TFA — kwas trifluoroocotowy

TIPS — triizopropylosilan

Trt — trityl

Z — benzyloksykarbonyl



SYNTEZA PEPTYDOW NA NOSNIKU STALYM METODA FMOC/fBU

1. Stosowane pochodne aminokwasow

Do syntezy peptydow metoda Fmoc/fBu wykorzystuje si¢ aminokwasy, w ktorych grupy a-
aminowe chronione s3 ostong typu uretanowego, tj. 9-fluorenylometoksykarbonylowa
(Fmoc).
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Struktura ostony 9-fluorenylometoksykarbonylowej (Fmoc)

Ostona Fmoc jest stabilna w $rodowisku kwasnym np.: HF, TFA, HBr/AcOH,
HBr/nitrometan a labilna w srodowisku zasadowym. Proces usuwania ostony Fmoc zachodzi
natychmiastowo pod wplywem amin pierwszorzedowych jak: cykloheksyloamina,
etanoloamina; drugorzedowych amin jak: piperydyna, piperazyna i powoli pod wplywem
amin trzeciorzedowych jak: TEA, DIPEA.
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Schemat reakcji usuwania ostony Fmoc z grupy aminowej przy pomocy piperydyny

Stosowane w syntezie peptydow ostony bocznych grup funkcyjnych Fmoc-AA powinny by¢
labilne w §rodowisku kwasnym 1 stabilne w zasadowym. W tym celu stosuje si¢ nastgpujace
ostony do ochrony grup funkcyjnych w tancuchach bocznych Fmoc-AA:



Najczesciej stosowane w syntezie peptydow ostony bocznych grup funkcyjnych Fmoc-AA

Grupa

Grupa ochraniajaca AA ochraniana Usuwanie
Boc Lys g-aminowa 90% roztwor TFA w DCM
Trp indolowa (v/v)
. 20% roztwor piperydyny w
Fmoc Lys g-aminowa DMF (v/v)
ivDde Lys g-aminowa 2% rozt[\;vl\(:[th(};(}za;zyny W
Z Lys g-aminowa H,/Pd, HB1r/AcOH lub HF
Pbf Arg guanidynowa 95% roztwc()\rl E;A w DM
. 50% roztwor TFA w DCM
Pmc Arg guanidynowa
(v/v)
Tyr fenolowa
Ser B-hydroksylowa
Bzl/OBzl Thr B-hydroksylowa H»/Pd, HB1/AcOH lub HF
Asp B-karboksylowa
Glu v-karboksylowa
Tyr fenolowa
Ser B-hydroksylowa ,
Bu/OfBu Thr B-hydroksylowa 90% roztwor /TFA wDCM
Asp B-karboksylowa Vi)
Glu y-karboksylowa
ODmab Asp B-karboksylowa 2% roztwor hydrazyny w
Glu y-karboksylowa DMF (v/v)
. > w 40% wodnym roztworze
Acm Cys tiolowa AcOH (v/v)
Gln amidowa
Trt Asn amidowa 90% roztwor TFA w DCM
Cys tiolowa (v/v)
His imidazolowa

2. Stosowane rozpuszczalniki

Najbardziej rozpowszechnionym rozpuszczalnikiem w syntezie peptydow na nosniku statym
metoda Fmoc jest N N-dimetyloformamid (DMF). Usuwanie ostony Fmoc przebiega
sprawniej w polarnym $rodowisku jak DMF, niz w niepolarnym jak dichlorometan (DCM).
Z tego wzgledu do usuwania oslony stosuj si¢ 20% roztwor piperydyny w DMF. Uzywany
W procesie tworzenia wigzania peptydowego DMF musi by¢ czysty, tzn. wolny od amin, gdyz
ich obecno$¢ powoduje uwalnianie grupy aminowej w Fmoc-AA. Oprocz DMF stosuje si¢
takze N-metylo-2-pirolidon (NMP), ktéry ma doskonate wlasnosci rozpuszczajace 1 moze
przyspieszac proces tworzenia wigzania peptydowego, redukujac fatdowanie si¢ i agregacje
rozwijanego tancucha peptydowego. Dla uzyskania optymalnych warunkéw syntezy stosuje
si¢ jako rozpuszczalnik mieszaning NMP/DMF (1:1) z dodatkiem 1% tritonu (detergentu).



3. Stosowane zywice

Nosnik polimerowy (zywica) powinien by¢ bierny chemicznie, catkowicie nierozpuszczalny
w stosowanych rozpuszczalnikach, tatwy do odsaczenia, posiadaé wystarczajaca
wytrzymalo§¢ mechaniczng oraz wystarczajaca ilos¢ grup funkcyjnych. Wybor zywicy
zastosowanej do syntezy peptydu zalezy rowniez od struktury syntezowanego peptydu (np. od
tego, czy syntezowany peptyd ma posiadaé wolng grupe karboksylowa na C-koncowym
aminokwasie, czy tez grupe amidowa). Najczesdciej stosowane sg zywice polistyrenowe z
przytaczonym labilnym w §rodowisku kwasnym lgcznikiem (tzw. ,,linkerem”).

Poniewaz syntezowany w ramach ¢wiczen tripeptyd posiada na C-koncowym aminokwasie

wolng grupe karboksylowa zastosowano zywice chloro-(2’-chloro)tritylowa (o osadzeniu 0.8
— 1.4 mM/g zywicy) z ,,Jinkerem” o nastepujacej strukturze:

Cl

Struktura ,,linkera” stosowanego w zZywicy chloro-(2’-chloro)tritylowej do syntezy peptydow z wolng grupg
karboksylowg na C-konncowym aminokwasie
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Struktura ,,linkera” stosowanego w zywicy TentaGel S RAM do syntezy peptydow z grupg amidowg na C-
koricowym aminokwasie

—0 CH;—OH

Struktura ,,linkera” stosowanego w zywicy TentaGel S PHB do syntezy peptydow z wolng grupg karboksylowg
na C-koncowym aminokwasie



Osadzenie pierwszego aminokwasu przeprowadza si¢ bezposrednio w naczyniu reakcyjnym.
W przypadku zywicy TentaGel S RAM po uprzednim usunigciu ostony Fmoc z ,linkera”
zywicy za pomoca 20% roztworu piperydyny w DMF oraz zaktywowaniu Fmoc-AA za
pomocg odczynnikéw i metod utatwiajacych tworzenie wigzania peptydowego opisanych w
punkcie 4 (osadzenie pierwszego aminokwasu wymaga utworzenia wigzania amidowego, za$
peptyd po odszczepieniu od zywicy posiada ugrupowanie amidowe na C-koncu).

4. Stosowane odczynniki i metody utatwiajace tworzenie wigzania peptydowego

Reakcja tworzenia wigzania peptydowego nalezy do grupy reakcji nukleofilowych
zachodzacych przy spolaryzowanych grupach karbonylowych. Tworzenie wigzania
peptydowego mozliwe jest dzicki aktywacji grup a-karboksylowych N-chronionych
aminokwasow. W tym celu najczesciej stosuje si¢ nastgpujace metody:

e metody aktywnych pochodnych z zastosowaniem mieszaniny, np.:

» Fmoc-AA : HOBt: DIC (1:1: 1) w DMF/NMP (1:1)
» Fmoc-AA : HOBt: TBTU : DIPEA (1:1:1:2)w DMF/NMP (1:1)
» Fmoc-AA : HOAt : HATU : kolidyna (1 : 1:1:2) w DMF/NMP (1: 1)

e metode symetrycznych bezwodnikdéw otrzymanych z mieszaniny:

» Fmoc-AA :DIC (2:1) w DCM

Wymaga to uzycia nast¢pujacych odczynnikow aktywujacych:
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Stosowane w trakcie syntezy peptydow odczynniki ulatwiajgce tworzenie wigzania peptydowego



Efektywno$¢ procesu acylowania wzmaga uzycie katalizatora — DMAP (4-(N,N-
dimetyloamino)pirydyna).
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Struktura DMAP

Aktywacja za pomocg metody Fmoc-AA : DIC w proporcjach molowych 1 : 1 przebiega
wedtug nastepujacego schematu:
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W przypadku gdy aktywacja prowadzona jest metodg Fmoc-AA : DIC (2 : 1) w DCM
powstaje symetryczny bezwodnik aminokwasu oraz diizopropylomocznik:
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W obecnosci HOBt — metoda Fmoc-AA : HOBt : DIC (1 : 1 : 1) — powstaje aktywna
pochodna (Fmoc-AA—OBt) oraz diizopropylomocznik:

H 0 CH, H,C
|/ | PH HO—CH
R—C—C N—CH H o ;
72 N L/
_ + L HN
NHZ 0 C\ CH} N// —= R (lj C\ N§N + \ .
H,C—CH HN
CH, I}C_CHz
H.C



Jako produkt uboczny wydziela si¢ rozpuszczalny w DCM diizopropylomocznik — w
odréznieniu od nierozpuszczalnego dicykloheksylomocznika, podczas aktywacji za pomoca
N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (DCCI).

Wedlug podobnych schematoéw przebiegaja reakcje z zastosowaniem pozostalych metod i
odczynnikow  aktywujacych. Na przyklad w wyniku zastosowania mieszaniny
Fmoc-AA : HOBt : TBTU : DIPEA (1 : 1 : 1 : 2) reakcja tworzenia wigzania peptydowego
przebiega wedlug nastepujacego schematu:

N

HZNCHRICOO_ (N[GDZN)ZCJr OBt — HZNCHRICO _O_C+(NM62)2 + -OBt

N

H,NCHR,CO<O7C*(NMe,), + "OBt =~ ——=  H,NCHR,CO—O—OBt + O=C(NMe,),

N\

/A
H,NCHR,CO—O—OBt + H,NCHR,COOH —  H NCHRCONHCHR,COOH + ~OBt

Dla metody z zastosowaniem mieszaniny Fmoc-AA : HOAt : HATU : kolidyna (1 : 1:1: 2)
reakcje przebiegaja wedlug identycznego schematu z tg rdznicg, ze otrzymana aktywna
pochodna jest pochodng 1-hydroksy-7-azabenzotriazolu (Fmoc-AA—OALt).

Obecnos¢ HOBt lub HOALt, oprdcz roli czynnika aktywujacego, zapobiega takze procesom
racemizacji, polegajacym na bezposredniemu odszczepieniu Hq 0d asymetrycznego atomu C.

c0O— —» —NH—\

/
N

Schemat procesu racemizacji polegajgcego na bezposredniemu odszczepieniu H, od asymetrycznego atomu C
5. Etapy syntezy peptyddow na nosniku statym metodg Fmoc/tBu

Synteza peptydow na nos$niku statym (zywicy) metoda Fmoc/tBu sktada si¢ z kilku etapow.
Pierwszy etap syntezy stanowi proces przylaczenia C-koncowego aminokwasu do ,,linkera”
zywicy. Kolejny etap stanowi proces wydtuzanie tancucha polipeptydowego polegajacy na
cyklicznym przylaczaniu kolejnych reszt aminokwasowych. Ostatni etap syntezy polega na
odszczepiania peptydu od zywicy z jednoczesnym usunigciem grup ochronnych z tancuchow
bocznych aminokwasow.



Przyktadowo jeden cykl wprowadzania reszty aminokwasowej podczas wydtuzaniu tancucha
peptydowego sktada si¢ z nastepujacych etapow:

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

1x3 ecm?® 20% piperydyna/DMF z dodatkiem 1% Tritonu X-100, 5 min
1x5 ecm? 20% piperydyna/DMF z dodatkiem 1% Tritonu X-100, 15 min

C. Przemywanie:

2x4 cm® DCM, 0,5 min
2x4 cm® DMF, 0,5 min
2x4 cm® DCM, 0.5 min
3x4 cm® DMF, 1 min
3x4 cm® DCM, 1 min

D. Potwierdzenie obecnosci wolnych grup aminowych jednym z testow:
Kaisera, chloranilowym lub fluorescaminowym

E. Acylowanie:
Pierwsza reakcja przylaczania Fmoc-AA prowadzona jest 90 min, z uzyciem
trzykrotnego molowego nadmiaru chronionego aminokwasu wzgledem osadzenia
Zywicy.
Drugie acylowanie (w przypadku pozytywnego testu na obecno$¢ 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 cm® DMF, 1 min
3x4 cm® DCM, 1 min

G. Monitorowanie reakcji acylowania:

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



Poszczegolne etapy syntezy mozna przedstawi¢ schematycznie w nastepujacy sposob:

Ri 0o

Fmoc—”—(}_)l—C—OH + "linker"— P

Osadzenie pierwszego aminokwasu ¢

Ri o
|

Fmoc—N—C—C
H H

"linker"—| P

Deprotekcja roztworem piperydyny ¢

R, ﬁ
|
HZN—(|_3|— C—"linker— P
Dodanie zaktywowanego Fmoc-AA ¢
ostona grupy bocznej |—R2 0 R, O
| |l
Fmoc—N—C—C—OH + H,N—C— C——"linker"— P
H H H
Tworzenie wigzania peptydowego ¢
ostona grupy bocznej |— R, o) R, O
|l |l
Fmoc— ”— |C_|)—C— H— (|_3|— C—"linker— P
Powtarzajgcy sie cykl deprotekcji
i tworzenia wigzania peptydowego ¢
ostona grupy bocznej I—Rn 0 R, O
| ] |
Fmoc —(—NH—C—C— N— C—C—"linker"—
H WNTE P

Deprotekcja i odszczepienie od zywicy ¢

Ry

O

o
| |

Rn

| |

H—(—N C C—) N—C—C—OH *+ "linker"— P
H H n H H

Ogolny schemat syntezy peptydow na nosniku statym metodq Fmoc/tBu
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W ostatnim etapie syntezy peptydow usuwa si¢ ostong Fmoc z grupy a-aminowej
N-koncowego aminokwasu wedtug procedury przedstawionej w punktach A-C. Na koncu
zywice przemywa si¢ niewielkg iloscig EtOH oraz EtcO i suszy si¢ w eksykatorze
prozniowym nad P2Os i NaOH do statej masy.

Odszczepianie peptydow od zywicy prowadzone jest zwykle z jednoczesnym usunigciem
oston z grup funkcyjnych tancuchow bocznych aminokwaséw, np. z zastosowaniem
mieszaniny TFA/Fenol/H>O/TIPS (88 : 5 : 5 : 2). Reakcje, z zastosowaniem powyzszej
mieszaniny, prowadzona jest przez 120 min w temperaturze pokojowej w atmosferze gazu
obojetnego (argonu). Po tym czasie zywica jest odsacza i przemywana dwukrotnie
niewielkimi ilosciami TFA, a nastgpnie z przesaczu wytrgcany jest peptyd za pomoca
zimnego Et;O. Wytracony peptydy jest odsaczany i po rozpuszczeniu w wodzie lub 20%
AcOH liofilizowany.

Ostona grupy bocznej |

R, O
I

| |
(HN—C—C),—N—C— C—‘@
H H H

R, O
I

Schemat procesu odszczepienia peptydu od zywicy za pomocg TFA
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SYNTEZA PEPTYDOW NA NOSNIKU STALYM

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

Fmoc-Gly [M.cz. = 297,3]
Fmoc-Phe [M.cz. = 387,4]
Fmoc-Gln [M.cz. = 368.4]
Fmoc-Trp [M.cz. =426,5]
Fmoc-Leu [M.cz. = 353,4]

3. Czynniki aktywujace:

HOBt [M.cz. = 153]
DIC [M.cz. =126;d = 0,806 g/L; ImM = 156 pL]

4. Rozpuszczalniki:

DIPEA [1 mM =174 uL]
MeOH

DMF

DCM

EtOH

Piperydyna

EtO,

AcOH

n-heksan

5. Odczynniki do testu Kaisera

n-BuOH — 2 mL

ninhydryna — 50 mg

pirydyna — 5 mL

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

SPRZET LABORATORYINY:

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

Waga analityczna

Wytrzasarka

Wyparka rotacyjna prézniowa

Plaszcz grzejny zaopatrzony w stalowy kotnierz i termometr do testu Keisera

Kolby ssawkowe stozkowe

Kolby okragtodenne

Nk WD
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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. Igly lekarskie

21. Balony gumowe

22. Dreny teflonowe oraz typu PEEK

23. Korki teflonowe zaopatrzone w zawory

Zdjecie przedstawia zestaw do prowadzenia syntezy tripeptydu na no$niku statym
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PRZEBIEG CWICZENIA:

A. Synteza peptydu o sekwencji okreslonej prze prowadzacego zajecia

1.

Czynnosci wstgpne — przygotowanie rozpuszczalnikéw i odczynnikow

W pracy z zywica, az do momentu przylaczenia pierwszego Fmoc-AA nalezy
zachowa¢ warunki bezwodne, bez §ladow alkoholi (np. EtOH, MeOH). Zwiazki te
powoduja wymiang atomoéw chloru na zywicy na grupg hydroksylowa, wtedy nie
mozliwe jest przeprowadzenie reakcji w opisany sposob. Dlatego nalezy bezwzglednie
pracowa¢ w suchych rgkawicach, stosowaé suche szklo i wszystkie uzywane do
syntezy narzedzia typu topatki, koncowki do pipet.

Rozpuszczalniki co najmniej na 24 godziny przed uzyciem odpowiednio przygotowac:
DCM zasypa¢ bezwodnym MgSO4 1 K2COs3, wsypujac do butelki warstwe okoto 4 cm
soli. Przed uzyciem niewielkie ilo$ci odsaczy¢ od srodkéw suszacych. DMF 1 DIPEA
zasypa¢ sitami molekularnymi typu A4, wyprazonymi w temperaturze 150°C przez 3
godziny 1 ostudzonymi w eksykatorze préozniowym. Stosowaé bezposrednio znad sit,
ostroznie pobierajac z butelki pipeta tak aby nie mieszac sit z odczynnikiem.

Odczynniki do testu Kaisera nalezy przygotowa¢ w trzech oddzielnych buteleczkach
(kazda o pojemnosci okoto nie wigkszej niz 10 mL) zaopatrzonych w wkraplacz.

Poszczegdlne 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 mL roztworu KCN (100 pL 0,01 M KCN w wodzie na 5 mL pirydyny)

Osadzenie pierwszego C-koncowego aminokwasu

Odwazy¢ 2 eq. (0,1 mM) Fmoc-AA do malej kolby ptaskodennej o pojemnosci 10-20
mL 1 rozpusci¢ w minimalnej objetosci (okoto 2-3 mL) $swiezo odsgczonego znad sit
molekularnych DMF, az do catkowitego rozpuszczenia Fmoc-AA. Do roztworu doda¢
8 eq. (0,4 mM) DIPEA (Uwaga! 1 mM DIPEA = 174 uL), a nastepnie wprowadzi¢ do
strzykawki zawierajacej 50 mg zywicy wstepnie przemyta DMF (3x3 mL DMEF, 2
min). Reakcje prowadzi¢ 45 minut, mieszajac zawarto$¢ strzykawki azotem (balon, ze
strzykawka napelniony azotem z koncowka z drenu PEEK). Po 45 minutach do
mieszaniny doda¢ 2 mL MeOH 1 reakcje prowadzi¢ jeszcze 15 min. Po tym czasie
zawartos¢ strzykawki odsaczy¢ 1 przemy¢ zgodnie z poniZszym opisem:

2x3 mL DCM : MeOH : DIPEA (17 : 2 : 1; v/v/v), 2 min
2x3 mL MeOH, 2 min
6x3 mL DMF, 1 min
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3.

Przytaczanie kolejnych reszt aminokwasowych Fmoc-AA:

a) wstepne przemywanie zywicy (jezeli zywica byla przechowywana w lodowce do

kolejnych zajec)

3x3 mL DMF, 1 min

b) usuwanie ostony Fmoc (deprotekcja)

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

c) przemywanie zywicy po deprotekcji

6x3 mL DMF, 2 min

d) 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 ilo§¢ zywicy umiesci¢ w szklanej ampuice (wykonanej z bezbarwnego
szkta), doda¢ po 2 krople kazdego roztworu i ogrzewaé¢ 5 min w temperaturze 100-
105°C. Barwa niebieska ziaren zywicy badz roztworu wskazuje na obecno$¢ wolnych
grup aminowych (wynik testu pozytywny).

e) aktywacja i przylaczanie 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
dodac¢ 4 eq. (0,2 mM) HOB, a nastepnie 4 eq. (0,2 mM) DIC (Uwaga! 1 mM DIC =
156 pL). Mieszaning wprowadzi¢ do strzykawki zawierajacej zywic¢ wstepnie
przemyta DMF. Reakcje prowadzi¢ 40 minut, mieszajagc zawartos¢ strzykawki
azotem (balon, ze strzykawka napetiony azotem z koncéwka z drenu PEEK). Po tym
czasie zawarto$¢ strzykawki odsaczy¢ 1 przemy¢ zgodnie z opisem ponize;j.

f) przemywanie zywicy po aktywacji i przytaczeniu Fmoc-AA

6x3 mL DMF, 2 min

g) test na obecnos¢ wolnych grup aminowych (test ninhydrynowy —Keisera)

Barwa niebieska (szara) ziaren zywicy badz roztworu wskazuje na obecnos¢
wolnych grup aminowych. Oznacza to, ze proces przylaczania Fmoc-AA nie
przebiegl catkowicie i1 nalezy go powtdrzy¢ zgodnie z procedurg opisang w
punkcie 3e, a nastepnie przemy¢ zywice zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3f.
Negatywny wynik testu ninhydrynowego oznacza, ze mozna przejs¢ do etapu
przylaczenia kolejnej reszty aminokwasowej, zgodnie z procedurg opisang w
punkcie 3.
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4. Koncowa deprotekcja — usunigcie ostony Fmoc z N-koncowej reszty AA w peptydzie
zgodnie z procedurg opisang w punktach 3a—3d

Po usunigciu ostony Fmoc z N-koncowego aminokwasu w tripeptydzie wskazane jest
przemy¢ zywice za pomoca MeOH i Et:O oraz wysuszy¢ w eksykatorze prézniowym
nad KOH.

5. Odszczepienie peptydu od zywicy

Strzykawke zawierajacg peptydylozywice wraz z korkiem teflonowym umiesci¢c w
nasadce do sgczenia pod zmniejszonym ci$nieniem nalozonej na zwazong i czysta
kolbe okragtodenng o pojemnosci 100 mL. Do strzykawki wprowadzi¢ 4 mL 50%
AcOH w DCM. Reakcje prowadzi¢ 1 godzing, mieszajagc zawarto$¢ strzykawki
azotem (balon, ze strzykawka napelniony azotem z koncowka z drenu PEEK).
Nastepnie zawarto$¢ strzykawki odsaczy¢é i przemy¢é 3x1 mL 50% AcOH w
DCM. Z przesaczu odparowaé DCM 1 AcOH z dodatkiem n-heksanu, do zaniku
zapachu kwasu. Do kolby doda¢ 10 mL wody dejonizowanej a nastepnie zawarto$¢
kolby zamrozi¢ w ciektym azocie 1 zliofilizowac. Po liofilizacji zwazy¢ 1 okresli¢ mase
otrzymanego surowego peptydu.

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

Niewielka ilos¢ peptydu (10 pL roztworu peptydu rozpuszczonego przed liofilizacja w 10 mL
wody dejonizowanej) przenie§¢ do matej proboéwki Eppendorfa i1 rozcienczyé woda
dejonizowang do objetosci 500 pL (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 puL

temperatura kolumny: 40°C

faza ruchoma: gradient 10-70% ACN w H>O z dodatkiem 0,08% TFA

natezenie przeptywu fazy ruchome;j: 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)

napiecie na kapilarze: 4500 V

napigcie na detektorze: 1100 V

temperatura linii desolwacyjnej 250°C

temperatura bloku: 300°C

natezenie przeplywu gazu nebulizujacego: 1,5 L/min (N2)

natezenie przeptywu gazu osuszajacego: 15 L/min (N2)
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ProtoKOT Z SYNEEZY PEPLYAU: ........ooiiiiiiiiiieee ettt ete e e sttt e e s tee e taeeeaseeesseesasaeeessseeassseeassseeassseeassseeasseeessseeasseeanssaeenssaeanssaeansseeansseenssseeansaaennseeensseeensseeensses

ROAZAJ ZYWICY: oeiitiieeiiie ettt ettt e et e et e e e ta e e s taeesssaeesataeessseeessaeesssaeensseeennes Osadzenie zywicy: ................ mM/g
Masa strzykawki: ................. g Masa strzykawki + Zywicy: .......ccceeeevveennenn. g Masa ZyWiCy: ....cccveeerveeennen. g
2€q.= wooeennn. mM e 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 protokol 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. | 3x 4ml DCM, 2 min | nd nd nd | Fmoc-Gly : DIPEA 1h 3x4 ml DCM:MeOH:DIPEA | nd
1153 mg |2002 2eq:8eq (17:2:1), 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. |3x4ml DCM, 2 min | 1x 4ml, 5 min | 3x4 ml DMF, 2 min OK | Fmoc-Phe: DIC : HOBt | 1h 3x4 ml DMF, 2 min OK
253.4mg |2002 1x 4ml, 10 min | 3x4 ml DCM, 2 min 4eq:degdeq 4x4 ml DCM, 2 min
2x4 ml MeOH, 2 min 2x4 ml MeOH, 2 min
2x4 ml DCM, 1 min
1 | Fmoc-Gln | 368.4 | 4 eq. 27.05. | 3x 4ml DCM, 2 min | 1x 4ml, 5 min | 3x4 ml DMF, 2 min OK |Fmoc-GIn: DIC:HOBt |1h 3x4 ml DMF, 2 min OK
240.9 mg |2002 I1x 4ml, 10 min | 3x4 ml DCM, 2 min 4eq: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. | 3x 4ml DCM, 2 min | 1x 4ml, 5 min | 3x4 ml DMF, 2 min OK |nd nd nd nd
2002 1x 4ml, 10 min | 3x4 ml DCM, 2 min
2x4 ml MeOH, 2 min
2x4 ml DCM, 1 min
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