Chemiczna synteza peptydow i
peptydomimetykow na duzg skale
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Aminokwasy kodowane
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SH CH-
Met, M

S
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CHs

Czesciej spotykane aminokwasy niebiatkowe:
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Metody pozyskiwania peptydow:

 ekstrakcja ze zrodet naturalnych;

* rekombinacja;

* semisynteza;

* synteza enzymatyczna,

* synteza chemiczna.
Zalety chemicznej syntezy peptydow:
* mozliwos¢ wprowadzenia reszt aminokwasow
niekodowanych, z nietypowymi tancuchami bocznymi;
* mozliwos¢ modyfikacji szkieletu peptydowego (np.
wprowadzenie mimetykow wigzania peptydowego,
przeniesienie tancucha bocznego z wegla a na atom azotu
itp.)




Chemiczna synteza peptydow

Synteza w roztworze [Synteza na nosniku sta’fym]
[(metoda klasyczna) ] (SPPS)




Peptyd llosS¢ reszt Metoda
aminokwasowych
Oksytocyna 9 C
Analogi wazopresyny.
Pitressin 9 C
Lypressin 9 C
Desmopressin 9 C, SPPS
Terlipressin 12 C, SPPS
Atosiban 9 C
ACTH(1-24) 24 C
Insulina 51 E,S,R
Glukagon 29 E, SPPS, R
Sekretyna 27 E
Kalcytoniny
ludzka 32 C
tososiowa 32 C, SPPS
wegorzowa 32 C, SPPS
Dicarba-wegorzowa 31 C, SPPS
(Elcatonin)

C — metoda klasyczna; SPPS — synteza na nosniku statym; E — ekstrakcja; S — semisynteza; R - rekombinacja



Peptyd llos¢ reszt Metoda
aminokwasowych
LH-RH 10 C, SPPS
i analogi:
Leuprolide 9 C
Deslorelin 9 SPPS
Triptolerin 10 SPPS
Goserelin 10 SPPS
Buserelin 9 SPPS
PTH(1-34) (hormon paratyroidowy) 34 SPPS
Czynnik uwalniajgcy
kortykotropine:
ludzki 41 SPPS
owczy 41 SPPS
GRF(1-29) 29 SPPS
Somatostatyna 14 C, SPPS
i analogi:
Lanreotide 8 SPPS
Octreotide 8 C




Peptyd lloS¢ reszt Metoda
aminokwasowych

TRH 3 C
Thymosin a-1 28 SPPS
Thymopoetin (TP-5) 5 C
Cyclosporin 11 E

Integrilin 7 C
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Etapy syntezy peptydu

Dobdr grup ostonowych i ich wprowadzenie na grupy funkcyjne
aminokwasow:

ostona grupy karboksylowej sktadnika C-koncowego;

ostona grupy a-aminowej sktadnika N-koncowego;

ostona grup funkcyjnych tancuchow bocznych.

Tworzenie wigzania peptydowego — aktywacja i sprzeganie.
Wyodrebnianie uzyskanego produktu (i ewentualnie jego oczyszczanie).
Usuniecie ostony z N- (najczesciej) lub C-korica uzyskanego produktu.

Przedtuzanie fancucha peptydowego o kolejng reszte aminokwasowg lub
fragment syntezowanej sekwencji, izolacja i ewentualne oczyszczanie
produktu

Powtarzanie czynnosci z pkt. 4 i 5, az do uzyskania petnej sekwencji.

Usuniecie oston, ewentualne tworzenie mostkow disufidowych i
oczyszczanie produktu koncowego



Ostony grupy karboksylowej

Ostona przez tworzenie soli:

Estry metylowe (-OMe):

MeOH/SOCl,
R—— COOH » R——COOCH;

R——COOH + CH,N, » R——COOCH; +N,



R
R
2 OCH3 NH
H,N — + 2 CH30H
HN
®) R
@)

MeOH/ NHs

R——COOCH; >  R——CONH, + CH30H
HoN-NH,

R—— COOCH; » R——CONHNH, + CH30H

- MeOH/H,0 NaOH
Usuwanie: coocH, >  R——COO'Na* + CHz0H




Estry benzylowe i pochodne
Estry benzylowe (OBzl)

R O

b

O

Usuwanie:
- acydoliza (HBr/AcOH, cieklty HF, TFMSA) - tworzenie kationu benzylowego;
- redukcja sodem w cieklym amoniaku, katalityczna wodoroliza

Estry typu benzylowego bardziej stabilne w srosowisku kwasnym

RTQQ Yﬁ |
Y

-usuwane gtownie metodani redukcyjnymi



R

Estry typu benzylowego bardziej podatne na acydolize

OCHj; HaC
\”/O R\H/O

O

CHs
H5;C CHj
R )
R o)
\H/ CHs;
@)
@) CN

CHs

CHs



Estry pikolilowe: _ , _ ,
-Stabilne w srodowisku kwasnym;

\ N -Ze wzgledu na zasadowy charakter
pierscienia pirydynowego, mogg by¢
oczyszczane za pomocg chromatografii

R O / jonowymiennej;
-Usuwane metodami redukcyjnymi.

@)
Nosnik Merrifielda Usuwanie (odszczepianie peptydu od
nosnika):
-amonoliza, hydrazynoliza,
transestryfikacja;
R ®) - ciekty HF, TFMSA, HBr/TFA



Estry benzhydrylowe

R @)

T

Odszczepianie:
-TFA w temperaturze pokojowej;

-wodoroliza, inne metody redukcyjne.



Estry tritylowe (Trt)

Wprowadzanie:

- dziatanie chlorkiem trifenylometylu
(tritylu) na sole kwaséw
R karboksylowych

@)
\ / Usuwanie:

- dziatanie rozciericzonymi lub stabymi
kwasami np. :

1% TFA/CH,Cl, , AcOH itp.




Otrzymywanie estrow typu benzylowego

Bezposrednia estryfikacja w srodowisku kwasnym:
HO
o)
)J\ + TsOH
_—
R OH R o)

Reakcje substytucji nukleofilowej:

o)
X A
O
)i +_® > " 7 ‘ \—R
R Ne) _\R o —

+ X




Estry benzhydrylowe - reakcja z difenylodiazometanem:

-estryfikacja z uzyciem akloholu, DMAP i odczynnika aktywujgcego, np. DCC
Inne metody usuwania:
-zmydlanie;

-transestryfikacjia z uzyciem dimetyloaminoetanolu, a nastepnie hydroliza.



Estry fenacylowe (Pa, Pac)

Otrzymywanie:

0o
l" +
. Br
o _— >
0 R O
O

e Stabilne w Srodowisku kwasnym, fgcznie z ciektym HF;
Usuwanie:

e dziatanie tiofenolanem sodowym:

R—< :'@

0 @|§) . f
= SoVe



* Redukcja Zn/AcOH;

» Katalityczna wodoroliza — tylko czesciowe usuniecie na skutek biegnacej
konkurencyjnie redukcji grupy karbonylowej;

 Fotoliza.

reakcje uboczne zwigzane z estrami fenacylowymi:
* fatwe tworzenie diketopiperazyn;

 Tworzenie pochodnych sukcynimidu, jezeli ester ten zostat uzyty do ostony
tancucha bocznego reszty Asp;

* Tworzenie reszty kwasu piroglutaminowego w przypadku ostony grupy
karboksylowej reszty Glu

e Estry 4-bromofenacylowe —tatwiej krystalizujg od estrow fenacylowych.
Bardziej podatne na atak nukleofilowy.

e Estry ftalimidometylowe — mniej reaktywne od fenacylowych



Estry tert-butylowe (Bu?)

e Mato podatne na atak nukleofilowy. Mogg by¢ np.. destylowane w stanie wolnym
(z nieprotonowana grupg aminowag);

*\Wykazujg duzg odpornos$¢ na dziatanie wodnych roztwordw zasad (hydroliza
mozliwa jest w przypadku uzycia KOH i eteru koronowego 18c6 w srodowisku
niewodnym).

O

NH; OHIubRO (N
—_—
\N
/IéNH + 8
\N ;
H
0

I



Otrzymywanie estrow tert-butylowych

Z izobutylenu: o

® R
H RCOOH /
(H2SOy) o) \

Przez transestyfikacje

O ®
HsC

< N

e Z alkoholu tert-butylowego i aminokwasu w obecnosci POCl;;

e Z alkoholu tert-butylowego, przy zastosowaniu DMAP i odczynnika
aktywujacego (np. DCC)



Usuwanie estrow tert-butylowych

Acydoliza:

- dziatanie 1,3N HCI/AcOH, 4N HCl/dioksan, roztwory kwasu siarkowego w

dioksanie, TFA, (w tym roztwory powyzej 40% obj. w chlorku metylenu),
TFMSA, HBr/AcOH, HBr/TFA, TFMSA, ciekty HF itp.

Uwaga:
Podobnie jak w przypadku usuwania estrow typu benzylowego,

podczas acydolizy estrow tert-butylowych powstajg stosunkowo trwate

karbokationy, mogace reagowac z grupami funkcyjnymi wrazliwych
aminokwasow (Tyr, Trp, Met, Cys).



Estry fluorenylometylowe (Fl)
)‘\ o r Zr
— R—CO%) + .



vrto
~ :
O X

SO S

Faohze



HN

Do usuwania najczesciej uzywane sg ,,miekkie” zasady, takie jak piperydyna,
pirolidyna, DBU itp. Estry te moga by¢ rozszczepiane przez silne zasady, takie
jak KOH itp.



Inne estry odszczepiane przez B-eliminacje

Estry 2,2,2-trichloroetylowe:

@) Zn
)J\ AN CI\v S + H,c=—ccl °
—>» R——CO0O 2C——=CCl, +2ZnCl
R O
Cl
Cl

Estry 2-trimetylosililoetylowe:

c@/\’ySi\\—» R—Cog + HC=——=CH, +/S'\F

Usuwane najczesciej roztworem fluorku tetrabutyloamonowego w DMF



Estry 2-metylotioetylowe

)‘\ /\/él’\ - )‘\ /\/ \—>)‘\ \\//

Usuwanie:

R

B-eliminacja w srodowisku zasadowym, po uprzednim zalkilowaniu lub
utlenieniu atomu siarki

Inne estry tego typu




Estry typu benzylowego, odszczepiane przez eliminacje:
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Estry arylowe

O O
S
1 o |
—_—
R O H,0 R OH
OH

e usuwane w fagodnych warunkach zasadowych;

e bardzo podatne na atak nukleofilowy.

NO,
N
| /O/ XN
)‘\ O
N Pe
R O
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Estry 2-benzyloksyfenylowe i 4-metylotiofenylowe

RLKO; RLQ A

RLQ SUS .



Ostona z zastosowaniem hydrazydéw

O

® O
)I\ /NH2 N&l\l()z/H> )‘\

R N

R'-CO-X

N3

Aty
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oraz pochodne Boc, Tfa, For,

s \[( Trt itp.
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Ostony grupy aminowej

Rola oston grupy aminowej:
e zmniejszenie nukleofilowosci;
* zmniejszenie zasadowosci;

e zapobieganie racemizacji.

Gtdwne typy oston grupy aminowej:
e typu alkilu (alkilidenu);

* typu acylu;

* typu uretanu;

* inne




Ostony typu alkilu

Benzyl
R
i Py

N COOH
H COOH

e Nie powoduje zaniku wtasciwosci zasadowych (i nukleofilowych)
azotu;

e Usuwany metodami redukcyjnymi (H,/Pd, Na/NH,



Pochodne benzhydrylu

di-4-metoksyfenylometyl i di- 2,4-dimetoksyfenylometyl.

-usuwane acydolitycznie, podatne réwniez na redukcje (wodorolize).



N-trityloaminokwasy

X
= R

/N

N COOH
H

AN

e bardzo duze zawady steryczne, powodujgce trudnosci w acylowaniu Trt-
aminokwasami;

e usuwane stabymi kwasami np. 80% AcOH, a nawet HOBt;

* ulegajg wodorolizie (powoli).



Pochodne alkilidenowe

(zasady Schiffa)
R 1
N
\N*COOH N COOH
HaCO
OH R

PN

COOH

Cl

ulegajg rozszczepieniu w tagodnie kwasowych warunkach.



Aldiminy stabilizowane przez wigzanie wodorowe

0 N COOH

COOH

/F\L
Y

H
o
Cl
poch. 2-hydroksy-1-naftaldehydu poch. 2-hydroksy-5-chlorobenzofenonu



Pochodnel,1-dimetylocykloheksano-3,5-dionu (dimedonu).

HiC._ _CHjy HaC _-CHs

HN-R  —>

usuwanie ostony — Br,/H,0 — nie nadaje sie do peptyddw zawierajacych reszty
Tyr, Trp i Met.




Pochodne zwigzkdéw 1,3-dikarbonylowych (benzoiloacetonu,
acetyloacetonu i estrow kwasu acetylooctowego).

= * stabilizowane przez

wigzanie wodorowe;
H3C )—COOH + uzywane do otrzymywania

N potsyntetycznych penicylin;
/ \H * rozszczepiane wodnymi
/! roztworami kwasu
O octowego.

H5C



Pochodne acetonu (poch. izopropylidenowe

dipeptvdéw).

R
R O
HN
H
ot N ,
HoN OH O
N
) ’ )\

R’ COOH

- usuwanie przez stabe kwasy, lecz w drastycznych warunkach.



Pochodne benzoiny.

O

a 1 -
Il

OH s
Q)
T

COOH

- otrzymane oksazolinony fluoryzujg przt naswietlaniu UV;
- usuwanie ostony — redukcja Na/NH; lub wodoroliza katalityczna.



Ostony typu acylu.

Formyl (For).

H a R o 0
A V%

H CJ OH 3 _\
3 \\ OH OH




Usuwanie.

hydroliza katalizowana kwasami;

utlenianie H,0,;

dziz;’ranie nukleofilami (octan hydrazyny, anilina i jej pochodne
itp.

katalityczne wodorowanie.

Wady:

promocja racemizacji;

niskie wydajnosci reakcji acylowania formyloaminokwasami i
powstawanie licznych produktow ubocznych.




Trifluoroacetyl (Tfa).

e QOtrzymywanie:

* dziatanie bezwodnikiem trifluoroacetylowym w kwasie
trifluorooctowym na aminokwas;

* uzycie reaktywnych estrow kwasu trifluorooctowego.

Usuwanie:

* hydroliza zasadowa ( wodne roztwory wodorotlenkow, wodny
roztwor piperydyny );

* redukcja borowodorkiem sodowym.

Wady:

* promocja racemizacji powoduje ograniczenie zastosowania tej
grupy do ostony grup funkcyjnych tancuchow bocznych.




Chloroacetyl.

Usuwanie:

NH
o
CE ' C[ k CngN i
CIH2C

NH

S

0 H
N
HoN" "NH, CIH,C~ "NHR d CIH3N—R

i N-podstawione tiomoczniki



Grupa o-nitrofenoksyacetylowa i jej pochodne.

CHs,

‘ :NHR NHR
Zn/NH,CI O ‘ <
~ CH; O

I}IH
OH

O CH3
CH, G0 ®&
— + CIH3;N—R
w O
H




4-hydroksy-4-metylopentanoil

H,C. CHs H3C  CH;
€< OH = AN O + R—NH,
” NH—R
O O
Acetyloacetyl
CH,
HZC‘ﬂ/O\FO * HN—R —= M e o /\N
N
NH,-OH )
CH,




Ftalil (Pht).
O
" HZN_R NaHCO3/H20=
OC,H;5
O
HoN OC,Hg
N—R + \”/
O
O
O
NH,-NH
N—R + ———

+

R—NH,



Ditiasukcynyl (Dts).

Wprowadzanie:
o) R
)J\ OBu' + (||) J—é
C,H:0 N Cl—S Cl \(

H
O\C2H5

O

%WM aWM



Usuwanie:

edziatanie tiolami;
eodporna na dziatanie kwasow i fotolize.

@

4 5
S - COS S )J\
é N—R + R'—SH R g

@)




Ostony typu uretanu.

e zapobiegajg racemizacji poprzez tworzenie
azlaktonow.

Ostona benzyloksykarbonylowa (Z) i pochodne.

Usuwanie:

e acydoliza (HBr/AcOH, TFMSA, ciekty HF, niektére kwasy
Lewisa, TFA — tioanizol itp.)

e katalityczna wodoroliza, redukcja sodem w ciektym amoniaku.



_|_

CH,X

R—NH,

®» O
R—NH X



aYagala!
gafegata
aRaYala



H3CO\©/\

OCHj

H4CO

polimer

o

HsCO

ey
povos



Ostony typu uretanu odszczepiane przez acydolize

O NHR'
R/ \’( R
O

H3C CHs

~_~




on /NS 4N
T E R



CHsy

O

CHs

CHs

HsC

H3C//

HsC

CHs;

H3C

CHs

CHs

CHs;

CHs



b

I
@)

N
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H3C/
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CH

N
ch/

d
&

H3C



Ostony typu uretanu odszczepiane przez eliminacje

v L O
/O/SV\O

@)
H,C H

o @)
O\\S//O )]\ o)
v GCN“
N
\
@CI:Hs O O
S )]\ O
H,e T o J
207
o)

Y A
©© e



Typowy mechanizm odszczepiania

A O
H

W,

z M M
XC<‘)I\
H

Z o
' % + @\/R
O N
H H




Inne mechanizmy:

H3& O _NHR ,:@ s
SiT N ———= HaC-SI—F +H,C=CH, +CO, + R—NH,
H,C™ |
CHs O CHj



Ostona 1,1-dioksobenzo[b]tiofen-2-yImetyloksykarbonylowa
(Bsmoc).

O;
S

/ O

Usuwanie - rozcieiczone roztwory amin drugorzedowych np. 2% piperydyny w DMF,
rozc. roztwory morfoliny, czy tez

tris[2-aminoetylo]aminy. Mozliwe jest usuniecie tej ostony w obecnosci grupy Fmoc.
Selektywne usuwanie Fmoc w obecnosci Boc - dziatanie metylo-tert-butyloaming



-wystepuje niebezpieczenstwo przedwczesnego usuniecia tej
grupy przez grupe aminowa drugiego sktadnika uzytego w
syntezie!



Wprowadzanie oston typu uretanu






©/\OH +COCl, —» ©/\ . HCl
O/\ ©/\ /\© +COC|2






Ostony zawierajgce siarke lub fosfor

p-Toluenosulfonyl (tosyl, Tos-).

AP

NHR

H5C

Usuwanie:
Na/NH3, ciekty HF, TFMSA, HBr/AcoH w obecnosci fenolu (b. powoli), redukcja
elektrolityczna, fotoliza itp.



\\ //
\\ // CI e
/Ej H,C” i

\\ // \\ //

. N NH2
+CO+CI —

Uzyty do ostony grupy aminowej glutaminy i kwasu glutaminowego promuje
cyklizacje. (powstaje pochodna kwasu piroglutaminowego).

Wprowadzanie:
dziatanie chlorkiem kwasu p-toluenosulfonowego na sol sodowa

aminokwasu, w srodowisku zasadowym.



Inne ostony tego typu:
benzylosulfonyl - usuwany przez redukcje sodem w ciektym amoniaku,

wodorolize przy uzyciu niklu Raneya, ciekty HF;
analogicznie usuwana ost. 4-metylobenzylosulfonylowa;

Ostona 2-fenylo-2-oksoetylosulfonylowa:

O
C)\\ //O

S

Usuwanie:
Na/NH,, ciekty HF, TFMSA, HBr/AcoH w obecnosci fenolu (b. powoli),

redukcja elektrolityczna, fotoliza itp.



S—NHR

Pochodne sulfenylowe

Cl

Cl Cl O,N
_NHR \©i
Cl S

Cl

H,CO NO,
\C[ _NHR
S



Ostona o-nitrofenylosulfenylowa (Nps).
NO.,

NHR
S/

Wprowadzanie:

N02 NOZ
+ H;N—R _>OI_@ C[ + CIG>
_cl S/ NHR

S

lub:

NO NO, ©
2 _ AgNO, + AgSCN + NOg
+ H2N R >
_SCN OH@ o NHR

S




Usuwanie:

NO, NO; ©
+ ol C[ + R—NH, Cl
_ NHR ¢

S

W metanolu dodatkowo zachodzi reakcja:

NO, NO;
+ HsC—OH —— + HClI
Cl PLON
- S~ TCH

3



e uzycie kwasu nadchlorowego, p-toluenosulfonowego itp.

* uzycie imidu kwasu benzenosulfonowego. Tworzy on czesto
krystaliczne sole z uwalnianymi aminami;

* reduktywna desulfuryzacja za pomocg wysyconego wodorem
niklu Raneya (nie mozna zastosowac do peptydow
zawierajgcych metionine i/lub cysteine);

* odblokowanie za pomocg nukleofili, takich jak siarczki,
wodorosiarczki, jodowodor, tioacetamid, tiomocznik, kwas
tioglikolowy, tiouretany, kwas tioglikolowy, kwas tioglikolowy,

merkaptoetanol i inne tiole (tiofenole):
(L e L, — o 10D e
_ NHR

NO, O,N



Uzycie estrow tiofenylowych do odblokowania grupy aminowej i acylowania:

B O ek @ Q

Reakcje uboczne zwigzane z ostong Nps:

- 8




Grupy ostonowe zawierajace fosfor

Grupa dibenzylofosforylowa i pochodne z podstawionymi
pierscieniami fenylowymi.

- zbyt zattoczona sterycznie, powoduje trudnosci w acylowaniu tak
ostonietymi aminokwasami.



Grupa difenylofosfinowa.

(T
|
P\N/R ©, P\OH + HSC-I(ID—R
H H
H,O

- odporna na wodorolize, hydrazynolize, i dziatanie zasadami;

- usuwana wodnymi roztworami srednio silnych kwasow;

- w trakcie jej usuwania nie powstajg karbokationy, ktore sg przyczyng
licznych reakcji ubocznych w trakcie syntezy peptydoéw.



Ostony grup funkcyjnych tancuchéw bocznych.

Asp i Glu
nieostonieta grupa karboksylowa:

COOH COOH

0 0 0 0
H H H H
/N N — > /N N —_—
Y \T/H\H \T/H\OCHg Y \T/H\H \T/H\NHNHZ
R O R R O

R
COOH COOH

O O 0 O
H H H H
_N N — _N N
Y N N3 Y N NHR
H H
R O R R O R



Ostona w postaci soli

S
COO

X O @)
R—\< H->N H R H
+ —
2 N Y \”/
O H
R O R' O

Reakcje uboczne:

R
o

©
COO
X H O
R‘< + \N N\ —> \N
O H H

O

e

R

N
H



Transestryfikacja

/@
N\
X e O X
=Y COO
o~ D i O
R—\< + N ~p N._ + RCOO
O H H
o)




Wprowadzanie oston na grupy karboksylowe

tancuchow bocznych:.

S 7
2 mhobo

e Katalitycznczna hydroliza w obecnosci jonéw Cu?*




H,N

OH

Transestryfikacja:

O CH3;COOC(CHs);

H,N

X

O
OH



Otrzymywanie estrow z asparaginy i glutaminy

NH., NH
C)
O O  C,HsOH O O _NO
OC,Hs HO

O O AcOBU"

—
PR oCHs  HCIO, OC,Hs
O N
H
O




Otrzymywanie a-estrow kwasu glutaminowego z pochodnych
kwasu piroglutaminowego

COOH

e Bt

Y COOH




Otrzymywanie estrow z bezwodnikéw kwasu asparaginowego:

o
j\i;o
N o

ICZHSOH
COOH COOC,H5
O @)
OC,H OH
)L b gOLN
H
O
Bu'OH
POCI,/pirydyna
o COOBu
COOBU' o JIPd
_om, S OH 25>
)I\ OC,Hs O/\o N
H
@)
CcoOoBU
—_—
OH
H,oN






Grupy aminowe fancuchow grup bocznych lizyny i

ornltvnv
H,N
(@]
0 % (
%—( @”oj\u
HN O ch S0,Cl HzN / s .
UL T 3 -
o NH, O NH2 0
o O H,N OH
NH
NH2 Tos”
_Tos
—_—
Z. OH
N
H



Otrzymywanie Ne-benzyloksykarbonylolizyny
z N Ne-dibenzyloksykarbonylolizyny




Wprowadzanie trifluoroacetylu z uzyciem trifluorooctanu

tioetyetylu
0O
NH Fgc)]\ NH
. 0o - CoHsSH_
HoN o Fgc)J\s/\ H,N o
O O

niewielkie ilosci Na-trifluoroacetylolizyny mozna tatwo oddzieli¢ ze wzgledu na
lepszg rozpuszczalnos¢ w wodzie.



Zastgpienie lizyny kwasem a-amino-g-nitro- lub

a-amino-g-azydokapronowym.

NO,, NH,, N

redukcja redukcja
-

Iz
Iz
Iz



NE_ NG_

Tos Z, Boc,

pP-metoksybenzylokarbonyl,
Boc, Adoc,Bpoc,

z Izonikotynylokarbonyl,
Nps, For,
Boc Z, Tos, Bpoc, Fmoc

Ac, Tfa, For, 2-Cl-Z, 4-CI-Z,
4-NO,-Z, Pht Boc




Grupy hydroksylowe seryny, treoniny i tyrozyny.

najbardziej reaktywny jest hydroksyl fenolowy tyrozyny (przy
wyzszych pH). Mniej reaktywny jest hydroksyl tarnicucha
bocznego seryny, najmniej treoniny (zawady steryczne).
Ostony typu acylu - mato przydatne wzgledu na podatnosc¢ na
atak nukleofilowy (mozliwos¢ przesuniecia acylu O—>N);

Tos- sktonnos¢ do B-eliminacji z utworzeniem
dehydroaminokwasu;



2,2,2-trifluoroacetylo-1-benzyloksykarbonyloaminoetyl

usuwane przez wodorolize, HBr/TFA, TFMSA, HFlig. itp.



Benzyl —

Ostony typu alkilu.

moze byc¢ usuniety przez wodorolize lub acydolize (ostona Z- moze by¢
selektywnie usuwana w obecnosci np. DCHA);

Wprowadzanie:
bezposrednie alkilowanie grup hydroksylowych (trudne w przypadku seryny i

treoniny);

OH OBz

NaH/THF _ /E
Boc\l\I CgHsCH,Br Boc
H

COOH H COOH

OH
Na/NH3 OBz
AC\ C6H5CHzBr AC Ji
~N

N COOH N~ “COOH
H

D,L DL



tert-butyl.

Wprowadzanie:

dziatanie izobutenem w srodowisku kwasowym:

t
R OH NO, >= , H,SO, R OBu NO,
> —
0 O
H,N H N
O

R OBU'




Reakcje uboczne zwigzane z ostonami typu alkilu

Iz



nie wystepuje w przypadku HBr/AcOH (w obecnosci fenolu),
mieszaninie TFA/tioanizol ;

problem przeniesienia alkilu jest mniej zaznaczony w
przypadku 2-chlorobenzylu (zawady steryczne) lub 2-
bromobenzyloksykarbonylu (O-2-BrZ- pochodne tyrozyny)

usuwanie tert-butylu powoduje na ogot mniej reakgji
ubocznych zwigzanych z powstawaniem karbokationow niz
usuwanie benzylu.

Trityl, benzhydryl — duze zawady steryczne powodujgce
spowolnienie reakcji acylowania aktywowanymi pochodnymi
seryny i treoniny zawierajgcymi te ostony.



Alternatywna metoda syntezy O-benzyloseryny:




Grupa sulfhydrylowa cysteiny.

e grupa sulfhydrylowa jest silnie nukleofilowa i podatna na
utlenienie;

* tioloestry sg dosy¢ aktywnymi czynnikami acylujgcymi;

* mozna wbudowac cystyne, jednakze synteza jest utrudniona
ze wzgledu na koniecznos¢ budowania dwoch réwnolegtych
tancuchow peptydowych. Wystepuja tu czesto problemy z
rozpuszczalnoscia



Zastosowanie soli Buntego:

R
R \ CNC,
S—sS + NaHSO,4 S—S05; Na + RSH
\

R

uzywane do otrzymywania potsyntetycznych insulin itp. Podatne na dziatanie tioli
i kwasow. Zbyt labilne aby mogty by byc stosowane w syntezie peptydow.



Mieszane disulfidy.

* wykazujg tendencje do dysproporcjonowania:

R R R'\
\ \
2 S—S\ —> S—S\ + S—S\

R’ R R’

« S-Z, S-Boc,S-p-metoksybenzyloksykarbonyl — mniej
reaktywne od innych pochodnych acylowych.



S-etylkarbamoil i pochodne.

~

O NH

S
Cl
Boc N @
H
O
Cl
Cl

usuwane przez wodorotlenek sodu, alkoholany sodu, ciekty amoniak,
hydrazyna sole Hg2+, Ag+;



O~ _NH
SH CH, Y
O*c N. O . S
OH 4+ SN~ g 74
H,N
o) OH
O H,N
o)
0

mogg by¢ uzyte inne ostony grupy N-metyloaminowej, np. Z, Adoc itp.



Ostony grupy sulfhydrylowej typu alkilu.

Ostona benzylowa (Bzl).
Wprowadzanie:

SH
+ -
on @ o :
H>N X
O

H-oN

OH

O

* reakcje prowadzi sie w srodowisku zasadowym (ciekty amoniak,
metanolan sodu/metanol, wodne roztwory zasad).



Usuwanie:

ciekty fluorowododr (czesto reakcja nie przebiega do konca), redukcja sodem
w ciektym amoniaku. Redukcja ta przebiega wolnorodnikowo (oprécz
toluenu powstaje dibenzyl).

Reakcje uboczne — reduktywne rozszczepienie wigzania peptydowego z
proling:

R R
\N)\"/N ﬂ, \N)\H/H + HN
H H
@) @)

O O



Ostona p-nitrobenzylowa

| _HofPd | 1. ng+
2. H,S
\ \ \

SH



Ostona p-metosybenzylowa (Mob):

/
ba

usuwana wrzgcym TFA, ciektym HF, TFMSA.



Ostony: S-difenylometylowa (benzhydrylowa), S-4,4’-dimetoksy-
difenylowa (dimetoksybenzhydrylowa) i S-trifenylometylowa

(tritylowa).

| |3 O
OO
Q I Q
\LK \NLK
H
O

o?:



usuwanie ostony tritylowej roztworem jodu w metanolu, z rownoczesnym
utlenieniem cysteiny do cystyny:

@)
H
» - (]
Ot wme .y T
> I + @)

S S

H
O

Inne metody usuwania:

edziatanie solami Ag+, Hg2+;

edziatanie dirodanem, lub chlorkiem metoksykarbonylosulfenylu (z utlenieniem do
disulfidu).

Wprowadzanie:

dziatanie na cystyne trifenylometanolem w kwasie octowym w obecnosci

katalitycznych ilosci BF;-Et,0.




Ostona S-tert-butylowa

e odporna na dziatanie TFA, usuwana ciektym HF w temperaturze
pokojowe;j;

eusuwana dwuetapowo, przez wymiane na Nps a nastepnie dziatanie tiolami
(merkaptoetanolem, kwasem tioglikolowym) lub borowodorkiem sodu:
eusuwana trifluorooctanem rteci (1), trifenylofosfing lub tributylofosfing w
1,1,1-trifluoroetanolu.

CH,
H;C CH
3 ! 3 NO,, O,N CH,
+ (:[ — S 4 H3C+CI
~ SCI CH,
N ~
H N
© O
HS
l V\OH



Metylomalonyl, ester dietylowy

Wprowadzanie:
e dziatanie estrem dietylowym kwasu metylenomalonowego:

COOC2H5

SH
+ COOC,Hy —»
OH =<
H,N

5 COOC,Hs

COOC2H5

Usuwanie:
e dziatanie alkoholowym roztworem wodorotlenku potasowego.



Ostony typu tioacetalu.

Benzyltiometyl:

NN

usuwany dziataniem octanu rteci (Il) w wodnym roztworze kwasu
mréwkowego, a nastepnie dodanie EDT i wysycenie H,S w celu
unikniecia tworzenia reszty kwasu tiazolidynokarboksylowego z reszty
cysteiny.



Ostona przez addycje dihydrofuranu lub dihydropiranu
(2-tetrahydrofuranyl i 2-tetrahydropitanyl).

e zawierajg dodatkowe centrum asymetrii.

lzobutyloksymetyl:

AN
S/\O/\‘/




Ostona przez tworzenie pochodnej tiazolidynowej w
wyniku reakcji z acetonem:

HsC

b'e
H5;C

HN OH

O

» moze by¢ stosowana tylko w przypadku N-terminalnej reszty cysteiny
(rownoczesna ostona grupy aminowe;j i sulfhydrylowej);
e usuwanie acydolityczne.



Ostony 1-acyloaminotrifluoroetylowe:
CF; O

R AN

“ST* "N” TCFs
H

e odszczepiane przez usuniecie acylu;
e zawierajg dodatkowe centrum asymetrii.

Acetamidometyl (Acm),
O

R\/\J\

S” "N~ TCH,
H

eniepodatny na acydolize (nawet ciekty HF);
eusuwany przez dziatanie jodem w metanolu, z rownoczesnym
utlenieniem do disulfidu, lub dziatanie solami rteci (Il) przy pH=4.




Ostanianie grupy guanidylowej reszty argininy.

mozliwe jest wprowadzenie reszty argininy z nieostonieta
funkcjg guanidylowg, lub zacylowanie argininy z nieostonietg
grupa guanidylowg (ostona przez protonowanie);

mozliwe jest otrzymanie estrow aktywnych Na-chronionej
argininy (np. estrow p-nitrofenylowych);

peptydy zawierajgce reszte argininy z nieostonietg grupa
guanidylowg sg trudno rozpuszczalne w niepolarnych
rozpuszczalnikach organicznych.



Ostona przez nitrowanie grupy guanidynowej:

zanik wtasciwosci zasadowych;
poprawa rozpuszczalnosci w rozpuszczalnikach organicznych;

grupa nitroguanidylowa jest nukleofilowa. Powoduje to trudnosci przy
acylowaniu poch. nitroargininy ze wzgledu na konkurencyjne tworzenie poch. 2-
piperydonu.

\H2
(|:=N_NOZ
|}|H
T2
CH2 N_N02
| — > |\|—</
CH,
H | Z NH>
Z—N—CHC—X N
I H O

O



Usuwanie:

redukcja metalami lub ich solami, np. Zn/HCI, Zn/ AcOH, Zn/HCOOH, SnCl,, TiCl,.

katalityczna wodoroliza (czesto przebiega powoli — niebezpieczenstwo
uwodornienia pierscieni aromatycznych!), w tym réwniez w ciektym amoniaku, lub
w obecnosciBF;;

redukcja elektrolityczna;

acydoliza — ciekty HF, TFMSA, kwas metanosulfonowy, kwasy Lewisa (BBr;,
B(OTfa),) itp.

Nitroarginina jest podatna na dziatanie nukleofili (amoniak,hydrazyna, aminy):

\Hz
c|:=|\|—|\|o2
" Wz
CH> CH;
CH, NH CH, ~NO;
(I:H2 - (|:|—|2 ' I\||
H o o) M



Ostony alkoksykarbonylowe:

pojedyncza ostona alkoksykarbonylowa nie zabezpiecza przed tworzeniem
pierscienia piperydonowego:

| O« _NH
CH, Y
| DCC
. CH, ~ O
O._N—CHC—OH
D
o

wprowadzenie dwdch reszt tert-butyloksykarbonylowych lub
benzyloksykarbonylowych daje pochodne chemicznie niestabilne;

Wprowadzenie dwoch reszt adamantyloksykarbonylowych lub
izobornyloksykarbonylowych daje stabilne pochodne i skutecznie
zapobiega cyklizacji. Ostony te usuwa sie acydolitycznie, kwasem
trifluorooctowym.



Ostony arylosulfonowe:

Tosyl:

Né-tosyloarginina jest mniej podatna na dziatanie nukleofili niz
nitroarginina;

pochodne Ne-tosyloargininy sg podatne na cyklizacje
(tworzenie piperydonu) podczas aktywacji;

Usuwanie:

acydoliza (ciekty HF lub TFMSA) — czeSciowy rozktad do
ornityny oraz sulfonowanie pierscieni aromatycznyc;

redukcja sodem w ciektym amoniaku — czeSciowe reduktywne
rozszczepienie wigzania peptydowego z proling;



Podwyzszanie podatnosci na acydolize — wprowadzanie grup

elektronodonorowych na pierscien aromatyczny.

mezytylenosulfonyl
(Mts)

H,;C CHs
4-metoksy-2,3,5,6-tetra-
metylobenzenosulfonyl

(Mte)

O=?=O

9-antracenosulfonyl
(Ans)

H3C\ I
@) ﬁ—

p-metoksybenzenosulfonyl
(Mbs)

2,3,4,5,6-pentametyleno-
benzenosulfonyl (Pme/Pms)

HsC CHj

7
HC_ O S

O
HsC CH,

2,2,5,7,8-pentametylochroman

(Pmc)

2-metoksy-4,6-dimetylo-
benzenosulfonyl (iMds)

O_CH3

@)

H3C\ Il
@) ﬁ—

@)

O_CH3

2,4,6-trimetoksybenzeno-
sulfonyl (Mtb)

CHs

e
O
i
o I
H4C 0
CHjy
CHs

2,2,4,6,7-didehydrobenzo-
furan (Pbf)



Wzgledna podatnosc¢ na acydolize:

Pbf > Pmc > Mtr > Mds > Mtb > Pms > Mte > Mts ~ Mbs > iMds >
Tos

Inne proby ostaniania grup funkcyjnych — zastosowanie tritylu
(wyczerpujace alkilowanie), izopropyloksykarbonylo
tetrachlorobenzoil — nie daty pochodnych o wiekszym
znaczeniu praktycznym.




Kondensacja ze zwigzkami 1,3-dikarbonylowymi — trwate
pochodne pirymidyny:

R
NH,, O O Nﬁ
+ s
R\ /g )]\/”\Rl R\H)\N R"

N NH R '
H

Kondensacja ze zwigzkami 1,2-dikarbonylowymi — pochodne
rozszczepialne.

Produkt kondensacji z cykloheksano 1,2-dionem — rozszepiany
hydroksyloamina.



Uzycie prekursorow argininy:

e
H4C ¢=NH
S NS NH,» >=>\ NH
| | HN <~ CH |
CH, CH, N CH,
(I:HZ HZN'NHZ> CI:HZ HZN’éNHISI 3 CI:HZ
CH CH - CH
H 1 ° H T ° H T °

—N-CHC— —N—CHC— —N-CHC—



NH,

|
o C=N
Mo N "
HN -
CN CH; N~ CH CH;
C|3H2 redukcja_ (I:HZ HZNéNHZI 3 (I:HZ
CH CH > CH
H T ° H T ° H T °

—N—CHC— —N—CHC— —N—CHC—
O O O



Pierscien imidazolowy histydyny.

R
//—N/ /=N
() v
H T H T2



Benzyl.
Wprowadzanie:

alkilowanie chlorkiem benzylu w ciektym amoniaku:

T CH,
}hN—CH%—OH
O

HzN—CH C—OH
O



Alkilowanie bromkiem benzylu w obecnosci DCHA, w DMF:

Ho CH>
£—N—CHC—OH Z—N—CH C—O0BZ
O H S

Usuwanie:
redukcja Na/NH,, katalityczna wodoroliza (powoli)
2-nitrobenzyl — mozliwe usuwanie fotolityczne.




Trityl:

N
NH /B
N//_/ N \%
+3Trt-Cl ——

CH,
CH, H |
| Trt—N—CH C—OTrt
rbN—CH%—OH g
O ©
OH
. /Trt \ /Trt
/B /B
N N
\f) HCI/EtOH \f)
y
H T T2
TW-N—CH%—OH ItN—CH%—OH

O O



Grupa Nm-difenylo-4-pirydylometylowa

C) ()

CH;

H,N— CH?II OH
o

eodporna na dziatanie kwasoéw;
eusuwana przez redukcje elektrolityczng, katalityczng wodorolize lub redukcje
cynkiem w kwasie octowym.



Grupa benzhydrylowa.
emniejsze zawady steryczne niz w przypadku tritylu;
eusuwana acydolitycznie lub przez katalityczng wodorolize.

Grupa 2,4-dinitrofenylowa (Dnp).

NO> eusuwana przez tiolize (merkaptoetanol, kwas
O2N tioglikolowy, DTT, tiofenol itp.);

epowoduje obnizenie zasadowosci pierscienia

N imidazolowego;

//_ *Dnp zajmuje pozycje T;

N\% enie powoduje obnizenia sktonnosci histydyny

do racemizacji;

CI:HZ eusuwana rowniez innymi nukleofilami, np.
HZN—CH.(II;—QH hydrazyng i potencjalnie rdwniez przez grupe

aminowa Aa.
O d



Grupa 2,4,6 trinitrofenylowa.
usuwana nukleofilami, podobnie jak Dnp.
Ostony typu uretanu - niestabilne, podatne na dziatanie nukleofili.

Piperydynokarbonyl.

// N emato podatny na dziatanie kwasow,
N Yy niezbyt podatny na dziatanie nukleofili;
eusuwany przez dziatanie hydrazyng.
CH
H T °



Tosyl (Tos).

eusuwany acydolitycznie;

epodatny na dziatanie nukleofili;

epodatny na dziatanie 1-hydroksybenzotriazolu:

CH,
o)
\N
\/S\\O I_{ / N
N yZ + — N
H §
o G —N—CHC—
—N—CHC— S



Ostona N™-fenacylowa i N*-fenacylowa (Pac).

o)
o =N N
= ]
H T2 o
Z—N—CH C—OH £Z—N=CHC—OH
I 0
o

eostoniecie azotu m powoduje obnizenie sktonnosci do racemizacji;
eostona fenacylowa jest odporna na dziatanie nawet mocnych kwasow (z

ciektym HF wtacznie),
eusuwana przez redukcje cynkiem w wodnym roztworze kwasu octowego lub

fotolize.



Trifluoroacyloaminometyl.

F;C /Acyl
NH

/—N ulega rozpadowi po usunieciu acylu, z
/ uwolnieniem aldehydu trifluorooctowego.



Benzyloksymetyl (Bom) i tert-butyloksymetyl (Bum).

CH, CH,
H | H |
—N—CHC— —N—CHC—
O O

eostaniany atom azotu m - obnizenie podatnosci na racemizacje;
e w trakcie usuwania tych oston powstaje formaldehyd mogacy
powodowac reakcje uboczne.



Tioeter reszty metioniny.

Ostona przez utlenianie do sulfotlenku — powstaje mieszanina
diastereocizomerow.

(|3H3 C|3H3 C|3H3
; %
I
CH, CH, 24 CH,
HoN—CH C—OH HoN—CH C—OH HoN—CH C—OH
O O O
ot ST T
*?=O Br—?—Br )]\ ?
(I:HZ HBr/AcOH> (I:HZ _ (I;Hz
(I:H2 cI:H2 CIJHz
H,N—CH C—OH HoN—CH C—OH HoN—CH C—OH

O @ O



Ostona przez alkilowanie.

CH, CHj,
| |
S ch—g@ TosO
| I
Tos-OCH CH
C|:H2 3> | 2
H CH
H T H T °
Boc—N—CH'ICII—ONp BOC—N—CHE—OND
O O

e usuwana przez tiolize np. merkaptoetanolem



Azot indolowy reszty tryptofanu.

* pierscien imidazolowy podatny jest na utlenienie w srodowisku kwasnym:;
e podatny na alkilowanie ;

Benzyloksykarnbonyl — wprowadzany w obecnosci fluorku potasowego i
eteru koronowego 18-c-6. Podatny na acydolize (ciekty HF, TFA (powoli),
hydrolize i katalityczng wodorolize)

Formyl — wprowadzany przy pomocy kwasu mrowkowego i gazowego
chlorowodoru. Usuwany przez dziatanie nukleofilami (wodny roztwor
piperydyny, hydrazyna, lhydroksyloamina, wodny roztwoér etanoloaminy).

* Usuwany takze acydolitycznie (ciekty HF) w obecnosci zmiataczy.

W ciektym amoniaku obserwuje sie migracje formylu na grupe a-
aminowa.

» Zabezpiecza pierscien indolowy przed utlenieniem i alkilowaniem.

* Promuje uwodornienie indolu w warunkach katalitycznej wodorolizy.

Boc — usuwany acydolitycznie w obecnosci zmiataczy. Stosowany przy uzyciu
Fmoc —aminokwasoéw, szczegdlnie jezeli reszta tryptofanu jest
aminokwasem C-terminalnym, a synteza prowadzona jest na nosniku
statym, z ktérego peptyd odszczepiany jest acydolitycznie.




Grupy karoksyamidowe asparaginy i glutaminy.

* mogg by¢ nieostaniane, pod warunkiem zastosowania odpowiednich
metod acylowania i obrdbki syntetycznych peptyddw.

* wykazujg sktonnosc do dehydratacji w trakcie aktywacji:

NH N
I
C=0 C
I - HX I
CH, - CHy
Z-HN—CH("Z—X Z—HN—CHEI:—OH
O O
Glutamina moze ulegac cyklizacji do kwasu piroglutaminowego:
NG
c=0
! 0
CH; -NH, ﬁn/
CH, HN
H,N—CHC—
Il O
@]
NG
(|3=O
(I;HZ L NH
Hz ~
—N—CHC—X N O



Asparagina moze cyklizowac do pochodnych sukcynimidu:

NH> O
C=0
CH —H N
N
H T 2 H N A
—N—CHC—N— H
| O
O

Ostona ksantenylowa (Xan).

epochodne tego typu sg trudno rozpuszczalne w mato polarnych

rozpuszczalnikach;
eusuwanie — acydoliza z zastosowaniem silnych kwasow (ciekty HF,

TFMSA).



Ostona benzhydrylowa i pochodne benzhydrylu.

O O
NH

A |
G-o G=o
CH CH
H T ° H T 2
—N-CHC— —N—CHC—
@) @)

epoprawa rozpuszczalnosci w rozpuszczalnikach organicznych;
enieco zbyt stabilne w warunkach acydolitycznych (4,4’-dimetoksybenzhydryl
usuwany jest we wrzgcym TFA z dodatkiem anizolu).



Trityl

* usuwany TFA w temperaturze pokojowej w obecnosci anizolu.

2,4-i 2,4,6- trimetoksybenzyl — mogg by¢ usuwane selektywnie
kwasem trifluorooctowym w obecnosci anizolu, w
temperaturze pokojowe;.

Uzycie prekursoréw asparaginy lub glutaminy.

* estry —moga by¢ poddane amonolizie — niebezpieczenstwo
tworzenia pochodnych sukcynimidu lub glutarimidu.

* [3-cyjanoalanina i y-cyjanobutyryna mogg by¢ stosowane jako
prekursory asparaginy lub glutaminy. Stosuje sie tutaj
czesciowq hydrolize przy uzyciu HBr/AcOH/ H20 lub
H202/NaOH.

* kwas piroglutaminowy moze byc przeksztatcony w glutamine
przez amonolize.




Aktywacja i sprzeganie.

Symetryczne bezwodniki. o

e silna aktywacja;
e stosowane w SPPS.



Racemizacja

Mechanizm poprzez azlaktony:

- " |C|) R\(/N RY
“~ we T + EWG—H
| . \
@) R @)

R\g/iz/Rl R\(/Nl/R
\ 0
O OH

Inne mechanizmy racemizacji:
* Bezposrednie oderwanie protonu z pozycji a (np. pochodne histydyny)
* Mechanizm eliminacji — addycji (np. pochodne cysteiny).



Reakcja alkoksykarbonyloaminokwasow:




Rl

Bezwodniki asymetryczne.

HN—R"

£ %

O + "R—NH,
HN—R"

0 R—§ .\
0

izowaleryl piwaloil

—~

O

OH
RI i
O



Mieszane bezwodniki z potestrami kwasu weglowego.

O o. _Cl R <
i - HCI
OH @ /O

R' = Et, IBU




Zastosowanie 1-etokykarbonylo-2-etoksy-1,2-dihydrochinoliny (EEDQ) i
1-izobutyloksykarbonylo-2-izobutyloksy-1,2-dihydrochinoliny (I11DQ).

jkok Y Y

EEDQ 11DQ



Mieszane bezwodniki zawiera

igce fosfor.

o) (|:|
PCI _P
° R)]\O ~ci

O\ O Cl)/> O\P—Cl
P—CI )]\ /P\O O/
o) R o)
OO0 A5
RN P—
C2H5(Z - o) OC,Hs
—
/ L ade
CoHsO R™ "O ~OC,Hs

O Cl

|
cHso—pcl, M p

R™ Y07 ~OC,Hs

O OCsHs

P
R™ ~07 ~OC,Hs



Metoda azydkowa.

O O ® 0O O O
R‘{ +HoN—NH, ~MeOR R_< A NOg R_< @ 0O > R—< @
O—CH; HN—NH,, N=N=N ON—N=N

Mozliwe jest zaktywowanie grupy karboksylowej bez naruszenia grupy

aminowe;j:
R R ° R R
NHNH , H NO2 Ny
HN- =R HoNT yp--—-- N —
H



Hydrazynoliza estrow jest czesto zbyt drastyczna i powoduje reakcje uboczne.
Mozliwe jest jednak zastosowanie ostonietych hydrazydéw (np. za pomoca
Boc lub Z):

R R

H
BOC\N/K”/X +H>NHN —Z - HX > BOC\N)\”/N\N/Z
H H H

O O

Mozliwe jest takze acylowanie grupy aminowej hydrazydéw

aminokwasow:
H H
N R Z/N\H}\N/K’VN\NHZ
RSO .
H H,N NH,,
© NO, O



Inne metody otrzymywania azydkow acylowych

Zastosowanie azotanu (lll) butylu (azotynu butylu).

x HCl P
R_.{ +  C4Hy—O—N=O0 - R—/<
NHNH , N,

Zastosowanie DPPA:

O
(18 0
AN

N3



Reakcje uboczne:
e przegrupowanie Curtiusa i reakcje nastepcze:

O -N2
R R—<—>RNCO

IN-CN=NI
O @

e tworzenie amidow zamiast azydkow acylowych:

P

@ N O @
R—-/< .\ :O -HNO, _ R—-/< , + R—/< + N,O
HN—N— NH,

HN—NH, N
A\

O




Halogenki acylowe.

bardzo silna aktywacja. Niebezpieczenstwo rozpadu
pochodnych aminokwasowych z ostonami typu uretanu do N-
karboksybezwodnikéw (bezwodnikéw Leuchsa). Praktycznie
zastosowanie ograniczone do Fmoc- pochodnych
aminokwasow.

Metody otrzymywania:

dziatanie na pochodng aminokwasowg PCI5, SOCI2 itp.
Warunki tych reakcji sg czesto zbyt drastyczne i powstaja
niekiedy ucigzliwe produkty uboczne.

Dziatanie tetrahalogenometanem (tetrahalogenkiem wegla) i
trifenylofosfing ( otrzymywanie chlorkow i bromkow

acylowych).



Zastosowanie specjalnych odczynnikow np.fluorku cyjanurylu
heksafluorofosforanu fluoro-N,N,N’,N’-tetrametyloformimidyniowego (TFFH)

itp.:

F O HsC
R_/<@ 4 H3C\N’@‘* /CH3 — /N_CHg
5 | r (Pry) / 0—(@ —
CH;  CHg F N—CHj
HsC

F CH; CH,

Halogenopochodne Fmoc- aminokwaséw sg wyjagtkowo trwate i mogg by¢
nawet przechowywane. Reagujg bardzo szybko, przy niewielkim stopniu
racemizacji. Znajdujg zastosowanie tam, gdzie inne metody aktywacji
zawodzg np. ze wzgledu na wystepujgce zawady steryczne (np. acylowanie
kwasu a-amino-

izomastowego itp.).



Estry aktywne.

Estry cyjanometylowe.
Otrzymywanie:

© O
R—COO + Cl—CH,CN » R—COOCH,CN + ClI

staba aktywacja, mate szybkosci reakcji aminolizy.

Estry arylowe.

Estry tiofenylowe:

0



Podstawione estry fenylowe:

0 O 0
R—/< R_/< R—
04<j>—|\|o2 © o

NO,

o Cl i o cl o Cl Cl
R—/< < | R_/<
o) Cl O C o) Cl
cl Cl cl cl
OTcp OTcp OPcp

O F F
-
e F
F F

OPfp






oot

Otrzymywanie:

L, OO~
(DCCI) O

HO—@—NOZ O o
- "l 1
DCU



Estry pochodne hydroksyloaminy:

O O O O
R—/< R—/<
O—N O—N
O O
OSu
(ONsu)

O N\\ \ N\\
R_/< N N
/ — N/
O—N I\\I N \
\NﬁN OH OH

OBt HOBt HOAt




O

_OH PN

N HN NH
|
e o 1L
N R g
/N
O HO

Oxyma pure Oxyma B



Estry 3,4-dihydro-4-oksobenzotriazyn-3-ylowe (ODhbt).

I
N

3-Hydroxy-3H-benzo[d][1,2,3]triazin-4-one

Reakcja uboczna w trakcie tworzenia estréw Dhbt.

N
S

Q. HoN O
N ¥ HO-Dhbt
+ | — > >/—O\N

- DCU
N |
@N\\
N
Q o)
C)\
N
—_— |
N3 N

Nx
N



Estry 3-fenylo-1-(p-nitrofenylo)-2-pirazolin-5-onowe (-OPnp)
i 3-metylo-1-(p-nitrofenylo)-2-pirazolin-5-onowe (-ONpp).

X = CgHs - Pnp
CHsz - Npp

@)
AN B |
N Wzgledne szybko$ci acylowania:
Pnp~Npp>Dhbt>Pfp~TDO>Tcp>Su>No




Zastosowanie odczynnikow sprzegajacych.

1955r
HC=——=C——0C,Hs <:>—N C N@
®) R
R
z : R'- NH2
OH > QO
4 OC,Hs

OCoH5
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WSC (Water Soluble Carbodiimide)

e powstajgca jako produkt uboczny pochodna mocznika jest rozpuszczalna
w wodzie i moze by¢ wyekstrahowana z mieszaniny reakcyjnej w postaci
soli;

e ten karbodiimid powoduje powstawanie azlaktonéw z niektorych
pochodnych aminokwasow, nawet wtedy gdy zastosowana zostata ostona
typu uretanu grupy a-aminowej.

e karbodiimidy i alkoksyacetyleny reagujg selektywnie z grupg
karboksylowa.



DIPCDI, DIC diizopropylokarbodiimid

Powstajgcy diizopropylomocznik jest dobrze rozpuszczalny w
rozpuszczalnikach organicznych (szeroko stosowany w SPPS).

Pochodne karbodiimidow:

gdzie X=Cl lub F.



Pochodne ketenow.

Keteny w reakcji z kwasami karboksylowymi dajg asymetryczne bezwodniki.

%

Difenyloketen:

R
o~
C=C=0 * R—COOH < b
\!
O

g

/

R’ CH—C
\

O

e

O
PP
Q HN_R'

/

CH—C +R—COOH

\\
@ ’

O
W,

CH—C O +R'—NH,

\\
@ ’

N\ QLo



H

CHj;



SO,

Odczynnik K Woodwarda:

SO,




Pochodne fosgenu — karbonylodiimidazol (CDI):

J\N/N + R—COOH —» R)J\N/N ¥ HN@ + CO,

N

Pochodne fosfoniowe:

@)
R—COOH + HoN—R' + (CgHs)3P+ @ Q —> R)]\N/ R'
S—S H
X
+ (CgHs5)3P=O  + 2@

N SH

My e - L
- + R—COOH —= +

N SH




(C2H5O)2PCI + HzN_Rl —_— (C2H5O)2P_NH_R' + HCI
O

R_COOH + (C2H5O)2P_NH_R' —_— R)]\N/R' + (C2H5O)2P_OH
H



Odczynniki fosfoniowe.




Odczynniki uroniowe.
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Synteza peptydow:
e ,krok po kroku”:
Aokt | s
od C- do N-konica.
e tgczenie uprzednio zsyntezowanych fragmentéw

W miejscu tgczenia fragmentow powinny w miejscu tgczenia wystepowac
aminokwasy nie ulegajace, lub trudno ulegajgce racemizacji (Gly, Pro — reszty
aminokwasowe aktywowane w procesie tworzenia wigzania peptydowego)
oraz w miare niewielkie zawady steryczne. Zalecane jest rowniez
zastosowanie metod aktywacji i warunkow reakcji niesprzyjajgcych
racemizacji (metoda azydkowa itp., zastosowanie ,dodatkow
antyracemizacyjnych” (HOBt, HOAt, oxyma itp.)



Problem wydajnosci w syntezie peptydow
n
y|[%]

Y[%] = 100

100

Gdzie:
Y [%] — wydajnos¢ syntezy
y[%] — usredniona wydajnos¢ etapu syntezy

n —ilos¢ etapdw syntezy
100 %

804 °
60
40

20 1




Porownanie klasycznej metody syntezy
peptydow z metoda syntezy na nosniku statym

Metoda klasyczna E

Niskie zuzycie materiatow;

Powolna;

Wymaga duzego doswiadczenia od
prowadzgcego synteze;

Sita aktywacji i sposdb tworzenia
wigzania peptydowego sg dobierane
indywidualnie dla kazdego etapu
syntezy;

Nie wszystkie reszty funkcyjne
tancuchdow bocznych muszg by¢
ostaniane;

Mozliwe jest prowadzenie syntezy
przez fgczenie fragmentow.

Wysokie zuzycie materiatow;
Szybka;

Nieskomplikowana - mozliwa
automatyzacja ;

Wymaga silnej aktywacji;

Na ogof stosuje sie petng ostone grup
funkcyjnych tancuchow bocznych;

Na ogdt synteza prowadzona jest
metoda , krok po kroku”, od C-konca
peptydu w kierunku N- konca peptydu.



Fig. 438 Robert Bruce Merrifield and the first-generation solid-phase peptide

svnthesizer.
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Chlorometylowana zywica polistyrenowa
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Zywica Rinka



C

,f\[r,mccm:l: f\[‘/HWNJ\f

4 H
M, M dimetyloakrylamid - BN bisakeyloetylenodiamina
0
f\“’f HW HJ\\//\ r:l" Boc
)
CH5 LH;



)J\_/\ Boc

Ir=




Nosnik “core Q”

poli[N-2-(4-hydroksyfenylo)etylo]akryloamid

zastosowano jako nosnik o wysokim stopniu osadzenia.

Zywice poliakryloamidowe oparte na N- akroilopirolidynie jako monomerze
podstawowym, usieciowanym N,N’etylenobisakrylamidem
kopolimeryzowane z:

-estrem metylowym akroilo-B-alaniny (SPARE);

-chlorowodorkiem N-akroilo-1,6diaminoheksanu (PAP).

Zywice te osadzane sg na mechanicznie stabilnych, porowarych
podtozach, np. szerokoporowatym zelu krzemionkowym (nosnik PepSyn
K), lub tzw. polyHIPE (high internal phase emulsion).



Nosniki oparte na glikolu polietylenowym szczepionym na usieciowanym DVB

polistyrenie — Tenta Gel, Nova Syn TG itp

PEG— CHZ_ NH2

,Linkery”:
HO

Wang

A e

H
O N'HZC_PEG_@ Nova Syn TGA,
TentaGel S PHB,
HO Tenta Gel R PHB

Pep Syn KA

Odszczepianie — TFA (50 — 95%) — wolna grupa karboksylowa.




PAL.

OCH;
Fmoc

O
H /\/\)]\ Tenta Gel S AM
H,CO 0 H-Hzc—PEG—@

Odszczepianie: 25 —95% TFA, w postaci amidu.




AM (Rink).
NIe N Rink amide MBHA (Nova)
HsCO
HN—Fmoc

OCH,
< H
Nle N—{PolyHIPE P 50
O H
O Nova Syn PR
o)
HN—Fmoc
OCH, AN H
)—N—PEG
o Tenta Gel S RAM
O Tenta Gel RRAM Qdszczepianie: 60 — 95% TFA
Nova Syn TGR
(ulega odszczepieniu przy
H3CO Q stezeniach TFA wyzszych od
AN Fmoc 2%) — amid.

OCHj



KH (HMPB) OH

Pep Syn KH
H5CO o/\”/\CPip_S;M)
0
CH,
C Q
H
N HMPB - MBHA (Nova)
HCO o/\/\"/
O O
OH
N § Nova Syn K HMPB
e<
HyCO oY H/\/ Kieselgutr)
0

Odszczepianie: 1% TFA, ostoniety peptyd, wolna grupa karboksylowa.




KB (HMBA)

CH,
C Q
H
\\O\n/ N HMBA polystyrene (Nova)
O Q
OH (PS

H
Nle < N
H/\/ "Kieselguhr)

Nova Syn KB
Pep Syn KB

O

Odszczepianie: amonoliza, hydrazynoliza, zmydlanie (NaOH,,, metanoliza
(MeOH/ Et;N), redukcja do alkoholu (NaBH,/MeOH).




Linker Siebera.

Fmoc

O O Sieber amide (Nova)
o)

Odszczepianie: 1% TFA, w postaci amidu.




Nosniki tritylowe.

Cl O PS 2-chlorotrityl chloride resin (Nova)
Cl l

O Nova Syn TGT
Fmoc—Aa—O Tenta Gel S Trt-Aa

HN—\ Tenta Gel R Trt-Aa
‘ PEG

Odszczepianie: AcOH/TFE/DCM (2:2:6)
AcOH/MeOH/DCM (5:1:4)
ostoniety peptyd z wolng grupg karboksylowa.




Linkery zawierajgce krzem.

HO \k

O
OH
O
4-{4-[tert-Butyl-(4-hydroxymethyl-phenoxy)-phenyl-silanyl]-phenylcarbamoyl}-butyric
acid
HO
COOH
H3C' SI - CH3
CH,

3-(4-Hydroxymethyl-phenyl)-3-trimethylsilanyl-propionic acid

Odszczepianie: dziatanie fluorkiem tetrabutyloamoniowym (TBAF), - wolna grupa
karboksylowa.




Inne linkery.

COOH Qdszczepianie: (amid)

H,N R= |
-OCHgj - rozczienczony TFA
-H - Me3SiBr/TFA

R

OCH,



o LHs
/ \ Odszczepianie: (hydrazyd)
Hall —MNH CHs i ;j_. TFA

B
O
l Odszczepianie:
- i TFA {A) - kwas
| hv {350 nm) ester p-hydroksybenzylowy

A

Odszczepianie:
TFA (A) - kwas

\_Q \_Q,_\’_< hv (350 nm) ester p-hydroksybenzylowy




TR Odszczepianie:
HO P hy {350 nm) - kwas
MH=
o S, Odszczepianie:
/H\/ | H,/P d kwas
0N s L
)
HDNLN Ty, Odszczepianie:
H | Pd (0) -kwas
# PS5
HO. O )
X m
)
gdzie X=

N, Odszczepianie:
S i U -
L= Pd (0} - kwas



Solwatacja i efektywnosc¢ acylowania.

* W rozpuszczalnikach polarnych obserwuje sie wyzsza
efektywnosc acylowania.

* Najczesciej stosowane rozpusczalniki:

dimetyloformamid (DMF), N-metylopirolidon (NMP),
trifluoroetanol (TFE), dimetyloacetamid (DMA).

* Rozpuszczalniki te powodujg takze obnizenie stopnia
agregacji fancuchow polipeptydowych (gtownie przez
obnizenie stopnia tworzeniu B- struktur).



Agregacja na skutek nagromadzenia
niepolarnych grup (But, Boc, Trt itp.)

agregacji tego typu przeciwdziata dodatek
detergentow niejonowych, np. Tritonu X-100.

Acylowanie prowadzi sie czesto w tzw. ,,magic
mixture”. Jest to mieszanina DMF-NMP-DCM (1:1:1)
zawierajgca 1% obj. Tritonu X-100.

Mozna rowniez zastosowac pochodne
aminokwasowe zawierajgce bardziej polarne grupy
ostonowe.

Jako rozpuszczalniki stosowano réwniez DMSO,
HMPA i fosforan trimetylowy (TMP).



Czynniki powodujace rozerwanie wigzan
wodorowych.

* W celu zapobiegania agregacji wywotanej
przez tworzenie wigzan wodorowych
stosowano mocznik i jego pochodne (N-But
N'-Me, N,N’-di-iPr), nadchloran sodu lub
potasu, rodanek sodu lub potasu. Korzystne

byto takze podwyzszenie temperatury np. do
50°C.



Monitoring sprzegania.

Metody monitoringu mozna podzieli¢ na:
* jakosciowe,

* iloSciowe

* inwazyjne (niszczace);

* nieinwazyjne (nieniszczgce).



Test Kaisera.

Oparty na reakcji ninhydryny z grupami aminowymi.
Stosowany jako test zaréwno ilosciowy jak i jakosciowy. W
wersji pierwotnej stosowany w syntezie peptydow z uzyciem
,chemii Boc”. W tej wersji nie nadaje sie do sprawdzania
stopnia zacylowania z zastosowaniem Fmoc-pochodnych
aminokwasow, ze wzgledu na niestabilnos¢ ostony Fmoc w
pirydynie, w podwyzszonej temperaturze. W tym przypadku
moze byc stosowany o ile do probki doda sie niewielky ilosc¢
AcOH i skrocenie ogrzewania probki do 5 min (standardowo
10 min.). Mato czuty jezeli acylowana jest prolina.

Analogiczne testy barwne:

test fluorescaminowy,
test chloranilowy.

test izatynowy — stosowany do okreslania stopnia zacylowania
reszt Pro, Hyp oraz reszt N-alkiloaminokwasow.



Testy oparte na tworzeniu soli.

Testy te wykorzystujg tworzenie soli z grupg aminowg peptydu
(aminokwasu) osadzonego na nosniku. Kwas wykorzysty-
wany do tego celu powinien zawierac chromofor.

Najczesciej stosowane testy:

e pikrynianowy — moze spowodowac odszczepienie z nosnika
(np. chlorotritylowego)

* btekit bromofenolowy — niebieskie zabarwienie nosnika,
zahikajgce po zacylowaniu grup aminowych;

e z0tcien chinolinowa — monitorowane jest stezenie tego
barwnika w roztworze.




Inne techniki oznaczania stopnia zacylowania:

zalkilowanie grup aminowych chlorkiem 4,4’-dime-toksytritylu
i oznaczenie stezenia 4,4’-dimetoksy-trifenylokarbinolu po
odszczepieniu tej grupy przy pomocy 2% roztworu kwasu
dichlorooctowego;

pomiar zaniku stezenia Fmoc-Aa w mieszaninie acylujgcej —
mato diagnostyczne;

pomiar ilosci uwolnionego fulwenu (najczesciej jako adduktu z
piperydyng), powstajgcego na skutek usuniecia ostony Fmoc —
stosunkowo mato dokfadne;

zastosowanie estrow —OTDO lub ODHBT;

oznaczenie sekwencji peptydu na nosniku, analiza
aminokwasowa peptydu na nosniku;

odszczepienie peptydu z probki nosnika i oznaczenie masy
czasteczkowej (najczesciej technikg FAB —MS).



Blokowanie resztkowych grup aminowych
(capping).

acetylowanie — Ac,0 —zasada (trietyloamina, pirydyna itp.)

acetylowanie - acetyloimidazol;
O

O
/
//S*
O

zastosowanie bezwodnika kwasu o-sulfonobenzoeso-wego
(OSBA)

zastosowanie chlorku stearoilu w obecnosci zasad (amin
trzecirzedowych, pirydyny itp.).

O



Reakcje uboczne.

Tworzenie diketopiperazyn:

R' @) > {
N ®
H N/K”/N\HJ\O — H NH + HO-@
2
O R ) <
O R'
e szczegllnie tatwo powstajg jezeli jednym z aminokwasow jest glicyna,
prolina, N-metyloaminowas, lub jeden z aminokwaséw posiada konfiguracje
D a drugi L.

R O
N

* tworzenie DKP katalizowane jest zardwno przez zasady, jak rowniez przez
stabe kwasy.

 Srodki zaradcze:
* skrdcenie czasu odblokowania (np. 5 min, przy uzyciu 50% piperydyny);
* acylowanie pierszego aminokwasu odpowiednim Fmoc-dipeptydem.



Srodki zaradcze:
e skrdcenie czasu odblokowania (np. 5 min, przy uzyciu 50% piperydyny);
* acylowanie pierszego aminokwasu odpowiednim Fmoc-dipeptydem.

WYysoka racemizacja w przypadku acylowania pochodnymi histydyny:

H
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2 . Fmoc
* Srodki zaradcze: o 8

* obnizenie zasadowosci pierscienia imidazolowego (ostony Boc lub Fmoc na
imidazolowy atom azotu)

e ostoniecie azotu it (Bom, Bum);

e uzycie estrow aktywnych Fmoc-His (Pcp, Tcp itp.), w szczegdlnosci do
osadzania na nosniku;

* o0sadzanie na nosniku przez podstawienie nukleofilowe atomu chlorowca
wystepujgcego w nosniku, przy uzyciu soli cezowych.



Srodki zaradcze:

* obnizenie zasadowosci pierscienia imidazolowego (ostony Boc
lub Fmoc na imidazolowy atom azotu)

e ostoniecie azotu it (Bom, Bum);

e uzycie estrow aktywnych Fmoc-His (Pcp, Tcp itp.), w
szczegolnosci do osadzania na nosSniku;

e osadzanie na nosniku przez podstawienie nukleofilowe atomu
chlorowca wystepujacego w nosniku, przy uzyciu soli
cezowych.



Asn, Gin.

Dehydratacja podczas aktywacji.

Srodki zaradcze:
* uzycie estrow aktywnych w obecnosci HOBt, lub zastosowanie dodatku HOBt;
» ostoniecie grupy karboksyamidowej taricucha bocznego.

Tworzenie pochodnych sukcynimidu, glutarimidu i kwasu piroglutaminowego:

e katalizowane przez HOBt i Fmoc-Aa

Srodki zaradcze:
e uzycie estru aktywnego lub symetrycznego bezwodnika nastepnego aminokwasu.

UWAGA.

ostoniecie grupy karboksyamidowej GIn nie zabezpiecza przed tworzeniem
piroglutaminianu! Ta reakcja uboczna katalizowana jest rowniez przez piperydyne.
Zaleca sie stosowanie 50% piperydyny w DMF w ciggu 1 min. w celu usuniecia
ostony Fmoc.



Arg

tworzenie o-laktamu;

e acylowanie guanidylu;

* rozktad guanidylu podczas odblokowania z utworzeniem
reszty Orn.

Srodki zapobiegawcze:

e acylowac w obecnosci HOBt lub przy uzyciu estrow
aktywnych.



Odszczepianie od nosnika.

Odszczepianie od nosnika przez acydolize moze by¢
przyczyng szeregu reakcji ubocznych, nawet gdy prowadzone
jest przy uzyciu stosunkowo stabych kwasow.

Mechanizm:

e S\1-powstajg karbokationy.

* Reakcje uboczne:

* alkilowanie wrazliwych reszt (Trp, Tyr, Met).

Srodki zaradcze:

» zastosowanie ,zmiataczy” — etanoditiolu, wody, silandw (TES,
TIS — uwaga! redukujg pierscient indolowy reszty Trp).

e odblokowanie —Cys(Trt)- jest odwracalne i wymaga
zastosowania efektywnych zmiataczy.



“®

Siip fit

Disc
rotates
360°

X

Disc with 100*
reciprocating
motion

24 RP.M. motor

R

e g

l‘

To waste
and vacuum







Ma kane Clear TOP VIEW

fitting

access Y

12mm tube

Top of
screw-cap
16 mm |
culture tube Y

Luer

3mm
R R RS -
Minimum space |
- Direction
2cm of rotation
Male luer " .
fitting ‘ _

SECTION X-X S



JINN NOLLOVHY

VACUUM EXHAUSTER

COOLING BLOCK
glas condensor

glas reactor
HEATING BLOCK
BASE UNIT PTFE

STETRARARRSSAMRRRRE AR """“"

N ///.h URRRRRRY  DNNINNNAT ANNANN DRNNNNNNNN

SV TN H SRR RN
Nt o RN SR . T hHw

u)l////////%/////&f//////////..

../m.m/n-,///////I,///,////./r//./ﬂ,.//fﬁ./,/,/ﬂ,/,/ﬂh/ﬂ/,._,:. 5\ A
5///////////////////////////// _ V/ﬂlftﬂﬂﬁw

QN ////UU/W /nz ﬂdlz-uy/ N
otl/lll/////////z////////////

T A SRR NN NN R NN ¢

/.uI-r// O T , oﬁtvnl’rln-ﬂ
rll/////////////////////,//ﬁ/// ARARRRRNRR
NN /////////I//////////////////////////4 S R

AR
AN S SRA NSNS N m

rtf/////////ﬁ////////////////a

by RSN l 7/////////1///////,////////4

S R R Y '” b N

////




HET LR AN b










Typowe pochodne aminokwasow wielofunkcyjnych
stosowane w SPPS, chemia Boc

Arg — Boc-Arg(Tos)-OH

Asn — Boc-Asn(Xan)-OH lub bez ostony tancucha

bocznego

Asp — Boc-Asp(OBzI)-OH

Cys — Boc-Cys(Meb)-OH, Boc-Cys(Mob)-OH,
Boc-Cys(Acm)-OH

Glu — Boc-Glu(OBzl)-OH

His — Boc-His(Bzl)-OH, Boc-His(Dnp)-OH,
Boc-His(Bom)-OH, Boc-His(Tos)-OH



Lys — Boc-Lys(Z)-OH, Boc-Lys(ClZ)-OH,
Boc-Lys(Tfa)-OH, Boc-Lys(For)-OH

Orn — Boc-Orn(Z)-OH

Ser — Boc-Ser(OBzI)-OH

Thr — Boc-Thr(OBzl)-OH lub bez ostony grupy
hydroksylowej faricucha bocznego.

Trp — Boc-Trp(For)-OH lub bez ostony indolu
Tyr — Boc-Tyr(OBrZ)-OH, Boc-Tyr(ODcb)-OH



Typowe cykle przemywan stosowane w SPPS (chemia
Boc)

 DCM 3 X 5min.

e TFA-DCM-indol 1 x 1,5 min.

e TFA-DCM-indol 1 x 30 min.

* DCM 6 X5 min

e TEA-DCM (1:10)1 x 1,5 min

e TEA-DCM (1:10)1 x 1,5 min (1 x 10 min)
 DCM 6 X5 min

* Boc-Aa/DCM 1 x 1,5 min (20 min.)

« 1M DCC/DCM 120 min. lub do negatywnego wyniku testu
Kaisera

* Powtdrne sprzeganie (czesto pozostawiane na noc)
 DCM 3 x5 min.

e DCM/MeOH (1:1) 1 x5 min.

* MeOH 3 x 5 min. Test Kaisera

e DCM/MeOH (1:1) 1 x5 min.

 DCM 3 X 5min.



dioksan

4N HCl/dioksan
4N HCl/dioksan
dioksan
chloroform
TEA/chloroform
TEA/chloroform
chloroform
DCM

Boc Aa/DCM

1 M DCC/ DMF
DCM

3 x5 min.

1x1,5 min.

1 x 30 min.

3 x5 min.

3 x5 min.

1x 1,5 min. (5 min.)
1x 1,5 min. (10 min.)
3 x5 min.

3 x5 min

1,5 min (20 min.)
120 min

3 x5 min

Powtdrne sprzeganie , najczesciej pozostawiane na noc.

DCM
DCM/MeOH
MeOH

MeOH/ DCM (1:1)

DCM

3 x5 min.
1 x5 min
3 x 5 min. Test Kaisera
1 x5 min.
3 x5 min.



DCM 3 x5 min.

TFA - DCM 1x 1,5 min.
TFA - DCM 1 x 30 min.
DCM 6 X 5 min.
TEA/DCM (1:10) 1x1,5min (5 min.)
TEA/DCM (1:10) 1x1,5min (10 min.)
DCM 3 x5 min.
Symetryczny bezwodnik w DCM
120 min.
DCM 3 x5 min.

Symetryczny bezwodnik w DCM
przez noc.
DCM 3 x5 min. Test Kaisera



DCM 3 X5 min.

TFA — DCM 1x1,5 min.
TFA — DCM 1 x 30 min.
DCM 6 X 5 min.
TEA/DCM (1:10) 1x 1,5 min (5 min.)
TEA/DCM (1:10) 1x 1,5 min (10 min.)
DCM 3 x5 min.
DMF 3 x5 min.
Ester aktywny w DMF
4 h.
DMF 3 X5 min.
Ester aktywny w DMF
przez noc.
DMF 3 X5 min.

DCM 3 x 5 min. Test Kaisera



Reakcje uboczne w trakcie syntezy na nosniku statym.

e -straty wynikajgce z czeSciowego odszczepiania peptydu w trakcie
deprotekcji (ok. 1% peptydu jest odszczepiane z klasycznej zywicy
Merrifielda w trakcie usuwania ostony Boc).

e -trifluoroacetylowanie grupy aminowej w trakcie usuwania ostony Boc;

e -straty peptydu na poczgtkowych stadiach syntezy na skutek tworzenia
diketopiperazyn; - zakonczenie tancucha peptydowego na skutek
trifluoroacetylowania grup aminowych przez przesuniecie trifluoroacetylu
z tlenu (grupy hydroksylowej powstajgcej na nosniku w wyniku
czeSciowego odszczepienia peptydu) na grupe aminowa.

e -zakonczenie tancucha na skutek zanieczyszczenia Boc-aminokwasow sec-
bytyloksykarbonylopochodnymi;

e -utrudnienie deprotekcji i acylowania na skutek oddziatywan tancucha
peptydowego peptydowego podtozem, taricuchdéw polipeptydowych
miedzy sobg, lub konformacje tancucha peptydowego. zakonczenie
tancucha peptydowego na skutek transferu tosylu z imidazolu ostoniete;j
His na grype aminowa.

* - powstawanie peptydow peptydow delacjami reszt aminokwasowych.



Problemy zwigzane z indywidualnymi resztami

aminokwasowymi.

niedoskonate rozwigzanie problemu ostony grupy guanidylowej argininy;
- zbyt mata stabilnos¢ ostony Z- na resztach Lys i Orn;
- problemy zwigzane z ostong imidazolu reszty histydyny

- Asp — tworzenie pochodnych sukcynimidu w trakcie syntezy
(odblokowanie) i odszczepiania od nosnika, a w dalszym etapie tworzenie
peptydow zawierajgcych reszte kwasu izoasparaginowego.

o-pKa=2,5

B-pKa =3,5

- Glu — acylowanie zmiataczy (gtownie anizolu) w trakcie odszczepiania od
nosnika (HF, TFMSA)

- Asn, GIn — odwodnienie grupy karboksyamidowej do nitrylu;

GIn — cyklizacja do kwasu piroglutaminowego (katalizowana przez stabe
kwasy), w szczegdlnosci w polarnych rozpuszczalnikach np. DMF;

Hydroliza karboksyamidu, w szczegdlnosci jezeli w poblizu wystepuje
reszta Arg lub Lys. Reakcja ta katalizowana jest rowniez przez stabe kwasy i
zasady.



Ser, Thr —, N#0O shift”, w szczegdlnosci w silnych, bezwodnych kwasach
(np. ciekty HF). Moze by¢ odwrdcona w roztworach wodnych, neutralnym
lub tagodnie zasadowym srodowisku.

- Tyr — migracja alkilu (benzylu) stanowigcego grupe ostonowa tlenu grupy
fenolowej na pierscien aromatyczny. Praktycznie nie wystepuje jezeli
zastosowana w tym celu jest ostona BrZ lub cykloheksyl. Obnizenie tert-
butylowania pierscienia fenolowego reszty Tyr uzyskano stosujgc indol jako
zmiatacz. Chlorowcowanie (bromowanie) - moze wystgpi¢ w trakcie
odszczepienia peptydu od nosnika metodg HBr — TFA . Moze nastgpic
takze jodowanie tej reszty w trakcie utleniania cysteiny do cystyny lub
usuwania ostony Acm z rownoczesnym utlenieniem do cystyny.

- Trp — utlenianie w srodowisku kwasnym i wysoka podatnos¢ na
alkilowanie

- Met - spontaniczne utlenianie do chiralnych sulfotlenkdéw. Podatna na
alkilowanie.

Racemizacja
- silniej zaznaczona w rozpuszczalnikach polarnych;
- promowana przez trzeciorzedowe aminy, w tym DMAP




Metody odszczepiania od nosSnika, chemia Boc.

Zastosowanie ciektego HF (t.w. = 19°C).

Metoda ta wymaga zastosowania specjalnej, drogiej
aparatury wykonanej z perfluorowanego polimeru (Kel F).
Najczesciej prowadzona w temp. 0 °C, w ciggu 30 min., w
obecnosci zmiataczy karbokationéw. W tych warunkach
nastepuje odszczepienie peptydu od nosnika, oraz usuniecie
oston grup funkcyjnych tancuchéw bocznych.

Reakcje uboczne - zwigzane z alkilowanie wrazliwych reszt
aminokwasowych przez powstajgce karbokationy,
acylowanie anizolu stosowanego jako zmiatacz przez
taricuch boczny kwasu glutaminowego, przesuniecie N#0O
na resztach Seri Thr.



* Najczesciej stosowane zmiatacze karbokationdéw — rezorcyna,
tioanizol, anizol, siarczek dimetylu, siarczek etylowo-
metylowy, metionina, 1,2 etanoditiol, indol.

 Metoda — ,,niski — wysoki HF” — zastosowanie ciektego HF i
siarczku dimetylu w stosunku molowymok.1:1, (1:3
objetosciowo), a nastepnie (jezeli to potrzebne) zastosowanie
wysokiego stezenia HF (jezeli w sekwencji wystepuje Arg(Tos),
Arg(NO,), Cys(Meb), His(Dnp), lub zastosowano nosnik BHA).
Nastepuje tutaj zmiana mechanizmu odszczepiania oston z
SN1 na SN2. Pozwala to na unikniecie licznych reakgcji
ubocznych, jak alkilowanie pierscienia fenolowego tyrozyny,
tworzenia pochodnych sukcynimidowych w sekwencjach Asp-
Gly oraz umozliwia redukcje sulfotlenku na reszcie metioniny (
przy zastosowaniu tiokrezolu jako zmiatacza).












/astosowanie mieszaniny HBr — TFA.

Odszczepianie prowadzone jest przez
przemywanie nosnika z peptydem
zawieszonego W TFA strumieniem gazowego
HBr. Metoda ta nie usuwa ostony tosylowej (
i nitrowej) z reszty argininy.






TFMSA —TFA -DCM

Metoda ta nie usuwa grupy nitrowej i tosylowej z
reszty argininy. TFMSA wykazuje tez silniej
zaznaczone wfasnosci kwasu Lewisa niz HF, a w
zwigzku z tym powoduje wiecej reakcji ubocznych.

Zastosowanie kompleksu pirydyna — HF

Wadg tego odczynnika jest jego niska lotnos¢, a w
zwigzku z tym nie moze by¢ on usuniety przez
odparowanie.



Amonoliza

* Estry benzylowe mogg by¢ poddawane amono - i aminolizie z
utworzeniem odpowiednich amidow. Reakcja jest powolna i musi by¢
prowadzona przez kilka dni. Stosowane byty rozpuszczalniki powodujgce
pecznienie nosSnika, np. DMF, ale takze i metanol. Niewielkie iloSci
trzeciorzedowych amin katalizowaty niekiedy reakcje amonolizy.
Stosowano takze dimetyloaminoetanol jako katalizator, lub jako odczynnik
do transestryfikacji, ktory prowadzit do estru szybko hydrolizujgcego
hydrolizujgcego wodzie, z utworzeniem peptydu z wolng grupa
karboksylows.

Reduktywne odszczepianie z utworzeniem alkoholu

* W tym celu stosowano LiBH, w THF.
Inne metody odszczepiania

- transestryfikacja, hydrazynoliza.
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Problemy zwigzane ze
zwiekszaniem skali



Problem wydajnosci zwigzany z wieloetapowoscig syntezy;

lloSci powstajgcych odpaddéw (Srednio 1t odpaddw /1 kg gotowego produktu w przypadku
syntezy metodg klasyczng — w przypadku SPPS ilos¢ odpaddw i zuzycie materiatow
wielokrotnie wieksze)

Problemy bezpieczenstwa zwigzane z uzyciem okreslonych rozpuszczalnikdéw i odczynnikéw-
np. eter dietylowy - tatwopalny, niskolotny, pary tworzgce z powietrzem mieszanine
wybuchowg, DCM — niszczy warstwe ozonowg;

Powtarzalnos¢ procesu;

Czystos¢ uzyskiwanego produktu i rodzaj wystepujgcych w nim zanieczyszczen;
Powstawanie niebezpiecznych produktéw ubocznych np, aztotowoddér w metodzie
azydkowej metodzie azydkowej lub DPPa ktory jest lotny, silnie toksyczny wybuchowy i
tworzgacy silnie wybuchowe sole z metalami ciezkimi;

Problemy zwigzane z izolacjg i oczyszczaniem produktdow posrednich - krystalizacja,
strgcanie chromatografia — najczesciej IEC, RP-HPLC, HIC

Metoda SPPS — trudna do skalowania, droga, czesto dajgca produkty zawierajgce
zanieczyszczenia trudne do usuniecia (diastereocizomery, peptydy z delecjami reszt
aminokwasowych)



Wybor oston:
Po usunieciu powinny dawac¢ produkty fatwe do usuniecia (np. lotne);

Najczesciej stosowanie kombinacje:
Z- (grupa a-aminowa i grupy oparte na tert-butylu w taicuchach bocznych,
ewentualnie estry metylowe itp.);

Boc na grupie a-aminowe;j i ostony typu benzylu na taricuchach boczych, For, itp.

Przy syntezie w roztworze czesto stosuje sie ostony tanicuchow tylko tam, gdzie jest
to konieczne.

Preferowania strategia syntezy roztworze — kondensacja fragmentow. Wybor
miejsca aktywacji — najlepiej aktywacja reszt nieulegajgcych racemizacji, lub trudno
racemizujgcych

Aktywacja przy taczeniu fragmentéw — metoda azydkowa lub aktywacja in situ
(karbodiimidy lubb mieszane bezwodniki) w obecnosci nukleofili pomocniczych
(HOBt)



