Capitol 5 Resultats i discussio

5.1 N-Proteccio/desproteccio de derivats d’aminoacids
I péptids amb PGA immobilitzada

La sintesi peptidica comporta diferents passos de proteccié i desproteccio
d’aminoacids i péptids pels que la utilitzacié d enzims presenta certs avantatges
respecte a la via quimica convencional degut a la seva selectivitat, especificitat i
condicions suaus d operaci6. Aixi doncs, la introduccié i eliminacié enzimatica de
grups protectors pot ser un bon complement tant per a la sintes enzimatica com
guimica de derivats peptidics (Waldmann et al., 1994).

Un ddls grups protectors més coneguts que es poden eliminar enzimaticament és €l
fenilacetil (PhAC), e qual pot ser extret biocataliticament mitjancant la penicil lina G
acilasa (PGA). Aquest enzim ha estat emprat en la desproteccié de grups a-amino
(vegi’s Taula jError!Argumento de modificador desconocido.), grups N-e-amino
delalisina (Brtnik et al., 1981) i e grup sulfidril de la cisteina (Greiner et al., 1991;
Royo et al., 1995), a llarg de la sintesi de péptids. A més, el grup fenilacetamida no
es veu afectat durant la saponificacio, hidrogendlisi i tractament amb acids, fent-lo
compatible amb altres grups protectors convencionals (Waldmann, 1988; Waldmann
et al., 1991).

LaPGA presenta una alta especificitat pel grup fenilacetil, tot i aixi altres grups
com manddlil, tienilacetil i fenilglicil també sdn acceptats com a substrats per aquest
enzim (_vedas et al., 1980). A més, accepta diferents derivats d’aminoacids i de
péptids com a nucledfils. Aquest fet permet la possibilitat de preparar I’ acil-N-a-
derivat més convenient per a ser utilitzat tant en sintesi enzimatica com quimica de
péptids, la qual cosa és particularment important en la sintesi enzimatica de peptids,
on elsgrupsN-a i C-a d un aminoacid poden influenciar fortament la reactivitat dels
substrats, aixi com la seva solubilitat (Calvet et al., 1993.). A més, |’ extracte de PGA
gue s ha utilitzat no mostra activitat proteoliticai per aixo, no hi harisc d hidrolisi de
I"enllag peptidic.

Al comencar aquesta investigacio, calia plantgjar-se com dur a terme la intro-
ducci6 i eliminacié dels grups protectors dels diferents fragments peptidics que
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S aniran sintetitzant, de forma que facilités la consecucié de I’ objectiu principal del
treball, o sigui € disseny d’'un procés global per ala sintesi enzimatica de la CCK-8.
En els estudis previs redlitzats —tal i com s esmenta a la introducci6 (82.7)— s havia
fet servir € grup protector Z (benziloxicarbonil). L’ eliminacio d aquest grup en pép-
tids que contenen metionina —com és el cas de la CCK-8— per hidrogenacio catalitica
resulta problematica. Aixo és degut a que el sofre del grup tioéter de la cadena | ateral
de la metionina pot enverinar e catalitzador i es fa necessari I'Us de condicions
especials com ara la presencia de bases que dificulta el canvi d'escala. L' aternativa
és utilitzar acid fluorhidric, perd degut a que és altament corrosiu és necessari treba-
Ilar en unes instal -lacions especials el que suposa poca aplicabilitat a nivell industrial.
Per aguests motius, es va creure interessant aplicar laintroducci6 enzimatica de grups
protectors en algunes etapes del procés de sintesi de la CCK-8 per tal de facilitar la
subsequient desproteccid. Aixi mateix s'inclou I’ estudi de la influencia d’ aquests nous
grups protectors en lareactivitat del donador d’acil en lasintesi Gly-Trp i es compara
amb altres grups protectors, emprats habitualment en sintesi enzimatica de péptids.

5.1.1 N-proteccio d’aminoacids

5.1.1.1 N-proteccio d’esters d’aminoacids amb el grup fenilacetil en
sistemes bifasics amb control termodinamic

En aguest apartat es presenta |’ estudi de la introduccio enzimatica del grup N-a-
fenilacetil en derivats de |’ acid aspartic, metionina i glicina. Les reaccions es van dur
aterme sota control termodinamic en sistemes bifasics (acetat d’ etil/tampd citrat), uti-
litzant com a biocatalitzador PGA immobilitzada sobre gels d’agarosa per enllag
covalent multipuntual.

L’ aplicabilitat d aquest enzim quant ala N-a proteccié es discutira en funcié dels
rendiments i altres variables com rognes/ Fo niaralis (VElOCitat inicial de sintesi/velocitat
inicial d’hidrolisi).

La introduccié d'un grup protector a un derivat d aminoacid consisteix en la

formacié d’'un enllag amida entre el grup carboxil del grup protector en questio i e
grup amino de I’aminoacid.

Lamanera més simple de dur aterme aguesta reacci6 és per control termodinamic
delareacci6 i, donat que els productes que s obtenen sén majoritariament solubles en
dissolvents organics, es va seleccionar un sistema de reaccié bifasic amb una continua



5.1 jError!Argumento de modificador desconocido. 113

extraccié del producte cap a la fase organica per tal de desplacar I’ equilibri cap ala
sintesi.

L’ obstacle més important per laformacié d’un enllag amida catalitzat enzi matica-
ment sota control termodinamic és |’ equilibri d'ionitzacié dels reactants. La reaccio
de condensaci6 té lloc entre les formes no ioniques dels grups carboxil i amino, la
concentracio de les quals depen del pH del medi de reacci6. Aquest pH ha de ser un
valor intermedi entre ambdés valors de pK (pHo= _(pPKatpKp) per a obtenir
rendiments alts (Apéndix C). Es més, el pH determina drasticament la particié dels
substrats i dels productes en barreges bifasiques especiament quan aquests tenen
grups ionitzables. La Figura jError!lArgumento de modificador desconocido.
mostra esguematicament les constants de sintesi i dissociacio i les particions dels
substratsi producte en les fases, en un sistema d’ aquest tipus.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Esquema de les
particions dels substrats i producte entre les fases aquosa i organica i de les
constants de sintesi i dissociacié que intervenen en un sistema de reaccié
bifasic. Essent: A: el substrat de la reaccié amb el grup carboxil desprotegit i
en la forma no ionitzada. B: el substrat de la reacci6 amb el grup amino
desprotegit en forma no ionitzada. A" i B*: les formes ionitzades dels substrats,
que es troben en equilibri amb les formes no ionitzades segons les constants de
dissociacio K; i K, C: el producte de la sintesi enzimatica. Kg,: la constant
d’equilibri de formaci6 del producte.

Per iniciar I’ estudi, es va dur aterme laintroduccié enzimatica—aescala
analitica— del grup fenilacetil a diferents derivats d’aminoacids amb I’ extrem
carboxiterminal  esterificat (H-Gly-OMe, H-Met-OMe, H-Asp(OBu’)-OMe, H-
Asp(OBzl)-OBzl i H-Asp(OMe)-OMe), utilitzant concentracions equimolars d’ acid
fenilacétic i del nucleofil corresponent. Donat que no es coneixen els pKs d aquests
derivats d’aminoacids i tenint present que el pH influeix tant en la ionitzacié com en
el repartiment dels substrats i producte entre fases, per tal de veure I’ efecte conjunt, es
van reditzar els experiments a diferents pH. Aquests assaigs es van dur a terme en
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sistemes bifasics: acetat d etil/tampd citrat, sota control termodinamic de la reaccio.
Els rendiments de sintesi dels diferents derivats N-a protegits obtinguts es mostren a
laFigura jError!Argumento de modificador desconocido..
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Figura éError!Argumento de modificador desconocido.: Influéncia del pH en
les reaccions de sintesi de N-o fenilacetil derivats d’aminoacids, catalitzades
per PGA immobilitzada. Les reaccions es van dur a terme en un sistema bifasic
(acetat d’etil/tamp0 citrat 200 mM (1/1 (v/v))- excepte per PhAc-Gly-OMe (4/1
(v/v))- sota control termodinamic de la reaccié. En tots els experiments es van
emprar concentracions equimolars d’acid fenilacétic i nucleofil: 120 mM per
PhAc-Gly-OMe, 75 mM per PhAc-Met-OMe i 25 mM pels N-fenilacetil derivats
de I’aspartic.

(9%) @10npoud ap 1eW pUeY

oNpoad ap JUBW IpUSY

A partir dels resultats de la Figura jError!lArgumento de modificador
desconocido.a, es despren que els derivats PhAc-Gly-OMe i PhAc-Met-OMe es van
sintetitzar amb rendiments alts. El pH optim va ser 7 per H-Gly-OMe i 6 per H-Met-
OMei elsrendiments de producte van ser superiors a 80%. Els resultats representats
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a la Figura jError!Argumento de modificador desconocido.b, indiquen que la
protecci6 de diferents a, b diesters de I’ acid aspartic es va assolir amb rendiments de
producte similars as que s obtenien amb glicina i metionina. En tots els casos €l
producte s extreia majoritariament cap a la fase organica —més del 90% de I’ ester
d’aminoacid N-protegit es trobava en aguesta fase— ja que es tracta de molécules
hidrof dbiques sense cap grup ionitzable.

Aquesta investigacio es va ampliar duent a terme la N-proteccié de derivats
C-a ester de I’acid aspartic no protegits en la posicié b, com ara H-Asp-OMe i H-
Asp-OBzl, apH 5,61 7, utilitzant el mateix sistema de reaccié que en €l's experiments
anteriors. En aquests assgjos es va obtenir com a maxim un rendiment del 25% de
sintesi de PhAc-Asp-OBzl, a pH 6. En referencia a la sintesi de PhAc-Asp-OMe, s
rendiments assolits encara van ser inferiors. Aquests valors tan baixos probablement
eren deguts a que la particié dels substrats i/o producte en les fases aquosa/organica
no afavorien I'avang de la reaccid. Per tant es va creure interessant estudiar €l
repartiment de substrats i producte en les fases —a diferents pH— en funcié de s €
nucleofil presenta e grup b-carboxil protegit o no. Aixi a la Taula
iError!Argumento de modificador desconocido. es compara un grup d’ experiments
de N-proteccié de H-Asp(OBU)-OMe i H-Asp-OBzI.

Repartiment Aqg. /Or. (%) Rendiment
Nucleofil pH

Acid fenilacétic Producte (%)

H-Asp(OBu)-OMe 5 10/90 1/99 68
6 54/46 2/98 84

7 91/9 3/97 38

H-Asp-OBz 5 15/85 3/97 20
6 46/54 13/87 25

7 86/14 60/40 12

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi sota control
termodinamic de PhAc-Asp(OBu")-OMe i PhAc-Asp-OBzl en sistemes bifasics,
utilitzant PGA immobilitzada com a catalitzador. Efecte del pH en el
repartiment de I’acid fenilacétic i del producte en la fase aquosa/organica i
sobre el rendiment de sintesi. Les reaccions es van dur a terme en sistemes
bifasics: acetat d’etil/tamp6 citrat 200 mM (1/1 v/v) a diferents pH. La
concentracié inicial d’ambdds substrats era 25mM.
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Com s’ haesmentat previament, €l pH optim per a obtenir rendiments alts no esta
determinat només per la particié dels substrats i €l producte sind que a més esta
influenciat per la concentracio de les formes no ioniques dels reactius. A partir dels
valors que es presenten ala Taula jError! Argumento de modificador desconocido.,
S observa que els millors rendiments (84% per PhAc-Asp(OBU)-OMe i 25% per
PhAc-Asp-OBzl) s obtenen a pH 6. Les diferencies de rendiment podrien ser degudes
al repartiment del producte en la fase organica —en aquestes condicions la
concentracio de PhAc-Asp-OBzl en la fase aguosa era 6.5 vegades més gran que per
PhAc-Asp(OBUY)-OMe- i/o a la concentracié de formes no ioniques dels substrats en
lafase aguosa.

En el cas en que el producte no té grups ionitzables (PhAc-Asp(OBu )-OMe),
aguest majoritariament es reparteix en lafase organica (>97%) i no es veu afectat pel
pH. En canvi, € repartiment de PhAc-Asp-OBzl entre les fases si que depén del pH.
Aixi ala Taula jError!Argumento de modificador desconocido. s observa que la
seva concentracio en la fase aquosa és del 3% apH 5i del 60% apH 7. Per tant, la
presencia de grups b carboxilics no protegits incrementa la solubilitat d’ aquest
producte en lafase aquosa (finsi tot utilitzant un grup fortament hidrofobic, OBz, en
laposicio C-a) i aixo fabaixar € rendiment de sintesi.

D’altra banda si ens centrem en la reaccié de sintesi del PhAc-Asp(OBuU’)-OMe
S observa que s obtenen rendiments bastant diferents variant el pH, malgrat que com
ja s'ha esmentat €l repartiment d’aquest producte entre fases és practicament igual
pels diferents pH assgjats. En aguest cas els percentatges de sintesi de producte tan
diferents es podrien atribuir a repartiment de I'acid fenilacéetic entre fases i a la
concentracio de formes ioniques. Aixi a pH 7, bona part de I’acid es troba en la fase
aguosa i majoritariament ionitzat, el que indica que no pot reaccionar. A pH 5 malgrat
gue I’ acid es troba principalment en forma no ionica, només n’hi ha un 10% ala fase
aquosa on té lloc la reaccié. Per tant, el pH optim de treball resulta ser 6, ja que en
aguestes condicions hi ha un 54% d'acid en la fase aguosa i amb un percentatge en
formano idnicamés elevat queapH 7.

5.1.1.2 N-Proteccio d’esters d’aminoacids amb el grup fenilacetil en
sistemes monofasics amb control cinetic

Tal i com s'esmenta en la seccié prévia, I'Us de sistemes bifasics sota control
termodinamic donava rendiments baixos quan s utilitzaven els derivats H-Asp-OMe i
H-Asp-OBzl. El problema principal és que els productes no es podien extreure
eficagment cap a la fase organica i la posicio de I'equilibri de la reacci6 era
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desfavorable. Aixi doncs, era necessari canviar € sistema de reaccié per formar
I’enllag amida. Per aquest motiu, com a nova estratégia de reaccio, es van seleccionar
sistemes monofasics utilitzant barreges de tampd/cossol vent organic per ala proteccid
de derivats C-a ester de I’acid aspartic no protegits en la posicié N-a i C-b, sota
control cinétic.

Inicialment es vafer I’ estudi de proteccié de H-Asp-OMe (50 mM) amb €l grup
metilfenilacetat (PhAc-OMe, 50 mM) amb PGA immobilitzada. En primer lloc es van
fer uns assaigs preliminars per a seleccionar € dissolvent organic amb e que es
treballaria. La presencia d’un cossolvent organic era necessaria per a solubilitzar el
metilfenilacetat i per reduir la hidrolisi de I'intermedi acil-enzim. Aquesta sintesi es
va dur a terme a pH 7 en preséncia de diferents dissolvents miscibles en aigua
(60%(v/v)). Els dissolvents provats van ser: dimetilformamida (DMF), metanol
(MeOH), 2,3-butanodiol (Bu(OH),) i acetonitril (CH;CN). Els rendiments de sintesi
gue es van obtenir van ser similars per a aquests quatre dissolvents (13-17%). Es va
escollir metanol per a la resta d experiments perqué les recomanacions de la FDA
admeten que € producte final contingui més p.p.m. de metanol que dels altres
dissolvents i en segon lloc perque e seu punt d’ebullicié és més baix i per tant seria
meés facil la seva eliminacio posterior.

Dissolvent Punt d’ebullicié p.p.-m. admeses en el producte final
Acetonitril 79 - 82°C 410
Metanol 63 - 65°C 3000
Dimetilformamida 153 - 155°C 880
2,3-Butanodiol 81 - 83°C =

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Punts d’ebullici6 dels
dissolvents emprats en la sintesi del derivat PhAc-Asp-OMe, sota control
cinétic de la reacci6 i p.p.m. admeses en el producte final (segons
recomanacions de la FDA). Una llista exhaustiva d’aquestes recomanacions es
presenta a I’apendix D.

Per tal de millorar e rendiment d’aquesta reaccid es va seguir estudiant alguns
parametres com ara el pH, la concentracio de metanol i la concentracid de nucledfil.
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5.1.1.2.1 Influéncia del pH

Per aestudiar lainfluénciadel pH en lareaccié esmentada es va dissenyar un grup
d'assaigs, utilitzant unarelacié equimolar (30 mM) de PhAc-OMei H-Asp-OMe. Les
reaccions es van dur a terme en una barreja metanol/tampd bicarbonat 80 mM
(60/40% (v/v)), apH=7,8,9i 10.

Els resultats d’ aquests experiments es troben recollits a la jError! Argumento de
modificador desconocido., on s observa que tant el rendiment de sintesi com €
quocient: rogm/fonia creixen amb el pH, assolint un valor maxim a pH 10. Es va evitar
treballar amb valors de pH més elevats ja que llavors la hidrolisi quimica de I ester
donador d'acil i del nucledfil esdevé significant. Sota control cinétic —tal i com s ha
explicat a la introducci6 (82.1.2.2)— el complex acil-enzim que es forma per reaccié
de I'enzim amb e donador d'acil pot ser desacilat per I'aigua (6l que significa la
hidrolisi del metilfenilacetat) o pel nucledfil (per donar la reaccié de sintesi). Només
la forma no protonada del nucledfil (H-Asp-OMe) pot desacilar € complex donant el
producte. Aixi, quan € pH es va incrementar de 7 a 10, la concentraci6 efectiva de
nucledfil va augmentar i s obtingueren rendiments de sintesi més elevats. Per tant, la
resta d’ experiments es van dur aterme apH 10.

pH Rendiment reaccio (%) Fo sintesi/ 10 hidrolis
7 9 0.32
8 31 0.92
9 34 0.93

10 39 1.36

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Influéncia del pH en la
sintesi controlada cinéticament de PhAc-Asp-OMe amb PGA immobilitzada.
Les reaccions es van dur a terme en una barreja metanol/tampé bicarbonat 80
mM (60/40% (v/v)). La concentraci6 inicial de donador d’acil (PhAc-OMe) i
nucleofil (H-Asp-OMe) era en ambd6s casos 30MM. g sintesi/Fo higrolisi €S defineix
com la velocitat inicial de sintesi de PhAc-Asp-OMe dividida per la velocitat
inicial d’hidrolisi de PhAc-OMe.

5.1.1.2.2 Influéncia de la concentracio de metanol

El segon parametre estudiat va ser la concentracio de cossolvent. En totes les
reaccions que es van realitzar es van utilitzar concentracions equimolars (30 mM) de
PhAc-OMe i H-Asp-OMe. Els diferents percentatges metanol/tamp6 bicarbonat (pH
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10) que es van provar van ser: 40/60, 50/50, 55/45, 60/40, 65/35, 70/30, 75/25i 90/10.
Lainfluencia de la concentracié de metanol en el rendiment de producte es presenta a
la Figura jError!lArgumento de modificador desconocido.. En un rang de
concentracio de metanol des de 40% (v/v) fins 55-60% (v/v), € rendiment augmenta
linealment fins a un valor del 40%. A concentracions de metanol majors del 60%
s observa una rapida davallada en € rendiment de producte. Aquesta és una clara
conseguiéncia de I’ efecte negatiu que tenen les ates concentracions dels dissolvents
miscibles en aigua sobre |’ activitat i estabilitat de la PGA (Alvaro et al., 1990). Aixi
doncs, ala vista d’' aquests resultats, es va decidir utilitzar una concentracié del 55%
(v/v) en els experiments posteriors.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Influencia de la
concentracié de metanol en la sintesi de PhAc-Asp-OMe sota control cinetic de
la reaccid, catalitzada per PGA immobilitzada. Les reaccions es van dur a
terme en diferents mescles metanol/tamp6 bicarbonat pH=10, utilitzant
concentracions equimolars d’ambdés substrats (30 mM).

5.1.1.2.3 Influéncia de la concentraci6 de nucleofil

La influéncia de la concentracié de nucledfil en aguesta reaccié també es va
estudiar. Amb agquesta finalitat es van dur a terme diferents experiments mantenint la
concentracio de donador d'acil (PhAc-OMe) constant (30 mM) i variant la concentra-
ci6 de nucledfil (H-Asp-OMe). Els resultats obtinguts es mostren a la Taula
iError! Argumento de modificador desconocido..
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Excés de nucleofil Rendiment de producte (%)
1.0 39
2.0 49
2.3 62
2.7 59
5.3 62

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte de la
concentracié de nucledfil en la sintesi de PhAc-Asp-OMe controlada
cinéticament i catalitzada per PGA immobilitzada. Les reaccions es van dur a
terme a pH 10 en una barreja de metanol/tamp6 bicarbonat 80 mM (55/45%
(v/v)). La concentracio inicial de metilfenilacetat era 30 mM. L’excés de
nucleofil es defineix com la concentracié de nucleofil dividida per la concentra-
ci6 de donador d’acil.

A partir dels vaors d'aguesta taula s'observa que e rendiment de producte
augmenta fins a un valor del quocient [nucledfil]/[donador d'acil] de 2.3. Un excés
més gran de nucledfil no millora el rendiment de sintesi (60%). Aixd suggereix que a
aguest quocient de [nucledfil]/[donador d' acil] e centre actiu de I’ enzim esta saturat
amb nucl edfil.

En referencia al’ atre substrat —.amb el grup b desprotegit— estudiat a 85.1.1.1 (H-
Asp-OBzl), es va dur aterme la sintesi de PhAc-Asp-OBzl sota control cinetic de la
reaccio, treballant en les millors condicions trobades per PhAc-Asp-OMe. En aguest
cas, € rendiment (45%) va ser inferior al’ obtingut amb H-Asp-OMe (62%), degut a
la menor solubilitat de I’ ester benzilic en metanol i es va descartar augmentar la con-
centracié de dissolvent en el medi de reacci6 per no afectar I’ estabilitat de la PGA.

5.1.1.3 N-proteccié de H-Gly-OBzl amb el grup mandelil

Una vegada fet |'estudi amb el grup protector fenilacetil, es va creure interessant
provar la introduccié enzimatica d'un atre grup protector, el manddil (Mand).
Aquest grup té una estructura quimica molt similar ala del fenilacetil (vegi’s Figura
iError!Argumento de modificador desconocido.) i també es reconegut com a
substrat per la PGA.
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Acid fenilacatic @—CHZ—COOH

Acid mandélic @—CHOH—COOH

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Estructura quimica
de I’acid fenilacétic i mandelic”.

Aixi es va dur a terme la N-proteccié de H-Gly-OBzl amb el grup manddlil a
diferentspH (5.5, 6, 6.5, 7, 7.5 8) amb PGA immobilitzada. Aquests experiments es
van redlitzar en un sistema de reaccio bifasic (acetat d’ etil/tamp6 citrat), sota control
termodinamic igua que en lainvestigacio previaamb el grup fenilacetil.

Els rendiments assolits (a les 28 hores de reaccié) per agquest conjunt d' assajos es
presenten ala Figura jError! Argumento de modificador desconocido..
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Figura iE:iSror!Argumento de modificador desconocido.: Influéncia del pH en
la sintesi de Mand-Gly-OBzl, catalitzada per PGA immobilitzada. Els
experiments es van dur a terme en un sistema bifasic (acetat d’etil/tampd citrat
200 mM (1/1 (v/v)), sota control termodinamic de la reaccid. En totes les
reaccions es van utilitzar concentracions equimolars d’acid mandelic i H-Gly-
OBzl (30 mM).

" En tots el's experiments es va utilitzar I’isdmer D(-) de |’ acid mandélic (acid [R]-a-hidroxi-
fenilacétic).



122 iError! Argumento de modificador desconocido.

El perfil de la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. indica
gue la zona optima de treball és a pH 6.5-7. En aquestes condicions si es deixaven
evolucionar les reaccions fins a I’equilibri s obtenien rendiments de 82-86%. A la
vista d' aquests resultats, s'extreu com a conclusié que la N-a proteccié enzimatica
amb el grup mandelil també és factible.

5.1.1.4 Sintesi preparativa de derivats d’aminoacids N-protegits

En els apartats anteriors s’ han optimitzat les condicions de reacci6 per a la
preparacio enzimatica de diferents derivats d’ aminoacids N-protegits. Treballant en
aquestes condicions es va decidir preparar a escala de grams diferents derivats
d’aminoacids protegits amb els grups fenilacetii o mandelil, alguns dels quals
posteriorment van ser utilitzats com a substrats en la sintesi enzimatica de I’ octapéptid
C-terminal de la colecistoquinina (CCK-8).

A la Taula jError!Argumento de modificador desconocido. es presenta un
resum dels derivats N-protegits sintetitzats i dels rendiments obtinguts. Tots els
derivats es van obtenir amb rendiments elevats excepte € PhAc-Asp-OBzl. Els
resultats concordaven amb els que es van aconseguir al llarg del procés d’ optimitzacio
descrit anteriorment. La purificacio d aquests derivats es va dur a terme tal i com es
descriu a capitol de materials i métodes (84.4.1.1.4), obtenint-se els productes amb
un grau de puresa >99.5%.

Producte Estratégia Rendiment reaccid (%)
PhAc-Gly-OMe CT, SB 89
PhAc-Gly-OBz CT, SB 90
Mand-Gly-OBzI CT, SB 92
PhAc-Asp-OBz CC, SM 50
PhAc-Asp(OBU)-OMe  CT, SB 97
PhAc-Asp(OMe)-OMe CT, SB 86
PhAc-Asp(OBzl)-OBzI CT, SB 91

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi preparativa de
diferents derivats d’aminoacids N-o. protegits catalitzada per PGA
immobilitzada.

CT, SB: sintesi controlada termodinamicament, en sistemes bifasics.

CC, SM: sintesi controlada cinéticament, en sistemes monofasics.
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En resum, a 85.1.1 s'ha dut a terme la N-protecci6 amb el grup fenilacetil de
derivats ester a-carboxilics d’aminoacids utilitzant PGA immabilitzada sobre gels
d’'agarosa. Fent servir aguesta metodologia, s ha dut a terme per primer cop la N-
proteccio de derivats de I’ acid aspartic.

Aquest estudi s ha redlitzat amb diferents sistemes de reaccié en funcié dels
derivats d’ aminoacids utilitzats.

S han obtingut rendiments alts (>72%) en la N-protecci6 de derivats d’ aminoacids
gue no contenen grups carboxil Iliures (H-Gly-OBzl, H-Gly-OMe, H-Met-OMe, H-
Asp(OBzl)-OBzl, H-Asp(OBU')-OMe, H-Asp(OMe)-OMe) utilitzant sistemes bifasics
sota control termodinamic de lareaccio.

Els resultats obtinguts son similars al's publicats préviament per la N-proteccio de
H-Gly-OMe (>80% Didziapetris et al., 1991) i H-Met-OEt (70-75%, Pessina et al.,
1988) catalitzada per PGA no immobilitzada. En € nostre cas, d fet d utilitzar PGA
immobilitzada en agarosa presenta avantatges importants: permet reutilitzar I’ enzim,
evita la desactivacio de I’enzim per contacte amb interfases hidrofobiques (Khmel-
nitsky et al., 1988) i la purificaci6 del producte és molt més senzilla.

En els casos en que s ha treballat amb derivats de I’ acid aspartic amb el grup b-
carboxil lliure (H-Asp-OMe i H-Asp-OBzl), la millor estratégia per a la N-a-pro-
teccid ha estat un sistema monofasic sota control cinétic, obtenint-se rendiments
moderats (50-60%).

Aquesta metodologia es pot estendre a altres aminoacids o altres grups protectors
gue també siguin substrats per la PGA, com ara e grup mandelil, tal i com s ha
demostrat en lasintesi de Mand-Gly-OBzl.

Algunes d' aquestes reaccions s han realitzat a escala de grams, assolint-se rendi-
ments més alts de sintesi (>85%) que anivell analitic.

En tots els casos €l procés de purificacié un cop acabades les reaccions ha sigut
senzill, donant lloc a productes molt purs simplement mitjancant extraccions liquides,
evitant més purificacionsi/o cristal -litzacions.

5.1.2 Reaccions de sintesi de R-Gly-Trp-OBzl (on R: PhAc,
Mand, Boc, Z)

A I'apartat anterior s ha estudiat la introduccié enzimatica de grups protectors a
diferents derivats d’ aminoacids susceptibles d'intervenir en diversos passos de sintesi
de la CCK-8. Els resultats obtinguts indiquen que —en principi— aguesta metodologia
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tindria aplicabilitat en la proteccié de derivats d aminoacids. No obstant, donat que
I’ objectiu d’aguest treball és la sintesi d’un octapéptid, ha estat necessari continuar
investigant lareactivitat d’ aquests derivats protegits en la sintesi d’ enllagos peptidics.

Amb aguesta finalitat, en aquest apartat es presenta I’ estudi de |’ efecte dels grups
N-a protectors de la glicina, fenilacetil i mandelil, sobre la reactivitat del donador
d'acil en la sintes del dipéptid Gly-Trp, catalitzada mitjancant papaina immo-
bilitzada. Al mateix temps, la reactivitat del donador d acil treballant amb aquests
grups protectors es compara amb la del mateix substrat protegit amb els grups Z o
Boc, s quals sbn ampliament utilitzats tant en la sintesi enzimatica com quimica de

peptids.

5.1.2.1 Influéncia del grup protector fenilacetil sobre la reactivitat del
donador d’acil en la sintesi del dipeptid PhAc-Gly-Trp-OBzI

Tal i com ja s’ ha esmentat a la introducci6 (82.7.1), en €els treballs previs es van
obtenir bons rendiments duent a terme la sintesi del dipéptid Z-Gly-Trp-OBzl amb
una relacié donador d'acil/nucledfil: 1/1.5. Ca assenyaar, pero, que la finalitat
principal en aquell estudi era optimitzar el rendiment de la reaccid, mentre que €l
present treball té com a objectiu final simplificar el procés globa d obtencié de la
CCK-8. Per aix0 I'estudi d aquest acoblament —a banda de centrar-se en la influencia
dels grups protectors fenilacetil i mandelil sobre la reactivitat del donador d’ acil—
pretén trobar unes condicions de reacci6 per ala sintesi del dipéptid, que evitin a ser
possible, posteriors etapes de purificacid. Per aquest motiu en aguesta reaccio és im-
portant que es consumeixi totalment el nucledfil, ja que en cas contrari podria seguir
reaccionant en les etapes posteriors de sintesi de la CCK-8, donant Iloc a subpro-
ductes que complicarien el procés.

Possiblement la manera més directa per aconseguir esgotar tot € H-Trp-OBzl del
medi de reacci6¢ implica treballar amb concentracions equimolars dels dos substrats;
pero tenint en compte que e donador d'acil és susceptible de ser hidrolitzat, sembla
també convenient utilitzar un excés d’ aguest substrat, ja que a més no pot interferir en
les etapes posteriors. Aixi doncs, es van dur aterme unes proves preliminars de sintesi
del dipéptid PhAc-Gly-Trp-OBzl en condicions de sintesi similars a treballs previs
(Capellas et al., 1997), amb & donador d acil PhAc-Gly-OCam, a,=0.1 i relacions
donador d’ acil/nucledfil: 40/20 i 20/20 mM.

A lajError!Argumento de modificador desconocido. es recullen els rendiments
maxims de les reaccions i les concentracions de nucleofil romanents en el moment de
parar-les.
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Relaci6 donador Rendiment maxim Nucleofil romanent
d’acil/nucleofil (mM) reaccio (%) (mM)
40/20 33 1.25
20/20 15 7.88
20/40 14 17.34

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Concentracions de
nucleofil romanent i rendiments maxims obtinguts en la reacci6 de sintesi del
dipeptid PhAc-Gly-Trp-OBzl (amb el donador d’acil PhAc-Gly-OCam), en
funcio de diferents relacions donador d’acil/nucleofil.

Tal i com s esperava, aquests resultats indiquen que quan s utilitza un excés de
donador d'acil queda menys nucleofil en el medi de reaccié, només 1.25 mM treba-
Ilant amb una relacié 40/20 mM. Aixo significa que es consumeix gairebé del tot, ja
gque malgrat que una part del donador d'acil s hidrolitza, al’estar aquest en excés en
resta una quantitat equimolar per reaccionar amb e nucledfil. Aquest resultat con-
trasta molt amb el que es desprén de I’ experiment realitzat amb la relacié 20/40 mM
gue també s’ ha inclos a la taula, en e que el percentatge de nucledfil romanent és
forca superior (17.34 mM).

Si amés a més, afegim € fet que en e cas de la relacié 40/20 mM —en que €
nucledfil és el reactiu limitant que no és susceptible de ser hidrolitzat— s obté un
rendiment maxim de reaccié superior a de les altres condicions, tot sembla indicar
gue utilitzar una relacié donador d’acil/nucledfil: 2/1 és adequada pel proposit del
treball.

Per tant, en aquestes condicions es va comengcar a estudiar I’ efecte del grup
fenilacetil en la reactivitat del donador d'acil PhAc-Gly-OR, (on OR era I'ester
metilic (OMe), I’ ester benzilic (OBzl), o I’ ester carboxamidometilic (OCam)).

L’ eleccio d’ aquests esters es va fer en base al's resultats obtinguts en treballs previs
(Capellas et al., 1996b) i através de larevisié bibliografica (Cohen et a., 1976; Kuhl
etal., 1986; Clapés et al., 1995). A partir d aguestes fonts es coneixia que €ls esters
carboxamidometilics malgrat no ser comercials tenen un gran interés donada la seva
atareactivitat. D’atra banda els esters benzilics i metilics tenen I’ avantatge que son
comercials, €s primers son bastant reactius i els segons —tot i que la seva reactivitat
esta descrita com a moderada— sdn interessants des d’'un punt de vista de proces,
donat el seu baix cost.
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Al comencar I'estudi, calia identificar els diferents productes que es formaven en
el transcurs de lareacci6 per facilitar la interpretacio dels resultats que s obtinguessin
al llarg dels experiments. Amb aquest objectiu es va realitzar una prova de sintesi del
dipéptid amb PhAc-Gly-OCam com a donador d'acil, en acetat d'etil amb un
contingut de tampd de 0.2% (v/v) i poliamida com a suport d' immobilitzacié de la

papaina.

L’evolucié dels productes de la reaccié es va seguir per HPLC. A continuacio es
presenta un cromatograma d aguest experiment (Figura jError!Argumento de
modificador desconocido.), on es poden observar €ls substrats, un producte
d hidrolisi, e dipéptid (PhAc-Gly-Trp-OBzl), i un producte identificat per
espectrometria de masses com a PhAc-Gly-Trp-Trp-OBzl que provindria de la
posterior reaccié ddl dipéptid amb el nucledfil (H-Trp-OBzl).

Aixi doncs, tenint la certesa que les condicions d'andlisi utilitzades permetien
separar bé els productes i havent identificat els pics, ja es podia continuar amb
I’estudi de les condicions de sintesi del dipeptid. D’atra banda, la identificacié dels
productes d'aquesta reaccié també ens permet donar una explicacio més detallada
dels resultats presentats a la Taula jError!Argumento de modificador
desconocido., on s estudiala diferent relacio de substrats per aquesta reaccié. A partir
dels valors d’ aquesta taula s observa que el consum de nucledfil és major treballant
amb una relacié donador d' acil/nucledfil 20/40 mM que 20/20 mM. Aquest fet pero,
no suposa un increment en e rendiment de la reaccié donat que en aquest cas es
detecta molta més sintesi del subproducte PhAc-Gly-Trp-Trp-OBzl.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del dipeptid
PhAc-Gly-Trp-OBzI. Cromatograma on es poden observar els pics identificats
com a H-Trp-OBzl, PhAc-Gly-OCam, PhAc-Gly-Trp-OBzl, PhAc-Gly-Trp-Trp-
OBzl i un producte d’hidrolisi (a 9.608 minuts).
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5.1.2.1.1 Comparacio de la reactivitat de PhAc-Gly-OCam, PhAc-Gly-OBzl i
PhAc-Gly-OMe

Per a comengar a estudiar lareactivitat dels tres derivats: PhAc-Gly-OCam, PhAc-
Gly-OBzl i PhAc-Gly-OMe en lasintesi del dipéptid es va dissenyar un grup d’ expe-
riments en els que es va fer servir com a dissolvent acetat d’etil amb 0.2% (v/v) de
tampo (contingut de tampd que equival aproximadament a una activitat d'aigua de
0.1) i la papaina es vaimmobilitzar sobre poliamida.

Durant la preparaci6 d’ aquestes reaccions, (treballant amb aquest contingut de
tamp06: 0.2% (v/v)), es va observar que & donador d'acil PhAc-Gly-OCam no era del
tot soluble en e medi de reacci6é. Aquest fet implicava que la relacié donador
d'acil/nucledfil real no era2/1 com haviem establert. Tot i aixi esvadecidir comencar
igualment aquest conjunt d’ assaigs. D’ altra banda es va determinar experimental ment
gque la completa solubilitzaci6 del derivat PhAc-Gly-OCam en aquest dissolvent
S aconseguia quan s afegia un 1.5% (v/v) de tampd. Tot seguit es va repetir la sintesi
del dipéptid amb €ls tres derivats esmentats anteriorment perd ara amb un contingut
de tampd d' 1.5% en el medi de reaccio.

L’ objectiu d' aquests experiments era —en particular— comparar la reactivitat del
PhAc-Gly-OCam en unes condicions en gue homés es trobava parcialment soluble en
el medi de reaccid, d unes atres en que estava completament soluble i d’ altra banda
veure com afectava l'increment del contingut de tamp6 en el medi en e rendiment de
producte a partir dels tres derivats.

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es compara la
reactivitat dels derivats PhAc-Gly-OCam, PhAc-Gly-OBzl i PhAc-Gly-OMe a partir
dels resultats dels experiments realitzats amb acetat d'etil (amb 0.2 i 1.5% (v/v) de
tamp0). Aquesta figura reflecteix I'evolucié en el temps del dipéptid (PhAc-Gly-Trp-
OBzl), de la hidrolisi del dipeptid (PhAc-Gly-Trp-OH) i del subproducte (PhAc-Gly-
Trp-Trp-OBzl).
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Figuré iError!Argumento de modificador desconocido.: Evolucié\%n el temps
de les concentracions de productes obtinguts en la reaccié entre PhAc-Gly-OR
(on R: Me, Bzl, Cam) (40 mM) i H-Trp-OBzl (20 mM) amb acetat d’etil (0.2 o
1.5% (v/v) de tampd) i papaina immobilitzada sobre poliamida (100 mg
d’enzim/g de suport).

Lahidrolisi del donador d'acil (PhAc-Gly-OH) no es va quantificar, perqué laseva
evolucio en el temps no afectava els calculs del rendiment del dipeptid donat que €l
donador d'acil estava en excés. D’ altra banda, € PhAc-Gly-OH és un compost que es
pot separar facilment del dipéptid mitjangant extraccions liquides.
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A partir dels resultats recoallits a la Figura jError!Argumento de modificador
desconocido. Sextreu que €els rendiments de producte (concentracié de
dipéptid/concentracié inicia de reactiu limitant) eren baixos, essent e millor
rendiment 29% amb un 1.5% (v/v) de tamp6 amb € derivat PhAc-Gly-OCam
(condicions en les que estava totalment solubilitzat). Treballant amb un contingut de
tampo de 0.2% (v/v), larad donador d’ acil/nucleofil real en solucié era menor de dos,
el que implica que el H-Trp-OBzl podia estar en excés i que per tant augmentés la
velocitat de sintesi de PhAc-Gly-Trp-Trp-OBzl. D’altra banda, treballant amb un
contingut de tamp6 de 1.5% (v/v), augmentava la hidrdlisi del producte (PhAc-Gly-
Trp-OH); no obstant, tal i com s ha mencionat abans en aquestes condicions es va
obtenir el rendiment més alt.

Es pot observar que pels tres derivats estudiats laformacio del producte d hidrolisi
treballant amb un contingut de tamp6 de 0.2% com és 10gic era menor que amb 1.5%
(v/v). En canvi laformacié del subproducte PhAc-Gly-Trp-Trp-OBzl es veia afavori-
daquan el contingut de tampd en el medi de reacci6 erabaix.

5.1.2.1.2 Influéncia del contingut d’aigua en el medi de reaccié i del suport
d’immobilitzacio

Dels experiments anteriors es pot extreure com a conclusié que amb els dos con-
tinguts de tamp0 estudiats, el millor donador d'acil és el que té I’ ester carboxamido-
metilic, ja que dona els rendiments més elevats.

Tot i aixi els rendiments de sintesi del dipéptid obtinguts fins al moment no eren
gens satisfactoris i per tant caliaintentar millorar-los. El que si reflectien els resultats
d’aquestes proves és que € contingut de tamp6 del medi influenciava fortament
I"evoluci6 de la reaccid. Per aquest motiu es va creure necessari estudiar aguest para-
metre amb més detall amb el donador d'acil PhAc-Gly-OCam i també amb PhAc-
Gly-OBzl. Si bé amb el primer s obtenien rendiments superiors, té com a inconve-
nient que s ha de sintetitzar i purificar préeviament en el laboratori, mentre que € se-
gon es pot obtenir comercia ment.

D'atra banda també es va investigar |'efecte de trebalar amb papaina
immobilitzada per deposicid sobre dos suports amb diferents propietats fisiques
(aguafilicitat, area superficial i diametre de porus) com son la Celitei la poliamida.

Es va redlitzar un conjunt d’ experiments amb PhAc-Gly-OCam com a donador
d'acil i acetat d'etil amb els seglents continguts de tampd (v/v): 0.2%, 0.6%, 1.5%,
2.1%, 2.8% i 3.3% (saturacid). El suport que es va utilitzar per a immobilitzar la
papaina era Celite. Posteriorment es va realitzar un estudi similar amb papaina
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immobilitzada sobre poliamida i amb els seglients continguts de tamp6 en el medi de
reaccio: 0.2%, 0.6%, 1.5% i 3.3% (saturacio).

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es presenta €
rendiment de producte en funcié ddl contingut de tamp6 pels dos suports assajats.

100

80 4 —e— Poliamida O
~O- Celite

60 -+ ;
e

wl ©
o
20 +

Saturaci6

2 3 4

Contingut de tamp6 (%, v/v)

(%) 81npoud pp Wew puey
o

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la condensaci6 entre PhAc-Gly-OCam (40 mM) i H-Trp-OBzl (20
mM) en acetat d’etil amb diferents continguts de tamp0, treballant amb papaina
immobilitzada sobre poliamida o Celite (100 mg d’enzim/g de suport).

A partir de la Figura jError! Argumento de modificador desconocido. s observa
gque augmentant el contingut de tampd en e medi de reaccié s obtenen rendiments
més alts amb ambdds suports. Treballant amb continguts de tamp6 inferiors a 1.5%
(v/v) en que la solubilitzaci6 del PhAc-Gly-OCam no és completa, la relacié donador
d’ acil/nucledfil era menor de dos i per tant s'incrementava la formaci6 de PhAc-Gly-
Trp-Trp-OBzl, fet que impedia assolir rendiments de reaccié més elevats tal i com
S ha esmentat abans.

Quan € contingut de tampo en e medi de reaccid era igual o superior a 1.5%
(v/v), larelacié donador d' acil/nucledfil era sempre la mateixa (2/1). En aquests casos
I’increment de rendiment amb el percentatge de tampd podria ser atribuit a una major
activitat de I’enzim a I’estar en un medi organic amb un contingut de tamp6 més
elevat. Els resultats obtinguts semblen indicar que un augment en e contingut de
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tampo incrementaria la velocitat de formacio del complex PhAc-Gly-enzim en major
mesura que ladel PhAc-Gly-Trp-enzim.

Aquests resultats semblen contradictoris amb el's obtinguts en reaccions similars
estudiades en treballs previs (Capellas et al., 1996a) en els que e rendiment augmen-
tava quan s utilitzava uns continguts de tampé més baixos. Cal tenir en compte pero,
gue en aquells experiments el donador d'acil era e reactiu limitant i la seva hidrolisi
augmentava quan s incrementava el contingut de tampd, disminuint aixi el rendiment
de producte. En canvi en € present treball, I'augment de tampd en € medi no té
influencia sobre la concentracié de reactiu limitant (nucledfil) i d’ altra banda malgrat
gue gquan es treballa amb més quantitat de tamp6 hi ha un increment d’hidrolisi del
donador d'acil, aquest fet no influencia el rendiment de la reaccié perque s esta
utilitzant un excés de substrat.

Una altra conclusié que s extreu a partir de la Figura jError!Argumento de
modificador desconocido. és que en tots e casos, € rendiment obtingut treballant
amb Celite és més at que amb poliamida, tot i que ambdues preparacions
enzimatiques contenien la mateixa carrega enzimatica, definida com mg de papaina
depositada per g de suport. Per tant, segurament la naturalesa quimica del suport i la
seva interaccio amb I’enzim i/o substrat té un paper important. En aguest cas, la
Celite, un suport amb menys area superficial perd amb menys aquafilicitat (Capellas
et al., 1996a; Reslow et al., 1988a) incrementa el rendiment de sintesi a voltant de
dues vegades si es compara amb la poliamida.

Tal i com s’ ha esmentat anteriorment també es va ampliar I’ estudi amb €l derivat
PhAc-Gly-OBzl. En aguest cas es van fer experiments amb acetat d etil amb dos
continguts de tampd: 0.2% i 3.3% (v/v) i també es va estudiar |’ efecte dels dos su-
ports d immobilitzacié: Celite i poliamida. Cal assenyaar, perd, que en aguestes
proves es va utilitzar el doble de concentracié de substrats (80/40 mM) respecte als
experiments anteriors (40/20 mM) per aintentar afavorir |’ increment del rendiment.

Els rendiments obtinguts en aguesta série d'experiments es presenten a la
iError!Argumento de modificador desconocido.. A partir dels resultats d' aquesta
taula, s'extreu que amb €l derivat benzilic, el's rendiments obtinguts quan la papaina
esta immobilitzada sobre Celite sdn superiors que amb poliamida i que aguest
comportament es repeteix independentment del contingut de tamp6 del medi de
reaccié tal i com passatambé amb e PhAc-Gly-OCam.
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Suport d’immobilitzaci6  Contingut de tamp0é (v/v)  Rendiment maxim (%)

Celite 0.2 19
3.3 (saturaci6) 27
Poliamida 0.2 10
3.3 (saturacid) 14

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la reacci6 de sintesi del dipéptid PhAc-Gly-Trp-OBzl (a partir del
donador d’acil PhAc-Gly-OBzl), variant el contingut de tampd del medi de
reaccié i el suport d’immobilitzacié de la papaina. Les reaccions es van dur a
terme amb una relaciéo DA/Nu: 80/40 mM.

D’atra banda, amb el's dos continguts de tampd estudiats, €l rendiment de reacci
va incrementar-se a |I'afegir més tampd en & medi de reaccio, tot i que aquest
augment va ser molt inferior comparat amb €ls valors obtinguts amb el PhAc-Gly-
OCam. Aixi, les millors condicions per alasintesi del dipéptid, utilitzant PhAc-Gly-
OBzl com a donador d’acil fins al moment eren: acetat d etil saturat com a dissolvent
i Celite com asuport d'immobilitzaci6 per ala papaina

Tot i aixi, donat que el maxim rendiment obtingut amb aquest derivat només era
del 27%, esva pensar en la possibilitat de dur a terme aquest acoblament amb un atre
dissolvent, ja que com sha esmentat abans semblava interessant la utilitzacio
d’ aquest donador d’acil. En el seglient experiment que es va redlitzar es va fer servir
acetonitril, perqué és un dissolvent emprat ampliament en treballs previs d’ estudis
basics i amb € que s havia obtingut bons resultats. El contingut de tampd que es va
afegir en el medi de reaccié va ser 0.5% v/v (contingut que correspon a la mateixa
activitat d’ aigua que quan es treballa amb acetat d' etil amb 0.2% v/v de tamp0). Aixo
significava que si amb acetat d'etil i acetonitril s obtinguessin rendiments diferents,
aquesta diferéncia seria deguda Unicament a |’ efecte del dissolvent perqué la quantitat
d’aigua accessible en € medi de reaccié era la mateixa. Aquest experiment es va
realitzar tant amb papaina immobilitzada sobre poliamida com sobre Celite.

Els rendiments que es van obtenir en aguests experiments van ser: 6% i 12% amb
poliamida i Celite respectivament, valors comparables amb els obtinguts amb acetat
d'etil (amb 0.2% v/v de tampd): 10% i 19%. Per tant aquests resultats indicaven que
en aguest cas I’ Us d' acetonitril no millorava el rendiment de lareaccid. Aixi doncs, la
utilitzacio de PhAc-Gly-OBzl com adonador d' acil quedava descartada.
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Es pot concloure que treballant amb el grup protector fenilacetil, les millors condi-
cions trobades per alasintesi del dipeptid PhAc-Gly-Trp-OBzl son: PhAc-Gly-OCam
com a donador d'acil, utilitzant acetat d’etil saturat com a dissolvent i Celite com a
suport d’ immobilitzacié de la papaina, obtenint-se aixi un rendiment del 81%.

5.1.2.2 Influéncia del grup protector mandelil sobre la reactivitat del
donador d’acil en la sintesi del dipeptid Mand-Gly-Trp-OBzI

La influéncia d'atres grups N-a protectors com ara € mandelil, també es va
estudiar en aquesta reaccio.

Per tal d’ obtenir Mand-Gly-OCam com a donador d' acil de lareaccio, esvadur a
terme I’ extraccié de I’ ester benzilic a partir de Mand-Gly-OBzl utilitzant papaina com
a catalitzador i seguidament es va introduir I’ ester carboxamidometilic. Desafortuna
dament, I’ ltim pas de purificacio d’ aquest producte tenia un rendiment baix —donada
la baixa solubilitat del Mand-Gly-OCam en €l dissolvent extractor— i feia que la sin-
tesi del Mand-Gly-OCam no fos competitiva.

Pel que faa Mand-Gly-OMe com a donador d' acil, lareaccio de sintesi resultava
molt lenta. Consequientment, la reaccio es va estudiar només amb € derivat Mand-
Gly-OBzl com a donador d'acil i €ls experiments es van dur aterme amb acetat d’ il
amb dos continguts de tampd (v/v): 0.2% i 3.3% (saturacid) i amb els dos suports
d’ immobilitzacié: Celite i poliamida. Els resultats d’ aquests assgjos es detallen a la
Taula jError!Argumento de modificador desconocido..

Suport d’immobilitzacié  Contingut de tampé (v/v)  Rendiment maxim (%)

Cdlite 0.2 89
3.3 (saturacio) 86
Poliamida 0.2 65
3.3 (saturacid) 72

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la reacci6 de sintesi del dipeptid Mand-Gly-Trp-OBzI (a partir del
donador d’acil Mand-Gly-OBzl), variant el contingut de tampé del medi de
reaccié i el suport d’immobilitzacié de la papaina. Les reaccions es van dur a
terme amb una relacio DA/Nu: 80/40 mM.
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A partir dels vaors de la Taula jError!lArgumento de modificador
desconocido., es pot extreure com a conclusio que amb el grup protector mandelil no
S observen variacions significatives de rendiment en funcio del contingut de tampd
del medi de reaccid. D’'dtra banda quan s'utilitza Celite com a suport
d'immobilitzacié de la papaina s obtenen rendiments més ats que amb poliamida,
fenomen que ja s havia observat en |" estudi anterior amb el grup protector fenilacetil.

Un altre fet a destacar és que tant si es treballa amb acetat d’etil saturat com amb
un 0.2% (v/v) de tampo, €els rendiments de producte obtinguts amb el grup protector
mandelil son Ileugerament superiors que e rendiment que s havia observat amb €l
grup fenilacetil en les millors condicions.

A partir dels perfils dels cromatogrames obtinguts treballant amb el grup mandelil,
S observa que en aguestes reaccions practicament no es sintetitza Mand-Gly-Trp-Trp-
OBzl. Aquest fet indica que  Mand-Gly-Trp-OBzl no és un bon substrat per a la
papaina, minimitzant-se aixi, la formacié de Mand-Gly-Trp-OH o Mand-Gly-Trp-
Trp-OBzl; no obstant, el que si es detecta és el producte d’ hidrolisi del donador d’ acil.

La preséncia del grup hidroxil lliure en I’ acid mandélic, fa pensar que la molécula
protegida és més soluble en dissolvents hidrofilics, fet que pot ser un avantatge en
algunes reaccions de sintesi en que el nucledfil també sigui hidrofilic.

Aixi doncs, treballant amb € grup N-a protector mandelil, les millors condicions
gue s han trobat per a la sintesi del dipéptid Mand-Gly-Trp-OBzl son: Mand-Gly-
OBzl com a donador d' acil, acetat d'etil amb 0.2% (v/v) de tamp6 o saturat i papaina
immobilitzada sobre Celite, assolint un rendiment maxim del 86-89%.

5.1.2.3 Comparacio de la influéncia dels grups protectors mandelil i
fenilacetil amb altres grups protectors sobre la reactivitat del donador
d’acil en la sintesi del dipéptid.

En aquest apartat s estudia la influéncia dels grups protectors —introduits quimica-
ment— benziloxicarbonil (Z) i tert-butiloxicarbonil (Boc) sobre la reactivitat del
donador d'acil i es comparen amb els resultats obtinguts amb els grups mandélil i
fenilacetil.

Per a poder dur a terme la comparacié entre aguests grups protectors es van
realitzar dos experiments de sintesi del dipéptid amb Z-Gly-OCam i Boc-Gly-OCam
com a donadors d’ acil, en les condicions trobades com a optimes pel grup fenilacetil.

A la Taula jError!Argumento de modificador desconocido. es mostren els
resultats que es van obtenir amb els grups Z i Boc, junt amb € fenilacetil protegint €l
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derivat H-Gly-OCam i e mandelil protegint e derivat H-Gly-OBzl ja que en aguest
darrer cas no fou possible obtenir I’ ester carboxamidometilic.

Substrat Rendiment maxim (%) Temps (min)
PhAc-Gly-OCam 83 5
Z-Gly-OCam? 81 20
Boc-Gly-OCam? 74 160
Mand-Gly-OBzI” 89 40

& Experiments realitzats amb 0.25 g de preparacio immobilitzada.
® Experiment realitzat en acetat d’etil amb 0.2% (v/v) de tampo.

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la condensacid entre els donadors d’acil R-Gly-OCam (on R:
PhAc, Boc, Z) i Mand-Gly-OBzI (80 mM) i el nucleofil H-Trp-OBzl (40 mM) en
acetat d’etil saturat.

Cal assenyalar que els resultats dels experiments fets amb els grups Z i Boc que es
presenten ala Taula jError! Argumento de modificador desconocido., es van dur a
terme amb 2.5 vegades més d’enzim immobilitzat que amb els grups mandelil i
fenilacetil, degut a les baixes velocitats que s obtenien amb I'anterior quantitat
d’ enzim utilitzada.

El Boc-Gly-OCam va ser e pitjor donador d' acil que es va provar, perque ensva
conduir a rendiment més baix amb un temps més llarg, fet que indicava que la seva
reactivitat ésinferior aladels altres grups.

Els altres grups estudiats donaven resultats similarsi esfeiadificil triar-ne un,
utilitzant només com a criteris de seleccio el rendiment i la productivitat.

5.1.2.4 Efecte de la carrega enzimatica del biocatalitzador en el
rendiment
En els experiments que s han presentat anteriorment amb el grup protector

fenilacetil, es va observar que la reaccié era tan rapida que € maxim rendiment
presentat provenia de la primera mostra extreta, aixi doncs aguest valor podia no
correspondre al maxim real. D’ altra banda, utilitzant PhAc-Gly-OCam com a donador
d'acil s observava que quan s extreia la primera mostra, la hidrolisi del producte que
es detectava ja era significativa. Per aquests motius es va creure necessari dur aterme
un conjunt dexperiments amb carregues enzimatiques més baixes, utilitzant
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PhAc-Gly-OCam com a donador d’acil per tal de tenir velocitats de reaccio inferiorsi
determinar el temps optim d’ aturada de la reaccio.

Aixi doncs, es va dissenyar un conjunt d’ experiments de sintesi del dipéptid a
partir de les condicions optimes trobades anteriorment o sigui: acetat d'etil saturat
com adissolvent i Celite com a suport d'immobilitzacié de la papainai les carregues
enzimatiques estudiades van ser: 10 mg/g, 15 mg/g, 30 mg/g, 60 mg/g i 100 mg/g.

A la Taula jError!Argumento de modificador desconocido., es presenta per a
les diferents carregues enzimatiques €l maxim rendiment obtingut i € temps de
reaccio corresponent.

Carrega enzimatica  Rendiment maxim Temps
(mg enzim/g de suport) (%) (min)
10 88 60
15 91 30
30 88 10
60 87 8
100 81 <5

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Influéncia de la
carrega enzimatica en el rendiment maxim, en la reaccié entre PhAc-Gly-
OCam (40 mM) i H-Trp-OBzl (20 mM) amb acetat d’etil saturat i papaina
immobilitzada sobre Celite.

Com es pot veure a la Taula jError! Argumento de modificador desconocido.,
els rendiments obtinguts son molt similars pero les andlisis cromatografiques mostren
grans diferéncies. Fins a una carrega enzimatica de 15 mg/g, € producte d hidrolisi
apareix quan € reactiu limitant s'ha consumit totalment i llavors s obté un rendiment
maxim del 91%. Es podria esperar un 100% de rendiment, pero I’ adsorcio en el suport
fa decréixer el maxim rendiment obtingut en e liquid. Des de 30 mg/g fins a 100
mg/g, la deteccié del producte d'hidrolis comencga abans que € reactiu limitant
estigui completament exhaurit. Consequientment, en aguesta reacci6 la carrega Optima
és 15 mg/g, perqué el rendiment maxim s obté en un temps raonable de reaccié (30
min). D’ altra banda treballar a una carrega enzimatica baixa és més barat, la qual cosa
ésinteressant des d’un punt de vista de proceés.

Aixi doncs, de 85.1.2 es pot concloure que €l PhAc-Gly-OCam i Mand-Gly-OBzI
sén similars com a donadors d'acil en la sintesi d’ aquest dipeptid i [leugerament
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millors que € Z-Gly-OCam € qua s ha estudiat amb una quantitat d’enzim més
elevada que €ls atres. A més, ambdds grups (PhAc i Mand) son susceptibles de ser
extrets enzimaticament, fent que siguin unes bones aternatives en la sintesi enzima-
tica de péptids.

5.1.3 Desproteccié del pentapeptid

En els apartats anteriors s ha presentat |’ estudi de la introduccié enzimética dels
grups N-a protectors fenilacetil i mandelil, i també I’ efecte que exerceixen aquests
grups sobre la reactivitat del donador d'acil en la sintesi enzimatica del dipéptid Gly-
Trp. Després d haver comprovat la viabilitat d aquestes reaccions, en e present
apartat —per completar |’ estudi de proteccid/desproteccié amb penicil -lina G acilasa—
es comenca a investigar les condicions per al’ eliminacio d' aguests grups protectors i
s'escull com a substrat per a aquesta reaccié e pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU')-Phe-NH,, ja que a banda de servir com a estudi basic, un cop s hagi des-
protegit aguesta molécula, s utilitza com a nucleofil en lareacci6 de sintesi de I’ octa-
péptid.

Es coneix a partir de la bibliografia que hi ha autors (Waldmann, 1988;
Didziapetris et al., 1991) que utilitzen barreges de dissolvents organics (miscibles en
aigua) amb tampo fosfat per a la desproteccid de diversos péptids protegits amb el
grup fenilacetil. Per tant, es va considerar oporti comencgar aguest estudi utilitzant una
barreja acetonitril/tamp6 fosfat pH=8, 20/80% (v/v). La concentracié de pentapeptid
inicial era 5.1 mM, la temperatura de reaccié 30°C i la PGA es va immobilitzar per
enllag covalent multipuntual sobre gels d’ agarosa.

El seguiment de la reaccio es va fer extraient mostres i analitzant-les per HPLC,
perd degut a que €l pentapéptid protegit és molt insoluble en & medi de reaccid, les
arees corresponents a aquest substrat no servien de referencia per seguir I’ evolucio de
I’experiment ni pel calcul del rendiment. Donat que com a productes d aquesta
reaccio, s obté acid fenilacetic i pentapeptid desprotegit i que d aquests dos compos-
tos només el primer és soluble en el medi de reaccid, es va establir seguir I’ evolucio
de I'area d’'acid en € temps per poder determinar en quin moment la reaccié s atura-
va, arribant al’ equilibri.

D’altra banda un cop finalitzat I’ experiment es varentar I’ enzim amb dissolvent
organic per tal d’ extreure tot e pentapéptid desprotegit que podia estar adsorbit i
solubilitzar-lo. Aquesta metodologia es va continuar aplicant en tots els experiments
posteriors per comprovar I'extensié de la reaccid. Aixi, després de rentar I'enzim i
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solubilitzar e producte i e substrat, s observava que quedava molt pentapeptid
protegit. Per tant, malgrat que S havia comprovat que €l pentapeptid es podia
desprotegir enzimaticament, es va creure oporti modificar algunes variables per
intentar desplacar |’equilibri i d’ aquesta manera afavorir més la reaccié de despro-
teccio.

Aixi es va decidir estudiar la influéncia de diferents factors, entre €ells: € pH, la
concentracio inicia de pentapéptid, latemperatura de reaccid, etc.

5.1.3.1 Influéncia del pH

Aquest estudi s'inicia dissenyant un grup d’ experiments per conéixer com afecta
lavariaci6 del pH en aguesta reaccid. Aixi es va determinar seguir treballant amb les
mateixes condicions que s han exposat per |'experiment anterior perd assgjant els
seguentsvalorsde pH: 6.5, 8i 9.

Com ja s'ha esmentat anteriorment, la insolubilitat del pentapéptid impedeix que
e calcul del rendiment d'aguestes reaccions es redlitzi a partir de les arees dels
cromatogrames corresponents. Per tant, per comparar €l grau de desprotecci6 de les
diferents reaccions realitzades s estableix utilitzar —a més de |’ area d’ acid fenilacétic,
com ja s ha comentat— el quocient: area de pentapeptid desprotegit (després de rentar
I’enzim) entre la concentracio inicial de pentapéptid protegit (determinada per pes) ja
gue pot ser diferent en funcié de I’ experiment (A/Cy).

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es presenta I’ area
d &cid fenilacétic/C, d llarg del temps pels tres experiments realitzats amb diferents
valors de pH. Aixi, s observa que treballant a pH 8, s'allibera més acid a partir del
pentapéptid protegit que amb els atres valors de pH estudiats. Aquest resultat
concorda amb €l fet que després de rentar I’enzim un cop acabades les reaccions,
S obté més pentapeptid desprotegit en el cas en que s hatreballat a pH 8, tal i com es
pot observar a partir dels valors que es presenten a la Taula jError! Argumento de
modificador desconocido..

pH AICy
6.5 34616
8 71384

9 46962
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Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte del pH en A/C,
en la reaccié de desproteccié del pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-
Phe-NH,. Els experiments es van realitzar en ACN/tamp6 20/80% (v/v), una
concentracid inicial de pentapéptid 5.1 mM i a 30°C.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte del pH en
I’evolucio en el temps de I’area acid PhAc/C, en la reaccié de desproteccio del
pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,. Els experiments es van
realitzar en ACN/tampé 20/80% (v/v), una concentracio inicial de pentapeptid
51mMia 30°C.

5.1.3.2 Influéncia de la relacio dissolvent/tamp¢ fosfat

El seglient factor que es va estudiar per aintentar desplagar la posicié del’ equilibri
en favor de la desprotecci6 del pentapéptid, va ser la relacié dissolvent/tampd (v/v).
Amb aguesta finalitat, es va posar en marxa un grup d’ experiments amb les segiients
condicions: concentracié inicial de pentapéptid (5.1 mM), el pH optim trobat anterior-
ment (pH=8) i les seglents relacions acetonitril/tampd fosfat: 10/90, 20/80, 25/75 i
30/70% (v/v). Els resultats obtinguts en agquests experiments es veuen reflectits a la
Figura jError!Argumento de modificador desconocido..

Aquesta figura mostra que treballant amb relacions acetonitril/tampé: 20/80,
10/90% (v/v), s obtenen arees d'acid fenilacétic superiors que amb acetonitril/tamp6
25/75 o0 30/70% (v/v). Aquests resultats indiquen que possiblement la preséncia de
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percentatges elevats de dissolvent organic pot provocar efectes negatius sobre
I’activitat i estabilitat del derivat enzimatic.

6000

5000 +
o 4000 +
3000
2000 - —e— 10/90
> —o— 20/80
g —v— 25/75
g 1000 —v— 30/70
3 0 1 1 1 | |
0 20 40 60 80 100 120
Temps (h)

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte de la relacié
ACN/tamp0 en I’evolucio en el temps de I’area acid PhAc/C, en la reaccio de
desproteccio del pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBuU')-Phe-NH,. Els
experiments es van realitzar a una concentraci6 inicial de pentapéeptid 5.1mM,
pH=8 i 30°C.

Com és d esperar, després de rentar I'enzim s obté una major desproteccié de
pentapeptid treballant amb uns percentatges de dissolvent entre 10-20% (v/v), tal i
com es pot observar a partir dels valors que es presenten a la Taula
iError! Argumento de modificador desconocido..

Medi de reacci6 (%) AICy

ACN/Tamp6 (10/90) 73472
ACN/Tamp6 (20/80) 71384
ACN/Tamp6 (25/75) 38829
ACN/Tamp6 (30/70) 22040

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte de la relacio
ACN/tamp6 en I’evolucid en A/C, en la reacci6 de desproteccio del pentapéeptid
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PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,. Els experiments es van realitzar a una
concentracid inicial de pentapéptid 5.1mM, pH=8 i 30°C.

Donat que € grau de desprotecci6 del pentapéptid utilitzant 10 o0 20% (v/v) d' ace-
tonitril és molt similar, es va determinar continuar treballant amb un 20%, degut a que
unamajor quantitat de dissolvent en el medi de reaccid, ajuda aincrementar la solubi-
litzacio del pentapeptid, el que es veu reflectit en un augment de la velocitat de
reaccio.

5.1.3.3 Influéncia de la concentracio inicial de pentapeptid

El seglient factor que es va estudiar és la concentracid inicia de pentapéptid
protegit en el medi de reaccid. Aixi, es va preparar un grup d experiments treballant
amb les condicions trobades com a oOptimes anteriorment (tampo6 fosfat pH=8,
acetonitril/tamp6 20/80% (v/v)) i amb les seglients concentracions de pentapeptid: 2,
35,5.1i 7mM.

D’aguests assaigs s extreu com a conclusié que I'aparicié d'acid fenilacetic a
Ilarg del temps, és superior quan es treballa amb una concentracié inicial de pentapep-
tid 3.5 mM, tal i com es pot observar a partir de la Figura jError!Argumento de
modificador desconocido..
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Figura jErrorlArgumento de modificador desconocido.: Efecte de la

concentracié inicial de pentapéptid en I’evolucié en el temps de I’area acid
PhAc/Cy en la reaccidé de desproteccié del pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-
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Asp(OBU")-Phe-NH,. Els experiments es van realitzar en ACN/tampé 20/80%
(viv), pH=8i 30°C.

Aixi mateix, un cop acabades les reaccions i després de rentar I’ enzim, s obté més
pentapéptid desprotegit en el cas en que la concentracid inicial de pentapéptid protegit
€s 3.5 mM, tal i com es pot observar a partir dels valors que es presenten a la Taula
iError!Argumento de modificador desconocido., malgrat que no hi ha grans
diferéncies respecte de quan es treballa amb 5.1 mM. També es pot destacar que
sembla que es produeix una inhibicié pel substrat quan la concentracié inicial de
pentapéptid protegit és 7 mM.

Concentracio de pentapeptid (mM) A/C,
2.0 52346
35 76857
5.1 71384
7.0 37579

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte de la
concentracié inicial de pentapéptid en A/C, en la reaccié de desproteccio del
pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu")-Phe-NH,. Els experiments es van
realitzar en ACN/tamp6 20/80% (v/v), pH=8 i 30°C.

5.1.3.4 Influéncia de la temperatura

Un altre factor que es va estudiar com afecta sobre la posicid de I'equilibri en
aguesta reacciO va ser la temperatura. Per aguest motiu es van realitzar tres experi-
ments amb les condicions optimes trobades en els experiments anteriors i es van
assgjar les seglents temperatures de reaccid: 4, 30 i 40°C. A la Figura
iError!Argumento de modificador desconocido. es pot observar e perfil d'area
d' acid fenilaceétic/Cy al llarg del temps de reaccio per aguests assajos.
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Figura jErrorlArgumento de modificador desconocido.: Efecte de Ia
temperatura en I’evolucio en el temps de I’area acid PhAc/C, en la reaccio de
desproteccio del pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBuU')-Phe-NH,. Els
experiments es van realitzar en ACN/tamp6 20/80% (v/v), pH=8 i una
concentracio inicial de pentapéptid 3.5 mM.

A partir d'aguests experiments s'extreu com a conclusié que I'area d &cid
fenilacétic que es detecta en el transcurs de les reaccions quan es trebala a una
temperatura de 30°C, és bastant superior alaque s obté a4 o0 40°C. Aixi S aprecia que
a4°C lavelocitat de reaccid és lentai la posicié de I’ equilibri esta per sota respecte a
30°C. D’dtra banda a 40°C la velocitat de reaccié inicialment és ata pero I'enzim
rapidament perd activitat i no s assoleix I’ equilibri perque possiblement es desactiva.

Els resultats que s obtenen d’ aquests experiments després de rentar I’ enzim es pre-
senten a la Taula jError!Argumento de modificador desconocido., on s observa
que la desproteccio del pentapéptid es veu afavorida treballant a 30°C.

Temperatura (°C) AICy
4 67078

30 76857

40 44214

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte de la
temperatura en A/Cy en la reacci6 de desproteccié del pentapéptid PhAc-Gly-
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Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,. Els experiments es van realitzar en ACN/tamp6
20/80% (v/v), pH=8 i una concentracio inicial de pentapéptid 3.5 mM.

5.1.3.5 Influencia del dissolvent

Simultaniament al's estudis corresponents a la concentracié de pentapeptid i tempe-
ratura de reaccio que s han presentat, es van realitzar també, uns experiments assajant
diversos dissolvents. Aquesta investigacio es va dur a terme amb |’ objectiu de
seleccionar un dissolvent que sigui més adequat que I’ acetonitril, tant des del punt de
vista de que la posici6 de I’ equilibri estigui més desplagada cap a la desprotecci6 del
pentapéptid, com que sigui més adequat ambiental ment.

Aixi, esvan redlitzar uns experiments amb el's seglients dissolvents. acetat de metil
i acetat d'etil saturats, tampd fosfat 100% (v/v), etanol/tampo 20/80% (v/v) i acetoni-
tril/tamp6 20/80% (Vv/v) (aquest Ultim per comparar-lo amb els altres).

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es presenten els
valors d'area d'acid fenilacétic/C, al llarg del temps, excepte pels experiments
realitzats amb acetat de metil i acetat d'etil, en els que la reacci6 de desproteccio del
pentapeptid esta tan desfavorida que no es detecta aparicio d’ acid fenilacetic. A partir
d’ aguesta figura, s observa que I'area d'acid fenilacétic que s allibera a medi és
similar quan es treballa amb acetonitril/tamp6 20/80% (v/v) i amb etanol 20/80%
(V).
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>
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte del dissolvent
en I’evolucio en el temps de I’area acid PhAc/C, en la reacci6 de desproteccio
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del pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,. Els experiments es van
realitzar a pH=8, una concentracié inicial de pentapéptid 5.1 mM i 30°C.

Els valors que relacionen el pentapéptid desprotegit després de rentar I'enzim es
mostren ala Taula jError! Argumento de modificador desconocido..

Medi de reaccid AIC,
Acetat de metil saturat -
Acetat d'etil saturat -

Tampo fosfat 29238
Etanol/Tampo fosfat (20/80) 85371
Acetonitril/Tamp6 fosfat (20/80) 74630

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Efecte del dissolvent
en A/Cy en la reaccié de desproteccié del pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-
Asp(OBu")-Phe-NH,. Els experiments es van realitzar a pH=8, una
concentracid inicial de pentapeptid 5.1 mM i 30°C.

A partir dels resultats que es presenten a la Taula jError!Argumento de
modificador desconocido., es conclou que amb els dissolvents que s han estudiat
com alternativaal’ acetonitril —excepte I’ etanol— la reaccié de desproteccié no avanca.
D’atra banda, trebalant amb etanol s obtenen resultats similars als d’ acetonitril
—comportament que concorda amb e de la Figura jError!Argumento de
modificador desconocido.— pero amb I’ avantatge que €l primer és un dissolvent molt
més adequat des d’ un punt de vista ambiental .

La conclusié general que es pot extreure de 85.1.3 és que després d'estudiar
diversos factors que influeixen en I’evolucio de la reaccié desproteccid, no s han
trobat unes condicions de reacci6 optimes ja que |’ equilibri encara esta poc desplacat
cap a la desproteccié del pentapéptid. Per tant es fa necessari trobar una solucié de
procési en aguest sentit es proposa que un cop acabada la reaccié de desprotecci6 es
torni a comencar € procés a partir del pentapeptid que no s ha desprotegit en la
primera etapa. D’ altra banda, entre els dissolvents que s han assgjat, donat que amb
etanol s'ha obtingut resultats Ileugerament superiors que amb acetonitril es considera
més adequat realitzar el procés amb € primer i amb les seglients condicions de
reaccié: concentracio de pentapeptid inicial: 3.5/5.1 mM, etanol/tampé fosfat pH 8,
20/80% (v/v), i temperatura de reaccid 30°C.
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5.2 Sintesi del tripéptid N-terminal de la CCK-8

En aguesta seccié es plantgja la sintesi del tripéptid N-terminal Asp-Tyr-Met de la
CCK-8.

L’ objectiu principal d'aguesta part del treball es estudiar diversos factors que
afecten a |’ optimitzacio de la sintesi del tripéptid i a partir dels resultats que s obtin-
guin escollir unavia de sintesi per posteriorment aplicar-laanivell de procés.

En primer lloc, per a iniciar aquest estudi cal plantgjar-se com abordar alguns
aspectes generals d'aquesta sintesi, utilitzant les diferents aproximacions que es
coneixen a partir de la bibliografia i de I’ experiéncia adquirida en els acoblaments
realitzats en treballs precedents.

Tot seguit, es presenten aquests aspectes que posteriorment es desenvoluparan
amb més detall a llarg de la seccio.

Estratégia de sintesi

En el present cas, d tractar-se d’ obtenir un tripeptid, és clar, que només existeixen
dues estratégies de sintes possibles per a preparar aguesta molécula, que son:
(Aspt+Tyr)+Met i Asp+(Tyr+Met).

L’ aplicaci6 de la segona estratégia esmentada —Asp+(Tyr+Met)— suposa una etapa
addicional s es compara amb la via (Asp+Tyr)+Met, ja que ca desprotegir €l
dipéptid R;-Tyr-Met-OR, prévia addicié del derivat de I’ acid aspartic. Per aquestarad
es va decidir comencar I'estudi de la sintesi del tripéptid aplicant I’ estratégia d’' aco-
blament (Asp+Tyr)+Met i a partir dels resultats obtinguts s avaluaria la conveniéncia
d'investigar |’ altra estratégia o no.

Sistema de reaccio

Un aspecte a considerar a |’ hora de comencar a estudiar una reaccié enzimatica és
I’ eleccid del sistema reaccionant. Aquesta el eccid depén fonamentalment de la solubi-
litat dels susbstrats i producte, excepte quan s utilitzen sistemes de reacci6 solid-solid
en els que interessa que els reactants siguin insolubles donada la propia naturalesa
d’ aguests sistemes.

En aguest estudi es va triar treballar amb medis de reaccié solid-solid perqué —a
més de ser una metodologia més recent— aquests sistemes presenten |’ avantatge que
no es precisa utilitzar dissolvents organics. D’ altra banda la utilitzacio d' aquest tipus
de medi de reacci6 permet obtenir una relacio de producte per volum de reactor més
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elevada que amb €els sistemes convencionals, fet que té un gran interés des del punt de
vistad' aplicacio anivell industrial (Erbeldinger et al., 1998b).

Tanmateix, en funcidé dels resultats obtinguts no es descartava la utilitzacio de
medis organics amb baix contingut en aigua.

Grups N-a protectors

Un cop escollit el sistema de reacci6 i abans de comencar a optimitzar algunes
variables com la temperatura de reaccio, |’ ester carboxiterminal del donador d' acil, €
suport d'immobilitzacio de I'enzim, etc., calia preguntar-se quin/s grup/s protegiran
les funcions N-a amino dels donadors d' acil de les dues reaccions que es plantegen a
continuacio (sintesi del dipeptid i del tripéptid).

Revisant |a bibliografia, es coneix que sbn moalts €l's grups protectors emprats en
sintesi enzimatica de péptids (Calvet et al., 1992), tot i aixi, cal tenir present que en
aquest treball interessa estudiar la influéncia d’un grup protector sobre la reactivitat
del donador d' acil, perd també d fet que la sevaintroduccié/eliminacio siguin viables
anivell de procési compatibles amb I’ obtencié de lamoléculafinal. En el cas que ens
ocupa, cal tenir en consideracio que la CCK-8 presenta dins la seva sequiéncia una
tirosina sulfatada i que no tots el's grups protectors poden ser eliminats quimicament
sense alterar lamolécula. Per aquest motiu, es va descartar d’ entrada la utilitzacié del
grup protector Boc ja que la seva eliminaci6 —en condicions acides— provoca la desul-
fatacié de latirosina. El grup Z tampoc resultava adequat pels motius exposats a 85.1.

D’ altra banda, els resultats favorables obtinguts a 85.1.2, treballant amb € grup
protector PhAc, junt amb els avantatges que comporta la seva introducci6/eliminacié
enzimatica, feien suposar que la seva utilitzacio en la present investigacié podia ser
adequada. Alternativament, també es va decidir dur aterme aquest estudi amb € grup
protector Fmoc, perqué tot i que la seva introduccid/eliminacio es realitza quimica-
ment, en aquest cas es tracta d'un grup compatible amb I’ obtencié de la molécula
final.

5.2.1 Estratégia (Asp+Tyr)+Met. Utilitzacio de Fmoc com a
grup N-a protector de I’acid aspartic

Pels motius exposats anteriorment, es vainiciar I’ estudi i optimitzacié de la sintesi
del tripéptid a partir de I’ estratégia (Asp+Tyr)+Met, en un sistema de reaccié solid-
solid i utilitzant com a grup N-a protector de |’ acid aspartic el grup Fmoc.
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5.2.1.1 Sintesi de Fmoc-Asp(OR1)-Tyr-OR; (on Ry: H, Bu'i Ry: Me o
Bzl)

Com ja s’ ha esmentat a's estudis previs (82.7) un dels avantatges de treballar amb
enzims és la possibilitat d’ utilitzar aminoacids amb les cadenes laterals practicament
desprotegides, disminuint aixi € nombre d'etapes sintétiques —en general ambien-
talment poc recomanables— i I’economia del procés. Per tant en iniciar aguest estudi
es va utilitzar com a donadors d'acil el derivat d aspartic protegit per |'ester tert-
butilic en posicié b (Fmoc-Asp(OBU’)-OH) i amb |’ aspartic desprotegit en aguesta
posicid (Fmoc-Asp-OH) a fi i efecte d’avaluar i comparar la reactivitat dels dos
substrats.

La sintes del dipéptid Fmoc-Asp(OR)-Tyr-OMe (on R: H, Bu') inicialment es va
abordar en un sistema de reaccio solid-solid, treballant sota control termodinamic ja
gue és una opcié més atractiva des del punt de vista que no es precisa realitzar I este-
rificacio de |’ extrem C-terminal del donador d’ acil.

Amb aquest sistema de reaccié es van estudiar diferents aspectes que s aniran
desenvolupant al llarg d’ aquest apartat.

5.2.1.1.1 Temperatura de reaccio

Quan esrevisala bibliografia relativa al's sistemes solid-solid, s observa que en €ls
acoblaments catalitzats per termolisina alguns autors duen a terme les reaccions a
40°C o en algun cas a temperatures inferiors (Halling et al., 1995). Cenyint-nos a
aguestes condicions es varealitzar un estudi d’ aguesta reaccio treballant a 25 i 40°C.

Per a cada experiment sutilitzava 0.05 mmols de donador d'acil Fmoc-
Asp(OBU")-OH i de nucledfil H-Tyr-OMei s addicionava 100 ni de tampo MOPS (50
mM) apH 7.

En els casos en que el donador d' acil tenial’ aspartic amb el grup b-carboxil
desprotegit, la relacié donador d’ acil/nucledfil utilitzada era 1/2, donat que calia un
excés de nucledfil per a poder neutralitzar el residu acid de I'aspartic amb una
tirosina. Per a comencar els experiments s addicionava 20 mg de termolisinalliure.

Degut a les caracteristiques de baixa homogeneitat que presenten els sistemes de
reaccié solid-solid, la presa de mostres es feia de manera que cadascuna d'elles
corresponia a un eppendorf que contenia el sistema reaccionant, tal i com s ha detallat
en e capitol de materials i métodes. L’objectiu d aplicar aquesta metodologia era
obtenir aixi mostres més representatives que extraient-les pel métode més habitual o
sigui a partir d’ un mateix reactor.
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Cal esmentar també, que donat que cada mostra que S extreia corresponia a un
vial dereaccid i tenint en compte que treballant sota control termodinamic el producte
es manté estable, la presa de mostres es feia de forma espaiada en e temps. Aixi
doncs, els temps de reaccié que es presenten a la Taula jError!Argumento de
modificador desconocido., mostren simplement de forma indicativa quan es tardava
en arribar al’ equilibri tot i que realment podien ser temps menors.

A la Taula jError!Argumento de modificador desconocido. estan resumits els
resultats d’aquests primers experiments de sintesi del dipéptid, d’on s extreu que
treballant a 40°C s obtenen millors rendiments amb els dos substrats (Fmoc-
Asp(OBU)-OH i Fmoc-Asp-OH) que a 25°C, per tant a partir d aguest moment la
resta d’ experiments ja es van dur aterme a 40°C.

D’altra banda si es comparen els experiments realitzats a 40°C pels dos substrats
emprats, s observa que € rendiment obtingut amb el donador d'acil Fmoc-Asp-OH
(54%) no és excessivament inferior al que es va obtenir amb Fmoc-Asp(OBu")-OH
(75%), fet favorable que fa que el derivat amb |’aspartic desprotegit sigui un bon
candidat com a donador d’ acil en aguesta sintesi.

Substrat T (°C) Temps (h)  Rendiment maxim (%)
Fmoc-Asp(OBu")-OH 25 72 25
40 72 75
Fmoc-Asp-OH 25 24 33
40 25 54

Taula jError'Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la reacci6 entre Fmoc-Asp(OR)-OH (on R: H, Bu") i H-Tyr-OMe,
variant la temperatura de reaccié (25 o 40°C). En tots els experiments
s’addicionava 100 ul de tampé MOPS (50 mM, pH 7) i 20 mg de termolisina
lliure.

5.2.1.1.2 Quantitat d’enzim

Tal i com s’ ha comentat a la introduccio, la utilitzacié d’ enzims immobilitzats en
sintesi enzimatica de péptids, comporta diversos avantatges, entre els que es pot des-
tacar lareutilitzaci6 del biocatalitzador, fet que condueix a un abaratiment del procés.
Pel contrari, s es treballa amb I'enzim lliure, com en el cas present, a no poder-se
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reutilitzar el biocatalitzador, es fa necessari optimitzar la quantitat d’enzim que s ad-
diciona per no malbaratar-1o.

Per ainvestigar s aquesta variable afecta molt el temps que es tarda en arribar a
I"equilibri, es va dissenyar un conjunt d’ experiments treballant a les mateixes condi-
cions que en les reaccions de I'apartat anterior (a 40°C) i variant les quantitats
d’enzim addicionades al medi de reaccio en un rang entre 4 i 20 mg.

Dels resultats obtinguts es pot destacar que en tots els casos estudiats, €l temps que
estardaen arribar al’equilibri és del mateix ordre. Consequientment es va decidir que
la quantitat d’ enzim més apropiada per continuar treballant era4 mg.

A partir d’' aquestes proves, ca assenyalar també que e rendiment maxim assolit
utilitzant el donador d acil Fmoc-Asp(OBU')-OH és del 75%, mentre que amb e do-
nador d’' acil Fmoc-Asp-OH és del 55%, resultats que corroboren els que s han presen-
tat a la Taula jError!Argumento de modificador desconocido., trebalant a la
mateixa temperatura.

5.2.1.1.3 Sonicacio

Laimportanciade millorar la transferéncia de matéria en sistemes de reacci6 solid-
solid es troba recollida a la bibliografia (Kuhl et al., 1992). Segons aquests autors, la
sonicacio 0 agitaci6 magnética del sistema de reaccié incrementa la velocitat i la
productivitat de la reaccié. Per tal d'esbrinar s €l fet de sonicar produeix €l mateix
efecte en la reaccid de sintesi del dipéptid que ens ocupa, es van dur a terme uns
experiments treballant amb el's donadors d’ acil Fmoc-Asp-OH i Fmoc-Asp(OBU')-OH
en les condicions optimes trobades préviament (4 mg de termolisina i temperatura de
reaccio 40°C) i sonicant elsvials de reacci6 de tant en tant.

Els rendiments d’ aquests experiments assolits a les 24 i 48 hores de reacci6 es
presenten ala Taula jError! Argumento de modificador desconocido. junt amb els
valors obtinguts anteriorment treballant en les mateixes condicions perd sense aplicar
sonicacio.

Temps Rendiment
(h) Fmoc-Asp(OBu')-OH Fmoc-Asp-OH
24 41 71 (V) 36 53 (V)

48 75 75 (V) 53 53 (V)
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Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments assolits a
les 24 i 48 hores de reacci6 entre Fmoc-Asp(OR)-OH (on R: H, Bu') i H-Tyr-
OMe, amb o sense sonicacié. En tots els experiments es van addicionar 4 mg de
termolisina lliure i la temperatura de reacci6 era 40°C. Els simbol vV indica els
casos en que es van sonicar els vials de reacci6.

A partir d’ aguests resultats s observa que amb els dos substrats estudiats, sonicant
els vials de reaccid, s assoleix I'equilibri i per tant el rendiment maxim =75 i 53%
amb Fmoc-Asp(OBU)-OH i Fmoc-Asp-OH respectivament— amb menys temps,
possiblement degut a que en aquestes condicions s afavoreix la homogeneitzacio del
medi de reacci6. Per tant ala vista d’ aquests resultats en els experiments posteriors es
va seguir aplicant aguesta metodologia.

Posteriorment, s'han trobat referits estudis en que el tractament del medi de
reaccié amb ultrasons no millora la velocitat de la reaccid (Erbeldinger et al., 1999).
Tanmateix, aquests autors atribueixen el contrast d’ aquests resultats amb els obtinguts
per Kuhl et al. a fet que s han utilitzat diferents medis de reaccié en ambdds casos.

5.2.1.1.4 Estructura del nucleofil

Fins @ moment, I'estudi de la sintesi del dipéptid Asp-Tyr en un sistema de
reacci6 solid-solid s havia dut a terme utilitzant H-Tyr-OMe com a nucleofil, obtenint
un rendiment maxim del 75%.

Tot i aixi, arribats en aguest punt de I'estudi, calia pensar que I’ objectiu final
d’aquesta part del treball eralasintesi del tripeptid, i que I’ acoblament Asp-Tyr+Met,
apriori no es coneixia si s hauria d’abordar sota control cinétic o termodinamic de la
reaccid. En el cas hipotétic de que la millor alternativa passés per utilitzar € control
cinétic, esta clar, que la naturalesa de |'ester carboxitermina del dipeptid Fmoc-
Asp(ORy)-Tyr-OR; seria de gran importancia de cara a la reactivitat en la sintesi del
tripéptid. Per aguest motiu es va creure interessant dur a terme la sintesi del dipéptid
Asp-Tyr emprant H-Tyr-OBzl com a nucledfil, donat que és coneguda I'ata
reactivitat dels esters benzilics com ja s ha esmentat anteriorment a §5.1.2.1.

Aixi doncs, amb les millors condicions de sintesi que s havien trobat anteriorment
treballant amb el nucledfil H-Tyr-OMe, (addicié de 4 mg de termolisinai temperatura
de reacci6 40°C), es van dissenyar uns experiments de sintesi del dipéptid utilitzant
com a donador d'acil Fmoc-Asp(OR)-OH (on R: H, Bu') i com a nucledfil H-Tyr-
OBzl.
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Els rendiments maxims obtinguts es presenten a la Taula jError!Argumento de
modificador desconocido., on es comparen amb €els resultats dels experiments
realitzats amb el nucledfil H-Tyr-OMe.

Nucleofil Donador d’acil Rendiment (%)
H-Tyr-OBzl Fmoc-Asp-OH 49
Fmoc-Asp(OBu')-OH 75
H-Tyr-OMe Fmoc-Asp-OH 53
Fmoc-Asp(OBu')-OH 75

Taula jError'Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
assolits en la reaccio entre el donador d’acil Fmoc-Asp(OR)-OH (on R: H, Bu')
i el nucleofil H-Tyr-OR (on R: Bzl, Me). Els experiments es van dur a terme en
sistemes de reaccio solid-solid. Les relacions donador d’acil/nucledfil eren: 1/1
i 1/2 amb els donadors d’acil Fmoc-Asp(OBu)-OH i Fmoc-Asp-OH
respectivament. Per iniciar els experiments s’addicionava 4 mg de termolisina i
la temperatura de reaccid era 40°C.

Dels resultats que es presenten a la Taula jError!Argumento de modificador
desconocido., s extreu com a conclusio que la naturalesa de |’ ester C-terminal de la
tirosina pels casos estudiats, no influeix en la reaccid de sintes del dipeptid, ja que
treballant amb el nucledfil H-Tyr-OBzl s obtenen uns rendiments de reacci6 molt
similars als que s havien obtingut préviament amb el nucledfil H-Tyr-OMe. A partir
d’ aguesta constataci, s obre la possibilitat d’estudiar i comparar les reactivitats dels
derivats Fmoc-Asp(OR)-Tyr-OMe i Fmoc-Asp(OR)-Tyr-OBzl (on R: H, Bu') com a
donadors d’ acil en la seglient reaccié de sintesi del tripéptid.

5.2.1.1.5 Sintesi del dipéptid Fmoc-Asp(OR,)-Tyr-OR; (on Ry: H, Bu'i R,: Me,
Bzl) a escala preparativa

Fins al moment doncs, s havia aconseguit dur a terme la sintesi del dipéptid Asp-
Tyr en un sistema solid-solid a escala analitica amb uns resultats favorables. No
obstant, cal assenyalar que no es tenia una experiéncia prévia de sintesi amb sistemes
solid-solid i si a més amés s afegeix el fet que aquest tipus de sistemes de reaccié és
dels més novells i per tant menys estudiats, tot duia a pensar que abans de triar
aquesta via de sintesi del dipéptid com a valida, calia verificar que € canvi d’ escaa
d’ aquesta reaccid anivell preparatiu en aquests sistemes era factible.
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Per aguest motiu es va dissenyar un grup d experiments a escala preparativa,
utilitzant com a donador d acil Fmoc-Asp(OR)-OH (on R: H, Bu') i com a nucledfil
H-Tyr-OR (on R: Me, Bzl).

A partir d' aquests experiments s extreu com a conclusié que aquesta sintes a es-
cala preparativa funciona, tot i que els valors dels rendiments de reacci6 obtinguts son
poc consistents, fet que s atribueix a la manca d’ homogeneitat a |’ hora d’ extreure les
mostres del sistema.

Tot i aixi, els rendiments de reacci6 + purificacié assolits (entre 50 i 70%), acaben
de corroborar la viabilitat d’ aquestes reaccions a escala preparativa, ja que agquests
valors validen o fins i tot superen els rendiments obtinguts en aguestes mateixes
sintesis a escala analitica.

En resum, a partir de §85.2.1.1 es pot concloure que s ha dut a terme la sintesi del
dipéptid Asp-Tyr, utilitzant com a donador d acil Fmoc-Asp(OR)-OH (on R: H, BU') i
com a nucleofil H-Tyr-OR (on R: Me, Bzl). Aquestes sintesis s han realitzat en un
sistema de reaccid solid-solid treballant sota control termodinamic, assolint un
rendiment maxim del 75% en els casos en que el donador d'acil utilitzat era Fmoc-
Asp(OBU)-OH, € nucledfil H-Tyr-OMe o H-Tyr-OBzl i la temperatura de reaccio
40°C. A continuacio s ha comprovat la viabilitat d’ aquestes reaccions a escala prepa-
rativa

A la vista d' aquests resultats, es va considerar que els rendiments obtinguts eren
prou satisfactoris i conseqientment no es va aprofundir en I'estudi de la sintes
d’aquest dipéptid a partir d atres alternatives.

5.2.1.2 Sintesi de Fmoc-Asp(OR)-Tyr-Met-OEt (on R: H, Bu')

Als apartats anteriors s han trobat unes condicions de reaccié que fan factible la
sintesi del dipéptid Fmoc-Asp(ORy)-Tyr-OR; (on Ry: H, Bu'i Ry: Me, Bzl). Per tant,
arribats a aquest punt, només queda estudiar les condicions de sintesi del tripéptid, per
tal de poder avaluar globalment la viabilitat de la via (Asp+Tyr)+Met com alternativa
per alasintesi del tripéptid N-terminal de la CCK-8.

A tal efecte es va dur aterme aquesta sintesi tant sota control cinétic com termodi-
namic de la reaccié. Com a donadors d'acil es va utilitzar Fmoc-Asp(OR,)-Tyr-OR»
(on Ry H, Bu'i Ry: Me, Bz, H) i com anucledfil H-Met-OEt.

Aquest enllag es va abordar utilitzant dos tipus de sistemes de reacci6: solid-solid i
medis organics amb baix contingut en aigua (acetat d'etil amb 0.2% (v/v) de tamp0 i
acetonitril amb 0.5/4% (v/v) de tampd).
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En les reaccions sota control cinetic, I'enzim emprat va ser a-QT, mentre que sota
control termodinamic s utilitzava termolisina. Treballant en medis organics amb baix
contingut en aigua aquests biocatalitzadors s utilitzaven immobilitzats per deposicio
sobre poliamida o Celite, mentre que en els sistemes de reacci6 solid-solid es troba
ven en formalliure.

El comportament general que es desprén a partir de les reaccions que s han descrit
és que majoritariament els substrats no es consumeixen, i en els casos en que ho fan
es sintetitzen subproductes, majoritariament dibenzoful bé.

El dibenzofulbé prové de la desproteccié del grup Fmoc que protegeix € dipéptid
—gue actua com a donador d'acil en aquesta reaccio— i del propi tripéptid que es
sintetitza. Estracta d’ una b-eliminacio catalitzada per bases, les quals actuen produint
un atac nucleofilic que comporta la desproteccio del grup Fmoc. Per tant la H-Met-
OEt present en & medi de reaccid pot actuar com a nucledfil donant lloc a la sintesi
del tripéeptid o produint |’ atac nucleofilic que provocal’ aparicié de dibenzoful be.

Aixi latendéncia comu que s observa a llarg de totes les reaccions és la formacio
de molts subproductes que corresponen a: dibenzofulbé, compostos corresponents a
I’eliminacié del grup Fmoc i subproductes d' hidrolisi. Aquest fet junt amb la baixa
efectivitat de la H-Met-OEt com a nucledfil de la reacci6 comporta que els rendi-
ments de sintesi de tripeptid assolits siguin baixos (el valor més elevat és 49%
treballant sota control termodinamic de la reaccié amb acetonitril 4% (v/v) de tampd).
Aquest rendiment podria semblar acceptable, perd degut as problemes que s han
esmentat es desestima aquesta via per alasintesi del tripéptid.

5.2.2 Estratégia (Asp+Tyr)+Met. Utilitzacio de PhAc com a
grup N-a protector de I’acid aspartic

Els estudis de I'estratégia de sintesi (Asp+Tyr)+Met van continuar utilitzant el
grup protector PhAc tal i com s havia proposat inicialment.

Aquest fet implica que préviament caliainvestigar lareaccio de sintesi del dipéptid
PhAc-Asp(ORy)-Tyr-OR;, i posteriorment passar a estudiar la sintesi del tripeptid
PhAc-Asp(OR,)-Tyr-Met-OR..
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5.2.2.1 Sintesi de PhAc-Asp(OR;1)-Tyr-OR;

Inicialment es van realitzar uns experiments de sintesi del dipéptid en sistemes de
reacci6 solid-solid, treballant sota control termodinamic de la reacci6, en els quals es
va comprovar que ni latermolisinani la papaina reconeixien el substrat.

També es va provar |’ efectivitat de diversos enzims en la hidrolisi dels substrats,
per tal desbrinar quin d'ells seria € més convenient per a realitzar la sintesi del
dipéptid en un medi organic amb baix contingut en aigua.

A partir dels enzims que es van provar: papaina, quimopapaina, bromelaina i
alcalasa, es va detectar activitat hidrolitica utilitzant papaina i alcaasa, tant amb el
substrat PhAc-Asp(OBU')-OMe com amb PhAc-Asp-OBzl. Per tant, seguidament es
van provar aguests dos enzims per dur aterme la sintesi del dipéptid PhAc-Asp(OR)-
Tyr-OMe.

5.2.2.1.1 Estudi de la reactivitat del donador d’acil en la reaccié de sintesi del
dipéptid PhAc-Asp(OR)-Tyr-OMe (on R: H, Me, BzI, Bu")

L’'estudi de la sintesi del dipéptid PhAc-Asp(OR)-Tyr-OMe (on R: H, Me, Bz,
Bu") es va comengar treballant amb diferents donadors d' acil, els quals es detallen ala
Taula jError!Argumento de modificador desconocido. i fixant com a nucleofil H-
Tyr-OMe.

Tots aquests experiments es van realitzar en un sistema de reaccié format per un
medi organic amb baix contingut en aigua, on €l dissolvent era acetonitril amb un
contingut de tamp6 de 0.5% (v/v) i e catalitzador emprat papaina o alcalasa immobi-
litzada sobre Celite.

Treballant amb alcalasa immobilitzada, en aquestes condicions de sintesi, aguest
enzim no mostrava activitat, per tant els experiments que es presenten a la Taula
iError!Argumento de modificador desconocido., només corresponen as que es van
realitzar amb papaina.

A partir dels resultats d’ aguests experiments, es pot extreure com a conclusio, que
amb els substrats PhAc-Asp(OBU')-OCam i PhAc-Asp(OBzl)-OBzl, s assoleixen
rendiments de reacci6 superiors respecte als altres donadors d' acil assgjats. Tot i aixi,
cal destacar que la utilitzaci6 del substrat PhAc-Asp(OBzl)-OBzl no teniainteres des
d’ un punt de vista de procés, donat que la desproteccié de I’ ester benzilic que prote-
geix lafuncio b-carboxilicade I’ acid aspartic requereix hidrogenacio catalitica.

D’altra banda, malgrat que la preparacié del derivat PhAc-Asp(OBU’)-OCam
implica afegir dues etapes de sintesi en el proces, la diferéncia de rendiment obtingu-
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da utilitzant aquest substrat respecte als altres, es va creure que justificava I'Us
d’ aquest donador d’acil en els subseqgiients experiments de sintesi del dipeptid.

A continuacié es va preparar un experiment —amb el donador d'acil PhAc-
Asp(OBU')-OCam- similar als que ja s han descrit, perd utilitzant com a dissolvent
acetat d'etil amb un contingut de tamp6 de 0.2% (v/v). El rendiment maxim de sintesi
de producte obtingut en aquesta prova va ser del 69%, valor comparable a 68%
assolit quan es va emprar acetonitril com a dissolvent. Per tant d’ aquests resultats es
pot concloure que I' Us d'acetat d'etil o acetonitril en aquesta reaccié sota les condi-
cions estudiades no afecta a rendiment de la reaccio.

Donador d’acil Relacié DA/Nu Dissolvent  Rendiment maxim

(mM) (%)
PhAc-Asp-OBzI 20/30 ACN ND
PhAc-Asp(OBzl)-OBz 20/30 ACN 57
PhAc-Asp(OMe)-OMe 20/30 ACN 28
PhAc-Asp(OBU)-OMe 20/30 ACN ND
PhAc-Asp(OBU')-OCam 20/40 ACN 68
PhAc-Asp(OBU')-OCam 20/40 AE 69

ND: No detectat.

Taula jError'Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la reacci6 entre PhAc-Asp(OR;)-OR; (on Ry: H, Bzl, Me, Bu'i Ry:
Bzl, Me, Cam) i H-Tyr-OMe. Els experiments es van realitzar amb acetonitril o
acetat d’etil (addicionant 0.5% o0 0.2% (v/v) de tamp0) i papaina immobilitzada
sobre Celite (100 mg/g Celite).

5.2.2.1.2 Influéncia de I’estructura del nucleofil en la reacci6 de sintesi del
dipéptid PhAc-Asp(OBu")-Tyr-OR

Continuant amb I’ optimitzaci6 de les condicions de sintesi d’ aquest acoblament, es
va comengar a investigar la influéncia de la naturalesa del nucledfil en aquesta
reacciO. L’ estudi d’ aquesta variable té importancia donat que pot afectar el rendiment
de la reaccié de formacié del dipéptid i posteriorment del tripeptid ja que el PhAc-
Asp(OBU')-Tyr-OR esdevé el donador d acil de la segona reaccié i la seva reactivitat
depen en bona part de la naturalesa del grup R. Aixi es provacom agrup R: Bzl i Al,
com a alternatives al’ ester metilic, utilitzat anteriorment.
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Utilitzacié de H-Tyr-OBzl com a nucledfil de la reaccid

Per comencar aquest estudi es va dissenyar un experiment de sintesi del dipéptid
amb H-Tyr-OBzl com a nucledfil, utilitzant una relacié donador d' acil/nucleofil 20/30
mM. A ser possible es volia evitar treballar amb un excés de donador d'acil (PhAc-
Asp(OBU")-OCam) ja que com s ha indicat anteriorment, la preparacié d' aquest
substrat és molt laboriosa. El dissolvent utilitzat en aguesta sintesi era acetat d' etil
amb un contingut de tampé de 0.2% (v/v) i e catalitzador papaina immobilitzada
sobre Celite. El rendiment de sintesi que es va obtenir va ser del 12%. L’ explicacio de
perqué s obtenia un rendiment tan baix es vatrobar a partir de les analisis per HPLC,
d’ on s extreia que a mesura que avangava lareaccio, els substrats s anaven consumint
i es detectava |’ aparicio de tres pics nous entre els minuts 24 i 27 de I'andlisi, tal i
com es pot observar en el cromatograma que es presenta a la Figura
iError!Argumento de modificador desconocido..
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del dipéptid
PhAc-Asp(OBU')-Tyr-OBzIl. Cromatograma on es poden observar els pics que
corresponen al dipéptid PhAc-Asp(OBu")-Tyr-OBzl i als subproductes PhAc-
Asp(OBU")-Tyr-Tyr-OBzl i PhAc-Asp(OBU')-Tyr-Tyr-Tyr-OBzl.

Aquests pics, després de ser andlitzats per espectrometria de masses van ser
identificats com a PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OBzl, PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Tyr-OBzl i
PhAc-Asp(OBU')-Tyr-Tyr-Tyr-OBzl.

Aixi doncs, € que indicaven aguests resultats, és que €l producte d’interes de la
reaccio, o sigui el dipéptid, era altament reactiu i per tant un bon donador d' acil per a
la segiient reaccio de formacié del compost PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Tyr-OBzl, € qual
també podia actuar com a substrat i per tant es sintetitzava un compost amb tres
residus de tirosina, aguesta Ultima reaccig, perd, era minoritaria respecte a les ante-
riors.
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Es evident, doncs, que aguesta cadena de reaccions es veia afavorida per I’ excés
de nucledfil respecte de donador d'acil en e medi de reaccio; conseguentment
semblava logic que la millora del rendiment d'aquest acoblament implicava treballar
amb un excés d’ aguest dltim.

Per aquest motiu es va dur aterme un assaig similar al’ anterior, pero ara utilitzant
una relacio donador d'acil/nucleofil 20/10 mM. En aguest cas, es va obtenir un
rendiment maxim de sintesi de producte del 21%, valor superior a de |’ experiment
previ (12%), perd tot i aixi continuava essent baix, donat que amb aquestes condi-
cions de sintesi es seguia detectant la formacié de productes amb més d’un residu de
tirosina.

Els resultats obtinguts es detallen a la Taula jError! Argumento de modificador
desconocido., junt amb € resultat d’un experiment que es va realitzar amb unes
concentracions de substrats superiors, fet que no va conduir a un increment en €
rendiment de lareaccio.

Relacio DA/Nu Temps (min) Rendiment maxim (%)
20/30 45 12
20/10 165 21
40/20 60 22

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
assolits en la condensacié entre PhAc-Asp(OBu")-OCam i H-Tyr-OBzl, variant
la relaci6 donador d’acil/nucledfil. Els experiments es van realitzar amb acetat
d’etil (0.2% (v/v) de tamp0)) i papaina immobilitzada sobre Celite.

Utilitzacié de H-Tyr-OAl com a nucleofil de la reaccio

A partir de la discussi6 anterior, S extreu com aconclusié que |’ ester benzilic de la
tirosina no es pot considerar un nucledfil adequat per ala sintesi del dipéptid que ens
ocupa. A continuacié com a aternativa per intentar millorar els resultats obtinguts
fins a moment, es va decidir estudiar lareactivitat de I’ ester a-lilic de latirosinacom
anucleofil d aguestareaccio.

Per aguest motiu es van realitzar un conjunt d’experiments utilitzant diferents
relacions de donador d' acil/nucledfil en un medi on el dissolvent emprat era acetat
d’etil amb un contingut de tamp6 de 0.2% (v/v) i el catalitzador papainaimmobilitza-
dasobre Celite.
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Els resultats obtinguts es presenten tot seguit a la Taula jError!Argumento de
modificador desconocido., d’ on es desprén com a tret general que els rendiments de
sintesi de producte utilitzant aguest nucleofil son superiors al's obtinguts anteriorment
amb H-Tyr-OBzl (vegi’s TaulajError!Argumento de modificador desconocido.).

Relacio DA/Nu Temps Rendiment maxim (%)
30/20 23h 55
40/20 18h 25’ 58
80/40 33h 61

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la reaccié entre PhAc-Asp(OBuU')-OCam i H-Tyr-OAl, variant la
relacio donador d’acil/nucleofil. Els experiments es van dur a terme amb acetat
d’etil (0.2% (v/v) de tamp0) i papaina immobilitzada sobre Celite.

Revisant les analisis cromatografiques corresponents a aguests experiments, s ob-
servava |’ aparicié de dos pics nous, que un cop identificats per espectrometria de
masses es va saber que corresponien al dipéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl i al
tripéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Tyr-OAl. Per tant, amb agquests resultats es pot afirmar
que e dipéptid a mesura que es va sintetitzant també actua com a donador d’ acil
d’unareacci6 secundaria en que es forma un compost amb dos residus de tirosina.

Tot i aixi, S observava que la rad: area de PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Tyr-OAl/area de
dipéptid treballant amb H-Tyr-OAl era inferior si es compara amb un experiment
similar on € nucleodfil eraH-Tyr-OBzl.

D’dtra banda —a diferencia del que passava amb el nucleodfil H-Tyr-OBzl— quan
s utilitzava I'ester allilic de la tirosina no es detectava I’ aparicié del compost amb
tres residus de tirosina.

Aixi doncs, a partir d' aquestes observacions es pot concloure que el dipéptid amb
I’ester C-terminal allilic és menys reactiu que el benzilic i aguest fet condueix a que
s obtinguin millors rendiments de sintesi del dipéptid amb € nucledfil H-Tyr-OAl.

Arribats en aguest punt de la investigacio, es va descartar |a subsequent utilitzacié
de H-Tyr-OBzl com a nucledfil en la sintesi del dipeptid i restava escollir entre els
altres dos derivats estudiats, o sigui H-Tyr-OMe i H-Tyr-OAl.

El rendiment maxim assolit emprant com a nucledfil H-Tyr-OMe (69%, vegi’'s
Taula jError!Argumento de modificador desconocido.) és Ileugerament superior
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as que sobtenen amb H-Tyr-OAl (Taula jError!Argumento de modificador
desconocido.) jaquelasintesi del dipéptid utilitzant com a nucledfil I’ ester metilic de
latirosing, presenta |’ avantatge que no condueix a la formacié de subproductes amb
més d'un residu de tirosina. De totes maneres aguest fet no es prou decisiu com per
escollir H-Tyr-OMe com a nucledfil de la reaccid. Primer cal estudiar la reactivitat
dels dos dipéptids PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OMe i PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl com a
donadors d'acil en la sintesi del tripeptid i després avaluar globalment quin dels dos
és el millor ester carboxiterminal de latirosina

5.2.2.2 Sintesi de PhAc-Asp(OBuUY)-Tyr-Met-OAl

Paral-lelament a's estudis de sintesi del tripéptid, i amb I’ objectiu d’avancar en
I'estudi global de sintesi de la CCK-8, es va provar si era possible dur a terme
I" acoblament 3+5.

Aquesta prova es va realitzar a partir del tripéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-OAl,
gue va ser sintetitzat quimicament, tot i que cal constatar que en aquest procés es va
produir racemitzacio. Per sintetitzar el tripéptid es va escollir I'ester allilic com a
grup carboxiterminal de la metionina perqué en estudis previs es va comprovar la
seva altareactivitat (Capellaset al., 1996b).

Efectivament I acoblament 3+5 vatenir éxit i per tant es vadecidir que s utilitzaria
e nucledfil H-Met-OAl en I’ estudi de la sintesi enzimatica del tripeptid.

5.2.2.2.1 Estudi de la sintesi del tripéptid PhAc-Asp(OBU")-Tyr-Met-OAl a
partir del donador d’acil PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-OMe

Estudi de la relacié donador d’acil/nucleofil

Ta i com ja s'ha vist en apartats anteriors (85.1.2.1), la relacié molar donador
d acil/nucledfil és un factor important a tenir en compte quan es comenga a estudiar
unareaccio, jaque en funcié d’ aguest parametre pot variar € rendiment de sintesi de
producte i laformacié de subproductes que poden interferir en posteriors reaccions s
no es realitza préviament una purificacio.

Per tal d'iniciar I’estudi d’aguest factor en la sintesi del tripéptid es va dissenyar
un grup d’experiments en els que es van fixar unes condicions de reaccid. En aquest
cas es tractava d’un medi organic amb baix contingut en aigua on el dissolvent
utilitzat era acetat d’etil amb un contingut de tampé de 0.2% (v/v). L’ enzim emprat va
ser a-QT immobilitzada sobre poliamida.
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Les diferents relacions donador d' acil/nucledfil amb les que es vatreballar van ser:
1.42/1,0.95/1i 1/1.5.

Es coneix que latrietilamina (TEA) pot actuar com a dissolvent mimétic de |’ aigua
degut al’ existencia d’ enllacos d’ hidrogen entre la TEA i les molécules d’ enzim. Aixo
podria millorar tant la flexibilitat conformacional de la a-QT com € seu estat
d'ionitzaci6 facilitant les interaccions enzim-substrat amb e nucléofil (Bell et al.,
1995; Kitaguchi et al., 1989).

Per aguest motiu, es va preparar també un experiment amb una relacié de substrats
0.95/1, addicionant un 0.5% (v/v) de TEA a medi de reaccid, per tal de comparar-lo
amb |’ experiment on no s havia addicionat TEA i poder avaluar aixi € seu efecte en
aquesta reaccio. El perfil del rendiment al llarg del temps per a aquests assgjos es pot
observar ala Figura jError! Argumento de modificador desconocido.. En general a
partir d'aguesta figura es pot constatar que sota les condicions estudiades, les
reaccions son extremadament lentes. D’ altra banda s observa que e millor rendiment
S assoleix treballant amb unarelacié donador d’ acil/nucledfil: 1.42/1 (60/42.26 mM).

A partir de les andlisis efectuades en aguests experiments es detecta la formacio
d’'uns subproductes que corresponen a la posterior reaccié del tripéptid amb el
nucleofil H-Met-OAl, donant Iloc a compostos amb diversos residus de metionina:
PhAc-Asp(OBU)-Tyr-(Met),-OAl, (n>1). El motiu de perqué es sintetitzen aguests
subproductes sembla que es troba en € fet que e tripéptid acaba essent més reactiu
com adonador d acil que el propi dipéptid.

Aixi doncs, unarad que podria explicar perqué no s obtenen rendiments superiors
en agquest enllag (el maxim assolit és del 47%), serialaformacioé d’ aguests subproduc-
tes que es sintetitzen a partir del tripéptid i que ja es comencen a detectar a partir de
les primeres hores de reacci6.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Perfil del rendiment
al llarg del temps en la reaccié entre PhAc-Asp(OBU')-Tyr-OMe i H-Met-OAl,
variant la relacié donador d’acil/nuclecfil. Els experiments es van realitzar
amb AE (0.2% (v/v) de tampd) i a-QT immobilitzada sobre poliamida.

D’altra banda, a partir de la Figura jError!Argumento de modificador
desconocido., s'observa que els rendiments obtinguts addicionant un 0.5% (v/v) de
TEA en el medi de reaccié sdn menors que els que s obtenen sense afegir-ne. Aquest
fet es pot explicar a partir de les analisis cromatografiques, on es detecten més
productes d’ hidrolisi quan en el medi de reaccio hi és present la TEA.

Estudi de la influéncia del dissolvent i del suport d’immobilitzacio de I’enzim

Amb I’ objectiu d'estudiar lainfluénciadel dissolvent i del suport d'immobilitzacié
de I’enzim en € rendiment de sintesi de producte d' aquesta reacci6, es va dissenyar
un grup d experiments trebalant en tots els casos amb la millor relacié donador
d’ acil/nucledfil trobadaen I’ estudi de |’ apartat anterior o sigui: 1.42/1 (60/42.26 mM).

Com adissolvent es va utilitzar acetat d' etil o acetonitril, (addicionant € contingut
de tampd que correspon a una a,, de 0.1) i els suports d'immobilitzacié assgjats van
ser Celitei poliamida.

A partir de les andlisis d’ aguests experiments s’ extreu com a conclusié que treba-
llant amb a-QT immobilitzada sobre Cdlite no es detecta activitat enzimatica, inde-
pendentment del dissolvent utilitzat. Aquest comportament ja s havia observat en la
sintesi del tripéptid Z-Gly-Trp-Met-OFEt realitzada en estudis previs (Capellas et al.,
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1996a), on per sota d'una activitat d'aigua de 0.5 es detectava molt poca activitat
enzimatica. Pel contrari, quan la a-QT esta immobilitzada sobre poliamida s observa
unaactivitat similar amb els dos dissolvents emprats.

Respecte als resultats obtinguts amb els dos dissolvents estudiats, es pot destacar
gue la reaccié transcorre més rapidament amb acetonitril que amb acetat d'etil, tot i
gue finalment els rendiments que s obtenen en ambdds casos son similars. En contra,
utilitzant acetonitril, es detecten certs problemes de solubilitat del productei tenint en
compte que aquest dissolvent és menys recomanable des del punt de vista ambiental,
esvadecidir seguir treballant amb acetat d’ etil.

5.2.2.2.2 Estudi de la sintesi del tripéptid PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Met-OAl a
partir del donador d’acil PhAc-Asp(OBuUY)-Tyr-OAl

Estudi de la relacié donador d’acil/nucleofil

A |'apartat anterior s'ha arribat a la conclusié que per a la sintesi del tripeptid
—utilitzant com a donador d'acil PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OMe— la millor relacio
donador d’ acil/nucleofil, sota les condicions estudiades és 1.42/1.

A continuacié, per tal de comparar la reactivitat del donador d'acil PhAc-
Asp(OBU)-Tyr-OAl amb la del derivat metilic, es va dissenyar un experiment treba-
[lant amb una relacié donador d' acil/nucledfil 1.5/1 i amb la resta de condicions
trobades com a optimes anteriorment (dissolvent: acetat d' etil i suport d'immobilitza-
cio: poliamida).

Cal assenyalar, que en aquest assaig es va addicionar € doble de quantitat de
preparacié immobilitzada respecte as experiments realitzats amb PhAc-Asp(OBU')-
Tyr-OMe, amb I’ objectiu de reduir el temps de reaccio, ja que s havia comprovat que
amb el derivat metilic el temps necessari per assolir el rendiment maxim de sintesi de
producte era extremadament llarg (141h 12').

Com aresultat d’ aguest experiment s' obté que sota les condicions estudiades, amb
el donador d acil PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl es tarda 21h 45’ en assolir € rendiment
maxim de sintesi de producte. El fet que la reaccié sigui meés rapida amb € derivat
al-lilic que amb el derivat metilic (tot i tenint present les diferents quantitats d’ enzim
addicionades), permet extreure com a conclusié que € primer és més bon donador
d'acil per a aquesta reaccid. Com a conseqgiiéncia treballant amb PhAc-Asp(OBU)-
Tyr-OAl —en aquestes condicions— es detecta menys formacio de subproductes amb
diversos residus de metionina que amb el derivat metilic. Aquest fet és important des
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d’ un punt de vista de procés, donat que la purificacié d aquests subproductes pot ser
bastant complexa.

Per tant, malgrat que el rendiment de sintesi de producte obtingut amb el donador
d’ acil PhAc-Asp(OBU') Tyr-OAl (35%) és |leugerament inferior al’ assolit amb PhAc-
Asp(OBU')-Tyr-OMe (47%), €els dos avantatges indicats anteriorment: menys temps
de reaccidé i menys formacié de subproductes amb diversos residus de metionina, fan
gue que es trii el derivat alilic per a continuar I’ estudi de la sintesi del tripeptid.

Tot i aixi, e fet que & PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl sigui un bon donador d'acil en
aguesta reaccié indica que és més facilment atacable tant per I'aigua com pel
nucleodfil H-Met-OAl. Per aquest motiu treballant amb e derivat a-lilic —amb una
relacié donador d’ acil/nucledfil 1.5/1— es detecten més subproductes d’ hidrolisi que
gquan semprava € derivat metilic en unes condicions similars (relacié donador
d acil/nucledfil 1.42/1). Per tant, amb la intencié d'afavorir I'atac al complex acil-
enzim per part del nucledfil respecte al de I’aigua es va decidir fer un estudi de la
reaccio incrementant la concentracio de H-Met-OAl en el medi de reaccio. Aixi esva
dissenyar un grup d experiments de sintesi del tripéptid utilitzant les seglients rela
cions donador d' acil/nucledfil: 1/1, 1/2, 1/4, 1/6, i 1/10i laresta de condicions les que
S havien determinat com a dptimes anteriorment.

El perfil del rendiment a llarg del temps per a aquestes reaccions es pot seguir ala
Figura jError!Argumento de modificador desconocido., on sinclou també
I’ experiment que s ha detallat previament (amb una relacié donador d' acil/nucledfil
1.5/1).

A partir dels resultats d’ aquests experiments s’ observa que s obté un increment del
rendiment maxim de la reacci6 a mesura que augmenta |’ excés de nucledfil fins auna
relacié donador d acil/nucleofil: 1/4. Un excés meés gran de H-Met-OAl: 1/6, 1/10, no
incrementa el rendiment.

D’altra banda comparant |'experiment realitzat amb una relacié donador
d'acil/nucledfil 1/4 amb el que té un excés de donador d'acil (1.5/1), s observa que
s obtenen els mateixos rendiments (35%). Cal assenyalar pero, que en €l primer cas es
detecten bastants subproductes amb més d’un residu de metionina degut a I’ excés de
nucledfil que hi ha en el medi de reaccié i en € segon cas la sintesi d aquests
subproductes és inferior perd a més es detecten subproductes d'hidrolisi. Per tant es
va decidir continuar treballant amb una relacié donador d' acil/nucledfil 1/4 ja que
d’ aquesta manera nomeés es detecten subproductes d’ un sol tipus.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.:Perfil del rendiment
al llarg del temps en la reacci6 entre PhAc-Asp(OBU')-Tyr-OAl i H-Met-OAl,
variant la relacié donador d’acil/nuclecfil. Els experiments es van realitzar
amb acetat d’etil (0.2% (v/v) de tamp0) i a-QT immobilitzada sobre poliamida.

Estudi de la reaccié amb papaina com a catalitzador

En els dos Ultims apartats s han estudiat diverses variables que afecten a la sintes
del tripéptid i a partir dels resultats obtinguts s han determinat les condicions més
favorables per ala sintesi d’ aquest enllag (donador d acil PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl,
relacio donador d' acil/nucledfil 1/4 i acetat d'etil). Tot i aixi —com ja s ha esmentat—
es segueix detectant la formacio de subproductes amb més d'un residu de metionina.
L’ aparicié d aguests compostos impedeix en part, que s obtinguin rendiments més
elevats en aquesta reacci i d altra banda presenten I’inconvenient que la seva poste-
rior eliminacié condueix a una disminucié del rendiment global en el procés d’ obten-
Cci6 dd tripéptid. Per tant arribats en aquest punt de la investigacio |’ objectiu seglient
eraintentar trobar unavia que evités laformacié d' aguests subproductes.

Aixi, la clau per solucionar aguest problema es creia que podia consistir en trobar
una proteasa que presenti especificitat pel donador d’ acil PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-OAl,
de manera que catalitzi la sintesi del tripéptid perd que a mateix temps no reconegui
aguesta Ultima molecula com a substrat.

Un enzim que ja S ha utilitzat extensament en aguest treball i que compleix
aguestes requisits és la papaina —proteasa que accepta un nombre ampli d’ aminoacids,
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tant com a donadors d' acil com a nucledfils, amb la condicié de que en posicid P, s hi
trobi un residu hidrofobic (preferentment Phe, Val, Leu)—. Aquest requeriment també
es pot acomplir treballant amb aminoacids protegits amb grups aromatics o alifatics.

Aixi doncs, es va dissenyar un experiment treballant amb les condicions optimes
trobades anteriorment perd utilitzant papaina immobilitzada sobre Celite en comptes
dea-QT.

L’ objectiu d’' aguest assaig era comprovar s amb aquest canvi s obtenien rendi-
ments més elevatsi si realment utilitzant aguest biocatalitzador es sintetitzaven menys
subproductes al llarg de la reaccio.

Els rendiments obtinguts a llarg del temps es mostren a la Figura
iError!Argumento de modificador desconocido. junt amb els de I’ experiment
realitzat en les mateixes condicions pero emprant a-QT com a biocatalitzador.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Perfil del rendiment
al llarg del temps en la reaccié entre PhAc-Asp(OBu")-Tyr-OAl i H-Met-OAl
(relacié donador d’acil/nucleofil 1/4). Les reaccions es van dur a terme amb
acetat d’etil (0.2% (v/v) de tamp0), variant I’enzim.

A partir de la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es
desprén que utilitzant papaina s assoleix un rendiment del 45% en 21 hores de
reaccié. A partir d’ aquest moment s observa que la reaccio evoluciona molt lentament
fins assolir un 48% de rendiment a les 75 hores de reacci6, moment en que
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I’ experiment va ser parat. D’altra banda es pot destacar que aguests rendiments son
Ileugerament superiors a maxim obtingut amb a-QT (35%).

En referéncia a la sintesi de subproductes amb més d’un residu de metionina a
partir del tripéptid, no es va detectar la sintesi d’ aquests compostos en el transcurs de
lareaccid. Tot i aixi, en les analisis cromatografiques d' aquest experiment es detecta-
val’ aparicio de dos pics nous que corresponien a PhAc-Asp(OBU)-Met-OAl i PhAc-
Asp(OBU')-Met-Met-OAl. Aquests subproductes provenien de I’ addicié de residus de
H-Met-OAl al derivat PhAc-Asp(OBU")-OCam. Cal recordar que aquest derivat es
trobava en el medi de reacci6 donat que en la sintesi del dipéptid PhAc-Asp(OBU)-
Tyr-OAl —a partir de PhAc-Asp(OBu")-OCam i H-Tyr-OAl— es va utilitzar un excés
de donador d'acil i no es va realitzar cap purificacié a llarg del procés per eliminar
aguest excés.

L’eliminacié dels esmentats subproductes (PhAc-Asp(OBU)-Met-OAl i PhAc-
Asp(OBU")-Met-Met-OAl) del medi de reaccié presenta els mateixos inconvenients
gue |’ extracci6 dels subproductes amb més d’un residu de metionina que es formen a
partir del tripéptid quan es treballa amb a-QT. Per tant és necessari intentar evitar la
sintesi d’ aguests compostos ja que en cas contrari |’ Us de papaina en comptes de a-
QT no suposa un avantatge rellevant pel procés. En agquest sentit es va considerar que
una solucié factible consistia en dur a terme I'diminacié del derivat PhAc-
Asp(OBU)-OCam mitjancant la hidrolisi selectiva de I'ester carboxiterminal i la
posterior extraccié del compost hidrolitzat, donat que és un procés senzill de realitzar.
Un cop eliminat e PhAc-Asp(OBU')-OCam del medi de reacci6 (tal i com es detalla
en € capitol de materials i métodes) es vareadlitzar un experiment igual que I’ anterior.
En aguesta ocasi6 es va obtenir un rendiment maxim de sintesi de producte del 40% i
no es va detectar cap subproducte en les andlisis corresponents. No obstant, restava
molt dipéptid sense reaccionar, fet que suggeria la possible desactivacio de I'enzim,
per la qual cosa es va decidir que s aprofundiria I'estudi, al mateix temps que
S'intentariamillorar el rendiment de lareaccio, tal i com es mostraa 85.4.2.2.

A continuaci6 es presenten dos cromatogrames gque corresponen a dos experiments
de sintesi del tripéptid cataitzats per a-QT (Figura jError!Argumento de
modificador desconocido.a) o per papaina (Figura jError!Argumento de
modificador desconocido.b). A partir d’aguests cromatogrames es poden observar
els subproductes que es sintetitzen en el cas en que s ha utilitzat a-QT, mentre que en
€ cromatograma que correspon a la sintesi amb papaina (prévia extraccio del derivat
PhAc-Asp(OBU')-OCam) no es detecten subproductes.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del tripéptid
PhAc-Asp(OBU")-Tyr-Met-OAl, catalitzada per a-QT (a) o papaina (b). En el
cromatograma (a) es poden observar els pics que corresponen als subproductes
amb més d’un residu de metionina, a diferéncia del cromatograma (b) on no hi
son presents.

En els darrers apartats s ha presentat I’ estudi de la sintesi del tripéptid utilitzant
com agrup N-a protector del donador d’ acil el grup PhAc. Donada la seva extensio, a
continuacié se'n presenta un resum aclaridor.

Aquesta investigacio —utilitzant com a donador d acil PhAc-Asp(OBuU')-Tyr-OMe-—
S hainiciat assgjant diferents relacions donador d’ acil/nucledfil (1.42/1, 0.95/1, 1/1.5)
i s’ha comprovat que € rendiment maxim (47%) s obté amb una relacio 1.42/1.
També s ha observat que I'addicié de TEA a medi de reaccié condueix a |’ obtencid
de rendimentsinferiors ja que es sintetitzen subproductes d' hidrolisi.

Cal assenyalar que en tots els experiments realitzats s ha detectat |a formacio de
subproductes que provenen de la posterior reaccio del tripéptid amb H-Met-OAll.

Fent referéncia al’ estudi del suport d'immobilitzacié i treballant a una a,, de 0.1,
s ha determinat que la poliamida és un suport més adequat que la Celite en aquesta
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sintesi donat que la a-QT immobilitzada sobre Cedlite en aguestes condicions no
presenta activitat enzimatica.

D’ altra banda s'han obtingut rendiments similars treballant amb acetat d’ etil 0 ace-
tonitril. Donat que amb acetonitril s'han presentat problemes de solubilitat i que
aguest dissolvent és menys recomanable des d'un punt de vista ambiental, s ha cregut
convenient continuar |” estudi utilitzant acetat d’ etil.

Utilitzant les condicions Optimes trobades treballant amb PhAc-Asp(OBU)-Tyr-
OMe, s’ ha comencat un estudi amb € donador d acil PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl i
s ha comprovat que aquest Ultim és més bon donador d'acil per aquesta reaccig, ja
que la sintesi del tripeptid evoluciona més rapidament i la sintesi de subproductes
amb diversos residus de metionina és |leugerament inferior. Seguidament s’ ha ampliat
I"estudi amb €l derivat a-lilici s'hatrobat que lareacié donador d’ acil/nucledfil més
adequada és 1/4. De totes maneres treballant amb aquesta relacié de substrats també
es detecta la formacio de subproductes amb més d’un residu de metionina. Tenint en
compte que I'eliminacié d agquests subproductes és molt complexa, interessa evitar
que es sintetitzin. Amb aquest objectiu es busca una proteasa que degut a la seva
especificitat no sintetitzi aguests compostos. Aixi, es comprova que treballant amb
papaina s evita la sintesi d' aquests subproductes i s obté un rendiment de sintesi del
tripéptid lleugerament més elevat. En contrapartida, utilitzant aquest enzim es detecta
la formacié dels subproductes PhAc-Asp(OBU')-Met-OAl i PhAc-Asp(OBU)-Met-
Met-OAl, que provenen de la reaccio entre PhAc-Asp(OBU")-OCam —romanent en €
medi de reaccié— i H-Met-OAl. Com a solucid, per a evitar la formacio d aquests
compostos, es determina hidrolitzar I'ester carboxitermina del PhAc-Asp(OBU)-
OCam i extreure el producte hidrolitzat abans de comencar la sintesi del tripéptid.

5.2.3 Estratéegia Asp+(Tyr+Met)

Fins al moment, s'ha dut a terme la sintesi del tripeptid R;-Asp(ORy)-Tyr-Met-
OR; (on Ry: Fmoc 0 PhAc, R, H 0 BU,, R3: Et 0 Al), seguint la via (Asp+Tyr)+Met.
Donat que seguint aguesta via € maxim rendiment assolit va ser de I’ ordre del 40%
(utilitzant €l grup N-protector PhAc), es va proposar continuar |’ estudi seguint |’ estra-
tegia Asp+(Tyr+Met) per aintentar millorar els resultats.

Aixi doncs, era precis plantejar-se com abordar primerament la sintesi del dipéptid
R-Tyr-Met-OAl. En primer lloc, calia escollir e grup protector (R) de I’extrem N-
terminal de la tirosina. En aquest cas es va decidir utilitzar com a grup protector el
grup Boc donat que es troba referit que és un bon grup protector (Calvet et al., 1992),
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el seu preu és més assequible que el d'altres grups protectors comerciasi d altra ban-
dala seva eliminacio en aguesta molecula no comporta dificultats.

5.2.3.1 Sintesi de Boc-Tyr-Met-OAl

Lasintes del dipeptid Boc-Tyr-Met-OAl esvarealitzar a partir dels substrats Boc-
Tyr-OCam i H-Met-OAl en un medi on el dissolvent era acetonitril amb un contingut
de tampd de 0.5% (v/v) i 0.5% (v/v) de TEA. L’enzim que es va Uutilitzar era a-QT
immobilitzada sobre poliamida.

Aquesta sintesi es va redlitzar a escala preparativa (obtenint-se un rendiment de
reaccio + purificacié del 86%), amb la finalitat d’obtenir una quantitat de dipéptid
suficient que permetés realitzar I estudi posterior del tripeptid.

Un cop obtingut €l dipéptid, a continuacio, era necessari dur a terme |’ eliminacié
del grup protector Boc, prévia sintesi del tripeptid. La desproteccié quimica d’ aguest
grup es vareditzar tal i com es detalla a capitol de materials i métodes (84.4.2.3.1)
assolint un rendiment del 100%.

5.2.3.2 Sintesi de R;-Asp(ORy)-Tyr-Met-OAl (on R;: Fmoc, PhAc i R3:
H, Bu")

5.2.3.2.1 Sintesi de Fmoc-Asp(OR)-Tyr-Met-OAl (on R: H, Bu')

Un cop preparat €l dipéptid H-Tyr-Met-OAl es va iniciar I'estudi de la sintesi del
tripéptid. En primer lloc es van fer unes proves preliminars de sintes d aguesta
molécula utilitzant el grup Fmoc com a grup N-a protector del donador d’'acil. El
motiu d'utilitzar aquest grup protector és el mateix que s exposa a 85.2 per a la
sintesi del mateix tripéptid mitjancant |’ estratégia (Asp+Tyr)+Met.

A priori, es podia contemplar la possibilitat d’ abordar aquest enllag tant per
control cinétic com termodinamic de lareaccid. Cal tenir present, pero, que els esters
en posicié C-terminal dels derivats Fmoc-Asp-OH i Fmoc-Asp(OBU')-OH no son
comercials, fet que implicava que agquestes esterificacions s havien de redlitzar en €
laboratori. Aquestes reaccions presentaven |'inconvenient afegit de que si es duien a
terme en medi acid es podia desprotegir € grup OBU' que protegeix | aspartic,
alternativament si I’ esterificacio es plantgjava utilitzant el metode de la sal de cesi, €
medi basic podia provocar la desproteccio del grup Fmoc. Vistes aixi les coses, esva
optar per dur a terme la sintesi sota control termodinamic de la reacci6. Aixi, es van
realitzar uns experiments en un medi organic amb baix contingut en aigua, utilitzant
com a donador d acil Fmoc-Asp(OR)-OH (on R: H, BU") i com a nucledfil H-Tyr-
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Met-OAl. El dissolvent emprat era acetonitril i es va assgjar |'addicié de diferents
quantitats de tampd en e medi de reaccid. Com a biocatalitzador es va utilitzar termo-
lisinaimmobilitzada sobre Celite.

Globalment, la conclusié que s extreu a partir d aquests experiments és que es
produeix I'eliminacio del grup protector Fmoc del tripéptid. D’atra banda, cal tenir
en consideracié que la sintesi de I’ octapeptid sera catalitzada per a-QT (proteasa que
treballa a pH basic) i possiblement amb I’addicié de TEA en e medi de reacci6. Per
tant, aguestes condicions de sintesi de caracter basic, encara afavoririen més |’ elimi-
nacié espontania del grup protector Fmoc, tant del tripéptid (que actuaria com a
donador d'acil), com del mateix octapéptid que s aniria sintetitzant. Per aquest motiu
es va descartar la utilitzacié del grup Fmoc i es va comengar a estudiar la viabilitat de
lasintesi del tripéptid utilitzant €l grup protector PhAc.

5.2.3.2.2 Sintesi de PhAc-Asp(OBuU")-Tyr-Met-OAl

Per ala sintesi del tripéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-OAl es va utilitzar com a
donador d'acil PhAc-Asp(OBU’)-OCam i com a nucledfil H-Tyr-Met-OAl en una
relacio 20/60 mM respectivament. El dissolvent emprat va ser acetonitril amb un
contingut de tampo de 0.5% (v/v) i la papaina es vaimmobilitzar sobre Celite.

El rendiment maxim assolit en aquesta reacci6 va ser Unicament de I’ 11%, després
de 4h 45 de reaccio, moment en que ja només quedava un 4% de nucleofil romanent.
L explicacio de perqué s obté un valor de rendiment maxim tan baix, es troba en la
gran quantitat de subproductes que es detecten a partir de les andisis
cromatografiques, tal i com es pot observar en el cromatograma que es presenta a la
Figura jError!Argumento de modificador desconocido..

Aixi, es pot esmentar que alguns dels pics corresponen a subproductes d’ hidrolisi,
mentre que altres —tot i que no ha estat comprovat mitjancant andlisi per espectrome-
tria de masses— es considera que corresponen a compostos que estan formats per més
d’ una molécula de nucledfil. La formacié d’ aguests Ultims subproductes explicaria el
fet que malgrat que el rendiment assolit en el moment de parar lareaccié és molt baix,
gairebé no resta nucledfil en el medi de reaccio.

Davant d aquests resultats es va creure que I’estudi de diferents factors per a
intentar optimitzar aguesta reaccié possiblement incrementaria e rendiment que
s havia obtingut, pero I’ aparicié de tants subproductes al llarg de la sintesi implicaria
un procés de purificacio del tripéptid complex i per tant també disminuiria €l
rendiment global, donant lloc a un procés complicat i no gaire viable Per tant, vistes
aixi les coses es va optar per desestimar aguesta via.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del tripéptid
PhAc-Asp(OBU")-Tyr-Met-OAl.  Cromatograma on es reflecteix la gran
quantitat de subproductes que es sintetitzen en aquesta reaccio.

5.2.4 Avaluacio de les dues estratégies de sintesi

L'estudi de la sintesi del tripeptid R;-Asp(OR,)-Tyr-Met-OR; (on R;: Fmoc,
PhAc, Ry H, BU'i Rs: Et, Al) s ha abordat a partir de les dues estratégies de sintesi
possibles (Asp+Tyr)+Met i Asp+(Tyr+Met), utilitzant diferents grups N-a protectors
dels donadors d'acil, sistemes de reaccié i esters carboxiterminals dels substrats.
Consegiientment €ls resultats obtinguts permeten avaluar quina és la via de sintes
més adequada per al’ aplicaci6 posterior anivell de procés.

Donat que un dels objectius del treball és evitar a maxim les etapes de purificacio
intermedies, és evident que interessa escallir |’ estratégia de sintesi amb la que s obtin-
guin rendiments més elevats i menys subproductes de reaccio.

Aplicant I’ estrategia de sintesi Asp+(Tyr+Met), s'han obtingut rendiments satis-
factoris (86%) en les reaccions de sintesi+desproteccio del dipéptid Boc-Tyr-Met-
OAl. Tot i aixi, es conclou que aquesta via no resulta adequada degut a baix
rendiment assolit (11%) i a gran nombre de subproductes que es generen en la
reaccio de sintesi del tripéptid (Asp + Tyr-Met), quan el donador d’acil esta protegit
amb € grup PhAc. A més s ha pogut constatar que aquesta estratégia tampoc resulta
apropiada en €l cas de treballar amb €l donador d'acil protegit amb €l grup Fmoc, ja
gue es produeix I’ eliminacio espontania d’ aquest grup protector a partir del tripéptid
que es vaformant.

D’ altra banda, aplicant I’ estratégia de sintesi (Asp+Tyr)+Met s’ han obtingut bons
rendiments (75%) en la sintesi del dipéptid Asp-Tyr a partir del donador d'acil
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protegit amb e grup Fmoc i en un sistema de reacci6 solid-solid, perd a |'hora de
sintetitzar e tripéptid també s ha detectat I’ eliminacio del grup Fmoc i laformacio de
molts subproductes.

En canvi, utilitzant la mateixa estratégia de sintesi (Asp+Tyr)+Met, perd
treballant amb € grup protector PhAc s obtenen rendiments de sintesi del tripéptid
meés elevats (40%) que amb |’ estrategia Asp+(Tyr+Met), no es produeix I’ eliminacio
del grup protector i laformaci6 de subproductes és molt menor. Per aquests motius, es
determina que aguesta és |’ estratégia més adequada per a la sintesi del tripeptid Asp-
Tyr-Met.

5.3 Estudi de les condicions de sintesi de la CCK-8

En aquest apartat es planteja com abordar la sintesi enzimatica de I’ octapéptid
PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBU')-Phe-NH, a partir del tripéptid
PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Met-OAl i del pentapéptid H-Gly-Trp-Met-Asp(OBU')-Phe-
NH.. Al llarg dels diversos apartats que s han presentat en aquest treball, per la sintes
dels diferents enllagos peptidics i també en els estudis previs, majoritariament s han
utilitzat sistemes de reacci6 organics amb baix contingut en aigua, treballant a una a,,
de 0.1. Aquestes condicions de reaccié han resultat efectives en la preparacio dels
fragments peptidics que condueixen al’ obtencié de I’ octapeptid. Per tant, davant I ex-
periencia adquirida en les reaccions préevies, es va plantgjar comencar a explorar
I’ ensamblatge d’ aquesta molecula treballant també en les mateixes condicions. Poste-
riorment es va estudiar laintroducci6 de les modificacions necessaries per a obtenir la
CCK-8.

5.3.1 Sintesi enzimatica de I’octapéptid

Tal i com es detalla a 85.2.2.2, es va dur a terme una prova prévia de sintesi de
I” octapéptid amb la finalitat de comprovar-ne la viabilitat. A partir d’ aquest experi-
ment es va detectar la formacié d'un subproducte majoritari que correspon a la
hidrolisi del tripéptid. A la vista d’aquest resultat i amb la intencié de maximitzar el
rendiment de la reaccio, es va creure convenient treballar amb un excés de tripéptid.
Aixi doncs, per ainiciar aquest estudi, es va dissenyar un experiment utilitzant una
relacié donador d'acil (PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-OAl)/nucledfil (H-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU")-Phe-NH,): 2.44/1 (24.08/9.86 mM). Com a dissolvents es van emprar
acetat d'etil o acetonitril (amb 0.2% i 0.5% (v/v) de tampd respectivament), ja que
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s6n els que s han utilitzat durant tot el treball”. En el medi de reacci6 es va addicionar
0.5% (v/v) de TEA i com a biocatalitzador es va utilitzar a-QT immobilitzada per
deposicié sobre poliamida. Un cop acabades les reaccions, es rentava I’enzim amb
dimetilformamida (DMF) per tal d' extreure els compostos que podien estar adsorbitsi
els rendiments corresponents es cal culaven després d' haver redlitzat aquests rentats.

Els rendiments maxims de sintesi obtinguts a partir d’ aquests experiments son: 1%
i 81% amb acetat d' etil i acetonitril respectivament. El producte va ser aillat i identifi-
cat per espectrometria de masses.

En e cas en que es va utilitzar acetat d'etil com a dissolvent, sorprén el fet que no
es sintetitza octapeptid, ja que a llarg de tots els enllacos peptidics realitzats anterior-
ment, s han obtingut rendiments de sintesi de producte similars treballant amb acetat
d’etil i acetonitril (aguest experiment es varepetir per assegurar la veracitat del resul-
tat). Després de rentar I’enzim amb DMF, es va comprovar que no s havia consumit
gens de pentapeptid i que I’ Unic subproducte de reaccié que s havia generat erala hi-
drolisi del tripéptid.

En referéncia a |’ experiment realitzat amb acetonitril, a partir de les andlisis cro-
matografiques corresponents, a llarg del temps, es detecta la disminucié d' area dels
substrats i I'aparicio d’ octapéptid. Un cop acabada la reaccié també es va rentar
I’enzim i es va recuperar una part d octapeptid que estava adsorbit assolint un
rendiment maxim del 81% com ja s ha esmentat.

D’ altrabanda, malgrat I’ alt rendiment obtingut en aquest experiment, cal
assenyalar que es detecta |’ aparicié del pic —amb una area important— que correspon a
lahidrolisi del tripeptid. Tot i que al’inici delareaccio, € tripéptid estroba en el me-
di en excés respecte al nucledfil, en el moment d' aturar I’ experiment s’ observa que ja
practicament s ha consumit tot, entenent que una part d’ aquest substrat reacciona per
donar lasintesi de |’ octapéptid i I’ atras hidrolitza.

Aquest fet suggereix que si S aconseguis disminuir lareaccio d’ hidrolisi del
donador d' acil, que es dona degut ala competicié de |’ aigua amb el nucledfil en I’ atac
a complex acil-enzim, possiblement augmentaria € rendiment de sintesi de I’ octa-
péptid. Amb aquest objectiu es va determinar repetir |’estudi anterior, perd ara
addicionant quantitats inferiors de tamp6 en el medi de reacci6: 0.3% i 0.4% (v/v).
Els rendiments aobtinguts a partir d' aquests experiments, junt amb el que s ha detallat

" Tant amb acetat d’ etil com amb acetonitril, s observava que el pentapéptid no era totalment
soluble en el medi de reaccio.
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previament (amb 0.5% (v/v) de tampd) es troben recollits a la Taula
iError!Argumento de modificador desconocido..

Tampé (%) Rendiment maxim (%)
0.3 83
0.4 79
0.5 81

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims de
sintesi de I’octapéptid PhAc-Asp(OBuU")-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-
NH, obtinguts variant el contingut de tampé del medi de reaccid.

A partir delsvalors de la Taula jError!Argumento de modificador desconocido.
es conclou que lavariacié del rendiment ésirrellevant en el rang de contingut d’' aigua
estudiat. A la vista d’'aguests resultats, es considera que per detectar diferencies
apreciables en € rendiment de la reaccio, caldria ampliar I’ estudi assajant continguts
d’'aigua en un interval més ampli. D’ aguesta manera continguts d’ aigua molt inferiors
disminuirien la hidrolisi del tripéptid perd possiblement afectarien negativament
I"activitat de I’enzim, efecte que ja ha sigut detectat en estudis previs en la sintesi del
tripéptid Z-Gly-Trp-Met-OFEt (Capellas et al., 1996a). Per tant es va determinar seguir
treballant aunaa,, de 0.1.

Fins a moment, s havia dut a terme la sintesi de I’ octapéptid amb a-QT immobi-
litzada sobre poliamida. A continuacio, per ampliar aquest estudi, es va decidir realit-
zar un experiment (amb acetonitril, 0.5% (v/v) de tampo, 0.5% (v/v) de TEA) i
I’enzim immobilitzat sobre Celite, ja que és I'altre suport utilitzat al llarg de tot €
treball.

El rendiment maxim de sintesi de producte obtingut en aquest experiment es troba
recollit ala Taula jError!Argumento de modificador desconocido., junt amb el de
I’experiment realitzat en les mateixes condicions perd amb I'enzim immobilitzat
sobre poliamida. Aixi, sobserva que en € segon cas € rendiment obtingut és
notablement superior i el temps de reaccié molt més curt.

A més es pot destacar que, utilitzant Celite com a suport, la velocitat de sintes
d’ octapéptid és menor que lad’ hidrolisi del tripéptid, de manera que en e moment de
parar la reacci6, tot € tripéptid que no ha reaccionat per donar octapéptid s ha
hidrolitzat, mentre que encara queda un 70% de pentapeptid sense reaccionar.
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Per aquests motius, resulta evident que la poliamida és un suport molt més adequat
gue la Cdlite, dins les condicions de sintesi estudiades per aguest enllag. A partir
d'estudis previs sobre la sintesi del tripeptid Z-Gly-Trp-Met-OEt, duts a terme per
col-laboradors del mateix grup dinvestigacié, ja s havia detectat que la a-QT
immobilitzada sobre Celite, a aguesta a,, practicament no presenta activitat (Capellas
et al., 19964). Posteriorment van comprovar que |'addicié de TEA en & medi de
reaccio incrementava |’ activitat; efecte que no s observa en el present estudi, possi-
blement degut a que la hidrofobicitat dels substrats provoca problemes d'interaccions
negatives substrat-enzim/suport.

Suport d’'immobilitzacid Temps Rendiment maxim (%)
Celite 170h 24
Poliamida 47h 18 81

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.:Rendiments maxims de
sintesi de I’octapéptid PhAc-Asp(OBu")-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-
NH, obtinguts utilitzant poliamida o Celite com a suports d’immobilitzaci6 de
la a-QT.

Com ja s ha esmentat ampliament a llarg del treball, un dels objectius del mateix,
és utilitzar en la sintesi dels diferents enllagos peptidics, dissolvents que siguin €
menys toxics possible de caraa una aplicacié anivell industrial. Tenint present que en
aguest acoblament, treballant amb acetat d'etil no es va detectar sintesi d’ octapéptid,
es va determinar a continuacié ampliar I’estudi d’aguest enllag, assgjant diferents
dissolvents que al’igual que I’ acetat d’ etil es consideren més adequats des del punt de
vistaambiental.

Aixi, es va redlitzar un grup d experiments amb els seglents dissolvents —que
pertanyen al grup 3 de la classificacié segons la Food and Drug Administration dels
EUA (Apéndix D)-: acetona, dimetilsulfoxid, acetat de metil, 2-propanol, tert-butil-
metiléter i tetrahidrofura. En cada cas es va addicionar € contingut d'aigua que
correspon aproximadament a una a,, de 0.1, (aguests valors van ser estimats a partir
del model tedric de contribucié de grups UNIFAC). La resta de condicions experi-
mentals eren les mateixes que s han descrit per a I’ experiment realitzat amb acetoni-
tril i 0.5% (v/v) de tamp0 i per tant un cop acabades les reaccions també es rentava
I”’enzim amb dimetilformamida per solubilitzar els substratsi el producte.
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A partir de la prova realitzada amb dimetilsulfoxid, no es va detectar disminucioé
de I'area de pentapéptid; comportament similar al que s havia observat anteriorment
utilitzant acetat d’ etil .

En generdl, treballant amb els altres dissolvents, s observava que malgrat que es
consumia bona part del pentapéeptid —en el cas del 2-propanol s esgotava tot—, gairebé
no es detectava octapeptid, excepte quan es treballava amb acetat de metil (tot i que
en aquest cas, I'area d’ octapéptid obtinguda era molt inferior si es compara amb la
dels experiments realitzats amb acetonitril). Tenint en compte, que es va rentar |’ en-
zim amb dimetilformamida (dissolvent que com s ha demostrat anteriorment és capag
d'extreure el producte adsorbit), es va descartar la possibilitat de que s hagués quedat
I’ octapéptid adsorbit sobre la preparacié enzimatica. A més, cal esmentar que a llarg
d’ aguests experiments es detectava |’aparicié d’'uns pics nous, amb arees bastant
diferents en funci6 del dissolvent utilitzat. Es desconeix la causa d’ aquest fenomen.
Per a determinar qué succeeix realment en agquestes reaccions caldria dillar aquests
subproductes i identificar-los per espectrometria de masses.

A lavista d'aguests resultats, per a futures investigacions, es proposa seguir estu-
diant € contingut d’aigua amb acetat de metil, ja que dins d’ aquest grup de dissol-
vents és |’ inic amb el que s ha detectat sintesi d’ octapeptid o bé assgjar altres dissol-
vents nous. Com a solucio per a aquest treball, es va determinar continuar I’ estudi
amb acetonitril, donat € bon rendiment obtingut amb aquest dissolvent.

5.3.2 Modificacions de I’octapeptid per a obtenir la CCK-8

Després d'haver sintetitzat I’ octapeptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU')-Phe-NH,, per a obtenir la CCK-8 era necessari primer eliminar els esters
tert-butilics que protegeixen els residus d'acid aspartic en posicié b i posteriorment
sulfatar latirosina.

5.3.2.1 Eliminacio dels esters tert-butilics de I’acid aspartic

L'eliminacié dels esters tert-butilics es va realitzar quimicament, tal i com es
descriu a capitol de materials i metodes (84.4.4.4.1), obtenint-se un rendiment del
78%. Cal destacar que I'aplicacié d aguest protocol suposa utilitzar productes molt
agressius des del punt de vista ambiental; per aguest motiu de cara a procés seria
aconsellable poder protegir els residus d'acid aspartic amb un ester que sigui
facilment eliminable mitjangant una metodologia més suau o aternativament fer la
sintesi sense protegir aquests residus d'aminoacids. En aguest aspecte, s havia
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estudiat la formacié d' alguns enllacos peptidics, en els que hi és present un residu
d' acid aspartic —com ara el pentapeptid Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, i €l tripeptid Asp-
Tyr-Met— sense protegir aguest aminoacid en posicié b. Malgrat que en aquests
estudis s havien obtingut rendiments inferiors respecte de quan es troba protegit, la
millora que suposa des d'un punt de vista de procés és important, i per tant caldria
avaluar globalment les dues opcions.

5.3.2.2 Sulfatacio de la tirosina

La reaccio de sulfatacio enzimética de |” hidroxil fendlic del residu de tirosina, va
ser estudiada per diversos membres del mateix equip d'investigacio (Delhom et al.,
1996). En aquest estudi es va utilitzar com a biocatalitzador una arilsulfotransferasa
d’ Eubacterium sp., immobilitzada per enllag covalent multipuntual amb gels d’ agaro-
sa. Es van assgjar diversos derivats peptidics, que es van sulfatar amb rendiments
superiors a 90%, excepte la Z-CCK -8 —péptid més llarg que es va provar— cas en que
no es va detectar sulfatacio.

A la vista d’'aguests resultats i tenint present que |I’enzim utilitzat en |’ esmentat
estudi no és comercial —per tant poc Util per a un procés— es va optar per dur a terme
la sulfatacié de la CCK-8 per via quimica, utilitzant com a reactiu acetil sulfat de
piridina (PAS). Aixi, es va dissoldre I'octapéptid en una mescla al 50% (v/v)
d’ acetonitril/dimetilformamida. Seguidament es va addicionar €l PASi € transcurs de
la reaccio es va seguir per HPLC. Cadl tenir present, que abans d’iniciar el procés de
sulfatacio de la tirosina, és important haver liofilitzat |’octapeptid per eliminar
qgualsevol traga dels compostos de la barregja que s ha utilitzat préviament en la
reaccio d' extraccié dels grups tert-butil i, d’atra banda, és necessari utilitzar el PAS
recent preparat i sec, ja que és un compost que s hidrata amb molta facilitat. En
aquestes condicions es va sulfatar la tirosina, assolint un rendiment de reaccio del
100%. Posteriorment el producte va ser aillat i caracteritzat per espectrometria de
masses.
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5.4 Procés de sintesi de la CCK-8

5.4.1 Proceés de sintesi del pentapeptid C-terminal de la CCK-8
(4-8)

5.4.1.1 Plantejament i comprovacié d’un nou esquema de sintesi

En e capitol d'introduccié (82.7), es detalla |’ estudi realitzat en treballs previs per
dur a terme les tres reaccions de sintesi que condueixen a |’ obtencio del pentapéptid
C-terminal de la CCK-8: H-Gly-Trp-Met-Asp(OBuU")-Phe-NH,, des d’un punt de vista
d’ optimitzacié del rendiment de cada acoblament enzimatic. Aixi, a partir de I’ esque-
ma de sintess que es va seguir (Figura jError!lArgumento de modificador
desconocido.), es pot destacar que es purificava cada intermedi abans de ser utilitzat
en la seglient reaccid. D’altra banda en cada acoblament s'emprava |'ester del
donador d'acil amb e que s obtenia millors rendiments, malgrat que aquest fet
impliqués incrementar el nimero d' etapes. Cal assenyalar també, que com a grup
protector de la glicina s utilitzava el grup Z, tot i que I’eliminacié d’aquest grup,
comporta certs inconvenients —sobretot quan a la sequéncia peptidica hi ha residus de
metionina— com ja s ha esmentat a §85.1.

En el present treball, en canvi, aguestes sintesis s enfoquen amb la idea de definir
un procés global per alasintesi del pentapéptid, que resulti senzill i factible a escala
preparativa. L’assoliment d’aguest objectiu comporta intentar maximitzar tant €l
rendiment de reaccié com de separacio perd simplificant o evitant sempre que sigui
possible les purificacions, disminuint € nimero d etapes intermédies o introduint
gualsevol atre canvi que faci més senzill el procés. Amb aquesta finalitat, i tenint
com a base els resultats i I'esquema anterior (Figura jError!Argumento de
modificador desconocido.), a continuacié es proposa un atre esguema per a la
sintesi del pentapeptid (Figura jError! Argumento de modificador desconocido.),
en el gue es modifiquen alguns factors que afecten ales diferents reaccions.

Aixi mateix, la viabilitat d aquests canvis es va comprovar duent a terme un
conjunt d’experiments de cada acoblament enzimatic, a escala analitica, els quals es
presenten a continuacio.

Dipéptid: R-Gly-Trp-OBzl (on R: PhAc, Mand)
A partir de I’estudi de sintesi del dipéptid Gly-Trp (detallat a 85.1.2), es conclou
gue tant el grup PhAc com Mand son bons grups N-a protectors per aquest enllag.
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Treballant amb el grup PhAc, entre els esters carboxiterminals assgjats, e que va
donar millors resultats és el carboxamidometilic (Cam). En € cas del grup Mand es
va sintetitzar el Mand-Gly-OCam pero el rendiment de purificacio que es va assolir
eramolt baix; per aquest motiu es vadecidir utilitzar e Mand-Gly-OBzl.

Per tant en I’ esquema que es presenta, com a donador d'acil de la reacci6 es va
emprar PhAc-Gly-OCam o Mand-Gly-OBzl i com a nucleofil H-Trp-OBzl. Donat que
els experiments que s han realitzat a respecte ja han sigut presentats, a continuacio
només es comenten les modificacions incloses en € nou esquema i € perqué de la
sevaintroduccio.
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Esquema de sintesi del pentapéptid, proposat als estudis previs
Z-Gly-OCam + H-Trp-OMe
* Papaina/Celite
* ACN + 4% Tampo I-I Rr = 98%
« DA/Nu=1/15 ‘{}. R; = 93%
* Extraccions liquid/liquid
Z-Gly-Trp-OMe
* Papaina I-I oo
« Extraccions liquid/liquid Ry Ry = 94%
Z-Gly-Trp-OH
» CsCl I-I =030
» Extraccions liquid/liquid ,{}, Ry = 93%
Z-Gly-Trp-OCam + H-Met-OAl
* a-Quimotripsina/Celite
* ACN + 0.5% Tamp6 + 0.5% TEA Rg =67%
* DA/Nu=1/8 R; =52%
» Cromatografiaflash
Z-Gly-Trp-Met-OAl + H-Asp(OBut)-Phe-NH,
* a-Quimotripsina/Poliamida
* ACN + 0.5% Tamp6 + 0.5% TEA R; =76%
* DA/Nu=1/15
Z-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,
- TFA I‘I
e HF R; =51%
«HPLC ‘{}'
H-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
R=17%

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Esquema de sintesi
del pentapéptid, proposat als estudis previs.
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Esquema de sintesi del pentapéptid proposat en el present treball

R-Gly-OCam + H-Trp-OBzI

* Papaina/Celite - PhAc Mand
* AE +0.2% Tampd (quan R=Mand) | | Ry = 100% Rk = 86%
AE saturat amb H,O (quan R=PhAc) R; = 100% R; = 86%
e DA/Nu=2/1
AV 4

R-Gly-Trp-OBzl + H-Met-OAl

* Evaporaci6 (només quan R=PhAc) - PhAc Mand
* a-Quimotripsina/Poliamida Rg = 78% R =78%
e AE + 0.2% Tamp0 + 0.55% TEA R; = 75% R; = 55%
* DA/Nu=1/6

R-Gly-Trp-Met-OAl + H-Asp(OBut)-Phe-NH,

* a-Quimotripsina/Poliamida - PhAc Mand
e AE + 0.2% Tampo + 0.5% TEA R; = 55% ( Ry = 40%
* DA/Nu=1/3

R-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH,

oA I-I - PhAc

‘{}' R, =78%
H-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH,

PhAC Mand
R = PhAc, Mand [R=329% |[ R = 19>

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Esquema de sintesi

del pentapéptid, proposat en el present treball.
*= Nomeés es va realitzar una etapa de desproteccio.
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Dissolvent

Es proposa utilitzar acetat d'etil en aquesta reaccié perque els resultats obtinguts
amb acetonitril son molt similarsi e primer és un dissolvent més adequat des del punt
de vista mediambiental, com ja s ha esmentat anteriorment al |larg del treball.

Grup protector

Sestudia s és factible la utilitzacié dels grups protectors PhAc i Mand com a
grups N-a protectors del donador d’acil en la sintesi del dipéptid. A més es compara
I’ efecte que exerceixen agquests dos grups protectors sobre la reactivitat dels donadors
d'acil assgjats en lasintesi del dipeptid Gly-Trp.

Relacié donador d’ acil/nucleofil

En els estudis previs es va utilitzar una relacié donador d’ acil/nucledfil 1/1.5, ara
es proposa emprar unarelacié 2/1. Tal i com esvaexplicar a85.1.2.1, aguesta modifi-
cacié és necessaria per a evitar que es produeixin reaccions secundaries que donen
Iloc a subproductes del tipus R-Gly-(Trp),-OBzl essent n>1 (on R: PhAc, Mand). Una
altra rad per a introduir aquest canvi és que € H-Trp-OBzl romanent en el medi de
reaccio —al no realitzar cap purificacié intermédia— podria reaccionar en e seglient
acoblament o sigui en la sintesi del tripeptid, produint subproductes indesitjats i
reduint aixi el rendiment de la reaccio.

Nucleofil

En I'estudi anterior de sintesi del dipéeptid es va fer servir com a nucledfil H-Trp-
OMe, perd I’ ester metilic en posicié C-terminal del dipéeptid li conferia baixa reactivi-
tat com a donador d'acil en la seglient reaccio; consequentment va ser necessari
hidrolitzar aquest ester i introduir €l derivat carboxamidometilic (Cam) que és molt
més reactiu.

En I’esquema actual, es proposa utilitzar el nucledfil H-Trp-OBzl. Aixi € fet de
sintetitzar el dipéeptid amb I’ ester benzilic en posicié C-terminal |i proporciona una
reactivitat elevada com adonador d’ acil en la seglient reaccio.

Eliminaci6 d’ etapes intermédies de purificacio
En e nou esquema que es planteja, s eliminen el maxim nombre possible d’ etapes
intermedies i purificacions entre la reaccio de sintesi del dipeptid i del tripeptid. En
canvi en |’ esqguema seguit en els treballs previs es purificava entre etapes per eliminar

€ls substrats que no havien reaccionat i els subproductes formats. En particular va ser
necessari purificar el substrat Z-Gly-Trp-OCam un cop preparat, ja que en cas
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contrari €ls reactius romanents utilitzats en la sintesi de I’ ester carboxamidometilic
(Cam) podien inhibir les reaccions subsequients.

Tripeptid: R-Gly-Trp-Met-OEt (on R: PhAc, Mand)

Per ainiciar |I'estudi de sintesi del tripéptid Gly-Trp-Met es va dissenyar un grup
d’ experiments utilitzant com a donador d’acil Mand-Gly-Trp-OBzl i com a nucledfil
H-Met-OEt, treballant amb la mateixa relacio molar donador d' acil/nucledfil (1/8)
gue en els estudis previs.

Donat que aquest estudi es realitzava amb una finalitat de procés, es va comengar
assgjant amb acetat d'etil (amb 0.2% (v/v) de tamp6) ja que és un dissolvent adequat
des d'aquest punt de vista. A més € fet d utilitzar el mateix dissolvent i contingut
d'aigua que en la reaccié prévia (sintesi del dipéptid) podia suposar un avantatge
perqué simplificaria el procés. Per tant només en el cas que en agquestes condicions no
funcionésla sintesi, es passaria a provar altres dissolvents.

Aixi aguests experiments de sintesi del tripéptid es duien aterme a partir del medi
dereaccio del dipeptid, previafiltracio del’enzim. A aquest medi se li addicionava H-
Met-OEt i a-QT immobilitzada sobre poliamida o Celite per iniciar lareaccio.

Treballant amb I'enzim immobilitzat sobre Celite es va obtenir un rendiment del
6% després de 23h 15’ de reaccid, mentre que amb poliamida es va obtenir un rendi-
ment maxim del 73% després de 7h 36'. Aquest Ultim valor es va considerar prou sa-
tisfactori ja que d'atra banda el rendiment obtingut en aguesta reaccio a partir de
I’esquema previ amb acetonitril (Figura jError!Argumento de modificador
desconocido.) era molt similar (67%). Per tant es va determinar continuar la
investigacio utilitzant acetat d'etil com a dissolvent i poliamida com a suport
d’ immobilitzacié de I’ enzim.

El seglient factor que es va estudiar va ser larelacio donador d' acil/nucledfil, per
tal de comprovar com afecta la disminucié de I’ excés de nucledfil en e rendiment de
lareaccid. Aixi, treballant en les condicions Optimes trobades anteriorment, es varea
litzar un grup d’experiments amb les seglients relacions donador d’ acil/nucledfil: 1/2,
1/45, 1/6 i 1/8. Els resultats d aquests assgjos es troben recollits a la Taula
iError! Argumento de modificador desconocido..

A partir dels valors d’ aquesta taula es desprén que I’increment d’ excés de nucl edfil
en el medi de reaccio condueix progressivament a un petit augment del rendiment de
sintesi de producte. Tenint present el canvi d’ escala que es realitzara posteriorment es
considera oportu arribar a un compromis entre €l rendiment de reacci6 que s assoleix
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i I'excés de nucledfil utilitzat. Amb aquest criteri doncs, es va considerar adequat
treballar amb un excés de nucleofil de 6 en comptes de 8 com s havia fet fins al
moment.

Relacio DA/Nu Rendiment maxim (%)
1/2 67
1/45 69
1/6 73
1/8 77

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la reaccid de sintesi del tripeptid Mand-Gly-Trp-Met-OEt a partir
d’un estudi realitzat amb diferents relacions donador d’acil/nucleofil.

Seguidament es va redlitzar I'estudi de sintes del tripéptid amb el grup N-a
protector PhAc, partint de les condicions que s havien determinat com a optimes en la
investigacio préviaamb el grup Mand, o sigui utilitzant acetat d’ etil amb 0.2% (v/v)
de tampod, relacié donador d’ acil/nucledfil 1/6 i poliamida com a suport d’ immobilit-
zacio del’enzim.

Donat que la reacci6 de sintesi del dipéptid PhAc-Gly-Trp-OBzl s havia realitzat
utilitzant acetat d'etil saturat amb tampd, abans d'iniciar la sintesi del tripéptid va
ésser necessari filtrar el medi de reaccio, evaporar el dissolvent, assecar €l solid i re-
suspendre’| amb acetat d' etil amb 0.2% (v/v) de tampb.

En aguest experiment no es va detectar sintesi de tripéptid. Es va creure que aixo
es devia a que es produia una acumulacio de sals que provenien del medi de lareaccio
anterior com a consegiencia de que en la reaccié de sintesi del tripéptid només es
dissolien amb un 0.2% (v/v) de tamp0 i agquest fet comportava una elevada forca
ionica que podia afectar I’activitat de I'enzim. Per evitar aquest problema es va
considerar la possibilitat de dur a terme la reaccio de sintesi del dipéptid amb acetat
d'etil saturat amb aigua en comptes de tampd i es va comprovar experimental ment
gque s obtenia e mateix rendiment de sintesi de producte en ambdds casos. A
continuacio, es va dur a terme la sintesi del tripéptid en les mateixes condicions de
reaccid que s han descrit, obtenint-se un rendiment del 72% (valor comparable al
73% obtingut amb el grup protector Mand).
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Anteriorment, utilitzant el grup protector Mand s havia comprovat que a una a,, de
0.1, la a-QT no presenta activitat si es troba immobilitzada sobre Celite. El fet de
treballar ara amb el grup PhAc ala mateixa activitat d’ aigua, feia pensar que I’enzim
tampoc seria actiu amb aguest suport. Aquesta suposiciO es va comprovar
experimentalment ja que no es va detectar formacié de producte en aquestes condi-
cions.

Un cop sintetitzat el tripeptid R-Gly-Trp-Met-OEt (on R: Mand, PhAc), donat que
en lareaccio de sintesi del pentapéptid també s utilitza a-QT com a biocatalitzador,
és necessari eliminar I’ excés de nucledfil (H-Met-OEt) present en el medi de reaccio,
ja que atrament es podrien formar subproductes del tipus R-Gly-Trp-(Met),-OFEt,
(n>1).

Al llarg de les reaccions de sintesi del tripeptid R-Gly-Trp-Met-OEt (on R: Mand,
PhAc) que s han descrit, s observava la formacié d' una emulsié blanca —tot i que
homogénia— en e medi. Per conéixer la seva composicié es va filtrar e medi d’ una
reaccid, obtenint aixi un solid blanc que un cop analitzat es va saber que corresponia
al tripéptid, mentre que e filtrat —transparent— contenia els substrats romanents
(sobretot I'excés de nucledfil H-Met-OEt), altres subproductes de la reaccié i una
petita porcié del tripeptid que és soluble en el medi de reaccid. Per tant, la baixa
solubilitat que presenta el tripeptid en el medi de reaccid, es podia aprofitar per
realitzar una purificacid “in situ” només filtrant. Aquesta metodologia és molt
operativa a nivell de procés ja que a treballar amb volums grans es poden emprar
filtres de placa porosa amb diferents mides de porus. En els experiments a escala
analitica pero, la separacio de H-Met-OEt es va seguir realitzant mitjancant extrac-
cions liquides.

A partir dels estudis previs es sabia que la sintesi del pentapéptid Z-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU')-Phe-NH, és més rapida amb e donador d acil Z-Gly-Trp-Met-OAl que
amb Z-Gly-Trp-Met-OEt (Capellas et al., 1997). Aixi, malgrat que I’ ester al -lilic sem-
bla més adequat per la sintesi del pentapéptid, fins a moment I’ estudi del tripéptid
s haviarealitzat amb |’ ester etilic per criteris econdmics. Arribats a aguest punt de la
investigacio es va decidir comprovar (amb €els grups N-a protectors PhAc i Mand) s
hi havia diferencies en la sintesi del tripéptid treballant amb el nucledfil H-Met-OAl o
H-Met-OEt.

A tal efecte es vareditzar lasintes de R-Gly-Trp-Met-OAl (on R: PhAc, Mand) i
els resultats d’ aguests experiments es comparen amb els que s havien obtingut en la
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sintesi de R-Gly-Trp-Met-OEt a la Taula jError!Argumento de modificador
desconocido..

Donat que la sintesi del tripéptid no es veu afectada per la naturalesa de |’ ester
carboxiterminal de la metionina (Et o Al), es va continuar € procés utilitzant H-Met-
OAl.

Donador d’acil Nucleofil Rendiment maxim (%)
Mand-Gly-Trp-OBzI H-Met-OFEt 73
Mand-Gly-Trp-OBzI H-Met-OAl 71
PhAc-Gly-Trp-OBz H-Met-OFEt 72
PhAc-Gly-Trp-OBzI H-Met-OAl 70

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments maxims
obtinguts en la reaccid de sintesi del tripeptid R;-Gly-Trp-Met-OR, (on Rj:
PhAc, Mand i R: Et, Al).

Aixi doncs, les modificacions que es proposen en el nou esquema de sintesi del
pentapeptid (Figura jError!Argumento de modificador desconocido.), respecte a
I"anterior (Figura jError!Argumento de modificador desconocido.) pel que faala
reacci6 de sintesi del tripéptid es poden resumir en els seglients apartats.

Dissolvent

Es proposa utilitzar acetat d’ etil amb 0.2% (v/v) de tamp6 en comptes d’ acetonitril
perqué s obté un rendiment raonable i en € cas en que es treballa amb el grup protec-
tor Mand aquest fet suposa I’ avantatge d’ aprofitar € mateix medi de reaccié del di-
péptid sense redlitzar etapes addicionals.

Grups protectors

A I'igual que esvafer en lareacci6 anterior, es conclou que és factible dur aterme
lareaccio de sintesi del tripeptid amb els dos grups N-a protectors (Mand i PhAc) que
S han provat.

Relacié donador d acil/ nucleofil

Es considera adequat des del punt de vista economic i de rendiment de la reacci6,
utilitzar un excés de donador d'acil (1/6), inferior a que s utilitzava en |’ esquema
previ (1/8).
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Purificacions

En I’esquema anterior, un cop sintetitzat el tripeptid, es realitzava una purificacio
per cromatografia flash, en el present cas, aprofitant que el producte ésinsoluble en el
medi, la purificacié del producte és molt senzilla ja que es reditza mitjancant
filtracions.

Suport d’immobilitzacio

En €l treball anterior s'emprava Celite com a suport d’ immobilitzacio de I’ enzim,
mentre que en agquest s utilitza poliamida ja que déna millors resultats quan estreballa
amb acetat d’ etil com a dissolvent.

Pentapéptid: R-Gly-Trp-Met-Asp(OBu")-Phe-NH, (on R: PhAc, Mand)

L’ estudi de la sintesi del pentapéptid R-Gly-Trp-Met-Asp(OBu'’)-Phe-NH; (on R:
PhAc, Mand) es varealitzar utilitzant com a dissolvent acetat d'etil (amb 0.2% (v/v)
de tampd). La resta de condicions de reaccid eren iguals a les dels estudis previs:
relacio donador d' acil/nucledfil 1/1.5, 0.5% (v/v) de TEA i a-QT immobilitzada so-
bre poliamida (Figura jError! Argumento de modificador desconocido.).

Com a resultat d’aquests experiments es desprén que es podia sintetitzar penta-
péptid amb els dos grups N-a protectors assgjats (PhAc i Mand). Tot i aixi s observa-
va que aguestes reaccions eren més lentes que les reaccions de sintesi del pentapéptid
realitzades en estudis previs (Capellas et al., 1997), possiblement a causa de que en €l
present cas no es purificava entre etapes. A fi d'incrementar la velocitat de reaccio es
va decidir augmentar I’excés de nucledfil, treballant amb una relacié donador
d'acil/nucledfil 1/3 i es va comprovar experimentalment gque efectivament disminuia
e temps de reaccid. De totes maneres la dificultat fonamental era que no es podia
avaluar acuradament el's rendiments de les reaccions degut a la insolubilitat d’ aquest
producte, que no permetia |’ extraccié de mostres homogénies (a diferéncia del que
succeia amb € tripéptid). Per solucionar aquesta qliestié es va optar per treballar a
escala preparativa amb un reactor de 200 ml de capacitat i determinar els rendiments
per pesada.

Aixi doncs, fins @ moment s ha comprovat —a escala analitica— la viabilitat del
nou esquema de sintesi del pentapéptid i ' han determinat les condicions idonies per a
dur aterme les diferents reaccions que condueixen al’ obtenci6 d’ aquesta molécula.
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5.4.1.2 Deteccio6 de problemes operacionals

A nivell preparatiu, les sintesis es van dur aterme en un reactor discontinu de tanc
agitat, d'on s'extreien mostres del medi reaccionant, per seguir I'evolucié amb €
temps dels substrats i productes i aixi poder determinar e moment d’ aturada de les
reaccions.

Malgrat haver decidit treballar amb acetat d’ etil en totes les reaccions, € fet d’ uti-
litzar una preparacié enzimatica diferent per a cada enllag, implicava que un cop fina-
litzada una sintesi calia filtrar e medi de reaccio i addicionar I’enzim corresponent
per iniciar la seglent.

A nivell practic aguest aspecte es va resoldre treballant amb un reactor dissenyat
amb una placa porosa a la seva part inferior; de forma que un cop acabada una
reaccio, per a obtenir I'enzim separat del sistema reaccionant, es col-locava un
recipient a la sortida inferior del reactor que s obria a mateix temps que s aplicava
una sobrepressié de N, a dins del reactor o bé alternativament s obria la sortida infe-
rior del reactor acoblada a un kitasato connectat al buit.

Cal esmentar també, que € reactor estava connectat a un sistema de gasificacio
que permetia bombollegjar nitrogen anhidre, per tal de desplagar inicialment I’ oxigen
present en el seu interior i mantenir posteriorment una sobrepressié de nitrogen.
Aquest corrent s aplicava per mantenir una atmosfera no oxidant a I’interior del
reactor quan I’enzim emprat era papaina, ja que altrament s oxidarien els ponts disul-
fur de les cisteines de la papaina, impedint el seu funcionament.

En primer lloc, es van redlitzar uns experiments inicials treballant amb aquest
reactor, per tal d'establir els problemes operacionals que es podien derivar degut al
canvi d'escada. Ca esmentar que en algunes d’ aguestes proves es va Uutilitzar €
donador d acil protegit amb el grup Boc, concretament Boc-Gly-OCam, tenint present
gue la viabilitat del procés amb agquest substrat ja s havia comprovat préviament a
escala analitica. EI motiu d'utilitzar aquest grup protector en aquests assajos preli-
minars no era altre que evitar el consum de Mand-Gly-OBzl i PhAc-Gly-OCam, ja
gue la seva sintesi —bastant |aboriosa- es realitzava integrament en el laboratori.

Es va redlitzar un primer experiment de sintesi del dipéptid a partir dels substrats
Boc-Gly-OCam i H-Trp-OBzl amb unarelacio entre ells 80/40 mM. Com a dissolvent
es va utilitzar acetat d’etil (100 ml) i es va addicionar un contingut de tamp6 de 0.2%
(VIv).

Per criteris econdmics es va considerar que es podia treballar amb una quantitat de
preparacio immobilitzada per unitat de volum de medi de reaccio inferior a la
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utilitzada en les reaccions a escala andlitica ja que en principi aquest fet només
allargaria €l temps de reaccio. Aixi es vainiciar lareaccio addicionant 2g de papaina
immobilitzada sobre Celite.

Donat que aguesta reaccié va evolucionar molt lentament es va haver d' addicionar
enzim fresc per aconseguir la conversié dels substrats. Seguidament es va iniciar la
reaccio de sintesi del tripéptid, en aguest cas, pero, la reaccié no va avancar. Per
aquest motiu es va analitzar el contingut d’aigua d’ una mostra del medi de reacci, tal
i com s ha detallat en e capitol de materials i métodes (84.3.5.1). Els resultats
obtinguts indicaven que hi havia: 3.66% (v/v) d'aigua en € medi; valor molt superior
al 0.2% (v/v) a que s havia determinat dur aterme lareaccid i finsi tot ala saturacié
del’ acetat d’etil (3.3%).

Per resoldre aguest problema es varealitzar un seguit de proves amb laintencié de
determinar quin factor o bé operacio feiaincrementar € contingut d’ aigua del medi de
reaccio.

En totes les proves, I'acetat d'etil utilitzat, era practicament anhidre i sempre
estava guardat en una ampolla amb tamis molecular per tal de mantenir-lo en
aquestes condicions. En primer lloc, es va comprovar que si es deixava un cert
volum daguest dissolvent dins € reactor amb totes les entrades tancades,
passades unes hores el contingut d’aigua també havia augmentat, de la mateixa
manera gque succeia quan el reactor contenia el medi de reaccio.

Seguidament es va comprovar que després de rentar el reactor, assecar-lo amb
calor —com es feia habitualment— no era suficient per eliminar I’ aigua retinguda a
la placa porosa. A partir d’ aquest moment es va establir, abans de comengar una
reaccio, connectar el reactor al buit i tot seguit fer-hi passar una certa quantitat
d' acetat d’ etil per acabar d' arrossegar I’ aigua romanent.

Després de prendre aquestes mesures, es va tornar a dipositar acetat d’ etil, dins el
reactor durant un cert temps. Aixi, es va poder comprovar gue immediatament
després d' haver-lo transvasat, € contingut d’aigua ja era de 0.5% i passades 24
hores: 0.59%. Per tant tot indicava que €l problema de I’'increment del contingut
d aigua només s havia solucionat parcialment. Arribats en aquest punt, i vistes les
proves que s havien realitzat, es sospitava que €l problema provenia del fet de
transvasar |’ acetat d’etil a|’ampolla on es preparava el medi i d'agui a reactor.
Per aguesta rad, es va comprovar experimentalment que el transvasament de
I"acetat d’etil a un altre recipient incrementava el contingut d’ aigua del dissolvent
per contacte amb |’ atmosfera, mentre que s aguesta operaci6 es feia utilitzant una
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xeringa/bomba, el contingut d’aigua de I’ acetat d’etil un cop dins € reactor era
de: 0.082-0.099%. Per tant, es va determinar que en els seglients experiments es
seguiria la segiient metodologia: preparar i introduir e medi dins € reactor
utilitzant una xeringa de vidre. A continuaci6 mesurar € contingut d'aigua i
addicionar només el percentatge de tampd restant per assolir un contingut total de
0.2% (v/v) dagua. A més a més, amb la mateixa finaitat de preservar e
contingut d’aigua del medi constant —evitant |’entrada d'aire humit— es va
determinar aplicar una sobrepressié de nitrogen durant el transcurs de les
reaccions.

Aplicant les mesures operacionals descrites fins ara es van dur a terme les sintesis
del di-, tri-, i pentapéeptid utilitzant com a donador d’acil de la primera reaccié Boc-
Gly-OCam. En aquests casos, les andlisis del contingut d’aigua de les tres reaccions
indicaven que es mantenia el percentatge d' aigua a llarg dels tres experiments.

Tot i haver resolt el problema de I’ augment del contingut d’aigua, I’ evolucié de la
reaccio del tripéptid no era satisfactoria, ja que part del substrat no reaccionavai la
velocitat de reaccio eramolt lenta.

Analitzant el problema es va posar esment en el fet que en lareaccio de sintesi del
dipéptid es treballa amb un excés de donador d’ acil (relacié DA/Nu: 2/1). El donador
d'acil és susceptible de ser hidrolitzat, donant lloc a un subproducte que acidifica el
medi, de manera que € pH del microentorn de |’ enzim pot ser molt inferior al’ optim.
A més, aguesta situacié s agreuja degut a que en cada experiment es mesurava la
guantitat d’aigua del medi abans de comencar la reaccié i només s addicionava la
quantitat de tamp6 que faltava per assolir un 0.2% (v/v) d’aigua i també pd fet que
per criteris econdmics, en el's experiments realitzats a escala preparativa s addiciona-
va menys quantitat de preparacio immobilitzada comparativament amb els d’'escala
analitica, de manera que la concentraci6 efectiva d’acid per gram de biocatalitzador
encara resultava ser més elevada. Per aguestes raons, es creu que I'enzim no es
trobava en les condicions optimes per a dur a terme la biocatdlisi i en conseqliencia
les reaccions no evolucionaven com s esperava.

Arribats en aquest punt de la investigacio, es va determinar tornar a comengar €l
procés de sintesi del pentapéptid utilitzant com a donador d'acil en la reaccié del
dipéptid Boc-Gly-OCam i prenent les seglients mesures per intentar preservar € pH
adequat a voltant del’enzim.

Incrementar la relacié de preparacié enzimatica immobilitzada per ml de volum
de reacci6, de maneraque sigui equivalent al de les reaccions a escala analitica.
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Incrementar la concentracié del tampo.

Addicionar una base organica (TEA) per a neutralitzar I'acidesa del medi de

reaccio.

En aguest experiment les reaccions van evolucionar més rapidament i assolint
bons rendiments.

5.4.1.3 Comparacio del procés de sintesi del pentapeptid utilitzant PhAc
0 Mand com a grups protectors dels donadors d’acil

Aixi doncs, un cop solucionats els problemes operacionals, caliatornar al’ objectiu
inicial que eral’avaluacio i comparacio del procés de sintesi del pentapéptid utilitzant
com agrups N-a protectors dels donadors d' acil: PhAc i Mand. Amb aquest objectiu,
i aplicant les mesures que s han descrit anteriorment per afavorir el bon funcionament
de les reaccions, es va dur a terme la sintes del pentapeptid: R-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU')-Phe-NH, (on R: PhAc o Mand). Per a iniciar aquest procés es va partir
dels donadors d’ acil PhAc-Gly-OCam i Mand-Gly-OBzl i del nucledfil H-Trp-OBzl,
amb unarelacié DA/Nu: 80/40 mM.

Cal assenyalar que en € cas de treballar amb el grup protector PhAc, donat que la
reaccid de sintesi del dipéptid es realitza amb acetat d'etil saturat i en la seglient
reaccié amb 0.2% (v/v) de tampd, en acabar la primera reacci és necessari evaporar
I"acetat d'etil saturat, assecar € solid a buit i tornar a resuspendre € dipeptid amb
acetat d'etil amb 0.2% (v/v) de tamp0, per ainiciar lareaccio de sintesi del tripéptid.

En e cas de treballar amb e grup protector Mand, com que s ha establert dur a
terme totes les reaccions amb acetat d’ etil amb un contingut de tampd de 0.2% (v/v),
aquest pas intermedi d'evaporacio del dissolvent no es reditza. Aixi, la comparacio
entre les vies de procés treballant amb els grups protectors PhAc o Mand és directa,
excepte pel que fa a aquesta etapa d'evaporacio, que d'atra banda no afecta a
rendiment d'obtencié dels productes malgrat que si repercuteix en una avaluacié
economicadel procés.

En les reaccions de sintesi del tripéptid R-Gly-Trp-Met-OAl i del pentapéptid R-
Gly-Trp-Met-Asp(OBU)-Phe-NH, (on R: PhAc, Mand), es formaven unes suspen-
sions solides a causa de la baixa solubilitat d’ aquests productes en el medi de reaccié
tal i com ja s’ ha comentat anteriorment en els mateixos experiments realitzats a escala
analitica. Aquest fet suposava un avantatge ja que va permetre separar-los dels altres
compostos mitjancant filtracions/extraccions.
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Aixi € procés dobtencié del tripéptid que es detalla a la Figura
iError!Argumento de modificador desconocido., consistia en separar €l medi de
I’enzim aprofitant que la suspensié solida passava per un filtre amb mida de porus
nimero 2, mentre que la preparacié immobilitzada no. En segon lloc, € medi filtrat
(més el rentat de I'enzim també filtrat) es passava per un filtre de mida de porus
nimero 3 que permetia separar € tripeptid (suspensio solida) dels atres components
del medi que quedaven en el filtrat. Aquest filtrat pero, també contenia una certa
quantitat de tripéptid solubilitzat (que venia donada pel producte de solubilitat del
tripéptid en & dissolvent). Per tal de millorar e rendiment de purificacio, es con-
centrava aquest filtrat —-provocant d’ aquesta manera la insolubilitzacio del tripeptid— i
es tornava a filtrar. Aquest procés es va repetir diverses vegades a mateix temps que
es prenien mostres de les diferents fraccions per tal de conéixer la puresa del producte
gue s extreiaen cada etapai s encara en quedavaen € filtrat.
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Separacio del tripeptid: R-Gly-Trp-Met-OAl (R: PhAc, Mand)
Contingut del reactor
Filtracio
(Porus n° 2)
Solid Filtrat

Filtracié
(Porus n° 3)

Salid Filtrat ~ Solid Filtrat

I

1) Rentat 1
2) Filtracio
(Porus n° 2)

>L

1) Rentat 2
2) Filtracié
(Porus n° 3)

>4L

Solid Filtrat
(llencar) |

R=Mand P 600ml AE 1) Concentracio
R=PhAc b 750ml AE <5 2) Filtracio

(Porus n° 3)
Rentat 2

R=Mand p 300ml AE Solid Filtrat
R=PhAc b 250ml AE 1|

|

|

Tripéptid

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Separaci6 del
tripéptid R-Gly-Trp-Met-OAl (R:PhAc, Mand).

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es presenten els
cromatogrames corresponents al tripeptid abans i després d' ésser purificat i un dels
filtrats obtinguts en €l procés de purificaci 6 respectivament.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del tripéptid
PhAc-Gly-Trp-Met-OAl. En els cromatogrames (a) i (c) es pot observar el
tripéptid abans i després d’ésser purificat respectivament. EI cromatograma (b)
correspon a una mostra d’un dels filtrats obtinguts al llarg del procés de
purificacié del tripéptid.

Respecte a I’ experiment de sintesi del pentapéptid, un cop acabada la reaccio, per
tal de separar e medi de |’enzim es va seguir el mateix procediment que pel tripéptid.
Aixi es va dipositar € contingut del reactor en un filtre de placa porosa (mida de
porus n° 2) i es va reditzar una filtraci6é. En aquest cas perd la major part del
pentapeptid es va quedar retingut ala placa porosajunt amb I’ enzim, obturant € filtre.
Per tant es va creure que hauria estat més efectiu fer una primera separacié del
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contingut del reactor per decantacid. Finalment doncs, la purificacié del pentapeptid
protegit amb els grups PhAc i Mand, es va realitzar segons els procediments que es
detallen a la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. i Figura
iError!Argumento de modificador desconocido. respectivament.

En primer lloc —com s ha esmentat— es va decantar el contingut del reactor,
obtenint-se el medi en bona part separat del solid (preparacio immobilitzada). El solid
es va rentar amb acetat d'etil per extreure els productes adsorbits, com es feia
habitualment. D’ altra banda, per acabar d’extreure la preparacié immobilitzada que
guedava en el medi de reaccig, es va addicionar acetat d'etil fins a solubilitzar €l
producte i després es va filtrar. A continuacio es van guntar els filtrats i la seglient
etapa arealitzar erala separacié del pentapéptid de la resta de compostos, mitjangant
extraccions liquides. Donat que € volum del filtrat era molt gran — per tant poc
operatiu per a realitzar extraccions— es va concentrar fins a 500 ml. Després de
realitzar aquesta operacio es va detectar la preséncia d’ una emulsié blanca que es va
separar per filtracio. El filtrat que es va obtenir contenia € pentapéptid i altres
subproductes. Mitjancant extraccions es va separar € pentapéptid de la resta de
compostos. D’altra banda el solid que va quedar en € filtre —treballant amb el grup
protector Mand— només contenia subproductes. En canvi utilitzant e grup PhAc,
aquest solid corresponia a una mescla de subproductes i pentapéeptid. En aguest Ultim
cas e producte va ésser separat redlitzant rentats amb acid citric/bicarbonat i
posteriorment filtrant. La diferent composicid observada d' aquest solid en funcié del
grup protector emprat indica que la naturalesa d’ aquest grup confereix diferent solubi-
litat al pentapéptid.

A laFigura jError!Argumento de modificador desconocido. es presenten dos
cromatogrames on es pot observar el pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-
NH, abansi després de ser purificat.

A la Taula jError!Argumento de modificador desconocido. es presenten els
rendiments obtinguts en cada reaccié del procés de sintesi del pentapeptid i també el
rendiment de separacié per aquests dos grups protectors (PhAc i Mand).

Aixi, s observa que e rendiment de lareaccio de sintesi del dipéptid és molt elevat
amb els dos grups protectors, tot i que treballant amb e grup Mand és |leugerament
inferior. En I’ etapa de separacid, s assoleix un rendiment del 100% en €l's dos casos,
ja que es tracta Unicament de separar €l medi de reaccio de I'enzim i evaporar en €l
cas del grup PhAc.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Separacié del
pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NHs.
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Separacio del pentapéptid: Mand-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH,

Contingut del reactor
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\ 4
Solid
|

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Separaci6 del
pentapéptid Mand-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del
pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,.En els cromatogrames (a) i
(b) es mostra el pentapéptid abans i després d’ésser purificat respectivament.

Rendiment (%)

pr(oatreuc?or Dipeptid  Tripeptid  Pentapeptid
r s r s r+s
PhAC 100 100 78 96 55
Mand 86 100 78 71 40

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Rendiments obtinguts
en les reaccions de sintesi (r) i separacio (s) dels productes R-Gly-Trp-OBzl, R-
Gly-Trp-Met-OAl i R-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH, (on R: Mand o PhAc).

En lareaccio de sintesi del tripéptid s obtenen els mateixos rendiments (78%) pels
grups PhAc i Mand, aquest fet indica que la naturalesa del grup N-a protector del do-
nador d'acil no afecta a la reactivitat d’aquest substrat en aguesta reaccié. En €
procés de separacio dels tripéptids PhAc-Gly-Trp-Met-OAl i Mand-Gly-Trp-Met-
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OAl, malgrat que es realitza e mateix procediment en els dos casos, s obté un
rendiment inferior quan estreballaamb €l grup protector Mand.

Cal destacar que en lareaccio de sintesi del pentapéeptid €l rendiment de reacci6 i
separacié es presenten conjuntament degut a que el pentapéptid és molt insoluble en
el medi dereaccid i per tant els valors de les arees dels cromatogrames corresponents
no son fiables per a avaluar els rendiments de sintesi de producte d' aquesta reaccié.
Per tant es calcula € rendiment global per pesada després de realitzar la separacio.
Aquest rendiment també és més elevat quan es treballa amb el grup protector PhAc
gue amb el Mand, perd no es pot determinar si aquesta diferéncia entre els dos grups
és deguda al’ etapa de reacci6, separacié o ambdues.

Desproteccio6 del pentapeptid

Després de redlitzar la sintesi i separacié del pentapeptid: R-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU')-Phe-NH, (on R: PhAc, Mand), calia eliminar enzimaticament el grup N-a
protector de la molécula i posteriorment avaluar globalment e procés, amb els dos
grups N-a protectors utilitzats: PhAc i Mand.

Com jas haesmentat a 85.1.3, malgrat les variables modificades a Ilarg dels dife-
rents experiments realitzats, per intentar desplacar al maxim la posicio de I’ equilibri
en favor de la desproteccié, no s havien abtingut resultats gaire satisfactoris. Per
aguesta rao, es feia necessari trobar una solucié de procés que permetés augmentar
I’avang de la reaccié de desproteccid perqué aixi el procés de sintesi del pentapeptid
en conjunt fos viable.

L’ estratégia que es va proposar, consisteix en realitzar la desproteccié del penta-
péptid —treballant en les condicions Optimes trobades a partir de I’ estudi de §85.1.3-
separar €l pentapeptid protegit del desprotegit i tornar a comencar e procés de
desproteccié amb el pentapéptid que no s hagi desprotegit en la primera etapa.

Cal assenyaar, que |’ etapa de separacio és senzilla de realitzar perque €l fet que
una molécula estigui protegida i I'altre no, els hi confereix una solubilitat molt
diferent. D’aguesta manera € pentapeptid protegit es separava del desprotegit
mitjangant extraccions liquides, posteriorment s evaporava el dissolvent que contenia
e pentapéptid protegit i estornava ainiciar una segona etapa de desproteccié similar
a la primera. Seguint aguest procediment, en la primera etapa de desproteccio del
pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBuU")-Phe-NH, es va obtenir un 48% de rendi-
ment, determinat per pesada. Seguidament es va realitzar una segona etapa i es va
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assolir un rendiment global del 78%, tal i com es pot veure a partir de la Taula
iError!Argumento de modificador desconocido..

De la mateixa manera es va iniciar una primera etapa de desproteccié del penta-
péptid Mand-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH, en la que només es va obtenir un 6%
de rendiment. Aquest valor tan baix, indica que treballant amb € grup protector
Mand, la posicio de I’ equilibri és molt més desfavorable que pel grup protector PhAc
amb el que es va obtenir un 48% de rendiment, treballant en les mateixes condicions.
Per tant, a la vista d’ aguests resultats no es va creure interessant realitzar una segona
etapa de desprotecci6 del pentapéptid protegit amb e grup Mand.

Arribats en aquest punt de lainvestigaci6 ja es podia avaluar globalment el procés
del pentapeptid. A la Taula jError!Argumento de modificador desconocido. es
presenten €ls rendiments del procés de sintesi del pentapéptid, els de desproteccid i
elsglobals (sintesi + desproteccid) obtinguts amb el's dos grups protectors.

Rendiment del pentapéptid (%)

Grup Procés d
protector roces de Desproteccio Global
sintesi
PhAc 41 78 32
Mand 19 6* 1*

*: Esvarealitzar una sola etapa de desprotecci6 del pentapeptid

Taula jError! Argumento de modificador desconocido.: Rendiments assolits en
el procés de sintesi, desproteccid i global del pentapéptid R-Gly-Trp-Met-
Asp(OBu")-Phe-NH, (on R: PhAc, Mand).

Aixi malgrat que hi ha una notable diferencia en els rendiments del procés de
sintesi entre els dos grups protectors emprats (41% i 19% amb PhAc i Mand respecti-
vament), cal assenyalar que la reaccio de desproteccid és I’ etapa en que s obté una
diferencia de rendiment més gran entre els dos grups (tenint present que amb el grup
Mand només es va reditzar una sola etapa de desproteccié del pentapéptid).
D’ aquesta forma globalment € procés de sintesi amb el grup PhAc, s assoleix amb un
valor bastant més elevat que amb e grup Mand (32% i 1%) respectivament.

Malgrat que I’ s del grup PhAc comporta una etapa d evaporacié addicional que
disminuiria la rendibilitat econdmica del procés, com s ha pogut comprovar, la seva
viabilitat és molt superior a la via corresponent a grup Mand. Per tant a la vista
d’ aquests resultats, s'infereix que el grup PhAc resulta més adequat per dur aterme e
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procés de sintesi del pentapéptid. A la Figura jError!Argumento de modificador
desconocido. es presenta I’ esquema del procés gque es proposa per a I’ obtencié del
pentapéptid H-Gly-Trp-Met-Asp(OBU")-Phe-NH, utilitzant e grup N-a protector
PhAC.
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Sintesi del pentapéptid: H-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH,
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J
+ (AE+ Tampb sHi et OAT)
J, <{ a-QT/ Poliamida }
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. g
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l
[ PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBuY)-Phe-NH, ] + _
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| Extraccions liquides ==
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del
pentapéptid H-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NHj (utilitzant el grup N-protector
PhAc. a: vegi’s Figura jError! Argumento de modificador desconocido.. b:
vegi’s figura Figura jError! Argumento de modificador desconocido..
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5.4.1.4 Comparacio i discussio dels resultats obtinguts en el present
treball amb els obtinguts en I’estudi previ

A continuacié es presenta la comparacié i discussié dels resultats obtinguts
aplicant el nou esquema de procés per a la sintesi del pentapéptid (Figura
iError!Argumento de modificador desconocido.), utilitzant €l grup N-a protector
PhAc, respecte els de I'esqguema seguit en els treballs previs (Figura
iError! Argumento de modificador desconocido.), emprant € grup protector Z.

Aixi, alaTaula jError!Argumento de modificador desconocido. es mostren els
rendiments obtinguts en els processos de sintesi del dipéptid, tripéptid i pentapeptid
(els quals engloben s rendiments de reaccid, separacio, purificacié o atres etapes
intermeédies que hagin sigut necessaries per a obtenir la molécula corresponent). A
més, també es presenten €l's rendiments de desproteccio del grup N-a protector i €
global per a cada esquema, treballant amb els grups protectors. Z i PhAc.

Rendiment (%)

Grup
protector Rrocé_s P.rocég Procés _ .,
Dipéptid Tripeptid Pentapeptid eaprEiEes’d |
z 81 52 39 100 17
PhAc 100 75 55 78 32

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Comparacié dels
rendiments assolits en cada etapa fins a I’obtencié de H-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
NH; i H-Gly-Trp-Met-Asp(OBu")-Phe-NH,, treballant amb els grup N-a
protectors Z i PhAc respectivament, a escala preparativa.

Els rendiments de reaccio de sintesi del dipeptid assolits son: 98% i 100% amb els
grups protectors: Z i PhAc respectivament. D’ altra banda, els rendiments del procés
del dipéptid, tal i com es pot observar ala Taula jError! Argumento de modificador
desconocido. son: 81% i 100% respectivament pels mateixos grups protectors.
D’aquests valors destaca doncs, que amb el nou esquema, un cop sintetitzat el
dipeptid, I’ Gnica etapa intermédia que es realitza és I’ evaporacié del dissolvent, per
aguest motiu el rendiment de procés és € mateix que el de reaccid. En canvi seguint
I’'esquema dels estudis previs (Figura jError!Argumento de modificador
desconocido.), un cop sintetitzat € dipéptid, es van dur a terme un seguit d’ etapes
intermédies que es resumeixen en: extraccions liquides, hidrolis de I'ester
carboxiterminal del propi dipéptid (Z-Gly-Trp-OMe) i introducci6 de |'ester
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carboxamidometilic que li confereix una reactivitat més ata. Totes aguestes
modificacions, fetes per millorar el rendiment de reaccié de la sintesi posterior,
compliquen el procés i comporten per tant que e rendiment globa (81%) sigui
bastant inferior a de lareaccid de sintesi (98%).

El rendiment de sintesi del tripéptid assolit utilitzant com a donador d' acil Z-Gly-
Trp-OCam és lleugerament inferior (67%) respecte al valor obtingut treballant amb €l
donador d' acil PhAc-Gly-Trp-OBzl (78%). A partir de I’ esquema seguit en els estudis
previs, un cop sintetitzat el Z-Gly-Trp-Met-OAl es readlitzava una purificacio mitjan-
cant una cromatografia flash, obtenint aixi un rendiment de procés del tripeptid del
52%. En canvi, en |’ esquema actual un cop sintetitzat el tripeptid PhAc-Gly-Trp-Met-
OAl, e procés de separaci6 es readlitza simplement filtrant, de manera que s obté un
rendiment global de procés de tripéptid del 75%.

Respecte a la reaccié de sintesi del pentapéptid, a partir de I’ esquema dels estudis
previs (Figura jError!lArgumento de modificador desconocido.) S obtenia un
rendiment de reaccié del 76%. Tot seguit es realitzava la desproteccié quimica de
I’ester tert-butilic que protegeix I'acid aspartic, una precipitacio del producte,
I’eliminacié quimica del grup Z i una purificacié del pentapéptid per HPLC. El
rendiment d’aquestes dues reaccions de desproteccio va ser del 100% i el de les
purificacions (precipitacio + purificacio per HPLC) del 51%. Per tant, el procés global
de sintesi, desproteccié i purificacié del pentapéptid s assolia amb un rendiment
global del 39%. Malgrat haver obtingut un rendiment de desproteccié del grup Z del
100%, cal tenir present que aquesta etapa es va realitzar amb acid fluorhidric en unes
installacions especialsi per tant no ésfactible anivell de procés.

Aplicant I'esquema actual (amb € grup protector PhAc, Figura
iError!Argumento de modificador desconocido.), la sintesi, separacid i
desprotecci6 del pentapéptid es varealitzar amb un rendiment final del 43%. Cal asse-
nyalar que aquest valor no és directament comparable amb & 39% esmentat
anteriorment ja que no es va realitzar la desproteccié de I’ ester tert-butilic. Aquesta
desprotecci6 es va determinar que es redlitzaria un cop sintetitzat |’ octapeptid per tal
de desprotegir els dos esters tert-butilics d’ aguesta mol écula en una sola etapa.

Com aconclusio, s extreu que el procés que es plantgja en €l nou esquema és més
senzill i ecologic ja que la purificacié del producte es redlitza “in situ”, mitjancant
filtraciong/extraccions, aprofitant la baixa solubilitat del producte en e dissolvent i
d altra banda la desproteccid enzimatica és més suau que I'eliminacié quimica del
grup Z.
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Globalment, a partir de I’ esquema seguit en els treballs previs, s havia obtingut €l
pentapéptid H-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, amb un rendiment del 17% i una puresa
del 99.8%. En canvi aplicant I’ esquema actual es va sintetitzar el pentapeptid H-Gly-
Trp-Met-Asp(OBU')-Phe-NH, amb un 32% de rendiment. En aquest cas es va obtenir
un producte menys pur, perd donat que aquest pentapeptid s havia d' utilitzar com a
nucleofil en lareaccio de sintesi de I’ octapéptid, es va considerar més adient realitzar
lapurificaci6 per HPLC en cas necessari, un cop sintetitzat |’ octapeptid.

D’ aquests resultats s extreu com a conclusié que la sintesi del pentapéptid seguint
I’esquema actual, amb €l grup N-a protector PhAc, suposa una aternativa viable i
amb avantatges.

5.4.2 Proces de sintesi del tripeptid N-terminal de la CCK-8 (1-
3)

Tal i com s ha esmentat a 85.2.4 —on es comparen les diferents vies de sintesi del
tripéptid N-terminal de la CCK-8 (Asp-Tyr-Met)— es va determinar dur aterme|’en-
samblatge d’'aguesta molecula a escala preparativa seguint |’ estratégia de sintes
(Asp+Tyr)+Met i utilitzant com a grup protector del donador d'acil el grup PhAc. A
continuacio es detalen els experiments realitzats per a I’ obtencié del dipéptid Asp-
Tyr i posteriorment del tripéptid Asp-Tyr-Met a escala de grams.

5.4.2.1 Sintesi de PhAc-Asp(OBU")-Tyr-OAl

Lasintes del dipéptid Asp-Tyr a escala preparativa, es va reditzar a partir de les
condicions trobades en I’ estudi realitzat a escala analitica. Per tant, com a donador
d'acil es va utilitzar PhAc-Asp(OBU')-OCam i com a nucledfil H-Tyr-OAl amb una
relacio 80/40 mM respectivament. El dissolvent emprat era acetat d'etil i es va
addicionar la quantitat de tampd necessaria per obtenir un contingut total de 0.2%
(v/v) d'aiguaen el medi de reaccio.

Donat que e volum del medi de reaccié d aquest experiment era de 290 ml, no es
va poder treballar amb el reactor que s ha descrit anteriorment pel procés de sintesi
del pentapeptid. Aixi doncs, es va utilitzar un reactor de vidre, esféeric, amb tres
deflectorsi 500 ml de capacitat.

En € transcurs de la reacci6, va arribar un moment en que es va detectar mitjan-
cant les analisis cromatografiques corresponents, que I’ area de dipéptid comencava a
disminuir i com a consequéncia € quocient: area de dipéptid/area de PhAc-
Asp(OBU')-Tyr-Tyr-OAl també decreixia, s es comparava amb € de les mostres
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extretes anteriorment. Donat que encara quedava nucledfil en e medi sense
reaccionar, es va interpretar que la velocitat de sintesi del subproducte PhAc-
Asp(OBU)-Tyr-Tyr-OAl, en aquell moment ja era major que la de sintesi del dipéptid
i per tant es va determinar aturar la reacci6, filtrant I'enzim. Seguidament, amb la
intenci6 de recuperar lamajor quantitat possible de producte es varentar |’ enzim amb
acetat d' etil.

A continuacié no es va separar €l PhAc-Asp(OBut)-OCam ja que aquest substrat
no interaccionava si I’ acoblament de la H-Met-OAl es fes amb a-QT, perd si que fou
necessari extreure €l nucledfil H-Tyr-OAl que havia quedat romanent en € medi, per
a evitar que donés molécules amb varis residus de tirosina. Amb aquesta finalitat es
van redlitzar extraccions liquides, de manera que finament, després d evaporar €l
dissolvent, es va obtenir un solid que contenia: PhAc-Asp(OBU')-Tyr-OAl, PhAc-
Asp(OBU)-Tyr-Tyr-OAl i PhAc-Asp(OBuU')-OCam (substrat que s havia addicionat
en excés al’iniciar lareacci6). El rendiment global de sintesi del dipéptid i separacio
del nucledfil H-Tyr-OAl va ser del 62%.

Paral-lelament a |’ experimentacié que s esta detallant, es duia a terme |’ estudi de
sintes del tripéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-OAl a escala anditica, que s ha
presentat a 85.2.2.2.2. Donat que finalment es va veure que era més convenient
sintetitzar I’ enllag Asp-Tyr + Met amb papaina, calia continuar €l procés del dipéptid
extraient el PhAc-Asp(OBuU")-OCam, ja que en cas contrari aguest compost podria
actuar com a substrat i reaccionar amb H-Met-OAl en la seglient reacci6 de sintesi del
tripéptid.

Una manera simple d’ aconseguir aquesta separacio era hidrolitzant I’ ester carboxi-
terminal (Cam) d’ aquest substrat mitjancant |’ addici6 d’ una solucié de carbonat sodic
(veure materials i metodes, 84.3.1.4). Un cop acabada aquesta reaccio, es va separar
el substrat hidrolitzat (PhAc-Asp(OBU)-OH) del dipéptid mitjancant extraccions
liquides. El rendiment d’aquest procés (hidrolisi de I’ester carboxamidometilic i la
seva extraccid) va ser del 65%. Donat que e rendiment de la reaccié d hidrolis de
I’ester Cam era practicament del 100%, és obvi que la disminucié del rendiment
global d'aquesta etapa va ser deguda a procés de separacio del producte hidrolitzat;
per tant seria convenient optimitzar el procés d’ extraccio.

Analitzant de forma global les diferents etapes realitzades, es dedueix que la
sequiencia seguida (conseguéncia de lainterseccié en e temps dels dos estudis) no és
lamés adequada. Per tant, |’ estratégia de procés que es proposa consisteix en realitzar
la sintesi del dipéptid, la hidrolisi de I'ester Cam del PhAc-Asp(OBuU’)-OCam i
extraccions liquides per extreure conjuntament el PhAc-Asp(OBU)-OH i & nucledfil
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H-Tyr-OAl, de manera que segurament aixi €l rendiment del procés de purificacio
seria superior.

5.4.2.2 Sintesi de PhAc-Asp(OBuU")-Tyr-Met-OAl

Tal i com sha esmentat a 85.2.2.2.2, en reditzar I'estudi de sintesi d’aguest
tripéptid a escala analitica, € rendiment de la reaccié era moderat ja que aquesta no
avancava malgrat que restaven substrats sense reaccionar en el medi. Aquest fet, esva
creure que era degut a que es produia una desactivacio de I'enzim i en aquest cas es
va considerar que I’addicio d enzim nou, previa filtracio del que ja s havia utilitzat,
podia ser una solucié de procés. En contrapartida hi havia el fet que € cost del
biocatalitzador —papaina— utilitzat habitualment al llarg del treball és molt elevat. Per
aguest motiu es va creure convenient provar € mateix enzim d'una atra firma
comercial, que té un preu meés assequible tot i que la seva puresa no és tan elevada.
Aixi, es va comprovar experimentalment que amb aguest nou enzim s obtenia un
perfil de reaccié similar a de la papaina utilitzada habitualment i per tant és e que es
vafer servir en lasintesi del tripéptid a escala preparativa.

A continuacio es detalla |’ experiment realitzat per a obtenir el tripeptid N-terminal
de la CCK-8 (Asp-Tyr-Met) a escala de grams, treballant amb les condicions optimes
trobades a partir de I’ estudi presentat a 85.2.2.2.2.

Es va utilitzar com a substrats, e donador d’ acil PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl i el
nucledfil H-Met-OAl, amb una relacié molar 1/4 (26.9/107.6 mM) respectivament i
com a dissolvent acetat d’ etil. Lareaccié es vadur aterme en el mateix reactor que es
va emprar per a la sintes del dipéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl. Després de
transvasar € medi de reaccio en € reactor, es va addicionar el contingut de tampo
necessari per assolir un contingut d’aigua total de 0.2% (v/v). Per iniciar lareacci6 es
va addicionar papaina immobilitzada sobre Celite.

En conjunt es van realitzar cinc etapes de sintesi del tripéptid, amb addicié
d’ enzim nou a cadascuna d' elles. Entre les diferents etapes, per no perdre substrats i
producte que estaven adsorbits en I’enzim, es rentava el biocatalitzador i com a
conseqliéncia s incrementava € volum del medi de reaccid.

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es recullen €els
rendiments acumulatius assolits en acabar cada una de |es etapes.

Malgrat que seguint aquesta estratégia va augmentar el rendiment de la reaccio des
d'un 37% fins a un 63%, sembla gue no es donava un problema de desactivacié de
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I’enzim, ja que en tal cas en cada etapa de sintesi s hauria d’ obtenir un increment en
e rendiment similar.

65
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Perfil del rendiment
acumulat en les diverses etapes de sintesi del tripéptid PhAc-Asp(OBu")-Tyr-
Met-OAl.

A lavistad aquests resultats, es va sospitar que hi havia unainhibicié pel producte
i gque en cada nova etapa, el fet de diluir € producte permetia avancar meés la reaccio.
Per tant, com a soluci6 de procés, es va proposar extreure €l producte abans d’iniciar
una etapa de sintesi. En concret, la separacié del tripeptid del medi de reacci6 es va
realitzar precipitant aguest compost en acetat d’ etil/hexa, al mateix temps que s anava
filtrant la mescla de dissolvents que contenia els subproductes i els substrats de la
reaccio dissolts. El rendiment obtingut en aquesta etapa va ser del 86% i es va aconse-
guir un producte amb una puresa del 76%.

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido. es presenten dos
cromatogrames corresponents a tripeptid, abans i després d'ésser purificat
respectivament.

A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido.a es detecta €l
subproducte PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Tyr-OAl (que prové de la reaccié anterior de
sintesi del dipéptid), el dipéptid PhAc-Asp(OBU')-Tyr-OAl i € tripéptid. A banda (tot
i que no absorbeix a la longitud d’ona de I'andlisi i per tant no es pot veure en el
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cromatograma), també hi ha el nucledfil H-Met-OAl ja que la reaccié es va redlitzar
amb exceés d’ aguest substrat. Per tant, I’ eliminacié simultania d’ aguests subproductes
també era necessaria de cara a la continuacio del procés, o sigui per la subsequent
obtenci6 de I’ octapéptid. En cas contrari es podrien obtenir com a subproductes de la
reaccié de sintesi de |’ octapéptid: |’ heptapeptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU)-Phe-NH, i  I'octapéptid  PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Tyr-Gly-Trp-Met-
Asp(OBU")-Phe-NH; entre d'altres. Tot i aixi els subproductes que es van eliminar
fonamental ment amb aquesta purificacio van ser: H-Met-OAl i PhAc-Asp(OBU)-Tyr-
OAl mentre que la major part de PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Tyr-OAl no es va separar del
tripéptid, tal i com es pot observar en e cromatograma de la Figura
iError!Argumento de modificador desconocido.b.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del tripéptid
PhAc-Asp(OBU")-Tyr-Met-OAl. En els cromatogrames (a) i (b) es mostra el
tripeptid abans i després d’ésser purificat respectivament.

Donat que e liquid filtrat obtingut a partir del procés de separacié del tripéptid
contenia bastant dipéptid, es va optar per tornar a engegar una altra etapa de sintesi
del tripéptid afegint € nucledfil (H-Met-OAl) necessari per restaurar la relacié dona-
dor d acil/nucledfil inicial (1/4). En aquesta reaccid es va assolir un rendiment del
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27%. Aquest valor demostra que el fet d' haver extret la major part de tripeptid del
medi va permetre tornar a incrementar e rendiment de la reaccio, ja que no es va
produir inhibicié pel producte. D’aquesta manera el rendiment total de sintesi del
tripéptid, si es tenen en compte les cinc etapes anteriors i aquesta Ultima, és del 71%.
Per tant, el rendiment global de tot € procés (sintesi+separacid) del tripeptid és del
61%.

Conseqlientment aquests resultats corroboren que resulta més adequat precipitar i
separar € producte de la reaccié després de cada etapa de sintesi. D’ aquesta manera,
amb un nimero inferior d’ etapes, es podria assolir un rendiment igual o superior i a
mateix temps també es disminuiriael consum d’ enzim.

Com a resum, a la Taula jError!Argumento de modificador desconocido. es
mostra de forma conjunta els rendiments obtinguts en les diverses etapes que s han
realitzat des de que es vainiciar lasintesi del dipéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-OAl fins
al’ obtenci6 del trip&ptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-OAl purificat.

Etapa Rendiment (%)
Sintesi dipéptid + separacio 62
Extraccio ester Cam 65
Sintesi tripeptid 71
Separacio tripeptid 86
Procés global (dipeptid i tripéptid) 24

Taula jError! Argumento de modificador desconocido.: Rendiments assolits en
les diferents etapes que condueixen a I’obtenci6 del tripéptid PhAc-Asp(OBU')-
Tyr-Met-OAl a escala preparativa.

Analitzant aquests resultats, s'infereix que els rendiments es podrien incrementar,
donat que la separaci6 del nucledfil H-Tyr-OAl un cop sintetitzat € dipéptid no és
necessaria, perqué es pot realitzar conjuntament amb I'extraccié del PhAc-
Asp(OBU')-OH (després d’ hidrolitzar I’ ester Cam). L’ altra etapa que també es podria
millorar serialasintesi del tripéptid, extraient el producte més d’ una vegadatal i com
jas hacomentat anteriorment.

També sextreu com a conclusio global que, malgrat € treball reditzat per
optimitzar la reaccié de sintesi del tripéptid Asp-Tyr-Met variant: grups protectors,
esters carboxiterminals dels substrats, enzims, sistemes de reaccid, etc. (85.2),
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Iincrement més notable en e rendiment s ha produit amb les aproximacions de
proces.

Un cop fet aguest estudi doncs, I’ esgquema de sintesi que es proposa pel tripéptid
PhAc-Asp(OBU')-Tyr-Met-OAl, es pot veure a la Figura jError!Argumento de
modificador desconocido..

5.4.3 Sintesi de I’octapéptid PhAc-CCK-8 a escala preparativa

Lasintesi de |’ octapéptid C-terminal de la colecistoquinina (PhAc-Asp(OBU')-Tyr-
Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBU')-Phe-NH,) a escala preparativa, es va realitzar treballant
amb les condicions de reaccié optimes que es van trobar a partir de I’ estudi de 85.3.1.
Aixi doncs, es va utilitzar com a donador d'acil € tripéptid PhAc-Asp(OBU)-Tyr-
Met-OAl i, com a nucledfil el pentapéptid H-Gly-Trp-Met-Asp(OBu")-Phe-NH, amb
unarelacio: 2.44/1 (23.44/9.6 mM) respectivament. El dissolvent emprat era acetoni-
tril, amb 0.5% (v/v) de TEA i es va addicionar la quantitat hecessaria de tamp0 per
assolir un contingut total d'aigua de 0.5% (v/v). El biocatalitzador utilitzat era a-QT
immobilitzada sobre poliamida.

Quan es va detectar que lareaccio jano avancava més, es va aturar, filtrant el
medi de reaccié i es va rentar I’enzim amb metanol, per extreure el producte que
podia estar adsorbit.

A partir de les andlisis cromatografiques corresponents, es va calcular que el rendi-
ment de sintesi de producte d' aguesta reacci6 era del 82%, valor molt similar a que
s havia obtingut préviament a realitzar I’ estudi a escala analitica (81%). Seguidament
es va redlitzar la separaci6 de |’ octapeptid de la resta de subproductes i substrats pre-
sents en el medi de reaccié mitjangant un procés de precipitacioffiltracio amb meta-
nol, assolint un rendiment del 72% i un producte amb una puresa del 82.4% (estimada
cromatograficament). A la Figura jError!Argumento de modificador desconocido.
€s mostra un cromatograma on es pot observar I’ octapéptid un cop purificat.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi de
I’octapéptid PhAc-Asp(OBU')-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH,. En el
cromatograma es pot apreciar el pic que correspon a I’octapéptid un cop
purificat.

Aixi doncs, €l rendiment global de sintesi i separacié de |’ octapéptid va ser del
59%. A continuacio per obtenir la PhAc-CCK-8, era necessari realitzar les modifica
cions que s han descrit a 85.3.2, 0 sigui I’ eliminaci6 dels esters tert-butilics que prote-
geixen els residus d'acid aspartic i la sulfatacié de la tirosina. Aquests processos es
van dur aterme, assolint-se uns rendiments del 79 i 100% respectivament. A la Taula
iError!Argumento de modificador desconocido. es troben recollits els rendiments
de cada etapa reditzada per a abtenir la PhAc-CCK-8 i a la Figura
iError! Argumento de modificador desconocido. es mostra esquematicament agquest
procés. Es proposa com a objecte de treballs posteriors, redlitzar la desproteccié de la
PhAc-CCK-8 seguint la mateixa metodologia utilitzada en la desproteccié del
pentapéptid.

Etapa Rendiment (%)
Sintesi octapeptid 82
Separaci6 octapéptid 72
Sintesi + separacio 59
Extracci6 grups tert-butil 79
Sulfatacié tirosina 100
Procés global 47

Taula jError! Argumento de modificador desconocido.: Rendiments assolits en
les diferents etapes realitzades per a I’obtencié de PhAc-Asp-Tyr(SOs)-Met-
Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHs,.
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Aixi doncs, per concloure el capitol de resultats i discussid, |’ esgquema global per
al’abtencié de la PhAc-CCK-8 és e que es presenta a la Figura jError! Argumento
de modificador desconocido..
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——  Sintesi del tripeptid: PhAc-Asp(OBuUt)-Tyr-Met-OAl
¢ (—{ Papaina/ Celite }
PhAc-Asp(OBuY)-Tyr-OAl
+
PhAc-Asp(OBut)-OCam + H-Tyr-OAl + PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Tyr-OAl
¢<=|' Hidrolisi ester Cam |
PhAc-Asp(OBuY)-Tyr-OAl
+
PhAc-Asp(OBUY)-OH + H-Tyr-OAl + PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Tyr-OAl
| Fase aguosa ]
PhAC-Asp(OBU)-OH . |<‘,='| Separacio (extraccions liquides) |
+
PhAc-Asp(OBuUY)-Tyr-OAl
; + (H-Met0Al ]
PhAc-Asp(OBuY)-Tyr-Tyr-OAl
¢ (—{ Papaina/ Celite }
PhAc-Asp(OBuUY)-Tyr-Met-OAl
+
PhACc-Asp(OBUY)-Tyr-Tyr-OAl + H-Met-OAl
+
PhAc-Asp(OBuW)-Tyr-OAl
{ Papaina/ Celite }—)
Purificaci6 del tripeptid
1) Precipitacio amb hexa/ AE -
2) Filtrecio (CAETampd ¥ HMEtOAT) +(_Residu |
Filtrat
PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Tyr-OAl
+
H-Met-OAl
+
PhAc-Asp(OBWY)-Tyr-OAl
Solid
[ PhAc-Asp(OBuY)-Tyr-Met-OAl ]

Figura jError! Argumento de modificador desconocido.: Sintesi del tripéptid
PhAc-Asp(OBU')-Tyr-Met-OAl.
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— Sintesi de I’octapéptid: PhAc-Asp-Tyr(SO,)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, —

J, <{ a-QT/ Poliamida }

PhAc-Asp(OBuY)-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH,
+

PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH,,
+
PhAc-Asp(OBuY)-Tyr-Met-OH + PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Met-OAl
+
H-Gly-Trp-Met-Asp(OBuY)-Phe-NH,,

Purificacié de I’ octapéptid:
<: 1) Addici6 de metanol

2) Concentracié
3) Filtracio

e [Filtrat]
PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Met-OAl
H-Gly-Trp-M et-AJ;p(OBut)-Phe-NH2
PhAc—Asp(OB:‘)-Tyr-M et-OH
KPhA c-Asp(OB ut)-Tyr-Tyr-GIy-':Trp Met-Asp(OBut)-Phe-NH,

PhAc-Asp(OBuY)-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH,

Eliminaci 6 esters tert-butilics:

1) Reaccio

2) Precipitacio amb éter
[Solid |

Solid
[ PhAc-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, ]

¢<==|' Sulfataci6 tirosina |

[ PhAc-Asp-Tyr(SO,)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, ]

| ot )

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Sintesi de
I’octapéptid
PhAc-Asp-Tyr(SO3)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,.
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Procés global de sintesi de la PhAc-CCK-8
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[Separacié ?entapéptid] | Fig. 4g

(Separacio Tripepiid] [ Fig. 53] (_PRACGly-Trp-Met-Asp(OBu)-Phe-NH, |
| [Desproteccic’) pentapéptid(PGA)] | Fig. 42J
|
(| PrAC-ASp(OBU)-Tyr-Met-0Al |——F)—{  H-Gly-Trp-Met-Asp(OBu)-Phe-NH, |

Jin,

[ PhAc-Asp(OBUY)-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBu')-Phe-NH, ]

[ Separacio Ioctapépti d]

[ PhAc-CCK-8 |




218 iError! Argumento de modificador desconocido.

Figura jError! Argumento de modificador desconocido.: Esquema global de
sintesi de la PhAc-CCK-8.



Capitol 6 Conclusions

En la present tesi s'ha desenvolupat un procés per a la sintesi enzimatica de la
PhAc-CCK-8. Com aconclusions del treball es pot destacar:

% En aguest procés s ha aconseguit minimitzar el nombre d etapes intermedies i
s’ han simplificat o evitat les purificacions, a mateix temps que s han optimitzat
els rendiments de reaccio.

% En la major part d etapes del procés s han utilitzat dissolvents/reactius respec-
tuosos amb e medi ambient.

% Shaaconseguit un procés susceptible al canvi d’ escala.

% Sha demostrat que la penicil-lina G acilasa immobilitzada per enllag covalent
multipuntual és un potent catalitzador per a la N-proteccié amb els grups PhAc i
Mand de diferents derivats d'aminoacids amb |’ extrem carboxiterminal esterifi-
cat. Utilitzant aquesta metodologia s han obtingut rendiments (>72%) en la N-
protecci6 dels derivats que no contenen grups carboxil lliures, utilitzant sistemes
de reacci6 bifasics, sota control termodinamic de la reaccié. La millor estrategia
per ala N-protecci6 de derivats de I’ acid aspartic amb el grup b-carboxil lliure ha
estat un sistema monofasic, sota control cinétic, obtenint-se rendiments de 50-
60%.

& Shacomprovat I’ altareactivitat dels derivats PhAc-Gly-OCam i Mand-Gly-OBz
en lareacci6 de sintesi del dipéptid Gly-Trp (4-5) de la CCK-8 —amb papaina—,
assolint-se rendiments superiors al 80%.

&  Shan investigat i comparat les dues estratégies de sintesi possibles del tripéptid
Asp-Tyr-Met i se 0’ han extret les seglients conclusions.

(Asp+Tyr)+Met: Per sintetitzar el dipéptid Asp-Tyr —utilitzant Fmoc com a
grup N-protector del derivat d aspartic i termolisina com a biocatalitzador—
S hafet Us de sistemes de reacci6 solid-solid, assolint un rendiment maxim de
sintesi de dipéptid del 75%. Aixi mateix s'ha comprovat la viabilitat del canvi
d’ escala d’ aquesta reacci6 en aquestes condicions.

S'ha constatat que I’ acoblament Asp-Tyr+Met, a partir del derivat d’ aspartic
protegit amb el grup Fmoc no resulta efectiu. Aixo és deu a que laH-Met-OEt
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G

©

actua com a nucledfil en I'eliminacié del grup Fmoc, fet que comporta
I” aparicio de molts subproductes en el medi de reaccio.

S ha constatat que quan I’ acoblament Asp-Tyr + Met es realitza amb el deri-
vat aspartic protegit amb € grup PhAc i utilitzant a-QT com a catalitzador
sassoleix un rendiment maxim moderat, perd a banda es presenta
I’inconvenient que es formen molts subproductes amb més d’un residu de
metionina. La utilitzacio de papaina en comptes de a-QT en aquesta reaccio
condueix a rendiments de sintesi similars perd amb I'avantatge que no es
produeix laformaci6 d’ aquests subproductes.

Asp+(Tyr+Met): La sintes i purificacié del dipéptid Tyr-Met s ha assolit amb
un rendiment del 86%, utilitzant e grup N-a protector Boc i a-QT com a
biocatalitzador.

S'ha dut a terme I’ acoblament Asp + Tyr-Met utilitzant el derivat d’ aspartic
protegit amb e grup PhAc o Fmoc. La formacié de molts subproductes en
ambdos casos fa que es desestimi la via Asp+H(Tyr+Met) per a la sintesi del
tripéptid.

D’aguest estudi s'infereix que I’ estratégia de sintes més adequada per |’ esmentat

tripéptid és (Asp+Tyr)+Met, utilitzant PhAc com a grup N-protector i papaina com

abiocatalitzador per ambdues reaccions.

S'haplantejat un nou esquema per alasintesi del pentapéptid amb unafinalitat de
procési se n"hacomprovat laviabilitat a escala analitica.

En les diferents etapes de sintesi/separacié que condueixen a I'obtencié del
pentapéptid R-Gly-Trp-Met-Asp(OBU)-Phe-NH, (on R: PhAc, Mand), s han
obtingut rendiments superiors utilitzant el grup protector PhAc. De totes maneres
on es fan paleses les diferéncies més grans entre aguests dos grups protectors és
en lareacci6 de desprotecci6 del pentapéptid.

L’ estudi de diferents factors en la reaccié de desproteccid enzimatica del grup
PhAc del pentapéptid PhAc-Gly-Trp-Met-Asp(OBu)-Phe-NH,, ha posat de
manifest que I’equilibri de la reaccié esta poc desplacat en la direccio de
desproteccid. Aquesta dificultat s ha resolt realitzant varies etapes de despro-
teccio.

En la sintesi del tripeptid Asp-Tyr-Met sha comprovat que no s obtenen
rendiments elevats degut a que es produeix inhibicié pel producte. Com a solucié
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de procés s estableix purificar €l tripéptid (per precipitacid) i tornar a iniciar la
reaccié a partir del dipéptid romanent.

% Shan obtingut rendiments de sintesi d octapéptid del 81% utilitzant acetonitril
com a dissolvent, mentre que amb la resta de dissolvents assgjats aquesta sintesi
és practicament nul-la.

% Sha aconseguit introduir les modificacions necessaries en |’ octapéptid per tal
d obtenir la PhAc-CCK-8.






Apendix A Nomenclatura

A.1 Derivats comercials

Bachem (Bubendorf, Switzerland) Sigma (St. Louis, MO)
Fmoc-Asp(OBu')-OH (B-1065) H-Met-OMeHCI (M-0376)
Fmoc-Asp-OH (B-2485) H-Tyr-OMe.HCI (T-5004)
H-Asp(OBU)-OH (E-1410) D(-) acid mandelic (M-2500)

H-Asp(OBU)-OMeHCI (E-1420)
H-Asp(OBzl)-OBzl.p-tosilat (E-1430) NovaBiochem (Switzerland)
H-Asp(OMe)-OMeHCl (E-1440)

H-Asp-OBzl (E-1400) H-Met-OAl.p-tosilat (04-12-5253)
H-Asp-OMe (E-2880) H-Tyr-OAl.p-tosilat (04-12-5252)
H-Gly-OBzl.HCl (E-1970)

H-Gly-OMe.HCl (E-2000) Fluka (Buchs, Switzerland)
H-Met-OEt.HCI (E-2110)

H-Phe-NH, (E-2235) Acid fenilacétic (78490)

H-Trp-OBzl.HCI (E-2390)
H-Tyr-OBzl.p-tosilat (E-2530)
Z-Asp(OBU)-OH (C-1355)

A.2 Derivats sintetitzats al laboratori

PhAc-Gly-OMe PhAc-Gly-OH
PhAc-Gly-OBzI PhAc-Gly-OCam
Mand-Gly-OBzI Boc-Gly-OCam
PhAc-Met-OMe Z-Gly-OCam
PhAc-Asp-OMe Z-Gly-Trp-OBz
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PhAc-Asp-OBzl
PhAc-Asp(OBU')-OMe
PhAc-Asp(OBzl)-OBz
PhAc-Asp(OMe)-OMe
Mand-Gly-Trp-Met-OAl
H-Asp(OBU')-Phe-NH,
PhAC-Gly-Trp-Met-Asp(OBU")-Phe-NH,
Mand-Gly-OMe

Mand-Gly-OH

Fmoc-Asp-Tyr-OMe
Fmoc-Asp(OBU")-Tyr-OMe
PhAc-Gly-Trp-Met-OAll
PhAc-Asp(OBU')-OCam
Boc-Tyr-Met-OAll
PhAc-Gly-Trp-Met-OEt
H-Gly-Trp-Met-Asp(OBU")-Phe-NH,
Fmoc-Asp(OBU)-Tyr-Met-OFEt
PhAc-Asp(OMe)-Tyr-OMe

Boc-Gly-Trp-OBzI
PhAc-Gly-Trp-OBzI
Mand-Gly-Trp-OBz
PhAc-Asp(OBU')-Tyr-OMe
PhAC-Asp(OBU')-Tyr-OAl
PhAc-Asp(OBU)-Tyr-Met-OAl
PhAc-Asp(OBU')-OH
Fmoc-Asp-Tyr-OBz
Fmoc-Asp(OBu")-Tyr-OBz
Boc-Gly-Trp-OBzI
PhAc-Asp(OBU')-Tyr-OBzI
H-Tyr-Met-OAl
Mand-Gly-Trp-Met-OEt
Fmoc-Asp-Tyr-Met-OEt
PhAc-Asp-Tyr-OMe
PhAc-Asp(OBzl)-Tyr-OMe
Mand-Gly-Trp-Met-Asp(OBU")-Phe-NH,
Z-Asp(OBU')-Phe-NH,

PhAc-Asp(OBU')-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(OBU')-Phe-NH,
PhAc-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
PhAc-Asp-Tyr(SOs)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

A.3 Simbologia

A.3.1 Aminoacids

Asp  Acid aspartic
Met Metionina
Trp  Triptofan

Gly Glicina
Phe Fenilalanina
Tyr Tirosina
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A.3.2 Grups protectors

Ac Acetil Boc

Bz Benzoil Mand
PhAc Fenilacetil ZoCBz
A.3.3 Esters

OAl Allil ester OBU'
OBzl Benzil ester OCam
OEt Etil ester OMe
A.3.4 General

ACN Acetonitril

AE Acetat d etil

Apc A Ampicil-linaacilasa

Aq Aquafilicitat

ay Activitat del'aigua

Bu(OH), 2,3-Butanodiol

CCK Colecistoquinina

Cs,COs3 Carbonat de cesi

DA Donador d’ acil

DCM Diclorometa

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxid

EDTA Etilendiamintetracetat sodic

FDA Food and Drug Administration
HPLC Cromatografia liquida d’ alta resolucié
K Constant d’ equilibri

Ksin Constant de sintesi

MeOH Metanol

mM Mil-limolar

MOPS Acid 3-morfolino-propasulfonic
-NH, Amida

NIPAB Acid 6-nitro-3-(fenilacetamido) benzoic

N-TFAc

N-trifluoracetil

Tert-Butiloxicarbonil
Mandelil
Benzil oxicarbonil

Tert-butil ester
Carboxamidometil ester
Metil ester
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Nu Nucledfil

PAS Acstil sulfat de piridina

PGA Penicil-lina G acilasa

PVA Penicil-linaV acilasa

Fo hidrolisi Velocitat inicia d hidrolisi

Fo sintesi Velocitat inicia de sintesi

Rr Rendiment de reacci6

Rt Rendiment de reacci6, desproteccidi purificacié
SO; Sulfat

T Tampé

TEA Trietilamina

TFA Acid trifluoracétic

Tris-HCI (hidroximetil)aminometa-clorhidric

ul Unitats internacionals d activitat enzimatica (mmol/min)

a-QT a-Quimotripsina



Apendix B Calcul de rendiments

En aquest apendix es mostra com s han avaluat els rendiments assolits en les dife-
rents reaccions que s han presentat al capitol de resultatsi discussio.

A escala preparativa sempre s han avaluat els rendiments per pesada. En canvi, a
escala analitica —sempre que ha estat possible- s'han calculat mitjancant una relacié
d arees. Aquest sistema, pero, no s ha pogut aplicar quan:

1. Algun dels substrats o el producte no sdn solubles. En agquests casos s ha utilitzat
algun métode indirecte per a estimar |’ avang de lareaccid, per exemple alareac-
Ci6 de desprotecci6 del pentapeptid (85.1.3).

2. L’ester carboxitermina del donador d’acil té absorbancia, ja que en aquest cas les
arees no es conserven. En aquests casos, s han realitzat calibratges.

A continuacié es mostralarelacié d’ areesi els calibratges ef ectuats.

B.1 Relacié d’arees

El rendiment de producte és la concentracié de producte obtingut dividit entre la
concentracio inicial de substrat limitant tenint en compte I’ estequiometria de la
reaccid. Aquest valor es déna habitualment en percentatge. Tenint en compte que €l
rendiment maxim és la concentracié maxima de producte dividida per la concentracié
inicial de substrat limitant, si dividim e rendiment pel valor maxim tindriem la
relacié de concentracio de producte dividida per la concentracié de producte maxima.
Aquestarad es pot expressar en unarelacio d’ arees: area de producte/area de producte
maxima ja que el factor multiplicatiu seria el mateix al numerador que a denomina-
dor i ahora I'area de producte maxima pot expressar-se en funcié dels substrats
(tenint en compte les proporcions). Aixi doncs el rendiment obeeix la seglent
equacio:

on
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A, = Areade producte n =Excésinicial d' A
A, = Areainicial del substrat en excés _ 11 siel substrat A téabsorbancia
A, = Areainicia del'altresubstrat ' 710,si el substrat A o téabsorbancia

El terme n té en consideracié s un dels substrats esta en excési €ls termes §; indi-
guen s els substrats tenen absorbancia o no.

B.2 Calibratges

Les figures seglients mostren la correlacié entre area i concentracio per diferents
productes.

y = 0.00751 + 2.745-107x

4T =099976

+
=
-
T 14
o
®
N
3
§ 0 n } n } n } n
0 5x10° 10x106 15x106 20x10°
Area (UV -sec)

Figura jError!Argumento de modificador desconocido.: Calibratge de H-Trp-
OBzl.
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Figura jError!Argumento de modificador desconocido.:

Figura jError!Argumento de modificador desconocido
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dipéptid PhAc-Gly-Trp-OBzl.
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25
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Figuragi Error!Argumento de modificador desconocido.: Calibratge del
tripéptid Mand-Gly-Trp-Met-OEt.

y = -0.05969 + 3.5974-107x
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FiguragError!Argumento de modificador desconocido.: Calibratge del
tripéptid PhAc-Gly-Trp-Met-OEt.



Apendix C pH optim en una reaccié
de sintesi de peptids sota control
termodinamic

En una reaccio de sintesi de péptids € producte esta completament protegit mentre
gue €els substrats només ho estan parcialment i, per tant, els grups acids i amino que
participen en la formacié de I'enllag es troben en equilibri amb les seves formes
ioniques. Aixi doncs, un esquemadel procés global pot ser el seglient:

K.
RCOOH + NH,R® ==== RCO-NHR’ + H,0

I Jx

RCOO"  NH;'R’

. [Rcoo JH*]

, (C.1)
[RCOOH]
_INHRT[HT]
K,=— " — _ = (C.2)
INH:R]

Essent K; i K; les constants de dissociacio ionica dels reactants en tant que R i R’
representen residus aminoacidics. Aixi doncs, la constant d’ equilibri que ve donada
pel quocient de les formes no idniques (i per tant independent del pH) és la seglient:

_[Rco-NHR][H,0]
" [RCOOH][NH,R]

(C.3)

La constant d'equilibri global K'g,, que té en compte tant les formes no ionitzades
com lesionitzades (i per tant depenent del pH) obeeix al seglient quocient:
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, [RCO-NHR'][H,0]
Ksin = :
[rRcooH +RCOO™ J[NH,R+NH;R]

(C.4)

Introduint al’ equacié (C.4) les equacions (C.1), (C.2) i (C.3) s'obté
Ksin
& K, G [H']o
2, K _591+[ ]j (A5)
& H]E K 3

La concentraci6 de protons optima, que hom dedueix de |’ equacié anterior, és

[H*]. = VKK, . (C6)

sin

Laqual, en funci6 del pH és
PHo = 3(PK, + PK;). ()

Substituint (C.6) a(C.5) s obté la constant d’ equilibri corresponent al pH optim:
K

, sin
Ksin/ pH optim

2

-0

(C.8)

& [K,
G+ |[——
& VK,

N



Apendix D Concentracions
residuals de dissolvents permeses
segons la FDA

D.1 Introduccio

En aguest apendix es resumeixen les recomanacions de la FDA (Food and Drug
Administration) del govern dels EUA sobre la presencia residual de dissolvents en
medicaments. El text integre de les recomanacions es pot consultar on-line ala pagina
web http://www.fda.gov/cder/guidance/1907fnl.pdf.

L’ objectiu d aquestes recomanacions és fixar quantitats residuals acceptables de
dissolvents en productes farmaceutics per garantir la seguretat del pacient i recomanar
I’ Gis de dissolvents poc toxics en |’ elaboraci 6 dels medicaments.

El document defineix un nou terme anomenat Exposicié Diaria Permesa (abreuja-
dament PDE, de I'anglés Permitted Daily Exposure). Es defineix com la maxima
administraci6 diaria de dissolvents residual's en productes farmaceutics.

Els dissolvents residuals tractats en el document foren avaluats segons €l seu risc
per alasauti classificats segons es descriu en |” apartat segient.

D.2 Classificaci6

D.2.1 Dissolvents que han d’evitar-se (classe 1)

Els dissolvents de la classe 1 no han d emprar-se en |’elaboracié de principis
actius o excipients a causa de la seva inacceptable toxicitat o pel dany que causen d
medi ambient. No obstant aix0, si €l seu Us és inevitable per a produir un medicament
gue suposi un avang terapéutic significatiu, aleshores els seus nivells estan limitats a
les concentracions recollides a la Taula jError!lArgumento de modificador
desconocido., ano ser que hi hagi una altrajustificacio.
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Dissolvent Concentracio .
(Classe 1) maxima (ppm) Motiu

Benzé 2 Cancerigen

Tetraclorur de carboni 4 Toxici perjudicia pel medi ambient

1,2-Dicloreta 5 Toxic

1,1- Dicloreta 8 Toxic

1,1,1-Tricloreta 1500 Perjudicial pel medi ambient

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Dissolvents de
CLASSE 1 en productes farmaceutics (dissolvents que han d’evitar-se).

D.2.2 Dissolvents que han de limitar-se (classe 2)

Els dissolvents mostrats a la Taula jError!Argumento de modificador
desconocido. han d’ ésser evitats a causa de la seva toxicitat inherent.

Dissolvent
(classe 2)

Acetonitril
Clorobenzé
Cloroform
Ciclohexa
1,2-Dicloreté
Diclorometa
1,2-Dimetoxieta

N,N-Dimetilacetamida

N,N-Dimetilformamida

1,4-Dioxa
2-Etoxietanol
Etilenglicol
Formamida

Hexa

PDE Concentracié maxima
(mg/dia) (ppm)
4.1 410
3.6 360
0.6 60
38.8 3880
18.7 1870
6.0 600
1.0 100
10.9 1090
8.8 880
3.8 380
16 160
6.2 620
2.2 220
2.9 290

(segueix)
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(continuaci )

Dissolvent PDE Concentracio maxima

(classe 2) (mg/dia) (ppm)
Metanol 30.0 3000
2-Metoxietanol 0.5 50
Metilbutil acetona 0.5 50
Metilciclohexa 11.8 1180
N-Metilpirrolidona 48.4 4840
Nitrometa 0.5 50
Piridina 2.0 200
Sulfola 16 160
Tetralina 1.0 100
Tolué 8.9 890
1,1,2-Triclorete 0.8 80
Xilé (*) 21.7 2170

(*) Usualment 60% de m-xile, 14% de p-xile, 9% d’o-xile i 17% d’etil-benzé

Taula jError! Argumento de modificador desconocido.: Dissolvents de
CLASSE 2 en productes farmaceutics.

Hi ha dues opcions per a situar els limits dels dissolvents de la classe 2:

Opci6 1: Hom pot usar les concentracions maximes en ppm de la
iError!Argumento de modificador desconocido.. Han estat calculades usant
I” equaci6 seglient, suposant que s administren 10 grams diariament:

» 1000xPDE
Concentracio (ppm) = ——

dosi
OnlaPDE esdénaen mg/diai ladosi en g/dia.

Si tots €ls excipients i principis actius del medicament tenen una preséncia
residua de dissolvents menor que la concentracié maxima i la dos diaria no su-
peraels 10 grams, no cal fer calculs addicionals. Altrament cal usar I’ opcio 2.

Opci6 2: Quan la preséncia del dissolvent en algun dels components del medica-
ment superi la concentracié maxima o ladosi diaria superi els 10 grams cal sumar
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la quantitat de dissolvent present en tots els principis actius i excipients en una
dosi diariai comprovar que no superi la PDE.

D.2.3 Dissolvents amb baixa toxicitat potencial (classe 3)

Els dissolvents de la classe 3 (mostrats a la Taula jError!Argumento de
modificador desconocido.) sbn considerats menys toxicsi amb un risc menor per ala
salut humana. No inclou dissolvents amb un risc conegut per a la salut humana en
nivells farmacol dgicament acceptats. No obstant aixd, hom no disposa d estudis a
Ilarg termini sobre toxicitat o efectes cancerigens per a molts d’' aquests dissolvents.
Les dades de qué disposem avui en dia indiquen que son poc toxics en estudis a curt
termini i que els assgjos sobre |a seva genotoxicitat donen resultats negatius.

Hom considera que es pot acceptar sense justificacio quantitats residuals inferiors als
50 mg per dia (laqual cosa correspon a 5000 ppm o 0.5% usant I’ opci6 1). Quantitats
superiors poden considerar-se acceptables si son realistes pel que fa ales capacitats de
produccio i ales bones técniques de fabricacio (GMP).

Acid acétic Hepta

Acetona Acetat d'isobutil
Anisol Acetat d’isopropil
1-Butanol Acetat de metil
2-Butanol 3-Metil-1-butanol
Acetat de butil Metiletil acetona

Tert-butil-metil &ter

M etilisobutil acetona

Cume 2-Méetil-1-propanol
Dimetilsulfoxid Penta

Etanol 1-Pentanol

Acetat d’ etil 1-Propanal

Etil eter 2-Propanol

Etil format Acetat de propil
Acid formic Tetrahidrofura

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Dissolvents de
CLASSE 3 que han de ser limitats per GMP o altres requisits basats en la

qualitat. La PDE és de 50 mg/dia.
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D.2.4 Dissolvents sense dades toxicologiques suficients

Els dissolvents recollits a la Taula jError!lArgumento de modificador
desconocido. sdn també d'interés per als fabricants d’ excipients o medicaments. De
totes maneres no es disposen de dades toxicol 0giques suficients amb les que elaborar
una taula de PDEs. Els fabricants han de subministrar una justificacié per a la
preséncia d’ aquests dissolvents en els seus productes farmaceéutics.

1,1-Dietoxipropa Metilisopropil acetona
1,1-Dimetoximeta M etiltetrahidrofura
2,2-Dimetoxipropa Eter de petroli

| soocta Acid tricloracétic

| sopropil éter Acid trifluoracétic

Taula jError!Argumento de modificador desconocido.: Dissolvents sense
dades toxicologiques suficients.
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