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ABREVIATURES.

Fins on ha sigut possible, s'han emprat les abreviatures reco

manades l'any 1983 per la Comissió Conjunta de Nomenclatura Bioquímica

(JCBN) de la IUPAC-IUB. Quan una abreviatura no esta contemplada en aques

tes recomanacions, hem triat el símbol més usualment emprat en el camp de

la síntesi de péptids.

Les abreviatures que es fan servir al llarg de la Memòria

s'indiquen a continuació:

•

Ac acetil

Acm acetamidometil

Ala

Arg

Boc

alanina
• •

arglnlna

t-butoxicarbonil
-

Bpoc

Bzl

2-(4-bifenilil)isopropiloxicarbonil
benzil

CDI carbonildiimidazole

cHex ciclohexil
-.

Cys

Dcbzl

DCC

DKP

DMA

DMAP

DMF

DMSO

EDIA

Et

FAB

cisteïna

2,6-diclorobenzil

diciclohexilcarbodiimida

Fm

dicetopiperazina

N,N-dimetilacetamida

4-dimetilaminopiridina

N,N-dimetilformamida

dimetilsulfòxid

etildiisopropilamina

etil

bombardeig amb àtoms ràpids

9-fluorenilmetil

9-fluorenilmetoxicarbonil

N-(9-fluorenilmetil)piperidina

glutamina

àcid piroglutàmic

Fmoc

Fmp

GIn

Glp

•



Glu àcid glutàmic

glicina

histidina

Gly

His

iPr

l-hidroxibenzotriazole

cromatografia líquida d'alta eficàcia

isopropil

leucina

HOBt

HPLC

-

Leu

LHRH luliberina (factor alliberador de l'hormona luteïnitzant)

metilMe

ODS octadecilsiloxà

Pro prolina

piridinaPyr

Ser
•

ser�na

Su

t-Bu

succinimidil

tert-butil
-

TEAP

TFA

fosfat de trietilamina

àcid trifluoroacètic

Tos tosil

Trp

Tyr

triptofan

tirosina

f indica el grau de substitució d'un polímer funcionalitzat,

i sempre s'expressa en mmol/g.

� poliestirè-co-l%-divinilbenzè. Sovint, en el text, es parla

simplement de poliestirè com una manera més senzilla de referir-nos al

copolímer d'estirè i divinilbenzè.

� polidimetilacrilamida copolimeritzada amb bisacriloil

etilendiamina.

� matriu sòlida o
•

res�na, derivada sempre del copolímer d'es-

tirè i divinilbenzè. El tipus de funcionalització concret s'indica, en cada

cas, en el text.

•
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L'obtenció d'un pèptid pot èsser abordada per mètodes químics

mitjançant dues estrategies (1): la síntesi linial o pas a pas on a cada

etapa es va afegint un aminoàcid, o la síntesi convergent o per condensació

de segments que es van engalzant per a donar la molècula desitjada.

Una síntesi convergent presenta, a priori, molts més avantatges

que una síntesi linial. D'una banda, si els rendiments de les etapes inter

medies són del mateix ordre, el rendiment global d'una síntesi convergent

sempre serà millor que el d'una síntesi linial. D'altra banda, ens permet

de reservar per les etapes finals del procés els intermedis més elaborats.

Tanmateix, ha sigut una estratègia linial la que ha donat l'empenta més

gran a l'obtenció de pèptids: la síntesi de pèptids en fase sòlida pas

a pas, introduïda per R.B. Merrifield l'any 1963 (2).

L'aplicació d'aquesta metodologia, amb totes les millores intro

duïdes els darrers anys (3), ha fet possible la síntesi d'un gran nombre
•

de seqüencies peptídiques d'estructura idèntica a la natural o d'anàlegs

emprats força sovint per a estudis de relació estructura-activitat. S'han

pogut sintetitzar polipèptids llargs con la ribonucleasa A de 124 aminoàcids

(4), la lisozima d'ou de pollastre de 129 aminoàcids (5) o un anàleg de

l'hormona humana del creixement de 188 aminoàcids (6); ara bé, en general

els autors conclouen haver obtingut un producte només parcialment purificat

•

5



amb un cert percentatge de l'activitat biològica del producte natural. Cal

citar, com a resultat més exitós, la síntesi de la s-lipotropina de 91

aminoàcids duta a terme per Yamashiro i Li (7), que obtenen després de la

purificació un 0.66% d'un producte molt pur indistingible del natural tant

per diferents criteris analítics com per la seva activitat biològica. A

la literatura es troben descrites bastantes síntesis reixides en fase sòlida

pas a pas de pèptids de talla més reduïda, 40-60 aminoàcids, però també

hi ha exemples de pèptids que no s'han pogut purificar fins a homogeneitat

total (8,9). L'èxit d'una síntesi està lligat tant a la dificultat intrín

seca de la seqüència del pèptid com a la tàctica que es tria per a obte

nir-lo (grups protectors dels aminoàcids, mètode d'acoblament i tipus de

funcionali tzació de la matriu polimèrica). En qualsevol cas,
•

cr-e a.ern que

per un pèptid relativament llarg el menys arriscat és abordar la síntesi

mitjançant una estratègia convergent. L'avantatge principal d'aquesta

estratègia rau en que a la purificació del producte final haurem de separar

pèptids que difereixen en blocs d'aminoàcids, mentre que en el cas d'una

síntesi pas a pas, on no es purifiquen els intermedis, podem haver de se

parar pèptids que es diferencien en un sol aminoàcid, la qual cosa pot fer

molt. difícil o gairebé impossible la purificació.

Per a dur a terme la síntesi convergent d'un polipèptid, és

necessari obtenir blocs o segments peptídics, que per poder-se engalzar

posteriorment han d'estar convenientment protegits. Tant la síntesi com

l'engalzament d'aquests pèptids es poden dur a terme en dissolució o en

fase sòlida. Pel que fa a la síntesi en dissolució, gairebé sempre s'han

trobat els mateixos problemes (10, 11): baixa solubilitat d'alguns segments

peptídics protegits, rendiments d'acoblament febles sobretot amb segments

de gran longitud i, de vegades, dificultat de purificació fins a homogenei-
_.

tat i de caracterització inequívoca dels productes finals. A tall d'exemple,

durant la síntesi d'un anàleg de la lisozima (12), la insolubilitat d'alguns

segments peptídics protegits ha obligat en algun cas a canviar part de l'es

tratègia, dissenyant la síntesi de nous segments de longitud i composició

en aminoàcids diferenta, així com la tàctica, canviant algun grup protector

per tal d'augmentar la solubilitat del pèptid (13). Així mateix, K. Hofmann

i col.laboradors (14) assenyalen a la seva síntesi de la ribonucleasa T1
que la insolubilitat d'alguns segments només els permet de purificar-los

per rentats en suspensió, i els impedeix l'anàlisi del grau d'homogeneitat

•
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dels productes per cromatografia en capa fina perquè el pèptid resta a

l'origen en diferents sistemes d'elució. Finalment, Fujii i Yajima a la

seva síntesi de la ribonucleasa A (15) troben els mateixos problemes,

veient-se obligats a dur a terme alguns acoblaments en mescles de diversos

dissolvents (N,N-dimetilformamida, dimetisulfòxid i N-metilpirrolidona).
Cal dir, però, que el mètode d'acoblament emprat en aquest cas, el mètode

de l'azida, crea encara més problemes degut al fet que cal treballar a baixa

temperatura, disminuint encara més la solubilitat dels pèptids. Durant la

mateixa s�ntesi, a les etapes finals d'engalzament de segments els cal

emprar fins a 30 vegades d'excés d'agent acilant i tot i així no arriben

a rendiments quantitatius.

A la vista de tots aquests resultats, la síntesi convergent

en fase sòlida es presenta com una bona alternativa. D'una banda, a la lite

ratura es troben exemples d'engalzament de segments sobre un suport sòlid

amb rendiments d'acoblament força acceptables (16 a 19). D'altra banda,

hi ha moltes tàctiques de protecció que han fet possible la síntesi de seg

ments peptídics protegits sobre una matriu polimèrica (vegeu (20) per a

una revisió d'aquestes tàctiques i els inconvenients que presenten). Per

tant, la n�stra alternativa és la síntesi convergent totalment en fase

sòlida: tant la síntesi dels segments peptídics protegits com l'engalzament

d'aquests segments tenen lloc sobre un suport sòlid. Donats els bons resul

tats de la síntesi de pèptids en fase sòlida pas a pas per a pèptids rela

tivament curts, l'obtenció de segments peptídics protegits en fase sòlida

és més senzilla que en dissolució. En aquell cas només ha de ser soluble

el segment i no els intermedis de síntesi, i tan sols hi ha una etapa de

purificació tot i que sigui bastant complexa. Pel que fa a l'engalzament

dels segments, els problemes de solubilitat també es simplifiquen, ja que

només cal tenir dissolt el segment que actua d'agent acilant alhora que

ha de ser accessible l'extrem N-terminal del pèptid ancorat al polímer.

La condició ideal per a, dur a terme una síntesi de segments

peptídics protegits és la d'ortogonalitat (21), on tots els grups protectors

X de l'extrem N-terminal, Y de les cadenes laterals dels aminoàcids trifun

cionals i el suport polimèric R, que actua de protector del carboxil C-ter

minal de la cadena peptíàica, són independents entre si, és a dir que cada

tipus de grup protector es pot eliminar en qualsevol ordre i en la presèn

cia de tots els altres.
•

•
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X -pèptid- R
I l''' I

Y Y

La condició d'ortogonalitat suposa que la desprotecció de les

funcions a-amino, la de les cadenes laterals dels aminoàcids trifuncionals

i el trencament de l'enllaç pèptid-resina tenen lloc en condicions total

ment diferents com, per exemple, medi àcid, medi bàsic i fotòlisi. Així

doncs, l'ús d'àcids de força diferent (com TFA/diclorometà i HF) per a

efectuar dos d'aquests tractaments, essent possible d'emprar l'àcid menys

fort sense alterar les funcions làbila a l'àcid més fort, no correspon es

trictament a la definició d'ortogonalitat.

En tota síntesi en fase sòlida ha d'ésser possible eliminar

el grup protector de l'extrem amino terminal a cada etapa sense desprotegir

cap altra funció. Donat que l'operació de desprotecció de les funcions

a-amino es repeteix un·es quantes vegades al llarg de la síntesi, és desi t

jable que es faci en condicions totalment diferents de les que s'han d'em

prar per a desprotegir les cadenes laterals dels aminoàcids i per a desen

corar el pèptid del polímer. D'altra banda cal no oblidar que per a sinte

titzar segments peptídics protegits en fase sòlida, l'enllaç pèptid-resina

s'ha de poder trencar sense alterar per res els grups protectors X i Y .

•

L' ob jec t.íu d'aquesta Tesi és posar- a punt una metodologia de

sintesi en fase sòlida de segments peptídics protegits. La tàctica que

nosaltres hem triat consisteix a protegir les funcions a-amino amb el grup

9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), làbil a les bases (22); les cadenes late

rals dels aminoàcids trifuncionals amb grups de tipus benzil o tosil,

làbils a àcids forts com l'àcid fluorhídric anhidre, i ancorar l'aminoàcid

e-terminal sobre el polímer 4-hidrQximetilfenoximetilcopoli(estirè-lr�di

vinilbenzè) (23), de manera que l'enllaç ester entre el pèptid i la resina

sigui làbil en condicions menys dràstiques que el HF, tals com 55% d'àcid

trifluoroacètic (TFA) en diclorometà.

•
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x=

(Fmoc)
Y = benzil, tosil, etc.

, ,

R = -Q-CH2-<
, ,

Els grups protectors de les cadenes laterals dels aminoàcids

són els clàssics de la síntesi linial de pèptids en fase sòlida. El seu

ús implica, tal com ja hem esmentat,una etapa de desprotecció al final de

la síntesi del polipèptid amb àcid fluorhídric anhidre (24, 25).

El 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè ha estat emprat per a

sintetitzar segments peptídics (26 a 28) protegits en les cadenes laterals

amb grups làbils al HF i en la funció a-amino amb el grup 2-(4-bifenilil)

propil (2) oxicarbonil (Bpoc), làbil alO. 5% d'àcid t.r-Lf'Luor-oacè t í.c en diclo

rometà. La crítica més important que es pot fer a aquesta tàctica és la

seva manca d'ortogonalitat, que es tradueix en un 0.2% de pèrdua de cadenes

peptídiques a cada etapa de desprotecció amb TFA (3). Els darrers anys,

aquesta resina ha estat emprada també per a sinteti t zar- pèptids lliures

(vegeu més endavant).

L'enllaç d'ester benzílic que s'estableix entre el pèptid i

el 4-hidroximetilpoliestirè és més làbil als àcids que la protecció com

a esters benzílics de les cadenes laterals dels àcids aspàrtic i glutàmic
o l'enllaç pèptid-resina emprat convencionalment, degut a la presència del

substituent alcoxi en posició para-. L'acidòlisi de l'ester té lloc a través

d'un mecanisme AAL1 (29), de manera que es forma un carbocatió benzílic

en l'etapa determinant de la velocitat del procés. Com més estable és

aquest carbocatió, i els grups alco�i incrementen la seva estabilitat, més

suaus poden ésser les condicions d'acidòlisi.

•
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El grup protector Fmoc va ser introduit l'any 1970 per L.A.

Carpino i G.Y. Han (30) com una alternativa als protectors de grups amino

làbils als àcids, que s6n els m§s correntment emprats en síntesi de pèptids.

Aquests autors varen descriure un nou grup protector estable als àcids i

làbil en condicions bàsiques suaus i no hidrolítiques, i varen mostrar la

seva aplicabilitat com a protector de les funcions a-amino dels aminoàcids (22).

El mecanisme de desprotecci6 implica una S-eliminaci6 per a

donar- dí.benz of'u.Lvè , diòxid de carboni i l'amina lliure. Estudis mé s apro

fondits sobre el mecanisme d'eliminaci6 de derivats del fluorè del tipus

,

I \
(+)

X=CI. Sr. OH. NMe2• NMe3•
OCOR.OCONHR.OCOOR

(31 a 35) han conduit a la proposta de que, en el cas on X=O-CO-NHR (car

bamat), l'etapa d'eliminaci6 t§ lloc a trav§s d'un mecanisme E1cB (35)

I \ /J I \ /JOO
II II

SH(+)H CH2-O-C-NH-R CH2-O-C-NH-R +

S_) t
�

r

I \
O

(-) II
CH2 + O-C-NH-R

Co + H N-R + S
2 2

Quan el reactiu emprat per a la desprotecci6 §s una amina secundària i

cíclica, en comptes de dibenzofulvè s'obtè l'adducte d'aquest amb la base

emprada per a la reacci6

•
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x

/ \ + / \ �
N 1\

CH2
H H CH2-N X

\_/
X = CH2 piperidina

O morfolina
NH

• •

prperazma

Es a destacar que l'adducte format, de la mateixa manera que els Fmoc-amino-
.

àcids, presenta un espectre d'ultraviolat molt característic, amb màxims

d'absorció a 301, 290 i 267nm, la qual cosa, com veurem, permet de controlar

l'evolució d'una síntesi peptídica.

Tot i que aquest grup protector és conegut des de començament

de la dècada dels setanta, van haver de passar u�s quants anys perquè els

peptidistes hi prenguèssin veritablement interès. L'any 1978, al quinzè

Congrés Europeu de Pèptids, el grup americà de J. Meienhofer (36) i el grup

anglès de R.C. Sheppard (37) varen presentar els resultats obtinguts en

la síntesi en fase sòlida de pèptids no protegits combinant el grup Fmoc

com a protector de les funcions a-amino amb grups de tipus tert-butil,

làbils als àcids, per a protegir les cadenes laterals dels aminoàcids i

un enllaç pèptid-resina d'ester 4-alcoxibenzílic (amb l'única diferència

de que l'equip americà treballa amb resines de poliestirè i l'anglès amb

poliacrilamides). La finalitat d'ambdós grups era substituir el tractament

final ami) àcid fluorhídric anhidre, clàssic dins la metodologia de la fase

•

sòlida, per un tractament més suau amb 55% d'àcid trifluoroacètic en diclo

rometà, i. els tractaments àcids per a desbloquej ar l'extrem a-amino (habi

tualment protegit amb el grup tert-butoxicarbonil) per un tractament en

medi bàsic.

Des d'aleshores, el grup protector Fmoc s'ha anat introduint

cada vegada més en la síntesi de pèptids. Mentre que aquests dos equips

i d'altres han seguit treballant amb aquesta tàctica (38 a 45), l'ús d'es

ters actius de Fmoc-aminoàcids s'ha anat incorporant també a la síntesi

de pèptids en dissolució (46 a 48).

Paral.lelament, Bodanszky i col.laboradors (49) han estudiat

l'estabilitat d'un Fmoc-aminoàcid als.grups amino lliures d'una cadena

•
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peptídica en creixement durant la reacció d'acoblament, posant de manifest

que la possibilitat de desprotecció és negligible en la síntesi de pèptids

sobre suport sòlid i molt poc important en la síntesi de pèptids en fase

homogènia. Aquest mateix grup (50) i el grup de Sheppard (51) han estudiat

també l'estabilitat del grup Fmoc a la hidrogenòlisi. Tots dos han demostrat

que, contrariament al que indicaven les primeres dades existents a la lite

ratura (22), el grup Fmoc no és gaire estable a la hidrogenació catalítica,

essent possible que les discrepancies entre els resultats d'uns i d'altres

siguin degudes al ca-tali tzador emprat en aquest tractament.

Tant el grup de Shepard com, sobretot, el de Carpino, han assa

jat l'ús d'amines ancorades a polímers com a agents de desprotecció de

Fmoc-amines que es troben en dissolució (52 a 55). Aquestes amines polimè

riques actuen també com a capturadors del dibenzofulvè alliberat durant

la desprotecció, formant un adducte que permet de separar fàcilment el

dibenzofulvè de l'amina lliure. En la figura es mostra aquest procés per

una de les resines estudiades.

+ �/ \ h O
II

H CH2-O-C-NH-R

� /
, , /\
P I--CH -N N-CH

, 2\__/ 2

\

+ + R-NH 2

Els darrers anys, diversos autors, basant-se en la labilitat

del grup protector Fmoc en medi bàsic, han proposat l'ús d'estructures

relacionades per a protegir altres grups funcionals. Així, grups hidroxil

es poden protegir com a carbonats de 9-fluorenilmetil (56), grups tiol com

9-fluorenilmetiltioèters (57) i grups carboxil com a esters de 9-fluore

nilmetil (58, 59).*

*Amb la mateixa idea, M.�Iutter i D.Bellof han desenvolupat molt recentment

un nou suport polimèric que estableix entre l'aminoàcid C-terminal i la resina

un enllaç d'ester de 9-fluorenilmetil, x-aa-O-Fm-CO-NH- ... -� làbil a les

bases (Helv. Chim. Acta 67, 2009 (1984) ).
•
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O� / r-\�
II

R-O-C-O-;-CH2 HR-OH

R-SH

-

\

R-S-CH H2

/ \
•

R-COOH R-COO-CH2 H

Finalment,és important ressaltar que, darrerament, tant l'equip

de Merrifield com el de Sheppard s'han interessat en la possible utilitza

ció de Fmoc-aminoàcids per a la síntesi de segments peptídics protegits.

La proposta de Merrifield i col.laboradors (60) consisteix a

combinar l'ús de Fmoc-aminoàcids protegits en les seves cadenes laterals

amb grups tert-butil amb resines làbils a diferent reactius:

Fmoc- pèptid -O-CH2
a---I •

t-Bu ;
,
,

CH3 O
I 11"

>--O-CH-C--i p
•

, .

-

,

,
,
,

a
,
•

,
•
•

b
•
•

,
, O

II , ,

�C-NH-CH2__'
\. "

,
Fmoc- pèptid -O-CH2

a---I
t-Bu

p

•

. a: 50 % TFA/CH2CI2
b:h&l

Un cop sintetitzat el pèptid, un tractament amb 50% d'àcid trifluoroacètic

en diclorometà permet d'obtenir el pèptid lliure (trencament als punts a),

mentre que la fotòlisi de la peptidil-resina dóna l'ester 4-hidroxibenzilic

•
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del pèptid protegit. Un tractament a pH=9 (Na2C03) amh K3Fe(CN)6 d'aquest

darrer, proporciona el pèptid protegit amb el grup carboxil C-terminal

lliure. Fins ara, únicament s'ha sintetitzat amb aquesta tàctica el tetra

pèptid H-Leu-Ala-Gly-Val-OH, que no té cap aminoàcid trifuncional. D'altra

banda, cal fer notar que per a obtenir el segment peptídic protegit en la

forma desi t,j ada calen dos tractaments, la fotòlisi i la desprotecció del

carboxil C-terminal.

La tàctica adop ts.da pel grup de Sheppard (61) és la mateixa

que la de Merrifield per a la protecc:i.ó de les funcions a-amino i les cade

nes laterals, és a dir, grups Fmoc i tert-butil respectivament. Pel que

fa a la matriu polimèrica 8, és una poliacrilamida que estableix amb

l'aminoàcid C-terminal un enllaç d'ester 2,4-dialcoxibenzílic làbil a 1'1%

d'àcid trifluoroacètic en diclorometà.

1 ro TFA/CH2CI2
•
,
•
•

t
Fmoc- pèptid -Q-CH2

I
t-Bu
-

L'inconvenient d'aquesta tàctica és la labilitat dels grups

protectors de les cadenes laterals d'alguns aminoàcids a les condicions

de trencament de l'enllaç pèptid-resina. Els residus que presenten més pro

blemes són la NE-Boc-lisina (30min de tractament àcid, en dissolució, pro

dueixen un 7% de desprotecció) i la O-tBu-tirosina (12% de desprotecció
-

en fase homogènia i 2.4% en fase sòlida amb el mateix tractament). Així

com per la lisina la solució consisteix a canviar de grup protector, fent

servir el trifluoroacetil en comptes del tert-butil, per la tirosina els

autors no han proposat de moment cap alternativa.

Tal com abans hem assenyalat, l'objectiu principal d'aquesta

Tesi és posar a punt una metodologia de síntesi en fase sòlida de segments

peptídics protegits, la qual cosa comporta l'engalzament successiu dels

•
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aminoàcids sobre el supor-t sòlid, el desencorament del pèptid de la matriu

polimèrica, la purificació del crú peptídic i la caracterització final del

pèptid protegit. Aquest objectiu R'ha pogut ampliar a la síntesi d'un pèptid

per condensació de dos segments peptídics protegits.

En el primer capítol d'aquesta Memòria es detalla la síntesi

del decapèptid luliberina a partir de dos segments de sis i quatre aminoàcids.

Els esforços realitzats per a obviar als problemes més impor

tants que s'han posat de manifest en aquesta síntesi-prova, així com els

resultats obtinguts, s'indiquen en el capítol segon.

En el tercer capítol, es descriu l'aplicació de la nostra tàc-
•

tica de síntesi de segments peptídics protegits a l'obtenció i purificació

dels segments 32-34 i 35-43 de la toxina 11 de l'escorpí nord-africà Androc

tonus australis Hector, polipèptid de seixanta-quatre aminoàcids reticulat

amb quatre ponts disulfur •

••

•

•
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1. SINTESI DEL LHRH PER CONDENSACIO DE DOS
,

SEMENTS PEPTIDICS PROTEGITS.

,



1.1. Introducció.

El factor alliberador de l'hormona luteïnitzant, LHRH,

decapèptin amidat en el seu extrem e-terminal de seqüència

�

es un

1 10

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

El LHRH fou aïllat i caracteritzat per primera vegada l'any 1971 (62, 63).

Es sintetitzat a les cèl.lules nervioses de l'hipotàlam i estimula a la

hipòfisi anterior la secreció de l'hormona luteïnitzant que intervé en el

procés d'ovulació i secreció de progesterona a les femelles i en el de

secreció de testosterona als mascles.

Diferents raons ens han dut a triar el LHRH per a fer un primer

assaig de síntesi per condensació de segments peptídics protegits.

Com es pot veure, el LHRH conté dos residus de glicina, un a

l'extrem C-terminal (posició 10) i un cap al mig de la seqüència (posició

6). Aixó permet de dissenyar la síntesi de dos segments peptídics protegits,

1-6 i 7-10, que no han de presentar problemes d'epimerització a l'hora de

dur a terme l'engalzament dels segments, doncs és ben conegut que en aquest
•

procés, i segons el mètode que s'empra, es pot produir racemització a l'ami

noàcid C-terminal del pèptid que actua com agent acilant (64).

Podem veure també que el LHRH conté bastants aminoàcids trifun

cionals, la qual cosa implica un grau de dificultat "elevat", però raonable,

tant a la síntesi com a l'engalzament dels segments peptídics protegits.

Finalment, en el moment d'engegar aquest treball, el LHRH era

ja un pèptid força conegut al nostre laboratori, doncs ja s'havia dut a

terme la seva síntesi en fase sòlida pas a pas i la seva purificació (65) .

•

1.1.1. Disseny de la sfntesi.

Com ja hem assenyalat a la introducció, l'estratègia que hem

triat és la de síntesi convergent de pèptids duta a terme totalment en fase

•
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uòlida, la qual cosa comporta la síntesi en fase sòlida pas a pas dels seg-
•

ments peptídics protegits i l'engalzament successiu d'aquests segments sobre

una matriu polimèrica. Tenint en compte aquesta premisa, al següent esquema

es resumeix l'anàlisi retrosintètica de l'obtenci6 del LHRH.

LHRH

LHRH - resina
•

•

segment protegit(1-6) + segment protegit(7-10>-resina

segment protegit(1-6)- polimer segment protegit(7 -10) + resina

segment protegit(7-10)- polimer

El primer punt a considerar és la matriu polimèrica sobre la

qual s'han d'engalzar els segments peptídics protegits, indicada a l'esquema

com a "resina" i diferenta del "polimer" que s'empra per a sintetitzar els

segments.

El LHRH és un pèptid amidat en el seu extrem e-terminal. Hi

ha dues alternatives per a poder obtenir un pèptid com a carboxamida e-ter

minal. El primer mètode que es va emprar fou sintetitar el pèptid sobre

una resina que protegís l'aminoàcid e-terminal com a ester benzílic, i for

mar l'amida per amonòlisi d'aquest ester. Posteriorment, Pietta i Marshall

(66) van introduir l'a-aminobenzilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè) o resina

benzhidrilamina,

•
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que permet d'obtenir el pèptid-amida per acidòlisi amb HF anhidre amb bon

rendiment i evitant les reaccions secundaries que poden tenir lloc durant

l'amonòlisi (3). L'engalzament dels segments 1-6 i 7-10 del LHRH s'ha dut

a terme sobre una resina benzhidrilamina.

Tant l'acoblament del segment peptídic protegit 7-10 sobre

l'a-aminobenzilpoliestirè, com el del segment peptídic 1-6 sobre la tetra

peptidil-resina (després d'haver desprotegit l'extrem N-terminal) suposen

la formació d'un enllaç amida, i es poden efectuar ambdós pel mateix mètode.

La majoria d'acoblaments entre segments peptídics s'han dut a terme activant

el grup carboxil amb DCC i N-hidroxisuccinimida (67) o 1-hidroxibenzotria

zole (68), o bé activant-lo en forma d'acil-azida (69). En el cas de l'acti

vació amb DCC, l'agent acilant sembla ésser l'ester actiu del pèptid (suc

cinimidil o hidroxibenzotriazolil ester), tal com es mostra al següent

esquema utilitzant HOBt.

NH-cHex
Fmoc-pèptid1-COOH __;O;;_C:;:_C.;:.,_,_ Fmoc-pèptid1-CO-O-�

I I I I �
y y y y N-cHex

HOSt

Fmoc-pèptid1-pèptid2--i R
I I l

,-

y y y

La N-hidroxisuccinimida és el primer additiu a la DCC que es

va emprar per l'acoblament de segments. La reacció d'acilació tenia lloc

amb rendiments correctes (70, 71) i pràcticament no hi havia racemització

a l'aminoàcid C-terminal quan la reacció es duia a terme en diclorometà.

Quan el dissolvent era la Dr�F, però, l'acoblament no estava lliure de race

mització. Aquest fet és greu, ja que molt sovint els segments peptídics

protegits són solubles tan sols en dissolvents com D�, DMA i DMSO, essent

la DMF un dels dissolvents més correntment emprats en l'acoblament de segments.
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•

Els darrers anys, l'HOBt ha anat desplaçant la N-hidroxisucci

nimida. La combinació DCC/HOBt és la que ha donat millors resultats en

l'acoblament de segments, tant des del punt de vista de rendiments com de

supressió de l'epimerització fins i tot en DMF i amb temps d'acoblament

llargs (vegeu, per exemple, 17,19,72 i 73).

Pel que fa al mètode de l'azida, cal, en primer lloc. obtenir

el pèptid com a hidrazida C-terminal. La hidrazida es transforma en azida

per reacció amb un nitrit orgànic en un dissolvent orgànic i medi àcid a

baixa temperatura (69).

•

Fmoc-pèptid-NH -NH2
I
y

ONOR

H(+)
Fmoc-pèptid-N3

I
y

Les acil-azides són bons agents acilants, i el seu gran avan

tatge és el molt baix risc d'epimerització. Tot i que hi ha reaccions

secundaries (74, 75) tant en l'obtenció de l'azida a partir de la hidrazida

(nitrosació d'anells aromàtics, formació d'amides) com en l'acoblament entre

acil-azida i amina (transposició de Curtius de l'azida a l'isocianat),

aquest mètode és un dels més correntment emprats en la síntesi de pèptids,
••

i principalment en l'engalzament de segments (15, 76 i 77) •.

El nostre objectiu inicial ha estat dur a terme la sintesi del

LHRH assajant per l'acoblament dels segments el mètode d'activació amb DCC

i HOBt i el mètode de l'azida, per tal de poder-lo3 comparar en les mateixes

condicions, és a dir, en la síntesi del mateix pèptid i acoblant segments

amb la mateixa seqüència. Naturalment, aixó també comporta comparar dos

mètodes d'obtenció de segments peptídics protegits, segons hagin de tenir

l'extrem C-terminal com a àcid carboxílic lliure o en forma d'hidrazida.

Hem comentat ja a la introducció que per a obtenir segments

peptídics protegits en fase sòlida ha d'ésser possible desencorar el pèptid

del polímer sense alterar els grups protectors de l'extrem N-terminal i

de les cadenes laterals dels aminoàcids trifuncionals. Tot i que encara

no hem entrat en el detall de la protecció de les cadenes laterals dels

aminoàcids, hem dit que emprariem grups protectors làbils a l'HFanhidre,

i que les funcions a-amino les protegiriem amb el grup Fmoc, làbil a les

bases. El polímer que hern triat per a sintetitzar eJ.s segments peptídics

amb l'àcid carboxílic G-terminal lliure és el 4-hidroximetilfenoximetil-

•
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p 1
-

poliestirè 1 (23). L'enllaç d'ester 4-alcoxibenzílic que s'estableix entre
-

l'aminoàcid C-terminal i la matriu polimèrica és làbil al 55% de TFA en

diclorometà, condicions en les quals són estables els grups protectors de

les cadenes laterals dels amí.noàc í.ds (vegeu introc1ucció) •

•

Fmoc-pèptid - O-CH2
I I
y y

, ,

p

5510 TFA/CH2CJ2
Fmoc- pèptid-OH

I I
y y

Els pèptids-hidrazida 8'obtenen usualment per dos camins. El

tractament amb hidrazina d'una peptidil-resina en la qual l'enllaç entre

el pèptid i el polímer és d'ester benzílic dóna el pèptid en forma d'hidra

zida C-terminal. Ara bé, de la mateix� manera que aquest enllaç pèptid-re

sina és làbil a la h.í.dr-az í.nò Lí.s
í

, també ho són els ester benzd:lics que ser

veixen pp-r protegir els grups 13- i y-carboxil dels àcids aspàrtic i glu

tàmic respectivament. S' han descrit també reaccions secundaries amb aj. tres

aminoàcids, com la NG-N02-arginina (78, 79), la glutamina i la S-bp-nzil

cisteïna (80). L'altra alternativa és partir ja d'entrada d'una hidrazida

N' protegida i sintetit�ar tot el pèptid amb aquesta protecció (X').

X-pèptid-NH-NH-X'
I
y •

Dels diferents suports polimèrics'descrits que permeten de sin

tetitzar el pèptid com a hidrazida N' prote�ida (23, 81 i 82) nosaltres

hem triat el 4-carbazoiloximetilfenoximetilcopoli(estirè--1%-divinilbenzè)

2, que s'obté molt fàcilment a partir de la resina 1.
- -
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o
11

H N-NH-C-O-CH2 2

, ,

p 2
-

Un tractament amb 55% d'àcid trifllloroacètic en diclorometà permet de se

parar el segment peptídic protegit del polfmer com a hidrazida C-terminal.

o
II

Fmoc- pèptid- NH-NH-C-O-CH2--<
I I
y y

, ,

O-CH2--f P
,

Fmoc-pèptid- NH-NH2
I I
y y

Els grups que hem emprat per a pr-o teg í.r- les f'unc í.one a-amino

i les cadenes laterals dels aminoàcids tri funcionals durant la síntesi

són els següents:
•

c=armno

Les f'unc í.ons a -amino s' han protegit amb el grup Fmoc, i no és necessari

protegir el que de fet és una am.í da secundària en l'àcid piroglutàmic.

Histidina

La protecció de l'anell imidazòlic de la histidina és un dels punts deli

cats. Es conegut; que e]. risc de racemització de la h.istidina durant el pro

cés d'acoblament (tot i estant pr-o t.egida la funció a -amino en forma d'uretà)

és molt gran, i que l'extensió d'aquesta reacció secundària està lligada

al tipus de protecció de l'anell imidazòlic (3). Els resultats descrits

a la bibliografia mostren que no es produeix racemització si l'anell imida

zòlic es protegeix amb un grup força atraient d'electrons (83, 84) o espe

cíficament en la seva posició rr* (85). Per a la sintesi del LHRH, hem optat

per protegir l'imidazole amb el grup tosil, introduit per Sakakibara i Fujii

I.' any 1969 (83) i correntment emprat amb èxit a la síntesi de pèptids en

fase sòlida.

Triptofan

L'anell indòlic de]. triptofan no s' ha protegit. El triptofan és làbi l a

l'oxidació per l'oxigen atmosfèric en medi àcid, i pot experimentar reac-

•

*La nomenclatura rr i T de.l s nitrogens imidazòlics de

rer.omanada per la Comissió Conjunta de Nomenclatura

la histidina és la
-

Bioqu1mica IIJPAC-IUB(86).
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cions d'alquilaci6 (87) sobretot quan les funcions a-amino estan protegides

amb grups làbils als àcids, de manera que en el tractament àcid de l'etapa

de desprotecció es formen carbocations que poden actuar com agents alqui

lants. En el nostre cas, com que utilitzem un grup protector de les funcions

a-amino làbil a les bases, només hem hagut de prendre les precaucions nece

ssaries per a evitar reaccions secundaries sobre el triptofan en el trac

tament àcid final (TFA) que separa el pèptid protegit de la resina (vegeu

1.2.4.A).

Serina

Alguns autors deixen sense protegir la cadena lateral de la serina, opció

que va molt lligada al tipus d'activació del carboxil e-terminal per les

reaccions d'acoblament. Aixó només és possible quan l'aminoàcid s'acobla

com a ester actiu (88 a 90) o un segment peptídic que el conté com a acil

azida, és a dir, quan els agents acilants són prou febles com per no acilar

fàcilment grups hidroxil (10, 15,76 i 91). En el nostre cas, ja que els

acoblaments, com veurem més endavant, s'efectuen amb l'anhídrid simètric

preformat, per tal d'evitar possibles reaccions secundaries el grup hidroxil

de la serina s'ha protegit com a benzil èter (92), d'acord amb la tàctica

més habitual a la metodologia de síntesi en fase sòlida.

Tirosina

La protecció de l'hidroxil fenòlic de la tirosina és un altre punt conflic

tiu. Igual que per la serina, es pot deixar sense protegir dins de la tàc

tica de mínima protecció, duent a terme els acoblaments amb esters actius

o acil-azides, cas que no és el nostre.

S'han assajat molts tipus de protectors per la tirosi�a, però

els més usuals són els grups benzil. El grup benzil sense cap substituent

està totalment desaconsellat per dues raons diferents (93). En primer lloc

és poc estable als àcids, de manera que caldria esperar una certa despro

tecció en l'etapa d'acidòlisi amb TFA (de l'ordre d'un 2.3%/h). D'altra

banda, durant el tractament amb HF anhidre per a obtenir el LHRH lliure,

es pot produir alquilació de la tirosina en la posició 3 de l'anell benzènic,

per transposici6 intramolecular del catió benzil que s'allibera e� trencar

el benzil èter. L'extensió d'aquesta reacció secundària és de l'ordre

del 15%.

-
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-HN-CH-CO
I
CH2

HF
-NH-CH-CO

I
CH2

-NH-CH-CO
I
CH2

+ -NH-CH-CO
I
CH2

•

OH

Posteriorment, es va descriure el grup protector 2,6-dicloro

benzil (93 i 94), suficientment estable als àcids i amb el qual l'extensió

de l'alquilació intramolecular quedava reduïda aproximadament a un 5%, si

bé en síntesis dutes a terme en el nostre laboratori (95) s'ha observat

que l'extensió d'aquesta reac.ció secundària depen també de la seqüència

del pèptid. La protecció de l'hidroxil fenòlic de la tirosina per a la sín

tesi del LHRH s'ha efectuat, do�cs, amb el grup 2,6-diclorobenzil.

Arginina

La funció guanidino de la cadena lateral de l'arginina s'ha protegit amb

el grup tosil (96), làbil a l'àcid fluorhídric anhidre, i que s'ha consoli

dat com al protector més correntment emprat a la síntesi en fase sòlida.

En resum, ens hem proposat de sintetitzar els segments peptí

dics corresponents a les seqüencies 1-6 (N-terminal) i 7-10 (e-terminal)

del LHRH, en forma d'àcid carboxílic i d'hidrazida, les estructures dels

quals s'indiquen a continuació:

•
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o o o o oR 11 ! I u . 11 11 OH
NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH:2-C-

NH- NH/ I I I I 2

.....-C CH:2 CH2 CH:2 CH2O/ I
O
I
CH2 II

N
H

CI

1 6

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-OH
I I I

Tos Bzl Dcbzl

3
-

. - .. -. .
. .

-

--

1 6

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-GIY-NH-NH2
I I I

Tos Bzl Dcbzl

5
-

/ \�O O O O O
11 11 11 11 11 OH

H CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-N-CH-C-NH-CH2-C-2

I I NH-NH2
CH:2 (CH:2)3
I I
CH _/.NHA/,"

OH3C CH3 HN NH-S :2

7 10

Fmoc-Leu-Arg-Pro-Gly-OH
I

Tos

4
-

7 10
Fmoc-Leu-Arg-Pro-Gly-NH-NH2

I
Tos

6
-

•

Fer acabar, a la figura de la pàgina següent es mostra el resum

del procés global de síntesi del LHRH, emprant els segments amb l'àcid car

boxílic e-terminal lliure.
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HO R •

Fmoc-GJy-O R

•

GJp-His-Trp-Ser-Tyr-GJy-O- R
I I l '

Tos Bzl Dcbzl
Fmoc-Leu - Arg - Pro-GJy-O

I

Tos
•

GJp- His - Trp - Ser - Tyr - Gly - OHI I I
Tos Bzl Dcbzl

Fmoc- Leu -Arg - Pro -Gly-OH
I

Tos

Fmoc- Leu- Arg-Pro-Gly-OHI

Tos

+ H2N-CH- P
I �,

(/)

Fmoc- Leu-Arg- Pro-Gly-NH-CHI I
Tos (/)

H-Leu-Arg-Pro-GJy-NH-CH p
I I

Tos (/)

Glp-His- Trp- Ser- Tyr-Gly-OH -----..jI I I
Tos Bzl Dcbzl

Glp- His- Trp- Ser- Tyr -Gly-Leu -Arg- Pro-GJy-NH- CH pI I I I ITos Bzl Dcbzl Tos (/)

,

GJp- His-Trp- Ser -Tyr -Gly -Leu-Arg- Pro-Gly- NH2

•
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1.1.2. Consideracions generals sobre la metodologia de síntesi amb

Fmoc-aminoàcids.

L'ancorament de l'aminoàcid C-terminal als suports sòlids 1
-

i 2 és diferent en cada cas, i es descriu a les seccions 1.2.2 i 1.4.2.
-

Un cop ancorat l'aminoàcid C-terminal a la resina, cal procedir a l'engal

zament successiu dels altres aminoàcids. Cada cicle d'incorporació d'un

r-e s
í

du suposa: 1) desprotecció de la funció et-amino, 2) rentats, 3) acobla

ment del següent aminoàcid, 4) rentats i 5) control de l'acoblament.

La desprotecció de les funcions et-amino s'ha efectuat mitjan

çant un tractament de 30min amb 50% de piperidina en diclorometà. Aquesta

dissolució de piperidina s'ha de preparar cada vegada just abans d'emprar

-la, ja que al cap de poc temps d'haver barrejat la base i el dissolvent

(1-2h) apareixen cristalls d'hidroclorur de piperidini. Les agulles que

es formen són d'hidroclorur de piperidini i no d'hidroclorur de N-cloro

metil piperidini com hem comprovat per punt de fusió, ressonància magnètica
nuclear i espectrometria de masses.

Les determinacions espectrofotomètriques (a À=301nm) de la

quantitat de Fmp formada a cada etapa de desprotecció és convenient de

fer-les totes en condicions el més semblants possible, per tal de tenir

resultats reproduïbles. Convé també de fer-les el més ràpidament possible,

per tal d'evitar la formació de cristalls d'hidroclorur de piperidini en

els filtrats. Totes les quantificacions s'han dut a terme per mesura de

l'absorbància a 301nm, que encara que no correspon al més alt dels màxims

d'absorció de la Fmp (267nm, e:=17500; 290nm, e:=5800; 301nm, e:=7800) (39)

és el que presenta menys interferencies amb els reactius i els dissolvents

emprats a la desprotecció (piperidina, DMF).

Els aminoàcids s'han acoblat com a anhídrids simètrics, que

es preformen just abans de l'acoblament per reacció de 2mols d'aminoàcid

i 1mol de DCC (97). Als articles de revisió sobre el mecanisme de la reacció

entre un àcid carboxílic i una carbodiimida (98, 99) es posa de manifest

que la reacció és molt complexa. El primer intermedi que es forma, la

Q-acilisourea i, és molt reactiu, i pot evolucionar de maneres molt dife-
-

rents segons el dissolvent emprat, la concentració i l'estequiometria dels

reactius, i la presència en el medi d'àcids o bases.
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X-NH-CHR1-COOH + cHex-N=C=N-cHex

-'lN-cHex
X-NH-CHR1-C,

NH-cHex

....cHex
,

------X-NH-CHR -CO-N1
000 ,.!!! CO-NH-cHeJl

V
-

o

I
-

o

IV

(X-NH-CHR1-CO)20
..

II
-

-

La transposició intramolecular a N-acilurea iii és una reacció

secundària que provoca la disminució d'agent acilant, i està afavorida en

dissolvents d'elevada constant dielèctrica (DMF, CH3CN, DMSO, H20).

R ijN-cHex /cHex
X-NH-CHR -C-O-C ----X-NH-CHR1-CO-N1

i
V "NH-cHex .lli. 'CO-NH-cHex

-

La oxazolona ives forma per ciclació intramolecular de la

O-acilisourea i, i és susceptible de reaccionar amb una amina per formar
-

un enllaç peptídic.

o a �II 11...-:: N-cHex
X'-C-NH-CHR -c-a-c/"1

o V "
I NH-cHex
-

o

•

El problema de la formació de l'oxazolona es que es produeix

r-acerní, tzació al C- a de l'aminoàcid, de manera que, després de reaccionar
,

amb un altre aminoàcid, s'obtenen dos pèptids diastereoisomèrics. Tanmateix,

la ciclació a oxazolona està desafavorida quan la funció a-amino està pro

tegida com a carbamat.

Pel que fa a la formació de l'anhídrid simètric, inicialment

es creia que tenia lloc quan la proporció aminoàcid/DCC és l/l, perquè

l'aminoàcid reacciona més ràpidament amb la O-acilisourea que amb la carbo-
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diimiàa (100, 101). Ara bé, l'estudi per 1H-RMN àe la reacci6 mol a mol

entre benziloxocarbonil-L-valina i diisopropilcarbodiimida en el si de

CDCl3 (102), mostra que, en aquestes condicions, l'única especie present

en el medi és la O-acilisourea que es manten inalterada durant 9h. No és

evident, doncs, quin és realment l'agent acilant, ni tan sols si és un únic

agent, quan l'acoblament es du a terme amb una relació equimolar d'amino

àcid i carbodiimida. En qualsevol cas, suposant que aquesta estequiometria

condueixi a l'anhídrid simètric, no sembla aconsellable d'efectuar acobla

ments durant temps molt llargs, ja que la DCC, que és lleugerament bàsica

i restaria en excés, pot catalitzar la descomposició de l'anhídrid simètric

via acilaci6 intramolecular

X-NH-CHR-CO

\0
/

X-NH-CHR-CO

X-N-CHR-COOH
I
CO-CHR-NH-X

donant lloc a un dipèptid que pot èsser activat i ancorat en comptes del

monòmer desitjat (103). Tanmateix, aquesta reacció secundària que té lloc

preferiblement quan l'aminoàcid que s'activa està poc impedit estèricament

és pràcticament negligible en les condicions usuals de síntesi de pèptids

en fase sòlida (103, 104).

A la vista d'aquests resultats, el mètode d'acoblament triat

és el de l'anhídrid simètric, pr-e f'or-ma't a partir de 2mols d'aminoàcid i

1mol de DCC. Amb aixó s'evita que hi hagi O-acilisourea en el medi de reac

ció, intermedi molt reactiu que, com hem vist pot donar reaccions secun

daries la més perjudicial de les quals és la ciclació intramolecular a oxa

zolona amb la consegüent racemitzaci6 en l'aminoàcid que s'acobla. Els aco

blaments s'han dut a terme en la mínima quantitat de dissolvent possible,

per tal d'augmentar al màxim la concerrtr-ac í.ó en el medi d'agent acilant

i aconseguir que l'acoblament sigui més ràpid. El temps d'acoblament ha

sigut d'una hora, i amig acoblament hem addicionat un equivalent d'EDIA

que, d'acord amb la literatura (39), serveix per "regenerar" amines lliures

sobre la resina parcialment protonades pel mol d'àcid carboxílic alliberat

per mol d'anhídrid que ha reaccionat. Aquesta amina terciaria, estèricament

molt impedida, no desprotegeix les funcions a-amino en aquestes condicions

de reacci6, perquè la seva concentració en el medi és molt baixa i el temps

de contacte amb el Fmoc-aminoàcid o Fmoc-pèptid és relativament curt. Les

•
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dades descrites a la literatura indiquen que un Fmoc-aminoàcid resta inal

terat durant el temps d'acoblament en presència d'una concentració baixa

d'EDIA (�1% v/v) (105).

El control de l'extensió de l'acoblament, o, dit d'una altra

manera, la comprovació de si després de l'acoblament queden grups amino

lliures sobre la resina, s'ha fet mitjançant els assaigs de la ninhidrina

(106) i/o la fluorescamina (107), que detecten quantitats de l'ordre de

5�mol i 0.6�mol de grups amino per g de resina respectivament. Cap d'aquests

dos reactius permet la detecció d'amines secundaries lliures sobre el polí

mer (cas de la prolina), i en el moment de començar aquest treball no es

disposava de cap altre mètode alternatiu per a poder controlar acoblaments

sobre prolina.
,

1.2. síntesi dels segments peptídics Glp-His(Tos)-Trp-Ser(Bzl)-Tyr(Dcbzl)-
.

-Gly-OH 3 i Fmoc -Leu-Ar-g (Tos) -Pro-Gly-OH 4.
- -

1.2.1. Síntesi del suport sòlid 4-hidroximetilfenoximetilcopoli(estirè-1%

-divinilbenzè) 1.
-

•

A la literatura s'han descrit dos camins alternatius per sinte

titzar el 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè 1 a partir de clorometilpo-
-

liestirè (23), que s'indiquen al següent esquema:

OH

,

, ,

p

HO

1
-

/
. LiAIH4

F

o-eH 2 p
, �
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Tot i que sembla més atractiva la síntesi en 1.1n sol pas, per

més curta, varem triar la síntesi
,

en dues etapes perque l'autor assenyala

que quan s'efectua la substitució nucleòfila directament sobre l'alcohol

4-hidroxibenzílic, el rendiment és una mica inferior que per l'altre camí,

ja que es detecten més grups clorometil que no han reaccionat sobre el

polímer.

El primer pas és una substitució nucleòfila amb 4-hidroxiben

zoat de metil i metòxid sòdic, base amb la qual la possible transesterifi

caci6 torna a donar el mateix producte de partida. La segona etapa de la

síntesi és la reducció .de l'ester a alcohol amb tetrahidrur d'alumini i

liti.

Hem dut a te�me aquesta sequència de reacions partint de clo

rometilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè) comercial. Després del primer pas,

s'han detectat tan sols traces de CI per anàlisi elemental. La reducció

de l'ester no ha sigut quantitativa, perquè per espectroscòpia infrarroja

es comprova que no ha desaparescut del tot la banda de carbonil. Tanmateix,

no sembla que una petita quantitat d'ester sobre la resina pugui èsser per

judicial per a la s1ntesi.

1.2.2. Ancorament de Fmoc-Gly-OH al suport sòlid 1.
-

.

L'acoblament de l'aminoàci.d e-terminal, Fmoc-Gl.y-Olí , dels seg-

ments peptídics 3 i 4 al 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè 1 s'ha efectuat
- - -

segons el mètode descrit a la literatura per Meienhofer i cols. (39), este

rificant l'alcohol polimèric (resina) amb Fmoc-Gly-OH, DCC i 4-dimetilamino

piridina (DMAP) (108, 109). L'addició de la DMAP és fonamental per a acon-

seguir un bon rendiment, ja que, en general, en les reaccions d'esterifi

cació emprant només DCC els rendiments són baixos i es poden produir reac

cions secundaries (110).

Posteriorment, els grups hidroxil que han quedat sense reaccio-

nar s'han bloquejat per tractament amb clorur de benzoil i piridina, per

tal d'impedir que s'hi puguin ancorar altres aminoàcids en els acoblaments

posteriors, fet que conduiria al final de la síntesi a un producte molt

poc homogeni.
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Fmoc-Gly-OH +

DCC,

Fmoc-Gly-O-CH2

P

o
II
C-CI, Pyr

o
II

}o-C-O-CH2

Fmoc-Gly-O-CH2--;

Abans de continuar la síntesi s'ha determinat el grau de subs

titució (f) de la Fmoc-glicil-resina per tres mètodes:

a) a partir del % de N determinat per anàlisi elemental d'una mostra de

Fmoc-glicil-resina

b) per desprotecció d'lma alíquota de Fmoc-gligil-resina amb piperidina

i quantificació per espectroscòpia ultraviolada de la N-(9-fluorenil

metil)piperidina (Fw.p) formada.

e) un cop desprotegida la funció a-amino, quantificació dels grups amino

lliures que hi ha sobre la resina per valoració espectrofotomètrica

amb àcid pícric (mètode de Gisin) (111).

Els resultats obtinguts s'i�diquen a la següent taula:

,

Mètode analític f(
.

mmol
)

g Fmoc-Gly-resina

a) Anàlisi
elemental N 0.38

b) UV Fmp 0.37

c) Gisin 0.34
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Tal com es pot observar, elR valors determinats de f són força

concordants entre si, dins de l'ordre d'error dels mètodes analítics emprats.

Ara bé, perquè la quantificació sigui fiable pels mètodes b

i c, ha sigut necessari fer dues comprovacions:

i) mètode b: calia saber dins de quin marge de concentracions de Fmp es

cumpleix la llei de Beer i Lambert

ii) mètode c: calia comprovar l'estabilitat a l'àcid pícric de l'enllaç

pèptid-resina, perquè ja hem dit que aquest enllaç és làbil als àcids (TFA)

i) En primer lloc s'ha procedit a sintetitzar la N-(9-fluorenilmetil)pipe-
•

ridina fent reaccionar cloroformiat de 9-fluorenilmetil amb piperidina,

anàlogament al mètode emprat per Carpino i Han (22), que obtenen la Fmp

per tractament amb piperidina de la 9-fluorenilmetoxicarbonilanilina. El

cloroformiat de 9-fluorenilmetil s'ha preparat per reacció del 9-fluorenil

metanol amb fosgè (22). El 9-fluorenilmetanol s'ha obtingut a partir del

fluorè en dues etapes: en primer lloc el fluorè es formila en posició 9

per reacció amb formiat d'etil i hidrur sòdic, i el 9-formilfluorè (que
no s'aïlla) es redueix a alcohol amb borohidrur sòdic (1�2).

•

••

\

Q
II

H-C-QEt
\

NaH

CHQ

\I. FmQH

I. \
N
H I.

CH2-QH
O
"

CI-C-CI

Fmoc-CI
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Per determinar dins de quin marge de concentració de Fmp es

cumpleix la llei de Beer i Lambert, s'han preparat dissolucions de concen

tració diferent de N-(9-fluorenilmetilpiperidina), i de cada una d'elles

s'ha enregistratl'espectre ultraviolat. A la següent figura es representen

els valors de les absorbancies a 301nm enfront de la concentració molar

de les respectives dissolucions .

•

1.5

1

0.5

0.5.10-4 -41.5.10

•

Tal com podem observar, a la longitud d'ona a la qual normal

ment es quantifica Fmp (301nm), la llei de Beer i Lambert es cumpleix per
-4

dissolucions de concentració menor o igual a 1.710 M, o, el que és el

mateix, podem determinar el contingut en Fmp de dissolucions que absor

beixen fins a A=1.6.

ii) L'enllaç pèptid-resina és làbil a l'àcid trifluoroacètic en diclorometà.

Per quantificar grups amino pel mètode de Gisin cal tractar l'aminoacil-

o peptidil-resina amb àcid pícric, qúe té el mateix ordre d'acidesa que

l'àcid trifluoroacètic (en H20 i a 25°C, els pKa del TFA i de l'àcid pícric

són, respectivament, 0.59 i -0.33 (113) ). Tot i que la dissolució d'àcid

pícric que s'empra al mètode de Gisin és molt més diluida (O.OlM) que la

dissolució de TFA que habitualment s'empra per trencar l'enllaç pèptid-re

sina (7.4M),ens preocupava la possibilitat de que, en una certa extensió,
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es produís separació de pèptid o aminoàcid del suport polimèric. Per tal
•

de comprovar si tenia lloc o no aquesta reacció secundària, s'han tractat

alíquotes de Fmoc-glicil-resina de grau de substitució conegut amb una di

ssolució O.OIM d'àcid pícric en diclorometà durant temps diferents. Després

de rentar exhaustivament, s'ha determinat la quantitat de Fmoc-aminoàcid

que resta ancorada al polímer tractant amb piperidina i quantificant la

Fmp formada.

Els resultats obtinguts s'indiquen a la següent taula:

Temps de

amb àcid
tractament

pícric (min) f(
g

mmol Gly
FmOc-Gly-resina)

o 0.41 •

15 0.40

30 0.42

60 0.40

100 0.43

Aquestes dades mostren clarament que l'enllaç pèptid-resina
•

es perfectament estable en aquestes condicions experimentals, de manera

que és vàlid l'assaig ge Gisin per a determinar el grau de substitució d'ami

noacil- o peptidil-resines quan la resina és el 4-hidroximetilfenoximetil

poliestirè.

1.2.3. Síntesi del segment peptídic protegit 4.
-

1.2.3.A. Síntesi del pèptid.

•

El primer segmen� peptídic que hem sintetitzat és el 4, que
-

correspon a la seqüència 7-10 del LHRH amb l'àcid carboxílic e-terminal

lliure. Hem partit de 2.05g de Fmoc-glicil-resina i una substitució de

0.38mmol/g Fmoc-Gly-resina. Al següent esquema s'indiquen els trets essen

cials de la síntesi:

•

35



Fmoc-Leu-Arg- Pro-Gly-O-CH2--{
I

Tos

11 I 1I

O-CH2-G

on el número de t indica el d'acoblaments necessaris per a incorporar cada

aminoàcid i els números al damunt de cada residu els mmol de Fmp obtinguts

a cada etapa de desprotecci6.

Aquesta síntesi presenta,
• •

a prJ.orJ., dos problemes: la possible

reacci6 secundària de formació de dicetopiperazines i el control de l'aco

blament de Fmoc-Arg(Tos)-OH sobre la prolina.
,

•

La formació de dipèptids cíclics o dicetopiperazines, en aquest

cas ciclo(L-Pro-Gly), pot tenir lloc a partir del moment en que hem des

protegit la prolina:

•

o
II

ÑH -CH-CO-NH-CH2-C�O-CH2--(
,

HN
+

En el moment d'engegar aquesta síntesi, les dades de la biblio

grafia indicaven que aquesta reacció és catalitzada principalment per àcids

carboxílics (114) (vegeu el capítol 2 d'aquesta Memòria per a m6s detalls).

A més a més, la seqüència -Pro�Gly- afavoreix aquesta ciclaci6 intramole

cu l.ar , Per tal d'intentar evitar la formació de dicetopiperazines, un cop

desprotegida la prolina s'ha procedit a acoblar l'arginina el més ràpida

ment possible, fent servir un excés d'aminoàcid superior a l'emprat per
•

a acoblar prolina i afegint l'amina (EDIA) 10min després que l'anhídrid

simètric preformat de l'arginina. Amb tot aix6 s'intenta tenir l'amina lliu

re el mínim temps possible i evitar la possible catàlisi deguda a l'àcid

carboxílic alliberat durant l'acoblament (lmol d'àcid per cada mol d'anhí

drid que reacciona).

Pel que fa al control de l'acoblament de Fmoc-Arg(Tos)-OH, s'ha

efectuat separant una alíquota de Fmoc-Arg(Tos)-Pro-Gly-resina després de
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l'acoblament i determinant-ne el grau de substitució.

L'anàlisi de les dades sobre la Fmp obtinguda a cada etapa de

desprotecci6 posa de manifest els problemes que hi ha hagut en aquesta

síntesi.

El primer problema que trobem és un acoblament incomplert de

prolina sobre glicina (disminucio de la quantitat de Fmp en desprotegir

el total de Fmoc-Pro-Gly-resina), fet molt sorprenent donat que l'assaig

de la fluorescamina després del segon acoblament de prolina sobre la glicil

-resina havia donat negatiu, indicant, per tant, l'absència d'amines sobre

el polímer «0.2%). D'altra banda, creiem que es pot descartar la hipòtesi

d'una desproteccio incomplerta, ja que sempre que s'ha repetit el tractament

habitual amb piperidina, s'ha trobat una quantitat de Fmp pràcticament

nul.la. En aquest cas hem procedit a acoblar l'arginina ràpidament, sense

esperar la quantificaci6 de la Fmp formada en la desprotecci6, per intentar

evitar la formació de dicetopiperazines. No és evident, doncs, l'origen

d'aquesta disminució de la quantitat de Fmp formada a l'etapa de despro-
"

teccio.

Un cop acabat el primer acoblament de Fmoc-arginina, s'ha pro

cedit a separar una alíquota de peptidil-resina, assecar-la i desprotegir

-la amb piperidina. La determinació per espectroscòpia ultraviolada de la

Fmp formada ha posat de manifest un bon grau de substitució i, per tant,

acoblament complert. Ara bé, quan hem procedit a desprotegir el total de

Fmoc-peptidil-resina hem trobat que, una altra vegada, ha disminuit el grau

de substitució i que la desprotecció de l'alíquota ha donat un resultat

erroni. Es possible, en aquest cas, que aixó sigui degut a l'error de pe

sada de l'alíquota (4-5mg) de Fmoc-tripeptidil-resina. Aquest resultat ens

posa de manifest que no hem aconseguit evitar del tot la reacció secundària

de formaci6 de dicetopiperazines, que ha tingut lloc en un 35% suposant

que l'arginina s'hagi acoblat sobre el total d'amines lliures que hi havia

sobre la resina i que no han donat la ciclació intramolecular. Caldrà,

doncs, dur a terme un estudi més detallat sobre la formació de dipèptids

cíclics amb el suport sòlid l, per tal de veure com es pot evitar o mini-
-

•

mitzar aquesta reacció secundària.

La referència que hem fet a la possibilitat de no haver acoblat

quantitativament l'arginina es basa en resultats aparescuts posteriorment

en la literatura: alguns autors assenyalen la dificultat d'acoblar
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,

Fmoc-arginina protegida en la seva funci6 guanidino per protonació, amb

dos grups adamantiloxicarbonil o amb el grup 4-metoxi-2,3,6-trimetilbenze

nosulfonil (42, 48 i 115). A la síntesi del segment 18-31 de la toxina 11

de l'escorpí AaH hi ha hagut molts problemes per a aconseguir acoblament

quantitatiu de Fmoc-arginina protegida amb el grup tosil (116). Tanmateix,

hi ha autors que no assenyalen haver tingut cap problema (45), ni l'hem

tingut nosaltres a la síntesi del pèptid 6 (vegeu 1.4.3.A).
�

A l'anàlisi que hem fet sobre l'origen de les perdues de furicio

nalització que han tingut lloc en aquesta síntesi, no hem tingut en compte

la possible inestabilitat de l'enllaç pèptid-resina a la piperidina, que

també conduiria a una disminució successiva del grau de substitució sobre

la resina. No hem considerat aquest aspecte en cap moment perque les dades

de la literatura indiquen que l'enllaç pèptid-resina és resistent als trac

taments amb piperidina. Meienhofer i cols. (39) no detecten traces de vali

na després de tractar Fmoc-Val-resina amb 50% de piperidina en DMF durant

5 dies, mentre que Brown et al. (44) troben un 6% de pèrdua després de 24h
-

de tractament de Fmoc-Gly-resina amb 20% de piperidina en DMF, la qual cosa

equival a un 0.04% de pèrdua per cada tractament en una síntesi (10min en

aquestes condicions de �oncentració i dissolvent).
Finalment, s'ha ancorat la Fmnc-leucina mitjançant doble aco

blament, després del qual l'assaig de la fluorescamina ha sigut encara lleu

gerament positiu però el de la ninhidrina negatiu. No hem acetilat les ami

nes residuals perquè creiem que en la purificació del pèptid ens ha de ser

més fàcil separar un Fmoc-tetrapèptid d'un tripèptid que d'un acetil-tri

pèptid. La desprotecció d'una alíquota de Fmoc-tetrapeptidil-resina ha posat

de manifest que el grau de substJtució (0.24mmol/g Fmoc-pèptid-resina) és

superior en un 25% al que caldria esperar (0.19mmol/g en base als mmol de

Fmp trobats en desprotegir l'arginina), de manera que la Fmoc-Leu s'ha anco

rat en part o bé als grups OH que han quedat lliures sobre la resina des

prés de la formació de la dicetopiper.azina, o bé a grups amino lliures de

la prolina sobre els quals no s'hauria acoblat arginina. La primera d'aques

tes possibilitats es sustenta per l'aparició d'un pic cromatogràfic de

Fmoc-Leu-OH en les purificacions del crú de síntesi (vegeu apartat següent).
En la següent figura es mostra la possible evolució de la sín

tesi, indicant quins productes podrien acompanyar el pèptid desitjat. Malau

radament la descripció no és complerta, perquè posteriorment varem posar

de manifest una altra reacció secundària (vegeu 2.2.1).
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La totalitat de peptidil-resina s'ha tractat amb un 55% d'àcid

trifluoroacètic en diclorometà a temperatura ambient. El rendiment de l'aci

dòlisi (58%) s'ha determinat comparant la quantitat de pèptid que ha passat

a la dissolució amb el total de pèptid que hi havia ancorat a la matriu

polimèrica al final de la síntesi. El grau de substitució de la Fmoc-tetra

peptidil-resina s'ha determinat per tractament d'una alíquota amb piperi

dina i quantificació de la Fmp formada. La quantificació del pèptid en disso

lució s'ha fet mesurant l'absorbància a 301nm, i agafant com a valor d'ab

sorbitivitat molar el descrit com a general pels Fmoc-aminoàcids, €=6200

(105). La fiabilitat d'aquesta mesura es basa en els resultats obtinguts

en veure dins de quin marge de concentracions de Fmoc-aminoàcid o Fmoc

-pèptid es cumpleix la llei de Beer i Lambert, la qual cosa s'ha fet mesu

rant l'absorbància a 301nm de dissolucions de Fmoc-Gly-OH de diferent con

centració. A la següent figura es representen els valors de les absorbancies

enfront de les corresponents concentracions •..

1

15

05

c(M)

Veiem, doncs, que fins a concentracions de 2.1 10-4M (és a dir,

A=1.3) es cumpleix la llei d� Beer i Lambert pel màxim d'absorció de 301nm.

Com que tan sols hem pogut separar del polimer un 58% de pèptid,
hem intentat amillorar el rendiment d'acidòlisi efectuant un segon tracta

ment amb 55% TFA/diclorometà i un tercer amb àcid trifluoroacètic pur. Aquests

dos últims tractaments només han proporcionat un 1% més de pèptid protegit,

de manera que hem aconseguit en total desencorar el 59% de pèptid (189�mol)

de la resina.
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Es conegut que les resines clorometilades comercials tenen com

a impuresa grups hidroximetil (117 a 119). En aauest punt ens hem plantejat

la possibilitat de tenir pèptid ancorat al polímer a través d'un enllaç

amb aquests gr-ups hidroximetil, enllaç que no és làbil a l'àcid tri fluoro

acètic sino a l'àcid fluorhídric anhidre. Una acidòlisi amb àcid fluorhídric

anhidre i 10% d'anisol a ooe de la resina que ja ha estat tractada amb TFA,

ha proporcionat 2.7�01 de pèptid, quantitat molt petita en relació als

131�mol de pèptid que restaven ancorats a la matriu polimèrica. En qualsevol

cas, el crú peptídic que prové del tractament amb HF no es pot ajuntar amb

la reste de producte, doncs encara que té protegit el grup amino N-terminal

la cadena lateral de l'arginina està desprotegida.

De tota manera, s'ha de dir aquí que és coneguda

la dificultat d'assolir rendiments quantitatius a les acidòlisis d'un enllaç

pèptid-resina fins i tot quan està unívocament funcionalitzada.

•

1.2.3.B. Purificació i caracterització del pèptid 4.
-

Els segments peptídics protegits, solubles en dissolvents or

gànics i insolubles en aigua, no es poden purificar pels mètodes que s'em

pren clàssicament per pèptids hidrofílies, és a dir, filtracions moleculars

sobre gels de tipus Sephadex (polímer de dextrans) o Bio-Gel (gel de polia

crilamida) i cromatografia de bescanvi iònic, totes elles en dissolvents

aquosos. En el cas dels pèptids protegits, és possible separar productes

de talla diferent· mitjançant filtraci6 molecular sobre gels compatibles

amb dissolvents orgànics: Bio-Beads (poliestirè reticulat), Sephadex LH-20

(1�0) o LH-60 (121) (. polímers de dextrans amb e l.s grups hidroxil transfor

mats en propil èters) i Enzacril (gel de poli(N-acriloilmorfolina) reticu

lat) (122). Ara bé, pel aue fa a la pOAsibilitat de separar productes amb

càrrega neta diferent, els segments peptídics protegi.ts acostumen a tenir

tan sols un grup ionitzable, el e-terminal (carboxil, hidrazida), que molt

probablement contenen també totes les impureses que l'acompanyen i que per

tant no permet de pur
í

f'Lcar- per cromatografia de be scanv
í iònic.

Els mètodes més correntment emprats per purificar pèptids pro

teeits són els mètodes clàssics que s'empren en la purificaci6 dels produc-
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tes orgànics: cristal.lització, cromatografia sobre gel de sílice, de vega

des extraccions i cromatografia de distribució en contra-corrent. Cal mati

sar, pel que fa a la cristal.lització, que sovint el que es descriu no es

veritablement una cristal.lització sino mes aviat una precipitació aconse-

guida tractant un oli amb un dissolvent
, .

organ�c.

A la literatura es troben algunes referencies d'aplicació de

la cromatografia líquida d'al ta eficàcia sobre gel de sílice a la purificació

de segments peptídics protegits (123, 124). Segon.s els autors, l'eluent

que s'ha d'emprar per a la cromatografia líquida es tria en base a un deter

minat valor del Rf del producte en cromatngrafia en capa fina. Concreta

ment, aconsellen fer servir aquell eluent que en cromatografia en capa fina

dóna taques amb Rf entre 0.2 i 0.5 (124).

Hem abordat la purificació del pèptid 4 combinant la filtració
-

molecular sobr-e Sephadex LH-20 (adequat per la talla d' aques t pèptid) i

la cromatografia líquida d'alta eficàcia sobre gel de 3ílice, per dos camins

diferents. En tots dos cassos, les cromatografies s'han seguit per la me

sura de l' abaor-bànc í,a de l' eLu í

t a 301nm (màxim d' absorci6 del grup Fmoc };

i) En primer lloc s'ha dut a terme una pre-purificació del crú peptídic

mi t.iançant cr-cmat.ogr-af'La sobre gel de sílice en una columna oberta, eluint

amb CHC13/MeOH/AcOH 70/20/5. Es tracta simplement de netejar una mica el

producte eliminant les impureses de polaritat més diferenta. Després d'ana

litzar les diferents fraccions per cromatografia en capa fina, n'hem sepa

rat una que conté una mescla de tots els productes presents en el crú pep

tídic per a fer' algun assaig de purificació. Amb aquest producte s' han efec

tuat assaigs.anivell analític, injectant la mostra a una columna Lobar C

(Merck) de gel de sílice 60 i eluint a 2mL/min amb tres eluents diferents:

-CHC13/MeOH/AcOH 85/5/2

-CHC13/MeOH 85/5

-CHC13/�PrOH/AcOH 88/5/2.

Tan sols amb el darrer eluent s'ha aconseguit una certa reso-
,

luci6 separant-se tres fraccions, l'anàlisi de les quals per cromatografia

en capa fina i anà Lí s
í

d'aminoàcids ens ha permés d'identificar el produc-
.�

te desitjat, contingut en la fraccio III.

•
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III

0.6·

Pro

Gly
0.3' I

Leu

11 Arg\.
-

25 50 75 ml

r II III

- 0.84 1.09

- 1.16 0.92

54 4.08 0.73

- 2.23 0.38

Les fraccions procedents de la pre-purificació que contenien

majoritariament el pèptid � s'han injectat a un cartutx (30x5cm) de gel

de sílice 60 d'un aparell preparatiu de cromatografia líquida d'alta efi

càcia. Per a eluir el producte desitjat s'han fet servir tres mescles de

dissolvents de polaritat creixent: CH2C12/�PrOH/AcOH 88/1.5/0.5,

CHf12/lPrOH/AcOH 88/10/5 i CH2C12/MeOH/AcOH 88/10/5, eluint a 200mL/min.

La fracció que conté el producte desitjat, que s'elueix amb el darrer sis

tema, finalment s'ha filtrat a través de Sephadex LH-20 eluint amb MeOH

a 6mL/h, obtenint-se un 35% de producte pur •

•

•

A continuació es mostren els cromatogrames corresponents a

aquestes cromatografies:
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7000 mL

40 60 80 mL

a: HLPC preparativa sobre gel de sílice; 1, 2 i 3 corresponen a cada un

dels dissolvents emprats a la cromatografia (vegeu text ). b: filtració
molecular sobre Sephadex LH-20.
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ii) Per aquest camí hem intentat primer purificar el producte per filtra

ció molecular sobre Sephadex LH-20 eluint amb MeOH. Les fraccions que con

tenen el producte desitjat s'han cromatografiat a continuació en una columna

Lobar de gel de sílice, eluint amb CHC13/!prOH/AcOH 88/5/2. Una recromato

grafia en les mateixes condicions ha donat el pèptid 4 pur amb un rendiment
-

del 23%.

Seguidament es mostren els cromatogrames corresponents als tres

passos d'aquesta purificació •

•

A
01 a A 01

0.2

0.1

b e

•

•
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0.1

40 60 mL 10 30 50 ml.. 40 60 80 ml

a: filtració molecular sobre Sephadex LH-20. b: cromatografia sobre gel
de sílice. c:recromatografia en les mateixes condicions.

El pèptid 4, un cop purificat, s'ha analitzat en primer lloc
-

per cromatògrafia en capa fina (cromatoplaques de gel de sílice,

CHCI3/MeOH/AcOH 70/20/5, Rf=0.55). A la següent taula s'indiquen les anà

lisis d'aminoàcids del crú peptídic (obtingut del tractament amb TFA) i

del pèptid purificat:

Crú peptídic Pèptid pur

Pro 0.75 , 1.04

Gly 1.10 0.99

Leu 1.30 0.97

f..rg 0.86 0.96

•
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La determinació del poder rotatori espec1fic ha donat eI

següent valor:

[a lD = -44.1 +2 (c 0.4, DMF)
- -

1.2.4. síntesi del segment peptídic protegit 3.
-

1.2.4.A. Síntesi del pèptid.

Per a la s1ntesi del segment 1-6 del LHRH amb l'àcid carboxílic

e-terminal lliure hem partit de 1.8Eg de Fmoc-glicil-resina amb els hidro

xils bloquejats per benzoilació i un grau de substitució de O.33mmol/g Fmoc

-Gly-resina. A continuació s'indica esquemàticament el progrés de la sín

tesi:

0.8' 0.60 0.57 0.58 0.62 (mmol Fmp)

Glp-His-Trp-Ser- Tyr -Gly-Q-CH2-<
I I I

Tos Bzl Dcbzl

III II II I II
A, A2 A,

De la mateixa manera que pel pèptid 4, els valors indicats al
-

damunt de cada residu corresponen als mmol de Fmp obtinguts a l'etapa de

desprotecció del residu en qüestió, f indica acoblament i A acetilació,

indicant els subíndex 1 i 2 un objectiu i procediment diferents.

Al és l'acetilació que es du a terme normalment quan, després

d'haver fet dos acoblaments d'un aminoàcid, l'assaig de la fluorescamina

no és encara clarament negatiu i es procedeix a bloquejar les amines resi

duals amb anhídrid acètic i etildiisopropilamina.

Abans de desprotegir la funció a-amina de la serina i per a

bloquejar els possibles OH que haurien quedat lliures si s'haguessin format

dicetopiperazines, hem efectuat un tractament amb anhídrid acètic i piridina

(condicions més indicades per una esterificació), que correspon a l'aceti

lació A2•

•
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De tota manera, per a intentar obviar a la formació de diceto

piperazines, hen dut a terme l'acoblament de la serina amb un excés d'anhí

drid més gran que el que s'empra normalment (2.5 en comptes de 1.5), per

que sigui el més ràpid possible, i hem afegit l'equivalent d'amina des del

començament per a evitar la presència d'àcid carboxílic lliure. Amb aixó

hem aconseguit amb un sol acoblament resultat negatiu a l'assaig de la .!

fluorescamina.

Els mmol de Fmp obtinguts en la desprotecció dels quatre primers

residus són essencialment correctes,. i resten dins del marge d'error del

mètode.

El més sorprenent de la síntesi és la quantitat de Fmp obtin

guda a la desprotecció de la histidina. Per tal de discernir quin és l'ori

gen del problema, s'ha començat per enregistrar l'espectre ultraviolat de

la suposada Fmoc-His(Tos)-OH comercial, i una quantitat coneguda del mateix

producte s'ha tractat amb piperidina quantificant la Fmp formada per absor

ció a 301nm. En els dos cassos s'han obtingut resultats que indiquen que

el producte no conté un sol grup Fmoc, sino entre 1.5 i 2. L'anàlisi elemen-

tal del producte no lliga amb les

dóna sofre negatiu. L'espectre de

dades teòriques
1 .

H-RMN tan sols

calculades i, sobretot,
•

indica excés de Fmoc.

Posteriorment I hem s·inteti tzat Fmoc-His (Fmoc )-OH, comprovant que el seu

espectre d'infrarroig és idèntic al del producte comercial adquirit com a

Fmoc-His(Tos)-OH, així com els punts de fusió i la cromatografia en capa

fina. L'anàlisi elemental trobada pel que créiem Fmoc-His(Tos)-OH lliga

força bé amb la calculada per Fmoc-His(Fmoc)-OH.

Fmoc-NH-CH-COOH
I
CH2

Fmoc-NH-CH-COOH
I
CH2

\

,

I

Així doncs, a la síntesi del pèptid 3, l'acoblament del darrer
-

•
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,

aminoàcid s'ha dut a terme sobre una histidina amb el grup imidazole des

protegit, de manera que també s'hi va ancorar àcid piroglutàmic. Cal dir,

però, que l'enllaç àcid piroglutàmic-imidazole és molt probablement total

ment làbil en les condicions de trencament de l'enllaç pèptid-resina (125).

Després de l'acidòlisi varem obtenir, per tant, un crú peptídic

que contenia Glp-His-Trp-Ser(Bzl)-Tyr(Dcbzl)-Gly-OH en comptes del pèptid

desitjat Glp-His(Tos)-Trp-Ser(Bzl)-Tyr(Dcbzl)-Gly-OH 3. Tanmateix, seguirem
-

anomenant el nou pèptid 3 al llarg del capítol.
-

Finalment, cal comentar que l'acoblament de l'àcid piroglu

tàmic ha sigut una mica dificultós. Després de dos acoblaments pel mètode

de l'anhídrid simètric amb 3 i 2 equivalents d'aminoàcid, respectivament,

l'assaig de la fluorescamina ha donat encara clarament positiu. Només ha

sigut negatiu després d'un tercer acoblament amb aminoàcid i DCC mol a mol,

sense preformar l'anhídrid.

Per desencorar el pèptid 3 del polímer s'ha tractat la pepti-
-

dil-resina amb 55% de TFA en diclorometà durant 1h a temperatura amb í.ent ,

en presència d'un 2% de S-mercaptoetanol per evitar l'oxidació del tripto

fan en medi àcid. El rendiment d'aquesta etapa, 56%, s'ha calculat comparant

la quantitat de pèptid que passa a la dissolució, determinada a partir

d'hidròlisi i anàlisi d'aminoàcids, amb el total de pèptid ancorat al po

límer, calculat en base al promig dels darrers valors fiables de Frnp tro.

bats en la desprotecció durant la síntesi. Un segon tractament en Le s ma

teixes condicions ha proporcionat un 1% més de pèptid.

1.2.4.B. Purificació i caracterització del pèptid 3.
-

La purificació del pèptid 3 s'ha abordat amb una cromatografia
-

de filtració molecular sobre Sephadex LH-20 eluint amb metanol, i columnant

el total del crú peptídic en cinc lots. Les fraccions que contenen el pro

ducte desitjat (anàlisi d'aminoàcids força correcta i revelat positiu al

reactiu d'Ehrlich, específic pel triptofan (126, 127), en cromatografia

en capa fina) s'han cromatografiat a continuació en un cartutx de gel de

sílice 60 d'un aparell d'HPLC preparativa, eluint amb CH2C12/MeOH/H20

•
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57/40/3 a 200mL/min. Una darrera filtració sobre Sephadex LH-20 ha donat

pràcticament un únic pic de pèptid 3, purificat amb un rendiment global
-

del 37%.

Els cromatogrames que es mostren a continuació corresponen a

la primera cromatografia sobre Sephadex LH-20 i a la duta a terme sobre

gel de sílice. Tal com es pot veure, el seguiment del perfil d'elució s'ha

fet a 280nm, màxim d'absorció de tirosina i triptofan (en aquest cas no

tenim grup Fmoc a l'extrem N-terminal).
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20 40 60 ml 2000 4000 6000 mL

a: filtració molecular sobre Sephadex LH-20. b: HPLC preparativa sobre gel
de sílice.

A la següent taula s'indiquen les anàlisis d'aminoàcids del

producte a diferents estadis de la purificació:

crú peptídic pèptid després
de LH-20 pèptid pur

Ser 0.92
•

0.88 0.85
•

Glu 2.38 1.22 1.05

Gljr 1.16 1.01 0.98

0.98 0.93 0.97

Hi_S 0.94 1.06 1.04

•
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L'anàlisi d'aminoàcids del pèptid purificat és correcte, i tot

i que no hem determinat triptofan (requereix un procediment d'hidròlisi

diferent, ja que es destrueix en la hidròlisi amb HCI 6N; vegeu també 3.2.2.C)

el pèptid dóna positiu al revelat amb el reactiu d'Ehrlich en cromatografia

en capa fina: Rf=0.43, CHCI3/MeOH/NH3 10/10/1.

La determinació del poder rotatori específic dóna un valor

[aJ =

D
-13 . 7 + O. 4 (c 1. 2 , DMF )

-
-

•

1.3.'Síntesi del LHRH.

•

1.3.1. Engalzament dels segments peptídics protegits sobre el suport

polimèric.

1.3.1.A. Síntesi d'a-aminobenzilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè).

L'engalzament dels segments peptídics protegits 3 i 4 per a
- -

obtenir el LHRH s'ha efectuat sobre una resina benzhidrilamina o a-amino

benzilpoliestirè (vegeu 1.1.1). Aquest suport sòlid s'ha sintetitzat segons

el següent esquema (20, 128, 129):

o
O
I I

0-C-CI. AICI3

O
II

0-C--i p
, ,

o
I I

H-C-NH 2

•

0-CH P
I
NH-CHO

HCI

() (+) ,.

CI
-

H3N-CH--i P
l

'

o
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S'ha partit de poliestirè reticulat amb un 1% de divinilbenzè

comerèial, rentat exhaustivament per tal d'eliminar impureses com polímer

linial, monòmers residuals, agents de reticulació, catalitzadors i addi-

tius (3).

El primer pas de la síntesi és una reacció de Friedel-Crafts

en la que s'obté el benzoilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè) per tractament

del poliestirè amb clorur de benzoil i triclorur d'alumini. El benzoilpolí

mer es transforma en el N-formil-a-aminobenzilpoliestirè mitjançant amina

ció reductora de Leuckart amb formiat amònic, formamida i àcid fòrmic. Fi

nalment, una hidròlisi amb àcid clorhídric dóna l'hidroclorur de la resina

benzhidrilamina.

El grau de substitució de l'a-aminobenzilpoliestirè es determi

na per l'assaig de Gisin.

1.3.1.B. Estabilitat del grup protector Fmoc a l'a-aminobenzilpoliestirè.

Tot i que és conegut que els Fmoc-aminoàcids no es desprote

geixen, en fase sòlida, pels grups amino d'una cadena peptídica en creixe

ment (49), hem volgut assegurar-nos de que els grups amino de la resina

benzhidrilamina no desprotegirien el grup Fmoc, protector de l'extrem N

N-terminal del pèptid 4, durant el procés d'acoblament d'aquest pèptid a
�

l'a-aminobenzilpoliestirè, que és molt més llarg (48h) que el temps d'aco

blament d'un Fmoc-aminoàcid (1h).

Per a dur a terme aquest estudi s'ha sintetitzat l'ester metí

lic de la Fmoc-glicina, producte model del qual es vol comprovar l'estabi

litat enfront de la resina benzhidrilamina. El grup carboxil de l'amino

àcid s'ha protegit en forma d'ester per tal d'evitar la protonació dels

grups amino del polímer.

En primer lloc s'ha esterificat la glicina amb clorur d'hidrogen

•

en el si de metanol absolut. La incorporació del grup Fmoc a l'hidroclorur

del glicinat de metil es va intentar sense èxit pel procediment descrit

a la literatura (105), que fa reaccionar els hidroclorurs d'esters d'amino

àcids amb cloroformiat de 9-fluorenilmetil en presència de piridina. Tampoc

va reixir l'intent d'obtenir el producte desitjat alliberantprèviament el
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grup amino del glicinat de metil amb una base més forta com la dietilamina.

Un cop eliminada totalment la base, per impedir que pugui reaccionar amb

el reactiu, Fmoc-Cl, o amb el Fmoc-Gly-OMe que es va formant, es fa reacio

nar el glicinat de metil amb Fmoc-Cl. Cap d'aquests dos camins, en principi

tan senzills, ha permés d'obtenir l'ester metílic de la Fmoc-glicina amb

un rendiment acceptable, i en els dos cassos s'ha format, en quantitats

apreciables, un subproducte que s'ha identificat com a carbonat de bis-(9-

-fluorenilmetil)

•

El cloroformiat de 9-fluorenilmetil es pot hidrolitzar i donar

9-fluorenilmetanol, diòxid de carboni i clorur d'hidrogen.

\ \ -./
+ CO2 + HCI

La realitat és que sovint una certa quantitat de 9-fluorenil

metanol acompanya el Fmoc-Cl com a impuresa. Sigui quin sigui el seu origen,

la presència de 9-fluorenilmetanol en el medi de reacció pot explicar la

formació del carbonat a que ens hem referit abans (130), que s'obtindria

per atac nucleòfil de l'alcohol al grup carbonil del cloroformiat.

o
11

R-O-C-CI + R-OH

, o
11

R-O-C-O-R + HCI

Finalment, l'ester metílic de la Fmoc-glicina s'ha sintetitzat

sense cap problema per esterificació de Fmoc-Gly-OH comercial amb metanol

anhidre i clorur d'hidrogen.
•

MeOH
Fmoc-Gly-OH------

Hel
Fmoc -Gly-OMe
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La comprovació de l'estabilitat del Fmoc-Gly-OMe enfront dels

grups amino de l'a-aminobenzilresina s'ha fet agitant durant 48h una sus

pensió de resina benzhidrilamina en una dissolució de Fmoc-Gly-OMe en diclo

rometà. A diferents temps del tractament s'han pres mostres del sobrenadant,

que s'han analitzat per cromatografia en capa fina revelant amb ninhidrina,

i pel mètode de la ninhidrina quantitativa (131), per detectar la possible

aparició de glicinat de metil. El valor de la constant de resposta colori

mètrica s'ha determinat per mesura de l'absorció a 570nm del producte que

es forma en fer reaccionar ninhidrina amb una mostra patró de glicinat de

metil corresponent al 5% de desp.rotecció de Fmoc-Gly-OMe.

A la següent taula s'indica el resultat de les mesures d'absor

ció al visible corresponents a la reacció amb ninhidrina de Fmoc-Gly-OMe

en el moment inicial de la reacció i al cap de 48h d'estar en presència
de l'a-aminobenzilpoliestirè, i del patró de glicinat de metil ja indicat.

Indiquem també les diferencies entre aquests valors i les mesures d'absorció

del corresponent blanc, efectuades totes per duplicat.

A
mostra

A -A
mostra blanc

la mesura 2a mesura ls mesura 2s mesura

Blanc 0.16 0.19 - -

Fmoc-·Gly-OMe
t. = O

0.18 0.19 0.02 0.00

Fmoc-Glv-OMe
-

t =48h
0.18 0.19 0.02 0.00

H-Gly-OMe
patró

0.53 0.55 0.37 0.36

•

Podem veure en primer lloc, comparant les dades obtingudes per

Fmoc-Gly-OMe a t=O i el blanc, que pràcticament no hi ha desprotecció en

el procés de la reacció amb ninhidrina. Pel que fa a l'estabilitat del grup

Fmoc a l'a-aminobenzilpoliestirè, la comparació entre els valors obtinguts

per Fmoc-Gly-OMe a t=O i t=48h, posa de manifest que, almenys de manera

significativa, no hi ha desprotecció de Fmoc-Gly-OMe.
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1.3.1.C. Engalzament dels segments

nobenzilpoliestirè.

peptídics protegits 3 i 4 sobre ia-ami-
- -

El procés d'engalzament dels segments peptídics protegits sobre

la resina benzhidrilamina s'esQuematitza a continuació:
-

(-) (+)
CI H3N-CH<t> P

EDIA

Fmoc-Leu-Arg-Pro-Gly-OH, DCC, HOSt
I

Tos

Fmoc- Leu-Arg-Pro-Gly-NH-CH<!>�r<,
TÒs P

H2N-CHq)
....

Fmoc-Leu-Arg-Pro-Gly-NH-CH<!>·....r<,
I

Tos P

AC-NH-CH<!>
....·',./

piperidina
,

H-Leu-Arg-Pro-Gly-NH-CH<!>,....r,
I

Tos P

Ac- NH-CHll)
.....·..._.,

Glp·-His-Trp+Ser+Tyr-Gly-OH, DCC, HOBt
I I

Bzl Dcbzl

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH-CH0 ....................
I I I PBzl Dcbzl Tos

•

AC-NH-CH0
....<;:»

En primer lloc cal alliberar la base a partir de l'hidroclorur

du-aminobenzilpoliestirè, per tractament amb una dissolució al 5% d'EDIA

en diclorometà.

El segment peptídic protegit Fmoc-Leu-Arg(Tos)-Pro-Gly-OH, ja

purificat, s'ha ancorat a la matriu polimèrica amb DCC i l-hidroxibenzo-
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triazole durant 48h. La proporció entre els grups amino polimèrics i el

pèptid 4 ha sigut de 3/1, per tal d'aconseguir que s'incorpori el màxim
-

de pèptid possible. Passades les 48h d'acoblament, s'ha procedit a la fil

tració i rentat de la peptidil-resina. A continuació, s'han bloquejat els

grups amino que no han reaccionat per acetilació fins a obtenir assaig

d'amines negatiu.

La desprotecció de l'extrem N-terminal amb 50% de piperidina

en diclorometà ha posat de manifest que tan sols un 21% del pèptid 4 s'ha
-

ancorat a la resina benzhidrilamina. Com que l'ancorament d'un aminoàcid

a aquesta matriu polimèrica acostuma a tenir lloc amb rendiments pràctica

ment quantitatius, el baix rendiment d'ancorament del pèptid 4 es pot atri-
-

buir a l'impediment estèric que dificulta l'accés d'un pèptid, molt més

voluminós, als grups amino del suport sòlid.

El segment peptídic Glp-His-Trp-Ser(Bzl)-Tyr(Dcbzl)-Gly-OH,

3, en un excés de 2.5 vegades respecte als punts reactius de la peptidil-
-

-resina, s'ha engalzat a l'extrem N-terminal del pèptid 4 mitjançant acti-
-

vació amb DCC i HOBt. Després d'un acoblament, 48h, l'assaig de la ninhi

drina ja ha donat negatiu.

El fet d'haver acoblat el pèptid 3 amb l'anell imidazòlic de
-

la histidina desprotegit no suposa cap complicació en l'acoblament que no

haguessim trobat de poder acoblar el pèptid 3 d'estructura inicialment pre-
-

vista, és a dir, amb l'imidazole protegit amb el grup tosil. En aquest cas,
-

al cap d'un temps relativament curt (aproximadament 2h), l'anell imidazòlic
•

de la histidina hagués estat també desprotegit, perquè en tractar N�m-tosil-
histidina amb 1-hidroxibenzotriazole es produeix desprotecció de l'anell

imidazòlic (132).

El fet de tenir l'imidazole lliure produeix una disminució de la

�oncentració efectiva d'agent acilant (com a ester actiu d'HOBt), que

reacciona tant amb els grups a-amino lliures com amb l'anell imidazòlic,

si bé s'ha de tenir en compte que el peptidil-imidazole pot actuar també

com agent acilant. D'altra banda, si no en el tractament amb àcid fluorhí

dric anhidre, en posar el pèptid en presència d'aigua i medi àcid després

d'aquesta reacció, es produeix la "des-acilació" de la histidina, de manera

que des d'aquest punt de vista, no hem d'esperar que entre les impureses

que acompanyen el LHRH es trobin productes de talla superior a la d'un de

capèptid.
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Un altre problema que es pot haver produit és l'addició de la

DCC a l'anell imidazòlic lliure de la histidina, reacció catalitzada per

l' HOBt (133).

CO-y

X-His-Y
DCC cHex-NH

/>-N /.N NH-X

cHex-N �HOSt

A la síntesi del fragment 1-34 de la paratirina, els autors

assenyalen que durant la condensació de.ls

,

HOBt f Nim 'd H'
32

1 es va ormar -aml 0- lS en un

segments 18-24 i 25-34 amb DCC

13% (98). La DeC es pot eLí.m inar-

de l'adducte format escalfant amb metanol, però aixó té l'inconvenrent de

que es forma O-metil-N ,.N '-diciclohexilisourea, bon agent metilant que

podria metilar algun residu del nostre pèptid (histidina, triptofan, serina,

tirosina i arginina). A la síntesi del LHRH no hem dut a terme cap tracta

ment per a destruir el possible adducte DCC/imidazole.

1.3.2. Obtenció del crú peptídic. Purificació i caractertzació del LHRH.

El LHRH lliure s'ha obtingut per tractament de la peptidil-re

sina amb HF anhidre en presència d'un 10% d'anisol. En aquest tractament

àcid no s'afegeix cap antioxidant pel triptofan, ja que la reacció es fa

en absència d'aire. Com a precedent, l'acidòlisi amb HF anhidre sobre LHRH

sintetitzada al nostre laboratori per elongació seqüencial sobre una resina

benzhidrilamina no va presentar cap problema (65). El rendiment d'aquesta

etapa ha sigut del 59%, en base a la comparació de la quantitat de pèptid

desencorada del polímer (determinada per hidròlisi i anàlisi d'aminoàcids)
•

amb la quantitat de Fmn formada a la desprotecció de la Fmoc-tetrapeptidil-
,

reSlna.

La purificació del crú peptídic obtingut després de l'acidòlisi

amb HF s'ha efectuat segons el mètode ja establert (65). En primer lloc

el pèptid s'ha sotmés a una filtració molecular sobre Sephadex G-15, eluint

amb acetat amònic O.lM pH=8.5.
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,

A continuació es mostra el oerfil cromatogràfic obtingut en

aquesta etapa, aíxf com els cromatogrames d' HPLC analítica. en fase reversa

de les diferents fraccions r-ecul.l Lde s (Merck Lichrosorb C18, 20% CH3CN/TEAP
O.05M pH=3.0, 2mL/min, detecció a 280nm). A la següent pàgina, en forma

de taula, s'indiquen els resultats de les anàlisis d'aminoàcids .

•

o
•

• • • • • • \
o 4 8 mi"

.. ._, .,. -

•

1

.,

• • •

8 min
••

O 4

•

j
•

••

O
••

4

• • • •

4 8 min

•

. .

•

O
• • • • •

4 8 min

I I1 III VIV
200 400 ml
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Crú Fr·. r r». II .(''''1.... .,. T "'T'

• .J..J...l. FI-. IV
� ..

l' r • v FI'. VI

Ser 0.77 0.03 0.50 0.85 0.88 1.32 1.37

Glu 0.91 0.05 0.74 1.06 0.98 1.67 1.65

Pro 0.87 1.03 0.97 0.94 0.94 0.60 -

Glv 2.02 1.08 1.73 1.96 2.07 2,59 2.25

Leu 1.0:1 0.97 0.96 0.97 0.95 1.00 0.29

T,yr 0.63 0.01 0.41 0.62 0.93 1.03 1.00

His 0.69 0.06 0.53 0.75 0.85 0.99 0.81

Arg 1.04 0.99 1.08 1.01 0.93 0.97 0.21

Podem veure que les pr-Imer-es fraccions de la cromatografia

estan enr-í.qu
í

dee en els aminoàcids corresponents al segment C-terminal,

inversament al que passa amb les darreres. Donat que en aquests processos

cromatogràfics els pèptids que s'elueixen primer són els de pes molecular

més el evat , potser
,

es pot explicar el resultat obtingut en base a fenomens

d'agregació de part del segment C-terminal sobre el qual no s'hauria anco

rat l'hexapèptid.

Les fraccions que cor-r-esponen al pic majori tari (68%) i que

contenen el producte desitjat s'han ajuntat i liofilitzat, i s'han aplicat
a una columna de bescanvi iònic de car-box.í.rne t í.LceLl.uLoaa CM-52, on el

pèptid s'ha eluit amb un gradient de pH i força iònica d'acetat amònic.

El cromatograma resultant és el següent

A I mS
BO

I _

0.4
I 40
.

I

0.2

I

20

,

200 400 ml

Com es pot observar, la cromatografia de bescanvi iònic presenta
un pic molt majori tari (90%), ja que la major part d'impureses .j a han estat

eliminades amb la filtració molecular sobre Sephadex G-15.
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FinaJ.ment, el LHRH s' ha dessalat mitjançant cromatografia sobre

Bio-Gel P-2 eluint amb àcid acètic O.lM, obtenint-se amb un 56% de rendi

ment global de purificació.
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Tal com abans hem vist, tant l'anàlisi de les diferents frac

cions obtingudes com el progrés de la purificació s'han seguit per cromato

grafia líquida d'al ta eficàcia en fase reversa (C18). Compara.nt els croma

togrames obtinguts a diferents estadis de la purificació veiem que hem puri

ficat el crú peptídic, arribant a un producte molt homogeni que s'elueix

en HPLC amb el mateix temps de retenció que el LHRH sintetitzat prèviament

al nostre laboratori (65) i que havia estat caracteritzat exhaustivament

(HPLC i cromatografia en capa fina en diferents condicions, poder rotatori

específic, etc.).
•

•
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•

c·

a

,

b

<

•

•
• • • •

•

o 4 8
•

ml"

•

O
• •

8
• •

16
• •

•

ml"

"

•

O
• •

8
• • ••

16 mi"

Cromatograrl1es d'HPLC analítica deL LHRH a diferents estadis de la purifi
cació. a) crú peptídicj b) LHRH després de la filtració molecular sobre
Sephadex G-15j c) pèptid pur. (Merck Lichrosorb C18, 20% CH3CN/TEAP 0.05M
pH�3.0, 2mL/min, detecció a 280nm)

També a �fectes comparatius, en la segUent taula s'indi�uen
els reultats obtiguts en les anàlisis d'aminoàcids del pèptid en els dife

rents passos del procés de purificació. El triptofan, donat que requereix
una hidròlisi especial, només s'ha determinat pel producte pur (vegeu mate

rials i mètodes).
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Crú Després de Després de Pèptid Valor

peptídic S. G-15 CMC-52 pur- teòric

Ser 0.77

0.91

0.87

2.02

1.03

0.63

0.69

1.04

0.88

0.98

0.94

Arg

Trp - - -

0.93

0.99

0.97

2.11

0.97

0.98

0.98

0.97

0.96

1

1

1

2

1

1

1

1

1

Gly 2.07

0.93

0.99

1.00

2.08

0.96

1.00

0.99

Glu

Pro

Leu 0.95

0.93

0.85

0.93 1.00

Tyr

His

1.4. Síntesi dels segments peptídics protegits Glp-His(Tos)-Trp-Ser(Bzl)

-Tyr(Dcbzl)-Gly-NH-NH2 � i Fmoc-Leu-Arg(Tos)-Pro-Gly-NH-NH2 �.

1.4.1. Síntesi del 4-carba zoiloxi:netiJ_fenoximetilcopoli (estirè-1%-divini 1-

benzè) 2.
-

El suport sòlid 4-carbazoiloximetilfenoximeticopoli(estirè-l%

-divinilbenzè) 2 s'ha sintetitzat d'acord amb el procediment descrit per
-

Wang (23). La resina 1 s'ha tractat amb cloroformiat de fenil, i la hidra-
-

zinòlisi del carbonat resultant ha donat la matriu polimèrica desitjada 2.
-

,

o
II

CI-C-O-

,

o.
I I

)-O-C-O-CH2

,

p

2
-
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1.4.2. Ancorament de Fmoc-Gly-OH al suport sòlid 2.
-

L'ancorament de l'aminoàcid C-terminal, Fmoc-Gly-OH, al suport

polimèric 2 s'ha efectuat mitjançant l'anhídrid simètric preformat de l'ami-
-

noàcid. Contrariament al que passa amb la resina 1, aquest acoblament té
--

•

lloc en les mateixes condicions que la resta d'acoblaments de la síntesi.

La desprotecció d'una alíquota de Fmoc-glicil-resina ha posat

de manifest que hem aconseguit un grau de substitució de O.60mmol/g Fmoc

-glicil-resina. Com que l'assaig de la fluorescamina ha donat positiu, ha

calgut acetilar els grups -NH2 de la resina que no han reaccionat.

El total de Fmoc-glicil-resina s'ha dividit en dues parts per

a continuar amb cada una d'elles la síntesi dels pèptids 5 i 6. Després
- -

de quatre acetilacions successives sobre una de les meitats, encara no s'ha

aconseguit assaig de la fluorescamina clarament negatiu, de manera que hem

optat per controlar cada pas de la síntesi mi t.jançant l'assaig de la ninhi

drina, que a aquest nivell és en canvi negatiu (pèptid 6). Amb l'altra mei-
-

tat, s'ha dut a terme un intent d'acetilació amb AC20 i EDIA

intent en les mateixes condicions però afegint DMAP, després

•

l un segon

del qual

l'assaig de la fluorescamina ha sigut negatiu. L'avaluació de l'extensió

dels acoblaments all llarg de la síntesi del pèptid � s'ha pogut fer,_ doncs,

amb l'assaig de la fluorescamina.que, en principi, és una mica més sensible

que el de la ninhidrina.

,

1.4.3. Síntesi del segment peptídic protegit 6.
-

1.4.3.A. Síntesi del pèptid.

El progrés de la síntesi deL pèptid 6 s'indica a l'esquema
-

següent:

0.29 0.31 0.49 f (total)

f (alie.)0.35 0.34 0.35 0.55

-

Fmoc_Leu_Arg_Pro-Gly-NH-NH-CO-O-CH2
I

Tos

1 1 11 1

P

_-
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on cada t indica un acoblament; f és el grau de substitució, en mmol/g Fmoc

-glicil-resina, o bé d'alíquotes separades per a controlar la incorporació

de cada aminoàcid un cop obtingut assaig de la ninhidrina negatiu, o bé

del total de Fmoc-peptidil-resina.

El primer que podem observar és que, a tots els cassos, les

desproteccions de les alíquotes donen valors del grau de substitució supe

riors als que es troben quan es desprotegeix la totalitat de Fmoc-peptidil

-resina, amb diferencies bastant constants. No és fàcil trobar una expli

cació a aquest fet, però una de les causes pot ser que a les desproteccions

de les alíquotes les absorcions resi�uals dels reactius i dissolvents (pipe

ridina, DMF) incrementen la mesura de l'absorbància molt més que a les des

proteccions globals, on abans de quantificar espectrofotomètricament cal

efectuar una dilució més gran de la mostra.

Un cop finalitzat el primer acoblament de Fmoc-prolina, que

dóna assaig de la ninhidrina negatiu, s'ha desprotegit una alíquota, i la

lectura a 30lnm de la N-(9-fluorenilmetil)piperidina formada ha posat de

manifest una disminució del 36% respecte a la quantitat de Fmp formada en

desprotegir la glicina. Hem intentat un segon acoblament, després del qual

la desprotecció d'una alíquota ha tornat a donar pràcticament el mateix

valor. Aquesta pèrdua s'ha confirmat en eliminar el grup Fmoc del total

de la resina, posant de manifest una disminució del grau de substitució

que després de dos acoblaments i assaig de la ninhidrina negatiu no es pot

atribuir a una incorporació defectuosa de la prolina. De tota manera, abans
•

d'efectuar aquesta desprotecció global, s'ha procedit a acetilar per a blo

quejar possibles grups reactius (vegeu 1.4.5 per a un plantejament més

detallat del problema).
•

A partir d'aquest punt la síntesi ha prosseguit sense cap pro-

blema, tal com podem deduir dels resultats de les successives desproteccions.

Cal comentar que en aquesta síntesi l'acoblament de Fmoc-Arg(Tos)-OH ha

tingut lloc normalment i amb bon rendiment.

El tractament amb àcid trifluoroacètic per a desencorar el

pèptid del polímer s'ha repetit tres vegades: les dues primeres en les con

dicions usuals, 55% d'àcid trifluoroacètic en diclorometà, i la tercera

amb un 100% de TFA. El rendiment del primer tractament, calculat per compa

ració de la quantitat de pèptid que passa a la dissolució (determinada

espectrofotomètricament a partir de l'absorbància a 301nm del grup Fmoc)
•
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amb el pèptid ancorat al polímer (en base al grau de substitució trobat

a la darrera desprotecció total), ha sigut del 75%. El mateix càlcul, quan

tificant el pèptid que passa a la dissolució a partir de l'anàlisi d'amino

àcids, dóna un valor del rendiment del 60%. El segon i tercer tractaments

han desencorat, cada un d'ells, un 1.5% de pèptid del polímer.

1.4.3.B. Purificació i caracterització del pèptid 6.
-

En primer lloc s'ha procedit a separar el material peptídic

d'impureses de polaritat força diferenta per "filtració" en una columna
•

oberta de gel de sílice eluint amb un dissolvent que reten poc el producte.

Després d'ajuntar les fraccions que per anàlisi per cromatografia en capa

fina contenen els mateixos productes, s'ha intentat trobar condicions de

purificació amb alíquotes d'aquest crú. S'ha assajat la cromatografia de

filtració molecular sobre Sephadex LH-20, que ha donat un sol pic que conté

tots els productes presents en la mescla. Mitjançant cromatografies d'alta

eficàcia sobre gel de sílice, emprant columnes de vidre pre-empaquetades

Lobar (Merck), hem aconseguit aïllar i caracteritzar per anàlisi d'amino

àcids i cromatografia en capa fina el pèptid 6, de manera que hem abordat
-

la purificació a escala més gran en condicions semblants.

En les dues prime�es etapes de la purificació, el pèptid s'ha

cromatografiat i recromatografiat amb CHCI3/MeOH/AcOH 80/10/2 eluint a

240mL/min. Els esquemes d'elució obtinguts, registrant de forma contínua

a la sortida de la columna l'absorció a 301nm, s'indiquen a continuació.
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Les fraccions procedents de la segona cromatografia que corres

ponen a la zona marcada s'han cromatografiat sobre gel de sílice en un apa

rell d'HPLC preparativa, eluint amb CH2C12/MeOH/AcOH 87/10/3 a 200mL/min.

De les tres fraccions col.lectades únicament una (la marcada) presentava

una sola taca per cromatografia en capa fina corresponent al producte arIlat

en els assaigs previs de purificació.
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HPLC preparativa.
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L'anàlisi d'aminoàcids d'aquesta fracció ha donat valors correc

tes que es comparen a la segUent taula amb els del crú peptídic::

Crú Fracció

peptídic pura

Pro 1.01 1.02

Gly 1.25 1.05

Leu 0.98 0.96
,

Arg 0.77 0.97

Finalment, com que encara s 'observava alguna petita impuresa

a la cromatografia en capa fina, el producte s'ha recromatografiat en les

mateixes condicions que les dues primeres etapes de la purificació. El
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perfil d'elució mostra pràcticament un sol pic,_ pur per cromatografia en

capa fina (Rf= 0.53, CHC13/EtOH 3/1). El rendiment de la purificació ha

sigut del 7%.
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Quarta cromatografia del pèptid 6.
-

1.4.4. Síntesi del segment peptídic protegit 5.
-

1.4.4.A. Síntesi del pèptid.

L'evolució de la síntesi del pèptid 5 s'indica al següent esquema:
-

0.40 0.22 0.28 0.30 1.12 (mmol Fmp)

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-NH-NH-CO-O-CH --<

I I I
2

Tos Bzl Dcbzl

III 11 I I I

cada f indica que s'ha efectuat uri acoblament d'aquell aminoàcid, i els

números al damunt de cada residu corresponen als mmol de Fmp trobats a cada

etapa de desprotecció global. Com ja hem indicat a l'apartat 1.4.2., en

aquesta síntesi no ha sigut necessari efectuar desprotecció d'alíquotes

abans de dur a terme la desprotecció de la totalitat de Fmoc-peptidil-
•

-r-es ina ,

-
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El primer problema que hem tingut en aquesta síntesi �s el

mateix que ja hem trobat a la síntesi del pèptid 6, la pèrdua de funciona-
.-

lització detectada en desprotegir la Fmoc-Tyr(Dcbzl)-Gly-resina (73% de

pèrdua). En aquest cas, preveient la possibilitat de tornar a trobar aquest

problema, s'ha procedit a acetilar abans de desprotegir la tirosina per

tal de bloquejar possibles grups reactius.

A partir d'aquesta etapa, la síntesi ha continuat normalment,

els valors del grau de substitució s'han anat mantenint dins de límits

correctes. fins a arribar a la desprotecció de la histidina on hem observat,

igual que a la síntesi del pèptid 3 (1.2.4.A.), un augment de la quantitat
-

de Fmp alliberada, que en aquest cas arriba a �sser del 70%.

De la mateixa manera que a la síntesi del pèptid 3, l'acoblament
-

de l'àcid piroglutàmic ha presentat dificultats; l'assaig de la fluoresca

mina ha donat clarament positiu despr�s de dos acoblaments amb l'anhídrid

simètric pr-ef'orrnat., i només s'aconsegueix assaig negat íu despr-és d'un ter

cer acoblament amb aminoàcid i DCC mol a mol.

El tractament de la peptidil-resina amb 55% de TFA en dicloro

metà i en presència de 2% de s-mercaptoetanol per a evitar l'oxidació del

triptofan,.ha donat el segment peptídic amb un 54% de rendiment, determinat

per la relació entre la quantitat de pèptid desencorat del polímer (calcu

lada per anàlisi d'aminoàcids) i el pèptid ancorat a la matriu polimèrica

abans de l'acidòlisi (determinat a partir de la Fmp alliberada en despro

tegir el triptofan). Un segon tractament en les mateixes condicions gaireb�
no ha amillorat el rendiment.

1.4.4.B. Purificació del pèptid 5.
-

,

La purificació d'aquest pèptid ja d'entrada s'ha presentat pro-

blemàtica,�amb inconvenients que abans no h�m tingut:
- hem treballat amb quantitats de producte petites, ja que el rendiment

de la síntesi ha sigut molt baix

- el producte �s molt poc soluble en els dissolvents amb que es treballa

habitualment (diclorometà, metanol, .•• )
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- no hem aconseguit de trobar, tot i haver assajat mol tes condicions, un

eluent óptim per a l'anàlisi del producte per cromatografia en capa fina

- el crú peptídic presentava moltes impureses.

Hem abordat la purificació de la mateixa manera que la de l'he-

xapèptid amb l'àcid carboxílic e-terminal lliure 3, per filtració molecular
-

i cromatografia líquida d'al ta eficàcia sobre gel de sílice en un aparell

preparatiu.

En la cromatografia sobre Sephadex LH-20 l'elució del pèptid

s'ha efectuat amb 10% de N,N-dimetilacetamida en metanol, per
•

a acons egui.r-

solubilitzar el pèptid. Com que no tenim grup Fmoc, hem seguit la cromato-

grafia a 280nm, màxim d'absorció de tirosina i triptofan. Per a
,

la següent

etapa de la purificació s' han ajuntat les fraccions corresponents al pic

major-Itari del perfil d'elució.
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Filtració molecular sobre Sephadex LH-20.

En el primer intent de purificació per HPLC preparativa sobre

gel de sílice"el pèptid s'ha eluit amb CH2C12/MeOH/H20 57/40/3, donant

un sol pic que conté tota la mescla de productes. Un cop evaporat el dissol

vent, s' ha recromatografiat amb un eluent diferent,
.. CH2C12/MeOH/NH3 77/20/3.

L'anàlisi per cromatografia en capa fina ha posat de manifest novament que

gairebé no hi ha hagut separació, de manera que hem ajuntat i recromatogra

fiat les fraccions senyalades en el cr-oma togr-ama a. A continuació es mos

tren els perfils de les cromatografies que han permés de separar productes

(pàgina següent).

,

67



0.2

a

0.4 , ..

· ....

::;:;:::;. .:;:::::;:::.
· . . . . . . . . . . . .

· . . . . . . . . . . . .
· . . . . . . . . . . . .

· .. , . . . .
· . . . . . . . .

..... .

" . '. '. . .

..... '.
.

. : .

. '............. . ' .

::;:::::::::::':;: :::::=:=:::::=:::::::=:::::
:.:.:.:.:.:.:.:.: .:.:.:.:.:.;.:.:.:.:.:.:.:.:
.:.:.:.:.:.:.;.:, :.:.:.;.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:
:.:.:.:.:.:.:.:.: .:::.;.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.;
· . . . . . .. . .

................. . ,' ' .. ,
........................... ,., '

.
·

" .

:.:.:.:.:.:.:.:.;. :':':',':':':':':':':':':':':':',
................ ' .. ', , .. ' ,

.

..............',., , .. ' , .

· '.' .

. :.:.:.:.:.:':':.:. ".:.:,:.;.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.; .

................ ' ,
' ,., , , ..

:.:.:.:.:.:.:.:.:.: :.:.:.;.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.: .
.................

' .........• ' '
.

· ' , , .

:':':':':':':':':'. :.:-:';':': .:.:.:.:.:.:.:-:':.:.:.:.:.:-:.:.
, -.' .

· , . . .. . .

· . . . . . . .. . , .

· . , . . . . . .. •........................
· , . .. . - .

....... , , , ..

:::.::;:;:::::;:;:;:: :;:;;;:;:::::;:;:;:::::;:::::;:.::;:::;:;:::;:;:;:::;:::;:
..... , , , .

· . . . . . . . .. . .. , , .
·

.' -....... .,
.

1200 2400 ml

0.1

db

0.2

0.4

········:jh----.....
..........

.... , ,
'

..

:::::::;:;:;:;:::;:::::;:::;::::-
......... ,

.

:::::::::;=;:;::;:::::=;:;;::::::
' ,'.'. '.' .

.... '.' .. ,' ,

.

. , .

.

.
.

.
.

.

. '. '.' . '.' '.' '.' , ..

600 1800 ml

,

e

0.1

600 1800 ml

· '.
· '.
· .

: .':'
-: t-:
· '.

" .....
.

' , ..
·

' .

.
' ...

" ".
· '.

:.: :.:.: .
.... .... , ..

::':: ':':,:::::
.. , .' ...

:i<: )8·····;:-.� '. . .

.... . ' . .- ,.,' .

;::::: "::::::::'::::;"
.. : : .- : ,

.

600 1200 mL

Cromatogrames d'HPLC preparativa sobre gel de sílice del pèptid 2' Flux:
200mL/min, detecció a 280nm. Eluents: a) CH2C12/MeOH/NH3 85/13/2; b) CH

b) CH2CI2/MeOH/NH3 86.5/11.25/2.25; c) CH2CI2/MeOH/NH3 77/20/3;
d) CH2CI2/MeOH/NH3 77/20/3.

A la següent taula s'indiquen els resultats de les anàlisis

d'aminoàcids del producte després del tractament amb TFA (crú peptídic),
després de la filtració molecular i de les tres fraccions obtingudes des-
,

pres d'HPLC. preparativa (vegeu pàgina següent):
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\

Crú Després de Fracció Fracció Fracció

peptídic S. LH-20 . A B C

Ser 0.99 0.85 0.94 0.97 0.89

Glu 2.38 1.29 1.05 1.14 1.16

Gly 1.71 0.98 1. Ol 1.01 1.00

Tyr 1.05 0.96 0.87 0.87 0.94

His 0.96 0.92 - - -

La quantitat de producte present a les fraccions A, B i C co

rrespon a un rendiment de purificació del 3, 4 i 16% respectivament. Com

podem observar, les tres fraccions, 2 principalment la A, presenten una

anàlisi d'aminoàcids força correcta (cal tenir en compte que es tracta de

pèptids protegits). Ara bé, el fet de que per cromatografia en capa fina

encara s'observi a totes les fraccions la presència de petites impureses,

la dificultat de discernir en quina fracció es troba l'hexapèptid d'estruc

tura correcta i les petites quantitats de producte obtingudes ens han portat

a abandonar la purificació sense pode} dur a terme la síntesi del LHRH per

condensació de segments peptídics protegits mitjançant el mètode de l'azida.

1.4.5. Estudi de la reacció secundària que té lloc sobre H-Gly-NH-NH-CO
-O-CH -C H -o-eH -fP\

2 6 4 2 �.

Tant a la síntesi del pèptid 5 com la del 6 ha tingut lloc una
- -

pèrdua del grau de substitució en el procés que va des de la desprotecció
del primer aminoàcid a la incorporació del segon, que seria interessant

de saber a qué és deguda i si es pot evitar. Com ja hem vist, la disminució

del grau de substitució ha oscil.lat entre el 36% (pèptid 6) i el 73%
-

(pèptid 5).
-

A la segona síntesi (pèptid 5)
'-

es varen guardar per separat

els filtrats procedents de la desprotecció de Fmoc-Gly-resina juntament

amb els primers rentats amb diclorometà i DMF, els filtrats corresponents
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a la resta de rentats després de la desprotecció i els filtrats procedents

de l'acoblament de la tirosina. Aquestes tres fraccions s'han analitzat

després d'hidròlisi amb HCI 6N i s'ha trobat que contenien, respectivament,

34.6, 3.7 i 1.4].lmol de glicina. Aquests valors no lliguen amb la pèrdua

de funcionalització que ha tingut lloc durant la síntesi, que totalitza

820j.lmol de glicina, però sí que posen de manifest que, per algun mecanisme

i a partir de la desprotecció, part de la glicina es desencora del suport

polimèric. D'altra banda, cal no oblidar els elevats valors de glicina

trobats a les anàlisis d'aminoàcids dels crús peptídics 5 i 6. Així, en
- -

el cas del pèptid 5, hi ha un 70%
-

d'excés de glicina en relació a tirosina
•

o serina (vegeu 1.4.4.B), la qual cosa vol dir que el crú peptídic 5 conté
-

uns 100j.lmol de glicina (o d'algun derivat que per hidròlisi àcida dóna gli

cí na l ; que estava incorporada a la resina però sobre la qual no s' havia

incorporat tirosina. Tenint en compte que el rendiment del TFA no és quan

titatiu, cal pensar que sobre la resina encara queda glicina en forma no

peptídica, i que possiblement se n'ha anat desencorant de la resina al

llarg de la síntesi.

A la bibliografia es descriu la ciclació intramolecular d'una

glicil-resina per donar lloc a una base de Schiff (134):

CH3 CH3 CH3I OHCH P

O/ 'CO
, ,

O Op III (
• I

�",C,--/NH -H2O o'iC'--/N0'iC .......CH{NH2 O·...

En aquest cas no hi ha desencoratge de glicina del polímer,

però el següent aminoàcid s'incorporarà en menor extensió, o, dit d'una

altra manera, hi ha pèrdua del grau de substitució. D'altra banda i, el

que és més greu, l'anell es pot obrir en etapes posteriors de la síntesi

possibilitant la formació de pèptids erronis per acilació dels grups amino
,

que s'alliberen.

En el nostre cas, un cop desprotegida la glicina es pot produir

una aminòlisi intramolecular que pot evolucionar cap al desencorament de

glicina del suport sòlid (mecanisme a) o cap a la formació d'un producte

cíclic que roman ancorat al polímer i que es pot obrir en etapes posteriors

(mecanisme b).
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Quan el camí d'evolució és a, el grup sortint 4-hidroximetil

fenoximetilpoliestirè és el mateix que quan es forma una dicetopiperazina,

reacció que hem observat a la síntesi de pèptid 4.
-

El mecanisme b explicaria tant la pèrdua del funcionalització

com l'elevat contigut en glicina del crú peptídic i les grans dificultats

trobades a la purificació, sobretot, del pèptid 5.
-

Possiblement es dóna una coexistència dels dos mecanismes, però
•

com que una certa quantitat de glicina ha passat als filtrats recullits,
hem volgut veure si ho fa com al producte cíclic indicat a l'esquema ante

rior, és a dir, 3,6-dioxo-1,2,4-triazina, sintetitzant aquest producte.

A la literatura es troba descrita l'obtenció de la 3,6-dioxo

-l,2,4-triazina per reacció del 4-semicarbazinoacetat d'etil amb etòxid

sòdic (135) o per hidrazinòlisi del feniltiocarbonilglicinat d'etil (136).
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H2N-NH-C-NH-CH2-C02Et_
o
II

0-S-C-NH-CH -co Et2 2

7

»

H

,/N�OHN
I

o
NH

NaOEt

Donades les disponibilitats de productes al laboratori, hem

decidit de sintetitzar la 3,6-dioxo-1,2,4-triazina pel camí que indiquem

a continuació que passa pel fenoxicarbonilglicinat d'etil:

() (+)
CI
-

H3N-CH2-CÜ:zEt

1) Et2NH
2)00COCI

H

,/N'V0HN
I
NH

o
7

•

Un cop sintetitzat el patró de triazina, els filtrats de la

síntesi del peptid 5 que haviem guardat i als quals ens hem referit abans
-

s'han analitzat per tres mètodes diferents:

i) cromatografia en capa fina,_ eluint amb !2-BuOH/AcOH/H20 4/1/1 (revelador:

hipoclori t)

ii) cromatografia de gasos

iii) cromatografia líquida d'alta eficàcia en fase reversa.

En cap cas s'ha pogut detectar, inequívocament, la presència

de 3,6-dioxo-1,2,4-triazina. S'ha de dir, però, que els filtrats analitzats

contenien quantitats molt considerables d'altres productes (hidroclorur

de piperidini, Fmp, Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH, diciclohexilurea, etc .... segons

el cas) que dificulten l'anàlisi,' pel que creiem que no es pot descartar

del tot la presència de la triazina.
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1.5. Djscussió.

El primer objectiu d'aquesta Tesi era dur a terme la comparació

de dues tàctiques de síntesi convergent en cada una de les tres etapes que

s'hi poden diferenciar: la síntesi de segments peptídics protegits, la puri

ficació i caracterització d'aquests productes i l'engalzament dels pèptids

per a donar l'oligopèptid desitjat.

Com hem vist en aquest capítol, tan sols en el cas dels segments

peptídics protegits amb l'àcid carboxílic C-terminal lliure hem pogut sin

tetitzar el LHRH. Així doncs, no ha sigut possible contrastar els avantatges

o inconvenients del mètode de l'azida en l'engalzament dels segments, mètode

que comporta la transformació prèvia de les hidrazides en acil-azides per

a efectuar l'acoblament. De tota manera, els resultats que hem exposat posen

clarament de manifest que no és viable l'obtenció de pèptids en forma d'hi

drazida C-terminal amb Fmoc-aminoàcids i sobre el suport sò l íd 2. D'una
-

banda. les síntesis han tingut un rendiment molt baix, principalment a causa

de les enormes pèrdues de grau de substitució sobre el polímer que s'han

produit en el procés d'incorporació del segon aminoàcid; d'altra banda,

els crús peptídics són molt heterogenis, fet que no té explicació evident

i que es veu agreujat per les dificultats inherents al mètode emprat per

a la purificació.

En qualsevol cas, fins i tot si aconseguissim amillorar subs

tancialment el mètode de síntesi, els acoblaments pel mètode de l'azida

presenten dificutats, tal com hem pogut comprovar al nostre laboratori a

la síntesi de l'apamina (137) i com es dedueix del conjunt de les experien

cies descrites a la literatura (74 i 75). El conjunt de tots aquests factors

ens ha dut a abandonar aquesta via, i més tenint en compte que, si bé l'aco

blament del pèptid 4 a la resina benzhidrilamina ha tingut un rendiment
-

molt baix (possiblement per problemes d'accessibilitat d'un pèptid a una
•

amina polimèrica estèricament impedida), l'engalzament del segment peptídic

3 a la peptidil-resina ha tingut lloc amb molt bon rendiment.
-

Tanmateix, la tàctica que empra els segments peptídics protegits

amb l'àcid carboxílic C-terminal lliure també ha presentat molts problemes.

En l'etapa de síntesi dels segments peptídics protegits, hem

pogut detectar pèrdues de grau de substitució importants en el cicle
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d'incorporació del tercer aminoàcid, que inclou la desprotecció del segon

i l'acoblament del tercer, i que molt probablement siguin degudes a la for

mació de dicetopiperazines. Consequentment, caldrà confirmar que es poden

formar dicetopiperazines, i estudiar en quines condicions està més afavorida

l'aminòlisi intramolecular. Tot i que aquesta reacció secundària és seqüèn

cia-dependent (i per aixó s'ha produit amb més extensió a la síntesi del

pèptid 4 que a la síntesi del pèptid 3) i probablement no serà un problema
- -

greu la majoria dels cassos, caldrà també cercar condicions que minimitzin

la seva extensió.

Deixant de banda la formació de dicetopiperazines, el problema

aïllat de la histidina comercial i el protocol d'ancorament del primer ami

noàcid a la matriu sòlida (que com veurem en el proper capítol condueix

també a l' ancor-atge de dipèptid), les síntesis han procedit amb "relativa"

normalitat. Els grups Fmoc s'eliminen correctament en les condicions des

crites (després d'un segon tractament amb piperidina no es detecta més Fmp)
i els: acoblaments amb l'anhídrid preformat són ràpids, no essent necessària

la repetició sistemàtica d'un acoblament per a obtenir un assaig d'amines

negatiu.

Ara bé, els rendiments d'acidòlisi de l'enllaç pèptid-resina
han sigut baixos i inferiors als descrits a la literatura, fet que podria

estar lligat a la qual i tat de la matriu polimèrica empr-ada per a dur a terme
•

les síntesis i, per tant, a la forma d'obtenir-la.

L'etapa de purificació per cromatografia sobre gel de sílice

dels segments peptídics protegits també ha presentat bastants problemes,

el primer dels quals està associat a l'escassa solubilitat dels pèptids
en els dissolvents orgànics més habituals. Si el pèptid que es cromatografia

és soluble tan sols en dissolvents com la DMF, pot precipitar en les condi

cions cromatogràfiques quan en el procés d'elució s'ha eliminat la DMF que

el solubilitzava. Fins i tot quan el pèptid és soluble en el dissolvent

que s'empra, no existint a priori' la possibilitat de precipitació, la recu

peració de producte després de la cromatografia sobre gel de sílice ha

sigut baixa. El segon problema rau en el propi mètode de purificació, ja

que d'una banda, els perfils cromatogràfics mostren, en general, pics amples

i amb tendència a donar cues, i d'altra banda, els dissolvents polars (ne

cessaris per a obtenir pics aguts) desactiven les columnes de gel de sílice.
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En conjunt, doncs, el mètode de purificació d'aquests pèptids
-

protegits no està ben resolt; cal trobar una alternativa millor, amb més

resolució i menys inconvenients pràctics, i més tenint en compte que un

dels punts claus en els quals es fonamenta l'estratègia convergent de sín

tesj de polipèptids és la purificació exhaustiva dels segments peptídics

protegits, per tal de procedir en l'etapa final a l'engalzament d'unitats

homogenies.

Les dificultats de purificació s'han vist agreujades per la

manca d'un bon sistema analític que ens permetés de controlar el procés

de purificació. La caracterització del producte per cromatografia en capa

fina no ha sigut gens fàcil, ha calgut assajar molts eluents i no sempre

s'ha aconseguit una separació prou acceptable. Caldrà trobar, també, mèto

des analítics alternatius, més resolutius, que facilitin el seguiment i

control de la puresa del pèptid.
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•

2. ESTUDI DELS PROBLEMES SORGITS AL LLARG DE
, ,

LA SINTESI AMB FMOC-AMINOACIDS l
,

4-HIDROXIMETILFENOXIMETILPOLIESTTRE .

•



2.1. Síntesi del suport polimèric 4-hidroximetilfenoximetilcopoli(estirè

-l%-divinilbenzè).

Els rendiments d'acidòlisi de l'enllaç pèptid-resina obtinguts

a les síntesis dels segments peptídics protegits 3 i 4 són relativament
- -

baixos si es comparen amb els rendiments descrits a la literatura pel ma te í.x

tipus de reacció, que en general són molt elevats o pràcticament quantita

tius (39, 41 i 42). Val a dir que sovint no queda del tot clar com està

calculat aquest rendiment, i ja hem vist que el valor del rendiment varia

segons quin sigui el mètode emprat per a quantificar pèptid en dissolució

o sobre la resina (vegeu 1.4.3.A). Tanmateix, creiem que el rendiment de

l'acidòlisi de l'enllaç pèptid-resina pot estar lligat a la qualitat del

polímer sobre el qual es construeix el pèptid.

Així, ens hem proposat sintetitzar de nou el 4-hidroximetilfe

noximetilpoliestirè però partint de poliestirè reticulat amb divinilbenzè

comercial, en comptes de a partir de clorometilpoliestirè comercial. Hem
__ -

comentat ja (1.2.3.A) que se sap que la resina clorometilada Bio-Rad (em

prada per nosaltres a la primera síntesi de la res�na l)té grups hidroxi-
-

metil a més a més de grups clorometil (117), de manera que hem volgut sin

tetitzar nosaltres mateixos el clorometilpoliestirè, per un mètode que en

principi no condueix a la formació de grups hidroximetil. A partir del clo

rometilpoliestirè hem obtingut a continuació el 4-hidroximetilfenoximetil

poliestirè.

p
•

•

2.1.1. Síntesi de clorometilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè).

2.1.1.A. Síntesi de clorometilpoliestirè.

A la literatura es descriuen dos mètodes d'obtenció de cloro

metilpoliestirè. En un d'aquests mètodes es tracta metoximetilpoliestirè

(obtingut per copolimerització de p-metoximetilestirè, estiré i divinilbenzè)
-
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amb triclorur de bor en CCl4 a OOC per a donar el producte desitjat (138)

No obstant, el mètode d'obtenció més frequentment emprat suposa

la clorometilació directa del copolímer d'estirè i divinilbenzè amb cloro

metil metil èter i un àcid de Lewis (2, 126, 139 a 141).

,

,

L'àcid de Lewis més correntment emprat és el tetraclorur d'estany

però també s'ha fet servir diclorur de zinc. Les condicions experimentals

varien bastant d'una referència a l'altra, i donat que el grau de clorome

tilació depen de la concentració de CICH20CH3 (141), de la concentració

de SnCl4,temps i temperatura de la reacció (126), és difícil triar les con

dicions adequades per a obtenir un clorometilpoliestirè amb el grau de

substitució desitjat.

En principi, interessa obtenir polímers amb graus de substitució
• •

entre 0.3 i 0.8mmol/g, amb la idea de que quan es sintetit7.i un pèptid sobre

aquesta matriu polimèrica (o sobre una altra resina obtinguda a partir

d'aquesta), el pes de pèptid ancorat al polímer al final de la síntesi

no superi el pes inicial de resina (3), per tal de no modificar totalment

les propietats inicials de la matriu sòlida. En aquest sentit, no és desit

jable un grau de substitució molt elevat, sobretot si el pèptid té una certa

llargària, perqué fàcilment es sobrepassaria el pes inicial de resina; ara

bé, tampoc és desitjable un grau de substitució massa baix perqué implica

emprar bastant de resina i un gran volum de dissolvent a cada etapa de

rentat a la síntesi.

Com veurem més endavant, els diferents intents de clorometilació
,

que hem dut a terme han donat resultats poc reproduïbles. Alguna vegada

fins i tot no hi ha hagut reacció, però la repetició de la clorometilació

sobre la mateixa mostra, fent servir els mateixos lots de reactius i en

les mateixes condicions experimentals, si que ha donat resultat positiu.

Per a obviar a aquesta manca de reproduïbilitat en les clorome

tilacions, Feinberg i Merrifield han reccmenat l'ús de ZnC12 en comptes
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de SnC14 (141). Quan s'empra ZnC12, si es volen obtenir graus de substi

tució superiors a O.3mmol/g, cal treballar a temperatura més elevada que

la usual amb tetraclorur d'estany (OOC) i allargar el temps de reacció.

Els autors obtenen resultats reproduïbles treballant amb mostres de O.5g

de poliestirè, però aquesta reproduibilitat es perd en treballar a l'escala
"

dels 10g. Per aquesta raó, no hem assajat de substituir el SnC14 per ZnC12,
donat que nosaltres treballem normalment amb 5-10g de resina.

A la vista de les condicions experimentals descrites a la lite

ratura i el grau de substitució que s'obté en cada cas hem triat les nostres

condicions per a dur a terme la clorometilació del poliestirè amb ClCH20CH3
i SnC14 (vegeu part experimental). Cal anar amb compte amb la manipulació

dels reactius, tant perquè el clorometil metil èter està reconegut com a

agent carcinogen com pel fet de que tots dos s'hidrolitzen en contacte amb

la 11umitat. Així quan s'han emprat reactius nous la clorometilació ha tingut

lloc amb millor rendiment.

2.1.1.B. Anàlisi del clorometilpoliestirè.

La determinació del grau de substitució dels diferent lots de

poliestirè sotmesos a clorometilació s'ha efectuat o bé per anàlisi elemen

tal del polímer, després de la combustió de la mostra, o bé desplaçant al

clor covalentment lligat al polímer amb piridina i valorant clorurs pel

mètode de Volhard modificat (126, 142 a 144). Inicialment la quantificació
del grau de substitució es va fer per anàlisi elemental. però s'obtenien

resultats poc repeoduïbles i de vegades totalment erronis. Posteriorment,

els diferents lots de resina s'han analitzat pel mètode de Volhard, que

no requereix combustió de la mostra (procés difícil en el cas dels polímers).
El clorometilpoliestirè ha estat estudiat per 13C_RMN en fase

gel per diferents autors (118, 119, 145 i 146) i d'una manera aproximada

es pot estimar l'extensió de la clorometilació a partir de l'anàlisi dels

espectres de 13C_RMN de les resines (119). A continuació es mostra l'espec

tre del clorometilpoliestirè comercial (Bio-Rad) enregistrat al nostre

laboratori
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•
•
•

I
CH
I
CH2
I
•
•
•

•

I�O 100 60 40I�O 80

•
•

El senyal a 46.3ppm correspon al carboni metilènic del grup

clorometil. El senyal aromàtic del poliestirè apareix més ample quan hi

ha reticulació en el procés de clorometilació (146), fet que gairebé no

s'observa en els lots de clorometilpoliestirè obtinguts per nosaltres però

sí en el polímer comercial. En aquest darrer, s'observa també el senyal

a 65.3ppm corresponent al carboni dels grups hidroximetil, tal i com era

d'esperar en base a les dades de la literatura (118), però aquest senyal

no apareix a les altres mostres. La integració per a determinar el grau

de substitució del polímer (118) no ha donat resultats coherents, fet que
,

es pot explicar pel baix grau de substitució de les nostres resines

(_O.5mmol/g) i l'excessiu solapament del feble senyal del clorometil amb

els senyals corresponents als grups metilè de l'esquelet del polímer. En

qualsevol cas, fins i tot prescindint de l'aspecte quantitatiu, la compara-
13

ció entre si dels espectres de C-RMN en fase gel de les diferents mostres

ha permés de posar de manifest si el poliestirè ha sigut funcionalitzat,

•
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d'establir una gradació del grau de substitució i de detectar la presència

o no de quantitats apreciables de grups hidroximetil.

Finalment, s'ha estimat també el grau de substitució de les

diferents resines clorometilades d'una manera indirecta, ancorant-hi un

t-butoxicarbonil-aminoàcid pel mètode de la sal de cesi (147) i determinant
-

el grau de substitució de la Boc-aminoacil-resina per valoració espectro

fotomètrica amb àcid pícric una vegada eliminat el Boc. L'aminoàcid emprat

ha sigut la Boc-prolina, un dels que dóna millor rendiment en ésser ancorat

al clorometilpolímer com a sal de cesi .

•

,

(-) (+)
Boc-Pro-O Cs P

•

+ Boc-Pro-O-CH2-"

TFA

H-Pro-O-CH2 P

valoració
d'amines

2.1.1.C. Resultats i discussió.

A la següent taula es resumeixen els resultats obtinguts a

les clorometilacions del diferents lots de poliestirè, juntament amb les

dades analítiques del polímer comercial. S'indica la quantitat de polies

tirè de que s'ha partit en cada cas i el grau de substitució assolit (va

lors promig, excepte en les determinacions per anàlisi elemental perquè

els valors obtinguts són una mica dispersos) .

•
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Grau de suhstitució (mmol/g)

Denominació

deClCH2-®
Quantitat (g)
de poliestirè

Anàlisi Valoració

Volhard elemental 13C_RMN(a) d'amines

r

(Bio-Rad)
- 1.10 0.89(b) 1.05 -

11 10 0.60
0.62
0.69

0.60 0.49

III(c) 10 0.45
0.45 0.35

-

0.46
(O

•ro

IV(c) 0.528 0.54 0.41 0.290.58

V(d,e) 10 -
- 0.64 -

VI(e) 20 0.52
0.64
0.72

0.45 -

•

(a)Dadesohtingudes prenent com a referència la resina 11, a la que hem assignat el grau de substitució de
0.60obtingut pel mètode de Volhard

(b)Dadadela casa comercial

(c)Elpoliestirè de partida havia estat sotmés, sense èxit, a un primer intent de clorometilació
(d)Aquestlot- de resina es va fer servir tot seguit per a sintetitzar HO-CH2-C6H4-0-CH2-�
(e)Enaquestes síntesis es van emprar reactius nous.

•



El primer que podem veure, comparant entre si els lots II, III

i IV, i V i VI (sintetitzats amb els mateixos reactius cada grup) és la

manca de reproduibilitat dels rendiments, fins i tot partint de quantitats

semblants de poliestirè (II, III i IV).

Les discrepancies entre els valors obtinguts pel mètode de

Volhard i per anàlisi elemental queden poc paleses en aquesta taula,.i es

poden veure més clarament a la part experimental en el resum dels intents

de síntesi del 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè.

Els valors obtinguts per anàlisi elemental de clor són, en el

seu conjunt, els més elevats i presenten dispersions, entre dues determina

cions, fins i tot superiors al 10%, que no sabem si es deuen a la dificul

tat de cremar polímers o bé reflecteixen lots de resina no homogenis. De

tota manera, les determinacions de clor pel mètode de Volhard no presenten

aquesta dispersió.
L'acoblament de Boc-Pro-OCs i valoració espectrofotomètrica

d'amines no és un bon mètode per determinar el grau de substitució, ja que

els valors obtinguts són sempre els més baixos i, sobretot, no guarden pro

porcionalitat amb els valors obtinguts per altres mètodes analítics com

d

a conseqüència, segurament, d'acoblaments incomplerts i amb rendiments

variables de l'aminoàcid al clorometilpoliestirè.

Encara que les dades determinades per
13

C-RMN en fase gel no

acaben de lligar amb les del mètode de Volhard, mantenen una certa propor

cionalitat,_ i la utilització d'ambdós mètodes conjuntament sembla la millor

manera d'analitzar la qualitat d'una resina clorometilada pel que fa a grau

de substitució, possible presència de grups hidroximetil i grau de reticu

lació introduit a la reacció de clorometilació.

2.1.2 .. Síntesi del 4-hi droximetilf'enoximetilcopoli (estirè-1%-divinilbenzè) .

Al primer capítol de la Memòria ja hem indicat que la síntesi

del 4-hidroximetilfenoximetilcopoli(estirè-I%-divinilbenzè) es pot dur a

terme per dos camí ns d i f'er-en te (23) (vegeu figura de la pàgina 30),

-
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j. que el suport sòlid emprat per a la síntesi dels segments pepti:dics pro

tegits del LHRH ha estat sintetitzat per la via més llarga, en dues etapes.

Posteriorment,. hem sintetitzat la resina 1 a partir de cloro-
-

metilpoliestirè en un sol pas, fent reaccionar la resina clorometilaua amb

alcohol 4-hidroxibenzílic i metòxid sòdic, ambdós en un 30% d'excés respecte

als grups clorometil ancorats al polímer.
•

A partir d'aquest moment, els diferents lots de resina 1 els
-

anomenarem afegint un subíndex que fa referència al mètode de síntesi pel

qual s'han obtingut:

E: en dos passos, passant per l'ester intermedi
-

A: incorporant directament l'alcohol 4-hidroxibenzílic
-

i un namero romà que indica el lot de clorometilpoliestirè del qual s'ha

partit. Així, la resina sobre la qual s'han sintetitzat els segments peptí

dics protegits � i � del LHRH
.
s'indicarà com lE_I. Hem utilitzat també una

resina comercial (Bachem) de la qual ignorem el mètode de síntesi i que

anomenarem 1
h

.

Bac ,em

El polímer lA_II s'ha comparat amb la resina lE_I i amb la co

dos punts de vista: rendiment d'acidòlisi amb TFAmercial lB h
des de

ac em

de l'enllaç pèptid-resina i capacitat d'inflament del polímer en els reac-

tius i dissolvents normalment emprats a la síntesi d'un pèptid.

L'estudi del comportament de les tres r-es
í

nes enfront de la

reacció amb TFA ha comportat, en primer lloc, ancorar lm Fmoc-aminoacid
.

.

al polímer, en tots els cassos el rnateix aminoàcid (gli.cina) i sempre pel

mateix mètode. En segon lloc, s'ha determinat el. grau de substitució f de

cada Fmoc-glicil-resina per tractament d'una alíquota amb 50% de piperidina

en diclorometà i quantificació espectrofotomètrica de la N-(9-fluorenilme

til)piperidina formada. Finalment, s'ha procedit a trencar l'enllaç amino

àcid-resina amb 55% de TFA en diclorometà i a auantificar el rendiment
•

d'�questa etapa. A l'esquema següent es resumeix el procés global:
•
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(Fmoc-GIY)20,DCC, DMAP

,

P
piperidina A mmol FmpFmoc-Gly-O-CH2--<

TFA

piperidina

Fml')c-Gly-OH + Fmoc-Gly-0-CH2-(

P

•

B mmol Fmp C mmol Fmp

Tant la Fmoc-glicina alliberada com la que resta ancorada al

polímer es poden quantificar per desprotecció amb piperidina. Així doncs,

podem determinar el rendiment de trencament de l'enllaç amí noàc i d-r-es
í

na

a partir de les expressions

(B/A)xlOO o (B/R+C)xlOO

que en principi haurien de donar v�lors coincidents i si no ho fan és degut

al propi error del mètode.

Els resultats obtiuguts s'indiquen a la taula següent:

Grau de substitució Rendiment d'acidòlisi(%)

f (mmol/g) ( BlA) xlOO (B/B+C)xl00
•

Fmoc-Gly-resina lE �

.-,L
0.36 79 85

Fmoc-GJ.y-res ina lA_I l 0.34 86 8r)

Fmoc-Gly-re:::ina 1
Bachem

0.34 86 90
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Tal com es pot observar, el comportament del tres polímers és

bastant similar, tant en el grau de substitució assolit com en el rendiment

de l'acidòlisi, de manera que sembla com si el mètode d'obtenció de l� re

sina no influís en el rendiment de l'acidòlisi.

El grau d'inflament de les tres resines en diferents medis s'ha

determinat afe_gint un volum conegut de dissolvent (5-10mL) a una quantitat

d d
.

( ¡:::O)· ... 1 l l l
-

pesa a e res ina ca. -.J mg , J.. mesuran I.. e_ vo urn que ocupa e po arner- en

suspensió al cap de 2h. A l� taula següent es mostren els resultats obtin

guts, _.

indicant-se el grau d'inflament com la relació entre el volum que

ocupa el polímer i la quantitat de resina (mL/g). •

,

•

Grau d'inflament (mL/g)

1
E-I

1
Bachem

DMF 55 6 6

CH2C12 12 12 12

CH2C12/DMF 2/1 10 10 9

50% piperidina/CH2C12 8 7 8

8 8 8

•

Com podem veure , els tres Lobs de polímer presenten pr-àc t
í

cament

el mateix gr�u d'inflament en els diferent medis assajats.

En reeum , doncs, els tres polímers tenen un comportament força

similar, de manera que qualsevol d'ells sembla viable oer a dur a terme

la síntesi d'un pèpt
í

d , sense oblidar que, tret d'altres consideracions

que ara comentarem, és molt menys laboriós preparar la resina 1 pel mètode
-

de síntesi en un sol pas. Tanmateix, cal esmentar que la resina comercial

ha d'ésser rentada abans de fer-la servir, ja que presenta una banda a

l'infrarroig en la zona del c�rbonil i qu� desapareix després dels rentats.

Un cop neta, la resina té el mateix espectre d'infrarroig que les sinte

titzades per nosaltres.
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Una vegada finalitzada aquesta part del treball va apareixer

a la literatura un article de Merrifield i col.labcradors (144) on es posen

de manifest els problemes que pot presentar la síntesi del 4-hidroximetil

fenoximetilpoliestirè pel mètode directe descrit per Wang (23), i es proposa

una modificació d'aquest mètode per a obtenir un polímer de millor qualitat.

Aquests autors han descrit les reaccions sectmdaries competi

tives que poden tenir lloc durant la reacció de J.a resina clorometilada

amb l'alcohol 4-hidroxibenzílic i metòxid sòdic, que esquemàticament s'indi

quen a continuació:

+

p

•

,

O-CH2--l, P

+

• •

p
�

-,

(-)

Diverses raons els fan pensar que els polímers sintetitzats

pel mètode de Wang en un sol pas són de mala qualitat, i que es formen en

quanti tats apreciables alguns dels subproductes assenyalats a l'esquema

anterior. La resina que Alls obtenen per aquest mètode té un 10% de grups
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clorometil és acolorida,. i els rendiments d'esterificació d'un amí.noè í.d

i d'acidòlisi de l'aminoacil-resin8 són febles (39 i 65% reRpectivament).

Després de molts intents de síntesi variant les proporcions

dels reactius, la temperatura, la base i el temps de reacció, el.s autors
� -

arriben a la conclusió de que el millor mètode de síntesi consisteix a fer

reaccionar clorometilpoliestirè amb 3 equivalents d'alcohol 4-hidroxiben

zílic i metòxid sòdic durant 8h a 50°C. En aquestes condicions disminueix

molt la reacció d'eliminació 1,6 de l'alcohol 4-hidroxibenzílic a quinona

i, per tant, la seva polimerització; s'Qbté un producte no acolorit, Que

no conté clor, que es pot esterificar amb un rendiment del 98% i dóna un

rendiment d'acid01isi del 93%.

No hem analitzat cap dels nostres pronuctes tant exhaustivament,

•

però la resina lA_lI" sintetitzada pel mètode da Wang en un sol pas, pre

senta alguna diferència amb la sintetitzada pel grup de Merrifield pel

mateix mètode: no és acolorida, el polímer conté tan sols traces no quan

tificables de clor, el rendiment d'esterificació (sense forçar condí.c
í

ons )

és com a mínim del 68% i eI d' acidólisi és del 86%.

De tota manera, ens hem proposat sintetitzar la resina 1 pel
-

mètode de Merrifield. Prèviament, ha sigut necessari purificar per cris-
....

tal.lització l'alcohol 4-hidroxibenzílic comercial (molt acolorit i impur
per cromatografia en capa fina), recuperant-se només un 53% o 29% de pro

ducte pur segons el seu origen (Merck o Fluka).

Hem dut a terme diferents intents de síntesi de la resina l pel
-

nou mètode (vegeu part experimental). Dels polímers resul ta.nts s' ha deter

minat el contingut en clor per anàlisi elemental i pel mètode de Volhard,
13

i s'ha enregistrat l'espectre de C-RMN en fase gel. A continuació es mos-

tra l'espectre corresponent a la resina lE_I'

•
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a

e

•

f

b

d
e 9

160 1 LJ O 120 1 DO 80 60 40

A l'espectre es poden observar clarament els senyals, b i c,

corresponents al carboni del grup hidroximetil tant de la resina 1 (864.9)
-

com de l'hidroximetilpoliestirè que la impurifica (865.3), els dos senyals,

d i e, del grup metoximetil a 74.6ppm (CH2) i 57.8ppm (CH3), i els dos se

nyals. f i g, petits, corresponents a l'ester metílic no reduit quantitati-

vament a 50.9 (CH3) i 165.3

resina 1 s'obté a partir de
-

(-CO-) ppm (recordem que en aquesta síntesi la

H C-O-CO-C H -O-CH -tp\)
364 2 �

.

La comparació dels senyals corresponents al grup hidroximetil

b per diferents polímers dóna una indicació del grau de substitució de la

resina, i la integració del senyal corresponent al metilè a unit a oxígen
,

i poliestirè (tant de HO-CH2-C6H4-0-CH2-0com de HO-(CH2-C6H4-0-)nCH2-0)
comparada amb la del grup hidroximetil b permet de treure informació sobre

�l gr8u de polimerització n.

A una alíquota de cada 11n dels polímers sintetitzats s 'ha anco

rat un aminoàcid, determinant-se el grau de suhstitució i el rendiment de
"
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l'acidòlisi amb TFA. L'esterificació de la resina s'ha dut a terme amb

Fmoc-glicina,. en condicions en que es poden produir reaccions secundaries

(vegeu 2.2.1) però que en principi donen bon rendiment (fent reaccionar

quantitats equimolars de (Fmoc-G1Y)20, DeC i DMAP en un excés de cinc vega

des respecte als grups hidroximetil polimèrics i durant 24h). El grau de

substitució de la Fmoc-glicil-resina s'ha determinat per desprotecció d'una

alíquota amb piperidina i quantificació de la Fmp formada. Sobre una segona

alíquota s'ha efectuat un tractament amb TFA, per tal d'establir el rendi-
.
-

ment d'acidòlisi com ja hem descrit en aquest mateix apartat.

Els resultats obtinguts en les determinacions del grau de subs

titució i del rendiment d'acidòlisi de les diferents Fmoc-glicil-resines

s'indiquen a la part experimental, així com els resultats corresponents

a les quantificacions del contingut en clor dels diferent polímers, tant

per anàlisi elemental com pel mètode de Volhard. Pel que fa a les anàlisis

de clor,_ els valors obtinguts per anàlisi elemental no lliguen amb les de

terrnínací.ons pel mètode de Volhard, i, excepte en un dels assaigs efectuats,

el polímer sintetitzat sempre conté un cert percentatge de clor. L'anàli.si
13

de les mostres p�r C-RMN posa de manifest que el mètode que condueix a

resultats més fiables és el de Volhard, ja que graus de substitució com

els que es troben per anàlisi elemental (0.33, 0.42) haurien de donar un

senyal clar de grup c.lorometi l a l'espectre, però aque st senyal no apareix.

Per a poder co�parar les nostres resines amb les sintetitzades

al laboratori de Merrifield i poder discernir la seva composició (vegeu

esquema pàgina següent), els valors experimentals de que nosaltres disposem

són: el grau de substitució del clorometilpoliestirè de partida, x, el grau

de substitució de la Fmoc-glicil-resina (que prové de l'esterificació de

les resines i, ii i iii), y, i el percentatge de clor, o expressat d'una
-

altra manera, el grau de substitució de la resina iv.

D'altra banda, podem calcular a partir de x el grau de substi-
-

tució teòric, x', de la resina! que s'obtindria si el CICH2-� es trans-

formés quantitativament pn HO-CH -C H -O-CH - P . Si considerem també que-

264 2

el rendiment d'esterificació és quantitatiu, es pot calcular a partir de

y un grau de substitució y' que representa el grau de substitució conjunt

de les resines i, ii i iii.
- --
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o -CH2 P (nat)
n

• •

I I
- p

•

IV
- p

•

V
-

Graus de substitució

x(exp)
si només es formés

--------l--(�n---l�)�--------� x' (calc)
_

y' (calc) suposant esterificació
quantitativa de i, y(exp)

_ -

.. . '"

�� l lll.

Els resultats obtinguts per Merrifield i col.laboradors posen

de manifest que, sigui quin sigui el mètode de síntesi, el percentatge de

iii és inferior al 1%. Considerant doncs que %iii�O i que amb TFA només

es trenca l'enllaç FmOC-Gly-O-(CH2-C6H4-0-)nCH2-0(n:"1) i que ho fa quan

titativament, podem calcular la composició (en %) de la resina que s'ha

obtingut de la següent manera:

•

� -,,-y_'_._r....,.d_t_T_F_A • 100
x'_

•

• •

l� �y_'_-_(�y_'_.r_d_t__T_F_A_) .100
x'

iii �O

iv valor experimental

v
-

, ,

(x -�.100) _ %iv
x
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Cal aclarir que en efectuar aquests càlculs no s'ha tingut en

compte l'increment de pes que té lloc en passar d'una resina a l'altra.

A més a més, donades les aproximacions que s'han fet, els valors calculats

tenen un interés essencialment comparatiu.

A la taula de la pàgina següent s'indiquen les dades analí

tiques de la resina l sintetitzada al laboratori de Merrifield pel mètode

de Wang en un sol pas (23) i pel seu mètode (144), i de les sintetitzades

al nostre laboratori pels dos mètodes (tan sols s'indiquen els resultats

de dos dels assaigs de síntesi efectuats per nosaltres pel mètode de

Merrifield) .

•

•
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Dades literatura Dades nostre laboratori

Mètode Wang Mètode Merrj.field Mètode Wang Mètode Merrifield

Denominació resina lA,M lA_VI1
A-lI lA-IIIlA,W

Color blanc blanc blancb l.ancgroc

HO-[CH2 25%O]n-CH2� 92% 58% 56% 68%

•

1.2-1.3(a) 1.3-1.8(a) 1.3-l.8(a)n 3.6 1.1

HO-CH2-0 9% 5%3% 2%14%
•

HO (b) (b) (b)
...

CH2-O-CH2-\. p
-

0.6% 0.2%

f'

CI-CH2-{ p
-

",0%0% ,....0% 0.2%10%

2% 33%CH3-O-CH2-{ P
-

39% 30%50%

•

(a)Determinat per l3C_RMN
(b)Nodeterminat. A efectes de càlcul, l'hem considerat�O .

.-•......

.•



El primer que podem contrastar, i que ,ja hem assenyalat ante

riorment, és que cap de les nostres resines és acolorida, a diferència de

la que Merrifield i cols. obtenen pel mètode de Wang.

En segon lloc, nosaltres sempre obtenim percentatges de

HO-(CH2-C6H4-0-)nCH2-� intermedfu entre els que obté Merrifield per un

o altre mètode, amb valors de n que a la resina lA_lI són clarament inferiors

als de la resina 1A,w' oi una mica superiors per les resines lA-III i lA_VI
en relació a la 1A,M� Dit d'una altra manera, nosaltres obtenim un grau de

polimerització més elevat quan emprem el mètode de Merrifield.

Pel que fa al percentatge d'hidroximetilpoliestirè present a

la resina sintetitzada i que donaria lloc a una peptidil-resina no làbil

al TFA"nosaltres també obtenim una mica més d'hidroximetilpoliestirè pel
,

mètode de Wang que pel mètode de Merrifield, si bé entre els dos mètodes
,

no trobem tanta diferència.

El que tampoc observem nosaltres és la diferència que troba

Merrifield en el contingut en clor segons el mètode de síntesi. Quan hem

emprat el mètode de Wang, hem obtingut un polímer que conté tan sols traces

no quantificables de clor, mentre que per l'altre mètode en més d'un cas

ens han quedat grups clorometil (vegeu part exper-Lmentia.L) .

Finalment, el contingut en grups metoximetil, que no haurien

d'afectar la síntesi d'un pèptid, és similar per- les tres resines que hem

sintetitzat nosaltres, essent els nostres valors més pròxims als que es

descri uen (144) pel mètode de Wang.

En resum, doncs, les resines sintetitzades per nosaltres pels

dos mètodes no són tan diferents entre si com J.es sintetitzades per

Merrifield. Pel mètode de Wang arribem a un per-cen t.at.ge menor de grups clo

rometil, però també obtenim una proporció més gran de grups hidroximetil.

Pel que fa a les impureses de la resina 1 que poden afectar la bona marxa
-

d'una síntesi, pel mètode de Merrifield obtenim. un percentatge menor d'hi-
,

�oximetilpoliestirè però la reacció sobre els grups clorometil no sempre

és quantitativa.
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