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1. SINTESI DEL LHRH PER CONDENSACIO l)E DOS
.-

SEGMENTS PEPTIDICS PROTEGITS.



1.2. Síntesi dels segments peptídics protegits Glp-His(Tos)-Trp-Ser(Bzl)­

-Tyr(Dcbzl)-Gly-OH 3 i Fmoc-Leu-Arg(Tos)-Pro-Gly-OH 4.
- -

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

-divinilbenzè) 1 (23).
-

4-carboximetilfenoximetilcopoli(estirè-l%-divinilbenzè).

A 45g de clorometilpoliestirè Bio-Rad (40.1mmol de CI teòrics)

en un baló de lL, s'afegeixen 300mL de DMA, 15.70g (103mmol) de 4-hidroxi­

benzoat de metil i NaOMe en MeOH. El metòxid sòdic es prepara per addició

de 45mL de metanol anhidre a 2.40g de sodi (104mmol), deixant reaccionar

tot el sodi i eli.minant una mica de metanol al rotavapor.

La suspensió s'agita mecànicament durant 24h a 80DC, proce­

dint-se després a filtrar (en un embut amb placa filtrant) i rentar la re­

sina amb 4x200mL de DMF, 2x200mL de dioxan, 4x200mL de diclorometà i 4x200

mL de metanol. Aquest procés de rentat es repeteix tres vegades més, compro­

vant-se que no queda residu en evaporar a sequedat els filtrats procedents

dels darrers rentats. Després d'assecar a pes constant, s'obtenen 49g de

polímer, l'anàlisi elemental del qual posa de manifest que tan sols es

detecten traces de clor.
•

A continuació es mostra l'espectre infrarroig de la resina

obtinguda.
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,

4-hidroximetilfenoximetilcopoli(estirè-l%-divinilbenzè).

En un baló de lL equipat amb agitació mecànica es fan reaccionar

46.0g de 4-carboximetilfenoximetilpoliestirè amb 4.69g de LiAIH4 en 700mL

d'èter anhidre d.urant 6h a temperatura ambient. Cal anar amb compte
,

perque

en aquest dissolvent el polímer té una
,

gran tendència a agregar-se, difi-..

cuItant l'accessibilitat de l'hidrur als centres reactius. Passat aquest

temps la resina es filtra i es trasvassa a un vas de precipitats, on s'agita

durant 65h amb 2L de dioxan/H2S04 IN 1/1 per tal de destruir tots els

aluminats.

Després d'a.quest tractament, la r'esina es filtra i es renta

exhaus t.í.vamerrt en un embut amb fri tat: lx300mL diclorometà, lx150mL EtOH,

3x150mL EtOH/H20 l/l, lx150mL EtOH, lx300mL diclorometà, lx250mL dioxan/H20
l/l, 2x200mL H20, 3x150mL EtOH/H20 l/l, lx150mL EtOH, lx300mL diclorometà

i 3xlOOmL MeOH. El procés global de rentats es repeteix tres vegades més,

després de les quals es comprova que l'evaporació a sequedat dels darrers

rentats no deixa residu.

S'obtenen 44.2g de resina 1 amb el següent espectre d'infrarroig:
-

'0 .0 ,o MICRONS .0 'o 8.0 '0 'o " •

.._'
l ',: _.,......+ .� ,..,...1,'.

I 1�h' m+ @lI
�

11)0' ml [da .... ,:.1: � �.�I.�'"U __ . .L_�_:¡!o·�T:J� I

,.

,.¡'r, ",. l
,.,'.'

1""',' I �
.. "rttt , I fttt,. I l' ,.

l' Illi�','" . "

,
,

/
'

l'
: l

,!." "t! l' ':oi 'il. li :". 'l''
l

" I)

� II l,l, 'l'' ,'! 'I :. 'I:' ·'1 .' , :' ,', ,
•

I
. ;1, 'l' "1' l' 1" t

. l ,.1

f
j li 'I t. . I l', l' . ,-, "

. - - - '_ .++-+-� lrr' �l. .- �:. . ¡:�. -, H
., ,I .. : ¡ I!; :,i L, fi'i; ,. i." l' I ili .,,, 11:::" i¡: '1,'1' ':r)1 U' l'' 'f ¡:: l' l'I';" l''

' I : i ;,' .' ,I I.

! l
" ,,¡ I I:' I 11 ,! I . j i

I I: I i
I

J II I I I I I, l 'I ¡" 'l' I
I r: I

"t---�l-"'" '0 rrrt .1- - "'0- rr-.+mf...:. ¡...i.1 -�. - .. :. 0.0 .�- _. ,••

:

l'';
, 1"

l'' l "I l ,'" 'I r t t- i ; I I I. I,' :..- i ! f l'I i' t .:; •• 1 ':'! l' I ��i ¡.: " i;' I II;t ':11 !�WU:! Jj�: li' ,I ,J¡!�. ¡t! 000 J': :il! 11';:' { 'o :
'. "

'�
'.J'

�m'
,,'

r:.t
I." I,' �,.' ¡ J t l ',', ¡ ·:1 ,L... ,I I...

,',
III l 'li

. ,..:". ir-, ili:, T' " ,i ¡"li'; i1lt .. ,,:
¡

�1ï1il
l'

I ro' '-,' '\.:;, ... ···t·,·'-�, .

l''
.

• I:' ,I: ".1 .:l, I:�ll
I� I ¡li' :;,. l'li Ir I � ,! 'I I, .�,i; o .' : :!I: !l'' l'

•

I l', l " ,! I I, ,I, l '" I, � 'I "I l
' I l'

,
. .' l'' ' 'I

" I I :. I, '"

,

-t--._-- �T,"f..-IT':-,-.hl·,+.,� ;1"'- ''--l''' 'I¡
.-¡

r��' i '

'I
., '111"""- �. -'o.

_.

-r
-

," :,,,_ '.'
, "I l'' I",' fl'II

"", 1 1.' ,.

MI 'ili:':'
r: !.',' :' .,' ',l'i '! ""1 :"',' l'! l': " :'1' ,'" '.,' ;' l'':' I"

l' l ' 'I
'

, .'

", ."", l"" l' , ,"

-I--¡- --:.-
�.� -_ --�t-:- __ .

.,
,. ! ,o;

•• II-¡' .0..1· +.1-1"''"':
I 11- i"'� ·it tr·· �Il

.. -t-
. o. 'l'l' "r" ¡ �!' ," .,', .

l',' I l"" :: l'''' ,,;¡ .: 'l' l'li' I p':I' ;,,1 iI:1 J' ,! l'· ',: ii ," 11: ,',)' : ,,:; 11",1' , i l' ,'.
, I I l ,I, l'' l 'L

,.
'I I ¡

f
" f ,1 ,I.

W
\! '

-+.l..r...·t· :l._, - � � f-"� ...

"

": .J...,.�_. :"I� l''�
.

�!-'. ��� � '1'- �i t-:-:- •. -: . 1:- �l .:

t' 'r ._',:-� '....;.·1'1 I,' "
I I _,

.,\ 'I '

" ",." ,., u: 'I l' I I
l' ',11, .!I l' , I ! " .: .... 'I�' -': ..

.

!;, l l'' ': : I.'! l 'I;:�' , ,'i' '1 I l' .

'

li r
' ,', l, . i ,,. " I" l'

, l', l

"I 1'1 II l' j , II I r' ,.'

I,
.

'J" ' ..
'

, I, ' .' l 11"" ., "
.'

I l' '

.,
'

. .a.�.,., 1--' ��,.,� 'tr!' �, '1'
.-- .,�Li·· "ri lO" .], I � ._ �-:'I ··It r-" t-·� ... ·_� .L:�I ; •.. ;. .: ,'r

I i: ;,',,:! i ¡ i! f; I ¡ !, f III I!: H!:: ,: I: ';
.

� II " [I. I1 I ! ¡ ¡li i ¡ ¡ ¡ i j! 11 ¡ 'i i ¡ i i� li;
! " 11 I

:j ¡ ;,'
'

. : ,':
_.i !;;:-.··�i:'�' �Wl:� ¡llit :1; :::' ,

.

"lliti '@'rlillI ¡'li J'!' ·11P¡¡¡:;i;::l!';�::lJ�_.:;;:._ .. i�
I -1

800 -c a

j I

3500 3000 2500 .. 2000 1800 _ ... 1 fiOO .--,-llt.OU. .12Qa .. ' ... 1000
,

"

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

Abans de procedir a ancorar l'aminoàcid a la matriu polimèrica

es pur-I f'Lca una mica la Fmoc-glicina comercial rentant-la amb n-hexà fred
, -
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en una xeringa i control.lant el procés per cromatografia en capa fina

(CHC13/EtOH 3/1). Es recupera el 98% del producte.

2.00g de resina 1 (aproximadament 1.4mmol de grups -OH) es sus-
-

penen en 25mL de CH2C12/DMF 4/1. Després de refredar en un bany de gel

s'afegeixen, successivament, quantitats equimolars (2.1mmol) de Fmoc-gli­

cina (0.64g), DMAP (0.26g) i DCC (0.48g) dissoltes en CH2C12/DMF 4/1. La

suspensi6 s'agita 30min a OOC i 5h a temperatura ambient. Passat aquest

temps, la resina es filtra i renta (15-20mL de dissolvent per rentat):

3xCH2C12, 3xDMF, 3xiPrOH, 3xCH2C12, 3xDMF i 3xiPrOH.

L'aminoacil-resina s'analitza per diferents mètodes, tal com

s'ha indicat a la part teòrica, i per espectroscòpia infrarroja.
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Abans de continuar la s'Íntesi els grups -OH que han auedat
-

lliures es benzoïlen tal com hem descrit als protocols generals de síntesi

(vegeu materials i mètodes 7.1) .

•

9-fluorenilmetanol (112).
•

A una suspensi6 de 9.7g de NaH al 80% en 200mL d'èter etílic

anhidre s'afegeixen 16.6g (O.lmmol) de fluorè (recristal.litzat d'etanol

i ben sec) i 18mL de formiat d'etil destil.lat. La mescla s'escalfa a reflux

durant 10h, passades les quals es refreda i s'hi afegeixen petits troços
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•

de gel per a destruir l'excés d'hidrur. Després d'addicionar 200mL d'aigua,
,.

es separen les capes etèria i aquosa i aquesta es renta amb 150mL de n-hexà.
-

La capa aquosa es filtra per tal d'eliminar un petit residu sòlid que resta

en suspensió, i el filtrat s'acidifica amb 30mL d'àcid acètic glacial. Es

separa un oJ.i que s'extreu amb tres porcions de 100mL de doclorometà.

Aque s t extracte orgànic es renta un cop amb aigua i un altre amb una disso­

lució aquosa de NaHC03 1M, s'asseca amb MgS04 i finalment s'elimina el

dissolvent al rotavapor. El residu es dissol en 200mL de metanol i s'hi

afegeixen, en petites porcions, cada 2-3min, 4g de NaBH4,_ agitant-se des­

prés durant 2h a temperatura ambient, Passat aquest temps, l'addició de

600mL d'aigua i després 30mL d'AcOH provoca la formació d'un precipitat

blanc molt voluminós, que encara s'agita durant 1.5h més. Després es filtra

i renta, obtenint-se 14.9g de producte que es recristal.litza de hexà/CHCl3
111. S'obtenen 14.5g de 9-fluorenilmetanol (74% de rendiment), p.f. 99-102°C,

lit. (112) 98.5-100.5°C. Mitjançant cromatografia en capa fina, emprant

l'eluent CHCl3/MeOH 3/1, es comprova que el producte obtingut (Rf=0.61)

no conté impureses.

,

IR (KBr) 3250-3300, 1440, 1055, 1015, 755 i

1H_RMN (CDCI3) ê7.2-7.9 m, 8H (ar); 4.05 s,

-1
740cm .

1.55 s, 1H (OH).

Cloroformiat de 9-fluorenilmetil (22).

A una dissolució freda de fosgè al 20% en toluè (0.15mol)

s'afegeix, lentament, amb agitació magnètica, una dissolució de 20g (0.10

mol) de 9-fluorenilmetanol en 150mL de dioxan. Els gasos que es puguin des­

prendre al llarg de la reacció es fan passar a un baló que conté CaCl2 an­

hidre (per a evitar la humitat a la mescla de reacció) i després a una

dissolució concentrada de NaOH. La dissolució de reactius en toluèldioxan

s'agita durant 4h a OOC i 18h a temperatura ambient. L'excés de fosgè, el

toluè i el dioxan S'eliminen fent el buit amb una trompa i mantenint l'agi­

tació magnètica, escalfant el baló com a màxim fins a 300e en un bany d'aigua.

Un cop eliminat el dissolvent queda un o'Lí, que acaba solidificant.

El producte es recristal.litza d'èter anhidre. Per separar els

cristalls de les aigUes mares el millor és elj.minar les aigUes mares per

succió amb una p.ipeta Pasteur men tr-e es manté el cristal.li tzador en gel
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(cal evitar que s'atemperi la dissolució etèria perquè el Fmoc-Cl és molt

soluble en èter a temperatura ambient). Els cristalls es re.nten amb èter

fred que s'elimina igualment per succió. Després de recristal.litzar el

producte, s'obtenen 14.8g de Fmoc-Cl (56%) p.f. 62-63°C, lit. (22) 61.5-

-63°C.

IR (KBr) 1770,
1
H-RMN (CDC13)

1450, 1140, 825, 760 i
-1

740cm .

07.1-7.8 m, 8H (ar); 4.5 m 3H (CHCH2).

r1- (9-fluorenilmetil )piperidina

0.52g de Fmoc-Cl i 15mL de piperidina (150mmol) s'agiten durant

40min a temperatura ambient. La mescla de reacció s'aboca sobre 250mL

d'aigua freda, i el precipitat que es forma es filtra i renta amb aigua.

S'obtenen 0.51g de Fmp (96:) de p.f. 119-120oC, lit.(22) 116-117°C.

Una petita mostra es recristal.litza de n-hexà i es caracteritza
-

per anàlisi elemental: teòric per C19H21N C 86.6, H 8.0 i N 5.3; trobat:

C 85.9, H 8.0, N 5.3.

]H-RMN (CDC13) 07.1-7.9 m, 8H (ar); 4.0 t, lH (CH fluorè); 2.4-2.7 m, 6H

(3 metilens units a N); 1.4-1.9 m, 6H.

EM: m/e 263, 178, 165, 99 i 98.

1.2.3. Síntesi del segment peptídic protegit 4.
-

1.2.3.A. Síntesi del pèptid.

Hem partit de 2.05g de Fmoc-glicil-resina (0.38mmol/g) amb els

hidroxils residuals benzoilats.

Les quantitats de Fmoc-aminoàcid i DCC que s'empren a cada aco-
,

blament s'indiquen a continuació. A la part teòrica es donen les dades de

mmol de Fmp que s'obtenen a cada etapa Qe desprotecció.

Fmoc-Pro-OH. S'efectua un primer acoblament amb un excés d'aminoàcid de

3 vegades, és a dir amb 2.16mmo.l (728mg) de Fmoc-prolina il. 08mmol (246mg)

de DCC. L'assaig de la fluorescamina dóna positiu. El segon acoblament es
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fa igualment amb 3 vegades d'excés d'aminoàcid (1.5eq d'anhídrid). L'assaig

de la fluorescamina és negatiu.

Fmoc-Arg(Tos)-OH. Primer acoblament: 4 vegades d'excés d'aminoàcid, la qual

cosa implica fer l'anhídrid amb 2.96mmol d'aminoàcid (1.631g) i 1.63mmol

de DCC (336mg). L'extensi6 de l'acobJ.ament s'avalua per desprotecci6 d'una

petita alíquota (4.7mg) de Fmoc-tripeptidil-resina.

Frnoc-Leu-OH. S'efectl.len dos acobl.aments, el primer amb 4 vegades d'excés

d'aminoàcid (2.72mmol, 960mg) i 2 equivalents de DCC (1.7mmol, 351mg), i

el segon amb 3 vegades d'excés d'aminoàcid (720mg de Fmoc-Leu-OH i 232mg

de DCC . L'assaig de la fluorescamina dóna lleugerament positiu, però el.

de la ninhidrina és negatiu. No es repeteix acoblament.

Al final de la síntesi tenim 1.93g de Fmoc-tetrapeptidil-resina.

El primer tractament amb 55% de TFA en diclorometà s'efectua

sobre el total de peptidil-resina de que disposem, 1.93g, obtenint-se

198)lmol de pèptid (58% de rendiment). D'un segon tractament amb 55% TF�/di­
clorometà s'obtenen 2.6)lmol més de producte. Es du a terme un tercer trac­

tament amb 100% de TFA, que proporciona 1.1)lmol de producte.

La resina procedent dels tres tractaments amb TFA es sotmet

finalment a una acidòlisi amb HF anhidre en presència de 10% d'anisoL

La descripci6 del protocol experimental es troba a l'apartat 1.3.2. S'obte­

nen 2.7)lmol de pèptid desprotegit.

1.2.3.B. Purificaci6 del pèptid 4.
-

•

79.2)lffiol de crú peptídic es pre-purifiquen, en primer lloc,
•

a través d'una columna oberta empaquetada amb 12g de gel de sílice 60 eluint

amb CHC13/MeOH/AcOH 70/20/5. Un cop identificat el producte que correspon

al pèptid 4 (vegeu part teòrica) el total de fraccions que contenen el pèp-
-

tid es purifiquen per cromatografia líquida preparativa d'alta eficàcia

en un aoarell Waters Prep-LC/System 500 a través de gel de sílice 60.
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L'elució s'efectua a 200mL/min amb tres eluents de polaritat creixent:

CH2C12/�prOH/AcOH 88/1.5/0.5 (3400mL), CH2C12/1PrOH/AcOH 88/10/5 (2600mL)

i CH2C12/MeOH/AcOH 88/10/5 (2000mL). El dissolvent més polar és el que

elueix el producte desitjat, que s'acaba de purificar per filtració molecu­

lar sobre sephadex LH-20 (18g de gel, columna de 100x1cm) eluint amb meta­

nol a 6mL/h. Finalment, s'obtenen 28�mol de pèptid 4 purificat (35% de ren-

diment).

20fmol del crú peptídic procedent de l'acidòlisi ambTFA es sot­

meten, en primer lloc, a una cromatografia de filtració molecular sobre

Sephadex LH-20 (18g de gp.l empaquetats en una columna de 100xlcm). El pro-

.
ducte s'elueix amb metanol a 6mL/h. Les fraccions que contenen el pèptid

s'ajunten i evaporen a sequedat, i es cromatografien a través d'una columna

Lobar de gel de sílice 60 (mida A) eluint amb CHC13/�PrOH/AcOH 88/5/2 a

120mL/h. El producte es recromatografia en les mateixes condicions per a

donar 4.6�m01 de pèptid 4 pur (23% de rendiment) .

...

L'anàlisi de les diferents fraccions recullides a les cromato-

grafies líquides s'efectua per cromatografia en capa fina (CHC13/MeOH/AcOH
70/20/5, Rf= 0.55).

1.2.4. Síntesi del segment peptídic protegit 3 .

...

1.2.4.A. Síntesi del pèptid.

Abans de procedir a l'engalzament dels aminoàcids sobre la

Fmoc-glicil-resina (vegeu 1.2.2) es purifica una mica la Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH
comercial reproduint part del protocol de síntesi dels Fmoc-aminoàcids.

El producte (1g) es dissol en 15mL de dioxan, s'afegeixen 10mL de dissolu­

ció aquosa al 10% de Na2C03i 80mL d'aigua i es refreda. La suspensió s'ex­

treu amb èter (3x50mL), i la capa aquosa s'acidifica amb HCl conc. fins

a pH=2. Després de deixar-la unes hores a la nevera, es separa el precipitat

format, es renta i s'asseca. Aquest producte és el que s'empra a la síntesi.
•
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Intents de purificar la Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH per rentat del sòlid amb n-hexà,
-

i per cromatografia en columna sobre gel de sílice eluint amb hexà/cloro­

form no condueixen a un producte més pur.

Partim de 1.86g de Fmoc-glicil-resina benzoilada amb un grau

de substitució de 0.33mmol/g.
A la part teòrica es consignen els mmol de Fmp que s'han quan­

tificat a cada etapa de desprotecció. A continuació s'indiquen les quanti­

tats de Fmoc-aminoàcid i DCC emprades a cada acoblament.

Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH. Primer acoblament: J..86mmol de tirosina (1.044g) i 1.02

mmol de DCC (2J_1mg). Segon acoblament: 1.24mmol de Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH

(696mg) i 0.68mmol de DCC (140mg). Després d'aquest acoblament l'assaig

de la fluorescamina dóna encara lleugerament positiu, de manera que abans

de desprotegir amb piperidina s'acetilen els grups amino residuals amb anhí­

drid acètic i EDIA. Després de l'acetilació l'assaig dóna negatiu.

Fmoc-Ser(Bzl)-OH. Es du a terme un acoblament amb cinc vegades d'excés

d'aminoàcid (2.9mmol, 1.21g) i 2.5 equivalents de DCC (1.6mmol, 330mg).
En aquest cas, l'equivalent d'EDIA s'afegeix des del començament de l'aco­

blament. L'assaig de la fluorescamina dóna negatiu. Per a bloquejar els

grups hidroxil que poden haver quedat lliures si hi ha hagut formació de

dicetopiperazines s' ef'ec t.ua una acetilació amb anhídrid acètic i piridina.

Fmoc-Trp-OH. Primer acoblament: 1.74mmol d'aminoàcid (741mg) i 0.96mmol

de DCC (198mg). Segon acoblament: 1.16mmol d'aminoàcid (494mg) i 0.64mmol

de DCC (132mg). Després del segon acoblament l'assaig de la fluorescamina

és negatiu.

,

Fmoc-His(Tos)-OH. Primer acoblament: 1.74mmol d'aminoàcid (926mg) i 0.96mmol

de DCC (198mg). Segon acoblament: 1.16mmol d'histidina protegida (617mg)
•

i 0.64mmol de DCC (132mg). Després del segon acoblament, l'assaig de la

fluorescamina dóna lleugerament positiu, de manera que es procedeix a ace­

tilar amb anhídrid acètic i EDIA.
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Glp. Els acoblaments s'efectuen amb un excés d'aminoàcid i DCC més gran,

donat el gran increment de Fmp detectat en l'etapa prèvia de desprotecció

(vegeu part teòrica). Primer acoblament: 2.43mmol de Glp (314mg) i 1.34mmol

de DCC (276mg). Segon acobJ.ament: 1.62mmol de Glp (209mg) i O. 89mmol de

DCC (184mg). Després d'aquests dos acoblaments, l'assaig de la fJ.uorescamina

és clarament positiu. Decidim dur a terme un tercer acoblament però sense

preformar l'anhídrid simètric, directament amb 2.43mmol d'aminoàcid (314mg)
i 2.67mmol de DCC (55J.mg). Aquest mètode implica subs t

í

tuí r les etapes 10

i 11 del protocol general de síntesi per:

Etapa Reactiu

10

11

Glp, 10min, no filtrar

DCC, 60min

Després d'aquest intent l'assaig de la fluorescamina és negatiu.

2.306g de peptidil-resina es tracten amb 55% de TFA/diclorometà.

en presència de 2% de s-mercaptoetanol durant lh a temperatura ambient.

La resina es filtra i renta amb diclorometà. El� filtrats s'evaporen a se­

quedat i s'a.j�nten amb el filtrat procedent d'un darrer rentat de la resina

amb metanol. Obtenim 325�mol de pèptid (56% de rendiment). S'efectua una

segona acidòlisi amb 30% de TFA/diclorometà i 1% de s-mercaptoetanol per

a intentar amillorar el rendiment d'aquesta etapa. En aquest cas s'ajunten

directament els filtrats procedents de l'acidòlisi i els rentats amb dic10-

rometà i metanol. S'obtenen 9.6�mol de pèptid (1.7% de rendiment).

1.2.4.B. Purificació del pèptid 3.
-

•

Les cromatografies d'aquest pèptid es segueixen per mesura de

l'absorbància a 280nm (màxim d'absorció ·de tirosina i triptofan) de l'eluit,

a més a més de per cromatografia en capa fina (CHC13/MeOH/NH3 10/10/1,

Rf=O. 43) •
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En primer lloc, el crú peptídic (275�mol) es sotmet a una fil­

tració molecular sobre Sephadex LH-20 (18g degel, 100xlcm) eluint amb me­

tanol a 6mL/h. La totalitat del producte es cromatografia en cinc vegades.

Les fraccions desitjades s'ajunten i evaporen i s'apliquen a un cartutx

de gel de sílice 60 d'un sistema de cromatografia líquida preparativa d'alta

eficàcia (Waters). El pèptid s'elueix amb CH2CI2/MeOH/H20 57/40/3 a 200mL/min.

Finalment el producte es recromatografia sobre Sephadex LH-20 en les ma­

teixes condicions inicials. S'obtenen 98�mol de pèptid purificat (36% de

rendiment) .

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).

Benzoilpoliestirè.

En un reactor de 5 boques proveït d' ag.i tació mecànica i entrada

de nitrogen, es suspenen 12g de poliestirè rentat en 125mL de nitrobenzè .

.

Es refreda en un bany de gel i aigua i s'afegeixen 4mL de clorur de benzoil

(34mmol) dissolts en 10mL de nitrobenzè gota a gota. A continuació, s'afe­

geixen 9.1g de AICl3 (68mmol) en petites porcions mirant de que agafi el

mínim d'humitat possible. Acabada l'addició dels reactius, es deixa reac­

cionar la mescla amb agitació durant 2h a 4-8°C (sense que es produeixi

congelació del dissolvent). La reacció es segueix per espectroscòpia
-1

infrarroja (aparició d'una banda de carbonil a 1675cm ). Passades les

dues hores, a la mescla de reacció s'afegeixen 100mL d'aigua i s'agita

5min més per tal de destruir l'excés de AICI3• La resina es filtra i renta

amb nitrobenzè (3x60mL), EtOH/H20 1/1 (4x180mL), EtOH (4x90mL) i CH2Cl2
(4x60mL), i s'asseca fent el buit.
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a-(N-formil)-aminobenzilpoliestirè.

El benzoilpoliestirè es suspen en 130mL de nitrobenzé i s'afe­

geixen 35g de formiat amònic, 43mL de formamida i 54mL d'àcid fórmic al

85%. La suspensió s'escalfa a 170-180oC, amb agitació mecànica, i a

partir de les dues primeres hores es va afegint àcid fórmic a mesura que es

comprova que va destil.lant (el reactor està equipat amb un Dean-Stark). El

progrés de la reacció de Leuckart es pot anar seguint per

infrarroja, apareix una banda de carbonil (grup formil) a

-1 -1
desapareixent la de 1675cm • Quan la banda de 1700cm és clarament

espectroscòpia
-1

1700cm i va

...

mes

intensa que
-1

la de 1675cm , la reacció s'atura, es deixa refredar la sus-

pensió fins a temperatura ambient i es filtra i renta la resina amb EtOH/H20
1/1 (4x180mL), EtOH (4x90mL) i diclorometa (4�60mL). La resina s'asseca

fent el buit.

Hidroclorur d'a-aminobenzilpoliestiré.

En un reactor proveït d'agitació magnètica es suspen la resina

obtinguda en el pas anterior en etanol, i s'hi afegeixen 25mL de HCl 12N.

La mescla es deixa a reflux (escalfant a 110-1200C) durant 2h. Després de

deixar refredar a temperatura ambient, la resina es renta amb etanol fins

que els filtrats donen negatiu l'assaig de clorurs (amb AgN03). La resina

benzhidrilamina, en forma d'hidroclorur, s'asseca a pes constant. Per

espectroscòpia infrarroja s'observa disminució de la banda de carbonil
-1

respecte a les de 1600 i 1500cm •

El grau de substitució es determina per valoració espectrofo­

tomètrica amb acid pícric (mètode de Gisin) .

•

1.3.1.B. Estabilitat del grup protector Fmoc a l'a-aminobenzilpoliestirè.

Síntesi de l'ester metílic de la Fmoc-glicina

i) S'afegeixen 75mL de MeOH/HCl 3.5N recentment preparat a 5g de glicina
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recrital.litzada i es deixa 3h agitant a temperatura ambient. La mescla de

reacció s'evapora a sequedat i s'acaba d'eliminar l'aigua formada per

addició de benzè anhidre i evaporant l'azeòtrop. L'esterificació es repe­

teix dues vegades més, després de les quals ja no s'observa glicina per

cromatografia en capa fina. El producte es recristl.litza amb n-hexà/
...

/èter/metanol 1/1/1 i s'obtenen uns cristalls de p.f. 178-180oC, amb

Rf=0.04 (CHC13/EtOH
IR (KBr) 3000, 1760

1H-RMN (D20, DSS)

3/1, revelat
-1

i 1580cm •

4.9 s, 2H (CH2

amb ninhidrina). El rendiment és del 93%.

Gly) i 3.8 s, 3H (OMe).
•

•

ii) Una dissolució de 0.5g de Fmoc-CI (1.93mmol) en 10mL d'èter anhidre

's'addiciona lentament a 0.24g de HCI.H-Gly-OMe (1.90mmol) en 60mL d'èter

anhidre i 0.5mL de piridina (6.22mmol) refredats en un bany de gel. Al cap

d'una hora es detura la reacció i es filtra el precipitat d'hidroclorur de

piridini. La dissolució resultant es renta amb NaHC03 0.5M (2x15mL), aigua

(3xl0mL), àcid cítric 0.5M (2x10mL) i aigua (2xl0mL). La capa orgànica

s'asseca amb MgS04 i s'evapora a sequedat, obtenint-se una mescla de dos
1

productes dels quals el majoritari és 9-fluorenilmetanol (70% per H-RMN).

Per recristal.lització en n-hexà/èter 1/1 s'obtenen 51mg del producte

minoritari, que s'identifica com a carbonat de bis-(9-fluorenilmetil),

p.f. 143°C.

IR (KBr) 3000,

lH_RMN (CDC13)
13C_RMN (CDC13)

-1
1750, 1425, 1255 i 750cm .

07-7.9 m, 16H (H ar.) i 4-4.7 m, 6H.

0155.2 (carbonil); 143.3 i 141.3 (C quaternaris aromàtics);

127.9, 127.2, 125.2 i 120.1 (altres C aromàtics); 70.0 (CH) i 46.9 (CH2).
EM: m/e 418 (detectat), 240, 165, 139, 115, 98,87 i 74.

Anàlisi elemental: calc. per C29H2203: C 83.2, H 5.3. Trobada: C 82.1, H 5.3.

Com a alternativa a aquest mètode de síntesi, que intenta

la protecció del grup a-amino qlliberant la base in situ, s'intenta la ma­

teixa reacció alliberant prèviament la base amb dietiamina:

Es suspen 1.0g d'hidroclorur de glicinat de metil (7.97mmol) en8mL de clo­

roform i a continuació s'afegeix una quantitat equimolar (0.82mL) de dietil­

amina. Al cap d'una hora es filtra l'hidrocloror de dietilamoni i de la
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dissolució, que s'evapora a pressió reduïda (100mmHg) s'obtenen 0.54g (77%)

de glicinat de metil.

1.58g de Fmoc-Cl (6.11mmol) dissolts en 30mL d'èter anhidre

s'afegeixen a una suspensió de 0.54g de glicinat de metil (6.11mmol) en

70mL d'èter i 0.69mL de piridina (6.22mmol). Acabada l'addició, la mescla

de reacció es deixa 1h més a O°C i una altra hora a temperatura ambient.

Per cromatografia en capa fina s'observa que resta glicinat de metil sense

reaccionar, per aixó s'afegeixen 1.07g (4.12mmol) més de Fmoc-Cl i es

manté la reacció 1h més a temperatura ambient. Es separa l'hidroclorur de

piridini format per filtració, la dissolució s'evapora a sequedat i s'obte­

nen 0.95g d'una mescla que conté majoritariament Fmoc-Gly-OMe acompanyat

d'impureses de difícil separació.

Esterificació de Fmoc-Gly-OH.

0.147g de Fmoc-Gly-OH comercial (0.441mmol) s'esterifiquen amb

5mL de MeOH/HCl 3.5N durant 3h, procedint després a evaporar. a sequedat i

eliminar l'aigua formada mitjançant addició de benzè anhidre i evaporació

de l'azeòtrop. Aquest procés es repeteix tres vegades, donant 0.153g de

Fmoc-Gly-OMe que, després d'ésser rentats amb n-hexà a reflux, es recris-

tal.litzen d'èter isopropílic, obtenint-se 112mg (73% de rendiment) de pro­

ducte de p.f. 103°C i Rf=0.75 (CHC13/EtOH 3/1) i 0.63 (CHC13/EtOH 9/1).
-1

IR (KBr) 3300, 1720, 1560, 1450, 1255 i 1060cm •

1H_RMN (CDC13) ò7.2-8 m, 8H (ar.)j 5.2 s, 1Hj 4.1 d, 2Hj 3.8 s, 3H (OMe).

UV (CH2C12) 301nm, E=7100j 290nm, E=5900j 267nm, E=21500.

Estudi de l'estabilitat de Fmoc-Gly-OMe a Ia-aminobenzilpoliestirè.

En primer lloc, cal obtenir la base lliure a partir de l'hidro­

clorur de la resina benzhidrilamina. Es segueix el següent programa:

4xCH2C12 (2min), 4x 5% EDIA/CH2C12 (5min) i 4xCH2C12 (2min).

51mg de Fmoc-Gly-OMe (0.16mmol) es dissolen en diclorometa,

enrasant a 5mL, i d'aquesta dissolució separem 0.35mL per tal de coneixer

la quantitat d'amines a temps zero mitjançant l'assaig de la ninhidrina.
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La resta de la dissolució s'afegeix a una quantitat equimolar d'a-amino­

bezil-resina (161mg de f=0.85mmol NH2/g resina) i la suspensió s'agita

durant 48h. En el transcurs de la reacció i a temps de 2, 4, 6, 9, 24, 32

i 48h s'analitza la dissolució per cromatografia en capa fina (CHCI3/EtOH
3/1) revelant amb el reactiu de la ninhidrina. Passades les 48h es filtra

i renta la resina i dels filtrats, enrasats a un volum de 50mL amb diclo­

rometà, es separen alíquotes de 1.0mL per a dur a terme l'assaig quantitatiu

de la ninhidrina (131).

Preparació del reactiu de la ninhidrina.

Es dissolen 200mg de ninhidrina i 30mg d'hidridantina en 7.5mL

de 2-metoxietanol exempt de peròxids i s'afegeixen 2.5mL de tampó acetat

sòdic 4M de pH=5.6 passant-hi nitrogen per a evitar l'oxidació de la ninhi­

drina per l'aire. El tampó es prepara a partir de 27.2g d'acetat sòdic tri­

hidratat dissolts en 30mL d'aigua prèviament bullida i 5mL d'àcid acètic,

afegint aigua fins a 50mL.

� Assaig de la ninhidrina.

�

1mL de la dissolució problema en CH2Cl2 (en el cas de la mostra

apartada inicialment, es prenen alíquotes de O.lmL que s'evaporen a sequedat

i posteriorment es dissolen en 1mL de diclorometà) i 1mL del reactiu de la

ninhidrina s'agiten bé durant lOs i es mantenen 15min exactes en un bany de

silicona a 100°C. La dissolució es refreda en gel durant 10min i s'hi afe­

geixen 5mL d'etanol/aigua 1/1, s'agita durant 30s i tot seguit es fa la

mesura de l'absorbància a 570nm.

El patró de glicinat de metil es prepara dissolent 17.7mg

(0.141mmol) de l'hidroclorur de glicinat de metil en 1mL d'aigua .

•
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1.3.1.C. Engalzament dels segments peptídics protegits 3 i 4 sobre
- -

l'a-aminobenzilpoliestirè.

En primer lloc s'ha d'obtenir la base, lliure a partir de

l'hidroclorur de l'a-aminobenzilpoliestirè, tal com s'ha descrit a l'apartat

anterior (rentats amb CH2C12, tractament amb 5% EDIA en diclorometà i més

rentats amb diclorometà i amb DMF).

47�mol de pèptid 4 dissolts en 4mL de DMF i 47�mol (6.5mg)
-

d'HOBt en 1mL de DMF s'afegeixen a 177mg d'a-aminobenzilpoliestirè (de

f=0.84 mmol/g) i la mescla s'agita a O°C durant 10min. Després d'afegir

47�mol de DCC (9.7mg) en 1mL de DMF la reacció continua 2h a OOC i 46h a

temperatura ambient. La Fmoc-tetrapeptidil-resina es filtra i renta amb

4xDMF, 4xCH2C12, 4xMeOH, 2xDMF, 2xCH2C12 i 2xMeOH.

Els grups amino polimèrics que no han reaccionat es bloquegen

mitjançant dues acetilacions successives amb 0.12mL d'anhídrid acétic (1.27

mmol) i 0.20mL d'EDIA (1.14mmol) en DMF en les mateixes condicions descri-
,

tes en els protecols generals de síntesi (vegeu materials i mètodes, 7.3).

L'assaig de la ninhidrina efectuat sobre una alíquota de resina dóna negatiu.

L'extrem amino-terminal de la Fmoc-peptidil-resina s'allibera

per tractament amb 50% de piperidina en diclorometa. La quantificació de

la Fmp formada en aquesta etapa mostra que tenim 9.8�mol de pèptid ancorats

al polímer (21% de rendiment).

24.6�mol de pèptid protegit 3 s'ancoren a la H-Leu-Arg(Tos)-
-

-Pro-Gly-resina per reacció amb 24.6�mol de DCC (5.1mg) i HOBt (3.3mg) en

les mateixes condicions que les descrites per l'ancorament del pèptid � a

la resina benzhidrilamina. Després del primer acoblament l'assaig de la

ninhidrina dóna negatiu .

•
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1.3.2. Obtenció del crú peptídic. Purificació del LHRH.

198mg de peptidil-resina es tracten amb 5mL de HF anhidre en

presència de O.5mL d'anisol durant lh a OOC en un aparell de teflon i Kel-F

l'esquema del qual s'indica a continuació.

buit ==(2)=;:: ¡:r,=!==::(.
I

I
I

HF

vasos de
r·eacció

__ .. _.,_ vas

reserva

La peptidiJ.-resina i l'anisol s'introdueixen en un dels dos

vasos de reacció, amb un nucli magnètic. L'àcid fluorhídric anhidre es con­

densa, en primer lloc, en el vas reserva, i després es destil.la la quanti­

tat necessària al vaq de reacció (refredat amb un bany d'acetona/C02).
Quan s'acaba aquesta destil.lació, es sumergeix el vas de reacció en

aigua/gel i es deixa reaccionar la peptidil-resina amb HF-anisol durant

lh a OOC amb agitació magnética eficaç. Passat aquest temps, es torna a

refredar el vas amb acetona i neu carbònica i es procedeix després a elimi­

nar el HF retirant el bany i fent el buit amb una trompa d'aigua i sense

deixar d'agitar (per a evitar que saltin la resina i la dissolució amb el

pèptid lliure). Quan s'ha eliminat totalment el HF, la resina es trasvassa

a una xeringa de 50mL proveïda de fritat rentant el vas de reacció amb

èter (3 vegades), AcOH 96% (3 vegades) i aigua (3 vegades). S'ajunten els

filtrats procedents dels
,

tractaments amb àcid i aigua (la fase etèria conté

anisol i subproductes de la reacció no peptídics), es dilueixen amb més

aigua i es liofilitzen. El liofilitzat es redissol en aigua i es torna a

liofilitzar. S'obtenen 5.54�mol de crú peptídic (59% de rendiment) .

•
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2.47�ol de crú peptídic es cromatografien a través de Sephadex

G-15 (columna de 150x1.2cm) eluint amb AcONH4 O.lM pH=8.5 a 24mL/h. Les

fraccions recullides s'analitzen per mesura de l'absorció a l'ultraviolat

a 230 i 280nm (vegeu cromatograma a la part teòrica) i per HPLC analítica

(Lichrosorb C18, Merck; eluent: 20% CH3CN/fosfat de trietilamoni 0.05M

pH=3.0; flux: 2mL/min; detecció a 280nm).

Les fraccions que contenen el producte desitjat (68% de rendi­

ment) s'ajunten i liofilitzen, i es sotmeten a una cromatografia de bescan­

vi catiònic sobre carboximetilcel.lulosa CM-52 Whatman (25x1.2cm), eluint
,

el pèptid amb un gradient linial d'acetat amònic: tampó A: conductivitat

4mS, pH=5.10; tampó B: conductivitat 12mS, pH=6.30. Les fraccions eluides

s'analitzen com ja hem indicat. El rendiment d'aquesta cromatografia és

del 90%.

Finalment, el pèptid es dessala mitjançant filtració molecular

sobre Bio-Gel P-2 (100x1.2cm) eluint amb AcOH O.lM a 33mL/h (rendiment 92%).

El rendiment global de la purificació és del 56%.

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-carbazoiloximetilfenoximetilcopoli(estirè-1%-divi­

nilbenzè) 2.
-

4-(fenoxicarboniloximetil)fenoximetilcopoli(estirè-1%-divinilbenzé).

4.97g de 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè (_0.75mmol de

HO-polímer) es suspenen en 50mL de diclorometà. En primer lloc s'afegeixen

3.1mL de piridina (3.8mmol), la suspensió es refreda en un bany de gel i

s' af'ege
í

xen 4. 7mL de cloroformiat de fenil (3. 8mmol). La mescla es deixa

reaccionar, amb agitació magnètica, durant una nit a 4°C, evitant la humi­

tat. Posteriorment es filtra i es renta amb 4xH20 freda, 4xdioxan/H20 l/l,
4xMeOH, 4xCH2C12 i 4xDMF.

•
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Preparació d'hidrazina anhidre (209),

6g d'hidrat d'hidrazina �100% i 6.4g de llenties de NaOH

s'escalfen, en un baló de 50mL conectat a un muntatge de destil.lació

(material Clearfit), durant 2h en un bany de silicona a 113°C. Passat

aquest temps, la temperatura del bany s'eleva progressivament fins a 155°C,

temperatura a la qual comença a destil.lar la hidrazina anhidre (p.e.

113-113.5°C, Handbook 113.5°C). S'obtenen 2.09g d'hidrazina (54% de ren­

diment).

4-carbazoiloximetilfenoximetilpoliestirè.

La totalitat de resina procedent del pas anterior, humida de

DMF, es trasvassa a un baló i es suspen en 45mL de DMF. S'afegeixen 4mL

d'hidrazina anhidre (126mmol, de l'ordre de 35 vegades d'excés) i es deixa

reaccionar, amb agitació, durant 8h a temperatura ambient. Finalment, la

resina 2 es filtra i renta amb 4xDMF, 3xH20, 3xdioxan/aigua 1/1, 4xEtOH,

4xCH2Cl2 i 4xMeOH. Els filtrats procedents dels últims rentats s'evaporen

a sequedat i es comprova que no deixen residu.

S'efectua l'anàlisi elemental d'una mostra de polímer, obte­

nint-se un contingut en N de 1.82%, la qual cosa implica un grau de subs­

titució de 0.65mmol/g. L'espectre d'infrarroig de la resina obtinguda es

mostra a continuació.

!
. !

,

.l l.
800

-1
cm
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1.4.2. Ancorament de Fmoc-Gly-OH al suport sòlid 2.
-

La purificació de Fmoc-glicina, prèvia a la reacció d'engal­

zament a la matriu polimèrica, és la mateixa. que pels pèptids 3 i 4.
- -

Partim de 3.99g de resina 2, amb un grau de substitució de
-

O.65mmol/g (calculat per anàlisi elemental de N). L'acoblament s'efectua

amb 7.8mmol de Fmoc-Gly-OH (2.32g) i 4.3mmoJ. de DCC (885mg), preformant

l'anhídrid simètric i seguint el mateix protocol que pels altres amino­

àcids.

Abans de bloquejar els grups NH-NH2 que hagin pogut quedar

lliures, la desprotecció d'una alíquota mostra que hem assolit un grau de

substitució de O.60mmol/g Fmoc-Gly-resina (rendiment d'acoblament pràcti­

cament quantitatiu). Malgrat aquest rendiment, l'assaig de la fluorescamina

és positiu, de manera que abans de continuar la síntesi cal acetilar. Es

fan dos lots de Fmoc-glicil-resina (2.19g i 2.25g) per a continuar la sín­

tesi dels pèptids 5 i 6 respectivament.
- -

Abans de començar la síntesi del segment peptídic protegit 6
-

'

..

s'intenta bloquejar els grups -NH-NH2 polimèrics lliures mitjançant quatre

acetilacions, tres amb Ac20 i EDIA, tal com es descriu als protocols gene­

rals de síntesi, i una amb AcOH/DCC. En aquesta acetilació es substitueixen

les etapes 3 i 4 del protocol amb Ac20/EDIA per

Etapa Reactiu

4
•

AcOH (13.4mmol, O.8mL), 2min, no

filtrar

DCC (14.8mmol, 3.05g), 20min .

3

Després de les quatre acetilacions, l'assaig de la fluorescamina

segueix essent positiu, però el de la ninhidrina és negatiu. Tal com hem

indicat a la part teòrica, el control de la síntesi del pèptid 6 s'efectua
-

mitjançant l'assaig de la ninhidrina i desprotecció d'una alíquota de

Fmoc-peptidil-resina abans d'efectuar la desprotecció del total a cada cicle

d'incorporació d'un aminoacid.
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En el cas de la síntesi del pèptid 5 s'intenta una primera
---

acetilació amb Ac20 i EDIA que dóna el mateix resultat que les anteriors,

i una segona acetilació amb Ac20, afegint juntament amb l'EDIA (etapa 4)

DMAP en quantitat equimolar respecte a l'anhídrid. Després d'aquest intent,

l'assaig de la fluorescamina dóna negatiu.

1.4.3. Síntesi del segment peptídic protegit 6.
---

•

1.4.3.A. Síntesi del pèptid.

Partim de 2.19g de Fmoc-aminoacil-resina amb un grau de subs­

titució de O.49mmol/g Fmoc-Gly-resina. Aquest valor del grau de substitu­

ció és el que s'obté en efectuar la desprotecció total, i és inferior al

que s'ha trobat en desprotegir una alíquota. Els resultats de cada etapa de

desprotecció s'indiquen a la part teòrica.

Fmoc-Pro-OH. El primer acoblament s'efectua amb tres vegades d'excés de

Fmoc-prolina (3.63mmol, 1.218g) i 1.99mmol de DCC (410mg). L'assaig de la

ninhidrina dóna negatiu, però la desprotecció d'una alíquota dóna un grau

de substitució inferior a l'esperat. En el dubte, repetim acoblament amb

dos vegades d'excés d'aminoàcid (1.19mmol, 804mg) i 1.31mmol de DCC (271mg).
Es reprodueixen els resultats obtinguts després del primer acoblament, és a

dir, assaig de la ninhidrina negatiu i grau de substitució baix, de manera

que abans d'incorporar el tercer aminoàcid es procedeix a acetilar amb Ac20
i EDIA per a bloquejar possibles grups reactius sobre el polímer.

Fmoc-Arg(Tos)-OH. En un sol acoblament amb tres vegades d'excés d'amino­

acid (sobre el grau de substitució actual) s'obté assaig negatiu de la

ninhidrina. S'empren, doncs, 2.30mmol de Fmoc-aminoàcid (1.27g) i 1.26mmol

de DCC (261mg).

•

•
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Fmoc-Leu-OH. Les quantitats molars d'aminoàcid i DCC emprades en el primer

acoblament de Fmoc-Leucina són les mateixes que per l'arginina, la qual

cosa implica formar l'anhídrid amb 812mg de Fmoc-Leu-OH i 261mg de DCC. No

cal repetir acoblament, ja que l'assaig de la ninhidrina és negatiu.

La totalitat de peptidil-resina (2.31g) es tracta amb 55% de

TFA en diclorometà. La reacció té lloc amb un rendiment del 75%, i s'obte­

nen 372�mol de pèptid 6 brut.
-

Un segon tractament amb TFA en les mateixes condicions desen­

cora tan sols 6.7�mol de pèptid. Un tercer tractament amb 100% de TFA separa

de la matriu polimèrica 0.7�mol de pèptid.

En aquest cas, igual que per al pèptid 4, el protocol de ren-
-

tats no és exactament el mateix que el que hem descrit com a general, ja que

després del primer tractament no hi ha rentats amb DMA, i després dels

altres dos, es substitueixen per rentats amb metanol.

Finalment, després d'aquests tractaments amb TFA, la resina

resultant es sotmet a una acidòlisi amb HF anhidre en presència de 10%

d'anisol (vegeu de.scr-Lpc í.ó del procés a 1.3.2). S' obtenen 14�mol de pèptid

desprotegit.

1.4.3.B. Purificació del pèptid 6.
-

Del crú peptídic obtingut després dels tres tractaments amb

TFA se'n fan dues meitats, cadascuna de les quals es sotmet a una pre-pu­

rificació o rentat a través d'una columna oberta empaquetada amb 11g de

gel de sílice 60, eluint amb C�C13/MeOH/AcOH 70/20/5. Després d'analitzar

l'eluit per cromatografia en capa fina(CHCI3/EtOH 3/1), s'ajunten totes

les fraccions que contenen producte. Amb 1/20 part del total es fa un primer

tanteig de purificació per cromatografia sobre gel de sílice 60 amb una

columna Lobar comercial (mida A) eluint amb CHC13/MeOH/AcOH 85/5/2. Després

de varies recromatografies es logra aïllar un producte que es caracteritza

com al pèptid desitjat.
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•

D'altra banda, amb una altra 1/20 part del crú peptídic es fa

un assaig de purificació per filtració molecular sobre Sephadex LH-20 (co­

lumna de 100x1cm) eluint amb metanol a 6mL/h. D'aquesta cromatografia s'obté

pràcticament un sol pic.

4/10 del crú peptídic (ca. 140�mol) es cromatografien a través

d'una columna Lobar de gel de sílice 60 (mida B) eluint amb CHC13/MeOH/AceH
80/10/2 a 240mL/h. Les fraccions que contenen el producte desitjat s'ajun­

ten i es recromatografien en les mateixes condicions. El mateix es du a

terme amb la resta de crú peptídic.

La totalitat de producte procedent de les etapes de purificació

anteriors s'aplica a un cartutx de gel de sílice 60 d'un aparell de cromato­

grafia líquida preparativa i s'elueix amb CH2C12/MeOH/AcOH 87/10/3. Una de

les fraccions recollides presenta una anàlisi d'aminoàcids correcta (vegeu,
com sempre, tant els cromatogrames com les anàlisis d'aminoàcids a la part

teòrica) i pràcticament taca única per cromatografia en capa fina (CHC13/
/EtOH 3/1). Finalment, la totalitat de pèptid es recromatografia en les

mateixes condicions que les dues primeres etapes. El perfil d'elució
-

presenta pràcticament un sol pic, pur per cromatografia en capa fina. S'ob­

tenen 25�mol de producte, que corresponen a un 7% de rendiment de puri­

ficació.

1.4.4. Síntesi del segment peptídic protegit 5.
---

1.4.4.A. Síntesi del pèptid.

Abans de començar a engalzar els aminoàcids sobre la Fmoc-
,

-glicil-resina es purifica la Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH comercial tal com hem

descrit a l'apartat 1.2.4.A de

Partim de 2.35g de

la part experimental.

Fmoc-Gly-NH-NH-CO-O-C H -O-CH -0642
amb un

grau de substitució de 0.48mmol/g Fmoc-Gly-resina.

A la part teòrica s'han indicat i discutit les quantificacions

de la Fmp formada a cada etapa de desprotecció.
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Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH. Amb la intenció d'evitar la reacció secundària que ha

tingut lloc en el curs dela incorporació del segon aminoàcid a la síntesi

del pèptid 6, la Fmoc-Tyr(Dcbzl)-OH s'acobla en un excés de quatre vegades
�

d'aminoàcid (4.52mmol, 2.539g) preformant l'anhídrid amb 2.48mmol de DCC

(512mg) i afegint a la glicil-resina leq d'EDIA al mateix temps que l'anhí­

drid. Després d'aquest acoblament l'assaig de la fluorescamina és lleuge­

rament positiu peró el de ninhidrina és negatiu. S'obté assaig de la fluo­

rescamina negatiu després d'acetilar amb Ac20 i EDIA.

Fmoc-Ser(Bzl)-OH. Un sol acoblament amb 3 vegades d'excés d'aminoàcid

sobre les amines que queden ancorades al polímer és suficient per a tenir

un assaig de la fluorescamina negatiu. S'empren 0.90mmol de serina (377mg)
i 0.50mmol de DCC (102mg).

Fmoc-Trp-OH. En aquest cas també cal un sol acoblament amb el mateix excés

d'aminoàcid per a tenir assaig d'amines negatiu (fluorescamina). S'empren

0.90mmol de Fmoc-triptofan (385mg) i 0.50 mmol de DCC (102mg).

Fmoc-His(Tos)-OH. El primer acoblament s'efectua amb O.85mmol d'aminoàcid

(452mg) i 0.47mmol de DCC (93mg). El segon, amb O.57mmol d'aminoàcid (301mg)
i 0.31mmol de DCC (64mg). Després d'aquest acoblament l'assaig de la fluo­

rescamina és negatiu.

Glp-OH. Els excessos d'aminoàcid es calculen en base al grau de substitució

determinat en l'etapa prèvia de desprotecció. El primer acoblament es du a

terme amb 1.20mmol de Glp-OH (155mg) i 0.66mmol de DCC (136mg). En el segon

acoblament es pre-forma l'anhídrid amb 0.80mmol d'aminoàcid (103mg) i

O.44mmol de DCC (91mg). Com que l'assaig de la fluorescamina és encara cla-
,

rament positiu, s'efectua un tercer acoblament però sense preformar l'anhí-

drid, amb quantitats equimolars (0.40mm?1) de Glp-OH (154mg) i DCC (272mg)
tal com s'ha descrit per a la síntesi del pèptid 3 (vegeu 1.2.4.A

�

de la

part experimental). L'assaig de la fluorescamina després d'aquest tercer

acoblament dóna negatiu.
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2.21g de peptidil-resina es tracten amb 55% de TFA/CH2C12
en presència d'un 2% de 8-mercaptoetanol durant 1h a temperatura ambient.

Després de la reacció els rentats amb DMA són substituits per rentats amb

metanol. La reacció té lloc amb un rendiment del 54% i s'obtenen 120�mol

de pèptid. Un segon assaig per desencorar pèptid de la resina amb 30% de

TFA en diclorometà en presència de 1% de 8-mercaptoetanol allibera un

0.5% més de pèptid.

1.4.4.B. Purificació del pèptid 5.
�

120�mol de crú peptídic es cromatografien en primer lloc sobre

Sephadex LH-20, eluint amb 10% DMA/MeOH a 7.5mL/h, en lots de 12, 48 i

60�mol de producte. El total de fraccions que contenen el producte es cro­

matografien i recromatografien sobre gel de sílice 60 en un aparell de

cromatografia líquida d'alta eficàcia preparatiu, eluint amb CH2C12/MeOH/NH3
en diferents proporcions seguint l'esquema de cromatografies indicat a la

part teòrica (pàg. 68). Al final, s'arriben a separar tres fraccions A, B

i C que contenen, respectivament, 3, 4.2 i 17�mol de pèptid. Les diferents

fraccions obtingudes s'analitzen per cromatografia en capa fina eluint amb

CHC13/MeOH/AcOH 40/15/1, revelant amb el reactiu d'Ehrlich (126).

1.4.5. Estudi de la reacció secundària que té lloc sobre la H-Gly-NH-NH­

CO-O-CH -C H -O-CH fP\.
2 6 4 2�

,

Hidroclorur del glicinat d'etil.

S'obté per reacció de glicina amb etanol absolut saturat amb

clorur d'hidrogen segons el procediment de Curtius i Gobel (210). La glicina

es dissol, escalfant, en HCI/EtOH i mantenint el pas de HClgas. Un cop s'ha

dissolt totalment es passa HCl gas durant 5min més i es deixa refredar.
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S'afegeix èter i precipiten agulles d'hidroclorur de glicinat d'etil, p.f.

146°C, lit. (211) 145°C. La reacció és pràcticament quantitativa.

Fenoxicarbonilglicinat d'etil.

6.0g d'hidroclorur de glicinat d'etil (43mmol) es suspenen en

30mL de CHC13 i es refreden en un bany de gel. S'afegeixen 4.5mL de dietil­

amina (43mmol) i s'agita fins a obtenir una dissolució clara. En addicionar

60mL d'èter apareix un precipitat blanc d'hidroclorur de dietilamoni que es

separa per filtració. El líquid groc que en resulta s'evapora a sequedat i

s'obté un oli que es dissol en l?mL de CHC13, refredant la dissolució en

un bany de gel. A la dissolució, freda, s'afegeixen 2.75mL (21mmol) de clo­

roformiat de fenil en 6mL de CHC13 i es deixa amb agitació mecànica a tempe­

ratura ambient durant 4h. La dissolució es renta amb HCl 2N (3x30mL), H20
(3x30mL) i NaOH O.lN (3x20mL) i s'asseca amb Na2S04. En eliminar el dissol­

vent s'obtenen 2.9g (63%) d'un oli, que s'empra per a la reacció següent,

en el qual no es detecten impureses per cromatografia en capa fina
1

(CHC13/MeOH/NH3 40/15/1, Rf=0.67) ni a l'espectre de H-RMN. Al cap d'uns

dies, l'oli comença a cristal.litzar. Els cristalls, rentats amb n-hexà,

donen un p.f. de 35-36°C.

IR (KBr): 3400, 1750, 1540, 1500, 1210, 1000

1
H-RMN (CDC13): 07.25 m, 5H (ar.); 4.2 q, 2H

i 1.27 t, 3H (CH3).
EM: m/e 223, 178, 150, 102, 94, 77, 66 i 65.

Anàlisi elemental: calc. per CIIH13N04: C 59.2, H 5.9, N 6.3. Trobada:

-1
i 980cm .

(CH2 etil); 4.1 d, 2H (CH2 Gly)

C 59.4, H 5.9, N 6.3.

3,6-dioxo-l,2,4-triazina.
,

A 19 de fenoxicarbonilglicinat d'etil (oli) s'afegeixen 0.24mL

d'hidrat d'hidrazina al 100% en 10mL d'etanol al 70%. La mescla de reac­

ció es manté a reflux durant 3h, passades les quals es deixa refredar i

comencen a apareixer uns cristalls blancs. La cristal.lització acaba al

congelador. Els cristalls es filtren i renten amb EtOH i èter, obtenint-se
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240mg de 3,6-dioxo-1,2,4-triazina (46% de rendiment) p.f. 195-198°C, 1it.

(135) 195-196°C, taca única per cromatografia en capa fina (�-BuOH/AcOH/H20
4/1/1, Rf=0.29).

IR (KBr): 3315, 3290, 1790, 1740, 1650, 1460, 1320, 1230, 1170, 1100, 1045,
-1

950 i 710cm •

1
H-RMN (DMSO-d6): 87.9 s, 1Hj 4.6 s, 2Hj 3.8 s, 2H.

EM: m/e 115, 87, 58, 43, 30 i 28.

Anàlisi elemental: calc. per C3H5N302: C 31.3, H 4.4, N 36.5. Trobada:

C 31.6, H 4.3, N 36.3.

Cromatografia de gasos.

Com que la 3,6-dioxo-1,2,4-triazina no és prou volàtil, es pre­

para el seu derivat trimetilsililat amb (N,O-bis-trimetilsilil)trifluoroace­

tamida (BSTFA): 6mg de la triazina s'escalfen en un vial amb 0.5mL de

BSTFA i 1mL d'acetonitril a 70°C durant 15min. Una alíquota de 1-2�L de la

dissolució resultant que conté un excés de reactiu s'injecta directament al

cromatògraf de gasos.

Condicions de cromatogarfia: columna de vidre de 2mx5mm reblida

amb 2% OV-17, 1% OV-110 en Gas-Chrom Q (100-200)j flux:60mL/min. Programa

de temperatures: 120 a 190°C a 5°C/min. Apareixen tres pics que creiem que

poden correspondre als tres possibles derivats sililats (mono- di- i tri-TMS

derivats) de la 3,6-dioxo-1,2,4-triazina, amb temps de retenció de 9, 10.2

i 11.8min respectivament.

Cromatografia líquida d'alta eficàcia.

Columna: Rad-Pak C18j eluent: H20j flux: 1mL/minj detecció:

225nm. S'injecten 2�L d'una dis�olució de 2mg de 3,6-dioxo-1,2,4-triazina

en 300�L d'aigua a 1AUFS. Temps de retenció: 4.5min.

223



•

.,

2. ESTUDI DELS PROBLEMES SORGITS AL LLARG DE LA
� ,

LA SINTESI AMB FMOC-AMINOACIDS l
,

4-HIDROXIMETILFENOXIMETILPOLIESTIRE.



•

2.1. Síntesi del suport polimèric 4-hidroximetilfenoximetilcopoli(estirè­

-l%-divinilbenzè).
--------_.

,

2.1.1.Síntesi de clorometilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè).

2.1.1.A. Síntesi de clorometilpoliestirè.

Les quantitats de clorometil metil èter i SnC14 es calculen

segons la següent fórmula:

xg poliestirè .

O.0005mol SnC14
g res�na

260.5g
.

mol SnC14
.

1mL

2.21g
- mL SnC14

xg poliestirè .

Una suspensió de poliestirè en CHC13 (10-12mL de CHC13/g resina)

s'agita durant 1h a 25°C en condicions anhidres. La suspensió es refreda en

un bany de gel i s'afegeixen, gota a gota, la mescla de SnC14 i CICH20CH3
(donat el caràcter higroscòpic del SnC14, és conveneint d'obrir l'ampolla

sota la làmpara d'infrarroig) per tal de que s'hidrolitzi el mínim possible).

Acabada l'addició, es deixa 30min més agitant a OOC i immediatament des-

prés la resina es filtra i renta. Per cada 10g de resina, s'empra un volum

de 150mL de dissolvent a cada etapa de rentat: dioxan/aigua 3/1, dioxan/

/HCl 3N 3/1, dioxan/aigua 3/1, dioxan/HCl 3N 3/1, aigua (fins que l'assaig

de clorurs dels filtrats dóna negatiu), metanol, diclorometà i metanol .

•

2.1.1.B. Anàlisi del clorometilpoliestirè.

Mètode de Volhard.

Protocol per mostres amb f�O.5mmol Cl/g resina .

•

Una mostra de ca. 50mg de resina en un baló de 10mL es suspen

en 2mL de piridina bidestil.lada (sobre KOH i ninhidrina) i es posa a reflux

225



durant 2h. La suspensió s'aboca en un erlenmeyer i s'afegeixen 50mL d'AcOH

al 20%, 5mL de HN03 conc. (prèviament bullit), 25mL de AgN03 0.02N, 3ml de

toluè i 3 gotes de dissolució saturada de NH4Fe(S04)2' L'excés de Ag+ es

valora amb KSCN O.lN.

Protocol per mostres amb f�0.01-0.02mmol Cl/g resina.

Una mostra de ca. 100mg de resina en un baló de 25mL es posa a

reflux amb 2mL de piridina durant 2h. Es deixa refredar i al baló s'afe­

geixen: 1mL d'AcOH al 20%, 3mL de HN03conc., 1mL de toluè i 3 gotes d'indi­

cador (NH4Fe(S04)2)' L'excés de Ag+ es valora amb KSCN 0.0005N.

•

Cada determinació es fa com a mínim per duplicat (amb dues

mostres diferents de la resina a analitzar). Abans de cada sessió es deter­

mina el factor de la dissolució de KSCN, valorant amb AgN03•

Ancoratge de Boc-ProOCs.

Boc-ProOCs.

Les quantitats de Boc-Pro-OH i Cs2C03 es calculen sobre la base

de que fem servir ca. 100mg de resina. Una dissolució de Boc-prolina (1.3

vegades d'excés respecte als grups clorometil presents) en EtOH/H20 3/1

(mínim volum necessari per a poder sumergir-hi bé l'electrode) es neutra­

litza a pH=7.0 amb una dissolució aquosa de Cs2C03 1.5N. La dissolució

s'evapora a sequedat i s'afegeix benzè per a acabar d'eliminar l'aigua al

rotavapor. El sòlid s'asseca durant una nit en un dessecador amb P205 i
s'empra al pas següent.

•

Ancoratge de Boc-ProOCs
,

En el mateix baló on hi ha el Boc-ProOCs es pesen 100mg de

clorometilpoliestirè, s'afegeix DMF (mínim volum possible) i la suspensió
•

s'agita a 50°C durant una nit. La resina es filtra i renta amb 4xDMF,

4xDMF/H20 9/1, 4xDMF, 4xCH2C12, 4xEtOH, 3xCH2C12, 3xEtOH i 3xMeOH.

Sobre una alíquota de Boc-Pro-resina (15-20mg) ben seca es

determina el grau de substitució per valoració espectrofotomètrica amb

•
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àcid pícric (mètode de Gisin, materials i métodes, 5.2). Prèviament cal

desprotegir el grup a-amino per tractament amb TFA segons el programa:

Etapa Reactiu

1 2 x CH2C12
2 1 x 30% TFA/CH2C12 2min

3 1 x 30% TFA/CH2C12 30min

4 4 x CH2C12
5 , 4 x 5% EDIA/CH2C12
6 correspon a l'etapa 3 del protocol

donat per l'assaig de Gisin.

2.1.2. Síntesi de 4-hidroximetilfenoximetilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè).

Síntesi de la resina 1A_II: mètode de Wang (23).

5.1g de CI-CH2-� (lot II, _4.6mmol) es suspenen en 150mL de

DMA i s'afegeixen 0.74g d'alcohol 4-hidroxibenzílic (5.9mmol,Merck) i NaOMe

(6.1mmol, dissolució metanòlica preparada a partir de 0.14g de sodi). La

supensió es manté durant 24h a 80aC amb agitació magnètica. Un cop acabada

la reacció, la resina es filtra i renta amb 3xDMF, 5xdioxan, 3xCH2Cl2 i
5xMeOH (40mL/rentat).

Comparació del lot 1E_I amb 1A_II i 1Bachem.

Ancoratge de Fmoc-glicina.
•

Partim d'una mostra de 100mg de cada lot de resina, i suposem

f=0.7. L'anhídrid simètric (Fmoc-GlY)20 es prepara a partir d'un excés de

2.5 vegades d'aminoàcid respecte als grups -OH polimèrics ( 0.175mmol, 52mg)
i 0.088mmol de DCC (18mg) tal com hem descrit a materials i mètodes 7.2.b.

Es filtra la diciclohexilurea i el filtrat s'afegeix a la resina, juntament

- .

-
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amb 0.088mmol de DMAP (llmg) i 0.088mmol de DCC (18mg) dissolts també en

CH2C12/DMF 4/1, fins a un volum total de 3.5-4mL. La mescla es deixa reac­

cionar 60min a temperatura ambient, i a continuació el polímer es filtra

i renta amb 3xCH2C12/DMF 4/1, 3xCH2C12,
3xiPrOH i 3xMeOH.

3xDMF, 3xiPrOH,
�

3xDMF,

Determinació del grau de substitució de la Fmoc-glicil-resina. Alíquotes
de _20mg es desprotegeixen amb 50% de piperidina en diclorometà i es quanti­

fica la Fmp formada (Ammol) tal com es descriu a materials i mètodes 7.2.a.

Rendiment d'acidòlisi amb TFA. Sobre una mostra diferent de Fmoc-glicil­

-resina s'efectua un tractament amb 55% de TFA en diclorometà (materials

i mètodes, 7.5, rentant amb MeOH en comptes de amb DMA). El filtrat proce­

dent d'aquest tractament, un cop evaporat a sequedat i ben eliminat el TFA

es tracta amb 50% de piperidina en CH2Cl2 durant 30min, i es torna a evaporar

a sequedat. La mostra es dissol en diclorometà, s'enrasa a 100mL amb el

mateix dissolvent i es quantifica la Fmp formada (Bmmol). D'altra banda,

l'alíquota de resina prèviament tractada amb TFA es desprotegeix també amb

piperidina i es quantifica la Fmp formada (Cmmol).

Síntesi de la resina lA_VI: mètode de Merrifield (144).

Purificació de l'alcohol 4-hidroxibenzílic.

2,5g d'alcohol 4-hidroxibenzílic es posen a reflux amb 225mL

de cloroform i s'afegeix un petit volum de metanol fins que s'observa la

formació de partícules sòlides de color vermellós en suspensió en tlna disso­

lució transparent. Es filtra en calent, i es deixa cristal.litzar. S'obté

un producte de p.f. l14-ll5°C, taca única per cromatogarfia en capa fina

(CHCI3/lPrOH/AcOH 90/5/10, Rf=0.26). El rendiment de la cristal.lització
•

és del 53% si es parteix de producte Merck i 29% sies parteix de producte

Fluka. Cal conservar el producte en absència de llum, sota atmosfera de

nitrogen i en fred, i fer-lo servir el més aviat possible.
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Preparació de NaOMe.

Es tallen petits trocets de sodi, en atmosfera de nitrogen,

i es guarden en hexà anhidre. En un baló es pesa la quantitat necessària

(prèviament s'aixuga amb un paper de filtre), s'equipa amb un refrigerant

i un tub de clorur càlcic i es refreda. S'afegeix metanol anhidre per dalt

del refrigerant, es deixa reaccionar el sodi i s'evapora a sequedat en el

rotavapor de neu carbònica fent el buit amb trompa d'aigua però intercalant

entre la trompa i el rotavapor una torre de dessecació amb KOH. El sòlid

que s'obté s'asseca en un dessedador amb P205.
Síntesi de la resina lA_VI.

A 8.05g de CI-CH2-� (lot VI) s'afegeixen 30mL de DMA. Una

suspensió de NaOMe (16.4mmol) en 20mL de DMA (sonicada per tal de tenir

una suspensió de partícules fines) es barreja poc a poc i amb agitació amb

una dissolució de 16.4mmol (2.04g) d'alcohol 4-hidroxibenzílic en DMA, i

la mescla s'afegeix a la suspensió de clorometilpoliestirè en DMA (el volum

total de DMA és de 80mL). La mescla de reacció, que agafa gairebé immediata-
�

ment un color blau fosc, s'agita durant 24h a 50aC. Passat aquest temps,

la resina es filtra i renta amb 4xdioxan, 6xdioxan/aigua 1/1, 4xdioxan,

4xmetanol, 3xDMF, 3xCH2C12, 3xdioxan, 3xdioxan/aigua 1/1, 3xdioxan, 3xCH2C12
i 3xmetanol.

Ancoratge de Fmoc-glicina. Determinació del grau de substitució i del rendi­

ment d'acidòlisi amb TFA. Una alíquota de _40mgde resina es fa reaccionar

amb quantitats equimolars de (Fmoc-G1Y)20, DCC i DMAP (5 vegades d'excés

respecte als grups hidroxil polimèrics) durant 24h a temperatura ambient,

en el mínim de volum possible de diclorometà/DMF 4/1. La resina es filtra

3xiPrOH i 3xMeOH,

i s'asseca a pes constant. Es separen dues alíquotes de Fmoc-glicil-resina

(ca. 20mg) , i amb una d'elles es determina el grau de substitució (i per
•

tant s'estima el rendiment de la reacció d'ancoratge d'aminoàcid) i amb

l'altra el rendiment de la reacció d'acidòlisi de l'enllaç aminoàcid-resina

tal com hem descrit per a la resina lA_Il.
A la següent taula s'indiquen els resultats obtiguts a les dife­

rents síntesis de resina 1pel mètode de Merrifield, així com les petites

variacios experimentals introduldes en cada cas.
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Denominació ObservacionsQuantitat

de CICH20
. (a)

de partlda

del mètode
(b)

de síntesi

delaresina

1obtinguda
- Anàlisi de les resines 1

(\)
w
o

(a)

(b)

-

%CI (f)

Anàlisi

elemental Volhard
•

lA-III 9g III+AHBzI*+DMA,
NaOMe en MeOH.

No es

detecta CI
-

•

lA_III' idem.-

-
-

-

1A_V V+AHBzI*+DMA,
NaOMe en MeOH

0.3%
(0.007)

9.7g
,

1A_I I+DMA, +(AHBzI*+
+NaOMe Fluka)

-

2.8%
(0.78)

0.3g

lA_VI VI+DMA, +(AHBzI*+
NaOMe en DMA)

0.2%
(0.006)

8g 1.5%
(0.42)

1
A-VII 1A_VI+AHBzI+DMA,

+NaOMe en DMA

•

1.2%
(0.33)

0.1%
(0.003)

-

Recordeu que la denominació del clorometilpoliestirè
(vegeupàgina 84)

Excepte quan s'indica el contrari, s'ha emprat NaOMe sinteitzat per nosaltres.ladissolució metanòlica, en d'altres s'ha eliminat el metanol i el NaOMe s'ha

13C_RMN

Poc funcio­
nalitzada

idem.

Es veu

CICH2®
Gran senyal

CICH20
l'lo es veu

CICH2®
No es veu

CICH2®

Fmoc-Gly-resina 1
...

f

(mmol/g)

Rendiment

acidòlisi

0.28 92%

0.29 83%

-
-

-
-

0.32 97%

0.34 -

de partida està indicada en la de la resina 1 que s'obté
...

*AHBzI=alcohol 4-hidroxibenzílic.

•

asslgs
DMA.

En alguna
-

suspes en

s'ha fet servir

•



2.2. Ancoratge de l'aminoàcid C-terminal al 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè.

Preparació de la mostra per a l'anàlisi de la proporció G1Y2/Gly.
Una alíquota de 15-20mg de Fmoc-glicil-resina es tracta amb 55%

de TFA en diclorometà. Els filtrats s'evaporen a sequedat i el residu es tracta

amb 50% de piperidina en diclorometà durant 30min i es torna a evaporar a

sequedat. El residu es dissol en tampó citrat de pH=2.2, enrasant a 10mL.

Alíquotes d'aquesta dissolució s'injecten a l'analitzador d'aminoàcids

(Beckman 119C o 120C) eluint amb tampó citrat 0.2N pH=3.5 a 60mL/h i a 55°C.

Gly G1Y2
162Temps d'elució (min) 74

Constant colorimètrica
(mmol/unitats àrea)

10.50 7.48

Tampó citrat 0.2N, pH=2.2. Per a prepara 1L de tampó es dissolen en aigua

19.6g de citrat sòdic dihidrat, 16.5mL de HCl conc., 5mL de tiodiglicol, 2mL

de dissolució de BRIJ-35 (50g d'alcohol polioxietilelaurílic en 50mL d'aigua)
i O.lmL d'àcid caprílic, enrasant a un volum final de 1L.

Tampó citrat 0.2N, pH=3.5. 196.1g de citrat sòdic dihidrat, 91mL de HCI conc.

50mL de tiodiglicol, 20mL de dissolució de BRIJ-35 i 1mL d'àcid caprílic es

dissolen en aigua, enrasant fins a un volum de 10L.

Reactiu de la ninhidrina. Aquest reactiu es prepara fent passar tota l'estona

corrent de nitrogen. 0.75L de 2-metoxietanol exempt de peròxids es barregen

amb 0.25L de tampó citrat 4N. 15min més tard s'afegeixen a la dissolució 20g

de ninhidrina. Al cap de 30min s'afegeixen 0.5-0.6g de SnC12. El bombolleig

de nitrogen a través de la dissolució ha de continuar fins que la dissolució

sigui transparent, i aleshores es procedeix a filtrar-la. Finalment, la

dissolució es deixa reposar tot una nit abans de fer-la servir.

Tampó acetat 4N. 0.544g de NaAcO.3H20 es dissolen en 400mL d'aigua, escalfant

i amb agitació fins que es dissol totalment (però sense que bulli). S'afegeixen

100mL d'àcid acètic glacial, s'enrasa a 1L i s'ajusta el pH a 5.5 amb NaOH

o AcOH.
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2.2.1. Esterificació amb l'anhídrid simètric i 4-dimetilaminopiridina.

Els assaigs d'esterificació entre Fmoc-glicina i 4-hidroximetil­

fenoximetilpoliestirè es duen a terme amb mostres de ca. 50mg de resina 1E_1.
Els excessos que s'empren de (Fmoc-G1Y)20, DMAP i DCC estan calculats agafant

com a base un valor de f=0.7mmol grups -OH/g resina, i s'indiquen a la part

teòrica juntament amb els temps de reacció.

L'anhídrid simètric de la Fmoc-glicina es prepara tal com s'ha

descrit a materials i mètodes (7.2.b). La dissolució de (Fmoc-G1Y)20 junta­

ment amb la DMAP i la DCC (quan se n'hi posa) en un volum total de 2mL de

CH2C12/DMF 4/1 es fa reaccionar amb els 50mg de resina durant el temps que

s'indica en cada cas, i a continuació l'aminoacil-resina es filtra i renta

3xDMF, 3xiPrOH i
---

2xMeOH. Sobre una alíquota de cada mostra es determina el grau de substitució

per tractament amb 50% de piperidina en diclorometà i quantificació de la

Fmp formada, i la proporció G1Y2/Gly.

2.2.2. Esterificació amb carbonildiimidazole.

Fmoc-Gly-OH i CDI, ambdós en un excés de 5 vegades respecte als

grups hidroxil de la resina, es deixen reaccionar en CH2C12/DMF 4/1 durant

10min a OOC, per tal de preformar l'imidazolida (reactiu acilant). La disso­

lució que s'obté s'afegeix a 50-100mg de resina 1E_I i es deixa reaccionar

les hores que s'indica en cada cas a temperatura ambient amb agitació magnè­
tica. La resina es filtra i renta amb el mateix programa de rentats descrit

a l'apartat anterior, i a continuació es determina el grau de substitució
•

de la Fmoc-glicil-resina obtinguda (per desprotecció d'una alíquota i quanti­

ficació de la Fmp formada) i la proporci� G1Y2/Gly.
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Estudi de l'estabilitat del grup protector Fmoc enfront de l'imidazole.

Anàlisi per cromatografia en capa fina. 50mg de Fmoc-Gly-OH i 11.4mg d'imida­

zole es dissolen en 1mL de CH2CI2/DMF 4/1. A diferents temps es dipositen

alíquotes de 10 i 20�L de la dissolució en una cromatoplaca, i es cromatogra­

fien eluint amb CHC13/EtOH 3/1.

Hf = O (revelat amb ninhidrina)
H-Gly-OH

Hf = 0.16
Fmoc-Gly-OH

Anàlisi per cromatografia de bescanvi iònic. Es preparen dissolucions de 25mg

de Fmoc-glicina en 2mL de CH2C12/DMF 4/1 i 10mg d'imidazole en 2mL de mateix

dissolvent. Es barregen alíquotes d'aquestes dissolucions que continguin

quantitats equimolars dels dos productes, i es deixen reaccionar durant un

temps determinat. Passat aquest temps la mostra s'evapora a sequedat, el re­

sidu es dissol en tampó citrat pH=2.2 i s'injecta una alíquota a l'analitzador

d'aminoàcids eluint amb tampó citrat de pH=3.5 a 60mL/h i a 55°C.

% H-Gly-OH

1 3 6 12 24Temps de reacció (h)

0.3 1.6 0.1 0.1 0.1

2.3. Estudi de la reacció de formació de dicetopiperazines.

Fmoc-D-Val-OH.
•

0.82g (7.Ommol) de D-valina es suspenen en 7mL de dioxan exempt

de peròxids, i s'afegeixen 15mL d'una di�solució aquosa al 10% de Na2C03.
Es refreda en un bany de gel i s'afegeix una dissolució de 1.82g (7.Ommol)

de Fmoc-Cl en 9mL de dioxan. Acabada l'addició, la mescla es deixa agitant

1h a OOC i 5.5h a temperatura ambient. Per cromatogarfia en capa fina s'ob­

serva que la reacció encara no ha acabat (taca positiva al revelat amb ninhi-
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drina de D-valina), de manera que s'afegeix un 10% més de Fmoc-Cl (0.18g)
i es deixa agitant. 30min després d'aquesta segona addició ja no s'observa

D-valina per cromatografia en capa fina i la mescla de reacció s'aboca en

220mL de gel i aigua. La dissolució aquosa s'extreu amb 3x40mL d'èter,
•

l a

la capa aquosa refredada en un bany de gel s'afegeix HCl conc. fins a arribar

a pH=2.0 (_2mL). Aquesta dissolució es guarda a la nevera fins que apareixen

uns cristalls que es filtren i redissolen en acetat d'etil. Les aigües mares

s'extreuen amb 4x20mL d'acetat d'etil, i el total dels extractes orgànics

es renta amb 3x40mL de HCl O.lN i 3x45mL d'aigua. Finalment, s'asseca amb

MgS04 i s'evapora a sequedat donant un sòlid (2.22g, rendiment del 94%) que

es recristal.litza amb n-hexà/diclorometà, obtenint-se 1.98g de Fmoc-D-Val-OH
---

(83% de, rendiment), p.f. 144-145°C, lit, (39) 144-145°C, Rf=0.56 (CHC13/EtOH
3/1). [a]D= +15.9 (�1, DMF) , lit. (105): Fmoc-L-Val-OH [a1D=-16.1 (�1, DMF).

Ancoratge de Fmoc-L-Pro-OH al polímer.

2.0g de resina 1E_I (f�0.7mmol OH/g resina) es renten amb

CH2C12/DMF 4/1. Es prepara l'anhídrid simètric (Fmoc-Pro)20 a partir de 1.18g

de Fmoc-prolina (3.5mmol) i 360mg de DeC (1.73mmol). Després de filtrar la

urea, la dissolució que conté l'anhídrid s'afegeix a la resina juntament amb

360mg més de DCC i una quantitat equimolar de DMAP (210mg) dissolts també

en CH2C12/DMF 4/1. La suspensió s'agita 1h a temperatura ambient, i la

Fmoc-prolil-resina es filtra i renta amb 3xCH2C12/DMF 4/1, 3xCH2C12, 3xDMF,

3xDMF, 3xiPrOH i 3xMeOH.La desprotecció d'una alíquota

posa de manifest que s'ha assolit un grau de substitució de 0.65mmol/g
Fmoc-Pro-resina.

Els grups hidroxil lliures es bloquegen per tractament amb clorur

de benzoil i piridina (materials i mètodes 7.1)

,

Incorporació de Fmoc-D-Val-OH.

La síntesi es prossegueix ame 1.5g de Fmoc-L-Pro-resina. L'anhí­

drid simètric de Fmoc-D-valina es prepara a partir de 840mg d'aminoàcid

(2.48mmol, 2.5eq) i 210mg de DCC (1.03mmol). El segon acoblament s'efectua

amb 1.65mmol d'anhídrid (560mg de Fmoc-D-valina) i 170mg de DCC (0.81mmol).

L'assaig del cloranil posa de manifest l'absència d'amines lliures.
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2.3.2. Cinètiques de formació de dicetopiperazines.

Cinètica de ciclació amb piperidina.

A 60mg de Fmoc-D-Val-L�Pro-resina s'addiciona 1mL de la dissolu­

ció de piperidina l'efecte de la qual volem estudiar. S'agita un temps deter­

minat i es filtra, recollint el filtrat. S'afegeix un altre mL de la mateixa

dissolució i es repeteix el procés tantes vegades com mostres volem recollir.

Cinètica de ciclació amb altres reactius.

100mg de Fmoc-dipeptidil-resina es tracten durant 30s amb 20% de

piperidina en'DMF (lmL), rentant tot seguit i ràpidament amb DMF. Els filtrats

s'enrasen a 50mL amb DMF, se n'agafa 1mL, es dilueix a 10mL amb diclorometà

i d'aquesta dissolució es mesura l'absorbància a 301nm per tal de quantificar

l'extensió de la desprotecció. En la dissolució mare de DMF també es deter­

mina la quantitat de DKP present, evaporant-la a sequedat i procedint igual

que amb les altres mostres (vegeu més avall). Després del tractament amb pipe­

ridina es continua immediatament i tal com abans hem indicat (cinètica per

la piperidina) l'estudi cinètic de la formació de dicetopiperazines amb cada

un dels reactius.

Cromatografia de gasos.

A cadascun dels filtrats procedents d'aquests tractaments s'afe­

geix 1mL de dissolució de patró intern d'estearat de n-butil (54mg dissolts

en 100mL d'acetona) i s'evapora a sequedat. Aquestes mostres es dissolen en

0.5mL d'acetona i l�L d'aquesta dissolució s'injecta al cromatograf de gasos,

en una columna de vidre Gas-Chrom Q (100-120) reblida amb 1% OV-210, 2% OV­

-17, a 220°C i amb un flux d'heli de 60mL/min.

Temps de retenció: estearat de n-butil: 2min 40s; ciclo(-D-Val-

-L-Pro-): 4min 30s.

Càlcul de RWR: es dissolen 399mg d'estearat de n-butil en 100mL

d'acetona, i 28mg de ciclo(-D-Val-L-Pro-) en 5mL d'acetona. Injectant alí­

quotes de mescles de proporcions conegudes d'aquestes dues dissolucions i

mesurant les arees corresponents en els cromatogrames es pot determinar el

factor de resposta relatiu RWR. Es preparen 3 mostres diferents, i per cada

una d'elles s'efectuen de 6 a8 determinacions.
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•

3.1.2. Obtenció dels Fmoc-aminoàcids.

Fmoc-Glu(Bzl)-OH*.

4.5g de producte comercial (Bachem) es renten amb HCl O.lN, H20,
Na2C03 aquós al 10% i H20. La darrera fase aquosa s'acidifica amb HCl conc.

fins a pH=2.0 i s'extreu amb AcOEt. Després de rentar amb aigua la dissolu­

ció d'acetat d'etil, el producte es precipita per addició de n-hexà. Es recu-
-

peren 3.8g de producte (84% de rendiment), taca única per cromatografia en

.

capa fina (CHC13/MeOH 85/15, Rf=0.51), p.f. 70-71°C.

Fmoc-Ser(Bzl)-OH.

El producte comercial (Bachem) s'empra sense cap mena de purifi­

cació, ja que l'anàlisi per cromatografia en capa fina (CHC13/MeOH/AcOH
73/25/2, Rf=0.69 i CHC13/EtOH 3/1, Rf=0.33) i per HPLC (Lichrosorb C18, eluent

MeOH/H20+0.1%TFA, lmL/min, detecció a 301nm, RT:9.1min) mostra que disposem

d'un producte de puresa correcta, p.f. 117.5-119°C.

Fmoc-Trp-OH.
•

L'anàlisi per HPJ:'C del producte comercial (Bachem) mostra la pre­

sència d'una peti ta qua.nti tat d'impureses, de l'ordre del 2%. Lots de 2.50

i 2.44g de Fmoc-Trp-OH s'injecten a un cartutx de fase reversa (C18) d'un

aparell d'HPLC preparativa, eluint amb MeOH/H20+0.1% TFA 75/25 a 150mL/min.

D'aquestes cromatografies es recupera un 94% de producte en forma d'oli una

mica acolorit. Les fraccions que contenen el producte més impurificat es re­

cromatografien en les mateixes condicions.

El producte es cristal.ltza de MeOH/H20 3/1, obtenint-se un 66%

de Fmoc-Trp-OH purificat, p.f. 185-187°C, lit. (22) 185-187°C i (105) 165-

-166°C; Rf=0.30 (CHC13/EtOH 3/1),'
Intents d'aconseguir recuperar més Fmoc-Trp-OH per decoloració

amb carbó actiu donen resultats pèssims tant des del punt de vista qualitatiu

(no es purifica, com es comprova per cromatografia en capa fina) com quanti­

tatiu (una bona part de producte queda adsorbida sobre el carbó actiu).

*Les purificacions de Fmoc-Glu(Bzl)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Pro-OH i Fmoc-Gly-OH
han estat realitzades per M.Tessier del Laboratoire de Biochimie de la Faculté

de Medecine d'Aix-Marsella, a qui agraïm la seva col.l&boració.
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Fmoc-Gln-OH.

La Fmoc-glutamina comercial de que disposem (Bachem) és força

impura tant per cromatografia en capa fina (CHC13/MeOH/AcOH 73/25/2, Rf=0.35)

com per HPLC analítica (utiltzant el mateix sistema que per Fmoc-Ser(Bzl)-OH,
,

RT:3.5min). La insolubilitat del producte en la majoria de dissolvents no

permet d'emprar com a mètode de purificació la reproducció de part del proto­

col de síntesi, i els rentats directament sobre el sòlid amb �-hexà, CHC13
i AcOEt no són selectius. El producte es purifica per recristal.lització en

metanol/èter 2/1 (2.00g es dissolen en 500mL de metanol, a reflux i amb agi­

tació magnètica, s'addicionen 250mL d'èter anhidre i es refreda). Recuperem

un 56% de producte pur, p.f. 227-228°C, lit.(105)221-223°C.

Fmoc-Ala-OH.

4.5g de Fmoc-alanina comercial (Bachem) es renten amb HCl O.lN,

aigua i Na2C03 al 10%. L'extracte amb Na2C03 es renta amb AcOEt i s'acidifica,

a ooC, fins a pH-2.8 amb HCl conc. Es recupera pràcticament quantitativament

tot el producte, que presenta una sola taca per cromatografia en capa fina

(CH2C12/MeOH 3/1, Rf=0.45) i pràcticament un sol pic per HPLC analítica

(Lichrosorb C18' MeOH/H20/TFA 70/30/0.1, 1.5mL/min), p.f. 142-143°C, lit.

(22) 144-145°C i (105) 143-144°C.

Fmoc-Pro-OH.

3g de producte comercial (UCB) s'han injectat a un cartutx de

gel de sílice 60 d'un aparell d'HPLC preparativa Waters, eluint a 200mL/min

amb 1.8L de CH2C12/MeOH 96/4 i 1.4L de CH2C12/MeOH 90/10. Les fraccions que

contenen el producte s'ajunten i s'elimina el dissolvent. El sòlid resultant

es renta amb HCl O.lN, aigua i Na2C03 al 10%. L'extracte amb carbonat sòdic

es renta amb AcOEt i s'acidifica amb HCl conc. fins a pH=2. El precipitat

que es forma es filtr�renta i asseca i es torna a sotmetre a tot el procés

de rentats i precipitació, per acabar donant 2.2g de producte (73%) que pre­

senta taca única per cromatografia en capa fina (CH2C12/MeOH 3/1, Rf=0.64) ,

p.f. IlO-111°C, lit. (105) 114-115°C.
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Fmoc-Gly-OH.

El producte comercial (Bachem o UCB) s'ha purificat per cromato­

grafia líquida preparativa sobre fase reversa (C18) en un aparell preparatiu.

Les quantitats injectades han oscil.lat entre 0.9 i 3g, emprant 2 cartutxos

en serie quan s'ha treballat amb 3g de producte. L'eluent emprat ha sigut

MeOH/H20/TFA 75/25/0.1 o 60/40/0.1, a un flux de 100mL/min. En algun cas ha

sigut necessari repetir la cromatografia. Les fraccions col.lectades que con­

tenen el producte desitjat s'han ajuntat i concentrat en el rotavapor fins

que es comerlça a observar la formaci6 de precipitat. La precipitaci6 total

s'aconsegueix refredant a 4°C. El producte, un cop filtrat i rentat, presenta

una sola taca en cromatografia en capa fina (CH2CI2/MeOH 3/1, Rf=0.35) i p.f.

170-171.5°C, lit. (105) 173-174°C i (22) 174-175°C.

•

Fmoc-Tyr(cHex)-OH.

8.817g de H-Tyr(cHex)-OH (33.5mmol) en 67mL de dissoluci6 aquosa

de Na2C03 al 10%, es refreden en un bany de gel i s'afegeixen amb agitaci6
35mL de dioxan. A la suspensi6 s'addiciona lentament una dissoluci6 de 8.650g

de Fmoc-CI (33.5mmol) en 50mL de dioxan. Acabada l'addició la mescla es deixa

agitant 1h a OOC i 15h a temperatura ambient. Passat aquest temps s'aboca

sobre 1L d'aigua -gel i s'extreu amb 2x270mL d'èter. La capa aquosa s'acidi­

fica a pH=2 amb HCl conc., refredant amb un bany de gel. El precipitat que

es forma es redissol en acetat d'etil i es renta amb HCI O.lN i aigua. La

capa orgànica s'asseca amb MgS04 i s'evapora a sequedat, obtenint-se un oli

que cristal.litza donant 12.8g (79% de rendiment) de producte. La recris­

tal.litzaci6 en n-hexà/acetat d'etil 1/1 d6na 11.3g de Fmoc-Tyr(cHex)-OH pura
---

(rendiment del 70%), p.f. 162°C, Rf=0.51 (CHCI3/EtOH 3/1), i [a]D=-21.6(�1, DMF).
-1

IR (KBr): 3280, 2940, 2860, 1730, 1660, 1510 i 1450cm .

1
H-RMN (DMSO-d6): 06.6-8 m, 12H (ar.); 3.9-4.4 m, 4H (CHCH2 fluorè i C -H);

2.3-3.2 m 3H i 1-2 m, 10H.

Anàlisi elemental: calc. per C29H2605N: C 74.2, H 6.4, N 2.9. Trobada: C 74.2,

H 6.5, N 3.1.
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Determinació de la puresa óptica de Fmoc-Tyr(cHex)-OH.

Succinimido ester de la Boc-L-leucina.

A una dissolució de Boc-L-Leu-OH (0.5g, 2mmol) en tetrahidrofurà

exempt de�ròxids s'afegeixen 275mg de N-hidroxisuccinimida (2.4mmol), amb
.

agitació magnètica i a OOC, i 450mg (2.2mmol) de DCC fins a un volum total

de 6.5mL de tetrahidrofurà. La mescla s'agita 18h entre O i 5°C. Passat aquest

temps s'afegeixen 0.025mL d'àcid acètic i al cap de 15min es filtra la dici­

clohexilurea formada. El filtrat s'evapora a sequedat sense que la temperatura

del bany passi de 35°C, obtenint-se un sòlid blanc que esrecristal.litza d'èter

diisopropílic. S'obtenen 465mg de Boc-L-Leu-OSu (68% de rendiment) de p.f .
•

115°C, lit. (212) 116°C, Rf=0.6 (acetona, revelat amb ninhidrina després de

posar la placa en atmosfera de HCl).
•

Boc-L-Leu-Tyr-OH.

A una mostra de 19.9mg de Fmoc-L-Tyr(cHex)-OH (41mmol) s'afegei­

xen 5mL de 50% piperidina/CH2C12 i es deixa 30min a temperatura ambient, agi­

tant de tant en tant. A continuació s'evapora a sequedat. Un cop desprotegida

la funció a-amino es procedeix a la desprotecció de la cadena lateral: el

sòlid s'introdueix en un vas de reacció de teflon amb 1.5mL d'anisol, s'afe­

geixen 15mL de HF i s'agita durant 30min a O°C. Passat aquest temps s'evapora

el HF, s'afegeix èter per a separar l'anisol en excés i els subproductes de

la reacció, i el sòlid format es suspen en àcid acètic glacial i aigua. La

liofilització d'aquesta suspensió dóna tirosina totalment desprotegida. Aquest

liofilitzat es suspen en 4mL d'aigua, s'agafa 1mL de dissolució (ca. 10�mol)

i se li addicionen 0.06mL de tampó NaHC03/Na2C03 de pH=8.8 i 0.06mL d'una

dissolució de Boc-L-Leu-OSu (ca. 20�mol) en tetrahidrofurà. S'afegeix 1mL

de mescla tampó/tetrahidrofurà 1/1 per tal de poder agitar bé la dissolució

durant les 7h de reacció.

La mostra patró es prepara per reacció de 10mg (10�mol) de DL-ti-
•

rosina en 1mL de mescla tampó/tetrahidrofurà 1/1, 0.06mL de tampó NaHC03/
/Na2C03 de pH=8.8 i 0.06mL de dissolució de Boc-L-Leu-OSu (ca. 20 mol) en

•

tetrahidrofurà durant 7h.

El control de la reacció es du a terme a tots dos cassos per cro­

matografia en capa fina, eluint amb acetona i revelant amb ninhidrina.
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Preparació de mostres per a l'anàlisi.

Després de les 7h de reació, la mostra s'evapora a sequedat i

l'oli que s'obté es tracta amb TFA durant 30min i es torna a evaporar a seque­

dat. L'oli resultant es dissol en tampó citrat de pH=2.2 i s'enrasa a 2mL.

1mL d'aquesta dissolució (5�ol) s'injecta a l'analitzador d'aminoàcids (B.119C),
eluint amb una mescla de tampó citrat 0.2N pH=4.25 amb 1.5% d'alcohol benzí-

lic i 2% de n-propanol a 60mL/min i 55°C.
�

Resultats obtinguts:

Mostra

Patró Problema

L-D L-L L-D L-L

Temps d'elució (min) 144 235 146 239

Area 198 226 0.31 185

Agafant la relació entre les àrees dels dos diastereoisòmers

L-D i L-L de la mostra patró s'obté un valor de resposta relativa de 0.88.

Aplicant aquest valor al nostre problema podem estimar, com a màxim de tec­

table, un 0.2% de diastereoisòmer L-D.

Tampó citrat 0.2N, pH=4.25. Per a preparar lL de tampó es dissolen en aigua

19.6g de citrat sòdic dihidrat, 7mL de HCl conc., 5mL de tiodiglicol, 2mL

de dissolució de BRIJ-35 i O.lmL d'àcid caprílic, enrasant aun volum final

de IL.

Fmoc-Cys(Acm)-OH.

H-Cys(Acm)-OH.

20.0g de Boc-Cys(Acm)-OH (68mmol) s'afegeixen a 250mL de dissolu-
•

ció _4N de HCl en dioxan. Gairebé immediatament es forma un precipitat (hidro­

clorur d'acetamidometilcisteïna), i la suspensió es deixa agitant lh a tem-
•

peratura ambient. Es filtra el precipitat, i s'ajunta amb el sòlid que s'obté

en evaporar a sequedat les aigües mares.

300g de resina bescanviadora d'anions Dowex lX-8 (100-200mesh)

en forma de clorur (clorur de trimetilbenzilamoni) empaquetats en una columna
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de 4.5cm de diàmetre, es tracten amb NaOH IN fins a aconseguir assaig de

clorurs negatiu (35L). La resina, en forma d'hidròxid, es tracta amb aigua

fins que el pH de l'eluit és inferior a 9 (2L), i a continuació s'hi passa

AcOH IN fins que el pH de l'eluit és inferior a 2 (2L). Finalment, la resina,

en forma d'acetat, es renta amb aigua fins que l'eluit té pH superior a 4.8

(3-4L) (flux:9mL/min).

La totalitat d'hidroclorur d'acetamidometilcisteïna es carrega

a la columna de DOWEX lX-8 en forma d'acetat i s'elueix amb aigua. La presèn­

cia de la base lliure H-Cys(Acm)-OH en l'eluit es comprova dipositant en una

cromatoplaca un petit volum de l'eluit i revelant amb ninhidrina. Les frac­

cions que contenen el producte s'evaporen a sequedat. S'obtenen 13.06g de

producte (87% de rendiment), que s'elueixen en un volum de 800mL. L'assaig

de clorurs de l'eluit després d'aquests 800mL és encara negatiu.

Fmoc-Cys(Acm)-OH a partir de Fmoc-Cl.

3.156g de S-acetamidometilcisteïna (16.46mmol) es dissolen en

35mL de Na2C03 aquós al 10%, es refreda en un bany de gel i s'afegeixen 15mL

de dioxan. Lentament i amb agitació, s'addiciona una dissolució de 4.68g de

Fmoc-Cl (18.11mmol) en 30mL de dioxan. La suspensió s'agita lh a O°C i des­

prés a tempe�atura ambient. El progrés de la reacció es segueix per cromato­

grafia en capa fina (CHC13/EtOH 3/1) i ,controlant el pH. Quan aquest baixa

per sota de 9 s'afegeix més dissolució de Na2C03 al 10%. Al llarg de la reac­

ció cal afegir-ne varies vegades. Després de 5h, com que per cromatografia

en capa fina encara s'observa H-Cys(Acm)-OH sense reaccionar, s'afegeixen

0.85g més de Fmoc-Cl (3.3mmol) però ni tan sols així s'aconsegueix consumir

totalment la cisteïna de partida. Temps total de reacció: 8h.

La mescla de reacció s'aboca sobre 600mL d'aigua i gel, i s'extreu

amb 3x125mL d'èter. La capa aquosa s'acidifica amb HCl conc. a pH=2. Després

d'unes hores a la nevera, es pot filtrar el precipitat format. Aquest pro­

ducte conté la totalitat de Fmoc-Cys(Acm)-OH formada, 5.53g molt impurificats.

Aquest crú es cromatografia en 6 lots de ca. 0.9g; columna de gel de sílice

Lobar mida B; eluent: 190mL de CHC13, 500mL de CHC13/�PrOH/AcOH 88/10/2 i

300mL de CHC13/MeOH/AcOH 88/10/2; flux: 115mL/h. Recuperem 2.03g de Fmoc­

-Cys(Acm)-OH (34% de rendiment) que s'acaben de purificar per cristal.lització

amb n-hexà i cloroform.

.,
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Azidoformiat de 9-fluorenilmetil (Fmoc-N3).
A una dissolució freda de 4.6g de NaN3 (71mmol) en 20mL d'aigua

s'afegeix una dissolució de 12.0g de Fmoc-CI (46mmol) en 25mL d'acetona, for­

mant-se un precipitat blanc gairebé immediatament. La suspensió s'agita 2h

en un bany de gel i 2h a temperatura ambient (cal afegir una miça més d'aigua

per a poder agitar bé) i a continuació el precipitat es filtra i renta amb

aigua. S'obtenen 11.94g de Fmoc-N3 (97% de rendiment) de p.f. 84-85°C, lit.

(22) 83-85°C. La recristal.lització en n-hexà proporciona 7.60g de producte
�

(rendiment del 64%), amb Rf=0.63 (CHC13/�-hexà 9/1).

IR (KBr): 2200, 2120, 1720, 1450, 1380, 1250, 1240 i
•

1
H-RMN (CDC13): 87.1-7.8 m, 8H (ar.); 4.1-4.6 m, 3H.

-1
1230cm •

Fmoc-Cys{Acm)-OH a partir de Fmoc-N3.
A una dissolució refreda en un bany de gel de 5.5g (28.6mmol)

de H-Cys(Acm)-OH en 60mL de Na2C03 aquós al 10% s'afegeixen, amb agitació,
35mL de dioxan i, gota a gota, una dissolució de 7.6g de Fmoc-N3 (28.6mmol)

en 45mL de dioxan.Acabada l'addició la suspensió s'agita 1h a OOC i 48h a

temperatura ambient, i durant aquest temps es controla el pH, mantenint-lo

a 9 per addició de dissolució de Na2C03 quan és necessari. Passades les 48h

(encara s'observa a la cromatografia en capa fina una molt petita taca de

producte que reacciona amb ninhidrina), la mescla de reacció s'aboca sobre

800mL d'aigua i gel i s'extreu amb 3x200mL d'èter. La capa aquosa es refreda

en un bany de gel i s'acidifica amb HCl conc. fins a pH=2. Després d'unes

hores a la nevera, el precipitat (que ja es comença a formar en acidificar)

es redisol directament en acetat d'etil i aquesta dissolució s'ajunta amb

l'extracte de les aigües mares amb 3x150mL d'acetat d'etil. El total de fases

orgàniques es renta amb 2x200mL de HCl O.lN i 2x200mL d'aigua, s'asseca amb

MgS04 i s'evapora a sequedat. S'obtenen 9.48g de Fmoc-Cys(Acm)-OH (80% de

rendiment) pràcticament taca única per cromatografia en capa fina (CHC13/
/MeOH/AcOH 73/25/2, Rf=0.41; CHC13/EtOH 3/1, Rf=O.l). Aquest producte es

recristal.litza de n-hexà -acetat d'etil, obtenint-se 8.1g de Fmoc-Cys(Acm)-
�

-OH pura (68% de rendiment), p.f. 147-148°C; [aJD=-44 (�1, DMF).
-1

IR (KBr): 3320, 3060, 2940, 1730, 1700, 1530 i 1370cm .

1H-RMN (DMSO-d6): 87-8 m, 8H (ar.); 4-4.5 m, 5H; 2.8-3.1 m, 2H i 2 s, 3H (CH3).
Anàlisi elemental: calc. per C21H2205N2S: C 60.8, H 5.4, N 6.8, S 7.7. Tro­

bada: C 60.8, H 5;4, N 6.8, S 8.0.
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3.2. Síntesi del segment peptídic protegit Fmoc-Glu(Bzl)-Ser(Bzl)-Gly-OH 7.

3.2.1. Síntesi del pèptid.

Ancoratge de Fmoc-glicina a la resina.

A 7.64g de 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè lA-III' (suposem

f=O.40mmol OH/g resina) secs s'afegeix el filtrat procedent de preparar

(Fmoc-GlY)20 a partir de 4.54g de Fmoc-glicina (15.28mmol) i 1.73g de DCC

(8.40mmol), i una dissolució de 932mg (7.64mmol) de DMAP. La suspensió s'agita

durant 30min a temperatura ambient, i la Fmoc-glicil-resina es filtra i renta

3xiPrOH i 3xMeOH. La despro-

tecció d'una alíquota de Fmoc-aminoacil-resina (seca) mostra que hem aconse­

guit un gra de substitució de O.llmmol/g Fmoc-Gly-resina.

Els grups hidroxil polimèrics que han quedat lliures es bloquegen

per benzoilació amb clorur de benzoil i piridina (materials i mètodes 7.1).

Fmoc-Ser(Bzl)-OH. S'efectua un acoblament, formant l'anhídrid simètric amb

2.28mmol de serina (95lmg) i 1.26mmol de DCC (259mg). S'intenta avaluar,

sense éxit, l'extensió de l'acoblament pel mètode de la ninhidrina quantita­

tiva (materials i mètodes 5.2). L'assaig de la fluores camina és practicament

negatiu. Abans d'ancorar el següent aminoàcid, com a mesura de seguratat

s'efectua una acetilació amb Ac20 i EDIA.

Fmoc-Glu(Bzl)-OH. Pel primer acoblament es prepara l'anhídrid simètric a

partir de 3.75mmol d'aminàcid (1.72mg, 5 vegades d'excés respecte als grups

amino lliures) i 2.07mmol de DCC (426mg). Tant l'assaig de la fluorescamina

com el de la ninhidrina són positius, de manera que es repeteix acoblament,

aquesta vegada amb 1.5mmol de Fmoc-Glu(Bzl)-OH (698mg) i O.83mmol de DCC

(170mg). Tot i que els dos assaigs són encara lleugerament positius, donem
•

per acabada la síntesi, ja que, en principi, ha d'ésser més fàcil separar

el Fmoc-tripèptid del dipèptid H-Ser(Bzl)-Gly-OH que de Ac-Ser(Bzl)-Gly-OH •

•

La desprotecció d'una alíquota al final de la síntesi dóna un

valor de f=O.lOmmol/g Fmoc-pèptid-resina. La hidròlisi de la peptidil-resina

permet de quantificar O.09mmol pèptid/g Fmoc-pèptid-resina.
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El primer tractament amb 55% de TFA en diclorometà s'efectua sobre

1.28g de Fmoc-tripeptidil-resina en presència d'anisol (29 mL de 55% TFA/CH2CI2
+ O.28mL d'anisol). El rentat final amb DMA es substitueix per rentats amb

metanol. S'obté una mescla del tripèptid desitjat 7 i del seu ester metílic.

En els tractaments posteriors s'evita el contacte TFA-metanol i no s'obté

l'ester metílic. Els rentats amb DMA poden, en aquest cas (donada la solubi­

litat del pèptid), ésser substituits per rentats amb diclorometà. Les propor­

cions de reactius són les mateixes. El rendiment de la reacció és del 81%.

,

3.2.2.A. Primers assaigs de purificació del pèptid 7.

Filtració molecular sobre Sephadex LH-20.

37.3�ol de crú peptídic procedent del primer tractament amb TFA

(7-1) (mescla de pèptid i ester metílic) es cromatografien a través d'una

columna de 100x1cm empaquetada amb Sephadex LH-20 (18g de gel) eluint amb

CH2CI2/MeOH 2/3. L'única manera d'evitar una mica la formació de bombolles

d'aire és fer circular el dissolvent d'abaix a dalt. Flux: 10mL/h Es recu­

pera gairebé quantitativament el producte.

Tractament amb dissolvents orgànics i precipitació.

Sobre 56mg de crú peptídic 7-1 (conté 34.6�mol de pèptid) s'ha

efectuat un assaig de purificació per extracció amb dissolvents orgànics i

precipitació, d'acord amb l'esquema indicat a la pàgina 133. El procés expe­

rimental és bàsicament el mateix que es descriu en el proper apartat. Les

quantitats de producte separades a cada fracció són les següents:

Extracte amb éter:

Extracte amb n-hexa:

16.4mg, 2�mol de material peptídic

1mg, O.002�mol de material peptídic

8mg, 2.5�mol de material peptídic

33mg, 29.6�mol de material peptídic.

Dissolució DMA/H20:
Precipitat:
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3.2.2.C. Purificació del pèptid 7.
�

----------------------------

Extracció amb dissolvents i precipitació .

•.--------------------------------------------

El total de crú peptídic 7-3(111mg, 85.8�mol de pèptid), proce­

dent de l'acidòlisi de 1.23g de Fmoc-tripeptidil-resina amb 29mL de 55% TFA/

i 0.28mL d'anisol, es tracta en primer lloc amb 20mL de n-hexà anhidre,

sonicant durant 40s. Es decanta el sobrenadant per succió amb una pipeta

Pasteur, es renta el sòlid amb 5mL més de n-hexà i es torna a decantar el

dissolvent, ajuntant-lo amb l'extracte anterior. La dissolució de n-hexà es

filtra amb el sistema Swinney a través d'un filtre Millipore FH, per no

arrossegar gens de sòlid amb la fase orgànica. El sòlid obtingut es tracta

amb 15mL de n-hexà/éter 2/8, sonicant durant 40s. El dissolvent es decanta,

i el residu sòlid es renta amb 5mL de n-hexà, filtrant la dissolució resul-

tant d'ajuntar els dos sobrenadants a través del mateix filtre ja emprat.

El sólid resultant es dissol en 4mL de DMA (que prèviament han passat pel

filtre fet servir anteriorment per tal de dissoldre el possible péptid retin­

gut) i s'afegeixen 20mL d'aigua, formant-se un precipitat gelatinós. Després
de deixar-ho un dia a la nevera, el sòlid es filtra a través d'un filtre

Millipore GSWP de 0.22�m, s'asseca, esredissol en CH2CI2/MeOH 1/1, s'elimi­

na el dissolvent i es torna a assecar bé. Les quantitats de producte obtin­

gudes s'indiquen a l'esquema de la part teórica (pàgina 140).

HPLC semi-preparativa.

El precipitat obtingut a l'etapa anterior (63mg, 69�mol) es cro­

matografia a través d'una columna Ultrasphere-ODS, eluint amb DMF/CH3CN/
/H20/àcid propiònic 24.5/45.5/30/0.1 a 3.5mL/min. El péptid es dissol en

DMA, es filtra amb l'ajuda del sistema Swinney a través d'un filtre Milli­

pore FH, i s'ajunta amb la DMA que es fa servir per acabar de netejar el sis­

tema de filtració donant un volum final de 2mL. S'injecten fraccions de
•

100�L (3.15mg, 3.12�mol). S'obtenen 64.1�mol de pèptid pur, així com 0.3�mol
del producte corresponent a l'anomenada fracció x (vegeu cromatograma a la

•

pàgina 142) i 0.2�mol de producte en la fracció y. El rendiment global de

la purificació és del 75%.
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3.3. Síntesi del segment peptídic Fmoc-Tyr(cHex)-Cys(Acm)-Gln-Trp-Ala­

-Ser(Bzl)-Pro-Tyr(cHex)-Gly-OH 8.

3.3.1. Síntesi del pèptid.

Ancoratge de Fmoc-glicina a la resina.

Es prepara l'anhídrid simètric (Fmoc-G1Y)20 a partir de 5.20g

de Fmoc-glicina (17.5mmol) i 1.99g de DCC (9.6mmol). A 5.74g de 4-hidroxi­

metilfenoximetilpoliestirè lA_lI (f=0.61mmol OH/g resina) s'afegeixen

8.75mmol de (Fmoc-G1Y)20 (2.5 vegades d'excés respecte als grups hidroximetil

polimèrics) i107mg deDMAP (0.875mmol, 10% respecte a l'anhídrid) dissolts

en el mateix dissolvent (CH2C12/DMF 4/1). El volum total de dissolvent emprat

és de 100mL. La suspensió s'agita 1h a temperatura ambient, i passat aquest

temps l'aminoacil-resina es filtra i renta amb 3xCH2C12, 3xDMF, 3x�PrOH,

3xCH2C12, 3xDMF, 3x�PrOH i 3xMeOH. Una alíquota (seca) de Fmoc-glicil-resina

es desprotegeix, posant de manifest que hem assolit un grau de substitició

de 0.33mmol/g Fmoc-Gly-resina.

Ela grups hidroxil que han quedat lliures es bloquegen per trac-

tament amb clorur de benzoil i piridina. La síntesi es continua

de Fmoc-glicil-resina benzoilada.

amb
�

5.80g

Fmoc-Tyr(cHex)-OH. Un acoblament amb 5.64mmol de tirosina (2.73g, 3 vegades

d'excés respecte als grups amino de la glicina) i 3.10mmol de DCC (639mg)
dóna assaig de fluorescamina dubtós, però assaig de la ninhidrina negatiu.

Abans d'ancora� el següent aminoàcid, s'acetila amb Ac20 i EDIA.

Fmoc-Pro-OH. S'efectua un acoblament preformant l'anhídrid a partir de

9.4mmol de Fmoc-prolina (3.16g, 5 vegades d'excés) i 5.17mmol de DCC (1.06g).
L'avaluació de l'extensió de l'acoblament dóna el mateix resultat que per

•

l'acoblament anterior. L'acetilació amb Ac20 i piridina bloqueja tant els

possibles grups hidroxil com amino lliures.
-

Fmoc-Ser(Bzl)-OH. Després d'un acoblament amb 5.64mmol de Fmoc-Ser(Bzl)-OH

(2.35g) i 3.10mmol de DCC (639mg) l'assaig del cloranil és clarament negatiu •

•
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Tanmateix, com que el mètode no és tan sensible com els altres, s'acetila

amb Ac20 i EDIA.

Fmoc-Ala-OH. Primer acoblament: 5.64mmol de Fmoc-Ala-OH (1.75g) i 3.10mmol

de DCC (639mg).L'assaig de la ninhidrina és lleugerament positiu. Segon aco­

blament: 3.76mmol d'aminoàcid (1.60g) i 2.07mmol de DCC (426mg).L'assaig de

la ninhidrina és clarament negatiu.

Fmoc-Trp-OH. En el primer acoblament s'empren 2.40g de triptofan (5.64mmol)

i 639mg de DCC (3.l0mmol); en el segon, 1.60g d'aminoàcid (3.76mmol) i

426mg de DCC (2.07mmol). Assaig de la ninhidrina clarament negatiu.

Fmoc-Gln-OH. A diferència dels altres residus, no s'ancora a través de

l'anhídrid simétric preformat, sino acilant amb l'ester actiu d'HOBt (vegeu
materials i mètodes, 7.2.b). Pel primer acoblament s'empren 2.07g de

Fmoc-glutamina (5.64mmol), 761mg d'HOBt (5.64mmol) i 1.28g de DCC (6.20mmol).

En el segon acoblament es forma l'ester actiu a partir de 1.38g de Fmoc-Gln-OH

(3.76mmol), 508mg d'HOBt (3.76mmol) i 852mg de DCC (4.14mmol). L'assaig de

la ninhidrina després del segon acoblament és negatiu.

Fmoc-Cys(Acm)-OH. Primer acoblament: 2.32g d'aminoàcid (5.64mmol) i 639mg

de DCC; ninhidrina lleugerament positiva. Segon acoblament: 1.55g de cisteïna

(3.76mmol) i 426mg de DCC. L'assaig de la ninhidrina és clarament negatiu.

Fmoc-Tyr(cHex)-OH. S'empren 2.73g d'aminoàcid i 639mg de DCC per a preformar

l'anhídrid pel primer acoblament. Cal un segon acoblament, amb 1.82g de

Fmoc-Tyr(cHex)-OH i 426mg de DCC per a tenir assaig de la ninhidrina negatiu.

La desprotecció d'una alíquota al final de la síntesi dóna un

valor de f=O.24mmol/g Fmoc-nonapeptidil-resina. La hidrólisi de la peptidil­

-resina permet de quantificar .O.20mmol de pèptid/g Fmoc-pèptid-resina.

La primera acidòlisi de l'�nllaç péptid-resina s'efectua sobre

un lot de 746mg de Fmoc-nonapèptid-resina, amb 38mL de 55% TFA/CH2C12,
O.38mL d'anisol i i O.76mL de 8-mercaptoetanol. El darrer rentat amb DMA es

canvia per un rentat amb metanol, amb la qual cosa obtenim mescla de pèptid

8 i del seu ester metílic.
•
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Les següents acidòlisis es duen a terme en les mateixes con­

dicions, però evitant el contacte TFA-metanol o bé rentant amb DMA tal com

s'indica als protocols generals de síntesi (7.5).

El rendiment d'aquesta etapa és del 78%.

3.3.2. Purificació del segment peptídic protegit 8.
�

3.3.2.A. Primers assaigs de purificació del pèptid 8.
--------------------------------------------��

Filtració molecular sobre Sephadex LH-60.

6-7g de gel, en suspensió amb 10% DMA/MeOH, s'empaqueten en una

columna de 100x1cm. Es cromatografien 41.1�mol de crú peptídic 7-2, eluint

amb 10% DMA/MeOH a 6mL/h. Rendiment de la purificació: 70%.

Filtració molecularsobre Sephadex LH-20.

41.1�mol de crú peptídic 7-2 es cromatografien a través de Sepha­

dex LH-20 (18g de gel), eluint amb 10% DMA/MeOH a 6mL/h en una columna de

100x1cm. Rendiment de la purificació: 81%.

Extracció amb dissolvents orgànics i precipitació.

54.8�mol de crú peptídic 7-2 es tracten amb n-hexà anhidre, èter

anhidre, i es precipiten amb aigua després d'haver sigut solubilitzats en

DMA, tal com s'indica a l'esquema de la part teòrica de la pàgina 153. El

protocol experimental és pràcticament el mateix que el que es descriu en el

següent apartat. Les quantitats de producte separades a cada fracció són les

següents:
•

Extracte amb n-hexà: 10mg, 0.062�mol de material peptídic
�

Extracte amb èter: 35mg, 0.087�mol de material peptídic
•

Dissolució DMA/H2O: 13mg, 2.3�mol de material peptídic

Precipitat: 74mg, 39.5�mol de material peptídic.
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•

3.3.2.C. Purificació del pèptid 8.

Extracció amb dissolvents i precipitació.

543mg de crú peptídic 8-4 (72.2�mol de péptid) procedents de

l'acidòlisi de 500mg de Fmoc-peptidil-resina amb 25mL de 55% TFA/CH2C12,
0.25mL d'anisol i 0.5mL de B-mercaptoetanol, es tracten amb 20mL de n-hexà

anhidre, sonicant durant 60s. El sobrenadant es decanta per succió amb una

pipeta Pasteur, es renta el sòlid amb 5mL més de n-hexà i es torna a decan-

tar el dissolvent, ajuntant-lo amb l'extracte anterior.La dissolució es filtra

amb el sistema Swinney a través d'un filtreMillipore FH. El sòlid obtingut

es tracta amb 20mL d'èter anhidre, sonicant durant 90s. El dissolvent que

es decanta, juntament amb 5mL més d'èter que es fan servir per a rentar el

producte sòlid, es passen a través del mateix filtre Millipore ja emprat.

El sòlid resultant es dissol en 4mL de DMA (DMA que ha passat pel sistema

de filtració que abans hem fet servir, per tal de dissoldre el possible

pèptid retingut) i s'afegeixen 20mL d'aigua, produint-se precipitació del

pèptid. Després d'haver estat 3-4h a la nevera, el precipitat es filtra

(filtre Millipore GSWP 0.22�) i es renta amb aigua. El pèptid precipitat

s'asseca bé, i les aigües mares es liofilitzen. A la part teòrica s'indiquen
-

les quantitats de producte separades a cada fracció, així com el seu contin-
�

gut en aminoàcids i. els cromatogrames d'HPLC analítica (pagines 160-161).

El rendiment d'aquesta etapa és del 78%.

HPLC semi-preparativa.

El precipitat obtingut a la primera etapa de purificació (118mg,

56.3�mol) es cromatografia a través d'una columna Ultrasphere-ODS, eluint

amb DMF/CH3CN/H20/àcid propiònic 30/52.5/17.5/0.1 a 4mL/min. El pèptid es

dissol en DMA, es filtra amb l'ajuda del sistema Swinney a través d'un fil­

tre Millipore FH, i s'ajunta amb la DMA que s'empra per a acabar de rentar

el sistema de filtració, donant un volum final de 2.87mL. S'injecten fraccions

de 90�L (3.5mg, 1.67�mol). S'obtenen 36.1�mol de pèptid pur, així com 2.4

�mol del producte corresponent a la fracció anomenada x (vegeu cromatograma

pàgina 163) i 1.2�mol de producte en la fracció y. El rendiment d'aquesta

etapa de purificació és del 64%, i el global de la purificació del 50% .

•
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CONCLUSIONS.



1. S'ha dissenyat un nou mètode de síntesi en fase sòlida de segments

peptídics protegits, utilitzant el grup 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc),

làbil a les bases, com a protector temporal de les funcions a-amino, grups

protectors de les cadenes laterals dels aminoàcids làbils a l'àcid fluorhídric

anhidre i un ancoratge pèptid-resina là.bil a l'àcid trifluoroacètic.

Amb aquest esquema de protecció s'han sintetitzat sobre el

4-hidroximetilfenoximetilcopoli(estirè-1%-divinilbenzè) 1 els segments peptí-
-

dics protegits.Glp-His-Trp-Ser(Bzl)-Tyr(Dcbzl)-Gly-OH 3 i Fmoc-Leu-Arg(Tos)-
-

Pro-Gly-OH 4 corresponents a les seqüencies 1-6 i 7-10 de la luliberina (LHRH).
-

Al llarg de la síntesi s'ha constatat que el grup Fmoc s'elimina

ràpidament i quantitativa per tractament amb piperidina, essent particularment

útil la quantificació, per mesura de l'absorció a l'ultraviolat, de la

N-(9-fluorenilmetil)piperidina formada a cada etapa de desprotecció per a

controlar l'evolució de la síntesi i detectar reaccions secundaries que com­

porten variacions del grau de substitució sobre el polímer. Així, a la síntesi

del pèptid 4 s'ha detectat, en el cicle d'incorporació del tercer aminoàcid,
-

una pèrdua important del grau de substitució atribuïble a la formació d'una

dicetopiperazina.

Els crús peptídics obtinguts per acidòlisi de les peptidil-resines

s'han purificat combinant la filtració molecular sobre Sephadex LH-20 i la

cromatografia líquida preparativa d'alta eficàcia sobre gel de sílice,

posant-se de manifest les limitacions d'aquests sistemes cromatogràfics

clàssicament emprats per a purificar segments peptídics protegits.

2. Per engalzame�t successiu dels segments peptídics 4 i 3 sobre
- -

l'a-aminobenzilcopoli(estirè-l%-divinilbenzè) i posterior acidòlisi amb àcid

fluorhídric anhidre s'ha obtingut el LHRH.
r

L'acoblament dkl pèptid 4 sobre la resina ha tingut lloc amb
-

baix rendiment, molt probablement per raó de la inaccessibilitat del pèptid
a l'�ina polimèrica estèricament impedida. Tanmateix, l'engalzament del

pèptid 3 sobre la tetrapeptidil-�esina ha sigut gairebé quantitatiu .

. -

•
•

La purificació del crú peptídic de LHRH s'ha assolit per filtració

molecular sobre Sephadex G-15, cromatografia de bescanvi catiònic sobre car­

boximetilcel.lulosa i una darrera filtració molecular sobre Bio-Gel P-2,

obtenint-se el producte pràcticament ja pur després de la primera cromato-
- .

gr-ar i.a ,
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3. Els pèptids protegits Glp-His-Trp-Ser{Bzl)-Tyr{Dcbzl)-Gly-NH-NH2
FmoC-Leu-Arg{Tos)-Pro-Gly-NH-NH2 �, potencialment útils per a dur a terme5 i

-

l'engalzament dels segments 1-6 i 7-10 de la luliberina pel mètode de l'azida,

s'han sintetitzat sobre el 4-carbazoiloximetilfenoximetilcopoli{estirè-1%­

divinilbenzè) 2.
-

A la síntesi d'ambdós segments s'ha produit una forta disminució

del grau de substitució sobre la resina en el cicle d'incorporació del segon

aminoàcid, sense que hagi sigut possible esbrinar per quin mecanisme ha

tingut lloc.

Aquest fet que tant incideix en el rendiment de la síntesi, unit

a les dificultats trobades a la purificació d'aquests pèptids, evidencia

els greus inconvenients d'aquest mètode de síntesi de segments peptídics

protegits en forma d'hidrazida C-terminal.

4. La clorometilació de poliestirè amb clorometil metil èter en

presència de SnC14 no ha tingut lloc amb rendiments reproduïbles. El mètode

d'anàlisi que ha conduit a resultats més coherents en la determinació del

grau de substitució d'aquestes resines és el desplaçament del clor amb piri­

dina i anàlisi de clorurs pel mètode de Volhard modificat. Des d'un punt

de vista qualitatiu, l'espectroscòpia de 13C_RMN en fase gel suministra força

informació perquè permet de detectar la presència de grups hidroximetil sobre

la resina i d'avaluar, per comparació amb d'altres resines, l'extensió de

la reacció de clorometilació.

Contràriament al descrit a la literatura, els dos mètodes de

síntesi de 4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè per reacció de clorometilpa­

liestirè amb alcohol 4-hidroxibenzílic i metòxid sòdic no han conduit, en

les nostres mans, a resines de
•

qualitat tant
r
•

I

Merrifield té

diferent. Essencialment, la

un percentatge menor d'hidra-resina obtinguda pel mètode de

ximetilpoliestirè, però la reacció sobre els grups clorometil no sempre és

quanti tativa.

Pel que fa al mètoae d'anàl�si, és convenient,
13

d'aquestes resines, d'enregistrar l'espectre de C-RMN en

per cada nou lot
•

•

fase gel, quanti-

ficar el clor residual, i ancorar un aminoàcid, determinant els rendiments

d'acoblament i d'acidòlisi.
•

•
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5. El mètode descrit inicialment per a ancorar Fmoc-aminoàcids al

4-hidroximetilfenoximetilpoliestirè, amb diciclohexilcarbodiimida i 4-dimetil­

aminopiridina, condueix a la formació de dipeptidil-resina (9% de diglicina

en el nostre cas).

L'extensió d'aquesta reacció secundària es pot reduir a valors

inferiors al 1%, tot mantenint un grau de substitució acceptable, emprant

un excés important de l'anhídrid simètric del Fmoc-aminoàcid (2.5 vegades)

•

. -

en presència de 4-dimetilaminopiridina (�2.5equivalents), i en temps curts

de reacció (30-6Omin).

L'alternativa d'utilitzar carbonildiimidazole com a agent d'aco­

blament permet d'assolir graus de substitució correctes, però no és aconse-
,

llable perquè els percentatges de dipèptid són força superiors als obtinguts

en les condicions anteriors, havent-se comprovat que l'imidazole alliberat

en la reacció d'esterificació desprotegeix els Fmoc-aminoàcids.

6. De l'estudi de les cinètiques d'aminòlisi intramolecular de

H-D-val-L-pro-0-CH2-C6H4-0-CH2-� per a donar una dicetopiperazina, es dedueix

que, de les diferents condicions emprades a la síntesi de pèptids amb Fmoc­

-aminoàcids, la piperidina és el reactiu que més afavoreix la reacció de-­

ciclació.

Tenint en compte que l'eliminació del grup Fmoc té lloc a velo­

citat diferent segons la concentració de piperidina i el dissolvent emprat

(diclorometà o dimetilformamida), i estudiant les cinètiques de formació

de dicetopiperazines en diferents condicions de desprotecció, s'ha deduit

que el millor reactiu per a desprotegir quantitativament una Fmoc-dipeptidil­

-resina i minimitzant la reacció secundària, és 50% de piperidina en dimetil­

formamida durant 5 minuts.
r
•

,

7. S'han sintetitzat els segments peptídics protegits Fmoc-Glu(Bzl)-

-Ser(BzI)-Gly-OH 7 i Fmoc-Tyr(cHex)-Cys(Acm)-Gln-Tcp-Ala-Ser(Bzl)-Pro-
-

-Tyr(cHex)-Gly-OH 8, corresponents a les seqüències 32-34 i 35-43 de l'escorpí
-

-

Androctonus australis Hector.
•

Els mètodes emprats per a ancorar l'aminoàcid C-terminal a la

matriu polimèrica han reduit la formació de dipèptid a menys del 0.7%, i

si s'ha format dicetopiperazina'ha sigut en un percentatge inferior al 4%.
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Ambdues síntesis han tingut lloc amb molt bon rendiment, que en el cas del

nonapèptid suposa un rendiment mig del 98.8% a cada cicle d'incorporació
d'un aminoàcid.

Els rendiments d'acidòlisi de peptidil-resina han sigut també

superiors als obtinguts a les síntesis anteriors. Després d'aquesta reacció

cal evitar el contacte àcid trifluoroacètic-metanol, que en els primers trac­

taments va conduir, en una certa extensió, a la formació de l'ester metílic

del pèptid desitjat.

8. La comparació entre la filtració molecular sobre gels de Sephadex

•

compatibles amb dissolvents orgànics i la purificació dels crús peptídics

per extraccions amb dissolvents orgànics seguida de precipitació amb aigua

del producte solubilitzat en dimetilacetamida, ha mostrat que aquest darrer

mètode és el més adequat per a abordar la purificació d'aquests segments

peptídics protegits.

En la segona etapa de purificació d'aquests pèptids s'ha posat

de manifest la gran utilitat de la cromatografia líquida d'alta eficàcia

en fase d'octadecilsiloxà a escala semi-preparativa per a purificar segments

peptídics protegits. L'elució s'ha efectuat amb mescles de dimetilformamida,

acetonitril, aigua i àcid propiònic la composició de les quals ha d'ésser

curosament ajustada en cada cas. Condicions cromatogràfiques similars han

donat també molts bons resultats en l'anàlisi dels productes.

9. Els pèptids 7 i 8, un cop purificats, s'han caracteritzat per
- -

anàlisi d'aminoàcids, ressonància magnètica nuclear de protó d'alt camp i

espectrometria de masses mitjançant bombardeig amb àtoms ràpids.

Donades les dificultats de caracteritzar segments peptídics pro­

tegits per anàlisi d'aminoàcids, i la complexitàt dels espectres de lH_RMN,
l'espectrometria de masses per bombardeig amb àtoms ràpids ha demostrat

ésser una tècnica particularment útil, ja que no només s'han detectat els

corresponents pics moleculars, sino també moJtes de les fragmentacions dels

enllaços amida, la q�al cosa confirma l'estructura dels pèptids tant pel

que fa a la seqüència d'aminoàcids com a la presència de tots els grups

protectors.
•
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10.
.

El poder de resolució de diferents sistemes de cromatografia

líquida d'alta eficàcia en fase reversa s'ha posat de manifest en la separació

del tripèptid 7 i del nonapèptid 8 de tots els aeus precursors en la síntesi
- -

en fase sòlida, que difereixen entre si només en un aminoàcid.

Els rebliments d'octadecilsiloxà proporcionen, en el nostre cas,

una major eficàcia i resolució que els de cianopropilsiloxà. Tanmateix, els

extraordinaris canvis de selectivitat observats entre ambdues fases, depenents

també de si la fase mòbil conté o no àcid propiònic, indiquen que qualsevol

sistema pot ésser adequat per una separació específica i que, en tot cas,
.

la homogeneïtat dels segments peptídics protegits ha de verificar-se en més

d'un sistema cromatogràfic.
El factor determinant de la retenció cromatogràfica dels segments

peptídics en fase reversa no és la seva longitud o la seva massa molecular,

sino la menor o major h ídr-of'ob í.c i tat global de la molècula. En aquest senti t,

s'observa que els aminoàcids que tenen la cadena lateral protegida per un

grup hidrofòbic són els que provoquen un augment més gran de la retenció

respecte al precursor sintètic que no el conté •

•

•
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