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Metode de obþinere a secvenþelor peptidice
Cuplarea pe lanþuri polimerice
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The paper presents the modalities employed in the achievement of peptide chains and our contributions
regarding the introduction of peptide moieties in the macromolecular structure.
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Proteinele sunt componentele de bazã ce alcãtuiesc
matricile naturale ale þesuturilor, motiv pentru care sinteza
de peptide care mimeazã structura ºi proprietaþile
proteinelor naturale reprezintã un domeniu de top al ºtiinþei
moderne. Postularea de cãtre Franz Hofmeister ºi  Emil
Fisher a faptului cã structura proteinelor este cel mai bine
reprezentatã prin lanþuri de aminoacizi unite de legãturi
amidice [1, 2], a fost precedatã de sinteza primului derivat
peptidic de cãtre Curtius [3], urmat la puþinã vreme ºi de
cãtre Fischer [4].

Formarea legãturii amidice între doi aminoacizi este o
reacþie endotermã, obþinerea de amide din acizi carboxilici
ºi amine fiind posibilã la temperaturi ridicate. Însã,
temperaturile la care au loc aceste transformãri depãºesc
cu mult limitele acceptabile pentru peptide, motiv pentru
care sinteza peptidelor se realizeazã la temperatura
camerei sau sub aceasta. De aceea, în scopul producerii
de legãturi peptidice, una dintre grupãrile care vor constitui
legãtura amidicã, fie cea carbonil, fie amino, trebuie sã fie
activate. Activarea grupãrilor amino (N-activare) reprezintã
o problemã delicatã pentru care încã nu au fost gãsite

soluþii practice. Substituenþii respingãtori de electroni ar
trebui sã mãreascã nucleofilicitatea atomului de azot, dar
printr-o substituire adecvatã, de exemplu cu grupare terþ-
butil, viteza de acilare va fi de asemenea diminuatã datoritã
substituentului voluminos.

Prin urmare, singura cale viabilã de rezolvare a
problemelor de cuplare o constituie activarea grupãrii
carboxil (C-activare) (fig. 1), unde X reprezintã un atom
sau o grupare atrãgãtoare de electroni care conferã
atomului de carbon carboxilic suficientã electrofilie pentru
facilitarea atacului nucleofil al grupãrii aminice.
Intermediarul tetraedric format este stabilizat prin
eliminarea fragmentului X-, care este în general o grupare
fugace. În alegerea grupãrilor atrãgãtoare de electroni
existã posibilitaþi nelimitate ºi în consecintã este relativ
usoarã gãsirea de noi metode de activare ºi cuplare.
Formele activate reprezentative pentru unitaþile carboxilice
din aminoacizi sunt redate în figura 2, în ordinea creºterii
complexitãþii care corespunde de asemenea, cu puþine
excepþii, ºi ordinii în care metodele au devenit disponibile.
În continuare vor fi prezentate o serie de detalii privind
metodologia de sinteza a lanþurilor peptidice.

Fig. 1. Reprezentarea schematicã a procesului de C-activare

Fig.2. Metode de cuplare ºi formare activate
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Formarea de legãturi peptidice prin reacþii intermediate de
carbodiimide

Cea mai popularã metodã de obþinere a legãturilor
peptidice este cea prin intermediul diciclohexil-
carbodiimidei (DCC). Carbodiimidele conþin doi atomi de
azot uºor bazici care catalizeazã reacþia dintre
carbodiimidã ºi acid generând un anion carboxilat ºi un
atom de azot cuaternar (fig. 3). Delocalizarea formei
protonate pe întreaga moleculã ºi apariþia unui atom de
carbon încãrcat pozitiv determinã atacul unitaþii carboxilat
asupra carbocationului cu formarea unei O-acilizouree.
Prin urmare, prima etapã constã într-o reacþie de carboxi-
adiþie, iniþiatã prin protonare. Desi intermediarul O-
acilizoureic al acidului N-alcoxicarbonilaminic nu a fost
detectat, formarea acestuia a fost postulatã prin analogie
cu reacþia carbodiimidelor cu fenolii care conduce la
aceeaºi derivaþi cunoscuti ca reactivi de esterificare.

Cursul normal al reacþiei ar fi ca O-acilizoureea sã sufere
o reacþie de aminolizã cu formarea peptidei (A), însã în
anumite condiþii unele dintre acestea sunt atacate de o a
doua moleculã de acid ºi conduc la o anhidridã simetricã
(C). Anhidrida este supusã unei reacþii de aminolizã
conducând la o peptidã ºi un acid care este reciclat (F). O
a treia opþiune este aceea ca unele O-acilizouree sã
ciclizeze cu formarea de oxazolone care de asemenea,
prin aminolizã formeazã peptide. Un curs nedorit al reacþiei
ºi un randament scãzut pot apare datoritã naturii O-
acilizoureei care conþine un atom de azot bazic în

vecinãtatea carbonilului activat. Acest atom poate
funcþiona ca nucleofil dând naºtere unei rearanjãri (J) care
produce N-aciluree, forma stabilã inactivã a acidului.
Reacþia este ireversibilã ºi consumã acidul de plecare fãrã
generarea peptidei.

Formarea de legãturi peptidice prin reacþii intermediate de
anhidride simetrice ale acizilor N-alcoxicarbonilaminici

O alternativã la metoda clasicã de sintezã a peptidelor
utilizând ca intermediari carbodiimide o reprezintã varianta
în care carbodiimida ºi acidul sunt mai întâi cuplaþi în
absenþa nucleofilului, cu formarea unei anhidride simetrice
(fig. 4). Anhidrida simetricã este mai puþin reactivã ºi prin
urmare mai selectivã în reacþie comparativ cu O-
acilizoureea, deoarece ultima poate acila atât O-nucleofili
cât ºi N-nucleofili, în timp ce anhidrida va acila doar N-
nucleofili. Aceasta înseamnã cã grupãrile hidroxil din
catena lateralã a serinei, treoninei sau tirosinei care nu au
fost deprotonate, nu constituie acceptori pentru grupãrile
acil din anhidride simetrice. O trãsãturã adiþionalã a
metodei prezentate comparativ cu cea prin carbodiimide,
este aceea a evitãrii posibilei reacþii secundare dintre
carbodiimidã ºi N-nucleofil cu obþinerea guanidinei
trisubstituite.

Formarea de legãturi peptidice prin reacþii intermediate de
anhidride mixte ale acizilor N-alcoxicarbonilaminici

A doua alternativã utilizatã în realizarea de legãturi
peptidice o reprezintã cea prin intermediul anhidridelor

Fig. 3. Formarea de legãturi peptidice prin
reacþii ale N-alcoxicarbonilaminoacizilor

mediate de carbodiimide

Fig. 4. Formarea de legãturi peptidice prin
reacþii ale N-alcoxicarbonilaminoacizilor prin

intermediul anhidridelor simetrice

234



MATERIALE PLASTICE ♦  44 ♦  Nr. 3 ♦  2007

mixte. Reactivii folosiþi constau din cloroformiaþi de alchil,
care însã nu pot fi denumiþi ca reactivi de cuplare deoarece
aceasta nu poate fi efectuatã prin adãugarea directã a
reactivului într-un amestec bicomponent. Procedeul
implicã prepararea separatã a unei anhidride mixte dintre
un acid carboxilic ºi acid carbonic prin adãugarea
reactivului în soluþia ce conþine anionul acidului N-
alcoxicarbonilaminic, generat prin deprotonarea acidului
în prezenþa unei amine terþiare (fig.  5). Reactivii utilizaþi în
mod curent sunt cloroformiaþii de etil sau izobutil a cãror
activare decurge foarte repede (1-2 min), în timp ce
procesul de aminolizã este complet în aproximativ o orã.
Procesul de activare nu se poate desfãºura în prezenþa unui
N-nucleofil deoarece acesta interacþioneazã cu
cloroformiatul. Toate etapele reacþiei au loc la temperaturi
scãzute pentru evitarea posibilelor procese secundare.

Principala reacþie secundarã asociatã metodei care
decurge prin intermediul anhidridelor mixte este
reprezentatã de aminoliza la carbonilul fragmentului
carbonat (B), care conduce la obþinerea de uretan. Datoritã
naturii grupãrii alchil R6, produsul secundar este stabil la
toate metodele de deprotejare. În majoritatea cazurilor,
reacþia nu are importanþã semnificativã însã pentru
resturile împiedicate steric, în care R2 este un lanþ cu o
grupare metil în poziþia β se reduce randamentul în peptidã

cu pânã la 10%. O sursã minorã de legãturi uretanice o
constituie ºi reacþia dintre reactivul neconsumat ºi N-
nucleofil (C). Aminoliza cloroformiatului decurge în exces
de reactiv sau dacã reacþia de obþinere a anhidridei este
incompletã (posibilã mai ales în cazul în care restul activat
este împiedicat steric). Un alt proces secundar, poate fi
disproporþionarea anhidridei mixte la o anhidridã simetricã
ºi pirocarbonat de dialchil.

Succesul formãrii legãturilor peptidice prin intermediul
anhidridelor mixte este puternic dependent de selectarea
adecvatã a condiþiilor de reacþie. O atenþie deosebitã a fost
acordatã definirii parametrilor care vor conduce la o
minimizare a epimerizãrii produse în timpul cuplãrii
peptidelor. S-a concluzionat cã rezultate îmbunãtãþite se
obþin prin realizarea activãrii pentru 1-2 min la temperaturi
mici (-5 ºi -15 oC) utilizând ca bazã N-metilmorfolina în
solvenþi anhidri.

Formarea de legãturi peptidice prin reacþii intermediate de
esteri activi ai acizilor N-alcoxicarbonilaminici

O realizare unicã în sinteza de peptide o reprezintã
prepararea unui derivat al acizilor N-alcoxicarbonilaminici
care sã fie suficient de stabil încât sã poatã fi depozitat ºi
destul de reactiv pentru a reacþiona cu o grupare aminicã.
Astfel de compuºi sunt creaþi prin transformarea unui acid
într-un ester activat în urma reacþiei dintre acesta ºi un fenol
sau o hidroxilaminã substituitã (HOR7) (fig. 6). Substituenþii
R7 sunt aleºi astfel încât sã confere carbonilului din
gruparea acil susceptibilitate la atacul nucleofil al unei

Fig. 5. Formarea de legãturi peptidice prin
reacþii ale N-alcoxicarbonilaminoacizilor prin

intermediul anhidridelor mixte

Fig. 6. Formarea de legãturi peptidice prin reacþii ale N-
alcoxicarbonilaminoacizilor prin intermediul esterilor activaþi
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amine la temperatura camerei. Esterii suferã o reacþie de
aminolizã în douã etape prin mijlocirea unui intermediar
tetraedric, etapa determinantã de vitezã fiind reprezentatã
de rearanjarea la peptidã ºi compusul hidroxilic de plecare.
Esterii acizi sunt anhidride mixte formate între un acid
carboxilic ºi un acid fenolic sau hidroxamic, în prezent fiind
disponibile diferite tipuri de esteri activaþi (fig. 6).

Formarea de legãturi peptidice prin reacþii intermediate de
azide ale acizilor N-alcoxicarbonilaminici

Prima metodã folositã în formarea legãturilor peptidice
a fost procesul prin intermediul azidelor al lui Curtius [5],
frecvent utilizat ºi în prezent datoritã aptitudinii sale de a
împiedica racemizarea, conducând la produse optic pure.
Pentru o lungã perioadã de timp s-a crezut cã peptidele
protejate, activate în forma azidelor acide, pot fi cuplate
cu fragmentele aminice fãrã apariþia procesului de
racemizare. Experimente ulterioare au arãtat cã, în timp
ce azidele peptidelor nu sunt uºor racemizabile, ele îºi pot
pierde puritatea opticã, în special în prezenþa unui exces
de bazã. Fãrã îndoialã, procesul azidic oferã o serie de
avantaje neobiºnuite, dintre care cea mai atractivã o
reprezintã posibilitatea transformãrii unei grupãri carboxil
protejatã în una activatoare. Unitatea carboxilicã poate fi
protejatã cu formarea unui ester alchilic (de ex. ester
metilic) care poate fi convertit într-o hidrazidã acidã prin
simpla expunere la o soluþie de hidrazinã în solvent organic.
Ulterior, hidrazida este trecutã într-o azidã reactivã prin
tratarea cu acid azotos sau un nitrat alcalin (fig. 7).

Faptul cã esterii alchilici sunt utili ca grupãri protectoare
este combinat aici cu eliminarea etapei de îndepãrtare a
grupãrii de blocare de la carboxil înainte de activare.
Conversia esterilor la hidrazide este un proces simplu, deºi
condiþiile de hidrazinolizã variazã de la peptidã la peptidã.
Majoritatea hidrazidelor acide sunt materiale maleabile,
de obicei insolubile în solvenþi organici din care se separã
uºor. Transformarea hidrazidelor acide în azide acide
reprezintã o reacþie uºoarã care are loc rapid chiar în soluþii
diluate la temperaturi scãzute, fiind contraindicatã
utilizarea unui exces de nitriþi. Azida este extrasã cu un
solvent organic iar peptida se obþine prin lãsarea soluþiei
anhidre în prezenþa aminei nucleofile la rece pentru câteva
ore.

Fig. 7. Formarea de legãturi peptidice prin
reacþii ale azidelor

N-alcoxicarbonilaminoacizilor

Fig. 8. Formarea de legãturi peptidice prin reacþii ale clorurilor
N-alcoxicarbonilaminoacizilor

Formarea de legãturi peptidice de la cloruri ale acizilor N-
alcoxicarbonilaminici: clorura acidului N-9-fluorenilmetoxi-
carbonilaminic

Clorurile acide au fost disponibile din stadiile incipiente
ale sintezei peptidelor. Glicil-peptidele au fost iniþial
obþinute prin acilarea unui aminoacid cu clorura de
cloroacetil, urmatã de amonolizã, însã aplicabilitatea
metodei a fost limitatã pânã la descoperirea în 1932 a
grupãrii labile benziloxicarbonil. O astfel de grupare
permite formarea de legãturi peptidice prin utilizarea
clorurilor acidului N-benziloxicarbonilaminic (fig. 8, R1 =
C6H5CH2) obþinute prin reacþia dintre acidul de plecare ºi
pentaclorura de fosfor.

Totuºi, folosirea metodei a fost de scurtã duratã datoritã
incompatibilitãþii dintre cloruri acide ºi grupãrile
protectoare terþ-butilice sensibile la acizi. Lucrurile s-au
schimbat dramatic odatã cu introducerea grupãrii Nα-
protectoare stabilã la atacul acidului 9-fluorenil-
metoxicarbonil (fig. 8). Clorurile Fmoc-aminoacizilor  sunt
preparate prin reacþia acidului iniþial cu clorura de tionil în
diclormetan. Reacþia de acilare a grupãrii aminice decurge
rapid, în prezenþa unei baze care uneori transformã clorura
acidã în 2-alcoxi-5(4H)-oxazolonã, care suferã o reacþie
lentã de aminolizã. Într-o altã variantã, aminoliza este
realizatã într-un sistem bifazic cloroform/soluþie apoasã de
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carbonat, pentru a reduce contactul dintre clorura acidã/
bazã. O altã opþiune constã in utilizarea sãrii de potasiu a
1-hidroxibenzotriazolului pentru neutralizarea acidului. Au
fost stabilite condiþii potrivite pentru asamblarea de lanþuri
peptidice prin intermediul clorurilor de Fmoc-aminoacizi,
însã metoda nu a fost adoptatã pentru uz general datoritã
obstacolelor frecvente. Fãrã îndoialã cã aceºti compuºi s-
au dovedit a fi eficienþi în sinteza în stare solidã pentru
ataºarea primului rest la gruparea hidroximetilicã a unei
rãºini de legare ca ºi pentru cuplarea resturilor împiedicate.

Sinteza peptidelor în fazã solidã
Sinteza unui lanþ peptidic ce cuprinde un numãr ridicat

de secvenþe de aminoacid poate fi dificil de realizat iar
proteinele cu peste o sutã sau sute de resturi constituie
obiective de neatins. Paºii de protejare, cuplare,
deprotejare, izolare ºi caracterizare a intermediarilor
reprezintã nu numai un efort de duratã ci unul chiar
descurajant. O sursã adiþionalã de frustrare o reprezintã
gama îngustã de solvenþi potriviþi pentru reacþiile ce implicã
intermediari de mase moleculare ridicate. Aceste dificultãþi
au condus la cãutarea unei tehnici complementare care
sã faciliteze construirea de lanþuri peptidice lungi din
aminoacizi. Prima realizare a unei astfel de idei se
datoreazã lui Merrifield care a propus ataºarea unui
aminoacid pe un suport polimeric insolubil, urmând ca
operaþiile ulterioare sã se desfãºoare pe materialul peptidic
legat de rãºinã [6].

Merrifield a prevãzut trei mari avantaje ale acestei
metode:

-randamente ridicate prin forþarea finalizãrii reacþiilor
-o manipulare mai redusã ºi în consecinþã o duratã a

reacþiei mai scãzutã
-minimizarea pierderilor de produºi deoarece reacþiile

ºi purificãrile au loc fãrã îndepãrtarea suportului peptidei
din vasul de reacþie.

Majoritatea suporturilor polimerice insolubile folosite în
aceastã tehnicã sunt geluri. Reacþiile conduse pe peptide
ataºate polimerilor au loc nu neapãrat la suprafaþa
polimerilor „solizi” ci în interiorul particulelor. Aceasta

Fig. 9. Formarea legãturilor  peptidice prin sintezã Merriefield

implicã umflarea polimerilor în solvenþii utilizaþi ºi ca
reactanþii sã tranziteze aceste particule prin difuzie.
Avantajul esenþial al sintezei în fazã solidã îl reprezintã
uºurinþa cu care intermediarii blocaþi sunt separaþi de
materialele de plecare, reactivi sau produse secundare.
Derivatul peptidic, ataºat de polimerul insolubil, rãmâne
nedizolvat dupã spãlarea cu solvenþi potriviþi astfel încât
izolarea laborioasã a intermediarilor prin extracþie sau
cristalizare devine inutilã. O problemã serioasã a sintezei
de peptide ºi anume gãsirea de solvenþi pentru compuºi
cu  mase moleculare ridicate a fost depãºitã prin utilizarea
de solvenþi în care polimerul se umflã. Relativ simplã
devine ºi transformarea sãrii unui component aminic în
amina liberã prin tratarea rãºinii peptidice cu soluþia unei
baze terþiare ºi îndepãrtarea sãrii de alchilamoniu formatã
prin spãlare. Totuºi, aceastã metodã este însoþitã de unele
neajunsuri legate de purificarea intermediarilor ºi
caracterizarea acestora.

În schema originalã de sintezã în fazã solidã,
aminoacidul C-terminal a fost ancorat la suportul insolubil
printr-o legãturã estericã. Pentru aceasta, rãºina – un
copolimer al stirenului cu 1-2 % divinilbenzen – a fost
transformatã într-un derivat clormetilic, în speþã un
fragment de clorurã de benzil conectat la matricea
polimericã. Îndepãrtarea grupãrii benzoiloxicarbonil prin
tratare cu acid bromhidric în acid acetic nu a fost în
totalitate selectivã ºi unele dintre legãturile esterice nou
formate sunt rupte în reacþie. O soluþie la aceastã problemã
o constituie utilizarea grupãrii terþ butoxicarbonil (Boc)
pentru protejarea aminei. Eliminarea fragmetului Boc se
realizeazã cu o soluþie diluatã de HCl/CH3COOH sau cu un
amestec de acid trifluoroacetic ºi diclorometan, etapã ce
decurge fãrã o pierdere semnificativã a peptidei din
polimer. Deprotonarea sãrii cuaternare de amoniu din
peptidã se face cu o soluþie de trietilaminã, cu obþinerea
aminei libere care poate fi acilatã de penultimul aminoacid,
protejat de o grupare Boc (fig. 9). În majoritatea cazurilor,
ca agent de condensare se utilizeazã diciclohexil-
carbodiimida iar reactanþi sunt în exces.

Fig. 10. Structura poliesteruretanului cu secvenþe dipeptidice PU-PP
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Ciclul de protejare/deprotejare continuã pânã când
lanþul peptidic vizat este complet, moment în care peptida
este îndepartatã de pe suportul insolubil prin acidoliza cu
acizi tari (HBr în acid trifluoroacetic).

Recent, au fost preparate prin metoda în fazã solidã o
serie de peptide ce conþin în structurã între 15 ºi 50 de
meri de aminoacizi (alaninã, fenilalaninã, lisinã, acid
glutamic, tirosinã ºi valinã) [7], de lanþurile cãrora au fost
ancorate proteine de bazã din mielinã, proteine
proteolipidice sau glicoproteine mielinice oligodendrocite,
rezultate preliminare confirmând caracteristicile scontate.

O provocare în obþinerea de biomateriale cu secvenþe
peptidice o reprezintã introducerea acestora în structuri
polimerice fãrã alterarea calitãþilor biologice. Astfel, în
grupul nostru au fost sintetizate materiale polimerice
incluzând secvenþe dipeptidice de tipul acidului S-
piroglutamil-S-glutamic a cãrui sintezã este laborioasã [8].
Poliuretanii propuºi s-au realizat prin poliadiþia treptiformã
dintre policaprolactona diol de masã molecularã 2000,
izoforon diizocianat ºi un amestec de dipeptidã ºi N-
metildietanol aminã. Structura ºi implicit proprietãþile
polimerului rezultat sunt determinate în principal de natura
ºi puritatea componentelor de plecare, de condiþiile de
sintezã (stoechiometrie, temperaturã, cineticã de reacþie)
ca ºi de natura forþelor intermoleculare datorate legãturilor
de hidrogen dintre elementele constitutive uretanice,

esterice, amidice din catena polimerã. Structura idealã a
unui astfel de polimer (PU-PP) care conþine grupãri
dipeptidice este prezentatã în figura 10 [9].

Prin alegerea potrivitã a componentelor de reacþie care
formeazã segmentele flexibile alãturi de cele rigide se pot
influenþa o serie de proprietãþi ale polimerilor. Pentru
scopuri biomedicale se impune însã o caracterizare mai
amplã a polimerului ºi a filmelor derivate pentru a stabili
posibilitãþile de modificare a rugozitãþii ºi porozitãþii
suprafeþelor, ca factori importanþi pentru zona de aplicaþie
vizatã.
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