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Metode de obpinere a secvenpelor peptidice
Cuplarea pe lanpuri 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 baza ce alcétuiesc
matricile naturale ale pesuturilor, motiv pentru care sinteza
de peptide care mimeaza structura °i proprietapile
proteinelor naturale reprezintd un domeniu de top al °tiinpei
moderne. Postularea de cétre Franz Hofmeister ©i Emil
Fisher a faptului ¢ structura proteinelor este cel mai bine
reprezentatd prin lanpuri de aminoacizi unite de legaturi
amidice [1, 2], a fost precedatd de sinteza primului derivat
peptidic de cétre Curtius [3], urmat la pupind vreme ©i de
cétre Fischer [4].

Formarea legaturii amidice intre doi aminoacizi este o
reacpie endotermd, obpinerea de amide din acizi carboxilici
°i amine fiind posibild la temperaturi ridicate. Insé,
temperaturile la care au loc aceste transformari dep&®esc
cu mult limitele acceptabile pentru peptide, motiv pentru
care sinteza peptidelor se realizeaza la temperatura
camerei sau sub aceasta. De aceea, in scopul producerii
de legaturi peptidice, una dintre grupérile care vor constitui
legdtura amidica, fie cea carbonil, fie amino, trebuie sé fie
activate. Activarea grupdrilor amino (N-activare) reprezinta
0 problema delicatd pentru care inca nu au fost gasite
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solupii practice. Substituenpii respingatori de electroni ar
trebui s& mareasca nucleofilicitatea atomului de azot, dar
printr-o substituire adecvatd, de exemplu cu grupare terp-
butil, viteza de acilare va fi de asemenea diminuata datorita
substituentului voluminos.

Prin urmare, singura cale viabild de rezolvare a
problemelor de cuplare o constituie activarea gruparii
carboxil (C-activare) (fig. 1), unde X reprezintd un atom
sau o0 grupare atrdgatoare de electroni care conferd
atomului de carbon carboxilic suficient electrofilie pentru
facilitarea atacului nucleofil al grupdrii aminice.
Intermediarul tetraedric format este stabilizat prin
eliminarea fragmentului X', care este in general o grupare
fugace. In alegerea grupdrilor atrdgdtoare de electroni
existd posibilitahi nelimitate °i in consecinta este relativ
usoard gasirea de noi metode de activare °i cuplare.
Formele activate reprezentative pentru unitapile carboxilice
din aminoacizi sunt redate in figura 2, in ordinea cre®terii
complexitapii care corespunde de asemenea, cu pupine
exceppii, % ordinii in care metodele au devenit disponibile.
In continuare vor fi prezentate o serie de detalii privind
metodologia de sinteza a lanpurilor peptidice.
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Fig.2. Metode de cuplare °i formare activate
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Formarea de legaturi peptidice prin reacpii intermediate de
carbodiimide

Cea mai populard metoda de obpinere a legaturilor
peptidice este cea prin intermediul diciclohexil-
carbodiimidei (DCC). Carbodiimidele conpin doi atomi de
azot uCor bazici care catalizeazd reacpia dintre
carbodiimida °i acid generand un anion carboxilat °i un
atom de azot cuaternar (fig. 3). Delocalizarea formei
protonate pe intreaga molecula °i aparijia unui atom de
carbonincarcat pozitiv determind atacul unitapii carboxilat
asupra carbocationului cu formarea unei O-acilizouree.
Prin urmare, prima etapa consta intr-o reacpie de carboxi-
adipie, inipiatd prin protonare. Desi intermediarul O-
acilizoureic al acidului N-alcoxicarbonilaminic nu a fost
detectat, formarea acestuia a fost postulaté prin analogie
cu reacpia carbodiimidelor cu fenolii care conduce la
aceea®i derivapi cunoscuti ca reactivi de esterificare.

Cursul normal al reachiei ar fi ca O-acilizoureea sé sufere
o reacpie de aminoliza cu formarea peptidei (A), insa in
anumite condipii unele dintre acestea sunt atacate de o0 a
doua molecula de acid °i conduc la o anhidrida simetrica
(C). Anhidrida este supusd unei reacpii de aminoliza
conducand la o peptida °i un acid care este reciclat (F). O
a treia oppiune este aceea ca unele O-acilizouree sa
ciclizeze cu formarea de oxazolone care de asemenea,
prin aminoliz& formeaza peptide. Un curs nedorit al reactiei
i un randament scazut pot apare datoritd naturii O-
acilizoureei care conpine un atom de azot bazic Tn

anhidrida simetrica
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vecindtatea carbonilului activat. Acest atom poate
funcpiona ca nucleofil dand na°tere unei rearanjdri (J) care
produce N-aciluree, forma stabild inactivd a acidului.
Reacpia este ireversibila °i consuma acidul de plecare fara
generarea peptidei.

Formarea de legaturi peptidice prin reacpii intermediate de
anhidride simetrice ale acizilor N-alcoxicarbonilaminici

O alternativa la metoda clasicé de sinteza a peptidelor
utilizand ca intermediari carbodiimide o reprezinta varianta
in care carbodiimida °i acidul sunt mai intai cuplabi in
absenpa nucleofilului, cu formarea unei anhidride simetrice
(fig. 4). Anhidrida simetrica este mai pupin reactiva °i prin
urmare mai selectivd n reacpie comparativ cu O-
acilizoureea, deoarece ultima poate acila atat O-nucleofili
cat °i N-nucleofili, in timp ce anhidrida va acila doar N-
nucleofili. Aceasta inseamna ca grupdrile hidroxil din
catena laterald a serinei, treoninei sau tirosinei care nu au
fost deprotonate, nu constituie acceptori pentru grupérile
acil din anhidride simetrice. O trdsaturd adipionald a
metodei prezentate comparativ cu cea prin carbodiimide,
este aceea a evitarii posibilei reacpii secundare dintre
carbodiimida °i N-nucleofil cu obpinerea guanidinei
trisubstituite.

Formarea de legaturi peptidice prin reacpii intermediate de
anhidride mixte ale acizilor N-alcoxicarbonilaminici

A doua alternativa utilizata in realizarea de legaturi
peptidice o reprezintd cea prin intermediul anhidridelor

Fig. 4. Formarea de legaturi peptidice prin
reacii ale N-alcoxicarbonilaminoacizilor prin
intermediul anhidridelor simetrice
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mixte. Reactivii folosipi constau din cloroformiapi de alchil,
care insa nu pot fi denumibi ca reactivi de cuplare deoarece
aceasta nu poate fi efectuatd prin addugarea directd a
reactivului intr-un amestec bicomponent. Procedeul
implica prepararea separatd a unei anhidride mixte dintre
un acid carboxilic °i acid carbonic prin addugarea
reactivului in solupia ce conpine anionul acidului N-
alcoxicarbonilaminic, generat prin deprotonarea acidului
in prezenpa unei amine terpiare (fig. 5). Reactivii utilizapi in
mod curent sunt cloroformiajii de etil sau izobutil a caror
activare decurge foarte repede (1-2 min), in timp ce
procesul de aminoliza este complet in aproximativ o oré.
Procesul de activare nu se poate desfa®ura in prezenpa unui
N-nucleofil deoarece acesta interacpioneazd cu
cloroformiatul. Toate etapele reacpiei au loc la temperaturi
scdzute pentru evitarea posibilelor procese secundare.
Principala reacpie secundard asociatd metodei care
decurge prin intermediul anhidridelor mixte este
reprezentatd de aminoliza la carbonilul fragmentului
carbonat (B), care conduce la objinerea de uretan. Datorita
naturii grupdrii alchil R®, produsul secundar este stabil la
toate metodele de deprotejare In majoritatea cazurilor,
reacpia nu are importanpa semnificativa insa pentru
resturile impiedicate steric, in care R? este un lanp cu o
grupare metil in poziia (3 se reduce randamentul in peptida

R OR

7
ester activat \ﬂ/
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Fig. 5. Formarea de legaturi peptidice prin
reacii ale N-alcoxicarbonilaminoacizilor prin
intermediul anhidridelor mixte
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cu pana la 10%. O sursd minora de legaturi uretanice o
constituie °i reacpia dintre reactivul neconsumat °i N-
nucleofil (C). Aminoliza cloroformiatului decurge in exces
de reactiv sau daca reacpia de obpinere a anhidridei este
incompleta (posibila mai ales in cazul in care restul activat
este Impiedicat steric). Un alt proces secundar, poate fi
disproporpionarea anhidridei mixte la o anhidrida simetrica
% pirocarbonat de dialchil.

Succesul formarii legaturilor peptidice prin intermediul
anhidridelor mixte este puternic dependent de selectarea
adecvata a condipiilor de reacpie. O atenpie deosebitd a fost
acordaté definirii parametrilor care vor conduce la o
minimizare a epimerizdrii produse in timpul cuplarii
peptidelor. S-a concluzionat cé rezultate imbunétapite se
obpin prin realizarea activarii pentru 1-2 min la temperaturi
mici (-5 % -15 °C) utilizdnd ca baz& N-metilmorfolina in
solvenpi anhidri.

Formarea de legaturi peptidice prin reacpii intermediate de
esteri activi ai acizilor N-alcoxicarbonilaminici

O realizare unica in sinteza de peptide o reprezintd
prepararea unui derivat al acizilor N-alcoxicarbonilaminici
care sé fie suficient de stabil incét sa poaté fi depozitat ©i
destul de reactiv pentru a reacpiona cu o grupare aminica.
Astfel de compuCi sunt creapi prin transformarea unui acid
intr-un ester activat in urmareactiei dintre acesta °i un fenol
sau o hidroxilamina substituitd (HOR?) (fig. 6). Substituenpii
R sunt ale®i astfel incat s& confere carbonilului din
gruparea acil susceptibilitate la atacul nucleofil al unei
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Fig. 6. Formarea de legaturi peptidice prin reacii ale N-
alcoxicarbonilaminoacizilor prin intermediul esterilor activapi
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amine la temperatura camerei. Esterii suferd o reacpie de
aminoliza in doud etape prin mijlocirea unui intermediar
tetraedric, etapa determinantd de viteza fiind reprezentata
de rearanjarea la peptida i compusul hidroxilic de plecare.
Esterii acizi sunt anhidride mixte formate intre un acid
carboxilic % un acid fenolic sau hidroxamic, in prezent fiind
disponibile diferite tipuri de esteri activai (fig. 6).

Formarea de legaturi peptidice prin reacpii intermediate de
azide ale acizilor N-alcoxicarbonilaminici

Prima metoda folositd in formarea legaturilor peptidice
a fost procesul prin intermediul azidelor al lui Curtius [5],
frecvent utilizat i in prezent datoritd aptitudinii sale de a
impiedica racemizarea, conducéand la produse optic pure.
Pentru o lungd perioada de timp s-a crezut ca peptidele
protejate, activate in forma azidelor acide, pot fi cuplate
cu fragmentele aminice fara aparipia procesului de
racemizare. Experimente ulterioare au aratat cd, in timp
ce azidele peptidelor nu sunt u®or racemizabile, ele 1 pot
pierde puritatea opticd, in special in prezenpa unui exces
de baza. Fard indoiald, procesul azidic ofera o serie de
avantaje neobi®nuite, dintre care cea mai atractivad o
reprezinta posibilitatea transformarii unei grupéri carboxil
protejata in una activatoare. Unitatea carboxilica poate fi
protejatd cu formarea unui ester alchilic (de ex. ester
metilic) care poate fi convertit intr-o hidrazida acida prin
simpla expunere la o solupie de hidrazinain solvent organic.
Ulterior, hidrazida este trecutd intr-o azid& reactiva prin
tratarea cu acid azotos sau un nitrat alcalin (fig. 7).

Faptul ca esterii alchilici sunt utili ca grupdri protectoare
este combinat aici cu eliminarea etapei de indepartare a
gruparii de blocare de la carboxil inainte de activare.
Conversia esterilor la hidrazide este un proces simplu, de®i
condipiile de hidrazinoliza variaza de la peptida la peptida.
Majoritatea hidrazidelor acide sunt materiale maleabile,
de obicei insolubile in solveni organici din care se separa
uor. Transformarea hidrazidelor acide n azide acide
reprezinté o reacpie u®oaré care are loc rapid chiar in soluii
diluate la temperaturi scazute, fiind contraindicata
utilizarea unui exces de nitripi. Azida este extrasi cu un
solvent organic iar peptida se obpine prin |&sarea solupiei
anhidre Tn prezenpa aminei nucleofile la rece pentru cateva
ore.
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Fig. 8. Formarea de legaturi peptidice prin reacpii ale clorurilor
N-alcoxicarbonilaminoacizilor

Formarea de legaturi 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 inipial
obpinute prin acilarea unui aminoacid cu clorura de
cloroacetil, urmata de amonoliza, insa aplicabilitatea
metodei a fost limitatd pana la descoperirea in 1932 a
grupdrii labile benziloxicarbonil. O astfel de grupare
permite formarea de legaturi peptidice prin utilizarea
clorurilor acidului N-benziloxicarbonilaminic (fig. 8, R* =
C,H.CH,) obtinute prin reacpia dintre acidul de plecare °i
pen%aclorura de fosfor.

Totu®i, folosirea metodei a fost de scurté duraté datorita
incompatibilitébii dintre cloruri acide °i grupdrile
protectoare terp-butilice sensibile la acizi. Lucrurile s-au
schimbat dramatic odatéd cu introducerea gruparii N°-
protectoare stabila la atacul acidului 9-fluorenil-
metoxicarbonil (fig. 8). Clorurile Fmoc-aminoacizilor sunt
preparate prin reacpia acidului inibial cu clorura de tionil n
diclormetan. Reacpia de acilare a grupdrii aminice decurge
rapid, in prezenpa unei baze care uneori transforma clorura
acida in 2-alcoxi-5(4H)-oxazolond, care suferd o reacpie
lentd de aminoliza. Intr-o altd variantd, aminoliza este
realizata ntr-un sistem bifazic cloroform/solupie apoasa de
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Fig. 9. Formarea legdturilor peptidice prin sinteza Merriefield

carbonat, pentru a reduce contactul dintre clorura acida/
baza. O alta oppiune consta in utilizarea sérii de potasiu a
1-hidroxibenzotriazolului pentru neutralizarea acidului. Au
fost stabilite condipii potrivite pentru asamblarea de lanpuri
peptidice prin intermediul clorurilor de Fmoc-aminoacizi,
insd metoda nu a fost adoptatd pentru uz general datoritd
obstacolelor frecvente. Fara indoiala ca ace®ti compu®i s-
au dovedit a fi eficienpi n sinteza in stare solida pentru
ataCarea primului rest la gruparea hidroximetilica a unei
r&Cini de legare ca °i pentru cuplarea resturilor impiedicate.

Sinteza peptidelor in faza solida

Sinteza unui lanp peptidic ce cuprinde un numar ridicat
de secvenpe de aminoacid poate fi dificil de realizat iar
proteinele cu peste o sutd sau sute de resturi constituie
obiective de neatins. Pa®ii de protejare, cuplare,
deprotejare, izolare °i caracterizare a intermediarilor
reprezintd nu numai un efort de durata ci unul chiar
descurajant. O sursd adipionald de frustrare o reprezintd
gamaingusta de solvenpi potrivipi pentru reachiile ce implica
intermediari de mase moleculare ridicate. Aceste dificultapi
au condus la cdutarea unei tehnici complementare care
sé faciliteze construirea de lanpuri peptidice lungi din
aminoacizi. Prima realizare a unei astfel de idei se
datoreaza lui Merrifield care a propus ata®area unui
aminoacid pe un suport polimeric insolubil, urmand ca
operatiile ulterioare sa se desfa®oare pe materialul peptidic
legat de racina [6].

Merrifield a prevazut trei mari avantaje ale acestei
metode:

-randamente ridicate prin forparea finalizérii reacpiilor

-0 manipulare mai redusa °i in consecinpa o duratd a
reacpiei mai scazutd

-minimizarea pierderilor de produ®i deoarece reacjiile
O purificérile au loc fard indepartarea suportului peptidei
din vasul de reacpie.

Majoritatea suporturilor polimerice insolubile folosite in
aceasta tehnica sunt geluri. Reaciile conduse pe peptide
ataCate polimerilor au loc nu neapérat la suprafapa
polimerilor ,solizi” ci in interiorul particulelor. Aceasta
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implica umflarea polimerilor in solvenpii utilizapi °i ca
reactanpii sa tranziteze aceste particule prin difuzie.
Avantajul esenpial al sintezei Tn faza solida il reprezinta
uCurinpa cu care intermediarii blocapi sunt separahi de
materialele de plecare, reactivi sau produse secundare.
Derivatul peptidic, ata®at de polimerul insolubil, rdméane
nedizolvat dupa spélarea cu solvenpi potrivipi astfel incat
izolarea laborioasa a intermediarilor prin extracpie sau
cristalizare devine inutild. O problem3 serioasa a sintezei
de peptide ° anume gésirea de solvenpi pentru compu®i
cu mase moleculare ridicate a fost dep&cité prin utilizarea
de solvenpi in care polimerul se umfla. Relativ simpla
devine ©i transformarea sarii unui component aminic in
amina liberd prin tratarea raCinii peptidice cu solupia unei
baze terpiare ©i indepartarea sdrii de alchilamoniu formata
prin spalare. Totu®i, aceastd metoda este insopitd de unele
neajunsuri legate de purificarea intermediarilor °i
caracterizarea acestora.

In schema originald de sinteza in faza solida,
aminoacidul C-terminal a fost ancorat la suportul insolubil
printr-o legaturd esterica. Pentru aceasta, ra°ina - un
copolimer al stirenului cu 1-2 % divinilbenzen - a fost
transformata intr-un derivat clormetilic, in spepd un
fragment de clorurd de benzil conectat la matricea
polimericd. Indepartarea grupdrii benzoiloxicarbonil prin
tratare cu acid bromhidric in acid acetic nu a fost in
totalitate selectiva i unele dintre legaturile esterice nou
formate sunt rupte in reacpie. O solupie la aceasta problema
0 constituie utilizarea grupdrii terp butoxicarbonil (Boc)
pentru protejarea aminei. Eliminarea fragmetului Boc se
realizeaza cu o solupie diluata de HCI/CH,COOH sau cu un
amestec de acid trifluoroacetic °i diclorometan, etapa ce
decurge fara o pierdere semnificativa a peptidei din
polimer. Deprotonarea sarii cuaternare de amoniu din
peptidd se face cu o solupie de trietilamind, cu obpinerea
aminei libere care poate fi acilatd de penultimul aminoacid,
protejat de o grupare Boc (fig. 9). In majoritatea cazurilor,
ca agent de condensare se utilizeaza diciclohexil-
carbodiimida iar reactanpi sunt in exces.
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Fig. 10. Structura poliesteruretanului cu secvenpe dipeptidice PU-PP
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Ciclul de protejare/deprotejare continud panad cand
lanpul peptidic vizat este complet, moment in care peptida
este indepartata de pe suportul insolubil prin acidoliza cu
acizi tari (HBr in acid trifluoroacetic).

Recent, au fost preparate prin metoda in faza solida o
serie de peptide ce conpin in structurd intre 15 i 50 de
meri de aminoacizi (alanind, fenilalaning, lisind, acid
glutamic, tirosind i valind) [7], de lanpurile crora au fost
ancorate proteine de bazd din mielind, proteine
proteolipidice sau glicoproteine mielinice oligodendrocite,
rezultate preliminare confirmand caracteristicile scontate.

O provocare in obpinerea de biomateriale cu secvenpe
peptidice o reprezintd introducerea acestora in structuri
polimerice fara alterarea calitailor biologice. Astfel, in
grupul nostru au fost sintetizate materiale polimerice
incluzand secvenpe dipeptidice de tipul acidului S-
piroglutamil-S-glutamic a carui sintez& este laborioasa [8].
Poliuretanii propu®i s-au realizat prin poliadipia treptiforma
dintre policaprolactona diol de masa moleculard 2000,
izoforon diizocianat °i un amestec de dipeptida °i N-
metildietanol amind. Structura °i implicit proprietapile
polimerului rezultat sunt determinate in principal de natura
% puritatea componentelor de plecare, de condipiile de
sintezd (stoechiometrie, temperaturd, cinetica de reacpie)
ca i de natura forpelor intermoleculare datorate legéturilor
de hidrogen dintre elementele constitutive uretanice,
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esterice, amidice din catena polimerd. Structura ideald a
unui astfel de polimer (PU-PP) care conpine grupari
dipeptidice este prezentata in figura 10 [9].

Prin alegerea potrivitd a componentelor de reacpie care
formeaza segmentele flexibile alaturi de cele rigide se pot
influenpa o serie de proprietapi ale polimerilor. Pentru
scopuri biomedicale se impune insa o caracterizare mai
ampla a polimerului °i a filmelor derivate pentru a stabili
suprafepelor, ca factori importanpi pentru zona de aplicapie
vizata.
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