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1 Uvod

Cilem zelené chemie je navrzeni syntéz, které budou produkovat méné nebo
v idealnim pfipade, zadny nebezpecny odpad. Toho je pfi syntézach farmaceuticky
aktivnich latek vyprodukovano mnoho, jeho likvidace je obtizna a Casto vede k dalSimu
zneciStovani zivotniho prostfedi. Prace je vénovana aplikaci zasad zelené chemie na
jednu z neyjméné zelenych organickych syntéz, syntézu peptidii na pevné fazi. Peptidy
jsou velmi zajimavou skupinou farmaceuticky aktivnich latek, a to diky jejich
vlastnostem a hojnému vyskytu v zivo€iSném svéete.

Zelena syntéza peptidii na pevné fazi je dynamicky se rozvijejici oblast, na coz
poukazuje fakt, ze kazdy rok roste pocet novych publikaci na toto téma. Vzhledem
k tomu, Ze rozpoustédla tvoti drtivou ¢ast odpadu pii syntézach, jedna se predevSim o
evaluaci novych zelenych alternativ ke tradi¢né pouZivanym rozpoustédlim. DalSimi
nemén¢ vyznamnymi latkami, které jsou nahrazovany, jsou klasicky vyuzivané baze nebo
reagenty. Z pohledu zelené chemie je povazovano za uspéch, pokud je nahrazen zelenou
alternativou alespoii jeden aspekt jakékoliv syntézy, jelikoz 1 mala zména mtize mit velky
dopad v industridlnim syntetickém métitku.

Teoreticka Cast se vénuje obecnému popisu syntézy na pevné fazi, ktera je
predmétem prace, detailnéji je definovan pojem zelena syntéza peptidii na pevné fazi a
dale zahrnuje ptehled dosavadnich uspéchii v této oblasti. Z odborné literatury byla
sestavena metodika testovani novych zelenych alternativ v riznych aspektech syntézy

peptidl na pevné fazi a pokusy o jeji naslednou aplikaci uvadi prakticka cast.



2 Cile prace

Hlavnim cilem ptedlozené prace je studium novych rozpoustédel a bazi pro

syntézu peptidli na pevné fazi. Postup evaluace je zvolen tak, aby dochdzelo k postupné

eliminaci metod, které nejsou pro tuto syntézu vhodné.

Jednotlivé cile prace:

I.
2.
3.

Vypracovani reSerSe na téma zelend syntéza peptidii na pevné fazi

Vybér zelenych rozpoustédel a bazi

Popis zelenych rozpoustédel pro SPPS (rozpoustéci schopnosti, bobtnani,
ucinnost acylace a deprotekce)

Evaluace zelenych bazi pro SPPS

Studium racemizace jako vedlejsi reakce v SPPS

Studium vhodnych kandidatt zelenych rozpoustédel nebo bazi na syntéze

pentapeptidu Leu-enkefalin-NH>



3 Teoreticka ¢ast

Tato Cast prace se zabyva vyznamem a moznymi zpusoby syntézy peptidu.
Detailnéji je pfiblizen princip syntézy peptidii na pevné fazi, pouzivané pryskyftice a
reagenty. Popsén je pojem zelené chemie a dosavadni snahy o zelenou syntézu peptidi
na pevné fazi. Vzhledem ktomu, Ze jsou v praktické cCasti pouzita tzv. zelena

rozpoustédla a baze, je jim vénovana samotna podkapitola.

3.1 Peptidy

V této kapitole je priblizen vyznam peptidii v organické syntéze. Déle jsou strucné

shrnuty rtizné metody tvorby peptidové vazby.
3.1.1 Vyznam peptidi

Peptidy jsou oznaCovany jako krat§i sekvence (vetSinou méné nez 50)
aminokyselin spojené peptidovymi vazbami. Peptidy jsou molekuly, které se vyskytuji
v téle pfirozené a pii pouziti v podobé¢ 1é¢iva projevuji vysokou selektivitu, zatimco maji
malo vedlejsich u¢inkd.! Nevyhodou peptiddi je, Zze jsou v krevnim felisti rychle
odbouravany, neprochazi bunéénou membranou a pfi perordlnim podani maji velmi
maly G¢inek? a proto je piiblizné 75 % peptidovych 1é€iv vpraveno do téla formou
injekce.! ZlepSeni farmakokinetickych vlastnosti 1ze dosahnout napf. upravou skeletu
peptidového fetézce nebo postrannich fetézcti aminokyselin? Desmopressin (I, Obrazek
1) 1ze uvést jako ptiklad, coZ je analog arginin vasopressinu (IT), ktery ma diky modifikaci
(vyznaCena cerven¢) peptidového skeletu del§i poloCas zivota a vyS§i afinitu
k vasopressinovym receptorim 2.2 Terapeutické peptidy jsou perspektivni latky s vice
nez Sedesati 1€Civy schvalenymi organizaci U.S. Food and Drug Administration a
piiblizngé 140 latkami v klinickém testovani.'® Obrazek 2 (pievzaty z reference?)
vyobrazuje pocet peptidovych léCiv v rtiznych fazich vyvoje nebo jiz schvalenych, a

rozdé&lenych do kategorii podle terapeutické oblasti.?
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Obrizek 1: Struktura desmopressinu I a vasopressinu I1.2
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3.1.2  Syntéza peptida

Miliardy let se zdokonalujici enzymatickd syntéza peptidi v piirode tvofi
diamyslny systém, ktery se v laboratofi zatim nepodatilo napodobit. V této kapitole budou

strucné predstaveny dosavadni snahy o vyvoj syntetickych cest k tvorb¢ peptidové vazby.
3.1.2.1 Syntéza v roztoku

Syntézou peptidii v roztoku (angl. liquid-phase peptide synthesis, LPPS) se
zabyval americky biochemik jménem Vincent du Vigneaud, ten v roce 1953 vyuzil LPPS
pro syntézu oktapeptidu oxytocinu s hormonalni aktivitou.” Za svou praci ziskal v roce
1955 Nobelovu cenu za chemii.

LPPS lze provést bud’ postupnym piipojovanim aminokyselin nebo syntézou

nckolika peptidovych fragmentli, které jsou na konci syntézy spojeny v cilovou
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slouc¢eninu. Princip LPPS spoc¢iva v reakci mezi volnou amino skupinou (IV, Schéma 1)
a napi. aktivovanym esterem (AE) karboxylové skupiny (III) dvou aminokyselin nebo
fragmenti. Podminkou je pfitom pouziti protektivnich skupin (PG ) pro N- a C- konce
aminokyselin, jejichz ucast je v reakci nezddouci. Syntéza je zakoncena odStépenim

protektivnich skupin.®

y O R2 y 9O R
PG A t HZN)}(O\PG2 - PGl/N\;)J\H/kﬂ/O\PGZ
R1 0 R1 o]

101 vV

Schéma 1: Syntéza libovolného dipeptidu pomoci LPPS.?

Mezi vyhody LPPS patii: pouZiti reaktanti v poméru 1:1, moZnost izolace a
charakterizace jednotlivych intermediatd, snadnéj$i a levnéjSi moznosti purifikace
findlniho produktu, zaroven je pouziti protektivnich skupin postrannich fetézch
aminokyselin minimélni.® Zapotiebi je vSak peéliva optimalizace kazdého reakéniho
kroku, ktera maZze byt zdlouhava a obtizna.’

LPPS je casto nahrazovdna syntézou na pevné fazi, piesto ziistavda vhodnou
metodou pro syntézu kratSich peptida (napt. tyreotropin-uvoliiujici hormon, tripeptid),

fragmentt a n&kterych delsich peptidi (napi. kalcitonin, 32 aminokyselin).'°
3.1.2.2 Syntéza na pevné fazi

Zdlouhava, obtizna a Casto finan¢n¢ nakladna LPPS vedla v roce 163 amerického
biochemika Roberta Bruce Merrifielda k publikaci studie, ve které predstavil syntézu
peptiddi na pevné fazi (angl. solid-phase peptide synthesis, SPPS).!! Vyvojem SPPS si R.
B. Merrifield zaslouzil Nobelovu cenu za chemii, nicméné az o 20 let pozdéji.

Detailni popis principu SPPS je dale v textu (3.2.1). Hlavni a zdsadni odliSeni od
LPPS spociva v ukotveni prvni aminokyseliny na polymerni nosi¢. SPPS pfinesla
vyrazné zjednoduSeni syntézy peptidli a umoznila jeji automatizaci. Velkou vyhodu také
piedstavuje moznost pouziti vySe vroucich rozpoustédel, jelikoz je peptid ukotven na
nosici a rozpoustédlo tak slouzi pouze k promyvani. Pfesto ma SPPS urcité nedostatky
jako: pouziti velkého nadbytku reagentli, vyssi spotieba rozpoustédla a mozné reakce
mezi rostoucimi fetézci peptidi, ¢imz muaze klesat vytézek celé reakce.'”

SPPS je metoda pouzivana pro syntézu kratkych, sttedn¢ dlouhych a dlouhych

peptidovych sekvenci (napi. kortikoliberin, 41 aminokyselin) a fragmentd.'”

12



3.1.2.3 Hybridni syntéza

Spojenim SPPS a LPPS vznika hybridni peptidova syntéza. Nejdiive probéhne
SPPS fragmentii, které jsou nasledné spojeny pomoci LPPS. Tato syntéza je Casto
preferovana, protoze kombinuje vyhody obou jiz zminénych postupi. Praktickym
ptikladem pouziti je syntéza léCiva enfuvirtid (Fuzeon, T-20). Jednd se o peptid,
sestaveny z 36 aminokyselin.'°

Hybridni syntéza nemusi znamenat pouze kombinaci SPPS a LPPS. V roce 1994
byla pfedstavena metoda nativni chemické ligace,!? kterou lze spojit fragmenty vzniklé
SPPS. Pouziti vodného prostiedi a neutralniho pH pfti tvorbé peptidové vazby je velkou

piednosti této syntézy.
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3.2 Syntéza peptidu na pevné fazi

Syntéza peptidi na pevné fazi (angl. solid-phase peptide synthesis, SPPS) je
predmétem této prace, proto bude v této kapitole detailn€ popsan jeji princip, pouzivané

pryskyftice, protektivni skupiny a reagenty, diky kterym je tvorba peptidové vazby mozna.
3.2.1 Princip SPPS

Prvnim krokem v SPPS je imobilizace prvni aminokyseliny na polymerni nosic,
Castéji oznacovan jako pryskyfice (angl. resin), modifikovany tzv. linkerem. Linker
zprostiedkovava ptitomnost reaktivni funkéni skupiny, na kterou byvéa ukotvena prvni
aminokyselina a vazba linker-aminokyselina je labilni vic¢i specifickym reakénim
podminkam. Aminokyselina je zpravidla ukotvena za C-konec, tudiz vystavba peptidu
probiha smérem k jeho N-konci. Nasleduje deprotekce N-koncové skupiny, ¢imz vznikne
nové reaktivni misto, na které je mozné ukotvit dal$i aminokyselinu v potadi. Proces
elongace znamena opakované odstranéni protektivni skupiny a ukotveni dalsi
aminokyseliny, dokud neni dosaZeno poZadované sekvence aminokyselin. Na zavér
probéhne Stépeni termindlni skupiny peptidu, ale také vSech postrannich fetézcu
aminokyselin, a finalni pferuseni labilni vazby linker-peptid. Takto ziskany peptid je
piipraven pro analyzu a purifikaci. Obrazek 3 (pfevzat z reference'?) ilustruje priibéh
SPPS libovolného peptidu.

1- Coupling reagent
2- \Washing from the resin

o — ()@

1- Removal of protecting group
2- Washing from the resin

H R

{
-3 -G

lCleavage and global deprotection

e e L (-3

Peptide ready for characterization and purification

Obriazek 3: Syntéza peptidu na pevné fazi (obrazek pievzat z reference'?).
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3.2.2  Pryskyrice

Pryskyfici neboli polymernim nosi¢em, se rozumi kopolymery, které vznikaji
polymerizaci dvou nebo vice riznych latek. Volba pryskytice v SPPS je velmi diilezita a
musi spliovat urCitd kritéria jako: odolnost proti mechanickému michani a rtiznym
teplotdm, inertnost vici pouzitym rozpoustédlim a reaktantiim, vhodné nabobtnani
pryskyfice a pfitomnost reaktivniho mista.

Pritomnost reaktivniho mista je zajiSténa pomoci linkeru. Vazba mezi linkerem a
pryskyfici musi byt stabilni za kazdych podminek pouZzitych pii elongaci peptidu. Na
druhou stranu, vazba mezi aminokyselinou a linkerem je labilni vici specifickym
podminkam. Mezi nejCastéji pouzivané patii amidovy linker (VI) popsany v roce 1987

H. Rinkem,' jehoZ struktura je znazornéna na Obrazku 4.

S0 NH,
L

COOH
VI

Obriazek 4: Rink amide linker (RAM).'*

Bobtnanim se rozumi zvétSeni objemu pryskyfice vlivem rozpoustédla. To ma
zéasadni vliv na uspeésné a rychlé provedeni SPPS, protoze zpftistupiiuje reaktivni mista na
pryskyfici, ktery pozoroval jiz R. B. Merrifield ve své studii, kde provadél syntézu
tetrapeptidu.!' K hodnoceni, jestli rozpoustédlo vhodné bobtna pryskyfici, se dnes
standardné pouziva métitko navrhnuté v roce 1998 Richardem Santinim et al.!> Bobtnani
se zpravidla uvadi v jednotkdch ml/g, tzn. objem nabobtnané pryskyfice na jednotku
hmotnosti pryskyfice suché. Bobtnani vétsi nez 4 ml/g je velmi dobré, 2—4 ml/g
dostacujici a mens$i nez 2 ml/g neuspokojivé (rozpoustédlo je pro SPPS nepouzitelné).
Mira bobtnéni polymerniho nosice zavisi jak na povaze pryskyfice, tak na charakteru
pouzité¢ho rozpoustédla. Pro hydrofobni kopolymery polystyrenu zesitovaného 1-2 %
divinylbenzenu (VII, Obrazek 5, PS-DVB)'> se nejlépe hodi rozpoustédla nepolarniho
charakteru jako dichlormethan (DCM), ale nevyluCuje se pouziti polarnéjSich
rozpoustédel jako N,N-dimethylformamid (DMF). Pfednim zastupcem hydrofilnich
pryskyfic je ChemMatrix (VIII),' zdkladni jednotkou tohoto kopolymeru je polyethylen
glykol (PEQG), ktery mnohem lépe bobtna v polarnich rozpoustédlech (napt. voda) Na
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pomezi hydrofilnich a hydrofobnich pryskyfic stoji TentaGel,!” jehoz struktura obsahuje
PS i PEG.

3 2
OO HoN O”po\%n&o/\ “NH,
OQ DD ww o tOdo™~ o,

H,N < o ™10

<o NH,

VI VIl

Obriazek 5: Struktura PS-DVB (VII, pfevzato z reference'®) a PEG (VIII) pryskyfic.'®
3.2.3  Protektivni skupiny

Pti syntéze peptidu je nutné pouziti chranicich skupin N-koncii aminokyselin, ale
1 postrannich fetézcl. Mezi nejpouzivané;si kombinaci patfi
9—fluorenylmethyloxykarbonyl (IX, Obrazek 6, Fmoc)'® chranici N-konce aminokyselin
a tert-butyl (X, fBu) jako protektivni skupina postrannich fetézct. K odstépeni Fmoc
nejcastéji slouzi roztok baze (napt. piperidin), kdezto k odstranéni /Bu z postrannich
fetézcl se pouziva kyselina (napf. trifluoroctova kyselina, TFA). Pfi pouziti kysele
labilniho linkeru, jakym je RAM linker, dojde k deprotekci postrannich fetézcl a
odsteépeni peptidu z pryskyftice v jednom kroku. Tato kombinace byla pouzita v praktické

¢asti této prace.
0)
i
o
® v

IX X
Obrazek 6: Struktura Fmoc (IX) a rBu (X) chranicich skupin.

3.2.4 Tvorba peptidové vazby

Dftive v textu bylo uvedeno, Ze je tvorba peptidové vazby umoznéna prevedenim
karboxylové skupiny na aktivovany ester (Schéma 1). Nejcastéj$i metodou ptipravy

aktivovan¢ho esteru je pomoci karbodiimidu postupem, jenZ nejprve zahrnuje reakci
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karboxylové skupiny (XI, Schéma 2) s dialkylkarbodiimidem (XII) za vzniku derivatu
O-acyldialkylisomocoviny (XIII). Prvnim navrZzenym dialkylkarbodiimidem byl N,N *-
dicyklohexylkarbodiimid (XIIa, DCC),* ale pii pouziti DCC je vznikla dialkylmocovina
(XVIa) nerozpustna v organickych rozpoustédlech a neni mozné ji odstranit pouhou
filtraci. N,N -Diisopropylkarbodiimid (XIIb, DIC) je bézné pouzivan v SPPS, jelikoZ
vznikla dialkylmoc€ovina (XVIb) je rozpustna v organickych rozpoustédlech a odstrani
se promytim reakéni smési. Dalsi vyhodou pouziti DIC oproti DCC je fakt, ze vznikly
derivat O-acyldialkylisomocCoviny nepodléhd piresmyknu na stalej$i a nezddouci N-
acyldialkylmocovinu (XIVb) stejn& snadno jako derivat (XIVa) vznikajici z DCC.2! N-
hydroxybenzotriazol (XVII, HOBt)*?> nebo ethylkyano(hydroxyimino)acetat (XVIII,
OxymaPure)?® jsou bé&zné do reakéni smési pfidavany jako aditiva, protoze potlacuji
vznik diive zminénych nezddoucich produktd a také racemizaci vznikajiciho peptidu.

Vysledkem je aminokyselina s aktivovanym esterem (XV).

PG
1
PG/NJJ\OH + N=C=N — -~ RO -
= R? RZ O 70 HN-C-N HN-PG
R N=C—NH R2
e
XI XIIa; R? = iso-propyl XIII X1V
XIIb; R? = cyklohexyl
OH NC i
(e e o
., N\
i, N OH
N, XVII XVIII
a; R3= ,,N y
N
i 0
b: R3 = ch)k A~ H RZ O
0 PG/N_JKO/W +  HN-C-NH
Ng‘ =z \RZ
~ R]_
XV XVI

Schéma 2: Karbodiimidova metoda ptipravy aktivovaného esteru.

Dalsi moznosti, jak pfipravit aktivovany ester, je za pomoci fosfoniové soli, napf.
PyBOP (XIX, Obrazek 7),>* pfipadné to mohou byt uroniové/aminiové soli jako HATU
(XX)* nebo COMU (XXI).2¢ Pro tvorbu zadaného produktu je do reakéni smési pfidan
ekvivalent baze jako napi. diisopropylethylamin (DIEA).2* V piipadé pouziti t&chto soli

jsou vysledné produkty stejné, jako v ptipad¢ karbodiimidové metody.
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Obrazek 7: Struktury PyBOP (XIX), HATU (XX) a COMU (XXI).
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3.3 Zelena syntéza peptidu na pevné fazi

Kapitola se vénuje obecnému popisu zelené chemie a jakym zpisobem byla
prozatim aplikovana na SPPS. Popsana jsou také zelena rozpoustédla a zelené baze, ktera

byla vybrana pro hodnoceni v praktické ¢asti prace.
3.3.1 Zelena chemie

Ukolem zelené chemie je navrhovat chemické latky a procesy, které redukuji ¢
kompletné eliminuji produkci nebezpecnych substanci. P. T. Anastas a J. C. Warner
v roce 1998 navrhnuli 12 zasad zelené chemie.?’

Proces se da zpravidla oznacit za ,zelenéjsi“, pokud je porovnan s jinym
procesem. Splnit vSech dvanact zasad je obtizné, a proto je pfi vytvareni nového procesu

vhodné splnit alespoii jednu zasadu zelené chemie.
3.3.2 GSPPS

Zelena syntéza peptidi na pevné fazi (angl. green solid-phase peptide synthesis,
GSPPS) se poprvé objevuje v publikaci vyzkumné skupiny F. Albericia.?® Proces lze
takto popsat, pokud jsou nezadouci podminky nebo reagenty nahrazeny zelengjsi
alternativou.

V syntéze farmaceuticky aktivni latky (angl. Active pharmaceutical ingredient,
API) piedstavuji rozpoustédla vice nez 80 % pouzitého materialu,? spotiebuji kolem
60 % energii a rozpoustédllim se téz pripisuje 50 % sklenikovych plyna vzniklych jejich
zpracovanim ve formé odpadu.*° V SPPS jsou tyto problémy amplifikovany, jelikoZ jsou
pouzivany velké objemy rozpoustédel. Mezi nejCastéji pouzivana rozpoustédla v SPPS
patii DMF (XXII, Obrazek 8), dichlormethan (XXIII, DCM) a N-methyl-2-pyrrolidon
(XXIV, NMP). VsSechna tato rozpoustédla jsou oznaCena jako nebezpecna
s doporu¢enim, aby byla nahrazena jinymi alternativami.*' Zaroven jsou DMF a NMP na
seznamu znepokojujicich latek (angl. substances of very high concern, SVHC),*? coz jsou

latky, které mohou byt napft. karcinogenni anebo mutagenni.

19



H |
i o« o h ()
H™ N P N
Koo Ny
XXII XXIII XXIV XXV
Obrazek 8: Struktury nejpouzivangjSich rozpoustédel v SPPS a nejb&znéji pouzivané

baze pro odstépeni Fmoc chranici skupiny — piperidinu.

Nejbeéznéjsi bazi pro St€peni Fmoc chréanici skupiny v SPPS je piperidin (XXV).
Z pohledu zelené chemie je oznacen jako nebezpetna latka’* a jeho pouziti je
kontrolovano, protoZze je vyuzivan pro syntézu ilegalnich omamnych latek.** Nahrazeni
¢asto uzivanych acyla¢nich ¢inidel DIC a HOB je také Zadouci. HOBt je znacné vybusny
a proto jeho pouziti v syntéze vétsiho méfitka neni idedlni.®

V nasledujicim textu jsou popsany dosavadni uspéchy v GSPPS, Obrazek 12 a
Tabulka 3 tyto snahy shrnuji.

3.3.2.1 Zelena rozpoustédla

3.3.2.1.1 Hodnoceni zelenych rozpoustédel

Rozpousteédla predstavuji velkou ¢ast odpadu, jak bylo popséno diive v textu.
Proto byly nékterymi velkymi farmaceutickymi spole¢nostmi jako Sanofi, 3¢ Pfizer,’
AstraZeneca®® a GlaxoSmithKline (GSK)* vytvofeny piirucky pro jednodusi hledani
zelengjSich alternativ. Tyto pfirucky obecné hodnoti rozpoustédla z pohledu jejich
vlastnosti, zpracovani v podob¢ odpadu, bezpecnosti prace, dopadu na Zivotni prostiedi
a lidské zdravi, ale také napft. analyzy Zzivotniho cyklu (angl. life-cycle assessment,
LCA).% Vysledkem je ¢asto Ciselnd hodnota anebo barevné rozliSeni (Cervena —
nezadouci, zlutad — problematické, zelena — doporucené). V Tabulce 1 jsou znazornény
vysledky GSK piiruc¢ky?® vybranych rozpoustédel (ta rozpoustédla, ktera v GSK piirucce
nebyla hodnocena, maji ptifazené reference poukazujici na jejich potencial jako zelena
rozpoustédla), kterd jiz byla popsédna pro GSPPS nebo byla vybrana pro hodnoceni
v praktické Casti této prace (vybrana na zakladé slibného bobtnani PS nebo PEG*,
oznaCeny *). Témito rozpoustédly jsou: acetonitril (XXVI, Obrazek 9, MeCN),
tetrahydrofuran (XXVII, THF), 2-methyltetrahydrofuran (XXVIII, 2-MeTHF), ethyl-
acetat (XXIX, EtOAc), iso-propylalkohol (XXX, IPA), isosorbid dimethylether (XXXI,
DMI), j-valerolakton (XXXII, GVL), N-formylmorfolin (XXXIII, NFM), dimethyl-
karbonat (XXXIVa, DMC), diethyl-karbonat (XXXIVb, DEC) ethylen-karbonat
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(XXXVa, EC), propylen-karbonat (XXXVb, PC), trifluorotoluen (XXXVI),
cyklopentyl(methyl)ether (XXXVII, CPME), anisol (XXXVIII), 1,3-dimethoxybenzen
(XXXIX, DMB), N-butylpyrrolidon (XL, NBP), dimethylsulfoxid (XLI, DMSO), ethyl-
laktat (XLIIL, EL), cyklopentanon (XLIII, CP), cyren (XLIV), methanol (XLV, MeOH)
a ethanol (XLVI, EtOH).

.
_ 0 0 0 OH 0 0.0
= O S X O
0
XXVI XXVII XXVIII XXIX XXX XXXI XXXII

OYH (0] F >0
0 F (o} 0}
SRR SRS Zea e oh
[ ] 0" "0
(0] R
XXXIII XXXIVa;R=Me XXXVa;R=H XXXVI XXXVII XXXVIII XXXIX
XXXIVb; R = Et XXXVDb; R = Me

(0] 0 (0]
H/ o B OH N

N RN o™ é 20 - OH
~O o

XL XLI XLIT XLIII XLIV XLV XLVI

Obrazek 9: Struktury vybranych zelenych rozpoustédel.

Tabulka 1: Hodnoceni vybranych rozpoustédel >

Rozpoustédlo GSK hodnoceni Rozpoustédlo GSK hodnoceni
DMF PC doporucené
DCM EC* doporucené
NMP Trifluortoluen problematické

MeCN problematické CPME problematické
THF _ Anisol* doporucené
2-MeTHF* problematické DMB 3
EtOAc doporucené NBP -
IPA doporucené DMSO* problematické
DMI* problematické EL* 3
GVL problematické CP* doporucené
NFM 42 Cyren* problematické
DMC doporucené MeOH* problematické
DEC doporucené EtOH* doporucené

*rozpoustéla hodnocena v praktické casti

prace
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3.3.2.1.2 Zelena rozpoustédla v GSPPS

JiZ zminénd vyzkumna skupina F. Albericia se bezpochyby zaslouzila o vyznamné
prulomy v GSPPS. Popsali jako prvni pouziti MeCN a THF v kombinaci s ChemMatrix
H-Rink (RAM) pryskyfici, a uspesné syntetizovali modelové peptidy Leu-enkefalin
(XLVII, Obrazek 10, pentapeptid, zobrazen jako amid), acyl carrier protein [ACP (65-
74), dekapeptid], Aib-enkefalin a Aib-ACP (65-74).447 Poukézali také na 2-MeTHF jako
na vhodnou nahradu za DMF a DCM pii acylaci, nicméné k promyvani a deprotekcei byl
stale vyuzivan DMF.2® V dalsi studii pfedstavili kompletn& zeleny protokol syntézy
modelovych peptidi na ChemMatrix H-Rink, ve kterém byl pouZzit 2-MeTHF pro
deprotekci a acylaci, k promyvani slouzil EtOAc.*® Prokazali mimo jiné vyuziti 2-
MeTHF pro PS-Wang*® a PS-2-chlortrityl chlorid (PS-CTC)%® pryskytice.5! Usp&snou
syntézu jiz zminénych Aib-modelovych peptidli popsali také pro GVL a NFM, tentokrat
v kombinaci s PS-Rink (RAM) pryskyfici.>? Pouziti mikrovinného reaktoru je z pohledu
zelené chemie vyhodou a proto bylo jeho vyuziti popsano v kombinaci s GVL.>3 V dalsi
studii byla pozorovédna reaktivita rozpousStédla GVL (XXXII, Schéma 3) s amino
skupinou ukotveného Gly (XXXVII) na pryskyfici nebo jako soucast rostouciho peptidu
za vzniku acylovan¢ho aminu (XXXVIII). Reakci se lze vyhnout za pouZiti jiz

syntetizovaného Fmoc-AMK-Gly-OH (AMK = aminokyselina) fragmentu.3*

HO
e e
. N\ANA[(N;JkN NH,
0 H o :\<Hjo

XLvIl
Obrazek 10: Leu-enkefalin-NH> (H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH>).

0 OH H 0]
o . .
Om/ + HZNJJ\N/Peptid baze )\/\(N\)szPeptld
H 0 H
XXXII XLvIl XLVIII

Schéma 3: Reakce mezi GVL a peptidem obsahujici Gly s volnym N-koncem.>*
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Lawreson et al. publikovali studii, ve které testovali bobtnani PS, PS-PEG a PEG
pryskyfic pro vice nez 20 zelenych rozpoustédel.*! Popsali také pouziti PC v kombinaci
s ChemMatrix-HMPB>> na syntéze Bradykininu (nonapeptid).’® Vyzkumna skupina J.
Lopeze se zaslouzila testovanim riznych vlastnosti vice nez 30 rozpoustédel,”’ zaroven
v této praci predstavili NBP jako vhodnou nidhradu za DCM a DMF pii syntéze
oktapeptidu Okreotidu. Ferrazzano et al. za ucelem vytvofeni rozpoustédla s idedlnimi
vlastnostmi pro GSPPS popsali pouziti smési anisolu, cyrenu, sulfolanu s DMC nebo

DEC.%®

3.3.2.2 Zelené baze

3.3.2.2.1 Hodnoceni zelenych bazi

Podobné jako pro rozpoustédla, farmaceutickd firma GSK vytvofila ptirucku pro
jednoduché hledani zelengjSich bazi nebo kyselin pro organickou syntézu.’* Vysledky
jsou, obdobné jako u rozpoustédel, uvedeny jako Cislo anebo barevné (Cervend —
nezadouci, ZIutd — problematické, zelena — doporucené).’® Tabulka 2 shrnuje vysledky
z GSK pfirucky pro prozatim pouzité baze v GSPPS i ty, které byly vybrany pro testovani
v praktické ¢asti této prace (oznaceny *). Tyto baze jsou: piperidin, 4-methylpiperidin (L,
Obrazek 11), morfolin (LI), piperazin (LII) diazobicykloundecen (LIII, DBU) a
hydroxid sodny (NaOH).

N
H

Q@ O

Iz

L LI LII LIII
Obrazek 11: Struktury vybranych bazi.
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Tabulka 2: Hodnoceni vybranych rozpoustédel.

Baze GSK skore
Piperidin 6,9
4-Methylpiperidin -9
Morfolin* 7,5
Piperazin* 50
DBU* 7,3
NaOH* 8

*vybrané baze pro hodnoceni v praktické ¢asti prace
3.3.2.2.2 Zelené baze v GSPPS

Albericio et al. pozorovali, Ze deprotekce roztokem piperidinu muze byt
problematickd v ptipad¢€, ze byla reakce provedena v jiném rozpoustédle nez v DMF.
Zabyvali se proto dal§im studiem S§tépeni Fmoc v rozpoustédlech: 2-MeTHF, ethylacetat,
iso-propylalkohol, DMI, GVL, NFM, DMC, ftrifluorotoluen a CPME.%! Zdurazfiuji
nutnost optimalizace nejen acylace, ale i deprotekce v danych rozpoustédlech. Pozorovali
mimo jiné 1 nezadouci reaktivitu GVL (XXXII, Schéma 4) se sekundarnimi aminy, jako
je piperidin (XXV) nebo 4-methylpiperidin, za vzniku pfislu§ného amidu (LIV).%
Vétsina jiz predstavenych GSPPS protokola probihala za pomoci piperidinu. Lopez et al.
jako prvni piedstavili studii, ve které pouzili NBP v kombinaci s 4-methylpiperidinem.>’
Pozd¢ji, Pawlas et al. popsali pouziti smési EtOAc/DMSO a EtOAc/NBP v kombinaci
s 4-methylpiperidinem.%*** Mezi dalsi baze, kterymi se pouze podafilo nahradit piperidin
v SPPS ovSem vzdy s kombinaci s DMF, patii methylové derivaty piperazinu,>®-%
piperazin,® smés piperazin/DBU.** Studie provedena vyzkumnou skupinou V. Krchiidka
popsala pouziti NaOH s 2-MeTHF/MeOH na PS-Rink syntézou Leu-enkefalinu-NH> a
komeréniho peptidu Triptorelin (dekapeptid).®-67

o OH
H 0
XXXII XXV LIV

Schéma 4: Reaktivita GVL v pfitomnosti sekundarniho aminu.®?
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3.3.2.3 Jiné optimalizace GSPPS

Albericio et al. se také jako prvni zaméfili na pouziti zeleného Stépiciho koktejlu,
slozeného ze zfedéné (1-2%) TFA a anisolu nebo 1,3-dimethoxybenzenu.*} Popsany
Stépici koktejl vSak slouzi pouze pro Ste€peni chranénych peptidi z CTC pryskyfice, pro
Wangtiv nebo Rinkiv linker je koktejl piili§ slaby.** Za zminku také stoji fakt, ze
v piipadé CTC pryskyfice je mozn4, za uréitych podminek, jeji recyklace.’® Vzhledem
k tomu, Ze tato vyzkumna skupina ve svych publikacich sledovala horSi rozpustnost
peptidi v CPME a 2-MeTHF,?® nahradila diethylether zminénymi rozpoustédly pro
srazeni peptidf.>-%° 2-MeTHF se tak stal univerzalnim rozpoustédlem pro GSPPS a je tak
mozné ho pouzit ve viech krocich GSPPS (kromé $té€peni peptidu z pryskyfice).>!

Farmaceuticka firma GSK vytvofila pfirucku 1 pro hodnoceni reagenta
pouzivanych v organické syntéze.”? Pfiru¢ka oznacuje Casto pouzivana acylaéni ¢inidla
v SPPS DIC, HOBt, HATU a PyBOP jako cCervena (nezadouci). Vhodnou zelenou

alternativu k témto ¢inidlim piedstavuji OxymaPure?* a COMU.

amidové peptidy

karboxylové peptidy

/

(ukotvem 1. AMK)
2-MeTHF, GVL

deprotekce Fmoc

GVL, NBP, 2-MeTHF, NFM, PC 4-Methylpiperidin, piperazin
anisol/DMC, EtOAc/DMSO Q n-opakovani ) DBU, NaOH

elongace

(§tépen|' chranénych peptidV stepenl nechranénych peptldu)

zfedéna (1-2%) TFA vyssi koncentrace TFA
anisol, DMB DCM

amidové a
karboxylové peptidy

H,0 > \ CPME, 2-MeTHF

purifikace, charakterizace

karboxylové peptidy

Obrazek 12: Shrnuti GSPPS a jednotlivych zelenych krokii (obrazek byl adaptovan

podle reference®).
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4 Vysledky a diskuze

Tato c¢ast prace se zabyva aplikaci hodnoticich faktorti, které vyplyvaji
z dosavadnich snah o Fmoc/tBu GSPPS v teoretické Casti prace. Témito faktory jsou:
1) Vybér zelenych alternativ (rozpoustédla, baze, acyla¢ni Cinidla)
2) Rozpustnost Fmoc-AMK-OH a acylacnich ¢inidel
3) Bobtnani pryskyftic (PS, PEG)
4) Efektivita tvorby peptidové vazby
5) Kvantitativni od$tépeni Fmoc chréanici skupiny
6) Testovani racemizace syntézou vhodného peptidu
7) Syntéza peptidt (Leu-enkefalin)
8) Testovani reaktivity rozpoustédel s volnym N-koncem rostouciho peptidu
nebo s pouzitou bazi
Uvedeny postup zaroven nastinuje rozdéleni této casti prace do piislusnych

kapitol.

4.1 Vybrané zelené alternativy

Kapitola se zabyva stru¢nym popisem fyzikalnich vlastnosti zvolenych zelenych
rozpoustédel, bazi nebo reagentl pro testovani, které byly vybrany na zdkladé zminéné

literatury v teoretické Casti prace.
4.1.1  Zelena rozpoustédla

Slibné bobtnani PS nebo PEG pryskyfice bylo zdkladem pro vybér zelenych
rozpoustédel (2-MeTHF, DMI, EC, anisol, CP, MeOH, EtOH, cyren), ktera byla zvolena
pro testovani.*! Ostatni rozpoustédla (DMSO,** EL*) byla vybrana na zakladé jejich
potencialu jako zeleného rozpoustédla. V Tabulce 4 jsou zelend rozpoustédla sefazena
podle vzristajiciho bodu tani, uveden jsou rovnéz bod varu, kupni cena a skupenstvi za
pokojové teploty. Pro srovnani jsou zafazeny rozpoustédla, jejichz pouziti je, v rdmci

zelené chemie, oznaceno jako nezadouci (oznacena cervene).
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Tabulka 4: Zelena rozpoustédla vybrana pro testovani a jejich vlastnosti.

Rozpoustédlo Bod tani’' [°C] Bod varu’' [°C] Cena [CZK]  Skupenstvi®

2-MeTHF -136,0 78,0 10002 kapalné
EtOH -114,1 78,5 5002 kapalné
MeOH -97.8 64,7 2502 kapalné
DCM -95,0 39,8 4002 kapalné
DMF -61,0 153,0 600? kapalné
CP -51,3 130,6 1700? kapalné
DMI -50,0 234,0 32002 kapalné
Anisol -37,3 156,0 13002 kapalné
EL -25,0 154,0 12002 kapalné
DMSO 18,5 189,0 1000? kapalné
Cyren — 231,0 6000? kapalné
EC 36,4 248,0 1800° pevné

fiblizné ceny za 1 dm? z reference’?; bptiblizné ceny za 1 kg z reference’?;
y 5 5

¢za pokojové teploty

Z Tabulky 4 vyplyva, ze manipulace a prace s EC je za pokojové teploty
komplikovéana tim, Ze je to pevna latka a proto byl EC vyfazen z dal§iho testovani.
Vysoka pofizovaci cena rozpoustédla také neni zddouci, protoze takova rozpoustédla
nebudou farmaceutickymi firmami vniméana jako vhodné nihrady za nebezpecna
rozpoustédla. Z tohoto divodu byla vyfazena rozpousStédla DMI a cyren z dalSiho

testovani.

4.1.2  Zelené baze a acylacni Cinidla

34.57,65-67 3 mezi zvolené

Pro vybér bazi slouzily diive zminéné odborné publikace
baze patii piperazin, morfolin, DBU a NaOH. Piperidin byl jako reference také hodnocen
v kombinaci se zelenymi rozpoustédly, piesto Ze by jeho pouziti mélo byt omezeno.
V ramci zelené chemie je vSak lepsi navrhnout syntézu tak, aby alespoil v nékterych
aspektech SPPS byly pouzity zelené alternativy.

Vybranymi acylaénimi ¢inidly byly: OxymaPure, HATU, PyBOP, COMU.2*7°

V teoretické Casti praci bylo uvedeno, Ze acylacni ¢inidla HOBt a DIC nejsou z pohledu
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zelené chemie jako idedlni, pfesto byla tato ¢inidla dale testovana v kombinaci se

zelenymi rozpoustédly, protoZe patfi k nejpouzivanéj$im.””

4.2 Testovani rozpustnosti

SPPS casto probiha v polypropylenové stiikacce s vlozenou fritou (ta zabraiuje
mechanickym ztratdm), ztohoto diivodu je vyzadovana homogenita piipravenych

roztok, které obsahuji potfebné reagenty. Rozpustnosti se zabyva nasledujici kapitola.
4.2.1 Rozpustnost Fmoc-AMK-OH

Zvolen¢ Fmoc-AMK-OH byly vaZzeny tak, aby mél vysledny roztok koncentraci
0,2 mol.dm™ pouzivanou pii tvorb& peptidové vazby. Rozpustnost vybranych
aminokyselin je shrnuta v Tabulce 5. Vzhledem k tomu, Ze v n€kterych piipadech se
aminokyselina kompletné rozpustila az po pfidani acylacnich ¢inidel HOBt nebo
OxymaPure a DIC, jsou tato data ozna¢ena pomoci (*). Zajimavé rozpoustéci schopnosti
projevil CP, ktery se pfiblizil tradicnimu SPPS rozpoustédlu DMF. Za ucelem zvySeni
rozpoustécich schopnosti anisolu byly vytvofeny riizné smeési s jinymi zelenymi
rozpoustédly. Smés anisol/DMSO (4:1) neni uvedena v Tabulce 5, i kdyz je dale v praci
testovana, protoze rozpousténi Fmoc-AMK-OH nebo acyla¢nich ¢inidel probihalo vzdy

napied v DMSO.
4.2.2  Rozpustnost acyla¢nich €inidel

Testovani rozpustnosti probihalo navdzenim (popf. napipetovanim) daného
mnozstvi zvoleného acylaéniho ¢inidla, aby koncentrace roztoku byla 0,1 mol.dm™. Dalsi
podil byl ptfidan v piipad€, Ze rozpusSténi latky probe&hlo uspésné, na vyslednou
koncentraci 0,2 mol.dm™, tj. koncentrace vyuZzivana pii acylacich v SPPS. Vysledky jsou
shrnuty v Tabulce 5. EL a CP dobfe rozpousti acylacni ¢inidla HOBt nebo OxymaPure,
ktera jsou dale pouzita v této praci. Anisol Spatné rozpousti reagenty potiebné pro
acylace, a je proto nutné pouziti smési jako anisol/EL, anisol/EtOH nebo anisol/DMSO.
Acylacni ¢inidla HATU, PyBOP a COMU byla z dalSiho testovani vyfazena, a to z
divodu nizké rozpustnosti v zelenych rozpoustédlech, ale také jejich vysoké potizovaci

ceny.
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4.3 Bobtnani pryskyric

Jednou zkli€ovych vlastnosti vybraného zelen¢ho rozpoustédla je bobtnani
pryskyftice. Kapitola se vénuje testovani vybranych zelenych rozpoustédel s ohledem na

jejich schopnosti bobtnat rizné druhy pryskyfic.
4.3.1 PS-DVB pryskyfrice

Pro testovani bobtnani PS-DVB byla zvolena PS-Rink pryskyfice s kapacitou 0,61
mmol/g. Graf 1 shrnuje vysledky bobtnani této pryskytice v uvedenych rozpoustédlech.
Jsou vyznaceny hranice pouzitelnosti (<2 ml/g — nepouzitelné, 2-4 ml/g dobré, >4 ml/g
velmi dobré) podle Santini et. al.'> Pro srovnani je uvedena i hodnota bobtnani PS-Rink

pryskytice v DMF a DCM.

Bobtnani [ml/g]
H [e)]

N

0
& & NS O X N N
SRS & E ¢
v O g

<& N
N O

(.\\L’ . \L)O

¥ &

Graf 1: Vysledky bobtnani PS-Rink pryskyfice.

Z Grafu 1 vyplyva, ze CP, anisol, DMSO, 2-MeTHF bobtnaly PS-Rink
pryskyfici velmi dobfe. EL se pohyboval na hrané¢ pouzitelnosti, 1 pfesto byl dale
v praktické ¢asti hodnocen, protoze z hlediska zelené chemie se jedna o slibné
rozpoustédlo. Anisol vykazoval slabé rozpoustéci schopnosti riznych reagentt (Tabulka
5), a proto bylo testovano bobtnani i u ptisluSnych smési anisolu s jinymi rozpoustédly.

Z téchto smési byla nejlepsi hodnota bobtnani pozorovéana u anisol/DMSO.
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PS-Rink stale pfedstavuje jednu z nejuzivanéjSich a komeréné nejdostupnéjsich
pryskyfic a také pro tento resin nebylo popsano mnoho uspésnych pokustt o GSPPS,
z tohoto ditvodu byla zvolena pro dalsi charakterizaci zelenych rozpoustédel v syntetické

¢asti této prace.
4.3.2 PS-PEG a PEG pryskyrice

Jako PS-PEG pryskyfice byl zvolen TentaGel ve dvou riznych provedenich: HL-
RAM (HL = high loading) s kapacitou 0,38 mmol/g a XV-RAM (XV = extended swelling
volume) s kapacitou 0,21 mmol/g. Pro otestovani bobtnani cist€¢ PEG pryskyfic
v zelenych rozpoustédlech byl vybran ChemMatrix H-Rink s kapacitou 0,48 mmol/g.
Vysledky bobtnani PS-PEG a PEG pryskyftic shrnuje Graf 2.

14
12

10

Bobtnani [ml/g]

EL cp Anisol 2-MeTHF

W TentaGel HL-RAM W TentaGel XV-RAM ChemMatrix H-Rink

Graf 2: Vysledky bobtnani na TentaGelu a ChemMatrixu.

TentaGel HL-RAM pryskyfice poskytovala niz§i hodnoty bobtndni v méné
polarnich rozpoustédlech jako anisol a 2-MeTHF. CP se pohyboval na piiblizné stejnych
hodnotach jak u PS-Rink pryskytice. EL jakozto polarngjsi rozpoustédlo bobtnal tuto
pryskyfici lépe nez v ptipad€ PS-Rink.

TentaGel XV-RAM je pryskyfice, jejiz struktura byla upravena pro zlepSeni
bobtnajicich schopnosti bez potteby zmény rozpoustédla. Hodnota bobtnéni pro 2-
MeTHF se zvysila, ale u ostatnich rozpoustédel bylo pozorovano pftilis velké nabobtnani
pryskyfice okolo hodnoty 8 ml/g. Nasledkem bylo vytvofeni gelu, coz v SPPS

pfedstavuje problém, ve smyslu nedostatecného mechanického promichéni reakéni smeési
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a k nabobtnané pryskyfici by bylo zapottebi ptidat vétsi objem rozpoustédla. Z hlediska
zelené chemie jsou rozpoustédla s hodnotou bobtndni > 8 ml/g nepouZzitelna.

Obdobna situace jako u pryskyfice TentaGel XV-RAM nastala i v pifipadé
ChemMatrix H-Rink. Hodnota bobtnani pro 2-MeTHF se pohybovala v optimalnim
rozmezi, rozpoustédla EL, CP a anisol poskytovala pfili§ velké hodnoty bobtnani a

vznikal gel, ktery je v GSPPS neZadouci.

4.4 Efektivita tvorby peptidové vazby

Hlavni a zdkladni vlastnosti rozpoustédel pro tispésné provedeni SPPS je efektivni
tvorba peptidové vazby bez vedlejSich reakci, a proto je této problematice vénovana

samostatna kapitola.
4.4.1 Priprava modelové vychozi latky pro testovani

PS-Rink (1, Schéma 5) s kapacitou 0,61 mmol/g byl zvolen jako vychozi
pryskyftice. Model pro testovani byl pfipraven za pouZiti tradi¢nich ¢inidel a rozpoustédel.
Nejprve bylo provedeno S§tépeni Fmoc chranici skupiny z pryskytice (1), jelikoz je
z vyroby chranéna Fmoc protektivni skupinou, a nasledné byla ukotvena Fmoc-Ala-OH
na pryskyfici (2). Po reakci byl vypocten loading (primérnéd hodnota 0,3 mmol/g) a pokud
byla hodnota uspokojiva, byla provedena dalsi deprotekce. Pfipravend modelova latka (3)
byla dale pouzita pro hodnoceni efektivity tvorby peptidové vazby v zelenych
rozpoustédlech.

3.) 50% pip/DMF

H 1.) 50% pip/DMF H O rt, 15 min H ( )
/N\ ’
Fmoc™ L 2.) Fmoc-Ala-OH Fmoc. N. H,N Nop
H 0 o)
2 3

L = Rink HOBt/DIC
DCM/DMF (1:1)
1 rt, 1 h

Schéma 5: Tvorba vychozi latky pro testovani acylace v zelenych rozpoustédlech.
4.4.2  Testovani efektivity acylace

Podkapitola je dale rozdélena do tii ¢asti, kde je popsana zvolena metodika
testovani a pouziti dvou kombinaci acylacnich ¢inidel: standardni HOBt a DIC nebo
zelenéj$i kombinace OxymaPure a DIC. Béhem vypracovavani prace bylo pouZiti 2-

MeTHF popséano v odborné literatuie a z daliiho testovani byl proto vyfazen.5¢7
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4.4.2.1 Metodika testovani efektivity tvorby peptidové vazby

Pro testovani bylo vzdy odebrano analytické mnozstvi vychozi latky (3, Schéma
6), ktera byla acylovana druhou Fmoc-AMK. Z divodu ucinnéjsi chromatografické
separace Fmoc-Ala-NH> (4) a dipeptidu (5) byla zvolena jako druhd aminokyselina
Fmoc-Phe-OH.%7 Dal3i zlepSeni chromatografickych vlastnosti poskytovala i pfitomnost
Fmoc chranici skupiny. Ke sledovani uspésnosti acylaci byla nejprve provedena kontrola
kvantitativni tvorby peptidové vazby s Fmoc-N-hydroxysukcinimidem (Fmoc-Osu). Pro
stanoveni vysledného poméru 5:4, ktery odpovida efektivité acylace, bylo vyuzito
absorpcnich vlastnosti Fmoc pti 300 nm. Reakéni podminky acylaci jsou popsany dale

v Tabulce 6 a 7.

1.) Fmoc-Phe-OH

H /O HOBt nebo OxymaPure,DIC H (o]
studované rozpoustédlo
HzN/H(N\L P Fmoc\N/H(NHZ .\ Fmoc/N\:)kN/'\H/NH?
o H 2 H §

. 2.) Fmoc-Osu o)
L = Rink DCM, rt, 40 min
3 3.) 50 % TFA/DCM, rt, 30 min 4 5

Schéma 6: Postup pfi testovani acylace v zelenych rozpoustédlech.
4.4.2.2 HOBtaDIC

Postup pii téchto reakcich popisuje Schéma 6. Reak¢ni podminky a vysledky
testovani tvorby peptidové vazby pro kombinaci acylacnich ¢inidel HOBt a DIC shrnuje

Tabulka 6.
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Tabulka 6: Reak¢ni podminky a vysledky acylace pomoci HOBt a DIC.

Studované
Experiment Reak¢ni podminky? 5:4>
rozpoustédlo
1 DCM/DMF (1:1) rt, 1 h 100:0
2 rt, 1 h 70:30 —100:0
3 EL MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0
4 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
5 rt, 1 h 6:94 - 74:26
6 CP MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0
7 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
8 rt, 1 h 100:0
Anisol
9 MW (300 W, 85 °C), 2 min 100:0
10 rt, 1 h 100:0
Anisol/EL (1:1)
11 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
12 rt, 1 h 100:0
Anisol/EtOH (1:1)
13 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
14 Anisol/DMSO (4:1) rt, 1 h 100:0

IMW = mikrovlnny reaktor; "Pomér 5:4 byl stanoven z chromatogrami pii vinové délce

300 nm.

Vysledky testovani acylace v EL za standardnich podminek (rt, 1 h) jsou uvedeny
v podobé rozmezi (70 — 100 %, experiment 2), protoze se tento postup projevil jako
nereprodukovatelny. Divodem byla pravdépodobné reaktivita EL s volnym N-koncem
vychozi latky (3) podrobnéji rozebrana v kapitole 4.8.1. Pouziti kratSiho reak¢éniho Casu
a mikrovinného reaktoru poskytovala reakce uspokojivé vysledky (experimenty 3, 4).
V ptipadech, kdy bylo pouzito MW, nebylo zapotiebi dlouhého rozpousténi reagentti za
pomoci ultrazvuku. Reakéni smés byla kvantitativné ptfenesena do zkumavky a po reakci
v MW byl roztok Ciry bez znamek vysraZeni reakéni smési.

Obdobn¢ vysledky jako pro EL byly pozorovany u CP. Acylace za tradi¢nich
podminek (rt, 1 h) byla netuspésna a jeji vysledky nereprodukovatelné (6 — 74 %),
pravdépodobné opét z ditvodu reaktivity CP s volnym N-koncem vychozi latky (3), ktera
je popsana v kapitole 4.8.1. Pti pouziti MW byly acylace uspesné (experimenty 6, 7). Za
povsimnuti stoji fakt, ze po pouziti MW byl resin tmavé oranzové barvy a pii promyvani

se DMF zabarvoval do oranzové barvy.
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Anisol Spatné rozpoustél pouzivané reagenty, a proto byla reakce provedena
kvantitativnim pfenesenim suspenze nerozpusténych reagenti do stiikacky
s odstranénym pistem (experiment 8). V tomto piipadé doSlo v pribéhu reakce
k vysrazeni smési, kterou nebylo mozné odstranit pouhym promyvanim pomoci anisolu.
K uplnému rozpusténi reakéni smési doslo pii provedeni acylace v MW (experiment 9),
kdy ale musel byt pouzit vétsi vykon (300 W, 85°C) a nizsi teplota reakce, protoze nebylo
mozné dosahnout planované teploty (90°C).

Smés anisol/EL neposkytovala homogenni roztok, ale po reakci byly veskeré
reagenty rozpusSténé (experiment 10 a 11). U smési anisolu s EtOH nebo DMSO nebyly

pozorovany zadné komplikace a reakce probihaly kvantitativné (experimenty 12 — 14).
4.4.2.3 OxymaPure a DIC

Postup testovani efektivity tvorby peptidové vazby pomoci acylacnich Cinidel
OxymaPure a DIC byl proveden podle Schématu 6. Reakéni podminky a vysledky
popisuje Tabulka 7.

Tvorba peptidové vazby v EL za standardnich podminek reakce (rt, 1 h)
neprobihala kvantitativné (97 %, experiment 2), rozpustnost reagentii pfedstavovala
komplikace v podobé nutnosti pouziti ultrazvuku a kompletniho rozpusténi bylo
dosazeno az po pridavku DIC. MW v tomto ptipadé¢ opét poskytoval homogenni roztok
po reakci, bez ptfedchoziho pouziti ultrazvuku (experimenty 3, 4). Pryskyfice zezloutla
a pii promyvani se DMF zbarvoval do Zluté barvy. Zbarveni nejspiSe zptsobovala
kombinace OxymaPure a DIC, protoze pii pfipravé roztoku reagenti bylo mozné
pozorovat zbarveni roztoku do Zluté barvy.

Acylace za standardnich podminek v CP poskytovala neuspokojivé vysledky (5
%, experiment 5), pii pouziti MW byl tento problém odstranén a reakce probihala
kvantitativné (experimenty 6, 7). Zbarveni pryskyfice bylo tentokrat do tmave zelené az
cerné barvy.

Diky nizké rozpustnosti reagentii v anisolu byl roztok pfenesen do stfikacky bez
pistu. Pfesto nebylo pozorovéno vysrdzeni roztoku reagenti a acylace byla uspé$na,
podobné jako pii pouziti MW (experimenty 8, 9).

Reagenty se ve smési anisolu s EL nebo EtOH opét rozpoustély pomaleji, ale po

pfidani DIC bylo dosazeno homogenniho roztoku. VSechny pouzité smési anisolu
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s jinymi zelenymi rozpoustédly poskytovaly kvantitativni tvorbu peptidové vazby bez

dalSich komplikaci (experimenty 10 — 13).

Tabulka 7: Reak¢ni podminky a vysledky acylace pomoci OxymaPure a DIC.

Studované
Experiment Reak¢ni podminky? 5:4°
rozpoustédlo
1 DCM/DMF (1:1) rt, 1 h 100:0
2 rt, 1 h 97:3
3 EL MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0
4 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
5 rt, 1 h 5:95
6 CP MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0
7 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
8 rt, 1 h 100:0
Anisol
9 MW (300 W, 85 °C), 2 min 100:0
10 rt, 1 h 100:0
Anisol/EL (1:1)
11 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
12 Anisol/EtOH (1:1) rt, 1 h 100:0
13 Anisol/DMSO (4:1) rt, 1 h 100:0

IMW = mikrovlnny reaktor; "Pomé&r 5:4 byl stanoven z chromatogramii pii vinové délce

300 nm.

4.5 Odstépeni Fmoc chranici skupiny

Kompletni odstépeni Fmoc chranici skupiny je dal§im z krokt, ktery je pro
uspéSnou GSPPS nutné optimalizovat. Nasledujici kapitola se problematice vénuje a
popisuje uspésné i neuspeéSné pokusy o optimalizaci deprotekce a je rozdélena do

podkapitol podle studovanych bazi.
4.5.1 Priprava modelové vychozi latky

Modelovou vychozi latkou pro testovani Stépeni Fmoc skupiny byl Fmoc-Ala-

NH-Rink (2), schéma pfipravy je soucasti Schématu 5.
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4.5.2 Metodika testovani Fmoc Stépeni

K testovani bylo odebirano analytické mnoZstvi vychozi latky (2), ktera byla
nabobtnana a promyta studovanym zelenym rozpoustédlem. Poté bylo provedeno Stépeni
Fmoc chrénici skupiny za podminek, které¢ uvadi Tabulka 8, 9, 10, 11 a 12 za vzniku
nechranéného N-konce ukotvené aminokyseliny. Ukotveni Fmoc-Phe-OH probihalo za
tradicnich podminek dle Schématu 7. V podkapitole 4.4.2.1 jsou uvedeny diavody pro
zvoleni tohoto testovaciho modelu. Efektivitu deprotekce poté charakterizuje pomér 5:4
ziskany z chromatogrami pii 300 nm.

1.) Studované podminky 0}
H H
Fmoc deprotekce
FmOC\NJ\H/N‘L/O p Fmoc\NJﬁ(NHz .\ Fmoc/N\)kNJ\r(NHz
H le} z H

2.) Fmoc-Phe-OH H

L = Rink HOBt, DIC, (0] ©/ (0]
2 DCM/DMF (1:1), rt, 1 h 4 5

3.) 50 % TFA/DCM, rt, 30 min

Schéma 7: Postup pii hodnoceni G¢innosti deprotekce Fmoc chranici skupiny.

4.5.3 Piperidin

Pouzit¢ reak¢éni podminky a vysledky testovani deprotekce v zelenych
rozpoustédlech pomoci 50% (v/v) roztoku piperidinu shrnuje Tabulka 8.

Nekompletni $tépeni Fmoc chranici skupiny bylo pozorovano pouze u EL za
standardnich podminek (2 %, experiment 2). ZvysSeni u¢innosti na 100 % bylo dosazeno
pomoci zvySené teploty (experiment 3). Pii pouziti MW bylo dosazeno i kratSich
reak¢nich Cast (experimenty 4, 5). Deprotekce v ostatnich rozpoustédlech probihala
vzdy kvantitativng bez dalsich komplikaci. St&peni chranici skupiny pomoci roztoku
piperidinu s CP bylo uspésné (experimenty 6, 7, 8), ale pii smichani téchto latek bylo
pozorovano zluté zbarveni roztoku a jak popisuje dale podkapitola 4.8.2, reaguje CP

s piperidinem za vzniku pfislusného enaminu.
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Tabulka 8: Testovani stépeni Fmoc pomoci 50% (v/v) roztoku piperidinu.

Studované
Experiment Reak¢ni podminky? 5:4°
rozpoustédlo
1 DMF rt, 15 min 100:0
2 rt, 15 min 2:98
3 50 °C, 15 min 100:0
EL
4 MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0
5 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
6 rt, 15 min 100:0
7 Cp MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0
8 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
9 rt, 15 min 100:0
10 Anisol MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0
11 MW (300 W, 85 °C), 2 min 100:0
12 rt, 15 min 100:0
Anisol/EL (1:1)
13 MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0

IMW = mikrovlnny reaktor; "Pomér 5:4 byl stanoven z chromatogrami pii vinové délce

300 nm.

4.5.4 Morfolin

Reakéni podminky spolecné s ti¢innosti deprotekce 50% (v/v) roztoku morfolinu
popisuje Tabulka 9.

Stépeni Fmoc chranici skupiny za pouziti 50% (v/v) roztoku morfolinu
neprobihalo kvantitativné za standardnich podminek (experimenty 2, 7, 12 a 17) v
z4dném ze studovanych rozpoustédel. Rozpoustédla Ize setadit do fady podle vzriistajici
schopnosti deprotekce v kombinaci s morfolinem: EL (0 %) < CP (53 %) < anisol (55 %)
<anisol/EL (60 %). ZvySeni teploty nevedlo ke kompletnimu odstépeni chranici skupiny,
toho bylo dosazeno az pii vyuziti MW v kombinaci s del§Sim reakénim casem

(experimenty 5, 10, 15, 20) nebo vysSim vykonem MW (experimenty 6, 11, 16).
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Tabulka 9: Testovani §tépeni Fmoc skupiny pomoci 50% (v/v) roztoku morfolinu.

Studované
Experiment Reak¢ni podminky? 5:4°
rozpoustédlo

1 DMF rt, 15 min 100:0¢
2 rt, 15 min 0:100
3 50 °C, 15 min 96:4
4 EL MW (100 W, 50 °C), 5 min 96:4
5 MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0
6 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
7 rt, 15 min 53:47
8 50 °C, 15 min 96:4
9 CP MW (100 W, 50 °C), 5 min 99:1
10 MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0
11 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
12 rt, 15 min 55:45
13 50 °C, 15 min 99:1
14 Anisol MW (100 W, 50 °C), 5 min 99:1
15 MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0
16 MW (300 W, 85 °C), 2 min 100:0
17 rt, 15 min 60:40
18 50 °C, 15 min 99:1
19 AnisolEL (1:1) MW (100 W, 50 °C), 5 min 94:6
20 MW (100 W, 50 °C), 15 min 100:0

IMW = mikrovlnny reaktor; "Pomér 5:4 byl stanoven z chromatogrami pii vinové délce

300 nm.; °data pochazi z reference.®

4.5.5 Piperazin

Casto pouzivanou koncentraci této baze byva 5% (w/v) roztok,>* proto i tato

koncentrace byla zvolena pro testovani uc€innosti $tépeni Fmoc chranici skupiny.

Podminky jednotlivych testovani a jejich vysledky jsou ptedstaveny v Tabulce 10.
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Tabulka 10: Testovani Sté€peni Fmoc skupiny pomoci 5 % (w/v) roztoku piperazinu.

Studované
Experiment Reak¢ni podminky? 5:4>
rozpoustédlo
1 DMF rt, 15 min NT
2 rt, 15 min 0:100
3 50 °C, 15 min 8:92
EL
4 MW (100 W, 50 °C), 5 min 8:92
5 MW (100 W, 50 °C), 15 min 32:68
6 CP rt, 15 min NT
7 rt, 15 min 71:29
8 Anisol 50 °C, 15 min 100:0
9 MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0
10 rt, 15 min 12:88
Anisol/EL (1:1)

11 MW (100 W, 50 °C), 5 min 68:32

NT = nebylo testovano; ®MW = mikrovlnny reaktor; "Pomér 5:4 byl stanoven

z chromatogramu pii vinové délce 300 nm.

CP nebyl testovan, jelikoz piperazin byl vtomto rozpoustédle nerozpustny.
Uspé&sné optimalizace reakénich podminek se podafilo dosiahnout pouze v kombinaci
piperazinu a anisolu, ovS§em az za zvysené teploty nebo pouziti MW (experimenty 8, 9).
Podobnou uc¢innost nebylo mozné pozorovat v ptipadé¢ smeési anisol/EL (12 — 68 %,

experimenty 10, 11). Tento fakt naznacuje, ze neuspéSnou deprotekci zapfticiiiuje

pfitomnost EL v této smési.
45.6 DBU

V Tabulce 11 jsou popsany reakéni podminky a vysledky tc¢innosti deprotekce
pusobenim 5% (w/w) DBU.

EL nevykazoval uspokojivé vysledky (0 %, experiment 2) pii standardnich
podminkach, ani pii zvysené teploté (15 %, experiment 3) a pouziti MW (17 — 21 %,
experimenty 4, 5). Kompletni deprotekce bylo dosazeno az pii pouziti vyssi teploty
(90°C) a vykonu MW (experiment 6). CP za pokojovych podminek neposkytl
kvantitativni deprotekci (88 %, experiment 7), pravdépodobné zplisobenou tvorbou

hnédé emulze. Pro dosazeni GispéSné optimalizace bylo nutné zvysit teplotu nebo vyuzit
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MW. Pouziti anisolu vedlo, jako u jediného z testovanych rozpoustédel, k uc¢innému

St€peni Fmoc chrénici skupiny za standardnich podminek (experiment 11).

Tabulka 11: Testovani Stépeni Fmoc skupiny pomoci 5% (v/v) roztoku DBU.

Studované
Experiment Reak¢ni podminky? 5:4°
rozpoustédlo
1 DMF rt, 15 min 100:0
2 rt, 15 min 0:100
3 50 °C, 15 min 15:85
4 EL MW (100 W, 50 °C), 5 min 17:83
5 MW (100 W, 50 °C), 15 min 21:79
6 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
7 rt, 15 min 88:12
8 50 °C, 15 min 100:0
9 < MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0
10 MW (200 W, 90 °C), 2 min 100:0
11 rt, 15 min 100:0
12 Anisol MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0
13 MW (300 W, 85 °C), 2 min 100:0
14 rt, 15 min 39:61
15 Anisol/EL (1:1) 50 °C, 15 min 95:5
16 MW (100 W, 50 °C), 5 min 100:0

IMW = mikrovlnny reaktor; "Pomér 5:4 byl stanoven z chromatogrami pii vinové délce

300 nm.; °data pochazi z reference.®
4.5.7 NaOH

Zelena rozpoustédla jako EL a CP nebyla testovdna v kombinaci s NaOH,
vzhledem k jejich reaktivité (EL — ester, CP — keton). MoZnost $tépeni Fmoc chranici
skupiny byla jiz popsana pro smés 2-MeTHF/MeOH®*¢7 a z tohoto ditvodu byla testovana
pouze smes anisolu s MeOH nebo EtOH. N¢které vysledky (experimenty 1 — 5) jsou
star$i nez zvolena metodika testovani Stépeni Fmoc (data ptislusné¢ oznacena v Tabulce
12). Tento stars$i postup se liSil v ptipravé dipeptidu Fmoc-Ala-Ala-NHo». Separace Fmoc-
Ala-NH> a Fmoc-Ala-Ala-NH; na HPLC nebyla dostate¢né t¢inna, a proto jsou vysledky
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uvedeny jako ptiblizné. Tabulka 12 zaroven obsahuje informaci o reakénich podminkach
a vysledcich testovani Stépeni Fmoc chranici skupiny NaOH ve smési anisol/EtOH
syntézou dipeptidu Fmoc-Phe-Ala-NH; (5). Za téchto podminek neprobéhla kvantitativni
deprotekce a smés anisol/EtOH vykazuje mensi u¢innost reakce (95 %, experiment 6)
oproti smeési anisol/MeOH (experiment 1) za stejné¢ koncentrace NaOH. Prodlouzenim

reak¢niho ¢asu (experiment 7) bylo dosaZzeno kompletni deprotekce.

Tabulka 12: Testovani deprotekce Fmoc pomoci roztoku NaOH.

Studované
Experiment Reak¢ni podminky 5:4%
rozpoustédlo
1 0,2 M NaOH, rt, 15 min 100:0°
2 0,1 M NaOH, rt, 25 min 100:0°
3 Anisol/MeOH (1:1) 0,1 M NaOH, rt, 15 min <99:>1°
4 0,05 M NaOH, rt, 20 min <90:>10°
5 0,05 M NaOH, rt, 15 min <60:>40°
6 0,2 M NaOH, rt, 15 min 95:5
Anisol/EtOH (1:1)

7 0,2 M NaOH, rt, 20 min 100:0

aPomér 5:4 byl stanoven z chromatogram pii vinové délce 300 nm; Pptipraveny dipeptid

Fmoc-Ala-Ala-NH»

4.6 Testovani racemizace

Racemizace patfi k nejbéznéjSim vedlejSim reakcim v SPPS a byva velmi cCasto
z tohoto dlivodu studovéna pii zavadéni novych acylaénich postupti. Pti pouZiti riznych
rozpoustédel se mize mira racemizace liSit a vzhledem k tomu, ze se v této praci jedna o
popsani novych rozpoustédel pro SPPS, je nasledujici kapitola vénovana prave této

problematice.
4.6.1 Metody pripravy modelovych peptidi

Syntetizované modelové tripeptidy byly H-Gly-L-Ser-Phe-NH> (7, Schéma 8) a
H-Gly-D-Ser-Phe-NH; (8) podle odborné literatury,*’ ve které byly zvoleny s ohledem na
nachylnost serinu ke tvorbé smési racematl. Metody pro separaci vznikajicich
diastereoisomert pomoci UPLC (detaily metody jsou soucasti Piiloh), byly také

vytvofeny podle odborné literatury. Syntéza byla provedena podle podminek acylaci
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uvedenych v Tabulce 13. Surové Cistoty byly ziskany z UV-Vis chromatogramu, které
jsou také soucasti Ptiloh.

1.) 50% pip/DMF, rt 15 min
2.) Fmoc-AMK;_3-OH, HOBt nebo OxymaPure, DIC

H podminky podle Tabulky 13
N
Fmoc™ L _ 3.) opakovani 1.) a 2.)
L = Rink AMK;_3: 1 = Phe; 2 = L-Ser(tBu) nebo D-Ser(tBu); 3 = Gly)
1

(0]

% Di i H H
4.) 50% pip/DMF, rt, 15 min Fmoc\N/\ﬂ/N N\L/O
H

5.) 50% TFA/DCM H
rt, 1,5 h 0 o o

K

6
0 [ 0 [
H H
HzN/\[(NidLN NH2 oo HZN/\ﬂ/ij\H NH,
0 gy © o L, o
7 8

Schéma 8: Piiprava modelovych peptidi 7 a 8.

Tabulka 13: Zvolené¢ metody acyla¢nich reakci pro syntézu modelového tripeptidu.

Surova
Metoda  Rozpoustédlo  L-/D-Ser Podminky
distota [%]?
1 DCM/DMF (1:1)  L-Ser HOBt, rt, 1h 88
2 DCM/DMF (1:1)  D-Ser HOBt, rt, 1h 83
3 - HOBt, MW." 15 min 47
4 OxymaPure, MW, 15 min 50
5 cp HOBt, MW." 15 min 10
6 OxymaPure, MW, 15 min 2
L-Ser
7 Anisol/EtOH HOBt, rt, 1h 37
8 (1:1) OxymaPure, 1t, 1h 52
9 Anisol/DMSO HOBt, rt, 1h 37
10 (4:1) OxymaPure, 1t, 1h 5

aprocentualni ¢istota vypocitana z UV-Vis spektra; ®100W, 50°C
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4.6.2  Vysledky testovani

Syntetické a separacni metody vytvofené podle literatury*’ neposkytovaly
informaci o mife racemizace standardi (7 a 8) pfipravovanych tradicnim postupem
(metody 1 a 2). V ziskanych chromatogramech nebylo mozné ziskat vysledky v podobé
pomeérit vznikajicich diastereoisomert tripeptidi, protoze jejich separace nebyla
dostate¢n¢ ucinnd. Testovani selhalo i v dalSich metodach (metody 3 — 10), které
zahrnovaly pouziti zelenych rozpoustédel nebo smési. Pfi¢innou byly mimo jiné i malé
Cistoty izolovanych latek (viz. Tabulka 13) zplsobené obtiznym sraZenim peptidi.
Reaktivita pravdépodobné také zplsobovala nizké Ccistoty, jelikoz néktera zelena

rozpoustédla reaguji s volnou aminoskupinou rostouciho peptidu (kapitola 4.8.1).

4.7 Priprava peptidu Leu-enkefalinu-NH;

Dal$im krokem, k uspé$né aplikaci zelenych alternativ na SPPS, je syntéza

vvvvvv

pouzitelnost zvoleného protokolu v GSPPS. Kapitola je rozd€lena na popis syntetické

cesty, pouzitych metod a vysledky syntézy.
4.7.1  Syntéza

Vychozi pryskyfici byl zvolen PS-Rink s kapacitou 0,61 mmol/g. Zvolené metody
Stépeni Fmoc chranici skupiny a acyla¢nich reakci popisuje Tabulka 14. Pro kontrolu
kompletni acylace byla provedena reakce s Fmoc-Osu. Findlni St€peni peptidu a Bu

protektivni skupiny bylo realizovano roztokem TFA/DCM. Syntézu popisuje Schéma 9.
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1.) deprotekce podle Tabulky 14

H
Fmoc’N‘L 2.) Fmoc-AMK;_s-OH, HOBt nebo OxymaPure/DIC
L = Rink Rozpoustédlo a podminky podle Tabulky 14
3.) opakovani 1.) a 2.)
1 AMKi_s: 1 = Leu; 2 = Phe; 3, 4 = Gly; 5 = Tyr(tBu)
(0]
4.) deprotekce podle Tabulky 14 H o H o H
F N N N N.
5.) 50% TFA/DCM mocy \)J\N/Y ;JJ\N L/O
r, 1,5h H o H 5 = H ¢
9
OH
H 0] H (0]
N N
HoN JkN/\“/ :QKN NH,
H : H
(0] (0] N (0]
10

Schéma 9: Piiprava peptidu Leu-enkefalin-NH,.
4.7.2  Metody

Pouzité metody pro syntézu Leu-enkefalinu-NH> (10) jsou shrnuty v Tabulce 14.
Standardé¢ pouzivana rozpoustédla nebo reagenty v SPPS jsou oznaceny Cervené, zelené
pak studované alternativy. Pentapeptid pfipraven tradicnim postupem (metoda
standard) slouzil jako reference pfi dalSich analyzach.

Dftive bylo uvedeno, Ze je v ramci zelené chemie vyhodné nahradit alespoii jeden
aspekt v SPPS zelenou alternativou a z toho divodu byly prvni pokusy sméfovany pouze
k nahrazeni standardné pouzivaného roztoku piperidinu pii S$t€peni Fmoc chranici
skupiny. Zelené alternativy (metody A, B, C) byly zvoleny na zadklad¢ vysledkl
efektivity deprotekce popsané v kapitole 4.5. Vzhledem k reaktivité CP se sekundarnimi
aminy (kapitola 4.8.2), nebylo rozpoustédlo do této Casti testovani zahrnuto. Deprotekce
v 50% (v/v) morfolinu se zelenymi rozpoustédly anisolem a EL nebyly kvantitativni za
standardnich podminek (Tabulka 9, experimenty 2 a 12), a proto byly zvoleny metody
(metody A a B), které¢ vyuzivaly MW s kratSim reakénim Casem (2 min, experimenty 6
a 16). Dalsi vybranou deprotekci bylo piisobeni 5% (v/v) roztokem DBU v anisolu
(metoda C), které bylo kompletni za standardnich podminek (rt, 15 min; Tabulka 11,
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experiment 11). Piperazin poskytoval pouze par uspéSnych pokust kvantitativniho
odstépeni Fmoc skupiny (Tabulka 10) a byl tak z dal$iho testovani vyfazen. Acyla¢ni
reakce probihaly za pouziti tradicni smési rozpoustédel DCM/DMF a reagenti HOB,
DIC.

Dal$im krokem bylo nahrazeni rozpoustédel DCM a DMF pfi acylacich a
promyvani. Deprotekce probihaly standardné 50% (v/v) roztokem piperidinu v DMF.
Acylace za standardnich podminek v EL a CP (metody D a E) byly provadény s cilem
prokazanim vlivu reaktivity s volnou aminoskupinou rostouciho peptidu na vysledny
vytézek a Cistotu ziskané¢ho pentapeptidu, kterd je detailnji popsdna déale v textu
(podkapitola 4.8.1). Dalsi zvolena acyla¢ni metoda obsahovala anisol ve smési s DMSO
(metoda F), jelikoz byly reagenty v této smési nejlépe rozpustné (kapitola 4.2) a pii
testovani efektivity tvorby peptidové vazby nebyly pozorovany zaddné komplikace
(kapitola 4.4).

Na zéklad¢ vysledka prfedchozich metod byly navrhnuty bud’ kompletné (metody
I a J) nebo alespoil z vétsi ¢asti zelené protokoly (metody G a H). V téchto metodach
byla substituovana rozpoustédla DMF a DCM ve vSech krocich syntézy pentapeptidu
kromé Stépeni z pryskyfice. K promyvani slouzil CP (metody I a J), jelikoZ vykazoval
velmi dobré rozpoustéci vlastnosti. Za piedpokladu, ze byla acylace pomoci smési
anisol/DMSO kvantitativni, neméla by jeho reaktivita s volnym N-koncem pfedstavovat
problém. CP nebyl pii promyvani s pryskyfici v kontaktu déle nez 30 sekund. Dale bylo
nahrazeno acyla¢ni ¢inidlo HOBt zelenéj$i alternativou OxymaPure (metoda K).
V protokolech s rozpoustédly EL (metoda G) nebo CP (metoda H) byl pouzit piperidin,
ktery v kombinaci s témito rozpoustédly za zvolenych podminek poskytoval kvantitativni
Stépeni Fmoc chranici skupiny (Tabulka 8, experimenty 4 a 6). Metody byly navrhnuty
opét k testovani vlivu reaktivity rozpoustédel (podkapitola 4.8.2) na finalni vytézky a

Cistoty pentapeptidu.
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4.7.3  Vysledky syntézy

Tabulka 15 uvadi procentualni vytézky vypoctené z '"H NMR spekter (standard
4-methoxybenzoova kyselina) a surové Cistoty ziskané z UV-Vis spekter. Vzorové 'H
NMR spektrum pentapeptidu prfipraveného standardni metodou a rovnéz LC

chromatogramy, jsou soucasti Ptiloh.

Tabulka 15: Vytézky a surové Cistoty syntetizovanych pentapeptidu.

Metoda Vytézek [%]? Surova Cistota [%]°

Standard 59¢ 99
A - -
B 50¢ 93
C 76°¢ 98
D 22/444 81
E 33¢ 40
F 92¢ 99
G -/464 38
H 44¢ 36
I 27¢ 95
J 58¢ 93

aprocentualni vytézek vypocitany z NMR spektra; *procentudlni gistota vypoditana z UV-
Vis spektra; ‘vypog&itané vytézky ze '"H NMR signala Leu a Tyr; Yvypod&itané vytézky ze
"H NMR signala Leu/Tyr.

O uspesnosti syntézy v SPPS je vypovidajici hlavné surova Cistota produktu,
protoze poukazuje na pfitomnost latek, které mohou béhem syntézy vznikat napf.
nekompletni acylaci, deprotekci anebo samotnou reaktivitou rozpoustédla s rostoucim
peptidem. Syntézou pomoci tradi¢nich ¢inidel a podminek (metoda standard) vznikal
pentapeptid s 99% surovou Cistotou, jak bylo ocekavano.

V piipadé, kdy byla deprotekce provedena kombinaci morfolin/EL (metoda A)
nebyl pentapeptid izolovan. Béhem syntézy byl pozorovan klesajici loading, zptisobeny
reaktivitou EL s volnou aminoskupinou rostouciho peptidu, kterd byla pravdépodobné
urychlena pouzitim MW. Kvili prokazani vlivu reaktivity EL na syntézu peptidu byl EL

pouzit ve vSech krocich syntézy (metoda G), kterd poskytla surovou Cistotu pouhych 38

49



%. V syntéze, kde byl EL uplatnén pouze pfi acylacich (metoda D), byl ziskan produkt
s 81% Ccistotou. Piestoze je tato hodnota Cistoty vyssi nez v pfedchozim piipadé, bylo
diive uvedeno, Ze acylacni reakce nejsou za pokojovych podminek reprodukovatelné
(Tabulka 6, experiment 2) a EL tak neni vhodny pro pouziti jako zelené rozpoustédlo
v GSPPS. Obdobn¢ byl charakterizovan 1 CP (metoda H), ktery v pribéhu syntézy
zbarvoval resin 1 vysledny produkt do oranzové barvy. O pfitomnosti vysokého procenta
necistot je vypovidajici 36% cistota ziskaného pentapeptidu. Z kapitoly 4.8.2 je patrné,
ze CP reaguje s pouzitymi bazemi pro Stépeni Fmoc chranici skupiny, a proto byla
navrhnuta metoda (metoda E), kde byly zvoleny standardni podminky deprotekce
pusobenim roztoku piperidinu v DMF. U této syntézy bylo mozné pozorovat zbarveni
pryskytice béhem syntézy s vyslednou cistotou 40 %. CP, podobné jako EL, neni pro
acylacni nebo deprotekéni kroky v SPPS pouzitelny.

Mezi Gspésné pokusy o syntézu patii ty, se surovou Cistotou pentapeptidu, ktera
se blizi alespoit 90 %. Usp&iné byl nahrazen piperidin a DMF pii deprotekci roztoky
morfolinu nebo DBU v kombinaci s anisolem (metody B, C, I a J). VSechny kompletné
zelené protokoly zahrnujici anisol nebo jeho smési (metody I a J) poskytovaly

uspokojivé hodnoty Cistot a 1ze je navrhnout pro pouziti v GSPPS.

4.8 Reaktivita rozpoustédel

Pti aplikaci nového rozpoustédla pro GSPPS je nutné brat v potaz i jeho reaktivitu
s pouzitymi reagenty, jak plyne z literatury uvedené v teoretické ¢asti prace.>>%? Této

problematice je vénovana nésledujici kapitola.
4.8.1 Reaktivita s volnym N-koncem peptidu

K testovani reaktivity byly ptipraveny dv€ vychozi latky. Prvni modelovou latkou
byl ptipraven H-Gly-NH-Rink (11), u kterého byla v literatufe pozorovana reaktivita
s GVL.>* H-Ala-NH-Rink (3) byl vybran jako zéastupce b&zné aminokyseliny. Cilem
tohoto testovani bylo vysvétleni snizujicich se loadingii pfi deprotekci nebo acylacnich
reakcich u EL a CP. Pfipravu modelovych latek 1ze popsat Schématem S, s rozdilem Ze
pfi piipravé derivatu (11) byla ukotvovan Fmoc-Gly-OH.

Testovani bylo provedeno piidanim CcCistého rozpoustédla do stfikacky
s pryskyfici. V pfipadé EL bylo testovano také jeho chovani za ptidavku aktiva¢nich

¢inidel HOBt a DIC. Vysledky testovani a jeho podminky s pfisluSnymi derivaty shrnuje
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Tabulka 16 a 17. Produkty byly déle charakterizovany pomoci '"H NMR a vedlejsi
produkty vznikajici reakci rozpoustédla EL s volnou aminoskupinou byly analyzovany

také pomoci HRMS.

Tabulka 16: Reaktivita rozpoustédel s H-Gly-NH-Rink.?

Vznikajici
Experiment  Rozpoustédlo Podminky Vysledek
derivat
1 EL rt, on S -
2 EL HOB, DIC, 1t, on N 14a
3 CP rt, on N 15a
4 Anisol rt, on S -
aS = stabilni, N = nestabilni
Tabulka 17: Reaktivita rozpoustédel s H-Ala-NH-Rink.?
Vznikajici
Experiment  Rozpoustédlo Podminky Vysledek
derivat
5 EL rt, on S -
6 EL HOBt, DIC, rt, on N 14b
7 CP rt, on N 15b
8 Anisol rt, on S -

aS = stabilni, N = nestabilni

Z uvedenych vysledka vyplyva, ze rozpoustédla EL a CP s volnou aminoskupinou
reaguji (experimenty 2, 3, 6 a 7). Zatimco EL reaguje pouze v pfitomnosti aktiva¢nich
¢inidel a je kompetitivni k acylaci s Fmoc-AMK, CP reaguje samostatné bez aktivacnich
¢inidel a tvoti Schiffovu bazi (15a,b). Acylace EL byla popsana v literatuie.”® Struktura
(14a,b) je spekulativni, protoze v 'H NMR byl misto ofekdvaného dubletu pozorovan
singlet od CH3 skupiny EL kolem 1.8 ppm. Vznikajici vedlejsi produkty nejsou v SPPS
zéadoucti, jelikoz je snizovana Cistota finalniho produktu, ale také jeho vytézek. Jevy, které
byly v praci pozorovany, a lze je objasnit touto reaktivitou: nereprodukovatelnost acylace
v EL (Tabulka 6, experiment 2), snizovani loadingli nebo surovych ¢istot pii syntéze
pentapeptidu v EL nebo CP (podkapitola 4.7.3), zbarvujici se pryskytice béhem syntéz
(podkapitoly 4.4.2.2 a 4.7.3). Schéma 10 popisuje piedpokladané reakce, které mohou

nastat mezi CP nebo EL s volnymi N-konci aminokyselin.
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Schéma 10: Reakce EL a CP s volnou aminoskupinou AMK.

Dalsi pokusy byly smé&fovany k uréeni pomért vznikajicich hlavnich a vedlejSich

produkti pii acylacnich reakcich provadénych za standardnich podminek (rt, 1 h).

Studovany byla opét vSechna rozpoustédla a jediné acyla¢ni reakce, u kterych bylo mozné

pozorovat vznik vedlejSich produktii, byla EL (12) a CP (13). Schéma 11 vystihuje

provadeéné reakce se zamétenim na EL a CP. Poméry vznikajicich produktii (16:14a) nebo

(5:14b) a (16:15a) nebo (5:15b) byly vypocitany z 'H-NMR (zahrnuta do Pfiloh, latky

nebyly purifikovany) spekter a jsou shrnuty v Tabulce 18.
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Schéma 11: Testovani vlivu reaktivity rozpoustédel CP a EL pii acylacich.
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Tabulka 18: Testovani vlivu reaktivity rozpousStédel EL a CP pfi acylacnich reakcich.

Experimenty Rozpoustédlo 16:14a” 5:14b? 16:15a* 5:15b?

1 87:13 - - -
EL

2 - 88:12

3 - - 85:15 -
CP

4 - - - 79:21

aprocentualni poméry vypoétené z piislusnych '"H NMR spekter

Za reaktivnéjs$i rozpoustédlo z této dvojice lze oznacit CP, kdy pfi acylacich
vznikaly vedlej$i produkty ve vétsi mite (15 % a 21 %, experimenty 3 a 4). CP ma oproti
EL tu vyhodu, ze dobfe rozpousti pouzivané reagenty (kapitola 4.2) a podkapitola 4.7.2
uvadi, ze bylo této vlastnosti vyuzito pii promyvani pryskyfice v syntéze pentapeptidu
Leu-enkefalinu-NHo». Na zéklad¢ téchto vysledkt 1ze EL oznacit jako rozpoustédlo, které

neni vhodné pro GSPPS.

4.8.2 Reaktivita s bazemi

V teoretické Casti prace bylo poukazano na reaktivitu GVL se sekundarnimi
aminy, které jsou nejéast&ji pouzivany pro §tépeni Fmoc chranici skupiny.®? Podkapitola
se vénuje testovani stability rozpouStédel v pfitomnosti bazi zptisobem, ktery je popsan
ve zminéné publikaci. Pfipravena byla ekvimolarni smés rozpoustédla a baze, ta byla
michana za pokojové teploty a ve stanovenych Casech byly provadény odbéry reakéni
smési a vysledky testovani shrnuje Tabulka 19. Odebrané podily byly analyzovany
pomoci 'H NMR.

Tabulka 19: Vysledky testovani reaktivity rozpoustédel s bazemi.?

Rozpoustédlo Piperidin Morfolin DBU
EL N N S
CP N N S
Anisol S S S

aS = stabilni, N = nestabilni
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Z Tabulky 19 je ziejma reaktivita EL a CP se sekundarnimi aminy, jakymi jsou
piperidin a morfolin. V odborné literatuie byly popsany reakce CP s piperidinem’*7> nebo
morfolinem’® a dale byla popsina reaktivita mezi EL a piperidinem’*”’ nebo
morfolinem.””~7 A¢koliv byla reaktivita mezi CP nebo EL a bazemi popsana, ¢asto tyto
reakce zahrnuji pouziti vysSich teplot anebo katalyzatorti a proto bylo testovano v jaké
mife reakce probihaji za pokojovych podminek. Pro vizualizaci pribéhu téchto reakci
byly vytvofeny Grafy 3 a 4. Procentudlni obsah vznikajicich produkti v reakcénich
smésich byl ziskan integraci jejich '"H NMR spekter. Vznik pfislusnych amidéi nebo

enaminti popisuje Schéma 12.
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\)ko/\ . \AN
OH OH
12
18

H
N
Q + nebo
0 )
17 ,1
13 6

\
P

b
)

b

b

[2%] e n [:]
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Schéma 12: Reakce mezi zelenymi rozpoustédly a bazemi.

Graf 3 vyobrazuje prubéh reakce mezi EL a piperidinem nebo morfolinem. Po
165 h byly ve smési pfitomny piislusné amidy (18, 40 %; 21; 4 %), avSak Zadna
deprotekce v SPPS neprobiha tak dlouho. Pfesto je tato reaktivita z pohledu zelené

chemie nezddouci, protoze by byly potieba vyssi koncentrace bazi pro deprotekce.
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Graf 3: Prib¢ch reakce EL se zelenymi bazemi piperidinem a morfolinem.
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Graf 4: Pribéh reakce CP se zelenymi bazemi piperidinem a morfolinem.

Zménu slozeni reakéni smési v Case v piipadé CP a bazi 1ze pozorovat na Grafu

4. Ob¢ reakce probihaly rychle zhruba do 30 min od smichani. Pomér vznikajiciho
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enaminu (19) s piperidinem se ddle neménil a reakce tak dosdhla rovnovéhy. Pribch
vznikajiciho derivatu (22) dosahl maxima okolo 24 h reakéniho Casu, zde se vSak
neustanovila rovnovaha a enamin se rozkladal zpét na CP a morfolin. Ani v tomto
testovani nebyla reakce kvantitativni a bdze zlstala v nadbytku, pfesto neni CP,
v kombinaci se sekunddrnimi aminy, vhodnym rozpoustédlem pro St€peni Fmoc chranici

skupiny.
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5 Experimentalni ¢ast

Popisu ptistroju, které byly pouzivany béhem prace, se vénuje tato ¢ast bakalarské

prace. Dale jsou popsany postupy provadénych experimentt.

5.1 Pristroje a metody

Promyvacim a reakénim zatizenim byl domino block syntetizér (Torviq). Reakéni
smési byly zahtivany pomoci BUCHI Syncore reaktoru a mikrovinného reaktoru (CEM
Discover).

Chromatografické analyzy byly provadény na UHPLC-MS systému od firmy
Waters (UHPLC chromatograf Acquity; PDA detektor, hmotnostni spektrometr
s kvadrupolem). Specifikace pouzité metody pro chromatografickou separaci tripeptidi a
pentapeptidii jsou uvedeny v Pfilohach. HRMS analyzy byly provadény na systému
tvofeném kapalinovym chromatografem (Thermo Fischer Scientific) a hmotnostnim
spektrometrem Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer Scientific). Jako ionizacni
zdroj byl pouzit elektrosprej. Detaily metody jsou opét uvedeny v Ptilohach.

Zbytky rozpoustédel v ziskanych produktech byly odstranény lyofilizatorem
(Scanvac CoolSafe). "H NMR analyzy byly provadény na zaiizeni JEOL ECA400II (400
MHZ) nebo JEOL ECAS5001I (500 MHZ) za pokojové teploty v rozpoustédle DMSO-ds.

5.2 Testovani rozpustnosti

5.2.1 Aminokyselin

Do sklenéné¢ vialky bylo napfed navadZeno mnozstvi Fmoc-AMK-OH podle
Tabulky 20, aby po piidavku 1 ml rozpoustédla byla koncentrace rovna 0,2 mol.dm,
pokud nedoslo k rozpusténi latky pouhym krouZenim vialky, bylo vyuZzito ultrazvukové

lazné.
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Tabulka 20: Navazky testovanych Fmoc-AMK-OH

Fmoc-AMK-OH [mg]
Fmoc-Phe-OH 77,4
Fmoc-Gly-OH 59,4

Fmoc-Ser(sBu)-OH 76,6
Fmoc-Tyr(/Bu)-OH 91,8

5.2.2  Acylacnich Cinidel

Do sklenéné vialky bylo napfed navazeno mnozstvi acyla¢niho ¢inidla podle
Tabulky 21, aby po ptidavku 1 ml rozpoustédla byla koncentrace rovna 0,1 mol.dm™.
Pokud nedoslo k rozpusténi latky pouhym krouzenim vialky, bylo vyuzito ultrazvukové
lazné. V ptipadé, ze doslo k vytvofeni homogenniho roztoku byl pfidan dal§i podil

zvoleného acyla¢niho ¢inidla tak, aby vysledna koncentrace odpovidala 0,2 mol.dm™.

Tabulka 21: Navazky testovanych acyla¢nich Cinidel.

Acylaéni ¢inidlo Kone. 0,1 mol.dm™ Konc. 0,2 mol.dm™

DIC 16 pul 32 ul
HOBt.H,O 15 mg 30 mg
HATU 38 mg 76 mg
PyBOP 52 mg 104 mg
OxymaPure 14 mg 28 mg
COMU 43 mg 86 mg
5.3 Testovani bobtnani

Do 2 ml polypropylenové stiikacky s fritou bylo odvazeno 100 mg studované
pryskyfice. Nasledné byl pfidan 1 ml zvoleného rozpoustédla. Smeés byla tfepana pies
noc. Rozpoustédlo bylo poté odsato pomoci vakua. Pro odecteni hodnoty bobtnéani byla
pouzita stupnice na stfikacce, kdy 1 dilek na stupnici byl roven 1 ml/g nabobtnéani
pryskytice. V piipadé, ze odsati rozpousStédla zapti€inilo nerovnomérné rozlozeni
nabobtnané pryskyfice ve stfikace, bylo pfiddno malé mnozstvi nového podilu

rozpoustédla, aby bylo mozné s vétsi presnosti odecist hodnotu bobtnani.
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5.4 Stépeni z pryskyfice
5.4.1 Kvantifikace metodou vnéjSiho standardu

Do 2 ml polypropylenové strikacky s fritou bylo odebrano ptiblizné 20 mg
pryskyftice. Nasledovalo promyti 3xDMF, 3xDCM a 3xMeOH. Pryskyfice byla poté
vysuSena proudem dusiku. Na analytickych vahach bylo do dvou mikrozkumavek (typ
Eppendorf) navazeno mnozstvi suché pryskyftice, které se pohybovalo kolem hodnoty 5
mg. K pryskyficim byl pfidan pfiblizné 1 ml Sté€piciho koktejlu [50% (v/v) TFA/DCM] a
byly tfepany po dobu 30 minut za pokojové teploty. Nasledné byl Stépici koktejl
odstranén proudem dusiku, produkty byly rozpustény v pfesné¢ 1 ml MeOH za pomoci
ultrazvukové 1azng. Poté bylo odebrano 255 pl z roztokii do vialek a ptfidano 255 pl
MeOH (fedéni 1:1, v/v). Roztoky byly piefiltrovany vlozenim filtru do vialek a
analyzovany pomoci UPLC-MS. Jako standard byl pouzivan Fmoc-Ala-OH (fedéni 1:1,
v/v). Integraci pikd pfi 300 nm byly ziskdny jejich plochy, které byly pouzity pfi

vypoctech loadingii metodou vnéjsiho standardu.
5.4.2  Analyza meziprodukti

Malé mnozstvi pryskyfice bylo pfeneseno do mikrozkumavky, byl pfidan Stépici
koktejl a smés byla ttepana po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Po odpateni Stépiciho
koktejlu pod proudem dusiku nasledovalo rozpusténi v 1 ml MeOH. Roztok byl ve vialce

ptefiltrovan a analyzovan na UPLC-MS.
5.4.3  Stépeni produkti

Finalni produkty byly z pryskyfice Stépeny nasatim vhodného objemu (cca
polovina objemu pouzité stiikacky) Stépiciho koktejlu. Smés byla tiepana po dobu 1,5 h,
poté byl obsah stfikacky vytlaCen pomoci pistu do sklenéné vialky. Pryskyfice byla
nasledné promyta n¢kolika podily 10% (v/v) TFA/DCM a Cist¢tho DCM. Spojené frakce
byly odpateny proudem dusiku a produkt byl dosusen na lyofilizaci.

5.5 Kontrola acylacnich reakci

Bylo odebrano ptiblizné mnozstvi 10 mg pryskyfice do 2 ml stfikacky. Pryskyfice
byla promyta 3xDMF, 3xDCM a malé mnozstvi bylo pfeneseno do mikrozkumavky.
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S timto vzorkem se déle pracovalo postupem popsanym v 5.4.2. Ke zbytku pryskyfice ve
sttikacce byl pfidan roztok Fmoc-Osu (500 mmol, 169 mg) a bylo ponechano na tiepacce
po dobu 40 minut. Nasledovalo promyti 3xDCM, 3xDMF, a 3xDCM, odebrani malého

mnoZzstvi pryskyfice a dale zpracovano podle 5.4.2.

5.6 Testovani efektivity tvorby peptidové vazby

5.6.1 Priprava modelové vychozi latky

500 mg Rinkovy pryskyfice (0,61 mmol/g) bylo navazeno do 10 ml
polypropylenové stiikacky s vloZenou fritou. Pryskyfice byla promyta 3xDCM a
nasledné¢ 3xDMF. K nabobtnané pryskyfici bylo ptfiddno 5 ml 50% (v/v) roztoku
piperidinu (25 mmol, 2,5 ml) v DMF (2,5 ml) a smés byla 15 minut tfepana za pokojové
teploty. Poté byla pryskyfice promyta SXDMF, 3xDCM a byl pfidan roztok Fmoc-Ala-
OH (200 mmol, 311 mg), HOBt (200 mmol, 153 mg), DIC (200 mmol, 157 pl)
v DMF/DCM (1:1, v/v; 5 ml). Reakéni smés byla nasledn¢ tfepana 1 h za pokojové
teploty. Po reakci byla pryskyfice promyta 3xDMF, 3XxDCM a byla provedena
kvantifikace. Dale byla pryskyfice nabobtnana 3xDMF a byla Stépena Fmoc chranici
skupina 50% roztokem piperidinu v DMF (5 ml) 15 min za pokojové teploty. Po
deprotekci nasledovalo promyti pryskytice SXDMF, 3xDCM, 3xMeOH a vysuseni pod

proudem dusiku. Takto ziskana suchd pryskyftice (3) byla pfipravena pro dalsi testovani.
5.6.2 Testovani acylace

Do 2 ml sttikacky s fritou bylo odvéazeno ptiblizné 20 mg modelové vychozi latky
(3), pryskyfice byla nabobtnana studovanym rozpoustédlem a nésledné i1 danym
rozpoustédlem 2x promyta. Pokud reakce probihala 1 h za pokojovych podminek, pak
byl pfidan roztok Fmoc-Phe-OH (200 mmol, 77,4 mg), HOBt (200 mmol, 30,6 mg) nebo
OxymaPure (200 mmol, 28,4 mg), DIC (200 mmol, 31,3 pl) v1 ml studovaného
rozpoustédla nebo smési a ponechéno na tiepadce. V piipadg, ze byl vyuzivan BUCHI
Syncore nebo mikrovinny reaktor, byl roztok ptidan do stfikacky bez pistu a pipetou
kvantitativné pienesen do specialni sklenéné kyvety. Po reakci byla pryskyfice promyta
3xDMF a 3xDCM. Poté probéhla kontrola konverze s Fmoc-Osu dle 5.5 a postup
popsany v 5.4.2.
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5.7 Testovani ucinnosti St€peni Fmoc skupiny

5.7.1  Syntéza vychozi latky

Synteticky postup byl stejny jako v podkapitole 5.6.1 srozdilem, ze nebylo

provedeno $tépeni Fmoc chranici skupiny z Fmoc-Ala-NH-Rink (2).
5.7.2  Testovani deprotekce

Ptiblizn€ 20 mg vychozi latky (2) bylo navazeno do 2 ml stfikacky s fritou, bylo
provedeno nabobtnani testovanym rozpoustédlem a poté byla jeSté pryskyfice 2x
promyta. Dale byl ptidan roztok baze a zeleného rozpoustédla nebo smési podle Tabulky
22 a studovanych podminek. Nasledovalo promyti 3XDMF a 3xDCM, poté byl ptidan
roztok Fmoc-Phe-OH (200 mmol, 77,4 mg), HOBt (200 mmol, 30,6 mg) nebo
OxymaPure (200 mmol, 28,4 mg), DIC (200 mmol, 31,3 pl) v DMF/DCM (1:1, 1 ml) a

reak¢ni smés byla tfepana 1 h za pokojové teploty. Poté nasledoval postup z 5.4.2.

Tabulka 22: Smési rozpoustédel a bazi.

Rozpoustédlo [ml] Baze
0,50 Piperidin (5 mmol, 0,5 ml)
0,50 Morfolin (6 mmol, 0,5 ml)
1,00 Piperazin (6 mmol, 50 mg)
0,95 DBU (3 mmol, 50 pl)
0,05 M NaOH
5,00?
(13,5 nul z 18,94 M NaOH)
0,1 M NaOH
2,00°
(10,6 nl z 18,94 M NaOH)
0,2 M NaOH
1,00

(10,6 pl z 18,94 M NaOH)

%odebran 1 ml z pfipraveného roztoku

5.8 Testovani racemizace

Syntézy tripeptidl probihaly v 5 ml stfikackach, do kterych bylo navaZzeno 250
mg PS-Rink s kapacitou 0,61 mmol/g. Deprotekce byly provadény pomoci 2,5 ml 50%
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(v/v) roztoku piperidinu (25 mmol, 1,25 ml) v DMF (1,25 ml), acylace podle Tabulky
13. Finalni §té€peni bylo provedeno podle 5.4.3. Produkty byly srazeny 1 ml vychlazené¢ho
diethyletheru, ptefiltrovany, promyty 1 ml diethyletheru a dosuseny na lyofilizaci, pokud

se srazeni nepodatilo, byl diethylether dekantovan a produkt lyofilizovén.

5.9 Syntéza pentapeptidi

Do 5 ml sttikacky bylo navazeno 250 mg PS-Rink s kapacitou 0,61 mmol/g, 3%
nabobtnano a promyto rozpoustédlem. K pryskyfic byl pfidan roztok (2,5 ml) baze pro
deprotekci. Nasledné byla pryskyfice 5x promyta pfislusnym rozpoustédlem. V piipade,
ze bylo pro deprotekci pouZito jiné rozpoustédlo nez pro acylaci, bylo provedeno 3x
promyti rozpoustédlem, které bylo pouzito pro deprotekci a poté 3x rozpoustédlem
zvolenym pro acyla¢ni reakci. Dale byl pfidan roztok Fmoc-AMK;.s-OH (200 mmol,
navazky v Tabulce 23), HOBt (200 mmol, 77,4 mg) nebo OxymaPure (200 mmol, 71
mg), DIC (200 mmol, 78,3 ul) ve studovaném rozpoustédle nebo smési (2,5 ml). Kazda
acylace byla kontrolovana podle postupu 5.5. Po ukonceni elongace peptidu bylo
provedeno findlni Stépeni Fmoc chranici skupiny a bylo zkontrolovéano jeho kvantitativni
odstépeni. Produkty byly z pryskytice odstépeny postupem 5.4.3. Srazeni peptidu a jeho
precisténi bylo provedeno 2 ml vychlazeného diethyletheru a pouzitim ultrazvukové
lazné. VysraZeny peptid byl prefiltrovan, promyt 1 ml diethyletheru a vysuSen na

lyofilizaci.

Tabulka 23: Navazky Fmoc-AMK.s-OH

Fmoc-AMK5-OH [mg]

Fmoc-Leu-OH 176,5
Fmoc-Phe-OH 193,5
Fmoc-Gly-OH 148,5
Fmoc-Tyr(Bu)-OH 229.5

5.10 Testovani reaktivity

5.10.1 Reaktivita rozpoustédel s volnym N-koncem peptidu

K ptfiblizné 20 mg pryskyfice byl pfidan 1 ml studovaného rozpoustédla nebo
roztok HOBt (200 mmol, 30,6 mg) a DIC (200 mmol, 31,3 ul) v 1 ml rozpoustédla nebo
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smési. Pryskyfice byla poté promyta 5xDMF, 3xDCM a 3xDMF a byl pfidan 1 ml 50%
(v/v) roztoku piperidinu (5 mmol, 0,5 ml) v DMF (0,5 ml) a reak¢ni smés byla tfepana za
pokojové teploty po dobu 15 minut. Nasledné byla pryskyftice promyta 5XDMF, 3xDCM
a bylo provedeno $tépeni z pryskytice postupem 5.4.2. Produkty byly rozpustény v 600
ul DMSO-ds a analyzovany pomoci '"H NMR.

Spektralni data izolovanych latek:

2-aminoacetamid (11)

0]

HZN\)J\NHZ

1
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 = 7.92 (br. s., 2 H, NHa), 7.72 (br. s., | H, NH), 7.47

(br. s., 1 H, NH), 3.50 (q, ] = 5.4 Hz, 2 H, CH) ppm.

(E)-2-((1,2-dihydroxyprop-1-en-1-yl)amino)acetamid (14a)

O
patt
HO HN

OH

14a
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § =8.03 - 7.93 (m, 1 H, NH), 7.26 (br. s., 1 H, NH), 6.97

(br. s, 1 H, NH), 3.59 (d, J=5.7 Hz, 2 H, CH>), 1.84 (s, 3 H, CH3) ppm. HRMS (ESI-
Orbitrap) m/z vypocteno pro CsH10N2O3 [M-H] 145.0608, nalezeno 145.0604.

2-(cyklopent-1-en-1-ylamino)acetamid (15a)
H O
g

15a
"H NMR (500M Hz, DMSO-ds) § = 7.95 (t,J=5.9 Hz, 1 H, NH), 7.24 (br. s., 1 H, NH),

6.96 (br. s., 1 H, NH), 3.60 (d, J=6.0 Hz, 1 H, CH), 2.21 (t,/J=7.4 Hz, 2 H, CH>), 2.16
(t,J=7.4Hz, 2 H, CH»), 1.71 (quin, J = 7.4 Hz, 2 H, CH>) ppm.
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(8)-2-amino-N-(2-amino-2-oxoethyl)-3-fenylpropanamid (16)

y O
N
H,N JkNH2

o)
16
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § = 8.68 (t, J= 5.6 Hz, 1 H, NH), 8.14 (br. s., 2 H, NHy),

7.38 - 7.22 (m, 6 H, Ph + NH), 7.13 (br. s., | H, NH), 4.09 (d, J=4.9 Hz, 1 H, CH), 3.81
-3.73 (m, 1 H, % CH,), 3.70 - 3.61 (m, 1 H, %/, CHy), 3.11 (dd, J=5.8, 14.0 Hz, | H, %
CH,), 2.95 (dd, J= 7.9, 14.0 Hz, 1 H, %/, CH>) ppm.

(S)-2-aminopropanamid (3)

0
HZN:JKNHZ

3
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § = 7.96 (br. s., 2 H, NHa), 7.75 (br. s., 1 H, NH), 7.50

(br. s., 1 H, NH), 3.79 - 3.69 (m, | H, CH), 1.35 (d, /= 6.9 Hz, 3 H, CH3) ppm.

(S,E)-2-((1,2-dihydroxyprop-1-en-1-yl)amino)propanamid (14b)

)
D
HO HN—/

OH
14b
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 = 7.91 (d,J= 7.4 Hz, 1 H, NH), 7.27 (br. s., 1 H, NH),

6.91 (br. s., 1 H, NH), 4.18 (quin, J= 7.3 Hz, 1 H, CH), 1.82 (s, 3 H, CH3), 1.17 (d, J =
7.2 Hz, 3 H, CH3) ppm. HRMS (ESI-Orbitrap) m/z vypocteno pro CsH12N>O3 [M-H]
159.0764, nalezeno 159.0762.

(8)-2-(cyklopent-1-en-1-ylamino)propanamid (15b)

H\)]\NH
g™

15b
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 7.87 (d, J= 7.4 Hz, 1 H, NH), 7.25 (br. s., 1 H, NH),

6.90 (br.s., 1 H,NH), 4.19 (td,J=7.2, 14.5 Hz, 1 H, CH), 3.76 - 3.69 (m, 1 H, CH), 2.23
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-2.17 (m, 2 H, CH>), 2.14 (dt,J=3.2, 7.4 Hz, 2 H, CH>), 1.74 - 1.66 (m, 2 H, CH>), 1.17
(d,J=7.2 Hz, 3 H, CH3) ppm.

(S)-2-amino-N-((S)-1-amino-1-oxopropan-2-yl)-3-fenylpropanamid (5)

b O
N
HoN \;)J\NHZ
O =

5
'HNMR (400 MHz, DMSO-ds) § = 8.62 (d, J= 7.6 Hz, 1 H, NH), 8.10 (br. 5., 2 H, NH,),

7.37 -7.23 (m, 6 H, Ph + NH), 7.07 (s, 1 H, NH), 4.28 (quin, J = 7.2 Hz, 1 H, CH), 4.07
(dd, J=5.3,12.7 Hz, 1 H, CH), 3.11 (dd, J= 5.5, 14.0 Hz, 1 H, % CHa), 2.97 - 2.87 (m,
1 H, %, CHy), 1.25 (d, J= 7.0 Hz, 3 H, CHs) ppm.

5.10.2 Reaktivita s bazemi

Byly pfipraveny ekvimolarni smési rozpoustédel s bazemi podle Tabulky 24 do
sklenénych vialek s michadlem a smési byly ponechany na elektromagnetické michacce
za pokojove teploty. V piisluSnych ¢asech bylo odebrano vzdy 15 pl ze smési, rozpusténo

v 600 ul DMSO-d;s a vie bylo napipetovano do kyvety pro méfeni 'H NMR.

Tabulka 24: Ptipravy ekvimolarnich smési rozpoustédel s bazemi.

Baze
Piperidin [ul] Morfolin [pl] DBU [pul]
Rozpoustédlo
CP (565 mmol, 0,5 ml) 558 488 845
EL (436 mmol, 0,5 ml) 430 377 500
Anisol (460 mmol, 0,5 ml) 454 398 688
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6 Zaveér

Bakalarska prace se veénuje studiu zelenych alternativ ke tradi¢né uzivanym
rozpoustédlim, bazim a reagentim v syntéze peptidli na pevné fazi. V teoretické ¢asti je
struéné popsan vyznam a mozné zpusoby pfipravy peptidi. Obecné je popsan princip
SPPS, stru¢né definovan pojem zelené chemie a pojednano je mimo jiné o moznostech
vybéru zelenych alternativ z odborné literatury, které¢ vSak poskytuji stale ptili§ maly
vybér. Prehledné jsou také shrnuty dosavadni snahy nebo uspéchy o zelenou syntézu na
pevné fazi a z nich vyplyvajici testovaci postup pro evaluaci novych rozpoustédel pro
SPPS. Vysledky a diskuze jsou strukturovany podle jednotlivych hodnoticich faktori a
popsany jsou uspéchy 1 neuspéchy ve studiu zelenych alternativ pro SPPS.
Experimentalni ¢ast pak obsahuje informaci o piistrojich a jednotlivych postupech,
v Ptilohéach jsou uvedena ptislusna analyticka data.

V bakalatské praci byla popsdna uspéSna syntéza pentapeptidu zelenym SPPS
protokolem na PS-Rink pryskyfici, kterd byla zvolena vzhledem k jeji komerc¢ni
dostupnosti a také proto, ze na této pryskytici nebylo pfedstaveno mnoho uspé$nych
pokusil o zelenou syntézu na pevné fazi. Stépeni Fmoc chréanici skupiny bylo provedeno
roztokem DBU v anisolu a acylace probihaly ve smési anisol/DMSO v kombinaci
s acylaénim ¢inidlem HOBt nebo zelengjsi alternativou OxymaPure. Anisol ma Spatné
rozpoustéci vlastnosti, proto bylo nutné pro promyvaci kroky syntézy zvolit jina
rozpoustédla. Cyklopentanon byl zvolen jako promyvaci rozpoustédlo s ohledem na jeho
dobré rozpoustéci vlastnosti, ale pouziti CP je v ostatnich krocich syntézy limitovéano tim,
ze reaguje s volnym N-koncem rostouciho peptidu nebo s pouzivanymi bazemi, coz jsou
sekundarni aminy jako piperidin a morfolin. Problematickou reaktivitu vykazuje ethyl-
laktat, z pohledu zelené chemie velmi slibné rozpoustédlo, ktery se i ptes velkou snahu
nepodaftilo Uspésné aplikovat v SPPS, pfestoze ostatni vyzkumné skupiny popsali pouZiti
esterll jako EtOAc nebo GVL v GSPPS. Ethyl-laktat jiz z poc¢atku vykazoval Spatné
rozpoustéci vlastnosti, nizkou hodnotu bobtnani, problémové acylace a deprotekce za
pokojovych podminek. Reaktivita spole¢né s vyjmenovanymi omezenimi d€laji bohuzel
z ethyl-laktatu nepouzitelné rozpoustédlo pro SPPS.

Mezi neuspéchy se fadi pokusy o popsani miry racemizace ve zelenych
rozpoustédlech presto, ze byl vybran peptid 1 metoda separace presné podle odborné

literatury.
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7  Seznam zKkratek

2-MeTHF

ACP (65-74)

AE

Aib
Ala
AMK
API
COMU

CP
CPME
CTC
DBU
DCC
DCM
DEC
DIC
DIEA
DMB
DMC
DMF
DMI
DMSO
EC

EL
EtOAc
EtOH
Fmoc
Fmoc-Osu
Gly
GSK

2-methyltetrahydrofuran

acyl carrier protein

aktivovany ester
2-amino-2-methylpropanova kyselina
alanin

aminokyselina

active pharmaceutical ingredient, farmaceuticky aktivni latka
(1-kyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-
morfolino-karbenium hexafluorofosfat
cyklopentanon
cyklopentyl(methyl)ether
2-chlortrityl chlorid
diazobicykloundecen

N, N “-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan

diethyl-karbonat

N, N “-diisopropylkarbodiimid
diisopropylethylamin
1,3-dimethoxybenzen
dimethyl-karbonat
N-dimethylformamid

1sosorbid dimethylether
dimethylsulfoxid

ethylen-karbonat

ethyl-laktat

ethyl-acetat

ethanol
9—fluorenylmethyloxykarbonyl
Fmoc-N-hydroxysukcinimidem
glycin

GlaxoSmithKline
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GSPPS

GVL
HATU

HMPB
HOBt
HPLC
HRMS
IPA
LCA
Leu
LPPS
MeCN
MeOH
MF
Morf
MS
MW
NaOH
NBP
NFM
NMP
NMR
OxymaPure
PC
PEG
PG
Phe
Pip
PS-DVB
PyBOP

rt

green solid-phase peptide synthesis, zelena syntéza peptidi na
pevné fazi

y-valerolakton
1-((dimethylamino)(dimethyliminio)methyl)-1H-
[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridine 3-oxid hexafluorofosat
4-[4-(hydroxymethyl)-3-methoxyphenoxy]butanové kyselina
N-hydroxybenzotriazol

High Performance Liquid Chromatography
High-Resolution Mass Spectroscopy

iso-propylalkohol

life-cycle assessment, analyza zivotniho cyklu

leucin

liquid-phase peptide synthesis, syntéza peptidil v roztoku
acetonitril

methanol

mobilni faze

morfolin

hmotnostni spektrometr

mikrovlnny reaktor

hydroxid sodny

N-butylpyrrolidon

N-formylmorfolin

N-methyl-2-pyrrolidon

nuklearni magnetickd rezonance
ethylkyano(hydroxyimino)-acetat

propylen-karbonat

polyethylen glykol

protecting group, protektivni skupina

fenylalanin

piperidin

polystyren zesitovany divinylbenzenem
(benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfat
Rink amide linker, Rinkiiv amidovy linker

pokojova teplota
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Ser
SPPS
SVHC
Bu
TFA
THF
Tyr
UPLC
UV-Vis

serin

solid-phase peptide synthesis, syntéza peptidli na pevné fazi
substances of very high concern, seznam znepokojujicich latek
tert-butyl

trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran

tyrosin

Ultra Performance Liquid Chromatography

Ultrafialova-viditelna spektroskopie
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9 Prilohy

Tabulka P1: Hodnoty bobtnani pryskyfic pro Graf 1 a 2.

Pryskyfrice TentaGel TentaGel ChemMatrix
PS-Rink
Rozpoustédlo HL-RAM XV-RAM H-Rink
DMF 6,5 - - -
DCM 5,0 - - -
EL 2,5 3,5 8,0 8,5
CP 5,5 5,0 10,5 10,5
Anisol 6,5 5,5 11,5 10,0
EtOH 1,5 3,0 6,5 4,5
DMSO 4,5 - - -
2-MeTHF 4,0 - - -
Anisol/EtOH
4,0 - - -
(1:1)
Anisol/DMSO
6,0 - - -
(4:1)

Tabulka P2: Vypog&itané procentudlni obsahy pro Graf 3 z '"H NMR spekter pro uréeni

prubéhu reakci EL s bazemi.

Procentuialni obsah  EL + piperidin  Piperidin EL + morfolin = Morfolin

Cas [h] 18) a7 (21) (20)
24 0,00 100,00 0,00 100,00
48 8,51 91,49 0,01 99,99
72 17,26 82,74 1,28 98,72
96 23,86 76,14 0,01 99,99

165 28,83 71,17 2,53 97,47




Tabulka P3: Vypogitané procentudlni obsahy pro Graf 4 z '"H NMR spekter pro uréeni

prubéhu reakci CP s bazemi.

Procentualni obsah  CP + piperidin  Piperidin CP + morfolin Morfolin

Cas [h] (19) a7 (22) (20)
0 0,00 100,00 0,00 100,00
0,083 (5 min) 14,35 85,65 17,70 82,30
0,5 40,30 59,70 36,51 63,49

1 40,83 59,17 35,90 64,10

3 40,48 59,52 36,10 63,90

6 40,12 59,88 35,38 64,62

10 40,48 59,52 35,79 64,21
24 39,94 60,06 35,38 64,62
48 40,74 59,26 35,06 64,94
72 37,60 62,40 34,21 65,79
96 38,65 61,35 15,25 84,75

UPLC metoda analyzy tripeptidi a pentapeptidi:

UPLC analyza byla provedena pomoci syst¢ému sloZzeného z UPLC chromatografu
Acquity s PDA detektorem. Byla pouZita chromatograficka kolona X-Select HSS T3 C18
(2.5 pm, 3.0 mm X 50 mm, + pfedkolonka, Waters) a priitok mobilni faze (MF) 600
pl/min. Jako MF byla pouzita smés vodného roztoku 0,1% TFA (A) a ACN s pfidavkem
0,1% TFA (B). Pouzitd gradientova eluce méla linearni pribéh 0 — 30 % B v A za 15
minut. Nasledujici minutu zistalo slozeni MF konstantni a posléze doSlo k ekvilibraci
kolony. Celkovy ¢as analyzy byl 18 minut.

Pi'esny popis pouZzitych pfistroji a metody pii HRMS analyzach:

Analyzy byly provadény na systému tvofeném kapalinovym chromatografem (Dionex
UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA, USA) a hmotnostnim spektrometrem
Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer Scientific, MA, USA). Jako
ionizaéni zdroj byl pouzit elektrosprej a snimédna byla spektra v kladném 1 zdporném
moédu v rozsahu od 100 do 1000 m/z. Chromatografické separace byly provadény na
koloné Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 um ¢astice), eluce byla izokraticka, MF
obsahovala 95 % MeOH a 5 % vody + 0,1% HCOOH. Vzorky byly pfipraveny

rozpusSténim latek v pocatecni mobilni fazi. Celkovy €as analyzy byl 18 minut.
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