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AcidolabilnÌ chr·nÌcÌ skupiny terc-butylovÈho typu se vy-
uûÌvajÌ p¯ev·ûnÏ p¯i chr·nÏnÌ aminokyselin v chemii peptid˘,
kdy se nejËastÏji odötÏpujÌ p˘sobenÌm trifluoroctovÈ kyseliny.
Do 30 min je tak moûnÈ provÈst deprotekci N-terc-butyl-
oxykarbonylovÈ nebo terc-butylovÈ chr·nÌcÌ skupiny esterovÈ
funkce, zatÌmco odötÏpenÌ terc-butylovÈ chr·nÌcÌ skupiny hy-
droxylovÈ funkce zpravidla vyûaduje delöÌ reakËnÌ dobu1.
DeprotekcÌ aminoskupiny vznikajÌ trifluoracet·ty potlaËujÌcÌ
jejÌ nukleofilnost, kterou je nutno p¯ed p¯Ìpadnou acylaËnÌ
reakcÌ obnovit neutralizacÌ p¯Ìsluönou b·zÌ. Bylo vöak jiû takÈ
pops·no, ûe u nÏkter˝ch N-terc-butyloxykarbonylov˝ch de-
riv·t˘ doch·zÌ k odötÏpov·nÌ chr·nÌcÌ skupiny za vzniku volnÈ
aminoskupiny pomocÌ mikrovlnnÈho (MW) z·¯enÌ v p¯Ìtom-
nosti silikagelu2.

Pokusili jsme se proto tuto metodu aplikovat na chr·nÏnÈ
deriv·ty aminokyselin, p¯ÌpadnÏ peptid˘, neboù v tÈto oblasti
je terc-butylov· skupina jednou z nejpouûÌvanÏjöÌch p¯i p¯e-
chodnÈm i permanentnÌm chr·nÏnÌ reaktivnÌch skupin.

D·le n·s zajÌmalo, zda je moûnÈ p˘sobenÌm mikrovlnnÈho
z·¯enÌ v˝raznÏji ovlivnit pomÏrnÏ mal˝ rozdÌl v odötÏpov·nÌ
jednotliv˝ch typ˘ terc-butylovÈho chr·nÏnÌ, to znamen·, zda
tato metoda poskytuje moûnost selektivnÌho odötÏpenÌ N-Boc
skupiny vedle t-Bu chr·nÌcÌ skupiny esterovÈ Ëi hydroxylovÈ
funkce.

Vzhledem k tomu, ûe pouûitÈ za¯ÌzenÌ na generaci mikro-
vlnnÈho z·¯enÌ mÏlo ve srovn·nÌ s publikovan˝mi ˙daji (450 W)
niûöÌ v˝kon (300 W), bylo nutnÈ metodiku odötÏpenÌ chr·-
nÌcÌch skupin pomocÌ MW modifikovat d·le uveden˝mi po-
stupy.

P¯i naöich experimentech jsme vyuûili moûnosti zvolit
v˝kony 150 W, 180 W a 270 W a r˘znÈ ËasovÈ periody p¯i
oh¯evu reakËnÌ smÏsi sloûenÈ z p¯ÌsluönÏ chr·nÏnÈ aminoky-
seliny a silikagelu nebo oxidu hlinitÈho. Energie aplikovanÈho
z·¯enÌ byla vyjad¯ov·na v kW.min.

Experiment·lnÌ ˙daje

Vzorky pro obÏ metody byly p¯ipravov·ny rozpuötÏnÌm
1 mmol p¯ÌsluönÈ l·tky ve 30 ml methanolu. Po p¯id·nÌ 10 g
nosiËe (silikagel nebo oxid hlinit˝) bylo rozpouötÏdlo odpa-
¯eno a zbytek po vpravenÌ do n·dobky p¯Ìstroje oza¯ov·n MW
o r˘znÈm v˝konu po dobu stanovenou jednotliv˝mi experi-
menty. StupeÚ konverze reakce byl urËen pomocÌ HPLC na
kolonÏ LiChroCART WP 300 RP-18 (5 µm; Merck, SRN), za
pouûitÌ gradientu mobilnÌ f·ze 0ñ100 % ACN v 0,0 5% TFA
za 1 hod, p¯i pr˘toku 1 ml.minñ1. Pro studii byl pouûit p¯Ìstroj
SyntheWave 402 Prolabo s v˝konem na v˝stupu 300 W (spin
+5), laskavÏ zap˘jËen˝ firmou Merck spol. s r.o., Praha.

M e t o d y P 1 , P 2

P¯i pulsnÌ metodÏ P1 se pracovalo v otev¯enÈ n·dobÏ p¯i
teplotÏ vzorku do 100 ∞C, kdy doch·zelo ke kolÌs·nÌ vlhkosti
silikagelu. Jedna 20 min d·vka se skl·dala z 20 puls˘, z nichû
kaûd˝ trval 10 s p¯i v˝konu 150 W. Po nÏm pak n·sledovala
50-ti sekundov· prodleva bez aplikovanÈho z·¯enÌ. Jelikoû p¯i
opakov·nÌ metody P1 doch·zelo k poklesu maxim·lnÌ teploty
aû o 10 ∞C, byl p¯i pulsnÌ metodÏ P2 v˝kon puls˘ zv˝öen na
180 W.

M e t o d a X

Tato metoda byla uplatnÏna po zjiötÏnÌ nÌzkÈ efektivity
pulsnÌch metod p¯i tvorbÏ prim·rnÌ aminoskupiny z prekur-
soru chr·nÏnÈho skupinou Boc. Vzorek l·tky byl vystaven
p˘sobenÌ MW o v˝konu 270 W po dobu 6 min, kdy se vzorek
zaËal rychle zah¯Ìvat. Jeho teplota, celkovÏ z·visejÌcÌ na zp˘-
sobu ˙pravy silikagelu, nep¯es·hla 146 ∞C.

V˝sledky a diskuse

V˝sledky experiment˘ jsou souhrnnÏ uvedeny v tabulce I.
Z nÌ vypl˝v·, ûe odötÏpov·nÌ chr·nÌcÌch skupin terc-butylo-
vÈho typu z·visÌ na struktu¯e chr·nÏnÈ aminokyseliny nebo
sekvenci p¯ÌsluönÈho peptidu.

Na silikagelu jako nosiËi byl zaznamen·n 65 % ˙bytek
Boc-Trp-OH za vzniku pouze 29 % odchr·nÏnÈ aminokyse-
liny a 36 % produkt˘ vedlejöÌch reakcÌ patrnÏ na postrannÌm
¯etÏzci tryptofanu. Na druhÈ stanÏ deprotekce dipeptidu Boc-
-Pro-Ala-OMe za vzniku sekund·rnÌ aminoskupiny probÏhla
ËistÏ s v˝tÏûkem 60 % a odötÏpenÌ terc-butyl esterovÈ skupiny
u Fmoc-Asp(Ot-Bu)OH rovnÏû s v˝tÏûkem 60 %. V ostatnÌch
p¯Ìpadech probÏhlo odötÏpenÌ -Boc chr·nÌcÌ skupiny u Boc-
-Phe-OH, Boc-Trp(For)-OH a tetrapeptidu Boc-Tyr-Asp(OBzl)-
-Pro-Ala-OMe pouze s v˝tÏûkem 34 %, 28 % a 27 %, p¯iËemû
i v p¯ÌpadÏ tryptofanu s chr·nÏn˝m indolov˝m kruhem bylo
zjiötÏno pomÏrnÏ vysokÈ, 5 % zastoupenÌ vedlejöÌch produkt˘.

Z·roveÚ byla zjiötÏna vysok· rezistence terc-butyl ethero-
vÈ skupiny u Fmoc-Ser(t-Bu)-OH, kde ötÏpenÌ za standardnÌch
podmÌnek probÌhalo jen z 3  %,  zatÌmco  odötÏpenÌ stejnÈ
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skupiny z fenolickÈho postrannÌho ¯etÏzce Fmoc-Tyr(t-Bu)-
-OH probÏhlo z 15 %. PomÏr v odötÏpov·nÌ -Boc nebo t-Bu
chr·nÌcÌ skupiny esterovÈ funkce a t-Bu chr·nÌcÌ skupiny
hydroxylovÈ funkce dosahujÌcÌ maxim·lnÏ jednoho ¯·du zhru-
ba odpovÌd· pomÏru dosaûenÈmu p¯i 100 % odötÏpenÌ Boc
skupiny (30 min) pomocÌ TFA.

Experimenty se zvyöov·nÌm dodanÈ MW energie a pro-
dluûov·nÌm doby MW radiace u Boc-Phe-OH (tabulka II,
obr·zek 1) s cÌlem zjistit podmÌnky, p¯i kter˝ch je deprotekce
nejvyööÌ, uk·zaly na postupnÈ sniûov·nÌ obsahu p˘vodnÌho

Tabulka I
SloûenÌ reakËnÌ smÏsi po d·vce mikrovlnnÈho z·¯enÌ p¯i me-
todÏ X, P1 a P2

L·tka Xa P1a P2a b c d

NosiË silikagel

Boc-Phe-OH 1 2 0 66 30 4
Boc-Pro-Ala-OMe 0 5 0 39,9 60 0,1
Boc-Tyr-Asp(OBzl)- 0 5 0 73 25 2
-Pro-Ala-OMe
Boc-Trp-OH 2 0 0 35 29 36
Boc-Trp(For)-OH 2 0 0 72 23 4,6
Fmoc-Gly-OH 0 4 1 100 0 0
Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 0 5 0 96,9 3 0,1
Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 0 5 0 84,7 15 0,3
Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 0 5 0 37 60 3
Z-D-Ala-OH 0 5 0 100 0 0

NosiË oxid hlinit˝

Boc-Phe-OH 2 0 0 100 0 0
Z-D-Ala-OH 2 0 0 100 0 0
Fmoc-Gly-OH 2 0 0 55 2,8 42,2

a PoËet oz·¯enÌ vzorku, b % v˝chozÌ l·tky, c % odchr·nÏnÈho
produktu reakce, d % vedlejöÌch produkt˘

chr·nÏnÈho deriv·tu v reakËnÌ smÏsi aû na 1,2 %. SouËasnÏ
vöak p¯i tom doch·zelo k degradaci oza¯ovanÈho materi·lu,
takûe p¯i maxim·lnÌm dosaûenÈm v˝tÏûku odblokovanÈho
Phe ve v˝öi 77 % bylo v reakËnÌ smÏsi p¯Ìtomno i 23 %
vedlejöÌch produkt˘. D·le bylo potvrzeno, ûe N-Fmoc i N-Z
chr·nÌcÌ skupiny jsou rezistentnÌ v˘Ëi MW z·¯enÌ za pouûit˝ch
experiment·lnÌch podmÌnek.

Kdyû byl jako nosiË pouûit mÌsto silikagelu oxid hlinit˝,
nedoch·zelo k odötÏpov·nÌ ani N-Boc chr·nÌcÌ skupiny. Fmoc-
-Gly-OH vöak byl ze 45 % modifikov·n p¯ev·ûnÏ na vedlejöÌ
produkty (42 % v reakËnÌ smÏsi) neobsahujÌcÌ volnou prim·rnÌ
aminoskupinu.

Jelikoû bylo takÈ pops·no, ûe Boc skupina je ötÏpena
bÏhem 1 hod  ve vodÏ za varu3, provedli jsme srovn·vacÌ
experiment, p¯i nÏmû byl Boc-Phe-OH nanesen na silikagel
a vystaven teplotÏ 100 ∞C po dobu 2 hod (doba 6 experiment˘
P1) bez p¯Ìtomnosti MW z·¯enÌ. Po extrakci methanolem vöak
vzorek obsahoval pouze p˘vodnÌ Boc-Phe-OH.

Tabulka II
Deprotekce Boc-Phe -OH

Metoda a b c d tmax /∞C

P1e 1,00 98,0 1,9 0,1 100f

X 2,62 66,0 30,0 4,0 146,0
X 4,24 52,3 37,6 10,1 137,0
X 5,86 19,5 69,7 10,8 127,0
X 7,48 11,2 69,0 19,8 125,0
X 9,10 6,3 70,5 23,2 121,4
X 10,72 3,4 74,2 22,4 117,2
X 12,34 1,2 76,0 22,8 115,6

a Energie z·¯enÌ v kW.min, b % v˝chozÌ l·tky, c % odchr·-
nÏnÈho produktu reakce, d % vedlejöÌch produkt˘ [100 % ñ
(b + c)], e metoda byla aplikov·na dvakr·t, f metoda P1 jen do
teploty 100 ∞C
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Obr. 1. Z·vislost sloûenÌ reakËnÌ smÏsi a maxim·lnÌ reakËnÌ teploty na d·vce mikrovlnnÈho z·¯enÌ
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Z·vÏr

Z·vÏrem lze konstatovat, ûe v oblasti aminokyselin a pep-
tid˘ umoûÚuje MW z·¯enÌ za urËit˝ch experiment·lnÌch pod-
mÌnek ötÏpenÌ chr·nÌcÌch acidolabilnÌch skupin terc-butylo-
vÈho typu v z·vislosti na povaze aminokyseliny nebo pepti-
dovÈ sekvenci.

K dosaûenÌ maxim·lnÌho odötÏpenÌ N-Boc nebo t-Bu sku-
piny je vöak zapot¯ebÌ nÏkolikan·sobnÏ prodlouûit reakËnÌ
dobu, resp. nÏkolikan·sobnÏ opakovat d·vky MW z·¯enÌ, po
nichû je v reakËnÌ smÏsi detegov·n vysok˝ obsah vedlejöÌch
produkt˘.

Selektivita mezi ötÏpenÌm -Boc nebo t-Bu chr·nÌcÌ
skupiny esterovÈ funkce a t-Bu chr·nÌcÌ skupiny hydroxylovÈ
funkce v r·mci jednoho ¯·du je srovnateln· se ötÏpenÌm po-
mocÌ TFA. Proto praktick˝ v˝znam pouûitÌ MW techniky p¯i
odötÏpov·nÌ chr·nÌcÌch skupin t-Bu typu u peptid˘ bude patrnÏ
omezen jen na nÏkterÈ speci·lnÌ p¯Ìpady deprotekce, p¯i nichû
nelze pouûÌt TFA, p¯ÌpadnÏ nelze provÈst n·slednou neutrali-
zaci vzniklÈho trifluoracet·tu p˘sobenÌm terci·rnÌ b·ze.

P o u û i t È z k r a t k y

ACN acetonitril
Boc terc-butyloxykarbonyl
For formyl
Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl
MW mikrovlny
HPLC vysoce ˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
OBzl benzylester
Ot-Bu terc-butylester
OMe methylester
t-Bu terc-butyl

TFA trifluoroctov· kyselina
Z benzyloxykarbonyl
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We report on our findings concerning the microwave-
-assisted silica gel removal of Boc and t-Bu groups protecting
α-NH2 and COOH groups in amino acids and peptides, and
also on selectivity of this deprotection to OH-protecting t-Bu
groups. To obtain high conversions in deprotection, increased
microwave doses and prolongation of the reaction time are
required. As a consequence, relatively large amounts of
side products were detected. The microwave radiation could
possibly be utilized in deprotection of peptides when the
trifluoroacetic acid cleavage and subsequent neutralization of
the acid with a tertiary base have to be avoided.
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