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Uvod

Acidolabilni chrdnici skupiny terc-butylového typu se vy-
uzivaji prevazné pri chranéni aminokyselin v chemii peptidd,
kdy se nejcastéji odstépuji ptisobenim trifluoroctové kyseliny.
Do 30 min je tak moZné provést deprotekci N-terc-butyl-
oxykarbonylové nebo ferc-butylové chranici skupiny esterové
funkce, zatimco odsStépeni ferc-butylové chranici skupiny hy-
droxylové funkce zpravidla vyZaduje del3i reakéni dobu'.
Deprotekci aminoskupiny vznikaji trifluoracetdty potlacujici
jeji nukleofilnost, kterou je nutno pied piipadnou acylacni
reakci obnovit neutralizac{ pfislusnou bazi. Bylo vsak jiz také
popsdno, Ze u nékterych N-terc-butyloxykarbonylovych de-
rivéth dochdzi k odstépovani chranici skupiny za vzniku volné
aminoskupiny gomocf mikrovinného (MW) zdfeni v pritom-
nosti silikagelu”.

Pokusili jsme se proto tuto metodu aplikovat na chranéné
derivdty aminokyselin, pfipadné peptidii, nebot v této oblasti
je terc-butylova skupina jednou z nejpouzivanéjsich pii pre-
chodném i permanentnim chranéni reaktivnich skupin.

Dale nds zajimalo, zda je mozné pisobenim mikrovinného
zafeni vyraznéji ovlivnit pomérné maly rozdil v odstépovani
jednotlivych typa ferc-butylového chrdnéni, to znamend, zda
tato metoda poskytuje moznost selektivniho odstépeni N-Boc
skupiny vedle -Bu chranici skupiny esterové ¢i hydroxylové
funkce.

Vzhledem k tomu, Ze pouzité zafizeni na generaci mikro-
vInného zdfeni mélo ve srovndni s publikovanymi ddaji (450 W)
nizsi vykon (300 W), bylo nutné metodiku odstépeni chrd-
nicich skupin pomoci MW modifikovat ddle uvedenymi po-
stupy.

Pri naSich experimentech jsme vyuZili moZnosti zvolit
vykony 150 W, 180 W a 270 W a rlizné ¢asové periody pii
ohfevu reakéni smési slozené z prislusné chranéné aminoky-
seliny a silikagelu nebo oxidu hlinitého. Energie aplikovaného
zafeni byla vyjadfovana v kW.min.
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Experimentalni idaje

Vzorky pro obé metody byly pripravovdny rozpusténim
1 mmol piislu§né litky ve 30 ml methanolu. Po pfiddni 10 g
nosice (silikagel nebo oxid hlinity) bylo rozpoustédlo odpa-
feno a zbytek po vpraveni do nadobky pfistroje ozafovin MW
o rizném vykonu po dobu stanovenou jednotlivymi experi-
menty. Stupen konverze reakce byl ur¢en pomoci HPLC na
koloné LiChroCART WP 300 RP-18 (5 um; Merck, SRN), za
pouziti gradientu mobilni fdze 0-100 % ACN v 0,0 5% TFA
za 1 hod, pii prittoku 1 ml.min™". Pro studii byl pouZit piistroj
SyntheWave 402 Prolabo s vykonem na vystupu 300 W (spin
+5), laskavé zapijceny firmou Merck spol. s r.o., Praha.

Metody P1, P2

Pti pulsni metodé P1 se pracovalo v oteviené nadobé pri
teploté vzorku do 100 °C, kdy dochdzelo ke kolisani vlhkosti
silikagelu. Jedna 20 min ddvka se sklddala z 20 pulsd, z nichZ
kazdy trval 10 s pfi vykonu 150 W. Po ném pak ndsledovala
50-ti sekundova prodleva bez aplikovaného zareni. JelikoZ pii
opakovani metody P1 dochdzelo k poklesu maximdlni teploty
az o 10 °C, byl pfi pulsni metodé P2 vykon pulsti zvySen na
180 W.

Metoda X

Tato metoda byla uplatnéna po zjisténi nizké efektivity
pulsnich metod pfi tvorbé primdrni aminoskupiny z prekur-
soru chranéného skupinou Boc. Vzorek latky byl vystaven
pisobeni MW o vykonu 270 W po dobu 6 min, kdy se vzorek
zacal rychle zahtivat. Jeho teplota, celkové zdvisejici na zpl-
sobu upravy silikagelu, nepiesdhla 146 °C.

Vysledky a diskuse

Vysledky experimentt jsou souhrnné uvedeny v tabulce 1.
Z ni vyplyvd, Ze odStépovani chranicich skupin ferc-butylo-
vého typu zdvisi na struktufe chrdnéné aminokyseliny nebo
sekvenci ptislusného peptidu.

Na silikagelu jako nosi¢i byl zaznamenan 65 % tbytek
Boc-Trp-OH za vzniku pouze 29 % odchrdnéné aminokyse-
liny a 36 % produktt vedlejSich reakei patrné na postrannim
fetézci tryptofanu. Na druhé stané deprotekce dipeptidu Boc-
-Pro-Ala-OMe za vzniku sekunddrni aminoskupiny probé&hla
Cisté s vytézkem 60 % a odstépent ferc-butyl esterové skupiny
u Fmoc-Asp(O#-Bu)OH rovnéz s vytézkem 60 %. V ostatnich
ptipadech probéhlo odstépeni N* -Boc chranici skupiny u Boc-
-Phe-OH, Boc-Trp(For)-OH a tetrapeptidu Boc-Tyr-Asp(OBzl)-
-Pro-Ala-OMe pouze s vytézkem 34 %, 28 % a 27 %, pticemz
i v pripadé tryptofanu s chranénym indolovym kruhem bylo
zjisténo pomérné vysoké, 5 % zastoupeni vedlejsich produktd.

Zaroven byla zjisténa vysokad rezistence ferc-butyl ethero-
vé skupiny u Fmoc-Ser(#-Bu)-OH, kde $tépeni za standardnich
podminek probihalo jen z 3 %, zatimco odstépeni stejné
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skupiny z fenolického postranniho fetézce Fmoc-Tyr(-Bu)-
-OH probéhlo z 15 %. Pomér v odstépovani N* -Boc nebo 7-Bu
chrénici skupiny esterové funkce a #-Bu chrdnici skupiny
hydroxylové funkce dosahujici maximdlné jednoho fadu zhru-
ba odpovida poméru dosazenému pii 100 % odstépeni Boc
skupiny (30 min) pomoci TFA.

Experimenty se zvySovanim dodané MW energie a pro-
dluzovanim doby MW radiace u Boc-Phe-OH (tabulka II,
obrazek 1) s cilem zjistit podminky, pfi kterych je deprotekce

nejvyssi, ukdzaly na postupné snizovéani obsahu pivodniho

Tabulka I
Slozeni reakéni smési po ddvce mikrovlnného zdfeni pii me-
todé X, P1 a P2

Latka X* p1* p2* ° ¢ d
Nosi¢ 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 0o 72 23 46
Fmoc-Gly-OH 0 4 1 100 O 0
Fmoc-Ser(-Bu)-OH 0 5 0 969 3 0,1
Fmoc-Tyr(z-Bu)-OH 0 5 0 84,7 15 03
Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 0 5 0 37 60 3
Z-D-Ala-OH 0 5 0 100 O 0
Nosic¢ oxid hlinity
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 2,8 422

A Pocet ozdteni vzorku, ° % vychozi latky, © % odchrdnéného
produktu reakce, 7 vedlejsich produktd
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chranéného derivatu v reakéni smési az na 1,2 %. Soucasné
vsak pri tom dochdzelo k degradaci ozafovaného materidlu,
takZe pfi maximdlnim dosazeném vytézku odblokovaného
Phe ve vysi 77 % bylo v reakéni smési pfitomno i 23 %
vedlejsich produktd. Déle bylo potvrzeno, Ze N-Fmoc i N-Z
chrdnici skupiny jsou rezistentni vii¢i MW zdfeni za pouzitych
experimentdlnich podminek.

Kdyz byl jako nosi¢ pouzit misto silikagelu oxid hlinity,
nedochdzelo k odStépovani ani N-Boc chrénici skupiny. Fmoc-
-Gly-OH vsak byl ze 45 % modifikovan pfevazné na vedlejsi
produkty (42 % v reak&ni smési) neobsahujici volnou primarni
aminoskupinu.

JelikoZ bylo také popsdno, Ze Boc skupina je Stépena
béhem 1 hod ve vod& za varu®, provedli jsme srovndvaci
experiment, pfi némz byl Boc-Phe-OH nanesen na silikagel
a vystaven teploté 100 °C po dobu 2 hod (doba 6 experimenti
P1) bez ptitomnosti MW zdreni. Po extrakci methanolem vsak
vzorek obsahoval pouze ptivodni Boc-Phe-OH.

Tabulka II
Deprotekce Boc-Phe -OH

Metoda a b ¢ d toa/'C

P1¢ 1,00 98,0 1,9 0,1 100"

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 1214
X 10,72 3.4 74,2 22,4 117,2
X 12,34 1,2 76,0 22.8 115,6

* Energie zdteni v kW.min, ® % vychozi litky, ¢ % odchra-
néného produktu reakce, ¢ % vedlejsich produktd [100 % —
(b + ¢)],  metoda byla aplikovina dvakrat, " metoda P1 jen do
teploty 100 °C
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Obr. 1. Zavislost sloZeni reakéni smési a maximadlni reakéni teploty na ddavee mikrovinného zareni
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Zavér

Zavérem lze konstatovat, Ze v oblasti aminokyselin a pep-
tidG umoznuje MW zafeni za urcitych experimentdlnich pod-
minek Stépeni chranicich acidolabilnich skupin terc-butylo-
vého typu v zdvislosti na povaze aminokyseliny nebo pepti-
dové sekvenci.

K dosazeni maximalniho odstépeni N-Boc nebo #-Bu sku-
piny je vsSak zapotiebi nékolikandsobné prodlouzit reakéni
dobu, resp. nékolikandsobné opakovat divky MW zdreni, po
nichz je v reak¢ni smési detegovan vysoky obsah vedlejsich
produktd.

Selektivita mezi $tépenim N*-Boc nebo 7-Bu chranici
skupiny esterové funkce a t-Bu chranici skupiny hydroxylové
funkce v rdmci jednoho fadu je srovnatelnd se $tépenim po-
moci TFA. Proto prakticky vyznam pouziti MW techniky pii
odstépovani chranicich skupin #-Bu typu u peptidti bude patrné
omezen jen na nékteré specidlni ptipady deprotekce, pfi nichZ
nelze pouZit TFA, pfipadné nelze provést naslednou neutrali-
zaci vzniklého trifluoracetdtu ptisobenim tercidrni béze.
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J. Sebestik™”, J. Hlavi¢ek®, and 1. Stibor” (“Institute
of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences
of the Czech Republic, "Department of Organic Chemistry,
Institute of Chemical Technology, Prague): Utilization
of Microwave Technique for Cleavage of Acid-Labile
Groups in Peptide Chemistry

We report on our findings concerning the microwave-
-assisted silica gel removal of Boc and #-Bu groups protecting
0-NH, 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.



