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ABSTRACT

Proteins are macromolecules that carry out most of the biochemical functions
of the cell, which strongly depend on the secondary and tertiary structure, defined
by the amino acid sequence of a polypeptide chain. The importance of peptides and
proteins in biology and medicine inspired chemists to develop strategies for their
synthesis.

The main limitation to the preparation of long peptides is their tendency to
aggregation, what makes the coupling and deprotection reaction ineffective, and
purification of the compounds difficult. Inter- and intramolecular interactions,
hydrophobic character, the presence of multiple hydrogen bonds significantly affect
the secondary structure of peptides, making further extension of the peptide chain
very difficult.

Undesirable aggregation process may be disrupted by reduction of hydrophobic
interactions. For this purpose, various methods are used, based on the implemen-
tation of specific modifications to the peptide chain, affecting its secondary struc-
ture. These methods include, for example, incorporation of pseudoproline building
blocks [5] and proximity induced peptide ligation [6, 7].

In some cases, it is convenient to extend the amino acid side chain to form iso-
peptides (Fig. 1) [14-16]. Depsipeptides can be created with the natural amino acids
such as cysteine, serine, threonine, tyrosine, or tryptophan. The basic requirement is
the presence of f-hydroxyamino component.

The presence of a depsipeptide moiety in place of an amide bond significantly
change the secondary structure of native peptide and prevents from aggregation,
leading to higher yields of desired compounds [18]. In the solution phase peptide
synthesis, this method is free from racemization [19]. Isodipeptide units can be suc-
cessfully applied in SPPS for the synthesis of “difficult sequence”-containing pepti-
des [19].

In this paper, many examples of effective use of O-acylisopeptides method in
peptide synthesis are discussed.

Keywords: O-acyloisopeptides, O>N-migration, difficult sequence-containing pep-
tides

Stowa kluczowe: O-acyloizopeptydy, O>N-migracja, peptydy zawierajace trudne
sekwencje
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WPROWADZENIE

Biatka to makroczasteczki, ktdre sa odpowiedzialne za wigkszos¢ funkcji bio-
chemicznych komorki. Biologiczna rola poszczegdlnych bialek zalezy $cisle od ich
struktury drugo- i trzeciorzedowej, ktdra jest zdefiniowana przez sekwencje ami-
nokwasowa fancucha polipeptydowego. Znaczenie peptydéw i biatek w biologii
i medycynie inspiruje chemikéw do rozwijania strategii ich syntezy.

Metody otrzymywania polipeptydéw zostaly znacznie rozszerzone w ciagu
kilku ostatnich dekad [1], zwlaszcza od momentu wprowadzenia przez Merrifielda
syntezy na no$niku stalym [2] oraz zastosowania syntezatoréw. Jednak SPPS nie
moze zaspokoi¢ rosngcego zapotrzebowania na synteze duzych polipeptydéw lub
bialek, poniewaz najlepiej nadaje si¢ do syntezy fancuchéw peptydowych majgcych
mniej niz 50 reszt aminokwasowych.

Gléwna przeszkoda w otrzymywaniu dlugich peptydéw jest tendencja do ich
agregacji, w wyniku ktorej reakcje sprzegania i usuwania grup ochronnych s mato
wydajne, a oczyszczanie zwigzkow jest bardzo trudne. Miedzy- i wewnatrzczgs-
teczkowe interakcje, hydrofobowy charakter, obecno$¢ wielu wigzan wodorowych
wplywajag w znacznym stopniu na strukture drugorzedowa peptyddéw, utrudniajgc
dalsze wydltuzanie tancucha peptydowego. Dlatego tez synteza peptydéw o trudnych
sekwencjach jest ostatnio przedmiotem badan wielu zespolow [3, 4].

1. STRATEGIE STOSOWANE W SYNTEZIE PEPTYDOW
O TRUDNYCH SEKWENCJACH

Niepozadany proces agregacji moze zosta¢ zaklécony w wyniku zmniejszenia
hydrofobowych oddzialywan. Do tego celu stosowane s3 rézne metody, polegajace
na wprowadzeniu konkretnych modyfikacji do tancucha peptydowego, wplywaja-
cych na jego strukture drugorzedowa. Do metod tych zaliczamy m.in. inkorporacje
pseudoprolinowych blokéw budulcowych [5] oraz réznego typu substancji pomoc-
niczych np. reszty 2-hydroksy-4-metoksybenzylowej (Hmb) [6]. Obecnos¢ substan-
cji pomocniczych zakldca strukture drugorzedowa, powstala w wyniku oddzialy-
wan miedzy- i wewnatrzczasteczkowych, co ulatwia reakcje N-acylowania. Metoda
ta zostata zapoczatkowana przez Brennera i wsp. ponad 60 lat temu [7]. Ostatnio,
Miranda i wsp. opisali zastosowanie pomocniczego 2-hydroksy-6-nitrobenzylu
(Hnb), dla poprawy efektywnosci i wydajnosci syntezy peptydéow na fazie stalej,
zawierajgcych sterycznie zawadzone aminokwasy, szczegdlnie 3-rozgalezione reszty
[8]. W wyniku redukcyjnego alkilowania, odpowiedni benzaldehyd jest przylaczony
do peptydu zwigzanego z zywica, a nastepnie wolna grupa hydroksylowa jest acy-
lowana Fmoc-aminokwasem lub peptydem aktywowanym HBTU. O->N Migracja
reszty acylowej prowadzi do utworzenia wigzania amidowego (Schemat 1).
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Schemat 1. Ligacja peptydu indukowana substancjg pomocnicza
Scheme 1. Proximity induced peptide ligation

Wprowadzono takze strategie polegajace na sprzeganiu fragmentéw otrzyma-
nych na fazie stalej i/lub w roztworze w celu utatwienia syntezy duzych polipepty-
dow [9, 10]. Jedng z metod kondensacji fragmentdéw w roztworze, ktéra zrewolu-
cjonizowala syntez¢ peptydow jest natywna ligacja chemiczna (NCL) (Schemat 2a).
Pojecie NCL wprowadzono juz w 1953 roku [11], ale metoda ta znalazta szerokie
zastosowanie dopiero od 1994, kiedy to zostata wykorzystana w syntezie interleu-
kiny-8, odpowiedzialnej za proliferacje komorek B podczas odpowiedzi immuno-
logicznej [12]. NCL polega na chemoselektywnym sprzeganiu dwdch fragmentow
peptydowych, gdzie jeden z nich zawiera aktywowany C-terminaly tioester, a drugi
odblokowang N-koncowg reszte cysteiny. Ich polgczenie prowadzi do uzyskania
natywnego peptydu. Sita napedowsa reakcji NCL jest wieksza termodynamiczna
trwalo$¢ wigzania amidowego niz tioestrowego, ktdra wystepuje w zakresie neu-
tralnego pH [13]. Generalnie, NCL oznacza miedzyczasteczkowq ligacje z udzialem
dwoch czasteczek (Schemat 2a), natomiast wewnatrzczasteczkowa ligacja, czesto
nazywana acylomigracja, wystepuje, gdy grupa acylowa migruje z O, N, S>N w izo-
peptydzie (Schemat 2b).
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a) Intermolecular chemical ligation, (b) Intramolecular chemical ligation

a) Miedzyczasteczkowa ligacja chemiczna, (b) Wewnatrzczasteczkowa ligacja chemiczna

W przypadku kondensacji fragmentdw, N-koncowy fragment peptydowy sprze-
gany jest z C-koficowym fragmentem, a nastepnie proces ten powtarzany jest az do
momentu osiggniecia docelowego peptydu. W niektérych przypadkach, w ktérych
wystepuje problem z rozpuszczalno$cia w petni odblokowanego natywnego peptydu
lub wystepuja problemy w efektywnym sprzeganiu segmentdw, nalezy wykorzystaé
inne alternatywne metody. W takich przypadkach wygodniej jest wydluza¢ tancuch
boczny aminokwasu, zamiast przedtuzania fancucha gléwnego, tworzac izopeptydy
(Rys. 1) [14]. Depsipetydy moga by¢ tworzone na takich naturalnych aminokwasach
jak cysteina, seryna, treonina, tyrozyna czy tryptofan. Dalsza cze$¢ pracy poswie-

cona zostanie najczesciej stosowanym w syntezie O-acyloizopeptydom.
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Rysunek 1. (a) Izopeptyd cysteiny/seryny/treoniny, (b) izopeptyd tyrozyny, (c) izopeptyd tryptofanu
Figure 1. (a) Cysteine/serine/threonine isopeptide, (b) tyrosine isopeptide, (c) tryptophan isopeptide

2. O-ACYLOIZOPEPTYDY

Szybka, fatwa i nieodwracalna transformacja O-acyloizopeptydu do natywnego
peptydu okreslana jest jako metoda ,,click” [15] lub ,switch” [16]. Podstawowym
wymogiem jest obecno$¢ skladnika -hydroksyaminowego. Bialkowe aminokwasy
Ser, Thr, Tyr i nienaturalne aminokwasowy np. Pns (kwas (2R,3S)-3-amino-2-hy-
droksy-4-fenylobutanowy), «a-alkiloseryny spelniaja ten podstawowy wymog.
W przypadku syntezy peptydéw na fazie stalej, wigzanie estrowe utworzone jest
pomiedzy grupg karboksylowa jednego aminokwasu i grupg 5-hydroksylowa dru-
giego takiego jak np. Ser/Thr. Dalsze wydluzanie fancucha peptydowego prowadzi
sie w regularny sposéb. Po otrzymaniu pelnej sekwencji aminokwasowej peptyd
odszczepia si¢ od Zywicy i usuwa grupe ochronng na Ser/Thr w celu uzyskania
jednostki O-acylo-izopeptydowej, ktéra w warunkach fizjologicznych (pH 7,4) np.
w peroksyboranie(III) sodu (PBS) w temperaturze pokojowej ulega O->N wewnatrz-
czgsteczkowej migracji reszty acylowej. W konsekwencji otrzymuje sie pozadany
peptyd [17]. Obecnos¢ ugrupowania depsipeptydowego w miejscu wigzania ami-
dowego nie powoduje tworzenia niepozadanych pofatdowan struktury drugorzedo-
wej, ktére mogtyby prowadzi¢ do agregacji.

Kiso i in. [18] wykazali Ze obecno$¢ reszt O-acylowych znaczgco zmienia struk-
ture drugorzedowg natywnego peptydu. O-Acyloizopeptydy sg bardziej hydrofilowe
i fatwiejsze do oczyszczenia metodg HPLC, niz odpowiadajgce im macierzyste pep-
tydy. W tym samym zespole otrzymana zostala biblioteka 40 jednostek O-acylo-
izodipeptydowych o ogoélnej strukturze Boc-Ser/Thr(Fmoc-AA)-OH (Schemat 3).
Autorzy oznaczyli czysto$¢ enancjomeryczng otrzymanych depsipeptydéw metoda
HPLC przez poréwnanie z wzorcami Boc-Ser/Thr(Fmoc-D-Xaa)-OH [19]. Badania
wykazaly, ze metoda O-acyloizopeptydowa, w przypadku syntezy w roztworze, jest
metoda wolng od racemizacji.

BocHN COOH
1 ‘\/
BocHN COOB R 0 Y
oc! ~ n I 1. kondensacja FmocHN\)l\o H
H —_— =
/:\\ + FmocHN/\COOH 2. wodoroliza H /\ﬂm'lc
HO H/Me R

Schemat 3. Synteza jednostek O-acyloizopeptydowych [Boc-Ser/Thr(FmocXaa)-OH]
Scheme 3. Synthesis of O-acyl isopeptide units [Boc-Ser/Thr(FmocXaa)-OH]
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N-Koncowe izopeptydy serynowe szybko generuja odpowiadajace im natywne
peptydy przez O>N wewnatrzczasteczkowa migracje reszty acylowej przez 5-cio
czlonowy stan posredni [20]. Zaobserwowano rowniez klasyczne przesuniecie O>N
reszty acylowej poprzez 8- i 11-cztonowe cykliczne stany przejsciowe [21].

O->N Migracje w O-acyloizodipeptydach (1 i 3) mozna prowadzi¢ w bezwod-
nych warunkach w celu uniknigcia hydrolizy estru, w mieszaninie piperydyna-DMF
(20% v/v), przy wspomaganiu promieniowania mikrofalowego w 50°C, MW 50W,
1 h (Schemat 4). Za pomocg metody HPLC-MS potwierdzono powstawanie poza-
danych wewnatrzczasteczkowych produktow ligacji (odpowiednio 2 i 4), a takze
produktu bis-acylowania 5, powstaltych przez 8- i 11-czlonowe stany przejsciowe.

Ligacja zwigzku 3 zostata zbadana réwniez w warunkach wodnych (pH = 7,6,
stezenie buforu 1 M, MW 50°C, 50 W, 1 h). Wyniki analizy HPLC-MS wskazy-
waly na obecnos¢ tylko niewielkiej ilo$ci produktu ligacji 4, gtéwny pik odpowiadat
masie zwigzku 3, pozbawionego grupy Boc.

a) /Bm _Boc

OH
piperydyna-DMF /_‘ R, [V}
\)J\ 0% | \)j\
H OH
N

—=  Boc_ N
SO, 50, 3h NH/\H/ < H/\n/
o R

b) OH

R 0 0
4 _~Boe
‘/ piperydyna-DMF \© HN
\)L 20w + o
/Y /\"/ SOW. 50.°C. 3h R

Schemat 4.  Ligacja chemiczna izopeptydow seryny via: (a) 8-czlonowy stan przejéciowy, (b) 11-cztonowy stan
przejsciowy

Scheme 4.  Chemical ligation of serine isopeptide via: (a) 8-membered transition state, (b) 11-membered
transition state

Izopeptyd tyrozyny 6 (n = 1-3) stuzyl jak narzedzie do badania ligacji poprzez
12-14-czlonowe cykliczne stany przejsciowe (Schemat 5).
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Schemat 5. Ligacja chemiczna izopeptydu tyrozyny 6
Scheme 5. Chemical ligation of tyrosine isopeptide 6

Préby ligacji izopeptydu tyrozyny 6 w warunkach wodnych zakonczyly sie nie-
powodzeniem. Jednakze, gdy reakcje prowadzono w warunkach promieniowania
mikrofalowego (pH 7,3, stezenie buforu 1M, MW 50°C, 50 W, 3 h) (Schemat 5)
otrzymano produkt wewnatrzczasteczkowej O->N-acylomigracji 7 (85%), zanie-
czyszczony bis-acylowanym zwigzkiem 8 (10%) oraz nieprzereagowanym substra-
tem 6 (5%). Wyniki wskazuja, Ze O->N-acylomigracja poprzez 12- i 14-cztonowe
cykliczne stany przej$ciowe jest bardziej preferowana niz migdzyczasteczkowe acy-
lowania przebiegajace poprzez 13-cztonowe cykliczne stany przejsciowe.

Izopeptyd 9 (m = 1-3, n = 1-3) zostal wykorzystany do badania O->N wewnatrz-
czasteczkowej migracji poprzez 15-19-czltonowe cykliczne stany przejsciowe (Sche-
mat 6) [22].
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Schemat 6. Ligacja chemiczna izopeptydu tyrozyny 9
Scheme 6. Chemical ligation of tyrosine isopeptide 9

W $rodowisku wodnym (pH =7,3), 12-, 13- i 14-czlonowe stany przej$ciowe nie
prowadza do produktéw ligacji [23]. Wykazano, Ze w mieszaninie piperydyna-DME,
atakujacy nukleofil jest calkowicie deprotonowany, a ligacja zachodzi z wysokimi
wydajno$ciami siegajacymi 97%.

Ligacja izotetrapeptydu tyrozyny 9 w warunkach wodnych prowadzi do otrzy-
mania oczekiwanego produktu ligacji 10 (87-100%, Schemat 6), ktéremu towarzy-
szyly nieznaczne ilosci produktow miedzyczasteczkowego bis-acylowania 11 oraz
$ladowe ilosci nieprzereagowanego substratu 9.

3. ZASTOSOWANIE METODY O->N-ACYLOIZOPEPTYDOWE]J
W SYNTEZIE PEPTYDOW

Podczas badan nad prolekami przeciwnowotworowymi paklitakselem i doce-
takselem, Kiso i in. stwierdzili, Ze obecnos¢ reszty O-acylowej zamiast N-acylowej,
zwieksza rozpuszczalno$é produktu posredniego. W latwy sposéb otrzymali depsi-
peptyd, ktory w koncowym etapie poddali O->N-wewnatrzczasteczkowej migracji
otrzymujac zaprojektowany zwiazek [24, 25]. Wyniki te zostaly poparte obserwa-
cjami Fujii i wsp., ktérzy poprzez O->N-migaracje otrzymali izoestry dipeptydow
z grupa hydroksyetyloaminowg (HDIs). Peptydomimetyki te wykorzystywane sa
w syntezie inhibitoréw f-sekretazy [26].
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Uzycie tej metody pozwolito otrzyma¢ pentapeptyd Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-
-NH, [27]. W przypadku zastosowania standardowej procedury wydluzania fan-
cucha peptydowego, Kiso i wsp. otrzymali mieszanine zwigzkéw, a oczyszczanie
peptydu przy uzyciu HPLC okazalo si¢ niezwykle problematyczne ze wzgledu na
stabg rozpuszczalno$¢. Zaprojektowany peptyd wyodrebnili z bardzo stabg wydaj-
noscig (6,9%). Zastosowanie metody O-acyloizopeptydowej podniosto wydajnosé
do 57,6% (Schemat 7).

Ph Ph
(1 ('
FmocHN—lQ —2>___ BocHN Y V""V"'_NH_O — BocHN Y Val_\,al_NH_O
OH o
Ac-Val-val””
Ph
0
O.N-migracja
z . H,N H Val-Val—NH, pH=7j Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-NH,
Ac-Val-val””

Schemat 7. Syntezapentapeptydu Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-NH, przywykorzystaniu metody O-acyloizopeptydowej
Scheme 7. O-Acyl isopeptide method for the synthesis of pentapeptide Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-NH,

Boc-Pns-OH sprzegano do dipeptydylozywicy, a nastepnie acylowanie grupy
B-hydroksylowej Boc-Pns przeprowadzono stosujac Fmoc-Val. Po otrzymaniu poza-
danej sekwencji, grupe Fmoc usunieto i wolng grupe aminowg zacetylowano. Po
odszczepieniu od Zywicy i usunieciu grupy Boc otrzymano depsipeptyd o 100% czy-
stosci HPLC, ktdry byt ok. 500-krotnie lepiej rozpuszczalny w wodzie niz natywny
peptyd. Zwiazek przechowywany byt w 4°C przez okres 1 miesigca bez degradacji.
Izopeptyd poddano migracji (< 5 minut) w PBS o pH = 7,4, stezeniu 1 mg/ml.
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Schemat 8.  Synteza pentapeptydu Ac-ValValThrValVal-NH, przy wykorzystaniu metody O-acylo izopeptydowej
Scheme 8. O-Acyl isopeptide method for the synthesis of Ac-ValValThrValVal-NH,
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Podczas syntezy metodg O->N-acyloizopeptydowa Ac-Val-Val-Thr-Val-Val-
-NH,, Kiso i in. zaobserwowali powstawanie niepozadanego epimeru izopeptydu,
Thr(Ac-Val-D-Val)Val-Val-NH, x TFA (okoto 21%), obok peptydu o pozadanej
sekwencji [28]. Racemizacja Val spowodowana byta malg szybkosciag estryfikacji
na fazie stalej. Autorzy opracowali nowg strategie, pozwalajacg unikngé epimery-
zacji. Depsipeptyd Boc-Ser/Thr(Fmoc-Xaa-OH) otrzymali w roztworze i nastepnie
wykorzystali w SPPS (Schemat 8).

Takze analogi Leu-enkefaliny zawierajace a-podstawione seryny w miejscu gli-
cyny w pozycji 2 zostaly otrzymane przy wykorzystaniu metody depsipeptydowe;j
z wysokimi wydajnosciami [29]. W przypadku klasycznej syntezy, ze wzgledu na
duza zawade przestrzenna dipodstawionych aminokwaséw, co utrudnia acylowanie
ich funkcji aminowej, pozadane produkty otrzymuje si¢ z duzo nizszymi wydajno-
$ciami. Identyczne podejscie wykorzystano do syntezy analogéw bifaliny, modyfiko-
wanej w pozycjach 2, 2’ (R)- lub (§)-a-metylo(izopropylo)seryna (Schemat 9) [30].

0—Boc

HATU, HOAt
+ o R=MeiPr NMM. DCM
[} R Q
Bog NH \)L
“NH OH
0
Boc-O
NH-Boc
0
o 0 0
R o 1) 90% TFA,,
NH NH _NH NH _Boc
Bor NH/\n/ NH NH NH 2) 5% NaHCO,
0 R 0 0 0
0
Boc-NH
0—Boc
on
oH
o 0 R O
NH J\/w NH,
HN , H NH
o R ]
HO
HO

Schemat 9.  Synteza analogow bifaliny przy wykorzystaniu metody O-acyloizopeptydowe;j
Scheme 9.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of biphalin analogues
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Carpino i in. wykorzystali metode depsipeptydowa do syntezy 37-aminokwa-
sowej domeny WW FBP28, ktéra przyjmuje forme trzyniciowej antyréwnolegtej
B-kartki [31]. Nawet krétki fragment tego peptydu Y'"”-K* uznawany jest za niezwy-
kle trudny w syntezie. Wprowadzenie wigzania depsipeptydowego w pozycji E-S*
rozwigzalo problemy z agregacja, a po etapie migracji peptyd otrzymano z wysoka
wydajnoscia, poréwnywalng do tej uzyskanej strategia pseudoprolinowg (Schemat
10). Po wbudowaniu Boc-Ser-OH funkcja hydroksylowa Ser acylowana byla Fmoc-
-Glu(O'Bu)-OH, w obecnosci N-metyloimidazolu (NMI). Pozostate aminokwasy
przylaczano standardowo. Powstaty depsipeptyd odszczepiono od zywicy przy uzy-
ciu kwasu trifluorooctowego (TFA) i poddano O->N migracji. Obecnos¢ pozada-
nego produktu potwierdzono za pomocg spektrometrii mas.

Boc-Ser-OH
N—() T . TWEKPQELK—NH—( ) ——>  Boc—$ TWEKPQELK—NH—(_)

HO
- TFA O.N-migracja
—>=__  Boc—S§ TWEKFQELK—NH—C_/- ———= Boc—S$ TWEKPQELK—NH, —=
YYYNNRTLE—O YYYNNRTLE—O

YYYNNRTLESTWEKPQELK—NH,

Schemat 10. Synteza fragmentu domeny WW FBP28 przy wykorzystaniu metody O-acylo izopeptydowej
Scheme 10.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of FBP28 WW domain fragment

Carpino i wsp. uzyli jednostek depsipeptydowych w automatycznej syntezie
izopeptydow [31]. To pozwala unikng¢ O-acylowania na zywicy, ktdre jest niewy-
godne i podatne na racemizacje. Otrzymany depsidipeptyd Boc-Thr(Fmoc-Ala)-
-OH wykorzystano w zautomatyzowanej syntezie 31-meru C-terminalego frag-
mentu krambiny (Schemat 11). Podczas syntezy fragmentu 16-46, depsidipeptyd
wprowadzono w pozycje 27-28 i 38-39. W konicowym etapie przeprowadzono O->N
migracje otrzymujac zaprojektowany fragment 16-46 krambiny.

0
0 H,N
0 CPGDYAN
H,N
0 YTGCINPG—NH
(]
CRLPGTPEALC—N H“HJ\

0

l O, N-migracja

CRLPGTPEALCATYTGCIIIPGATCPGDYAN

Schemat 11. Synteza fragmentu krambiny przy wykorzystaniu metody O-acylo izopeptydowej
Scheme 11.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of crambine fragment
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Strategie O-acyloizodipeptydows, wolng od racemizacji, wykorzystano do syn-
tezy wielu peptydow, w tym Af1-42 [32]. Skuteczno$¢ stosowania metody izopepty-
dowej potwierdzono w syntezie peptydéw amyloidowych [33], ktore sg sktadnikami
zlogow amyloidowych w mézgu u pacjentéw z chorobg Alzheimera. Peptyd AB1-42
jest uwazany za jeden z najtrudniejszych peptydow do syntezy. Sktonnos¢ do ulega-
nia agregacji uniemozliwia przeprowadzenie wielu badan biologicznych. Trudnosci
te zostaly przezwyci¢zone przez opracowanie metody umozliwiajacej dostarczenie
peptydu do odpowiedniego celu biologicznego w monomerycznej formie. Otrzy-
many metodg O-acyloizopeptydowa, rozpuszczalny w wodzie depsipeptyd, analog
Af31-42 w warunkach fizjologicznych przeksztalcal sie do odpowiedniego peptydu.
Wigzanie estrowe wprowadzono pomiedzy Gly” i Ser®, pozostala sekwencje zsyn-
tezowano stosujac standardowe protokoly. Po odszczepieniu od zywicy, a nastepnie
deprotekcji grupy Boc-Ser”, otrzymany O-acyloizopeptyd Af1-42 byt z tatwoscig
oczyszczony metoda HPLC.

HO/; o /- 0 R, (V)
FmocNH NH
FmocNH NH o
0 1
1 *s ¢ :
R
0
0 BocHN\/l‘L
BocHN\)]\ H iy R,
Y OH H
1) Pip/DMF : cyklizacja o O TEa
) " —
2) TFE/AcOH/DCM

0
RY \n Ry
0 0
H N\)k

0

Schemat 12.  Synteza cyklicznych peptydéw przy wykorzystaniu metody O-acyloizopeptydowe;j
Scheme 12.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of cyclic peptides

Topologia makrocyklicznych peptydéw zmniejsza ich podatnos¢ na atak egzo-
i endopeptydaz. Dlatego cykliczne peptydy sa atrakcyjnym przedmiotem badan w
chemii lekéw. Wankomycyna, cyklosporyna, oksytocyny i wazopresyny sa dobrze
znanymi cyklicznymi lekami peptydowymi [34]. W zaleznosci od posiadanych grup
funkcyjnych, peptyd moze by¢ cyklizowany na cztery sposoby: glowa do ogona
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(C-koniec do N-konca), glowa-fancuch boczny, fancuch boczny-ogon lub tancuch
boczny-taficuch boczny.

Amblard i wsp. opisali synteze cyklicznego peptydu przy wykorzystaniu cykli-
zacji gtowa-ogon [35]. Liniowy depsipeptyd zawierajacy reszte seryny zostal otrzy-
many na fazie stalej. Po usunieciu z zywicy, przeprowadzono wewnatrzczasteczkowa
cyklizacje przez aktywacj¢ C-terminalnej O-acyloseryny. Po odblokowaniu funkcji
aminowej seryny przeprowadzono O->N-migracje w cyklicznym depsipeptydzie
otrzymujac cykliczny peptyd (Schemat 12).

PODSUMOWANIE

Ligacja peptyddw przy uzyciu metody O-acyloizopeptydwej, zblizonej pod wie-
loma wzgledami do metody pseudoprolinowej, posiada wiele zalet, m.in.:

— lepsza rozpuszczalno$¢ izopeptydow w wodzie, ze wzgledu na obecnosé

dodatkowej protonowanej grupy aminowej, co utatwia ich oczyszczanie,

— stabilnos$¢ acyloizopeptydow w obojetnych lub stabo zasadowych warun-

kach, w postaci roztworu w DMSO lub w postaci statej po liofilizacji,

- O-N-acylomigracja zachodzi ilosciowo w krétkim okresie czasu w tagod-

nych warunkach zasadowych,

— obecnos$¢ wigzania depsipeptydowego zapobiega niepozadanej agregacii,

— wigksze wydajnos$ci deprotekcji i sprzegania w syntezie SPPS spowodo-

wane obecnoscig jednostki O-acyloizopeptydowe;,

— mozliwo$¢ ligacji chemicznej przy uzyciu biatkowych aminokwasoéw

takich jak cysteina, seryna, tyrozyna i tryptofan.

Metoda ta umozliwia otrzymanie z wysokim wydajnosciami peptydéw o trud-
nych sekwencjach zawierajgcych sterycznie zawadzone aminokwasy, cyklicznych
peptydow, dlugich peptydéw posiadajacych tendencje do agregacji. Zalety metody
acyloizopeptydowej sprawiaja, ze coraz czeéciej metoda ta jest ,,metoda z wyboru”
w syntezie peptydow.
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