Procedimiento general:

Esquema del proceso quimico:

1. Carga de la resina.

Pesar 1 eq de resina Wang (0.5 g, 0.55 mmol), 2 eq del aminoéacido (AA) serina (0.42 g,
1.1 mmol) protegido con Fmoc. Disolver en 3 ml de DMF y agitar en vortex 30 minutos.
Agregar 3.3 eq (147 pl, 1.82 mmol) de piridina, agitar 5 minutos y agregar 2 eq (158 pl,
1.1 mmol) de 2,6 DCB.

Agitar en vortex 15 horas.

Filtrar reaccion.

Lavar resina con DMF (3 x 15 ml), DCM (3 x 15 ml) y éter dietilico (3 x 15 ml).

Secar al vacio.
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2. Medicion de la carga de la resina.

Se realiza para cuantificar la cantidad de AA (eq/mmol) que se adhirié a la resina. Este
valor serd la referencia para los pasos subsecuentes (1 eq).

Disolver 6-9 mg de la resina cargada en 10 ml de solucién 20% piperidina/DMF.

Incubar 15 minutos.

Aforar hasta 50 ml con solucién 20% piperidina/DMF.

Medir absorbancia a 301 nm y calcular la carga usando la siguiente ecuacién:
Carga= ((AxV)/(Ex W)) x 1000

A= absorbancia a 301 nm

V= volumen (L)

W= masa de la resina (g)

€= coeficiente de extincién molar del aducto a 301 nm (7800 m™)
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3. Bloqueo. \ piridina, DCM

Afadir a la resina cargada 150 pl de cloruro de benzoilo, 150 pl de piridina y 4 ml de 4

DCM.
Agitar en vortex 2 h. N

Lavar resina con DMF (3 x 15 ml), DCM (3 x 15 ml) y éter dietilico (3 x 15 ml).
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4. Desproteccion. e 30 min - Ninhidrina

Agregar a la resina 10 ml de solucién 20% piperidina/DMF, agitar 30 minutos. o
Lavar resina con DMF (3 x 15 ml), DCM (3 x 15 ml) y éter dietilico (3 x 15 ml).
Verificar la correcta eliminacion del grupo Fmoc por medio de la prueba de la Filtrar

Ninhidrina (observar color azul/purpura). - T '

= Azul/purpura
5. Activacion y acoplamiento. AAFMOs, . Lavar
) \ DCM/DME Agitar DMF, DCM, éter Prueba

Disolver 3 eq del siguiente AA-Fmoc en 2.5 ml de solucién DCM/DMF (4:1). / PyBop, DIPEA 2h <7 Ninhidrina
Afadir 3 eq de PyBop, mezclar bien y agregar 6 eq de DIPEA. ¢ =

Afadir la mezcla a la resina y agitar 3 h en vortex. |

Lavar resina con DMF (3 x 15 ml), DCM (3 x 15 ml), éter dietilico (3 x 15 ml). Filtrar

Verificar correcta adicion del AA con prueba de la Ninhidrina (observar color amarillo). | - ’

----- > Ciclos sucesivos de desproteccion y acoplamiento por cada AA. 1 ks Amarillo

6. Separacion de la resina. 96.5% TFA gt _ Goncentrara
Al finalizar el proceso de elongacién del péptido pesar la resina seca y colocarla en un R\ 10%TIS 3h | vacio Centrifugar,
. 2.5%H.0 secar al vacio

recipiente nuevo para separarlo de la resinay eliminar grupos protectores laterales.
Agregar 15 ml de solucién 96.5% TFA, 1.0% TIS y 2.5% H»0 por g de resina y agitar 3 h.
Filtrar solucién y lavar con TFA (3-4 ml), combinar los filtrados.

Concentrar filtrados al vacio con rotaevaporador.

Resuspender concentrado en una cantidad minima de TFA (2-3 ml).
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Precipitar péptido agregando 10 volimenes de éter dietilico frio (-20°C). X _Péptido
Centrifugar (4000 rpm x 5 min, 4 °C) y desechar sobrenadante. lineal
Recuperar precipitado y secar al vacio.
7. Reaccion de ciclado. n ; .
Pesar péptido y Agitar ZrConcentrar al Centrifugar,
calcular concentracién 24 h vacio secar al vacio

Pesar el péptido y calcular concentracién (mmol) a partir de la secuencia de AA.
Disolver en 250 ml de DMF anhidro y agregar 3 eq de EDC y 6 eq de HOBt.

Agitar 24 h en condiciones inertes.

Concentrar al vacio con rotaevaporador.

Precipitar agregando 10 volimenes de éter dietilico frio (-20°C).

Centrifugar (5000 rpm x 5 minutos, 4 °C) y desechar sobrenadante.

Secar precipitado al vacio. Guardar péptido a 4 °C hasta su uso en andlisis posteriores.
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8. Purificacion y analisis.

Purificar péptido ciclico por medio de cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC.
Ensayos de resonancia magnética nuclear (RMN) para verificar estructura.
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DMF: Dimetilformamida.

DCM: Diclorometano.

2,6 DCB: Cloruro de 2,6 diclorobenzoilo

PyBop: benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate.
EDC: 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida

Glosario:

TFA: Acido trifluoroacético.
DIPEA: N-Ethyldiisopropylamina.
TIS: Triisopropil silano.

HOBt: 1-Hidroxibenzotriazol

Prueba de la Ninhidrina: Colocar una pequefia cantidad de resina en un vial, afiadir 200 pl de solucién A

(0.5 g de ninhidrina en 10 ml de etanol 10%) y 50 pl de solucién B (400 pl de KCN en 20 ml de piridina).
Calentar el vial a 95°C por 2 minutos y observar cambios en la coloracion.




