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DESCRIPCION
Seguimiento en tiempo real de la sintesis de péptidos en fase sélida por espectrometria de masas
Campo de la invencion

La presente divulgacién proporciona sistemas y métodos para llevar un seguimiento en tiempo real de la sintesis de
péptidos en fase sdlida (SPPS) en una atmosfera ambiente para caracterizar productos intermedios de péptido o
productos en linea. La presente divulgacion demuestra también la capacidad de dicho sistema de seguimiento en
tiempo real para rastrear el proceso de las reacciones por etapas de la SPPS. Se divulga asimismo en el presente
documento una placa de muestras para cargar la muestra sélida que puede influir en la estabilidad y la sensibilidad
analitica de la espectrometria de masas de ionizacion de ionizacién por electroespray y por desorcion con laser.

Antecedentes de la invencion

La quimica combinatoria es una tecnologia para crear simultaneamente y rastrear rapidamente un gran ndamero de
diferentes compuestos para identificar compuestos Utiles. Dichas bibliotecas de péptidos pueden utilizarse para
reconocer sustratos enzimaticos e inhibidores o células que se unen a péptidos. A diferencia de la via de sintesis
convencional de manejar un tipo de molécula cada vez, la quimica combinatoria es una importante herramienta para
el descubrimiento de nuevos candidatos de farmacos, catalizadores y materiales. Hoy en dia, varios cientos de
farmacos a base de péptidos han entrado en fase clinica de analisis o estan ya comercializados, ya que los péptidos
se consideran farmacos candidatos muy potentes debido a su alta especificidad y su baja toxicidad. En
consecuencia, ha aumentado también la demanda para la produccion de péptidos en grandes cantidades y los
métodos de sintesis quimica en los que se emplea quimica combinatoria desempefian un importante papel.

Entre los diversos métodos de sintesis quimica, el método de sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS) descrito por
primera vez por Merrifield en 1963 ha pasado a ser un importante hito para el desarrollo de la quimica combinatoria
gracias a su procedimiento de reaccion simplificado y las sencillas etapas de purificacién/aislamiento para dar los
productos diana. El primer aminoacido se une a un soporte insoluble que consiste en pasadores de plastico o
resinas y se construye la secuencia deseada, etapa por etapa, a través de sucesivos acoplamientos de los
aminoacidos apropiadamente protegidos. Las reacciones pueden completarse mediante el uso de un exceso de
reactivos y repetidos lavados para purificacion. La metodologia da cabida a la preparacién de péptidos automatica
basandose en técnicas quimicas eficientes evitando procedimientos de purificacién redundantes o que llevan tiempo.
Como resultado, la sintesis de las bibliotecas combinatorias con el empleo de quimica en fase sélida se ha
convertido en una estrategia de rutina en la practica del descubrimiento de farmacos.

Sin embargo sigue existiendo una serie de inconvenientes asociados con el uso de la quimica en fase soélida, en
particular, en su analisis. Si bien la espectrometria de masa puede ofrecer un analisis de alta produccion para
bibliotecas combinatorias, son demasiadas las moléculas que no tienen propiedades de ionizacién apropiadas como
para que esta técnica sea universalmente aplicable. Por otra parte, el seguimiento online de la sintesis en varias
etapas aplicando métodos espectroscéopicos convencionales requiere la solubilizacidon de la muestra en estudio que
esta desprovista de su soporte sélido. La determinacion del compuesto se consigue normalmente por tanto al final
de la sintesis, ya que es en esta etapa en la que se libera el péptido del soporte insoluble en solucion. El hecho de
utilizar dicha escision y estrategia de analisis como medio de control de calidad y llevar un seguimiento de la
reaccion presenta varios inconvenientes. Este tipo de evaluacién del compuesto en una etapa intermedia es
destructivo, ya que se consumen las muestras. Es posible que tengan lugar reacciones secundarias con los
reactivos de escision durante esta etapa de escision adicional, lo cual conlleva dificultades a la hora de determinar
los productos peptidicos por EM (espectrometria de masas) debido a los complicados espectros de masas que se
obtienen.

Método para llevar un seguimiento de una reaccion quimica en fase sélida utilizando una construccion analitica de
engarce dual basada en carbamato fotolabil de McKeown et al. ("A photolabile carbamate based dual linker
analytical construct for facile monitoring of solid phase chemistry: 'TLC’ for solid phase?", Tetrahedron Letters 40
(1999) 2407-2410). El método requiere una escision acida del sustrato para eliminar el engarce N-terc-
butoxicarbonil-diaminopentano escindible con acido.

En varios informes (Michael C. F. et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Vol. 6, 979-982, 1996; Stephen C.
M. et al., Tetrahedron Letters, Vol. 40, 2407-2410, 1999) se ha demostrado que se podria utilizar el tiempo de vuelo
con ionizacion-desorcion con laser asistido por matriz con espectrometria de masas (MALDI-TOF) para analizar
aminoacidos o péptidos Fmoc protegidos seleccionados unidos a una resina en fase sélida a través de un engarce
fotolabil. Algunos articulos (Delphine M. et al., Journal of the American Society for Mass Spectrometry, Vol. 12, 1099-
1105, 2001) han notificado que la espectrometria de masas de iones secundarios en tiempo de vuelo (TOF-S-SIMS)
podria utilizarse para caracterizar analitos anclados en soportes soélidos en una sola etapa sin requerir el
pretratamiento de la muestra. Sin embargo, la desorcién e ionizacién tanto de MALD-TOF como de TOF-S-SIMS
debe realizarse en un sistema de alto vacio. El seguimiento de la sintesis de péptidos en fase sélida en tiempo real
para el control de calidad de la sintesis no es posible con estos tipos de técnicas.
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El desarrollo de un método de seguimiento online directo minimamente destructivo o que no sea destructivo
permitiria el seguimiento etapa a etapa de la sintesis de péptidos en fase sélida para un buen control de calidad. La
presente divulgacién proporciona dichos métodos y aborda algunas de las limitaciones que se han mencionado.

Breve sumario de la invencién

La presente divulgacion proporciona una realizacion de un método de seguimiento en tiempo real de SPPS
utilizando un espectrémetro de masas. Se dispersan las muestras de sintesis en fase sélida en disolventes
organicos seguido de la exposicidon a un haz de laser por pulsos para romper el enlace quimico entre el péptido y el
soporte sdlido (por ejemplo una resina) y la exposicidon a un penacho de electroespray para ionizacion hacia el
espectrometro de masas (véase Figura 11). Los autores de la invencién han observado que esta estrategia es
aplicable, por ejemplo, a productos de péptidos conectados con resina para analizar directamente y con éxito
moléculas de péptidos por espectrometria de masas sin ningln tratamiento previo de la muestra ni escisiéon con
acido.

Breva descripcién de los dibujos

La Figura 1 proporciona un espectro de masas positivo de la muestra 1 dispersada en un disolvente organico
(diclorometano). Las muestras en disolvente liquido expuestas a haz de laser de pulsos y capilar de
electroespray para ionizacion y analizadas por una trampa de iones.

La Figura 2 proporciona un espectro de masas positivo de la muestra 2 dispersada en un disolvente organico
(diclorometano). Las muestras en disolvente liquido expuestas a haz de laser de pulsos y capilar de
electroespray para ionizacion y analizadas por una trampa de iones.

La Figura 3 proporciona un espectro de masas positivo de la muestra 3 (de-Fmoc 4 mero) dispersada en un
disolvente organico (diclorometano). Las muestras en disolvente liquido expuestas a haz de laser de pulsos y
capilar de electroespray para ionizacion y analizadas por una trampa de iones.

La Figura 4 proporciona un espectro de masas positivo de la muestra 4 (5-mero) dispersada en un disolvente
organico (diclorometano). Las muestras en disolvente liquido expuestas a haz de laser de pulsos y capilar de
electroespray para ionizacion y analizadas por una trampa de iones.

La Figura 5 proporciona un espectro de masas positivo de la muestra 5 (de-Fmoc 5-mero) dispersada en un
disolvente organico (diclorometano). Las muestras en disolvente liquido expuestas a haz de laser de pulsos y
capilar de electroespray para ionizacion y analizadas por una trampa de iones.

La Figura 6 proporciona un espectro de masas positivo de la muestra 6 (6 mero) dispersada en un disolvente
organico (diclorometano). Las muestras en disolvente liquido son expuestas a haz de laser de pulsos y capilar de
electroespray para ionizacion y analizadas por una trampa de iones.

La Figura 7 proporciona un espectro de masas positivo de una muestra mixta (de-Fmoc 5-mero) y una muestra 4
(5-mero) de diferente relacion de peso (1:9 3:7, 5:5, 7:3, 9:1, 95:5 y 99:1).

La Figura 8 proporciona un grafico de la relacion de intensidad del porcentaje en peso de 5-mero/ de-Fmoc 5-
mero frente a de-Fmoc 5-mero (a) 10 % ~ 99 %; (b) 30 % ~ 90 %; (c) 91 % ~ 99 %.

La Figura 9 proporciona un espectro de masas de péptido de-Fmoc 4 mero (m/z 603,3) cargado sobre cuatro (4)
materiales de placa de muestras, que incluyen (a) lamina de algodén, (b) politereftalato de etileno blanco, (c)
acero y (d) politereftalato de etileno negro.

La Figura 10 proporciona un espectro EIC de masas (cromatograma de iones extraido) en cuanto a la
estabilidad del uso de diferentes materiales de placa de muestra utilizando péptido de 5-mero (m/z 972,5, linea
roja) y péptido de de-Fmoc 5-mero (m/z750,4, linea azul) en resina como ejemplos. (a) Placa de muestra de
acero. (b) Politereftalato de etileno negro.

La Figura 11 proporciona una ilustracion de la presente divulgacion en la que la muestra unida a soporte esta
minimamente interrumpida con un haz de laser para proporcionar moléculas del producto de reaccién que se
pueden analizar en la corriente del emisor de ESI, utilizando un analizador de masas.

Descripcion detallada de la invencion

Una realizacién de la presente invencion la presente divulgacion proporciona un método de andlisis vital para
detectar directamente los péptidos sintetizados sobre un soporte solido. En algunos aspectos, el soporte sélido es
una resina. Las personas expertas en la materia apreciaran que son Utiles diversos materiales de soporte en el
proceso y con los sistemas que se describen en el presente documento, si bien son preferentes algunos soportes,
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como por ejemplo, resinas de tereftalato. Salvo el uso de un disolvente organico para dispersar las muestras de
péptidos-resina, no se requiere ningun otro pre-tratamiento de la muestra antes de la deteccion EM. Cuando se
utilizan los métodos de andlisis destructivos convencionales para caracterizar masas de compuestos sobre soportes
sélidos, es necesaria la hidrélisis acida o la escisién con acido de las moléculas del péptido para separar las
moléculas de la resina insoluble. En consecuencia, las reacciones secundarias, como el desbloqueo o la
desproteccién causan la formacion de fragmentos adicionales en el sistema y la determinacion de productos
intermedios o los productos se hace confusa y dificil. A diferencia de estos métodos de liberacion de acido, puede
obtenerse informacion del peso molecular de las moléculas de péptido intactas en este sistema de analisis directo
reduciéndose asimismo en gran medida el consumo de la muestra. Por otra parte, esta estrategia permite el analisis
en un entorno ambiente, que es mas directo para el seguimiento en tiempo real de una reaccién y el control de
calidad que las técnicas que requieren un sistema con alto vacio. Este método de seguimiento online minimamente
destructivo y directo permite llevar un seguimiento en fase soélida del péptido, etapa por etapa, para un mejor control
de calidad.

Se divulga en el presente documento un sistema para el seguimiento en tiempo real de una reaccidon quimica que
comprende:

a) una muestra;

b) un depdsito de intercambio de disolvente;
c¢) una fuente de luz;

b) una unidad de electroespray; y

€) un espectrometro de masas.

Si bien la naturaleza de la muestra que se presenta en el presente documento es para la sintesis de péptidos, los
sistemas pueden emplearse para llevar el seguimiento de diversas estrategias de sintesis quimica que pueden tener
lugar sobre soportes sélidos de manera gradual. Tal como se ha sefialado, los sistemas descritos en el presente
documento pueden proporcionar también un depésito de intercambio de disolvente para facilitar el contacto de la
muestra con el disolvente y la fuente de luz (normalmente un laser). El disolvente es normalmente un disolvente de
bajo punto de ebullicién que no es reactivo en las condiciones del seguimiento en tiempo real. El depésito de
intercambio de disolvente puede estar integrado en el sistema para la liberacién automatica de disolvente sobre la
muestra (y soporte) o puede separarse del sistema de manera que se afiada el disolvente manualmente a la
muestra/soporte. La fuente de luz es normalmente un laser para proporcionar luz enfocada sobre el sitio de la
muestra. Son Utiles diversos laseres, incluyendo laser Nd-YAG (266-1064 nm, 20 Hz) como un Lotis-Tii LS-2130 con
fuente de alimentacion de alta tension (0-30KV, 0-300 pA, Spellman CZE1000PN30) asi como otras fuentes de luz
de laser comparables. La unidad de electroespray y el espectrometro de masas se describen mas adelante (e
incluyen modelos como espectrometro de masas de trampa de iones Esquire 3000 plus de Bruker).

En el presente documento se divulga un método para el seguimiento en tiempo real de una reacciéon quimica
mediante el uso de un espectrometro de masas, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar una muestra en un recipiente, o desde él, en el que tiene lugar la sintesis quimica;

b) someter la muestra sintetizada a un disolvente organico;

¢) utilizar una fuente de luz para romper el enlace quimico y transportar las moléculas del analito en un penacho
de ionizacién de electroespray; y

d) analizar el espectro de iones precursor de las moléculas del analito para determinar el peso molecular de los
productos de sintesis.

En una realizacion, se proporciona un método de seguimiento en tiempo real de la sintesis de péptido en fase sélida
mediante el uso de un espectrometro de masas, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un péptido sobre una resina en un recipiente, o desde él, en el que tiene lugar la sintesis
quimica;

b) someter el péptido sintetizado sobre una placa, a un disolvente orgéanico;

c) utilizar una fuente de luz para romper el enlace quimico y transportar las moléculas de analito en un penacho

de ionizacién de electroespray; y

d) analizar el espectro de iones precursor de las moléculas del analito para determinar el peso molecular de los

productos de sintesis.

La reaccién quimica se puede llevar a cabo en un reactor de sintesis quimica. Las reacciones quimicas incluyen
sintesis de péptido. En una de dichas realizaciones, la sintesis de péptido es una sintesis de péptido en fase sdlida.
Es posible emplear cualquier nimero de soportes sélidos, incluyendo resinas, como resinas a base de poliestireno y
poliamida. Los péptidos se unen covalentemente a un soporte sélido, normalmente, en su extremo C-terminal a
través de engarces como un acido inestable y engarces fotolabiles. En algunas realizaciones, el engarce es un
engarce inestable acido. En otras realizaciones, el engarce es un engarce de titilo como por ejemplo un engarce de
2-cloratritilo. La sintesis de péptidos se lleva a cabo normalmente por acoplamiento de un aminoacido protegido con
el extremo N-terminal de la muestra unida. El aminoacido protegido puede contener grupos protectores N-terminales



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2710004 T3

como grupos Boc (terc-butiloxicarbonilo) o Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo), asi como grupos protectores de
cadena lateral.

La muestra o el reactor de sintesis quimica, el deposito de intercambio de disolvente, la fuente de luz, la unidad de
electroespray y el analizador espectrometro de masas pueden formar un solo aparato. El reactor de sintesis quimica
puede estar en comunicacion fluida con el depdsito de intercambio de disolvente. La camara del reactor y el deposito
de intercambio de disolvente puede ser el mismo, es decir, la cdmara de reaccién es también el depdsito de
intercambio de disolvente.

El depdsito de intercambio de disolvente contiene un disolvente para su suministro a la camara de reaccion, de
manera que la muestra entra en contacto con el disolvente antes de su exposicién a la fuente de luz. En una
realizacién, el disolvente es un disolvente organico, incluyendo disolventes organicos polares y no polares. El
disolvente puede ser cloruro de metileno. En otros aspectos, el disolvente es un disolvente prético polar como
metanol. El disolvente puede estar sustancialmente desprovisto de matrices solidas o moléculas organicas de bajo
peso molecular cristalizables que tienen capacidad de sublimacion y/o de transferencia de la carga a la muestra tras
la exposicién a la fuente de luz, como por ejemplo las matrices empleadas en MALDI (ionizacién por desorcién con
laser asistida con matriz). Estas matrices de bajo peso molecular incluyen aquellas que tienen pesos moleculares
inferiores a 1000, 500, 400 o 300 gramos/mol e incluyen acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (acido sinapinico),
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (alfa-ciano o matriz-alfa) y acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB).

La fuente de luz, unidad de electroespray, y el espectrémetro estan todos préximos al reactor de sintesis quimica y
entre si. La fuente de luz esta situada para suministrar luz a la camara de reaccién. La camara de reaccién puede
estar localizada en el trayecto del penacho de electroespray generado por la unidad del electroespray. El penacho
de electroespray puede pulverizarse a través de la camara de reaccion.

La fuente de luz puede ser un laser, como por ejemplo un laser por pulsos. El laser tiene la energia suficiente como
para causar la escision del (los) enlace(s) covalente(s) entre la muestra y el soporte sélido al que estan unidos. Tras
la escision, se exponen las moléculas del analito resultante y son barridas hacia el penacho de ionizacion de
electroespray que se origina desde la unidad de electroespray.

El término “unidad de electroespray” y “emisor de electroespray” se utilizan indistintamente en la presente solicitud.
La unidad de electroespray puede adoptar cualquiera entre una serie de formas y puede presentarse en forma de
una aguja o capilar. La unidad de electroespray es conductora y contiene un electrodo. El espectrometro de masas
que contiene un detector para la deteccién de masa i6nica puede servir también como contra electrodo para
establecer un campo de tension en relacién con la unidad de electroespray. El liquido del emisor se pulveriza hacia
el espectrometro de masas y se convierte en un penacho de ionizacion de electroespray que comprende gotitas
monodispersadas. A diferencia de los métodos ESI (ionizacién por electroespray) convencionales, el liquido de
electroespray de la presente solicitud antes de la pulverizacion esta desprovisto de analitos y los analitos se
incorporan Unicamente tras la formacion del penacho, lo cual ioniza y transporta el analito al espectrémetro de
masas para su deteccion y posterior analisis.

Los sistemas, materiales y métodos divulgados en el presente documento se llevan a cabo a presion ambiente. El
término presion ambiente, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la presiéon del aire natural que
existe a una altura determinada, por ejemplo 760 mm Hg a nivel del mar.

Tal como se divulga en el presente documento, se proporciona una placa que entra en contacto con la muestra
antes y durante la sintesis quimica. Alternativamente, es posible proporcionar la placa y ponerla en contacto con la
muestra antes de exponer la muestra a la fuente de luz.

La placa puede ser una placa de poliéster. En algunos aspectos, se selecciona el poliéster entre acero y
politereftalato de etileno. En otros aspectos el politereftalato de etileno es negro.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos tienen como Unico fin ilustrar con mayor detalle no pretendiéndose que limiten la invencion
divulgada.

Ejemplo 1

Se llevo a cabo con éxito el andlisis directo de seis productos de sintesis de péptidos en fase solida (SPPS)
(muestra 1 a muestra 6) dispersada en disolventes organicos, aplicando desorcién con laser o espectrometria de
masas por ionizacion con electroespray sin ningln tratamiento previo de la muestra ni escision con acido. En la
Figura 1 a Figura 6, se presentan los espectros de masa de las muestras de particulas, habiéndose sintetizado las
cadenas de péptidos deseadas etapa por etapa en una resina de soporte a través de un engarce utilizado
cominmente. Se caracterizaron facilmente las moléculas de péptidos de sintesis gracias a los iones de molécula
[M+H]" dominados en los correspondientes espectros.



10

15

20

25

ES 2710004 T3

Para demostrar la capacidad de este sistema de seguimiento en tiempo real para rastrear el proceso de las
reacciones etapa por etapa de SPPS, se aplicé también a este sistema un ejemplo de simulacién de la reaccion por
etapa de-Fmoc (desde la molécula pentdmera a la molécula de-Fmoc pentamera). En la Figura 7 se muestran
espectros de masas positivos de las muestras mezcladas, muestra 5 (de-Fmoc 5-mero) y muestra 4 (5-mero) en
diferentes relaciones de peso (1:9, 3:7, 5:5, 7:3, 9:1, 95:5, and 99:1). Se aumenta la intensidad de de-Fmoc 5-mero
(m/z 750,4) al mismo tiempo que disminuye la del 5-mero (m/z 972,5) de acuerdo con el aclarado del porcentaje en
peso de de-Fmoc 5-mero en el de-Fmoc en progreso. La Figura 8 es el gréafico de la relacién de intensidad de de-
Fmoc 5mero/5mero frente al porcentaje en peso de de-Fmoc 5-mero en diferentes intervalos. La tendencia hacia
debajo de la relacion de intensidad de de-Fmoc 5-mero puede seguir rastreandose incluso aunque el porcentaje en
peso del 5-mero sea inferior a 5 % (es decir, el de-Fmoc 5mero esta por encima de 95 %). Esto indica que este
sistema de deteccion puede servir efectivamente para llevar un seguimiento de reacciones SPPS y juzgar que se
han completado las reacciones etapa por etapa.

Muestra 1
Estructura:
) =1
1 1
1 )
1 )
1 1
' 1
1 1
1 )
O 1 )
1 1
1
. . ;
1 )
1 )
1 1
1 '
O 1 1
1 )
1 )
1 1
Férmula quimica: CggHg4N O ¢4° : Engarce de 2-clorotritilo :
Masa exacta: 1476,7 1 lemm e cmm e e e —————— a4
Peso molecular: 1477,76
Muestra 2
Estructura:

Q NH
O
H H
fe) N\)l\ N
Yy
Formula quimica: C g3HggN 140 45"

Masa exacta: 1547,7 4
Peso molecular: 1548,84

Muestra 3 (de-Fmoc 4-mero)

Estructura:
P == = = = = =
I fj '
o] o} 0 | kg/ — I
HAN,.._.I’*H_, M. ?HL« Ij: '*H*g‘ M. F‘H—Gw—e l \/::\ /'1 ‘ I
o CHy EHZ H, ol / |
él, | |
: }

lf”\;\
I —

Formula quimica: ngHggN@Og-
Masa exacta:601,3813
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Muestra 4 (5-meros)
Estructura:

e Q H‘ ki
éH—‘CH
A b,

Formula quimica: ~C53 HqaN 5(:% 2
Masa exacta: 970,5177

\fw Nw- H-ugmum Hjmr«m H—@-—«-Nm H—fgmnm H-»Cm(j
CfL @ e
Z

Muestra 5 (de-Fmoc 5-mero)

Estructura:
[m === ==
I ‘s/\j
o} [e] o o I o~
H«NmCH-g O chqmmm-(‘;ﬁméimu—m wﬁwmw HM:MO—»IM S ,
C;Hg iu éﬂz EHZ ZH; iJ P /
/§ e é iwmi I\r/ ﬁ
f ETT . S
g 5 >\w \%A i B e o o o o
Formula quimica: CagHgaNsOyp”
Masa exacta: 748, 4497
Muestra 6 (6-mero)
Estructura:
F\\ \C CHy
)G U I S TIN FIN FIN I TN B
! \_‘;-OV.L o BT B o B R o s oo P s _-nNm-. e [\ v SR B
;§/ = IL/ iﬂ; /ig i éHz E
1§ o p HC /17 A émc iﬁ ey
g N \ﬁ e
Férmula quimica: CgiHgaNg Oy 4"
Masa exacta: 1127,6280
Ejemplo 2

Se observd que un material de placa de muestra utilizado para cargar la muestra sdlida influye en la estabilidad
analitica y la sensibilidad de espectrometria de masas por ionizacién con electroespray desorcién con laser. En la
figura 9 se presenta la utilizaciéon de la muestra 3 (de-Fmoc 4-mero, m/z 603,3) en el péptido de resina para
demostrar las sensibilidades de cuatro (4) materiales de placa, incluyendo lamina de algodén, politereftalato de
etileno blanco, acero y politereftalato de etileno negro. Los resultados demuestran que se observa una sensibilidad
mayor cuando se carga la muestra sobre acero o politereftalato de etileno.

Por otra parte, se utilizan los péptidos de la muestra 4 (5-mero, m/z 972,5) y la muestra 5 (de-Fmoc 5-mero, m/z
750,4) para demostrar la estabilidad de analisis de acero y politereftalato de etileno negro. En la figura 10, la carga
de muestra sobre politereftalato de etileno presenta una mayor estabilidad que la carga sobre acero segin una triple
repeticion. Por lo tanto, el material de placa de la muestra puede influir en la sensibilidad y la estabilidad del analisis.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para llevar un seguimiento en tiempo real de la sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) utilizando
un espectrometro de masas, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar una muestra sintetizada unida a un soporte de sintesis en fase solida con un engarce de tritilo en
un recipiente, o desde él, en donde tiene lugar la sintesis quimica;

b) proporcionar una placa que esta en contacto con la muestra sintetizada,

en donde la placa se selecciona del grupo que consiste en una placa de acero y una placa de politereftalato de
etileno negro;

c) someter la muestra sintetizada, en la placa, a un disolvente organico;

d) utilizar una fuente de luz para romper el engarce de tritilo entre la muestra y el soporte y transportar las
moléculas de analito a un penacho de ionizacién de electroespray; y

e) analizar el espectro de iones precursor de las moléculas de analito para determinar el peso molecular de los
productos de sintesis.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el disolvente organico se selecciona entre diclorometano
0 metanol.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el disolvente organico es diclorometano.

4. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho engarce tritilo es un
engarce 2-clorotritilo.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la placa de la etapa (b) esta en
contacto con la muestra antes y durante la sintesis de péptido en fase sélida.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde se proporciona la placa de la
etapa (b) transfiriendo la muestra a la placa antes de la exposicion de la muestra a la fuente de luz.

7. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores para el seguimiento en tiempo real de la
sintesis de péptido en fase sélida, en donde la muestra sintetizada es un péptido y el soporte de sintesis en fase
sélida es una resina.
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Figura 7
Intens.
x105 1 3
1.5 97:2'5 de-Fmoc 5 mero /5 mero 1:9
1,01
05 994.5
00 i 5?%2610'2684,_2750'5.8(# 459 ||
Intens__400 _éﬁﬂ N 00 ,,,M#JM(}*A 12000 1400 miz
x10°
151 972,5 de-Fmoc 5 mero /5 mero 3:7
107 750 5
057
00 41344515365 84 726 Oim 39143 i L 11871 |
Infers, 400 600 1000 1200 1400 m/
X105 1
081 59?'2 de-Fmoc 5 mero /5 mero 5:5
o ' 725
1000 1200 1400 miz
gg 750'5 de-Fmoc 5 mero /5 mero 7:3
1:5 97.2’5
0o s | |
054135 53625942 6842 e | o
Inte’ns1400 600 800 1000 1200 1400 my;
x108
1.54 7?0’5 de-Fmoc 5 mero /5 mero 9:1
1,01 !
05 9725
| w51 5362592 gy |832870 019972 y0ps,
00550 500 800 1000 1200 00 mz
thg?s de-Fmoc 5 mero /5 mero 95:5 1
4553 I
20 :
15 5314 !
1,0 750 5 i
gg Wil [5943 85701 4 e s 13102 |
" 400 800 1000 1200 1400  miz
ir;tg.?s. de-Fmoc 5 mero /5 mero 99:1
4553
1.5 |
5473 750.5
4873
VAR kdswgﬁf’goeml | | |
600 800 1000 1200 1400 m/z

15



(@)

(b)

©

ES 2710004 T3

Figura 8

5mero -> de-Fmoc 5 mero
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