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(54) Zphsob pFipravy peptidd na pevné fdzi

(57) ReZeni se tykd zplisobu pfigravy pepti=
d4 na pevné fdzi, Podstata spodivd v tom,
%e ge zakotveni karboxytermindini aminoky-
seliny a postupnd vystavba peptidového Pe~
t82ce v8etnd promyvacich krokd provédi v
ultrazvukovém poli, Reaktor s polystyreno-
vym nosifem se umisti do ultrazvukové ldze
né, 2a oblasného mechanického promichdni
ge plsobi na smds polymerntho noside a
reaktantd, p¥ip., promyvacich roztokd
ultrazvukem. PEsobenim ultrazvuku se reak-
ce vyrazné urychli,
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Vyndlez se tykd zplsobu p¥ipravy peptidd ne pevné fézi v ultrazvukovém poli,

P¥iprava peptidd na pevné fédzi je charakterizovdna jako sled opakujicich se reake
c{ a promyvacich operaci, které probfhaji na polymernim nosi¥i, Vyznaduje se tim, Ze
neni mo¥né Siatit reakdni meziprodukty., Proto jsou kladeny vysoké poZadavky na prdbdh
jednotlivych reakef, mimo jiné i na jejich dplnou konverzi, Stupen konverze je moZné
ovlivnit: dobou reakce, zménou reakdniho prostfedf (nap#., 2z DCM do DMF), vhodnym kata=-
lyzdtorem (nap¥, DMAP), opakovénim reakece & novou navédikou Zinidel, p¥ip., zménou &iniw
del, Casto se stdvéd, Fe reakce probihd velmi pomalu, potom jsou uvedené zplsoby zdloue-
havé, dochdzi ke zvySené spot¥sbd &inidel, p¥ip. k ne¥ddoucim reakeim (nap¥, racemiza=
ce p¥i dlouhodobé katalyze DMAP),

Uvedené nevyhody pPipravy peptidd na pevné fdzi odstranuje zplsob p¥ipravy podle
vyndlezu, jeho% podstata spolivd v tom, ¥e se jednotlivé reakdni kroky postupné vyestave
by peptidového Fetdzce provdddjf v ultrazvukovém poli,

Poufiti{ ultrazvukového pole p¥i pripravd peptidd na pevné fdzi podle vyndlezu se
provédl tak, %fe se do reaktoru umisti polymerni nosi& polystyrenového typu sffovany
divinylvenzenem, s vyhodou jednim procentem, funkeionalizovany vhodnymi funkdnimi skue
pinami, s v¥hodou pemethylbenzhydrylovymi. X polymernimu nosili se p¥idd reak&ni kompoe
nenta a reaktor se umfst{ do ultrazvukové ldznd. Ne~alfa-aminoskupiny byly chrédndny acie
dolabilnf chrénic{ skupinou, & vyhodou Boc gkupinou, jej{ od3tdpovdni v jednotlivych
fédzich syntézy bylo provddéno acidolyticky, s vyhodou smdsi TFA a DCM nebo HCl v DCM,
3a, autorské osvdd¥end &, 255500, Postranni funkdni skupiny vicefunk&nich aminokyselin
byly chrdndny skupinami benzylového typu. Kondenzace chréndnych aminokyselin byly provée
d&ny vhodnd aktivovanymi derivdty, s vyhodou HOBt estery. Ukondeni reakce bylo monito
rovéno barvenou zmdnou acidobazického indikdtoru, s vyhodou bromfenolovou mod¥f, &s. au-
torského osvdd&eni &, 268230, VSechny kroky postupné vystavby peptidového Fetdzce byly
provedeny v ultrazvukovém poli, Po ukonZené syntéze byl peptid z pryskyPice odStdpen a
soulasnd byly odstrandny chrénici{ skupiny vicefunkdnich aminokyselin acidolyticky, e
vyhodou plsobenim kapalného HF, Surovy produkt byl &istdn, bud pomoc{ sloupeové chroma=
tografie na nosi¥ich pouZivanyech v chemii peptidd, s vyhodou nosidl fungujfeich jako
molekuldrn{ sfta, Peptidy byly charakterizovény aminokyselinovou analyzou a jejich Zis=
tota byla ovéFena chromatografickymi a elektroforetickymi metodami,

Zplsob pripravy peptidd na pevné fdzi v ultrazvukovém poli podle vynédlezu urychlue
je reakce a promyvaci operace probihajfef na polymernim nosi¥i, umo¥nuje dosafen{i tdplné
konverze v krdtké dobd, zjednoduduje pifipravu peptidd a pFind¥i dspory materidlu (snie-
ni spot¥eby &inidel, rozpoudtddel a katalyzdtoru),

Ndsledujicf p¥fklady zplsobu piipravy peptidd na pevné fdzi v ultrazvukovém poli
podle vyndlezu pouze doklddajf, ale neomezuji,

P¥{klad 1

Do pritokového reaktoru (vnit¥ni objem 10 ml) bylo umistdno 400 mg p=-methylbenz~
hydrylaminové kopoly(styren-1% divinylbenzen)ové prysky¥ice (obeah aminoskupin 0,4
meq/g). Syntéza byla provedena na manudlnd ovlddaném syntetizdtoru vlastnf konstrukce
(viz &s, autorské oavddeni &, 262081) kontinudln{ pritokovou metodou podle ¥s. autor-
ského osv8ddenf &, 255089, Pritodny reaktor byl umistdn do kddinky naplndné DMF, tak
aby byl cely obsah reaktoru pono¥en v kapalind., Podobné byla umfstdna kddinka s reaktoe
rem do ultrazvukové 1ldznd naplndné vodou. aeaminoskupiny byly chréndny Boc skupinou,
postranni Fetdzee vicefunkdnich aminokyselin byly chréndny skupinami benzylového typu,
Arg p-toluensulfonovou skupinou, Chréndné aminokyseliny byly aktivovédny pro kondenzaci
formou HOBt esterl., Jeden synteticky cyklus obsahoval tyto kroky:
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(1) 3t3peni Boc chrdnicfch skupin, 40% TFA v DCM, 30 min (3 min promyvat, 27 min v kli-
au)s

(2) promyvdni, DCM, do slabd kyselého efluentu (kontrolovdno navlhdenym pH papirkem);
(3) neutralizace, 5% DIEA v chloroformu, 3 ming
(4) promyvdni, DMP, do neutrdlniho efluentus

(5) kondenzace: chrénénd eminokyselina, 0,8 meq v DCM (nebo DCM : DMF, 4 : 1, je~li
tfeba), pfidat HOBt, 0,8 meq v DMF, piPidat DCC, 0,8 meq v DCM, 30 min p¥i 20 OC,
odfiltrovat N,N~dicyklohexylmodovinu, promyft DCM, odpafit DCM za sni{Zeného tlaku
(t < 25 °C), na¥edit DMF, zfiltrovat, promyt DMF, doplnit DMPF na koncentraei 0,2 M,
p¥idat nd8kolik kapek 0,001 M roztoku bromfenolové mod¥e v DMF (70 mg/100 ml), na-
st¥iknout do prltokového reaktoru, ponechat reagovat do p¥echodu acidobazického in-
dikdtoru z modré do %luté barvy;

(6) promfvdni, DMF, 5 min,

Pritok bdhem promyvacich cykld byl cca 20 aZ 30 ml/min, pfetlak inertniho plynu

20 aZ 50 kPa, Syntéza byla ukondena od3tdpenim Boc skupiny z posledni kondenzované ami-
nokyseliny /krok (1)/, peptidylepryskyFice byla promyte DCM, methanolem a byla vysuSena
proudem dusiku, Vytd%ek 920 mg., Surovy peptid byl ziskdn po Stépeni peptidylpryskyPice
kapalnym fluorovodikem. Po odstrandni HF byly produkt a pryskyiice suspendovdny v etyl-
- acetdtu, zfiltrovédny, promyty etylacetdtem a produkt extrahovdn do 20% kyseliny octové

a lyofilizovédn., VytdZek 330 mg, Surovy peptid byl &istdn na kolond (2,6 x 100 cm) obsa-
hujfc{ jako staciondrnf fdzi polyamidovy gel (Biogel P4}, mobiln{ fdze 20% kyseliny oc~
tové ve vodd., Frakce obsahujici homogenni produkt byly spojeny a lyofilizovény, Vysled-
ny produkt m31 aminokyselinovou analyzu shodnou & teoretickymi hodnotami, &istota pro-

duktu dyla potvrzena pFi ahalytické HPLC (Rt 4,5 min, mobilni fdze 50 % MeOH, 50 % vo-
dy obsahujiei 0,1 % TFA), chromatografii na tenké vrstvé (soustava n~butanol : kyselina
octovd : vody ~ 4 : 1 : 1) a elektroforéze na papife pfi pH 2,5,

V¥téZek 94 mg
Gly=-glu=Arg-AspeArg-Agp-Arg-Ser«Ile~Arg~leu~Val-Agn«Gly~Ser-Leu-NH2

Pr{klad 2

Podle postupu, ktery je uveden v p¥fkladu 1, byl syntetizovédn peptid Ib, K chrdnéni
postranni skupiny cysteinu byla pouZita pemethylbenzylovd skupina, vytd¥ek peptidyle-
~prysky¥ice byl 820 mg, vytdZek surového produktu 262 mg. Vysledny produkt mdl amino-
kyselinovou analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami, Eistota produktu byla potvrzens
p¥i analytické HPLC (Rt 4,5 min, mobilni féze 40 % MeOH, 60% vody obsahujici 0,1 % TFA),
chromatografii na tenké vrstvé (soustava n-dbutanol : kyselina octovd : voda ~ 4 : 1 : 1)
a elektroforéze na papi¥e p#i pH 2,5.

VytéZek 132,5 mg
H~Cyg~ValePro«Thr-Agp~Pro-Agn~Pro-Gln-Glu-Val-Val-NH2

PPiklad 3

Podle postupu, ktery je uveden v pPikladu 1, byl syntetizovén peptid Ic, K chrdndni
postranni skupiny cysteinu byla pouZita p~methylbenzylovd skupina., Vyté&Zek peptidyl=~
~-prysky¥ice byl 1 005 mg, vytéZek surového produktu 346 mg, Vysledny produkt mé€l amino-
kyselinovou analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami, distota produktu byla potvrzena
pfi analytické HPLC (Rt 6,0 min, mobilni fédze 45 % MeOH, 55 % vody obsahujici 0,1 % TFA),
ehromatografii na tenké vrstvd (soustava n-butanol : kyselina octovd : voda ~ 4 : 1 : 1)
a elektroforéze na papi¥e p¥i pH 2,5.
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VytéZek 201 mg
Helle=ABNeCyg«ThreArg=Pro«Agn-Asn-Agn-ThreArg-lys-Ser-Ile-Arg~Ile

Priklad 4

Podle postupu, ktery je uveden v p¥{fkladu 1, byl syntetizovédn peptid Id, K chrd-
néni postranni funkce tryptofanu byla pouZita formylovd skupina, VytdZek peptidyleprys-
ky¥ice byl 945 mg, vytéZek surového produkiu 401 mg, Vysledny produkt m8l aminokyselino-
vou analyzu shodnou 8 teoretickymi hodnotami, &istota produktu byla potvrzena p¥l ana-
lytické HPLC (Rt 7,5 min, mobilni fdze 45 % MeOH, 55 % vody obsahujfe{ 0,1 % TFA), chro-
matografii na tenké vrstvé (soustava n~butanol : kyselina octovd : voda « 4 : 1 : 1) a
elektroforéze na papi¥e p¥i pH 2,5,

Vitégek 199 mg
HeGly~Gly=-Gly~Agp-Met=Arg~Asp=Asn=Trp=Arg=SereGlu-Leu~Tyr-NH2

P¥{klad S

Podle postupu, ktery je uveden v p¥ikladu 1, byl syntetizovédn peptid Ie. K chrd-
néni postranni funkce tryptofanu byla pouZita formylovd skupina. Vyt¥Zek peptidyl-prys-
kyPice 840 mg, vytdZek surového produktu 368 mg, Vysledny produkt m$l aminokyselino-
vou analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami, distota produktu byla potvrzena p¥i ana-
lytické HPLC (Rt 7,5 min, mobiln{ fdze 55 % MeOH, 45 % vody obsahujfel 0,1 % TPA),
chromatografii na tenké vratvd (soustava nebutancl : kyselina octovd : voda = 4 : 1 : 1)
a elektroforéze na papi¥e pfi pH 2,5.

VytéZek 186 mg
HeValeProwTrpeAsneAlaeSer«Trp~Ser-Asn-lys-Sere~leu-Glu~Gln-Ile~NH2

PF{klad 6

Chlormethylovand kopoly(styren-1%divinylbenzen)ovd pryskyfice (2,0 g, obsah aktiv-
nfho chloru 0,8 meq/g) byla esterifikovédna KF metodou Boc glycinem (obsah Gly 0,76 meq/
/g) a byla umistdna do reakdni nddoby automatického syntetizdtoru vlastni konstrukce.
Jeden asynteticky cyklus obsahoval tyto kroky:

(1) 3tépen{ Boc chréniefch skupin, 40 % TFA v DOM, 1 x 5 min, 1 x 30 ming
(2) promyvédni, DCM, 3 x 2 ming

(3) neutralizace, 5% DIEA v chloroformu, 2 x 3 minj

(4) promyvdni{, DOM, 3 x 2 ming

(5) kondenzace: chréndnd aminokyselina, 5 mmoluv DCM (nebo DCM : DMP, 4 : 1, je-li tie~
ba), pfidat HOBt, 5 mmoluv DMF, pFidat DCC, 5 mmoluv DCM, 30 min p¥i 20 °C, odfile
trovat N,N-dicyklohexylmodovinu, promyt DCM, odpa#it DCM za sniZeného tlaku
(t <25 °C), naredit DMF, zfiltrovat, promyt DMF, doplnit DMF na koncentraei 0,2 M,
pfidat ndkolik kapek 0,001 M roztoku bromfenolové mod¥e v DMF (70 mg/100 ml), po=
nechat reagovat do pFechodu acidobazického indikdtoru z modré do Zluté barvy;

(6) promyvéni, DMF, 2 x 2 ming
(7) promyvédni, DCM, 3 x 2 ming

V jednotlivyeh eyklech byly kondenzovény ndsledujici aminokyseliny: Boc~Leu, Boc-
Pro, Boc-Cys(Bzl), Boc-iAsn, Boc-Gln, Boc-Ile, Boc~Tyr m Boc=-Cyas(Bzl), Syntéza byla ukone
gena oddtépenim Boc skupiny z posledni kondenzované aminokyseliny (krok 1) a peptidyle
~pryskyfice byla promyta DCM, methanolem a vysudena proudem suchého dusiku, Vyt&Zek byl
3,8 g. Surovy peptid byl ziskdén po amonolyze peptidyl-prysky¥ice, chrénici skupiny byly
odatrandny sodikem v kapalném amoniaku, Po odstrandni kapalného amoniaku byl produkt
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oxidovdn 0,01 M roztokem ferrikyanidu draselného p¥i pH 6,8 (30 min). Okyseleny roztok
(pH 3 a% 4) byl odsolen na sloupci IRA 400 v H+ cyklu, VytéZek 1,18 g. Odsoleny surovy
peptid byl ¥ist¥n na kolon¥ (2,6 x 100 cm) obsahujic{ jako staciondrni fézi polyamido-
v} gel (Biogel P4), mobilni fdze 20% kyselina octovd ve vodd, Frakece obsahujici homo-
genni produkt byly spojeny a lyofilizovény., Vysledny produkt m3l aminokyselinovou ana-
1¥zu shodnou s teoretickymi hodnotami. Cistota produktu byla potvrzena p¥i analytické
HPLC (Rt 4,5 min, mobilni féze 50 % MeOH, 50 % vody obsshujici 0,1 % TFA), chromatow
grafii na tenké vrstvé (soustava n~butanol : kyselina octovd : voda = ¢ : 1 : 1) a
elektroforéze na papi¥e p¥i pH 2,5.

Vytéiek 940 ng
C{s-Tyr~Ile-Gln-Asn-C%s-Pro-Leu~Gly-NH2

Priklad 7

Do dvou pritodnych reaktord (vnit¥ni objem 10 ml) bylo umisténo po 400 mg p~methyl-
benzhydrylaminové kopoly(styren-l%divinylbenzen)ové pryskyiice (obsah volnych aminosku-
pin 0,4 meq/g). Reaktory byly spojeny a podle postupu uvedeném v phikladu 1 byly pFipra-
veny dva peptidy shodné sekvence, & tim rozdilem, %e jen v prvnim reaktoru byly reakce
urychlovdny ultrazvukem, Z obou reaktori bylo odebrdno cca 1/8 peptidylepryskyfice a ke
zbytku byla pFikondenzovdna dald{f aminokyselina Boc-Nle., Po od3tdpeni Boc skupin byly
surové peptidy z{skédny fluorovodikovym Stépenim, Bylo ziskéno 22,6 mg Leu-Gln-Pro-Gln-
~ABN«Pro=Ser=Gln-Gln-CGln~-Pro~Gin~NH2 2z reaktoru 1 a 22,4 mg Leu~Gln-Pro-Gln-Asn-Proe
«Ser«Gln-~Gln«Gln-Pro-Gln~NH2 z reaktoru 2; 175,2 mg Nle~Leu=GlnePro-Gln~AgnePro~Sere
«Gln=Gln-GlnePro~-Gln-NH2 z reaktoru 1 a 180,5 mg Nle~lLeu=~(ln-Pro-Gln~Asn-Pro~Ser~Gln-
«Gln-Gln-Pro~Gln-NH2 z reaktoru 2,

Produkty m3ly aminokyselinové analyzy shodné s teoretickymi hodnotemi. Cistota by-
la 2jiB8téna pomoci HPLC., Pro stanoveni byly pouZity nédsledujici podminky:

kolona 250 x 4 mm naplnénd reverzni fdzi €18, pritok 0,8 ml/min, rozpoudtédlo A 90%
acetonitrilu ve vodd s pfidavkem 0,1 % TFA, rozpoudtédlo B 5% acetonitrilu ve vodé s
piidavkem 0,1 % TFA, gradientovy profil v A v B; O « 5 min 0,1 %, 5 a% 95 min 0,1 a
35,2 %, 95 a% 115 min 35,2 a% 58,8 %, 115 a% 116 min, 58,8 a% 99,9 %, 116 a%¥ 122 min
99,9 %, 122 a% 123 min 0,1 %.

Analyzou bylo z]i3tdno, Ze srovndvané dvojice peptidl jeou vysoce 8isté, totoiZné
14tky se shodnym eludnim profilem, Stejnych vysledkd bylo docileno i p¥i chromatografii
na tenké vratvd a elektroforéze, ﬁspory syntézy provddéni v ultrazvuku jsou uvedeny v
tabulce:

Tabulka
Vyhodnoceni srovndvaci syntézy

Sledovany tdaj Syntéza . ﬁspora
8 ultrazvukenm bez ultrazvuku

- -

Doba kondenzaei 210 min 520 min 310 min
Podet opakovdni kondenzace 1x 4%

Spot¥eby chemikd41ii:

DCM 1 300 ml 1 600 ml 300 ml
DMF 650 ml 800 ml 150 ml
Akt, komponentsa 14 mmol 17 mmol 3 mmol

Vyt8Zek 100% ldtky 47,9 % 46,8 %
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Vysvdtlivky ke zkratkdm pouZitym v textu:

HPLC vysokoidinnd kapalinovd chromatografie
TFA kyselina trifluoroctovéd
DCM dichlormetan

DMPF N,N~dimethylformamid
HOBt N-hydroxybenzotriazol
Boc t-butyloxykarbonyl

DIEA ethylediisopropylamin
MeCH methanol

DCe N,N -dicyklohexylkarbodiimid
HF fluorovodik

Arg arginin

Asp kyselina aspardgovd

Cys cystein

Gln glutamin

Gly glyein

Glu kyselina glutdmovéd

Ile isoleucin

Leu leucin

Lys lysin

Met methionin

Pro prolin

Ser serin

Thr threonin

Trp tryptofan

Val valin

PREDMET™T vyNLLEZU

Zplsob piFipravy peptidd na pevné fdzi, vyznadujici se tim, Ze se jednotlivé reakde
ni kroky postupné vystavby peptidového Fetdzce provdddji v ultrazvukovém poli,
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