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rondtovych afinitnych nosidov. Vychédza ..
sa z aminoaryl derivétu nosida aktivo- !
vaného diazotdciou na ktory sa priamo
naviaZe nederivatizovanéd kyselina fenyl-
bgronové za vzniku azo-vazby. Riedenie
najde uglatnanie v biotechnologidch, kde
sa fenylborondtové afinitné nosile mozu
vyuzit na izoléciu a gurifikéciu roz~
nych biochemikélii (glykoproteinov, sa-
charidov, nukleovych kyselin a pod.). -
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Vynédlez sa tyka sposcbu pripravy borondtovych sfinitnych nosidov priamym pripoje-
nim nederivativovanej kyseliny fanylborénovej na nosid.

Schopnost kyseliny boritej a 353 derivdtov 8Specificky interagovat s vicindlnymi
diolmi sa vyuZfiva v raznych oblastiach chémie a biochémie. V chémii cukrov pri rbznych
syntézach, pri ktorych interakcia boronétu s vicindlnymi diolovymi skupinami umoZRuje
sterevselektivnu reakciu ostatnych hydroxylovych skupin. Podstatne vyznamnejdiu a Sir-
§iu aplikdciu maju derivaty kyseliny boritej (najmd analdgy kyseliny fenylbordnovej)
imobilizované na tuhé noside nejrdznejdej Ztruktury. Z takto upravenych nosilov sa sté-
vaju afinitné adsorbenty vhodné pre chromatografické delenie cukrov./Weith, H. L., '
Wiebers, J. L., Gilham, P. T., Biochemistry, 8, 4396 (1970)/, nukleozidov a nukleotidov
/Roeenberg, M., Wiebers, J. L., Gilham, P. T., Biochemistry ll, 3623 (1872)/, ribonukle-
ovych kyselin,a oligoribonukleotidov /Rosenberg, M., Gilham, P. T., Biochim. Biophys.
Acte 246, 337 (1971)/, glykoproteinov /Mal+ia, A. K., Hermanson, G. T., Krohn, R. I., Fu-
jimoto, E. K., Smith, P. K., Anal. Lett,, ;1‘(88), 649 (1981)/, enzymov, najma serino-
vych protedz /Akparev, V. H., Stepanov, V. M., J. Chromatogr. 155, 328 (1978)/, pepti-
dov /Rose, K., Priddle, J. D., Offord, R. E., J. Chromatogr. 210, 301 (1981)/ a katecho-
laminov /Haneson, C., Agrup, G., Rersmsn, H., Rosengren, A. M., Rosengren, J., J. Chro-
matogr. 181, 352 (1978)/, s uplatnenim v biochémii, biotechnoldgii a najmd v medicine.

V sitasnosti je rozpracovanych niekolko spfscbov pripravy boronatovych afinitnych
adsorbentov. V nich sa vyufivaju dva zékladné derivéty kyseliny fenylbordnovej: 4=-vinyl-
benzén-bordnové kyselina a m-aminofunylborénové kyselina. Prvy derivdt sa vyuZiva ako
monomér pre radikédlovd kopolymerizéciu s etylvinylbenzénom /Barker, S. A,, Hatt, B, W.,
Sommers, P. J., Woodbury, R. R., Carbohydr. Res., 28, 556 (1973)/ alebo styrénom, akryla-
midom a N, Nemetylénbis(akrylamidom) /Elliger, C. A., Chan, B. G., Stanley, W. L., J.
Chromatogr., 104, 87 (1975)/. Vznikaﬁu polyméry so zabudovanym zvydkom kyseliny fenyl-
bordnovej. V pripade kyseliny m-aminofenylbordnovej ea zase vyuiiva nukleofilné reakti-
vita aminoskupiny na benzénovom jadre v kondenza¥nych reakcidch typickych pre aminosku-
piny. VyuZivaju ea bud kondenzaéné Sinidlé typu karbodiimidov /Mcchtchan, T. F., Gilham,
P. T., Soll, D, Nucleic Acids Res. 2, 853 (1976)/, brdmkyan /Bouriotis, V., Galpin, I. J.,
Dean, P. O. D., 3. Chromatogr. 210, 267 (1981)/ alebo sa matrice iaktivuju naviazanim re~
aktivnych ekupin epoxypropylu /Glad, M., Ohlson, S,, Hansson, L., Mansson, M, O., Mos~-
bach, K., J. Chromatogr. 200, 264 (1980)/, acylazidu /Davis, G. E., Suita, R. D., Kuo,
K. C., Gehrke, C. W., Woalkes, T. P., Borek, E., €lin, Chem. 23, 1427 (1977)/ apod.

Spolo&nou nevyhodou vietkych uvedenych postupov je, %e vyfaduju daldiu derivatizé-
ciu kyseliny fenylbordnovej, &o znamend vo va&sine pripadov minimélne dvojstupnovi syn-
tézu a okrem toho vy%adujd komplikovani derivatizéciu matrice, na ktorl sa derivéat kyse-
liny fenylbordnovej viaZe. Poufivané kondenzadné &inidld (karbodiimid, brémkyén) sl vy~
soko toxickd, drahé a pre précu vo vadsom meradle nevhodnd.

ivadené nedostatky riesi spbsob pripravy borondtovych afinitnych nosidov podla vy-
ndlezu. Podetata vyndlezu spodiva v tom, 26 k 1 hmot., dielu aminoarylderivatizovaného
nosifa sa pridd 10 obj. dielov 0,5 a2 2 mol.l'1 kyseliny chlorovodikovej, zmes sa ochla-~
di na 0 ax 10 °c, pridé sa 1 obj. diel 1 a2 2 mol.1"} roztoku dusitanu sodndho a miedn
sa 4 aZz 7 mindit pri O a2 10 °c. Po dfkladnom premiedani ea odsaje, premyje destilova-
nou vodou o teplote O a% 10 % a ziskany aktivovany nosi ea pridé k 10 obj. dielom
0,01 a2 0,1 mul.l'l roztoku kyseliny fenylbordnovej v bazickom timivom roztoku s pH 7,0
a: 9,8, mieda ea pri teplote 10 8 50 %c, 10 a% 120 min. Po reakcii sa produkt premyje
destilovanou vodow, 1 a% 2 mol.l'1 roztokom chloridu sodndho, opat destilovanou vodou,
etanolom, acetdnom a vysudi sa.

Spdsobom pripravy podra vyndlezu sa pripravia borondtové afinitné‘adeorbenty pria=
mym pripojenim nederivatizovanej kyseliny fenylbordnovej na tuhy nosid po aktivécii po~-
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vrchovych aminoarylskupin bez daldej derivatizécie kys. fenylboronovej. Boronatové no-~
sile pripravené spbsobom podla vyndlezu majd 70 a% 90 % aminoarylskupin pbvodného nosi-
&a derivatizovanych na azofenylbordnové derivéty. MnoZstvo naviazanej fenylbordnovej ky-
seliny sa stanovilo acidobdzickou titréciou.

Uvedend priklady ilustruji, ale neobmedzuji predmet vyndlezu.

Priklad 1

K 5 g p~aminofenylsulfonylderivétu perlovej celuldozy cbsahujicej 0,1 mrnol.g"l ami-
noarylsulfonyl skupin (Ostsorb AV) sa pridale 50 ml 0,5 mol.1"1 kyseliny chlorovodike-
vej a ochladilo sa na o,°c. Potom sa pridale 5 ml 1 mol.l'1 roztoku dusitanu sodného,

7 min sa miedalo pri O %. Po rychlom odeati a premyti studenou destilovanou vodou sa ak-
tivovany nosi& pridal do 60 ml 0,01 mol.171 kyseliny fenylborénovej v 0,1 mol.171 uhli-
&itanovom tlmivom roztoku, pH 9,5 a miedal sa pri laboratornej teplote 2 h. Derivatizo-
vany nosid sa premyl destilovanou vodou, 2 mul.l"1 chloridom sodnym, destilovanou vodou,
etanolom, acetdnom a vysudil sa. Vysledny produkt = borondtovy afinitny adsorbent - ob-
sahoval 0,08 ml.g"'1 (t.j. 80 %) fenylboronovych skupin (stanovené acidobézickou titré-
ciou). '

Priklad 2

Postupovalo sa ako v priklade 1 s tyim rozdielom, 2e sa fenylbordnovd kyselina roz-
pustila v 0,1 mol.l'l fosfétovom tlmivom roztoku, pH 7,0. Produkt obsahoval 0,076 mnl.g'l
fenylboronovych skupin, t.j. derivatizdcia prebehla na 75 %.

Priklad 3

Postupovalo sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, 2e ako noeid sa pouXil SPHERON ArA
(modifikovany hydroxyetyl metakryldtovy gél, obsahujici 0,85 + mmol.g”" aminoarylsku-
pin). Produkt obsshoval 0,7 mmol.g™" fenylbordnovych skupin, t.j. derivatizdgia prebehla
na 84 %.

RieZenie néjde uplatnenie v biotechnoldgidch, kde sa fenylborondtové eorbenty mdzuy
vyuzit na izoldciu a purifikéeciu raznych biochemik4lii (glykoproteinov, sacharidov, nu-
kleovych kyselin).

PREDMET VYNALEZU

Spasob pripravy boronédtovych afinitnych nosidov, vyznadujici sa tym, %e k 1 obje~
movému dielu aminoarylder1Vatizovénéhn nosida sa pridé 10 objemovych dielov 0,5 aZ
2 mol.l“l kyseliny chlorovodikovej, ochladi sa na O a% 10 °C, pridé sa 1 objemovy diel
1 un':l.l"'1 dusitanu sodného, 4 a% 7 min sa mieda pri O a% 10 °c, odsaje sa, premyje sa
destilovanou vodou o teplote O aZ 10 °C a aktivovany nosi& sa pridé do 10 objemovych
dielov 0,01 az 0,1 uml.l"1 roztoku kyseliny fenylborénovej 8 pH 7,0 a% 9,5 a nechéd sa
reagovat pri teplote 10 a% 60 °C 10 a% 120 min.
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