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{564) Zpusob ptipravy tetradekapeptidu

Vynédlez se tykéd zpisobu p¥ipravy tetra-
dekapeptidu vzorce 1
H-DwVel~Gly~L~Cys-L-Lyg=L-Agn-L~Phe-L-Phe-

~IrTep-TeLys-L-The~-I-Phe-L-Thr-L-Ser-I~Cys-

-0H (1)
pisobenim fluorovodfku ne derivét obecného
vzorce II

R—DmVal—Gly-L-Cys(Rl)ML—Lya(RZ)-L-Asn-Lu
mPhemL-PheanTrp(R5)wLmLys(R2)—L-Thr(R3)—L-
«Phe~L—Thr(R3)~L~Ser(R4)—L—Cy$(R1)"X

(I1),
kde
R, Ry, Ry, R3, | R4 jsou ochranné skupiny,
R, Je vodik nebo formyl-
skupina a
X predstavue skupinu
vzorce

s prysky'{ice

kde je pryskyficf{ polysiyren. Sloutenina
vzorce I je analogem zomstostatinu.
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Somatostatin (rovnd% znémy Jeko inhibini fektor uvolnovéni somatotropinu) je tetra-
dekepeptid vzorce

L-Alu-Gly-L-Cys-L-Lye-L-Aan—L-Phe-L-Phe-L-Trp—L-Lya-L-Thr-L—Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH.

Tento tetradekepeptid byl izolovén 2z extraktd hypothslamu ovel a zjistilo se, Ze Je
d&inny pfi inhibici sekrece ristového hormonu, rovnd% znémého jako somatotropin /viz P. Bra-
zesu, W. Vale, R. Burgus, N. Ling, M. Butcher, J. River a R. Guillemin, Science, 179, 77
(1973)/.

Krom& toho patent USA &. 3 904 594 uvédi p¥frodni somatostatin a generickou t¥fdu ji-
nfeh sloudenin s dodekapeptidovou sekvenci, odpovidejici polohém 3 8% 14 pFfrodniho hormonu.

Slouenina Zelnd oznadovend jako D-All‘-gomatoatntin byla krom& toho popséna v pré-
ci Ferland a daldf, Molecular and Cellular Endocrinology, 4, 79 s% 88 (1976). D—Ala‘—somato-
statin, adkoli je strukturné stereoisomerem pri{rodniho L-Ala1—somatostnt1nu, je pFibliZnd
polovi¥ng W¥innf ve srovnénf s p¥frodnim somatostatinem p¥i in vivo inhibici sekrece 3alu~
de¥n{ kyseliny. Sloudenine podle vynélezu, D-Val'-somatostatin, se 1181 od D—Ala‘_somato-
statinu substituci dvou vodikovych atomd methylskupinemi, P#i dvehéch o potenciédlni{ farmeko-
logické d&innosti D-Val‘-somatostatinu by se mélo dojit k zAvdru, %e jeho ddinnost by m&la
byt podobné Jako d¥innost D-Ala'-somatostatinu. Teoreticky by tedy bylo moZno predpoklédat,
fe D—Val‘-somatostatin bude mén& "¥inny ne? pfirodni hormon, jako in vivo inhibitor sekre-
ce Zsludednf kyseliny. D-Val‘-somatostatin méd viak d&innost pon&kud vysi{, ne’ ja dZinnost
pfirodniho hormonu. Tento vysledek ukazuje, Ze u&innost D-Val’-somatostatinu nebylo moZno
predpoklédat na zdkled® srownéni se strukturn® podobnymi znémymi sloudeninemi.

Predm8tem vyndlezu je zpisob pripravy tetradekapeptidu vzorce I,

H-D-Val-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-1~Phe-L-Trp-L-Lys-L-Thr-L~Phe~L-Thr-L-Ser-L-Cys-0H

(D)

ktery se provddi tak, %e se na slou¥eninu obecného vzorce II,

R-D-Val—Gly-L-Cys(R1)-L-Lys(Rz)-L-Asn—L—Phe-L-Phe-L-Trp(R5)-L-Lys(Rz)-L-Thr(R3)-L-Phe-L-

-Thr(R3)-L-Ser(R4)-L-Cys(R1)-X (11)

kde predstavuje
R ochrannou skupinu slfa-sminoskupiny,
R, ochrannou skupinu thioskupiny,
R2 ochrannou skupinu epsflon-aminoskupiny,
keZdy ze symbold
R3 a R4 ochrannou skupinu hydroxyskupiny,
R5 ~vodi{k nebo formylskupinu a
X skupinu vzorce
pryskyfice
~0-CH,

kde prysky¥ici jJje polystyren,
pisobl fluorovodikem.

Jako p¥iklad vychoz{ létky obecného vzorce II lze uvést slouleninu vzorce
N-(BOC)~D-Val-Gly-L-(PMB)Cys-L~(CBz0C)-Lys-L-A sn-L-Phe~L~Phe-L-(For)Trp-L~(CBz0C)-Lys-L-

-(le)Thr-L-Phe-L-(le)Thr-L—(le)Ser-L-(PMB)Cys-O-CHa-
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‘@ pryskyfice

kde je prysky¥ic{ polystyren.

Ochranné skupiny obsaZené ve sloulenindch obecného vzorce II mus{ m{t vlastnosti splnu-
jfet dv¥ hlediska. Jednak musi ochramnné skupiny zabranovat tomu, eby reaktivn{ seskupeni
pritomné v ur¥ité molekule nepodlehlo reakei bdhem vystaveni molekuly podminkdm, které by
Jinek m¥ly za nésledek zénik tohoto reektivniho seskupeni. Ochranné skupine véak musi mit
na druhé strand tekovou povehu, aby ji Bylo mo#no snedno od8tépit za soulasné regenerace
pivodn{ reektivni skupiny, a to za tekovych podminek, které by nem&ly neZdédouc{ vliv nea ji-
né %ésti molekuly. Skupiny vhodné k t¥mto d¥eldm, tj. k ochren& emino-, hydroxy- a thiosku-
piny jsou odbornfkovi dobfe znémé. Popisu tdchto ochrannych skupin & jejich pouZiti byly
vénovény celé svazky. Jednim z nich je préce Protective Groups in Organic Chemistry, red.

J. F. W, Mc Omie, vyd., Plenum Press, New York, 1973.

Ve shora uvedenych vzorcich definujicich intermedidrni slouleniny pfedstavuje R ochran-~
nou skupinu alfe-sminoskupiny. Ochrenné skupiny eminoskupiny jsou dob¥e znémé viem odborni-
kim v chemii peptidl a mnohé z nich jsou uvedeny ve shora citované Mc Omieov& préci v kapi-
tole 2, jejim% autorem Jje J. W. Barton. Jako ilustrativn{ pfiklady tekovych ochremnych sku-
pin lze uvést benzyloxykerbonyl-, p~chlorbenzyloxykerbonyl-, p-brombenzyloxykarbonyl-, o-
-chlorbenzyloxykarbonyl-, 2,6-dichlorbenzyloxykarbonyl-, 2,4-~dichlorbenzyloxykarbonyl-, o-
-brombenzyloxykerbonyl-, terc.butyloxykarbonyl-(BOC), terc.esmyloxykerbonyl-, 2-(p~bifenylyl)-
isopropyloxykarbonyl-(BpOC), adementyloxykarbonyl-, cyklohexyloxykarbonyl-, cykloheptyl-
oxykarbonyl-, trifenylmethyl-/trityl) & p-toluensulfonylskupinu. Prednostni ochrannou sku-
pinou alfa-sminoskupiny ve vyznemu R je terc.butyloxykarbonyiskupine.

R1 pfedstavuje ochramnou skupinu sulfhydrylového substituentu. Mnohé tyto ochranné
skupiny jsou popsény v Mc Omieov® préci citovené shora v kepitole 7, jejimi¥ autory jsou
R. G. Eickey, V. R. Reo a W. G. Rhodes. Jako ilustrativnf p¥fklady td3chto ochrannych sku-
pin lze uvést p-methoxybenzyl-, benzyl-, p-tolyl-, benzhydryl-, acetemidomethyl-, trityl-,
p-nitrobenzyl-, terc.butyl-, isobutyloxymethylskupinu & jakékoliv z velkého podtu tritylo-
vych derivédti. Dal3{ p¥fklady lze nalézt napfikled v encyklopedii Houben-Weyl, Methoden der
Orgenischen Chemie, "Synthase von Peptiden/, sv. 15/1 & 15/2, (1974). Stuttgart, NSR. Pied-
nostn{ ochrannou skupinou sulfhydrylskupiny ve vyznemu R, je p-methoxybenzylskupina.

Rz pfedstavuje vhodnou ochrannou skupinu epsilon-sminoskupiny. Jako ilustrativni p#i-
klady mohou sloufit skupiny uvedené shora jako skupiny vhodné pro ochranu alfa-aminoskupiny,
Jako typické skupiny vhodné k tomuto dZelu lze uvést benzyloxykarbonyl-, terc.butyloxykarbo-
nyl-, terc.amyloxykerbonyl-, cyklopentyloxykerbonyl-, adamentyloxykarbonyl-, p-methoxybenzyl-
oxykearbonyl-, p-chlorbenzyloxykerbonyl-, p-brombenzyloxykarbonyl-, o-chlorbenzyloxykarbonyl-,
2,6-dichlorbenzyloxykarbonyl-, 2,4-dichlorbenzyloxykerbonyl-, o-brombenzyloxykarbonyl-, p-
-nitrobenzyloxykarbonyl-, isopropyloxykerbonyl-, cyklohexyloxykarbonyl-, cykloheptyloxyker-
bonyl- & p-toluensulfonylskupinu.

Jak bude zteJjmé z del3fho popisu, zplisob pfipravy tetradekepeptidd obecného vzorce I
zehrnuje periodické od3t&povéni ochranné skupiny elfa-sminoskupiny z termindlni aminokyse-
liny pritomné v peptidovém Yetdzci. Jedinym omezenfm, pokud se tfe totoZnosti ochranné
skupiny epsilon-eminoskupiny lysinového zbytku, spo¥ivéd tedy v tom, Ze ochrannéd skupine mu-
s mit takovou povahu, aby se neod3t&povela za podminek poufivanych pro selektivni od¥té&-
povéni alfa-aminoskupiny. Vhodnéd volba ochramngch skupin alfa-amino & eps{lon-aminoskupin
je pro b&%ného odbornike v chemii peptidd snadné, je pouze t¥eba uvéZit relativni snadnost,
s jakou lze jednotlivé ochranné skupiny odst¥pit. Tek napffklad skupiny jeko je 2-(p-bife-
nylyl)isopropyloxykarbonylskupina (BpOC) a tritylskupine jsou velmi labilnf a lze je od-
Stépovat i v pritomnosti slabé kyseliny. Sifedn¥ silné kyseliny, jako kyseliny chlorovodi-
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kové, trifluoroctové nebo fluoridu boritého v kyselind octové, je zepotiebi pro odst&peni
Jjinych skupin, jako terc.butyloxykerbonyl-, terc.amyloxykarhonyl-, ademantyloxykarbonyl-

@ p-methoxybenzyloxykarbonylskupiny. Pro oditépeni jinfch ochramnych skupin je nutno pou¥it
JeSt& siln¥j¥ich kyselin, tek nepifkled od¥tdpovéni benzyloxykarbonyl-, halogenbenzyloxy-
kerbonyl-, p-nitrobenzyloxykarbonyl-, cykloelkyloxykerbonyl- a isopropyloxykarbonylskupiny
vyZeduje siln¥ kyselé podminky, tj. pou¥it{ bromovodiku, fluorovodiku nebo trifluoracetétu
bromitéhe v kyselin® trifluoroctové.

Samozfejmé se za pouZit{ silnd&jsich kyselin rovnd% od¥tdpf 1 viechny labiln&js{ sku-
piny. P¥i volb& ochrannych skypin aminoskupin je tedy tieba zajistit, aby skupine ne alfa-
-aminoskuping byle labiln&jsi ne% ochrannd skupina epsilon-sminoskupiny, a podminky oditépo-
véni musi byt selektivndjdf, eby dochédzelo jen k od¥tdpovén{ ochrennd skupiny alfa-aminosku-
piny.

Pfednost{ kombinece ochrennych skupin vyhovujici t3mto podminkém je kombinace o-chlor-
benzyloxykarbonyl- nebo cyklopentyloxykarbonylskupiny ve vyznemu Ry a terc.butyloxykarbonyl-
skupiny jako ochrammé skupiny elfa-eminoskupiny poufivené u ka2dé aminokyseliny adovené
na Yet¥zec polypeptidu. '

Skupiny R3 a R4 pfedgtavuji ochrenné skupiny elkoholické hydroxyskupiny threoninu a se-
rinu. Mnohé tekové ochranné skupiny jsou popsény ve shora citovené Mc Omieovd préei, kapi~
tole 3, jejimZ autorem je C. B. Reese. Jako typické pi{kledy takovich ochrannych skupin lze
uvést C1-C4 alkylskupiny, jpko methyl-, ethyl- a terc.butylskupinu, benzylskupinu, substi-
tuovanou benzylskupinu, jeko je p-methoxybenzyl-, p-nitrobenzyl-, p-chlorbenzyl- a o-chlor-
benzylskupina, c1-c3 elkanoylskupiny, jako je formyl-, acetyl- a propionylskupine, trifenyl-
methylskupinu (tritylskupinu). KdyZ jsou R3 a R4 ochranné skupiny, s vyhodou se v obou pi{i-
padech jako tyto skupiny vol{ benzylskupiny.

Skupina R5 pfedstavuje vodik nebo formylskupinu a definuje skupinu

>NR§

tryptofanového zbytku. Formylskupina slouzf jako ochranné skupina. Pou#it{ této ochranné
skupiny neni obligatorn{, & proto miZe R5 predstavovet bud vodik (skupina nechrén¥né ne du-
siku), nebo formylskupinu (skupina chréndnéd na dusfku). -

V popisu je poufivéno déle uvedenych zkratek, z nichf v&t¥ina jsou zkratky ¥ tomto
oboru b&Zné& zevedend:

Ala - - alanin
Asn - asparagin
Cys - cystein

Gly - glycin
Lys - lysin

Phe - fenylelanin

Ser - serin

Thr - treonin

Trp ~ tryptofan

Val - valin

DCC - N,N’-dicyklohexylkerbodiimid
DMF - N,N -dimethylformemid

BOC - terc.butyloxykerbonyl

PMB ~ p-methoxybenzyl

CBzOC - o-chlorbenzyloxykarbonyl
CPOC -~ cyklopentyloxykarbonyl
Bzl - benzyl
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For - formyl
BpOC -~ 2-(p-bifenylyl)isopropyloxykarbonyl.

I kdy% volba konkrétnich ochremnych skupin, kterych se mé poulift p*i priprevs sloufe-
nin obecného vzorce I, je v rozsshu -zkuenost{ odbornike v syntéze peptidld, je samoziejmé,
%e sekvence reakcf, které musi byt provedeny, ovliviuje volbu konkrétnich ochrannych skupin.

Jinymi slovy, zvolend ochrannd skupine mus{ byt stéld jak vidi pouZitym reakdnim slo%-
kém, tek za podminek nésledujicich reek¥nich stupni. Tek naprfklad, jek Ji% bylo v urditém
rozsahu uvedeno, musi zistat konkrétn¥ pouZjiid ‘ochremné skupine netknuta za podmfnek poufi-
tych p¥i odEt&povéni ochranné skupiny elfa-eminoskupiny termindlnfho zbytku aminokyseliny
peptidového fragmentu p#i p¥ipravd pro kondenzaci ndsiedujicihoc eminckyselinového fragmentu
ne peptidovy retdzec. Je rovn¥% dile#ité zvolit jako ochrenmou skupinu takovou skupinu, kte- .
ré zistane netknuta bdhem budovéni peptidového Fetdzce a kterou lze snadno odEt¥pit po skon-
Zeni syntézy poZadoveného tetradekapeptidového produktu. ¥Sechny tyto fektory jsou viek
v rozsahu zkufenost{ odbornike v tomto oboru.

Jak je ze shora uvedené diskuse zrejmé, mohou se teiradekapeptidy obecného vzorce II
pFipravovat syntézou v pevné fézi. Teto syntéza spoSivé v postupném budovén{ peptidového
Fetézce, pofinaje ma termindinim uhlikovém konci peptidu. VitSinou se postupuje tek, %e se
nejprve cystein véZe prostfednictvim své karboxylové funk®ni skupiny k pryskyrici, reakef
cysteinu s chrén&nou eminoskupinou a chrénnou sulfhydrylovou skupinou & chlormethylovou
nebo hydroxymethylovamou pryskyfici. Priprave hydroxymethylovené pryskyfice je popséna
v préci Bodenszky & dalf, Chem. Ind. (Londyn), 38, 1597 a¥ 1598 (1966). Chlormethylovend
prysky¥ice je obchodn$ dostupnd.

P¥i provédéni vezebné reskce karboxylové funkdni skupiny cysteinu @ pryskyfice se nej-
prve chréndny cystein prevede na cesnou sil. Tato sil se pek nechd resgovat s pryskyfict
zpliscbem popsenym v préci B. F. Gisin, Helv. Chim. Acta, 56. 1476 (1973}, Alternativnd se
uife cystein vézat k prysky¥iel tek, %e se Jjeho kerboxylové funk¥ni skupina nejprve b&%-
nym zpisobem ektivuje. Tek nap¥fklad se mfe nechat cystein reegovat s pryskyfief v pritom~
nosti sloudeniny ektivujici karboxyskupinu, jeko je N,N’-dicyklohexylkerbodiimid {DCC).

Po navézéni volné kerboxyskupiny cysteinu ns pryskyidny nosi’ se za¥ne postupnd bu-
dovat peptidovy fetdzec, postupnou kondenzeci jednotlivyich sminokyselin k N-termindlnf &ésti
peptidového fetdzce. P¥itom je tedy zapottebi v keidém stupni odit¥pit ochrannou skupinu
alfa-aminoskupiny z sminokyseliny v termindlni ¥dsti peptidového fragmentu a pak se piipojf
k volnému a reaktivnimu N-konei terminélni eminokyseliny nésledujici aminokyselinovy zbytek.

Od¥tépeni ochremné skupiny elfa-eminoskupiny se miZe provédit v pr{tomnosti kyseliny,
Jjako kyseliny bromovodikové, chlorovodikové, trifluoroctové, p-toluensulfonové, benzensulfo-
nové, neftalensulfonové a octové, za vzniku odpovidajici adi&nf soli produktu s kyselinou.

Jinou metodou od3t¥povéni ochrenné skupiny sminoskupiny je pisobeni fluoridem boritym.
Tek naprfkled se plsobenim diethyletherdtu fluoridu boritého v ledové kyselind octové frag-
ment peptidu s chrénénou aminoskupinou pifevede na komplex s fluoridem boritym, ktery se pak
prevede na volny peptidovy fragment pisobenim zésady, jako vodného hydrogenuhli®itanu dra-
selného. Mi¥e se pouZit kterékoli z tdchto metod za pFfedpokladu, %e se j{ dosdhne od¥tdpeni
ochranné skupiny N-terminélni elfa~eminoskupiny bez porufenf jakychkoli dal¥fch ochrannych
skupin pritomnych v peptidovém Petdzci. S ohledem na tento pofadevek se prednosind od3té-
puje N-terminédlni ochrennd skupine za pou#it{ kyseliny trifluoroctové. Obvykle se St¥pen{
provédl p¥i teplotd esi od 0 °C do teploty mistnosti.

Po od¥tépeni ochranné skupiny v N-termindlnf poloze je ziskeny produkt obvykle ve for-
né adidni soli s kyselinou, které bylo pouZito pro odStdpovéni ochranné skupiny. Tento pro=
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dukt se pak miZe pievést na sloudeninu s volnou aminoskupinou pdscbenim slabé zésady, typic-~
ky terciérniho eminu, jako pyridinu nebo triethyleminu.

Nynf je retdzec peptidu pr¥ipraven pro reekci s nésledujfcf aminokyselinou. Reakce
s aminokyselinou se miZe provédét\kteroukoli z n8kolike znémfch technik. Pro pFipojovéni
ndsledujici eminokyseliny k N-konci fetezce peptidu se poufivé sminokyseliny, kterd md vol-
nou karboxyskupinu, ale kterd mé vhodnd chréndnou alfa-aminoskupinu a vEechny ostatn{ pop¥i-
pad¥ pritommé reaktivni skupiny. Aminokyselinu je pro reakeci s N-koncem retdzce peptidu tie-
ba aktivovat. Jednim ze zplisobd ektivace, kterého lze p¥i syntéze pousit, je preveden{ ami-
nokyseliny na sm¥sny anhydrid. Pitom se volnd kerboxylovd funkdni skupina aminokyseliny
ektivuje reakef s jinou kyselinou, typicky s derivétem kyseliny uhli¥ité ve form& chloridu
kyseliny. Jako p¥fklady tekovjch chloridd kyselin, kterych lze pousft pro tvorbu smdsnych
enhydridd, lze uvést ethylchlorformidét, fenylchlorformidt, sek.butylchlorformiét, isobutyl-
chlorformidt a pivaloylehlorid.

Jinym zplisobem sktivace karboxylové funk&ni skupiny aminokyseliny pro kondenzaci s fe-
t8zcem peptidu je prevedeni aminokyselin ne reaktivnf esterovy derivét. Jako priklady teko-
v¥ch reaktivnich esterd lze uvést 2,4,5-trichlorfenylester, pentachlorfenylester, p-nitro-
fenylester, ester vznikly z 1-hydroxybenzotriazolu a ester vznikly z N-hydroxysukcinimidu.

Jinym zplisobem piipojovéni C-termindlni ¥dsti aminokyseliny k peptidovému fragmentu
Je zplisob, p¥i kterém se kondenzace provéddf v prftomnosti alespon ekvimolérniho mnoZstvi
N,N'—dicyklohexylkarbodiimidu (DCC). Poslednd uvedeného zplsobu se prednostnd poufivé pii
pfipravd tetradekapeptidu obecného vzorce II, kde X predstavuje skupinu vzorce

pryskyfice
o

Po pripraveni Fet¥zce peptidu s poZadovanym sledem sminokyselin se miZe vysledny pep-
tid odstrenit z pryskyfi¥ného nosi¥e. To se provddl plsobenim fluorovodiku na tetradekapep-
tid vézeny k pryskyfici s chréndnymi reaktivnimi skupinami. Pdsobenim fluorovodiku se od5t&-
pi peptid od pryskyrice, krom& toho se jim v8ak odXtépi vSechny ostatnf ochrenné skupiny
pFftomné na reaktivnich skupinéch peptidového Fetdzce, stejnd tek jako ochranng skupine alfa-
. ~aminoskupiny termindlni eminokyseliny. Kdy% se peptid oditd3puje od pryskyrice za soudasné-
ho odBtdpeni ochremnfch skupin plsobenim fluorovodiku, pfednostn¥ se reakce provédi v pri-
tomnosti enisolu. Zjistilo se, e p¥{tomnost enisolu inhibuje potencidlni alkyleci uréitych
zbytkl aminokyselin p¥itomnych v Fetdzci peptidu. Krom¥ toho se odSt&povéni prednostnd pro-
védi v pfitomnosti ethylmerkaptanu. Ethylmerkaptan slouff k ochrand indolového kruhu trypto-
fanového zbytku a krom¥ toho usnednuje prevedent chrénénych cysteinovych zbytkd do thiolo-
vé formy. Rovnéf v pripadsd, Ze RS pfedstavuje formylskupinu, usnadnuje pritomnost ethylmer-
kaptanu od3tdpent formylskupiny fluorovodikem.

Po shora popsaném 3t¥peni se ziskd jako produkt peptid s primym Petzcem obsahujicim
14 zbytkd sminokyselin.

Nésledujici priklady provedeni blife objasnuji piipravu sloudenin obecného vzorce II

a meziprodukti. P¥{iklady meji{ pouze 1lustrativni cherekter a rozsah vyndlezu v Z4dném sm&ru
neomezuJi.

Pr{i{klad 1
N-terc.butyloxykerbonyl-L-cysteinyl-(S-p-methoxybenzyl)methylovend polystyrenové pryskyrice
K 500 ml N,N-dimethylformemidu (DMF) obsahujfcimu cesnou sil N-terc.butyloxykarbonyl-

-(S-p-methoxybenzyl)cysteinu [ pfipravenou z 9,06 g (26,5 mmolu) zvolené kyseliny] se pFridd
51,0 g chlormethylovené polystyrenové prysky¥ice (0,75 mmolu/g). Sm¥s se miché 6 dnd pii
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teplot® mistnosti. PryskyFice se odfiltruje a postupn® promyje t¥ikrét smdsf 90 % DMF

e 10 % vody, tFikrédt 95% ethanolem a t¥ikrdt DMF. K pryskyPfici suspendované v 500 ml DMF se
ptidé roztok 10,5 g octanu cesného. Sm¥s se michd 6 dnl p¥i teplot® mistnosti. Pryskyfice

se odfiltruje a postupné promyje jednou vodnym DMF, t¥ikrét sm&s{ 90 ¥ DMF a 10 % vody,
t¥ikrét 95% ethanolem, t¥rikrét methylenchloridem, ti¥ikrdt 95% ethanolem a t¥ikrét chloro-
formem. Prachové ¥éstice se odstrani tim, %e se pryskyrice &tyPikrét suspenduje v chlorofor-
mu 8 kapaline se vZdy odd&l{i. Pak se pryskyfice su¥i za vakua pii 40 °c ptes noc. Ziskd se
44,8 g titulniho produktu. Anelyze minokyselin ukezuje, Ze produkt obsahuje 0,25 mmolu cyste-
inu na gram pryskyrice. Cystein se stenovuje jeko kyselina cysteinové v produktu hydrolyzy
provddéné za pouZiti sm&si dioxanu a koncentrovené kyseliny chlorovodikové 1:1, ke které
bylo p#idéno melé mnoZstvi dimethylsulfoxidu.

Pri{klaed 2

N-terc.butyloxykérbonyl-D-valyl-glycyl=L-(S-p-methoxybenzyl)cysteinyl~L-(N-epsilon-o-chlor-
benzyloxykerbonyl)-lysyl-L-asparaginyl-L-fenylalanyl-L-fenylalanyl-L-(formyl)tryptofyl-L-
~(N-epsilon-o~chlorbenzyloxykarbonyl)lysyl-L~(0O-benzyl)threonyl-L-fenylalanyl-L~(0-benzyl)-
threonyl-L—(o-benzyl)Eeryl-L—(S-p-methoxybenzyl)cysteinylmethylované polystyrenové prysky-
Fice

Produkt z pFfkladu 1 (7,0 g) se umfst{ do reak¥ni nddoby automatického syntetizétoru
peptidd (Beckmen 990) a v tomto zaffzeni se k produktu pripoj{ dvendet ze zbyvajfcich t¥i-
nécti eminokyselin. Vysledny chréndny tridekepeptid vézany k pryskyfici se rozd¥li na dva
stejné dfly a k produktu obseZendmu v jednom z tdchto dfl% se pfipoj{ koncovy zbytek. PouZi-
té aminokyseliny a jejich poradi jsou:

1. N-terc.butyloxykarbonyl-(0O-benzyl)-L-serin,

2. N~terc.butyloxykarbonyl-(0O-benzyl)-L-threonin,

3. N-terc.butyloxykerbonyl-L-fenylalanin,

4. N~terc.butyloxykarbonyl-(0-benzyl)-L-threonin,

5. N“—terc.butyloxykarboﬁyl-ﬁ-opailon-o-chlorbenzyloxykarbonyl-L-lysin,
6. N%-~terc.butyloxykarbonyl-N-formyl)-L-tryptofan,

7. N-terc.butyloxykarbonyl-L-fenylalanin,

8. N~terc.butyloxykarbonyl-L-fenylalanin,

9. p-nitrofenylester N-terc.butyloxykarbonyl-L-asparaginu,

10, N%ter.butyloxykerbonyl-N-epsilon-o-chlorbengyloxykarbonyl~L-lysin,
11. N-terc.butyloxykarbonyl-(S-p-methoxybenzyl)-L~cystein,

12. N-terc.butyloxykerbonylglycin a

13. N-terc.butyloxykarbonyl-D~velin.

Sled operaci, kterymi se provéd{ od3té&peni ochranné skupiny, neutralizace s p¥ipojeni
aminokyseliny v p¥{pad® keZdé z eminokyselin zavédénych do peptidu, Je tento:

1. trojnédsobné promyti chloroformem (vidy 10 ml/g pryskyfice), vZdy po dobu 3 minut,

2. oditdpeni BOC skupiny dvacetiminutovym plsobenim sm&si 29 % kyseliny trifluoroctové,
48 % chloroformu & 6 % triethylsilenu v mnoZstvi 10 ml/g po dobu 20 minut, postup se opaku-
Je dvekrét,

3. dvojnésobné promyti chloroformem (vidy 10 ml/g pryskyfice), vZdy po dobu '3 minut,

4. Jedno promyt{ methylenchloridem (vZdy 10 ml/g pryskyrice), po dobu 3 minut,

5. troJjnédsobné promyti sm&si 90 % terc.butylalkcholu a 10 % terc.smylalkocholu (vidy
10 ml/g pryskyfice), vidy po dobu 3 minut,

6. trojnésobné promyt{ methylenchloridem (v%dy 10 ml/g pryskyrice), vZdy po dobu 3 mi~-
nut, )

7. neutralizace 3% triethylaminem v methylenchloridu (10 ml/g pryskyrice) po dobu 3 mi-
nut ~ opakuje se tiikrét,

8. Promyvéni methylenchloridem (10 ml/g prysky¥ice) po dobu 3 minut - opakuje se tii-
krét,
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9. promyvéni sm¥si 90 % terc.butylalkoholu a 10 % terc.amylalkoholu (10 ml/g prysky¥i-
ce) po dobu 3 minut - opakuje se t¥ikrét, .

10. promyvéni methylenchloridem (10 ml/g prysky¥ice) po dobu 3 minut - opaskuje se
t¥ikrét, 4

11. phidéni 1,0 mmol/g prysky¥ice chrénsné aninokyseliny & 1,0 mmolu/g pryskyfice
N,N’-d1 eyklohexylkarbodiimi du (DCC) v 10 ml/g pryskyFfice methylenchloridu a mfsent po dobu
120 minut,

12. promjvéni methylenchloridem (10 ml/g pryskyfice) po dobu 3 minut - opakuje se
trikrét,

13. Promyvéni smésf 90 %.terc.butylelkcholu a 10 % terc.amylalkoholu (10 ml/g prysky-
Fice) po dobu 3 minut - opekuje se t¥ikrét,

14. promyvéni methylenchloridem (10 ml/g prysky¥ice) po dobu 3 minut - opakuje se
t¥ikrét,

15. neutralizace pisobenim 10 ml/g pryskyrice 3% triethylaminu v methylenchloridu
po dobu 3 minut - opakuje se trikrdt, ’

16. promyvéni methylenchloridem (10 ml/g prysky¥ice) po dobu 3 minut - opakuje se
t¥ikrét,

17. promyvéni smési 90 % terc.butylalkoholu a 10 % terc.amylalkoholu (10 ml/g prysky-
Fice) po dobu 3 minut - opskuje se t¥ikrét, .

18. promfvéni methylenchloridem (10 ml/g prysky*ice) po dobu 3 minut - opakuje se
t¥ikrat, ’

19. promyvén{ 10 ml/g pryskyfice dimethylformemidem po dobu 3 minut - opakuje se t¥i-
kréat,

20. p¥idéni 1,0 mmolu/g pryskyfice chrénsné aminokyseliny a 1,0 mmolu/g pryskyrice
N,N'—dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) v 10 m1/g pryskyfice smsi DMF a methylenchloridu 1:1
a miseni po dobu 120 minut,

21, promyvéni 10 ml/g dimethylformemidem po dobu 3 minut - opakuje se t#ikrét,

22. promyvéni methylenchloridem (10 ml/g pryskyiice) po dobu 3 minut - opakuje se
tFikrét,

23. promyvéni sm8si 90 % terc.butylalkoholu a 10 % terc.amylalkoholu (10 ml/g prysky-
fice) po dobu 3 minut - opekuje se t¥ikrét,

24. promyvéni methylenchloridem (1¢ ml/g pryskyrice) po dobu 3 minut - opakuje se
tPikrdt,

25. neutralizace pisobenim 10 ml/g pryskyfice 3% triethylaminu v methylenchloridu
po dobu 3 minut - opskuje se t¥ikrét,

26. promyvéni methylenchloridem (10 ml/g pryskytice) po dobu 3 minut - opakuje se
tiikrat,

27. promyvéni sm¥s{ 90 % terc.butylalkoholu a 10 % terc.amylalkoholu (10 ml/g prysky-
fice) po dobu 3 mwinut - opakuje se t¥ikrét a

28, promfvéni methylenchloridem (10 ml/g prysky¥ice) po dobu 3 minut - opakuje se t¥i-
krét.

Shora uvedeného sledu operaci se poufivé pro p¥ipojeni ke¥dé z sminokyselin, s vyjim-
kou glycinu a asparaginu. P¥ipojeni glycinu se provédi pouze za pou¥it{ stupnd 1 a% 18,
Asparaginovy zbytek se zavédi prost¥ednictvim reektivmfho p-nitrofenylesteru. P¥itom se stu-
pen 11 nehradf témito tdemi stupni: .

a) promyvéni 10 ml/g pryskyrice dimethylformamidem po dobu 3 minut - opakuje se ti¥i-
krét, ’ ’

b) ‘p¥idéni 1,0 mmolw/g pryskyrice p-nitrofenylesteru N-terc.butyloxykerbonyl-L-aspa-
reginu v 10 ml/g pryskyrfice sm¥si dimethylformemidu & methylenchloridu 1:3 a michént po do-
bu 720 minut a

¢) promyvéni 10 ml/g prysky¥ice dimethylformamidem po dobu 3 minut - opskuje se t¥i-
krét,
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Rovn&% stupen 20 se modifikuje tek, %e se pridd p-nitrofenylester N-terc.butoxykarbo-
nyl-L-asperaginu ve sm&si dimethylformemidu a methylenchloridu 3:1 a sm¥s ae michd 720 mi-
nut. ' '

Vysledny peptid vézeny k pryskyfici se za vakue vysu3i. Produkt se hydrolyzuje za va-
ru pod zp&tnym chladilem ve sm¥si koncentrované kyseliny chlorovodikové s dioxenu po dobu
72 hodin. Analyza aminokyselin vysledného produktu poskytuje tyto vysledky (jeko standardu
se poufivé lysinu: Asn 1,04, 2Thr 2,68, Ser 1,08, Val 1,12, Gly 1,04, 3Phe 3,87, 2Lys 2,00,
Trp 0,75.

Tryptofan se stanovi 2ihodinovou hydrolyzou vzorku produktu v pF¥itomnosti dimethyl-
sulfoxidu a thioglykolové kyseliny. Cystein se neurduje, pondvadi pii enalyze touto metodou
dochézi k Jeho rozkladu.

Priklad 3

D-valyl-glycyl-L-cysteinyl-L-lysyl-L-asparaginyl-L~fenylalanyl-L-fenylalanyl-L-tryptofyl-L-
~lysyl-L-threonyl-L-fenylalanyl-L-threonyl-L~seryl-L-cystein

Ke sm&si 5 ml anisolu a 5 ml ethylmerkeptanu se piidd 2,828 g (pi#i drovni substituce
0,150 mmolu/g) chrén&ného tetradekapeptidu, vézeného k pryskyFiei z prikladu 2. Sm&s se
ochlad{ v kapalném dusiku a p¥idestiluje se 56 ml kapalného fluorovodiku. Vyslednd smds
se neché oh¥at na 0 °C a miché se po dobu 2 hodin. Fluorovodik se pak oddestiluje. Ke zby-
16 smési se pfidéd ether a vznikld smds se ochladf na 0 °C. Vznikl4 pevné lé4tks se odfiltru-
Je a promyje etherem. Produkt se vysu3{ a tetradekapeptid zbaveny ochrannych skupin se ex-
trahuje ze sm&si s prysky¥ic{ zam pou¥it{ 1 M kyseliny octové a melého mnoZstvi ledové kyse-
1iny octové. ' :

Roztok v kyselin& octové se pak ihned ve tmd lyofilizuje do sucha. Vyslednéd bilé pev-
né létke se suspenduje ve smési 10 ml odplyndné 0,2 M kyseliny octové a 4 ml ledové kyseli-
ny octové. Suspenze se zahtivéd, ale vZechna pevnéd létka se Uplnd nerozpusti. Nerozpustny
podil se odfiltruje a neprihledny bezbarvy filtrét se nanese ne sloupec Sephadexu G-25F.
Chromatografie se provddi ze t&chto podminek:

rozpoudtddlo: odplyndnd 0,2 M kyselina octovéd

rozméry sloupce: 75 x 1 500 mm,
teplota: 26 °c,
pritokové rychlost: 629 ml/h,

objem frakce: 22,0 ml.

Absorbance p¥i 280 nm ka%dé frakce se vynese do grafu oproti &fslu frakchk, Ziskd se
k¥ivke s velkym ¥irokym maximem & pFfilehlym ramenem (inflexi). UV-spektroekopie ukazuje,
%e hlevni %ést mexime tvoi{ produkt. Spojf se frakece 224 a% 240 (tj. eludt od 4,906 do
5 280 ml, maximum odpovidé pritoku celkem 5 054 ml eludtu). '

Spojené frakce neobsshuji produkt odpovidajfci rameni k¥ivky. UV-~spekiroskopie ukazu-
Je, %e ve spojenych frakcich Je obsaZfeno 175 mg produktu (vytdZek 24,8 %). Ellmenovou titre-
¢l alikvotniho vzorku se zjist{, Ze obseh sulfhydrylovych skupin je 93,6 % teorie.

PREDMET VINALALEZU

Zpisob pripravy tetradekepeptidu vzorce I,

H-D-Vel-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-L-Trp-L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH
- : : : (1)
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vyznaleny tim, Ze se na slou¥eninu obecného vzorce II,

R—D-ValeGly:p-Cys(R1)-L-Lys(Rz)-L-Asn—L—Phe-L-Phe-L—Trp(R5)-L—Lys(Ra)-L—Thr(R3)-L-Phe-L-

~Thr(Ry );L;sér(nf4)-L-0ye(n, ¥-X
o e , (11)

-kde }iedsia@ﬁﬁb T
R ochramnou skupinu alfa-aminoskupiny,
R1 ochrannou skupinu thioskupiny,
R2 ochrannou skupinu epsilon-aminoskupiny,
ke¥dy ze symbold
Ry a R, ochrennou skupinu hydroxyskupiny,

vodik nebo formylskupinu a
X skupinu vzorce

prysky:ice
~0~-CH,

kde je pryskyric{i polystyren,
pisobl fluorovodikem.

Severografia, n. p.. zdvod 7, Most
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