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{54) Lidsky modifikovany C-peptid a zpiisob jeho p¥ipravy

1 2

Lidsky modifikovany C-peptid je vhodny
prc radioimunocanalytické stanoveni a pro
pripravu protilatek, napf. kréli¢iho a mor-
¢eciho antiséra.

P¥edmétem je lidsky modifikovany C-pep-
tid vzorce

H—X-—-Glu¥—Ala—Glu—Asp—Leu—Gln—
—Val—Gly®—Gln—Val—Glu—Leu—Gly*¥—
—Gly—Gly—Pro—Gly—Ala—Gly—Ser—
—Leu—GIn—Pro—Leu—Ala—Leu—Glu—
—Gly—Ser—Leu—GIn%—Y—O0H,

kde

X je tyrosin a
Y je napf. norvalin nebo norleucin.

Peptid se syntetizuje s vyhodou na poly-

mernim nosidi benzhydrylaminovém nebo
chlormethylovaném zndmym zplsobem.
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Vynélez se tykd modifikovaného lidského
C-peptidu pro redioimunocanalytické stano-
veni a pro pripravu protildatek a zpfisobu je-
ho vyroby.

Je zndmo, Ze lidsky C-peptid (AA3z3_63 lid-
ského proinsulinu) je specifick§mi proteé-
zami odStépen z molekuly proinsulinu, a tak
wznikd aktivni hormon insulin. Insulin i C-
-peptid jsou pak secernovdny B-buiitkami
pankreatu v ekvimoldrnim poméru do por-
tdlni krve (Stfeda M.: Diabetologie, Avice-
num, Praha, 190 s. /1985/; Kemmler W. a
kol.: J. Biol. Chem., 248, 4544 /1973/).

Radioimunoanalytické stanoveni hladiny
C-peptidu v krevnim séru, pop¥. moéi pa-
cienti poskytuje informaci o funkci g-bu-
ngk, a je spolehlivou moderni metodou diag-
noézy diabetes mellitus (Melani F. a kol.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 67, 148 /1970/).

Uvedené radiomunocanalytické (RIA) sta-
noveni C-peptidu méd oproti jinym diagnos-
tickym metoddm diabetu, nap¥. glukosové-
mu toleranénimu testu &i stanoveni hladiny
insulinu Fadu vyhod:

1. mé&Feni hladiny C-peptidu p¥imo stanovi
produkci vlastnihe insulinu;

2. na rozdil od insulinu nedochézi k varia-
bilnimu wvychytdvéni C-peptidu v jétrech;

3. 1ze takto sledovat i pacienty, kterym je
podédvéan exogenni insulin.

Nevyhodou dosud syntetizovanych Iid-

skych modifikovanych C-peptidd je, Ze neni ~

moZno kvantitativng sledovat p¥fimymi me-
todami navdzani ligandu na makromoleku-
1arni nosié.

Prfedm#&t vyndlezu je lidsky modifikovany
C-peptid vzorce:

H—X—Glu¥—Ala—Glu—Asp—Leu—Gln—
—Val—Gly?¥—Gln—Val—Glu—Leu—Gly%—
—Gly—Gly—Pro—Gly—Ala—Gly—Ser—
—Leu—GIn—Pro—ILeu—Ala—Leu—Glu—
—Gly—Ser—Leu—GIn%—Y—0H,

kde

X je tyrosin a
'Y je nap¥. norvalin nebo norleucin.

Snbstituent X mfZe byt map¥. Tyr nebo
jakdkoliv aminokyselina umoZiiujici vneseni
radioaktivniho atomu a Y napfirozend ami-
mokyselina, tj. aminokyselina nevyskytujici
se v lidském organismu. Tuto aminokyseli-
nu, nap¥. Nva, Nle apod., 1ze pouZit kX mo-
nitorovdni vazby na makromolekuldrni no-
S1C.

D4le je pfedmétem vynédlezu zplisob v§-
roby lidského modifikovaného C-peptidu
spoéivajici v tom, Ze peptid se syntetizuje
na benzhydrylaminovém mebo chlormethy-
lovaném polymernim nosidi zndmym zplso-
bem p¥Fi teplot& mistnosti.

PFehled jednotlivich krokli syntézy je u-
veden schematicky v tabulce 1 a 2,

Modifikovany C-peptid byl p¥ipraven dvg-
ma zplisoby na pevné fazi (Stewart J. M.;
Young J. D.: Solid phase peptide synthesis,
Pierce Chemical Company Rockford, 176 s.
/1984/), kdy jako vychozich latek bylo po-
uZito 9-fluorenylmethyloxykarbonyl-(Fmoc),
resp. t-butyloxykarbonyl- (Boc) derivatd a-
minokyselin. Vysledny produkt byl odSt&pen
z prysky¥ice a &i8t&n obvyklymi purifikaéni-
mi metodami — napf. elektroforeticky, ge-
lovou a ionexovou chromatografii, vysoce
ufinnou kapalinovou chromatografii na re-
verzni fdzi (HPLC). Cistota byla ov&Fovéna
elektroforeticky, HPLC a aminokyselinovou
analyzou. Imunoreaktivita byla ové&fena ra-
dioimunocanalyticky.

Modifikovany C-peptid je imunoreaktivni
a bylo jej pouZito k p¥ipravé polyklondlniho
krali€¢tho antiséra. Lze jej znadit napf. ra-
dioaktivnim !%] a pouZit tak pro pFipravu
kompletni soupravy pro RIA stanoveni C-
-peptidu.

Dale jsou uvedeny piiklady zpiisobu vy-
roby. modifikovaného lidského C-peptidu
pcdle vynélezu.

P¥iklad 1

Pr¥iprava modifikovaného C-peptidu podle
vyndlezu pomoci Fmoc-derivdti aminokyse-
lin

Bylo pouZito 1,0 g benzhydrylaminové
pryskyfice, na kterou bylo navdzédno acido-
labilni raminko (3-/4-hydroxymethylfenoxy/-
propionét) s prvni C-koncovou aminokyse-
linou Nva, substituce byla 0,4 mmol/g prys-
kyFice (Albericio F.; Barany G.: Int. J. Pep-
tide Protein Res., 26, 92 /1985/].

e-aminoskupiny aminokyselin byly chré-
mény skupinou Fmoc-, postranni Fetézce Glu
a Asp byly chréané&ny skupinou OBut-(t-bu-
tylester) a hydroxylovd skiupina Ser byla
chranéna But-(t-butylether-). Karboxylové
skupiny hyly aktivovdny jako estery N-hyd-
roxybenziriazolu (HOBt) (u Gln bylo pouZi-
to symetrického anhydridu). Syntéza byla
provddéna podle postupu, viz tab. 1. Fmoc-
-skupina byla odS§tépovédna roztokem pipe-
ridinu v dimethylformamidu (DMF) (1:1).
Jako kondenza&ni &inidlo byl pouZivan di-
cyklohexylkarbodiimid. Uplnost kondenzace
byla sledovéna nmhydrmovym testem (u
Pro chloranilovym: testem]..

Hotovy peptid (a zéroveii chrénlcu skupl-
ny- postrannich ¥Fetdzch  aminekyselin). byl
§tdpen z:pryskyFice 45% roztokem trifluor-
octové - kysehny {TFA) .,v ,dichlormethanu
(2 h], a vysrédZen etherem 7 pryskyf¥ice byl
déle extrahovan 30% kyselinou octovou, vo-
dou a lyofilizovdn. Peptid byl &ist&n na Bio-
gelu P4, DEAE Sephadexu a vysoce uinnou
kapalinovou chromatografii na reverznf f4-
zi (HPLC).

VytéZek po gelové filtraci byl 0,904 g pep-
tidu, tj. 70 %. Peptid &i3t&ny pomoci ione-
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xcvé chromatografie a preparativni HPLC
je elektroforeticky (s relativni pohyblivosti
ke glycinu v pufru o pH = 2,4, E = 0,25} i
HPLC jednotny. Vysledek aminokyselinové
analyzy odpovidd aminokyselinovému sloZe-
ni:- - - -

Tearetické zastoupeni Analyza
Asp 1 0,83
Ser 2 1,8
Gln + Glu 8 7,6
Pro 2 2,2
Gly 7 6,5
Ala 3 3,0
- Val 2 1,7
Nva 1 0,97
Leu 6 5,97
Tyr 1 0,7

Peptid byl navédzdn na hovézi sérumalbu-
min a konjugdtu bylo pouZito pro p¥ipravu
kréli¢iho a mordéeciho antiséra.

P¥iklad 2

Priprava modifikovaného C-peptidu podle
vyndlezu pomoci Boc- chrdnénych aminoky-
selin

Bylo pouZito 0,5 g chlormethylované prys-
kyFice, na které byl navazdn Nle v substi-
tuci 0,32 mmol/g pryskyf¥ice. a-aminoskupi-

8

ny aminokyselin byly chranény skupinou

“Boc-, karboxylové skupiny postrannich Fe-

t8zcd Glu, Asp skupinou O0Bzl- {benzyl-
ester-], hydroxyskupina Ser skupinou Bzl-
(benzylether-). Aminokyseliny byly aktivo-
vény jako estery N-hydroxybenztriazolu,
pop¥. jako symetrické - anhydridy. Syntéza
byla provadéna podle postupu v tab. 2. Boc-
skupina byla St8pena 45% trifluorcctovou
kyselinou v dichlormethanu. Jako konden-
zatniho £inidla byle pouZito dicyklohexyl-
karbodiimidu. Prib&h kondenzace byl sledo-
van. ninhydrinovym, pop¥. chloranilovym a
acetylaénim testem.

Hotovy peptid (a chrénici skupiny po-
strannich fetézcii) byl St8pen 1 h kapalnym
fluorovodikem v pFitomnosti 3% thioanizo-
lu, ktery byl potom extrahovdn ethylaceta-
tem, peptid byl extrahovan 30% Xkyselinou
octovou, vodou a lyofilizovan. Cist&n byl
gelovou chromatografii (na Biogelu P4 ne-
bo Fraktogelu), pop¥. elektroforeticky. Byla
ziskdna smés peptidi (0,493 g), v niZ byl
prokdzadn cely C-peptid. Imunoreaktivita
preduktu byla 60% aktivity komertniho C-
-peptidu {f{y BIODATA]}. Produktu bylc po-
uZito pro tvorbu konjugdtu s hovézim sé-
rumalbuminem a pro produkci kréli¢tho an-
tiséra.

Lidsky modifikovany C-peptid podle vy-
nélezu. je vhodny pro radioimunocanalytické
stanoveni a pro p¥ipravu protildtek, napf.
krali¢iho a morgeciho antiséra.

Tabulka 1 Tabulka 2
Fmoc-ptiprava Boc-pFiprava
krok reagencie (~ 15 ml) min. krok reagencie (~ 15 ml) min.
1 CHzClz (2X) 3 1 CH:Clz2 (4X) 7
2 DMF (2X) 3 2 45 % TFA v CH2Cl2 {1X) 2
3 DMF : piperidin (2X) 20 3 45 % TFA v CH2Cl2 (1X) 20
(1:1) 4 CH2Clz (3X) 5
4 DMF (2X) 3 5 8% TEA v CHzCl2 (2X) 3
5 dioxan : H20 {2:1) {2X)) 10 6 CH2Cl2 (4X) 7
6 DMF (3X) 5 7 HOBt ester Boc-AK 40
7 CH2Cl2 (€i DMF) (3X) 5 ¢i symetr. anhydrid i vice
8 HOBt ester Fmoc-AK ¢&i 15 (3 ekv.) v CH2Cl2
symetricky anhydrid a vice 8 ninhydrinovy test 5
(3 ekv.] v CH2Cl2 9 CH2Cl2 (3X ) 5
(i CHaClz : DMF) 10 2-propanol (3X) 5
9 ninhydrinovy test 5 11 CH2Cl2 (4X) 7
10 opakovat kondenzaci 12 opakovat kondenzaci
v pF. potfeby v p¥. potfeby
(krok 7—9) (krok 7—11)
11 DMF (5X) 8
12 2-propanol (5X) 8
13 CHzCl2 (5X) 8
Poznémka:

TEA = triethylamin
AK = aminokyselina
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PREDMET VYNALEZU

1. Lidsky modifikovany C-peptid vzorce:

H—X—Glu3¥—Ala—Glu—Asp—Leu—Gln—
—Val—Gly¥®—Gin—Val—Glu—Leu—Gly*—
—Gly—Gly—Pro—Gly—Ala—Gly—Ser—
—Leu—GIln—Pro—Leu—Ala—Leu—Glu—
—Gly—Ser—Leu—GIn%—Y-—O0H,

kde

Severografia, n. p. zdvod 7, Most

X je tyrosin a
Y je norvalin nebo norleucin.

2. Zplisob piipravy lidského modifikova-
ného C-peptidu podle bodu 1, vyznafeny
tim, Ze peptid se syntetizuje na benzhydryl-
aminovém nebo chlormethylovaném poly-
mernim nosidi, pfi teplot& mistnosti.

Cena 2,40 K&s
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