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naci ventil (15) jednak k zdsobniku (13) inertni- <
ho plynu, a jednak k nadobé (11) odpadu. Nado-
ba (1), jejiz stény (17) ve spodni ¢asti sviraji se
svislou osou reaktoru ostry thel (a) v rozmezi od
1° do 89° a v horni &4sti tupy tihel (B) v rozmez{
od 91° do 179°, je opatfena pohonem (14) pro
otaceni kolem jeji svislé osy, pficemZ nad néa-
dobou (1) jsou umistény privody (7) rozpousté-

del a ¢inidel a nad jednotlivymi komiirkami pfi-
vody (6) roztoki aminokyselin.
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Reaktor pro multisekvenéni syntézu peptida

Oblast techniky

Vynalez se tyka reaktoru pro multisekvené¢ni syntézu peptidu
na pevném nosi¢i s randomizaci.

Dosavadni stav techniky

syntéza peptidu na pevné fazi podle R.B. Merrifielda, popsa-
n& naptiklad v publikaci " Stewart J.M. and Young J.D., Solid
Phase Peptide Synthesis, Freeman, San Francisco, 1985" vnesla do
této oblasti syntézy peptidd i moZnosti <¢astecné nebo uplné
automatizace, viz Merrifield R.B., Stewart J.M. and Jarnberg N.,
Apparatus for the automated synthesis of peptides, US 3,531,258;
Brunfeldt K. Roepstorff P. and Halstrom J., Reaction system, US
3,557,077; Kubodera T., Hara I. and Makabe H., Apparatus for syn-
thesis of peptides or the like organic compounds, US 3,647,390;
Won Kil Park and D. Regoli, System for the solid phase synthesis,
US 3,715,190; Bridgham J. et al., Automated polypeptide synthesis
apparatus, US 4,668,476; Saneii H.H., Solid phase synthesizer, US
4,746,490, a tim i Fadu realizovanych nebo navrhovanych synteti-
zatort. V zasadé se 1isi chemickou metodologii syntézy, nejcaste-
ji Fmoc nebo Boc strategii: Atherton E. and Sheppard R.C., 1989,
Solid phase peptide synthesis. A practical approach. IRL Oxford
University Press; Barany G. and Merrifield R.B., 1980,
Solid-phase peptide synthesis, The peptides, Gross and Meienhofer
(Eds.) str. 1-284, Academic Press, nebo nosic¢em, ruzné druhy po-
lymerl, bavlna a podobné, Alternative Carriers and Methods in So-
1id Phase Synthesis; Lebl M., Eichler J. and Bienert M. Peptides
1990, Giralt and Andren (Eds.); str. 153-155, a nebo technickym
a konstrukénim resenim.

V kratkosti 1lze syntézu peptidu popsat Jjako postupné stavéni
fetézce z aminokyselin, propojenych peptidovou vazbou (-CO-NH-),
kdy k pripojeni kaZdé nasledujici aminokyseliny dojde po odchra-
néni aminokyseliny predchozi, za ucasti aktivaéniho ¢&inidla.
Na pevné fazi tento proces probiha tak, Ze prvni aminokyselina je
navazana vhodnym zplisobem na pevny nosié¢ a cely peptid tak v za-
véru syntézy zustava zachycen na nosi¢i a k jeho ziskdni je nutné
koneéné Stépeni 2z noside. Obvyklymi rozpousteédly, uzivanymi
k syntéze, jsou dimethylformamid, vhodny spise pro Fmoc strategii
nebo dichlormethan, vhodny pro Boc strategii. Pro postupné od-
chrafovani koncovych aminokyselin se uziva v pripadé Fmoc syntézy
asi 20% piperidin v dimethylformamidu, a v pripadé Boc syntézy
asi 50% trifluoroctova Kkyselina v dichlormethanu. Pro findlni
Stépeni z noside se pouziva v pripadé Fmoc syntézy trifluoroctova
kyselina s 5 aZ 10 % specifickych latek v ruznych pomérech, a
v pripadé Boc syntézy obvykle fluorovodik, nékdy téz s ptisadami.

Dosud znama konstrukéni rFeSeni syntetizatoru se zaméruji na
soudasnou syntézu maximalniho mnoZstvi danych peptida, nebo na
syntézu pouze jednoho a nebo omezeného podtu peptidi v maximalneé
moZné kvalité a prfipadné i mnozstvi. V nedavné dobé k témto dvéma
pristupum pfibyl jesté dalsi, jehoZ snahou je ziskat vSechny moZ-
né kombinace aminokyselinovych fetézcl o zvolené délce a z predem
zvolenych aminokyselin, a tento zplusob je popsan v Lam K.S., Sal-
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mon S.E., Hersh E.M., Hruby V.J., Kazmierski W.M. and Knapp
R.J., A new type of synthetic peptide library for identifying 1li-
gandbinding activity, 1991, Nature vol. 354, str. 82-84; Houghten
R.A., Pinilla C., Blondelle S.E., Appel J.R., Dooley C.T. and
Cuervo J.H., Generation and use of synthetic peptide combinato-
rial libraries for basic research and drug discovery, 1991, Natu-
re vol. 354 str. 84-86 . Touto takzvanou "randomizaci" se ziska
banka neboli knihovna peptidl, jejichZ nejruznéjsi aktivity jsou
predmétem dalsiho imunologického testovani.

Dosud znamy reaktor pro syntézu peptidd s randomizaci je
tvoren trubici, nasazenou na kruhovém télese, po 3jehoZ obvodu
jsou vytvoreny komirky s pevnym nosic¢em, 2z nichZ kazda Jje ze
spodni strany opatrena fritou s vypustnym kandlkem a dal$im ne-
zbytnym prislusenstvim. Trubice je uzav¥ena hlavou s privody roz-
tokl aminokyselin, rozpoustédel a ¢inidel. Randomizaé¢niho procesu
se v tomto reaktoru dosahuje proudem inertniho plynu, privadéného
do wvnit¥niho prostoru, ktery zplisobi vzadjemné promiseni obsahu
vSech komirek. V tomto reaktoru je v$ak moZno pouZit jen malého
mnoZstvi polymerniho nosic¢e a tak randomizovat pomérné Kkratky
Usek peptidového retézce.

Podstata vynalezu

Vyse uvedeny nedostatek odstranuje reaktor pro multisekvenc-
ni syntézu peptidd s randomizaci, ktery je tvoreny nadobou, jejiz
dno Jje opatreno stredovym kuZelem, mezi nimZ a sténami nadoby
jsou vytvoreny komirky, ze spodni strany uzavrené fritou, pod niz
je vytvoren vypustny kanadlek, spojeny se sifonem, jehoz vystup je
pripojen pres prepinaci ventil jednak k zasobniku inertniho ply-
nu, a jednak k nddobé odpadu. Jeho podstata spoc¢iva v tom, Ze.na-
doba reaktoru Jje opatrena pohonem pro otaceni kolem své svislé
osy. Stény nadoby ve své spodni c¢asti sviraji se svislou osou re-
aktoru ostry Uhel a v rozmezi od 1° do 89° a Vv horni ¢asti tupy
uhel B v rozmezi od 91° do 179° tak, aby byla vytvorena zachytna
kapsa, tvorici randomizac¢ni prostor, ve kterém dochdzi pri od-
stredovani k randomizaci. Nad nadobou jsou v jeji ose nad stredo-
vym kuZelem a p¥i horni casti stény nddoby umistény privody roz-
poustédel a c¢inidel.

Privod rozpoustédel a ¢inidel je umistén v ose reaktoru nad
stredovym kuZelem a pri horni ¢asti stény nadoby.

Reaktor podle vynalezu umozZnuje syntézu vsSech mozZnych peptidu
tvorenych kombinaci daného poc¢tu ruznych aminokyselin o dané dél-
ce retézce, a to obéma hlavnimi metodami Fmoc a Boc. Konstrukce
reaktoru umozZnuje vedle randomizace i jeho vyuZiti pro bézZnou vi-
cenasobnou syntézu peptida.

Prehled obrazkl na vvkresech

Na prilozZeném vykresu je znazornén reaktor pro multisekvenc-
ni syntézu peptidd s randomizaci, provadénou odstredénim kulicek
pevného nosice po kazdém cyklu syntézy.
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Priklady provedeni vyndlezu

Reaktor pro multisekvenéni syntézu peptidd s randomizaci je
tvoreny rotaéni nadobou 1, jejiZ dno 10 je opatfeno stfedovym ku-
7elem 9. Mezi nim a sténami 17 nadoby 1 jsou vytvofeny oddélené
komirky 2 s pevnym nosicem, ze spoda uzaviené fritou 3. Pod ni je
vytvoren vypustny kandlek 16, lUstici do spolecného sifonu 4, je-
hoZ vystup je pripojen pres prepinaci ventil 15 bud k zasobniku
13 inertniho plynu, nebo k odpadni nadobé 11, ktera je spojena se
zdrojem 12 vakua. Nad komirkami 2 jsou umistény privody 6 roztoku
aminokyselin a aktivaéniho ¢inidla, spojené se zasobniky 5 a pri-
vody 7 rozpoustédel a ¢inidel, spojené se zasobniky 8. Spodni
cast stény 17 rotaéni nddoby 1 svird se svislou osou reaktoru
ostry uhel, jeji horni ¢ast pak tupy uhel. Sténa 17 tak vytvari
po obvodu reaktoru zachytnou kapsu, t.j. randomiza¢ni prostor, ve
kterém se pri randomizac¢nim procesu udriuje odstfedovana napln
reaktoru. Nadoba 1 je dale opatfena pohonem 14, napriklad kroko-
vym motorem, ktery umozZnuje jeji rotaci. Pocet komurek 2, oddéle-
nych prepazkami, je dan poctem aminokyselin, Xkteré maji byt va-
riovany a lze jej ménit podle konkrétni potreby vlozZenim bloku
s pozadovanym délenim. Také pro ruzna mnozstvi pevného nosice lze
volit blok s vys$imi nebo niZsimi prepadzkami. Pohon 14 je pouZit
pri pomalém pohybu pro davkovani promyvacich rozpoustédel, a pri
vysokych otaékach pro vlastni randomizaci.

Reaktor je vybaven zarizenim k davkovani roztoku aminokyse-
lin, ptrivadénych ze zasobniku 8 do jednotlivych komurek 2.
Pfi pomalém otac¢eni krokového motoru pohonu 14 se plni vsSechny
komirky 2. Rozpoustédla a ¢inidla jsou z komarek 2 odsavana va-
kuem pres sifon 4, umistény ve stfedovém kuzZelu 9, do odpadni na-
doby 11. Béhem reakce, odchranéni, promyvani i pfi dalsich opera-
cich se obsah jednotlivych komirek 2 promichava slabym proudem
inertniho plynu, privadéného do spodni ¢asti reaktoru sifonem
4 a fritami 3. Tlak plynu je volen tak, aby doslo pouze k promi-
seni obsahu v kazdé komirce 2, a nikoliv mezi komirkami navzajem.
V reaktoru je mozZné pouzZit jako nosice polymerni pryskyrici. Po-
kud nejsou pouzity predem aktivované aminokyseliny, aktivac¢ni ¢&i-
nidlo se pridava nasledné, postupné do vsech komurek 2 analogicky
jako je tomu u promyvaciho rozpoustédla. Do reaktoru je naneseno
potrebné mnoZstvi kulicek syntetické pryskyfice ve vhodném roz-
poustédle. Odstredénim vysokou rychlosti jsou kuli¢ky promichany
a rovnomérné rozdéleny po obvodu reaktoru. SniZenim otacek nadoby
1 reaktoru suspenze kulicek pryskyrice rovnomérné stece po sté-
nach 17 nadoby do jednotlivych Xkomurek 2. Kulic¢ky pryskyrice,
které ulpi na sténé 17 nadoby 1, jsou splachnuty proudem rozpou-
stédla z privodu 7, umisténého pri sténe 17 nadoby 1, to vsSe pri
pomalém otaceni nadoby 1. Rozpoustédlo se odsaje a po pridani
roztoku jednotlivych aminokyselin - v tomto pripadé se do jedné
komirky 2 pridava vidy stejnd aminokyselina - probéhnou reakce.
Promyvani, odchranéni i aktivace probiha spole¢né shodnymi Cinid-
ly pro vSechny aminokyseliny a ve vsech komirkach 2 soucasné.
Po ukonéeni jednoho cyklu jsou kuliéky pevného nosice vyplachnuty
proudem rozpoustédla, privddéného do rychle se otadejiciho re-
aktoru, v jeho randomizac¢nim prostoru. Po randomizaci a oplachnu-
ti stén 17 reaktoru se cely postup opakuje. Davkovani libovolné
aminokyseliny do libovolné komirky 2 je umoZnéno otac¢enim nadoby
1 reaktoru. Konstrukce reaktoru zlstava stejna, méni se pouze po-
&et a druh rozpoustédel a cinidel. Reaktor umoznuje syntetizovat
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peptidy s randomizaci vyuZitim principu odstrfedéni, kterym se
vytlacuje pryskyfice z reakéniho prostoru, tj. ze separovanych
komirek 2 do randomizaéniho prostoru, vytvoreného po vnitfnim
ocbvodu stény nadoby reaktoru, a jejich statistické rozdéleni.
MozZnost bézné syntézy peptidu spolu s randomizaéni syntézou ve
stejném reaktoru dovoluje automatizovanou pFipravu peptidu, které
majli randomizovanou pouze &ast své sekvence. Ve srovndni se zna-
mou konstrukci reaktoru pro automatizovanou pfipravu peptidd re-
aktor podle vynalezu umoZnuje radové vysSi objemové mnoZstvi po-
lymerniho nosice.

PATENTOVE NAROKY

1. Reaktor pro multisekvencéni syntézu peptidu s randomizaci, tvo-
reny nadobou, jejiZz dno je opatreno stredovym kuZelem, mezi
nimZz a sténami naddoby jsou vytvofeny komurky, ze spodni strany
uzavrené fritou, pod niZ je vytvoren vypustny kandlek, spojeny
se sifonem, jehoZ vystup je pripojen pres prepinaci ventil
jednak k zasobniku inertniho plynu, a jednak k nddobé odpadu,
vyznacujici s e tim, Ze nadoba (1), jejiz
stény (17) ve spodni ¢asti sviraji se svislou osou reaktoru
ostry uhel a v rozmezi od 1° do 89° a v horni ¢asti tupy uhel
B v rozmezi od 91° do 179°, Jje opatrena pohonem (14) pro ota-
¢enl kolem jeji svislé osy, pricemZ nad nadobou (1) jsou umi-
stény privody (7) rozpoustédel a ¢inidel a nad jednotlivymi
komirkami privody (6) roztoku aminokyselin.

2. Reaktor podle nadroku l, vy znacujici s e t im,
Z2e privod (7) rozpoustédel a ¢inidel je umistén v ose reaktoru
nad stredovym kuZelem (9) a pri horni c¢asti stény (17) nadoby

(1).

1 vykres
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