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{54) Zpasob vyroby peptidii kontinuéinf pritokovou metodou v pevné fazi

Re${ se zplsob vyroby peptidd metodou
v pevné fdzi v kolonovém uspo¥adédni, jehol
podstata spolfvd v tom, Ze polymernf nosig,
na kterém postupnd vystavba peptidického
Fet8zce probihd, se umistf do kolony, a
ta se promyvd vedkerymi roztoky a roz-
poustédly pouZitymi p¥i syntéze tim zpisobem,
%Ze se méni po jednotlivych cyklech smér
promyvadni. Toto uspofdddni znemoZiuje
ucpdvéni frity drobnymi &&stmi prysky¥ice,
nebot zmdna sméru promyvani zamezuje usazovini
drobnych &4stic pryskyfice, které by mohlo
sniZovat pritok, a zrychluje a zjednoduduje
celou syntézu peptiddl.
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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby peptidd kontinudlni pritokovou metodou v pevné fazi.

Syntéza peptidld metodou v pevné fézi doznala v poslednich letech neobvyklého roz¥iteni
a v dnesni dob& se peptidy pfipravuji prakticky vylu&né& touto metodou. V jejim dnes jiZ
klasickém uspofdddni se provadd&ji vedkeré reakce na polymernim nosidi, ktery je umistén
v reakéni nddobé a vSechny roztoky a rozpousdtédla se davkuji do této nddoby, promichaji
s polymerni prysky¥ici a po zvoleném Case se roztok nebo rozpousté&dlo odstran{ nap¥. odsdtim.

Modifikovany postup, ktery spo&fval v umist&ni polymerniho nosile do kolony a promyvéni
kolony s nosilem vSemi zvolenymi roztoky a rozpou$tédly, nardZel na problém postupného
ucpavéni spodni frity kolony drbonymi C4stedkami prysky¥ice, coZ vedlo ke sni¥ovéani pritoku
kolonou a k nutnosti zvy§ovat neudm&rné& tlak na kolonu, aby se dos&hlo tnosného pritoku.
Takovéto syntetizdtory vyZadovaly specidlnf konstrukce, které p¥ipominaly za¥izeni pro
vysokotlakou kapalinovou chromatografii. N&kte¥{ auto¥i se snaZili tento nedostatek odstranit
ptipravou specidlnich polymernich nosi&l, které vykazovaly po strénce fyzikdlnich vlastnosti
zvy§enou odolnost proti drolenif.

Uvedené nevyhody odstranuje zplsob vyroby peptidd kontinudlni prGtokovou metodou v pevné
f4zi, podle vyndlezu jehoZ podstata spo&ivd v tom Ze se postupnd vystavba peptidického
Fet&zce provaddi na polymernim nogi¢i umist&ném v koloné a smér pritoku mobilni féze se
vidy méni po p¥ipojeni dal¥i aminokyseliny.

Zpusob podle vyndlezu popisuje postup, ktery nevyZaduje ani specidlnich polymernich
nosidd ani zvlastniho za¥fzeni, které by vyvoldvalo vysoké tlaky na kolonu. Do normdlni
sklendné kolony se umisti tolik-polystyrenové pryskytice sifované divinylbenzenem (nejb&Zné&ji
pou¥ivany polymerni nosi& pro syntézu peptidi v'pevné f4zi), aby objem nabobtnalé pryskyfice
vyplnil cely objem kolony. VeZkeré reakce a promyvani, které -syntéza peptidll v pevné fézi
zahrnuje, se provdd&ji tim zpdsobem, Ze po jednotlivych cyklech se méni smér promyvéni
kolony s polymernim nosidem. P¥i tomto uspo¥dddni nedochdzf k postupnému zandseni frity
drobnymi kousky pryskyfice, nebot tyto jsou umdSeny proudem kapaliny st¥idavé& nahoru nebo
dolt.

P¥i vlastnim provdd&ni syntézy podle vyndlezu se autorim vyndlezu osvEda&il postup,
pti kterém jsou z&sobni nddoby, které obsahuji roztoky a rozpoudtédla pouZité p¥i syntéze,
natlakovdny na mirny p¥etlak (20 aZ 30 kPa) nap¥. dusikem, a spojovaci hadilkou z inertniho
materidlu, nap¥. teflonu, je timto p¥etlakem kolona s polymernim nosidem promyvana. Priatok
se tak #idi pfetlakem plynu. Oba konce kolony jsou napojeny na &ty¥cestny ventil, jehoZ
t¥eti vyvod je spojen p¥es Sesticestny ventil se zdsobnimi nddobami a &tvrty vyvod je umistén
do odpadu. P¥epindnim &ty¥cestného ventilu po jednotlivych cyklech se dosdhne zmény sméru

'

pritoku kolonou.

Zpisob podle vyndlezu byl s Gsp&chem ovéfen v praxi. Do$lo ke zjednoduSeni syntézy

peptidf, k uspo¥e surovin a ke zrychleni celé p¥ipravy Z&danych peptidu.
Nédsledujici p¥iklady provedeni zpisob podle vyndlezu dokumentuji, ale nikterak neomezuji.
P¥{k1lad 1

Do sklen&né kolony (2 x 9 cm) se umisti 5g chlormetylované polystyrenové prysky¥ice
sitované 1% divinylbenzenu a esterifikované Boc-Gly (obsah Gly 0,5 mmol/pryskytice).

syntéza peptidu zahrnuje 8 cykld, sestdvajfcich z ndsledujicich krokd: (1) TFA:DCM
(1:), 30 min., (2) DCM, do neutrdln{ reakce, (3) TEA:DCM (1:9), 3 min., (4) DCM, do neutrélni
reakce, (5) pfedem p¥ipravené HOBt estery (5 mmol) v 30 ml DCM:DMF (4:1), (6) DCM, 5 min.
Pokud je test na volné aminoskupiny pozitivni, opakovat kroky &. 5 a 6. Ka?dy krok predstavuje
promyvani{ kolony s polymernim nosilem uvedenymi roztoky a rozpou$tddly p¥etlakem 20 kPa,
aplikovanym do z4sobni nddoby s kapalinou.
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V jednotlivych cyklech‘byly kondenzovdny ndsledujici{ chrénéné aminokyseliny: Boc-Thr (Bzl),

Boc-Sex (Bzl), Boc-Thr(Bzl), Boc-Thr(Bzl), Boc-Ser(Bzl), Boc-Ser(Bzl), Boc-Gly, Boc-Pro,
Boc-Phe. Po syntéze bylo ziskdno 7,1 g peptidyl-pryskifice. Peptidyl-pryskyfice (1 g} byla
suspendovéna ve smési TFMSA (1,5 ml), TFA (5 ml), tioanisol (2 ml) a michdna 1 h p¥i lab.
teplot&. Produkt byl sréd¥en 100 ml absolutnfho éteru a oxtrahovdn do 20% kyseliny octové.
Po lyofilizaci byl p¥e&iSt&n na kolon& (1x100 cm) obsahujfcf polyakrylamidovy gel, mobilni
f4ze 1 M kyselina octovéd. Frakce obsahujic{ jednotky produkt byly spojeny a lyofilizovény.
P¥eli¥tény produkt mé&l vyhovujici{ aminokyselinovou analyzu a choval se jako jednotn& latka
p¥i chromatografii na tenké vrstvé v soustavé l-butanol : pyridin : kyseina octovd : voda
(30:20:6:12) a p¥i papirové elektrofreze v pufru pH 2,5.

vyt&fek: 157 mg Phe~Pro-Gly-Ser-Ser~Thr-Thr-Ser~Thr-Gly.
P¥fklad 2

Do sklen&né kolony (2 x 9 cm) bylo umist&no 5 g benzhydrylaminové prysky¥ice (polystyrenaod)
sitované 1% divinylbenzenu (obsah aminoskupin 0,6 mmol/g pryskyfice). Syntéza zahrnovala
3 cykly, které sestdvaly ze stejnych krokd jako v p¥ikladu 1, s vyjimkou prvého cyklu,
ktery za¥fnal krokem &. 3. V jednotlivych cyklech byly kondenzovény nésledujfici aminokyseliny:
Boc-Gly, Boc-Leu a Boc-Pro. Po syntéze bylo ziskdno 5,9 g peptidyl-pryskyfice. Peptid byl
z peptidyl-prysky¥ice /5,9 g/ odst&pen v 60 ml kapalného HF, extrahovan do 20% kyseliny
octové a lyofilizovén. Surovy produkt m&l vyhovujfci aminokyselinovou analyzu a na analytické
HPLC vykazoval 5 % nelistot /na zdkladé& integrace plochy pikd p¥i 210 nm/.

VytéZek: 720 mg Pro-Leu-Gly~NH,
Poznémk a:

Peptidy ziskané v uvedenych p¥ikladech provedeni byly syntetizovdny zplisobem podle
vyndlezu a to tak, Ze po kaZdém syntetickém cyklu /tedy vZdy po pf¥ipojeni dal3{ chréné&né
aminokyseliny/ byl zm&n&n sm&r pritoku mobilni fdze a tim nedo$lo k zaneSeni frity dlomky
pryskyfice a reak&ni{ komponenty se velmi Setrn& a p¥itom dokonale promichaly. Syntéza peptidh

probfhala kontinuelné.

vysv&tlivky ke zkratkém pouZitym v textu:

Boc t-butyloxykarbonyl

TFA kyselina trifluoroctovd

DCM dichlormetan

TEA trietylamin

HOBt N~-hydroxymenztriazol

DMF dimetylformamid

Bzl benzyl

TFMSA kyselina trifluormetansulfonové
HF fluorovodik

HPLC vysokou&innad kapalinovd chromatografie
Gly glycin

Thr treonin

Ser serin

Pro prolin

Phe fenylalanin

Leu leucin
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PREDMET VYNALEGZU

zplisob vyroby peptidd kontinudlni prlitokovou metodou v pevné fdzi vyznalujici se tim,
e se postupnd vystavba peptidického Fetdzce provddi na polymernim nosidi umisté&ném v koloné&
a sm&r priOtoku mobilni féze se vidy mé&ni po p¥ipojenf dals$i aminokyseliny.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kis
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