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1

Vynélez se tyka telechelickych oligo- a
polypeptididl s linedrnim Fetdzcem a zplsobu
jejich pfipravy.

Provede-li se polymerizase N-karboxyan-
hydridu «-aminokyseliny [(NCA] ufinkem
primérniho nebo sekunddrniho diaminu, p¥i-
padng i Gfinkem tercidrnfho aminu, majt
vzniklé oligomerni nebo polymerni moleku-
ly v z4sadd dvoji kcncové skupiny; a to
jednak aminoskupiny, a jednak koncové 3-
-acyl-2,5-dioxo-oxazolidinové srtuktury
(Bamford C. H., Block H.: Non-Radical Po-
lymerization, Elsevier 1976, str. 584 aZ 607]).
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H +=NH-C- CO~ NHRNH-(CO-C-NH

R4 R4
(1)

kde Ri jsou alkyly nebo aralkyly, vyskytuji-
ci se v o-aminokyselindch, jeZ tvori bilko-
vinné soucasti Zivych organismd, napfiklad
3-methylbutyl, benzyl, nebo 2-karbobenzoxy-
ethyl, 2-karboethoxy-ethyl (v pPipadé poly-
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Na konci polymerace je pritomen dvoji
typ Castic bez ohledu ma to, s jakym inicid-
torem a za jakych podminek byla pclymera-
ce NCA provddéna (Goodman M., Arnon U.:
]J. Amer. Chem. Scc. 1964, 86, 3384. Krichel-
dorf H. R.: ]. Polymer Sci. Polym. Chem. Ed.
1979, 17, 97. Hashimoto Y., Acyama A., Ima-
nishi Y., Higashimura T.: Biopolymers 1976,
15, 2407. Hashimoto Y., Imanishi Y.: Biopo-
lymers 1980, 19, 655. Goodman M., Hutchi-
son J.: ]. Amer. Chem. Soc. 1966, 88, 3627),
vzorce I a IT

Ry
1
R-C-CO
T
+ H H(—HN—'C-CO—»‘,;-N-CO/
R4 (1)

meru obsahujictho jednotky kyseliny gluta-
mové; a Rz je vodik nebc methylovd sku-
pina. Jeden z téchto typh- Céstice (I}-, za-
kontend dvéma aminoskupinami, je jiZ tele-
chelickym polymerem. Primérni a sekundér-
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ni koncové aminoskupiny jsou silnymi nu-
kleofilnimi reagenty, jichZ je bohat® vyuZi-
vdno v polymerni chemii polyamidii, poly-
moCovin atd. a je s nimi mo#no provadst
polyadi¢ni reakce i p¥i pokojové teplotd, na-
pFiklad 's isokyandtovymi, acylchloridovymi,
amidovymi aj. skupinami.

Predmétemy vyndlezu jsou oligo- a poly-
peptidy o molekulové hmotnosti 600 aZ
10 000, s linedrnim Fetgzcem, mesoucim na
obou koncich koncové priméarni nebo sekun-
darnf aminnoskupiny v mno¥stvi > 90%
v3ech koncovych skupin, obsahujici v Fetdz-
ci strukturni jednotky jedné e«-aminokyseli-
ny nebo dvou i vice aminokyselin, pfiems
v té&chto pripadech mohou byt jednotlivé
jednotky Fazeny statisticky nebo v rizné
uspofddanyich sekvencich a blocich, a maji-
c¢i jednotlivé aminokyselinové strukturni
jednotky v konfiguraci D nebo L, nebo ve
form& jejichh ekvimoldrni racemické smési
nebo smési obohacené jednou z mognych
konfiguraci. Uvedené oligo- a polypeptidy
nelze pripravit ZAdnym zndmym zpdsobem,
ani izolaci ze smé#si ¢dstic obecnych vzorcd
Iall

Telechelické oligo- a polypeptidy podle
vynélezu lze p¥ipravit zplisobem, ktery spo-
¢ivd v tom, Ze se oligo- nebo polypeptid, p¥i-
praveny z N-karboxyanhydridu e«-aminoky-
seliny nebo smé&si N-karboxyanhydridd e-
-aminokyselin za iniciace diaminy, obsahu-
jicimi primérni nebo sekunddrni aminosku-
piny, respektive za iniciace tercidrnimi ami-
ny nebo hydrazinem, aminolyzuje za pouZi-
ti diamin@l s primdrnimi nebo sekundarnimi

Ro -
Ht- NH-C-CO -~ N- co’

nebo  1,3-oxazolidin-2,5-dion)

4

aminoskupinami, které mchou byt totoZné s
t&mi, které byly uZity jako inicidtory poly-
merace nebo mohou byt riizné, pii teplotdch
niZsi neZ 100 °C.

Jako inicidtord lze pouZit alifatické, alifa-
tickoaromatické nebo aromatické diaminy,
déle diaminoétery, diaminosulfidy nebo oli-
gomernd inicidtory, nap¥. diestery aminoky-
seliny a ethylenglykolu.

Podle toho, co je zndmo o polymeraci
NCA, je podil €4stic s koncovou cyklickou
skupinou vZdy minim&lng 30 a¥ 50procent-
ni, a polymeriz4t jako takovy nelze obec-
n& vyuZit k pripravé telechelického, tj. dvoj-
funk¢niho linedrniho prepolymeru s reak-
tivnimi koncovymi aminoskupinami.

NaSe vyzkumy v8ak ukézaly, Ze provede-li
se po skonfené polymerizaci N-karboxyan-
hydridu «-aminokyseliny [N-karboxyanhyd-
ridy se oznacuji téZ zkratkou NCA; ze struk-
tury je odvozen systematicky nédzev pro za-
kladni sloufeninu — 2 5-d’oxo-oxazolidin
iniciované
primarnimi a sekunddrnimi diaminy, nebo
tercidrnimi aminy, jako je nap¥. hexame-
thylendiamin, triethylamin a podobns, né-
slednd aminolyza bifunkénim priméarnim
nebo sekunddrnim aminem, tedy nap¥iklad
s vfhodou tymZ diaminem, ktery byl uZit
k iniciaci, dojde k reakci diaminu s jednou
nebo dvémia koncovymi cyklickymi 3-acyl-
-2,5-dioxooxazolidinovymi seskupenimi vzor-
ce II za vzniku oligomernich nebo polymer-
nich linedrnich ¢astic zakonfenych dvéma
reaktivnimi aminoskupinami:

-co, Ra R
O+ HNRNH,—— H (~NHC-CO 5 NHC-CONHRNH,

R R
R, | 1 1
| : R
IRZ R1—C—CO\O ’A
-
H+= NH-C~CO == N-C0 HENHE-CO3 NH
R
(11) + H;NRNH, — R
I
Ry H ~+~NH-C- CO-~ NH
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H+ NHCI'.‘——CO-}; ::1— CO\O
R Rig-cor
R
(y

‘Rz.
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Timto postupem se pfevede polymer s rdz-
nymi koncovymi skupinami na jednotny typ
dvojfunkéntho telechelickéha polymeru ne-
bo oligomeru. Aminolyzu koncov§ch skupin
je moZno s vyhodou provést bez predcho-
zi izolace polypeptidu z reaktni smési. Pro-
vedeni aminolytické modifikace koncov§ch
skupin nevyZaduje Zddného dodateZného za-
¥izeni ani specifickjch podminex — roz-
poustédla <¢i katalyzdtoru, postaci zahrati
reakdéni smési na teplotu n’Z8l neZ 100 °C po
dobu nékolika hodin. U polypeptidit z ami-
nokyselin obsahujicich chrdnéné reaktivni
skupiny v boinim Petézci, jakc jsou napii-
klad poly(glutamova) nebc poly{aspartova)
kyselina, jejichZ karboxylova skupina v §-
(y)-poloze je chranéna esterifikaci, nebo
poly(lysin) s karbobenzoxylovanou pcstran-
ni aminoskupinou- u t&chto polypeptidl
provadime aminolyzu diaminem nebo hyd-
razinem p¥ teplot® nepresahujici 50 °C,
abychom zabrénili pfipadné aminoljze po-
‘stranniho Fetzce. Chranfci skupiny je moZ-
no z pfipraveného telechelického polypepti-
du sejmout zndmymi postupy. V Casti pii-
kladd je tento princip ilustrovdn na Fadeé
polypeptiddi, vCetné téch, které jsou v po-
‘strannim Fet®zci substituovany. Jedinou o-
peraci navic je zde extrakce telechelického
produktu po aminolyze pro odstran&ni pii-
padné nezreagovaného nizkomolekuldrntho
aminu, kterou lze provést riznym zpiso-
bem, nejéastdji s vyhodou vodou, po Iizo-
laci telechelického polypeptidu z reak¢niho
roztoku.

Tento novy typ telechelickych linedrnich
oligo- a polypeptiddt, zakonfenych amino-
skupinami, predstavuje cestu k pfiprave
blokovych kopolymer polypeptidd typu
(A—B),, kde vyhodou je nejen moZnost re-
gulovat délku polypeptidového Fretézce a
tim i jeho zastoupeni v polymeru, ale i moZ-
nost ziskat polymer, ktery se p¥i mikrebial-
nim a enzymovém odbourdni pFerudi na
mnoha mistech a rychlost odbourdni se
mnohonasobné zvysi. PouZiti alkoholdtl al-
kalickych kovil nebo kovilt Zravych zemin k
iniciaci polymerace NCA ve spojeni s né-
slednou aminolyzou, vedouci Xk telechelic-
kym polymertim, je rovnéZ moZné, avSak zde
zpravidla vznikd produkt vysoké molekulo-
vé hmotnosti a regulace molekulové hmot-
nosti telechelického peptidu je velmi obtiZ-
na. P¥i uZiti aminovych katalyzatordt k ini-
ciaci polymerace NCA a p¥ipravé telechelic-
kych polypeptidl lze molekulovou hmotncs
produktu s vyhodou ovliviiovat voibou kon-
centrace katalyzatoru.

Jak plyne z pFikladd, uvedenych pro ilu-
straci, obsahuji telechelické oligo- a poly-
peptidy malé mnoZstvi karboxylovych kon-
covych skupin, Dosud nebylo zkoumano, ja-
kym zplschem dochédzi k jejich vzniku. Na
zédklad® poznatkl o mechanismu polymera-
ce N-karboxyanhydridi aminokyselin je
moZno piedpoklédat, Ze vznikaji bud uplat-
n&nim hydrolyzy koncovych cyklickych 3-

-acyl-2,5-dioxo-oxazolidinov§ch seskupeni

Géinkem stopové vihkosti, nebo vedlejsi ter-
minatni{ reakci uvaZovanou Bamfordem a
Blockem. Podle na8ich dat je vSak mnoZstvi
téchto neZddoucich koncovych skupin nizké,
v primgru kolem 3% celkového chsahu
v8ech koncovyich skupin. Hodnoty stfedni
funknosti ziskanych ielechelickych poly-
peptid@t (Ivdn B., Kemnedy ]. P.: Polymer
Bull. 2,351 /1980/}, vyjadfujici primérny pc-

et aminoskupin v linedrni Casticl polypep-

tidu podle vzorce F, = 2[-—NHz]/[ (—NHz +-
+ —COOH)] [kde (—NHz}, (—COOH] o-
znatuje koncentrace skupin v mol/kg], lezi
v rozmezi 1,945 aZ 1,996. Z téchto hodnot lze
vypogitat stfedni stupefi prodlouZeni reté€z-
ce DE,, ktery vyjadifuje dosaZitelny primeér-
ny podet dvojblokli n v blokovém kopolyme-
ru (A—B),, pripraveném z daného teleche-
lického polymeru, a tektc charakterizuje je-
ho kvalitu. Pro telechelické polypeptidy v
nami uvedenych prikladech se hodnoty DE,
pohybujf v rozmezi 37—532, coZ doklada je-
jich velmi dobrou kvalitu pro pfipravu al-
ternujicich blokcvych kopolymert.

Pri skladovani telechelickych polypepti-
df, které jsou piedmétem tohoto vyndlezu,
neni tfeba Za&dnych zvlaStnich opatieni.

Priklad 1

2,96 g N-karboxyanhydridu D,L-fenylani-
linu a 2,96 g N-karboxyanhydridu L-leucinu
bylo rozpudténo v 370 ml absolutniho benze-
nu a priddno 0,64 g hexamethylendiaminu
v 7,3 ml benzenu. Polymerisacni nadobka
byla opatfena uzavérem s Cerstvé vysuSe-
nym chloridem vépenatym. Reak¢ni roztok
byl michdn magnetickym michadlem pFi
teplotd 25 °C. Po 120 hodindch bylo pridano
0,32 g hexamethylendiaminu a smés byla za-
h¥ivéana za vylouteni vzduSné vihkosti po
dobu 4 hodin na 60 °C, pod zp&tnym chla-
ditem. Pak bylo pfiddno 50 ml chloreformu,
prostého ethanolu, vody, a kyselych mecis-
tot a zakalena smés byla michdna po dobu
dalgich 2 hodin. Nerozpu§tdny pcdil reake-
ni smési byl odfiltrovdn pfes sklen&ny filtr
a €iry filtrat byl zahudtén a odpafen k su-
chu na rotatni odparce ve vakuu pfi teplo-
t& nepfesahujici 60 °C. Poté byl extrahovan
5krat 100 ml destilované vody p¥i teploté
40 aZ 50 °C a vysuden do konstantni vahy pFi
50 °C a 0,07 Pa.s za 48 hodin. Bily, kousko-
vity a kFehky produkt cbsahcval 2,558 mol
—NH2 skupin/kg a 0.040 mol —COOH sku-
pin/kg; stfedni Ciseind funkcicnalita tohoto
telechelického polymeru ¢&inila 1,969, a
vnitini viskoz'ta (z mé&Feni v kyseling di-
chloroctové) 0,12. Vytézek ¢inil 3,18 g, ob-
sah fenylalaninu v produktu Cimil 42,3 va-
hovych procent. F, = 1,969, DE, = 65.

Priklad 2

3,00 g N-karboxyanhydridu L-fenylalani-
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nu a 3,00 g N-karboxyanhydridu L-leucinu
bylo rozpudténo v 760 ml absolutniho ben-
zenu a polymerizace byla zahdjena p¥idav-
kem 0,007 g ethylendiaminu v 0,42 ml abso-
lutniho benzenu a diikladnou homogenizaci.
Reak¢ni roztok byl ponechdn p¥i 35 °C rea-
govat po dobu 120 hodin, pFifemZ byl tfe-
péan na tFepatce. Potom bylo pFiddno 305 ml
chloroformu prostého protickych a kyse-
Iych necistot a reak&ni smé&s tfepdna po do-
bu dal8ich 12 hodin. Nakonec bylo pfiddno
0,050 g ethylendiaminu a smé&s byla zahii-
vana pod zpé&tnym chladifem za vylouteni
vzdudné vlhkosti p¥i 60 °C po dobu 8 hodin.
Nerozpustény bily jemny podil byl odfiltro-
van, roztok zahu$tén, odpafen k suchu a ex-
trahovdn viodou a vysuSen stejné jako pro-
dukt v piikladé ¢. 1. Nepartnd naZloutly
pevny produkt o vnitfni viskozité 0,31 [Kky-
selina dichloroctovd) obsahoval 0,354 mol
—NHz2 skupin/kg a 0,010 mol — COOH sku-
pin/kg. Byl rozpustny v chloroformu a dime-
thylformamidu. Vyt&Zek &inil 3,69 g, obsah
feln‘ylra‘niliﬁu v produktu byl 38,5 vdhovych
procent. ¥, = 1945 DE, = 37.

Priklad 3

5,78 g N-karboxyanhydridu L-fenylalaninu
bylo rozpudténo ve 308 ml dimethylforma-
midu, vyCi§t€ného azeotropickou destilaci s
ethanolem, vytfepaného Kkyslitnikem fosfo-
re¢nym a rektifikovaného ve vakuu. Poly-
merizace byla zahdjena piridavkem 0,33 g
1,4-bis-aminomethylbenzenu v 2,8 ml dime-
thylformamidu té%e kvality. Reak&éni smés
byla probubldvdna v priib8hu reakce su-
chym dusikem nasycenym dimethylforma-
midem. Po 95 hodindch byl k reakéni smési
v mnoZstvi 0,14 g priddn hexamethylendi-
amin ve form& 9 % hmot. roztoku v benzenu
a reak¢ni smés byla zah¥ivdna po dobu 6
hodin pFi 60 °C. Potom byla geloviti frakce
oddélena filtraci a produkt byl ziskan z &i-
rého roztoku presréenim do 3 1 diethyléte-
ru. VylouCeny praSkovity telechelicky po-
lymer byl extrahovdn vodou v Soxhletovd
extraktoru po dobu 24 hodin. Obsahoval
2,424 mol —NH2/kg, a 0,043 mol —COOQOH/
/kg a vnitfni viskozita &inila 0,12 (kyselina
dichloroctovd, 26 °C), F, = 1,965, DE, =
= 57,

Priklad 4

Polymerizace 4,00 g N-karboxyanhydridu
L-leucinu v roztoku smési 170 ml bezvodych
rozpoustédel dioxanu a dimethylacetamidu
(1:1 objemové) byla iniciovdna 0,045 g he-
xamethylendiaminu za stdlého tFepani po
dobu 72 hodin p¥i 30 °C. Aminolyza byla
provedena po pridavku 0,070 g mono- hyd-
rdatu hydrazinu po dobu 3 hodin/80 °C. Roz-
tok dvojfunkéniho polymeru byl po filtraci
pfesraZen do 1,7 1 diethyletheru a potom

jedt& dvakrat ze 100 ml smési benzen-dime-
thylacetamid (1:1 objemové) do 1000 ml
diethyletheru jako pii prvém srdZeni. Na-
konec byl produkt 3krat extrahovédm 50 ml
vody p¥i 50 °C, vZdy po dobu 2 hodin a vy-
suSen do konstantni vdhy. Telechelicky po-
lymer (1,5 g) obsahoval 2,656 mol —NHx/kg,
0,005 mol —COOH/kg, vniténi viskozita {ky-
selina dichloroctovd, 25 °C} 0,10.F, =
= 1,996, DE, = 532.

Priklad 5

Polymerizace 6,50 g N-karboxyanhydridu
y-benzyl-L-glutamové kyseliny v roztoku
smési 75 ml absolutniho 1,4-dioxanu a 75 ml
dichlormethanu, zbaveného nedistot kyselé-
ho charakteru a stop vody, byla provedena
pfl 25 °C v pfitcmnosti 0,491 g oktamethy-
lendiaminu jako inicldtoru za vylouleni
vzdusSné vlhkosti. K polymeradni smési by-
lo po 40 hodinédch piidéno 0,5 g téhoZ dia-
minu a naslednd aminolyza pi¥i 30 °C byla
provedena po dobu 25 hodin. NerozpuStény
podil reak¢ni sm8si byl oddélen centrifuga-
ci pFi 2000 ot./min a telecheuicky polymer
byl izolovan pfesrédZenim do 1200 ml metha-
nolu, proprdn na frité methanolem, vysu-
Sen ve vakuu, extrahovdn bezvodym diethyl-
etherem v Soxhletové extraktoru po dobu
8 hiodin a nakonec 2krat 2 hodiny vodou pii
40 °C a vysuSen pfi stejné teplotd ve vakuu.
VytéZek 4,1 g, vnitfni viskozita 0,21 (kyse-
lina dichloroctovd, 25 °C), obsah aminosku-
pin 1,015 mol/kg, obsah karboxylovych sku-
pin 0,007 mol/kg, F, = 1,986, DE, = 1483,
Stfedni ¢iselny primér molekulové hmot-
nosti 2020 (osnometrie v parni fdzi [VPO),
roztok v dimethylformamidu (DMF)].

Prfiklad 6

3,2 g N-karboxyanhydridu y-benzyl-L-glu-
taméatu bylo za vyloudeni vzdudné vlhkosti
rozpusténo v 95 ml dimethylformamidu a
polymerace byla iniciovdna pii 25 °C p¥i-
davkem 0,20 g Cerstvd piipraveného dieste-
ru ethylenglykolu a L-fenylalaninu. Reakéni
smés byla kontinudln& probubldvédna agrgo-
nem po dobu 24 hodin, kdy vSechen mono-
mer zpolymeroval. Pak bylo v polymeraci
pokracovano po pridavku 1,25 g N-karboxy-
anhydridu L-alaninu po dobu dalich 24 ho-
din. Po p¥idavku 0,1 g hexamethylendiami-
nu byl reakéni roztok temperovdn po dobu
20 hodin na 30 °C. Dvojfunk&ni prepolymer
byl izolovdn presrdZenim po piidavku stej-
ného objemu 3 M kyseliny chlorovodikové.
SraZenina byla odfiltrovdna, propirdna vo-
dou do neutrdlni reakce, michdna 24 hodin
pii 25 °C s 500 ml 2%nfho roztoku NaHCO3,
extrahovédna 4krat 2 hodiny 200 ml vody a
vysuSena lyofilizaci. Obsah aminoskupin &i-
nil 0,332 mol/kg, obsah karboxylovych sku-
pin 0,009 mol/kg, molekulovd hmotnost (os-
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mometrie v parni 6dzi VPO) 6400, vnitini
viskozita 0,44 (25 °C, kyselina dichlorocto-
vé). Obsah L-alaninu v polymeru byl 20,8 %

10

X{ihov;’rch procent. VytéZek polymeru 3,30 g.

F, = 1,947, DE, = 38.

PREDMET VYNALEZU

1. Telechelické oligo- a polypeptidy o mo-

lekulové hmotnosti 600 aZ 10000, s linear-
nim Fetdzcem, nesouci na obou koncich kon-
cové primdrni nebo sekundérni aminoskupi-
ny v mnogstvi > 90 % v3ech koncovych sku-
pin, obsahujici v Fetézci strukturni jednotky
jedné e-aminokyseliny nebo dvou i vice a-
minokyselin, pfitem# v té&chto pFipadech
mohou byt jednotlivé jednotky razeny sta-
tisticky nebo v riizng uspofadanych sekven-
cich a blocich, a majici jednotlivé aminoky-
selinové strukturni jednotky v konfiguraci
D mebo L, nebo ve formé& jejich ekvimoldrni
racemické smési nebo smési obohacené jed-
nou z moZnych konfiguraci.

2. Zptsob piipravy telechelickych oligo-
a polypeptidd podle bodu 1 vyznateny tim,
%e se oligo- nebo polypeptid, pFipraveny z
N-karboxyanhydridu e-aminokyseliny nebo
smési N-karboxyanhydridli e«-aminokyselin
za iniciace diaminy, obsahujicimi priméarni
nebo sekudédrni aminoskupiny, respektive za
iniciace tercidrnimi aminy nebo hydrazi-
nem, aminolyzuje za pouZiti diamind s pri-
marnfmi nebo sekunddrnimi aminoskupina-
mi, které mohou byt totoZzné s témi, které
byly uZity jako iniciatory polymerizace ne-
bo mohou byt rfizné, p¥i teplotdch niZ8ich
neZ '100 °C.
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