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Vynédlez se tyka zphsobu C¢iSté€ni neuro-
hypofyzarnich hormonit a jejich analogfl.
Jak zndmo, vyuZivd se téchto novodobych
1é¢iv ve stdle SirSi mife v humannim i ve-
terindrnim lékaistvi, a to ve formé& prepa-
ratd pripravovanych ze substanci ziska-
nych metodami syntézy peptidd. Jednim z
kvalitativnich poZadavk® je standardni C&is-
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tota. Syntéza neurohypofyzdrnich hormond
a jejich analogi je mnohastupiiovy proces,
v jehoZ zédvéru jsou z chrédnéného prekur-
zoru od$t8peny chrénici skupiny a je pro-
veden oxidativni wuzdvér disulfidického
mustku podle nésledujiciho schématu (za-
vérefné stupné syntézy 1-desamino-8-D-ar-
ginin-vasopressinu):

Mpa(Bzl)-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys (Bzl)-Pro-D-Arg(Tos)-Gly-NHz

l

redukce sodikem
v kapalném amoniaku

SH SH

!

oxidace, CiSténi

o

Zaveéretny stupen je v principu u vSech l&-
tek uvedeného typu stejny nebo velmi po-
dobny.

PFi procesu probihd obvykle i Fada ved-
lejSich reakci a surovy produkt byvad kon-
taminovdan velkym mnoZstvim scli. K Cisté-
ni Produktﬁ byla dosud pouZivana bezno-
siovd elektroforéza, protiproudné roztre-
pavéani a rtizné zplisoby gelové chromato-
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grafie. Nevyhodou elektroforetickych po-
stupli je zatim jejich pomérn& malda kapa-
cita, nezbytnost pracovat . v nepfetrZitém
provozu, potieba specidlné Skolenych pra-
covnikili, kteii jsou vystaveni riziku préace
s vysokym napé&tim (4000 V). P¥ poruse
plistroje mtZe dojit ke ztrdt€ ve mi dra-
hého materidlu.

Technika protiproudného roztfepdvani
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vyZaduje pouZiti obtiZné dostupného a vel-
mi drahého pfistroje. Cidténi trvd znadné
dlouho, zejména p¥i praci ve velkém ebje-
mu. Po provedené operaci je nutno priibéh
¢isténi komplikovanym zplsobem vyhod-
notit.

P¥i vyuZiti gelové filtrace dochézi za ob-
vykle uZivanych podminek k ¢4stedné
(n&kdy ireverzibilni) adsorpci materidlu
na sloupci gelu. Provadi-li se gelovd chro-
matografie ve dvoufdzovém systému, jsou
produkty obvykle kontaminovdny pyridin-
acetdatem, ktery je moZno dokonale odstria-
nit jen zarazenim dal8i Ccistici operace.
Postup je sice udéinny, vyZaduje vSak né-
ronou p¥ipravu gelového sloupce. Vyhod-
noceni pribéhu Cisténi je pracné a vytéz-
ky jsou nizké.

Ve v3ech pripadech, s vyjimkou proti-
proudného roztfepdvani, je jednou z pod-
minek Uspé&Chu pri isténi dokonalé odso-
leni surového materidlu. To se provddi ob-
vykle bud na sloupci gelu, nebo pomoci
ionexu. PFi odsoleni na sloupci gelu je
nutno produkt rozpus$t&ny ve velkém obje-
mu vody nejprve izolovat odpafenim. U
nékterych peptidit je tento zplisob odsoi:-
ni vyhodné&j$i neZ ionexovd chromatogra-
fie, jejiZ pouZiti je omezeno adsorpénimi
schopnostmi ldtek a velmi z&avisi na ptes-
ném dodrZeni pracovniho postupu.

K zajiSténi standardni d&istoty syntetic-
kych substanci neurohypofyzdrnich hor-
monid a jejich analogli bylo zapotfebi na-
1ézt a vypracovat d¢istici postup dostatec-
né Setrny a jednoduchy a se zietelem na
objem vyroby s velikou a plynule mé&nitel-
nou kapacitou, jenZ by oviem nemél ne-
vyhody &isticich metod dosavadnich.

Zminénym poZadavkim odpovidd zpisob
¢isténi neurohypofyzdrnich hormont a je-
jich analogfi, obsaZenych v reakénim roz-
toku po odst€peni chrénicich skupin a po
oxidaci, podle vynédlezu, jehoZ podstata
spofivd v tom, Ze se reakéni roztok nej-
prve zbavi soli, s vyhodou stykem s kar-
boxylatovym katexem na bézi kopolymeru
styrenu s divinylbenzenem nebo s prokii-
Zenym dextranem nesoucim karboxylové
skupiny, potom se Z&dany produkt vymy-
vd koncentranim gradientem Kkyseliny oc-
tové od 0,25 aZ do 60% hmot., frakce ob-
sahujici produkt se zbavi vody, s vyhodou
lyofilizaci, ziskany produkt se opét roz-
pusti v 5 a¥ 20% Kyselind octové na
roztok o koncentraci 3 aZ 5% hmot. a ten-
to roztok se po odstranéni mechanickych
nedistot zbavi neZadoucich podiltt adsorp-
&ni rozdé&lovaci chromatografii na mole-
kuldrnim sité, s vyhodou typu zesifované-
ho dextranu, s dé&lici schopnosti pro latky
s molekuldrni hmotnosti od 100 do 1500,
nadeZ se frakce eluujl ziedénou Kkyselinou
octovou v koncentraci 5 aZ 60% hmot., s
vihodou 20% hmot. a frakce obsahujici
produkt se zpracuji, napfiklad lyofilizaci.

Zplisob podle vyndlezu v sobé& spojuje
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vyhody ionexové chromatografie a mole-
kuldrnich sit typu dextranového gelu, ze-
jména pii pouZiti diskontinudlniho kon-
centratniho gradientu kyseliny octové po
odsoleni a ¢iSteni. Hust& sitované gely ob-
sahuji v&t8i mnoZstvi karboxylovych sku-
pin (nékteré druhy piedstavuji slab& ky-
sely katex obsahujici na dextranové mat-
rici vdzané methylenkarboxylové skupiny],
které latky uvedeného typu silné adsorbu-
ji. Pri frakcionaci lze této vlastnosti vyu-
Zit a pracovat za podminek, kdy se ad-
sorpéni a sitovaci schopnosti materidld
vhodné dopliiuji. Je to patrné u nékterych
typli dextranovych gelt v oblasti pH, kdy
se jiZ prakticky neuplatiiuji jejich ionexo-
vé vlastnosti (oblast pH 1,5 aZz 2,5), pfi
pouZiti 15 aZ 30% Kkyseliny octové k elu-
ci peptidu. Jde tedy v tomto pfipadé o ad-
sorptni rozdélovaci chromatogratfii.

Pri kombinaci ionexové chromatografie
a adsorptni chromatografie na mo'ekuldr-
nim sité zplsobem podle vyndlezu, je od-
stran&na vé&tSina nevyhod vy3e zminénych

-postupfi. Zpusob podle vyndlezu je Setrny,
mé znafnou, plynule ménitelnou kapacitu,

je velmi jednoduchy, jeho pracnost je ve
srovndni s ostatnimi postupy zanedbatel-
néd a je maximdlné sniZeno riziko ztréaty
materidlu. Dalsi prednosti je bezpelnost,
nizké néroky na kvalifikaci obsluhy a na
energii. ’

BliZ§{ podrobnosti zpfisobu podle vynéa-
lezu jsou patrné z piikladd provedeni,
které tento zplisob pouze ilustruji, ale ni-
jak neomezuji.

Piiklady provedeni
P¥iklad 1

Odsoleni a ¢isténi 1-desamino-8-D-arginin-
-vasopressinu

a) Reakéniroztok po oxidaci, ktery obsa-
huje 1-desamino-8-D-arginin-vasopressin,
sm&s vedlej§ich produktii a soli ve 30 lit-
rech vody (pH asi 4,5), se preCerpava pies
kolonu slab& kyselého katexu v H*-cyklu
(objem katexu 2,0 aZ 2,5 litru). Pri této
operaci se l4tka zachyti na sloupci, soli
protékaji a odvadéji se do odpadu. Kolo-
na se pak promyva koncentraénim gra-
dientem kyseliny octové od 0,25 aZ do 60
procent hmotn. Sleduje se absorpce p¥i 280
nm. Eluét obsahujici produkt se zbavi vody,
nejlépe lyofilizaci. Ziskd se asi 10 g od-
soleného produktu.

b} Reaklni roztok jako vySe se na od-
parce zahusti na objem 2,5 aZ 5,0 litru a
lyofilizuje. Ziskand smés peptidi a sol
(150 aZ 300 g) se rozmichd se 400 aZ 600
mililitry 50% kyseliny octové, zfiltruje se a
filtrat se nanese na kolonu molekuldrniho
sito sypu dextranového gelu (objem gelu
7 litrd), ekvilibrovaného v 50% Kkyselin®
octové. Eluuje se 20% Kkyselinou octovou
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rychlosti 300 az 500 ml/h a sleduje se ab-
sorpce prfi 280 nm. Eluat se lyofilizuje.
7iska se asi 10 g odsoleného produktu.

c) Odsoleny produkt se rozpusti na 3 az
50 roztok v 1 M kyseling octové, zfiltruje
se a nanese na kolonu molekularniho sita
(10 x 100 cm), ekvilibrovaného v 1 M Kky-
selind octové. Eluuje se 200y kyselinou oc-
tovou rychlosti 300 aZ 500 ml/h a sleduje
se absurpce pfi 280 nm. Frakce obsahujici
dostateénd dCistou latku se dale zpracuji
napfiklad lyofilizaci. Ziskaji se asl 3 g
100% peptidu.

d) Odsoleny produkt se rozpusti na 3 az
500 roztok ve 20% Kkyselingé octové a na-
nese .se na 2 litry dextranového gelu ekvi-
librovaného ve 209 kyseliné octové. Ko-
lona se eluuje bud 20% kyselinou octo-
vou nebo koncentradnim gradientem kyse-
liny octové od 20 do 70 % hmotn. Sleduje
se absorpce pii 280 nm. Frakce obsahuji-
ci dostate&n& &istou latku se dale zpracuji
naptiklad lyofilizaci. Ziskaji se asi 3 §
100% peptidu.

Stanoveni obsahu: '
a) z UV spektra minimdlng 70 %
b) podle obsahu dusiku 13,5 — 18,34 % N

Optickda otacivost:
(0#)p® — 62,0 (¢ 0,1 M kys. octovd)

Aminokyselinova analyza:
Phe 1,02, Tyr 0,84, Gly 1,00, Pro 0,95,
Glu 1,04, Asp 0,98, Arg 1,01,
Cys — nestanovuje se

Piiklad 2
Odsoleni a ¢isténi oxytocinu

a) Reak&ni roztok po oxidaci, ktery ob-
sahuje smés oxytocinu, peptidd a soli ve
2 litrech vody (pH asi 4,5), se zahusti na
objem 200 ml a lyofilizuje. Ziskana smes
peptidft a soli (7 g) se rozmichd s 20 aZ
30 ml 50% kyseliny octové, zfiltruje a fil-
trat se nanese na 500 m! dextranového ge-
lu, ekvilibrovaného v 50% kyseling octo-
vé. Eluuje se 20% kyselinou octovou rych-
losti 60 ml/h a sleduje se absorpce pri 280
nm. Eludt obsahujici produkt prosty soli
se lyofilizuje. Ziskd se 1 g odsoleného pro-
duktu. Ten se rozpusti na 3 aZz 5% roztok
v 1 M kyseliné octové, ktery se zfiltruje
a nanese na kolonu dextranového gelu
(3 x 100 cm] ekvilibrovaného v 1 M kyse-
ling octové. Eluuje se 20% kyselinou oc-
tovou rychlosti 15 ml/h a sleduje se ab-
sorpce pfi 280 nm. Frakce obsahujici
dostateCné ¢istou latku se lyofilizuji. Zis-
ka se 0,65 g produktu.

Stanoveni obsahu:
a) UV spektra 89 0p (e 15,76, voda pH
, 3,3, HC1)
b) podle obsahu dusiku 13, 63 %

Opticka otacivost:
(e)p? — 23,4 (c 0,1 1 M Kkys. octovd)

Aminokyselinova anél;’rza:
Gly 0,93, Leu 0,97, Pro 0,97, Asp 1,00,
Glu 1,05, Ile 1,05, Tyr 0,93, 1/2 Cys 1,93

Priklad 3
Odsoleni a ¢ist8ni metyloxytocinu

a] Reaké¢ni roztok po oxidaci, ktery ob-
sahuje smés metyloxytocinu, peptidd a so-
i ve 20 litrech vody (pH asi 4,5) se pie-
Serpdvad pres kolonu slab& Kkyselého ka-
texu v H*—cyklu (objem 2 aZ 3 litry). PIi
této operaci se latka zachyti na sloupci,
soli protékaji a odvddéji se do odpadu.
Kolona se pak promyvd koncentralnim
gradientem Kkyseliny octové od 0,25 aZ do
60. % hmotn. Sleduje se absorpce pfi 280
nm. Eluat obsahujici produkt se dale zpra-
cuje napfiklad lyofilizaci. Ziskaji se asi
4 g produktu prostého soli.

b) Reak&ni roztok po oxidaci, ktery ob-
sahuje metyloxytocin, riizné vedlejsi pro-
dukty a soli v 60 litrech vody (pH asi 4,5)
se zahust{ na objem 2,5 az 5,0 litrt a lyo-
filizuje. Ziskand smés latek (150 aZ 300 g)
se rozmicha se 400 aZ 800 ml 50% kyseli-
ny octové, zfiltruje se a filtrat se nanese
na -kolonu s obsahem 7 litri dextranové
ho gelu, ekvilibrovaného v 500y kyseli-
né octové. Eluuje se 20% kyselinou octo-
vou rychlosti 300 aZ 500 ml/h a sleduje
se absorpce pii 280 nm. Eludt obsahujici
odsoleny produkt se lyofilizuje. Ziska se
20 g odsoleného produktu. Celé toto mnoz-
stvi se rozpusti na 3 aZ 5% roztok v 1 M
kyseling octove, zfiltruje se a nanese Se
na kolonu dextranového gelu {10 x 100
cm), ekvilibrovaného v'1 M Kyseliné oc-
tové. Eluuje se 20% kyselinou octovou
rychlosti 300 aZ 500 ml/h a sleduje se ab-
sorpce pfi 280 nm. Frakce obsahujici dos-
tateénd &istou latku se pak zpracuji na-
priklad lyofilizaci. Ziskd se asi 6 g pro-
duktu.

Stanoveni obsahu:
a) UV spektrum 88,6 % (e 15,76, voda,
pH 3,3, HC1)
b) podle obsahu dusiku 15,0 %

Optickéa otéaCivost:
(e)p20 — 18,9 (c 0,15, 1 M kys. octovéd)

Aminokyselinovd analyza:
Asp 0,98, Glu 1,02, Pro 1,04, Gly 0,93,
Ile 0,93, Leu 1,02, Tyr 0,92, 1/2 Cys 1,90
Priklad 4

Odsoleni a ¢i§tdni (Gly.Gly.Gly.Cysl.Lys!)-
vasopressinu ' ‘
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a) ReakCni roztok po oxidaci s obsa-
hem produktu, smési peptidd a soli ve 30
litrech vody (pH asi 4,5) se pireferpava
pfes kolonu slabé& kyselého katexu v H+*—
—cyklu (objem katexu 2,0 aZ% 2,5 litru).
Pfi této operaci se Zadana latka zachyti
na sloupci, soli protékaji a odvadgiji se do
odpadu. Kolona se pak promyv4d Kkoncen-
traCnim gradientem kyseliny octové od 0,25
aZ do 60 % hmotn. Sleduje se absorpce
pFi 280 nm. Eludt obsahujici produkt se
zpracuje lyofilizaci. Ziskd se asi 10 g od-
soleného produktu,

b) Reakeéni roztok jako vy3e se zahusti
na objem 2,5 aZ 5,0 litri a lyofilizuje.
Ziskand smés peptidlt a soli (150 aZ 300
g) se rozmichd se 400 aZ 600 ml 50% Kky-
seliny octové, zfiltruje a filtrdt se nanese
na kolonu obsahujici 7 litrii dextranového
gelu ekvilibrovaného v 500 kyseling oc-
tovi. Eluuje se 20% Kkyselinou octovou
rychlost! 300 aZ 500 ml/h a sleduje se ab-
sorpce pfi 280 nm. Eludt se lyofilizuje a
ziskd se asi 10 g odsoleného produktu.

¢) Odsoleny produkt, ziskany podle a)
neto b) se rozpusti v 1 M Kkyseling octo-
vé na 3 aZ 5% roztok, zfiltruje se a na-

nese na kolonu dextranového gelu (10 x
100 cm} ekvilibrovaného v 1 M kyselin&
octové. Eluuje se 20% kyselinou octovou
rychlosti 300 aZ 500 ml/h a sleduje se ab-
sorpce pii 280 nm. Frakce obsahujici
dostateCné Cistou latku se déale zpracujf
lyofilizaci. Ziskaji se asi 3 g 1009 peptidu.

d} Odsoleny produkt, ziskany podle a)
nebo b), se rozpusti ve 20% Kkyselin& oc-
tové na 3 a¥ 5% roztok a nanese se na
kolonu obsahujici 2 litry dextranového ge-
lu ekvilibrovaného ve 20% Kkyseling octo-
vé. Kolona se eluuje bud 20% Kkyselinou
octovou, nebo koncentraénim gradientem
kyseliny octové od 20 do 70 % hmotn.
Sleduje se absorpce p¥i 280 nm. Frakce
obsahujici dostatetn& c¢istou latku se lyo-
filizuji. Ziskd se kolem 3 g 102% peptidu.

Stanoveni obsahu:
podle obsahu dusiku 13,5 — 18,25 % N

Opticka otacivost:
(e)p2 — 95,0 (c 0,2 1 M Kys. octovd)

Aminokyselinovd analyza:
Lys 0,99, Phe 1,04, Tyr 0,90, Cys_1,72,
Gly 4,03, Glu 1,01, Pro 1,06, Asp (.98

PREDMET VYNALEZU

Zplsob  &isténi neurohypofyzérnich hor-
monft a jejich analogli obsaZenych v
rezkénim roztoku po odSt€peni chréanicich
skupin a po oxidaci, vyznacujici se tim, Ze
se reak¢ni roztok nejprve zbavi soli, s vy-
hodou stykem s karboxyldtovym katexem
na bédzi kopolymeru styrenu s divinylben-
zenem nebo s zesitovanym dextranem ne-
soucim karboxylové skupiny, potom se Z&-
dany produkt vymyvd koncentraénim gra-
dientem kyseliny octové od 0,25 aZ do 60
procent hmot. frakce obsahujici produkt se
zbavi vody, s vyhodou lyofylizaci, ziskany

severografia, n.

P

produkt se opdt rozpusti v 5 a% 20% ky-
seling octové na roztok o konceniraci 3 aZ
5 % hmot. a tento roztok se po odstrans-
ni mechanickych nedistot zbavi neZadou-
cich podili adsorpéni rozdélovaci chroma-
tografii na molekuldrnim sft§, s vyhodcu
typu zesitovaného dextranu, s déiici schop-
nosti pro latky s molekuldrni hmotnosti od
100 do 1500, naleZ se frakce eluuji ziedé-
nou kyselinou octovou v koncentraci 5 aZ
60 % hmot., s vfhodou 20 % hmot. a
frakce obsahujci produkt se zpracuji, na-
piiklad lyofilizaci.

zdvod 7, Most
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