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(54) Zpasob &isténi peptidi kapalinovou chromatografii

Vynélez se tykd zplsobu %ist¥n{ peptidd kapalinovou chromatografif.

Syntetické peptidy se pouzivaji. jako 16%iva v $ad¥ indikac{ v humdnni i veterindrni
medicind. Jejich d¥inky Jjsou velmi vyrazné a &asto znadnd specifické. ProtoZe plsobt
intensivn® ve velmi malych mno¥stvich, Je ddleZité p¥i vyrobd zarudit vysokou &istotu a
v meximéln{ mi¥e odstranit ty létky, které by mohly mit ne#édouc! nebo nekontrolovatelné
vlivy na %ivy organismus.

Gistén{ peptidd obsshujfcfch v sekvenci 10 a% 20 aminokyselin predstavuje komplikova-
ny problém. V prib¥hu syntézy vznikd Fada vedlejdfch produktd s velmi podobnymi strukturni--
mi rysy a $asto s molekulovou hmotnostf blizkou Zddouci ldtce.

Pro &ist¥nf peptidd uvedeného typu je stdle jedtd pou¥ivén zplisob protiproudého roz-
tbepévéni. Zpisob je viak pracny a zdlouhavy a mé omezenou kapacitu. P#i separaci dochédz{
%asto k tvorb¥ emulsi, cof velmi komplikuje separadni proces. Gistote ziskanych peptidd &i-
ni zpravidla 90 %. .

Bistdni peptidd elektroforesou je pomelé, m4 i v piipadd pouzit{ komplikovené p¥istro-
_jové techniky nedostatednou kepacitu. Pro separaci 18tek s nep¥fli¥ rozdilnym isoelektric-
kym bodem je nutné pouZivat znadnd vysoké nep¥ti, ndkdy 4 8% 5 XV, co¥ zvy$uje pracovni ri-
ziko a predstavuje i urdity energeticky problém. 8istota peptidd ¥i¥t¥nych elektroforesou
je do 90 %.

NejuZfvendjsim postupem d¥len{ peptidh je v soulasné dobd jejich gelové chromatogra-
fie na létkxéch polymerniho charakteru. Gelov& chromatograficky lze v3ak separovat pouze
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1dtky, jejichZ molekulovd hmotnost se dostatednd 1i¥f (nap¥. peptid a sl nebo peptid a
vysemolekuldrni vedlejs{ produkt), ﬁiéténirpouze touto technikou nembZe tedy v ¥ed® pfipa-
dd zerulit poZadovenou d&istotu produktu. :

Proto je nutné kombinovat n&kolik zpdsobl &iXt&nf, napi. gelovou a ionexovéu chromato-
grafif, pFipadn¥ poufft je¥t¥ deld¥i separa¥ni techniku. Tim se stdvd separace peptidd zna¥nd
tasovd nérodnou a ztrdtovou operacf. Podminky ¥ist¥én{ se nedaji{ v $add pP{padd reprodukovat.

V soudasné dob¥ se za¥ind pro &i¥t&ni peptidd poufivat vysokotlaké kapalinové chroma-
tografie s kolonami pln&nymi chemicky vézanymi fdzemi na silikaegelu. Jako mobilnf féze se
poufivajl sm¥si metanol-voda, které majf &asto upravené pH na pofadovanou hodnotu. Vyhodou
je vysokd distota tekto zfskenych peptidii. Nevyhodou zlstdvd vysokd cena chemicky vézenych
rézi.

Uvedené nedostatky odstranuje zpisob &i¥t¥nf peptidd kapalinovou chromatografif podle
vyndlezu. Jeho podstata spodivd v tom, Ze se peptidy podrobi plsobeni kaepalinové chromato-
grafie, jeji% staciondrni fAze je tvorena silikagelem velikosti ¥dstic 2 a¥ 200 pm, s vyho-
dou 5 a% 25 um, @& mobilni fdze obsshuje sm¥s alkoholu nebo acetonitrilu s vodou v pom&ru
95:5 a% 10:90, s vyhodou 90:10, p¥ipadn& sm¥s alkoholu, acetonitrilu a vody s obsshem vody
od 5 do 90 % hmot., vyhodn& 10 aZ 20 % hmot.

Podle dal¥fho vyznaku vyndlezu se jeko alkohol pouZije metanol a/nebo etenol a/nebo
propanol a/nebo isopropylalkohol. Je vyhodné pou¥ft v mobilnf fdzi pufr o pH 3 a% 8, s
vyhodou pH 4,4 a% 4,8. Jako pufry je mo¥no pouZit ldtky na bdzi fosfdtd alkelickgch kovd
a kyseliny fosforedné. Konedn® je mo¥no pbiddvat 1l4tky na bdzi solf orgenické kyseliny
v mno¥stvi od stopového mnoZstvi do 5 % hmot., tvoffci s peptidy iontové péry.

Zplhsovem podle vyndlezu se ziskd vysokd &istota peptidd, vEtSinou vy38{ nei 95 aZ
99 %, pii¥em? jako staciondrnf féze je pouZit namIsto drahych ionexd efnebo chemicky
vézanych fdzi &isty silikagel, ktery je podstatn¥ lacindjsi a ve v&t3im mnoZstvi dostup-
n&jii, o

Zptisob podle vyndlezu je ddle bli¥e popsén podle nékolika konkrétnich p¥ikladl prove-
dent,

P¥Lklad 1

1,0 g surového peptidu ([ﬁ-kyselina-3—merkaptopropionové, B-D-argenin] vasopressin)
rozpu¥téného v mobilnf fézi byl nenesen na chromatografickou kolonu priméru 40 mm, délky
270 mm, jeji% ndpln tvoril silikagel pro chromatogrefii o velikosti &4stic 10 a¥ 25 jm.
Ldtka byla eluovéna, za zvySeného tlaku, mobilni fdzi{ tvodenou 90 % metanolu, 10 % vodného
fosfdtového pufru o pH 4,6. Retendni ¥as #i¥t&ného peptidu byl 15 min., Bylo ziskéno 0;72 g
peptidu o ¥istot¥ 98 %. fistota byla ov&fena vysokotlakou kapalinovou chromatografif s po-
uZitim dvou rdznych kolon.

P¥r{i{klad 2

0,1 g (8-D-ergenin) vasopressinu byla rozpu¥téna v 1 ml smésirobsahujici 50 % metanolu
a 50 % vody a nest¥ilknuta na kolonu sv&tlosti 8 mm, délky 250 mm, pln&nou silikagelem pro
chromatografii, velikosti 2¥dstic 7,5 mum. Pritok mobilni fdze, obsehujici 90 % metenolu a
10 % vodného fosfAtového pufru o pH 4,6,byl 100 ml/hod. Retendni Bas &i¥téného peptidu
byl 30 minut, celkové délka d¥leni byla 45 minut. Bylo ziskéno 0,8 g peptidu &istoty 98 %.

PFPriklad 3

0,1 g (2-0-methylthyrosin) oxytocinu bylo rozpuftdno v mobilni fézi a nast¥iknuto na
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kolonu sv&tlosti 8 mm, délky 250 mm, pln&nou silikegelem o velikosti &4stic 10 pm., Mobilng
fdz1 je smds 80% metanolu a 20 % vody, pritok 50 ml/hod. Celkovd doba &i¥téni byla 25 mi~-
nut, reten¥ni &as ¥i¥téného peptidu 10 minut. Bylo ziskédno 0,7 g peptidu istoty vy3si
nez 98 %.

Priklad 4

Byl ¥18t&n LHRH - releasing factor pro luteinizadni a folikuly stimulujfci hormon.
0,08 g této 1ldtky bylo nast¥iknuto na kolonu jako v pFipadé 2 a eluovéno mobiln{ fdz{ obsa-
hujici 80 % metanolu, 7 % acetonitrilu a 13 % vbdy. Bylo zfskéno 0,055 g hormonu &istoty
vy331 re¥ 99 %.

PREDMET VYINALEZU

1. Zptsob $igt&ni peptidd kapalinovou chromatografif vyznaleny tim, Ze se peptidy po~
drobi pisobenf kapalinové chromatografie, jeji% staciondrni fédze je tvolrena silikagelem -
velikosti Zdstic 2 a% 200 um, s vyhodou 5 aZ 25 um, a mobilni féze obsahuje sm¥s alkoho-
lu nebo acetonitrilu s vodou v pomé&ru 95:5 aZ 10:90, s vghodou 90:10, pripadn¥ smds alko-
holu, acetonitrilu a vody s obsahem vody od 5 do 90 % hmot., vyhodn& 10 a% 20 % hmot.

2. Zpdsob podle bodu 1 vyznadeny tim, %e se jako alkchol pouZije metanol a/nebo eta-
nol a/nebo propanol a/nebo isopropylalkohol.

3. Zplsob podle bodd 1 a 2 vyznaleny tim, Ze v mobilnf fézi se pouZije pufr o pH 3
a% 8, s vyhodou pH 4,4 a% 4,8, :

4. Zplisob podle bodd 1 a¥ 3 vyznadeny tim, %e se pou¥ivaj{ pufry na bdzi fosfétd
alkalickych kovi a kyseliny fosforelné.

5. Zptisob podle bodl 1 e% 4 vyznaéehy tim, Ze se priddvajl 1ldtky, tvo¥fci s peptidy

iontové pdry, neprfiklad na bdzi soli anorganickych a organickych kyselin v mnoZstvi
od stopového mnoZstvi do 5 % hmot.

Severografia, n. p.. zévod 7. Most
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