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Zpisob syntézy peptidu v reaktorovém
systému obsahujicim reaktor s kosem
rotovatelnym kolem osy a pouZiti reakto-
vého systému k syntéze peptidu na pevné
fazi v reaktorovém kosi v nezaplaveném
stavu

Anotace:

Zptsob zahrnuje vznik polymerni vrstvy R
jednotné tloustky na sténé /23/ koSe /17/ a
rozpras$ovani roztokl na polymerni vrstvu za-
timco ko$ rotuje. Roztoky prochazeji pies po-
lymernf vrstvu /R/ a jsou od&erpavany zpét
do ptfechovavaci nadrie /5/, aby byly bud
dale cirkulovany nebo recyklovany v systému
nebo ze systému zcela odstranény. Pfedtim
ne% je nasledujici roztok zaveden do reaktoro-
vého systému /1/, je pfedchozi roztok vymyt
ze systému, aby se lepSila kontrola expozice
peptidu témto roztoklim. Reaktorovy systém
/1/ zahrnuje ko$ /17/, rotovatelny podle osy
uvnitt prostoru /7/ reaktoru a ptfechovavaci
nadrz /5/, ktera dodava kapalinu do, nebo
shromaZd'uje kapalinu z vnitfniho prostoru
/7/. Ko& /17/ ma perforovanou bo¢ni sténu
/23/, na které se formuje polymerni vrstva
/R/ pro peptidovou syntézu. Reaktor /7/ a

prechovévaci nadrZ /5/ tvoff okruh, pfes
ktery roztoky cirkulujf. Cirulace roztokd
chrani reaktor /7/ pted zaplavenim,
takZe ko$ /17/ nenf ponofen v roztoku,
co? dovoluje pouzit méné kapaliny s vyssi
koncentraci aminokyseliny.
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Zplisob syntézy peptidu v reaktorovém systému obsahujicim reaktor s koSem rotovatelnym
kolem osy a pouZiti reaktorového systému k syntéze peptidu na pevné fazi v reaktorovém kosi

v nezaplaveném stavu

OBLAST TECHNIKY

Tento vynalez se vztahuje k peptidové syntéze na pevné fazi, zvlasté k reaktorovému systému, a
zptisobu pouZiti nového reaktorového systému syntézy na pevné fazi, v kterém muize byt
peptidova syntéza na pevné fazi provadéna ve velkém mefitku se vzristajicimi objemy vyroby a

vytézky oproti tém, které jsou v soucasnosti dostupné.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Sirsi pouzitelnost naseho systému a zplsobu oproti jinym reakcim kapalina-pevna faze
zahrnujicim postupnou syntézu na pevnych substratech, takovou jakou je vyroba
oligonukleotid(i, oligodeoxynukleotidi, oligoribonukleotidd, oligosacharidl, proteinii atd. bude
jasna t&m, ktefi se danym stavem techniky zabyvaji.

Peptidova syntéza na pevné fazi (SPPS) byla vyvinuta Merrifieldem v roce 1963. Zakladni
postup je velmi dobfe znam. Zpiisob SPPS obvykle zacina na polymernim gelu, takovém, jakym
je napiiklad &astetn& chlérovany polystyren, ktery je prokiizen divinylbenzenem. C-konec
chran&né aminokyseliny je na pocatku navazan na polymer, napiiklad za vzniku benzyl esteru
aminokyseliny. Mohou byt samoziejmé pouZita i jind vazebna ¢inidla. Peptid je syntetizovan
postupné od C-konce pridavani dalSich chranénych aminokyselin. Aminoskupiny a vSechny
reaktivni funk&ni skupiny bo¢nich fetdzcti aminokyselin musi byt chranény stabilnimi
substituenty, aby se predeslo nezadouctm bo&nim reakcim. Substituenty jsou vybirany tak, ze
aminoskupiny mohou byt odblokovany bez naruSeni ochrany funkénich skupin bo¢niho fetézce
nebo vazby mezi C-koncem a polymerem. Aminoskupiny mohou byt chranény naptiklad pomoci
boc (t-butoxykarbonyl) nebo fmoc (9-fluorenylmethoxykarbonyl).

Peptidova syntéza je obvykle provadéna nasledujicim zpisobem: N-konec peptidu vazaného na
polymer (chrin&ny pomoci boc) je napfiklad odblokovan roztokem trifluoroctové kyseliny
(TFA) v dichlormethanu (DCM). Aminokyselina, ktera podle sekvence nasleduje je napojena na
peptid vazany k polymeru za pomoci kondenzaCniho Cinidla, takového, jakym je napfiklad
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) v roztoku DCM a dimethylformamidu (DMF). Aktivalni
ginidlo, jako je naptiklad 1-hydroxybenzotrazol (HOBt), miZe byt pouZzito k zlepSeni rychlosti a

selektivity kondenzalni reakce a snizit racemaci. Nezreagovana aminokyselina, reaktanty a
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vedlej§i produkty reakce jsou odstranény z polymeru omyvanim a filtraci. Proces omyvani a
filtrace je pak opakovan. N-konec peptidu je poté odblokovan, dalsi peptid je pfipojen k fetézci,
systém je pak omyt a filtrovan atd. Proces je opakovan tak dlouho dokud vSechny pozadované
aminokyseliny nebyly pfipojeny k peptidovému fetézci v pozadovaném potadi. Zbyvajici
substituenty jsou pak odstranény z peptidu, peptid je odSt€pen od polymeru a shromazdén.

SPPS byla pivodné provadéna, a Casto jeste je, v tfepanych nebo michanych barkach, v kterych
je polymer rozptylen. Pro udrZeni a mich&ni polymeru v kapalné fazi systém vyZaduje n€kolikrat
vét§i mnoZstvi tekutiny, nez kolik bude polymer sam absorbovat nebo vazat. Jestlize by tedy
polymer zadrzoval 10 ml kapaliny, pak by bylo tfeba 50-100 ml kapaliny pro rozptyleni a
udrZeni polymeru v kapalné fazi. ZvySujici se mnozstvi kapaliny vede k pouzivani zfedénych
roztokd (obvykle 150 mmol aminokyseliny/litr roztoku) z diivodu minimalizace nakladu, protoze
aminokyseliny jsou drahé. Se zfedénymi roztoky je obtizné ziskat vysokou koncentraci
aminokyselin a z tohoto divodu i rychlou chemickou reakci mezi aminokyselinami a rostoucim
fetézcem. Kromé toho, kdyz je polymer omyvéan a filtrovan (v barice) stylem vsadkového
roztoku je fakticky nemozné, pfi omezeném poctu omyti vsadky, odstranit z polymeru vSechny
pouzité roztoky DCM a TFA. Vysledkem je, Ze Cas styku peptidového fetézce s DCM a TFA
nemuze byt presné kontrolovan.

Podet navrhnutych typi v reaktorovém vyvoji je pro peptidovou syntézu jedineCny. Polymer
pouZivany jako pevna faze je obvykle gelovy polymer snizkym stupném prokfizeni. Tyto
polymery v nékterych rozpoustédlech bobtnaji (v takovych jako je DCM) a vjinych
rozpou§tédlech se smrituji (v takovych jako je methanol). Objem polymeru také tihne
k zvétSovani se s rGstem délky peptidového fetézce. Krome toho tyto polymery tihnou k tom byt
ve své podstaté dosti mékké a tudiz jsou citlivé k fyzikalnimu opotfebovani. Reaktor vyhovujici
témto charakteristikdim je odekavan. Délka expozi¢niho Casu mezi polymerem s vazanym
peptidem a rozpoudtédly a reaktanty uZivanymi pfi syntéze mize byt také velmi dileZita.
Odblokovani peptidu vazaného na polymer musi byt uplné, aby byl ziskan nejvyssi vytéZek, ale
timto vzniklé karbokationty nesmi zistat v kontaktu s peptidem, protoZe by se mohly vyskytnout
nezadouci bo¢ni reakce.

BohuZzel &as poZadovany k od&erpani roztoku z polymerni polotekuté disperze se zvySuje
s tloustkou polymerové vrstvy vzniklé béhem filtrace. Nasledkem toho expozitni as peptidu
vazaného na polymer s karbokationty se zvySuje tak, jak se zvySuje tlouStka vrstvy polymeru.
Vysledkem je, Ze filtradni asy pro reakce v fadech kilogrami jsou daleko delSi, neZ tyto Casy
porovnané s Casy stolnich reakci, takZe riziko zni¢eni peptidl z divodu reakci s karbokationty se

zvysuje s velikosti vsadky. Reaktory vétSich rozmérd musi byt proto navrhovény takovym
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zpisobem, aby se minimalizovala doba filtrace. Nékolik feSeni tohoto problému miize byt
vybrano podle typu reaktorové konstrukce a podle vlastnosti €astic polymeru, které konstrukce
reaktoru povoluje.

Aby chemick4 reakce probihala, musi byt reak¢ni slozky pfitomny v reak&nim misté uvnitf
kuli¢ek. Reakce jichZ se tyka vazebny krok, mohou byt limitovany rychlosti, kterou reaktanty
(DCC a intermediaty z objemové kapalné faze reaktoru v némz dochazi ke vzniku vazby)
pronikaji skrz povrch a péry polymeru do vnitfnich reak¢nich mist. Jak je znamo, polymer, coz
je obvykle polystyrenova pryskyfice; je G¢inné tvofen poréznimi kuliCkami. Prvni aminokyselina
vytvateného peptidového fetézce je vazana na vnitfni mista matrice polymeru. Peptidovy fetézec
pak zagina rlst v t&chto mistech, podle toho jak reakéni slozky do téchto mist pfichazeji.
Rychlost pfestupu hmoty reaktantt z objemu kapalné faze na mista uvnitf polymeru je Gmérna
koncentradnimu gradientu nasobenému difusnim koeficientem latky v rozpoustédle (Fickiv
zékon), ale je vhodné uvaZovat o prestupu hmoty v terminech odpor(i. Odpor k pfestupu hmoty
v heterogennich procesech, kapalina-pevna latka, je zfejmy na dvou mistech: (1) pfes nehybnou
kapalinovou vrstvu na povrchu &astice polymeru a (2) uvnitf péri polymerové Castice. ZvySeni
rychlosti tekutiny vzhledem k polymeru sniZuje odpor vrstvy. Pro snizeni odporu pfestupu hmoty
uvnitt polymeru jsou vhodng&j§i malé polymerové kulicky, které jsou ve stavu gelu (to je
5-100 pm). Pouziti gelovat&j§ich polymeri muze umoZznit kapacity, které pfevySuji 1 mmol
aktivnich mist (nebo peptidovych Fetézc)/g polymeru a blizi se k 2 az 4 mmol/g pfi vysokych
vytézcich a konverzi. Pfi pouziti malych Castic polymeru se také oCekava ulehCeni lepsiho,
rychlejiiho a Upln&j§iho omyti polymeru, protoZe bude jednodusSi uskuteCnit vyménu mezi
matrici polymeru a promyvacim rozpoustédlem. Kromé toho maji polymerové kulicky radéji
men3i podet prokiiZeni kviili zpiistupnéni jejich port. Nicméné n€jaké prokiiZeni je v polymeru
nezbytné z diivodu udrZeni tvaru a dodani pevnosti polymerovym kuli¢kdm. Kuli¢ky polymeru
se stupném prokiiZeni mezi 0,2 % a 1 % by mély byt dostacujici.

U syntetizaénich zpisobl, kde jsou aminokyseliny aktivovany dicyklohexylkarbodiimidem
(DCC), mize byt odpor k difusi do jadra polymeru zna¢né zvySen vznikem dicyklohexylurei
(DCU), ktera je v podstaté nerozpustni v 50% DMF v DCM pouzivaném b&hem vazebné reakce.
Na polymeru miize vzniknout skofapka nerozpustné DCU. Tato vrstva DCU brani reaktantim a
promyvacim roztokéim v pfestupu mezi povrchem a jadrem polymerové kulicky. V extrémnich
piipadech miZe dojit k tomu, Ze difuse z objemu kapalné faze k volnym aminoskupinam je
nemozna, a e pouze boc-aminokyselina vhodna pro vazebnou reakci je tou latkou, kterd je

zpodatku pfitomna uvnitf polymeru pied ptidavkem DCC.
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Difuse reaktant do polymeru miZe byt také brzdéna vznikem vlastnich peptidovych fet€zcl. Je
obecn& znamo, Ze heterogenni reakce v poréznich €asticich typicky rostou paprskovité dovnitf
v z4vislosti na vn&j§im povrchu &astice. Je proto rozumné pouZit toto pro syntézy na pevné fazi.
Kulitka tak vhodné& zahrnuje rostouci skofapku reagujiciho peptidu a zmenSujici se
nezreagované jadro. Jestlize rychlost reakce mezi volnymi aminoskupinami a aktivovanym
intermediatem probih4 rychle vzhledem k rychlosti difuse pres pory polymeru, pak skofapka
reagujictho peptidu, a eventualné DCU, bude rist paprskovité dovnitf od povrchu Castice.
Reakce bude probihat nad povrchem zmenSujiciho se jadra uvnitf kuli¢ky polymeru. Reaktanty
tedy proto musi difundovat pfes stile se vice zesilujici vrstvu peptidu a DCU, aby doséhly
nezreagovaného jadra kuli¢ek polymeru.

Jednim feSenim sraZeni DCU je zmé&na v chemismu reak¢niho systému. Odpor k difusi pfes pory
blokované DCU milZe byt snizen nebo odstranén vytvorenim symetrického anhydridu,
o-acylisourei, a HOBt aktivniho esteru v oddéleném reaktoru (to jest preaktivované
aminokyseliny) a filtrovanim DCU zroztoku pred zavedenim do hlavniho reaktoru, kde je
provadéna syntéza. Podobného prospéchu miZe byt dosazeno, jestlize jsou pouzita odliSni
vazebna &inidla (takové jako je DIC), ktera netvoii nerozpustné produkty b&éhem vazebné reakce.
Kromé sniZeni blokovani, které zplisobuje vznik nerozpustnych sloucen, jako je DCU, mohou
byt omezeni difuse pfes pory redukovana pouzitim menSich Castic. Vysledkem klesajiciho
odporu piestupu hmoty je to, Ze budou poZadovany niZsi koncentrace reaktantdl pro dosaZeni
stejné reakéni rychlosti. To miZe vyznamné redukovat spotfebu aminokyselin, HOBt a DCC
potfebnych pro vyrobu 1 gramu produktu.

Ciseln4 analyza difuse do a pres &astici je ukédzana na obrazcich 3 a 4. Koncentrace reaktant(
bude vy$si na povrchu &astice a koncentrace reaktantd uvnitf Castice se bude zvySovat v Case, tak
jak reaktanty difunduji nebo prechazeji do polymerni Castice. Obrazky 3 a 4 ukazuji, Ze stupefi
koncentrace vytvofeny v &ase (t) zavisi na koeficientu pfestupu hmoty (H) pifes vrstvu na
povrchu polymerni &astice a relativni vzdalenosti zeta = (1/R) skrz &astici, ve které je
koncentrace mé&fena, a kde R je celkovy polomér Eastice (rozmér Castice) a r je bod odméfeny od
stfedu &astice. Tedy r/R = 1 na povrchu &astice a r/R = 0 ve stfedu ¢astice. Kazda ze Ctyf kiivek
na obrazku 3 predstavuje koncentra¢ni profil v daném Case t, kdyZz na povrchu €astice neni odpor
vrstvy (H = ).

Na obrazku 4 jsou dvé kfivky podobného tvaru, jako na obrazku 3, ale pouze tam, kde odpor
k prestupu hmoty pfes vrstvu na povrchu &astice je vzrstajici (H se sniZuje). V porovnani se
dvéma kfivkami na obrazku 4 (H =1 a H = 3) miZe byt pozorovano, ze koncentrace uvnitf

&stice vzrista mnohem rychleji s niz§im odporem vrstvy na povrchu €astice (H je vyssi).
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Obrazky 3 a 4 ukazuji, ze pfi vyznamném odporu (obou, odporu na povrchu i v pérech Castice)
se koncentrace uvnitf Castice vytvaii pomaleji. To naznacuje potfebu sniZit oba, jak vnitini odpor
v porech, tak vné€jsi odpor povrchové vrstvy, a tak by mohlo dojit ke zvySeni pfestupu hmoty
reaktantd do a pres Castici. Prenos hmoty reaktantd k volnym amino skupinam vazanym na
polymer miize byt zesilen zvySenim koncentrace reaktantll v kapalné fazi a sniZenim délky pora
(pouzitim polymernich ¢astic s men§im primérem). Kromé& toho odpor pfestupu hmoty pres
vrstvu miZe byt snizen zvy$enim rychlosti objemové tekutiny ve vztahu k polymernim ¢asticim,
protoze koeficienty vrstvy pro kulovita télesa jsou funkci rychlosti tekutiny. Konstrukce
reaktoru, ktera by se zaméfovala na tyto difusni problémy zaroven neni v soulasnosti
k dispozici.

Od pocatetniho vyvoje syntézy na pevné fazi (SPPS) Merrifieldem vroce 1963 byla
uskutecnéna fada inovaci tykajicich se konstrukce reaktoru pro peptidovou syntézu. Diivéjsi
reaktory byly zaloZeny na principu tfepanych banék, zatimco pozdéjsi konstrukce reaktorli se
skladaly z michanych nadrzovych reaktori, centrifugacnich reaktort a trubkovych reaktort.
Vsechny tyto typy reaktort pracuji s kulickami polymeru drzenymi nebo potopenymi v kapalné
fazi. Michané nadrzové reaktory (STR’s) jsou obecné pouzivany pro syntézu peptidi, ale trpi
jistymi omezenimi. Protoze kuli¢ky jsou v disperzi, tak moznosti zvysit rychlost kapaliny
vzhledem k Casticim v michaném nadrzovém reaktoru jsou krajn€ omezené. Je to proto, ze
setrvalné a viskosni sily pusobi prostfednictvim pohybujici se kapaliny na dispergované Castice
tak, Ze Castice tihnou k tomu, byt vleéeny spolu s kapalinou. Rychlostni pole kapaliny ve vztahu
k Casticim muiZe byt nicméné jednoduSe zvySovano v reaktorech obalenych ltizkem, v kterych
Castice polymeru z0stavaji uchyceny, ale kapalina je tla¢ena pfes lizko polymeru. Nicméné frita
na dn& obou, michanych nadrzovych reaktord a reaktor obalenych lizkem vyzadujicich
filtrovani kapalné faze z polymeru, musi byt schopna odolat rozdilnym tlakiim nezbytnym pro
filtraci. Jak se zvétSuje velikost reaktoru, frita musi byt konstruovana z postupné se zesilujicich
materialli, aby se vyhnulo mechanickému selhani. Na druhé strané, pokud primér reaktoru
zOstava konstantni, pak se tloust’ka vrstvy polymeru zvétSuje imérn€ tomu, jak roste velikost
vsadky. ZvétSena tloust’ka vrstvy polymeru zpisobuje postupné prodluZovani odvodiiovacich a
filtralnich Cast a také expozi¢nich Casii mezi peptidem navazanym na polymeru a reaktanty,
reaktivnimi intermediaty a rozpoustédly. Z té€chto divodi ani michany nadrZovy reaktor se
zabudovanym filtrem ani reaktor obaleny liZzkem nepfedstavuji nejvykonnéjsi typu reaktoru pro
velkoobjemovy (v fadech kilogramt) SPPS proces.

Ackoliv zmény ve velikosti Castic v prab&hu reakce vedly k nékterym konstruk&nim obtizim,

trubkové reaktory, takové jako reaktory obalené Nizkem, stale nabizeji nékteré vyhody oproti
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jinym reaktorim. Reaktory obalené INizkem umozZiuji pfistupovat k promyvani jako
k nahrazovaci operaci, spiSe nez jako k zfed’ovaci operaci, jak je tomu u STR, za pfedpokladu, Ze
velikost ,,mrtvého objemu‘ mezi vstupem do reaktoru a kulickami polymeru je minimalizovana.
Reynoldsovou ¢islo (Re) mize byt u trubkovych reaktorG velmi vysoké, jestlize je vysoka
rychlost kapaliny vii¢i kuli¢kam polymeru. Ale vysoké pritokové rychlosti vytvaii vysoké tlaky
uvnitf reaktoru a vysoké tlaky mohou mit $kodlivy vliv na polymer. Nicméng, protoZe
koeficienty pfestupu hmoty se zvySuji se vzristajicimi Reynoldsovymi ¢&isly, tak trubkové
reaktory mohou mit niz§i odpor vrstvy k pfestupu hmoty neZ michané nadrzové disperzni
reaktory.

Ale pouziti reaktorii obalenych lizkem ma také vlastni fadu problémi. Polymer muiZe zvétsit
svou puvodni velikost tfikrat, kdyZ je omyvan DCM a miize se zmen§it na jednu tfetinu pivodni
velikosti, kdyz je omyvan methanolem. To muZe zplsobit celkové devétkrat zménu v celém
objemu polymerniho ltizka. Odstranéni nebo minimalizaci mrtvého objemu je proto velmi
obtizené provést. Reaktor obaleny lizkem, ktery ma vySku mnohem vét§i nez primér, ma
vyznamnou velikost plochy povrchu stény, ktera brani expanzi a smrst’ovani polymerniho lizka.
Kdyz polymerni lizko expanduje, plisobi to proti sténam nadoby a redukuje prazdny prostor
mezi ¢asticemi polymeru. Je tak potfeba vysoky tlak na protlaceni omyvaciho roztoku pres lizko
za pozadovany Casovy interval. Tento vysoky tlak muze poni¢it kulicky polymeru, vytvorit
jemné Castice, které mohou zablokovat filtr a pifipadn€ poniéit nebo zlomit filtrovaci fritu.
Jestlize neni pouZit vysoky tlak, pak pritok pfes lzko bude moc pomaly, coZz umozni peptidim
reagovat delsi Cas a muZze dojit k vedlej$im reakcim. Nékteré vazebné kroky aminokyselin nebo
peptidd jsou velmi citlivé na reakeni dobu. Naptiklad arginin miZze sam zreagovat za vzniku
cyklické struktury misto navézani se na peptidovy fetézec. Expoziéni Cas se proto miize stat
velmi dulezitym faktorem.

Bylo provedeno nékolik pokusti zkonstruovat trubkovy reaktor, ktery by prekonal omezeni
kladena polymerem. Tyto dfivéjsi pokusy zahrnuji:

(1) Ignorovani probléml sse zvétSovanim polymeru. Verlunder, et al, U.S. Patent No.
4,192,798 odhaluje pristupy, ve kterych pokles tlaku v reaktoru je neyméné 200 psi a vice nez
10 000 psi nebo vice. Narokuji kvantitativni vysledky a ty reakce, které trvaji hodiny, zatimco
v jinych reaktorech byly dokonéeny za minuty. ObtiZe s timto typem reaktoru zahrnuji degradaci
polymeru, blokaci frity na vystupu, udrzovani stejného osového pritoku v celé koloné na
zvy§ené hodnoté, neulinnosti pfi omyvani jako vysledek vlivu mrtvého objemu a cena kolony a

vysokotlaké pumpy. Tento typ reaktoru je zékladn€ primysloveé oznacovan HPLC.
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(2) Povoleni osové expanze v koloné. Baru, et al, WO 88/909010.6, SU 4117080 vyvinul
reaktor s nulovym mrtvym objemem, v kterém jeden konec reaktoru smél splyvat s polymerem.
Mala zatéz byla polozena na vrchni pist reaktoru, aby se zajistila konstantni sila piisobici na
splyvavou hlavu reaktoru. Vysledkem bylo, Ze kolona byla provozovana za niz8iho poklesu
tlaku, aby se vyhnulo pfetékéani rozpoustédla ven kolem horni hlavy reaktoru, coZ délalo systém
citlivy k blokaci frity na vystupu. Akumulace DCU v [iZku nebo uvnitf frity miiZe zvysit pokles
tlaku a mohla by mit nasledky pro bezpe¢nost a okolni prostiedi. Kromé& toho nucené udrZovani
nizkého poklesu tlaku vyZaduje nizkou rychlost kapaliny, coZ se projevuje malymi hodnotami
Reynoldsovych Cisel a Spatnou distribuci priitoku kapaliny. Nizké rychlosti pratoku kapaliny
zpusobuji také delsi expozi¢ni Casy reaktant a omyvacich roztokd.

(3) Pouziti rigidntho polymeru na podporu gelu. Atherton, et al, JCS Chemical
Communications, p. 1151 [1981], vyvinul rigidni polymer, ve kterém by mohl byt
v makropdrech obsazen gelovy polymer. Gelovy polymer by se mohl zvét§ovat a zmenSovat, ale
objem rigidnich polymernich kuli¢ek by zistal konstantni. Jako vysledek by mohly byt ziskany
vysoké prutokové rychlosti kapaliny, nizké poklesy tlaku a konstantni objem polymeru. Nicméné
je vice pravdépodobné, Ze dojde ke snizeni prestupu hmoty v takto podporovanych typech
polymert, protoZe by se prodlouzila difusni cesta reaktanti po pfipojeni vrstvy filmu a difuse
pfes pory rigidniho polymeru. Navic jsou tyto typy polymerd drahé.

(4) Ohled na mrtvy objem. Lapluye a Poisson, PCT publication no. WO 92/115867 vyvinuli
pistovy typ reaktoru s fritami na obou koncich. V tomto typu reaktoru je polymer umistén
v dutém pistu, ktery se pohybuje nahoru a dolu uvnitf velkého valce, ktery je plny rozpoustédla a
reaktant(i. Tento typ reaktoru je v zakladu podobny michanému reaktoru nebo reaktoru s tekutym
lazkem a michaci pohyb pistového reaktoru by mél vyrovnat odliSnosti v hustoté polymeru a
rozpoustédel. Jevi se, Ze uCinnost omyvani by méla byt stejnd nebo trochu lepsi nez v pfipadé
mensich objemi kapalné faze u STR. Nicméné objem rozpoustédla pouzitého vzhledem k hmoté
polymeru je pravdépodobné znacné vEtsi nez vyzaduje typicky trubkovy reaktor. Reynoldsova
Cisla jsou pravdépodobné docela nizka a muZe byt obtizné zvétsit mechanismus. Kromé toho
mlze dochazet k vyvoji tepla, jako vysledku vlivl ,viskézniho rozptyleni zpisobenych
pohybem pistu v kapaling, coz vyzaduje nékteré ptidavné chladici prostfedky.

Z tohoto pohledu neexistuje trubkovy reaktor, ktery by nemél n¢jaka vazna omezeni v cené,
bezpecnosti nebo ucinnosti.

Reaktory zaloZené na principu rotujici misy byly také vyvinuty. Rotujici misy nebo centrifugacni
reaktory mohou bréat v uvahu zvySujici rychlost kapaliny vzhledem k €asticim polymeru. Birr,

German Patent No. 2,017,351, ukazuje ,,prackovy* reaktor, v kterém je porézni ko§ na pocatku
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naplnén polymerem, a poté vifen mirnou rychlosti zatimco je zaplavovan kapalinou. Odstiedivé
sily zplisobuji, Ze Castice polymeru vytvari lizko na vnitfnich sténach koSe a také jejich vlivem
vznikd mirni stupefi recirkulace kapaliny pfes lazko polymeru. Misa je zaplavena (to jest
naplnéna tekutinou), tak jako je zaplaveno polymerni ldzko. Brzda vioZena na ko§ kapalinovou
lazni vklada velkou kroutivou silu na pohonnou jednotku a bude také zplGsobovat vznik tepla.
Z té&chto diivod bude rotacni rychlost Birrova reaktoru relativné nizka a vz4jemnéa rychlost
kapaliny vii¢i pevné fazi bude omezena. Omezeni kladena na rotaéni rychlost budou téméf jists
vést ke vzniku nejednotného polymerniho ldzka, ktery bude na vrcholu mélky a hluboky
v blizkosti dna. Recirkulujici kapalina bude mit sklon jit cestou nejmensiho odporu a tak vznikne
,zkrat® ptes mé&l&i ¢ast polymerniho lizka. Vysledkem je, Ze kontakt mezi kapalinou bohatou na
reaktanty a polymerem nebude shodny v celém reaktoru. Kromé toho niz§i rychlost kapaliny
s ohledem na polymer bude zptisobovat nizsi pfenos hmoty pfes povrch vrstvy, kterd obklopuje
Castice. Nakonec objem rozpoustédla nezbytného k zaplaveni rotujiciho koSe bude velky
v porovnani s objemem potfebnym k naséknuti polymerni naplné. To tedy bude také vyzadovat
vyznamny objem reaktantG vzhledem k hmoté polymeru. Vét§i objem bude mit za nasledek
pouZiti méné koncentrovaného roztoku, ktery se nasledné projevi niz§i reak&ni rychlosti a del§im
reakénim Casem. To proto muze vyZadovat vét§i mnozstvi aminokyseliny, aby byla udrzena
koncentrace aminokyseliny na takové Grovni, které zajisti pfijatelné reakéni rychlosti.

Jiny typ centrifuga¢niho reaktoru zaloZeného na principu zaplaveného ,dutého rotoru“ byl
vyvinut Andersonem a Andersonem, U.S. Patent No. 5,186,824, Cesta, kterou kapalina protéka
reaktorem (Anderson et al) je spiSe osova nez paprskovitd a geometrie je pro kapalinova
prutokova pole nepravidelna. To, ktera kapalina je uvedena zavisi na hustoté kapaliny ve vztahu
k hustot€ nejnoveji pfidané kapaliny. Pro expanzi polymeru je také zajiStén maly prostor.
Vysledkem expanze a smr$tovani je, Ze expozice polymeru v kapalné fazi je pravdépodobné
nejednotnd. Kompletni a jednotny kontakt a odstranéni kapaliny z rotoru by mozna bylo velmi

obtizné provést.
PODSTATA VYNALEZU

Jednim cilem ptedkladaného vynalezu je zajistit zpisob provadéni SPPS, ktery bude produkovat
vyS§§i vystupy a vyssi vytézky nez je v soucasnosti mozné.

Jinym cilem je zajistit takovy zpasob, pfi kterém by Cas kontaktu peptidového fetézce s riiznymi
Cinidly mohl byt pfesné kontrolovan.

Dal$im cilem je zajistit takovy zpusob, pii kterém se reakCni rychlost zvysuje.
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Dalsim cilem je zajistit takovy zptsob, ktery bude dovolovat pouziti vysSich koncentraci
aminokyseliny neZ je v soucasnosti mozné bez zvySovani mnoZstvi pouZité aminokyseliny
(a eventualn€ pouziti vy$sich koncentraci s men§im mnoZstvim aminokyselin).

DalSim cilem je zajistit reaktor pro takovy zpisob.

Dalsim cilem je zajistit takovy reaktor, v kterém se prenos hmoty kapaliny pfes pevnou fazi
zvySuje.

DalSim cilem je zajistit takovy reaktor, ktery nebude branit bobtnani a sm§tovani polymeru, a
ktery nebude zpiisobovat opotiebovavani polymeru.

Dalsim cilem je zajistit takovy reaktor, v kterém je polymerni liZko skuteén& rovnomérné
v tloust'ce tak, Ze priitok kapaliny pfes polymer je rovnomérny.

Dalsim cilem je zajistit takovy reaktorovy systém, ktery miZe redukovat plytvani rozpoustédlem.
Dal§im cilem je zajistit takovy reaktor, ktery ma schopnost ,,vymackat“ rozpoustédlo z polymeru
pomoci odstfedivé sily, CehoZz vysledkem je eliminovani kroku chemického smstfovani
polymernich Castic alkoholem, protoZe chemického smstovani polymeru miZe zpisobit
shluknuti nartstajiciho fetézce a mize poskodit polymer.

DalSim cilem je umoZznit Sir§i vybér polymeri majici odli§nou velikost &astic a vlastnosti
prokfizeni, které jsou vyhodné pro utvaieni peptida.

Tyto a dalSi cile budou ziejmé tém, ktefi se danym stavem techniky zabyvaji ve svétle
nasledujicich navrhli a doprovazejicich odhaleni.

Ve shodé s vynalezem, obecné uvedenym, jsme zajistili reaktorovy systém a zpisob ovladani
systému, ktery dosahuje vySe uvedenych cili. Reaktorovy systém zahrnuje reaktor majici vnitini
prostor a rotovatelny ko§ namontovany uvnitf tohoto vnitfniho prostoru. Ko§ ma perforovanou,
porézni nebo dirkovanou bo¢ni sténu, na které se tvoii vrstva polymeru béhem syntetizaéniho
procesu. Filtraéni tkanina nebo sténa je umisténa na vnitinim povrchu stény koSe a vrstva
polymeru se vytvaii na filtra¢ni tkanin€. Systém také obsahuje z&sobni nadrz na roztok nebo
pfechovavaci nadrz, ktera pfijima roztoky pozdé€ji zavadéné do reaktoru. Zasobni nadrZ na roztok
obsahuje vstupni otvor a vystupni otvor. Zasobni nadrZ na roztok a reaktor jsou propojeny tak,
aby se vytvofila smycka nebo obvod, pres ktery je roztok cirkulovan. Reaktorovy systém funguje
tak, ze reaktorovy ko§ neni ponofen v roztoku. Tudiz reaktor neni nikdy zaplaven roztokem a
vSechen roztok prochazi pies vrstvu polymeru.

Systém obsahuje Cistici systém majici lapa odpadu a ventily, které jsou v potrubich
propojujicich reaktor a zasobni nadrz. Ventily odstrafiuji se systému prvni roztok a posilaji ho
ptimo do odpadu dfive ne? je zaveden do systému druhy roztok. Cistici systém se sklada

z prvniho ventilu, ktery je v potrubi spojujicim vystup zasobni nadrze se vstupnim otvorem
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reaktoru a druhy ventil, ktery je v potrubi spojujicim vystup z reaktor se vstupnim otvorem do
zéasobni nadrze. Prvni ventil posila prvni roztok do odpadu potom co je dokoncen cyklus prvniho
roztoku a pfed tim nez je zaveden druhy roztok do zasobni nadrze. Druhy ventil posila cirkulujici
roztok do odpadu na kratky Cas na zacatku cirkulace druhého roztoku, aby se zabranilo zbytkim
prvniho roztoku, ktery mohl zGstat v polymernim lGzku, ve vstupu do zasobni nadrze, ktera nyni
obsahuje druhy roztok.

Vyhodnéji obsahuje reaktorovy systém také pfipravnou nadrz, v které jsou roztoky pripravovany
(to znamena, ze aminokyseliny jsou zde preaktivovany, polymer je zde ptipravovan, atd.). Tato
pfipravnd nadrz je propojena potrubim s reaktorem a se zasobni nadrzi na roztok. Ventil je
schopen selektivné poslat obsah pfipravné nadrze do zésobni nadrze na roztok a do reaktoru.
Ventil z pfipravné nadrZe posila pfipraveny polymer pfimo do reaktoru a roztoky aminokyselin,
omyvacich roztok( atd. do zasobni nadrze. Mezi pfipravnou nadrzi a zasobni nadrzi je umistén
filtr, pres ktery prochazi roztoky preaktivovanych aminokyselin. Filtr zajistuje odfiltrovani
nerozpustnych vedlejsi produktd aktivacni reakce (takovych jako je DCU). Tato filtraéni cesta je
zajisténa tak, Ze omyvaci roztoky, deblokacni ¢inidla atd. nemohou projit pes filtr.

Zpusob fizeni systému zahrnuje (a) otaCeni koSe pii pozadované rotacni rychlosti a dodavani
aktivovaného polymeru do reaktorového koSe tak, aby se vytvofila vrstva skuteCné jednotné
tloustky (naptiklad prfiblizn€ od 2 cm do 5 cm silnd) na perforované sténé koSe. Polymer
vyhodn€ji obsahuje prvni aminokyselinu vazanou na polymer nebo je jinak odvozen. Jestlize
prvni aminokyselina neni navazana na polymer, pak je navazana na polymer nyni. (b) Dodani
deblokacniho roztoku do rotujictho kose, aby byl odblokovan N-konec peptidu vazaného na
polymer. (¢) Dodéani omyvaciho roztoku do rotujiciho koSe, aby byl vymyt deblokacni roztok
zvrstvy polymeru. (d) A dodéani roztoku nésledujici aminokyseliny, aby byla pripojena
k peptidovému fetézci, a vazebného roztoku do rotujictho koSe, aby pfispél k pfipojeni
nasledujici aminokyseliny k peptidovému fetézci. Kroky (b) - (d) jsou opakovany dokud neni
peptidovy Fetézec dokoncen.

Roztoky (to znamena deblokacni roztok, omyvaci roztok, roztok aminokyseliny a roztok
vazebného ¢inidla) jsou zavadény do rotujictho koSe takovou rychlosti, ze dodavany roztok
nebude brzdén v prostoru reaktoru v mist€¢ nad patrem koSe, takze vSechen roztok nebude
zabrzdén v prostoru reaktoru okolo koSe. Tudiz ko§ je v nezaplaveném stavu b&hem kazdého
stupné peptidové syntézy. Pouzity polymer je vhodnéji tvofen polystyrenovymi kuli¢kami, které
maji pramér mensi nez 100 pm a jsou vyhodnéji prokrizeny z 0,2 % az 1,5 %. Mala velikost

kuli¢ky a nizké procento prokfizeni uvniti kulicky usnadni pfenos hmoty pfes kulicky a tim
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umozni, aby rychlost reakce byla tak vysok4 jak jen je mozné. Vetsi kuli€ky polymeru mohou
také byt pouzity v tomto systému, ale bude pak zaveden vétsi odpor k pfestupu hmoty.

Aby ko§ moh! fungovat v nezaplaveném stavu, vétSina roztoku je udrZovana ve vnéjsi sbérn¢
nadrzi a roztok je pak pumpovan do reaktoru tak, aby prosel vrstvou a pak se vratil do sbérn¢
nadrze. Roztok je poté recyklovan pfes reaktorové polymerni lizko predurCenym cCasovym
intervalem. To zaji§tuje kontakt na tak dlouho, jak je potfeba.

Mezi kaZzdym krokem (to znamena pfed zavedenim dalsiho nebo druhého roztoku) je predesly
nebo prvni roztok odéerpan a vycistén ze systému, aby se zabranilo prvnimu roztoku v kontaktu
s polymerem v del§im Casové intervalu nez je pozadovano. Odvodiiovaci krok je po recyklovani
roztoku zastaven, pokrafuje otaleni kose, aby se zajistilo, Ze témef vSechen volny odvodiiovany
roztok je vytladen ven z vrstvy pisobenim odstfedivych sil a navracen do zasobni nadrze. Cistici
krok se tyka &innosti prvniho ventilu, ktery posila roztok do sbérné nadrze k obnové nebo do
odpadu.

Malé mnoZstvi prvniho roztoku muze zGstat v polymeru na pocatku druhého cyklu. KdyZ je
druhy roztok zaveden do systému, tak je druhy ventil otevien do odpadu na kratky Casovy usek
na poCatku cyklu druhého roztoku. Zbytek prvniho roztoku, ktery nebyl vytlacen pry¢ z vrstvy,
bude vytladen nebo vymyt ven z vrstvy druhym roztokem. Otevfeni druhého ventilu do odpadu
za UCelem Cidténi odstrani ze systému zbytek prvniho roztoku.

Vhodnéji jsou aminokyseliny preaktivovany a nerozpustné vedlejsi produkty z aktivainiho kroku
jsou filtrovany zroztoku aminokyseliny dfive, neZ je aminokyselinovy roztok zavadén do

systému,

PREHLED OBRAZKU NA VYKRESECH

Na obrazku 1 je nakres vybaveni systému pouzivaného v predkladaném vynalezu,

Na obrazku 2 je zvétSeny nakres reaktoru pouzivaného v predkladaném vynalezu;

Na obrazku 3 je graf ukazujici koncentraci boc-aminokyseliny jako funkci vzdalenosti od stfedu
Sastice (udavana ,zetou*) v &tyfech bodech v Case pro pripad mozného pfenosu hmoty pres
vrstvu kapaliny;

Obrazek 4 se sklada ze dvou grafi ukazujicich koncentraci boc-aminokyseliny jako funkci
vzdalenosti od stfedu polymerni kuli¢ky v &tyfech bodech v ¢ase pro vysoky a nizky odpor
vrstvy k pfenosu hmoty;

Na obrazku 5 je graf zobrazujici vypocitany pritok pfes polymer proti poklesu tlaku

v polymernim lGzku.
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PRUMYSLOVA VYUZITELNOST

Znéazornéni vybaveni systému predkladaného vynalezu je schématicky ukdzino na obrazku 1.
Systém 1 zahrnuje pripravnou nadrz 3 zajiStujici spoleCn€ s agitatorem rozpousténi
aminokyseliny. Je vyhodné&j§i pouzit mechanicky agitator, ale dalsi typy agitatord mohly byt také
pouzity. Rozpoustédla a ¢inidla pouzitd béhem syntetickych operaci mohou by plnéna postupné
do piipravné nadrze, michana a optimaln€ upravena na pozadovanou pracovni teplotu s pomoci
bud’ vnitinich spiral (ukdzano) nebo vnéjsiho vyhfivaciho a chladiciho plasté. Vyhodngji je také
pfipravnd nadrz 3 pouzita pro preaktivaci aminokyseliny. Pumpa P1 umistén v potrubi 4 prenasi
reaktanty z pfipravné nadrze 3 do tficestného ventilu VI, kterym je polymer, roztok
aminokyseliny nebo rozpoustédel dopraven do prechovavaci nadrze 5 potrubim 6 nebo do
reaktoru 7 potrubim 8. Jestlize jsou preaktivované aminokyseliny pienaSeny do prechovavaci
nadrze 5, tak jsou tyto aminokyseliny propoustény pies filtr F1, ktery dostate¢né jemné
odstrafiuje nerozpustné vedlej§i produkty, takové jako je DCU, zroztokd preaktivované
aminokyseliny. Filtrované preaktivované aminokyseliny jsou poté pienaseny do pirechovavaci
nadrze 5 potrubim 9. Jak je zminéno vySe, DCU je vedlej§im produktem aktivace nasledujici
aminokyseliny pfidavané k fetézci a muze ucpat kulicky polymeru prave tak jako systémové
vybaveni, takové, jakym jsou rozstiikovaci trysky a pumpy. Propousténi roztoku preaktivované
aminokyseliny pies filtr F1 za ucelem odstranéni DCU, které predchazi zavedeni roztoku
aminokyseliny do reaktoru 7, je tudiz upfednostiiovano.

Potrubi 11 vede od vystupu z pfechovavaci nadrze 5 ke vstupu do reaktoru 7. Vhodnéji je potrubi
11 opatieno filtrem F2, méfici pumpou P2 a tepelnym vyménikem HI1. Ob& strany pumpy P2
jsou opatfeny dvéma ventily V2 a V3, které umoznuji ¢inidlim byt poslana do ,,odpadu‘ nebo na
,,obnovu®. Vyhodnéji je ventil V2 umistén proti proudu filtru F2.

Na zavér, vystup z reaktoru 7 je spojen se vstupem do pfechovavaci nadrze potrubim 13. Ctvrty
ventil V4 je umistén v potrubi 13, aby posilal Cinidla z reaktoru 5 do ,,odpadu“ nebo na
,,obnovu®.

Jak muze byt shledano, pfechovavaci nadrz 5 a reaktor 7 jsou Casti smyCky vymezené nebo
dokongené potrubimi 11 a 13. Pfechovavaci nadrz 5 tedy mize byt pouzita k tomu, pfijmout
vyprazdnény obsahu reaktoru 7 a udrZovat zasobu omyvacich rozpoustédel nebo roztokd
aminokyselin pro recyklovani zpét pres reaktor. Jak bude diskutovano niZe, toto umoziuje
reaktoru byt skute¢n€ bez povrchovych kapalin.

Reaktor 5 je ukazan ve vét§im detailu na obrazku 2. Sklada se z vnitfniho prostoru 15, v kterém

je rotovatelny ko§ 17 namontovan k otaceni. Vnitini prostor 15 je vhodnéji oddélen od okolni
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atmosféry, aby se predeSlo vypatovani reaktanti a omyvacich roztokt. Prostor 18 je urfen mezi
koSem 17 a vnitfnim prostorem 15. Ko§ 17 je namontovan na h¥ideli 19. Hfidel 19 je funké&né
spojena s motorem M takového pfijatelného vykonu, ktery je schopen roztolit ko§ 17 tak, aby
bylo vyvinuto zrychleni o velikosti nejméné& 10 jednotek gravitacniho zrychleni (g) na povrchu
koSe. Vhodnéjsi je zrychleni veétsi nez 15 g a jesté vhodngjsi je, kdyz je zrychleni na povrchu
koSe 50 g nebo vice. Aby bylo dosazeno zrychleni 50 g na obvodu kose, ktery ma polomér 15
cm, musi byt koS otaCen rychlosti 546 ot./min.. Zrychleni, kterého mﬁieb byt dosazeno, je
limitovano mechanickymi vlastnostmi reaktoru a stlaitelnosti polymeru.

Ko§ 17 ma pevné dno 21, perforovanou valcovitou sténu 23 a okraj 22 prodlouzeny dovniti od
vrcholu stény 23. Dirkovani bo¢ni stény je vhodnéjsi v rozmezi 2 az 5 mm. Filtra¢ni tkanina
nebo sitovinova vlozka je umisténa na vnitfnim povrchu stény (23) kose a ma takovy rozmér,
aby se zabranilo pronikani polymeru R pres sténu 23. Sitovinové vlozka 25 ma vhodnéji
velikost ok pfiblizné od jedné desetiny (0,10) do jedné tfetiny (0,33) primeéru Castic polymeru,
takze nepropusti kulicky z koSe ven, nicméné tekutinu necha projit skrz. Trubice 24, privadgjici
tekuty polymer, je napojena na tficestny ventil V1 skrz potrubi 8, aby mohl byt tekuty polymer
zaveden na pevnou fazi. Trubice 24 ma na konci vhodnéji koleno 26, aby byl tekuty polymer
zavadén na sténu 23 koSe 17. Odstiedivé sily vznikajici ota¢enim koSe jsou obecné dostatecné
silné na vytvoreni hladké vrstvy polymeru na sténé€ koSe. Nicméné trubice 24 muze zahrnovat
mechanické prostiedky pro rozvrstveni tekutého polymeru tak, aby byla zajiSté€na jednotné silna
vrstva polymeru na sténé 23. Mechanické rozvrstvovaci prostfedky mohou naptiklad zahrnovat
osové nebo vertikalné prodluzovatelnou Cepel, ktera je v kosi radialné pohybliva tak, aby byla
nastavena pozadovana vzdalenost od stény (23) koSe. Trubka 27, kterda dodava reaktanty a je
napojena na potrubi 11, je prodlouzena do koSe 17 a zahrnuje mnoho rozstfikovacich trysek 29,
které rozstiikuji roztok aminokyseliny nebo omyvaciho rozpoustédla rovnomérné na otéacejici se
lizko pevné faze. Vystupni potrubi 13 dovoluje reaktantim nebo omyvacim roztokim, které
prodly pies ko§ 17, rychle opustit reaktor 7 a vratit se do pfechovavaci nadrze 5. Takto nebude
reaktor 5 obsahovat Zzadné mnozstvi tekutiny, ktera by kontaktovala nebo zaplavovala kos.
Uroveii kapaliny v reaktoru nebude stoupat ve vnitinim prostoru 15 ke dnu 21 koSe 17. ProtoZe
reaktorovy obal nebude zatopen, nebude zde kapalina, ktera by brzdila ko§, coz by vyZadovalo
vetsi vykon motoru M.

Vybaveni zafizeni mize byt uzplisobeno na automatické plnéni poZadovanych mnozstvi kapalin
do pfipravné nadrze 3, kontrolovani zasoby kapaliny v pfechovavaci nadrzi a kontrolovani
pritokové rychlosti kapaliny tekouci do reaktoru 7. Kromé toho mize byt pfidan nepovinny

vsadkovy sekvenator S, aby byla vice automatizovana celd operace. Vybaveni zafizeni (takové
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jako je IR detektor) mizZe také zaji§fovat sledovani vyvoje deblokace a omyvani, takZe syntéza
mize byt sledovana v daném &ase. Kromé toho IR detektor mize slouZit jako integralni Sast
automatizovaného procesu a testovani nezreagovanych volnych amini miZze byt provedeno hned
jakmile IR detektor uda, Ze reakce ustala.

Konstrukce pouZzivajici nekovové nebo vysoce protikorozné pokryté povrchy se mohly ukézat
nezbytné pro nekteré produkty. V takovych pfipadech mohou byt souéasti reaktorového systému
I vyrobeny nebo spojeny s nereaktivnimi materialy. Takové materialy zahrnuji napfiklad slitiny
s vysokym obsahem niklu, takové jako je Hastelloy dostupny u Haynes Int’l Inc. of Kokomo,
Ind., Teflon® pokryty polytetrafluoroethylenem a dostupny u E.Ldu Pont deNemours nebo 316
stainless ocel.

Syntéza mize byt provadéna nasledujicim zplsobem. Polymer a rozpoustédlo polymeru jsou
napln€ny do pfipravné nadrze 3 a je zapnut agitator. Kulicky pouZité pro tekuty polymer jsou
malé kuli€ky, vyhodnéji mensi nez 100 um v primeéru, které jsou proktizeny z 0,2 % az 1,5 %.
Polymer se napfiklad mlze skladat z boc-Pro-RCM (Merrifieldiv polymer, ktery ma navic
navazany boc-Prolin a je dostupny u Sigma Chemical) a rozpoustédlem muze byt dichlormethan
(DCM). Teplota mizZe byt upravena na predurtenou teplotu (takovou jako je 30 °C)
prostfednictvim teplotniho regulatoru TIC v nadrzi 3. Zatimco je tekuty polymer michan, ko§ 17
zacina byt roztaCen a upravovan na pozadovanou rotacni rychlost (takovou jako je 1000 otacek
za minutu), aby se vyvinulo zrychleni nejméné 10 g, vhodnéjsi je vétsinez 15 g a nejvhodnéjsi je
50 g nebo vétsi. Tekuty polymer je plnén pfimo do reaktoru prostrednictvim potrubi 8 a trubky
24. Vko§i 17 neni zadna kapalina v okamziku, kdyz je tekuty polymer zavadén do koSe.
Odstfedivé sily pusobici na polymer zplisobi, Ze polymer vytvofi relativné rovnomérnou vrstvu
R (Obr. 2) na vnitfnim povrchu koSe. Vrstva R je vhodngji vybudovana s pocatecni tloustkou
mezi 2 az 6 cm. Jiné tloustky by samoziejmé mohly byt pouzity také. Dal§i rozpoustédio
polymeru nebo recyklovany filtrat mize byt zaveden do pfipravné nadrze 3, aby byl splachnut
zbyly polymer do reaktoru 7. Meéfici pumpa P2 je aktivovana, aby bylo recyklovano
rozpoustédlo polymeru pies reaktor a byla tak jistota, Ze se vytvofila jednotna vrstva v reaktoru.
Jakmile vrstva R dosahuje pozadované tloustky je zbyvajici rozpoustédlo polymeru prevedeno
do odpadu odklonénim tficestného ventilu V3 do odpadu a plisobenim pumpy P2, dokud neni
prechovavaci nadrz 5 prézdna.

Cepel nebo niZ, diskutované vyse, mohou ulehgit rozprostieni polymeru na boéni sténu, aby
bylo jisté, ze vznika lizko rovnomeérné tloustky. Jak je polymer aplikovan na sténu 23, a jestlize

dojde k tomu, Ze vznika vrstva vét§i tloustky nez je pozadovano, pak Cepel otfe piebytecny
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polymer, jak miZe byt ocenéno. Nicméné jak je poznamenano, takové mechanické rozvrstvovaci
prostiedky nejsou obecné vyzadovany k tomu, aby vzniklo hladké polymerni lizko.

Roztok, ktery odblokovava N-konec peptidu vazaného na polymer je pfipravovan v pfipravné
nadrzi 3. Pfiklady deblokaénich roztokt zahrnuji Cistou kyselinu trifluoroctovou (TFA) nebo
roztoky TFA a DCM (dichlormethan). Deblokaéni roztok je pfevadén do prechovavaci nadrze 5
potrubim 6. Pumpa P2 je aktivovana a debloka¢ni roztok je provadén pies reaktorovou smycku.
Roztok je pumpovan do reaktoru z prechovévaci nadrze 5 pres potrubi 11 a trubku 27.
Deblokaéni roztok je zavadén na lGzko s pomoci trysek 29 a prechazi pies lizko do prostoru 18,
ktery je mezi koSem 17 a vnitfnim prostorem 15. Roztok opousti reaktor 7 a vraci se do
prechovavaci nadrze 5 pres potrubi 13. Néjaké zbytky rozpoustédla polymeru v potrubich a
v polymernim 13Zku mohou byt odstranény odklonénim prvniho mnozstvi odstfedéného roztoku
opoustéjiciho reaktor 7 do odpadu nebo na obnovu pres ventil V4 v potrubi 13. To ochrani
rozpoustédlo polymeru od smichani s debloka¢nim roztokem v pfechovévaci nadrzi 5. Nasleduje
odstranéni rozpoustédla polymeru. Zbyvajici odstfedény roztok opoustéjici reaktor 7 je odklonén
do pfechovavaci nadrze 5 pro recyklovani vreaktoru 7. Recyklovani pokracuje po predem
stanovenou dobu (nejvhodnéji okolo 3 minut). Nasleduje deblokace, kdy je roztok odklonén do
odpadu nebo na obnovu pres ventil V3, jak je popsédno vySe vzhledem k rozpoustédlu
polymeru.

JestliZe to je pozadovano, mize byt proveden druhy deblokacni krok, aby byla jistota, Ze doslo
ke kompletni deblokaci N-konce peptidu vazaného na polymer.

Polymer mUZe byt omyt (napiiklad DCM), aby se odstranil deblokalni roztok. Omyti je
provedeno naplnénim poZadovaného mnoZzstvi roztoku do pfipravné nadrze, poté pievedenim
roztoku do pfechovavaci nadrze 5 pumpou P1 a aktivaci pumpy P2. Omyvaci roztok je pfevadén
pres reaktor 7 a pfechovavaci nadrz 5 po uréenou dobu, to je po dobu 3 minut. Tak jako pfedtim
je ventil V4 polatecné nastaven na odpad, aby se odstranil zbyly deblokacCni roztok ze systému.
Ventil V4 je poté nastaven na pritok cyklem a omyvaci roztok protéka pfes systém. Potom co je
omyvani hotové, je omyvaci roztok odstranén ze systému pies ventil V3.

Dodateny omyvaci roztok (napiiklad s isopropanolem) mlze byt zaveden do zmenSencho
polymeru.

Peptid je poté deprotonovin omyvanim polymeru zasaditym roztokem, takovym jako je
diisopropylethylamin (DIEA), po dobu 20 minut.

Dodatedny omyvaci roztok DCM muze byt zaveden, aby doslo k odstranéni zasaditého DIEA.

Polymer miZe byt zmen¥en omyvanim methanolem (MeOH) nebo dimethylformamidem

(DMF).
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Polymer muize byt zvét§en omyvanim DCM.

Nasledujici aminokyselina (napfiklad boc-arginin), ktera ma byt pfipojena k peptidovému fetézci
je naplnéna do pfipravné nadrze 3. Aminokyselina je vhodnéji preaktivovana a pfipravna nadrz 3
je také naplné€na vhodnym rozpoustédlem nebo rozpoustédly, takovymi jako jsou DCM a DMF.
Nadrz 3 je naplnéna rozpoustédly ve stejné dob€ jako aminokyselinou. Vazebné Cinidlo, takové
jakym je DCC nebo DIC je pak pfidano k roztoku aminokyseliny v pfipravné nadrzi 3. Nasleduje
obdobi preaktivace, kdy vznika vét§ina nerozpustnych vedlejSich produktl. Ventil V1 pracuje,
aby zavedl aktivovanou aminokyselinu do pfechovavaci nadrze 5 pres filtr F1, na némz dochazi
k odstranéni nerozpustnych vedlejSich produktt aktivacniho procesu. Filtr F1 ma takovou
velikost, ktera umozni odstranit skutecn€ vSechny nerozpustné vedlejsi produkty aktivacni
reakce. Zfiltrovany roztok aminokyseliny je pak recirkulovan pres reaktor, jak je popsano vyse,
dokud neni vazebné reakce hotova.

ProtoZe ani vnitfni prostor ani ko§ nejsou zaplaveny béhem reakce, je potieba méné tekutiny, nez
by bylo potfeba u michaného nadrzového reaktoru, tfepaného barnkového reaktoru nebo dokonce
u reaktoru se zaplavenym rotovanym koSem. Tato schopnost pouzit méné€ kapaliny dovoluje
pouziti vy§§ich koncentraci aminokyselin bez uziti v€t§iho mnozstvi aminokyselin a tim tedy bez
zvySujicich se nakladd na operaci. Takto mdZze byt koncentrace aminokyseliny zvysena napiiklad
na 300 mmol/l roztoku bez zvySeni mnoZstvi pouZzité surové aminokyseliny. Jak je znamo,
reakéni rychlost je funkci koncentrace reaktantu. Tedy schopnost pouzit méné tekutiny zvySuje
reakéni rychlost vazebného kroku. Teplota aktivované aminokyseliny mize byt kontrolovana a
prizplsobena v pfipravné nadrzi 3 a pfi recirkulaci v tepelném vyméniku H1. ZakonCeni vazebné
reakce miZe byt potvrzeno testovacimi vzorky polymeru odebranymi z reaktoru.

Polymer miZe byt omyt rozpoustédlem, takovym jako je DMF.

Nerozpustné vedlej§i produkty mohou byt odstranény z polymeru omytim methanolem (MeOH).
Methanol mdZe byt odstranén z polymeru omytim rozpoustédlem, takovym jako je DCM.

Proces se opakuje pro daldi aminokyselinu, ktera je v sekvenci na fadg. Je potéSitelné, Ze filtracni
tkanina a perforovani boCni sténa koSe nahrazuji filtracni fritu, ktera je pouZzivana bud
v michanych nadrZovych nebo v trubkovych SPPS reaktorovych systémech. Odstranéni
geometrickych natlak(i malé a oddélené filtraéni frity z vyprazdfiovaci cesty osvobozuje
reaktorovy systém od tlakovych natlak uvalenych na néj fritou (to znamena, Ze se konstruktér
nemusi starat o poSkozeni frity). Maximalni tlak, kterém mize byt systém vystaven, je tak spojen
se velikosti polymernich kuli¢ek a tloustkou polymerniho lizka (tlak nemlZe byt tak velky

pokud jde o znileni nebo velké stlaeni polymernich kuli¢ek) a silou koSe 17.
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Mezi kazdym krokem (to znamena zatimco je prechovdvaci nadrZ napliiovana nasledujicim
roztokem) je ko§ 17 udrzovan v otaCkach. To zajistuje, ze vétSina predchoziho roztoku bude
rychle odstranéna z vrstvy R odstfedivymi silami pfed tim, nez je nasledujici roztok zaveden do
reaktoru 7. Dale, jak je poznamenano, je ventil V4 otevien do ,,odpadu‘ na kratky Cas na zacatku
kazdého cyklu. Toto bude dale zbavovat systém zbytki pfedchoziho roztoku, ktery mozna nebyl
odstranén z vrstvy R pokraéujicim otaCenim kose, a ktery byl odstranén nynéjsim roztokem. To
zajisti, Ze ne vice neZ minimalni mnoZzstvi pfedchoziho roztoku zbude v systému a usnadni
kontrolu expozice peptidového fetézce reaktanty nebo omyvacimi roztoky.

Jak bylo poznamenano, ko§ a polymerni lizko nejsou zaplaveny. Tedy vSechny reaktanty a
kapaliny, které jsou zavedeny do koSe prochazi pies vrstvu R dobrou rychlosti. To znamen4, Ze
prichod roztoku pfes vrstvu R nebude zdrzovan tekutinou v prostoru 18 mezi koSem a vnitfnim
prostorem reaktoru. TudiZ doba kontaktu peptidu s reaktantem nebo omyvacim roztokem miize
byt pozorné a presné kontrolovana pomoci nepfetrzit€ otaceného koSe a méfeni délky Cinnosti
pumpy P2.

Relativni rychlost tekuté Gastice je tak konstrukéné proménliva, Ze mize mit vliv na vykon
systému, vytéZek produktu a jeho kvalitu. KdyZz je reaktant nebo omyvaci roztok zavadén do
koSe 17, tak kapalina prochazi pfes polymer a filtra¢ni tkaninu, jak bylo zminéno vyse, do
vnitiniho prostoru 15, aby byla recirkulovana zpét do pfechovévaci nadrZe. Pokud rychlost, pfi
které kapalina reaktor opousti je v podstaté rovna nebo prevysuje rychlost, kterou je kapalina do
reaktoru zavadéna, pak reaktor nebude zaplaven. V zdvislosti na prostoru mezi dnem
reaktorového koSe a dnem vnitiniho prostoru mize byt rychlost dodavané kapaliny mensi nez
rychlost kapaliny, ktera reaktor opousti, pokud je cyklus ukoncen pred tim, nez kapalina dosahne
Urovné dna koSe. Rychlost, pii které roztok muze prochazet pres polymer a filtralni tkaninu, je
funkci odporu (K,) polymeru k prichodu kapaliny polymer a odporu (B) filtraCni tkaniny k

prichodu kapaliny pfes tkaninu. Kp a B jsou vypocitany podle nasledujicich rovnic:

- ,UQCS - ,URm
Kp= a B= , kde 1
A% AP AAP

u = viskozita kapaliny;

C, = koncentrace pevnych castic v kapaling;

A = plocha filtrace, ktera se rovna ploSe filtrani tkaniny pouZzité v kost;

AP = pokles tlaku pfes polymerni lizko,

o = specifick® odpor vrstvy (polymeru) k prachodu roztoku pres polymer (v m/kg), ktery je
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funkci poréznosti,
R, = odpor filtra¢ni tkaniny k pritoku roztoku pres tkaninu.
Sily pusobici na téleso v centrifuze mohou byt popsany nasledujicimi rovnicemi. Zrychleni a
pfedmétu v centrifuze o poloméru R, ktera se otaci thlovou rychlosti o rad/s, mize byt ziskano z
nasledujici rovnice:

a = Ro* 2

Horni rovnice miZe byt vyjadfena v jednotkach gravitacniho zrychleni vydélenim zrychleni
zrychlenim jako vysledku tihy (980 cm/s?).
Pokles tlaku pies liZko polymeru miZe byt ziskan nasledujicim zptisobem. Staticky tlak pisobici

na tekutinu je vyjadfeny rovnici:
dP = pgdz 3

kde P je tlak, g gravitatni sila a z je vySka tekutiny. Vysledkem substituce rovnice 2 pro

gravitacni zrychleni v rovnici 3 je :
dP = pw’RdR 4

Vysledkem integrace mezi vnitinim a vng&j§im polomérem tloustky polymerniho lizka je
nasledujici vyjadieni:
_pa’ (R? - Ry)

Pi-Pyp=— 5
2

Horni rovnice mohou byt vyjadieny vhodnéj§imi vyrazy (otacky za minutu), neZ v radianech za

sekundu, nasledujicim prevodem:

2nN[rev / min]
o[rad/sec]= —— 6
60[sec / min]

Pokles tlaku pfes porézni prostiedky mtiZe byt vyjadfen nasledujici rovnici:

m.o Rm
Pebm el
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kde ¢ je objemova pratokova rychlost kapaliny, p viskozita kapaliny, m.je hmotnost vrstvy, o je
specificky odpor vrstvy viiéi priitoku, Ry, je odpor filtradniho prostfedku viiéi pritoku a A je
filtradni plocha. Odpor vrstvy ? mize byt funkei tlaku, jestlize se vrstva stlaCuje. Konstanty pro
odpory vrstvy a filtraénich prostfedkt mohou byt ziskény provedenim vsadkového filtra¢niho
experimentu za konstantniho tlaku a rozd€lenim Casu, ktery uplyne, a jehoZ dé€leni je provedeno
podle objemu jednotlivych podilt celkového objemu filtratu. Sklon vysledné kiivky je Gmérny
odporu vrstvy a priselik je tmérny odporu filtra¢nich prostredka.

Ko§ 17 ma vnitini polomér IR (Obr. 2) rovny vzdalenosti od stfedu koSe k vnitinimu konci
okraje 22 a vngjsi polomé&r OR rovny vzdalenosti od stfedu koSe k perforované stén€ 23 kose. U
pouzitého kofe byl vngjsi polomér (OR) okolo 15 cm a okraj mél Sitku okolo 7,5 cm. Vnitini
polomér pouZitého koge tak byl okolo 7,5 cm. Kose jinych rozméri mohly také byt pouZity.
Jakmile je reaktant nebo omyvaci roztok zaveden do kose 17, budou kapicky roztoku splyvat,
aby vytvofily kapalinovou sténu na vnitfnim povrchu polymerni vrstvy plisobenim odstfedivych
sil. Jak se proud roztoku do koe zvysuje, tak se bude zvySovat i tloustka kapalinové stény. Kdyz
je kapalinova sténa dostatedng silna tak, Ze vzdalenost vnitfniho povrchu této kapaliny od stfedu
kose (R [vnitini] v Tabulce I dole) je mensi nez vnitfni polomér koSe (7,5 cm), pak roztok
pietede pies okraj 22 koSe. Za t&chto podminek je ko$ Cinné zaplaven. Jak miZe byt vidét z
Tabulky I dole, pro rotagni rychlost 500 ot./min. se ko§ zaCina zaplavovat pii vstupni pritokové
rychlosti mezi 102,8 ml/s a 115,7 ml/s pro tloustku polymerniho lizka 5,5 cm. Pro polymerni
lazko tloustky 2,5 cm se ko§ zalind zaplavovat, kdyZ je priitokova rychlost mezi 217,8 ml/s a
244.9 ml/s. Pfi rotaéni rychlosti 1000 ot./min. se ko§ nezaplavuje dokud pritokova rychlost neni
mnohem vy$§i. Pro polymerni [izko tloustky 5,5 cm se ko§ nezatne zaplavovat dokud priitokova
rychlost neni mezi 449,8 ml/s a 514,1 ml/s a pro polymerni lizko tloustky 2,5 cm se koS nezaCne
zaplavovat dokud pritokova rychlost neni mezi 952,5 ml/s a 1088,6 mV/s.

Hodnoty ve spodni Tabulce I byly ziskany ze série filtranich vypocth pouzitim experimentalné
ziskanych hodnot K, a B, které byly pouZity pro centrifugu, ktera méla plochu stény 63,62 cm?,
Hodnoty K, a B byly ziskany za konstantniho tlakového rozdilu P1 o 11 stupnich rtutového
sloupce v prostoru 18 mezi koSem a vnitfnim prostorem. Filtratni parametry takto ziskané byly
pouZity pro centrifugu, kterd m&la polomér 15 cm a sténu koSe o plose 1413 cm?, k vypoditani
pritokovych rychlosti kapalin, aby byl zjitén pokles tlaku (v tloustce kapaliny) pro rizné
rotatni rychlosti. Zmény tlaku P1 a filtradni plochy budou mit vliv na filtraéni koeficienty K; a

B.
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Tabulka I: Vypocitané hodnoty poklesu tlaku pii pratoku pies polymerni lizko

Ares filter cloth 63,621cm”2 A2/AL 22.21
Arca Basket 1413 jem”2 P1 (in. Hg) 11
Kp 0.00038{s/cm"§
B 0.0051 Is/cm 3 Vol basket £284.00
Vol, fitter 400({m] Cake ht 3. 3}(cm)
Pressure (em.
DCM) P2 (in. Hg) Flow (ml/s)IFlow (ml/s)| P2/P1 Kp B R [inner] em
Bed Depth (cm) 5.50 2.50 1000 RPM {500 RPM
10,17 1 12.83 27,214 0.09]! 8. 4738E-06] 2,53E-03 14,84 14,36
20.35 2 25.70 54.43 0.1821 4.2369E-06] 1.26E-.03 14.68 13.69
30.32 3 38.56 81.64 0.273] 2.8246E-06} 8.42E-04 14,52 12.98
40.69 4 51.41 108.86 0.3641 2.1185E-06{ 6.31E-04 14.36 12.24
50.86 b 64,26 136,071 0.455] 1.6948E-06] 3,05E-04 14,19 11,45
61.04 6 72,11 163.29| 0.545)] 1.4123E-06| 4.21E-04 14.03 10.59
71.21 7 89.97 190.5¢0 0.636] 1.2105E-061 3 61E-04 13.86 9.66
81.38 8 102.82 217.72 0.7271{ 1.0592E-06} 3.16E-04 13.69 8.64
91.36 9 115,67 244.93] 0.818] 9,4154E-07( 2.81E-04 13,32 7.42
101.73 10 128.52 272.15 0.909! 8.4738E-07} 2,53E-04 13.34 §.08
111.90 11 141.37 299.36 1.000{ 7.7035E-07) 2.30E-04 13.16 £.27
122.08 12 154.23 326.38 1.0911 7.0615E-07) 2.10E.04 12.98
132,23 13 167.08 353.79 1.182} 6.5183E.07| 1,94E-04 12.80
142,42 14 179,93 381,01 1.2731 6,0527E-07] 1,830E.04 12,62
152.59 13 192.78 408.22 1.364| S.6492E-07] 1.68E-04 12.43
162.77 16 205.64 435.44 1.455] 5.2961E-07| 1.58E-04 12.24
172.94 17 218.49 462.65 1.5435] 4.9846E-07]| 1 49E.04 12,03
183,11 18 231134 489,87 1,636 4 7077E-07! ] ,40E.04 11,83
193.29 19 244.19 317.08 1.727] 4. 4599E-071 1.33E.04 11,63
203.46 20 257.05 344,30 1.813} 4.2369E-07! ],26E.04 11.44
213.63 21 269.90 $71.31 1.909)| 4.0352E-07] 1.20E-04 11.24
223,80 22 282,73 598,73 2,0001 3, 8517E-07] 1.15E-04 11,03
233.98 23 _295.60 6235.94 2.0911 3.6843E-07{ 1.10E-04 10.81
24415 24 308.45 653.16 2.1821 3.5308E-07| 1,05E-04 10.59
254,32 23 321.31 620,37 2.273]1 3.3895E-07] 1.01E-04 10.37
264,30 26 33416 707,38 2.3641 3,2392E-07} 9 JJE-035 10.14
274.67 27 347.01 734,80 2.455| 3.13835E-07]| 9.,36E-0S 9.90
284,84 28 359.86 762.01 2.545{ 3.0264E.07] 9.02E-05 9.66
295.02 29 372,72 789.23 2,636} 2.922E-07{ 8 71E-03 9,42
305,19 30 383,57 216,44 2,727 2,8246E-07] €. 42E-05 9.16
356.03 33 449.33 952.32 3.18212.4211E-07} 7.22F-05 7.78
406.92 40 514.09 1088.59 3.63612.1185E-07]1 6.31E.0S5 6.08

Na obrazku 5 je graf, ktery ukazuje priatokovou rychlost proti poklesu tlaku v polymernim [Gzku
v kosi 17.

S potéfenim je konstatovano, ze maximalni pritokova rychlost pred pocatkem zaplaveni je
funkci tloudtky polymerniho 10zka a poloméru radialni $itky okraje 22 kose. Tedy zvySenim
sitky okraje 22 nebo snizenim tloustky polymerniho lizka miZe byt zvySena maximalni mozna
pritokova rychlost. Cinnosti reaktoru nebude branéno Zadnou kapalinou na povrchu
polymerniho ldzka (za podminky, Ze podstatné mnoZstvi kapaliny nepretéka pfes okraj 22 cestou
okolo lGzka). Dulezité je, Ze koS neni ponofen (to znamena, Ze neni Zadna kapalina vypliiujici
prostor 18 mezi sténou koSe a vnitfnim prostorem). Tato povrchova kapalina mohla slouZit ke
zvySeni rychlosti pritoku pres polymerni lizko za cenu nepatrné vétsiho objemu kapaliny uvnitf
rotujiciho koSe. Schopnost ménit rotaéni rychlost podle pfani a s neomezenym usporadanim
(protoze ko§ neni po;nofen v kapaling) dovoluje, aby byly ziskany vyssi rychlosti kapaliny, nez

kdyZ je ponofeny valec rotuje v zatopené nadrzi nebo skofapce.
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Rovnomé&rny kontakt kapaliny a pevné faze je nezbytny pro dobrou innost reaktoru. Uspokojivy
kontakt polymeru s kapalinami mtze byt doséhnut s rovnomérn& rozpradenou kapalinou na
polymer, ktery mé jednotnou tloustku liZka a pozornym vyb&rem pritokové rychlosti kapaliny a
rota&ni rychlosti kode. Priitokova rychlost kapaliny pfes lizko pevné faze je Casto pfimo Umérna
poklesu tlaku v kuli€ce a nepfimo Umérna tloustce lizka. Nicméné polymer je trochu
selatinovity. Vysoké odstredivé sily mohou zpisobit stlaCeni polymerniho NiZka a takto zvySent
odporu k pritoku pfes polymerni lizko. JestliZe je lazko stladeno pii dostate¢né vysokém tlaku,
pritok kapaliny pfes lizko se m0Ze snizit s rostoucim poklesem tlaku. MuZe tedy zde byt
koneéna rotatni rychlost, kterd maximalizuje pritok kapaliny.

Tabulka I nahofe ukazuje rotadni rychlosti 500 a 1000 ot./min. v koSi s polomérem 15 cm, které
odpovidaji odstfedivym zrychlenim 41,123 cn/s® (41,9 g) a 164,494 cn/s” (167,8 g) na vnitfnim
povrchu stény koSe. Nicméné muZze byt mozné vystavit kulicky polymeru mnohem vySSim
zrychlenim pred tim, neZ stladeni kuli¢ek odstfedivymi silami zagne branit prutoku kapaliny pres
polymerni liZko. Stlateni kuli¢ek polymeru je funkci tuhosti kuli¢ky, které je nasledné vztazena

ke stupni prokiizeni polymeru.

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU

Centrifuga IEC vybavend motorem s proménlivou rychlosti a kofem ze stainless oceli a
peristalticka pumpa Cole-Palmer Masterflex Model 7518-12 fungovaly jako reaktor. Ko§ mél
vnitini prémér 13 cm a vysku 5 cm. Kapalina byla do centrifugy dodavéana prostiednictvim
hadice Masterflex Phar-Med, typ 6485-24, ktera posilala proud kapaliny na vrchol stfedu koSe,
kde byl proud rozbijen na fadu kapicek. Tato konstrukce nedovolila Gplné nebo plné pokryti
povrchu polymeru jednotnym rozstiikem. Pfiblizny pritok kapaliny byl 200 ml/min..
Aminokyseliny a HOBt byly preaktivovany pomoci DCC. Nerozpustna DCU byla odstranéna
z roztoku aktivované aminokyseliny vakuovou filtraci pfed pfidanim do reaktoru. Alkoholové
(methanol) omyvaci roztoky nebyly potfeba, protoze preaktivacni krok odstranil velkou vétsinu
DCU. Zptsob byl jinak stejny jako ten, ktery je popsany v tabulce Il dole. Rotace koSe byla
pfiblizng 500 ot./min., coZz odpovidalo zrychleni okolo 18,2 g. Pokles tlaku (pfi zaplaveném
stavu) v 1 cm kapaliny se specifickou tizi 1,0 za vjSe popsanych podminek byl 1645 N/m? (0,24
psi). Filtragni plocha centrifugy pro reaktor je 204 cm” a minimalni povrchova rychlost kapaliny
v prazdném kodi (pfi pritokové rychlosti 200 ml/min.) je 0,98 cm/min.. Skute¢nd pritokova
rychlost pres kuli¢ky polymeru je nepfimo (mérn4 poréznosti vrstvy a méla by byt deseti az

stonasobkem této odhadnuté pritokové rychlosti.
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Byly provedeny experimenty pfi dvou nastavenich. Prvni nastaveni bylo provadéno tak, aby bylo
uréeno chovani polymeru kdyz neprobihaji chemické reakce. Polymer byl dispergovan v DCM
nebo DMF a naplnén do centrifugy, ktera byla vypln&na polypropylenovou filtracni tkaninou o
velikosti 1 aZ 3 mikrony. Polymer vytvofil na tkaniné jednotné izko, které se zvétSovalo a
zmengovalo, podle toho jak bylo vystavovano G¢inkim DCM, DMF a MeOH. Vrstva
neodpadavala bshem kratkych okamzikd po zastaveni centrifugy. Nicméné vrstva neméla
tendenci odpadnout, ani kdyZ byla nechina uschnout pfes noc. Ackoliv vrstva kdyZ uschla
praskla, praskliny byly docela Gzké. Prazdna mista pfilezitostné vznikala, ale rychle mizela
pouziti nasledujiciho omyvaciho rozpoustédla. Jak bylo feceno, zavedeni kapaliny na povrch
kulitek polymeru povrch uhladi. Tyto nepatrné zlomy a prazdné formace tedy nemaji vliv na
pritok kapaliny pres vrstvu a pritok kapaliny pfes vrstvu byl povazovan za homogenni. Polymer
byl také nalezen v efluentu na poatku omyvani, ale efluent byl rychle vycistén recyklovanim.
Recyklace kapaliny fungovala neobydejn& dobfe, protoZe se nepfihodila Zadna akumulace
rozpoustédla uvnitf centrifugy a to umoznilo, aby byl provadén rychlejsi pritokovy kontakt
pokud to je pozadovano. Ztraty Casti pevné faze z centrifugy na pocatku vsadkového a
omyvaciho kroku jsou normalni a byly pfi tomto pokusu ocekavany, protoZe nebyly pouZzity
74dné zachytné krouzky, aby drZely tkaninu na sténé koSe. Vysledky prvniho pokusu byly
yysoce piiznivé a posilily mechanickou proveditelnost reaktorového systému.

V ramci druhého experimentu byl syntetizovan dipeptid boc-Arg-Gly na methylbenzhydryl-
aminovém (MBHA) polymeru, aby byla ukazana vhodnost reakéniho zafizeni pro syntézu
malych peptidd. Nakonec byly reak&né navazény posledni tfi aminokyseliny peptidu Leuprolidu,
za G&elem dotvotit Leuprolid (pGlu-His-Trp), aby byla demonstrovéana vhodnost reak¢niho

zafizeni pro syntézu stfedn& dlouhych peptidd. PouZity zpisob je popsan dole v tabulce I1.
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Tabulka II: Zpusob syntézy na pevné fazi

Step | Operation Approx. Time

] 1 x DCM wash (First amino acid only) 3 min.

2 1 x 50% TFA/DCM wash containing 0.5% DTE and | 3 min’
1.0% 2-methylindole after introducing Cys

3 1 x 50% TFA/DCM wash containing 0.5% DTE and | 20 min
1.0% 2-methylindole after introducing Cys

4 2 x DCM wash 3 min’

5 "2 x 5% DIEA/DCM neutralization 4 min each’

6 1 x DCM wash 3 min’

7 2 x MeOH wash (only done for first amino acid) 3 min each

8 2 x DMF wash 3 min each’

9 React with preactivated boc-Amino Acid 30 min.

minimum

10 Ninhydrin -Test

11 Ninhydrin Test (if necessary)

12 2 x DMF wash 3 min each’

13 2 x DCM wash 3 min each’

*Cas omyvani pro Leuprolid zvySeny na 5 minut

V prvni syntéze (to znamena boc-Arg-Gly) bylo 20 ¢ MBHA polymeru s inkorporacnim
pomérem 1 meq proteinu/g polymeru pouZito jako vychozi materil. 60 mmol (3 eq) boc-Gly,
HOBt a DCC bylo pouZito pro ‘prvni vazebnou reakci. Aminokyselina byla preaktivovana po
dobu 15 minut a DCU odstranéna filtraci. Po prvni hodiné reak¢ni doby byla centrifuga
zastavena, byly odebrany vzorky a volné aminové skupiny testovany ninhydrinovym testem.

Vzorek prodel ninhydrinovym testem. Vsidka byla deblokovana pomoci DCM a TFA a

ponechana stat pfes noc.
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Nésledujici vazebna reakce byla provadéna s 60 mmol boc-Arg(TOS) stejnym postupem, ktery
byl popsan vySe pro boc-Gly. Vzorky odebrané po 1 hoding a 2 hodinach vazebné reakce
neuspély v ninhydrinovém testu. Vsadka byla podrobena nové vazebné reakci s 1,5 eq boc-
Arg(TOS), HOBt a DCC preaktivovanym 3minuty (aby se minimalizoval vznik laktamového
cyklu). Ninhydrinovy test byl poté usp&sny.

Druh4 st experimentu zahrnovala pfipojeni poslednich tfi aminokyselin (Glu-His-Trp)
k Leuprolidu. Byl ziskan pre-Leuprolid (post-Ser). V tomto momenté obsahoval peptid-polymer
okolo 0,5 meq peptidu/g polymeru. PouZity zpiisob byl stejny se zplsobem popsanym v tabulce
II vyse, kromé toho, Ze byla pfidana recirkulatni nadoba, ktera byla tvofena batikou s kulatym
dnem a uzavfenou povrchovou sklennou hlavou s ponofenou hadici. Otvor na vrcholu
centrifugy byl uzavien plastikovou kadinkou s viiznutym otvorem pro napoustéci hadici. Tyto
zmény byly udé&lany, aby se redukovaly ztraty rozpoustédla vyparovanim.

Prvni vazebna reakce v novém uspofadani byla s boc-TRP. Vzorek odebrany po prvni hodiné
uspél v ninhyrinovém testu. Druhd vazebna reakce byla s boc-His(BOM). Rychlost pumpy byla
zvyiena a reakce ve vsadce probihala dalsi hodinu. Po uplynuti reakéni doby byly odebrany tfi
vzorky polymeru, kazdy z vrcholu, stfedu a dna vrstvy a individualng testovany na volné amino
skupiny. Ninhydrinovy test byl velmi silné pozitivai pro kazdy vzorek.Vsadka byla podrobena
nové vazebné reakci s 1,5 eq boc-His(BOM) a po jedné hodiné byla usp&Sn€ podrobena
ninhydrinovému testu. Posledni vazebnou reakci byla reakce s p-Glu. Vsadka byla podrobena
vazebné reakei po dobu jedné hodiny a vzorek uspél v ninhydrinovém testu. KoneCna hmotnost
peptid-polymeru byla 32 grami. 2,0 gramy peptid polymeru byly §tépeny s ethylaminem, coZz
vykazalo 802 mg chran&ného peptidu. Surovy peptid byl testovan na HPLC s reversni fazi a
vykazal typicky pas pro surovy Leuprolid.

Vysledky prvni fady experimenti naznaluji, Ze polymer vytvaii jednotné lizko na sténé
centrifugy a ma malou tendenci zhroutit se nebo se provalit. Kromé toho polymerni lizko
vykazuje minimalni trhliny. Prazdna mista a trhliny se ztraceji pfi omyvani a priiniky v polymeru
jsou obvykle docela malé. Cisté prilomy polymeru do filtratu bdhem vazebnych experimenti
tém&F neexistovaly, kromé& posledntho vazebného kroku. Lepsi metody utéstiovani filtracnich
prostiedki jsou k dispozici a oéekava se feSent tohoto problemu.

S pot&Senim je konstatovano, Ze reaktorovy systém nastaveny podle toho jak bylo popséno vyse
a zplsob provozu tohoto systému zabraiiuje zaplavovani systému rozpoustédly a reaktanty a

dovoluje velké priitokové rychlosti pres polymer. Vyhod tohoto systému je mnoho a zahrnuji:
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- Mnohem pesné&jsi kontrolu teploty b&hem aktivace, vazebné reakce a deblokace. To je mozné,
protoZe neni ponofen v zaplaveném vnitfnim prostoru. Tudiz ve co je potfeba kontrolovat je
teplota kapaliny v potrubi 11 a ve vstupni trubce 26.

- Zmendené mnoZstvi nezbytného rozpoustédla, protoze nebude potfeba naplnit rozpousteédlem
vnitini prostor 15 ani dispergovat polymer, jako je to v pripadé STR.

- Zmendené mnoZstvi pouZité aminokyseliny nebo zvySené reakeni rychlosti. Reak¢ni rychlosti
jsou umérné koncentraci reaktantl. ProtoZe objem rozpoustédla miZe byt zmenSeny, naroky na
mno¥stvi aminokyseliny jsou také men3i, aby byla dosaZena stejna koncentrace. Jestlize
mnoZstvi aminokyseliny neni zmenseno, koncentrace budou vyssi a reakéni rychlost se umérné
tomu zvysi.

- Vylouéeni velmi hoflavych rozpoustédel. ProtoZe aminokyseliny jsou preaktivovany a
filtrovany, tak mnoZstvi DCU v polymeru by mélo byt velmi malé. Vysledkem tedy je, Ze
omyvaci roztoky, jako jsou methanol nebo isopropanol, nejsou nezbytné. Vyloulenim
alkoholovych omyvacich roztokll se odstrani , matkani® polymeru, které by mohlo poskodit
kulitky polymeru. To také samoziejm& zmensi celkovy Cas potfebny pro vazebnou reakci kazdé
aminokyseliny na peptid. Dal3i vyhodou je, Ze z procesu mohou byt vylou¢ena nukleofilni
rozpoustédla, coZ odstrafiuje nebezpeli vneseni moZné smifené kontaminace nebo
nedostate¢ného odstrangni t&chto ,reaktivnich® latek.

- Vylou&eni ponideni polymeru zpiisoben¢ho stfiznymi d&ji agitdtoru pii dispergovani kulicek
v michané nadob&. Polymer neni zat&%ovan michanim jako v piipadé STR. Je tedy méné
stfihového lamani kuli¢ek polymeru od koncl Eepeli vysoko rychlostniho agitatoru.

- Schopnost odvést teplo vznikajici pfi deblokacni reakei. Recirkulovana kapalina muiZe byt
chlazena ve vng&j§im tepelném vyméniku a polymer proto bude souvisle vystavovan chladnému
roztoku DCM/TFA.

- Schopnost zlepsit kvalitu a vytézky peptidu rychlim odstranénim karbokationtd, které vznikaji
pfi prvnim pln&ni TFA b&hem deblokalni reakce. To maZe byt provedeno, protoze omyvaci
roztoky mohou byt chlazeny a recyklovany nebo vyfazeny po jednom projiti pfes reaktor.

- Schopnost zmengit velikost Eastic polymeru a jesté udrZovat vysokou relativni rychlost toku do
tastice, kterd je ve stabilnim ldZku, s poklesem tlaku, ktery je ovlivnitelny volné rotujicim
neponofenym koSem.

_ ZlepSené rychlosti prenosu reaktantG mezi kapalinou a aktivnimi misty uvnitf polymeru,

protoZe preaktivace polymeru zahrnuje odstranéni DCU filtaci.
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- Krat$i a vice kontrolované doby kontaktu kapaliny s neponofenym koSem a rychlejsi filtraCni
doby, jejichz vysledkem je krat$i doba cyklu a vice kontrolovand doba expozice TFA peptid-
polymeru.

- Odstranéni frit, které se mohou zlomit nebo byt blokovany fragmenty polymeru nebo
nerozpustnymi vedlejimi produkty. Jak bylo popsano vySe, frita byla nahrazena perforovanou
sténou 23 kose 17.

- Mnohem lépe fungujici omyvani, protoZze polymer mize byt toen relativn€ suchy mezi
jednotlivymi omyvéanimi a prvni Cast nésledujiciho roztoku miZe byt vyfazena spiSe nez
recyklovana. To mé vliv na rychlé ogi§téni polymeru od pfedeslého roztoku.

- Prizptisobeni zmenSovéani a zvét§ovani polymerniho l0Zka jednotné vrstve koSe. Na rozdil od
trubkovych reaktord je pomér objemu polymerniho izka k filtratni plose (to znamena sté€né
kose) maly.

Tento popis je uveden pouze pro ilustrativni UCely a neni umyslné omezen. Zmény v ramci
pfipojenych naroki mohou byt jasné t€m, ktefi se danym stavem techniky zbyvaji. Napiiklad
DIC mbZe byt nahrazen DCC jako aktivatnim Cinidlem. PouZitim DIC nevznikaji nerozpustné
vedlejii produkty (takové jako DCU), které by zahltily polymer. PouZiti DIC jako aktivacniho
&inidla tedy odstrafiuje potfebu methanolovych omyvacich prostfedkt a preaktivaci, coZ sniZi
celkovou dobu nezbytnou pro syntézu peptidu. Pfipravna nadrz 3 mize byt odstrancna ze
systému a vSechny roztoky mohou byt pfipravovany v prechovévaci nadrzi 5. To by vyZadovalo,
aby kontrolni zatizeni spojena s pfipravnou nadrZzi byly spojeny s prechovavaci nadrzi, a aby filtr
F1 byl umistén v potrubi 11 nebo ve filtratni smycce na potrubi 11. Ackoliv ko§ rotuje
horizontalnd na vertikalni ose, mohl by byt rotovan na horizontalni ose, tak Ze koS je na této
stran&, nebo by mohl byt rotovan dokonce na sklonéné ose (to znamena pod uhlem méné néz 90°

od vertikalni osy). Tyto piiklady jsou pouze ilustracni.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyznadujici se tim, Ze je providéna syntéza peptidu na pevné fazi v reaktorovém
systému 1, reaktorovy systém 1 obsahujici reaktor 7 pro syntézu, ktery ma vnitfni prostor 15, koS
17 umistény ve vnitinim prostoru a majici porézni st€nu 23, ko§ rotovatelny kolem osy, ko§
majici mendi primér, neZ vnitfni prostor, ko§ a vnitini prostor vymezujici prostor 18 mezi
vn&j§im povrchem koSe a vnitinim povrchem vnitfniho. prostoru; zpusob vyznacujici se tim, ze
zahrnuje ko§ rotovatelny pozadovanou rotacni rychlosti, dodéavajici tekuty polymer do
rotovaného reaktorového kode, aby doslo k vytvofeni vrstvy R skute¢né jednotné silné na sténé
koSe, dodavajici deblokagni roztok do rotovaného kose, aby doslo k odblokovani N-konce
peptidu vazaného na polymer, dodavajici jeden nebo vice omyvaci roztoky do rotovaného kose,
aby dolo k omyti deblokacniho roztoku z vrstvy, dodavajici roztok nasledujici aminokyseliny,
ktera ma byt pfipojena k peptidovému fetézci, a vazebné ¢inidlo do rotovaného kose, aby doslo
k pfipojeni nasledujici aminokyseliny k peptidovému fetézci, opakovani krokd (c) - (d) dokud
neni peptidovy Fetézec kompletni; zpisob vyznaluji se tim, 7e deblokaéni roztok, omyvaci
roztok, roztok aminokyseliny a roztok vazebného &inidla jsou zavadény do rotovaneho koSe
takovou rychlosti, Ze dodavané roztoky se nebudou hromadit ve vnitinim prostoru reaktoru a
zaplavovat ko3, ko§ je v nezaplaveném stavu beéhem kazdého kroku syntézy peptidu.

2. Zptsob podle naroku 1 vyznalujici se tim, Ze zahrnuje krok vazani prvni aminokyseliny
pozadované sekvence peptidu na aktivni misto polymeru, aby vznikla vazba peptid-polymer.

3. Zpusob podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze polymer je tvofen styrenovymi kulickami.

4. Zptisob podle naroku 3 vyznadujici se tim, Ze tyto kulicky maji primér mensi nez 100 pm a
jsou prokfizené z 0,2 % az 1,5 %.

5. Zpusob podle naroku 1 vyznaCujici se tim, Ze krok rotovani koSe zahrnuje rotovani kose
rychlosti dostateéné velkou k vytvoreni dostateénd velkych odstiedivych sil, které udrzi vrstvu
polymeru proti stén€ koSe.

6. Zpisob podle naroku 5 vyznaCujici se tim, 7e ko§ je rotovan rychlosti dostateénou pro ziskani
odstfedivé sily na vnitinim povrchu koSe nejméné 10 g.

7. Zptisob podle naroku 1 vyznalujici se tim, Ze reaktorovy systém zahrnuje pfechovéavaci nadrz
5, reaktor 7 majici vystup z vnitfniho prostoru pro dopravu kapaliny prvnim potrubim 13
ke vstupu do prechovavaci nadrze, pfechovévaci nadrz majici vystup pro dopravu kapaliny
druhym potrubim 11 ke vstupu 27 do reaktoru, reaktor a prvni a druhé potrubi vymezujici okruh,

kroky dodévajici roztoky do reaktoru zahrnujici krok dodavky roztoku do pfechovéavaci nadrze 5
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a pak transportujici roztok do reaktoru, roztok, ktery je tlaCen pres vrstvu do reaktoroveého
prostoru 18, roztok vracejici se do pfechovavaci nadrze S prvnim potrubi 13.

8. Zpsob podle naroku 7 vyznadujici se tim, Ze krok dodavajici roztok do rotujiciho kose
zahrnuje cirkulaci roztoku okruhem po uréenou dobu.

9. Zptsob podle naroku 1 vyznalujici se tim, Ze zahrnuje krok podstatného vy€isténi prvniho
roztoku z reaktorového systému pied zavedenim druhého roztoku do reaktoru.

10. Zptisob podle naroku 9 vyznadujici se tim, ze pfechovavaci nadrz 5 muze byt propojena se
sbérnikem, &istici krok zahrnuje krok transportu n&akého roztoku z reaktoru 7 do piechovavaci
nadrze 5, pfechovavaci nadrz 5 propojena se sbérnikem a odvadi obsah piechovavaci nadrze 5 do
sbérniku, transportni krok zahrnujici rotovani koSe pfedurcenou rychlosti po urCenou dobu
cirkulace probghl pred tim neZ zavedeni druhého roztoku zacalo.

11. ZpGsob podle naroku 10 vyznalujici se tim, Ze prvni potrubi 13 miZze byt propojeno se
sbérnikem, krok &isténi prvniho roztoku z reaktorového systému dale zahrnuje krok propojeni
prvniho potrubi se sbérnikem po pfedem urcenou dobﬁ béhem kroku dodéavani druhého roztoku
do reaktoru.

12. Zptisob podle naroku 1 vyznalujici se tim, Ze zahrnuje krok kontrolovani teploty roztoka.

13. Zpasob podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze krok budovani vrstvy zahrnuje budovani vrstvy
tloustky mezi 2 cm a 6 cm.

14. Zptisob podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze zahrnuje krok preaktivovani aminokyseliny
pted dodanim aminokyseliny do reaktoru.

15. Zpisob podle naroku 14 vyznalujici se tim, Ze zahrnuje krok filtrovani roztoku
preaktivované aminokyseliny, aby byly z roztoku odstranény nerozpustné vedlejsi produkty pred
jeho dodanim do reaktoru.

16. Zptisob podle naroku 7 vyznadujici se tim, Ze reaktorovy systém zahrnuje filtr umistény mezi
reaktor 7 a prechovavaci nadrz 5, zpisob zahrnuje krok filtrovani roztoku béhem jeho transportu
okruhem.

17. Zptsob podle naroku 1 vyznaCujici se tim, Ze kroky dodavani roztokl do reaktoru zahrnuji
rozprafovani roztokd tryskou na vrstvu polymeru.

18. Pousiti reaktorového systému vyznaujici se tim, Ze je provadéna syntéza peptidu na pevné
fazi, reaktorovy systém zahrnujici reaktor 7, ktery ma vnitini prostor 15 se vstupem a vystupem a
rotovatelny ko§ 17 obsaZeny uvnitf vnitfniho prostoru, kos majici porézni boCni sténu 23, na
které je vytvaiena vrstva polymeru, pfechovavaci nadrz 5, do které jsou zavadény roztoky pro
syntézu peptidu, pfechovavaci nadrz se vstupem a vystupem, vystup z reaktoru, ktery je propojen

se vstupem do prechovavaci nadrze prostiednictvim prvniho potrubi 13 a vystup z pfechovavaci
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nadrze, ktery je propojen se vstupem do reaktoru prostfednictvim druhého potrubi 11, reaktorovy
" systém je schopny udrZovat reaktorovy ko 17 v nezaplaveném stavu takovém, Ze roztok
reaktorovy ko§ nezaplavuje.

19. Pouziti reaktorového systému podle naroku 18 vyznacujici se tim, Ze zahrnuje prostfedky pro
skutedné o&isténi reaktorového systému od prvniho roztoku pouzitého pfi syntéze peptidu pied
druhym roztokem pfidavanym do systému.

20. PouZiti reaktorového systému podle naroku 19 vyznacujici se tim, Ze zahrnuje sbérnik a
prvni ventil V2 v potrubi 11, prvni ventil V2 je selektivné pfepinatelny mezi prvni polohou, pii
které roztok opoustdjici prechovavaci nadrz vstupuje do reaktoru a druhou polohu, pfi ktere
roztok opoust&jici prechovavaci nadr? prechazi do sbérniku, Cistici prostfedky zahrnuji reaktor,
pfechovavaci nadrz a ventil, reaktorovy ko§ je rotovan po té co je cyklus roztoku hotovy tak, ze
roztok zbyly v ko§i pfechazi do prechovévaci nadrze a obsah pfechovavaci nadrZe je pak
odveden do sbérniku pres prvni ventil.

21. Pouziti reaktorového systému podle niroku 20 vyznadujici se tim, Ze Cistici prostfedky dale
zahrnuji druhy ventil V4 v prvnim potrubi 13, druhy ventil je selektivn€ pfepinatelny mezi prvni
polohou, pfi které je vystup z reaktoru propojen s prechovéavaci nadrzi a druhou polohou, prfi
které je vystup z reaktoru propojen se sbérnikem, systém je provozovan tak, ze druhy ventil je
piepnut do druhé polohy na pfedem uréenou dobu béhem dodévani druhého roztoku do reaktoru.
22. Pouziti reaktorového systému podle naroku 18 vyznalujici se tim, Ze zahrnuje piipravnou
nadr? 3 propojenou s reaktorem a prechovévaci nadrz a ventil V1 schopny selektivné veést obsah
ptipravné nadrze jedné piechovéavaci nadrze a reaktoru.

23. Pouziti reaktorového systému podle naroku 22 vyznadujici se tim, Ze tekuty polymer je
pfipravovan v piipravné nadrZi, ventil V1 schopny dopravit tekuty polymer do reaktoru, reaktor
obsahujici vstupni trubku pro tekuty polymer. |

24. Pouziti reaktorového systému podle naroku 23 vyznacujici se tim, Ze vstupni trubka pro
tekuty polymer zavadi tekuty polymer na sténu reaktorového kose.

25. Poutiti reaktorového systému podle naroku 24 vyznalujici se tim, ze zahrnuje rozprasovac,
ktery usnadiiuje formovani polymerniho liZka na sténé reaktoru, které je skuteCné jednotné
tloustky a hladkosti.

26. Pouziti reaktorového systému podle naroku 22 vyznacujici se tim, Ze roztoky aminokyselin
jsou preaktivovany v pfipravné nadrzi, aminokyseliny jsou dopravovany do prechovévaci nadrze

ventilem.
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27. Pouziti reaktorového systému podle naroku 26 vyznaCujici se tim, Ze zahrnuje filtr F1

umistény mezi ventilem V1 a pfechovéavaci nadrzi, roztok aminokyseliny prechazi pfes tento
filtr.
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